8. FNT TAIKYMAS DRAUGE SU KITAIS NAVIKU GYDYMO METODAIS

Siekiant optimalaus onkologiniy ligoniy gydymo rezultato, FNT taikoma drauge
su kitais gydymo metodais — chirurgija, spinduline terapija, hipertermija, chemoterapija,
imuniniais preparatais, elektros srove. Kombinuota naviky terapija turi daug privalumy.
Dviejy gydymo metody poveikis gali biiti adityvus arba sinergetinis. FNT efektyvuma
galéty padidinti jos derinys su kitu metodu, kurio panaudojimas sukelty prie§ tai FNT
paveikty navikiniy lasteliy galuting ziitj. FNT kombinacija su kitais naviky gydymo
metodais leisty sumazinti vartojamy veiksniy dozes, o kartu ir jy nepageidaujama Salutinj
poveikj organizmui.

FNT taikymas po chirurginés operacijos yra perspektyvus buidas efektyviai
pasalinti naviko liekanas. Po radikalios chirurginés intervencijos visada iSlieka pavojus
naviko recidyvui (Frazier ir kt, 1989). Todé¢l reikalinga papildoma naviko guolio
sterilizacija ir jg galima sé¢kmingai atlikti FNT metodu, kuris nesukelia nepageidaujamo
$alutinio poveikio organizmui. Sviesos skvarbumas j audinius §iuo atveju néra lemiamas
veiksnys, nes navikinio audinio masé¢ bus jau paSalinta chirurgiSkai. Panaudojus FNT
(fotosensibilizatorius fotofrinas) po chirurginio tiesiosios zarnos naviko pasalinimo gauta
teigiamy klinikiniy rezultaty (Abulafi ir kt., 1992).

FNT buvo taikyta su spinduline terapija atliekant eksperimentinius (Bellnier,
Dougherty, 1986; Graschew, Shopova, 1986) ir klinikinius tyrimus (Kaye ir kt., 1987).
Gauti rezultatai néra vienareikSmiai. Kai kurie autoriai, atlikdami tyrimus su peliy
sarkoma 180, nustaté padidéjusj prieSnavikinj FNT efektyvuma kombinuojant jg su
spinduline terapija (Graschew, Shopova, 1986). Kiti, prieSingai, gavo nezenkly
antagonistin} Siy dviejy metody kombinacijos poveikj Zziurkéms su retinoblastoma
(Winther ir kt., 1988). Eksperimentuose in vitro nustatyta, kad kombinuotos terapijos
poveikis priklauso nuo Svitinimo dozés. Esant maZzoms Svitinimo dozéms gautas
sinergetinis poveikis, kai Svitimo dozés didesnés — poveikis silpnai antagonistinis
(Valuckas ir kt., 1993; Ma ir kt., 1993).

Menkas Sviesos skvarbumas j audinius riboja FNT galimybes. IeSkant bidy FNT
efektyvumui padidinti, buvo isbandyta kombinacija su elektros srove. Suspensijoje ar

audinyje esancig lastele paveikus trumpu, taciau gana stipriu elektrinio lauko impulsu,



vyksta lastelés elektroporacija: jos membranoje susidaro hidrofilinés poros.
Elektroporacijai taikomo elektrinio lauko stipris yra kilovolty centimetrui eilés, o
elektriniai impulsai trunka nuo mikro- iki milisekundziy. Padidé¢jus membranos laidumui,
1 lastele gali patekti molekulés, kurios normaliomis sglygomis ten neprasiskverbia.
Audiniy elektroporacijos metodas palengvina vaisty patekima per oda: kai kuriy
medziagy prasiskverbimas j organizmg sustipréja 3—4 kartus. Elektroporacija audiniuose
placiausiai pritaikyta naviky elektrochemoterapijoje. Tai naujas vézio gydymo metodas,
kai kartu naudojami priesnavikiniai vaistai ir elektrinis laukas. Navikinio audinio
elektroporacijos metu plazminése Iasteliy membranose susidaro mikroporos, per kurias i
lastele patenka daugiau citotoksinio preparato, sunkiai prasiskverbian¢io per membrang
normaliomis salygomis. Nustatyta, kad elektrochemoterapijos déka kai kuriy
antinavikiniy preparaty dozes galima sumazinti desimtis ar net §imtus karty (Satkauskas,
1998).

Kadangi FNT efektyvuma lemia navikiniame audinyje susikaupusio
sensibilizatoriaus koncentracija, buvo tirta elektroporacijos jtaka antrosios kartos
sensibilizatoriaus chlorino e farmakokinetikai bei jvertintas sinergetinis FNT ir
elektroporacijos poveikis peliy navikams (Bagdonas ir kt., 2000). Elektroporacija
paveikty peliy navikiniame audinyje susikaupusio chlorino eg fluorescencija buvo
intensyvesne, palyginti su pelémis, kurios nebuvo veikiamos elektroporacija. Taikant
FNT drauge su elektroporacija smarkiai sulétéjo peliy naviky augimo greitis (Bagdonas ir
kt., 2000).

