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Tytuk: Wplyw elektroporacji na aktywnos¢ wybranych zwiazkéw

przeciwnowotworowych w ludzkich komérkach gruczolaloraka guczotu sutkowego

A.1. Wprowadzenie

A.1.1. Elektroporacja

Btona komodrkowa stanowi barieroddzielagca wnetrze komorki od przestrzeni
zewntrzkomorkowej. Umeliwia selektywny transport @steczek, w zwzku
z czym jest istotnym czynnikiem warunkaoym skuteczn& terapii opartych
na dostarczaniu lekéw do winza komorek. W celu utatwienia transportugsteczek
do wretrza komoOrek mge zostd wykorzystana metoda elektroporacji (EP). Polega
ona na poddaniu komorek dziataniu impulséw eleldnych, w efekcie czego zmienia
sie potencjat transbtonowy oraz o nasipi¢ utrata cigtosci btony komodrkowej.
Defekty powstajce w btonie komdrkowejagsnazywane nano-porami, gdynap srednic
rzedu 1-10 nm. Reorganizacja struktury btony komoérkpweoze by procesem
nieodwracalnym lub odwracalnym, w zatesci od doboru parametréw pola
elektrycznego.

Elektroporacja znajduje zastosowanie w wielu dzigatzh biologii i medycyny,
umazliwiajgc m.in. utatwiony transport lekéw i znacznikédw dongivza komorek,
transfekcg komorek, czy ich fuzj Klinicznie zastosowanie elektroporacji odwracgalne
do wspomagania chemioterapii nosi nazwelektrochemioterapii (ECT). Korggi
wynikajace z wytworzenia dodatkowych drog transportgsteczek do wgtrza komorek
Wigzg Sie z mazliwoscig zastosowania nowych lekow, skrécenia czasu komttdanki
z lekiem oraz zmniejszeniaggenia podawanego leku. Pozwala to uzygskapravwe
efektywngci  terapii oraz zmniejszenie niepglanych  skutkbw  ubocznych.

Oprocz bezpéredniego efektu cytotoksycznego, na skuteé&nelektrochemioterapii



wpltywa rowniez efekt zmniejszonego przeptywu krwi w uszkodzonywdczyniach
krwionosnych guza nowotworowego poddanego ECT oraz reakgjadu
immunologicznego.
Standardy procedury elektrochemioterapii zostatgfintbwane jako procedura
ESOPE (European Standard Operating Procedures flactré&chemotherapy)
i opublikowane w 2006 r. Lekiem najpowszechniejset@anym podczas zabiegu ECT
jest bleomycyna, antybiotyk glikopeptydowy niszty szybko dzielce sé komorki,
poprzez uszkodzenie ich nici DNA. Ze wgdli na stah przenikalné¢ tego leku
przez btony komorkowe, korzgi wynikajgce z zastosowania elektroporacji w celu
poprawy dostarczania bleomycyny do komorgkszczegolnie istotne. Drugim lekiem
czesto stosowanym w zabiegach ECT jest cisplatynatestatyk, ktdrego dziatanie jest
oparte na sieciowaniu DNA, w napstwie czego nie jest mlwy podziat komorki.
Obecnie ECT jest stosowana gtownie jako leczenieatyane u pacjentow z
czerniakiem, rakiem piersi, rakiem podstawnokomaskm skory oraz nowotworami
regionu gtowy i szyi (Breton i Mir, 2012). Perspgkly rozwoju tej techniki wjza sie
z leczeniem guzow zlokalizowanychebiej, co wymaga projektowania nowych typow

elektrod oraz precyzyjnego planowania terapii ($ada., 2006), (Linnert i Gehl, 2009).

A.1.2. Terapia fotodynamiczna

Koncepcja palczenia dziatanigwiatta i leku dla celéw terapeutycznychega
czasbw antycznych. Jej rozwdj doprowadzit do pomiatanowej metody, nazwanej
terapy fotodynamiczg (PDT, ang.photodynamic therapy). Jest to maloinwazyjna
metoda lecznicza stosowana w wielu chorobach nowmtwych oraz schorzeniach
nienowotworowych. PDT wymaga wspotistnienia trzediementdéw: substancji
swiattoczutej,swiatta oraz tlenu zgromadzonego w tkance. Gdy wkigyse elementy$
obecne, reakcja fototoksyczna uittiwia lokalne niszczenie tkanek patologicznych.

Procedura zabiegu PDT skfada zikilku etapéw. Zwizek swiattoczuty, nazywany
fotouczulaczem, jest dostarczany ogoélnoustrojowmltkalnie i akumuluje sigtéwnie
w tkance nowotworowej. Jest aktywowardwiattem o odpowiedniej diugei fali,
dopasowanej do maksimum absorpcji fotouczulacza. bullzone cgsteczki
fotouczulacza magoddziatywa& z substratami biologicznymi lub tlenem zgromadzony
w tkance, w wyniku czego generowangreaktywne formy tlenu (ROS, angeactive
oxygen species). Nastpuje indukcja stresu oksydacyjnego, w wyniku czegchodzi
utlenianie lipidow, biatek i DNA. Procesy te mpgrowadzé do $mierci komorek



na drodze apoptozy, nekrozy lub autofagii (Agostinin., 2011). Typmierci komaérek
zaleey od kilku czynnikow, takich jak wkgziwosci fotouczulacza, typ komorek, dawka
leku orazswiatta (Wyld i in., 2001). Fotouczulacze zlokalizame mitochondrialnie
wywotuja najczisciej apoptog, podczas gdy zwrki akumulugce s¢ w lizosomach
lub btonach komérkowych magndukowa zarowno apoptaz jak i nekroz (Juzeniene

i in.,, 2007). Efekt terapeutyczny PDT wynika z be&zpdniej cytotoksyczriei,
jak rowniez z uszkodzenia nacity krwionasnych w poblzu guza oraz z odpowiedzi

immunologicznej (stymulacji lub supresji uktadu imnologicznego).

