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‘l PRACA ORYGINALNA ”

Wplyw terapii fotodynamicznej na ekspresje

TGE-g1, TAR-1, TAR-11i TAR-1I

w hodowlach czerniaka

The influence of photodynamic therapy
on TGF-g1, TAR-I, TAR-1l and TAR-111 expression
in melanoma cell cultures

Matgorzata Latocha, Dariusz Kusmierz, Monika Rybarz

STRESZCZNIE

WSTEP

W poczatkowym stadium kancerogenezy transformujacy czynnik wzrostu
(transforming growth factor f§ — TGF-B) silnie hamuje proliferacje komorek
nabtonkowych i okre§lany jest mianem supresora nowotworéw. Jednak w poz-
niejszych etapach tego procesu, czynnik ten moze promowac¢ rozwdj nowotworu:
wplywa¢ na jego inwazyjnos¢ oraz zdolnos¢ do naciekania prawidtowych tka-
nek. Przez stymulacje czynnikow proangiogennych, takich jak IL-8 i VEGF,
moze takze przyczynia¢ si¢ do angiogenezy na obwodzie guza. Podwyzszony
poziom TGF-B silnie modyfikuje odpowiedZ immunologiczng organizmu — ha-
muje proliferacje limfocytow T oraz ogranicza mozliwosci prezentacji antyge-
néw przez wyspecjalizowane komorki. Celem pracy byta ocena ekspresji gendw
kodujacych: TGF-B1 oraz jego receptory I, 11 i III w hodowlach komorek czer-
niaka, ktore poddano, w warunkach in vitro, terapii fotodynamicznej z Fotolonem.

MATERIAL | METODY
W badaniach wykorzystano trzy linie czerniaka: C-32, Colo-892 i SH-4 (ATCC).

Ekspresj¢ genow kodujacych TGF-B1 i jego receptory oceniano na etapie tran-
skryptow (mRNA).

WYNIKI

Zastosowanie przyjetych w pracy warunkow terapii fotodynamicznej w przy-
padku wszystkich badanych linii czerniaka skutkuje znaczaca redukcja liczby
kopii mMRNA TGF-f1 i jego receptoréw w przeliczeniu na ng RNA catkowitego.

WNIOSKI

W $wietle informacji dotyczacej roli TGF-B w nabywaniu zto$liwego charakteru
komorek nowotworowych zmniejszenie liczby kopii mRNA TGF-B/ po prze-
prowadzeniu terapii fotodynamicznej moze by¢ korzystne dla przebiegu procesu
terapeutycznego.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

In the early stages of cancerogenesis, TGF- strongly inhibits the proliferation of epithelial cells and is described
as a tumor suppressor. However, in further stages of this process, TGF-p can even promote the formation of
a neoplasm. It can influence the tumor invasiveness and the ability of cancer to infiltrate the area of surrounding
normal tissue. Stimulating proangiogenic factors such as IL-8 and VEGF can also contribute to angiogenesis in
the tumor periphery. An elevated level of TGF-p strongly modifies the immune response of the organism
through inhibiting the proliferation of T-cells and limiting the possibility of antigen presentation by specialized
cells. Aim of the study.

The aim of the study was to evaluate the expression of genes encoding TGF-B1 and its receptors: type I, IT and
111 in melanoma cell culture after photodynamic therapy with Photolon in vitro.

MATERIAL AND METHODS
The study was conducted in three melanoma cell lines: C-32, Colo-892 and SH-4 (ATCC). The expression of
genes encoding TGF-B1 and its receptors was estimated at the transcript stage (MRNA).

RESULTS
All of the photodynamic therapy parameters applied in the study resulted in a significant reduction of TGF-p1
and its receptors mRNA copy numbers per pg of the total RNA.

CONCLUSIONS

According to the data connected with the role of TGF-B in expressing a more malignant character in cancer
cells, decreasing the TGF-B1 mRNA copy numbers after photodynamic therapy may be advantageous for the
therapeutic process.

KEY WORDS
PDT-Photolon, TGF-B1, TGF-p receptors, melanoma

i neuronach, a TGF-B3 — w komorkach mezenchymal-
nych [4].

Receptory btonowe dla TGF-B (TBR-1, TBR-II
i TBR-IIT) wykryto na wszystkich rodzajach komérek
[4]. TGF-B taczy si¢ bezposrednio z TBR-II, co pro-
wadzi do przylaczenia TBR-I i jego fosforylacji [5].

