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Zjawisko fotodynamiczne polega na wzbudzeniu za pomocą promieniowania świetlnego efektu świecenia komórek. Może to być świecenie własne komórek - tzw. autofluorescencja, zależna od obecności w tkance endogennych chromoforów lub też świecenie tkanek, w których znajduje się uprzednio podany egzogenny barwik. Barwik taki - tzw. fotouczulacz w wybiórczy sposób gromadzi się w komórkach nowotworowych, pozostając w nich dłużej niż w komórkach prawidłowych, co pozwala na uwidocznienie rozprzestrzenienia nowotworu w tkankach organizmu. Aby wzbudzić fluorescencję należy zastosować światło o długości fali odpowiadającej pasmu pochłaniania fotouczulacza (lub endogennego chromoforu) Takie światło można uzyskać za pomocą laserów, które wytwarzają promieniowanie świetlne o ściśle określonej długości fali. Zastosowanie zjawiska fluorescencji fotouczulaczy w diagnostyce nowotworów określane jest skrótem PDD (photodynamic diagnosis).

Możliwości wykorzystania zjawiska fotodynamicznego w onkologii nie ograniczają się jednak tylko do diagnostyki. Dostarczenie za pośrednictwem promieniowania laserowego o odpowiedniej długości fali większej ilości energii skutkuje bowiem nie tylko uwidocznieniem komórek, do których wbudował się uprzednio fotouczulacz, ale także wyzwoleniem w nich wielu reakcji fotodynamicznego utleniania, prowadzących do ich destrukcji. Fotouczulacz pod wpływem światła o odpowiedniej długości fali ulega wzbudzeniu. Reakcje fotochemiczne wzbudzenia i dezaktywacji fotouczulacza prowadzą do powstania aktywnych rodników nadtlenkowych i hydroksylowych bądź do wytworzenia wzbudzonego tlenu w stanie singletowym. Wszystkie te produkty są bardzo aktywnymi utleniaczami, inicjującymi reakcje prowadzące do destrukcji tkanki. Procesy utleniania rozpoczynają się od błon komórkowych, w których dochodzi do utleniania cholesterolu i nienasyconych kwasów tłuszczowych, siarczków oraz aminokwasów aromatycznych i tryptofanu. Końcowym efektem reakcji fotodynamicznego utleniania jest zniszczenie białek, kwasów nukleinowych oraz lipidowych struktur błon komórkowych w tkance nowotworowej, a co za tym idzie śmierć tej tkanki. Niszczenie tkanki nowotworowej za pośrednictwem reakcji fotodynamicznego utleniania nosi nazwę terapii fotodynamicznej - PDT (photodynamic therapy).

Istotną rolę w fotodynamicznej metodzie rozpoznawania i leczenia nowotworów odgrywają fotosensybilizatory, czyli barwniki, które łatwo ulegają aktywacji pod wpływem światła o odpowiedniej długości fali. 

Właściwości fotosensybilizatorów

Fotouczulacze muszą spełniać kilka warunków, aby można je było wykorzystać w diagnostyce i leczeniu metodą fotodynamiczną. Oto cechy, którymi musi charakteryzować się dobry fotosensybilizator: 

· możliwość selektywnego gromadzenia się w tkance nowotworowej przez co najmniej kilkadziesiąt godzin (70-150 h) 

· nie wywoływanie efektów fototoksycznych (cytotoksyczność, mutagenność) w zdrowych tkankach 

· wykazywanie maksymalnie intensywnych pasm absorpcji w "oknach" transmisyjnych tkanki, tzn. pasma absorpcji fotosensybilizatora nie mogą pokrywać się z pasmami absorpcji w obszarze widzialnym barwników endogennych, takich jak melanina, hemoglobina, oksyhemoglobina oraz z pasmami absorpcji wody w obszarze bliskiej podczerwieni 

· wykazywanie w reakcji ze światłem wysokiej wydajność tlenu singletowego lub rodnikowych form utleniających, co jest gwarancją wysokiej cytotoksyczności dla komórek nowotworowych 

· powodowanie jak najmniej efektów ubocznych

Jak widać, wymagania stawiane barwnikom używanym jako fotouczulacze są wysokie i trudno znaleźć takie, które jednocześnie spełniałyby wszystkie kryteria. Pod kątem użyteczności w terapii fotodynamicznej (PDT) przebadano setki znanych i nowo syntezowanych barwników oraz leków wykazujących własności fotouczulające. Dotychczas tylko jeden z nich, będący dimerem hematoporfiryny DHE (dihematoporphyrine ether), znany pod handlową nazwą Photofhrin II uzyskał atest FDA (Food and Drug Administration) w USA i jest używany w praktyce klinicznej w różnych krajach.

Własności fotouczulające, a więc cytotoksyczne barwników zależą od ich struktury chemicznej, własności fizykochemicznych oraz zdolności wnikania i retencji w tkance nowotworowej. Ze względu na różną strukturę morfometryczną tkanek w różnych nowotworach (zawartość tkanki łącznej, zawartość endogennej martwicy, unaczynienie guza) trudno sobie wyobrazić, by jeden barwnik był jednakowo skuteczny w różnych typach nowotworów. 

Przebadane do tej pory fotouczulacze, ze względu na ich własności fizykochemiczne, można podzielić na wiele grup, w zależności od wiodących parametrów.

Pierwszy podział związany jest z rozpuszczalnością w wodzie bądź w tłuszczach: 

· fotouczulacze hydrofobowe wykazują preferencję do oddziaływania z lipidami, czyli są lipofilowe, a więc gromadzą się w lipidowych częściach komórki 

· fotouczulacze hydrofilowe są rozpuszczalne w wodzie i trudno przechodzą przez domeny lipidowe w komórce, kumulując się w wodnej części komórki. Fotouczulacze hydrofilowe ze względu na ich strukturę chemiczną można podzielić na: 

· kationowe, które po rozpuszczeniu w wodzie tworzą czynnik fotouczulający będący jonem dodatnim 

· anionowe, tworzące w roztworze wodnym jon obdarzony jednym lub wieloma ładunkami ujemnymi

· fotosensybilizatory amfifilowe - barwniki, które zawierając w swej strukturze jednocześnie fragment hydrofobowy i hydrofilowy, mogą oddziaływać z domenami lipidowymi oraz z uwodnionymi fragmentami komórki. Do tych barwników należą przede wszystkim pochodne porfirynowe, mające różne łańcuchy boczne rozłożone niesymetrycznie wokół pierścienia makrocyklicznego. Fragment cząsteczki porfiryny, najbardziej oddalony od podstawników bocznych, czyli makropierścień porfirynowy wykazuje własności hydrofobowe, zaś podstawniki, które posiadają grupy polarne, wykazują właściwości hydrofilowe

Największe znaczenie kliniczne wydają się mieć fotosensybilizatory amfifilowe, ze względu na możliwości umocowania ich zarówno w sferach lipidowych, jak i wodnych komórki.
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Fotosensybilizatory porfirynowe

Najlepiej przebadaną grupą barwników są pochodne czerwonego barwnika krwi - hemu, czyli barwniki porfirynowe. W zależności od zmodyfikowania pierścienia porfirynowego przez podstawniki boczne, pochodne porfirynowe występują we wszystkich trzech klasach fotouczulaczy: hydrofobowych, hydrofilowych i amfifilowych.

