Czy terapia fotodynamiczna moze by¢ zastosowana do leczenia

czerniaka?

Can photodynamic therapy be an alternative method in melanoma treatment?
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STRESZCZENIE

Czerniak zlo$liwy jest nowotworem charakteryzujacym sie duza zlosliwo-
Scia z powodu szybkiego wzrostu, wezesnych i licznych przerzutéw oraz nie-
wielkiej podatno$ci na leczenie. Zastosowanie terapii fotodynamicznej (ang.
photodynamic therapy — PDT) otwiera nowe perspektywy w walce z nim.
Powstale w jej wyniku reaktywne formy tlenu indukuja w komorce efekt cy-
totoksyczny. Dochodzi do dezintegracji struktur wewnatrzkomoérkowych
oraz modulacji informacji genetycznej, wynikiem czego jest $mieré komor-
ki. Wyniki badan wykazuja, ze PDT powoduje $§mier¢ komérek nowotworo-
wych na drodze dwoch mechanizméw — nekrozy i apoptozy. Szczegblnie
istotny jest ten drugi proces. Eliminuje on tkanke nowotworowa bez prze-
biegu reakcji zapalnej w organizmie. W niniejszej pracy opisano mechanizm
PDT oraz mozliwosci jej wykorzystania w leczeniu czerniaka skory.

ABSTRACT

Melanoma is the most severe of all skin neoplasms as it may grow rapidly and
metastasize. The application of photodynamic therapy (PDT) opens new
perspectives in treatment of this tumour. Photodynamic therapy is an
effective local cancer treatment that induces cytotoxicity through intercellular
generation of reactive oxygen species. The disintegration of cellular structures
and modulation of genetic information induced by PDT direct cancer cells to
a death pathway. Numerous studies suggest that the exposure of tumour cells
to PDT can lead to cell death via two separate processes: apoptosis or
necrosis. In contrast to necrosis, apoptosis is an energy dependent, distinct
form of cell death that follows a sequence of genetically programmed events
and proceeds without inflammation. This study presents the mechanism
of photodynamic therapy and its potential in melanoma treatment.

WPROWADZENIE

lactwa nabytego, krzywicy i luszezycy [1]. W polo-

wie XIX wieku odkryto hematoporfiryny, ktérych po-

Od wiekéw znana jest koncepcja wykorzystania Swia-  chodne naleza obecnie do najczesciej stosowanych foto-
tla w skojarzeniu z substancja fotouczulajaca do lecze- uczulaczy.

nia r6znych choréb. W starozytnos$ci stosowano $wiatto

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic thera-

oraz ekstrakt roslin bogatych w psoralen do terapii bie- py — PDT) wymaga trzech skladnikéw: fotouczulacza,
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ktory lokalizuje sie w tkance nowotworowej i uczula ja
na dzialanie $wiatla, zrodla Swiatla o odpowiedniej dhu-
gosci fali, ktore wzbudza zakumulowany w tkance no-
wotworowej fotouczulacz, a takze niezbednego tlenu
rozpuszczonego w tkance. Wzbudzony zwiazek przenosi
energie z fali $wietlnej na tlen czasteczkowy, a nastepnie
generuje jego reaktywne formy (RFT). Pojawiaja sie one
w miejscu ulokowania fotouczulacza. Obecnie poszuku-
je sie coraz lepszych rozwigzan, w ktoérych fotouczulacz
selektywnie gromadzi sie w tkance nowotworowej, nato-
miast w obrebie zdrowych tkanek nie powoduje efektow
fototoksycznych. Ma on ponadto wykazywa¢ maksymal-
nie intensywne pasma absorpcji w tzw. oknach transmi-
syjnych tkanki, ktore nie pokrywaja sie z pasmami
absorpcji barwnikow endogennych (melaniny, hemo-
globiny, oksyhemoglobiny) oraz z pasmami absorpcji
wody w obszarze bliskiej podczerwieni [2]. Warunkiem
zainicjowania reakcji fotochemicznej jest korelacja pas-
ma emisji Zrodla Swiatla z pasmem absorpcji barwnika,
dlatego do kazdego fotouczulacza nalezy zastosowac od-
powiednio dobrang dlugos¢ fali [1—3].