WSTEP

TGF-B

Transformujacy czynnik wzrostu B (transforming

growth factor f — TGF-B) jest cytoking produkowang
praktycznie przez wszystkie zdrowe komorki organi-
zmu czlowieka, ale rowniez przez komorki nowotwo-
rowe. U ssakow wystepuja trzy z pigciu dotychczas
zidentyfikowanych izoform TGF-: pl1, B2 oraz
B3. Izoformy te sa kodowane przez rézne geny, jednak
charakteryzuja si¢ duzym stopniem homologii se-
kwencji aminokwasowej [1,2,3]. Ekspresja mRNA
dla izoformy TGF-B1 ma miejsce gtéwnie w komor-
kach $rodbtonka, komoérkach hematopoetycznych
oraz w tkance 1tacznej. TGF-B2 syntetyzowane jest
przede wszystkim w komoérkach nabtonkowych

Aktywowana zostaje kinaza bialkowa TPR-I, ktora
fosforyluje biatka R-SMAD (biatka aktywowane
przez receptor: SMAD1, 2, 3, 5, 8), te za§ wiaza si¢
z SMADA4. Ten hetero-oligomeryczny kompleks ulega
translokacji do jadra komorkowego, gdzie jest wiagza-
ny ze specyficzng sekwencja regionu promotorowego
DNA genéw docelowych. Funkcja TBR-111 sprowadza
si¢ do regulacji dostepu ligandéw do TPR-1i TBR-II.

Podstawowa funkcja TGF-f jest stymulacja wzrostu
komorek pochodzenia mezenchymalnego, hamowanie
namnazania komorek pochodzenia nabtonkowego,
srodbtonka i komoérek krwiotwdrczych, powstrzymy-
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wanie procesOw zapalnych — immunosupresja [3,6].
Cytokina ta ma takze wptyw na apoptoz¢ komorek
oraz odgrywa istotng rol¢ przy odbudowie uszkodzo-
nych tkanek, przyspieszajac synteze sktadnikow ma-
cierzy pozakomoérkowej — przede wszystkim fibronek-
tyny, kolagenu i proteoglikanow. W przypadku sta-
now patologicznych moze jednak przyczyniac si¢ do
nadmiernego wildknienia. Odgrywa roéwniez istotng
role w regulacji cyklu komodrkowego, m.in. przez
wplyw na aktywno$¢ PRB (biatko kodowane przez
gen RB; przy uszkodzeniach DNA biatko PRB powo-
duje zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie Gl),
P15 (biatko wigzace CDK4 i CDK6), P27 (biatko
inaktywujace CDK), fosfataz CDC25 (enzymy akty-
wujace kinazy cyklinozalezne).

W przypadku komoérek transformowanych nowotwo-
rowo dziatanie TGF-B jest zlozone. We wczesnych
etapach kancerogenezy hamuje on proliferacje komo-
rek nowotworowych, gdy jednak dojdzie do rozwoju
choroby, zaczyna dzialaé pobudzajaco na te same
komorki. Wzrasta lokalne stezenie TGF-B. Prowadzi
to do zmian w oddzialywaniach komodrka — macierz
pozakomorkowa, niekontrolowanego namnazania si¢
komorek i wzrostu inwazyjnosci nowotworu. W ko-
morkach czerniaka stwierdzono ekspresje zaréwno
TGF-B1, TGF-B2, jak i TGF-B3. Analiza in situ
TGF-B oraz jego receptorow wskazuje na dodatnig
korelacje miedzy progresja czerniaka i innych nowo-
tworow skory a nadekspresjg tej cytokiny. Potwier-
dzono parakrynne mechanizmy oddziatlywania miedzy
komorkami nowotworowymi a keratynocytami i fi-
broblastami zrebu guza [7]. Udowodniono autokrynna
stymulacje syntezy integryn i metaloproteinazy-9 oraz
hamowanie syntezy E-kadheryn przez TGF-f. Utatwia
to migracj¢ komorek nowotworowych oraz adhezje do
$roédbtonka. Wykazano, ze cytokina ta ma zdolno$¢
modulacji funkcji wielu proteaz oraz ich inhibitorow.
Zaobserwowano tez, ze TGF-f1 hamuje proces mela-
nogenezy, wzmagajac proteolityczng degradacje tyro-
zynazy i TYRP-1 (tyrosinase-related protein-1) oraz
znaczgco  ogranicza wplyw  o-MSH  (hormon
a-melanotropowy) na komorki barwnikowe [8]. Po-
twierdzono rowniez zwigkszong ekspresj¢ TGF-f1
w komorkach czerniaka i jego udzial w angiogenezie
[9], cytokina ta zwigksza m.in. wydzielanie proangio-
gennego VEGF. Duza uwagg przywiazuje si¢ tez do
immunosupresyjnych wtasciwosci TGF-f w rozwoju
nowotworow. Jak wykazano, hamuje on dojrzewanie
komorek dendrytycznych i aktywno$¢ limfocytow T,
co powoduje wytworzenie tzw. stanu tolerancji immu-
nologicznej [4,10].