Pastebeta, kad HpD sensibilizuoty eritrocity, prie§ Svitinimg paveikty elektriniais
impulsais, suyra kur kas daugiau negu nepaveikty (Ward ir kt., 1996). Veikiant lgsteles
elektriniais impulsais, padidéja ju membrany pralaidumas (Mir ir kt., 1995). Sis procesas
yra griztamasis ir lasteliy gyvybingumas gali buti atkurtas. Tad kombinuotos terapijos
sinergetinis efektas priklauso nuo laiko trukmés tarp elektrinio impulso poveikio HpD
sensibilizuotiems eritrocitams ir apsvitinimo. Jei membranose lokalizuotas HpD
suzadinamas S$viesa tuo metu, kai membrana yra labiausiai destabilizuota, zudantis
fotoaktyvacijos poveikis bus didziausias (Ward ir kt., 1996). Sensibilizuotas fotofrinu
navikines WiDr Igsteles vienu metu veikiant Sviesa ir 1 mA elektros srove, sinergetinis

efektas gautas esant trumpam poveikiui (< 40 s). Esant ilgesnei trukmei (>60 s) bendras



poveikis buvo antagonistinis (Ma ir kt.,1993). Sinergetinio poveikio mechanizmg autoriai
aiskina taip: FNT metu gali vykti ne tik Il, bet ir I tipo sensibilizacinis procesas, jo metu
susidaro krtvj turinCios dalelés (jonai ir laisvieji radikalai), kurios labai greitai
rekombinuoja dél prieSingy kriiviy traukos ir tampa neutraliomis dalelémis. Todé¢l kriivi
turincios dalelés, galincios inicijuoti navikiniy Igsteliy zutj, rekombinuoja neatlikusios
savo paskirties. Kai sensibilizuotos lgstelés yra Svitinamos buferiniame tirpale, per kurj
leidziama elektros srove, susidariusios kriivi turincios dalelés juda prieSingomis kryptimis
prie elektrody ir tai apsaugo jas nuo rekombinacijos ir “uzgesimo”. Be to, FNT ir elektros
sroves sukeltos membrany pazaidos taip pat sustiprina sinergetinj poveikj, nes lasteliy
iSor¢je esancios sensibilizatoriaus molekulés lengviau patenka j vidy. Sensibilizacijos
proceso metu susidare labai aktyvis ir ilgai gyvuojantys deguonies radikalai gali lengviau
patekti 1 lastelés vidy ir sukelti DNR pazaidas. Autoriai (Ma ir kt.,1993) mano, kad
tinkamai parinkus abiejy metody dozes galima pasiekti gera sinergetinj efekta.
Sinergetinis efektas taikant FNT su hipertermija buvo pastebétas Igsteliy
kultiiroje (Mang, Dougherty, 1985), eksperimentiniy gyviiny (Waldow ir kt., 1987) ir
zmoniy navikuose (Wilson, 1989). Susidoméjimas FNT derinimu su hipertermija
pagristas tuo, kad taikant hipertermija kartu su chemoterapija ar spinduline terapija gauta
geresniy gydymo rezultaty. FNT metu Svitinimas sukelia Svitinamame audinyje
pastebima temperatiros padidéjimg (Kinsey ir kt., 1983), kuris gali tiesiogiai paZeisti
navikines lasteles arba sustiprinti FNT sukelta ardomajj poveikj. Pastebéta, kad FNT
efektas dél hipertermijos labiausiai padidéja navikg veikiant auksta temperatiira (44—45°
C apie 30 min.) tuojau po FNT. Silpnesnis terapinis efektas gaunamas esant 2 ar daugiau
valandy pertraukai tarp abiejy metody taikymo ir naudojant Zemesne temperatiira (<39,5 °
C) arba kai hipertermija taikoma pries FNT (Henderson ir kt.,1985; Waldow ir kt., 1985).
Jei hipertermija taikoma prie§ FNT, Silumos sukelti efektai sumazina FNT efektyvuma.
Auksta temperatiira (44° C ir daugiau) smarkiai paZeidzia kraujagysles. Dél to
atsiradusios kraujosrivos navikiniame audinyje labai sumazina Sviesos pralaidumg ir
greiciausiai deguonies kiekj — du svarbiausius sékmingos FNT faktorius. Sinergetinio
poveikio sumazéjimas esant didesnei laiko trukmei tarp FNT ir hipertermijos, matyt, yra

susijes su atkuriamaisiais FNT sukelty pazaidy procesais (Henderson ir kt., 1985).



FNT taikoma su chemoterapija. Sviesa suzadintas fotosensibilizatorius
generuoja toksiSkas deguonies formas, pirmiausia singuletinj deguonj (Weishaupt ir kt.,
1976), taip pat hidroksilo radikalus (Buettner, Need, 1985; Das ir kt., 1985). Naviko
nekroze¢ sukelia tiesioginis toksisky deguonies formy poveikis navikinéms Iasteléms arba
netiesioginis, vykstantis dél kraujagysliy pazaidy (Henderson ir kt., 1985). Taikant FNT
drauge su prieSnavikiniais vaistais tikimasi pasiekti didesnj sinergetinj poveikj. Jau yra
atlikta nemazai eksperimentiniy studijy in vitro ir in vivo tiriant FNT ir prieSnavikiniy
vaisty derinimo efektyvumga.