Fotouczulacze

Idealny fotouczulacz powinien posi@dakreslone wiasnéci. Najwazniejsze cechy
to: silna fototoksyczni, minimalna “ciemna” toksyczré oraz selektywna akumulacja
w tkankach nowotworowych. Zwaiek swiattoczuty powinien rownig by¢ efektywnie
usuwany z organizmu oraz wykazyt&vamaksimum absorpcji w tzw. oknie
terapeutycznym tkanki.

Selektywndé¢ PDT wynika zarowno z selektywnej akumulacji fotpulacza
w tkance patologicznej, jak rowrig€lostarczanidwiatta lokalnie do leczonego obszaru.
Uwaza sk, ze selektywna lokalizacja fotouczulacza w tkance ot@werowej zwgzana
jest z nieszczelnymi naczyniami krwigmymi, stabym drengem limfatycznym, niskim
pH isilng ekspresj receptorow lipoproteiny niskiejegtasci (LDL, ang. low-density
lipoprotein). Z drugiej strony selektywdé PDT ogranicza zastosowanie tej metody
wytacznie do zmian bez przerzutéw (Agostinis i in., 201

Jednym z najbardziej znanych i najgdej stosowanych fotouczulaczy jest
Photofrin® (Porfimer Sodium, Ph) — komercyjna, agzyzona mieszanina pochodnych
hematoporfiryny. Photofrin jest fotouczulaczem w&zej generacji, dopuszczonym
do zastosowa klinicznych, ktory daje dobre efekty w leczeniuzmgch typow
nowotwordéw. Jest to zwiek lipofilny akumulujcy sk gtownie w mitochondriach,
retikulum endoplazmatycznym, btonie cytoplazmatgjanadrowej oraz okotejdrowym
rejonie cytoplazmy komdérek (Peng i in., 1996) (Ctioary i in., 2009) (Berg i in., 2011)
(Ferreiraiin., 2009) (Samia i in., 2006).

A.1.2.1.Cyjaniny

Barwniki z rodziny cyjanin sktadgjsie z dwdch pieicieni heterocyklicznych

zawierajcych centra azotowe poygane wijzaniami metinowymi. Wiksza¢ z nich jest



barwnikami kationowymi i ma charakter hydrofobovwyefaey i in., 2000). Dotychczas
cyjaniny byly stosowane w przesig fotograficznym i obrazowaniu biomedycznym
(Frangioni, 2003) (Yang i in., 2010), (Zhang i i8Q10). Jednate, ze wzgjdu na siln
absorpaj w obszarze bliskiej podczerwieni, cyjaniny magy¢ rowniez atrakcyjnymi

kandydatami do zastosowania w terapii fotodynameg@al-Shishtawy, 2009).

Zastosowania PDT

Obecnie  PDT jest wykorzystywana w leczeniu  nowobtworch
oraz nienowotworowych schonze&ermatologicznych, urologicznych, ginekologicznych
oftalmologicznych,  pulmonologicznych i  gastrologigeh. Jest stosowana
jako kontynuacja chirurgii, chemioterapii, radiaeli czy immunoterapii. PDT znajduje
rowniez nieonkologiczne zastosowania, m.in. w stomatojoégiczeniu zwyrodnienia
plamki zotte] zwigzanego z wiekiem, choréb naczyniowych, tuszczycy tzdziku.
Zalety tej metody to niewielka toksyczdo wzgledem komorek prawidtowych,
niepodleganie mechanizmom opaofcicoraz bardzo dobre efekty kosmetyczne (Agostinis
iin., 2011), (Josefsen i Boyle, 2008).

Oprécz leczenia, metoda fotodynamiczna znajduje niéw zastosowanie
W rozpoznawaniu stanéw przednowotworowych i nowebmgch. Metoda ta jest
nazywana diagnostyk fotodynamiczg (PDD, ang. photodynamic diagnosis),
(Nowak-Stpniowska i in., 2013).

A.1.3. Rak piersi

Charakterystyka

Rak piersi jest jednym z najgstszych typow nowotworow. kdego roku
naswiecie diagnozowanych jest 1,3 min nowych przypadkachorowa. Wsrdd kobiet,
nowotwoér ten jest odpowiedzialny za niemal 15% wgtiagh zgondw zwjzanych
z chorobami nowotworowymi (Shajahan-Haqg i in., 201Z postpem raka piersi
zwigzanych jest kilka czynnikéw: mutacje germinalnezdmetnd¢, wczesna pierwsza
mieshczka, wiek. Na postawie typu histologicznego, navaoy piersi 9 klasyfikowane
do jednej =z piciu grup: przewodowe, zrazikowe, brodawkowate, inne
oraz niesklasyfikowane (Kana-Richertiin., 2011).

Rutynowo, jako metoda ba@i@rzesiewowych podgkem wystpowania raka piersi
stosowana jest mammografia. Dodatkowych informamgze dostarcz§ badanie USG,
MRI, CT lub PET. Oprocz metod obrazowania, w celasifikacji typu nowotworu



stosuje s réwniez immunohistologiczpy detekcg markeréw  nowotworowych
(Kuzma-Richert i in., 2011).

Leczenie

Podejcie terapeutyczne dobierane jest w zatéci od typu nowotworu, jego
wielkosci, inwazyjnaci, stanu wztéw chtonnych, statusu hormonalnego oraz ogdélnego
stanu zdrowia. Kala z metod leczenia (chirurgia, chemioterapia, otadapia,
hormonoterapia, terapia celowana)z@dy¢ stosowana oddzielnie luhdzona z innymi
terapiami.

