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1. WPROWADZENIE 

 

Choroby nowotworowe są obecnie jedną z najczęstszych przyczyn zgonów na świecie. Według 

Global Cancer Observatory (GCO) w 2022 roku nowotwory były odpowiedzialne za prawie 10 miliona 

zgonów, a także odnotowano 20 milionów nowych przypadków zachorowań [1]. Statystyki te ukazują, 

jak ważnym i nadal trudnym wyzwaniem dla nauki jest leczenie nowotworów. Obecnie wiele schorzeń 

tego typu leczy się standardowymi metodami, takimi jak chirurgiczne usunięcie zmienionych 

chorobowo tkanek w połączeniu z chemioterapią lub radioterapią. W zależności od zastosowanej 

terapii, jej skutki uboczne mogą wystąpić już w trakcie leczenia lub wiele dni później, prowadząc do 

tak zwanej toksyczności przewlekłej. Warto zaznaczyć, że wiele chemioterapeutyków charakteryzuje 

się niską specyficznością wobec tkanek nowotworowych, co dodatkowo nasila efekty uboczne. Często 

terapia ta ma charakter paliatywny, mający na celu wydłużenie czasu przeżycia pacjenta [2,3]. Dlatego 

poszukiwanie nowych, bardziej specyficznych i mniej inwazyjnych metod leczenia nowotworów oraz 

rozwój istniejących terapii stanowi wyzwanie dla współczesnej nauki. W ostatnich latach 

zaproponowano wiele metod w celu poprawy efektywności i specyficzności leczenia nowotworów 

oraz pogłębiono wiedzę na temat mechanizmów działania wielu leków. Jednym z obiecujących 

rozwiązań w leczeniu nowotworów jest terapia fotodynamiczna (PDT; ang. Photodynamic Therapy), 

która charakteryzuje się dużą selektywnością wobec komórek nowotworowych i ma niewielkie efekty 

uboczne. W ostatnich latach terapia ta cieszy się dużym zainteresowaniem i jest intensywnie 

rozwijana, aby osiągnąć satysfakcjonujące efekty terapeutyczne. 

 

1.1. Biofizyczne i molekularne podstawy ALA-PDT 

Terapia fotodynamiczna (PDT) opiera się na interakcji trzech składników: fotouczulacza (PS, ang. 

Photosensitizer), światła o odpowiedniej długości fali oraz tlenu cząsteczkowego. W wyniku tej 

reakcji powstają reaktywne formy tlenu (RFT), które prowadzą do śmierci komórki. Choć różnego 

rodzaju PS są obecnie używane w PDT, w niniejszej pracy skupiono się na tak zwanej ALA-PDT, 

czyli terapii fotodynamicznej opartej na kwasie 5-aminolewulinowym (5-ALA). W przeciwieństwie 

do innych PS, 5-ALA sam w sobie nie jest fotouczulaczem, a jedynie prekursorem naturalnego 

fotouczulacza jakim jest protoporfiryna IX (PPIX). Zastosowanie 5-ALA w PDT ma kilka zalet  

w porównaniu do syntetycznych PS, m. in. jest bardzo dobrze rozpuszczalny w środowisku wodnym, 

ma bardzo niską toksyczność nawet w dużych dawkach i szybki klirens [4]. 
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Niezależnie od typu PS mechanizm jego wzbudzenia jest uniwersalny. W stanie podstawowym 

(S0) PS posiada elektrony na najniższych energetycznie orbitalach, po absorbcji fotonu o odpowiedniej 

energii jeden z elektronów przechodzi na wyższy energetycznie orbital, co nazywamy stanem 

wzbudzonym (Sx, gdzie x=1,2,3,… w zależności od zaabsorbowanej energii). Każdy wzbudzony stan 

Sₓ ma dodatkowo poziomy wibracyjne o rosnącej energii. Ze względu na niestabilność energetyczną 

stanu wzbudzonego, cząsteczka szybko powraca do stanu podstawowego (S₀). 

 

Rys. 1. Diagram Jabłońskiego przedstawiający podstawowe procesy fotofizyczne. IC - konwersja 

wewnętrzna, ISC - przejście międzysystemowe, Sx - stany singletowe, Tx - stany trypletowe, VR - 

relaksacja wibracyjna. Oś y wskazuje rosnące energie stanów elektronowych; na osi x stany 

elektronowe pogrupowane według krotności spinu (na podstawie [5], zmieniono). 

 

Przejście to może zachodzić kilkoma mechanizmami. Elektron na wysokim poziomie wibracyjnym 

danego stanu wzbudzonego (Sₓ) szybko przechodzi na najniższy poziom wibracyjny tego stanu w 

procesie relaksacji wibracyjnej (VR; ang. Vibrational Relaxation), rozpraszając energię w postaci 

ciepła (Rys. 1.). Jeśli PS zaabsorbuje foton o wyższej energii, przechodzi do wyższych stanów 

energetycznych (Sx), z których poprzez konwersję wewnętrzną (IC; ang. Internal Conversion) szybko 

powracają do stanu S₁. Relaksacja z S₁ do S₀ może zachodzić dwoma sposobami: promienistym lub 

bezpromienistym. Przejście promieniste obejmuje emisję wtórnego fotonu (emisja fluorescencji). 

Wyemitowanie fotonu wtórnego zawsze rozpoczyna się od najniższego poziomu wibracyjnego S₁.  
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W przejściu bezpromienistym PS ze stanu S1 może przejść na izoenergetyczny poziom stanu 

trypletowego (T₁), gdzie dwa elektrony są niesparowane i mają ten sam spin. Proces ten nazywany jest 

przejściem międzysystemowym (ISC; ang. Intersystem Crossing). Większość fotouczulaczy 

charakteryzuje się wysoką wydajnością kwantową tego przejścia. W stanie T₁ może również wystąpić 

relaksacja promienista do poziomu S₀ poprzez emisję fosforescencji. Stany trypletowe mają 

stosunkowo długi czas życia (nawet do kilku sekund), co pozwala na wykorzystanie energii ze stanów 

trypletowych w reakcjach fotochemicznych [5]. 

Cząsteczki PS w stanie wzbudzonym trypletowym mogą wywoływać zmiany chemiczne w 

sąsiednich molekułach poprzez dwie konkurencyjne ścieżki: reakcję fotochemiczną typu I i typu II 

(Rys. 2). Reakcje fotochemiczne typu I często prowadzą do powstania anionów ponadtlenkowych (O2
-

•) w wyniku przeniesienia elektronu z PS na tlen cząsteczkowy. Aniony ponadtlenkowe mają 

ograniczoną reaktywność w układach biologicznych, ale mogą reagować ze sobą prowadząc do 

wytworzenia nadtlenku wodoru (H2O2), który może łatwo dyfundować przez błony biologiczne. 

Ponieważ uszkodzenia powodowane przez H2O2 nie są ograniczone do jednego przedziału 

komórkowego, nadtlenek wodoru ma duże znaczenie w powstawaniu uszkodzeń komórkowych 

podczas PDT. Przy wyższych stężeniach nadtlenek wodoru może reagować z anionami 

ponadtlenkowymi, tworząc bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy (HO-•) w reakcji Habera-Weissa. 

Rodnik ten ma wysoki potencjał redoks, przez co może utleniać każdą cząsteczkę w komórce,  

a dodatkowo energia aktywacji tych reakcji jest bardzo niska. Rodniki hydroksylowe łatwo dyfundują 

przez błony komórkowe, dlatego podobnie jak w przypadku nadtlenku wodoru, uszkodzenia nie są 

ograniczone do jednego kompartymentu komórkowego. W obecności jonów metali, takich jak żelazo 

lub miedź, rodniki hydroksylowe mogą być również wytwarzane w reakcji Fentona [6–8]. Reakcja 

fotochemiczna typu II zachodzi, gdy energia ze stanu trypletowego PS jest bezpośrednio 

przekazywana na cząsteczkę tlenu. W stanie podstawowym tlen cząsteczkowy znajduje się  

w konfiguracji trypletowej (3O2), mając dwa niesparowane elektrony o równoległych spinach. Pomimo 

dużego potencjału redoks, w tym stanie jest słabym utleniaczem z powodu zasady zachowania spinu 

Wignera, która ogranicza oddziaływania między cząsteczkami w różnych stanach spinowych. W stanie 

wzbudzonym singletowym tlen (1O2) staje się wysoce reaktywnym utleniaczem. Tlen singletowy, jako 

cząsteczka obojętna elektrycznie, może z łatwością dyfundować przez cytoplazmę i błony biologiczne. 

Obszar jego działania jest jednak ograniczony ze względu na niski współczynnik dyfuzji i krótki czas 

życia. Pomimo tego, tlen singletowy jest bardzo reaktywny i może łatwo reagować z większością 

molekuł w komórkach, prowadząc do oksydacji lipidów, białek oraz kwasów nukleinowych, co 

prowadzi komórkę na ścieżkę śmierci [9,10]. 
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Rys. 2. Schemat podstawowych reakcji fotochemicznych w trakcie reakcji typu I i II. 

 

Reakcja fotochemiczna typu II jest procesem dominującym w przypadku większości stosowanych 

fotouczulaczy, choć oba typy reakcji fotochemicznych (I i II) zachodzą równolegle. Ich stosunek 

zależy od typu zastosowanego fotouczulacza i stężenia tlenu w środowisku reakcji [6,11].  

