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Cancerele cutanate non-melanocitare sunt în prezent cele mai frecvente tipuri de cancere 

la populaţia caucaziană; incidenţa lor a crescut constant în întreaga lume în ultimele  

decenii în contextul agresiunii actinice şi a creşterii expunerii la alţi carcinogeni, cu 

variaţii geografice în funcţie de climă, expunerea la soare şi fototip cutanat. Incidenţa în 

creştere a carcinoamelor cutanate a dus la dezvoltarea unor noi forme de tratament cu 

rezultate estetice şi funcţionale cât mai bune. 

În prezent opţiunile terapeutice pentru carcinoamele bazocelulare sunt: chirurgia, 

crioterapia, radioterapia, tratamentul topic cu 5-fluorouracil sau Imiquimod şi terapia 

fotodinamicǎ; alegerea metodei terapeutice depinde de localizarea leziunii, mǎrimea, 



tipul clinic, precum şi de preferinţa pacientului şi asocierile morbide, ţinând cont, pe de o 

parte, de necesitatea asigurării unei cure radicale şi, pe de altă parte, de necesitatea 

asigurării unui aspect estetic satisfăcător. 

Terapia fotodinamicǎ  reprezintǎ o metodǎ relativ nouă în tratamentul carcinoamelor 

cutanate care utilizeazǎ agenţi de fotosensibilizare activaţi prin iradiere cu luminǎ la o 

lungime de undǎ corespunzǎtoare pentru a induce moartea unor anumite tipuri de celule, 

prin formarea oxigenului în stare de singlet şi a altor radicali activi citotoxici. 

Teza este alcatuită din două părți: partea teoretică și partea de contribuţii personale. În partea 

teoretică am realizat o sinteză a datelor din literatură, iar partea specială este structurată în 

două capitole: un studiu experimental şi un studiu clinic. 

În cadrul studiului experimental am testat activitatea fotodinamică a 4 substanţe 

fotosensibilizante  pe culturi primare de keratinocite şi celule carcinomatoase umane – 5-

ALA - acidul 5-aminolevulinic; TSPP - 5,10,15,20-tetra-(p-sulfonato-fenil) porfirina; 

TMP -  5,10,15,20-tetra-(p-metoxifenil) porfirina şi compusul său cu zinc (Zn-TMP). De 

asemenea am testat o substanţă nouă, chitosan, urmărind efectul administrării 

concomitente a chitosanului cu agenţii fotosensibilizanţi asupra culturilor celulare 

iradiate. 

În al doilea capitol al părţii speciale am efectuat un studiu clinic comparativ între terapia 

fotodinamică şi excizia chirurgicală în tratamentul carcinoamelor bazocelulare cu 

aprecierea ratei de răspuns la tratament, precum şi a aspectului estetic postterapeutic 

 

STUDIU EXPERIMENTAL – TESTAREA PORFIRINELOR PE CULTURI 

PRIMARE DE KERATINOCITE UMANE ŞI CELULE CARCINOMATOASE 

Scopul cercetării 

Studiul îşi propune evaluarea activităţii fototoxice a unor biocompozite multifazice cu 

porfirine şi chitosan, cu posibile aplicaţii în terapia fotodinamică a cancerelor cutanate. 

Experimentele au fost realizate în cadrul unui program cercetare de excelenţă CEEX  nr. 

102/2006 intitulat “Biocompozite cu porfirine cu aplicabilitate în terapia fotodinamică a 

tumorilor maligne cutanate - PORFIDERM”, în colaborare cu Institutul Naţional de 

Cercetare - Dezvoltare pentru Chimie şi Petrochimie Bucureşti şi Institutul Naţional de 

Cercetare - Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice şi Moleculare Cluj Napoca. 

Experimentele au fost efectuate în Laboratorul de Cercetare al Clinicii Dermatologie Cluj 

Napoca, în colaborare cu Laboratorul de Cercetare al Institutului Oncologic „Ion 



Chiricuţă” Cluj Napoca şi Catedra de Fiziologie a Universităţii de Medicină şi Farmacie 

„Iuliu Haţieganu” Cluj Napoca. 

