Cwiczenie 44b

Dziatania promieniowania elektromagnetycznego na komorki. Wptyw
uczulacza fotodynamicznego.

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

W potocznym rozumieniu mianem $wiatla okreslane jest promieniowanie widzialne
dostrzegalne przez oko ludzie. W szerszym aspekcie powinniSmy méwi¢ o promieniowaniu
optycznym (bgdacym rodzajem promieniowania elektromagnetycznego) bowiem w optyce
oprocz $wiatta widzialnego (VIS, A = 380 = 780 nm), na ktore reaguja nasze oczy
wyrdzniamy takze promieniowanie ultrafiolotowe/nadfioletowe (UV, A = 180 + 380 nm), oraz
podczerwone (IR; A = 780 nm = 50 um). Nalezy pamicta¢, ze promieniowanie
elektromagnetyczne jest podobnym do fali, oscylujacym polem elektrycznym (E)
i magnetycznym (B) rozchodzacym sie z stala predkoscia w przestrzeni (¢ ~ 3x10® m/s
w prozni). Wektory linii nat¢zenia elektrycznego i magnetycznego sg prostopadle do siebie
i do kierunku rozchodzenia si¢ $wiatla, a ich natg¢zenia zmieniajg si¢ sinosuidalnie co
schematycznie przedstawiono na ryc. 1.

Ruch
fT i
Pole
elektryczne

magnetyczne -
gnety Kierunek

propagaciji

Ryc. 1. Fala elektromagnetyczna promieniowania

Wielkoscig charakteryzujaca fale jest jej czestotliwos¢ (v - liczba pelnych zmian pola
elektromagnetycznego w ciggu sekundy) 1 dtugos¢ (A - odlegto$¢ pomigdzy dwoma punktami,
gdzie warto$ci pola magnetycznego 1 elektrycznego majg takie same wartosci). Poniewaz
predkosci rozchodzenia si¢ fal (v = Av) sg jednakowe, to z rownania na predko$¢ wynika, ze

im wigksza jest czestotliwos$¢ tym mniejsza dtugos¢ fali.
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Swiatto wykazuje zaréwno nature korpuskularng (czasteczkowa), jak i falowa.
Dowodem na korpuskularne wlasciwosci $wiatta sg procesy opisujace zjawiska absorpcji
I emisji promieniowania przez atomy 1 czasteczki, zjawisko Comptona 1 efekt
fotoelektryczny. Natomiast przejawem wilasciwosci falowych sa: zatamanie §wiatta, dyfrakcja
(ugiecie), interferencja (naktadanie si¢ fal promieniowania) i polaryzacja.

Swiatto z ktorym sie stykamy na co dzien sktada si¢ z wielkiej liczby fal, z ktérych
kazda znajduje si¢ w innej fazie (Ryc. 2). Takie $wiattlo nazywamy inkoherentnym
(niespojnym). Swiatlo laserowe jest tu wyjatkiem, gdyz jego strumien jest koherentny
(spojny), tzn. wszystkie fale tworzace strumien znajdujg si¢ w tej samej fazie (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Rozktad fal w swiatle niekoherentnym (zwyklym) i koheretnym (laserowym).

Swiatlo laserowe

Laser jest urzadzeniem wytwarzajacym i wzmacniajacym wigzke promieniowania
elektromagnetycznego. Jego nazwe stanowi akronim utworzony z pierwszych liter angielskiej
nazwy wyrazenia Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, co mozna
przettumaczy¢ jako: wzmacnianie $wiatta przez wymuszona emisje promieniowania. Swiatlo
emitowane przez laser jest monochromatyczne (tzn. ze posiada tylko jedng dtugos$c fali
(kolor)), skolimowane (tzn. ze wigzka $wiatla laserowego ma niewielkg rozbieznos$¢ i tatwo
mozna utrzymac¢ niewielkg $rednice wigzki na duzych dystansach) oraz koherentne (spojne).
Te wlasciwosci sprawiajg, ze z powodzeniem wykorzystywane jest w badaniach naukowych
czy w celach medycznych. Aby uzyska¢ odpowiedni efekt dziatania lasera nalezy go
zastosowa¢ w odpowiedni sposob, czyli dostarczy¢ odpowiednig dawke Swiatlg (najczesciej
mierzong w dzulach) na odpowiednig glebokos¢ tkanki. W zaleznosci od dawkowania
(wyrazonego W chmz) mozemy pobudza¢ aktywno$¢ fizjologiczng (maty 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 uzyska¢ stosujagc wickszg moc w krotszym czasie, badZz mniejsza
energi¢ ale dluzszy czas naswietlenia. Lasery posiadaja rowniez regulacj¢ trybu pracy na
ciagla badz chwilowa (modulowana w impulsach). Bodzce ciagle sa tagodniejsze, natomiast
impulsowe dziataja bardziej draznigco na tkanke. Wazny jest tez dobdr diugosci fali
promieniowania laserowego, gdyz rozne dtugosci swiatta dziatajg odmiennie na poszczegolne