W leczeniu zlokalizowanych guzow standardo@pcp jest chirurgia, ktéra mi@
by¢ taczona z radioterapi Leczenie ogolnoustrojowe (chemioterapia, hormeragpia
lub terapia celowana) umldwia kontrole wzrostu guza. Chemioterapia poprzedzona
chirurgig (terapia adjuwantowa) jest zalecana w przypadkuobeorow z przerzutami.
Chemioterapia me by rowniez stosowana przed chirugg{terapia neoadjuwantowa)
w przypadku daych guzow, standéw zapalnych, guzow nacigkggh na mgsnie

oraz przerzutéw do gztéw chionnych (Shajahan-Haq i in., 2015).
A.1.4. Opornos¢ wielolekowa

Mechanizm oporndci wielolekowej

Opornag¢ wielolekowa (MDR, ang.multi drug resistance) jest zjawiskiem
jednoczesnej niewgliwosci komorek naréne leki o odmiennej strukturze
I mechanizmach dziatania. Jest czynnikiem ograpcyen skuteczn@ chemioterapii.
Moze mi&€ uwarunkowania genetycznie (opoftopierwotna) lub komorki mag
ja nabywa pod wptywem terapii (oporé wtorna) (Borst, 1991).

Szczego6lowy mechanizm opokoo lekowej komérek nowotworowych jest nadal
przedmiotem bada Uwaza sk, ze oporné¢ maze wynika ze zmian w akumulacji
i metabolizmie lekdw. Zmiany w akumulacji lekéw (amjszony wychwyt
lub zwickszone usuwanie) magby¢ zwigzane zarowno z wiaiwosciami lekow,
jak i struktug btony komérkowej. Najlepiej poznany mechanizm gal@a zwkszonym
usuwaniu lekéw z komorek przez biatka blonowe zwamansporterami ABC.
Niepowodzenie chemioterapii m® rownie wynikac ze zmian w metabolizmie lekéw
na skutek zmniejszonej ekspresji enzymoéow aktywaayjnlub zwekszonej ekspresji
enzymow detoksykacyjnych. Inne mechanizmy aparte na mutacjach olajacych

powinowactwo leku do celu komérkowego oraz na zismanej zdolnéci komdérek



do naprawy uszkodzonych struktur (DNA, biatek lddrt) (Borst, 1991), (Longley
i Johnston, 2005).

Metody przezwycigzenia oporndaci lekowej

Podejmowane g rézne proby przezwyetkenia problemu oporsoi lekowej
komorek nowotworowych. Obieciga metody wydawaly s¢ modulatory dostarczane
rownoczénie z lekami i rywalizujce z nimi o dosp do transporterow btonowych
(Gottesman i in., 2002). Inna strategia jest opagdamowaniu ekspresji genow MDR
poprzez zastosowanie SiRNA w celu wyciszania ge(tdan i in., 2012). Jedna& brak
bezpiecznych nmikow utrudnia osigniccie efektywnej inhibiciji.

Liczne nowe proby przezwygiania opornéci lekowej ¢ zwigzane
z dostarczaniem nanagsteczek, ktére mag akumulowa sie w komorkach
nowotworowych i nie g rozpoznawane przez transportery ABC. Kaeproponowan
metod, jest internalizacja fotochemiczna (PCI, amiotochemical internalization) —
technologia oparta na fotochemicznym przebicigcherzykow endocytarnych
Z uwigzionym lekiem. Lou i in. wykazali zmniejszgroporng¢ na doksorubicyg w
komorkach raka piersi poddanych PCI. Wnioskowadijest to nowa, obieciga metoda
przezwycgzenia opornéci lekowej (Lou i in., 2006).

Inng metody moze by odwracalna elektroporacja zastosowana w celu czstaia
lekébw lub gendéw. Cemazar i wsp. badali wplyw elegtracji na efektywnd
dostarczania tiych lekdéw opartych na cisplatynie do lekooporny&bmorek
nowotworowych. Wykazali zwkszory cytotoksyczné¢ w komorkach lekoopornych
poddanych elektroporacji (Cemazar i in., 2006). ¢h@s i wsp. badali potencjat
zastosowania elektroporacji do przezwyania opornéci na doksorubicyg
w komorkach raka jelita. Wykazalie zastosowanie impulsow elektrycznych gkseyto
wewngtrzkomorkows —akumulacg  doksorubicyny, co skutkowato olieniem
przezywalnasci komoérek (Meschini i in., 2012). Inna strategi@igzana jest z terapi
elektro-genow. Xiao i wsp. pokazali,ze elektroporacja unitiwita skuteczne
dostarczanie RNAI ukierunkowanego na geny MDR1flkakgc odwréceniem oporroi
lekowej (Xiao i in., 2008).



A.2. Celitezy rozprawy

Choroby nowotworowe stanoaviedmy z gitdwnych przyczyn zgondéw riviecie,
w szczegolnéci rak gruczotu sutkowego stanowi w Polsce ok. 2@9szystkich
zachorowa nanowotwory zifliwe wsrod kobiet. Obecnie stosowane terapie
przeciwnowotworowe ¢&to okazuyj sie nieskuteczne lub wykazugnaczr toksycznéé
wzgledem komorek zdrowych. Liczne skutki uboczne stosgwh cytostatykow
oraz wrodzona lub nabyta opo&io komorek nowotworowych na podawane leki
stanowy powane ograniczenia chemioterapii. W 2@ku ztym Kkonieczne jest
opracowanie irozwdj nowych strategii leczenia ntwardéw. Prace w tym kierunku
polegaj gtdwnie na poszukiwaniu bardziej skutecznych tierapnowacyjnych, mniej
toksycznych lekobw oraz metod ich selektywnego dostmia. Jedn z metod
poprawiajcych skuteczni@ dostarczania zwekow do wrtrza komorek jest
elektroporacja.

