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Streszczenie

Metaloproteinazy macierzy (ang. matrix metalloproteinases, MMP) to endopeptydazy, ktérych
aktywno$¢ jest zalezna od obecnosci jonéw cynku oraz wapnia. Przedstawiciele tego typu
katalitycznego — metaloproteinazy macierzy 2 oraz 9 (MMP-2 i MMP-9; zelatynazy) — odgrywaja istotng
role w wielu fizjologicznych oraz patologicznych procesach w ludzkim organizmie, z uwzglednieniem
powstawania i rozwoju zmian nowotworowych oraz przerzutowania. Mimo potwierdzenia przydatnosci
tych enzyméw w diagnostyce onkologicznej, zadna z przeprowadzonych dotad préb Kklinicznych
w obszarze inhibicji metaloproteinaz macierzy w nowotworzeniu nie zakoniczyla sie sukcesem.

Procedury terapii fotodynamicznej (ang. photodynamic therapy, PDT) wykorzystuja neutralne
zwigzki $wiattoczute, ktére staja sie toksyczne dla komérek po ekspozycji na fale swietlne
0 odpowiedniej dhugoici. Dostepne wspélczesnie formy PDT znalazly szerokie zastosowanie
w onkologii, dermatologii, ginekologii, urologii, a takze w zwalczaniu przewleklych stanéw zapalnych
oraz infekcji z udzialem antybiotykoopornych szczepéw bakterii. Kwas 5-aminolewulinowy (ang.
S-aminolevulinic acid, 5-ALA) to produkt posredni szlaku syntezy hemu, naturalnie wystepujacy
w zywych organizmach. W procedurze PDT, zwiazek ten aplikowany jest w roli prekursora i ulega we
wnetrzu komoérek przemianom do protoporfiryny IX (PpIX), wykazujacej whasciwosci fotouczulajgce.

Przeciwnowotworowa  skuteczno¢  terapii  fotodynamicznej z  uzyciem  kwasu

S-aminolewulinowego (5-ALA-PDT) opiera si¢ na produkeji reaktywnych form tlenu oraz indukeji



apoptozy. Reaktywne formy tlenu moga w zlozony sposéb ksztattowaé wewnatrz- oraz
zewngtrzkomérkowa aktywno$é MMP-2 i MMP-9, od bezposredniego udzialu w aktywacji latentnych
form tych enzyméw, poprzez ograniczanie skutecznodci ich inhibicji z udziatem bialek TIMP, po
stymulacje ekspresji genéw MMP2 i MMP9. Tak zlozone interakcje nasuwaja pytania o zwiazek
procedury 5-ALA-PDT z aktywno$cia MMP-2 i MMP-9 w komérkach nowotworowych, zwlaszcza
w konteksécie wiadciwodcei komérek przetrwatych; stad tez za gtéwny cel pracy obrano ocene aktywnosci
MMP-2 i MMP-9 oraz potencjalu inhibicyjnego wzgledem tych enzyméw w populacjach
nowotworowych komérek przetrwatych, uzyskanych wskutek jednokrotnego zastosowania procedury
terapii fotodynamicznej z uzyciem kwasu 5-aminolewulinowego.

W prezentowanych badaniach wykorzystano trzy linie komérek nowotworowych: linie
gruczolakoraka jelita grubego SW480 i SW620, pochodzgce (odpowiednio) z ogniska pierwotnego oraz
przerzutowego, a takze linig czerniaka zlosliwego Me45. Hodowle poddawano procedurze 5-ALA-PDT
z zastosowaniem kwasu 5-aminolewulinowego w stezeniu 1,2 mM oraz $wiatta o dtugosci fali 630 nm
(dawka energii okoto 1 J/cm?). Po uptywie 18, 45 oraz 115 godzin oceniano zmiany (1) przezywalnosci
komérek metoda MTT, (2) zewnatrzkomérkowej aktywnosci MMP-2 i MMP-9 metoda zymografii
substratowej, a takze (3) zewnatrz- oraz wewnatrzkomérkowej zawartodci wspomnianych enzyméw
metoda western blot; przeprowadzono ponadto analize potencjatu inhibicyjnego badanych linii
wzgledem MMP-2 i MMP-9 z uzyciem fluorymetrii, zymografii substratowej i zymografii odwréconej.