Kaip minéta (5 sk.), naviko destrukcija vyksta dalyvaujant deguoniui. Sugéres
Sviesos kvantg sensibilizatorius 1§ Zemutinés singuletinés biisenos per trumpai
gyvuojanciag suzadintg singuleting bliseng suzadinamas | ilgiau gyvuojancig tripleting
biiseng, kur gali dalyvauti I ir/arba II tipo fotosensibilizacijos reakcijose. Daugelio
tyrinétojy parodyta, kad aktyviausia ardanti dalelé FNT procese yra singuletinis deguonis,
kurj generuoja suzadintas fotosensibilizatorius, t. y. vyksta II tipo fotosensibilizacijos
reakcija. Taigi aisku, kad FNT efektyvumas labai priklauso nuo deguonies dalyvavimo
Siuose procesuose. Jei truksta deguonies, fotosensibilizacijos reakcijos nevyksta.
Dirbtinai sukélus audiniuose hipoksija, FNT poveikis buvo visai sustabdytas (Gomer,
Razum, 1984). Kita vertus, vienas ryskiausiy ir pirmiausia pastebimy FNT poveikiy in
vivo yra kraujotakos pazaidos, kuriy pasekmés naviko mikroaplinkai yra labai sunkios.
Apsvitinus fotofrinu sensibilizuotus peliy ir ziurkiy navikus, jau pirmomis Svitinimo
minutémis pastebéta, kad kraujotaka sulétéjo ir atsirado hipoksiniy lgsteliy frakcijy (Reed
ir kt.,1988; Henderson, Fingar, 1987). Siy poveikiy intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo
laiko trukmés po apSvitinimo. Taigi zinant, kad daugelis naviky ir taip pasizZymi
sumazéjusiu deguonies kiekiu, Svitinimo metu atsirandanti lasteliy hipoksija apsaugo jas
nuo tolesnés destrukcijos, nes FNT poveikis deguonies deficito salygomis labai
susilpnéja. Atsizvelgiant j tai, kad bioredukuojantys vaistai, tokie kaip mitomicinas C
(MMC), nitroimidazolas ar jy analogai, esti toksiski hipoksinémis saglygomis, yra pagrista
FNT sukelta hipoksing aplinka panaudoti citotoksiniam tokiy vaisty poveikiui suzadinti.
Jau pirmieji tyrimai parodé, kad derinant FNT su mizonidazolu, smarkiai sulétéja naviky
augimas (Gonzalez ir kt., 1986; Evensen, Moan, 1988). Autoriai (Evensen, Moan, 1988)
nurodo, kad gydymo rezultatas priklauso nuo dviejy gydymo metody panaudojimo sekos:



geras sinergetinis poveikis gautas mizonidazolg suleidus j gyviiny organizma po FNT; jei
mizonidazolas buvo leidziamas pries FNT, pastebimo sinergetinio poveikio neaptikta.

Naudojant tradicinius pirmosios kartos fotosensibilizatorius — hematoporfirino
darinj, fotofring (sensibilizatorius suleidziamas 24—48 val. pries Svitinimg) pastebéta, kad
selektyvus fotosensibilizatoriy kaupimasis audiniy kraujagyslése vyksta jau pirmomis
valandomis po sensibilizatoriaus suleidimo. Tad galima manyti, kad anksciau atliktas
Svitinimas daug stipriau pazeisty kraujotakg ir taip sudaryty geresnes hipoksines salygas
bioredukuojantiems vaistams suzadinti (Bremner ir kt.,, 1992). Panaudojus antrosios
kartos fotosensibilizatoriy — aliuminio ftalocianino disulfonata ir derinant FNT su
bioredukuojanciais vaistais (suleistais 20 min. prie$ Svitinimg), gautas ryskiai sulétéjo
naviky augimas (Bremner ir kt., 1992).

Mitomicinas C (MMC) yra bioredukuojantis vaistas, kurio citotoksinis poveikis —
DNR sintezés slopinimas. Klinikin¢ studija derinant FNT su MMC parod¢, kad toks
derinys palengvina gydyma, nes galima naudoti maZesnes sensibilizatoriaus dozes
(sumazéja odos fototoksiSkumas) arba mazesnes Svitinimo dozes (sutrumpeja Svitinimo
laikas) (Baas ir kt., 1996). Panaudojus naujg antrosios kartos fotosensibilizatoriy mezo-
tetrahidroksifenilchloring ir derinant FNT su MMC $§vitinimo doz¢ sumaz¢ja dvigubai
(van Geel ir kt., 1995). Vis placiau FNT taikoma 5-aminolevulino riig§tis (ALA),
aktyvaus fotosensibilizatoriaus protoporfirino IX pirmtakas (placiau 7 sk.). Panaudojus §j
sensibilizatoriy ir derinant FNT su MMC buvo tirtas Sio derinio citotoksiSkumas.
Nustatyta, kad FNT derinys su MMC efektyviai veikia J82 linijos Slapimo pislés
navikines lgsteles, kurios yra atsparios MMC poveikiui (Data ir kt., 1997). Tai teikia
vil¢iy, kad FNT gali padéti gydyti atsparias chemoterapijai naviky formas.

FNT ir MMC saveikos mechanizmas néra aiskus. Diskutuojama, ar didesnis FNT
ir MMC derinio efektas gaunamas tik dél vaisto bioredukuojancio poveikio, ar galimi ir
kiti mechanizmai. Yra zinoma, kad lasteliy jautrumas FNT priklauso nuo lgsteliy ciklo
fazés. Kaip tik biidamos S fazé¢je lagstelés yra labiausiai jautrios FNT poveikiui
(Christensen ir kt., 1981). Paaiskéjo, kad MMC padidina Zmogaus gaubiamosios Zarnos
naviko lasteliy WiDr frakcija S fazéje, ir tai yra viena i$ sinergetinio efekto priezasciy
(Ma ir kt., 1993; Ma ir kt., 1995). MMC taip pat padidina fotosensibilizatoriaus fotofrino
kaupimasi Igstelése (Ma ir kt., 1995). FNT ir MMC derinio citotoksiSkumas priklauso



nuo gydymo metody sekos: MMC naudojant prieS FNT gaunamas geresnis gydymo
rezultatas (Ma ir kt., 1993).

