Cwiczenie 21

Efekt dziatania promieniowania elektromagnetycznego na komorki.
Wplyw uczulacza fotodynamicznego.

Swiatlo — promieniowanie elektromagnetyczne bedace jedna z wielu form propagacji
energii w przestrzeni.

W potocznym rozumieniu mianem $wiatta okres§lane jest promieniowanie widzialne
dostrzegalne przez oko ludzie. W szerszym aspekcie powinni§my mowi¢ o promieniowaniu
optycznym (bedacym rodzajem promieniowania elektromagnetycznego) bowiem w optyce
oprocz $wiatta widzialnego (VIS, A = 380 - 780 nm), na ktdre reaguja nasze oczy wyrdzniamy
jeszcze promieniowanie ultrafiolotowe/nadfioletowe (UV, A=180 - 380 nm), oraz podczerwone
(IR; A=780 nm - 50 um). Nalezy pamigta¢, ze promieniowanie elektromagnetyczne jest
podobnym do fali, oscylujacym polem elektrycznym (E) i magnetycznym (B) rozchodzacym
sie z staly predkoscia w przestrzeni (c~3x10® m/s w prozni). Wektory linii natezenia
elektrycznego 1 magnetycznego s3 prostopadle do siebie ido kierunku rozchodzenia si¢
$wiatla, a ich natgzenia zmieniajg si¢ sinosuidalnie co schematycznie przedstawiono na ryc. 1.
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Ryc. 1. Fala elektromagnetyczna promieniowania

Wielkos$cia charakteryzujaca fale jest jej czestotliwose (v - liczba pelnych zmian pola
elektromagnetycznego w ciagu sekundy) 1 dtugos$¢ (A - odlegtos¢ pomiedzy dwoma punktami,
gdzie warto$ci pola magnetycznego i elektrycznego maja takie same wartosci). Poniewaz
predkosci rozchodzenia si¢ fal (v = Av) sa jednakowe, to z rownania na predkos¢ wynika, ze im
wigksza jest czestotliwos¢ tym mniejsza dtugo$¢ fali. Wedtug Plancka najmniejsza porcja
energii fali elektromagnetycznej wyraza si¢ wzorem E= hv lub w odniesieniu do dtugosci fali
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jako E = h.c/A gdzie h— uniwersalna stala - nazwana stala Plancka (h=6,63-103* J-s),
v - czestotliwosé, C- predkosc swiatta (c = 299 792 458 m/s), a A - dlugosc¢ fali). Zatem kazda
fala $wietlna niesie ze soba energie, ktora moze oddziatywaé¢ na organizmy zywe.
W przypadku gdy ilos¢ energii jest tak duza, ze doprowadza do jonizacji czasteczek
(promieniowanie gamma, rentgenowskie) moze dochodzi¢ do uszkadzania wielu czasteczek
biologicznych. Natomiast promieniowanie $wietlne (promieniowanie niejonizujgce) niesie
znacznie nizsze porcje energii i nie doprowadza do jonizacji czastek, ale moze powodowac ich
wzbudzanie co przejawia si¢ zmianami w energii elektronowej, oscylacyjnej czy rotacyjnej
czasteczek.

Swiatlo wykazuje zaréwno nature korpuskularng (czasteczkowa), jak i falowa.
Dowodem na korpuskularne wilasciwosci $wiatta sg procesy opisujace zjawiska absorpcji
| emisji promieniowania przez atomy i czasteczki, zjawisko Comptona i efekt fotoelektryczny.
Natomiast przejawem wlasciwosci falowych sa: zatamanie $wiatta, dyfrakcja (ugiecie),
interferencja (naktadanie si¢ fal promieniowania) i polaryzacja.

Swiatto z ktérym si¢ stykamy na co dzien sktada si¢ z wielkiej liczby fal z ktorych
kazda znajduje si¢ w innej fazie (Ryc. 2). Takie $wiatto nazywamy inkoherentnym
(niesp6jnym). Swiatto laserowe jest tu wyjatkiem, gdyz jego strumien jest koherentny (spojny),
tzn. wszystkie fale tworzace strumien znajduja si¢ W tej samej fazie (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Rozktad fal w swietle koherentnym (zwyklym) i niekoheretnym (laserowym).

Swiatlo laserowe

Laser jest urzadzeniem wytwarzajacym i wzmacniajacym wiazke promieniowania
elektromagnetycznego. Jego nazwg stanowi akronim utworzony z pierwszych liter angielskiej
nazwy wyrazenia Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, co mozna by
przettumaczy¢ jako: wzmacnianie $wiatla przez wymuszona emisje promieniowania. Swiatto
emitowane przez laser jest monochromatyczne (tzn. ze posiada tylko jedng dlugos¢ fali
(kolor)), skoligowane (tzn. ze wigzka $wiatla laserowego ma niewielka rozbieznos¢ i tatwo
mozna utrzymac¢ niewielkg $rednice wigzki na duzych dystansach) oraz koherentne (spdjne).
Te wihasciwosci sprawiaja, ze z powodzeniem wykorzystywane jest w badaniach naukowych
czy w celach medycznych. Aby uzyska¢ odpowiedni efekt dziatania lasera nalezy go
zastosowa¢ w odpowiedni sposob, czyli dostarczy¢ odpowiednig dawke Swiatlg (najczescie)

mierzong w dzulach) na odpowiednig glebokos¢ tkanki. W zaleznosci od dawkowania
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(wyrazonego W J/cm?) mozemy pobudzaé¢ aktywno$é fizjologiczng (maly bodziec), badz ja
hamowa¢ (silne bodzce). Z klinicznego punktu widzenia, warto$¢ energii powinna by¢
dostosowana do stanu chorobowego. Wazny jest tez sposob aplikacji promieniowania.
Podobny efekt mozna uzyskac stosujac wiekszg moc w krotszym czasie, badz mniejsza energi¢
ale dtuzszy czas naswietlenia. Lasery posiadaja rowniez regulacje trybu pracy na ciagta badz
chwilowa (modulowana w impulsach). Bodzce ciaggle sg tagodniejsze, natomiast impulsowe
dzialaja bardziej draznigco na tkankg¢. Wazny jest tez dobor dlugosci fali promieniowania
laserowego, gdyz rézne dlugosci swiatla dzialaja odmiennie na poszczegdlne struktury tkanki
I penetruja ja na r6zng glebokose.

