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Celem projektu jest ocena wptywu aktywnosci transporterow ksenobiotykow na efektywnosc¢ terapii
fotodynamicznej (PDT) opartej o wykorzystanie pochodnych chlorofilu jako fotosensybilizatoréw. Cel ten
realizowany  bedzie poprzez  wielopoziomowe  okreSlenie  zalezno$ci  pomigdzy  struktura
fotosensybilizatorow, ich rozpoznawaniem przez biatka transportowe (BCRP, glikoproteina P, MRP1) oraz
sita efektu fotodynamicznego. Oddziatywania fotosensybilizator-transporter i zaleznosci struktura-
aktywno$¢ analizowane beda in vitro w liniach komoérkowych oraz w uktadzie modelowym, obejmujacym
izolowany transporter BCRP rekonstytuowany w liposomach. Modelowymi substratami bgda pochodne
chlorofili, specyficznie modyfikowane pod katem oddzialywan z systemem transportu ksenobiotykow
(STK). Realizacja projektu przyczyni si¢ do lepszego poznania i zrozumienia mechanizméw obronnych
komoérek na stres wywotany obecnoscia fotocytotoksycznych ksenobiotykow lub metabolitow, w
szczegolnosci za$ okreslenia roli transporteréow ksenobiotykow jako czynnika limitujacego efektywnos¢
terapii fotodynamicznej i innych rodzajow terapii. Przyjeta hipoteza badawcza, ze STK jest czynnikiem
limitujacym  efektywno§¢  PDT opartej o pochodne chlorofili, wynika z wcze$niejszych badan
prowadzonych w naszym zespole.

Projekt zaklada porownanie specyficzno$ci substratowej transporteréw ksenobiotykoéw wobec
pochodnych chlorofili na réznych poziomach — wnikania fotosensybilizatorow do komorek, ich
oddziatywania z transporterem rekonstytuowanym w liposomach, oraz efektu fotodynamicznego
indukowanego w komoérkach. Modelowe substraty otrzymane zostana na drodze modyfikacji chlorofili,
bedacych zwiazkami o korzystnych z punktu widzenia terapii fotodynamicznej wtasciwosciach. Modyfikacje
ukierunkowane bgda na zmiang oddzialywan z STK oraz na zwigkszenie biodostgpnosci pochodnych.
Eksperymenty in vitro przeprowadzone zostana z wykorzystaniem ludzkich linii komérkowych MCF-7 (rak
piersi), LoVo (gruczolakorak okreznicy) oraz MSU1.1 (fibroblasty ludzkie uniesmiertelnione onkogenem V-
myc). Ekspresja transporteréw w komoérkach oznaczona zostanie metodami opracowanymi w trakcie badan
wstepnych. Analizowana begdzie akumulacja fotosensybilizatoréw w komorkach przy réznych stezeniach
substratow 1 czasach inkubacji, w obecnos$ci i przy braku inhibitorow bialek transportujacych. Ocena
akumulacji barwnikéw wykonana zostanie metoda pomiaru emisji fluorescencji bezposrednio z warstwy
komorek oraz z ich ekstraktow. Specyficzno$¢ oddzialywan z komoérkami okre§lona bedzie metoda
cytometrii przeptywowej dla komoérek oderwanych od podloza hodowlanego. Efekt fotodynamiczny
indukowany bedzie poprzez naswietlanie hodowli komorkowych. Frakcja przezywajaca naswietlanie
poddana zostanie cyklowi naswietlan potaczonemu z izolacja kolejnych frakcji opornych i oznaczeniami
poziomu transporterow na kazdym etapie. Roéwnolegle, oddzialywanie pochodnych chlorofili z
transporterem BCRP badane bedzie w uktadzie modelowym opartym biatko BCRP produkowane w
drozdzach S. cerevisiae. Z drozdzy wyizolowana zostanie frakcja bton komorkowych, ktoére nastgpnie
poddane zostana solubilizacji w tagodnym detergencie. Solubilizowane biatko zostanie oczyszczone, a
nastepnie poddane rekonstytucji w liposomach. Zdolnos¢ rekonstytuowanego transportera do hydrolizy ATP
(aktywno$¢ ATPazowa) zostanie oznaczona w obecnos$ci fotosensybilizatoréw o réznej budowie chemicznej
oraz inhibitor6w BCRP. Manipulacja sktadem lipidowym uktadu rekonstytucyjnego pozwoli okresli¢ wptyw
lipidow na aktywnos$¢ transportera. Porownanie specyficznosci substratowe] na poziomie wnikania
fotosensybilizatoréw do komorek, ich oddzialywania z rekonstytuowanym transporterem oraz wptywu na
site efektu fotodynamicznego pozwoli na potwierdzenie roli STK w terapii fotodynamicznej.

Transportery ksenobiotykow naleza do gléwnych elementow ochrony organizmoéw ssakoéw przed
toksynami. Ich aktywnos¢ jest jednoczesnie przyczyna niekorzystnego zjawiska opornosci wielolekowej u
ludzi, natomiast aktywnos$¢ podobnych transporterow u mikroorganizméw zwiazana jest z ich opornoscia na
antybiotyki i srodki przeciwgrzybowe. Bardzo istotne jest wiec poznanie mechanizméw dziatania tych
biatek. Wyniki planowanych eksperymentow pozwola na lepsze zrozumienie mechanizméw funkcjonowania
transporterow z rodziny ABC, pehliacych fundamentalna rol¢ w przyrodzie oraz wplywajacych na
efektywnos$¢ terapii farmakologicznych, w tym terapii fotodynamiczne;j.



