STRESZCZENIE

Rak jelita grubego jest istotnym problemem onkologicznym w Polsce, a analiza trendow
epidemiologicznych pokazuje, ze zachorowalno$¢ na raka okreznicy stale ro$nie. Rocznie
zostaje stwierdzonych ponad 15000 nowych zachorowan. Jest to tez jedyny nowotwor
przewodu pokarmowego, w kierunku ktoérego prowadzone s3a badania przesiewowe
pozwalajace na zmniejszenie umieralnosci. Indywidualizacja postgpowania pozwala na
zwickszenie skutecznos$ci leczenia i zminimalizowanie dziatan niepozadanych. Rokowanie
zalezy od stopnia zaawansowania choroby, podtypu histopatologicznego, radykalnosci zabiegu
chirurgicznego, stopnia odpowiedzi na zastosowane leczenie systemowe oraz molekularne
wskazniki predykcyjne 1 prognostyczne, takie jak status genéw z rodziny RAS. Stosowane w
obecnej praktyce klinicznej leczenie chemiczne, terapie celowane oraz radioterapia (w raku
odbytnicy), pozwalajg na znamienne wydtuzenie czasu przezy¢ wieloletnich. Wciaz jednak
poszukiwane sg nowe metody terapii poprawiajgce rokowanie pacjentow oraz charakteryzujace
si¢ jak najkorzystniejszym profilem bezpieczenstwa.

Terapia fotodynamiczna jest maloinwazyjng metoda leczenia nowotworéw. Do jej
przeprowadzenia wymagana jest obecnos$¢ trzech sktadnikéw: fotouczulacza, ktéry lokalizujac
si¢ w tkance nowotworowej uczula ja na dziatanie Swiatla, zrodta Swiatta o odpowiedniej
dtugosci fali, ktére wzbudza skumulowany w tkance nowotworowej fotouczulacz, a takze tlenu
rozpuszczonego w tkance. Po wzbudzeniu, zwigzek przenosi energi¢ z fali $wietlnej na tlen
czasteczkowy, a nastepnie powoduje uwalnianie jego reaktywnych form. Powstajg one w
miejscu gdzie zlokalizowany byt fotouczulacz i poprzez bezposredni efekt cytotoksyczny,
niszczenie naczyn krwionosnych oraz wywotanie efektu zapalnego, prowadza do $mierci
komorki.

Jednym z mechanizméw $mierci komérki aktywowanym w wyniku zastosowania terapii
fotodynamicznej jest autofagia. Jest to gtdwny proces degradacji skladnikoéw
wewnatrzkomorkowych przez lizosomy, odpowiedzialny za utrzymanie homeostazy w
komérce. Rola autofagii w  kontekScie procesu nowotworzenia oraz terapii
przeciwnowotworowej jest dwojaka: moze ona petni¢ funkcje supresora transformacji
nowotworowej  lub by¢ jej promotorem, umozliwiajac komoérkom nowotworowym
wykorzystanie tego mechanizmu jako alternatywnego zrédla energii w czasie stresu,

niedotlenienia i braku substancji odzywczych.



Celem niniejszej pracy byla analiza ekspresji markeréw autofagii (biatka: LC3, Bekliny
1 oraz ATG7) w odpowiedzi na zastosowanie terapii fotodynamicznej w warunkach in vitro na
ludzkiej linii komorkowej raka jelita grubego SW620.

Po 4-godzinnej inkubacji z 3mM kwasem 5-aminolewulinowym (5-ALA), komoérki byty
naswietlane dawka promieniowania 60 mW/cm? i mocy 4,5 J/cm?; czas naswietlania — 75
sekund. Proces autofagii zostal oceniony przy uzyciu metody immunohistochemicznej z
zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych dla LC3, Bekliny 1 oraz ATG7. Ocena zostata
powtérzona w okreslonych punktach czasowych po przeprowadzeniu naswietlania, kolejno w
godzinie 0, 4, 8 i 24.

Indukcja procesu autofagii byla obserwowana bezposrednio po naswietlaniu 1
utrzymywata si¢ w kolejnych godzinach. Najsilniejsza ekspresja w godzinie 0
charakteryzowato si¢ ATG7 (IRS=9) i na takim poziomie pozostawato do godziny 4, ulegajac
nastepnie zmniejszeniu w godzinie 8 (do IRS=6) i osiaggajac poziom IRS=4 w godzinie 24.
Ekspresja LC3 oraz Beklinyl bezposrednio po naswietlaniu byta miernie nasilona, wynoszac
odpowiednio: IRS=2 oraz IRS=1. Wraz z uplywem czasu ulegta ona znacznemu nasileniu. W
godzinie 4 i 8 zaobserwowano wzmozong ekspresjg LC3 (IRS=9), ktdra nieznacznie zmalata w
godzinie 24 do poziomu IRS=6. Wzrost ekspresji Bekliny 1 nastgpowat stopniowo, osiggajac
w godzinie 4 poziom IRS=4, a w kolejnych godzinach (tj. 8 124) IRS=6.

W powyzszym eksperymencie udowodniono, iz proces autofagii jest zaangazowany w
$mier¢ komorek linii komoérkowej raka jelita grubego SW620 w odpowiedzi na 5S-ALA PDT.

Wedtug dostepnego pismiennictwa, jest to pierwsze badanie oceniajace ekspresje LC3,
ATG7 oraz Bekliny 1 jako odpowiedzi na zastosowanie terapii fotodynamicznej. Rola
autofagii, w szczeg6lnosci w powigzaniu z terapig fotodynamiczna nadal pozostaje niejasna i
konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan celem okre§lenia najkorzystniejszych

parametrOw PDT.