Własności fototoksyczne endogennych porfiryn znano od dawna. Zainteresowanie porfirią oraz pierwsze próby walki z tą tajemniczą chorobą zmusiły badaczy do większego zainteresowania się tymi substancjami. Obecnie różne pochodne porfirynowe wykorzystywane są jako fotosensybilizatory w procesie niszczenia komórek nowotworowych, płytek miażdżycowych, a nawet w terapii przeciwwirusowej.

Większość pochodnych porfirynowych zarówno w badaniach in vitro, jak i in vivo działa po uprzednim połączeniu się ze strukturami membran, cytoplazmy, mitochondriów, siateczki śródplazmatycznej, a nawet jąder komórkowych. Wielkość uszkodzeń, jakie pobudzone światłem porfiryny powodują na poziomie komórkowym, zależy od struktury tych związków.

Protoporfiryna (PP) należy do związków hydrofobowych. W związku z tym wykazuje powinowactwo do struktur lipidowych, co daje efekt szybkiego przyłączania do membran. Inna pochodna - uroporfiryna jest hydrofilowa i wykazuje powinowactwo do wodnej komponenty komórki, wywołując uszkodzenia w enzymach cytoplazmatycznych. Ponieważ czasy życia tlenu singletowego w rozpuszczalnikach organicznych oraz w micellach są znacznie dłuższe (20-25 sekund) niż w roztworach wodnych (3-4 sekund), wydaje się, że fotouczulacze o charakterze hydrofobowym będą klinicznie bardziej skuteczne niż fotouczulacze hydrofilowe.

Wszystkie barwniki porfirynowe mają większą lub mniejszą tendencję do agregacji, co wpływa na ich własności cytostatyczne. W licznych badaniach wykazano, że zdolność do produkcji wysokoutleniających mediów cytotoksycznych (tlen singletowy, wolne rodniki) maleje ze wzrostem stopnia agregacji, bowiem tylko monomery mogą wydajnie produkować tlen singletowy.

Wydajność procesu fotodynamicznego zależy również od lokalizacji barwnika w organellach komórkowych. Najefektywniej działa fotosensybilizator, jeśli jest przyłączany bezpośrednio do błony komórkowej lub do jakiegoś organellum komórki nowotworowej. 

Związane jest to z krótką drogą dyfuzji tlenu singletowego w materiale biologicznym (0,1 µm).

Lokalizacja barwnika w komórce zależy od: 

· fizykochemicznych własności fotouczulacza 

· warunków środowiska w tkance nowotworowej (pH wewnątrz komórki) 

· natury nośnika (jeśli barwnik jest hydrofobowy to nośnikiem jest emulsja tłuszczowa, sztuczne liposomy lub kompleksy z LDL) 

· czasu inkubacji

Każdy z tych czynników oddzielnie i wszystkie razem mają wpływ na wydajność procesu PDT. W badaniach modelowych wykazano, że podstawniki boczne przy pierścieniu tetrapyrolowym odgrywają istotną rolę w transporcie barwnika do komórki.

Tak więc lipofilowa natura barwnika jest ściśle skorelowana z jego zdolnością do dyfuzji w lipofilowe struktury membran komórkowych i subkomórkowych.

Ciekawe, że dwuaniony porfirynowe ze zdysocjowanymi grupami karboksylowymi w resztach kwasu propionowego znaleziono także w strukturach lipidowych membran komórkowych. Te dwuaniony porfirynowe charakteryzują się niesymetrycznym rozkładem ładunku. Ich część hydrofobowa, czyli pierścień tetrapyrolowy, lokuje się w lipidowej części membrany, a łańcuchy jonowe w pobliżu polarnych "głów" warstwy podwójnej w membranach. Większość badań prowadzono dla pH fizjologicznego, w którym grupy karboksylowe są częściowo zjonizowane.

Prowadzono również badania przy niższych wartościach pH, ponieważ pH wielu złośliwych nowotworów jest często wyraźnie niższe niż tkanek zdrowych. Niższe lokalne pH może być ważnym czynnikiem mającym wpływ na preferencyjne pochłanianie dwuanionowych pochodnych porfirynowych. Po przejściu do wnętrza komórki przy pH~6,9 związki porfirynowe występują w postaci mono- i dianionów, co blokuje im wyjście z komórki przez błony. Subtelne różnice w pH płynu międzykomórkowego i wewnątrzkomórkowego wpływają na zmianę równowagi dynamicznej pomiędzy formami zdysocjowanymi a niezdysocjowanymi :
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Porfiryny dwuanionowe nie powinny łatwo lokalizować się w mitochondriach i w siateczce śródplazmatycznej, a to z powodu wysokiego ujemnego potencjału membran tych organelli. Wielu autorów donosi jednak o wysokim stężeniu dwuanionowych porfiryn w tych częściach komórki (32). Wykazano, że w mitochondriach najlepiej kumulują się pochodne protoporfiryny IX, która jest prekursorem czerwonego barwnika krwi - hemu, i której transport zależy od transbłonowego potencjału jonu potasowego i energii metabolizmu.

Niektórzy badacze uważają, że ułatwiona kumulacja porfiryn w komórkach rakowych może wynikać z obniżenia mikrolepkości w membranach tych komórek.

Zauważono, że tylko fotouczulacze wbudowane w błonę mogą powodować cytotoksyczność, prawdopodobnie dlatego, że tlen singletowy powstający poza błoną ma zbyt długą drogę dyfuzji i nie zdąży dotrzeć do komórki w czasie swojego życia. Wiąże się to także z tym, że w środowisku pozakomórkowym istnieje wiele związków, które są "wygaszaczami" tlenu singletowego.

