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WYKAZ SKROTOW

17-AAG- inhibitor biatka Hsp90, 7-alliloamino-17-demetoksygeldanamycyna, (ang. 17-N-
allyloamino-17-demethoxygel danamycin)

17-DMAG- inhibitor biatka Hsp90, (ang. 17-dimethylaminoethylamino-17-demethoxy-
geldanamycin)

1clc7- mysialinia komdrek nowotworu watroby

2-BA-2-DMHB- butyloamini-2-demetoksyhipokrelina, (ang. 2-butyloamino-2-demethoxy-
hypocrdlin B)

2-ME-2-metoksyestradiol, (ang. 2-methoxyestradiol)

3-AT-3-amino-1,2,4-triazal, (ang. 3-amino-1,2,2,4-triazole)
8-OH-2dG-8-hydroksy-2-deoksyguanozyna, (ang. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine)

A1l- antyapoptotyczne biatko z rodziny Bcl-2

A375-ludzka linia komérkowa nowotworu skéry

A431- ludzka linia komorkowa nowotworu skory

A549- |udzka linia komorkowa nowotworu ptuc

ABT199- inhibitor biatka Bcl-2, (ang. 2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
ABTS -sulfonian 2,2'-azyno-bis-3-etyl obenzotiazol owy

AlF- czynnik indukujacy apoptoze, (ang. Apoptosis inducing factor)

AlP- rodzina biatek regulujacych apoptoze (ang. inhibitors of apoptosis)

Akt- kinaza serynowo-treoninowa

ALA- kwas 5-aminolewulinowy, (ang. aminolevulinic acid)

AMPK- kinaza aktywowana 5’AMP, (ang. 5AMP-activated protein kinase)

Apaf-1- cytozolowe biatko proapoptotyczne, (ang. apoptotic protease activating factor-1)

ASC- biatko adaptorowe, (ang.apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-
terminal CARD)

ASTC-1-a- ludzka linia komérkowa nowotworu ptuc

Atg- biatka zwigzane z autofagia (ang. Autophagy-related protein)

ATX-s10- pochodna chloryny

Bel-7402- ludzka linia komorkowa nowotworu watroby

BMG-1- ludzka linia komérkowa glejaka

BODIPY - barwniki oparte o strukture 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu

BSA- bydi¢ca albumina, (ang. Bovine serum albuming)

BSO- sulfoksymina L-butioniny, (ang. buthionine sulphoximine)

BT-474- ludzka linia komérkowa nowotworu piersi

BVR- biliwerdyna, (ang. biliverdin)

CAT- katalaza, (ang. catalase)

CCRF-CEM - ludzka linia komérkowa biataczki

CDK2/6- kinaza cyklinozalezne 2 i 6, (ang. cyclin-dependent kinases)

Chol-O-SiPc- pochodna ftalocyjaniny krzemowsj, (ang. bis(cholesteryloxy) derivate)

clAP-1- biatko antyapoptotyczne z rodziny 1AP, (ang. cdlular inhibitor of apoptosis protein 1)
clAP-2- biatko antyapoptotyczne z rodziny 1AP, (ang. cdlular inhibitor of apoptosis protein 2)
cPLA,- cytozolowa fosfolipaza A2, (ang. cytosolic phospholipase A2)

CPO- porficyna, (ang. porphycene)

DAF-FM- 4-amino-5-metyloamino-2',7'-difluorofluoresceiny , (ang. 4-Amino-5-methylamino-
2/, 7'-difluorofluorescein)
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DAF-FM DA- dioctan 4-amino-5-metyloamino-2',7'-difluorofluoresceiny , (ang. 4-Amino-5-
methylamino- 2',7’-difluorofluorescein diacetate)

DCF- 2’-7'-dichlorofluoresceina, (ang. 2', 7’ - dichlorofluorescein)

DCFH- 2',7-dichlorodihydrofluoresceina, (ang. 2, 7' - dichlorodihydrofluorescein)

DCFH-DA- dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceine, (ang. 2', 7'- dichlorodihydrofluorescein
diacetate)

DDC- dietyloditiokarbaminian, (ang, diethylidithiocarbamate)

DiOCs- 3,3-heksylokarbocyjanianu jodowego, (ang. 3,3’ -dihexyloxacarbocyanine iodide

DISC- kompleks sygnalizacyjny na szlaku receptorowym apoptozy (ang. death-inducting
signaling complex)

DMEM- pozywka hodowlana, (ang. Dulbecco's Modified Eagle's medium)

DM SO- dimetylosulfotlenek, (ang. dimethylosulfooxide)

DRS3- receptor smierci-3, (ang. Death Receptor 3)

EAHB- 2-etanoloamino-2-demetoksy-17-etanol oimino-hipokrelina B, (ang. 2-ethanolamino-2-
demethoxy-17-ethanolimino-hypocrelin B)

ELISA- test immunoenzymatyczny, (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

eNOS- endotelialna syntetaza tlenku azotu

FADD- biatko adaptorowe, (ang. FAS-associated death domain)

Fas/APO-1 komérkowy receptor smierci okreslany takze jako CD95

FBS- bydleca surowica ptodowa, (ang. Fetal bovine serum)

FIP200- biatko zwigzane z autofagia, (ang. focal adhesion kinase family-interacting protein of
200 kDa)

GS- syntetaza glutationu, (ang. gluthatione synthetase)

GSH- zredukowana forma glutationu

HA14-1- inhibitor biatka Bcl-2, (ang. ethyl [2-amino-6-bromo-4-(1-cyano-2-ethoxy-2-
oxoethyl)]-4H-chromene-3-carboxylate)

HBXIP-biatko tworzgce kompleks z surwiwing (ang.Hepatitis B X-interacting protein)

Hel a- linia komorkowa nowotworu szyjki macicy

HepG2- ludzka linia komorkowa nowotworu watroby

Hex-ALA- ester heksylowy kwasu 5-aminol ewulinowego

HFFF2- linia komérkowa ludzkich fibroblastéw

HIF-1a- czynnik indukowany hipoksja, (ang. Hypoxia-inducible factor 1-alpha)

HL 60- ludzka linia komérkowa biataczki

HO-1- oksygenaza hemowa, (ang. heme oxygenase-1)

HPD- pochodne hematoporfiryny, (ang. hematoporphyrin derivative)

HPPH-  2-(1-heksyloetyl0)-2-dewinylopyrofeoforbid, (ang. 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl
pyropheophorbide @)

HSPs- biatka szoku cieplnego, (ang. heat shock protein)

HtrA2/Omi- biatko proapoptotyczne, (ang. high temperature requirement protein A2)

iNOS- indukowana syntetaza tlenku azotu

JC-1- jodek 5,5,6,6 -tetrachloro-1,1',3,3’ -tetraetylobenzymidazol olarbocyjanonowy, (ang.
5,5",6,6'-tetracholor-1,1",3,3' -tetraethyl benzimidazol yl carbocyanine iodide)

JINK- kinaza biatka c-Jun, (ang.c-Jun N-terminal kinases)

L2210- mysia linia komérkowa biataczki

LAMP-1, LAMP-2- biatka btonowe zwigzane z lizosomami, (ang. lysosomal-associated
membrane protein 1

L DH- dehydrogenaza mleczanowa, (ang lactate dehydrogenase)

LMP- wzrost przepuszczalnosci btony lizosomu, (ang.lysosomal membrane permeabilization)
LNCaP- linia komérkowa nowotworu prostaty

11



LOX - lipooksygenazy, (ang.lipooxygenase)

M 18-linia komorkowa nowotworu skory

M6- ludzka linia komérkowa nowotworu skéry

MCF-7- linia komérkowa nowotworu piersi

MCL-1- antyapoptotyczne biatko z rodziny Bcl-2

Met-ALA- ester metylowy kwasu 5-aminol ewulinowego

MeWo- linia komérkowa nowotworu skéry

MNNG-N-metylo-N’ -nitro-N-nitrozoguanidyna

MnSOD- dysmutaza mitochondrialna, (ang. manganese superoxide dismutase)

MOM P- spadek potencjatu zewngtrznej btony mitochondrialng, (ang. mitochondrial outer
membrane permeabilization)

m-THPC- pochodna chloryny, (ang. m-Tetra(hydroxyphenyl)chlorin)

mT OR- kinaza wiagzaca Si¢ z rapamycyna, (ang. mammalian target of rapamycin kinase)

MTT- bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-il0)-2,5-difenyl otetrazolu, (ang. 3-1-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide)

NADH- zredukowana posta¢ dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

NF«-B- czynnik transkrypcyjny, (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cdls)

NHIK 3025- ludzka linia nowotworu szyjki macicy

NLR- receptory NOD-podobne, (ang.nucleotide-binding domain leucine-rich repeat containing
family, NOD-like receptors

NLRP3- receptor NOD-podobny, (ang. NOD-like receptor family pyrin domain-containing
protein)

NO- tlenek azotu, (ang. nitric oxide)

NOX- oksygenaza NADP-1, (ang. NADPH oxidase 1)

NPe6- pochodna chloryny, (ang. Mono-L-aspartyl chlorin e6)

Nrf2- transkrypcyjny jadrowy czynnik 2, (ang. Nuclear factor erythroid 2-related factor)

PAR- polimery poli(ADP-rybozy), (ang. poli(ADP-ribose)

PARP-1- polimeraza poli ADP-rybozy, (ang. Poly [ADP-ribose] polymerase 1)

PBS- bufor fosforanowy , (ang. phosphate buffer saline)

PC3- ludzka linia komérkowa nowotworu prostaty

Pcs- ftalocyjaniny, (ang. phthal ocyanines)

PDT- terapia fotodynamiczna, (ang. Photodynamic therapy)

PE-fosfatydyloetanol oamina, (ang. posphatidyl oethanolamine)

p-ERK 1/2- ufosforylowana posta¢ kinazy aktywowanej przez czynniki pozakomérkowe, (ang.
phosphorylated form of extracellular signal-regulated kinase 1/2)

PS- fotouczulacz, (ang. Photosensitizer)

PSMA.- antygen btony komorkowej prostaty, (ang. prostate specyfic membrane antigen)
Pu-18- purpuryna-18

PysMeO-TB- pochodna porficyny, (ang. 2,7,12- tris (a-pyridinio-p-tolyl)-17-(p-
methoxymethyl) phenyl porphycene)

R4- linia komorkowa fibroblastow

RFT- reaktywne formy tlenu, (ang. ROS- reactive oxygen species)

RIF-1- linia komorkowa widkniakomiesaka

RIP1- kinaza zwigzana z nekroptoza, (ang. receptor interacting protein-1)

RIP3- kinaza zwigzana z nekroptoza, (ang. receptor interacting protein-3)

RKIP- biatko inhibitorowe kinazy Raf-1, (ang. Raf kinase inhibitor protein-1)

RPMI-1640- pozywka hodowlana, (ang. Roswell Park Memorial Institute medium)

SCC-13- ludzka linia komorkowa nowotworu skory
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SERCA- pompa jonowa, (ang. sarcoendoplasmic reticulum calcium transport AT Pase)
SKBR-3- ludzka linia komérkowa nowotworu piersi

SK-MEL-2- ludzka linia komorkowa nowotworu skory

SnET2- pochodna etiopurpuryny

T24- ludzka linia komérkowa nowotworu pecherza moczowego

T47D- linia nowotworu piersi

TG15- Jodek magnez(11)1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis] 2-(4-N-metylomorfolin-4 -

ylo)etoksy]ftal ocyjaniny

TG18- Cynk(l1)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[ 2-(morfolin-4-yl o) etoksy] ftal ocyjanina

TG3- Cynk(11)1,4,-dig[2-(morfolin-4-ylo)etoksy]ftal ocyjanina

TG4- Magnez(11)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[ 2-(morfaolin-4-yl o)etoksy] ftalocyjanina

TL1A- biatko transbtonowe nalezace do rodziny TNF, (ang. TNF-likeligand 1A)

TLR- receptor Toll-podobny, (ang. Toll-like receptor)

TNFR1- biatko receptorowe, (ang. Ligand-activated tumour-necrosis factor receptor-1)

TNFa- czynnik martwicy nowotworu, (ang. tumor necrosis factor alpha)

TPPS,, TPPS,,, TPSS,,, TPPS;- sulfonowane mezo-tetrafenyloporfiryny

TRADD- biatko adaptorowe, (ang. TNFR1 associated death domain protein)

TRAF2/5- biatko receptorowe zwigzane z receptorem TNF, (ang. TNF receptor-associated
factor 2/5)

TRAIL/Apo2-L- ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apoptoze, (ang. umor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)

TRAIL-R1/DR4- receptor smierci do nadrodziny receptoréw TNF (ang. TNF-related apoptosis-
inducing ligand receptor 1/ Death Receptor-4)

TRAIL-R2 (DR5)- receptor smierci nalezacy do nadrodziny receptoréw TNF (ang. TNF-rlated
apoptosis-inducing ligand receptor 5/ Death Receptor 5)

U251- ludzka linia komdrkowa glejaka

U87- ludzka linia komorkowa glejaka

U937- ludzka linia komdrkowa biataczki

ULK1- kinaza regulujaca autofagi¢, (ang. UNC-51-like kinase-1)

ULK-2- kinaza regulujaca autofagie, (ang. UNC-51-like kinase-2)

UPR- odpowiedz na nieprawidtowo sfatdowane biatka, (ang. unfolded protein response)
UVRAG- produkt genu zwigzanego z opornoscig na promieniowanie ultrafioletowe, (ang.
Ultraviolet irradiation resistance-associated gene)

VEGH- czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego, (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
WIPIs- biatka zwigzane z procesem autofagii (ang. WD-repeat protein Interacting with
Phosphol nosides)

XIAP- biatko antyapoptotyczne, (ang. X-linked inhibitor of apoptosis)

YUSAC2/T34A- ludzka linia komorkowa nowotworu skory

ZnCuSOD- miedziowo cynkowa (cytoplazmatyczna) dysmutaza ponadtlenkowa
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1. WSTEP

Choroby nowotworowe stanowia jedna z gtdwnych przyczyn zgonéw w krajach
rozwijajacych si¢ oraz wysokorozwinigtych (1;2). Wspbiczesnie stosowane metody
leczenia choréb nowotworowych okreslane, jako konwencjonalne, czyli radioterapia,
chemioterapia oraz chirurgia nadal nie zapewniajg oczekiwanegj skutecznosci.
Radioterapia zwigzana jest z mozliwoscia uszkodzenia materialu genetycznego,
prowadzagc do wystagpienia mutacji oraz indukowania wtérnego procesu
nowotworowego (3;4). Bardzo niepokojacym zjawiskiem jest takze wzrastajagca
opornos¢ komoérek nowotworowych na standardowo stosowane chemioterapeutyki,
aliczne dziatania niepozadane towarzyszace terapii przektadaja si¢ na wysokie koszty
spoteczne i ekonomiczne (5;6). Ponadto, za wyjatkiem leczenia chirurgicznego, ktére
obarczone jest nie tylko wysokimi kosztami wynikajacymi z czasu hospitalizacji,
aletakze w wielu przypadkach obnizajgce jakos¢ zycia pacjentéw, s3 to metody mato
selektywne. W zwigzku z tym poszukiwania skutecznych metod leczenia oraz prewencji
choréb nowotworowych wyznacza istotny kierunek badan nauk medycznych.

Terapia fotodynamiczna (PDT) to mato inwazyjna metoda leczenia opierajaca
sic na wykorzystaniu zwiazku chemicznego tzw. fotouczulacza oraz $wiatta
o okreslonej dtugosci fali (7). PDT znalazta zastosowanie w leczeniu licznych schorzen,
w tym: choréb nowotworowych (8) infekcji bakteryjnych (9), infekcji grzybiczych (10),
choréb dermatologicznych (11) zwyrodnienia plamki zo6ttej (12) oraz jako narzedzie
diagnostyczne (13). Bardzo istotng zaleta PDT jest mozliwos¢ uzyskania dziatania
selektywnego, z uwagi na fakt, ze wiele fotouczulaczy gromadzi si¢ w wyzszych
stezeniach w tkankach i komdrkach nowotworowych w poréwnaniu ze zdrows tkanka
(14-16). Dodatkowo ograniczenie naswietlania jedynie do migjsca zmiany
nowotworowej pozwala zwigckszy¢ selektywny efekt PDT.

W zwigzku z faktem, ze podstawowym i kluczowym elementem niezb¢dnym do
uzyskania efektu leczniczego s3 zwiazki fotouczulajace, bardzo istotna czgs¢ badan
prowadzonych z zakresu terapii fotodynamicznej dotyczy fotouczulaczy zaréwno tych,
ktore znalazty juz zastosowanie w lecznictwie jak i nowych struktur, jako potencjalnych

zZwiazkéw w PDT.

Pojecie "fotouczulacz’ uzywane w j. polskim dla okreslenia zwigzku chemicznego stosowanego w PDT stanowi bezposrednie tlumaczenie zj.
angiel skiego stowa " photosensitzer”, Pojecie to moze okaza¢ si¢ mylace, poniewaz mogtoby oznaczac, ze zwiazek taki wywiera dziatanie na drodze
aktywagji uktadu immunol ogicznego zwiazanej z IV typem nadwrazliwosci i nabyciem cech petnego antygenu przez zwiazek pod wptywem swiata
tak, jak w przypadku fotodergii. Pojecie "fotouczulacz’ okreslaace zwigzek chemiczny uzywany w PDT weszto jednak na state do j. polskiego
naukowego i jest powszechnie uzywane, réwniez z uwagi nafakt, ze jak nie wprowadzono jego bardziej precyzyjnego zamiennika
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1.1 Mechanizm PDT

Uzyskanie efektu leczniczego podczas PDT wymaga obecnosci trzech
elementow: fotouczulacza (PS), s$wiatta o okreslong diugosci fali (zakres
promieniowania widzialnego oraz bliskiego podczerwieni) oraz tlenu (7). Wystepujac
pojedynczo kazdy z tych sktadnikbw nie wykazuje dziatania cytotoksycznego,
natomiast w potaczeniu czynniki te moga inicjowac reakcje fotodynamiczng, ktéra staje
si¢ zrodtem reaktywnych form tlenu i/lub wolnych rodnikéw prowadzac do smierci
komérek nowotworowych. Reakcja fotodynamiczna rozpoczyna sie w momencie
przejscia fotouczulacza w stan wzbudzony (trypletowy). Fotouczulacz znajdujac sie
w stanie podstawowym posiada dwa elektrony o przeciwnych spinach na orbitalu
molekularnym o niskigj energii (17). Pod wplywem absorpcji swiatta (fotonébw) ma
miejsce przeniesienie jednego z elektrondw na orbital molekularny o wyzszej energii,
bez zmiany kierunku spinu i PS osigga tzw. pierwszy stan wzbudzony (S1). Stan ten
charakteryzuje sie bardzo krotkim czasem péitrwania i wzbudzona czasteczka
fotouczulacza moze powrdci¢ do stanu podstawowego poprzez zjawisko fluorescencji
lub emigji ciepta (17;18). Czasteczka moze takze na skutek tzw. konwersji
migdzysystemowej osiggna¢ stan trypletowy i ulega¢ kolejnym reakcjom tradycyjnie

klasyfikowanych, jako reakcjel, 111 I11 typu (rycina 1).
Stan singletowy Stan trypletowy
PRZEJSCIE
(‘ MIEDZYSYSTEMOWE wolnerodniki

—)
'Oz tlen RFT

SlI \

111

singletowy
K ONWERSJA
ABSORPCJA FLUORESCNECJA WEWNETRZNA Bezposr ednia
K ONWERSJA FOSFORESCENCJA . reakcjaz
WEWNETRZNA biomolekulami
/ / biatkami, lipidami
é ' weglowodanami
So

FOTOUCZULACZ

Rycina 1. Diagram Jabtonskiego przedstawiajacy procesy zachodzace podczas
PDT w wyniku zaabsorbowania energii pochodzacej z promieniowania przez
fotouczulacz; S; — pierwszy stan wzbudzony, S stan podstawowy, RFT-reaktywne
formy tlenu (19).
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W wyniku reakcji | typu ma migjsce przeniesienie elektronu lub protonu
z saSiadujacej czasteczki (moze ona stanowi¢ sktadnik btony komorkowej, moze to by¢
inna czasteczka fotouczulacza) prowadzac do powstawania rodnika anionowego lub
kationowego. Rodnik anionowy w obecnosci tlenu moze generowaé reaktywne formy
tlenu, w tym gtéwnie anionorodnik ponadtlenkowy (O, ") (17). Nastepnie w wyniku
reakcji dysmutacji katalizowanej przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa z anionorodnika
ponadtlenkowego moze powstawa¢ nadtlenek wodoru (17) (rycina 2), ktéry jest
uwazany za czasteczke szczegblnie wazng w aspekcie komérkowej réwnowagi redox
poniewaz moze przenika¢ przez btony komorkowe, a nie moze by¢ usuwany przez
komorki (17). Nadtlenek wodoru moze reagowa¢ z anionorodnikiem ponadtlenkowym
prowadzac do powstania rodnika hydroksylowego (reakcja Habera-Weissa) (rycina 2).
W obecnosci jondw metali (zelaza, miedzi) anionorodnik ponadtienkowy moze spetnia¢
réwniez role reduktora prowadzac do powstania rodnika hydroksylowego (HO)
oraz jonu hydroksylowego (OH’) (reakcja Fentona) (17;20) (rycina 2). Rodnik
hydroksylowy nalezy do najsilniejszych znanych obecnie oksydantow, ktéry w wyniku
reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym moze generowat tlen singletowy,
aw obecnosci tlenku azotu (NO) nadtlenoazotyny (OONQO ) (17).

W wyniku reakgji 11 typu ma migjsce przeniesienie energii bezposrednio na tlen
molekularny w wyniku, czego powstaje bardzo reaktywny tlen singletowy (21).
Generalnie uwaza si¢, ze to wiasnie reakcja typu Il stanowi gtowne zrodio RFT
w komorkach poddanych PDT. Powstgjace w nadmiernej ilosci wolne rodniki oraz
RFT, w tym tlen singletowy zaburzaja prawidtowe funkcjonowanie komorek poprzez
reskcje z lipidami (22-24), biatkami (25-27) oraz DNA (28), apowstajace
w konsekwencji tych reakcji oksydacyjne uszkodzenia prowadza do smierci komérek
poddanych PDT. Dodatkowo bioragc pod uwage fakt, ze jadro komérkowe nie stanowi
struktury docelowej dla wigkszosci fotouczulaczy, prawdopodobienstwo wystagpienia na
skutek PDT oksydacyjnych uszkodzen DNA, ktére moga wigza¢ z ryzykiem indukcji
procesu nowotworowego oraz powstawania opornych na leczenie klonéw komorek

nowotworowych jest stosunkowo niewielkie (7).

W wypadku wigkszosci fotouczulaczy uwaza si¢, ze obie reakcje | i 11 typu
zachodza jednoczesnie, a ich wzajemne relacje zaleza od licznych czynnikéw w tym
wiasciwosci i rodzaju PS, dostepnosci substratu i $rodowiska w ktérym reakcje
zachodza (20).
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Trzeci typ reakcji dotyczy bezposredniego oddziatywania wzbudzonego
fotouczulacza z biomolekutami takimi jak biatka, lipidy czy weglowodany prowadzac
do zniszczenia czasteczek jak rowniez modyfikacji struktury lub rozpadu samego
fotouczulacza. Sugeruje si¢, ze ten typ reakcji odgrywa mniej istotng role
w mechanizmie cytotoksycznym zwigzanym z PDT (29).

PS+Ps > 3pg*+ 3PS
3PS+ Substrat — ~ PS "+ Substrat™
PS+0,(%%y) — 7 PS +0,
PS+0%8y) T PS+ Oy("Ag)

- - SOD
O, +0, e H>O,

r. HaberaxWeissa

Oz_. + H,O, —> 02(329_) +OH +O0H "’

r. Fentona

O +Fe(lll)  —=  0Oy(%%y) +Fe(ll)
. Fenton N -

H.Oq4Fe  —>  OH+OH™ +Fe(lll)
OH " ] n
Ox(*Ag) REAK CJA «
H,0O, ’—UTLENIANIA» USZKODZENIE

- KOMOREK
07 —

, 0,(%%y)
Substrat —

Rycina 2. Schemat przedstawigjagce procesy wolnorodnikowe zachodzace
podczas PDT i rodzaj generowanych RFT; *PS- wzbudzony fotouczulacz; *PS*-
kationorodnik; *PS™- anionorodnik;O,(*Ag)-tlen molekularny; O,(°%y)- tlen singletowy,
OH™- rodnik  hydroksylowy; O - anionorodnik  ponadtlenkowy; OH -jon
hydroksylowy (20).

Istotnymi  parametrami  fotofizycznymi  opisujacymi  wiasciwosci PS  sa:
wydajnos¢ kwantowa: generowania tlenu singletowego-¢,, Stanu trypletowego (¢t),
fluorescencji (¢1); energia stanu trypletowego, czas trwania stanu trypletowego, stata

szybkosci wygaszania stanu trypletowego przez tlen (kht) i parametr Sy (obliczany
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zewzoru ¢, = Sy o¢t). Zdolnos¢ PS do generowania tlenu singletowego podczas
naswietlania z uwzglednieniem mocy oraz stezenia okresla wspotczynnik o wyrazony
wzorem a=1,925x10°1dpe (gdzie A-dtugos¢ fali, e-molowy wspétczynnik ekstynkgji
(30).

Reakcjom fotodynamicznym podczas PDT moga towarzyszy¢ zmiany
w strukturze czasteczki  fotouczulacza na skutek procesu okreslanego, jako
photobleaching. Zjawisko to moze prowadzi¢ do modyfikacji struktury lub rozpadu na
mniejsze fragmenty. W przeciwienstwie do fotodegradacji, ktore towarzyszy zanik
zdolnosci do absorpcji promieniowania i utrata funkcji, fotomodyfikacja moze
prowadzi¢ do uzyskania produktéw o wickszej aktywnosci niz zwigzek wyjsciowy
(20;32).

Zwigkszona wewnatrzkomérkowa produkcja reaktywnych form tlenu w wyniku
reakcji | i Il typu moze prowadzi¢ do $mierci komorek nowotworowych na skutek
bezposredniego  efektu  cytotoksycznego, uszkodzenia naczyn krwionosnych
zaoparujacych tkanke nowotworowg oraz poprzez indukowanie stanu zapalnego

I rozwoju zwigzanej z nim odpowiedzi immunologicznej (7) (rycina 3).

@ FOTOUCZULACZ J/ AT
swiatlo
komor ki nowotwor owe ‘: > S @
\ -
-
m >

zdrowe komor ki
TLEN
SINGLETOWY

REAKTYWNE FORMY
TI ENUJ

WOLNE

komor ki dendrytyczne RODNIKI
(<]
makr ofagi

granulocyty

naczynia krwionosne

EFEKT CYTOTOKSYCZNY

USZKODZENIE STAN ZAPALNY SMIERC KOMOREK

Rycina 3. Mechenizm dziedenie. terepii fotodynamicznej (wykonano na
podstawie (32)).
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Terapii fotodynamicznej moze towarzyszy¢ dziatanie immunostymulujace lub
immunosupresyjne, a rodzaj oddziatywania na uktad immunologiczny zalezy od takich
czynnikéw jak powierzchnia objeta interwencja terapeutyczng, zastosowana procedura
leczenia czy wilasciwosci samego fotouczulacza (7;33). Sugeruje Sig,
ze immunosupresja wywotana PDT moze w szczegblny sposob wigza¢ sie z podaniem
skérnym i transdermalnym dotyczacym wiekszych powierzchni ciata i moze wynikaé
z obnizenia reakcji nadwrazliwosci (7;33). Indukcja stanu zapalnego podczas PDT jest
Zwigzana miedzy innymi z aktywacja biatlek szoku cieplnego, czynnikdéw
transkrypcyjnych: AP-1 oraz NF«B (34), naptywem neutrofili oraz innych komorek
uktadu immunologicznego w obrebie zmiany nowotworowe (35;36) oraz wptywem na
aktywnos¢ komorek dendrytycznych (37-39).

Naczynia krwionosne zaopatrujace tkanke NOWOtWOorows
w substancje odzywcze oraz tlen stanowia cel licznych terapii przeciwnowotworowych
nie tylko z zakresu PDT, jednak w przypadku PDT ich znaczenie wydaje si¢ by¢
szczegOlnie istotne (40). Uszkodzenia naczyn krwionosnych towarzyszace PDT moga
by¢ wynikiem zmian w ich przepuszczalnosci, zniszczenia ich struktury lub okluzji
(41,42). Z drugig strony zaburzenie unaczynienia tkanki nowotworowej w wyniku PDT
moze prowadzi¢ do nasilenia produkcji i uwalniania czynnikobw promujacych proces
angiogenezy takich jak czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF) (43-45),
metaloproteinazy (46;47), cyklooksygenazy 2 (48-50). W zwigzku z tym szczegdlnie
duze zainteresowania wzbudzaja eksperymenty badajace mozliwos¢ taczenia PDT
zinhibitorami  angiogenezy w celu osiggniecia korzystnigjszych  efektdéw
terapeutycznych (50-52).

1.2 Drogi smierci komorki

Uszkodzenia bedace skutkiem PDT moga prowadzi¢ do smierci komorki
nadrodze roznych szlakdéw smierci: apoptozy (53), nekrozy/nekroptozy (53;54),
autofagii (53), katastrofy mitotycznej (55;56), czy procesu uznawanego za odmiang
apoptozy, ktéry nie doczekat si¢ jeszcze polskiego odpowiednika, a okreslanego jako
anoikis (57). W kontekscie smierci komorek podczas PDT najwiekszg role przypisuje
Si¢ procesom apoptozy, nekrozy/regulowanej nekrozy oraz autofagii, a uruchomienie
okreslonego mechanizmu prowadzacego do destrukcji komorek zalezy od licznych
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czynnikbéw, w tym wiasciwosci samego fotouczulacza, zastosowanego stezenia, mocy
Swiatta jak rowniez wewnatrzkomérkowej lokalizacji zwiagzku (53).

1.2.1 Apoptoza

Apoptoza to rodzaj $mierci komorek, ktérg towarzyszy szereg zmian
morfologicznych takich jak kondensacja chromatyny, zmiany struktury jadra
komdrkowego tworzenie sie ciatek apoptotycznych, jak i biochemicznych zwigzanych
z aktywacja licznych biatek klasyfikowanych zaréwno jako czynniki transkrypcyjne jak
i enzymy (58). Obecnie wyrdznia sie dwa gtowne szlaki apoptozy okresine jako:
wewngetrzny (tzw. mitochondrialny) oraz zewnetrzny (tzw. receptorowy) (58) (rycina4).
W szlaku wewngtrznym apoptozy istotna role odgrywaja mitochondria. Wzrost st¢zenia
jonbw wapnia w cytoplazmie komoérek oraz aktywnos$¢ proapoptotyczna biatek
zrodziny Bcl-2 takich jak Bax oraz Bak, moze prowadzi¢ do zmian potencjatu btony
mitochondrialng]. Spadek potencjatu bton mitochondrialnych skutkuje uwolnieniem
do cytoplazmy proapoptotycznych biatek: cytochromu c, AlF, Smac/DIABLO (59).
Uwolniony cytochrom c laczy si¢ z prokaspaza-9 oraz czynnikiem Apaf-1 tworzac
kompleks okreslany jako apoptosom (60;61). Kaspaza-9 odpowiada nastepnie
zaaktywacje kaspaz wykonawczych kaspazy-3,-6 oraz -7 (60). Ponadto uwalniane
z mitochondriéw biatka: Smac/DIABLO oraz HtrA2/Omi wptywajg na aktywnosé
kaspaz poprzez unieczynnienie antyapoptotycznych biatek z rodziny 1AP (clAP-1,
clAP-2, X1AP) (62;63). Szlak wewnetrzy apoptozy moze takze przebiega¢ bez udziatu
kaspaz. W procesie tym, uwolnione z mitochondriow biatka takie jak Htra2/Omi, AlF
czy endonukleaza G ulegaja translokacji do jadra komorkowego, co moze prowadzié
do fragmentacji DNA w efekcie smierci komorek (64-66). Ponadto, uwolnione
z mitochondriéw biatko HtrA2/Omi moze niszczy¢ strukture cytozolowych biatek m.in.
biatek budujacych cytoszkielet komorek- aktyny, a- i B-tubuliny oraz wimentyny (63).

Szlak zewnetrzny apoptozy jest zwigzany z obecnoscig w btonie komérkowej
tzw. receptoréw $mierci, ktore naleza do biatek z rodziny TNF takich jak: TNF
receptor-1 (TNFR1), CD95 (FasAPO-1), receptor smierci 3 (DR3), TRAIL-R1/DR4)
czy TRAIL-R2 (DR5). W wyniku zwigzania si¢ receptora smierci z okreslonym
ligandem (TNF, CD95-ligand/CD95-L/Fas-L; TRAIL/Apo2-L; TL1A) dochodzi
do zmian konformacyjnych w obr¢bie domeny $mierci i utworzenia kompleksu DISC
(ang. death-inducing signaling complex), w sktad ktérego wchodza biatka adaptorowe

20



FADD (ang. FAS-associated death domain) lub TRADD (ang. TNFR-associated death
domain) rekrutujagce poprzez domeng smierci prokaspazy efektorowe: -8 oraz -10.
W efekcie tego procesu aktywne kaspaza-8 oraz kaspaza-10 prowadza do uruchomienia
kaskady kaspaz wykonawczych (67;68).

Szlak receptorowy moze przebiegaé niezaleznie od mitochondrialnego Iub obie
sciezki moga ulec potaczeniu poprzez biatko Bid. Kaspaza-8 moze aktywowat biatko
Bid do postaci tBid (ang. truncated Bid), ktdre nastepnie wplywa na obnizenie
potencjatu btony mitochondrialnej zalezne od biatek Bax/Bak (62).
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy zewngtrzny oraz wewngtrzny szlak
apoptozy; LMP (ang. lysosomal membrane permeabilization - wzrost przepuszczalnosci
btony lizosomalngj, EndoG-endonukleaza G, MOMP (ang. mitochondrial outer
membrane permeabilization, wzrost przepuszczalnosci zewnetrznej blony blony
mitochondrialngj) (69).
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Istotnymi regulatorami apoptozy Sa pro i antyapoptotyczne biatka z rodziny
Bcl-2 obegymujace trzy grupy protein klasyfikowane w zaleznosci od kierunku dziatania
i obecnosci w ich strukturze domen homologii Bcl-2 (HB, ang. Bcl-2 homology) (70).
Do antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 nalezg: zawiergjgce domeny BH1-4
biatka: Al, Bcl-2, Bcl-xL oraz MCL-1 (71). Dziatanie antyapoptotyczne polega na
utrzymywaniu  integralnosci  btony = mitochondrialngj  poprzez  wigzanie
i dezaktywowanie proapoptotycznych biatek zrodziny Bcl-2 (70). Biatka te
Zlokalizowane s3 gtéwnie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, a ponadto moga sie
znajdowa¢ w retikulum endoplazmatycznym (ER) i cytozolu. Proapoptotyczne biatka
zrodziny Bcl-2 zostaty podzielone na dwie grupy. Pierwsza z nich zawiera domeny
BH1-3 i obejmuje takie biatka jak: Bax oraz Bak (tzw. biatka efektorowe), ktore
niezaleznie od siebie moga zwicksza¢ przepuszczalnosé¢ btony mitochondrialnej (71).
Oba biatka roznia si¢ lokalizacja: biatko Bak jest zlokalizowane gtéwnie w zewngtrznej
btonie mitochondrium oraz w ER, natomiast Bax jest biatkiem cytozolowym, ktére
podczas aktywacji szlaku apoptozy musi ulec relokalizacji. Druga grupa
proapoptotycznych biatek zawiera domeng BH-3 i obgmuje biatkas Bad, Bid, Bim,
BMF, Puma, Noxa. Mechanizm ich dziatania pro-apoptotycznego polega na inhibicji
biatek Bcl-2 oraz bezposrednigj aktywacji biatek efektorowych (Bak oraz Bax)
w przypadku biatek Bid, Bim oraz PUMA lub jak w przypadku biatek Bad, Bmf, Hrk,
Noxa nawigzaniu i inhibicji antyapoptotycznych biatek Bcl-2 (71;72).

Niezwykle istotnym biatkiem zaangazowanym w proces apoptozy jest biatko
p53, ktére jako czynnik transkrypcyjny wptywa na ekspresie licznych biatek
proapoptotycznych takich jak Bax, Noxa, PUMA, Bid, CD95, Apaf-1, DR5, p53AIP1
oraz moze regulowat proces apoptozy bezposrednio poprzez wigzanie Si¢ z biatkami
antyapoptotycznymi (Bcl-2 and Bcl-xL) i aktywacje biatek proapoptotycznych (Bax
oraz Bak) (73).

Terapia fotodynamiczna moze prowadzi¢ do smierci komérek drodze apoptozy
i zarowno w warunkach in vitro (74-76) oraz in vivo (77-81). Apoptoza podczas PDT
moze przebiega¢ zaréwno szlakiem zewnetrznym jak i wewnetrznym (82-86).
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1.2.2 Nekrozai nekroptoza

Nekroza moze by¢ wywotana przez liczne czynniki chemiczne oraz fizyczne
(promieniowanie, gwaltowne zmiany temperatury) i charakteryzuje si¢ zaburzeniem
integralnosci btony komoérkowej, specznieniem cytoplazmy, uszkodzeniem organelli,
i wyptywem zawartosci komoérki na zewnatrz (87). Rozpad komorek podczas nekrozy,
wyptyw ich zawartosci w tym prozapalnych czynnikdéw takich jak cytokiny moze
prowadzi¢ do wystgpienia stanu zapalnego (87). Sugeruje si¢, ze stan zapalny
towarzyszacy nekrozie uwazany dotychczasowo za niekorzystne zjawisko moze
odpowiada¢ za dziatanie immunostymulujace zwigzane z naptywem leukocytow
w obrebie zmiany nowotworowej i nasilenie prezentacji antygenu (88).

Przez wiele lat nekroza uwazana byla nieprogramowang $mieré komorki,
natomiast aktualna wiedza pozwala stwierdzi¢, ze podobnie jak apoptoza czy autofagia
takze nekroza moze by¢ procesem podlegajacym kontroli. Intensywne badania nad
mechanizmem nekrozy doprowadzity do wprowadzenia pojecia regulowanej nekrozy
okreslangj rowniez jako nekroptoza (89).

Proces nekroptozy jest zwigzany z aktywacja receptoréw smierci znajdujacych
si¢ w btonie komérkowej takie jak: TNFR1, TNFR2, Fas oraz receptorow TLR (ang.
Toll-like receptor) w wyniku zwigzania si¢ z odpowiednim ligandem (90). Przytaczenie
TNFa do receptora moze zainicjowa¢ utworzenie kompleksu (tzw. kompleksu 1)
obejmujacego biatka TRADD, RIP1 (okreslany rowniez jako RIPK1;ang. receptor
interacting protein kinase 1), FADD oraz ligazy ubikwityny (biatka hamujace apoptoze
np.clAP1, clAP-2), TRAF2/5 (90;91). Utworzony kompleks moze prowadzi¢
do aktywacji szlaku sygnatowego NF-«xB o dziataniu cytoprotekcyjnym lub poprzez
aktywacje NOX-1 (oksygenaza NADP, ang.) i wzrost generowania RFT moze
prowadzi¢ do nekroptozy (90;91). Internalizacja TNFR1 moze prowadzi¢ do utworzenia
kompleksu Ila sktadajacego si¢ z biatek RIP1, RIP3 (okreslany réwniez jako RIPK3;
ang. receptor interacting protein kinase 3), FADD, TRADD i kaspazy-8, ktory
odpowiada za regulacje zarbwno apoptozy oraz nekroptozy (90;91). Aktywna kaspaza-8
moze prowadzi¢ do inhibicji RIP1 oraz drugiego istotnego w procesie nekroptozy biatka
RIP3 i skierowat komoérke na droge apoptozy (90;91). Wykazano takze,
ze zablokowanie szlaku apoptozy promuje utworzenie pro-nekrotycznego kompleksu
zwanego nekrosomem rekrutujacego obie kinazy: RIP1 oraz RIP3 (90;92). Kompleks
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ufosforylowanych biatek RIP1-RIP3 moze wptywaé na aktywnosé¢ licznych enzyméw
takich jak np. fosforylaza glikogenu czy dehydrogenaza glutaminianowa 1, aw efekcie
prowadzi¢ do nasilong produkcji RFT (92;93). Stres oksydacyjny moze nastepnie
odpowiada¢ zazmiany przepuszczalnosci btony mitochondrialnegj, zaburza¢ ich
prawidtowe funkcjonowanie, prowadzi¢ do spadku integralnosci btony komorkowsy,
uszkodzen organelli komoérkowych i $mierci komoérek W proces nekroptozy
zaangazowane s3 takze liczne mediatory: cytozolowa fosfolipaza A2 (cPLA)),
lipooksygenazy (LOX), sfingomielinazy, kalpaina, kinaza biatka c-Jun (INK),
polimeraza poli(ADP-rybozy)-PARPL, polimery poli(ADP-rybozy) (PAR) i oksydaza
NADP (90;93;94). Procesy ilustrujace szlak wykonawczy kontrolowanej nekrozy
przedstawiono narycinie 5.
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Rycina 5. Mechanizm regulacji nekrozy: a) nekroptoza regulowana przez
receptory smierci (TNFR1,TRAIL-R, Fas); b) nekroptoza indukowana
za posrednictwem receptoréw Toll-podobnych TLR3, TLR4 c) smier¢ na drodze
nekrozy w wyniku czynnikow fizyczno-chemicznych; MNNG-N-metylo-N’-nitro-N-
nitrozoguanidyna d) inicjowanie nekrozy przy udziale receptoréw NOD-podobnych-
NLR; NLRP3- (ang. NOD-like receptor family pyrin domain-containing protein 3);
ASC- biatko adaptorowe (ang.apoptosis-associated speck-like protein), RIG-I — receptor
RIG-I (retinoic acid-inducible gene I); Nod-1 — biatko cytozolowe (ang. nucleotide-
binding oligomerization protein) (e) efekty aktywacji procesu nekrozy; LMP-spadek

potencjatu btony lizosomalnej (94).
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Proces nekrozy indukowany podczas PDT zalezy od licznych czynnikow w tym,
wiasciwosci fizykochemicznych fotouczulacza, uzytego stezenia, wewnatrzkomérkowej
lokalizacji, natezenia $wiatta oraz rodzaju i stezenia RFT (7). Wyzsze stezenia PS
oraz dawka swiatta i czas naswietlania moga prowadzi¢ do nekrozy, natomiast nizsze
wartosci powyzszych parametrow moga aktywowaé proces apoptozy (95-97). Nekroza
podczas PDT moze by¢ zwiazana zwolnorodnikowymi uszkodzeniami btony
komérkowe prowadzacymi do spadku je integralnosci (98;99). Uszkodzenie
lizosoméw, wzrost poziomu jondéw wapniaw komorce , atakze inaktywacja kaspaz pod
wplywem RFT (100) to kolgjne czynniki zwigzane z uruchomieniem procesu nekrozy
podczas PDT. Ponadto, wykazano, ze nekroza podczas PDT moze podlegat kontroli
przez biatka RIP3 oraz RIP1 i przebiega¢ z utworzeniem nekrosomu rekrutujgcego oba
biatka bez udziatu kaspaz-8 oraz FADD (101).

