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1. WSTEP - TERAPIA FOTODYNAMICZNA

1.1. Rozwdj badan - rys historyczny

Fotochemiczne uczulanie tkanek byto znane od dawna. Pierw-
sze proéby tego sposobu leczenia zostaty opisane przez Heradota uzna-
nego za ,ojca helioterapii” w starozytnej Grecji. Fototerapia zostata
rozpowszechniona przez Nielsa Fiensena pod koniec dziewietnastego
wieku. Odkryt on, ze swiatto o czerwonej barwie moze by¢ wykorzy-
stywane do leczenia ospy. Wykorzystywat takze swiatto ultrafioletowe
w leczeniu gruzlicy [67, 147, 203]. Raab w 1900 r. opisat wptyw barwni-
kéw akrydynowych na przezywalnos¢ kolonii pantofelkéw. Stwierdzit,
ze kolonie pantofelkéw w roztworze barwnika akrydynowego ging pod
wptywem dziatania stonca, natomiast brak intensywnego swiatta sto-
necznego (burza) nie wptywat na przezywalnos¢ kolonii pierwotnia-
kow. Szybko zatem uswiadomit sobie, ze istota toksycznego dziatania
barwnikéw akrydynowych jest obecnos$¢ swiatta. Niels Fiensen w1903
r. zastosowat terapie fotodynamiczng (PDT) w celu niszczenia nowo-
tworéw skory stosujgc eozyne jako fotouczulacz, co skfonito von
Tappeinra i Jesionka do rozpoczecia terapii nowotworéw skory za po-
moca eozyny i $wiatfa biatego. Obserwowane przy tym zjawiska zostaty
opisane jako ,efekt fotodynamiczny” i daty poczatek wspotczesnej te-
rapii fotodynamicznej [1, 67, 203]. W potowie XIX wieku odkryto hema-
toporfiryny. Stwierdzono, ze majg one zdolno$¢ wybiérczej akumulacji
w guzach nowotworowych powodujac przy tym ich charakterystyczng
fluorescencje, indukowanga przez swiatto czerwone.

Zastosowanie metody fotodynamicznej w wykrywaniu nowo-
tworow zostato zainicjowane przez badania Lipson i Schwarz, ktérzy
jako pierwsi zaobserwowali fluorescencje w obrebie nowotworowo
zmienionej tkanki po wstrzyknieciu nieoczyszczonego preparatu he-
matoporfiryny. Dzieki tym wiasciwosciom stato sie mozliwe odréznie-
nie tkanki nowotworowej od zdrowej [187, 188, 323]. Obecnie hema-
toporfiryny sg najczesciej stosowanymi fotouczulaczami, co wynika
zich wilasciwosci. Otrzymuje sie je w reakcji chemicznego rozkfadu
hemoglobiny, podczas ktérej dochodzi do wydzielania i demetalizacji
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czerwonego barwnika krwi - hemu. Sg fatwo metabolizowane przez
organizm i nietoksyczne [26]. W celu uzyskania doskonalszych prepara-
tow ufatwiajgcych umiejscowienie guza dodatkowo traktowano hema-
toporfiryne kwasem octowym i kwasem siarkowym otrzymujac mie-
szanine porfiryn, ktérg nazwano pochodng hematoporfiryny (HpD).
W toku dalszych badan ustalono, ze przy odpowiednim dobraniu daw-
ki Swiatta i fotouczulacza, guzy fluoryzujace w $wietle czerwonym ule-
gaja destrukcji. Metoda ta, zatem daje mozliwos¢ nie tylko lokalizacji
nowotworu, ale takze jego niszczenia i to w sposéb wybiérczy, bez
uszkodzenia zdrowych tkanek. Lipson podjat pierwsza prébe leczenia
raka piersi wstrzykujgc HpD i naswietlajgc miejsca nowotworowo
zmienione. Uzyskane efekty byly jednym z pierwszych dowodéw, ze
HpD wzbudzone swiattem indukuje niszczenie tkanki nowotworowej
[1, 188]. Przetomu w terapii fotodynamicznej dokonat Thomas Doughr-
ty i wsp., ktérzy odkryli, ze HpD w potaczeniu z czerwonym Swiattem
hamuje w znacznym stopniu wzrost guza sutka u myszy i powoduje
jego czesciowg martwice [67, 69, 70, 71]. Nadzieje zwigzane z nowg me-
toda spowodowaty gwattowny rozwéj badan w tym kierunku. Powstata
nowa gataz wiedzy, wykorzystujaca doswiadczenia lekarzy, biologéw,
chemikéw, producentow laseréw i zrédet Swiatta zmiennego.

Badania zjawisk fotodynamicznych majg ponad stuletnig trady-
cje, ale zastosowanie ich w diagnostyce i terapii antynowotorowej
mozna okresli¢ jako nowe i wprowadzane w praktyce klinicznej przez
niewiele osrodkéw w Polsce i za granicag. Pomimo wielu prac, ktére
potwierdzaja efektywne dziatanie terapii fotodynamicznej (PDT) w le-
czeniu choréb nowotworowych, wymaga ona ciagle jeszcze optymali-
zacji i zgtebiania mechanizméw lezacych u podstaw jej selektywnego
dziatania na komérki nowotworowe. Obecnie mozna jg uznac za jedna
z najnowoczesniejszych i najmniej inwazyjnych metod leczenia nowo-
tworéw. Powoli znajduje nalezne sobie miejsce posréd innych metod
antynowotworowych w odpowiedzi na wcigz rosngce potrzeby klinicz-
ne i spoteczne. Wzrastajaca liczba podstawowych i przedklinicznych
badan nad mechanizmami indukowanymi PDT, pozwala na tworzenie
schematéw leczenia, gwarantujacych jej lepsza efektywnos¢, uwzgled-
niajaca rodzaj guza, jego umiejscowienie anatomiczne, typ histologicz-
ny, stopien unaczynienia i wielko$¢ [5, 131]. PDT znalazta réwniez zasto-
sowanie w leczeniu schorzen nienowotworowych, w szczeg6lnosci
tuszczycy, miazdzycy, choréb infekcyjnych [159, 208, 249].
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1.2. Mechanizm dziatania terapii fotodynamicznej

Terapia fotodynamiczna wymaga trzech podstawowych sktad-
nikdéw: fotouczulacza, ktéry wigze sie selektywnie z tkankami nowo-
tworowymi, tlenu oraz zrodta Swiatta emitujacego fale odpowiednie
dla absorpcji stosowanego barwnika. Fotouczulacze moga by¢ dostar-
czane do organizmu przez iniekcje lub bezposrednio przez skére [153].
Biodystrybucja zwigzku fotoczutego jest scisle zwigzana ze sposobem
jego podania. Swiatto laserowe aktywuje fotouczulacz. Warunkiem
zainicjowania reakcji fotochemicznej jest korelacja pasma emisji Zrodta
Swiatta z pasmem absorpcji barwnika [67, 72, 105]. Przez wiele reakgji
chemicznych okreslanych mianem efektu fotodynamicznego, docho-
dzi do wytworzenia reaktywnych form tlenu w miejscu dziatania PDT,
co prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego, przejawiajgcego sie
zaburzeniem réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Stres oksydacyjny
wywotany dziataniem terapii fotodynamicznej aktywuje w komoérkach
nowotworowych wiele szlakéw metabolicznych, ktére moga induko-
wac reakcje obronna. Dochodzi do ekspresji biatek szoku cieplnego
i czynnikow transkrypcji takich, jak NF-kB i AP-1, ktére wptywajg na
ekspresje réznych cytokin, biatek adhezyjnych swoistych ko-
stymulatoréw i waznych immunologicznie genéw [156, 196].

Po wzbudzeniu swiattem fotouczulacz przechodzi ze stanu
podstawowego do stanu singletowego. Nastepnie po przejsciu we
wzbudzony stan trypletowy moze reagowac z tlenem wystepujacym
w podstawowym stanie trypletowym w procesie przeniesienia energii
[20, 44, 105]. W stanie trypletowym moze ulega¢ dwdém typom reakgji.
Pierwszy typ zachodzi z udziatem wolnych rodnikéw, ktére reaguja
ztlenem tworzac utlenione produkty. W Il typie reakcji fotouczulacz
w stanie trypletowym moze przenosi¢ swoja energie bezposrednio na
tlen i tworzy¢ tlen singletowy [105, 233, 248, 306]. Typy reakcji (1i 1) sg
indukowane jednoczesnie, a stosunek pomiedzy nimi zalezy od wielu
czynnikdw (rodzaj stosowanego fotouczulacza, stezenie substratu,
stezenie tlenu) [263, 300]. Czas potowicznej przemiany tlenu singleto-
wego w ukfadzie biologicznym wynosi <0,04 ps, zatem promien jego
dziatania wynosi 0,02 pm [202]. Powstate pochodne tlenowe sg tok-
syczne dla komérek nowotworowych [25, 67, 72, 123]. Istnieje jeszcze
trzeci typ reakcji niezalezny od obecnosci tlenu rozpuszczonego
w tkance. Fotouczulacz bedacy w singletowym stanie wzbudzenia re-
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aguje bezposrednio z biomolekutami, co prowadzi do powstania r6z-
nych fotoadduktéw [43]. Kazdy z osobna element terapii, cho¢ tok-
syczny, nie jest zabojczy dla komérek nowotworowych, ale w potacze-
niu prowadzg one do ich zniszczenia. Terapia fotodynamiczna w prze-
ciwienstwie do chemio- i radioterapii charakteryzuje sie wysoka selek-
tywnoscia. Fotouczulacze gromadzg sie selektywnie i w wiekszym ste-
zeniu w komoérkach nowotworowych. Swiattem laserowym naswietla
sie jedynie miejsca zmienione nowotworowo z niewielkim tylko mar-
ginesem tkanki zdrowej [39, 45]. Biologiczna odpowiedz na terapie jest
uruchamiana tylko w tych komorkach, ktére zostaty poddane PDT [45,
67, 203]. Fotouczulanie nie zachodzi w niedotlenionych komérkach.
Badania in vivo wykazaly, ze indukcja niedotlenienia tkanki przez ucisk
naczyn krwionosnych, znosi efekt PDT [67]. Z drugiej strony, tak jak
kazda metoda leczniczna, PDT ma swoje ograniczenia. Sg one gtéwnie
zwigzane z rozlegtoscia procesu nowotworowego, umiejscowieniem i
szybkoscig jego wzrostu. Poczatkowo osiggano najlepsze efekty lecz-
niczne stosujac PDT jedynie do leczenia nowotworéw potozonych po-
wierzchniowo lub tuz pod powierzchnia. Byto to spowodowane tym,
ze Swiatto laserowe traci swoja moc i nie w petni aktywuje fotouczulacz
w gtebszych warstwach tkanek nowotworowych. Problem ten rozwia-
zano, stosujac cienkie swiattowody, za pomocg, ktérych mozna poddac
dziataniu PDT takze nowotwory potozone gtebiej. Rozmiary guza po-
winny umozliwi¢ penetracje Swiatta na catej jego objetosci. Rozsiane
guzy nie dyskwalifikujg jednak pacjenta do terapii, chociaz bez wat-
pienia powodujg, ze jest trudniejsza. Zwigzki Swiattoczute podawane w
terapii moga wywotywac uczulenie na swiatto, ktéremu towarzysza
objawy podobne, jak w porfirach. Powiktania te mozna usuwac stosu-
jac odpowiedni rodzaj fotouczulacza. Uprzednio PDT znajdowata za-
stosowanie w leczeniu stanéw przedrakowych oraz wczesnych zmian
nowotworowych. Znalazta réwniez zastosowanie w leczeniu pacjen-
tow, u ktorych wyczerpano juz inne znane metody terapeutyczne. W
bardziej zaawansowanych stadiach nowotworu jest stosowana gtéw-
nie jako metoda paliatywna, ktéra w odréznieniu od innych jest naj-
mniej inwazyjna i pozwala na prawidtowe funkcjonowanie zdrowych
narzagdéw. Obecnie terapia ta stosowana jest do leczenia zmian nowo-
tworowych ptuc, przetyku, krtani, jamy ustnej i jezyka, wczesnych po-
wierzchownych postaci raka zotagdka, nowotworéw skéry, narzagdéw
ptciowych oraz niektérych guzéw mézgu [36, 43, 193, 197, 210]. Bardzo
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dobre wyniki leczenia niektérych typéw nowotworéw z zastosowa-
niem terapii fotodynamicznej sprawiaja, ze jest to jedna z najbardziej
obiecujacych metod leczenia, ktore pojawity sie w onkologii w ciggu
ostatnich lat [98]. Obiecujace wydaje sie kojarzenie terapii fotodyna-
micznej z innymi metodami leczenia nowotworéw (chemioterapia,
radioterapia, immunoterapia i elektrochemioterapia).

1.2.1. Fotouczulacze

Istotny w terapii jest dobor fotouczulacza i Zrédto Swiatta. Sub-
stancje sSwiattoczute sg aktywowane przez swiatto o okreslonej dtugo-
$ci fali, zgodnej z ich pasmem absorpcji. Fotosensybilizatory, ktére
mogtyby znalez¢ zastosowane w PDT powinny charakteryzowac sie
okreslonymi wtasciwos$ciami:

* niewielka toksycznos¢,

* mozliwos¢ selektywnego kumulowania sie w tkance nowotworo-
wej,

* brak indukowania efektéw fototoksycznych (cytotoksycznosci i mu-
tagennosci) w zdrowych tkankach,

* wykazywanie maksymalnie intensywnych pasm absorpcji w tzw.
~oknach terapeutycznych tkanki”,

* uwalnianie pod wptywem reakcji indukowanej swiattem duzej ilosci
tlenu singletowego lub rodnikowych form utleniajacych,

* brak efektéw ubocznych i dziatania mutagennego.

Wymagania stawiane fotouczulaczom sa bardzo duze i gene-
ralnie zaden ze stosowanych do tej pory nie spetnia jednoczesnie
wszystkich parametréw fizykochemicznych, farmakologicznych i foto-
fizycznych. Do najczesciej stosowanych fotouczulaczy nalezg pochod-
ne porfirynowe i chlorynowe [106, 107, 129, 189]. Wiasciwosci fototok-
syczne i cytotoksyczne fotouczulaczy zalezg od ich struktury chemicz-
nej, whasnosci fizykochemicznych, selektywnosci, zdolnosci wnikania
i zatrzymywania w tkance nowotworowej [6]. Podstawowym warun-
kiem dziatania fotouczulacza jest wystarczajaca jego ilos¢, umiejsco-
wiona w tkance nowotworowej. Fotouczulacz jest pobierany zaréwno
przez tkanki prawidtowe, jak i hiperproliferujace, ale fotosensybilizato-
ry sg lepiej gromadzone przez tkanki nowotworowe niz prawidtowe.
Przyczyna tej selektywnej akumulacji nie zostata jeszcze do konca wy-
jasniona. Dozylnie podany fotouczulacz dociera do tkanki nowotwo-
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rowe]j dzieki biatkom osocza krwi. Mozna przypuszcza¢, ze leki foto-
uczulajace, wigzace sie z lipoproteinami o matej gestosci (LDL), sg ta-
twiej wychwytywane przez intensywnie dzielgce sie komorki majace
wiecej receptoréw dla LDL i wykorzystujgce lipidy do budowy bton.
tatwiejsze gromadzenie sie fotouczulaczy w obrebie guza mogga uta-
twiac takie wskazniki tkanki nowotworowej, jak niskie pH i brak kraze-
nia limfatycznego, powodujacy wzrost cisnienia onkotycznego. Waz-
nym czynnikiem wielu ztosliwych nowotworéw, majacym wptyw na
preferencyjne pochtanianie dwuanionowych pochodnych porfiryno-
wych moze by¢ niskie pH. Po pokonaniu fizjologicznej bariery, jaka jest
btona komoérkowa, przy niskim pH ~ 6,8, zwigzki porfirynowe wyste-
pujg w postaci mono- i dianionoéw, co blokuje ich wyjscie z komorki
[105, 203, 294]. Duza heterogennos¢ tkanek nowotworowych oraz ich
réznorodna struktura monoferyczna decyduje o indywidualnym dobo-
rze fotouczulaczy do rodzaju nowotworu. Dany fotouczulacz nie be-
dzie w takim samym stopniu skuteczny dla wszystkich typéw nowo-
tworéw [6, 45]. Wewnatrzkomérkowa lokalizacja fotouczulacza jest
zalezna od jego wiasciwosci fizykochemicznych, takich jak lipofilnos¢ i
masa czasteczkowa, od warunkéw $Srodowiska w tkance nowotworo-
wej (pH wewnatrz komorki), natury nosnika i czasu inkubacji [106, 143].

Fotouczulacze hydrofobowe tatwiej oddziatywaja z lipidami,
dlatego czesciej lokalizuja sie w strukturach btoniastych komorki [207,
234]. Fotouczulacze hydrofilowe, ktére s rozpuszczalne w wodzie,
trudno przechodza przez dwuwarstwe lipidowg i kumulujg sie w wod-
nych przedziatach komérki. Wsréd nich mozemy wyrézni¢ kationowe,
ktére po rozpuszczeniu w wodzie tworzg jony dodatnie oraz anionowe,
ktére w roztworach wodnych tworzg jony obdarzone jednym lub wie-
loma fadunkami ujemnymi. Fotouczulacze amfifilowe zawierajg
w swojej strukturze jednoczesnie fragment hydrofobowy i hydrofilowy.
Te ostatnie s3 reprezentowane przez pochodne porfirynowe, ktére
wydajg sie mie¢ najwieksze znaczenie w zastosowaniu klinicznym, po-
niewaz mogq sie one akumulowac¢ zaréwno w strukturach lipidowych
komorki, jak i hydrofilowych. Pochodne porfirynowe majace rézne tan-
cuchy boczne, roztozone niesymetrycznie wokot pierscienia makrocy-
klicznego tworzg duza grupe fotosensybilizatoréw amfifilowych. Naj-
bardziej oddalony od podstawnikéw bocznych fragment czasteczki
(makropierscien), wykazuje wiasciwosci hydrofobowe, natomiast pod-
stawniki, ktére posiadaja grupy polarne wykazujg wtasciwosci hydro-
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filowe. W zaleznosci od sposobu zmodyfikowania pierscienia porfiry-
nowego przez podstawniki boczne pochodne porfirynowe moga nale-
zec¢ do trzech wyzej wymienionych grup fotouczulaczy [105, 106, 143].
Najwieksze znaczenie w badaniach przedklinicznych i klinicznych zdo-
byt Photofrin Ph” (Porfimer sodu - cze$ciowo oczyszczona pochodna
hematoporfiryny (HpD), wyizolowane dimery i wyzsze oligomery he-
matoporfiryny), ktéry zastosowano w leczeniu raka szyjki macicy, pe-
cherza moczowego, przetyku, zofadka, guzéw médzgu oraz ptuc. Jest
fotouczulaczem wzorcowym, na nim rozpoczeto badania jakosciowe
i ilosciowe. Jest niewatpliwie efektywnym fotouczulaczem w bardzo
wielu przypadkach. Jego cechy i wiasciwosci staty sie podstawa do
poszukiwania i syntezy fotouczulaczy nowej generacji. Dodatkowa
zaletg i przewaga nad nowymi fotouczulaczami jest jego dostepnosc
na rynku farmaceutycznym. Fotosensybilizatory nowej generacji, mi-
mo ze moga byc¢ bardziej efektywne i mie¢ zminimalizowane efekty
fotouczulania nie sg obecnie stosowane w praktyce klinicznej, ponie-
waz nie syntetyzuje sie ich w wystarczajacych ilosciach [67, 203].

1.2.2. Efekty antynowotworowego dziatania PDT
i odpowiedz komorek nowotworowych

Mozemy wyrdzni¢ trzy gtdwne drogi, przez ktére PDT niszczy
tkanke nowotworowa. Reaktywne formy tlenu generowane PDT moga
bezposrednio niszczy¢ komorki nowotworowe, mogg niszczy¢ naczy-
nia odzywiajagce nowotwér albo wywotywac¢ antynowotworowg od-
powiedz immunologiczng. Te mechanizmy wzajemnie na siebie wpty-
waja, nie jest jednak ustalone, ktéry z nich odgrywa najistotniejszg role
w destrukcji tkanki nowotworowej na drodze PDT.

Bezposrednie niszczenie komodrek nowotworowych

W warunkach in vivo mechanizm dziatania terapii fotodyna-
micznej prowadzi do redukcji duzej liczby komérek na drodze bezpo-
$redniej destrukcji. Mechanizm ten nie zawsze pozwala na catkowite
usuniecie komorek nowotworowych. Wynika to przede wszystkim
z niejednorodnej dystrybucji fotouczulaczy w obrebie tkanki nowo-
tworowej, co jest spowodowane m.in. nieregularnym unaczynieniem
guza. Zalezy takze od rozlegtosci zmian nowotworowych. W badaniach
wykazano, ze zaréwno akumulacja dozylnie podawanego fotouczula-
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cza, jak liczba zabitych komoérek nowotworowych zmniejsza sie w za-
leznosci od odlegtosci komoérek nowotworowych i ich unaczynienia od
miejsca, w ktorym naswietlano tkanke guza [162]. Innym czynnikiem
ograniczajacym jest dostepnosc tlenu. Niedobér tlenu moze by¢ spo-
wodowany fotochemiczng konsumpcja tlenu podczas reakcji fotody-
namicznej, albo efektem dziatanie terapii fotodynamicznej bezposred-
nio na unaczynienie guza. Moze mie¢ na to wptyw takze sama kon-
strukcja unaczynienia tkanki nowotworowej, ktérej nieregularny uktad
prowadzi do indukcji hypoksji w tkance. Brak tlenu moze ograniczac
dtugoterminowa odpowiedZz nowotworu. Nalezy, zatem zmniejszy¢
przeptyw S$wiatta, zeby zmniejszy¢ zuzycie tlenu i dziata¢ Swiattem
w dawkach oddzielonych czasowo w celu ponownego dotlenienia
tkanki [67].

Wplyw terapii fotodynamicznej na naczynia

W warunkach fizjologicznych liczba i wielko$¢ naczyn wiosowa-
tych, ktére przenikaja tkanki nie zwieksza sie. Wynika to z wiasciwosci
wysciefajacych je komoérek srédbtonka, ktére sie nie dziela. Wyjatek
stanowig rozrastajgce sie naczynia w jajniku po owulacji, w btonie $lu-
zowej macicy po menstruacji lub po uszkodzeniu tkanki w procesie
angiogenezy. Proces neoangiogenezy, czyli powstawania nowych na-
czyn krwionosnych towarzyszy nie tylko procesom fizjologicznym, jak:
gojenie sie ran, cykl menstruacyjny u kobiet czy zmiany w obrebie jaj-
nika po owulacji, ale takze w istotny sposob sprzyja rozwojowi stanow
patologicznych, jak np. retinopatia cukrzycowa, chroniczne zapalenie.
Nowotworzenie jest jednym z najbardziej zaleznych od angiogenezy
proceséw patologicznych. Tworzenie naczyn krwionosnych w obrebie
guza jest niezbedne do jego rozwoju, poniewaz wraz z krwig dostar-
czane sg do komorek nowotworowych sktadniki odzywcze i tlen. Wia-
sne unaczynienie pozwala takze na przemieszczanie sie fragmentow
tkanki nowotworowej do innych narzadow i tworzenie wtornych
ognisk nowotworowych w bardzo odlegtych miejscach. Aktywnosc
procesu neoangiogenezy zalezy od rownowagi pomiedzy jej aktywa-
torami i inhibitorami [271].

Jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za przeciwnowo-
tworowe dziatanie PDT jest niszczenie naczyn krwionosnych. Wykorzy-
stanie terapii fotodynamicznej do niszczenia unaczynienia guza jest
jedng z obiecujgcych metod walki z nowotworami. Liczne badania
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prowadzone na przetomie ostatnich lat wykazaty, ze PDT wptywa na
rozpad unaczynienia guza i wynikajace z tego ostre niedotlenienie
tkanki nowotworowej [6, 45, 168].

Nato Oku i wsp. [224] zastosowali z powodzeniem terapie foto-
dynamiczng z wykorzystaniem BPD-MA (benzo-porfiryna, nazwa han-
dlowa vereroporfin) do niszczenia naczyh guza. Inne badania prowa-
dzone na modelu wiékniakomiesaka mysiego wykazaty, ze terapia fo-
todynamiczna z wykorzystaniem Photofrinu powoduje zamykanie na-
czyn, ograniczajac doptyw tlenu do tkanki nowotworowej [122]. Bez-
posrednie niszczenie komorek srédbtonka z towarzyszacym kurcze-
niem naczyn prowadzi do zwiekszonej przepuszczalnosci naczyn, co
przejawia sie powstawaniem obrzeku, agregacja ptytek, uwolnieniem
tromboksanu, formowaniem skrzepu, a to w konsekwencji wywotuje
kaskade reakcji, prowadzacych do powstania zastoju wewngatrznaczy-
niowego i rozwoju nekrozy w obrebie guza [84, 136, 167, 168, 172].
PDT poza tym hamuje uwalnianie NO z komorek srédbtonka, co wpty-
wa na dalsze obkurczanie sie naczyn [95].

Odpowiedz immunologiczna

Antynowotworowy efekt dziatania PDT przejawia sie nie tylko
bezposrednim niszczeniem tkanki nowotworowej, ale takze jej wpty-
wem na procesy zapalne i antynowotworowg odpowiedz immunolo-
giczna. Kazdy z tych mechanizmoéw moze wywiera¢ wptyw na pozo-
state, tworzac dos¢ skomplikowang sie¢ wzajemnych zaleznosci. Ich
suma zwieksza szanse na utrzymanie diugotrwatego dziatania prze-
ciwnowotworowego, indukowanego przez PDT. Obecnie wiadomo, ze
PDT wptywa na odpowiedz immunologiczng przez wywotywanie an-
tynowotworowego stanu zapalnego i generowanie odpowiedzi im-
munologicznej [45]. Réznice w naturze i intensywnosci reakcji zapalnej
miedzy tkanka prawidtowag a nowotworowa mogtyby zosta¢ wykorzy-
stane do zwiekszenia selektywnego dziatania PDT na komérki nowo-
tworowe. Naswietlenie guza prowadzi do zniszczenia czesci komorek
nowotworowych, ktére rozpadaja sie i podobnie, jak mechaniczne
uszkodzenie tkanek, wywotujg nieswoisty proces zapalny.

W procesie zapalnym posredniczy wiele czynnikéw, do ktérych
naleza m.in.: substancje naczyniowe, sktadniki kaskad dopetniacza,
biatka ostrej fazy, proteinazy, peroksydazy, RFT, cytokiny, czynniki
wzrostu i inne immunoregulatory. Wykazano, ze mediatory ostrej fazy
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interleukina 6 i 1 (IL-6, 1I-1) moga regulowa¢ odpowiedz komorek no-
wotworowych na PDT [99, 100]. Podczas przebiegu procesu zapalnego
uwalniane sg liczne mediatory, przyciggajace do siebie komorki uktadu
odpornosciowego. Aktywacja uktadu dopetniacza i generowanie kom-
pleksu ataku btonowego w komodrkach srédbtonka, atakowanego
przez PDT guza prowadzi do uposledzenia w doptywie krwi [217, 218].
Aktywacja uktadu dopetniacza jest wykorzystywana do wzmacniania
antynowotworowego dziatania PDT. Traktowanie komérek nowotwo-
rowych dodatkowo zymosanem - aktywatorem neutrofili i makrofa-
goéw przeciwdziata wznowie komérek nowotworowych poddanych
wczesniej terapii fotodynamicznej [165]. Podczas dziatania PDT oprécz
inicjowania niszczenia naczyn oraz niedotlenienia tkanki nowotworo-
wej wywotang agregacja ptytek i aktywacjg uktadu dopetniacza zacho-
dzg inne zjawiska, istotne dla wywotywania wczesnego stanu zapalne-
go. Rozwdj nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest niezbedny
do aktywacji rozwijajacych sie niezwykle skutecznych swoistych me-
chanizméw obronnych. tacznikiem pomiedzy tymi dwoma mechani-
zmami moga by¢ komérki prezentujace antygen — gtéwnie komorki
dendrytyczne. Komérki te pochtaniaja, a nastepnie prezentujg limfocy-
tom T antygeny, takze antygeny z rozpadtych komérek nowotworo-
wych znajdujace sie w ich otoczeniu. Komérki dendrytyczne ulegaja
silnemu pobudzeniu pod wptywem biatek szoku cieplnego. Dziatanie
terapii fotodynamicznej indukuje aktywacje biatek szoku cieplnego.
Dodatkowo fotooksydacyjna degradacja lipidow bton i generowanie
metabolitéw kwasu arachidonowego wzmacnia dziatanie mediatoréw
stanu zapalnego wywotujac natychmiastowa reakcje zapalng [169].
Wykazano, ze ten naturalny mechanizm obronny komérek nowotwo-
rowych mozna wykorzysta¢ do pobudzenia skutecznej odpowiedzi
immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym, pozostatym
przy zyciu po terapii fotodynamicznej, a takze poddac kontroli komor-
ki, ktérym udato sie rozprzestrzeni¢ po organizmie i tworzy¢ przerzuty.
Wkrétce po terapii fotodynamicznej, podawano doguzowo komorki
dendrytyczne izolowane ze szpiku i hodowane w warunkach laborato-
ryjnych. Taka taczona terapia okazata sie skuteczna w indukowaniu
ogolnoustrojowej odpornosci, wykraczajacej zasiegiem swojego dzia-
tania poza naswietlany guz [139, 217, 218].
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1.3. Udziat reaktywnych form tlenu i azotu w niszczeniu
komoérek nowotworowych

Antynowotworowy mechanizm dziatania PDT jest oparty gtéw-
nie na generowaniu podczas reakcji fotoutleniania reaktywnych form
tlenu (RFT) [6, 45, 72, 105, 239]. Powstajg takze w warunkach fizjolo-
gicznych jest to jednak scisle kontrolowane przez wiele enzymatycz-
nych i nieenzymatycznych mechanizmow obronnych. Brak rownowagi
pomiedzy generacjg RFT a zdolnosciami antyoksydacyjnymi organi-
zmu okresla sie mianem stresu oksydacyjnego. Reaktywne formy tlenu
wywotuja uszkodzenia na poziomie btony komérkowej i bton organelli
wewnatrzkomorkowych gtéwnie mitochondrium, aparatu Golgiego,
retikulum endoplamatycznego i lizosoméw. Gtéwnym celem ich ataku
sg bioczasteczki. RFT modyfikujg czasteczki biatek (utlenianie, agrega-
cja, denaturacja, fosforylacja, defosforylacja), lipidéw (utlenianie), wy-
wotuja zmiany w strukturze DNA, co przejawia sie wzrostem mutacji
iinnych efektéw cytotoksycznych [10, 185, 186, 300]. Zaburzenia te
wptywajg na przebieg szlakow metabolicznych, co moze generowac
odmienne reakcje komérek nowotworowych: reakcje obronng z udzia-
tem mechanizmoéw antyoksydacyjnych, eliminacje uszkodzonej ko-
morki na drodze apoptozy, nekrozy albo autolizy lub indukowac¢ od-
powiedzZ immunologiczng [45, 217, 218, 300].