Terapia fotodynamiczna (PDT)
Metody fotodynamiczne stosuje si¢ do rozpoznawania

i leczenia nowotworow skory, przewodu pokarmowe-
g0, pecherza moczowego, narzagdow rodnych. Znajdu-

ja tez zastosowanie w leczeniu tuszczycy, choroby
Bowena, nabtoniakéw podstawnokomorkowych, za-
réowno powierzchownych, jak i guzkowych, zmian
naczyniowych ptlaskich, rogowacenia stonecznego,
twardziny, zwyrodnienia plamki zottej, zakazen bakte-
ryjnych, grzybic, hirsutyzmu. Metoda ta jest nie tylko
skuteczna, ale rowniez daje dobre efekty kosmetyczne
[11,12]. Od ponad 15 lat prowadzone s3 badania doty-
czace mozliwosci zastosowania terapii fotodynamicz-
nej (photodynamic therapy — PDT) w leczeniu czer-
niaka. Poczatkowo prace te realizowano w ukladzie in
vitro na hodowlach komoérkowych oraz in vivo na
zwierzgtach (ksenotransplantacje). Od niedawna po-
jawiaja sie tez pierwsze doniesienia o efektach terapii
fotodynamicznej stosowanej u pacjentdw z czernia-
kiem [13,14,15,16,17]. Sa to gtdwnie przypadki sta-
dium czy postaci uniemozliwiajacej podjgcie innych
dziatan terapeutycznych i nicoperowalne guzy znajdu-
jace sie miejscach, w ktorych interwencja chirurgiczna
jest niemozliwa. Najcze$ciej sa to czerniaki narzadu
wzroku lub zmiany w okolicy nosa i wrazliwych cze-
$ci twarzy.

Celem prezentowanej pracy byta ocena ekspresji genu
kodujacego TGFB1 oraz genow kodujacych receptory
dla TGF-B (TAR-1, TAR-1l i TAR-III) w hodowlach
komorek czerniaka poddanych terapii fotodynamicz-
nej z Fotolonem.

MATERIAL | METODY

Hodowla komoérkowa

Do badan wykorzystano trzy linie czerniaka zakupio-
ne w ATCC (American Type Culture Collection):
C-32 (komorki czerniaka amelnotycznego wyizolo-
wane ze skory), Colo-892 (komorki czerniaka melano-
tycznego wyizolowane ze skory) oraz SH-4 (komorki
z przerzutdw czerniaka melanotycznego do ptuc).
Hodowle prowadzono na pozywkach: EMEM (Lonza)
— czerniak C-32, RPMI 1640 — czerniak Colo 892 oraz
DMEM (Lonza) — czerniak SH-4. Stosowano dodatek
10% surowicy plodowej wotu (FBS; Gibco) oraz roztwo-
ru antybiotykéw (Lonza): penicylina 10 000 U/ml
i streptomycyna 10 mg/ml.

PDT

Jako fotouczulacz zastosowano Fotolon (Belmedpre-
paraty, Biatorus) w stezeniu 0,01 mg/ml pozywki. Po
1-godzinnej inkubacji komérek w pozywce z fotouczu-
laczem hodowle naswietlano laserem PDT-662 (Krio-
med) emitujacym $wiatto o dlugosci fali A = 662 nm.
Stosowane dawki promieniowania to: 5, 10 oraz
20 Jlcm?. Po zakoficzeniu na$wietlania, hodowle ko-
morkowe umieszczono w inkubatorze na 3 godziny.
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Po uplywie wyznaczonego czasu (do$wiadczalnie
dobrany, optymalny czas najwyzszej ekspresji bada-
nych gendéw), zbierano pozywki znad hodowli,
a z komorek przylegajacych do dna naczynia hodow-
lanego ekstrahowano RNA.

Ekspresja genéw kodujacych TGF-B1 i jego receptory

Ekstrakcja RNA

Calkowity RNA z komorek ekstrahowano z wykorzy-
staniem odczynnika TRIzol (Invitrogen) zgodnie
z protokotem producenta. Komorki poddawano lizie
bezposrednio w naczyniu hodowlanym. Uzyskany
osad catkowitego RNA przechowywano w temperatu-
rze -70°C w postaci wysuszonej do czasu analizy.
Ekstrakty RNA oceniano pod wzgledem jakosciowym
i ilosciowym. Integralno$¢ wyizolowanego catkowite-
go RNA sprawdzano elektroforetycznie w 1,2% zelu
agarozowym barwionym bromkiem etydyny. Nato-
miast pomiaru stgzenia catkowitego RNA w ekstrak-
tach dokonano spektrofotometrem HP8452A firmy
Hewlett Packard. Stezenie RNA wyznaczono przy
zatozeniu, ze 1,0 ODygo = 40 ng RNA w ml ekstraktu.
Uzyskane ekstrakty catkowitego RNA stanowily ma-
tryce w analizie ekspresji genéw technika QRT-PCR.