W przypadku stymulacji tkanek dobiera si¢ promieniowanie dla ktérego dominuja
procesy aktywnej transmisji i absorpcji w tkance. Najcze$ciej dobiera si¢ dlugosci fal
w przedziale 550-950 nm (zakres widzialny i bliskiej podczerwieni), ktore nie dociera do
glebiej zlokalizowanych tkanek gdyz jest absorbowane w tkankach potozonych bardziej
powierzchniowo. Efektywna moc (energia) dostarczana do tkanek jest pomniejszana o czgs$é
ktora uleglta odbiciu od powierzchni tkanek lub prze nig przeniknela. Stosowanie
promieniowania laserowego o gestosciach mocy nie wyzszych niz 50 mW/cm? wywotuje wiele
efektow fotobiochemicznych wsrdd ktorych mozemy wyrdzni¢: wzrost szybkosci procesOw
transportu w komorkach, zmiany struktury blon biologicznych, wzrost aktywnos$ci enzymoéw,
przyspieszenie mitozy, zwigkszenie syntezy ATP i DNA, a takze pobudzenie mikrokrazenia

I angiogenezy, wzrost amplitudy pobudzen nerwowych czy dziatanie immunomodulacyjne.

Fotosensybilizacja

Czesto terminu ,fotosensybilizacja” uzywa si¢ w odniesieniu do zwigkszenia
wrazliwosci komorek na dziatanie $wiatla widzialnego i ultrafioletowego. Substancje
fotouczulajace (fotosensybilizatory, fotouczulacze) stosowane sg celowo dla uzyskania
wptywu leczniczego np. w bielactwie, tuszczycy, ziarniniaku grzybiastym. Fotosensybilizacja
moze zajs¢ przypadkowo w wyniku niekorzystnego, ubocznego dziatania pewnych lekow,
W nastepstwie kontaktu zawodowego, lub w wyniku wewnatrzustrojowego wytwarzania
fotouczulaczy.

Swiatto inicjuje proces okreslany jako fotosensybilizacjg, czyli fotouwrazliwienie
polegajace na pochlanianiu energii promieniowania §wietlnego 1 przekazywania jej innym
substancjom bioragcym udzial w reakcji $wietlnej. W wyniku absorpcji $wiatta sensybilizator,
znajdujacy si¢ w stanie podstawowym, ulega wzbudzeniu do wyzszego poziomu
energetycznego. Wzbudzona czgsteczka fotosensybilizatora moze reagowaé bezposrednio
z substratem lub z innymi czasteczkami (najczgsciej z tlenem), znajdujacymi sie w mieszaninie
reakcyjnej, dajac produkty mogace ponownie reagowal z substratami. Proces
fotosensybilizacji inicjowany jest Swiattem, lecz dalsze etapy zachodza juz w ciemnosci.

U podstaw zjawiska fotosensybilizacji (fotouczulania) lezy zjawisko przekazywania

energii wzbudzenia elektronowego z czasteczki donora na czgsteczke akceptora. Mozemy
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wyrozni¢ dwa rodzaje fotouczulanych reakcji chemicznych. W pierwszym rodzaju reakcji
energia wzbudzenia (hv) uczulacza (U) moze by¢ wykorzystana do aktywacji substratu
(akceptora) AH, tzn. jest on akceptorem energii wzbudzenia:
hv+U+AH > U'+AH > AH" — Produkt
hv+U — U"
U +AH > U+ AH"
AH" > Produkt
W drugim rodzaju energia wzbudzenia uczulacza Ug moze by¢ zuzyta do aktywacji czasteczki
tlenu. Tego typu uczulacz nazywany jest uczulaczem fotodynamicznym (Uad):
hv+Ug+ 02— Ug + 02— Ug + Oz
AH + 02" = Agx (Aox — produkt fotoutleniania)
hv + Uds— Ud”
Ud"+ 02— Ud + Oz
02" + AH = Aox

Z powyzszych reakcji widzimy, ze uczulacz, zaréwno ,zwykly” (U), jak
I fotodynamiczny (Uq), nie bierze udziatu w reakcji fotochemicznej, spetnia rolg ,,odbiornika”
wychwytujacego fotony o okreslonej energii i przekazujacego uzyskang energi¢ innej
czasteczce, ktora dzigki temu ulega chemicznym zmianom. Zatem w kategoriach chemicznych
uczulacz jest katalizatorem. We wszystkich reakcjach fotochemicznych $wiatlo (w szerszym
znaczeniu terminu — takze promieniowanie UV) jest substratem.

W zywych organizmach, na ktore dziala promieniowanie ($wiatlo), ,,zwykle”
fotouczulacze odgrywaja stosunkowo niewielkg role, natomiast duze znaczenie majg uczulacze

fotodynamiczne czyli te, ktorych rola sprowadza si¢ do generowania tlenu singletowego.

