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WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

AlF - czynnik indukujgcy apoptoze (ang. apoptosis inducingfactor)
AK - rogowacenie stoneczne (ang. actinic keratosis)

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

AMD - starcze zwyrodnienie plamki z6tej (ang. age-related macular

degeneratiori)

AP - miejsce w DNA pozbawione zasady (apurynowe/apirymidynowe)
BCC - rak podstawnokomorkowy skéry (ang. hasat celi carcinoma)
BCG - szczepionka przeciw gruzlicy (Bacillus Calmette-Gueriri)

wykorzystywana w leczeniu nowotworéw pecherza moczowego

BPD-MA - monokwasowa pochodna benzoporfiryny (ang. benzoporphyrin
derivative monoacid)

BSA - albumina z bydlecej surowicy (ang. bovine serum albumin)

CDAM - wzorce molekularne zwigzane ze $miercig komorki (ang. celi death-
associated molecular patterns)

DABCO - l,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

DAMP - wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem komorki (ang.

danger/damage associated molecular patterns)

DISC - kompleks sygnatowy zapoczatkowujacy $mier¢ komarki (ang. death-
inducing signaling complex)

DMEM - podtoze hodowlane Dulbecco zmodyfikowane przez Eagle’a (ang.
Dulbecco s modification ofEagle 5 medium)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

ER - siateczka $rédplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)

FBS - bydleca surowica ptodowa (ang.foetal bovine serum)

FCS - cieleca surowica ptodowa (ang.foetal calfserum)

Hctl 16 - komoérki nowotworowe gruczolaka okreznicy (ang. human colon

carcinoma celi line)
HGD - dysplazja przetyku duzego stopnia (ang. high grade dysplasia)
HOMO - najwyzszy zapetniony orbita! molekularny (ang. highest occupied
molecular orbital)

ICso - stezenie badanego czynnika powodujgce zahamowanie zywotnosci
komorek o 50% (ang. inhibitory concentration)



ISC
LDL
LIF
LUMO

MDA
mTHPC
MTS

NIR
NK

PBS

PDD
PDT
PE
PEG
PLA
PLGA
PVP
RFT
scc
SF
TPP
uv
VEGF

VIS

przejscie miedzysystemowe (ang. intersystem Crossing)
lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density lipoproteins)
fluorescencja wzbudzana laserowo (ang. light inducedfluorescence)

najnizszy nie zapetniony orbital molekularny (ang. lowest unoccupied
molecular orbital)

dialdehyd malonowy (ang. malortdialdehyde)
5,10,15,20-tetra(m-hydroksyfenylo)chloryna

sOl biekitu tetrazolowego: [3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-5-(3-
karboksymetoksyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium]

promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu bliskiej podczerwieni

komorki uktadu odpornosciowego odpowiedzialne za zjawisko
naturalnej cytotoksycznosci NK (ang. natural killers)

zbuforowany roztwdr soli fizjologicznej (ang. phosphate-buffered
saling)

diagnostyka fotodynamiczna (ang. photodynamic diagnosis)
terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy)
wydajnos¢ posiewu (ang. plating efficiency)

glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

polilaktyd (ang. polylactide)

poli(D,L-laktydo-ko-glikolid) (ang. poly(D,L-lactide-co-glycolide)
poliwinylopirolidon (ang. polyvinylpyrrolidone)

reaktywne formy tlenu

rak kolczystokomoérkowy skory (ang. sguamous celi carcinoma)
frakcja przezywajaca (ang. survivalfraction)
5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna

promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu nadfioletu

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growthfactor)

promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu widzialnego



. WSTEP - AKTUALNY STAN WIEDZY NA TEMAT TERAPII
FOTODYNAMICZNEJ

Podstawg terapii fotodynamicznej (PDT) jest wprowadzenie do organizmu
pacjenta S$wiattoczutych zwiazkéw chemicznych, nazywanych fotouczulaczami
i naswietleniu ich promieniowaniem o okre$lonej diugosci fali, w celu wywotania

destrukcji tkanki nowotworowej. Proces ten wymaga wspotdziatania trzech sktadnikow:

I.  fotouczulacza, ktory jest barwnikiem selektywnie gromadzgcym sie w tkance
nowotworowej i uczulajgcym jg na dziatanie Swiatta,

Il. tlenu, ktérego obecnos$¢ warunkuje rodzaj zachodzgcych reakcji fotochemicznych,

I1l. Zrédta Swiatta emitujgcego fale spdéjne z maksimum absorpcji danego

fotouczulacza.

Terapia fotodynamiczna jest metodg interdyscyplinarng. Wymaga Scistej
wspOtpracy lekarzy, fizykéw i chemikdw, ktdéra powinna zaczynaé sie juz na etapie
projektowania nowego zwigzku fotouczulajgcego. Kluczowym elementem terapii
fotodynamicznej jest posiadanie fotouczulacza o odpowiednich wiasno$ciach.
Wieloletnie badania pozwolity na stworzenie listy cech, jakimi taki ,idealny
fotouczulacz” powinien sie charakteryzowaé. Jednak pomimo dos$¢é dobrze
ugruntowanej wiedzy w tym zakresie, liczba dostepnych fotouczulaczy wcigz pozostaje
niezadawalaj gca.

Jak dotagd do$¢ dobrze poznane zostaly podstawy proceséw fizycznych
i fotochemicznych towarzyszacych PDT. W wielu pracach opisano mechanizmy reakcji,
podczas ktorych powstajg wolne rodniki, reaktywne nadtlenki oraz tlen singletowy,
uszkadzajace biomolekuty oraz prowadzace do $mierci komérek. Jednak biologiczny
mechanizm odpowiedzi na PDT weciaz nie jest do korica wyjasniony. Wiadomo, ze jest
to proces ztozony, obejmujacy bezposrednie niszczenie komorek nowotworowych
(w procesie nekrozy, apoptozy i autofagii) oraz procesy posrednie, zwigzane
z uszkodzeniem naczyn guza oraz aktywnos$cig uktadu immunologicznego. Poniewaz
niszczenie komérek nowotworowych obejmuje wiele alternatywnych i krzyzujacych sie

ze sobg szlakow, wcigz bada sie zaleznoSci miedzy obserwowanymi procesami



i zjawiskami. Wiele uwagi poswieca sie mechanizmom posrednim. Szczegélnie
immunostymulacyjne dziatanie PDT wydaje sie byC¢ obiecujace, tym bardziej, ze
zarowno radio- jak i chemioterapia powodujg zaburzenie funkcji uktadu
odpornosciowego.

Obecne badania skupiajg sie na poszukiwaniu strategii, ktéra pozwolitaby na
zwiekszenie udowodnionej juz skutecznosci terapeutycznej PDT. Odbywajacy sie
w ostatnich latach rozw6j badan podstawowych pozwolit lepiej zrozumie¢ biologie
guza, co umozliwito tworzenie nosnikéw specyficznie transportujgcych fotouczulacz do
komorek nowotworowych np. dzieki ligandom skierowanym do konkretnych
receptorbw na powierzchni guza. Duzo uwagi poswieca sie dozymetrii PDT
i optymalizacji warunkoéw leczenia. Dzieki rozwojowi technologii dostepny jest szeroki
wybdr Zrodet Swiatta odpowiednich dla terapii fotodynamicznej. Wcigz analizuje sie
wplyw stosowanych dawek Swiatta, parametrow szybkoS$ci transferu energii i strategii
zwigzanych ze sposobem  naswietlenia  (dwufotonowe PDT, naswietlanie
frakcjonowane, metronomiczne PDT) na obserwowane efekty terapeutyczne.

Obecnie terapia fotodynamiczna jest wykorzystywana w leczeniu niektorych
typow nowotwordéw, standw przedrakowych oraz pewnych choréb nienowotworowych
(np. zwyrodnienia plamki zo6tej, miazdzycy). Procedura stosowania PDT jest
dwuetapowa i obejmuje podanie fotouczulacza (doustnie, dozylnie, miejscowo), a po
odpowiednim czasie naswietlenie obszaru zmiany chorobowej. Selektywnos$¢ leczenia
osiggana jest dzieki wybidrczemu gromadzeniu fotouczulacza w guzie i precyzyjnemu
naswietleniu obszaru zainteresowania. Taka podwojna selektywno$é z pewnoscig jest
ogromng zaleta PDT. Uniemozliwia jednak niszczenie ewentualnych ognisk
przerzutowych. Dlatego nadzieje pokladane sg w immunologicznym aspekcie PDT
i wywotaniu swoistej odpowiedzi ze strony ukfadu odpornosciowego, ktéra mogtaby
w przyszto$ci przyczyni¢ sie do niszczenia tego typu zmian. Do niewatpliwych zalet
terapii fotodynamicznej mozemy zaliczyé brak mutagennego wptywu na komérki,
poniewaz zaden ze stosowanych fotouczulaczy nie gromadzi sie w jadrze
komoérkowym. W poréwnaniu z chemio- i radioterapig PDT nie jest tak obcigzajaca dla
zdrowia pacjenta. Specyficzny sposob dziatania (za posrednictwem reaktywnych
utleniaczy) sprawia, ze PDT moze by¢ bezpiecznie tgczona z innymi formami terapii.
Ogromna zaleta jest mozliwos¢ potaczenia PDT z diagnostyka fotodynamiczng (PDD).

Natomiast wsréd wad wymieniana jest nadwrazliwo$¢ pacjentow na Swiatto, ktéra



w zaleznosci od fotouczulacza, moze utrzymywac sie przez rézny czas po zakonczeniu
terapii oraz ograniczone mozliwosci wnikania Swiatta do tkanek pozwalajace na
niszczenie zmian nowotworowych na gtebokosci, w zakresie od kilku milimetréw do
1 centymetra. Najwazniejsze zalety i ograniczenia terapii fotodynamicznej
podsumowano w tabeli 1. Pomimo wymienionych ograniczen terapia fotodynamiczna
cieszy sie coraz wiekszym zainteresowaniem i powoli znajduje swoje miejsce wsrod
powszechnie przyjetych strategii leczenia choréb nowotworowych, juz nie tylko jako
metoda uzupetniajgca lub poprawiajgca komfort zycia przy braku mozliwosci innego

leczenia, ale takze jako terapia stosowana z wyboru.

Tabela 1 Gioéwne zalety i ograniczenia terapii fotodynamicznej. Ograniczenia sg
sklasyfikowane jako fundamentalne dla idei PDT oraz narzucone przez obecny stan
technologii (Wilson, 2008).

Ograniczenia
Zalety

Oedlne:

Platforma lecznicza o szerokim
spektrum zastosowan.
Minimalnie inwazyjna.

Niska toksycznos¢ systemowa.

R6zne mechanizmy biologicznego
oddziatywania.

Mozliwos¢ powtdrnego zabiegu bez
wywotania opornosci i
nadmiernego obcigzania pacjenta.
Mozliwo$¢ kombinacji z innymi
formami leczenia.

Wysoce "przenos$na™ (mozliwosé
stosowania w warunkach
ambulatoryjnych) i stosunkowo
niedroga metoda terapeutyczna
Guzv lite:

Szybki efekt pojedynczego zabiegu.

R6zne mozliwosci stosowania:
lecznicze, paliatywne,
zapobiegajace progresji choroby.

fundamentalne

Ograniczona mozliwos¢
wnikania $wiatta w gigh
tkanek.

Nie dotyczy leczenia choréb
systemowych.

Kompleksowa optymalizacja
wymaga uwzglednienia wielu
czynnikdow.

Efekt terapeutyczny zalezny od

obecnosci tlenu i wiasnosci
fotouczulacza.

Trudne do osiagniecia
pozadane efekty terapeutyczne
przy leczeniu guzéw litych

0 wiekszych objetosciach.

technologiczne

Brak systeméw naswietlania
0g0lnego przeznaczenia.

Ograniczone stosowanie

i doktadnos$¢ dozymetrii kli-
nicznej. Konieczno$¢
optymalizacji i personalizacji
warunkow leczenia.

Ograniczona specyficznos¢
klinicznych fotouczulaczy
(powoduje nadwrazliwos¢ na
Swiatto stoneczne po
zabiegu).



Il. CZESC TEORETYCZNA

1. Procesy  fotofizyczne i  fotochemiczne towarzyszace  terapii
fotodynamicznej

Warunkiem koniecznym do zainicjowania reakcji fotodynamicznej jest
zaabsorbowanie przez czasteczke fotouczulacza $wiatta o energii odpowiedniej do jego
wzbudzenia. Wykorzystuje sie w tym celu promieniowanie z zakresu ultrafioletu (UV),
Swiatta widzialnego (VIS) lub bliskiej podczerwieni (NIR). Promieniowanie o krétszej
dtugosci fali (czyli wiekszej energii) spowodowatoby jonizacje molekut, natomiast to
0 wiekszej dtugosci, posiadatoby energie niedostateczng do wzbudzenia elektronowego.
W praktyce, do wzbudzenia wykorzystuje sie Swiatto o dtugosci fali przypadajacej na
czerwony zakres Swiatta widzialnego, przesuniete nieco w kierunku podczerwieni.

Procesy fotofizyczne zachodzace po wzbudzeniu czgsteczki fotouczulacza
przedstawiono na rysunku 1 przy pomocy zmodyfikowanego diagramu Jabtonskiego.
W wyniku absorpcji kwantu o odpowiedniej energii, czasteczka fotouczulacza
przechodzi do najnizszego wzbudzonego stanu singletowego Si. Jezeli dojdzie do
zaabsorbowania fotonu o wyzszej energii, to woéwczas wzbudzane zostang wyzsze
poziomy energetyczne, z ktérych dochodzi do szybkiej relaksacji oscylacyjnej
1 powrotu do stanu Si poprzez konwersje wewnetrzng. Ze stanu Si powr6t do stanu
podstawowego So odbywa sie najczesciej na drodze promienistej, w procesie
fluorescencji. Formalnie fluorescencjg nazywamy promieniste przejScie miedzy stanami
otej samej multipletowosci. Z punktu widzenia terapii fotodynamicznej zjawisko
fluorescencji jest istotne na przyklad podczas obrazowania, badania farmakokinetyki,
czy tez z punktu widzenia dozymetrii PDT. Przejscie z poziomu Si na So na drodze
bezpromienistej, cho¢ dozwolone spinowo, jest mato prawdopodobne ze wzgledu na
duzg przerwe energetyczng miedzy tymi stanami. Drugim sposobem dezaktywacji stanu
Si jest przejscie z zamiang spinu do stanu Ti w procesie konwersji miedzysystemowej,
nazywanej przejSciem interkombinacyjnym (ISC). Przejscia miedzy stanami o roznej
multipletowos$ci sg wzbronione, natomiast mozliwe ze wzgledu na matg przerwe
energetyczng miedzy stanami Si, a Ti. Wiekszo$¢ fotouczulaczy jest tak zbudowana, ze
posiada szerokag przerwe energetyczng miedzy stanem S|, a So, natomiast znacznie
wezszg miedzy stanem Si, a Ti, co zwieksza prawdopodobienistwo przejscia. Czas zycia
wiekszosci fotouczulaczy w stanie singletowym Si wynosi okoto 1 ns do 15 ns. Czas

zycia stanu Ti jest znacznie dtuzszy. Zwigzane jest to z utrudnionym powrotem ze stanu



Ti do So, wymagajacym nie tylko odwrdcenia spinu, ale rowniez pokonania szerokiej
przerwy energetycznej miedzy tymi stanami. W efekcie przy braku interakcji z innymi
molekutami, czas ten moze wynosi¢ Kkilkaset mikrosekund Ilub wiecej. Poza
bezpromienistym przejsciem do stanu podstawowego czas zycia fotouczulacza w stanie
trypletowym Ti moze skraca¢ zjawisko fosforescencji, zwigzane z utratg energii
wzbudzenia i powrotem do stanu podstawowego So na drodze promienistej.
Fosforescencja dotyczy promienistego przejScia miedzy stanami 0 rdéznej
multipletowos$ci, jest zatem procesem wzbronionym, ktéry w fazie ciekiej
i temperaturze pokojowej ma niewielkie praktyczne znaczenie (Paszyc, 1992),
(Hamblin, 2008), (Plaetzer, 2009), (Josefsen, 2008).

W badaniach nad skutecznoscig terapii fotodynamicznej, jedng z nowszych
strategii jest zastosowanie dwufotonowego PDT, wykorzystujagcego do wzbudzania
fotouczulacza krétkie (okoto 100 femtosekundowe) impulsy laserowe, o bardzo
wysokiej mocy szczytowej. Oba fotony sg pochtaniane jednocze$nie, a kazdy z nich
dostarcza potowe energii wymaganej do wzbudzenia, co pozwala na zastosowanie
promieniowania o wiekszej dtugosci fali niz w przypadku jednofotonowego PDT
(Agostinis, 2011), (Hamblin, 2008), (Starkey, 2008).

Rysunek 1. Schemat proceséw fotofizycznych zachodzacych po wzbudzeniu czasteczki
fotouczulacza



Metastabilny stan trypletowy odgrywa wazng role w terapii fotodynamicznej jako
punkt wyjscia dla reakcji fotochemicznych, w wyniku ktérych powstajg wolne rodniki,
reaktywne nadtlenki i tlen singletowy, odpowiedzialne za niszczenie komdrek
nowotworowych (Graczykowa, 1999). Proces ten moze przebiegaé wedtug dwédch
mechanizmow (Josefsen, 2008), (Plaetzer, 2009):

- mechanizm reakcji typu | - obejmuje reakcje zwigzane z przeniesieniem
elektronu lub wodoru miedzy wzbudzong czgsteczka fotouczulacza i substratem,
co prowadzi do powstania wolnych rodnikow, ktore nastepnie reagujac z tlenem
inicjujg dalsze reakcje utlenienia,

- mechanizm reakcji typu Il - obejmuje reakcje przeniesienia energii pomiedzy
wzbudzong czasteczkyg fotouczulacza, a czasteczky tlenu 3C2, prowadzgce do

powstania niezwykle reaktywnego tlenu singletowego '02.

Przeniesienie elektronu:
F*0i) + S — F -+ S*+

Przeniesienie wodoru:

FATI) + SH — FH* + S*

Reakcja drugorzedowa:
F(SO) + hv F-+ ®2-» 02 + F(S0)

REAKCJE TYPU II.
Przeniesienie energii:
F*0i) + D2 -» F(S0) + 02

Rysunek 2. Schemat reakcji fotochemicznych zachodzacych po wzbudzeniu czgsteczki
fotouczulacza. Zastosowane oznaczenia: F(SO) - fotouczulacz w singletowym stanie
podstawowym, F*(Si) i FAT]j) - fotouczulacz we wzbudzonym stanie singletowym Si
i trypletowym Ti, S - substrat, F** - anionorodnik fotouczulacza, S*+ - kationorodnik
substratu, FH* i S* - rodniki odpowiednio fotouczulacza i substratu, OJ- - anionorodnik
ponadtlenkowy.

Zwykle oba typy reakcji zachodzag w komorkach jednocze$nie, a to ktéry z nich
przewaza zalezy od réznych czynnikéw, w szczegélnosci typu fotouczulacza oraz
stezenia tlenu. Dla wigkszosci fotouczulaczy stosowanych w PDT, reakcje prowadzace
do powstania tlenu singletowego wydajg sie jednak dominujgce (Plaetzer, 2009),
(Castano, 2004).



2. Charakterystyka reaktywnych form tlenu

Reaktywne formy tlenu (RFT) sg produktami ubocznymi metabolizmu tlenowego
(Wozniak, 2008). Zaliczamy do nich wolne rodniki i nadtlenki, powstajagce w trakcie
kolejnych etapow redukcji czasteczki tlenu (m. in. anionorodnik ponadtlenkowy Oj-,
nadtlenek wodoru H20 2, rodnik hydroksylowy OH*) oraz tlen singletowy. Na rysunku 3

przedstawiono kolejne etapy redukcji czasteczki tlenu.

+2e"+2H+ +2e + 2H+

- * 1 . *
i i :

02 — N or h202 h2o + -OH -£=-»+« 2H20

I t-
+4e

Rysunek 3. Schemat powstawania reaktywnych form tlenu podczas jedno-, dwu- oraz
trojelektronowej redukcji czasteczki tlenu (Bartosz, 2008).

Anionorodnik ponadtlenkowy 0% - powstaje w wiekszosci biologicznych
reakcji w wyniku jednoelektronowej redukcji czasteczki tlenu i jest swego rodzaju
prekursorem wszystkich pozostatych RFT (Scibior-Bentkowska, 2009). W $rodowisku
wodnym 0% moze przytaczaé proton dajac rodnik wodoronadtlenkowy H02 . Obydwa
rodniki moga ulega¢ reakcji dysmutacji, produkujac nadtlenek wodoru oraz tlen, co
sprawia, ze praktycznie wszedzie tam, gdzie pojawia sie anionorodnik ponadtlenkowy
pojawia sie rdwniez nadtlenek wodoru. Anionorodnik ponadtlenkowy Oj- nie jest zbyt
reaktywny wobec gtéwnych elementéw budulcowych makroczgsteczek biologicznych
(np. aminokwasow lub elementéw kwasow nukleinowych). W reakcjach chemicznych
moze peini¢ role reduktora lub utleniacza. Stosunkowo szybko moze reagowac ze
zwigzkami zawierajgcymi grupy tiolowe, moze inaktywowac biatka zawierajgce centra
zelazowo-siarkowe oraz reagowa¢ z jonami metali metaloprotein (Bartosz, 2008).
Bardzo wazne z biologicznego punktu widzenia sg reakcje redukcji jonéw metali
przejsciowych, znajdujacych sie na wyzszych stopniach utlenienia. Jako taki, witasnie
reduktor prowadzi do powstania jonu Fe2+ niezbednego w reakcji Fentona i przyczynia
sie tym samym do powstania rodnika hydroksylowego. Dodatkowo moze reagowaé
z samym rodnikiem hydroksylowym, powodujac powstanie tlenu singletowego lub
z tlenkiem azotu (NO*), powodujac powstanie nadtlenoazotynu (ONOO-), silnie

utleniajgcej czasteczki wchodzacej w reakcje z lipidami i biatkami (Castano, 2004).



W pordwnaniu do O, rodnik wodoronadtlenkowy jest silniejszym utleniaczem i moze
fatwiej dyfundowac przez btony biologiczne. Dodatkowo w przeciwienstwie do O2-,
rodnik wodoronadtlenkowy moze atakowa¢ kwasy ttuszczowe i inicjowaé reakcje

peroksydacji lipidow (Bartosz, 2008), (Gutowicz, 2011).

Nadtlenek wodoru H20 2 - jest stosunkowo mato reaktywny, ale posiada tatwos¢
dyfuzji przez blony komorkowe i dzieki temu moze pojawia¢ sie w roznych
przedziatach komorkowych (Plaetzer, 2009). Jest lepszym utleniaczem, ale gorszym
reduktorem od anionorodnika ponadtlenkowego. Biologicznie istotne sg dwa rodzaje
reakcji: utlenianie grup tiolowych oraz utlenianie jonéw metali przejsciowych (Fe2+ do
Fe3+ oraz Cu+ do Cu2+) prowadzgce do powstania rodnika hydroksylowego (Bartosz,
2008). W wyzszych stezeniach nadtlenek wodoru moze reagowac z anionorodnikiem
ponadtlenkowym produkujac rodnik hydroksylowy (Plaetzer, 2009), (Scibior-
Bentkowska, 2009):

0'2~+ H202 —*3C2- *0H + OH- (reakcja Habera-Weissa)

Rodnik hydroksylowy 'OH - jest jednym z najbardziej reaktywnych utleniaczy.
Wysoka reaktywno$¢ w potgczeniu z brakiem swoistoSci substratowej sprawia, ze
rodnik hydroksylowy moze reagowac¢ praktycznie ze wszystkimi substancjami
wystepujacymi w organizmie (Gutowicz, 2011). Giéwnymi reakcjami, w ktorych
uczestniczy sa reakcje oderwania atomu wodoru od alkanéw i ich pochodnych oraz
reakcje addycji do wigzan podwdjnych. Do reakcji chemicznych bedacych zrodiem
rodnika hydroksylowego zaliczamy reakcje Fentona oraz reakcje Habera-Weissa.
Obecnie przyjeta koncepcja wyjasniajgca zrodto rodnika hydroksylowego w ukfadach
biologicznych, zaktada istnienie cyklu dwdch reakcji. Jedna z nich jest wiasciwa reakcja
Fentona, a drugg reakcja anionorodnika ponadtlenkowego z jonem zelaza (111) (Bartosz,

2008). Zapis sumaryczny obu reakcji jest nastepujacy:

Fe2+ + H202 —*Fe3+ + 'OH + OH- (reakcja Fentona)

3. Wiasnosci tlenu singletowego

Stan podstawowy tlenu molekularnego, oznaczany w spektroskopii jako 3 5, jest
stanem trypletowym (wypadkowy spin elektronowy S wynosi 1, a krotno$¢ stanu 2S+1
wynosi 3), co wynika z obecnosci dwéch niesparowanych elektrondw na antywiazacych

orbitalach typu n. Tlen molekularny posiada dwa nisko potozone stany wzbudzone,



oznaczone jako 1&g oraz IYg, ktérych konfiguracja elektronowa rézni sie miedzy sobg
strukturg antywigzacych orbitali typu n (DeRosa, 2002), (Bensasson, 1993), (Bonnett,
2000). Poniewaz stany wzbudzone tlenu molekularnego sg stanami singletowym, do ich
powstania wymagane jest dostarczenie energii pozwalajgcej na takie przegrupowanie
elektron6w w czasteczce, aby wypadkowy spin elektronowy wynosit zero (woéwczas
krotnos$¢ stanu 2S+1 wynosi 1) (Puzanowska-Tarasiewicz, 2008). Ze wzgledu na bardzo
krotki czas zycia, tlen molekularny w wyzszym wzbudzonym stanie singletowym xLg
nie odgrywa roli w procesach waznych z punktu widzenia terapii fotodynamicznej i jest
W opisie pomijany. Stosowany termin ,tlen singletowy” dotyczy wytgcznie nizszego,
wzbudzonego stanu tlenu molekularnego (DeRosa, 2002). Pordwnanie wiasnosci

stanow elektronowych tlenu molekularnego przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka stanow elektronowych tlenu molekularnego (Bonnett, 2000),
(DeRosa, 2002)

Oznaczenie  Energia fazi Czas zycia Konfiguracja
stanu [kJ =M ] WIazIE  \ fazie gazowej  w roztworze  elektronowa
skondensowanej
00 155 < 109s 7+ 125 101 10'3s ++
‘4 94 ~ 10 ns 45 min 10'6 5 109s 4 -

% 0 o : : +4

Tlen we wzbudzonym stanie singletowym |Ag jest bardziej reaktywny od tlenu
w stanie podstawowym 34g. Rozktad elektron6w sprawia, ze udziat tlenu w stanie 3S5
w reakcjach utlenienia jest utrudniony. Aby taka reakcja byta mozliwa, utleniana
czasteczka musiataby réwniez znajdowac sie w stanie trypletowym, co nie jest proste,
poniewaz wiekszo$¢ czasteczek organicznych posiada singletowe stany podstawowe.
W innym wypadku musiatoby nastgpi¢ odwrdcenie spinu jednego z elektrondw
utlenianej czasteczki, co z kolei jest procesem silnie wzbronionym (Puzanowska-
Tarasiewicz, 2008).

Tlen we wzbudzonym stanie singletowym moze reagowac¢ z wieloma typami
molekut. Oddziatywanie to odbywa sie na dwa sposoby. Poprzez przekazanie energii
wzbudzenia czasteczkom i powr6t do podstawowego stanu trypletowego w procesie

tzw. wygaszania fizycznego oraz poprzez udziat w reakcjach chemicznych z innymi



molekutami (DeRosa, 2002). Do najwazniejszych reakcji chemicznych w ktérych

uczestniczy tlen singletowy zaliczamy (Bartosz, 2008), (Bonnett, 2000):

- reakcje addycji do alkendéw i ich pochodnych (zwiazkéw alifatycznych
posiadajagcych wigzanie podwadjne) oraz zwigzkoéw heterocyklicznych,

- utlenianie alkenéw i ich pochodnych zawierajgcych dwie lub wiecej grup
alkilowych do alkilonadtlenkéw, czemu towarzyszy zmiana potozenia wigzania
podwadjnego (np. reakcja utleniania cholesterolu),

- 1,2-addycja do wigzan podwéjnych w alkenach i ich pochodnych,

- utlenianie sulfidow do sulfotlenkéw (np. reakcja utleniania metioniny),

- utlenianie fenoli.

Czas zycia tlenu singletowego w roztworze zalezy od rozpuszczalnika (tabela 3)
i dla czystej wody wynosi okoto 4 ns. We wnetrzu komoérek czas zycia tlenu
singletowego bedzie determinowany gtéwnie przez S$rodowisko wodne i ulegnie
skréceniu, w wyniku interakcji z réznymi biomolekutami (Hamblin, 2008).
Oszacowano, ze w uktadach biologicznych droga dyfuzji czgsteczki tlenu singletowego
moze wynosi¢ od 10 nm do 55 nm (Agostinis, 2011). Warto$¢ te mozemy poréwnac
z rozmiarem typowej komérki (ok. 10 nm - 30 nm Srednicy), rozmiarem mitochondriéw
(ok. 500 nm), czy gruboscig bton biologicznych (ok. 10 nm) (Hamblin, 2008),
(Jimenez-Banzo, 2008). Tak ograniczone mozliwosci dyfuzji tlenu singletowego
sprawiajg, ze generowane przez niego uszkodzenia dotyczg gtownie tych miejsc,
w ktérych fotouczulacz sie gromadzi (Phillips, 2010), (Castano, 2004). Aczkolwiek,
pewne aktualne badania zaktadajag mozliwos¢ istnienia znacznie dtuzszego czasu zycia
tlenu singletowego w $rodowisku wewnatrzkomdrkowym, pozwalajgcego na dyfuzje
nawet na odlegtos¢ 0,3 (im (Josefsen, 2008), (Hackbarth, 2010).

