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ABSTRACT

Toenail onychomycosis is a common infection, affecting up to 14 % of the
population. Moreover, poor penetration of topical drugs into the nail bed
leads to frequent recurrences of the disease. The cure rate of toenail ony-
chomycosis is estimated at 63-76%. An alternative treatment for onycho-
mycosis is photodynamic therapy. Following agents are used in this
method: porfimer sodium, rose bengal, methylene blue, 5-aminolevuli-
nic acid and its derivative - methyl ester. The therapy is well tolerated
Photodynamic therapy offers an opportunity to achieve a significant cure
rate in patients who cannot receive oral therapy. Thanks to systematic
improvements in photodynamic therapy, including better photosensiti-
zer penetration into the nail bed and shorter exposure time, photodyna-
mic therapy may be more efficient and cost-effective than other onycho-
mycosis treatments. However, randomized clinical trials evaluating the
efficacy of photodynamic therapy of onychomycosis are needed.

STRESZCZENIE

Grzybica paznokci stép jest czestym zakazeniem, moze dotyczy¢ do
14% populacji. Ponadto utrudnione przenikanie substancji leczniczych
do tozyska paznokcia w leczeniu miejscowym powoduje czeste nawro-
ty schorzenia. Szacuje sie, ze odsetek wyleczen grzybicy paznokci stép
wynosi 63-76%. Terapia fotodynamiczna stanowi alternatywna metode
leczenia grzybicy paznokci. W tym zabiegu wykorzystuje sie nastepu-
jace substancje: porfimer sodu, r6z bengalski, blekit metylenowy, kwas
5-aminolewulinowy oraz jego pochodng - ester metylowy. Leczenie
jest dobrze tolerowane przez pacjentéw. Dzieki zastosowaniu terapii
fotodynamicznej mozna uzyskac¢ znaczny odsetek wyleczen wsréd pa-
gjentoéw, ktérzy nie moga przyjmowac terapii doustnej. Dzigki syste-
matycznemu ulepszaniu terapii fotodynamicznej zwigzanemu z lepsza
penetracja fotouczulacza do tozyska paznokcia czy tez ze skréceniem
czasu naswietlania moze by¢ ona bardziej wydajna i kosztowaé mniej
w poréwnaniu z innymi metodami leczenia onychomykozy. Konieczne
sg jednak randomizowane badania kliniczne oceniajace skutecznos¢ le-
czenia grzybicy paznokci za pomoca terapii fotodynamicznej.

Key words: onychomycosis, photodynamic therapy, 5-aminolevulinic
acid.

Stowa kluczowe: onychomykoza, terapia fotodynamiczna, kwas 5-ami-
nolewulinowy.
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INTRODUCTION

WSTEP

Onychomycosis is a fungal infection of the nail
caused by dermatophytes, yeast-like and mould fun-
gi. The big toe is usually the first nail to be affected,
and with time the infection may spread to other nails.
Onychomycosis may produce considerable discom-
fort for the patient, both physical (pain, problems
with mobility) and psychological (reluctance to wear
open-toe footwear, avoidance of swimming pools and
saunas), significantly lowering the quality of life [1, 2].

Toenail onychomycosis is classified into five
types, the most common type being distal and
lateral subungal onychomycosis (DLSO). Fungal
infection can be confirmed by mycological exam-
ination including direct (microscopic) evaluation,
culture test on Sabouraud’s agar or rapid and
sensitive polymerase chain reaction (PCR) assay.
In addition, histopathological examination of nail
clippings using PAS staining may be performed in
diagnostically difficult cases, however the method
is rarely used and fails to determine the types of
pathogens which are responsible for the fungal in-
fection [1-3].

It is estimated that onychomycosis may affect
up to 14% of the population. Factors contributing
to an increase in incidence include the growing
rate of diabetes, ageing of the society and therapy
with immunosuppressive drugs. Toenail onycho-
mycosis occurs more often in men than in women,
and 30 times more often in adults than in children.
The main aetiological factor of the disease is the
dermatophyte Trichophyton rubrum, and much less
commonly - Trichophyton mentagrophytes. The treat-
ment of toenail onychomyecosis is difficult because
of the slow growth of the nail plate, need to use an-
tifungal agents on a prolonged basis and increasing
microbial resistance to drugs. Furthermore, the dis-
ease recurs frequently, as spores are able to survive
for example in the footwear [1, 4].

A metaanalysis evaluating the mycological cure
rate in toenail onychomycosis showed that the
highest cure rate, even up to 76%, was achieved
with oral terbinafine. Itraconazole was found to be
less effective, with the cure rate of 63% [5]. Oral
antifungal therapy, however, has a number of con-
traindications and cannot be used in patients with
a history of internal diseases. An alternative in the
current treatment standard is the chemical or me-
chanical removal of the affected nail plate followed
by topical or oral treatment in cases of severe recur-
rent infections [6].

In consideration of growing drug resistance ob-
served among the fungi triggering superficial in-
fections of the skin and its appendages, the search
is on for new therapeutic methods. One of them is
photodynamic therapy (PDT). Photodynamic ther-

Dermatology Review/Przeglad Dermatologiczny 2017/3

Onychomykoza to zakazenie grzybicze paznokci
wywolane przez dermatofity, grzyby drozdzopodobne
i grzyby plesniowe. Poczatkowo zmiany chorobowe
pojawiaja sie zazwyczaj na paznokciu palucha, z cza-
sem moga zostac zajete pozostale paznokcie. Pacjenci
moga odczuwac znaczny dyskomfort: fizyczny (bol,
trudnosci z poruszaniem sie) oraz psychiczny (nieche¢
do zakladania odkrytego obuwia, unikanie basenéw
oraz saun), co znaczaco obniza jakos¢ zycia [1, 2].