Reaktywne formy tlenu sg produktami wzbudzenia lub redukgji
tlenu czasteczkowego. Do RFT zalicza sie rodniki tlenowe, ktére maja
niesparowane elektrony na atomie tlenu, np. rodnik wodorotlenowy,
oraz pochodne tlenowe, ktére nie maja niesparowanych elektronéw,
np.: ponadtlenek wodoru. S one bardziej aktywne niz tlen w stanie
podstawowym. Wolne rodniki tlenowe powstajg podczas reakcji me-
tabolicznych w naszym organizmie lub pod wptywem oddziatywania
czynnikdéw S$rodowiska zewnetrznego. Lipidy bton, biatka i DNA sa
zwigzkami szczegdlnie narazonymi na reakcje z RFT. Odpowiedz komé-
rek na dziatanie RFT zalezy od ich stezenia w komérkach i typu komé-
rek. W stezeniu fizjologicznym RFT moga regulowa¢ transdukcja sy-
gnatu przez btony i ekspresje genéw. Duze stezenie moze powodowac
transformacje nowotworowg lub $mier¢ komorki. Jednocze$nie wia-
domo, ze oddziatywanie RFT na komorki prawidtowe i nowotworowe
moze by¢ rozne. Kiedy RFT atakuja komorki prawidtowe, moga wpty-
wac na niszczenie DNA i wywotywac proces transformacji nowotwo-
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rowej. RFT produkowane w nadmiarze w komérkach nowotworowych,
np. pod wptywem PDT, prowadzg do usuniecia tych komoérek w wa-
runkach stresu oksydacyjnego [59, 117, 190].

Drugga grupg zwiazkéw, posiadajacych niesparowane elektrony
i/lub, charakteryzujace sie duzg reaktywnoscig chemiczng sg reaktyw-
ne formy azotu (RFA). Gtdwnym RFA jest tlenek azotu (NO), powstajacy
z konwersji argininy do cytruliny. Reakcje ta katalizuje specyficzna ro-
dzina enzymow (syntazy tlenku azotu). Czasteczka tlenku azotu posia-
da na ostatniej powtoce elektronowej niesparowany elektron, co po-
zwala jej na aktywne reagowanie z innymi czasteczkami. Charaktery-
zuje jg krotki okres poéttrwania i mata specyficznosc tkankowa. Cechy te
decydujg o biologicznych efektach dziatania NO [30]. Liczne badania
prowadzone w ostatnich latach wykazaty bardzo wazng role tej matej
czasteczki w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych. Wptyw
tlenku azotu na procesy progresji i hamowania karcenogenezy ma cha-
rakter dualistyczny i nie jest do konca okreslony. Tlenek azotu w spo-
s6b wielokierunkowy wptywa na wiele reakcji metabolicznych, ktére
moga regulowac przebieg procesu nowotworowego i tworzenia prze-
rzutéw. Wiadomo, ze NO z jednej strony moze hamowa¢ wzrost nowo-
tworu, a drugiej moze mie¢ ogromny wptyw na jego rozwoj. Ta cza-
steczka reguluje m.in. kurczliwo$¢ naczyn krwionosnych, agregacje
ptytek krwi, procesy neurotransmisji i komoérkowej odpowiedzi immu-
nologicznej. Wykazano, ze w matych stezeniach NO ma dziatanie pro-
angiogenne i pronowotworowe, podczas gdy duze stezenie NO wpty-
wa hamujaco na wzrost tkanki nowotworowej [4].

Pod wptywem terapii fotodynamicznej dochodzi do wzrostu
ekspresji syntazy tlenku azotu. Niektérzy autorzy sugeruja, ze NO jest
inicjatorem zmian w komoérkach nowotworowych, prowadzacych do
ich Smierci na drodze apoptozy. NO regulujac prace mikronaczyn, kté-
re odzywiajg guz, moze doprowadzi¢ do powstawania zakrzepéw
i obumierania komérek nowotworowych [117]. Wiadomo réwniez, ze
NO i jego pochodne posredniczag w uszkodzeniu DNA na wczesnym
etapie karcynogenezy pomimo obecnosci antyoksydantow, oraz indu-
kuja neoangiogeneze i hamujg odpowiedz immunologiczng [21, 177].
NO jako substancja aktywna w istotny sposéb reguluje ekspresje ge-
noéw zwigzanych ze Smiercia komorki lub jej przezyciem, do ktérych
zaliczamy gen p53, geny rodzin bcl-2 oraz Fas [4, 299].
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Pomimo intensywnych badan prowadzonych nad udziatem
tlenku azotu w niszczeniu komorek nowotworowych pod wptywem
terapii fotodynamicznej, jego rola nie jest do korica okreslona. Liczne
badania dowodza, ze synteza endogennego NO jest istotnym wy-
znacznikiem odpowiedzi komérek nowotworowych na PDT [102, 114,
164]. Obserwowano wzrost NO pod wptywem PDT w badaniach in vi-
tro. Stres oksydacyjny indukowany PDT wptywa na szlaki przekazywa-
nia sygnatu w komérkach, prowadzac do aktywacji jadrowych czynni-
kow transkrypcyjnych, co moze mie¢ wptyw na regulacje genéw ko-
dujacych NOS. Zostato rowniez stwierdzone, ze tlenek azotu hamuje
peroksydacje lipidow wywotang dziataniem PDT [11, 215]. Komorki
nowotworowe w odpowiedzi na stan zapalny generowany PDT synte-
tyzuja duze ilosci NO, co moze hamowac¢ wzrost tkanki nowotworowej
[102, 164]. Uszkodzenie komérek sréodbtonka naczyn, odzywiajacych
guz i jedynego zrédta endogennego NO, pod wptywem PDT, moze
doprowadzi¢ do obnizenia stezenia NO [164]. Z powyzszych rozwazan
wynika, ze stezenie tlenku azotu, a zarazem aktywnos¢ i ekspresja en-
zymow odpowiedzialnych za jego synteze znaczaco wptywa na efek-
tywnosc i lecznicze dziatanie PDT.

1.3.1. Peroksydacja lipidow

W warunkach stresu oksydacyjnego, uktad antyoksydacyjny
nie zapewnia catkowitej eliminacji RFT, co moze prowadzi¢ do r6znej
odpowiedzi komoérki. Jednoczesnie z aktywacjg wielu szlakéw meta-
bolicznych RFT uruchamiaja procesy utleniania [20, 110]. Gtéwnymi
reakcjami oksydacyjnymi zachodzacymi w btonie s3 reakcje peroksy-
dacji lipidow, ktoére przebiegajg przez stadia wolnorodnikowe i maja
najistotniejsze znaczenie w procesie generowania zaburzen w ko-
morce [260].

Peroksydacja lipidéw jest wolnorodnikowym procesem utle-
niania nienasyconych kwasoéw ttuszczowych lub lipidow, w ktérym
powstaja nadtlenki tych zwiazkéw [20, 260]. Reakcje te zachodza
w obrebie fosfolipidéw bton komérkowych. Proces utleniania lipidow
przebiega w trzech etapach: inicjacji, propagacji i terminacji. Inicjacja
polega na oderwaniu sie atomu wodoru od czasteczki wielonienasy-
conego kwasu ttuszczowego lub reszty tego kwasu bedacej sktadni-
kiem fosfolipidéw, ktére sg gtébwnym komponentem budulcowym
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bton komorkowych. Nienasycone kwasy ttuszczowe, umiejscowione
w btonach komorkowych, tatwo reaguja z wolnymi rodnikami [20, 149,
318]). Reakcje peroksydacji moga by¢ zapoczatkowane przez rodnik
hydroksylowy (OH"), nadtlenkowy (LOO"alkoksylowy (LO") lub alkilowy
(L) [269]. Reakcje te moze zapoczatkowac tlenek i dwutlenek azotu
oraz dwutlenki siarki i podchloryn [20]. W reakcji propagacji wolne
rodniki alkilowe reaguja z tlenem i tworzg wolne rodniki nadtlenkowe
(reakcja 1.1), ktére moga odrywac¢ atomy wodoru od kolejnych czaste-
czek wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (reakcja 1.2). W reakgji
tej wolny rodnik nie ginie, tylko reaguje z nastepna czasteczky kwasu
tluszczowego.

L'+ O, > LOO’ 1.1
LOO® + LH = LOOH + L 1.2

Ten ciag reakcji powtarza sie wielokrotnie do momentu reakgji
terminacji. Reakcja terminacji zachodzi pomiedzy dwoma wolnymi
rodnikami alkilowymi, nadtlenowymi lub dwoma réznymi, ktére wy-
stepujg w uktadzie. W obrebie bton biologicznych produktami sa dime-
ry fosfolipidow. Wolne rodniki powstajace w czasie reakgcji utleniania
lipidobw mogq tez reagowac z biatkami bton. W wyniku tych reakgji
powstaja wolne rodniki biatek, ktére uczestniczg w reakcjach termina-
¢ji. Koncowym produktem peroksydacji lipidow moga by¢ aldehydy i
hydroksyaldehydy, ktére powstaja w wyniku rozpadu reszt wieloniena-
syconych kwaséw ttuszczowych do kilkunasto-weglowych fragmen-
tow [20, 260]. Produkty peroksydacji lipidow sg zwigzkami cytotok-
sycznymi, dziatajg mutagennie i kancerogennie [214]. Zwigzki te mo-
dyfikuja witasciwosci fizyczne bton komérkowych, zwiekszajac prze-
puszczalnos¢ bton dla jonéw H* i innych polarnych substancji. Moga
takze hamowac¢ aktywnos¢ niektorych enzymoéw btonowych i biatek
transportujacych [110].

Reakcje oksydacyjne, ktére zachodzg w btonie komorkowej
odgrywaja szczegdlna role, poniewaz prowadzg do ostabienia inte-
rakcji pomiedzy biatkami i lipidami, modyfikacji i fragmentacji biatek
btonowych oraz utraty zaburzenia integralnosci btony. Wszystkie te
zjawiska moga wywotywacé smier¢ komoérek nowotworowych [197,
260].
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1.3.2. Degradacja biatek

W wyniku dziatania reaktywnych form tlenu z organellami ko-
morkowymi moze dochodzi¢ takze do zmian w strukturze biatek [20,
282]. Oksydacyjne uszkodzenia biatek, polegajace na modyfikacji reszt
aminokwasowych, grup prostetycznych, agregacji lub fragmentacji
czasteczki, prowadza do utraty ich aktywnosci biologicznej. Groma-
dzenie w komérkach utlenionych produktéw biatkowych moze wpty-
wac na uposledzenie funkcji komoérki i w konsekwencji doprowadzi¢
nawet do jej smierci [239, 242]. Podczas stresu oksydacyjnego docho-
dzi m.in. do utleniania grup —SH bezposrednio przez RFT. Produktem
tych reakcji sg rodniki tiolowe S°, ktére ulegajg dimeryzacji do disulfi-
déw. Przebieg reakcji przedstawiono na schemacie ponizej [20, 242].

RSH + O, + H* 2 RS’ + H,0;
2RSH + H,0, = 2RS® + 2H,0;
RSH + OH® - RS" + H,0

2RS® - RSSR

Oksydacyjne uszkodzenie grup —-SH prowadzi do utraty aktyw-
nosci biologicznej biatek uposledzajac petnione przez nie funkcje
transportujace i enzymatyczne. Utlenianie grup tiolowych biatek bto-
nowych jest szczegdlnie niebezpieczne, poniewaz wptywa na dezinte-
gracje btony i zaburzenia w jej przepuszczalnosci [187, 282]. Grupy
tiolowe biatek pozostajg w oksydacyjnej rwnowadze z grupami tio-
lowymi glutationu (GSH), ktérego gtéwng funkcjg jest utrzymywanie —
SH biatek w stanie zredukowanym. Glutation jest uwazany za najwaz-
niejszy komorkowy ,bufor tiolowy” [14]. Miarg stopnia oksydacyjnego
uszkodzenia biatek jest spadek stezenia grup tiolowych lub wzrost
grup karbonylowych. Szczegélnie tatwo wchodza w te reakcje takie
aminokwasy, jak: prolina (Pro), arginina (Arg), lizyna (Lys) i treonina
(Thr). Ostatnio wykazano, ze oznaczanie grup karbonylowych w taincu-
chach bocznych biatek jest lepszg i czulszg metoda oznaczania oksyda-
cyjnego uszkodzenia biatek niz oznaczanie grup tiolowych [60, 291].
Pochodne karbonylowe biatek powstajg jednak nie tylko podczas utle-
niania tancuchow bocznych aminokwaséw w czasteczce biatka, ale
takze podczas rozpadu biatek na drodze a- amidacji albo karbonylacji
glutaminianu, co w konsekwencji prowadzi do powstania peptydéw,
ktérych N-terminalny koniec jest blokowany przez a-ketoacylo po-
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chodne. Dodatkowo grupy karbonylowe moga by¢ tworzone w reakgji
aminokwasow z produktami peroksydacji lipidow, reaktywnymi gru-
pami karbonylowymi ketoamin i ketoaldehydéw generowanych w pro-
cesie glikacji biatek [60]. Wzrost zawartosci grup karbonylowych w biat-
kach jest lepszym markerem stresu oksydacyjnego niz peroksydacja
lipidow. Utlenione czasteczki biatka sa stabilnymi zwigzkami i dtuzej
krazg we krwi w poréwnaniu do innych markeréw stresu oksydacyjne-
go takich, jak: aldehyd malonowy, czy utleniony glutation [268, 3171.

Reakcje RFT z biatkami prowadza nie tylko do utleniania biatek,
ale takze do powstawania w biatkach grup redukujagcych w wyniku
uszkodzenia aminokwaséw aromatycznych. Grupy te moga redukowac
cytochrom c i metale [239].

1.3.3. Smieré komoérek indukowana PDT

Wiadomo, ze czynniki dziatajace toksycznie na komorki, do kto-
rych nalezy zaliczy¢ RFT, mogg uszkadzac je w trwaty sposéb, prowa-
dzac do ich smierci. Odpowiedni dobér elementéw sktadowych terapii
(stezenie fotouczulacza, czas inkubacji z fotouczulaczem, dawka i moc
promieniowania, stezenie tlenu w komoérce) pozwala na modyfikacje
efektéw takiej terapii. Daje to mozliwos¢ kierowania komérek nowo-
tworowych na droge apoptozy, ktérej w przeciwienstwie do nekrozy
nie towarzyszy silny i nieobojetny dla organizmu odczyn zapalny. Naj-
lepiej poznang postacia programowanej smierci komoérki jest apopto-
za, niezbedna do prawidtowego przebiegu wielu proceséw fizjologicz-
nych, odgrywajaca tez olbrzymia role w procesach patologicznych. Za
nieapoptotyczne rodzaje $mierci komoérki uznano nekroze i autofagie
[38, 154, 155]. Apoptoze i autofagie zaliczano do ,programowanych”.
Nekroza natomiast byta dotychczas uwazna za proces pasywny [223,
247]. Ostatnio wyroznia sie trzy typy programowanej smierci komorki
réznigce sie przebiegiem, rozwojem i zmianami morfologicznymi:
apoptoze, autofagie i nekroze. Pierwszy typ programowanej smierci
komorki to apoptoza. Proces ten przebiega zawsze wedtug okreslone-
go schematu, wymaga aktywacji wielu gendéw, ekspresji okreslonych
biatek oraz naktadu energii. Mozemy wyrézni¢ zewnetrzny szlak apop-
totyczny zalezny od receptoréw $mierci, wewnetrzny mitochondrialny
i stosunkowo niedawno odkryty szlak indukowany stresem, w ktéry
zaangazowane jest retikulum endoplazmatyczne (ER) [211]. Drugi typ
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programowanej smierci komérki to autofagia. Jest to mniej selektywny
mechanizm, niz proteoliza zalezna od ubikwityny, kierujacy biatka o
dtugim okresie péttrwania oraz inne komponenty organelli do lizoso-
mow, gdzie ulegajg degradacji [34, 223]. Trzeci typ to nekroza przeja-
wiajaca sie gwattownym obrzekiem komorki i utrata integralnosci bto-
ny komoérkowej, co powoduje rozpad komérki z uwolnieniem jej catej
zawartosci do przestrzeni miedzykomorkowej. Rozlane skfadniki ko-
morkowe wywotujg odczyn zapalny [75]. Dtugi czas nekroza byta opi-
sywana jako bierny i niezorganizowany, gwattowny proces smierci
komorek. Ostatnio udowodniono, ze jest to aktywny proces bedacy
czescia szlaku metabolicznego wywotanego transdukcja sygnatu przez
btony. Przyktadowo TNF i receptor Fas w licznych liniach komérkowych
zapoczatkowujg proces nekrozy przez aktywacje biatka oddziatywuja-
cego z receptorem 1 (RIP1 - receptor interacting protein) w warunkach
inhibicji kaspaz. Poza tym RIP1 jest kluczowym elementem aktywagji
nekrozy zaleznej od JNK w warunkach stresu oksydacyjnego [302, 303,
316]. Zwiazki fotoaktywne, wykorzystywane w PDT, ktére lokalizuja sie
w mitochondriach lub retikulum endoplazmatycznym wptywaja na
indukcje apoptozy przez ustalone szlaki metaboliczne indukowane
m.in. zaburzeniem réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Fotosensibiliza-
tory, ktore preferencyjnie kumulujg sie w btonie komérkowej lub w
lizosomach moga opdzniac¢ proces apoptozy albo jg blokowac wpro-
wadzajgc komorke na droge nekrozy, co zostato opisane przez Kessel
[151] i potwierdzone w badaniach Oleinick [225]. Doniesienia ostatnich
kilku lat wskazuja, ze mechanizm prowadzacy do $Smierci komérek no-
wotworowych inicjowany dziataniem PDT moze odbywac¢ sie na dro-
dze apoptozy, nekrozy lub autofagii. Ten ostatni proces jest prawdo-
podobnie wigczany wtedy, kiedy dochodzi do defektu w aparacie ge-
netycznym odpowiedzialnym za synteze biatek pro- i antyapoptotycz-
nych [38, 156].

Z jednej strony stwierdzono, ze PDT bezposrednio lub posrednio
indukuje zmiany w przepuszczalnosci wewnetrznej btony mitochon-
drialnej, co potwierdza wzrost w cytoplazmie cytochromu c i wzrost
ekspresji kaspaz, z drugiej strony sktonno$¢ do otwierania kanatow
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej moze wptywac na indukowa-
nie réznych typdéw $mierci komérki, co wciaz nie jest do konca wyja-
$nione [170]. Liczne badania wskazujg, ze rodzaj $mierci indukowany
dziataniem terapii fotodynamicznej zalezy od typu komorek i rodzaju



-22 -

fotouczulacza, a szczegdlnie jego wewnatrzkomoérkowego umiejsco-
wienia. Stwierdzono, ze ekspozycja odmiennych fenotypowo i geno-
typowo typéw komérek na Swiatto z zastosowaniem réznych zwiaz-
kéow fotoczutych wptywa na wzrost ekspresji Fas i liganda Fas
w badaniach in vivoi in vitro [48, 320].

W wyniku oksydacyjnego uszkodzenia ER indukowanego dzia-
taniem PDT dochodzi do powaznego zaburzenia homeostazy tego
organellum, co prawdopodobnie uruchamia mitochondrialny szlak
apoptotyczny [3, 6, 225]. Rézne fotouczulacze, taczace sie btong ko-
morkowg ER pobudzajg gwattowny wzrost wewnatrzkomorkowego
stezenia jondéw wapnia bezposrednio po fotoaktywacji. Wykazano
w licznych badaniach, ze wzrost wolnego wapnia wywotuje smierc
komorek na drodze wewnatrzkomoérkowej albo jest aktywatorem szla-
kow wiaczajacych przezycie komorek [45]. Fotooksydacyjny mecha-
nizm wywotywania smierci zaleznej od ER przez aktywacje kaspazy 12
nie jest do konca wyjasniony i zbadany [39]. Z ostatnich badan wynika,
ze terapia fotodynamiczna moze wywotywac¢ autofagie komérek no-
wotworowych. Nie powinno to by¢ niespodziankg zwazywszy na fakt,
ze podczas dziatania PDT dochodzi do niekontrolowanego wzrostu
RFT, czego konsekwencja jest oksydacyjne uszkodzenie organelli ko-
morkowych i powstawanie ogromnych agregatéw biatkowych, ktére
nie moga by¢ usuniete przez proteolize zalezng od ubikwityny [37, 38].
Wywoftanie nekrozy terapig fotodynamiczng zalezy od dawki, rodzaju
fotouczulaczy i ich umiejscowienia [39].

1.3.4. Mechanizmy modulujace odpowiedzi komorek
nowotworowych obronne przed dziataniem wolnych rodnikéw
wywotywanych reakcja fotodynamicznag

Innymi czynnikami, ktére w istotny sposéb moga modulowa¢
reakcje komoérek na dziatania fotodynamiczne moze by¢ obecnosc¢
i aktywno$¢ enzymatycznych i nieenzymatycznych antyutleniaczy,
biatek szoku termicznego, mediatoréw proceséw zapalnych i czynni-
kow aktywujgcych komorki uktadu immunologicznego. W komaérkach
poddanych badaniom fotodynamicznym funkcjonujg wszystkie me-
chanizmy, ktére w warunkach fizjologicznych chronig je przed uszka-
dzajgcym dziataniem RFT.
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Komorki wytworzyty rézne mechanizmy obronne chronigce ich
integralno$¢ przed dziataniem wolnych rodnikéw tlenowych i azoto-
wych. W warunkach réwnowagi, dzieki dziataniu enzymatycznych i
nieenzymatycznych antyoksydantéw, nadmiar RFT jest usuwany, a
uszkodzenia sg naprawiane [16].

Obrona antyoksydacyjna sktada sie z wielu elementéw utozo-
nych w kilka poziomoéw. Pierwszg linia obrony sg biatka zawierajace
metale przejsciowe (ferrytyna, transferyna, ceruloplazmina, metalotio-
neina), ktére zapobiegaja powstawaniu RFT. Do drugiej linii obrony
nalezg antyoksydanty niskoczasteczkowe (a-tokoferol, [3-karoten, wi-
tamina C, glutation) i enzymy antyoksydacyjne (dysmutaza ponadtlen-
kowa — SOD, peroksydaza glutationowa — GSH-Px, katalaza — CT) inak-
tywujace RFT na réznym poziomie ich powstawania. Trzecig linig obro-
ny sg systemy naprawcze czasteczek uszkodzonych przez RFT (biatka
szoku cieplnego - biatka opiekunicze i proteazy) [73].

Dysmutaza ponadtlenkowa

Jednym z kluczowych enzyméw antyoksydacyjnych jest dysmu-
taza ponadtlenkowa. Dysmutaza ponadtlenkowa - oksydoreduktaza
ponadtlenkowa, wydaje sie petnic istotna role w defensywie antyoksy-
dacyjnej, poniewaz katalizuje reakcje przeksztatcenia pierwszego wol-
nego rodnika, ktéry powstaje na drodze jednoelektronowej redukgcji
tlenu i daje poczatek tancuchowej reakcji tworzenia kolejnych wolnych
rodnikdéw, w tym jednego z najgrozniejszych, jakim jest rodnik hydrok-
sylowy OH™". W obecnosci tego enzymu anionorodnik ponadtlenkowy
O, jest przeksztatcany w czasteczke tlenu i nadtlenek wodoru H,0,,
ktdry jest nastepnie usuwany przez katalaze i peroksydaze glutationo-
wa. Dysmutaza ponadtlenkowa jest zlokalizowana zewnatrz- i we-
whnatrzkomorkowo. Wystepuje u ssakdw w postaci trzech izoenzyméw:
cytoplazmatycznego, ktéry zawiera miedz i cynk (Cu, ZnSOD, SOD1),
mitochondrialnego, w ktérym zamiast Cu i Zn wbudowany jest atom
manganu (MnSOD, SOD-2) oraz zewnatrzkomérkowego (ang. extra-
cellular superoxide dismutase — EC-SOD, SOD-3), w ktérym takze jest
miedz i cynk. Forma zewnatrzkomérkowa rozktada anionorodnik po-
nadtlenkowy w przestrzeni miedzykomorkowej, dzieki czemu chroni
powierzchnie naczyn przed dziataniem tego rodnika tlenowego [20,
217]. Enzymy te zapewniajg bezposrednig ochrone przed szkodliwym
dziataniem anionorodnika ponadtlenkowego, a posrednio rodnika hy-
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droksylowego i nadtlenoazotynu. Wptywaja na ochrone tlenku azotu,
gtownie w krazeniu naczyniowym i w komérkach srédbtonka. Utrzy-
mujg stezenie nadtlenku wodoru na fizjologicznym, niezbednym do
petnienia przez ten zwigzek funkcji czasteczki sygnatowej [90]. SOD-1
jest umiejscowiona w cytoplazmie, ale réwniez w jadrze komérkowym.
Nadekspresja enzymu chroni naczynia krwionosne przed uszkodze-
niami wywotanymi LDL oraz przed aktywacjg kaspaz [113]. Obnizenie
aktywnosci powoduje stres oksydacyjny i prowadzi do progresji nowo-
tworoéw [273, 290].

SOD-2 jest obecna gtéwnie w macierzy mitochondrialnej i jest
pierwszg barierg chronigcg komorke przed nadmiarem anionorodnika
ponadtlenkowego. Aktywnos¢ MnSOD waha sie w granicach 2-12%
catkowitej aktywnosci SOD, to jej ,knockout”, czyli wylaczenie genu,
jest letalny dla myszy [80, 134]. SOD-3 wystepuje w postaci niezwigza-
nej w osoczu krwi, limfie i innych ptynach pozakomoérkowych oraz zwia-
zanej z glikozoaminoglikanami. SOD-3 utrzymuje odpowiednie stezenie
tlenku azotu w naczyniach krwionosnych przez neutralizacje nadmiaru
anionorodnika ponadtlenkowego [326]. Wykryto, ze brak tego enzymu
w centralnym uktadzie nerwowym u myszy powoduje zaburzenia
w kaskadzie sygnatéw zwigzanych z procesami uczenia [182].

W swietle funkgji, jakie petni SOD w komodrkach wydaje sie, ze
odgrywa ona znaczaca role w patogenezie procesu nowotworowego
[92, 222, 325]. Wyniki licznych badan wskazujg, ze zmiany aktywnosci
i ekspresji obu izoform wewnatrzkomoérkowych sa obecne w wielu ty-
pach nowotwordéw i na réznych etapach zaawansowania choroby no-
wotworowej. Udziat poszczegdlnych izoenzyméw SOD w rozwoju
zmian nowotworowych moze by¢ zréznicowany [140, 276]. Chociaz
wiekszos¢ badan potwierdza dominujacg role tlenu singletowego
w indukcji cytotoksycznego efektu PDT, to jednak istnieje takze zna-
czaca liczba obserwacji o istotnej roli innych RFT, w tym anionorodnika
ponadtlenkowego. Wykazano, ze anionorodnik ponadtlenkowy po-
wstajacy pod wptywem PDT z udziatem photofrinu (Ph) lub amidu
5-aminolewulinowego (ALA), indukuje zniszczenia komérek nowotwo-
rowych na poziomie lipidow, biatek i DNA [94, 261, 261]. Dysmutaza
ponadtlenkowa, ktéra jest kluczowym antyoksydantem wptywa na
obnizenie efektywnosci PDT, co zostato potwierdzone w jedynie nie-
licznych badaniach [101, 164]. Zablokowanie SOD prowadzi do wzro-
stu skutecznosci PDT. Dobrze poznanym inhibitorem SOD jest
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2-metoksyestradiol (2-Me). Jest on naturalng pochodng estrogenow
i powstaje na drodze kolejnych reakcji hydroksylacji i przeniesienia
grupy metylowej z 17 B-estradiolu. Jego dziatanie jest niezalezne od
ekspresji i aktywnosci receptora estrogenowego, wykazano natomiast
jego stabe powinowactwo do tego receptora [199, 301]. Odkryto
obecnos¢ 2-Me we krwi i w moczu [328]. Liczne badania dowodza, ze
2-Me oproécz tego, ze jest inhibitorem SOD znalazt zastosowanie jako
wybidrczy zwigzek przeciwnowotworowy. Jego antynowotworowe
dziatanie jest niezalezne od receptora estrogenowego. Selektywne
dziatanie 2-Me na komoérki nowotworowe jest wielokierunkowe.
Wptywa m.in. hamujgco na polimeryzacje mikrotubul zatrzymujac pro-
liferacje komorek, hamuje procesy angiogenezy i wzrostu guzéw no-
wotworowych [176, 179, 205, 206, 281].

Wykorzystanie chemioterapeutycznego dziatania 2-Me w pota-
czeniu z jego hamujacym wptywem na aktywnos$¢ dysmutazy ponad-
tlenkowej moze w potaczeniu z terapig fotodynamiczng zwiekszy¢ an-
tynowotworowe dziatanie i pozwoli¢ na wprowadzenie do badan kli-
nicznych terapii kombinowanej. Dodatkowym powodem zastosowania
takiego leczenia jest to, ze u podtoza dziatania tych terapii na komorki
nowotworowe lezg te same mechanizmy. Chemioterapia z 2-Me i tera-
pia fotodynamiczna zabija komérki nowotworowe powodujac niekon-
trolowany wzrost RFT i wywotujac stres oksydacyjny [45, 133].

S-transferaza glutationowa pi

Uszkodzenie komoérek pod wptywem terapii fotodynamicznej
indukujg mechanizmy naprawcze, do ktérych nalezg biatka regulujace
stezenie glukozy oraz biatka szoku cieplnego, ktére pomagaja w po-
nownej naprawie struktur komérkowych. Obok tych zwigzkéw, istotna
role w ochronie komoérek przed produktami utleniania odgrywaja
S-transferazy glutationowe (GST, E.C.3.1.2.7). Wyréznia sie trzy gtéwne
grupy GST: cytosolowe, mitochondrialne i mikrosomalne. Wsréd cyto-
solowych wyodrebniono wiele klas: a, (3, §, €, 4, w[220]. Stanowig one
rodzine wielofunkcyjnych biatek, dziatajacych jako wazne enzymy de-
toksykacyjne, wewnatrzkomérkowe biatka wigzace i transportujace.
Uczestnicza w biotransformacji ksenobiotykéw, metabolizmie lekow.
Katalizujg reakcje sprzegania glutationu z ré6znymi zwigzkami elektro-
filowymi. Jest to grupa enzyméw drugiej fazy metabolizmu, ktéra prze-
ciwdziata powstawaniu guzéw nowotworowych. Enzymy te odgrywaja
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kluczowa role w detoksykacji i redukcji RFT. Ich ochronne dziatanie po-
lega m.in. na sprzeganiu reaktywnych, aldehydowych produktéw perok-
sydacji lipidow, szczegodlnie hydroksyalkenali [20, 89, 292].

