7. ENDOGENINIAI SENSIBILIZATORIAI FOTOSENSIBILIZUOTOJE
NAVIKU TERAPIJOJE

FNT naudojami fotosensibilizatoriai tamsoje yra nekenksmingi, taciau dél
nepakankamai selektyvios lokalizacijos navikiniuose audiniuose ir gana léto pasisalinimo
1§ organizmo neiSvengiama pasalinio jy poveikio — padid¢jusio jautrumo Sviesai. Po FNT
pacientai keleta savaiCiy turi vengti tiesioginiy saulés spinduliy. Dar 1912 metais F.
Mejer-Betso atliktas eksperimentas parodé¢, kokie Zalingi ir nemaloniis yra pasaliniai FNT
reiSkiniai (zr.3 sk ir 3.1 pav.). Todél, tobulindami FNT metodg ir ieSkodami
veiksmingesniy  ir mazesnius paSalinius reiSkinius sukelian¢iy fotosensibilizatoriy,
mokslininkai susidom¢jo vidiniais Zmogaus organizmo iStekliais. Organizme yra
endogeniniy molekuliy, galiniy atlikti fotosensibilizatoriaus vaidmenj. Buvo pastebéta,
kad navikiniai audiniai pasizymi didesne fluorescencija raudonoje spektro srityje, 0 juos
apSvitinus raudona Sviesa, nors ir nesant egzogeninio sensibilizatoriaus, 1étéja navikinio
darinio augimas ir pailgéja eksperimentiniy gyviiny gyvenimo trukmé.

Zmogaus organizme sintetinamos porfirininés prigimties molekulés. Jvedus j
organizmg aminolevulino ragsties (ALA) — hemo sintezés pirmtako — Iastelése ir
audiniuose pradeda kauptis daugiau endogeniniy porfiriny, kuriuos apSvitinus galima
inicijuoti fotosensibilizacin] efekta, sukeliant] Igsteliy zitj. PaaiSkéjo, kad, esant
organizme ALA pertekliui, navikiniuose audiniuose susikaupia daugiau endogeniniy
porfiriny nei sveikuose. Taigi panaudojant tik endogeninj sensibilizatoriy galima atlikti
FNT.

Porfiriny sinteze ir jy metabolizmas gyvose lastelése yra butini paciy Igsteliy, taigi
ir organizmy gyvybinei veiklai palaikyti. Protoporfirino IX (PpIX) ir gelezies (II)
kompleksas (hemas), susijunges su jvairiais baltymais, sudaro tokias svarbias medziagy
apykaitoje dalyvaujancias makromolekules kaip hemoglobinas, mioglobinas, citochromai,
katalaze, peroksidazé ir triptofano pirolaze. Beveik visos zmogaus lgstelés geba sintetinti
hema, taCiau sparciausiai biosintezé vyksta kauly Ciulpy lastelése (jose sintetinama apie
85% hemo) ir kepeny Iastelése (Voet ir Voet, 1995).

Pirmajame hemo biosintezés etape i$ glicino ir sukcinilo kofermento A susidaro 5-
aminolevulino rugstis (ALA). Paskutiniame etape fermentas ferochelataz¢ PpIX molekulg
paveréia hemo molekule, j porfirino Zieda jterpdamas gelezies atoma (7.1 pav.). Sis ciklas
audiniuose yra sureguliuotas taip, kad sveikame organizme PplX perteklius nesusikaupia,

taciau cikla galima sutrikdyti paveikus papildomu ALA kiekiu. Fermentai nespéja



paversti viso besigaminancio PpIX hemu ir Igstelése kaupiasi PpIX perteklius. Navikinése
lastelése dél sumazéjusio fermento ferochelatazés (FeC) aktyvumo (EI-Sharabasy ir kt.,
1992) arba padidéjusio fermento porfobilinogeno deaminazés (PBGD) aktyvumo (Smith,
1987) pastebimas didesnis ALA-indukuoty porfiriny kaupimasis. Kadangi PpIX yra
efektyvus sensibilizatorius, pritaikius naviky gydymui nattralius hemo biosintezés metu
lastelése vykstancéius procesus, susidaré nauja FNT pakraipa — ALA-FNT (Kennedy ir kt.,
1990; Kenedy ir Pottier, 1992). Klinikoje ALA-FNT pirma kartg taikyta 1990 metais
(Kennedy ir kt., 1990) ir Siuvo metu yra sparciai besiplétojantis perspektyvus tiek
navikiniy, tiek ir nenavikiniy (tarp jy ir ikinavikiniy) dariniy gydymo metodas. ALA-
indukuoto PpIX fluorescencija panaudojama odos, Slapimo puslés, virSkinimo trakto ir
plauciy navikams diagnozuoti (Konig ir kt., 1993a; Kriegmair ir kt., 1996).

Ypa¢ placiai ALA-FNT taikoma odos navikams gydyti, ant gydomos vietos
uztepus tepalo, kurio sudétyje yra ALA. ALA yra hidrofiliné medziaga, tad sunkiai
skverbiasi per odg (Goff ir kt., 1992) ir Igsteliy membranas, todé¢l reikia gana dideliy ALA
koncentracijy, kad navike susikaupty gydymui reikalinga PpIX koncentracija. Dabar
vyksta intensyvis lipofiliniy ALA dariniy (metil-, etil-, propil-, heksil-, heptil- ir oktil-
esteriy) tyrimai, nes jie kur kas geriau negu ALA skverbiasi | Igsteles ir pasiekia gilesnius
naviky sluoksnius (Peng ir kt., 1996). Lastelése fermentas esterazé katalizuoja esteriy

hidrolize ] ALA.
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7.1 pav. Kraujo hemo biosintezes ciklas

Svarbiausias §io metodo privalumas yra tai, kad ALA yra endogeniné medziaga,
todé¢l neturi Salutinio neigiamo poveikio. Kadangi ALA-indukuotas endogeninis PpIX
sintetinamas lgstelés gyvybiSkai svarbioje organelé¢je — mitochondrijoje, net ir nedidelis
Sio sensibilizatoriaus perteklius joje Svitinimo metu gali sukelti dideles 1astelés pazaidas.

Siame skyriuje bus trumpai aptarta endogeniniy sensibilizatoriy biosinteze,
apzvelgti  ALA-indukuoto PpIX fototransformacijy lagstelése tyrimo rezultatai,
endogeninio PpIX spektroskopinés savybés in vivo ir literatiiroje paskelbti ALA-FNT
klinikiniy tyrimy duomenys.



7.1. Endogeniniy porfiriny biosintezé

Hemo biosintezé. Fiziologinémis sglygomis hemas naudojamas jvairiy hema
turin¢iy baltymy biosintezei ir biologiSkai naudingos cheminés energijos formoms
lasteleje gauti (Dietel ir kt., 1996). Pradiniame hemo biosintezés ciklo etape i$ glicino ir
sukcinil-kofermento-A katalizuojant ALA-sintaze (ALAS) sintetinama 5-aminolevulino
rugstis (7.1 pav.) (Voet ir Voet, 1995). Kitoje fazéje 1S dviejy ALA molekuliy susidaro
porfobilinogenas (PBG) ir iSsiskiria dvi vandens molekulés. Veikiant porfobilinogeno
deaminazei (PBGD) ir uroporfirinogeno sintazei keturios PBG molekulés
kondensuojamos | uroporfirinogeng III. Toliau vyksta dekarboksilinimo ir oksidavimo
reakcijy seka, kol gelezies atomas jterpiamas j tetrapirolo zieda.

Dalis hemo biosintezés vyksta mitochondrijose, dalis — citozolyje (7.1 pav.).
Mitochondrijoje susintetinta ALA perneSama | citozolj, ten susidaro PBG, o i§ jo —
uroporfirinogenas IIl.  Citozolyje uroporfirinogeno dekarboksilazé atima 1S
uroporfirinogeno 11 keturias karboksilo grupes ir taip susidaro koproporfirinogenas IlI,
kurio Soninés propiono riigsties liekanos, veikiamos koproporfirinogeno oksidazés, yra
dekarboksilinamos ir oksiduojamos j vinilo grupes. Sios reakcijos vél vyksta
mitochondrijoje. Katalizuojant protoporfirinogeno oksidazei tetrapirolo ziedo metileno
grupés oksiduojamos j metino grupes — susidaro protoporfirinas 1X (PplX). Katalizuojant
ferochelatazei Fe(Il) jterpiama | tetrapirolo struktiiros centrg — susidaro hemo molekulé.

Kaip reguliuojama hemo biosintezé? Hemo sintezés ciklo greitis sureguliuotas
taip, kad atitinka hemo pasiSalinimo i§ sistemos greitj. Hemo sintez¢ kontroliuoja
griztamosios reguliacijos mechanizmas, kuris veikia taip, kad susidargs laisvo hemo
perteklius stabdo ALA sintez¢ (Sinclair ir Granick, 1975). Taigi jei hemas suvartojamas
tokiu pat greiciu kaip ir sintetinamas, laisvo hemo bus nedaug ir ALA sintezé nebus
stabdoma. Kai ALA koncentracija didés, atitinkamai suintensyvés hemo sintezé. Jei
hemas sintetinamas grei¢iau negu pasiSalina, susikaupes jo perteklius stabdys ALA
sintezg, o tai savo ruoztu silpnins tolesng hemo sintezg. Taigi esant normalioms salygoms
hemo poreikis kontroliuoja hemo sintezés greitj, o kartu ir PpIX sintezés greit].