Wsrod pieciu podtypéw grzybicy paznokci stép
odmiana dystalno-boczna (distal and lateral subungal
onychomycosis - DLSO) jest obserwowana najczesciej.
Aby potwierdzi¢ zakazenie grzybicze, nalezy wyko-
nac badanie mykologiczne, w tym badanie bezposred-
nie (mikroskopowe), badanie hodowlane na podtozu
Sabourauda, lub tez szybkie oraz czute badanie meto-
da faricuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain
reaction - PCR). W przypadku trudnosci diagnostycz-
nych mozna wykona¢ dodatkowo barwienie histopa-
tologiczne (PAS) wycinkéw paznokci, jednak jest to
metoda dosé rzadko stosowana i nie daje odpowiedzi,
jakie patogeny wywolaty zakazenie grzybicze [1-3].

Szacuje sie, ze onychomykoza moze dotyczy¢ az
do 14% populacji. Do zwiekszenia czestosci jej wyste-
powania przyczynia sie wzrost odsetka ludzi choru-
jacych na cukrzyce, starzejace sie spoteczeristwo oraz
przyjmowanie lekéw immunosupresyjnych. Grzybica
paznokci stop jest czesciej obserwowana u mezczyzn
niz u kobiet i 30 razy czesciej u dorostych niz u dzie-
ci. Gléwnym czynnikiem etiologicznym grzybicy
paznokci stép jest dermatofit Trichophyton rubrum,
o wiele rzadziej Trichophyton mentagrophytes. Lecze-
nie grzybicy paznokci stép jest trudne, gdyz wigze
sie z wolnym wzrostem plytki paznokciowej, koniecz-
noscia diugiego stosowania preparatéw przeciwgrzy-
biczych oraz zjawiskiem narastania lekoopornosci
wéréd mikroorganizméw. Ponadto bardzo czesto
dochodzi do nawrotéw choroby ze wzgledu na prze-
zywalnoé¢ zarodnikéw na przyklad w obuwiu [1, 4].

Metaanaliza oceniajaca odsetek wyleczeri mykolo-
gicznych w przypadku grzybicy paznokci stép wyka-
zala, ze najwyzszy odsetek wyleczen, siegajacy nawet
76%, uzyskano po zastosowaniu doustnie terbinafiny.
Mniej skuteczne okazalo sie leczenie itrakonazolem,
w tym przypadku odsetek wyleczent wynosit 63% [5].
Jestjednak wiele przeciwwskazan do leczenia prepara-
tami doustnymi i nie mozna ich stosowac u pacjentéw
obcigzonych internistycznie. Alternatywa w obecnym
standardzie leczenia jest chemiczne lub mechaniczne
usuwanie zmienionej chorobowo plytki paznokcio-
wej i wlaczenie leczenia miejscowego badz doustnego
w przypadku ciezkich, nawracajacych infekcji [6].

Wzrastajaca lekoopornoscé grzybéw wywotujacych
powierzchowne zakazenia skory i jej przydatkow
sklania do poszukiwania innych metod leczenia, np.
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apy is a therapeutic modality which involves the
application of a photosensitizing agent and a light
source emitting a beam with an appropriate wave-
length. The core of the process is the formation of
reactive oxygen species or singlet oxygen (depend-
ing on the presence of aerobic/anaerobic conditions)
which affect fungal cells causing, for example, chang-
es in cell membrane permeability or DNA fragmen-
tation and ultimately leading to cytotoxicity and cell
death by apoptosis or necrosis. Benefits of PDT in-
clude high selectivity, reduced adverse effects and
high safety. The therapy may be used in patients with
a history of internal diseases who cannot use oral an-
tifungal drugs [7, 8].

There is a wide range of photosensitizers which can
be employed in PDT. Photodynamic therapy photo-
sensitizers belong to three families - porphyrins, chlo-
rophylls and dyes - and are widely used in medicine.
Some photosensitizing agents which are employed for
PDT include 5-aminolevulinic acid (5-ALA), 5-ami-
nolevulinic acid methyl ester (MAL), methylene blue,
rose bengal or porfimer sodium. The most commonly
used photosensitizer in dermatological applications is
20% 5-aminolevulinic acid solution [8].

At present PDT can be used in the treatment of
other skin conditions including acne, actinic kerato-
sis, skin cancer (excluding melanoma), hidradenitis
suppurativa and sebaceous gland hyperplasia. In
addition, PDT is suitable for skin rejuvenation pro-
cedures [9].

Photodynamic therapy procedures are performed
with dye lasers pumped by argon or neodymium la-
sers, gold and copper vapour lasers as well as LED
lasers and OLED systems. The popularity of the latter
has been growing recently, as the devices are rela-
tively cost-efficient and compact in size, and offer the
possibility to irradiate a precisely defined skin area.
The photosensitizing substance may become acti-
vated by one or several types of applied light. The
optimum beam wavelength depends on the molec-
ular structure of the substance used for therapy and
the type of tissue treated by PDT. The basic rule of
photobiology states that the longer the wavelength,
the deeper the penetration into the tissue. Since the
human skin is easily accessible to light, PDT offers
greater opportunities and enables the use of a wider
wavelength range [10, 11].