1.2.3 Autofagia

Autofagia jest procesem katabolicznym odpowiedzialnym za utrzymanie
rownowagi pomiedzy procesami syntezy i degradacji czasteczek/organelli w komérce
(53). Autofagia odpowiada za usuwanie nieprawidiowych biatek, uszkodzonych
organelli oraz eliminacji patogenéw (102). W warunkach niekorzystnych dla komorki
takich jak niedostateczne dostarczanie substancji odzywczych Iub hipoksja autofagia
spetnia funkcje cytoprotekcyjne, natomiast w sytuacji, kiedy uszkodzenia s3 bardzo
znaczne lub tez w przypadku sytuacji, w ktérej z r6znych przyczyn proces apoptozy jest
zahamowany autofagia moze prowadzi¢ do $mierci komérek (103). Autofagia jest
procesem przebiegajacym w kilku etapach, w wyniku, ktérych ma miejsce uformowanie
fagoforu otaczajgcego przeznaczone do degradacji czasteczki/organella komérkowe.
Nastepnie zostaje utworzony autofagosom, ktéry w wyniku fuzji z lizosomem tworzy
strukture okreslang jako autofagolizosom (autolizosom). Polaczenie si¢ autofagosomu
zlizosomem skutkuje uwolnieniem enzymdéw hydrolitycznych  niezbednych
do degradacji jego zawartosci (103;104) (rycina6).
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Proces formowania autofagosomu obejmuje kilka etapdéw i przebiega pod
kontrolg licznych biatek, z ktérych najwazniejsza role odgrywa rodzina biatek Atg.
W pierwszym etapie tzw. inicjacji ma miejsce utworzenie kompleksu obejmujgcego
biatka ULK1 oraz ULK-2, Atgl3, FIP200 oraz Atgl01 (104), kompleks ten podlega
regulacji przez biatko mTOR, a mechanizm inhibicji prawdopodobnie polega
nazwigzaniu si¢ kompleksu | (MTORC1) z kompleksem ULKI1-Atgl3—FIP200
i ufosforylowaniem przez mTOR biatek ULK1 oraz Atgl3 (105;106). W proces
autofagii moze by¢ tez zaangazowana kinaza AMPK, ktéra moze promowaé ten proces
poprzez inhibicje mTORC1 oraz aktywacje ULK1 (107). W dalszych etapach procesu
autofagii zachodzi nukleacja kontrolowana przez kompleks Beklina-1-PI3KC3-Atgl14L
oraz WIPIs (ang. WD-repeat protein I nteracting with Phosphol nosides) (108). W proces
elongacji zaangazowane sg dwa systemy o aktywnosci ubikwityno-podobnej. Pierwszy
z nich sktada si¢ z biatek Atg5, Atgl2 oraz Atgl6lL, drugi z biatka LC3
(ang.microtubule-associated protein 1 light chain 3; MAP1-LC3) zwigzanego
z fosfadytyloetanoloaming (PE) (104;108). Elementy budulcowe dla tworzacych sie
bton autofagosomu s3 dostarczane takze przez biatko transbtonowe Atg9 (103).
Utworzony autofagosom przechodzi proces dojrzewania, ktéremu towarzyszy
przytaczenie endosoméw zarowno tzw. poznych jak i wczesnych (103). W nastgpnym
etapie autofagosom taczy si¢ z lizosomem przy udziale biatek LAMP-1 oraz LAMP-2,
aobecne w lizosomach enzymy hydrolityczne odpowiadaja za degradacje czastek

zawartych w autofagosomie (103).
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Autofagia indukowana pod wplywem terapii fotodynamicznej moze,
w zaleznosci od rodzaju generowanych RFT 1 stopnia bedacych jej nastgpstwem
wolnorodnikowych uszkodzen, prowadzi¢ do $mierci komoérek lub moze tez
wykazywal dziatanie cytoprotekcyjne (53;110;111). W komérkach niezdolnych
doindukcji apoptozy np. na skutek wyciszenia biatek Bax i Bak PDT prowadzita
do aktywacji autofagii i $mierci komorek (112;113). Wykazano jednak takze,
ze wyciszenie genu Atg7 w komdrkach niezdolnych do indukcji apoptozy skutkowato
obnizeniem dziatania cytotoksycznego podczas PDT (114). PDT moze wplywat na
proces autofagii rowniez bezposrednio poprzez oddziatywanie na biatka oraz organella
komérkowe zaangazowane w ten proces (np. lizosomy oraz endosomy) (53).
Zaobserwowano, ze uszkodzenia lizosoméw podczas PDT moga hamowaé
cytoprotekcyjny efekt autofagii. Wykazano, ze fotouczulacz Pc4 gromadzac sie
w retikulum endoplazmatycznym (ER) moze prowadzic do fotoksydacyjnych
uszkodzen waznego w procesie autofagii biatka IP3 (53). Natomiast, badania
z zastosowaniem ALA wykazaly wzrost AMPK podczas PDT i aktywacje procesu
autofagii i $mierci komoérek (115).

1.3 L okalizacja zwiazkéw fotouczulaj acych

Jednym z czynnikow bardzo istotnie wptywajacych na mechanizm dziatania
fotouczulaczy jest ich wewngtrzkomodrkowa lokalizacja oraz bedaca je konsekwencja
struktura docelowa. Generowane podczas PDT wolne rodniki i/lub reaktywne formy
tlenu charakteryzuja si¢ krétkim czasem zycia oraz, w zaleznosci od rodzaju RFT, rézng
zdolnoscig do przechodzenia przez btony komérkowe i przemieszczania si¢ w obrebie
komorki (17). Powstgjgcy podczas reakcji typu Il tlen singletowy uwazany za gtowna
przyczyne wolnorodnikowych uszkodzen podczas PDT charakteryzuje sie krétkim
okresem pottrwania (~3 ps) i niskim wspotczynnikiem dyfuzji (~2,4x10° cm?/s),
Cco sprawia, ze moze on pokonywat w komoérce tylko stosunkowo niewielkie odlegtosci
(116). W zwiazku z tym stopien i rodzaj wywotanych wolnorodnikowych uszkodzen
biologicznie waznych molekut jest scisle zwigzany ze strukturg/ strukturami, w ktorych
W najwyzszym stezeniu gromadzi si¢ fotouczulacz (18).
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Istotnym czynnikiem, ktéry wptywa na stopien przechodzenia zwiazkdéw przez
btony komérkowe oraz na wewnatrzkomérkowsa lokalizacje fotouczulacza jest budowa
chemiczna w tym m.in: tadunek zwiazku, hydrofobowos¢, stopien asymetrii i ksztalt
czasteczki (17;117). Obecnosé¢ tadunkéw dodatnich moze odpowiadac za wigzanie si¢
z biatkami osocza, co istotnie wptywa na dystrybucje fotouczulaczy in vivo i umozliwia
osiggniecie struktury docelowe (118;119). Stopien lipofilnosci fotouczulaczy ma
kluczowe znaczenie dla ich zdolnosci przechodzenia przez btony biologiczne. ZwiazKi
o charakterze lipofilnym wykazuja zdolnos¢ do przechodzenia przez btony komérkowe,
podczas gdy zwiazki bardziej hydrofilne nie moga swobodnie przenika¢ przez btony
komérkowe iich wchtanianie moze zachodzi¢ na drodze transportu aktywnego
lub endocytozy (17;30;120). Jednoczesnie zwiazki hydrofilowe charakteryzuje mnigjsza
zdolnos¢ do tworzenia agregatdw w przeciwienstwie do zwiazkéw lipofilnych (121).
Utworzone agregaty nie moga przechodzi¢ przez btony komérkowe i w zaleznosci
odich rozmiarbw moga ulega¢ fagocytozie lub endocytozie i rozktadowi przez
makrofagi  (30;122). Najkorzystniejsze wiasciwosci moga wykazywac zwiazKi
o charakterze amfifilowym, warunkujacym ich optymalne przenikanie przez
fosfolipidowe btony komérkowe (20).

Fotouczulacze stosowane w PDT moga gromadzi¢ si¢ w roznych strukturach
komorki: mitochondriach ~ (123;124),  lizosomach  (125-127),  retikulum
endoplazmatycznym, aparatach Golgiego (128-130), btonie komorkowe (99), czy
mikrotubulach (131;132), a lokalizacja w komérce w wielu przypadkach nie ogranicza
si¢ do jedng struktury. Ponadto, w wyniku naswietlania niektére PS moga ulegaé
delokalizacji w komérce (133;134). Zaobserwowano, ze sulfonowane mezo-
tetrafenyloporfiryny (TPPS;, TPPS;, TPSS,, TPPS;) kumuluja sie w lizosomach
komorek NHIK 3025, natomiast po naswietlaniu pierwotna lokalizacja ulega zmianie.
Dipodstawione TPPS,, TPSS,, ulegaly dyfuzji do cytoplazmy natomiast TPPS,
gromadzita si¢ w poblizu jadra komérkowego (135). Delokalizacja fotouczulaczy moze
wigzaé sie z takze z faza cyklu komérkowego. Wyniki badan uzyskane dla mezo-
tetra(4-sulfofenylo)porfiryny  (TPPS;)  wykazaty redystrybucje  fotouczulacza
zlizosoméw do cytoplazmy, a nastepnie jadra komérkowego w komorkach
znajdujacych sie w fazie wzrostu, natomiast w fazie stacjonarnej nie zaobserwowano
zmiany lokalizacji TPPS, (136). Kationowe porfiryny w wyniku naswietlania ulegty
redystrybucji z btony komodrkowej do cytozolu, gdzie nastepnie pod wptywem
generowanych RFT nastepowata degradacja prokaspazy-3 i -9 (137).
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Mitochondria to organelle niezbedne do funkcjonowania komérek, stanowiace
ich centra energetyczne, w zwigzku ztym uszkodzenia i zaburzenia funkcji
mitochondriow moga powodowaé powazne zakiGcenia procesdw metabolicznych
prowadzace do smierci komérki na drodze apoptozy lub nekrozy (138). Na skutek
dziatania PDT w mitochondriach moze dochodzi¢ do zwigkszonego generowania RFT,
wzrostu przepuszczalnosci btony mitochondrialnej, wyptywu cytochromu c i indukcji
apoptozy (139), moze tez dojs¢ do zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej (140) oraz
oddychania komorkowego (141). Przyktadem fotouczulaczy gromadzacych sie
w mitochondriach s3 ftalocyjanina glinowa Pc4 lub kwas-5-aminolewulinowy (ALA),
ktére podczas PDT moga wywolaé fotoksydacyjne uszkodzenia biatka kardiolipiny
znajdujace) sie w wewnetrznegj bitonie mitochondrialngj prowadzac do uwolnienia
cytochromu c i indukcji apoptozy (142;143).

Lizosomy stanowig organelle komorkowe niezbgdne w utrzymaniu homeostazy
komorki uczestniczace w procesach degradacji czastek pobieranych przez komoérke
nadrodze endocytozy lub fagocytozy, albo formowanych na drodze autofagii (144).
Kwasowe érodowisko we wnetrzu lizosomow warunkuje aktywnos¢ enzymoéw
hydrolitycznych, z ktorych najistotniejsza role przypisuje si¢ katepsynom (145).
Katepsyny moga bra¢ udziat w $mierci komorek na drodze apoptozy migdzy innymi
poprzez aktywacje¢ biatka Bid (146). Lizosomy stanowia takze magazyn jondw zelaza
w komorce, a niskie pH we wnetrzu lizosomow sprzyja wystepowaniu zelaza w postaci
jonow Fe*? zdolnymi do reakcji z O, prowadzac do powstania O, lub do homolitycznej
reakcji rozktadu H,O, w wyniku ktéref moga powstawaé OH i OH (147;148).
Wykazano, ze uszkodzenia lizosoméw podczas PDT mogg prowadzi¢ do aktywacji
procesu apoptozy (149;150), a jednym z mozliwych mechanizméw jest aktywacja
biatka Bid pod wptywem uwolnionych z lizosoméw katepsyn (150-154). Ponadto,
uszkodzenia lizosoméw podczas PDT moga prowadzi¢ do uwolnienia jondw zelaza,
ktére za pomocg kanatéw wapniowych zlokalizowanych w btonie mitochondrium oraz
biatka mitoferryny-2 dostaja si¢ do ich wngtrza, gdzie moga katalizowat reakcje
oksydacyjno-redukcyjne prowadzace do nadmiernegj produkcji RFT i $mierci komorek
(150;155).

Retikulum endoplazmatyczne spetnia w komorce liczne funkcje zwiagzane
z utrzymaniem homeostazy wapnia, Syntezag biatek i ich potranslacyjnych
modyfikacjach i prawidtowym formowaniu ich struktury przestrzennej, syntezie steroli,
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uwalnianiu kwasu arachidonowego oraz uczestniczy w procesie apoptozy (156).
Gradient stezen wapnia w komérce pomiedzy cytozolem (50-100 nM), a retikulum
endoplazmatycznym (0,1mM) jest kontrolowany przez obecne w bionie ER pompy
jonowe zalezne od ATP — i okreslane skrotem: SERCA (ang. Sarco/Endoplasmic
Reticulum Calcium transport ATPases). Biatka te kodowane 53 przez 3 geny (ATP2A1,
2 and 3) i moga wystepowat w komorkach w trzech réznych izoformach (157).

Zaburzenie w funkcjonowaniu ER podczas PDT moze prowadzi¢ do uwalniania
jonéw wapnia Ca*? do cytozolu komdrek (158-160), a jedna z przyczyn moga by¢
fotoksydacyjne uszkodzenia SERCA-2(112;161;162). Wzrost poziomu wapnia
w komorce jest jednym z czynnikOw regulujacych proces apoptozy, autofagii, nekrozy
oraz anoikis (163). Ponadto, uszkodzenia ER podczas PDT moga prowadzi¢ do utraty
funkcji niektérych biatek antyapoptotycznych takich jak np. Bcl-2 (164). Zaburzenie
funkcji ER moze rowniez prowadzi¢ do nagromadzenia si¢ biatek o nieprawidtowo
uformowanej strukturze i uruchomienia procesu tzw. odpowiedzi na nieprawidtowo
zlozone biatka UPR (ang. unfolded protein response, w polskim pismiennictwie
uzywana jest tez nazwa ,, nieprawidtowo sfatdowane biatka’) (27;165).

Fotouczulacze gromadzace si¢ w btonie komorkowej moga prowadzi¢
do zaburzenia jej struktury i wyptywu zawartosci komorek. W zwigzku z tym
lokalizacja PS w btonie komérkowej moze by¢ zwigzana ze smiercig komorki na drodze
nekrozy (53). Wykazano, ze porfirmer sodu (Photofrin), dla ktérego btona komoérkowa
jest jednym z mozliwych miejsc lokalizacji w nizszych dawkach powodowat
zahamowanie proliferacji, natomiast wyzsze dawki prowadzity do uszkodzenia btony
komorkowsj (17).

Cytoszkielet to struktura odgrywajaca istotng role w zapewnieniu i utrzymaniu
odpowiednego srodowiska wewnatrzkomérkowego poprzez wptyw miedzy innymi na
ksztalt komérek, proces migracji, podziaty komérkowe, transport wewnatrzkomérkowy,
szlaki sygnatowe czy funkcje btony komoérkowej. W budowie cytoszkieletu komorek
wyréznia si¢ trzy gtéwne polimery: filamenty aktynowe, filamenty posrednie oraz
mikrotubule (166;167). Terapia fotodynamiczna moze prowadzi¢ do zmian w strukturze
cytoszkieletu poprzez fotouszkodzenia jego elementow skiadowych (131). Ponadto,
PDT moze powodowa¢ zmiany w organizacji mikrotubul. Zaobserwowano, ze PDT

przy uzyciu wysokich dawek Photofrinu powodowata nieodwracalng depolimeryzacje
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tubulin i $mier¢ komorek (132). Mozliwe zmiany w komorce podczas PDT zwigzane
z migjscem lokalizacji przedstawiono narycinie 7.
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Rycina 7. Drogi $mierci komérki podczas PDT w wyniku uszkodzenia
okreslonych struktur komorkowych (rycina wykonana na podstawie (32).

1.4 Mechanizmy opornosci komoérek na PDT

Istotnym zagadnieniem dotyczacym PDT s3 zjawiska obnizajace efektywnosé
dziatania fotouczulaczy w komérkach nowotworowych zwigzane miedzy innymi
z hipoksja tkanki nowotworowe] oraz z obecnosciag aktywnych uktadéw chronigcych
komorke przed RFT (7).

Z uwagi nafakt, ze komorki nowotworowe w przewazajacej liczbie przypadkéw
znajduja Sig in vivo w stanie ciaglte) hipoksii, PDT, radioterapia czy terapia
z zastosowaniem chemioterapeutykow, ktorych mechanizm dziatania jest zwigzany

z generowaniem RFT jest czgsto zwigzana z ryzykiem niepowodzenia (18). Dodatkowo
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w przypadku terapii fotodynamicznej zjawisko opornosci moze nasilac niedotlenienie
tkanki nowotworowel w wyniku uszkodzenia naczyn krwionosnych oraz zwi¢kszonego
zuzycia tlenu niezbednego w reakcji fotodynamicznej typu Il (18;168). W rezultacie
zmnigjszone stgzenie tlenu, moze prowadzi¢ do obnizenia efektywnosci PDT,
adziatanie cytoprotekcyjne moze by¢ zwigzane z aktywacja takich czynnikéw jak:
AP-1 (activator protein 1), czynnika indukowanego hipoksia (HIF), czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 czy wzrostem aktywnosci hemoksygenazy-1 (HO-1),
pozostajace] pod kontrola Nrf2 (7). W wyniku dziatania HO-1 moze powstawac
biliwerdyna, a nastgpnie przy udziale reduktazy biliwerdyny (BVR) bilirubina
o wiasciwosci  antyoksydacyjnych (169). Wzrost poziomu biatka HIF-1a i jego
stabilizacja w warunkach hipoksji moze prowadzi¢ do nasilenia proliferacji komorek
nowotworowych w wyniku procesu angiogenezy stymulowanej przez wzrost ekspresji
czynnika VEGF (170). Badania in vitro przeprowadzone z wykorzystaniem kwasu 5-
aminolewulinowego (ALA) wykazaty spadek aktywnosci PDT w wyniku wzrostu
ekspregji biatka HIF-10 w warunkach hipoksji wywotywanej chemicznie pod wptywem
chlorku kobaltu (168). Rozwigzaniem problemu nieefektywnosci PDT w wyniku
hipoksji moga by¢ fotouczulacze, ktérych mechanizm dziatania opiera si¢ gtownie na |
typie reakcji fotodynamicznej (171).

W odpowiedzi na czynniki stresogenne takie jak ciepto, czynniki toksyczne,
stres oksydacyjny w komorkach moze wzrasta¢ poziom biatek szoku cieplnego (ang.
HSP — heat shock protein). HSPs ze wzgledu na masg czasteczkowa dzieli si¢ na pigé
gtéwnych rodzin: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 oraz drobnoczasteczkowe HSPs
(masa pomigdzy 12-43 kDa). Jako tzw. molekularne chaperony odgrywaja wazng role
w procesach zwigzanych z faldowaniem biatek i utrzymaniem odpowiedniej
konformacji oraz biorg udziat w szlakach sygnatowych (172-174). Ponadto, niektore
biatka z rodziny HSPs wykazuja dziatania antyapoptotyczne (175). Stres oksydacyjny
podczas PDT moze powodowa¢ wzrost ekspresjii biatek HSP27, HSP70, HSP60,
HSP90, HSP110 (176-178). Sugeruje Si¢, ze poziom HSPs jest jednym z mozliwych
czynnikéw wptywajacych na efektywnos¢ PDT jednakze dostgpne w pismiennictwie
dane s3 nigjednoznaczne (179;180).

Surwiwina jest przedstawicielem biatek z rodziny AIP, ktory uczestniczy
w procesach zwigzanych z apoptoza, podziatami komérkowymi oraz dziataniem
cytoprotekcyjnym w odpowiedzi na stres (181). Dziatanie antyapoptotyczne jest
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zZwigzane zedtabilizacja biatka XIAP (bezposredniego inhibitora kaspazy-9),
oddziatywaniem z biatkiem HBXIP (ang. Hepatitis B X-interacting protein)
oraz wigzaniu biatka Smac/DIABLO (181). W odpowiedzi na czynniki stresogenne
surwiwina wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne w wyniku interakcji z molekularnymi
chaperonami takimi jak AlP, czy biatka szoku cieplnego: HSP60, HSP90 (181). Wyniki
badan dotyczace roli surwiwiny w modulowaniu aktywnosci fotouczulaczy sugeruja,
ze poziom jej ekspresji w komoérkach nowotworowych moze by¢ jednym z czynnikow
odpowiedzialnych za obnizenie efektywnosci PDT (182;183).

Dziatanie cytoprotekcyjne podczas PDT moze wigza¢ si¢ takze z poziomem
tlenku azotu (NO) w warunkach in vitro (184-187) oraz in vivo (188;189). Tlenek azotu
odgrywa istotng role w licznych procesach biologicznych: wywiera dziatanie
rozszerzajace naczynia krwionosne, bierze udziat w procesach neurotransmisji jak
rowniez w mechanizmach obrony przed patogenami (190). W zaleznosci od st¢zenia
moze wykazywat dziatanie ochronne na komérki (nizsze stezenia), natomiast
w wyzszych stezeniach wykazywaé dziatanie prooksydacyjne, a przez to aktywowac
procesy prowadzace do smierci komérek (191). Mechanizm protekcyjnego dziatania
niskich stezen NO podczas PDT moze by¢ zwigzany z hamowaniem aktywnosci kaspaz
w wyniku S-nitozylacji, obnizenia ekspresji proapoptotycznego biatka Bax i wzrostu
ekspresji  antyapoptotycznego biatka Bcl-x. i indukowanie hemooksygenazy-1
(187;191). Sugeruje si¢, ze dziatanie protekcyjne moze wynikac tez z neutralizowania
rodnikow lipidowych (191).

NO moze ulega¢ konwersji do reaktywnych form azotu takie jak N,Ss, NO, czy
bardzo reaktywnego nadtlenoazotynu ONOO’, ktére mogg prowadzi¢ do wystgpienia
wolnorodnikowych uszkodzen biologicznie waznych czasteczek (17;191). Ponadto,
wykazano, ze wysokie stezenie tlenku azotu w komorkach moze hamowa¢ czynnik NF-
kB i prowadzi¢ do wzrostu pro-apoptotycznego biatka RKIP (ang. Raf kinase inhibitor
protein; inhibitor kinazy Raf-1), natomiast niskie stezenia aktywowaé czynnik NF-xB
promujac przezycie komorek (191). Wykazano, ze zastosowanie donora NO prowadzito
do modulacji szlaku NF-xB /SNAIL/RKIP poprzez wzrost proapoptotycznego biatka
RKIP i zahamowania biatek NF-xB oraz SNAIL prowadzac do $mierci komorek
(191;192). Korzystnym rozwigzaniem w PDT moze by¢ takze projektowanie
fotouczulaczy takich jak Ru(Pc)(pz){ Ru(bpy)2(NO)} 2] (PF6)s (gdzie Pc-ftalocyjanina,
bpy-bipirydyna, pz-pirazyna) czy [Ru(NO)(ONO)(Pc)] (Pc-ftalocyjanina) zdolnych do
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generowania tlenu singletowego i tlenku azotu w celu zapewnienia silnego,
synergistycznego dziatania cytotoksycznego wobec komoérek nowotworowych
(193;194).

Mechanizm opornosci komérek na PDT jest zwigzany takze
z wewnatrzkomérkowymi systemami, ktore maja na celu ochrong komorek przed
uszkodzeniami wolnorodnikowymi. Jeden z tych mechanizméw cytoprotekcyjnych jest
zZwigzany ze wzrostem poziomu niskoczasteczkowych antyoksydantow zaréwno
hydrofilowych jak i lipofilowych w komorkach, co w znacznym stopniu moze
zmnigjsza¢ efektywnos¢ PDT (7). Podobny wptyw na obnizenie efektywnosci PDT
posiada takze aktywnos¢ enzyméw stanowigcych pierwszg lini¢ obrony przed ROS
w komorce takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), a szczegdlnie dwie jgj formy
obecne w komoérce: mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa (MnSOD)
i cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa (CuzZnSOD), jak rowniez katalaza
(CAT), reduktaza glutationowa (GR) i syntetaza glutationu (GS) (7). Wykazano takze,
ze wysoki aktywnos$¢ peroksydazy glutationu (GPx) i S-transferazy glutationu moze
odpowiada¢ za zmniejszenie efektywnosci PDT (195;196). Zahamowanie aktywnosci
syntetazy glutationu za pomoca inhibitora sulfoksyminy L-butioniny (BSO) prowadzito
do nasilenia efektu cytotoksycznego fotouczulacza AlPcS, wobec komdrek nowotworu
pierst MCF-7 (197). Podobny efekt miato zahamowanie aktywnosci mitochondrialnej
dysmutazy ponadtlenkowej przy uzyciu inhibitora MnSOD - 2-metoksyestradiolu, ktére
prowadzito do uzyskania silniejszego dziatania cytotoksycznego podczas PDT
w warunkach in vitro oraz in vivo (198). Wysoka ekspresia MnSOD w komérkach
Jurkat odpowiadata za zmniejszenie wrazliwosci na apoptoze pod wplywem PDT
prowadzonej przy uzyciu fotouczulacza Pc4 (199). W badaniach nad aktywnoscia
fotodynamiczna hiperycyny prowadzonych na komorkach czerniaka G361 oraz dwéch
bezbarwnikowych liniach komérkowych pochodzacych z nowotworéw skory M18 i M6
zaobserwowano, ze komorki G361 charakteryzuja sie¢ duzo wigksza opornoscia na PDT
niz komérki M18 i M6, zjawisko to moze mie¢ swoje wyttumaczenie w réznicach
w aktywnosci GPx i CAT, atakze w poziomie zredukowanej postaci glutationu w tych
komorkach (200).

W swietle zacytowanych powyzej przyktadow mozliwosé wplywu na
wewngtrzkomorkowe systemy obrony antyoksydacyjnej w znacznym stopniu moze
przyczyni¢ sie do wzrostu skutecznosci PDT.



1.5 Zwiazki fotouczulaj ace ssosowanew PDT

Podstawowym i kluczowym elementem koniecznym do uzyskania efektu
terapeutycznego w wyniku PDT s fotouczulacze, stad jednym z kierunkéw badan
z zakresu terapii fotodynamicznej zmierzajag do uzyskania ,idealnego” zwigzku
fotouczulgjacego. Pod pojeciem tym rozumie sie¢ taki fotouczulacz, ktéry
charakteryzowatby si¢ migdzy innymi:

niskim poziom toksycznosci w ciemnosci,

absorpcja  Swiatta widzialnegp w regjonie pasma  czerwonego
i podczerwonego (650 nm - 850 nm), co zapewnia gicboka penetracje
swiatta w tkankach, a jednoczesnie dostarcza wystarczajaca ilos¢ energii
pozwalajaca 0Siggna¢ stan wzbudzony

prosta i niedroga synteze pozwalajaca na produkcje na duza skale oraz statg
i powtarzalng formutg

rozpuszczalnoscia w wodzie lub niskotoksycznych wodnych roztworach
niska tendencje¢ do agregacji w uktadzie biologicznym

korzystnymi parametrami farmakokinetycznymi (7;20;201)

Pomimo rozwoju wiedzy z zakresu terapii fotodynamicznej oraz metod syntezy
osiggniecie wszystkich cech idealnego fotouczulacza w jednym zwigzku nadal
pozostaje wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny.

Fotouczulacze mozna podzieli¢ w oparciu o rozne kryteria: budowe chemiczna,
strukture docelowa czy jednolitos¢ struktury (8). Wyrdznia sie takze trzy generacje
fotouczulaczy: | generacja (pochodne hematoporfiryny), Il generacja (porfiryny,
pochodne chlorofilu, barwniki i in.), 111 generacja (fotouczulacze | i 1l skoniugowane
Z nanoczasteczkami, przeciwciatami oraz inne systemy dostarczajgce fotouczulacze)
(8;202). Wiegkszos¢ fotouczulaczy stosowanaw PDT opiera si¢ na strukturze tetrapirolu,
kt6ra charakteryzuje szerokie pasmo absorpcji w zakresie 400 nm (tzw. pasmo Soreta)
oraz szeregu nizszych pasm absorpcji przesunigtych w kierunku dituzszych dtugosci fal
(tzw. pasma Q) (17). Podstawowe struktury zwigzkéw fotouczulgjacych opartych
o strukture tetrapirolu przedstawiono na rycinie 8. Bardzo wazng grupa zwigzkow

w PDT opierajacych si¢ na strukturze tetrapirolu sg porfiryny, ktérych ngjdtuzsze pasmo
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absorpcji znajduje si¢ w zakresie 630 nm (17). Pierwszym fotouczulaczem, ktéry
znalazt zastosowanie w lecznictwie byla mieszanina rozpuszczalnych w wodzie
porfiryn tzw. pochodne hematoporfiryny (HPD, ang. Hematoporphirin Derivatives).
Oczyszczona posta¢ HPD - porfirmer sodu zostata wprowadzona do lecznictwa pod
nazwa Photofrin w Kanadzie w 1993 roku (203) i w dalszym ciggu nalezy do jednych
z ngjczesciel stosowanych fotouczulaczy, pomimo takich wad jak bardzo diugo
utrzymujagce sie odczyny fototoksyczne u pacjentébw oraz absorbcja swiatla przy
stosunkowo niskiej dtugosci fali (202).

Kolejne modyfikacje obejmujace 11 oraz 11l generacje fotouczulaczy miaty na
celu przesunigcie absorpcji w zakres fali dtuzszych oraz ograniczenie dziatan
niepozadanych przy zapewnieniu wysokiej skutecznosci. Bardzo interesujacym
fotouczulaczem jest kwas 5-aminolewulinowy, ktéry jako pro-lek ulega w organizmie
przeksztatlceniu do protoporfiryny X i jest akumulowany w obrebie zmiany
chorobowej. ALA moze by¢ stosowany doustnie, dozylnie oraz trans-dermalnie
(204;205). Do lecznictwa wprowadzono takze pochodne ALA, ktére miaty na celu
zwickszenie lipofilnosci i wchianiania (ester  metylowy; Met-ALA)  (206),
czy zapewnienia fluorescencji (ester heksylowy; Hex-ALA) wykorzystywanej podczas
zabiegow chirurgicznych czy diagnostycznych (207-209).

Kolging klasg zwigzkéw fotouczulgjacych o strukturze tetrapirolu stanowig
chloryny, ktore charakteryzuja sie¢ zredukowanym wigzaniem podwdjnym w jednym
z pierscieni pirolu. Ta modyfikacja prowadzi do przesuniecia pasma absorpcji w zakres
dlugosci $wiatta 650690 nm (17). W lecznictwie aktualnie znalazty zastosowanie
nastepujagce  pochodne chloryn: benzoporfiryna (preparat  Visudyne), meta-
tetra(hydroksyfenylo)chloryna (m-THPC, preparat Foscan), czy N-aspartylo chloryna e
(NPe6, Talaporfin, Ls11), wywodzaca si¢ ze struktury chlorofilu a (203).

Bakteriochloryny to grupa fotouczulaczy, ktére posiadaja dwa zredukowane
wigzania podwojne w dwaoch pierscieniach pirolu, a maksimum absorpcji swiatta
przypada na dtugos¢ fali w zakresie 700-900 nm, w ktorym transmisja swiatta przez
tkanki jest ngjwigksza. Czynnikiem ograniczajacym stosowanie tej klasy fotouczulaczy
jest ich niestabilnos¢ oraz silna lipofilnos¢ w zwiazku z czym wprowadza si¢ liczne
modyfikacje w  celu poprawy ich  wiasciwosci  farmakokinetycznych
i fizykochemicznych (17;210).
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Modyfikacje naturalnie wystgpujacych porfiryn oraz chloryn przyczynity sie
do wprowadzenia kolejnych klas fotouczulaczy takich jak: purpuryny (211), feoforbidy,
feofityny (212;213), pyrofeoforbidy (214;215) oraz forbiny (17).

Szczegllng grupg fotouczulaczy stanowig ftalocyjaniny (Pcs), ktore absorbuja
swiatto o stosunkowo wysokiej diugosci fali (>650 nm), bardzo dobrag zdolnosé¢
do generowania tlenu singletowego i innych RFT oraz stabilnos¢ chemiczng (17;216).
Ponadto, ftalocyjaniny podstawione w pierscieniach bocznych charakteryzuja sie niska
toksycznoscia w ciemnosci oraz minimalnym toksycznym dziataniem systemowym,
dodatkowo wykazuja korzystne wiasciwosci farmakokinetyczne (216). Modyfikowane
ftalocyjaniny posiadaja wiele korzystnych wilasciwosci niemniej parametrem
ograniczajacym ich zastosowanie jest niska rozpuszczalnosé oraz zdolnosé do agregaci
zwlaszcza w srodowisku wodnym, co obniza ich efektywnos¢ w ukladach
biologicznych (216;217). W zwiazku z tym dazy si¢ do zaprojektowania takich
modyfikacji ftalocyjanin, ktore pozwola wyeliminowa¢ problemy z rozpuszczalnoscia,
a jednoczesnie zachowa¢ korzystne wiasciwosci fotochemiczne i biologiczne (216;218).

Kolgina szeroka grupa fotouczulaczy stanowia zwiazki niewystepujace
naturalnie posiadajace w swoje] strukturze pierscien pirolu. Zalicza si¢ do nich:
teksafiryny (219), porficyny (220) oraz safiryny (221;222). Bardzo obiecujacym
przedstawicielem teksafiryn znajdujagcym na si¢ na etapie badan klinicznych jest
moteksafina lutetu (Lu-Tex, Lutrine), ktéra charakteryzuje sie¢ korzystnymi
parametrami takimi jak rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz absorpcja swiatla z zakresu
diugosci fali >700 nm (203).

Liczne fotouczulacze zawieraja w swojej strukturze atom metalu, ktorego
obecnos¢ moze wplywaé korzystnie na takie parametry jak: diugos¢ zycia stanu
trypletowego czy promowanie przejscia wewnatrzsystemowego. Generalnie, uwaza Sig,
ze poprawa wiasciwosci jest zwigzana z zastosowaniem metali 0 wiasciwosciach
diamagnetycznych (np. Zn, Pd, In, Sn, Lu) (223).
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Struktury podsawowe fotouczulaczy oparte na struktur ze tetrapirolu
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Rycina 8. Wzory podstawowych struktur zwiazkéw fotouczulajacych.
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Wsrdd fotouczulaczy nie posiadajacych struktury tetrapirolu wyrdznia sie
zwiazki pochodzenia naturalnego oraz syntetyczne barwniki. Do pierwszej grupy
zalicza si¢ pochodne antrachinonéw (w te grupie znajduje sie szeroko badana
hiperycyny) (224;225), kurkuminoidy (kurkuming) (226) oraz pochodne hipokreliny
(Hipokrelina A i B) (201;227). Wsréd barwnikow syntetycznych wyrédznia si¢ pochodne
fenotiazyny- biekit metylenowy (228), toluidyne (229;230), barwniki cyjaninowe (231),
pochodne ksantenu (np. réz bengalski) (232), barwniki oparte o strukture 4,4-difluoro-
4-bora-3a,da-diaza-s-indacenu  (BODIPY) (201;233). Krétka charakterystyka
powyzszych zwigzkdéw zostala przedstawiona w tabeli 1. Zainteresowaniem
naukowcdw w ciggu ostatnich lat skierowaty sie réwniez na mozliwosci zastosowania
fullerenéw i ich pochodnych jako zwigzkéw fotouczulajgcych w PDT (234;235).

Tabela 1. Przyktady fotouczulaczy nieposiadajacych struktury pirolu (203).

Zwigzek Dlugosé fali wzbudzenia Kierunek badan
[hm]
Hiperycyna 590 Rak podstawnokomorkowy
i kolczystokomdrkowy skory
Blekit metylenowy 666 Choroby przyzebia, miesak

Kaposiego, nowotwory pecherza
moczowego, szyjki macicy (in

vitro)

Blekit toluidyny 630 Choroby przyzgbia
R6z bengal ki 549 Nowotwory skory i piers
Kurkumina 420 Srodek dezynfekcyjny

Mer ocyjanina 566 bi ataczki

Wspdiczesne badania dotyczace nowych zwiazkéw  fotouczulajacych
0 potencjalnym zastosowaniu w PDT koncentruja Si¢ przede wszystkim na zwigkszeniu
skutecznosci  terapeutycznej,  selektywnosci  wobec  tkanki  nowotworowej
i zminimalizowaniu dziatan niepozadanych. W ciagu ostatnich lat wprowadzono
narynek medyczny kilka fotouczulaczy, a niektore bardzo obiecujace PS znajduja sie
na etapie badan klinicznych (tabela 2).
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Tabela 2. Lista fotouczulaczy zarejestrowanych do stosowania oraz
znajdujacych si¢ na etapie badan klinicznych i ich charakterystyka (A-dtugos¢ fali

wyrazona W nm; e-molowy wspéiczynnik absorpcji wyrazony w [M™cm], ¢A-

wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego- podana dla fotouczulaczy dla
ktorych dane te byty dostepne) (203;236).

Zwiazek Nazwa A[nm] Oa Wskazania
handlowa £ [M™*em™]
Porfirmer sodu Photofrin 632 0,89 Kanada (1993)- rak pecherza
3000 MOCZOWegO;
USA (1995)-nowotwory
przetyku;
USA (1998)-nowotwor pluca;
USA (2003)-przetyk Barrett'a
Japonia-nowotwory szyjki
macicy
Canada, Japonia,USA,UK-
nowotwory oskrzeli
Kwas 5-aminolewulinowy Levulan 632 0,56 USA (1999)- keratozy
(ALA) 5000
Aminolewulinian metylu Metvixia - - USA (2004)- keratozy
Heksaaminolewulinian Cysview - - USA (2010)-diagnozowanie
nowotworu pgcherza moczowego
Verteporfina Visudyne 689 0,84 USA (1999)- zwyrodnienie
34,000 plamki zolte) zwigzang z
wiekiem
Meta- Foscan 652 0,87 Europa- nowotwory gtowy i szyi
tetra(hydroksyfenylo)chlory 35,000
na
(mTHPC)
N-aspartyl ochloryna e6 Laserphyrin 664 0,77  Japonia 92003)-nowotwor ptuc
(NPe6) Litx 40,000
Sn etyl oetiopurputyna Purlytin 664 - Badania kliniczne-nowotwory
30,000 piers, rak
podstawnokomaorkowy, AMC
2-(1-heksyl oetyl 0)-2- Photochlor 665 - Badania kliniczne-nowotwory
ddevinyl opyrofeoforbid 47,000 przetyku, ptuc, rak
(HPPH) podstawnokomorkowy, przetyk

Barretta
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Pd bakteriofeoforbid Tookad 763 0,5 Badania kliniczne —nowotwor

(WST09) 88,000 prostaty
WST11 Stakel - Badania kliniczne —nowotwor
prostaty
Moteksafina lutetu (Lu-Tex) Lutrin 732 - Badania kliniczne —nowotwor
Optin 42,000 prostaty, piersi, szyjki macicy,
Antrin AMC
Mieszanina sulfonowanych Photosens 676 0,38  Nowaotwory skory, ptuc, gtowy i
ftalocyjanin glinowych 20,000 szyi, piers
Ftal ocyjanina krzemowa 675 -
(Pc4) 20,000
Ftal ocyjanina cynkowa CGP55847 670 - W trakcie badan klinicznych
20,000 (faza l/Il)/Szwajcaria;

Nowotwory pochodzenia
nabtonkowego gérnych drég
oddechowych, gérnego odcinka

przewodu pokarmowego

Sol potasowa ftalocyjaniny  Photocyanine 670 - W trakcie badan klinicznych
cynkowej (faza I/11)/Szwajcaria Nowotwory
pochodzeni a nabtonkowego
goérnych drég oddechowych,
gornego odcinka

Istotnym problemem aktualnie dostgpnych PS jest stosunkowa niska
rozpuszczalnos¢ w wodzie wigkszosci fotouczulaczy, toksycznos¢ w fazie ciemngj
(Purlytin®), odczyny fototoksyczne (Photofrin®, Foscan®, Purlytin®), bl towarzyszacy
naswietlaniu (Lutrin®, Levulan®), atakze wieloetapowa synteza (Lutrin®) (202). W celu
zwickszenia biodostepnosci ograniczonej przez niskg rozpuszczalnos¢ szczegblng oraz
zwigkszenie selektywnosci i gromadzenia si¢ w tkance nowotworowe] uwage poswieca
si¢ projektowaniu nowych systemow dostarczajacych fotouczulacze do komérek, takich
jak z zastosowanie emulsji (237-239) miceli (240-243), liposomow (243-245),
tworzeniu pofaczen z lipoproteinami (246;247), polimerami(248), czy przeciwciatami
(249;250).
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2. ZALOZENIA | CEL PRACY

Terapia fotodynamiczna (PDT) to malo inwazyjna metoda leczenia wielu
schorzen, wtym stanowiacych jedno z najwiekszych wyzwan dla wspéiczesnej
medycyny - choréb nowotworowych. Podstawowym i kluczowym elementem
koniecznym do uzyskania efektu terapeutycznego w wyniku PDT s3 fotouczulacze
(PS), zwiagzki zdolne do selektywnego niszczenia komorek nowotworowych na drodze
tzw. reakcji fotodynamiczney.

