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1. Wprowadzenie

Terapia fotodynamiczna (PDT) jest obecnie terapia komplementarng w stosunku do
tradycyjnych metod leczenia nowotwordw. Strategia ta wymaga trzech podstawowych elementéw
osobno nietoksycznych: fotosensybilizatora (PS), tlenu czasteczkowego oraz promieniowania
elektromagnetycznego o odpowiedniej mocy i dlugosci fali dopasowanej do pasm absorpcji
fotosensybilizatora. Efekt fotodynamiczny polega na wprowadzeniu do organizmu substancji
aktywnej fotochemicznie - fotosensybilizatora, ktéora po wzbudzeniu promieniowaniem
elektromagnetycznym powoduje, ze w tkance zachodzi¢ mogg dwa gléwne typy reakcji
fotochemicznych, w wyniku ktérych generowane sa reaktywne formy tlenu (ROS). ROS prowadza
do stresu oksydacyjnego w obrebie guza, determinujac tym samym przeciwnowotworowa
aktywnos¢  PDT, na  ktéra  skladaja si¢  trzy  powigzane  mechanizmy:
(1) bezposredni efekt cytotoksyczny - $mieré komodrek nowotworowych na drodze apoptozy,
nekrozy i/lub autofagii, (2) efekt posredni polegajacy na zamykaniu okotoguzowych naczyn
krwiono$nych oraz (3) dziatanie wtorne, czyli stymulacja uktadu odpornosciowego do lokalnej
1 systemowej odpowiedzi immunologicznej oraz indukowanie procesOw prozapalnych, Rys 1.
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajqcy etapy terapii fotodynamicznej oraz mechanizmy jej aktywnosci
przeciwnowotworowej.

Modyfikowane chemicznie bakteriochloryny wydaja si¢ by¢ niemal idealnymi
kandydatami zar6wno do klasycznej terapii fotodynamicznej jak i eksperymentalnej terapii
ukierunkowanej. Z uwagi na fakt, ze odpowiedz uktadu odpornosciowego jest czynnikiem
determinujacym skutecznos$¢ terapii i wyleczenie catego organizmu, najwigksza role przypisuje
si¢ aspektom immunologicznym PDT. Terapia fotodynamiczna poprzez modyfikacje odpowiedzi
immunologicznej oraz tzw. fotoimmunoterapia jest nowa eksperymentalng strategia
przeciwnowotworowa. Efekt fotoimmunoterapeutyczny, lezacy u jej podstaw, polega przede
wszystkim na uzyskaniu catkowitej selektywnosci wobec tkanek nowotworowych 1 jednoczesnym
stymulowaniu uktadu odpornosciowego organizmu. Dziatanie to mozliwe jest poprzez



zaprojektowanie ukierunkowanego fotosensybilizatora, ktory rozpoznaje specyficzne biatka na
powierzchni komorek zmienionych chorobowo lub mikrosrodowisko nowotworowe.

Inteligentne modyfikacje oraz funkcjonalizacja nowych fotosensybilizatorow pozwalaja
zatem uzyska¢ efekt zwigkszonej selektywnos¢ wobec komoérek nowotworowych, wynikajacej
z lepszej akumulacji w komodrkach nowotworowych badz mikro$rodowisku (np. nowotworowe
naczynia krwionosne, komorki $rédbtonka), a takze z lokalnego naswietlania promieniowaniem
laserowym z zachowaniem minimalnego marginesu tkanki zdrowej. Opisane dotychczas
w literaturze spektakularne wyniki leczenia niektérych typoéw nowotworéw przy zastosowaniu
ukierunkowanej terapii fotodynamicznej sprawiaja, ze jest to jedna z najbardziej obiecujacych
metod leczenia nowotwordow, jakie pojawity si¢ w onkologii w ciggu ostatnich lat. Nalezy jednak
zaznaczyc¢, ze jest to nowa 1 eksperymentalna strategia przeciwnowotworowa, kluczowe jest zatem
poznanie zaréwno istotnych czynnikéw chemicznych i biologicznych, jak rowniez molekularnych
mechanizmoéw dziatania determinujacych jej niska inwazyjnos¢, selektywnos¢ oraz wysoki indeks
terapeutyczny.