Material şi metodă 

S-au utilizat ca fotosensibilizanţi acidul 5-aminolevulinic (5-ALA), 5,10,15,20-tetra-(p-

sulfonato-fenil)-porfirina(TSPP),5,10,15,20-tetra-(p-metoxifenil)porfirina (TMP) şi  

compusul sǎu cu zinc (Zn-TMP). Testările in vitro s-au realizat pe culturi celulare 

tumorale primare obţinute de la pacienţi cu carcinoame bazocelulare şi pe culturi primare 

de keratinocite, obţinute din biopsii de tegument normal, utilizând compuşi 

fotosensibilizanţi (FS), chitosan şi FS asociaţi cu chitosan. Toţi FS utilizaţi în studiu au 

fost testaţi pentru citotoxicitatea lor in absenţa luminii (toxicitate la întuneric) şi după 

iradiere (fototoxicitate). Viabilitatea a fost evaluată prin testul cu MTS (3-4,5-

dimetiltiazol-2-yl-5-3-carboximetoxifenil-2-4-sulfofenil-2H-tetrazolium). 

Maniera propusǎ de noi pentru a detecta modificǎrile în morfologia celularǎ consecutive 

tratamentului cu FS este printr-o metodǎ imunocitochimicǎ – cu Anexina V – FITC, 

procedeu utilizat într-o varietate de sisteme celulare. Am utilizat pentru acest test kitul de 

apoptozǎ Annexin V- FITC de la BD Biosciences care conţine anexina V recombinantǎ 

conjugatǎ cu FITC ( izotiocianat de fluoresceinǎ).  

Rezultate 

Pe culturile primare de keratinocite nu s-a înregistrat efect fototoxic pentru nici una dintre 

substanţele testate; pe culturile primare de celule carcinomatoase am obţinut efect 

fototoxic pentru toate cele 4 substanţe fotosensibilizante, dependent de doza de 

fostosensibilizant şi de doza de iradiere. Timpul de incubare a fost diferit: 4 ore pentru 5-

ALA şi 24 ore pentru TSPP, TMP şi Zn-TMP. Efectul fototoxic a fost mai intens pentru 

Zn-TMP comparativ cu TMP. 

În urma expunerii celulelor carcinomatoase la diferite diluţii de chitosan (0,01 mg/ml, 

0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml), rezultatele obţinute au arătat că 

acest compus nu este toxic la concentraţii mai mici de 0,5 mg/ml, viabilitatea celulară 

fiind peste 90%. Am utilizat pentru acest experiment concentraţia de 0,5 mg/ml. Pe 

culturile primare de celule carcinomatoase, administrarea asociată a chitosanului cu 

substanţele fotosensibilizante a dus la o creştere a supravieţuirii celulare după expunere la 

lumină în medie cu 20% comparativ cu aceleaşi concentraţii de fotosensibilizator fără 

chitosan (efect citoprotector). 



Dupǎ însămânţarea pe lame de cultură speciale a celulelor carcinomatoase, tratare cu 

substanţe fotosensibilizante şi expunere la luminǎ roşie, procentul celulelor apoptotice 

creşte direct proporţional cu doza de substanţǎ fotosensibilizantǎ pe liniile de celule 

carcinomatoase – fig.1.  

 

Figura 1. Celule carcinomatoase primare incubate cu TMP şi Zn-TMP şi iradiate cu 

lumină roşie – 6 J/cm
2
.  

A şi D: grupul de control (celule fără fotosensibilizant); 

B şi C: celule incubate cu TMP şi Zn-TMP (concentraţia de 5 µg/ml şi iradiate); 

E şi F: celule incubate cu TMP şi Zn-TMP (concentraţia de 50 µg/ml şi iradiate). 

Concluzii   

1. Tipurile de celule studiate prezintă un răspuns diferit: pe culturile primare de 

keratinocite nu s-a înregistrat efect fototoxic pentru nici una dintre substanţe, 

fenomen explicat probabil prin selectivitatea substanţelor fotosensibilizante de a 

se concentra preferenţial în celulele tumorale.  