Przezywalnos¢ komérek badanych linii zmniejszala sie wyrasnie w pierwszej dobie po
zastosowaniu procedury 5-ALA-PDT, w kolejnych dniach obserwowano jednak postepujaca regeneracje
hodowli. Po 18 godzinach od zainicjowania reakcji fotodynamicznej, zewnatrzkomérkowa aktywnoéé
proMMP-2 w hodowlach 5-ALA-PDT badanych linii komérkowych nie réznita sie znaczgco od tej
rejestrowanej w hodowlach kontrolnych; w kolejnych dniach obserwowano akumulacje proMMP-2
w podiozach hodowli kontrolnych, podczas gdy aktywno$é tego enzymu w hodowlach 5-ALA-PDT
wyraznie zanikata, Stosowana procedura terapii fotodynamicznej okazata sie tym samym powodowaé
nie natychmiastowe, lecz dlugookresowe zmniejszenie aktywnosci MMP-2. W zadnej z badanych linii
nie zaobserwowano przywrécenia poczatkowej aktywnosci proteolitycznej do kofica trwania

eksperymentu. Redukcji proteolizy towarzyszyto zmniejszenie zawartoéci MMP-2 badz 9 w podlozach



hodowlanych, podczas gdy wewnatrzkomérkowa zawarto$é tych enzyméw nie ulegata znaczacym
zmianom. Obserwacje te przecza obnizeniu poziomu ekspresji badanych metaloproteinaz macierzy jako
gtéwnej przyczyny zaniku aktywnosci MMP-2 i MMP-9 w badanych liniach komérkowych, nie wskazuja
tez zaburzefi mechanizméw sekrecji tych enzyméw.

Procedura 5-ALA-PDT spowodowata wzrost potencjatu inhibicyjnego we wszystkich badanych
liniach komérkowych; wzrost ten powigzano z nasilona sekrecja inhibitor6w TIMP-1 i TIMP-2,
a w przypadku linii Me45 prawdopodobnie tez a,-makroglobuliny. Obecnoéé powierzchniowej frakeji
zelatynaz w badanych hodowlach komérek (szczegélnie bogatej w przypadku linii Me45) oraz
zwigkszenie sekrecji endogennych inhibitoré6w tych enzyméw pod wplywem procedury 5-ALA-PDT
wspieraja koncepcje nasilonej endocytozy metaloproteinaz macierzy, potencjalnie z udziatem biatek
LRP-1 i LRP-2.

Obnizenie aktywnosci MMP-2 i MMP-9 pod wplywem procedury 5-ALA-PDT, obserwowane
w przetrwatych komérkach nowotworowych, wydaje sie zlozonym procesem, zwiazanym nie tylko
z ostabiona produkcja i sekrecja enzyméw, lecz réwniez z inhibicja i endocytoza wezesniej
wydzielonych biatek. Szczegblowa charakterystyka mechanizméw zmian aktywnosci i inhibicji
metaloproteinaz macierzy w takich wlasnie populacjach komérek stanowi wazny i interesujgcy aspekt

kontynuacji badari nad efektami stosowania terapii fotodynamicznej.



Abstract

Matrix metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9, respectively; gelatinases)
belong to the family of zinc- and calcium-dependent endopeptidases, involved in multiple
physiological and pathological processes in human body, including cancer progression and
metastasis. Although the diagnostic and prognostic value of both MMP-2 and MMP-9 is well
established, none of the clinical trials performed on the MMP inhibition in cancerogenesis
were successful.