Derinant FNT su mikrovamzdeliy inhibitoriais vinkristinu ir taksoliu taip pat
pastebétas didesnis FNT terapinis efektas negu veikiant Siems gydymo faktoriams atskirai
(Ma ir kt., 1996). Gydymo rezultatas irgi priklauso nuo metody sekos, o efektas
aiSkinamas tuo, kad S$ie vaistai padidina monomerinio tubulino frakcija navikinése

lastelése, o monomerinis tubulinas yra vienas jautriausiy FNT taikiniy.

FNT kombinuota su adriamicinu. Adriamicinas (ADM), zinomas priesnavikinis
vaistas, yra antracikliny prigimties antibiotikas, kurio veikimas aiSkinamas interkaliacija |
DNR (DiMarco, 1975), sagveika su membranomis (Goormaghtigh ir kt.,1980), laisvyjy
radikaly generacija (Handa, Sato, 1975). Kaip parodé pastaryjy mety tyrimai, Sis vaistas
yra efektyvus agentas derinant su FNT. Yra nemazai darby, kuriuose pateikiami
duomenys apie ryskiag naviko destrukcija, gauta derinant FNT su ADM (Cowled ir kt.,
1985; Cowled ir kt., 1987; Edell, Cortese, 1988; Cho ir kt., 1992; Nahabedian ir kt.,
1988). Gydant peliy EMT-6 fibrosarkoma, atitinkamam efektui gauti pakako dvigubai
maZesnés §vitinimo dozes (100 J/em?) FNT taikant drauge su ADM negu gydant vien
FNT (200 J/cm?) (Nahabedian ir kt., 1988). ALA-FNT kombinuota su ADM slopina
naviko augima labiau negu vien ALA-FNT ar vien ADM (Casas ir kt., 1997).
Sinergetinio poveikio mechanizmas néra aiSkus. Yra zinoma tik tai, kad tiek ADM, tiek
porfirininés kilmés sensibilizatoriai kaupiasi mitochondrijose; tieck ADM, tiek FNT
generuoja laisvuosius radikalus. Antracikliny kilmés prieSnavikiniai antibiotikai slopina
glutationo  peroksidazés, superoksidismutazés ir katalazés veiklumg, silpnéja
antioksidacinés sistemos veikla ir lastelés tampa jautresnés fotodinaminiam poveikiui.
Yra duomeny, kad ADM veiklumg sustiprina hipertermija (Hahn, 1979). Nustatyta, kad
tick MMC, tiek ir ADM padidina porfirininés kilmés sensibilizatoriy kaupimasi
navikinése lastelése ir audiniuose ir tai, matyt, salygoja padidéjusi FNT efektyvuma.
Daugelio darby autoriai pastebi, kad sinergetinis efektas priklauso nuo veiksniy sekos,
nuo laiko trukmés tarp jy, nuo doziy dydzio ir, zinoma, nuo naviko rusSies. Paprastai
zenklus sinergetinis poveikis derinant FNT su priesnavikiniais vaistais gaunamas tada,

kai vaistas suleidziamas prie§ FNT arba jos metu. Sis efektas gali biiti indukuotas abiejy



veiksniy. Matyt, vienas i$ jy susilpnina Igsteliy gynybinius mechanizmus, d¢l to padidéja

jautrumas kitam veiksniui (Cho ir kt., 1992; Casas ir kt., 1997).
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8.1 pav. FNT ir ENT, taikytos drauge su ADM, poveikis MDA koncentracijai kraujo
serume (A) ir navikiniame audinyje (B). FNT eiga: susvirkstas fotofrinas, po 24 val.
svitintas navikas, dar po 24 val. nustatyta MDA koncentracija. FNT-ADM eiga:
susvirkstas fotofrinas, po 24 val. susvirkstas ADM ir navikai $vitinti po 15 min., 3 ir
24 val.; praéjus 24 val. po Svitinimo nustatyta MDA Kkoncentracija

Atlikome FNT, derintos su ADM, efektyvumo tyrimus in vivo. Efektyvumas buvo
vertintas pagal lipidy peroksidacijos produkty pokyc¢ius bei DNR sinteze (tiesioginiai

poveikiai), naviky augimo dinamikg (dinaminis poveikis) ir gydomyjy gyviiny gyvenimo



trukme (galutinis poveikis) (Streckyté¢ ir kt., 1999a). Kombinuotas gydymas buvo
vykdomas tokiu rezimu: CDF; peléms su jskiepyta epidermoidine plauciy karcinoma j
pilvo ertmg¢ susvirkstas fotohemas (FH), doz¢ 10mg/kg. Po 24 valandy susvirkstas ADM,
dozé¢ 3 mg/kg, ir navikai Svitinti aukso gary lazerio spinduliuote (A, 628+5 nm;
intensyvumas, 200 mW/cm?; dozé, 50 J/em?) po 15 min., 3 val. ir 24 val. Lipidy
peroksidacijos produkto — maloninio dialdehido (MDA) koncentracija buvo nustatoma
pragjus 24 val. po Svitinimo. Kaip matyti 8.1 pav., tick FNT, tiek FNT derinta su ADM
padidina MDA kiekj navikiniame audinyje, taciau padid¢jimas FNT ir kombinuotos FNT
metu paklaidy ribose yra toks pat. Tad pagal §j rodiklj vertinant gydymo efektyvuma
(Perret ir kt., 1994) kombinuota FNT néra pranaSesné uz FNT — sinergetinio efekto

neaptikome.
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8.2 pav. Plauciy epidermoidinés karcinomos augimo dinamika: I, kontrolé —
negydyti gyviinai; II, ADM — dozé 3mg/kg; II1, FNT - FH, 10 mg/kg, Svitinimas po
24 val.; IV - FNT+ADM - FH, 10 mg/kg, po 24 val. ADM, 3 mg/kg, Svitinimas po 15
min.

