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Sazetak

Melanom je zloéudni tumor koze koji nastaje prilikom maligne
transformacije melanocita, a zbog agresivnosti te metastatske prirode
predstavlja najsmrtonosniji oblik raka koze. Konvencionalne strategije u
lijeCenju raka poput radioterapije, kemoterapije i bioloSke terapije cCesto
uzrokuju nuspojave te ne mogu nadvladati problem rezistencije tumora i
hipoksicnog tumorskog mikrookoliSa. Jedno od inovativnih rjeSenja
predstavlja oblik minimalno invazivne i klinicke odobrene fototerapije,
fotodinamicka terapija. Fotodinamicka terapija temelji se na interakciji
svjetlosti, fotosenzibilizatora i kisika pri ¢emu dolazi do fotokemijske
reakcije i generiranja reaktivnih kisikovih vrsta koje zatim uzrokuju smrt
tumorskih stanica, ostecenje tumorskog krvozilja i poti€u imunoloski

odgovor.

Svrha ovog rada bila je ispitati djelotvornost piridilporfirina konjugiranih
lipofilnim lancima razli¢itih duljina pri ¢emu su dva spoja N-oksidirana, a
dva N-metilirana. Mjerenjem intenziteta fluorescencije ispitana je kolicina
spojeva koji ulaze u stanice u razlicitim vremenskim intervalima,
fluorescentnom mikroskopijom pracena je lokalizacija porfirina u stanicama
te je pomocu MTT testa odredena citotoksi¢nost porfirina u uvjetima
normoksije i hipoksije. Rezultati ispitivanja pokazali su kako se spojevi u
najvecoj koliCini nalaze u stanicama nakon 6 h inkubacije te da u vecoj
koli¢ini ulaze u stanice fibroblasta (HDF). Takoder, pokazano je kako
porfirini u vecoj kolicini ulaze u stanice pri 37 °C Sto bi moglo ukazati na
ulazak porfirina aktivnim transportom u stanice. Rezultati MTT testa
ukazuju na potencijalnu selektivnost porfirina za stanice melanoma (MEWO)
u koncentracijama 0.5 i 1 uM te pokazuju kako porfirini nisu citotoksi¢ni u
mraku. Potvrdeni su i rezultati prethodnih ispitivanja gdje je pokazano kako
veca lipofilnost spojeva utjece na bolji ulazak u stanicu te da N-oksidirani

spojevi potencijalno bolje djeluju u uvjetima hipoksije.



Summary

Melanoma is a malignant skin tumor that arises during the malignant
transformation of melanocytes, and due to its aggressiveness and
metastatic nature, it is the deadliest form of skin cancer. Conventional
strategies in cancer treatment such as radiotherapy, chemotherapy, and
biological therapy often cause side effects and are not able to overcome the
problem of tumor resistance and hypoxia in the tumor microenvironment.
One of the solutions is photodynamic therapy (PDT), a form of minimally
invasive and clinically approved phototherapy. PDT is based on the
interaction of light, photosensitizer, and oxygen, whereby a photochemical
reaction occurs and the generation of reactive oxygen species is generated,
which then causes the death of tumor cells, damages tumor blood vessels,

and stimulates the immune response.

The aim of this work was to test the effectiveness of porphyrins conjugated
with lipophilic chains of different lengths, where two have N-oxidized and
two N-methylated pyridyl groups on meso position. The cell uptake of
porphyrins at different time points was determined by measuring the
fluorescence intensity, fluorescence microscopy was used to examine the
localization of porphyrins inside melanoma cell line, and the cytotoxicity of
porphyrins was determined under normoxia and hypoxia using the MTT
proliferation test. The results showed that the largest amount of the
porphyrins was found in the cells after 6 h of incubation, and in larger
amount in fibroblasts (HDF) in comparison to melanoma cell line (MeWO).
Also, it was shown that porphyrins enter the cells in larger quantities at
37 °C, which could indicate the entry of porphyrins by active transport into
the cells. The results of the MTT test showed the potential selectivity of
porphyrins for melanoma cells (MEWQO) and show that porphyrins do not
show dark toxicity in concentration up to 10 pM. The results of previous
tests were also confirmed, showing that the higher lipophilicity of the
compounds results in better cellular uptake and that N-oxidized compounds

potentially work better in hypoxia.
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1. UVOD

