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wyjatkowym.
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Streszczenie

Whikanie dowolnej czasteczki do wnetrza ludzkich komorek, okre§lane mianem internalizacji,
zalezy od wlasciwosci tej molekuty, jak rozmiar, hydrofobowos$¢, czy tadunek elektryczny.
Rozwazajac czasteczke o znaczeniu terapeutycznym, a wigc istniejacy lub obiecujacy lek, jej
internalizacja moze by¢ procesem pozadanym lub nie. Decyduje o tym jej mechanizm dziatania
— s3 molekuly, ktore ulegajg zwigzaniu z biatkiem znajdujacym si¢ wewnatrz komorki. Inne z
kolei oddziatujg z ligandem wystepujacym zewnatrzkomorkowo. Zatem te dwa przyktady to
odpowiednio internalizacja pozadana oraz nie. Proces wnikania leku do komorki jest
szczegoblnie istotny w ujgciu preznie rozwijanych i testowanych obecnie terapii celowanych.
Ich zadaniem jest ograniczenie skutkow ubocznych standardowych metod leczenia
nowotworow poprzez skierowanie leku precyzyjnie na wybrany element komorki
nowotworowej. Zatem okreSlenie, czy i1 w jakim stopniu czasteczka o potencjale
terapeutycznym wnika do komoérek wydaje si¢ etapem poczatkowym jej testowania w ujeciu
klinicznym.

W niniejszej pracy przeprowadzono oceng internalizacji r6znych czasteczek biologicznych i
chemicznych (w tym lekoéw, dinukloetydow, biatek i wybranego barwnika) do wnetrza zywych,
pojedynczych komoérek nowotworowych. Jako podstawowa metode badawcza zastosowano
spektroskopi¢ korelacji fluorescencji. Precyzyjna, ilosciowa analiza byla mozliwa poprzez
wykorzystanie modelu nanolepkos$ci wngtrza komorek zaleznego od skali dhugosci. Jako
technike towarzyszaca, jakoSciowa, stosowano obrazowanie konfokalne/FLIM. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze przyjete podejscie badawcze pozwala okresli¢, co dzieje si¢ z
wyznakowang fluorescencyjnie czasteczka wewnatrzkomérkowo oraz jakim interakcjom ta
molekuta ulega.

Na przyktadzie leku olaparib udowodniono, ze stopien wnikania tego zwigzku do komorek
nowotworowych zalezy od ilosci jego celu molekularnego — biatka PARP1. Technik¢ FCS
zastosowano takze do monitorowania procesu endocytozy leku bewacizumab. Jak wykazano,
ten dzialajacy zewnatrzkomorkowo zwigzek jest pobierany przez komoérki na drodze
endocytozy konstytutywnej, ale nie jest uwalniany wewnatrzkomorkowo z endosomow do
cytoplazmy. Zbadano takze, czy wybrane terapeutyczne dinukleotydy wnikaja do komoérek 1 sg
w nich obecne w formie swobodnie dyfundujacej oraz okreslono, jakie formy oligomeryczne
biatek ferrytyny 1 hemoglobiny dominuja wewnatrz komoérek. Przeprowadzone badania
pozwolity takze ustali¢, ze barwnik YO-PRO-1 selektywnie wybarwia czasteczki tRNA i rRNA
w zywych komorkach. Z kolei na przyktadzie biatka PRMT1 wykazano uzytecznos¢ techniki
FCS do oceny dystrybucji zwigzku migdzy kompartmentami komoérkowymi.

Na koniec, zbadano zastosowanie r6znic ci$nienia osmotycznego do dostarczania do ludzkich
komorek zwigzkow, ktore nie sa przez nie samodzielnie pobierane. Wykazano, ze uzycie
polimeru w rezimie splatania tancuchéw polimerowych jest parametrem decydujacym o
powodzeniu catego procesu. Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano mechanizm
wprowadzania czasteczek do ludzkich komoérek szokiem osmotycznym.
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Abstract

The penetration of any molecule into human cells, known as internalization, depends on the
properties of that molecule, such as size, hydrophobicity, or electrical charge. When considering
a molecule of therapeutic importance, an existing or promising drug, its internalization may or
may not be a desirable process. Its mechanism of action determines this - some molecules bind
to a protein inside the cell. Others, in turn, interact with a ligand found extracellularly. So, these
two examples are desirable internalization and non-internalization, respectively. The
phenomenon of drug penetration into the cell is particularly relevant in terms of the vigorously
developed and tested targeted therapies. Such approaches are designed to reduce the side effects
of standard cancer treatments by targeting the drug precisely to a selected element of the cancer
cell. Thus, determining whether and to what extent a molecule with therapeutic potential
penetrates cells appears to be the initial step in its testing in clinical applications.

In the present study, the internalization of various biological and chemical molecules (including
drugs, dinucleotides, proteins, and a selected dye) into the interior of living, single cancer cells
was evaluated. Fluorescence correlation spectroscopy was utilized as the primary research
method. Precise, quantitative analysis was possible through the application of a length-scale-
dependent nanoviscosity model of the cell interior. As a companion qualitative technique,
confocal/FLIM imaging was used. The results showed that the adopted research approach
makes it possible to determine what happens to a fluorescently labeled molecule intracellularly
and what interactions this molecule undergoes.

Using the olaparib drug as an example, it was shown that the degree of penetration of this
compound into cancer cells depends on the amount of its molecular target, the PARP1 protein.
The FCS technique was also used to monitor the endocytosis process of the bevacizumab drug.
As shown, this extracellularly acting compound is taken up by cells through constitutive
endocytosis. However, it is not released intracellularly from endosomes into the cytoplasm. It
was also investigated whether selected therapeutic dinucleotides enter cells and are present in
cells in a freely diffusing form. In turn, for ferritin and hemoglobin proteins, it was determined
which oligomeric forms predominate inside cells. The studies also established that the YO-
PRO-1 dye selectively stains tRNA and rRNA molecules in living cells. The example of the
PRMT1 protein confirmed the applicability of the FCS technique for evaluating the intracellular
distribution of a compound across different cellular compartments

Finally, the application of osmotic pressure changes to deliver various compounds (that are not
spontaneously taken up by cells) to human cells was investigated. It was shown that the use of
polymer in the regime of entanglement of polymer chains is a parameter that determines the
success of the whole process. Based on the obtained results, a mechanism for introducing
molecules into human cells by osmotic shock was proposed.
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Zastosowane skroty

IARC — Miegdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem, z ang. International Agency for
Research on Cancer

FDA — Amerykanska Agencja ds. Zywnoéci i Lekow, z ang. Food and Drug Administration

HER-2 — receptor ludzkiego czynnika naskorkowego wzrostu 2, z ang. Human Epidermal
Growth Factor Receptor-2

PARP — polimeraza poli (ADP-rybozy), z ang. Poly (ADP-Ribose) Polymerase

VEGF — czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego, z ang. Vascular Endothelial Growth
Factor

PD-1/PD-L1 — programowana $mier¢-1/ligand programowanej $mierci-1, z ang. Programmed
Death-1/ Programmed Death — Ligand 1

EGFR - receptor nablonkowego czynnika wzrostu, z ang. Epidermal Growth Factor Receptor
ATCC -z ang. American Type Culture Collection

FCS — Spektroskopia Korelacji Fluorescencji, z ang. Fluorescence Correlation Spectroscopy
FLIM — obrazowanie czasu zycia fluorescencji, z ang. Fluorescence Lifetime Imaging
TRITC - izotiocyjanian tetrametylorodaminy

Ft-568 — ferrytyna znakowana barwnikiem Alexa Fluor 568

Hb-568 — hemoglobina znakowana barwnikiem Alexa Fluor 568

PBS — roztwor soli fizjologicznej

FBS — ptodowa surowica bydleca, z ang. Fetal Bovine Serum

GFP — biatko zielonej fluorescencji, z ang. Green Fluorescent Protein

EGFP — biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji, z ang. Enhanced Green Fluorescent
Protein

DMSO - dimetylosulfotlenek

TRIS — 2-amino-2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diol
DMEM - z ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium
SPAD -z ang. Single-Photon Avalanche Diodes

MB — jasno$¢ molekularna, z ang. Molecular Brightness

ICs0 — stezenie, przy ktorym badany zwigzek hamuje okreslong reakcje biologiczng lub
biochemiczng o potowe

ROI - obszar analizy, z ang. Region Of Interest

ER — retikulum endoplazmatyczne, z nag. Endoplasmatic Reticulum
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sSDNA — jednoniciowe DNA
LSU — duza podjednostka rybosomalna 60S, z ang. Large SubUnit
SSU — mata podjednostka rybosomalna 40S, z ang. Small SubUnit
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1. Wstep literaturowy

Choroby nowotworowe to druga najczestsza przyczyna S$mierci na calym $wiecie.
Chemioterapia, polegajaca na podawaniu lekéw cytostatycznych, wcigz pozostaje najczesciej
stosowang metodg ich leczenia. Ze wzgledu na ogoélnoustrojowe dziatanie tych lekow, jedng z
najpowazniejszych wad tego podejscia terapeutycznego jest szeroki zakres skutkow
ubocznych. Jako bezpieczniejsza alternatywa chemioterapii, preznie rozwijane sg terapie
celowane, skierowane na konkretny cel molekularny/szlak sygnatowy komorki nowotworowe;.
W rezimie terapii celowanych parametrem kluczowym jest internalizacja — wnikanie czasteczki
o potencjale terapeutycznym do wnetrza ludzkich komorek. W zaleznos$ci od typu molekuty,
internalizacja moze by¢ pozadana lub nie. Okreslenie stopnia internalizacji lub jej braku na
etapie badan laboratoryjnych jest kluczowe w celu wczesnego okreslenia potencjatu
terapeutycznego badanego leku. Istnieja rézne techniki pozwalajace monitorowa¢ wnikanie
czasteczek do ludzkich komorek. Jedng z nich jest Spektroskopia Korelacji Fluorescencji
(FCS), stanowigca podstawowa metodyke badawcza niniejszej rozprawy. W tym rozdziale
szczegotowo omoOwiono problematyke nowotwordw kobiecych, skupiajac si¢ na obiecujacych
terapiach celowanych skierowanych przeciwko dwoch typom choréb: potrdjnie ujemnym raku
piersi i raku szyjki macicy. Opisano takze wybrane techniki badawcze stosowane do oceny
wnikania zwigzkéw do wngtrza ludzkich komoérek. Na koniec oméwiono zastosowanie szoku
osmotycznego jako jeden ze sposobow wprowadzenia do komorek czasteczek, ktore nie sg
przez nie samodzielnie pobierane.

1.1. Przeciwnowotworowe terapie celowane

Tylko w 2022 roku odnotowano niemal 20 milionéw nowych przypadkdéw nowotwordw, w tym
okolo potowa to przypadki $miertelne.! Szacuje sig, ze, zarowno wérod kobiet jak i mezczyzn,
jedna osoba na pi¢¢ zachoruje na raka w ciggu zycia. Co wigcej, $rednio jeden na dziewigciu
mezczyzn i jedna na dwanascie kobiet z tego powodu umiera.! Wedlug Miedzynarodowe;
Agencji Badan nad Rakiem (IACR), pomiedzy latami 2012 i 2022 liczba nowych zachorowan
na nowotwory wzrosta o 50%, a liczba zgonow o okoto 18%.

Schematy postepowania W leczeniu nowotworow sg bardzo zréznicowanie i zalezag migdzy
innymi od typu choroby, indywidualnej sytuacji pacjenta czy zaawansowania nowotworu.
Jednak wecigz jedng z najczesciej stosowanych metod jest chemioterapia, czesto w potaczeniu
z chirurgie czy radioterapig. Najpowazniejszg wadg tego podejécia jest brak selektywnosci.
Leki cytostatyczne podawane pacjentom ogolnoustrojowo niszcza nie tylko komorki
nowotworowe, ale takze zdrowe. To z kolei powoduje szereg dziatan niepozadanych, od
nudno$ci 1 wymiotdw, po zaburzenia neurologiczne, konczac na trwatych uszkodzeniach
narzadow takich jak watroba, serce czy nerki. Zatem chemioterapia wywotuje w réznym
stopniu pogorszenie jako$ci zycia pacjenta, a jej skutki uboczne bywaja niekiedy przyczyng
rezygnacji z tego rozwigzania.

W perspektywie szeregu wag chemioterapii, coraz prezniej rozwijane i badane sg terapie
celowane. Ich zasada dzialania polega na zastosowaniu leku, czasteczki terapeutycznej,
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skierowanej na konkretny cel molekularny w komorce nowotworowej, jak biatka, receptory czy
szlaki sygnalowe. Takie rozwigzanie pozwala osiggna¢ zamierzone efekty leczenia przy
jednoczesnym zminimalizowaniu skutkéw ubocznych i negatywnego wptywu leku na zdrowe
komorki. W ponizszych rozdziatach szczegétowo oméwiono konkretne, wybrane przyktady
terapii celowanych stosowane do leczenia badanych w niniejszej pracy doktorskiej typow
Nnowotworow.

1.2. Nowotwory piersi i celowane metody ich leczenia

Zarébwno w ujeciu zachorowan jak i zgondéw, w 2022 roku najczestszym nowotworem u kobiet
byt rak piersi, stanowigc 6,9% wszystkich zgonéw wywolanych przez nowotwory.! Warto
podkresli¢, ze blisko polowa sierot na catym $wiecie jest wynikiem $mierci matki z powodu
dwoch nowotworéw: raka piersi lub raka szyjki macicy.? Wsréd najpopularniejszych i
najbardziej obiecujacych terapii celowanych skierowanych przeciwko nowotworom piersi
znajdujg si¢ inhibitory polimerazy poli (ADP-rybozy) (PARP), przeciwciata anty-Trop-2 oraz
inhibitory programowanej $mierci-1 oraz liganda programowanej $mierci-1 (PD-1/PD-L1).
Ponizej szczegdlowo przedstawiono charakterystyke nowotworu piersi oraz stosowane terapie
celowane.

Rak piersi jako najczestszy nowotwor u kobiet

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (13 marca 2024), w 2022 roku globalnie odnotowano
2,3 miliona zachorowan na raka piersi, w tym 670 tysiecy osob z powodu tej jednostki
chorobowej zmarto. 99% przypadkow nowotworu piersi dotyczy kobiet. Najczescie)
rozpoczyna si¢ on w przewodach mlekowych lub zrazikach piersi. Jesli komorki nowotworowe
wystepuja tylko w tych obszarach i nie naciekaja btony podstawnej, méwimy wtedy o raku
przewodowym lub zrazikowym in situ (nieinwazyjnym). Jesli natomiast zmiany nowotworowe
obejmujg wezty chtonne i inne tkanki rak jest rakiem przerzutowym. Jak podaje IARC oraz
Komisja Europejska, czynnikami ryzyka nowotworu piersi sg miedzy innymi wiek (ryzyko
wzrasta po 40. roku zycia), wywiad rodzinny, mutacje genetyczne (jak BRCA-1, BRCA-2), czy
naduzywanie alkoholu. Warto podkresli¢ oraz pamiegta¢, ze wczesne etapy raka piersi
przebiegaja czesto bezobjawowo, dlatego do rozpoznania i wczesnego wykrycia tego
nowotworu kluczowe sg badania przesiewowe.

Potrojnie ujemny nowotwor piersi

Jednym z typéw nowotworow piersi, stanowiagcym duze wyzwanie onkologiczne z uwagi na
agresywng charakterystyke, ograniczone mozliwosci terapeutyczne i gorsze, w porOwnaniu z
innymi rodzajami tego nowotworu, rokowania, jest potrojnie ujemny rak piersi. Okreslenie
»potrojnie ujemny” wynika z braku ekspresji trzech receptorow: estrogenowego,
progesteronowego oraz ludzkiego czynnika naskoérkowego wzrostu 2 (HER-2).3* Brak
obecnosci tych receptorow w komorkach nowotworowych implikuje brak odpowiedzi tego
typu nowotworu na powszechnie stosowane terapie hormonalne. Potrdjnie ujemny rak piersi
stanowi okoto 15-20% wszystkich diagnozowanych choréb nowotworowych piersi.> Rak ten
stanowi heterogeniczng grupg guzoéw o roznych cechach molekularnych oraz zachowaniach
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klinicznych, ze specyficznymi mechanizmami ucieczki immunologicznej.® Warto zaznaczyé,
7e jego czesto$¢ wystepowania jest wigksza wéréd miodych kobiet, Afroamerykanek oraz
kobiet posiadajacych mutacje BRCA-1.”® Inwazyjno$¢ tego nowotworu cechuje wigksze
prawdopodobienstwo przerzutéw do dalekich organéw. To z kolei znajduje przetozenie na
gorsze rokowania.® Co wiecej, jednym z wyznaf dotyczacych opisywanego raka jest jego

odréznienie od innych typoéw nowotworéw piersi.'°

Stosowana w niniejszej rozprawie doktorskiej, dostepna komercyjnie, linia komorkowa MDA-
MB-231 zostala wyizolowana z plynu oplucnowego pacjentki z przerzutowym
gruczolakorakiem piersi (American Type Culture Collection, ATCC). To komorki adherentne,
wrzecionowate, epitelialne, z cechami przej$cia nablonkowo-mezenchymalnego, co implikuje
ich wysokg inwazyjnos$¢. Ta linia komorkowa jest szeroko stosowana w badaniach nad migracja
komoérek nowotworowych do innych tkanek, czy testowaniu nowych terapii leczenia potrdjnie

ujemnego raka piersi, w tym oceny skuteczno$ci podejs¢ terapeutycznych w modelach 2D oraz
3D.

Terapie celowane stosowane w leczeniu raka piersi

Schemat leczenia raka piersi zmienil si¢ w ostatnich latach z uwagi na lepsze zrozumienie
ztozonych podlozy molekularnych i genetycznych tej choroby.!! Terapie celowane staly sie
poteznym narzedziem w walce z tym nowotworem, kreujac medycyn¢ precyzyjna i gwarantujac
lepsze wyniki leczenia pacjentow. Stosowane terapie celowane rdznig si¢ w zaleznosci od typu
tego nowotworu. Obecnie wyrdznia si¢ trzy duze kategorie oparte na profilu guza: rak piersi z
dodatnim receptorem hormonalnym (estrogenowym, progesteronowym), rak piersi z dodatnim
receptorem HER-2; potrojnie ujemny rak piersi.'>'® W niniejszej rozprawie szczegoétowej
analizie poddano potrojnie ujemnego rak piersi. Z uwagi na brak ekspresji kazdego z trzech
receptoréw (HER-2, estrogenowego i progesteronowego), leki, ktore zmienily medycyne
nowotworoOw piersi, jak tamoksifen, inhibitory aromatazy czy trastuzumab, nie znajduja
zastosowania w potrdjnie ujemnym raku piersi.** Obecnie, wéréd najbardziej obiecujacych
terapii celowanych wzgledem tego typu nowotworu nalezy wymieni¢ inhibitory PARP,
inhibitory PD-1/PD-L1, a takze przeciwciata anty-Trop-2.

Trop-2 jest glikoproteing transblonowg ulegajaca nadekspresji w wickszosci guzow litych.™ Po
aktywacji tego biatka, nastepuje proliferacja komorek, ich migracja, samoodnowa i inwazja. Z
uwagi na czgsto$¢ wystepowania, Trop-2 stat sie tematem leczenia celowanego nie tylko
wzgledem potrdjnie ujemnego raka piersi, ale takze w wielu innych nowotworach, takich jak
drobnokomoérkowy rak ptuc czy rak trzustki.!® W 2023 roku FDA zatwierdzita lek o nazwie
sacituzumab govitecan-hziy, bazujacy na inhibicji Trop-2, w potgczeniu z inhibitorem
topoizomerazy, do leczenia zaawansowanego lub nieoperacyjnego potrdjnie ujemnego raka
piersi u pacjentdw, ktorzy wczesniej zostali poddawani przynajmniej dwom lub wiecej
terapiom systemowym. Sacituzumab govitecan-hziy to przeciwciato anty-Trop2. W potaczeniu
z inhibitorem topoizomerazy, nie tylko blokuje aktywno$¢ glikoproteiny Trop-2, ale takze
niszczy nici DNA, prowadzajac do $mierci komérek nowotworowych. !4

Omawiajac obiecujace terapie celowane wzgledem potrdjnie ujemnego raka piersi nalezy takze
zwroci¢ uwage na szlak hamujgcy PD-1/PD-L1. Podobnie, jak w przypadku Trop-2, wzrost
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ekspresji ligandu PD-L1 na powierzchni komorek nowotworowych zwigksza ich inwazyjnos$¢.
Wiadomo, ze aktywacja szlaku PD-1/PD-L1 prowadzi do zmniejszenia aktywnosci limfocytow
T, ich lizy, obnizenia uwalniania cytokin i wzrostu tolerancji wzgledem antygenow.!’ Zatem
ucieczka immunologiczna propagowana przez PD-L1 prowadzi do wigkszych rozmiaréw guza,
jego szybkiego wzrostu, zwigkszonej proliferacji komorek nowotworowych i wyzszego stopnia
zaawansowania nowotworu.'® Chociaz nadekspresja PD-L1 jest bardziej powszechna w raku
piersi z ekspresja receptora estrogenowego oraz HER-2, szacuje si¢, ze wystepuje ona az W
20% przypadkach potrdjnie ujemnego nowotworu piersi.!* Ta statystyka sprawila, ze
przeciwciata anty-PD-1 i anty-PD-L1, a wiec odpowiednio pembrolizumab i atezolizumab,
zostaty zatwierdzone do leczenia tej choroby.'® Niestety, pembrolizumab w stopniu znaczacym
zwigkszyl czesto§¢ powaznych skutkéw ubocznym. Az 23% pacjentow przerwalo terapie z tego
powodu.®

W ujeciu terapii celowanych skierowanych na potrdjnie ujemny nowotwor piersi, warto takze
wspomnie¢ o inhibitorach czynnika wzrostu §rodblonka naczyniowego (VEGF). Zastosowanie
tego typu zwigzkow skutkowato pewnym wzrostem czasu zycia pacjentow, ale nie wykazato
istotnej réznicy w ogélnym przezyciu i/lub wynikach dtugoterminowych.? Przyczyny
odnotowanej, stabej, skutecznosci inhibitorow VEGF, pomimo wysokiej ekspresji tego
czynnika w komorkach potrdjnie ujemnego raka piersi nie sg jasne. Ten typ terapii celowanej
zostat szczegotowo opisany w rozdziale dotyczacym leczenia raka szyjki macicy.

Olaparib — inhibitor PARP1

W trakcie omawiania terapii celowanych wzgledem nowotwordéw piersi nalezy zwrocicé
szczegb6lng uwage na mutacje BRCA-1 i BRCA-2 oraz zwigzane z nimi leczenie inhibitorami
PARP. W warunkach fizjologicznych, celem biatek BRCA jest naprawa uszkodzonego DNA.
Mutacje w obrebie genow BRCA powodujg produkcje ,,wadliwego” biatka, niezdolnego do
pelnienia swojej funkcji - DNA pozostaje wowczas uszkodzone, ale naprawy w stopniu
czesciowym sg nadal zapewniane przez inne czynniki. To z kolei prowadzi do replikacji
uszkodzonego materiatu genetycznego, a w konsekwencji do proliferacji komorek
nieprawidtowych, nowotworowych. Jednym z takich czynnikow naprawiajacych uszkodzenia
pojedynczych nici DNA jest biatko PARP1. W 2018 roku Amerykanska Agencja ds. Zywnosci
i Lekow (FDA) zatwierdzita lek o nazwie olaparib (Lynparza®) do leczenie pacjentow z
przerzutowym rakiem piersi z mutacjami BRCA-1/2. Byt to przetomowy moment, bowiem
olaparib stal si¢ pierwszym inhibitorem PARP dopuszczonym do leczenia raka piersi z
mutacjami BRCA. Decyzja FDA zostala podjeta w oparciu o wyniki badania klinicznego fazy
1l OlympiAD. Co wigcej, w 2022 roku, FDA =zatwierdzita ten sam lek jako leczenie
uzupekniajace dla pacjentek z wysokim ryzykiem wczesnego raka piersi bez ekspresji ludzkiego
czynnika naskorkowego i z mutacjami BRCA, ktore wczeéniej przyjely chemioterapie.

Przechodzac do mechanizmu dziatania olaparibu (Rysunek 1.1), jego celem molekularnym jest
biatko PARP1, obecne wewnatrz komodrek. Zatem, aby ten lek przynidst zakladany efekt
terapeutyczny, olaparib musi do komoérki wnikngé. Zasada dziatania olaparibu polega na
hamowaniu naprawy uszkodzonego DNA. Wiadomo, ze material genetyczny ulega
systematycznym uszkodzeniom, w liczbie od 10 000 do 1 000 000 defektow na komorke
kazdego dnia.?’ Nagromadzenie nieprawidlowosci w DNA prowadzi z kolei do trwatych
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mutacji genetycznych, a takze $mierci komorek, co jest zjawiskiem pozgdanym w przypadku
komorek nowotworowych. Uszkodzenia pojedynczych nici DNA sa jednak eliminowane przez
wyspecjalizowane mechanizmy naprawcze, w tym biatko PARPI. To pierwsza linia
odpowiedzi na powstate uszkodzenia materiatu genetycznego, ulatwiajagca wybor $ciezki
naprawy.?? Dziatanie PARP1 polega na wigzaniu z nicig DNA poprzez domene zlokalizowang
na N-koncu tancucha polipeptydowego. Naprawa peknie¢ DNA przez biatko PARP1 opiera si¢
na polimerach PAR, ktore ulegajg zwigzaniu z DNA w miejscach powstatych peknie¢. Z uwagi
na ujemny tadunek polimeréw PAR,?3 biatko PARP1 oddysocjowuje od nici DNA, rekrutujac
enzymy naprawcze. Czasteczki, takie jak olaparib, konkurujgc z NAD+ o miejsce wigzania w
domenie Katalitycznej PARP1, hamujg tworzenie PAR,?* prowadzajac do ,,uwiezienia” PARP1
w miejscu uszkodzenia DNA. Blokuje to dostep do uszkodzenia DNA dla biatek naprawczych.
W konsekwencji braku naprawy, nagromadzenie jednoniciowych peknie¢ prowadzi do peknigé
dwuniciowych. Mozliwe sg wowczas dwie $ciezki naprawcze, w zaleznosci od tego, czy
komorka ma mutacj¢ BRCA-1, czy nie. Jesli bialko BRCA-1 jest prawidlowe, podwdjne
peknigcia DNA sg naprawiane przez homologiczng rekombinacje, a komoérka przezywa. Proces
ten przebiega inaczej w przypadku komorek z mutacja BRCA. W tym przypadku uszkodzenia
DNA nie sg skutecznie naprawiane, co z kolei wywotuje aktywacje¢ szlakow sygnalowych
prowadzacych do $mierci komorki. Warto podkresli¢, ze czasteczki bedace inhibitorami biatka
PARP1 zwickszajg aktywnos¢ lekow przeciwnowotworowych opartych na cisplatynie i
radioterapii - metod powszechnie stosowane w leczeniu potrojnie ujemnego raka piersi.
Najwazniejsze badania dotyczace olaparibu, OlympiAD, podkreslaja mozliwos¢ wydtuzenia
przezycia pacjentek, gdy ten lek jest stosowany jako leczenie pierwszego rzutu.?
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Rysunek 1.1. Schemat zasady dziatania leku o nazwie olaparib. Biatko PARPI ulega zwiqzaniu z peknigciami pojedynczych
nici DNA, po czym rekrutuje enzymy naprawcze a sam oddysocjowuje. W obecnosci olaparibu, ulegajgcego zwigzaniu z
domeng katalityczng biatka, PARPI jest zablokowane, co prowadzi do stabilizacji toksycznych kompleksow [DNA — PARP1 —
olaparib]. Nagromadzenie pojedynczych pekniec nici DNA prowadzi do pekniec¢ dwuniciowych, ktore mogg by¢ naprawiane
przez biatko BRCA-1. W rezultacie komorka nowotworowa przezywa. Jesli jednak biatko BRCA-1 posiada mutacje, a tym
samym jest niefunkcjonalne, uszkodzenia DNA nie mogq by¢ skutecznie naprawione. W konsekwencji komorka nowotworowa
umiera.

1.3. Celowane terapie leczenia nowotworu szyjki macicy

Wedtug badan GLOBOCAN rak szyjki macicy w 2022 roku dominowat w 25. ze 185. krajow
na calym $wiecie, obejmujac glownie obszar Afryki Subsaharyjskiej. Podobnie jak w
przypadku nowotwordw piersi, terapie celowane stanowig obiecujaca i wdrazang alternatywe
dla standardowych metod leczenia raka szyjki macicy. Przyktadem zatwierdzonego (zar6wno
przez FDA jak i Europejska Komisje Lekow) celowanego podejscia terapeutycznego wzgledem
tego typu nowotworu jest inhibitor VEGF — lek o nazwie bewacizumab. Szeroko badane i
rokujace sg takze inhibitory receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR), PARP1, czy
szlaku PD-1/PD-1. Nowotwor szyjki macicy i jego leczenie celowane zostaty opisane ponize;j.

Problematyka nowotworu szyjki macicy

Zgodnie z informacjami podanymi przez IARC, nowotwor szyjki macicy zajmuje czwarte
miejsce pod wzgledem liczby zgonéw wywotanych z powodu choroby nowotworowej u kobiet
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na calym S$wiecie. Czynnikiem etiologicznym tego nowotworu jest wirus brodawczaka
ludzkiego. Mimo badan przesiewowych i dostgpnych szczepionek skierowanych przeciwko
temu wirusowi, w ciagu ostatnich 20. lat wskaznik umieralno$ci na ten nowotwor zmniejszyt
si¢ o mniej niz 1%.% Taka liczba wynika z Kilku kwestii: 1) problemu dostepnosci do
szczepionek i1 braku wiasciwej edukacji, 2) pdznej diagnostyki, a co za tym idzie
zaawansowanymi stadiami choroby, 3) metodami leczenia tego nowotworu, ktore ulegly
niewielkim zmianom w ciggu ostatnich kilku dekad. Wszystkie te aspekty przektadajg si¢ na
ogolny wskaznik przezycia dla tego raka nizszy niz 17. miesiecy.?’” Wytania si¢ zatem silne i
naglace zapotrzebowanie na innowacyjne i skuteczne terapie.

Jako modelowa lini¢ komodrkowa raka szyjki macicy w niniejszej pracy doktorskiej
zastosowano lini¢ komorkowag HeLa (ATCC), najczegsciej stosowang do badan w obszernych
dziedzinach ludzkiej biologii komoérkowej i molekularnej. Komorki te zostaty wyizolowane w
1951 roku i stanowity pierwszg ludzka lini¢ komorkowa zdolng do nieograniczonego podziatu
in vitro. To komorki adherentne, epitelialne.

Celowane leczenie raka szyjki macicy

Obecnie standardowym podejsciem leczenia raka szyjki macicy jest potaczenie radioterapii z
chemioterapia opart na cisplatynie.?® Jednak odnotowana oporno$¢ na te substancije i szerokie
skutki uboczne wptywaja na ograniczenie jej stosowalnosci. Rozwazajac z kolei potencjalne
terapie celowane, podobnie jak w przypadku potrojnie ujemnego raka piersi, alternatywna
wydaja si¢ by¢ inhibitory PARP1, bialka biorgcego udzial w naprawie DNA, zwigkszajace
odpowiedz komoérek nowotworowych na cisplatyne.?® W ujeciu tego typu nowotworu, wylania
si¢ takze konieczno$¢ lepszego =zrozumienia interakcji migdzy chorobg a uktadem
odporno$ciowym. Tym samym to immunoterapia staje si¢ dziedzing Szybko rozwijajacg o
znaczacych osiggnigciach.

Bewacizumab — inhibitor VEGF

Analizg terapii celowanych stosowanych w tej chorobie rozpoczeto od inhibitoréw VEGF i leku
0 nazwie bewacizumab. W 2014 roku FDA oraz Europejska Agencja Lekow zatwierdzita
preparat handlowy Avastin® do leczenia pacjentek z przewleklym, nawrotowym lub
przerzutowym rakiem szyjki macicy. Warto jednak podkresli¢, ze bewacizumab jest podawany
w skojarzeniu z terapig systematyczng - chemioterapig. Bewacizumab to przeciwcialo wigzace
czynnik VEGF. Cel molekularny, VEGF, indukuje tworzenie nowych naczyn krwiono$nych, a
wigc proces okreslany mianem angiogenezy. Angiogeneza prowadzi z kolei do wzmozonej
proliferacji komdrek nowotworowych. Bewacizumab, wigzac VEGF, hamuje ten proces, a tym
samym rozprzestrzenianie si¢ guza. Co istotne, potencjat terapeutyczny tego leku zaowocowat
tego zatwierdzeniem do leczenia az oSmiu réznych typow nowotworow. Dodatkowo, obecnie
prowadzonych jest kilkaset aktywnych badan klinicznych dotyczacych bewacizumabu, w
trakcie ktorych naukowcy weryfikuja zastosowanie tej substancji w ponad pig¢tnastu réznych
nowotworach, w tym nowotworze ptuc, piersi czy wilasnie szyjki macicy. Schemat
przedstawiajacy mechanizm dziatania bewacizumabu zostat zamieszczony na Rysunku 1.2.
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W przypadku raka szyjki macicy nalezy takze podkresli¢ znaczenie terapii celowanej opartej
na pembrolizumabie — inhibitorze receptora PD-1. Ten typ terapii celowanej zostal juz
wspomniany przy opisie potrdjnie ujemnego raka piersi. Mechanizm dziatania
pembrolizumabu jest oparty na zahamowaniu reakcji migdzy PD-1 a PD-L1. Ta inhibicja
prowadzi do aktywacji limfocytow T, ktore wykrywaja komorki nowotworowe, prowadzac do
ich $émierci. Receptor PD-1 jest obecny na limfocytach T.2° Z kolei receptor PD-L1 to receptor
komorek nowotworowych. W 2018 roku pembrolizumab zostat zatwierdzony przez FDA do
leczenia nawrotowego lub przerzutowego raka szyjki macicy z progresja choroby w trakcie lub
po chemioterapii, ktory wykazuje ekspresj¢ receptora PD-L1. Jak wykazato badanie kliniczne
KEYNOTE-158, pembrolizumab cechowal si¢ trwata aktywnoS$cig przeciwnowotworowg i
bezpieczenstwem stosowania u pacjentek z PD-L1-dodatnim nowotworem.®® Warto w tym
miejscu wspomnie¢, ze 3. lata pozniej, FDA zatwierdzita to przeciwcialo w leczeniu
przewlektego, nawrotowego lub przerzutowego PD-L1-dodatniego raka szyjki macicy, ale w
skojarzeniu z chemioterapia, z lub bez bewacizumabu. Badania kliniczne stanowigce podstawe
tej decyzji to KEYNOTE-826, wykazujace, ze dodanie pembrolizumabu do chemioterapii
znaczaco wydluzylo catkowity czas przezycia i czas przezycia bez progresji choroby w
pordéwnaniu z zastosowaniem samej chemioterapia.

Dziatanie bewacizumabu

Bewacizumab%\ /vécp\ gmg\
les = 4

freresaensenanss
A

Dziatanie VEGF

Receptor
VEGF

T
OV | (VURUNTRTERTOY

Angiogeneza

Angiogeneza

Rysunek 1.2. Schematyczny mechanizm dzialania bewacizumabu. Celem molekularnym tego leku jest czynnik VEGF, wigzgcy
sig do specyficznego dla niego receptora, inicjujqc tworzenie naczyn krwionosnych, a wiec proces angiogenezy. W obecnosci
bewacizumabu, wigzanie miedzy VEGF a jego receptorem jest zahamowane - bewacizumab wiqze si¢ z VEGF, hamujgc jego
dalsze wigzanie do receptora. Ty samym, proces angiogenezy nie zachodzi, a proliferacja komérek nowotworowych jest
zahamowana.

Inhibitory EGFR

Szeroko badanymi terapiami celowanymi w leczeniu nowotworu szyjki macicy, oprocz
zatwierdzonych przez FDA bewacizumabu i1 pembrolizumabu, sg takze inhibitory EGFR, takie
jak gefitynib, erlotynib, czy nimotuzumab. EGFR to receptor blonowy o aktywnosci kinazy
tyrozynowej. Po zwigzaniu ligandu, na przyktad EGF, receptor ten ulega dimeryzacji, co,
poprzez autofosforylacjc domeny kinazy tyrozynowej, prowadzi do aktywacji
wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnatowych. Te szlaki sygnalowe promuja wzrost, podziaty
komorek oraz ich przezycie. Inhibitory EGFR blokuja aktywacj¢ tych szlakow, promujac tym
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samym apoptoz¢ komorek nowotworowych. Inhibitory te mozna podzieli¢ na dwie grupy.
Pierwsza kategoria to male czasteczki, jak gefitynib, ktére wiaza si¢ do domeny kinazy
tyrozynowej, blokujac aktywacj¢ EGFR. Druga grupa to z kolei przeciwciata, jak
nimotuzumab, wigzace si¢ zewnatrzkomorkowo do receptora EGFR, umozliwiajac mu
wigzanie ligandow. Niezaleznie jednak od miejsca wigzania, inhibitory te dziatajg na tej same;j
zasadzie. Gefitynib wykazat obiecujgcy potencjat terapeutyczny u pacjentek z zaawansowanym
rakiem szyjki macicy.! Z kolei badania kliniczne fazy II nad erlotynibem byty prowadzone w
zakresie jego potaczenia ze standardowg chemioterapig. Konieczne sg jednak dalsze badania,
celem okres$lenia schematéw potencjalnego leczenia i dodatkowego potwierdzenia korzysci
klinicznych tego leku.>> W zakresie tego rodzaju terapii celowanej najwieksza skuteczno$é
wykazuje jednak nimotuzumab w potaczeniu z chemioterapia, gtownie wzgledem nowotworu
zaawansowanego miejscowo. W badaniu Kklinicznym ESMO 2023 wskaznik odpowiedzi
zwiekszyl si¢ dla tego przeciwciata (w potaczeniu z chemioterapia) do 86%, w odniesieniu do
76% dla samej chemioterapii. Zatem podsumowujac, obecne badania potwierdzaja potencjat
terapeutyczny inhibitorow EGFR w leczeniu nowotworu szyjki macicy. Potrzebne sa jednak
szersze badania w celu optymalizacji wykorzystania tej grupy lekow. Co ciekawe, inhibitory
EGFR wydaja si¢ szczegllnie istotne takze w ujeciu agresywnego, potrdjnie ujemnego
nowotworu piersi.

1.4. Znaczenie procesu internalizacji lekow celowanych

Aby uzyska¢ odpowiedz kliniczng, w terapiach celowanych lek musi wigza¢ si¢ ze swoim
celem molekularnym. Zatem miejsce dziatania leku jest zalezne od miejsca wystgpowania jego
celu. Na przyktad, miejscem dziatania olaparibu bedzie wnetrze komorki, z uwagi na
wystepowanie biatkka PARP1 wewnatrzkomorkowo. Z kolei bewacizumab dziata
zewnatrzkomoérkowo, bo czynnik VEGF jest obecny na zewnatrz komorki. Zatem proces
internalizacji, inaczej wnikania czasteczki, moze by¢ zjawiskiem pozadanym lub nie. W ujeciu
og6Inym ten parametr wptywa bezposrednio na skuteczno$¢ leku. Dla przyktadu, internalizacja
bewacizumabu do wnetrza komoérek moze wrecz prowadzi¢ do niespecyficznego wigzania leku
z receptorem VEGF, obecnym na btonie komorkowej lub wigzania miedzy receptorem a VEGF
uprzednio zwigzanym z lekiem. W takim wypadku szanse na skuteczng terapi¢ moga by¢
obnizone przez wtasciwosci internalizacji.

Wylania si¢ zatem potrzeba weryfikacji parametru internalizacji potencjalnych czasteczek
terapeutycznych jeszcze na etapie badan laboratoryjnych. Bowiem, jesli na przyktad kandydat
do leku pokroju olaparibu nie begdzie wnikat do komoérek nowotworowych i1 ulegal w nich
akumulacji, rozpoczgcie badan klinicznych nad taka czasteczka nie wydaje si¢ by¢ zasadne.
Weryfikacja tego etapu w laboratorium pozwoli zaoszczedzi¢ czas i pienigdze wydawane na
badania kliniczne. Wiadomo bowiem, ze tego typu eksperymenty trwaja okoto 8. 1at® i kosztuja
niemal 3 miliardy dolaréw dla pojedynczej czasteczki.>*

W niniejszej rozprawie doktorskiej, wykorzystujac nowatorskie podejscie zastosowania FCS
wewnatrz zywych ludzkich komorek, badano proces internalizacji réznych czasteczek
biologicznych i chemicznych.
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1.5. Standardowe metody badania wnikania czasteczek do wnetrza komorek

Okreslenie, czy czasteczka o potencjale terapeutycznym wnika do komorek to kluczowy etap,
stanowiacy wstep do badan nad tym konkretnym zwigzkiem. Istnieje wiele technik pozwalajgcym na
oceng internalizacji lub jej braku badanej molekuty do wnetrza ludzkich komorek.

Obrazowanie fluorescencyjne

Jednym z podstawowych podejs¢ eksperymentalnych jest zastosowanie mikroskopii
konfokalnej. Technika ta generuje jednak trudnosci w rozroznianiu — struktur
wewnatrzkomoérkowych, co jest spowodowane rozdzielczoécig tej metody.® Dla przyktadu,
rozwigzanie to nie jest w stanie dostarczy¢ informacji na temat dynamiki kompleksow
biatkowych. Przeci¢tna podjednostka biatkowa ma bowiem okoto 2 nm w wymiarze XY. Dla
mikroskopii konfokalnej granica dyfrakcji — najmniejsza mozliwa odlegtos¢ miedzy dwoma
punktami, ktére mozna jeszcze rozrozni¢ jako oddzielne — wynosi 200 nm. Zatem nawet
rozpatrujac wigkszy obiekt, na przyktad kompleks biatkowy o wielkosci 50 nm, taka granica
dyfrakcji prowadzi do rozmycia sygnatu punktowego, ktore przekracza srednig Srednice
kompleksu biatkowego niemal czterokrotnie. W odpowiedzi na ten problem, powstata
mikroskopia superrozdzielcza czy mikroskopia ze strukturalnym o$wietleniem (SIM).
Zdecydowana wickszo$¢ rozwigzan superrozdzielczego obrazowania wykorzystuje funkcje
matematyczne do zwigkszenia rozdzielczosci. Dla przyktadu, technika mikroskopii
lokalizacyjnej z wykorzystaniem fotoaktywowanej mikroskopii lokalizacyjnej PALM
zapewnia rozdzielczo$¢ do 20 nm w wymiarze XY i 50 nm w wymiarze Z.3® Celem tych
rozwigzan jest umozliwienie dostarczenia informacji o lokalizacji wewnatrzkomdrkowe;j
czasteczek wprowadzanych do komoérek i ich interakcjach.®® Mimo stalego rozwoju,
niewatpliwie wcigz obrazowanie jest podejsciem bardziej jakoSciowym niz ilosciowym w
badaniach wnikania czgsteczek do komorek. Mikroskopia fluorescencyjna jest powszechnie
stosowana do oceny, czy badany zwigzek wnika do komorek oraz jesli tak, jak jest
rozmieszczony w ich wnetrzu. Naukowcy wykorzystuja tez metody bazujace na obrazowaniu
fluorescencyjnym, aby uzyska¢ informacje na temat mechanizmu transportu czasteczki do
komorek, czy celem okreslenia interakcji migedzy potencjalnym lekiem a jego no$nikiem, jak
na przyktad liposomy.*’-® Dla przyktadu, Torchilin i inni opisuja badania nad specyficznym
kierowaniem no$nikoéw  lekow  zmodyfikowanych przeciwciatami do  komorek
nowotworowych. W tym przypadku to wlasnie badania obrazowe dowiodly, ze
immunoliposomy potaczone z lekiem sa lepiej ukierunkowane na przeciwciata, co skutkuje
zwickszonym zabijaniem komoérek nowotworowych.*’ Inne przyktady eksperymentow, w
ktorych technika obrazowania mikroskopowego odegrata kluczowa rolg to migdzy innymi
badania okreslajace mechanizm transportu nanokrysztalow leku paklitaksel*!, wnikania
nanoczastek polimerowych zawierajacych leki kardiologiczne do komoérek fibroblastow,*? czy
eksperymenty nad dostarczaniem lekéw do komorek poprzez zastosowanie liposomoéw z
przytaczonym kowalencyjnie peptydem TAT.*® Zatem konwencjonalne metody badawcze, jak
mikroskopia konfokalna, mikroskopia wielofotonowa, czy obrazowanie 3D stanowig jedne z
najbardziej popularnych metod okreslania wnikania czasteczek do komorek, gtownie na
poziomie jako$ciowym.