Celem niniejszej rozprawy byta ocena wplywu elegtn@acji na popraw
skutecznéci dziatania zwizkOw o aktywnéci przeciwnowotworowej na komorki raka
piersi, w tym komorki z wyksztatcgroporndgcia wielolekows.

Modelem, na ktorym byly prowadzone badania, ladzkie linie komorek
nowotworowych gruczolakoraka gruczotu sutkowego MQWT i MCF-7/DX (linia
oporna na doksorubicgh Elektroporacja wykorzystana zostata do wspomiagdwdch
typow terapii przeciwnowotworowych: chemioterapirap terapii fotodynamicznej.
Badanymi zwizkami byty bleomycyna, Photofrin oraz cyjanina IR57

W przedstawionej rozprawie doktorskiej zbadaneapsnechanizmy zachogee
w komorkach pod wptywem elektroporacji w obegriocyjaniny IR-775, Photofrinu
oraz bleomycyny. Przeprowadzona zostatla optymafizawarunkéw déwiadcze
dla wybranych linii komérkowych. Oceniono wptyw patnia pola elektrycznego
i stezenia zwizkOw na procesy wewtrzkomérkowe oraz na poprawtransportu
badanych substancji do wtrza komoérek. Dokonana zostata rownieharakterystyka
porbwnawcza badanych linii  komdrkowych pod wzgim  morfologii
oraz wyksztatconych mechanizmow zmanych z opornieia lekows (ekspresja biatek
transportowych). Odpowiedzi komérkowe wywotane #igBoracy i dziataniem
badanych zwizkéw oceniane byly metadspektrofotometryczn na poziomie zmian

integralnégci  btony komorkowej (pomiar zewgirzkomorkowej dehydrogenazy



mleczanowej), aktywni enzymdéw zwizanych z metabolizmem (test MTT),
funkcjonowania lizosomow (test NR) oraz zdditiokomorek do syntezy biatek (test
SRB). Do okrélenia smierci komorek wykorzystana zostata metoda banaidigkitem

trypanowym.

Tezy:

» Zastosowanie elektroporacji umlovi zmniejszenie stzenia oraz czasu
oddziatywania badanych lekéw podawanych do kom@@kotworowych gruczotu
sutkowego, przy zachowaniu tej samej skuteézino

» Tworzenie alternatywnych drég transportu leku dogtwea komorki za pomac
elektroporacji przyczyni sido ostabienia efektow zjawiska oposnpwielolekowej
w komorkach nowotworowych gruczotu piersiowego opoh na standardaw

chemioterapi.

A.3. Materialy i metody

Badania byly wykonywane w warunkadh vitro na dwodch liniach ludzkich
komoérek gruczolakoraka gruczotu sutkowego: awach (MCF-7/WT) i opornych
(MCF-7/DX) nadoksorubicyn Ponadto, komorki jajnika chomika @ékkiego
(CHO-WTT) o niskiej ekspresji kanatow jonowych posty jako model do bada
nad elektroporagj

W badaniach stosowano trzy =zwki chemiczne: Photofrin (fotouczulacz
stosowany klinicznie), cyjaninlR-775 (komercyjny zwizek swiattoczuty, ktory nie byt
dotychczas stosowany w terapii fotodynamicznej) zoraleomycyg (cytostatyk
stosowany w ECT). Wybrane substangyaattoczute (Photofrin oraz cyjanina IR-775)
nie mag charakteru hydrofilnego, jednak wstepne badanieapaly, ze zastosowanie
elektroporacji poprawia ich transport do ¢tnza komorek. Ze wzgtlu na wiasngci
korzystne pod &em zastosowania w PDT, zuki te zostaty zatem wybrane do dalszych
bada.

Zawiesire komorek w roztworze buforu do elektroporacji z dikiem badanych
Zwigzkow chemicznych umieszczano w kuwecie do elekuagbi poddawano dziataniu
impulséw elektrycznych o wybranych parametrach. t§ese, w przypadku

eksperymentow reakcji elektro-fotodynamicznej (HPRP, po zadanym czasie inkubaciji,



komorki byly nawietlane promieniowaniem elektromagnetycznym o edpdniej
diugcici fali.

Efekty komorkowe po zastosowanych procedurach ¢ergpznych oceniano

po 24 godzinach nagiujacymi metodami:

1) analiza transportu molekularnego metodami mikroskdlpiorescencyjnej
(wychwyt IR-775, Photofrinu oraz jodku propidyny)raa cytometrii
przeptywowej (wychwyt jodku propidyny),

2) analiza zmian morfologicznych metpd mikroskopii fluorescencyjnej
(znakowaniegder komoérkowych, bton komorkowych oraz mitochondnip

3) analizasmierci komorek metagd mikroskopii swietlnej (barwienie lkgkitem
trypanowym),

4) analiza efektow cytotoksycznych megaspektrofotometrii:

a) ocena integralniei bton komorkowych (test LDHe),

b) ocena aktywngci mitochondridow (testy MTT i XTT),

c) ocena aktywngri lizosomow(test NR),

d) ocena zdoln&ci komorek do syntezy biatek(test SRB),

5) analiza immunocytochemiczna wptywu reakcji na ukfadtyoksydacyjny
(ekspresj GST) metod mikroskopiiswietinej,

6) analiza immunocytochemiczna wptywu na opdtnolekowa (ekspresj
transporterow btonowych MDR1 i MRP7) metoahikroskopiiswietlnej.

Wyniki analiz ilasciowych byty wyraane jakosrednia + odchylenie standardowe.
Istotnas¢ statystycza wynikdéw dla poszczegdlych préb w stosunku do grikpstrolnej
(nie poddanej dziataniu pola elektrycznego ani )ekageniano za pomactestu t-
Studenta dIg < 0.05 lubp < 0.005.