Rak koze definira se kao abnormalni rast stanica koze, a moze se
podijeliti na 3 tipa, rak bazalnih stanica, rak plocastih stanica te melanom.
Rak bazalnih i rak ploCastih stanica predstavljaju najcesce tipove raka koze,
no ne metastaziraju i nisu agresivni kao tredi tip, melanom?!. Melanom je
zlo¢udni tumor koji nastaje kao posljedica maligne transformacije
pigmentnih stanica melanocita, a zbog velike sklonosti metastaziranju te
steCene rezistencije na kemoterapiju, ubraja se medu najagresivnije
zlocudne tumore koze i sluznice. Iako je rijedak oblik tumora te Cini 4% svih
sluCajeva raka koze, odgovoran je za ¢ak 80% smrti povezanih s rakom
koze?3. Kao i kod vedine zlo¢udnih tumora, na nastanak melanoma djeluju
genetski, ali i okolisni ¢cimbenici, posebice pretjerana izlozenost UV zracenju

iz sunceve svjetlosti3.

Kirurski zahvati, kemoterapija, radioterapija i bioloska terapija
predstavljaju konvencionalne oblike terapije melanoma, no Cesto uzrokuju
nuspojave te djeluju na zdravo okolno tkivo. Znanstvenici ulazu brojne
napore u otkriée sigurne i djelotvorne terapije pa su tako uz konvencionalne
oblike terapije aktualne i metode poput imunoterapije, ciljanja gena te
koriStenje nanotehnologije, no najcesce ih ograniCava problem rezistencije

tumora na lijekove (engl. multidrug resistance, skra¢eno MDR)34,

Jedan od inovativnih pristupa predstavlja i fotodinamicka terapija (engl.
photodynamic therapy, skraceno PDT) koja se smatra obecavajuc¢om
metodom u tretmanu raznih onkoloskih stanja, ali i autoimunih te zaraznih
bolesti te bi se mogla pokazati ucinkovitom u borbi protiv melanoma, s
obzirom na prednosti poput minimalne tkivne toksi¢nosti, neinvazivnosti i

visoke specifi¢nosti>67,
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1.1. Fotodinamicka terapija

Fotodinamicka terapija predstavlja novi oblik klinicki odobrene i
minimalno invazivne fototerapije, okarakteriziran selektivhom i
citotoksicnom aktivnos¢éu prema malignim stanicama®. Temelj ove terapije
tri su esencijalne komponente, fotosenzibilizator (engl. photosensitizer, PS)
koji se unosi na ciljano podruéje unutar organizma, svjetlo, kojim se
ozracuje ciljano podrucje i time potice apsorpcija svjetla od strane PS te
posljedi¢no stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen
species, ROSs) uz prisutnost trece komponente, kisika®>®. Stvorene
reaktivne kisikove vrste zatim pokrecu bioloSke mehanizme terapije, a to
su induciranje stani¢ne smrti malignih stanica u obliku apoptoze, autofagije

i nekroze®.

1.2. Mehanizmi fotodinamicke reakcije

Fotodinamicka reakcija ukljucuje dva mehanizma, odnosno
fotokemijsku reakciju tipa I i mehanizam tipa II. Fotokemijska reakcija tipa
I podrazumijeva redoks reakciju slobodnih radikala putem prijenosa
elektrona, konkretno superoksidnog aniona O;*", hidroksilnih radikala *OH i
peroksida, dok mehanizam tipa II podrazumijeva prijenos energije na
okolne molekule kisika pri ¢emu nastaje singletni kisik 102. Navedeni

mehanizam objasnjava se Jablonski dijagramom (Slika 1)”.

Primjenom svjetlosti odredene valne duljine, fotosenzibilizator apsorbira
odredeni kvant energije te prelazi iz osnovnhog stanja So u pobudeno
energetsko stanje Si i kao takav je veoma nestabilan. Pobudeno stanje Si
energetski je manje povoljno, stoga se molekula veoma brzo vraca u
osnovno stanje So, a pritom emitira energiju u obliku fluorescencije i/ili
unutarnje konverzije®. No, PS u stanju Si desto moze podlijeéi i
intersustavnom krizanju (engl. intersystem crossing, I1SC) pri ¢emu formira
stabilnije, pobudeno tripletno stanje Ti. Iz pobudenog tripletnog stanja Ty,

fotosenzibilizator se moze vratiti u osnovno stanje So emitiranjem svjetlosti

11



- fosforescencijom ili pak prenijeti energiju molekuli kisika 302 pri ¢emu
nastaje singletni kisik 10,. Takav prijenos energije iz tripletnog stanja na

molekulu kisika naziva se fotokemijskom reakcijom tipa II°.