Analizujac podstawowe wady i zalety mikroskopii fluorescencyjnej, jedng z jej niewatpliwych
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korzysci jest brak destrukcyjnego wplywu na material, co umozliwia obserwacje zywych
komoérek. Warto jednak zaznaczy¢, ze dotyczy to sytuacji, w ktorej moc zroédta wzbudzenia
zostata odpowiednio dostosowana do rodzaju probki oraz uzytego fluoroforu. Technika ta
pozwala rowniez na uzyskiwanie obrazow wielowidmowych o wysokiej rozdzielczosci w
zakresie §wiatta widzialnego. Umozliwia to analize¢ kolokalizacji, czyli oceng, czy dwie lub
wiece] czasteczek znajduje si¢ w tej samej lokalizacji w obrgbie analizowanego obiektu
biologicznego. Wsrod zalet, warto takze wymieni¢ znaczenie nadmienionego juz obrazowania
w warunkach 3D, czy mozliwo$¢ analizy st¢zen wewnatrzkomorkowych na podstawie
uzyskanych obrazow.* Istotny jest takze fakt, ze obrazowanie fluorescencyjne moze dostarczaé
informacji w czasie rzeczywistym poprzez wizualizacje zywych komorek.

Jednak jak kazda metoda badawcza, obrazowanie zawiera takze szereg ograniczen. W
przypadku tego podejScia eksperymentalnego na uzyskane wyniki istotny wplyw ma
doswiadczenie laboranta. Dla przyktadu, im wyzsza rozdzielczo$¢, tym dhuzszy jest czas
skanowania i tym dtuzej fluorofor emitujgcy badang fluorescencje jest nastawiony na dziatanie
lasera. Czesto jednak, zwigkszenie rozdzielczosci nie skutkuje dostarczeniem wigkszej ilosci
uzytecznych informacji o probce. Duzym 1 powszechnym problemem mikroskopii
fluorescencyjnej jest takze fotowypalanie, a wiec zanik sygnatu fluorescencyjnego, czy
fotouszkodzenie badanego materialu spowodowane niewlasciwie dobrang moca zrddla
wzbudzenia, na przyktad lasera. Problemem tej techniki nadal pozostaje takze brak mozliwosci
analizy pojedynczych czasteczek fluorescencyjnych, a wigc ograniczenia rozdzielczo$ci. Na
koniec warto pamigtaé o czasochtonnosci tego rozwigzania.*

Oprocz mikroskopii fluorescencyjnej, warto takze omowi¢ inne techniki obrazowania
stosowane do oceny efektywnosci wnikania potencjalnych lekow do komorek, jak obrazowanie
czasu zycia fluorescencji (FLIM) oraz spektroskopia Ramana. FLIM jest coraz szerzej
stosowany do badania zarowno endo- jak 1 egzogennych czasteczek, procesow
wewnatrzkomorkowych  oraz  zachodzacych migdzy komodrkami. To rozwigzanie
wykorzystywane jest takze do analizy mikrosrodowisk fizykochemicznych. Tego typu
zastosowania sg mozliwe mi¢dzy 5-wymiarowej akwizycji danych FLIM, a wigc wymiary X,
y, z, czas oraz czas zycia fluorescencji. W poroéwnaniu z obrazowaniem fluorescencyjnym,
opartym na intensywnosci fluorescencji, podatnej na fotowypalanie, FLIM dostarcza wigkszej
ilosci informacji, w tym wiedzg na temat statusu leku — czy wystepuje w komorkach w formie
wolnej, zwigzanej, jest metabolizowany lub nie, enkapsulowany czy uwolniony. Jako zalete tej
techniki, nalezy takze wskaza¢ jej integralno$¢ z innymi metodami obrazowania optycznego,
w tym z mikroskopia konfokalng i wielofotonowa, czy mikroskopiag Ramana. Warto zaznaczy¢,
ze rozwigzanie FLIM cieszy si¢ coraz wigksza popularno$cia w diagnostyce chorob i
monitorowaniu leczenia.®® Podobnie jak w przypadku obrazowania
fluorescencyjnego/konfokalnego, w przypadku analizy FLIM najwi¢cksza wadg tej techniki jest
wplyw doswiadczenia eksperymentatora na otrzymywane wyniki. Aby zminimalizowac btedna
interpretacje, nalezy zatem zwroci¢ szczegdlng uwage na akwizycje danych, algorytmy
obliczania czasoOw zycia fluorescencji czy dokladne zbadanie mechanizmoéw lezacych u
podstaw zmian tego czasu. Warto jednoczesnie pamigtac, ze analizowany we FLIM czas zycia
fluorescencji jest parametrem zaleznym mig¢dzy innymi od pH, temperatury czy obecnos$ci
jondéw. Co wigcej, koszt aparatury FLIM jest wigkszy w odniesieniu do standardowego
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obrazowania konfokalnego, a fakt, ze nie wszystkie barwniki fluorescencyjne nadajg si¢ do
analizy FLIM ogranicza zakres stosowalnosci tej techniki. Schematyczne porownanie
obrazowania konfokalnego z obrazowaniem FLIM przedstawiono na Rysunku 1.3.
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Obraz konfokalny Obraz FLIM
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Rysunek 1.3. Schematyczne poréwnanie obrazéw uzyskanych mikroskopiq konfokalng i obrazowaniem FLIM. Badana
czgsteczka fluorescencyjna wnika do ludzkiej komorki. Poprzez umieszczenie komorki w uktadzie optycznym i wzbudzenie
wiqzkq Swiatta o odpowiedniej diugosci, komdrka emituje fluorescencje. Obraz konfokalny zostat przedstawiony w skali
szarosci: czarny — brak sygnatu, bialy — maksymalna fluorescencja. Wzgledem obrazu FLIM zostafo zastosowane filtrowanie
po czasie zycia fluorescencji: sygnaf niebieski odpowiada czasowi zZycia fluorescencji ponizej 2,4 ns, kolor czerwony powyzej
2,6 ns.

Przechodzac do spektroskopii Ramana, niewatpliwa zaleta tego podejscia jest brak
konieczno$ci znakowania fluorescencyjnego badanych czasteczek,*® a takze mozliwo$é
$ledzenia procesow dynamicznych.*” Technika ta wymaga jednak zaawansowanej analizy
danych, a sygnal autofluorescencji komorek moze catkowicie maskowaé sygnal Ramana. Co
wigcej, sygnal Ramana cechuje si¢ niskg intensywnoscig, a rozdzielczos¢ tej techniki jest
ograniczona.*®4° Z powodzeniem jednak modyfikacja tej techniki, powierzchniowo
wzmocniona spektroskopia Ramana (SERS), zostata na przyktad zastosowana do $ledzenia
uwalniania w komorkach doksorubicyny z tlenku grafenu.*” W potaczeniu z obrazowaniem
konfokalnym spektroskopia Ramana umozliwila takze $ledzenie interakcji doksorubicyny w
komérkach raka phuc.>°

Cytometria przeplywowa

Omawiajac techniki stosowane do badania internalizacji czasteczek do wnetrza ludzkich
komorek, szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na cytometri¢ przeplywowsa. Ta popularna w
laboratoriach molekularnych i biologicznych metoda jest uwazana za ,,zloty standard” w
dostarczaniu informacji z duzej ilosci komorek w krotkim czasie.>! W cytometrii przeptywowej
komorki sg ustawiane w waski strumien dzigki otaczajacej je cieczy ostonowej. Takie
rozwigzanie umozliwia analize¢ pojedynczych obiektow. Powstaly strumien komorek
przechodzi przez wiazki laserowe, a rozproszenie $wiatta nastgpuje w dwoch kierunkach: do
przodu i pod katem. Z rozproszenia do przodu zyskujemy informacje o wielkosci
analizowanych komorek, a z rozproszenia §wiatla pod katem - o ich ziarnistosci i strukturze
wewnetrznej. Z zastosowaniem cytometrii przeptywowej najczgsciej badane sg komorki lub
czastki wyznakowane fluorescencyjnie, zatem detektory rejestrujg takze emisje fluorescencji,
dostarczajacej informacji na przykltad o obecnosci zwigzkow w komorkach lub na ich
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powierzchni, czy ekspresji biatek.>? Zasade dziatania cytometru przeptywowego schematycznie
przedstawiono na Rysunku 1.4.

<— zawiesina badanych

komorek

pyn 0OStoNowy  s—

@

®

@

\‘ /
@
emitowana
/ fluorescencja

@ \ rozproszenie $wiatta:

zrédto swiatla do przodu i pod kgtem

Rysunek 1.4. Schemat cytometru przeplywowego.

Z zastosowaniem tej metody mozliwe jest zbadanie tysigcy komoérek w ciggu kilku sekund, co
czyni te technike wysokoprzepustowym rozwigzaniem.”* Miedzy innymi z tego wzgledu,
Cytometr przeplywowy jest wykorzystywany zarowno w firmach farmaceutycznych, jak i
biotechnologicznych w trakcie opracowywania nowych lekéw.>® Do najpopularniejszych
typow badan wykonywanych z uzyciem tego sprzgtu naleza sortowanie komorek, badanie
interakcji receptor-ligand, immunofenotypowanie, profilowanie odpowiedzi komérkowej w
funkcji stezenia leku, ocena toksycznosci badanego zwiazku,>** analiza proliferacji czy
apoptozy komorek.>?> Obok niewatpliwych zalet cytometrii przeptywowej, jak wspomniana
wysokoprzepustowos$¢, a tym samym szybkos$¢ analizy, mozliwo$¢ badania rdéznych
parametrow poprzez zastosowanie roznych fluoforow, czy funkcja sortowania oraz analiza
pojedynczych komorek, ta technika posiada takze swoje wady. Najwazniejszym, obok
koniecznosci posiadania komoérek do analizy w zawiesinie, ograniczeniem tej metodyki
badawczej jest brak rozréznienia sygnatu pochodzacego z réznych kompartmentéw komorki.>
Zatem z pomoca tej metody otrzymamy informacje o sygnale pochodzacym z calej objetosci
analizowanej komorki. Mimo to, ta technika oraz jej modyfikacje to wciaz najlepsze dostepne
rozwigzanie Stosowane w badaniach internalizacji czasteczek do wnetrza komorek. Z jej
uzyciem z powodzeniem okreslane jest wnikanie do komorek nanoczastek jako nosnikow
lekow®® czy lipoprotein,®” pobieranie egzosoméw przez komorki odpornosciowe,
wyznaczanie mechanizméw internalizacji nanoczastek,”® czy pobieranie przez komorki
immunotoksyn.®

Zatem podsumowujac, cytometria przeptywowa jest niewatpliwie technika z wyboru w ujeciu
dostarczenia duzej ilosci informacji z catej populacji analizowanych komoérek. Metoda ta
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umozliwia ich sortowanie, wyodrebnienie subpopulacji, ustalenie procentowanego udzialu
komorek o okreslonych cechach wzgledem catej populacji, przy jednoczesnym zaoszczedzeniu
czasu. Mimo to cytometria przeptywowa nie pozwala na uzyskanie ilosciowych danych
dotyczacych na przyktad mechanizmu wnikania czasteczki, jej lokalizacji, interakcji
wewnatrzkomérkowych a tym samym mechanizmu dziatania.

1.6. Spektroskopia Korelacji Fluorescencji

W niniejszej rozprawie doktorskiej jako podstawowa i ilosciowa metodg charakterystyki
wnikania czgsteczek do wnetrza zywych, ludzkich, komorek zastosowano technik¢ FCS. Dwa
zjawiska, kluczowe przy pomiarach tg technika to fluorescencja oraz dyfuzja.

Zjawisko fluorescencji

Kazda czgsteczka organiczna charakteryzuje si¢ okre$§lonymi stanami elektronowymi. Te stany
opisujg rozklad energii elektronéw tej czasteczki. Elektrony moga znajdowac si¢ w stanie
podstawowym lub w wyniku pochtonigcia energii, najczg$ciej w postaci Swiatta — fotonu, moga
przej$¢ do stanow wzbudzonych. W zaleznos$ci od spindéw elektronéw wystepuja dwa gtowne
typy stanow wzbudzonych: stany singletowe, oznaczane litera S, w ktorych wszystkie elektrony
sa sparowane pod wzgledem spinu oraz stany trypletowe, oznaczane literg T, wystepujace, gdy
jeden z elektronéw zmieni swoj spin. PrzejScia w obrebie stanéw singletowych sg spinowo
dozwolone 1 zachodza bardzo szybko. Z kolei przejscia ze stanow singletowych do
trypletowych s3 spinowo zakazane i1 znacznie wolniejsze. Graficzne przedstawienie stanow
energetycznych oraz mozliwych przejs¢ miedzy nimi prezentuje Diagram Jabtonskiego
(Rysunek 1.5.).
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2 e H
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Rysunek 1.5. Diagram Jablonskiego jako uproszczony schemat rozmieszczenia poziomow energii elektronowej czgsteczki.
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Rozwazmy sytuacje, w ktorej czasteczka absorbuje foton, przechodzac tym samym do
wzbudzonego stanu singletowego, oznaczonego jako Si na Rysunek 1.5. Podczas powrotu do
stanu podstawowego So, zachodzacego bardzo szybko (rzad nanosekund), czasteczka ta emituje
swiatto w formie fotonu o dlugosci fali dtuzszej niz §wiatto uzyte do jej wzbudzenia. Ta emisja
swiatta okreslana jest mianem fluorescencji — spinowo dozwolonego przejscia radiacyjnego.
Zjawisko to jest podstawg detekcji sygnatu FCS.

Zjawisko dyfuzji

Dyfuzja jest okreslana jako spontaniczny ruch, na przyktad czasteczek, z obszaru o stezeniu
wyzszym do obszaru o st¢zeniu nizszym, trwajacy az do osiggnigcia stanu rownowagi. Cecha
charakterystyczng dyfuz;ji jest jej zalezno$¢ od losowego przemieszczania si¢ czasteczek. Warto
w tym miejscu wspomnie¢ o ruchach Browna, a wigc przypadkowych ruchach czasteczek
zawieszonych w ptynie, wywotanych zderzeniami z czasteczkami rozpuszczalnika. Zwigzek
migdzy dyfuzja a ruchami Browna jest taki, ze to ruchy Browna stwarzaja mechanizm dyfuzji
- losowy ruch czgstek ostatecznie prowadzi do ich rozmieszczenia.

Jedna z podstawowych wiasciwosci wszystkich czasteczek obecnych w roztworze jest dyfuzja
translacyjna, dla ktorej wspotczynnik dyfuzji definiuje Roéwnanie Stokesa-Sutherlanda-
Einsteina:

D k-T
trans —
6-m-n-R
Rownanie (1.1.)

gdzie Dyans jest wspotczynnikiem dyfuzji translacyjnej, k stalg Boltzmanna, T temperaturg
bezwzgledna, 1 odpowiada lepkosci roztworu, a R promieniowi hydrodynamicznemu
czasteczki.

Zatem kazda zmiana promienia czasteczki powoduje zmiang¢ odpowiadajacego jej
wspolczynnika dyfuzji. Takie zmiany wystepuja w przypadku wiekszosci biomolekul, jak
kwasy nukleinowe czy biatka, podczas interakcji z otoczeniem (jak wigzanie jon6w), petnienia
funkcji biologicznych (jak reakcja enzymatyczna) lub zmian parametréw $rodowiskowych, jak
pH czy temperatura (na przyktad denaturacja biatek). Zatem mozliwo$¢ precyzyjnego,
ilo§ciowego pomiaru wspotczynnikow dyfuzji, zarbwno w roztworze, jak i zywych komorkach
stwarza bardzo szeroki zakres potencjalnych zastosowan.

W ujeciu pomiarow FCS, to, jak szybko czasteczka dyfunduje przez ognisko detekcji, 0
rozmiarze wyznaczonym podczas kalibracji sprzetu, jest opisane rGwnaniem ponizej:

Wyy?

4tp

Rownanie (1.2.)
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gdzie w,, jest promieniem obszaru detencji, natomiast 7, - czasem dyfuzji czgsteczki.

Uktad optyczny FCS

Typowy uktad optyczny FCS przedstawiono na Rysunku 1.6. Czasteczki fluorescencyjne
zawieszone w roztworze wodnym sg umieszczane na szalce pomiarowej, a ta nad obiektywem.
Wiazka lasera jest kierowana przez zwierciadto dichroiczne do obiektywu o wysokiej aperturze
numerycznej, ktory ogniskuje swiatto w probce. Sygnat fluorescencji probki jest zbierany przez
ten sam obiektyw, przechodzi przez zwierciadto dichroiczne (odbijajace Swiatto lasera, ale
przepuszczajace fluorescencje) i1 jest ogniskowane na okragla przystone konfokalng. Za tg
przystong $wiatto jest skupiane na bardzo czulym detektorze - diodzie lawinowej
jednofotonowej (SPAD). Przystona konfokalna efektywnie eliminuje $wiatto pochodzace spoza
ptaszczyzny ogniskowania. Zatem, ogniskowanie $wiatta wzbudzajacego oraz konfokalna
detekcja emisji fluorescencji tworza efektywna objetos¢ detekceji o $rednicy rzedu 500 nm w
ptaszczyznie ogniskowania i kilku mikrometréw wzdtuz osi optycznej. Doktadny ksztalt i
rozmiar tej objgtosci wptywa bezposrednio na ksztatt i szybkosé¢ zaniku G (t). Im mniejszy jest
obszar detekcji, tym szybciej czasteczki go0 opuszczajg, co prowadzi do szybszego zaniku
funkcji autokorelacji FCS.5!

Nal
Z‘:‘i

Probka E

Obiektyw
R
1 | I
bioid
A i
AY Y
e il
Wigzka i
laserowa P
' Ye
Zwierciadto dichroiczne : : %’
K P}
] [

Detektor

Rysunek 1.6. Schemat uktadu optycznego FCS.
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Zasada dziatania FCS

Zasada dziatania metody FCS polega na pomiarze, a nast¢pnie analizie statystycznej fluktuacji
intensywnosci fluorescencji, emitowanej przez wyznakowane czgsteczki o niewielkim st¢zeniu
(rzgdu nanomolarnego), znajdujace si¢ w niewielkim obszarze detekcji — ognisku detekcji.
Kazde zjawisko determinujace zmiane intensywnosci fluorescencji tych czasteczek (jak
potozenie, zmiany konformacyjne, wiasciwosci fotofizyczne, reakcje chemiczne) implikuje
czasowa zmian¢ intensywnos$ci rejestrowanego sygnatu. Czasteczki, ktore swobodnie
dyfundujg do i z ogniska detekcji, beda generowaé zmieniajacy si¢ zapis intensywnosSci
fluorescencji. Co wazne, charakter tych fluktuacji wptywa bezposrednio na wielko$é
parametréw fizycznych, jak opisany Rownaniem (1.1.) wspotczynnik dyfuzji, wyznaczanych
tg technikg. Schematyczny rysunek dla pomiaréw FCS prowadzonych w buforze (in vitro) lub
we wnetrzu komorek (in vivo) przedstawiono na Rysunku 1.7.

objetosé
detekcji

G(t)

T L —

Intensywnos’t’:

czas 0 R czas
Zapis fluktuacji fluorescencji Krzywa autokorelacji FCS

komorka

Rysunek 1.7. Schemat pomiaréw FCS w buforze (in vitro) oraz we wnetrzu zZywych komorek (in vivo). Badana czgsteczka,
dyfundujgc przez ognisko detekcji, ktérego wielkosé¢ zostata okreslona w trakcie kalibracji, emituje fluorescencje, ktorej zapis
intensywnosci w czasie jest procedowany matematycznie, celem uzyskania krzywej autokorelacji FCS.

Zatem wzbudzanie laserem analizowanych czasteczek oraz wykrywanie emitowanej przez nie
fluorescencji dotyczy ogniska detekcji, ktorego wielko$¢ okreslana jest przed kazdym
pomiarem w trakcie kalibracji. Jezeli stezenie wyznakowanych czasteczek w roztworze jest
wystarczajgco niskie (rzedu nM), wowczas mierzony sygnal fluorescencji wykazuje znaczne
fluktuacje, bedace efektem przemieszczania si¢ pojedynczych czasteczek przez ognisko
detekc;ji.

Nastepnie, sygnal w postaci intensywnosci fluorescencji wykrytej w czasie t w jest korelowany
z intensywnoscig fluorescencji przesunieta w czasie, dla réznych warto$ci opdznienia
czasowego t. Jako rezultat eksperymentator uzyskuje tzw. funkcje/krzywa autokorelacii,
obliczang przez zastosowane oprogramowanie wedlug wzoru:

(1) - 1(t + 1))
(1(1)?

G (t) =

Réwnanie (1.3.)

Gdzie G (t) to funkcja autokorelacji, I(t) — intensywno$¢ fluorescencji w czasie t.
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Funkcja autokorelacji FCS jest proporcjonalna do prawdopodobienstwa wykrycia fotonu w
czasie 7, 0 ile wczesniej (w czasie zerowym) wykryty zostal inny foton. Jesli czasteczka
znajduje si¢ w centralnej czgsci ogniska detekcji, bedzie istnialo duze prawdopodobienstwo
wykrycia znacznej ilosci kolejnych fotonow od tej czasteczki. Wowczas, sygnat fluorescencji
bedzie wysoce skorelowany w czasie. Jesli natomiast czgsteczka, w wyniku dyfuzji, zacznie
opuszcza¢  ognisko detekcji, ta zalezno$¢ bedzie stopniowo malala. Zatem
prawdopodobienstwo wykrycia kolejnych fotonéw fluorescencyjnych begdzie zmniejszaé si¢ z
czasem, az czgsteczka catkowicie zaniknie, a tym samym Kkorelacja zniknie. Warto zaznaczyc¢,
ze czasowe zanikanie tej korelacji, wraz ze wzrastajacym opo6znieniem czasowym T, bedzie
proporcjonalne do szybko$ci dyfuzji czasteczki. Bowiem im wigkszy wspotczynnik dyfuzji,
tym szybciej zanika korelacja.®?

Cechg charakterystyczng funkcji autokorelacji FCS jest takze jej zaleznosc¢ od liczby czasteczek
emitujgcych fluorescencje. Fluktuacje intensywnosci fluorescencji beda wigksze dla mniejszej
liczby czasteczek w obszarze detekcji. Jesli bowiem w objetosci detekcyjnej bedzie tylko jedna
czasteczka, to przemieszczanie si¢ tej czasteczki z tego obszaru lub dyfuzja innej czasteczki do
objetosci detekcji spowoduje duzg zmiang mierzonej intensywnosci. Istnieje zatem bezposredni
zwigzek migdzy odwrotno$cig stezenia czasteczek fluorescencyjnych a amplitudg funkcji
autokorelacji. T¢ mozliwo$¢ pomiarowg FCS wykorzystano w niniejszej rozprawie doktorskiej,
wyznaczajac stezenia czagsteczek obecnych wewnatrz Zzywych, ludzkich, komorek.
Szczegbdlowy opis metodyki okreslania stgzen zamieszczono w Rozdziale 3.4.

O ksztalcie funkcji autokorelacji w skali czasowej decyduja rozne wiasciwosci
wyznakowanych czasteczek. W zakresie mikrosekund funkcja G (t) jest zdominowana przez
stany trypletowe, przejscia migdzy stanami konformacyjnymi czasteczki lub szybkie
wewnatrzczasteczkowe procesy strukturalne. Z kolei na poziomie milisekund do sekund
krzywa autokorelacji FCS wykazuje typowe zbieganie do zera, spowodowane boczng dyfuzja
czasteczek poza obszar detekcji.?? Warto takze podkresli¢, ze punkt przegiecia funkcji
autokorelacji FCS odpowiada czasowi dyfuzji T, z Rownania (1.2.) analizowanej czasteczki
(Rysunek 1.7.).

FCS we wnetrzu Zywych komorek

Podstawa FCS, a wigc fluktuacje intensywnos$ci fluorescencji to cecha specyficzna kazdej
badanej probki. Naukowcy od lat aplikuja te technik¢ do pomiarow we wnetrzu zywych
komoérek, stosujagc w tym celu stezenia fizjologiczne badanych zwigzkow.8® Technika FCS
zapewnia wysoka czuto$¢ na poziomie pojedynczej czasteczki i pojedynczych komorek,
pomiary w czasie rzeczywistych oraz wysoka rozdzielczo$¢ czasowej ponizej mikrosekund
Jednak z uwagi na zlozono$¢ cytoplazmy/jadra komorkowego, wykrycie i wilasciwa
interpretacja ruchu/mobilnos$ci czgsteczek wewnatrz zywej komorki to duze wyzwanie. Takze
w przypadku metody FCS istnieje ryzyko artefaktow eksperymentalnych i btednej analizy
otrzymanych wynikoéw. Z tego powodu powstaja publikacje naukowe, jak artykut autorstwa
Kim i innych,% stanowigce instrukcje zastosowania FCS do zywych komorek obejmujace
miedzy innymi optymalizacje warunkéw pomiarowych oraz analiz¢ warto$ci parametrow w
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uyjeciu ztozonych warunkéw panujacych w zywej komorce. Przyktadami najczestszych
problemoéw eksperymentalnych sa: 1) poruszanie komorki, powodujace przesunigcia objgtosci
detekcji, 2) niewlasciwe ustawienie analizowanej objetosci wewnatrz zywych komorek
(wykrywany sygnatl moze wowczas pochodzi¢ z obszaru poza komoérka), 3) autofluorescencja
komorek wptywajaca na analizowany sygnat, 4) wypalanie sygnatu fluorescencji i jego wplyw
na ksztalt krzywych autokorelacji FCS, 5) zbyt niskie lub zbyt wysokie st¢zenie analizowanego
zwiazku generujace szumy i btedy statystyczne.

Obecnie najczesciej aparatura FCS jest oparta na mikroskopii konfokalnej. Takie rozwigzanie
umozliwia uzyskanie przestrzennej rozdzielczos$ci rzedu femtolitréw w objetosci detekcyjnej,
a to z Kkolei sprzyja adaptacji tej techniki do zastosowan komoérkowych. Potencjat FCS do
pomiarow wewnatrz zywych komorek (in vivo) zostatl szeroko dowiedziony w artykule
Schwille i innych.®® Autorzy tej pracy potwierdzaja, ze to metoda hieinwazyjna, z
zastosowaniem ktorej mozna $ledzi¢ zarowno dynamike wewnatrzczasteczkowa, jak i
interakcje zachodzace miedzy réznymi typami czasteczek, bez potrzeby ich wczeéniejszego
izolowania i rozdzielania. Niewatpliwie technika FCS umozliwia uzyskanie informacji o wielu
r6znych parametrach fizycznych, jak st¢zenie, rozmiar, mobilno$¢ czy udziat poszczegdlnych
sktadnikow, w przedziale czasowym od nanosekund do kilkuset milisekund. Od momentu
intensywnego rozwoju FCS i przezwyci¢zenia ograniczen technicznych (jak brak odpowiednio
czutych detektorow) technika ta zostata zastosowana do pomiarow szerokiego zakresu probek
biologicznych: od bakterii, drozdzy, komoérek az po zywe organizmy. Rozwigzanie to zostato
wykorzystane do charakterystyki zdecydowanej wigkszosci obszaru wnetrza komorki, od jadra
przez cytoplazme i organelle do blony komoérkowej.® Przykladami badan in vivo
przeprowadzonych z zastosowaniem FCS s3 eksperymenty nad organizacja bton,%®®7 strukturg
chromatyny, % interakcjami biatko — biatko,’®"! powinowactwem wigzania bialek i kwasow
nukleinowych,’>"® wigzaniami ligandéw do receptoréw blonowych,’*" oligomeryzacija,’®’’
czy wewnatrzkomorkowym transportem czasteczek.’8

Podsumowujac, FCS znajduje coraz szersze zastosowanie w réznych obszarach biologii,
stwarzajac szeroka game mozliwosci badan interakcji molekularnych we wnetrzu zywych
komorek. Co istotne, pomiary FCS sa prowadzone na poziomie fizjologicznych st¢zen,
pojedynczych czasteczek i komodrek, w czasie rzeczywistym.

Dla wszystkich badanych w ramach niniejszej pracy czasteczek schemat postgpowania przy
interpretacji wynikow FCS uzyskiwanych z wnetrza ludzkich komorek byt taki sam i
obejmowal nastgpujace etapy: a) wyznaczenie wspoOtczynnika dyfuzji/rozmiaru badane;
molekuty w buforze z zastosowaniem techniki FCS (Roéwnania (1.1.) i (1.2.)); b) obliczenie, na
podstawie modelu nanolepkosci cytoplazmy lub jadra komoérkowego zaleznego od skali
dhugosci (szczegoty w rozdziale ponizej), oczekiwanego wspotczynnika dyfuzji w komoérkach
dla swobodnie dyfundujacej czasteczki badanej; 3) Poréwnanie oczekiwanego wspotczynnika
dyfuzji ze wspotczynnikiem otrzymanym eksperymentalnie wewnatrz komoérek poprzez
dopasowanie odpowiedniego modelu matematycznego do funkcji autokorelacji FCS.
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Nanolepkos¢ komorek jako parameter krytyczny w ilosciowej analizie Wynikow FCS

Jako opisano wyzej, FCS bazuje na pomiarze szybkosci przemieszczania si¢ czasteczek, ktorg
mozna wyrazi¢ w formie wspotczynnika dyfuzji. Warto$¢ tego parametru w sposob bezposredni
zalezy od lepkos$ci roztworu, w ktorym badana czgsteczka si¢ porusza. Im wigksza lepkos¢, tym
mniejsza szybko$¢ poruszania sie molekulty (nizszy wspotczynnik dyfuzji), zgodnie z
Roéwnaniem (1.1.). Wyobrazmy sobie zatem sytuacje, w ktorej prowadzimy pomiary FCS we
wnetrzu komorek ssaczych, wzgledem ktorych wczesniej nastgpita internalizacja pewnej
fluorescencyjnej molekuty. Jako wynik pomiarow FCS uzyskujemy funkcj¢ autokorelacji,
ktora, chcac zinterpretowac, nastgpnie opisujemy odpowiednim modelem matematycznym.
Dopasowanie najodpowiedniejszego modelu do danych eksperymentalnych pozwala nam
uzyska¢ wartosci parametréow  fizycznych, jak  wspolczynnik  dyfuzji, promien
hydrodynamiczny czy stezenie. Aby jednak precyzyjnie i w sposob calkowicie ilosciowy
okresli¢, jakiej czasteczce czy zespotowi czasteczek odpowiada konkretna, uzyskana warto$¢
okreslonego parametru fizycznego, musimy zna¢ rozmiar wolnej, niezwigzanej czasteczki,
ktéra zostata przez komorki pobrana lub do nich wprowadzona. Co wigcej, oprocz wielkosci
badanej molekuty, musimy dysponowaé informacja na temat lepkosci wnetrza komorek.
Bowiem jak juz podkre§lono, mobilno$¢ a wigc szybko$¢ poruszania si¢ czasteczki zalezy od
lepkosci ptynu, w ktéorym ten ruch zachodzi.

Wiadomo, ze wnetrze ludzkich komorek to ptyn zlozony o duzym stopniu zatloczenia i
ztozonoéci.”®® O jego lepkosci decyduja miedzy innymi obszar, ktorego dotyczy — inna jest
lepko$¢ w skali nanometrow dla cytoplazmy, a inna dla jadra komoérkowego,382 obecnos¢
struktur wewnatrzkomorkowych, jak cytoszkielet, stopien zatloczenia molekularnego, lokalne
interakcje czasteczek, czy zjawiska takie jak stres komorkowy. Na Rysunku 1.8. przedstawiono
koncepcyjny obraz cytoplazmy ludzkiej komorki z zaznaczeniem cytoszkieletu 1 rybosomow.
Intuicyjnie, lepkos¢, zarbwno cytoplazmy jak i jadra komoérkowego, ludzkich komorek jest
wieksza od lepkosci wody. Kwestia lepkosci wnetrza komorek ssaczych, w réznych skalach
dhugosci, jest od lat zglebiana przez naukowcow.®3®’ Jedng z grup badawczych
prowadzajacych badania w tym zakresie jest zespot prowadzony przez prof. dr hab. Roberta
Hotysta 88288 Cztonkowie tej grupy dotychczas wykazali miedzy innymi, ze lepko$é
cytoplazmy  réznych  typéw  ludzkich ~ komoérek  (nablonkowe/mezenchymalne,
nowotworowe/prawidtowe, mtode/doroste) jest zachowana, a dla skali nanoskopowej ponizej
100 nm wnetrze komérek ssaczych przypomina ciecz.®* Dopiero powyzej 100 nm cytoplazma
komorek przyjmuje strukture zelu.
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Rysunek 1.8. Schematyczny obraz wnetrza ludzkiej komorki: A) aktyna, B) filament posredni, C) mikrotubule, D) struktury
rybosomow. Ilustracja stworzona przez David S. Goodsell, RCSB Protein Data Bank.

Dziatajagc w ramach zespotu prof. Holysta, w 2011 roku Kalwalczyk wraz z innymi 8
przeanalizowal dane literaturowe, pozyskiwane réznych technikami i w r6znych warunkach,
dotyczace lepkosci plyndéw ztozonych (w tym cytoplazmy komorek ssaczych) w nanoskali.
Jako konsekwencje tej analizy, autorzy zaproponowali teoretyczny model lepkosci cytoplazmy
komorek ssaczych w skali nanoskopowej w funkcji rozmiaru probnika wprowadzonego do
komorki. W celu wyznaczenia tego modelu, naukowcy analizowali réznego typu czasteczki -
od biatek, polimerow, po DNA, na podstawie zebranych danych literaturowych z wnetrza
komorek linii HeLa oraz Swiss 3T3. W ten sposob, dla kazdego probnika wyznali zaleznos¢
opisang rownaniem ponizej:

Réwnanie (1.4.)

gdzie n to lepkos¢ odczuwana przez probnik w cytoplazmie komorek ssaczych, no to lepkosé¢
wody, D - wspotczynnik dyfuzji wolnego zwigzku w cytoplazmie, natomiast Do odpowiada
wspotezynnikowi dyfuzji tego probnika w wodzie.

Zaproponowany przez Kalwalczyka model matematyczny bazuje na dwoch skalach dlugosci:
dhugosci korelacji, oznaczonej &, oraz dlugosci wyznaczajacej granice migdzy nano- a
makrolepko$cig. ROwnanie matematyczne opisujace ten model jest nastepujace:
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2 2\ Y2
In (l> = In(A) + (% + f—z)

Mo H P

Réwnanie (1.5.)%

gdzie A jest wyktadnikiem rz¢du jedno$ci, & i Ry odnoszg si¢ do charakterystycznej skali
dhugosci, a to wyktadnik opisujacy strukture medium. Wyktadnik a jest mniejszy od 1 dla
roztworéw zblizonych do sztywnych kuli.®® Z kolei 1, Teprezentuje promien hydrodynamiczny
danego probnika wprowadzonego do komorek.

W niniejszej rozprawie doktorskiej to wiasnie model lepkos$ci dla skali nanoskopowej, opisany
Rownaniem (1.5.) zostat wykorzystany do precyzyjnej, w pehni ilo§ciowej, analizy interakcji
wewnatrzkomoérkowych 1 loséw czasteczek obecnych zaréwno w cytoplazmie jak i jadrze
komorek roznych typow nowotwordw.

Warto w tym miejscu podkreslic¢, ze poprawnos¢ teoretycznego modelu opisanego Rownaniem
(1.5.) wzglgdem cytoplazmy ludzkich komorek zostata eksperymentalnie potwierdzona przez
Kwapiszewska i innych w trakcie badan dotyczacych oligomeryzacji biatka Drp1.%! Praca ta
stanowi jednoczes$nie pierwszy przyktad zastosowania modelu nanolepkosci zaleznej od skali
dhugosci do ilo$ciowej interpretacji wynikéw FCS bezposrednio Z wnetrzu zywych komorek. Z
kolei poprawno$¢ modelu Kalwarczyka i innych wzglgdem jadra komoérkowego zostata
zweryfikowana eksperymentalnie przez Bubaka i innych w 2021 roku.®?

Rownanie 1.5. opisuje funkcje wyktadnicza - wraz z rozmiarem czasteczki obecnej w
komorkach (cytoplazmie lub jadrze komorkowym) odczuwany przez poruszajacg si¢ molekute
opor hydrodynamiczny wzrasta. Dla matych probnikow, na przyktad o promieniu
hydrodynamicznym rownym 0.5 nm, lepko$¢ cytoplazmy komoérek HeLLa odpowiada prawie 2-
krotnosci lepkosci wody. Z kolei dla molekutu 0 $rednicy 10 nm ta warto$¢ to juz prawie 5-
krotnos¢ lepkosci wody, a dla probnika o wielkosci 100 nm ($rednic) — niemal 14-krotnos¢.
Zatem mate czasteczki odczuwajg zattoczenie w stopniu umiarkowanym — z uwagi na swoj
rozmiar nadal moga si¢ swobodnie przemieszcza¢ miedzy komponentami komoérkowymi.
Sytuacja zmienia si¢ jednak dla czasteczek wigekszych. W miare zwigkszania skali dtugosci,
cytoplazme czy jadro komorkowe mozna zatem obrazowo porownaé do struktury porowatego
zelu — mate czasteczki poruszaja si¢ swobodnie, dyfundujac migdzy porami. Model
nanolepkosci zaleznej od wielkosci czasteczki obecnej w komorce, odpowiednio dla
cytoplazmy 1 jadra komoérkowego, w formie wykresu wykladniczego przedstawiono na
Rysunku 1.9.
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model nanolepkosci dia cytoplazmy
model nanolepkosci dia jgdra komarkowego
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Rysunek 1.9. Graficzna prezentacji modeli nanolepkosci zaleznych od skali diugosci (Rownanie 1.5.) dla cytoplazmy i jgdra
komérek linii HeLa.8>%

1.7. Metody dostarczania czasteczek do komorek

Kazda komodrka w ludzkim organizmie jest otoczona btong komorkowa, ktora ma za zadanie
chroni¢ komorke przed dziataniem czynnikdéw zewngtrznych i wnikaniem do jej wnetrza
niepozadanych czasteczek. Zatem btona komodrkowa reguluje transport zwiazkéow z 1 do
komorki, stanowigc pewnego rodzaju ,.tarcze”. W zwigzku z tym, przekroczenie tej ,tarczy” 1
wprowadzenie do wnetrza komorki pozadanej substancji nie jest zadaniem prostym. Leki, z
zatozenia, powinny samodzielnie wnika¢ do wnetrza komorek. Jednak zdolnos¢ samodzielnego
pobierania okreslonej czasteczki przez komorke zalezy od wielu czynnikow, jak tadunek
elektryczny, hydrofobowos$¢, rozmiar molekuty czy jej powinowactwo do btony komorkowe;.
Jesli wige czasteczka, ktorej wlasciwosci wskazuja na obiecujacy potencjal terapeutyczny nie
wnika do wnetrza ludzkich komoérek samodzielnie, stosowane sa metody intensyfikujace proces
jej dostarczenia do miejsca docelowego. Warto takze zaznaczyé, ze termin dostarczania
wewnatrzkomorkowego to etap kluczowy nie tylko w kontek$cie zwigzkow terapeutycznych,
lekow, ale generalnie wigkszosci badan biologicznych, biofizycznych, biochemicznych czy
biomedycznych. Wprowadzenie pozadanego zwigzku do wnetrza komorki jest kluczowe na
przyktad w eksperymentach nad celami molekularnymi nowych lekéw, badaniem funkcji
genow/bialek, znakowaniem komodrek w celu oceny ich migracji w tkankach,
wewnatrzkomorkowej dystrybucji nanokulek, czy tak popularnym obecnie dostarczaniem do
komorek kwasdéw nukleinowych przy opracowywaniu szczepionek/lekow opartych o
zastosowanie mRNA. Takie ujecie dostarczania substancji do ludzkich komoérek wytania duze
zapotrzebowanie na technike/techniki umozliwiajgce przekroczenie bariery blony komérkowej
1 wprowadzenie do komorki zwigzku stanowigcego przedmiot badan. Z tego powodu, od kilku
dekad naukowcy 1 inzynierowie opracowujg metody umozliwiajgce dostarczanie substancji do
wnetrza komorek.
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W ujeciu ogdlnym, wszystkie istniejgce techniki mozna podzieli¢ na dwie kategorie:
bezposredniej penetracji i przenikania (Rysunek 1.10.). Kategoria bezposredniej penetracji
obejmuje mikronastrzyki (mikroiniekcje), pociski penetrujace oraz zastosowanie nanorurek —
struktur o $rednicy kilkuset nanometrow. Kazda z tych technik ma swoje okre§lone wady i
zalety. Mikronastrzyki sa pierwsza wynaleziong metoda dostarczania wewnatrzkomorkowego,
stosowana przez naukowcow od ponad 100. lat.%? To technika z wyboru, niezaleznie od rodzaju
zwiazku, ktory chcemy do komorki wprowadzi¢ oraz od typu komorek badanych. Jednak
najwicksza wadg standardowej mikroiniekcji jest jej niska przepustowos¢ — nawet
do$wiadczony eksperymentator nie jest w stanie Wykona¢ wigcej nastrzyknig¢ niz trzy/pie¢ na
minute.”® Analizujac pozostate techniki w obrebie kategorii bezposredniej penetracji,
zastosowanie pociskow penetrujacych — czastek rozpedzanych do duzej predkosci poprzez fale
uderzeniowg — to metoda stosowana przede wszystkim do wprowadzania kwaséw
nukleinowych. Raportowane sa rozne efektywnosci dostarczania w zalezno$ci od rodzaju
badanych komorek.** Jednak najwicksza wada tej techniki jest uszkodzenie komorek
powodowane wysoka predkoscia pociskow. To ograniczenie uzasadnia najwieksza uzytecznos¢
tego rozwigzania do komoérek roslinnych ze $ciang komodrkowa lub komorek
mikroorganizméw, uniemozliwiajgc jednoczes$nie zastosowanie tej techniki do hodowli
komérkowych in vitro.®® Ostatnia technika w kategorii bezposéredniej penetracji to
zastosowanie nanostruktur (nanorurek), po raz pierwszy wykorzystane do dostarczania
plazmidow DNA. Warto jednak zaznaczy¢, ze nanostruktury moga wptywaé na szybkos¢
wzrostu komorek, a takze przebieg cyklu komoérkowego.®®

mikronastrzyki ‘
‘ mechaniczne ‘ ‘ biochemiczne o
‘ pociski
penetrujace
‘ elektryczne ‘ ‘ optyczne ‘
: o N\ - nanorurki ‘
‘ cieplne ‘

Rysunek 1.10. Ogéiny podziat technik dostarczania komérkowego obejmuje przenikanie i bezposrednig penetracje. W obrebie
przenikania wyrézniono metody mechaniczne, elektryczne, cieplne, optyczne i biochemiczne. W zakres penetracji bezposredniej
wchodzq mikronastrzyki, pociski penetrujgce i nanorurki.

Druga kategoria metod dostarczania komorkowego to przenikanie. W tym zakresie wyrdznia
si¢ przenikanie na drodze mechanicznej, elektrycznej, optycznej, cieplnej oraz biochemicznej
— zastosowaniu rozpuszczalnikow organicznych, peptydoéw, detergentow czy toksyn
modulujacych przepuszczalno$é btony komérkowej (Rysunek 1.10.). Rozpatrujac popularnosé
metody, na szczeg6lng uwage zastuguje elektroporacja — tworzenie tymczasowych poréw w
btonie komérkowej na skutek zastosowania impulséw elektrycznych. Niewatpliwg zaletg tego
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rozwigzania jest szeroki zakres czgsteczek wprowadzanych do komorek oraz uzytecznosc tej
techniki zarowno wzgledem komorek zwierzecych jak i roélinnych.®® Warto jednak zwrocié
uwage na doniesienia literaturowe o wystepujacych zjawiskach agregacji wprowadzanych
zwigzkéw — na przyktad kulek kwantowych oraz kwaséw nukleinowych.””%®® Wydaje sie
jednak, ze najistotniejszym problemem tej metody jest Smiertelno$¢ komorek spowodowana
nieodwracalng elektroporacja, lizg lub uszkodzeniem termicznym. Co wigcej, wykorzystanie
elektroporacji moze wywolywaé powstanie reaktywnych form tlenu,®® czy denaturacje biatek i
uszkodzenia DNA. 10101 W yjeciu uniwersalnosci wprowadzanych substancji, w obrebie
kategorii przenikania warto takze zwroci¢ uwage na technike tadowania kulek, a wiec
mechanicznego przenikania przez bezposredni kontakt. Technika ta oferuje szerokie spektrum
substancji wprowadzanych, uwzgl¢dniajac plazmidy, biatka, peptydy, przeciwciata, czy kulki
kwantowe.?®* Mimo jednoznacznej uniwersalnosci tej metody, najwieksza jej wada jest niska
zywotnos¢ komorek po zakonczeniu procedury dostarczania. Dodatkowo, skala uszkodzenia
blony komorkowej w wyniku tego rozwiagzania jest bardzo zréznicowana wzgledem
pojedynczych komorek. W konsekwencji naukowiec stosujacy te technike analizuje populacje
komorek o bardzo zréznicowanej zawarto$ci pozadanego zwigzku. Warto takze nadmienié, ze
specyfika procedury tadowania kulek wyklucza stosowanie drogich czasteczek
skoncentrowanych w matej objetosci oraz badania komorek w zawiesinie — uzytecznosc tej
techniki dotyczy tylko komérek adherentnych.®

Podsumowujac, portfolio technik dostarczania wewnatrzkomorkowego jest obszerne. Jednak
ograniczenia i wady kazdej z tych metod w ujeciu zywotnosci komorek, typu badanego
zwigzku, skutecznosci wzglgdem konkretnych rodzajow komorek czy czasochtonno$ci i
przepustowosci techniki, sktaniaja naukowcow do nieustannego poszukiwania nowych
rozwigzan. Zestawienie wag/ograniczen poszczegolnych metod dostarczania czasteczek do
wnetrza komorek przedstawiono na w Tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Ograniczenia i wady najbardziej uniwersalnych metod dostarczania wewngtrzkomdrkowego.