Tak więc, jedną z najważniejszych cech świadczących o dobrych właściwościach fototoksycznych jest zdolność do przejścia przez błonę komórkową i odpowiednie umiejscowienie się fotosensybilizatora w organellach, takich jak błony cytoplazmatyczne lub mitochondrialne. Możliwość transportu barwnika przez błonę zależy od stopnia jej upakowania. W warunkach in vivo fotosensybilizatory porfirynowe mogą wędrować do struktur cytoplazmatycznych oraz do błony jądrowej.

Diaminokwasowe pochodne protoporfiryny PP(dAA)2Arg2 - nowa klasa fotosensybilizatorów amfifilowych

Z licznych badań różnych barwników wynika, że najkorzystniejsze własności jako fotosensybilizatory powinny mieć barwniki o charakterze amfifilowym. Mają one w swojej strukturze domeny lipofilowe i zwykle łańcuchy boczne wykazujące własności hydrofilowe. Związki amfifilowe dobrze kumulują się w komórkach nowotworowych, gdyż są podwójnie umocowane - część cząsteczki połączona jest ze strukturami lipidowymi komórki, a podstawniki boczne z wodnymi częściami komórki.

W Pracowni Biochemii i Spektroskopii Instytutu Optoelektroniki Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie opracowano technologię otrzymywania i oczyszczania nowej klasy fotosensybilizatorów amfifilowych, będących diaminokwasowymi pochodnymi protoporfiryny PP(dAA)2. Związki te otrzymano z przeterminowanej masy erytrocytarnej. 

Heminę wyizolowano stosując obróbkę chemiczną - odczepiając globulinę od hemu w hemoglobinie. Kolejny etap syntezy polegał na usunięciu żelaza z pierścienia porfirynowego. Po uzyskaniu wolnego ligandu - protoporfiryny, przyłączono do niej w miejsce mostków winylowych dwie cząsteczki aminokwasu. Uzyskano w ten sposób 23 diaminokwasowe pochodne protoporfiryny PP(dAA)2.

PP(dAA)2 wykazują własności lipofilowe i tylko w niewielkim stopniu rozpuszczają się w wodzie. 

Aby uzyskać związki rozpuszczalne w wodzie dwie grupy karboksylowe (podstawniki boczne pierścienia porfirynowego w protoporfirynie) wysolono argininą, uzyskując połączenia jonowe. Strukturę otrzymanych związków przedstawia rycina.
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Nazwa Maksima pasm Maksima pasm
absorpcyi [nm] luminescencji [nm]
benzo-porfiryna o8 700
BPD-HA
mono aspartylo chioryna 660 670
pe,,
mets-tetra(hydroksyfenylo) 420 652
chloryna 513
555
595
es0
ctiopurpuryna eyny 442 670
snET2 660
fralocyjanina oynkowa aso 675
znpC 670
dialaninowa pochodna 400 615
protoporfiryny PP(Ala), s00 a7s
530

630



 

PP(dAA)2Arg2 są związkami dobrze rozpuszczalnymi w wodzie, ale jednocześnie dobrze przechodzą przez błony komórkowe różnych linii komórkowych. Opracowując syntezę tych kompleksów liczono, że przyłączenie aminokwasowych podstawników do pierścienia porfirynowego zwiększy efektywność oddziaływania z receptorami błonowymi komórek nowotworowych, co powinno się przyczynić do ułatwienia wnikania tych związków do wnętrza komórek. Zakładając, że różne komórki nowotworowe mają różną budowę chemiczną receptorów, będzie można dobrać dla każdego rodzaju nowotworu najbardziej efektywną pochodną z grupy PP(dAA)2Arg2 i w ten sposób zwiększyć skuteczność niszczenia komórek nowotworowych.

Badania przeprowadzone na liniach komórkowych potwierdziły słuszność tej koncepcji, a uzyskane wyniki dla niektórych pochodnych przedstawiono w tabeli:
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Badania na modelu zwierzęcym nowotworu sutka u myszy szczepu C3H oraz mięsaka płuca myszy szczepu BalbC potwierdziły wyniki uzyskane in vitro dla linii komórkowych. Od 1996 r. prowadzona jest I faza badań klinicznych z zastosowaniem PP(AA)2Arg2 w leczeniu pierwotnych i przerzutowych nowotworów skóry, płuc, krtani oraz niektórych nowotworów ginekologicznych. Badania kliniczne potwierdziły nietoksyczność tych związków dla organizmu ludzkiego, dobrą retencję w tkance nowotworowej oraz szybkie wydalanie ze zdrowej skóry. 

Uzyskano pozytywne efekty kliniczne przy podaniu śródtkankowym, a w bardziej rozległych zmianach przy podaniu dożylnym, mieszaniny trzech pochodnych : PP(Ala)2Arg2, PP(Ser)2Arg2 i PP(FAla)2Arg2 w stosunku 1:1:2. Preparat ten jest wdrażany do produkcji przemysłowej i będzie nosił handlową nazwę Sensiphyrin.

Fotosensybilizatory ftalocyjaninowe

Obok fotosensybilizatorów, będących pochodnymi porfiryny, drugą najlepiej przebadaną grupą barwników są dalsze krewne porfiryn - ftalocyjaniny (Pc) i naftocyjaniny (Npc) oraz ich metaliczne pochodne. Istnieje wiele prac poświęconych ftalo- i naftocyjaninom Zn, Al, Ga, Si, a nawet Sn.

Ponieważ wszystkie te związki są nierozpuszczalne w wodzie, większość badań dotyczy ich sulfopochodnych zarówno Pc, jak i Npc. Każda cząsteczka Pc ma cztery pierścienie fenylowe, a Npc cztery pierścienie naftylowe, do których łatwo można przyłączyć grupy sulfonowe SO3H-, tworząc związki mniej lub bardziej hydrofilowe, w zależności od ilości tych grup. Badając mono-, di, tri- i tetra-sulfo-Pc lub Npc, można śledzić zależność między stopniem hydrofilności a lokalizacją fotosensybilizatora w różnych organellach wewnątrzkomórkowych. I tak np. niesulfonowane, hydrofobowe Pc lub Npc wbudowano w lizosomy w celu zwiększenia pochłaniania tych fotosensybilizatorów na drodze endocytozy. W badaniach in vitro dla kilku NPc wykazano lepsze własności fotosensybilizujące, niż dla HpD i Photofrin II. W przypadku zsulfonowanych pochodnych Pc i Npc, na ich własności fotouczulające wpływa stopień zsulfonowania. W roztworach zarówno Pc, jak i Npc, tak jak porfiryny ulegają agregacji. Tendencja do agregacji maleje wraz ze wzrostem hydrofilności, co związane jest z ilością grup sulfonowych.