Najczesciej wykorzystywana metoda detekcji tlenu singletowego polega na
rejestrowaniu charakterystycznej fosforescencji (przy okoto 1270 nm) towarzyszacej
przejSciu ]JAg —m ¥5. Metoda ta doskonale nadaje sie do badania roztworéw
fotouczulaczy w réznych rozpuszczalnikach chemicznych. Natomiast pomiar
w niejednorodnym S$rodowisku komdrkowym niesie ze sobg wiele trudnosci, ale mimo
to réwniez cieszy sie duzym zainteresowaniem. Moan i wsp. badajac in vitro kinetyke
fotodegradacji fotouczulaczy porfirynowych oszacowali, ze czas zycia tlenu

singletowego w komoérce moze wynosi¢é od 10 ns do 40 ns (Moan, 1991). Baker i wsp.



oszacowali, ze czas ten moze by¢ dtuzszy i wynosi od 170 ns do 320 ns (Baker, 1992).
Pierwszy eksperyment zwigzany z bezposrednig detekcjg fosforescencji tlenu
singletowego wskazywat na wartosci z zakresu od 4 |is do 80 |is (Baker, 1993). Bardziej
aktualne badania wykonane zostaty przez Niedre i wsp. Autorzy oszacowali, ze czas
zycia tlenu singletowego moze wynosi¢ 600 ns + 400 ns, ale tylko 15 % - 19 %
rejestrowanego sygnatu pochodzito z komérki, a reszta z fotouczulacza zgromadzonego
w medium zewnatrzkomérkowym (Niedre, 2002). Duzo kontrowersji budza badania
przeprowadzone przez Ogilby i wsp., ktérzy wykorzystujagc nowg mikroskopowa
technike detekcji tlenu singletowego uzyskali wyniki wskazujgce na znacznie diuzszy
czas zycia tlenu singletowego (rzedu mikrosekund). Ich wyniki pokazuja, ze czas ten
moze by¢ podobny do wartosci uzyskiwanych w roztworach, co naukowcy ttumaczg
wygaszaniem tlenu singletowego przede wszystkim przez oddziatywania
z czasteczkami rozpuszczalnika, a nie jak dotad zakladano, interakcje z elementami

wewnatrzkomorkowymi (Snyder, 2005), (Snyder, 2006).

Tabela 3. Czas zycia tlenu singletowego '02 (xA w réznych rozpuszczalnikach
(Bensasson, 1993), (Bonnett, 2000)

Czas zycia tlenu

Rozpuszczalnik singletowego XA [jxs]

woda 4
d 2o 60
metanol 7
benzen 30
toluen 27
aceton 50
chloroform 700

4. Kwantowa wydajnos$¢ generowania tlenu singletowego

Zdolno$¢ fotouczulaczy do produkowania tlenu singletowego okre$la kwantowa
wydajnos¢ generowania tlenu singletowego <A Wielko$¢ ta jest zalezna od kwantowej
wydajnosci stanu trypletowego <PT oraz wydajnosci procesu transferu energii pomiedzy

wzbudzonym fotouczulaczem, a tlenem molekularnym, zgodnie z ponizszg zaleznoscia:

” ( kel 02]
AM U kst MO0



Czynnik gen opisuje efektywno$é przekazania energii, tj. frakcje standéw trypletowych
czasteczek fotouczulacza, ktore ulegly dezaktywacji na drodze transferu energii,
prowadzac do powstania tlenu singletowego. Warto$¢ ta jest wyrazona jako stosunek
statej szybkosci reakcji przeniesienia energii ken do sumy statych szybkoS$ci reakcji
wszystkich  mozliwych procesobw mogacych prowadzié do dezaktywacji stanu

trypletowego Ti. Stata kq opisuje dezaktywacje stanu trypletowego fotouczulacza

poprzez reakcje transferu energii, przeniesienia elektronu lub indukowanego tlenem
przejScia interkombinacyjnego. Natomiast state kr i knr opisujg odpowiednio, state
szybkosci promienistego (fosforescencja) i bezpromienistego (przejscie
interkombinacyjne) powrotu fotouczulacza ze wzbudzonego stanu trypletowego Ti do
stanu podstawowego So. Wartos¢ kwantowej wydajnosci generowania tlenu
singletowego zalezy réwniez od stezenia tlenu w Srodowisku reakcji [0 2].

Wiekszo$¢ powszechnie stosowanych fotouczulaczy posiada kwantowg
wydajnos$¢ generowania tlenu singletowego rzedu 0,3  0,8. Znaczenia tej wartosci,
choc¢ istotnej z punktu widzenia uzytecznosci fotouczulacza w PDT, nie mozna jednak
przecenia¢ odkad wiadomo, ze ilo$¢ produkowanego tlenu singletowego zalezy réwniez
od wielu innych czynnikbw (m. in. oddziatywania fotouczulacza z biopolimerami,
zjawiska agregacji, efektu lokalnego wyczerpania tlenu podczas PDT) (DeRosa, 2002),

(Lang, 2004).

5. Utlenianie biomolekut przez reaktywne formy tlenu

Powstajgce w PDT reaktywne formy tlenu reagujg ze zwigzkami biologicznie
czynnymi wystepujgcymi w komorce. Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze
najmniej wrazliwe na reakcje fotoutleniania sg weglowodany, a jednym z gtdwnych
celéw ataku RFT sa biatka. State szybkosci reakcji przedstawione w tabeli 4 wskazuja,
ze tlen singletowy w pierwszej kolejnosSci reaguje wiasnie z biatkami (Graczykowa,
1999).

Tabela 4. State szybkosci reakcji '02 z wybranymi biomolekutami (Graczykowa, 1999)

Stata szybkosci
reakcji k [M'1es']]
biatka of - &
DNA 105~ 106
kwasy ttuszczowe wystepujace w membranach ©. ©°

Zwiazek



Wsrdéd wolnych rodnikéw gtéwnym mediatorem oksydacyjnych uszkodzen
biatek jest rodnik hydroksylowy (Scibior-Bentkowska, 2009), ktéry odrywajac proton
przy weglu a wytwarza rodnik alkilowy, ktory nastepnie reagujac z tlenem tworzy
rodnik alkoksylowy. Oba te rodniki moga utlenia¢ kolejne aminokwasy, co prowadzi do
peknie¢ w tancuchu polipeptydowym (Gutowicz, 2011). Wywotane RFT uszkodzenia
biatek obejmujg fragmentacje, di- oraz multimeryzacje, rozwijanie i zmiany strukturalne
biatek prowadzace do zmian w ich funkcjonowaniu, zmian ich wiasnosci
mechanicznych, agregacji, zmian w wigzaniu kofaktoréw i jonow metali, tworzenia
dalszych reaktywnych form i w efekcie przyspieszonej degradacji (Hamblin, 2008).
Najbardziej podatne na dziatanie RFT s reszty aminokwaséw aromatycznych
i siarkowych. Szczegdlng wrazliwo$s¢ wykazuja tyrozyna, tryptofan, cysteina
i metionina (Scibior-Bentkowska, 2009). W kontekécie PDT procesy te nie zostaty
dokfadnie zbadane, natomiast zaobserwowano powstawanie wigzan krzyzowych (Liu,
2004), (Shen, 1996), karbonylacje biatek (Magi, 2004) oraz oksydacyjne modyfikacje
biatek zalezne od rodzaju fotouczulacza i miejsca jego wewnatrzkomérkowej lokalizacji
(Hamblin, 2008).

Wiele fotouczulaczy wykazuje tendencje do oddziatywania z réznymi obszarami
dwuwarstwy lipidowej. Dlatego btony biologiczne wydaja sie by¢ Kkrytycznym
miejscem cytotoksycznego dziatania PDT (Graczykowa, 1999). Najczesciej
wystepujagcym procesem wolnorodnikowym w komorce jest tancuchowa reakcja
peroksydacji lipidébw. Polega ona na utlenianiu reszt wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych (zawierajagcych wiele wigzan podwdjnych), ktére wchodzg w skiad
fosfolipidéw btonowych i lipoprotein, prowadzac do powstania nadtlenkéw tych
zwigzkoéw (Gutowicz, 2011), (Bartosz, 2008). Formy wolnorodnikowe, w tym rodnik
hydroksylowy, moga inicjowac reakcje peroksydacji lipiddw poprzez usuniecie wodoru,
natomiast tlen singletowy oddziatuje bezposrednio z wielonienasyconymi kwasami
thuszczowymi i cholesterolem (Hamblin, 2008). Do produktéw koncowych, powstatych
podczas rozpadu reszt wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, zaliczamy réznego
rodzaju aldehydy, hydroksyaldehydy oraz weglowodory etan i pentan (Bartosz, 2008).
Charakterystycznym produktem jest mutagenny dialdehyd malonowy (MDA). Zwigzki
te modyfikujg wiasciwosci fizyczne bton komoérkowych powodujac  zmiany
przepuszczalnosci i depolaryzacje btony, zaburzenie charakterystycznej asymetrii
lipidowej, zahamowanie aktywnosci enzymow btonowych i biatek transportowych, co

moze prowadzi¢ do utraty integralnosci bton wewnatrzkomorkowych i blony



plazmatycznej (Bartosz, 2008). Girotti zwraca uwage na istotng role produktéw
posrednich reakcji peroksydacji lipidow (np. wodoronadtlenkéw lipidowych), ktore
charakteryzujg sie dtuzszymi czasami zycia i w komérce mogg dyfundowac na wieksze
odlegtosci, petniac role wtérnych przekaznik6éw uszkodzen generowanych przez RFT
(Girotti, 2001).

Generalnie przyjmuje sie, ze PDT nie wykazuje dziatania mutagennego, tym
bardziej, ze zaden ze stosowanych fotouczulaczy nie gromadzi sie w jadrze
komorkowym (Hamblin, 2008). Aczkolwiek, pewne doniesienia potwierdzity
powstawanie oksydacyjnych uszkodzen DNA in vitro pod wplywem PDT,
obejmujgcych powstawanie miejsc AP (miejsc bez zasady), pojawienie sie jedno-
i dwuniciowych peknie¢ DNA, siostrzang wymiane chromatyd, indukcje abberacji
chromosomowych (Gomer, 1983). Zmiany te nie byly jednak bezpos$rednig przyczyng
$Smierci komorek. Dodatkowo zaobserwowano, ze dziatanie mutagenne jest rozne
w zaleznosSci od typu komorek, co prawdopodobnie odzwierciedla roznice
w mozliwos$ciach wykrycia i naprawy powstatych uszkodzen (Robertson, 2009). Moan
i wsp. poréwnali potencjat mutagenny PDT oraz promieniowania rentgenowskiego
i pokazali, ze promieniowanie rentgenowskie powoduje 80% wiecej peknie¢ nici DNA,
5% czestszg siostrzang wymiane chromatyd oraz wiecej abberacji chromosomowych niz
PDT (Macdonald, 2001). Uszkodzenia DNA sg generowane przede wszystkim przez
rodnik hydroksylowy lub ewentualnie tlen singletowy (pod warunkiem, ze znajdzie sie
w sgsiedztwie kwasow nukleinowych). Reakcje oksydacyjnego uszkodzenia DNA przez
rodnik hydroksylowy moga by¢ zwigzane z uszkodzeniem zasad nukleinowych, reszt
cukrowych lub rozrywaniem wigzan fosfodiestrowych tgczacych nukleotydy, co
prowadzi do powstawania peknie¢ nici kwaséw nukleinowych (Bartosz, 2008).
Wykazano, ze puryny ulegajg tatwiej fotoutlenianiu niz pirymidyny, a guanina jest
najbardziej wrazliwa na utlenienie w warunkach fizjologicznych (Sobolev, 2000).
Z dotychczasowych badan wynika, ze to wiasnie guanina jest gtownym celem ataku
PDT (Graczykowa, 1999). Potwierdzono powstawanie 8-hydroksyguaniny pod
wptywem PDT, produktu wskazujgcego na oksydacyjne uszkodzenie DNA
(Graczykowa, 1999), (Chiaviello, 2011).



6. Charakterystyka fotouczulaczy stosowanych w PDT

Fotouczulacze wykorzystywane w terapii fotodynamicznej musza posiadaé
odpowiednie wiasnosci: (Ethirgjan, 2011), (Lang, 2004), (Hamblin, 2008), (Josefsen,
2008), (Plaetzer, 2009), (Allison, 2004), (Nyman, 2004), (Bonnett, 2000), (Kral, 2006)

1 Muszg silnie absorbowa¢ promieniowanie z zakresu 600 nm - 800 nm
(w obszarze tzw. okna terapeutycznego), ktére moze gtebiej wnika¢ do tkanek
i jest w mniejszym stopniu ostabiane przez absorpcje wody oraz barwnikéw
endogennych, a jednocze$nie posiada energie dostateczng do wzbudzenia
czasteczki tlenu (AE > 94 kJ «M'1, X < 1269 nm).

2. Po naswietleniu powinny wydajnie generowac tlen singletowy *02 lub inne
reaktywne formy tlenu (RFT) pozwalajace na skuteczne zniszczenie komorek
nowotworowych, co uwarunkowane jest odpowiednimi wtasnosciami
fotofizycznymi:

- wysoka kwantowg wydajnoscig generowania stanu trypletowego ¢7 > 0,5,

- wysoka kwantowg wydajnoscig generowania tlenu singletowego <A > 0,5,

- dbugim czasem zycia w stanie trypletowym (rr rzedu mikrosekund),

- wysoka energig stanu trypletowego (> 94 kJ mM-1).

Dodatkowo powinny posiadaé umiarkowang kwantowg wydajnos¢
fluorescencji poniewaz zbyt wydajna emisja, choé pozadana w diagnostyce
fotodynamicznej, moze ogranicza¢ skuteczno$¢ terapeutyczng fotouczulacza
(Of mOj 5 1).

3. Powinny by¢ stabilne w ciemno$ci, podczas naswietlenia oraz w trakcie

procesow fotochemicznych towarzyszacych PDT.

4. Musza by¢ bezpieczne dla pacjenta, co gwarantuje brak toksycznego dziatania
w ciemnosci, selektywne i szybkie gromadzenie w komorkach

nowotworowych oraz szybkie wydalanie z organizmu.

5. Powinny posiadaé wiasnosci fizykochemiczne pozwalajgce na skuteczna
biodystrybucje (najlepiej gdy zwigzek posiada wiasciwosci amfifilowe) oraz
zmniejszenie niepozadanego zjawiska agregacji.

6. Powinny charakteryzowac sie wysoka czystoScig chemiczna, a procedura ich

otrzymywania powinna by¢ mozliwie prosta i wydajna.



Struktura wiekszosci fotouczulaczy opiera sie na pierScieniu porfirynowym
(porfmie), ktéry tworzg cztery czasteczki pirolu potgczone mostkami metinowymi. Ten
makrocykliczny uktad zbudowany jest z 22 elektrondw n, w tym 18 zdelokalizowanych,
spetniajgcych warunek aromatycznosci. Posiada charakterystyczne widmo absorpcji,
zawierajgce intensywne pasmo Soreta przy ok. 400 nm (odpowiadajgce przejsciu
n -» &) oraz cztery pasma Q w obszarze widzialnym, charakteryzujgce sie mniejszg
intensywnoscig. Redukcja zewnetrznych wigzan podwdjnych, w naprzeciwlegte
potozonych pierscieniach pirolowych nie powoduje utraty aromatycznosci, ale zmienia
symetrie ukladu, powodujac batochromowe przesuniecie pasm Q (Hamblin, 2008),
(Ethirajan, 2011), (Vo-Dinh, 2003). Zredukowane formy porfiryn nazywamy
chlorynami (redukcja jednego wigzania podwdjnego) lub bakteriochlorynami (redukcja
dwoch wigzan podwdjnych). Ostatnie pasmo absorpcji porfiryn potozone jest
w obszarze 630 nm - 650 nm, natomiast dla chloryn i bakteriochloryn, obserwuje sie je
odpowiednio przy 660 nm —710 nm oraz 740 nm —800 nm (Hamblin, 2008).
Przesuniecie pasm absorpcji w kierunku fal dtuzszych zwigzane jest z r6zng szerokoscig
przerwy energetycznej pomiedzy najwyzszym zapetnionym orbitalem (HOMO) oraz
najnizszym nieobsadzonym orbitalem (LIJMQ), ktéra rosnie nastepujaco:
bakteriochloryny < chloryny < porfiryny (Bonnett, 2000), (Hamblin, 2008).

Kolejng grupe fotouczulaczy tworzg ftalocyjaniny zbudowane z czterech
pierscieni indolowych, potgczonych mostkami azometinowymi (Vo-Dinh, 2003). Ich
ostatnie pasmo absorpcji wystepuje w obszarze 670 nm - 770 nm (Hamblin, 2008).
Poprzez przytaczenie pierScienia benzenowego do kazdego z czterech pierscieni
indolowych, uzyskuje sie jeszcze dalsze przesuniecie pasm absorpcji (0 okoto 90 nm)
i takie zwigzki nazywamy naftalocyjaninami (Wainwright, 2009)

Duzg grupe fotouczulaczy tworzg zwigzki zawierajgce centralnie wbudowany
atom metalu. Taka modyfikacja pierscienia znaczaco wptywa na wiasnosci
fotouczulaczy. Zauwazono, ze diamagnetyczne metale, w przeciwienstwie do metali
paramagnetycznych, najczesciej promuja przejscie interkombinacyjne i wydtuzajg czas
zycia fotouczulacza w stanie trypletowym. Jednakze od powyzszej reguly mozna
zaobserwowac wyjatki, co sprawia, ze nie ma ona uniwersalnego charakteru (Josefsen,
2008). Przykfadem moze by¢ hematoporfiryna. Badania nad jej kompleksami
z metalami, takimi jak miedz (Il), kobalt (Il), zelazo (II) lub cynk (Il) pokazaty, ze
zwiazki te okazuja sie nieaktywne po naswietleniu (Ali, 1999). W przeciwienstwie do

ftalocyjanin i teksafiryn, ktére tylko po przylaczeniu odpowiedniego (czyli



diamagnetycznego) metalu (np. cynk (1), aluminium (I11), gal (111)) posiadajg wtasnosci
obiecujace z punktu widzenia zastosowan w PDT (Wainwright, 2009), (Ali, 1999),

(Nyman, 2004). Ponizej przestawiono struktury chemiczne fotouczulaczy

Porfiryna Chloryna Bakteriochloryna

Naftalocyjanina

Rysunek 4. Struktury chemiczne omawianych fotouczulaczy (Hamblin, 2008),
(Ethirgjan, 2011)

W zaleznosci od rozpuszczalnosci fotouczulacze mozemy podzieli¢ na (Bonnett,

2000), (Lang, 2004), (Macdonald, 2001):

I. Hydrofilowe - to fotouczulacze wykazujace dobrg rozpuszczalnos$é
w Srodowisku wodnym. Tetrapirolowe fotouczulacze, anionowe lub kationowe,
posiadajace trzy lub cztery natadowane podstawniki zwykle wykazujg polarny
charakter. Symetrycznie rozmieszczone podstawniki zapewniaja bardziej
hydrofilowy charakter niz przytgczone w sposob asymetryczny. Przykiadem
moga by¢ metaloftalocyjaniny zawierajgce grupy karboksylowe lub sulfonowe

oraz mezo-tetrafenyloporfiryny.

Il. Hydrofobowe - to grupa fotouczulaczy nie rozpuszczalnych w wodzie
i wykazujacych powinowactwo do lipidowych bton komérkowych. Ze wzgledu

na hydrofobowos¢ pierscienia porfirynowego, wiekszos$é fotouczulaczy ma taki



wiasnie charakter (np. nienatadowane ftalocyjaniny i nafitalocyjaniny).
Konieczne jest woOwczas zastosowanie odpowiednich  hydrofilowych
podstawnikow (grupy OH, COOH, kwas sulfonowy, grupy amonowe)
zapewniajagcych amfifilowy Dbalans. Dla fotouczulaczy hydrofobowych
konieczne jest stosowanie nos$nikow pozwalajgcych na ich skuteczng

biodystrybucje.

I1l. Amfifilowe - to fotouczulacze posiadajagce zaréwno hydrofilowe jak
i hydrofobowe grupy, dzieki czemu moga oddziatywac z substancjami o r6znym

charakterze. Przektadem jest fotouczulacz drugiej generacji - Visudyne.

Porfiryny nalezg do najszerzej przebadanej grupy fotouczulaczy. W praktyce

klinicznej wykorzystuje sie dwa fotouczulacze porfirynowe:

> 50l sodowa porfimeru (nazwa handlowa: Photofrin) - to pochodna hematoporfiryny
bedgca mieszaning monomeréw, dimeréw i oligomeréw wyzszego rzedu
potagczonych w stosunku 14:19:67 (Nyman, 2004). Photofrin byt pierwszym
fotouczulaczem zatwierdzonym do uzytku Kklinicznego i zaliczany jest do
fotouczulaczy pierwszej generacji. Jego gtéwne ograniczenia to stosunkowo staba
absorpcja w pozgdanym zakresie widma, niska kwantowa wydajno$¢ generowania
tlenu singletowego oraz uciazliwa dla pacjentéw nadwrazliwos¢ na Swiatto
stoneczne, utrzymujaca sie nawet od 4 do 6 tygodni po naswietleniu (Vo-Dinh,

2003), (Macdonald, 2001).

> kwas 5-aminolewulinowy (ALA, nazwa handlowa: Levulan) - zaliczany jest do
tzw. prolekdw (Bonnett, 2000), (Josefsen, 2008), (Allison, 2004). Jego egzogenne
podanie prowadzi do nagromadzenia w komorkach prekursora hemu -
protoporfiryny 1X, odpowiedzialnej za wtasciwe fotouczulenie tkanek. Istniejg dwa
etapy wplywajace na szybko$¢ biosyntezy hemu. Pierwszym jest synteza ALA,
katalizowana przez syntaze kwasu aminolewulinowego, regulowana na drodze
ujemnego sprzezenia zwrotnego przez produkt kohcowy biosyntezy - hem. Drugim
etapem jest reakcja katalizowana przez ferrochelataze, polegajagca na wigczeniu
jonu zelaza do czgsteczki protoporfiryny IX, prowadzgca do powstania hemu

(Piskorz, 2009). Egzogenne podanie ALA umozliwia ominiecie etapu limitujgcego



jego synteze. Enzym ferrochelatazy nie moze wdwczas wydajnie przeksztatcic
zwiekszonej ilosci protoporfiryny IX w hem, co prowadzi do jej nagromadzenia
w komdrce. Ws$rdd niewatpliwych zalet ALA wymienia sie szybkie wydalanie
z organizmu oraz wysoka selektywnos¢. Natomiast do wad zalicza sie b6l zwiazany
z leczeniem, ograniczong mozliwo$¢ penetracji guza przez Swiatto wzbudzajace
protoporfiryne 11X oraz indywidualne r6znice ws$rdd pacjentdw, zwigzane
z wchianianiem i farmakokinetykg ALA (Wachowska, 2011). W terapii
fotodynamicznej z powodzeniem wykorzystuje sie rowniez estry ALA, np. ester

metylowy (Metvix).

COOCH
h2n

ALA

Photofrin Protoporfiryna IX

Rysunek 5. Budowa chemiczna wybranych fotouczulaczy z grupy porfiryn
(Ethirajan, 2011)

Gtéwnym ograniczeniem fotouczulaczy porfirynowych jest ich tendencja do
agregacji w srodowisku wodnym (Hamblin, 2008). Agregacja, to zjawisko zachodzace
w roztworze, pomiedzy rozpuszczonymi czasteczkami w sytuacji, gdy oddziatywania
miedzy nimi sa korzystniejsze energetycznie od oddziatywan z czasteczkami
rozpuszczalnika. W powstajgcych agregatach, molekuty utrzymywane sg razem poprzez
stabe oddziatywania miedzyczasteczkowe (np. wigzania wodorowe, oddziatywania
elektrostatyczne typu n - n, oddziatywania van der Waalsa, oddzialywania
hydrofobowe) (Bonnett, 2000). Pfaski pierscien porfirynowy w polarnych
rozpuszczalnikach wykazuje tendencje do tworzenia dimeréw oraz agregatéw wyzszego
rzedu, utrzymywanych gtéwnie poprzez oddziatywania typu n - n pierScienia oraz

oddziatywania hydrofobowe (Lang, 2004). Zjawisko to niekorzystnie wptywa na



wiasnosci fotofizyczne fotouczulaczy, powodujac skrdcenie czasu zycia w stanie
trypletowym oraz zmniejszajac zdolnos¢ do generowania tlenu singletowego. W efekcie
fotouczulacze wykazujg mniejszg skutecznos¢ terapeutyczng in vivo (Macdonald, 2001),
(Bonnett, 2000).

Kolejng grupe fotouczulaczy stanowig zredukowane formy porfiryn, do ktérych

zaliczamy chloryny i bakteriochloryny. W praktyce klinicznej wykorzystuje sie:

> temoporfme (mTHPC, nazwa handlowa: Foscan) - posiada kwantowg wydajnosé
generowania tlenu singletowego podobng do pozostatych fotouczulaczy, natomiast
w poréwnaniu z innymi, dziala przy znacznie mniejszych dawkach leku oraz
Swiatta. Foscan jest 100 razy bardziej aktywny od Photofrinu, co sprawia, ze zalicza
sie go do najbardziej obiecujacych fotouczulaczy drugiej generacji. Jego
niewatpliwe staba strong jest powolne wydalanie z organizmu, ktére skutkuje

dtugoterminowa nadwrazliwoscig na $wiatto stoneczne (0 ’Connor, 2009).

> werteporfine (BPD-MA, nazwa handlowa: Visudyne) - to zmodyfikowana forma
protoporfiryny IX o amfifilowym charakterze (Lang, 2004). Znalazta zastosowanie
w leczeniu starczego zwyrodnienia plamki zottej (AMD) bedacym gtowng
przyczyng utraty wzroku ws$rod oséb w podesztym wieku. Jest szybko usuwana
z organizmu, co minimalizuje skutki uboczne zwigzane z nadwrazliwoscig na

Swiatto stoneczne (MacCormack, 2006).

Wsréd chloryn wiele obiecujgcych zwigzkéw znajduje sie w trakcie badan
klinicznych. Zaliczamy do nich liczne pochodne chloryny e6 (NPe6, LS11, zwiagzki
znane pod nazwami Fotolon i Radachlorin), etiopurpuryne cyny (SnEt2, Purlytin),
HPPH (Photochlor). WS$réd bakteriochloryn na uwage zastuguje bakteriofeoforbid
palladu, znany pod handlowa nazwg Tookad. Wzbudzany dtugos$cig fali 763 nm jest
szybko usuwany z organizmu eliminujac problem nadwrazliwos$ci na Swiatto stoneczne
(usuniecie z krwiobiegu nastepuje juz po okoto 20 minutach, fotowrazlwos$¢ zanika
catkowicie po ok. 1,3 godziny po naswietleniu). Dzieki obecno$ci jonu metalu
ciezkiego kwantowa wydajnos¢ generowania tlenu jest bardzo wysoka (okoto 99%

w rozpuszczalnikach organicznych) (Yano, 2011), (0 ’Connor, 2009).



Foscan Purlytin Chloryna e6

Photochlor Visudyne Tookad

Rysunek 6. Budowa chemiczna wybranych fotouczulaczy - pochodnych chloryn
i bakteriochloryn (Bonnett, 2000), (Ethirajan, 2011), (Wainwright, 2009)

Fotouczulaczom z grupy ftalocyjanin i naftalocyjanin poSwieca sie wiele uwagi
ze wzgledu na ich korzystne witasnosci fotofizyczne, takie jak silna absorpcja
w diugofalowym zakresie widma (jednoczesna ograniczona absorpcja w zakresie
400 - 600 nm) oraz dlugi czas zycia stanu trypletowego i wysoka wydajnos¢
generowania tlenu singletowego w obecnosci centralnie podstawionych jondw metali.
Wséréd tych fotouczulaczy testom klinicznym poddawane sg dwa zwigzki:
metaloftalocyjanina Pc4 oraz zwigzek o komercyjnej nazwie Photosens (AIPCS2). Ze
wzgledu na swoje wiasnosci ftalocyjaniny i naftalocyjaniny moga znalez¢ zastosowanie
w leczeniu upigmentowanych i gtebiej potozonych zmian nowotworowych (0 ’Connor,

2009), (Hamblin, 2008).



Rysunek 7. Budowa chemiczna fotouczulacza Fotosens (Bonnett, 2000)

Oprécz omdwionych fotouczulaczy pod katem uzytecznosci w PDT bada sie
wiele innych Swiattoczutych zwigzkéw, zdolnych do generowania tlenu singletowego.
Nalezg do nich zmodyfikowane porfiryny - teksafiryny i safiryny oraz izomery porfiryn
- porficyny (Kral, 2006), (Mroz, 2010). Badania dotycza réwniez zwigzkéw nie
posiadajacych budowy tetrapirolowej. Przykiadem moga by¢ zwigzki pochodzenia
naturalnego - hipericin lub pochodne hyporcelinu, a wséréd zwigzkéw syntetycznych
m. in. czerwien bengalska lub biekit toluidynowy (Hamblin, 2004). Wiele doniesien
dotyczy préb zastosowania fulerendw, ktérych  wykorzystanie w terapii
fotodynamicznej wydaje sie niezwykle interesujace, choé wymaga pokonania trudnosci
wynikajacych z ich braku rozpuszczalno$ci w wodzie i ptynach wewnatrzkomorkowych

oraz braku absorpcji w dtugofalowym zakresie widma (Mroz, 2010).



7. Fotostabilno$¢ fotouczulaczy

Wiekszo$¢ fotouczulaczy wykorzystywanych w terapii fotodynamicznej pod
wptywem Swiatta ulega degradacji (Hongying, 1999), (Rotomskis, 1997), (Bonnett,
2001), (Das, 2005). Proces ten nazwano fotowybieleniem (ang. photobleaching).
W fotochemii i fotobiologii termin ten oznacza zmniejszenie intensywnos$ci pasm
absorpcji i/lub emisji spowodowane naswietleniem. Pod wptywem Swiatta dochodzi
wowczas do nieodwracalnych zmian w strukturze chemicznej zwigzkéw, obejmujacych
nawet catkowite zniszczenie chromoforu (Bonnett, 2000). Fotouczulacze podczas

naswietlania moga ulega¢ nastepujacym procesom:

> fotomodyfikacji - jest to proces zwigzany z modyfikacjg struktury chemicznej
czasteczek prowadzacg do zmian intensywnosci niektérych pasm absorpcji lub
fluorescencji,

> fotowybielenia - wdwczas zmiany chemiczne obejmujg rozpad czasteczki na
fragmenty, ktore nie absorbuja promieniowania z zakresu widzialnego. Tego
typu zmiany sa obserwowane jako utrata barwy naswietlanego roztworu
(Bonnett, 2000), (Bonnett, 2001).