Metoda dostarczania

Wady/ograniczenia
wewngtrzkomorkowego yrog

Bezposrednia penetracja
— Niska przepustowos¢
- Mechaniczny stres komorek i analiza pojedynczych,

Mikronastrzyki nastrzyknietych komorek a nie calej populacji

- Konieczno$¢ posiadania specjalistycznego sprzetu

- Czasochtonno$¢

- Uzytecznos$¢ gtownie wzgledem komorek roslinnych i
mikroorganizmoéw z uwagi na mechaniczne uszkodzenie komoérek

Pociski penetrujgce . . .
SKP w4 - Stosowalno$¢ glownie wzgledem kwasoéw nukleinowych, z r6zna

efektywnosciag wzgledem ro6znych linii komérkowych

- Modulacja czynnosci fizjologicznych komorek
Nanorurki - Konieczno$¢ zrozumienia wptywu rozmiaru nanorurki, czynnej
sily 1 funkcjonalizacji powierzchni na efektywnos¢ metody
Przenikanie
- Mechaniczne uszkodzenie komorek

- Modulacja procesow wewnatrzkomorkowych

Elektroporacja - Agregacja niektorych typéw czasteczek wprowadzanych do
komorek

- Konieczno$¢ posiadania specjalistycznego sprzetu

- Mechaniczne uszkodzenie komoérek

- Czasochtonny protokot, dostosowany tylko dla komorek
adherentnych

- Nieréwnomierne dostarczanie

Ladowanie kulek

Dostarczanie wewngtrzkomorkowe 7 zastosowaniem roZnic cisnienia osmotycznego

Jednym ze sposobdéw dostarczania czagsteczek do komorek ssaczych w obrebie kategorii
przenikania na drodze mechanicznej jest zastosowanie szoku osmotycznego.®® Technika ta po
raz pierwszy zostala opisana w 1982 roku.l%? Jej zasada jest oparta na przeptywie wody z
roztworu o nizszym ci$nieniu osmotycznym (medium hipotonicznego) do roztworu o wyzszym
ci$nieniu osmotycznym (medium hiper-tonicznego) poprzez przepuszczalng dla wody blong
komorkowa otaczajgcg kazdg komoérke w ludzkim organizmie. W pierwszym etapie tego
procesu badane komorki sg umieszczane w roztworze hipertonicznym, a woda z komorki
wyplywa, celem wyrdwnania ci$nien osmotycznych. Rownolegle zachodzi ciagla pinocytoza
rozumiana jako wglebienie blony komorkowej, a nastgpnie utworzenie pecherzyka
wewnatrzkomorkowego. Uzyskane w ten sposob pecherzyki w swoim wngtrzu zawierajg: a)
zwigzek, ktory naukowiec chcial do komorki wprowadzi¢, b) pozostate sktadniki medium
hipertonicznego. W kolejnym etapie komorki dynamicznie przenoszone sg do roztworu o
wysokim stezeniu wody — hipotonicznego. W tym momencie woda wptywa do komorek
(cytoplazmy) ale takze do utworzonych wczesniej pecherzykow wewnatrzkomorkowych. W
konsekwencji nastepuje pgkniecie bton pecherzykow i uwolnienie ich zawartosci do wnetrza
komorek. W koncowym etapie komorki przenoszone sa do roztworu izotonicznego.l%®
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Procedura dostarczania zwigzkoéw do komorek z zastosowaniem zmian ci$nienia osmotycznego
zostala schematycznie przedstawiona na Rysunku 1.11.

1 -z

Rysunek 1.11. Schematyczne przedstawienie procedury dostarczania wewngtrzkomdrkowego szokiem osmotycznym. 1)
Komorka wystgpuje w naturalnym srodowisku — roztworze izotonicznym. 2) Umieszczenie komorki w roztworze hipertonicznym
zawierajgcym polimer osmotycznie czynny i zwiqzek, ktory eksperymentator chce do komorki wprowadzi¢. Podczas tego etapu
woda wyplywa z komorki (kierunek zaznaczony strzatkami) celem wyréwnania cisnienia osmotycznego uktadu. Réwnolegle
zachodzi ciggla pinocytoza, podobnie jak w etapie 1. Jednak w wyniku stresu osmotycznego, pinocytoza na etapie 2 jest
wzmozona. 3) Przeniesienie komérki do roztworu hipotonicznego i naplyw wody do jej wnetrza (Kierunek zaznaczony
strzatkami). Ten naptyw wody dotyczy tez pecherzykow wewngtrzkomorkowych. Jako konsekwencja tego procesu, pecherzyki
pekajg, a ich zawartos¢ zostaje uwolniona do wnetrza komorek. 4) Komorka jest umieszczana w roztworze izotonicznym. W
wyniku opisanego procesu, pozgdany zwiqgzek jest obecny we wnetrzu badanej komorki. Rysunek stworzony na podstawie
publikacji Karpirskiej i innych.1%

Rozpatrujac sktady poszczegdlnych roztworéw stosowanych w tej metodzie, podstawowym
sktadnikiem medium hipertonicznego jest polimer budujacy ci$nienie osmotyczne. Jak
potwierdzajag dane literaturowe, 0 powodzeniu lub jego brak procesu dostarczania
komorkowego z zastosowaniem szoku osmotycznego decyduje skitad roztworu
hipertonicznego. Okada i Rechsteiner'%2 uzyskali wysokie ci$nienie osmotyczne, uzywajac 0,5
mol/l sacharozy z dodatkiem 10% w/w PEG o masie czasteczkowej 1 kDa. Autorzy publikacji
przeprowadzili takze eksperymenty dotyczace zastgpienia polimeru PEG dekstranem o masie
molowej 10 kDa. Uzyskane przez nich wyniki wykazaty, ze skuteczniejszy we wprowadzaniu
zwigzkow do komorek jest roztwor hipertoniczny oparty o PEG. Nad zastosowaniem zmian
ci$nienia osmotycznego w dostarczaniu wewnatrzkomorkowym pracowali takze Chadha i inni,
ktorzy w tym celu zastosowali 20% PEG. Co istotne, testowany przez nich roztwor hiper-
toniczny byt pozbawiony sacharozy,'%* w przeciwienstwie do badan Okady. Z kolei Aoki ze
wspoétautorami otrzymali satysfakcjonujace wyniki poprzez zwigkszenie stezenia sacharozy do
2 mol/l, w polaczeniu z PEG o masie czasteczkowej 1 kDa.l® Przytoczone doniesienia
literaturowe generujg wiec pytania: 1) czy sama Sacharoza jest wystarczajgca do
przeprowadzenia skutecznego dostarczenie wewnatrzkomorkowego szokiem osmotycznym
oraz 2) jaka jest rola polimeru osmotycznie czynnego w tym procesie.

1.8. Podsumowanie wstepu literaturowego

W ujeciu walki z nowotworami, ktora toczy caly $wiat, lekarze i biolodzy molekularni
wspotpracuja, rozwijajac i wprowadzajac do kliniki kolejne terapie celowane — leczenie
skierowane na konkretny sktadnik komoérki nowotworowej, na przyktad biatko czy szlak
sygnatowy. W zakresie dwoch typow nowotworow kobiecych: potrojnie ujemnego raka piersi
i raka szyjki macicy, przyktadami celowanego leczenia sg czgsteczki 0 nazwach olaparib,
bewacizumab, pembrolizumab, sacituzumab, czy erlotynib. Warto jednak podkresli¢, ze
wprowadzenie wybranego leku celowanego do stosowania klinicznego wymaga
przeprowadzenia odpowiednich badan klinicznych. Wiadomo, ze badania te obejmujg wiele
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faz, kosztujg kilka miliardow dolarow i trwajg od 10 do 15 lat. Cho¢ proces ten jest kosztowny
i czasochtonny, wiele kandydatow na leki nie uzyskuje zatwierdzenia, glownie ze wzglgdu na
niewystarczajaca skuteczno$¢ terapeutyczng lub nieakceptowalne dzialania niepozadane.

Aby lek opracowywany w rezimie terapii celowanych wywotal pozadany efekt kliniczny, musi
dziala¢ w miejscu wystepowania jego celu molekularnego. Zatem na przyktad, jesli zwiazek
terapeutyczny ma zahamowac¢ aktywno$¢ konkretnego enzymu wewnatrzkomérkowego, musi
wnikng¢ do komorek i zadziata¢ w ich wnetrzu. Z kolei leki, ktorych okreslony fragment
reaguje z czasteczkami wystepujagcymi na zewnatrz komorki, powinny wystepowac
zewnatrzkomoérkowo. Zatem w zaleznosci od miejsca dziatania terapeutyka, jego wnikanie do
komorek moze zachodzi¢ Ilub nie, bedac jednoczesnie procesem pozadanym badz
niepozadanym.

Istnieje wiele technik badawczych pozwalajacych okresli¢, czy zachodzi proces wnikania
czasteczki do ludzkich komorek. Wsrdd tych metod znajdujg si¢ miedzy innymi obrazowanie
fluorescencyjne czy popularna cytometria przeplywowa. W obliczu potencjalnych
oszczednosci, zarowno pod wzgledem kosztow, jak i czasu, zwigzanych z badaniami
klinicznymi, w niniejszej rozprawie doktorskiej zweryfikowano potencjat zastosowania
techniki FCS do ilo$ciowej charakterystyki wnikania réznych czasteczek do wnetrza komoérek
nowotworowych. Dla molekut obecnych we wnetrzu komorek, przeprowadzono analiz¢ majaca
na celu okreslenie ich losow wewnatrzkomorkowych. Tego typu badania przeprowadzone
jeszcze na etapie badan laboratoryjnych sa istotne w ujeciu selekcji najbardziej obiecujacych
kandydatow na leki, trafiajacych nastgpnie do fazy badan klinicznych. Bowiem, jesli lek, ktory
z zatozenia powinien wnika¢ do komorek, nie jest w nich obecny, dalsze i1 kosztowniejsze
badania nad nim wydaja si¢ by¢ niezasadne.

Metoda FCS jest oparta na pomiarze mobilnosci czasteczek fluorescencyjnych w obrebie
ogniska detekcji. To technika wyjatkowo czuta, umozliwiajgca analiz¢ czasteczek w zakresie
fizjologicznych stezen (rzedu nM), dostarczajgca informacji o wspotezynniku dyfuzji badanego
zwigzku. Parametr ten, w polaczeniu z modelem nanolepkosci wnetrza komorek
nowotworowych zaleznym od skali dtugosci, pozwala okresli¢, czy dana czasteczka wystepuje
w stanie wolnym, niezwigzanym, czy tez ulegla agregacji, degradacji lub jest zwigzana z
komponentami wewnatrzkomorkowymi. Dodatkowo, dla kazdej frakcji powstalej w wyniku
wnikania badanej czasteczki do komorek mozliwe jest okreslenie jej stezenia, co umozliwia
ilosciowg oceng stopnia penetracji zwigzku do wnetrza komorek, przy znajomosci jego stezenia
w Srodowisku zewnetrznym. Warto podkresli¢, ze technika FCS umozliwia pomiary na
poziomie pojedynczych czasteczek oraz pojedynczych komorek.

Bazujac na technice FCS jako podstawowej metodzie badawczej, w niniejszej pracy dokonano
charakterystyki wnikania r6znych, wybranych czasteczek, jak leki, terapeutyczne biatka i
dinukleotydy. Dla kazdej z nich na poziomie ilo§ciowym okres$lono, co dzieje si¢ z molekutg
po wniknigciu do komdrki nowotworowej. Jako metode wspierajaca, jakosciowa, zastosowano
obrazowanie konfokalne/FLIM. Roéwnolegle, w ramach rozprawy doktorskiej zgtebiono takze
tematyke prostej 1 szybkiej metody wprowadzania czasteczek do ludzkich komoérek z
zastosowaniem roznic ci$nienia osmotycznego. Uzyskane wyniki (Rozdziat 3.7.) staty si¢
podstawg opracowania odczynnika o nazwie Cell-IN. Odczynnik ten jest przedmiotem
komercjalizacji prowadzonej w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk (lider
inicjatywy: autor niniejszej pracy - Aneta Magiera).
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2. Materialy i metody
Odczynniki

Do wyznaczenia krzywej nanolepkosci cytoplazmy komorek linii MDA-MB-231 zastosowano
dekstrany znakowane izotiocyjanianem tetrametylorodaminy (TRITC-dekstrany, Sigma-
Aldrich), nanoczastki pokryte PEG (Siliquan, Polska), kalceing-AM (Sigma-Aldrich),
spontanicznie pobierang przez komorki, oraz odpowiednie plazmidy, ktore w wyniku
transfekcji pozwalaty na detekcje ekspresji biatka wzmocnionej zielonej fluorescencji (EGFP).
Znakowane dekstrany oraz nanoczgstki zostaly wprowadzone do komorek przy uzyciu
odczynnika Cell-IN (https://cell-in.eu/, Polska). Biatko zielonej fluorescencji (GFP, numer
produktu 14-392) zostato zakupione w Sigma-Aldrich.

Pochodna fluorescencyjna leku olaparib o nazwie PARPI-FL, pochodzita z firmy Tocris
Bioscience (numer katalogowy 6461, Wielka Brytania). Stosowany do badan roztwor leku
przygotowano zgodnie z protokotem producenta, rozpuszczajac 1 mg PARPi-FL w 1,56 ml
sterylnym dimetylosulfotlenku (DMSO, Sigma-Aldrich) do stezenia 1 mM. Tak przygotowany
odczynnik przechowywano w temperaturze -20°C w sterylnych warunkach.

Biatko PARP1 uzyte do okreslenia promienia hydrodynamicznego kompleksu [biatko - PARPI-
FL] i okreslenia statej rownowagi w buforze zostato zakupione od Thermo Fischer Scientific
(Stany Zjednoczone). Nazwa produktu to Human PARP1 His-Tag Recombinant Protein (numer
katalogowy A42574). Bialko rozpuszczono w buforze zawierajgcym 50 mM 2-amino-2-
(hydroksymetylo)propano-1,3-diolu (TRIS, Carl Roth), 100 mM chlorku sodu (Avantor) i 10%
glicerolu (Sigma-Aldrich). Otrzymany w ten sposob roztwor do badan zostal nastepnie
rozcienczony do stezenia roboczego w sterylnym roztworze soli fizjologicznej (PBS, Sigma-
Aldrich) i przechowywany w temperaturze -20°C w sterylnych warunkach.

Zdolno$¢ biatka PARP1 do wigzania si¢ z czasteczkg RNA okreslono przy uzyciu produktu
firmy Thermo Fischer Scientific o nazwie RNA Control 250 (numer katalogowy AM7155).
Roztwor przechowywano w temperaturze -20°C.

Bewacizumab (Avastin®) zastosowany do badan procesu jego internalizacji zostat zakupiony
z firmy Selleck Chemicals LLC (Stany Zjednoczone, numer katalogowy A2006). Zgodnie z
zaleceniami producenta, st¢zony roztwor przechowywano w temperaturze 4°C w ciemnosci.
Eksperymenty przeprowadzono w ciggu trzech miesigcy od otrzymania odczynnika, aby
unikna¢ degradacji przeciwciata. Roztwor leku przechowywano w sterylnych warunkach.

Interakcje miedzy bewacizumabem a VEGF-A zbadano przy uzyciu rekombinowanego
ludzkiego biatka VEGF-A (ab55566) zakupionego od Abcam (Wielka Brytania). Temperatura
jego przechowywania wynosita -20°C. Unikano wielokrotnych cykli zamrazania/rozmrazania,
aby utrzymac aktywno$¢ bialka.

Konjugaty analogéw dinukleotydow 5°, 5° — trifosforanowyh cap z cholesterolem (m’GpppA-
FAM-Chol) i kwasem foliowym (m’GpppA-FAM-FA) zostaty zsyntetyzowane przez Centrum
Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego i otrzymane w ramach wspotpracy
naukowej.10®
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Znakowane barwnikiem Alexa Fluor 568 ferrytyna (Ft-568) oraz hemoglobina (Hb-568),
zardwno z barwnikiem przylaczonym do grup aminowych, jak i cysteinowych, otrzymano w
ramach wspotpracy z firmg Cellis Sp. z 0.0. oraz Instytutem Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej PAN. Do pomiarow Ft-568 w buforze w pH neutralnym (pH = 7.4) oraz kwasnym
(pH = 2.4) zastosowano roztwory PBS, ktorych pH ustalono za pomoca roztworu kwasu
solnego. Z kolei w celu wyznaczenia rozmiarow monomeru, dimeru i tetrameru Hb-568
zastosowano medium RPMI-1640 pozbawione ptodowej surowica bydlecej (FBS) (pomiar
tetrameru) oraz 0.1 M roztwér NaHCO3 o pH = 8.0 do pomiaru wielkos$ci dimeru i monomeru.
Do uzyskania odpowiedniego pH roztworéw wykorzystano pH-metr Hanna instruments, HI
2221 Calibration Check pH/ORP Meter.

Barwnik YO-PRO-1 zostat zakupiony w firmie Invitrogen (Stany Zjednoczone) i rozcienczony
w buforowanym fosforanem roztworze PBS (pH = 7,4; 0,01 mM buforu fosforanowego, 0,0027
M chlorku potasu i 0,137 M chlorku sodu). W eksperymencie kolokalizacji YO-PRO-1
zastosowano DAPI (Thermo Fisher Scientific), formaldehyd (Sigma-Aldrich) oraz Triton X-
100 (Thermo Fisher Scientific).

Do eksperymentow (opisanych w Rozdziale 3.6.), polegajacych na badaniu wptywu lekéw na
wnikanie YO-PRO-1 do komorek uzyto rapamycyny (Sigma-Aldrich) oraz chlorowodorku
doksorubicyny (Sigma-Aldrich).

Plazmidy DNA kodujace r6zne warianty oligomeryczne biatka PRMT]1, znakowanego EGFP,
otrzymano w ramach wspotpracy naukowej z Uniwersytetem w Utah (Stany Zjednoczone).
Poszczegodlne, badane, warianty oznaczono literami od A do E. Wprowadzenie plazmidow
PRMT1 do komorek (proces transfekcji) zostato przeprowadzone z uzyciem komercyjnego
odczynnika jetPrime®, zgodnie z protokotem producenta.

Fluorescencyjne konjugaty TRITC-dekstranow, uzyte do badan opisanych w Rozdziale 3.7., 0
masach czasteczkowych 4,4 kDa (numer produktu T1037), 20 kDa (numer produktu 73766),
40 kDa (numer produktu 42874), 75 kDa (numer produktu T1162) i 155 kDa (numer produktu
T1287) oraz GFP (numer produktu 14-392) zostaly zamdéwione w firmie Sigma-Aldrich.
Pokryte PEG fluorescencyjne nanoczastki krzemionkowe wypetnione rodaming B pochodzity
z firmy Siliquan (https://siliqguan.com/). Plazmid pmEGFP-C1 to prezent od Benjamina Glicka
(plazmid Addgene #36412). Plazmid CRISPR (numer produktu CRISPR06) zostat zakupiony
w Sigma-Aldrich. Oba plazmidy byty przechowywane w temperaturze -20°C. Jednoniciowe
DNA (ssDNA) 13 nt znakowane barwnikiem ATTO 488 zamowiono w firmie IBA GmbH
(Niemcy). Liofilizowany produkt zawieszono w buforze Tris-EDTA do st¢zenia 100 uM. Tak
przygotowany roztwor przechowywano w temperaturze -20°C. Sekwencja DNA: 3'
ATCGTGTAGGCAT 5.

Dekstrany budujace ci$nienie osmotyczne o masach czasteczkowych 10 kDa (numer produktu
D9260), 40 kDa (numer produktu 31389) i 70 kDa (numer produktu 31390), Ficoll® 400 kDa
(numer produktu F8016) i glikol polietylenowy 1 kDa (numer produktu 8.07488) zostaty
zakupione w firmie Sigma-Aldrich. PEG o masie czgsteczkowej 35 kDa pochodzit z Fluka
BioChemika.
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Materiat biologiczny
0 Hodowla komérek linii MDA-MB-231

Komoérki MDA-MB-231 pochodzity z ATCC (Stany Zjednoczone). Lini¢ komorkowsa
hodowano w formie standardowej monowarstwy w kompletnej pozywce wzrostowej,
uzupehionej 10% v/v FBS (Gibco), 1% v/v roztworem L-glutaminy (Sigma-Aldrich) i 1% v/iv
roztworem antybiotykoéw: streptomycyny [10 mg/ml] i penicyliny [10 000 U/ml] (Sigma-
Aldrich).

Komérki hodowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,. Jako pozywke podstawowa
zastosowano RPMI-1640 z wodoroweglanem sodu i bez L-glutaminy (Sigma-Aldrich).
Przeprowadzajac regularne pasaze z uzyciem PBS (Sigma-Aldrich) oraz 0,25% roztworu
trypsyny-EDTA (Sigma-Aldrich), komoérki utrzymywano w logarytmicznej fazie wzrostu.
Proces trypsynizacji byt kontrolowany za pomoca mikroskopii $wietlne;j.

Do pomiarow terapeutycznych dinukleotyéw (Rozdziat 3.4.), komorki tej linii hodowano w
warunkach deficytu kwasu foliowego, w medium RPMI-1640 bez kwasu foliowego (Gibco),
uzupetnionym 10% v/v FBS, 1% v/v roztworem L-glutaminy i 1% v/v roztworem antybiotykow:
streptomycyny [10 mg/ml] i penicyliny [10 000 U/ml]. Wszystkie eksperymenty
przeprowadzono na komorkach migdzy 15. a 19. pasazem.

Makrofagi, wchodzace w sktad badanych kultur hodowlanych w ramach pomiaréw Ft-568,
pochodzity z linii komérkowej THP-1, ludzkiej ostrej biataczki monocytowej (ATCC, TIB-
202™), Makrofagi te otrzymano w ramach wspoétpracy z firmg Cellis Sp. z 0.0. oraz Instytutem
Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN. Proces roéznicowania komorek THP-1 do

makrofagéw zostat opisany w publikacji naukowe;j. 1’

0 Hodowla komérek linii HeLa

Linia komoérkowa HeLa pochodzita z ATCC. Hodowle tych komoérek prowadzono analogicznie
do komérek MDA-MB-231, przy czym podstawowe podtoze hodowlane stanowit Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) z dodatkiem 1 g/l glukozy (Instytut Immunologii i Techniki
Doswiadczalnej, Wroctaw, Polska).

Sferoidy wielokomérkowe opisane w Rozdziale 3.2. otrzymano poprzez hodowle komorek na
antyadhezyjnej powierzchni - naczyniu Nunclon™ Sphera™ (ThermoFisher Scientific).
Komoérki hodowano w 37°C i atmosferze 5% stezenia CO», z zastosowaniem kompletnego
podtoza hodowlanego bez czerwieni fenolowej, odpowiedniego dla MDA-MB-231 lub HeLa.
Pigtego dnia hodowli zawiesing komorkowa przeniesiono na 8-dotkowa szalke ze szklanym
dnem (CellVis), na ktoérej osadzono sferoidy i przeprowadzono wszystkie eksperymenty.
Protokot przygotowania hodowli 3D kompatybilnej z pomiarami FCS zostat opracowany

wezesniej % i zastosowany do niniejszych badan.

0 Hodowla komérek linii MCF-7, A549, U2-OS, HEK 293, Hep G2 oraz fibroblasty

Komorki badanych linii MCF-7, A549, U2-0OS, HEK 293, Hep G2 oraz fibroblasty pochodzity
z ATCC i byly hodowane w formie monowarstw w medium hodowlanym uzupetionym 10%
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viv FBS, 1% v/v L-glutaming oraz 1% v/v antybiotykami: streptomycyng [10 000 U/ml] i
penicyling [10 mg/ml]. W przypadku linii MCF-7 medium hodowlane zostato dodatkowo
wzbogacone o0 0,1% insuliny. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C i 5% st¢zeniu COo.
Linie komérkowe HeLa, A549, U2-0OS, HEK 293, MCF-7, Hep G2 i fibroblasty prowadzono
w DMEM z dodatkiem 1 g/l glukozy. Komorki utrzymywano w logarytmicznej fazie wzrostu.
Do oderwania komorek od powierzchni uzywano 0,25% roztworu trypsyny-EDTA.

Aparatura badawcza
0 Zestaw Spektroskopii Korelacji Fluorescencji, FCS

Pomiary FCS przeprowadzono na mikroskopie konfokalnym Nikon Eclipse TE2000U
polaczonym z modutem Pico Harp 300 FCS (PicoQuant, Niemcy) przy uzyciu obiektywu 60x
(N.A. 1.2) z imersja wodna. Fluorescencja badanych czasteczek byla wzbudzana przy uzyciu
pulsacyjnego lasera diodowego o dtugosci fali 488 lub 561 nm. Fotony fluorescencji byly
zbierane przez detektor SPAD (MPD i PerkinElmer). Na drodze optycznej przed detektorem
umieszczono filtry, w zaleznosci od dlugosci fali wzbudzenia, 488 typu long pass (Chroma,
Stany Zjednoczone) lub 593/46 (Chroma, Stany Zjednoczone). Przed kazdym pomiarem FCS
okreslano objetos¢ detekcji, wykonujgc kalibracje z uzyciem nanomolarnego roztworu
rodaminy 110 (Sigma-Aldrich) lub rodaminy B (Sigma-Aldrich) w PBS. Dla pomiaréw FCS
wewnatrz zywych komorek, kalibracje przeprowadzano z uzyciem tych barwnikow,
rozpuszczonych w 2,5% w/w glukozy w PBS. W ten sposob zapewniono wspotczynnik
zatamania $wiatla roztworu kalibracyjnego zblizony do badanego srodowiska (cytoplazma
komorek).28 Zadana temperature (25 + 0,5°C lub 36 + 0,5°C) utrzymywano za pomoca komory
klimatycznej (Okolab, Wiochy). Uzyskane dane eksperymentalne FCS (krzywe/funkcje
autokorelacji FCS) analizowano z zastosowaniem oprogramowania QuickFit 3.0 (DKFZ,
Niemcy), dopasowujac odpowiedni model matematyczny. Roéwnanie (zastosowany model)
zastosowane do opisu danych eksperymentalnych zamieszczono ponizej.

G (1) = l (1 +— Berip exp< >>Z A !
N Bt‘l"lp Terip )a i (L)a
Tpi

1 +K2 Toi

Rownanie (2.1.)

gdzie N to catkowita liczba czasteczek w objetosci detekcyjnej, 6., oznacza frakcje
czasteczek w stanie trypletowym, 7p; to czas dyfuzji i-tego sktadnika dyfundujacego, Ai to
amplituda sktadnika i-tego, natomiast o oznacza wspotczynnik anomalnosci (o = 1 dla dyfuzji
normalnej, a < 1 dla dyfuzji anomalnej). ¥ odnosi si¢ do wspotczynnika proporcji Gaussa
uzywanego do okreslenia wielko$ci objetosci detekcji i wyznaczanego podczas kalibracji.
Parametr k ma okreslong warto$¢, zawsze z zakresu 5,5 - 6,5.
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o0 Mikroskopia konfokalna i FLIM

Za pomoca mikroskopu konfokalnego Nikon Eclipse TE2000U dokonano oceny jako$ciowej
wnikania/dostarczania do wnetrza ludzkich komoérek wszystkich badanych w niniejszej pracy
czasteczek fluorescencyjnych.

Obrazowanie FLIM wykonano przy uzyciu trybu FLIM oprogramowania SymphoTime. Czas
naswietlania kazdego pojedynczego piksela przez laser wynosit 60 pus. We wszystkich
eksperymentach wykonano 10 skandéw dla pojedynczego zdjecia. Z uwagi na fakt, ze laser 0
dhugosci fali 488 nm indukuje roéwniez autofluorescencje komorek (gtownie FADHo)
zastosowano filtrowanie po czasach zycia fluorescencji: czas zycia fluorescencji krotszy niz 2,4
ns byt traktowany jako autofluorescencja. Piksele z czasem zycia autofluorescencji ponizej 2,4
ns zostaly zaznaczone na niebiesko, a piksele z czasem zycia fluorescencji powyzej 2,6 ns
traktowano jako sygnat pochodzacy od konkretnej badanej czasteczki i zaznaczono kolorem
czerwonym.

Procedury przeprowadzone w buforach (in vitro)
o Pomiary FCS w buforze

Szczegoty dotyczace pomiarow FCS w buforze, rozumianych jako pomiary poza komorka, dla
okreslonych czasteczek fluorescencyjnych, zamieszczono w tabelach na poczatku kazdego
rozdzialu wynikow. Za kazdym razem, do danych eksperymentalnych zostat dopasowany

model opisany Rownaniem (2.1.). Moc lasera dla wszystkich pomiaréw in vitro wynosita 10
uWw.

Parametrem uzyskanym z dopasowania odpowiedniego modelu do danych byt czas dyfuzji 7
badanej czasteczki. Na podstawie wartoSci Tp obliczano nastgpnie wspotczynnik dyfuzji,
stosujac Rownanie (1.1.).

Dysponujac wspotczynnikiem dyfuzji badanej czasteczki, w kolejnym kroku wyznaczano jej
promien hydrodynamiczny, stosujac Rownanie Stokesa-Sutherlanda-Einsteina (Rownanie

(1.2)).
Schemat pomiaréw FCS w buforze zostat przedstawiony na Rysunku 2.1.

0 Metoda jasnosci molekularnej na przykladzie reakcji PARP1-PARPI-FL

Stata rownowagi kompleksu [PARP1 — inhibitor] w buforze (in vitro) zostata okreslona przy
uzyciu opisanej wczesniej metody pomiaru jasnosci molekularnej'®!° opartej na zmianie MB
podczas reakcji. Schematycznie metode t¢ przedstawiono na Rysunku 2.2.
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Rysunek 2.1. Schemat metody jasnosci molekularnej na przykiadzie reakcji biatko-PARPI-FL. Intensywnosé fluorescencji
probki zawierajqcej jedynie wolny, swobodnie dyfundujqcy inhibitor, olaparib, (I1) jest wyzsza od intensywnosci fluorescencji
probki olaparibu po dodaniu do niej okreslonego stezenia biatka PARPI — celu molekularnego dla olaparibu, z ktorym ulega
zwigzaniu (Cprotein > Cinnibitor). Zatem 1> lo. Wykonujqc serig pomiardéw dla statego, zadanego, stezenia inhibitora i rosngcego
stezenia biatka, otrzymano krzywq zaleznosci szybkosci zliczania fotonow od stezenia PARPI, na podstawie ktorej wyznaczono
stalg rownowagi reakcji biatko - inhibitor.

Czasteczka inhibitora zwigzana z biatkiem emituje mniejszg liczbe fotonow w pordwnaniu do
samodzielnego, swobodnie dyfundujacego, inhibitora.

MB zdefiniowano jako:

1
MB=————
chqsteczek

Réwnanie (2.2.)

gdzie I oznacza intensywno$¢ fluorescencji, mierzong jako liczbe zarejestrowanych fotondw, a
Nczasteczek to liczba czasteczek obecnych w objetosci detekcji, ustalonej podczas kalibracji.

Celem okreslenia intensywnos$ci fluorescencji wolnego inhibitora zastosowano Rownanie
(2.3.).
Iy = Vo Ny Cparpi—rL" @
Rownanie (2.3.)
gdzie Vo [dm®] to objetos¢ detekcji zdefiniowana podczas kalibracji, Na oznacza liczbe

Avogadro, Cparri-rL [M] to stezenie inhibitora rowne 10 nM, natomiast a odnosi si¢ do MB
swobodnie dyfundujacego, wolnego, PARPi-FL.

Dla reakcji PARPI-FL z biatkiem PARP1 mozna zapisa¢ Rownanie (2.4.).

K
PARP1 + PARPi — FL < PARP1 — PARPi — FL
Réwnanie (2.4.)

Z kolei wyrazenie na statg rownowagi miedzy PARP1 a PARPi-FL jest okre§lone wzorem

zamieszczonym ponizej:

cel cel
K = PARP1—PARPi—FL __ PARP1—PARPi—FL

eq . req - __req . ] __ req
CPARPl CPARPi—FL (CPARPI CPARPl—PARPi—FL (CPARPL—FL CPARPl—PARPi—FL
Réwnanie (2.5.)
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Powyzsze Roéwnanie (2.5.) mozna rozwigzac jako:

eq 1 . l _
CpARP1-PARPI—FL = <CPARP1+CPARPi—FL +3

2
1
\/(_CPARPl — Cparpi-FL — E) — 4 Cparp1 - CPARPi—FL)
Réwnanie (2.6.)

Kompleks [biatko — inhibitor] emituje MB nizsza od MB wolnego olaparibu. Jasno$¢
molekularng MB kompleksu okreslono jako .

Po utworzeniu kompleksu wykrywana fluorescencja pochodzi od dwoch czasteczek:
kompleksu [biatko - PARPI-FL] i swobodnie dyfundujacego PARPi-FL. Zatem wyrazenie na
intensywno$¢ fluorescencji kompleksu [biatko — inhibitor] przedstawiono w Réwnaniu (2.7.).

_ . . eq eq
12 - ‘/27 NA (a CPARPL FL + v CPARPL FL—PARP1
Réwnanie (2.7.)

Okreslajac intensywnos$¢ fluorescencji dla réznych stezen biatka PARP1 przy zadanym (= 10
nM) stezeniu wolnego inhibitora, mozna wyznaczy¢ krzywa korelacji szybkos$ci zliczania
fotonow od stezenia biatka. Im wyzsze stgzenie badanego biatka PARP1, tym nizsza warto$¢
intensywnos$ci z uwagi na wigzanie fluorescencyjnego PARPi-FL w struktury biatka. Do
otrzymanych danych eksperymentalnych dopasowano model opisany Réwnaniem (2.8.),
wynikajacy z przeksztatcenia Rownania (2.7.) w oparciu o wyrazenie na statg rOwnowagi.

Y
— . P . el K.
Iy =V, Ny~ a- [Cparpi—rr = Cpprpi—ri—parpi) [1 + aK (Cearp1r = Cparpi—ri- PARPl)]

Rownanie (2.8.)

0 Procedura znakowania bewacizumabu

Procedurg znakowania przeciwciata bewacizumab przeprowadzono, stosujgc barwnik estrowy
Atto 488 NHS (Sigma-Aldrich). Probki oczyszczano przy uzyciu kolumn Zeba™ Spin
Desalting Columns, 7K MWCO, 2 mL (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) i
wirowki MPW 260 firmy MPW MED. INSTRUMENTS (Polska). Wszystkie wirowania
wykonano w tych samych warunkach: czas wirowania: 2. minuty, predko$¢ wirowania: 1000

g.

Przed znakowaniem przeciwcialo przepuszczono przez kolumng (przez wirowanie) w celu
usuni¢cia ewentualnych zanieczyszczen. W kolejnym kroku do roztworu przeciwciata dodano
odpowiednig objetos¢ roztworu barwnika w DMSO. Stosunek molowy migdzy barwnikiem a
przeciwcialem wynosit 4:1. Po 1. godzinie inkubacji w temperaturze pokojowej, do roztworu
barwnika z badanym lekiem dodano 0,5 M bufor TRIS-HCI o pH 6,8 w 4-krotnym nadmiarze
uzytej objetosci barwnika. W kolejnym kroku przystapiono do oczyszczania przeciwciata z
wolnego barwnika, przeprowadzonego zgodnie z protokotem producenta kolumny. Otrzymany
przesacz zawieral oczyszczony, znakowany bewacizumab. W celu potwierdzenia braku
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wolnego barwnika w probce znakowanego przeciwciata, po Kilkukrotnym wirowaniu
(przepuszczeniu) na kolumnach, wykonano pomiary kontrolne FCS in vitro.

Procedury przeprowadzone na {ywych komorkach (in vivo)
0 Pomiary FCS bezposrednio w zywych komérkach

Pomiary FCS bezposrednio we wnetrzu zywych, pojedynczych, komorek rozpoczynano od
spozycjonowania ogniska detekcji w cytoplazmie wybranej komoérki (2 = 0,5 um nad
powierzchnig szkta) z zastosowaniem trybu obrazowania mikroskopu. Do pomiaré6w wybierano
komorki o morfologii wrzecionowatej, typowej dla zywych komorek adherentnych. Podobnie
jak in vitro, we wszystkich eksperymentach in vivo moc lasera wynosita ~10 uW. Nastepnie,
zastosowany uklad pomiarowy wraz z wykorzystaniem oprogramowania SymphoTime
(PicoQuant, Niemcy) umozliwit uzyskanie zapisu fluktuacji fluorescencji czasteczek obecnych
w objetosci detekcyjnej, ktorej wielko$¢ zostala okre§lona w trakcie kalibracji. W ramach
kazdego eksperymentu in vivo, badano 10 roznych komorek, wykonujac minimum 3 pomiary
na komorke trwajace po 60 sekund kazdy (w przypadku bewacizumabu — 120 s). Schemat
pomiarow FCS we wnetrzu zywych komorek przedstawiono na Rysunku 1.7.

Do pomiardéw FCS i obrazowania konfokalnego, komorki byly wysiewane na 8-dotkowe szalki
ze szklanym dnem: Cellvis (Stany Zjednoczone) lub Ibidi® (Niemcy).

o Obrazowanie konfokalne i FLIM
W Tabeli 2.1. zamieszczono podsumowanie dotyczace wartosci stgzen poszczegolnych

badanych czasteczek i1 ich czasow inkubacji z komdrkami wizualizowanymi nast¢pnie na
drodze obrazowania konfokalnego lub FLIM.

Tabela 2.1. Szczegdly dotyczqce procedury obrazowania konfokalnego/FLIM do oceny jakosciowej wnikania poszczegdlnych
czgsteczek badanych.

Plukanie komoérek
Stezenie dodane do . .. roztworem PBS z
Badana czasteczka Komérek Czas inkubacji Ca? | Mg?* przed
obrazowaniem
PARPi-FL 100 nM 1h Tak
Bewacizumab 500 nM 1h, 24h, 48h Nie
Terapeutyczne
. M 1h Tak
dinukleotydy 50N a
Transfer przez .
Ft- 1 1 . N
t-568 0 ug/m makrofagi ie
Transfer przez .
Hb-568 10 pg/ml makrofagi Nie
YO-PRO-1 40 nM 1h Nie
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0 Wyznaczenie wspélczynnika podziatu

Wspotczynnik podziatu, dla poszczegdlnych czasteczek badanych, wyznaczano jako stosunek
stezenia badanej czasteczki wewnatrz komorki do jej stezenia w medium hodowlanym,
otaczajacym badane komodrki (Roéwnanie 2.9.). Wyznaczenie stezen w medium
przeprowadzono poprzez umieszczenie ogniska detekcji poza komorka.

stezenie zwiazku wewnatrz komorek

Wspét ik podziatu =
Spolczynntk podziaiu stezenie zwigzku w medium otaczajacym badane komorki

Roéwnanie (2.9.)

0 Testy cytotoksycznosci MTT

Badania cytotoksycznosci rozpoczeto od przeprowadzenia optymalizacji, okreslajacej
optymalng liczbe komoérek obu linii komoérkowych dla testu MTT. Etap ten zostal
przeprowadzony zgodnie z protokotem ATCC (MTT Cell Proliferation Assay ATCC, 2011).

Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji, w pierwszym kroku, otrzymanag po trypsynizacji
zawiesing komorek rozcienczono do 1000 komoérek/dotek dla linii MDA-MB-231 i 5000
komorek/dotek dla linii HeLa. Liczbg komorek okreslono, stosujac licznik Countess 11 Cell
Counter (Thermo Fischer Scientific). Komorki w zadanej ilosci wysiano na 96-dotkowa szalke
(Greiner Bio-One), a nastgpnie inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C,
umozliwiajgc zwigzanie badanych komorek adherentnych z podtozem. W kolejnym kroku
usunieto medium hodowlane i dodano badany zwigzek w réznych stezeniach, przygotowanych
w $wiezej pozywce. Dla kazdego stezenia wykonano trzy powtorzenia (trzy dotki pomiarowe).
Odpowiednie kontrole: §lepa proba — medium hodowlane pozbawione komorek, kontrola
pozytywna - komorki nietraktowane badanym zwigzkiem oraz kontrola negatywna - martwe
komorki (substancja toksyczna - 1% Triton X-100) rowniez wykonano w trzech powtorzeniach.

Tak przygotowana szalke¢ inkubowano w 37°C przez 72. godzinach dla PARPI-FL oraz 48.
godzin dla bewacizumabu. Po tym czasie medium hodowlane zawierajace badany zwigzek
zastgpiono podtozem hodowlanym zawierajacym 1 mM bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-
2,5-difenylotetrazoliowego (odczynnik MTT, Thermo Fischer Scientific). Kontrole negatywne,
zgodnie z opisem powyzej, zawieraly dodatkowo 1% Triton X-100. Komorki z odczynnikiem
MTT inkubowano przez 4 godziny w temperaturze 37 °C. Po uptywie tego czasu roztwory
MTT zastgpiono DMSO 1 inkubowano przez 10 minut. Absorbancje w kazdym dotku mierzono
przy dtugosci fali 540 nm, stosujac czytnik ptytek Synergy HTX (BioTek).

Procent zywych komorek dla kazdego stezenia badanego zwigzku obliczono za pomoca
Rownania (2.10.).

warto$¢ zmierzona — SredniGyontrola negatywna

zywotno$¢ [%] = - - - .
Sredniaiontrola pozytywna Sredniayontrola negatywna
Rownanie (2.10.)

Wykresy zywotnosci komoérek, w tym wyznaczanie ICso, wykonano, uwzgledniajgc wartosci
Srednie z trzech powtorzen i stosujac skale logarytmiczng na osi x.
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Do punktéw pomiarowych dopasowano logistyczng funkcje¢ dawka-odpowiedz,
uwzgledniajacg cztery parametry, pochodzacg z programu Origin2019b.

0 Testy cytotoksycznosci alamarBlue®

Barwnik alamarBlue® do pomiaru zywotno$ci komorek zastosowano zgodnie z protokotem
producenta (General Method for Measuring Cytotoxicity or Proliferation Using alamarBlue®
by Fluorescence, Bio-Rad). Dla kazdego eksperymentu wykonano pie¢ kontroli: a) pozywka
hodowlana z barwnikiem alamarBlue® ($lepa proba), b) komorki z alamarBlue® nietraktowane
badanym zwigzkiem (kontrola pozytywna), c) martwe komorki z alamarBlue®, substancja
toksyczna - 1% Triton X-100 (kontrola negatywna), d) medium hodowlane bez barwnika, e)
komorki nietraktowane badanym zwigzkiem bez alamarBlue® (kontrola autofluorescencji).
Analogicznie dla opisanego wyzej testu MTT, po odpowiednim dla badanego zwigzku czasie
inkubacji komoérek w temperaturze 37°C, medium wymieniono na 10% roztwor barwnika
alamarBlue® w $wiezym medium hodowlanym pozbawionym czerwieni fenolowej (w celu
wyeliminowania fluorescencji tta). Inkubacja w temperaturze 37°C trwata 4 godziny. Po tym
czasie zmierzono fluorescencje w kazdym dotku przy dtugosci fali 590 nm (filtr 590/20) dla
wzbudzenia przy 560 nm (filtr 560/20).

Wykresy zywotnosci komoérek, w tym wyznaczanie ICso przebiegato zgodnie z opisem
zamieszczonym dla testu cytotoksycznosci MTT.

