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Aspekty immunologiczne terapii fotodynamicznej
Immunological features of photodynamic therapy

Streszczenie:

Terapia fotodynamiczna (photodynamic therapy - PDT) jest metodg leczenia wybranych (przede wszystkim wczesnych)
nowotworow i stanow przednowotworowych. Istotq tej metody jest selektywne niszczenie zmienionych chorobowo tkanek
poprzez zadzialanie na nie swiatla laserowego o scisle okreslonej ditugosci fali. Zjawisko to umozliwia substancja — foto-
uczulacz, wychwytywana przez chorobowo zmieniong tkanke. Standardowo stosowanymi fotouczulaczami sq porfiryny,
ktore sq komponentg hemoglobiny. Dziatanie fotodynamiczne wywoluje trzy typy reakcji w naswietlanej tkance: bezpo-
Sredni efekt cytotoksyczny, posredni efekt cytotoksyczny przez okluzje naczyn krwionosnych oraz wtorne dziatanie immu-
nostymulujgce i prozapalne. Sposrod wymienionych sposobow dzialania, efekt immunostymulujqcy wydaje sie by¢ uni-
kalny, zwazywszy, ze zarowno chemio- jak i radioterapia powodujq uposledzenie funkcji uktadu immunologicznego. Wiele
prac doswiadczalnych wykazalo, iz w trakcie terapii fotodynamicznej dochodzi do mobilizacji komorek immunokompe-
tentnych: nacieku limfocytow, neutrofili, makrofagow, co wskazuje na aktywacje procesu zapalnego. Mediatorami tego
procesu sq substancje wazoaktywne, sktadniki C3 dopetniacza, biatka ostrej fazy, proteinazy, peroksydazy, reaktywne for-
my tlenu, cytokiny, czynniki wzrostu oraz inne substancje biorqce udziat w odpowiedzi immunologicznej. Podkresla sig, iz
immunomodulacyjny efekt terapii fotodynamicznej zwiqzany jest takze z wplywem na angiogeneze i aktywnosc¢ metasta-
tyczng komorek nowotworowych.

Abstract:

Photodynamic therapy (PDT) is a well-known method for the selective, non-invasive and effective treatment of
precancerous and cancerous lesions due to the activation of photobiochemical processes that cause cytotoxicity. PDT is

based on mutual reactions between laser irradiation and photosensitizers that accumulate in tissues and result in selective
damage of pathological tissues. The anticancer effect of PDT is due to three main mechanisms. First, PDT is cytotoxic,

with both necrotic and apoptotic effects. Second, PDT leads to the occlusion of blood and lymphatic vessels of the tumor.

Third, PDT is associated with the modulation of immune and inflammatory responses. In addition to these mechanisms of
cell death, there is a variety of events that occur during PDT that lead to and magnify the inactivation of tumor cells. Many
studies have reported the infiltration of lymphocytes, neutrophils and macrophages into PDT-treated tissue, indicating
activation of the immune response. The inflammatory process is mediated by factors such as vasoactive substances,

components of the complement and clotting cascades, acute phase proteins, proteinases, peroxidases, reactive oxygen

species, leukocyte chemoattractants, cytokines, growth factors and other immunoregulators. It is possible that
immunomodulatory mechanisms of PDT could also influence angiogenesis and the invasiveness of tumor cells.
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Terapia fotodynamiczna (photodynamic therapy - PDT)
jest metoda leczenia wybranych (przede wszystkim
wczesnych) nowotworow i standw przednowotworowych.
Istota tej metody jest selektywne niszczenie zmienionych
chorobowo tkanek poprzez zadziatanie na nie $wiatla lase-
rowego o $ciSle okreslonej dlugosci fali. Zjawisko to
umozliwia substancja — fotouczulacz, wychwytywana
przez chorobowo zmieniong tkanke. Standardowo stoso-
wanymi fouczulaczami sa porfiryny, ktore sa komponenta
hemoglobiny. Porfiryny znalazty zastosowanie w leczeniu
dzigki swojej szczegolnej zdolnosci do absorpcji energii

zawartej w fotonach i przenoszenia jej na otaczajace czas-
teczki tlenu z powstaniem toksycznych fotopochodnych
takich jak tlen singletowy oraz wolne rodniki. Aktywne
postacie tlenu majg zdolno$¢ niszczenia biatek, lipidow,
kwaséw nukleinowych, ktore sa materiatem budulcowym
organelli komorkowych oraz naczyn stanowiacych integ-
ralng czes$¢ guza.