Kaip egzogeniné ALA skatina endogeniniy porfiriny kaupimasi? Didziausias
ALA sintezés greitis visada yra maZesnis uz didziausig kiekvienos kitos ciklo pakopos
greit] ir tarpiniai produktai nesikaupia. Taciau ciklg galima sutrikdyti ALA pertekliumi.
Terapijai, diagnostikai ar moksliniams tyrimams endogeniniy porfiriny biosinteze

stimuliuojama egzogeniniais pirmtakais — ALA ar ALA-esteriais (Peng ir kt., 1997a). Jy



déka apeinama grieztai reguliuojama, viso sintezés kelio greit] lemianti ALAS
katalizuojama reakcija ir aktyvinama PBGD (antroji greitj limituojanti stadija) (Gibson ir
kt., 1999), tod¢l lastelése vyksta intensyvesné endogeniniy porfiriny sinteze.

Kai ALA koncentracija néra ribojantis faktorius, pirmojo tarpinio produkto —
porfobilinogeno sintezés greitis priklausys nuo fermenty, katalizuojanciy Sig reakcija,
pajégumo. Jei porfobilinogeno sintezés greitis virSija kitos ciklo pakopos pajéguma
(uroporfirinogeno sinteze), susikaupia didesnis porfobilinogeno kiekis (Healey ir kt.,
1981). Kita vertus, kai uroporfirinogeno sintezés mechanizmas dar turi rezervy, o
porfobilinogenas sintetinamas maksimaliu grei¢iu, uroporfirinogeno sintezés greitj riboja
porfobilinogeno sintezés greitis. Tas pat galioja ir kiekvienai sekanciai ciklo pakopai. Jei
PpIX virtimas hemu vyksta 1é¢iau negu PpIX sintezé, susikaups didesnis PpIX kiekis
(Bonkovsky ir kt., 1985). Uroporfirinai ir koproporfirinai irgi yra potencialls
sensibilizatoriai (Menon ir kt., 1990). Kadangi uroporfirinai susidaro is uroporfirinogeno,
o koproporfirinai i§ koproporfirinogeno, ALA pertekliui sutrikdzius hemo biosintezés

cikla, gali susikaupti ir $iy porfiriny perteklius (El-Far, 1990).

7.2. Endogeninio PpIX fototransformacijos lasteliy suspensijoje

I lastele ALA ir jos dariniai patenka aktyvios pernaSos déka. Eukariotinése
lastelése ALA perneSa B-amino riigSciy ir y-aminobutirings rugsties transporteriai. ALA
lipofiliniai dariniai — ALA esteriai — lengviau patenka j lgstel¢ (Peng ir kt., 1997). Kad
biity susintetintas toks pat PpIX kiekis, ALA esteriy su ilgesnémis lickanomis (Cg — Cg)
reikia 30 — 150 karty maziau negu grynos ALA (Gaullier ir kt., 1997). Porfiriny sintezé i$
ALA navikingse lgstelése vyksta greiCiau negu normaliose (Walters ir kt., 1963). ALAS ir
ferochelatazés aktyvumas navikinése lgstelése yra mazesnis, o PBGD — didesnis negu
nepazeistose lastelése (Kondo ir kt., 1993). Ferochelatazeé fotosensibilizatoriy PpIX
pavercia ] Sviesai nejautry hema, tad sumazejes ferochelatazés aktyvumas navikinése
lastelése yra palankus ALA-FNT, nes padeda geriau kauptis PpIX.

Sensibilizatoriy fototransformacijy tyrimai yra biitini ieSkant optimaliy FNT
$vitinimo dozés jvertinimo parametry (6 skyrius). Siy tyrimy metu gauti rezultatai yra
svarbus veiksnys tinkamai apskai¢iuoti klinikines FNT dozes. PpIX yra fotolabilus
sensibilizatorius (Gudgin Dickson ir Pottier, 1995), svitinamas tiek tirpaluose, tiek

lasteliy kultiirose ar in vivo yra ir sudaro raudonos spektro srities Sviesg sugerianéius



fotoproduktus (Konig ir kt., 1993b; Wessels ir kt., 1993; Robinson ir kt., 1998).

PpIX fototransformacijos buvo tirtos i§ zmogaus zarnyno adenokarcinomos
iSskirtose lastelése WiDr. Inkubavus Sias lasteles skirtingy koncentracijy ALA tirpalais,
susidarancio PpIX kiekis did¢ja did¢jant ALA koncentracijai iki ImM (7.2 pav.)
(Streckyte ir kt., 1994).
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7.2 pav. ALA-indukuoto PpIX susidarymas lastelése

Svitinant lastelése susidariusj PpIX raudona $viesa ir registruojant §vitinimo metu
vykstancius PpIX fluorescencijos spektry pokycius, matyti, kad Svitinimo metu silpnéja
PpIX fluorescencija ir ties 675 nm formuojasi fotoprodukto juosta, kurios santykinis

intensyvumas priklauso nuo Zadinancios spinduliuotés bangos ilgio (7.3 pav.).
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7.3 pav. PpIX lasteliy suspensijoje fluorescencijos spektrai prie§ (1) ir po (2 ir
3) $vitinimo raudona §viesa (A=635 nm, dozé 43 J/cm?)

Fluorescencijos zadinimo spektre taip pat uzregistruota ties 670 nm susiformavusi

nauja juosta (7.4 pav.) (Bagdonas ir kt., 2000).
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7.4 pav. PpIX lasteliy suspensijoje fluorescencijos Zadinimo spektrai prieS (1)
ir po (2 — 4) $vitinimo raudona §viesa (A=635 nm, dozé 39 J/cm?)

Sie spektriniai poky¢iai badingi fotooksidacijos reakcijoms, kuriy metu dalyvaujant
singuletiniam deguoniui (Aveline ir kt., 1988) susidaro izomeriniy hidroksialdehidy

miSinys, pavadintas fotoprotoporfirinu (Inhoffen ir kt., 1969). Hidroksialdehidy izomerai



susiformuoja ciklinio jungimosi reakcijos metu singuletiniam deguoniui jungiantis prie
vienos 1§ protoporfirino vinilo grupiy ir redukuojantis gretimai dvigubai jungciai (Cox ir
Whitten, 1982).

Svitinimo metu mazéjantis PpIX fluorescencijos intensyvumas (7.5 pav.) rodo,
kad protoporfirino makrociklas yra. Manoma, kad protoporfirinas efektyviai generuoja
singuletinj deguonj, Sis aktyviai reaguoja su amino riugsStimis ir baltymais, o Siy
oksidacijos reakcijy produktai veikia porfiring ir ardo jo makrociklg (Krieg ir Whitten,
1984 a). Singuletinis deguonis dalyvauja ir susidarant fotoproduktui. Buvo tirtas
fotoprodukto susidarymo efektyvumas lgstelése suspenduotose H,O ir D,O terpése.
Singuletinio deguonies gyvavimo trukmé DO yra mazdaug 13 karty ilgesné negu H,O

(Gorman ir Rodgers, 1989).
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7.5 pav. ALA-indukuoto PpIX Igsteliu suspensijoje fluorescencijos intensyvumo
silpnéjimas §vitinant mélyna $viesa (A 340-420 nm, intensyvumas 13 W/cm?).
Fluorescencija registruota ties 635 nm zadinant ties 413 nm. ALA koncentracija 0,2
mM (tusti rutuliukai) ir 1 mM (uztusuoti rutuliukai)

Kaip matyti 7.6 paveiksle, D,O terpéje fotoproduktas formuojasi efektyviau
(Streckyte ir kt., 1994). Taigi galima daryti iSvada, kad singuletinis deguonis tikrai

dalyvauja svitinimo metu i$ PpIX susidarant fotoproduktui.
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7.6 pav. Fotoprodukto susidarymo kinetikos. Fluorescencija registruota ties
670 nm Zzadinant ties 445 nm. ALA koncentracija 1 mM

Tyrimai rodo, kad daugelio porfiriny irimo reakcijose dalyvauja singuletinis
deguonis (Krieg ir Whitten, 1984a,b; Cox ir Whitten, 1982; Krasnovskij ir kt., 1982).
Buvo jvertintas PpIX fluorescencijos intensyvumo mazéjimas Svitinimo metu oro
prisotintose lasteliy suspensijose ir azoto prisotintose suspensijose. Puciant azotg j tirpala
30 minuciy deguonies koncentracija jame nuo mazdaug 0,22 mM sumaz¢ja iki = 2uM
(Spikes, 1992). PpIX fotodegradacija azoto aplinkoje vyksta gerokai lé¢iau negu oro
prisotintoje aplinkoje (7.7 pav.). Taigi kai aplinka yra nepalanki singuletio deguonies

susidarymui, PpIX fotooksidacija slopinama (Streckyte ir kt., 1994).
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7.7 pav. ALA-indukuoto PpIX Igsteliu suspensijoje fluorescencijos intensyvumo
silpnéjimas Svitinant. Fluorescencija registruota ties 635 nm Zadinant ties 413 nm.
ALA koncentracija 1 mM

Pastebéta, jog PpIX fluorescencijos fotoblukimo santykiné sparta priklauso nuo
pradinio ALA kiekio, naudoto sio porfirino sintezei stimuliuoti (7.8 pav.) (Bagdonas ir
kt., 2000).
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7.8 pav. ALA-indukuoto PpIX lasteliy suspensijoje fluorescencijos intensyvumo
silpnéjimas Svitinant. Fluorescencija registruota ties 635 nm Zadinant ties 407 nm.