Celem prowadzonych badan jest ocena aktywnosci przeciwnowotworowe
nowych fotouczulaczy z grupy ftalocyjanin. Badania wstepne przeprowadzone
w modelu in vitro z wykorzystaniem ludzkich komérek nowotworowych, majgce na
celu ocene cytotoksycznosci i wchianiania tych zwigzkow przez komorki
nowotworowe daly sie¢ podstawag do wytypowania jednego zwigzku do dalszych
szczegOtowych badan.

Kolejny etap pracy podejmuje probe wyjasnienia mechanizmu, w jaki sposob
wybrany zwigzek oddziatuje na komorki nowotworowe, oraz jakie procesy zachodzace
na poziomie komorki warunkujg jego aktywnos¢ biologiczna i efektywnos¢ dziatania.
Zatozone cele prezentowane] pracy doktorskiej postanowiono zrealizowaé poprzez
przeprowadzenie badan z zakresu:

1) okreslenia wplywu badanego zwiazku na typ smierci komorkowe)
(detekcja apoptozy, analize zmian morfologicznych — apoptotycznych,
wptyw na cykl komorkowy i cytoszkielet komorek, analiza potencjatu btony
mitochondrialnej, oznaczenie aktywnosci kaspazy-9 i -3, 0znaczenie
poziomu biatek pro-antyapoptotycznych, wptyw inhibitorow nekrozy,
autofagii i biatka Bcl-2

2) wolnorodnikowego mechanizmu dziatania (detekcja stresu oksydacyjnego,
wplyw inhibitorow enzyméw antyoksydacyjnych, analiza zmian st¢zenia
glutationu, detekcja wolnorodnikowych uszkodzen DNA, poziom tlenku
azotu)

3) lokalizacji badanego zwigzku (lokalizacja w mitochondrium, retikulum
endoplazmatycznym oraz lizosomach)
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Odczynniki

0,25% TrypsynaEDTA, 2-metoksyestradiol, Acetonitryl, Biekit trypanu, Bufor
fosforanowo-sodowy (PBS), Bydlgca albumina (BSA), Bydleca surowica ptodowa
(FBS), Dietyloditiokarbaminian, Dimetylosulfotlenek, Dioctan 2',7-
dichlorofluoresceiny, dioctan 4-amino-5-metyloamino-2',7'-difluorofluoresceiny,
Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium (DMEM) bez czerwieni fenolowej, Hoechst
33258, Glutation (forma zredukowana), Jodek propidyny, sulfoksymina L-butioniny, 3-
amino-1,2,4-triazol, Nukleaza P1, Fosfataza alkaliczna, Paraformaldehyd, RNAza A,
przeciwciata monoklonalne anti-a-tubulin-FITC, RPMI 1640 medium bez czerwieni
fenolowej, Inhibitory proteaz, Spautyna-1, Triton X-100, GenElute” Mammalian
Genomic DNA Miniprep Kits-Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Bio-Rad Protein Assay Kit- Bio-Rad Laboratories (Hercules CA, USA)
Dimetylosulfotlenek, Etanol 96% - POCH S.A. (Gliwice, Poland)

LDH Cytotoxicity Assay Kit, Caspase-3 Fluorescence Assay Kit, 8-hydroxy-2-
deoxy Guanosine EIA Kit, JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit- Cayman
Chemical (Ann Arbour CA, USA)

Penicylina/streptomycyna/L-glutamina, DNA Quant-iT dsDNA HS Assay Kit,
Quant-iTTM Protein Assay Kit - Life Technologies (Grand Island, NY, USA)

ABT199, Caspase 9 Fluorometric Kit — BioVision, (Milpitas, CA, USA)
Necrox-2- Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA)

Thioglo-1, Kamptotecyna- M erck Millipore (Darmstadt, Niemcy)

Cell Death Detection ELISA™ - Roche (Basel, Switzerland)

Human Apoptosis Array- R& D System, (Minneapolis, MN, USA)
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3.2 Badane zwigzKi

Do badan cytotoksycznosci zostaty wybrane cztery zwiazki:

Cynk(11)1,4,-dig 2-(morfolin-4-ylo)etoksy] ftalocyjanina (T G3)
Magnez(11)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktakig 2-(morfolin-4-
ylo)etoksy]ftalocyjanina (T G4)

Cynk(11)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktakig 2-(morfolin-4-
ylo)etoksy]ftalocyjanina (T G18)

Jodek magnez(11)1,4,8,11,15,18,22,25-oktakig 2-(4-N-metylomorfolin-
4 -ylo)etoksy]ftalocyjaniny (TG15)

Wzory badanych zwigzkow zogtaly przedtsawione w tabeli 3.

Badane zwiazki zostaly zsyntetyzowane w Katedrze Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Medyczny w Poznaniu przez zespét dr hab.
Tomasza Goslinskiego. Wiasciwosci fotochemiczne badanych zwigzkéw wykonane
przez zesp6t prof. dr hab. Jadwigi Mielcarek w Katedrze Chemii Organicznej
i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Zwiazki zostaly rozpuszczone w DMSO, a stezenie wyjsciowe tak
przygotowanych roztworow wynosito 10 mM. Zwiazki byly przechowywane
w temperaturze -20°C w warunkach chronigcych przed dostepem swiatta i wilgoci.



Tabela 3. Wzory strukturalne, sumaryczne oraz masy molowe badanych

Zwigzkow.

Nazwa chemiczna

Wz6r strukturalny/sumaryczny

M asa molowa

[g/moal]
O
N
S
N N
S
Cynk(11)1,4,-dig2-(mor folin-4- ©:<§N _____ Tn\ N\ij@ 836,25
ylo)etok sy]ftalocyjanina N N )
TG3 1
N
5 @
C44H 33N1004Z n
o] o]
- ()
o/\ N\_\ /_/N (\o
K/N\L (0] 9 J/N\)
o N /N ) N O
M agnez(11)-1,4,8,11,15,18,22,25- - | . \ 1540,06
oktakig[2-(mor folin-4- NN
ylo)etoksy]ftalocyjanina )/O N NN oI
TG4 K\)\l o) O\_\ N/\
o (_N/_/ N_»K/o
04) <—C)
CgoH104N16016M g
o] o]
R )
o™ N\_\ /—/N o
K/N o] (o] N\)
\LO N [ ) N oj
R
Cynk(11)-1,4,8,11,15,18,22,25- /N-—---Z|”-—N\ | 1611,19
oktakig2-(morfolin-4- o Nso NN

ylo)etok sy]ftalocyjanina
TG18

CgoH104N16016Z10
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0] (0] 8l
Q—_I\EFCH H3C‘(Nj—)

NN N
Jodek magnez(11)1,4,8,11,15,18,22,25 //Nn\'AgN\\ | 2705,56
-oktakig[2-(4-N-metylomorfolin-4 - o NN o
ylo)etok sy]ftalocyjaniny H3(,:|\I+J/ o o \LNE'%
TG15 oS L Lo

CggH128M gN16016l 5

3.3 Linie komoérkowe

Ocene cytotoksycznosci przeprowadzono dla dwaoch linii nowotworu prostaty:
LNCaP, PC3, dwdch linii nowotworu skéry: A375, MeWo oraz nowotworu ptuc A549.
Zdjecia linii  komorkowych wykorzystanych w badaniach  cytotoksycznosci
fotouczulaczy z krétkg charakterystyka przedstawiono w tabeli 4. Do daszych
szczegbtowych badan mechanizmu dziatania zwigzku TG3 wybrano lini¢ LNCaP.
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Tabela 4. Linie komérkowe wykorzystane w badaniach cytotoksycznosci
fotouczulaczy i ich krétka charakterystyka. Na wszystkich zdjeciach czarny pasek
odpowiada dtugosci 100uM.

Linie nowotworu prostaty

LNCaP
Morfologia: Komorki epitelialne, adherujgce do podtoza
Pochodzenie: komorki pochodzace z lewego wezia chtonnego
wyizolowane od 50-letniego mezczyzny rasy kaukaskie)
Charakterystyka: komorki androgenozalezne
PC3

Morfologia: Komorki epitelialne, adherujgce do podtoza
Pochodzenie: komorki pochodzace z nowotworu
przerzutowego do kosci wyizolowane od 62-letniego mezczyzny rasy
kaukaskiej
Charakterystyka: komérki androgenoniezalezne
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Linie nowotworu skoéry

A375
Morfologia: Komorki epitelialne, adherujgce do podtoza
Pochodzenie: komorki pochodzace z lewego wezta
chtonnego wyizolowane od 54-letniej kobiety
Charakterystyka: komaorki nieprodukujgce melaniny
MeWo

Morfologia: fibroblasty, adherujace do podioza
Pochodzenie: komorki pochodzace z wezta chtonnego
wyizolowane od 78-letniego mezczyzny rasy kaukaskie)
Charakterystyka: komoérki produkujgce melaning




Linia nowotworu ptuc

A549
Morfologia: Komorki epitelialne, adherujgce do podtoza
Pochodzenie: komorki wyizolowane od 58-letniego
mgzczyzny rasy kaukaskiej
Charakterystyka: komoérki produkujace lecytyne
Hodowla komorek

Eksperymenty z wykorzystaniem komérek nowotworowych oraz czynnosci
zwigzane z utrzymaniem hodowli komoérkowej prowadzono w warunkach sterylnych,
pod komorg z laminarnym przeptywem powietrza oraz z uzyciem sterylnego sprzetu
jednorazowego uzytku (BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). Komorki hodowano
w inkubatorze w temperaturze 37°C, stezeniu 5% CO2 i wilgotnosci 95%. Pozywki
hodowlane wykorzystane w hodowli komérkowej przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Zastosowane pozywki hodowlane.

Linia Medium FBS Glutamina  Penicylina/streptomycyna
komorkowa 200 mM 10 000 U penicyliny
10 mg/ml streptomycyny

LNCaP DMEM 10% 1% 1%
MeWo

A375

A549

PC3 RPMI-1640 10% 1% 1%

Pasazowanie komorek

Po uzyskaniu 70-80% konfluencji przeprowadzano pasaz komoérek. W celu
odczepienia komérek od podioza stosowano trypsyne i inkubowano w temperaturze
37°C. Nastgpnie podano medium komérkowe i zawiesing komérek przenoszono
do sterylnych probéwek i wirowano (1200 rpmi, 3 minuty, temperatura pokojowa).
Nast¢pnie komorki zawieszano w medium hodowlanym i doktadnie mieszano.
Odpowiednig ilos¢ zawiesiny przenoszono do sterylnych butelek (o powierzchni 25,75,
175 cn?, plytki Petriego w zaleznosci od typu eksperymentu) i uzupetniano okreslona
iloscig medium hodowlanego.

Okreslenie ilosci komérek przeprowadzano z uzyciem mikroskopu oraz komory
Birkera. W celu wybarwienia komérek martwych, podczas zliczania, wykorzystywano
barwnik-btekit trypanu.

3.4 Zrodlo $wiatla

3.4.1 Lampadiodowa

W przypadku zwigzkow TG3 i TG4 do naswietlania komorek wykorzystano
lampg diodowa, zaprojektowana i skonstruowang przez dr hab. Tomasza Goslinskiego
z Katedry i Zaktadu Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych UMP. Lampa
Zzbudowana zostata 300 czerwonych diod (Kingbright Electronic Co, Ltd, Taiwan)
potaczonych w 6 klastréow generujgca koherentne swiatto o diugosci fali 640 nm
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i szerokosci potdwkowel 20 nm. Komérki naswietlano z odlegtosci 6 cm uzyskujac
srednia gestosé mocy $wiatta okoto 2 mW/cm?. Pomiar gestosci mocy $wiatta mierzono
przed kazdym eksperymentem za pomoca radiometru RD 0,2/2 z sondg TD (Optel).

3.4.2 Lampalaserowa

W przypadku zwigzkow TG15 i TG18 do naswietlania wykorzystano lampe
laserowa generujaca swiatto o diugosci 735 nm (dioda laserowa AlGaAs, Roithner
LaserTechnik GmbH, Vienna, Austria), zaprojektowang i skonstruowang przez zespét
dr hab. Tomasza Goslinskiego z Katedry i Zaktadu Technologii Chemicznej Srodkow
Leczniczych UMP. Komorki naswietlano z odlegtosci 9 cm uzyskujac srednig gestosé
mocy $wiatla okoto 2,9 mW/cm?®. Pomiar gestosci mocy $wiatta mierzono przed

kazdym eksperymentem za pomoca radiometru RD 0,2/2 z sonda TD (Optel).

Rycina 9. Lampy uzyte w eksperymentach PDT: A) lampa diodowa, B) lampa

laserowa.

3.5 Eksperymenty PDT

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone byty dla komérek naswietlanych (tzw.
faza jasnd) oraz nienaswietlanych (tzw. faza ciemna). Komorki w okreslonej liczbie
(w zaleznosci od typu eksperymentu) wysiewano na ptytki i umieszczano w inkubatorze
do nastepnego dnia. Nastepnie komorki przemywano dwukrotnie jatowym roztworem
PBS i podawano fotouczulacz w medium bez czerwieni fenolowe o obnizonegj
zawartosci FBS wynoszace] 2,5%. Czas inkubacji z badanym zwiazkiem wynosit 24
godziny, za wyjatkiem eksperymentow zwigzanych z oceng wchtaniania i zaleznosci
czas inkubacji-cytotoksycznos¢. Badania cytotoksycznosci przeprowadzono w zakresie
stezen 0,15 uM; 0,3 uM; 0,6 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM oraz 10 uM. Do kolejnych

eksperymentéw zwigzanych z oceng mechanizmu dziatania wybrano trzy stezenia:
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0,6 uM; 2,5 UM oraz 5 pM. Jako kontrolg negatywng zastosowano DMSO w stezeniu
nie przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Po inkubacji z badanym
zwiagzkiem, komorki przemywano dwukrotnie roztworem PBS i podawano medium
komdrkowe bez dodatku fotouczulacza. Nastepnie komorki naswietlano, w wiekszosci
eksperymentéw stosowano dwa czasy naswietlania: 10 oraz 20 minut (tzw. faza jasna,
LT-ang. light-mediated  toxicity). Do  eksperymentu  wilgczano  takze
komorki nienaswietlane, ktérym podano te same co komérkom naswietlanym dawki
fotouczulacza (tzw. faza ciemna, DT- ang. dark toxicity). Po naswietlaniu komorki
inkubowano w zaleznosci od typu eksperymentow od 30 minut do 24h.

g2 D80

Rycina 10. Naswietlanie komoérek przy uzyciu lampy diodowe] oraz
przyktadowe plytki 96-dotkowe po wykonaniu testu MTT. Od gory: ptytka, na ktorej
komérki zostaly poddane dziataniu fotouczulacza (oprécz skrajnej lewej kolumny), ale
nie byly naswietlane, ponizej komorki ptytka, na ktoregy komorki zostaty poddane
dziataniu fotouczulacza (oprocz skrajnej lewej kolumny), przez 10min, ponizej ptytka
przygotowana analogicznie do ptytki srodkowej jednak komoérki naswietlane byty przez

20 min.

3.6 Badania wstepne

3.6.1 Ocenadzialania cytotoksycznego- tess MTT

Zasada metody

Test MTT opiera si¢ zdolnosci metabolizowania przez komérki substratu-zottej
soli tetrazolowej do nierozpuszczalnego w wodzie purpurowego formazanu. Reakcja
katalizowana jest przez enzym dehydrogenaze mitochondrialng, aktywng jedynie
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w zywych komadrkach. Intensywnos¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do ilosci
aktywnych metabolicznie komorek (251;252).

Wykonanie

Badanie przeprowadzono na liniach: LNCaP, PC3, A375 oraz MeWo dla
zZwigzku TG3, LNCaP i A375 dla TG4; LNCaP i A549 dla zwiazkéw TG 15
oraz TG18. Dodatkowo wykonano badanie dziatania cytotoksycznego standardowej
ftalocyjaniny cynkowej ZnPc dla linii LNCaP. Badanie prowadzono na ptytkach 96
dotkowych, na ktére wysiewano komorki w ilosci 20 000 komérek na dotek. Komorki
inkubowano z badanymi zwigzkami w zakresie stezen: O uM; 1,5 uM; 0,3 uM; 0,6 uM;
2,5 uM; 5 uM oraz 10 UM przez 24 godziny. Jako kontrol¢ negatywna zastosowano
DMSO w stezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Nastgpnie
komorki naswietlano i po 24 godzinach wykonano tes MTT (81). W tym celu
do komérek (naswietlanych i nienaswietlanych) podano 170 pl roztworu MTT (20ul
roztworu MTT o stezeniu 5Smg/ml PBS) w medium hodowlanym i inkubowano przez
2h. Nastepnie ptytki wirowano przez 3 minuty. W celu rozpuszczenia wytworzonych
przez komorki iwytragconych krysztatbw formazanu, podano 200 pl DMSO
i wytrzasano 10 minut. Absorbancje zmierzono przy uzyciu czytnika ptytek (Biotek
Instruments, EIx-800) przy dtugosci fali 570 nm.i fali referencyjnej 690 nm. Wyniki
przedstawiono jako % kontroli (Srednia wartos¢ z dwoch niezaleznych eksperymentow).

3.6.2 Ocena wchianiania badanych fotouczulaczy przez komorki

nowotworowe

Zasada metody

Do oceny wchianiania badanych zwigzkéw TG3 i TG4 wykorzystano ich
zdolnos¢ do emisji fluorescencji. Stopien wchtaniania oceniano poprzez pomiar stgzenia
badanych zwigzkéw w medium hodowlanym oraz lizacie komérkowym (253). Badania
tego nie przeprowadzono dla pozostatych zwigzkéw z uwagi na brak aktywnosci
cytotoksycznej.
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Wykonanie

Komoérki linii LNCaP wysiano na ptytki 96-dotkowe (2x10" komérek/dotek)
i inkubowano do nastgpnego dnia. Zwigzek TG3 podano w stezeniach 10 puM
oraz 1,25 uyM, a nastepnie inkubowano przez: 2h, 4h, 6h oraz 24h. Jako kontrole
negatywna zastosowano DMSO w dsezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium
hodowlanym. Nastgpnie zebrano medium komoérkowe i przeniesiono na nowe piytki.
Komorki przeptukano dwukrotnie roztworem PBS, podano 200 pl acetonitrylu
i wytrzasano przez godzing w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Pomiar
fluorescencji wykonano na czytniku ptytek Tecan Infinity 200 (Méannedorf, Szwajcaria)
przy nastepujacych dtugosciach fali wzbudzenialemisji: zwigzek TG3- 670/710 nm,
zZwigzek TG4 733nm/763nm. Eksperyment wykonano réwniez dla komorek
naswietlanych (10 oraz 20 minut). Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢xSD
z dwéch niezaleznych eksperymentow.

Badania cytotoksycznosci dla wybranego zwiazku T G3 na linii

komor kowel nowotwor u prostaty L NCaP

3.6.3 Wplyw czasu inkubacji z badanym zwigzkiem na dziatanie
cytotoksyczne

Zasada metody

W celu sprawdzenia zaleznosci pomiedzy czasem inkubacji z badanym
zwiagzkiem, ajego dziataniem cytotoksycznym przeprowadzano badanie przezywal nosci
komorek LNCaP za pomoca testu MTT. Badanie wykonano dla komoérek
inkubowanych 2h ,4h, 6h oraz 24h godzin z badanym zwiazkiem i naswietlanych 10
i 20 minut oraz komorek nienaswietlanych.

Wykonanie

Komoérki linii LNCaP wysiano na plytki 96-dotkowe (2x10" komorek/dotek).
Nastepnego dnia podano fotouczulacz TG3 w zakresie st¢zen: 0 uM; 1,5uM; 0,3uM;
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0,6uM; 1,2 uM; 2,5 uM; 5 pM; 10 pM i inkubowano przez czas. 2,4,6 oraz 24h. Jako
kontrole negatywna zastosowano DMSO w stezeniu nie przekraczajacym 0,1%
w medium hodowlanym . Po uptywie kazdego z czasow komorki naswietlano (10 oraz
20 minut) i po czasie 24 h przeprowadzono ocene przezywalnosci komorek za pomoca
testu MTT. Wyniki przedstawiono jako $rednig wartos¢+SD z dwoch niezaleznych
eksperymentéw.

3.6.4 Test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej

Zasada metody

Ocene zaburzenia integralnosci btony komérkowej pod wptywem badanego
zZwiazku przeprowadzono za pomoca zestawu odczynnikdéw do oznaczania aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej- LDH Assay Kit (Cayman Chemical, An Arbor, MI,
USA). W wyniku uszkodzenia btony komérkowe nastepuje uwalnianie LDH
do medium hodowlanego. Enzym ten w warunkach tego eksperymentu katalizuje
utlenienie mleczanu do pirogronianu z jednoczesnym powstawaniem dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADH), ktory w obecnosci diaforazy bierze udziat
w redukcji soli tetrazolowej do barwnego formazanu. Intensywnos$é¢ powstaacego
zabarwienia jest wprost proporcjonalna do stopnia uszkodzenia komorek i moze by¢
mierzona spektrofotometrycznie przy diugosci fali 490-520 nm (254;255).

Wykonanie

Komdrki linii LNCaP wysiano naplytki 96-dotkowe o gestosci 2x10°
komorek/dotek. Badany zwigzek podano w zakresie stezen 0,15 uM; 0,3 uM; 0,6 UM:;
2,5 uM; 5 pM oraz 10 pM i inkubowano przez 24h. Analize wykonano po 2h oraz 24h
od naswietlania. Jako kontrol¢ negatywng zastosowano DMSO w stezeniu nie
przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym, natomiast kontrolg pozytywna stanowit
1% roztwér Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ktéry powodowat
lizg 100% komdrek. Po okreslonym czasie inkubacji (2 oraz 24h od naswietlania) ptytki
wirowano (400 x g, 5 minut, temperatura pokojowa), a nastgpne 100 pl medium znad
komérek przeniesiono na nowa ptytke 96-dotkowa. Do pobranego medium dodano 100
pl przygotowane] ex tempore mieszaniny reakcyjnej zawiergjacej: kwas miekowy,
NAD", sdl tetrazolows i diaforaze. Plytki wytrzasano przez 30 minut w temperaturze
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pokojowsj. Absorbancje zmierzono przy uzyciu czytnika ptytek (Biotek Instruments,
Elx-800) przy diugosci fali 490 nm.

3.6.5 Barwienie blekitem trypanu

Zasada metody

Barwnik bigkit trypanu wybarwia jedynie martwe komérki o uszkodzonych
btonach komdrkowych lub komérki nie zdolne do usuniecia dyfundujacego do ich
wnetrza barwnika. 110$¢ zabarwionych komorek moze swiadczy¢ o stopniu dziatania
cytotoksycznego badanego zwiazku (256).

Wykonanie

Komoérki linii LNCaP wysiano na plytki 12-dotkowe (gestosé komorek 2,5x10°
komérek/dotek). Nastepnego dnia podano zwigzek TG3 o stezeniach: 0,6 uM; 2,5 uM
oraz5 pM iinkubowano przez 24h. Jako kontrolg negatywna zastosowano DMSO
w stezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Komorki naswietlano
zgodnie z protokotem PDT (10 i 20 min naswietlania). Analize wykonano po czasie 24
godzin od naswietlania. W tym celu usunieto medium i podano 0,4% roztwor biekitu
trypanu (1:1 w PBYS) i po 5 minutach wykonano zdjgcia przy uzyciu mikroskopu (Nikon
Eclipse TS100) wyposazonego w kamerg (Digital Sight Camera System, za pomoca
oprogramowania NIS Elements Basic Research Nikon, Kawasaki, Japonia) zliczono
takze odsetek martwych komorek.
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Badania z zakresu wplywu badanego zwigzku na indukowanie
w komor kach nowotwor owych proceséw apoptozy, nekr ozy oraz

autofagii

3.7 Wplyw badanego zwigzku na cykl komor kowy

Zasad metody

Wpltyw zwigzku TG3 na cykl komoérkowy analizowano za pomoca metoda
cytometrii przeptywowsj i barwienia jodkiem propidyny (257). Jodek propidyny wiagze
si¢ w stosunku stechiometrycznym z DNA, dlatego intensywnos¢ fluorescencji jest
wprost proporcjonalna do ilosci DNA w komorce. W trakcie poszczegélnych faz cyklu
komérkowego ilos¢ DNA ulega zmianom: w fazie G, komérki posiadaja dwie kopie
chromosomoéw, w fazie G,/M ilos¢ kwasdw nukleinowych ulega podwojeniu, w fazie S
fluorescencja osigga poziom posredni pomiedzy Gi I G)/M co pozwala
na zréznicowanie poszczegolnych faz cyklu komorkowego (258).

Wykonanie

Komérki linii LNCaP wysiano na plytki 6-dotkowe w liczbie 5x10°
komorek/dotek. Po catonocnej inkubacji podano fotouczulacz w stezeniu 0,6 pM;
25uM oraz 5 uM i po 24 godzinach naswietlano komoérki (10 i 20 minut). Jako
kontrole negatywng zastosowano DMSO w st¢zeniu nie przekraczajacym 0,1%
w medium hodowlanym. Nastepnie po uptywie 2, 6 i 24 godzin od naswietlania,
komérki odczepiono od podtoza za pomocg trypsyny. Komorki odwirowano (5000 rpm,
temperatura pokojowa), przemyto dwukrotnie PBS i utrwalono w 70% etanolu (POCH,
Gliwice, Polska) w temperaturze 4°C przez 30 minut. Nastepnie, komérki ponownie
odwirowano, przemyto dwukrotnie roztworem PBS i podano jodek propidyny (50
pg/ml) oraz roztwér RNA-zy A o stezeniu 100 pg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Komorki inkubowano w ciemnosci przez 30 minut. Analiz¢ faz cyklu
komdrkowego przeprowadzono za pomoca cytometru przeptywowego FACSCalibur
(BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA).
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3.8 Analiza zmian mor fologicznych - apoptotycznych
i nekrotycznych metoda podwdjnego barwienia Hoechst
33342/jodek propidyny

Zasada metody

Morfologiczne zmiany zachodzace w komorkach poddanych PDT przy uzyciu
zwigzku TG3 (PDT-TG3) oceniono metodg podwdjnego barwienia jodek
propidyny/Hoechst 33258 przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon Eclipse
TS100 zlampa fluorescencyjng C-SHG) wyposazonego w kamerg (Digital Sight
Camera System, za pomoca oprogramowania NIS Elements Basic Research Nikon,
Kawasaki Japonia). Hoechst 33258 to barwnik fluorescencyjny barwigcy
skondensowana chromatyne w komorkach apoptotycznych (intensywne niebieskie
zabarwienie) i wolna chromatyng w komorkach zdrowych (niebieskie zabarwienie).
Jodek propidyny to czerwony barwnik fluorescencyjny, ktéry przenika przez btong
komdrkowsa jedynie martwych komorek, a nastepnie wigze si¢ z DNA (259).

Wykonanie

Komoérki linii LNCaP (o0 gestosci 2,5x 10°) inkubowano z badanym zwiazkiem
o stezeniu: 0,6 pM; 2,5 uM, 5 UM przez czas 24 godzin. Jako kontrolg negatywna
zastosowano DMSO w stezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym.
Nastepnie komorki naswietlano i po czasie 2, 6, 24 h wybarwiono przy uzyciu barwnika
Hoechst 33258 o stezeniu 10 pg/ml oraz jodku propidyny o stezeniu 10 pg/ml. Phytki
inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie komérki przemyto
dwukrotnie roztworem PBS and i utrwalono przy uzyciu 4% roztworu PFA (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
komorki przeptukano dwukrotnie roztworem PBS, dodano 200 pl PBS i wykonano
zdjecia przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon Eclipse TS100 z lampa
fluorescencyjng C-SHG wyposazonego w kamerg Digital Sight Camera System
oprogramowanie NIS Elements Basic Research Nikon, Kawasaki Japonia). Do zdje¢
uzyto filtrow odpowiednich dla jodku propidyny (G2-A) oraz dla barwnika Hoechst
33258 (UV-2A) oraz w $wietle widzialnym (VS). Zdjecia byty poddawane obrébce
wprogramie Adobe Photoshop CS5 polegajacej na konwersji zdje¢ z kanatu
czerwonego do postaci czarno-biate) przy uzyciu wysokontrastowego filtra czerwonego
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oraz natozeniu ich na zdj¢cia uzyskane zkanalu UV. Tak uzyskane fotografie
pozwalaty na ocen¢ komorek oraz policzenie komorek w kazdej z populacji. W tym
celu uzyto narze¢dzia zliczania obiektow zawartego w programie Adobe Photoshop CS5
(Adobe Systems Inc, Sain Jose CA USA).

3.9 Detekcja apoptozy w komodrkach nowotworowych w oparciu

o0 test immunoenzymatyczny EL I SA

Zasada metody

Ocene zdolnosci badanego zwigzku do indukcji apoptozy przeprowadzono
z wykorzystaniem testu ELISA (Cell Death Detection ELISA™S, Roche) zgodnie
z protokotem producenta. Test opiera si¢ na detekcji mono i oligonukleosmow
powstajacych w wyniku fragmentacji DNA w procesie apoptozy (260).

Wykonanie

Komoérki linii LNCaP (2x10* komdrek/dotek) inkubowano z fotouczulaczem
TG3 o dezeniu: 0,6; 2,5 oraz 5 UM przez 24h. Eksperyment przeprowadzono 24
godziny po naswietlaniu komérek (10 oraz 20 minut) oraz dla komorek
nienaswietlanych. Jako kontrol¢ negatywna zastosowano DMSO w stgzeniu nie
przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym, natomiast kontrole pozytywna stanowit
roztwor kamptotecyny o stezeniu 5 pM (Merck Millipore). Komorki zlizowano
roztworem buforu lizujacego (30 minut, temperatura pokojowa) i odwirowano 3000 x g
przez 10 min. Nastgpnie pobrano 20 pl lizatu i naniesiono na ptytke optaszczong
streptawidyna i podano mieszaning przeciwciat (monoklonalne mysie przeciwciata
biotynowane skierowane przeciw histonom oraz monoklonalne mysie przeciwciata
skierowane przeciw DNA iskoniugowane z peroksydaza chrzanowa). Phytki
wytrzasano przez 2h w temperaturze pokojowej. Po czasie inkubacji ptytki przeptukano
trzykrotnie buforem. W celu wywotania barwy dodano roztwér ABTS (sulfonian 2,2'-
azyno-bis-3-etylobenzotiazolowy, H>O, w buforze glicynowo/ cytynianowym)
i wytrzasano przez 20 minut. Nastepnie podano roztwér zatrzymujace reakcje
i zmierzono absorbancje przy diugosci fali 405 nm z uzyciem czytnika ptytek (Biotek
Instruments, EIx-800).
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3.10 Analizailosciowa zmian potencjatu blony mitochondrialng za

pomoca barwnika fluorescencyjnego JC-1

Zasada metody

Zmiany potencjalu btony mitochondrialne] zostaly zmierzone przy uzyciu
zestawu odczynnikéw JC-1 Assay Kit (Cayman Chemical, An Arbor, MI) zgodnie
z protokotem producenta.

JC-1(5,5,6,6 -tetrachloro-1,1',3,3' -tetraetylobenzoimidazolokarbocyjanek)  to
barwnik, ktory wykazuje zdolnos¢ do selektywnej akumulacji w mitochondriach. Kiedy
potencjat btony mitochondrialngj jest wysoki barwnik tworzy tzw. agregaty emitujace
czerwong fluorescencje, natomiast jego spadek skutkuje utworzeniem tzw. monomerow
charakteryzujacych si¢ zielong fluorescencja. Wzajemny stosunek obu tych form
pozwala na oceng zmian potencjatu btony mitochondrialnej (261).

Wykonanie

Komodrki linii LNCaP (o gestosci 2x10* komérek/dotek) inkubowano przez 24
godziny z badanym zwigzkiem o stezeniu: 0,6 uM; 2,5 uM; and 5 pM. Jako kontrole
negatywna zastosowano DMSO w dsezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium
hodowlanym. Nastepnie po naswietlaniu, komorki inkubowano przez 45 minut
w temperaturze 37°C, dodano 10 pl roztworu JC-1 i ponownie umieszczono plytki
w inkubatorze na 30 minut. Po zakonczeniu inkubacji ptytki wirowano przez 5 minut
(400 x g, temperatura pokojowa) i przemyto dwukrotnie roztworem dostarczonym przez
producenta zestawu (Assay Buffer). Odczytu fluorescencji dokonano przy uzyciu
czytnika Tecan Infinity 200 (Mannedorf, Szwajcaria). Zastosowane diugosci fali to:
wzbudzenie/emisja dla monomeréw: 560 /595 nm, oraz odpowiednio 485/535 nm dla
agregatow JC-1. Wyniki przedstawiono jako érednia wartos¢ z trzech niezaleznych
eksperymentéw.
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3.11 Aktywnos¢ kaspazy-9

Zasada metody

Aktywnos¢ kaspazy-9 zbadano za pomocg zestawu odczynnikéw Caspase 9
Fluorometric Assay Kit (BioVision) zgodnie z instrukcja producenta. Metoda opiera si¢
na pomiarze fluorescencji 7-amino-4-trifluorometylokumaryny produktu powstajacego
w wyniku reakcji rozktadu specyficznego dla kaspazy-9 substratu N-Acetyl-Leu-Glu-
His-Asp-7-amido-4-trifluorometylokumaryny.

Wykonanie

Komoérki linii LNCaP wysiano na ptytki 12-dotkowe (2x10° komérek na dotek)
i po catonocnej inkubacji podano fotouczulacz o stezeniu: 0,6 pM; 2,5 UM 1 5 M
i inkubowano przez 24h (jako kontrole negatywna uzyto DMSO). Nastgpnie komorki
traktowano zgodnie z protokotem eksperymentu PDT (komorki nienaswietlane, 10 i 20
min naswietlania). Pomiar aktywnosci enzymu wykonano po czase 2 i 4h
od nawietlania. W tym celu komérki zlizowano buforem lizujacym (4°C, 15 minut), 50
pl lizatu przeniesiono na nowa ptytke 96-dotkows i podano 50 pl buforu reakcyjnego
zawierajacego 10 mM ditiotreitol. Nastepnie podano 5 pl roztworu substratu dia
kaspazy-9 LEHD-AFC (stezenie koncowe substratu 50 pM). Phytki wytrzasano
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 2 h. Pomiar fluorescencji wykonano
zapomocg czytnika ptytek Tecan Infinity 200 (Mannedorf, Szwajcaria) przy dtugosciach
fali: wzbudzenie-400 nm, emisja505 nm. Uzyskane wartosci fluorescencji przeliczono na
ilos¢ biatka i przestawiono jako % kontroli (Srednia warto§¢ z dwoch niezaleznych

eksperymentow).

3.12 Aktywnos¢ kaspazy-3

Zasada metody

Aktywnos¢ kaspazy-3 zostata zmierzona przy uzyciu zestawu odczynnikOw
Caspase-3 Fluorescence Assay Kit (Cayman Chemiacal, An Arbor, MI) zgodnie
zinstrukcja producenta. Metoda opiera si¢ na pomiarze fluorescencji produktu
powstajacego w wyniku reakcji rozktadu przez kaspaze 3 specyficznego dla niej
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substratu N-Ac-DEVD-N'-MC-R110. Ilos¢ powstajacego fluorescencyjnego produktu
moze by¢ zmierzona przy diugosci fali wzbudzenia 485nm i emisji 535 nm (262).

Wykonanie

Komorki linii LNCaP (2x10* komoérek/dotek) wysiano na plytki 96-dotkowe
i inkubowano przez 24h. Nastgpnie, podano zwigzek TG3 w stgzeniach: 0,6 pM;
25uM i 5 uM i komorki poddano 24 godzinnej inkubacji. Jako kontrole negatywna
zastosowano DMSO w stezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym.
Komérki  traktowano zgodnie z protokotem eksperymentu PDT  (komorki
nienaswietlane, 10 i 20 min naswietlania). Oznaczenie aktywnosci enzymu w lizacie
komorkowym wykonano po dwéch czasach od naswietlania: 12h oraz 24h. W tym celu,
ptytki odwirowano (800xg, 5 min, temperatura pokojowa) i $ciggnieto medium
komorkowe. Nastepnie komorki przeptukano buforem i zlizowano za pomoca
umieszczonego w zestawie buforu (30 minut na wytrzasarce, temperatura pokojowa).
Ptytki wirowano przy 800x g (10 min, temperatura pokojowa) i przeniesiono 90 pl
lizatu na nowa czarng plytke 96-dotkowa do pomiaru fluorescencji. Nastepnie podano
mieszaning reakcyjna (substrat kaspazy3-N-Ac-DEVD-N’-MC-R110, ditiotreitol
oraz bufor) iinkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. W celu oceny
specyficznosci substratu uzytego w eksperymencie wykorzystano réwniez inhibitor
kaspazy-3. Pomiar fluorescencji wykonano za pomoca czytnika ptytek Tecan Infinity
200 (Mannedorf, Szwajcaria) przy diugosciach fali: wzbudzenie: 485 nm emisa: 535
nm. Stezenie produktu obliczono za pomoca wykonanej krzywej standardowe
i przeliczono na ilos¢ biatka. Wynik przedstawiono jako procent kontroli, z dwoch
niezaleznych eksperymentow.

3.13 Wplyw inhibitora Bcl-2, ABT199 na cytotoksycznosé
zZwiazku TG3

Zasada metody

Analize wptywu ABT199- selektywnego inhibitora biatka Bcl-2 (263)
nadziatanie cytotoksyczne TG3 wykonano ocenigjac przezywalnos¢ komorek
zapomocg tesu MTT.
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Wykonanie

Ocena dzafania cytotoksycznego ABT-199

W pierwszym etapie wykonano eksperymenty majace na celu sprawdzenie
dziatania cytotoksycznego samego inhibitora. Komorki linii LNCaP wysiano na ptytki
96-dotkowe (gestos¢ 2x10* komorek/dotek). Nastepnego dnia podano ABT-199
w zakresie stezen: 1 uM; 0,5 uM; 0,25 uM; 0,12 uM; 0,06 uM; 0,03 uM; 0,0015 puM.
Badanie wykonano zaréwno w fazie ciemnej oraz w polfaczeniu z naswietlaniem (20
minut; 2 godziny po podaniu inhibitora). Jako kontrole uzyto DMSO w stezeniu
nieprzekraczajacym 0,1%. Wptyw inhibitora nekrozy na cytotoksycznos¢ zwiazku TG3
oceniono w oparciu o test MTT po 24 godzinach. Wyniki przedstawiono jako procent
kontroli (sredniawartos¢ z dwoch niezaleznych eksperymentow).

Wptyw ABT199 na cytotoksyczne dziafanie TG3

Komorki linii LNCaP wysiano na plytki 96-dotkowe (gestos¢ 2x10*
komérek/dotek). Nastepnego dnia podano fotouczulacz o stezeniach: 0,6 uM; 2,5 uM
i 5uM i inkubowano przez 24h. Jako kontrole uzyto DMSO w stgzeniu
nieprzekraczajacym 0,1%. ABT199 (1uM w DMSO) podano 24h i 2 godziny przed
naswietlaniem. Wptyw inhibitora Bcl-2 na cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 zbadano
woparciu o tet MTT. Wyniki przedstawiono jako s$rednia wartos¢ z dwéch
niezaleznych eksperymentow (jako procent kontroli).