Photodynamic therapy (PDT) procedures involve neutral, light-sensitive agents, which
become cytotoxic after the exposition to light of the appropriate wavelength. Nowadays, PDT
is widely used in oncology, dermatology, gynecology, urology and the treatment of antibiotic-
resistant bacterial infections. 5-aminolevulinic acid (5-ALA) is a natural intermediate of the
heme synthesis pathway. During PDT, 5-ALA is used as an inactive precursor, which is then
converted inside the treated cells to protoporphyrin IX (PpIX), acting as photosensitizer.

The antineoplastic efficacy of the 5-aminolevulinic-based PDT (5-ALA-PDT) results
from the intracellular generation of the reactive oxygen species (ROS) and the subsequent
induction of apoptosis. ROS have been shown to directly activate MMP-2 and MMP-9
zymogens, to prevent the inhibition of these enzymes with TIMPs, and to indirectly stimulate
the MMP2 and MMP9 genes expression. These complex interactions rise questions about the
relation of 5-ALA-PDT procedure and the MMP-2 and MMP-9 activity in cancer cell cultures,
especially in the context of cell resistance to PDT. Therefore, the main goal of the present
study was to evaluate the MMP-2 and MMP-9 activity and inhibition in populations of the
persistent cancer cells, obtained by the single treatment with the 5-ALA-PDT procedure.

The study was conducted on three cancer cell lines: SW480 and SW620 — primary and

secondary (respectively) colon adenocarcinoma cell lines, and the Me45 melanoma cell line.



Cultures were treated with 5-ALA-PDT procedure using 1,2 mM 5-ALA and the dose of 630 nm
light of about 1 J/cm?* After 18, 45 and 115 hours, the following parameters were evaluated:
(1) cell survival rate, with the MTT method; (2) the extracellular (secretory) MMP-2 and MMP-9
proteolytic activity, with the substrate zymography; (3) extra- and intracellular amount of the
mentioned enzymes, with the western blot technique. Additionally, the analysis of the inhibitory
potential against MMP-2 and MMP-9 was performed using fluorimetry, substrate zymography and
reverse zymography.

Cell survival was significantly reduced in the first day after 5-ALA-PDT treatment, but in
consecutive days the culture regrowth was observed in all three lines. After the first 18 hours
(counted from the initializing of the photodynamic reaction) the extracellular proMMP-2 activity
in all 5-ALA-PDT-treated cultures did not differ from the control. In the following days, the
proMMP-2 amount and activity were increasing in the control samples, while decreasing markedly
in the PDT-treated ones, Therefore, the 5-ALA-PDT procedure occurred to reduce the secretory
MMP-2 activity not in the instant, but the long-term manner. The intracellular MMP-2 amount has
not changed visibly in the course of the experiment, suggesting that neither the MMP2/MMP9
under-expression nor the secretion disturbances were the major cause of the reduced enzymes
activity.

The 5-ALA-PDT procedure caused the increase in the inhibitory potential (mostly against
MMP-2) in all cell lines investigated; the increase was related to the higher secretion of the TIMP-1
and TIMP-2 inhibitors, and - in case of Me45 cell line — presumably also a,-macroglobulin.
Presence of the surface fraction of gelatinases (particularly rich in Me45 cultures), as well as the
increase in the secretion of endogenous inhibitors of these enzymes after 5-ALA-PDT treatment,
support the concept of the elevated endocytosis of MMPs, likely mediated by the LRP-1 and LRP-2
proteins.

The 5-ALA-PDT-related decrease in MMP-2 and MMP-9 activity, observed in the populations
of the persistent cancer cells, appears to be a complex process, linked to both reduced enzymes

production and to the elevated inhibition and endocytosis of the already secreted proteins.



Detailed analysis of the molecular background of these findings is an important aspect of the

research on the long-term effects of the photodynamic therapy.

RIS Seachpr L

3. 0S. QO\Q\