Vertinant fotoprodukto susidarymg buvo atlikta fluorescencijos korekcija,

iskaitanti PpIX fluorescencijos fotoblukimg ties 675 nm, pagal formule:

F'ep (675) = F'(675) — F'(635) Fo(675)/Fo(635) (7.1)

¢ia: Fo(675) ir Fo(635) — pradinis PpIX fluorescencijos intensyvumas ties 675 ir
635 nm, F'(675) ir F'(635) — fluorescencijos intensyvumai ties atitinkamais bangy ilgiais
po kiekvieno svitinimo intervalo, F'rp (675) — koreguota fotoprodukto fluorescencijos
intensyvumo verté. Fotoprodukto formavimasi atspindintys fluorescencijos intensyvumo

poky¢iai pavaizduoti 7.9 paveiksle.
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7.9 pav. Hp fluorescencijos lasteliuy suspensijoje santykiniai poky¢iai ties 675 nm,
ivertinti pagal (7.1) formule. Pradiné ALA koncentracija (a) 0,1 mM, (b) 1,0 mM

Kaip matyti, didesn¢ pradiné ALA koncentracija fototransformacijy metu salygoja
spartesnj fotoprotoporfirino fluorescencijos intensyvumo did¢jima bei tolesnj jo
silpn¢jimg. Pasirinkus dviejy bangos ilgiy spindulivot¢ nuoseklia seka, Igsteliy
suspensijoje 1§ PpIX susiformavegs fotoprotoporfirinas buvo selektyviai Svitinamas tiriant
tolesnes sensibilizatoriaus fototransformacijas. Gauty fluorescencijos spektry analize
parod¢, kad Svitinimo metu formuojasi ne tik fotoprotoporfirinas (7.10 b pav., 3 kreive),
bet ir kitas fotoproduktas, turintis savitg fluorescencijos spektra su smaile ties 650 nm

(7.10 b pav., 2 kreive).

15 | ] | | |
| . £ vitinimo dozé:
| - 1.« 80 JSemZ(E35 nm)
| I +170 JfemIET0 nm)
101 |
I

|
|
T | 1i: .
GO0 Ba0 Foo Fa0 aoa

Fluorescencija, sant. wnt.

Eangos ilgis, nm

7.10 pav. PpIX fluorescencijos spektrai po Svitinimo 635 nm ir 670 nm bangy ilgio
Sviesa, Ajpd = 450 nm (a); skirtuminiai spektrai, atspindintys fotoprodukty
susidarymg (b)



Spektro forma, santykinai nedidelis intensyvumas, taip pat ir didesnis junginio
fotostabilumas, palyginti su PpIX ar fotoprotopofirinu, leidzia daryti prielaida, jog Sis
fotoproduktas galéty biiti keleto tetrapiroliniy molekuliy darinys, pavyzdziui, porfirino ir

chlorino dimeras (Bagdonas ir kt., 2000).

7.3. Sveikoje pelés odoje ALA-indukuoto PpIX spektroskopinés savybés

Navikams ir ikinavikiniams dariniams aptikti vis placiau taikomi neinvaziniai
optiniai fluorescenciniai metodai. ISsiskiria dvi Sios srities tyrimy kryptys: pirmoji —
audiniy savosios fluorescencijos (autofluorescencijos) matavimas ir jos specifiniy bruozy,
biidingy navikiniam audiniui, paieSka, siekiant sukurti savalaikio naviky diagnozavimo
metodus; antroji — sensibilizuotos naviky diagnostikos metody kirimas. Sie metodai
dazniausiai taikomi kartu su FNT ir padeda sekti fotosensibilizatoriaus kaupimasi
navikuose po injekcijos bei stebéti jo dinamika Svitinimo metu.

Paprastai ALA naudojama intraveniniu ar oraliniu biidu. Gydant plauciy véz;j gali
biti taikoma tiesioginé ALA milteliy inhaliacija j plaucius, o gydant pavirSinius odos
navikus daznai vartojamas specialus tepalas, kurio sudétyje yra ALA. Sis budas
maziausiai veikia organizma, nes tepama tik tam tikra odos vieta. Tad PpIX indukcijai
peliy odoje buvo pasirinkta ALA tepalo uztepimo ant odos pavirSiaus metodika. Tirtos
ALA-indukuoto PpIX kaupimosi peliy odoje farmakokinetikos bei sensibilizatoriaus
fotomodifikacijos Svitinimo metu (Juzénas ir kt., 1999 a). Fluorescencinis tyrimo metodas

leido stebéti fotosensibilizatoriaus kaupimosi dinamikg bei pasiskirstyma in vivo.
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7.11 pav. PpIX fluorescencijos pelés odoje spektras praéjus 24 val. po 20 % ALA
tepalo uZtepimo ant odos (1) ir kontrolinés pelés odos autofluorescencijos spektras

)

7.11 pav. pavaizduotas ALA-indukuoto PpIX pelés odoje fluorescencijos spektras
ir kontrolinés (nesensibilzuotos) pelés odos autofluorescencijos spektras. Kontrolinés
pelés odos autofluorescencijos spektras neturi aiskiai iSreikS$ty smailiy matuotoje spektro
srityje, o ALA-indukuoto PpIX fluorescencijos pelés odoje spektras turi dvi budingas
juostas ties 637 ir 705 nm. Fluorescencijos intensyvumo pokyciai ties 637 nm atspindi
PpIX koncentracijos kitimg eksperimentiniy gyviny odoje, tad galima jvertinti, per kiek
laiko nuo tepalo uztepimo pradzios susikaupia maksimali fotosensibilizatoriaus
koncentracija. Endogeninio PpIX kaupimosi pelés odoje kinetikos (7.12 pav.) rodo, kad
per pirmasias penkias valandas PpIX kiekis didéja ir pasiekia didziausia koncentracija
praé¢jus 7 valandoms. Fluorescencijos intensyvumo mazé¢jima po 8 val. sglygoja Iasteliy

apsauginiai mechanizmai, padedantys Salinti audiniuose susikaupusio PpIX pertekliy.
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7.12 pav. PpIX kaupimosi sveikoje peliy odoje kinetikos, uZtepus 20% ALA (12

peliy vidurkis) arba ALA-Me (9 peliuy vidurkis) tepalo. Fluorescencija matuota ties
637 nm (Zadinimas — 407 nm). Nurodyta standartiné matavimy paklaida

Taikant pavirS$inj tepalo uztepimo metoda PpIX koncentracija paprastai biina
didesné navika dengiancioje odoje negu paciame navike (Malik ir kt.,1995; Henderson,
1995). Taciau pavirSinis ALA tepalo uztepimo metodas, palyginti su intraveniniu ALA
jvedimu, pasizymi didesniu selektyvumu gydant pavirSinius odos navikus ir yra efektyvus
gydant pavirsines odos karcinomas (Peng ir kt.,1995; Meijnders ir kt., 1996) bei odos
keratozes (Fink-Puches ir kt., 1997; Cairnduff ir kt., 1994).

D¢l gana létos ALA molekuliy difuzijos i gilesnius audinius pavirSinis uztepimo
metodas yra neefektyvus gydant mazgelinius ir gilesniy audiniy sluoksniy navikus
(Cairnduft ir kt., 1994). ALA molekulé¢ yra hidrofiliné, todé¢l sunkiai skverbiasi per
audinius ir lgsteliy membranas. Skverbimosi savybés gali buti pagerintos naudojant
lipofilinius ALA darinius, tokius kaip ALA esteriai, turintys ilgas esterines grandines
(ALA pentilo esteris, ALA heksilo esteris ir t. t.) (Gaullier ir kt.,1997; Kloek ir kt., 1998).

Lyginamyjy eksperimenty rezultatai rodo (7.13 pav.), kad PpIX fluorescencijos
intensyvumas pelés odoje naudojant vienodas ALA ir ALA metilo esterio (ALA-Me)
koncentracijas tepale po 12 val. yra toks pat (Juzénas ir kt., 1999 a). Tai sutampa su kity
autoriy gautais rezultatais, rodanciais, kad lasteliy kultirose ALA ir ALA-Me indukuoja
tokj patj PpIX kiekj (Kloek ir kt., 1998). ALA-Me indukuoto PpIX sintezés vélinimas
aiSkinamas tuo, kad ALA esteriy molekulés, prie§ patekdamos j hemo biosintezés cikla,
paverciamos ALA molekulémis (Kloek ir kt., 1998).