Aby doktadniej pozna¢ mechanizmy dziatania terapii fo-
todynamicznej wydaje si¢ celowe uzupelnienie badan
klinicznych o ocene¢ skutecznosci PDT na poziomie sub-
komorkowym. Dziatanie fotodynamiczne wywotuje trzy
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typy reakcji w naswietlanej tkance: bezposredni efekt cy-
totoksyczny, posredni efekt cytotoksyczny przez okluzje
naczyn krwiono$nych oraz wtoérne dziatanie immunosty-
mulujace i prozapalne. Sposrdéd wymienionych sposobow
dziatania, efekt immunostymulujacy wydaje si¢ by¢ uni-
kalny, zwazywszy, ze zarbwno chemio- jak i radioterapia
powoduja uposledzenie funkcji uktadu immunologiczne-
go. Wiele prac doswiadczalnych wykazalo, iz w trakcie te-
rapii fotodynamicznej dochodzi do mobilizacji komorek
immunokompetentnych: nacieku limfocytow, neutrofili,
makrofagdow, co wskazuje na aktywacj¢ procesu zapal-
nego. Mobilizacja komoérek immunokompetentnych moze
nie mie¢ duzego znaczenia w pierwotnym niszczeniu ko-
morek guza, lecz ogromna rola przypada jej w dlugotermi-
nowej kontroli wzrostu guza. Mediatorami tego procesu sa
substancje wazoaktywne, sktadniki C3 dopetniacza, biatka
ostrej fazy, proteinazy, peroksydazy, reaktywne formy tle-
nu, cytokiny, czynniki wzrostu oraz inne substancje bio-
race udzial w odpowiedzi immunologicznej. Podkresla
sig, iz immunomodulacyjny efekt terapii fotodynamicznej
zwigzany jest takze z wptywem na angiogeneze i aktyw-
no$¢ metastatyczng komoérek nowotworowych. Podkresla
si¢ zwlaszcza rolg wolnych rodnikéw tlenowych, interleu-
kin oraz czynnika martwicy nowotwordéw. Z kolei prze-
wlekly stan zapalny jest czynnikiem powodujacym trans-
formacje nowotworowa zmienionych zapalnie tkanek [1].
Wykazano, iz najbardziej podatne na przewlekty stan za-
palny sa ptuca, pecherz moczowy, trzustka i przewod po-
karmowy. Za proces zapalny odpowiedzialnych jest szereg
mediatorow, w tym cytokiny i czynniki transkrypcyjne.
Jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (NF-«B) oraz
szlaki sygnalizacyjne, stanowig zasadnicze elementy pro-
cesu zapalnego oraz rozrostowego. Aktywacja kinazy kB
(IKK)-NF-kB, odpowiedzialnej za oporno$¢ komorek no-
wotworowych na czynniki cytotoksyczne i proapoptycz-
ne, prowadzi do stymulacji produkcji czynnikéw wzrostu,
aktywujacych rozrost guza nowotworowego oraz angioge-
neze. Gtowna funkcja interleukiny 1 jest udziat w inicjacji
procesu zapalnego zwigzany z indukcja goraczki oraz
ekspresja molekut adhezyjnych [2]. Voronov i wspotpra-
cownicy wykazali, iz uczestniczace w procesie zapalnym
cytokiny, zwtaszcza interleukina-1beta (IL-1p) oraz inter-
leukina-lalpha (IL1-ot) sa odpowiedzialne in vivo za an-
giogenezg oraz inwazyjnos¢ réznych guzow nowotworo-
wych, a antagonisci receptora interleukiny-1 (IL1RN), mo-
ga przez powyzszy mechanizm mie¢ zastosowanie w te-
rapii nowotworow [3].

Decydujaca role w procesach zwigzanych z bezposrednim
efektem cytotoksycznym, lecz takze z niszczeniem naczyn
guza oraz dzialaniem immunostymulujacym odgrywaja
procesy zwigzane z mobilizacjg wigkszosci komorek im-
munokompetentnych, w tym makrofagow, poprzez dziata-
nie receptorowe [4]. Jedna z molekut uwalnianych przez
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makrofagi jest czynnik martwicy nowotworow (TNFa),
bedacy cytoking odpowiedzialng za masywny efekt cyto-
letalny guzoéw wywotujacy martwice krwotoczng i ich re-
gresje [S]. TNFa indukuje nekroze i apoptoze poprzez rdz-
ne szlaki biochemiczne prowadzace do fragmentacji wew-
natrzjadrowego DNA [6]. Tlenek azotu (NO) jest wolnym
rodnikiem odgrywajacym istotng rol¢ jako modulator
funkcji uktadu immunologicznego, endokrynologicznego
oraz neurologicznego, a na poziomie komérkowym — ak-
tywujacym apoptoze. NO, generowany przez makrofagi
i neutrofile, odpowiedzialny jest za homeostaze, skurcz
mig$niowki gladkiej, agregacje ptytek krwi, oraz adhezj¢
leukocytow do $rodbtonka[7].

Tlenek azotu reaguje z anionem ponadtlenkowym, tworzac
nadtlenoazotyn. Reaktywne formy tlenu (RFT) anion
ponadtlenkowy (O,°—), rodnik hydroksylowy (HO¢),
rodnik peroksylowy (RO,*), oraz rodnik alkoksylowy
(RO*) [8].

PDT aktywuje procesy zwigzane z uwalnianiem wolnych
rodnikow (ROSs) przez makrofagi, odpowiedzialnych za
destrukcje tkanek [8].