3.14 Panel apoptotyczny Human Apoptosis Array

Zasada metody

Analize ekspresji 35-biatek pro- i antyapoptotycznych przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw Human Apoptosis Array (R&D Systems, UK)
zgodnie z protokotem producenta. Przygotowane lizaty komérkowe naktadane s3 na
gotowe membrany nitrocelulozowe z naniesionymi przeciwciatami. Po catonocnej
inkubacji 1 odptukaniu niezwigzanych biatek, membrany inkubowane s3
z biotynowanymi przeciwciatami. Wizualizacje bialek przeprowadza si¢ metoda
chemiluminescencji z wykorzystaniem kompleksu streptawidyna-peroskydaza
chrzanowa. Uzyskany sygnat utrwala si¢ nakliszy rentgenowskiej zgodnie z technikami
uzywanymi w klasycznej metodzie Western Blot.
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Wykonanie

3.14.1 Uzyskanie lizatéw komorkowych

Komorki linii LNCaP wysiano na ptytki Petriego o $rednicy 10 cm i poddano
catonocnej inkubacji. Nast¢pnie podano fotouczulacz o st¢zeniu 0,6 UM i 2,5 uM. Jako
kontrole negatywng zastosowano DMSO w st¢zeniu nie przekraczajacym 0,1%
w medium hodowlanym. Komorki z badanym zwigzkiem inkubowano przez 24h,
anastgpnie naswietlano zgodnie z protokotem PDT (czas naswietlania 20 minut).
Po 24h od naswietlania komorki zlizowano buforem lizujgcym z dodatkiem inhibitoréw
proteaz (30 minut w temperaturze 4°C). Nastepnie lizaty komérkowe odwirowano
(15000 RPM, 4°C, 10 minut), zebrano supernatant i zmierzono stezenie biatka.
Uzyskane lizaty komérkowe przechowywano w temperaturze -80°C.

3.14.2 Analiza ekspregi biatek

Analize ekspresji biatek pro- i antyapoptotycznych prowadzono zgodnie
z instrukcja producenta. W tym celu, po zablokowaniu membran (roztwor producenta,
jedna godzina na wytrzagsarce) podano przygotowane lizaty komorkowe (400ug
biatka/membrane) i inkubowano przez calg noc w temperaturze 4°C. Nastepnie
membrany przeptukano 3-krotnie roztworem buforu i podano przeciwciata I1-rzgdowe.
Membrany ponownie umieszczono na wytrzasarce i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 1 godzing. Membrany wytrzasano 3-krotnie po 10 min z roztworem
buforu, podano roztwér streptawidyny i inkubowano przez 30 min w temperaturze
pokojowej, na wytrzasarce. Po przeptukaniu membran (3-krotnie 10 min roztwér
buforu) podano mieszanine odczynnikéw stuzacych do wywotania chemiluminescencji
i wykonano seric zdjg¢ na kliszy rentgenowskigj stosujagc nast¢pujace czasy
naswietlaniaa 1, 3, 5 oraz 10 minut. Uzyskane zdj¢cia zanalizowano za pomocy
programu Image J (NIH, USA).



3.15 Wplyw inhibitora autofagii Spautyny-1 na cytotoksycznosé
zZwiazku TG3

Zasada metody

Analize wptywu inhibitora spautyny-1 na dziatanie cytotoksyczne zwigzku TG3
przeprowadzono w oparciu o test MTT. Spautyna-1 inhibitorem peptydaz: USP10
i USP13  ktére odpowiadaja za  degradacjc  kompleksu  Vps34/kinazy
fosfatydyloinozytolu klasy 111 z biatkiem Bekling-1, uwazana za kluczowe biatko
W procesie autofagii (264).

Wykonanie
Ocena dziafania cytotoksycznego Spautyny-1

W pierwszym etapie wykonano eksperymenty majace na celu sprawdzenie
dziatania cytotoksycznego samego inhibitora. Komérki linii LNCaP wysiano na ptytki
96-dotkowe (gestos¢ 2x10* komodrek/dotek). Nastepnego dnia podano spautyne-1
w zakresie stezen: 20 uM; 10 uM; 5 uM; 2,5 uM; 1,25 uM; 0,6 uM; 0,3 pM. Jako
kontrole negatywng zastosowano DMSO w st¢zeniu nie przekraczajacym 0,1%
w medium  hodowlanym. Badanie wykonano zarowno w fazie ciemnej
oraz w potgczeniu z naswietlaniem (20 minut;1 godzina po podaniu inhibitora). Jako
kontrole uzyto DM SO w stgzeniu nieprzekraczajacym 0,1%. Wptyw inhibitora autofagii
na cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 zbadano po 24 godzinach w oparciu o test MTT.
Wyniki przedstawiono jako procent kontroli ($rednia wartos¢ z dwoch niezaleznych

eksperymentéw).
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Wtyw Spautyny-1 na cytotoksyczne dziafanie TG3

Komorki linii LNCaP wysiano na ptytki 96-dotkowe i po catonocnej inkubacji
podano zwigzek TG3 w stezeniach: 0,6 uM; 2,5 UM i 5 UM a nastepnie inkubowano
przez 24h. Jako kontrole negatywns zastosowano DMSO w stgzeniu nie
przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Spautyne-1 o stezeniu 2,5;5 oraz 10
UM (w DM SO) podano 1 godzing przed naswietlaniem. Nastepnie komoérki naswietlano
a wplyw zastosowanego inhibitora na efektywnos¢ PDT oceniano tetem MTT 24h
po naswietlaniu. Wynik przedstawiono jako srednig wartos¢ z dwoch niezaleznych
eksperymentéw (jako procent kontroli).

3.16 Wplyw Necrox-2 inhibitora nekrozy na dzalanie

cytotoksyczne badanego zwiazku

Zasada metody

Do oceny wptywu inhibitora nekrozy Necrox-2 na dziatanie cytotoksyczne
badanego zwiazku wykorzystano test MTT. Necrox-2 jest antyoksydantem uwazanym
jest za selektywny inhibitor nekrozy i/lub nekroptozy. Mechanizm dziatania jest
zZwigzany z ochrong komorki przed nadtlenoazotynami i reaktywnymi formami tlenu
generowanymi w mitochondriach (265).

Wykonanie

Ocena dzafania cytotoksycznego Necrox-2

W pierwszym etapie wykonano eksperymenty majace na celu sprawdzenie
dziatania cytotoksycznego samego inhibitora. Komorki linii LNCaP wysiano na ptytki
96-dotkowe (gestosé 2x10* komorek/dotek). Nastgpnego dnia podano Necrox-2
w zakresie stezen: 30 uM; 15 uM; 7,5 uM; 3,8 uM; 1,9 uM; 0,9 uM; 0,45 uM. Jako
kontrole negatywng zastosowano DMSO w st¢zeniu nie przekraczajacym 0,1%
w medium  hodowlanym. Badanie wykonano zarbwno w fazie ciemnej
oraz w pofaczeniu z naswietlaniem (20 minut; 2 godziny po podaniu inhibitora). Wptyw
inhibitora nekrozy na cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 zbadano po 24 godzinach
w oparciu o test MTT. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli (srednia wartos¢

z dwoch niezaleznych eksperymentow).
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Wplyw Necrox-2 na cytotoksyczne dziafanie TG3

Komérki linii LNCaP wysiano na plytki 96-dotkowe (gestos¢ 2x10°
komérek/dotek). Nastepnego dnia podano fotouczulacz o stezeniach: 0,6 uM;2,5 uM i 5
MM iinkubowano przez 24h. Jako kontrolg uzyto DMSO w stezeniu
nieprzekraczajacym 0,1%. Necrox-2 (5uM w DMSO) podano 24h i 2 godziny przed
naswietlaniem. Wptyw inhibitora nekrozy na cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 zbadano
w oparciu o test MTT. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli (srednia wartos¢
z dwéch niezaleznych eksperymentow).

3.17 Wplyw TG3 na cytoszkielet komor ek

Zasada metody

Cytoszkielet to struktura odgrywajaca istotng role w zapewnieniu i utrzymaniu
odpowiednego srodowiska wewnatrzkomérkowego poprzez wptyw miedzy innymi na
ksztalt komérek, proces migracji, podziaty komérkowe, transport wewnatrzkomérkowy,
szlaki sygnatowe czy funkcje btony komoérkowej. W budowie cytoszkieletu komorek
wyréznia si¢ trzy gtdwne polimery: filamenty aktynowe, filamenty posrednie
oraz mikrotubule. Sposréd podstawowych skiadowych cytoszkieletu strukturg
0 najwickszej sztywnosci, a jednoczesnie bardzo intensywnej dynamice s3 mikrotubule
zbudowane zbiatek: o i PB-tubuliny. W ocenie wplywu badanego zwiazku na
cytoszkielet komorek wykorzystano przeciwciata monoklonalne przeciwko a-tubulinie
znakowane fluoresceing oraz metodg mikroskopii fluorescencyjnej (266).

Wykonanie

Komoérki linii LNCaP wysiano (gestos¢ 2,5x10° komdrek/dotek) na phytki 24-
dotkowe i wykonano eksperyment PDT dlatrzech stezen 0,6 uM; 2,5 uM i 5 uM. Jako
kontrole negatywng zastosowano DMSO w st¢zeniu nie przekraczajacym 0,1%
w medium hodowlanym. Po czasie 24h od naswietlania komoérki utrwalono 4%
roztworem formaldehydu (PBS) przez 15 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
komérki przeptukano dwukrotnie roztworem PBS, a w celu permeabilizacji btony
komorkowej podano 1% Triton X-100 iinkubowano przez 1h w temperaturze
pokojowej w obecnosci roztworu blokujacego (2% BSA w PBS). Nastgpnie komorki
przeptukano i podano przeciwciata monoklonalne anti-a-tubulin-FITC (1:50)

i inkubowano przez noc. Zdjecia wykonano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego
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(Nikon Eclipse TS100 z lampa fluorescencyjna C-SHG, zastosowano filtr zielony G-
2A, ,mikroskop byt wyposazony w kamere¢ Digital Sight Camera System, zdjecia
zrobiono za pomocg oprogramowania NIS Elements Basic Research Nikon, Kawasaki

Japonia).
Badania z zakresu wolnor odnikowych mechanizmow dziatania

3.18 Detekcja stresu  oksydacyjnego za pomoca 2,7-
dichlorodihydrofluoresceiny (mikroskop fluorescencyjny)

Zasada metody

Detekcje stresu oksydacyjnego przeprowadzono z uzyciem dioctanu 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceiny, ktory w wyniku deacetylacji pod wplywem
wewnatrzkomorkowych esteraz prowadzi do utworzenia 27
dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH). W wyniku reakcji pomiedzy DCFH,
areaktywnymi  formami  tlenu powstaje fluorescencyjny  produkt  2'-7'-
dichlorofluoresceina (DCF) (267).

Wykonanie

Komdrki linii LNCaP (5x10°) wysiano na plytki 6-dotkowe i po 24 godzinach
podano fotouczulacz o stezeniu 0,6;2,5;5 uM. Komérki naswietlano (10, 20 minut) po
24 godzinnej inkubacji komorki i badanie generowania ROS w komdrkach wykonano
po czasie Oh; 0,5h; 2h; 4h; 6h oraz 24h od naswietlania. W tym celu komorki
przeptukano  roztworem  PBS | podano  roztwor  dioctanu  2',7-
dichlorodihydrofluoresceiny (10 uM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) w PBS.
Komoérki inkubowano 30 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie komorki przeptukano
dwukrotnie roztworem PBS i wykonano zdjccia za pomocg mikroskopu
fluorescencyjnego (Nikon Eclipse TS100, lampa fluorescencyjna C-SHG, zastosowano
filtr G2A, mikroskop byt wyposazony w kamerg Digital Sight Camera System, zdje¢cia
zrobiono za pomocg oprogramowania NIS Elements Basic Research (Nikon, Kawasaki
Japonia) przy uzycia filtra zielonego G2-A oraz w $wietle widzialnym. Histogramy
obrazujace intensywnos¢ pikseli w kanale zielonym w wybranych zdjeciach uzyskanych
w Swietle fluorescencyjnym uzyskano za pomocg programu ImagelJ 2.0.0-beta-7.6
w wersji Fiji 64bit for Windows (NIH, USA), a nastepnie skopiowano do programu
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GraphPad Prism 6.04 for Windows, (GraphPad Software, La Jolla California USA)
i zobrazowano na wykresie po zastosowaniu funkcji wygtadzania usrednigjagcego 5
sgsiednich wartosci. Zdjecia uzyskane w swietle widzialnym przeprowadzono do formy
czarno-biatej za pomoca programu Adobe Photoshop CS 5 za pomoca samodzielnie
skonfigurowanego filtra (czerwienie 38%, zo6icie 36%, zielenie 55%, niebieskozielony
151%, niebieskosci 0%, karmazyny 0%) i natozono na nie zdj¢cia uzyskane w swietle
fluorescencyjnym. Z warstwy zdjecia uzyskanego za pomoca $wiatta fluorescencyjnego
usunieto czarne piksele za pomocg narzedzia selekcyjnego, dla ktérego parametr

tolerancji zostal ustawiony na wartos¢ 30 (metoda zostata opracowana na potrzeby tej
pracy).

3.19 Detekcja wolnorodnikowych uszkodzen materiatu
genetycznego- oznaczanie produktu uszkodzenia DNA - 8-
hydroksy-2'-deoksyguanozyny

Zasada metody

Do najczescigl stosowanych markeréw  wolnorodnikowego uszkodzenia
jadrowego oraz mitochondrialnego DNA naleza 8-hydroxy-2' -deoksyguanozyna
oraz 8-okso-7,8-dihydro-2'-deoksyguanozyna.

W celu oceny wplywu zwigzku TG3 na powstawanie wolnorodnikowych
uszkodzen materiatu genetycznego oznaczono stezenie 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny
po 24 godzinach od naswietlania komorek (10 oraz 20 minut) oraz komorek
nienaswietlanych wykorzystujac test ELISA za pomoca zestawu odczynnikow zgodnie
z instrukcja producenta (Cayman Chemical, USA).

Wykonanie

Komorki linii LNCaP (5x10° komorek/dotek) wysiano na plytki 6-dotkowe
i inkubowano do nastepnego dnia. Badany zwigzek podano w ste¢zeniach 0,6; uM
2,5uM; 5 uM i inkubowano przez 24h. Jako kontrol¢ negatywng zastosowano DM SO
w stezeniu nie przekraczajgcym 0,1% w medium hodowlanym. Nastepnie komérki
naswietlano i po 24h wyizolowano DNA za pomoca zestawu odczynnikéw GenElute™
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kits (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Po
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izolacji DNA zostalo poddane trawieniu za pomoca Nukleazy P; pochodzace
z Penicillium citrinum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) w obecnosci fosfatazy
alkalicznegj (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) przez 30 minut. Nastepnie préby
podgrzewano w temperaturze 100°C przez 10 minut. Badane préoby umieszczono na
lodzie i wykonano pomiar stezenia DNA.

Analize stezenia 8-OH-2dG w badanych prébach przeprowadzono za pomoca
zestawu odczynnikéw ELISA DNA/RNA oxidative damage EIA kit (Cayman Chem, An
Arbor, MI, USA), zgodnie z protokotem producenta. Na plytke z naniesionymi
przeciwciatami umieszczono okreslone objetosci DNA, roztwory wzorcowe i podano
mieszaning reakcyjna zawiergjaca przeciwciata monoklonalne. Plytke inkubowano
przez 18 godzin w temperaturze 4°C. Nastepnie plytke przeptukano trzykrotnie buforem
i podano odczynnik Ellman’a. Wytrzasano przez 2 godziny i wykonano pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 405 nm za pomoca czytnika ptytek (Biotek Instruments,
Elx-800). St¢zenie 8-OH-2dG oznaczono za pomoca wykonanej krzywej standardowej
i przeliczono na ilos¢ DNA (pg 8-OH-2dG/ug DNA). Uzyskane wyniki przedstawiono
jako sredniawartos¢ z dwoch niezaleznych eksperymentéw +SD.

3.20 Wplyw inhibitorow enzyméw antyoksydacyjnych na
cytotoksycznos¢ zwigzku TG3

Zasada metody

Wptyw inhibitorow enzyméw antyoksydacyjnych zostalo wykonane dla
nastepujacych inhibitorow (tabela 6): dietyloditiokarbaminianu (DDC,), 2-
metoksyestradiolu (2-ME), sulfoksyminy L-butioniny (BSO,) oraz 3-amino-1,2,4-
triazolu (3-AT) w oparciu o test MTT.
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Tabela 6. Inhibitory enzymdw antyoksydacyjnych uzyte w eksperymencie.

Nazwa Rodzaj inhibitora
DDC inhibitor cynkowo-miedziowej dystmutazy ponadtlenkowej

(ZnCuSOD)

2-ME inhibitor mitochondrialnel dysmutazy ponadtlenkowej
(MnSOD)

BSO inhibitor syntetazy glutationu (GS)

3-AT inhibitor katalazy (CAT)

Wykonanie

Ocena dzafania cytotoksycznego inhibitorow

W pierwszym etapie wykonano eksperymenty majace na celu sprawdzenie
dziatania cytotoksycznego inhibitorow. Komorki linii LNCaP wysiano na ptytki 96-
dotkowe (gestos¢ 2x10" komorek/dotek). Nastepnego dnia podano DDC, 2-ME, BSO 3-
AT w stgzeniach podanych w tabeli 7.

Tabela 7. Stezenie inhibitorow zastosowane w ocenie dziatania cytotoksycznego

Inhibitor Zakres stezen
DDC 40 uM; 20; uM 10 uM; 5 uM; 2,5 uM; 1,2 uM;0,6 uM
2-ME 12 uM; 6 uM; 3 uM; 1,5 uM; 0,75 pM; 0,3 uM; 0,15 pM

BSO 6mM; 3mM:; 1,5mM; 0,75 mM: 0,3 mM: 0,15 mM; 0, 0O7mM
3-AT 10mM:;5mM; 25mM; 1,2 mM; 0,6 mM:; 0,3 mM; 0,15 mM

Badanie wykonano zaréwno w fazie ciemnej oraz w polaczeniu z naswietlaniem
(20 minut). Jako kontrole uzyto DMSO w stezeniu nieprzekraczajacym 0,1%. Wplyw
inhibitorow na cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 zbadano po 24 godzinach w oparciu
otest MTT. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli ($rednia wartos¢ z dwaoch
niezaleznych eksperymentow).
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Wplyw na cytotoksyczne dziafanie TG3

Komoérki linii LNCaP (2x10* komdrek/dotek) wysiano na plytki 96-dotkowe.
Nast¢pnego dnia komérki eksponowano na dziatanie inhibitorow: DDC (10 puM), BSO
(4,5 mM) oraz 3-AT (5 mM) oraz zwiazku TG3 (0,6 pM) 24 godzin przed
naswietlaniem. Jako kontrole negatywna zastosowano DMSO w stezeniu nie
przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Nastepnie komorki naswietlano
zgodnie z protokotem PDT (10 oraz 20 minut). Wplyw zastosowanych inhibitoréw na
cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 zostal zbadany przy uzyciu testu MTT, wykonanego 24h
po naswietlaniu oraz dla komérek nienaswietlanych. Wyniki przedstawiono jako
srednig wartos¢ z dwdch niezaleznych eksperymentéw (jako % kontroli).

3.21 llosciowa analiza zmian stezenia glutationu w komorce

z wykor zystaniem barwnika fluorescencyjnego Thioglo-1

Zasada metody

Metoda opiera si¢ na pomiarze fluorescencji adduktow powstgjacych w wyniku
reakcji barwnika Thioglo-1 (amid kwasu maleinowego) z grupami sulfhydrylowymi
biatek (268).

Wykonanie

Zmiany stezenia glutationu w komérkach po Oh, 0,5h; 2h; 4h; 6h i 24h od
naswietlania zostaly zmierzone za pomoca barwnika fluorescencyjnego Thioglo-1
(Calbiochem, San Diego, CA, USA). W tym celu komorki linii LNCaP zostaty wysiane
na plytki 96-dotkowe wilosci 2x10* komérek/dotek. Nastepnego dnia podano
fotouczulacz w stezeniach 0,6 uM; 2,5 uM, oraz 5 pM. Czas inkubacji z badanym
zwiagzkiem wynosit 24h. Jako kontrole negatywna zastosowano DMSO w st¢zeniu nie
przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Po dwukrotnym przemyciu piytek
roztworem PBS podano inhibitor syntetazy glutationu o stezeniu 1,5mM. Po czasie 1
godziny od podania BSO komérki naswietlano zgodnie z protokotem eksperymentu
PDT (dwa czasy naswietlania 10 i 20 min, komorki nienaswietlane). Nastgpnie komorki
zlizowano przy uzyciu buforu PBS przez 24h w temperaturze -80°C. Uzyskane lizaty

komérkowe (50 ul) oraz przygotowane roztwory standardowe glutationu (zakres stezen
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0,3 uM-1,0 uM) przeniesiono na ptytki do pomiaru fluorescencji i dodano 50 ul swiezo
przygotowanego roztworu ThioGlo 1 (5uM w PBYS). Ptytki wytrzasnieto i inkubowano
5 min bez dostepu swiatta. Pomiar fluorescencji wykonano na czytniku ptytek Tecan
Infinity 200 (Mannedorf, Szwajcaria) przy diugosci fali: wzbudzenie 384 nm, emisja513
nm. Wyniki przedstawiono jako $rednia ilos¢ glutationu z dwoch eksperymentow
przeliczona na biatko (jako % kontroli).

3.22 Generowanietlenku azotu

Zasada metody

Do oznaczenia stezenia tlenku azotu wykorzystano znacznik fluorescencyjny
dioctan 4-amino-5-metyloamino-2',7'-difluorofluoresceiny (DAF-FM DA).
W komérkach pod wptywem esteraz zachodzi deacetylacja DAF-FM DA do 4-amino-5-
metyloamino- 2',7’-difluorofluoresceiny (DAF-FM), ktéra w obecnosci NO przechodzi
w fluorescencyjny produkt triazolofluoresceine (269).

Wykonanie

Komérki linii LNCaP wysiano na plytki 96-dotkowe (gestos¢ 2x10°
komorek/dotek). Nastepnego dnia podano fotouczulacz o stezeniach: 0,6 pM;2,5 uM
oraz 5 UM i inkubowano przez 24h. Jako kontrol¢ negatywna zastosowano DMSO
w stezeniu nie przekraczajacym 0,1% w medium hodowlanym. Komorki naswietlono
i po czasie: 2, 6 godzin podano DAF-FM DA (10uM w DMSO) w medium bez
zawartosci surowicy i umieszczono w inkubatorze na czas 30 minut. Nastepnie komorki
dwukrotnie przeptukano roztworem PBS i ponownie umieszczono w inkubatorze czas
15 min. Fluorescencj¢ zmierzono na czytniku Tecan Infinity 200 (Méannedorf,
Szwajcaria) plytek przy nastepujacych diugosciach fali: wzbudzenie: 485 nm,
emisja: 535 nm.
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3.23 Badanie subkomorkowsej lokalizacji zwigzku TG3

Zasada metody

Mechanizm dziatania fotouczulaczy jest scisle zwigzany z ich
wewnatrzkomorkowa lokalizacja, w 2zwigzku z krotkim czasem zycia tlenu
singletowego, a takze innych reaktywnych form tlenu. Okreslenie lokalizacji PS
w komorce pozwala wytypowaé struktury szczegélnie narazone na dziatanie wolnych
rodnikow oraz moze dostarczy¢ informacji zwigzanych z wptywem lokalizacji na rodzaj

drogi $mierci komorkowsy.

W celu okreslenia lokalizacji badanego zwigzku w komérce zaplanowano
eksperymenty z uzyciem znacznikOw fluorescencyjnych (barwigcych mitochondria,
lizosomy oraz retikulum endoplazmatyczne) w oparciu 0 mikroskopie konfokaln.
W badaniu  uzyto znacznikbw  fluorescencyjnych  barwigcych — mitochondria
(Mitotracker), lizosomy (Lysotracker) oraz retikulum endoplazmatyczne (ER-tracker).
Mitotracker to barwnik, ktéry na drodze transportu biernego przenika przez btone
komérkows i gromadzi sie w mitochondriach. Obecnos$¢ ugrupowan chlorometylowych
W czasteczce umozliwia zwigzanie si¢ znacznika z cysteing obecna w grupach
tiolowych biatek mitochondrialnych (270). Lysotracker to znacznik, ktéry w swojej
strukturze zawiera ugrupowanie aminowe nadajace charakter zasadowy w zwigzku
z tym moze gromadzi¢ sie¢ w selektywny sposdb w strukturach wykazujacych nizsze pH
(271). ER-tracker to selektywny i fotostabilny barwnik gromadzacy si¢ w retikulum
endoplazmatycznym, ktéry w przeciwienstwie do stosowanego w barwieniu ER- 3,3
hek sylokarbocyjanianu jodowego (DiOCs) nie wybarwia takze mitochondriéw (272).

Wykonanie

W celu wykonania zdj¢¢ obrazujacych subkomorkows lokalizacje zwiazku TG3
w komérkach: LNCaP, komérki wysiano na czterokompartmentowe szalki Petriego do
mikroskopii o srednicy 35mm (Greiner Bio One, Frickenhausen Austria) w ggstosci
12x10* komorek na szalke, w eksperymencie tym zastosowano medium DMEM bez
czerwieni fenolowej. Nastepnego dnia podano zwigzek TG3 w stezeniu 10 uM
i inkubowano przez 1 godzine.
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Do wybarwienia organelli komorkowych uzyto nast¢pujacych odczynnikow
oraz zastosowano nastepujace parametry inkubacji:

Mitotracker Green FM (wzbudzenie 490 nimy emisja 516nm): ste¢zenie koncowe
100 nM czas barwienia: 30 min

ER-Tracker Blue-White DPX (wzbudzenie 374 nny emisja 430-640 nm):
stezenie koncowe: 100 nM, czas barwienia: 30 min

LysoTracker Yellow Hck-123 (wzbudzenie 465 nmy emisja 535 nm): stezenie
koncowe: 70 nM, czas barwienia: 1h

Wszystkie znaczniki zostaty zakupione w firmie (Life Technologies, Grand
Island, NY, USA).

Dla zwigzku TG3 wartosci wzbudzenia i emisji wyniosty odpowiednio: 670
i 710 nm.

Po okreslonym czasie barwienia komorki byty ptukane trzykrotnie buforem PBS
i poddane analizie mikroskopows.

Do wykonania zdje¢ uzyto systemu Leica TCS SP5 Il w sklad, ktorego
wchodzit: mikroskop odwrécony: DMI 6000 CS Trino Inverted Research Microscope
with motorized Focus and motorized Objective revolver wyposazony w lasery: laser
biaty: (White Light Laser (WLL) 470 nm - 670 nm with AOTF (Acousto-Optical-
Tunable- Filter)), laser argonowy: (Argon lon Laser with 5 fixed laser lines: 458 nm,
476 nm, 488 nm, 496 nm and 514 nm), Laser 405: 405 Laser Option CW with AOTF.

System skanujacy: Conventional SP5 Scanning System

Detektory: Three Internal Detector Channels (PMT), two Internal Detector
Channels (HyD)

Kamera cyfrowa: Leica DFC450 C digital camera

Do wykonania zdje¢ uzyto obiektywu immersyjnego 63x o aperturze 1.4 (HCX
PL APO 63x/1.40-0.60 Oil Lbd.- bl CS Lbd.- blue)

System kontrolowany byt przez komputer PC wyposazony w oprogramowanie:
LeicaLAS Application Software.
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Po eksperymencie zdjecia zostaly poukladane w zestawy obrazujgce
poszczegolne barwienie i poddane obrébce za pomoca programu Adobe Photoshop CS
w celu uwidocznienia roznic sygnale fluorescencyjnym uzyskanym z zastosowanych
fluoroforéw i zwigzku TG3.

3.24 Pomiar bialka

3.24.1 Metoda kolorymetryczna

Stezenie biatka (dla nastepujacych eksperymentow: aktywnosé kaspazy-9, panel
apoptotyczny, pomiar st¢zenia glutationu) zostalo oznaczone metoda Lowry ego
zapomoca zestawu odczynnikOw Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, USA). Zasada metody opiera si¢ na modyfikacji reakcji biuretowe)
i przebiega w dwdch etapach. Pierwsza reakcja zachodzi w srodowisku zasadowym
i opiera si¢ na tworzeniu przez jony Cu®* kompleksu z biatkami, reakcji tej towarzyszy
redukcja Cu?* do jonéw Cu®. W kolegjnym etapie dodawany si¢ odczynnik Folina
Ciocaalteau bedacy kompleksem kwasow fosfomolibdenowego i fosfowolframowego.
W wyniku redukcji obu kwasow przez aminokwasy aromatyczne w obecnosci jonow
miedzi powstaje produkt o niebieskim zabarwieniu (273). Intensywnos¢ zabarwienia
jest wprost proporcjonalna do st¢zenia biatka w probie. Do oznaczenia st¢zenia biatka
w badanych prébach wykonano krzywa wzorcowg. Jako standardy zostaty uzyte
roztwory albuminy bydlecej w zakresie st¢zen 2;1;0,5;0,25;0,125;0,06 0,06-2 mg/ml.
Absorbancje zmierzono przy uzyciu czytnika ptytek (Biotek Instruments, EIx-800) przy
dtugosci fali 750 nm.

3.24.2 Metoda fluorescencyjna
Stezenie biatka podczas analizy aktywnosci kaspazy-3 zostalo wykonane
za pomocg fluorescencyjnego zestawu do oznaczania biatka Quant-iTTM Protein Assay
Kit za pomocg fluorymetru Qubit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA).

3.25 Pomiar DNA
Pomiar st¢zenia DNA wykonano za pomoca zestawu odczynnikéw DNA Quant-
iT dSDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) z wykorzystaniem
fluorymetru Qubit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA).
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3.26 Analiza statystyczna

Obliczenia wartosci 1Csp oraz analize statystyczng wykonano za pomocs
programu GraphPad Prism 5.02 oraz GraphPad Prism 6.04 (GraphPad Software, San
Diego California USA) postugujac sie testem analizy wariancji dla powtérzonych
pomiaréw (repeated measures ANOVA) oraz testem post-hoc: testem Dunnett’a (test
uwalniania LDH, analiza faz cyklu komérkowego, barwienie bigkitem trypanu,
barwienie podwojne Hoechst/jodek propidyny, indukcji apoptozy testem ELISA,
analiza poziomu biatek pro-i antyapoptotycznych aktywnos¢ kaspazy-3 i kaspazy-9,
potenciat btony mitochondrialngj, poziom glutationu, wplyw enzymow
antyoksydacyjnych, generowanie tlenku azotu) oraz testem Tukey’a (wptyw spautyny-
1, inhibitora biatka Bcl-2 oraz inhibitora nekrozy). Wyniki przedstawiono jako wartosci
srednie + odchylenie standardowe (+SD). Za istotne statystycznie przyjeto réznice
z wartoscig wspoétczynnika P<0,05 i oznaczono na wykresach symbolem *, réznice
z wartoscig wspbiczynnika P<0,01 i oznaczono na wykresach symbolem **, podczas
gdy roznice z wartoscig wspbiczynnika P<0,001 oznaczono na wykresach symbolem

**k*
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4. WYNIKI

4.1 Cytotoksycznos¢ zwiazkow TG3, TG4, TG15, TG18

Oceng cytotoksycznego dziatania badanych ftalocyjanin przeprowadzono
wykorzystujac test MTT. Badanie wykonano dla czterech zwiazkéw: TG3 (dla linii
komérkowych: LNCaP, PC3, MeWo, A375), TG4 (dla linii komérkowych: LNCaP,
A375), TG15 i TG18 (linia LNCaP oraz A549) oraz komercyjnie dostepnej
ftalocyjaniny cynkowej ZnPc (linia komérkowa LNCaP).

Wyniki uzyskane w fazie ciemnej (dla komérek nienaswietlanych) wykazaty
brak dziatania toksycznego wszystkich badanych zwigzkéw za wyjatkiem standardowe;
ftalocyjaniny cynkowej (1Cs0<0,5 pM). Sposrdd badanych zwigzkow dziatanie
cytotoksyczne w potaczeniu z naswietlaniem wykazatl jedynie zwigzek TG3
(ftalocyjanina cynkowa z dwiema grupami morfolinowymi w pierscieniach bocznych)
oraz dandardowa ftalocyjanina cynkowa. Istotny wptyw na site dziatania
cytotoksycznego miat czas naswietlania komorek. Najsilniejsze dziatanie zwigzek TG3
wykazal po 20 minutach naswietlania w przypadku wszystkich uzytych
w eksperymencie linii komérkowych (wartosci 1Csp<1l pM obliczono w dla linii
komorkowych LNCaP, PC3 oraz MeWo; natomiast wartos¢ |Cse<2 pM dlalinii A375).
Najmniej wrazliwa linig okazata si¢ linia nowotworu skory A375 (1Cs> 4 uM dla 10
minut naswietlania; 1Cso>1 UM dla 20 minut naswietlania), a ngjbardziej wrazliwg po
10 min naswietlania okazata si¢ linia nowotworu skory MeWo natomiast po 20
minutach naswietlania najmniejsza przezywalnos¢ odnotowano w linii PC3. Wyniki
uzyskane dla ZnPc wykazaty silne dziatanie cytotoksyczne tego zwiazku w potaczeniu
z nadwietlaniem, jednak zwigzek wykazat bardzo silne dziatanie cytotoksyczne réwniez
w fazie ciemnej, dziatanie cytotoksyczne tego zwigzku ujawnito si¢ dopiero w zakresie
wyzszych zastosowanych stgzen, co spowodowato, ze obliczona wartos¢ 1Csq dla fazy
ciemng jest nizsza niz wartos¢ uzyskana dla komorek naswietlanych przez 10 i 20
minut. Uzyskane wartosci 1Csp dla badanych fotouczulaczy przedstawiono w tabeli 8.
Wykresy przedstawigjace wplyw badanych zwigzkdéw na przezywalnosé¢ komoérek
nowotworowych przedstawiono na rycinach 11-15. Na podstawie wynikéw
cytotoksycznosci do dalszych badan zwigzanych z mechanizmem dziatania wybrano
zwigzek TG3 oraz lini¢ nowotworu prostaty LNCaP.
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Tabela 8. Wartosci 1Csp dla zwigzkow: TG3 (dla linii komorkowej LNCaP,
PC3, MeWo and A375), TG4 (linie komdrkowe: nowotworu prostaty LNCaP,
nowotworu skory A375), TG15 oraz TG18 (linie komérkowe: nowotworu prostaty
LNCaP oraz ptuc A549), oraz ftalocyjaniny cynkowej ZnPc (linia komérkowa
nowotworu prostaty LNCaP). Wyniki przedstawiono jako srednig warto$¢+SD z dwdch
niezaleznych eksperymentow.

Linia komorkowal/zwigzek [Cso[UM]

Czasnaswietlania

0 10 20
LNCaP/TG3 >10 1,08 +0,1 0,3310,14
PC3/ TG3 >10 0,85+0,11 0,25+0,09
A375/ TG3 >10 4,19+0,02 1,47+0,2
Mewo/ TG3 >10 0,52+0,1 0,36+0,08
LNCaP/TG4 E >10 >10 9,98+14
A375/ TG4 >10 >10 >10
LNCaP/TG15 >10 >10 >10
AB49/ TG15 >10 >10 >10
LNCaP/TG18 >10 >10 >10
AB49/ TG18 >10 >10 >10
LNCaP/ZnPc 0,3810,21 0,61+2,2 0,72+0,07
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Rycina 11. Cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 wobec komérek linii LNCaP (A),
PC3 (B), MeWo (C) oraz A375 (D). Eksperyment wykonano dla komérek
nienaswietlanych oraz naswietlanych przez 10 oraz 20 minut. Test MTT wykonano 24h

po naswietlaniu komorek. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (srednia wartosé
z dwoch niezaleznych eksperymentow).
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Rycina 12. Cytotoksycznos¢ zwigzku TG4 wobec komorek linii LNCaP (A)
oraz A375 (B). Eksperyment wykonano dla komérek nienaswietlanych oraz
naswietlanych przez 10 oraz 20 minut. Test MTT wykonano 24h po naswietlaniu

komorek. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (srednia wartos¢ z dwoch
niezaleznych eksperymentow).

LNCaP AS49
A 150+ B 150+ f f f
-~ Omin - 10min - 20 min - Omin -# 10min -~ 20min
3100+ 1001
5 E
1S
g g
5 50- 5 50-
g g
,E\ R &
G T 1 0 T 1
0.1 1 10 0.1 1 10
Stezenie [mM] Stezenie [mM]

Rycina 13. Cytotoksycznos¢ zwigzku TG15 wobec komorek linii LNCaP (A)
oraz A549 (B). Eksperyment wykonano dla komérek nienaswietlanych
oraz naswietlanych przez 10 oraz 20 minut. Test MTT wykonano 24h po naswietlaniu

komorek. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (srednia wartos¢ z dwoch
niezaleznych eksperymentow).
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Rycina 14. Cytotoksycznos¢ zwigzku TG18 wobec komorek linii LNCaP (A)
oraz A549 (B). Eksperyment wykonano dla komérek nienaswietlanych
oraz naswietlanych przez 10 oraz 20 minut. Test MTT wykonano 24h po naswietlaniu

komorek. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (srednia wartos¢ z dwoch
niezaleznych eksperymentow).
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Rycina 15. Cytotoksycznos¢ ZnPc wobec komorek linii LNCaP. Eksperyment
wykonano dla komoérek nienaswietlanych oraz naswietlanych przez 10 oraz 20 minut.
Test MTT wykonano 24h od naswietlaniu komorek. Wyniki przedstawiono jako %
kontroli (sredniawartos¢ z dwoch niezaleznych eksperymentow).
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4.2 Badanie wchianiania zwiazku TG3i TG4

Wprowadzenie dodatkowych grup morfolinowych miato na celu poprawg
rozpuszczalnosci zwigzkébw w wodzie, co mogtoby utatwi¢ ich dystrybucje zaréwno
w warunkach eksperymentalnych jak i in vivo, a w wyniku zapewnienia amififilowego
charakteru prowadzi¢ do zwigkszenia stopnia wchtaniania tych zwiazkéw przez
komorki. W celu sprawdzenia wchtaniania badanych zwigzkéw przez komérki
nowotworowe przeprowadzono testy z uzyciem dwdch zwigzkéw: zwigzku
0 ngjsilnigjszym dziataniu cytotoksycznym (zwigzek TG3) oraz zwigzku wykazujacego
niska toksycznos¢ (zwigzek TG4). W badaniu wykorzystano zdolnos¢ obu zwigzkow do
fluorescencji. Badanie przeprowadzono po 2, 4, 6 oraz 24 godzinach inkubacji, badane
zwiazki uzyto w st¢zeniach: 10 uM oraz 1,25 pM. Badanie wykonano takze dla
komorek naswietlanych 10 oraz 20 minut. Stezenia obu zwigzkéw oznaczono w lizacie

komorkowym oraz medium hodowlanym.

Uzyskane wyniki wykazaty obecnos¢ w lizacie komorkowym jedynie zwigzku
TG3, a najwyzsze stezenie zostalo oznaczone po czasie 6 godzin inkubacji (rycina 16).
W wyniku naswietlania komorek st¢zenie zwiazku TG3 w lizacie ulegto zmnigjszeniu
proporcjonalnie do czasu naswietlania. Zwigzek TG4 (posiadajacy osiem grup
morfolinowych) zostat oznaczony jedynie w medium hodowlanym jego obecnosci nie
stwierdzono w lizacie komoérkowym co sugeruje, ze zwigzek ten nie jest wchtaniany
przez komérki, nie moze wiec wywiera¢ dziatania cytotoksycznego (rycina 17).
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Rycina 16. Wchtanianie zwigzku TG3 przez komorki nowotworowe. Badany

zwigzek inkubowano w stezeniach 10 uM oraz 1,25 pM przez czas 2,4,6 oraz 24h.

Stezenie zwigzku TG3 oznaczono w lizacie (A) oraz medium komérkowym (B) w fazie

ciemnej oraz dla komorek naswietlanych 10 minut w lizacie komérkowym (C), medium

(D) i 20 minut naswietlania w lizacie (E) i medium (F). Wyniki przedstawiono jako

$rednig wartos¢+SD z dwoch niezaleznych eksperymentow.
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$rednig wartos¢+SD z dwoch niezaleznych eksperymentow.
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Rycina 17. Wchtanianie zwigzku TG4 przez komorki nowotworowe. Badany
zwigzek inkubowano w stezeniach 10 uM oraz 1,25 pM przez czas 2,4,6 oraz 24h.
Stezenie zwigzku TG4 oznaczono w lizacie (A) oraz medium komérkowym (B) w fazie
ciemnej oraz dla komorek naswietlanych 10 minut w lizacie komérkowym (C), medium
(D) i 20 minut naswietlania w lizacie (E) i medium (F). Wyniki przedstawiono jako



4.3 Zaleznos¢ czasu inkubacji z badanym zwiazkiem,
a dziataniem toksycznym

W celu sprawdzenia zwiagzku pomiedzy czasu inkubacji z badanym
fotouczulaczem, a jego dziataniem cytotoksycznym przeprowadzono badanie
przezywalnosci komérek po 2h, 4h, 6h oraz 24h inkubacji po dwoch czasach
naswietlania 10 oraz 20 minut. Wykonano réwniez eksperyment dla komorek
nienaswietlanych. Wykresy obrazujace zaleznos¢ czas inkubacji z TG3 - przezywalnosé
komorek przedstawiono na rycinie 18. Wartosci 1Cs dla kazdego z czasbw inkubacji
oraz czasu naswietlania przedstawiono w tabeli 9.
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Rycina 18. Wplyw czasu inkubacji ze zwiazkiem TG3 na jego dziatanie
cytotoksyczne, A) 10 minut naswietlania, B) 20 minut naswietlnia. Czarnymi
symbolami oraz czarng linig zobrazowane s3 na obu rycinach wyniki uzyskane w fazie
ciemnegj. Wyniki przedstawiono jako srednia wartos¢+SD z dwdch eksperymentow
(jako % kontrali).
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Uzyskane wyniki wykazaty, ze czas inkubacji ze zwiagzkiem TG3 wptywa na
dziatanie cytotoksyczne. Najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wykazano po inkubacji
wynoszacej 24 godziny w potaczeniu z 20 minutowym naswietlaniem (1Cso 0,48uM)
oraz 6 godzin (1Csp 2,63uM) w przypadku czasu naswietlania wynoszacego 10 minut.
Na podgsawie uzyskanych wynikébw do daszych eksperymentow wybrano czas
inkubacji wynoszacy 24 godziny.