ALA-indukuotas PpIX plinta aplink tepalu patepta vieta ir PpIX fluorescencija



matoma visuose pelés audiniuose praé¢jus mazdaug 6—8 val. po uztepimo (7.13 pav.).

7.13 pav. Peliu odos fluorescencija apSvitinus ultravioletine spinduliuote. 20% ALA
(pirma pelé) ir 20% ALA-Me (antra pelé) tepalo buvo uZtepta ant sveikos odos ir
laikyta 8 val. Ant odos parodyta tepalu patepta vieta

Tuo tarpu ALA-Me indukuotas PpIX neplinta, o islieka tik tepalu pateptoje vietoje
praéjus net 24 val. (Juzénas ir kt., 1999 a). Taigi parenkant Svitinimo parametrus svarbu
atsizvelgti ne tik ] ALA arba ALA-Me indukuoto PpIX kaupimosi kinetikas, bet ir | PpIX
pasiskirstyma audiniuose. Atliekant klinikinius tyrimus pastebéta, kad ALA-Me-
indukuotas PplX, palyginti su ALA-indukuotu PplX, selektyviau kaupiasi odos
keratozése (Fritsch ir kt., 1998) bei yra homogeniskiau pasiskirstes gumbuotose
pavirSinése odos karcinomose (Peng ir kt., 1997 b). Pastebéta, kad ALA-Me indukuotas
PpIX greiciau pasisalina i§ odos negu ALA indukuotas PpIX, o tai irgi svarbu norint
iSvengti odos jautrumo Sviesai po gydymo (Juzénas ir kt., 1999 b). Taigi eksperimentiniai

rezultatai rodo, kad FNT gali biiti efektyvesné naudojant ALA esterius.

Fluorescencija, sant.vnt.
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7.14 pav. PpIX fluorescencijos intensyvumo silpnéjimas pelés odoje Svitinant 635 nm
100 mW/cm? spinduliuote. Fluorescencijos spektrai matuoti zadinant ties 407 nm
praéjus 14 val. po 20 % ALA tepalo uZtepimo



Kaip Iasteliy suspensijoje, taip ir peliy odoje ALA-indukuotas PpIX yra
nestabilus. Svitinant 635 nm bangos ilgio 100 mW/cm? spinduliuote PpIX fluorescencija
zenkliai blunka ir santykinai padidéja ties 675 nm (7.14 pav.). Si nauja fluorescencijos
juosta, kuri atsiranda ir Svitinant PpIX sensibilizuotas lgsteliy kultiiras (Streckyté ir kt.,
1994; Bagdonas ir kt., 2000), gali biiti priskiriama Svitinimo metu besiformuojantiems
fotoproduktams. Fluorescencinés kinetikos (7.15 pav.) rodo greita PpIX fotoblukima bei
fotoprodukty susidaryma. Svitinant FNT taikomomis dozémis (apie 200 J) PpIX beveik

visiskai isblunka.
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7.15 pav. PpIX fluorescencijos intensyvumo silpnéjimo (Ir = 637 nm) ir fotoprodukto
formavimosi (Ir = 675 nm) pelés odoje Kkinetikos ¥vitinant 635 nm 100mW/cm®
spinduliuote. Fluorescencija matuota zadinant ties 407 nm

Taigi PplX yra fotolabilus sensibilizatorius, nuo S§viesos irstantis net ir
bedeguongje aplinkoje (Konig ir kt., 1993 b; Streckyté ir kt., 1994). ALA-FNT metu
greiciausiai suyra virSutiniuose audiniy sluoksniuose iki 0,1 mm gylio susikaupes PpIX
(Moan ir kt., 1995). Tai yra privalumas tuo atveju, kai PpIX koncentracija navika
dengianciuose audinio sluoksniuose ir odoje yra tokia, jog sensibilizatorius suyra
nespéjus jvykti sveiky audiniy negriztamoms pazaidoms. Tada galima taikyti didesnes
Svitinimo dozes ir sukelti navikiniy audiniy, sukaupusiy kur kas didesnj palyginti su
aplinkiniais sveikais audiniais PpIX kiekj, nekroze nepakenkiant sveikiems audiniams

(Moan ir kt., 1996).



7.4. ALA-FNT: klinikiniai tyrimai

ALA-indukuoto PplX pasiskirstymas isoriskai ir sistemiskai panaudojus
ALA. Isoriskai panaudojus ALA sveikoje ir pazeistoje zmogaus odoje registruojamos
PpIX fluorescencijos intensyvumas didé¢ja pirmgsias 4 valandas po ALA tepalo uztepimo
ir islieka mazdaug vienodas apie 4-14 valandy, nelygu ALA koncentracija tepale ir
uztepimo trukmé (Peng ir kt., 1993; Orenstein ir kt., 1995 a). Paprastai nuvalius ALA
tepala po 24 valandy PpIX fluorescencijos odoje uzregistruoti nebejmanoma.

Sistemiskai ALA naudojama fluorescencinei naviky diagnostikai ir kai kuriy odos,
virskinimo trakto ir plauciy naviky FNT (Regula ir kt., 1995; Fromm ir kt., 1996; Peng ir
kt., 1995; Awadh ir Lam, 1996). Tiriant, kur ir kiek kaupiasi PpIX, susidarancio
organizmuose po sisteminio (intraperitoninio, intraveninio ar oralinio) ALA panaudojimo,
dazniausiai taikomas spektrofluorimetrinis metodas, leidziantis iSmatuoti PplX
fluorescencijg in vivo. Peliy, Suny ir Zmoniy odoje sistemiskai panaudojus ALA
didziausias PpIX kiekis btina po 3—8 valandy, o po 24 val. jo visiSkai nebelieka (Peng ir
kt., 1993; Pottier ir kt., 1986). PanasSiy rezultaty gauta ir kitais metodais — fluorescencine
mikroskopija (Peng ir kt., 1992) ir cheminiu ekstrahavimu (Henderson ir kt., 1995).

Zmogaus odos véZio gydymas FNT panaudojant iSorine ALA. Labiausiai
paplitusios dvi odos vézio riiSys: bazolastelinis vézys (BCC) ir plokscialgstelinis
(spinoceliulinis) (SCC) vézys. Odos veézys daZniausiai gydomas chirurginiais,
kriochirurginiais metodais, spinduline terapija ar isorine chemoterapija. FNT su HpD ar
fotofrinu taip pat taikoma odos véziui (ne melanomoms) gydyti (Dougherty, 1993; Fisher
ir kt., 1995; Schuitmaker ir kt., 1996). Gery rezultaty gauta gydant pavirSini BCC FNT su
TPPS (Sacchini ir kt.,1987; Santoro ir kt., 1990). Pirmieji pavir§iniy BCC gydymo ALA-
FNT rezultatai paskelbti 1990 metais (Kennedy ir kt., 1990). Siuo metu pasaulyje
atlieckami labai platiis ALA-FNT klinikiniai tyrimai gydant odos vézj.

Levulanas® (DUSA Pharmaceuticals, Kanada) bus, matyt, pirmasis ALA
preparatas, leistas naudoti gydymui. Taikant ALA-FNT ant naviky tepamas tepalas,
turintis ALA. Jprasta ALA koncentracija tirpale yra 20%, taciau gali biiti ir kitokia — nuo
2 iki 40%. 1§ tepalo, kurio sudétyje yra 2-5% ALA ir kuris uZtepamas 8-12 valandy,
susidaro mazdaug tiek pat PpIX kaip ir i§ tepalo, turincio 20% ALA per 3 valandas.
Uzteptas tepalas uzdengiamas plévele, o pra¢jus reikiamam laikui (nuo 3 iki 8 valandy)

navikai Svitinami arba 630 nm bangos ilgio lazerio spinduliuote, arba nekoherentinés



Sviesos Saltiniy (volframo, ksenono ar halogeniniy lempy) spinduliuote panaudojant
raudonus filtrus. Svitinant lazeriu §vitinimo dozés biina nuo 60 iki 250 J/cm? esant lazerio
3viesos intensyvumui 50—-150 mW/cm?; §vitinant lempomis — atitinkamai 30-540 J/cm? ir
50-300 mW/cm?,. Kai $vitinimo $viesos intensyvumas yra apie 100 mW/ cm?, §vitinamos
vietos temperatiira pakyla iki 39,5-42,5°C (Orenstein ir kt., 1995 b).