W odróżnieniu od innych fotouczulaczy, 5-ALA sam w sobie nie jest cząsteczką o cechach 

fotouczulacza, a jedynie naturalnie występującym aminokwasem niebiałkowym stanowiącym 

prekursor PPIX – naturalnego, fotouczulacza syntetyzowanego we wszystkich jądrzastych komórkach 

eukariontów w szlaku biosyntezy hemu. Po pionierskich pracach Malika i Lugaciego (1987) oraz 

Kennedy’ego i Pottiera (1992), którzy pokazali, że egzogenne podanie 5-ALA prowadzi do 

zwiększenia wewnątrzkomórkowej akumulacji PPIX, a oświetlenie tych komórek prowadzi do ich 

śmierci, badania nad molekularnym mechanizmem leżącym u podstaw ALA-PDT zyskały na 

znaczeniu [12,13]. 
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Biosynteza hemu u ssaków składa się z ośmiu etapów, które zachodzą w cytoplazmie  

i mitochondriach (Rys. 3). Pierwszym etapem jest synteza 5-ALA z glicyny i sukcynylo-CoA, 

pochodzącego z cyklu kwasów trójkarboksylowych (TCA). Kondensacja tych substratów odbywa się 

w macierzy mitochondrialnej, katalizowana przez syntazę kwasu 5-aminolewulinowego (ALAS) oraz 

fosforan pirydoksalu, będący kofaktorem tego enzymu [14,15]. Drugi etap biosyntezy hemu zachodzi 

w cytoplazmie, potencjalnym transporterem 5-ALA z mitochondriów do cytoplazmy jest ABCB10 

(ang. ATP-binding cassette sub-family B member 10, mitochondrial). Choć jego funkcja jako 

transportera 5-ALA nie została eksperymentalnie udowodniona in vitro czy in vivo, istnieją badania 

skłaniające ku wnioskowi, że ABCB10 jest transporterem 5-ALA. Z powodu obniżonej ekspresji 

ABCB10 kardiomiocyty wykazywały zmniejszony poziom hemu. Pokazano także, że podanie 

egzogennego 5-ALA przywraca w kardiomiocytach prawidłowy poziom hemu, natomiast podanie 

glicyny czy nadekspresja ALAS nie powodowała przywrócenia prawidłowego poziomu hemu [16].  

W kolejnym etapie, 5-ALA jest przekształcany w porfobilinogen (PBG) przez dehydrogenazę 5-ALA 

(ALAD), która do swojej prawidłowej funkcji wymaga jonów cynku jako kofaktora. Syntaza 

hydroksymetylobilanu (HMBS) przekształca PBG w liniową cząsteczkę hydroksymetylobilanu 

(HMB). Natomiast HMB jest konwertowany do uroporfirynogenu III (UROgen III) przez syntazę 

uroporfirynogenu (UROS), a następnie UROgen III jest dekarboksylowany przez dekarboksylazę 

uroporfirynogenu (UROD), prowadząc do powstania koproporfirynogenu III (CPgen III). Kolejny etap 

biosyntezy hemu zachodzi w obszarze mitochondriów. CPgen III jest prawdopodobnie transportowany 

do przestrzeni międzybłonowej mitochondriów przez ABCB6 (ang. ATP-binding cassette sub-family 

B member 6). Jak pokazano, ABCB6 nie jest specyficznym transporterem CPgenIII, ponieważ, jak się 

przypuszcza, może też transportować hem oraz inne porfiryny oraz ich kompleksy z żelazem. Badania 

przeprowadzone in vivo na modelu mysim sugerują, że ABCB6 zlokalizowany w błonie komórkowej 

może uczestniczyć w eksporcie porfiryn. Natomiast u myszy z nokautem ABCB6 nie stwierdzono 

znacznych zmian w poziomie hemu, czy innych porfiryn w porównaniu do kontroli [17–19].  

W przestrzeni międzybłonowej mitochondriów CPgen III jest przekształcany przez oksydazę 

koproporfirynogenu (CPOX) do protoporfirynogenu IX (PPgen IX). Ostatnie etapy biosyntezy hemu 

zachodzą na wewnętrznej błonie mitochondrialnej od strony macierzy mitochondrialnej, gdzie 

znajduje się wielobiałkowy kompleks metabolizmu hemu, w skład którego wchodzą następujące 

białka: oksydaza protoporfirynogenu IX (PPOX), ferrochelataza (FECH), ABCB10, ABCB7 (ang. 

Iron-sulfur clusters transporter ABCB7, mitochondrial), mitoferryna 1 (MFRN1), FAM210b, 

TMEM14C (ang. Transmembrane protein 14C) oraz PGRMC1 (ang. Membrane-associated 

progesterone receptor component 1). PPgen IX jest najprawdopodobniej transportowany z przestrzeni 

międzybłonowej do kompleksu metabolizmu hemu przez TMEM14C do centrum aktywnego 
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oksydazy protoporfirynogenu IX (PPOX), która jako kofaktor wymaga FAD, gdzie jest konwertowany 

do protoporfiryny IX (PPIX). Ostatni etap jest katalizowany przez FECH, który do swojego działania 

potrzebuje klastrów żelazowo-siarkowych typu [2Fe-2S]. FECH wbudowuje jon żelaza (Fe2+) do 

PPIX, tworząc hem. Żelazo niezbędne do syntezy hemu jest transportowane przez MFRN1.  

W procesie tym nie do końca poznaną rolę pełni też ABCB10. Pozostałe białka kompleksu, takie jak 

ABCB7, prawdopodobnie uczestniczą w dostarczaniu centrów żelazowo-siarkowych do FECH,  

a FAM210b i PGRMC1 regulują aktywność FECH [15,20–22]. Powstały hem jest transportowany  

z mitochondriów do innych przedziałów komórkowych, gdzie jest wykorzystywany do syntezy 

hemoprotein, prawdopodobnie przez FLVCR1B (ang. Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor 1) 

[23]. Ze względu na toksyczność wolnego hemu jego poziom musi być ściśle kontrolowany. Hem jest 

degradowany przez oksygenazę hemu (HO-1), zlokalizowaną na retikulum endoplazmatycznym. 

Ekspresja HO-1 jest silnie regulowana przez poziom hemu, ale także przez hipoksję, H2O2 czy 

obniżony poziom glutationu. Aktywność HO-1 prowadzi do powstania biliwerdyny IXα (BVIXα), 

wolnego jonu żelaza (Fe2+) oraz tlenku węgla (CO). BVIXα ma właściwości antyoksydacyjne i jest 

szybko przekształcana do bilirubiny IXα (BRIXα) przez reduktazę biliwerdyny (BVR-A). Bilirubina 

również ma właściwości antyoksydacyjne, szczególnie skuteczne wobec anionorodnika 

ponadtlenkowego [24,25]. Pozostałe produkty degradacji hemu także mają cytoprotekcyjne 

właściwości. Wzrost stężenia wolnego żelaza indukuje ekspresję ferrytyny, która sekwestrując jony 

żelaza, obniża potencjał oksydacyjno-redukcyjny komórki, zapobiegając tworzeniu się RFT w reakcji 

Fentona. Natomiast CO zaangażowany jest w regulację wielu procesów komórkowych,  

m.in. w regulację poziomu interleukin czy pośredniczy w szlakach antyapoptotycznych [26,27].  

9:1382833948
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Rys. 3. Schemat metabolizmu hemu. Suc-CoA- sukcynylo-koenzym A, Gly - glicyna, 5-ALA- kwas 

5-aminolewulinowy, PBG - porfobilinogen, HMB - hydroksymetylobilan, UrogenIII – 

uroporfirynogen III, CPgenIX – koproporfirynogen IX, PPgenIX – protoporfirynogen IX, PPIX – 

protoporfiryny IX, BVIXα - biliwerdyna IXα, BRIX - bilirubina IXα, ALAS – syntaza kwasu 5-

aminolewulinowego, ALAD – dehydrataza kwasu 5-aminolewulinowego, HMBS – syntaza 

hydroksymetylobilanu, UROS – syntaza uroporfirogenu III, UROD – dekarboksylaza 

uroporfirynogenu III, CPOX – oksydaza koproporfirynogenu IX, PPOX – oksydaza 

protoporfirynogenu IX, FECH - ferrochelataza, HO-1 – oksygenaza hemu, BVR-A – reduktaza 

biliwerdyny SLC25A38 – Solute Carrier Family 25 Member 38, ABCB6 - ATP Binding Cassette 

Subfamily B Member 6, ABCG2 - Broad substrate specificity ATP-binding cassette transporter 
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ABCG2, FLVCR1b - Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor 1, na podstawie [28,29], 

zmieniono. Rysunek wykonano za pomocą BioRender.com. 

Jedną z największych zalet ALA-PDT jest selektywna akumulacja PPIX w komórkach 

nowotworowych. Fenomen ten stoi u podstaw tej terapii i pomimo wykorzystania jej w leczeniu i 

diagnostyce nowotworów, molekularne podstawy tego zjawiska nadal pozostają nie do końca jasne. 

Choć istnieje wiele czynników wpływających na akumulację PPIX w komórkach nowotworowych 

takich jak pH, temperatura, stopień unaczynienia, tempo metabolizmu czy ciśnienie tkankowe [30], 

różnice między metabolizmem hemu komórek nowotworowych, a komórek zdrowych oraz rola 

transporterów po egzogennym podaniu 5-ALA jest nadal słabo poznana. 

Zmiany w ekspresji enzymów szlaku biosyntezy hemu w komórkach nowotworowych  

w porównaniu do zdrowych były przedmiotem niewielu badań. Pokazano, że ekspresja transkryptu 

ALAD jest zwiększona w komórkach nowotworu piersi w porównaniu do zdrowych [31].  