QRT-PCR

Do wyznaczenia liczby czasteczek mRNA badanych
gendw w ekstraktach catkowitego RNA zastosowano
detektor fluorescencji DNA Engine OPTICON™
(MJ Research). Ilos¢ amplikoné6w PCR wyznaczano
po kazdym cyklu amplifikacji na podstawie intensyw-
nosci fluorescencji barwnika SYBR Green 1. Do przy-
gotowywania mieszaniny reakcyjnej QRT-PCR wyko-
rzystywano gotowy zestaw odczynnikoéw QuantiTect
SYBR"™ RT-PCR Kit firmy Qiagen. Reakcje QRT-
-PCR prowadzono jednostopniowo w 20 ul roztworu
zawierajacego 10 pl 2 x QuantiTect SYBR Green
RT-PCR Master Mix (Qiagen), 0,2 ul QuantiTect
RT Mix (Qiagen), 1 uM kazdego z danej pary starte-
row oraz 250 ng catkowitego RNA.

Kontrole wewnetrzng QRT-PCR dla wszystkich anali-
zowanych probek stanowily mieszaniny reakcyjne
zawierajace  poszczegolne ekstrakty calkowitego
RNA, w ktorych wyznaczano liczbg kopii mRNA
B-aktyny. Rownocze$nie z probkami badanymi ampli-
fikowano komercyjnie dostgpny fragment genu
B-aktyny w stgzeniach od 200 do 20 000 kopii. Identy-
fikacje produktow amplifikacji oparto na elektrofore-
tycznych rozdziatach w 8% zelach poliakrylamido-
wych wybarwianych metodg srebrowa. Wielko$¢
uzyskanych produktow amplifikacji okre$lano na
podstawie wartosci wspdtczynnikow Rf dla danych
amplimeréw i dla wzorca DNA bedacego fragmenta-
mi restrykcyjnymi plazmidu pBR322 poddanego dzia-

faniu endonukleazy Hae III. Specyficznos¢ reakcji
RT-PCR potwierdzano takze na podstawie analizy
profilu termicznej denaturacji produktu amplifikacji.
Krzywa denaturacji wyznaczano w zakresie 50-95°C.

Analiza statystyczna wynikow

W analizie statystycznej wynikow wykorzystano pa-
kiet statystyczny Statistica PL. Wyniki dotyczace
ekspresji badanych genow scharakteryzowano za po-
mocg $redniej arytmetycznej oraz odchylenia standar-
dowego. Wszystkie hodowle prowadzono w trzech
powtorzeniach i kazda probke (kazdy ekstrakt) ozna-
czano réwniez w trzech powtérzeniach Zgodnos¢
proby z rozkladem normalnym lub logarytmiczno-
-normalnym weryfikowano testem Shapiro-Wilka.
W celu porownania dwoch grup badanych zastosowa-
no test T-Studenta.

WYNIKI

Wyekstrahowano RNA ze wszystkich prowadzonych
hodowli. Uzyskane ilosci RNA przedstawiono na
rycinie 1.

W badaniach zakladano mozliwo§¢ wykorzystania
aktywno$ci  transkrypcyjnej  genu  kodujacego
B-aktyng, jako genu referencyjnego do przeliczen
liczby kopii mRNA badanych genow: TGF-$1, TBRI,
TPRII, TPRIII. Jednak statystycznie istotne roznice
w liczbie kopii mMRNA pg-aktyny dla poszczegélnych
hodowli (ryc. 2, tab. 1) spowodowaty odrzucenie
wczesniej planowanej mozliwosci wykorzystania
ekspresji genu p-aktyny jako genu referencyjnego.

We wszystkich badanych liniach komoérkowych po
terapii fotodynamicznej (zarowno PDT-5 J/lcm?, PDT-10
Jiem?, jak i PDT-20 J/cm?) zaobserwowano znaczacy
spadek ekspresji mMRNA TGF-A1 w przeliczeniu na cat-
kowity mRNA (ryc. 3a, ryc. 4a, ryc. 5a, tab. 11, 111, 1V).
Najwigksze zmiany dotyczg komorek linii czerniaka
SH-4 — obnizenie ekspresji o blisko 98% (hodowle
kontrolne — 25 623 kopii mRNA genu TGF-g1/ug
RNA catkowitego i hodowle poddane terapii fotody-
namicznej: PDT-5 J/lcm® 1137 kopii, PDT-10 J/cm?
388 kopii, PDT-20 J/cm? 480 kopii mRNA genu
TGF-p1 (ng RNA catkowitego; ryc. 5a).