Izoenzymy GST biorg udziat nie tylko w metabolizmie réznych
ksenobiotykéw, ale réwniez endogennych zwigzkéw, dlatego charak-
teryzuje je rézna dystrybucja i zmienna ekspresja w okreslonych tkan-
kach. W zwigzku z tym zréznicowaniem mogg by¢ waznym indykato-
rem diagnostycznym i prognostycznym wielu choréb. W prawidtowych
komorkach GST jest zlokalizowana w cytoplazmie. GST klasy pi sg gru-
pa izoenzyméw szczegdlnie zwigzang z transformacjg nowotworowa.
Wykazano podwyzszong ekspresje tej transferazy glutationowej o lo-
kalizacji jgdrowej w réznych typach nowotworoéw i stadiach przedno-
wotworowych, zmiany aktywnosci w stanach opornosci na leki prze-
ciwnowotworowe, jak i zmiane ekspresji w onkogenezie [141, 146], jest
jednym z markeréw nowotworowych w raku jajnika, szyjki macicy, ja-
dra, jelita grubego [124].

1.4. Zastosowanie PDT w leczeniu
nowotworow ginekologicznych

Pierwsze kliniczne préby zastosowania metody fotodynamicz-
nej w diagnostyce i leczeniu nowotworéw byty poprzedzone ponad
dwudziestoletnim okresem badan podstawowych i przedklinicznych.
Znalazta ona réwniez swoje zastosowanie w leczeniu i diagnozowaniu
nowotwordéw i stanéw przedrakowych w onkologii ginekologicznej.
Pierwsze doniesienia o zastosowaniu metody fotodynamicznej w gi-
nekologii ukazaty sie ponad 30 lat temu [108]. Poczatkowo préby sto-
sowania PDT w ginekologii onkologicznej obejmowaty leczenie nawro-
tow miejscowych nowotworéw ginekologicznych, po leczeniu kon-
wencjonalnym oraz przerzutéow innych nowotworéw zlokalizowanych
w narzadach rodnych [53, 54]. Powszechnie wykorzystuje sie PDT do
leczenia zmian ginekologicznych w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i
Japonii. Dotychczasowe préby kliniczne zastosowania PDT w gineko-
logii byty prowadzone w trzech kierunkach: leczenia wznéw miejsco-
wych pierwotnych nowotworéw kobiecych narzadéw piciowych oraz
zlokalizowanych ognisk przerzutowych nowotworéw pochodzacych
zinnych narzadow, wykrywania i leczenia zmian przednowotworo-
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wych i zmian wczesnoinwazyjnych sromu i szyjki macicy oraz leczenia
srodotrzewnowego wysiewow raka jajnika napromieniowaniem $réd-
operacyjnym [53]. W badaniach na nowotworowych liniach komérko-
wych raka szyjki macicy i rakach jajnika wykazano toksycznos¢ terapii
fotodynamicznej z kwasem aminolewulinowym (ALA). Nie stwierdzono
zadnych réznic w podatnosci na terapie pomiedzy komérkami wrazli-
wymi a opornymi na wybrane cytostatyki. We wszystkich badanych
przypadkach skutecznos¢ terapii zalezata od czasu inkubacji i ilosci
zakumulowanego fotouczulacza [254]. W badaniach na liniach komor-
kowych wykazano gtownie jej skutecznos¢ na komédrkach raka szyjki
macicy, raka sromu i endometrium [28, 227, 297]. Korel w 1995 roku
zaobserwowat silng fluorescencje fotouczulanych tkanek dysplastycz-
nych pobranych ze sromu, pochwy i szyjki macicy w poréwnaniu ze
zdrowg tkanka [166]. W wielu badaniach stwierdzono selektywnga loka-
lizacje fotouczulacza w endometrium po instilacji jamy macicy roztwo-
rem pochodnej benzoporfiryny [82, 90, 315]. Badacze japonscy uwa-
zaja, ze PDT jest najlepsza metoda leczenia wczesnego raka szyjki ma-
cicy oraz zmian dysplastycznych u mtodych kobiet, dla ktérych zacho-
wanie ptodnosci jest bardzo istotne. Muroya wykazat skutecznos¢ PDT
w przypadkach raka szyjki macicy, w stopniu la i Ib1 u 255 kobiet. Po
zastosowanej terapii 36 pacjentek zaszto w cigze. U zadnej z tych pa-
cjentek nie zaobserwowano zrostow ani zwezen w obrebie kanatu
szyjki [209].

W Polsce niewiele jest doniesien o zastosowaniu PDT w lecze-
niu ginekologicznych zmian nowotworowych i przednowotworowych.
Leczono w Polsce PDT z zastosowaniem 20% masci 5 ALA jako foto-
uczulacza podawanego miejscowo. PDT wykonano u 19 pacjentek
z dysplazjg czesci pochwowej szyjki macicy potwierdzonej histopato-
logicznie. Ostatecznej ocenie poddano 12 pacjentek, u ktorych stwier-
dzono catkowitg remisje [227, 232]. Sq osrodki w Polsce, ktére stoso-
waty metode fotodynamiczng do leczenia i diagnostyki nabtonkowych
schorzen sromu, zwtaszcza zmian o typie liszaja twardzinowego sromu,
a takze w diagnostyce raka szyjki macicy [27, 226, 228]. W badaniach in
vitro opisano skutecznos$¢ dziatania terapii fotodynamicznej na liniach
komérkowych raka jajnika o réznym stopniu zaawansowania. Zaliczo-
no PDT do obiecujacych alternatywnych metod leczenia nowotworéw
jajnika [5, 266]. Jednak stosowanie tej terapii na rakach jajnika, a szcze-
golnie na raku jasnokomérkowym, ciggle jeszcze nalezy do rzadkosci.
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Wydaje sie, ze szczegdlne znaczenie ma wiaczenie terapii fotodyna-
micznej do leczenia rakow jajnika, ktore nalezg do najbardziej inwazyj-
nych i najgorzej rokujacych sposréd nowotwordw narzagdéw rodnych.
Podejmowane sg proby stosowania PDT w zaawansowanej postaci
raka jajnika, czesto jednak dotyczy to pacjentek, u ktérych zastosowa-
no wczesniej konwencjonalne leczenie chirurgiczne i chemioterapie.
Wynika to z tego, ze guzy jajnika rzadko s3 rozpoznawane we wcze-
snych stadiach zaawansowania choroby [5, 169, 245].

Na uwage zastuguje fakt, ze diagnostyka i terapia fotodyna-
miczna jest znacznie rzadziej stosowana i mniej zaawansowana w on-
kologii ginekologicznej niz w innych dziedzinach onkologii. Przepro-
wadzone badania in vitro i na modelach zwierzecych w przypadku no-
wotworéw ginekologicznych pozwalajg uznac te metode za obiecuja-
cg i godna szerszego wdrozenia do badan klinicznych. Wydaje sie jed-
nak, ze badania podstawowe wymagaja gruntownego zrozumienia
mechanizmu dziatania PDT, co utatwi nalezyte przygotowanie tej me-
tody pod wzgledem metodycznym do badan klinicznych.

1.5. Rak jajnika - wiadomosci ogélne

Rak jajnika pozostaje nadal najczestszg przyczyna zgonu wsréd
nowotworow zenskich narzadéw ptciowych. Prowadzone badania sta-
tystyczne wykazuja staty wzrost zachorowan na raka jajnika. Smiertel-
nos$¢ z powodu raka jajnika w ciggu ostatnich dwudziestu lat utrzymuje
sie na statym poziomie [76]. Mimo wprowadzania lekéw nowej gene-
racji i duzego zainteresowania metodami wykrywania raka jajnika we
wczesnym etapie rozwoju catkowita 5-letnia przezywalnos¢ ciaggle po-
zostaje na tym samym poziomie i wynosi 20-30% [76, 252].

W zaleznosci od regionu geograficznego: najnizszg zachoro-
walnos¢ odnotowuje sie w Chile i Japonii, duzo wyzsza w krajach Eu-
ropy Zachodniej i USA [33, 145]. Polska nalezy do krajéw o wysokiej
zachorowalnosci na raka jajnika, a standaryzowany wspotczynnik za-
chorowalnosci ciagle rosnie. Rak jajnika jest do dzisiaj jedng z najtrud-
niejszych do diagnozowania i leczenia choréb wspétczesnej onkologii
ginekologicznej. Pomimo znacznego postepu w medycynie, leczenie
raka jajnika ciggle budzi kontrowersje i nie przynosi pozadanych efek-
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tow. Jedna z podstawowych przyczyn jest bezobjawowy przebieg
wczesnych etapow rozwoju i wykrywanie choroby w péznym stopniu
zaawansowania, a takze brak precyzyjnych, przesiewowych metod
diagnostycznych [298].

Proces karcenogenezy jajnika jest ztozony i wieloczynnikowy.
Nowotwory jajnika charakteryzuja sie ponadto duzg hetrogennoscia
histologiczng i zré6znicowanga biologig, ktéra nie pozwala na ujednoli-
cenie i jasne sprecyzowanie wiedzy dotyczacej jego rozwoju [120]. Ba-
dania na rakach jajnika sg prowadzone w celu lepszego poznania pa-
tomechanizmu, zrozumienia biologii tego nowotworu oraz w celu po-
szukiwania nowych markerow wczesnego wykrywania, a przede
wszystkim w celu opracowania efektywniejszych metod leczenia.

1.5.1. Klasyfikacja i typy morfologiczne raka jajnika

Maksymalnie 60% z posrod wszystkich rakéw jajnika i od 80-
90% ztosliwych nowotwordéw jajnika jest pochodzenia nabtonkowego.
Wiekszos¢ guzéw nabtonkowych powstaje z nabtonka powierzchnio-
wego jajnika. Nabtonek jest zbudowany z komoérek o réznych ksztat-
tach i charakteryzuje sie duzg podatnoscig na zmiany formy komaérek
i na uleganie metaplazji. Typ histologiczny moze by¢ zdefiniowany od
poczatku powstawania, jezeli rozwija sie ze zmienionego nabtonka
pokrywowego lub ksztattuje sie w miare rozwoju nowotworu, jesli ko-
morki nabtonkowe ulegajg przemianie dopiero w obrebie guza. Gtow-
ne typy histologiczne tych nowotworow okreslane sa zgodnie z typem
komorki budujgcej nabtonkowy fragment guza. W przypadku nowo-
tworéw, w obrebie ktdrych mozna wyrdzni¢ dwa lub wiecej typow
komorek guz zalicza sie do grupy okreslonej dominujacg zawartoscia
danych komérek albo, jezeli nie ma komérek dominujacych klasyfikuje
sie jako typ mieszany. Charakter zawartosci w przestrzeniach torbielo-
watych nie powinien decydowaé o ostatecznym rozpoznaniu gruczo-
lakotorbielaka, chociaz w wiekszosci przypadkéw wyglad zawartosci
sugeruje typ komorek wyscielajacych torbiel.

Okoto 46% wsréd wszystkich nowotworéw nabtonkowych sta-
nowig nowotwory surowicze. Zwykle maja charakter brodawkowy
sktadajacy sie z wystepujacych na przemian komérek walcowatych
zrzeskami lub kostkowych przypominajacych nabtonek jajowodu.
Komorki sg oporne na diastaze, posiadaja mucykarmino pozytywny
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glikokaliks z jasnym, wewnatrzkomorkowym sluzem, 36,5% nowotwo-
réw nabtonkowych to nowotwory $luzowe. Ich charakterystyczng ce-
chg jest to, ze zbudowane sg z komérek walcowatych, waskich i wyso-
kich o jasnej cytoplazmie zawierajacej zmienne ilosci sluzu, ktory two-
rzy mniejszg lub wieksza wakuole pod jadrem lub w innych partiach
komorki. Jagdra komorkowe sg mate i potozone u podstawy komorek.
Guzy te ze wzgledu na budowe komérek czesto okreslane s jako en-
docervicoma. Okoto 3% torbielakéw zawiera komérki srebrochtonne
i komorki Panetha, charakterystyczne dla nabtonka jelitowego.

Guzy endometrialne to grupa nowotworow fagodnych i ztosli-
wych. Elementy nabtonkowe i podscieliska przypominajg strukture
endometrium. Charakteryzuja sie budowa cewkowatg z komorkami
kolumnowymi i wydtuzonymi, jadrami. Guzy mezonefroidalne jajnika
majg najczesciej postac torbielakéw z mniejszymi lub wiekszymi par-
tiami litymi lub drobnotorbielakowatymi. Mikroskopowo mozna wy-
rézni¢ dwa typy komoérek: hufnalowe ze skapa cytoplazma, duzym
okragtym jadrem, ktére wpukla sie do swiatta cewy czy torbieli i ko-
morki jasne, ktore sg wieksze, posiadaja jasna wyptukang cytoplazme
zawierajaca glikogen, rzadziej nieco lipidéw, oraz kwasochtonne hiali-
nowe krople. Jadra komérkowe komoérek jasnych sg okragte, dos¢ du-
ze, potozone ekscentrycznie. Rak mezonefroidalny jest jednym z naj-
rzadziej spotykanych sposrod pierwotnych rakow jajnika. Niemniej
jednak zaréwno wiek chorych, jak i inne cechy kliniczne nie r6znig tego
typu nowotworu od innych zitosliwych guzéw nabtonkowych. Ich
przebieg kliniczny wskazuje, ze pod wzgledem ztosliwosci zajmuja
wsréd pierwotnych rakéw jajnika drugie miejsce po raku surowiczym.

tagodne i graniczne guzy jasnokomoérkowe jajnika sg stosun-
kowo rzadkie. Ztosliwe okre$lane, wedtug WHO jako adenocarcinoma,
adenocarcinofibroma i cystadenocarcinofibroma, stanowig okoto 3%
nowotworow nabtonkowych jajnika. W obrazie histologicznym nowo-
twory te sg zblizone do raka jasnokomérkowego nerki.

Przedmiotem przedstawionych w rozprawie badan byt dosc¢
rzadko spotykany typ histologiczny raka jajnika - rak jasnokomorkowy.
Ustalona i dobrze scharakteryzowana linia komérkowa raka jasnoko-
morkowego jajnika OVBH-1 z cichg mutacjg genu p53 stanowita warto-
$ciowy model do prowadzonych przez nas badan oceny skutecznosci
standardowe;j terapii fotodynamicznej i terapii modyfikowanej 2-meto-
ksyestradiolem.
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1.5.2. Etiologia raka jajnika
1.5.2.1. Etiopatologia

Etiopatologia raka jajnika nie zostata dotychczas wyjasniona. Ba-
dania doprowadzity do opracowania wielu teorii i hipotez, okreslajacych
czynniki zwiekszonego ryzyka jego wystepowania [29, 56, 81, 313]. No-
wotwor ten wystepuje w kazdym wieku zaréwno w okresie dziecinstwa,
jak i w wieku starszym, jednak powyzej 75 roku zycia nalezy do rzadko-
$ci. Rak jajnika najczesciej atakuje kobiety pomiedzy 40 a 70 rokiem zy-
cia, a szczyt zachorowalnosci przypada na 50-60 rok zycia. Zwiekszone
ryzyko transformacji nowotworowej nabtonka jajnika wydaje sie doty-
czy¢ kobiet z prawidtowym, nieprzerywanym jajeczkowaniem. Z obser-
wacji wynika, ze zachorowalnos¢ na raka jajnika jest czestsza wsrod nie-
rédek oraz kobiet, ktére rzadko zachodzity w cigze [252]. Do innych
czynnikéw epidemiologicznych mozna zaliczy¢ osobnicze lub rodzinne
sktonnosci do dziedziczenia raka jajnika, bezptodnos¢, okres wystepo-
wania menopauzy, otyto$¢ oraz inne czynniki Srodowiskowe [29, 56, 81].
Istotng role w etiopatogenezie raka jajnika odgrywajg czynniki wzrostu i
cytokiny. Badania zawartosci receptoréw hormonalnych gtéwnie recep-
toréw estrogenowych i progesteronowych w badaniach in vitro wyka-
zaly, ze rak ten jest hormonalnie i endokrynnie zalezny [183, 204, 246].

W wielu przypadkach istotng przyczyng raka jajnika s mutacje
gendéw zaangazowanych w procesy proliferacji komorek, ich apoptozy
oraz naprawy uszkodzen czasteczek DNA. Karcynogeneza jest proce-
sem wieloetapowym, ktéry poprzedza inicjacja transformacji na po-
ziomie pojedynczej komorki. Efektem koncowym jest rozregulowanie
aparatu genetycznego i mechanizméw homeostazy. Czesto progresja
nowotworowa przebiega na drodze akumulacji wielu btedéw gene-
tycznych. Szybki rozwéj biologii molekularnej, biologii nowotworéw,
immunologii, wirusologii i innych pokrewnych dziedzin nauki pomogt
w zdefiniowaniu molekularnego podtoza tworzenia nowotworéw jaj-
nika, a takze umozliwit identyfikacje genéw i ich produktéw [22, 173].

1.5.2.2. Genetyczne podtoze raka jajnika
W badaniach raka jajnika zidentyfikowano kilka réznych typéw ge-

néw, ktérych mutacje sg odpowiedzialne za jego progresje. Naleza do nich
geny supresorowe, onkogeny oraz geny mutatorowe (naprawcze) [308].
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1.5.2.3. Geny supresorowe

Z rodziny gendéw supresorowych szczegdlne miejsce u podstaw
karcenogenezy w komoérkach jajnika zajmuja takie geny, jak: TP53, p27,
Rb, PTEN, p16, BRCA 1 i ich biatkowe produkty [272, 274]. Geny te sa
straznikami cyklu komérkowego i chronig komérki przed wejsciem w
faze nieprawidtowych podziatéw. Mutacje w obrebie tych genéw pro-
wadzg do nadmiernej, niekontrolowanej proliferacji, a tym samym do
rozwoju klonu komérek nowotworowych. Powszechnie obserwowane
zmiany genetyczne w nowotworach jajnika dotyczg gtéwnie gendw:
p53 (50-70% w zaawansowanych stadiach raka jajnika i 16-44% we
wczesnych), TP53 (50%), p27 (30-50%) [22, 161, 178, 237, 272], rzadziej
spotykane dotycza gendéw RB, PTEN i p16. Badane przez nas komorki
charakteryzowalty sie cichg mutacjg genu p53.

1.5.2.4. Onkogeny

Protoonkogeny stanowigce okoto 0,1% wszystkich gendéw
w prawidtowych komérkach, petnig podstawowaq funkcje w regulacji
procesow wzrostu, réznicowania i dojrzewania [273]. Aktywacja proto-
onkogenu i zmiana jego funkcji w onkogenng zachodzi najczesciej na
skutek mutacji zmieniajacej strukture lub powodujacej nadprodukcje
kodowanego biatka. Biatka kodowane przez protoonkogeny petnig
najczesciej role czynnikéw wzrostu lub receptoréw inicjujacych prze-
kazywanie sygnatow wzrostowych do komorki, sg zaangazowane
w wewnatrzkomorkowe systemy przenoszenia i modyfikacji informacji
oraz sg biatkami jadrowymi regulujacymi transkrypcje genéw [65, 175].
Do najczesciej spotykanych onkogenéw w rakach jajnika naleza
Her2/neu (erbB2, erbB1), ktére kodujg biatka podobne do receptora
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR), petniagce role w przekazywa-
niu istotnych dla proliferacji sygnatéw do komorki ze srodowiska ze-
wnetrznego, c-int2 kodujacy czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF), c-fms,
ktérego biatkowym produktem jest receptor czynnika wzrostu kolonii
makrofagéw (M-CSFr). Innym protoonkogenem jest MET (80), ktory
koduje receptor wzrostu hepatocytéw oraz onkogeny kodujgce biatka
zaangazowane w przekazywanie sygnatow w komorce - K-ras i czynniki
transkrypcji — c-myc [308].
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1.5.2.5. Geny mutatorowe

Produkty biatkowe tych gendéw sg odpowiedzialne za rozpo-
znawanie uszkodzen DNA i aktywacje enzymoéw naprawczych usuwa-
jacych ewentualne btedy powstate podczas replikacji DNA zachowujac
komplementarny uktad par zasad nukleotydowych [112, 230]. Biora
one udziat w naprawie nieprawidtowo sparowanych zasad DNA oraz
zasad niesparowanych powstajacych na skutek insercji lub delecji. Se-
kwencje mikrosatelitarne sg szczegélnie podatne na btedy w replikacji.
Zaburzenia wykryte w ich obrebie s markerem zahamowania czynno-
$ci gendw mutatorowych i nazywane mikrosatelitarng niestabilnoscia
[289]. Znanych jest 7 gendw naprawczych DNA: 3 ludzkie homologicz-
ne geny MutS Esherichia coli - hMSH2, hMSH3, hMSH6 oraz cztery ho-
mologiczne geny MutL — hMLH1, hPMS2, hMLH3f [47]. Inaktywacje tych
gendéw stwierdzono w réznych typach nowotwordéw ludzkich. W po-
wszechnie wystepujacych typach, zaburzenia w funkcjonowaniu me-
chanizmu naprawy poreplikacyjnej najczesciej s zwigzane z uszko-
dzeniem genu hMLHT w badanych tkankach oraz w badaniach na li-
niach komoérkowych [240]. Mutacje genéw mutatorowych sg takze
obserwowane w rakach jajnika [51, 112, 253]. Brak ekspresji genéw
mutatorowych w ztosliwych i fagodnych nowotworach jajnika moze
wskazywac na mutacje w genie mutatorowym zwigzang z rozwojem
niestabilnosci mikrosatelitarnej albo na mozliwos¢ wystepowania hi-
permetylacji genu [41, 50, 135, 284]. Obecnos¢ niestabilnosci mikro-
stelitarnej wystepuje w niewielkim odsetku rakéw jajnika lub w bardzo
duzym (do 53%) [158, 279, 280]. Wystepowanie niestabilnosci mikrosa-
telitarnej moze by¢ zwigzane z okreslonym typem histologicznym tego
nowotworu [41].

1.5.3. Dziedziczne predyspozycje wystepowania
raka jajnika

Liczne dane wskazujg na dziedziczng predyspozycje wystepo-
wania nowotworéw. Co najmniej 10% nowotwordéw takich, jak rak jaj-
nika, sutka i jelita grubego moze powstawa¢ w wyniku dziedzicznego
defektu genetycznego w pojedynczych genach [308]. Ryzyko wysta-
pienia raka u spokrewnionych cztlonkéw takich rodzin szacuje sie
w granicach 30-40%.
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Dziedziczne predyspozycje do rozwoju raka jajnika czesto
wspotwystepujg w potaczeniu ze wzrostem ryzyka powstawania raka
gruczotu sutkowego. Najbardziej odpowiedzialne za wystepowanie tej
zaleznosci sq geny BRCAT i BRCA2 (29, 2771.

Dziedziczne mutacje w obrebie genéw BRCAT i BRCA2 prowa-
dza do trzech zespotéw rodzinnego wystepowania nowotwordw.
Pierwszy z nich to zesp6t dziedzicznego wystepowania raka jajnika,
drugi to zespot dziedzicznego wystepowania raka jajnika i raka sutka
oraz trzeci (zesp6t Lunch 1) to zespdt dziedzicznego wystepowania
raka jajnika, raka niepolipowatego jelita grubego i raka endometrium.
Stwierdzono, ze w zespole Luncha dodatkowo dochodzi do defektu na
poziomie genéw mutatorowych: h(MLHT i hMSH?2 [48, 277]. Stwierdze-
nie mutacji w obrebie genéw BRCA powoduje zwiekszenie ryzyka za-
chorowania na raka jajnika od 15-40%. Istnieja inne rzadziej wystepu-
jace zaburzenia genetyczne zwiekszajace ryzyko zachorowania na te
nowotwory, jak mutacje genéw p53 (zespét Li i Fraumeni) PTEN (cho-
roba Cowdena), STK 11/LKB1 (zespot Peutz-Jeghers) [312].

1.6. Stosowane metody leczenia i opornos¢ wielolekowa
raka jajnika

Staty postep wiedzy w naukach podstawowych wigze sie niero-
zerwalnie z rozszerzeniem mozliwosci klinicystow w ulepszeniu dia-
gnozowania i stosowania nowych metod i schematoéw leczenia w on-
kologii ginekologicznej. Charakterystycznym postepowaniem w lecze-
niu nowotwordéw jajnika jest leczenie kojarzone, ktére polega na f3-
czeniu chirurgii z chemioterapig oraz radioterapig. Wspotczesne meto-
dy leczenia raka jajnika zalezg od stopnia zaawansowania choroby.
Podstawowa metodg leczenia we wszystkich stopniach zaawansowa-
nia nadal jednak pozostaje zabieg operacyjny, ktéry pozwala na usu-
niecie lub zmniejszenie guza. Chemioterapia jest wtgczana do leczenia,
albo przedoperacyjnego w celu zmniejszenia tkanki zmienionej nowo-
tworowo, albo po zabiegu chirurgicznym. Chemioterapie stosuje sie
ogodlnie i dootrzewnowo w dawkach standardowych i jako tzw. che-
mioterapie wysokodawkowa. Obecnie standardowo stosuje sie
w pierwszym rzucie potaczenie lekdw z grupy platyn i taksoidéw. Po-
step stosowanych technik chirurgicznych i stosowanej chemioterapii
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nie wptywa znaczaco na przedtuzenie przezycia chorych na raka jajni-
ka, mimo ze rak jajnika jest uwazany za jeden z najbardziej chemio-
wrazliwych nowotworoéw. Stosowane schematy chemioterapii koja-
rzonej pozwalaja na uzyskanie remisji u prawie 80% chorych. U wiek-
szosci chorych dochodzi, niestety, do nawrotu, a 5 lat przezywa okoto
25% [192, 327]. Nawroty raka jajnika s nieuleczalne i prowadza w
wiekszosci przypadkéw do zgonu w czasie nie dtuzszym niz 5 lat od
chwili rozpoznania. Nie ustalono do tej pory standardéw w leczeniu
nawrotéw choroby.

Zte rokowanie w przebiegu raka jajnika moze by¢ uwarunko-
wane dziataniem wielu mechanizmoéw. Nalezy do nich pézne rozpo-
znanie nowotworu ze wzgledu na wczesny, bezobjawowy przebieg.
Bardzo istotnym mechanizmem jest przede wszystkim opornos¢ na
cytostatyki, ktéra prowadzi do braku lub ostabionego efektu leczenia.
Opornos¢ nowotworu na cytostatyki moze by¢ pierwotng cecha gene-
tyczna komoérek lub nabyta, wytwarzang w odpowiedzi na podawany
cytostatyk. Za obnizong wrazliwo$s¢ na chemioterapie sa odpowie-
dzialne gtéwnie mechanizmy komoérkowe: zaburzenie transportu le-
kéw przez ograniczenie wnikania leku do komérek lub w wyniku ich
aktywnego usuwania z komoérki, Wystepuje tez zaburzenie metaboli-
zmu przez przyspieszenie proceséw detoksacyjnych lub przez inakty-
wacje zwigzkéw farmakologicznych, blokowanie apoptozy, zaburzenia
procesow zwigzanych ze zmianami struktury DNA, nieprawidtowe
dziatanie biatek odpowiedzialnych za naprawe DNA, zwiekszona eks-
presja onkogendéw [103, 104, 296].

Szczegdblne znaczenie odgrywa wspoétwystepowanie réznych
mechanizmoéw opornosci w heterogennej populacji komérek nowotwo-
rowych jajnika, w ktérej zastosowanie chemioterapii prowadzi do elimi-
nacji komorek wrazliwych i przetrwanie komaérek opornych [201]. Jedna
z gtéwnych przyczyn opornosci wielolekowej komérek nowowtworo-
wych jest aktywne wypompowywanie cytostatykow z komorek przez
btone komorkowa do srodowiska zewnetrznego. Proces ten jest mozli-
wy dzieki wielolekowym transporterom (ang. multidrug transporters).

Do odpowiedzialnych za opornos¢ wielolekowg nalezy wiele
biatek, z ktérych najlepiej poznane sg biatka z rodziny ABC. Ich ekspre-
sja w btonie komérek nowotworowych opornych na cytostatyki jest
znacznie podwyzszona [103, 104, 200]. Wspdlna, charakterystyczng
cecha biatek ABC jest specyficzna domena odpowiedzialna za wigzanie
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i hydrolize ATP [61, 62, 324]. Wérod biatek z rodziny ABC, ktorych na-
dekspresje obserwowano w rakach jajnika sa: ABCB1 (p-glikoproteina),
ABCC1 (MRP1) i ABCG2 (BRCP). Wykazano takze nadekspresje w rakach
jajnika, innego niezaleznego od ATP transportera btonowego (LRP).
Czestos¢ wystepowania nadekspresji poszczegolnych biatek w komor-
kach raka jajnika jest rézna, ale moze odgrywac istotng role w wywo-
tywaniu opornosci wielolekowej raka jajnika [15, 112, 138].

Jedng z przyczyn powstawania opornosci na leki sg zmiany ge-
netyczne w ekspresji onkogendéw i genéw supresorowych, ktére ha-
mujg procesy apoptozy [17, 18, 307]. Istotng role w wytwarzaniu opor-
nosci na prawdopodobnie wszystkie cytostatyki, a w szczegdlnosci na
cisplatyne jest brak prawidtowego biatka p53. Produkt genu TP53 od-
grywa kluczowa role w rozwoju nowotworow umiejscowionych w roz-
nych narzadach, takze w raku jajnika [77]. Biatko p53 petni istotna role
w regulacji procesu apoptozy jako czynnik transkrypcyjny, modulujacy
ekspresje genéw kodujacych biatka uczestniczace w regulacji cyklu
komdrkowego oraz w procesie apoptozy, np. w regulacji Fas, Bax, re-
ceptoréw Smierci [216]. W wyniku stresu oksydacyjnego nastepuje
fosforylacja i stabilizacja tego biatka [267]. Biatko to petni istotng role w
zatrzymaniu cyklu komérkowego w celu naprawy DNA lub skierowaniu
komorki na droge apoptozy w odpowiedzi na jej nieodwracalne
uszkodzenia. p53 dziata regulujgco na biatka proapoptotyczne z rodzi-
ny Bcl2 (Bax, Bak, Noxa), moze tez hamowac niektére wazne geny pro-
cesu apoptozy (kodujgce Bcl2, Bax, CD95). Wptywa takze na regulacje
zajsécia dalszych etapéw apoptozy na poziomie Apaf-1 i kaspaz [191].
Mutacje genu p53 wystepuja w okoto 50% nowotwordéw i nalezg do
jednych z najczestszych zmian genetycznych, stwierdzonych w réz-
nych typach nowotwordéw, w tym takze w raku jajnika [24]. Ten defekt
genetyczny w istotny sposéb wptywa na hamowanie procesu apopto-
zy, zaleznego od biatka p53 [23, 309].