PHOTODYNAMIC THERAPY WITH
5-AMINOLEVULINIC ACID

5-aminolevulinic acid: structure and biological
properties

5-aminolevulinic acid (5-ALA) is an amino deriv-
ative of levulinic acid belonging to the group of keto
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z wykorzystaniem terapii fotodynamicznej (photody-
namic therapy - PDT). Polega ona na aplikacji substan-
qji fotouczulajacej (sensybilizatora) oraz Zrédla $wia-
tla emitujacego wiazke o odpowiedniej dtugosci fali.
Istotg procesu jest powstanie reaktywnej formy tlenu
badz tlenu singletowego (w zaleznosci od warunkéw
- aerobowych lub anaerobowych), ktére oddziatujg na
komoérki grzybicze, powodujac m.in. zmiany w prze-
puszczalnosci blon komérkowych badz fragmentacje
DNA, co prowadzi do efektu cytotoksycznego i ob-
umierania komoérek na drodze apoptozy lub nekrozy.
Zaletami PDT sg duza selektywnos$¢, mniej efektow
ubocznych i duze bezpieczeristwo. Terapia ta moze
by¢ réwniez stosowana u pacjentéw obciazonych
internistycznie, ktérzy nie moga przyjmowac lekow
przeciwgrzybiczych doustnie [7, 8].

Dostepny jest szeroki zakres fotouczulaczy do
PDT. Pochodza one z trzech rodzin - porfiryn, chlo-
rofili i barwnikéw - i s szeroko stosowane w medy-
cynie. W praktyce klinicznej do PDT stosuje sie m.in.:
kwas 5-aminolewulinowy (5-ALA), ester metylowy
kwasu 5-aminolewulinowego (MAL), btekit metyle-
nowy, réz bengalski czy porfimer sodu. W dermato-
logii najczesciej uzywa sie 20-procentowego roztworu
kwasu 5-aminolewulinowego [8].

Obecnie dzieki PDT mozna réwniez leczy¢ inne
schorzenia dermatologiczne, takie jak tradzik, rogo-
wacenie sloneczne, nowotwory skory (z wylaczeniem
czerniaka), ropne zapalenie gruczoléw potowych,
przerost gruczotéw tojowych. Metoda ta jest stoso-
wana réwniez w zabiegach odmladzania skoéry [9].

Do naswietlania wykorzystuje sie lasery barwniko-
we pompowane laserami argonowymi lub neodymo-
wymi, lasery na parach zfota i miedzi, a takze lasery
diodowe oraz systemy diodowe (LED i OLED). Zasto-
sowanie tych ostatnich wzrasta ze wzgledu na stosun-
kowo niski koszt, mate rozmiary urzadzenia czy mozli-
wos¢ naswietlania cisle okreslonej powierzchni. Jeden
lub kilka rodzajéow $wiatta moze aktywowac substan-
je - fotouczulacz. Optymalna dlugosé wiazki swiatta
zalezy od budowy molekularnej substancji uzywanej
w terapii oraz od rodzaju tkanki, jaka jest poddawana
PDT. Podstawowa zasada fotobiologii jest taka, ze im
dlugosc fali jest wieksza, tym przenikanie w glab tkan-
ki wieksze. Poniewaz ludzka skora jest tatwo dostepna
dla $wiatla, zastosowanie PDT daje wieksze mozliwosci
imozna stosowac szerszy zakres dtugosci fali [10, 11].

TERAPIA FOTODYNAMICZNA Z UZYCIEM
KWASU 5-AMINOLEWULINOWEGO

Kwas 5-aminolewulinowy — budowa
i wtasciwosci biologiczne

Kwas 5-aminolewulinowy (5-ALA) jest aminowa
pochodna kwasu lewulinowego, nalezy do grupy
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Rycina |. Czasteczka kwasu 5-aminolewulinowego

Figure I. Molecule of 5-aminolevulinic acid

acids and amino acids. It is the first compound in-
volved in the porphyrin biosynthesis pathway which
leads to the formation of haem in mammals and chlo-
rophyll in plants (Fig. 1).

5-ALA is an endogenous acid (occurring natu-
rally in the body) which is involved in the biosyn-
thesis of haem. The rate of haem biosynthesis can
be regulated by two methods. One of them is the
synthesis of aminolevulinic acid from glycine and
succinyl-CoA catalyzed by synthase. The reaction
itself is regulated via negative feedback, with the
reaction product inhibiting the process that pro-
duces it. The other method is the ferrochelatase-cat-
alysed reaction in which an iron ion is inserted into
a protoporphyrin IX (PpIX) molecule to form haem.
Exogenous administration of 5-ALA bypasses the
first stage of haem synthesis. Protoporphyrin IX
accumulates in the cellular mitochondria, which is
used in PDT. Combined with a light source with
a wavelength corresponding to the absorption max-
imum of the photosensitizing substance, the pro-
cess gives rise to reactive oxygen species triggering
cell death [12, 13].

