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Farmakokinetyka zwiazkéw stosowanych jako fotouczulacze w terapii fotodynamicznej jest
niezwykle istotna zaréwno z punktu widzenia efektywno$ci terapii, jak i bezpieczeristwa pacjenta.
W niniejszej pracy poddano analizie dwa istotne dla dystrybucji w organizmie oddziatywania, tj.
transport przez biatko btonowe BCRP (ABCG2) oraz wiazanie z albuming fotouczulaczy bedacych
pochodnymi feoforbidu a, produktu degradacji chlorofilu a wystepujacego w przyrodzie. Badane
byly dwie pochodne feoforbidu a podstawione w centrum pierécienia magnezem (chlorofilid a)
oraz cynkiem (cynkowy feoforbid a). Oddziatywania pochodnych chlorofilu a z BCRP i albumina
badane byly réwnolegle z analiza ich wptywu na efektywnosc¢ fotodynamiczna fotouczulaczy.

Transport fotouczulaczy badano w linii komérkowej MCF-7 (rak piersi) o podstawowej oraz
podwyzszonej na drodze transfekcji ekspresji transportera BCRP. Réwnolegle z analiza transportu
okreslano efekt fotodynamiczny wywotywany przez fotouczulacz pozostajacy w komorkach po
okre$lonym czasie transportu. Wykazano, ze zaréwno pochodna magnezowa, jak i cynkowa
feoforbidu a sa substratami transportera, jednak tempo ich transportu jest nieco nizsze niz w
przypadku feoforbidu a, bedacego potwierdzonym wczesdniej substratem biatka BCRP. Dodatkowo,
nizsze tempo transportu zaobserwowano dla chlorofilidu niz dla pochodnej cynkowej. Wynika to
najprawdopodobniej z réznic w sile ich wiazania z zewnatrzkomoérkowa petla ECL3 transportera.
Jednoczesnie zaobserwowano, ze tempo transportu obu pochodnych, podobnie jak feoforbidu a,
jest znacznie obnizone przy braku w Srodowisku zewnatrzkomérkowym surowicy/albuminy,
podobnie jak obserwowano to w przypadku innych zwiazkéw o podobnej budowie. Tempo
transportu wzrasta ze wzrostem stezenia albuminy, osiagajac poziom plateau przy stezeniu ok. 250
BM. Przyspieszenie transportu moze wynikaé ze zwiazania fotouczulacza z albumina, ktére
powoduje, ze utworzony kompleks nie wnika zwrotnie do komoérki. Mozliwe jednak, Ze nie jest to
jedyny mechanizm tego zjawiska, poniewaz nie zaobserwowano zalezno$ci pomiedzy tempem
transportu fotouczulaczy a ich powinowactwem do albuminy. Zaobserwowano, ze pochodne
podstawione metalami wiaza sie z albuming znacznie silnej niz feoforbid a. Wiazanie to jest
silniejsze dla pochodnej cynkowej niz dla magnezowej. Najprawdopodobniej réznica ta, a nie jak
wczesniej przypuszczano, réznica w tempie transportu przez BCRP, odpowiada za obserwowany
we wczeéniejszych badaniach wydiuzony czas retencji w organizmie pochodnej cynkowej w

poréwnaniu z chlorofilidem.



Aby szczegdtowo scharakteryzowaé wiazanie fotouczulaczy 2z albumina ludzka,
przeprowadzono badania spektroskopowe oraz dokowanie molekularne. Stale wiazania
wyznaczono poprzez pomiar wzmocnienia fluorescencji fotouczulacza przy wzrastajacym stezeniu
albuminy. Prawdopodobne miejsca wiazania wskazano natomiast na drodze pomiaru wygaszenia
fluorescencji albuminy przy wzrastajacych stezeniach fotouczulaczy oraz dokowania
molekularnego. Badania te wykazaly, Zze pochodne chlorofilu wiaza sie najsilniej w miejscu
wiazacym hem zlokalizowanym w subdomenie IB, slabiej natomiast w gléwnych miejscach
wiazania albuminy tj. Sudlow1 i Sudlow2, zlokalizowanych odpowiednio w subdomenach IIA i
IITA. Wiazanie to jest oparte gléwnie o oddzialywania hydrofobowe, a w mniejszym stopniu
wiazania wodorowe. Wyznaczone stale wiazania sa nieco nizsze dla chlorofilidu niz dla
cynkowego  feoforbidu. Ponadto, liczba zidentyfikowanych reszt aminokwasowych
zaangazowanych w wiazanie z albumina jest dla tego pierwszego nizsza niz dla drugiego. To
pozwala przypuszczaé, ze réznice w ich farmakokinetyce zaobserwowane u zwierzat, beda
wystepowacd réwniez u ludzi.

Ze wzgledu na stosunkowo silne wiazanie cynkowego feoforbidu z albumina, ktére hamuje
jego wnikanie do komoérek nowotworowych, a z drugiej strony wysoka wydajnosé fotodynamiczna
tej pochodnej, postanowiono zbadaé, czy kompleks albumina-cynkowy feoforbid wnika do
komoérek sréodbtonka naczyin krwionoénych. Komoérki srédblonka naczyr posiadaja zdolnosé
pobierania albuminy na drodze endocytozy, a jednocze$nie stanowia istotny cel terapii
fotodynamicznej skierowanej przeciwko réznym jednostkom chorobowym. Eksperymenty z
udzialem modelowej linii HUVEC (komoérki endotelium pozyskane z zyly pepowinowej)
potwierdzily, ze kompleks jest transportowany do komorek. Ponadto kompleksowanie
fotouczulacza z albumina podwyzsza jego akumulacje lizosomalna, wzmacniajac tym samym
indukowany efekt fotodynamiczny. Wykazano takze, ze linia HUVEC jest bardziej podatna na
traktowanie fotodynamiczne z udzialem cynkowego feoforbidu niz nowotworowa linia MCEF-7.
Wartos$é wspétczynnika IC50 dla linii HUVEC przy dawce $wiatta réwnej 2 J/cm? i 3-godzinnym
czasie akumulacji wynosi ok. 20 nM, podczas gdy dla linii MCF-7 warto$¢ ta jest ok. 25-krotnie
wyzsza. Wykazano takze, ze rodzaj S$mierci komoérkowej indukowanej traktowaniem
fotodynamicznym zalezny jest od poziomu cynkowego feoforbidu a zakumulowanego w
komorkach. Przy niskim poziomie fotouczulacza komorki podlegaja apoptozie, a przy wysokim
nekrozie. Poniewaz wysokie stezenia albuminy znaczaco obnizaja akumulacje komodrkowa
fotouczulacza, beda one takze kierowaé komorki na szlak apoptozy, co moze byc¢ efektem

korzystnym, ze wzgledu na ograniczenie stanu zapalnego.