Tlen singletowy

Wyjatkowos¢ czasteczki tlenu polega na tym, Ze jej stan podstawowy jest stanem
tripletowym (302); ma ona wowczas dwa niesparowane elektrony na orbitalach molekularnych
n* (Ryc. 3). Reaktywno$¢ czasteczki tlenu w stanie tripletowym jest bardzo niska, gdyz aby
wejs¢ w reakcje musi przyjaé od innej czasteczki dwa elektrony, przy czym pod uwage nalezy
wzig¢ orientacje spindbw — najlepiej aby byly one antyréwnolegle. Zdecydowana wigkszos¢
czasteczek organicznych, z ktoérymi tlen mogilby wchodzi¢ w reakcje w komodrkach, ma
sparowane elektrony, tzn. wypadkowy spin réwny 0. Sprawia to, ze mozliwo$¢ wejscia tlenu
w reakcje jest ograniczona, a hawet gdyby pojawiala sie czasteczka w stanie tripletowym to do
zainicjowania reakcji moze by¢ wymagane dostarczenie dodatkowej energii (niezbednej do
odpowiedniego ustawienia czastek - orientacji spinéw).

Znacznie bardziej reaktywny jest tlen singletowy 'O,". Powstaje on po wzbudzeniu
czasteczki tlenu tripletowego 202 Wzbudzenie polega na dostarczeniu energii potrzebnej do
przemieszczenia elektronu z jednego orbitalu molekularnego antywiazacego n* na drugi

I odwroceniu zwrotu jego spinu, badz tez odwrdoceniu zwrotu spinu elektronu na tym samym
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orbitalu molekularnym (Ryc. 3). Mamy bowiem dwie formy tlenu singletowego 10," w stanach
S1 i Sa, réznigce sie czasem zycia (t12) i energia wzbudzenia. Czasteczka 10," w stanie S;
w roztworach wodnych ma bardzo krotki czas zycia i przez to w procesach biologicznych
(zachodzacych przeciez glownie w $rodowisku wodnym) nie odgrywa wigkszej roli,
przeciwnie niz czasteczka 'O;” w stanie Si, o znacznie dluzszym czasie zycia. Jest ona
nazywana po prostu tlenem singletowym.
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Eyc. 3 Stany elektronowe czasteczki tienu: stan podstawowy — tripletowy (T,). stany wzbudzone
— singletowe (5,, 5,): ©% (oznaczone kotkami) — orbitale molekularne antywiazace; 1,,, — czasy
trwania standw wzbudzonych (w roztworach wodnych): strzalki oznaczajg spiny elektrondw.

Tlen singletowy oddziatuje z innymi czasteczkami na dwa sposoby: przekazuje energi¢
wzbudzenia innym czasteczkom (a sam przechodzi w stan tripletowy), badz wchodzi z nimi w
reakcje chemiczne. Wsrdd czasteczek wrazliwych na dziatanie tlenu singletowego mozna
wymieni¢ reszty aminokwasowe biatek (histydyny, metioniny, tryptofanu, tyrozyny, cysteiny)

oraz zasady purynowe i pirymidynowe kwasoéw nukleinowych.

Terapia fotodynamiczna

Swiatto juz od kilku tysigcy lat byto wykorzystywane w leczeniu wielu dolegliwosci
I schorzen. Niektorzy mowia o dwoch rodzajach wykorzystania swiatta w lecznictwie, dzielac
je na fototerapi¢ (bazuje na absorpcji $§wiatla przez endogenne sktadniki komorek i tkanek)
oraz na fotochemioterapi¢, ktora wykorzystuje promieniowanie do wzbudzania uprzednio
wprowadzonego do organizmu zwigzku chemicznego. Wsrod tych drugich metod szczegolne
znaczenie przypisuje si¢ terapii fotodynamicznej, powszechnie stosowanej w diagnostyce
I leczeniu zmian nowotworowych.

Zjawisko sensybilizacji zostalo wykorzystane po raz pierwszy przez von Tappeiner’a

W terapii nowotworéw skory. Postgpowanie to zostalo opisane jako ,dzialanie
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fotodynamiczne” 1 zainicjowalo rozwoj tzw. terapii fotodynamicznej (PDT - ang.
photodynamic therapy). PDT wykorzystuje dziatanie trzech czynnikoéw, ktére oddziatywuja na
tkanki i komorki. Pierwszym jest fotouczulacz/fotosensybilizator — wrazliwy na $wiatto
zwigzek, ktéry lokalizuje si¢ w tkance i1 uczula jg na dzialanie §wiatla. Drugim czynnikiem jest
zrodlo $wiatta emitujagce promieniowanie o odpowiedniej diugosci fali, ktére wzbudza
zakumulowany w tkance nowotworowej fotouczulacz. Najczesciej stosuje si¢ lasery lub
specjalne lampy z filtrami, emitujace promieniowanie w okreslonym zakresie. Ostatnim,
trzecim czynnikiem jest tlen czasteczkowy zgromadzony w tkankach, na ktory to wzbudzony
fotouczulacz bedzie przenosi¢ energie. Poniewaz jak widzimy, reakcje fotosensybilizacji
przebiegaja z udziatem tlenu, nazywane sa czgsto reakcjami fotodynamicznymi. W wyniku
»pobudzenia tlenu” powstaja czynniki cytotoksyczne, tj. wolne rodniki i tlen sigletowy.
Poniewaz omawiany proces moze zachodzi¢ dwiema drogami, to czesto wyrdzniamy reakcje
typu | i typu Il. (Ryc. 4). Powstate w wyniku obu reakcji produkty sg bardzo aktywnymi
utleniaczami, ktore nastgpnie inicjujg dalsze reakcje prowadzace do zniszczenia tkanki.

W reakcjach typu | wzbudzony fotouczulacz (sensybilizator bedacy w stanie
tripletowym) reaguje na poczatku poprzez transfer elektronow i protondow z czgsteczkami ze
swojego bezposredniego otoczenia. W procesie tym powstaje semizredukowany sensybilizator
i semiutleniony substrat (wolne rodniki, ktore sg reaktywne chemicznie). Powstajace
wolnorodnikowe substraty reaguja z tlenem inicjujac powstawanie reaktywnych form tlenu
(RFT), takich jak np.: aninorodnik ponadtlenkowy (O2*) rodnik hydroksylowy (HO?®),
nadtlenek wodoru (H202). Semizredukowany sensybilizator moze reagowac z tlenem w stanie
podstawowym (30;) i generowaé powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego, ktory
w wyniku reakcji z bioczgsteczkami lub ulegajgc dysmutacji, daje H20..