Photodynamic therapy requires three components:
a photosensitizer, oxygen and light source. Following
its incorporation into cells, the photosensitizer is irra-
diated with light at a wavelength corresponding to its
absorption maximum, undergoing transition from the
ground state to the excited singlet state. Further con-
version into the triplet state allows the photosensi-
tizer to transfer excitation energy to the oxygen mol-
ecule. Triplet oxygen (*0,) dissolved in cell fluids is
then converted into singlet oxygen ('O,), and the pho-
tosensitizer returns to its ground (non-excited) state.
Among reactive oxygen species (ROS) arising during
photodynamic reaction singlet oxygen is believed to
play a dominant role in toxic effects of PDT. In anaer-
obic conditions - or when the oxygen concentration
is reduced - the photooxidation reaction takes place
through the formation of free radical forms such as
the peroxide radical (ROO*) and the superoxide ani-
on (O, ") which initiate the process of destruction of
pathologically altered tissue. The identification of the
dominant mechanism during the process is a chal-
lenging task [14, 15]. The photosensitizer used in PDT
is excited by a light beam with an appropriate wave-
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ketokwasow i aminokwasoéw. Jest pierwszym zwiaz-
kiem w szlaku biosyntezy porfiryn, ktory u ssakow
prowadzi do powstania hemu, a u roslin - chlorofilu
(ryc. 1).

5-ALA jest aminokwasem endogennym (natural-
nie wystepujacym w organizmie), ktéry bierze udzial
w biosyntezie hemu. Szybkosé¢ biosyntezy hemu
moze by¢ regulowana na dwa sposoby. Pierwszym
jest synteza kwasu aminolewulinowego z glicyny
i bursztynylo-CoA, ktéra katalizuje syntaza. Sama
reakcja jest regulowana przez ujemne sprzezenie
zwrotne - produkt reakcji hamuje proces. Drugim
sposobem jest reakcja katalizowana przez ferroche-
lataze, polegajaca na wlaczeniu jonu zelaza do cza-
steczki protoporfiryny IX (PpIX), ktéra prowadzi do
powstania hemu. Egzogenne podanie 5-ALA prowa-
dzi do ominiecia pierwszego etapu syntezy hemu.
W komorce, w mitochondriach dochodzi do groma-
dzenia PpIX, co wykorzystuje sie w PDT. W polacze-
niu ze zrédlem $wiatta o dlugosci fali odpowiadajacej
maksimum absorpcji dla substancji fotoczulej w pro-
cesie tym wytwarzaja sie reaktywne formy tlenu, kto-
re powoduja obumieranie komoérki [12, 13].

Do przeprowadzenia PDT niezbedne sa trzy sktad-
niki - fotouczulacz, tlen oraz zrédto swiatta. Fotouczu-
lacz po wprowadzeniu do komorek jest naswietlany
$wiatlem o dlugosci fali odpowiadajacej maksimum
jego absorpdji i przechodzi ze stanu podstawowego
w singletowy stan wzbudzony. Dalsze przejscie do
stanu trypletowego powoduje, ze fotouczulacz moze
przekazac energie wzbudzenia na czasteczke tlenu.
Wowczas tlen trypletowy (*0,) rozpuszczony w ply-
nach komérkowych przechodzi w tlen singletowy
('O,), fotouczulacz z kolei powraca do stanu podsta-
wowego (niewzbudzonego). Uwaza sig, ze wsrod tzw.
reaktywnych form tlenu (RFT) powstajacych w czasie
reakgji fotodynamicznej tlen singletowy ma dominu-
jace znaczenie w toksycznych efektach PDT. W wa-
runkach anaerobowych lub gdy stezenie tlenu jest
zmniejszone, reakcja fotoutleniania przebiega przez
wytworzenie form wolnorodnikowych, takich jak
rodnik nadtlenkowy (ROO") i anion ponadtlenkowy
(O,), ktore rozpoczynaja niszczenie zmienionej cho-
robowo tkanki. Rozréznienie mechanizmu dominuja-
cego w czasie tego procesu jest trudne [14, 15]. W PDT
fotouczulacz wzbudzany jest wiazka o odpowiedniej
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length, which determines the extent of the therapeutic
effects. To achieve the most effective light absorption
for the human tissue, the light source should be in
the red light spectrum, that is at wavelengths above
630 nm. Light at a wavelength of 630 nm penetrates the
tissue to a depth of approximately 0.5 cm, but above
700 nm the depth of tissue penetration is about 1.5 cm.
In photodynamic diagnostics (PDD) fluorescence is
induced by light at shorter wavelengths, in the range
of approximately 375-400 nm. For example, in cancer
treatment it is crucial that the photosensitizer achieves
a higher concentration in pathologically altered tissue,
particularly affected by cancer, than in healthy tissues,
which is due to its denser vasculature and poorer lym-
phatic drainage. After its accumulation in the affected
tissue, the photosensitizer shows red fluorescence in
the range of 635-700 nm. In contrast, healthy tissues
emit green fluorescence (so-called autofluorescence)
with a wavelength of about 500 nm due to compounds
which are naturally present in body cells. The irradi-
ation technique used in PDT depends on the type of
photosensitizer and the target tissue to be treated by
PDT. For example, deep changes are irradiated using
optical fibres [16].

Aminolevulinic acid in the literature

Recent years have seen several publications dis-
cussing the application of PDT in the treatment of
toenail onychomycosis caused by dermatophytes or
yeast-like fungi.