W badaniach prowadzonych na liniach komórkowych wykazano, że mimo agregacji mono- i disulfoftalocyjaniny Ga, Zn, Al są znacznie efektywniejszymi fotosensybilizatorami niż tri- i tetrasulfopochodne.

Badania w mikroskopie fluorescencyjnym wykazały, że po 24 godzinach inkubacji w środowisku zawierającym albuminy nisko zsulfonowane Pc dają jednolity obraz fluorescencji w cytoplazmie. Poza tym zauważono, że mono- i disulfoftalocyjanina cynkowa lub glinowa (ZnPcS2, AlPcS2) cechują się wyższą wydajnością reakcji fotodynamicznej, niż ich tri- i tetrasulfopochodne (ZnPcS4 i AlPcS4). Stosowanie wyższych dawek energii, np. rzędu 135 J/cm2, pozwalało na obserwację efektu fotowybielania ZnPc; natomiast AlPcS4 podczas naświetlania ulegała relokalizacji i intensywność jej fluorescencji początkowo wzrastała, a następnie malała. W zależności od ilości grup SO3H-, pochodne Pc i NPc są bardziej lub mniej hydrofilowe i mogą być przyswajane w różnych mechanizmach. Pochodne PcS3 i PcS są hydrofilowe, w związku z czym pochłaniane są głównie w mechanizmie pinocytozy, a następnie kumulowane w dużych ilościach w różnych organellach (jednakże w czasie reakcji PDT mogą ulegać relokalizacji). Podobne zjawiska obserwowano również dla tetrasulfo-tetrafenyloporfiryn (TPPS4). Na relokalizację barwnika wewnątrz komórki podczas naświetlania ma wpływ kilka czynników, przede wszystkim stan fizjologiczny komórki, a także użycie dużej dawki energii w jednym naświetlaniu. Należy zaznaczyć, że relokalizację barwników obserwowano tylko w komórkach proliferujących, natomiast nie stwierdzono jej w komórkach będących w stanie spoczynku. Takie przemieszczenie barwnika wewnątrz komórki związane jest często z przesunięciem pasma absorpcji w kierunku fal długich nawet o 10-15nm. Obserwacja ta jest ważna, ponieważ przy stosowaniu monochromatycznych źródeł światła (lasery) można wyjść poza obszar ich emisji. Źródła lampowe nie mają takich ograniczeń. Fotosensybilizatory hydrofilowe pochłaniane są w mechanizmie pinocytozy, a hydrofobowe w mechanizmie endocytozy, najczęściej w kompleksach z LDL. W komórkach o wysokiej aktywności mitotycznej, wykazujących obniżone pH, lizosomy mogą działać jako pułapka dla lokujących się w nich barwników. Dotyczy to głównie barwników mających charakter słabych zasad, takich jak błękit metylenowy, 4-N- metylo-pidoloporfiryna (T4MP4P) oraz barwników anionowych, takich jak TPPS4, PcS4. Z powodu protonacji tych substancji zwiększa się ich gradient stężeniowy w lizosomach. Ponieważ lizosomy mają pH rzędu 5 (a więc zwiększone stężenie protonów), będą się w nich lokalizować wszystkie barwniki o charakterze protonoakceptorów - a więc anionowe. Natomiast w obojętnym środowisku cytoplazmy będą się gromadzić barwniki nie wykazujące ładunku. Redystrybucja fotosensybilizatorów związana jest z uwalnianiem ich z lizosomów do cytoplazmy. Cechy redystrybucji stwierdzono jedynie w szybko rosnących komórkach, nie wykryto jej w komórkach będących we wczesnej fazie stacjonarnej. Przemieszczaniu się fotosensybilizatorów między organellami wewnątrzkomórkowymi towarzyszą zawsze przesunięcia w widmie absorpcji, wzbudzenia i fluorescencji oraz nawet 2,5-krotny wzrost intensywności luminescencji. Wypływ fotouczulaczy z tych organelli powoduje przesunięcie ich w okolice jądra komórkowego, które może zostać uszkodzone. Jednocześnie z uszkodzonych lizosomów uwalniają się do cytoplazmy enzymy lityczne, które również mogą uczestniczyć w niszczeniu komórki. Przeciekanie membran lizosomalnych prowadzi do uwalniania do cytoplazmy żywych kwaśnych hydrolaz. Ma to miejsce natychmiast po naświetlaniu. Uwalnianie hydrolaz obserwowano głównie w komórkach o pinocytotycznej aktywności. Fotouczulacze ftalocyjaninowe i naftalocyjaninowe dają jednak długotrwałe uczulenia skóry na światło oraz mogą wykazywać hepatoksyczność, co jest poważnym ograniczeniem w stosowaniu ich na szeroką skalę.

Kwas 5-aminolewulinowy jako prekursor fotosensybilizatorów porfirynowych

Efekt uczulania skóry i innych tkanek można obserwować nie tylko po podaniu fotosensybilizatora, ale również w wyniku zaburzenia syntezy endogennych barwników porfirynowych. Porfiryny są jedynymi fotouczulaczami całkowicie syntezowanymi wewnętrznie, a zaburzenia w ich syntezie mogą prowadzić do gromadzenia się w tkankach różnych związków światłoczułych powstających podczas syntezy hemu i innych hemoprotein. Zjawisko takie obserwujemy w różnych rodzajach porfirii. Jest to grupa schorzeń, w których na skutek zaburzenia prawidłowej syntezy hemu dochodzi do nadmiernego gromadzenia się w tkankach różnych pochodnych porfirynowych. Wywołuje to zazwyczaj ostrą lub przewlekłą nadwrażliwość na światło.

Biologiczna rola cyklicznych tetrapiroli i ich metalokompleksów związana jest z ich zdolnością do pośredniczenia w biologicznych reakcjach utleniania. Chelatując wewnątrz pierścienia porfirynowego metale przejściowe mogące zmieniać swoją wartościowość, metaloporfiryny mogą kontrolować przejścia elektronowe i zwiększać wydajność reakcji red-ox. Z tych powodów istnieje pogląd, że porfiryny odegrały ważną rolę w powstaniu życia na Ziemi, co może potwierdzać fakt, że zostały one znalezione w skamielinach i skałach prekambryjskich.