Bazolgstelinio ir plokscialgstelinio véZio gydymas. 7.1 lentel¢je apibendrinti
literatiiroje paskelbti pavirSinio bazolastelinio vézio (pBCC) gydymo rezultatai (pagal
Peng ir kt,. 1997 b). Gydymo efektyvumas vertintas pagal tokius kriterijus: navikas
visiSkai i8nyko, t.y. néra jokiy klinikiniy naviko pozymiy gydytoje vietoje; dalinai iSnyko
— navikas sumaz¢jo 50% ir daugiau; neiSnyko — navikas sumaz¢jo maziau nei 50%. Visy
826 gydyty pavirsiniy bazolasteliniy naviky (pBCC) apibendrinti gydymo rezultatai tokie
(pagal vidurkiy santykius): visiskai iSnyko — 87%, dalinai iSnyko — 5% ir neiSnyko — 8%.
Mazgeliniy bazolasteliniy (mBCC) naviky (gydyti 208 navikai) gydymo rezultatai —
atitinkamai 53%, 35% ir 12%.

7.1 lentelé. Literatiiroje paskelbti bazolastelinio vézio gydymo FNT panaudojant
iSorine ALA rezultatai

Literatiiros Bendras ALA Svitinimo | Svitinimo Atsakas, naviky skaiCius | Steb¢jimo
saltinis naviky koncentra- galtinis ir | doze Jem? | (%) trukmé
skaicius cija tepale; | bangos (mW/ cm?) (mén.)
(pBCC ir | uztepimo ilgis (hm) visiskai | dali- neis-
mBCC) trukme, val. isnyko nai nyko
isnyko
Kennedy ir | 80 20%;3-6 Volframo | 31,5-540 72(90) 6(7,5) | 2(2,5) | 2-3
kt., 1990 lempa (150-300)
>600
Kennedy ir | >300 20%:;3-6 Volframo | 31,5-540 237(79) 63(21) | 3
Pottier, lempa (150-300)
1992 >600
Warloe ir | 94 20%:3 Vario gary | 100 90(96) | 4(4) 3
kt., 1992 dazy (100-150)
lazeris,
630
Svanberg ir | 21 20%:6 Nd:YAG | 40-100(100) | 21(100) 3-5
kt., 1992 DL, 630
10* 4(40) 6(60)
Wolf ir kt., | 37 20%; 4-8 Volframo | 30-100 36(97) | 1(3) 3-12
1993 lempa (50-100)
10* >570 1(10) 9(90)
Cairnduff ir | 16 20%;3-6 Vario gary | 125-250 8(50) 8(50) 4-21
kt., 1994 dazy (150)
lazeris,
630




Svanberg ir | 55 20%; 4-6 Nd:YAG 60(110) 55(100) | - - <14
kt., 1994 DL, 630 25(100
25" - -
Warloe  ir | 141 20%; 3 Vario gary | 40-200(150) | 130(92) | 11(8) | - 3-12
kt., 1995 dazy 16(67) 7(29) | 1(4)
42 lazeris, 19(34) 35(62) | 2(4)
56° 630
Calzavara- 23 20%,; 6-8 ArDL, 60-80(100) | 20(87) 3(13) | - 24-36
Pinton, 630
1995 30" 15(50) 9(30) | 6(20)
Lui ir kt, |8 20%; 3 Volframo | 100(19-44) | 4(50) 3(37) | 1(13) |3
1995 lempa
>570
Orenstein ir | 17 20%ALA+2 | Ksenono 100(?) 17(100) | - - 3
kt., 1995 %DMSO+2 | lempa,
%EDTA, 600-720
4-5
31" 24(77) 7(23)
Fijan ir kt., | 34 20%ALA+3 | Halogeno | 180-300(50- | 30(88) 3(9) 1(3) 3-20
1995 %DFO,20 lempa, 300)
570-690
22" 7(32) 6(27) | 9(41)
Vidurkiai 826 * 720(87) | 39(5) | 67(8)
208" 111(53) | 73(35) | 24(12)

Nd:YAGDL — Nd:YAG dazy lazeris; ArDL — argono jony dazy lazeris; EDTA — etilendinitrilotetraacto ruigstis;
DMSO — dimetilsulfoksidas; DFO — dezferioksaminas

4«2 mm mBCC
b>2 mm mBCC

Ploks¢ialastelinio vézio (SCC) gydymo rezultatai apibendrinti 7.2 lenteléje (pagal

Peng ir kt,. 1997 b). Gydymo rezultaty vidurkiy santykiai, jvertinus 41 naviko gydyma,

yra 81% — visiskai isnyko, 14% — dalinai iSnyko ir 5% nei$nyko. Taigi rezultatai panasis

kaip ir gydant pBCC.

7.2 lentelé. Literatiiroje paskelbti plokscialastelinio vézio gydymo FNT panaudojant
iSorine ALA rezultatai

Literattiros Bendras | ALA Svitinimo | Svitinimo | Atsakas, naviky skaiGius (%) Stebéjimo
saltinis naviky koncent- saltinis ir | dozé trukmé
skaiGius | racija bangos Jlem? (mén.)
(pSCC tepale; ilgis (nm) | (mWicm?) | visiskai dali- neisny-
ir uztepimo isnyko nai ko
*mSCC) | trukmé, val. isnyko
Kennedy ir | 8 20%;3-6 Volframo | 31,5-540 6 (75) 2(25) | - 2-3
kt., 1990 lempa (150-300)
>600
Svanberg ir | 5 20%;6 Nd:YAG | 40-100 5(100) - - 3-5
kt., 1992 DL, 630 (100)
Wolf ir kt., | 6 20%; 4-8 Volframo | 30-100 5(83) 1an |- 3-12
1993 lempa (50-100)
>570




Calzavara- | 12 20%; 6-8 ArDL, 60-80 10(84) 1(8) 1(8) 24-36
Pinton, 630 (100)
1995 6" 2(33)°¢ 2(33) | 2(34)
Lui ir kt, |5 20%; 3 Volframo | 100 2(40) 2(40) | 1(20) 3
1995 lempa (19-44)
>570
Orenstein ir | 5 20%ALA+ | Ksenono 100(?) 5(100) - - 3
kt., 1995 206DMSO | lempa,
+2%EDTA | 600-720
, 4-5
2 - 2(100) | -
Vidurkiai 41 33(81) 6(14) | 2(5)
8" 2(25) 4(50) | 2(25)

Nd:YAGDL — Nd:YAG dazy lazeris; ArDL — argono jony dazy lazeris; EDTA — etilendinitrilotetraacto rugstis;
DMSO — dimetilsulfoksidas; DFO — dezferioksaminas

Mazgeliniy bazolasteliniy ir plokscialasteliniy naviky gydymas FNT panaudojant
1Soring ALA nebuvo labai s¢kmingas (7.1 ir 7.2 lentelés). Viena i§ priezasCiy, matyt, yra
ribotas ALA jsiskverbimas } gilesnius mazgeliniy naviky sluoksnius. Kita priezastis gali
buti skirtingas PpIX sintezés i§ ALA pajégumas skirtingy histologiniy tipy navikuose.
Todél metodo optimizavimui biitina ALA-indukuoto PpIX lokalizacijos navikiniuose
audiniuose analizé. Pastebéta, kad j gilesnius bazolgsteliniy naviky sluoksnius daugiau
ALA jsiskverbia, kai uzteptas tepalas laikomas ilgiau — iki 12-48 valandy (Peng ir kt.,
1995; Szeimes ir kt., 1994). ALA skvarbumas ir PpIX sintezés iSeiga padidé€ja  tepalg
pridéjus DMSO ar DFO (Fijan ir kt., 1995). Reikia pazyméti, kad vartojant ALA
peroraliai ar intraveniSkai PpIX gaminasi visame naviko tiiryje (Peng ir kt., 1995), tad Sis
vartojimo biuidas turi privalumy iSorinio atzvilgiu.

FNT panaudojant iSoring ALA efektyvumo didinimas. Vienas i§ budy
geresniems rezultatams gauti yra gydymo kartojimas. Pakartotinis gydymas paprastai
biina kur kas rezultatyvesnis, ypa¢ mazgeliniy bazolasteliniy naviky atveju. Gydant
mBCC, po vienkartinio gydymo visiskai iSnyko tik 16 i§ 25 naviky (64%), o pakartojus
gydymg visiSkai iSnyko visi gydyti navikai (100%) (Svanberg ir kt., 1994). Geresniy
mazgeliniy bazolasteliniy ir plokscialgsteliniy naviky gydymo rezultaty gauta ] tepalg
pridé¢jus DMSO arba EDTA, medziagy, padidinan¢iy ALA skverbimasi per oda (Warloe
ir kt., 1995; Orenstein ir kt., 1995 a).

Gydymo rezultaty po trumpalaikiy ir ilgalaikiy stebéjimy palyginimas.
Literaturoje skelbiami ALA-FNT gydyty odos naviky gydymo rezultatai paprastai

atspindi tik trumpalaikius, 1-2 ménesio po gydymo, stebéjimo laikotarpius, todél sunku



daryti apibendrinancias iSvadas. 7.3 lentel¢je (pagal Peng ir kt., 1997b) pateikiami
trumpalaikiy ir ilgalaikiy steb&jimy rezultatai, vertinimo kriterijumi pasirinkus visiSka
naviko iSnykimg. Dazniausiai ilgalaikiy steb&jimy rezultatai nedaug skiriasi nuo
trumpalaikiy, taCiau yra atvejy, kai po pavirSiniy ir mazgeliniy bazolasteliniy naviky
gydymo visisko naviky iSnykimo procentas po 17-36 ménesiy stebé&jimo sumazéjo beveik
dvigubai (navikai recidyvavo) (Cairnduff ir kt., 1994; Calzvara-Pinton ir kt., 1995; Lui ir
kt., 1995).