Donnelly et al. were the first to investigate the ther-
apeutic properties of 5-ALA under in vitro conditions.
The publication describes the effect of the photosen-
sitizer on the count and survival of colonies of yeast
fungi (Candida albicans) and dermatophytes (Tricho-
phyton interdigitale).

In the study of Candida albicans, the authors
achieved the best results by incubating cells for
30 min with 100 mM solution of 5-ALA and irradi-
ating them with a light beam with a wavelength of
635 nm. The survival of yeast cells was shown to be
only 6% compared to the non-irradiated control.

In the analysis of the dermatophyte fungi Tricho-
phyton interdigitale the best results were obtained
after incubating spores in 100 mM solution of
5-ALA and extending the incubation period to 6 h.
In this case the spore survival rate was 21% com-
pared to the non-irradiated control [17].

Similarly to Donelly et al., Kamp et al. conducted
in vitro studies of the effect of PDT using 5-ALA
on the growth rate and survival of the species
Trichophyton rubrum. At the outset, the authors
determined through an evaluation of specimens
by fluorescent microscopy in what conditions (5-
ALA concentration, incubation time) the greatest
amount of PpIX formed in the mycelium hyphae
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dlugosci fali, co wplywa na efekty terapeutyczne. Naj-
bardziej efektywna dla ludzkiej tkanki jest absorpcja
Swiatta ze spektrum Swiatta czerwonego, czyli o dtu-
gosci fali powyzej 630 nm. Swiatto o dtugosci fali
630 nm penetruje tkanke na glebokos¢ ok. 0,5 cm,
z kolei $wiatlo o dlugosci fali powyzej 700 nm pene-
truje tkanke na glebokos¢ ok. 1,5 cm. W diagnostyce
fotodynamicznej (photodynamic diagnostic - PDD) flu-
orescencje wywoluje sie $wiatlem o mniejszych diugo-
Sciach fal - w zakresie ok. 375-400 nm. Przyktadowo
w leczeniu nowotworéw istotne jest, ze fotosensybi-
lizator osiaga wigksze stezenie w tkance chorobowo
zmienionej, szczegdlnie nowotworowej, niz w tkan-
kach zdrowych. Wynika to z jej bogatszego unaczy-
nienia i ubozszego drenazu limfatycznego. Fotouczu-
lacz po rozmieszczeniu w chorej tkance fluoryzuje na
czerwono w zakresie 635-700 nm, natomiast zdrowe
tkanki emituja woéwczas zielona fluorescencje (tzw.
autofluorescencje) o diugosci fali ok. 500 nm, pocho-
dzaca od zwiazkéw naturalnie wystepujacych w ko-
morkach. Technika naswietlania wykorzystywana
w PDT zalezy od typu fotouczulacza oraz docelowej
tkanki. Na przyktad zmiany glebokie naswietla sie za
pomoca widkien swiattowodowych [16].

Kwas aminolewulinowy w pismiennictwie

W ciagu ostatnich lat pojawilo sie kilka publikacji
dotyczacych zastosowania PDT w leczeniu grzybicy
paznokci stép spowodowanej przez grzyby dermato-
fitowe czy tez drozdzopodobne.

Donnelly i wsp. po raz pierwszy zbadali terapeu-
tyczne wlasciwosci 5-ALA w warunkach in vitro.
W publikacji opisuja m.in. wptyw fotouczulacza na
licznos¢ i przezywalnoé¢ kolonii grzybéw drozdza-
kowych (Candida albicans) oraz grzybéw dermatofi-
towych (Trichophyton interdigitale).

W przypadku Candida albicans autorzy uzyskali
najlepsze rezultaty, inkubujac komoérki przez 30 min
z roztworem 5-ALA o stezeniu 100 mM i naswietlajac
wiazka $wiatla o dlugosci 635 nm. Wykazano, ze prze-
zywalnoé¢ komorek drozdzakowych wynosita zaled-
wie 6% w poréwnaniu z nienaswietlang kontrola.

Z kolei w przypadku grzyba dermatofitowego
Trichophyton interdigitale najlepsze rezultaty réwniez
uzyskano, inkubujac zarodniki z roztworem 5-ALA
o stezeniu 100 mM oraz wydtuzajac czas inkubacji do
6 godzin. W tym przypadku przezywalnosé¢ zarodni-
kow wynosita 21% w poréwnaniu z nienaswietlang
kontrola [17].

Kamp i wsp., podobnie jak Donelly i wsp., wyko-
nali badania in vitro dotyczace wptywu PDT z uzy-
ciem 5-ALA na wzrost i przezywalno$¢ gatunku Tri-
chophyton rubrum. Poczatkowo autorzy okreslili za
pomoca obserwacji preparatéw w mikroskopie flu-
orescencyjnym, w jakich warunkach (stezenie kwasu
5-ALA, czas inkubacji) w strzepkach grzybni wytwa-
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after the exposure of the microorganism to the
photosensitizer. In the next stage, liquid cultures
of T. rubrum were incubated with 5-ALA solution
in pre-established conditions and inoculated into
Petri dishes with a solid medium. One half of the
dish was additionally irradiated with light emitted
by a quartz-halogen lamp and the other half was
not irradiated (control). The plates were incubat-
ed for seven days. The authors demonstrated at
least 50% inhibition of mycelial growth (reduced
number and smaller diameter of colonies) on the
plate subjected to PDT with 5-ALA compared to
the control [18].