0 Procedura dostarczania wewnatrzkomorkowego z uzyciem szoku osmotycznego

Procedura dostarczania czasteczek do wnetrza komorek skladata si¢ z dwoch etapow. W
pierwszym etapie komoérki umieszczono w medium hipertonicznym i inkubowano przez 10
minut w temperaturze 37°C. Nastgpnie, medium hipertoniczne zostato usunigte, a do komorek
dodano medium hipotoniczne, sktadajace si¢ z medium hodowlanego, dedykowanego danej
linii komorkowej i pozbawionego FBS, oraz wody w stosunku 6:4. Komorki inkubowano w tak
przygotowanym roztworze przez 2. minuty w temperaturze 37°C. Nastgpnie medium
hipotoniczne zastapiono podtozem hodowlanym odpowiednim dla linii komoérkowe;.
Eksperymenty FCS i obrazowanie konfokalne przeprowadzono po okoto 30. minutach od
zakonczeniu procedury dostarczania wewnatrzkomorkowego.

Analiza danych
0 Analiza zdjeé¢ FLIM dla bewacizumabu

Z zastosowaniem trybu FLIM, ustalono, Ze czas Zycia fluorescencji barwnika Atto 488 NHS,
zastosowanego do wybarwienia bewacizumabu wynosi powyzej 3 ns. Warto$¢ ta jest zgodna z
informacjami od producenta barwnika. Zatem sygnat oznaczony jako czerwony na zdjeciach
FLIM, uzyskany po inkubacji komodrek z bewacizumabem, to sygnat pochodzacy od
testowanego leku. Z kolei sygnal zaznaczony jako niebieski reprezentuje autofluorescencje
komorek (Rysunek 2.2.).
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Autofluorescencja
6 —— Bewacizumab - Hela (24h inkubaciji)
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Rysunek 2.2. Histogram czasu zycia fluorescencji dla autofluorescencji komorek HeLa (kolor niebieski) i bewacizumabu
znakowanego Atto 488 NHS wewngqtrz komorek HeLa po 24. godzinach inkubacji (kolor czerwony).

0 Wyznaczenie stezen wewnatrzkomérkowych bewacizumabu

Stezenia wewnatrzkomorkowe znakowanego bewacizumabu obliczono z zastosowaniem
modulu obrazowania oprogramowania SymphoTime, dysponujac zalezng od czasu iloscig
fotonow. To podejscie pozwolito na okreslenie liczby fotonéw na sekunde, uzyskanych na
kazda badang komorke. Nastgpnie, korzystajac z MB bewacizumabu (liczba
fotonéw/sekunda/czasteczka) uzyskang z pomiaru FCS, obliczono liczbe czasteczek we
wnetrzu komérek. Biorac pod uwage objeto$é komorki (ustalona jako 2000 um?), w kolejnym
kroku wyznaczono wewnatrzkomérkowe stg¢zenie bewacizumabu zamknigtego W
pecherzykach. Schemat objasniajacy sposob wyznaczania stezenia wewngtrzkomorkowego
przedstawiono na Rysunku 2.3.

Analogicznie, przeprowadzono pomiary dla TRITC-dekstranu o masie czasteczkowej 155 kDa
(Sigma-Aldrich, numer produktu T1287).%8
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1. Wybor ROI 2. Liczba fotonow dla kazdego piksela ROI

3. Zaleznosc
intensywnosci
fluorescenciji od czasu

| w medium

4. Krzywa autokorelacji FCS

\—" Jasnos¢ molekularna
t

Liczba czgsteczek Viomerka Wewnatrzkomérkowe
Jasnosé molekularna w komorce stezenie leku

5.
Jasnos¢ wewnagtrz komorki

Rysunek 2.3. Schemat wyjasniajgcy sposob obliczania stezenia bewacizumabu wewngtrz komérek. W pierwszym kroku wybrano
obszar analizy (ROI) dla analizowanego zdjecia FLIM. Nastgpnie, korzystajqc z oprogramowania SymphoTime, otrzymano
liczbe fotonow przypadajgcg na kazdy piksel w wybranym ROIL. Wykonujgc pomiary FCS w buforze oraz bazujgc na zapisie
intensywnosci fluorescencji w czasie (punkt 3. na rysunku), uzyskano krzywe autokorelacji FCS. W ten sposob pozyskano
informacje o jasnosci molekularnej bewacizumabu (liczba fotonéw na czgsteczke, punkt 4. na rysunku). W ostatnim kroku
obliczono liczbeg czgsteczek leku wewnqtrz kazdej badanej komorki jako stosunek jasnosci leku wewngtrz komorki do jego
Jjasnosci molekularnej, a uwzgledniajgc objetosé komérki (zadang jako 2000 um®), otrzymano wewngtrzkomdrkowe stezenie
bewacizumabu.

o0 Obliczanie ciSnienia osmotycznego

Cisnienia osmotyczne wszystkich badanych roztworéw hipertonicznych, opisanych w
Rozdziale 3.7., obliczono na podstawie Rownanie (2.11.).

RT 5
APyom = ﬁc + A,c

Réwnanie (2.11.)

gdzie R jest molowg stalg gazowa [J/mol-K], T - temperaturg bezwzgledng [K], ¢ - st¢zeniem
polimeru [kg/m®], M - masa molowa polimeru [kg/mol], natomiast A, oznacza drugi
wspotczynnik wirialny [m5/s2-kg]. Parametr A, zostat wyznaczony empirycznie dla kazdego
polimeru i przyjat nastgpujace wartosci dla badanych polimerow: PEG 35 kDa — 5,63; dekstran
10 kDa — 5,76;'!* dekstran 40 kDa — 2,5, dekstran 70 kDa — 1,69, dekstran 500 kDa — 0,43.112
Do wyznaczenia cisnienia osmotycznego medium hipertonicznego zawierajagcego Ficoll®
zastosowano A dekstranu 500 kDa ze wzgledu na brak danych literaturowych dla tego
polimeru. Czasteczki Ficollu® i dekstranu majg podobny sktad chemiczny.
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Cisnienie osmotyczne roztworu sacharozy obliczono na podstawie prawa van’t Hoffa:

AP, = RTc

Réwnanie (2.12.)

gdzie ¢ to stezenie sacharozy [mol/m®].
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3. Wyniki, ich dyskusje i podsumowania

Okreslenie, czy zwiazek potencjalnie terapeutyczny wnika lub nie (w zaleznosci od miejsca
jego dziatania) do ludzkich komorek, na etapie badan laboratoryjnych wydaje si¢ kluczowym
etapem, ktory powinien poprzedza¢ dtugie i bardzo kosztowne badania kliniczne.

Przeprowadzona w niniejszej pracy charakterystyka wnikania czasteczek do wnetrza ludzkich
komorek dotyczyta:

- leku olaparib

- leku bewacizumab;

- terapeutycznych dinukleotydows;
- ferrytyny i hemoglobiny;

- barwnika YO-PRO-1.

Dla kazdej z tych czasteczek, zbadano, co dzieje si¢ z analizowanym zwigzkiem wewnatrz
zywych, pojedynczych komorek, jakim interakcji wewnatrzkomorkowych ulega oraz jakie
sktadniki sa obecne w komorce po wniknigciu do niej okre$lonej, badanej molekuty. W
Rozdziale 3.6. opisano takze iloSciowa ocen¢ dystrybucji wewnatrzkomérkowej biatka
PRMTL, w potaczeniu z analizg form oligomerycznych. Szczegdtowy opis eksperymentow i
uzyskanych wynikow dla kazdej czasteczki zamieszczono w ponizszych podrozdziatach. Na
wstepie kazdego podrozdzialu (za wyjatkiem 3.7.) zamieszczono tabele (niebieskie
cieniowanie) podsumowujaca szczegdly eksperymentalne przeprowadzonych badan oraz
schemat komorki obrazujacy rozwazane losy badanej czasteczki we wnetrzu komorki.

W koncowej cze$ci tego fragmentu pracy uwage poswigcono zastosowaniu szoku
osmotycznego jako metodzie wprowadzania do komorek zwigzkéw, ktdre nie sg przez
niepobierane samodzielnie.

3.1. Nanolepko$¢ cytoplazmy komorek linii potrojnie ujemnego raka piersi
MDA-MB-231

Aby moc interpretowa¢ wyniki uzyskane technikg FCS z wnetrza komorek w sposob ilosciowy
niezbedne jest dysponowanie wiedza na temat nanolepkosci konkretnego, badanego, typu
komorek nowotworowych. W ten sposob mozemy precyzyjnie okresli¢, co dzieje si¢ z badang
molekuta w komorkach ludzkich:

- czy wystepuje w formie wolnej, czy zwiazanej ze swoim celem molekularnym,;
- CZy oddzialuje z organellami wewnatrzkomorkowych;
- w jakiej formie oligomerycznej wystepuje.

W tabeli ponizej zamieszczono szczegoty dotyczace pomiaréw przeprowadzonych w ramach
tego rozdziatu pracy.
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Tabela 3.1.1. Informacje techniczne dotyczgce pomiaréw wykonanych w Rozdziale 3.1.

Badane linie Temperatura

, ., Zastosowany model matematyczny in vivo
komorkowe pomiarow

Dla nanokulek, biatka GFP oraz kalceiny-AM: model
dyfuzji normalnej jedno-, dwusktadniowej (¢ = 1,i =
MDA-MB-231 36°C+£0,5°C 1 lub 2 z Réwnania (2.1.));

Dla TRITC-dekstranow: model dyfuzji anomalnej
jednosktadnikowej (¢ <1, i = 1 z Réwnania (2.1.))

Wspoétczynnik dyfuzji, stanowigcy podstawe pomiardw FCS, zalezy od lepkosci roztworu. Im
wigksza jest lepkos¢, tym mniejsza mobilno$¢ czasteczki. Zatem w komorkach czasteczki
poruszaja si¢ wolniej niz na przyktad w wodzie. W niniejszej pracy wykorzystano model
nanolepko$ci komorek zalezny od skali dlugosci opracowany przez T. Kalwarczyka® i
zastosowano go do wyznaczenia nanolepkosci cytoplazmy komérek MD-MB-231. Otrzymane,

opisane ponizej, wyniki s3 czescia artykulu naukowego. '3

Probkowanie cytoplazmy komorek MDA-MB-231

Do wngetrza komorek linii MDA-MB-231 z zastosowaniem odczynnika Cell-IN wprowadzono
fluorescencyjne probniki o réznych, znanych, wielkoSciach. Na podstawie uzyskanych,
eksperymentalnych, krzywych autokorelacji FCS dla kazdego wprowadzonego probnika
wyznaczono wspoélczynnik dyfuzji (zgodnie z Rownaniem (1.2.)) we wnetrzu komorek,
poréwnujac go ze wspotczynnikiem dyfuzji charakterystycznym dla tego probnika w wodzie.
W ten sposob uzyskano informacj¢ na temat oporu hydrodynamicznego, jaki odczuwa
czasteczka o okreslonej wielkosci we wnetrzu komorek badanej linii. Jak wykazano
dotychczas, 3% cytoplazmatyczna lepkos¢ efektywna komorek zalezy logarytmicznie od
wielkos$ci probnika i moze by¢ opisana Réwnaniem (1.5.). W Tabeli 3.1.2. zestawiono uzyskane
stosunki wspotczynnikow dyfuzji w cytoplazmie do wspolczynnika dyfuzji tej czasteczki w
wodzie.
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Tabela 3.1.2. Wartosci logarytmu naturalnego ze stosunku wspotczynnika dyfuzji w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 do
wspoltczynnika dyfuzji w wodzie, zestawione dla kazdego probnika wprowadzonego do komorek, wraz z jego promieniem
hydrodynamicznym. Podane wartosci sq wartosciami srednimi + odchylenie standardowe (N=10; kazda komérka byla
mierzona trzykrotnie).

Nazwa probnika Promle[ls] rl:]r]'obmka IN(D¢ytoplazma/ Dwoda)
Kalceina-AM 0,7 0,8+0,2
TRITC-dekstran 4.4 kDa 1,3 12+04
EGFP 2,5 13+0,2
TRITC-dekstran 20 kDa 3,8 14+0,2
Nanokulki oznaczone Si630 3,8 14+04
TRITC-dekstran 40 kDa 4,9 1,5+0,3
TRITC-dekstran 75 kDa 5.6 1,5+0,3
TRITC-dekstran 155 kDa 8,6 1,5+0,2
Nanokulki oznaczone s98(3) 10,8 1,5+0,3
Nanokulki oznaczone s37 21,0 1,6+05
Nanokulki oznaczone 43(1) 33,5 1,7+0,6
Z dopasowania modelu nanolepkoSci opisanego Roéwnaniem (1.5.) do danych

eksperymentalnych wyznaczono warto$ci parametrow A, &, Ry i a charakterystyczne dla linii
potrdjnie ujemnego raka piersi (analiza przeprowadzona przez dr Martg Pilz). Uzyskane wyniki
zestawiono w Tabeli 3.1.3., poréwnujac je z wynikami uzyskanymi wczeéniej”* dla linii
komorkowej HeLa.

Tabela 3.1.3. Wartosci parametréow Rownania (1.5.) nanolepkosci zaleznej od skali diugosci dla linii komdrkowej MDA-MB-
231 w zestawieniu z linig HeLa, wczesniej zbadang. Bledy zostaly obliczone przy uzyciu metody rozniczki catkowitej.

Symbol parametru HelLa® MDA-MB-231113
3 3,16 +0,14 1,70 0,29
RH 12,9+2,3 2,85+0,92
a 0,62 + 0,07 0,55+0,15

Uzyskane wyniki zwizualizowano takze w formie wykresu, uwzgledniajac dane pordwnawcze
dla linii komoérkowej HelLa.
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Rysunek 3.1.1. Krzywa nanolepkosci zalezna od skali diugosci, uzyskana dla linii komérkowej MDA-MB-231, zestawiona w
odniesieniu do wynikéw opisanych i opublikowanych wezesniej dla linii HeLa.%t

Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na ustalenie nanolepkosci cytoplazmy komorek
potrojnie ujemnego raka piersi linii MDA-MB-231 z zastosowaniem modelu opisanego
Roéwnaniem (1.5.). Tym samym wykazano, jaki opor hydrodynamiczny odczuwajg probniki o
roznej wielkosci, poruszajac si¢ w obrebie cytoplazmy badanych komorek. Uzyskane wyniki
zostaly wykorzystane do identyfikacji czasteczek badanych w kolejnych rozdziatach pracy.

3.2. Interakcje wewnatrzkomorkowe leku o nazwie olaparib z bialkiem PARP1
we wnetrzu zywych komorek nowotworowych

Badania internalizacji roznych czgsteczek do wnetrza zywych komorek rozpoczgto od
eksperymentow dotyczacych wnikania znakowanego olaparibu - inhibitora PARP1 (Rozdziat
1.2.). Olaparib to przyklad jednej z popularniejszych obecnie i szeroko badanych terapii
celowanych miedzy innymi wzgledem HER2-ujemnych nowotwordéw piersi z mutacjag BRCAT.

Celem pomiaréw opisanych w tym rozdziale bylo okre$lenie, czy znakowany fluorescencyjnie
olaparib, PARPI-FL, wnika do wngtrza dwoch typow nowotwordéw (potrojnie ujemnego raka
piersi linit MDA-MB-231 oraz nowotworu szyjki macicy linii HeLa). Jesli lek jest obecny w
komorkach, istotnym aspektem pod wzgledem mechanizmu jego dziatania jest zagadnienie, co
dzieje si¢ z czasteczka wewnatrz zywych komorek: czy lek ulega zwigzaniu do swojego celu
molekularnego (biatka PARP1) oraz w jakim stopniu, czy oddziatuje ze sktadnikami komorki,
czy swobodnie dyfunduje w komorce. Na te pytania podjeto probe odpowiedzi w ramach
opisanych ponizej eksperymentow. Uzyskane wyniki zostaly w catosci opublikowane w
czasopi$mie Analyst.!t
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Ponizej, w formie tabeli, zamieszczono szczegoty dotyczace pomiaréw przeprowadzonych w
ramach tego rozdziatu pracy.

Tabela 3.2.1. Informacje techniczne dotyczgce pomiaréw wykonanych w Rozdziale 3.2.

Roztwoér/roztwory Zastosowany
Badane Zastosowany model
.. zastosowane do Temperatura . model
linie . . ., matematyczny in .
, pomiaréw FCS In pomiardéw . matematyczny in
komorkowe . VvItro .
vitro vivo
Model dyfuzji
normalnej jedno-
(PARPI-FL), dwu- ..
PBS, medium (kompleks [inhibitor — Mr?gfr:]g?/::_zjl
MDA-MB- hodowlane ) o PARP1] lub e
. 36°C+£0,5°C . . trzysktadnikowej
231, HelLa otaczajgce badane trzysktadnikowe;j .
. . (a=1,i=3z2
komorki (kompleks [inhibitor — R 2 (21
PARP1_RNA] (¢ = | RoWnania(2.1))
1,i=1,2lub3z
Roéwnania (2.1.))

Schemat komorki obrazujacy rozwazane losy badanej czasteczki we wnetrzu komorki
przedstawiono ponizej.

brak leku

swobodny lek i lek
zwigzany z PARP1

lek zwigzany
z PARP1

Rysunek 3.2.1. Mozliwe losy wewngtrzkomérkowe leku olaparib Oprécz przedstawionych wariantéw, mozliwe sq takze
interakcje leku ze skladnikami komorkowymi, jak blony, organelle, kwasy nukleinowe.

Olaparib wnika do wnetrza ;ywych komorek nowotworowych

Eksperymenty rozpoczeto od sprawdzenia, czy fluorescencyjna pochodna olaparibu, PARPI-
FL, przenika do komorek potrdjnie ujemnego raka piersi (MDA-MB-231) pozbawionych
mutacji BRCAL. W tym celu wykonano obrazowanie konfokalne komoérek (Rysunek 3.2.2.).
Otrzymane zdjecia konfokalne wykazaly, ze wigkszo$¢ badanego inhibitora jest wykrywana w
cytoplazmie komérek MDA-MB-231.

Aby poréownac uzyskane wyniki dla komorek potrdjnie ujemnego raka piersi z innym typem
nowotworu, przeprowadzono analogiczne badania dla komorek linii Hela, takze
nieposiadajacej mutacji BRCAL. Wykonane obrazowanie konfokalne (Rysunek 3.2.2.)
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wykazato znaczacg roznice w lokalizacji badanego zwigzku pomiedzy tymi dwoma badanymi
typami nowotworow. W przypadku komoérek Hela, zaobserwowano akumulacj¢ olaparibu w
jadrze komorkowym, podczas gdy w komorkach MDA-MB-231 lek byl obecny gltéwnie w
cytoplazmie.

MDA-MB-231 HelLa

Rysunek 3.2.2. Przykiadowe zdjecia konfokalne komorek MDA-MB-231 oraz Hela po inkubacji z PARPi-FL. W przypadku
komaorek MDA-MB-231 strzatkami wskazano przykladowe zewngtrzkomdorkowe pecherzyki - onkosomy. W przeciwieristwie do
komorek potrojnie ujemnego raka piersi, w komorkach Hela lek akumulowat sie w jgdrze komorkowym. Nie odnotowano takze
obecnosci zewngtrzkomorkowych onkosomow, widocznych w komorkach MDA-MB-231.

Warto podkresli¢, ze poprzez przeprowadzone obrazowanie komorek potrdjnie ujemnego raka
piersi zidentyfikowano obecnos¢ pecherzykéw zwiazanych z btong zewnatrzkomorkowa
(zaznaczone strzatkg na Rysunku 3.2.2.). Obiekty te odpowiadajg prawdopodobnie onkosomom
— pecherzykom obecnym na zewnatrz komorek 1 wytwarzanych przez komorki
nowotworowe. 115 Wedtug danych literaturowych wielko$é onkosoméw waha sie od 100
nm*® do nawet 10 pum.*t” W przypadku badanych komorek MDA-MB-231 inkubowanych z
fluorescencyjnym olaparibem dominowaty pecherzyki 0 srednicy 2,25 um (Rysunek 3.2.3.).
Nieco mniejsze onkosomy (okoto 1,5 um $rednicy) wystgpowaty rownie czesto. Najwigkszy
odnotowany rozmiar pgcherzyka wyniost 5,3 pm.

Warto zaznaczy¢, ze pegcherzyki zewnatrzkomoérkowe widoczne w komorkach potrojnie
ujemnego raka piersi nie byly widoczne w komorkach HelLa. Mozna zatem wnioskowac, ze
onkosomy sg wlasciwoscia specyficzng dla okreslonego typu komodrek nowotworowych a ich
obecno$¢ moze mie¢ potencjalny wpltyw na uwalnianie badanego leku z komorek. To z kolei
przektada si¢ na st¢zenie leku wewnatrz komorek. Wydaje si¢ wigc, ze wzor wnikania olaparibu
do wnetrza ludzkich komorek jest whasciwoscia charakterystyczng dla typu komorek.
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Rysunek 3.2.3. Histogram wielkosci (Srednicy) wykrytych onkosomdw, obecnych wokét komdrek MDA-MB-231 wraz z
tendencjq rozktadu. Wielkosci pecherzykow okreslono na podstawie recznych pomiaréw wykonanych na obrazach z naniesiong
skalg.

Wspdlczynnik podziatu jako miara efektywnosci wnikania olaparibu

W kolejnym kroku przystgpiono do analizy stopnia wnikania olaparibu w sposob ilosciowy. W
tym celu wyznaczono parametr okreslony mianem wspotczynnika podziatu.!*® To stosunek
stezenia badanej czasteczki we wnetrzu komorek do jego stezenia na zewnatrz komoérek, w
medium je otaczajacym. W przypadku lekow wspdiczynnik podziatu jest kluczowym
parametrem stosowanym do okreslania fizjologicznych modeli farmakokinetycznych 1 moze
by¢ wykorzystany do oceny dystrybucji leku w tkance. Co wigcej, dla zwigzku chemicznego
ulegajacego zwigzaniu z bialkiem, jak badany olaparib, wspotczynnik ten moze by¢ kluczowy
dla scharakteryzowania nasycenia, wplywajacego na dystrybucje i eliminacje leku.'!® Stezenie
wewnatrzkomoérkowe leku (licznik wspdtczynnika podzialu) wyznaczono, wykonujac pomiary
FCS bezposrednio w jadrze komorek po inkubacji z fluorescencyjnym olaparibem. Z kolei
stezenie zewnatrzkomoérkowe badano ta samg technika, ale pozycjonujac ognisko konfokalne
poza komorka badang, w medium j3 otaczajacym. Warto zaznaczy¢, ze stezenie
wewnatrzkomoérkowe bylo sumg stezen wszystkich wykrytych sktadnikow.

Stezenia wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowe wyznaczono, korzystajac z nastepujacego wzoru:

N
C =

%'NA'T['(J)Os'K

Rownanie (3.1.)

gdzie C to stgzenie molowe, N odpowiada $redniej liczbie fluorescencyjnych czasteczek w
objetosci detekcji, Na to liczba czgsteczek w jednym molu (liczba Avogadro) rowna 6,022 -
1023, w, — rozmiar ogniska detekcji w plaszczyznie, natomiast K 0znacza wspotczynnik
proporcji objetosci detekcji, wyznaczany podczas kalibracji.
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Parametr N z Rownania (3.1.), a wiec $rednia liczba czgsteczek obecnych w ognisku
konfokalnym, jest odwrotnie proporcjonalny do amplitudy funkcji korelacji Go, zgodnie z
Roéwnaniem (3.2.).
G ==
°°N
Roéwnanie (3.2.)

Stosujac Roéwnania (3.1.) 1 (3.2.) oraz analizujac uzyskane krzywych autokorelacji FCS
obliczono st¢zenia wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowe olaparibu. Wspotczynnik podziatu
wyznaczono dla czterech niezaleznych stezen olaparibu w medium hodowlanym. Szczegotowe
wyniki dla obu badanych linii komoérkowych przedstawiono w Tabeli 3.2.2.

Tabela 3.2.2. Wartosci wspotczynnikow podziatu dla komorek MDA-MB 231 i HeLa, obliczone na podstawie stezer badanego
olaparibu w medium hodowlanym (na zewngtrz komdérek) i stezern wewngtrzkomorkowych. Bledy obliczono metodg rézniczki
catkowitej (liczba badanych komorek N = 12; kazda komorka byla mierzona trzykrotnie).

Stezenie w medium Stezenie w komorkach Wspélezynnik podziatu
Chnedium [NM] Cikom [nM] (Ciom/Crmedium)
Komérki MDA-MB-231)
70+ 17 453+ 109 6+2
28+7 192 + 46 7+2

61 34+8 6+2
22+05 38+9 8+3
Komoérki HelL.a
66+ 16 613 + 147 9+3
29+ 7 339 £ 82 12+4
13+3 109 +26 8+3
20+ 5 133 £32 7+2

Uzyskane warto$ci wspotczynnika podzialu w sposob ilosciowy dowodza, Zze skutecznos¢
whnikania PARPi-FL do komorek HeLa byta o okoto 30% wyzsza w poréwnaniu do linii MDA-
MB-231. Tlo$ciowe roznice wnikania leku miedzy badanymi typami komorek zobrazowano
graficznie w formie warto$ci wspotczynnikow podziatu na Rysunku 3.2.4.
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Rysunek 3.2.4. Zaleznos¢ wspdtezynnika podziatu od stgzenia olaparibu w medium hodowlanym. Wyniki przedstawiono dla
obu badanych typow nowotworow. Im wiekszy wspotczynnik podziatu, tym wigksza efektywnos¢ wnikania zwigzku do
badanych komorek.

Cytotoksycznosé fluorescencyjnego olaparibu

Dotychczas opisane badania wykazaly, ze fluorescencyjna pochodna olaparibu wnika do
komorek potrdjnie ujemnego raka piersi i raka szyjki macicy, a lokalizacja badanej czasteczki
jest determinowana typem nowotworu. W sposéb ilo§ciowy wyznaczono tez wspotczynnik
podziatu (Tabela 3.2.2.), okreslajacy efektywnos¢ wnikania badanego leku do ludzkich
komorek. Olaparib to lek przeciwnowotworowy, majacy niszczy¢ komorki nieprawidtowe. W
zwigzku z tym, w kolejnym etapie przystapiono do wyznaczenia cytotoksycznosci
znakowanego olaparibu wzgledem obu linii komorkowych. W tym celu zastosowano dwa
niezalezne testy cytotoksycznosci: MTT 1 alamarBlue® (w zakresie stezen 0,625-160 uM dla
MDA-MB-231; 0,156 - 80 uM dla HeLa). Okre§lono w ten sposob, czy akumulacja leku w
jadrze (miejscu dziatania olaparibu) zaobserwowana w komorkach Hela przektada si¢ na
zwigkszony efekt terapeutyczny. Z zastosowaniem testu MTT wyznaczono stezenie PARPi-FL
powodujacego zahamowanie aktywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej, natomiast z
uzyciem alamarBlue® okreslono st¢zenie reakcji redukcji metabolicznej barwnika resazuryny.
Otrzymane wartosci [Cso (z dopasowania logistycznej funkcji zaleznosci dawka-odpowiedz do
danych eksperymentalnych, Rysunek 3.2.5.) byly prawie 3-krotnie i 7-krotnie wyzsze dla
komorek HeLa w porownaniu z komoérkami nowotworu piersi, odpowiednio dla MTT i
alamarBlue®. Warto zauwazy¢, ze wartosci ICso byly zblizone dla obu testow. Zaobserwowane
roznice mogg wynikac z tego, ze zastosowane testy cytotoksyczno$ci opieraja si¢ na roznych
mechanizmach dziatania - MTT wykrywa przede wszystkim aktywno$¢ enzymow
mitochondrialnych, z kolei alamarBlue® pozwala na wyznaczenie ogdlnej aktywnosci redoks
w komorce. W efekcie te dwa podejscia eksperymentalne potencjalnie moga by¢ w réznym
stopniu czute na obecno$¢ PARPI-FL wewnatrz badanych komorek.

Oba zastosowane testy wykazaty, ze st¢zenia rzedu kilku uM badanej pochodnej leku powoduja
zahamowanie wzrostu potowy badanych typow nowotworow. Uzyskane wyniki wykazaly
zatem, ze komorki Hela sg bardziej oporne na fluorescencyjng pochodng olaparibu. Tym
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samym akumulacja leku w miejscu jego dzialania — jadrze komorkowym — nie znalazta
przetozenia na zwigkszony efekt terapeutyczny.

HelLa MDA-MB-231
120+ Punkty eksperymentalne 100 |+ ::;;Jnkty eksperymentaine
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Rysunek 3.2.5. Zywotnos¢ komorek HeLa oraz MDA-MB-231 inkubowanych przez 72. godziny z fluorescencyjnym olaparibem
PARPI-FL jako funkcja zalezna od stezenia badanego zwigzku, ze wskazaniem wartosci ICso uzyskanej z testow MTT oraz
alamarBlue®. Na wszystkich wykresach do punktéw eksperymentalnych zostata dopasowana logistyczna funkcja dawka-
odpowiedz obejmujgca cztery parametry, uzyskana z programu Origin2019b. Wyniki odpowiadajq wartosci sredniej +
odchylenie standardowe (N = 6).

Odnoszac uzyskane wartosci ICso do wartosci literaturowych, dla komoérek potrojnie ujemnego
raka piersi inkubowanych z niewyznakowanym lekiem w tescie MTT Keung i inni uzyskali
stezenie 1Cso rowne 13,5 uM, ™ co jest warto$cig dziesieciokrotnie wyzsza wzgledem wynikow
otrzymanych w niniejszych badaniach dla PARPi-FL. Warto takze podkreslic, ze
przeprowadzone badania wykazaly skuteczno$¢ znakowanego olaparibu wzgledem komorek
pozbawionych mutacji BRCAL, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi.*'® Analizujac
wyniki uzyskane dla komorek HeLa wzgledem literatury, Kukolj i inni wykazali,'?° ze ich
przezywalno$¢ raka szyjki macicy w obecnosci olaparibu w st¢zeniu 10 uM dodanego do
komorek na 72. godziny wynosita ponad 60% (w oparciu o test MTS).

Biorac pod uwage przytoczone informacje mozna stwierdzi¢, ze potencjalnie fluorescencyjna
pochodna leku olaparib jest zaangazowana w niezbadane dotad procesy komorkowe. To
przektada sie¢ z kolei na jej wigkszg toksycznos¢ wzgledem obu zbadanych typow nowotworow
w poréwnaniu do leku niewyznakowanego. Jedng z mozliwych hipotez wyjasniajgcych
otrzymane wyniKi jest takze nizsza stata rtOwnowagi mi¢dzy olapribem, biatkiem PARP1 i DNA
w poréwnaniu do fluorescencyjnej pochodnej tego leku.
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Ilosciowe pomiary FCS jako narzedzie do okreslenia losow olaparibu wewngtrz komorek

o Pomiary FCS w buforze (in vitro)

Przeprowadzone dotychczas eksperymenty pozwolity okreslic zalezno$¢ miedzy
wewnatrzkomorkowa lokalizacjg olaparibu w komoérkach nowotworowych, efektywnosci jego
wnikania, a cytotoksyczno$cig. W kolejnym kroku przystagpiono do okreslenia, co dzieje si¢ z
czasteczkg PARPi-FL wewnatrz komorek.

W tym celu, zastosowano ilo§ciowa technik¢ FCS, a pomiary rozpocz¢to od warunkow in vitro.
Zgodnie bowiem ze schematem postepowania opisanym wczesniej, aby w sposob ilosciowy
okresli¢, jakim interakcjom wewnatrzkomorkowym ulega badana fluorescencyjna czasteczka
wewnatrz komorek, w pierwszym kroku nalezy okresli¢ rozmiary badanego zwiazku lub/i jego
komplekséw z potencjalnymi celami molekularnymi. Zatem w ramach niniejszych badan,
uwzgledniajac  mechanizm dzialania olaparibu, wyznaczono wielkosci (promienie
hydrodynamiczne) PARPi-FL oraz kompleksu [PARP1 — PARPi-FL] w roztworze PBS,
stosujgc Rownania (1.1.) i (1.2.). Przyktadowe krzywe autokorelacji FCS wraz z modelem
dopasowania przedstawiono na Rysunku 3.2.6.

Analizie poddano takze potencjalne wigzanie kompleksu [PARP1 — inhibitor] do czasteczek
RNA — mobilnych, przyjmujacych rézne wielkosci wewnatrz ludzkich komorek. Wiadomo
bowiem, ze biatko PARP1 ulega zwigzaniu z DNA. Niemniej jednak, RNA ma podobng
strukture chemiczng do DNA, roznigca si¢ na poziomie molekularnym tylko jednym
nukleotydem 1 szkieletem weglowodanowym. Zatem czasteczki RNA mogg stanowic
potencjalny sktadnik wykrywany podczas pomiarow FCS we wnetrzu komorek
nowotworowych. Celem sprawdzenia, czy fluorescencyjny kompleks [PARPi-FL — PARP1]
wigze si¢ z czasteczkami RNA, wykonano pomiary w roztworze PBS. Jako modelowg
czasteczke RNA zastosowano pojedyncza ni¢ RNA o dlugosci 2002 nt. Poprzez uzyskane
krzywe autokorelacji FCS w probce zidentyfikowano obecno$¢ najwolniejszego sktadnika -
kompleks [PARPI-FL — biatko — RNA]. Pozostate dwa sktadniki odpowiadaty kompleksowi
[bialko — inhibitor] oraz wolnemu inhibitorowi. Stosujac Réwnania (1.1.) i (1.2.), obliczono
promien hydrodynamiczny kompleksu z RNA, wynoszacy 57 £ 7 nm. Wyniki pomiarow FCS
in vitro podsumowano w Tabeli 3.2.3.
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Rysunek 3.2.6. Przykiadowe krzywe autokorelacji FCS uzyskane w PBS in vitro dla: A) wolnego, swobodnie dyfundujgcego,
znakowanego olaparibu (model dopasowania: dyfuzja normalna jednosktadnikowa), B) kompleksu biatka PARP1 z badanym
lekiem (model dopasowania: dyfuzja normalna dwusktadnikowa), C) kompleksu biatka PARP1 z olaparibem i czgsteczkqg RNA
(model dopasowania: dyfuzja normalna trzysktadnikowa). Dolne panele wykresow A, B, C przedstawiajg odchylenia danych
eksperymentalnych od zastosowanego modelu dopasowania. D) Zestawienie na jednym wykresie znormalizowanych krzywych
autokorelacji FCS dla samego inhibitora, kompleksu [PARP1 — olaparib] oraz kompleksu [olaparib - PARP1 — RNA].

Na podstawie literatury wiadomo, ze promien hydrodynamiczny czasteczek RNA (pojedyncze
nici) o dlugosci zblizonej do badanej w niniejszej pracy wynosi okoto 10 nm, okreslony metoda
FCS.'2t Zatem uzyskany rozmiar kompleksu [PARPi-FL — biatko — RNA] (promien
hydrodynamiczny = 57 nm) moze budzi¢ pewne watpliwosci. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage,
ze badane RNA oddziatuje z biatkiem PARP1 o rozmiarze 14,4 nm. Zatem w wyniku interakcji
z biatkiem, lokalna struktura czasteczki mRNA ulega usztywnieniu, tworzac strukturg
cylindryczng, co prowadzi do zmian konformacyjnych. Efektem tych zmian jest istotne,
zaobserwowane, zwickszenie efektywnego promienia hydrodynamicznego kompleksu.

Dla obliczonych rozmiaréw PARPi-FL oraz kompleksow [PARP1 — PARPI-FL] i [PARPi-FL
— PARP1 — RNA], przystapiono do wyznaczenia przewidywanego wspotczynnika dyfuzji, na
podstawie modelu nanolepkosci jadra komoérkowego zaleznego od skali dtugosci,®? dla kazdego
z tych sktadnikéw. Uzyskane wartosci przedstawiono w Tabeli 3.2.3.
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Tabela 3.2.3. Otrzymane in vitro i przewidywane dla jgdra komérkowego wartosci wspotczynnikow dyfuzji wraz z promieniami
hydrodynamicznymi pochodnej olaparibu, kompleksu [olaparib — PARP1] oraz kompleksu [olaparib - PARP1 — RNA/. Bledy
obliczono metodg rozniczki calkowitej (N = 15).

Otrzymany Promien Przewidywany wspolczynnik
Skladnik | wspolczynnik dyfuzji hydrodynamiczny | dyfuzji w jadrze komorkowym
w PBS [um?/s] [nm] MDA-MB-231 [um?/s]®
Olaparib
- +1 +0,02 2
(PARPI-FL) 539+ 17 0,56 + 0,0 50
Olaparib —
+ +

PARP1 42+5 7,2+0,9 9
Olaparib —

PARP1 — 53+0,6 577 1,0

RNA

Dyskuja na temat uzyskanego promienia hydrodynamicznego kompleksu [PARP1 — PARPI-
FL] w odniesieniu do masy czasteczkowej biatka, a takze opis przeprowadzonych dodatkowo
symulacji wielkoéci czasteczki (dr inz. Pawel Zuk) zostaly szczegdélowo opisane w
opublikowanym artykule.**®

0 Olaparib nie ulega wiazaniu niespecyficznemu do czasteczek RNA

W ramach badan wykluczono takze potencjalne wigzanie niespecyficzne migdzy badanym
lekiem a czasteczkami RNA, przeprowadzajac eksperyment kontrolny, polegajacy na analizie
probki w roztworze PBS zawierajacej czasteczke RNA 1 inhibitor. Uzyskany wspotczynnik
dyfuzji odpowiadat wspotczynnikowi dyfuzji wolnego PARPi-FL, co wskazuje na brak
interakcji leku z RNA. Na Rysunku 3.2.7. zaprezentowano ksztalt uzyskanych krzywych
autokorelacji FCS.

wolny olaparib
kompleks [olaparib - RNA]

1,2 -

1,0 -

0,8

G (t)

0,6

0,4 -

0,2

0,0 T T 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

t [ms]

T | IR T

Rysunek 3.2.7. Przykladowe, znormalizowane krzywe autokorelacji FCS dla samego inhibitora oraz mieszaniny inhibitora z
RNA. Z ksztattu krzywych wynika, Ze czqsteczki RNA nie wigzg fluorescencyjnej pochodnej olaparibu.
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0 Stala rownowagi kompleksu PARPi-FL z bialkiem PARP1

W ostatnim kroku poprzedzajagcym pomiary FCS wewnatrz zywych ludzkich komorek
wyznaczono statg rownowagi kompleksu [PARPi-FL — PARP1], stosujac opisang wczesniej
(Rozdziat 2.) metode jasnosci molekularnej.’®®® Pomiary przeprowadzono dla szeregu
roznych stezen biatka PARPI, w zakresie od 1 nM do 100 nM, utrzymujgc stale stezenie
inhibitora. Zaleznos¢ liczby fotondéw na sekundg, a wiec szybkosci zliczania, od st¢zenia biatka
PARP1 przedstawiono na Rysunku 3.2.8.

Po zwigzaniu inhibitora z celem molekularnym, intensywnos¢ fluorescencji emitowanej przez
inhibitor maleje, odzwierciedlajac spadek sygnatu wraz ze wzrostem stezenia biatka.
Otrzymana w ten sposob $rednia stata rownowagi reakcji inhibitor - PARP1 wyniosta 6,06 -
108 mol/L-1 (uzyskana z dwoch niezaleznie przeprowadzonych eksperymentow). Warto$é ta
jest zgodna z literaturowg stata dysocjacji kompleksu PARP1 — olaparib.'?? Dla statego stezenia
inhibitora wynoszacego 10 nM oraz stgzenia biatka powyzej 10 nM intensywno$¢ fluorescencji
nie zmienia si¢ w sposob znaczacy, wskazujac tym samym, ze na jedng czasteczke inhibitora
przypada jedna czasteczka PARP1. Zatem powinowactwo badanego leku do PARPI jest
wysokie.

Reakcja PARPI/PARPE'FL CFARP;'-« FL= ~10 nmol/L|

17500

Dopasowanie

Cpagpi— = 10.28 [nmo/L]
K=7.15-108% [mol/L™"]

a = 7775 [ent/mlic] (zadane)
12500 y = 267 [cnt/mic] (zadane)
o Dane

15000 ——

10000

7500

5000

Liczba fotonéw na sekunde [cnts/s]

2500

0 20 10 60 80 100
Crarp1 [nmol/L]

Rysunek 3.2.8. Model dopasowania statej réownowagi kompleksu [PARPi-FL — PARP1] uzyskany z jednego z dwdch
niezaleznych eksperymentow. Parametrami dopasowywanymi byly: stezenie zwigzku PARPI-FL (CearriFL) oraz stala
rownowagi (K). MB swobodnie dyfundujgcego PARPI-FL (a) i kompleksu [PARPi-FL — PARP1] (y) byly zadane i stafe.

0 Interakcje wewnatrzkomorkowe olaparibu w komorkach nowotworowych

Dysponujac stalg rownowagi kompleksu [lek — PARP1] oraz promieniami hydrodynamicznymi
oczekiwanymi w komorkach kompleksow, jak i samego olaparibu, przystapiono do pomiaréw
ilosciowych FCS wewnatrz zywych komorek nowotworowych. Przeprowadzone na poczatku
obrazowanie konfokalne wykazato, ze fluorescencyjna pochodna leku jest obecna w jadrze
komorek potrojnie ujemnego raka piersi. Badania jako$ciowe potwierdzono, wykonujac
ilosciowe eksperymenty FCS.

Porownujac uzyskane wspotczynniki dyfuzji wewnatrz komorek do wspotczynnikow dyfuzji
przewidywanych na podstawie modelu nanolepkosci zaleznego od skali (Tabela 3.2.4.),
wykazano, ze w jadrze komoérek MDA-MB-231 obecne sg trzy sktadniki: wolny lek, kompleks
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leku z celem molekularnym (PARPI) oraz sktadnik przyjmujgcy wartosci wspotczynnika
dyfuzji od 3,6 do 0,2 pm?/s.
Tabela 3.2.4. Zestawienie przewidywanych na podstawie modelu nanolepkosci i otrzymanych eksperymentalnie

wspolczynnikow dyfuzji poszczegolnych skiadnikow wykrytych w jadrze komorek linii MDA-MB-231. Bledy obliczono metodg
rozniczki catkowitej (N = 10, kazda komérka byla mierzona trzykrotnie).

Przewidywany Otrzymany wspoélczynnik dyfuzji w jadrze
wspoélczynnik komoérkowym [um?/s]
Skladnik dyfuzji w jadrze
komorkowym MDA-MB-231 HelLa
[pm?/s]e2
Olaparib .
(PARPI-FL) 250 Warto$¢ stata, zadana
Olaparib —
+ +
PARP1 o 92 62
Olaparib —
+ +
PARP1 - RNA 10 0.8+0,5 0,4+03

Co wigcej, ustalono, wykorzystujac mozliwosci zastosowanej techniki FCS, Ze badany inhibitor
wigze si¢ ze swobodnie dyfundujacym biatkiem PARP1 w stopniu rownym 50,1%. Pozostaly
odsetek sktadnikéw obecnych w komorkach jest reprezentowany przez wolny, fluorescencyjny
PARPI-FL (23,8%) i interakcje biatka PARP1 z jadrowym RNA (26,1%). Pogladowy schemat
przedstawiajacy komorke z roznymi sktadnikami obecnymi w jej wnetrzu po inkubacji ze
znakowanym olaparibem zamieszczono na Rysunku 3.2.9.