struktury tkanki i1 penetrujg ja na r6zng gltebokos¢.
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Promieniowanie laserowe wptywa na komorki zywe, doprowadzajac do wielu zmian
na poziomie komoérkowym. Gtéwne efekty promieniowania niskoenergetycznego skupiaja si¢
na: nasileniu przyswajania tlenu, zwigkszeniu procesOw regeneracyjnych, pobudzaniu
podziatow komoérkowych; zwigkszeniu syntezy kolagenu, bialek, kwaséw nukleinowych;
pobudzaniu aktywnosci enzymoéw blonowych i przekaznikow synaptycznych, zmianie
napigcia bton komorkowych (w tym tez zmiany wazodylatycyjne). Uzycie laserow o wyzszej
mocy pozwala na ich zastosowanie do niszczenia lub usuwania tkanek, co wykorzystywane
jest w zabiegach chirurgicznych, medycynie estetycznej czy innych zabiegach stosowanych
w onkologii, okulistyce, ginekologii, stomatologii, czy w zabiegach terapeutycznych
majacych na celu polaczenie przeciwbolowych efektow tego promieniowania z dtugotrwatym
efektem regeneracyjnym. Bardzo czgsto promieniowanie laserowe wykorzystywane jest tez
w sytuacjach gdzie istnieje konieczno$¢ podania wybidrczej wigzki Swiatlta na odpowiedni
fragment skory, czy innej tkanki — o jest powszechnie stosowane w terapii fotodynamicznej.

Fotosensybilizacja

Czesto terminu ,fotosensybilizacja” uzywa si¢ w odniesieniu do zwickszenia
wrazliwosci komorek na dzialanie $wiatta widzialnego i ultrafioletowego. Substancje
fotouczulajace (fotosensybilizatory, fotouczulacze) stosowane sg celowo dla uzyskania
wptywu leczniczego np. w bielactwie, tuszczycy, ziarniniaku grzybiastym. Fotosensybilizacja
moze zaj$¢ 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 $wietlnego 1 przekazywania jej innym
substancjom biorgcym udzial w reakcji swietlnej. W wyniku absorpcji §wiatla sensybilizator,
znajdujacy si¢ w stanie podstawowym, ulega wzbudzeniu do wyzszego poziomu
energetycznego. Wzbudzona czasteczka fotosensybilizatora moze reagowaé bezposrednio
Z substratem lub z innymi czasteczkami (najcze$ciej z tlenem), znajdujgcymi si¢
W mieszaninie reakcyjnej, dajagc produkty mogace ponownie reagowac z substratami. Proces
fotosensybilizacji inicjowany jest §wiattem, lecz dalsze etapy zachodzg juz w ciemnosci.

U podstaw zjawiska fotosensybilizacji (fotouczulania) lezy zjawisko przekazywania
energii wzbudzenia elektronowego z czgsteczki donora na czasteczke akceptora. Mozemy
wyrézni¢ dwa rodzaje fotouczulanych reakcji chemicznych. W pierwszym rodzaju reakc;ji
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
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W drugim rodzaju energia wzbudzenia uczulacza Uy moze by¢ zuzyta do aktywacji czasteczki
tlenu. Tego typu uczulacz nazywany jest uczulaczem fotodynamicznym (Uy):
hv+Ug+0; - Ug +0; » Ug+ 07
AH+0, > Asx (Ao — produkt fotoutleniania)
hv + Ug—> Ud*
Ud* + 0, —> Ug + Oz*
O, +AH = Ay

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

W zZzywych organizmach, na ktore dziala promieniowanie (Swiatto), ,,zwykle”
fotouczulacze odgrywaja stosunkowo niewielka rolg, natomiast duze znaczenie maja
uczulacze fotodynamiczne czyli te, ktoérych rola sprowadza si¢ do generowania tlenu
singletowego.

Tlen singletowy

Wyjatkowos¢ czasteczki tlenu polega na tym, ze jej stan podstawowy jest stanem
tripletowym (*0,); ma ona wowczas dwa niesparowane elektrony na orbitalach
molekularnych 7* (Ryc. 3). Reaktywnos¢ czgsteczki tlenu w stanie tripletowym jest bardzo
niska, gdyz aby wejs¢ w reakcje musi przyjac¢ od innej czgsteczki dwa elektrony, a biorgc pod
uwage orientacje spindw — najlepiej aby byly one zorientowane przeciwnie niz te jakie
wystepuja w czasteczce tlenu. Zdecydowana wigkszos$¢ czasteczek, z ktorymi tlen moglby
wchodzi¢ w reakcje w komorkach, ma sparowane elektrony, a poniewaz orientacja
elektrondw zajmujgcych ten sam orbital jest przeciwna to ich wypadkowy spin jest rowny 0
(1 méwimy zZe sg one w stanie singletowyml). Nawet gdyby pojawiala si¢ czgsteczka w stanie
tripletowym to do zainicjowania reakcji musi by¢ dostarczona energia, bo tlen wejdzie w
reakcje z czasteczka, w ktorej elektrony beda miaty antyrownolegla orientacje spindw w
poréwnaniu do tlenu tripletowego — a do ewentualnej zmiany orientacji spinu wymagana jest
energia.