2. Podejmowane problemy badawcze oraz najwazniejsze wyniki badan
2.1. Zaleinosé struktura-aktywnosé biologiczna (SAR) modyfikowanych bakteriochloryn
W pordwnaniu z poznang zlozonos$ciag choréb nowotworowych, czynniki molekularne

organizmu gospodarza, ktére determinujg odpowiedz na stosowane schematy PDT wciaz nie sa
do konca poznane. W zwigzku z tym, niniejsza praca doktorska wpisuje si¢ w nurt badan
prowadzacych do uzyskania informacji dotyczacych mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych  za  przeciwnowotworowa  aktywno$¢  terapii  fotodynamicznej
z wykorzystaniem syntetycznych modyfikowanych bakteriochloryn jako fotosensybilizatoréw.

Glownym celem pracy bylo sprawdzenie rdéznych  $ciezek  modyfikacji
i funkcjonalizacji fotosensybilizatorow pozwalajace okresli¢ zaleznosci pomigdzy ich struktura,
wlasciwosciami fizykochemicznymi oraz fotochemicznymi a obserwowang aktywnoS$cig
biologiczng w uktadach in vitro i in vivo. Na podstawie uzyskanych w pracy wynikéw oraz
w ramach wcze$niejszych badan prowadzonych we wspotpracy z Uniwersytetem w Coimbrze
(Portugalia), dokonano analizy zaleznosci pomiedzy strukturg 1 wlasciwosciami
fizykochemicznymi wybranych bakteriochloryn a ich aktywnosciag biologiczng in vitro
i skutecznoscig in vivo. W przeprowadzonych w pracy badaniach nad odpowiedzig
immunologiczng obserwowang po PDT dokonano analizy stanu zapalnego indukowanego PDT
oraz charakterystyke mechanizmoéw molekularnych pod katem ekspresji wybranych czynnikow
immunologicznych i mediator6w stanu zapalnego prowadzacych do generowania
dlugoterminowej, przeciwnowotworowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Wykazano takze
réznice w skutecznosci wybranych protokotoéw fototerapeutycznych (V-PDT, E-PDT, C-PDT) ze
wskazaniem optymalnych warunkéw przeprowadzenia PDT (vide formulacja PS, DLI, dawka
promieniowania) oraz okre$leniem molekularnych biomarkerow  skutecznej  terapii
fotodynamicznej.

Przeprowadzone badania nad zrozumieniem mechanizméw odpowiedzialnych za
efektywnos¢ PDT obejmowaty réwniez tematyke selektywnego i kontrolowanego dostarczania

3



fotosensybilizatorow. W przedstawianej pracy zaproponowana i opracowana zostata nowa
formulacja hydrofobowych i amfifilowych bakteriochloryn (logP>1.9) - oparta na kopolimerach
blokowych z grupy Pluronic. W pracy wykazano, ze enkapsulacja pochodnych bakteriochloryn
micelach polimerowych o $rednicy ok. 25 nm pozwala nie tylko na poprawe ich parametrow
farmakokinetycznych oraz biodostgpnosci, ale réwniez na uzyskanie wigkszej selektywnosci
wobec naczyn nowotworowych oraz mikro$rodowiska okotoguzowego dzigki efektowi
zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyniowej 1 zatrzymywania matych i duzych czasteczek
w tkance guza nowotworowego (ang. enhanced vascular permeability and retention — EPR effect).
Efekt ten wykorzystano m.in. w celu zwigkszenia skutecznosci PDT wobec nowotwordéw bardziej
inwazyjnych o zwigkszonej opornosci na tradycyjnie stosowane schematy leczenia (czerniak
zto$liwy o wysokim stopniu upigmentowania). Dowiedziono, ze zastosowanie nowej, wrazliwej
na zmiany pH $rodowiska formulacji Redaporfinu (F2BMet) w postaci miceli polimerowych
opartych na poloksamerach Pluronic pozwala na znaczne zwigkszenie efektywnosci V-PDT
prowadzacej do 100%, dhugoterminowej wyleczalnos$ci czerniaka upigmentowanego w modelu
przedklinicznym.
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Rysunek 2. (A) Obrazy mikroskopowe STEM otrzymane dla P123 i F127 odpowiednio przed i po
enkapsuacji F:BMet, (B) Analiza skutecznosci terapeutycznej V-PDT skierowanej wobec mysiego
czerniaka zlosliwego o wysokim stopniu upigmentowania z zastosowaniem enkapsulowanego
w nanomicelach polimerowych fotosensybilizatora (F.BMet-P123).

