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STRESZCZENIE

Terapia fotodynamiczna znajduje zastosowanie w wielu obszarach onkologii. Potaczenie fotouczulacza, Swiatta
i tlenu prowadzi do powstania reaktywnych form tlenu, ktore niszcza patologiczne komoérki. Celem niniejszej
pracy jest przedstawienie stanu badan przedklinicznych z wykorzystaniem naturalnego fotouczulacza -
hiperycyny uzyskiwanej z dziurawca zwyczajnego. Pozytywne rezultaty uzyskano w przypadku nowotworéw
skdry, jamy nosowo-gardtowej, pecherza moczowego, nerki, popromiennych widkniakomiesakach oraz
w hematologii i pediatrii. Terapia fotodynamiczna moze sta¢ si¢ bezpieczng metoda leczenia nowotwordéw oraz
uzupelnieniem standardowego leczenia ptynu.

Stowa kluczowe: terapia fotodynamiczna, hiperycyna, dziurawiec zwyczajny, onkologia, badania przedkliniczne

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is used in various oncological fields. The combination of photosensitizer, light, and
oxygen leads to the production of reactive oxygen species (ROS), which destroy pathological cells. Presented
review informs on preclinical studies with the use of the natural photosensitizer — hypericin, derived from
Hypericum perforatum. Positive results were achieved in case of tumors of skin, nasopharyngeal, bladder, kidney
neoplasms, radiation-induced fibrosarcoma, in haematology and paediatrics. Photodynamic therapy can become
a safe treatment method for neoplasms, as well as an additional method in conventional protocols.
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1. Wstep

Terapia fotodynamiczna polega na wyzwoleniu reakcji fotobiochemicznej w warunkach tlenowych
miedzy fotouczulaczem oraz swiatlem o okreslonej dtugosci fali. Fotouczulacz (fotosensybilizator) jest
wprowadzany do organizmu jako substancja per se oboj¢tna, ktéra kumuluje si¢ w sposdb mniej lub
bardziej selektywny w nieprawidtowej tkance. Istota jest wprowadzenie patologicznych komoérek na
$ciezke zaprogramowanej $mierci (apoptozy) lub nekrozy na drodze uszkodzenia fotooksydacyjnego.
Terapia fotodynamiczna jest obecnie wykorzystywana jako forma leczenia choréb nowotworowych
i nienowotworowych [1].
Istniejg dwie zasadnicze $ciezki uszkodzenia fotooksydacyjnego:
1) reaktywne formy tlenu (anion ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, rodniki hydroksylowe)
utworzone na drodze przekazania elektronow,
2) tlen singletowy 'O, powstaty na drodze przekazania energii.
Obie sciezki zachodza rownolegle w czasie terapii fotodynamicznej, a ich proporcja zalezy gtdwnie
od rodzaju zastosowanego fotouczulacza oraz zawartosci tlenu [2].
Apoptoza jest wyzwalana na drodze dwdch mechanizmow:
1) receptorowego (zewnatrzpochodnego) — indukowanego przez ligand dziatajacy na receptor
blony komorkowej [3, 4],
2) mitochondrialnego (wewnatrzpochodnego) — indukowanego przez bodzce silnie stresujace
(takie jak promieniowanie UV, wysokie stezenie utleniaczy) uszkadzajace DNA [5, 6, 7].
Hiperycyna to ciemnoczerwony barwnik roslinny otrzymywany z dziurawca zwyczajnego
(Hypericum perforatum). Jest od dawna wykorzystywana w medycynie ludowej. Obserwowane
empirycznie korzystne dziatania przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i wspomagajace gojenie ran
zostaty potwierdzone naukowo. Z powodu dziatania hamujacego monoaminooksydaze (MAO), inhibicji
wchianiania zwrotnego serotoniny, dopaminy i noradrenaliny oraz innych mechanizméw
biochemicznych w os$rodkowym uktadzie nerwowym jest wykorzystywana jako tagodny S$rodek
przeciwdepresyjny [8, 9]. Hiperycyna posiada wlasciwosci przeciwzapalne jako inhibitor kinaz JNK
(c-Jun N-terminal kinases) — kinazy aktywowane stresem), co zostalo udowodnione na szczurzych
otrzewnowych makrofagach [10]. W badaniach przedklinicznych jest testowana na zwierzecych
modelach choroby Parkinsona [11]. W niskich stezeniach hiperycyna jako fotosensybilizator indukuje
apoptozg za posrednictwem tlenu singletowego, natomiast w wysokich stezeniach wykazuje tendencje
do wywotywania nekrozy przy udziale innych reaktywnych form tlenu [12].