Dla okreslenia mechanizméw dziatania cytotoksycznego,
byly przeprowadzone eksperymenty na liniach komorek
nowotworowych L.929 i MDPC-23 z zastosowaniem foto-
uczulacza Photogem® i z naswietlaniem $wiattem niebies-
kim LED (light-emitting diode). Badanie to wykazalo, iz
efekt cytotoksyczny zwigzany byl z wysokim poziomem
reaktywnych form tlenu [9]. Kolejne badania wykazaty,
iz istnieje zwigzek pomiedzy wysokim poziomem ROS
i dzialaniem przeciwbakteryjnym PDT [10]. Dlatego tez
coraz czesciej PDT stosowana jest w chorobach infekeyj-
nych[11] oraz stanach zapalnych przyzebia [12].

W innym badaniu na modelu zwierzecym (myszy BALB/c),
wykazano, iz zastosowanie PDT w przypadku guza EM6
spowodowalo znaczny wzrost poziomu mRNA IL-6 oraz
IL-10, bez wptywu na czynnik martwicy nowotworow-o.
[13].

Zespot de Vree wykazal, iz podczas terapii fotodynamicz-
nej stosowanej w mi¢sakach szczurow dochodzi do uwal-
niania interleukiny 1 (IL-B), oraz wzrostu odsetka neutro-
fili w krwi [14]. Efekt immunomodulujacy PDT wykaza-
ny rowniez zostal w badaniach klinicznych, w ktérych pro-
wadzono terapi¢ fotodynamiczng nowotworow skory oraz
leukoplakii jamy ustnej [15].

Takze kojarzenie terapii fotodynamicznej zimmunoterapia
wydaje si¢ wielka nadzieja na zwigkszenie selektywnosci
oraz skutecznosci terapii fotodynamiczne;.

Fotoimmunoterapia wewnatrzustrojowa, wykorzystujac
wiele réznorodnych mechanizméw dziatania (m.in. induk-
cje regulatorowych komorek T, zjawisko apoptozy, reak-
cje przeszczep—przeciw biorcy), daje nowe potencjalne

285



mozliwosci zastosowania w wielu dziedzinach medycyny,

m.in.:

— w hematologii: (leczenie przewleklej i ostrej reakcji
przeszczep-przeciwko-gospodarzowi po allogenicz-
nych przeszczepach szpiku kostnego, kontrola odrzuca-
nia w transplantacjach narzadéw miazszowych: serca,
ptuc, nerek),

— wdermatologii (leczenie stwardnienia uktadowego),

oraz w terapii innych jednostek chorobowych, w ktorych

dominuja reakcje zwiazane zkomorkami T:

— w gastroenterologii (terapia choroby Crohn’a),

— w reumatologii (leczenie reumatoidalnego zapalenia
stawow),

— w dermatologii (terapia nefrogennej dermopatii wtok-
niejgcej oraz innych, opornych na leczenie atopowych
zapalen skory).

Fotoimmunoterapia komoérkowa, z zastosowaniem np.
ptynnego psoralenu, jest metoda terapeutyczng o bardzo
duzej skutecznosci leczniczej oraz niskim stopniu obja-
wow ubocznych [16].

Przedmiotem wielu badan i doswiadczen jest ocena me-
chanizmu dziatania oraz udziat proceséw enzymatycznych
1 immunologicznych, uruchamianych podczas akcji foto-
dynamiczne;j.

Celem badania A. Riick [17] byta ocena roli i mechaniz-
mu dziatania subkomoérkowego fotouczulacza - Photofrinu
1 kwasu ursodeoksycholowego (wzglednie innych nietok-
sycznych kwasow zotciowych) w zwigkszaniu skutecznos-
ci terapii fotodynamicznej. Badanie wykazato, ze PDT
z Photofrinem dziata gtéwnie poprzez indukcje apoptozy.
W ocenie efektow wykorzystano kilka réznych testow
m.in.: test uwalniania cytochromu c, test aktywacji kaspa-
zy oraz fragmentacji DNA. Ponadto zastosowano spektral-
ne obrazowanie dtugosci fluorescencji (SLIM) w celu ana-
lizy budowy komorkowej Photofrinu i statusu enzyméw
tancucha oddechowego. Badano 2 rdzne linie komorkowe
ludzkiego watrobiaka zarodkowego. W komorkach linii
HepG2 $mier¢ komodrkowa byta efektem zaburzen mito-
chondrialnych, co wykazata analiza uwalniania cytochro-
mu c i fragmentacji DNA, podczas gdy w linii Huh7, wyka-
zujacej zmutowany gen p53, cech tych nie obserwowano.
Na podstawie analizy czasu fluorescencji enzymow cyklu
oddechowego, ktory okazat si¢ by¢ dtuzszy w obecnosci
kwasu ursodeoksycholowego w linii HepG2, zasugerowa-
no, ze jednym z powodow zwigkszonej skutecznosci PDT
po dodaniu tego kwasu jest destabilizacja bton mitochon-
drialnych. Badanie wykazato, Ze terapia skojarzona: PDT
z Photofrinem i kwasem ursodeoksycholowym w znacz-
nym stopniu zwigkszata skuteczno$¢ terapeutyczng PDT.