Zazwyczaj zjawiska fotomodyfikacji i fotowybielenia zachodzg jednocze$nie i moga
obejmowac:

- reakcje fotoaddycji i fotocyklizacji, ktérych efektem moze by¢ zniszczenie
chromoforu,

- reakcje transferu elektronu prowadzace do powstawania szerokich pasm
absorpcji przesunietych w kierunku czerwonego zakresu widma (zwykle
odwracalne),

- reakcje fotoredukcji obejmujace nieodwracalne procesy zachodzace w obecnosci

czynnikow redukujgcych.

Wiekszo$é przypadkow fotowybielenia w PDT ma charakter oksydacyjny i zwigzanych
jest z obecnoscig tlenu lub jego reaktywnych form. Wykazano, ze w warunkach
beztlenowych proces fotodegradacji fotouczulaczy zachodzi znacznie wolnigj
(Hongying, 1999), (Bonnett, 2001). Ponadto, istnieje zalezno$¢ pomiedzy szybkoscig
procesu fotowybielenia, a wartosciami potencjatu redoks. Proces fotowybielenia

zachodzi szybciej dla zwigzkdéw charakteryzujgcych sie nizszg wartosScig potencjatu
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utleniajgcego. Ttumaczy to dlaczego fotouczulacze zawierajagce wewnatrz pierscienia
metale (np. Mg2+, Zn2+), obnizajace potencjat utleniajgcy, sg stosunkowo mniej odporne
na dziatanie S$wiatta. Wykazano rowniez zalezno$¢ pomiedzy szybkoS$cig procesu
fotowybielenia, a zjawiskiem agregacji. Okazuje sig, ze reakcje fotowybielenia dotycza
gtdwnie monomerdw, natomiast fotomodyfikacja wystepuje w formach zagregowanych.
Dodatkowo, wptyw na szybkos$¢ procesu fotowybielenia ma rodzaj wykorzystywanego
rozpuszczalnika (Bonnett, 2000).

Pierwsze obserwacje fotowybielenia in \itro wykonali Moan i in. w 1986. Od
tamtej pory intensywnie bada sie kinetyke oraz mechanizmy zachodzacych reakcji
fotochemicznych oraz podejmuje sie proby identyfikacji powstajgcych fotoproduktow.
Najwiecej informacji  wyjasniajagcych  mechanizmy reakcji  fotochemicznych
zachodzacych pod wplywem Swiatta dotyczy fotouczulaczy z grupy porfiryn.
Rotomskis i in. pokazali, ze w wyniku naswietlenia wodnego roztworu hematoporfiryny

dochodzi do powstania trzech rodzajow fotoproduktow:

1. powstatych w  wyniku fotomodyfikacji w  obrebie pierscienia
makrocyklicznego dipiroli i monopiroli absorbujagcych w zakresie UV
(240 nm - 320 nm),

2. bilirubiny, powstatej w efekcie zerwania pierscienia porfirynowego,

3. chloryny i bakteriochloryny (Rotomskis, 1997).

Badaniu fotodegradacji fotouczulaczy z grupy chloryn poswiecono rowniez
wiele uwagi. Skupiano sie przede wszystkim na badaniu kinetyki procesu
fotowybielenia oraz roli tlenu w tym procesie. Rotomskis i in. badali procesy
fotowybielenia fotouczulaczy z réznych grup (m. in. porfiryn, chloryn, ftalocyjanin).
Sposrod badanych fotouczulaczy chloryna e6 okazata sie najbardziej podatna na
fotodegradacje. Mozliwg przyczyne stabej fotostabilnoSci autor przypisat dziataniu
tlenu na grupy zawierajagce wigzania podwdjne miedzy atomami wegla (m.in. grupy
winylowe oraz wigzania podwdjne w pierScieniu pirolowym) (Rotomskis, 1997).
Rowniez Hajdur i in. badali zmiany w widmie absorpcji m-THPC po naswietleniu.
Zaobserwowali zmiany intensywnosci wszystkich pasm widocznych na widmie
absorpcji oraz pojawienie sie dodatkowego pasma przy 320 nm, ktore przypisali
powstaniu fotoproduktu. Produkt ten nie zostat zidentyfikowany, natomiast za
przyczyne jego powstania uznano wiasnie tlen singletowy, generowany podczas

naswietlenia (Hadjur, 1998).



Pomimo szerokiego zainteresowania problemem fotostabilnosci fotouczulaczy
z grupy chloryn, wcigz niewiele jest informacji na temat natury powstajgcych
fotoproduktow. Probe identyfikacji fotoproduktéw powstatych po naswietleniu
m-THPC podjeli Jones i in. W swoich badaniach zaobserwowali, ze pod wptywem
Swiatta dochodzi gtéwnie do hydroksylacji zredukowanego pierScienia porfirynowego.
Zidentyfikowano pie¢ gtéwnych fotoproduktéw, a wsrdd nich dwie porfiryny oraz trzy
izomery chlorynowe réznigce sie pozycja grupy hydroksylowej (Jones, 1996).
Powstanie takich izomerow potwierdzili w swych badaniach Bonnett i in. Dodatkowo
identyfikujac inne produkty rozpadu m.in. pomaranczowe zwiazki uznane za pochodne

dipiryn oraz niewielkie ilosci bezbarwnych produktow fragmentacji (Bonnett, 2002).

8. Wnikanie i biodystrybucja fotouczulaczy

Whikanie i biodystrybucja fotouczulaczy we wnetrzu komérek, zalezy od ich
wiasnosci fizykochemicznych (tadunku, hydrofobowoSci/hydrofilowosci, tendencji do
agregacji) oraz struktury chemicznej (typu, liczby i utozenia podstawnikéw, ilosci
pierscieni, obecnosci centralnego atomu) (Sobolev, 2000), (Osterloh, 2002), (Luksiene,
2003), (Robertson, 2009). In vitro fotouczulacze moga wnika¢ do wnetrza komorek
w rézny sposéb - poprzez dyfuzje, niespecyficzng endocytoze lub mniej efektywng
pinocytoze. Duze agregaty wnikajg na drodze fagocytozy. In vivo sytuacja jest bardziej
skomplikowana. Po aplikacji fotouczulacz moze gromadzi¢ sie zaréwno w zdrowych,
jak i w nowotworowych komorkach (Sobolev, 2000). Mechanizmy zwigzane
z selektywnym gromadzeniem fotouczulaczy w komarkach nowotworowych nie zostaty
do konca wyjasnione. Przyjmowane hipotezy zaktadajg, ze za selektywna dystrybucje
fotouczulaczy odpowiadajg pewne wiasnosci komorek tworzacych guz nowotworowy,
m. in. zwiekszona liczba receptorow dla lipoprotein niskiej gestosci (LDL), obecnos¢
makrofagdw i nizsza warto$é pH. Rowniez specyficzna budowa guza nowotworowego
posiadajgcego obszerne przestrzenie $rodmiazszowe, nieszczelny uktad naczyniowy,
naruszony drenaz limfatyczny, duza ilos¢ nowo zsyntetyzowanego kolagenu (ktéry
wigze porfiryny), moze wptywaé na wybiércze gromadzenie fotouczulaczy
w przestrzeni guza (Dougherty, 1998), (Castano, 2005), (Osterloh, 2002).
Fotouczulacze krazac we krwi wchodzag w reakcje z biatkami osocza, gtdwnie
lipoproteinami i albuminami (Sobolev, 2000). Udowodniono, ze fotouczulacze
przytagczone do LDL lepiej lokalizujg sie w guzie, wnikajgc do jego wnetrza na drodze

specyficznej endocytozy. Zwiazane jest to ze zwiekszong liczbg receptorow dla LDL



(receptor apoB/E) na powierzchni komérek nowotworowych, co wynika z ich duzego
zapotrzebowania na cholesterol, wykorzystywany do budowy bton komorkowych
(Maiya, 2000), (Castano, 2005), (Hamblin, 2008).

Aby zwiekszy¢ selektywno$é wnikania fotouczulaczy do komérek guza, a tym
samym zwiekszy¢ skuteczno$¢ terapeutyczng i ograniczy¢ efekty uboczne,

wykorzystuje sie nastepujace strategie:

- zastosowanie przeciwciat monoklonalnych rozpoznajgcych nowotworowe
antygeny (Dongen, 2004), (Bullous, 2011),

- kowalentne pofaczenie fotouczulaczy z biatkami  wychwytywanymi
preferencyjnie przez komadrki nowotworowe (np. transferryng, lipoproteinami)
(Hamblin, 2008), (Bugaj, 2011),

- kowalentne przytgczenie fotouczulaczy z ligandem dla receptorow zmiataczy
(np. metylowane BSA) obecnych na powierzchni makrofagébw zwigzanych
z nowotworem (Hamblin, 2000), (Liu, 2005), (Demidova, 2004),

- kowalentne potgczenie fotouczulaczy z mniejszymi czgsteczkami, takimi jak
czynniki wzrostu (np. VEGF), hormony, witaminy (np. kwas foliowy) czy
cukry, ktére sg szczegdlnie wychwytywane przez komérki guza (Hamblin,
2008), (Sharman, 2004), (Solban, 2006),

- wykorzystanie polimeréw do produkcji nos$nikow (np. polimery PEG, PLA,
PLGA) (Bugaj, 2011), (Verma, 2007),

- wykorzystanie nanonos$nikéw (Paszko, 2011), (Li, 2009), (Chatteijee, 2008),
(Bechet, 2008), (Wang, 2004),

- transport za pos$rednictwem liposomoéw, miceli, emulsji liposomowych (Chen,
2005), (Derycke, 2004),

- potaczenie fotouczulaczy z aptamerami tj. krétkim oligonukleotydami DNA lub
RNA, Kktére zapewniajg niezwykle wysokg specyficzno$¢ wigzania do

okreslonych typdw czasteczek (Bugaj, 2011), (Shieh, 2010).



9. Mechanizmy $mierci komdrek podczas terapii fotodynamicznej
Smieré komorek nowotworowych podczas terapii fotodynamicznej jest

procesem ztozonym i obejmuje:

I.  bezposrednie niszczenie komorek nowotworowych,

Il.  niszczenie naczyn krwionosnych, odzywiajacych guza,

I1l. indukcje stanu zapalnego i odpowiedZ uktadu immunologicznego (Nowis,
2005).

To, ktéry mechanizm zostanie aktywowany zalezy od wielu czynnikdéw, m.in. stezenia
i wiasnosci fizykochemicznych fotouczulacza, miejsca jego wewngtrzkomadrkowej
lokalizacji, ilosci tlenu oraz zastosowanej dawki Swiatta, a takze rodzaju komoérek
(Castano, 2005), (Robertson, 2009). Generalnie potwierdza sie zasada, ze fotouczulacze
gromadzace sie w mitochondriach lub siateczce $rédplazmatycznej powodujg apoptoze,
natomiast te gromadzace sie w btonach plazmatycznych i lizosomach nekroze (Firczuk,
2011), (Buytaert, 2007), (Chiaviello, 2011). Aczkolwiek, w przypadku wiekszosci
fotouczulaczy mozliwe jest wywotanie nekrozy poprzez zwiekszenie dawki Swiatta lub

stezenia fotouczulacza (Buytaert, 2007).

I.  Bezposrednie niszczenie komorek nowotworowych moze odbywac sie na drodze
nekrozy, apoptozy Ilub autofagii (Chwitkowska, 2011), (Agostinis, 2011),
(Chiaviello, 2011). Nekroza to proces patologicznej i przypadkowej $mierci
komorki, charakteryzujacy sie pecznieniem cytoplazmy, rozpadem organelli i bton
wewngtrzkomorkowych prowadzacym do wydostania sie zawartosci komadrek do
przestrzeni zewngtrzkomdrkowej (tzw. lizg komérek) (Castano, 2005). In vivo,
rozpadowi komaérki towarzyszy silna reakcja zapalna. Nekroza moze by¢ wywotana
powaznym uszkodzeniem komorki przez chemiczne i fizyczne czynniki
zewnetrzne, np. niedotlenieniem (Dworakowska, 2005). Apoptoza jest naturalnym
procesem fizjologicznym, genetycznie uwarunkowanym, umozliwiajgcym
usuniecie zbednych i nieprawidtowych komoérek (Bednarek, 2005). Towarzysza jej
morfologiczne i biochemiczne zmiany prowadzace do proteolitycznej
i nukleolitycznej degradacji sktadnikéw komdrki. Cechg charakterystyczng tego
procesu jest agregacja chromatyny, obkurczanie i zageszczanie cytoplazmy oraz

powstawanie ciatek apoptotycznych (Chwitkowska, 2011). Istnieje wiele szlakéw



apoptozy, nazywanej tez programowang Smiercig komorki. Dwa najlepiej poznane
to szlak zewnetrzny (receptorowy), zwigzany z blong komorkowa oraz

wewnetrzny, przebiegajacy z udziatem mitochondriow (Stepien, 2007):

wewnetrzny szlak - rozpoczyna sie z chwilg uwolnienia z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium do cytoplazmy szeregu czynnikdw biatkowych,
m in. cytochromu c¢ oraz innych biatlek proapoptotycznych, np. biatka
Smac/Diablo oraz czynnika indukujgcego apoptoze, AIF. Proces ten moze by¢
wywotany wzrostem stezenia reaktywnych form tlenu, wzrostem iloSci wapnia
w cytoplazmie, zmiang wewnetrznego potencjatu btonowego powodujaca
otwarcie megakanatow mitochondrialnych. Cytochrom ¢ wraz z biatkami
cytoplazmatycznymi (np. biatkiem Apaf-1, prokaspazg-9) tworzy apoptosom.
Dalszym etapem jest aktywacja kolejnych kaspaz, enzym6w z grupy proteaz,
z ktérych najwazniejsza jest kaspaza-3, co prowadzi do ostatniego etapu

apoptozy, tj. kondensacji chromatyny i fragmentacji DNA.

zewnetrzny szlak - nazywany jest szlakiem receptoréw $mierci. Te btonowe
receptory po przytgczeniu odpowiednich biatek cytoplazmatycznych tworzg
kompleks sygnatowy DISC, nazywany tez degradosomem, aktywujgcy
kaspaze-8. POZniejsza aktywacja kolejnych kaspaz prowadzi do planowanego
procesu degradacji sktadnikéw komérki (Hamblin, 2008), (Gradzka, 2006),
(Almeida, 2004).

Do programowanych mechanizméw $mierci komoérki zalicza sie rowniez autofagie,
choc¢ proces ten jest raczej wykorzystywany przez komorki w celu przezycia ijego
rola w PDT weciaz jest wyjasniana. Autofagia wystepuje w przypadku narazeniu
komorki na stres, przy braku czynnikéw odzywczych lub przy niedotlenieniu
(Kopij, 2008). Dochodzi wéwczas do przemodelowania struktury i powstania
pecherzykéw zwanych autofagosomami, ktére zawierajg uszkodzone organella
(Gradzka, 2006). Zawarto$¢ pecherzykdw jest trawiona przez enzymy lizosomowe,
co pozwala na pozyskanie substratow zyciowych. Wydaje sie, ze w terapii
fotodynamicznej proces ten ma na celu przede wszystkim ochrone i naprawe
uszkodzonych organelli, a dopiero gdy to sie nie powiedzie, prowadzi on do
$Smierci komorki (Buytaert, 2007), (Firczuk, 2011), (Hamblin, 2008).



ZYWA KOMORKA

\Y
APOPTOZA AUTOFAGIA

» kurczenie si¢ komorki NEKROZA * brak zmian w rozmiarze
« tworzenie pecherzykéw (ang. komoédrek

blebbing). e wzrost liczby autofagosomoéw
« zachowanie integralnosci *  obrzgk komérek otoczonych podwéjng btona.

btony we wczesnych etapach *  utrata integralnosci biony + degradacja aparatu Golgiego,
« kondensacja chromatyny, * puchniecie organelli polirybosomoéw, siateczki

fragmentacja DNA + brak fragmentacji DNA $rédplazmatycznej
« fragmentacjajadra « czesSciowa kondensacja
* wigzanie fragmentéw komoérki chromatyny

przez skondensowang btoneg « brak fragmentacji DNA

« depolaryzacja cytoszkieletu

Rysunek s . ROznice i podobienstwa w morfologii komorek ulegtych $mierci na drodze
trzech podstawowych mechanizmoéw. Na schemat naniesiono zdjecia z mikroskopu
elektronowego przedstawiajgce komarki zdrowe (a) oraz komorki podczas autofagii (b),
apoptozy (c) i nekrozy (d). Skala naniesiona na zdjecia odpowiada 1 (im (Henriguez,
2008), (Edinger, 2004).



Destrukcja naczyn wystepujaca po PDT jest waznym czynnikiem biorgcym udziat
w niszczeniu tkanki nowotworowej. Podczas terapii  fotodynamicznej
zaobserwowano zapadanie sie naczyn, mogace prowadzi¢ do silnego
i utrzymujacego sie rowniez po terapii, niedotlenienia guza (Castano, 2005).
Wykazano, ze powstawanie skrzeplin w naczyniach krwionosnych oraz niszczenie
mikronaczyn, uniemozliwia zaopatrywanie komoérek nowotworowych w tlen
i substancje odzywcze, co prowadzi do ich obumierania (Graczykowa, 1999).
Efekty naczyniowe towarzyszace PDT silnie zalezg od rodzaju fotouczulacza. Dla
réznych zwigzkéw zaobserwowano, m.in.: zwezanie naczyn krwiono$nych, wzrost
ich przepuszczalnosci, zahamowanie przeptywu krwi w naczyniach, przyleganie
leukocytow do $cian naczynia oraz formowanie sie zakrzepéw, co prowadzi do
aktywacji ptytek krwi i uwolnienia tromboksanu (Castano, 2005), (Nowis, 2003).
Z drugiej strony zauwazono, ze wywotana zwezeniem naczyr hipoksja moze
powodowa¢ nadekspresje czynnika transkrypcyjnego (HIV)-1, ktéry reguluje
ekspresje gendéw, m.in. zwigzanych 2z procesem angiogenezy i ktorego
podwyzszony poziom, wigze sie ze stabg odpowiedzig komérek na stosowana
terapie fotodynamiczng (Robertson, 2009). Przeprowadzone badania wskazuja, ze
destrukcja naczyn wystepujaca po PDT, jest potrzebna do wytworzenia reakcji

zapalnej, obserwowanej po naswietleniu (Graczykowa, 1999).

Powstanie silnej reakcji zapalnej i odpowiedz ukiadu immunologicznego jest
waznym elementem niszczenia guza nowotworowego podczas terapii
fotodynamicznej. Pod wptywem PDT dochodzi do uwolnienia szeregu mediatorow
stanu zapalnego, takich jak: substancje wazoaktywne, elementy ukiadu
dopetniacza, cytokiny (IL-ip, IL-2, czynnik martwicy nowotworéw TNF-a),
czynniki wzrostu i inne immunoregulatory. Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze
catkowite zniszczenie guza wymaga udziatu uktadu odpornosciowego. Inwazja
neutrofili, komorek tucznych, makrofagéw/monocytéw w trakcie i po naswietleniu,
zostata udokumentowana w badaniach na mysich modelach guza (Canti, 2002).
Wywotana PDT reakcja immunologiczna moze mie¢ duze znaczenie w osigganiu
dtugoterminowej kontroli nad guzem (Kawczyk-Krupka, 2010), (Korbelik, 1999),
(Canti, 2002), poniewaz obejmuje mechanizmy zaréwno nieswoistej, jak i swoistej
odpowiedzi ukfadu immunologicznego. Role tgcznika petnig  komorki

dendrydyczne (Nowis, 2005). OdpowiedZ nieswoista stanowi pierwszg linie obrony



przed patogenami. W pierwszym etapie musi doj$¢ do rozpoznania przez leukocyty
charakterystycznych dla patogenéw wzorcow molekularnych zwigzanych ze
$Smiercig komorki (CDAM) oraz jej uszkodzeniem (DAMP), np. biatek szoku
cieplnego. Pobudzone leukocyty produkujg czynniki wazoaktywne, zwiekszajgce
przepuszczalno$¢ naczyn, pozwalajgce na wysiek prozapalnych mediatoréw
w miejscu uszkodzenia. Aktywacja alternatywnego szlaku dopetniacza prowadzi do
generowania silnych czynnikéw chemotaktycznych, indukcji kaskady sygnatow
i czynnikow transkrypcyjnych, powodujacych wydzielanie cytokin, metaloprotein
i czasteczek adhezyjnych (Firczuk, 2011). PoOZniejsza dziatalno$¢ zwigzana jest
z indukcja odpowiedzi swoistej, odbywa sie w weztach chtonnych i obejmuje
prezentacje antygenu przez komorki dendrydyczne antygenowo specyficznym
limfocytom T (CD4+ i CD8+). Aktywowane limfocyty T poprzez naczynia
limfatyczne, moga pdzniej przenikaé w miejsca guza, powodujac jego bezposrednie
zniszczenie lub pobudza¢ inne komérki ukiadu odpornosciowego (makrofagi
i komorki NK) do szybkiego i skutecznego niszczenia komoérek nowotworowych
(Nowis, 2005). Immunostymulujacy i prozapalny efekt terapii fotodynamicznej jest
niezwykle obiecujacy i intensywnie badany, szczegdlnie bioragc pod uwage, ze
zarbwno chemio- jak i radioterapia powoduja upo$ledzenie funkcji uktadu

immunologicznego (Kawczyk-Krupka, 2010).

10. Biatko p53 i jego rola w procesie apoptozy

Smier¢ komédrek moze byé indukowana przez rézne bodzce fizjologiczne
i patologiczne, zaréwno zewnatrzkomérkowe, jak i pochodzenia
wewnatrzkomérkowego, w tym uszkodzenie DNA (Kazmierczuk, 2010). Rowniez
nieprawidtowosci w przebiegu cyklu komdérkowego mogg prowadzi¢ do jego
zatrzymania i uruchomienia mechanizmu apoptozy. Ze szlakiem tym powigzane jest
biatko p53 okre$lone mianem ,straznika genomu” (Chen, 2009). Biatko p53 jest
czynnikiem transkrypcyjnym odgrywajagcym role w odpowiedzi komoérek na bodzZce
wywotujace uszkodzenie DNA. W prawidtowych komdrkach wystepuje w postaci
nieaktywnej i dopiero pod wptywem uszkadzajgcych DNA czynnikéw dochodzi do jego
aktywacji. Biatko p53 jest zaangazowane w regulacje wielu proceséw wewngtrz-
i zewnatrzkomorkowych, ktérych celem jest utrzymanie stabilnosci genetycznej
komaérki. Do najwazniejszych mozemy zaliczy¢ starzenie komorki, przechodzenie przez

kolejne punkty kontrolne cyklu komérkowego, naprawa DNA oraz indukcja apoptozy



(Vousden, 2002), (Sznarkowska, 2010), (Zawacka-Pankau, 2008). W wigkszosci
nowotworow ludzkich biatko p53 wystepuje w postaci nieaktywnej. Poniewaz ma
wiasnosci supresora nowotworowego, jego obecno$¢ w komoarkach nowotworowych
jest niepozadana. Dlatego komérki nowotworowe wyksztatcity rézne mechanizmy
prowadzace do dezaktywacji biatka p53, kt6ra jest warunkiem koniecznym do progresji
nowotworowej. Mechanizmy te obejmujg zarbwno mutacje w obrebie genu kodujgcego
biatko p53, jak réwniez mutacje dotyczace czynnikéw regulujagcych aktywnosé biatka

p53 (Vousden, 2002), (Zawacka-Pankau, 2008).

11. Rola Swiatta w terapii fotodynamicznej

Swiatto, czyli promieniowanie elektromagnetyczne o dtugosciach fal z zakresu
widzialnego (VI1S), nadfioletu (UV) i bliskiej podczerwieni (NIR), peini kluczowg role
w terapii fotodynamicznej. Aby zainicjowa¢ procesy fotofizyczne i fotochemiczne
towarzyszagce PDT, musi dojs¢ do wzbudzenia czasteczek fotouczulacza.
Promieniowanie wzbudzajgce przechodzgc przez tkanke, ktdra jest oSrodkiem silnie
anizotropowym strukturalnie i biochemicznie, ulega czeSciowej absorpcji, rozproszeniu,

odbiciu oraz zatamaniu (Podbielska, 2004).
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Rysunek 9. Propagacja Swiatta w tkankach (Agostinis, 2011)

Najwazniejszymi chromoforami w tkance sg woda, oksyhemoglobina
i deoksyhemoglobina, melanina oraz cytochromy. Widma absorpcyjne tych czgsteczek

definiujg tzw. okno terapeutyczne tkanki (Plaetzer, 2009), tj. obszar miedzy



600 nm a 1200 Nm, w ktérym wiazka promieniowania nie jest ostabiana przez barwniki
endogenne oraz wode. W praktyce, najczesciej stosuje sie Swiatto o dtugosci fali do ok.
800 nm (Agostinis, 2011) posiadajagce odpowiednig energie do pobudzania
fotouczulacza i zainicjowania reakcji fotochemicznych towarzyszacych PDT (Zhu,
2008). Gtebokos¢ wnikania $Swiatta zalezy od typu tkanki oraz dtugosci fali
promieniowania. Promieniowanie o dtugosSci 630 nm wnika do tkanki mézgowej na
gtebokos¢ 800 |xm, natomiast w pecherzu moczowym na gteboko$¢ 4 mm. Wykazano
réwniez, ze promieniowanie z zakresu od 600 nm do 700 nm wnika do tkanek 50% do
200% efektywniej niz promieniowanie z zakresu od 400 nm do 500 nm (Brancaleon,

2002).
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Rysunek 10. Widma absorpcji najwazniejszych barwnikéw endogennych oraz wody
warunkujgce potozenie tzw. okna terapeutycznego tkanek (600 nm - 1200 NM)

Odpowiedni dobor fotouczulacza, zrédta Swiatla oraz parametrow naswietlania
jest istotny dla zapewnienia powodzenia terapii fotodynamicznej. Nie istnieje
uniwersalne Zzrodto Swiatta idealne do wszystkich rodzajéw zastosowan (Agostinis,
2011). Jego wybor zalezy przede wszystkim od wiasnosci absorpcyjnych fotouczulacza
i rodzaju naswietlanej zmiany (jej lokalizacji, wielkosci, dostepnosci). Pod uwage brane
sg takze praktyczne aspekty zwigzane z kosztami, funkcjonalnoscia i wygoda

uzytkowania. W PDT stosuje sie trzy typy zrodet swiatla:

- lasery,

- diody elektroluminescencyjne (LED),



- lampy z filtrami optycznymi (Wilson, 2008).

Zrodtem  S$wiatta  wykorzystywanym najcze$ciej sa lasery, ktore dzieki
specyficznym  wilasnosciom  generowanego promieniowania, m.in.  wysokiej
monochromatycznosci, spdjnosci, duzej gestosci spektralnej mocy, pozwalajg na
precyzyjne formowanie wigzki i dostarczanie jej do miejsca docelowego za
posrednictwem Swiattowodow (Podbielska, 2004). W terapii fotodynamicznej
wykorzystuje sie przede wszystkim lasery barwnikowe wzbudzane laserem argonowym
lub laserami na parach metali, lasery na ciele statym (np. Nd:YAG), lasery
poétprzewodnikowe (diodowe), cieszace sie obecnie najwiekszym zainteresowaniem
(Brancaleon, 2002). Tansza alternatywg dla laserbw moga by¢é diody
elektroluminescencyjne (LED), generujace Swiatto o odpowiedniej energii i wybranej
dtugosci fali. Sa one wygodne w uzytkowaniu, poniewaz daja mozliwos$¢ tgczenia
w uktady o réznych wielkosciach i geometriach (Pervaiz, 2006). Pierwszymi zrodtami
Swiatta stosowanymi w PDT byty niekoherentne Zrddia Swiatta tj. lampy halogenowe,
tukowe lampy ksenonowe oraz lampy fluorescencyjne. Takie zrodta Swiatta mogg byc¢
uzywane w potaczeniu z filtrami optycznymi réznego typu (Brancaleon, 2002).

Réwniez rozwdj technologii Swiattowodowej odegrat istotng role w PDT,
pozwalajac na skuteczne dostarczenie Swiatta do miejsca docelowego ijego jednorodng
dystrybucje. Do powierzchownego naswietlania Swiattowdd wyposaza sie w soczewke
pozwalajgca na rozprzestrzenienie Swiatta na docelowym obszarze (Triesscheijn. 2006),
(Stewart, 1998). Swiattow6d moze byé tez zakofczony balonem mocujaco-centrujgcym
zapewniajacym roéwnomierne o$wietlenie. Naswietlenie moze odbywac¢ sie
$§rodmigzszowo, przy pomocy dyfuzorow stozkowych lub z odlegtosci, wykorzystujac
na przyktad dyfuzory cylindryczne. Obecnie, aby poprawi¢ skutecznosé terapii
fotodynamicznej prowadzi sie intensywne prace zwigzane ze standaryzacja
i optymalizacjg procedury terapeutycznej, skupiajac sie szczegdllnie na opracowaniu
wskazan dozymetrycznych dotyczacych, m.in. dawek promieniowania dla

poszczegblnych jednostek chorobowych (Zieleznik, 1999).

