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Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy, PDT) jest jedng z najmniej
toksycznych metod walki z rakiem, w ktorej fotouczulacz (ang. photosensitizer, PS) podany
pacjentowi akumuluje si¢ w tkance guza, aby nast¢pnie pod wplywem $wiatla o odpowiednie;j
dhugosci fali i intensywnosci oraz tlenu powodowacé liczne uszkodzenia prowadzace ostatecznie
do zniszczenia komorek nowotworowych. W wyniku PDT dochodzi do zapoczatkowania ostrej
lokalnej reakcji zapalnej, ktora bierze udziat w usuwaniu martwych komorek, przywroceniu
normalnej homeostazy tkanek, a czasami 1 w rozwini¢ciu odpornosci ogolnoustrojowej. PDT
stanowi cenng alternatywe dla leczenia chirurgicznego standw przedrakowych VIN (ang.
vulvar intraepithelial neoplasia) i nowotworow sromu, gdyz pozwala na leczenie
wieloogniskowej choroby przy minimalnym niszczeniu tkanek, zachowaniu anatomii sromu i
doskonatych efektach kosmetycznych. Jednak nie u wszystkich pacjentek poddanych PDT
nastepuje catkowita regresja. Cz¢s¢ komorek moze przezy¢ terapi¢ i zmieni¢ swoj fenotyp,
prowadzac do pojawienia si¢ opornosci. W obrone przed cytotoksycznym efektem PDT moga
by¢ zaangazowane ogolne mechanizmy opornosci na leki (ang. multidrug resistance, MDR),
prowadzace do usuwania fotouczulacza z komorek, ale takze zmiany w tempie syntezy i
degradacji PS, czy zwigkszona aktywno$¢ mechanizmoéw antyoksydacyjnych, nadekspresja
biatek opiekunczych. Badania nad mechanizmami opornosci w raku sromu sg stabo opisane.
Poznanie tych mechanizméw moze w przysztosci umozliwi¢ stworzenie terapii skojarzonej o
wickszej skuteczno$ci leczenia. Celem tej pracy bylo poszerzenie wiedzy na temat
mechanizmow nabywania opornosci na terapie fotodynamiczng z uZyciem kwasu 5-
aminolewulinowego w nowotworach sromu, a takze wykorzystanie tej wiedzy w poszukiwaniu
nowych metod uwrazliwiania komérek opornych na leczenie PDT. W tym celu, z linii komorek
ludzkiego raka sromu A-431 i CAL-39 wrazliwych na PDT, wyizolowalam linie oporne, a
nastgpnie scharakteryzowatam je pod katem zmian nabytych wraz z opornoscig. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze opornos¢ na PDT w komorkach raka sromu moze by¢ skutkiem obnizone;j
zdolnos$ci do akumulacji fotouczulacza, zmian w zdolnosci niwelowania reaktywnych form
tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species, ROS) oraz ich ilosci, a takze zmian w cytoszkielecie,
ktére moga wigzac si¢ ze zwickszong zdolnos$cig przezycia komorek. Uzyskane dane wskazuja,
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réznorodne. Mniejsza akumulacja protoporfiryny 1X (ang. protoporphyrin IX, PplX) w
komorkach opornych linii A-431 moze wynika¢ ze zwigkszonego tempa syntezy hemu i
wykorzystywania go w biogenezie hemoprotein. Natomiast w komoérkach opornych CAL-39
mniejsza akumulacja PpIX moze by¢ wynikiem wolniejszego tempa syntezy PpIX. Komorki
oporne linii A-431 maja tez obnizong zawarto$é RFT, w tym 102, HO'JONOO" oraz skuteczniej
niweluja RFT (102, 02", HO/ONOO") po PDT, co moze by¢ zwiazane zardwno ze zwigkszona
ilodcig nieenzymatycznych antyoksydantow jak i aktywno$cig enzymow antyoksydacyjnych,
w tym niwelujacg O2” dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD). Co