Ta pat] patvirtino naviky augimo dinamika (8.2 pav.), DNR histogramos ir gydomyjy
gyviny gyvenimo trukmé (Streckyte ir kt., 1999a). Viena priezasciy, d¢l kuriy negavome
sinergetinio kombinuotos terapijos poveikio, gali biiti tarp fotosensibilizatoriaus ir

priesnavikinio vaisto vykstanti sgveika, kurios metu susidarantys tarpiniai kompleksai



modifikuoja sensibilizatoriaus fotofizikines savybes ir sumaZina jo sensibilizacinj
efektyvuma. Tokia sgveika gali turéti jtakos tiek fotosensibilizatoriaus sensibilizacinéms
savybéms, tiek ir prieSnavikinio vaisto terapinéms savybéms. D¢l kompleksy tarp
fotosensibilizatoriaus ir vaisto susidarymo gali pakisti sensibilizatoriaus fotofizikinés
savybes: | kompleksg suristi porfirinai turi ilgesnes tripletinés biisenos gyvavimo trukmes
ir mazesnes tripleto gesinimo deguonimi greicio konstantas (Jori, Spikes, 1981; Reddi,
Jori, 1988). D¢l pakitusiy parametry gali keistis ir Sviesos sukelty fotocheminiy reakcijy
efektyvumas. Sgveika tarp fotosensibilizatoriaus ir prieSnavikinio vaisto taip gali turéti
jtakos sensibilizatoriaus sugerties savybéms raudonojoje spektro srityje, kurioje vyksta
Svitinimas. Dél sgveikos taip pat gali pakisti sensibilizatoriaus fotostabilumas ir
fototransformacijy pobudis.

Sqveika tarp sensibilizatoriaus ir priesnavikinio vaisto ir jos poveikis
sensibilizatoriaus fotofizikinems savybéms: spektroskopiniai tyrimai. Saveika geriausiai
apibiidina fotosensibilizatoriaus spektre atsirandantys pokyciai: Soret juostos poslinkis ]
ilgabange spektro puse ir sugerties intensyvumo sumaz¢jimas. Ryskiausiai Sie pokyciai
matomi FH sugerties spektre: prid¢jus ADM | FH tirpala vyksta gana Zenklus mazdaug
40 nm Soret juostos poslinkis j ilgabange spektro puse¢ (nuo 367 iki 405 nm). Kartu su
Siuo sugerties maksimumo poslinkiu sumazéja sugerties intensyvumas ties 367 nm (9.3

pav.) (Streckyté ir kt., 1998).
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Panasiis, tik ne tokie rySkiis pokyCiai matomi ir kity tirtyjy antrosios kartos
sensibilizatoriy chlorino eg (Cleg), mezo-tetrasulfonato-tetrafenil-porfino (TPPSy) ir
sulfooksaporfirino (SOP) sugerties spektruose. Tokie poky¢iai sglygoti sensibilizatoriaus
ir citostatiko komplekso susidarymo (panaSiai kaip susidarant porfiriny ir serumo
albumino kompleksams (Moan ir kt.,1985; Jasaitis ir Kkt.,1996)). Saveikai tarp
fotosensibilizatoriy ir ADM patvirtinti buvo atlikti modeliniai spektroskopiniai tyrimai.
Nesant sgveikos sensibilizatoriaus — ADM miSinio sugerties spektras turéty sutapti su jy
sugerties spektry suma (8.3 pav., modelinis spektras). Taciau miSinio spektrai visais

atvejais gerokai skiriasi nuo modeliniy spektry. Tai rodo dviejy medziagy saveika.
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Poky¢iai matomi ir FH miSinyje su kitu prieSnavikiniu vaistu — ciklofosfamidu (CF): d¢l
sgveikos beveik dvigubai sumazéja FH SJ sugertis ir iSrySkéja susidarancio FH-CF
komplekso juosta su sugerties maksimumu ties 400 nm (8.4 pav.). Sgveika tarp Cleg ir CF
taip pat sumazina Cleg SJ intensyvuma.

Saveika su ADM indukuoja poky¢ius visy tirtyjy sensibilizatoriy matomos srities
spektruose. FH ir SOP spektre pokyciai nezenkliis — sugerties intensyvumas beveik

nepakinta, taciau Cleg (8.5 pav.) ir TPPS, (8.6 pav.) tirpaly sugerties intensyvumai ties



Svitinimo bangos ilgiu sumazéja 40-50%. Nuo Siy sugerties pokycCiy priklausys

optimalios FNT dozés parinkimas (Streckyte, 2000).
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Kad FNT bity sékminga, turi vykti fotooksidacinés reakcijos, kurioms biitinas
deguonis. Sugérusi Sviesos kvantg sensibilizatoriaus molekulé I ar II tipo reakcijy bidu
reaguoja su deguonimi, susidaro aktyvios deguonies formos, kurios atakuoja aplinkoje
esancias biologines medziagas — baltymus ir lipidus. Fotosensibilizatoriy sugebéjimas
generuoti aktyvias deguonies formas yra svarbus parametras vertinant jy efektyvuma
FNT. EksperimentiSskai nustatéme deguonies sunaudojimg vykstant jaucio serumo
albumino oksidacijai FH ir FH-ADM misinio tirpaluose, svitinant juos baltos sviesos
Saltiniu su raudonu filtru tam, kad nebuty tiesiogiai Zadinamas ADM. Kaip matyti 8.7
pav., FH-ADM miSinio $vitinimo metu deguonies sunaudojimas vyksta léCiau negu
Svitinant gryng FH (Streckyté ir kt.,, 1999b). Matyt, dél saveikos su ADM

sensibilizatoriaus fotooksidacinis efektyvumas maz¢ja.
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8.7 pav. Deguonies sunaudojimo kinetika FH ir FH-ADM misinio tirpaluose,
vykstant BSA oksidacijai