Poznanie mechanizmoéw opornosci wielolekowej u chorych na
raka jajnika z pewnoscig pozwoli na uzyskanie lepszych wynikow le-
czenia tego nowotworu. ,Ztotym srodkiem” bytoby jednak zastosowa-
nie metody, ktéra — niezaleznie od opornosci na leki — bytaby skutecz-
na i mato inwazyjna. W obecnie wprowadzanych metodach leczenia
raka jajnika wyraZnie zaznaczaja sie tendencje ograniczajace role i
rozlegtos$¢ chirurgii na korzy$¢ wprowadzania innych, mniej inwazyj-
nych form [5, 174]. Mozna zaliczy¢ do nich metody wynikajace z roz-
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woju wiedzy genetycznej. Jedng z nowszych metod terapeutycznych
jest zastosowanie terapii celowanej, czyli modulatoréw przekazywania
sygnatéw odpowiedzialnych za regulacje proliferacji i réznicowania
komorek. Jednym z przyktadow jest stosowanie przeciwciat monoklo-
nalnych, ktére sg zdolne do uruchomienia odpowiedzi immunologicz-
nej w mechanizmie cytotoksycznosci komérkowej zaleznej od prze-
ciwciat lub od dopetniacza. Smieré komérek nowotworowych moze
by¢ wywotywana przez blokowanie ekspresji zewngatrzkomoérkowych
biatek istotnych fenotypowo. Przeciwciata monoklonalne moga réw-
niez wptywac na reakcje ligand-receptor, blokujac receptory komor-
kowe dla czynnikbw wzrostu. Pierwsze préby dotyczyly blokowania
HER2 za pomocg monoklonalnego przeciwciata Trastuzumab. Nalezy
jednak podkresli¢, ze najlepsze efekty terapeutyczne uzyskano dla no-
wotworéw majacych duza ekspresje tego receptora. Kliniczna wartos¢
stosowania tego przeciwciata w raku jajnika jest limitowana ze wzgle-
du na matg ekspresje HER2 i maty wspotczynnik obiektywnych odpo-
wiedzi [31, 283, 304]. Jednym z celéw terapii antynowotworowych jest
hamowanie proceséw angiogenezy guzéw, w ktérej réwniez jest wy-
korzystywana terapia celowana [35, 91]. Dotychczas przeprowadzono
stosunkowo niewiele badan klinicznych z zastosowaniem terapii celo-
wanej w raku jajnika. Badane do tej pory przeciwciata antynowowtwo-
rowe u chorych na raka jajnika wykazuja pewna aktywnos$¢. Czesciej
obserwuje sie jednak przedtuzone okresy stabilizacji choroby niz od-
powiedzi na leczenie. Leki stosowane w terapii celowanej dziatajq bar-
dziej cytostatycznie niz cytotoksycznie [141].

W swietle tych badan stosunkowo obiecujacg i skuteczng me-
toda walki z nowotworami jajnika wydaje sie by¢ terapia fotodyna-
miczna. Przeprowadzone badania in vitro i na modelach zwierzecych
w przypadku nowotworéw ginekologicznych, takze nowotworéw jaj-
nika pozwalajg uzna¢ te metode za obiecujagcg i godng szerszego
wprowadzenia do badan klinicznych.



2.ZALOZENIA | CEL PRACY

W zwiagzku z matg skutecznosciag tradycyjnych metod leczenia
nowotwordéw jajnika, poszukuje sie wcigz nowych, bardziej efektyw-
nych. Jednym z gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za brak
sukcesdw chemioterapii raka jajnika jest pierwotna i wtérna opornos¢
komodrek nowotworowych na stosowane cytostatyki, na ktérg wptywa
takze w duzym stopniu wysoka heterogennos¢ biologiczna, immuno-
logiczna i genetyczna nowotwordw jajnika. Rak jajnika, szczegdlnie typ
jasnokomorkowy jest jednym z nowotwordéw najbardziej opornych na
chemie i radioterapie.

Wykorzystanie zjawisk fotodynamicznych w medycynie przy-
niosto w ostatnich latach obiecujgce wyniki. Dotyczy to takze zastoso-
wania terapii fotodynamicznej w diagnozowaniu i leczeniu nowotwo-
réw ginekologicznych. Duze nadzieje terapeutyczne wigze sie rowniez
z wykorzystaniem metod taczenia PDT z innymi, juz obecnie stosowa-
nymi. PDT jest dynamicznie rozwijajaca sie metoda leczenia zmian no-
wotworowych, ale zastosowanie jej w diagnostyce i terapii antynowo-
torowej mozna okresli¢ jeszcze jako pionierskie i wprowadzane w prak-
tyce klinicznej przez nieliczne osrodki za granicg i w Polsce. Pomimo ze
wyniki jej skutecznosci sa bardzo obiecujace nie mozna jej jeszcze do
tej pory uznac za rewolucjonizujacg medycyne metode leczenia nowo-
tworow, poniewaz jest to metoda, nad ktora wcigz prowadzone sg pra-
ce badawcze. Szczegdlne zainteresowanie skupia sie na opracowaniu
schematéw leczenia z zastosowaniem terapii fotodynamicznej lub te-
rapii kombinowanej, np.: PDT + chemioterapia, lub PDT + immunote-
rapia. Jest to ciagle otwarty temat, poniewaz komoérki nowotworowe
ze wzgledu na rézne wihasciwosci fenotypowe i genotypowe, a takze
pochodzenie wykazujg zré6znicowang opornos$¢ na zastosowane lecze-
nie i indywidualng odpowiedz na dziatanie stosowanych schematéw
leczenia. Istotne jest opracowanie indywidualnych warunkéw terapii
fotodynamicznej dla r6znych komérek nowotworowych.

Celem naszej pracy byta dlatego ocena skutecznosci samej PDT
i PDT modyfikowanej przez inhibitora dysmutazy ponadtlenkowej
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w komérkach linii raka jasnokomoérkowego jajnika opornego na che-
mio- i radioterapieg, a zarazem opracowanie podstaw do zastosowania
tej metody terapeutycznej w leczeniu raka jasnokomoérkowego jajnika.

1.

Realizacji wyzej wymienionego celu dokonano przez:
Zbadanie lokalizacji fotouczulacza w komoérkach nowotworowych i
stopnia kolokalizacji fotouczulacza z mitochondrium i retikullum
endoplazmatycznym (ER) (okreslenie miejsca poczatkowego
uszkodzenia komorek).
Ocene cytotoksycznosci po przeprowadzonych badaniach fotody-
namicznych (Ph-PDT) i badaniach fotodynamicznych zmodyfiko-
wanych (Ph-2-Me-PDT).
Analize markeréw stresu oksydacyjnego w komérkach: aktywnosc i
ekspresje dysmutazy ponadtlenkowej, stopien peroksydacji lipi-
déw, uszkodzenie oksydacyjne biatek (oznaczenie grup tiolowych i
grup karbonylowych biatek).
Wptyw reakcji fotodynamicznych i reakcji fotodynamicznych zmo-
dyfikowanych na indukcje apoptozy w komérkach nowotworo-
wych (metoda kometowa i TUNEL).
Zmiany w ekspres;ji biatka supresorowego p53 i jego formy z ufos-
forylowanymi resztami aminokwaséw w dwéch miejscach (Ser 20,
Ser 392) oraz biatka Bax, M30, Bcl-2 po Ph-PDT i Ph-2-Me-PDT.



3. MATERIAL | METODY

3.1. Hodowle komoérkowe

Do badan wykorzystano dwie linie komoérkowe: linie raka jasno-
komoérkowego jajnika OvBH-1 otrzymanego z Akademii Medycznej we
Wroctawiu (Patent nr 189880) i ludzka linie gruczolakoraka gruczotu
sutkowego: MCF-7. Linia o nazwie OvBH-1 zostata wyprowadzona
i ustalona z komérek ptynu surowiczego od 54-letniej kobiety z histo-
patologicznym rozpoznaniem raka jasnokomorkowego jajnika. Ko-
morki OvBH-1 charakteryzujg sie okreslonymi cechami morfologicz-
nymi i genetycznymi nalezacymi do rzadkiego typu histologicznego
raka jajnika. Do tej pory nie otrzymano in vitro komorek raka jasnoko-
morkowego jajnika o takim fenotypie i genotypie. Komérki te wykazuja
nadekspresje biatka p53 i onkoproteiny c-erbB2 i charakteryzuje je
opornos¢ na radio- i chemioterapie [16]. Poréwnawczo do badan uzyto
linie parentalng gruczulokoraka gruczotu sutkowego MCF-7 wyprowa-
dzong i ustalong od 69-letniej kobiety (zakupione z banku Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu). Komérki te
charakteryzuja sie wystepowaniem dzikiej formy biatka p53 i wrazliwo-
$cig na chemioterapie. Komoérki MCF-7 sg jedna z najlepiej scharaktery-
zowanych na poziomie molekularnym i immunofenotypowym ludzka
liniag komérkowa. Linia ta moze by¢ uznana réwniez za modelowg w
badaniach fotodynamicznych.

Obie linie komérkowe hodowano w plastikowych butelkach
hodowlanych (25 cm? Falcon), w ptynie hodowlanym DMEM (ang.
Dulbecco Modified Eagle Medium) (Sigma) z dodatkiem 2 mM gluta-
miny i 10% surowicy ptodowej cielecej FBS (ang. Fetal Bovine Serum,
South American origin) oraz 50 U/ml, 50 pg/ml streptomycyny. Komor-
ki inkubowano w temp. 37°C w obecnosci 5% CO,. Medium hodowlane
zmieniano trzy razy w tygodniu. Po osiagnieciu petnej monowarstwy
komérki odklejano od podtoza, stosujac 0,25% roztwor trypsyny
z EDTA (Sigma) i przygotowywano do dalszych badan.
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3.2, Badania fotodynamiczne klasyczne i modyfikowane
2-metoksyestradiolem (2-Me)

Medium hodowlane zastepowano ptynem hodowlanym, ktory
zawierat okreélone stezenie fotouczulacza. Fotouczulaczem wykorzy-
stywanym do badan fotodynamicznych byt Photofrin® (Ph, otrzymano
od prof. Bonnetta z Uniwersytetu w Londynie). Wyjsciowy roztwér fo-
touczulacza przygotowywano w buforze fosforanowym (PBS-150 mM
chlorek sodu, 150 mM fosforan sodu, pH 7,2, 25°C) w srodowisku lekko
zalkalizowanym stezonym roztworem NaOH (20%). Roztwor wyjsciowy
fotouczulacza przechowywano w temp. 20°C, w ciemnosci nie dtuzej
jednak niz 6 tygodni. Komérki inkubowano w ptynie z Ph (20 pg/ml) w
ciemnosci przez 18 godz. Po inkubacji z fotosensybilizatorem zmienia-
no ptyn hodowlany na swiezy i naswietlano komorki. Jako zrédta $wia-
tla uzyto lampe halogenowa (Optel, Opole 250 W) z filtrem czerwo-
nym, ktory przepuszczat swiatto o dtugosci fali A =630+20 nm. Moc
dostarczanego promieniowania wynosita 120 mW/cm? Ostateczna
dawke energii promieniowania obliczono wedtug wzoru E = P x t
(E - energia promieniowania [J]; P — moc ciaggta promieniowania [W];
t — czas emisji promieniowania [s] (Graczyk 1999) i wynosita 21,6 J/cm?,
ktérg uzyskiwano przy czasie naswietlania 6 min. W przypadku reakgji
fotodynamicznej w obecnosci 2-metoksyestra-diolu (2-Me) in vitro po-
stepowano tak samo, tylko komérki inkubowano przez 18 godz. z fo-
touczulaczem i 2-Me o stezeniu 50 mM.

3.3. Umiejscowienie fotouczulacza w komoérkach

3.3.1. Mikroskop fluorescencyjny

Zaktadano mikrohodowle komoérkowe na mikroskopowych
szkietkach nakrywkowych (Roth). Komérki hodowano 24 godz. W celu
wizualizacji fotouczulacza komérki linii OvBH-1 inkubowano 1, 3 i 4
godz. na szkietkach mikroskopowych w jego obecnosci (stezenie
30 pug/ml). Po inkubacji komérki utrwalano w 4% paraformaldehydzie
przygotowanym na PBS (pH =7,2) i ptukano trzy razy w buforze fosfo-
ranowym. Takie same badania wykonano na linii MCF-7. Do wizualiza-
¢ji fotouczulacza wykorzystywano filtr o dtugosci fali wzbudzenia



—42 -

A =300+400 nm. i dtugosci fali emisji A =400+800 nm. Obrazy mikro-
skopowe analizowano w programie CellAF (Olimpus Soft Imagging
Solutions GmbH).

3.3.2. Mikroskop konfokalny

W mikroskopie konfokalnym LSM 510 (Carl Zeiss GmbH) anali-
zowano lokalizacje Ph, a takze jego kolokalizacje z btonami mitochon-
drium i retikulum enoplazmatycznym. W tym celu komérki OvBH-1 i
MCF-7 hodowano na szkietkach nakrywkowych przez okoto 18 godz.
Nastepnie komorki inkubowano z Ph przez 4 godz. Przed utrwaleniem
komérki inkubowano przyzyciowo z ERTracker™Green w celu wybar-
wienia reticulum endoplazmatycznego. Komérki nastepnie utrwalono
w 4% paraformaldehydzie. Przed analizg w mikroskopie konfokalnym
komorki ptukano trzy razy w PBS i utrwalano w 4% paraformaldehydzie
(pH=7,2) i inkubowano 15 min z MitoTracker Green 90 nM (Molecular
Probes, OR, USA), w celu wybarwienia mitochondriéw. Przed oceng
w obrazie mikroskopowym komorki przeptukiwano PBS. Fotouczulacz
wzbudzano laserem helowo — neonowym o dtugosci fali A =405 nm,
natomiast MitoTracker Green i ERTracker™ Green wzbudzano laserem
argonowo-jonowym o dtugosci fali A = 488 nm. Dtugosc¢ fali emisji wy-
nosita odpowiednio 505-530 nm dla fotouczulacza i 560 dla MitoTrac-
ker Green i ERTracker™ Green. Obrazy byty analizowane w programie
KS400 (Carl Zeiss GmbH).

3.4. Morfologia komorek

W celu okreslenia morfologii komérek OvBH-1 i MCF-7 przed
i po przeprowadzonych doswiadczeniach (patrz rozdziat 3.2) komorki
hodowano na szkietkach podstawowych, nastepnie utrwalano w zim-
nym acetonie przez 10 min. Komérki barwiono standardowa metoda
histologiczng hematoksyling i eozyng (H+E). Morfologie komérek oce-
niano w mikroskopie swietlnym BHS Olympus (Olympus Optical Co.
Ltd. Tokio, Japonia).
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3.5. Ocena przezywalnosci komérek

Przezywalno$¢ komdrek oznaczano metoda kolorymetryczng
badajac ich aktywnos$¢ metaboliczng z zastosowaniem testu redukgcji
soli tetrazolowej w mitochondriach komérek. Kluczowym sktadnikiem
testu jest bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu (MTT) od-
czynnik jest gotowy do uzycia po rozpuszczeniu w PBS. Podczas inku-
bacji z komérkami MTT przenika przez btone komérkowa, mitochon-
drialna dehydrogenaza z zywych komérek rozcina pierscien tetrazolo-
wy obecny w MTT. Tworzg sie nierozpuszczalne w srodowisku wodnym
purpurowe krysztaty formazanu, ktére rozpuszczaja sie w izopropanolu
dajac purpurowe zabarwienie. Zmiana koloru jest mierzona spektrofo-
tometrycznie przy diugosci fali A =570 nm. Zmiana ilosci tworzonego
formazanu jest wskaznikiem wzrostu lub zmniejszenia liczby komérek,
czyli cytotoksycznosci w badanej probie. Absorbancja jest proporcjo-
nalna do liczby zywych komorek. Proby przygotowywano wedtug pro-
cedury zataczonej do zestawu In vitro Toxicology Assay Kit MTT Based
(TOX-1, Sigma). Cytotoksyczno$¢ komoérek po badaniach oznaczano na
ptytkach 96-dotkowych (Nunc, Nunclon™Surface).

Opis procedury:

e ptukanie 2x w PBS,

» zawieszenie komorek w 90 ul PBS,

* dodanie 10 pl MTT o stezeniu koncowym 0,5 mg/ml,

* inkubacja 2 godz. w 37°C,

* dodanie 100 pl izopropanolu w 0,1 N HCL, doktadne wymieszanie,

* inkubacja 30 min w temp. pokojowej,

* pomiar absorbancji na czytniku mikroptytek Multiscan MS (Labsys-
tem) przy dtugosci fali A =570 nm. Wyniki podano jako procent
kontroli (kontrole stanowity komorki niepoddane zadnemu dziata-
niu fotodynamicznemu).

3.6. Peroksydacja lipidow
Pomiar peroksydacji lipidow oparto na oznaczeniu stezenia

dialdehydu malonowego (MDA) w reakcji z kwasem tiobarbiturowym
(TBA, Fluka). Stosowano metode wg Rice-Evans zmodyfikowana przez
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nasz zespot z Katedry i Zaktadu Biochemii Lekarskiej AM we Wroctawiu
do pomiaru stopnia peroksydacji lipidéw w komérkach z hodowli in
vitro [20]. Komorki linii OvBH-1 i MCF-7 po osiggnieciu petnej mono-
warstwy poddano badaniom.

Opis procedury

1. komorki odklejano od podtoza 0,25% trypsyng zEDTA (Sigma) i
ptukano dwukrotnie buforem fosforanowym (PBS),

2. komoérki zawieszano w 200 ul tego buforu,

3. do 200 pl zawiesiny komérkowej w PBS (okoto 5 min komérek) do-
dawano 200 pl 15% kwas trichlorooctowy (Roth) w 0, 25 M roztwo-
rze HCL oraz 200 ul 0,37% roztworu TBA w 0,25 M roztworze HCL.
Préba kontrolng byto 200 pl wody,

4. proby badane po wymieszaniu inkubowano 20 min w bloku
grzewczym (Termoblock TB-941 U) w temp. 90°C,

5. schiodzone po inkubacji préby wirowano 5 min przy obrotach
5000 rpm,

6. absorbancje supernatantu mierzono przy dtugosci fali A =535 nm
wzgledem préby kontrolnej na spektrofotometrze JASCO V-530
UV/Vis (Medson s.c) z oprogramowaniem,

7. stezenie MDA liczono na podstawie milimolowego wspétczynnika
absorpcji€=156 mM™ 1cm™.

3.7.Uszkodzenie biatlek w komorkach

Stopien uszkodzenia biatek po poddaniu komérek badaniom
oceniano oznaczajac zawartos¢ grup tiolowych biatek —-SH oraz grup
karbonylowych C=0.

3.7.1 Grupy tiolowe

Oznaczenie zawartosci grup tiolowych w biatkach wykonano
wg metody Ellmana zmodyfikowanej do oceny grup tiolowych biatek
w komoérkach z hodowli (zgtoszenie patentowe nr P383246 Kulbacka J.,
Saczko J. 2007) [20]. Metoda ta jest oparta na reakcji kwasu 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoesowego) (odczynnik Ellmana DTNB) z grupami
-SH biatek. Podczas reakcji uwalnia sie anion 5-tio-2-nitrobenzoesowy.
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Opis procedury

1. komorki poddane in vitro procedurze fotodynamicznej klasycznej i
zmodyfikowanej 2-Me odklejano od podtoza 0,25% trypsyng z
EDTA (Sigma) i ptukano dwukrotnie buforem fosforanowym (PBS),

2. do 200 pl zawiesiny komorek (5 min komérek) dodano 200 pl 10%
roztworu SDS w 10 mM buforze fosforanowym o pH = 8,0, 200 pl
0,04% roztworu DTNB (Fluca) w 10 mM buforze fosforanowym pH
= 8,0, 1,6 10 mM buforu fosforanowego o pH = 8,0,

3. badane préby inkubowano 1 godz. w fazni wodnej (ST, Osta Elec-
tronics) w temp. 37°C,

4. absorbancje mierzono przy dtugosci fali A =412 nm na spektrofo-
tometrze JASCO V-530 UV/Vis (Medson s.c),

5. stezenie grup -SH w badanych prébach wyznaczono na podstawie
milimolowego wspoétczynnika absorbancji anionu kwasu tio-2-
nitrobenzoesowego, ktory powstaje podczas reakcji i wynosi
€=13,6 mM'1cm™.

3.7.2 Grupy karbonylowe

Metoda oznaczania grup karbonylowych biatek oparta jest na
ich reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyna. W wyniku tej reakcji powstaja
2,4-dinitrofenylohydrazony, ktére maja charakterystyczne zétte zabar-
wienie wg Levine 1990 i Rice-Evans 1991 [20]. Komorki, w ktérych
oznaczano grupy karbonylowe hodowano w opisanych warunkach.

Opis procedury:

1. komorki poddane procedurze fotodynamicznej klasycznej oraz
zmodyfikowanej 2-Me odklejano od podtoza 0,25% trypsyng z
EDTA (Sigma) i ptukano dwukrotnie buforem fosforanowym (PBS),

2. komorki poddano lizie w 80 pl buforu o sktadzie: 50 mM Tris-HCL,
150 mM NaCl, 1T mM EDTA z dodatkiem 20 ul Tritonu X-100, na-
stepnie dodawano 20 pl stezonego roztworu inhibitorow proteaz
(Roche Diagnostic),

3. préby po wymieszaniu wirowano przez 20 min w 4°C przy przy-
$pieszeniu 10 000 g,

4. z kazdej préby pobierano po 20 pl na prébe kontrolng i 20 pl na
probe badana,
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5. do obu préb dodawano réwng objetos¢ roztworu 10% kwasu troj-
chlorooctowego w celu wytracenia biatka.

6. proby wirowano i zlewano supernatant,

7. do préby kontrolnej dodawano 1 ml 2 M roztworu HCL, a do préby
badanej 1 ml 0,2% roztworu 2,4-dinitrofenylohydrazyny w HCL,

8. Obie préby inkubowano w tazni wodnej (STI, Osta Electronics)
przez 60 min w temp. 37°C,

9. w obu prébach rozpuszczano biatko, dodajac po 600 mg chloro-
wodorku guanidyny,

10. nadmiar dinitrofenylohydrazyny usuwano przepuszczajac prébki
przez kolumne z Sephadeksem,

11. po doprowadzeniu do jednakowego stezenia biatka w prébach
mierzono absorbancje proby badanej wzgledem préby kontrolnej
przy dtugosci fali A =370 nm na spektrofotometrze JASCO V-530
UV/Vis (Medson s.c),

12. zawartos¢ grup karbonylowych obliczano na podstawie milimolo-
wego wspdtczynnika absorbcji powstatego hydrazonu, réwnego
21,01 mmol™.

3.8. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oznaczano po-
$rednig metoda spektrofotometryczng. Metoda ta opiera sie na wyko-
rzystaniu ksantyny i oksydazy ksantynowej (XOD) do wytworzenia
anionorodnika ponadtlenkowego (O,™). Powstajacy O, reaguje z chlor-
kiem 2-(4-jodofenolo)-3(4-nitrofenolo)-5-fenylotetrazoliny (INT), two-
rzac czerwony barwnik formazonowy. SOD katalizuje reakcje dyspro-
porcjonowania O, . Produktami tej reakcji sa: H,O, i O,. Miarg aktywno-
$ci SOD jest stopien hamowania reakcji tworzenia barwnika formazo-
nowego.

Do pomiaru catkowitej aktywnosci SOD uzyto zestawu Ransod
(RANDOX).

Opis procedury wg protokotu firmy RANDOX:
1. komorki po PDT i PDT z 2-Me in vitro trypsynizowano (0,25%
trypsyna z EDTA) (Sigma) i ptukano dwukrotnie w PBS,
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2. komoérki zawieszano w 50 mM buforze fosforanowym pH = 7, ktéry

zawierat mieszanine inhibitoréw proteaz

tak przygotowane préby zamrazano w -80°C,

4. lizat komoérkowy dodawano do mieszaniny substratéw preinkubo-
wanej wczesniej, w temp. 37°C,

5. préby badane mieszano i dodawano oksydazy ksantynowej (pkt. 4-
5 wg protokotu firmy RANDOX),

6. mierzono absorbancje w temp. 37°C na spektrofotometrze JASCO
V-530 UV/Vis (Medson s.c),

7. przed kazdym pomiarem wykreslano krzywg wzorcowg ze standar-
dow SOD z zestawu Ransod (RANDOX).

w

Oznaczanie stezenia biatka:

W celu przeliczenia aktywnosci SOD z odczytanych pomiaréw
oznaczano stezenie biatka.

Stezenie biatka w lizatach komérkowych mierzono metoda
Bradforda na ptytce 96-dotkowej (Nunc, Nunclon™Surface) przez po-
miar absorbancji przy dtugosci fali A = 595 nm na czytniku mikroptytek
Multiscan MS (Labsystem) [32].

3.9. Metody oznaczania apoptozy

3.9.1. Analiza rodzaju $mierci komorek w tescie kometowym

Test kometowy (ang. comet assay) jest morfologiczng metoda
wykrywania uszkodzehn DNA, takze tych charakterystycznych dla pro-
cesu apoptozy. W tej metodzie wykorzystuje sie zdolnos¢ pocietych
fragmentéw DNA do migracji z jadra komdérkowego pod wptywem
pola elektrycznego. Niepociete fragmenty DNA migruja wolniej i pozo-
stajg uwiezione w jadrze komoérkowym. Metoda opiera sie na elektro-
forezie pojedynczych komorek, ktéra pozwala na ocene uszkodzen
DNA. W zaleznosci od ustalonych warunkéw elektroforezy mozna wy-
kaza¢ rézne formy uszkodzenia DNA. Warunki alkaliczne (pH>13) po-
zwalaja na wykrywanie peknie¢ pojedynczych nici DNA, podwdéjnych
peknie¢ taricucha DNA oraz miejsc naprawy DNA. Fragmenty DNA ob-
darzone tadunkiem ujemnym wedrujg w polu elektrycznym do biegu-
na dodatniego, co daje obraz charakterystyczny dla komety, w ktorej
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mozna wyrézni¢ gtowe i ogon. W jadrze apoptotycznym mate frag-
menty DNA zostaja przesuniete z gtowy (miejsce, w ktdérym pierwotnie
znajdowato sie jadro) do ogona w 90%. Jadra z nieuszkodzonym DNA
wykazuja, brak lub minimalng migracje, dajac obraz samej gtowy albo
gtowy z nieznacznie zaznaczonym ogonem. Komety z komorek nekro-
tycznych, ktére charakteryzuja sie obecnoscig DNA o réznej dtugosci,
maja ogon zawsze wyraznie potaczony z gtowa. Komety z komoérek o
uszkodzeniu “niezdefiniowanym” (proces zniszczenia DNA nie zostat
zakoniczony) posiadajg gtowe i niewielki ogon. W warunkach neutral-
nych (pH = 7) mozliwa jest tylko identyfikacja podwdjnych pekniec
tarnicucha DNA, charakterystycznych dla fragmentacji DNA typowej dla
apoptozy. Komorki hodowano na ptytkach 12-dotkowych, nastepnie
poddano badaniom, trypsynowano i zawieszano w 2 ml medium.

Opis procedury (metoda kometowa neutralna):

1. komorki w zawiesinie w ilosci, co najmniej 2 x 10* wirowano (6 min
x 200 g), ptukano w zimnym PBS (bez jonéw wapnia i magnezu),
ponownie wirowano, zbierano supernatant, osad komérkowy za-
wieszano w PBS tak, aby otrzymac gestos¢ komérek 5-6 x 10° ko-
moérek/ml,

2. do 90 pl agarozy o niskim punkcie topnienia w temp. 37°C doda-
wano 30 pl zawiesiny komérek w PBS, mieszano, 100 pl mieszaniny
naktadano na szkietko podstawowe wczesniej pokryte 90-100 pl
0,5% agarozy o normalnym punkcie topnienia i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym,

3. po zestaleniu sie zelu (ok. T min na metalowej ptytce chtodzonej na
lodzie) zdejmowano szkietka nakrywkowe i zanurzano szkietka
podstawowe z komérkami w roztworze lizujgcym o pH = 10,0 (100
mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 1% Triton X — 100) na 1 godz. w
temp. 0-4°C,

4. po lizie szkietka z zelem ptukano w buforze do elektroforezy TBE
(Takara),

5. warunki elektroforezy: napiecie 1,0 V/cm, natezenie 490 mA, czas
20 min, temp. 0-4°C,

6. po elektroforezie szkietka ptukano w H,0, 2 X 5 min,

7. szkietka suszono w temp. pok. przez catg noc,



—49 -

8. szkietka umieszczano w roztworze utrwalajacym (150 g kwasu troj-
chlorooctowego, 50 g siarczanu cynku, 50 g glicerolu w 1L H,0) na
10 min,

9. szkietka ptukano w H,0O, 1 X 1 min,

10. zel suszono 1 godz. w temp. 40-50°C lub przez cata noc w temp.
pokojowej,

11. szkietka umieszczano w roztworze barwigcym' na 10-20 min. Bar-
wienie powtarzano raz albo dwa w $wiezym roztworze barwigcym
przez 5-10 min, do momentu otrzymania szarobrgzowego koloru
na szkietkach,

12. ptukano w H;O, 1 X 1 min,

13. reakcje barwienia zatrzymywano w 1% kwasie octowym przez 5
min,

14. ptukanow HO 1 X 1 min

15. preparaty suszono w cieplarce w temp. pokojowe;j.

Komety liczono w mikroskopie $wietlnym firmy Olympus BH-2
(Olympus Optical Co. LTD. Tokio, Japonia). Zawsze liczono po 100-500
komorek i obliczano procent poszczegdlnych rodzajéw komet.

Komety oceniano wedtug oryginalnej metody opracowanej
wedtug Collinsa [52]. Ocenie podlega dtugos¢ ogona, rozmiar gtowy,
intensywnos¢ Swiecenia gtowy oraz ogona. W tab. 3.1 przedstawiono
szczegotowo kryteria tej oceny. Komorki apoptotyczne zalicza sie do
kategorii 3 i 4.

Opis procedury (metoda alkaliczna):
Metoda alkaliczna rézni sie od metody neutralnej w trzech za-
sadniczych punktach:
* roztworem do elektroforezy (bufor alkaliczny — 300 mM NaOH,
1 mM EDTA),
* czasem trwania elektroforezy (30 min),
* po elektroforezie szkietka trzeba ptuka¢ w buforze neutralizujacym
(0,4 Tris, pH=17,5).