Piraccini et al. reported a case of curing toenail
onychomycosis caused by T. rubrum with PDT. As
the first step of treatment, the nail plates were sof-
tened using 40% urea solution and then treated with
20% solution of 5-ALA. Irradiation was performed
using a LED light source with a wavelength of
630 nm. The intervals between consecutive PDT
treatments were 15 days. In total, the patient com-
pleted 3 PDT sessions and the treatment lasted
45 days. Three months after the completion of thera-
py a mycological follow-up examination was carried
out. The result was negative both microscopically and
by culture [19].

The publication by Watanabe et al. presents two
cases of curing toenail onychomycosis by ALA-PDT.
As in the study by Piraccini et al., pathologically al-
tered nails were first softened using 20% urea solu-
tion in order to improve the penetration of the active
ingredient into the nail bed. The therapy was based
on 20% solution of 5-ALA and a dye laser emitting
a light beam with a wavelength of 630 nm as the light
source. In the first case, the patient underwent seven
PDT sessions, and in the second case - six PDT ses-
sions. In both cases the results of mycological exami-
nation (direct assessment and culture) were negative
after the completion of treatment [20].

Soritiou et al. studied the treatment of onycho-
mycosis caused by T. rubrum by PDT with 5-ALA
in a group of 30 patients (20 men, 10 women) with
positive results of direct mycological examinations
and culture tests. Similarly to the publication cited
above, pathologically altered nails were softened
with 20% urea solution. The treatment consisted of
20% solution of 5-ALA and irradiation with red light
at a wavelength of 570-670 nm. The intervals between
consecutive PDT sessions were 14 days, and every
patient received three PDT treatments. Out of 30 pa-
tients, 13 (43.3%) were found to be clinically and my-
cologically cured a year after the end of PDT. Among
13 cured patients, two exhibited mild lesions on the
nail plates (despite negative mycological results)
18 months after the completion of photodynamic
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rza sie najwiecej PpIX po ekspozycji mikroorganizmu
na fotouczulacz. W kolejnym etapie ptynne hodowle
T. rubrum inkubowano z roztworem 5-ALA w warun-
kach ustalonych wcze$niej, a nastepnie wysiano na plyt-
ki Petriego zawierajace podioze stale, przy czym jedna
polowa szalki byla dodatkowo naswietlana Zrédlem
$wiatla pochodzacym z lampy kwarcowo-halogenowej,
a druga polowa szalki nie byla naswietlana (kontrola).
Ptytki byty inkubowane przez 7 dni. Autorzy wyka-
zali przynajmniej 50-procentowe zahamowanie wzrostu
grzybni (zredukowana liczba kolonii, mniejsza Srednica
kolonii) na ptytce po PDT z uzyciem 5-ALA w poréw-
naniu z kontrola [18].

Piraccini i wsp. opisali przypadek wyleczenia za
pomoca PDT grzybicy paznokci stop spowodowanej
przez T. rubrum. Plytki paznokciowe poczatkowo zo-
staty zmiekczone za pomoca 40-procentowego roztwo-
ru mocznika, a nastepnie potraktowane 20-procento-
wym roztworem 5-ALA. Do naswietlania uzyto zrédta
$wiatta LED o dlugoéci fali 630 nm. Interwaty pomie-
dzy kolejnymi terapiami fotodynamicznymi wynosilty
15 dni. W sumie pacjentka odbyta 3 sesje PDT, a lecze-
nie trwato 45 dni. Po 3 miesigcach od zakorczenia tera-
pii wykonano kontrolne badanie mykologiczne, ktére-
go wynik byl ujemny zaréwno pod mikroskopem, jak
iw hodowli [19].

W publikacji Watanabe i wsp. przedstawione sa dwa
przypadki wyleczenia grzybicy paznokci stop za pomo-
ca ALA-PDT. Autorzy, podobnie jak w publikagji Pirac-
cini i wsp., poczatkowo zmiekczyli chorobowo zmienio-
ne paznokcie 20-procentowym roztworem mocznika,
aby uzyskac¢ lepsza penetracje substancji czynnej do to-
zyska paznokcia. W leczeniu zastosowano 20-procento-
wy roztwor 5-ALA, a jako zrédto Swiatta wykorzystano
laser barwnikowy emitujacy wigzke $wiatta o dtugosci
630 nm. Pierwsza pacjentke poddano PDT siedmiokrot-
nie, druga - szesciokrotnie. W obu przypadkach wynik
badania mykologicznego (bezposrednie oraz hodowla-
ne) byt ujemny po zakoriczeniu leczenia [20].

Soritiou i wsp. przeprowadzili badania nad le-
czeniem onychomikozy wywolanej przez T. rubrum
za pomoca PDT z wykorzystaniem 5-ALA u 30 pa-
cjentéw (20 mezczyzn, 10 kobiet) z dodatnim wyni-
kiem bezposredniego badania mykologicznego oraz
hodowlanego. Podobnie jak w poprzedniej publi-
kacji, paznokcie zmienione chorobowo zmiekczono
20-procentowym roztworem mocznika. W terapii
zastosowano 20-procentowy roztwor 5-ALA, a do
naswietlania uzyto $wiatla czerwonego w zakresie
dtugosci fali 570-670 nm. Interwaty pomiedzy kolej-
nymi PDF wynosily 14 dni, a kazdy z pacjentéw od-
byt 3 sesje terapii. Sposréd 30 pacjentéw u 13 (43,3%)
stwierdzono wyleczenie kliniczne oraz mykologiczne
po roku od zakonczenia PDT. U 2 pacjentéw sposréd
13 wyleczonych 18 miesiecy po zakoniczeniu PDT za-
obserwowano niewielkie zmiany na ptytkach paznok-
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therapy. No pathological nail plate lesions were iden-
tified in the remaining 11 (36.6%) patients [21].