2. Terapia fotodynamiczna z zastowaniem hiperniacycny — badania przedkliniczne

Celem niniejszej pracy jest przeglad najnowszych badan przedklinicznych z wykorzystaniem
hiperycyny jako fotouczulacza w terapii fotodynamicznej nowotworéw z uwzglednieniem parametrow
terapii oraz mechanizméw molekularnych. Obiecujace efekty do tej pory uzyskano w nowotworach
skory, jamy nosowo-gardtowej, pecherza moczowego, nerki, trzustki, popromiennych wiokniako-
miesakach oraz w hematologii i pediatrii [13-15, 19-20, 22-23, 30-32, 35-39].

Zastosowanie hiperycyny w leczeniu biataczek zostalo zbadane na linii komoérkowej K562
uzyskanej z wysieku optucnowego pacjentdw z przewlekly biataczkg szpikowag (CML) z obecnym
chromosomem Philadelphia w fazie przetomu blastycznego. Wykazano, ze in vitro optymalne
parametry to: stezenie hiperycyny 0,4 pg/ml, 4-minutowe naswietlanie $wiattem o diugosci fali
595,18 nm z gestoscig mocy 0,3 mW/cm?, poprzedzone 5-godzinnym okresem. Poza do$wiadczalnym
wyznaczeniem parametroOw terapii, w badaniu Xu i wsp. oznaczono biatka (kaspazy 3 i 9, JNK)
dowodzace mechanizmu mitochondrialnego apoptozy [13]. Badanie dotyczace zastosowania
hiperycyny w terapii fotodynamicznej chtoniakow zostato przeprowadzone na myszach z komorkami
P388 implantowanymi podskérnie. Dowiedziono, iz efektywno$¢ terapii jest znaczaco wyzsza
po 2-godzinnym czasie inkubacji z hiperycyna podang dootrzewnowo (2,5 i 20 mg/kg, 120 J/cm?,
595 nm) niz po 24-godzinnej przerwie miedzy podaniem fotouczulacza a naswietlaniem [14]. Nakajima
i wsp. przeprowadzili terapie fotodynamiczng in vitro z hiperycyng na komorkach ludzkiej biataczki
monocytarnej U937, uzyskujac zywotno$¢ zmierzajaca do 0% po 5 godzinach po naswietlaniu [15].
Mozliwo$¢ wykorzystania hiperycyny badano réwniez w szpiczaku mnogim (multiple myeloma) [16].

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 21, nr 4, 2015 210



Medycyna fotodynamiczna / Photodynamic medicine

Terapia fotodynamiczna znalazta zastosowanie w eliminowaniu komorek nowotworowych ze szpiku
kostnego przed przeszczepem autologicznym [17, 18]. Dowiedziono, ze terapia fotodynamiczna
z hiperycyng hamuje in vitro proliferacj¢ oraz indukuje apoptoz¢ komorek mysiej linii szpiczaka
mnogiego SP2/0. Wykazano zmiany morfologiczne komoérek guza odpowiadajace nekrozie i apoptozie
przy stgzeniach hiperycyny 0,025-0,05 uM, okresie inkubacji ciemnej 16 godzin, naswietlaniu pro-
mieniowaniem o dlugosci fali 570-620 nm. Pokazano fragmentacje DNA, spadek potencjatu bton
mitochondrialnych, wzrost stosunku ekspresji biatek Bax-Blc-2 oraz wzrost stezenia kaspaz 9 i 3. Efekt
terapeutyczny jest zalezny od st¢zenia fotouczulacza oraz intensywnosci §wiatla. Nizsze stezenia
hiperycyny indukowaty apoptoze (zmniejszenie komorki, kondensacje chromatyny, formowanie ciatek
apoptotycznych, fragmentacje DNA), podczas gdy wyzsze — nekroze. Podobnie na rodzaj $mierci
komorkowej wpltywa natezenie Swiatta [19].