Zastosowanie terapii fotodynamicznej ma rowniez
znaczacy wplyw na zmiang ekspresji genow koduja-
cych receptory dla TGF-B1 (TAR-I, TAR-11 i TAR-1I)
(ryc. 3b—d, ryc. 4b—d, ryc. 5b—d). W kazdej z bada-
nych linii czerniaka liczba transkryptow genu koduja-
cego TRR-IL, po PDT w poréwnaniu z proba kontrolna,
znacznie si¢ zmniejsza. Spadek liczby kopii TAR-I
w przeliczeniu na pg RNA catkowitego jest wprost
proporcjonalny do zastosowanej dawki promieniowa-
nia (ryc. 3b, ryc. 4b, ryc. 5b). W przypadku komorek
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amelanotycznego czerniaka C-32, uzyskiwane warto- PDT-5 Jlem? — 21%, PDT-10 Jicm? — 9,7% i dla
$ci liczby kopii mRNA TAR-1 w przeliczeniu na ng PDT-20 Jlem? — 6% wartosci uzyskanych dla prob
RNA calkowitego wyniosly odpowiednio dla:  kontrolnych (ryc. 3b).
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Ryc. 1. llos¢ catkowitego RNA [w pg] wyekstrahowana z komérek czerniaka C-32, Colo-829 i SH-4 poddanych PDT.
Fig. 1. Amount of total RNA extracted from C-32, Colo-829 and SH-4 melanoma cells after PDT.
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Ryc. 2. Liczba kopii mRNA B-aktyny na ug catkowitego RNA dla poszczegdinych hodowli badanych linii czerniaka.
Fig. 2. Number of RNA copies for B-actin per ug of total RNA in examined cultures.

Tabela I. Poziomy istotnosci (p) jako wyniki poréwnania poziomu ekspresji genu kodujacego -aktyne w hodowlach komoérek czerniaka podanych terapii
fotodynamicznej z udziatem Fotolonu z poziomem ekspresji tego genu w hodowlach kontrolnych (obserwowane efekty sq istotne statystycznie, gdy p < 0,05)

Table I. Levels of significance as result of comparison of B-actin gene expression levels in melanoma cell cultures after photodynamic therapy using
Photolon with B-actin gene expression levels in control cell cultures (observed results were considered statistically significant for p < 0.05)

Hodowla C-32 Colo-829 SH-4

Kontrola - - -

Fotolon 0,00799 0,00127 0,13027
5 Jlcm? 0,32493 0,00627 0,48622
PDT-5 Jlcm? 0,00006 0,00143 0,00332
10 Jicm2 0,01505 0,03152 0,00343
PDT-10 J/cm2 0,00004 0,00005 0,00324
20 J/cm2 0,01901 0,00025 0,00345
PDT-20 J/cm2 0,00004 0,00005 0,00324
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Ryc. 3. Ekspresja genu kodujacego TGF-B1 (A) oraz gendw kodujacych: TBR-I (B), TBR-II (C) i TBR-III (D) w hodowlach komérek czerniaka C-32 poddanych terapii fotodynamicznej z Fotolonem.
Fig. 3. Expression of genes encoding TGF-B1 (A) and its receptors: TBR-I (B), TBR-II (C) i TBR-III (D) in melanoma cell cultures C-32 exposed to photodynamic therapy with Photolon.

243



244

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS 2013, 67, 4

Tabela Il. Poziomy istotnosci (p) jako wyniki poréwnania ekspresji badanych genéw w hodowlach komoérek czerniaka C-32 poddanych terapii fotodyna-
micznej z udziatem Fotolonu z hodowlg kontrolng (obserwowane efekty sa istotne statystycznie, gdy p < 0,05)
Table II. Levels of significance as result of comparison of examined genes expression levels in C-32 melanoma cell culture after photodynamic therapy
using Photolon with control cell culture (observed results were considered statistically significant for p < 0.05)

mRNA

Hodowla C-32 TGF-p1 TBR-l TBR-I TBR-II
Kontrola - - - -
Fotolon 0,00247 0,00050 037921 0,02235
5 Jlom 0,01498 0,00045 033784 0,02387
PDT-5 Jiom2 0,00001 0,00004 007781 0,00001
10 Jiom? 0,03481 094702 038594 056175
PDT-10 Jicm? 0,00023 0,00000 007216 0,00018
20 Jem? 0,94066 0,01070 0,10048 0,01485
PDT-20 Jicm? 0,00001 0,00002 008288 0,00002

Tabela lll. Poziomy istotnosci (p) jako wyniki poréwnania ekspresiji badanych genéw w hodowlach komérek czemiaka Colo-829 podanych terapii fotody-
namicznej z udziatem Fotolonu z hodowlg kontrolng (obserwowane efekty sg istotne statystycznie, gdy p < 0,05)