Przedmiotem innego eksperymentu byta ocena dziatania
cytotoksycznego PDT na ludzkie komorki biataczkowe.
Oceniano aktywno$¢ fototoksyczna hyperycyny — jednego
z mnajsilniejszych naturalnych barwnikoéw oraz terapii
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fotodynamicznej z uzyciem $wiatla o dlugosci fali 370 —
680 nm i mocy energii 8 mW/cm? wobec ludzkich komorek
B bialaczkowych. Zywotnoéé komorek oceniano za po-
moca 1% biekitu trypanowego, za$ apoptoze¢ i martwice
z wykorzystaniem transferaz terminalnych deoksyrybo-
nukleotydow (TdT) i mikroskopii fluorescencyjnej. Wew-
natrzkomoérkowe stezenie fotouczulacza mierzono metoda
fluorometryczng. Wyniki badan wykazaty, ze terapia sko-
jarzona PDT z hyperycyna powoduje znaczng $miertel-
no$¢ biataczkowych komorek nowotworowych [18].

Terapia fotodynamiczna stymuluje uwalnianie cytokin.
W badaniu klinicznym II fazy badano efekt antynowotwo-
rowy i bezpieczenstwo NPe6-PDT u pacjentow z rakiem
ptuc. Ten rodzaj terapii fotodynamicznej indukuje ekspres-
je takich cytokin, jak: IL-2, IL-6, IL-12, TNF-alpha. W ba-
daniu oceniano role IL-2 w efekcie przeciwnowotworo-
wym NPe6-PDT z uzyciem komoérek mysiego raka ptuc
transfekowanych IL-2, LLC/IL-2, in vitro i in vivo. Ko-
morki LLC/IL-2 byly oporne na dzialanie NPe6-PDT
W poréwnaniu z macierzystymi komérkami LLC. NPe6-
-PDT indukowata w komorkach LLC/IL-2 tzw. blokera
wzrostu i uszkodzenia DNA 45 alpha (Gadd 45 alpha),
ktory jest gwaltownie indukowany przez stres genotok-
syczny. Eksperymenty in vitro sugerowaty, ze Gadd 45
alpha chroni komoérki LLC/IL-2 przed apoptoza induko-
wang przez PDT. W 6 godzin po zakonczeniu terapii fo-
todynamicznej dochodzito do ekspresji czynnika wzrostu
srodbtonka naczyn (VEGF), dziatanie to in vivo utrzymy-
walo si¢ na wysokim poziomie az do 48h. Wysoka eks-
presja IL-2 wywotywata wznowe¢ nowotworu poprzez do-
datnie sprzgzenie Gadd 45 alpha i VEGF w terapii NPe6-
-PDT. To sugeruje ze dodatkowe zastosowanie inhibitora
IL-2 moze zwigkszy¢ efektywno$¢ terapeutyczng NPe6-
-PDT[19].

Na podstawie wstepnych badan dos§wiadczalnych wydaje
si¢, ze terapia fotodynamiczna, poprzez modyfikacje od-
powiedzi immunologicznej, moze by¢ jedng z metod tera-
peutycznych w chorobie Croh’na. W badaniu na modelu
zwierzecym oceniano skuteczno$¢ terapeutyczng PDT
z uzyciem niskich dawek energii w leczeniu zapalenia
okreznicy u myszy SCID. Wstepnie ustalano endoskopo-
wy wskaznik zapalenia okr¢znicy — EIC, a nastepnie my-
szy SCID z umiarkowanym lub znaczacym zapaleniem
okreznicy losowo przydzielano do jednej z grup: leczongj
zapomocg PDT lub do grupy kontrolnej. Myszom BALB/¢c
z grupy PDT podawano doustnie kwas 5-6-aminolewuli-
nowy w dawce 15mg/kg, a nastepnie 3 godziny pdzniej po-
ddawano je naswietlaniom - za pomocg cylindrycznego
dyfuzora - $wiattem o dtugosci fali 635nm, w dawce 5 lub
10 J/cm?. 74h po sesji PDT oceniano stan ogdlny, wage
ciata, EIC, dlugos¢ okreznicy oraz badanie histopatolo-
giczne, a takze wskazniki ekspresji cytokin. W zapale-
niu okreznicy znacznego stopnia juz w 3 dni po PDT ob-
serwowano gojenie si¢ zmian. Endoskopowy wskaznik
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zapalenia okreznicy korelowat ze wskaznikiem ekspresji
cytokin w przypadku IFN-c, TNF-a i IL-10. Indeksy eks-
presji tych cytokin byty nizsze w grupie PDT niz w grupie
kontrolnej. We wnioskach badania podkreslono brak zna-
czacych efektéw ubocznych, powtarzalno$¢ terapii foto-
dynamicznej oraz jej znaczenie w regulacji odpowiedzi
immunologicznej i poprawie stanu ogélnego w mysim mo-
delu z zapaleniem jelit [20].