Wolny PARPT,

w cytoplazmie
i jadrze komérkowym PARP1 zwigzany
z chromatyna

kompleks
[PARP1 - RNA]

J

komorka

# fluorescencyjnie znakowany olaparib
0 kompleks [znakowany olaparib - PARP1]

~~~ chromatyna
czgsteczka RNA

Rysunek 3.2.9. Schemat ludzkiej komorki, po jej inkubacji z fluorescencyjnym olaparibem, przedstawiajqcy rozne frakcje biatka
PARP1: swobodnie dyfundujqcq frakcje cytoplazmatyczng, wolne PARP1 w jqdrze, biatko zwigzane z DNA i RNA.

Na podstawie opisanych wyzej (Podrozdziat ,, Pomiary FCS w buforze (in vitro)”’) wynikéw
uzyskanych w buforze, trzeci, najwolniejszy sktadnik obecny w zywych komorkach przypisano
oddzialywaniom kompleksu [PARP1 — lek] z czasteczkami RNA obecnymi w jadrze
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komorkowym. Stosujgc promien hydrodynamiczny kompleksu [lek — PARP1 — RNA]
wyznaczony in vitro oraz model nanolepkosci jadra komoérkowego,®? obliczono, ze
przewidywany wspotczynnik dyfuzji trzeciego sktadnika wynosi 1 um?%s (Tabela 3.2.4.).
Warto$¢ ta jest zblizona do uzyskanej, eksperymentalnej, redniej (0,8 pm?/s) wspotczynnika
dyfuzji. Rozktad sktadnika trzeciego, obecnego wewnatrz komorek, przedstawiono w formie
wykresu pudetkowego na Rysunku 3.2.10.B, wraz z przyktadowa krzywa autokorelacji FCS
uzyskang w jadrze komoérek MDA-MB-231.

A B
C125%~75%
0.16 |- dane eksperymentalne 1 ‘Min<sax
Pierwszy skiadnik d PRl del — Mediana
014 | - wolny lek ——— dopasowany mode [ Srednia
012 | _' (zadany) 4
2 - Drugi skladnik 1
01 P - PARP1 - inhibitor
= kompleks
O 0.08
" Trzeci sktadnik @ )
0.06 |- ™ - interakcje miedzy g 2 "
PARP1 i RNA Gl .
o004l ARP1 i R 5
002 Jo. e
08
“02

004 F

002 F ‘
00 '

0.0
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e | ‘ ‘ ‘ ‘ |
0.001 0.01 01 1 10 100 1000 D
t [ms]

Rysunek 3.2.10. Sktadniki obecne w jqdrze komorkowym komorek MDA-MB-231. A) Przyktadowa krzywa autokorelacji FCS z
modelem dopasowania (dyfuzjg normalng trzysktadnikowq) i schematycznym wskazaniem zidentyfikowanych sktadnikow. B)
Rozklad wspotczynnika dyfuzji trzeciego sktadnika obecnego w jgdrze komorek MDA-MB-231, okreslonego jako interakcje
biatka PARPI z czgsteczkami RNA.

Odnoszac uzyskane wyniki do danych literaturowych ustalono, ze wspotczynnik dyfuzji
roznych typow czasteczek RNA w komorkach ssakow moze wahaé sie od 0,04 do 1,9 um?/s.1?
Zatem warto$¢ 0,8 um?/s mieéci sie w tym zakresie.

Analogiczne, ilosciowe, pomiary FCS przeprowadzono takze dla komorek linii Hela
wyznakowanych PARPI-FL, w przypadku ktorych obrazowanie wykazano akumulacje leku w
jadrze komorkowym. Poprzez eksperymenty FCS odnotowano znaczaca réznice w stezeniach
poszczegolnych sktadnikow miedzy oba badanymi typami komorek nowotworowych. Stezenie
PARPI-FL w jadrze komorek HelLa byto okoto dziesigciokrotnie wyzsze od st¢zenia leku w
jadrze komorek MDA-MB-231 dla tego samego st¢zenia na zewnatrz komorek. Co wiecej,
wykryto znaczace roznice w ilosciach (frakcjach) poszczegolnych sktadnikow. W przypadku
komoérek Hela frakcja swobodnie dyfundujacego leku byta prawie dziesigciokrotnie nizsza
(okoto 3% calkowitego st¢zenia), w odniesieniu do komorek raka piersi MDA-MB-231.
Szczegotowe wyniki dotyczgce frakcji oraz stezen wewngtrzkomorkowych poszczegolnych
sktadnikow zamieszczono w Tabeli 3.2.5.
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Tabela 3.2.5. Porownanie stezen oraz udziatu (frakcji) poszczegélnych skiadnikow w jgdrze komorkowym wzgledem obu
badanych linii: komérek potrdjnie ujemnego raka piersi MDA-MB-231 oraz raka szyjki macicy HeLa. Bledy zostaly obliczone
przy uzyciu metody rozniczki catkowitej (N = 10, kazda komorka byta mierzona trzykrotnie).

Stezenie skladnika [nM] Frakcja skladnika
Linia Kompleks Kompleks
komérkowa | Swobodnie | Kompleks Wk grib— Swobodnie | Kompleks [ola F;rib
dyfundujacy | [olaparib | AIF;P 1_ | dyfundujacy | [PARP1 - =g :RPl
PARPi-FL | — PARP1] RNA] PARPIi-FL | olaparib] | RNA]
MDA-MB- 0,50 + 0,26 £
+ + + +
231 13+4 28+3 16+3 0,24 + 0,08 0,05 0,06
0,67 + 0,30 +
+ + + +
HelLa 15+ 10 339+9 152+ 4 0,03 £ 0,02 0,02 0,01

0 Obecnos¢ PARP1 w cytoplazmie komorek nowotworowych

Analogiczne ilosciowe pomiary FCS przeprowadzono takze w obrebie cytoplazmy komorek
obu badanych typéw nowotworoéw, pozycjonujac ognisko konfokalne w odpowiednim rejonie
komorki z zastosowaniem trybu obrazowania. Identyfikacja sktadnikow komorkowych zostata
przeprowadzona w oparciu 0 model nanolepkosci cytoplazmy zalezny od skali (Rownanie
(1.5.), Tabela 3.1.1., Rysunek 3.1.1.).

Na podstawie analizy krzywych autokorelacji FCS wykazano, ze drugi sktadnik w cytoplazmie
komoérek MDA-MB-231 odpowiada, analogicznie do jadra komorkowego, kompleksowi
[PARP1 — olaparib]. Poréwnanie oczekiwanego wspotczynnika dyfuzji tego kompleksu w
cytoplazmie z uzyskanym wspotczynnikiem dyfuzji przedstawiono w Tabeli 3.2.6.

Tabela 3.2.6. Zestawienie wspolczynnika dyfuzji kompleksu [PARPI — olaparib] przewidywanego na podstawie modelu
nanolepkosci zaleznego od skali ze wspolczynnikiem uzyskanym dla cytoplazmy jako lokalizacji wewngtrzkomorkowe;.

Wartosci przedstawione dla obu badanych linii komorkowych. Bledy obliczono metodqg rozniczki catkowitej (N = 10; kazdg
komorke mierzono trzykrotnie).

Przewidywany wspolczynnik | Otrzymany eksperymentalnie
dyfuzji w cytoplazmie wspolczynnik dyfuzji w
Skladnik [um?/s] cytoplazmie [um?/s]
MDAMB. |, | MDAMB |,
Olaparib -PARP1 10+2 7,5+0,4 8+2 6+1
Olaparib — PARP1 — RNA 1,1+0,3 0,5+0,2 0,8+0,3 0,6 £0,6

Trzeci sktadnik obecny w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 przyjmowat podobne wartosci
jak w jadrze komoérkowym, ze $rednim wspotczynnikiem dyfuzji rownym 0,8 £ 0,3 pm?/s, co
odpowiada promieniowi hydrodynamicznemu 78 nm. Przyjeto, ze sktadnik ten reprezentuje
wigzanie niespecyficzne, prawdopodobnie z cytoplazmatycznym mRNA.'?* Na podstawie
wczesniej przytoczonych pomiaréw czasteczki RNA z PARPL in vitro, wiadomo, Zze rozmiar
(promien hydrodynamiczny) RNA o dtugosci 2000 nukleotydow wynosi 57 + 7 nm. W oparciu
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0 model nanolepkosci cytoplazmy komoérek MDA-MB-231 (Tabela 3.1.1., Rysunek 3.1.1.)
obliczono przewidywany wspotczynnik dyfuzji dla czasteczki o takim rozmiarze. Wyniost on
1,1 £ 0,3 pm?s. Warto$¢ ta miesci si¢ w granicach bledu wartosci wspétczynnika dyfuzji
otrzymanego eksperymentalne (0,8 + 0,3 pm?/s).

Analogiczne pomiary ilosciowe FCS przeprowadzono takze w cytoplazmie komoérek Hela.
Drugi, zidentyfikowany sktadnik tak jak w przypadku komérek MDA-MB-231 odpowiadat
kompleksowi [PARP1 — PARPI-FL]. Przewidywany i uzyskany wspotczynnik dyfuzji wynosit
odpowiednio 7,5 £ 0,4 pm?%s i 6 £ 1 um?s. Z kolei wspotczynnik dyfuzji trzeciego,
najwolniejszego sktadnika w cytoplazmie komérek HeLa wyniost 0,6 + 0,6 um?/s. W oparciu
o nanolepko$¢ cytoplazmy HelLa (Tabela 3.1.1., Rysunek 3.1.1., Rownanie (1.5.))®! mozna
wnioskowac¢, ze najprawdopodobniej sktadnik ten réwniez odpowiadal interakcjom biatka
PARP1 z cytoplazmatycznym mRNA.

Odnoszac uzyskane wyniki do danych literaturowych, ekspresja (obecnos¢) biatka PARP1 w
cytoplazmie raka piersi zostala opisana wczesniej.'?>1%8 Ponadto literatura donosi, ze wysoka
ekspresja cytoplazmatycznego PARP1 w przypadku potrojnie ujemnego raka piersi koreluje z
agresywnym przebiegiem nowotworu i prawdopodobnym niekorzystnym dtugoterminowym
rokowaniem. Co wigcej, obecnos¢ cytoplazmatycznego PARP1 moze staé si¢ markerem
pozwalajacym na przewidywania dotyczace poziomu aktywnosci inhibitorow PARP.1?" Warto
jednak zauwazy¢ 1 podkresli¢, ze przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania donosza,
ze stezenie kompleksu [inhibitor - biatko] w cytoplazmie dla obu badanych linii komérkowych
byto praktycznie takie samo, podczas gdy efekt cytotoksyczny istotnie roznit si¢. Zatem
wykonane eksperymenty poddajg pod watpliwos$¢ stwierdzenie o potencjale predykcyjnym
wystepowania cytoplazmatycznej formy biatka PARPI.

0 Obliczenia wewnatrzkomorkowych stezen biatka PARP1

Chcac zweryfikowac, czy stopien wnikania olaparibu do wnetrza komorek nowotworowych
jest skorelowany z ilo$cig jego celu molekularnego, PARP1, w ramach badan wyznaczono
stezenia wewnatrzkomorkowe tego biatka.

Na podstawie st¢zen wolnego inhibitora, kompleksu [PARP1 — lek] oraz stalej rownowagi
migdzy biatkiem a badanym inhibitorem, wyznaczonej in vitro, okreslono ilo$¢ biatka PARP1
swobodnie dyfundujacego w jadrze obu typow komoérek. Wartosci te wynosity odpowiednio 32
nM dla komorek MDA-MB-231 oraz 356 nM dla HelLa. Uzyskano zatem ponad
dziesigciokrotnie wyzszg ilo§¢ PARP1 niezwigzanego z materialem genetycznym w komoérkach
HeLa, w stosunku do MDA-MB-231. Do obliczen zatozono, ze stata rownowagi in vivo jest
taka sama jak wyznaczona w ramach niniejszych badan in vitro z uwagi na brak znaczacych
réznic nanolepko$ci migdzy komoérkami a buforem dla probnikdbw o promieniach
hydrodynamicznych mniejszych niz 1 nm: dla prébnika 0 promieniu 0,6 nm nanolepkos¢ jadra
komorek HeLa jest 1,8 razy wigksza od lepkosci wody.

Dodatkowo, w oparciu 0 dane proteomiczne!?® oraz objetosci badanych komérek (6900 pm?

dla HeLa i 8400 um® dla MDA-MB-231, wyznaczone przy uzyciu oprogramowania NIS-
Elements przez dr Martg Pilz), okreslono catkowite stezenie biatka PARP1 dla obu typow
badanych nowotworow. Nastepnie po odjeciu stezen biatka PARP1 zwigzanego z RNA
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(uzyskanego z pomiarow FCS w komorkach), wolnego biatka w cytoplazmie (opisane ponizej),
i swobodnie dyfundujacego w jadrze komorkowym (na podstawie pomiaréw, bazujac o statg
réwnowagi), uzyskano st¢zenia biatka PARP1 zwigzanego z DNA. St¢zenie to byto rowne 632
nM dla komorek HelLa oraz 220 nM dla liniit MDA-MB-231. Uzyskana wyzsza ilos¢ PARP1
zwigzanego z DNA w komoérkach Hela potencjalnie moze wynika¢ zaréwno ze zwigkszone;j
obecnosci uszkodzen DNA w tych komorkach, jak i wiekszego znaczenia szlaku naprawy
powstalych peknig¢ w materiale genetycznym za posrednictwem biatka PARP1.

Na podstawie przeprowadzonej ilosciowej analizy FCS stwierdzono, ze zaobserwowane
rdéznice w rozmieszczeniu wewnatrzkomorkowym pochodnej olaparibu pomiedzy komoérkami
HeLa i MDA-MB-231 wynikaja z poziomu ekspresji biatka PARP1 dla obu badanych linii
komorkowych. Poziom ekspresji biatka PARP1 w komorkach HeLa jest istotnie wyzszy niz w
potrdjnie ujemnym raku piersi linit MDA-MB-231 (na podstawie literatury - wynikow Western
Blot).1?° Potwierdzaja to rowniez dane proteomiczne'?® (337 nM dla MDA-MB-231 i 1200 nM
dla HeLa po uwzglgdnieniu eksperymentalnych objetosci komorek). Zatem wigksza ilosé¢
biatka PARP1 w komorkach raka szyjki macicy implikuje odnotowany wzrost ilosci leku
zwigzanego z biatkiem (drugi sktadnik w pomiarach FCS). Podsumowanie zaobserwowanych
r6éznic miedzy komorkami w formie wynikoéw ilosciowych przedstawiono w Tabeli 3.2.7.

Tabela 3.2.7. Porownanie stezen: biatka PARP1 w cytoplazmie komdrek, wolnego biatka PARPI w jgdrze komorkowym oraz

biatka PARPI zwigzanego z DNA pomigdzy komdérkami MDA-MB-231 i Hela. Bledy byly obliczone przy uzyciu metody
rozniczki catkowitej. (N = 10; kazda komérka byla mierzona trzykrotnie).

Linia Stezenie kompleksu Stezenie wolnego biatka Stezenie bialtka
Komérkowa [PARP1 - olaparib] w PARP1 w jadrze PARP1 zwigzanego z
W cytoplazmie [nM] komérkowym [nM]? DNA [nM]°
MDA-MB-231 68 + 1 32+6 220
HelLa 61 +1 356 + 87 632

ana podstawie statej rtownowagi wyznaczonej in vitro; ® na podstawie danych proteomicznych'?®

Podsumowanie badan nad wnikaniem olaparibu do wnetrza komaorek nowotworowych

W wyniku przeprowadzonych badan nad lekiem o nazwie olaparib ustalono, ze fluorescencyjna
pochodna tej czasteczki wnika do dwoch typow komorek nowotworowych — raka szyjki macicy
(linfa HelLa) oraz potrojnie ujemnego raka piersi (linika MDA-MB-231). Wykonane
eksperymenty FCS (w polaczeniu z obrazowaniem konfokalnym) pozwolity stwierdzi¢, co
dzieje si¢ z badanym lekiem we wnetrzu zywych komorek, na poziomie pojedynczej czasteczki
1 pojedynczych komorek. Okreslono, ktore sktadniki (swobodnie dyfundujacy inhibitor,
kompleks [PARPi-FL — PARP1] oraz kompleks [PARPi-FL — PARP1 — RNA]) i w jakich
stezeniach sa obecne w jadrze komérkowym po inkubacji z fluorescencyjnag pochodng
olaparibu, PARPI-FL.

Przeprowadzone eksperymenty FCS w potaczeniu z obrazowaniem konfokalnym,
wyznaczeniem statej rownowagi kompleksu [olaparib — PARP1], testami cytotoksycznoS$ci
oraz obliczeniami st¢zen biatka PARPI i dyskusja literaturowa pozwolity na szersza analize
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zaleznosci migdzy potencjatem terapeutycznym, wnikaniem badanej czasteczki do komorek, a
stezeniami bialek PARP1/BRCA1. Ponizej szerzej opisano poszczegolne zagadnienia.

0 Roznice miedzy rakiem szyjki macicy a potrojnie ujemnym rakiem piersi

Poprzez analize dwoch rodzajow nowotwordw, zidentyfikowano liczne réznice miedzy liniami
komoérkowymi MDA-MB-231 oraz Hela:

- PARPI-FL akumuluje si¢ w jadrze komoérek HeLa (catkowite stezenie pochodnej
olaparibu byto okoto 10-krotnie wyzsze);

- rak szyjki macicy jest bardziej oporny na fluorescencyjng pochodng olaparibu;

- efektywnos$¢ wnikania znakowanego olaparibu do komoérek Hela byta o okoto 30%
WyZsza;

- W komoérkach MDA-MB-231 stwierdzono obecno$¢ onkosomoéw - pecherzykow
charakterystycznych dla komorek nowotworowych.

O Zalezno$¢ miedzy wnikaniem olaparibu, iloscia PARP1 i cytotoksycznoscia

Na podstawie literatury i danych proteomicznych wiadomo, ze akumulacja leku w jadrze jest
zwigzana z ilo$cig biatka PARPI. Podobnie jest ze skutecznos$cig wnikania, ktorg takze
determinuje ilo$¢ celu molekularnego badanego inhibitora, a wigc biatka PARP1. Z danych
literaturowych wiadomo, ze nadekspresja biatka PARP1 w komorkach macierzystych raka
piersi jest zwiazana z opornoscia na olaparib.'?® Co wigcej, w przypadku neuroblastomy®° i
raka piersi**! wysoki poziom ekspresji PARP1 jest powigzany z niekorzystnym dla pacjenta
rokowaniem. Przytoczone raporty sa zgodne z uzyskanymi wynikami: skuteczno$¢ wnikania i
akumulacja leku w miejscu dziatania, ktorym jest jadro komoérkowe, raka szyjki macicy nie
byly rownoznaczne z efektem cytotoksycznym: komorki tej linii byly bardziej oporne na

badany lek.
0 Obecnos$é biatlka PARP1 w cytoplazmie a efekt cytotoksyczny

Co istotne, biatko PARP1 (a tym samym jego kompleks z badang czgsteczka) zidentyfikowano
nie tylko w jadrze komoérek nowotworowych, ale réwniez w cytoplazmie obu badanych linii
komorkowych. W przypadku komoérek Hela, obecno$¢ cytoplazmatycznej formy PARP1
odnotowano po raz pierwszy. Przeprowadzone testy cytotoksycznosci pozwolilty jednak
wykaza¢, ze ekspresja biatka PARP1 w cytoplazmie nie koreluje z efektem cytotoksycznym -
dla obu linii komorkowych st¢zenia kompleksu [lek — biatko] w cytoplazmie byly bardzo
podobne, podczas gdy opornos$¢ komérek HeLLa wyzsza.

0 Zalezno$¢ miedzy cytotoksycznoscig a iloScig biatka BRCA1

Warto takze podsumowac uzyskane wyniki w ujgciu wystepowania mutacji BRCA1. Obie
testowane linie komorkowe sg pozbawione tej mutacji. FDA zatwierdzita stosowanie inhibitora
PARP u pacjentek z rozpoznanym potrdjnie ujemnym rakiem piersi, ale z mutacja BRCAI.
Tylko wtedy bowiem uszkodzenia DNA wywotane przez olaparib nie sa naprawiane przez
biatko BRCA1. Zatem im wicksza ilos¢ biatka BRCAI1, tym skuteczniejsze sg procesy
naprawcze. Na podstawie literatury wiadomo, ze komorki raka szyjki macicy HeLa wytwarzaja
znacznie wiecej biatka BRCA1 w poréwnaniu z komérkami potréjnie ujemnego raka piersi.*?
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Zestawiajac to z danymi proteomicznymi'?® wskazujacymi, ze linia komoérkowa HeLa jest
druga pod wzgledem najwickszej produkcji biatka BRCA1, mozna stwierdzi¢, ze mimo
wickszej akumulacji leku w komorkach (HeLa), efekt terapeutyczny olaparibu jest $cisle
zwigzany z ilo$cig biatka BRCA1. Tym samym najlepsze efekty leczenia inhibitorami PARP
powinny wystgpi¢ u pacjentek z potrojnie ujemnym rakiem piersi pozbawionym mutacji
BRCA. Wowczas brak jest $ciezki naprawiajgcej uszkodzenia indukowane olaparibem. Jednak
przeprowadzone badania wykazaty, ze nawet komorki posiadajace biatko BRCAI1, ale w
niewielkich ilo$ciach, jak linia MDA-MB-231, sa wrazliwe na znakowany olaparib.

3.3. Whnikanie na drodze endocytozy na przykladzie leku o nazwie bewacizumab

Obok olaparibu, przyktadem innej, szeroko badanej, terapii celowanej do leczenia nowotworow
kobiecych jest przeciwciato o nazwie bewacizumab (Rozdziat 1.2.). Wyzej opisane badania
wykazaly, Zze z zastosowaniem techniki FCS mozna zweryfikowaé, czy badany zwigzek
fluorescencyjny swobodnie dyfunduje w cytoplazmie, czy ulega zwigzaniu z celem
molekularnym. Co istotne, z uzyciem tej metody badawczej mozliwe jest rozréznienie, czy
sygnat pochodzi od swobodnie dyfundujacego zwiagzku, czy zwigzku zamknigtego wewnatrz
pecherzykow. Jesli bowiem czasteczka jest obecna wewnatrz pecherzykdw, ksztatt krzywej
autokorelacji FCS oraz zastosowany do opisu danych model matematyczny bedzie
charakterystyczny dla takiego zachowania czgsteczki. W niniejszym rozdziale zweryfikowano
doniesienia literaturowe o internalizacji bewacizumabu do wnetrza komoérek nowotworowych.
Bowiem dziatanie bewacizumabu, z uwagi na wystgpowanie jego celu, VEGF, na zewnatrz
komorek, powinno by¢ rowniez zewnatrzkomorkowe. Co istotne, wnikanie bewacizumabu do
wnetrza komoérek bedzie zjawiskiem niepozadanym, prowadzacym do obniZzenia jego
potencjatu terapeutycznego. Technikg FCS wykryto pojedyncze czgsteczki fluorescencyjnego
leku w komorkach potrdjnie ujemnego raka piersi i raka szyjki macicy, okreSlajac, czy
bewacizumab wnika do ludzkich komorek. Opisane ponizej wyniki zostaly w catosci
opublikowane. 132

Tabela ponizej zawiera szczegdty eksperymentalne dotyczace wykonanych pomiardéw.
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Tabela 3.3.1. Informacje techniczne dotyczgce pomiaréw wykonanych w Rozdziale 3.3.

Roztwor/roztwory Zastosowany
. Zastosowany model
Badane linie zastosowane do Temperatura . model
o - ; . matematyczny In
komorkowe pomiarow FCS in pomiarow vitro matematyczny
vitro in vivo
Bewacizumab oraz
jego kompleks z
MDA-MB- PBS, medium 0 | VEGE:modeldyfuzii | p o e (3.3)
931 Hela hodowlane otaczajace | 36°C £ 0,5°C normalnej Hizel
’ badane komorki jednosktadnikowej pomze]
(x=1i=1z
Roéwnania (2.1.))

Schemat komorki obrazujacy rozwazane losy badanego bewacizumabu we wnetrzu komorki
przedstawiono ponize;.

brak leku
wewnatrz komorki

Rysunek 3.3.1. Mozliwe losy wewngtrzkomorkowe leku bewacizumab. Oprécz przedstawionych wariantow, mozliwe sq takze
interakcje leku ze sktadnikami komorkowymi, jak btony, organelle, kwasy nukleinowe.

Jakosciowa ocena internalizacji bewacizumabu do Zywych komorek

Badanie internalizacji bewacizumabu do komorek raka szyjki macicy (HelLa) i potrojnie
ujemnego raka piersi (MDA-MB-231) rozpoczgto od obrazowania FLIM, pozwalajacego na
rozroznienie sygnatu emitowanego przez lek (wyznakowany barwnikiem Atto 488 NHS,
emitujagcym fluorescencj¢ o dlugosci fali 488 nm) od autofluorescencji komorek, stosujac
filtrowanie po czasach zycia fluorescencji, odpowiednio ponizej 2,4 ns dla autofluorescenciji i
powyzej 2,6 ns dla badanego bewacizumabu.®

Uzyskane zdjecia FLIM (Rysunek 3.3.2.) wykazaty, ze po 1. godzinie inkubacji bewacizumab
nie byl obecny we wnetrzu komorek Hela, o czym $wiadczy brak sygnatu odpowiadajgcemu
czasowi zycia fluorescencji powyzej 2.6 ns. Sygnal ten odpowiada kolorowi czerwonemu.
Ciemne obszary (Rysunku 3.3.2., panel 1h) odpowiadajg komorkom. Sygnat o czasie zycia
fluorescencji powyzej 2.6 ns (czerwony) byl widoczny tylko w  obszarach
zewnatrzkomorkowych. Warto jednak zauwazy¢, ze istotna zmiana w ujeciu internalizacji
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badanego przeciwciata nastgpita po 24. godzinach inkubacji (Rysunku 3.3.2., panel 24h). Po
tym czasie w komodrkach obecne byty pecherzyki emitujace sygnat powyzej 2.6 ns. Warto
zauwazy¢, ze wybarwione zostaly réwniez wydtuzone struktury wokét jadra komoérkowego
(Rysunek 3.3.2., panel 24h).

Autofluorescencja 1h 24h 48h

e1eH

LEZ-dIN-VYAN

czas zycia
fluorescenciji [ns]

Rysunek 3.3.2. Obrazowanie FLIM komorek HeLa oraz MDA-MB-231 inkubowanych ze znakowanym bewacizumabem przez
1. godzing, 24 godziny i dwa dni. Czerwony kolor wskazuje na badany lek, niebieski odpowiada autofluorescencji komorek.
Dla komorek HeLa po 24. godzinach inkubacji z fluorescencyjnym bewacizumabem odnotowano obecnos¢ zabarwionych,
wydtuzonych struktur (strzatki wskazujq przyktadowe miejsca ich wystgpowania). Przeprowadzono dwa niezalezne
eksperymenty dla kazdej linii komorkowej dla kazdego z badanych czasow inkubacji.

Aby jeszcze wyrazniej zaznaczy¢ wyznakowane obszary, na Rysunku 3.3.3. przedstawiono
wiecej zdje¢ w skali szaroéci. Zaobserwowane, fluorescencyjne, pecherzyki byty obecne w
jadrze komorek raka szyjki macicy (HeLa). Wydtuzajac czas inkubacji z lekiem, po 48.
godzinach komorki HelLa zmienily swoja morfologi¢ z komorek o wydtuzonym ksztalcie
(charakterystycznym dla komoérek adherentnych) na komorki o ksztatcie kulistym. Odnotowane
zmiany morfologiczne sugerowaly $mier¢ badanych komorek po 2. dniach z lekiem obecnym
w medium hodowlanym.
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»

Komorki HeLa
po 24h z 500 nM
fluorescencyjnego leku

i

Komorki MDA-MB-231
po 24h z 500 nM
fluorescencyjnego leku

Rysunek 3.3.3. Zdjecia konfokalne (w skali szarosci) komérek HeLa i MDA-MB-231 uzyskane po 24. godzinach. Badane
komorki inkubowano z 500 nM znakowanego bewacizumabu.

Wyniki obrazowania FLIM uzyskane dla komérek HelLa porownano nastepnie do innego typu
nowotworu — potrdjnie ujemnego raka piersi (MDA-MB-231). Podobnie do linii komoérkowej
HelLa, MDA-MB-231 nie pobierata badanego przeciwciata po 1. godzinie inkubacji. Co wigcej,
w komorkach nowotworu piersi takze dopiero po 24. godzinach inkubacji byty widoczne
wewnatrzkomorkowe pecherzyki emitujace sygnat powyzej 2.6 ns. Na tym etapie
zaobserwowano réznice migdzy dwiema badanymi liniami komorkowymi, bowiem we wnetrzu
komorek MDA-MB-231 nie byly widoczne wybarwione, wydluzone struktury, ktorych
obecnos¢ odnotowano wczesniej w komorkach HelLa. Dodatkowa roznica dotyczyta
lokalizacji/rozmieszczenia pecherzykoéw wewnatrzkomorkowych. Dla linii komorek MDA-
MB-231 pecherzyki byty obecne w catej cytoplazmie. Dodatkowo, po 48. godzinach komorki
potrdjnie ujemnego raka piersi pozostaty zywe (na podstawie oceny morfologicznej).

Uzyskane w ramach niniejszych badan jakosciowe wyniki obrazowania FLIM sg sprzeczne W
odniesieniu do literatury. Na tym etapie bowiem, w zadnej z poddanych analizie linii
komoérkowych nie wykryto cytoplazmatycznej, wolnej, frakcji bewacizumabu, leku
zwigzanego z blonami czy cytoszkieletem. Obecnos¢ takich frakcji jest z kolei opisana w pracy
Deisslera oraz Borchersa.'*3'* Jednak roznice miedzy uzyskanymi wynikami a danymi
literaturowymi wynikaja najprawdopodobniej z typu badanych komorek. Deissler, a takze
Borchers badali komorki srodbtonka siatkowki. Warto takze pamigtac, ze W niniejszej pracy
analizowano proces internalizacji fluorescencyjnego bewacizumabu do komoérek zywych, bez
zmienionego metabolizmu, a zastosowang technikg byt rodzaj spektroskopii. W literaturze
wystepujg informacje dotyczace komoérek utrwalonych formaldehydem, a metodg stosowang
do badania wnikania komdrkowego byto immunobarwienie, pozwalajgce na sledzenie procesu
wnikania w sposob posredni. Immunobarwienie polega bowiem na detekcji sygnatu
pochodzacego od znakowanego przeciwciata drugorzegdowego (lek - przeciwciato
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pierwszorzedowe - przeciwcialo drugorzedowe - barwnik). W przypadku zastosowanego
obrazowania FLIM analizowano konjugat leku z barwnikiem. Niemniej jednak, w obu
przypadkach barwnik powinien by¢ przytaczony do badanej czasteczki.

Aby upewnié sie, ze w trakcie opisywanych w tej pracy badan analizie poddawany jest
kompleks lek-barwnik, wykonano szereg eksperymentéw kontrolnych. Badania te polegaty na
wykluczeniu obecnosci wolnego barwnika w probce, za kazdym razem okreslajac rozmiar
badanego znakowanego przeciwciala (szczegoty: podrozdziat ,, Wigzanie bewacizumabu do
celu molekularnego — czynnika VEGF”). Eksperymenty kontrolne przeprowadzano zawsze
przed inkubacja komorek z badanym lekiem.

Wspétczynnik podziatu dla internalizacji bewacizumabu do komdérek nowotworowych

Podobnie do badan opisanych w Rozdziale 3.2., dla badanego bewacizumabu obliczono
wspotczynnik podziatu, charakteryzujac w ten sposob ilosciowo efektywnos¢ internalizacji
bewacizumabu do wngtrza komorek. Stgzenie wewnatrzkomérkowe leku  (licznik
wspotczynnika podzialu) okreslono na podstawie analizy obrazéw FLIM (szczegdly: Rozdziat
2.). Natomiast stgzenie zewnatrzkomorkowe bewacizumabu (mianownik wspotczynnika
podziatu) wyznaczono wykonujac pomiary FCS w medium otaczajagcym badane komorki.

Wspotczynnik podziatu obliczono dla obu badanych typow nowotwordow (potrdjnie ujemnego
raka piersi i raka szyjki macicy) po 24. godzinach inkubacji z lekiem, a takze 48. godzinach w
przypadku komérek MDA-MB-231 (komorki HeLa po 2. dniach z bewacizumabem byty
martwe). Przyjeto, ze po uplywie takiego czasu zostata osiggnigta rownowaga wymiany leku
(mechanizm jego pobierania i usuwania) pomigdzy komoérka a medium ja otaczajacym.
Uzyskane warto$ci wspotczynnikéw podziatu zestawiono na Rysunku 3.3.4. Doktadne wartosci
wspolczynnikow zamieszczono takze w Tabeli 3.3.2.

Tabela 3.3.2. Wartosci (Srednie + odchylenie standardowe) wspotczynnikow podziatu bewacizumabu, liczonych jako stosunek
stezenia wewngtrzkomorkowego leku do jego stezenia zewngtrzkomorkowego. Metodyke wyznaczania tego parametru
przedstawiono schematycznie na Rysunku 2.3. Zamieszczono wartosci dla linii komérkowych HeLa i MDA-MB-231 po
odpowiednich czasach inkubacji. Bledy zostaly obliczone przy uzyciu metody rozniczki catkowitej (N = 8, kazda komérka byla
mierzona trzykrotnie).

Linia komérkowa z czasem inkubacji Wspélezynnik podziatlu (- 10°)
HeLa 24h inkubacji 1,3+£0,7
MDA-MB-231 24h inkubacji 2+1
MDA-MB-231 48h inkubacji 241

Analizujac uzyskane wyniki, na tym etapie zatozono, ze sygnat o czasie Zycia powyzej 2,6 ns
odpowiada barwnikowi uzytemu do znakowania przeciwciata. Stezenie zwigzku zamknigtego
wewnatrz pecherzykéw wewnatrzkomorkowych byto okoto 10° razy mniejsze w poréwnaniu
do stezenia leku w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j. Nie jest jednak jednoznaczne, czy po tak
stosunkowo dtugim czasie w pecherzykach jest obecny kompleks [lek — barwnik], czy tez sam
barwnik z uwagi na mozliwa degradacj¢ badanego przeciwciala. Wspotczynniki podziatu nie
roznity si¢ znaczaco wzgledem obu badanych typow komoérek nowotworowych. Dodatkowo,
w przypadku linii MDA-MB-231 parametr ten przyjat zblizone wartosci zarowno po 24. jak i
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48. godzinach inkubacji. Warto doda¢, ze proces internalizacji bewacizumabu wydaje si¢ by¢
zalezny termodynamicznie, gdyz nie odnotowano znaczacych roznic pomigdzy typami
nowotworow i czasem inkubacji. Dla poréwnania, gdyby lek byt transportowany w sposéb
aktywny, a zawarto$¢ pecherzykow bytaby uwalniana do cytoplazmy, wowczas wspotczynnik
podzialu mogltby osiggnaé wartos¢ bliskg lub rowna 1.
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Rysunek 3.3.4. Wspolczynnik podziatu jako parametr okreslajgcy efektywnosé internalizacji bewacizumabu. Wykres
pudetkowy, uwzgledniajqcy wyniki dla komorek Hela po 24. godzinach inkubacji oraz MDA-MB-231 po 24. i 48. godzinach.
Jako porownanie zastosowano wnikanie TRITC-dekstranu o masie czgseczkowej 155 kDa do komorek HeLa po 24. godzinach
inkubacji z 500 nM i 50 nM polimerem. Przedstawiono wartosci usrednione z osmiu niezaleznych powtorzen.

Badania rozszerzono, porownujac wspotczynnik podziatu dla bewacizumabu z efektywnos$cia
wnikania neutralnego dla komorek, nie oddzialujacego wewnatrzkomoérkowo, TRITC-
dekstranu o masie czasteczkowej 155 kDa. Wielkos$¢ (promien hydrodynamiczny) wybranego
polimeru jest zblizona do bewacizumabu (szczegdty: podrozdziat ,, Wigzanie bewacizumabu do
celu molekularnego — czynnika VEGF ) i wynosi 8,6 nm.® Jedynym mozliwym mechanizmem
transportu dekstranu do komorki powinna by¢ konstytutywna endocytoza. Pomiary wykonano
dla komorek Hela po 24. godzinach inkubacji z 500 nM i 50 nM TRITC-dekstranem. Uzyskane
wyniki poréwnano z wynikami wspotczynnika podziatu dla bewacizumabu i przedstawiono na
Rysunku 3.3.4. Uzyskany, nieco wyzszy wspotczynnik podziatu dla TRITC-dekstranu,
dowodzi, ze bewacizumab, dziatajacy poza komorkami, nie jest pobierany przez komorki
chetniej od zwigzku uznawanego za neutralny - TRITC-dekstranu.

Poprzednie badania'® (Rozdziat 3.2.) wykazaty, ze wspotczynnik podziatu jest parametrem
statym dla danego zwiazku i linii komorkowej, niezaleznym od st¢zenia leku w medium
hodowlanym. Réznice we wspolczynnikach podziatu pomiedzy stgzeniami 500 nM 1 50 nM
TRITC-dekstranu wynikaja prawdopodobnie z ograniczen sprzgtowych. Stezenia zostaly
okreslone przy uzyciu metody FCS dedykowanej do analizy stezen rzgdu nM. Przy stezeniach
500 nM uzyskane wspotczynniki obarczone sg znacznym biedem, co moze implikowac roznice
pomiedzy wspdiczynnikiem uzyskanym dla 50 nM 1 500 nM. Nalezy jednak podkresli¢, ze rzad
wielkos$ci wspotczynnika podziatu w przypadku bewacizumabu i TRITC-dekstranu 155 kDa
jest taki sam.
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Znakowany bewacizumab wykazuje cytotoksycznosé wzgledem komorek HeLa

Zmiany morfologiczne zaobserwowane w obrazowaniu FLIM komorek HeLa inkubowanych
przez 48 godziny ze znakowanym lekiem (Rysunek 3.3.2.) sugerowaly cytotoksycznos¢
bewacizumabu wobec tego typu nowotworu. W ujeciu otrzymanych wynikow jakosciowych,
zbadano w sposo6b iloéciowy potencjalng toksycznos¢ fluorescencyjnego bewacizumabu wobec
obu badanych typow nowotworow. Cytotoksyczno$é znakowanego przeciwciata badano przy
uzyciu testu alamarBlue® (w zakresie stezen 1 - 500 nM). Jak przedstawiono na Rysunku
3.3.5.A, C, znakowany bewacizumab w najwyzszych testowanych st¢zeniach (500 nM 1 250
nM) zabijal komorki raka szyjki macicy. Warto$¢ ICsp wynosita 149,64 nM.
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Rysunek 3.3.5. Cytotoksycznos¢ bewacizumabu wzgledem linii komérkowych HeLa oraz MDA-MB-231: A) Zywotnosé komorek
HeLa inkubowanych z fluorescencyjnym lekiem w funkcji stezenia zwiqgzku, z wartoscig IC5o, na podstawie testu alamarBlue®.
B) Zywotnos¢ komérek MDA-MB-231 inkubowanych z fluorescencyjnym lekiem w funkcji stezenia zwigzku, z wartoscig 1Cso,
na podstawie testu alamarBlue®. C) Porownanie cytotoksycznosci leku wyznakowanego i niewyznakowanego wzgledem linii

komorkowej HeLa. D) Poréwnanie cytotoksycznosci wyznakowanego i niewyznakowanego bewacizumabu wzgledem linii
komorkowej MDA-MB-231.

Dla porownania, komorki MDA-MB-231 inkubowane z 500 nM i 250 nM fluorescencyjnie
znakowanego bewacizumabu pozostaty zywe odpowiednio w 77% i 90%. Niewielki spadek
zywotnosci komorek potrojnie ujemnego raka piersi widoczny na Rysunku 3.3.5.B, D dla trzech
najwyzszych stezen leku moze sugerowaé nieznaczng odpowiedz komoérkowa na badany
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zwigzek. Jednak spadek ten miesci si¢ w zakresie btedu. Zatem iloSciowe wyniKi alamarBlue®
potwierdzity obserwacje odnotowane poprzez obrazowanie FLIM.

W ramach badan zweryfikowano réwniez, czy przylaczenie czasteczki barwnika do czasteczki
leku wptywa na jego wilasciwosci farmakologiczne. W tym celu, przetestowano potencjalng
cytotoksycznos¢ bewacizumabu pozbawionego barwnika (w zakresie stezen 2 - 1 000 nM)
wobec obu badanym liniom komoérkowym (Rysunek 3.3.6.C, D). W tym przypadku rowniez
zastosowano test alamarBlue®, ktory wykazat, ze pozbawiony barwnika lek nie wykazuje
cytotoksycznosci wobec zadnego z badanych typéw nowotworéw (Rysunek 3.3.6.A). Chcac
potwierdzi¢ uzyskane wyniki poszerzono badania, wykonujac test MTT, w ktorym zywotnos¢
obu linii komérkowych utrzymywata si¢ na poziomie 100% (Rysunek 3.3.6.B).
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Rysunek 3.3.6. Cytotoksycznos¢ bewacizumabu oraz barwnika zastosowanego do wybarwienia przeciwciala: Atto 488 NHS.
A) Zaleznosé zywotnosci komorek HeLa oraz MDA-MB-231 od stezenia niewyznakowanego bewacizumabu, okreslona w tescie
alamarBlue®. B) Zaleznos¢ zywotnosci komorek HeLa oraz MDA-MB-231 od stezenia niewyznakowanego bewacizumabu,
wyznaczona w tescie MTT. C) Cytotoksycznosc estru Atto 488 NHS (uzytego barwnika) wobec komorek HeLa okreslona za
pomocq testu MTT. D) Cytotoksycznosé estru Atto 488 NHS wobec linii komorkowej MDA-MB-231 okreslona za pomocq testu
MTT.

Uzyskane wyniki wzgledem komoérek MDA-MB-231 s3 zgodne z doniesieniami
literaturowymi. Emlet i inni**® zaraportowali niewielki spadek zywotnosci linii komérkowe;
MDA-MB-231 dla nieznakowanego bewacizumabu w stezeniach do 670 nM. Ten brak
odpowiedzi w zywotno$ci komorek potrojnie ujemnego raka piersi na pozbawiony barwnika
bewacizumab moze wynika¢ z istotnego spadku poziomu ekspresji celu molekularnego
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badanego leku - czynnika VEGF, po 24. godzinach inkubacji komorek MDA-MB-231 z
lekiem.'® Warto podkresli¢ takze , ze uzyskane wyniki cytotoksycznosci dowodza, ze
znakowanie bewacizumabu zmienia jego potencjal kliniczny. Obserwacje te s3
prawdopodobnie bezposrednio zwigzane z inng stata rownowagi miedzy lekiem a jego celem
dziatania - czynnikiem VEGF. Stata rownowagi znakowanego kompleksu [lek — VEGF] jest
prawdopodobnie wyzsza niz w przypadku pozbawionego barwnika bewacizumabu. Wartos¢
statej rownowagi bezposrednio przektada si¢ z kolei na znaczenie terapeutyczne i wiasciwos$ci
farmakologiczne.

Na koniec, zbadano rowniez cytotoksycznos¢ samego barwnika (ester Atto 488 NHS), chcac
upewni¢ sig, ze obserwowana toksyczno$¢ znakowanego leku nie jest spowodowana
toksyczno$ciag samego barwnika. Barwnik nie byl szkodliwy dla Zzadnego typu badanych
komoérek, nawet w najwyzszym testowanym stezeniu rownym 1 uM. Zywotno$¢ komorek
HeLa poddanych dziataniu Atto 488 NHS wynosita 90% dla wszystkich badanych stezen
(Rysunek 3.3.6.C). W przypadku komorek MDA-MB-231, okoto 80% komorek poddanych
dziataniu Atto 488 NHS wykazalo zywotnos$¢ niezaleznie od st¢zenia barwnika (Rysunek
3.3.6.D).

Wielkos¢ bewacizumabu oraz jego wigzanie z VEGF — warunki in vitro

0 Wiazanie bewacizumabu do celu molekularnego — czynnika VEGF

Wedlug mechanizmu dziatania, bewacizumab wigze si¢ do czynnika VEGF. W ramach badan
zweryfikowano, czy bewacizumab po zwigzaniu (jesli taka reakcja zachodzi) ze swoim celem
molekularnym zmienia swo0j rozmiar na tyle, aby zmiany te byly widoczne podczas
eksperymentow FCS. Pomiary w roztworze PBS zawierajacym lek i VEGF-A w stosunku
stechiometrycznym 1:2 nie wykazaty znaczacych roznic we wspotczynniku dyfuzji migdzy
samym lekiem a lekiem inkubowanym z VEGF-A. Uzyskane wyniki podsumowano w Tabeli
3.3.3.

Tabela 3.3.3. Wspolczynniki dyfuzji i promienie hydrodynamiczne samego bewacizumabu, oraz kompleksu pomiedzy badanym
lekiem a VEGF-A (pomiary wykonane w buforze), uzupetnione o wartosci jasnosci wyrazonej w liczbie zliczen fotonow na
sekunde. Wyniki uzyskano z trzech niezaleznych eksperymentow, a bledy obliczono przy uzyciu metody rézniczki catkowitej (N
=10).

Parametr Sém Bewacizumab inkubowany z VEGF-A
bewacizumab
Wspbtczynnik dyfuzji [um?/s] 49+ 1 51+1