Table lll. Levels of significance as result of comparison of examined genes expression levels in Colo-829 melanoma cell culture after photodynamic
therapy using Photolon with control cell culture (observed results were considered statistically significant for p < 0.05)

mRNA

Hodowla Colo-829 TGF-B1 BRI BRI TBR-II
Kontrola - - - -
Fotolon 0,12811 0,01819 0,06377 0,00102
5 Jiem? 0,01935 0,95781 0,30153 043676
PDT-5 Jicm? 0,00086 0,01511 0,10410 0,00148
10 Jiem2 0,20505 0,51453 0,35785 0,27320
PDT-10 Jicm? 0,00024 0,00057 0,06670 0,00032
20 Jiem? 0,10782 0,06596 0,87800 0,08745
PDT-20 Jicm 0,00015 0,00037 0,05636 0,00017

Tabela IV. Poziomy istotnosci (p) jako wyniki poréwnania ekspresji badanych genéw w hodowlach komoérek czerniaka SH-4 podanych terapii fotodyna-
micznej z udziatem Fotolonu z hodowlg kontrolng (obserwowane efekty sq istotne statystycznie, gdy p < 0,05)

Table IV. Levels of significance as result of comparison of examined genes expression levels in SH-4 melanoma cell culture after photodynamic therapy
using Photolon with control cell culture (observed results was considered statistically significant for p < 0.05)

mRNA

Hodowla SH-4 TGF-1 TRl TBRHI TBRA
Kontrola - - - -
Fotolon 0,00758 0,04748 0,00545 0,01577
5 Jlem2 0,00028 0,02562 0,01972 0,04067
PDT-5 Jlcm?2 0,00001 0,00043 0,00002 0,01455
10 J/icmz2 0,00362 0,01054 0,09200 0,17027
PDT-10 J/cm?2 0,00001 0,00027 0,00006 0,01506
20 Jlem2 0,00025 0,00133 0,83857 0,08470
PDT-20 J/cm?2 0,00001 0,00008 0,03419 0,01473

Podobne zaleznosci, przy rosnacej dawce promienio-
wania, zaobserwowano dla komoérek melanotycznego
czerniaka skory Colo-829 (ryc. 4b) i komoérek pocho-
dzacych z przerzutow do ptuc melanotycznego czer-
niaka SH-4 (ryc. 5b). Ekspresja genu TAR-1 w komor-
kach Colo-829 dla stosowanych dawek promieniowa-
nia ksztaltuje sie na poziomie: PDT-5 Jicm? — 56%,
PDT-10 Jiem®* — 10% i dla PDT-20 Jicm? — 0,6%
w przeliczeniu na ekspresje w komorkach z hodowli
kontrolnych, a dla komérek SH-4: PDT-5 Jlcm? —

~ 35%, PDT-10 Jiem? — 25% i dla PDT-20 J/cm’ —
— 1,2% réwniez w poréwnaniu z hodowlami kontrol-
nymi.

Analizujac produkty transkrypcji genu kodujacego
kolejny receptor dla TGF-B1 — TBR-II, stwierdzono,
we wszystkich trzech badanych liniach komoérkowych,
bardzo niska ekspresj¢ tego genu. W komorkach ho-
dowli kontrolnych bylo to: dla C-32 — 252, Colo-829 —
— 121 i SH-4 — 261 kopii mMRNA TAR-11 na ug RNA
catkowitego (ryc. 3c, ryc. 4c, ryc. 5¢).
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Ryc. 4. Ekspresja genu kodujacego TGF-B1 (A) oraz genéw kodujacych: TBR-I (B), TBR-II (C) i TBR-III (D) w hodowlach komérek czerniaka Colo-829 poddanych terapii fotodynamicznej z Fotolonem.

Fig. 4. Expression of genes encoding TGF-B1 (A) and its receptors: TBR-I (B), TBR-II (C) i TBR-III (D) in melanoma cell cultures Colo-829 exposed to photodynamic therapy with Photolon.
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Ryc. 5. Ekspresja genu kodujacego TGF-B1 (A) oraz genéw kodujacych: TBR-I (B), TBR-II (C) i TBR-III (D) w hodowlach komérek czerniaka SH-4 poddanych terapii fotodynamicznej z Fotolonem.