W badaniach do§wiadczalnych Korbelik wykazal, ze te-
rapia fotodynamiczna wyzwala w docelowych tkankach
nowotworowych sprzezenie dodatnie w genach kodujg-
cych biatka szoku cieplnego oraz akumulacje biatkowych
produktow tych genow, co odgrywa duzg role w eliminacji
zniszczonych komorek nowotworowych oraz immunolo-
gicznym rozpoznaniu antygendw nowotworowych. W pra-
cy wykorzystano model mysiej biataczki limfoblastyczne;j
celem zbadania ekspresji genu biatka szoku cieplnego
HSP70 w zmianie nowotworowej leczonej wczesniej PDT.
Stwierdzono, ze Gen HSP70 po terapii fotodynamicznej
byl regulowany dodatnim sprz¢zeniem nie tylko w obrebie
zmiany nowotworowej, ale rowniez w watrobie i $ledzio-
nie gospodarza, co pozwala zakwalifikowa¢ HSP70 jako
czynnik reakcyjny fazy ostrej. Gtownymi regulatorami te-
go genu sa hormony steroidowe, dzialajace przez swoiste
receptory. Pod wptywem PDT wyzwalane ogolnoustrojo-
wo HSP70 akumuluje si¢ w zmianach nowotworowych,
gdzie taczy si¢ z niszczonymi komoérkami poprzez mostki
fosfatydyloseryny znajdujace si¢ naich powierzchni [21].

W innym badaniu oceniano znaczenie immunoterapeu-
tyczne polaczenia CpG-oligodeoksynukleotydu (ODN)
1 lizatéw komorek nowotworowych HPV (TC-1) oraz in-
dukcji za pomoca terapii fotodynamicznej. Stwierdzono,
ze w lizatach komdrek nowotworowych przy zastosowaniu
terapii taczonej (CpG-oligodeoksynukleotyd + PDT) do-
chodzilo do znacznie wigkszego zahamowania wzrostu
nowotworu, zarOwno na poziomie terapeutycznym, jak
i profilaktycznym, w poréwnaniu z lizatami komorek,
w ktoérych stosowano samo PDT lub sam CpG-oligodeo-
ksynukleotyd.

Dodatkowo do lizatow komorek z PDT wiaczano biatko
szoku cieplnego HSP70, ktére jest waznym regulato-
rem odpowiedzi zapalnej i immunologicznej. Obserwowa-
no odpowiedz komorek T — pomocniczych oraz znaczny
wzrost specyficznych przeciwciat dla lizatow komorek —
PDT (IgGl, IgG2a, 1gG2b i IgG3). Produkcja IFN-y
i odpowiedzi CTL byla niezwykle silnie indukowana
w grupie lizatow komorek — PDT + ODN. Gtowna role
w odpowiedzi immunologiczne odgrywaty komorki
T CD8+. Wyniki badania potwierdzajg, ze dodanie CpG-
-oligodeoksynukleotyd do lizatéw komorek-PDT, poprzez
indukcje odpowiedz immunologicznej typu CTL, daje mo-
zliwo$¢ immuoterapeutycznej strategii leczenia nowotwo-
row [22].
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Celem innego badania byla ocena skutecznosci PDT
1 immunoterapii z wykorzystaniem terapii kombinowanej:
ALA-PDT z imiquimode’em w leczeniu 27 pacjentow
z chorobg Bowena narzadow pitciowych. Przed rozpocze-
ciem leczenia pobierano wycinki ze zmian chorobowych
i badano pod katem obecnosci DNA HPV-16 i HPV-18.
Pacjentow losowo podzielono na dwie grupy. W pierwszej
liczacej 15 osob (12 mezezyzn i 3 kobiety w przedziale
wiekowym 22-56 lat) stosowano terapie skojarzona: miejs-
cowo podawano 3 x w tygodniu 5% krem imiquimod oraz
1 x w tygodniu stosowano terapi¢ fotodynamiczng w daw-
ce 100 J/cm? o mocy energii 100 mW/cm?. Procedure po-
wtarzano od 1 do 4 razy. Drugg grupg — kontrolng —
stanowito 12 0sob (6 mezczyzn i 6 kobiet, w wieku 29-58
lat) leczonych poprzez waporyzacje za pomocg lasera
CO2. Okres obserwacyjny po zakonczeniu terapii zawierat
si¢ w przedziale od 3 do 12 miesi¢cy. W grupie terapii ta-
czonej w 60% przypadkow (u 9 na 15 pacjentow) uzyskano
catkowite wyleczenie, w 1 przypadku odnotowano wzno-
we procesu chorobowego (11,1%). W grupie tej nie obser-
wowano zadnych ogdlnych efektow ubocznych, miejsco-
wo natomiast wystepowato tagodne przekrwienie, obrzek
i nadzerka. Z dolegliwosci pacjenci zgtaszali uczucie pie-
czenia i ktucia. W grupie drugiej u 10 pacjentéw (co sta-
nowito 83,3%) wykazano catkowitg regresje zmian, wzno-
we za$ u 6 pacjentow (60,0%). Z miejscowych efektow
ubocznych odnotowano: przekrwienie (w stopniu tagod-
nym lub umiarkowanym), nadzerke, owrzodzenie. Obser-
wowano rowniez przedtuzone gojenie zmian z bliznowa-
ceniem. Roznica w ilosci wzndw miedzy grupami byta sta-
tystycznie znamienna (P <0,05) [23].