12. Znaczenie tlenu w terapii fotodynamicznej
Jednym z warunkow skutecznej terapii fotodynamicznej jest obecnos$¢ tlenu
czasteczkowego w tkance podczas naswietlania (Huang, 2008). Zwigzane jest to

z faktem, ze tlen molekularny jest substratem reakcji fotochemicznych towarzyszacych



PDT, prowadzacych do powstania tlenu singletowego oraz innych reaktywnych form
tlenu. Wykazano, ze przy braku tlenu, niedotlenione komoérki guza litego sg zwykle
oporne na terapeutyczne dziatanie PDT (Huang, 2008), (Chen, 2002). Podobny problem
opornosci na leczenie ws$rod komorek z obnizonym parcjalnym cisnieniem tlenu,
obserwuje sie w radioterapii (Hamblin, 2008), (Stewart, 1998), (Gasinska, 2010).
Zawartos$¢ tlenu w wigkszosci tkanek wynosi 5% (Hamblin, 2008). Badania in vitro
z wykorzystaniem Photofrinu pokazaty, ze 5% stezenie tlenu jest wystarczajgce do
zaobserwowania petnego efektu fotodynamicznego, natomiast efekt potdwkowy
osiggany jest przy stezeniu z zakresu od 0,5% do 1% (Stewart, 1998), (Henderson,
1987). Wieloletnie badania kliniczne potwierdzity, ze ponad potowa zaawansowanych
litych guzéw nowotworowych, posiada obszary hipoksji (cisnienie parcjalne tlenu pCh
< 2,5 mmHg) i/lub anoksji (braku tlenu) niejednorodnie roztozone w masie guza
(Vaupel, 2007). Hipoksja w PDT moze wiec wynika¢ z fizjologicznych wiasnosci
komérek nowotworowych Ilub moze by¢é wynikiem lokalnego wyczerpania tlenu
podczas reakcji fotochemicznych zwigzanych z PDT. Dotyczy to szczeg6lnie
przypadkow stosowania wysokich stezen fotouczulacza i duzych gestosci mocy
promieniowania. Potwierdzono, ze wykorzystywanie gestosci mocy promieniowania
rzedu 50 mW/cm2 do 200 mW/cm2 bardzo szybko prowadzi do wyczerpania tlenu, co
skutkuje obnizeniem efektywnosci terapii fotodynamicznej (Stewart, 1998). Obecnie
stosuje sie kilka technik zapobiegajgcych szybkiemu wyczerpaniu tlenu w trakcie PDT.
Zaliczamy do nich frakcjonowane naswietlanie oraz stosowanie umiarkowanych
gestosci mocy (rzedu 30 mW/cm2) pozwalajgcych na zniszczenie guza, jeszcze zanim
pojawi sie efekt naczyniowy i wyczerpig sie zapasy tlenu (Hamblin, 2008). Mimo
pewnych zalet, techniki te posiadajg réwniez stabe strony, m.in. znaczagco wydtuzaja
czas potrzebny na dostarczenie w miejsce docelowe wymaganej dawki $wiatta (Huang,
2008), (Chen, 2002).

13. Kliniczne zastosowania terapii fotodynamicznej

Od 1978 roku, kiedy to Thomas Dougherty przedstawit pierwsze wyniki badan,
liczba doniesieri na temat efektéw zastosowania PDT w leczeniu réznych jednostek
chorobowych stale sie powieksza. Zastosowanie terapii fotodynamicznej przy uzyciu
Photofrinu, kwasu aminolewulinowego (ALA) i jego pochodnych zostato doktadnie
zbadane pod katem leczenia zmian przednowotworowych i nowotworowych skory.

PDT jest obecnie zatwierdzone w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Unii Europejskiej



(UE) do leczenia rogowacenia stonecznego (AK) i zatwierdzone w UE i Kanadzie do
leczenia raka podstawnokomorkowego skéry (BCC). PDT wykazuje skutecznosc
w leczeniu raka kolczystokomérkowego skory (SCC) in situ (choroby Bowena) i jest
réwniez uzywany z pewnym powodzeniem w leczeniu pozasutkowej choroby Pageta.
Jednak wyniki PDT dla SCC byly niezadawalajace, z wskaznikiem nawrotéw wiekszym
niz 50% (Agostinis, 201 1).

Termin nowotwory gtowy i szyi odnosi sie do r6znych nowotworéw ztosliwych,
ktore rozwijaja sie w jamie ustnej, gardle, jamie nosowej i krtani. W 2001 roku
w Europie zatwierdzono zastosowanie fotouczulacza Foscan do paliatywnego leczenia
pacjentdw z zaawansowanymi nowotworami gltowy i szyi, ktérzy wyczerpali inne
mozliwosci leczenia (Huang, 2005). Ogdlnie na catym Swiecie przebadano ponad 500
pacjentébw z wczesnymi nowotworami jamy ustnej, gardia, krtani osiggajac podobne
efekty terapeutyczne. Stosujagc Photofrin 450 pacjentdow zostato catkowicie
wyleczonych (—89%), nieco ponad 50 czesciowo (—10%) oraz w dwdch przypadkach
nie uzyskano zadnej odpowiedzi (Agostinis, 2011), (Hamblin, 2008). Podobne efekty
uzyskano wykorzystujac fotouczulacz Foscan. W przypadkéw nowotworéw we
wczesnym stadium -85% pacjentéw zostato catkowicie wyleczonych, -17% czeSciowo
i nie odnotowano przypadku braku odpowiedzi na zastosowane leczenie (Hopper,
2004). Wsrod 128 pacjentéw z zaawansowanymi nowotworami gltowy i szyi, ktorzy nie
zakwalifikowali sie do konwencjonalnego leczenia, terapia fotodynamiczna
z zastosowaniem fotouczulacza Foscan spowodowata 100% zmniejszenie masy guza
w 43% przypadkach, a wsrdd reszty pacjentdw odnotowano zmniejszenie masy guza
przynajmniej o potowe. Dodatkowo dla 53% pacjentdbw zaobserwowano znaczacy
wzrost jakosci zycia (D'Cruz, 2004). Prowadzone badania kliniczne wyraznie sugeruja,
ze PDT moze by¢ skutecznym podstawowym i alternatywnym sposobem leczenia
pacjentbw z niezaawansowanymi nowotworami gtowy i szyi (Bredell, 2010).
Dodatkowo odgrywa istotng role w leczeniu paliatywnym oraz jako uzupetniajgca
terapia Srodoperacyjna w przypadku guzow zaawansowanych klinicznie (Sieron, 2008).

W gastroenterologii endoskopowo dostepne zmiany przednowotworowe
i ztoSliwe zmiany nowotworowe zlokalizowane w przetyku, zotadku, drogach
z6tciowych lub jelicie grubym, charakteryzujgce sie wysokim ryzykiem operacyjnym,
staty sie odpowiednim celem PDT. Terapia fotodynamiczna wykorzystujgca Photofrin
zostata zatwierdzona do leczenia wczesnych stadiow raka przetyku oraz przetyku

Barretta w kilku krajach (Huang, 2005). Przelyk Barretta oraz wczesne stadia raka



przetyku to jedne z najlepiej zbadanych zastosowan PDT (Agostinis, 2011). NajczesSciej
stosowanymi fotouczulaczami sg Photofrin i ALA (Yanoa, 2011). Overholt i in.
wykonali 5-letnie randomizowane badania wsrdod chorych z HGD (dysplazjg przetyku
duzego stopnia), bedagcag gtdbwnym czynnikiem ryzyka rozwoju raka przetyku (u okoto
0,5% pacjentéw z HGD zaobserwowano rozwo6j raka w ciggu roku), ktore wykazaty, ze
terapia fotodynamiczna wykorzystujgca Photofrin oraz omeprazol (inhibitor pompy
protonowej do zahamowania wydzielania soku zotgdkowego), jest statystycznie
skuteczna w produkcji dtugoterminowej ablacji HGD i zmniejsza ryzyko rozwoju raka
(Yano, 2011), (Overholt, 2007). Rozwdj w dziedzinie aplikatoréw Swiatta pozwolit na
proby kliniczne zastosowania terapii fotodynamicznej w leczeniu zmian w narzgdach
migzszowych, takich jak watroba i trzustka (Huang, 2005).

WSsréd choréb pulmonologicznych PDT wydaje sie by¢ skuteczne w leczeniu
niewielkich, powierzchownych i wczesnych zmian niedrobnokomérkowego raka ptuca
oraz w terapii paliatywnej obturacyjnych nowotworéw drzewa tchawiczo-
oskrzelowego. Bronchoskopowe PDT z zastosowaniem chloryny e6 obecnie osiggneto
status standardowego protokotu w leczeniu wczesnego stadium raka ptuc w Japonii
(Huang, 2005).

Kilka grup badawczych opublikowato wyniki badan klinicznych dotyczgcych
leczenia nowotworu prostaty przy pomocy PDT z wykorzystaniem fotouczulaczy
drugiej generacji (m. in. temoporfiny, teksafiryny lutetu). Bardzo obiecujgce sg wyniki,
wcigz trwajacych testow klinicznych, oceniajacych mozliwo$¢ zastosowania nowego
fotouczulacza - bakteriofeoforbidu palladu o komercyjnej nazwie Tookad (Agostinis,
2011), (Huang, 2005). Rowniez powierzchniowy rak pecherza moczowego jest
atrakcyjnym celem terapii fotodynamicznej. Wczesny odsetek odpowiedzi (2 -3
miesigce) na PDT obserwowano u okoto 50% do 80% pacjentéw, a w dtuzszym okresie
(1 rok - 2 lata) trwata odpowiedz stwierdzono u 20% do 60% pacjentdw (Agostinis,
2011). Podobne wskazniki obserwuje sie przy zastosowaniu zatwierdzonych metod
leczenia (elektroresekcji przezcewkowej oraz immunoterapii BCG) (Stewart, 1998).
PDT zatwierdzono do leczenia powierzchniowego raka pecherza w Kanadzie i kilku
krajach Unii Europejskiej (Agostinis, 2011).

PDT przechodzi obecnie intensywne badania kliniczne pod katem zastosowania
jako leczenie uzupetniajace nowotworéw mozgu. Terapia fotodynamiczna moze by¢
szczegoOlnie przydatna ze wzgledu na specyficzny wychwyt fotouczulaczy przez tkanke

mézgowa (Agostinis, 2011), (Stewart, 1998). W ostatnich latach trzy grupy



przeprowadzity randomizowane badana oceniajace skutecznos$¢ fotodiagnostyki i terapii
fotodynamicznej we  wspomagajacym leczeniu  pacjentbw  z  glejakiem
wielopostaciowym (Stummer, 2006), (Muller, 2006), (Eljamel, 2008). Poczatkowe
wyniki badan sg zachecajace i sugerujg, ze PDT moze by¢ stosowane jako leczenie
uzupetniajagce u pacjentow ze ztoSliwymi guzami moézgu. Fotodiagnostyka skutecznie
wspomaga resekcje guza i wraz z PDT moze przyczyni¢ sie do wydiuzenia czasu
przezycia pacjentow i poprawy jakosci zycia w tym okresie. W trakcie testéw
stosowano rozne preparaty m.in. pochodng hematoporfiryny, temoporfme oraz ALA
(Agostinis, 2011).

Terapia fotodynamiczna znalazta takze zastosowanie w leczeniu pewnych
schorzen nieonkologicznych, takich jak miazdzyca i reumatoidalne zapalenie stawow.
Jednym z zatwierdzonych zastosowan jest wspominane juz wczes$niej leczenie
zwigzanego z wiekiem zwyrodnienia plamki zo6tej (AMD) (Stewart, 1998).
Prowadzone sa badania zwigzane z zastosowaniem PDT w miejscowym leczeniu
zakazen bakteryjnych. Udowodniono skuteczno$¢ PDT przeciwko szczepom bakterii
wykazujagcym oporno$¢ wielolekowag (Hamblin, 2004). PDT z biekitem metylowym
zostata niedawno zatwierdzona w Kanadzie w leczeniu paradontozy. Inne trwajgce testy
kliniczne obejmujg zastosowanie PDT do sterylizacji przewlektych zainfekowanych ran
np. owrzodzen cukrzycowych. Testuje sie takze mozliwo$¢ zastosowania PDT do
leczenia przeciwgrzybicznego (Wilson, 2008).

Omawiajac Kkliniczne zastosowania terapii fotodynamicznej nalezy wspomnieé
0 mozliwosci poprzedzenia jej diagnostyka fotodynamiczng (PDD), co jest powszechnie
przyjeta procedurg. W PDD wykorzystywany jest efekt wzbudzania endogennych
zwigzkdw porfirynowych (diagnostyka autofluorescencyjna LIF) oraz egzogennych
fotouczulaczy (gtownie ALA), co pozwala na ukazanie obszaru zmienionego
nowotworowo na tle zdrowej tkanki oraz okreslenie granicy zmiany bez naruszenia
ciggtosci skory. Zastosowanie kamer o wysokiej czuto$ci umozliwia obrazowanie
w czasie rzeczywistym zjawisk fluorescencyjnych oraz wykonywanie pomiarow
natezenia fluorescencji z jednoczesng analizg spektralng (Mazur, 2010).

W ponizszej tabeli omédwiono fotouczulacze zatwierdzone do uzytku
klinicznego oraz znajdujace sie na etapie testow klinicznych wraz z ich zastosowaniami

klinicznymi.



Tabela 5. Wybrane wiasnosci fotouczulaczy zatwierdzonych do leczenia schorzen

onkologicznych oraz bedacych w trakcie badan klinicznych (0’Connor, 2009)
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Ill. CEL | ZAKRES PRACY

Jednym z kierunkéw rozwoju terapii fotodynamicznej sg badania zmierzajace do
tworzenia nowych, skutecznie i selektywnie dziatajagcych zwiazkéw fotouczulajacych,
ktérych stosowanie jest jednoczesnie bezpieczne dla pacjenta. Duzo uwagi poswieca sie
problemowi wybidrczego wychwytu fotouczulacza przez komorki nowotworowe
i opracowywaniu strategii pozwalajacych na efektywny transport zwigzkéw do komoérek
guza, przy réwnoczesnej zmniejszonej retencji w zdrowych tkankach. Jedng z takich
metod moze byé przytaczenie do fotouczulacza podstawnikéw, ktére w sposéb
szczegolny i selektywny bedag wychwytywane przez komérki guza np. fragmentéw
cukrow (Wojtyk, 2006), (Hamblin, 2008). Pozytywne doniesienia na temat
zastosowania fotouczulaczy z fragmentami cukrow (Laville, 2003), (Obata, 2007),
(Ballut, 2012), (Laville, 2006), (Chen, 2004), (Li, 2004) byty motywacjg do stworzenia
serii zupetnie nowych zwigzkéw fotouczulajgcych z grupy chloryn. Celem naukowym
pracy jest charakterystyka ich wtasnosci fizykochemicznych i biologicznych pod katem
potencjalnego  zastosowania jako fotouczulacze w diagnostyce i terapii
fotodynamicznej. Realizacja zatozonego celu mozliwa jest dzieki wykonaniu szeregu

badan fizycznych i biologicznych obejmujacych:

1 Charakterystyke i porownanie wiasnosci absorpcyjnych i emisyjnych badanych
pochodnych chloryny przy pomocy spektroskopii elektronowej UV-VIS.

2. Badanie absorpcji przejsciowej oraz charakterystyka czasteczek fotouczulacza
w stanie trypletowym.

3. Ocene zdolnosci molekut do generowania tlenu singletowego.

4. Badanie fotostabilnosci zwigzkéw w warunkach prowadzonych eksperymentow
biologicznych.

5. Badanie kinetyki wnikania fotouczulaczy do komdrek na podstawie pomiaréw
spektrofotometrycznych w celu wyznaczenia optymalnego czasu inkubacji
komorek
z roztworem fotouczulacza.

6. Ocene toksycznosci zwigzkdw w ciemnos$ci oraz ich fototoksycznosci in viiro
w stosunku do wybranych linii komoérkowych.

7. Ocene zmian w morfologii komorek poddanych terapii.

8. Mikroskopowg oceng  wewnatrzkomodrkowej lokalizacji wybranych

fotouczulaczy.



IV. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Badane zwigzki

Przedmiotem badan byly pochodne chloryny zaprojektowane i zsyntetyzowane
w Zaktadzie Chemii Organicznej Uniwersytetu w Bremen (Niemcy) przez zespot prof.
Franza-Petera Montfortsa. Celem syntezy bylo stworzenie chloryn posiadajgcych
pozagdane z punktu widzenia terapii fotodynamicznej wilasciwosci biologiczne
i fizykochemiczne, omowione szeroko w teoretycznej cze$ci pracy. Zastosowanie
odpowiednich lipofilowych i hydrofilowych ugrupowan strukturalnych ma zapewniaé
amfifilowe wiasciwosci chloryn oraz ich wybiércze oddziatywanie na komorki
nowotworowe za posrednictwem przytgczonych reszt cukrowych.

Cukry petnig wazne funkcje biologiczne nie tylko jako zrédto energii, ale rdwniez
w procesach rozpoznawania molekularnego (np. infekcjach bakteryjnych i wirusowych,
tworzeniu przerzutéw nowotworowych, reakcjach zapalnych). Wchodzac w skiad
réznych glikoprotein, glikolipidow i innych glikokoniugatéw, odgrywajg kluczowg role
w wielu szlakach sygnatowych, procesach komunikacji miedzykomérkowej oraz
w transporcie celowanym (Sears, 1999). Glikolizacja czyli przytgczenie cukrow, nie
tylko modyfikuje witasciwosci amfifilowe zwigzkéw ale réwniez pozwala na ich
specyficzne oddziatywanie z powierzchnig komérek guza (Laville, 2006), (Vo-Dinh,
2003). (Obata, 2007), (Ballut, 2012). Zwigzane jest to z nadekspresjg wigzacych cukier
receptorow lektynowych przez niektore typy nowotworéw ztosliwych (Laville, 2006),
(Hama, 2006), (Wojtyk, 2006). Ich obecnos¢ umozliwia wybiorcze oddziatywanie
pomiedzy czgsteczkg fotouczulacza a komdrkg nowotworowg, podobne do
oddziatywania antygen-przeciwciato (Nyokong, 2012). Ponadto, cechg
charakterystyczng komoérek nowotworowych jest zwiekszony wychwyt glukozy oraz
wzmozona glikoliza (Chen, 2004), (Krzeslak, 2010). Wszystko to sprawia, ze
przytaczenie fragmentdw cukrow do czasteczki fotouczulacza rozwazane jest jako jedna
ze strategii pozwalajgcych na selektywny transport zwigzkéw do komoérek guza
(Laville, 2006), (Wojtyk, 2006), (Hamblin, 2008).

Badane zwigzki mozna podzieli¢ na dwie grupy. W pierwszej z nich
podstawowym fotouczulaczem jest amfifilowa pochodna dikarboksylowa opisywana
symbolem chl-2. Charakterystycznym elementem budowy chemicznej zwigzkoéw w tej
grupie jest lipofilowy tanicuch n-heptylowy przytagczony w pozycji 3 pierScienia. Dwa

pozostate zwigzki to cukrowe pochodne chl-2 o symbolach chl-a i chl-s, ktére wsrod



badanych zwigzkow charakteryzujg sie najlepszg rozpuszczalno$cig w wodzie. Drugg
grupe fotouczulaczy stanowig pochodne chloryny es. Zalicza sie do nich
monometylowy ester chloryny es, opisywany symbolem chl-e, oraz jego cukrowe

pochodne o symbolach chl-c i chl-d. Struktury chemiczne badanych fotouczulaczy

przedstawiono na rysunkach 11 -Hs .

ho2c coz2h

Rysunek 11. Struktura chemiczna chl-2 (Cs1HssNsOs M = 695,89 g/mol)

ch2oh



Rysunek 13. Struktura chemiczna chl-6 (C53H79N7013 M = 1022,23 g/mol)

Rysunek 14. Struktura chemiczna ch\-e (C35H38N406 M = 610,70 g/mol)



Rysunek 15. Struktura chemiczna chl-c (C45HnoN60i2 M = 876,99 g/mol)

Rysunek 16. Struktura chemiczna chl-c/(C47TH64N60 14 M = 937,04 g/mol)



2. Badania fizyczne

2.1 Spektroskopia elektronowa UV-VIS

Spektroskopia elektronowa w zakresie nadfioletu (UV) oraz swiatta widzialnego
(VIS) jest podstawowym narzedziem pozwalajgcym na charakterystyke nowych
fotouczulaczy w stanie podstawowym i w stanie wzbudzonym. Zarejestrowane widma
absorpcji oraz emisji dostarczajg cennych informacji na temat budowy samych
czasteczek, ich geometrii oraz symetrii (Paszyc, 1992), (Simons, 1976). Analiza
uzyskanych widm pozwala na poznanie mechanizméw proceséw fotofizycznych
zachodzacych w tych czasteczkach oraz poznanie procesdéw fotochemicznych majacych

swoj poczatek w ich stanach wzbudzonych (Najbar, 2009).

2.1.1 Widma absorpcyjne

Absorpcja promieniowania zwigzana jest z przechodzeniem elektronéw na
wyzsze poziomy energetyczne (Paszyc, 1992). Miarg procesu absorpcji jest
absorbancja. Mozna jg wyznaczy¢ w oparciu o prawo Lamberta-Beera. Dla roztworéw
badanej substancji osSwietlanych rownolegta wigzka promieniowania
monochromatycznego prawo to ma nastepujacg posta¢ (Paszyc, 1992), (Zielinski,
1995):

gdzie:
I0 - natezenie promieniowania padajacego,
I - natezenie promieniowania przepuszczonego,
A - absorbancja,
e - molowy wspétczynnik absorpcji,
c - stezenie substancji absorbujgcej,

1 - droga optyczna.

Dotyczy pomiaréw absorpcji w zakresie diugosci fal, w ktérym wykorzystany
rozpuszczalnik nie absorbuje (Najbar, 2009). Wystepujacy we wzorze molowy
wspaétczynnik absorpcji jest wielkos$cig charakterystyczng dla danego zwigzku, zalezng
od dtugosci fali oraz rodzaju stosowanego rozpuszczalnika (Zielinski, 1995).

Do pomiaréw widm absorpcyjnych wykorzystano spektrofotometr U-2900 firmy

Hitachi. Szerokopasmowa wigzka promieniowania generowana byta przez lampe



deuterowg oraz wolframowg a nastepnie przy pomocy zwierciadet kierowana na
monochromator. Promieniowanie monochromatyczne rozdzielano przy pomocy
pétzwierciadta na promien prébki i promien odniesienia. Po przejsciu przez kuwete
z badang probka i kuwete probki odniesienia oba promienie ulegaty skupieniu za
pomocg soczewek i kierowane byty do detektora gdzie przeksztatcano je na sygnaty
elektryczne. W trakcie pomiaréw przygotowano serie¢ roztworéw fotouczulaczy
o stezeniach: MO"™*, 0,75-ICT4, 0,5-10-4. 0,25-10~\ MO'5, 0,75-105 oraz 0,5-10'5 M.
Widma absorpcji rejestrowano w temperaturze pokojowej w kuwetach kwarcowych w
zakresie spektralnym od 300 nm do 800 nm z krokiem 1 nm. Jako rozpuszczalnik

zastosowano dimetylosulfotlenek (DMSOQO) lub bufor fosforanowy (PBS, pH = 7,4).

2.1.2 Widma fluorescencji

Analiza widm fluorescencji obejmowata zar6wno analize przebiegu uzyskanych
widm, jak réwniez analize iloSciowg zwigzang z wyznaczeniem kwantowej wydajnosci
fluorescencji. Czasteczka emituje promieniowanie w procesie fluorescencji podczas
promienistego przejscia z najnizszego poziomu oscylacyjno-rotacyjnego stanu
elektronowego Si na dowolny poziom oscylacyjno-rotacyjny stanu podstawowego S0
(Twardowski, 1989) (Paszyc, 1992). PrzejScie do nizszego stanu elektronowego ma
charakter pionowy (zgodnie z regutg Franka Condona), zatem widmo fluorescencji ma
strukture oscylacyjng, ktéra charakteryzuje stan podstawowy (Atkins, 2007) Pasma
fluorescencji wystepujg przy nizszych czestoSciach od czestoSci promieniowania
wzbudzajgcego, poniewaz przejScie emisyjne zachodzi po przekazaniu czesSci energii
oscylacyjnej do otoczenia (Atkins, 2007). Widmo fluorescencji uzyskuje sie mierzgc
rozktad natezenia fluorescencji przy ustalonej dtugosci fali promieniowania
wzbudzajgcego. Natomiast, jezeli ustalimy dtugos¢ fali przy ktérej obserwowaé
bedziemy fluorescencje a pomiar wykonamy zmieniajagc dtugos¢ fali promieniowania
wzbudzajgcego to otrzymamy proporcjonalne do widma absorpcji widmo wzbudzenia
(Twardowski, 1989).

Do pomiarow widm emisji i wzbudzenia wykorzystano spektrofluorymetr
F-7000 firmy Hitachi. W trakcie pomiaréw przygotowano serie roztworow
fotouczulaczy o stezeniach od 0,5-105 M. Widma fluorescencji rejestrowano
w temperaturze pokojowej w kuwetach kwarcowych w zakresie spektralnym od 500 nm

do 800 nm z krokiem 1 nm. Natomiast widma ekscytacji mierzono w zakresie od 300



nm do 800 nm z krokiem 1 nm. Jako rozpuszczalnik zastosowano dimetylosulfotlenek

(DMSO) lub bufor fosforanowy (PBS, pH = 7,4).

2.1.3 Kwantowa wydajnos¢ fluorescencji

Kolejnym etapem badan, zwigzanym z rejestracjg widm fluorescencji, byto
wyznaczenie kwantowej wydajnosci fluorescencji okreslajgcej prawdopodobienstwo,
tego ze zaabsorbowany kwant energii zostanie wyemitowany w postaci fotonu
w procesie fluorescencji (Najbar, 2009). Z punktu widzenia terapii fotodynamicznej
kwantowa wydajnos¢ fluorescencji fotouczulacza nie moze by¢ zbyt wysoka aby nie
ogranicza¢ ilosci energii przekazywanej na tlen, prowadzacej do powstania tlenu
singletowego.

Do wyznaczenia kwantowej wydajnosci fluorescencji wykorzystano metode
poréwnawczg (Williams, 1983). Jako wzorzec zastosowano tetrafenyloporfiryne (TPP,
Sigma), ktérej kwantowa wydajnos$é fluorescencji w toluenie wynosi 0,11 (Monteiro,
2005). Serie roztworéw badanych fotouczulaczy oraz wzorca przygotowano tak, aby
warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali promieniowania wzbudzajgcego miescita sie
w zakresie od 0,1 do 0,02. Jako rozpuszczalnik wykorzystano etanol, natomiast zwigzek
referencyjny rozpuszczono w toluenie. Pomiary wykonano w temperaturze pokojowej,
w warunkach rownowagi z otoczeniem. Widma fluorescencji rejestrowano przy
pomocy spektrofluorymetru F-7000 firmy Hitachi, wzbudzajagc wszystkie roztwory
promieniowaniem o dtugosci fali 400 nm. Z zarejestrowanych widm wyznaczano
intensywnos$¢ integralng, zdefiniowang jako wielko$¢ powierzchni ograniczonej
konturem zmierzonego widma i ttem. Nastepnie wykre$lano zalezno$¢ intensywnosci
integralnej w  funkcji absorbancji. Do uzyskanych punktéw pomiarowych
dopasowywano funkcje liniowe i korzystajagc z parametrow dopasowania wyznaczono

warto$¢ kwantowej wydajnosci fluorescencji wedtug ponizszego wzoru:

;eqf a n2 5
r “&ref ftref
gdzie:
¢/ - kwantowa wydajnos$¢ fluorescencji badanego zwigzku (lub wzorca ¢ "),
a - wspotczynnik kierunkowy prostej (y = ax + b) odczytany dla badanego

fotouczulacza (lub wzorca are/),
n - wspotczynnik zatamania S$wiatta rozpuszczalnika w ktéorym przygotowano



roztwér badanej substancji (dla etanolu n = 1,36 (Grabolle, 2009)) lub roztwér
wzorca (dla toluenu nref = 1,50 (Monteiro, 2005)).

2.2 Laserowa fotoliza btyskowa

Technika laserowej fotolizy blyskowej umozliwia badanie kinetyki
i mechanizmdéw szybko zachodzacych procesow. Ta impulsowa metoda znalazta
zastosowanie w obserwacji i analizie rdéznego rodzaju proceséw fotofizycznych
i fotochemicznych, takich jak tworzenie i zanik stanéw singletowych lub trypletowych
czasteczek, badanie absorpcji przejsciowej oraz emisji promieniowania. Podstawg
metody jest wzbudzenie badanego ukladu Kkilkunanosekundowym  blyskiem
promieniowania laserowego. W efekcie, w badanym uk#tadzie powstajg krotko zyjace
produkty przejSciowe, takie jak stany wzbudzone, jony lub wolne rodniki, ktorych
detekcja polega na rejestrowaniu zmian absorpcji wzbudzonego ukfadu. W tym celu
stosuje sie wigzke Swiatta generowang podczas trwajgcego kilkaset mikrosekund
rozbtysku lampy ksenonowej. Ta wigzka Swiatta, czesto nazywang analizujgca, po
przejsciu przez probke i monochromator trafia do detektora przeksztatcajgcego zmiany
w intensywnos$ci analizowanego S$wiatta na sygnaty elektryczne, obserwowane na
oscyloskopie Ilub ekranie komputera. Rejestrowane zmiany absorbancji mozna
analizowa¢ w funkcji czasu lub w funkcji dtugosci fali (Najbar, 2009), (Bensasson,
1993). Schemat blokowy spektrometru do laserowej fotolizy btyskowej przedstawiono

na rysunku 17.

laser Nd:YAG

Rysunek 17. Schemat blokowy spektrometru do laserowej fotolizy blyskowej. 1. -
wigzka Swiatta wzbudzajgcego generowana przez laser Il. - wigzka analizujgca



2.2.1 Wyznaczanie czasu zycia molekut w stanie trypletowym

Fotouczulacze wykorzystywane w terapii  fotodynamicznej  powinny
charakteryzowac sie dtugim czasem zycia w stanie trypletowym. Im diuzej czasteczka
fotouczulacza bedzie znajdowac sie we wzbudzonym stanie trypletowym, tym wieksze
prawdopodobiedstwo tego, ze energia wzbudzenia zostanie przekazana na tlen
i powstanie wysoce reaktywny tlen singletowy.

Do wyznaczenia czasu zycia badanych fotouczulaczy w stanie trypletowym
wykorzystano spektrometr do laserowej fotolizy biltyskowej LKS 60 (firmy Applied
Photophysics). Wzbudzajgca wigzka Swiatta generowana byta przez nanosekundowy
laser neodymowy Nd.YAG (20 Hz Brilliant, Quantel) emitujgcy promieniowanie
o dtugosci fali 1064 nm, 532 nm, 355 nm i 266 nm. Energia impulséw wynosi
odpowiednio 352 mJ, 160 mJ, 85 mJ i 42 mJ. Do wzbudzenia roztworéw badanych
fotouczulaczy wykorzystywano trzecig harmoniczng promieniowania generowanego
przez laser (A = 355 nm). Czas trwania impulsu wzbudzajgcego wynosit 3 - 4 ns.
Roztwory fotouczulaczy przygotowano w etanolu tak, aby warto$¢ absorbancji przy
dtugosci fali promieniowania wzbudzajgcego wynosita 0,2 (przy pomiarach
spektralnych A = 0,1). Wiagzka analizujgca generowana byta przez lampe ksenonowg
(Osram  150W/CR OFR). Zmiany absorbancji rejestrowano przy pomocy
fotopowielacza R928 (zakres 200 nm 850 nm). Pomiary wykonano w temperaturze
pokojowej, w kuwetach kwarcowych. Podstawa czasowa oscyloskopu (Infiniium
DS09064A, 600 MHz, Agilent Technologies) wynosita 100 ns/dz lub 1 |is/dz,
w zaleznosci od warunkéw pomiaru. Napiecie na fotopowielaczu dobierano tak, aby dla
poszczegOlnych dtugosci fali uzyskiwany byt sygnat o amplitudzie 300 mV.