Na podstawie przedstawionych w rozprawie wynikow mozna wnioskowaé, ze
fotosensybilizatorami  najbardziej skutecznym w V-PDT (DLI=15 min) sa zwiazki
o hydrofilowym badz amfifilowym charakterze, tj. sulfonowe i wybrane sulfonamidowe pochodne
bakteriochloryn (F2BOH, logP=-1.4; F.BMet logP=1.9). W protokotach charakteryzujacych sig¢
dhuzszym czasem pomi¢dzy dozylnym podaniem leku a naswietlaniem guza (DLI) wynoszacym
3-72 h, ukierunkowanych przede wszystkim na komorki nowotworowe duzo skuteczniejsze
okazaly si¢ fotosensybilizatory o charakterze lipofilowym (F2BPrc, logP=3.2; CIl.BHep,
logP=4.2). Zwiazki te, z uwagi na ograniczong rozpuszczalnos¢ w srodowisku wodnym, poddano
dodatkowo enkapsulacji w micelach polimerowych opartych na poloksamerach Pluronic, ktére



pozwolity zwiekszy¢ ich efektywnos¢ i selektywnos$¢ na skutek: (1) znacznego zwickszenia
rozpuszczalnosci; (2) obnizenia tendencji do agregacji w Srodowisku biologicznym; (3) poprawe
stabilno$ci oraz zmniejszenie podatno$ci na fotodegradacje, (4) zwickszenie wydajnosci
generowania ROS z zaznaczeniem tworzenia si¢ form wolnorodnikowych.

2.2. Mechanizmy molekularne bedgce podstawg generowania odpowiedzi immunologicznej
po PDT

W pracy przedstawiono analize¢ panelu czynnikdw immunologicznych oraz mediatoréw
towarzyszacych lokalnej 1 systemowej reakcji zapalnej indukowanej dziataniem
fotodynamicznym. Obserwowany po PDT kontrolowany stan zapalny prowadzi do aktywacji
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej m.in. poprzez wzmozona ekspresj¢ cytokin
prozapalnych oraz czynnikéw odpowiedzialnych za generowanie dtugoterminowej odpowiedzi
swoistej. Na podstawie uzyskanych wynikéw zweryfikowano hipoteze, ze przeprowadzona terapia
fotodynamiczna z zastosowaniem modyfikowanych bakteriochloryn prowadzi nie tylko do
Zniszczenie guza pierwotnego, ale rowniez stymulacji uktadu odpornosciowego, dzigki ktorej
mozliwe jest (1) rozpoznanie oraz zniszczenie pozostatych komoérek nowotworowych zaréwno
W obszarze mikrosrodowiska, jak i bedacych w stadium rozsianym (z odleglymi przerzutami),
(2) uzyskanie przeciwnowotworowego efektu abskopalnego in vivo (3) odrzucenie ponownego
przeszczepu tych samych komoérek nowotworowych zaréwno w przypadku guza pierwotnego, jak
réwniez w modelu przerzutow do ptuc.