Promien hy[(:]rrcr)](j’iynamlczny 6,2+ 0,2 5,9 + 0,1 (stosunek stechiometryczny 1:2)
Jasno$¢ [liczba zliczen/s] 29 734 27 548 (stosunek stechiometryczny 1:30)

Eksperymenty FCS in vitro okreslity zatem, ze rozmiar kompleksu bewacizumab-VEGF i
samego leku jest taki sam (zmiany mieszcza si¢ w granicach btedow). Ksztatty krzywych
autokorelacji FCS (Rysunek 3.3.7.) potwierdzaja wartosci liczbowe. Pojawia si¢ zatem pytanie,
w jaki sposob VEGF wigze si¢ do czasteczki przeciwciata, ze reakcja ta nie wptywa na rozmiar
leku. W literaturze istniejg dwie hipotezy dotyczace struktury kompleksu [VEGF -
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bewacizumab]. Chang i inni opisali pierwsza z nich:**" w probce bewacizumabu z nadmiarem
VEGF, jedna czasteczka leku bedzie wigza¢ dwie czasteczki czynnika. Proponowany schemat
tworzenia kompleksu przedstawiono na Rysunku 3.3.7. (wariant 1). Co istotne, hipoteza ta
zaklada, ze mozliwe jest tworzenie komplekséw supramolekularnych. Nalezy takze zaznaczy¢,
ze autorzy tej pracy’®’ uzyskali wyniki (przesuniecie pikow na chromatogramie) wskazujace na
wzrost wielkosci leku po dodaniu czynnika VEGF do probki przeciwciata. Przeprowadzone w
ramach niniejszych badan eksperymenty FCS jednoznacznie wykluczyly mozliwos¢ tworzenia
wiekszych kompleksow - nie zaobserwowano dodatkowego sktadnika o promieniu wiekszym
niz badany lek. Obecnos¢ tak duzych kompleksow znalaztaby odzwierciedlenie w przesunigciu
krzywych autokorelacji FCS (Rysunek 3.3.7.). W konsekwencji kompleksy implikowatyby
zastosowanie dwuskltadnikowego modelu dyfuzji jako modelu dopasowania danych
eksperymentalnych, a dobrany zostal model dyfuzji jednosktadnikowe;.

Hipoteza Przewidywana krzywa FCS Eksperymentalne krzywe FCS
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Rysunek 3.3.7. Schematy hipotez dotyczqcych wigzania bewacizumabu z VEGF w zestawieniu z uzyskanymi eksperymentalnie
krzywymi autorelacji FCS dowodzgcymi brak zmian po zwigzaniu leku z czynnikiem. Lewy panel: Hipotezy dotyczqce wyglgdu
kompleksu bewacizumabu z VEGF. Wariant 1: Mechanizm wigzania VEGF z bewacizumabem zaproponowany przez Changa
i innych.'®" Jedna czgsteczka leku wigze dwie czgsteczki VEGF. Mozliwe jest réwniez tworzenie komplekséw
supramolekularnych. Wariant 2: Prosty schemat przedstawiajgcy kompleks bewacizumabu z VEGF zdeponowany w bazie
danych PDB.'38 Prawy panel: Ksztalt eksperymentalnych krzywych autokorelacji FCS jako wskaznik zmian wielkosci badanego
probnika. Nie odnotowano zZadnych roznic miedzy samym lekiem a probkqg leku z czynnikiem VEGF.

Alternatywny sposob wigzania VEGF do bewacizumabu bazuje na strukturze 3D mutanta Fab
bewacizumabu w kompleksie z VEGF, dostgpnej w bazie danych PDB.3® W tym wariancie,
VEGF znajduje si¢ pomiedzy dwoma fragmentami Fab przeciwciala a stosunek
stechiometryczny wynosi jedna czasteczka VEGF na jedng czasteczke leku (Rysunek 3.3.7.,
wariant 2). Biorac pod uwagg masy czasteczkowe badanego leku i VEGF-A (odpowiednio 149
kDa 1 45 kDa) mozna wnioskowa¢, ze VEGF wbudowuje si¢ pomiedzy specyficzne fragmenty
przeciwciala. Wyniki uzyskane z pomiarow FCS wskazujg na wariant 2. wigzania leku ze
swoim celem molekularnym, w ktorym bewacizumab nie zmienia SWO0jego rozmiaru po
Zwigzaniu.

0 MB jako alternatywa FCS wykluczenia lub potwierdzenia zaj$cia reakcji

Metoda FCS nie umozliwita wykrycia wigzania VEGF z bewacizumabem ze wzgledu na brak
widocznych zmian wielko$ci migdzy kompleksem a samym lekiem. W zwigzku z tym,
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wykorzystano wczesniej opisang metode jasnosci molekularnejl®®t1%113 (Rozdziat 3.2.) do
ustalenia, czy zachodzi wigzanie migdzy lekiem a jego celem. W tej metodzie wykorzystano
fakt, ze po zwiazaniu VEGF nast¢puje zmiana jasnosci fluorescencji emitowanej przez
czasteczki leku. Jasno$¢ samej czasteczki bewacizumabu jest wyzsza od jasnosci kompleksu
lek-VEGF. Uzyskane wyniki zostalty zamieszczone w Tabeli 3.3.3. Przy stosunku
stechiometrycznym 1 : 30 (bewacizumab : VEGF) otrzymano 7% spadek intensywnoS$ci
fluorescencji leku. Warto zaznaczy¢, ze procentowe zmiany intensywnosci fluorescencji po
zwigzaniu istotnie zaleza od zlokalizowania czgsteczek barwnika w czgsteczce leku. W trakcie
przeprowadzonego barwienia badanego przeciwciata (Rozdziat 2.) ilos¢ czgsteczek barwnika
przypadajaca na ilo$¢ czasteczek leku zostata ustalona poprzez stechiometri¢ reakcji, a nie
specyficznos¢ wigzania barwnika do okreslonych miejsc w czasteczce leku. W zwigzku z tym,
niektore czasteczki barwnika mogg by¢é obecne w miejscu wigzania z VEGF - w takim
przypadku zmiana intensywnos$ci bedzie wyrazniejsza. Niektére natomiast moga byc¢
zlokalizowane w innych miejscach przeciwciata, co przeklada si¢ na mniejszy spadek
fluorescencji. Niemniej jednak udowodniono, ze fluorescencyjny bewacizumab wigze si¢ z
VEGF w warunkach in vitro.

Pomiary FCS bezposrednio wewngtrz Zywych komorek jako ilosciowa metoda
charakterystyki internalizacji bewacizumabu

Pomiary FCS wewnatrz zywych komorek pozwalajg na identyfikacje pojedynczych czasteczek
fluorescencyjnych na podstawie ich czasow dyfuzji. Brak krzywej autokorelacji FCS swiadczy
0 braku mobilnej frakcji analizowanej czasteczki, ktora dyfundowataby przez objetosc
konfokalng. Na poziomie pojedynczej komorki i1 pojedynczych czasteczek, przeprowadzono
pomiary FCS we wsparciu modutu FLIM, pozycjonujac ognisko konfokalne w kazdej
analizowanej komorce w dwoch obszarach:

- gdzie sygnal od leku fluorescencyjnego nie zostal wykryty w jakosciowym podejsciu -
obrazowaniu FLIM (w cytozolu)

- gdzie na zdjgciach FLIM byty widoczne wybarwione pegcherzyki (wokoét jadra w przypadku
komorek raka szyjki macicy).

Z miejsc cytoplazmatycznych, w ktorych na zdjeciach FLIM nie zaobserwowano sygnatu
pochodzacego od leku, nie otrzymano krzywych autokorelacji FCS. Uzyskany zapis
symetrycznie oscylowal wokot 0, potwierdzajac tym samym, ze wolny, znakowany,
bewacizumab nie byl obecny w cytoplazmie. Opisane obserwacje otrzymane w wyniku
pomiarow FCS dotyczyly obu badanych linii komoérkowych (Rysunek 3.3.8.). Z kolei
pozycjonujgc ognisko konfokalne w miejscach wystepowania endosoméw (Rysunek 3.3.9.),
otrzymano krzywe autokorelacji FCS, identyfikujac dyfuzje leku zamknietego w pegcherzyku.
Krzywe autokorelacji FCS z wnetrza komorek zostaty opisane za pomoca modelu dyfuzji
opisanego przez Ochab-Maciolek i innych,'* uzupelionego o parametr reprezentujacy
transport pgcherzykow. Funkcje matematyczng dopasowanego modelu przedstawiono w
Rownaniu (3.3.).
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Roéwnanie (3.3.)

gdzie N oznacza calkowita liczbg czasteczek w objetosci konfokalnej, Dm odpowiada
wspotczynnikowi dyfuzji pgcherzyka, a - promieniowi pgcherzyka, Dm jest wspotczynnikiem
dyfuzji czasteczki zamknigtej w pecherzyku, w,, t0 promiefi objetosSci konfokalnej,
zdefiniowanej podczas kalibracji, a v jest predkoscig pecherzyka. Parametr k zostal okreslony
podczas kalibracji.
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Rysunek 3.3.8. Przykladowe zapisy intensywnosci fluorescencji w czasie i odpowiadajgce im krzywe autokorelacji FCS
otrzymane przez pozycjonowanie ogniska konfokalnego w cytoplazmie. Wyniki przedstawione dla linii komérkowej HeLa po
24. godzinach inkubacji z badanym lekiem oraz dla komorek linii MDA-MB-231 po 24. i 48. godzinach inkubacji.

W ten sposob uzyskano informacje o wspolczynniku dyfuzji pecherzyka, wspdtczynniku
dyfuzji leku zamknigtego w pecherzyku, predkosci ruchu pecherzyka (aktywny transport
pecherzyka wzdluz mikrotubul) oraz promieniu pecherzyka. Warto$ci wszystkich
wymienionych parametréw zamieszczono w Tabeli 3.3.4.
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Miejsce detekcji: PECHERZYKI
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Rysunek 3.3.9. Przykladowe zapisy intensywnosci fluorescencji w czasie i odpowiadajgce im krzywe autokorelacji FCS
otrzymane przez pozycjonowanie ogniska konfokalnego w miejscach wystgpowania pecherzykow. Wyniki przedstawione dla
linii komérkowej HeLa po 24. godzinach inkubacji z badanym lekiem oraz dla komorek linii MDA-MB-231 po 24. i 48.
godzinach inkubacji.

Co istotne, na podstawie analizy zapisoOw intensywnosci fluorescencji bewacizumabu w czasie,
wykluczono zjawisko wypalania (przyktadowe zapisy w czasie przedstawiono na Rysunkach
3.3.8.13.3.9.). Wypalanie, zjawisko czesto wystepujace w trakcie pomiarow FCS, wptywa na
ksztalt krzywej autokorelacji FCS — moze si¢ wowczas pojawi¢ dodatkowy, charakterystyczny,
czas zaniku lub brak zbiezno$ci krzywej do zera. Porownujac intensywno$¢ fluorescencji w
pierwszej i w 20. sekundzie pomiaru, jednoznacznie wykluczono zjawisko wypalania dla
pomiardw bewacizumabu w komoérkach. Tym samym potwierdzono, ze uzyskane krzywe

94

http://rcin.org.pl



autokorelacji FCS odzwierciedlaja ruch pecherzyka i zamknigtego w nim fluoroforu. Srednia
predkos¢ transportu pgcherzykow dla obu badanych linii komoérkowych wyniosta 1,56 um/s
(Tabela 3.3.4.). Uzyskana warto$¢ odpowiada predkosci bialek motorycznych z rodziny
kinezyn (w tym kinezyny-1),14° transportujacych endosomy wzdtuz mikrotubul.

Tabela 3.3.4. Wartosci parametrow uzyskane z opisania danych eksperymentalnych FCS przy uzyciu Réwnania (3.3.). Pomiary
wykonano wewngtrz komdrek HeLa i MDA-MB-231. Dwm reprezentuje wspélczynnik dyfuzji pecherzyka, a - promien

pecherzyka, Dm oznacza wspotczynnik dyfuzji czgsteczki zamknietej wewngqtrz pecherzyka, v jest predkoscig przemieszczania
sig pecherzyka. Bledy odpowiadajq odchyleniom standardowym (N = 10).

Parametr (Réwnanie Komorki HeLa po Komoérki MDA-MB- | Komérki MDA-MB-
24h inkubacji z 231 po 24h inkubacji | 231 po 48h inkubacji
(3.3) . . .
lekiem z lekiem z lekiem
Dwm [um?/s] 0,03+0,10 0,4+0,3 0,03 +0,01
a[um] 0,24 + 0,06 0,25+ 0,07 0,28 + 0,09
Dm [um?/s] 8+3 10+9 6+1
v [um/s] 1+£2 3+3 0,8+0,8

Tym samym obserwacje dokonane za pomocg obrazowania FLIM i konfokalnego (Rysunki
3.3.2, 3.3.3.) zostaly potwierdzone poprzez ilosciowe pomiary FCS. Wykluczono obecnos¢
wolnego, swobodnie dyfundujacego
Udowodniono rowniez, ze pojedyncze $wiecace punkty odpowiadaja pecherzykom -
pecherzykom endocytarnym lub lizosomom.

bewacizumabu wewnatrz zywych komorek.

0 Endocytoza konstytutywna jako mechanizm transportu bewacizumabu

Dotychczas opisane wyniki dowiodly, ze dla obu linii komoérkowych, fluorescencyjny
bewacizumab nie jest obecny w formie wolnej w cytoplazmie komorek nowotworowych. Na
podstawie obrazowania FLIM, wspotczynnika podziatu i jego porownania do neutralnego dla
komorek TRITC-dekstranu oraz pomiaré6w FCS in vivo, domniemanym mechanizmem
transport wydaje si¢ endocytoza konstytutywna. Tego typu proces odbywa si¢ stale i
niezaleznie od obecnosci leku w medium otaczajacym komorki. Gdyby bowiem lek byt
transportowany endocytoze  (transport  aktywny),  ilos¢
wewnatrzkomorkowych zawierajacych badany bewacizumab bylaby wyraznie i1 znaczaco
wigksza juz po krotkim czasie inkubacji.

przez pecherzykow

Na potwierdzenie tej tezy wykonano eksperyment kontrolny (przeprowadzony przez dr inz.
Karing Kwapiszewska), w trakcie ktorego inkubowano komoérki HeLa z fluorescencyjna
transferyng w stezeniach 50 nM i1 200 nM przez okoto 1. godzing. Uzyskane zdjecia konfokalne
przedstawiono na Rysunku 3.3.10. Transferyna to biatko bedagce modelowym przyktadem
czasteczki transportowanej przez endocytoze zalezna od klatryny.**® Jak wida¢ na Rysunku
3.3.10, juz po 1. godzinie inkubacji z transferyng wewnatrz komorek raka szyjki macicy
widoczne byly pecherzyki - endosomy. Ich liczba (niezaleznie od st¢zenia biatka) byta znacznie
wyzsza 0d liczby pgcherzykow widocznych w tych samych komorkach HeLa po 24. godzinach
inkubacji z 500 nM fluorescencyjnym bewacizumabem (Rysunki 3.3.2, 3.3.3.).
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Rysunek 3.3.10. Zdjecia konfokalne komérek HeLa inkubowanych przez 1. godzing z transferyng — modelowg czgsteczkg, dla
ktorej mechanizmem transportu jest endocytoza (transport aktywny) w stezeniu 200 nM (lewy obraz) i 50 nM (prawy obraz).
Skala = 10 um.

Liczba pecherzykoéw widocznych na uzyskanych zdjeciach FLIM/konfokalnych (Rysunki
3.3.2,, 3.3.3.) pozwala stwierdzi¢, ze lek dostaje si¢ do komorki przypadkowo, w wyniku
endocytozy zachodzacej stale (konstytutywnej).}*! Parametrem, ktéry dodatkowo wyklucza
aktywny transport bewacizumabu jest czas, po ktorym pecherzyki zostaty w komorkach
zaobserwowane. W przypadku aktywnego transportu pecherzyki powinny by¢ zauwazalne juz
po 1. godzinie inkubacji leku z komérkami (jak w przypadku transferryny, Rysunek 3.3.10.).
Dla badanego bewacizumabu, endosomy nie byly obecne wewnatrz obu badanych typow
komorek az do 24. godzin inkubacji.

0 Rédznice w internalizacji bewacizumabu wzgledem potréjnie ujemnego raka piersi
i raka szyjki macicy

Odnotowane réznice migdzy badanymi typami nowotworéw w ujeciu lokalizacji badanego leku
(wybarwione, wydtuzone struktury w komorkach HeLa — Rysunki 3.3.2., 3.3.3.) oraz reakcji
na niego (komorki Hela po 2. dniach inkubacji z lekiem przypominaty morfologicznie komorki
martwe) sg prawdopodobnie zwigzane z rozbudowanym systemem wewngtrzblonowym.
Bewacizumab zamknigty w pecherzyku endocytarnym moze by¢ trawiony w lizosomie, ktory
powstaje, gdy pecherzyk endocytarny laczy si¢ z pecherzykiem Golgiego zawierajagcym
enzymy trawienne. Zabarwione struktury btonowe wokot jadra w przypadku komoérek Hela
prawdopodobnie odpowiadajg btonom retikulum endoplazmatycznego (ER). Wiadomo, ze
transport pecherzykowy zachodzi miedzy ER a aparatem Golgiego.!*? Bewacizumab moze
przedostawac¢ sie do ER przez uktad wewnatrzbtonowy (transport wsteczny),**® barwiac w ten
sposob jego btony. Jest rowniez prawdopodobne, ze btony ER sg barwione przez sam barwnik
uwalniany po degradacji przeciwciatla w lizosomach. Takiej sytuacji nie odnotowano w
komoérkach MDA-MB-231, w ktérych zawartos¢ endosomow/lizosomow nie dostawata sie do
ER. Aby jednak bardziej szczegdlowo wyjasni¢ zjawisko wybarwionych struktur blonowych i
ich braku w komorkach potrojnie ujemnego raka piersi, konieczne sg dodatkowe badania.
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Podsumowanie badan nad internalizacjg bewacizumabu do wnetrza komorek
nowotworowych

Mimo ze bewacizumab nie powinien wnika¢ do komorek, w literaturze istniejg doniesienia
opisujace jego internalizacje. Dla przyktadu, Deissler i inni'*® wykazali, Ze bewacizumab
internalizuje komorki §rodbtonka siatkowki, wskazujac trzy frakcje wewnagtrzkomorkowe tego
leku: cytoplazme, btony/organelle i cytoszkielet. Podobne wyniki zostaty opublikowane przez
Borchersa i innych.'* Gtéwna roéznica migdzy tymi dwoma badaniami byt czas inkubacji
komorek z bewacizumabem. Inny raport literaturowy dotyczacy internalizacji bewacizumabu
dotyczyt komoérek glejaka. Autorzy tej publikacji wykazali, ze komorki CD133+ in vitro
internalizuja badany lek na drodze makropinocytozy juz po 5. minutach inkubacji.}** Wszystkie
wymienione prace opisuja proces wnikania bewacizumabu do komoérek. Z drugiej jednak
strony, w literaturze mozna znalez¢ artykuly opisujace modyfikacje przeciwcial, takich jak
bewacizumab, majace na celu zapewnienie ich wprowadzenie do wnetrza komorek.*® Takie
zmodyfikowane przeciwciala, nazywane cytotransmabami, wnikaja do komodrek gtownie na
drodze endocytozy. Warto w tym miejscu ponownie podkresli¢, ze wnikanie bewacizumabu do
komoérek bedzie zjawiskiem niepozadanym, obnizajacym jego potencjat terapeutyczny w
stopniu zaleznym od stopnia wnikania. Fakt, Ze internalizacja tego przeciwciata nie powinna
zachodzi¢ wynika z miejsca wystgpowania jego celu molekularnego, VEGF, ulegajacego
sekrecji na zewnatrz komorek.

W ramach niniejszej pracy, zbadano proces internalizacji bewacizumabu przy uzyciu metody
FCS, w potaczeniu z obrazowaniem FLIM/konfokalnym, zastosowanej bezposrednio we
wngtrzu zywych komoérek nowotworowych, bez zmienionego metabolizmu. Zastosowanie
metody FCS dostarczyta informacji, jakie sktadniki sg obecne wewnatrz komorek oraz jaki jest
mechanizm transportu badanej czasteczki wyznakowanej fluorescencyjnie. Dzigki
zaimplementowaniu tej techniki do pomiaréw ludzkich komoérek wykazano, ze:

- lek 0 nazwie bewacizumab nie jest uwalniany z pecherzykéw do cytoplazmy komorek
potrojnie ujemnego raka piersi oraz raka szyjki macicy;

- endosomy obecne w komorkach nie pochodzily z aktywnego pobierania leku, ale
najprawdopodobniej wynikaty z konstytutywnej endocytozy zachodzacej w sposob
ciagly;

- efektywnos$¢ internalizacji bewacizumab utrzymuje si¢ na takim samym poziomie jak
efektywnos¢ pobierania przez komorki neutralnego dla nich zwigzku (na przyktadzie
TRITC-dekstranu). Internalizacji bewacizumab nie jest zatem procesem zachodzacym
w sposob aktywny.

Zatem przeprowadzone badania ponownie potwierdzity, ze technika FCS to cenne narzedzie

dostarczajace rozstrzygajacych informacji w dziedzinie internalizacji lekow w komorkach.

Poréwnujac wyniki dla bewacizumabu z wynikami dla leku olaparib, opisanymi w Rozdziale
3.2., efektywno$¢ wnikania (wyrazona w formie wspodtczynnika podziatu) byta okoto 100 000
razy mniejsza dla bewacizumabu w poréwnaniu do olaparibu - leku samodzielnie wnikajacego
do komoérek przez btone komérkowa.!® Odnotowana réznica jest zjawiskiem oczekiwanym i
wynikajacym z mechanizméw transportu badanych lekow. Olaparib, mata czasteczka,
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swobodnie przenika na drodze biernej dyfuzji, akumulujac si¢ wewnatrz komorek. Z kolei
bewacizumab nie jest pobierany przez komoérki na drodze dyfuzji lub aktywnej endocytozy.
Obecnos¢ tego leku w komorkach jest konsekwencja konstytutywnej endocytozy, zachodzace;j
stale, niezaleznie od obecnos$ci bewacizumabu w medium.

Badania majgce na celu okres$lenie, czy bewacizumab wnika do komoérek nowotworowych oraz
jesli tak, co dzieje si¢ z tym lekiem wewnatrz komorek, poszerzono o testy cytotoksycznosci
bewacizumabu i porownania wplywu fluorescencyjnie znakowanego leku z niewyznakowanym
bewacizumabem na ludzkie komorki. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze
fluorescencyjny bewacizumab w ste¢zeniach 250 nM 1 500 nM zabijal komérki HeLa, czego nie
odnotowano w przypadku komorek potrojnie ujemnego raka piersi. Co wazne,
niewyznakowany lek nie wykazywat dziatania cytotoksycznego wobec zadnej z badanych linii.
Tym samym mozna twierdzié, ze znakowanie leku zmienia jego wlasciwosci farmakologiczne.
Bewacizumab z przylaczong czasteczka barwnika wydaje sie by¢ obiecujagcym celem badan
klinicznych w leczeniu raka szyjki macicy.

3.4.Wnikanie terapeutycznych dinukleotydow do komérek nowotworowych

Badania opisane w tym rozdziale pracy zostaly przeprowadzone w ramach wspotpracy z
Centrum Nowych Technologii UW. Ich celem byto okreslenie (za pomocg techniki FCS w
potaczeniu z obrazowaniem FLIM), czy wybrane, dostarczone przez UW, dinukleotydy
wnikaja do komorek potrojnie ujemnego raka piersi oraz jesli tak, jakie sa ich losy: czy w
komorce obecne sa wolne, niezwigzane czasteczki lub czy badane zwigzki oddzialujg ze
sktadnikami komoérkowymi. Podjeto takze probe zaproponowania mechanizmu transportu
badanych czasteczek. Uzyskane wyniki to czg§¢  szerszych, opublikowanych,
eksperymentow.1%® Czasteczki stanowigce przedmiot badan tego rozdziatu to antagonisci
eukariotycznego czynnika inicjacji translacji elF4E w formie syntetycznych,
dinukleotydowych 5°,5’-trifosforanowe analogow. Tego typu zwiazki moga obniza¢ poziom
czynnika elF4E w komorkach nowotworowych, hamujac proces inicjacji translacji. Tym
samym takie podejscie stanowi form¢ obiecujacych terapii przeciwnowotworowych. Duzym
problemem pozostaje jednak samodzielnie wnikanie tych czgsteczek do komorek, co
zweryfikowano w ramach eksperymentow opisanych ponize;j.

W tabeli ponizej zestawiono informacje dotyczace przeprowadzonych w tym rozdziale
pomiarow.
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Tabela 3.4.1. Informacje techniczne dotyczgce pomiaréw wykonanych w Rozdziale 3.4.

Roztwor/roztwory Zastosowany
Badane Zastosowany model
.. zastosowane do Temperatura . model
linie ., . ., matematyczny in i
, pomiardow FCS In pomiarow . matematyczny in
komorkowe . vitro .
vitro Vvivo
. Model dyfuzji Model dyfuzji
H20, medium norma?:ej J norma?/r:ej :
MBA-MB- hodowlane 36°C+0,5°C | jednoskladnikowej | dwuskladnikowej
231 otaczajace badane ) .
Kombrki (a=1,i=1z (a=1,i=2z
Réwnania (2.1.)) Roéwnania (2.1.))

Schemat komorki obrazujacy rozwazane losy badanych dinukloetydéw we wnetrzu komorki
przedstawiono ponize;.

brak dinukleotydu
wewnatrz komorki

Rysunek 3.4.1. Mozliwe losy wewngtrzkomorkowe terapeutycznych dinukleotydow. Oprécz przedstawionych wariantow,
mozliwe sq takze interakcje dinukleotydu ze sktadnikami komorkowymi, jak btony, organelle, kwasy nukleinowe.

Terapeutyczne dinukleotydy wnikajq do komorek potrojnie ujemnego raka piersi

Tak jak w przypadku poprzednich eksperymentéw pomiary rozpoczeto od oceny jakosciowe;,
czy badane konjugatow z cholesterolem i kwasem foliowym wnikaja do wnetrza komorek
MDA-MB-231. W tym celu wykonano obrazowanie FLIM, umozliwiajgce rozréznienie
sygnalu pochodzacego od badanej czasteczki (czas zycia fluorescencji > 2,6 ns) od
autofluorescencji (czas zycia fluorescencji < 2,4 ns) emitowanej przez komorki przy
wzbudzeniu laserem o dtugosci fali 488 nm.

Wykonane pomiary wykazaty obecno$¢ obu badanych konjugatow w komorkach potrojnie
ujemnego raka piersi (kolor czerwony pochodzit od badanych konjugatow, Rysunek 3.4.2.).
Nalezy podkresli¢, ze obie badane czasteczki w wigkszosci byty zlokalizowane w cytoplazmie
komorek. Dodatkowo, dla konjugatu analogu cap z cholesterolem obrazowanie FLIM wykazato
wigzanie do btony komorkowe;.
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m’GpppA-FAM-FA m’GpppA-FAM-Chol

czas zycia
fluorescenciji [ns]

Rysunek 3.4.2. Przykladowe obrazy FLIM komdrek MDA-MB-231 inkubowanych z konjugatami dinukleotydowych analogéw
cap 5, 5 — trifosforanowych z kwasem foliowym i cholesterolem. Sygnaf widoczny jako czerwony pochodzi od badanych sond
(czas zycia fluorescencji powyzej 2,6 ns). Natomiast sygnal przedstawiony na zdjeciach jako niebieski to sygnat
autofluorescencji wzbudzanej laserem o diugosci fali 488 nm (czas zycia fluorescencji ponizej 2,4 ns).

Tlosciowe pomiary FCS w warunkach in vitro i in vivo

0 Wielkosci terapeutycznych dinukleotydow

Eksperymenty FCS rozpoczeto od wyznaczenia wielkosci dwoch badanych, otrzymanych w
ramach wspotpracy z UW, konjugatow dinukleotydéw cap z cholesterolem i kwasem
foliowym. Uzyskane krzywe autokorelacji FCS opisano odpowiednim modelem
matematycznym (Tabela 3.4.1). Nastgpnie, dysponujac wartosciami wspotczynnikow dyfuzji
(Rownanie (1.1.)) obliczono promienie hydrodynamiczne obu badanych czasteczek. W
kolejnym kroku, na podstawie modelu nanolepkosci cytoplazmy badanych komoérek linii
MDA-MB-231 (Rozdziat 1.2., Réwnanie (1.5.), Tabela 3.1.1.) obliczono oczekiwane
wspoétezynniki dyfuzji we wnetrzu komorek MDA-MB-231. Otrzymane wyniki zestawiono w
Tabeli 3.4.2.

Tabela 3.4.2. Wyniki uzyskane z pomiaréw in vitro czgsteczek m’ GpppA-FAM-FA oraz m’GpppA-FAM-Chol oraz wewngtrz

zywych komdrek MDA-MB-231 in vivo, w zestawieniu z przewidywanymi wspolczynnikami dyfuzji badanych zwigzkéw w
cytoplazmie komorek nowotworowych. Bledy zostaly obliczone przy uzyciu metody rézniczki catkowitej. (N = 10).

m’GpppA- m’GpppA-
Parametr FAM-FA FAM-Chol
Promien hydrodynamiczny, 1, [nm] 14+0,1 2,0+£0,5
Wspodtczynnik dyfuzji w wodzie, Dag [um?/s] 235+15 159 + 36
Przewidywany wspotczynnik dyfuzji ;Jv cytoplazmie MDA- 78 4 7 4645
MB-231, Deyto [um?/s]
Otrzymany wspotczynnik dyfuzji w cytoplazmie MDA-MB-
& )2/31,le [p};nz/s] d?a sszbsze}g];o I;k’fadnika 87+ 44 S8+ 12
Otrzymany wspotczynnik dyfuzji w cytoplazmie MDA-MB- 01-98 01_5
231, D2 [um?/s] dla wolniejszego sktadnika ’ ' '
Stezenie wewngtrzkomorkowe [nM] 222 +18 174 +£5
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0 Pomiary FCS wewnatrz zywych komoérek nowotworowych

W kolejnym kroku, analogicznie do poprzednich rozdziatow, przystapiono do pomiarow
ilosciowych FCS in vivo. W tym celu, komorki MDA-MB-231 inkubowano przez 1. godzing z
1 uM roztworem m/GpppA-FAM-FA lub m’GpppA-FAM-Chol dodanym do medium
hodowlanego Dla kazdego analogu dinukleotydu otrzymano krzywe autokorelacji FCS, co
potwierdzito obecno$¢ badanych czgsteczek wewnatrzkomérkowo, zgodnie z wynikami
uzyskanymi wczesniej z obrazowania FLIM.

Na podstawie poréwnania otrzymanych wspotczynnikow dyfuzji w komorkach ze
wspotczynnikami dyfuzji oczekiwanymi na podstawie modelu nanolepkosci cytoplazmy
komorek MDA-MB-231 (Tabela 3.4.2.) ustalono, ze w przypadku obu czasteczek w komorkach
obecne sg dwa sktadniki:

- szybszy odpowiadajacy wolnemu, swobodnie dyfundujagcemu w komoérce konjugatowi;
- wolniejszy, ktory wykazywat duzg zmiennosc.

Dla m’GpppA-FAM-FA wolniejszy sktadnik przyjat wartosci wspotczynnika dyfuzji od 0,1 do
9,8 um?/s. Zakres ten obejmuje zaréwno interakcje z duzymi biatkami, matymi strukturami
btonowymi ale takze obecno$¢ pecherzykdéw wewnatrzkomérkowych. Bowiem na podstawie
pomiarow opisanych w Rozdziale 3.3. (Tabela 3.3.4.) wiadomo, ze warto$ci wspotczynnikow
dyfuzji rowne lub mniejsze od 0,3 um?/s sa wartoéciami typowymi dla przemieszczania sig
pecherzykéw endosomalnych. Podobne wartosci (0,1 — 5 um?/s) przyjat wolniejszy sktadnik
obecny w komérkach nowotworowych po ich inkubacji z czasteczka m’GpppA-FAM-Chol.
Wykorzystujac mozliwos$ci techniki FCS, dla obu konjugatow wyznaczono takze stezenie
wewnatrzkomorkowe (Tabela 3.4.2., Réwnanie (3.1.)).

Rozwazajac mozliwy mechanizm transportu terapeutycznych dinukleotydéw do ludzkich
komorek, W ujeciu wezesniejszy badan przeprowadzonych dla bewacizumabu (Rozdziat 3.3.)
nalezy rozwazy¢ transport aktywny 1 dyfuzj¢ pasywna. Oba zwigzki byly bowiem obecne w
komorkach juz po 1. godzinie inkubacji. Jednak ich stezenia (Tabela 3.4.2.) sugeruje
mechanizm transportu analogiczny jak dla transferryny (szczegétowy opis w Rozdziale 3.3.), a
wigc transport aktywny. Gdyby bowiem byta to dyfuzja pasywna, jak dla olaparibu, stezenie
wewnatrzkomorkowe zwigzkéw powinno (dla stezenia zewnatrzkomérkowego na poziomie 1
puM) okoto 100-krotnie wyzsze.

Ilosciowe wyniki otrzymane w zywych komoérkach potrojnie ujemnego raka piersi
inkubowanych z terapeutycznymi dinukleotydami zestawiono w Tabeli 3.4.2. Przykladowe
krzywe autokorelacji FCS uzyskane w komorkach nowotworowych wraz z modelem
dopasowania przedstawiono na Rysunku 3.4.3.
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Rysunek 3.4.3. Przykladowe krzywe autokorelacji FCS uzyskane w cytoplazmie komérek MDA-MB-231, inkubowanych z
konjugatami dinukleotydowych analogéw cap 5°, 5’ — trifosforanowych z kwasem foliowym i cholesterolem. Dolny panel
przedstawia residua — odchylenia danych eksperymentalnych od modelu dopasowania.

Podsumowanie wnikania terapeutycznych dinukloetydow do komaorek nowotworowych

Opisane powyzej pomiary FCS in vivo w potaczeniu z jakosciowym obrazowaniem FLIM
wykazaty, ze z zastosowaniem tej techniki badawczej mozliwe jest ustalenie, czy
terapeutyczne, dostarczone w ramach wspotpracy naukowej, konjugaty dinukleotyddw,
wnikaja do ludzkich komorek oraz jesli tak, jakie sg ich losy wewnatrzkomdrkowo.

Zaréwno konjugat z cholesterolem jak i kwasem foliowym, samodzielnie wnikat do
testowanych komorek potrojnie ujemnego raka piersi juz po uptywie 1. godziny inkubacji. W
komorkach obecne byly dwa sktadniki: szybszy, odpowiadajacy wolnemu konjugatowi oraz
wolniejszy, wskazujacy na interakcje czasteczek badanych z komponentami komorkowymi lub
obecno$¢ pecherzykow endosomalnych. W przypadku konjugatu z cholesterolem wigzanie do
bton komoérkowych widoczne byto takze w trakcie obrazowania FLIM (Rysunek 3.4.2.).

Wyniki FCS (stezenia wewnatrzkomorkowe, obecno$¢ pecherzykow wewnatrzkomorkowych)
uzyskane bezposrednio we wnetrzu zywych komorek nowotworowych sugerujg transport
aktywny jako mechanizm wnikania obu dinukleotydow. Warto zaznaczy¢, ze w przypadku
kwasu foliowego literaturowo zakladanym mechanizmem wnikania jest wiasnie transport
aktywny z udziatem endosomow.#® Inaczej sytuacja wyglada dla cholesterolu, dla ktorego
zakladanym mechanizmem transportu jest pasywna dyfuzji.!*’ Jednak zestawiajac uzyskane
wyniki z opisanymi we wczesnych rozdziatach badaniami dotyczacymi wnikania olaparibu
oraz bewacizumabu nie mozna tego mechanizmu transportu potwierdzic.

Na koniec warto zaznaczy¢, ze przeprowadzone badania FCS, w zestawieniu z wynikami
calosciowymi opisanymi w artykule naukowym,'® dostarczajg szerszych informacji.
Wytypowana do badan linia potrojnie ujemnego raka piersi MDA-MB-231 wykazuje
nadekspresje receptora folianowego (FR) a kluczowego dla endosomalnego wychwytu kwasu
foliowego.*8 Autorzy artykutu poréwnali ten rodzaj komérek z linig nowotworu ptuc A5491%
wykazujac tym samym, ze wnikanie sondy m’GpppA-FAM-FA do ludzkich komorek zalezy
od ekspresji receptora FR.
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Podsumowujac, w wyniku badan przeprowadzonych przez Centrum Nowych Technologii
Uniwersytetu Warszawskiego wykazaly, ze poprzez szereg modyfikacji syntetycznych,
mozliwe jest stworzenie czasteczki, ktéra hamuje inicjacj¢ translacji w komorkach, wykazuje
wzgledem nich toksycznos¢, a przylaczenie odpowiedniego ligandu zapewnia ich samodzielnie
whnikanie do ludzkich komérek.1% Wsréd wszystkich przebadanych czasteczek to analog capu
z cholesterolem okazat si¢ zwigzkiem o najwi¢kszym potencjale. Pomiary FCS in vivo
stanowity uzupelnienie badan, potwierdzajace samodzielne wnikanie czasteczek m’GpppA-
FAM-FA oraz m’GpppA-FAM-Chol do komérek MDA-MB-231.

3.5. Wnikanie bialek terapeutycznych i ich stopien oligomeryzacji: ferrytyna i
hemoglobina

Dotychczas w niniejszej pracy opisano zastosowanie metody FCS do ilo$ciowej analizy losow
czasteczek terapeutycznych wewnatrz zywych komoérek nowotworowych. W tym rozdziale
rozprawy zweryfikowano takze uzyteczno$¢ tej techniki do okreslenia, jaka forma
oligomeryczna terapeutycznych biatek dominuje w ludzkich komorkach po ich transferze z
komorek zernych, makrofagow. Badania przeprowadzono w ramach wspotpracy z firmga Cellis
Sp. z 0.0. oraz Instytutem Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej PAN.

Analizie poddano dwie czasteczki: ferrytyng, 24-mer, przypominajacy ksztaltem klatke,
powszechnie stosowany nosnik lekow,*® oraz hemoglobing, utatwiajaca transport tlenu w
czerwonych krwinkach. Eksperymenty FCS dotyczace hemoglobiny stanowily czesé
catosciowych, opublikowanych,°” wynikéw dotyczacych charakterystyki transferu tego biatka
z makrofagéw do komorek nowotworowych, w tym zastosowania tego rozwigzania jako terapii
przeciwnowotworowej.

Szczegbdly eksperymentalne dla pomiaréw biatek terapeutycznych opisanych w tym rozdziale
zamieszczono w tabeli ponize;.
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Tabela 3.5.1. Informacje techniczne dotyczgce pomiaréw wykonanych w Rozdziale 3.5.

Roztwér/roztwory Zastosowany Zastosowany
Badane Temperatura
Badana . zastosowane do L, model model
czasteczka linie pomiarow FCS in pomiarow in matematyczny in matematyczny in
komorkowe . vitro . .
vitro vitro vivo
Model dyfuzji Model dyfuzji
normalnej nomalnej
MDA-MB- PBS 0 25°C+ . . J . anoma .eJ .
Ft-568 - . jednosktadnikowej | jednosktadnikowe;j
231 odpowiednim pH 0,5°C . .
(a=1,i=1z (a<l,i=1z
Roéwnania (2.1.)) | Rownania (2.1.))
NaHCO3, Model dyfuzji
medium RPMI- normalnej jedno- Model dyfuzji
1640 bez FBS lub normalnej
MDA-MB- (lepkos$¢ medium 25°C+ : . . ) :
Hb-568 . . dwusktadnikowej | dwusktadnikowej
231 ustalona na podstawie 0,5°C ] ]
wspolczynnikow (0( =1i= (a =1,i=2z
dyfuzji rodaminy B w llub2z Réwnania (2.1.))
wodzie i medium , .
RPMI-1640 bez FBS) Rownania (2.1.))

Schemat komorki obrazujacy rozwazane losy badanych biatek we wnetrzu komorki
przedstawiono ponize;.

brak biatka

Rysunek 3.5.1 Mozliwe losy wewngtrzkomorkowe ferrytyny lub hemoglobiny. Oprécz przedstawionych wariantow, mozliwe sq
takze interakcje biatka ze skladnikami komorkowymi, jak blony, organelle, kwasy nukleinowe.

Forma oligomeryczna ferrytyny dominujgca w komorkach nowotworowych

0 Obrazowanie FLIM makrofagoéw i pomiary FCS in vitro

Badania ustalajace, co dzieje si¢ z Ft-568 wewnatrz komorek linii MDA-MB-231 standardowo
rozpoczeto od weryfikacji, czy badane biatko jest obecne wewnatrz makrofagow,
przekazujacych badang czasteczka koméorkom nowotworowym znajdujacym si¢ w kokulturze.
W tym celu za pomoca obrazowania konfokalnego zwizualizowano makrofagi. Wykonane
pomiary potwierdzity obecnos¢ fluorescencyjnej ferrytyny w makrofagach, jednak odnotowano
duza ilos¢ pgcherzykow w ich wnetrzach (Rysunek 3.5.2.A).
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W kolejnym kroku wyznaczono rozmiar (promien hydrodynamiczny) dwoéch form
oligomerycznych ferrytyny: monomeru i 24-meru w roztworach PBS odpowiednim pH.
Wiadomo bowiem, ze modulujgc wartoscig jonow wodorowych, mozemy decydowac o formie
oligomerycznej tego biatka. Co istotne, przywracajac pH do fizjologicznego, przywracamy
jednoczesnie ksztatt klatki ferrytyny. Wykonano pomiary FCS in vitro, a uzyskane wyniki
podsumowano w Tabeli 3.5.2.

Tabela 3.5.2. Wyniki eksperymentalne pomiaréw FCS in vitro dla Ft-568: wspélczynniki dyfuzji i promienie hydrodynamiczne
24-meru i monomeru. Bledy zostaly obliczone przy uzyciu metody rézniczki catkowitej (N = 10).

Parametr pH 7.4 pH 2.4

Przewidywany oligomer 24-mer | Monomer

Wspbtezynnik dyfuzji, D [um?/s] (39,2 +0,9| 249 + 11

Promien hydrodynamiczny, r, [nm] | 6,3 £ 0,1 |0,98 + 0,04

Na podstawie uzyskanych warto$ci promieni hydrodynamicznych 24-meru i monomeru Ft-568
oraz modelu nanolepkosci cytoplazmy badanych komorek MDA-MB-231, obliczono wartosci
przewidywanych wspotczynnikéw dyfuzji w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 dla dwoch
rozpatrywanych form oligomerycznych biatka. Wyniki przeprowadzonych obliczen
zestawiono w Tabeli 3.5.3.

Tabela 3.5.3. Wartosci przewidywanych wspétczynnikow dyfuzji w cytoplazmie komérek MDA-MB-231 dla poszczegolnym
form oligomerycznych Ft-568. Bledy zostaly obliczone przy uzyciu metody rézniczki catkowitej (N = 10).

Parametr 24-mer Monomer
Promien hydrodynamiczny, r, [nm] 6,3+ 0,1 0,98 + 0,04
Wspotczynnik dyfuzji w wodzie, Dag [um?/s] 51,3+0,8 327 +13

Przewidywany wspotczynnik dyfuzji w cytoplazmie MDA-MB-

11+£2 123 +£8
231, Dcy[o [p.mZ/S]

0 Uwalnianie ferrytyny z pecherzykéw do cytoplazmy

Po wyznaczeniu wielko$ci poszczegdlnych form oligomerycznych ferrytyny i przewidywanych
wspolczynnikow dyfuzji we wnetrzu komorek nowotworowych, przystapiono do pomiarow
kultur komorek MDA-MB-231 z makrofagami THP-1 technika FCS. Ft-568 byta
przekazywana komoérkom nowotworowym przez makrofagi. Badania in vivo rozpoczeto od
proby wykonania pomiaréw FCS w we wngtrzu makrofagéw. Nie uzyskano jednak krzywej
autokorelacji FCS (sygnat oscylowat wokoét 0, Rysunek 3.5.2.B), co swiadczyto o braku wolnej,
znakowanej czastki w makrofagach. Zatem na podstawie pomiarow FCS 1 przeprowadzonego
obrazowania mozna wnioskowac, ze Ft-568 jest obecna w makrofagach, jednak nie nastgpito
jej uwolnienie z pegcherzykéw. Warto jednak zaznaczy€, ze brak wolnego, dyfundujacego
wewnatrz makrofagow bialka jest zjawiskiem oczekiwanym z uwagi na mechanizm transferu
Ft-568 z makrofagéw do komorek ssaczych znajdujacych si¢ w tej samej hodowli za
posrednictwem endosomow.