A.4. Wybrane wyniki

W niniejszym streszczeniu zaprezentowano wybraneikivpasrdod wszystkich,
ktOre zostaty przedstawione w zasadniczejazrozprawy doktorskiej.
A.4.1. Elektroporacja

Oceniano wptyw elektroporacji na aktyw4to mitochondriow w komorkach
MCF-7/WT, MCF-7/DX i CHO. Dla wszystkich linii kont&owych aktywndé



mitochondriow malata w miar wzrostu nagzenia pola elektrycznego (rys. 1).
Do dalszych eksperymentow (EP-PDR oraz ECT) wybramotaci natzenia pola
elektrycznego réwne 800 V/cm i 1200 V/cm dla lilibomorkowych MCF-7/WT
i MCF-7/DX oraz 600 V/cm i 800 V/cm dla linii koméowej CHO.
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Rys. 1.Wyniki testu MTT na komorkach MCF-7/WT, MCF-7/DXaz CHO poddanych
elektroporacji; *p < 0,05, **p < 0,005.

Nastpnie oceniano wptyw elektroporacji na popeatwansportu molekularnego.
Efektywna¢ elektropermeabilizacji bton komorkowych ocenian@ modelu komorek
CHO elektroporowanych w obedw jodku propidyny (Pl). Za pomaccytometru
przeptywowego FACS mierzono licgbkomorek zabarwionych jodkiem propidyny
oraz intensywn& fluorescencji w p@mie emisji tego znacznika (rys. 2). Obegéhmdku
propidyny w komodrkach swiadczyta o0 zwgkszone] przepuszczalfm  bton
komorkowych. Permeabilizacja komoérek ziszata s wraz ze wzrostem ngtenia
stosowanego pola elektrycznego. Dla w&ito800 V/cm ponad 90% komorek byto
wyznakowanych  jodkiem  propidyny. Intensywiio emisji  fluorescencji

rowniez zwickszata s} wraz ze wzrostem ngtenia stosowanego pola elektrycznego.
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Rys. 2.Wyniki analizy metod cytometrii przeptywowej komoérek CHO
elektroporowanych z jodkiem propidyny (PI) ; **p0s005.

Wybrane parametry pola elektrycznego ¢nabnie 800 V/cm oraz 1200 V/cm)
zastosowano w celu poprawy transportu badanych gzkéw do komorek
nowotworowych. Lokalizacja cyjaniny IR-775 w komédh MCF-7/DX zostala
oceniona za pomadkonfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego (rys.[¥p komaorek
nieelektroporowanych (0 V/cm) transport IR-775 byldniony, zaobserwowano jedynie
staby sygnat fluorescencyjny. Zastosowanie elektragi poprawito skuteczro
dostarczania cyjaniny, szczegélnie dla ¢pania pola elektrycznego 1200 Vicm.
Po elektroporacji komérek MCF-7/DX najgej cyjaniny IR-775 zakumulowato ¢si
w obszarze bton komorkowych.

A.4.2. Reakcja elektro-fotodynamiczna oraz elektrochemiotepia in vitro

Wplyw zastosowanych metod terapeutycznych na zgmainas¢ komorek
oceniano metagd barwienia martwych komorek dilitem trypanowym. Na rys. 4.
przedstawiono obrazy mikroskopowe komorek MCF-7/Dbarwionych békitem
trypanowym 24 godziny po zastosowaniu ECT z blegmycKolor niebieski wskazuje
na komérki martwe. Wykazanag elektrochemioterapia z bleomygywywotata silny
efekt toksyczny, w przeciwistwie do samej elektroporacji oraz samej bleomycyny
bez EP.

Wyniki analizy ilcsciowej przeprowadzonej na podstawie ¢zdinikroskopowych
zaprezentowano na rys. 5. Dlazdago warunku diwiadczeér obliczono procentowy
udziat komorek zabarwionych diitem trypanowym w catej populacji komérek.
Bez elektroporacji toksycz8é bleomycyny w obydwu liniach komérkowych byta niska

Po zastosowaniu elektroporacji w ge#eniu z bleomycynzaobserwowano zekszony



wychwyt bkkitu trypanowego (24 godziny po ECin vitro), wskazugcy na wzmocnienis

cytotoksycznego efektu bleomycyny ¢ldizastosowaniu elektroporas
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Rys. 3. qutrzkmérkowa lokalizacja cyjany IR-775 w komorkach MC-7/DX.



Natgzenie pola elektrycznego [V/cm]

~+

Eksperymen

0 | 1200

EP

ECT

Rys. 4.Barwienie btkitem trypanowym komérek MCF-7/DX poddanych

elektrochemioterapii z bleomycyn

120

ek ek

100 -
80

60

40

20 ~

0 1200 0 1200

komorki wybarwione blekitem
trypanowym [%]

MCF-7/WT MCF-7/DX

natezenie pola elektrycznego[V/cm]

o0 uM, EP
m1uM, ECT

Rys. 5.Barwienie b¢kitem trypanowym komoérek MCF-7/WT i MCF-7/DX poddan

elektrochemioterapii z bleomycyn**p < 0,005.