Fotouczulacze moga by¢ stosowane bezposérednio
na skore lub wprowadzane do organizmu poprzez iniek-
cje [3]. Po absorpcji $wiatla, fotouczulacz ze stanu pod-
stawowego przechodzi w stan wzbudzenia, w ktérym
moze ulec dwém typom reakeji (ryc. 1.). W warunkach,
gdy stezenie tlenu w §rodowisku reakcji jest zmniejszo-
ne, reakcja fotoutleniania przebiega wskutek wytworze-
nia form wolnorodnikowych w komérkach nowotworo-
wych (reakcja fotodynamiczna typu I). Wolne rodniki
powstaja w wyniku przeniesienia wodoru lub elektronu
miedzy czasteczka wzbudzonego fotouczulacza a sub-
stratem. Reakcja ta generuje powstanie anionorodnika
ponadtlenkowego oraz rodnika wodoronadtlenkowego.
Rodniki te sa bardzo aktywnymi utleniaczami i ich po-
wstanie zapoczatkowuje niszczenie tkanki nowotworo-
wej w procesie utleniania. Fotouczulacz w stanie tryple-
towym moze takze przenosi¢ energie bezposrednio
na czasteczke tlenu, ktora przechodzi w stan wzbudzo-
ny, tworzac tlen singletowy — bardzo reaktywna forme
tlenu (IT typ reakcji) [3—5]. Oba mechanizmy utleniania
fotodynamicznego zachodza jednocze$nie. Stosunek
miedzy nimi zalezy od rodzaju uzytego fotouczulacza,
stezenia substratu i tlenu oraz zdolno$ci wigzania foto-
uczulacza do substratu [6]. Najbardziej narazonymi
na fotoutlenianie — i zwigzany z tym stres oksydacyjny
— sa zwiazki zawierajace wigzania podwdjne w blonach
komoérkowych. Przy dluzszych czasach dziatania czynni-
koéw utleniajacych destrukeji moga ulegaé takze frag-
menty biatek oraz DNA [3].

Skuteczno$¢ zastosowania terapii zalezy od wielu
czynnikow: typu i dawki fotouczulacza, jego wewnatrz-
komorkowej i zewnatrzkomorkowej lokalizacji, Swiatla,
dostepnosci tlenu i czasu miedzy dostarczeniem foto-
uczulacza a ekspozycja na Swiatto [7].
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W terapii fotodynamicznej niszczenie tkanki nowo-
tworowej moze zachodzi¢ w wyniku trzech mechani-
zmow:

« bezposredniego niszczenia komorek nowotworowych
(nekroza lub apoptoza),

» niszczenia unaczynienia — PDT powoduje rozpad mi-
krounaczynienia, co prowadzi do ostrego niedotlenie-
nia tkanek i martwicy guza,

« odpowiedzi immunologicznej — wyniki badan wykaza-
ly, ze PDT powoduje aktywacje komoérek immunokom-
petentnych, tj. makrofagow, neutrofili oraz limfocytow;
objawia sie to zwiekszonym wydzielaniem interleuki-
ny 6, interleukiny 10 oraz czynnika martwicy nowotwo-
réw (ang. tumour necrosis factor o. — TNF-a) [7].

Smieré komoérek pod wplywem PDT zachodzi na dro-
dze dwbéch mechanizmdéw — nekrozy lub apoptozy.
Nekroze (martwice) zwykle poprzedza takie uszkodze-
nie komorki, ktére uniemozliwia utrzymanie jej homeo-
stazy. Czesto wiaze sie ona z duzym uszkodzeniem tkan-
ki przy silnej reakcji zapalnej, co z punktu widzenia
zdrowia pacjenta nie jest korzystne.

Apoptoza jest procesem czynnym i nazywanym pro-
gramowang $miercig komorki. Mechanizm ten warun-
kuje prawidlowe funkcjonowanie organizmu. W ostat-
nim etapie komorki ulegaja fagocytozie [8]. Nie
dochodzi do reakcji zapalnej. Apoptoza podlega $cistej
regulacji enzymatycznej, wywolana dzialaniem PDT
wigze sie z generacja zwiekszonego stezenia ceramidow
oraz z uruchomieniem kaskady kaspaz [9].