Fotouczulacz

I typ reakcji (stan podstawowy) }| Il typ reakcji
SWIATLO
% \/
Wolne rodniki, Wzbudzony o
jony rodnikowe fotouczulacz J vd 2
Joz 302
4 4
o Produy
utlenienia
i (RFT)
Smieré komérki
- apoptoza lub nekroza ~——

Ryc. 4. Dwa typy reakcji w terapii fotodynamicznej (Kulbacka J. i wsp. Fototerapia jako alternatywna metoda
leczenia nowotworéw. Medycyna Rodzinna 2008; 4: 88-95)
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W reakcjach typu Il wzbudzony sensybilizator (znajdujacy si¢ w stanie trypletowym)
przenosi swoja energie bezposrednio na tlen i tworzy¢ tlen singletowy (*O2), bedacy bardzo
reaktywng forma tlenu:

wzbudzony fotouczulacz + 20, — fotouczulacz w stanie podstawowym + 1O,

Poniewaz tlen singletowy jest bardziej elektrofilowy niz 02, to moze znacznie szybciej
reagowa¢ z bogatymi w elektrony Dbioczasteczkami, dajac utlenione pochodne
(hydroksynadtlenki, endonadtlenki, sulfotlenki). Oba typy reakcji (I 1 II) zachodza
rownoczes$nie, a stosunek pomiedzy tymi procesami zalezy od rodzaju zastosowanego
fotouczulacza, st¢zenia substratu i tlenu oraz zdolno$ci wigzania fotouczulacza do substratu.
Wykazano, ze duze stezenie fotouczulacza i krotki czas inkubacji prowadzi do niszczenia
komoérek w wyniku nekrozy. Natomiast przy nizszych stezeniach fotosensybilizatora
I dluzszym czasie inkubacji (24 h), nastepuje $mier¢ komodrek poprzez mechanizm apoptozy.

Terapia fotodynamiczna prowadzona w celu zniszczenia komodrek nowotworowych
moze przebiega¢ na dwa sposoby:

— bezposredniego dziatania fotodynamicznego uczulaczy
— posredniego dziatania fotodynamicznego uczulaczy

Bezposredni mechanizm fotodestrukcji  komoérek nowotworowych polega na
uszkodzeniu mitochondriow 1 systemu blonowego komorki, co prowadzi do inaktywacji
enzymoOw mitochondrialnych 1 transbtonowych, a w konsekwencji do nekrozy komorek.
W posrednim mechanizmie fotodestrukcji uszkodzenie komorek nowotworowych jest
powodowane niszczeniem ukladu naczyniowego guza komorek nowotworowych w wyniku
uszkodzenia srddblonka oraz §ciany naczyn krwiono$nych. Komorki nowotworowe roznig si¢
od komoérek normalnych zapotrzebowaniem 1 dostgpnoscia do skladnikéw odzywczych.
Docieraja do nich jedynie czasteczki transportowane przez krew, stad uszkodzenie uktadu
naczyniowego ma tak wazne znaczenie. Komorki nowotworowe charakteryzujg si¢ zdolnoscia
szybkiego 1 nieograniczonego podziatu. To pocigga za sobg obnizenie ilosci tlenu (hipoksja),
amoze tez prowadzi¢ do jego wyczerpania (anoksja). Zachodzace w tych warunkach
beztlenowe spalanie glukozy dostarcza kwas mlekowy, ktory obniza pH komorek
nowotworowych 1 w ten sposdb warunkuje selektywne gromadzenie si¢ w nich fotouczulaczy.
Ogo6lng ideg przeciwnowotworowego zastosowania terapii fotodynamicznej ilustruje ryc. 5.

Fotouczulacz zmodyfikowany tak aby gromadzit si¢ gtéwnie w chorej tkance (skora,
nabtonek uktadu oddechowego, tkanki nowotworowe) podajemy choremu. Kiedy stezenie
fotouczulacza w tkance osiggnie maksimum rozpoczynamy naswietlanie §wiattem laserowym
o dtugosci fali maksymalnie bliskiej maksimum absorpcji fotouczulacza. Najczesciej uzywamy
swiatla laserowego, gdyz Swiatlo to dostarcza w krotkim czasie ogromng liczbe fotonow.
Energia fotonow absorbowana przez fotouczulacz umozliwia powstawanie tlenu singletowego,
a nastgpnie wolnych rodnikow, ktore powoduja zniszczenie ($Smier¢ na drodze
apoptozy/nekrozy) komoérki nowotworowe;.
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Ryc. 5. Schemat ilustrujacy zasady terapii fotodynamicznej (PDT) (Trytek M. i wsp. Porfiryny i ftalocyjaniny. Cz.
1 Wiasciwosci i niektore zastosowanie. Biotechnologia 2005; 4(71): 109-127).