Pierwszy etap badan obejmowat pomiary spektralne zwigzane z rejestracjg widm
absorpcji przejsciowej, ktorych celem bylo okreslenie przy jakiej diugosci fali
obserwowane jest pasmo absorpcji tryplet-tryplet. W kolejnym etapie rejestrowano
krzywe kinetycznego zaniku stanu trypletowego fotouczulaczy. Do ich detekcji
zastosowano dtugos¢ fali odczytang z uprzednio zarejestrowanego widma, czyli okoto
450 nm. Pomiar powtarzano kilkakrotnie, u$redniajagc kazdy pojedynczy sygnat
dziesieciokrotnie. Krzywe Kinetycznego zaniku stanu trypletowego rejestrowano
w warunkach roéwnowagi z otoczeniem (okre$lane jako warunki tlenowe) oraz
w warunkach zblizonych do beztlenowym, uzyskanych poprzez 40 minutowe nasycanie

roztworéw argonem.



2.2.2 Wyznaczenie kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego

Do wyznaczenia kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego 4>A
przez badane pochodne chloryny wykorzystano metode pordwnawczg u podstaw ktorej
lezy detekcja fosforescencji tlenu singletowego, ktérg obserwuje sie zwykle przy
ok. 1270 nm (Bensasson, 1993). Aby uzyska¢ mozliwo$¢ rejestrowania promieniowania
emitowanego przez badane roztwory konieczna byla modyfikacja spektrometru
LKS 60. Podczas pomiarow roztwor fotouczulacza wzbudzany byt trzecig harmoniczna
promieniowania generowanego przez laser Nd:YAG (A = 355 nm). Promieniowanie
emitowane przez probke po przejsciu przez dodatkowy filtr i monochromator (siatka
dyfrakcyjna 600/mm) trafiato do detektora NIR Hamamatsu H10330A-45 (zakres
950 nm 1400 nm) schtodzonego do temperatury -60°C. Kolejne elementy do ktérych
docierat sygnat to oscyloskop i komputer.

Aby okresli¢ dtugosé fali przy ktérej obserwowana byta maksymalna emisja tlenu
singletowego zmierzono widmo fosforescencji tlenu singletowego w zakresie od
1220 nm do 1320 nm z krokiem co | nm. Nastepnie, dla odczytanej z widma dtugosci
fali (A = 1271 nm) dokonano rejestracji krzywych kinetycznego zaniku fosforescencji
tlenu singletowego. Pomiary wykonano dla r6znych energii impulsu wzbudzajgcego.
Poniewaz wykorzystywana metoda jest pomiarem poréwnawczym, w analogiczny
sposéb zmierzono zwigzek referencyjny - fenalenon (Sigma). Roztwory badanych
chloryn oraz zwigzku referencyjnego przygotowano w etanolu tak, aby warto$¢
absorbancji przy dtugosci fali promieniowania wzbudzajgcego (X = 355 nm) wynosita
0,25. Literaturowa warto$¢ kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego dla
fenalenonu w etanolu wynosi 0,95 (Schmidt, 1994). Do zarejestrowanych krzywych
kinetycznych dopasowano funkcje eksponencjalne pierwszego rzedu i po ich
ekstrapolacji do czasu t = 0 odczytano warto$¢ poczatkowej intensywnos$ci emisji lo.
Nastepnie wykreslano zalezno$¢ poczatkowej intensywnosci emisji w funkcji wzglednej
energii lasera. Do uzyskanych punktéw pomiarowych dopasowano funkcje liniowe
i korzystajgc z parametrow dopasowania wyznaczono warto$¢ kwantowej wydajnosci
generowania tlenu singletowego wedtug ponizszego wzoru (Wilkinson, 1993),
(Nyokong, 2012):

AA = NMATrefees



gdzie:

Oa - kwantowa wydajno$¢ generowania tlenu singletowego badanego zwigzku (lub
wzorca <Aref)

a - wspotczynnik kierunkowy prostej (y = ax + b) odczytany dla badanej probki
(lub wzorca aref)

2.3 Badanie fotostabilnosci

Wiekszos¢ fotouczulaczy wykorzystywanych w terapii fotodynamicznej pod
wptywem Swiatta ulega degradacji (Hongying, 1999), (Rotomskis, 1997).

Aby sprawdzi¢ fotostabilno$¢ badanych pochodnych chloryny w warunkach
prowadzonych eksperymentéw biologicznych zmierzono ich widma absorpcji przed
i po naswietleniu Swiattem czerwonym o ro6znych dawkach. Do pomiaréw widm
wykorzystano spektrofotometr U-2900 firmy Hitachi. Roztwory fotouczulaczy
0 stezeniu 20 |iM przygotowano, w zaleznosci od zwigzku, w buforze fosforanowym
lub DMSO. Do ich naswietlania zastosowano lampe halogenowg firmy Optel, ktorg
wyposazono w filtr optyczny odcinajacy promieniowanie o diugosci fali krétszej od
630 nm. To samo zrodto Swiatta wykorzystywano podczas badania fototoksycznosci
pochodnych chlorynowych. Roztwory naswietlano przez rdzny czas (od 2 do 10 minut),
co odpowiadato dawkom od 4,56 J/cm2 do 20,52 J/cm2 Pomiary przeprowadzono
w temperaturze pokojowej, mieszajgc roztwory w trakcie naswietlania przy pomocy
mieszadta magnetycznego. Z zarejestrowanych widm odczytywano warto$¢ absorbancji
dla ostatniego pasma Q przed (Ao) i po naswietleniu (A). Obliczony stosunek

absorbancji wyrazony w procentach traktowano jako miare fotostabilnosci zwigzkow.

3. Badania biologiczne

3.1 Komorki nowotworowe i warunki hodowli

Badania przeprowadzono na komoérkach ludzkiego gruczolaka okreznicy linii
het 116. Badania cytotoksyczno$ci i fototoksycznosci wykonano dodatkowo na
komérkach linii het116 p53‘‘ co pozwolito na okreSlenie wptywu biatka p53 na
przezywalnos¢ komérek poddanych terapii. Obie linie pozyskano z Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw (Gliwicki Oddziat Centrum
Onkologii). Komdrki hodowano w plastikowych butelkach o powierzchni 75cm2
(Nunc), wykorzystujac pozywke podstawowg Eagle’a w modyfikacji Dulbecco

(medium DMEM FI12, Sigma) z dodatkiem 12% surowicy ptodéw wotowych (FBS,



ang. foetal bovine serum, Gibco) oraz antybiotykow (gentamycyna, Polfa). Komorki
pasazowano regularnie, co 3 do 4 dni, wykorzystujac w tym celu 0,25% roztwor
trypsyny (Trypsyna EDTA, Immuniq). Butelki hodowlane przechowywano
w inkubatorze (Biolab 190, Angelantoni) w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO2

i wilgotnosci 80%.

Rysunek 18. Mikroskopowe zdjecia komorek gruczolaka okreznicy linii hctl 16 (a) oraz
hctl 16 p53_/'(b)

3.2 Cytotoksyczno$c¢ i fototoksycznos$¢

Celem badania bylo wyznaczenie cytotoksycznosci zwigzkéw w ciemnosci
(tzw. toksyczno$¢ ciemna) oraz okreSlenie ich fototoksycznosci po 3,5-godzinnej
inkubacji z badanymi fotouczulaczami w ré6znych stezeniach i naswietleniu $wiattem
czerwonym (20 J/cm?2). Aby okreslic jaki wptyw na przezywalno$¢ komorek ma
supresor kancerogenezy, biatko p53, wykonano badania na komérkach gruczolaka
okreznicy typu dzikiego (hctl 16), oraz z nieaktywnym biatkiem p53 (hctl 16 p53'").

Podczas eksperymentu komérki odklejano od podtoza hodowlanego za pomoca
0,25% roztworu trypsyny (Trypsyna EDTA, Immunig). Po odwirowaniu (1200 rpm,
5 min) i zliczeniu w komorze Biirkera, komdrki wysiewano w na szalkach Petriego
o $rednicy 3 cm (Nunc) w ilosci 300 000 komorek/ptytke. Nastepnie ptytki umieszczano
w inkubatorze w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2, wilgotno$¢ 80%). Po ok.
24 godzinach, gdy komorki znajdowaty sie w wyktadniczej fazie wzrostu, medium
hodowlane zastepowano roztworem badanego fotouczulacza. Od momentu
przygotowania i podania fotouczulacza wszystkie czynno$ci wykonywane byty przy
ograniczconym  dostepie  Swiatta.  Roztwory  fotouczulaczy  przygotowywano

rozpuszczajgc odwazong ilo$¢ zwigzku w niewielkiej ilosci buforu PBS (pH=7,4, bufor



fosforanowy pozbawiony jonow Ca2+ i Mg2+, Immunig) (chl-o i chl-6) lub DMSO
(chl-c, chi-d, chl-e, chl-2). Otrzymany roztwér wyjsciowy filtrowano (filtry CORNING
0,20 (im) a nastepnie rozciefczano medium hodowlanym, tak by uzyska¢ pozadane
stezenia koncowe (0,5 jjM ~ 5 [iM). Rozcienczenia przygotowywano tak, aby zawarto$¢
DMSO w roztworach koncowych nie przekraczata 0,3%. Inkubacja z roztworem
fotouczulacza trwata 3,5 godziny (czas wyznaczono eksperymentalnie). Po uptywie
wymaganego czasu, roztwor fotouczulacza usuwano, a ptytki przeptukiwano buforem
PBS. Dalsze postepowanie uzaleznione byto od przynaleznosci do danej grypy

eksperymentalnej.

Grupy eksperymentalne

+ 20 J/cm2

Rysunek 19. Schematyczne przedstawienie grup eksperymentalnych uwzglednionych
w badaniach biologicznych

I. Plytki przeznaczone do badania toksyczno$ci ciemnej uzupetniano medium
hodowlanym i po 24 h (standardowe warunki) przezywalno$¢ komorek oceniono

testem MTS.

Il. Na ptytki przeznaczone do naswietlania dodawano 1 mL medium DMEM bez
czerwieni fenolowej i przystepowano do ich naswietlenia. W tym celu
wykorzystano lampe halogenowg firmy Optel, skiladajgcg sie z czterech
rownolegle pracujgcych o$wietlaczy halogenowych (250 W). Przy pomocy
Swiattowodu Swiatto kierowane byto na szalke Petriego umieszczong na statywie
w odlegtosci 2 cm od zakonczenia Swiattowodu, gdzie zamontowano filtr
optyczny odcinajacy fale o dtugosci krotszej od 630 nm. Wigzka $wiatta padata
centralnie na dno szalki ustawione pod katem prostym do jej osi pionowej. Czas

naswietlania wynosit 9 minut. Obliczona dawka promieniowana wynosita



20 J/lcm2. Po zakonczeniu naswietlenia medium bez czerwieni zastepowano
medium hodowlanym a plytki umieszczano w cieplarce w standardowych
warunkach. Przezywalno$¢ komérek oceniano po 24 godzinach testem MTS lub

wykonywanym od razu po naswietleniu testem klonogennosci.

Rysunek 20. Lampa halogenowa wykorzystywana do naswietlania

I1l. Dodatkowo podczas kazdego eksperymentu uwzgledniano ptytki kontrolne, nie
traktowane zadnym czynnikiem oraz phytki stanowigce kontrole naswietlang,

pozwalajacg oceni¢ wptyw samego Swiatta na proliferacje komérek.

3.3 Ocena przezywalnosci komorek testem MTS

Test MTS jest kolorymetryczng metodg pozwalajgcg oceni¢ przezywalno$é
komoérek w oparciu o aktywno$¢ enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej. Podstawg
metody jest zjawisko redukcji soli biekitu tetrazolowego (MTS) do barwnego
formazanu, rozpuszczalnego w medium hodowlanym. Poniewaz opisana reakcja moze
zachodzi¢ jedynie w mitochondriach zywych komorek, oznaczana na podstawie
pomiaru absorbancji ilos¢ formazanu jest proporcjonalna do liczby funkcjonalnych
komorek.

Test MTS przeprowadzany byt zgodnie z protokotem CellTiter 96“ AQueds One
Solution Celi Proliferation Assay (firmy Promega). Po 24 godzinnym okresie inkubacji
z plytek Petriego usuwano medium hodowlane i na kazdag z nich wkraplano 700 jjl
medium DMEM bez czerwieni fenolowej i 140fil odczynnika MTS. Po okoto
15 minutowej inkubacji, podczas ktérej zachodzity wymagane reakcje chemiczne,
zawartos¢ z ptytek przenoszono na ptytki 96-dotkowe (po 120 (il/dotek). Kolejnym
etapem byt spektrofotometryczny pomiar absorbancji (przy 490 nm) czytnikiem ptytek

wielodotkowych Synergy (BioTek Instruments). Frakcje przezywajgcg wyznaczano



w odniesieniu do grup kontrolnych, nie traktowanym zadnym czynnikiem, zgodnie

z zaleznoscia:

A
SF = ——rrmee 100%
Akontrola
gdzie:
SF - frakcja przezywajaca (ang. survivalfraction)
A - odczytana warto$¢ absorbancji

kontrola - warto$¢ absorbancji odczytana dla grupy kontrolnej

3.4 Ocena przezywalnosci komorek testem klonogennosci

Test klonogennos$ci pozwala oceni¢ dtugofalowe skutki stosowanej terapii. Jest
doskonatg metodg pozwalajgcg potwierdzi¢ wyniki uzyskane testem MTS i wskazac,
czy komorki uznane w tescie MTS za zywe, po czasie dtuzszym niz 24 godziny nie
weszty na droge Smierci komdrkowej lub tez, czy wykryte woéwczas uszkodzenia, nie
zostaty w pOZniejszym czasie naprawione.

Podstawg testu klonogennosci jest zdolno$¢ zywych komédrek do tworzenia
kolonii potomnych. Pod pojeciem kolonia rozumie sie skupisko sktadajgce sie
przynajmniej z 50 komdrek (co odpowiada 6 -7 podziatom komodrkowym).
Przyktadowy obraz komorek linii het116 tworzacych kolonie komoérek klonogennych

pokazano na rysunku.

Rysunek 21. Mikroskopowy obraz komoérek gruczolaka okreznicy linii hctl 16
tworzacych kolonie potomng, a) powiekszenie 100x b) powiekszenie 400x

Po zakonczeniu procedury naswietlania, komorki odklejano od podioza
hodowlanego za pomocg 0,25% roztworu trypsyny (1 mL). Po zwirowaniu (1200 rpm,

5 min) i zliczeniu w komorze Biirkera komorki wysiewano w 5 mL medium



hodowlanego na ptytkach hodowlanych o S$rednicy 6 cm (Nunc). llo$¢ wysianych
komoérek byta uzalezniona od oczekiwanego efektu terapeutycznego. Nastepnie plytki
przez 9 dni inkubowano w standardowych warunkach. Po tym czasie te z komorek,
ktére przezyty terapie i zachowaty zdolno$é do proliferacji, dawaty widoczne gotym
okiem kolonie potomne. Otrzymane kolonie po utrwaleniu 96% roztworem alkoholu
etylowego i wybarwieniu 0,1% roztworem fioletu krystalicznego, byty zliczane przy
pomocy mikroskopu S$wietlnego. Dla grup kontrolnych (nie traktowanych zadnym
czynnikiem) wyznaczano wydajnos¢ posiewu PE (ang. plating efficiency) jako stosunek
liczby zliczonych kolonii do liczby wysianych komdrek. Nastepnie wyznaczono

przezywalno$¢ komérek SF (ang. survival fraction) korzystajagc z zaleznosci:

liczba zliczonych kolonii q
ilos¢ posianych komdrek «PE

3.5 Badanie kinetyki wnikania fotouczulaczy do komérek

W celu okre$lenia czasu po ktorym ilos¢ fotouczulacza w komorce jest
maksymalna wykonano spektrofotometryczny pomiar lizatbw komérkowych. Podczas
eksperymentu komorki  wysiewano na phytkach 96-dotkowych (Nunc) w iloSci
9 000/dotek. Po uptywie ok. 24 godzin, gdy komorki znajdowaty sie w wyktadniczej
fazie wzrostu, z ptytek usuwano medium hodowlane a na dotki wkraplano 200 |iL
roztworu fotouczulacza. Nastepnie komorki inkubowano (standardowe warunki)
z roztworem fotouczulacza przez 1, 2, 3, 4, 5, 6 godzin. Po zakonczeniu inkubacji
roztwdr fotouczulacza usuwano i kazdy dotek przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS.
Kolejny etap polegat na dodaniu do kazdego dotka 10 jiL czynnika permeabilizujgcego
btone Tritonu-X-100 oraz 90 jaL buforu lizujgcego zawierajgcego DMSO oraz alkohol
etylowy (96%) zmieszane w stosunku 1:3 i uzupetnione dodatkowo 1% Tritonu-X-100.
Po 10 minutowej inkubacji i wymieszaniu zawarto$ci dotkow plytki zwirowano
(2000 rpm, 10 minut), a supematant przeniesiono na ptytki 96-dotkowe przeznaczone
do pomiaréw fluorescencji. Analiza polegata na rejestracji widm fluorescenciji
uzyskanych lizatow. Dodatkowo rejestrowano trojwymiarowe wykresy wzbudzenie -
emisja. Do pomiaréw wykorzystano spektrofluorymetr F-7000 FL (Hitachi)
wyposazony w przystawke do analizy ptytek 96-dotkowych. Diugo$¢ fali wzbudzenia
odpowiadata pasmie Soreta danego fotouczulacza. Wszystkie czynnosci od momentu

przygotowania roztworu fotouczulacza ijego aplikacji wykonywane byly w warunkach



ograniczonego dostepu Swiatlta. Z zarejestrowanych widm odczytywano maksymalna
warto$¢ intensywnosci fluorescencji. Wykres$lajagc zalezno$¢ maksimum intensywnosci
fluorescencji od czasu inkubacji z fotouczulaczem mozliwe byto stwierdzenie po jakim

czasie ilo$¢ fotouczulacza zgromadzonego we wnetrzu komorki jest maksymalna.

3.6 Mikroskopowe badanie cech morfologicznych komérek po terapii

Do oceny zmian w morfologii komérek poddanych dziataniu badanych
fotouczulaczy i Swiatta wykorzystano mikroskopie S$wietlng oraz mikroskopie
elektronowa.

W tym celu komorki linii hctl 16 traktowano w sposob identyczny jak podczas
badania fototoksyczno$ci (rozdziat 3.2). Przezyciowg ocenge morfologii komorek
przeprowadzono przy pomocy mikroskopu Swietlnego po 6 oraz po 24 godzinach od
zakonczenia naswietlania. Wykorzystano odwrécony mikroskop optyczny 1X81 firmy
Olympus z kamerg cyfrowg, wyposazony w komore przezyciowg, zapewniajacg
komérkom warunki optymalne do wzrostu w trakcie obserwacji (kontrola temperatury
i stezenia CO2. Do akwizycji obrazéw wykorzystano oprogramowanie CellAR
(Olympus). Analize ograniczono do komorek eksponowanych na dziatanie badanego
fotouczulacza lub zwigzku referencyjnego (temoporfiny) i S$wiatta oraz komdérek
kontrolnych nie traktowanych zadnym czynnikiem.

Dodatkowo podjeto probe obserwacji komorek przy pomocy skaningowego
mikroskopu elektronowego Joel 7600F wyposazonego w przystawke ,,cryo-SEM” do
pomiaru prébek biologicznych. W tym celu komérki linii hctl 16 wysiewano w ilosci
60 000/dotek na piytkach 24 dotkowych (firmy Nunc), w ktérych wcze$niej umieszono
szkietka nakrywkowe Thermanox® (Nunc). Po okoto 18 godzinach medium hodowlane
zastepowano medium z roztworem fotouczulacza (o stezeniu 2,5 pM). Po 3,5-godzinnej
inkubacji  komdrki naswietlano, w spos6b analogiczny jak przy badaniu
fototoksycznosci. Po 24 godzinach komorki utrwalano i odwadniano we wzrastajacych
stezeniach alkoholu etylowego. Bezposrednio przed obserwacjg szkietka z komdrkami
zamrazano w cieklym azocie i nastepnie umieszczano je w komorze preparacyjnej
przystawki ,,cryo-SEM”. Po usunieciu lodu z powierzchni probki i naparowaniu
cienkiej warstwy platyny (ok. 5 nm) zamrozong probke transportowano do komory
mikroskopu. Obserwacje przeprowadzono w temperaturze -130°C przy napieciu

przyspieszajacym od 2 kV do 15 kV. Analiza mikroskopowa obejmowata komorki



poddane dziataniu fotouczulacza i Swiatta oraz komorki kontrolne poddane jedynie

dziataniu Swiatta (tzw. kontrola naswietlana).

3.7 Lokalizacja wewngtrzkomoérkowa

Aby oceni¢ wewnatrzkomérkowa lokalizacje fotouczulaczy, komdarki linii
hctl 16 wysiewano na 8-komorowych szkietkach hodowlanych (Lab-Tek™ Chambered
Coverglass, Nunc) w ilosci 38 000 komorek/dotek. Po okoto 18 godzinach medium
hodowlane zastepowano roztworem fotouczulacza (2,5 pM) i komérki inkubowano
przez kolejne 2 godziny. Po zakonczeniu inkubacji dotki przeptukiwano trzykrotnie
buforem PBS i dodawano roztwor odpowiedniego barwnika. W ostatnich latach odkryto
szereg fluoroforéw, ktére moga specyficznie barwi¢ okre$lone struktury
wewnatrzkomdrkowe, pozwalajac na wizualizacje ich potozenia w komorce. Barwniki
te swobodnie przenikajg przez nienaruszone btony biologiczne, co pozwala na ich
zastosowanie do tzw. ,przezyciowego” barwienia komorek. Liste wykorzystanych
barwnikéw fluorescencyjnych oraz warunki barwienia przedstawiono w tabeli 6. Po
uptywie wymaganego czasu inkubacji, ktory wynosit od 30 minut do 1 godziny, dofki
przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS i uzupetniono medium DMEM bez czerwieni
fenolowej. Analize mikroskopowg rozpoczynano od razu, ograniczajac sie do oceny
lokalizacji subkomorkowej fotouczulacza dla ktérego zaobserwowano najsilniejszy
efekt fotodynamiczny, czyli chl-c. Komorki obserwowano ,przezyciowo”
z zastosowaniem kontrastu fazowego oraz w technice fluorescencji przy pomocy

mikroskopu odwréconego 1X81 firmy Olympus.

Tabela 6. Opis wykorzystanych barwnikéw fluorescencyjnych (Promega)

Rodzaj barwnika Stezenie Dtugos¢ fali
wybarwiane barwnika wzbudzenia / Opis
organella (czas inkubaciji) emisji [nm]
Nie wykazuje fluorescencji w wodnym
MitoTracker 100 nM Srodowisku. Emisja promieniowania

490/516 zachodzi  jedynie w  $rodowisku

mitochondria (30 min) lipidowym  charakterystycznym dla
mitochondridw.

Skiada sie z fluoroforu przytgczonego

do stabej, czeSciowo uprotonowanej

LysoTracker 5 nM 465 /535 zasady . Dzieki temu moze swobodnie

lizosomy (60 min) przenika¢ przez btony i gromadzi¢ sie

w sferycznych organellach o niskim
wewnetrznym pH. jakimi sg lizosomy.



Sklada sie z zielonego barwnika
fluorescencyjnego BODIPY®TR oraz

ER Tracker 1nM glibenklamidu, ktéry jest lekiem
ER - siateczka 504 /511 przeciwcukrzycowym wigzacym  sie

L, (60 min) . . i
$rédplazmatyczna specyficznie z receptorami
sulfonylomocznika na ATP-zaleznych
kanatach potasowych obecnych na ER.

Nalezy do rodziny barwnikéw

Hocchst 4 (ig/mL 350 /461 fluorescencyjnych, bis-benzimidazoli,

jadro komérkowe (30 min) wybarwiajgcych DNA na zasadzie
interkalaciji.

3.8. Analiza statystyczna

Analizie statystycznej poddano wyniki testu MTS oceniajace przezywalno$¢
komorek linii hctl 16 oraz hctl 16 p53" poddanych 3,5-godzinnej inkubacji z badanymi
pochodnymi chloryny w réznych stezeniach w ciemnosci (badanie cytotoksycznosci)
oraz po nasSwietleniu Swiattem czerwonym o dawce 20 J/icm2 (badanie
fototoksycznos$ci). Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci wartosci S$rednich
z szeSciu niezaleznych eksperymentéow dla komérek linii hctl 16 lub trzech
niezaleznych eksperymentow w przypadku komorek z nieaktywnym biatkiem p53.
Kazdy z eksperymentdw obejmowat 6 punktéw pomiarowych. Biad pomiaru
wyznaczono ze wzoru na odchylenie standardowe. Do analizy statystycznej
wykorzystano oprogramowanie GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad Software, USA).

Analiza statystyczna miata na celu:

- przy badaniu cytotoksycznosci zbadanie istotnosci statystycznej rdznic
w przezywalnosci komoérek inkubowanych z dang pochodng chloryny
w okre$lonym stezeniu, a grupg kontrolna,

- przy badaniu efektu fotodynamicznego okresSlenie istotnosci statystycznej roznic

w przezywalnosci komérek o roznym statusie biatka p53.

Normalno$¢ rozktadéw badanych zmiennych oceniano przy pomocy testu Shapiro-
Wilka. Do wykrycia istotnosci réznic pomiedzy poréwnywanymi wartosciami $rednimi
zastosowano test nieparametryczny Manna-Whitney’a. Dla kazdej poréwnywanej pary

zmiennych wyznaczono poziom prawdopodobienstwa p. Gdy warto$¢ ta byta mniejsza



od 0,05 stwierdzano, iz analizowane rdznice sg istotne statystycznie. Dodatkowo

zastosowano nastepujgce oznaczenia poziomu istotnos$ci statystycznej .

Tabela 7. Wyjasnienie oznaczen (*, **, *** ****) zastosowanych w prezentowanych
w pracy wykresach stupkowych. 1lo§¢ gwiazdek oznacza poziom istotnosci
statystycznej zgodnie z danymi zamieszczonymi w tabeli.

Wartos¢ Znaczenie Oznaczenie
prawdopodobienstwa p
*kkk
< 0,0001
*k*k
od 0,0001 do 0,001 istotny statystycznie .
od 0,001 do 0,01
od 0,01 do 0,05 *
>0,05 nie jest statystycznie istotny brak

Do wyznaczenia parametru 1C% (+ btgd pomiaru) wykorzystano rowniez pakiet
oprogramowania GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad Software, USA). W tym celu do
uzyskanych punktéow doswiadczalnych dopasowano krzywe, wykorzystujagc metode
regresji nieliniowej (state nachylenie), tak jak pokazano na rysunku 22. Zastosowano
jedno z dostepnych w pakiecie réwnan dawka-reakcja najlepiej obrazujace zalezno$¢
zahamowania wzrostu komoérek (wyrazonego jako procent w stosunku do kontroli) od

logarytmu stezenia badanego zwigzku.

log sterenie |pM]

Rysunek 22. Metoda wyznaczania parametru 1Cso przy pomocy pakietu GraphPad
Prism v.5.0 zastosowana dla jednej z badanych chloryn



V OTRZYMANE WYNIKI I DYSKUSJA

1. Badania fizyczne

1.1 Widma absorpcyjne

Analizujac strukture widm absorpcyjnych roztworéw badanych fotouczulaczy
mozliwe jest zidentyfikowanie standw elektronowych czasteczek oraz sprawdzenie, czy
zwigzek posiada wiasnosci odpowiednie z punktu widzenia terapii fotodynamicznej.
Wiasnosci  absorpcyjne zwigzkoéw, ktorych struktura opiera sie na pierscieniu
porfirynowym, zostaty szeroko oméwione w literaturze (Bonnett, 2000), (Gouterman,
1961). Widma te powstajg w wyniku przejs¢ elektronowych typu n -* n*
Charakteryzuje je obecnos$¢ intensywnego pasma przy okoto 400 nm, nazywanego
pasmem Soreta oraz czterech szerokich pasm w zakresie widzialnych, nazywanych
pasmami Q. Pasmo Soreta jest wynikiem przejscia elektronowego ze stanu
podstawowego SO do wzbudzonego stanu singletowego S2 (SO -* S2), natomiast pasma
Q odpowiadajg przejsciu SO -> (Josefsen, 2008). Widma chloryn wykazujg pewne
réznice w stosunku do widm porfiryn, wynikajace z redukcji wigzania podwojnego
w jednym z czterech pierscieni pirolowych i zmiany potozenia elektronéw
zdelokalizowanych n w pierScieniu aromatycznym. Pasma Q fotouczulaczy z grupy
chloryn sg przesuniete w kierunku fal dtuzszych (efekt batochromowy) i charakteryzujg
sie wyzszg wartoSciag molowych wspo6tczynnikow absorpcji e (Bonnett, 2000),
(Wainwright, 2009).

Widma absorpcji roztworéw badanych fotouczulaczy w buforze fosforanowym
(PBS, pH = 7,4) lub dimetylosulfotlenku (DMSOQO) przedstawiono na wykresach 1 - 2.
Na podstawie wartosci absorbancji, odczytanych z zrejestrowanych widm, wyznaczono
wartosci molowych wspoétczynnikow absorpcji, korzystajac z przeksztatconego prawa

Lamberta-Beera:

gdzie:
e - molowy wspotczynnik absorpcji [M'1mm']],
A - absorbancja,
c - stezenie substancji absorbujacej [M],
1 -drogaoptyczna [cm].

Potozenie pasm absorpcji X oraz wyznaczone wartosci molowych wspdétczynnikow

absorpcji e przedstawiono w tabeli 8-9.



Dtugos¢ fali [nm] Dtugos¢ fali [nm]

Wykres 1. Widma absorpcji serii roztworow chl-a (a) oraz chl-/> (b) w PBS

Absorbancja [j. u.]

