Projekt ma na celu poznanie mechanizmu $mierci komdrek nowotworowych Hela, po wyindukowaniu w nich reaktywnych form
tlenu, za pomocg fotouczulaczy z grupy porficendw.

Terapia fotodynamiczna jest zaaprobowang metodg leczenia nowotworéw, w ktorej efekt terapeutyczny otrzymujemy dzieki
wspétdziataniu dwdch czynnikéw - Swiatta i fotouczulacza. Po podaniu fotouczulacza, leczone miejsce oSwietlane jest
promieniowaniem o odpowiedniej dtugosci fali. Powoduje to generacje wolnych rodnikéw, ktére natychmiast reagujg z chora
tkanka, powodujac $mieré komorek. Terapia ta moze by¢ stosowana w wielu rodzajach schorzen — od tragdziku po zmiany
nowotworowe. Wazne jest zastosowanie jako fotouczulacza takiej substancji, ktéra bez udziatu Swiatla jest dla organizmu
obojetna. W tym projekcie zwigzkami wybranymi przez nas do badan sg porficeny. Strukturalnie zwiazki te sa podobne do
porfiryn, ktére znane sa ze swojego dziatania fotouczulajagcego i majg juz swoje dobrze zakorzenione miejsce w terapii
fotodynamicznej. Jaka wiec przewage moga nam da¢ porficeny i co powoduje, ze warto je bada¢? Odpowiedzig jest ich wysoka
absorpcja $wiatta czerwonego, ktére przenika przez tkanki znacznie lepiej niz Swiatto w jakimkolwiek innym kolorze. Porficeny
pochfaniajg czerwong frakcje promieniowania ponad dziesieciokrotnie efektywniej niz porfiryny. Dzieki temu, mozna dotrze¢ do
zmian nowotworowych ulokowanych gtebiej, pod skdra, osiggajac lepsze efekty leczenia.

Badania proponowane w tym projekcie skupione beda na mechanizmach $mierci komérek nowotworowych z linii HeLa. Z pozoru
temat ten moze wydawaé sie mato interesujacy dla chemika. Nic bardziej mylnego. Szlaki Smierci komdrkowej indukowane w
warunkach stresu oksydacyjnego, jaki niewatpliwie wystepuje podczas terapii fotodynamicznej, to bardzo szeroki i nie catkiem
jeszcze poznany temat zaczynajacy sie na poziomie molekularnym, a majacy konsekwencje dla komérek, tkanek i catego
organizmu. Zwykle wymienia sie trzy tory jakimi moze podazy¢ umierajgca komoérka: nekroze, apoptoze i autofagie. Zwykle
szlaki te przebiegaja réwnolegle, jednak wiadomo, ze natezenie czynnika stresowego (w terapii fotodynamicznej bedzie to np.
dawka Swiatla, stezenie fotouczulacza i efektywno$¢ generacji wolnych rodnikéw) odgrywa kluczowg role w tym ktéry
mechanizm przewaza. Najkorzystniejsza jest przewaga apoptozy, ktéra bywa réwniez nazywana programowanym samobdjstwem
komdrki, poniewaz ten rodzaj $mierci nie wyrzadza szkody otaczajagcym komdrkom, powstajacy w jej wyniku materiat organiczny
jest pochtaniany przez organizm. Przewaga nekrozy ma znacznie powazniejsze konsekwencje. Poniewaz komorka ulega
fragmentacji, wydostajacy sie z niej material powoduje stan zapalny, rozprzestrzeniajacy sie na okoliczne tkanki, co moze
prowadzi¢ do niewydolnosci nerek i $mierci pacjenta.

Z naszych wstepnych badan nad porficenami wnioskujemy, ze dziatajg one jako wydajne fotouczulacze w terapii
fotodynamicznej. Powodujg $Smieré komérek nowotworowych nawet kilkadziesiat razy efektywniej niz fotouczulacze dostepne
jako leki. Indukowany przez nie mechanizm $mierci nie zostat jednak poznany i uwazamy, ze warto poswieci¢ czas na jego
okreslenie, gdyz sam fakt dziatania fototoksycznego nie gwarantuje jeszcze przysziej uzytecznosci tych zwigzkow. W projekcie
chcemy obserwowac zmiany na poziomie molekularnym, zachodzace w komorkach nowotworowych poddanych naswietlaniu w
obecnosci porficendéw i tak ustali¢ stezenia zwiazkéw, dawki promieniowania i inne parametry, zeby faworyzowana byla
apoptoza. Przyktadowo, apoptotyczne komérki rdznig sie od nieapoptotycznych ekspresjg fosfatydyloseryny na powierzchni ich
btony komorkowej. Mozna to wykorzysta¢ przez podanie barwnika, ktéry przytacza sie do tych eksponowanych czasteczek,
takiego jak aneksyna V, a nastepnie za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej mozna te komorki odrézni¢. Od tego wiasnie
zamierzamy zacza¢ badania mechanizmu. Innym markerem apoptozy jest relokacja cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytoplazmy
oraz ekspresja biatek proapoptotycznych, ktére rowniez beda obserwowane. Znacznie trudniejsza jest prawidtowa identyfikacja
nekrozy. Jednak to zadanie takze zostanie zrealizowane za pomocg obrazowania DNA jgdrowego. Charakterystyczna dla nekrozy
jest, bowiem kondensacja chromatyny, co moze by¢ zaobserwowane wykorzystujac rozdzielczos¢ mikroskopii fluorescencyjnej.
Na koniec zostang okreslone optymalne warunki stuzace faworyzowaniu apoptozy i eliminowaniu nekrozy.