Chociaż porfiryny są produkowane we wszystkich komórkach ssaków, to podstawowa ich synteza przebiega w szpiku kostnym i w wątrobie. Synteza hemu składa się z ośmiu enzymatycznie sterowanych etapów, z których pierwszy i trzy ostatnie przebiegają w mitochondriach, a pośrednie cztery w cytosolu, jak to przedstawiono na rycinie. Pierwszym etapem jest kondensacja glicyny z bursztynylo-CoA, katalizowana przez syntazę 
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ALA (ALAS), w wyniku której powstaje kwas 5-aminolewulinowy (ALA). Reakcja ta wymaga udziału fosforanu pirydoksalu jako kofaktora. Jest to etap limitujący szybkość biosyntezy hemu, kontrolowany w sprzężeniu zwrotnym z wewnątrzkomórkowym zasobem hemu. Synteza ALA zachodzi w mitochondriach. Następnie kwas zostaje aktywnie przetransportowany do cytoplazmy. W cytoplazmie dwie cząsteczki ALA są kondensowane i ulegają cyklizacji pod wpływem dehydratazy ALA (ALAD), tworząc pierwszy i jedyny fizjologiczny monopirol - porfobilinogen (PBG). Cztery cząsteczki PBG ulegają kondensacji pod wpływem deaminazy PBDG (w sposób "głowa do ogona"), tworząc liniowy tetrapirol - hydroksymetylobilan. Ten z kolei ulega izomeryzacji i cyklizacji pod wpływem kosyntazy uroporfirynogenu III, urogenu III S lub izomerazy (część złożonego systemu znanego jako PBGaza). Przy braku lub słabej aktywności izomerazy hydroksymetylobilan może spontanicznie cyklizować dając urogen I, który nie jest biologicznie aktywny i może się kumulować w tkankach w warunkach patologicznych. Ostatni enzym cytozolowy, dekarboksylaza urogenowa (uro-I) przeprowadza etap dekarboksylacji grup octanowych łańcuchów bocznych urogenu III (i I) do grup metylowych, co daje odpowiednie związki przejściowe z siedmioma, sześcioma, pięcioma, a w końcu czterema grupami karboksylowymi, znany jako koproporfirynogen (koprogen). Następne reakcje przebiegają znów w mitochondriach, gdzie oksydaza koproporfirynogenu (CPGaza) katalizuje oksydacyjną dekarboksylację dwóch z czterech łańcuchów bocznych w pozycji 2 i 4 pierścienia pirolowego koprogenu III do grup winylowych, dając protoporfirynogen IX (protogen IX). Oksydaza protogenowa (protogen-ox), wewnętrzny enzym mitochondrialny utlenia protogen IX do protoporfiryny IX.

Ostatnim etapem syntezy hemu jest wprowadzenie jonu żelaza Fe+2 do wnętrza pierścienia protoporfiryny IX, który to etap jest katalizowany przez enzym macierzy (matrix) mitochondrialnej - ferrochelatazę. Kompleks Fe+2 i protoporfiryny IX (PPIX) związany z różnymi proteinami tworzy różne związki biologicznie czynne, takie jak hemoglobina, mioglobina, cytochromy, katalaza, peroksydaza, pirolaza tryptofanowa. Życie komórek i całego organizmu jest istotnie zależne od syntezy i metabolizmu związków porfirynowych. Prawie wszystkie komórki ssaków, z wyjątkiem dojrzałych erytrocytów, posiadają zdolność syntezy hemu. 

Przy dodaniu egzogennego ALA protoporfiryna IX może być kumulowana w komórkach z powodu przekroczenia wydolności ferrochelatazy. W guzach nowotworowych aktywność ferrochelatazy jest obniżona w stosunku do tkanek zdrowych, tak więc PPIX kumuluje się w tkankach nowotworowych z pewną dozą selektywności. 

Ponieważ PPIX jest znana jako niezły fotosensybilizator, postanowiono wykorzystać ten efekt w fotodynamicznej metodzie diagnostyki i terapii nowotworów. 

Malik i Lugacci w 1987 r. pierwsi uzyskali fotouczulenie nowotworów przez podanie egzogennego ALA. Maksymalne stężenie PPIX osiąga się 1 - 6 godzin po podaniu ALA. W 1990 r. Kennedy i Pottier po raz pierwszy zastosowali PDT opartą na podaniu egzogennego ALA u człowieka. ALA jest często stosowany w leczeniu nowotworów skóry, takich jak raki podstawnokomórkowe (BCC), raki kolczystokomórkowe (SCC) oraz w diagnostyce raków pęcherza, przewodu pokarmowego i płuc. ALA wykazuje własności hydrofilowe i niełatwo przechodzi przez nieuszkodzoną skórę oraz przez błony komórkowe. Potrzebne jest więc jego duże stężenie, aby uzyskać terapeutyczne stężenie PPIX w guzie.

Guzy skóry, których grubość przekracza 2-3 mm, po miejscowym podaniu ALA nie wykazują obecności PPIX w całej objętości, ponieważ ALA nie dociera do podścieliska guza. Przeprowadzono więc badania nad lipofilowymi pochodnymi ALA. Bardziej lipofilne są estry (np.: metylowy, etylowy, propylowy, heksylowy, heptylowy i oktylowy). 

Dlatego też łatwiej penetrują one błony komórkowe, głębiej wnikając w guzy niż sam ALA.

Dzięki aktywności esterazy następuje hydroliza estrów i zostaje uwolniony ALA. Prace opublikowane w ostatnich latach wykazały, że po jednoczesnym podaniu egzogennego kwasu aminolewulinowego (ALA) i inhibitora ferrochelatazy stężenie PPIX w tkankach nowotworowych gwałtownie rośnie i efekty uzyskane w wyniku działania PDT będą znacznie lepsze. Po podaniu ALA i inhibitorów ferrochelatazy spowodowano śmierć komórek w mechanizmie apoptozy m.in. w raku piersi, prostaty czy szyjki macicy. Problem w tym, że najefektywniejsze z dotychczas znanych inhibitorów ferrochelataz to sole ołowiu, które wykazują dużą toksyczność dla organizmów żywych.

Fotouczulacze mogą być podawane w różny sposób w zależności od lokalizacji nowotworu. Jeśli chcemy badać narządy wewnętrzne lub duże zmiany na skórze, fotouczulacz podaje się zwykle w iniekcji dożylnej i monitoruje, po 24 godzinach od podania, za pomocą lasera z cienkim światłowodem sprzężonego z aparaturą endoskopową. Jeśli zmiany mają postać guzków na skórze, lek można podać śródtkankowo. Przy płaskich zmianach na skórze, zewnętrznych narządach płciowych, śluzówce jamy ustnej bądź w zewnętrznej części oka lek podaje się w postaci maści z zawartością fotouczulacza w stężeniu 3-5% lub z zawartością kwasu aminolewulinowego o stężeniu od 10-15%. Badanie powinno być wykonane parę godzin po posmarowaniu maścią.