Dtugos¢ fali [nm] Dtugos¢ fali Inmj

Absorbancja [l u]

Dtugosc¢ fali [nm] Dtugos¢ fali [nm]

Wykres 2. Widma absorpcji serii roztworéw chl-c (c), chl-c/ (d), chl-e (e) oraz chl-2 (f)
wDMSO



Tabela 8. Potozenie pasm absorpcji X oraz wartoSci molowych wspotczynnikéw
absorpcji 6 wyznaczone na podstawie zarejestrowanych widm dla roztworéw chl-c,
chi-d, chl-e oraz chl-2 w DMSO.

Potozenie pasm absorpcji X [nm]
Molowe wspo6tczynniki absorpcji e [M'1-cm’]]

Nazwa

fotouczulacza Soret Q Q Q Q Q
chl-c 406,5 503 533 560,5 609 666
872104 823103 4,77- 103 3,06- 103 4,02 +103 2,31 «104
chid 408 503 535 561 607 665.5
29114 =} O 161+10° 1,39- 10" 131+103 6,78 m103
Lo 403 501 530 560 608 663,5
113105 1,02104 4,17- 103 2,16- 103 4,09 m103 2,69- 104
chio 392 490 523 593 616 645
1,34- 105 9,98+104 3,13 104 351 104 3,12 w104 2,87- 105

Tabela 9. Potozenie pasm absorpcji X oraz warto$ci molowych wspotczynnikéw
absorpcji s wyznaczone na podstawie zarejestrowanych widm dla roztworéw chl-a
i chl-£ w PBS.

Potozenie pasm absorpcji X [nm]
Molowe wspotczynniki absorpcji s [M'1ecm']]
Nazwa

fotouczulacza Soret Q Q Q Q
chlo 376 495 526 600 646
3,74m104 461103 143103 18 m103 1,33 m104
hi 377 495 526 602,5 646,5
chl-6 5,16- 104 6,36- 103 1,87- 103 2,96 m103 1,83 104

Elektronowe widma absorpcji badanych pochodnych chloryny posiadajg pasmo
Soreta w zakresie od 300 nm do 450 nm. W przypadku roztworéw przygotowanych
w dimetylosulfotlenku maksimum tego pasma wystepuje przy ok. 400 nm (w zaleznosci
od zwigzku od 392 nm do 408 nm), natomiast dla roztworéw fotouczulaczy w buforze
fosforanowym jego maksimum jest przesuniete w kierunku fal krotszych (okoto 376
nm) Pasma Q wystepujg w zakresie od 450 nm do 700 nm. Na widmach roztworéw
chloryn przygotowanych w dimetylosulfotlenku mozna zaobserwowac pie¢ pasm Q,
natomiast dla roztworéw w buforze fosforanowym widoczne sag cztery pasma Q. Aby
zapewni¢ skuteczno$¢ terapeutyczng fotouczulacze muszg wykazywac absorpcje
w zakresie od 600 nm do 850 nm (Josefsen, 2008), (Plaetzer, 2009). Zatem wszystkie

badane pochodne chloryny posiadajg pasma absorpcji w tym zakresie.



Z punktu widzenia aplikacji w terapii fotodynamicznej najistotniejsze sg
wiasciwosci ostatniego pasma Q fotouczulacza. Wazne jest, aby pasmo to byto jak
najbardziej przesuniete w kierunku fal diuzszych i charakteryzowato sie mozliwie
wysoka wartoscia molowego wspotczynnika absorpcji.  Sposrdd  badanych
fotouczulaczy pochodne chloryny €6 tj. chl-c, chi-d i ch\-e posiadajg ostatnie pasma Q
najbardziej przesuniete w Kierunku dalekiej czerwieni/bliskiej podczerwieni. Ich
potozenie wynosi odpowiednio 666 nm, 6655 nm oraz 663,5 nm. Jednoczesnie
odpowiadajgce im warto$ci molowych wspotczynnikéw absorpcji sg rzedu 104. Wérod
wymienionych fotouczulaczy najkorzystniejsze wydajg sie wiasciwosci absorpcyjne
chl-e, dla ktérej przy diugosci fali X = 663,5 nm molowy wspo6tczynnik absorpcji
wynosi £ = 2,69 ¢« 104NT1ecm'Ll Sposrdéd wszystkich fotouczulaczy najwyzszg wartosé
molowego wspotczynnika absorpcji ostatniego pasma Q zaobserwowano dla chl-2
(e = 2,87 w104 M'L. cm'l przy X = 645 nm). Rdwniez chl-2 charakteryzuje sie
najwiekszg warto$cig molowego wspdtczynnika absorpcji dla pasma Soreta, co jest
korzystne z punktu widzenia diagnostyki fotodynamicznej Dla wszystkich
zarejestrowanych widm absorpcji mozna zaobserwowac charakterystyczng zaleznos$¢
pomiedzy warto$ciami molowych wspdtczynnikéw absorpcji poszczeg6lnych pasm Q.
Pierwsze i ostatnie pasmo Q wykazujg wiekszg intensywno$¢ od pozostatych, przy
czym intensywno$¢ ostatniego pasma Q jest najwieksza. Taka zalezno$¢ pomiedzy
wartosciami molowych wspo6tczynnikéw absorpcji jest typowa dla zwigzkéw z rodziny
chloryn (Bonnett, 2000).

Aby zbada¢ wiasnosci agregacyjne badanych fotouczulaczy ze zmierzonych
widm odczytano wartosci absorbancji dla ostatniego pasma Q i wykre$lono ich
zaleznos$¢ od stezenia roztworu. Zjawisko agregacji niekorzystnie wptywa na wiasnosci
fizykochemiczne fotouczulaczy, skracajac czas zycia oraz kwantowg wydajnos$¢ stanu
trypletowego i prowadzac w efekcie do obnizenia kwantowej wydajnosci generowania
tlenu singletowego (Plaetzer, 2009). Otrzymane zaleznosSci A = /(c) mialy charakter

liniowy. Przedstawiono je na wykresach 3-8.
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Wykres 3. Graficzna zalezno$¢ absorbancji od stezenia A = f(c) wyznaczona na
podstawie zarejestrowanych widm absorpcji serii roztworéw chl-a w buforze
fosforanowym. Warto$¢ absorbancji odczytano dla ostatniego pasma Q (k = 646 nm).
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Wykres 5. Graficzna zalezno$¢ absorbancji od stezenia A = f(c) wyznaczona na
podstawie zarejestrowanych widm absorpcji serii roztworéw chl-c w DMSO. Wartos$¢
absorbancji odczytano dla ostatniego pasma Q (X = 666 nm).
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Wykres 7. Graficzna zalezno$¢ absorbancji od stezenia A = /(c) wyznaczona na
podstawie zarejestrowanych widm absorpcji serii roztworéw ch\-e w DMSO. Warto$é
absorbancji odczytano dla ostatniego pasma Q (A = 664 nm).
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Zaobserwowana liniowos¢ wskazuje na brak zjawiska agregacji w badanych
roztworach. W ten sposéb nie mozna jednak wykluczyé, ze agregaty powstaly juz
w pierwszym, najbardziej stezonym roztworze i w trakcie kolejnych rozcienczen nie
ulegty rozpuszczeniu. Aby sprawdzi¢, czy w badanych roztworach mamy do czynienia
z formami monomerycznymi wykorzystano takze niejonowy surfaktant, eter polimeru
glikolu polietylenowego (PEG) i p-t-oktylofenolu, Triton-X-100. Dodanie do roztworu
niewielkiej ilosci tej powierzchniowo czynnej substancji sprzyja monomeryzacji
molekut. W przypadku chl-a i chl-6 zaobserwowano zmiany w postaci przesunigcia
pasm absorpcji oraz wzrostu ich wysoko$ci. Dodatkowe pasmo pojawito sie przy
X = 616 nm. Otrzymane widma absorpcji oraz wyznaczone na ich podstawie
wiasciwosci absorpcyjne roztwordow chl-a i chl-6 w buforze fosforanowym po dodaniu

niewielkiej ilosci Tritonu-X-100 przedstawiono ponizej.

Dtugoé¢ lali [nm] Dtugos¢ tali [nm]|

Wykres 9. Widma absorpcji serii roztworéw chl-a i chl-£ w buforze fosforanowym po
dodaniu niewielkiej ilosci Tritonu-X-100.

Tabela 10. Potozenie pasm absorpcji X oraz wartosci molowych wspotczynnikow
absorpcji e wyznaczone na podstawie zarejestrowanych widm dla roztworéw chl-a
i chl-/>w PBS z dodatkiem Tritonu-X-100.

Potozenie pasm absorpcji X [nm]
Molowe wspdtczynniki absorpcji e [M'1ecm']]

%?S\L,Jv?zulacza Soret Q Q Q Q Q

chl-a 391 489 522 594 616 645
762104 578 ml03 145103 2,00103 165103 220104

LA 391 489 522 597 616 645

1,08+105 831+103 198103 3.47- 103 2,56 10t 323 .10



1.2 Wiasnosci emisyjne

Aby pozna¢ wiasciwosci emisyjne badanych fotouczulaczy zmierzono ich
widma fluorescencji a w dalszym etapie wyznaczono kwantowe wydajnosci
fluorescencji. Wykres 10 przedstawia znormalizowane widma wzbudzenia oraz widma
fluorescencji roztworéw fotouczulaczy w DMSO zmierzone w temperaturze pokojowej.
Obserwowana zgodno$¢ zarejestrowanych widm wzbudzenia z prezentowanymi
wczesniej widmami absorpcji, Swiadczy o czystosci chemicznej badanych roztwordw.
Otrzymane widma fluorescencji charakteryzuja sie obecnoscig pojedynczego pasma
emisji z maksimum przy dtugosci fali 674 nm (dla chl-c i chl-c/) lub 673 nm (chl-e).
W przypadku chl-2, pochodnej dikarboksylowej posiadajacej tancuch n-heptylowy,
maksimum emisji przesuwa sie w kierunku fal krétszych i jest obserwowane przy
Xrex= 650 nm.

RoOznice potozenia maksimum pasma emisji wzgledem maksimum pasma
absorpcji 0 najnizszej energii nazywa sie przesunieciem Stokesa. Im wieksza warto$¢
tego przesuniecia, tym wieksza energia reorganizacji wewnetrznej zwigzanej ze zmiang
geometrii czasteczki podczas przejscia elektronowego (Najbar, 2009). Wyznaczone
wartosci przesuniecia Stokesa, przedstawione w tabeli 11, Swiadczg o podobnej
geometrii czasteczki w stanie podstawowym i wzbudzonym. Dodatkowo w tabeli 11
zamieszczono wartosci energii pierwszego stanu singletowego Si fotouczulaczy
wyznaczone na podstawie przeciecia ostatniego pasma widma absorpcji z widmem

emisji (rysunek 23).
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Rysunek 23. Schemat poziomoéw energetycznych oraz widm absorpcji i emisji. Na
rysunku zaznaczono w jaki spos6b wyznaczono przesuniecie Stokesa oraz energie stanu
singletowego Si fotouczulacza - Es.
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Wykres 10. Znormalizowane widma wzbudzenia i fluorescencji roztworéw chl-c,
chi-d, chl-c oraz chl-2 w DMSO.

Tabela 11. Maksimum widma fluorescencji Ames, warto$¢ przesuniecia Stokesa oraz
energia stanu singletowego wyznaczone dla roztworéw chl-c, chi-d, chl-c i chl-2
w DMSO.

Nazwa P_olozenie . .. Przesunigcie E_nergia stanu
2wigzku maksimum emisji Stokesa [nm] singletowego
Avvax [nff] Eskl.M 1]
chl-c 674 8,0 182
chi-d 674 8,5 184
chl-c 673 9,5 184
chl-2 650 5,0 188
Dla roztworéw fotouczulaczy chl-a i chl-A w buforze fosforanowym

zaobserwowano stabg emisje fluorescencji. Po dodaniu Tritinu-X-100 intensywnos$¢
fluorescencji znaczgco wzrosta, dzieki monomeryzacji powstatych w PBS agregatow
czasteczek fotouczulacza (wykres 11). Widma fluorescencji roztworéw fotouczulaczy

chl-a i chl-/> w PBS z dodatkiem Tritonu-X-100 charakteryzujg sie obecnos$cig



pojedynczego pasma emisji z maksimum emisji przy Xnmex = 650 nm. Dla obu
fotouczulaczy warto$¢ przesuniecia Stokesa wynosita 5 nm, natomiast energia stanu

singletowego Es= 188 k] «M'L

Dtugos¢ fali [nm]

Dtugoé¢ fali [nm]

Wykres 11. Poréwnanie widm fluorescencji roztworéw chl-a i chl-A w buforze
fosforanowym przed i po dodaniu Tritonu-X-100.
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Wykres 12. Znormalizowane widma wzbudzenia i fluorescencji roztwordw chl-a i chl-
b w PBS z dodatkiem Tritonu-X-100.

Amfifilowe zwiazki, posiadajgce w swej strukturze hydrofilowe (polarne)
i lipofilowe (niepolame) obszary znajdujgce sie na przeciwlegtych bokach czasteczki
charakteryzuje tendencja do agregacji w roztworach wodnych. Uwaza sie, ze
zagregowane fotouczulacze sg mniej aktywne fotochemicznie ze wzgledu na silng
bezpromienistg dezaktywacje stanbw wzbudzonych, co skraca czas zycia fotouczulacza
w stanie trypletowym, istotnym w trakcie reakcji fotochemicznych. Nie jest jednak
wykluczone, ze w S$rodowisku komdrkowym podczas przechodzenia przez btony
biologiczne, fotouczulacz moze powréci¢c do aktywnej fotochemicznie formy
monomerycznej. Kelbauskas i Dietel badali agregacje fotouczulaczy, w tym
pochodnych chloryny e6, do ktérych przytaczono tancuchy alkilowe o r6znej dtugosci.
Lipofilowos$¢ tych zwigzkéw zwiekszata sie wraz ze wzrostem dtugosci podstawionych
fancuchow. Stwierdzono, ze wszystkie badane fotouczulacze ulegaty agregacji
w roztworach wodnych. Autorzy pokazali, ze mimo to zwigzki skutecznie wnikaty do
wnetrza komorek, najprawdopodobniej na drodze endocytozy. Ich monomeryzacja we
wnetrzu komorek silnie zalezata od stopnia lipofilowos$ci fotouczulacza - im bardziej
lipofilowy byt zwigzek, tym stopien jego monomeryzacji we wnetrzu komorek byta
mniejszy (Kelbauskas, 2002). Agregacja fotouczulaczy zalezy od réznych czynnikéw,
rodzaju rozpuszczalnika, stezenia probki, temperatury, rodzaju oddziatywan ze
strukturami biologicznymi (Uchoa, 2011). Jednym ze sposobdéw ograniczenia agregacji
jest zastosowanie emulsji lub polimerowych preparatow (Rossetti, 2011), (Rodriguez,
2003). Przyktadem moze by¢ fotouczulacz o nazwie Fotolon, bedacy kompleksem

chloryny e6 i polimeru PVP. lIsakau i wsp. w swych badaniach potwierdzili, ze



zastosowany polimer zapobiega agregacji fotouczulacza przy nizszym pH, czym
potencjalnie moze zwieksza¢ aktywno$¢ preparatu (Isakau, 2008). Aby skutecznie
kontrolowa¢ agregacje w Srodowisku wewnatrzkomérkowym wykorzystuje —sie
fotouczulacze, ktérych budowa chemiczna uniemozliwia tworzenie agregatow. W tym
celu stosuje sie duze, nieporeczne podstawniki, ktdére majg przeszkadzaé sterycznie
i zapobiega¢ oddziatywaniom miedzy pierScieniami. Uchoa i wsp. zaproponowali
chloryny podstawione maleimidami. Ta osiowo podstawiona grupa organiczna
i stosunkowo maly rdzehA zwigzku tworzgce ksztatt litery ,L” catkowicie
uniemozliwiajg tworzenie agregatow, nawet w wysokich stezeniach fotouczulacza.
W przypadku pochodnych ftalocyjanin lub naftalocyjanin aby ochroni¢ je przed
agregacjg czesto stosuje sie grupe tert-butylowa (Uchoa, 2011). Zupelnie innym
rozwigzaniem jest zastosowanie rdéznego rodzaju no$nikow np. liposoméw lub
nanoczasteczek, ktére pozwolg na utrzymanie fotouczulacza w stanie monomerycznym.

Aby sprawdzi¢, czy badane fotouczulacze nie agreguja w Srodowisku
wewngatrzkomorkowym nalezatoby przeprowadzi¢ rozdzielcze w czasie pomiary
fluorescencji np. przy pomocy rozdzielczej w czasie mikroskopii fluorescencyjnej.
Analiza kinetyki zaniku fluorescencji pozwolitaby na rozréznienie form zagregowanych
od monomerycznych, ktére charakteryzujg sie wiekszag kwantowg wydajnos$cig
fluorescencji. Czasy zycia fluorescencji agregatow, ze wzgledu na silne bezpromieniste
wygaszanie najnizszego stanu wzbudzonego fotouczulacza, bedg duzo krotsze niz przy

braku agregaciji.

1.3 Kwantowa wydajnos¢ fluorescencji

Kolejnym etapem badan byto wyznaczenie kwantowej wydajnosci fluorescencji
dla roztwor6w badanych fotouczulaczy w etanolu. Parametr ten decyduje
0 uzytecznosci zwigzkébw w diagnostyce fotodynamicznej, polegajacej na
uwidocznieniu zmiany nowotworowej poprzez wzbudzenie fluorescencji fotouczulacza
zgromadzonego w tkance nowotworowej. Fotouczulacze nie powinny charakteryzowac
sie wysoka kwantowga wydajnoscia fluorescencji, poniewaz zbyt wydajny proces emisji
promieniowania ogranicza ilos¢ energii przekazywanej na wytworzenie tlenu
singletowego i tym samym wptywa na skuteczno$é terapeutyczng zwigzku (wynika to

z nastepujacej zaleznosci Of + Ot <!)e



Kwantowga wydajnos¢ fluorescencji wyznaczono metoda poréwnawcza, zgodnie
z opisem zawartym w rozdziale 2.1.3. Jako wzorzec zastosowano tetrafenyloporfiryne
(TPP). Na wykresie 16 przedstawiono zarejestrowane widma fluorescencji serii
roztworéw badanych fotouczulaczy w etanolu oraz liniowe zaleznosci integralnej
intensywnosci emisji od warto$ci absorbancji odczytanej dla dlugosci fali
promieniowania wzbudzajacego (k = 400 nm), ktére postuzyty do wyznaczenia
kwantowych wydajnosci fluorescencji badanych fotouczulaczy. Otrzymane wartos$ci ¥

przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Wartosci kwantowej wydajnosci fluorescencji O/wyznaczone dla roztworéw
badanych fotouczulaczy w etanolu w stosunku do TPP

Maksimum emisji

Nazwa .. Kwantowa wydajnos¢
. fluorescencji ..
zwigzku fluorescencji O/
max [nm]

chl-cr 649 0,31

chl-A 649 0,29

chl-c 672 0,25

chi-d 672 0,24

chl-e 672 0,27

chl-2 650 0,23

Wszystkie proponowane fotouczulacze charakteryzowaty sie umiarkowanymi
wartosciami kwantowej wydajnosci fluorescencji, ktére miescity sie w zakresie
0,23 0,31. Pozwala to na ich potencjalne wykorzystanie w diagnostyce
fotodynamicznej. Jednoczes$nie uzyskany wynik nie wyklucza wydajnego generowania

tlenu singletowego i/lub wolnych rodnikéw przez badane zwigzki.
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Wykres 13. Widma fluorescencji serii roztworéw badanych fotouczulaczy w etanolu
(dtugos¢ fali wzbudzenia X = 400 nm) oraz wyznaczone na ich podstawie zaleznosci
intensywnosci integralnej od wartosci absorbancji



1.4 Wyznaczanie czasu zycia czgsteczek fotouczulacza w stanie trypletowym

Zdolno$¢ fotouczulaczy do generowania tlenu singletowego zalezy od wiasnosci
ich stanu trypletowego (m. in. energii oraz czasu zycia). Aby wyznaczy¢ $redni czas
zycia czasteczek fotouczulacza w stanie trypletowym wykorzystano technike laserowej
fotolizy btyskowej. Pomiary rozpoczeto od zarejestrowania widm, w celu okreslenia
dtugosci fali przy ktorej obserwowana jest absorpcja miedzy stanami trypletowymi. Na
wykresie 14 przedstawiono widmo absorpcji przejSciowej jednej z badanych
pochodnych chloryny. Wszystkie badane zwigzki posiadaty podobne widma,
charakteryzujace sie obecnoscig pasma absorpcji tryplet-tryplet przy ok. 450 nm oraz
obecnos$cig ujemnych obszarow zwigzanych z przejsciami miedzy stanami singletowym

fotouczulacza.
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Wykres 14. Widmo absorpcji UV-VIS oraz widmo absorpcji przejsciowej tryplet-
tryplet roztworu chl-e w etanolu zarejestrowane po rdéznych czasach od zadziatania
wzbudzajacego impulsu laserowego (k = 355 nm).



W kolejnym etapie badan wykonano pomiary $redniego czasu zycia czasteczek
fotouczulacza w stanie trypletowym. Przykladowg krzywa kinetycznego zaniku stanu
trypletowego zarejestrowang w warunkach tlenowych (za takie uznano warunki
rbwnowagi z otoczeniem) przedstawiono na wykresie 15. Krzywa ta ilustruje
zachodzacy po wzbudzeniu proces zmniejszania sie populacji czasteczek fotouczulacza

w stanie trypletowym.
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Wykres 15. Przyktadowa krzywa kinetycznego zaniku stanu trypletowego zmierzona
dla roztworu chl-a w etanolu w warunkach tlenowych. Prébke wzbudzono
promieniowaniem o dtugosci fali 355 nm. Diugos$¢ fali detekcji wynosita 450 nm. Zapis
kinetyczny zostat usredniony z 10 pomiardw.

Mozna zaobserwowaé, ze zanik ma charakter wyktadniczy i moze byé opisany
réwnaniem kinetycznym dla reakcji pierwszego rzedu. Produkty przejsciowe
obserwowane przy pomocy techniki laserowej fotolizy btyskowej to najczesciej stany
wzbudzone lub wolne rodniki. Gdy obserwowane krzywe Kinetyczne przebiegajg
wedtug Kinetyki pierwszego rzedu to wskazujg na stany wzbudzone, natomiast kinetyka
reakcji rzedu drugiego zwykle wskazuje na wolne rodniki, cho¢ obserwowanych jest
wiele wyjatkéw od powyzszej reguty (Bensasson, 1993). Sredni czas zycia czasteczek
fotouczulacza w stanie trypletowym XT wyznaczono z parametréw dopasowania, jako

odwrotnos$é statej szybkosci reakcji charakteryzujacej badany proces:

y = acexp(—kx) + ¢



Badajac kinetyke wygaszania stanu trypletowego w obecnosci tlenu o znanym stezeniu
oraz kinetyke zaniku w warunkach beztlenowych mozliwe jest wyznaczenie statej

wygaszania z kKinetycznej zaleznosci Stema-Volmera (Najbar, 2009):

g (tt tt(/va} [(H

gdzie:
kg - stata wygaszania przez tlen molekularny [M 1 ms']],
xXT - Sredni czas zycia w stanie trypletowym w uktadzie zawierajgcym tlen [s],

t T(N2) - $redni czas zycia stanu trypletowego w uktadzie pozbawionym tlenu [s],

[02] - stezenie tlenu w uktadzie przed jego usunieciem [M],

Stezenie tlenu molekularnego w wykorzystanym rozpuszczalniku (etanol, 20°C) wynosi
[Oz] = 18 « 10° M (Silva, 2010). Wartosci S$redniego czasu zycia czasteczek
fotouczulacza w stanie trypletowym dla badanych fotouczulaczy przedstawiono w tabeli
13. Mozna zaobserwowac, ze czasy zycia stanu trypletowego zmierzone w warunkach
tlenowych i po odtlenowaniu roztwordéw znacznie si¢ réznig, co potwierdza udziat tlenu
w Dbadanym procesie, jako aktywnego wygaszacza stanu trypletowego. Proces
wygaszania stanu trypletowego przez tlen ma charakter dynamiczny i zachodzi
w procesie zderzania wzbudzonej czasteczki z czgsteczkg tlenu (Najbar, 2009).

Oprécz badanych pochodnych chloryny w trakcie pomiarbw wyznaczono czas
zycia w stanie trypletowym dla tetrafenyloporfiryny (TPP), ktérej wiasnosci zostaty
dokfadnie omowione w literaturze. Wyznaczony czas zycia w warunkach tlenowych
tt = 0,36 ps pokrywa sie z danymi literaturowymi. Silva i in. uzyskali identyczny
wynik dla roztworu TPP w etanolu. Natomiast po odtlenowaniu roztworu, autorzy
uzyskali wynik o rzad wielkosSci wiekszy tj. Tt(N2) = 43 (as i podobne ro6znice
dotyczyty stalej wygaszania (Silva, 2010). Obserwowane rozbieznosci wyttumaczyé
mozna nieszczelnoscig uktadu dedykowanego odtlenowywaniu roztwordéw, ktéry
w przysztosci wymagatby dopracowania. Dla badanych pochodnych chloryny uzyskane
wartosci Sredniego czasu zycia w stanie trypletowym w obecnosci tlenu, w warunkach
rownowagi z otoczeniem miescity sie w zakresie od 0,23 ps do 0,31 ps, a po

odtlenowaniu byty rzedu mikrosekund (1,01 ps + 2,09 ps). Najdtuzszy czas zycia tT



w warunkach tlenowych charakteryzowat chl-/>, natomiast po odtlenowaniu chl-e.
Uzyskane wyniki mozna poréwna¢ do literaturowych wartosci charakteryzujgcych
chloryne e6. Czas zycia chloryny e6 w etanolu w obecnosci tlenu wynosi 0,29 |is
(Zenkevich, 1996), a zatem jest zblizony do wartosci uzyskanych dla badanych
fotouczulaczy. Isakau i in. okreslili wiasnosci chloryny e6 w wodnym roztworze.
W zalezno$ci od pH oszacowali, ze czas zycia fotouczulacza w stanie trypletowym
w obecnosci tlenu wynosi od 1,8 do 2,1 |is, a po odtlenowaniu wzrasta do okoto 200 fis
(Isakau, 2008). Natomiast Mennenga i in. wyznaczyli, ze czas zycia nasyconego
argonem roztworu chloryny e6 w etanolu nie jest dtuzszy od 30 ns, natomiast w buforze

fosforanowym wzrasta do 100 (as (Mennenga, 2006), (Zhang, 2009).

Tabela 13. Wartosci $redniego czasu zycia czasteczek fotouczulacza w stanie
trypletowym w warunkach tlenowych oraz zblizonych do beztlenowych dla roztworéw
badanych fotouczulaczy i TPP w etanolu. W tabeli przedstawiono takze wartosci statej
wygaszania stanu trypletowego przez tlen molekularny wyznaczonej z rownania Stema-
Yolmera.

warunki zblizone

fotouczulacs warunki tlenowe do beztlenowych stata wygaszania
tt fos] kq[M-1s-1]
tT(n2) fos]

TPP 0,36 +0,01 3,25 4,76 1,19 - 10"
chi-a 0,28 +0,01 1,16 + 0,11 1,41 « 10*
chi-b 0,31 £0,01 1,77 £0,64 1,28 « 10*
chl-c 0,27 + 0,02 1,17 £ 0,02 1,34 « 10*
chi-d 0,24 +0,01 1,01 +0,07 1,50- 108
chl-e 0,23 +0,01 2,09 + 0,29 1,88 « 10*
chl-2 0,25 +0,01 1,12 +0,05 1,47 « 10*

1.5 Kwantowa wydajno$¢ generowania tlenu singletowego

Bardzo waznym etapem charakterystyki potencjalnych fotouczulaczy jest
okreslenie ich kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego W tym celu
wykorzystano poréwnawczg metode pomiarowg opartg na rejestracji fosforescencji
tlenu singletowego przy réznych energiach promieniowania wzbudzajgcego. Czas zycia
tlenu singletowego w etanolu jest relatywnie dtugi i wynosi 15,2 us, co sprzyja detekcji

jego fosforescencji (Silva, 2010). Metoda poréwnawcza wymaga zastosowania wzorca



0 znanej wartosci kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego. W tym celu
wykorzystano fenalenon, dla ktérego w etanolu = 0,95 (Schmidt, 1994).

Aby okres$li¢ dtugos¢ fali przy ktorej nastepuje maksymalna emisja, zmierzono
widma fosforescencji tlenu singletowego. Przykladowe widmo przedstawiono na

wykresie 16. Maksimum emisji fosforescencji zaobserwowano przy X= 1271 nm.
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Wykres 16. Widma fosforescencji tlenu singletowego dla roztworu zwigzku
referencyjnego (fenalenonu) w etanolu zarejestrowane po roznych czasach od
zadziatania laserowego impulsu wzbudzajgcego (X = 355 nm).

Kolejnym etapem badan byta rejestracja krzywych kinetycznych obrazujgcych
zanik  fosforescencji  tlenu singletowego przy roznych energiach impulsu
wzbudzajacego. Przykiadowa krzywa kinetyczng przedstawiono na wykresie 26. Do
uzyskanych punktéw pomiarowych dopasowywano funkcje eksponencjalne i po
ekstrapolacji do t = 0 odczytywano poczatkowg intensywnos$¢ emisji lo. Wykreslone
zaleznosci poczatkowej intensywnosci emisji od wzglednej energii impulsu
wzbudzajgcego dla wszystkich badanych fotouczulaczy przedstawiono na wykresach 18
- 23. Do uzyskanych punktéw doswiadczalnych dopasowano funkcje y = ax + b
ograniczajgc dopasowanie do liniowego zakresu wykre$lonej zalezno$ci. Obserwowana
nieliniowo$¢ przy wyzszych energiach promieniowania wzbudzajagcego zwigzana jest
najprawdopodobniej z wyczerpaniem czasteczek w stanie podstawowym (Dabrowski,
2009). Z parametréw dopasowania, zgodnie z opisem z rozdziatu 2.2.2, wyznaczono

wartosci kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego. Otrzymane wyniki



przedstawiono w tabeli 14. W celu walidacji metody pomiaru dodatkowo zmierzono
roztwor tetrafenyloporfiryny (TPP) w toluenie. Wiasciwosci TPP sg dobrze poznane
i doktadnie omowione w literaturze. Wyznaczona warto$¢ kwantowej wydajnosci
generowania tlenu singletowego, obliczona w stosunku do fenalenonu, wynosita 0,66.
Otrzymany wynik byt zgodny z wartoScig cytowang przez Redmonda (<t\ = 0,68
(Redmond, 1999)). Rowniez wyznaczony czas zycia tlenu singletowego w toluenie -

30,6 (is byt zgodny z wartosciami literaturowymi (Bensasson, 1993).