Tabela 9. Wartosci |Csp wyznaczone dla roznych czasow inkubacji z badanym
zwigzkiem i czasem naswietlania. Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢+SD

z dwoch eksperymentw.
Czasinkubagji Czas naswietlania [min]
0 10 20
|Cso[UM]
2 >10 5,64£1,78 1,39+0,35
4 >10 2,52+0,53 1,18+0,23
6 >10 2,63£0,36 0,7+0,15
24 >10 3,34+0,98 0,48+0,24
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4.4 Analiza uwalniania LDH

W celu sprawdzenia stopnia uszkodzen btony komorkowe pod wplywem
zwigzku TG3 wykonano test uwalniania LDH. Ilos¢ uwolnionego enzymu dostarcza
informacji na temat integralnosci bton komérkowych zawartych w badanej prébie
komorek, a posrednio rowniez odsetku komérek uszkodzonych na skutek
bezposredniego dziatania RFT/wolnych rodnikdw generowanych w czasie PDT.
Badanie wykonano po czasie 2 godzin oraz 24 godzin od naswietlania komorek (rycina
19). Uzyskane wyniki sugeruja, ze badany zwiagzek w potaczeniu z naswietlaniem
powoduje uszkodzenia btony komdérkowe] w zaleznosci od uzytego stezenia oraz czasu
naswietlania. W eksperymencie zastosowano Triton X-100 nigjonowy surfaktant, ktory
w krotkim czasie lizuje wszystkie komorki obecne w uktadzie doswiadczalnym,
jednoczesnie nie wplywa na aktywnos¢ LDH (badania przeprowadzone wczesnigj
w KiZ Toksykologii UMP).
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Rycina 19. Analiza uwalniania enzymu LDH po czasie 2 godzin (A )oraz 24h
(B) od naswietlania. Komorki linii LNCaP inkubowano ze zwigzkiem TG3 przez czas
24 h, nastepnie naswietlano 10 oraz 20 minut. Eksperyment wykonano takze dla
komorek nienaswietlanych. Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwodch

eksperymentéw.

Aktywnos$¢ LDH zmierzong w medium pobranego znad komorek traktowanych
Tritonem X-100 oznaczono jako 100%. Istotne statystycznie zmiany aktywnosci
enzymu w medium hodowlanym obserwowano juz po 2h od naswietlania w przypadku

komérek inkubowanych ze zwigzkiem TG3 w najwyzszych stezeniach (5 uM, 10 uM)
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i naswietlanych 20 minutach (ilos¢ LDH>40% ). Natomiast wyniki uzyskane po 24
godzinach od naswietlania wykazaty istotny statystycznie wzrost aktywnosci LDH
zarbwno po 10 i 20-minutowe ekspozycji na $wiatto o diugosci fali 640 nm. Po
krétszym czasie naswietlania (10 minut) ngjwyzszg aktywnos¢ LDH zmierzono po
inkubacji komérek ze zwigzkiem TG3 w stezeniach 2,5 uM i 5 uM (>50% ), natomiast
po 20 minutach naswietlania dla stezenia 1,2 i 2,5 pM (>50% ). Na rycinach 20 i 21
przedstawione zestawione wyniki przezywalnosci komorek zmierzone testem MTT
oraztetem uwalniania LDH. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zmnigjszona
przezywalnos¢ komoérek nowotworowych pod wptywem fotouczulacza TG3
w potaczeniu z naswietlaniem zmierzona testem MTT koreluje ze zmianami Stezenia
LDH oznaczonego w medium hodowlanym w zakresie nizszych stezen uzytych w
eksperymencie, natomiast w przypadku wyzszych stezen (takich ktore w tescie MTT
wskazywaty na brak zywych komorek w uktadzie doswiadczalnym) nie obserwowano
wzrostu poziomu LDH >50% (wzgledem tritonu).
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Rycina 20. Analiza uwalniania enzymu LDH oraz przezywalnos¢ komorek
zbadana testem MTT po czasie 2 godzin od naswietlania. Analiz¢ wykonano dla
komorek nienaswietlanych (A) oraz naswietlanych: 10 (B), 20 (C) minut. Wyniki
przedstawiono jako srednia wartos¢ +SD z dwdch eksperymentdw; istotnosé
statystyczna: **p<0,01, *** p<0,001.
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Rycina 21. Analiza uwalniania enzymu LDH oraz przezywalnos¢ komorek
zbadana testem MTT po czasie 24 godzin od naswietlania Analiz¢ wykonano dla
komorek nienaswietlanych (A) oraz naswietlanych: 10 min (B) i 20 min (C). Wyniki
przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwdch eksperymentow.
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4.5 Barwienie blekitem trypanu

Barwienie bigkitem trypanu to kolejny test cytotoksycznosci wykorzystany
w ocenie dziatania zwigzku TG3. Komorki inkubowano przez 24h ze zwigzkiem TG3
w stezeniach: 0 uM; 0,15 puM; 0,3 uM; 0,6 uM; 1,2 uM;2 ,5 uM;5 oraz 10 M.
Komorki naswietlano (10 i 20 minut) i po czasie 24 godzin wybarwiono btekitem
trypanu. Analiza uzyskanych zdj¢¢ opierata si¢ na policzeniu komorek wybarwionych
i niewybarwionych. Wzrost liczby komoérek zabarwionych przez biekit trypanu
swiadczy o stopniu dziatania cytotoksycznego. Uzyskane w eksperymentach wyniki
wykazaly, ze badany zwigzek w fazie ciemnej nie wykazuje dziatania cytotoksycznego
(rycina 22 i 23). Po 10 minutowym naswietlaniu znaczacy wzrost zabarwionych
komérek zaobserwowano juz przy stezeniu  wynoszacym 1,2uM  (~42%).
Przy kolgjnych stezeniach: 2,5 uM; 5 pM oraz 10 uM ilos¢ zabarwionych komérek
wynosita ~100% (rycina 23). Po 20 minutach naswietlania istotny wzrost zabarwionych
komdrek obserwowano przy stezeniu 0,6uM (~69%). Przy wyzszych stezeniach ilos¢
zabarwionych komoérek wynosita ~100% (rycina 23). Otrzymane wyniki potwierdzity
silne dziatanie cytotoksyczne zwigzku TG3 wobec komérek nowotworowych, jednak
poréwnanie wynikow uzyskanych przy uzyciu trzech réznych i opartych na roznych
mechanizmach metod okreslania dziatania cytotoksycznego wskazuje jak wazny jest
dobdr metody okreslania dziatania cytotoksycznego.

Na rycinie 22 przedstawiono wybrane zdjecia z barwienia biekitem trypanu.
Pozostate zdjgcia zostaty umieszczone w suplemencie fotograficznym.
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Rycina 22. Cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 wobec komorek linii LNCaP
zbadana za pomocg barwienia biekitem trypanu. Eksperyment wykonano dla komorek

ouM

5uM

nienaswietlanych oraz naswietlanych 10 oraz 20 minut po czasie 24 godzin
po naswietlaniu komorek.
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Rycina 23. Cytotoksycznos¢ zwigzku TG3 wobec komorek linii LNCaP
zbadana za pomocg barwienia btekitem trypanu. Eksperyment wykonano dla komorek
nienaswietlanych (A) oraz naswietlanych 10 minut (B) oraz 20 minut (C) po czasie 24
godzin po naswietlaniu komérek. Wyniki przedstawiaja srednig wartos¢ +SD z dwdch

eksperymentéw.
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4.6 Analiza faz cyklu komorkowego

W celu zbadania wptywu badanego zwigzku na cykl komérkowy postuzono sie
metoda barwienia jader komérkowych jodkiem propidyny z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Analizy wykonano po 2h, 6h oraz 24 h od naswietlania komorek (10 i 20
minut naswietlania) oraz dla komérek nienaswietlanych.

Po 2h, 6h, 24h od naswietlania komorek nie zaohserwowano zahamowania przez
badany zwigzek TG3 cyklu komérkowego w zadnej z faz (rycina 24, 25, 26).
Zmniejszeniu liczby komorek w fazie Go/G; towarzyszyt jednoczesny wzrost populagji
komoérek martwych/pdzno apoptotycznych (wybarwionych jodkiem propidyny).
Dlaczasu 2h od naswietlania zaobserwowano rowniez istotny statystycznie wzrost
ilosci  komorek wybarwionych jodkiem propidyny w populacjach komorek
nienaswietlanych w catym zakresie uzytych stezen: odpowiednio dla st¢zenia 0,6 pM-
11%,; 2,5 M -13%; 5 uM -18% (rycina 24). Dla pozogtatych punktéw czasowych nie
wykazano istotnie statystycznego wzrostu komérek wybarwionych jodkiem propidyny

w komdrkach nienaswietlanych
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Rycina 24. Analiza cytometryczna faz cyklu komérkowego po czasie 2 godzin
od naswietlania. Komorki linii LNCaP inkubowano ze zwigzkiem TG3 przez czas 24 h.
Analize wykonano dla komérek nienaswietlanych oraz naswietlanych: 10 (B), 20 (C)
minut. Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwdéch eksperymentéw.
Istotnos¢ gatystyczna: * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Rycina 25. Analiza cytometryczna faz cyklu komérkowego po czasie 6 godzin
od naswietlania. Komorki linii LNCaP inkubowano ze zwigzkiem TG3 przez czas 24 h.
Analize wykonano dla komérek nienaswietlanych oraz naswietlanych: 10 (B), 20 (C)
minut. Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwdéch eksperymentéw.
Istotnos¢ gatystyczna: * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
97



24 h od naswi etl ani a komor ek

>
s
o
?

ol
<

% komorek w fazie

Stezenie [mMM]

B 100+

Q@ b

8 " i

= E

o

S

e

<

S o LT10

gl
0 0,6 2,5 5

Stezenie [mMM]

C 100+

() ok B

.= 80 ok

E T

= 60

$

'S 40

2 -

8 207 . A= .|| LT20

0_ ﬁllﬁ iFEIIII
0 0,6 25 5

Stezenie[mM]

Hl GO/G1l% B S% BB G2/M %[ % martwych komdrek

Rycina 26. Analiza cytometryczna faz cyklu komoérkowego po czasie 24 godzin
od naswietlania. Komorki linii LNCaP inkubowano ze zwigzkiem TG3 przez czas 24 h.
Analize wykonano dla komérek nienaswietlanych oraz naswietlanych: 10 (B), 20 (C)
minut. Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwoch eksperymentow;
istotnos¢ statystyczna: * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.7 Analiza zmian apoptotyczno-nekrotycznych metoda podwdjnego
barwienia Hoechst/Jodek propidyny

W celu oceny dynamiki zmian zachodzacych w badanych komérkach, pod
wptywem PDT, atakze w celu oceny ich natury zastosowano barwienie przy pomocy
znacznikow fluorescencyjnych Hoechst 33258 oraz jodek propidyny. Hoechst 33258
barwi jadra komoérkowe pozwalgjac jednoczesnie na obserwacje zmian zachodzacych
w chromatynie takich jak kondensacja lub fragmentacja. Jodek propidyny natomiast jest
aktywnie usuwany z zywych komoérek dlatego tez jego pojawienie sie w komadrce
wskazuje na utrate integralnosci jej btony lub (oraz) utrate aktywnosci systemoéw
enzymatycznych odpowiedzialnych za jego usuwanie, co pozwala na uwidocznienie
komoérek nekrotycznych lub znajdujacych sie w pbdznej fazie procesu apoptozy.
Mikroskopia fluorescencyjna i uzycie tego sposobu barwienia pozwala na
uwidocznienie dynamiki zmian zwigzanych ze $miercia komorek. Komorki poddane
PDT oraz barwieniu Hoechst 33258/jodek propidyny byty fotografowane po O, 2, 6
i 24h od naswietlania, przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse
oraz filtrow odpowiednich dla jodku propidyny (kanat czerwony B-2A) oraz dla
barwnika Hoechst 33258 (kanat niebieski UV-2A) oraz w swietle widzialnym (VS).
Zdjecia byty poddawane obrdbce w programie Adobe Photoshop CS5 polegajacej na
konwersji zdje¢ z kanalu czerwonego do postaci czarno-biatej przy uzyciu
wysokontrastowego filtra czerwonego oraz natozeniu ich na zdjecia uzyskane z kanatu
UV. Tak uzyskane fotografie pozwalaty na ocene komoérek oraz policzenie komérek
w kazdej z populacji. W komérkach inkubowanych ze zwigzkiem TG3
i nienaswietlanych nie stwierdzono obecnosci komorek barwigcych si¢ jodkiem
propidyny nawet w przypadku uzycia najwyzszego stezenia fotouczulaczy i inkubagji
badanych komérek przez 24h. Zdj¢cia wykonane po 2h od naswietlania uwidaczniaja
znaczny odsetek komorek apoptotycznych w populacji inkubowanej ze zwigzkiem TG3
w stezeniu 5 uM i naswietlanych przez 10 min, w populacji komorek naswietlanych
przez 20 min, zmiany w tych komorkach pogiebiaja si¢ przechodzac w komérki
nekrotyczne wraz ze wzrostem czasu naswietlania i stezenia fotouczulacza. Po 6
godzinach od naswietlania w populacji komorek inkubowanych ze zwiazkiem TG3
w stezeniu 2,5 pM i naswietlanych zaréwno przez 10 jak i 20 minut zaczynaja
przewaza¢ komorki nekrotyczne/pdzno apoptotyczne. Indukcje apoptozy w komdrkach
inkubowanych ze zwigzkiem TG3 w stezeniu 0,6uM zaobserwowano przy uzyciu tej
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metody dopiero po 24h od naswietlania, po tym czasie w prébach inkubowanych
ze zwigzkiem TG3 w stezeniach 2,5 pM i 5 uM obserwowano w przewazajacej
wiekszosci komorki w poznej fazie apoptozy/nekrozy.

Przyktadowy zestaw zdje¢ uzyskanych w poszczegdlinych kanatach
i obrazujagcych zmiany zachodzace w badanych komérkach przedstawiono na rycinie
27. Na zdjeciach pokazane sa zmiany zachodzace w komérkach poddanych PDT po 6h
od naswietlania trwajacego 10 min, natomiast na rycinie 28 pokazane zostaty fotografie
uzyskane po natozeniu fotografii uzyskanych w kanale niebieskim i czerwonym i po ich
przekonwertowaniu do formy czarno-biatej (filtr wysokontrastowy czerwony). Rozktad
liczby komorek w poszczegblnych (zywe (V) apoptotyczne (A) i pdzne apoptotyczne
/nekrotyczne (PA/N) zostal przedstawiony na rycinach 29-31. Pelny zestaw fotografii
uzyskany ta technika zostat zamieszczony w suplemencie fotograficznym.

Rycina 27. Przyktadowy zestaw zdj¢¢ z barwienia podwdjnego Hoechst
33258/jodek propidyny.
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Rycina 28. Zdjgcia uzyskane po natozeniu fotografii uzyskanych w kanale
niebieskim i czerwonym po przekonwertowaniu do formy czarno-biate] (filtr
wysokontrastowy czerwony) w celu uwidocznienia zmian zachodzacych pod wptywem
PDT w komorkach wybarwionych barwnikiem Hoechst 33258; A: (2h, DT, OuM), B:
(2h, LT20, 5uM), C: (6h, LT10, 2,5uM), D: (6h, LT20, 2,5uM), E: (24h, LT 20, OpM),
F: (24h, LT20, 5uM), grzatkki pokazuja odpowiednio: 1- komorka zywa, 2- komérka
nekrotyczna/p6zno apoptotyczna, 3- komorka apoptotyczna.
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Rycina 29. Analiza komorek apoptotycznych i nekrotycznych metoda
podwdjnego barwienia Hoechst 33258/jodek propidyny, po 2 godzinach od naswietlania
komorek; komérki nienaswietlane (A), naswietlane 10 minut (B), naswietlane 20 minut
(C). Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwoch eksperymentow;
istotnos¢ statystyczna: * p<0,05, ***p<0,001.
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Rycina 30. Analiza komorek apoptotycznych i nekrotycznych metoda
podwdjnego barwienia Hoechst 33258/jodek propidyny, po 6 godzinach od naswietlania
komorek; komérki nienaswietlane (A), naswietlane 10 minut (B), naswietlane 20 minut
(C). Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢ +SD z dwoch eksperymentow;
istotnos¢ statystyczna: * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Rycina 31. Analiza komorek apoptotycznych i nekrotycznych metoda
podwdjnego barwienia Hoechst 33258/jodek propidyny, po 24 godzinach od
naswietlania komorek; komorki nienaswietlane (A), naswietlane 10 minut (B),
naswietlane 20 minut (C). Wyniki przedstawiono jako $rednig wartos¢ +SD z dwdch
eksperymentéw; istotnos¢ statystyczna: * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.8 Zdolnos¢ badanego zwiazku do indukcji procesu apoptozy

Badanie zdolnosci zwigzku TG3 do zainicjowania procesu apoptozy wykonano
w oparciu o test immunoenzymatyczny ELISA. Komorki w tym eksperymencie zostaty
zebrane po 24 godzinach od naswietlania (10 i 20 minut). Eksperyment wykonano takze
dla komorek nienaswietlanych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze badany zwigzek
indukuje proces apoptozy w zaleznosci od czasu naswietlania i zastosowane] dawki
(rycina 32).

W przypadku wyzszych testowanych stezen (2,5 UM oraz 5 uM) wzrost st¢zenia
badanych markerow apoptozy obserwowano w komoérkach naswietlanych przez
10 minut. W przypadku dtuzszego czasu naswietlania wynoszacego 20 minut wzrost
ilosci powstajgcych nukleosomow zostat zanotowany tylko w przypadku najnizszego
uzytego w tym eksperymencie stezenia fotouczulacza wynoszacego 0,6 UM. W prébach
uzyskanych z komorek poddanych dziataniu zwiazku TG3 w stezeniu 2,5 pM
zmierzony poziom nukleosomow byt zblizony do poziomu zmierzonego w komorkach
kontrolnych. Ponadto, przy nawyzszym stezeniu 5 pM  obserwowano istotne
statystycznie zmnigjszenie liczby komorek apoptotycznych. Uzyskane wyniku sugeruja,
ze wyzsze stezenia zwigzku w potaczeniu z diuzsza ekspozycja na swiatto powoduja
smier¢ komoérek na drodze innej niz apoptoza. Natomiast krotszy czas naswietlania
w zakresie stezen 2,5 UM oraz 5 pM moze prowadzi¢ do zainicjowania procesu

apoptozy.
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Rycina 32. Zdolnos¢ badanego zwigzku TG3 do indukcji apoptozy w linii
LNCaP oznaczona przy uzyciu Cell Death Detection ELISA™YS 24 godziny po
naswietlaniu. Wyniki przedstawiono, zgodnie z sugestia producenta, jako ”Enrichment
factor”, a wartos¢ uzyskang dla komoérek kontrolnych (niepoddanych inkubacji
z badanym zwiazkiem i nienaswietlonych okreslono jako 1.0). Jako kontrole pozytywna
uzyto roztwor kamptotecyny o stezeniu 5 uM. Wyniki przedstawiono jako $rednig +SD
z dwéch eksperymentdw; istotnosé statystyczna: * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.
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49 Wplyw badanego zwiazku na zmiany potencjalu blony
mitochondrialng

Jednym z mozliwych szlakow apoptozy jest szlak wewnetrzy zwany réwniez
mitochondrialnym. W tym procesie istotng role odgrywaja zmiany potencjatu btony
mitochondrialngj, ktére s3 uznawane za bardzo wczesny marker procesu apoptozy.
Wzrost przepuszczalnosci btony mitochondriow w dalszej kolejnosci moze prowadzié
do uwolnienia do cytozolu biatek proapoptotycznych takich jak Smac/DIABLO, AlF,
oraz cytochromu ¢ i w konsekwencji do wyzwolenia calej kaskady procesow
biochemicznych zwiazanych z przebiegiem procesu apoptozy (61).

W celu sprawdzenia czy badany zwigzek wplywa na potencjat btony
mitochondrialnegj wykonano eksperymenty z wykorzystaniem fluorescencyjnego
barwnika JC-1. Pomiar wykonano po czasie 45 minut od naswietlania komorek (10 oraz
20 minut) oraz dla komdrek nienaswietlanych.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze zwigzek PDT-TG3 wptywa na potencjat btony
mitochondrialngj (rycina 33). Istotny statystycznie spadek potencjatu zaobserwowano
zarbwno po czasie 10 minut (0,6uM spadek o ~50%; 2,5 uM~95%; 5 uM~94%) i 20
minut (0,6uM spadek o ~75%; 2,5 UM~95%; 5 UM~94%) naswietlania dla kazdego
z uzytych stezen. Ponadto, zaobserwowano spadek potencjatu btony réwniez dla
stezenia 5 (~54%) oraz 2,5 uM (~40) w nienaswietlanych komérkach.
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Rycina 33. Zmiany potencjatu btony mitochondrialnej po 45 minutach od
naswietlania komorek linii LNCaP. Komorki inkubowano 24h ze zwigzkiem TG3
o stezeniach: 0,6 uM; 2,5 UM oraz 5 pM. Wyniki przedstawiono jako srednig wartos¢

z trzech eksperymentow+SD; istotnos¢ statystyczna (*** p<0,001).
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4.10 Wplyw TG3 na aktywnos¢ kaspazy-9

Istotnym enzymem wewnetrznego (mitochondrialnego) szlaku apoptozy jest
kaspaza-9. Kaspaza-9 zaliczana jest do tzw. kaspaz-inicjatorowych i odpowiedzialna
jest za aktywacje kaspaz wykonawczych. Cytozolowa prokaspaza9 ulega aktywagji
w wyniku utworzenia kompleksu zwanego apoptosomem, ktory powstgje
z uwalnianego z mitochondrium cytochromu c oraz biatka Apaf-1(61). W celu
sprawdzenia wptywu zwiazku na aktywnos¢ kaspazy-9 wykonano pomiar aktywnosci
tego enzymu po 2 oraz 4 godzinach od naswietlania komérek.

Uzyskane wyniki wykazaty zmiany aktywnosci kaspazy-9 pod wpltywem PDT
z uzyciem TG3 w zaleznosci od zastosowanej dawki i czasu naswietlania (rycina 34).

Wzrost aktywnosci kaspazy-9 zaobserwowano po 2 godzinach od naswietlania
zarbwno w przypadku komorek naswietlanych 10 min (0,6 uM ~139% kontroli; 2,5
HM~144% kontroli; 5 uM~142% kontroli) oraz komorek naswietlanych przez 20 minut
dla kazdego z uzytych w badaniu st¢zen (0,6 UM ~251% kontroli; 2,5 pM~436%
kontroli; 5 uM~253% kontroli). Po 4 godzinach od naswietlania nie wykazano istotnej
statystycznej wzrostu aktywnosci enzymu.
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Rycina 34. Aktywnos¢ kaspazy-9 mierzona po 2 h (A) oraz 4 h (B) od
naswietlania komorek. Wyniki przedstawiono jako srednia wartos¢ z dwodch

eksperymentéw+SD.
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4.11 Aktywnosé¢ kaspazy-3

Wyniki uzyskane w testach badania zdolnosci zwigzku TG3 do indukcji procesu
apoptozy, spadku potencjatu btony mitochondrialnej oraz wzrost aktywnosci kaspazy-9
sugeruja, ze jedng z mozliwych drég $mierci komérek pod wptywem PDT z uzyciem
zwigzku TG3 jest mitochondrialny szlak apoptozy. Kluczowym enzymem
zaangazowanym w wewnetrzy szlak apoptozy jest kaspaza-3, ktéra prowadzi do
szeregu  zmian biochemicznych (fragmentacji DNA, degradacji jadrowych
i cytozolowych, reorganizacji cytoszkieletu) prowadzacych do smierci komorek (274).
W zwigzku z tym zaplanowano eksperyment majacy na celu ocene wplywu zwigzku
TG3 na aktywnos¢ kaspazy-3. Badanie aktywnosci enzymu przeprowadzono po 12
oraz 24 godzinach od naswietlania komorek przy uzyciu komercyjnego zestawu
odczynnikéw zgodnie z instrukcja producenta (Cayman Chemical, Ann Arbour CA,
USA).

Uzyskane wyniki wykazaty zmiany aktywnosci kaspazy-3 dla obu przedziatow
czasowych w zaleznosci od dawki oraz czasu naswietlania (rycina 35) Po 12 godzinach
od naswietlania komoérek istotny statystycznie wzrost aktywnosci kaspazy-3
obserwowano w komorkach naswietlanych przez 20 minut i inkubowanych z badanym
zwigzkiem w stgzeniu 2,5 pM. Po 24 godzinach od naswietlania istotny statystycznie
wzrogt aktywnosci enzymu obserwowano po 10 minutach naswietlania dla st¢zen
0,6 uM oraz 2,5 pM oraz po 20 minutach naswietlania dla stezen 0,6 oraz 2,5 pM.
Zaréwno po 12 oraz 24 godzinach od naswietlania aktywnos¢ kaspazy-3 w komorkach
naswietlanych przez 20 minut przy najwyzszym badanym stgzeniu zwiazku 5 pM
obserwowano spadek aktywnosci w poréwnaniu z kontrolg. Zmniejszenie aktywnosci
kaspazy-3 moze by¢ zwigzane z degradacja tego biatka przez RFT generowanych
podczas PDT w badanych komorkach (275).
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Rycina 35. Aktywnos¢ kaspazy-3 po 12h (A) i 24h (B) od naswietlania. WyniKki
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412 Wplyw ABT199 (inhibitora bialka Bcl-2) na dziatanie
cytotoksyczne zwigzku TG3

W celu sprawdzenia wptywu zahamowania aktywnosci biatka Bcl-2 na dziatanie
cytotoksyczne zwigzku TG3 wykonano eksperyment majacy na celu ocene dziatania
cytotoksycznego zwigzku TG3 w polgczeniu z ABT199 - zwigzku uznawanego
zainhibitor kluczowego w procesie apoptozy antyapoptocznego biatka Bcl-2.

W pierwszym etapie sprawdzono aktywnos¢ cytotoksyczng samego inhibitora
w modelu hodowli komorek linii LNCaP in vitro. W celu upewnienia si¢ czy badany
inhibitor nie posiada dziatania fototoksycznego eksperyment wykonano zaréwno dla
komorek nienaswietlanych jak i naswietlanych przez 20 minut. Komérki inkubowano

zbadanym zwiagzkiem w zakresie st¢zen od 0,015 uM do 1 pM.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze zwigzek ABT199 nie wykazuje dziatania
cytotoksycznego zarowno w przypadku komorek nienaswietlanych jak i w potaczeniu
z naswietlaniem (rycina 36) Na podstawie analizy uzyskanych w tym doswiadczeniu
wynikéw do kolejnych eksperymentow wybrano stezenie ABT199 wynoszace 1uM.
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Rycina 36. Cytotoksycznos¢ zwigzku ABT199 wobec komoérek linii LNCaP
w fazie ciemnej oraz w potaczeniu z naswietlaniem.
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Wiasciwe eksperymenty wykonano w dwoch schematach. W pierwszym z nich
ABT199 podawano do badanych komoérek nowotworowych na 2 godziny przed ich
naswietlaniem. Drugi schemat eksperymentow opierat sie na podaniu ABT199 24
godziny przed naswietlaniem, w tym drugim przypadku, badany fotouczulaczy zostat
podany razem z ABT199.

W eksperymencie w ktérym inhibitor podano 2 godziny przed naswietlaniem
istotny statystycznie wptyw ABT 199 na fototoksycznos¢ zwigzku TG3 zaobserwowano
jedynie w przypadku stezenia fotouczulacza réwnego 0,6 UM oraz w potgczeniu
z 10 minutowym naswietlaniem (rycina 37). Po 20 minutach naswietlania nie wykazano
istotnych zmian w przezywalnosci komérek inkubowanych jednoczesnie z badanym
fotouczulaczem i inhibitorem (rycina 37). Natomiast w sytuacji kiedy inhibitor
podawano 24 godziny przed naswietlaniem zaobserwowano wzrost przezywalnosci
komérek w catym zakresie stezen (0,6 uM; 2,5 uM; 5uM) naswietlanych 10 minut. Dla
komdrek naswietlanych 20 minut istotny statystycznie wzrost przezywalnosci komorek
zaobserwowano dla stezenia 0,6 UM (rycina 38).
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Rycina 37. Wptyw ABT199 po 2-godzinnej inkubacji przed naswietlaniem na
fototoksyczne dziatanie zwigzku TG3. Analize wykonano za pomocs testu MTT dla
komorek nienaswietlanych (A) oraz naswietlanych 10 minut (B) oraz 20 minut (C).
Wyniki przedstawiono jako srednia wartos¢+SD (jako % kontroli) z dwdch
niezaleznych eksperymentow; istotnosé¢ statystyczna (* p<0,05; ***p<0,001).
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Rycina 38. Wptyw ABT199 po 24-godzinnej inkubacji ze zwigzkiem TG3 przed
naswietlaniem swiattem o dlugosci fali 640 nm na cytotoksyczne dziatanie zwiazku
TG3. Analiz¢ wykonano za pomoca testu MTT dla komérek nienaswietlanych (A)
oraz naswietlanych przez 10 minut (B) oraz 20 minut (C). Wyniki przedstawiono jako
srednig wartos¢+SD (jako % kontroli) z dwoch niezaleznych eksperymentOw.
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4.13 Wplyw zwiazku TG3 na poziom wybranych bialek pro
i antyapoptotycznych

Analize ekspresji biatek pro — i antyapoptotycznych przeprowadzono po 24h
inkubacji komorek ze zwigzkiem TG oraz po 24 h po naswietlaniu komorek lampa
emitujaca $wiatlo o diugosci fali 640 i moc ~2 mW/cm? W przypadku tego
eksperymentu wybrano dwa stezenia zwigzku TG3: 0,6 UM oraz 2,5 uM oraz jeden
czas naswietlania wynoszacy 20 minut. Uzyskane wyniki zmian ekspregji
poszczegolnych biatek zestawiono w tabeli 10, a zdjecia pokazujace utrwalone na kliszy
fotograficznej prazki reprezentujace poziomy poszczegblnych biatek przedstawiono na
rycinie 39.

KONTROLA DT KONTROLA DT

KONTROLALT20 KONTROLALT20

TG30,6uM DT
TG32,5uM DT

TG30,6uM LT20 TG325uM LT20

Rycina 39. Przyktadowe zdj¢cia kliszy uzyskanych podczas badania.
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Tabela 10. Poziom biatek pro i antyapoptotycznych w komorkach
eksponowanych na TG3 w stezeniach 0,6 uM oraz 2,5 pM po 24h godzinach od

naswietlania.
K K 0,6 0,6 K K 2,5 2,5
Biatko DT LT20 DT LT20 DT LT20 DT LT20
Bad 1 061+0,13 1,08£001 0,88:t0,03 1 0,94+0,04 0,75:0,08 0,37+0,05
TRAIL RI/DR4 1 058:0,09 0,90+0,03 0,83+0 1 1,01+0,02 0,29+0,06 0,42+0,05
PON2 1 09005 1,00£002 0,77+015 1 1,05t0  0,39:0,02 0,41+0,22
Bax 1 088:0,04 0,94+003 09+006 1 091+0,13 0,98+0,12 0,97+0,08
TRAIL R2/DR5 1 03006 0,74+001 067+001 1 098:0,14 0,74+0,12 0,69+0,08
p2l/CIPLYCDKNIA 1 055+0,09 0,67+0,19 0,35:t005 1 1,14+0,1 0,51+0,05 0,78+0,05
Bdl-2 1 0,69:0,02 1,02+01 059:002 1 0,86+0,03 0,96+0,09 0,67+0,11
FADD 1 0,88:0,01 0,96:0,03 091+001 1 0,88+0,14 1,05:0,02 0,59+0,1
p27/Kipl 1 065+051 0,92+0,28 0,25:0 1 1,15+0,04 0,930,12, 0,63:0,03
Bdl-x 1 08001 1,10+:001 066£002 1 097+0,02 1,63+0,23 0,55+0,26
FasTNFRSF6/CD95 1 0,770 1,12+0,06 0,85:004 1 094001 1,44+0,07 0,72+0,12
Phospho-p53(S15) 1  0,49+0,03 1,05:0,01 056:0,15 1 1,01x0,09 1,14+0,17 1,02+0,04
Pro-Caspase-3 1 097+0,05 0,97+0,03 0,95:t003 1 1,02+0,04 0,940 0,37+0,04
HIF-1a 1 088:0,34 097£02 0,75:t005 1 1,05x0,12 1,12+0,22 0,62+0,23
Phospho-p53(S46) 1  0,28+0,03 1,17+0,68 0 1 091+0,09 0,12+0,06 0,46£0,04
Cleaved Caspases3 1 0,12+0,06 057+0,21 0,374005 1 1,26£055 0,77+0,27 0,66£0,01
HO-
1/HMOX?/HSP32 1 086£0,06 090+0 091+001 1 1,12+0,17 1,01+0,06 0,77+0,08
Phospho-p53 (S392) 1 0 0,12+0,17 0 1 0,78:0,24 0,05:0,05 0,29:+0,03
Catalase 1 1,36£0,15 1,11+003 1,45+038 1 0,95:0,04 0,37£0,03 1,61+0,3
HO-2/HMOX?2 1  09+004 0,78+001 1,17+004 1 0,84+0,02 0,79:0,01 0,32+0,01
Phospho-Rad17
(S635) 1 046£0,12 0,68+0,08 0,34:006 1 0,8£0,04 0,7+001 0,33x0,08
clAP-1 1 042+0,05 0,53+0,01 0,34+0,07 1 0,90:012 0,62+0,03 0,42+0
HSP27 1 1,27+0,02 1,18+0,02 1,32+0,02 1 0,98+0,06 0,97+0,08 0,68+0,04
SMAC/Diablo 1 158+0,11 1,360,002 158001 1 0,97+0,01 0,92+0,08 0,77+0,04
clAP-2 1 068+0,17 0,95:0,12 0,49:0,06 1 0,88+0,06 0,76x0,17 0,17+0
HSP60 1 099+0,06 1,15:0,03 1,01+0 1 0,99+0,03 1,05:0,05 0,74+0,01
Survivin 1 055t022 0,740 0,29:012 1 1,05x0,05 0,48+0,02 0,14+0,04
Claspin 1 0,36£0,03 0,79+0,01 0,28+012 1 1,05+0,03 0,62+0,04 0,24+0,07
HSP70 1 0,89:0,06 1,07+001 0,85:0 1 1,11+0,02 1,05:0,14 0,98+0,03
TNF RI/TNFRSF1IA 1 0 0,43+0,04 0 1 0 0 0
Clusterin 1 049+0,09 0,85+0,05 0,39:t016 1 0,91+0,08 0,46:0,04 0,27+0,08
HTRA2/Omi 1 07#025 105005 0,33:t005 1 091x0,15 0,5+0,07 0,12+0,06
XIAP 1 094+02 0,87+003 0,73:t013 1 0,89+0,07 0,58+0,09 0,34+0,02
Cytc 1  1,14+0,02 1,12+0,02 1,13:t0,02 1 1,07+0,03 1,21+0,09 0,94+0,03
Livin 1 0,43+0,03 0,80+0,19 0 1 083007 0,35:0,12 0,31x0,1
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Procesom zwigzanym z PDT moze towarzyszy¢ wzrost poziomu biatka HIF-1a
(276), w wyniku uszkodzenia naczyn krwionosnych oraz w wyniku zuzycia tlenu
w procesach fotochemicznych (168). Ponadto, liczne eksperymenty wskazuja na istotng
role generowanych w komérce RFT na stabilizacje biatka HIF-1a (277;278). Wzrost
poziomu biatka HIF-1la jest uwazany za negatywny czynnik prognostyczny,
odpowiedzialny za wzrost opornosci komorek na stosowane leczenie (279). Uzyskane
w tym doswiadczeniu wyniki wskazaty, ze badany zwigzek TG3 zaréwno w stezeniu
0,6uM oraz 2,5uM spowodowat widoczny, choé¢ nieistotny statycznie spadek poziomu
biatka HIF-1a (rycina 38, rycina 39).

Jednym z oznaczanych biatek byta katalaza, enzym odpowiedzialny za rozktad
powstagjacego w komérkach nadtlenku wodoru. Uzyskane wyniki wykazaty, ze badany
zwigzek TG3 zarbwno w stezeniu 0,6 uM oraz 2,5 uM spowodowat widoczny wzrost
poziomu biatka, istotny statystycznie jedynie dla stezenia 2,5 pM, natomiast dla
nienaswietlanych komérek inkubowanych z TG3 w stezeniu 2,5 UM zaobserwowano
spadek poziomu biatka (rycina 40, rycina 41).
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Rycina 40. Ekspresja biatek HIF-1a oraz katalazy w kontroli nienaswietlanej,
naswietlangj przez 20 minut oraz w komorkach traktowanych zwigzkiem TG3
w stezeniu 0,6 UM w polaczeniu z naswietlaniem oraz nienaswietlanych. Wyniki
przedstawiajg srednig wartos¢+SD z dwdch powtorzen.
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Rycina 41. Ekspresja biatek HIF-1a oraz katalazy w materiale uzyskanym
zkomorek kontroli nienaswietlangj, naswietlang 20 minut oraz w komorkach
traktowanych zwigzkiem TG3 w stezeniu 2,5 UM w potaczeniu z naswietlaniem oraz
nienaswietlanych. Wyniki przedstawiaja $rednig wartos¢+SD z dwdch powtdrzen.
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Analiza wynikow przeprowadzonych doswiadczen nie wykazata podwyzszenia
poziomu biatek proapoptotycznych takich jak: Htra2/Omi, Smac/DIABLO oraz Bad.
W procesie apoptozy niektore z tych biatek ulegaja translokacji z mitochondriow do
cytozolu tak jak w przypadku biatka SMAC/DIABLO, cytochromu c, Htra2/Omi.
Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze poziom biatek w opisywanym eksperymencie zostat
oznaczony w lizacie komérkowym, ktory nie uwzgledniat podziatu jego na
poszczegolne frakcje (cytozolows, mitochondrialng, jadrowa). W zwigzku z tym nalezy
podczas analizy prezentowanych tutgj wynikéw wzig¢ po uwage, ze one dostarczaja
informacji na temat ogdélnego poziomu biatka, nie pozwalaja natomiast stwierdzi¢
w ktérym kompartmencie komorki ilos¢ danego biatka byta najwyzsza. W opisywanym
tuta) eksperymencie, nie wykazano istotnych réznic w poziomie prokaspazy-3
i aktywnej formy enzymu w komorkach inkubowanych z TG3 w stezeniu 0,6 UM
i nadwietlanych 20 minut (rycina 42). Natomiast w przypadku stezenia 2,5 pM
zaobserwowano spadek poziomu prokaspazy-3 o 63% (w porOéwnaniu do
nienaswietlane] kontroli bez zwiazku TG3 przy poziomie aktywnej formy kaspazy-3 na
poziomie ~59 % (w poréwnaniu do nienaswietlang] kontroli bez zwigzku TG3) (rycina
42).
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Rycina 42. Poziom prokaspazy-3 i aktywnej formy kaspazy-3 w eksperymencie
wykonanym dla st¢zenia 0,6 uM (A) i 2,5 UM (B) oraz stosunek aktywnosci aktywnej
postaci kaspazy-3 do prokaspazy-3 w eksperymencie wykonanym dla stezenia 2,5 uM
(©).

123



W eksperymencie oznaczono poziom antyapoptotycznych biatek z rodziny 1AP
okreslanych w pismiennictwie jako: surwiwina, liwinina, clAP-1, clAP-2 oraz xIAP.
Uzyskane w moim eksperymencie wyniki wykazaly istotny statystycznie spadek
poziomu biatek: surwiwiny (~71% wzgl¢dem nienaswietlanej kontroli), clAP-1(~66%
wzgledem nienaswietlangj kontroli), clAP-2 (~51% wzgledem nienaswietlanej kontroli)
w przypadku komoérek naswietlanych i inkubowanych ze zwigzkiem TG3 w stgzeniu
0,6 uM. Poziom biatka X1 AP ulegt zmnigjszeniu 0 ~27% (brak istotnosci statystycznej),
natomiast poziom biatka liwininy byt ponizej progu detekcji i nie zostat oznaczony
(rycina 43).