Stosowane obecnie fotouczulacze nie sg pozbawione wad. Kumulujac si¢ i pozostajac
przez dtugi czas w skdrze sa przyczyng powstawania nadwrazliwo$¢ na $wiatto stoneczne. Nie
sa rowniez zwigzkami uniwersalnymi, gdyz tkanki nowotworowe posiadajg rézng strukture
i nie kazdy fotouczulacz przyswajany jest w podobnym stopniu. Dodatkowo fotouczulacz
| powstajace cytotosyczne zwiazki moga dziata¢ rowniez na zdrowe tkanki. Do niedawna
najczesciej jako fotosensybilizatory stosowane byly glownie porfiryny pochodzenia
naturalnego. Fotosensybilizacja za posrednictwem porfiryn zachodzi wedtug reakcji typu II,
z wytworzeniem tlenu singletowego. Obserwacje dotyczace selektywnego gromadzenia si¢
porfiryn w tkankach nowotworowych (w tym takze pochodnych hematoporfirynowych
bedacych mieszaning hematoporfiryn 1 produktéw ich degradacji oraz dimerdéw i wyzszych
oligomerow porfiryn potaczonych wigzaniami estrowymi) wykazaty, ze gromadza si¢ one
réwniez w skorze, ktora w skutek ich powolnego uwalniania staje si¢ bardzo wrazliwa na
Swiatto. Gtowne pasmo absorpcji pochodnych hematoporfirynowych jako sensybilizatoréw
przypada na dtugos¢ fali ok. 400 nm i 600 nm. Stosowane w fototerapii $wiatlo czerwone
0 dtugosci fali 630 nm pomimo swej przenikliwosci jest stabo pochlaniane przez barwniki
porfirynowe. Te ograniczenia stosowania pochodnych porfirynowych jako fotouczulaczy
sktonily do poszukiwa¢ alternatywnych sensybilizatorow w fototerapii. Wytoniono grupe
zwiazkow okreslanych jako fotosensybilizatory drugiej generacji, ktéra obejmuje: chlorofile
iich pochodne, zmodyfikowane porfiryny, kwas 5-aminolewulinowy, barwniki
ftalocyjaninowe, psoralen i bigkit metylenowy.

Psolaren i jego pochodne (np. oxoralen=ksantokumaryna) charakteryzuja si¢ dosc¢
znaczagcym dziataniem fotouczulajacym. Zwigzki tego typu w polaczeniu ze $wiattem
stonecznym powodujg z reguly bolesne i powazne reakcje skorne. Mimo tego przykrego

I czasem niebezpiecznego dzialania substancje tego typu znalazly zastosowanie w leczeniu
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bielactwa 1 tuszczycy. Stosuje si¢ woOwczas naswietlania promieniami UV po wcze$niejszym
podaniu psolarenu lub jego mniej toksycznych pochodnych. Dziatanie oksoralenu zwigzane
jest z laczeniem si¢ tego zwigzku (pod wplywem promieniowania UV) z zasadami
pirymidynowymi DNA.

Fotosensybilizacja przy zastosowaniu ftalocyjanin moze doprowadzi¢ do modyfikacji
bioczasteczek wskutek peroksydacji lipidow blonowych, utleniania cholesterolu czy utlenienia
pewnych aminokwaséw takich jak cysteina, histydyna, metionina, tryptofan lub tyrozyna.
Bardziej skuteczna inaktywacja komorek jest prowadzona przez barwniki lokujace sie
w blonach. Powoduja one uszkodzenia bton plazmatycznych, zniszczenie retikulum
endoplazmatycznego, uszkodzenie mitochondriow 1 btony jadrowej oraz uposledzenie
aktywnos$ci enzymdw oraz receptoréw. Lokalizacja barwnikow ftalocyjaninowych w komorce
I W przedziatach migdzykomorkowych zalezy od ich polarnosci i rozpuszczalno$ci. Barwniki
0 charakterze hydrofilowym wiaza si¢ z lizosomami, wystepuja tez w mitochondriach, gdzie
lokuja si¢ zgodnie z gradientem potencjatu elektrochemicznego. Natomiast litofilne barwniki
anionowe tacza si¢ ze strukturami blonowymi: z btona plazmatyczng, blong mitochondrialng,
retikulum endoplazmatycznym i blong jadrowa.

Zjawisko fotesensybilizacji moze by¢ rowniez wykorzystane do lokalizacji zmian
nowotworowych. Po podaniu fotouczulacza i jego nagromadzeniu si¢ w zmiennych chorobowo
tkankach, na§wietlamy pacjenta promieniowaniem, ktére powoduje wzbudzenie fotouczulacza.
Wzbudzony fotouczulacz wykazujgc charakterystyczng luminescencje (emisje $wiatla, np.
0 barwie czerwonej) pozwala na okreSlenie ksztattu, wielkosci 1 polozenia zmian
chorobowych. Postepowanie takie umozliwia wykrywanie nawet drobnych, lub trudnych do
zarejestrowania innymi metodami zmian nowotworowych, co w efekcie koncowym pozwala

na znacznie skuteczniejsze dziatanie terapeutyczne.

Czes¢ eksperymentalna

Probe zawierajagcg zawiesing erytrocytow naswietlamy $wiattem laserowym lub
ultrafioletowym w obecno$ci fotouczulacza (np. ftalocyjanina, oxoralen). Po naswietleniu
erytrocyty usuwamy (odwirowujemy), a pozostalym plynie (supernatancie) okre$lamy
zawarto$¢ hemoglobiny (bialtko nadajgce czerwone zabarwienie dla krwi/erytrocytow).
W warunkach prawidtowych, niemal cala hemoglobina zawarta jest w erytrocytach. W 100 ml
krwi ludzkiej znajduje si¢ $rednio ok. 13-16 g hemoglobiny (13000 - 16000 mg/dL). Po
usunigciu tych komorek, w osoczu pozostaje niewielka zawartos¢ tego barwnika (<50 mg/dL)
i dlatego prawidlowe osocze charakteryzuje si¢ stomkowym zabarwieniem (barwa zalezy tez
od zawarto$ci innych barwnikow obecnych w osoczu). W przypadku uszkodzenia blony
erytrocytow, zawarta w nich hemoglobina uwalniana jest do osocza, ktére przybiera czerwong
barw¢ (i moéwimy wtedy o hemolizie). Czerwone zabarwienie osocza pojawia si¢ gdy
zawarto$¢ hemoglobiny przekracza ~200 mg/dL, co oznacza ze dopiero po uszkodzeniu