ZASTOSOWANIE TERAPII FOTODYNAMICZNE]
W LECZENIU ZMIAN DERMATOLOGICZNYCH

Terapie fotodynamiczng stosuje sie z powodzeniem
w terapii roznych typoéw nowotwordw i schorzen nieno-
wotworowych. Znalazla ona zastosowanie w leczeniu

fotouczulacz

olne rodniki
ony rodnikow:
30

2

II'typ reakgji

odukty utlenieni

Smierc komaorki

Ryc. |. Dwa typy reakgcji w terapii fotodynamicznej
Fig. 1. Two types of reactions in photodynamic therapy
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miejscowym i ukladowym zmian dermatologicznych
o charakterze lagodnym, np. tuszczycy, zmian naczynio-
wych plaskich, oraz w leczeniu nowotwordéw skory (raki
podstawnokomoérkowe, raki kolczystokomorkowe, cho-
roba Bowena) [10].

Stosunkowo dobre wyniki uzyskano w terapii tusz-
czycy, stosujac w PDT kwas 5-aminolewulinowy
(ALA-PDT). W badaniach z wielokrotnym powtarza-
niem PDT, przy uzyciu 10-procentowego ALA oraz na-
$wietlaniu promieniowaniem ultrafioletowym A (UVA),
uzyskano ponad 50-procentowe wyleczenia zmian tusz-
czycowych [10]. Kliniczng skuteczno$é PDT-ALA opisa-
no w przypadku rakéw podstawnokomoérkowych (ang.
basal cell carcinoma — BBC). W 90% przebadanych ty-
péw BBC uzyskano calkowite ustgpienie nowotworu
przy terapii z zastosowaniem 20-procentowego ALA
[11]. Przy tym samym stezeniu ALA w PDT, zastosowa-
nej w przypadku choroby Bowena, wyleczono 88% pa-
cjentow [12].

NISZCZENIE KOMOREK CZERNIAKA
ZLOSLIWEGO IN VITRO Z ZASTOSOWANIEM
METODY FOTODYNAMICZNE]|

Wyniki badan in vitro nad zastosowaniem PDT
w zwalczaniu czerniaka sg bardzo obiecujace. Efektem
terapii na ludzkiej linii komoérek czerniaka o nazwie
Beidegrom Melanoma (BM) byly uszkodzenia DNA
odpowiadajgce zmianom apoptotycznym. W badaniach
zastosowano Photofrin®, ktéry jest oczyszczona forma
pochodnej hematoporfiryny [13]. W badaniach z zasto-
sowaniem tego samego fotouczulacza na ludzkiej linii
komorek czerniaka Me45 uzyskano podobne wyniki.
W dodatkowych badaniach przeprowadzonych na tej
linii wykazano lokalizacje Photofrinu® w blonach mito-
chondrialnych, co powoduje zaburzenia potencjatu blo-
nowego mitochondriow (depolaryzacja) oraz uwolnie-
nie cytochromu c¢ i innych bialek apoptogennych.
Zwiekszenie stezenia grup karbonylowych oraz podwyz-
szony poziom ekspresji mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD) i hemooksygenazy (HO-1)
potwierdzaja, ze zastosowana PDT indukuje stres oksy-
dacyjny w komoérkach Me-45 [14]. Apoptoze stwierdzo-
no roéwniez w komorkach linii czerniaka G361, ktore
poddano terapii z uzyciem sulfofenylowej pochodnej
porfiryny z wbudowanym cynkiem [15]. Wyniki badan
przeprowadzonych na mysiej linii czerniaka Cloudman
S91/13 dowodza, ze terapia z zastosowaniem Photofri-
nu® i Verteporfinu powoduje generowanie duzych iloéci
tlenu singletowego. Verteporfin jest pochodna porfiry-
ny, nalezaca do fotouczulaczy drugiej generacji. Zwiazek
ten okazal sie bardziej skuteczny w poréwnaniu z Pho-
tofrinem®, gdyz jego znacznie mniejsze dawki powodo-
waly pozadany efekt cytotoksyczny [16].
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WNIOSKI

Ponad 20 lat temu badacze stwierdzili, Ze czerniaki
barwnikowe nie sa wrazliwe na PDT, gdyz dochodzi
do przekazywania wzbudzanej energii do melaniny za-
miast do tlenu zawartego w komdrkach [10]. W przepro-
wadzonych ostatnio badaniach wykazano jednak stres
oksydacyjny i §mier¢ komoérek czerniaka w wyniku za-
stosowanych terapii, co wskazuje, ze metoda PDT moze
by¢ skuteczna w leczeniu melanoma.

Metoda ta otwiera nowe mozliwo$ci nieinwazyjnego
leczenia czerniaka z wykorzystaniem nowoczesnych
osiggnie¢ biologii molekularnej, chemicznej syntezy
zwigzkow i fizyki optyczne;j.
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