W przypadku HMBS wykazano jego zwiększoną ekspresję w kilku typach nowotworów jelita grubego 

[32]. Natomiast zwiększoną ekspresję CPOX i PPOX, obserwowano w nowotworach żołądka i szybko 

rosnących nowotworach jelita grubego. [33]. Pokazano także, że ekspresja obu tych enzymów może 

być zależna od ilości żelaza w komórkach. Szczurze heptocyty o obniżonym stężeniu żelaza 

wykazywały zwiększoną ekspresję tych enzymów, natomiast przeładowanie żelazem powodowało 

obniżenie ekspresji CPOX, ale nie PPOX [34]. Różne typy nowotworów jelita grubego mają mniejszy 

poziom FECH niż komórki niezmienione nowotworowo [32]. Z racji, że kofaktorem FECH są centra 

żelazowo-siarkowe sugeruje się, że obserwowana w nowotworach deregulacja biosyntezy hemu może 

być wywołana zmianami w ich biosyntezie, co wpływa na aktywność FECH. Dodatkowo, 

potranslacyjne modyfikacje FECH mogą również wpływać na aktywność tego enzymu. Co ciekawe, 

FECH przy niedoborze żelaza może odłączyć z hemu jon żelaza prowadząc do powstania PPIX. [35–

37]. Natomiast, HO-1 ma zwiększoną ekspresję w wielu typach nowotworów [38]. Można by 

przypuszczać, iż zwiększenie ekspresji HO-1 w komórkach nowotworowych powinno prowadzić do 

spadku PPIX poprzez katabolizm hemu, jednak taki efekt nie występuje. Przypuszcza się, że HO-1 

może wpływać na aktywność pomp eksportujących żelazo (Fe-ATP-azy) poprzez aktywne usuwanie 

żelaza z komórek i degradację hemu. W związku z powyższym, komórki nowotworowe o zwiększonej 

ekspresji HO-1 mogą być zdolne do zwiększonej akumulacji PPIX [39,40]. Różnice w poziomie białek 

HMBS i HO-1 po traktowaniu 5-ALA komórek nowotworowych prostaty wykazały znaczący wzrost 

ich ekspresji w porównaniu do komórek nietraktowanych [41]. Innym aspektem może być regulacja 

ekspresji i aktywności poszczególnych enzymów szlaku biosyntezy hemu. Chelakkot i inni pokazali, 

że aktywacja szlaku Ras/MEK (ang. Ras/mitogen-activated protein kinase) zmniejsza akumulację 
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PPIX w komórkach nowotworowych poprzez dwa niezależne szlaki. Pierwszy z nich, Ras/MEK-HIF-

1α-FECH ma wpływ na aktywność FECH, przez co może wpływać na konwersję PPIX do hemu. 

Aktywacja Ras/MEK wpływa na zwiększenie ekspresji HIF-1α (ang. Hypoxia-inducible factor 1-

alpha), który z kolei działa jako aktywator transkrypcji FECH. Drugi szlak obejmuje ścieżkę 

Ras/MEK-RSK-ABCB1, w którym aktywacja Ras/MEK prowadzi do zwiększonej ekspresji RSK 

(ang. Ribosomal protein S6 kinases), zaangażowanych w aktywację wielu czynników 

transkrypcyjnych. Jak pokazano RSK zwiększa ekspresję transportera ABCB1 (ang. ATP-binding 

cassette sub-family B member 1), który z kolei jest częściowo odpowiedzialny za wyrzut PPIX  

z komórek. Zastosowanie inhibitora MEK powodowało zwiększoną akumulację PPIX w komórkach 

nowotworowych. Zaobserwowano także, że komórki zdrowe traktowane tym inhibitorem nie 

wykazywały zwiększonej akumulacji [42]. Rola innych transporterów w selektywnej akumulacji PPIX 

nie jest dobrze poznana. Jednym z najczęściej badanych transporterów jest ABCG2 (ang. Broad 

substrate specificity ATP-binding cassette transporter ABCG2). Choć jego rola w efektywności ALA-

PDT jest stosunkowo dobrze poznana, nie wiadomo, czy jest zaangażowany w preferencyjną 

akumulację PPIX. Transporter ten jest odpowiedzialny za wyrzut PPIX z mitochondriów i poza 

komórkę (Rys. 3), a jego ekspresja jest zróżnicowana w różnych typach komórek nowotworowych 

[43]. Komórki nowotworu pęcherza moczowego [44] i żołądka [45] traktowane 5-ALA wykazywały 

zwiększoną ekspresję ABCG2, w porównaniu do zdrowych komórek. Z kolei badania  

z zastosowaniem inhibitora ABCG2 wskazywały na jego rolę w zwiększaniu poziomu PPIX  

w komórkach nowotworów piersi, w porównaniu do komórek prawidłowych. Jednakże, w pracy tej 

nie pokazano, czy są istotne różnice pomiędzy komórkami traktowanymi 5-ALA, a 5-ALA  

w kombinacji z inhibitorem oraz czy traktowanie komórek normalnych inhibitorem ABCG2 wpływa 

znacząco na poziom PPIX [46]. Transportery PEPT1 i 2 (ang. Peptide transporter 1/2), których 

naturalnym substratem są di- lub tripeptydy mają też zdolność do transportu 5-ALA do wnętrza 

komórek [47,48]. Wyciszenie ekspresji PEPT1/2 w komórkach nowotworowych powoduje znaczne 

zmniejszenie akumulacji PPIX, natomiast nadekspresja powoduje efekt odwrotny [45,49]. Kolejnym 

transporterem 5-ALA jest PAT1 (ang. Proton-coupled amino acid transporter 1), dla którego 

naturalnymi substratami są obojętne aminokwasy jak prolina oraz GABA (kwas γ-aminomasłowy) 

[50]. Jego rola jako transportera 5-ALA została pokazana na kilku typach normalnych komórek jelita 

cienkiego [51,52]. Inhibicja PAT1 powodowała zmniejszoną akumulację PPIX w nowotworach  

o wysokiej złośliwości raka prostaty po taktowaniu 5-ALA. Co ciekawe istnieją przesłanki, że PAT1 

ma niewielką ekspresję w komórkach nie zmienionych nowotworowo, co sugeruje jego rolę  

w selektywnej akumulacji PPIX [50]. 
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1.2. Chelatory żelaza w ALA-PDT 

Jak zostało już wspomniane, komórki nowotworowe mają rożną zdolność do akumulacji PPIX. 

Niestety często bywa, że ilość PPIX w komórkach nie jest wystarczająca do osiągnięcia 

zadawalającego efektu terapeutycznego. Zastosowanie chelatorów żelaza ma na celu zmniejszenie 

dostępności tego pierwiastka, a przez to zahamowanie ostatniego etapu biosyntezy hemu, czyli 

włączenie jonu żelaza do PPIX, wpływając tym samym na wzrost akumulacji PPIX w komórkach. Do 

dnia dzisiejszego w celu polepszenia efektywności ALA-PDT wykorzystano kilka chelatorów: kwas 

(etylenodiamino)tetraoctowy (EDTA), deferoksaminę (DFO), 1,2-dietylo-3-hydroksypyridin-4-on 

(Cp94) oraz deksrazoksan (Rys. 4). Pierwszym chelatorem zastosowanym w ALA-PDT był EDTA. 

Należy do grupy chelatorów nieselektywnych tj. wiążących nie tylko jony żelaza, ale także inne ważne 

biologicznie jony jak Cu2+ czy Zn2+, a jego powinowactwo do jonów żelaza jest mniejsze niż innych 

chelatorów stosowanych w ALA-PDT [53]. Pomimo tego pokazano, że zastosowanie EDTA na 

komórkach bydlęcych fibroblastów znacząco podnosi poziom PPIX, w stosunku do komórek 

traktowanych wyłącznie 5-ALA [54]. Malik i inni wykazali natomiast, że zastosowanie EDTA  

w kombinacji z 5-ALA bezpośrednio na skórze myszy powoduje wzrost poziomu PPIX, zarówno  

w zdrowych tkankach, jak i zmienionych chorobowo. Dodatkowo zwrócono uwagę na słabą penetrację 

EDTA i 5-ALA w głąb tkanek skóry [55]. DFO, w przeciwieństwie do EDTA, jest bardziej 

specyficznym chelatorem w stosunku do jonów żelaza. Charakteryzuje się również niską liofilowością 

i dużą masą molekularną, co utrudnia jego administrację do komórek [56], a wydłużona ekspozycja 

na DFO może prowadzić do śmierci komórki poprzez znaczne zmniejszenie biodostępności żelaza 

[57], z racji tego ma on nikłe zastosowanie w ALA-PDT [58,59]. Innym związkiem zastosowanym  

w ALA-PDT był deksrazoksan, który sam w sobie nie jest chelatorem żelaza, natomiast produkty jego 

metabolizmu już tak [60]. Jak pokazano, podnosi on poziom PPIX w komórkach linii nowotworu 

płaskonabłonkowego i glejaka [61]. Obiecującym chelatorem żelaza nie posiadającym wad EDTA  

i DFO jest Cp94. Jest to związek o niskiej masie cząsteczkowej, dobrej lipofilowości i silnym 

powinowactwie do jonów Fe3+. Pomimo, iż CP94 wiąże jony Fe3+
, w obecności tlenu cząsteczkowego 

utlenia jony Fe2+ do Fe3+, nie dyskwalifikuje go to jako potencjalnego chelatora zwiększającego 

akumulację PPIX [62]. Skuteczność terapii ALA-PDT w kombinacji z CP94 wykazano w wielu 

badaniach in vitro i in vivo, zarówno pod względem akumulacji PPIX, jak i jego działania 

fototoksycznego [61,63–65].  
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Rys. 4. Struktury chelatorów żelaza wykorzystywanych w celu zwiększenia efektywności ALA-PDT. 

 

Innym podejściem było wykorzystanie chelatorów żelaza z grupy tiosemikarbazonu (TSC). 

Związki te mają szerokie spektrum aktywności biologicznej m.in. działanie przeciwbakteryjne, 

przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe czy przeciwpasożytnicze [66,67]. 