Tabela 14. Warto$ci kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego badanych
pochodnych chloryny wyznaczone w etanolu w stosunku do fenalenonu

kwantowa wydajno$¢ generowania

fotouczulacz ]
tlenu singletowego

chl-a 0,66
chl-6 0,73
chl-c 0,63
chl-c/ 0,56
chl-e 0,66
chl-2 0,64

Wszystkie badane fotouczulacze charakteryzowaty sie stosunkowo wysokimi
kwantowymi wydajnosciami generowania tlenu singletowego przekraczajgcymi 50%.
Najwyzszg warto$¢ (Oa = 0,73) uzyskano dla chl-A, natomiast najnizszg (A= 0,56) dla
chi-d. Zmierzone wartosci kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego
spetniaty nastepujaca zaleznos¢ chl-6 > chl-a i ch\-e > chl-2 > chl-c > chi-d.

Fotouczulacze wykorzystywane obecnie w terapii fotodynamicznej posiadajg
kwantowe wydajnosci generowania tlenu singletowego z zakresu 0,3 ~ 0,8 (Lang,
2004). Proponowane chloryny generujg tlen singletowy z wydajnoscia poréwnywalng
do chloryny e6, ktéra w etanolu posiada kwantowag wydajno$¢ generowania tlenu
singletowego rowng 0,65 (Zenkevich, 1996), (Redmond, 1999). Parkhats i wsp. zbadali
zdolno$¢ do produkowania tlenu singletowego przez chloryne e6 w buforze
fosforanowym i poréwnali ja do wynikéw uzyskanych dla kompleksu chloryny e6
z polimerem PVP. Autorzy wykazali, ze wraz ze spadkiem wartosci pH (od pH = 8,5 do
pH = 6,3) kwantowa wydajnos¢ generowania tlenu singletowego chloryny e6
zmniejszata sie od A= 0,67 do = 0,50. Zastosowanie polimeru PVP, ktory sprzyja

monomeryzacji, zwiekszyto kwantowg wydajno$¢ generowania tlenu singletowego.



Autorzy zaobserwowali, ze przy pH = 6,3 warto$¢ <>\ wzrastata do 0,72 (Parkhats,
2009). Oprocz agregacji wiele innych czynnikéw decyduje o wydajnosci procesu
generowania tlenu singletowego. Zaliczamy do nich rodzaj stosowanego
rozpuszczalnika, wiasnosci stanu trypletowego fotouczulacza, w tym jego energie i czas
zycia, wydajnos¢ procesu transferu energii miedzy wzbudzonym fotouczulaczem,
a czasteczka tlenu (Nyokong, 2012). ROwniez rodzaj przytaczonych podstawnikow,
obecno$¢ centralnie podstawionych jondéw metali lub osiowo podstawionych ligandéw
wptywa na wydajno$¢ z jaka fotouczulacze generujg tlen singletowy. Dla
proponowanych chloryn nie zaobserwowano wyraznego wptywu przytgczonych reszt
cukrowych na warto$¢ <ta W przypadku zwigzkéw posiadajgcych tancuch
n-heptylowy, pochodne cukrowe wydajniej generowaty tlen singletowy. Natomiast
w przypadku pochodnych chloryny e6, bylo odwrotnie i to chl-e charakteryzowata sie
wyzszg wartoscig <)\ niz jej cukrowe pochodne. Taki sam wniosek wyciggnat ze swych
badan Bautista-Sanchez i wsp., ktérzy poréwnywali wiasnosci fotofizyczne
temoporfiny (m-THPC) i jej glukozowych pochodnych. Autorzy zaobserwowali, ze
zastosowane podstawniki cukrowe nie wptywajg na zmiane wiasciwosci fotofizycznych
temoporfiny, takich jak czas zycia stanu trypletowego lub kwantowa wydajnosé

generowania tlenu singletowego (Bautista-Sanchez, 2005), (Senge, 2012).

czas [s]

Wykres 17. Przykiadowa krzywa kinetyczna obrazujgca zanik fosforescencji tlenu
singletowego zarejestrowana w temperaturze pokojowej dla roztworu chl-2 w etanolu.
Diugosc¢ fali wzbudzenia wynosita 355 nm. Detekcja przy A= 1271 nm.
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Wykres 18. Zalezno$¢ intensywnosci emisji fosforescencji lo od wzglednej energii
lasera wyznaczona dla roztworu chl-cr (»/ ) oraz fenalenonu (m/dJ) w etanolu.
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Wykres 20. Zalezno$¢ intensywnosci emisji fosforescencji 10 od wzglednej energii
lasera wyznaczona dla roztworu chl-c (m/ ) oraz fenalenonu (m/ZJ) w etanolu.

0,020
n 0,018-
? 0,016-

y =0,0001176x + 0,0007300
0,014-  R2=0,98

0,012-
0,010-
0,008 -

0,006 -

® gp oAl w

0.004 -
0,002 -

0,000
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Wzgledna energia lasera



0,020 -

0,018-
3
0,016-
y =0,0001048x + 0,000544
¢ 0,014- R2=0,98
H 0,012- |
2 )
‘w 0,010-
<2
0,008 -
£ 0,006 -
¢ 0,004- y = 0,0000725x + 0.000633
0,002 - R2=0,99
0,000 -

C 25 50 75 100 125 150 175 200 225

Wzgledno energia lasera

Wykres 22. Zalezno$¢ intensywnosci emisji fosforescencji lo od wzglednej energii
lasera wyznaczona dla roztworu chl-e ( / ) oraz fenalenonu (w/0) w etanolu.
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1.6 Fotostabilno$¢ fotouczulaczy

Wiekszos$é fotouczulaczy wykorzystywanych w terapii fotodynamicznej pod
wplywem Swiatta ulega degradacji. Wiedza na temat proceséw fotochemicznych
zachodzacych w trakcie naSwietlania jest istotna, poniewaz przektada sie na
skuteczno$¢ terapeutyczng potencjalnego leku. Nie bez znaczenia jest wptyw procesu
fotowybielenia na dozymetrie kliniczng i dobdér optymalnego stezenia fotouczulacza
i dawki Swiatta (Hongying, 1999), (Rotomskis, 1997). Samo zjawisko fotowybielenia
moze mie¢ zar6wno pozytywny, jak i negatywny charakter. Z jednej strony, gdy proces
ten zachodzi zbyt szybko to uniemozliwia kompletne zniszczenie guza. Z drugiej strony
powoduje redukcje ilosci fotouczulacza w otaczajagcych nowotwdr zdrowych tkankach,
skracajgc czas nadwrazliwosci tych tkanek na $wiatto (Hongying, 1999), (Das, 2005).

Potencjalny  fotouczulacz  powinien charakteryzowa¢ sie stabilnoScig
w ciemnosci oraz podczas naswietlania. Na wykresie 24 pokazano widma absorpcji
jednej z badanych chloryn zarejestrowane po roéznym czasie od przygotowania
roztworu, gdy roztwoér przechowywany byt w ciemno$ci. Jedynie nieznaczne zmiany
w widmie, w postaci zmniejszonej intensywnos$ci pasm zaobserwowano po tygodniu od

przygotowania roztworu.

Dtugo$é fali [nm|

Wykres 24. Badanie stabilnosci roztworu chl-c w DMSO (c = 50 [i.M) w ciemnosci.
Widma absorpcji zmierzono dla $wiezego roztworu oraz po 24 h, 48 h, 72 h oraz po
tygodniu od przygotowania roztworu.

Aby sprawdzi¢ fotostabilno$¢ proponowanych chloryn w warunkach

prowadzonych eksperymentéw biologicznych, przeprowadzono pomiar widm absorpcji



roztworow fotouczulaczy przed i po naswietleniu Swiattem czerwonym generowanym
przez lampe halogenowg o r6znych dawkach. Szczeg6lng uwage poswiecono pomiarom
przy dawce 20 J/cm2, ktdrg stosowano podczas badania fototoksycznosci pochodnych
chloryny. Stosunek absorbancji odczytanej dla ostatniego pasma Q po naswietleniu do
wartosci sprzed naswietlenia, wyrazony w procentach, uznano za miare fotostabilnosci
zwigzkoéw. Na wykresach 25 - 28 przedstawiono przyktadowe widma absorpcji

zarejestrowane po réznym czasie naswietlenia roztwordw badanych fotouczulaczy.
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Wykres 25. Widmo absorpcji roztworu chl-c w DMSO (¢ = 20 (iM) zarejestrowane po
roznych czasach naswietlania Swiattem czerwonym generowanym przez lampe
halogenowg (X> 630 nm).
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Wykres 26. Widmo absorpcji roztworu chl-t? (c = 20 (iM) w DMSO zarejestrowane po
roznych czasach naswietlania Swiattem czerwonym generowanym przez lampe
halogenowg (A> 630 nm).



Pod wpltywem Swiatta moze dojs¢ do zmian w strukturze chemicznej
fotouczulaczy, ktore uwidaczniajg sie w postaci zmian intensywnosci pasm absorpcji
i/lub emisji (fotomodyfikacja) lub zaniku pasm, w konsekwencji rozpadu czasteczki
fotouczulacza podczas naswietlania (wtasciwe fotowybielenie). W przypadku badanych
fotouczulaczy mozna zaobserwowaé, ze zmiany w widmie absorpcji wywotane
naswietleniem obejmowaty jedynie zmiane intensywnosci pasm. Nie zaobserwowano
natomiast zaniku pasm istniejgcych przed naswietleniem, czy tez pojawienia si¢ nowych
wskazujacych na powstanie fotoproduktow. Dla wiekszosci chloryn tj. chl-A, chl-c,
chl-c/, chl-e zmiany ksztattu widma po naswietleniu byly nieznaczne. W warunkach
eksperymentow biologicznych (tj. dla dawki 20 J/cm?2) spadek intensywnosci ostatniego
pasma Q nie przekraczat 12%. Natomiast dla dwéch zwiazkéw chl-2 i chl-a (wykres 25
- 26) spadek intensywnos$ci byt znaczny i wynosit odpowiednio 20% i 40%.
Szczegbtowa analize zmian intensywno$ci ostatniego pasma Q po naswietleniu réznymi

dawkami promieniowania przestawiono w tabeli 15.

Dtugos¢ fali [nm)|

Wykres 27. Widmo absorpcji roztworu chl-2 w DMSO (¢ = 20 pM) zarejestrowane po
réznych czasach naswietlania $wiattem czerwonym generowanym przez lampe
halogenowg (k > 630 nm).
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Wykres 28. Widmo absorpcji roztworu chl-a (c = 20 jiM) w buforze fosforanowym
zarejestrowane po rdznych czasach naswietlania Swiattem czerwonym generowanym
przez lampe halogenowa (X> 630 nm).

Tabela 15. Stosunek wartosci absorbancji odczytanej dla ostatniego pasma Q po (A)

i przed (Ao) naswietleniem

roztworow pochodnych chloryny ro6znymi

dawkami

promieniowania generowanego przez lampe halogenowg z filtrem gérnoprzepustowym

630 nm.
naévfl:ize?fania Dawka
imin] [J/cm2)
2 4,56
4 9,12
6 13,68
7 15,96
8 18,24
9 20,52
10 22,80
Zagadnienie

fotodynamicznej

chi-£7
(PBS)
82,93
74,40
68,53
66,13
62,40
61,33
60,27

Stosunek wartos$ci absorbancji A / Ao [%]

chl-6
(PBS)
98,88
97,48
94,96
94,12
93,42
92,16
91,32

fotowybielenia  jest

dotyczacym  wiekszosci

chl-c

(DMSO) (DMSO) (DMSO)

96,22
94,94
93,94
92,42
91,53
89,99
88,34

nieodtgcznym

chi-d chl-e
99,25 96,82
98,25 94,06
97,37 9374
95,24 92,78
9449 91,61
92,73 89,49
91,73 8843
elementem
Mechanizmy

fotouczulaczy.

chl-2
(DMSO)
91,49
86,55
82,70
81,47
80,78
80,51
78,93

terapii

procesu



fotowybielenia nie sg proste do wyjasnienia i zalezg od wielu czynnikéw, w tym
struktury chemicznej fotouczulaczy i $rodowiska w ktorym odbywa sie naswietlanie
(Nyokong, 2012). Ze wzgledu na ztozono$¢ problemu, na podstawie badania
wiasciwosci roztworéw trudno przewidzie¢ zachowanie fotouczulaczy w warunkach in
vitro i in vivo. Wykazano, ze proces agregacji odgrywa znaczacg role w procesie
fotowybielenia. Zaobserwowano, ze formy zagregowane sg bardziej odporne na
fotowybielenie. Obecnos¢ surfaktantéw, sprzyjajacych monomeryzacji, bedzie zatem
sprzyja¢ zjawisku fotowybielenia. Dodatkowo wiele fotouczulaczy ulega fotodegradacji
znacznie szybciej w obecnosci biatek (Tonnesen, 1996). Das i wsp. badali
fotodegradacje chloryny p6 w rdéznych S$rodowiskach. Wykryli, ze szybkos$¢
fotowybielenia roztworu chloryny w buforze fosforanowym lub emulsji liposomowej
jest poréwnywalna, natomiast w medium z dodatkiem 10% surowicy FBS proces ten
zachodzi trzykrotnie szybciej, a w przypadku medium z dodatkiem 1% surowicy FCS
szybko$¢ wzrasta dwukrotnie (Das, 2005). Prace zwiazane z badaniem Kkinetyki
procesow fotowybielenia potwierdzity kluczowa role tlenu w tym procesie. Okazuje sie,
ze w warunkach beztlenowych proces fotowybielenia zachodzi mniej wydajnie. Hajdur
i wsp. badali fotowybielenie temoporfiny (mTHPC) w wodnym roztworze
zawierajagcym 10% surowicy FCS z dodatkiem wygaszaczy tlenu singletowego tj.
DABCO lub histydyny. Zaobserwowali ich wptyw zaréwno na proces fotodegradacji
jak i tworzenia fotoproduktéw. Wykazali, ze w warunkach beztlenowych proces
fotowybielenia zachodzi 50% mniej wydajnie niz w obecnosci tlenu. Ponadto, obecnos¢
wygaszaczy spowodowata spadek wydajnosci procesu fotowybielenia o 25%

w przypadku DABCO oraz o0 35% w przypadku histydyny (Hadjur, 1998).



2. Badania biologiczne

2.1 Badanie kinetyki wnikania fotouczulaczy do komdérek

Aby potwierdzi¢ obecnos$¢ fotouczulacza we wnetrzu komérek oraz wyznaczy¢
optymalny czas inkubacji przeprowadzono spektrofotometryczny pomiar lizatéw
komoérkowych. Podczas badann komorki linii hctl 16 inkubowano 2z badanymi
pochodnymi chloryny przez rézny czas (od 15 do 6 godzin). Nastepnie komorki
lizowano, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.4 a otrzymane lizaty analizowano
spektrofotometrycznie.

W pierwszym etapie pomiaréw rejestrowano tréojwymiarowe wykresy
wzbudzenie - emisja obrazujgce natezenie luminescencji probki przy wszystkich
mozliwych kombinacjach dtugosci fali promieniowania wzbudzajgcego i emitowanego
(wykres 29). Na ich podstawie mozna byto jednoznacznie stwierdzi¢, czy po danym

czasie we wnetrzu komorki zgromadzit sie fotouczulacz.
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Wykres 29. Trojwymiarowe wykresy wzbudzenie - emisja roztwordéw uzyskanych
w wyniku lizy komorek kontrolnych (nie traktowanych zadnym czynnikiem) oraz
komérek poddanych 3-godzinnej inkubacji z roztworami badanych pochodnych
chloryny. Dla grup inkubowanych z fotouczulaczem przy ok. X = 650 nm widoczny jest
pik wskazujacy na obecno$¢ fotouczulacza w otrzymanym lizacie (zaznaczono
kwadratem). X - dtugos¢ fali emisji; X'- dtugos¢ fali wzbudzenia



Na powyzszych wykresach catkowita wiedza o pomiarach spektralnych zawarta jest
w ksztalcie powierzchni / = (A, A"), gdzie A opisuje diugosci fal promieniowania
emitowanego, a A' odpowiada dtugosciom fal promieniowania wzbudzajgcego.
Przeciecie powierzchni takiego wykresu ptaszczyzng X = A0 odpowiada widmu emisji
otrzymanemu po wzbudzeniu S$wiattem o diugosci fali AQ Natomiast przekrdj
ptaszczyzng A = A0 odpowiada widmu wzbudzenia uzyskanemu w wyniku rejestracji
luminescencji o dtugosci fali A0 (Twardowski, 1989). Na wykresie 30 zaprezentowano
fragmenty zarejestrowanych trojwymiarowych widm wzbudzenie - emisja oraz widma
powstate w wyniku ich przeciecia ptaszczyznami A' = 390 nm oraz A = 650 nm. Juz
wstepna analiza otrzymanych widm pozwala zauwazy¢, ze widmo emisji uzyskane dla
lizatu po 3-godzinnej inkubacji z fotouczulaczem charakteryzuje sie najwiekszg
intensywnoscig, co moze wskazywac, ze po takim czasie stezenie fotouczulacza we

whnetrzu komarki bedzie maksymalne.
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Wykres 30. Fragmenty trojwymiarowych widm wzbudzenie - emisja roztworow
otrzymanych w wyniku lizy komoérek inkubowanych z chlb przez rézny czas (po lewej)
oraz widma powstate w wyniku ich przeciecia ptaszczyznami X = 650 nm (w Srodku)
oraz X’ = 390 nm (po prawej). X - dtugos¢ fali emisji; X dtugosé fali wzbudzenia.



Dalszy etap analizy miat na celu doktadne okreslenie po jakim czasie inkubacji
komoérek z roztworem fotouczulacza, jego ilos¢ we wnetrzu komérek byta maksymalna.
Pomiar ten polegat na zarejestrowaniu widm fluorescencji poszczegdlnych lizatéw po
wzbudzeniu $wiattem o diugosci fali odpowiadajgcej pasmu Soreta danego
fotouczulacza. Z zarejestrowanych widm odczytano maksymalng intensywnos$é
fluorescencji, co pozwolito na wykreslenie zaleznosci maksymalnej intensywnosci
fluorescencji od czasu inkubacji. Otrzymane krzywe przedstawiono na wykresie 31.
Analizujgc ich przebieg mozna stwierdzié, ze optymalny czas inkubacji badanych
fotouczulaczy z komorkami, w zalezno$ci od zwigzku, wynosi pomiedzy trzy a cztery
godziny. Dla czesci badanych chloryn po trzech godzinach na wykresie widoczne jest
wyrazne maksimum. Dla pozostatych réznica w stezeniu zwigzku gromadzonego w
komoérkach po trzech lub czterech godzinach nie jest tak wyrazna, natomiast dla chi-b
wynik wskazuje na wigksze stezenie fotouczulacza w komérkach po 4-godzinnej
inkubacji. Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw ustalono 3.5-godzinny czas

inkubacji za optymalny podczas badania efektu fotodynamicznego.
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Wykres 31. Zalezno$¢ akumulacji badanych pochodnych chloryny w komoérkach linii
hctl 16 od czasu inkubacji wyznaczona na podstawie spektrofotometrycznego pomiaru
lizatbw komdrkowych. Kazdy punkt na wykresie reprezentuje warto$¢ Srednig z oSmiu
punktéw pomiarowych. Btgd wyznaczono ze wzoru na odchylenie standardowe.

Dodatkowo obecno$¢ fotouczulacza we wnetrzu komorek potwierdzono przy
pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Ponizej przedstawiono zdjecie komorek linii
hctl 16 po 3,5-godzinnej inkubacji z chl-c, na ktéorym widoczna jest fluorescencja

pochodzaca od zgromadzonego w komoérkach fotouczulacza.

Rysunek 24. Fluorescencja pochodzaca od zgromadzonej w komorkach chl-c
zarejestrowana po 3,5-godzinnej inkubacji komdrek linii hctl 16 z fotouczulaczem
(po prawej) oraz zdjecie komdrek wykonane w technice kontrastu fazowego (po lewej).

2.2 Badanie cytotoksycznosci i fototoksycznosci

Celem przeprowadzonych eksperymentéw bylo sprawdzenie cytotoksycznosci
badanych pochodnych chloryny w stosunku do komorek gruczolaka okreznicy linii
hctl 16 oraz linii hctl 16 p53'/_po 3,5-godzinnej inkubacji z komdérkami w ciemnosci
(tzw. toksyczno$¢ ciemna) oraz ich fototoksycznosci po 3,5-godzinnej inkubacji

z komérkami, a nastepnie naswietleniu Swiattem czerwonym o dawce 20 J/cm2



Zbadano wptyw réznych stezen (0,5 (iM - 5 |oM) na obserwowany efekt terapeutyczny.
Zastosowany czas inkubacji dobrano eksperymentalnie (rozdziat 2.1). Uzyskane wyniki
poréwnano z wynikami otrzymanymi dla zwigzku referencyjnego - temoporfiny,
substancji czynnej fotouczulacza o nazwie Foscan. Wyniki testu MTS dla zwigzku
referencyjnego przy 3,5-godzinnej inkubacji z komorkami (tak samo jak
w eksperymentach z proponowanymi fotouczulaczami) oraz przy  24-godzinnej

inkubacji (czas optymalny dla fotouczulacza Foscan) pokazano na wykresie 32.
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Wykres 32. Wyniki testu MTS dla zwigzku referencyjnego. Przezywalno$¢ komérek
linii hctl 16 oraz hctl 16 p53'/ po 3,5-godzinnej (a) oraz 24-godzinnej (b) inkubacji
z temoporfing w roéznych stezeniach (0,1 [iM ~ 5 (iM) oraz naswietleniu Swiattem
czerwonym (20 J/cm2) w odniesieniu do niczym nie traktowanych komérek kontrolnych
(dane nie prezentowane).



Idealny fotouczulacz powinien charakteryzowa¢ sie brakiem negatywnego
wptywu na proliferacje komoérek w ciemnosci, natomiast pod wplywem Swiatla
powinien skutecznie prowadzi¢ do ich zniszczenia. Otrzymane wyniki oceny
cytotoksycznosci oraz fototoksycznosci badanych pochodnych chloryny przedstawiono
na wykresach 33 - 34. W badaniach tych przezywalno$¢ komdrek oceniano testem MTS
po 24 godzinach od zakohczenia procedury naswietlania lub w przypadku badan
oceniajacych toksyczno$¢ ciemng po 24 godzinach od zakonhczenia inkubacji

z fotouczulaczem.
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Wykres 33. Cytotoksyczno$¢ badanych pochodnych chloryny. Komdérki linii hctl 16
oraz hctl 16 p53/ inkubowano z badanymi fotouczulaczami w roéznych stezeniach
(0,5 xM 5 (iM) przez 3,5 godziny w ciemnosci. Przezywalno$¢ komérek oceniono
testem MTS w odniesieniu do niczym nie traktowanych komdérek kontrolnych.
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Wykres 34. Fototoksycznos$¢ badanych pochodnych chloryny: chl-a (a), chi-/? (b), chl-c
(c), chi-d (d), chl-e (e), chl-2 (f). Przezywalno$¢ komdrek linii hctl 16 oraz hctl 16 P537'
po 3,5-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi chloryny w roéznych stezeniach
(0,5 jiM + 5 |j.M) i naSwietleniu Swiattem czerwonym (20 J/cm2) w odniesieniu do
niczym nie traktowanych komoérek kontrolnych (dane nie prezentowane).



Na wykresie 33 mozna zaobserwowac, ze w uwzglednionym zakresie stezen
zadna z badanych pochodnych chloryny nie wykazywata toksycznego wplywu na
komdrki gruczolaka okreznicy w ciemnosci. Natomiast po naswietleniu S$wiatlem
czerwonym o dawce 20 J/cm2 obserwowano spadek przezywalnosci uzalezniony od
stezenia fotouczulacza.

Sposrod  badanych  fotouczulaczy  najsilniejszy  efekt  terapeutyczny
zaobserwowano dla chl-c. W najwyzszym uwzglednionym  stezeniu, tj. 5 (XM,
przezywalno$¢ komoérek spadata do 14,1% (hctl 16) oraz 9,5% (hctl 16 P53'7). Wysoka
skutecznoscig terapeutyczna charakteryzowaty sie rowniez chl-e oraz chl-2. W stezeniu
5 ™M frakcja komoérek przezywajacych wynosita dla chl-e 22,3% (hctl 16) i 10,4%
(hctl 16 p53'A) oraz dla chl-2 14,3% (hctl 16) i 11,7% (hctl 16 P53'7). W przypadku
chl-6 podobna skutecznos$¢ dziatania zaobserwowano dla obu linii (SF = 18%). Stabszy
efekt terapeutyczny zaobserwowano dla chi-¢. W stezeniu 5 |iM frakcja komérek
przezywajacych wynosita 23,9% (hctl 16) oraz 25,0% (hctl 16 p53/). Sposrod
wszystkich fotouczulaczy najmniej aktywna okazata sie chl-a. W przypadku tego
fotouczulacza przezywalno$¢ komdrek wynosita 26,6% (hctll) oraz 28,5%
(hctl 16 p53™"). Dla zwigzku referencyjnego w stezeniu 5 |aM, w przypadku
3,5-godzinnej inkubacji (wykres 32 a), przezywalnos¢ komorek wynosita 12,5%
(hctl 16) oraz 11,7% (hctl 16 p53'/). Obserwowany efekt terapeutyczny byt wiec
porownywalny do wyniku uzyskanego dla chl-c.

Powyzsze wyniki uzyskano przy pomocy testu MTS (rozdziat 3.3), ktory
informuje o zywotnosci komérek w oparciu o aktywno$¢ enzymu dehydrogenazy
mitochondrialnej. Wykonujac go po 24 godzinach od zakohczenia naswietlenia,
uzyskuje sie informacje o liczbie komoérek z aktywnymi mitochondriami. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze po czasie dtuzszym od 24 godzin, wykryte uszkodzenia moga
zosta¢ naprawione lub komdrki uznane w tescie za zywe moga uruchomi¢ mechanizmy
prowadzgce do ich $mierci. Aby to zweryfikowac ijednoznacznie ocenic efekty terapii
wykonano test klonogennos$ci (rozdziat 3.4). Jego wyniki oceniajace przezywalnosé
komérek gruczolaka okreznicy po 3,5-godzinnej inkubacji z pochodnymi chloryny oraz
naswietleniu Swiattem czerwonym (20 J/cm2) pokazano na wykresach 35 - 36. Na

wykresie zaprezentowano rowniez wyniki dla zwigzku referencyjnego.
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Wykres 35. Wyniki testu klonogennos$ci. Przezywalno$¢ komorek linii hctl 16 po
3,5-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi chloryny oraz zwigzkiem
referencyjnym (temoporfmg) w stezeniach 0,25 2,5 "M wyznaczona w odniesieniu do
niczym nie traktowanych komdrek kontrolnych.
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Wykres 36. Wyniki testu klonogennosci. Przezywalno$¢ komdrek linii hctl 16 p53'" po
3,5-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi chloryny oraz zwigzkiem
referencyjnym (temoporfing) w stezeniach 0,25 2,5 (@M wyznaczona w odniesieniu do
niczym nie traktowanych komérek kontrolnych.



Na zaprezentowanych wykresach nie uwzgledniono stezenia 5 “M, poniewaz
pomimo wysiania wszystkich komorek poddawanych terapii, nie zaobserwowano
wzrostu kolonii potomnych dla zadnej z badanych pochodnych chloryny, co $wiadczy
0 bardzo duzym uszkodzeniu komérek. Znaczaca réznice w przezywalnosci komérek
linii hctl 16 zaobserwowano dla badanych chloryn oraz zwigzku referencyjnego
w stezeniu 2,5 (wykres 35). Na taki wynik moga mie¢ wptyw zmiany
morfologiczne (bardzo silna wakuolizacja komorek) obserwowane praktycznie od razu
po zakorczeniu naswietlania dla komorek inkubowanych z proponowanymi chlorynami
w stezeniu 2,5 |[jM. W efekcie ktérych podczas zbierania i liczenia wiele komorek
rozpadato sie i tylko niewielka ich cze$¢ byta wysiewana na ptytkach przeznaczonych
do testu klonogenno$ci. Efektow takich nie zaobserwowano dla zwigzku
referencyjnego. Komorki poddane dziataniu temoporfiny i Swiatta, byly zliczane
lwirowane bez zadnych strat i w ilosci poréwnywalnej do liczby pierwotnie wysianych
komorek byty wysiewane na plytkach przeznaczonych do testu klonogennosci na
kolejne 9 dni.

Test klonogennosci  potwierdzit  skuteczno$é terapeutyczng badanych
pochodnych chloryny. W najwyzszym uwzglednionym stezeniu frakcja komarek
przezywajacych wynosita kilka procent. W oparciu o uzyskane wyniki wyznaczono

stezenie fotouczulaczy przy ktérym obserwowano zabicie 50% populacji komorek -

parametr I1C50. Wyznaczone wartosci IC50 przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Wartosci IC50 wyznaczone dla badanych pochodnych chloryny.

IC50 QiM]
Nazwa TEST MTS TEST KLONOGENNOSCI
fotouczulacza hctl 16 hctl 16 p53_/ hctl 16 hctl 16 P53'7
chl-a 2,62 + 0,22 2,38+ 0,25 0,68 +0,11 0,49 + 0,34
chl-6 1,42 0,17 1,22 0,15 0,77 +0,11 0,23 + 0,04
chl-c 0,31 +0,03 0,50 + 0,05 0,22 + 0,03 0,12 +0,03
chi-d 2,08 40,17 3,10 0,42 0,83 + 0,32 0,45 + 0,08
chl-e 0,96 +0,12 0,37 + 0,04 1,23 +0,30 0,58 + 0,06
chl-2 1,07 +0,09 1,04 +0,11 0,43 + 0,06 0,53 +0,21

Przeprowadzone badania pokazaly, ze po 3,5-godzinnej inkubacji z badanymi

pochodnymi chloryny w réznych stezeniach oraz naswietleniu Swiattem czerwonym



0 dawce 20 J/cm2 dochodzi do $mierci komdrek zardéwno zawierajacych, jak
1pozbawionych biatka p53. W najwyzszym uwzglednionym stezeniu, tj. 5 |[aM, rdznice
w przezywalnosci komorek linii hctl 16 i hctl 16 p53" byly nieistotne statystycznie,
z wyjatkiem chl-c i chl-e. W przypadku chl-c roznice istotne statystycznie wystepowaty
w catym zakresie stezen, przy czym dla nizszych stezen silniejszy efekt terapeutyczny
osiggnieto dla komorek linii hctl 16, a przy wyzszych stezeniach dla komorek hctl 16
pS53.A

Obie metody oceny przezywalnosci komérek potwierdzity najwyzszg
skutecznos$¢ fotouczulgjgca chl-c. Obserwowany efekt byt poréwnywalny do wyniku

uzyskanego dla zwigzku referencyjnego.