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Rysunek 3.5.2. Analiza makrofagéw wypetnionych Ft-568. A) przykladowe zdjecie konfokalne makrofagéw wypetnionych
znakowangq ferrytynqg. Widoczna obecnosé¢ duzej liczby pecherzykow endosomalnych. B) Brak krzywej autokorelacji FCS we
wnetrzu makrofagow, potwierdzajqcy zamknigcie i brak uwolnienia ferrytyny z endosomow.

Przystapiono nast¢gpnie do badan FCS w cytoplazmie komoérek MDA-MB-231 (komorki
wybierano na podstawie morfologii, rozrézniajac w ten sposob komoérki nowotworowe od
makrofagéw). Analizie poddano dwa warianty kokultury:

1. Makrofagi inkubowane z 10 pg/ml Ft-568 (wariant o niskim st¢zeniu);

2. Makrofagi inkubowane z 10 pg/ml Ft-568 i 1 mg/ml ferrytyny pozbawionej barwnika
(wariant mieszany).

Analiza dwoch wariantow miata na celu potwierdzenie lub wykluczenie, ze réwnowaga
ustalajaca si¢ we wnetrzu komorek dla czagsteczek ferrytyny ma wptyw na forme oligomeryczna
przewazajaca w komorkach. Dla obu wariantow po 4. godzinach inkubacji komorek
nowotworowych z makrofagami uzyskano krzywe autokorelacji FCS, potwierdzajace obecnos¢
wolnego, dyfundujagcego biatka we wnetrzu komorek nowotworowych.  Model
jednosktadnikowej dyfuzji anomalnej byt jedynym dobrze odzwierciedlajacy dane
eksperymentalne modelem matematycznym. Tym samym ustalono, ze czasteczki
fluorescencyjne obecne w cytoplazmie potrojnie ujemnego raka piersi wykazujg
polidyspersyjno$¢, rozumiang jako obecnos¢ molekut o réznych rozmiarach. Przyktadowa
krzywa autokorelacji FCS wraz z modelem dopasowania dla obu badanych wariantow
przedstawiono na Rysunkach 3.5.3.A'i C.

Dla wariantu 2., dla ktorego stezenie badanego biatka wyznakowanego fluorescencyjnie byto
identyczne z wariantem 1., ale catkowite st¢zenie ferrytyny znakowanej i niewyznakowanej
bylo 100-krotnie wyzsze, odnotowano obecnos¢ wigkszej liczby pecherzykow w komorkach.
Srednie wspotczynniki dyfuzji uzyskane dla obu wariantow przedstawiono w formie wykresow
pudetkowych na Rysunkach 3.5.3.B i D. Warto zaznaczy¢, ze przedstawione wartosci sg
warto$ciami §rednimi i wynikajg z anomalnego modelu dyfuzji - w kazdej komodrce obecne sa
roéznej wielkosci czasteczki. Uzyskane w obu wariantach eksperymentalnych $rednie
wspotczynniki dyfuzji byly wieksze od wartosci 11,2 pm?/s, oczekiwanej dla 24-meru Ft-568.
Oznacza to, ze 24-mer ferrytyny ulegt rozpadowi podczas transferu makrofag-akceptor lub
podczas uwalniania do cytoplazmy. Rozktad ten jest jednak czeSciowy, gdyz w komoérkach raka
piersi obecne byly duze oligomery (z medianami wspotczynnikow dyfuzji 14,6 um?/s dla
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wariantu 1.1 16,8 pm?/s dla wariantu 2.). Warto jednak podkresli¢, ze w niektorych komorkach
obecne byty takze monomery (oczekiwany wspétczynnik dyfuzji 123 pm?/s).

Co istotne, dla wariantu 1. uzyskano szerszy rozktad wielko$ci oligomeréow W odniesieniu do
wariantu 2. Wyniki te pozwalajg wnioskowac, ze rozktad 24-merdéw ferrytyny jest niezalezny
od rownowagi ustalajgcej si¢ w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 i jest powodowany przez
inne procesy zachodzace podczas transferu biatka lub uwalniania z pecherzyka, jak na przyktad
zakwaszenie endosomu.

Wariant 1 Wariant 2
T Min-Max 75 T Min-Max |
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- 140
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120 120
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Rysunek 3.5.3. Oligomeryzacja Ft-568 w kokulturze makrofagéw THP-1 z komérkami linii MDA-MB-231. A, C) Dystrybucje
wspolczynnikow dyfuzji uzyskanych w komérkach MDA-MB-231 dia wariantéw 1. i 2. badanej kokultury. B, D) Przyktadowe
krzywe autokorelacji FCS uzyskane we wnetrzu komérek MDA-MB-231 dla wariantéw 1. i 2. badanej kokultury, opisana
modelem dyfuzji anomalnej, jednoskladnikowej (dolny panel przedstawia residua — odchylenia danych eksperymentalnych od
modelu dopasowania). Wariant 1: Makrofagi inkubowane z 10 ug/mi Ft-568 (wariant o niskim stgzeniu); Wariant 2. Makrofagi
inkubowane z 10 ug/ml Ft-568 i 1 mg/ml ferrytyny pozbawionej barwnika (wariant mieszany).

Forma oligomeryczna hemoglobiny dominujgca w komorkach nowotworowych

Analogicznie do ferrytyny, prowadzone badania nad hemoglobing miaty na celu ustalenie
formy oligomerycznej Hb-568, obecnej we wnetrzu komorek potrdjnie ujemnego raka piersi.
Hb-568 byta przekazywana komérkom nowotworowych przez makrofagi THP-1, obecne w
badanej kokulturze.
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0 Obrazowanie FLIM makrofagéw i pomiary FCS in vitro

Pomiary in vivo rozpoczeto od analizy makrofagéow. Tak jak w przypadku ferrytyny,
obrazowanie konfokalne potwierdzito obecnos¢ fluorescencyjnej hemoglobiny w ich wnetrzu
oraz duzg ilo$¢ pecherzykoéw endosomalnych (Rysunek 3.5.4.A).

W kolejnym kroku, poprzez pomiary FCS w warunkach in vitro w odpowiednim buforze,
wyznaczono rozmiary trzech form oligomerycznych Hb-568: tetrameru, dimeru i monomeru.
Aby eksperymentalnie uzyska¢ informacje na temat wielkoSci monomeru hemoglobiny,
analizie poddano Hb-568, dla ktorej barwnik, Alexa Fluor 568, byt podiaczony do grup
aminowych biatka. Dla tak wyznakowanej czasteczki pomiary FCS in vitro przeprowadzono w
0.1 M roztworze NaHCO3z o pH = 8.0. Warto zaznaczy¢, ze znakowana hemoglobina
zastosowana do wyznaczenia promieni tetrameru i1 dimeru biatka posiadala barwnik
fluorescencyjny przylaczony do grup cysteinowych.

W prébce stanowigcej Hb-568 w medium hodowlanym zidentyfikowano swobodnie
dyfundujacy barwnik. Barwnik mogt odpowiadaé czerwieni fenolowej — sktadnikowi
zastosowanego medium hodowlanego (otrzymany promien hydrodynamiczny barwnika
wyniost 0,35 nm). Otrzymane wyniki pomiaréw FCS in vitro podsumowano w Tabeli 3.5.4.

Tabela 3.5.4. Uzyskane wyniki pomiaréw FCS in vitro dla Hb-568: wspdtczynniki dyfuzji i promienie hydrodynamiczne wraz
ze wskazaniem zastosowanego modelu dopasowania.

Medium hodowlane
Param NaHCO NaHCO
arametr (RPMI-1640 bez FBS) Anlcioe AlalGen

Forma oligomeryczna Tetramer Dimer Monomer

Dyfuz] Dyfuzj
Dyfuzji dwusktadnikowa ytuzja yfuzja

Model dopasowania jednosktadnikowa jednosktadnikowa
normalna
normalna normalna
Wspoiczynmf dyfuzji, 1742 118 44 136 4 6
D [um?/s]
Promien
hydrodynamiczny, r, 2,8+0,4 2,15+0,07 1,85+ 0,09
[nm]

Porownujagc otrzymane wyniki z danymi literaturowymi,'®® przyjeto, ze promief

hydrodynamiczny réwny 2,77 nm odpowiada tetramerowi Hb-568, natomiast czasteczka o
promieniu rownym 2,15 nm dimerowi.

Nastepnie analogicznie do poprzednich badan, na podstawie rozmiaréw poszczegolnych form
oligomerycznych Hb-568 oraz modelu nanolepkosci cytoplazmy komoérek MDA-MB-231
wyznaczono przewidywane wspotczynniki  dyfuzji wewnatrz zywych  komorek
nowotworowych. Wyniki zestawiono w Tabeli 3.5.5.
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Tabela 3.5.5. Wartosci przewidywanych wspéotczynnikow dyfuzji w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 dla poszczegolnym
form oligomerycznych Hb-568. Bledy zostaly obliczone przy uzyciu metody rézniczki catkowitej (N = 10).

Forma oligomeryczna Tetrame_r Dimer_ Monome_r
hemoglobiny hemoglobiny hemoglobiny
Promien hydrodynamiczny, rp [nm] 2,8+0,4 2,15+ 0,07 1,85+ 0,09
Wspotczynnik dyﬁizp w wodzie, Dag 116 = 17 149 + 5 1734 8
[nm?/s]
Przewidywany wspotczynnik dyfuzji w
cytoplazmie MDA-MB-231, Deyto 30+4 42+5 52+5
[um?/s]

o Uwalnianie hemoglobiny z pecherzykow do cytoplazmy

Tak jak w przypadku ferrytyny, pomiary FCS in vivo rozpoczeto od makrofagow. Jednak nie
udalo si¢ uzyskaé krzywej autokorelacji FCS w ich wnetrzu. Powodem bylo prawdopodobnie
zamkniecie badanej czasteczki w pgcherzykach endosomalnych, co potwierdzito obrazowanie
konfokalne (Rysunek 3.5.4.A). Przystgpiono wigc do pomiarow FCS we wnetrzu zywych
komorek raka piersi, ktore dla hemoglobiny (analogicznie do ferrytyny) przeprowadzono po 4.
godzinach od momentu utworzenia kokultury komoérek nowotworowych z makrofagami
zawierajacymi badane biatko. Na podstawie wczesniejszych pomiaréw dotyczacych ferrytyny,
analizie FCS poddano wariant kokultury z makrofagami inkubowanymi z 10 pg/ml Hb-568
oraz 990 pg/ml hemoglobiny niewyznakowanej.

Po uptywie 4. godzin w cytoplazmie komorek MDA-MB-231 nie zidentyfikowano mobilnej
hemoglobiny. W konsekwencji, nie uzyskano krzywej autokorelacji FCS (Rysunek 3.5.4.B).
Badania zatem rozszerzono, analizujac komorki nowotworowe technika FCS po 6. godzinach
od utworzenia kokultury. Zweryfikowano tym samym, czy parametr czasu inkubacji ma wptyw
na uzyskiwane wyniki. Co ciekawe, pomiary wykonane po 6. godzinach poskutkowaty
uzyskaniem krzywych autokorelacji FCS. Przypuszcza si¢ zatem, ze po dodatkowych dwoch
godzinach inkubacji komorek MDA-MB-231 z makrofagami, badane biatko zostato uwolnione
z endosomow do cytoplazmy. Poréwnanie przyktadowych krzywych autokorelacji FCS
uzyskanych po 4. i 6. godzinach przedstawiono na Rysunkach 3.5.4.B i C. Warto podkreslic,
ze wewnatrzkomorkowe stezenie fluorescencyjnej hemoglobiny umozliwito prawidlowe
pomiary FCS i analiz¢ danych.
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dane eksperymentaine
—— model fitowania

Rysunek 3.5.4. Pomiary FCS komérek MDA-MB-231 inkubowanych z makrofagami THP-7, zawierajgcymi Hb-568. A) Zdjecie
konfokalne makrofagow wypetnionych fluorescencyjnymi pecherzykami. B) Brak krzywej autokorelacji FCS (sygnat oscyluje
wokot 0) po 4. godzinach inkubacji komdrek nowotworowych z makrofagami, potwierdzajqcy brak uwolnienia H-568 z
endosomow. C) Przykladowa krzywa autokorelacji FCS uzyskana we wnetrzu komorek raka piersi po 6. godzinach od
utworzenia kokultury, opisana modelem dyfuzji dwuskladnikowej normalnej. Dolny panel przedstawia residua — odchylenia
danych eksperymentalnych od modelu dopasowania.

Na podstawie krzywych autokorelacji FCS w komoérkach MDA-MB-231 zidentyfikowano dwa
sktadniki:

- szybszy sktadnik odpowiadajacy dimerowi i tetramerowi biatka (oczekiwany
wspotezynnik dyfuzji = 30,0 pm?/s);

- wolniejszy sktadnik o duzej zmiennosci w zakresie wspotczynnika dyfuzji od 3 pm?/s
do 0,0001 um?/s.

Nalezy jednak podkresli¢, ze rozrzut wynikow byt duzy. W komodrkach nowotworowych
obecne byly zaréwno monomery, dimery, jak 1 tetramery. Interpretujac warto$ci
wspolczynnikow dyfuzji drugiego sktadnika, sg one charakterystyczne dla struktur btonowych
i aktywnego transportu endosomoéw. Jednak co najistotniejsze, zastosowana metoda pomiaréw
FCS bezposrednio we wnetrzu zywych komorek potwierdzita transfer hemoglobiny z
makrofagdéw do komoérek MDA-MB-231 poprzez pecherzyki endosomalne. Srednie
wspolczynniki dyfuzji szybszego skladnika obecnego wewnatrz komorek nowotworowych
przedstawiono w formie wykresu pudetkowego na Rysunku 3.5.5.
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Rysunek 3.5.5. Oligomeryzacja Hb-568 w kokulturze makrofagéw THP-1 z komdrkami MDA-MB-231: Dystrybucja
wspolczynnikow dyfuzji uzyskanych w komorkach potréjnie ujemnego raka piersi, Wraz z zaznaczeniem oczekiwanych
wspolczynnikow dyfuzji dla monomeru, dimeru i tetrameru hemoglobiny.

Podsumowanie oligomeryzacji ferrytyny i hemoglobiny po transferze z; makrofagow do
komorek nowotworowych

W przypadku obu badanych, wyznakowanych fluorescencyjnie, biatek terapeutycznych,
ferrytyny i hemoglobiny, analizie za pomoca spektroskopii FCS poddano kokultury komorek
MDA-MB-231 i makrofagéw pochodzacych z réznicowania linii THP-1.19" Aby
wyeliminowa¢ potencjalny wptyw rownowagi ustalajgcej si¢ wewnatrz komorek migdzy
biatkiem fluorescencyjnym 1 niewyznakowanym, na form¢ oligomeryczng obecng W
komorkach, pomiary FCS przeprowadzono dla wariantu, w ktorym catkowite st¢zenie
badanego biatka wyniosto 1 mg/ml. Jest to stezenie, ktore zastosowano przy inkubacji komorek
zernych z badang czasteczka, celem jej wprowadzenia do makrofagow.

W wyniku opisanych wyzej badan FCS wzglgdem Ft-568, wykazano, ze w ludzkich komoérkach
raka piersi obecne sa duze oligomery z mediang wspotczynnika dyfuzji rowna 16,8 pm?/s.
Wykonujac obliczenia bazujace na modelu nanolepkosci cytoplazmy komoérek MDA-MB-231
ustalono, ze przewidywany wspotczynnik dyfuzji dla 24-meru ferrytyny to 11,2 pm?/s, a dla
monomeru — 123 um?/s. Pomiary in vivo wykazaty, ze od 25% do 75% czasteczek obecnych
we wnetrzu komorek to duze oligomery, jednak rozrzut wynikéw byt duzy (Rysunek 3.5.3.C).
Mozna zatem stwierdzi¢, ze w komoérkach MDA-MB-231 nie dominuje jedna forma
oligomeryczna biatka ferrytyny, a zakres roznej wielkosci oligomeréw. Co istotne, w wyniku
utworzonej kokultury z makrofagami zawierajacymi badane biatko nastapit jego transfer do
komorek nowotworowych, co zostato potwierdzone przez obecnos¢ sygnatu w badaniach FCS.
Dodatkowo dzigki przeprowadzonych badaniom ustalono, ze w komorkach zernych nie
nastgpita catkowita degradacja ferrytyny, a jedynie czeSciowa, wywotana prawdopodobnie
kwasnym pH obecnym wewnatrz pecherzykoéw endosomalnych,'®! za posrednictwem ktérych
nastgpowat transport badanego biatka.
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Zblizone wyniki uzyskano dla hemoglobiny. Przeprowadzone badania FCS, w przeciwienstwie
do doniesien literaturowych, wykazaty, ze obecna w komorkach zernych THP-1 hemoglobina
nie jest catkowicie zdegradowana. Co wigcej, wykazano, ze nastgpuje transfer badanego biatka
z makrofagdw do obecnych w kokulturze komodrek nowotworowych. Uzyskana w wyniku
analizy FCS mediana wspotczynnikéw dyfuzji Hb-568 w cytoplazmie komoérek potrdjnie
ujemnego raka piersi odpowiada formie tetramerycznej badanej hemoglobiny (otrzymana
mediana: 33,1 pum?/s; przewidywany wspotczynnik dyfuzji wewnatrz komorek = 30,0 um?/s).
Jednak, podobnie jak dla ferrytyny, w komorkach nowotworowych obecne byty zaréwno
monomery, dimery, jak i tetramery z uwagi na duzy rozrzut wynikow. Warto takze podkreslic,
ze czas inkubacji komoérek z makrofagami byl parametrem decydujacym o obecnosci wolne;j
hemoglobiny w cytoplazmie MDA-MB-231. Dopiero po 6. godzinach od utworzenia kokultury
zaszlo uwolnienie Hb-568 z pecherzykow endosomalnych w stopniu pozwalajacym na
przeprowadzenie pomiarow FCS, w przeciwienstwie do analizy prowadzonej po 4. godzinach.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaty, ze technika FCS z powodzeniem moze by¢
stosowana do oceny, ktora forma oligomeryczna biatek dominuje w komorkach
nowotworowych. Zarowno ferrytyna jak i hemoglobina, w wyniku obecno$ci w komodrkach
zernych a nastepnie ich transferu do komoérek nowotworowych nie ulegty catkowitej degradacji.
Co wigcej, w obu przypadkach w cytoplazmie potrojnie ujemnego raka piersi dominowaty duze
formy oligomeryczne, a czgSciowy, zaobserwowany rozpad czasteczek wynikat
prawdopodobnie z obnizonej, w stosunku do fizjologicznej, wartosci pH wewnatrz
pecherzykow endosomalnych. Dla hemoglobiny, potwierdzeniem obecnosci pecherzykow —
nos$nikow badanych biatek — w komorkach nowotworowych byt drugi sktadnik otrzymany z
analizy danych eksperymentalnych FCS.

3.6.Inne przyklady zastosowania techniki FCS do badania losow czgsteczek
lub/i ich wnikania do ludzkich, zywych, komérek: barwnik YO-PRO-1 i
bialko PRMT1

Przeprowadzone dotychczas i opisane powyzej badania dotyczyly zwiazkow 0 potencjale
terapeutycznym: zatwierdzonych lekow, dinukleotydow hamujacych inicjacje translacji oraz
biatek o potencjale terapeutycznym. Jako przyktad zastosowania techniki FCS we wnetrzu
zywych, pojedynczych komoérek nowotworowych do badania losow rdéznych, nie tylko
terapeutycznych, czasteczek, W tym rozdziale pracy przeanalizowano proces wnikania i
ewentualnych interakcji wewnatrzkomorkowych barwnika o nazwie YO-PRO-1. Zgodnie z
literaturg, ta dodatnio natadowana czasteczka ulega zwigzaniu z DNA poprzez interkalacj¢ —
aromatyczna cze$¢ barwnika zostaje zlokalizowana miedzy dwoma sgsiadujagcymi parami zasad
DNA. Taki sposob wigzania stabilizuje barwnik w strukturze DNA, czego konsekwencja jest
emisja fluorescencji.’®?>'*® Uwzgledniajac powyzsze informacje, w ujeciu wnikania,
oczekiwanym zjawiskiem bedzie akumulacja tej czasteczki w jadrze komorkowym — miejscu
wystepowania chromatyny. Wiadomo takze, ze w 2014 roku Sho Fujisawa i inni opisali YO-
PRO-1 jako bardzo czuty marker wczesnej apoptozy.’® Celem badan bylo zatem
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zweryfikowanie, czy YO-PRO-1 wnika do zywych komoérek nowotworowych, a jesli tak, co
si¢ z nim dzieje w komorce. Przeprowadzone eksperymenty i uzyskane wyniki stanowia czes¢
opublikowanego w Nanoscale Horizons artykutu naukowego.>®

W tym rozdziale pracy opisano takze przyktad aplikacji metody FCS do oceny dystrybucji
zwigzku miedzy kompartmentami komérkowymi: cytoplazma a jadrem komoérkowym. Badania
przeprowadzono na biatku PRMT1, ktore analizowano po wprowadzeniu do komorek réznych
wariantow plazmidow DNA kodujacych to biatko o okreslonej formie oligomerycznej. W
wyniku transfekcji plazmidem, transkrypcji, a nastepnie translacji PRMT1 bylo obecne w
komorkach. Opisane w tym rozdziale badania zostaty przeprowadzone w ramach wspotpracy z
University of Utah w Stanach Zjednoczonych, skad otrzymano plazmidy do analiz.

Biatko PRMT1 to enzym z rodziny metylotransferaz argininowych, katalizujacy metylacj¢ reszt
argininy w biatkach. Jedng z funkcji tego biatka jest regulacja transkrypcji genow,
przetwarzanie RNA, wplyw na apoptoze komorek czy szlaki sygnatowe.’®® Co wazne, biatko
to odgrywa wazna role kliniczng — wiadomo bowiem, ze w wielu typach nowotworéw PRMT 1
ulega ekspresji w nadmiarze.’®”1*° 7 tego wzgledu inhibitory tego biatka s3 szeroko badane
jako potencjalne leki przeciwnowotworowe. Opisane ponizej eksperymenty sg kluczowe w
ujeciu doniesien literaturowych, ktére dowodza, ze forma oligomeryczna PRMT1 odgrywa
kluczows rolg w rozwoju i progresji nowotworow, a uporzadkowana oligomeryzacja PRMT1
moze potencjalnie promowaé procesy onkogenne.'®%!! Niniejsze badan to cze$¢ szerszej
pracy, zawartej w artykule naukowym, bedacym w trakcie przygotowywania.

Informacje dotyczace warunkow pomiarowych i1 stosowanych modeli matematycznych do
pomiarow i analiz wykonanych w tym rozdziale zamieszczono w Tabeli 3.6.1.
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Tabela 3.6.1. Informacje techniczne dotyczgce pomiaréw wykonanych w Rozdziale 3.6.

Badane Badane linie Zastosowany model

. Informacje dodatkowe
czasteczki komorkowe matematyczny in vivo J

Wptyw doksorubicyny i
rapamycyny
Stezenia lekow: 100 nM
doksorubicyny, 1 uM
rapamycyny;
Opisany wcze$niej'* Czas inkubacji: 6 godzin.

Barwnik MDA-MB-231,
YO-PRO-1 HelLa

Stezenie YO-PRO-1: 40
nM;
Czas inkubacji z YO-PRO-1
po usunigciu leku: 30 minut.

Model dyfuzji normalnej
PRMT1 HelLa trzysktadnikowej (¢ =1,i = 3z
Roéwnania (2.1.))

Barwnik YO-PRO-1 wnika do Zywych komérek nowotworowych

Schemat komorki obrazujacy rozwazane losy YO-PRO-1 we wnetrzu komoérki przedstawiono
ponizej.

brak YO-PRO-1
wewnatrz komorki

Rysunek 3.6.1. Mozliwe losy wewngtrzkomérkowe barwnika YO-PRO-1. Oprécz przedstawionych wariantéw, mozliwe sq takze
interakcje badanej czgsteczki ze sktadnikami komérkowymi, jak blony, organelle, kwasy nukleinowe.

Badania dotyczace barwnika YO-PRO-1 standardowo rozpoczgto od obrazowania
konfokalnego, ktoremu poddano komorki raka szyjki macicy (HeLa). W tym celu, badang
czasteczke¢ dodano do medium hodowlanego otaczajacego testowane komorki. Uzyskane
obrazy konfokalne (Rysunek 3.6.2.) wykazatly, ze badana czgsteczka jest pobierana przez zywe
komorki. Co wigcej, YO-PRO-1 ulegt akumulacji w trzech gtéwnych obszarach komérkowych:
(1) cytoplazmie, (2) btonie jadrowej i (3) jaderkach (Rysunek 3.6.2.).
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Rysunek 3.6.2. Przykladowe obrazy konfokalne komorek HeLa wybarwionych YO-PRO-1. Strzatkami zaznaczono obszary
wystepowania barwnika wewngtrz komorek: 1) cytoplazma, 2) btona jgdrowa, 3) jederka.

Ta jakosciowa obserwacja jest sprzeczna z doniesieniami o YO-PRO-1, powszechnie
opisywanego jako barwnik kwasow nukleinowych, ktéry interkaluje w struktury podwdjnej
helisy.?>*1%2 Sugeruje to jego akumulacje w jadrze komérkowym — miejscu wystepowania
dwuniciowy DNA.

W kolejnym kroku, w oparciu o informacje uzyskane z obrazowania, mgr. inz. Karolina
Kucharska wykonata pomiary ex vivo (w buforze, ale ze skladnikami pochodzenia
komorkowego) majace na celu okreslenie, z jakimi czasteczkami reaguje badany barwnik.
Analizie poddano rozne czasteczki biologiczne, w tym kwasy nukleinowe (tRNA, catkowita
pula RNA, mRNA, spinki do wloséw DNA i ssDNA), biatka, lizat komorkowy oraz
wyizolowane z komorek HeLa podjednostki rybosomalne 40S i1 80S. W ten sposob ustalano, ze
YO-PRO-1 reaguje z molekutami RNA. Opisanie danych eksperymentalnych odpowiednim
modelem matematycznym, pozwolito w sposob precyzyjny okresli¢ cele wigzania YO-PRO-1.:
tRNA i rybosomy (rRNA) oraz okresli¢ ich promienie hydrodynamiczne (odpowiednio 21 + 2
nm dla rybosomow 1 2 nm dla tRNA).

Tlosciowe badania FCS wnikania YO-PRO-1 do komérek nowotworowych

0 YO-PRO-1 i komérki raka szyjki macicy

Obrazowanie konfokalne (Rysunek 3.6.2.) wykazato, ze barwnik YO-PRO-1 wnika do
ludzkich komorek, gromadzac si¢ w trzech obszarach komoérkowych: jaderkach, blonie
jadrowej oraz cytoplazmie. Poprzez pomiary FCS ex vivo, przeprowadzone przez mgr inz.
Kucharska i opisane szerzej w jej rozprawie doktorskiej, zidentyfikowano cele wigzania
badanego barwnika.

W kolejnym kroku wykonano ilo§ciowe pomiary FCS we wnetrzu zywych komorek raka szyjki
macicy. W wyniku pomiarow, uzyskano krzywe autokorelacji FCS w cytoplazmie i jadrze
komorkowym zywych komoérek HelLa po inkubacji z barwnikiem YO-PRO-1. Ksztalt
krzywych byt bardzo zblizony dla badanych lokalizacji wewnatrzkomoérkowych: cytoplazmy 1
jadra komorkowego. W obu przypadkach wyraznie zarysowaty si¢ dwie czesci ksztattu
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krzywych (Rysunek 3.6.3.C). Cz¢$¢ krzywej autokorelacji w zakresie czasu od 0,1 do 10 ms
jest czescia odpowiadajaca dyfuzji wewnatrzkomorkowej translacyjnej,® natomiast wyrazny
sygnat FCS obecny w czasach krotszych niz 10 ps sugerowat rotacje wykrytych, mobilnych
czasteczek. 183164 Do danych eksperymentalnych zostat dopasowany dwusktadnikowy model
dyfuzji normalnej z parametrem opisujagcym dyfuzje rotacyjng. Proces dopasowania danych
eksperymentalnych do modelu matematycznego przeprowadzita dr inz. Karina Kwapiszewska.
Szczegotowe informacje dotyczace zastosowanej funkcji matematycznej zostaly zamieszczone

w materiatach dodatkowych opublikowanej publikacji, opisujacej niniejsze wyniki.*>®
A B Cc
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Rysunek 3.6.3. Skfadniki wykryte w komérkach Hela po inkubacji z barwnikiem YO-PRO-1. A) Schematyczne przedstawienie
typow rRNA i tRNA obecnych w komérkach barwionych YO-PRO-1. B) Schematyczny wykres obrazujgcy jasnos¢ swiecenia i
ruchliwosé poszczegolnych, wybarwionych, czqgsteczek, uzasadniajgcy ich wplyw na krzywq autokorelacji FCS. Z uwagi na
wigzanie miedzy mRNA (o Srednicy ~100 nm'*3) a rybosomem, transkrypcyjny rybosom jest niewidoczny w obszarze detekcji
(skalach czasowych) FCS, podobnie jak jgderko (o Srednicy od 500 nm*®®). C) Przyktadowa krzywa autokorelacji FCS z
modelem dopasowania dyfuzji normalnej dwusktadnikowej z parametrem opisujgcym rotacje. Zastosowano funkcje
matematyczng opisang wezesniej.*> Na wykresie zaznaczono obszary charakterystyczne dla rotacji (kolor rézowy) i translacji
(kolor fioletowy).

Dopasowanie odpowiedniego modelu do danych eksperymentalnych pozwolito zidentyfikowaé
dwa sktadniki obecne w komorkach barwionych YO-PRO-1. Pierwszy sktadnik odpowiadat
tRNA, najliczniej wystepujacej czasteczce RNA w komoérce (w tym w jadrze
komorkowym?©®) 17 posiadajacej konserwatywne obszary dwuniciowe. Rozmiar tRNA
wyniést 2 nm (zadany na podstawie eksperymentow w buforze). Warto w tym miejscu
zaznaczy¢, ze rotacje tRNA byly zbyt szybkie, aby mozna je bylo zaobserwowa¢ za pomoca
zastosowanej metody badawczej. Drugi sktadnik, wigkszy, przyjat promien hydrodynamiczny
rowny 14,6 = 1,7 nm w cytoplazmie oraz 14,8 = 1,0 nm w jadrze komérkowym. Sktadnik ten
swobodnie dyfundowal i rotowal w obu badanych lokalizacjach. Przyjeto (na podstawie
pomiardéw ex vivo, mgr inz. Karolina Kucharska), ze tym sktadnikiem byta duza podjednostka
rybosomalna (LSU), ktora jest najwieksza, niezwigzang strukturg zawierajacg rRNA, obecng
zaréwno w jadrze, jak i cytoplazmie.'® Wykluczono, ze sktadnik ten mogiby odpowiadaé
caltym rybosomom 80S, gdyz nie sg swobodnie dyfundujagcymi czasteczkami — razem z
czasteczkami mRNA tworza kompleksy translacyjne.’®® Tym samym wykazano, ze rozmiary
wyizolowanych podjednostek LSU w buforze i zywych, ludzkich, komoérkach sa zgodne
(Tabela 3.6.2.). Schemat komorki wraz ze wskazaniem sktadnikow w niej obecnych po
wniknigciu YO-PRO-1 zamieszczono na Rysunku 3.6.3.A.

Chcac przedyskutowac¢ uzyskane wielkosci podjednostek rybosomalnych, przeprowadzono
analiz¢ literaturows, na podstawie ktorej ustalono, ze promien LSU z gatunku Artemia
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1 mozna

(zmierzony w buforze) wynosi 13,3 + 0,3 nm.}”® Zgodnie z ewolucja rybosoméw,
oczekiwac, ze ludzkie LSU beda wigksze niz rybosomy bezkregowcow. Zatem, pordwnujac
dane literaturowe z promieniem z eksperymentu ex vivo (15,0 £+ 2,7 nm), uznano, ze obiekty 0
promieniu 14,6 (14,8) nm odpowiadaly swobodnym LSU. Co wigcej, widoczna na zdjeciach
konfokalnych btona jadrowa wybarwiona przez YO-PRO-1 jest prawdopodobnie wynikiem

obecnosci rybosomoéw na zewnetrznej warstwie btony.’?

Tabela 3.6.2. Wartosci promieni hydrodynamicznych LSU, otrzymane w buforze, komdrkach HeLa oraz MDA-MB-231 (z
rozroznieniem na cytoplazme i jgdro komorkowe dla obu linii komorkowych) wraz z frakcjq LSU wyrazong w procentach.
Bledy promienia hydrodynamicznego zostaly obliczone przy uzyciu metody rézniczki catkowitej (N = 10, kazda komdrka byta
mierzona trzykrotnie). Z kolei bledy dla frakcji LSU to odchylenia standardowe.

Badana prébka Promien hydrodynamiczny LSU | Frakcja LSU
[nm] [%0]
Bufor (mgr inz. Karolina Kucharska) 15+£3
Hela Cytoplazma 15+2 52+5
Jadro komorkowe 14,8 0,9 75 £11
Cytoplazma 17+2 52+ 14
MDA-MB-231 Jadro komérkowe 14,8* 64 + 14

*wartoci ustalone na podstawie nanolepkosci jadra komérkowego HelLa

0 YO-PRO-1 i komoérki potrdjnie ujemnego raka piersi

W kolejnym etapie, badania rozszerzono o komoérki MDA-MB-231, we wnetrzu ktérych
réwniez uzyskano krzywe autokorelacji FCS, o ksztalcie analogicznym do krzywych
otrzymanych w komorkach HelLa, Warto podkresli¢, ze analiza danych pozwolita ustali¢
zgodnos$¢ wynikow obu linii komoérkowych (Tabela 3.6.2.). W przypadku cytoplazmy komorek
potrojnie ujemnego raka piersi uzyskano nieco wigksze promienie hydrodynamiczne LSU (17,1
+ 1,9 nm). Wyjasnieniem moze by¢ stosunkowo duza niepewnos¢ krzywej nanolepkosci
cytoplazmy MDA-MB-231 dla probnikéw wiekszych niz 10 nm (Rozdziat 3.1.).1* Zatem
uzyskana niewielka r6znica w wielkosci LSU miesci si¢ w granicach btedu.

Nalezy zaznaczy¢, ze w wyniku wykonanych pomiarow FCS w komorkach obu typow
nowotworow nie wykryto obecno$ci innych czgsteczek opartych na kwasach nukleinowych.
Warto jednak podkresli¢, ze chromatyn¢ nalezy uzna¢ za nieruchoma w skali czasowej
eksperymentu FCS (sekundy). Potencjalne pozostale rodzaje czgsteczek RNA zostaty
wczesniej wykluczone w trakcie pomiardw w buforze.?> Brak sygnatu emitowanego przez —
malg podjednostke rybosomalng 40S (SSU) jest najprawdopodobniej powiazany z wyzszym
niz 1:1 stosunkiem swobodnie dyfundujacego LSU:SSU.*® Z zastosowaniem techniki FCS
wyznaczono takze udzial czasteczek LSU w odniesieniu do tRNA a uzyskane wyniki
zamieszczono w Tabeli 3.6.2.

Zwigkszona frakcja tRNA w komorkach poddanych dziataniu rapamycyny

W ramach badan poddano takze analizie wplyw rapamycyny, hamujacej biosynteze
rybosomoéw, ! na ilo§¢ wybarwionych czasteczek RNA obecnych w komérkach raka szyjki
macicy. Pomiary FCS wykonano zarowno w cytoplazmie, jak i jadrze komorkowym. Stosunek
frakcji w komorkach kontrolnych (wybarwionych YO-PRO-1, bez dziatania rapamycyny)
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wyniost 1:0,6 (LSU:tRNA). Z kolei w komoérkach podanych dzialaniu rapamycyny
odnotowano zwigkszony udziat tRNA, w obu lokalizacjach wewnatrzkomorkowych (Rysunek
3.6.4.B). Analogiczny eksperyment wykonano, wykorzystujac doksorubicyng jako czasteczke
hamujaca synteze rybosoméw.1# Jednak w tym przypadku nie zaobserwowano zadnych zmian
wzgledem komorek kontrolnych.®®

A B
1.4

12 Kontrola
' Rapamycyna 3

1

25 .
.
—praes
08 < RO
= Zz 249
©os < !
=
; .
@ 151 = < s
o } -
0.4 . ’

0.2 05 _'L

0
0.001 0.01 0.1 1 10 100 0 , .
Czas [ms] Kontrola Rapamycyna

Rysunek 3.6.4. Wyniki uzyskane z komérek HeLa poddanych 6-godzinnemu dzialaniu rapamycyny. A) Przykiadowe krzywe
autokorelacji FCS zestawione wzgledem kontroli (komorek wybarwionych YO-PRO-1, bez dzialania rapamycyny). B) Wykresy
pudetkowe dla stosunkow frakcji LSU:tRNA wzgledem komorek kontrolnych i komérek poddanych dziataniu rapamycyny.

Uzyskana roznica migdzy rapamycyna a doksorubicyng najprawdopodobniej wynika z
mechanizmu ich dziatania na rybosomy. Rapamycyna jest inhibitorem szlaku celu rapamycyny
(TOR, z ang. Target of Rapamycin). Szlaki te reguluja produkcj¢ rybosoméw, dostosowujac
ich zawarto$¢ w oparciu o dostepnoéé sktadnikéw odzywczych i warunki §rodowiskowe.!”
Zatem w tym przypadku spodziewana jest szybka odpowiedz w liczbie rybosomow po
poddaniu komoérek dziataniu rapamycyny. Z kolei doksorubicyna hamuje biosynteze
rybosomow poprzez inhibicj¢ transkrypcji 1 degradacje biatek rybosomalnych. Zatem
czasteczka ta blokuje transkrypcje rybosomalnego RNA, hamujac jednoczes$nie tworzenie
rybosomu 80S. W pomiarach FCS obserwowano jedynie LSU, ktore nie sg potaczone w
rybosomy transkrypcyjne 80S. Zatem zmniejszenie liczby rybosomoéw, ktore wystgpito w
komorkach poddanych dziataniu doksorubicyny, byto najprawdopodobniej kompensowane

przez zwigkszong frakcja wolnych rybosoméw 60S.1%°

Podsumowanie badan wnikania barwnika YO-PRO-1

W wyniku przeprowadzonych badan FCS w potaczeniu z obrazowaniem konfokalnym
wykazano, ze barwnik YO-PRO-1 uwazany za nieprzepuszczalny dla zywych komorek:1"®

- samodzielnie wnika do zywych raka szyjki macicy oraz potrdjnie ujemnego raka piersi,
wybarwiajac cytoplazme, jaderka i blong jadrowa,

- moze by¢ zastosowany do specyficznego barwienia rRNA i tRNA wewnatrz zywych
ludzkich komorek.

Otrzymane wspolczynniki dyfuzji sktadnikow obecnych wewnatrz komorek pozwolity

stwierdzi¢, ze widoczne w obrazowaniu konfokalnym kompleksy z YO-PRO-1 tworza

czasteczki tRNA 1 LSU. Co wigcej, kompleksy te byly obecne zaréwno w cytoplazmie, jak i
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jadrze komérkowym. Warto podkresli¢, ze zastosowanie ilosciowej techniki FCS pozwolito na
wyznaczenie promienia hydrodynamicznego LSU, zaréwno w cytoplazmie jak i jadrze
komorek nowotworowych. Tym samym po raz pierwszy wewnatrz zywych ludzkich komoérek
okreslono rozmiar LSU. Dodatkowo okreslono stosunek ilosci tRNA do niezwigzanych LSU
w komorkach obu badanych typéw nowotworow.

Na koniec, ilosciowe pomiary FCS wnikania YO-PRO-1 rozszerzono o zweryfikowanie
wpltywu rapamycyny oraz doksorubicyny na ilo§¢ sktadnikow obecnych w komorkach
wybarwionych YO-PRO-1, dowodzac zwigkszony udziat tRNA pod wptywem rapamycyny.

Podsumowujac, stosujac technike FCS we wnetrzu zywych komorek ustalono, co dzieje si¢ z
barwnikiem YO-PRO-1 wewnatrz dwoch typow nowotworéw Kobiecych, a uzyskane wyniki
wylaniajg zastosowanie YO-PRO-1 jako selektywnego narzedzia do barwienia tRNA i
rybosomow wewnatrzkomorkowo.

Obrazowanie konfokalne komorek zawierajgcych biatko PRMTI

Schemat komorki obrazujacy rozwazane losy badanego biatka we wnetrzu komorki
przedstawiono ponize;.

jedna forma
oligomeryczna
swobodnego biatka

Rysunek 3.6.5. Mozliwe losy wewngtrzkomorkowe PRMTI1. Oprocz przedstawionych wariantéw, mozliwe sq takze interakcje
biatka ze sktadnikami komorkowymi, jak blony, organelle, kwasy nukleinowe.

Warianty badanych plazmidéw kodujacych biatkko PRMTI1 oznaczono od A do E. Kazdy
analizowany plazmid zawieral sekwencje znacznika fluorescencyjnego EGFP. Oczekiwane
formy oligomeryczne PRMT1 dla badanych wariantow plazmidow zestawiono w Tabeli 3.6.3.
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Tabela 3.6.3. Przewidywana forma oligomeryczna biatka PRMTI dla kazdego badanego plazmidu.

Oznaczenie plazmidu | Oczekiwana forma oligomeryczna
tetramer
dimer
monomer
monomer
tetramer

miolo|m|>

Standardowo, w pierwszym kroku przystapiono do wizualizacji komérek HelLa. Warto w tym
miejscu podkresli¢, ze wszystkie pomiary wewnatrz zywych komorek przeprowadzono 24.
godziny po transfekcji — wprowadzeniu okreslonego plazmidu kodujacego biatko PRMT1 do
komorek. Uzyskane, przyktadowe obrazy konfokalne dla kazdego badanego wariantu,
kodujacego r6zng forme oligomeryczng biatka, zamieszczono na Rysunku 3.6.6.

Rysunek 3.6.6. Przykiadowe obrazy konfokalne komérek HelLa zawierajgcych biatko PRMTI, wyznakowane EGFP.
Oczekiwane formy oligomeryczne: A — tetramer, B — dimer, C — monomer, D — monomer, E — tetramer.

Jak wida¢ na zdjeciach konfokalnych, obrazowanie w sposob jakosciowy wykazato r6zng ilos¢
badanego biatka w cytoplazmie 1 jadrze komoérkowym wzgledem poszczegdlnych wariantow.

Przewidywana mobilnosé¢ oligomerow PRMT]I

Analogicznie do badan opisanych w poprzednich rozdzialach niniejszej pracy, przed
przystapieniem do badan FCS we wnetrzu komoérek nowotworowych, wyznaczono rozmiary
wszystkich pigciu analizowanych wariantow (symulacja dynamiki Browna przeprowadzona
przez dr Pawta Zuka'® oraz obliczono przewidywane na podstawie modelu nanolepkosci
zaleznego od skali dtugosci przewidywane wspoétczynniki dyfuzji dla wszystkich oligomerow
PRMTI1. Z uwagi na analiz¢ dystrybucji biatka migedzy kompartmentami komoérkowymi,
obliczenia wykonano dla cytoplazmy®® i jadra komérkowego.®? Uzyskane wyniki zestawiono
w Tabeli 3.6.4.

Tabela 3.6.4. Przewidywane wspélczynniki dyfuzji oligomeréow PRMTI dla cytoplazmy i jgdra komorek HeLa w temperaturze
36 °C. Podane zakresy wartosci wynikajg z uwzglednionych w symulacjach mozliwych réznych proporcji znacznika EGFP do
biatka PRTM1.

Oligomer Promlen hyd{r?r(:glinamlczny, l‘p Dcytopéazma qudro komoérkowe
. . - . . [um?/s] [nm?/s]
(na podstawie symulacji dynamiki Browna, dr inz. Pawet Zuk)
Monomer 3,58 24,0 24,6
Dimer 4,05 - 4,57 16,1-196| 17,0-204
Tetramer 4,99 -6,13 9,8-13,9 11,3-15,0
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Ilosciowe pomiary FCS biatka PRMT1 we wnetrzu Zywych komorek

W kolejnym kroku, analogicznie do eksperymentow opisanych w poprzednich rozdziatach,
przystapiono do ilosciowych pomiarow FCS wewnatrz zywych, pojedynczych komorek linii
HeLa z rozréznieniem na jadro komorkowe i1 cytoplazme¢. Dla kazdego wariantu plazmidu
otrzymano krzywe autokorelacji FCS, ktore opisano modelem dyfuzji normalnej,
dwusktadnikowej. Wspotczynniki dyfuzji pierwszego sktadnika odpowiadaty wartosciom
poszczegbdlnych oligomerow PRMTL. Natomiast drugi skladnik o wspotczynniku dyfuzji
mniejszym od 1 pum?/s byt charakterystyczny dla wigzania badanego biatka ze sktadnikami
wewnatrzkomorkowymi.®t1% Wspotczynniki dyfuzji szybszych skladnikéw poréwnano z
przewidywanymi i przedstawiono na Rysunku 3.6.7. Uzyskane wartos$ci zinterpretowano jako
efektywne wspotczynniki dyfuzji mieszanin oligomerow.

Jadro komérkowe

Cytoplazma

Bl 25%-75% [C125%~75%

T Min~Max T Min~Max

50 4 — Mediana 50 4 — Mediana
T — = Srednia < Srednia

404 —

. ]
— Dimer
L | Tetramer

T T T T
plazmidB plazmidC plazmidD plazmid E