Ponadto są dobrymi chelatorami żelaza, co jest szczególnie istotne z punktu widzenia terapii ALA-

PDT [68]. W pracy Mrozek-Wilczkiewicz i inni zastosowano silnie cytotoksyczne pochodne TSC  

w kombinacji z ALA-PDT. Jak pokazano, takie pochodne nie powodowały wzrostu PPIX w badanych 

liniach komórkowych, natomiast dla niektórych pochodnych zaobserwowano silny efekt 

synergistyczny [69] oparty na wzmożonej produkcji RFT. Jest to podejście odmienne od 

prezentowanego w niniejszej pracy, gdyż opiera się na wykorzystaniu silnie cytotoksycznych 

pochodnych TSC, których mechanizm działania jest związany z bezpośrednim wywołaniem stresu 

oksydacyjnego. Jednakże fakt ten dowodzi wielocelowości tej klasy związków i podkreśla ich 

atrakcyjność w kontekście badań nad potencjalnymi lekami.  
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1.3. Cel pracy 

 

Pomimo, że ALA-PDT jest obiecującą metodą leczenia nowotworów posiada ona ograniczenia, 

dlatego też poszukiwanie nowych metod zwiększenia jej efektywności jest kluczowe dla rozwoju tej 

metody leczenia. Jednym z takich podejść jest zastosowanie chelatorów żelaza w celu zwiększenia 

akumulacji PPIX. Jednakże stosowane dotychczas związki mają swoje wady, dlatego też celem 

niniejszej pracy było:  

- wyselekcjonowanie chelatorów żelaza z grupy TSC, które nie wykazują efektu antyproliferacyjnego 

w komórkach nowotworowych (w warunkach bez naświetlania) oraz ocena ich zdolności do 

zwiększenia akumulacji protoporfiryny IX (PPIX) w tych komórkach, 

- ocena efektywności terapii fotodynamicznej opartej na kwasie 5-aminolewulinowym (ALA-PDT) po 

zastosowaniu wybranych chelatorów TSC oraz porównanie jej skuteczności z związkiem 

referencyjnym Cp94 na panelu różnych linii komórkowych, 

- analiza zmian w ekspresji genów zaangażowanych w biosyntezę hemu oraz transporterów 

intermediatów tego szlaku metabolicznego w komórkach nowotworowych po zastosowaniu 

wyselekcjonowanych chelatorów TSC, w kontekście ich wpływu na efektywność ALA-PDT, 

- ocena wpływu wyselekcjonowanych TSC oraz Cp94 na ekspresję genów związanych  

z metabolizmem żelaza, ze szczególnym uwzględnieniem genów mitochondrialnego metabolizmu 

żelaza, w celu określenia ich roli w terapii ALA-PDT. 

Dzięki zastosowaniu metod spektroskopowych oraz analizy genetycznej, udało się wyjaśnić 

mechanizmy działania TSC oraz opisać zjawiska, które dotychczas nie były poruszane w literaturze 

naukowej. Wyniki te stanowią istotny wkład w rozwój dziedziny, otwierając nowe możliwości dla 

dalszych badań i pogłębiając naszą wiedzę na temat chelatorów żelaza w ALA-PDT. 

Badania, których wyniki są zawarte w niniejszej pracy doktorskiej były finansowane  

w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki PRELUDIUM 18 (2019/35/N/NZ7/02780), którego 

byłem kierownikiem.  
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1.4. Materiały i metody  

Wszystkie badania wchodzące w skład tej pracy zostały wykonane w zespole Biofizyki 

Farmaceutycznej w Instytucie Fizyki im. Augusta Chełkowskiego Uniwersytetu Śląskiego  

w Katowicach pod kierownictwem dr hab. Anny Mrozek-Wilczkiewicz, prof. UŚ. 

Synteza tiosemikarbazonów 

Badane chelatory z grupy tiosemikarbazonu (Rys. 5) zostały zaprojektowane  

i zsyntezowane przez dr Martę Rogalską (Rejmund) w ramach pracy doktorskiej pod kierownictwem 

prof. dr hab. inż. Jarosława Polańskiego, Instytut Chemii Uniwersytet Śląski  

w Katowicach. Udział w syntezie miał również dr hab. inż. Maciej Serda, prof. UŚ z Instytutu Chemii 

Uniwersytetu Śląskiego w Katowicach. 
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Rys. 5. Struktury badanych tiosemikarbazonów i Cp94. 
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Linie komórkowe i warunki hodowli 

Badania przeprowadzono na panelu ludzkich linii komórkowych: HCT116 (gruczolakorak jelita 

grubego), MCF-7 (gruczolakorak piersi), A549 (gruczolakorak płuc), Hs683 (glejak), U251 (glejak) 

oraz linii prawidłowej NHDF (ludzkie fibroblasty). Linie komórkowe U251 i Hs683 zostały uprzejmie 

udostępnione przez prof. Gabrielę Kramer-Marek z Institute of Cancer Research w Londynie. Linia 

NHDF została zakupiona w PromoCell, natomiast pozostałe linie w American Type Culture Collection 

(ATCC).  

Wszystkie linie komórkowe hodowano w sterylnych butelkach hodowlanych o objętości 75 

cm3 (Nunc) na pożywce Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) wzbogaconej 12% v/v 

płodową surowicą bydlęcą (FBS) w przypadku nowotworowych linii komórkowych lub 15% v/v FBS 

dla linii NHDF. W obu przypadkach pożywka zawierała 1% v/v mieszaninę antybiotyków penicyliny 

i streptomycyny. Hodowle prowadzono w standardowych warunkach, w 37°C, w atmosferze 

wysyconej parą wodną i 5% CO2. Wszystkie linie komórkowe były rutynowo badane pod kątem 

kontaminacji bakteriami z rodzaju Mycoplasma za pomocą techniki PCR, stosując startery dla genu 

kodującego 16S rRNA. 

Cytotoksyczność  

W celu oznaczenia cytotoksyczność badanych TSC wykorzystano kolorymetryczny test MTS. 

Test ten opiera się na redukcji soli tetrazolowej do formazanu przez dehydrogenazy zależne od 

NAD(P)H. Ilość barwnego formazanu, można oznaczyć ilościowo za pomocą spektofotometru (Rys. 

6).  

Komórki wysiano na płytkach 96-dołkowych w ilości 5 × 103 komórek na dołek w przypadku 

linii nowotworowych i 4 × 103 komórek na dołek w przypadku linii NHDF. Komórki te inkubowano 

przez 24 godziny w standardowych warunkach, po czym podano badane związki w stężeniu 25 µM 

lub 50 µM i inkubowano przez następne 72 godziny. Po tym czasie pożywkę zawierającą badane 

związki usunięto i dodano medium DMEM bez czerwieni fenolowej oraz CellTiter 96® AQueous One 

Solution (MTS). Po około 1 h inkubacji w 37°C zmierzono absorbancję przy długości fali 490 nm za 

pomocą czytnika płytek wielodołkowych (Synergy 4, BioTek). Eksperyment powtórzono trzykrotnie 

w tryplikacie a otrzymane wartości posłużyły do wyliczenia wartości IC50, czyli stężenia substancji, 

przy którym proliferacja 50% populacji komórek zostaje zahamowana. Obliczeń IC50 dokonano przy 

użyciu programu GraphPad Prism 8. 
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Rys. 6. Zasada działania testu MTS. 

 

Akumulacja PPIX i efekt fotodynamiczny 

Akumulacja PPIX 

Oznaczenie akumulacji PPIX dokonano na podstawie intensywności fluorescencji. Komórki 

wysiano na 96-dołkową czarną płytkę z przezroczystym dnem (Nunc) w ilości 1,1×104 komórek na 

dołek i hodowano w standardowych warunkach przez 24 godziny. Po tym czasie, medium usunięto  

i podano roztwory TSC i Cp94 w stężeniu 25 μM, 5-ALA w stężeniu 1 mM oraz ich kombinacje w 

pożywce bez czerwieni fenolowej. Roztwór 5-ALA był każdorazowo przygotowywany bezpośrednio 

przed podaniem. Po 24-godzinnej inkubacji ze związkami, fluorescencję PPIX mierzono przy użyciu 

czytnika płytek wielodołkowych (Synergy 4, BioTek) przy długości fali wzbudzenia 407 nm i długości 

fali emisji 638 nm. Uzyskane wartości fluorescencji zostały wykorzystane do obliczenia względnej 

intensywności fluorescencji PPIX jako tzw. procent 5-ALA. Badania prowadzono w tryplikatach  

w czterech niezależnych eksperymentach. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono przy 

zredukowanym oświetleniu, aby zapobiec fotowybielaniu. 
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Efekt fotodynamiczny 

W celu oznaczenia efektu fotodynamicznego wysiano i podano badane związki w identyczny 

sposób jak opisano przy akumulacji PPIX. Po 24-godzinnej inkubacji ze związkami, medium usunięto, 

a dołki przepłukano trzykrotnie medium bez czerwieni fenolowej. Komórki naświetlono światłem 

czerwonym (634 nm ± 5 nm) w dawce 12 J/cm2. Następnie usunięto medium, w którym naświetlano 

komórki i zastąpiono świeżym, a komórki poddano dalszej inkubacji w standardowych warunkach 

przez kolejne 24 godziny. Jednocześnie przeprowadzono identyczny eksperyment z pominięciem 

etapu naświetlania w celu określenia cytotoksyczności ciemnej. Po inkubacji, żywotność komórek 

oceniano wykorzystując test MTS, postępując zgodnie z tym samym protokołem, co w przypadku 

oceny cytotoksyczności. Wszystkie eksperymenty prowadzono w zredukowanym oświetleniu  

i powtórzono w trzech niezależnych powtórzeniach. Żywotność komórek obliczono za pomocą 

oprogramowania GraphPad Prism 8.  