znaczgcej ilosci komorek mozna wizualnie oceni¢, ze doszto do hemolizy. Mierzac zawarto$¢
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hemoglobiny w osoczu (supernatancie otrzymanym pod odwirowaniu erytrocytdéw) mozemy
okresli¢ stopien hemolizy. Wsrod czynnikow mogacych powodowac¢ hemolize, mozemy
wymieni¢: drastyczne zmiany temperatury, dziatanie promieni UV czy pradu (cz. fizyczne),
czynniki chemiczne (rozpuszczalniki organiczne rozpuszczajace blone lipidowa, kwasy,
zasady, woda — powodujgca zmiang ci$nienia osmotycznego) oraz czynniki biologiczne
(toksyny bakteryjne, aktywacja krzepnigcia i 0Soczowych enzyméw proteolitycznych).
Poniewaz dodanie wody do krwi wywoluje hiposmoz¢ (obnizenie ci$nienia osmotycznego
krwi), to krwinki czerwone zaczynajg pobiera¢ wod¢ z otoczenia, przez co zwigksza¢ swoja
objetos¢ — co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do przerwania ciaglosci btony
plazmatycznej. Dlatego tez wickszo$¢ lekow podawanych dozylnie rozcienczana jest 0,9 %
roztworem NaCl (izotoniczny roztwor soli fizjologicznej), ktory ma takie samo ci$nienia
osmotycznego jak osocze (nie powoduje hemolizy). Nalezy podkreslic, ze podatnosé
erytrocytow na dziatanie czynnikdw hemolitycznych zalezy od sity dziatajacego bodzca i od
wieku krwinek (mtode krwinki sg bardziej wytrzymate niz starsze). Prawidtowo zbudowana,
niezmodyfikowana chemicznie blona krwinek czerwonych zapewnia im stosunkowo duza
oporno$¢ na dziatanie hipoosmotycznych roztwordéw i niewielkich ilosci detergentow, takich
jak np. saponina. Nie mniej jednak dziatanie jakiegokolwiek czynnika fizycznego
(promieniowanie), czy chemicznego (fotouczulacz) moze doprowadza¢ do uszkodzenia blony,
co w konsekwencji powoduje wyciekanie hemoglobiny do §rodowiska zewngtrznego.

Celem ¢wiczenia jest okreslenie, czy fotouczulacz 1 promieniowanie niosgce wysoka
energie (np. swiatto UV, Swiatlto laserowe) moga przyczynia¢ si¢ do uszkadzania komoérek
(w tym przypadku z uszkodzonych erytrocytoéw wydostaje si¢ hemoglobina, ktorej doktadng
ilos¢ mozemy zmierzy¢ za pomocg spektrofotometru). Po odwirowaniu i1 odrzuceniu catych
komoérek w roztworze (supernatancie otrzymanym po odwirowaniu) pozostanie uwolniona
z nich hemoglobina. Wzrost ilo$ci hemoglobiny powyzej wartosci poczatkowej (okreslonej
w probie, ktora nie byla poddawana wplywie $wiatta, czy fotouczulacza) bedzie $wiadczyt
0 uszkadzaniu blony krwinek czerwonych (hemolizie).

Ktéry z czynnikéw (UV, fotouczulacz) jest bardziej hemolityczny? Czy nalozenie dwoéch
czynnikow hemolitycznych zwigksza stopien wuszkadzania komorek (poréwnaé ilosé
hemoglobiny uwolnionej gdy na erytrocyty dziatalty dwa czynniki z suma uwolnionej

hemoglobiny w przypadku zastosowania tylko uczulacza 1 tylko Swiatta UV ?
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Doswiadczenia beda wykonywane na erytrocytach uzyskanych z krwi wieprzowej (od zwierzat przeznaczonych

do uboju w zakladach przetworstwa migsnego). Zwierzeta te zostaly wczeSniej przebadane na obecnos$c

pasozytow i zakazen wirusowo-bakteryjnych. Jednak jak podczas kazdej pracy z materiatem biologicznym nalezy

zachowac¢ szczeg6lng ostroznos¢ podczas wykonywania wszystkich czynno$ci z udziatem krwi.

1) Przygotowac zawiesing erytrocytow o sktadzie przyblizonym do krwi ludzkiej. W tym
celu do dwoéch plastikowych probowek zawierajacych po 5 ml koncentratu krwinek
czerwonych?! (prébowka na stanowisku) dodaé po 5 ml zbuforowanej soli fizjologicznej
(PBS). Ostroznie wymieszaé za pomocg pipety automatycznej powoli aspirujac
| wypuszczajac plyn — tak aby go nie spieni¢. Nastepnie uzyskany roztwor nalezy
odwirowaé¢ na wiréwce laboratoryjnej (12 min., 200 g). Korzystajac z wiréwki MPW-
211 lub MPW-2 ustawiamy czas wirowania na 12 min, a szybkos¢ wirowania
w zakresie 1200 - 1600 obrotow/min. (jezeli chcemy zmienié szybkosé wirowania bardzo

delikatnie przekreci¢ pokrettem i chwile odczekaé na stabilizacje obrotéw)

Wstawiajgc probowki do wirowki nalezy pamietaé, aby rotor wirowki obcigzac¢ rownomiernie. Naprzeciw
probowki z erytrocytami powinna sie znalez¢ probowka o takiej samej masie (identyczna probdéwka
zawierajaca takg sama ilo$¢ cieczy — np. wody). Mozna tez koncentrat podzieli¢ na 2 probowki (po 5 ml
koncentratu krwinek, do ktorych dodajemy po 5 ml PBS-U) — zalecane postgpowanie przy wirowce MPW-211.