Terapia fotodynamiczna charakteryzuje si¢ duza skutecz-
nos$cig w inaktywacji i niszczeniu patogendow wieloopor-
nych. W badaniu Hamblina oceniano skutecznos¢ przeciw-
bakteryjng polaczen fotouczulaczy i nietoksycznych subs-
tancji adiuwantowych w stosunku do patogennych mikro-
organizmow, takich jak: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa 1 Proteus mirabilis. Na mode-
lach zwierzgcych z infekcjami przyrannymi oraz na mode-
lach infekcji miazgi zebow ludzkich stosowano polacze-
nia: wody utlenionej w niskich dawkach (1uM do 1 mM),
naturalnych i syntetycznych inhibitorow wielolekowych
pomp wyptywu oraz fotouczulaczy przeciwdrobnoustrojo-
wych o roznej budowie chemicznej. Zaobserwowano zna-
czace wspotdziatanie przeciwbakteryjne pomiedzy niski-
mi dawkami nadtlenku wodoru i inaktywacja fotodyna-
miczng za pomocg roznych fotouczulaczy (mi.in. barwni-
kow fenotiazynowych) —niszczenie bakterii byto od 10 do
100 razy wigksze. Nietoksyczne wielolekowe inhibitory
moga wiegc synergistycznie zwigkszac inaktywacje fotody-
namiczng zarowno bakterii Gram dodatnich, jak i Gram
ujemnych za posrednictwem fotouczulaczy [24].

Mechanizm fotoinaktywacji z zastosowaniem hyperycyny
w stosunku do Streptococcus aureus (ATCC 25923) oraz
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klinicznie wyizolowanych szczepéw MRSA oceniano ce-
lem okreslenia dziatania przeciwbakteryjnego terapii fo-
todynamicznej. Zahamowanie wzrostu bakterii oceniano
przez zliczanie kolonii plytkowej, a test z jodkiem propi-
dyny shuzyt do badania integralnosci btony po fotoinakty-
wacji. Przed i po terapii badano rowniez efekt genotok-
syczny hyperycyny poprzez ocen¢ przerw w nici DNA za
pomoca testu comet. Obie grupy bakterii uczulano hypery-
cyna w dawce od 0.5 do 4 ug/mL przez 1/2 godziny, a nas-
tepnie naswietlano w dawce od 10 do 30 J/cm?. 100% sku-
tecznos¢, czyli zabicie wszystkich bakterii S. aureus
1 MRSA, osiagnigto przy zastosowaniu hepercyny w daw-
ce4 ug/mLinaswietlania 30 J/cm?. W tescie z jodkiem pro-
pidyny, obserwowano przesuni¢cie w obregbie intensyw-
no$ci, narastajgce wraz ze zwigkszaniem dawki PDT.
W tescie comet nie obserwowano uszkodzenia DNA u pa-
togenéw poddawanych dziataniu hyperycyny, co sugeruje,
ze uszkodzenie btony komorkowej jest gtdwnym mecha-
nizmem jej antybakteryjnego dziatania [25].

W innych badaniach eksperymentalnych przedstawiono
mozliwos$ci wykorzystania terapii fotodynamicznej w era-
dykacji infekcji Helicobacter pylori, szczegdlnie wobec
efektéw ubocznych oraz narastajgcej ostatnio opornosci na
antybiotyki i chemioterapeutyki. Szczep bakterii H. pylori
inkubowano przez 3h w réznych st¢zeniach Photogemu
(10, 50, 100 1 200 pg/mL). Nastepnie stosowano $wiatto z
lasera diodowego o dtugosci fali 632 nm, w dawce 4 J/cm?.
Grupa ze stezeniem 50 pg/mL byla dodatkowo posiana na
podtozu agarowym. Po okresie inkubacji wynoszacym 120
godzin zliczano kolonie bakterii. Catkowitg skutecznos$¢
terapii (100% zabitych szczepow) odnotowano in vitro
w potaczeniu PDT z Photogemem w stezeniu 100 1 200
ug/Ml. W grupach z uzyciem photogemu w stezeniu 10150
ug/Ml, przy zastosowaniu samego fotouczulacza lub te-
rapii samym $wiattem nie uzyskano zamierzonego efek-
tu[26].

Efekt immunosupresyjny PDT oceniano w badaniach dos-
wiadczalnych w zapaleniu btony maziowkowej u myszy
z defektami immunologicznymi po catkowitej wymianie
stawu kolanowego w przebiegu reumatoidalnego zapale-
nia stawow. Myszom podawano dostawowo fotouczulacz-
-Laserphyrin’g, a nastgpnie naswietlano §rodstawowo. Po-
rownywano stezenie fotouczulacza w blonie maziéwko-
wej oraz w sasiednich tkankach zdrowych. W btonie ma-
ziowkowej uszkodzonej w przebiegu RZS fotouczulacz
gromadzil si¢ w lizosomach in vitro. Fototoksycznos$¢
i efekt terapeutyczny zalezaly od stezenia fotouczulacza
oraz dawki energii uzytego §wiatla, in vitroiin vivo [27].