Znacznie bardziej reaktywny jest tlen singletowy 'O,". Powstaje on po wzbudzeniu
czasteczki tlenu tripletowego >0, Wzbudzenie polega na dostarczeniu energii potrzebnej do

! Liczba kwantowa catkowitego spinu (S) czasteczki rowna sie sumie liczb spinowych elektrondow tej czgsteczki.
Spin elektronu wynosi + %, w zaleznosci od jego orientacji. Widac zatem, ze sparowane elektrony majg spin
catkowity réwny 0 — jeden ma + % a drugi - %. Pozwala to na okreslenie stanu czgsteczki wg reguty 2S+1. Czyli
dla takiej czgsteczki méwimy ze jest w stanie singletowym (1), a w przypadku kiedy elektrony maja zgodny spin
ich spiny sie sumujg (2(%+%) + 1 = 3) i czasteczka znajduje sie w stanie tripletowym, tak jak tlen majgcy
2 niesparowane elektrony.
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przemieszczenia elektronu z jednego orbitalu molekularnego antywiagzacego n* na drugi
I odwrdceniu zwrotu jego spinu, badz tez odwroceniu zwrotu spinu elektronu na tym samym
orbitalu molekularnym (Ryc. 3). Mamy bowiem dwie formy tlenu singletowego 'O,
w stanach S; i Sy, rézniace si¢ czasem zycia (Ty2) i energia wzbudzenia. Czasteczka ‘O,
w stanie S; w roztworach wodnych ma bardzo krotki czas zycia i przez to w procesach
biologicznych (zachodzacych przeciez glownie w srodowisku wodnym) nie odgrywa
wigkszej roli, przeciwnie niz czasteczka 'O, w stanie Sy, o znacznie dtuzszym czasie zycia.
Jest ona nazywana po prostu tlenem singletowym.
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Ryunki. pochodzq z ksigzki: G. Bartosz ,, Druga Twarz Tlenu” Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003. grafika.: E. Jaruga

Exc. 3 Sty elektronowe czasteczki tlenu: stan podstawowy — tripletowy (T,). stany wzbudzone
= singletowe (5,, 8,): ©% (oznaczone kélkami) — orbitale molekularne antywiazace; 1,,, — czasy
trwania standw wzbudzonych (w roztworach wodnych): strzalki oznaczaja spiny elektrondw.

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

cysteiny) oraz zasady purynowe i pirymidynowe kwasow nukleinowych.

Terapia fotodynamiczna

Swiatto juz od kilku tysigcy lat bylo wykorzystywane w leczeniu wielu dolegliwosci
i schorzen. Niektorzy mowig o dwoch rodzajach wykorzystania $wiatta w lecznictwie, dzielac
je na fototerapie (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 szczegdlne
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znaczenie przypisuje si¢ terapii fotodynamicznej, powszechnie stosowanej w diagnostyce
I leczeniu zmian nowotworowych.

Zjawisko sensybilizacji zostatlo wykorzystane po raz pierwszy przez von Tappeiner’a
w terapii nowotworow skory. Postgpowanie to zostalo opisane jako ,dziatanie
fotodynamiczne” i zainicjowalo rozwoj tzw. terapii fotodynamicznej (PDT - ang.
photodynamic therapy). PDT wykorzystuje dziatanie trzech czynnikow, ktore oddzialtywuja
na tkanki i komoérki. Pierwszym jest fotouczulacz/fotosensybilizator — wrazliwy na $wiatto
zwigzek, ktory lokalizuje si¢ w tkance i uczula ja na dziatanie $wiatta. Drugim czynnikiem
jest zrodlo $wiatta emitujace promieniowanie 0 odpowiedniej dtugosci fali, ktore wzbudza
zakumulowany w tkance nowotworowej fotouczulacz. Najczgsciej stosuje si¢ lasery lub
specjalne lampy z filtrami, emitujagce 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 sg czgsto reakcjami fotodynamicznymi. W wyniku
,»pobudzenia tlenu” powstajg czynniki cytotoksyczne, tj. wolne rodniki i tlen sigletowy.
Poniewaz omawiany proces moze zachodzi¢ dwiema drogami, t0 czesto wyrdzniamy reakcje
typu I i typu Il. (Ryc. 4). Powstale w wyniku obu reakcji produkty sg bardzo aktywnymi

utleniaczami, ktore nastgpnie inicjujg dalsze reakcje prowadzace do zniszczenia tkanki.