 

Analiza profilu ekspresji genów 

Projektowanie starterów PCR 

Sekwencje mRNA badanych genów pozyskano z bazy National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). Startery dla poszczególnych sekwencji zostały zaprojektowane w Primer-

BLSTA (NCBI), które dodatkowo zweryfikowano w programie Oligo 6.0. Syntezę starterów oraz ich 

oczyszczanie zlecono firmie Sigma-Aldrich.  

Izolacja całkowitego RNA i odwrotna transkrypcja 

Komórki wysiano na szalki Petriego o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 4 × 105 komórek,  

a następnie inkubowano przez 24 godziny w standardowych warunkach. Po tym czasie, dodano świeżo 

przygotowane roztwory TSC, Cp94 (25 µM) i 5-ALA (1 mM) i inkubowano przez kolejne 24 h. 

Komórki nietraktowane stanowiły kontrole. Całkowite komórkowe RNA zostało wyizolowane metodą 

Chomczyńskiego, korzystając z komercyjnego odczynnika TRIzol Reagent (ThermoFisher). 

Otrzymane lizaty komórkowe zebrano do mikroprobówek i dodano chlorofrom, a następnie 

inkubowano 3 minuty w temperaturze pokojowej i zwirowano (12 0000 × g przez 20 min., 4 °C). 

Zebrano warstwę wodną zawierającą RNA, precypitowano RNA dodając 0,5 mL izopropanolu (10 

minut w temperaturze pokojowej) i zwirowano (12 000 × g, 10 min., 4 °C). Uzyskane RNA 

przepłukano trzykrotnie 1 mL 75 % etanolem i zwirowano (7 500 × g, 5 min., 4 °C). Otrzymany pelet 

RNA suszono na powietrzu przez kilka minut, po czym rozpuszczono w 20 μL ddH2O-DEPC. Ocenę 
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jakości i ilości otrzymanego RNA wykonano przy pomocy spektrofotometru NanoDrop 2000 

(ThermoFisher). 

Syntezę cDNA przeprowadzono wykorzystując komercyjny zestaw GoScript™ Reverse 

Transcriptase kit (Promega). W skład mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej próby wchodziły zawsze 

2 μg wyizolowanego całkowitego RNA, 0,5 μL startera oligo(dT)23 oraz ddH2O-DEPC, a całkowita 

objętość mieszaniny wynosiła 5 µL. Tak przygotowaną mieszaninę inkubowano 5 min. w temperaturze 

70 °C, po czym natychmiast schłodzono na lodzie przez 5 minut. W kolejnym kroku, dodano 

przygotowaną mieszaninę odwrotnej transkryptazy GoScript™, buforu reakcyjnego, mieszaniny 

deoksynukleotydów, jonów magnezu i ddH2O-DEPC, do końcowej objętości 20 µL. Reakcję 

odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze C1000 Touch™ (Bio-Rad) w następujących 

warunkach: 25 °C, 5 minut; 42 °C, 60 minut; 70 °C, 15 minut, na koniec mieszaninę schłodzono na 

lodzie i przechowywano w -80 °C (jeśli była taka potrzeba).  

Ilościowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym  

Ilościową reakcję PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR) przeprowadzano  

w termocyklerze CTX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Mieszaninę 

reakcyjną stanowiło cDNA jako matryca, startery dla poszczególnych genów oraz PowerUp™ SYBR® 

Green Master Mix (ThermoFisher) i woda. Reakcję prowadzono w warunkach: początkowa 

denaturacja - 95 °C przez 120 sekund, a następnie 40 cykli: denaturacja - 95 °C, 15 sekund; 

przyłączanie starterów 60 °C, 30 sekund; wydłużanie - 72 °C, 60 sekund. Ocena temperatury topnienia 

otrzymanych produktów z dokładnością do 0,1 ºC/s. Eksperymenty prowadzono w tryplikatach  

w 3 niezależnych powtórzeniach. Uzyskane wyniki normalizowano do genu referencyjnego (GAPDH) 

na podstawie metody Livaka i Schmittgena (metoda 2-ΔΔC
T) Analizę ekspresji genów przeprowadzono 

w oprogramowaniu Bio-Rad CFX Manager 3.1. 

 

Oznaczenie wolnego hemu 

Oznaczenie wolego hemu prowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostępnego zestawu 

Hemin Assay Kit (Abcam). W tym celu komórki wysiano na szalki Petriego o średnicy 3 cm w ilości 

1 × 106 komórek, hodowano przez 24 h w warunkach standardowych. Następnie, komórki traktowano 

TSC (25 µM) i 5-ALA (1 mM) i inkubowano przez 24 h. Po inkubacji komórki przemyto PBS  

i poddano lizie 1% v/v roztworem Triton X-100 w PBS. Otrzymane lizaty sonifikowano i odwirowano 

przy 10 000 × g przez 10 minut, po czym zmierzono stężenie wolnego hemu przy użyciu zestawu 
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Hemin Assay Kit (Abcam; Cambridge, Wielka Brytania) zgodnie z protokołem producenta. Stężenie 

hemu obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej z trzech niezależnych eksperymentów. 

 

Chelatacja jonów żelaza 

Ocenę chelatacji jonów żelaza (III) przez badane TSC i Cp94 przeprowadzono przygotowując 

roztwory wyjściowe w DMSO o stężeniu 8,358 mM. Wszystkie próbki rozcieńczono ultraczystą wodą 

do uzyskania stężenia 100 μM. Do każdego dołka 96-dołkowej płytki z przezroczystym dnem (Nunc) 

dodawano po 200 μL roztworu zawierającego badany związek w stężeniu 50 μM i rosnące stężenia 

jonów żelaza od 0 do 50 μM. Widma absorpcji rejestrowano po 4-godzinnej inkubacji w temperaturze 

pokojowej przy użyciu czytnika płytek wielodołkowych Varioskan LUX (ThermoFisher) w zakresie 

275-800 nm z krokiem co 5 nm. Wyniki zostały przedstawione na wykresach i przeanalizowane za 

pomocą oprogramowania OriginPro (OriginLab Corporation). 

 

Analiza statystyczna 

Wszystkie wyniki wyrażono jako średnie arytmetyczne ± odchylenie standardowe (SD) z co 

najmniej trzech niezależnych eksperymentów. Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu 

GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software), stosując test ANOVA z testem post-hoc Tukeya. Poziom 

istotności (p-value) < 0,05 uznano za znamienny statystycznie.  
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2. WYNIKI I DYSKUSJA 

 

2.1. Cytotoksyczność badanych TSC 

 

Pierwszym etapem badań nad zastosowaniem pochodnych TSC w ALA-PDT było 

wyselekcjonowanie związków charakteryzujących się brakiem działania hamującego proliferację 

komórek bez naświetlania (tzw. toksyczność ciemna). Kryterium to było kluczowe, gdyż TSC o 

działaniu cytotoksycznym nie prowadzą do wzrostu stężenia PPIX, co eliminuje je z potencjalnych 

kandydatów na związki wspomagające efektywność ALA-PDT. W związku z tym przeprowadzono 

badania cytotoksyczności na panelu nowotworowych linii komórkowych o różnym pochodzeniu. 

Wyniki badań cytotoksyczności, zestawione w Tabeli 1, obejmują analizowane pochodne TSC, 

opisane w publikacjach [P1] i [P2]. Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że większość 

badanych pochodnych TSC nie wykazuje istotnej cytotoksyczności wobec analizowanych linii 

komórkowych. W przypadkach, gdzie obserwowano niewielkie efekty cytotoksyczne, nie stanowiły 

istotnej przeszkody dla dalszych badań. Silny efekt cytotoksyczny stwierdzono tylko dla pochodnej 

TSC-27 i TSC-101 na linii U251. Dla związku referencyjnego, Cp94, nie zaobserwowano działania 

cytotoksycznego na badanych liniach komórkowych. Dodatkowo, badania cytotoksyczności 

przeprowadzono na prawidłowej linii komórkowej NHDF (ludzkie fibroblasty), co było kluczowe dla 

oceny ich selektywności i bezpieczeństwa terapeutycznego badanych pochodnych TSC wobec 

niezmienionych nowotworowo komórek. Brak efektu cytotoksycznego wobec NHDF sugeruje, że 

badane związki mogą mieć potencjał w ALA-PDT, gdzie kluczowym celem jest maksymalizacja 

selektywności wobec komórek nowotworowych przy minimalizacji efektów ubocznych w zdrowych 

tkankach.  

Na podstawie uzyskanych wyników uznano, że wszystkie testowane pochodne nie wykazują 

istotnego efektu cytotoksycznego, co kwalifikuje je do dalszych etapów badań  

i wskazuje na ich potencjalne zastosowanie w terapii ALA-PDT, jako związki mogące zwiększać 

efektywność tej terapii. W związku z tym podjęto decyzję o zastosowaniu stężenia 25 µM w kolejnych 

badaniach. 
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Tabela 1. Zestawienie wyników cytotoksyczności i kodowanie TSC z publikacji [P1] i [P2]. 