ciekawe, komorki oporne linii CAL-39 chociaz charakteryzowaly si¢ brakiem zmian w ogolne;j
puli RFT, to wykazaty jednak obnizenie zawartosci O2", jednej z glownych RFT powstajacych
po PDT. Obnizenie to moze by¢ wynikiem ostabienia oddychania mitochondrialnego i efektu
Warburga. Jednocze$nie komorki te majg podwyzszony poziom HO/ONOO", co moze by¢
spowodowane podwyzszonym poziomem H>O: i przektadac si¢ na ich wigksza wrazliwo$¢ na
inne $rodki utleniajace, w tym H202. W linii opornej CAL-39 po PDT takze nie dochodzio do
znaczacego wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu (102, O,", HO'JONOO"). Wydaje sie, ze
komorki te moga skuteczniej niwelowaé 'O, i O dzieki podwyzszonej zawartosci
askorbinianu oraz enzymu uczestniczgcego w redukcji jego utlenionej formy z udzialem
glutationu — GSTO1. W przeciwienstwie do komorek opornych A-431, zwigkszona aktywno$é
SOD jest wysoce watpliwa ze wzgledu na tworzenie H.O2 w reakcji dysmutacji O2™ oraz braku
podwyzszonego poziomu HO/ONOO™ po PDT. Obie linic komorkowe wykazaty tez liczne
zmiany W cytoszkielecie. Komorki oporne A-431 charakteryzowaly si¢ zwiekszong adhezja
oraz podwyzszong ilo$cia mikrotubul 1 E-kadheryny. Zarowno adhezja do macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM) jak i sgsiadujgcych komoérek moze
prowadzi¢ do aktywacji szlakéw przezycia, a oddzialywania miedzykomorkowe tworzone
przez E-kadheryne zostaty uprzednio powigzane z chemooporno$cia. Rowniez wigksza liczba
mikrotubul w komdrkach opornych oraz ich wysoka stabilno$¢ po PDT moze chroni¢ komoérki
przed $miercig spowodowang stresem oksydacyjnym i uszkodzeniem cytoszkieletu. Natomiast
zmiany w cytoszkielecie komoérek opornych linii CAL-39 wraz z oslabiong adhezjg i
zwigkszonym tempem migracji sugerujg nabycie opornosci przez przejscie epitelialno-
mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT). Komoérki te wykazaly
obnizenie ilosci P-tubuliny oraz licznych bialek uczestniczacych w adhezji, w tym
E-kadheryny. Jednocze$nie w tej linii komoérkowej wraz z nabyciem opornosci mogto dojs¢ do
zmian w izotypach B-tubuliny obnizajacych podatno$¢ na uszkodzenia oksydacyjne. Co
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apurynowej/apirymidynowej endonukleazy 1 (ang. apurinic/apyrimidinic endonuclease 1,
APEL). Enzym ten uczestniczy w naprawie przez wycinanie zasad (ang. base excision repair,
BER) i moze by¢ niezbedny do naprawy DNA po PDT. Mozna wigc przypuszczaé, ze w
komorkach opornych linii CAL-39 jego zwigkszona aktywno$¢ w poréwnaniu do komorek
rodzicielskich moze przyczynia¢ si¢ do nabycia opornosci. W moich badaniach wykazatam tez,
ze hamowanie aktywno$ci endonukleazowej APE1 skutecznie uwrazliwia na PDT oporne
komorki obu linii. Trzeba jednak pamigtac, ze lepsza odpowiedz na terapi¢ moze wynikac tez
z innych powodow, niz Z obnizenia zdolno$ci naprawy oksydacyjnych uszkodzen DNA.
Hamowanie aktywnos$ci APE1 moze wptywac¢ na zmiany w poziomie ekspresji réznych genow,
w tym prowadzacych do zmian w cytoszkielecie, czy metabolizmie hemu. Podsumowujac, cho¢
mechanizmy opornosci na PDT w komorkach raka sromu mogg by¢ roznorodnee, hamowanie
funkcji naprawy DNA bialkka APE1 moze korzystnie wpltywa¢ na skuteczno$¢ terapii

fotodynamicznej.