2) Supernatant (gorna czes¢ ptynu — nad osadem erytrocytu, ktory zawiera biatka osocza

3)

I ewentualnie hemoglobing, ktéra wydostata si¢ z uszkodzonych erytrocytow) nalezy

odrzuci¢ (wyla¢) — najlepiej zebra¢ za pomoca plastikowej pipety
Paustera (rys. obok), a do osadu erytrocytow doda¢ 10 ml PBS (jes/i
korzystamy z dwoch probowek — dodajemy po 5 ml/probe). Wymieszaé
jak w poprzednim punkcie i procedur¢ powtérzy¢. PO usunigciu
supernatantu ponownie doda¢ po 5 ml buforu PBS (do kazdej z probowek)

1 delikatnie wymiesza¢ za pomocg pipety automatycznej i odwirowac.

Jezeli ponownie zlany supernatant byt przezroczysty (brak jakiegokolwiek czerwonego

zabarwienia) mozna przej$¢ do punktu 3. Jezeli widoczne byta czerwona barwa — procedure

zawieszania i wirowania nalezy powtorzyc.

Do uzyskanego osadu erytrocytow doda¢ 15 ml PBS-u, aby uzyskaé zawiesing

zawierajaca nie wigeej niz 40 % erytrocytow (sugeruje sie doda¢ po 5 ml PBS do
kazdej z probéwek, wymiesza¢ 1 przenies¢ ich zawartos¢ do wigkszej plastikowej
probowki o pojemnosci 50 ml, a nastgpnie dodac¢ kolejne 5 ml PBS do potaczonej
zawiesiny komorek). Wymiesza¢ delikatnie, po czym do czterech
przezroczystych kuwet ,,makro” — 0 pojemnos$ci 3 ml spektrofotometrycznych
(posiadajacych wszystkie $cianki przejrzyste! — fot. obok) doda¢ po 2 ml

Ll

! Mozliwe jest tez uzycie $wiezo pobranej krwi- wtedy do 7,5 ml krwi poda¢ po 2,5 ml PBS i po wymieszaniu,
odwirowad podobnie jak w przypadku postepowania z koncentratem erytrocytow
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5)

6)
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uzyskanej zawiesiny erytrocytow. Ponumerowac¢ kuwety.

Do pierwszych dwoéch kuwet doda¢ po 5 ul soli fizjologicznej, a do pozostatych
(numer 3 i 4) po 5 ul fotouczulacza (oksoralenu). Dodawanie matych objetosci (ponizej 25
ul) wymaga aby wprowadzi¢ koncowke pipety do cieczy — nie dodawacé w powietrzu, bowiem
objetos¢ jednej kropli ktora jest w stanie oderwac si¢ od koncowki biurety/pipety wynosi ok. 20-
30 ul. Po pobraniu 5 pl odczynnika wprowadza si¢ koncoéwke pipety do zawiesiny
erytrocytow 1 delikatnie naciska tloczek do oporu aby wprowadzi¢ dodawang
substancje. Przytrzymujac wcisniety tloczek pipety wyja¢ koncoéwke (nie zwalniajac
uchwytu/ttoczka pipety!). Dopiero po wyjeciu koncoéwki zwolni¢ (pusci¢) wcisniety
tloczek pipety, zmieni¢ koncéwke i dodaé kolejng porcje odczynnika do nastepnej

préby

Delikatnie wymiesza¢ kazda z prob (sugeruje si¢ uzycie plastikowych szpatutek
mieszajacych). Kuwety z numerami 1 i 3 zostawi¢ na stole laboratoryjnym ($wiatto
widzialne), a kuwety numer 2 i 4 wstawi¢ pod lampe ultrafioletowa. Wlaczy¢ swiatto
ultafioletowe w trybie pracy ciaglej (o0). Z tytu lampy obok wigcznika zasilania znajduje sie
przetacznik pozwalajacy ustawi¢ czas naswietlania na (90 s - o - 120 s). Ustawienie go
W pozycji srodkowej () pozwala na ciagly czas pracy lampy. Przestawienie na 90/120 s —

spowoduje automatyczne wylaczenie lampy po okreslonym czasie.

Kuwety z numerami 1 i 3 zostawi¢ na stole laboratoryjnym (wystawione bedg na
dziatanie $wiatla widzialnego), a druga (2) i czwartg (4) wstawi¢ pod lampe
ultrafioletowg (2) na okres 20 minut.

W trakcie oczekiwania mozna zaczqé wykonywaé czes¢ eksperymentalng

opisang ma stronie 14 (¢wiczenie 21B).

(| 4]
Po 20 minutach roztwory erytrocytéw przenosimy do probowek Eppendorf’a \k ‘ \ ,
(fot. obok, podpisa¢ probowki zgodnie z przyjeta numeracja) i wirujemy przez \ | U
6 minut na wirowce MPW-55 (2000 obr/min). Roztwory przela¢

bezposrednio z kuwet do probéwek Eppendorfa lub przenies¢ je za pomocg pipety.

Proby o takiej samej masie wstawiamy do wirowki naprzeciw siebie.