Fotouczulacz

I typ reakcji (stan podstawowy) ,' Il typ reakcji
SWIATLO
} &
Wolne rodniki, Wzbudzony o
jony rodnikowe fotouczulacz 7 2
*0; ‘0,
v /
formy Produkty
utlenienia
e (RFT) Sy

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)

W reakcjach typu | wzbudzony fotouczulacz (sensybilizator bedagcy w stanie
tripletowym) reaguje na poczatku poprzez transfer elektronéw i protondw z czgsteczkami ze
swojego bezposredniego otoczenia. W procesie tym powstaje semizredukowany
sensybilizator i semiutleniony substrat (wolne rodniki, ktore sg reaktywne chemicznie).
Powstajgce wolnorodnikowe substraty reaguja z tlenem inicjujgc powstawanie reaktywnych



7

form tlenu (RFT), takich jak np.: aninorodnik ponadtlenkowy (O,*) rodnik hydroksylowy
(HO®), nadtlenek wodoru (H,0,). Semizredukowany sensybilizator moze reagowaé z tlenem
w stanie podstawowym (*0,) i generowaé powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego,
ktory w wyniku reakcji z bioczasteczkami lub ulegajac dysmutacji, daje H,O..

W reakcjach typu Il wzbudzony sensybilizator (znajdujacy si¢ w stanie trypletowym)
przenosi swoja energie¢ bezposrednio na tlen i tworzyé tlen singletowy (*O,), bedacy bardzo
reaktywng forma tlenu:

wzbudzony fotouczulacz + *0, — fotouczulacz w stanie podstawowym + 'O,

Poniewaz tlen singletowy jest bardziej elektrofilowy niz 302, to moze znacznie
szybciej reagowa¢ z bogatymi w elektrony bioczgsteczkami, dajac utlenione pochodne
(hydroksynadtlenki, endonadtlenki, sulfotlenki). Oba typy reakcji (I i II) zachodza
rownoczes$nie, a stosunek pomiedzy tymi procesami zalezy od rodzaju zastosowanego
fotouczulacza, stezenia substratu i tlenu oraz zdolno$ci wigzania fotouczulacza do substratu.
Wykazano, ze duze stezenie fotouczulacza i krotki czas inkubacji prowadzi do niszczenia
komorek w wyniku nekrozy. Natomiast przy nizszych stgzeniach fotosensybilizatora
i dluzszym czasie inkubacji (24 h), nastepuje $mier¢ komorek poprzez mechanizm apoptozy.

Terapia fotodynamiczna prowadzona w celu zniszczenia komoérek nowotworowych
moze przebiega¢ na dwa sposoby:
— bezposredniego dziatania fotodynamicznego uczulaczy
— posredniego dziatania fotodynamicznego uczulaczy

Bezposredni mechanizm fotodestrukcji komoérek nowotworowych polega na
uszkodzeniu mitochondriow i systemu btonowego komorki, co prowadzi do inaktywacji
enzymow mitochondrialnych i1 transbtonowych, a w konsekwencji do nekrozy komorek.
W posrednim mechanizmie fotodestrukcji uszkodzenie komoérek nowotworowych jest
powodowane niszczeniem uktadu naczyniowego guza komoérek nowotworowych w wyniku
uszkodzenia §rddblonka oraz $ciany naczyn krwionosnych. Komorki nowotworowe r6éznig si¢
od komodrek normalnych zapotrzebowaniem i1 dostgpnosciag do sktadnikow odzywczych.
Docieraja do nich jedynie czasteczki transportowane przez krew, stad uszkodzenie ukladu
naczyniowego ma tak wazne znaczenie. Komoérki nowotworowe charakteryzuja si¢
zdolnos$cia szybkiego 1 nieograniczonego podziatu. To pocigga za soba obnizenie ilosci tlenu
(hipoksja), a moze tez prowadzi¢ do jego wyczerpania (anoksja). Zachodzace w tych
warunkach beztlenowe spalanie glukozy dostarcza kwas mlekowy, ktory obniza pH komorek
nowotworowych 1 w ten sposob warunkuje selektywne gromadzenie si¢ w nich fotouczulaczy.
Ogolng ideg przeciwnowotworowego zastosowania terapii fotodynamicznej ilustruje ryc. 5.