! Roztwér barwiacy przygotowywano bezposrednio przed uzyciem: 68 ml

roztworu A (100 mg azotanu amonowego, 100 mg azotanu srebra, 500 mg kwasu
wolframowokrzemowego, 250 pl formaldehydu - min 37% w 0,5 | H,0) i 32 ml
roztworu B (12,5 g weglanu sodu w 0,4 | H,O).
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TUNEL

Opracowana w latach 90. metoda detekcji apoptozy in situ na
skrawkach parafinowych réwniez stosowana do komérek z hodowli
(TUNEL) bazuje na scharakteryzowanej biochemicznie miedzynukle-
osomalnej fragmentacji DNA przez endonukleazy specyficzne dla apo-
ptozy. W metodzie tej wykorzystuje sie enzym koncowaq transferaze
(TdT), ktéra ma zdolnos$¢ dobudowywania w miejscach pekniecia nici
DNA znakowanych nukleotydéw, np. znakowany dioksygening UTP
(dUTP), dostarczanych w mieszaninie reakcyjnej. Po przeprowadzo-
nych doswiadczeniach umiejscowienie wolnych grup 3’OH peknietych
nici DNA przeprowadzono na komérkach uzywajac zestawu ApopTag
(In situ Apoptosis Detection Kit-Peroxidase firmy Oncor-Gaithers-burg,
USA).

Opis procedury wg protokotu firmy Oncor
Przed utrwaleniem preparaty odptukiwano od zawartej w pty-
nie hodowlanym surowicy w PBS.

1. komorki na szkietkach 8-dotkowych (Diagnostic Microscope Slides,
Erie Scientyfic Company) utrwalono w 4% paraformaldehydzie w
PBS,

2. ptukanie 3 x 5 min w PBS,

3. trawienie komorek proteinazg K (20 mg/ml) prze 5 min w temp.
Pokojowej,

4. ptukanie w PBS 4 X po 2 min,

5. blokowanie endogennej peroksydazy 2% H,O, w PBS przez 5 min w
temp. Pokojowej,

6. ptukanie w PBS 2 x 5 min,

7. inkubacja w buforze preinkubacyjnym — 15 min w temp. pokojo-
wej,

8. inkubacja w mieszaninie reakcyjnej (TdT i znakowanych digoksy-
gening UTP) 60 min w komorze wilgotnej w temp. 37°C,

9. ptukanie w buforze ptuczacym 30 min w temp. pokojowej,

10. ptukanie w PBS 3 X 5 min,

11. inkubacja z przeciwciatami anty-dioksygenina znakowanymi pe-
roksydaza — 30 min w komorze wilgotnej w temp. pokojowej,

12. ptukanie w PBS 3 x 5 min,

13. wizualizacja peroksydazy diaminobenzydyng (DAB). Mieszanina
0,05% DAB z 0,02% H,0, przez 15 min w temp. pokojowej,
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14. ptukanie w wodzie destylowanej 3 X 1 mini 1 x 5 min,
15. odwadnianie w 100% butanolu 3 x 30's,

16. przeswietlanie w ksylenie 3 X 2 min,

17. zamykanie preparatéw balsamem kanadyjskim.

3.10. Ekspresja biatek

Przeciwciata

Do oceny ekspresji wybranych biatek uzyto nastepujace prze-
ciwciata: anty-p53 klon DO-7, anty-ufosforylowana forma p53 (fosfo-
p53 - Ser 392 i Ser 20) anty Bcl-2 klon bcl/100/DS (Novocastra, Newca-
stle, UK), anty-Bax klon 1-19, anty-cytokeratyna 18, klon M30 (M30 Cy-
toDEATH) (Boehringer Mannheim, Germany), anty-MnSOD (SOD-2 (FL-
222): sc-30080. Ekspresje wybranych biatek oceniano stosujgc immu-
nocytochemiczng metode ABC. MnSOD oceniano jeszcze metoda we-
stern blot.

Opis procedury metoda ABC
Komorki hodowano na szkietkach osmiodotkowych (Diagnostic
Microscope Slides, Erie Scientyfic Company). Przed utrwaleniem prepa-
raty odptukiwano od zawartej w ptynie hodowlanym surowicy w PBS.
Preparaty utrwalano w 4% paraformaldehydzie w PBS lub w zimnym
acetonie w zaleznosci od rodzaju uzytego przeciwciata i protokotu za-
lecanego przez firme.
1. ptukanie 3 x 3 min w PBS,
2. blokowanie aktywnosci endogennej peroksydazy 30 min w 1%
H,0;,
ptukanie w PBS z 1% Tritonem X-100 3 X 5 min,
4. inkubacja 20 min ze specyficznymi przeciwciatami przez 24 godz. w
temp. 4°C,
5. ptukanie w PBS z 1% Tritonem X-100 3 X 5 min,
6. inkubacja 20 min z biotynylowanymi przeciwciatami z zestawu
LSAB"2 (DACO),
7. ptukanie w PBS z 1% Tritonem X-100 3 X 5 min,
8. inkubacja 20 min ze streptawidyng potaczong zperoksydaza
chrzanowa z zestawu LSAB™2 (DACO),
9. ptukanie w PBS z 1% Tritonem X-100 3 X 5 min,

w
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10. wizualizacja peroksydazy diaminobenzydyng (DAB, Sigma),

11. ptukanie w wodzie destylowanej 10 min,

12. odwadnianie we wzrastajgcym szeregu alkoholowym,

13. przeswietlanie w ksylenie 3 X 5 min,

14. zamykanie preparatéw syntetycznym medium do zamykania
szkietek podstawowych (DPX, Archem).

Ocena ekspresji biatek

Reakcje immunocytochemiczng oceniano dwoma niezaleznymi
metodami potilosciowymi z uzyciem mikroskopu Olympus BX51. Li-
czono procent komoérek z pozytywng reakcja w przypadkowo wybra-
nym obszarze, bioragc pod uwage od 100-300 komoérek. Intensywnosc
reakcji immunocytochemicznej oceniano wg ustalonych parametrow:

- - brak zabarwienia

+ - stabe zabarwienie
++ - $rednie zabarwienie
+++ —silne zabarwienie

Western Blot

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denatu-

rujacych

Elektroforeze prowadzono wg Laemmli (Laemmli, 1970) w 10%
zelu rozdzielajacym i 4,5% zelu zageszczajacym w 0,1% SDS, uzywajac
aparatu do elektroforezy Minigel Twin (Biometria). Prébki biatek zawie-
szano w buforze do rozcienczania prébek (20 mM Tris-HCl pH 6,8
z 1 mM MgS04, dodawano bufor redukujacy (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
zawierajacy 20% glicerol, 1% SDS, 0.005% btekit bromofenolowy, 10%
B-merkaptoetanol) w stosunku 1:5, po czym ogrzewano przez 5 min
w 100°C. Tak przygotowane prébki rozdzielano przez 1 godz. przy na-
pieciu 200 V. Rozdzielone w zelu biatka barwiono 0,025% Coomassie
Brillant Blue R-250 w 25% metanolu i 10% lodowego kwasu octowego)
przez 30 min. W celu uwidocznienia prazkéw biatkowych zel odbar-
wiano w mieszaninie 7,5% kwasu octowego i 5% metanolu.

Testimmunoblotingu

Po rozdziale w zelu poliakrylamidowym biatka przenoszono na
btone Immobilon P. Transfer prowadzono w buforze do transferu (10
mM Tris-HCl pH 8,3 zawierajacym 150 mM glicyne i 20% metanol)
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przez 60 min, przy natezeniu 100 mA. Po transferze, membrane ptuka-
no 3-krotnie woda w celu usuniecia $ladéw buforu i barwiono
w 0,005% Ponceau S w 3% kwasie trojchlorooctowym, aby ocenic ja-
kos$¢ rozdziatu biatek i wydajnosc¢ ich przenoszenia na membrane. Tto
odptukiwano woda dejonizowana. Btony z przeniesionymi biatkami
inkubowano w temp. 37°C w ciggu 1 godz. z poliklonalnymi kréliczymi
przeciwciatami MnSOD (SOD-2 (FL-222): Sc 30080 (Santa Cruz) w TBS-T
(20 mM Tris-HCl pH 7,0 z 50 mM NacCl, 0,05% Tween-20) zawierajgcym
1% BSA. Po odptukaniu TBS (20 mM Tris-HCl pH 7,0 z 50 mM NacCl) nie-
zwigzanych przeciwciat, btone inkubowano w temp. 37°C przez 1 godz.
ze sprzezonymi z peroksydaza poliklonalnymi przeciwciatami kozimi
anty-IgG krélicze, rozcienczonymi w TBS-T 1:5000. Po odptukaniu
nadmiaru przeciwciat buforem TBS, wywotywano reakcje barwna sub-
stratem dla peroksydazy (12 mg 4-chloro-1-naftolu rozpuszczonego w
mieszaninie 4 ml metanolu, 20 pl H,0,, 20 ml TBS).

Tabela 3.1. Kryteria oceny komet wedtug metody Collinsa [Collins 2002]

Cechy
Kategoria Rozmiar Rozmiar Intensywnos¢ | Intensywnos¢
gtowy ogona Swiecenia Swiecenia
komety komety gtowy ogona
0 nor-ma'lny brak 100% brak
rozmiar jadra
mniejszy
1 jow. niz normalny >75% <25%
rozmiar jadra
1-2 wielkosci
2 jw. normalnego 50-75% 25-50%
rozmiaru jadra
wiekszy niz potowa 2-3 wielkosci
3 normalnego normalnego 25-50% 50-70%
rozmiaru jadra rozmiaru jadra
mniejszy niz potowa > 3 wielkosci
4 normalnego normalnego <25% >75%
rozmiaru jadra rozmiaru jadra




4. WYNIKI

4.1. Umiejscowienie fotouczulacza

Wewnatrzkomérkowg lokalizacje Photofrinu w komérkach no-
wotworowych OvBH-1 i MCF-7 po 4 godz. inkubacji przedstawiono na
(ryc. 4.1 i 4.2). Dystrybucja Ph w komérkach byfa zréznicowana i zalez-
na od czasu inkubacji z fotouczulaczem w obu liniach komérkowych.
Po 1 godz. inkubacji Ph lokalizowat sie w poblizu btony komérkowej.
Po 3 godz. inkubacji fotouczulacz byt rozmieszczony réwnomiernie
w catej cytoplazmie. Maksymalng koncentracje Ph obserwowano po
4 godz. inkubacji, a najbardziej intensywny sygnat byt widoczny wokét
otoczki jadrowej. (ryc. 4.1).

4.1.2. Kolokalizacja fotouczulacza z mitochondrium

W komérkach OvBH-1 photofrin lokalizowat sie w mitochon-
driach (ryc. 4.2.C). Obserwowano wiekszg akumulacje barwnika w mi-
tochondrium komorek raka jasnokomoérkowego jajnika. W komoérkach
MCF-7 kolokalizacja Ph z mitochondrium byta sladowa (ryc. 4.3.C).

4.1.3. Kolokalizacja z retikulum endoplazmatycznym (ER)

Photofrin w komdrkach OvBH-1 wykazywat niewielkg kolokali-
zacje z ER w poréwnaniu do komorek MCF-7, w ktérych wyraznie wi-
da¢, ze fotouczulacz akumuluje sie w ER (ryc. 4.4.C, 4.5.C).

4.2. Morfologia komérek

Komorki OvBH-1 i MCF-7 analizowano morfologicznie przed i
po przeprowadzonych doswiadczeniach. Juz po 3 godz. klasycznej Ph-
PDT w okoto 20% komorek OvBH-1 obserwowano wyrazne zmiany
morfologiczne przejawiajace sie wakualizacja. Po klasycznej PDT liczba
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komorek z licznymi wakuolami w cytoplazmie wzrasta po 6 godz. do
60%. Zmiany morfologiczne przejawiaja sie takze w zréznicowanej
liczbie i ksztatcie jader komorkowych. Nie sg to jednak zmiany charak-
terystyczne dla komérek apoptotycznych, podczas gdy w komorkach
MCF-7 3 godz. po naswietlaniu widoczne sa zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla komérek apoptotycznych, takie jak obkurczenie
komorek, kondensacja chromatyny i ciatka apoptotyczne. Po 3i 6 godz.
zastosowania procedury zmodyfikowanej 2-Me zaréwno w komérkach
OvBH-1, jak i MCF-7 obserwowano zmiany morfologiczne komorek
charakterystyczne dla apoptozy (tab. 4.1, ryc. 4.6, 4.8). Wiecej komorek
apoptotycznych bylo w obrazie mikroskopowym komoérek OvBH-1
w poréwnaniu z komérkami MCF-7.

Najwiekszy procent komérek apoptotycznych byt 6 godz. po
naswietlaniu w komérkach OvBH-1 (30-60%), w komérkach MCF-7 pro-
cent komérek apoptotycznych po tym samym czasie wynosit 30%.
Bezposrednio po zastosowaniu Ph-2Me-PDT nie obserwowano komé-
rek apoptotycznych, podobnie jak w preparatach kontrolnych (komor-
ki nietraktowane, komorki inkubowane tylko z Ph i komérki inkubowa-
ne tylko z 2-Me (ryc. 4.7, 4.9).

4.3. Przezywalnos¢ komorek

Przezywalno$¢ komoérek OvBH-1 i MCF-7 byta mierzona testem
MTT 24 i 48 godz. po zastosowanych procedurach klasycznych i mody-
fikowanych 2-metoksyestradiolem. Wyniki przedstawiono jako procent
kontroli, ktérg stanowity komorki niepoddane zadnemu dziataniu. Jako
kontrole oceniono przezywalnos$¢ komorek inkubowanych tylko z Ph
(20 pg/ml) bez naswietlania i tylko z 2-Me (50 pM).

Dla obu zastosowanych reakcji fotodynamicznych indeks cyto-
toksycznosci 50% (ICso) wynosit mniej niz 50% zaréwno dla komorek
OvBH-li MCF-7. (wykr. 4.1; 4.2)

W komérkach OvBH-1 poddanych Ph-PDT spadek przezywalno-
$ci po 24 i 48 godz. byt na podobnym poziomie i wynosit odpowiednio
21,78+9,34i 20,02+ (p=0,007096). W komoérkach tych po zastosowaniu
Ph-PDT-2-Me zaobserwowano znaczace obnizenie przezywalnosci do
11,22+6,51% po 24 godz. i 3,34+0,836% po 48 godz. (p=0,027048).
Inkubacja komérek OvBH-1 z samym fotouczulaczem (20 pg) bez na-
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Swietlania nie wptyneta na przezywalnos¢ komoérek po 24 i 48 godz.
Komorki OvBH-1 inkubowane tylko z 2-Me (50 uM) miaty ICso powyzej
50% dla obu czaséw (wykr. 4.1). Komérki MCF-7 wykazaty wieksza
wrazliwo$¢ na zastosowane procedury fotodynamiczne klasyczne
i modyfikowane w poréwnaniu do komérek OvBH-1. Najwiekszy spa-
dek przezywalnosci bo ok. 13% obserwowano po 48 godz. w komor-
kach MCF-7 po zastosowaniu zmodyfikowanych 2-Me badan fotody-
namicznych (p=0,011789) (wykr. 4.2).

4.4, Peroksydacja lipidow

Miarg stopnia peroksydacji lipidow byto stezenie MDA. Z prze-
prowadzonych badan wynika, ze w obu zastosowanych badaniach
fotodynamicznych stezenie MDA znaczgco wzrasta zarowno w komor-
kach OvBH-1, jak i MCF-7 (wykr. 4.3, 4.4). W komérkach OvBH-1 naj-
wiekszy wzrost w doswiadczeniach obserwowano z Ph-2-Me-PDT, po
36 godz. po naswietlaniu. Wynosit on odpowiednio 0,64 umol/li 0,91
pumol/l (gdzie p=0,000167 i p=0,000012) (wykr. 4.3). Po standardowej
procedurze fotodynamicznej stopien utlenienia lipidow wzrasta bez-
posrednio po reakcji fotodynamicznej (0,56 umol/l, p=0,000582) i po 6
godz. (0,55 pumol/l, p=0,000635). Najnizszy byt po 3 godz. (0,49 umol/I,
p=0,001736) podobnie, jak bezposrednio po reakcji z 2-Me (0,52
pumol/l, p=0,001072) (wykr. 4.3). W komérkach MCF-7 najwiekszy
wzrost peroksydacji lipidéw odnotowano 3 godz. po klasycznej reakgji
fotodynamicznej i podobnie po modyfikowanej 2-Me (wykr. 4.4). Uzy-
skano statystycznie istotny wzrost peroksydacji lipidéw we wszystkich
doswiadczeniach o ré6znym czasie naswietlenia, czasie inkubacji z foto-
uczulaczem, réznych dawkach fotouczulacza.

4.5, Uszkodzenie biatek

Uszkodzenie biatek badano okreslajac stezenie grup karbony-
lowych oraz stopien utlenienia grup tiolowych.
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Stezenie grup tiolowych

Degradacje grup tiolowych obserwowano we wszystkich prze-
prowadzonych doswiadczeniach zaréwno w linii OvBH-1 i MCF-7 w
porownaniu do komoérek kontrolnych (wykr. 4.5, 4.6). Najwyzszy sto-
pien utlenienia grup -SH biatek btonowych i cytoplazmatycznych za-
obserwowano w linii OvBH-1 po 3 godz. inkubacji po Ph-PDT (8,74
nmol/l, p=0,00998) i Ph-2-Me-PDT (15,27 nmol/l, p=0,006897), a w linii
MCF-7 po 3 godz. inkubacji po Ph-PDT (6,54 nmol/l, p=0,000646) i po 6
godz. inkubacji po Ph-2-Me-PDT (3,68 nmol/l, p=0,000392). Najnizszy
spadek stezenia grup -SH wykazaty komérki OvBH-1 bezposrednio po
Ph-PDT (31,46 nmol/l, p=0,040384) i 6 godz. inkubacji po zastosowaniu
procedury fotodynamicznej modyfikowanej 2-Me (31,73 nmol/,
0,021576) (wykr. 4.5). Komérki MCF-7 najnizsze stezenie grup tiolo-
wych wykazywaty natomiast bezposrednio po procedurach fotodyna-
micznych klasycznych (11,33 nmol/l, p=0,001889) oraz modyfikowa-
nych (15,84 nmol/l, p=0,007629). Po 6 godz. inkubacji po Ph-PDT i Ph-
2-Me-PDT w komérkach OvBH-1 stezenie grup tiolowych wynosito od-
powiednio 23,71 nmol/l'i 31,73 nmol/l (gdzie p=0,021576 i p=0,02245)
(wykr. 4.6) Badania statystyczne wykazaty istotne statystycznie obnize-
nie stezenia grup —SH we wszystkich przeprowadzonych eksperymen-
tach i byty istotne statystycznie dla obu linii komérkowych.

Stezenie grup karbonylowych

Wzrost stezenia grup karbonylowych po klasycznej reakcji foto-
dynamicznej w poréwnaniu do komérek kontrolnych obserwowano
w komorkach obu linii (wykr. 4.7;4.8). W komérkach OvBH-1 podwyz-
szenie stezenia grup karbonylowych byto podobne we wszystkich sto-
sowanych warunkach doswiadczenia Najwyzszy jednak wzrost steze-
nia grup karbonylowych komérki OvBH-1 wykazaty po 3 godz. inkuba-
¢ji po Ph-2Me-PDT (52,47 nmol/l, p=0,035073). Najnizszy wzrost steze-
nia grup karbonylowych stwierdzono bezposrednio po procedurach
fotodynamicznych niemodyfikowanych (49,43 nmol/l, p=0,000038)
(wykr. 4.7). Wzrost zawartosci grup karbonylowych wykazano takze w
kontrolnych komérkach OvBH-1 inkubowanych z Ph (44,90 nmol/I) lub
z 2-Me (48,96 nmol/l) bez naswietlania gdzie p=0,027492. W komor-
kach MCF-7 najwyzszy wzrost stezenia grup karbonylowych obserwo-
wano jedynie po 6 godz. inkubacji przy stosowaniu procedury fotody-
namicznej modyfikowanej 2-Me (71,48 nmol/l, p=0,000037). Najnizsze
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stezenie grup karbonylowych byto natomiast bezposrednio po Ph-PDT
(57,52 nmol/l, p=0,000436) (wykr. 4.8).

4.6. Ocena aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
i ekspresji mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej

Aktywnos¢ SOD

W badaniach zastosowano 2-metoksyestradiol, ktory jest natu-
ralnym inhibitorem SOD, dlatego przy oznaczaniu aktywnosci tego
enzymu wybrano dodatkowo jeszcze jedno nizsze stezenie tego
zwigzku (10 pM), obok stosowanego w doswiadczeniach (50 uM). Ak-
tywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej byta podwyzszona w komérkach
MCF-7 (wykr. 4.10) w stosunku do komérek kontrolnych bezposrednio
po zastosowaniu standardowej reakcji fotodynamicznej oraz po 3 i 6
godz. inkubacji po naswietleniu. W komérkach OvBh-1 obserwowano
podobng aktywnos¢ SOD, jak w komérkach kontrolnych (wykr. 4.9).
Najwyzszy wzrost aktywnosci SOD obserwowano 3 godz. po naswie-
tlaniu w komoérkach OvBH-1 (3,55 U/mg biatka, p=0,002097) oraz
w MCF-7 - (4,77 U/mg biatka, p=0,003298) (wykr. 4.9, 4.10). Po zasto-
sowaniu procedur fotodynamicznych modyfikowanych 2-Me w ko-
morkach MCF-7 stezenie aktywnosci SOD bezposrednio i 3 godz. po
naswietlaniu spadto i utrzymywato sie na poziomie wartosci kontrol-
nych lub niewiele ponizej tych wartosci (wykr. 4.10). W komorkach
OvBH-1 aktywnos¢ SOD bezposrednio po naswietleniu wzrosta przy
zastosowaniu stezenia 10 pM 2-Me, natomiast przy stezeniu 50 uM
obserwowano obnizong aktywnos$¢ tego enzymu. Najnizsza aktywnosc
SOD wykazywaty komorki obu linii po 6 godz. inkubacji po Ph-PDT-2-Me
w przypadku obu zastosowanych stezen. Wynosita ona odpowiednio
dla linii OvBH-1-2, 78 U/mg biatka przy stezenia 10 uM i 0, 39 U/mg
biatka przy stezeniu 50 uM. Podobnie w komorkach MCF-7 przy steze-
niu 10 uM aktywnos¢ SOD przyjeta wartos¢ 2,78U/mg (p=0,0055), a
przy stezeniu 50 uM 2,79 U/mg biatka (p=0,007866) (wykr. 4.9, 4.10).

Ekspresja mitochonrialnej dysmutazy ponadtlenkowej

Immunocytochemiczna metoda ABC

Obie linie komérkowe wykazywaty zréznicowana ekspresje
MnSOD w zastosowanych parametrach doswiadczenia. W komérkach
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kontrolnych OvBH-1 i MCF-7, ktére nie zostaly poddane procedurom
fotodynamicznym procent komérek pozytywnie zabarwionych wynosit
odpowiednio 15 i 8 (tab. 4.2, 4.3) po zastosowaniu Ph-PDT. Ekspresja
dysmutazy manganowej byfa zréznicowana w obu liniach komérko-
wych i zalezna od zastosowanych warunkéw doswiadczen. W komoér-
kach OvBH-1 obserwowano znaczny wzrost ekspresji MnSOD juz bez-
posrednio po Ph-PDT (tab. 4.2). Procent komoérek pozytywnie zabar-
wiony wzrastat odpowiednio do czasu inkubacji po naswietlaniu. Po 6
godz. wynosit 99,2 (tab. 4.2). Po zastosowaniu procedur fotodynamicz-
nych modyfikowanych 2-Me ekspresja MnSOD w komdrkach OvBH-1
byta nizsza, ale réwniez procent komoérek pozytywnie zabarwionych
wzrastat wraz z czasem inkubacji po naswietlaniu. Najwyzsza ekspresje
tego enzymu zanotowano 3 godz. po naswietlaniu (tab. 4.2, ryc. 4.10).
W komoérkach MCF-7 ekspresja MnSOD byta nizsza zarbwno po zasto-
sowaniu Ph-PDT i Ph-Me-PDT w poréwnaniu do komérek OvBH-1.
Najwieksza ekspresja MnSOD byta 6 godz. po naswietlaniu przy Ph-PDT
(41%) (tab. 4.3, ryc. 4.11).

Western blot

Analiza ekspresji MnSOD metodg western blot wykazata naj-
wyzszy poziom ekspresji mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej
w komorkach kontrolnych w obu liniach komérkowych. W komaérkach
OvBH-1 poziom ekspresji MnSOD byt najwyzszy 6 godz. po Ph-PDT
(ryc. 4.12). Po Ph-2-Me-PDT zanotowano znaczacy spadek ekspresji
tego biatka po 3 godz. (ryc. 4.13). W komérkach MCF-7 ekspresja Mn-
SOD byfa na podobnym poziomie po wszystkich czasach po Ph-PDT,
natomiast po Ph-2-Me-PDT bytfa wyraznie nizsza (ryc. 4.14, 4.15).

4.7. Smieré komérek nowotworowych

Alkaliczna metoda kometowa

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen umieszczono na wy-
kresach (wykr. 4.11-14). Po zastosowaniu standardowych procedur
fotodynamicznych komérki OvBH-1 w przeciwienstwie do komodrek
MCF-7 umieraty na drodze nekrozy, w liczbie od 75-95.4% w zaleznosci
od czasu inkubacji po naswietlaniu. Procent komoérek apoptotycznych
w przypadku linii komoérkowej OvBH-1 byt niewielki, 6,8-7,7% (wykr.
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4.11). Komoérki MCF-7 umieraty natomiast gtownie na drodze apoptozy.
Procent komorek apoptotycznych byt najwiekszy 3 godz. po naswie-
tlaniu i wynosit 92,5% (wykr. 4.13).

Po zastosowaniu procedur fotodynamicznych modyfikowanych
2-Me komorki OvBH-1 umieraty przede wszystkim na drodze apoptozy.
Najwiekszy procent komérek apoptotycznych zaobserwowano 6 godz.
po naswietlaniu (98,5%), a najnizszy bezposrednio po naswietlaniu
(70%) (wykr. 4.12). W komérkach MCF-7 obserwowano wzrost liczby
komoérek apoptotycznych 3 godz. po zastosowaniu Ph-2Me-PDT
(75,81%). Po 6 godz. najwiecej komérek wykazywato forme uszkodze-
nia posredniego (wykr. 4.14).

Neutralna metoda kometowa

Metoda kometowa, przeprowadzona w neutralnych warun-
kach, daje mozliwos¢ wykazania tylko podwadjnych peknie¢ taricucha
DNA, charakterystycznych dla fragmentacji materiatu genetycznego
zachodzacego podczas apoptozy [231]. W metodzie alkalicznej naste-
puje denaturacja i separacja nici podwaéjnej helisy DNA podczas roz-
wijania DNA, natomiast podczas rozwijania DNA w elektroforezie me-
toda neutralng nie nastepuje denaturacja DNA. Pekniecia pojedynczej
nici DNA, obserwowane jako komety w metodzie alkalicznej, podczas
neutralnej elektroforezy nie dajg obrazu komety, poniewaz kazda
uszkodzona nic jest wcigz zasocjowana z nieuszkodzong i sa oceniane
jako komety kategorii 0. Komorki majace uszkodzenia apoptotyczne
daja po elektroforezie neutralnej obraz komety zaliczanej do kategorii
3 i 4. W przedstawionej pracy zastosowano uproszczong ocene, tgczac
kategorie 1 i 2, przedstawiajagce DNA komoérek o uszkodzeniach po-
$rednich, oraz typy 3 i 4, przedstawiajace fragmentacje genomu w ko-
morkach apoptotycznych. Jadra natomiast kategorii 0 pochodza za-
réwno od komorek nieuszkodzonych, jak réwniez od komorek nekro-
tycznych, w ktorych nastgpito przypadkowe, jednoniciowe ciecie ge-
nomu [231, 319]. Wyniki neutralnej metody kometowej umieszczono
na wykresach (wykr. 4.15-18). W komorkach OvBH-1 obserwowano
najwiekszy procent komorek o uszkodzeniu posrednim po 3 i 6 godz.
Wynosit on odpowiednio 70 i 77,3%. Najwiecej komérek apoptotycz-
nych byto 3 godz. po zastosowaniu Ph-PDT (wykr. 4.15). Komorki MCF-
7 umieraty gtéwnie na drodze apoptozy. Najwiekszy procent komérek
apoptotycznych obserwowano 3 godz. po zastosowaniu Ph-PDT



-61 -

(97,5%) (wykr. 4.17). Po zastosowaniu procedur fotodynamicznych
modyfikowanych 2-Me w komoérkach OvBH-1 obserwowano gtéwnie
apoptoze bezposrednio oraz po 3 i 6 godz. po naswietlaniu. Najwiek-
szy procent komorek apoptotycznych byt po 6 godz. i wynosit 98,5%
(wykr. 4.16). W komorkach MCF-7 z wykorzystaniem reakcji fotodyna-
micznych modyfikowanych 2-Me najwiekszy procent komérek apopto-
tycznych byt 3 godz. po naswietlaniu Stosunkowo duzy procent komo-
rek apoptotycznych obserwowano bezposrednio po naswietlaniu
(wykr. 4.18).

Ocena Smierci komoérek metoda TUNEL

Analizowano procent pozytywnie zabarwionych jader komoér-
kowych. Oceniano liczbe wybarwionych jader. W komérkach kontrol-
nych OvBH-1 i MCF-7 obserwowano mniej niz 5% pozytywnie wybar-
wionych (tab. 4.4.A i B). Bezposrednio po reakcji obserwowano 10%
jader pozytywnie zabarwionych (tab. 4.4.A, ryc. 4.16). Najwiekszy pro-
cent komorek o pozytywnie wybarwionych jadrach wykazywaty ko-
morki OvBH-1 3 godz. po naswietlaniu po zastosowaniu standardo-
wych procedur fotodynamicznych (tab. 4.4.A). Po przeprowadzeniu
reakcji Ph-2Me-PDT procent jader apoptotycznych byt natomiast wy-
soki po 3 i 6 godz. inkubacji po naswietlaniu (tab. 4.4.A, ryc. 4.17, 4.18).
Komorki MCF-7 miaty najwiekszy procent jader pozytywnie wybarwio-
nych po 6 godz. inkubacji po naswietleniu (Ph-PDT), bezposrednio po
reakcji procent jader apoptotycznych wynosit 50 (tab. 4.4.B, ryc. 4.19).
Po 3 godz. po naswietlaniu % jader pozytywnie wybarwionych wynosit
62 (tab. 4.4.B, ryc. 4.20).

Zastosowanie reakcji fotodynamicznych modyfikowanych
wptyneto na wzrost jader reagujacych we wszystkich czasach inkubacji.
Najwiecej komérek apoptotycznych byto w komérkach raka gruczotu
sutkowego 6 godz. po naswietleniu (tab. 4.4.B, ryc. 4.21).