Korzystne efekty dziatania PDT wykazaty badania ekspe-
rymentalne w zapaleniu stawow wywolanym przez szcze-
pyMRSA (metycylinooporne) S. aureus. W przedstawio-
nym badaniu do stawow kolanowych myszy wstrzykiwano
560 lub 280 umol/l Na-Phde, a nastgpnie po uptywie 30
minut naswietlano przez 5 minut staw energig o mocy 125
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mW uzyskiwang z lasera potprzewodnikowego. Obrzek
stawu utrzymywat si¢ do 3 tygodni po PDT, a w pierwszym
tygodniu w badaniu histologicznym stwierdzano zmiany
zapalne z proliferacjg maziéwki i naciekiem neutrofili. W 8
tygodni po PDT nie obserwowano cech zapalenia maziow-
ki, nie odnotowano rowniez zadnego wptywu na lakotki,
chrzastke, czy szpik kostny. Terapia wywotywata odwra-
calny stan zapalny stawu, bez zmian kostnostawowych
w otaczajacej, zdrowej tkance stawu [28].

Przetwarzanie sygnatu w PDT odgrywa istotna rol¢ w pro-
cesie leczenia zmian nowotworowych: zarowno przez bez-
posrednig inicjacj¢ apoptozy komdrki nowotworowej, jak
i w indukowaniu wtdrnego efektu naczyniowego oraz dtu-
goterminowej, przeciwnowotworowej odpowiedzi immu-
nologicznej [29]. Czasteczki tlenu reaktywnego generowa-
ne w trakcie terapii fotodynamicznej, poprzez rozne drogi
przetwarzania sygnatu, moga indukowac¢ apoptozg i/lub
martwice w komorkach docelowych. Na whasciwosci po-
wstalej czasteczki tlenu reaktywnego maja wptyw: cechy
i dawka fotouczulacza, dawka $swiatta, typ komorki oraz
nasilenie zmian patologicznych.

Coraz czgs$ciej podkresla si¢ aspekt angiogenezy w lecze-
niu nowotworow. W eksperymencie oceniano skutecz-
nos¢ przeciwciata specyficznego dla VEGF (czynnik
wzrostu) - bevacizumab’u (Avastin’u), w polaczeniu z te-
rapig fotodynamiczng z zastosowaniem hyperycyny w le-
czeniu zmian nowotworowych pgcherza moczowego na
ksenografcie in vivo. 6-8-tygodniowym myszom nagim
typu Balb/c wszczepiano lini¢ komorkowg raka nabtonka
pecherza moczowego. Myszy dzielono nastgpnie na 6
grup. Pierwszg stanowita grupa kontrolna, druga — grupa
myszy poddana tylko dziataniu Avastinu, kolejne dwie
grupy to myszy, u ktérych stosowano samg terapi¢ foto-
dynamiczng w wysokich 150 J/cm? (grupa 3) lub niskich 50
J/em? (grupa 4) dawkach uzytej energii. Ostatnie dwie gru-
py stanowily myszy, u ktoérych zastosowano potaczenie
PDT z Avastinem: w grupie 5 Avastin taczono z niskimi
dawkami, a w grupie 6 z wysokimi dawkami uzytej energii.
Okres obserwacji po zakonczeniu terapii wynosit 60 dni.
Najlepsze rezultaty terapeutyczne osiggni¢to w grupie sta-
nowigcej polaczenie Avastinu z terapig fotodynamiczng
z matg dawka podanej energii. W guzach leczonych wyso-
kimi dawkami PDT z hyperycyng poprzez wywotywanie
hipoksji dochodzito do zamykania si¢ naczyn krwiono$-
nych, co doprowadzato do $mierci komorki nowotworo-
wej, ale rownoczes$nie obserwowano stymulacje czynni-
kéw wzrostu naczyn: VEGF, VEGF-D, bFGF i angioge-
niny. W przypadku dodatnia do tej terapii inhibitora angio-
genezy Avastinu obserwowano zahamowanie ekspresji
tych czynnikow, co zwickszalo skuteczno$¢ terapeutyczng
zastosowanej metody [30].

W innym badaniu obserwowano pozytywne rezultaty
terapii fotodynamicznej z powierzchownym podawaniem
ALA u pacjentow z sarkoidozg lub ograniczong
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sklerodermia, ktoérzy nie odpowiadali na zastosowane do-
tychczas leczenie konwencjonalne, w tym leczenie PUVA.
U chorych tych pod wptywem PDT dochodzito do bezpo-
srednich efektéw cytotoksycznych oraz immunomodulu-
jacych. W przeciwienstwie do PUVA nie odnotowano kar-
cynogennego dziatania PDT. Duzg skuteczno$¢ PDT odno-
towano rowniez w przypadku leczenia innych choréb sko-
ry m.in. tragdzika rézowatego lub zwyklego, liszaja ptaskie-
go czy choroby Darier’a. W trakcie terapii w naswietlanej
skorze obserwowano powstanie zapalnego nacieku, ktory
byt bezposrednim efektem terapii fotodynamicznej oraz
indukowanym przez nig wyrzutem cytokin w keratynocy-
tach nabtonkowych [31].