Fotouczulacz zmodyfikowany tak aby gromadzit si¢ glownie w chorej tkance (skora,
nabtonek uktadu oddechowego, tkanki nowotworowe) podawany jest choremu. Kiedy
stezenie fotouczulacza w tkance osiggnie maksimum (odpowiednig warto$¢) rozpoczyna si¢
naswietlanie §wiattem laserowym o dtugos$ci fali maksymalnie bliskiej maksimum absorpcji
fotouczulacza. Najczesciej stosuje sie swiatto laserowe, gdyz §wiatlo to dostarcza w krotkim

czasie ogromng liczbe fotonéw. Energia fotonoéw absorbowana przez fotouczulacz umozliwia
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powstawanie tlenu singletowego, a nastgpnie wolnych rodnikow, ktére powoduja zniszczenie

komorki nowotworowej ($mier¢ na drodze apoptozy/nekrozy).

po kilku gﬁg po kilku
Nowotwor |][| I][I
minutach odzinach

g
Zdrowa tkanka g:g g} gg

Naswietlenie

 —]
=
Aplikacja
fotouczulacza o
NT!az_c_;aﬁie
ngwaqru

Ryc. 5. Schemat ilustrujacy zasady terapii fotodynamicznej (PDT) (Trytek M. i wsp. Porfiryny i ftalocyjaniny.
Cz. I. Wlasciwosci i niektére zastosowanie. Biotechnologia 2005; 4(71): 109-127).

Stosowane obecnie fotouczulacze nie sg pozbawione wad. Kumulujac si¢ 1 pozostajac
przez dlugi czas w skorze sa przyczyng powstawania nadwrazliwo$¢ na $wiatlo sloneczne.
Nie sa rowniez zwigzkami uniwersalnymi, gdyz tkanki nowotworowe posiadaja roézna
strukture i nie kazdy fotouczulacz przyswajany jest w podobnym stopniu. Dodatkowo
fotouczulacz i powstajace cytotoksyczne zwiazki mogg dziata¢ rowniez na zdrowe tkanki. Do
niedawna najczesciej jako fotosensybilizatory stosowane byty glownie porfiryny pochodzenia
naturalnego. Fotosensybilizacja za posrednictwem porfiryn zachodzi wedtug reakcji typu II,
Zz wytworzeniem tlenu singletowego. Obserwacje dotyczace selektywnego gromadzenia si¢
porfiryn w tkankach nowotworowych (w tym takze pochodnych hematoporfirynowych bedacych
mieszaning hematoporfiryn i produktow ich degradacji oraz dimerow i wyzszych oligomerow porfiryn
potaczonych wigzaniami estrowymi) wykazaty, ze gromadzg si¢ one rowniez w skorze, ktora w
skutek ich powolnego uwalniania staje si¢ bardzo wrazliwa na $wiatto. Gléwne pasmo
absorpcji pochodnych hematoporfirynowych jako sensybilizatoréw przypada na dtugos¢ fali
ok. 400 nm i 600 nm. Stosowane w fototerapii $wiatto czerwone o dlugosci fali 630 nm
pomimo swej przenikliwosci jest slabo pochtaniane przez barwniki porfirynowe. Te
ograniczenia stosowania pochodnych porfirynowych jako fotouczulaczy sktonity do
poszukiwa¢ alternatywnych sensybilizatorow w fototerapii. Wyloniono grupe zwiazkéw
okreslanych jako fotosensybilizatory drugiej generacji, ktora obejmuje: chlorofile i ich
pochodne, zmodyfikowane porfiryny, kwas 5-aminolewulinowy, barwniki ftalocyjaninowe,

psoralen i bigkit metylenowy.
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Psolaren i jego pochodne (np. oxoralen = ksantokumaryna) charakteryzuja si¢ dosc¢
znaczacym dzialaniem fotouczulajacym. Zwiazki tego typu w polaczeniu ze $wiatlem
stonecznym powoduja z reguly bolesne i powazne reakcje skorne. Mimo tego przykrego
I czasem niebezpiecznego dziatania substancje tego typu znalazty zastosowanie w leczeniu
bielactwa i tuszczycy. Stosuje si¢ wowczas naswietlania promieniami UV po wcze$niejszym
podaniu psolarenu lub jego mniej toksycznych pochodnych. Dziatanie oksoralenu zwigzane
jest z laczeniem sie 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
si¢ w blonach. Powoduja one uszkodzenia bton plazmatycznych, zniszczenie retikulum
endoplazmatycznego, uszkodzenie mitochondriéw i btony jadrowej oraz uposledzenie
aktywnos$ci enzymow oraz receptoréw. Lokalizacja barwnikow ftalocyjaninowych w komorce
I W przedziatach migdzykomoérkowych zalezy od ich polarnosci i rozpuszczalnosci. Barwniki
0 charakterze hydrofilowym wiaza si¢ z lizosomami, wystepuja tez W mitochondriach, gdzie
lokujg si¢ zgodnie z gradientem potencjatu elektrochemicznego. Natomiast litofilne barwniki
anionowe lgcza si¢ ze strukturami blonowymi: z blona plazmatyczng, btong mitochondrialng,
retikulum endoplazmatycznym i btong jadrows.