Efektyviam sensibilizatoriui svarbus parametras — optimalus fotostabilumas.
Porfirininés prigimties fotosensibilizatoriai Svitinami yra ir sudaro fotoproduktus,
turinCius sugerties juosta raudonojoje spektro srityje ties 640 nm (Rotomskiene ir kt.,
1988; Rotomskis ir kt., 1997) (placiau 6 sk.). Ivairiomis Sviesos dozémis Svitinty FH
tirpalo ir FH-ADM tirpaly miSinio skirtuminés sugerties spektrai raudonojoje srityje
rodo, kad Svitinamas FH tirpalas blyksta ir susidaro fotoproduktas, kurio sugerties juostos

maksimumas yra ties 650 nm, o FH-ADM tirpaly miSinyje vyksta tik sugerties blySkimas



(Streckyte, 1999c). Matyt, sagveika su ADM smarkiai sumazina fotoprodukto susidarymo
galimybes. Kadangi fotoproduktas pats yra aktyvus FNT (Giniunas ir kt., 1991), i
saveikos padarinius sensibilizatoriaus fotostabilumui turéty biiti atsizvelgta skaiciuojant
FNT dozg¢ (Rotomskis, 1998).

Jeigu svitinimo metu fotosensibilizatorius ir priesnavikinis vaistas vienu metu
lokalizuoti navikiniame audinyje, jy tarpusavio sgveika turés jtakos sensibilizatoriaus
fotofizikinéms ir fotocheminéms savybéms, o pakitus savybéms gali keistis
sensibilizacijos proceso efektyvumas. Komplekso susidarymas savo ruoztu gali
uzblokuoti prieSnavikinio vaisto aktyviuosius centrus, nes jie, matyt, kaip tik ir sglygoja
saveika.

Saveika gali ne tik pakeisti sensibilizatoriaus sugerties spektra, bet ir paveikti jo
tripletinés buisenos uzpilda. Padidéjusi suzadinto fotosensibilizatoriaus tripletinés btisenos
uzpilda didina aktyviy deguonies formy generacija, sumaz&jusi — mazina.
Eksperimentiniai rezultatai rodo, kad deguonies sunaudojimas fotosensibilizuoto vyksmo
metu stipriai sumazéja deél sgveikos su prieSnavikiniu vaistu (8.7 pav.). Matyt,
citostatikas, sudarydamas kompleksa su sensibilizatoriumi, sumazina jo tripletinés
biisenos uzpilda, drauge sumazindamas aktyviy deguonies formy generacija. Sis efektas
gali biiti aiSkinamas ir tuo, kad citostatikas, sudarydamas kompleksg, sumazina deguonies
ir suzadinto sensibilizatoriaus susidiirimo tikimybe.

Visi gauti rezultatai liudija, kad FNT, derintos su chemoterapija, metu tarp dviejy
aktyviy agenty, fotosensibilizatoriaus ir prieSnavikinio vaisto, vyksta sgveika ir dél jos
labai svarbiu faktoriumi tampa preparaty naudojimo eiga. Geram sinergetiniam poveikiui
gauti prieSnavikinj vaistg reikéty taikyti prieS FNT. Vaistai susilpninty navikiniy lasteliy
gynybinius mechanizmus ir jos tapty lengviau pazeidziamos FNT. Fotosensibilizatorius
turéty buti suleidziamas po atitinkamo laiko tarpo, atsizvelgiant j prieSnavikinio vaisto ir
fotosensibilizatoriaus farmakokinetines savybes, taip, kad jy tarpusavio sgveika negaléty
moduliuoti jy savybiy. Praéjus reikiamam laiko tarpui, navikiniame audinyje maksimaliai
susikaupusio sensibilizatoriaus  Svitinimas skatins efektyvius fotofizikinius ir
fotocheminius procesus, determinuojancius lasteliy Zitj, kurig pagreitins prieSnavikiniy

vaisty sukelti 1gsteliy reparaciniy mechanizmy pazeidimai.
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SUMMARY
8. Combination of PTT with other treatment modalities

Cancer treatment is often a combination of different modalities of treatment. To

enhance treatment efficiency PTT has been successfully combined with surgery,



hyperthermia, ionizing radiation, electric current and anticancer drugs. Combination of
PTT with other treatment modalities has many advantages. In most cases PTT acts
additively or synergistically with other treatments. The efficiency of PTT can be
enhanced by the addition of other treatments that may provide sufficient injury to result
in death of tumour cells sublethally damaged by PTT.

PTT is combined with surgery to erradicate possible residues after intended
curative surgery. Local regional recurrence is one of the major problems after radical
surgery. These recurrences can arise from microscopic residual tumour, due to
incomplete removal of tumour cells (Frazier et al., 1989). There is a need for an adjuvant
treatment that would sterilize tumour bed. As photosensitizers are mainly retained by
malignant cells, PTT would be suitable for such a purpose. Penetration of light through
the tissue would not be of crucial importance in this situation, as the tumour bulk would
have been removed surgically and only residual thick tissue would need to be eliminated.

In clinical trial of adjuvant intraoperative PTT after resection of colorectal
carcinoma versus surgery alone the results were as follows: in a group with proved
positive resection margins, only 1 of 8 developed local recurrence after adjuvant PTT vs
12 of 14 after surgery alone (Abulafi et al.,1992).