Zastosowania

Elektroforeza DNA w żelu agarozowym


Agaroza - polisacharyd rozpuszczony w roztworze wodnym tworzy stały żel. 
Próbki DNA są umieszczane w kieszonkach formowanych w żelu, włączane jest żródło prądu i DNA może się przemieszczać poprzez żel w osobnych ścieżkach.
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Kiedy poddamy żel działaniu pola elektrycznego w obecności buforu, który przewodzi prąd elektryczny, fragmenty DNA migrują w żelu w kierunku elektrody dodatniej ( DNA ma silny ładunek ujemny) z szybkością zależną od ich wielkości i kształtu.
Proces ten może być zatem wykorzystywany do rozdzielenia mieszaniny fragmentów DNA o różnej wielkości. 
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Małe liniowe fragmenty poruszają się szybciej niż większe, których ruch jest silniej hamowany przez plątaninę włókien agarozy tworzących żel. 
Szybkość, z jaką przesuwa się w żelu cząsteczka DNA jest odwrotnie proporcjonalna do jej masy cząsteczkowej. Umieszczenie w niektórych studzienkach fragmentów DNA o znanej wielkości pozwala na dokładny pomiar masy cząsteczkowej badanych fragmentów. 
Dodany barwnik ( najczęściej bromek etydyny) także migruje i jego ruch pozwala na śledzenie przebiegu elektroforezy. Barwnik ten, po związaniu z DNA fluoryzuje w świetle UV. 


[image: image23.jpg]Lo e
A ANV al

ooty

0




Związany z DNA bromek etydyny fluoryzujący w świetle UV 
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Mini - Prep 48
Urządzenie służące do rozdzielania DNA za pomocą bakteryjnych enzymów restrykcyjnych. Używa się go zarówno przy automatycznej fluorescencji oraz manualnym sekwencjonowaniu. Brak etapu odwirowywania pozwala na bezpośrednie ładowanie i przetwarzanie nawet do 24 nieobrobionych kultur bakteryjnych. Uzyskuje się do 5ľg plazmidu pochodzącego z jednej kultury bakteryjnej. 

Aplikator reagentów
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Plasmid DNA izolowany przez Mini-Prep 48 charakteryzuje się wysoką czystością i jest wykorzystywany w automatycznym, fluorescencyjnym sekwencjonowaniu DNA. Obraz przedstawiony poniżej uzyskano z 1.0 ľg oczyszczonego plazmidu DNA użytego w cyklicznym sekwencjonowaniu barwnikiem fluorescencyjnym, którego rozdzielenie przeprowadzono w Mini Prep 48.. Obraz pochodzi z sekwenatora ABI 377. Dokładność odczytu szacuje się na 99%
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Obraz uzyskany na podstawie badania plazmidu DNA przez sekwenator ABI377 

Dotychczasowe próby kliniczne zastosowania metody fotodynamicznej u chorych na nowotwory ginekologiczne podążały głównie w trzech kierunkach: 

· leczenie wznów miejscowych (w pochwie i na sromie) pierwotnych nowotworów kobiecych narządów płciowych oraz zlokalizowanych tamże ognisk przerzutowych nowotworów innych narządów 

· wykrywanie i leczenie zmian przednowotworowych i nowotworów wczesnoinwazyjnych sromu i szyjki macicy 

· leczenie śródotrzewnowych wysiewów raka jajnika napromienianiem śródoperacyjnym

Pierwsze próby stosowania PDT w ginekologii onkologicznej dotyczyły leczenia wznów miejscowych nowotworów ginekologicznych po przebytym leczeniu konwencjonalnym oraz przerzutów innych nowotworów zlokalizowanych w narządzie rodnym. Jako fotouczulacza używano pochodnych hematoporfiryny HpD lub DHE podawanych dożylnie w dawce od 2,3 do 5 mg/kg. W zależności od lokalizacji zmian nowotworowych stosowano powierzchowne (skóra sromu i krocza), endoskopowe (ściany pochwy) czy też śródmiąższowe naświetlanie promieniami lasera w dawce 150-500 J/cm2. W przypadkach niedostatecznej odpowiedzi na początkowe leczenie chore poddawano powtórnym cyklom terapii. U chorych leczonych z założeniem radykalnym całkowitą regresję nowotworu, polegającą na wystąpieniu martwicy, a następnie zniknięciu guza różni autorzy obserwowali w 33-82% przypadków. Lepsze wyniki uzyskiwano w przypadkach guzów rosnących egzofitycznie i o stosunkowo niedużych rozmiarach. W przypadkach rozległych wznów nowotworowych zlokalizowanych w pochwie leczonych paliatywnie, w których nie udawało się całkowicie zniszczyć nowotworu, prawie zawsze uzyskiwano istotny efekt hemostatyczny oraz remisje trwające od 2,5 do 62 miesięcy. Wśród obserwowanych powikłań leczenia odnotowano lokalny obrzęk, rumień i martwicę oraz dolegliwości bólowe trwające do 48 godzin po naświetlaniu.

Drugim kierunkiem badań klinicznych w zakresie zastosowania metody fotodynamicznej w ginekologii onkologicznej jest wykrywanie i leczenie zmian przedrakowych oraz raka szyjki macicy i sromu. Pierwsze doniesienia z roku 1992 dotyczące leczenia przed- i wczesnoinwazyjnych raków szyjki macicy i sromu mówiły o 67% całkowitych remisji przy stosowaniu jako fotouczulacza pochodnych hematoporfiryny podawanych dożylnie. Mimo, iż wyniki te nie mogły konkurować z wynikami konwencjonalnego leczenia chirurgicznego, próby stosowania PDT we wczesnych przypadkach nowotworów szyjki macicy i sromu trwały nadal. Wprowadzenie fotouczulaczy II generacji stosowanych systemowo lub miejscowo oraz dobranie odpowiednich dawek światła laserowego wpłynęło na poprawę uzyskiwanych wyników.

Zachęcająca okazała się zwłaszcza możliwość leczenia tą metodą dysplazji oraz wczesnych raków sromu, które to stany z uwagi na częstą wieloogniskowość leczone są dotychczas metodą całkowitego wycięcia sromu, powodującą okaleczenie znacznego stopnia, co jest nieobojętne zwłaszcza dla młodych kobiet.