Efekt cytotoksyczny zastosowanych metod ocenionkzetarénymi testami
kolorymetrycznymi. Na rys. 6-9 przedstawiono wyrtégstu MTT polegajcego na ocenie
aktywnaci mitochondrialnej. W przypadku cyjaniny IR-77%kf toksyczny w obydwu
liniach komorkowych (MCF-7/WT i MCF-7/DX) byt silejszy dla wgkszego stzenia
cyjaniny (8 UM, w porownaniu z 2 uM) oraz po zaeteaniu wikszego natzenia pola
elektrycznego (1200 V/cm, w porownaniu z 800 V/crfrys. 6, 7). Natomiast
naswietlanie komérek z cyjanin nie wptyreto w duzym stopniu na dodatkowe
zahamowanie aktywroi mitochondriow. W dobranych warunkach eksperyrakrytch
wiasciwosci fotouczulajce cyjaniny nie byty silne. Wynik ten sugerupe badana
cyjanina mae by rozwaana rownie jako zwhzek cytotoksyczny stosowany
w chemioterapii. Wyniki testu MTT pokaziljze w linii komorek MCF-7/DX wgksze
natzenie pola elektrycznego w pokeniu z mniejszym @teniem IR-775 (1600 V/cm
I 2 uM) wywotaly taki sam efekt jak mniejsze paenie pola elektrycznego w pokeniu
Z wigkszym s¢zeniem IR-775 (1200 V/cm i gM).
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Rys. 6.Wyniki testu MTT na komorkach MCF-7/WT poddanyeakcii
elektro-fotodynamicznej z IR-775 ; *p < 0,05, **0,005.
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Rys. 7.Wyniki testu MTT na komoérkach MCF-7/DX poddanyaakciji
elektro-fotodynamicznej z IR-775 ; *p < 0,05, **0,005.

W przeciwigistwie do cyjaniny IR-775, toksyczéo Photofrinu zalgata silnie
od nawietlania (rys. 8, 9).Swiatlo niebieskie (450 nm) okazato ¢sinajbardzie;
efektywne, jednak wywotywato bardzo silny efekt $g&zny nawet bez elektroporacji.
Optymalny efekt uzyskano, gdy komoérki elektroporaeaz Photofrinem ravietlano
swiattem czerwonym (630 nm). W sme MTT aktywnd¢ mitochondrialna mierzona
dla nieelektroporowanych komorek MCF-7/WT pozostawana poziomie >90%,
a dla komorek MCF-7/DX >60%. Gdy komorki byty eletorowane przy 1200 V/cm
I n&dwietlane swiattem czerwonym, aktywrs¢ mitochondrialna zmalata do ok. 30%
dla obydwu linii komorkowych. W komorkach MCF-7/DHodatkowo oceniany byt
wptyw Photofrinu w sfzeniu 2,5 uM. Wykazano, ze EP-PDR dla tego tenia
Photofrinu miata podobny wptyw na aktyw&gomitochondriéw jak sama elektroporacja.
Ponadto, wykazana,e zastosowanie krétkiego czasu inkubacji komoré&hatofrinem
(10 min) skutkowato zmniejszeniem toksycgriosamego fotouczulacza w poréwnaniu
ze wstpnymi eksperymentami dotygzymi PDR bez elektroporacji (w ktorych komorki

byly inkubowane z Photofrinem przez 1 godzin
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Rys. 8.Wyniki testu MTT na komorkach MCF-7/WT poddanyeakciji
elektro-fotodynamicznej z Photofrinem; *p < 0,0%,0*< 0,005.
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Rys. 9.Wyniki testu MTT na komoérkach MCF-7/DX poddanyaakcji
elektro-fotodynamicznej z Photofrinem; *p < 0,0%,p°< 0,005.



A.4.3. Podsumowanie wynikow ildciowych testow cytotoksycznsci

W celu okrglenia ,korzysci antynowotworowej” z zastosowania elektroporaciji,
wyniki barwienia b¢kitem trypanowym, testow LDHe, MTT, XTT, NR i SRBstaty
uzyte do obliczenia ,wspotczynnikow zysku z EP”. WEkpgnniki te obliczano jako
iloraz wyraonej procentowo toksyczeéo EP-PDR Ilub ECT (przy 1200 V/cm)
i toksyczndci PDR lub CT bez EP (przy 0 V/icm). Wyniki zostabaprezentowane
w Tabela 1. Dla 93 spodd 96 warunkow dawiadczeér EP zwekszyta toksyczny efekt
zastosowanych metod terapeutycznych. Ngsay zysk odnotowano dla ECT
z bleomycyn, EP-PDR z Photofrinem (,ciemnej’ i fimietlanej swiattem czerwonym)
oraz EP-PDR z IR-775 (2 uM, $§wietlanie promieniowaniem NIR).

W celu okrglenia, w jakim stopniu efekt cytotoksyczny wynikgdynie
z aktywndgci badanych zwizkbw przeciwnowotworowych, wykluczono g2
toksyczndci  wynikajacag z zastosowania pola elektrycznego. ,Wspotczynniki
skutecznéci leczenia” byly obliczane jako iloraz wyt@nej procentowo toksyczia
EP-PDR lub ECT i toksyczdoi samej EP (bezadnego zwjzku
przeciwnowotworowego) przy tych samych parametrpola elektrycznego. Wyniki
zostaly przedstawione w Tabela 2. Dla 158 égjb 172 warunkéw diwiadcze
wspotczynniki skuteczriai byty wigcksze od 1.



Tabela 1.Wspoitczynniki zysku z EP dlaidych warunkow déwiadcze.Kolorem zielonym oznaczono wastd >2, kolorem czerwonym —

wartasci <1, skrot “bd” oznacza brak danych.

Barwienie btkitem

Warunki LDHe MTT XTT NR SRB
doswiadcze trypanowym
MCF-7/WT | MCF-7/DX | MCF-7/WT | MCFE-7/DX | MCE-7/WT | MCF-7/DX | MCF-7/WT | MCF-7/DX | MCF-7/WT | MCF-7/DX | MCF-7/WT | MCF-7/DX