Dla komérek naswietlanych po inkubacji ze zwigzkiem TG3 w stezeniu 2,5 uM
zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu biatek: surwiwiny (~86%
wzgledem nienaswietlangj kontroli), cl AP-1(~58% wzgledem nienaswietlanej kontroli),
CIAP-2 (~83% wzgledem nienaswietlanej kontroli) oraz XIAP (~66% wzglgdem
nienaswietlane] kontroli) oraz liwininy (~69% wzglgdem nienaswietlane] kontroli)
(rycina 43).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze badany zwigzek powoduje obnizenie poziomu
biatek z rodziny | AP. Zjawisko to moze by¢ wynikiem degradacji biatka pod wptywem
powstajacych RFT w komorkach i/lub wzrostem ekspresji biatek odpowiedzialnych
zaich degradacje.
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Rycina 43. Ekspresja biatek antyapoptotycznych: surwiwiny. liwininy, clAP-1,
clAP-2, XIAP w lizatach uzyskanych z kontroli nienaswietlangj, naswietlanej 20 minut
oraz w komorkach traktowanych zwigzkiem TG3 w stezeniu 0,6 uM (A) 2,5 uM (B)
w potaczeniu z naswietlaniem oraz nienaswietlanych. Wyniki przedstawiaja srednia

warto$¢+SD z dwoch powtorzen.
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W przypadku wielu prac opisujacych przeciwnowotworowe dziatanie zarbwno
naturalnych  jak i  syntetycznych  zwigzkbw o potencjalnym  dziataniu
przeciwnowotworowym zwracano uwage na bedacy wynikiem ekspozycji na badane
zwigzki stosunek biatka Bax i Bcl-2, ktéry pozwala oceni¢ aktywnos¢ pro- lub
antyapoptotyczna badanego zwiazku. W naswietlanych komorkach traktowanych TG3
w stezeniu 0,6 pM i 2,5 UM nie zaobserwowano istotnie statystycznego wzrostu
poziomu biatka Bax. Natomiast nalezy podkresli¢, ze poziom antyapoptotycznego
biatka Bcl-2 ulegt zmnigjszeniu, ktére moze zosta¢ uznane za istotne statystycznie
(rycina 44). Obliczony stosunek obu biatek w naswietlanych komorkach inkubowanych
z badanym zwigzkiem w st¢zeniu 0,6 pM oraz 2,5uUM sugeruje aktywnosé
proapoptotyczng badanego zwiazku.
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Rycina 44. Poziom biatek Bax oraz Bcl-2 w eksperymencie wykonanym dla
stezenia 0,6 pM (A) oraz 2,5 pM (C) oraz stosunek biatka Bax/Bcl-2 (B i D); istotnos¢
statystyczna (* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).
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Wyniki uzyskane dla biatek proapoptotycznych Smac/DIABLO oraz HtrA2/Omi
wykazaty istotny statystycznie spadek biatka Smac/DIABLO w komérkach
inkubowanych z TG3 w stezeniu 2,5uM i naswietlanych oraz istotny statystycznie
gpadek poziomu biatka HtrA2/Omi dla obu badanych st¢zen w potgczeniu
z naswietlaniem (rycina 45).
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Rycina 45. Poziom bialek Smac/Diablo oraz HtrA2/Omi w eksperymencie
wykonanym dla stezenia 0,6 UM (A) oraz 2,5 uM (B); istotnos¢ statystyczna (* p<0,05;
** p<0,01; ***p<0,001).
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4.14 Wplyw inhibitora autofagii- spautyny-1

W proces smierci komérek podczas PDT moga by¢ zaangazowane rozne szlaki:
apoptozy, nekroza, autofagii. Skierowaniu komorek na okreslong droge smierci zalezy
od licznych czynnikbw, miedzy innymi wiasciwosci samego zwiazku, miejsca
lokalizacji, uzytego stezenia czy mocy swiattas W celu sprawdzenia w jaki sposob
zahamowanie procesu autofagii wpltynie za dziatanie cytotoksyczne zwigzku TG3
wykonano badanie z zastosowaniem inhibitora autofagii spautyny-1.

W pierwszym etapie sprawdzono cytotoksycznos¢ samego inhibitora wobec
komorek linii LNCaP testem MTT (rycina 46). Na podstawie uzyskanych wynikow
wyznaczono wartos¢ 1Csp dla inhibitora, ktéra wyniosta ~20 puM dla komodrek
nienaswietlanych oraz naswietlanych (zaréwno 10 oraz 20 minut).

Na podstawie uzyskanych danych do wiasciwego eksperymentu wybrano trzy
stezenia inhibitora: 10 uM, 5 uM oraz 2,5 pM.
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Rycina 46. Wplyw spautyny -1 na przezywalnos¢ komorek linii LNCaP.
Komorki inkubowano z badanym inhibitorem 1 godzine przed naswietlaniem, nast¢pnie
komorki naswietlano 10 i 20 minut. Wykonano takze kontrole w fazie ciemnej. Po
24 godzinach wykonano test MTT. Wyniki przedstawiono jako s$rednig warto§é¢+SD
z trzech eksperymentow.
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Uzyskane wyniki wykazaly istotny statystycznie wplyw spautyny-1 uzytej
w stezeniu 2,5 UM nawzrost przezywalnosci komoérek inkubowanych z TG3 w stezeniu
wynoszacym 2,5 UM po czasie 10 minut naswietlania (rycina47). Przy diuzszym czasie
naswietlania nie wykazano istotnego statystycznie wptywu inhibitora.

Inkubacja z inhibitorem autofagii w stezeniu 5 pM skutkowata zwigkszeniem
przezywalnosci komérek inkubowanych ze zwigzkiem TG3 w stgzeniu 2,5uM
i naswietlanych 10 minut (rycina 48).

Inhibitor autofagii w st¢zeniu 10 pM spowodowat wzrost przezywalnosci
komorek inkubowanych ze zwigzkiem TG3 w stezeniu 2,5uM i naswietlanych 10 minut
(rycina 49).

Nie wykazano wplywu spautyny-1 na zmniejszenie cytotoksycznosci zwiazku
TG3 w stezeniu 0,6 UM dla kazdego z uzytych stezen inhibitora i czasow naswietlania.
Nie wykazano istotnego wplywu spautyny-1 w zadnym badanym stgzeniu na
aktywnosci zwigzku TG3 o0 stezeniu 5 pM. Ponadto, wykazano zmniejszenie
przezywalnosci komorek nienaswietlanych inkubowanych ze zwigzkiem oraz kontroli.
Uzyskane wyniki moga wynika¢ z istotngj roli procesu autofagii w prawidiowym
funkcjonowaniu prawidtowych komoérek, zgodnie z zatozeniem ze proces ten pozwala
na utrzymanie rownowagi pomi¢dzy procesami degradacji oraz syntezy istotnych dla
komorki biatek czy catych organelli komorkowych.
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Rycina 47. Wptyw spautyny-1 o stezeniu 2,5uM na cytotoksycznos¢ zwiazku
TG3. Spautyna-1 zostata podana na jedng godzine przed naswietlaniem. Po 24h od
naswietlania wykonano tes MTT. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (Srednia
z dwéch eksperymentéw); istotnosé¢ statystyczna (* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).
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Rycina 48. Wplyw spautyny-1 o stezeniu 5uM na cytotoksycznos¢ zwiazku
TG3 wobec komorek nienaswietlanych (A), oraz naswietlanych 10 minut (B) i 20 minut

(C). Spautyna-l zostala podana na jedna godzine przed naswietlaniem. Po 24h
od naswietlania wykonano test MTT; istotnos¢ satystyczna (* p<0,05; *** p<0,001).
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Rycina 49. Wptyw spautyny-1 o sezeniu 10 pM na cytotoksycznos¢ zwigzku
TG3 wobec komorek nienaswietlanych (A), oraz naswietlanych 10 minut (B) i 20 minut
(C). Spautyna-l zostala podana na jedna godzine przed naswietlaniem. Po 24h
od naswietlania wykonano test MTT. Wyniki przedstawiono jako % kontroli ($rednia
z trzech eksperymentow); istotnos¢ statystyczna (* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).
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4.15 Wplyw inhibitora nekrozy na dziatanie cytotoksyczne zwiagzku
TG3

Jedng z mozliwych drog smierci podczas PDT jest nekroza. Dotychczas
przeprowadzone eksperymenty (cytometria przeptywowa, mikroskopia fluorescencyjna)
wykazaly zalezny od czasu naswietlania oraz dawki fotouczulacza wzrost populacji
komorek nekrotycznych w prébach poddanych PDT z uzyciem zwigzku TG3. Ponadto
zaobserwowano w tych probach wzrost uwalniania dehydrogenazy mleczanowsj, ktory
moze sugerowac zaburzenia integralnosci btony komorkowej towarzyszace nekrozie.

Wpltyw zahamowania nekrozy na dziatanie cytotoksyczne zwigzku zbadano przy
uzyciu inhibitora nekrozy/nekroptozy - Necrox-2, zwigzku o jednoczesnym dziataniu
antyoksydacyjnym.

W pierwszym etapie sprawdzono dziatanie cytotoksyczne samego inhibitora
w zakresie stezen 0,45-30 UM wobec komoérek naswietlanych oraz nienaswietlanych
zapomocy testu MTT. Uzyskane wyniki wykazaty, ze inhibitor w badanym zakresie
stezen nie wptywa na przezywalnos¢ komorek (1Cso>30uM) (rycina 50). Do kolejnych
eksperymentéw wybrano stezenie inhibitora wynoszace 5uM.
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Rycina 50. Wptyw Necrox-2 na przezywalnosé¢ komorek LNCaP po czasie 24
godzin. Badanie wykonano dla komérek naswietlanych 20 minut oraz nienaswietlanych.
Wyniki przedstawiaja srednia z dwoch eksperymentow +SD.
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Wiasciwy eksperyment opierat sie na dwoéch schematach postepowania
W pierwszym typie eksperymentdw inhibitor podano dwie godziny przed
naswietlaniem, w drugim 24 godziny przed naswietlaniem. Wyniki eksperymentu
wykazaty, ze uzycie inhibitora nekrozy zwicksza przezywalnos¢ komorek w zaleznosci
od dawki fotouczulacza, czasu inkubacji z inhibitorem oraz czasu ekspozycji na swiatto

W eksperymentach w ktérych inhibitor podano 2h przed naswietlaniem istotny
statystycznie wzrost przezywalnosci komorek wykazano dla stezenia 2,5 uM oraz 5 uM
po 10-minutowym naswietlaniu. Natomiast dla stezenia 0,6 uM zaobserwowano spadek
przezywalnosci komorek. Dla komérek naswietlanych 20 minut istotne statystyczny
wzrog liczby zywych komérek zaobserwowano jedynie przy stezeniu 2,5 uM (wzrost
liczby zywych komorek z 6% do 22%) (rycina 51).

W eksperymentach w ktorych inhibitor podano 24 h przed naswietlaniem (10
minut) zaobserwowano wzrost przezywalnosci komorek w calym zakresie stezen
pomimo braku istotnosci statystycznej (rycina 52). Po 20 minutowym naswietlaniu
inhibitor istotnie statystycznie zwigkszyt przezywalnos¢ komorek inkubowanych z TG3
w stezeniu 0,6uM.
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Rycina 51. Wptyw Necrox-2 po 2-godzinnej inkubacji przed naswietlaniem na
fotototoksyczne dziatanie zwigzku TG3. Analize wykonano za pomoca testu MTT dla
komorek nienaswietlanych (A) oraz naswietlanych 10 minut (B) oraz 20 minut (C).
Wyniki przedstawiono jako srednia wartos¢+SD (jako % kontroli) z dwdch
niezaleznych eksperymentow; istotnos¢ statystyczna (*** p<0,001).
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Rycina 52. Wptyw Necrox-2 po 24-godzinnej inkubacji przed naswietlaniem na
fototoksyczne dziatanie zwigzku TG3. Analize wykonano za pomocs testu MTT dla
komorek nienaswietlanych (A) oraz naswietlanych 10 minut (B) oraz 20 minut (C).
Wyniki przedstawiono jako srednia wartos¢+SD (jako % kontroli) z dwdch
niezaleznych eksperymentow; istotnos¢ statystyczna (*** p<0,001).
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416 Wplyw zwigzku TG3 na cytoszkielet komorek

Niezwykle istotng funkcja mikrotubul oprocz wspotdziatania z filamentami
posrednimi  oraz aktynowymi w celu utrzymania odpowiedniego rusztowania
wewnetrznego komérek niezbednego do ich prawidiowego funkcjonowania jest wptyw
na podziaty komoérkowe. Mikrotubule wchodzg w sktad tworzacego Sie wrzeciona
kariokinetycznego podczas mitozy oraz mejozy. W zwiazku z tym zaburzenia struktury
mikrotubul w komérkach mogg zaburza¢ liczne procesy komoérkowe prowadzac
w efekcie do smierci komorek. W celu oceny wptywu badanego fotouczulacza na
cytoszkielet komorek zbadano wptyw PDT prowadzonej z udziatem TG3 na jedno
z biatek budujace mikrotubule: a-tubuling. Eksperyment przeprowadzono technika
mikroskopii fluorescencyjnej wykorzystujac znakowane fluoresceing przeciwciata
przeciwko a-tubulinie. Badanie wykonano po 6 godzinach od naswietlania komérek (10
oraz 20 minut) oraz dla komorek nienaswietlanych.

W obrazie mikroskopowym w zdrowych komérkach mikrotubule widoczne sg
w postaci zielonych struktur o ksztaicie wydtuzonych widkienek rozciggajacych sie
w cytoplazmie. Analiza mikroskopowa opierata Si¢ na ocenie stopnia zmian

w strukturze a-tubuliny.

Wyniki eksperymentu wykazaty, ze badany zwigzek wptywa na cytoszkielet
komérek w zaleznosci od dawki fotouczulacza i czasu ekspozycji na promieniowanie
(rycina 53). W komorkach nienaswietlanych zaréwno kontroli oraz w komérkach
traktowanych TG3 w stezeniach: 0,6 uM; 2,5 UM oraz 5 uM nie zaobserwowano zmian
w strukturze cytoszkieletu. Pierwsze istotne zmiany zaobserwowano w przypadku
komoérek inkubowanych zTG3 w wyzszych stezeniach: 25 pM oraz 5 uM
i naswietlanych 10 minut. Zaburzeniu struktury cytoszkieletu zwlaszcza przy stezeniu
5uM towarzyszyta zmiana ksztattu komorek. Diuzszy czas naswietlania (20 minut)
przy stezeniu 2,5 uM oraz 5 pM spowodowat wzrogt liczby komorek z zaburzona
strukturg i agregacja a-tubuliny (rycina 53). Ponadto, oprocz zmiany morfologii
komorek zaobserwowano zmniejszenie adherencji komorek do powierzchni na ktorej
byty hodowane. Na rycinie 54 przedstawiono wyniki uzyskane z badania faz cyklu
komorkowego po 6 godzinach i zmiany w strukturze cytoszkieletu.
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Rycina 53. Kontrola nienaswietlana (A) oraz kontrola naswietlana 20 (B) minut-
prawidtowa struktura cytoszkieletu, zachowana morfologia komérek. Zwigzek TG3
w stezeniu 2,5uM (C) oraz 5 pM (D) w potaczeniu z 20-minutowym naswietlaniem;
widoczne zaburzenie struktury cytoszkieletu; zmiana morfologii, prawidtowa struktura

a-tubuliny ulega zaburzenia (widoczna dezintegracja biatka).
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Rycina 54. Wptyw zwigzku TG3 na strukture o- tubuliny oraz na fazy cyklu
komérkowego po czasie 6 godzinach od naswietlania komérek 10 i 20 minut oraz
komérek nienaswietlanych.
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4.17 Ocenaindukgji stresu oksydacyjnego

Zdolnos¢ badanego zwigzku do indukcji stresu oksydacyjnego zbadano
zapomocy barwienia dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny. Badanie wykonano
bezposrednio po naswietlaniu oraz po 0,5h ; 2h ;4h ; 6h oraz 24h od naswietlania.
Zdjeciareprezentatywne dla kazdego czasu naswietlania, uzytego st¢zenia zwigzku TG3
oraz czasu jaki uptynat od naswietlnia badanych komérek przedstawiono w suplemencie
fotograficznym. W przypadku komorek nienaswietlanych obserwowano jedynie bardzo
nieznaczny proporcjonalny do czasu inkubacji z badanym zwigzkiem wzrost
fluorescencji (Suplement fotograficzny: DCFH-DA). lIstotny wzrost fluorescencji
zaobserwowano w komérkach inkubowanych ze zwigzkiem TG3 w st¢zeniu 0,6 UM
i naswietlanych 10min, jak réwniez w komorkach inkubowanych ze zwigzkiem TG3
w stezeniu 2,5 pM obserwowanych natychmiast po naswietlaniu i 30 min od jego
zakonczenia. W komorkach obserwowanych w swietle widzialnym po 4h i diuzszym
od naswietlania trwajacego 10min mozna dostrzec pogtebiajace si¢ proporcjonalnie
do czasu i zastosowanego stezania zmiany morfologiczne swiadczace o ich stopniowej
degradacji, w zdjeciach wykonanych za pomocg techniki fluorescencyjnej w komérkach
tych obserwowano tylko nieznaczny w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi
naswietlanymi 10 min wzrost fluorescencji (Suplement fotograficzny: DCFH-DA 10
min). Podobnie do zmian obserwowanych swietle widzialnym w komérkach
naswietlanych przez 10 min w komorkach naswietlanych przez 20 min mozna
zaobserwowat silnigj zaznaczone i rowniez nasilgjace si¢ wraz ze wzrostem stezenia
zZwigzku TG3 zmiany morfologiczne, dodatkowo, zwilaszcza w komorkach
inkubowanych z DHCF dtuzej niz 4h po naswietlaniu w zdj¢ciach uzyskach za pomoca
fluorescencji  zaobserwowaé mozna pojawienie si¢ pojedynczych komérek
charakteryzujacych si¢ wyjatkowo silng fluorescencjg. Poréwnanie zdje¢ uzyskanych w
Swietle widzialnym i fluorescencji pozwala takze na zaobserwowanie komorek,
ktorych obecnosci zupetnie nie mozna dostrzec na zdjeciach wykonanych za pomoca
techniki  fluorescencyjngl. W celu uwidocznienia tych zmian wybrano
8 reprezentatywnych fotografii i po obrébce w programie Photoshop CS5 polegajacej na
odpowiednim ztozeniu zdjecia uzyskanego w swietle widzialnym i fluorescencii
zaprezentowano narycinie 55. Dodatkowo dla tych samych fotografii wykonano analize
rozktadu jasnosci zielonych pikseli (histogramy) i zaprezentowano jg na rycinie 56.
Bardzo znaczny w poréwnaniu do komérek kontrolnych wzrost jasnych zielonych
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pikseli widoczny jest w przypadku histogramu obliczonego dla zdjecia wykonanego
zaraz po 10 minutowym naswietlaniu dla komorek inkubowanych ze zwigzkiem TG3
w stezeniu 0,6 PM oraz pomimo, ze duzo stabiej zaznaczony, dla komodrek
nienaswietlanych i inkubowanych ze zwiagzkiem TG3 w stezeniu 5uM. Znacznie
ponizej linii histogramu komérek kontrolnych znalazty si¢ linie obrazujace dystrybucje
jasnozielonych pikseli w zdjeciach komérek uzyskanych 6h i 24h po naswietlaniu
komorek inkubowanych ze zwigzkiem TG3 odpowiednio w stezeniach 2,5 uM i 5 pM.
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255

L T20, 6h po naswietlaniu, 2,5uM L T20, 24h po naswietlaniu, 5uM
Rycina 55. Stres oksydacyjny w komérkach LNCaP poddanych PDT przy uzyciu TG3.
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Rycina 56. A) Histogram obrazujacy zmiany w intensywnosci zielonych pikseli
na zdjeciach uzyskanych za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego, w wybranych do
analizy prébach (oryginalne zdjecia zostaly zaprezentowane w suplemencie
fotograficznym). W legendzie podano informacje w porzadku: czas naswietlania— czas,
jaki uptynat od zakonczenia naswietlania do poczatku eksperymentu - zastosowana
dawka fotouczulacza w mikromolach. B) Histogramy wybranych komorek o roznym

nasyceniu koloru zielonego.
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4.18 Ocena wolnorodnikowych uszkodzen materialu genetycznego

pod wplywem zwiazku TG3

Reaktywne formy tlenu powstgjace podczas PDT moga reagowat z istotnymi
dla prawidtowego funkcjonowania komérek bioczasteczkami takimi jak lipidy, biatka
oraz DNA. W przypadku niskiej selektywnosci zwigzku chemicznego/leku uszkodzenia
materiatu genetycznego w komérkach niezmienionych nowotworowo moga nasila¢
ryzyko wystgpienia mutacji, a tym samym zwigksza¢ prawdopodobienstwo indukcji

procesu nowotworowego oraz zaburza¢ prawidtowe funkcjonowanie komorek.

Wplyw zwigzku TG3 na generowanie oksydacyjnych uszkodzen DNA zostat
oceniony za pomocg pomiaru  8-hydroksy-2-deoksyguanozyny-  markera
wolnorodnikowych uszkodzen materiatu genetycznego testem ELISA za pomoca
komercyjnego zestawu odczynnikéw zgodnie z instrukcja producenta (rycina 57).

Uzyskane wyniki wykazaty, ze badany zwigzek w stezenie 5 uM w potaczeniu
z 20 minutowg ekspozycja na swiatto powoduje istotny statystycznie (p<0,01) wzrost
ilosci  8-hydroksy-2-deoksyguanozyny. Nie wykazano istotnie statystycznie zmian
w stezeniu markeraw fazie ciemnej oraz po 10 minutowym naswietlaniu.

Przeprowadzone badanie wskazuje na badany zwigzek w zakresie efektywnych
stezen nie powoduje uszkodzen materiatu genetycznego. Ponadto wyniki eksperymentu
sugeruja, ze jadro komorkowe nie stanowi struktury docelowej dla badanego
fotouczulacza
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Rycina 57. Stezenie 8-OH-2dG w lizacie komorkowym uzyskanym z komoérek
LNCaP po czasie 24h od naswietlania. Komorki inkubowano 24 godziny z badanym
zwigzkiem o stezeniach: O uM; 0,6 uM; 2,5 uM; 5 uM. Wyniki przedstawiono jako
srednig wartos¢+SD uzyskang z dwoch niezaleznych eksperymentéw; istotnosé

statystyczna (** p<0,01).
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419  Whplyw inhibitoréw enzymoéw antyoksydacyjnych na dziatanie
cytotoksyczne zwigzku TG3

Mechanizm dziatania fotouczulaczy podczas terapii fotodynamicznej opiera
si¢ przede wszystkim na generowaniu reaktywnych form tlenu i/lub wolnych rodnikéw.
W zwigzku z tym efektywnos¢ fotouczulaczy moze by¢ modulowana przez aktywnoscé
uktadow antyoksydacyjnych zwtaszcza enzymow stanowigcych tzw. pierwsza linig
obrony przed ROS w komorce takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, czy
syntetaza glutationu. W celu sprawdzenia wplywu zahamowania enzymow
antyoksydacyjnych na dziatanie cytotoksyczne TG3 wykonano eksperyment
zwykorzystaniem: inhibitora dysmutazy cytozolowej - DDC, dysmutazy
mitochondrialngj 2-ME, katalazy - 3-AT oraz syntetazy glutationu - BSO. W pierwszym
etapie sprawdzono dziatanie cytotoksyczne inhibitoréw w celu ustalenia stezenia ktore
bedzie mogto by¢ uzyte w dalszych eksperymentach.
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Rycina 58. Cytotoksycznos¢ inhibitoréw enzymow antyoksydacyjnych: 2-
metoksyestradiolu (A), 3-amino-1,2,4-triazolu (B), sulfoksyminy L-butioniny (C) oraz
dietyloditiokarbaminianu (D). Wyniki przedstawiono jako s$rednia wartos¢ +SD
z dwoch eksperymentw.
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Na podstawie uzyskanych wynikow cytotoksycznosci do wiasciwego
eksperymentu wybrano nastepujace inhibitory: DDC-5 uM; BSO-1,5 mM; 3-AT-5 mM
(rycina 58). Uzyskane wyniki wykazaly silne dziatanie cytotoksyczne 2-
metoksyestradiolu wobec komoérek LNCaP (1Cso< 1uM dla komorek naswietlanych
20 minut, |Cso~3uM dla komorek nienaswietlanych) zaréwno w fazie ciemngj jak i po
naswietlaniu. Wyniki sugeruja, ze 2-metoksyestradiol wykazuje dziatanie fototoksyczne
w zwiazku z tym zrezygnowano z oceny wplywu 2-ME na dziatanie cytotoksyczne
zwigzku TG3. Badany zwigzek TG3 w stgzeniu 0,6 UM oraz wybrane inhibitory
enzyméw antyoksydacyjnych podano na 24 godziny przed naswietlaniem. Uzyskane
wyniki przedstawiono narycinie 59 oraz w tabeli 11.

Zwigzek TG3 obnizyt przezywalnos¢ komorek do ~79% po 10-minuotwym
naswietlaniu i do ~13% po czasie naswietlania 20 minut. Inkubacja z 3-amino-1,2,4-
triazolem skutkowata obnizeniem przezywalnosci komérek do ~60%. Inhibitor katalazy
w potaczeniu z badanym zwigzkiem obnizyt przezywalnos¢ komérek do ~61% po 10-
minutowym naswietlaniu oraz do ~3% w potgczeniu z 20-minutowym naswietlaniu.
W przypadku krétszego czasu naswietlania (10 minut) nie zaobserwowano istotnego
spadku przezywalnosci w porownaniu z wynikami uzyskanymi dla samego inhibitora
Zaobserwowane dziatanie cytotoksyczne inhibitora katalazy, moze sugerowaé istotng

role enzymu w utrzymaniu homeostazy w komorkach podczas eksperymentu.

Inhibitor syntetazy glutationu w polaczeniu z badanym zwigzkiem
i 20 minutowym naswietlaniem obnizyt przezywalnos¢ komoérek do ~7%. Po 10-
minutowym naswietlaniu nie zaobserwowano znaczacych zmian. Natomiast wyniki
uzyskane dla inhibitora cytozolowej dysmutazy ponadtlenkowej wykazaty wzrost
przezywalnosci do ~25% po 20 minutowym naswietlaniu.
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Rycina 59. Wptyw inhibitorbw  enzyméw  antyoksydacyjnych:
dietyloditiokarbaminian (A), sulfoksymina L-butioniny (B) oraz 3-amino-1,2,4-triazol
(C). Czas inkubacji z inhibitorami i zwigzkiem wynosit 24h przed naswietlaniem.
Wyniki przedstawiono jako $rednig wartos¢ +SD z dwoich eksperymentdw; istotnosé
statystyczna (* p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001).
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Tabeda

11.

Wplyw

cytotoksycznos¢ zwigzku TG3.

inhibitorbw  enzyméw  antyoksydacyjnych na

Inhibitor TG3 Czas Przezywalnosé komér ek
0,6 uM inkubacji [h]
Czasnaswietlania
0 10 20
- - - 100 100 100
- + 24 91,25+9,22 79,82+5,76 13,1+0,92
3-AT5mM - 24 58,28+1,19 60,78+9,27 56,07+8,70
3-AT 5mM + 24 69,88+17,82 61,04+8,54 3,14+3,05
BSO 1,5mM - 24 79,1+0,23 87,63+13 83,73+3,07
BSO 1,5mM + 24 89,25+7,20 85,08+8,36 8,81+7,07
DDC5uM - 24 89,31+4,78 80,74+4,07 80,95+6,30
DDC5uM + 24 95,44+12,12 78,23+16,40 25,124+4,51
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4.20 Zmiany poziomu glutationu pod wplywem zwiazku TG3

Glutation nalezy do niskoczasteczkowych endogennych antyoksydantéw, ktory
odgrywa istotng rol¢ w ochronie komorki przed wolnymi rodnikami. Ponadto, glutation
uczestniczy w procesach zwigzanych z regeneracja innych antyoksydantow. Badania
z uzyciem inhibitora syntetazy glutationu- wykazaty obnizenie przezywalnosci komorek
podczas PDT z zastosowaniem zwigzku TG3, co wskazuje na istotny udziat glutationu
w mechanizmach antyoksydacyjnych uruchamianych w komoérkach pod wptywem
zwigkszongj produkcji RFT. Oceng wplywu zwigzku TG3 na stezenie glutationu
przeprowadzono z wykorzystaniem znacznika fluorescencyjnego Thioglo-1. Badanie
wykonano dla komérek inkubowanych z badanym zwiazkiem w stezeniu 0,6 pM;
25uM oraz 5 pM oraz zbadanym zwigzkiem w tym samym zakresie stezen
i inhibitorem syntetazy glutationu o stezeniu 1,5 mM. Badanie przeprowadzono
bezposrednio po naswietlaniu oraz po uptywie: 0,5 h; 2 h; 4 h; 6 h oraz 24 h od

naswietlania.

Uzyskane wyniki wykazaly istotne statystycznie zmiany stezenia glutationu
w wyniku PDT z zastosowaniem TG3 w zaleznosci od dawki fotouczulacza, czasu

naswietlania oraz czasu pomiaru.

Dla naswietlangj kontroli oraz najnizszego badanego stezenia 0,6 pM
zaobserwowano spadek stezenia glutationu po 30 minutach od naswietlania (kontrola
~37%-LT20; 0,6uM ~31%- LT20). Natomiast po 2 h od naswietlania zaobserwowano
istotny statystycznie wzrost glutationu w kontroli (~150% -LT10, ~200%-LTZ20)
oraz st¢zenia 0,6 UM (~200%-L T20). Pomiar poziomu glutationu w kolejnych punktach
czasowych ulegat stopniowemu zmnigjszeniu 0siggajac po 24 h nastgpujace wartosci:
dla kontroli ~70%-LT10; ~80%-LT20 oraz dla st¢zenia 0,6uM ~70% -DT, LT10, LT20
(rycina 60-61).

PDT z zastosowaniem TG3 w st¢zeniu 2,5 uM skutkowata spadkiem stezenia
glutationu po czasie 30 minut od naswietlania (~66%-DT, ~58%-LT10, ~24%-LT20).
Nast¢pnie po uptywie 2 godzin zaobserwowano wzrost (~85%-DT; ~98%-LT10; ~81-
LT20) (rycina 62). Dla kolejnych punktow czasowych obserwowano spadek stezenia

glutationu wraz z uptywem czasu, CO moze sugerowaé zuzycie glutationu w procesach
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antyoksydacyjnych przy jednoczesnym zaburzeniu prawidtowego funkcjonowania
systemu antyoksydacyjnego w komorce odpowiedzialnego za synteze glutationu.

PDT z zastosowaniem TG3 w stgzeniu 5 uM skutkowata spadkiem stezenia
glutationu proporcjonalnie do czasu jaki uptynat od naswietlania komérek (po 24h:
74%-DT; ~12%-LT10; ~0,4% -LT20) (rycina 63). Uzyskane wyniki sugeruja, bardzo
szybkie zuzycie rezerw glutationu w obronie komérek przed RFT, a takze swiadcza
o powaznych wolnorodnikowych uszkodzeniach komorek, ktorym towarzyszy
niewydolnos¢ mechanizméw odpowiedzialnych za synteze i "recycyling” glutationu

zuzytego w procesach antyoksydacyjnych.
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Rycina 60. Poziom glutationu w komérkach kontrolnych (A) oraz komérkach
preinkubowanych z BSO w stezeniu 1,5 mM (B). Wyniki przedstawiajg srednig wartosé
z dwoch eksperymentdw +SD (wyrazone jako % kontroli); istotnos¢ statystyczna
(* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
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Rycina 61. Poziom glutationu w komoérkach inkubowanych z TG3 w stgzeniu
0,6uM (A) oraz ) oraz komorkach preinkubowanych z BSO w st¢zeniu 1,5 mM oraz
TG3 (B). Wyniki przedstawiajag $rednig wartos¢ z dwoch eksperymentéw +SD
(wyrazone jako % kontroli); istotnos¢ atystyczna (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
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Rycina 62. Poziom glutationu w komorkach inkubowanych z TG3 w stgzeniu
2,5 UM (A) oraz komorkach preinkubowanych z BSO w stezeniu 1,5 mM oraz TG3 (B).
Wyniki przedstawiaja srednig wartos¢ z dwdch eksperymentéw +SD (wyrazone jako %
kontroli); istotnos¢ statystyczna (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
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Rycina 63. Poziom glutationu w komérkach inkubowanych z TG3 w stezeniu 5
UM (A) oraz komorkach preinkubowanych z BSO w stezeniu 1,5 mM oraz TG3 (B).
Wyniki przedstawiaja srednig wartos¢ z dwdch eksperymentéw +SD (wyrazone jako %
kontroli); istotnos¢ statystyczna (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
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4.21 Poziom tlenku azotu podczas PDT z zastosowaniem zwigzku
TG3

Pomiar st¢zenia tlenku azotu wykonano za pomoca barwnika DAF-FM DA
bezposrednio po naswietlaniu oraz po 2 h, 4h oraz 6h od naswietlania komorek.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze poziom tlenku azotu zmierzony bezposrednio po
naswietlaniu nie ulega istotnym zmianom. Po 2h oraz 4h zaobserwowano wzrost
stezenia NO w komorkach naswietlanych 20 minut (kontroli oraz w catym zakresie
stezen) (rycina 64).

Po 6h od naswietlania zmierzony poziom tlenku azotu ulegt istotnie
statystycznemu wzrostowi w komorkach nienaswietlanych inkubowanych ze zwigzkiem
TG3. W kombrkach naswietlanych 10 minut istotny statystycznie wzrost poziomu NO
zaobserwowano w kontroli oraz w stezeniu 0,6 pM i 2,5uM (rycina 64).
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Rycina 64. Poziom tlenku azotu zmierzony od razu po naswietlaniu (A), po 2h
(B), 4h (C), 6h (D). Wyniki przedstawiaja srednia wartos¢ z dwoch eksperymentow
+SD (wyrazone jako % kontroli); istotnos¢ statystyczna (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001).
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4.22 Subkomorkowa lokalizacja zwigzku TG3

Z celu okreslenia subkomorkowe lokalizacji zwigzku TG3 komorki LNCaP
inkubowano ze znacznikami fluorescencyjnymi pozwalajgcymi na uwidocznienie
odpowiednio mitochondriéw — Mitotracker, lizosoméw — Lysotracker oraz retikulum
endoplazmatycznego- ER-tracker.

Podczas ustalania warunkéw barwienia zaobserwowano fluorescencje badanego
zwigzku TG3 rowniez w kanatach przeznaczonych do obrazowania lizosomow i ER.
W efekcie moze mie¢ miejsce wzmocnienie sygnatu fluorescencji dla tych organelli
podczas barwienia podwdjnego: zwigzek TG3-Tracker (rycina 65). W przypadku
Mitotrackera zwigzek TG3 nie emitowat fluorescencji przy charakterystycznej dla tego
znacznika wartosci wzbudzenia. Uzyskane wyniki wykazaly, ze badany zwigzek nie
gromadzi si¢ w lizosomach oraz mitochondriach. Otrzymane zdjecia sugeruja
natomiast, ze po czasie 1 godzinne inkubacji zwigzek lokalizuje si¢ w cytoplazmie
komorek, jak réwniez najprawdopodobniej w retikulum endoplazmatycznym (rycina
66).

Rycina 65. Fluorescencja zwigzku obserwowana przy wzbudzeniu:
charakterystycznym dla TG3 (A), dla Lysotrackera (B), swiatto widzialne, (C), dla ER-
trackera (D).
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Rycina 66. Subkomorkowa lokalizacja
zwigzku TG3, od gory zestawy
zawieraja barwienia
Mitotracker (mitochondria)
Lysotracker (lizosomy)
ER-tracker (retikulum
endoplazmatyczne)
Kazdy z zestawdw zawiera zdjecie
obrazujace wybarwione odpowiednie
organelle komoérkowe (lewy gbrny
panel) zdjecie obrazujace dystrybucje
zwigzku TG3 w komoérce (prawy
gérny panel), zdjecie obrazujace
komoérki w swietle widzialnym (lewy
dolny panel) zdjccie zawiergjace
zlozenie wszystkich pozostatych zdjec¢
(prawy dolny panel).
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5. DYSKUSJA

Intensywny rozwoj nauk medycznych prowadzi do coraz lepszego zrozumienia
patomechanizmu i czynnikdw wptywajacych na proces nowotworowy. Coraz petniejsza
wiedza niesie za sobg mozliwosci opracowywania nowych metod leczenia
zapewnigjacych wysoka skutecznos¢, selektywnos¢ 1 zminimalizowanie dziatan
niepozadanych, poprawiajgc jednoczesnie jakos¢ zycia pacjentow. Jedng z metod
budzacych duze nadzieje jest terapia fotodynamiczna. PDT opiera si¢ na wykorzystaniu
zwigzkéw chemicznych tzw. fotouczulaczy, ktére w wyniku reakcji fotodynamicznej
zainicjowane] pod wplywem zastosowania swiatta najczesciej z zakresu podczerwieni
generuja reaktywne formy tlenu i/lub wolne rodniki, prowadzac w efekcie do $mierci
komdrek nowotworowych (7). Intensywne badania z zakresu PDT w ciggu ostatnich lat
przyniosty wiele informacji wyjasniajacych mechanizm dziatania fotouczulaczy,
mozliwosci modulowania ich aktywnosci oraz wykorzystania w terapii skojarzone,
jednak wiele pytan dotyczacych tej obiecujace) metody terapeutyczne] pozostaje bez
odpowiedzi. Okreslenie mozliwosci ingerencji w procesy biochemiczne w komorkach
nowotworowych jak i ich skutki, sg niezbedne dla zrozumienia mechanizmu dziatania
przeciwnowotworowego fotouczulaczy. Bardzo istotne jest poznanie zaleznosci
pomigdzy szlakami $mierci komoérki bedacych nastgpstwem zastosowania terapii
fotodynamicznej, jak réwniez dostarczenie petniejszych informacji z zakresu
wolnorodnikowych proceséw indukowanych podczas reakcji fotodynamicznych. Celem
prezentowanej pracy doktorskigj jest ocena mechanizmu dziatania nowej ftalocyjaniny
cynkowej. Prezentowany zwigzek stanowi nowg oryginalng strukture ktdra dotychczas
nie byla badana, dlatego niezwykle wazne jest poznanie mechanizmu je dziatania
w komoérkach nowotworowych, auzyskane informacje stang sie podstawg do
skierowana zwiazku do badan in vivo i mozliwoscig oceny potencjalnego zastosowania
jako fotouczulaczaw PDT.

W poczatkowe fazie eksperymentow do wstgpnych badan cytotoksycznosci
wybrano cztery zwiazki makrocykliczne z grupy ftalocyjanin (Pcs) zsyntetyzowane
w Katedrze Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Testowane ftalocyjaniny klasyfikowane s3 jako fotouczulacze drugiej
generacji i charakteryzuja si¢ korzystnymi wiasciwosciami fotochemicznymi takimi jak
dlugi czas zycia stanu trypletowego czy wysoka wydajnos¢ kwantowa generowania
tlenu singletowego (216). Badane zwigzki posiadaja skoordynowane jony metali (cynku
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lub magnezu), ktérych obecnos¢ ma na celu wydtuzenie diugosci zycia stanu
trypletowego oraz promowanie przejscia migdzysystemowego (223). Czynnikiem
ograniczajacym stosowanie Pcs w wielu przypadkach jest ich niska rozpuszczalnosé
w roztworach wodnych i tendencja do agregacji, a przez to zmniejszenie aktywnosci
fotodynamicznegg w uktadach biologicznych (216;218). W celu poprawy
rozpuszczalnosci badane zwiazki wyposazono w peryferyjne ugrupowania morfolinowe
w pozycjach nieperyferyjnych (tj. 1,4) pierscieni ftalocyjaninowych: TG3 (dwie grupy
morfolinowe; jon cynku, TG4 (8 grup morfolinowych; jon magnezu), TG18 (8 grup
morfolinowych; jon cynku); TG15 (8 grup morfolinowych; jon magnezu; w postaci
soli). Uzyskane wyniki badan cytotoksycznosci wykazaly, ze badane zwigzki nie
wykazujg dziatania cytotoksycznego w fazie ciemnegj (komorki nienaswietlane).
Natomiast aktywnos¢ cytotoksyczng w potaczeniu z naswietlaniem zaobserwowano
jedynie dla zwigzku TG3, a sila jego dziatania cytotoksycznego zalezata od czasu
naswietlania i zastosowanego stezenia zwiazku.

Istotnym parametrem decydujacym o sile dziatania cytotoksycznego zwiagzku
chemicznego jest stopien przechodzenia przez bitony biologiczne. Badania
przeprowadzone dla ftalocyjaniny glinowej AIPs2 w linii komorkowej biataczki CCRF-
CEM wykazaly najwyzsze stezenie zwiazku po 6 godzinach inkubacji. Po 24 godzinach
stezenie badanego fotouczulacza nieznacznie si¢ zmnigjszyto, natomiast w badaniu
cytotoksycznosci ten czas inkubacji okazat si¢ by¢ optymalny z punktu widzenia jego
skutecznosci, co moze mie¢ zwigzek z faktem, ze diuzszy czas inkubacji przed
naswietlaniem pozwala na osiagniecie i zwigzanie si¢ ze strukturg docelowg (284).
Badania zaleznosci pomiedzy dawka AIPs2, aje wchianianiem przez komorki
nowotworowe w linii komérkowej glejaka BMG-1 wykazaty, ze wraz ze wzrostem jej
stezenia dziatanie cytotoksyczne i obserwowana fluorescencja ulegty zmniejszeniu,
co moze by¢ zwigzane z tworzeniem agregatdbw w komérkach (285). Uwaza sig,
zejedynie zwigzki w postaci monomerdw s3 zdolne do emisji fluorescencji
i efektywnego generowaniatlenu singletowego (122).