Lp. TSC Atyproliferacyjna aktywność IC50 [µM] 

HCT116 MCF-7 Hs683 A549 U251 NHDF 

1. TSC-27 

(1 w P1) 

11,69±1,77 20,93±0,37 16,11±1,23 >25 2,78±0,25 >25 

2. TSC-34 

(2 w P1) 

18,31±0,92 >25 >25 >25 >25 13,06±1,90 

3. TSC-75 

(3 wP1) 

>25 >25 >25 >25 >25 >25 

4. TSC-82 47,56±1,99 >50 >50 nb nb >50 

5. TSC-101 

(4 w P1) 

12,10±1,03 11,30±1,59 >25 18,02±0,77 7,55±0,28 >50 

6. TSC-102 >50 >50 >50 nb nb >50 

7. TSC-109 30,87±0,64 42,97±1,33 >50 nb nb >50 

8. TSC-113 >50 >50 >50 nb nb >50 

 9. TSC-116 34,88±0,96 >50 >50 nb nb >50 

10. TSC-120 

(5 w P1) 

>25 >25 >25 >25 >25 >25 

11. TSC-140 >50 >50 >50 nb nb >50 

12. TSC-142 >50 >50 >50 nb nb >50 

13. TSC-145 >50 >50 >50 nb nb >50 

14. TSC-146 >50 >50 >50 nb nb >50 

15. TSC-147 >50 >50 >50 nb nb >50 

16. TSC-165 

(6 w P1) 

11,78±3,28 >25 >25 >25 >25 >25 

17. TSC-197 >50 >50 >50 >25 nb >50 

18. TSC-205 

(7 w P1) 

>25 >25 >25 >25 >25 >25 

19. TSC-206 

(8 w P1) 

>25 >25 >25 >25 >25 >25 

20. TSC-236 

(9 w P1) 

>25 >25 >25 >25 >25 >25 

21. Cp94 >50 >50 >50 nb nb >50 

nb – nie badano 
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2.2. Akumulacja protoporfiryny IX 

 

W celu zweryfikowania hipotezy dotyczącej wpływu pochodnych TSC na akumulację PPIX  

w komórkach, przeprowadzono eksperymenty, które polegały na pomiarze fluorescencji PPIX po 

inkubacji z pochodnymi TSC, 5-ALA oraz ich kombinacją.  

Wyniki pokazały, że różne linie komórkowe wykazywały zróżnicowane poziomy fluorescencji 

PPIX po inkubacji z 5-ALA. Najwyższe poziomy zaobserwowano dla linii komórkowych MCF-7  

i A549, natomiast najniższe dla linii HCT116. Co istotne, traktowanie tylko pochodnymi TSC nie 

prowadziło do znaczących wzrostów poziomu intensywności fluorescencji PPIX (Fig.2 w [P1]). 

Natomiast po traktowaniu kombinacją TSC i 5-ALA, największe wzrosty intensywności fluorescencji 

PPIX zaobserwowano dla linii HCT116 (Tab. 2), która miała najmniejszy przyrost po traktowaniu 

tylko 5-ALA. Dla tej linii komórkowej zidentyfikowano najwięcej pochodnych TSC powodujących 

znaczący przyrost intensywności fluorescencji PPIX. W przypadku linii MCF-7, również stwierdzono 

dość duże przyrosty PPIX po traktowaniu TSC. W pozostałych liniach komórkowych przyrosty PPIX 

nie były tak duże i o wiele mniej pochodnych TSC powodowało znaczące wzrosty. W przypadku linii 

U251 żadna pochodna TSC nie powodowała wzrostu PPIX, dlatego linia ta nie była uwzględniona  

w dalszych badaniach. Ponadto nie stwierdzono wzrostu poziomu PPIX w żadnej z linii komórkowych 

traktowanych kombinacją Cp94 i 5-ALA (Fig. 3 w [P3]). Może to wynikać z faktu, że zastosowane 

stężenie Cp94 wynosiło 25 µM, podczas gdy w wielu wcześniejszych badań odnotowujących wyraźny 

wzrost poziomu PPIX stosowano stężenia powyżej 100 µM. Brak znaczącego wzrostu PPIX po 

traktowaniu Cp94 i 5-ALA wskazuje na znacznie większą efektywność niektórych TSC w porównaniu 

do tego chelatora.  

Traktowanie linii prawidłowej NHDF, tylko TSC lub kombinacją TSC i 5-ALA nie powodowało 

wzrostu intensywności fluorescencji PPIX. W kontekście terapii ALA-PDT jest to istotne, ponieważ 

zmniejsza ryzyko uszkodzenia zdrowych tkanek podczas terapii, co przekłada się na wyższą 

selektywność i bezpieczeństwo, przy jednoczesnym maksymalnym działaniu terapeutycznym 

ukierunkowanym na komórki nowotworowe.  

Do dalszych badań na podstawie wyników z [P1] wybrano TSC-34 z racji, że pochodna ta 

podnosiła poziom PPIX w większości badanych linii komórkowych. Natomiast, z pracy [P3] do 

dalszych badań wzięto wszystkie pochodne TSC podnoszące poziom PPIX. Dla wybranych 

pochodnych TSC, pomimo znanego faktu, że są one dobrymi chelatorami żelaza, postanowiono 
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określić ich zdolność do chelatacji. Uzyskane wyniki wskazują, że wszystkie pochodne TSC chelatuja 

jony żelaza (III) w środowisku wodnym (Fig. 4 w [P3]). 

 

Tabela 2. Podsumowanie wyników akumulacji PPIX z publikacji [P1] i [P2]. 

TSC- 
Wzrost RFU PPIX względem 5-ALA 

HCT116 MCF-7 Hs683 A549 

TSC-27 4,0 - - 2,4 

TSC-34 
4,2 w [P1] 

4,14 w [P2] 

1,6 w [P1] 

1,66 w [P2] 

1,7 w [P1] 

1,68 w [P2] 
- 

TSC-101 3,0 - - 2,2 

TSC-109 2,47 1,66 - - 

TSC-113 3,0 1,9 - - 

TSC-116 2,6 1,64 - - 

TSC-206 - - 1,6 - 

 

2.3. Efekt fototoksyczny 

Wzrost akumulacji PPIX nie zawsze jest wyznacznikiem efektywności terapii ALA-PDT.  

W związku z tym, podjęliśmy badania, mające na celu identyfikację pochodnych TSC o znacznym 

wpływie na efekt fototoksyczny. W publikacji [P2] wykazaliśmy, że zastosowanie samego TSC-34 

nie wywołuje efektu fototoksycznego, co jest korzystne z punktu widzenia ALA-PDT. Nie 

stwierdzono także istotnego statystycznie spadku żywotności komórek we wszystkich układach 

eksperymentalnych na komórkach nienaświetlanych (Fig. 3 w [P2]), co sugeruje brak niepożądanych 

efektów ubocznych w przypadku braku naświetlania. Identyczne obserwacje uzyskano dla badanych 

pochodnych TSC i Cp94 w publikacji [P3] (Fig. 5).  

W przypadku naświetlania komórek traktowanych samym TSC-34, nie stwierdziliśmy 

znaczącego spadku żywotności komórek. Co ciekawe, zarówno w publikacji [P2], jak i [P3], nie 

zaobserwowaliśmy efektu fototoksycznego po naświetlaniu komórek traktowanych wyłącznie 5-ALA 

na wszystkich badanych liniach komórkowych (Tab. 3). Wynik ten jest sprzeczny z doniesieniami 

literaturowymi, w których obserwowano znaczący lub średni efekt fototoksyczny po traktowaniu 5-

ALA. Brak efektu fotocytotoksycznego był raportowany w kilku pracach. Badania sugerują,  

że w komórkach traktowanych wyłącznie 5-ALA nadal dochodziło do biosyntezy hemu, co oznacza, 
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że stężenie PPIX mogło być niewystarczające do osiągnięcia znacznego efektu terapeutycznego. 

Wyniki pokazały, że stężenie wolnego hemu znacząco wzrastało w komórkach traktowanych 

wyłącznie 5-ALA w porównaniu do kontroli. Z kolei zastosowanie kombinacji TSC-2 z 5-ALA 

powodowało obniżenie stężenia wolnego hemu do poziomu jak w komórkach kontrolnych na liniach 

HCT116, MCF-7 i Hs683 (Fig.4 w [P2]). W linii A549 poziom wolnego hemu nie uległ statystycznie 

istotnym zmianom po traktowaniu TSC-34 w kombinacji z 5-ALA.  

 

Tabela 3. Podsumowanie wyników badań dotyczących cytotoksyczności (ciemnej i jasnej) na 

podstawie [P2] i [P3]. 

Lp. 
TSC + 

5-ALA 

Frakcja przeżywająca [% kontroli] 

Nienaświetlane Naświetlane [12 J/cm2] 

HCT116 MCF-7 Hs683 A549 HCT116 MCF-7 Hs683 A549 

1. 5-ALA 
98,36 

±4,44 

100,50 

±4,92 

99,02 

±5,69 

99,75 

±6,90 

97,69 

±9,36 

95,95 

±8,54 

95,95 

±8,54 

95,68 

±8,33 

2. TSC-34 
88,65 

±3,69 

92,69 

±3,69 

95,65 

±3,69 

92,24 

±3,33 

33,56 

±3,84 

45,56 

±2,85 

39,54 

±6,54 

76,53 

±1,91 

3. 
TSC-

109 

90,56 

±2,35 

96,65 

±4,65 

94,92

±4,65 
nb 

95,92 

±2,86 

94,05 

±3,58 

94,05 

±3,58 
nb 

4. 
TSC-

113 

97,69 

±6,54 

96,86 

±7,59 

97,65 

±7,59 
nb 

40,87 

±6,89 

31,50 

±7,65 

87,36 

±7,65 
nb 

5. 
TSC-

116 

98,56 

±8,25 

98,56 

±6,59 

98,52 

±6,59 
nb 

85,98 

±6,6584 

87,98 

±6,65 

87,98 

±6,65 
nb 

6. Cp94 
101,32 

±5,32 

98,69 

±3,98 

98,69 

±3,98 
nb 

97,56 

±5,68 

86,56 

±7,68 

86,56 

±7,68 
nb 

nb- nie badano 

Te obserwacje można wytłumaczyć tym, że egzogenne podanie 5-ALA omija system regulacji 

biosyntezy hemu poprzez mechanizm ujemnego sprzężenia zwrotnego. Dodatkowo, brak zmian  
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w dostępności żelaza umożliwia konwersję PPIX w hem, co może tłumaczyć niską efektywność 

terapeutyczną samego 5-ALA na badanych liniach komórkowych. 