0

40 4
304 30 4

Monomer

D [um?/s]

i

D [um?/s
|
|

Monomer

LB
- =T 7

s il

20 T

Dimer

—

- ] Tetramer

T T T T
plazmid A plazmid A plazmidB plazmidC plazmidD plazmid E

Rysunek 3.6.7. Wspdiczynniki dyfuzji mieszanin oligomerow PRMTI w cytoplazmie i jgdrze komdrek HeLa. Dane
eksperymentalne (wykresy pudetkowe) porownano z wartosciami przewidywanymi, obliczonymi na podstawie modelu
nanolepkosci zaleznego od skali diugosci (Tabela 3.6.4.).

Dystrybucja PRMTI miedzy jgdrem komoérkowym a cytoplazmg

Po dopasowaniu modelu matematycznego do danych eksperymentalnych FCS — krzywych
autokorelacji — przystgpiono do ilosciowej oceny rozmieszczenia biatka PRMT1 miedzy
jadrem komorkowym a cytoplazma. Dla obu tych kompartmentéw komoérkowych wyznaczono
stezenia wewnatrzkomoérkowe, Stosujac Réwnania (3.1.) i (3.2.). Analizg przeprowadzono dla
wszystkich wariantow, oznaczonych od A do E. Uzyskane wyniki zestawiono w formie
graficznej na Rysunku 3.6.8. llosciowe dane jednoznacznie potwierdzity wczesniejsza ocene
jakosciowg przeprowadzong za pomocg obrazowania. Warianty A, B 1 D akumulujg si¢ w
jadrze komorkowym, natomiast wariant E przewaza w cytoplazmie. Co ciekawe, wariant C
swobodnie dyfunduje miedzy cytoplazmg a jadrem - st¢zenia biatka PRMTL1 byty bardzo
zblizone w obu badanych kompartmentach komorkowych.

121

http://rcin.org.pl



Bl 25%~75%
T Min~Max
3,0 1 — Mediana
Srednia
2,5
g
22,0
s g
(@]
215
&
104 & i
. b 1 )
0,5 S

T T T T T
plazmid A plazmidB plazmid C plazmidD plazmid E

Rysunek 3.6.8. Stosunki stezenia biatka PRMTI w jqdrze komorkowym do jego stezenia w cytoplazmie, uzyskane w komorkach
transfekowanych roznymi wariantami plazmidow (A-E). Jasnozielona linia odpowiada zréownaniu stezern w cytoplazmie i jgdrze
komorkowym.

Podsumowanie ilosciowych pomiaréw biatka PRMT1

Wzgledem pigciu, otrzymanych w ramach wspotpracy naukowej z University of Utah,
plazmidow kodujacych rézne formy oligomeryczne biatka PRMTI1 przeprowadzono
jakosciowa (obrazowanie konfokalne) i ilosciowg analize ich dystrybucji migdzy
kompartmentami komérkowymi linii HeLa: jadrem i cytoplazma.

Krokiem poprzedzajacym ilosciowg ocen¢ dystrybucji bylo dopasowanie odpowiedniego
modelu matematycznego do otrzymanych krzywych autokorelacji FCS. Zastosowanie funkcji
opisujacej dyfuzje normalng dwusktadnikowg (zarowno dla jadra komoérkowego jak i
cytoplazmy) umozliwito identyfikacje obecno$ci sktadnika odpowiadajacego mieszaninie
oligomerow PRMT1 oraz skfadnika charakteryzujacego wigzanie badanego biatka z
komponentami wewnatrzkomorkowymi. W ten sposdb wykazano, ze dla plazmidu A, dla
ktorego oczekiwang formg oligomeryczng byl tetramer PRMTI, w obu badanych
kompartmentach dominowat dimer. Tetramer przewazat z kolei w wariancie E, co jest zgodne
z oczekiwaniami. Zatozenia byly zblizone do danych eksperymentalnych takze dla plazmidu
C. Z kolei dla plazmidu D (oczekiwany monomer), w cytoplazmie dominowat dimer i
monomer, natomiast w jadrze komérkowym tetramer i dimer.

Na podstawie krzywych autokorelacji FCS opisanych modelem matematycznym dla kazdego
badanego wariantu wyznaczono stezenia wewnatrzkomorkowe PRMT1 w jadrze 1 cytoplazmie
komorek raka szyjki macicy. Pomiary iloSciowe potwierdzilty wyniki uzyskane w sposob
jakos$ciowy za pomocg obrazowania konfokalnego. Warianty A, B, D, a wiec plazmidy
kodujace PRMT1 w formie oligomerycznej z istotnym udziatem dimeru (jak wykazaty pomiary
FCS) ulegaly akumulacji w jadrze komorkowym. Z kolei wariant E, dla ktérego dominujacym
oligomerem byt tetramer, przewazat w cytoplazmie, a wariant C (monomer) byt rownomiernie
rozmieszczony miedzy cytoplazma a jadrem komoérkowym. Wydaje si¢ zatem, ze forma
oligomeryczna biatka PRMT1 koreluje z jego preferowang lokalizacja wewnatrzkomorkowa.
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Przeprowadzone pomiary ilosciowe FCS potwierdzily uzyteczno$¢ i stosowalno$¢ tej techniki
do badania oligomeryzacji biatek, ale takze do oceny ich dystrybucji mi¢dzy kompartmentami
komorkowymi (przy zastosowaniu odpowiedniego modelu nanolepkosci). W ujeciu funkcji
komorkowej badanego enzymu, jej powiazania z lokalizacja wewnatrzkomorkowa oraz
wptywu formy oligomerycznej PRMT1 na rozwdj i proliferacj¢ nowotworow, uzyskane wyniki
wydajg si¢ by¢ wstgpem do dalszych eksperymentéw nad zastosowaniem tego biatka w
opracowywaniu potencjalnych terapii przeciwnowotworowych.

3.7.Rezim splatania lancuchow polimeru jako kluczowy parametr powodzenia
dostarczania  wewnatrzkomorkowego za  posrednictwem  szoku
osmotycznego

Dotychczas w niniejszej rozprawie opisano wnikanie czasteczek, ktore z zatozenia powinny
przenika¢ do komorek samodzielnie. Jednak zdecydowana wigkszo$¢ badan biologicznych,
biochemicznych czy biomedycznych wymaga wprowadzenia do komorki zwigzku, ktory nie
jest przez nig pobierany. W tym rozdziale pracy zbadano zatem proces dostarczania
wewnatrzkomorkowego czasteczek za pomocag szoku osmotycznego, probujgc ustalic, co jest
parametrem decydujacym o powodzeniu tego procesu. W tym celu zbadano szereg roztworow
koloidalnych, zawierajacych rozne polimery osmotycznie czynne w réoznych stgzeniach. Dla
najbardziej i najmniej skutecznych roztworéw hipertonicznych przeprowadzono analizg
reologiczng. Skutecznos¢ kazdego testowanego wariantu hipertonicznego oceniano przy uzyciu
techniki FCS, uzupelnionej o obrazowanie konfokalne. Uzyskane wyniki zostaty opatentowane
(patent Nr 242705) w Polskim Urzedzie Patentowym, a takze opisane w publikacji naukowej. %

Nieskuteczne polgczenie PEG 1 KDa 7 sacharozg — wariant 1.

Badanie rozpoczeto od sprawdzenia roztworu hipertonicznego, znanego jako dostepny przez
pewien czas na rynku produkt Influx™, sktadajacy sie z PEG 1 kDa [240 g/L] i sacharozy [1,17
M]. Skuteczno$¢ tego wariantu badano na dwoch typach probnikach: konjugatach TRITC-
dekstranu i nanoczastkach krzemionkowych pokrytych PEG. Cisnienie osmotyczne wariantu
wynosito 4,4 MPa.t"’

Analize skuteczno$ci tego potgczenia hipertonicznego, jak i kolejnych, przeprowadzono z
zastosowaniem dwoch podejsé:

1) jakosciowo, przeprowadzajac obrazowanie konfokalne pozwalajace na potwierdzenie lub
wykluczenie obecnosci probnika wewnatrz komorek;

2) ilosciowo poprzez pomiary FCS identyfikujace probnik fluorescencyjny na podstawie czasu
dyfuzji.

Na etapie obrazowania konfokalnego, od ktorego rozpoczeto eksperymenty, odnotowano brak
obu typoéw probnikéw (polimeréw i nanoczastek) w cytoplazmie komérek MDA-MB-231.178
Przechodzac do pomiarow FCS, nie otrzymano krzywej autokorelacji. Tym samym
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potwierdzono, ze dostarczanie probnikoéw do komorek potrojnie ujemnego raka piersi za
pomoca testowanego wariantu 1. bylo nieskuteczne. Analiz¢ rozszerzono o lini¢ HeLa
(komorki raka szyjki macicy). W tym przypadku procedura szoku osmotycznego okazata si¢
skuteczna wobec matych probnikéw wprowadzanych do komoérek (TRITC-dekstranoéw), ale
zakoficzyla sie niepowodzeniem W przypadku wickszych (nanoczastek).!’® Na podstawie
otrzymanych wynikéw, wytypowano lini¢ MDA-MB-231 do dalszych pomiaréw jako
modelowg 1 bardziej wymagajaca w kwestii dostarczania komodrkowego szokiem
osmotycznym.

Uzyskane wyniki stoja w opozycji do doniesien literaturowych,'® jednak odnotowana
niespojnos¢ jest powigzana z typem badanych komorek . Wiadomo, Ze sktad blony komadrkowe;
jest §cisle zwiazany z charakterystyka komorek.”® Tak wiec struktura btony komérek MDA-
MB-231 moze wplywaé na jej przepuszczalno$¢, a tym samym dostarczanie czasteczek za
posrednictwem szoku osmotycznego.

Zamiana PEG 1 kDa na dekstran 70 kDa — wariant 2.

W trakcie przeprowadzanych badan, prébnikami wprowadzanymi do komorek byty, wraz z
plazmidami i1 biatkami, TRITC-dekstrany oraz nanoczastki krzemionkowe pokryte PEG.

Zgodnie z litelratural,180

wodne roztwory PEG 1 dekstranu tworza dwie oddzielne fazy o r6znych
gestosciach. Chcac sprawdzi¢, czy to zjawisko moze mie¢ wplyw na efektywno$é
wprowadzania do ludzkich komoérek konkretnych probnikow, zastapiono PEG dekstranem 70
kDa, w potaczeniu z sacharoza. Badano wariant sktadajacy sie z dekstranu 70 kDa w stezeniu

116 g/L 1 sacharozy w stezeniu 1,36 M.

7 zastosowaniem tego potgczenia hipertonicznego, analizowano skuteczno$¢ na tych samych
rodzajach probnikow, co dla wariantu testowano jako pierwszy, a wigc na TRITC-dekstranach
1 nanoczastkach krzemionkowych. W pierwszym etapie, obrazowanie konfokalne wykazato
obecno$¢ wszystkich badanych zwigzkéw w cytoplazmie komoérek MDA-MB-231. Co wigcej,
pomiary FCS potwierdzity wysoka skuteczno$¢ tego wariantu. Dane eksperymentalne (krzywe
autokorelacji) zostaly opisane modelem dyfuzji anomalnej jednosktadnikowej (o <1,i=1 z
Roéwnania (2.1.)) z uwagi na oméwiona wezesniej polidyspersyjnosé badanych probnikow. 8
Nastepnie, stosujac Réwnanie (1.2.), celem obliczenia wspotczynnikoéw dyfuzji, 1 bazujac na
krzywej nanolepkosci cytoplazmy zaleznej od skali, %% poréwnano wartosci
wspoOtczynnikéw uzyskane z pomiarow w komodrkach wzgledem wspdlczynnikow
oczekiwanych dla kazdego badanego probnika. Zgodnos$¢ obu wspotczynnikow potwierdzila,
ze wykrywany sygnat fluorescencji pochodzi od badanych zwigzkéw.'"®

Polaczenie osmotycznie czynnego dekstranu 70 kDa z sacharoza bylo skuteczne w
wewnatrzkomoérkowym  dostarczaniu nie tylko dekstrandw, ale takze nanoczastek
krzemionkowych pokrytych PEG. Zatem teza o tworzeniu si¢ dwoch faz PEG-dekstran nie
wyjasnia réznicy miedzy skuteczno$ciami wariantow 1. 1 2. Jako mozliwe wyjasnienie
analizowano roéwniez potencjalne zmiany w stezeniach jonéw, prowadzace do lokalnych zmian
wlasciwosci blony komoérkowej. Opisane dotychczas badania literaturowe!®! dowodza, ze PEG
kompleksuje jony i zmienia sil¢ jonowa buforu. Autorzy cytowanej pracy sprawdzili takze, w
jaki sposob obecnos¢ osmotycznego dekstranu 70 kDa w stezeniu 10% w/w i PEG 1 kDa w
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stezeniu 20% W/w wplywa na zalezng od sity jonowej statg rownowagi tworzenia kompleksu
DNA.18! Nie zaobserwowano znaczacych zmian. Zatem bazujac na doniesieniach
literaturowych, w niniejszej rozprawie przyj¢to, ze kompleksowanie jonéw nie odgrywa
znaczacej roli w procesie dostarczania wewnatrzkomorkowego.

Sacharoza nie decyduje o powodzeniu dostarczania wewngtrzkomorkowego — wariant 3. i 4.

W ramach badan analizie poddano dwa kolejne warianty, celem ustalenia wptywu obecnosci
sacharozy w medium budujacym ci$nienie osmotyczne na powodzenia procesu dostarczania
czasteczek do ludzkich komoérek. Pomiary wykonano dla:

1) medium hipertonicznego zawierajacego samg sacharoze¢ w stezeniu 1,17 mol/L (wariant 3.);

2) medium hipertonicznego sktadajacego si¢ z samego dekstranu osmotycznego 70 kDa w
stezeniu 116 g/L (wariant 4.)

Przyktadowe zdjecia konfokalne i krzywe autokorelacji FCS uzyskane dla wariantu 3. i 4.
przedstawiono na Rysunku 3.7.1. Stezenia sacharozy (wariant 3.) i dekstranu 70 kDa (wariant
4.) zostaly wybrane na podstawie testowanego wczes$niej wariantu 1. Eksperymenty
przeprowadzono dla TRITC-dekstranéw 20 kDa i 155 kDa. W przypadku obu wariantow,
probniki byly obecne w cytoplazmie komérek MDA-MB-231. Jednak dla wariantu 3.
zawierajacego samg sacharoza odnotowano duza frakcje pecherzykach pinocytarnych, ktérych
obecno$¢ przekladala si¢ bezposrednio na ksztatty uzyskanych krzywych autokorelacji FCS.
Prawidtowa krzywa powinna zbiegac¢ si¢ do 0 dla czasow powyzej 10 ms. Brak tej wlasciwosci
dla otrzymanych danych eksperymentalnych potwierdzita obecno$¢ duzej liczby pecherzykow.
Uniemozliwito to tym samym zastosowanie modelu dopasowania dyfuzji anomalne;j
jednosktadnikowej. Zatem Ssama sacharoza stosowana bez polimeru osmotycznie czynnego
nasilita proces wnikania probnikdbw na drodze pinocytozy, jednak nie implikowata
zwigkszonego uwalniania zwigzkow z pecherzykow do cytoplazmy komorek, a tym samym
wigkszego stezenia wewnatrzkomorkowego wolnego probnika. Uzyskane wyniki sg zgodne z
danymi literaturowymi. 82183 Wiadomo bowiem, ze sacharoza dziata jako czynnik wzmagajacy
wakuolizacjg¢. Zatem w wyniku badan wariantow 3. i 4. potwierdzono, ze obecno$¢ polimeru
jest niezbedna dla powodzenia procesu dostarczania, rozumianego jako uwolnienie probnika z
pecherzykow do cytoplazmy.
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Rysunek 3.7.1. Efektywnos¢ wariantow 3. i 4. (A, B) Obrazowanie konfokalne komérek MDA-MB-231 i krzywa autokorelacji
FCS po uzyciu samej sacharozy (wariant 3.). Sacharoza indukuje proces tworzenia pecherzykéw wewngtrzkomorkowych. 182183
Do opisania danych zastosowano dwuskiadnikowy, anomalny model dyfuzji (o <I, i = 2 z Réwnania (2.1.)). (C, D)
Obrazowanie konfokalne komérek MDA-MB-231 i krzywa autokorelacji FCS po zastosowaniu samego dekstranu osmotycznie
czynnego 70 000 Da. Do danych eksperymentalnych dopasowano jednosktadnikowy model dyfuzji anomalnej (o < 1,i =1z
Réwnania (2.1.)).

Dla poréwnania, pecherzykow pinocytarnych nie zaobserwowano, zarOwno w obrazowaniu jak
i pomiarach FCS, dla wariantu 4. zawierajacego sam dekstran 70 kDa.}’® Z zastosowaniem
dekstranu 70 kDa [116 g/L], sprawdzono réowniez, czy procedura Szoku osmotycznego jest
toksyczna dla komoérek. Otrzymana zywotno$¢ komorek HelLa oraz MDA-MB-231 byta na
poziomie 100%.1"® Wykazano zatem, ze dostarczanie czasteczek za posrednictwem szoku
osmotycznego jest nieszkodliwe dla komorek.

Rezim splgtania tanicuchow polimerowych jako parametr krytyczny dla dostarczania
wewngtrzkomorkowego

Opisane powyzej wyniki wzbudzity wiele pytan, dlatego eksperymenty rozszerzono o kolejne
warianty medium hipertonicznego, sktadajacego si¢ z roznych rodzajow polimerow o roéznej
masie czasteczkowej i/lub sacharozy. Jako jednostki st¢zenia polimeréw osmotycznych uzyto
[g/L]. Skuteczno$¢ kazdego wariantu byla analizowana jak poprzednio, poprzez obrazowanie
konfokalne i pomiary FCS. Podsumowanie wszystkich wariantow zamieszczono w Tabeli
3.7.1.
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Tabela 3.7.1. Podsumowanie wszystkich badanych wariantéw roztwordéw hipertonicznych, z uwzglednieniem rodzaju polimeru

budujgcego cisnienie osmotyczne, jego stezenia, masy czgsteczkowej, obecnosci lub braku sacharozy oraz oceny skutecznosci

danego wariantu. Uwzgledniono rowniez testowane linie komorkowe i probniki badane dla kazdego wariantu.

Sklad medium
hipertonicznego

Ci$nienie osmotyczne
medium
hipertonicznego [MPa]

Efektywnos¢
(0 - niska, 1 -
Srednia, 2 -
wysoka)

Testowane
linie
komorkowe

Testowane probniki

PEG 1 kDa [240 g/L] +
sacharoza [1,17 M]

4,4177

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany,
nanoczgstki krzemionkowe
pokryte PEG

Dekstran 70 kDa [116
g/L] + sacharoza [1,36
M]

34

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany,
nanoczgstki krzemionkowe
pokryte PEG

HelLa

TRITC-dekstrany

Dekstran 70 kDa [50
g/L] + sacharoza
[0,008 M]

0,027

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany,
nanoczastki krzemionkowe
pokryte PEG

Ficoll® 400 kDa [640
g/L] + sacharoza [1,36
M]

3,6

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany

PEG 35 kDa [116 g/L]
+ sacharoza [1,17 M]

3,0

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany,
nanoczgstki krzemionkowe
pokryte PEG

Sacharoza [1,17 M]

2,9

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany

Dekstran 70,000 Da
[116 g/L]

0,027

MDA-MB-231

TRITC-dekstrany,
nanoczastki krzemionkowe
pokryte PEG, czasteczki
DNA

HelLa

TRITC-dekstrany,
nanoczgstki krzemionkowe
pokryte PEG, czasteczki
DNA

Fibroblasty

TRITC-dekstrany

A549

TRITC-dekstrany,
nanoczastki krzemionkowe
pokryte PEG, czasteczki
DNA

HEK 293

TRITC-dekstrany,
nanoczastki krzemionkowe
pokryte PEG

Hep G2

TRITC-dekstrany,
nanoczastki krzemionkowe
pokryte PEG

U2-0S

TRITC-dekstrany,
nanoczgstki krzemionkowe
pokryte PEG, czasteczki
DNA
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TRITC-dekstrany,
MCF-7 nanoczgstki krzemionkowe
pokryte PEG, biatka

TRITC-dekstrany,
Dekstran l;ﬁ]kDa [116 0,041 2 MDA-MB-231 | nanoczastki krzemionkowe
g pokryte PEG

TRITC-dekstrany,
Dekstran 1/ﬁ]kDa [116 0,11 0 MDA-MB-231 | nanoczastki krzemionkowe
g pokryte PEG

Dekstran 10 kDa [200 TRITC-dekstrany,

i 0,237 1 MDA-MB-231 | nanoczgstki krzemionkowe
g pokryte PEG
TRITC-dekstrany,
PEG 35 kDa [116 g/L] 0,084 1 MDA-MB-231 | nanoczastki krzemionkowe
pokryte PEG

. TRITC-dekstrany,
Ficoll® 4(;3]"'3"" [116 0,007 2 MDA-MB-231 | nanoczastki krzemionkowe
g pokryte PEG

Bazujac na uzyskanych wynikach dla wszystkich przetestowanych wariantoéw potwierdzono
hipoteze, ze obecno$¢ sacharozy nie jest kluczowa dla powodzenia dostarczania zwigzkow do
cytoplazmy ludzkich komorek. Sposrod pigciu roztworow hipertonicznych zawierajacych
sacharozg, trzy byty nieskuteczne. Z drugiej strony, media pozbawione sacharozy okazaty si¢
skuteczne w pieciu z sze$ciu przypadkow. Nalezy rowniez podkreslic, ze kolejnym
parametrem, ktory nie decydowat o skutecznosci byto cisnienie osmotyczne. Mimo, ze silg
nap¢dzong badanego procesu jest ciSnienie, W niniejszej rozprawie nie odnotowano zaleznoS$ci
miedzy wartoSciami ci$nienia osmotycznego a efektywnoscig (Rysunek 3.7.2.B). Zakres
ci$nienia osmotycznego skutecznych roztwordow hipertonicznych wyniost 0,007 - 3,6 MPa.

A — — granica rezimu B
500 o Dekstran
% DEc B Sacharoza + OSacharoza -
\ £ Ficoll
400 | e
\ »
1 Efektywnoscé Wysoka o oo =
- \ Il
= 1 2
5 X0 \ “w
2 3 T i
c ' \ B ) c Srednia m] o
N, 2004 A Rezim splatania ;
] \
17} = £
ey | [ 1 A
100 = iy _ m Niska ] m] L L]
. L
i Rezim bez splatania  ~
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Promien zyracji [nm]

Rysunek 3.7.2. Rezim splgtania laricuchéw polimerowych jako parametr krytyczny dla powodzenia procesu wprowadzania
zwigzkow do ludzkich komorek. A) Zaleznosé stezenia polimeru osmotycznego w funkcji jego promienia zyracji. B) Zaleznosé
efektywnosci uwalniania zwiqzkow z pecherzykow wewngtrzkomorkowych od cisnienia osmotycznego (catkowitego cisnienia
osmotycznego polimeru i sacharozy) oraz zawartosci sacharozy. Jak wida¢ ani cisnienie osmotyczne, ani obecnos$é sacharozy
nie sq parametrami determinujqcymi efektywnos¢ uwalniania zwigzkow z pecherzykow pinocytarnych.

Aby ustali¢, co jest parametrem decydujacym o powodzeniu procesu dostarczania
wewnatrzkomoérkowego, w kolejnym kroku okreslono geometri¢ badanych roztworow
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polimerowych. Dla kazdego z wariantow, za pomoca Roéwnania (3.4.) obliczono stezenia

graniczne splatania czasteczek polimerow. 18

4 -B
37CR; Ny

RH:Rg M
w

Rownanie (3.4.)

gdzie Ry to promien hydrodynamiczny polimeru, Ry — promien zyracji polimeru, C oznacza
graniczne stezenie splatania, Na to liczba Avogadro, My - masa czasteczkowa polimeru, a § =
v/(1-3v) odpowiada wyktadnikowi Flory'ego, ktéry charakteryzuje ruch polimeru w danym
rozpuszczalniku i przyjmuje wartosci: v = 0,60'® dla wody w przypadku PEG, dekstranu i
Ficoll®,1"®

W rezimie splatania, tancuchy polimeru naktadaja si¢ na siebie, przeciwnie do obszaru bez
splatania, w ktorym czasteczki polimeru swobodnie dyfunduja jako oddzielne, zwarte kule.18
Na podstawie uzyskanych wynikow i przeprowadzonej analizy wykazano, ze zastosowanie
polimeru (PEG, dekstranu lub Ficoll®) w rezimie splatania jest wyznacznikiem sukcesu
procesu dostarczania zwigzkéw do wnetrza komoérek. Warto zaznaczy¢, ze najskuteczniejsze
roztwory hipertoniczne miaty najnizsze wartoéci ci$nienia osmotycznego. Z drugiej strony,
media hipertoniczne zawierajace sacharoze byly skuteczne tylko wtedy, gdy opieraty si¢ na
obecnosci duzych polimerach (jak dekstran 70 kDa i Ficoll® 400 kDa). Przyj¢to zatem, ze
polimer, ktory jest wystarczajaco duzy moze zrekompensowac obecnos¢ sacharozy w medium.
Warto przyjrzeé si¢ takze wariantowi medium hipertonicznego zawierajacego tylko PEG 35
kDa w stezeniu 116 g/L. To potaczenie wykazato skutecznos¢ tylko wzgledem wprowadzania
do komorek nanoczastek pokrytych PEG.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw przypuszczano, ze za efektywnos$¢ dostarczania czasteczek
do wnetrza komorek odpowiadaja dwa procesy: (1) ilo$¢ probnika zamknigtego w pecherzyku
i (2) efektywno$¢ pekania pecherzyka w medium hipotonicznym. Proces (1) zostat zbadany i
nie odnotowano istotnych réznic.!’® Zatem proces (2) wydaje sie by¢ kluczowym i
zapewnianym najprawdopodobniej przez wystarczajaco duza rdznicg cisnien wytworzong na
granicy pecherzyk-cytoplazma. Badania wykazaty, Ze ta r6znica jest bezposrednio skorelowana
ze stezeniem polimeru. To stezenie z kolei implikuje rezim splatania tancuchow polimerowych,
ktore w tym zakresie stezen naktadajg sie na siebie i wzajemnie przenikaja.'®* Warto zaznaczy¢,
ze rezim splatania wydaje si¢ by¢ determinantg zapobiegajaca ucieczce pojedynczych
czasteczek polimeru z pecherzyka podczas napltywu wody.

Przeprowadzono badania pozwolity takze dowies$¢, ze rozmiar polimeru osmotycznego ma
kluczowe znaczenie podczas dostarczania wewnatrzkomorkowego. Najwyzsza skutecznos$¢
odnotowano dla polimerow o promieniu zyracji wigkszym niz 6 nm (w zakresie wariantow w
rezimach splatania, Rysunek 3.7.2.A). Parametr ten moze by¢ kluczowy podczas naptywu
wody do pecherzyka pinocytarnego. Polimery o promieniach mniejszych niz 6 nm, takie jak
PEG 1 kDa o promieniu zyracji 1,2 nm, prawdopodobnie opuszcza pgcherzyk. W rezultacie
wewnatrz pecherzyka nie bedzie generowane wystarczajace ci$nienie, czego efektem bedzie
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utrzymanie integralnosci pecherzyka. Zatem wariant PEG 1 kDa wzbogacony sacharoza byt
nieskuteczny z dwoch powodow: czasteczki PEG 1 kDa byly zbyt male, a ich stezenie byto
zbyt niskie.

Warto takze przeanalizowac otrzymane wyniki pod katem stopnia rozgatezienia przebadanych
polimeréw osmotycznie czynnych. PEG jest polimerem liniowym.'®® Z kolei Ficoll® to
najbardziej rozgateziony polimer ze wszystkich badanych.'® Mozna wiec przypuszczaé, ze
liniowos$¢ PEG jest dodatkowym wyjasnieniem jego niskiej skutecznosci. Liniowa czasteczka
moze bowiem wydosta¢ si¢ z pecherzyka, podobnie jak sacharoza, przez rozluzniong btone
komorkowa podczas naptywu wody. Z drugiej strony, wynik uzyskany dla PEG 35 kDa bez i z
sacharozg sugeruje, ze wyjasnienie jest bardziej skomplikowane. Sam PEG 35 kDa byt
skuteczny tylko w przypadku dostarczania nanoczastek pokrytych PEG. Mozna wigc
przypuszczaé, ze same nanoczastki generujg wystarczajaco wysokie cisnienie osmotyczne, aby
wywota¢ rozerwanie pecherzykéw. Jednak ten sam polimer, PEG 35 kDa, uzupetniony o
sacharoze byl nieskuteczny dla wszystkich testowanych prébnikow. Analizujac kolejne
polimery, dekstran jest bardziej rozgalezionym polimerem od PEG. W zwiazku z tym, nie
powinien wydostawac¢ si¢ przez btone pecherzyka w drugim etapie procesu, gdy woda wplywa
do komorki i pgcherzykow. Jednak uzyskane wyniki dowodza, ze dekstran 10 kDa lub
najwigkszy przebadany dekstran 70 kDa stosowany w zbyt niskim stezeniu byt catkowicie
nieefektywny.

Na komentarz zastuguja takze tadunki elektryczne badanych polimeréw. PEG jest polimerem
pozbawionym *tadunku, podczas gdy dekstran i Ficoll® s3 obecnie uwazane za stabo
natadowane ujemnie.®187 Jesli jednak tadunek mialby byé czynnikiem decydujacym o
powodzeniu catego procesu, to dla przyktadu dekstran 70 kDa w rezimie bez splatania byltby
skuteczny. Wydaje si¢ wiec, ze struktura chemiczna polimeru nie ma decydujacego wptywu na
skuteczno$¢ dostarczania czgsteczek do komorek szokiem osmotycznym.

Podsumowujac, mozna wnioskowac, ze to rezim splatania, a wiec odpowiednio wysokie
stezenie polimeru osmotycznie czynnego jest wyznacznikiem skutecznos$ci. Warto jednak
pami¢tac, ze czynniki takie jak rozgalezienie polimeru (jego ksztalt), hydrofilowos¢ czy
tadunek elektryczny moga rowniez nieznacznie wptywac na powodzenie procesu dostarczania.

Sugerowany mechanizm wnikania czgsteczek do ludzkich komdrek szokiem osmotycznym

Na podstawie opisanych wyzej wynikéw sugerowany i spodziewany jest nastepujacy
mechanizm dostarczania wewnatrzkomérkowego za posrednictwem szoku osmotycznego:’®

1) gdy komorka zostaje umieszczona w roztworze hipertonicznym, woda z niej wyptywa, aby
wyrownac¢ cisnienie osmotyczne. Nastgpuje pinocytoza. Pegcherzyki pinocytarne zawieraja
sktadniki medium hipertonicznego: zardwno male czasteczki (sacharoza), jak i
makroczasteczki (polimer i wprowadzany do komorek probnik).

2) gdy komorka zostaje przeniesiona do srodowiska hipotonicznego, cytoplazma - ze wzgledu
na wilasciwosci btony komorkowej - rowniez staje si¢ roztworem hipotonicznym (w
przeciwienstwie do zawarto$ci pecherzyka).

130

http://rcin.org.pl



3) na granicy pegcherzyk pinocytarny - cytoplazma powstaje roznica ci$nien osmotycznych. W
rezultacie woda wptywa do pecherzyka. W pierwszym etapie tego procesu struktura
dwuwarstwy fosfolipidowej ulega rozluZznieniu - mate czasteczki (takie jak sacharoza)
zamknigte w pecherzyku moga zosta¢ uwolnione do cytoplazmy. Ten etap ma kluczowe
znaczenie dla powodzenia procesu dostarczania.

4) jesli czasteczki (w tym polimer osmotycznie czynny) pozostajgce w pecherzyku utrzymaja
wystarczajaco wysokie ci$nienie osmotyczne, dalszy naptyw wody do pecherzyka spowoduje
pekniecie btony i uwolnienie catej zawarto$ci pecherzyka do cytoplazmy.

Podsumowanie dostarczania wewngtrzkomorkowego szokiem osmotycznym

W ramach niniejszej rozprawy zglebiono kwestie efektywnosci dostarczania czasteczek do
zywych, ludzkich, komorek szokiem osmotycznym. Wykazano, ze metoda FCS z
powodzeniem moze zostaé zastosowana d0 oceny skutecznosci dostarczania
wewnatrzkomorkowego na poziomie pojedynczej komorki i pojedynczej czasteczki. W trakcie
badan przeanalizowano szereg roztwordw hipertonicznych, réznigcych si¢ typem badanego
polimeru osmotycznie czynnego, jego wielko$cia, ciSnieniem osmotycznym i brakiem lub
obecnos$ci sacharozy. Uzyskane wyniki wykazaty, ze efektywno$¢ dostarczania czasteczek do
ludzkich komorek wzrasta wraz ze wzrostem wielko$ci polimeru budujacego ci$nienie
osmotyczne, ale przede wszystkim wraz z wejSciem w rezim splatania lancuchow
polimerowych. Co wigcej, wykluczono wptyw sacharozy na powodzenie procesu dostarczania
- sacharoza jest czynnikiem wzmagajacym pinocytozg, ale nie jest zaangazowana w lizg
osmotyczng pecherzykow pinocytarnych. To splatanie fancuchdéw polimerowych w roztworze
hipertonicznym okazato si¢ parametrem zapewniajacym rozerwanie pecherzyka i dostarczenie
pozadanej czasteczki do wngtrza komorki.

Dodatkowo, na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowano mechanizm procesu
dostarczania czasteczek z zastosowaniem szoku osmotycznego. Warto podkresli¢, ze Splatanie
tancuchow polimerowych obecnych w pecherzyku zapobiega uwalnianiu pojedynczych
czasteczek, a tym samym zwigksza szans¢ na przerwania cigglosci btony pecherzyka. W
ramach badan przedstawiono przyktady medidw hipertonicznych w rezimie splatania, ktore
skutecznie dostarczyty rézne probniki (od matych polimerow po plazmidy) do réznych typow
komorek. Podsumowujac, badania te sg przyktadem, ze zrozumienie parametréw fizycznych
jest Scisle zwigzane z wynikiem biologicznym.

Opisane w tym rozdziale wyniki stanowily wstep do opracowania zoptymalizowanego
odczynnika o nazwie Cell-IN, ktory jest przedmiotem komercjalizacji prowadzonej w
Instytucie Chemii Fizycznej PAN.
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4. Koncowe wnioski

Internalizacja okreslonej czasteczki do wnetrza ludzkich komoérek moze by¢ zjawiskiem
pozadanym lub nie. W ujeciu terapii celowanych, kluczowe znaczenie ma lokalizacja celu
molekularnego badanej molekuty. W przypadkach, gdy docelowa struktura molekularna
wystepuje wewnagtrzkomorkowo, skuteczno$¢ terapeutyka wymaga jego aktywnej
internalizacji. Z kolei, gdy celem dziatania leku sg struktury obecne na zewnatrz komoérek — jak
ma to miejsce w przypadku wielu przeciwciat monoklonalnych — pozostanie czasteczki w
przestrzeni zewnatrzkomorkowej jest nie tylko wystarczajace, lecz wrecz preferowane. Z tego
wzgledu lokalizacja celu molekularnego determinuje konieczno$¢ internalizacji, ktora z kolei
ma bezposredni wplyw na skuteczno$¢ danego zwiazku terapeutycznego.

Biorac pod uwagg znaczenie procesu internalizacji, w niniejszej pracy przeprowadzono badania
nad wnikaniem roznych typow czasteczek, obejmujacych leki, dinukleotydy, biatka oraz
barwniki. Dla kazdej z tych grup, wykazano, ze technika FCS zastosowana we wnetrzu
pojedynczych, zywych komoérek nowotworowych pozwala na iloSciowa, precyzyjng
charakterystyke wnikania wewnatrzkoméorkowego czasteczek. Do tak szczegdtowej analizy
niezbedne jest dysponowanie informacjg o rozmiarach badanych czasteczek i przewidywanych
sktadnikow wewnatrzkomorkowych oraz o nanolepkosci wnetrza komorkowego zaleznej od
skali dlugo$ci — czasteczki o roéznych rozmiarach doswiadczaja innego oporu
hydrodynamicznego wewnatrz komorek.

Charakterystyka wnikania i loséw roznych czasteczek we wnetrzu zywych komorek za pomoca
techniki FCS obejmowata okre$lenie:

- mechanizmu wnikania: transport aktywny, endocytoza konstytutywna, dyfuzja bierna,
transport za posrednictwem makrofagow;

- efektywnosci wnikania molekuly zdefiniowanej jako stosunek jej st¢zenia
wewngtrzkomorkowego do stezenia na zewnatrz (w medium otaczajacym badane
komorki);

- formy wystgpowania czgsteczki we wnetrzu komorek: stan swobodnie dyfundujacy,
zwigzanie z celem molekularnym (jak na przyktad leku olaparib z biatkiem PARP1),
oddzialywanie z komponentami wewnatrzkomorkowymi, lokalizacjg¢ w strukturze
pecherzykowej, czy ocene stanu oligomeryzacji;

- stezen wewnatrzkomorkowych poszczegolnych, wykrytych form wystepowania;

- dystrybucji czasteczki migdzy jadrem komodrkowym a cytoplazma, dysponujac
modelem nanolepkosci dla kazdego z tych kompartmentow komodrkowych;

- rotacji lub jego braku celu wewnatrzkomoérkowego badanego zwigzku, na przyktadzie
rotacji podjednostki rybosomalnej zwigzanej z YO-PRO-1.

Dodatkowo, zastosowanie innych technik analitycznych (jak obrazowanie konfokalne, testy
cytotoksycznosci, wyznaczenie stalej rownowagi kompleksu w buforze (in vitro), analiza
proteomiczna) oraz rozszerzenie zakresu eksperymentéw o inne czasteczki, czy dodatkowe
linie komorkowe, umozliwito uzyskanie szerszych informacji o konkretnej, badanej czasteczce.
Przyktadowo w ten sposob wykazano, ze efekt terapeutyczny olaparibu wydaje si¢ by¢
skorelowany z ilo$cig biatka BRCA1 — szlaku odpowiedzi komdrkowej na naprawe uszkodzen
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DNA, aktywowanego po zablokowaniu biatka PARPI. Im wyzsza ekspresja BRCAl w
komorkach, tym stabszy efekt cytotoksyczny. Z kolei dla bewacizumabu rozszerzone badania
dowiodty, ze lek ten nie jest pobierany przez komodrki nowotworowe chetniej od neutralnej dla
nich molekuty — znakowanego dekstranu.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono takze eksperymenty dotyczace
metody wprowadzania réznych typow czgsteczek do wnetrza ludzkich komorek przez
zastosowanie roznicy cisnien osmotycznych. Bowiem w sytuacjach, gdy czasteczka
terapeutyczna — dla ktorej internalizacja jest warunkiem skuteczno$ci dziatania — nie przenika
samodzielnie przez blon¢ komorkowa, konieczne jest zastosowanie technik wspomagajacych
jej transport do przestrzeni wewnatrzkomorkowej. Uzyskane w pracy wyniki pozwolity na
ustalenie, co jest parametrem decydujgcym o powodzeniu dostarczania wewnatrzkomorkowego
poprzez aplikacje szoku osmotycznego. Jako efekt wykonanych eksperymentéw opracowano
odczynnik Cell-IN — prosta, szybka, uniwersalng i bezpieczng dla komorek technologi¢
przekraczania bariery blony komoérkowe;.
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5. Podsumowanie

W ramach badan przeprowadzonych w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze:

Rozdziat 3.1. (strony 61-64)

nanolepko$¢ cytoplazmy komorek potrdjnie ujemnego raka piersi liniit MDA-MB-231
mozna opisa¢ Réwnaniem (1.5.), a wigc modelem w skali nanoskopowej zaleznym od
skali dlugosci.

Rozdziat 3.2. (strony 64-81)

lek o nazwie olaparib, dzialajacy wewnatrzkomoérkowo i ulegajacy zwigzaniu do biatka
PARPI, wnika do komérek potrojnie ujemnego raka piersi oraz raka szyjki macicy;
stopien akumulacji olaparibu wewnatrzkomorkowo jest skorelowany z iloscig biatka
PARPI. Im wigcej PARP1, tym wigksze st¢zenie olaparibu w komorkach.

biatko PARP1 wystgpuje w cytoplazmie komorek potrojnie ujemnego raka piersi oraz
raka szyjki macicy;

efekt terapeutyczny olaparibu wydaje si¢ by¢ skorelowany z ilo$cig biatka BRCA1 —
szlaku odpowiedzi komorkowej na naprawe uszkodzen DNA, aktywowanego po
zablokowaniu biatka PARP1. Im wyzsza ekspresja BRCA1 w komarkach, tym stabszy
efekt cytotoksyczny.

Rozdziat 3.3. (strony 81-98)

bewacizumab, lek dziatajacy zewnatrzkomérkowo i ulegajacy zwigzaniu do czynnika
VEGF, internalizuje do komorek potrojnie ujemnego raka piersi oraz raka szyjki
macicy;

transport bewacizumabu do komorek nowotworowych jest przypadkowy i zachodzi na
drodze endocytozy konstytutywnej;

bewacizumab nie jest pobierany przez komorki nowotworowe chetniej od neutralnej dla
nich czasteczki — znakowanego dekstranu;

stopien internalizacji bewacizumabu przez badane w pracy komorki nowotworowe jest
okoto 100000 razy mniejszy w porownaniu do olaparibu dzialajacego
wewnatrzkomodrkowo.

Rozdziat 3.4. (strony 98-103)

- terapeutyczne dinukleotydy m’GpppA-FAM-FA oraz m’GpppA-FAM-Chol wnikaja

do komorek potrojnie ujemnego raka piersi;
domniemany mechanizm transportu obu badanych konjugatow to transport aktywny.

Rozdziat 3.5. (strony 103-112)

w wyniku transferu ferrytyny 1 hemoglobiny przez makrofagi do komoérek potrdjnie
ujemnego raka piersi, oba biatka sa obecne w formie wolnej w komodrkach
nowotworowych;
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wewnatrz makrofagdw nie zachodzi catkowita degradacja zarowno hemoglobiny jak i
ferrytyny, a w komorkach nowotworowych wystepuja rozne formy oligomeryczne obu
biatek.

Rozdziat 3.6. (strony 112-123)

barwnik YO-PRO-1 wnika do zywych komorek potrdjnie ujemnego raka piersi oraz
raka szyjki macicy;

YO-PRO-1 wewnatrzkomorkowo selektywnie wybarwia tRNA oraz rRNA;
zakodowane na poszczegdlnych, badanych wariantach plazmidow DNA biatko PRMT1
wykazuje zroznicowane stopnie oligomeryzacji;

rézne warianty oligomeryczne biatka PRMT1 charakteryzuja si¢ odmienna dystrybucja
pomiedzy kompartmentami komérkowymi raka szyjki macicy: jadrem i cytoplazma (na
podstawie stezen wewnatrzkomorkowych).

Rozdziat 3.7. (strony 123-131)

parametrem decydujacym o powodzeniu procesu dostarczania wewnatrzkomorkowego
réznych zwigzkéw szokiem osmotycznym jest zastosowanie polimeru budujacego
ci$nienie osmotyczne w rezimie splatania tancuchéw polimerowych;

sacharoza obecna w medium hipertonicznym nie jest sktadnikiem determinujacym
skuteczno$¢ dostarczania zwigzkéw do komodrek rdznicg ciSnien osmotycznych,
podobnie jako warto$¢ cisnienia osmotycznego;

etapem kluczowym dostarczania wewnatrzkomorkowego szokiem osmotycznym jest
pekniecie pecherzykow pinocytarnych. Proces ten zachodzi, gdy skladniki obecne
wewnatrz pecherzyka generujg wystarczajace cisnienie osmotyczne, prowadzac do jego
rozerwania pod naptywem wody.

Autorka niniejszej rozprawy doktorskiej, Aneta Magiera, otrzymata stypendium doktoranckie 25. edycji programu
L’Oréal-UNESCO Dla Kobiet i Nauki we wspotpracy z Ministerstwem Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Polskim
Komitetem do spraw UNESCO, Polska Akademia Nauk oraz UN Global Compact Network Poland
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