Ocene wchtaniania dwoch zwigzkéw: TG3 oraz TG4 przez komorki
nowotworowe wykonano wykorzystujagc zdolnos¢ obu zwigzkbw do emisji
fluorescencji. Zwiazek TG4 byt praktycznie niewykrywalny w lizacie komorkowym, co
koreluje z wynikami testu MTT na podstawie, ktérych, stwierdzono jego niska
aktywnos¢ fototoksyczng. Uzyskane wyniki wskazuja, ze podstawienie 8 grup
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morfolinowych moze odpowiada¢ za bardzo silne wiasciwosci hydrofilowe czasteczki,
zmnigjszajace je zdolnos¢ do przechodzenia przez biony biologiczne. Interesujace
wyniki eksperymentu majacego na celu okreslenia wchtaniania badanych fotouczulaczy
przez komoérki nowotworowe uzyskano dla zwigzku TGS, ktéry zostal oznaczony
w lizacie uzyskanym z komoérek inkubowanych z tym zwigzkiem w stezeniu 10 pM.
Najwyzsze stezenie zwigzku TG3 w badanych lizatach komérkowych zmierzono po 6h
od podania fotouczulacza. Obecnos¢ zwigzku stwierdzono juz po nakrotszym czasie
inkubacji (2 godzinach), abadania z uzyciem mikroskopu konfokalnego wykazaty,
7e zZwigzek ulega wchtonieciu juz po 60 minutach od podania do medium hodowlanego.
Jednoczesnie badanie dziatania cytotoksycznego po roznych czasach inkubacji
wynoszacych: 2h, 4h, 6h oraz 24h wykazaly najsilniejsze dziatanie po 24-godzinnegj
inkubacji dla komorek naswietlanych przez 20 minut oraz po 6-godzinnej inkubacji dla
komoérek naswietlanych przez 10 minut. Znaczny spadek stezenia zwigzku TG3
w badanych komérkach nowotworowych po 24h inkubacji wydaje si¢ sprzecznym
wynikiem w odniesieniu do jego aktywnosci cytotoksycznej zaobserwowanej po tym
czasie inkubacji. Biorac pod uwage wyniki przedstawione w cytowanych powyzej
pracach, mozna zasugerowat, ze spadek fluorescencji zwiazku TG3 zmierzony
w komoérkach LNCaP po 24h moze nie wynika¢ ze zmniejszonego stezenia zwigzku
TG3 w komorkach po tym czasie inkubacji, ale moze by¢ wynikiem ostabieniem
sygnatu na skutek zwigzania si¢ zwigzku TG3 z biatkami lub innymi biomolekutami.
Jednoczesnie uzyskane wyniki nie wskazuja na agregacje zwiazku TG3 wewnatrz
komérki, o czym swiadczy silne dziatanie cytotoksyczne po tym czasie inkubacji. Na
uwage zastuguja ponadto znaczne réznice w ubytku zwigzku TG3 na skutek
naswietlania. Poziom zwigzku TG3 w komérkach inkubowanych z tym fotouczulaczem
w stezeniu 10uM i naswietlanych 10 min obnizyt sie w stosunku do komorek
nienaswietlanych odpowiednio: po 2h o 24%, po 4h o 27%, po 6h o0 83% po 24h o0 66%.

Badania dziatania cytotoksycznego zwigzku TG3 rozszerzono o kolegjne dwa
testy cytotoksycznosci: uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz barwienie
bickitem trypanu. Test MTT opiera si¢ na ocenie aktywnosci dehydrogenazy
mitochondrialnegj, a spadek aktywnosci tego enzymu moze swiadczy¢ o zaburzeniach
aktywnosci metabolicznej komorek. Test LDH pozwala oceni¢ integralnos¢ btony
komorkowsej, w wyniku utraty, ktorel enzym ten moze zosta¢ uwolniony do medium
hodowlanego (254). Po 2h od naswietlania wzrost aktywnosci LDH zaobserwowano
w zakresie wyzszych stezen zwigzku TG3 po 20-minutowym naswietlaniu.

160



Przezywalnos¢ komérek zmierzona testem MTT dla tych samych stezen i punktu
czasowego byta zblizona do zera, co moze sugerowa¢ powazne uszkodzenia komorek
i spadek integralnosci bton komérkowych juz po 2h od naswietlania w przypadku
zastosowania wysokich dawek fotouczulacza. Natomiast wyniki uzyskane po 24
godzinach od naswietlania wskazujg, ze zmnigjszona przezywalnos¢ komorek
nowotworowych pod wptywem badanego fotouczulacza w potagczeniu z naswietlaniem
zmierzona testem MTT koreluje ze zmianami stezenia LDH oznaczonego w medium
hodowlanym w zakresie nizszych stgzen uzytych w eksperymencie, jednak
w przypadku wyzszych stezen (takich, ktére wtescie MTT wskazywaty na catkowity
brak zywych komoérek w ukladzie doswiadczalnym) poziom uwolnionego LDH
pozostawat w granicach 50% aktywnosci zmierzonej w prébach zawierajacych
catkowicie zlizowane komorki. Moze to by¢ powodowane zarébwno przez zamkniecie
czasteczek enzymu w zdegenerowanych na skutek dziatania PDT komérkach,
(degeneracje komorek poddanych PDT, polegajaca na tworzeniu kulistych struktur
mozna zauwazy¢ na zdjgciach uzyskanych przy pomocy mikroskopu w swietle
widzialnym) lub na skutek degradacji LDH podczas PDT. Za tg druga hipoteza
przemawia¢ moze obserwowany w przypadku komérek naswietlanych przez 20 min
zalezny od stgzenia TG3, wzrost aktywnosci uwolnionego do pozywki LDH,
anastgpnie spadek aktywnosci tego enzymu obserwowany po przekroczeniu dawki
2,5 UM. Uzyskane w tej czesci wyniki sugeruja zatem, ze btona komérkowa nie jest
struktura docelows dla badanego fotouczulacza, a wolnorodnikowy atak na biologicznie
wazne biomolekuty nastepuje najprawdopodobniej wewnatrz komorki.

Barwienie bickitem trypanu to kolejny wykonany dla TG3 test cytotoksycznosci.
Wykorzystany barwnik barwi jedynie martwe komorki o uszkodzonych btonach
komérkowych lub komorki, ktére nie s3 zdolne do usuniecia dyfundujgcego do ich
wnetrza barwnika (256). Uzyskane wyniki sugeruja bardzo silne dziatanie
cytotoksyczne, zalezne od dawki TG3 i czasu ekspozycji na swiatto. Badanie wykonane
po 24h od nadwietlania wykazato wzrost liczby zabarwionych komérek >50% dla
stezenia 1,25 uM (10 minut naswietlania) i >50% dla stezenia 0,6 UM (20 minut
naswietlania), co odpowiada przezywalnosci komérek ocenionegj za pomocg testu MTT.
Jednoczesnie nalezy zwrdci¢ uwage, ze wzrost liczby wybarwionych komorek moze nie
Swiadczy¢ jedynie o smierci komorek na drodze nekrozy, ale moze by¢ zwigzany
zp6zng fazg apoptozy. Podobna do zastosowanej w tej pracy strategie oceny
cytotoksycznosci  (barwienie komorek przy uzyciu blekitu trypanu ,na plastiku”
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bez przenoszenia ich do hemocytometru) zastosowali Ruiz-Gonzalez i wsp. w badaniu
dziatania cytotoksycznego fotouczulacza PysMeO-TB (pochodna porficyny) na
komérki HelLa Zastosowane przez nich barwienie biekitem trypanu wykazato,
zew dawce (0,5 pM), po dituzszym czasie od naswietlania (18h) komorki byty
zabarwione pomimo, ze ta dawka i czas ktory uptynat od naswietlania prowadzita do
smierci komoérek na drodze apoptozy (220). Analiza tych danych prowadzi do wniosku,
ze komorki umierajgce na drodze apoptozy bedacej wynikiem dziatania PDT bardzo
szybko traca zdolnos¢ do usuwania biekitu trypanu ze swojego wngtrza, a zjawisko to
zachodzi prawdopodobnie szybciej niz  utrata aktywnosci  dehydrogenaz
mitochondrialnych odpowiedzialnych za redukcje MTT, dodatkowo uwalnianie LDH
rowniez nie koreluje z poziomem martwych komérek w badanej populacji. Wyniki
uzyskane w testach cytotoksycznosci wskazuja na silne dziatanie fototoksyczne
zwigzku TG3. Jednoczesnie wykazano, istotne roznice w wynikach uzyskanych
za pomocg metod opartych na réznych zasadach, co wskazuje jak niezwykle wazny jest
wybdr testu w badaniach cytotoksycznosci podstawowsej i prowadzi do wniosku,
7e W ocenie dziatania cytotoksycznego fotouczulaczy nie powinno si¢ ogranicza¢ do
jednej metody oceny cytotoksycznosci. Réznice w wynikach uzyskiwanych po
zastosowaniu roznych testéw okreslania cytotoksycznosci oraz ograniczenia mozliwosci
stosowania niektorych testow w odniesieniu do czynnikow dziatajacych toksycznie sg
cz¢sto podnoszone w pismiennictwie naukowym (280), aszczegélnym problemem
okazuje si¢ by¢ w ostatnich latach okreslanie dziatania cytotoksycznego nanoczastek
(281). Biorac pod uwage wyniki uzyskane w testach MTT, LDH i barwieniu bitgkitem
trypanu zdecydowano sie okresli¢ wptyw zwigzku TG3 na cykl komoérkowy. Badanie
wptywu pochodnej ftalocyjaniny cynkowej (suftalan cynku, Photosense) na fazy cyklu
komorkowego wykazaty zahamowanie cyklu komorkowego wfazie Gy/M
w komorkach linii nowotworu watroby HepG2 (282). Podobne wyniki uzyskano
rowniez dla ftalocyjaniny cynkowej (ZnPc) dla tej samej linii komorkowsj (283). PDT
z zastosowaniem  tetra-a-(4-karboksyfenoksy)ftalocyjaniny  cynkowej  prowadzito
do zahamowania cyklu komérkowego w fazie S w linii nowotworu watroby Bel-7402
(284). PDT moze wptywaé na cykl komérkowy w wyniku oddziatywania na biatka
Zwiagzane z jego regulacja, w tym biatek p53 i p21. PDT z zastosowaniem feoforbidu
prowadzita do zahamowania cyklu komorkowego w fazie G,/M oraz wzrost poziomu
biatka p53 (285). Natomiast badania in vivo aktywnosci cytotoksycznej ftalocyjaniny
Pc4 wykazaly, ze powoduje ona smier¢ komorek na drodze niezaleznej od poziomu
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biatek p53 i p21 (286). Wyniki uzyskane dla zwigzku TG3 sugeruja, ze nie wptywa on
na poszczegoblne fazy cyklu komorkowego. Analiza faz cyklu komérkowego wykazata
wzrogt liczby komoérek wybarwionych jodkiem propidyny wraz ze wzrostem dawki
fotouczulacza, czasu naswietlania i czasu, ktory uptynat od naswietlania. Ahmad i wsp.
zaobserwowali zahamowanie cyklu komérkowego w komorkach nowotworu skory
A431 w fazie Go/G; poddanych PDT przy uzyciu ftalocyjaniny krzemowej Pc4, czemu
towarzyszytlo zahamowanie aktywnosci dwéch kinazz CDK2 oraz CDK6, ktére
najprawdopodobniej byto wynikiem wzrostu poziomu biatka p21 (287). Badania
poziomu biatka p53 i p21 w komorkach LNCaP poddanych PDT przy uzyciu zwigzku
TG3 wykonane za pomocg opisanego powyzej i zastosowanego w tej pracy panelu
apoptotycznego nie wykazaty wzrostu poziomu obu biatek. Aktywacja biatka p53 moze
by¢ wynikiem: podwyzszenia jego poziomu lub stabilizacji struktury, przejscia z formy
nieaktywnej do postaci aktywnej, oraz translokacji biatka z cytoplazmy do jadra
komorkowego (288). Zmierzony poziom biatka p53 po 24h od naswietlania nie
wyklucza jego udziatu w procesach zwigzanych ze sSmierciag komoérek podczas PDT-
TG3, biorgc pod uwage, zebiatko p53 mogto by¢ aktywowane wczesniej oraz
z uptywem czasu ulec degradacji. Ocena udzialu biatka p53 w PDT-TG3 wymaga
przeprowadzenia kolejnych, bardziej szczegdtowych eksperymentow.

Terapia fotodynamiczna moze prowadzi¢ do $mierci komérek na drodze kilku,
istotnie réznigcych sie od siebie szlakOw $mierci: apoptozy, nekrozy, nekroptozy
(regulowane] nekrozy) oraz autofagii, a typ smierci komorki, zalezy do wiasciwosci
zastosowanego zwigzku chemicznego, zastosowanej dawki, mocy promieniowania
Swietlnego oraz czasu naswietlania (53). Badania fotouczulacza purpuryny-18 (Pul8)
wykazaty je zdolnos¢ do indukcji apoptozy w zakresie stezen oscylujacych wokoét
0,5 UM i nekrozy przy uzyciu stezenia fotouczulacza zblizonego do 2 uM podczas PDT
wobec komérek biataczki promielocytarnej HL-60 (289). Fabris i wsp. wykazali,
ze ftalocyjanina cynkowa ZnPc podana do medium hodowlanego 2 godziny przed
naswietlaniem prowadzita do nekrozy komoérek charakteryzujace] sie utratg
integralnosci btony komorkowsj i spadkiem poziomu ATP w komorkach fibroblastéw
w linii R4. Natomiast 24-godzinna preinkubacja skutkowata aktywacja procesu
apoptozy jako dominujacej drogi smierci komorek (290). Biorgc pod uwage pytania
0 mechanizm dziatania cytotoksycznego zwiazku TG3 jakie powstaly po analizie
danych uzyskanych w eksperymentach testach MTT, LDH, barwieniu bi¢kitem trypanu
oraz badaniu jego wptywu na cykl komoérkowy, celowe wydato sie uzycie dodatkowych
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metod pozwalajacych na okreslenie mechanizmu smierci komorek nowotworowych na
skutek PDT prowadzonej z uzyciem zwigzku TG3. Zdolnos¢ badanego zwigzku
doindukcji apoptozy oceniono za pomocg dwoéch metod: podwojnego barwienia
Hoechst 33258/jodek propidyny oraz testem ELISA. Wyniki uzyskane metoda
barwienia fluorescencyjnego wykazaty obecnos¢ komorek apoptotycznych juz po 2h
od naswietlania (10 minut) w hodowli do ktorgl podano zwigzek TG3 najwyzszym
badanym w tej pracy stezeniu 5 pM, natomiast w kolejnych ocenianych punktach
czasowych: 6h i 24h oraz przy czasie naswietlania 20 minut obserwowano stopniowy
spadek liczby komorek apoptotycznych i pojawianie sie komérek ktére mogty by¢
ocenione jako nekrotyczne/pozno apoptotyczne. Po zastosowaniu zwigzku TG3
w sezeniu 2,5 UM wzrost komorek apoptotycznych zaobserwowano po 6h
i naswietlaniu 10 minut, natomiast po 24h ilos¢ komorek apoptotycznych byta zblizona
do liczby komérek nekrotycznych dla tego czasu naswietlania. Natomiast uzycie
zwigzku TG3 w stgzeniu 2,5 pM przy 20 minut naswietlania prowadzito do wzrostu
ilosci komorek apoptotycznych po 2h i nastepnie wraz z uptywem czasu po 6h i 24h
zaobserwowano podwyzszenie liczby komorek nekrotycznych/pdzno apoptotycznych.
Najnizsze st¢zenie zwigzku TG3- 0,6 uM prowadzito do indukcji apoptozy jedynie
po 24h i dtuzszym naswietlaniu (20 min).

Wyniki uzyskane za pomoca testu ELISA wykonanego po 24h od naswietlania
komorek inkubowanych ze zwigzkiem TG3 wykazaty korelacje z wynikami
uzyskanymi metodg podwdjnego barwienia fluorescencyjnego: diuzszy czas
naswietlania (20 min) indukowat apoptoze w ngjnizszym stezeniu (0,6 pM), natomiast
10 minut naswietlania w zakresie wyzszych stezen (2,5 uM; 5 uM). Wyniki uzyskane
za pomoca obu metod wskazuja, ze wraz ze wzrostem czasu naswietlania i stezenia
fotouczulacza oraz czasu, ktory uptynat od naswietlania rodzaj smierci komérek ulega
przesunieciu w Kierunku $mierci na drodze innej niz apoptoza. Jest to prawdopodobnie
zwigzane z faktem, ze wysokie stezenie fotouczulacza przy diuzszym czasie
naswietlania prowadzi do bardzo powaznych dysfunkcji komoérek i fotoksydacyjnych
uszkodzen biatek zaangazowanych w proces apoptozy, czy autofagii.

Proces apoptozy podczas PDT moze przebiega¢ szlakiem wewngtrznym
(mitochondrialnym) oraz zewnetrznym (receptorowym) (53). W szlaku wewngtrznym
apoptozy mozna zaobserwowa¢ spadek potencjatu btony mitochondrialnej, uwolnienie
cytochromu ¢, wzrost aktywnosci kaspazy-9 oraz kaspazy-3 (59). Mechanizm dziatania
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licznych fotouczulaczy jest zwigzany z aktywacjag mitochondrialnego szlaku apoptozy
(53). Badania pochodnych ftalocyjaniny krzemowej Chol-O-SiPc wykazaty spadek
potencjatu btony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu ¢ oraz wzrost aktywnosci
kaspazy-9 po naswietlaniu komoérek nowotworu skory SK-MEL-2 (291). PDT
z zastosowaniem pochodngj ftalocyjaniny cynkowej- ZnPcS,P, w linii komorkowej
HL60 (292), pochodnej chloryny NeP6 w komorkach 1clc7 (293) i komérkach
nowotworu pluc ASTC-al (294), jak rowniez pochodnej hipokreliny EAHB
w komorkach Hela (295) prowadzita do aktywacji wewnetrznego szlaku apoptozy.
W celu oceny zdolnosci zwiazku TG3 do skierowania komérek na droge apoptozy
zwigzanej z aktywacja szlaku wewnetrznego wykonano badanie zmiany potencjatu
btony mitochondrialnej, pomiar aktywnosci kaspazy-9 oraz kaspazy-3.

Utrata potencjatu transbtonowego mitochondriéw (Ay) jest uwazana za wczesny
marker apoptozy (296). Zakaria i wsp. opisali utrate Ay, ktora wystapita w komorkach
raka piersi MCF-7 poddanych PDT za pomoca kwasu 5-aminolewulinowego po 4 h od
naswietlania (297), natomiast He i wsp wykazali spadek Ay w komoérkach U937
poddanych dziataniu PDT z uzyciem hydroksyfeoforbidu juz po 60 min po naswietlaniu
(160). Alexandratou i wsp. zaobserwowali spadek Ay w ciggu 15 minut od naswietlania
fibroblastéw linii HFFF2 poddanych dziataniu ZnPc (298).

Uzyskane wyniki dla zwiagzku TG3 wykazaty, ze juz po 45 min. od naswietlania
potencjat btony mitochondrialngj ulegt obnizeniu w zaleznosci od dawki i czasu
naswietlania. Dla czasu naswietlania 10 min i 20 min dla stezen 2,5 uM oraz 5 uM
potencjat btony mitochondrialnej ulegt obnizeniu o prawie 100% w stosunku
do kontroli i ponad 50% dla stezenia 0,6 UM. Nastepstwem utraty Ay jest aktywacja
kaspaz w tym kaspazy-9, anastgpnie kaspazy-3, dlatego badanie ich aktywnosci byto
kolejnym krokiem zmierzajacym do wyjasnienia mechanizmu $mierci komorek
poddanych PDT zuzyciem TG3. Badanie aktywnosci kaspazy-9 wykazato istotny
wzrogt aktywnosci tego enzymu po czasie 2 godzin od naswietlania, a ngjwyzsza
aktywnos¢ zaobserwowano dla stgzenia 2,5 UM 1 czasu naswietlania 20 minut. Pomiar
aktywnosci po czasie 4 h od naswietlania nie wykazat réznic wzgledem kontroli,
aponadto w ngjwyzszym stezeniu i dluzszym czasie naswietlania zaobserwowano
spadek aktywnosci kaspazy-9. Uzyskany wynik sugeruje, mozliwosé uszkodzen tego
enzymu pod wplywem RFT generowanych przy najwyzszym stezeniu badanego
zwiazku i diuzszej ekspozycji na swiatto. Pomiar aktywnosci kaspazy-3 wykonano po
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dwoch czasach od naswietlania: 12 i 24 godzin. Po 12 godzinach zaobserwowano
istotny wzrost aktywnosci enzymu dla stezenia 2,5 pM i czasu naswietlania 20 minut.
Natomiast aktywnos¢ enzymu po czasie 24h od naswietlania wzrosta dla stezenia
0,6 UM i 2,5 pM (10 i 20 minut naswietlania). Dla najwyzszego badanego stgzenia
aktywnos¢ kaspazy-3 ulegta zmnigjszeniu, co rowniez moze sugerowat fotoksydacyjne
uszkodzenia enzymu. Bardzo intersujace wydawato si¢ zestawienie danych uzyskanych
w tych eksperymentach, ktorych zasada byta oparta na enzymatycznym rozkladzie
substratu dla kaspazy-3 do fluorescencyjnego produktu i pomiarze jego stezenia
z uzyciem fluorymetru z danymi uzyskanymi w eksperymencie, w ktérym zostat uzyty
oparty o metode Western blot panel apoptotyczny. Wyniki uzyskane w tej drugiej
metodzie  wykazaly istotny  statystycznie  wzrost  stosunku  kaspaza-3
aktywnal/prokaspaza-3 jedynie w przypadku komérek traktowanych TG3 w stezeniu
2,5 UM i naswietlanych przez 20 min. ROznica ta, ktéra bez watpienia ma swoje zrodto
w fakcie, ze obie metody oparte s3 na réznych zasadach jest trudna do wyjasnienia na
podstawie uzyskanych obecnie danych. Pomimo, ze metody enzymatyczne uzywane
do oceny aktywnosci kaspaz, s3 czgsto okreslane jako ,caspase like” to zastosowanie
w oznaczeniu specyficznego inhibitora kaspazy-3 i uwzglednienie uzyskanych dla nich
wynikow pozwala na uznanie tych pomiarach wartosci jako wartosci bedacych
wynikiem wiasciwej aktywnosci enzymatycznej tych kaspaz. Z drugigj strony wyniki
uzyskane w metodzie Western blot uwaznej za specyficzng, wydaja si¢ przeczy¢
wynikom uzyskanym w metodzie enzymatycznej. Dla wyjasnienia tych watpliwosci
konieczne 53 dalsze badania np. z uzyciem rozktadanego do fluorescencyjnego produktu
substratu dla kaspaz i mikroskopu fluorescencyjnego wyposazonego w inkubator
pozwalajacy na ciagta obserwacje tej samej komorki, wydaje sie, ze pomocne moga by¢
oznaczenia wykonane za pomoca klasycznej metody Western blot wykonane po kilku
dodatkowych punktach czasowych.

Terapia fotodynamiczna moze wptywa¢ na aktywnosé i poziom licznych biatek,
w tym istotnych w procesie apoptozy i autofagii biatek z rodziny Bcl-2 (53). Badania
ftalocyjaniny Pc4 przeprowadzone przez Ferrario i wsp wykazaty, ze podczas PDT
z zastosowaniem tego fotouczulacza moze dochodzi¢ do obnizenia poziomu biatka
Bcl-2, prawdopodobnie na skutek uszkodzen oksydacyjnych, jednoczesnie biatko Bax
w tych komorkach nie ulegato uszkodzeniu (299). Autorzy tej pracy sugeruja, ze spadek
poziomu biatka Bcl-2 moze prowadzi¢ do zmiany stosunku obu biatek (Bax/Bcl-2) na
korzys¢ dziatania proapoptotycznego. Podobne wyniki uzyskali Kessel iwsp. dla
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fotouczulaczy: SnET2 (pochodna etiopurpuryny), CPO (porficyna) oraz mTHPC (300).
Takze fotoksydacyjne uszkodzenia biatka Bcl-2 pod wptywem PDT z zastosowaniem
Photofrinu oraz ATX-s10 (pochodna chloryny) skutkowaty smiercig komorek na drodze
apoptozy (149;301). Ponadto, biatka z rodziny Bcl-2: Bcl-2 oraz Bcl-xL s3
zaangazowane W proces autofagii. Uwaza si¢, ze oba biatka moga hamowa¢ proces
autofagii poprzez blokowanie pofaczenia si¢ Bekliny-1 zbiatkiem hVps34
oraz zmniejszenie powinowactwa biatka UVRAG do Bekliny-1 i jg stabilizacje
w postaci dimerow (302). Uszkodzenia fotoksydacyjne podczas PDT z zastosowaniem
fotouczulaczy gromadzacych sie gtéwnie w ER oraz mitochondriach mogag w wyniku
uszkodzenia Bcl-2 promowac zarbwno proces apoptozy oraz autofagii (111). Wyniki
uzyskane w tej pracy wskazuja, ze TG3 moze prowadzi¢ do zmniejszenia poziomu
biatka Bcl-2 oraz Bcl-xL, co jest czynnikiem, ktory moze sprzyja¢ smierci komérek na
drodze autofagii oraz apoptozy.

Biatko Bcl-2 odgrywa zatem istotng role w procesach zwigzanych ze smiercig
komérek podczas PDT. W zwigzku z tym wptyw na poziom i aktywnos¢ biatka sg jedna
z interesujacych mozliwosci zwiekszenia efektywnosci PDT. Badanie wptywu
inhibitora biatka Bcl-2 zwigzku HA14-1 w mysigj linii komorkowej biataczki L2210
wykazalo, zwigkszenie sity dziatania wykorzystanej w badaniu porficyny, fotouczulacza
gromadzacego si¢ w ER (303).

Opublikowane w 2013 roku wyniki badan nad niskoczasteczkowym inhibitorem
biatka Bcl-2 —okreslanym skrotem ABT-199 wskazuja ze zwigzek ten moze dodatkowo
uwrazliwiac komorki nowotworowe na dziatanie terapii przeciwnowotworowych (304).
ABT-199 jest uwazany za czynnik nie powodujagcy trombocytopenii, a gtéwny nurt
badan nad jego aktywnoscig skierowany zostat w strong terapii  howotworow
hematologicznych (263;304;305). Dotychczasowo opublikowano jedynie 3 prace (2
w 2013r ijedng w 2014 r) opisujagce mozliwos¢ zastosowania ABT-199 w terapii
nowotworéw innych niz hematologiczne (306-308) i jak dotad nie opublikowano
jeszcze raportu dotyczacego zastosowania ABT-199 w PDT. Badanie wptywu ABT-199
nie wykazato wzrostu sity dziatania fototoksycznego zwigzku TG3. Wyniki wykazaty,
jednak, zebardzo istotnym czynnikiem wplywajacym na dziatanie ABT1-99
w zastosowanym w tej pracy modelu doswiadczalnym jest czas pre-inkubacji komorek
z tym inhibitorem. W sytuacji, kiedy inhibitor podano 2 godziny przed naswietlaniem
nie wykazano réznic w sile dziatania TG3. Natomiast w doswiadczeniu w ktorym ABT-
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199 podano do pozywki hodowlanegj 24h przed naswietlaniem zaobserwowano wzrost
przezywalnosci komorek podczas PDT. Uzyskany wynik moze sugerowa’, ze diuzszy
czas inkubacji prowadzi do zahamowania biatka Bcl-2, anastgpnie w celu utrzymania
homeostazy w komdérce uruchomienie mechanizmu cytoprotekcyjnego i w efekcie
obnizenie sity dziatania TG3. Wynik moze takze sugerowac, ze biatko Bcl-2 podczas
PDT z zastosowaniem TG3 ulega degradacji i jego zahamowanie nie wptywa na sitg
dziatania cytotoksycznego. Uzyskany wynik pozwaa jedynie na sformutowanie
wstepnych hipotez i wymaga wyjasnienia poprzez przeprowadzenia dodatkowych
eksperymentéw, w tym potwierdzenia wptywu ABT-199 na poziom Bcl-2 np. technika
Western blot lub ELISA.

PDT z zastosowaniem TG3 w stezeniu 0,6 UM oraz 2,5 uM spowodowata
istotny spadek poziomu antyapoptotycznych biatek z rodziny 1APs (surwiwiny,
liwininy, clAP-1, clAP-2, XIAP). W komérce poziom tych biatek podlega kontroli
przez biatka proapoptotyczne Smac/DIABLO oraz HtrA2/0Omi (63;309). W komorkach
w ktorych zastosowano zwigzek TG3 w stezeniu 0,6 UM zaobserwowano widoczny,
ale nieistotny statystycznie wzrost poziomu biatka Smac/Diablo oraz spadek poziomu
HtrA2/Omi. W wyniku PDT z zastosowaniem zwigzku TG3 w stgzeniu 2,5 uM
zaobserwowano istotny statystycznie spadek obu biatek proapoptotycznych. Obnizenie
poziomu Smac/Diablo oraz HtrA2/Omi moze by¢ zwigzane ze zwigzaniem docelowych
biatek antyapoptotycznych (310).

Za jeden z mozliwych mechanizméw opornosci na PDT uwaza Si¢ poziom
biatka surwiwiny, ktéry moze ulega¢ podwyzszeniu podczas PDT (182;183). Badania
z wykorzystaniem dwoch fotouczulaczy Photofrin, NPe6 oraz 7-alliloamino-17-
demetoksygeldanamycyny (17-AAG) - inhibitora biatka HSP90 wykazato,
ze zastosowanie tych fotouczulaczy prowadzito do spadku poziomu biatek
pozostajacych pod kontrola HSP90 - ufosforylowanej formy surwiwiny, biatka Akt oraz
Bcl-2 w komérkach nowotworu piersi BT-474 (183). Jednoczesnie spadek poziomu
tych biatek byt zwigzany z nasileniem dziatania cytotoksycznego i indukcji apoptozy
(183). Solar i wsp. wykazali wzrost poziomu surwiwiny w komoérkach SKBR-3 pod
wplywem PDT z zastosowaniem hiperycyny. Inkubacja z innym inhibitorem biatka
Hsp90-  17-dimetyloaminoetylaomino-17-demetoksygeldanamycyng  (17-DMAG)
prowadzita do spadku poziomu surwiwiny, p-ERK1/2 oraz biatka Akt przy
jednoczesnym wzroscie dziatania cytotoksycznego hiperycyny (311). Ponadto,
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wyciszenie genu surwiwiny w komorkach nowotworu skory YUSAC2/T34A
z jednoczesnym zastosowaniem Photofrinu oraz NPe6 prowadzito do nasilenie
dziatania cytotoksycznego. Badania nad PDT z zastosowaniem metylowego estru
kwasu 5-aminolewulinowego wykazaty wzrost apoptozy w komérkach linii nowotworu
piersi T47D z wyciszonym genem surwiwiny. Natomiast nadekspresia surwiwiny
korelowata ze zwickszong przezywalnoscia komorek poddanych PDT (182).
W komérkach raka kolczystokomérkowego skory SCC-13 niewrazliwych na PDT z
zastosowaniem metylowego estru kwasu 5 -aminolewulinowego wykazano migdzy
innymi wzrost poziomu ufosforylowane] aktywnej formy biatka, co moze by¢ jednym
z czynnikOw opornosci na terapie (312). Wykazano, ze poziom surwiwiny moze ulega¢
zmnigjszeniu podczas zainicjowania apoptozy w wyniku stresu oksydacyjnego w
badaniach nanoczasteczek tlenku cynku wobec komoérek A549 (313) oraz podczas
stresu oksydacyjnego indukowany przez H,O, w komérkach T24 (314).

PDT z zastosowaniem TG3 w stezeniu 0,6 UM oraz 2,5 UM po 24h naswietlania
trwajacego 20 minut spowodowata spadek poziomu surwiwiny w badanych komérkach.
Obnizenie poziomu tego biatka moze by¢ zwigzane z silnym stresem oksydacyjnym
w komdrkach nowotworowych oraz oksydacyjnym uszkodzeniem tego biatka. Z drugigj
strony biorac pod uwagg liczne, zacytowane powyzej, doniesienia naukowe, podczas
PDT obserwuje si¢ zwykle wzrost poziomu surwiwiny, ktéra wedtug niektorych
badaczy wiazana jest z mechanizmem opornosci na PDT (182;183). Uzyskany wynik
w swietle badan nad rola surwiwiny w PDT wydaje si¢ niezwykle interesujacy, wymaga
jednak przeprowadzenia licznych dodatkowych eksperymentéw w celu okreslenia
wplywu PDT-TG3 na poziom surwiwiny i wyjasnienia dalszych konsekwencji jakie
niesie za sobg spadek po ewentualnego mechanizmu interakcji pomigdzy PDT-TG3,

a surwiwing.

Barwienie jodkiem propidyny oraz analiza faz cyklu komoérkowego wskazuja,
zewzrost dawki fotouczulacza i dtugosci czasu ekspozycji na swiatto jest zwigzany
ze wzrostem liczby komorek ktére moga by¢ zaklasyfikowane jako nekrotyczne. W celu
sprawdzenia w jaki sposob zahamowanie nekrotycznej smierci komérki wptywa na
cytotoksyczne dziatanie TG3 wykonano eksperyment z zastosowaniem zwigzku
Necrox-2 nalezacego do opisane] po raz pierwszy w 2010 roku (na podstawie bazy
PubMed) grupy zwigzkéw, ktérych dziatanie hamujace na proces nekrozy
i (lub) nekroptozy przypisywane jest ich wiasciwosciom antyoksydacyjnym (315;316).
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Na uwage zastuguje fakt, ze wsrdd ciagle jeszcze bardzo matej liczby doniesien
opisujacych aktywnos¢ biologiczna tel grupy zwiazkdéw nie znaleziono doniesien
naukowych, w ktérych zastosowano Necrox-2 lub jego analog w badaniach zwigzanych
z PDT. Uzyskane wyniki wykazaty, ze inkubacja z komorek z tym inhibitorem
2 godziny przed naswietlaniem zwickszata przezywalnos¢ komoérek inkubowanych
zwyzszymi dawkami fotouczulacza naswietlanych przez 10 minut. Natomiast po
20 minutach jedynie w stezeniu 2,5 pM zaobserwowano wzrost przezywalnosci.
Dluzszy czas inkubacji z inhibitorem wynoszacy 24 godziny przed naswietlaniem
spowodowat istotny  statystycznie wzrost przezywalnosci  komoérek  jedynie
w najnizszym badanym stezeniu (0,6 uM) i najdtuzszym czasie naswietlania (20 minut).
Wyniki sugeruja, ze diuzsza ekspozycja na swiatto przy najwyzszym badanym stgzeniu
prowadzi do uszkodzen komérek, przed ktérymi dodatek tego inhibitora nie jest
w stanie uchroni¢. Jednoczesnie najwickszy wplyw inhibitora zaobserwowano
w przypadku krétszego czasu inkubacji przed naswietlaniem, co moze byé zwigzane
z wiasciwosciami samego inhibitora, jego kumulowaniem w okreslonych strukturach
komorkowych (najprawdopodobniej w mitochondriach) w zaleznosci od czasu pre-
inkubacji czy procesom metabolicznym prowadzacych do zmiany jego aktywnosci.
Uzyskane w tym eksperymencie wyniki wydaja sie potwierdza¢ istotny udziat procesow
nekrozy i nekroptozy w mechanizmie dziatania TG3-PDT.

Jedna z mozliwych drég smierci podczas PDT jest autofagia. Proces ten moze
jednak takze umozliwi¢ przetrwanie komoérki poddanej czynnikom toksycznym moze
wiec tez ochroni¢ przed smiercig komérki poddane PDT (103). Znajomos¢ udziatu tego
procesu w eliminacji komérek poddanych PDT wydaje si¢ mie¢ niezwykle istotne
znaczenie poniewaz modulowanie sciezek przekazywana sygnatdw zaangazowanych
w autofagi¢ pozwoli z jednegj strony na dodatkowe uwrazliwienie komérek na PDT
z drugiej strony moze utatwi¢ eliminacje zjawiska opornosci na PDT (317-319). Biorac
pod uwage powyzsze informacje wykonano eksperyment majacy na celu sprawdzenie
wplywu inhibitora autofagii na dziatanie cytotoksyczne zwiagzku TG3. Badanie
przeprowadzono za pomocg spautyny-1, ktéra inaktywuje zaangazowane w proces
autofagii proteazy USP10 oraz USP13 prowadzac w efekcie degradacji kluczowego dla
przebiegu autofagii kompleksu Beklina-1-PI3KC3 (320). Inhibitor podawano w trzech
stezeniach: 10 uM, 5 pM oraz 2,5 pM, 1 godzing przed naswietlaniem. Uzyskane
wyniki  wykazaly zmnigjszenie przezywalnosci  komérek  nienaswietlanych
inkubowanych ze zwigzkiem TG3. Obserwowane efekty moga wynika¢ z istotnej roli
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procesu autofagii w prawidtowym funkcjonowaniu zdrowych komorek, zgodnie
Z opisanym powyzej zatozeniem, ze proces ten pozwala na utrzymanie réwnowagi
pomiedzy synteza oraz degradacja istotnych dla komorki biatek czy catych organelli
komérkowych. Spautyna-l w kazdym uzytym stezeniu spowodowala istotny
statystycznie wzrost przezywalnosci komorek w przypadku dawki 2,5 uM i krétszego
czasu naswietlania (10 minut). W przypadku komorek naswietlanych 20 minut
zaobserwowano widoczny, ale nieistotny statystycznie wzrost przezywalnosci komoérek.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze jedna z mozliwych drég $mierci komorek pod wptywem
PDT-TG3 moze by¢ proces autofagii, ktéra istotnie zalezy od czasu naswietlania
i uzytej dawki. Zaangazowanie procesu autofagii w smieré¢ komérek poddanych PDT-
TG3 sugeruje takze, ze nie mozna wykluczy¢ sytuacji w ktorej, autofagia bedzie
czynnikiem chronigcym komoérki nowotworowe przez PDT z uzyciem zwigzku TG3.
Sytuacja taka moze mie¢ migjsce np. w warunkach iv vivo, na skutek trudniejszej niz
w warunkach in vitro dystrybucji fotouczulacza lub trudniejszego przenikania $wiatta
do tkanki nowotworowsj.

Terapia fotodynamiczna moze prowadzic do zmian struktury biatek
cytoszkieletu. PDT z zastosowaniem ftalocyjaniny cynkowej w komérkach nowotworu
szyjki macicy Hela prowadzita do uszkodzen biatek tworzacych cytoszkielet komérek:
aktyny, tubuliny, keratyny oraz aktyniny (131). Dezintegracja struktury cytoszkieletu
zwlaszcza mikrotubul oraz filamentébw posrednich mogta by¢ zwigzana
z depolimeryzacja mikrotubul do a i B-tubuliny, oraz filamentow posrednich do G-
aktyniny lub by¢ wynikiem bezposredniego uszkodzenia tych struktur podczas PDT
(131). Ponadto, zaobserwowano wzrost indeksu mitotycznego, ktory interpretowany byt
jako wynik uszkodzenia mikrotubul, struktur, ktére odgrywaja istotng role podczas
podziatbw komoérkowych. Badania pyrofeoforbidu a, skoniugowanego z inhibitorem
specyficznego antygenu btony komérkowe prostaty (PSMA; ang. prostate specific
membrane antygen) w modelu hodowli komérek nowotworu prostaty LNCaP wykazaty
zmiany i zaburzenia w strukturze mikrotubul (a- i B-tubuliny), mikrofilamentéw
(aktyny), oraz filamentéw posrednich (cytokeratyny 8/18), ktére mogly prowadzi¢ do
smierci komorek (321). Reorganizacja struktur wchodzacych w sktad cytoszkieletu
w tym tubulin i aktyny moze by¢ takze wynikiem degradacji tych biatek przez kaspazy
wykonawcze podczas apoptozy (321;322).
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Ocena zmian w strukturze cytoszkieletu podczas PDT z zastosowaniem TG3
wopaciu o barwienie o-tubuliny po 6h od naswietlania wykazata zaburzenia
prawidtowej struktury cytoszkieletu. Jednoczesnie badania fazy cyklu komérkowego
dla tego samego punktu czasowego nie wykazaty wzrostu liczby komérek znajdujacych
si¢ w fazie Go/M w zwigzku z tym mozna przypuszczac, ze obserwowane zmiany moga
w wiekszym stopniu wynika¢ zaréwno z bezposrednich oksydacyjnych uszkodzen
tubuliny i (lub) z aktywnosci kaspaz wykonawczych niz ze specyficznego wigzania si¢
z mikrotubulami wrzeciona podziatowego jako struktury docelowej dla TG3 i jego
uszkodzeniem.