4.8. Analiza ekspresji biatek pro- i antyapoptotycznych

Wyniki obrazujace ekspresje biatka supresorowego p53 i biatek
pro- i antyapototycznych przed i po Ph-PDT oraz Ph-2-Me-PDT przed-
stawiono w tabelach 4.5.A i B. Biatko p53 w komdrkach OvBH-1 byto
zlokalizowane w jadrze i wyrazone na poziomie 90% przed reakcjg fo-
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todynamiczng i 95% bezposrednio, 3 i 6 godz. po klasycznej reakgji
fotodynamicznej. W komorkach kontrolnych MCF-7 ekspresja biatka
p53 byta na poziomie 0 przed reakcja, a po klasycznej PDT wynosita
odpowiednio 30% bezposrednio po, 50% po 3 godz. (ryc. 4.22 i 4.23)
i 60% po 6 godz. Biatko to w komérkach MCF-7 byto umiejscowione
w cytoplazmie z niewielkim rozproszeniem w jadrze komérkowym. Po
klasycznej reakcji fotodynamicznej nie stwierdzono ekspresji ufosfo-
rylowanej formy biatka p53 w pozycji Ser 20 i 392 (tab. 4.A), natomiast
w komérkach OvBH-1 poddanych reakcji fotodynamicznej modyfiko-
wanej 2-Me wzrost ekspresji ufosforylowanej formy biatka p53, szcze-
golnie w pozycji Ser 20 nastgpit juz natychmiast po zastosowanej pro-
cedurze (tab. 4.5.B). Najwyzszg ekspresje tej formy p53 odnotowano
3 godz. po Ph-2-Me-PDT (ryc. 4.26) (20-40%). Ufosforylowang forme
biatka w pozycji Ser 382 obserwowano 3 i 6 godz. po Ph-2-Me-PDT i w
obu przypadkach wynosit on 20% (tab. 4.5.B i ryc. 4.24). W komoérkach
natomiast MCF-7 wzrost ekspresji ufosforylowanej formy p53 w pozycji
Ser 20 byt bezposrednio i 6 godz. po reakcji, a w pozycji Ser 392 6 godz.
po Ph-2-Me-PDT i wynosit 30% (tab. 4.5.B i ryc. 4.25). Nie obserwowano
znaczacych réznic w ekspresji biatek Bcl-2 i Bax po wszystkich stoso-
wanych warunkach PDT. Dotyczy to rowniez cytokeratyny C18 jej epi-
topu M30 (tab. 4.5.B, ryc. 4.28-30).

Umiejscowienie fotouczulacza i znacznikéw komoérkowych

Figura 4.1. Komorki MCF-7: A i B) umiejscowienie Ph
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Figura 4.2. Komorki OvBH-1: A) umiejscowienie Ph; B) umiejscowienie Mitotracker
Green; () Kolokalizacja - natozenie obrazéw A i B

Figura 4.3. Komorki MCF-7: A) umiejscowienie Ph; B) umiejscowienie Mitotracker
Green; C) Kolokalizacja - natozenie obrazéw A i B

Figura 4.4. Komérki OvBH-1: A) umiejscowienie Ph; B) umiejscowienie retikulum
endoplazmatyczne; C) Kolokalizacja - natozenie obrazéw A i B
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Figura 4.5. Komérki MCF-7: A) umiejscowienie Ph; B) umiejscowienie retikulum
endoplazmatyczne; C) Kolokalizacja - natozenie obrazéw A i B;
D) obraz komoérek w swietle przechodzacym
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Morfologia komodrek
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Figura 4.6. Obraz morfologiczny komérek OvBH-1 po Ph-PDT, barwienie H+E,
powiekszenie 400x
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Figura 4.7. Obraz morfologiczny komérek OvBH-1 po Ph-2-Me-PDT, barwienie H+E,
powiekszenie 400x
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Figura 4.8. Obraz morfologiczny komérek MCF-7 po Ph-PDT, barwienie H+E,
powiekszenie 400x

Figura 4.9. Obraz morfologiczny komérek MCF-7 po Ph-2-Me-PDT, barwienie H+E,
powiekszenie 400x
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Immunocytochemia, metoda ABC - ekspresja MnSOD
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Figura 4.10. Immunocytochemiczna obecno$¢ MnSOD w komérkach OvBH-1,
po Ph-2-Me-PDT (warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. z Ph-20 ug
i 2-Me-50 pM), 3 godz. po naswietleniu, powiekszenie 400x
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Figura 4.11. Immunocytochemiczna obecnos¢ MnSOD w komorkach MCF-7,
(warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. z Ph-20 ug i 2-Me-50 uM)
6 godz. po naswietleniu, powiekszenie 400x
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Waestern blotting - ekspresja biatka MnSOD (96kDa)

K K+ Ph Oh 3h 6h

Figura 4.12. Ekspresja MnSOD w komérkach OvBH-1 (warunki doswiadczenia:
inkubacja 18 godz. z Ph 3 i 6 godz. oraz bezposrednio po naswietleniu),
(K - kontrola; K+Ph - kontrola inkubacja z Ph-20 ug bez naswietlania)

K K+ Ph K+ 2-Me Oh 3h 6h
i s

Figura 4.13. Ekspresja MnSOD w komérkach OvBH-1 (warunki doswiadczenia: inku-
bacja 18 godz. z Ph i 2-Me 3 i 6 godz. oraz bezposrednio po naswietleniu), (K
- kontrola; kontrola inkubacja z Ph-20 pg; K+2-Me - kontrola z 2-Me 50 uM)

K K+ Ph Oh 3h 6h

Figura 4.14. Ekspresja MnSOD w komdrkach MCF-7 (warunki doswiadczenia: inkuba-
cja 18 godz. z Ph 3 i 6 godz. oraz bezposrednio po naswietleniu), (K - kontro-
la; K+Ph - kontrola inkubacja z Ph-20 pg bez naswietlania)

K K+ 2-Me Oh 3h 6h

Figura 4.15. Ekspresja MnSOD w komdrkach MCF-7 (warunki do$wiadczenia: inkuba-
cja 18 godz. z Ph i 2-Me 3 i 6 godz. oraz bezposrednio po naswietleniu), (K -
kontrola; kontrola inkubacja z Ph-20 ug; K+2-Me - kontrola z 2-Me 50 uM).



- 69 -

Ocena apoptozy metoda TUNEL

Figura 4.16. Apoptoza w komérkach OvBH1 inkubowanych 18 godz. z Ph-20 ug,
bezposrednio po Ph-PDT, powiekszenie 600x

r*'

(

Figura 4.17. Apoptoza w komérkach OvBH-1 inkubowanych 18 godz. z Ph-20 pg
i 2-Me-50 pM, 3 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiekszenie 600x
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Figura 4.18. Apoptoza w komédrkach OvBH-1 inkubowanych 18 godz. z Ph-20 ug
i 2-Me-50 pM, 6 godz. po Ph-2Me-PDT, powiekszenie 600x
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Figura 4.19. Apoptoza w komoérkach MCF-7 inkubowanych 18 godz. z Ph-20 ug,
bezposrednio po Ph-PDT, powiekszenie 600x
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Figura 4.20. Apoptoza w komdrkach MCF-7 inkubowanych 18 godz. z Ph-20 pg
i 2-Me-50 pM, 3 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiekszenie 600x

Figura 4.21. Apoptoza w komdrkach MCF-7 inkubowanych 18 godz. z Ph-20 pg
i 2-Me-50 puM, 6 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiekszenie 600x
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Ekspresja p53 i p53 ufosforylowane w pozycji Ser20 i Ser392
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Figura 4.22. Immunocytochemiczna obecnos¢ biatka p53 w komdrkach OVBH-1

(warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. z Ph-20 pg), 3 godz. po Ph-PDT,
powiekszenie 400x

Figura 4.23. Jagdrowo-cytoplazmatyczna obecnos¢ biatka p53 w komdrkach MCF-7

(warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. z Ph-20 pg) 3 godz. po Ph-PDT,
powiekszenie 400x
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Figura 4.24. Umiejscowienie cytoplazmatyczne biatka p53 ufosforylowanego w pozy-
cju Ser 392 w komorkach OvBH-1 (warunki doswiadczenia: inkubacja 18
godz. z Ph-20 pg i 2-Me-50 pM) 6 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiekszenie 400x
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Figura 4.25. Umiejscowienie cytoplazmatyczne biatka p53 ufosforylowanego w pozy-
cju Ser 392 w komérkach MCF-7 (warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz.
z Ph-20 ug i 2-Me-50 uM) 6 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiekszenie 400x
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Figura 4.26. Umiejscowienie cytoplazmatyczne biatka p53 ufosforylowanego w pozy-
cju Ser 20, w komédrkach OvBH-1 (warunki doswiadczenia: inkubacja 18
godz. z Ph-20 pg i 2-Me-50 pM) 3 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiekszenie 400x

Figura 4.27. Ogniskowe umiejscowienie cytoplazmatyczne biatka p53 ufosforylowa-
nego w pozycju Ser 20w komadrkach MCF-7, (warunki doswiadczenia: inku-
bacja 18 godz. z Ph-20 pg i 2-Me-50 pM) 6 godz. po Ph-2-Me-PDT, powiek-
szenie 400x
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Ekspresja biatek pro- i antyapoptotycznych bax i M30
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Figura 4.28. Cytoplazmatyczne umiejscowienie biatka Bax w komérkach OvBH-1
(warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. -20 ug i 2-Me-50 uM),
6 godz. po Ph-2-Me-PDT, powigkszenie 600x
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Figura 4.29. Cytoplazmatyczne umiejscowienie biatka Bax w komérkach MCF-7
(warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. z Ph-20 ug) 6 godz. po Ph-PDT,
powiekszenie 600x
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Figura 4.30. Jagdrowo-cytoplazmatyczne umiejscowienie biatka M30 w komorkach
MCF-7 (warunki doswiadczenia: inkubacja 18 godz. z Ph-20 ug) 3 godz. po
Ph-PDT, powiekszenie 400x
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(50uM) (20ug/ml) (50uM)

Wykres 4.1. Test cytotoksycznosci (MTT) w komérkach OvBH-1 po 24 i 48 godz. po
standardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksyestra-

diolem
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= kontr. z 2-Me kontr.z Ph PDTz Ph PDTz Ph
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(S0uM)

Wykres 4.2. Test cytotoksycznosci (MTT) w komoérkach MCF-7 24 i 48 godz. po stan-
dardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksyestradiolem
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Wykres 4.3. Ocena stezenia produktu peroksydacji lipidow — dwualdehydu malono-
wego (MDA) w komérkach OvBH-1 bezposrednio, 3 i 6 godz. po standardo-
wej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksyestradiolem
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Wykres 4.4. Ocena stezenia produktu peroksydacji lipidow — dwualdehydu malono-
wego (MDA) w komérkach MCF-7 bezposrednio, 3 i 6 godz. po standardowej
reakgcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksyestradiolem
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Wykres 4.5. Ocena stezenia grup tiolowych w komérkach OvBH-1 bezposrednio, 3i 6

godz. po standardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksy-
estradiolem
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Wykres 4.6. Ocena stezenia grup tiolowych w komérkach MCF-7 bezposrednio, 36

godz. po standardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksy-
estradiolem



-80 -

70 mOh [O03h m6h Okontrole
60 * x T
-;! *
x 50
2
?:o 40 .
= 30
o
£ 20
10
0 B bl ezl
Ph(20ug/ml) Ph{20ug/ml) bhez PDT +Ph +2-Me
+2-Me (50uM) (20ug/ml) {(50uM)

Wykres 4.7. Ocena stezenia grup karbonylowych w komérkach OvBH-1 bezposred-
nio, 3 i 6 godz. po standardowej reakcji fotodynamicznej i wspomagane;j
2-metoksyestradiolem
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Wykres 4.8. Ocena stezenia grup karbonylowych w komérkach MCF-7 bezposrednio,

3i 6 godz. po standardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-meto-
ksyestradiolem
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Wykres 4.9. Aktywnos¢ SOD w komérkach OvBH-1 bezposrednio, 3 i 6 godz. po stan-
dardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksyestradiolem
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Wykres 4.10. Aktywnos¢ SOD w komérkach MCF-7 bezposrednio, 3 i 6 godz. po stan-
dardowej reakcji fotodynamicznej i wspomaganej 2-metoksyestradiolem
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alkaliczna metoda kometowa w komaorkach OvBH-1 po PDT
m0Oh = 3h mg6h mkontrola
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apoptoza nekroza uszk. Posrednie nieuszkodzone

Wykres 4.11. Ocena apoptozy alkaliczng metoda kometowa w komoérkach OvBH-1 po
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Wykres 4.12. Ocena apoptozy alkaliczng metoda kometowa w komérkach OvBH-1 po

reakcji fotodynamicznej wspomaganej 2-metoksyestradiolem (O - nieuszko-
dzone; P - uszkodzone posrednie; A - apoptoza; N - nekroza)
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alkaliczna metoda kometowa w komérkach MCF-7 po PDT
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Wykres 4.13. Ocena apoptozy alkaliczng metodg kometowa w komorkach MCF-7 po
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Wykres 4.14. Ocena apoptozy alkaliczng metodg kometowa w komorkach MCF-7 po

reakcji fotodynamicznej wspomaganej 2-metoksyestradiolem (O - nieuszko-
dzone; P - uszkodzone posrednie; A - apoptoza; N - nekroza)
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neutralna metoda kometowa OvBH-1 po PDT
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Wykres 4.15. Ocena apoptozy neutralng metoda kometowa w komoérkach OvBH-1 po
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Wykres 4.16. Ocena apoptozy neutralng metoda kometowa w komérkach OvBH-1 po

reakgcji fotodynamicznej wspomaganej 2-metoksyestradiolem (O - nieuszko-
dzone; P - uszkodzone posrednie; A - apoptoza)



-85 -

neutralna metoda kometowa w komdrkach MCF-7 po PDT

120
HA P EHO

100 -~

30 -
]
;.660 |
=
g
é,..f:l(;l |

20

, | | i Nt

Oh 3h 6h kontrola

czas inkubacji po PDT [h]

Wykres 4.17. Ocena apoptozy neutralng metodg kometowa w komoérkach MCF-7 po
standardowej fotodynamicznej

neutralna metoda kometowa w komérkach MCF-7 po PDT z 2-Me
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Wykres 4.18. Ocena apoptozy neutralng metoda kometowa w komoérkach MCF-7 po
reakcji fotodynamicznej wspomaganej 2-metoksyestradiolem (O - nieuszko-
dzone; P - uszkodzone posrednie; A - apoptoza)
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Tabela 4.1. Analiza zmian morfologicznych w komérkach OvBH-1 i MCF-7 przed i po
reakgji fotodynamicznej z Photofrinem i 2-metoksyestradiolem

A. Po Ph-PDT
Cechy Przed Po PDT
morfologiczne terapig 0godz. 3godz. 6 godz.
komdrki [ oyg11-1 [ MCF-7 | ovBH-1 | MCF-7 | OvBH-1| MCF-7 | OvBH-1 | MCF-7
Rozmiar +++ ++ ++ +/++ ++ +/++ ++ +/++
Ksztatt ++ ++ —/++ ++ -/++ | —/++ - -
Apoptoza: - 10 0 10-20 10 15 10 30-40
Legenda: rozmiar: + maty, ++ $redni, +++ duzy;
ksztaft: - nieregularny, + owalny, ++ okragty,
komorki o cechach apoptotycznych w %
B. Po Ph-2-Me-PDT
Cechy Przed Po Ph'Z'Me'PDT
morfologiczne terapia 0 godz. 3 godz. 6 godz.
komorki [ oygH-1 [ MCF-7 | OvBH-1| MCF-7 | OvBH-1| MCF-7 | OVvBH-1| MCF-7
Rozmiar +++ ++ ++ +/++ ++ -/+ ++ +/++
Ksztatt ++ ++ ++ ++ —/++ | /++ - -
Apoptoza: - 10 0 10 30-40 25 50-60 45

Legenda: rozmiar: + maty, ++ $redni, +++ duzy;
ksztatt: — nieregularny, + owalny, ++ okragty,

komérki o cechach apoptotycznych w %
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Tabela 4.2. Ekspresja biatka MnSOD w komérkach OvBH-1 po standardowej reakgji

fotodynamicznej i wspomaganej 2-Me.

Ph-PDT Ph-PDTmodyfikowana 2-Me
.. | % komorek .. | % komorek
Intensywnos¢ . Intensywnos¢ .
" pozytywnie " pozytywnie
reakcji . reakcji g
zabarwionych zabarwionych
Kontrola —/+ 15 - 8
Kontrola z Ph -/+ 15 -/+ 8
Kontrola z 2-Me + 20
bepr) SI:ean(? +H/+++ 80 =/+ 36
po naswietlaniu
3 ,go'dz. . ++/+++ 95 + 45
po naswietlaniu
6 godz. H+ 99,2 ++ 42

po naswietlaniu

Tabela 4.3. Ekspresja biatka MnSOD w komérkach MCF-7 po standardowej reakgji

fotodynamicznej i wspomaganej 2-Me.

Ph-PDT Ph-PDTmodyfikowana 2-Me
.. | 9% komorek .. | % komorek
Intensywnos¢ . Intensywnosc¢ .
" pozytywnie " pozytywnie
reakgji . reakgji g
zabarwionych zabarwionych
Kontrola —/+ <5 - <5
Kontrola z Ph + 27 + 27
Kontrola z 2-Me —/+ 23
bezposrednio ++ 33 ++ 27
po naswietlaniu
3 ,go'dz. . +/++ 40 + 24
po naswietlaniu
6 godz. o+ 41 + 31,1

po naswietlaniu
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Tabela 4.4. Ocena apoptozy metodg TUNEL w komérkach A) OvBH-1 i B) MCF-7

A) OvBH-1
Ph-PDT Ph-2-Me-PDT
OvBH-1 % jader % jader
pozytywnie zabarwionych pozytywnie zabarwionych
kontrola <5 <5
bezp’os.redmg 10 25
po naswietlaniu
3godz. 35 48
po naswietlaniu
6godz. 29 70
po naswietlaniu
B) MCF-7
Ph-PDT Ph-2-Me-PDT
MCEF-7 % jader % jader
pozytywnie zabarwionych pozytywnie zabarwionych
kontrola <5 <5
bezp’osrednlc? 50 70
po naswietlaniu
3 ,go-dz. ' 62 73
po naswietlaniu
6 godz. 85 98

po naswietlaniu
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Tabela 4.5. Ekspresja biatek pro- i antyapoptotycznych w komérkach raka jasnoko-
morkowego jajnika (OvBH-1) i komérkach gruczolakoraka gruczotu sut-
kowego MCF-7 przed i po Ph-PDT (A), Ph-2-Me-PDT (B)

A) Ph-PDT
Przed PDT Ph-PDT (% komorek pozytywnych)
Biatko (% komorek) bezposrednio 3 godz. 6 godz.
OvBH-1 | MCF-7 | OvBH-1 | MCF-7 | OvBH-1 | MCF-7 | OvBH-1 | MCF-7
p53 90 0 95 30 95 50 95 60
Poj.
p53 ser 20 0 kom, 0 0 20 0 0 0
cyt
Poj.
p53 ser392 0 kom. 0 0 0 10 0 30
jadro
Bax 0 >5 20 >5 10 >5 10 0
Bcl-2 10 60 10 10 10 0 10 10
M30 0 0 >5 30 10 10 >5 40
B) Ph-2Me-PDT
bezposrednio 3 godz. 6 godz.
Biatko
OvBH-1 MCF-7 OvBH-1 MCF-7 OvBH-1 MCF-7
p53 <5 0 95 50 95 60
p53 ser 20 20 5-10 20-40 0 5 10
p53 ser 392 0 5 20 5 20 30
Bax 0 0 >5 10 >5 10
Bcl-2 0 0 10 0 10 10
M30 30 0 10 10 >5 40




5.BADANIA STATYSTYCZNE

Do oceny zgodnosci rozktadu uzyskanych wynikéw badan
zrozktadem normalnym. Istotnos¢ réznic badanych zmiennych o roz-
ktadzie normalnym oceniono testem t dla préb niezaleznych wzgle-
dem wynikéw dla préby kontrolnej niepoddawanej reakcji fotodyna-
micznej. Wyniki analizowano wedtug odpowiedniej dawki PDT (czasu
inkubacji po terapii bezposrednio, 3 i 6 godz.). Wyniki istotne staty-
stycznie oznaczono gwiazdkami na wykresach oraz umieszczono w
rozdziale 4.

W szacowaniu statystycznym za poziom istotnosci przyjmowa-
no kazdorazowo wartosci p < 0,05. Do analiz statystycznych zastoso-
wano komercyjne oprogramowanie STATISTICA 9.



6. DYSKUSJA

Choroby nowotworowe sg w Polsce zasadniczg przyczyna
przedwczesnych zgondw. Rak jajnika jest odpowiedzialny za wieksza
liczbe zgondw w poréwnaniu z innymi nowotworami ztosliwymi zen-
skiego ukfadu rozrodczego. Z przeprowadzonych badan statystycz-
nych wynika, ze u okoto 70-80% kobiet chorych na raka jajnika diagno-
zuje sie go dopiero w Il i IV stopniu zaawansowania klinicznego. Naj-
czesciej nie ma wczesnych objawow. Niekorzystne rokowanie w prze-
biegu tej choroby moze by¢ uwarunkowane dziataniem wielu mecha-
nizméw. Mozna do nich zaliczy¢ m.in. takie, jak: zmniejszona wrazli-
wosc¢ na cytostatyki, wystepowanie zaburzen genetycznych w obrebie
chromosomow (6q, 17p i 17q), niektérych onkogendéw i gendéw supre-
sorowych (c-myc, ras MDM2, p210 BCR-abl, Her-2/neu, p53), biatek anty-
i proaptotycznych (Bcl-2, BAX, p53) i biatek biorgcych udziat w procesie
replikacji DNA (topoizomerazy) (Megliorino 2005). Poznanie mechani-
zmow eliminacji komérek nowotworowych oraz zbadanie czynnikéw
hamujgcych apoptoze w komorkach nowotworowych jest podstawo-
wym, a zarazem bardzo waznym warunkiem powodzenia stosowanych
metod leczniczych [19, 244, 198]. Duze nadzieje w walce z komérkami
nowotworowymi budzi terapia fotodynamiczna. Wybidrcze oddziaty-
wanie terapii fotodynamicznej na komorki otwiera mozliwos¢ precy-
zyjnego eliminowania z organizmu komérek o zmienionym patolo-
gicznie genotypie i fenotypie. Metoda ta, chociaz prosta w zatozeniach,
jest jednak jeszcze bardzo rzadko stosowana. Wynika to gtéwnie z cig-
gle matej wiedzy na temat mechanizméw lezacych u podtoza tej stra-
tegii przeciwnowotworowej, a tym samym mozliwosci jej modyfikacji
w zaleznosci od stosowanych parametrow.

Od kilku lat sg prowadzone badania majace na celu spotego-
wanie przeciwnowotworowego dziatania PDT przez taczenie tej meto-
dy, np. z chemioterapeutykami, zwigzkami aktywujagcymi odpowiedz
immunologiczng oraz przez utatwiony transport fotouczulaczy w lipo-
somach lub nanokapsufach [128, 235, 329]. W prezentowanej pracy
ocenialismy dziatanie reakcji fotodynamicznych klasycznych i zmodyfi-
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kowanych na komorki jasnokomoérkowego raka jajnika OvBH-1. Ko-
morki tej linii charakteryzuja sie nadekspresjg biatka p53 i c-erbB-2 [16],
co niewatpliwie miato wptyw na matlg efektywnos¢ standardowych
terapii stosowanych w leczeniu tego nowotworu. Pacjentka, od ktérej
zmiany nowotworowej wyprowadzono badang linie, zmarta p6t roku
po zastosowaniu klasycznej chemioterapii cisplatyna. Mozna przy-
puszczac zatem, ze komérki OvBH-1 sg oporne na chemioterapie, cze-
go przyczyna jest nadekspresja biatka p53 [16, 18]. W prawidtowych
komorkach stezenie biatka p53 jest niskie gdyz jest ono gwattownie
degradowane na drodze ubikwitynacji [7].

Prace oceniajace wptyw metod fotodynamicznych na nowo-
twory ginekologiczne, w tym takze raka jajnika, w warunkach in vitro,
koncentrujg sie obecnie na ocenie efektywnosci roznych fotosensybili-
zatorow oraz komorkowej odpowiedzi na stosowane procedury [245,
255, 278, 292]. Coraz czesciej pojawiaja sie prace, w ktérych prowa-
dzone sg proby potegowania przeciwnowotworowego dziatania PDT,
a takze ukierunkowanego jej dziatania. Zmierzajg one do niszczenia
komodrek nowotworowych na drodze apoptozy, a nie nekrozy, czy za-
trzymanie procesu neoangiogenezy [40, 88].

Opierajac sie na doniesieniach literaturowych postanowilismy
dokona¢ poréwnawczej oceny efektywnosci i skutecznosci dziatania
klasycznych reakcji fotodynamicznych i modyfikowanych 2-metoksy-
estradiolem na komérkach ludzkich linii raka jasnokomérkowego jajni-
ka (OvBH-1) z nadekspresjq biatka p53. Wykazano, ze 2-metoksyestra-
diol hamuje aktywnos¢ i ekspresje dysmutazy ponadtlenkowej, zatozy-
lismy wiec, ze zwigzek ten moze by¢ idealnym kandydatem do
wzmachniania skutecznosci antynowotworowej innych terapii, ktérych
dziatanie polega na generowaniu RFT. Do metod tych oczywiscie moz-
na zaliczy¢ terapie fotodynamiczng [101, 148, 176, 205, 311]. Z donie-
sien pismiennictwa wiadomo, ze 2-Me nie wptywa na procesy Oks-Red
w komoérkach prawidtowych (Hileman 2004). W naszej pracy wykorzy-
stalismy do wzmocnienia efektu reakcji fotodynamicznej wiedze doty-
€zacq zaleznosci pomiedzy aktywnoscia kluczowego enzymu antyok-
sydacyjnego (SOD), rodzajem zmian nowotworowych oraz przyjetymi
warunkami metody fotodynamiczne;j.

Wczesniej prowadzone przez nas badania na linii OvBH-1, ktére
zostaty opublikowane i sg czescig prezentowanej rozprawy, wykazaty
cytotoksyczny wptyw klasycznych procedur fotodynamicznych na ba-
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dane komorki. Test kometowy oraz badanie apoptozy na cytometrze
przeptywowym wykazaty, ze komérki te umieraty gtownie na drodze
nekrozy, a nie apoptozy [19]. Jako linie kontrolng wykorzystano linie
gruczolakoraka gruczotu sutkowego MCF-7 z prawidtowg ekspresja
biatka p53. Wptyw reakcji fotodynamicznych na komérki prawidtowe o
matej ekspresji p53 oceniano w wielu publikacjach. Wiadomo tez, ze
kumulujg one fotouczulacz w znacznie mniejszym stopniu, niz komorki
nowotworowe. Nie byty wiec przedmiotem naszych badan. Do do-
$wiadczen wybrano fotouczulacz z grupy hematoporfiryn-Photofrin Il
(sktad zblizony do HpD), ktéry nalezy do grupy fotouczulaczy pierwszej
generacji i chociaz jego zastosowanie moze wywotywac niewielkie
skutki uboczne (nadwrazliwos¢ na promieniowanie stoneczne), ode-
grat on bez watpienia najwiekszg role w badaniach podstawowych,
przedklinicznych i klinicznych. Jego wfasciwosci staty sie wzorcowe
i poréwnywalne z innymi zwigzkami fotoczutymi o podobnej budowie
i cechach [45, 184]. Istotnym czynnikiem wptywajacym na skutecznos¢
i efektywnos$¢ PDT jest umiejscowienie fotouczulaczy w komorce. Po-
chodne hematoporfiryn, w tym takze Ph selektywnie akumuluja sie
w komoérkach nowotworowych [45, 58, 118, 184, 251, 258]. W przed-
stawionej rozprawie oceniono lokalizacje photofrinu w badanej linii
OvBH-1 i linii kontrolnej oraz kolokalizacje tego fotouczulacza z mito-
chondrium i retikulum endoplazmatycznym komorek. Jest wiele prac,
w ktérych badano lokalizacje Ph i innych fotouczulaczy w réznych ko-
morkach nowotworowych i prawidtowych [57, 184, 258, 310]. Ze
wzgledu na zréznicowany metabolizm komérek nowotworowych i ich
ogromng heterogennos¢ ten sam fotouczulacz moze szybciej lub wol-
niej wnika¢ do komoérek nowotworowych. Z naszych badan wynika, ze
dystrybucja photofrinu w komérkach OvBH-1 i MCF-7 jest zr6znicowa-
na i zalezna od czasu inkubacji z fotouczulaczem. Maksymalna koncen-
tracje Ph obserwowano w obu typach komoérek po 4 godz. inkubacji,
przy czym najbardziej intensywny sygnat byt widoczny wokot otoczki
jadrowej. Dalsza inkubacja z fotouczulaczem nie wykazata réznic
w jego lokalizacji komérkowej. Taki rodzaj akumulacji fotouczulacza
moze sugerowac jego wnikanie do struktur btoniastych cytoplazmy,
szczegdlnie tych potozonych w okolicy otoczki jadrowej (ER gtadkie
i szorstkie, aparat Golgiego, mitochondrium). Photofrin w réznych ty-
pach komérek nowotworowych charakteryzowata zr6znicowana aku-
mulacja. W przewazajacej czesci doniesien najwyzsza jego koncentra-
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cja byta obserwowana w okolicy otoczki jagdrowej, co potwierdzity tak-
ze wyniki prezentowanej pracy. Na umiejscowienie fotosensybilizatora
miat wpltyw czas inkubacji i typ komérek nowotworowych [57, 150,
184, 258]. Stwierdzono réwniez, ze Photofrin z mniejszg intensywno-
$cig umiejscawiat sie w komérkach opornych na doksorubicyne niz we
wrazliwych [57, 171]. Pojedyncze doniesienia dowodza, ze Ph jest sub-
stratem biatka PgP. Badania te wymagaja jednak dalszych potwierdzen
[57, 171]. Podobne wyniki, do opisanych powyzej, uzyskano badajac
akumulacje hemoporfiny (HMME) w komérkach ludzkiej linii komor-
kowej raka jajnika SKOV3. Wykazano najwieksze natezenie fluorescen-
¢ji po 3 godz. inkubacji z fotouczulaczem. Hemoporfin ma 4 szczyty
(maksima) absorpcyjne. Jeden z nich wynosi podobnie, jak dla Ph
okoto 620 nm. Ta dtugos¢ jest idealna dla reakcji fotodynamicznych,
jak réwniez optymalna dla nowotworéw potozonych wewnatrzo-
trzewnowo, do ktérych nalezy rak jajnika [278]. Pogue i wsp. badali
lokalizacje fotouczulaczy z grupy chloryn: etiopurpuryny cyny (SnET,) i
octaetylobenzochloryny cyny (SnOEBC) w komérkach raka jajnika (OV-
CAR5). Oba barwniki wykazaty intensywng fluorescencje w lizosomach.
W przypadku SnOEBC obserwowano natomiast stabe natezenie fluore-
scencji w mitochondriach [241]. Zwigzki fotoczute, ktére lokalizujg sie
w mitochondriach albo w retikulum endoplazmatycznym moga indu-
kowac¢ wewnatrzpochodny szlak apoptotyczny. Przeciwnie, fotouczu-
lacze majace wieksze powinowactwo do lizosomow wptywajg na ak-
tywacje procesu nekrozy w komérkach nowotworowych [152].
Akumulacja fotouczulacza wokét otoczki jadrowej zainspiro-
wata nas do przeprowadzenia obserwacji, w jakim stopniu Ph umiej-
scawia sie w btonach mitochondrium i retikulum endoplazmatycznym.
Wybér organelli byt podyktowany ich rolg w procesie apoptozy. Mito-
chondrium jest gtéwnym organellum inicjujacym $mier¢ komoérek na
drodze apoptozy w tzw. szlaku wewnatrzpochodnym. Z danych litera-
turowych wynika, ze mitochondria sg gtdwnym celem ataku RFT, ktore
sg indukowane reakcjami fotodynamicznymi w komérkach nowotwo-
rowych. Obnizenie potencjatu btonowego, masowy wyptyw cyto-
chromu c oraz nadmierne uwalnianie ATP jest odpowiedzig mitochon-
drium na stres oksydacyjny indukowany reakcjg fotodynamiczna [6, 45,
68, 127]. Przerwanie ciagtosci btony wewnetrznej mitochondrium
i zaburzenia aktywnosci metabolicznej jest gtdwnym wynikiem dziata-
nia reakcji fotodynamicznych [127]. Z naszych badan wynika, ze Ph
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silnie ko lokalizuje z mitochondrium w komoérkach OvBH-1, w przeci-
wienstwie do komérek MCF-7, w ktorych nie obserwowano kolokaliza-
¢ji z tym organellom. Photofrin w komérkach OvBH-1 wykazywat nie-
wielka kolokalizacje z ER w poréwnaniu do komérek MCF-7, w ktorych
wyraznie wida¢, ze fotouczulacz akumuluje sie w ER. Retikulum endo-
plazmatyczne jest organellum, ktére kontroluje wiele proceséw w ko-
morce, m.in. jest gtdwnym wewnetrznym magazynem jonéw Ca?*, kté-
re sy mediatorami sygnatéw, regulujg tworzenie ATP i kontrolujg pro-
ces apoptozy [238, 305]. ER jest miejscem, gdzie biatka s syntetyzo-
wane, ulegajg potranslacyjnej modyfikacji, moga ulega¢ enzymatycz-
nej glikacji i kierowane sg w odpowiednie miejsca. Umiejscowienie
zmienionych patologicznie biatek, nieprawidtowa enzymatyczna gliko-
zylacja biatek, zaburzenie rownowagi wapniowej oraz uposledzenie
ubikwitynacji biatek moze wywota¢ szybka odpowiedz tych organelli
zwang stresem ER. Konsekwencjg tego stresu jest uruchomienie wielu
wewnatrzkomoérkowych reakcji obronnych, majacych na celu degra-
dacje zakumulowanych zwigzkéw. Jezeli te mechanizmy zawiodg, to
jest uruchamiany mechanizm $mierci komérkowej na drodze apopto-
zy [219, 314]. Reakcje fotodynamiczne indukuja stres w retikulum
enoplazmatycznym. Prowadzg do zaburzenia gospodarki wapniowej
w komorce oraz nagromadzenia biatek zmienionych oksydacyjnie
[38, 219, 288]. W komorkach raka HelLa i C-26 monitorowano rozne
czynniki indukujace stres w ER [288]. Opisano wewnatrzkomorkowy
mechanizm $mierci apoptotycznej, ktéry rozpoczyna sie aktywacja
kaspazy 12 [270].