IR-775, 2uM, 1,22 1,67 1,33 1,29 1,91 1,80| 2,25 215 1,46 | 4,01 2,65 2,28
ciemna EP-PDR
IR-775, 2uM,
nawietlana 557 | 8,10 1,22 134 | 208 162 | 1032 | 191 | 256 144 | 721 | 338
EP-PDR
IR-775, BuM, 287 | 086 158 | 259 | 227 1,46 | 249 1,34 | 098 1,64 1,01 1,27
ciemna EP-PDR
IR-775, 8uM,
na&wietlana 417 | 2,18 1,81 159 | 216 1,75 | 2,10 1,13 1,24 117 | 2,60 | 225
EP-PDR
Photofrin, 25uM, |5 55 1,21 1,44 115 | 1824 | 214 | 459 | 2,89 1,50 145 | 909 | 218
ciemna EP-PDR
Photofrin, 25uM,
~.czerwona”’ 16,47 1,61 1,53 1,06 7,24 1,82 3,99 5,53 1,28 1,04 2,73 2,85
EP-PDR
Photofrin, 25uM,
niebieska” 5,05 1,17 1,06 | 0,99 1,19 1,41 1,10 1,13 1,06 1,03 1,36 1,4
EP-PDR
f'mmycy”a’ 9,25 4,84 1,79 145 | 3,59 4,40 3,91 16,18 bd bd 1,69 | 3,39




Tabela 2.Wspotczynniki efektywnéi dla r&nych warunkéw déwiadczei. Kolorem zielonym oznaczono wastd >2, kolorem czerwonym —
wartasci <1, skrot “bd” oznacza brak danych.

Barwienie btkitem

Warunki ddwiadcze Nggzeenli.e trypanowym LDHe MTT ATT NR SRB
MCF-7/WT|MCF-7/DXMCF-7/WT|MCF-7/DX|MCF-7/WT|MCF-7/DX|MCF-7/WT|MCF-7/DX|MCF-7/WT|MCF-7/DXMCF-7/WT|MCF-7/DX
5[;;75’ 2uM, ciemna 081 | 098 | 830 | 3,77 | 146 | 243 | 114 | 073 | 1,24 | 044
IR-775, 2uM, na&w. PDR 1,00 | 1,08 | 1349 | 477 | 1,34 | 350 | 103 | 1,12| 074 | 1,35
5[;;75’ 8uM, ciemna 1,04 | 127 | 1952 | 9,9 | 1,96 | 430 | 1,98 | 1,47 | 214 | 520
IR-775, 8uM, na&w. PDR 120 | 143 | 2472 | 1215 | 217 | 393 | 183 | 2,37 | 2,11 | 4,66
Egcgomn’ 25uM, ciemna) 800 Viem | bd 1,00 | 1,25 | 4,37 | 564 | 11,41 | 19,19 | 164 | 1,82| 145 0,70
ig‘;tr‘\’,\flgﬂﬁ%yé 123 | 123 | 978 | 850 | 59,11 | 1698 | 4,21 | 236 | 339 | 0,79
;?gé?égﬂﬁg% 212 | 186 | 20,79 | 14,64 | 93,22 | 91,36 | 568 | 200 | 582 | 201
Bleomycyna, JuM 1,08 1,46 6,17 3,50 3,11 35,02 bd bd 191| 3,53
5[;;75’ 2uM, ciemna 1,05 | 1,27 | 1,00 | 102 | 383 | 166 | 494 | 062 | 1,36 | 145| 167 143
IR-775, 2uM, na&w. PDR 140 | 471 | 113 | 116| 400 | 153 | 642 | 089 | 1,09 | 1,22| 1,35 1,42
IR-775: BuM, clemna 357 | 098 | 1,40 | 150| 793 | 234 | 941 | 082 | 158 | 220 | 296 | 2,03
IR-775, 8uM, na&w. PDR 586 | 4,05 | 1,62 | 1,65| 840 | 274 | 11,09 | 0,83 | 1,63 | 213 | 3,13 | 2,12
Egcgomn’ 25uM, ciemna 1200 Viem 5 25 | 548 | 123 | 142 | 266 | 159 | 4321 | 3405 | 545 | 1.82 | 154| 206
iggﬂgﬂﬁ%g'é 192 | 684 | 1,23 | 128| 365 | 227 | 8353 | 5249 | 568 | 1,77 | 262 | 2,12
;?gg?;gﬂﬁg*yé 647 | 7,30 | 1,84 | 162| 506 | 286 | 91,78 | 9295 | 7,25 | 1,86 | 3,34 | 2,82
Bleomycyna, JuM 6,37 7,43 1,05 1,04 | 2,14 2,07 1,81 2,30 bd bd 1,25 | 2,63




Zbadano réwniz wptyw stosowanych metod na system antyoksydacyjny
w komorkach. Narys. 10 i rys. 11 zaprezentowandrarye zdjcia mikroskopowe
przedstawiagice wyniki reakcji immunocytochemicznej z przeciwera skierowanym
przeciwko S-transferazie glutationowej (GST) w kokagh poddanych ECT
z bleomycyn. Pozostate zdgia oraz wyniki pétilgciowej analizy zdj¢ zostaty
zamieszczone w zasadniczejeqd rozprawy. Dla wszystkich badanych substancji
(bleomycyna, IR-775, Photofrin) w obydwu liniach nkérkowych (MCF-7/WT
I MCF-7/DX)  intensywné¢ reakcji  immunocytochemiczne] byla ¢isza
po zastosowaniu elektroporacji w pcgeniu z badanymi zwtkami. Wzrost ten mae
wynika¢ ze zwekszonego dostarczania molekut dogivna komorek, gdy GST bierze
udziat w procesie detoksykacji ksenobiotykéw. Paoadaobserwowana;e w wyniku
poddania komorek reakcji elektro-fotodynamicznej IRZ75 przy 8 uM
lub elektrochemioterapii z bleomycymasgpita fragmentacja komérek. Zaobserwowano

rowniez tworzenie ciatek apoptotycznych, ktéegznianami morfologicznymi typowymi

dla procesu apoptozy.
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Rys. 10.Ekspresja GST w komérkach Rys. 11.Ekspresja GST w komoérkach
MCF-7/WT poddanych ECT z bleomycyn MCF-7/WT poddanych ECT z bleomycyn
przy 0 V/icm. przy 1200 V/cm.