Mechanizm dzialania fotouczulaczy opiera si¢ w przypadku wigkszosci
zZwiazkéw na generowanych w wyniku reakcji | oraz Il typu, reaktywnych form tlenu
i/lub wolnych rodnikéw (7). W zwiazku z tym PDT praktycznie zawsze prowadzi do
indukcji stresu oksydacyjnego w komérkach (110;323). Zdolnos¢ badanego zwiazku
do generowania stresu oksydacyjnego zbadano za pomocg barwienia dioctanem 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA), bezposrednio po naswietlaniu oraz po 0,5h;
2h; 4h; 6h oraz 24h od naswietlania. DCFH-DA tatwo przenika do komorki, gdzie
nastgpuje jego hydroliza do 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH) katalizowana
przez niespecyficzne esterazy. Dwuelektronowe utlenienie DCFH prowadzi do
powstania fluorescencyjnego produktu dichlorofluoresceiny, ktérej obecnosé¢ moze
zosta¢ wykryta za pomocs catego szeregu metod badawczych, ktérych zasada oparta
jest o fluorescencje (324). Wybor DCFH-DA jako narzedzia do wstepnego
przesledzenia rownowagi redoks w komorkach poddanych PDT-TG3 podyktowany
zostal dwoma wzgledami: stosunkowo ”szerokim spektrum” RFT, ktorych obecnosé
moze by¢ wykazana przy uzyciu tego zwiazku (324) oraz faktem, ze jest
on powszechnie uzywany co sprawia, ze wyniki eksperymentéw z jego uzyciem bardzo
Czesto s3 opisywane w pismiennictwie, a to umozliwia poréwnanie uzyskanych
wynikow z doswiadczeniami innych badaczy (153;325;326). Wzrost dresu
oksydacyjnego zaobserwowano bezposrednio oraz po 30 min od naswietlania
Obserwowany stopniowy spadek sygnatu wraz z czasem jaki mingt od naswietlania
moze wynika¢ z jedne] strony z faktu zanikania bardzo krétko zyjagcych RFT, z drugi€]
strony analiza zdj¢¢ uzyskanych w trakcie realizacji tej pracy moze sugerowac,
uszkodzenia esteraz bioracych udziat w utworzeniu DCFH reagujace] nastgpnie
zwolnymi rodnikami. Za ta odtatniag hipoteza moze przemawia¢ takze obserwacja
komoérek kontrolnych w tym eksperymencie wskazujagca na isthienie statego
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niewielkiego stresu oksydacyjnego w komérkach, ktére nie zostaty poddane PDT. Fakt,
ze komorki nowotworowe znajduja si¢ w ciagtym niewielkim stresie oksydacyjnym jest
powszechnie akceptowany (327), a wyniki obserwacji dokonanych w tej pracy
w przypadku komorek kontrolnych, a zatem powstawanie fluorescencyjnego produktu
w komérkach w ktérych nie zaindukowano powstawania RFT s3 zgodne z tym
podgladem. Komorki kontrolne charakteryzuja sie wysokim poziomem RFT oraz
posiadaja sprawne esterazy zdolne do wydajnej hydrolizy DCHF-DA, dlatego w tym
eksperymencie problemem moze réwniez wydawa¢ si¢ istnienie stosunkowo silnego
"sygnatu tta’ w przypadku tych komoérek. Fakt ten moze czesciowo tlumaczyé
relatywnie niewielki wzrost fluorescencji obserwowany w komérkach poddanych PDT
zmierzony natychmiast po naswietlaniu oraz krétko po nim. Doniesienie w ktorych
postugiwano si¢ DHCF-DA opisuja najczesciej bardzo silny wzrost fluorescencji po
zadziataniu czynnika generujacego (267). Niewielki wzrost fluorescencji moze by¢
jednak spowodowany nie tylko silnym sygnatem tla, ale takze powstawaniem bardzo
reaktywnych, aw zwiazku z tym szybko zanikajacych RFT. Skutkiem silnego stresu
oksydacyjnego moze by¢ takze uszkodzenie esteraz konwertujacych DHCF-DA do
DHCF . Wniosek ten wydaja sie potwierdza¢ obserwacje dokonane dla komorek
poddanych PDT i inkubowanych przez 24h lub nawet tylko 6h. Na zdjeciach
wykonanych po tym czasie wykazano istnienie w obserwowanych polach widzenia
komorek, w ktérych nie powstata DCF. Fakt, zew komérkach tych nie powstat
fluorescencyjny produkt moze by¢ wynikiem niskiego poziomu RFT, ale za obecnoscia
RFT w probach poddanych PDT i inkubowanych przez 24h moze przemawiaé
jednoczesne istnienie pojedynczych komorek bedacych silnymi  ogniskami
fluorescencji, dlatego prawdopodobna moze wydawac si¢ hipoteza, ze brak DCF w tych
komoérkach jest wynikiem dezaktywacji esteraz co z jedngl strony dostarcza
dodatkowych argumentéw autorom prac sugerujacych bardzo dokladng i ostrozng
analiz¢ wynikow uzyskanych za pomoca DHCF-DA (324;328;329) z drugigj strony
zacheca do doktadniejszego zbadania mechanizméw lezacych u podstawy generowania
RFT w komorkach poddanych TG3-PDT za pomocg innych bardziej selektywnych
i specyficznych znacznikOw, markeréw i testow.

W celu oceny oksydacyjnych uszkodzen DNA podczas PDT z zastosowaniem
TG3 wykonano pomiar markera wolnorodnikowych uszkodzen materiatu genetycznego
8-hydroksy-2'-deoksyguanozyny. Bioragc pod uwage powszechnie uznawany obecnie
poglad, ze jadro komérkowe nie stanowi struktury docelowej dla aktualnie stosowanych
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fotouczulaczy, co zmniejszaryzyko dziatania mutagennego podczas PDT (7) to nie ulga
watpliwosci, ze ocenigjac nowy fotouczulacz bezwzglednie nalezy oceni¢ jego
bezpieczenstwo réwniez pod tym wzgledem. Zaleznos¢ pomiedzy dawka Swiatla,
apowstawaniem 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny zaobserwowano dla fotouczulacza
Met-ALA, gdzie wyzsze dawki promieniowania korelowaly z poziomem markera
oksydacyjnych uszkodzen DNA (330)

Uzyskane wyniki wykazaty, ze badany zwigzek w zakresie st¢zen efektywnych
nie powoduje wzrostu ilosci oznaczanego markera, jedynie przy najwyzszym badanym
stezeniu zaobserwowano istotny dtatystycznie wzrost poziomu 8-hydroksy-2’-

deoksyguanozyny.

W zwigzku z faktem, ze mechanizm dziatania zwigzkéw fotouczulajacych jest
zZwigzany z generowaniem w komorkach RFT i/lub wolnych rodnikéw, aktywnosé
systeméw antyoksydacyjnych moze wptywaé na efektywnos¢ terapii (7). Kimani i wsp.
wykazali wptyw inhibitorow enzyméw antyoksydacyjnych w komérkach na dziatanie
cytotoksyczne ftalocyjaniny glinowej. Uzyskane wyniki wykazaty najwyzszy wzrost
dziatania cytotoksycznego w przypadku zastosowania inhibitora syntetazy glutationu
oraz jego polgczen z pozostatymi inhibitorami, czemu towarzyszyt wzrost produkcji
ROS i indukcja apoptozy (197). Price i wsp. zaobserwowali, ze inkubacja komorek
z inhibitorem katalazy 3-AT- prowadzita do wzrostu dziatania cytotoksycznego BPD
(pochodna benzoporfiryny) podczas PDT w komorkach P388 w wyniku zwi¢kszonej
produkcji nadtlenku wodoru (331). Zastosowany inhibitor katalazy prowadzit
do nasilenia aktywowanej podczas PDT apoptozy wskazujagC na proapoptotyczne
dziatanie nadtlenku wodoru (331). Zahamowanie aktywnosci mitochondrialnej
dysmutazy ponadtlenkowe] przy uzyciu inhibitora MnSOD - 2-metoksyestradiolu,
prowadzito do uzyskania silniejszego dziatania cytotoksycznego podczas PDT
z zastosowaniem Photofrinu (198) oraz inhibitora cytozolowe] dysmutazy SOD-1
w komorkach EAC pod wptywem pochodnych hematoporfiryny (332).

Whptyw inhibitorow enzymoéw antyoksydacyjnych na dziatanie cytotoksyczne
TG3 wykonano dla nastepujacych inhibitorow: katalazy, syntetazy glutationu
oraz cytozolowej dysmutazy ponadtlenkowej . Do badania nie wiaczono stosowanego
czesto w takich badaniach 2-metoksyestradiolu ze wzgledu na silne dziatanie
cytotoksyczne samego inhibitora wobec komérek LNCaP w ciemnosci
oraz w polaczeniu z naswietlaniem. Uzyskane wyniki wykazaty spadek przezywalnosci
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komérek poddanych PDT-TG3 w wyniku zahamowania aktywnosci katalazy (~76%)
oraz syntetazy glutationu (~32%). W przypadku inhibitora katalazy pomimo
przeprowadzonych wstepnych badan cytotoksycznosci samego inhibitora wobec
komoérek linii LNCaP zaobserwowano jego dziatanie cytotoksyczne, co moze
sugerowac  zaburzenie réwnowagi w  procesach  oksydacyjno-redukcyjnych
w komdrkach w wyniku zahamowania aktywnosci katalazy. Wyniki uzyskane w panelu
apoptotycznym wykazaty istotny statystycznie wzrost poziomu katalazy w komérkach,
CO Moze sugerowacé udziat enzymu w procesach zwigzanych z odpowiedzig komorek na
PDT z zastosowaniem TG3. Inhibitor cytozolowej dysmutazy ponadtlenkowej wykazat
natomiast dziatanie cytoprotekcyjne wobec komérek traktowanych TG3-PDT. Dziatanie
takie moze by¢ zwigzane z zahamowaniem powstawania nadtlenku wodoru, uwazanego
za bardzigj ,niebezpieczng” dla komorek reaktywna forme tlenu niz anionorodnik
ponadtlenkowy, ktéry ulega dysmutacji w reakcji katalizowanej przez Cu,Zn(SOD)
i MnSOD do H,0,. Igotng role jaka odgrywa H>O, w mechanizmie cytotoksycznego
efektu TG3-PDT moze potwierdzac wspomniany powyzej wzrost poziomu katalazy
ktéry moze by¢ reakcjg adaptacyjng na podwyzszony poziom H,O,. Niestety mimo,
zastosowania dwoch réznych metod (kolorymetryczna oraz fluorescencyjna dane
nieprezentowane) nie udato si¢ wykaza¢ wzrostu poziomu H,O, w pozywce hodowlane
w ktérg znajdowaly sie komérki poddane TG3-PDT. Uzyskane wyniki wymagaja
potwierdzenia poprzez przeprowadzenie kolejnych eksperymentéw, w tym oznaczenia
aktywnosci katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej, a takze peroksydazy glutationowej,
ktora wykorzystujac glutation, réwniez moze by¢ w wewnatrzkomérkowsa eliminacje
H,0, (333;334).

Glutation nalezy do niskoczasteczkowych antyoksydantéw, i moze w komorce
wystepowa¢ w dwdch postaciach: tzw. zredukowane] (GSH) oraz utlenionej (GSSG).
Antyoksydacyjna i cytoprotekcyjna funkcja glutationu opiera si¢ na utlenieniu grup
tiolowych dostarczanych przez czasteczki cysteiny wchodzacej w skiad glutationu przez
reaktywne formy tlenu, azotu oraz inne bardzo reaktywne czasteczki (335). Glutation
stanowi tez, tak jak wspomniano powyzej substrat dla jednego z kluczowych enzymow
antyoksydacyjnych peroksydazy glutationowej, katalizujagcej miedzy innymi reakcje
redukcji H,O- jak i innych RFT (333;334). Powstgjacy w tych reakcjach GSSG moze
nastepnie ulec redukcji do GSH przy udziale reduktazy glutationu lub zosta¢ usunicty
z komorek (336). Wykazano takze, ze spadek GSH w komorkach moze prowadzi¢ do
aktywacji procesu apoptozy (336). W odniesieniu do PDT, wysoki poziom GSH
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w komorce moze by¢ czynnikiem zmniejszajacym efektywnos¢ PDT. Badania in vitro
z zastosowaniem porfirmeru sodu wykazaty zwigkszong skutecznos¢ fotouczulacza
wobec komorek glejaka U87 oraz U251, inkubowanych z inhibitorem syntetazy
glutationu- BSO (337). Takze, w badaniach in vivo z zastosowaniem tego samego
fotouczulacza i BSO wykazano wzrost skutecznosci PDT (337). Zmniejszenie podazy
glukozy w komorkach A431 przed naswietlaniem z wykorzystaniem ftalocyjaniny
glinowej skutkowato obnizeniem poziomu GSH i wzrostem dziatania cytotoksycznego.
Glukoza poprzez cykl pentozofosforanowy jest zwigzana z produkcja NADPH, ktéry
uczestniczy wregeneracji GSH przez reduktaze glutationu (338). PDT
z wykorzystaniem purpuryny-18 (Pu-18) w komorkach HL60, prowadzita do stresu
oksydacyjnego i spadku poziomu glutationu, uwazanych za wystarczajagce czynniki do
indukowania otwarcia kanatébw jonowych w mitochondriach prowadzac do $mierci
komérek na drodze apoptozy (339).

Pomiar GSH w komérkach poddanych dziataniu PDT z zastosowaniem TG3
wykazat spadek jego poziomu w zaleznosci od dawki badanego fotouczulacza, czasu
naswietlania oraz czasu pomiaru. Oznaczenie GSH wykonano od razu po naswietlaniu
oraz po: 0,5h; 2h; 4h; 6h oraz 24h. W przypadku kontroli oraz dawek: 0,6 UM i 2,5 uM
zaobserwowano po 30 minutach od trwajacego 20 min naswietlania gwaltowany
spadek, a nastgpnie po 2h znaczny, wzrost poziomu GSH w komérkach. Gwaltowny
wzrost syntezy GSH jako odpowiedz na jego nagls utrate jest reakcja ktéra byla juz
wczesniej opisywana takze w eksperymentach prowadzonych in vivo. (340).
W przypadku kontroli i najnizszego stezenia poziom GSH ulegt nastgpnie obnizeniu
i 0siggni¢cia po czasie 4h statego poziomu. Natomiast w dawce 2,5 uM dla kolejnych
punktow czasowych obserwowano spadek stezenia GSH wraz z uptywem czasu,
co moze sugerowac zuzycie GSH w procesach antyoksydacyjnych przy jednoczesnym
zaburzeniu prawidtowego funkcjonowania systeméw enzymatycznych w komorce
odpowiedzialnych za synteze i redukcj¢ GSSG. W najwyzszej badanej dawce TG3
5uM w polaczeniu z naswietlaniem poziom GSH zmniejszal si¢ wraz z uplywem
czasu. Uzyskane wyniki sugerujg, bardzo szybkie zuzycie rezerw GSH w obronie
komérek przed RFT, a takze powazne wolnorodnikowe uszkodzenia komorek, ktérym
towarzyszy niewydolnos¢ mechanizméw odpowiedzialnych za syntez¢ GSH w celu
uzupetnieniarezerw enzymu zuzytych w procesach antyoksydacyjnych.
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Rolatlenku azotu podczas terapii fotodynamicznej moze wigza¢ si¢ z dziataniem
ochronnym na komorki poddane dziataniu PDT jak réwniez by¢ czynnikiem
wplywajacym na wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne zaangazowane w smieré¢
komorek (192). Badanie generowania tlenku azotu podczas PDT z zastosowaniem
ftalocyjaniny krzemowej Pc4 wykazaty wzrost stezenia NO w komorkach A431 (341),
czy 2-butylamino-2-demetoksyhypokreliny B w linii MCF7 (342). PDT zastosowaniem
2-BA-2-DMHB i inhibitora syntetazy tlenku azotu lub zwigzku neutralizujgcego NO
prowadzita do wzrostu przezywalnosci komérek, ponadto PTIO wptywat na uwalnianie
cytochromu ¢ sugerujac tym samym, wplyw NO na apoptoze zwigzang z PDT
z uzyciem 2-BA-2-DMHB w komorkach MCF-7 (342). Z drugigj strony PDT moze nie
wptywaé na poziom NO, co zaohserwowano podczas PDT z zastosowaniem Pc4 w linii
komorkowe-RIF-1 (341).

Pomiar stezenia tlenku azotu wykazal, ze jego wzrost nastgpuje w wyniku
20 minutowego naswietlania zarbwno w kontroli oraz w catym badanym zakresie stezen
po czasie 2h oraz 4h od naswietlania. Natomiast po 6h od naswietlania zmierzony
poziom tlenku azotu ulegt istotnie statystycznemu podwyzszeniu w komodrkach
nienaswietlanych inkubowanych ze zwigzkiem TG3. W komorkach naswietlanych
10 minut istotny statystycznie wzrost poziomu NO zaobserwowano w kontroli
oraz w stezeniu 0,6 UM i 2,5uM, natomiast dla 20 minut istotny statystycznie wzrost
zaobserwowano w kontroli oraz stezeniu 0,6 uM. Obserwowany poziomu tlenku azotu
w naswietlane] kontroli oraz inkubowanych ze zwiazkiem moze wynika¢ z wptywu
Swiatta na syntetaze tlenku azotu. Lindgard i wsp. wykazali, ze ekspozycja monocytow
na swiatto o dtugosci fali 634 nm prowadzita do wzrostu uwalniania NO w wyniku
aktywacji syntetazy tlenku azotu izoformy iNOS oraz eNOS (343). Pomimo, ze taki
scenariusz w przypadku PDT-TG3 wydaje sie¢ mato prawdopodobny, wymaga on
sprawdzenia za pomoca np. za pomoca metody Western blot.

Uzyskane wyniki nie wykazaty istotnego wzrostu generowania tlenku azotu pod
wptywem PDT z zastosowaniem TG3 w porownaniu z kontrola. Jednoczesnie tlenek
azotu powstajacy w komoérkach moze ulega¢ reakcji z anionorodnikiem
ponadtlenkowym generujac nadtlenoazotyny (344). W zwigzku z tym z tym nie mozna
wykluczyé, ze wzrost poziomu tlenku azotu w sytuacji stresu oksydacyjnego
w komorce zainicjowanego podczas PDT pomimo braku istotnych roznic migdzy
kontrol3, moze w obecnosci anionorodnika ponadtlenkowego odgrywaé role
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w mechanizmie dziatania cytotoksycznego. W zwiazku z krétkim czasem zycia
reaktywnych form tlenu, réwniez istotny jest czas wykonania pomiaru. Ponadto,
obserwowany po 6h od naswietlania spadek fluorescencji w komérkach inkubowanych
z wyzszymi stezeniami TG3 i naswietlanych przez 20 minut moze by¢ zwigzany
z uszkodzeniem enzyméw zgrupy esteraz odpowiedzialnego za deacetylacje
zastosowanego w eksperymencie zwigzku DAF-FM DA do 4-amino-5-metyloamino-
2/, 7-difluorofluoresceiny, ktéra w obecnosci NO przechodzi w fluorescencyjny
produkt. W celu potwierdzenia wplywu TG3 na generowanie tlenku azotu,
oraz mozliwosci modulowania aktywnosci TG3 przez NO, wykonanie kolejnych
eksperymentéw takich jak: okreslenie ekspresji syntetazy tlenku azotu oraz wptywu jej
inhibitorow i zwiazkéw neutralizujacych NO mogtoby dostarczy¢ wielu cennych

informacji.

Skutek jaki zostanie osiggnicty podczas PTD jest wypadkowsa bardzo wielu
czynnikéw: czasu preinkubacji z fotouczulaczem, czasu ekspozycji na $wiatto, dtugosci
fali uzytego swiatta, wiasciwosci fotochemicznych fotouczulacza jak réwniez jego
lokalizacji w komorce. Ten odatni parametr zalezy gtownie od wiasciwosci
fizykochemicznych fotouczulacza (17)

Ftalocyjaniny podobnie jak inne zwiazki fotouczulajace moga gromadzi¢ si¢
w réznych strukturach komorki: ftalocyjanina glinowa (AIPcS,) lokalizuje sie gtéwnie
w mitochondriach (345), krzemowa Pc4 w mitochondriach, ER, aparatach Golgiego
(139), cynkowa (ZnPc) w aparatach Golgiego i mitochondriach (290), a pochodna
cynkowa (ZnPcOCHsz) w lizosomach (75). Badanie lokalizacji zwiazku TG3
w badanych komérkach nowotworu prostaty wykazato, ze prawdopodobnie gtéwng
struktura docelowa nie s3 lizosomy oraz mitochondria dla czasu inkubacji z TG3
wynoszacego 1 godzing. Jednoczesnie uzyskane wyniki wskazuja, ze zwigzek moze
gromadzi¢ sie w cytoplazmie komérek oraz retikulum endoplazmatycznym. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze zwigzek TG3 kumuluje si¢ réwniez w innych organellach
komorkowych. Badania lokalizacji Photofrinu w komorkach A431 wykazaly,
ze fotouczulacz ten poczatkowo (3 godziny inkubacji) gromadzit sie w blonie
komérkowej, natomiast dluzszy czas inkubacji (24 godziny) odpowiadat
zaprzemieszczenie sie¢ gtéwnie do aparatow Golgiego (99). Zaleznos¢ pomiedzy
czasem inkubacji, a wewnatrzkomérkowa lokalizacje wykazano takze dla ftalocyjaniny
cynkowej ZnPc w komorkach fibroblastow 4R. Czas inkubacji wynoszacy 2h skutkowat
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gromadzeniem sie¢ fotouczulacza gtéwnie w obrebie aparatéw Golgiego, natomiast po
24h oprocz nasilenia sygnaty z aparatéw Golgiego zaobserwowano gromadzenie sie
fotouczulacza czesciowo réwniez w mitochondriach (290). Ponadto, wykazano, ze PS
moga ulega¢ w komorce relokalizacji pod wptywem naswietlania (133;134). Uzyskane
wyniki dostarczyly wstepnych informacji na temat lokalizacji badanego zwiazku,
jednak kolejne badania s3 niezbedne w celu okreslenia zaleznosci czasu inkubacii,
naswietlaniem, a lokalizacja badanego zwigzku badania te s3 jednak s3 znacznie
utrudnione z powodoéw technicznych, dostepne obecnie mikroskopy budowane
i wyposazane 3 glownie zmysla o standardowo uzywanych barwnikach, zatem
montowane w nich filtry nie zawsze pozwalaja na obserwacje zwigzkdéw
o0 ,hietypowych” dtugosciach fali wzbudzenia i emigji jakim charakteryzuje si¢ takze
zZwigzek TG3

Dotychczasowe badania przeprowadzone w ramach tej pracy doktorskiej
sugeruja, ze TG3 jest to zwigzkiem o bardzo interesujacej aktywnosci
przeciwnowotworowsej. Z uwagi na fakt, ze jest to zwigzek zupetnie nowy o trudnej do
przewidzenia aktywnosci biologicznej, przeprowadzone w ramach te pracy
eksperymenty dotyczyty bardzo wielu aspektéw zwigzanych z jego aktywnoscia, tak
aby mozliwe bylo wytycznie ngjwazniejszych kierunkdéw, na ktére powinny by¢
skierowane dalsze badania. Przeprowadzenie kolejnych szczegétowych badan pozwoli
wyjasni¢ mechanizm dziatania cytotoksycznegp w komérkach nowotworowych, a takze
oceni¢ mozliwosci zastosowania badanego zwiazku, jako efektywnego fotouczulacza
w PDT choréb nowotworowych.
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6. WNIOSKI

Wstepne badania cytotoksycznosci przeprowadzone dla czterech ftalocyjanin
wyposazonych w peryferyjne ugrupowania morfolinowe w pozycjach
nieperyferyjnych  (tj.1,4) pierscieni ftalocyjaninowych i posiadajace
skoordynowany jon metalu: TG3 (dwie grupy morfolinowe; jon cynku, TG4 (8
grup morfolinowych; jon magnezu), TG18 (8 grup morfolinowych; jon cynku);
TG15 (8 grup morfolinowych; jon magnezu; w postaci soli) wykazaty
aktywnos¢  cytotoksyczng wobec komérek  nowotworowych  jedynie
w przypadku zwigzku TG3

Zwigzek TG3 wykazuje silne dziatanie cytotoksyczne wobec komorek
nowotworowych w potaczeniu z naswietlaniem, oraz stabe dziatanie toksyczne
w komoérkach nienaswietlanych; sita dziatania cytotoksycznego zalezy od
stezenia zwiazku, czasu naswietlania oraz czasu inkubacji z badanym zwiazkiem
Zwigzek TG3 ulega szybkiemu wchtanianiu przez komorki nowotworowe (jego
obecnos¢ w komdérce mozna stwierdzi¢ juz po 1h), a jego ngjwyzsze stezenie
w badanych komérkach zmierzono 6h

Badany zwigzek nie spowodowal zahamowania podziatdw komérkowych
w zadnegj z faz cyklu komorkowego

Badany zwigzek wykazat zdolnos¢ do indukcji apoptozy w zaleznosci
od zastosowanej dawki i czasu naswietlania

Wzrost aktywnosci kaspazy-9, -3 oraz zmiany potencjatu btony
mitochondrialnej pozwalaja przypuszcza¢, ze badany zwigzek aktywuje
wewnatrzkomorkowy szlak apoptozy

PDT z zastosowaniem TG3 wptywa na poziom biatek pro- antyapoptotycznych,
w tym zaobserwowano spadek poziomu biatek antyapoptotycznych z rodziny
| AP oraz spadek poziomu biatka Bcl-2

Wstepne badania w zakresie wptywu badanego zwigzku na proces autofagii
zuzyciem inhibitora tego procesu spautyny-1, wykazaly je wpltyw
na cytotoksycznos¢ badanego zwigzku, w zaleznosci od czasu naswietlania
i uzytego stezenia TG3, co swiadczy o udziale tego procesu w odpowiedzi
komorek na PDT z uzyciem zwigzku TG3
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Zahamowanie nekrozy i (lub) nekroptozy wptywa na dziatanie cytotoksyczne
w zaleznosci od stezenia i czasu naswietlania. co swiadczy o udziale tego
procesu w odpowiedzi komérek na PDT z uzyciem zwiazku TG3

Nie zaobserwowano nasilenia dziatania cytotoksycznego TG3 w wyniku
zastosowania inhibitora biatka Bcl-2

Uzyskane wyniki sugeruja mozliwos¢ fotodegradacji biatek zaangazowanych
W procesy zwigzane ze smiercig komorek, jak rowniez innych biatek (w tym
takze enzyméw)

Badany zwigzek wptywa na cytoszkielet komorek w zaleznosci od uzytego
stezeniai czasu ekspozycji na swiatto

Aktywnos¢ fototoksyczna zwigzku TG3 jest zwigzana z generowaniem
reaktywnych form tlenu, indukowaniem stresu oksydacyjnego i spadkiem
wewnatrzkomérkowego poziomu zredukowanego glutationu, ale jednoczesnie
badany zwigzek powoduje wolnorodnikowe uszkodzenia DNA tylko
w najwyzszym uzytym stezeniu fotouczulacza (5 pM) i najdiuzszym czasie
naswietlania (20 min).

Badanie wptywu inhibitorow enzyméw antyoksydacyjnych na fototoksycznos¢
zwigzku TG3 sugeruja, ze aktywnos¢ ta moze by¢ modulowana za pomoca ich
inhibitoréw.

Badanie lokalizacji zwigzku TG3 w komérkach nowotworowych sugeruije,
zebadany zwigzek moze gromadzi¢ si¢ w cytoplazmie oraz w retikulum
endoplazmatycznym

Wykonane eksperymenty wskazuja takze, ze samo naswietlanie komorek,
pomimo, ze nie powoduje smierci komorek, moze istotnie zmienia¢ poziom
wielu parametréw opisujacych ich stan biochemiczny takich jak np. GSH lub
NO.
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8. STRESZCZENIE

Choroby nowotworowe stanowia jedng z gtdwnych przyczyn zgonéw w krajach
rozwijgjacych sie¢ oraz wysokorozwinigtych, generujac znaczne koszty spoteczne
i ekonomiczne. Stosowane obecnie strategie terapeutyczne w dalszym ciggu nie
zapewniagja oczekiwane] skutecznosci i selektywnosci oraz obarczone s3 powaznymi
skutkami ubocznymi, dlatego badania nad opracowywaniem nowych strategii leczenia
stanowia intensywnie rozwijajaca Si¢ dziedzing nauk medycznych. Terapia
fotodynamiczna (PDT) to malo inwazyjna metoda leczenia opiergjaca Si¢ na
wykorzystaniu zwigzku chemicznego tzw. fotouczulacza oraz swiatta o okreslongj
diugosci fali, ktére obecnosci tlenu inicjuje reakcje fotodynamiczng. W wyniku, reakcji
fotodynamicznel powstajg toksyczne, reaktywne formy tlenu/wolne rodniki
umozliwiajace eliminacj¢ komorek nowotworowych. Bardzo istotng zaleta PDT jest
mozliwos¢ uzyskania dziatania selektywnego, z uwagi na fakt, ze wiele fotouczulaczy
gromadzi si¢ w wyzszych stezeniach w tkankach i komérkach nowotworowych
w poréwnaniu ze zdrowa tkanka. Dodatkowo ograniczenie naswietlania jedynie do
miejsca zmiany nowotworowej pozwala zwigkszy¢ selektywny efekt PDT. Pomimo,
niezwykle obiecujacych wstepnych wynikdw PDT ciagle nie jest jeszcze rutynowo
stosowang metodg w onkologii, a procesy zachodzace w komadrkach nowotworowych
po jg zastosowaniu ciagle nie s3 jeszcze wystarczajaco dobrze poznane, ponadto liczba
fotouczulaczy dostepnych dla wspoiczesngg medycyny jest réwniez stosunkowo
niewielka. W ninigjsze] pracy przeprowadzono eksperymenty zmierzajace do oceny
mozliwosci zastosowania czterech nowych funkcjonalizowanych ftalocyjanin w terapii
fotodynamicznej choréb nowotworowych. Testowane ftalocyjaniny wyposazone S
w peryferyjne ugrupowania morfolinowe w pozycjach nieperyferyjnych (tj. 1,4)
pierscieni ftalocyjaninowych i posiadaja skoordynowany jon metalu: TG3 (dwie grupy
morfolinowe; jon cynku, TG4 (8 grup morfolinowych; jon magnezu), TG18 (8 grup
morfolinowych; jon cynku); TG15 (8 grup morfolinowych; jon magnezu; w postaci
soli). Wstepne badania cytotoksycznosci wykazaty, ze jedynie zwigzek TG3 wykazuje
dziatanie cytotoksyczne zalezne od dgzenia, czasu naswietlania oraz czasu
preinkubacji. Zwigzek TG3 ulega wchtanianiu przez komorki nowotworowe, a jego
obecnos¢ w komdrce stwierdzono juz po godzinng) preinkubacji. Najwyzsze stezenie
zwigzku TG3 zmierzono w komorkach po 6h, jednak ngjsilniejsze dziatanie

cytotoksyczne stwierdzono po czasie inkubacji wynoszacym 24h. Eksperymenty PDT
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Z uzyciem cytometru przeptywowego wykazaty, ze badany zwigzek nie spowodowat
wzrostu liczby komérek w okreslonej fazie cyklu. Badany zwigzek indukuje proces
apoptozy w zaleznosci od zastosowanej dawki i czasu naswietlania. Zmiany potencjatu
bton mitochondriéw oraz wzrost aktywnosci kaspaz -3,-9 i pozwalajg przypuszczat,
zebadany zwigzek aktywuje wewngtrzkomorkowy szlak apoptozy. Hipoteze ta
potwierdzilty badania zmierzajace do okreslenia zmian w ekspresji biatek pro-
antyapoptotycznych. W badaniach z uzyciem techniki Western blot zaobserwowano
spadek poziomu biatek antyapoptotycznych z rodziny |AP oraz spadek poziomu biatka
Bcl-2, pomimo, ze w badaniach z uzyciem wybranych inhibitorow $ciezek
wewnatrzkomoérkowego przekazywania sygnatdw nie zaobserwowano nasilenia
dziatania cytotoksycznego TG3 w wyniku zastosowania inhibitora biatka Bcl-2.
Wstepne badania w zakresie wptywu badanego zwigzku na proces autofagii z uzyciem
inhibitora tego procesu (spautyny-1), wykazaly, ze moze on modulowac aktywnosé
TG3 w zaleznosci od czasu naswietlania oraz uzytego st¢zenia zwiazku. Wyniki
sugeruja, ze PDT z uzyciem zwigzku TG3 moze aktywowaé wewnatrzkomérkowe
sciezki przekazywania sygnatdw zwigzanych z procesem autofagii. Uzyskane wyniki
wskazujg rowniez na fakt, ze przy zastosowaniu stosunkowo wysokich dawek zwigzku
TG3 i diugiego czasu naswietlania dominujaca droga smierci komérek jest proces
nekrozy, a zastosowanie jgj inhibitora wptywa na dziatanie cytotoksyczne zwigzku TG3
w zaleznosci od stezenia i czasu naswietlania. Uzyskane w tej pracy wyniki sugeruja
takze, komorkach poddanych PDT z uzyciem zwigzku TG3 moze wystepowac zjawisko
fotodegradacji biatek zaangazowanych w procesy zwigzane z prawidtowymi procesami
metabolicznymi zachodzacymi w komorkach oraz procesami zwigzanymi z ich
smiercia.

Aktywnos¢ zwiazku TG3 jest zwigzana z generowaniem resktywnych form
tlenu i indukowaniem stresu oksydacyjnego w komorkach nowotworowych. Podczas
PDT z uzyciem TG3 zaobserwowano spadek stezenia zredukowanej formy glutationu,
jednoczesnie jednak warto podkresli¢, ze badany zwigzek nie powoduje (poza
najwyzszym zastosowanym stezeniem i ngjdiuzszym czasem naswietlania) w zakresie
stezen efektywnych wolnorodnikowych uszkodzen DNA. Badanie wptywu inhibitoréw
enzymow antyoksydacyjnych na fototoksycznos¢ wskazaty na enzymy zaangazowane
w neutralizowaniu wolnych rodnikéw generowanych na skutek ekspozycji komérek
nowotworowych na PDT z uzyciem badanego zwiazku, co sugeruje, ze jednoczesne
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zablokowanie tych enzymOw przy uzyciu swoistego inhibitora moze spotegowac¢ efekt
cytotoksyczny.

Badanie lokalizacji zwigzku TG3 wskazuje na mozliwos¢ akumulowania si¢
w cytoplazmie i retikulum endoplazmatycznym.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zwigzek TG3 dsanowi niezwykle
interesujacy 1 obiecujacy przyktad fotouczulacza o potencjalnym zastosowaniu do
selektywnej eliminacji komorek nowotworowych, jednak dalsze badania jego
wiasciwosci  biologicznych uwzglednigjace uzyskane dotychczas wyniki, sg jednak

konieczne.

205



9. SUMMARY

Title: The newly non-peripherally substitued phthalocyanines as a potential
photosensitizer for photodynamic therapy of cancer

K ey words. photodynamic therapy, phthalocyanines, cancer cell line,
cytotoxicity, apoptosis, necrosis, autophagy, oxidative stress, reactive oxygen species,
antioxidative enzymes.

Cancer is still one major causes of death worldwide claiming thousands of
deaths every year. Despite of advances in early detection and treatment cancer mortality
rates are gill very high, moreover side effects of recently used anticancer therapies are
therefore searching of new therapeutic strategies is greatly favored. Photodynamic
therapy is minimally invasive method of cancer treatment employing drug (called
photosensitizer, Ps) and light of particular (depending on physicochemical properties of
photosensitizer) wavelength. The reaction of photosensitizer with oxygen is initiated by
light and results in generation of reactive oxygen species (ROS)/free radicals killing
cancer cells. Due to selective accumulation of Ps in cancer cells and irradiation limited
only to cancer tissue this therapeutic intervention can be targeted very precisely. Despite
of its advantages photodynamic therapy is still not used in routine oncology yet, the
number of photosensitizers approved for PDT treatment is still limited.

In this work, four novel phthalocyanines with promising photochemical
properties were investigated in in vitro cancer cell culture model. These phthalocyanines
possess peripheral 2-(morpholin-4-yl)ethoxy groups at their non-peripheral (1,4 or
1,4,8,11,15,18,22,25) positions. In addition their macrocyclic centers were equipped
with a metal ion. The following phthalocyanines were researched: TG3 (two 2-
(morpholin-4-yl)ethoxy groups, zinc ion in the core), TG4 (eight 2-(morpholin-4-
yl)ethoxy groups, magnesium ion in the core), TG18 (eight 2-(morpholin-4-yl)ethoxy
groups, zinc ion in the core), TG15 (eight iodide 2-(4-methylmorpholin-4-ium)ethoxy
groups, magnesium ion in the core). All tested compounds may be classified as 2™
generation photosensitizers. They exhibit favorable photochemical properties like long-
lived triplet excited states and high efficiencies of singlet oxygen generation.

The preliminary results showed that only compound TG3 exhibits pronounced

cytotoxic activity in irradiated cells while its cytotoxicity in non-irradiated cells was
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very low. The uptake of TG3 by cancer cellsis fast and its presence in cancer cells was
evidenced already after 1h of incubation. The concentration of TG3 in LNCaP reached
the peak after 6 hours of incubation, however the highest cytotoxic effect was observed
after pre-incubation with TG3 for 24h and irradiation for 20 min.

In next experiments induction of apoptosis and cell cycle progression were
investigated using different concentrations of tested compound (0,6 uM; 0,25 uM and
50 pM) in cells irradiated for 10 min, 20 min and without irradiation. Tested
photosensitizer did not lead to cell cycle arrest in any phase, whereas the population of
cells stained positive with propidium iodide was increased at dose-and time-dependent
manner. It was shown that TG3 mediated PDT caused induction of apoptosis evidenced
by loss of mitochondrial potential, activation of caspase -9 and caspase-3, what suggests
activation of mitochondrial pathway of apoptosis. This could be also confirmed by
changes in expression of pro- and anti-apoptotic proteins shown in Western blot
analysis, especially by decrease in levels of proteins belonging to IAP family as well as
decreased level of Bcl-2 and Bcl-xI. In next experiments impact of spautin-1 (inhibitor
of autophagy), necrox-2 (inhibitor of necrosis) as well as some inhibitors of enzymes
involved in cellular antioxidative defense (superoxide dismutase, catalase, glutathione
synthetase) was assayed. Most of these experiment showed that cytotoxic effect
obtained in PDT employing TG3 may be modulated by these inhibitors, especially
interesting effects were obtained in experiments employing spautin-1 and necrox-2,
since these inhibitors were not previously tested in PDT experiments. It was shown, that
cytotoxic effect of PDT induced oxidative stress may be attenuated by cumulated in
mitochondria antioxidant - necrox-2. The oxidative stress induced by TG3 mediated
PDT was also connected in tested cells with loss of reduced glutathione. Moreover, as it
was shown in experiments employing intracellular activated ROS indicator
dichlorodihydrofluorescein diacetate, that PDT-mediated TG3 may be also responsible
for photodegradation of enzymes and other proteins important for cell survival. PDT-
mediated TG3 did not affect the level of 8-hydroxy-2’'deoxyguanosine (biomarker of
oxidative DNA damage) at effective concentrations of photosensitizer. Experiments
carried out in this project allowed also to show degradation of cytoskeleton, followed
TG3 mediated PDT, additionally results obtained in experiments performed using
confocal microscope may suggest that TG3 was located in tested cells mainly in
cytoplasm and endoplasmic reticulum.
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In summary, TG3 is very effective and promising photosensitizer which may be
applied in photodynamic therapy of cancer. Although the preliminary data suggests that
TG3 has a good photosensitizing efficiency in vitro, however further more detailed
experiments performed in in vitro as well as in vivo models are necessary for contribute

to understanding of the anticancer effect.
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Apoptoza/nekroza w komorkach poddanych PDT przy uzyciu zwigzku TG3,
zdjecia wykonano 2h po naswietlaniu
barwienie Hoechst 33258/jodek propidyny

Kontrola 0,6um
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Apoptoza/nekroza w komoérkach poddanych PDT przy uzyciu zwigzku TG3,
zdjecia wykonano 6h po naswietlaniu
barwienie Hoechst 33258/jodek propidyny

Kontrola 0,6pm
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Apoptoza/nekroza w komoérkach poddanych PDT przy uzyciu zwigzku TG3,

zdjecia wykonano 24h po naswietlaniu
barwienie Hoechst 33258/jodek propidyny

Kontrola 0,6pm
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Zaburzenia sytuktury cytoszkieletu
w komoérkach LNCaP na skutek
PDT z uzyciem zwigzku TG3.
Barwienie D-tubuliny.

komorki nienaswietlane




Zaburzenia sytuktury cytoszkieletu
w komoérkach LNCaP na skutek
PDT z uzyciem zwigzku TG3.
Barwienie D-tubuliny.

komérki naswietlane 10 min

LT10-0mM

LT10-0,6 mM

LT10-2,5mM

LT10-5,0mM



Zaburzenia sytuktury cytoszkieletu
w komoérkach LNCaP na skutek
PDT z uzyciem zwigzku TG3.
Barwienie D-tubuliny.

komorki naswietlane 20 min

LT20 -0 mM

LT20-0,6 MM

LT20-2,5mM

LT20-5,0mM



Stres oksydacyjny w komorkach LNCaP poddanych PDT ze zwigzkiem TG3,
komorki nienaswietlane
barwienie dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

kontrola 0,6 uM 2,5 UM 5uM
Omin

\




Stres oksydacyjny w komorkach LNCaP poddanych PDT ze zwigzkiem TG3,
komorki nienaswietlane
barwienie dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

kontrola 0,6 uM 2,5 UM 5uM

4h




Stres oksydacyjny w komoérkach LNCaP poddanych PDT ze zwigzkiem TG3,
komorki naswietlane 10min
barwienie dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

kontrola 0,6 uM 2,5 UM 5uM
czas od naswietlania ()min

czas od naswietlania 3()m1in

czas od naswietlania Q|




Stres oksydacyjny w komoérkach LNCaP poddanych PDT ze zwigzkiem TG3,

komorki naswietlane 20min
barwienie dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

kontrola 0,6 uM 2,5 UM 5uM

czas od naswietlania 4h

czas od naswietlania G h

czas od naswietlania 24k




Stres oksydacyjny w komoérkach LNCaP poddanych PDT ze zwigzkiem TG3,

komorki naswietlane 20min
barwienie dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

kontrola 0,6 uM 2,5 UM 5uM
czas od naswietlania )min

czas od naswietlania  3()m1in

czas od naswietlania Q|
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Stres oksydacyjny w komorkach LNCaP poddanych PDT ze zwigzkiem TG3,
komorki naswietlane 10min
barwienie dioctanem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

kontrola 0,6 uM 2,5 UM 5uM

czas od naswietlania 4h

3 UL
3 iy y
» y, T
N 14 L
¥ 1 @ Y, 3%
] 3 e 3 3
Y
{ BN
y ’ ) i)
& . $ N v
- X
o i

czas od naswietlania G

czas od nadwietlania 24 h




Aktywnos¢ fototoksyczna zwigzku TG3 - barwienie btekitem trypanu.

CZAS NASWIETLANIA
Omin 10min 20min

0 M

0,6uM 0,15uM

0,3uM

2,5uM 1,2uM

SuM

10uM