Najbardziej zaawansowane prace dotyczące leczenia dysplazji i przedinwazyjnego raka szyjki macicy prowadzone są przez klinicystów japońskich. Uzyskali oni u 29 chorych z rakiem in situ oraz u 17 z dysplazją szyjki macicy 96,4% całkowitych regresji. Pięć z tych kobiet urodziło następnie dzieci, a najdłuższy obserwowany okres remisji wyniósł 6 lat. Warto podkreślić, że PDT może być w przypadkach nawrotu zmian na szyjce macicy czy sromie wielokrotnie powtarzana, bez żadnych ujemnych skutków ubocznych.

Zastosowanie metody fotodynamicznej do śródoperacyjnego napromieniania śródotrzewnowych wysiewów raka jajnika jest próbą zwiększenia skuteczności leczenia operacyjnego skojarzonego z chemioterapią zaawansowanych postaci raka jajnika, która obecnie jest bardzo niska. Sindelar i De Laney zastosowali w 1991 r. śródoperacyjną PDT u 23 pacjentek, zaś w 1993 r u 54 dalszych chorych operowanych z powodu raka jajnika z wysiewem śródotrzewnowym. Jakkolwiek opisują oni uzyskiwane remisje oceniane klinicznie oraz negatywnymi wynikami badania cytologicznego popłuczyn otrzewnowych, to trudno stwierdzić, jaki był w nich udział samej operacji cytoredukcyjnej, a jaki PDT. Niestety, u sporego odsetka chorych (6-24%) wystąpiły ciężkie powikłania zastosowanej PDT, związane z uszkodzeniem leżących w jamie brzusznej narządów (perforacje jelita). 

W celu zwiększenia bezpieczeństwa metody, jak i dla zwiększenia głębokości penetracji światła do tkanki nowotworowej zaczęto stosować fotouczulacze II generacji - ftalocjaniny Pc oraz lasery generujące światło o długości fali 670 nm. Aby zwiększyć wybiórczość niszczenia komórek nowotworowych z jednoczesną ochroną tkanek otaczających, zaczęto łączyć ostatnio fotouczulacze z przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciw specyficznym antygenom nowotworowym. Cynkowa pochodna ftalocjaniny ZnPc sprzężona z przeciwciałami monoklonalnymi skierowanymi przeciw antygenowi Ca 125 jest wychwytywana wybiórczo przez komórki surowiczego raka jajnika. To połączenie metody fotodynamicznej z immunologiczną daje możliwość wielokrotnego zmniejszenia dawki światła laserowego użytego do napromieniania, zwiększa bezpieczeństwo metody i zmniejsza możliwość występowania powikłań leczenia. Jak dotąd trudno ocenić wyniki uzyskane tą metodą, gdyż leczono nią dotychczas pojedyncze przypadki.

MEDEIKONOS PDD/PDT.

Aparat PDD/PDT firmy Medeikonos jest zaawansowanym narzędziem badawczym łączącym zdolność wykrywania fluorescencji z terapią fotodynamiczną in vivo.

Duża powierzchnia diagnozowana i poddawana zabiegowi daje możliwość leczenia szerokiego zakresu powierzchniowych nieczerniakowych nowotworów skóry.

Medeikonos opracował metodę wykrywania bardzo niskiego poziomu fluorescencji protoporfiryny IX (PpIX) in vivo. Przykłady zastosowania:

- oznaczenie komórek nowotworowych przed operacją chirurgiczną;

- oznakowanie miejsc dla kontrolnej biopsji po terapii fotodynamicznej lub innych zabiegach;

- monitorowanie wielkości redukcji komórek nowotworowych w trakcie przeprowadzania powtarzanej PDT raka sromu;

- monitorowanie procesu fotowybielania.
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Fotografia powyżej pokazuje nowotwór podstawnokomórkowy (BCC) na górnej wardze. Kropki wskazują kliniczne oznaczenie tkanki przeznaczonej do wycięcia. Przed operacją chirurgiczną zastosowano kwas amino-lewulinowy (ALA), oraz wykonano obraz fluorescencyjny wskazujący wysoki poziom fluorescecji w dokładnie określonym miejscu.

Na podstawie obrazu fluorescencji wyznaczono nową linię odgraniczającą, obejmującą mniejszą powierzchnię do wycięcia (zdj. 3).

Na czwartym zdjęciu odgraniczenie to zostało sprawdzone przy użyciu funkcji rozszerzenia wartości granicznych, podświetlając anormalną fluorescencję. Uszkodzenie zostało usunięte. Całkowite usunięcie komórek nowotworowych zostało potwierdzone badaniem histopatologicznym.

Terapia fotodynamiczna PDT.
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Dzięki dużej powierzchni poddawanej zabiegowi PDT istnieje możliwość leczenia powierzchniowego raka podstawnokomórkowego i rogowacenia starczego. 

Użycie czerwonego światła odpowiadającego widmu absorpcji protoporfiny IX, ok. 635 nm. System stałej kontroli intensywności gwarantuje dostarczenie pacjentowi wybranej dawki. Monitorowane dane są przedstawione w formie łatwej do odczytania w czasie trwania zabiegu. Elastyczne ramię ułatwia ustawienie źródła światła nad miejscem, które ma być poddane zabiegowi. 

Pozostaje ono stabilne przez cały czas trwania zabiegu.
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Emisja widma urządzenia Medeikonos PDT jest zbliżona do widma absorpcji protoporfiny IX (PpIX). Ostatni wykres wskazuje obliczoną energię wchłoniętą w PpIX.

Poszczególne etapy zabiegu PDT.
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1. Aplikacja.

ALA jest nakładany cienką warstwą na nowotwór i tkankę otaczającą, aby upewnić się że cała tkanka zmieniona pokryta jest ALA. 

2. Akumulacja.

Na miejsce pokryte ALA nakładany jest opatrunek odcinający działanie światła w celu zabezpieczenia tego obszaru przed światłem i fizycznym uszkodzeniem, co umożliwia penetrację ALA wewnątrz komórek nowotworowych i akumulację czynnika aktywnego. 

3. Naświetlanie.

Po 3-4 godzinach obszar poddawany zabiegowi jest naświetlany przez ok. 15 minut. 