Combination of PTT with radiotherapy have been applied in experimental
studies (Bellnier and Dougherty, 1986; Graschew and Shopova, 1986) and clinical trials
(Kaye et al., 1987). The results obtained are not consistent. Some authors showed a
significantly enhanced antitumour effect of PTT in combination with radiotherapy on
sarcoma 180 (Graschew and Shopova, 1986). On the other hand, it was found, that PTT
combined with radiotherapy in the treatment of retinoblastoma-like tumour in rats acted
slightly antagonistic (Winther et al., 1988). Experiments in vitro showed that interaction
of PTT and radiotherapy was dose-dependent: a synergistic effect was observed at low
doses while a slightly antagonistic effect was found at higher doses (Valuckas et al.,
1993; Ma et al., 1993).

Combination of PTT and electricity. Electric pulses of intensity in kilovolts per
centimeter and of duration in microseconds to milliseconds cause a temporary loss of the
semipermeability of cell membranes. This phenomenon, generally called as

electroporation, leads to subsequent ion leakage, escape of metabolites, and increased



uptake of drugs by cells. Since the amount of sensitizer and its localization within tumour
tissues can affect the efficacy of PTT, an influence of elctroporation on pharmacokinetics
of second generation photosensitizer chlorin eg was studied, and the combined effect of
electraporation and PTT on tumour growth was evaluated (Bagdonas et al., 2000).
Electraporation procedures resulted in an increase in total fluorescence intensity of
chlorin eg in the tumour area, while the rate of accumulation was not significantly altered.
Significant relative reduction of the tumour growth was observed when PTT was
combined with electraporation.

In the search for a strategy to improve the efficacy of PTT the interaction of PTT
with electric current was investigated (Ma et al.,1993). It was found that when WiDr
tumour cells in culture were treated simultaneously with Photofrin-sensitized PTT and an
electric current of 1 mA, a synergistic effect was observed at low exposure times (< 40
sec). However, a seemingly antagonistic effect of the two treatments was found at
relatively high exposure times (> 60 sec). A possible origin of antagonism of the two
treatments at high exposure times could be a destructive interaction between some of the
products formed by the treatments. Consequently, it is proposed that the effect of PTT
can be potentiated by electric current under proper doses of both treatments (Ma et
al.,1993).

PTT and hyperthermia. A synergistic interaction between PTT and
hyperthermia on cells in vitro (Mang and Dougherty, 1985), on animal tumours (Waldow
et al., 1987) and on patients (Wilson, 1989) was observed. The interest in studying the
combined effects of PTT and hyperthermia is based on two considerations: hyperthermia
is beneficial when combined with other cancer treatment modalities such as radiotherapy
and chemotherapy; illumination during PTT causes significant temperature increases as a
result of light absorption by the target tissue. Thus, the temperature increases in the
treated tissue may be directly lethal to tumour cells, or may be sublethal still interact with
PTT to potentiate the overall effect.

PTT combined with chemotherapy. Combination of PTT with
chemotherapeutic agents, whose mechanism of action involves the formation of toxic
oxygen radicals, leads to improved responses (Cowled et al.,1987; Edell and Cortese,

1988; Ma et al., 1996). It was demonstrated that an effective drug in combination with



PTT is Adramycin (ADM) (Cowled et al.,1987; Edell and Cortese, 1988; Cho et al.,
1992). ADM is anthracycline antibiotic which cytotoxic activities include: intercalation
into DNA (DiMarco, 1975) interactions with membranes (Goormaghtigh et al., 1980)
bioreductive activation leading to the formation of drug and oxygen free radicals and
alkylating species. Several reports indicate synergism of PTT with ADM in vitro and in
animal tumour models. PTT combined with ADM produced greater retardation in the
growth of murine bladder tumour than monotherapy with ADM or PTT (Cho et al.,
1992). In the case of another murine tumour model, the Walker 254 carcinosarcoma, the
addition of ADM significantly increased the radius of necrosis compared to pure PTT
(Edell and Cortese, 1988).

The mechanism of interaction between PTT and chemotherapeutic drugs is not
clear. The potentiation of PTT with haematoporphyrin derivatives (HpD) by ADM may
occur due to fact that both ADM and HpD accumulate in mitochondria and both ADM
and PTT form toxic oxygen radicals. It was shown that synergistic effect depends on the
sequence of the combination of PTT with chemotherapeutic drug (Cowled et al.,1987;
Evensen and Moan, 1988) but the reason of this is not elucidated. Some authors suggest
that the observed enhancement of PTT by ADM may be attributed in part to the
weakening of cellular defence mechanisms by the pre-treatment involving free radical
generation by ADM (Casas et al., 1997) The interaction between two agents in combined
treatment may be decisive for synergistic effect and in these terms the sequence of the
combination of two treatments becomes an important factor.

We have investigated how such interaction can modify the therapeutic effect of
combined PTT. We analyzed the effects of the combination of Photohem (PH)-PTT with
anticancer drug ADM on lipid peroxidation in blood serum and tumour tissues of
experimental animals (Streckyte et al., 1999 a).

The combined treatment was performed in the following way — 24 h after
injection of PH ADM was administered and tumours were illuminated with laser light
after three different time intervals, 15 min, 3 h and 24 h and the level of malondialdehyde
(MDA) was evaluated 24 h later. When PTT was combined with ADM, the concentration
of MDA in tumour tissue was almost the same (at 15 min interval) or slightly lower (at 3

h and 24 h intervals) as in the case of pure PTT. Combined treatment lowers MDA level



in blood serum in comparison with pure PTT in the cases when laser illumination was
performed 15 min and 3 h after ADM administration. When tumours were illuminated 24
h after drug administration, MDA level in tumour tissue is close to that as with pure PTT
(Fig. 8.1. Effect of PH-PTT alone and PH-PTT combined with ADM on MDA
concentration in blood serum (A) and tumour tissue (B). For PH-PTT treatment 24 h after
the injection of PH tumours were illuminated and the concentration of MDA was
determined 24 h after illumination. In PH-PTT combination with ADM 24 h after the
injection of PH ADM was injected and tumours were illuminated after three different
time intervals, 15 min, 3 h and 24 h and then 24 h hours after the illumination the level of
MDA was evaluated).