Zjawisko fotesensybilizacji moze by¢ rownmiez wykorzystane do lokalizacji zmian
nowotworowych. Po podaniu fotouczulacza i jego nagromadzeniu si¢ w zmiennych
chorobowo tkankach, naswietlamy pacjenta promieniowaniem, ktére powoduje wzbudzenie
fotouczulacza. Wzbudzony fotouczulacz wykazujac charakterystyczng luminescencje (emisjg
$wiatta, np. o barwie czerwonej) pozwala na okreslenie ksztattu, wielkos$ci 1 potozenia zmian
chorobowych. Post¢powanie takie umozliwia wykrywanie nawet drobnych, lub trudnych do
zarejestrowania innymi metodami zmian nowotworowych, co w efekcie koncowym pozwala

na znacznie skuteczniejsze dzialanie terapeutyczne.

Czes¢ eksperymentalna

Probe zawierajaca zawiesing erytrocytow naswietlamy $wiattem laserowym lub
ultrafioletowym (promieniowanie wysokoenergetyczne) w obecnosci fotouczulacza (np.
ftalocyjanina, oxoralen). Po naswietleniu erytrocyty usuwamy (odwirowujemy), a
W pozostalym ptynie (supernatancie) okreslamy zawartos¢ hemoglobiny (biatko nadajace
czerwone zabarwienie dla krwi/erytrocytow). W warunkach prawidtowych, niemal cata hemoglobina
zawarta jest w erytrocytach. W 100 ml krwi ludzkiej znajduje si¢ srednio ok. 13-16 ¢
hemoglobiny (13000 - 16000 mg/dL). Po usuni¢ciu tych komoérek, w osoczu pozostaje
niewiclka zawarto$¢ tego barwnika (<50 mg/dL u ludzi) i dlatego prawidlowe osocze
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charakteryzuje si¢ slomkowym zabarwieniem (barwa zalezy tez od zawarto$ci innych
barwnikow obecnych w osoczu). W przypadku uszkodzenia btony erytrocytow, zawarta
w nich hemoglobina uwalniana jest do osocza, ktore przybiera czerwong barwe (i mowimy
wtedy 0 hemolizie). Czerwone zabarwienie osocza pojawia si¢ gdy zawartos¢ hemoglobiny
przekracza ~200 mg/dL, co oznacza ze dopiero po uszkodzeniu znaczacej ilosci erytrocytow
mozna wizualnie oceni¢, ze doszto do hemolizy. Mierzac zawarto§¢ hemoglobiny w osoczu
(supernatancie otrzymanym pod odwirowaniu erytrocytdw) mozemy okresli¢ stopien
hemolizy. Wsrdéd czynnikow mogacych powodowaé hemolize, mozemy wymienic:
drastyczne zmiany temperatury, dziatanie promieni UV czy pradu (czynniki fizyczne),
czynniki chemiczne (rozpuszczalniki organiczne rozpuszczajace btone lipidowa, kwasy,
zasady, woda — powodujgca zmiang ciSnienia osmotycznego) oraz czynniki biologiczne

(toksyny bakteryjne, aktywacja krzepnigcia i osoczowych enzymdw proteolitycznych).

Poniewaz dodanie wody do krwi wywoluje hiposmoze (obnizenie -ci$nienia
osmotycznego krwi), to krwinki czerwone zaczynaja pobiera¢ wode z otoczenia, przez co
zwigkszaja swoja objetos¢ — a w konsekwencji moze dojs¢ nawet do przerwania cigglosci
btony plazmatycznej tych komorek. Dlatego tez wigkszo$¢ lekow podawanych dozylnie
rozcienczana jest 0,9 % roztworem NaCl (izotoniczny roztwor soli fizjologicznej), ktéry ma
takie samo ci$nienia osmotycznego jak osocze (nie powoduje hemolizy). Nalezy podkreslic,
ze podatnos¢ erytrocytow na dzialanie czynnikow hemolitycznych zalezy od sity dziatajacego
bodzca 1 od wieku krwinek (mtode krwinki sg bardziej wytrzymale niz starsze). Prawidlowo
zbudowana, niezmodyfikowana chemicznie blona krwinek czerwonych zapewnia im
stosunkowo duzg oporno$¢ na dziatanie hipoosmotycznych roztwordéw i1 niewielkich ilosci
detergentow, takich jak np. saponina. Nie mniej jednak dziatanie jakiegokolwiek czynnika
fizycznego (promieniowanie), czy chemicznego (fotouczulacz) moze doprowadza¢ do
uszkodzenia btony, co w konsekwencji powoduje wyciekanie hemoglobiny do $rodowiska
zewnetrznego (hemolizy).