2. Pe culturile primare de celule carcinomatoase, toate porfirinele testate (5-ALA, 

TSPP, TMP şi Zn-TMP) au exercitat efect fototoxic dependent de doza de 

fotosensibilizant administrată precum şi de doza de iradiere. 

3. Administrarea asociată a chitosanului cu substanţele fotosensibilizante a dus la o 

creştere a supravieţuirii celulare în medie cu 20% după expunere la lumină 

comparativ cu aceleaşi concentraţii de fotosensibilizator fără chitosan (efect 

citoprotector), deci chitosanul nu reprezintă un adjuvant în terapia fotodinamică a 

tumorilor cutanate. 



4. În urma incubării cu fotosensibilizanţi şi expunere la lumină roşie, moartea 

celulelor tumorale se produce în două moduri: prin apoptoză sau necroză; pentru 

porfirinele testate s-a produs moartea celulară prin apoptoză, procentul celulelor 

apoptotice crescând într-o manieră dependentă de doza de fotosensibilizant 

administrată.  

5. Rezultatele acestui studiu in vitro pot fi utilizate în clinică pentru îmbunătăţirea 

tramentului carcinoamelor bazocelulare sau altor afecţiuni tumorale cutanate. 

 

STUDIU CLINIC COMPARATIV ÎNTRE TERAPIA FOTODINAMICĂ ŞI CURA 

CHIRURGICALĂ ÎN TRATAMENTUL CARCINOMULUI BAZOCELULAR 

Scopul acestui studiu este de a stabili eficacitatea şi avantajele terapiei fotodinamice 

versus excizie chirurgicală în tratamentul carcinoamelor bazocelulare. 

Material şi metodă 

Am efectuat un studiu prospectiv, randomizat, comparativ între terapia fotodinamică cu 

acid 5-aminolevulinic (5-ALA) şi tratamentul chirurgical al carcinoamelor bazocelulare. 

72 pacienţi cu 94 carcinoame bazocelulare au fost incluşi în studiu în perioada noiembrie 

2008 – iulie 2010 şi urmăriţi până în decembrie 2010.  

Rezultate 

În total, au fost trataţi 72 pacienţi cu 94 carcinoame bazocelulare: 32 pacienţi cu 48 

carcinoame bazocelulare au fost trataţi prin terapie fotodinamică, iar la 40 pacienţi cu 46 

carcinoame s-a efectuat excizie chirurgicală. Caracteristicile pacienţilor au fost similare 

între cele două grupuri tratate  şi sunt redate în tabelul 1.  

Caracteristici                              Grup A (PDT)                   Grup B (chirurgie) 

1. Sex   M/F                                 17/15                                   21/19 

2. Vârsta medie                           65 (51-85)                           66 (49-90) 

3. Fototip cutanat  

I                                                     3                                           3 

II                                                   21                                        19 

III                                                 12                                         13 

IV                                                   1                                          1 

4. Localizare leziuni 

Faţă/scalp                                      21                                       20 

Gât/trunchi                                    24                                       24 

Membre                                         3                                          2 

5. Număr leziuni/pacient 

1 leziune                                      21                                         33 

2 leziuni                                        7                                            5 

3 leziuni                                        3                                            1 



4 leziuni                                        1                                            1  

6. Forma clinică 

superficial                                    31                                         29 

nodular                                         17                                         17                              

 

Tabelul 1. Caracteristicile pacienţilor incluşi în studiu. 

 

Urmărirea mediană a fost 12 luni pentru ambele grupuri tratate, cu variaţii cuprinse între  

4 şi 26 luni de la iniţierea terapiei. În grupul tratat prin PDT rata de răspuns complet a 

fost 95,83% (46 cazuri din 48 tratate) cu o recidivă după 12 luni de la efectuarea celei de-

a 2-a şedinţe PDT şi un caz non-responsiv la tratament; în grupul tratat chirurgical rata de 

răspuns complet a fost 95,65% (44 cazuri din 46 tratate) cu o recidivă la 12 luni după 

excizia chirurgicală şi o excizie incompletă. 

