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Badania doswiadczalne nad przydatnoscia metody

fotodynamicznej w diagnostyce i leczeniu czerniaka

Experimental studies on the usefulness of photodynamic method in diagnosis and treatment of
melanoma

Summary. The authors present results of experimental studies on the usefulness of
hematoporphyrin and laser in diagnosis and treatment of intraocular tumors. An
amelanotic Greene melanoma was implanted into anterior chamber of 10 rabbits.
After administration of HpD the tumor was irradiated with laser light of
wavenlengths 406 nm for diagnosis and 630 nm for selective destruction of

neoplastic cells.

During follow-up the tumor was growing pale and its gradual

shrinkage was observed. In histopathological examination multiple area of Necrosis
with total destruction of blood vessels were found.

Hasla: amelanotic Greene melanoma, hematoporfiryna. HpD-PDT. promieniowanie laserowe. nowotwory. diagnostyka. leczenie
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Guzy wewnatrzgalkowe stanowia nadal jeden
z powaznieszych problemow terapeutycznych. Naj-
czesciej spotykanym i najgrozniejszym nowotworem
jest czerniak. Podejrzenie czerniaka w wielu przypad-
kach powoduje koniecznosé chirurgicznego usunigcia
galki ocznej. W ostatnich latach w licznych osrod-
kach onkologicznych prowadzone sa intensywne pra-
ce nad wykorzystaniem hematoporfiryny i jej po-
chodnych do rozpoznawania i leczenia NOWOLWOrOw.
Podstawa tej metody zwanej takze fotodynamiczna
terapia nowotworow (Hematoporphyrin Derivative
Photodynamic Therapy — HpD-PDT, jest wzbudze-
nie hematoporfiryny nagromadzonej w tkance nowo-
tworowej $wiatlem o odpowiedniej dlugosci fali.

Obecnie metoda znalazla juz zastosowanie prak-
tyezne do leczenia NOWOLWOrOW we wezesnym okresie
choroby, badz jako leczenie poprzedzajace lub uzupel-
niajace inne klasyezne sposoby (chirurgia, radiotera-
pia, chemoterapia), a takze do wykrywania wezesnych
zmian nowotworowych. W 1961 Lipson opisal groma-
dzenie si¢ w komorkach nowotworowych mieszaniny
pochodnych porfirynowych i okreslit je jako HpD.

Zauwazyl on, ze pochodne sa bardziej wychwytywa-

ne preez komorki nowotworowe niz czysta hemato-
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porfiryna. Jednak glowny rozwoj fototerapii z hemato-
porfiryna (HpD) wiaze si¢ z nazwiskiem Dougherty.
W polowie lat 70-tych przeprowadzit on liczne proby
na zwierzetach, a od 1978 r. rozpoczat leczenie u ludzi'.

W naszym organizmie znajduje si¢ zespol por-
firyn, ktére spelniaja wazne funkcje fizjologiczne.
Wérod nich sa hematoporfiryny bedace pochodnymi
czerwonego barwnika krwi — hemu. Ma to istotne
znaczenie w ich stosowaniu, gdyz sa latwo metaboli-
zowane przez organizm ludzki bez skutkow ubocz-
nych. Poza tym charakteryzuje je wybiorcza lokaliza-
cja w komorkach o szybkim wzroscie, wigczajac w to
komorki nowotworowe, posrednictwo w cytotoksy-
cznej reakeji fotochemicznej w komorkach naswiet-
lanych éwiatlem o odpowiedniej dtugoSci fali, oraz
mozliwa do uwidocznienia fluorescencja®7~°.

Przed 5 laty w Katedrze Okulistyki Warszawskiej
AM rozpoczeto badania doswiadczalne nad foto-
terapia czerniaka. Budowa anatomiczna galki ocznej
stwarza korzystne warunki dla fototerapii. co uzasad-
nia zainteresowanie ta metoda diagnostyki i leczenia.
Celem pracy byla ocena inwazyjnosSci zmiany przy
uzyciu metody fotodynamicznej oraz ustalenie op-
tymalnych parametrow terapii.

Material i metodyka

Poczatkowo korzystalismy z nowotwor
tzw. czerniaka Bomirskiego, jedna ’
zbyt mate wymiary gatki tych zwie
wzrost guza model odrzucono. Naster
rozpoczeto z czerniakiem mysim, ktore
wszezepiano do komory przednigj ok
wodu malych roznic w regresji guza miedzy
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badana a kontrolna ponownie zmieniono model
doswiadczalny.

Obecnie prowadzimy serie badan z tzw. amelanotic
Greene melanoma. Jest to amelanotyczna pochodna
guza chomika wszczepiona do komory przedniej kroli-
ka przez Greena i Harvey, a nastepnie wielokrotnie
pasazowana W celu zmniejszenia antygenowosci.

10 krolikom wagi 2.5—3.5 kg wszczepiono do
oka prawego w znieczuleniu ogélnym 1 mm® amela-
notic Greene melanoma. Wzrost nowotworu w po-
staci pojedynczego guzka obserwowano na 10-13
dzien po wszczepieniu (ryc. I).

Ryc. 1. Obraz amelanotc Greene melanoma po wszezepieniu.

Badama rozpoczgto gdy wielkos¢ guza na teczéwce wyno-
sifa okolo 4 mm gdyz wowczas uwidaczniaja sie dobrze
wyksztalcone naczynia krwionosne czerniaka (ryc. 2).