Jak pokazaliśmy w [P2] i [P3] komórki naświetlane wykazywały znaczące spadki żywotności 

komórek po zastosowaniu TSC-34 i TSC-113 w połączeniu z 5-ALA na liniach HCT116 i MCF-7,  

i Hs683 (tylko pochodna TSC-34), natomiast dla linii komórkowej A549 efekt fototoksyczny był 

niewielki w porównaniu do innych linii komórkowych (Tab. 3). Warto podkreślić. że, nie 

zaobserwowano spadku żywotności komórek w żadnej z testowanych linii po traktowaniu Cp94  

w połączeniu z 5-ALA. Wyniki te jednoznacznie demonstrują skuteczność TSC-34 i TSC-113  

w zwalczaniu komórek nowotworowych podczas ALA-PDT. Mimo stosunkowo niskiego stężenia 

TSC (25 µM), uzyskano wyraźny efekt terapeutyczny, co wyróżnia te związki w porównaniu  

z referencyjnym Cp94, który nie wykazał porównywalnej skuteczności. 

 

2.4. Wpływ wybranych TSC na ekspresję genów 

 

Mechanizm działania wybranych pochodnych TSC nie może być wyjaśniony jedynie na 

podstawie wyników dotyczących akumulacji PPIX lub naświetlania, dlatego podjęliśmy badania na 

poziomie molekularnym w celu wyjaśnienia otrzymanych wyników. W pierwszym etapie określiliśmy 

ekspresje poszczególnych genów szlaku biosyntezy hemu w komórkach nie traktowanych względem 

linii komórkowej NHDF (Fig. 3 w [P1]). Ekspresja niektórych genów tego szlaku była podniesiona, 

szczególnie HMBS we wszystkich badanych liniach komórkowych. W linii HCT116 stwierdzono 

także podniesiony poziom CPOX i PPOX. W większości linii komórkowych zarejestrowano 

stosunkowo niski poziom HO-1, choć z doniesień literaturowych wynika, że większość nowotworów 

ma zwiększoną ekspresję tego genu. Na podstawie tych danych nie można jednoznacznie określić, 

która linia komórkowa będzie bardziej podatna na ALA-PDT w kombinacji z pochodnymi TSC.  

W związku z tym w kolejnym etapem badań było sprawdzenie ekspresji tych genów po traktowaniu 

TSC w kombinacji z 5-ALA. W publikacji [P1] pokazaliśmy, że ekspresja większości genów szlaku 

biosyntezy hemu nie ulega zmianie po traktowaniu 5-ALA i kombinacji 5-ALA z TSC-34  

(Fig. 4 i Fig. S1 w [P1]). Jedynie ekspresja FECH oraz HO-1 została zmieniona. Jednak traktowanie 

kombinacją 5-ALA i TSC-34, powodowało zmniejszenie ekspresji HO-1 na linii MCF-7 i HCT116, 

podczas gdy dla Hs683 odnotowano wzrost ekspresji tego genu (Fig. 4 w [P1]). W przypadku linii 

A549 nie zaobserwowano żadnych znaczących zmian ekspresji badanych genów. Zmiany w ekspresji 

FECH zostały zauważone dla linii Hs683 i HCT116. Linia Hs683 po traktowaniu TSC-34 i 5-ALA 
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wykazywała zwiększoną ekspresję tego genu, podczas gdy na linii HCT116 ekspresja ta była 

zmniejszona. Podobne wyniki otrzymano w pracy [P3] gdzie, komórki linii HCT116 i MCF-7 

wykazywały zmniejszoną ekspresję FECH po traktowaniu TSC-34 oraz TSC-113 w kombinacji z 5-

ALA, natomiast w linii Hs683 w obu tych przypadkach ekspresja ta była zwiększona. Poziom HO-1 

również był analogiczny do wyników z [P1], z wyjątkiem komórek HCT116 traktowanych TSC-113 

i 5-ALA, gdzie nie zaobserwowano istotnych zmian w ekspresji tego genu. W przypadku linii Hs683 

ekspresja HO-1 była zwiększona po traktowaniu zarówno TSC-34 jak i TSC-113 (Fig. 6 i 7 w [P3]). 

Traktowanie komórek HCT116 i MCF-7 kombinacją Cp94 i 5-ALA powodowało spadek ekspresji 

FECH, natomiast w przypadku HO-1 jedynie dla linii MCF-7 został stwierdzony spadek jego ekspresji. 

Otrzymane wyniki wskazują, że zmniejszona ekspresja FECH prowadzi do zwiększonej akumulacji 

PPIX, co w połączeniu z obniżoną ekspresją HO-1, a przez to obniżoną ochroną przed RFT, może 

tłumaczyć silny efekt fototoksyczny na liniach HCT116 i MCF-7 po traktowaniu TSC-34 i TSC-113. 

W przypadku linii Hs683, mimo że wzrost ekspresji FECH może sugerować słabą efektywność terapii, 

nie wyjaśnia on silnej odpowiedzi po traktowaniu TSC-34, co sugeruje istnienie innych, 

niezidentyfikowanych jeszcze mechanizmów. 

W pracy [P2] skoncentrowano się na ekspresji transporterów zaangażowanych w przepływ 

intermediatów szlaku biosyntezy hemu pomiędzy kompartmentami komórkowymi. Spośród badanych 

transporterów tylko dwa wykazały statystycznie istotne zmiany w ekspresji po traktowaniu 

kombinacją 5-ALA i TSC-34. Pierwszym z nich był ABCG2 (ang. broad substrate specificity ATP-

binding cassette transporter ABCG2), jeden z najczęściej badanych transporterów w kontekście 

efektywności ALA-PDT, który uczestniczy w usuwaniu PPIX z komórki. Jak pokazano jego 

zwiększona ekspresja koreluje z niską akumulacją PPIX oraz niską efektywnością ALA-PDT. 

Statystycznie istotne zmiany w ekspresji ABCG2 zaobserwowano we wszystkich badanych liniach 

komórkowych. Porównując wzrost ekspresji genu ABCG2 pomiędzy komórkami traktowanymi 

samym 5-ALA, a tymi które były traktowane kombinacją 5-ALA i TSC-34, stwierdzono zależność,  

że im wyższy stosunek, tym niższa akumulacja PPIX, co potwierdzają nasze wcześniejsze badania 

(Fig. 2 i Tab. 1 w [P2]). Obserwacja ta jest zgodna z doniesieniami literaturowymi, z wyjątkiem linii 

komórkowej A549, w której nie zaobserwowano znaczącej akumulacji PPIX, a wzrost ekspresji 

ABCG2  

w porównaniu do komórek traktowanych tylko 5-ALA był najmniejszy spośród badanych linii 

komórkowych. Drugim transporterem o zmienionej ekspresji była mitoferryna 1 (MFRN1), pełniąca 

rolę transportera żelaza do mitochondriów. W publikacji [P2] stwierdzono znaczący wzrost ekspresji 

MFRN1 na liniach komórkowych Hs683 i A549 po traktowaniu kombinacją TSC-34 i 5-ALA (Fig. 2 
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w [P2]). W publikacji [P3] stwierdzono wzrost ekspresji tej izoformy na linii HCT116 (Fig. 10 w [P3]). 

Wzrost ekspresji stwierdzono także po traktowaniu Cp94 i 5-ALA na tej linii komórkowej.  

W przypadku MFRN2 ekspresja była zwiększona w linii HCT116 oraz Hs683. Traktowanie komórek 

kombinacją TSC-113 i 5-ALA powodowało spadek ekspresji obu izoform MFRN na linii HCT116,  

a w przypadku linii MCF-7 obniżenie ekspresji izoformy 2. Wzrost ekspresji MFRN1 stwierdzono 

także dla linii MCF-7 po traktowaniu Cp94 i 5-ALA. Obniżona ekspresja MFRN po traktowaniu TSC-

113, może wyjaśniać skuteczność tego związku w ALA-PDT poprzez zmniejszenie transportu żelaza, 

co hamuje syntezę hemu i promuje akumulację PPIX. Z kolei komórki Hs683, inkubowane ze 

związkiem TSC-34, wykazały zwiększoną ekspresję MFRN, co teoretycznie mogłoby osłabić 

skuteczność ALA-PDT, jednakże nie zaobserwowano takiego efektu. Wzrost ekspresji MFRN może 

odzwierciedlać odpowiedź komórki na zwiększone zapotrzebowanie na żelazo, a nie bezpośrednio 

wpływać na skuteczność ALA-PDT na tej linii komórkowej. 

Wyniki dotyczące ekspresji MFRN oraz zastosowanie chelatorów żelaza z grupy TSC  

w ALA-PDT skłoniły nas do pogłębienia badań nad genami zaangażowanymi w metabolizm żelaza, 

ze szczególnym uwzględnieniem jego mitochondrialnego aspektu. W związku z tym podjęliśmy dalsze 

badania mające na celu zrozumienie wpływu pochodnych TSC na metabolizm żelaza oraz ich wpływu 

na skuteczność ALA-PDT. Jednym z badanych genów była mitochondrialna ferrytyna (FTMT), która 

pełni funkcję magazynu żelaza w mitochondriach i wykazuje aktywność ferrooksydazy. Zwiększoną 

ekspresję tego genu zaobserwowano po traktowaniu kombinacją TSC-34 i 5-ALA we wszystkich 

badanych liniach komórkowych, a także na linii HCT116 po traktowaniu Cp94 i 5-ALA  

(Fig. 8 w [P3]). Zwiększona ekspresja FTMT może prowadzić do zmian w polaryzacji błony 

mitochondrialnej, powodując uszkodzenie mitochondriów i zwiększoną produkcję RFT. Te zmiany 

mogą z kolei zakłócać morfologię mitochondriów. Jednym z głównych czynników utrzymujących 

architekturę mitochondriów jest kompleks MICOS (ang. mitochondrial contact site and cristae 

organizing system), który fizycznie oddziałuje z FECH. Zaburzenie funkcji MICOS prowadzi do 

akumulacji PPIX i obniżenia aktywności FECH. Interakcja pomiędzy FTMT a FECH może wyjaśniać 

skuteczność terapii ALA-PDT po inkubacji z TSC-34 linii komórkowych HCT116 i MCF-7. 