7.3 lentelé. Odos véZio gydymo FNT panaudojant iSoring ALA rezultatai po
trumpalaikio ir ilgalaikio stebéjimo

Litera- Navikas Ben | ALA Svitini- | Svitini- | Navikai | Stebé- | Navikai Stebéji-
tiros d- koncen- mo mo doze | visiskai jimo visigkai mo
saltinis ras tracija saltinis ir | J/cm? isnyko truk- isnyko trukmé
navi | tepale; bangos (mw/ (%) - me (%) - (mén.)
ky uztepimo ilgis cm?) trumpa- | (mén.) | ilgalai-kio
skai- | trukmé, (nm) laikio stebéji-mo
Cius | val. stebéji- rezultatai
mo
rezultatai
Wolf ir | pBCC 37 20%; 4-8 | Volfra- 30-100 37(100) | 1-2 36(97) Vidutinis-
kt., 1993 mo (50-100) kai 7
lempa
>570
Cairnduff | pBCC 16 20%;3-6 Vario 125-250 | 14(88) 2 8 (50) Vidutinis-
ir kt., gary (150) kai 17
1994 Boweno 36 dazy 35(97) 32(89) Vidutinis-
liga lazeris, kai 18
630
Calzavara | pBCC 23 20%;6-8 ArDL, 60-80 23(100) |1 20(87) 24-36
-Pinton, mBCC 30 630 (100) 24(80) 15(50)
1995% pSCC 21 11(92) 10(83)
mSCC 6 4(67) 2(33)
Boweno
liga 6 6(100) 6(100)
Spindu-
liné
keratozé 50 50(100) 42(84)
Kerato-
akantoma | 4 4(100) 4(100)
Morton ir | Boweno 20 50mg/cm?, | Ksenono | 94-156 20(100) | 2 18(90) 12
kt., 1995 liga 4 lempa, (55-158)
630£15
Warloe ir | pBCC 393 | Tik ALA | Vario 40-200 369(94) | 3 360(92) 7-18
kt., 1995 arba ALA/ | gary (150)
mBCC 326 | DMSO/ED | dazy 245(75) 233(71) Vidutinis-
TA3 lazeris, kai 10
630

ArDL — argono jony dazy lazeris; EDTA — etilendinitrilotetraacto rugstis; DMSO — dimetilsulfoksidas
& — visi navikai gydyti pakartotinai

®— viso buvo gydyti 393 pBCC, 141 atveju naudotas tepalas, turintis 20% ALA; 125 atvejais tepalo sudétyje, be ALA,
buvo 2-20% DMSO0/2-4% EDTA, 127 atvejais prie§ uztepant tepala gydoma vieta 15 min. paveikta 50-90% DMSO
tirpalu. Buvo gydyti 326 mBCC, 80 atvejy naudotas tepalas, turintis tik ALA; 110 atvejy tepalo sudétyje, be ALA, buvo
2-20% DMSO0/2-4% EDTA, 136 atvejais pries ALA naudotas DMSO




ALA-FNT ir HpD/fotorino-FNT palyginimas. Nemelanomos odos vézio
gydymo ALA-FNT ir HpD/fotorino-FNT rezultatus palyginti gana sunku, kadangi néra
bendro gydymo protokolo. Gydymo FNT rezultatai priklauso nuo panaudoto
sensibilizatoriaus, jo dozés ir kaupimosi navike, Svitinimo spinduliuotés bangos ilgio,
Svitinimo galios, Sviesos skvarbumo ] audinius gylio. Skiriasi naviky dydis ir
pigmentacijos laipsnis. D¢l to labai sudétinga palyginti ir apibendrinti jvairiomis gydymo
salygomis gautus rezultatus. Abiejy metody — FNT su iSorine ALA ir FNT sistemiskai
taikant HpD arba fotofring — privalumai ir trilkumai apibendrinti 7.4 lenteléje (Peng ir kt.,
1997b). Nors abu metodai yra tinkami pavir§iniam odos véziui gydyti, taciau fotofrinas
kol kas yra vienintelis leistas naudoti klinikoje vaistas ir pagal Siuo metu turimus
rezultatus fotofrino-FNT yra kiek efektyvesné uz ALA-FNT gydant odos vézi.

Didziausias fotofrino-FNT trakumas — ilgalaikis odos jautrumas sviesai.

7.4 lentelé. Odos vézio gydymo FNT panaudojant iSoring ALA ir HpD/fotofring

palyginimas

ALA-FNT

HpD/fotofrino-FNT

Patogus, galima taikyti ambulatoriniams
ligoniams

Santykinai nepatogus, pacientas turi keletg
dieny guléti ligoninéje

Pigus (ALA kur kas pigesné uz fotofring;

Brangus (Svitinimui paprastai naudojami

Svitinimui  tinka paprastos lempos su | lazeriai)

tinkamais filtrais)

NetoksiSkas, néra sgveikos su kitais | NetoksiSkas, néra sgveikos su Kkitais
gydymo metodais gydymo metodais

Didelis  selektyvumas,  nepazeidziama | Selektyvus,  aplinkiné  sveika  oda

aplinkiné oda

nepazeidziama

Keli atskiri navikai gali biiti gydomi vienu
metu

Keli atskiri navikai gali biiti gydomi vienu
metu

Tas pats navikas gali buiti pakartotinai
gydomas kelis kartus

Tas pats navikas gali buti pakartotinai
gydomas kelis kartus

Kosmetiniai rezultatai geresni negu gydant
Jprastais metodais

Dazniausiai kosmetiniai rezultatai panasts
arba geresni negu gydant jprastais metodais

Odos jautrumas Sviesai pranyksta po 24
valandy

Odos jautrumas Sviesai islieka 4-6 savaites

Svitinimo metu daznai reikalingas vietinis | Svitinimo  metu  kartais  reikalingas
nuskausminimas nuskausminimas
Efektyvus isoriniams navikams Efektyvesnis uz ALA-FNT  gydant

mazgelinius navikus

Kai kurie autoriai nurodo, kad FNT rezultatams jtakos turi naviko lokalizacija.

Pavyzdziui, gydant BCC ant nosies ar akies voko FNT su fotofrinu rezultatai buvo
prastesni negu gydant BCC kitose vietose (Wilson ir kt., 1992; Hintschich ir kt., 1993).




"Lokalizacijos efektas" buvo pastebétas ir gydant odos navikus ALA-FNT (Wolf ir kt.,
1996; Szeimies, 1996). Matyt, ALA indukuoto PplIX fluorescencijos intensyvumas ir
pasiskirstymas audiniuose skirtingose odos vietose (Kennedy ir Pottier, 1992) ir
skirtinguose navikuose (Wolf ir kt., 1996) yra nevienodas. Pazymétina, kad FNT daznai
taikoma kaip paliatyvus gydymas. Taigi prieS FNT pacientai paprastai jau btina gydyti
jvairiais tradiciniais metodais ir d¢l to FNT poveikis yra silpnesnis, ypa¢c ALA-FNT
atveju. ISoriné ALA-FNT turi keleta privalumy tradiciniy gydymo metody atzvilgiu.
Gydymas neinvazinis, duoda puikius kosmetinius rezultatus, liekamasis jautrumas sviesai
trumpalaikis, gydymg galima kartoti keleta karty.

ALA-indukuoto PplX fluorescencijos panaudojimas navikams diagnozuoti.
Geresnis ALA-indukuoty endogeniniy porfiriny kaupimasis navikinése lastelése teikia
galimybiy registruoti navike susikaupusio sensibilizatoriaus fluorescencija. Tuo pagristi
fluorescenciniai diagnozavimo metodai, ypaC tinkami ankstyvy stadijy navikams ir kai
kuriems ikinavikiniams dariniams nustatyti. Po isorinio ar sisteminio ALA arba ALA
esteriy panaudojimo fluorescencinémis vaizdinimo sistemomis galima susekti ankstyvy
stadijy navikus, nustatyti iSplitimg, matmenis bei i§ryskinti naviko krastus.

Ankstyvy stadijy Slapimo puslés urotelio pazeidimai jprasta baltos Sviesos
cistoskopija daznai biina sunkiai pastebimi. Intravezikaliai instiliavus 3% ALA tirpalg ir
po 2-3 valandy atlikus fluorescencing cistoskopija, Zadinant ALA-indukuota PpIX
kriptono jony lazerio spinduliuote (406,7 nm), urotelio pazeidimai §vytéjo raudona Sviesa
(Kriegmair ir kt., 1994; Kriegmair ir kt., 1995). Pazeistos vietos ir normalaus urotelio
fluorescencijos intensyvumy santykis buvo 17:1. Tiriant 104 pacientus, sergancius
Slapimo puslés karcinoma, naviko diagnozavimas fluorescencine cistoskopija buvo,
palyginti su jprasta baltos Sviesos cistoskopija (72,7%), gerokai tikslesnis (96,9%)
(Kriegmair ir kt., 1996).