4. Tworzenie się rany.

Wynikiem zabiegu jest powierzchowna rana w obszarze nowotworowym. Ważne jest, aby ochronić ten obszar przed światłem przez ok. 48 godzin po naświetlaniu w celu uniknięcia wtórnej reakcji fotodynamicznej. 

5. Gojenie.

Rana normalnie zabliźnia się w ciągu jednego do trzech tygodni. W tym czasie ważne jest, aby nie dopuścić do infekcji i zapewnić dobry rezultat kosmetyczny.

Poszczególne etapy procesu fotodynamicznego.
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1. Aplikacja.

Kwas 5-aminolewulinowy (ALA) jest aplikowany na skórę, penetruje obszar nowotworu i jest wchłaniany przez komórki. Synteza hemu jest normalnie blokowana w zdrowych komórkach ale egzogeniczny ALA rozpoczyna ten proces w komórkach naskórka. 

2. Akumulacja.

Po kilku godzinach protoporfiryna (PpIX) zostaje zakumulowana w tym obszarze ze znacząco wyższą koncentracją w komórkach nowotworowych w porównaniu ze zdrową tkanką otaczającą komórki zmienione. 

3. Naświetlanie.

PpIX wrażliwe na światło są naświetlane czerwonym światłem o dł. fali 635 nm. Energia zaabsorbowana przez PpIX jest przekazywana do otaczających ją molekuł, przekształcając ją w wysokoreaktywne składniki, które inicjują reakcję cytotoksyczną. 

4. Formowanie się rany.

Komórka nowotworowa ginie w wyniku wewnątrzkomórkowej, fotochemicznej reakcji cytotoksycznej. Efekt fotodynamiczny jest bardziej znaczący w komórkach nowotworowych, niż w otaczających je zdrowych tkankach z uwagi na wyższą koncentrację PpIX w komórkach nowotworowych. 

5. Gojenie.

Rana będąca wynikiem zabiegu występuje tylko w warstwie naskórka i zabliźnia się stosunkowo szybko. Przez jakiś czas po zabliźnieniu się rany może utrzymywać się lekkie zaczerwienienie lub hiperpigmentacja. Rezultat kosmetyczny metody PDT jest dobry.

MEDEIKONOS PDT CREAM PAD -  jest unikalnym produktem do aplikacji kremu 5-amino-lewulinowego.
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Dzięki podkładce Medeikonos PDT Cream Pad odpowiednia ilość kremu może być aplikowana w prosty i znormalizowany sposób. 

Medeikonos PDT Cream Pad jest wyposażony w warstwę chroniącą skórę przed nieumyślną ekspozycją na światło. 

Elastyczny materiał ułatwia umieszczenie i zapewnia odpowiedni kontakt skóry z kremem.

DANE TECHNICZNE
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Meaximum treatment area 10x10 cm
Dose range 10 -150 I/em?
Intensity range 40 ~100mW/cm*
Meximum light intensity variation A15%
Wavelength interval 580 - 680 nm
Weight 110 kg

Voliage 230V AC, 50Hz

Curtent consumption 6A




BioStimul
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BioStimul - fotodynamiczne urządzenie o szerokim zastosowaniu leczniczym, do użytku domowego.

Fotodynamiczna zasada działania polega na przyjmowaniu, odkładaniu i oddawaniu przez światło (w tym urządzeniu czerwonych diod LED) elektronów specjalnych, określanych jako pigmenty struktur molekularnych, elektromagnetycznie przekazywanej energii.

Takie procesy, zwane też fotooksydacją, są (zarówno pod względem ich działania fizykalnego jak i biologicznego) zbadane i naukowo opisane. Fotooksydację można zatem uważać jako ostatni stopień w szeregu fotodynamicznych molekularnych procesów aktywizujących. Powoduje ona, że molekuła donarowa oddaje jeden elektron akceptorowi elektronowemu. Przez tę fotooksydację – przebiegająca przeważnie na mitochondrialnych błonach, dochodzi ostatecznie do wytworzenia się ATP, będącym budulcem, potrzebnym dla energetycznego utrzymania przemiany materii, – a tym samym do niżej wymienionych indykacji o szerokim zastosowaniu.
Zastosowanie lecznicze:

Łuszczyca, alergie, egzemy, 

Trądzik i inne choroby skóry 

Wypadanie i porost włosów 

Grzybice skórne 

Zmarszczki 

Cellulitis 

Rany, odleżyny 

Oparzenia 

Pajączki 

Blizny 

Rozstępy skóry 

Świąd krocza, wysypki skórne, świąd 

Odmłodzenie skóry 

Opuchlizny kończyn dolnych 

Zmęczenie i ból nóg 

Zerwanie, zapalenie ścięgien 

Problemy z menstruacją 

Bóle gardła, migdałki 

Bóle zębów 

Krwawienie z nosa 

Brak apetytu 

Zapalenie ucha, bóle uszu 

Brak apetytu 

Zapalenie piersi, brodawki piersi

Reumatyzm, artretyzm, 

Zwyrodnienia stawów i kręgosłupa 

Bóle kręgosłupa i narządów ruchu 

Choroba Parkinsona 

Cukrzyca 

Migrena 

Silne bóle głowy 

Niepłodność 

Nocne moczenie 

Zapalenie nerwu trójdzielnego 

Prostata 

Przeziębienia 

Depresja, strach 

Klimakterium 

Nadciśnienie 

Niskie ciśnienie 

Astma 

Żylaki, zapalenie żył 

Dna 

Hemoroidy 

Podniesienie odporności 

Półpasiec 

Zapalenie piersi, brodawki piersi 

Zaparcia 

Złamania kości, uszkodzenie tkanek

Lampę BioStimul wykorzystujemy w dwojaki sposób:

 - Działając bezpośrednio na chore miejsce, lub nad chorym organem

 - Działając na punkty akupunkturowe (wg załączonej instrukcji).
Producent lampy BioStimul - Firma BIOTHERAPY - Czechy.

Dane techniczne:

Typ światła                        : spolaryzowane

Długość fali                       :  626 nm +/- 18

Stopień polaryzacji            : 95%

Natężenie światła               : 50mV

Powieżchnia naświetlania  : 30x50 mm

 Wyłącznik czasowy           : 5 min

Waga lampy                        :150 g

Zasilanie                              : 230V 50Hz

Moc                                     : 4W

Zasilacz                               : 230V/9V 320mA
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"Fotodynamiczna metoda rozpoznawania i leczenia nowotworów" pod redakcją A. Graczyk (współautorzy m.in. Z. Mierczyk, M. Kwaśny), D.W. Bellona, Warszawa 1999.
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