2.3 Zmiany morfologii komdrek po naswietleniu

W ramach pracy oceniono réwniez zmiany w morfologii komoérek poddanych
dziataniu badanych fotouczulaczy i S$wiatta. Zaobserwowane wyrazne zmiany
morfologiczne pojawialy sie praktycznie od razu po zakonczeniu naswietlania. Komorki
natychmiast zaokraglaty sie i widoczne byty cechy wskazujgce na ich uszkodzenie. Im
wyzsze stezenie fotouczulacza stosowano, tym szybciej efekty uszkodzenia byty
obserwowane. Dla najwyzszego badanego stezenia byta to kwestia kilku minut. Nalezy
zaznaczy¢, ze podczas wykonywania eksperymentéw, powyzszych efektow nie
zaobserwowano dla komdrek eksponowanych jedynie na dziatanie Swiatta (tzw.
kontrola naswietlana). Zdjecia komérek linii hctl 16, ktére po 3.5-godzinnej inkubacji
z jedng z badanych chloryn naswietlono przedstawiono na rysunku 25.

Odmienne efekty zaobserwowano po zastosowaniu zwiazku referencyjnego
(temoporfiny). Wéwczas zmiany morfologiczne widoczne byly dopiero po pewnym
czasie od zakonczenia naswietlania i jedynie dla wyzszych stezen fotouczulacza

(rysunek 26).
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Rysunek 25. Zdjecia komorek gruczolaka okreznicy linii hctl 16, ktore po 3,5-godzinnej
inkubacji z chl-c w roéznych stezeniach podano naswietleniu Swiattem czerwonym
(20 J/cm2) oraz zdjecia nie traktowanych zadnym czynnikiem komorek kontrolnych.
Zdjecia zarejestrowano po 6 oraz 24 godzinach od zakonczenia procedury naswietlania.
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Rysunek 26. Zdjecia komérek gruczolaka okreznicy linii hctl 16, ktoére po 3,5-godzinnej
inkubacji z temoporfing w roéznych stezeniach poddano naswietleniu S$wiattem
czerwonym (20 J/cm2) oraz zdjecia nie traktowanych zadnym czynnikiem komdrek
kontrolnych. Zdjecia zarejestrowano po 6 oraz 24 godzinach od zakohczenia procedury
naswietlania. Na zdjeciach strzalkami zaznaczono: U - komdrki, ktdre zaczely sie
odkleja¢ od podioza, A - komédrka ktorg zakwalifikowano jako ulegajaca apoptozie,
N - komdérki zakwalifikowane jako ulegajgce nekrozie.



W poréwnaniu do grup kontrolnych rdznice w ksztalcie komorek
eksponowanych na dziatanie badanej pochodnej chloryny i Swiatla widoczne byty
w catym zakresie stezen juz po 6 godzinach od naswietlenia. Obserwowane zmiany
przejawiaty sie wakuolizacjg komérek i ich odklejeniem od podioza hodowlanego.
W przypadku zwigzku referencyjnego, zmiany morfologiczne po 6 godzinach widoczne
byly jedynie wsréd komorek inkubowanych z najwyzszymi stezeniami temoporfiny tj.
2,5 [iM oraz 5 (iM (dane nie prezentowane). Obraz komoérek inkubowanych ze
zwigzkiem referencyjnym w stezeniach z zakresu od 0,1 p.M do 0,5 ~M nie odbiegat od
obrazu komoérek kontrolnych zaréwno po 6 godzinach, jak i 24 godzinach.
W przypadku temoporfiny stwierdzono, ze $mieré¢ komérek mogta nastgpi¢ zaréwno na
drodze apoptozy, jak i nekrozy, cho¢ przy nizszych stezeniach rozrdznienie byto
problematyczne (rysunek 26).

W ramach pracy podjeto réwniez probe obserwacji komérek poddanych terapii
przy pomocy mikroskopu elektronowego, wyposazonego w przystawke pozwalajaca na
badanie probek biologicznych. Analize ograniczono do komorek eksponowanych na
dziatanie S$wiatta (tzw. kontrola naswietlana) oraz komdrek poddanych terapii
fotodynamicznej z jednym z badanych fotouczulaczy. R6znice w morfologii komdrek
kontrolnych oraz tych poddanych terapii fotodynamicznej pokazano na rysunku 27.
Wsrod naswietlanych komérek kontrolnych nie zaobserwowano zmian ksztaltu lub
innych cech wskazujacych wyraznie na ich uszkodzenie. Widoczne zaokraglone
komorki to komdrki bedgce w trakcie podziatow, a zaobserwowane w niektorych
miejscach cytoplazmatyczne uszkodzenia, nie sg tak rozlegte i intensywne, jak te

znajdujace sie w grupie eksperymentalnej.

a)



Rysunek 27. Zdjecia komorek gruczolaka okreznicy linii hctl 16 podanych naswietleniu
Swiattem czerwonym (20 J/cm2) po 3,5-godzinnej inkubacji z chl-o (b) oraz zdjecia
grup kontrolnych poddanych jedynie dziataniu Swiatta (a) wykonane przy pomocy
mikroskopu elektronowego. Analize mikroskopowg przeprowadzono po 24 godzinach
od zakonczenia naswietlania.

Uzyskane obrazy oraz szybko$¢ obserwowanego procesu sugerujg, ze Smier¢
komoérek mogta nastgpi¢ na drodze nekrozy. Morfologicznie martwiczej $mierci
komorki, jak czesto nazywa sie nekroze, towarzyszy wzrost objetosci komorek, obrzek
organelli oraz utrata integralnosci blony, czego konsekwencjg jest uwolnienie
zawartosci wewngtrzkomdérkowej i indukcja stanu zapalnego (Kroemer, 2009).

Wsréd obserwowanych komorek nie odnotowano cech wskazujgcych na proces
autofagii, np. takich jak zaobserwowali Kessel i in. (Kessel, 2009). Morfologicznie
autofagie definiuje sie jako $mieré, ktdrej towarzyszy silna wakuolizacja cytoplazmy

oraz obecno$¢ pecherzykéw (autofagosoméw) otoczonych podwdjng btong (rysunek

Rysunek 28. Zdjecie (po lewej stronie) komérek biataczki mysiej (L1210) po terapii
fotodynamicznej, wykonane przez Kessel i wsp. Strzatkg zaznaczono komorki
umierajgce na drodze autofagii (Au). Dla poréwnania, po prawej stronie, przedstawiono
fragment zarejestrowanego zdjecia, przedstawiajacego komérki linii hctl 16 po PDT
z jedng z badanych chloryn (chl-c). Zdjecie wykonano po 24 godzinach od zakohczenia
naswietlania. Strzatkg zaznaczono komorki zakwalifikowane jako ulegajgce $mierci na
drodze nekrozy (N).



Nie zaobserwowano réwniez zmian morfologicznych charakterystycznych dla komérek
umierajacych na drodze apoptozy, takich jak zaokraglenie i zmniejszenie objetosSci
komdérki, wycofanie pseudopodiéw, kondensacja chromatyny oraz fragmentacja jadra
komo6rkowego. Podczas apoptozy organella, gesto upakowane w cytoplazmie, zwykle
nie wykazujg znaczgcych zmian morfologicznych. Charakterystyczne jest natomiast
pecznienie btony komdrkowej (z zachowaniem integralnosci az do koncowego etapu
procesu) oraz formowanie tzw. cialek apoptotycznych (Kroemer, 2009). Ciatka te
zawierajg fragmenty cytoplazmy i jadra, ktére w warunkach fizjologicznych moga
zosta¢ pochtoniete przez sasiadujgce komarki lub makrofagi. W sytuacji gdy ciatka te
nie zostang rozpoznane przez fagocyty, np. w hodowli komorkowej, czesto méwi sie
0 tzw. wtdrnej nekrozie (Krysko, 2009). Wdéwczas komérki umierajgce na drodze
apoptozy wykazujg szereg cech charakterystycznych dla procesu nekrozy, z wyjatkiem
wywotywania reakcji zapalnej (Cruchten, 2002). W takiej sytuacji, bioragc pod uwage
jedynie morfologiczne kryteria rdznicujagce mechanizmy S$mierci komorki, tatwo
wyciggnaé nieprawidtowe wnioski.

Podsumowujac, wykonanie analizy mikroskopowej, opartej jedynie na
jakoSciowej analizie kryteriow morfologicznych, jest niewystarczajagce do
prawidtowego rozrdéznienia mechanizmoéw Smierci komorkowej. Wedtug Krysko i in.
prawidtowo przeprowadzona analiza wymaga uwzglednienia nie tylko Kryteriéw
morfologicznych i biochemicznych, ale rowniez zbadania oddziatywania komorek
z fagocytami. Dlatego w trakcie dalszych badan konieczne bedzie uzupeinienie
1potwierdzenie wstepnego rozroznienia pomiedzy apoptoza, nekrozg i autofagig przy
pomocy analizy biochemicznej. Poniewaz nie istniejg parametry pozwalajace na
bezposrednig identyfikacje procesu nekrozy, konieczne bedzie wykluczenie obecnosci
parametrow typowych dla apoptozy (np. aktywacji kaspaz, uwolnienia cytochromu c,
fragmentacji DNA), jak roéwniez zbadanie réznicowej kinetyki markerow $mierci
komorkowej (np. ekspozycji fosfatydyloseryny, przepuszczalnosci bton komérkowych)
(Khosravi-Far, 2008).



2.4 Ocena lokalizacji fotouczulaczy przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej

Wewnatrzkomérkowa lokalizacja fotouczulacza ma duze znaczenie w terapii
fotodynamicznej. Determinuje sposéb dziatania fotouczulaczy, a co za tym idzie,
decyduje o mechanizmie $mierci komorkowej. Zwigzane jest to z niewielkim zasiegiem
dziatania generowanych po naswietleniu reaktywnych utleniaczy, ograniczonym do
obszaru w ktérym znajduje sie fotouczulacz. Miejsce subkomoérkowej lokalizacji
fotosensybilizatoréw zalezy od wielu czynnikéw, w tym hydrofobowosci i tadunku
fotouczulacza. Generalnie przyjmuje sie, ze zwigzki gromadzgce sie poczatkowo
w lizosomach lub btonach komérkowych, dziatajg mniej efektywnie niz te zgromadzone
w mitochondriach lub siateczce S$rodplazmatycznej. Zwigzane jest to z faktem
niezwykle  szybkiej indukcji apoptozy przez fotouczulacze wnikajgce do
mitochondriow, w przeciwienstwie do tych zgromadzonych w lizosomach i btonach,
ktorym przypisuje sie wywotywanie nekrozy. Nalezy jednak pamieta¢, ze w trakcie
naswietlania, fotouczulacz moze zmieni¢ swoje potozenie, co wptynie na efektywnos¢
jego dziatania.

W ramach pracy dokonano oceny gromadzenia fotouczulacza we wnetrzu komérek
gruczolaka okreznicy przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Zastosowano markery
w postaci barwnikéw fluorescencyjnych, ktére utatwity ocene gromadzenia
fotouczulacza w obrebie wybarwionych struktur. Analiza kolokalizacji, polegajaca na
ocenie obrazéw powstatych po natozeniu na siebie zdje¢ uzyskanych podczas rejestracji
fluorescencji badanego zwiazku oraz fluorescencji markera, umozliwita okres$lenie
miejsca, w ktorym zgromadzit sie fotouczulacz. Warunkiem byta rézna diugos¢ fali
promieniowania wzbudzajgcego i emitowanego badanego fotosensybilizatora
i stosowanego barwnika. Badanie wewngtrzkomorkowej lokalizacji ograniczono do
zwigzku, dla ktérego stwierdzono najwiekszg skuteczno$¢ fotouczulajaca, czyli chl-c
Po 2-godzinnej inkubacji z komdrkami i wzbudzeniu Swiattem dopasowanym do pasm
absorpcji  chloryny, obserwowano czerwong fluorescencje pochodzacg od
zgromadzonego w komoérkach fotouczulacza. Dodatkowo, rejestrowano fluorescencje
pochodzaca od barwnikdéw wigzacych sie specyficznie do poszczegdlnych organelli,
w tym do mitochondriéw, lizosomdw, siateczki S$rédplazmatycznej oraz jader
komérkowych, pozwalajgcg na wizualizacje wybranej struktury. W przypadku barwnika
MitoTracker (wybarwiajgcego  mitochondria) emitowana byta jasnozielona
fluorescencja. Barwniki LysoTracer oraz ERTracker (wybarwiajgce odpowiednio

lizosomy i siateczke $rédplazmatycznej) emitowaly zditg fluorescencje. Natomiast



fluorescencja pochodzaca od zgromadzonego w jadrze komorkowym barwnika Hoechst
byta jasnoniebieska.

Na przedstawionych zdjeciach (rysunek 29) mozna zaobserwowaé, ze badany
fotouczulacz, najprawdopodobniej wnikajacy do wnetrza komorek poprzez dyfuzje,
gromadzit sie praktycznie w calej objetosci cytoplazmy. Wydaje sie, ze zwigzek nie
wniknat do wnetrza jadra komoérkowego. Zastosowanie podwdjnego barwienia
z fotouczulaczem oraz barwnikiem MitoTracker pozwolito zaobserwowaé, ze
fotouczulacz tylko czeSciowo kolokalizuje sie w mitochondriach. Na zaprezentowanych
zdjeciach (rysunek 29 A, kanat I. + Il.) widoczna jest czerwona fluorescencja
pochodzaca od chloryny, ktéra prawdopodobnie wcigz znajduje sie w bionie
komérkowej lub cytoplazmie. Zotte obszary odpowiadajg miejscom, w ktérych
chloryna mogta zaczgé wnika¢ do mitochondriéw oraz zielone obszary pochodzace od
mitochondriow pozbawionych fotouczulacza. Inna jest sytuacja w przypadku
kolokalizacji fotouczulacza z barwnikiem ERTracker lub LysoTracker. Obserwowana
zmiana koloru na pomarariczowy w obydwu przypadkach moze oznaczaé, ze badany
fotouczulacz zgromadzit sie w wybarwionych organellach czyli siateczce
$rédplazmatycznej i lizosomach.

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku mikroskopii fluorescencyjnej rejestrowane
promieniowanie pochodzi z catej objetosci probki, co utrudnia doktadng analize.
W przysztosci konieczne bedzie uzupetnienie badan przy pomocy skaningowego
mikroskopu konfokalnego, co w obecnej pracy nie byto mozliwe. Pozwoli to na ocene
miejsca gromadzenia fotouczulacza z wiekszg doktadnoscig, dzieki mozliwosci
rejestrowania przekrojow optycznych pochodzacych z réznych  giebokosci
obserwowanych komorek oraz mozliwosci tworzenia tréjwymiarowych rekonstrukcji

otrzymanych obrazéw.



Kontrast fazowy Kanat I. Kanat II. Kanat I. + Il

Rysunek 29. Lokalizacja fotouczulacza w komdérkach gruczolaka okreznicy linii hctl 16
rejestrowana przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego. Kolokalizacje oceniono po
inkubacji komérek z chl-c (2,5 jxM, 2-godzinna inkubacja) oraz inkubacji
z odpowiednim markerem fluorescencyjnym, tj. barwnikiem MitoTracker (A.),
barwnikiem ERTracker (B.), barwnikiem Hoechst (C.), barwnikiem LysoTracker (D.).
Kanat I.: fluorescencja pochodzgca od zgromadzonego w komdrkach fotouczulacza;
Kanat Il.: fluorescencja pochodzgca od barwnika fluorescencyjnego; Kanat I. + Il.:
natozenie odpowiednich obrazow.



VI. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem pracy byta charakterystyka szeSciu nowych, nie badanych wcze$niej,
fotouczulaczy z grupy chloryn, Kktére zaprojektowano i zsyntezowano z mysla
0 potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce i terapii fotodynamicznej. Aby poprawic
ich powinowactwo do komorek nowotworowych, do cze$ci z nich przylgczono
fragmenty cukrow. W makroskali pozwala to na wykorzystanie wzmozonego
metabolizmu i zwiekszonej glikolizy szybko proliferujagcych komoérek nowotworowych
do wybidérczego transportu zwigzkéw. W skali bardziej lokalnej umozliwia specyficzne
oddziatywanie z komo6rkami nowotworowymi za posrednictwem wigzacych cukier
receptorow lektynowych.

Badania zwigzane z poszukiwaniem nowych substancji fotouczulajgcych sg
wazne dla rozwoju terapii fotodynamicznej, poniewaz skuteczne leczenie mozliwe jest
tylko wtedy, gdy dysponujemy fotouczulaczem o odpowiedniej charakterystyce.
Niezwykle wazna jest selektywno$¢ dziatania nowych fotouczulaczy, nie tylko
w kontekscie powodzenia terapii, ale przede wszystkim z punktu widzenia troski
0 bezpieczenstwo pacjenta. Dodatkowo, fotouczulacz powinien posiadac¢ szereg innych
cech, omoéwionych w czesci teoretycznej, predysponujgcych go do wykorzystania
w PDT i warunkujacych jego skuteczne, fototoksyczne dziatanie. Poniewaz witasnosci
te wynikajg bezposrednio z budowy chemicznej zwigzkéw, proces ich tworzenia
wymaga wspotpracy interdyscyplinarnego zespotu.

Struktura chemiczna omawianych chloryn, zostata zmodyfikowana tak, aby
nada¢ fotouczulaczom pozgdane w PDT cechy, w tym amfifilowo$¢ i wybidrcze
dziatanie na komdrki nowotworowe za posrednictwem przytgczonych fragmentow
cukrowych. W ramach pracy przeprowadzono badania pozwalajace na ich
charakterystyke  fizykochemiczng oraz  okreSlenie  aktywnosci  biologicznej
w eksperymentach z wykorzystaniem hodowli komorkowych. Potwierdzono, ze
wszystkie proponowane zwigzki posiadajg odpowiednie z punktu widzenia zastosowan
w PDT wiasciwosci fotofizyczne, takie jak silna absorpcja w diugofalowym zakresie
widma oraz czasy zycia w stanie trypletowym, pozwalajgce na wydajne generowanie
tlenu singletowego. W$rdd badanych zwigzkéw niezwykle obiecujgce wydajg sie
proponowane pochodne chloryny €6, tj. chl-c i chl-e. To wiasnie dla nich
zaobserwowano najsilniejszy efekt terapeutyczny w badaniach in vitro. W przypadku

chl-c obserwowany spadek przezywalnosci komoérek byt najwiekszy, poréwnywalny do



wyniku uzyskanego dla zwiazku referencyjnego temoporfmy, substancji czynnej
fotouczulacza Foscan. Co ciekawe, pozostate fotouczulacze charakteryzowatly sie
wyzszg kwantowg wydajnoscig generowania tlenu singletowego, co moze wskazywac
na udziat wolnych rodnikéw w tym procesie.

Mimo wysokiej wydajnosci generowania tlenu singletowego, stabszy wynik
badann biologicznych in vitro uzyskano dla chl-a. Zwigzek ten posiada bardziej
hydrofilowy charakter, co mogto sprzyjaé jego agregacji w Srodowisku komérkowym.
Dodatkowo, wykazany brak fotostabilnoSci rowniez przyczynit sie do uzyskania
gorszego efektu terapeutycznego. W przypadku tego fotouczulacza zatozone warunki
badania efektu fotodynamicznego nie okazaly sie optymalne. W przysztosci jego
badanie bedzie zatem wymagato postepowania réznigcego sie od przyjetego w ramach
niniejszego opracowania (inny sposéb podania, inna dawka $wiatta).

Badania wykonane w ramach pracy mialy charakter badan podstawowych
i pozwolity na wyjasnienie wielu kwestii dotyczacych aktywnosci biologicznej
i charakterystyki fizykochemicznej proponowanych fotouczulaczy. Jednoczesnie
ujawnity nowe zagadnienia, ktére w przysztosci bedg wymagatly rozwigzania
i wyjasnienia, wskazujac dalsze Kkierunki badan. Ukonczenie niniejszej pracy
z pewnos$cig nie oznacza zakoniczenia prac nad mozliwos$cig zastosowania omawianych
fotouczulaczy w terapii fotodynamicznej, ajedynie otwiera nowy, kolejny etap badan.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania pozwalajg na wyciggniecie
nastepujacych wnioskdow:

- Wszystkie badane fotouczulacze wykazywaty absorpcje w tzw  oknie

terapeutycznym tkanek.

- Pochodne chloryny e6, czyli chl-c, chi-d i chl-c posiadaty ostatnie pasmo Q
najbardziej przesuniete w kierunku dtugofalowego zakresu widma. Wsrdd tych
fotouczulaczy najwyzsza wartos¢ molowego wspoétczynnika absorpcji

charakteryzowata ch\-e.

- Zaobserwowano, ze warto$¢ molowego wspoétczynnika absorpcji ostatniego
pasma Q jest wyzsza dla chloryn pozbawionych fragmentéow cukrowych, tj.

chl-c i chl-2, w poréwnaniu z pochodnym glikolizowanymi.

- Fotouczulacze badane w dimetylosulfotlenku, tj. chl-c, chi-d, chl-c i chl-2 nie

wykazywaly tendencji do agregaciji.



Wykorzystanie buforu fosforanowego jako rozpuszczalnika dla fotouczulaczy
hydrofilowych, czyli chl-a i chl-/>, sprzyjato tworzeniu form zagregowanych.
Dla roztworéw przygotowanych w etanolu zjawiska agregacji nie

zaobserwowano.

Fotouczulacze charakteryzowaty sie umiarkowanymi wartosciami kwantowej
wydajnosci  fluorescencji (0,23 -m 0,31), co pozwala na ich zastosowanie
w diagnostyce fotodynamicznej a jednocze$nie nie wyklucza skutecznego

generowania tlenu singletowego.

Wyznaczony czas zycia fotouczulaczy w stanie trypletowym (w obecnosci tlenu
0,23 |is 0,31 |as) okazat sie wystarczajagcy do przekazania energii na tlen

molekularny.

Wszystkie fotouczulacze charakteryzujg sie wysokg kwantowg wydajnos$cig

generowania tlenu singletowego (0,56 0,73) przekraczajacg 50%.

Wartosci kwantowej wydajnosci generowania tlenu singletowego badanych
fotouczulaczy mozna uszeregowaé w nastepujacy sposob:

chl-/> > chl-a i chl-c > chl-2 > chl-c > chl-i/.

Pod wptywem S$wiatta badane fotouczulacze ulegaty fotomodyfikacji, przy czym
w przypadku chl-c, chl-J, chl-e i chi-b zmiany intensywnosci ostatniego pasma

Q wywotane naswietleniem byty nieznaczne.

Fotouczulacze chl-a oraz chl-2 wykazaly brak fotostabilnosci w warunkach
prowadzonych eksperymentéw biologicznych, ulegajac fotodegradacji podczas

naswietlania.

Badane zwigzki wykazujg maksymalng akumulacje w komorkach gruczolaka

okreznicy linii hctl 16 po 3 - 4 godzinach w zaleznosci od zwigzku.

W uwzglednionym zakresie stezei badane pochodne chloryny nie wykazujg

toksycznego wptywu na komorki gruczolaka okreznicy w ciemnosci.

Pod wptywem Swiatta zaobserwowano spadek przezywalnosci dla wszystkich
badanych zwigzkow, zaréwno ws$réd komarek z aktywnym, jak i nieaktywnym
biatkiem p53.



Najskuteczniejsze dziatanie fototoksyczne wykazywata chl-c. Obserwowany
efekt fotodynamiczny byt porownywalny do zwigzku referencyjnego czyli

temoporfiny.

Po naswietleniu komdrek eksponowanych na dziatanie badanych chloryn
i Swiatta, bardzo szybko obserwowano zmiany morfologiczne wskazujgce na
uszkodzenie komérek, co moze wskazywaé na nekrotyczny typ Smierci

komorkowej.

Przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej stwierdzono obecnos$¢ chl-c

w lizosomach, siateczce $rddplazmatycznej oraz mitochondriach.

Najsilniejszy efekt terapeutyczny zaobserwowano dla chl-c i to wiasnie ten
zwigzek powinien zosta¢ wytypowany do dalszych badan na modelach

zwierzecych.
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Zalezno$¢ intensywnos$ci  emisji  fosforescencji 10 od
wzglednej energii lasera wyznaczona dla roztworu chl-c ( / )
oraz fenalenonu (m/0) W etanolU.........cccevvieiiiiiiiiici s
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WYKRES 24:

WYKRES 25:

WYKRES 26:

WYKRES 27:

WYKRES 28:

WYKRES 29:

WYKRES 30:

WYKRES 31

wzglednej energii lasera wyznaczona dla roztworu chl-2 (m/ ;)
oraz fenalenonu (m/0) W etanolU..........cocceveiiininincini s

Badanie stabilnosci roztworu chl-c w DMSO (c = 50 (iM)
w ciemnosci. Widma absorpcji zmierzono dla $Swiezego
roztworu oraz po 24 h, 48 h, 72 h oraz po tygodniu od
Przygotowania FOZtWOIU.......cceeveeieeieesiecsieesteesteestee e e sreesee e e

Widmo absorpcji roztworu chl-c w DMSO (c = 20 jM)
zarejestrowane po réznych czasach naswietlania Swiattem
czerwonym  generowanym  przez lampe halogenowg
[ o0 o 1 1 1 S

Widmo absorpcji roztworu chl-c (¢ = 20 pM) w DMSO
zarejestrowane po roznych czasach naswietlania $Swiattem
czerwonym  generowanym przez lampe halogenowg
(A> B30 NM) it eneas

Widmo absorpcji roztworu chl-2 w DMSO (¢ = 20 pM)
zarejestrowane po roznych czasach naswietlania Swiattem
czerwonym  generowanym  przez lampe halogenowag
[ o0 0T ) OSSP

Widmo absorpcji roztworu chl-a (¢ = 20 pM) w buforze
fosforanowym  zarejestrowane  po  réznych  czasach
naswietlania Swiattem czerwonym generowanym przez lampe
halogenowg (A> 630 NM)..cciiiiiiiieeeeee e

Tréjwymiarowe wykresy wzbudzenie - emisja roztworow
uzyskanych w wyniku lizy komorek kontrolnych (nie
traktowanych zadnym czynnikiem) oraz komoérek poddanych
3-godzinnej inkubacji z roztworami badanych pochodnych
chloryny. Dla grup inkubowanych z fotouczulaczem przy ok.
X = 650 nm widoczny jest pik wskazujacy na obecnos¢
fotouczulacza ~w  otrzymanym lizacie  (zaznaczono
kwadratem). X - dlugos¢ fali emisji; A- diugos¢ fali
WZOUAZENIA it

Fragmenty tréjwymiarowych widm wzbudzenie - emisja
roztworow  otrzymanych ~w  wyniku lizy  komdrek
inkubowanych z chlb przez r6zny czas (po lewej) oraz widma
powstate w wyniku ich przeciecia ptaszczyznami A= 650 nm
(w srodku) oraz A = 390 nm (po prawej). X - diugos¢ fali
emisji; A’- dtugosé fali wzbudzenia........ccoocooveviviiciiiiiiinn,

Zalezno$¢ akumulacji badanych pochodnych chloryny w
komdrkach linii hctl 16 od czasu inkubacji wyznaczona na
podstawie spektrofotometrycznego pomiaru lizatéw
komdérkowych. Kazdy punkt na wykresie reprezentuje warto$¢
$rednig z oSmiu punktéw pomiarowych. Bigd wyznaczono ze
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WYKRES 32:

WYKRES 33:

WYKRES 34:

WYKRES 35:

WYKRES 36:

wzoru na odchylenie standardoWe..........cccoovvereieicinincneens

Wyniki  testu MTS dla zwigzku referencyjnego.
Przezywalno$¢ komérek linii hctl 16 oraz hctl 16 p53" po
3,5-godzinnej (a) oraz 24-godzinnej (b) inkubacji z
temoporfing w roznych stezeniach (0,1 |iM = 5 |iM) oraz
naswietleniu Swiattem czerwonym (20 Jicm?2)
w odniesieniu do niczym nie traktowanych komorek
kontrolnych (dane nie prezentowane).......cccocvveeevveevieesieesennenens

Cytotoksyczno$¢ badanych pochodnych chloryny. Komorki
linii hctl 16 oraz hctl 16 p53'/_ inkubowano z badanymi
fotouczulaczami w réznych stezeniach (0,5 (iM ~ 5 (UM
przez 3,5 godziny w ciemnosci. Przezywalno$é komdrek
oceniono testem MTS w odniesieniu do niczym nie
traktowanych komarek kontrolnych..........ccoccoiiiniiniinee

Fototoksyczno$¢ badanych pochodnych chloryny: chl-a (a),
ch-z> (b), chl-c (c), chi-d (d), chl-e (e), chl-2 (f)
Przezywalno$¢ komérek linii hctl 16 oraz hctl 16 p53" po 3,5-
godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi chloryny w
réznych stezeniach (0,5 [oM 5 [iM) i naswietleniu Swiattem
czerwonym (20 J/cm2) w odniesieniu do niczym nie
traktowanych komarek kontrolnych (dane nie prezentowane)..

Wyniki testu klonogennosci. Przezywalnos¢ komérek linii
hctl 16 po 3,5-godzinnej inkubacji z badanymi pochodnymi
chloryny oraz zwigzkiem referencyjnym (temoporfing) w
stezeniach 0,25 ~ 2,5 |aM wyznaczona w odniesieniu do
niczym nie traktowanych komoérek kontrolnych.......................

Wyniki testu klonogennosci. Przezywalnos¢ komérek linii
hctl 16 p53" po 3,5-godzinnej inkubacji z badanymi
pochodnymi chloryny oraz zwigzkiem referencyjnym
(temoporfing) w stezeniach 0,25 2,5 jiM wyznaczona w
odniesieniu  do niczym nie traktowanych komorek
KONTIOINYCN ..o
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