Ryc. 2. Guz z wykszt
przez HpD-PDP.

alconymi licznymi naczyniami krwionosny mi

_ Przy](;lo nastepujacy plan badan. Wszystkie kroli-
ki podzielono na 3 grupy. Pierwsza przeznaczono do
lec'zema hcmaloporﬁrynq i promieniowaniem lasero-
\’vgrr;}lr ]y(l.olhk'o‘m 'gfu‘py drugiej 1)0@211}0 lyll;o hemato-
P yne 1 nie naswietlano promieniowaniem lasero-
wym, natomiast krolikom grupy trzeciej naswietlano
guz bez uprzedniego podania hematoporfiryny. Kroli-
k_om grupy I'i I podano dozylnie 10 mgH};Djl‘w wagi
ciata. Dla oczyszczenia zdrowych tkanek ze ‘Z\iiqy‘kbu

kroliki przebywaly przez 24 godz. w ciemosci.
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W celu doktadnej lokalizacji guza uz
niowanie w pasmie 406nm uzyskane za
el 18 ‘
03FIV002 firmy Melles Griot i lampy Tungsena. D “
poprawy waruqkoyv obserwacji Zastosowano'ﬁlld E
Nr03fsc[é!,098dodc1xlajqcy promieniowanie ponizej 58(; ‘
nm. Stwierdzono wyrazna czerwona f] Scencj ‘
tkanki nowotworowej. S
W celqch_leczniczych zastosowano czerwon
zke promieniowania o dlugosci fali 630nm z
He'-N_e, lub barwnikowego. Kroliki grupy I
naswietlano przez 15 min. wiazk
100-150mW/cm? obejmuj
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W grupie I, a wige leczonej, juz po 24 godz. od |
fototerapii zaobserwowano obrzek, zbledni}cie no- [
wotworu oraz wylewy krwawe. Naczynia krwionogne [
euza ulegly catkowitej destrukeji (rve. 3). 1

Ryc. 3. Calkowita destrukeja naczyn guza po loloterapii
Poczatkowo wystapilo tez czeSciowe przymglenie
rogowki, ktore uleglo przejasnieniu w okresie 8-10
dni. Po tym czasie nastepowal rozwoj licznych guz-
kow satelitarnych, ktéryeh szybki wzrost powodowal
przystanianie nowotworu leczonego (ryc. 4)

Ryc. 4. Szybki wzrost guzow
leczonym w centrum

atclitarnych z  jasnyn

Metoda fotodynamiczna w leczeniu czerniaka

W kont.ro]nej grupie I1i IIT zarejestrowano znacz-
na progresj¢ guza w ciagu 12-14 dni od wszczepienia,
prowadzqca do perforacji gatki (ryc. 5 i 6).

Ryc. 5. Obraz histopatologiczny guza leczonego z rozlegtymi
ogniskami martwicy. Barwienie H-E, pow. ob. 1x250.
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Ryc. 6. Obraz histopatologiczny guza kontrolnego. Barwienie H-E
pow. ob. 1x400.
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W badaniach histopatologicznych w grupie leczo-
nej stwierdzono liczne ogniska martwicy swiadczace
o destrukcji guza, a w grupie kontrolnej guz wypel-
nial caly przedni odcinek i prowadzil do perforacji.

Omowienie

Procesy utleniania fotodynamicznego materialow
biologicznych wymagaja 3 podstawowych skladni-
kow: sensybilizatora czyli barwnika, tlenu, oraz Swia-
tla o odpowiedniej dlugosci fali*®.

Pod wplywem swiatla hematoporfiryna ulega licz-
nym przemianom. Wykazuje ona intensywnosc ab-
sorpeji w 5 pasmach, najwigksza — w pasmie o diu-
oosei fali 400nm tzw. pasmie Soreta. W tej czesci
widma absorpcja jest intensywniejsza niz w pozos-
talych pasmach, tj. 500nm, 530nm, 570nm, 630nm*”.

Dlta‘fqtowzbudzenia w celach diagnostyc
rzystniej jest uzywac $wiatta o dhugosci fali
400nm, co odpowiada najsilniejszemu pasmu abs
Dla celow leczniczych wykorzystuje sie éwiatlo o diu
Sci fali okolo 630nm, gdyz przepuszczalnosé
wzrasta wraz ze wzrostem dlugosci fali $wiatta absor-
bowanego*®. Skierowanie wiazki laserowej na Wysyco-
ny hematoporfiryna guz powoduje efekt cytotoksyezny.
W wyniku reakeji czasteczek tlenu z pobudzonym przez
napromieniowanie sensybilizatorem powstaje w komor-
kach czerniaka tzw. tlen singletowy. Tlen wzbudzony
do stanu atomowego jest bardzo aktywny chemicznie
i powoduje zniszezenie komorki nowotworowej'®.

Przedstawione badania traktujemy jako pilotowe.
Maja one na celu opanowanie techniki pasazu,
dobranie dawki hematoporfiryny dajacej najwiekszy
efekt cytotoksyczny oraz dobranie czasu, sposobu
naswietlania i dawki $wiatla laserowego tak, aby
uzyska¢ niezbedna energie wystarczajaca do znisz-
czenia wszystkich komorek nowotworowych w guzie
bez uszkodzenia tkanek otaczajacych.

Whioski

Fototerapia z HpD jest perspektywiczna metoda
rozszerzajaca mozliwosci diagnostyczne i lecznicze
czerniaka. Uzyskane wyniki stwarzaja przestanki do
jej klinicznego zastosowania.
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