Wykazano takze roznice w skutecznos$ci wybranych protokotéw fototerapeutycznych
(V-PDT, E-PDT, C-PDT) ze wskazaniem optymalnych warunkoéw przeprowadzenia PDT (vide
formulacja PS, DLI, dawka promieniowania) oraz okre$leniem molekularnych biomarkerow
skutecznej terapii fotodynamicznej. Na podstawie przeprowadzonych analiz molekularnych
mozna m.in. wnioskowa¢, ze V-PDT prowadzi do zwigkszenia aktywnosci: IL-6, KC, MIG oraz
MIP1B, ktore zaangazowane sa w duzej mierze w mechanizmy wzmocnienia funkcji limfocytow
T 1 B, silng reakcje zapalng modulowang przez podstawowa populacje neutrofilow oraz aktywacje
granulocytow. Z kolei, E-PDT indukuje zwig¢kszong ekspresje MIP-2, IP-10, MCP-1, TNFa i GM-
CSF. Czynniki te wskazujg na poczatkowa aktywacj¢ neutrofilow, ktora w czasie trwania procesu
zapalnego zastgpowana jest rekrutacja monocytow. Ponadto, czynnikiem unikatowym, ktérego
sekrecj¢ wykazano wylacznie po tym wariancie terapii jest GM-CSF, ktorego funkcje polegaja
m.in. na zwigkszeniu ilo$ci neutrofildéw (indukowanych) oraz promowaniu mechanizméw
prowadzacych do wytworzenia swoistej odpowiedzi uktadu odpornosciowego, Rys. 3.
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Rysunek 3. Rola poszczegdlnych cytokin w aktywacji mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
powstajqcej po V-PDT oraz E-PDT z zastosowaniem F,BPrc jako fotosensybilizatora.

2.3.Rola cyklooksygenazy 2 (COX-2) w procesach zapalnych indukowanych PDT

Kolejny aspekt przedktadanej pracy koncentruje si¢ rowniez na mozliwosci wzmocnienia
aktywnos$ci  przeciwnowotworowej  terapii = fotodynamicznej  poprzez  zastosowanie
ukierunkowanego fotosensybilizatora rozpoznajacego zwigzany z nowotworem stan zapalny.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zastosowanie pochodnej bakteriochloryny
funkcjonalizowanej czasteczkami leku z grupy NLPZ - N-(4-hydroksyfenylo)acetamidu pozwala
na aktywne targetowanie cyklooksygenazy-2 (COX-2) — enzymy zwigzanego ze stanem zapalnym,
ktérego nadekspresje wykazano w traktowanych komorkach nowotworowych (CT26). W pracy
wykazano zwigkszone powinowactwo badanej pochodnej wobec komorek $rodbtonka naczyn
(w kulturach komorek adherentnych oraz sieci naczyn rosngcej w kulturze 3D). Ponadto, na ich
podstawie wnioskowaé mozna, Ze inhibicja aktywnos$ci COX-2 za pomocg ukierunkowanej PDT
przyczynia si¢ do (1) intensyfikowania apoptotycznej $mierci komorkowej po PDT,
(2) zmniejszenia stg¢zenia VEGF po protokotach z F2BPrc oraz (3) zmniejszenia stezenia
prostaglandyny E2 zaréwno po terapii prowadzonej in vitro i in vivo. Zalezno$¢ ta koreluje
z wysoka skutecznoscig terapeutyczng, ktéora zwigzana jest réwniez z generowaniem
dlugoterminowej, specyficznej odpowiedzi uktadu odpornosciowego zaleznej od limfocytow typu
T, Rys. 4. Obiecujace wyniki uzyskane dla opracowanego protokotu F2BPrc-E-PDT, pozwalaja
zatem wnioskowaé, ze COX-2 moze stanowi¢ potencjalny cel molekularny w terapii
przeciwnowotworowe;j.
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Rysunek 4. Schemat eksperymentu majgcego na celu okreslenie diugoterminowej odpowiedzi
immunologicznej po PDT. (A) Analiza Kaplana-Maiera dotyczgca przezywalnosci zwierzgt po F>BPrc-E-
PDT z uwzglednieniem ponownego przeszczepienia komorek nowotworowych; (B) przezywalnos¢ myszy
immunokompetentnych (BALB/c) vs myszy z defektem immunologicznym (BALB/c nude) po F2BPrc-E-PDT.

2.4. Detekcja autofagii w komorkach nowotworowych po PDT oraz mechanizm jej
dziatania w zaleZnosci od subkomorkowej lokalizacji fotosensybilizatora.