Fig. 5. Expression of genes encoding TGF-B1 (A) and its receptors: TBR-I (B), TBR-II (C) i TBR-III (D) in melanoma cell cultures SH-4 exposed to photodynamic therapy with Photolon.
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Liczba transkryptow trzeciego z badanych receptorow
— TBR-Il, po zabiegu fotodynamicznym, tak jak
i w przypadku TPBR-I, znaczaco si¢ zmniejszyta w puli
catkowitego RNA naswietlanych komorek (ryc. 3d,
ryc. 4d, ryc. 5d). W przypadku linii C-32 przy kolej-
nych stosowanych dawkach byto to dla: PDT-5 J/cm?
5%, PDT-10 Jicm’ 2,5% i dla PDT-20 J/cm® 7,5%
liczby kopii mRNA tego genu, w przeliczeniu na pg
RNA catkowitego, w odniesieniu do hodowli kontrol-
nych (ryc. 3d). Analogicznie dla komorek czerniaka
Colo0-829 uzyskano wartosci: po PDT-5 Jlem? — 26%,
PDT-10 Jicm® — 12% i dla PDT-20 Jcm? — 4,9%
(ryc. 4d) oraz dla czerniaka SH-4 po: PDT-5 Jicm? —
— 2,5%, PDT-10 J/em® — 1,7% i dla PDT-20 Jicm® —
—0,7% w przeliczeniu na hodowle kontrolne (ryc. 5d).

DYSKUSJA

Terapia fotodynamiczna jest metoda stosowang
w wielu schorzeniach skéry, w tym w zmianach no-
wotworowych. Uzyskiwane efekty zaleza z jednej
strony od wrazliwosci komorek, wielko$ci zmiany i jej
polozenia (gleboko$é), z drugiej za§ od warunkéw
prowadzonej terapii: rodzaju i stezenia fotouczulacza,
dawki promieniowania i trybu na$wietlania. Zaleta
metody jest selektywno$¢ dziatania oraz bardzo dobry
efekt kosmetyczny [11].

Jeszcze kilka lat temu czerniaki uznawano za catkowi-
cie promieniooporne i jedynym praktycznie sposobem
leczenia byla ingerencja chirurgiczna wspomagana
chemioterapig [18,19]. Jednak doniesienia méwigce
0 ogromnym zrdéznicowaniu wrazliwosci czerniakow
zarowno na radio-, jak i fototerapi¢ sprawity, ze zain-
teresowano si¢ rowniez mozliwoscig zastosowania
PDT w ich leczeniu. Prowadzone badania dowodza, ze
PDT nawet w obecnosci melanin moze wywotac stres
oksydacyjny w komérkach, co w efekcie moze pro-
wadzi¢ do ich $mierci [20,21]. Wielokrotnie analizo-
wano skuteczno$¢ tej metody w odniesieniu do prze-
zywalnosci 1 aktywnos$ci proliferacyjnej komorek
roznych czerniakow oraz zmian molekularnych, do
jakich dochodzi w procesie fotodynamicznym.
Opisano zaréwno zjawiska apoptozy, jak i nekrozy
komorek réznych linii czerniakow poddawanych dzia-
faniu roznych fotouczulaczy [21,22,23,24]. Analizujac
efekty terapii fotodynamicznej na hodowlach czernia-
ka wykazano réwniez zmiany poziomu ekspresji mi-
tochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej, peroksy-
dazy, katalazy i hemooksygenazy [20]. Dowiedziono,
ze dobre efekty w wielu przypadkach daje tez zasto-
sowanie prekursora protoporfiryny IX - kwasu
d-aminolewulinowego (ALA). Obserwuje si¢ tu dobra
kumulacje ALA i efektywne przeksztalcanie tego
zwigzku w fotouczulajacg komorki protoporfiryng IX.
W opracowaniach, w ktoérych poréwnywano wptyw

ALA na rézne komorki (w tym komorki czerniakdéw)
mozliwe byto uszeregowanie konkretnych nowotwo-
row ze wzgledu na szybkos¢ tworzenia i wielkosé
kumulacji porfiryn (SKMel-28 > HaCaT > fibroblasty
> SKMel-23Bro) [25].

Opisano tez efekty dzialania niektorych fotouczulaczy
w aspekcie obecnosci melanin i ich ewentualnego
wplywu na skuteczno$¢ PDT [26]. W przypadkach
duzej ilosci melaniny zwraca si¢ uwage na koniecz-
no$¢ stosowania raczej niskich dawek promieniowania
[27,28]. Od niedawna pojawiaja si¢ tez pierwsze do-
niesienia o efektach terapii fotodynamicznej stosowa-
nej u pacjentéw z czerniakiem [13,14,15,16,17]. Sa to
gtownie przypadki, gdzie ze wzgledu na stadium czy
posta¢ czerniaka nie ma mozliwosci podjecia innych
dziatan terapeutycznych (np. nieoperowalne guzy
w miejscach, w ktorych interwencja chirurgiczna jest
niemozliwa). NajczeSciej sa to przypadki czerniaka
narzadu wzroku, matzowin, nosa i innych wrazliwych
czesci twarzy.