Răspunsul cosmetic a fost net superior în favoarea terapiei fotodinamice versus excizie 

chirurgicală, atât din punctul de vedere al investigatorilor, cât şi al pacienţilor.  La 12 luni 

după tratament, din cele 48 cazuri tratate prin PDT 37 au prezentat un răspuns cosmetic 

excelent (77,08%), iar la 11 cazuri răspunsul cosmetic a fost evaluat ca bun (22,92%). 

Concluzii 

1. Rezultatele acestui studiu au demonstrat că PDT este la fel de eficientă ca 

tratamentul chirurgical, în ceea ce priveşte rata de răspuns complet la 12 luni 

(95,83% - PDT versus 95,65% - excizie chirurgicală). 

2. Din cele 48 cazuri tratate prin terapie fotodinamică, 43 cazuri au fost tratate prin 2 

şedinţe PDT, 3 cazuri au necesitat a 3-a şedinţă PDT, 1 caz a prezentat recidivă la 

12 luni după tratament, iar 1 caz a fost considerat non-responsiv. 

3. Din cele 46 cazuri tratate prin intervenţie chirurgicală, la 2 cazuri s-a practicat 

reexcizie (1 caz cu examen histopatologic cu margini de rezecţie pozitive şi 1 caz 

recidivat la interval de 1 an de la tratamentul chirurgical apreciat histopatologic ca 

excizat complet).  

4. PDT s-a dovedit a fi o metodă de tratament superioară chirurgiei în ceea ce 

priveşte aspectul estetic postterapeutic:  

- în grupul A 37 cazuri din cele 48 tratate prin PDT au prezentat un răspuns 

cosmetic excelent (77,08%); 

- în grupul B tratat chirurgical doar 3 cazuri au prezentat un răspuns excelent 

postterapeutic (6,52%); în acest grup majoritatea pacienţilor au prezentat un 

răspuns cosmetic moderat (47,82%). 
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Presently, nonmelanoma skin cancers are the most common malignancies among the 

caucasian population; their incidence has been constantly increasing worldwide due to 

ultraviolet and other carcinogens exposure, with geographic variations depending on 

climate, sunlight exposure and skin type. The annual growing incidence of cutaneous 

malignancies necessitated the development of new and more effective methods  of  

treatment, while assuring better cosmetic results and improving patient satisfaction.  

Therapeutic options for the local treatment of basal cell carcinomas (BCC) are: surgical 

excision, criotherapy, radiotherapy, 5-fluorouracil, Imiquimod and photodynamic 

therapy; the choice of treatment should be based on clinical type, tumour size and 

location, as well as patient‟s preference and morbid associations, taking into 

consideration the necessity of healing the tumour and a satisfactory esthetic result.  



Photodynamic therapy is a new method for the treatment of BCC which involves 

photosensitizing agents activated through visible light in order to produce singlet oxygen 

and other cytotoxic radicals that provoke tumour destruction.  

The paper consists of two parts: the theoretical and the personal contribution part. In the 

theoretical part we have made a synthesis of literature data; the personal contribution part is 

divided in two chapters: an experimental study and a clinical one. In the experimental study 

we have tested the photodynamic activity of four photosensitizing substances on primary 

human keratinocytes and carcinoma cell cultures: 5-ALA – 5-aminolaevulinic acid; TSPP -

5,10,15,20tetra-(p-sulphonatophenyl)porphyrin;TMP-5,10,15,20-tetra-(p- 

methoxyphenyl)porphyrin and its zinc compose, Zn-TMP. We have also tested a new 

substance, chitosan, observing the effect of combining the photosensitizer substances with 

chitosan on the iradiated cell cultures. In the second chapter of the personal contribution part 

we have made a clinical comparative study between photodynamic therapy and surgical 

excision in the treatment of basal cell carcinomas, appreciating the lesion complete remission 

rate to treatment and the cosmetic outcome posttherapeutic.  