W zwigzku z tym, ze w ostatnich latach duzo uwagi po$wiegca si¢ wystepowaniu autofagii
po PDT, w pracy analizie poddano mechanizmy $mierci komorkowej oraz wyjasniono zaleznosci
pomiedzy generowanym stresem oksydacyjnym oraz rodzajem S$mierci komorkowej
z uwzglgdnieniem autofagii zaréwno jako mechanizmu prowadzacego do $mierci komorki jak
I aktywno$ci pro-przezyciowej. Z uwagi na plejotropowy charakter autofagii w pracy okreslono
warunki efektu fotodynamicznego, przy ktorym pelini ona funkcje pro-przezyciowe oraz kierujace
komoérke na droge $mierci. Detekceji autofagii dokonano stosujac wybrane inhibitory szlakéw
molekularnych prowadzacych do powstawania autofagosomu (tj. wortmaning - inhibitor kinazy
PI3K) oraz na podstawie analizy ekspresji biatek zwigzanych z autofagia — LC3B oraz
p62/SQSTM. Ze wzgledu na wzajemne interakcje molekularne, réwnolegle do autofagii
analizowano tez obecnos$¢ apoptozy post-PDT (barwienie AneksyngV-AFI488 z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej, analiza aktywnosci kaspaz oraz biatek z rodziny Bcl-2).

W oparciu o przeprowadzone badania wykazano, ze mechanizm obserwowanej po PDT
autofagii jest S$ciSle zalezny od lokalizacji subkomorkowej PS oraz stosowanej dawki
promieniowania. Uzyskane wyniki wskazuja, ze terapii fotodynamicznej powodujacej
uszkodzenie retikulum endoplazmatycznego (ER-PDT) - zwlaszcza przy zastosowaniu
suboptymalnych dawek $wiatla - towarzyszy autofagia o charakterze pro-przezyciowym.
Natomiast w przypadku, gdy pierwotnym miejscem fotouszkodzenia jest aparat Golgiego (Golgi-
PDT) lub lizosomy (Lyso-PDT) — indukowana jest autofagia prowadzaca do $mierci komoérek
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nowotworowych, a tym samym przyczyniajagca si¢ do uzyskania lepszych efektow
terapeutycznych.

3. Podsumowanie

Przeprowadzone podczas realizacji pracy doktorskiej badania posiadajg charakter
interdyscyplinarny, a otrzymane wyniki zaréwno w czgéci fizykochemicznej, jak i biologicznej in
vitro 1 in vivo pozwolily na kompleksowa ocen¢ wpltywu zastosowanych modyfikacji
strukturalnych na wtlasno$ci fotosensybilizatorow oraz zaleznosci struktura - aktywno$é
biologiczna na profil aktywnosci fotodynamicznej testowanych bakteriochloryn. Zastosowanie
metod zaczerpni¢tych zarowno z dziedziny nauk chemicznych, jak réwniez farmacji, biologii
molekularnej 1 medycyny w polaczeniu z klasycznymi metodami rozwoju nowych $rodkow
terapeutycznych pozwolito okresli¢ skuteczno$¢ proponowanej strategii wraz z wyjasnieniem
mechanizmow molekularnych majacych wpltyw na catkowity obraz przedkliniczny; a co za tym
idzie — uzyskanie wnioskéw i wynikow badan, wnosza dotychczas nieznane lub jedynie
sygnalizowane informacje o podejmowanych w projekcie problemach badawczych.