Stezenie fotouczulacza ustalono na podstawie literatury i wcze-
$niejszych, opublikowanych badan, ktére zostaty wtgczone i stanowia
cze$¢ prezentowanej rozprawy habilitacyjnej [19]. W prezentowanej
pracy oceniano skutecznos¢ reakcji fotodynamicznej standardowej
i modyfikowanej na komorki raka jajnika w warunkach in vitro. Szcze-
go6lng uwage poswiecono roli PDT w zahamowaniu proliferacji komo-
rek i ograniczeniu ich liczby w hodowli [101, 109, 278, 292]. Zabiegi te
prowadza do destrukcji komorek, co zwieksza szanse zastosowania
terapii fotodynamicznej in vivo [8]. Wyniki prezentowanej pracy wyka-
zaly znaczacy spadek przezywalnosci komoérek OvBH-1 i MCF-7 po za-
stosowaniu reakcji fotodynamicznych z inhibitorem SOD, 2-metoksy-
estradiolem. Najwiekszg cytotoksycznos¢ obserwowano 48 godz. po
zastosowanej procedurze. We wczesniej prowadzonych przez nas ba-
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daniach oceny cytotoksycznosci klasycznej PDT po krotszych czasach
inkubacji 3 i 6 godz. nie zanotowano znaczacej redukcji w aktywnosci
mitochondrialnej w komoérkach raka jasnokomérkowego jajnika, co
wskazywatoby na jej opornos¢. Podtozem tej opornosci sg zmiany
w genotypie tych komorek. Istotny jednak spadek aktywnosci obser-
wowano w komoérkach MCF-7 juz po krétszych czasach po
Ph-PDT [19]. Do tej pory ukazata sie tylko jedna praca, w ktérej ocenia-
no cytotoksyczno$¢ metody fotodynamicznej modyfikowanej dwoma
inhibitorami  SOD:  2-metoksyestradiolem | (2MEOE;) i 2-
metoksyestradiolem Il (2MEOE,). Badania prowadzono in vitro na
trzech rakowych mysich liniach komoérkowych (C-26, LLC, MDC), pieciu
ludzkich (PANC-1, HPAF-II, HPAC, T24) oraz in vivo na mysich modelach
zwierzecych. Przeprowadzone eksperymenty ujawnity cytotoksycznosc
2-MEOE; we wszystkich badanych uktadach. Natomiast 2-MeOE; okazat
sie skuteczny tylko w przypadku niektoérych linii komérkowych. Wyka-
zano takze, ze 2-MEOE, wptywat nie tylko na zmniejszenie guza, ale
takze na przedtuzenie zycia zwierzat [101]. Zahamowanie aktywnosci
i ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej przez jej inhibitory ostabia natu-
ralng eliminacje RFT, co podnosi skutecznosc¢ terapii fotodynamicznej.

Generowanie duzych ilosci RFT w komérkach jest bezposred-
nim efektem dziatania i zastosowania PDT. Indukowane reakcjami fo-
todynamicznymi wolne rodniki zapoczatkowuja kaskade procesow
utleniajacych sktadniki komérki. Z danych literaturowych wynika, ze
najbardziej odpowiedzialny za cytotoksycznos¢ PDT jest tlen singleto-
wy. Jest jednak wiele doniesien, w ktérych gtéwna role odgrywa anio-
norodnik ponadtlenkowy [93, 101]. Anionorodnik ponadtlenkwy jest
usuwany na drodze enzymatycznej przez jeden z gtéwnych enzymow
antyoksydacyjnych-dysmutaze ponadtlenkowa. Gtéwnym miejscem
generowania anionorodnika ponadtlenkowego jest tancuch mito-
chondrialny, dlatego mitochondrialny izoenzym dysmutazy ponad-
tlenkowej zawierajacy mangan (MnSOD) wydaje sie petni¢ kluczowa
role w utrzymaniu réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Wzrost stezenia
anionorodnika ponadtlenkowego podczas stresu oksydacyjnego
w komodrkach nowotworowych, indukowanego wewnetrznymi czynni-
kami wptywa na zaburzenie tej rownowagi.

Komorki nowotworowe ze wzgledu na intensywny i odmienny
od komorek prawidtowych metabolizm, zaburzenia w przekazywaniu
sygnatéw onkogennych oraz dziatanie cytokin szybciej inicjuja we-
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wnatrzkomorkowy stres oksydacyjny [126, 195, 213, 236]. W zwigzku
ztym sg tez bardziej wrazliwe na dziatanie enzyméw antyoksydacyj-
nych. Obserwowano wzrost ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej
iinnych enzyméw antyoksydacyjnych w hodowlach komérkowych
ludzkiej biataczki i raka jajnika [126, 132]. Zarzadzanie systemem en-
zymow antyoksydacyjnych w potaczeniu z ich inhibitorami, do ktérych
nalezy m.in. 2-metoksyestradiol prowadzi do nagromadzenia niekon-
trolowanego stezenia anionorodnika ponadtlenkowego, co ostatecz-
nie moze prowadzi¢ do apoptozy w komérkach nowotworowych [126].
Wysoka ekspresja SOD jest pofaczona z negatywna odpowiedzig ko-
moérek nowotworowych na terapie antynowotworowe, szczegdlnie
PDT [212, 321]. W naszych badaniach obserwowalismy duzg aktywnos¢
catkowitg SOD w komérkach OvBH-1 poddanych reakcjom inkubowa-
nych z Ph i 2-Me niezaleznie w poréwnaniu z komoérkami po Ph-PDT
i Ph-2-Me-PDT. Ekspresja mitochondrialnej MnSOD byta lekko podwyz-
szona jedynie w kontrolnych komérkach OvBH-1.

W prezentowanej pracy zanotowano spadek aktywnosci catko-
witej SOD po 3 i 6 godz. po reakcjach fotodynamicznych z zastosowa-
niem inhibitora dysmutazy, natomiast 3 godz. po Ph-PDT bez inhibito-
ra stwierdzono wzrost aktywnosci SOD. Nalezy zwréci¢ uwage, ze
w komérkach OvBH-1 spadek aktywnosci byt zdecydowanie wigkszy
niz w komérkach MCF-7 dla obu stezen zastosowanego inhibitora 10
i 50 uM. Interesujacy wydaje sie fakt, ze w komérkach inkubowanych
tylko z 2-metoksyestradiolem nie wykazano spadku aktywnosci SOD
i utrzymywat sie on na takim poziomie, jak w komérkach kontrolnych
niepoddanych procedurom fotodynamicznym. Mozna to wyttumaczy¢
badaniami Huang i wsp., ktérzy analizowali mechanizm wybiérczego,
cytotoksycznego dziatanie 2-Me na komorki ludzkiej biataczki w po-
réwnaniu z prawidtowymi limfocytami. Badali ekspresje mRNA 5 godz.
po inkubacji z 2-Me. Obserwowali nadekspresje CuZnSOD. W dalszych
badaniach wykazali, ze mechanizmem odpowiedzialnym za indukcje
ekspresji SOD mRNA jest inhibicja aktywnosci biatka enzymatycznego
CuZnSOD przez 2-Me. Wykazali rowniez, ze inhibicja ekspres;ji i aktyw-
nosci dysmutazy ponadtlenkowej jest zalezne od czasu inkubacji i ste-
zenia 2-Me w komoérkach ludzkiej biataczki [133]. Mozna przypuszczad,
ze 18-godz. czas inkubacji z 2-Me byt za krétki, a stezenie 50 uM za
mate, zeby wywota¢ zmiany w komérkach OvBH-1 i MCF-7. Pojedyncze
zastosowanie 2-Me wptywa w sposdb ograniczony przeciwnowotwo-
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rowo, moze by¢ jednak podstawa hipotezy, ktéra postuluje, ze wysokie
stezenie RFT, ktéry prowadzi do rozregulowania systemu antyoksyda-
cyjnego moze indukowacd ciezki stres oksydacyjny wystarczajacy na
zniszczenie tkanki nowotworowej. Wymagatoby to dalszych badan,
ktére nie byly tematem prezentowanej pracy. Gotab i wsp badali ak-
tywnos$¢ MnSOD i CuSOD po zastosowaniu dwoch inhibitoréw SOD
2MEOE; i 2MEOE,. W przeciwienstwie do naszych badan wykazali istot-
ny spadek aktywnosci MnSOD, a nie CuZnSOD pod wptywem inhibito-
réw na wybranych liniach komérkowych i modelach mysich. Hamowa-
nie aktywnosci i ekspresji CuZnSOD nie wptywato na potegowanie an-
tynowotworowego dziatania PDT [101]. Przedstawione przez nas ba-
dania oraz badania Huang byly sprzeczne z badaniami Gotab i wsp.
Sugerujemy, ze moze to by¢ spowodowane zréznicowanym dziata-
niem 2-Me na komorki nowotworowe, zaleznym od typu tych komo-
rek. Huang i wsp. w swoich badaniach udowodnili wptyw 2-Me na
akumulacje p53 w komoérkach nowotworowych. W potaczeniu z reak-
cjami fotodynamicznymi indukujgcymi wzrost RFT w komorkach
2-metoksyestradiol moze potegowac wrazliwos¢ komérek OvBH-1
z mutacja genu p53 na dziatania fotodynamiczne, co potwierdzajg wy-
niki naszej pracy. Wczesniejsze doniesienia wskazuja na podwyzszony
poziom ekspresji MnSOD w rakach jajnika w poréwnaniu z fragmen-
tami tkanek prawidtowych, indukowany samoistnym stresem oksyda-
cyjnym, wynikajagcym z odmiennego metabolizmu komérek nowotwo-
rowych [132].

Zahamowanie ekspresji MnSOD prowadzi do akumulacji RFT, co
przejawia sie proliferacja komoérek nowotworowych in vitro i wzrostem
guza invivo [132]. W prezentowanej pracy obserwowalismy najwiekszy
wzrost ekspresji MNnSOD w komoérkach OvBH-1 po Ph-PDT. Komorki
kontrolne wykazywaty ekspresje MnSOD na poziomie 15%, po Ph-2Me-
PDT natomiast zanotowaliSmy obnizony procent komérek pozytywnie
zabarwionych na MnSOD we wszystkich czasach po naswietleniu.
W komérkach MCF-7 procent komorek pozytywnie zabarwionych na
MnSOD wynosit mniej niz 5. Podobnie natomiast, jak w komérkach
OvBH-1, w komérkach MCF-7 po Ph-PDT obserwowano wzrost ekspre-
sji MnSOD po wszystkich czasach po naswietleniu, jednak nie tak
znaczny jak w komérkach raka jajnika. Podobnie po reakcji fotodyna-
micznej obserwowano mniejszy procent komérek pozytywnie zabar-
wionych, najmniejszy 3 godz. po Ph-2-Me PDT. Uzyskane przez nas
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wyniki, dotyczace poziomu MnSOD byty odmienne od wynikéw Hu
[132]. Obnizony stezenie MnSOD wptywato na efektywniejsze cytotok-
syczne dziatanie PDT na komoérki raka jajnika. Dolgachev i wsp. badali
role MnSOD w indukcji apoptozy i gromadzenia ceramidéw po reakgji
fotodynamicznej z zastosowaniem ftalocjaniny Pc4 w komérkach ludz-
kiego chtoniaka. W komérkach Jurkat, ktére charakteryzowata nadeks-
presja dzikiej formy MnSOD obserwowano hamowanie procesu apop-
tozy wywotywanej Pc4-PDT, ale nie wykazano wptywu na wzrost ste-
zenia ceramidéw w tych komérkach. W komaérkach Jurkat z nadekspre-
sjg zmutowanej formy MnSOD zachodzita aktywacja syntezy cerami-
déw po Pc4-PDT. Podobnie wykazano, ze w komérkach pozbawionych
MnSOD dochodzi do indukcji apoptozy i akumulacji ceramidéw. Bada-
nia Dolgacheva potwierdzaja, ze procesy indukowane reakcjami foto-
dynamicznymi sg zalezne od RFT [66]. Ttumaczy to efektywniejsze cy-
totoksyczne dziatanie Ph-PDT z zastosowaniem inhibitora SOD. Zaha-
mowanie tego enzymu prowadzi do niekontrolowanego wzrostu
anionorodnika ponadtlenkowego w badanych komérkach. Ocena im-
munocytochemiczna ekspresji MnSOD w komérkach OvBH-1 i MCF-7
znalazta potwierdzenie w analizie wykonanej w naszej pracy ekspresji
tego biatka antyoksydacyjnego metodg western blot.

Prowadzone do tej pory badania sugerujg, ze gtdwnym celem
ataku reakcji fotodynamicznych w komérkach nowotworowych sg dwa
gtowne sktadniki bton komérkowych: lipidy i biatka [96, 171, 257]. Wol-
norodnikowy proces utleniania obecnych w lipidach nienasyconych
kwasow ttuszczowych indukowany dziataniem $wiatta na fotouczulacz
obecny w komorkach, zapoczatkowuje kaskade reakcji, w ktérych
z pierwotnych produktéw peroksydacji lipidow powstaja zwiazki, cha-
rakteryzujace sie stabilnosciag w poréwnaniu z rodnikami. Zwiazki te
moga zatem dyfundowaé w komédrce na znaczne odlegtosci i petic
role tzw. wtérnych przekaznikéw uszkodzen wolnorodnikowych.
Wsrod tych zwiazkow najwiekszg grupe stanowia aldehydy [96, 97,
194, 322]. Wiekszos¢ prac wskazuje dlatego, ze aldehyd malonowy jest
gtownym koncowym produktem peroksydacji lipidéw i jest uzywany
do oceny stresu oksydacyjnego [97, 171, 269]. Opierajac sie na tych
informacjach postanowilismy w naszej pracy oznaczy¢ stezenie dial-
dehydu malonowego, produktu koncowej degradacji utlenionych lipi-
dow, wykorzystujac jego reakcje z kwasem tiobarbiturowym wg Rice-
Evans [20]. Otrzymane wyniki wskazuja na wzrost ilosci MDA po
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Ph-PDT i Ph-2Me-PDT w komodrkach OvBH-1 i MCF-7. Znaczace pod-
wyzszenie stezenia MDA obserwujemy w komorkach raka jajnika 6
godz. po naswietlaniu w przypadku reakcji fotodynamicznej modyfi-
kowanej 2-Me. W komérkach MCF-7 najwiekszy wzrost stezenia MDA
odnotowalismy 3 godz. po Ph-2Me-PDT. W przypadku komérek OvBH-
1 stezenie MDA rosnie wprost proporcjonalnie do czasu inkubacji
z 2-Me po naswietlaniu. W komérkach MCF-7 nie zaobserwowano ta-
kiej korelacji. Koncowe produkty peroksydacji, do ktérych nalezy m.in.
oceniany przez nas dialdehyd malonowy wykazuja wysokie toksyczne i
mutagenne dziatanie. Nagromadzenie tego produktu moze uszkadzac
DNA komorek nowotworowych i potegowac dziatanie PDT.

Badania z zastosowaniem PDT na innych liniach komérkowych
potwierdzajg nasze wyniki wptywu reakcji fotodynamicznych z zasto-
sowaniem réznych fotouczulaczy na wzrost peroksydacji lipidow [171].
Wczesniej badalismy stezenie peroksydacji lipidéw w ludzkich komor-
kach raka szyjki macicy (Hela). Zanotowalismy najwyzszy wzrost ste-
zenia MDA w komérkach Hela 3 godz. po reakcji fotodynamicznej
z zastosowaniem HpD. Zaskakujgce byto obnizenie stezenia dialdehy-
du malonowego 18 godz. po HpD-PDT ponizej stezenia kontrolnego
[259]. Podobne wyniki otrzymat Filip i wsp. stosujac kwas 5 aminole-
wulinowy (5-ALA) w badaniach przedklinicznych na szczurach. Trzy
godziny po 5-ALA-PDT stezenie byto najwyzsze, a po 24 godz. najniz-
sze. Stezenie MDA byto skorelowane ze zmianami histologicznymi
w obrebie guza [83]. Podobne wyniki otrzymata réwniez Cacuci i wsp.
[42]. W przeprowadzonych wczes$niej badaniach na komoérkach raka
ptuc (A549) takze odnotowano wzrost stezenia aldehydu malonowego
w komorkach po Ph-PDT [257]. Obserwowane zmiany potwierdzaja, ze
generowane podczas reakcji fotodynamicznej rodniki LO" i LOO" ini-
cjujg fancuch reakcji oksydacyjnej peroksydacji lipidow (LPO). Znisz-
czenie powodowane przez utlenianie lipiddw moze rozprzestrzeniac
sie na btony wewnatrz komoérki przez transport LOOH [97]. Odmienne
wyniki otrzymat zespol Shevchuka, ktéry badat stezenie MDA w mysich
komorkach nowotworowych jamy brzusznej (EAC) z zastosowaniem
HpD. Obserwowali oni niewielki wzrost MDA, gwattowny spadek GSH,
natomiast duzy wzrost koniugowanych dienéw. Wykazano nawet za-
hamowanie peroksydacji lipidéw, przy nasilonym zniszczeniu biatek
komoérkowych. Thumaczono to zjawisko tym, ze btony fosfolipidowe
komoérek EAC zawierajg duzg ilos¢ kwaséw nasyconych [269].
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W prezentowanej pracy ocenialismy po raz pierwszy takze stezenie
aldehydu malonowego po przeprowadzeniu reakcji fotodynamicznej
modyfikowanej 2-metoksyestradiolem. Zastosowanie inhibitora
dysmutazy ponadtlenkowej wptywa na istotny wzrost peroksydacji
lipidéw, co jest dowodem na podwyzszenie efektywnosci PDT w ko-
morkach OvBH-1.

Wydaje sie, ze procesy peroksydacji lipidéw maja ogromne zna-
czenie w niszczeniu komoérek nowotworowych w reakcjach fotodyna-
micznych, poniewaz indukujg kaskade proceséw tworzacych wtérne
produkty utleniania lipidéw i coraz wiekszych uszkodzen struktur ko-
morkowych. Jakkolwiek niektérzy autorzy przypisujq wieksze znacze-
nie fotodynamicznemu uszkodzeniu biatek w zaburzeniu funkcjono-
wania komorek nowotworowych, co moze takze wynikaé z przewaza-
jacej zawartosci biatek w komoérkach [216, 269]. Wiadomo jednak, ze
procesy peroksydacji lipidéw, jak i procesy oksydacyjnego uszkodzenia
biatek pod wptywem PDT zachodza w komérkach nowotworowych
rébwnoczesnie. Stopien zniszczenia lipidéw i biatek zalezy gtéwnie od
warunkow stosowanej terapii, a takze sktadu chemicznego komorki
nowotworowej i jej metabolizmu [269]. Oddziatywanie RFT z biatkami
prowadzi do zmiany ich struktury, utraty ich funkcji biologicznych
i wzrostu degradacji biatek w komérce [219]. W wiekszosci przypadkéw
reakcje RFT z biatkami prowadza do nieodwracalnych uszkodzen tych
makroczasteczek. Istniejg jednak réwniez dowody na odwracalnosc¢
zmian patologicznych w strukturze biatek przez dekarbonylacje [46].
Wsréd réznych oksydacyjnych modyfikacji biatek jednym z wczesnych
markeréw jest powstawanie grup karbonylowych [243, 291]. W prezen-
towanej pracy obserwowalismy wzrost stezenia grup karbonylowych
biatek zaréwno po Ph-PDT, jak i po Ph-2-Me-PDT. Nie stwierdzono jed-
nak istotnych réznic w stezeniu tych grup dla obu procedur fotodyna-
micznych. Nalezy jednak zwréci¢ uwage na to, ze w komérkach MCF-7
najwyzsze stezenie grup karbonylowych odnotowano 6 godz. Po
Ph-2-Me-PDT. W komorkach raka jajnika takze zanotowano niewielki
wzrost po wszystkich czasach naswietlania po Ph-2-Me-PDT. Znaczng
akumulacje grup karbonylowych obserwowano w mysich komérkach
raka jelita grubego C-26 i ludzkich komérkach raka szyjki macicy po
reakcjach fotodynamicznych indukowanych photofrinem. W bada-
niach na modelu komérkowym raka szyjki macicy potwierdzono pro-
ces karbonylacji biatek i ich dalszg ubikwitynacje w komérkach trakto-
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wanych PDT [288]. Badania Tsaytler i wsp. wykazaty, ze utlenianie pro-
tein gtéwnie prowadzi do karbonylacji biatek i utleniania grup tiolo-
wych. Badali oni indukowane PDT utlenianie biatek uzywajac prote-
omiki oraz selektywnej biotenylacji i identyfikacji zmodyfikowanych
biatek za pomocg spektrometrii masowej. Sposréd wszystkich biatek
okoto 314 byto zmienionych pod wptywem reakcji fotodynamicznych
na drodze oksydacyjnego utleniania [295]. Pomimo ze powstawanie
grup karbonylowych jest wczesnym markerem oksydacyjnych modyfi-
kacji biatek, to liczne badania dowodzg, ze ocena stezenia utlenionych
grup -SH jest rownie dobrym wskaznikiem stresu oksydacyjnego
w komorce, indukowanego reakcjami fotodynamicznymi [12, 171, 257,
259]. Badania prowadzone przez nasz zesp6t z Katedry i Zaktadu Bio-
chemii Lekarskiej AM we Wroctawiu wykazaty wyrazny spadek grup
tiolowych, indukowany reakcjami fotodynamicznymi w réznych ludz-
kich liniach nowotworowych [171, 237, 259]. W prezentowanej pracy
obserwowalismy znaczacy spadek stezenia grup tiolowych zaréwno po
klasycznej reakcji fotodynamicznej, jak rowniez modyfikowanej 2-Me.
Nalezy jednak podkresli¢, ze reakcja fotodynamiczna kombinowana
z2-Me wptywata w istotny sposéb na spadek stezenia grup -SH,
szczegolnie 3 godz. po terapii w komérkach OvBH-1 oraz 3 i 6 godz. po
reakcji fotodynamicznej w komoérkach MCF-7. Do tej pory nie badano
takich markeréw stresu oksydacyjnego, jak: stopien peroksydacji lipi-
dow, stezenie grup karbonylowych i grup -SH biatek po reakcji foto-
dynamicznej, modyfikowanej 2-Me. Nie badano réwniez wptywu sa-
mego2-Me na wczesniej opisane markery stresu oksydacyjnego.
Analizujac wczesniej otrzymane wyniki dotyczace wyraznego
spadku przezywalnosci komérek OvBH-1 z nadekspresja biatka p53 po
zastosowaniu reakcji fotodynamicznej modyfikowanej 2-Me postano-
wilismy poréwnac wrazliwo$¢ tych komoérek na apoptoze po zastoso-
waniu klasycznych reakcji fotodynamicznych i modyfikowanych 2-Me.
W pracy okreslono procent komérek apoptotycznych wykorzystujac
przesiewowg metode kometowg neutralng i alkaliczng oraz TUNEL.
Nasze badania wykazaty, ze komérki OvBH-1 umieraty na drodze ne-
krozy po klasycznej reakcji fotodynamicznej w przeciwienstwie do ko-
morek MCF-7, w ktorych wyraznie przewazat procent jader apopto-
tycznych. Wyniki te pokrywaty sie w przypadku obu metod badaw-
czych. Zaskakujace byty wyniki otrzymane po zastosowaniu procedury
fotodynamicznej modyfikowanej 2-Me. Komérki OvBH-1 umieraty na
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drodze apoptozy. Obserwacje te potwierdzono takze w prostej ocenie
morfologicznej tych komorek (barwienie H+E).

Wiele sposréd stosowanych fotouczulaczy, w tym réwniez Ph
umiejscawia sie w mitochondrium, w organellach komérkowych, ktére
odgrywaja kluczowa role w wewnatrzpochodnym szlaku apoptotycz-
nym. W tym przypadku terapia fotodynamiczna szybko indukuje pro-
ces apoptozy w komoérkach nowotworowych, co wykazano w bada-
niach in vivo i in vitro [6]. Komérki nowotworowe mogg takze umierac
na drodze nekrozy, jest to jednak zwigzane najczesciej spoza mito-
chondrialng lokalizacja fotouczulacza, podwyzszonymi parametrami
PDT, niedoborem glukozy [6, 64, 157, 221]. Wydaje sie, ze duzy wptyw
na rodzaj smierci indukowanej PDT ma genotyp komérki nowotworo-
wej, co potwierdzono wynikami naszej pracy. Terapia fotodynamiczna
aktywuje dwa gtéwne szlaki apoptotyczne wewnetrzny mitochon-
drialny i zewnetrzny, indukowany cytokinami [6, 217, 229]. W tej pracy
przebadano poziom ekspresji gtéwnych biatek regulujacych proces
apoptozy po klasycznej reakcji fotodynamicznej i reakcji modyfikowa-
nej 2-Me. Nalezg do nich biatka z rodziny Bcl-2, biatko p53 (forma
ufosforylowana i nieufosforylowana), M30.

Biatko p53 jest jednym z najwazniejszych regulatoréw cyklu
komoérkowego, zwanym takze ,straznikiem genomu”. Jest biatkiem
konstytutywnie obecnym w prawidtowych komérkach. Petni funkcje
detektora uszkodzenn DNA indukowanego réznymi czynnikami oraz
posiada mozliwo$¢ uruchomienia mechanizméw zwigzanych z wej-
sciem komérki na droge apoptozy. Komérki, ktére maja zmutowany
gen p53 lub jego brak nie wykazuja tych wtasciwosci lub sg one znacz-
nie uposledzone.