PTT induces the increase in lipid peroxidation product concentration in tumour
tissue as well as in blood serum (Fig.8.1 A and B). In PTT combined with ADM, the
concentration of MDA differs dependently on time interval between drug administration
and laser illumination. When illumination is performed shortly after ADM administration
(15 min interval) the concentration of MDA in tumour tissue is very close to that
obtained at the pure PTT (Fig.8.1 B). No enhanced antitumour effect was found at these
conditions.

This coincides well with the observation of tumour growth dynamics (Fig.8.2.
Growth curves for carcinoma epidermoides LL of lung of mice treated by PTT and PTT
combined with ADM. |, control, untreated animals; I, ADM, 3 mg/kg; Ill, PTT (PH, 10
mg/kg, after 24 h laser illumination); IV, PTT+ADM, (PH, 10 mg/kg, after 24 h ADM, 3
mg/kg, after 15 min laser illumination), the survival time of animals and flow cytometric
data (Streckyte et al., 1999 a).

One of the reasons that the synergistic effect of the combined treatment was not
obtained is the interaction between photosensitizer and antitumour drug. Spectroscopic
investigations show that ground state interaction between PH and ADM takes place in
aqueous solution (Streckyte et al., 1998). Addition of ADM to the solution of PH causes a
shift (about 40 nm) of the Soret band (SB) to the longer wavelengths (Fig.8.3. Absorption
spectra of PH, ADM and their mixture. Concentration of PH, 10* M; concentration of
ADM, 2x10* M. Model spectrum is the sum of PH and ADM absorption spectra). A
decrease in an intensity of the SB and shift of its maximum to the longer wavelengths



from 367 nm to 405 nm are conditioned by the complexation of PH with ADM similarly
as a binding of porphyrins to serum proteins, which also induces a red shift of the SB. It
might be expected that the complexation like this would take place in vivo. The
complexation, which is supposed to be the most intensive when two agents are maximally
accumulated in tumour, could modulate cytotoxic activity of ADM. The impaired lipid
peroxidation intensity at common action of PH and ADM can be consistent with the
decreased ADM activity in free-radical generation due to its interaction with PH.

For an effective photosensitizer the optimal photostability properties are of great
importance. As well known, porphyrin-type photosensitizers form red-absorbing
photoproducts on illumination. Comparative spectroscopic studies of the photostability of
PH followed in the red spectral region in the presence of ADM have shown that the
interaction of PH with ADM changes the phototransformation process of PH: the
formation of photoproduct is inhibited and dominant phototransformation process is
photobleaching (Streckyté et al., 1999 b). Since the red-absorbing photoproduct shows
photodynamic activity, modification induced by the complexation with cytostatic in the
phototransformation process of photosensitizer can change its sensitizing efficiency.

For the efficient photosensitizers high singlet oxygen generation yields are
necessary (Jori, 1996). The interaction with cytostatic molecules could modify also this
parameter of the photosensitizer. Due to the interaction the population of the triplet state
of photosensitizer may increase or decrease and consequently the generation of reactive
oxygen species will increase or decrease. The oxygen consumption measurements
recorded during the illumination of the solution of pure photosensitizer and
photosensitizer-cytostatic mixture in the presence of BSA show that the oxidation
efficiency of photosensitizer complexed with the drug is lower in comparison with the
pure photosensitizer (Fig. 8.7. Oxygen consumption during the photo-oxidation of BSA
in the solution of PH and PH-ADM mixture. C py= 2.5x10* M, Capm=10" M) (Streckyte
et al., 1999 c). Most probably, the complexation between PH and ADM lowers the triplet
state population of PH and, therefore, generation of the active species of oxygen is
suppressed, or due to the complexation with ADM the probability to meet oxygen
molecule for the excited PH is reduced.

These changes in the photophysical properties of photosensitizers should be taken



into account when PTT is combined with chemotherapy. Since complexation can
influence properties of both drugs the regimen of drug administration should avoid the
interaction between them. If photosenitizer is administered before chemotherapeutic
drug, ADM, which accumulates fast in the tumour and persists in this district for long
periods, may interact with PH accumulated previously in the tumour tissue and by this
may lose partially its cytotoxic activity. On the other hand, interaction with ADM may
impair photosensitizing activity of PH. Therefore for the successful combination of PTT
with chemotherapy it should be suggested to apply chemotherpeutic drug first. The
cytotoxic activity of ADM applied prior to photosensitizer will not be reduced by the
interaction with photosensitizer. The photosensitizer should be administered after the
properly chosen time interval so that its photosensitizing activity will not change due to
the interaction with chemotherapeutic drug. ADM administered prior to photosensitizer
will make cells more susceptible to photodynamic damage. Administration of
photosensitizer after at least 24 h will help to avoid a considerable interaction between
two agents and consequent changes in their activity. After successive 24 h, PH will be
accumulated in tumour tissue and ADM for the most part will be cleared out and this
again will allow to avoid the interaction of two drugs in tumour tissue. At this time
performed laser illumination will cause photodymanic damage which will be potentiated

by ADM induced inhibition of repair processes.
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