Znad kazdego osadu erytrocytow bardzo delikatnie zbieramy supernatant (gérna czes¢
roztworu jest potrzebna do dalszych badan!), w ktorym okre§lamy ilos¢ uwolnionej
hemoglobiny (patrz 8c). Ostroznie nie narusza¢ granicy pomig¢dzy roztworem,

a osadem erytrocytow

8) Pomiar wolnej hemoglobiny:
a) Wiaczy¢ spektrofotometr przynajmniej 10 minut przed przystapieniem do
pomiardw 1 przygotowa¢ 5 kuwet (semi-mikro o poj. 1,5 ml, z przewezonymi
$ciankami — fot. obok) o podobnej przepuszczalno$ci $wiatta — mozna sprawdzi¢ czy
wyniki pomiaréw przy jednej dlugosci Swiatta (np. 405 nm) w przypadku
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poszczegdlnych kuwet nie roznig si¢ o wigeej niz 0,008.

b) Do jednej kuwety wla¢ 1 ml wody lub soli fizjologicznej. Préba ta stuzy do kalibracji
spektrofotometru (zerowania — ,,blank”).

c¢) Do drugiej kuwety wla¢ 800 ul (0,8 ml) 0,9% roztworu NaCl (soli fizjologicznej) i 200 pl
(0,2 ml) otrzymanego w pkt. 7 supernatantu. Wymiesza¢ za pomocg plastikowego
mieszadetka. Analogiczne przygotowujemy proby dla wszystkich supernatantow (1-4).

9) Zmierzy¢ absorbancje kazdej z probek przy trzech dlugosciach fali (380, 415, 450 nm). Przy
kazdorazowej zmianie dlugosci fali, nalezy wyzerowa¢ wskazania spektrofotometru stosujac

kuwetg z woda/solg fizjologiczng jako odnos$nik.

Sugeruje si¢ dokonaé pomiaru w czterech kuwetach (proby 1-4) przy jednej dtugosci fali (np. 380 nm), po czym

dokona¢ zmiany dtugosci fali swiatta (np. 415 nm), i po wyzerowaniu pomiar absorbancji przy tej dtugosci fali.

Absorpcija ssonm | Absorpcja aisnm | Absorpcja aso nm | WYNIK

Proba 1 - kontrola

Proba 2 - UV

Proba3 —F

Proba 4 — UV/F

10) Poziom wolnej hemoglobiny wyliczy¢ ze wzoru:
CireeHgb= 500-[1,65 - As15— 0,93 - Aszgo — 0,73 - Ausso] [mg/dL] *)
gdzie A — oznacza wynik absorbancji przy odpowiedniej dtugosci fali (podanej w nm).

500 — mnoznik okreslajacy rozcienczenie probek (5 razy/ 100 mL): 200 pl poby:800 wl

rozpuszczalnika (2:8 daje nam stosunek 1:4 — czyli nasza proba stanowi 1/5 catego roztworu)

Zastosowanie tych wyliczen umozliwia nam korekcje wynikow, z wzgledu na fakt, ze w osoczu/krwi obecne sg

réwniez inne substancje (np. bilirubina, lipidy), ktore mogg absorbowac $wiatto o badanej dtugosci fali (415 nm).

Wyliczy¢ ilo$¢ uwolnionej hemoglobiny w prébach kontrolnych, wystawionych na dziatanie
swiatta ultrafioletowego 1 fotouczulacza. Wyciaggnag¢é wnioski o wplywie $wiatla
| fotouczulacza na uszkadzanie erytrocytow.

*) na podstawie: Noe D.A., Weedn V., Bell W.R. Direct spectrophotometry of serum hemoglobin: an Allen

correction compared with a three-wavelength polychromatic analysis. Clin Chem. 1984; 30: 627-630.
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Cwiczenie 21B

Wptyw czynnikéw fizycznych i chemicznych na uszkadzanie komérek/biatek

Wsrdod czynnikéw, ktére mogag doprowadzaé do uszkadzania komérek mozemy
wyrozni¢ zarowno czynniki fizyczne, jak i chemiczne. Aby przekonaé sie o podatnosci
erytrocytow na uszkadzanie przez réznego rodzaju czynniki wykonajmy prosty eksperyment.
Wykorzystamy zawiesine erytrocytow uzyskang w ¢wiczeniu 21A. Do 3 probdwek Ependorfa
wprowadzi¢ po 1,5 ml zawiesiny erytrocytow, dodatkowo do 4 prébéwki wprowadzi¢ 1,5 ml
dowolnego ptynu (np. wody). Nastepnie wstawi¢ do wiréwki MPW-55 jedng probdéwke z
zawiesing erytrocytow i jedng z wodg. Odwirowac je przez 10 minut z predkoscig 600 g (3000
obr/min), po czym usung¢ probdéwke z erytrocytami. Nastepnie wstawic¢ kolejng probowke
z erytrocytami (nadal stosujagc wode jako przeciwwage w wirdwce) i odwirowad ja
z predkos$cig 7300 g (10 000 obr/min), a kolejng z predkoscig 14 000 g (14 000 obr/min)2.
Ustawié¢ probéwki obok siebie i poréwnac¢ zabarwienie supernatantu nad osadem

erytrocytow. Wyciggnac¢ wnioski o szybkosci wirowania i jej wptywie na erytrocyty.

W kolejnym doswiadczeniu uzywamy 3 probowek zawierajacych po 980 ul zawiesiny

erytrocytow, do ktorych kolejno dodajemy po 20 pl:
a) solifizjologicznej
b) roztworu tritonu X-100 lub SLS (szczegoty ustala prowadzacy)

c) chloroformu/alkoholu metylowego lub innego odczynnika organicznego wskazanego

przez prowadzacego

Czwartg probdéwke (1 ml) wstawi¢ na 10 minut do zamrazarki (-20°C), po czym ogrzac j3

trzymajgc w dfoni przez 5 minut lub wstawi¢ do naczynia z ciepta wodg (~40°C)

Ostawi¢ je na 30 minut i wyciggna¢ wnioski o wptywie dodawanych czynnikdéw na trwato$é
erytrocytow — prowadzacy ¢wiczenia moze wskazac aby skréci¢ czas oczekiwania — sugeruje

sie odwirowanie probek z predkoscig 1500 — 3000 obr/min, przez 5 minut.

2 Mozna wykorzysta¢ wiréwke MPW-53, ktéra pracuje tylko przy jednej predkosci — powyzej 11 000 g (13 tys
obrotéw/ min)