Wiekszos¢ komérek nowotworowych, w tym takze nowotwory
jajnika wykazuje mutacje genu p53 i nadekspresje produktu tego ge-
nu. Badana przez nas linia raka jasnokomérkowego jajnika charaktery-
zuje sie nadekspresjg biatka p53. Rola p53, jaka petni on w regulacji
$mierci komoérek nowotworowych indukowanej rekcjami fotodyna-
micznymi, jest badana w dwoch aspektach. Jeden z nich dotyczy po-
réwnania odpowiedzi komérek nowotworowych na PDT w zaleznosci
od tego czy wykazujg one ekspresje biatka p53 czy charakteryzuje je
brak tej ekspresji. Wykazano w wielu pracach, ze terapia fotodyna-
miczna z zastosowaniem réznych fotouczulaczy wptywa na rozregulo-
wanie ekspres;ji biatka p53 [6, 86, 121, 293]. Rola biatka p53 w kierowa-
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niu komérek nowotworowych na droge apoptozy pod wptywem PDT
nie jest do konca wyjasniona i ciagle budzi kontrowersje. Mozna przy-
puszczac, ze jest to zalezne od wielu mechanizméw i czynnikéw, ktére
je uruchamiajg. Niektérzy autorzy twierdza, ze skierowanie komérek
nowotworowych na droge apoptozy pod wptywem reakgji fotodyna-
micznych jest niezalezna od biatka p53 [6]. Z naszych badan wynika, ze
apoptoza indukowana reakcja fotodynamicznag moze by¢ zalezna od
biatka p53. Komoérki OvBH-1, ktére charakteryzuje nadekspresja biatka
p53 nie umieraja na drodze apoptozy pod wptywem klasycznej reakgcji
fotodynamicznej, dopiero modyfikacja reakcji 2-Me kieruje te komorki
na droge apoptozy. Nie mozna w bezposredni sposob stwierdzi¢, ze
brak apoptozy w komérkach OvBH-1 po klasycznej reakcji fotodyna-
micznej jest spowodowany blokiem ekspresji dzikiej formy biatka p53.
We wczesniejszych pracach opisano cichg mutacje genu TP53 w kodo-
nie 224, w eksonie 6 w komorkach raka jasnokomoérkowego jajnika
[18]. Postawiona hipoteza, ze w komérkach OvBH-1 nie ma ekspresji
dzikiej formy biatka p53 zostata potwierdzona metodag western blot i
immunocytochemicznie uzywajac przeciwciata przeciwko p53.
W zwigzku z przedstawionymi badaniami mozemy postulowac, ze brak
apoptozy w komérkach OvBH-1 po zastosowaniu reakcji fotodyna-
micznej jest spowodowany brakiem stabilnej formy biatka p53. Wy-
brane przez nas komorki kontrolne charakteryzujace sie ekspresja dzi-
kiej formy tego biatka supresorowego odpowiadajg apoptoza na za-
aplikowang reakcje fotodynamiczna. Nasze badania potwierdzaja
wczesniej otrzymane wyniki Tonga i wsp., ktérzy poréwnywali wrazli-
wos¢ na terapie fotodynamiczng z zastosowaniem Ph prawidtowych
fibroblastow, ktére miaty dzikg forme biatka p53 z komérkami LFS,
w ktérych wykryto tylko forme zmutowana. Te drugie komérki byty
zdecydowanie bardziej oporne na indukowanie apoptozy przez Ph-
PDT [293]. Fisher i wsp. badali wrazliwos¢ komorek na proces apoptozy
indukowany PDT w zaleznosci od ekspresji genu i biatka p53. Role p53
w apoptozie indukowanej PDT wykazano przez akumulacje biatka p53
w komorkach i jej wptyw na zaburzenie regulacji innych biatek kon-
trolujacych cykl komérkowy. Komérki HL60 z dzikg forma p53 charak-
teryzowaly sie wiekszg wrazliwoscig na dziatanie PDT niz komorki HL60
ze zmutowang forma tego genu. Podobne wyniki uzyskano na komor-
kach raka jelita grubego [85, 86, 871].
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W innych badaniach takze wykazano zaleznos¢ apoptozy indu-
kowanej terapig fotodynamiczng od biatka p53 i wykazano jego istotng
role w tym procesie [121]. Sg jednak prace, z ktorych wynika, ze proces
apoptozy indukowany PDT w komorkach nowotworowych jest nieza-
lezny od biatka p53 [2, 6, 137]. Funkcja biatka p53 w komérce jest za-
lezna od jego aktywnosci biologicznej. Wiadomo, ze w warunkach fi-
zjologicznych biatko to wystepuje w komoérce w matej ilosci. Bardzo
czesto obecnos¢ prawidtowego biatka p53 w komérkach nowotworo-
wych jest niewystarczajaca do indukcji apoptozy w tych komoérkach
pod wptywem stosowanych chemioterapeutykéw. Mozna przypusz-
czac¢ zatem, ze do skutecznego dziatania tego biatka jest niezbedna
jego aktywacja, ktéra moze zachodzi¢ pod wptywem wielu czynnikéw
uszkadzajacych DNA. Naleza do nich m.in. leki stosowane w chemiote-
rapii, a takze reakcje fotodynamiczne. W odpowiedzi na ich dziatanie
biatko p53 ulega aktywacji przez liczne modyfikacje, wsréd ktérych
istotng role zajmuje proces fosforylacji tego biatka. Wykazano, ze jego
fosforylacja w istotny sposéb moze wptywac na stabilizacje funkcji p53
w komorce, niezaleznie od tego, czy wystepuje on w formie dzikiej czy
obserwujemy jego nadekspresje w komérkach nowotworowych. Biat-
ko p53 moze ulegac fosforylacji zaréwno w C i N-terminalnej domenie.
Najczesciej fosforylacji ulega seryna. Wyniki naszych badan potwier-
dzaja te przypuszczenia. W komérkach OvBH-1 po reakcji modyfiko-
wanej 2-Me wykazano ekspresje ufosforylowanej formy biatka p53
w domenie C-terminalnej seryny 20 i N-terminalnej seryny 392. W ko-
morkach MCF-7 ekspresja ufosforylowanej formy p53 byta po obu ty-
pach reakcji fotodynamicznych. Najczesciej obserwowano komoérki
z ufosforylowanym biatkiem p53 seryny 392 w N-terminalnym koncu.
Z danych literaturowych wynika, ze fosforylacja biatka p53 jest kinazo
zalezna. Z badan przedstawionych w tej pracy wynika, ze zastosowanie
reakcji fotodynamicznej modyfikowanej 2-Me uruchamia nieznane
mechanizmy prowadzace do fosforylacji biatka p53 w komérkach raka
jajnika i stabilizuje jego funkcje. Trzy godziny po zastosowaniu Ph-2-
Me-PDT wykrywamy 20-40% komorek z ekspresjg ufosforylowanej
formy biatka p53 w C-terminalnym koncu seryny 20. W badaniach
ostatnich lat wykazano, ze fosforylacja biatka p53 w pozycji seryna 15
i 20 byta niezbedna do indukcji apoptozy w komérkach raka jajnika, na
ktérych zastosowano chemioterapie cisplatyng. Mozna wnioskowac, ze
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jest to jeden z mechanizmoéw, ktéry uruchamia proces apoptozy
w komodrkach OvBH-1 po zastosowaniu Ph-2-Me-PDT.

W prezentowanej pracy oznaczono immunocytochemicznie
ekspresje biatek z rodziny Bcl-2 Biatka nalezace do tej rodziny moga
dziata¢ pro- i antyapoptotycznie. Do biatek antyapoptotycznych nalezy
m.in. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, natomiast do proapoptotycznych nalezy Bax,
Bak, Bad [55].

To czy komoérka wejdzie na droge apoptozy zalezy od wzajem-
nego stosunku tych biatek. Biatka te moga by¢ regulowane w wyniku
posttranslacyjnej modyfikacji, co sugeruje, ze sg one zalezne od $ro-
dowiska, w jakim znajduje sie komorka [247]. Im mniejsza wartos¢ sto-
sunku Bcl-2 do Bax, tym wieksze prawdopodobienstwo uformowania
kanatéw w btonie mitochondrialnej i aktywacja procesu apoptozy [130,
256]. W wielu réznych kombinacjach reakcji fotodynamicznych (rézne
fotouczulacze, zréznicowane zrédta swiatta i dawki naswietlania),
w ktorych komorki nowotworowe byly transfekowane genem bcl-2
obserwowano opornos¢ komoérek na apoptoze indukowang PDT [44].
W przeciwienstwie do tych doniesien wykazano takze, ze nadekspresja
biatka Bcl-2 nie wptywata na proces apoptozy indukowany PDT [160].
Nieliczne badania dowodza, ze wzrost ilosci biatka Bcl-2 wptywa na
nasilenie procesu apoptozy, a wzrost Bax obniza poziom tego zjawiska
[79, 286]. Zaobserwowano, ze PDT bezposrednio wptywa na biatko
Bcl-2, prowadzac do utraty jego antyapoptotycznej funkgcji.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze PDT prowadzi do zabu-
rzenia rownowagi pomiedzy biatkami pro- i antyapoptotycznymi z ro-
dziny Bcl-2. Zwieksza to wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na apo-
ptoze indukowang PDT [217]. W naszych badaniach nie wykazano
istotnych zmian w stezeniu biatek z rodziny Bcl-2. Zaobserwowano
takze, ze ekspresja biatka Bax zalezna od p53 w tych komoérkach nie
zmienia sie w istotny sposob pod wptywem Ph-PDT. Obserwowano
pewne fluktuacje pomiedzy biatkami Bcl-2 a Bax w réznych warunkach
reakcji fotodynamicznej. Mozna sie zastanowié, czy wybrane czasy po
zastosowanych reakcjach sg optymalne do oceny ekspresji tych biatek.
Proces apoptozy ma zréznicowany przebieg, zalezny od wielu czynni-
kéw. Z licznych badan wynika, ze apoptoza moze jednoczesnie prze-
biegac szlakiem zewnetrznym i wewnetrznym. Szlaki te moga przebie-
gac jednoczesnie i wzajemnie sie krzyzowac.
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Wyniki prezentowanej pracy potwierdzajg skuteczno$¢ reakgcji
fotodynamicznych z zastosowaniem Photofrinu na ograniczenie prze-
zywalnosci komorek raka jasnokomorkowego jajnika z nadekspresija
biatka p53. Wszystkie obserwowane przez nas zjawiska sg efektem
dziatania reaktywnych form tlenu, zachodzace po naswietleniu komo-
rek, ktére zgromadzity podany fotouczulacz. Modyfikacja klasycznej
reakcji fotodynamicznej 2-metoksyestradiolem w istotny sposéb
wptywa na zwiekszenie ograniczenia przezywalnosci i zahamowanie
proliferacji komérek raka jasnokomérkowego jajnika. Pozwala tez na
aktywacje reakcji metabolicznych, ktére prowadza do apoptozy. Jest to
niezmiernie istotne z punktu widzenia klinicznego. Rak jasnokomor-
kowy jajnika cechuje w poréwnaniu z innymi typami histologicznymi
tego nowotworu wieksza agresywnos¢ biologiczna i zte rokowania
kliniczne [287]. Tylko w nielicznych badaniach klinicznych badano od-
powiedz komérek raka jasnokomérkowego jajnika na chemioterapie
z zastosowaniem cisplatyny. Pacjenci, u ktérych zdiagnozowano ten
typ histologiczny nowotworu maja niewielki wskaznik pozytywnej od-
powiedzi na terapie cisplatyng, podczas gdy u pacjentéw z typem su-
rowiczym raka jajnika wskaznik ten jest wysoki. Nalezy podkredli¢, ze
pacjentka, od ktorej ta linia zostata wyprowadzona otrzymata 4 cykle
chemioterapii cisplatyng i zmarta 6 miesiecy po zabiegu chirurgicznym.
Wyniki tej pracy mozna uzna¢ za wazne, poniewaz wiekszos¢ badan
podstawowych i klinicznych, dotyczacych wptywu PDT na raka jajnika
przeprowadzano na surowiczym typie histologicznym tego nowotwo-
ru. Efekt dziatania PDT byt pozytywny in vitro, jak i in vivo [63, 74, 115,
278]. Wyniki prezentowanej pracy moga by¢ podstawg do opracowa-
nia nowych, skutecznych metod skierowanych przeciwko komérkom
raka jasnokomérkowego jajnika. Otwiera to nowe mozliwosci walki
z tym nowotworem. Z przedstawionych w pracy rezultatow wynika, ze
podtoze metaboliczne procesu fotodynamicznego jest bardzo ztozone
i zalezy od bardzo wielu czynnikéw. Pozwala to na modyfikacje po-
szczegolnych etapéw zachodzacych podczas tego ztozonego procesu
i na uzyskanie korzystnych wynikow, poprawiajacych skutecznosc¢ te-
rapii. Uzyskane wyniki wskazuja, ze Photofrin spetnia swoje zadanie
w procesie fotodynamicznym, jaki zachodzi w komérkach raka jasno-
komoérkowego jajnika. Modyfikacja tego procesu 2-metoksyestradio-
lem poteguje dziatanie klasycznej reakc;ji, a takze pozwala na elimina-
cje komérek nowotworowych na drodze apoptozy, a nie nekrozy. Na-
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lezy jednak podkresli¢, ze nawet najbardziej solidnie przeprowadzona
ocena wynikéw badan na modelu in vitro moze zmienic sie w warun-
kach in vivo. In vitro oceniamy pojedyncze komorki nowotworowe ro-
snace w ptynie hodowlanym i ich odpowiedZ na reakcje fotodyna-
miczng. W warunkach in vivo analizujemy odpowiedz tkanki guza no-
wotworowego, ktéry znajduje sie w otoczeniu innych komérek, zdro-
wych oraz tych, ktére towarzyszag mu i s odpowiedzialne za jego roz-
woj. Guz nowotworowy podlega kontroli uktadu odpornosciowego,
ma wiasne naczynia krwionosne i limfatyczne, ktére sg odpowiedzialne
za jego odzywienie. Przewaznie in vivo nie dochodzi do réwnomierne-
go rozdziatu substancji odzywczych, czes¢ tkanki nowotworowej moze
by¢ niewystarczajaco dotleniona, co nie jest obojetne w przypadku
dziatania PDT. Dodatkowo jeszcze wielokierunkowos$¢ dziatania samej
terapii (unaczynienie, uktad immunologiczny, niszczenie tkanki guza)
klasycznej czy zmodyfikowanej ma ogromny wptyw na jej efekt kon-
cowy. Przed zastosowaniem PDT w praktyce klinicznej sg potrzebne
dalsze badania, ktére w autorytatywny sposéb potwierdza, ze zasto-
sowanie tej terapii podniesie wskaznik przezywalnosci pacjentéw,
u ktorych stwierdzono ten typ histologiczny nowotworu.



7. WNIOSKI

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach realizacji celu pra-

cy, doprowadzity do sformutowania nastepujacych wnioskow:

1.

Klasyczna reakcja fotodynamiczna z zastosowaniem Photofrinu,
przy dobraniu optymalnych warunkéw moze by¢ skuteczng
metoda w usuwaniu komérek raka jasnokomérkowego jajnika.
Photofrin jest sprawdzonym fotouczulaczem, ktéry moze byc
stosowany z pozytywnym skutkiem do reakcji fotodynamicz-
nych komérek raka jasnokomérkowego jajnika.

Komérki OvBH-1 po zastosowaniu klasycznej reakcji fotodyna-
micznej z zastosowaniem optymalnych warunkéw reakcji umie-
raja na drodze nekrozy.

Modyfikacja klasycznej reakcji fotodynamicznej 2-metoksy-
estradiolem w istotny sposoéb podwyzsza efektywnos¢ reakgji,
zwieksza proces usuwania i hamuje proliferacje komérek raka
jasnokomoérkowego jajnika.

2-metoksyestradiol w ustalonych przez nas schematach do-
$wiadczenia byt skutecznym inhibitorem dysmutazy ponad-
tlenkowej, jednego z kluczowych enzyméw odpowiedzialnych
za eliminacje anionorodnika ponadtlenkowego.

W potaczeniu z klasyczng PDT 2-metoksyestradiol w posredni
sposob wptywa na stabilizacje biatka p53 przez jego fosforyla-
cje (wyjasnienie mechanizmu tego zjawiska wymaga dalszych
badan).

Komorki raka jasnokomérkowego jajnika poddane zmodyfiko-
wanej reakcji fotodynamicznej umierajg na drodze apoptozy,
ktéra jest preferowanym sposobem eliminacji komérek nowo-
tworowych.
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9. STRESZCZENIE

Rak jajnika pozostaje nadal najczestsza przyczyna zgonu wsréd
nowotworéw zenskich narzadéw ptciowych. Smiertelno$¢ z powodu
raka jajnika w ciggu ostatnich dwudziestu lat caty czas utrzymuje sie na
statym poziomie. Mimo wprowadzania lekow nowej generacji i duzego
zainteresowania metodami wykrywania raka jajnika we wczesnym
etapie rozwoju catkowita 5-letnia przezywalnos$¢ ciggle pozostaje na
tym samym poziomie i wynosi 20-30%. Zte rokowanie w przebiegu
raka jajnika moze by¢ uwarunkowane dziataniem wielu mechanizméw.
Istotna jest opornos¢ na cytostatyki, ktéra prowadzi do braku lub osta-
bionego efektu leczenia. Za obnizong wrazliwos¢ na chemioterapie
gtébwnie s3 odpowiedzialne mechanizmy komoérkowe: zaburzenie
transportu lekéw przez ograniczenie wnikania leku do komoérek lub w
wyniku ich aktywnego usuwania z komérki. W badaniach raka jajnika
zidentyfikowano takze kilka ré6znych typéw genodw, ktérych mutacje sg
odpowiedzialne za jego rozwdj. Naleza do nich geny supresorowe,
onkogeny oraz geny mutatorowe.

Typowe postepowanie w leczeniu nowotworéw jajnika jest le-
czeniem kojarzonym, ktére polega na taczeniu chirurgii z chemiotera-
pia oraz radioterapia. Niestety, postep stosowanych technik chirur-
gicznych i chemioterapii nie wptywa znaczaco na przedtuzenie przezy-
cia chorych na raka jajnika. Najlepszym rozwigzaniem bytoby obecnie
opracowanie i zastosowanie takiej metody, ktora niezaleznie od zjawi-
ska opornosci na leki bytaby skuteczna i mato inwazyjna. W swietle
ostatnio prowadzonych badan, dosy¢ obiecujaca i skuteczng metoda
walki z nowotworami jajnika wydaje sie by¢ terapia fotodynamiczna
(PDT). Przeprowadzone badania in vitro oraz na modelach zwierzecych
w przypadku nowotworédw narzadéw pitciowych, takze nowotworéw
jajnika, pozwalajg uznac te metode leczenia za efektywng i mato inwa-
zyjna. PDT umozliwia ukierunkowane i wybiércze eliminowanie komo-
rek nowotworowych z organizmu. Niezbednym elementem tej metody
jest obecnos¢ w komodrce fotouczulacza, tlenu i $Swiatta. Efektem
wspotdziatania tych elementow jest aktywacja reakcji wolnorodniko-
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wych, zaburzenie réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej, co w efekcie
prowadzi do smierci komorki na drodze apoptozy lub nekrozy. Reak-
cjom tym podlegaja takze komérki naczyn krwionosnych, odzywiajace
tkanke guza. Fotouczulacz umiejscawia sie wybiorczo w komorkach
nowotworowych. Podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu akty-
wuje takze uktad immunologiczny. Skuteczno$¢ reakcji fotodynamicz-
nej zalezy od wtasciwosci i stezenia fotouczulacza, dawki promienio-
wania, stopnia utlenowania tkanki i w duzym stopniu od wrazliwosci
samych komérek. Wzrost reaktywnych form tlenu aktywowany PDT
prowadzi do zaburzenia réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Niepoza-
dang konsekwencja tego jest uruchomienie gtéwnych enzyméw anty-
oksydacyjnych, ktérych dziatanie ostabia pozadany efekt reakcji foto-
dynamicznej. W ostatnich latach jednym z kierunkéw potegowania
przeciwnowotworowego dziatania PDT jest jej modyfikacja, m.in. przez
taczenie ze zwigzkami, ktére sg swoistymi inhibitorami kluczowych
enzymow antyoksydacyjnych.

Celem pracy byta ocena skutecznosci klasycznej reakcji fotody-
namicznej (Ph-PDT) z wykorzystaniem Photofrinu (Ph), jako fotouczu-
lacza oraz reakcji modyfikowanej z 2-metoksyestradiolem (Ph-2-Me-
PDT) na komérkach linii jasnokomorkowego raka jajnika, opornego na
chemio- i radioterapie (OvBH-1), z cichg mutacjg genu p53. Jako linie
kontrolng uzyto komérki gruczolakoraka gruczotu sutkowego (MCF-7)
z prawidtowa funkcjg genu p53. W ramach realizacji postawionego celu
zaplanowano zbadanie:

1) umiejscowienia fotouczulacza w komdrkach nowotworo-
wych w mikroskopie fluorescencyjnym i stopnia kolokalizacji foto-
uczulacza z mitochondrium i retikulum endoplazmatycznym (ER)
(okreslenie miejsca poczatkowego uszkodzenia komérek) w mikrosko-
pie konfokalnym,

2) oceny cytotoksycznosci po przeprowadzonych badaniach
(Ph-PDT) i badaniach (Ph-2-Me-PDT) testem MTT po 24 i 48 godz. ho-
dowli,

3) oceny markeréw stresu oksydacyjnego w komérkach: aktyw-
nosci i ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej metoda spektrofotome-
tryczna, immunocytochemiczna ABC i western blot,

4) stopnia peroksydacji lipiddw metoda polegajaca na oznacze-
niu stezenia dialdehydu malonowego (MDA) w reakcji z kwasem tio-
barbiturowym,
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5) uszkodzenia oksydacyjnego biatek przez pomiar zawartosci
grup tiolowych biatek —-SH oraz grup karbonylowych C=0. Oceniono
takze wplyw reakcji fotodynamicznych i reakcji fotodynamicznych
zmodyfikowanych na indukcje apoptozy w komérkach nowotworo-
wych (metoda kometowa i TUNEL), zmiany w ekspresji biatka supreso-
rowego p53 i jego formy z ufosforylowanymi resztami aminokwaséw
w dwoch miejscach (Ser 20, Ser 392) oraz biatka Bax, M30, Bcl-2 po Ph-
PDT i Ph-2-Me-PDT metoda immunocytochemiczna ABC.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze:

Dystrybucja Ph w komérkach byta zréznicowana i zalezna od
czasu inkubacji z fotouczulaczem w obu liniach komérkowych. Mak-
symalng koncentracje Ph obserwowano po 4 godzinach inkubacji a
najbardziej intensywny sygnat byt widoczny wokét otoczki jgdrowe;j.

Obserwowano wieksza niz w komorkach MCF-7 akumulacje
barwnika w mitochondrium komérek raka jasnokomérkowego jajnika.
W komérkach MCF-7 kolokalizacja Ph z mitochondrium byta sladowa.

Photofrin w komdrkach OvBH-1 wykazywat niewielka kolokali-
zacje z ER w poréwnaniu do komérek MCF-7, w ktérych wyraznie wi-
da¢, ze fotouczulacz akumuluje sie w ER.

Po Ph-PDT w okoto 20% komorek OvBH-1 obserwowano wy-
razne zmiany morfologiczne przejawiajace sie wakualizacjy, ale nie
byty to typowe zmiany dla komérek apoptotycznych. Dopiero po za-
stosowaniu procedury modyfikowanej 2-Me w komérkach OvBH-1
obserwowano zmiany morfologiczne komoérek charakterystyczne dla
apoptozy.

W komérkach OvBH-1 poddanych Ph-PDT spadek przezywalno-
$ci po 24 i 48 godz. ksztattowat sie na podobnym poziomie. W komor-
kach tych po zastosowaniu Ph-PDT-2-Me zaobserwowano znaczace
obnizenie przezywalnosci po 24 i 48 godz. W przeciwienstwie do stan-
dardowej terapii.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze w obu zastosowanych
badaniach fotodynamicznych poziom MDA znaczaco wzrasta zaréwno
w komorkach OvBH-1, jak i MCF-7, co swiadczy o utlenieniu lipidéw.
W komérkach OvBH-1 najwiekszy wzrost w doswiadczeniach obser-
wowano po Ph-2-Me-PDT 3 i 6 godz. po naswietlaniu. W przypadku
oceny uszkodzenia biatek zaobserwowano wzrost stezenia grup kar-
bonylowych biatek i spadek ilosci grup tiolowych. Zastosowanie
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Ph-2-Me-PDT potegowato obnizenie stezenia grup tiolowych i wzrost
liczby grup karbonylowych.

Zaobserwowano zmiany w aktywnosci i ekspresji dysmutazy
ponadtlenkowej po obu zastosowanych procedurach. Zastosowanie
jednak modyfikowanej 2-metoksyestradiolem reakcji fotodynamicznej
wptywato w istotny sposdb na obnizenie aktywnosci dysmutazy po-
nadtlenkowej i obnizenie ekspresji jego mitochondrialnej izoformy.

Komorki OvBH-1 umieraty na drodze nekrozy po zastosowaniu
klasycznej reakcji fotodynamicznej. Zastosowanie reakcji fotodyna-
micznej kombinowanej z 2-metoksyestradiolem aktywowato apoptoze
w komorkach raka jasnokomorkowego jajnika. Zastosowanie
Ph-2-Me-PDT wptywato réwniez na fosforylacje biatka p53 w pozycji
seryna 20i 392, czego konsekwencja byta jego stabilizacja.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze Photofrin spetnia swoje zadanie
w procesie fotodynamicznym, jaki zachodzi w komoérkach raka jasno-
komdrkowego jajnika. Modyfikacja tego procesu 2-metoksyestradio-
lem poteguje dziatanie klasycznej reakcji a takze pozwala na eliminacje
komodrek nowotworowych na drodze apoptozy, a nie nekrozy. Prezen-
towana praca jest fundamentem do przeprowadzenia dalszych badan
przedklinicznych i klinicznych oraz ewentualnego wprowadzenia mo-
dyfikacji w leczeniu raka jasnokomoérkowego jajnika.



10. SUMMARY

Ovarian carcinoma is still the most often death reason among
female reproductive organs. During last 20 years mortality caused by
ovarian carcinoma remains on the same level. Currently there are in-
troduced drugs of new generation and high interest is focused on
methods applied for detection ovarian cancer in early stage. However
the complete recovery during 5 years remains still on the same level
20-30%. Poor prognosis during course of ovarian cancer can be condi-
tioned of acting of few mechanisms. The crucial factor is resistance to
cytostatics, which causes lack or weakened effect of treatment. For
decreased sensitivity to chemotherapy are mainly responsible cellular
mechanisms involved in disorders of drug transport and limited drug
diffusion inside or active removal outside cell. There are identified few
different types of genes in ovarian cancers, that mutations are respon-
sible for cancer progression. There are suppressor genes, oncogenes
and mutator genes.

Typical procedure in ovarian cancer is combination treatment
that joins surgery, chemotherapy and radiotherapy. The best solution
would be development and application of such a method that would
be effective and less invasive. During last studies photodynamic thera-
py (PDT) seems to be promising and effective technique to cure ova-
rian cancers. PDT enables targeted and selective exclusion of cance-
rous cells from organism. The necessary aspect in cell is the presence
of photosensitizer, oxygen and light. The effect of cooperation of these
three factors is activation of free radicals reactions, distribution of pro-
and antioxidative balance what finally leads to cell death (apoptosis or
necrosis). In these reactions are also involved cells of vessels tumor
feeding tissue. Photosensitizer localizes selectively in malignant cells.
The immunological system is also activated/stimulated by higher level
of reactive oxygen species. The effectiveness of PDT depends on the
concentrations and features of photosensitizer, the irradiation dose,
the degree of tissue oxygenation and cells sensitivity. The increase of
free radicals caused by PDT leads to impairment of pro- and antioxida-
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tive balance. The redundant consequence of this event is activation of
antioxidant enzymes, which action undermines the effect of photody-
namic reaction.

During last year’s, PDT modifications are the one of the direc-
tions of anticancer exponentiation activity of PDT. It is connected with
combining PDT with compounds that are specific inhibitors of crucial
antioxidant enzymes.

The aim of this was determination of effectiveness of standard
photodynamic therapy (Ph-PDT) with Photofrin (Ph) and PDT modified
by 2-Methoxyestradiol (Ph-2-Me-PDT) in human ovarian clear carcino-
ma cell line resistant to chemo- and radiotherapy (OvBH-1) with muta-
tion of p53 gene. As a reference cell line human breast adenocarcino-
ma cells (MCF-7) with proper function of p53 gene were used.

We have planned the following investigations:

1) Determination of the initial cell damage by assessing a locali-
zation of photosensitizer in tumor cells determined by fluorescent
microscopy and colocalization of photosensitizer with mitochondrial
and ER (endoplasmatic reticulum) fluorescent markers by confocal
microscopy;

2) Estimation of cytotoxixity post 24 and 48 hours after applied
treatments Ph-PDT and Ph-2-Me-PDT by MTT assay;

3) Determination of oxidative stress markers in cells: activity
and expression of superoxide dismuthase (spectrophotometric met-
hod, immunocytochemistry ABC and western blott);

4) The level of lipid peroxidation by method based on thiobarbitu-
ric acid method for the estimation of the malonyl dialdehyde (MDA);

5) the protein damage determined by estimation of concentra-
tion —SH (thiol groups) level and C=0 (carbonyl groups) level.

6) There were also determined the influence of photodynamic
reactions and modified PDT reactions on apoptosis induction in mali-
gnant cells (comet assay and TUNEL method). We have also estimated
by immunocytochemical method changes in expression of suppressor
protein p53 and its phosphorylated form with amino acids residues Ser
20 and Ser 392, Bax protein, M30, Bcl-2 after Ph-PDT and Ph-2-Me-PDT.

The study showed that:

Intracellular Ph distribution was variable and dependent on the
time incubation in both cell lines. The maximal Ph concentration was
observed after 4 hours incubation and the most intensive signal aro-
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und the nuclear envelope was visible. We detected stronger accumula-
tion of dye in mitochondria OvBH-1 then in MCF-7 cells. In MCF-7 cells
the colocalization of Ph with mitochondrial marker was vestigial. Pho-
tofrin in OvBH-1 was little colocalized with ER in comparison to MCF-7,
where ER accumulation of photosensitizer was clearly visible.

After Ph-PDT procedure clear morphological changes like vacu-
olization (but not typical for apoptotic cells) in about 20 % of OvBH-1
cells were observed. Only after application of combined procedure
with 2-Me in OvBH-1 cells morphological changes characteristic for
apoptosis were detected.

The decrease of cells viability after 24h and 48h was on the si-
milar level. The significant decrease of the cells viability after 24 and 48
h was observed in cells where Ph-PDT-2-Me was applied, as compared
to standard PDT.

The study shows that the MDA level increase significantly in
both applied photodynamic examinations and in both cell lines, what
indicates the oxidation of lipids. In OvBH-1 cells the highest increase
after Ph-2-Me-PDT application with 3 and 6 hours was observed. In
case of protein damage the increase of carbonyl groups and decrease
of thiol groups was detected. The application of Ph-2-Me-PDT enhan-
ced the lower the concentration of thiols and increase of carbonyls.

The changes in activity and expression of SOD were also noti-
ced. However the usage of modified therapy influences significantly on
the decrease of the enzyme activity and expression of its mitochon-
drial isoform. OvBH-1 cells died underwent necrosis after classical pho-
todynamic reaction. The appliance of PDT combined with 2-Me caused
activation of apoptosis in ovarian clear carcinoma cells. It also influen-
ced on phosphorylation of p53 protein in position serine 20 and 392
what caused the stabilization of this protein.

The obtained results indicate that Photofrin fulfills its function
task in the photodynamical process which undergoes in human clear
ovarian carcinoma cells. The modification of this process by 2-
Methoxyestradiol enhances efficiency of standard PDT. What is impor-
tant, it also eliminates cancer cells by apoptosis rather than necrosis.
The current study is fundamental for further clinical and preclinical
research. Our results are essential in eventual application of this modi-
fied method in clear ovarian carcinoma treatment.