Kolejnym badanym genem była frataksyna (FNX), która pełni rolę donora siarki w biosyntezie 

klastrów żelazowo-siarkowych. Jednak dokładna funkcja tego białka pozostaje w dużej mierze 

niepoznana. W naszych badaniach wykazano zmniejszenie ekspresji FNX na liniach HCT116 i MCF-

7 po traktowaniu kombinacją TSC-113 i Cp94 w połączeniu z 5-ALA (Fig. 9 w [P3]). FXN nie wpływa 

bezpośrednio na szlak biosyntezy hemu, a zmniejszenie jej ekspresji może wpływać na aktywność 

FECH, poprzez zmniejszenie biosyntezy klastrów żelazowo-siarkowych, będących kofaktorem 
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FECH, a przez to prowadzić do zwiększenia stężenia PPIX. W przypadku transportera ABCB8, który 

uczestniczy w eksporcie żelaza z mitochondriów do cytoplazmy, stwierdzono znaczące wzrosty jej 

ekspresji na wszystkich badanych liniach komórkowych po traktowaniu Cp94 w kombinacji z 5-ALA, 

a także na linii Hs683 po traktowaniu TSC-34 i 5-ALA (Fig. 12 w [P3]). Wpływ ekspresji ABCB8 na 

efektywność ALA-PDT pozostaje niezbadany, ale wcześniejsze badania sugerują, że obniżenie 

ekspresji tego genu prowadzi do zmniejszonego przeżycia komórek, uszkodzeń mitochondriów  

i zwiększonego poziomu RFT. Podwyższona ekspresja ABCB8 może prowadzić do odwrotnego 

efektu, czyli zwiększać przeżywalność komórek, co może wyjaśnić brak efektu fototoksycznego po 

traktowaniu Cp94 i 5-ALA. Mimo wzrostu ekspresji ABCB8 po zastosowaniu TSC-34, nadal 

obserwowano efekt fototoksyczny, co potwierdza skuteczność TSC-34 w ALA-PDT. Ostatnim 

badanym genem był DMT1 (ang. divalent metal transporter 1), który uczestniczy między innymi  

w transporcie żelaza do komórki. Ekspresja tego genu była zróżnicowana na badanych liniach 

komórkowych (Fig. 11 w [P3]). Na linii HCT116 traktowanie zarówno TSC-34 i TSC-113  

w kombinacji z 5-ALA powodowały znaczący spadek ekspresji tego genu. W przypadku linii MCF-7, 

traktowanie TSC-113 oraz Cp94 z 5-ALA również wywoływało znaczny wzrost ekspresji DMT1. 

Spadek ekspresji był obserwowany jedynie na linii Hs683 po traktowaniu TSC-34 i 5-ALA. Wpływ 

ekspresji tego genu na efektywność ALA-PDT może polegać na zmniejszeniu poboru żelaza  

z przestrzeni międzykomórkowej. 
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3. PODSUMOWANIE I WNIOSKI  

 

W niniejszej pracy zidentyfikowano dwie spośród 20 badanych pochodnych tiosemikarbazonu, 

które wykazały szczególnie obiecujące właściwości w kontekście poprawy efektywności terapii 

fotodynamicznej opartej na kwasie 5-aminolewulinowym. Te dwie pochodne, TSC-34 i TSC-113, 

charakteryzowały się brakiem cytotoksyczności ciemnej oraz zdolnością do chelatowania jonów 

żelaza. Zastosowanie tych pochodnych w połączeniu z 5-ALA prowadziło do znacznego wzrostu 

akumulacji PPIX oraz wywoływało silny efekt fototoksyczny na różnych liniach komórkowych, co 

potwierdza ich duży potencjał w poprawie efektywności ALA-PDT. 

Mechanizm działania tych związków opiera się na modulacji ekspresji genów związanych  

z metabolizmem żelaza i biosyntezą hemu, co prowadzi do zwiększonej akumulacji PPIX i silnego 

efektu fototoksycznego. W liniach komórkowych HCT116 i MCF-7 pochodne TSC-34 i TSC-113 

powodowały obniżenie ekspresji genów FECH i HO-1, co sprzyjało akumulacji PPIX i zwiększało 

skuteczność terapii. Obniżenie ekspresji FECH było zależne od dwóch mechanizmów. W przypadku 

TSC-34 obserwowano spadek ekspresji FNX, co prowadziło do zmniejszenia produkcji centrów 

żelazowo-siarkowych, będących kofaktorami FECH, oraz wzrost poziomu FTMT, co mogło wpływać 

na interakcję pomiędzy kompleksem MICOS a FECH, ograniczając aktywność FECH. Z kolei  

TSC-113 powodowała wyraźny spadek ekspresji MFRN, zmniejszając dostępność żelaza dla FECH, 

co również skutkowało zwiększoną akumulacją PPIX i silnym efektem fototoksycznym. Dodatkowo, 

obniżenie ekspresji HO-1 osłabiało mechanizmy ochrony komórek przed reaktywnymi formami tlenu, 

co potęgowało efekt terapeutyczny. 

Nietypową odpowiedź na TSC-34 zaobserwowano dla linii komórkowej Hs683. Pomimo 

zwiększonej ekspresji genów FECH i HO-1, co zazwyczaj ogranicza efektywność ALA-PDT, TSC-

34 w kombinacji z 5-ALA wywołała wzrost poziomu PPIX oraz silny efekt fototoksyczny.  

To niestandardowe zachowanie sugeruje bardziej złożony mechanizm działania na tej linii 

komórkowej, który wymaga dalszych badań. Możliwe jednak, że zwiększona ekspresja FTMT 

odpowiada za zaobserwowany efekt poprzez zaburzenie aktywności FECH, co prowadzi do 

nasilonego efektu fototoksycznego, mimo wzrostu ekspresji FECH. 

W porównaniu z pochodnymi TSC, Cp94, powszechnie stosowany chelator żelaza w ALA-PDT, 

okazał się mniej skuteczny. Brak wzrostu akumulacji PPIX oraz niska fotocytotoksyczność sugerują, 

że pochodne TSC są znacznie bardziej efektywne w stosowanych stężeniach niż Cp94, co czyni je 

obiecującymi kandydatami do dalszych badań nad polepszeniem efektywności ALA-PDT. 
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Poniżej, na Rys. 7, przedstawiono schematyczny mechanizm działania, który ilustruje wpływ 

pochodnych TSC na metabolizm żelaza, biosyntezę hemu oraz akumulację PPIX, ze szczególnym 

naciskiem na zmiany w ekspresji genów odpowiedzialnych za te procesy. Schemat ten stanowi 

podsumowanie najważniejszych wyników przedstawionych w niniejszej pracy, pokazując, w jaki 

sposób pochodne TSC-34 i TSC-113, poprzez regulację ekspresji kluczowych genów, takich jak 

FECH, HO-1, FNX, MFRN i FTMT, prowadzą do zwiększonej akumulacji PPIX i silnego efektu 

fototoksycznego w terapii ALA-PDT. 

 

 

Rys. 7. Schematyczne podsumowanie mechanizmu działania TSC-34 i TSC-113. FECH- 

ferrochelataza, MFRN1/2 – mitoferryna1/2, FNX – frataksyna, FTMT – mitochondrilna ferrytyna, 

HO-1 - oksygenaza hemowa, ROS – reaktywne formy tlenu, OMM – zewnętrzna błona 

mitochondrialna, IMS - przestrzeń międzybłonowa, IMM – wewnętrzna błona mitochondrialna, 

Rysunek wykonano za pomocą BioRender.com. 
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4.1. [P1]. Impact of thiosemicarbazones on the accumulation of PpIX and the expression of the 

associated genes. 

Autorzy: Gawecki R., Malarz K., Rejmund M., Polanski J., Mrozek-Wilczkiewicz A. Referencja: 

Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2019, 199, 111585. 

Numer DOI: 10.1016/j.jphotobiol.2019.111585 

Impact Factor czasopisma: 4.383 (2019) 

Liczba punktów MNiSW czasopisma: 100 (2019) 
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ekspresji genów. 
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4.2. [P2]. A Thiosemicarbazone Derivative as a Booster in Photodynamic Therapy—A Way to 

Improve the Therapeutic Effect 

Autorzy: Gawecki R., Polanski J., Mrozek-Wilczkiewicz A  

Referencja: International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23(23), 15370 

Numer DOI: 10.3390/ijms232315370 
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Mój udział w pracy polegał na wykonaniu, planowaniu i analizie wszystkich badań biologicznych, 

pisaniu i redagowaniu manuskryptu. 
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4.3. [P3]. Iron Metabolism in Aminolevulinic Acid-Photodynamic Therapy with Iron Chelators 

from the Thiosemicarbazone Group.  

Autorzy: Gawecki R., Rawicka P., Rogalska M., Serda M., Mrozek-Wilczkiewicz A. 

Referencja: International Journal of Molecular Sciences, 2024, 25(19), 10468 

Numer DOI: 10.3390/ijms251910468 

Impact Factor czasopisma: 4,9 (2024) 

Liczba punktów MNiSW czasopisma: 140 (2024) 
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współuczestnictwie w badaniach widm absorpcyjnych oraz pisaniu manuskryptu. 
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