W badaniu Sanghoon i wspotpracownikow na modelu
zwierzgcym (myszy typu Balb/c ze zmiang nowotworowa
EMT-6) oceniano skutecznos¢ przeciwnowotworowa te-
rapii fotodynamicznej taczonej z chemioterapig w niskich
dawkach. Jako fotouczulacz stosowano pochodna chlory-
ny (Radachlorin), a zmiany nas§wietlano $wiattem czerwo-
nym o dhugosci fali 662 nm, w dawce 100 lub 200 J/cm?.
Chemioterapeutykiem byta karboplatyna (CADP) w daw-
ce 1 lub 5 mg/kg m.c. Zastosowanie samej chemioterapii
z matg dawka karboplatyny wigzalo si¢ z niskg efektyw-
noscig terapeutyczng. Podanie CAPD w dawce Smg/kg
m.c. powodowato w 40% zniszczenie zmiany nowotwo-
rowej, za$ zastosowanie samej terapii fotodynamicznej
w 50-80%. Najlepsze efekty uzyskano przy potgczeniu
PDT (niezaleznie od dawki) z karboplatyng w niskiej daw-
ce—uzyskiwano 100% wyleczen [32].

Coraz bardziej powszechne stosowanie PDT, spowodo-
wane zaletami metody oraz zastosowaniem nowych sku-
teczniejszych fotouczulaczy i zrodet swiatla, sprawito ze
rozszerzyt si¢ wachlarz wskazan pozaonkologicznych dla
PDT, czego przyktadem moze by¢ leczenie schorzen za-
palnych, i to o rdznej etiologii. Waznym jest jednak wyjas-
nienie immunologicznego mechanizmu dziatania terapii
fotodynamicznej, co moze implikowa¢ wytlumaczenie
addycyjnego dziatania przeciwnowotworowego PDT spo-
wodowanego indukcjg immunologicznych mechanizmow
obrony przeciwnowotworowej. Aspekt ten wazny jest tak-
ze z punktu widzenia mozliwosci wykorzystania PDT
w leczeniu schorzen zapalnych, oraz udowodnienie tego
dzialania PDT nie tylko na modelu eksperymentalnym,
lecz wdrozenie tej procedury do standardow postepowan
klinicznych w wybranych jednostkach chorobowych, co
podyktowane jest zaletami PDT takimi jak: skutecznos$¢,
mata inwazyjno$¢, bezpieczenstwo, dobra tolerancja le-
czenia oraz §wietne efekty kosmetyczne.
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Nutritional quality and antioxidant capacity

of triticum spelta varieties

Wartosci odzywcze i zdolnoSci przeciwutleniajgce odmian pszenicy orkiszowej

Abstract:

Eight winter spelt wheat varieties were cultivated under ecological system in the south Slovakia during 2005-2007
growing seasons. Nutritional parameters and macroelements composition were influenced by the variety and weather
conditions. High content of proteins, fat, soluble fibre and ash was found in Altgold, Ostro, Rubiota. Spelt varieties were
characterized with high content of potassium, magnesium, phosphorus and sulphur. Antioxidant capacity was 30% higher
in winter spelt varieties as compared with Tr. aestivum. Spelt, as an ancient crop can find its place particularly in organic,
health and specialty food markets.

Streszczenie:

W latach 2005-2007 na potudniu Stowacji prowadzono uprawe oSmiu odmian ozimej pszenicy orkiszowej w systemie
ekologicznym. Wartosci odzywcze oraz sktad makroelementow uzaleznione byly od rodzaju odmiany oraz warunkow
atmosferycznych. Wysokq zawartos¢ biatek, ttuszczu, rozpuszczalnego btonnika i popiotow wykazaly odmiany Altgold,
Ostro, Rubiota. Odmiany pszenicy orkiszowej wykazywaty ponadto wysokq zawartos¢ potasu, magnezu, fosforu i siarki.
Zdolnosci przeciwutleniajqce pszenicy orkiszowej byly o 30% wyzsze w porownaniu z pszenicq zwyczajng. Pszenica
orkiszowa, uprawiana juz w starozytnosci, moze znalez¢ szczegolne zastosowanie w przypadku rynku produktow ekolo-
gicznych i zdrowej zywnosci.

Key words: Triticum spelta, nutritional quality, antioxidant capacity

Stowa kluczowe: Pszenica orkiszowa, wartosci odzywcze, zdolnosci przeciwutleniajgce

Spelt is hulled wheat with lax spikes that disarticulate
when threshed. Spelt is a hexaploid with the genomic
designation AABBDD. It was originally classified as
a species separate from common wheat. More recently,
spelt wheat has been classified as a morphological
subgroup of common wheat [1]. Cereal grains have
evolved over the centuries, primarily to enhance yield,
quality, and disease resistance. With regard to quality, the
emphasis was to improve protein and starch. Much less
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attention was paid to secondary substances, such as
phenolics, phytate, carotenoids, minerals (ash), which
were targets for reduction because of adverse effects on
quality. But recently, studies have accumulated to show
a role of such secondary substances in promoting human
health, reducing the risk of chronic diseases and protecting
plants against pests and diseases. Research programmes
are in progress to identify plant sources such as ancient
grains that contain high levels of components that may
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