Celem ¢wiczenia jest okreslenie, czy fotouczulacz 1 promieniowanie niosgce wysoka
energie (Np. $wiatlo UV, $wiatlo laserowe) moga przyczyniaé¢ si¢ do uszkadzania komoérek
(w tym przypadku z uszkodzonych erytrocytow wydostaje sie hemoglobina, ktérej doktadng
ilos¢ mozemy zmierzy¢ za pomoca spektrofotometru). Po odwirowaniu i odrzuceniu catych
komorek w roztworze (supernatancie otrzymanym po odwirowaniu) pozostanie uwolniona
z nich hemoglobina. Wzrost ilo$ci hemoglobiny powyzej wartosci poczatkowej (okreslonej
w probie, ktora nie byta poddawana wptywie $§wiatla, czy fotouczulacza) bedzie swiadczyt
0 uszkadzaniu btony krwinek czerwonych (hemolizie).
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Wykonanie ¢wiczenia

Doswiadczenia bgdg wykonywane na erytrocytach uzyskanych z krwi wieprzowej (od
zwierzat przeznaczonych do uboju w zakladach przetwdrstwa migsnego). Zwierzeta te zostaty
wczesniej przebadane na obecnos$¢ pasozytow i zakazen wirusowo-bakteryjnych. Jednak, jak

podczas kazdej pracy z materiatem biologicznym prosze zachowac ostrozno$¢ podczas pracy.

1) Przygotowac zawiesing erytrocytow o sktadzie przyblizonym do krwi ludzkiej. W tym
celu do dwoch probowek zawierajacych po 5 ml koncentratu krwinek czerwonych
(probowka na stanowisku) doda¢ po 5 ml zbuforowanej soli fizjologicznej (PBS).
Ostroznie wymiesza¢ za pomocg pipety automatycznej powoli aspirujac

I wypuszczajac plyn — tak aby go nie spienié.

Nastepnie uzyskany roztwor nalezy odwirowaé na wirdwce laboratoryjnej (12 min., 200 g).
Korzystajac z wirowki MPW-211 ustawiamy czas wirowania na 12 min, a szybkos¢
wirowania na 1300-1600 obrotow/min

Wstawiajgc probowki do wirdowki nalezy pamietaé, aby rotor wiréwki obcigzaé réwnomiernie. Naprzeciw
probowki z erytrocytami powinna si¢ znalezé probowka o takiej samej masie (identyczna probéwka zawierajgca
takg samg 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 postepowanie przy wiréwce MPW-211.

2) Supernatant zawierajacy biatka osocza 1 ewentualnie hemoglobine, ktéora mogta
wydosta¢ si¢ z uszkodzonych erytrocytdéw, nalezy odrzuci¢ (wyla¢ — zebra¢ za
pomoca pipety Paustera), a do osadu erytrocytow doda¢ 10 ml PBS (jes/i korzystamy z
dwoch probowek — dodajemy po 5 ml/probe). Wymieszac jak w poprzednim punkcie.
Jezeli zlany supernatant byl przezroczysty (brak jakiegokolwiek czerwonego
zabarwienia, w przypadku uzycia krwi petnej mozliwe jest uzyskanie zottego lub zottozielonego
zabarwienia) mozna przej$¢ do punktu 3. Jezeli widoczne byta czerwona barwa — wirowanie
nalezy powtdrzyc¢ i po zlaniu przezroczystego supernatantu ponownie doda¢ po 5 ml buforu PBS (do

kazdej z probowek) i delikatnie wymieszaé za pomocg pipety automatyczne;.

3) Uzyskana zawiesina erytrocytow powinna zawiera¢ ok. 40 % erytrocytow (hematokryt
krwi wynosi 37-54 %). Sugeruje si¢ zlanie zawarto$ci obu probowek do jednego
naczynia (plastikowa probowka Ilub zlewka o pojemnosci 50 ml) — sumaryczna

objetos¢ powinnawynosi¢ ok 20 - 25 ml (najlepiej doda¢ do osadu

50 ml — potaczy¢ zawarto$¢ obu probowek i ewentualnie do uzyskanej

erytrocytow po 5 ml PBS, wymieszac i przenies¢ do probowki o pojemnosci
zawiesiny doda¢ 5 ml PBS.

Po delikatnym wymieszaniu przenosi si¢ po 2 ml erytrocytow do 4
ponumerowanych kuwet , makro” o przezroczystych S$ciankach — 0
pojemno$ci 3 ml = fot. obok
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4) Do pierwszych dwoch 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 dodawaé w powietrzu,
bowiem objetos¢ jednej kropli ktora jest w stanie oderwac si¢ od koncowki biurety/pipety

wynosi ok. 20-30 .