The findings of the publications presented above
are listed in Table 1.

DISCUSSION

Photodynamic therapy is based on the effect of
light and photosensitizing agents. It is an established
method of treating precancerous states and selected
skin cancers. Recent years have also seen a number of
reports describing the application of the method for
the treatment of certain inflammatory skin diseases.
The cytotoxic effect of the photodynamic method is
attributable to the selective cellular accumulation of
the photosensitizer which, in response to irradiation
with light at an appropriate wavelength, undergoes
transition to the excited state with the release of sin-
glet oxygen and peroxide free radicals. The process
of photooxidation leads to the destruction of cells
by apoptosis or necrosis. The biological mechanism
which underlies the photodynamic effect on fungal
cells is multifaceted, which significantly reduces the
risk of formation of PDT-resistant strains and lowers
the risk of mutagenic effects for the fungi. At present,
attempts are undertaken to determine the concentra-
tions of photosensitizers, incubation times and irra-
diation doses necessary to eradicate (destroy) fungal
cells in vitro. There have been limited reports on the
application of the method in the treatment of fungal
infections in humans. Owing to limited adverse ef-
fects and absence of the problem of growing resist-
ance, the method seems to be a good therapeutic al-
ternative in patients not responding to treatment with
antifungal medicines [15].

According to estimates onychomycosis affects up
to 14% of the general population, which makes it
a very common condition [22]. Fungal infections are
most often caused by dermatophytes and occasional-
ly also mould and yeast-like fungi. There are a num-
ber of factors predisposing to the disease, including
hyperhidrosis, occlusive footwear, certain types of
sport, SPA treatments and swimming pool use - as
well as nail injuries, immune deficiencies, diabetes
and elderly age. There are a number of methods of
treating onychomycosis including topical lacquers,
ointments, oral antifungal drugs, and surgical and
chemical nail plate removal. Recently, attention has
also been focused on the possibilities of applying
PDT in the treatment of mycosis [23, 24].

It is an interesting alternative because of minimal
systemic adverse reactions and relatively short du-
ration of therapy. The majority of studies published
to date are case reports about the use of PDT in the
treatment of toenail onychomycosis. The authors of
the studies discussed above indicate that PDT was
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ciowych pomimo ujemnych wynikéw badan myko-
logicznych. U pozostatych 11 (36,6%) pacjentow nie
obserwowano zmian chorobowych w obrebie ptytek
paznokciowych [21].

Wyniki badan opisanych powyzej umieszczono
w tabeli 1.

OMOWIENIE

Terapia fotodynamiczna jest metoda, ktéra opie-
ra sie na dziataniu $wiatta oraz zwigzkéw fotouczu-
lajacych. Jest uznanym sposobem leczenia stanéw
przedrakowych oraz wybranych nowotworéw skory.
W ostatnich latach pojawily sie rowniez liczne donie-
sienia o stosowaniu tej metody w niektérych zapal-
nych chorobach skéry. Efekt cytotoksyczny metody
fotodynamicznej wigze sie z selektywnym gromadze-
niem w komorkach fotouczulacza, ktéry po naswietla-
niu $wiatlem o odpowiedniej diugosci fali przechodzi
w stan pobudzenia z uwalnianiem tlenu singletowego
i wolnych rodnikéw nadtlenkowych. W nastepstwie
fotoutleniania dochodzi do niszczenia komérek na
drodze apoptozy badz nekrozy. Biologiczny me-
chanizm dziatania fotodynamicznego na komorki
grzybéw jest wielokierunkowy, co zasadniczo redu-
kuje ryzyko powstania szczepéw opornych na PDT
i zmniejsza ryzyko efektu mutagennego dla grzybow.
Obecnie podejmuje sie proby ustalenia stezen foto-
uczulaczy, czaséw inkubacji oraz dawek $wiatta po-
trzebnych do zniszczenia (zabicia) komoérek grzybow
in vitro. Pojawily sie nieliczne doniesienia o leczeniu
ta metoda grzybiczych infekcji skéry u ludzi. Wydaje
sie, ze ze wzgledu na niewielka liczbe dziatan niepo-
zadanych oraz brak narastania opornosci PDT moze
by¢ alternatywa w przypadkach niereagujacych na
leki przeciwgrzybicze [15].

Grzybica paznokci jest wyjatkowo czestym pro-
blemem. Szacuje sig, Ze moze ona dotyczy¢ az do
14% populacji [22]. ZakazZenie grzybicze najczesciej
wywoluja dermatofity, czasami tez grzyby plesniowe
i drozdzopodobne. Wiele czynnikéw predysponuje
do wystapienia choroby - nadmierne pocenie sig, no-
szenie okluzyjnego obuwia, uprawianie niektérych
rodzajéw sportu, uczeszczanie do SPA i korzystanie
z basenéw, urazy paznokci, niedobory odpornosci,
cukrzyca, podeszly wiek. Znanych jest wiele metod
leczenia onychomykozy, m.in. miejscowe lakiery,
masci, doustne leki przeciwgrzybicze, chirurgiczne
i chemiczne usuwanie plytki paznokciowej. Ostatnio
zwraca sie¢ uwage na mozliwos¢ wykorzystania PDT
w leczeniu grzybicy [23, 24].