Terapia fotodynamiczna z uzyciem hiperycyny zostala wykorzystana in vitro w leczeniu guza
insulinowego (insulinoma, neuroendokrynny nowotwor z komorek beta) na linii RINmSF.
W warunkach laboratoryjnych liczba komoérek po terapii zmniejszyta si¢ istotnie po 10-minutowym
okresie naswietlania z wczesniejsza inkubacjg w 50 nM roztworze hiperycyny. Badana grupa komorek
wykazata zmniejszong ekspresj¢ markera proliferacji (Ki-67) oraz zatrzymanie cyklu komorkowego
w fazie GO/G1. Brano pod uwagg réwniez st¢zenia kinaz aktywowanych mitogenami. Dowiedziono
zjawiska ,,regulacji w dot” fosfo-JNK i -ERK i zjawiska ,,regulacji w gore” kaspaz 3 1 9. W badaniu Yi
i wsp. oznaczono rowniez stosunek ekspresji onkoprotein Bax i Bcl-2, ktdrego wzrost koreluje
z apoptoza komorek [20]. Istotno$¢ badania podkresla fakt, ze <10% pacjentoéw z insulinoma to
przypadki choroby rozsianej z przerzutami odleglymi (watroba, ko$ci), gdzie mediana przezycia wynosi
<2 lat [21].

Terapia fotodynamiczna z wykorzystaniem hiperycyny byta rowniez brana pod uwagg jako metoda
leczenia raka trzustki. Linie komorkowe MiaPaCa-2 i PANC-1 inkubowano in vitro z hiperycyng
w stezeniu 10 pg/500 000 komoérek nowotworowych przez 2 godziny, a nastgpnie naswietlono zielonym
$wiatlem laserowym (KTP232) o mocy 0,6 W przez 1 minutg za pomoca cylindrycznego dyfuzora.
W drugiej fazie badania Liu i wsp. implantowali komérki linii MiaPaCa-2 podskoérnie oraz dokonali
ortotopowego ich przeszczepu do trzustki myszy. Po 5 tygodniach podano do obu guzéw 100 ug
hiperycyny, nastepne naswietlono myszy w dwoch projekcjach. Guzy mierzono przed i po 4 tygodniach
od naswietlania. Zaréwno in vitro, jak i in vivo uzyskano istotne statystycznie zmniejszenie rozmiarow
guza, co daje nadziej¢ na wykorzystanie terapii fotodynamicznej w leczeniu nieresekcyjnych rakow
trzustki u ludzi [22].