Delikatnie wymiesza¢ kazda z prob (sugeruje si¢ uzycie plastikowych szpatulek
mieszajacych). Kuwety z numerami 1 i 3 zostawi¢ na stole laboratoryjnym (Swiatto
widzialne), a kuwety numer 2 i 4 wstawi¢ pod lampe¢ ultrafioletows.
Wiaczy¢ swiatto ultafioletowe w trybie pracy ciaglej (e0). Z tytu lampy obok

wlacznika zasilania znajduje si¢ przetacznik pozwalajacy ustawic czas naswietlania

na (90 s - o - 120 s). Ustawienie go w pozycji srodkowej pozwala na ciagly czas \ | 4
pracy lampy. Przestawienie na 90/120 s — spowoduje automatyczne wytaczenie |
lampy po okre$lonym czasie. \/

5) Po 15-20 minutach roztwory erytrocytow przenosimy do probowek Eppendorf’a
(podpisa¢ probowki zgodnie z przyjeta numeracja) i wirowa¢ przez 9 minut na
wirowce MPW-55 (1700 obr/min; 210g).

Proby o takiej samej masie wstawiamy do wirowki naprzeciw siebie.

6) Znad kazdego osadu erytrocytow bardzo delikatnie zbieramy supernatant, przenosimy
do probowek i okreslamy ilo$¢ uwolnionej hemoglobiny (patrz 7¢)

7) Pomiar wolnej hemoglobiny:
a) Wlaczy¢ spektrofotometr przynajmniej 10 minut przed przystgpieniem do pomiarow.

b) Do jednej kuwety (,,semi-mikro” o poj. 1,5 ml, z przewezonymi $ciankami — fot. obok)
wla¢ 1 ml wody lub soli fizjologicznej. Proba ta stuzy do kalibracji spektrofotometru
(zerowania — ,,blank”).

c) Do drugiej kuwety wprowadzi¢ 800 ul (0,8 ml) 0,9% roztworu NaCl (soli
fizjologicznej) i 200 pl (0,2 ml) otrzymanego w pkt. 6 supernatantu. Wymiesza¢ za
pomocg plastikowego mieszadelka. Analogiczne przygotowujemy proby dla wszystkich

supernatantow (1-4).

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

stosujac kuwete z woda/solg fizjologiczng jako odnos$nik.

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

dokona¢ zmiany dtugosci fali §wiatta, i po wyzerowaniu pomiar przy kolejnej dtugosci (np. 450 nm)
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Tabela wynikow:

Absorpcja sgonm | Absorpcja 415nm | Absorpcja aso nm WYNIK
(hemoglobina [ mg/dL])

Proba 1 - kontrola

Préba 2 - UV

Préba 3 —F

Proba 4 — UV/F

9) Poziom wolnej hemoglobiny wyliczy¢ ze wzoru:
CfreeHgb: 500[1,65 : A415 -0,93- A380 -0,73 - A45o] [mg/dL] R
gdzie A — oznacza wynik absorbancji przy odpowiedniej dtugosci fali (podanej w nm).

500 — mnoznik okre$lajacy rozcienczenie probek (5 razy/ 100 mL)

Wyliczy¢ ilo$¢ uwolnionej hemoglobiny w prébach kontrolnych, wystawionych na dziatanie
Swiatta ultrafioletowego 1 fotouczulacza. Wyciggna¢ wnioski o wplywie $wiatla UV
i fotouczulacza na uszkadzanie erytrocytow. Czy zastosowanie $wiatla i fotouczulacza, w tej
samej probie (proba 4) daje wigkszy efekt uszkadzania niz wynikatoby to z dziatania samego
Swiatla (proba 2) i fotouczulacza bez wzbudzenia (préba 3)? Ktory z czynnikow (UV,
fotouczulacz) jest bardziej hemolityczny? Czy w wyniku tacznego zastosowania dwoch
czynnikdw hemolitycznych zwigksza stopien uszkadzania komorek (poréwna¢ ilo$é¢
hemoglobiny uwolnionej gdy na erytrocyty dziataly dwa czynniki z suma uwolnionej
hemoglobiny w przypadku zastosowania tylko uczulacza i tylko §wiatta UV) ?

*) 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.

Zawarto$¢ wolnej hemoglobiny mozna wyliczy¢ takze z rbwnania Harboe’a:
fHb (mg/dL) = 8,36 (2XA415 nm — Assonm — Ausonm) X Wspotczynnik rozcienczenia
Jezeli chcemy przeliczy¢ stezenie na molowe to mozemy zastosowaé wspotczynnik konwersji i dla fHb w

przypadku zamiany z mg/dL na pmol/L wynosi on 0,155.