Jest to interesujaca alternatywa ze wzgledu na
minimalne ogdlnoustrojowe dzialania niepozadane
i dos¢ krotki czas terapii. Wigkszosé badan opubli-
kowanych do tej pory to gtéwnie opisy przypadkow
zastosowania PDT w leczeniu grzybicy paznokci
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well tolerated by the patients, however they also re-
ported adverse effects including mild pain, burning
sensation, swelling and blisters. These adverse effects
associated with PDT were well tolerated, required no
additional treatment and resolved spontaneously [25].

Photodynamic therapy of onychomycosis may be
tried in patients who, because of their history of in-
ternal diseases, cannot be treated with oral antifun-
gal medications, and topical therapy is insufficient.
Photodynamic therapy has a fungicidal effect against
a number of microorganisms - including dermato-
phytes (e.g. Trichophyton rubrum), yeast-like fungi
(e.g. Candida albicans) and mould fungi (e.g. Aspergil-
lus terreus). Also, the authors of one study point out
that the clinical response to PDT was superior in the
treatment of mild and moderate mycosis (100%) to se-
vere toenail onychomycosis (63.3%). Importantly, the
highest cure rate has been observed in patients with
the distal-lateral type of onychomycosis and endonyx
onychomycosis which is a relatively rare presentation
of the disease [26-28].

The main problem in the treatment of onychomy-
cosis by PDT is inadequate penetration of the drug
(photosensitizer) through the nail plate. To overcome
this obstacle, the authors of the publications present-
ed above used urea at concentrations in the range of
20-40% to soften the nail plate and facilitate the en-
try of the active ingredient into the nail matrix. Other
methods improving photosensitizer penetration into
the nail plate include mechanical abrasion or com-
plete nail plate removal. The efficacy and success of
PDT in the treatment of onychomycosis exhibit a clear
correlation with the method of nail plate preparation
prior to therapy: the better the rate of penetration into
the nail matrix, the better the fungicidal effect [29, 30].

Even though the number of publications ad-
dressing the treatment of fungal nail infections
with PDT is limited, PDT appears to be a promis-
ing alternative to conventional antifungal therapy.
However, in order to comprehensively evaluate the
efficacy of PDT in the treatment of onychomycosis,
randomized multi-centre clinical trials are neces-
sary.

CONFLICT OF INTEREST

stop. W oméwionych powyzej pracach autorzy wska-
zuja, ze pacjenci dobrze tolerowali PDT, jednak zgta-
szali réwniez dzialania niepozadane, takie jak tagodny
bol, pieczenie, obrzeki, pecherze. Wymienione skutki
uboczne byly dobrze tolerowane, nie wymagaly do-
datkowego leczenia i ustepowaly samoistnie [25].

Terapie fotodynamiczng w leczeniu onychomyko-
zy mozna wyprébowac u pacjentéw, ktérzy ze wzgle-
déw internistycznych nie moga stosowac doustnych
lekéw przeciwgrzybiczych i u ktérych terapia miej-
scowa jest niewystarczajgca. Dziata ona grzybobéjczo
na wiele rodzajéw mikroorganizméw, w tym na der-
matofity (np. Trichophyton rubrum), grzyby drozdzo-
podobne (np. Candida albicans) oraz grzyby plesniowe
(np. Aspergillus terreus). Ponadto opublikowano bada-
nie, w ktérym uzyskano lepsza odpowiedz kliniczng
w przypadku zastosowania PDT w leczeniu grzybi-
cy o tagodnym i umiarkowanym nasileniu (100%)
niz grzybicy paznokci stop o znacznym nasileniu
(63,3%). Najwiekszy odsetek wyleczen obserwowa-
no u pacjentéw z odmiang dystalno-boczna oraz we-
wnatrzplytkowa, ktéra jest dos¢ rzadka [26-28].

Gléwnym problemem w leczeniu grzybicy pa-
znokci za pomoca PDT jest niedostateczne wnika-
nie leku (fotouczulacza) przez plytke paznokciows.
W celu pokonania tej przeszkody autorzy powyz-
szych publikacji stosowali mocznik o stezeniu 20-
40%, aby zmiekczy¢ ptytke i utatwic substancji czyn-
nej wnikanie do macierzy paznokcia. Inne metody
zwiekszajace przenikanie fotouczulacza w glab plytki
to na przykiad mechaniczne $cieranie lub catkowite
jej usuniecie. Skutecznosé i powodzenie PDT w ony-
chomykozie na pewno zalezy od zastosowanej meto-
dyki przygotowania plytki paznokciowej do leczenia
- im lek lepiej przenika do macierzy paznokcia, tym
lepsze jego dzialanie grzybobéjcze [29, 30].

Mimo ze do tej pory pojawilo sie niewiele publi-
kacji zwigzanych z wykorzystaniem PDT w leczeniu
zakazen grzybiczych paznokci, wydaje sig, ze jest
to ciekawa alternatywa dla konwencjonalnej terapii
przeciwgrzybiczej. Jednak do pelnej oceny skutecz-
nosci PDT w leczeniu onychomykozy konieczne sa
wieloosrodkowe, randomizowane badania kliniczne.
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