Hiperycyna jako fotouczulacz budzi roéwniez nadzieje na zastosowanie w dermatologii
onkologicznej. Komorki czerniaka ztosliwego (melanoma malignum) poddano terapii fotodynamicznej
z hiperycyng w postaci trzech linii komorkowych: A375 i 501mel (bez barwnika) oraz UCT Mel-1
(z barwnikiem). Przygotowano roztwor hiperycyny o stezeniu 50 uM, ktoéry nastgpnie rozcienczano.
Naswietlania prowadzono za pomocg $wiatta UVA 320-410 nm przez 6 minut i 10 sekund. W obu
typach linii komorkowych zaobserwowano efekt dziatania terapii fotodynamicznej przy stezeniu
hiperycyny 3 uM (4 godziny inkubacji ciemnej) poprzez spadek liczby komorek o co najmniej 50%
w stosunku do kontroli. W badaniu Kleemann i wsp. [23] zwrécono rowniez uwage na rozklad
fotouczulacza w komérkach docelowych, co ma kluczowe znaczenie w zwigzku z faktem krotkiego
okresu poéttrwania oraz krotkiego promienia dyfuzji reaktywnych form tlenu, ktore sg podstawa
cytotoksycznosci metody [24, 25]. Czerwony barwnik zlokalizowany byt w siateczce $rodplazma-
tycznej, mitochondriach, lizosomach i melanosomach, jednak nie w jadrze komérkowym. Terapia
fotodynamiczna z hiperycyna powodowala istotne zwigkszenie pigmentacji w komorkach wszystkich
linii czerniaka, co stanowi istotng obserwacj¢ z uwagi na fakt, iz komorki tego nowotworu wykazuja
sekwestracje chemioterapeutykow, wytwarzanie srodowiska hipoksyjnego przez wysokie zuzycie tlenu,
co prowadzi do omijania $mierci komoérkowej [26, 27]. Dowiedziono, ze depigmentacja komorek
czerniaka zlosliwego przed poddaniem ich terapii fotodynamicznej zwigksza jej skutecznos¢. W tym
celu zastosowano kwas kojowy (Koijc acid) — specyficzny inhibitor tyrozynazy, ktory zahamowat
synteze¢ melaniny po 3 dniach ekspozycji komorek linii Mel-1. Procedura przyniosta wzrost st¢zenia
reaktywnych form tlenu oraz wzrost odsetka $mierci komorek [28]. Eksperymenty in vitro wskazuja
rowniez na mechanizm autofagii w komoérkach melanoma malignum, ktéry ma znaczenie
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cytoprotekcyjne, istotne dla skutkow terapii fotodynamicznej, jednak mozliwe do przezwyci¢zenia na
drodze zwiekszenia stresu oksydacyjnego [29].

Skutecznos$¢ terapii fotodynamicznej in vitro badano takze na nowotworach jamy nosowo-
gardtowej. W badaniu Chan i wsp. za model postuzyta linia komérek HK-1. W badaniu mechanizmow
apoptozy opisano translokacje biatka Bax i formowanie kanalow Bax oraz wzrost stezenia
ufosforylowanych form kinaz z rodziny szlaku MAPK: p38 i JNK 1 oraz 2 aktywowanych tlenem
singletowym, jak rowniez wzrost stezenia kaspaz 3 1 9. W badaniu udowodniono, iz inhibitory p38
wplywajg torujaco na apoptoze wywotang terapia fotodynamiczng [30]. Skutecznos$¢ terapii
fotodynamicznej z hiperycyna zostata potwierdzona réwniez na linii niezréoznicowanych komorek raka
jamy nosowo-gardtowej CNE-2 [31].

Jednym z najwazniejszych probleméw onkologicznych jest angiogeneza nowotworowa. Badania
przeprowadzono na dwoch wspomnianych wezeséniej liniach komérkowych HK-1 i CNE-2, zaréwno in
Vitro oraz po implantacji komérek myszom. Zaobserwowano, ze w 72 godziny po terapii fotodyna-
micznej z wykorzystaniem hiperycyny wzrasta stezenie §rodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn
(VEGF), po uprzednim spadku, w ciagu pierwszej doby, w pordwnaniu z probg kontrolng. Odnotowano
takze skuteczno$¢ obnizania stezenia VEGF przy pomocy selektywnego inhibitora cyklooksygenazy-2
(COX-2) — celekoksybu (Celebrex) [32]. Zuzycie tlenu, ktére towarzyszy terapii fotodynamicznej oraz
bezposrednie uszkodzenie mikrokrazenia w okolicy guza prowadzi do stanu hipoksji [33]. Hipoksja
natomiast, poprzez czynnik indukowany hipoksja (HIF-1alfa), stymuluje angiogeneze [34].

Hiperycyna jest takze fotouczulaczem, nad ktérym prowadzono badania w terapii in vitro
nowotworow pecherza moczowego. Na modelu komoérek T24 (rak niskozroznicowany) i komérek RT4
(rak wysokozrdznicowany) potwierdzono cytotoksycznos¢ 60 pg/ml roztworu fotouczulacza otrzy-
manego z dziurawca zwyczajnego przy wzbudzeniu swiattem o dlugosci fali 630 nm o gestosci energii
4-8 Jlcm?. Stwierdzono zywotno$¢ komorek po terapii rzedu 20-14%. Poréwnano wynik dla terapii
fotosensybilizatorem Photofrin®, wykazujac, iz w linii komorek niskozréznicowanych skutecznos¢
byta poréwnywalna z hiperycyna (23% zywotnosci przy uznanych optymalnych parametrach terapii),
natomiast w linii komorek wysokozréznicowanych zdecydowanie lepsze rezultaty uzyskano po terapii
hiperycynag [35].