Siekiant ankstyvo plau¢iy vézio diagnozavimo taikyta fluorescenciné
bronchoskopija. Septyniems pacientams, kuriems buvo jtariamas plauciy vézys, taciau
nepatvirtintas jprasta bronchoskopija, buvo inhaliuotas 5-10% ALA NaCl tirpalas ir po 3
valandy atlikta fluorescenciné bronchoskopija. ALA-indukuoto PpIX fluorescencija
padéjo tiksliai nustatyti pazeistas vietas (Baumgartner ir kt., 1996). Intensyvi PpIX
fluorescencija buvo matoma naviky, epitelio displazijos ar stipraus uzdegimo vietose
tiriant kita sepyniy pacienty, jtariamy plauciy navikais, grupg¢ praéjus 3 valandoms po
ALA tirpalo inhaliacijos (Huber ir kt., 1996). Sveiki audiniai fluorescavo labai silpnai.

Operuojant smegeny navikus labai svarbu tiksliai apibrézti naviko ribas. Trims



pacientams, sergantiems polimorfine glioblastoma, 3 valandas prie§ operacijg buvo duota
iSgertt ALA tirpalo (10mg/kg) (Stummer ir kt., 1996). Sveiki smegeny audiniai
nefluorescavo visiskai, o naviko audiniai, infiltravg aplinkinius sveikus audinius, §vytéjo
raudona Sviesa. Histopatologiniam tyrimui buvo paimtos 35 biopsijos i§ fluorescuojanciy,
aplinkiniy ir nefluorescuojan¢iy audiniy. Metodas pasirodeé 100% specifiSkas
diagnozuojant gliomos infiltracijas.

Ateities perspektyvos. Nors gydant odos vézi ALA-FNT gauta gery rezultaty ir
metodas jau taikomas gana placiai, gydymo protokolas dar néra optimalus (Peng ir kt.,
1997b). Nehomogeniskas pasiskirstymas ar nepakankamai selektyvus ALA-indukuoto
PpIX kaupimasis odos navikuose rodo, kad iSorinio ALA panaudojimo procediira dar
néra pakankamai tobula. ALA-FNT efektyvuma galéty padidinti:

e Tinkamai parinkti priedai, pagerinantys ALA skvarbumg j gilesnius navikinio

audinio sluoksnius. Skvarbumg galéty padidinti ir kai kurie fizikiniai metodai,
pavyzdziui, ultragarsas, Svitinimas mikrobangomis, jontoforezé.

e Daugiau PpIX sintetinti lasteles galéty priversti ferochelatazés ir

kurie junginiai (DMSO, EDTA, DFO, 1,10-fenantrolinas) skatina didesnj
ALA-indukuoty porfiriny kaupimasi.

e Optimalios, uztikrinan¢ios maksimalaus PpIX kiekio visuose naviko
sluoksniuose susikaupimg, laiko trukmeés iSoriniam ALA tepalo iSlaikymui
parinkimas.

e Kai kuriais atvejais ALA galéty biti suleista tiesiai i navika.

e Pasinaudojant PpIX fotoblukimu galima padidinti ALA-FNT poveikio
selektyvuma.

Trukus (frakcionuotas) Svitinimas ir pakartotinis gydymas gali pagerinti
rezultatus.

ALA-FNT gali buti taikoma kaip pagalbinis biidas po chirurginés operacijos
likusioms navikinéms Iasteléms sunaikinti. Fluorescencinio vaizdinimo metodai zada
geras perspektyvas ankstyvam naviky diagnozavimui, ypa¢ panaudojant ALA-esterius,

nes jy indukuotas PpIX selektyviau kaupiasi navikiniuose dariniuose.
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SUMMARY

7. ENDOGENOUS SENSITIZERS IN PHOTOSENSITIZED TUMOUR THERAPY

The natural porphyrin, heme, is synthesized in every energy-producing cell
and is the prosthetic group for hemoglobin, myoglobin and other hematoproteins. 5-
Aminolevulinic acid (ALA) is a precursor of protoporphyrin IX (Pp IX) in the
biosynthetic pathway for heme. Almost all types of cells of the human body, with the
exception of mature red blood cells, are equipped with machinery to synthesize heme. In
the first step of heme biosynthetic pathway (Fig.7.1. The heme biosynthetic pathway)
ALA is formed from glycine and succinyl CoA. This step is under a negative feedback
control by heme. The last step in the formation of heme is the incorporation of iron into
PpIX and takes place in the mitochondria under the action of the enzyme, ferrochelatase.
The addition of excess of exogenous ALA can bypass the negative feedback control and
excessive amounts PplX may accumulate because of the limited capacity of
ferrochelatase. The activity of the enzyme porphobilinogen deaminase (PBGD), another
enzyme active in heme synthesis, is higher in some tumours (Smith, 1987) while that of
ferrochelatase is lower (El-Sharabasy et al., 1992), so that PpIX accumulates with some
degree of selectivity in tumours. Because PplX is an efficient photosensitizer, ALA has
been extensively studied as a prodrug for the endogenous production and accumulation of
PpIX in cancerous tissue and has been introduced as a photosensitizer for clinical PTT
(Kennedy et al., 1990; Kenedy and Pottier, 1992). The tumour selectivity of ALA is
influenced by a number of factors, including increased permeability of abnormal keratin,
incresed levels of porphobilinogen deaminase, decreased levels of iron and decreased
activity of ferochelatase in the tumour cells.

5-ALA is applied topically or systemically in PTT of skin tumours as well
as in diagnostic evaluations of tumours of skin, bladder, gastrointestinal tract and lung
(Regula et al., 1995; Kriegmair et al., 1996) The ALA is hydrophylic and does not easily
penetrate through the skin (Goff et al.,, 1992) or cell membranes. Rather high
concentrations are needed to induce sufficient PplX levels for therapeutic purposes.
Therefore number of lipophilic ALA derivatives — methyl-, ethyl-, propyl-, hexyl-,

heptyl- and octyl-esters — are studied. Esters are more lypophilic and penetrate more



easily into cells and deeper into tumours than ALA itself (Peng et al., 1996). The esterase
activity in cells and tissues leads to the formation of ALA.

Phototransformations of endogenous PplX in cells. Photomodification
of the sensitizer is an important factor to be considered in clinical PTT. In can be taken
advantage of to calculate the appropriate light exposures and to choose relevant exposure
regimens. PpIX is one of the most photolabile sensitizers (Gudgin Dickson and Pottier,
1995). Several photoproducts with absorption in the red spectral region have been
detected after light exposure of PpIX in organic solvents, in cell cultures and in tissue in
vivo (Konig et al., 1993; Wessels et al., 1993; Robinson et al., 1998).

The phototransformations of ALA-induced PpIX in  human
adenocarcinoma cells of the line WiDr were investigated. To induce production of PplX
the cells were incubated with different concentrations of ALA (Fig. 7.2. ALA-induced
PpIX production). The amount of produced PplX increases with increasing concentration
of ALA up to 1 mM (Streckyte et al., 1994).

Illumination of cells with red light (635 nm) resulted in a decay of the
fluorescence of PplX accompanied by the appearance of a spectral band around 675 nm
(Fig.7.3. Fluorescence spectra of PplX in a suspension of cells measured before
(spectrum 1) and after (spectra 2 and 3) light exposure at 635 nm (fluence 43 J/cm?).
Excitation wavelength was 407 nm for spectra 1 and 2, and 450 nm for spectrum 3). The
ratio between the initial emission bands of PplX and the band at 675 nm varied
significantly with the excitation wavelength.

The fluorescence excitation monitored at 740 nm also revealed a band at
670 nm (Fig. 7.4. Fluorescence excitation spectra of PplX in a suspension of cells
measured at different emission wavelengths before (spectrum 1) and after (spectra 2—4)
light exposure at 635 nm (fluence 39 J/cm?) (Bagdonas et al., 2000).

These spectral changes arise from a few possible photooxidation pathways.
The process proceeds via the excited triplet state of porphyrins and depends on
concentration of oxygen, and is probably caused by the formation of singlet oxygen
(Aveline et al., 1988). The photoreaction in the presence of oxygen results in the
formantion of a mixture of isomeric hydroxyaldehydes, called “photoprotoporphyrins”
(Inhoffen et al., 1969). Hydroxyaldehyde product isomers arise from cycloaddition of
singlet oxygen to one of the two vinyl groups of protoporphyrin and reduction of an
adjacent double bound (Cox and Whitten, 1982).



The light-induced fluorescence decay clearly indicates that protoporphyrin
macrocycle is being degraded (Fig.7.5. Decay of the fluorescence of ALA-induced PpIX
in cells. Fluorescence intensity registered with excitation wavelength of 413 nm and
emission wavelength of 635 nm. Concentration of ALA 0.2 mM (open symbols) and 1
mM (filled symbols)).