Podsumowujac, podejmowane w pracy aspekty chemiczne i biologiczne zwigzane z PDT
wydaja sie by¢ znaczace w dobie medycyny spersonalizowanej, ktora przede wszystkim
uwzglednia ztozono$¢ i heterogenno$¢ chordb nowotworowych na tle mozliwosci modyfikacji
sposobu prowadzenia leczenia w zaleznosci od indywidualnie traktowanych przypadkow
chorobowych. Uzyskane wyniki moga w przysztosci przyczyni¢ si¢ nie tylko do opracowania
nowych schematéw leczenia o wysokiej skuteczno$ci, ale rowniez mozliwo$ci wzmacniania
aktywno$ci klasycznych metod leczenia (m.in. poprzez =zastosowanie inhibitoréw lub
aktywatorow wybranych szlakow molekularnych, substancji wzmacniajacych ich dziatanie badz
projektowanie terapii kombinowanych). Reasumujac, w $wietle dotychczasowych danych
dotyczacych poszukiwania fotosensybilizatoréw o zwigkszonej skutecznosci, badane w pracy
bakteriochloryny wydaja si¢ by¢ obiecujagca grupg nowych, ukierunkowanych
fotosensybilizatorow III generacji zarowno do terapii fotodynamicznej, jak réwniez nowych
eksperymentalnych strategii przeciwnowotworowych, do ktdrych zalicza si¢ fotoimmunoterapia



Podsumowanie dorobku naukowego

Publikacje w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR: 9

Materiaty konferencyjne w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR: 3

Publikacje w czasopismach innych niz znajdujace si¢ w bazie JCR: 2

Liczba cytowan': 76

Indeks Hirscha': h=5

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (Impact Factor, zgodny z 5-letnim IF): 57.889
Liczba wystapien konferencyjnych: 66

Lista prac zwigzanych z tematem rozprawy doktorskiej lub zawierajacych czes$¢ przedstawionych w niej

wynikow:

1. B. Pucelik et al. “Design of Pluronic-based formulation for enhanced redaporfin-photodynamic therapy
against pigmented melanoma” ACS Appl. Mater. Interfaces, 2016, 8, 22039-55; 1F=7.823.

2. A. Luz, B. Pucelik, L.G. Arnaut et.al. “Translating phototherapeutic indices from in vitro to in vivo
photodynamic therapy with bacteriochlorins”, Lasers Surg. Med., 2018, DOI: 10.1002/Ism.22931,
IF=2.61.

3. B. Pucelik et al. “Fluorination of Phthalocyanine Substituents: Improved Photochemical properties and
Enhanced Photodynamic Efficacy after Optimal Micellar Formulations” Eur. J. Med. Chem., 2016, 124,
284-298; 1F=4.187.

4. JM. Dabrowski, B. Pucelik, L.G. Arnaut et.al. “Engineering of relevant photodynamic processes
through structural modifications of metallotetrapyrrolic photosensitizers” Coord. Chem. Rev., 2016, 325,
67-107; IF=1F=12.743.

5. J.M. Dabrowski, B. Pucelik, L.G. Arnaut et al. , Towards tuning PDT relevant photosensitizer
properties: comparative study for the free and Zn?* coordinated meso-tetrakis-[2,6-difluoro-5-(N-
methylsulfamylo)phenyl]porphyrin” J. Coord. Chem., 2015, 68, 3116-3134; 1F=1.304.

6. JM. Dgbrowski, B. Pucelik ,,0d pomystu do apteki: badania nad nowymi lekami do terapii
fotodynamicznej nowotworow (PDT)”, Niedziatki, 2016, 3, 52-64.

Prace niezwigzane z rozprawg doktorska:

7. A. Kawczyk-Krupka, B. Pucelik, J.M. Dabrowski et al. “Photodynamic therapy as an alternative

to antibiotic therapy for the treatment of infected leg ulcers”, Photodiag. Photodyn. Ther., 2018, DOI:

10.1016/j.pdpdt.2018.05.001; IF=2.457.

8. B. Pucelik et al. “Properties of halogenated and sulfonated porphyrins relevant for the selection of
photosensitizers in anticancer and antimicrobial therapies” PL0S ONE, 2017, 12(10), e0185984;
IF=3.394.

9. A. Regiel-Futyra, J.M. Dabrowski, B. Pucelik et al. “Bioinorganic antimicrobial strategies in the
resistance era” Coord. Chem. Rev., 2017, 351, 76-117; IF=12.743.

10. J. M. Dabrowski, B. Pucelik, W. Macyk et al. “New hybrid materials based on halogenated
metalloporphyrins for enhanced visible light photocatalysis” RSC Adv., 2015, 5, 93252-93261;
IF=3.257.

! na podstawie bazy danych Web of Science z dnia 10.06.2018