W badaniu Wessels i wsp. hiperycyna zostata wykorzystana jako foto- i radiouczulacz (2-8 Gy) na
liniach komoérek raka jasnokomoérkowego nerki A498 i ACHN. Wykazano zmniejszenie aktywnoSci
metabolicznej oraz apoptozy komorek, co dowodzi pozytywnych efektdw terapii [36].

Chen i wsp. wprowadzili hiperycyne jako fotouczulacz oraz mitomycyng¢ C jako inhibitor replikacji
DNA do badan na mysim modelu popromiennego wtokniakomigsaka. W badaniu udowodniono efekt
addycyjny mitomycyny C, podanej w dawce 2,5 mg/kg na 20 minut przed naswietlaniem $wiattem
laserowym o dtugosci fali 594 nm i gestosci energii 120 J/cm? po 24 godzinach od dozylnego wstrzyk-
nigcia hiperycyny w dawce 1 mg/kg [37].

W piSmiennictwie opisano takze zastosowanie hiperycyny w badaniach nad nowotworami watroby
oraz w terapii migsaka prazkowanokomorkowego. Terapia fotodynamiczna okazata si¢ skuteczna, co
potwierdzono poprzez spadek zywotnosci komoérek linii hepatoblastoma HUH6 99,8+2,4%, HepT1
99+2% oraz komorek raka watrobowokomorkowego Hep2G 98,4+1,6% [38]. Seitz i wsp. dowiedli
zahamowania proliferacji oraz promocji apoptozy na wyizolowanych komérkach rhabdomyosarcoma,
jak rowniez wigksza selektywno$¢ hiperycyny w stosunku do komoérek nowotworowych w poréwnaniu
z kontrolng hodowla fibroblastéw [39].

3. Dyskusja

Hiperycyna bierze udziat w wielu komérkowych szlakach sygnalizacyjnych. Jednym z istotnych
onkologicznie jest szlak MAPK, ktory wykazuje wzmozong aktywno$¢ w komoérkach nowotworowych
i jest krytyczny dla procesu proliferacji i réznicowania. Poza kontrolg cyklu komorkowego, procesu
angiogenezy, hiperycyna promuje mitochondrialny mechanizm apoptozy (onkoproteina Bax-
uwolnienie cytochromu c-prokaspaza 9-kaspaza 9-prokaspaza 3-kaspaza 3- biatka naprawiajace DNA)
[40, 41, 42, 43, 44, 45].

Fotouczulacze moga by¢ endo- i egzogenne, naturalne i syntetyczne, hydrofilowe czy hydrofobowe.
Hiperycyna jest egzogennym, naturalnym i hydrofobowym fotosenysbilizatorem. Jej przewaga nad
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innymi zwigzkami chemicznymi wynika z takich cech, jak widmo absorpcji w zakresie widzialnym,
niski stopien fotowybielania oraz szeroki zakres wzbudzania [46]. Problem rozpuszczalnosci
hiperycyny jest rozwigzywany réznymi metodami, takimi jak dodanie soli potasu [47], potaczenia
z albuminami osocza [48] oraz zamykanie fotouczulacza w lipidowych nanoczasteczkach [46].

Choroby nowotworowe stanowig wyzwanie wspolczesnej medycyny w zwiazku ze stale rosnaca
zapadalnoscia, chorobowoscig i $miertelnoscig w populacji $wiatowej. Radykalne leczenie taczy sig ze
znacznymi efektami ubocznymi — okaleczajace zabiegi chirurgiczne, toksyczno$é¢ lekoéw, powiktania
popromienne. Terapia fotodynamiczna jest pozbawiona powaznych dziatan niepozadanych. Efekty
badan przeprowadzonych na liniach komérkowych oraz zwierzetach sa obiecujace, jednak stopien
skuteczno$ci musi zosta¢ potwierdzony w szerokich badaniach klinicznych.
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