 

EXPERIMENTAL STUDY – PORPHYRINS TESTING ON PRIMARY HUMAN 

KERATINOCYTES AND CARCINOMA CELL CULTURES 

The aim of this study was to evaluate the phototoxic activity of multiphasic biocomposites 

with porphyrins and chitosan, with possible applications in cutaneous carcinomas 

photodynamic therapy. The experiments were realised in an excellency research programme 

CEEX no. 102/2006 entitled „Biocomposites with porpyrins with applications in 

photodynamic therpay of skin cancers – PORFIDERM”, in cooperation with The National 

Institute for Research and Development in Chemistry and Petrochemistry Bucharest and The 

National Institute for Research and Development of Isotopic and Molecular Technologies 

Cluj Napoca. The experiments were made in the Research Laboratory of Dermatology Clinic 

Cluj Napoca, in cooperation with the Research Laboratory of The Oncology Institute 

„Prof.Dr.Ion Chiricuta” Cluj Napoca and Physiology Cathedra of The University of Medicine 

and Phrmacy „Iuliu Hatieganu” Cluj Napoca. 

Materials and methods 

We have used 5-aminolaevulinic acid (5-ALA), 5,10,15,20-(p-sulphonatophenyl)-

porphyrin (TSPP), 5,10,15,20-tetra-(p-methoxyphenyl)porphyrin (TMP) and its compose 

with zinc (Zn-TMP) as photosensitizers. The in vitro tests have been made on primary 

human carcinoma cells obtained from patients with basal cell carcinomas and on primary 



human keratinocytes obtained from normal skin biopsies, using photosensitizers, chitosan 

and photosensitizers with chitosan. The photosensitizers have been tested for cytotoxicity 

in the absence of the light (dark cytotoxicity) and after irradiation (phototoxicity). The 

viability was evaluated by MTS test (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium).  

We have proposed an immunocytochemical method for detecting the changes in cellular 

morphology after the incubation of the cells with photosensitizers – Annexin V-FITC 

apoptosis detection kit from BD Biosciences which contains recombinant annexin V 

conjugated with FITC (fluorescein isothiocyanate). 

Results  

There has been no phototoxic effect on primary human keratinocytes for none of the 

photosensitizers; all four tested substances had a phototoxic effect on primary human 

carcinoma cell cultures, which positively correlated with the concentration of the 

photosensitizer and irradiation dose. The period of incubation was different: 4 hours for 

5-ALA and 24 hours for TSPP, TMP and Zn-TMP. The phototoxic effect was more 

intense for Zn-TMP compared with TMP.  

When we have exposed the primary human carcinoma cells to different dilution of 

chitosan (0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml), we have 

found that this substance was not toxic for concentrations under 0,5 mg/ml, with a  cells 

viability over 90%. We have used a concentration of 0,5 mg/ml for this experiment. The 

administration of photosensitizing substances in association with chitosan increased cell 

viability by 20% after exposure to red light compared to the same concentrations of 

photosensitizer without chitosan (cytoprotective effect). 

When we have incubated carcinoma cells with photosensitizers on chamber slides and we 

have exposed them to red light, we have found that the number of apoptotic carcinoma 

cells were increased in a manner that positively correlated with the concentration of 

photosensitizer. 

 



 

 

Figure 1. Fluorescence images of primary human carcinoma cells after incubation with 

TMP and Zn-TMP and irradiation with red light – 6 J/cm
2
. 

A and D: control cells (without photosensitizers); 

B and C: cells were incubated with TMP and Zn-TMP at 5 µg/ml and irradiated. 

E and F: cells were incubated with TMP and Zn-TMP at 50 µg/ml and irradiated. 

Conclusions: 

1. The types of studied cells present a different response: there was no 

phototoxic effect on primary human keratinocytes, probably because of the 

preferential accumulation of photosensitizers in tumoral cells. 

2. All four tested porphyrins (5-ALA, TSPP, TMP and Zn-TMP) had a 

phototoxic effect on primary human carcinoma cells, which positively 

correlated with the concentration of the photosensitizer and irradiation dose. 

3. The associated administration of photosensitizer substances with chitosan 

increased cell viability with 20% after exposure to red light compared with the 

same concentrations of photosensitizer without chitosan (cytoprotective 

effect); chitosan doesn‟t represent an adjuvant in photodynamic therapy of 

skin carcinomas. 