Sheleg i wsp. [16] opisali 14 przypadkow pacjentow
z przerzutami czerniaka, u ktorych udato si¢ po jed-
nym zabiegu PDT (w 8 przypadkach) lub po kilku
zabiegach (w 6 przypadkach) catkowicie wyelimino-
waé komorki nowotworowe. Wykazano tez duza sku-
teczno$¢ Fotolonu (fotosensybilizator drugiej genera-
cji — kompleks: chlorin e6-poliwinylopirolidon)
W leczeniu doskoérnych przerzutow czerniaka [29].
Przypuszcza si¢ ponadto, Ze synergistyczny efekt
dziatania PDT i wywolanej miejscowe] hipertermii,
moze korzystnie wptywac na efektywnos$¢ terapii [29].
Istotng rol¢ w nabywaniu przez czerniaka ztosliwego
charakteru odgrywa TGF-B [7]. Zarowno w stanach
fizjologicznych, jak i poczatkowych stadiach chordb
nowotworowych hamuje on wzrost komoérek nabton-
kowych, gdy jednak dojdzie do rozwoju choroby,
zaczyna dziata¢ na nie pobudzajaco, co sprzyja inwa-
zyjnos$ci guza. TGF-f promuje rozwdj nowotworu
takze poprzez stymulowanie angiogenezy [4] oraz
pobudzanie fibroblastow do syntezy macierzy ze-
wnatrzkomorkowej, ktora tworzy rusztowanie i gwa-
rantuje przetrwanie komérkom nowotworowym. Reed
i wsp. [30] dowiedli, iz istnieje korelacja miedzy eks-
presja TGF-B a progresja czerniaka. Syntetyzowany
przez komorki TGF-f moze modyfikowaé zachowanie
si¢ komorek po wczesniejszym polaczeniu sig
z odpowiednimi receptorami, znajdujacymi si¢ prak-
tycznie na wszystkich rodzajach komorek, tacznie
z komérkami nowotworowymi [4].

W prezentowanej pracy badano wplyw terapii fotody-
namicznej na ekspresje genéw kodujacych: TGF-£1
i jego receptory: TAR-I, TAR-Il i TAR-1II w komor-
kach trzech linii czerniaka: C-32, Colo-892 oraz SH-4,
ktére przezyly naswietlanie w dawkach: 5, 10 oraz
20 J/lem®. We wszystkich liniach komorkowych czer-
niaka uzytych w doswiadczeniu zaobserwowano
znaczny spadek liczby kopii mMRNA TGF-81 w przeli-
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czeniu na pg RNA catkowitego. Jak wykazano, tera-
pia fotodynamiczna wpltywa takze na liczbe¢ mRNA
receptorow TGF-f, ktére stanowi matryce do syntezy
odpowiedniego biatka receptorowego. W kazdej
z badanych linii zaobserwowano znaczny spadek
liczby kopii mRNA receptorow TGF-f3 po zastosowa-
niu PDT. Zwykle wzrost dawki promieniowania po-
woduje spadek liczby kopii mRNA badanych genow,
jednak w przypadku komorek czerniaka SH-4 zalez-
no$¢ taka nie zawsze znajduje potwierdzenie. Sytuacja
ta moze wynika¢ z wlasciwosci samych komorek
i stopnia ich ztosliwosci — komorki linii SH-4 wyizo-
lowane zostaly z przerzutéw melanoma do ptuc.

WNIOSKI

1. W przypadku badanych linii czerniaka: C-32,
Colo-829 i SH-4 zastosowanie terapii fotodyna-

Praca finansowana ze $rodkow na badania statutowe i wtasne SUM.

micznej z Fotolonem jako fotouczulaczem (PDT-
-Fotolon), przy dawkach promieniowania: 5, 10
oraz 20 J/cm? powoduje znaczacy spadek liczby
kopii mMRNA TGF-A1 i receptorow TGF-B: TAR-I,
TAR-11 i1 TAR-1Il w przeliczeniu na ng RNA cat-
kowitego.

2. W Ss$wietle informacji dotyczacej roli TGF-$
w nabywaniu ztosliwego charakteru komorek no-
wotworow, zmniejszenie liczby kopii mRNA
TGF-p1 1 jego receptorow, po przeprowadzeniu
PDT, moze by¢ korzystne z punktu widzenia tera-
peutycznego i dla dalszych loséw komorek, ktore
przezyly naswietlanie.

3. Spadek liczby kopii RNA TGF-SI moze skutko-
waé zmniejszeniem syntezy biatka TGF-B1 przez
komorki czerniaka, co z kolei moze przetozy¢ sie
na lepsze wskazniki zwigzane z aktywnoscia ukta-
du immunologicznego czy obnizong zdolnoscia
tworzenia nowych naczyn krwionosnych w obre-
bie guza nowotworowego.
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