Oceniano take wptyw zadanych warunkow terapeutycznych na opdriekowg
wybranych linii komoérkowych. Przyktadowe wyniki immocytochemicznej oceny
ekspresji biatek zwzanych z oporniia wielolekows w komorkach poddanych EP
oraz EP-PDR przedstawiono narys. 12-13 (ekspM§)&1) oraz rys. 14-15 (ekspresja
MRP7). Pozostale wyniki oraz posumowanie analizylilggriowej zestawiono

w zasadnicze] eZci rozprawy. W przypadku obydwu ocenianych biatddserwowano



silniejszy reakcg immunocytochemiczn w linii komorek MCF-7/DX (opornych
na doksorubicyg), niz w linii typu dzikiego (MCF-7/WT). W komoérkach poddych
dziataniu cyjaniny IR-775 lub bleomycyny intensywaaeakcji immunocytochemicznej
byta wicksza po zastosowaniu elektroporacji. Efekt tenzendoy interpretowany
jako odpowied komorkowa na podwiszone stzenie badanych  zwkkow,
spowodowane utatwieniem ich transportu poprzezozasianie elektroporacji. Jedrrak
dla niektérych parametréw terapii ochrona ta ni¢abyystarczajca i zaobserwowano
zmiany w morfologii komorek, sugenge smier¢ komorek na drodze apoptozy.
Na podstawie wynikow oceny ekspresji MDR1 i MRP7zmeo zatem wyswt wnioski

analogiczne jak przy analizie ekspresji GST.
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Rys. 12.Ekspresja MDR1 w komérkach  Rys. 13.Ekspresja MDR1 w komorkach
MCF-7/DX poddanych elektroporacji MCF-7/DX poddanych EP-PDR przy 8 uM
przy 1200 V/cm. cyjaniny IR-775, nawietlaniu w zakresie
NIR oraz 1200 V/cm.

s _
A00pm 100 m
Rys. 14.Ekspresja MRP7 w komorkach  Rys. 15.Ekspresja MRP7 w komorkach
MCF-7/DX poddanych elektroporacji MCF-7/DX poddanych EP-PDR przy 8 uM
przy 1200 V/cm. cyjaniny IR-775, nawietlaniu w zakresie
NIR oraz 1200 V/cm.

A.5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badéormutowano naspujace wnioski:

1) Sama elektroporacja o ustalonych parametrach (8ulsdw, 800 V/cm
lub 1200 V/cm, 10@is, 1 Hz) nie miata toksycznego wptywu na funkcjoaove
komorek.

2) W komoérkach nie zaobserwowano istotnych zmian nlogioznych

indukowanych samelektroporagj przy ustalonych parametrach.
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3) Sama reakcja fotodynamiczna oraz chemioterapiero o ustalonych parametrach
(2 uM lub 8 uM IR-775; 25uM Photofrinu; 1uM bleomycyny; 24 godziny
inkubacji) nie miaty toksycznego wptywu na funkojovenie komorek.

4) Zaobserwowano,ze elektroporacja unitiwita zwic¢kszenie transportu jodku
propidyny, IR-775 oraz Photofrinu do komorek.

5) Dzieki elektroporacji bton komdérkowych wybrane zeki przeciwnowotworowe
(IR-775, Photofrin oraz bleomycyna) skutecznie kuaumaty smier¢ komorek,
nawet przy zastosowaniu matyckzgh oraz krétkich czaséw ekspozycji.

6) Zwickszenie efektu toksycznego stosowanych terapii gpraewotworowych,
spowodowane elektroporacjzostalo wykazane szczegoélnie w testach opartych
na pomiarze aktywr$gi mitochondriéw oraz zdolsoi komorek do syntezy biatek.

7) Polczenie chemioterapii lub terapii fotodynamiczneglektroporacj zwickszyto
takze ich toksyczn& oceniag w testach opartych na pomiarze integrétndoton
komorkowych oraz aktywrgi lizosomow — jednak dla obu wielk@m w
mniejszym stopniu @i w przypadku pozostatych ocenianych parametréw
funkcjonowania komorek.

8) Pofczenie reakcji fotodynamicznej lub chemioterapii vitro z elektroporagj
skutkowato wzrostem ekspresji GST — enzymu azamego z detoksykacj
ksenobiotykow.

9) Komorki o podwyszonym wewgtrzkomorkowym sizeniu badanych substancji
dostarczanych metad elektroporacji wykazywaly podwgzory ekspresj
transporterow zwzanych z oporniia lekowa (MDR1 i MRP7).

10)Zastosowane metody byly skuteczne zaréwno w konehrkavraliwych
(MCF-7/WT), jak i opornych (MCF-7/DX) na doksorupre.

Podsumowujc, na podstawie przeprowadzonych hadan vitro wykazano,
ze pohczenie reakcji fotodynamicznej lub chemioterapiielektroporag zwigkszyto
cytotoksyczny efekt wludzkich komorkach gruczolad@ gruczotu sutkowego.
Dzi¢ki zastosowaniu elektroporacji tworzone byty altgnvne drogi transportu substancji do
komoérek. Modyfikacja terapii za pomgpelektroporacji umdiwita zastosowanie mniejszych
stezen badanych zwizkéw podawanych do komorek nowotworowych oraz kyith czasow
ekspozycji komorek na badane zwki. Wspomaganie terapii przeciwnowotworowych
poprzez elektroporagjmoze zatem pozwati na poszerzenie spektrum stosowanych lekow

oraz zmniejsz§ skutki uboczne leczenia. Uwzghiajc te efekty, elektroporacja e by
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rozwazana jako atrakcyjna metoda wspomagania nie tyllamibterapii, ale réwnieterapii
fotodynamicznej. Wyniki uzyskane w badaniaalvitro wykazaty potencjat proponowanego
podepcia izaclkcajp do kontynuacji prac, réwnie na modelach zwieezych.
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