4. Two modes of cell death, apoptosis and necrosis, were observed in the cells 

after incubation with photosensitizers and irradiation with red light. We have  

identified the mechanism of cell death after light exposure for all porphyrins 



as apoptosis; our experiments showed that apoptotic responses were dose-

dependent.  

5. The results of this in vitro study could be used in clinical practice for the 

improvement of basal cell carcinomas or other skin tumours treatment.  

 

A CLINICAL COMPARATIVE STUDY BETWEEN PHOTODYNAMIC 

THERAPY AND SURGICAL EXCISION IN BASAL CELL CARCINOMA 

TREATMENY  

The aim of this study was to compare the efficacy and the advantages of photodynamic 

therapy versus surgical excision in the treatment of basal cell carcinomas. 

Matherials and methods: 

This was a controlled, prospective, randomized, parallel-group clinical study which 

included 72 patients with 94 basal cell carcinomas treated between November 2008 and 

July 2010 and followed until December 2010. 

Results: 

In total, 94 BCCs in 72 patients were treated in the study, 32 with ALA-PDT and 40 with 

surgery. The baseline characteristics of the 2 treatment groups were similar (Table 1). 

 

Characteristic                             ALA-PDT                          Surgery 

1. Sex   M/F                                 17/15                                   21/19 

2. Age, mean (range)                  65 (51-85)                           66 (49-90) 

3. Skin type (Fitzpatrick score) 

I                                                     3                                           3 

II                                                   21                                        19 

III                                                 12                                         13 

IV                                                   1                                          1 

4. Location of lesions 

Face/scalp                                    21                                        20 

Neck/trunk                                   24                                        24 

Extremities                                    3                                          2 

5. No of lesions per patient 

1 lesion                                         21                                         33 

2 lesions                                         7                                            5 

3 lesions                                         3                                            1 

4 lesions                                         1                                            1  

6. Clinical form 

superficial                                    31                                          29 

nodular                                         17                                          17               

 

Table 1. Baseline characteristics of the patients included in the study. 



The median follow up of the total study population was 12 months (range 4-26). In PDT 

group lesion complete remission (CR) rate was 95,83% (46 cases from 48 treated), with a 

recurrence after 12 months from the 2nd PDT session and a nonresponsive case; in the 

surgery group lesion CR rate was 95,65% (44 cases from 46 treated), with a recurrence 

after 12 months from surgical excision and an incomplete excision. 

Assessment of cosmesis favored ALA-PDT over surgery at all time points, whether rated 

by clinician or subject. At 12 months after treatment, of 48 BCCs treated with ALA-PDT, 

37 BCCs presented an excellent cosmetic response (77,08%) and 11 BCCs a good 

cosmetic response (22,92%). 

Conclusions: 

1. A time-to-event analysis of lesion response over time showed that ALA-

PDT is as effective as excision surgery, in terms of clinical complete 

response rate at 12 months (95,83% vs 95,65%, respectively). 

2. Of 48 BCCs treated by PDT, 43 BCCs was treated by 2 sessions PDT, 3 

BCCs presented incomplete response after 2 PDT sessions and were 

treated with 1 treatment session again, 1 BCC recurred after 2nd PDT 

session and 1 BCC was nonresponsive. 

3. Of 46 BCCs treated by surgery, 2 BCCs needed reexcision (1 BCC 

excised with positive resection margins histologically was reexcised and 1 

BCC with surgical free margins histologically recurred 12 months after 

treatment and it was reexcised). 

4. The cosmetic outcome of cleared lesions was statistically superior with 

MAL-PDT than with surgery at each visit after last treatment: 

- In PDT group 37 BCCs from 48 BCCs treated pesented an 

excellent cosmetic response (77,08%); 

- In surgery group of 46 BCCs treated with surgery, only 3 BCCS 

were evaluated with an excellent cosmetic response (6,52%), 17 

BCCs with a good cosmetic response (36,95%), 22 BCCs with a 

fair cosmetic response (47,82%). 
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