Singlet oxygen seems to be involved in the photoprotoporphyrin
formation. The efficiency of photoproduct formation was measured in cells suspended in
phosphate buffered solution made of either D,O or H,O. The lifetime of 'O, is
approximately 13-fold greater in D,O than in H,O (Gorman and Rodgers, 1989). As is
seen in Fig.7.6 (Kinetics of photoprotoporphyrin formation. Fluorescence intensity
registered with excitation wavelength of 445 nm and emission wavelength 670 nm. Cells
were incubated with 1 mM ALA) the formation of photoproduct in phosphate buffered
solution made of D,O is more efficient (Streckyte at al., 1994). Therefore it can be
concluded that photoprotoporphyrin formation is at least partly due to the formation of
singlet oxygen.

Since many porphyrins appear to be photodegraded in reactions mediated
by self-generated singlet oxygen (Krieg and Whitten, 1984 a, b; Cox and Whitten, 1982;
Krasnovskij et al., 1982), it was of interest to compare the photoinduced decay of PpIX in
cell suspension bubbled with N, and in air saturated suspension. The photodegradation at
low oxygen concentration is significantly slower than in air saturated conditions (Fig.7.7.
Decay of the fluorescence of ALA-induced PplIX in cells. Fluorescence intensity
registered with excitation wavelength of 413 nm and emission wavelength 635 nm. The
cells were incubated with 1 mM ALA) (Streckyte et al., 1994). This suggests that
photooxidation reactions are suppressed in environment unfavorable for ‘O, production.

The fluorescence decay rate of PplX in cells during light exposure
depended on the initial concentration of PplX (Fig.7.8. Decay of PplX fluorescence in
suspension of cells. Cells were incubated with different ALA concentrations and exposed
to 635 nm light. Fluorescence intensity was measured at the main peak 635 nm under
excitation at 407 nm.) (Bagdonas et al., 2000).

To evaluate the formation of the main photoproduct, the fluorescence
recorded after exposure was corrected for PplX fluorescence bleaching according the
formula (7.1). The kinetics obtained followed different patterns for the different ALA
concentrations (Fig.7.9. Fluorescence kinetics of the photoproduct in a suspension of cells

during 635 nm exposure. Fluorescence was measured at 675 nm under excitation at 407



nm. Cells were incubated with 0.1 mM (a) and 1 mM (b) ALA). The curve of the
fluorescence intensity changes for the lower ALA concentration showed a steady increase
during irradiation, while that of the changes of the fluorescence intensity at the highest
ALA concentration revealed a maximum followed by a subsequent decay. For the
evaluation of the further phototransformations of photoprotoporphyrin, this photoproduct
was selectively bleached with different wavelengths. The analysis of fluorescence spectra
(Fig.7.10. Fluorescence spectra of PpIX recorded after light exposure at 635nm (curve 1)
and subsequent exposure at 670nm (curve 2). Excitation wavelength was 450 nm.
Difference spectra (b) reflects spectroscopic changes resulted by the formation of the
photoproducts) demonstrated that phototransformation of PpIX in cells is complex
process: during illumination not only photoprotoporphyrin (Fig.7.10 b, curve 3) but also
another photoproduct with a maximum around 650 nm is formed (Fig.7.10 b, curve 2)
(Bagdonas et al., 2000).

Spectroscopic properties of ALA-induced PplX in normal mouse skin.
ALA can be applied topically or systemically for PTT of skin and other tumours. It can be
also used for diagnostic evaluation of tumours of skin, bladder, gastrointestinal tract and
lung. Frequently, ALA is administered systemically and the concentration of produced
endogenous PplX reaches a maximum in various tissues within 1-6 h after administration
of ALA. The ALA can also be administered topically in an ointment applied directly on
the lesion. The penetration of ALA molecules through the skin can be enhanced using
penetration enhancers which would facilitate the treatment of deeper lesions (Malik et al.,
1995; Peng et al., 1995).

An important advantage of using ALA or some of its derivatives is that the
photosensitizing effect of the ALA-induced PplX on skin does not remain much longer
than 48 hours and thus the patients do not suffer from prolonged skin sensitivity
(Kennedy and Pottier, 1992). PpIX also accumulates in tumour tissue to a greater extent
than most other sensitizers, minimizing damage to normal surrounding tissues during
treatment (Peng et al., 1997).

Molecules of topically applied ALA have to diffuse through the skin and
tissues and then be transported through the membranes into the cells. Nodular skin
tumours are refractive to topical ALA-PTT because ALA does not penetrate to their base.
A number of lipophilic ALA ester derivatives were studied since these may penetrate
more easily and deeper into tumours than ALA itself (Peng et al, 1996).

The PplX kinetics in nude mice skin, generated by topical application of



ALA and ALA methyl ester (ALA-Me) were studied (Juzenas et al., 1999 a; Juzenas et
al., 1999 b).

Normal skin of nude mice was treated topically with ALA and ALA-Me for 24
hours. Approximately 0.1 gram of freshly prepared cream was applied to a spot of 1 cm?
on the flank of the mice, which was then covered with a transparent dressing. The ALA
induced PplX was studied by means of a noninvasive fibre-optic fluorescence probe
connected to a luminescence spectrometer. For the first hour a slight lag in PplX
production was observed for the mice treated with ALA-Me compared to the mice treated
with ALA (Fig.7.12. Mean initial PpIX fluorescence dependence on time after topical
application of ALA and ALA-Me on normal nude mice skin). This could be due to the
fact that ALA esters needs some time to be converted into ALA before it can be used in
the heme synthetic pathway (Kloek et al., 1998). After approximately 12 hours the ALA
and the ALA-Me-treated mice showed the same PplIX fluorescence intensity.

It was also observed a systemic effect in the mice 6-8 hours after starting
topical application of the 20% ALA cream: the skin of the whole mouse was fluorescing
when illuminated with a UV lamp (Fig. 7.13. PplX fluorescence in nude mice skin after
continuously topical application of (1) 20% ALA cream and (2) 20% ALA-Me cream for
8 hours). On the other hand, even after 24 hours of continuously topical application of
ALA-Me cream, PplX fluorescence could be found only in the spot where ALA-Me
cream had been applied (Fig. 7.13 (2). Studies in humans also indicate that ALA-Me

accumulates more selectively in the lesions than ALA (Fritsch et al., 1998).

ALA-induced PplIX in mouse skin is photolabile. Under illumination with
red light (635 nm) photobleaching of PpIX and formation of photoproduct is observed
(Fig. 7.14. Decay of PplIX fluorescence under illumination (635 nm; 100 mW/cm?).
Excitation wavelength was 407 nm). (Juzenas et al., 1999 a). Fluorescence Kinetics
indicates fast photobleaching of PpIX and formation of photoproduct (Fig.7.15. Kinetics
of PpIX fluorescence decay and photoproduct formation in mouse skin under illumination
(635 nm; 100 mW/cm?). Excitation wavelength was 407 nm).

The readiness with which ALA-induced PplX is photobleached may be
advantageous for PTT. Since the photosensitizer is photobleached so early in the course
of the treatment that normal tissue experience no more damage from large light dose, it is
possible to choose such a sensitizer doses and light exposures that tumour tissue is

destroyed while normal tissue is undamaged.



ALA-based PTT: clinical trials. In 1990 the first report on the successful
treatment of basal cell carcinoma (BCC) using topical ALA-PTT appeared (Kennedy et
al., 1990). ALA-PTT is now widely applied in the treatment of cutaneous tumours.
During the past few years many articles have reported the use of topically ALA-based
PTT for the treatment of primary nonmelanoma skin tumours (Warloe et al., 1992;
Svanberg et al., 1992; Svanberg et al., 1994; Wolf et al., 1993; Cairnduff et al, 1994,
Calzavara-Pinton P.G., 1995; Fijan et al., 1995;).

In a total of 826 superficial skin basal cell carcinomas treated with
topically ALA-PTT in nine hospitals in Europe and Canada the weighted average rates of
complete response, partial response, and no response were 87%, 5% and 8% respectively.
In addition, promising clinical results have been obtained for a variety of skin superficial
malignant and nonmalignant lesions such as squamous cell carcinoma, Bowen’s disease,

psoriasis, etc. (Peng et al., 1997).

Generally, PTT with topical application of ALA has several potential
advantages over conventional treatments: it is noninvasive, convenient and well tolerated
by patients; can be applied repeatedly; and produces excellent cosmetic results regardless

of lesion size.

A preferential accumulation of ALA-induced porphyrins in cancerous cells
provides the possibility of photodetection of the porphyrin fluorescence in tumour cells.
Detection can be performed by means of fiberoptic point monitoring systems or of
fluorescence imaging systems after topical, local internal or systemic administration of
ALA. A sharply marked red fluorescence induced by ALA in the urothelial carcinoma
after intravesical instillation of a pH-neutral 3% ALA for 2-3 hours were observed
(Kriegmair et al., 1994; Kriegmair et al., 1995). ALA-induced porphyrin fluorescence
may also be used for photodetection of early-stage lung carcinoma and malignant glioma
(Peng et al., 1997).
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