S druge strane, fotokemijska reakcija tipa | odvija se prilikom direktne
reakcije fotosenzibilizatora i organske molekule (npr. peptid ili nukleinska
kiselina) unutar stani¢nog mikrookoliSa i pritom zahtijeva atom vodika il
elektron za stvaranje radikala. Reducirani se PS zatim auto-oksidira pri
¢emu nastaje radikal superoksidnog aniona, 02*". Iz O,*" dalje mogu nastati

vodikov peroksid H20> te veoma snazan oksidans, hidroksilni radikal *OH ®.

(52
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ikali wy G 4
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Slika 1. Modificirani Jablonski dijagram, prilagodeno prema’.

Reakcije se mogu odvijati simultano, no njihov omjer ovisi 0 mnogim
faktorima poput koncentracije kisika u tkivu, dielektricnoj konstanti i pH u

tkivu te svojstvima i strukturi fotosenzibilizatoral®.

Reakcije tipa II smatraju se dominantnijima, odnosno pokazuju snaznije
oksidativno djelovanje na maligne stanice i kao takve najviSe doprinose
ucinkovitosti fotodinamicke terapije. No, prisutno je i razmisljanje kako bi
se u uvjetima gdje je fotosenzibilizator veoma koncentriran te se nalazi u

hipoksi¢nom okoliSu, reakcije tipa | mogle pokazati nadmocnijima?®.
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Stvorene reaktivne kisikove vrste i singletni kisik mogu djelovati na veliki
broj bioloskih molekula poput proteina i molekule DNA. Prilikom djelovanja
na proteine, glavhim metama ovih spojeva smatraju se aminokiselinski
ostatci na proteinima koji ukljuc¢uju aminokiseline cistein, metionin, histidin
te triptofan okarakterizirane reaktivnos¢u koja je pogodna za oksidativni

,napad"1°,

Djelovanjem na molekulu DNA, mogu izazvati oksidativha oStecenja na
nukleotidnim bazama i ugljikohidratnim podjedinicama. Stanice u odredenoj
mjeri mogu popravljati nastala oste¢enja, no ukoliko je ostecenje preveliko,

stanice podlijezu stani¢noj smrti u obliku apoptoze ili nekroze!!.

PDT takoder djeluje na lipide koji su manje zastupljeni od proteina, no
membrane su gradene od nezasi¢enih masnih kiselina Sto ¢ini plazmatsku
membranu i organele obavijene membranom primarnim metama singletnog
kisika i ROS-a. Takoder, molekularni kisik je visoko topljiv u lipidima pa ¢e
PS u takvim uvijetima lakse stvoriti singletni kisik i ROS-e. Singletni se kisik
veze direktno na nezasi¢ene masne kiseline i pritom stvara lipidne perokside
koji u prisutnosti prijelaznih materijala produciraju radikale koji zatim
uzrokuju ostecenja lipidnih biomembrana, ali i promjene u metabolizmu i

stani¢nom signaliziranjul2.

1.3. Mehanizmi stani¢ne smrti uzrokovani PDT

Sudbina malignih stanica izlozenih terapiji uvelike ovisi o porijeklu
tumora, fotofizikalnim i fotokemijskim svojstvima PS-a, njegovoj distribuciji
u tkivima, ulasku u stanice, subcelularnoj lokalizaciji i primjenjenoj dozi
svjetlal?, Stani¢na smrt uzrokovana PDT-om ve¢ se desetlje¢ima
kategorizira u tri skupine, tzv. ,three classical pillars" stani¢ne smrti: tip 1
- apoptoza, tip 2 - autofagija, tip 3 - nekroza. Spomenuti putevi aktivirani
su direktnom fototoksi¢nos¢u, no PDT moze uzrokovati i unistenje
tumorskog krvozilja te imunoloski posredovana upalna ostecenja tumorskih

stanical314,
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Mnogobrojna istrazivanja posljednjih su godina dovela do novih saznanja o
molekularnim mehanizmima stanicne smrti, ali i otkrica novih,
nekonvencionalnih oblika smrti poput nekroptoze, feroptoze, mitotske
katastrofe, paraptoze, partanatoze i piroptoze. Spomenuti oblici stani¢ne
smrti okarakterizirani su razli¢itim morfoloskim, biokemijskim, genetickim i
funkcionalnim svojstvima od konvencionalnih oblika stani¢ne smrti te se

aktivno istrazuje njihova uloga u protutumorskoj terapijit3.

1.3.1. Apoptoza

Apoptoza je strogo regularni oblik programirane stanicne smrti,
kontroliran intracelularnim i ekstracelularnim signalima Sto rezultira
karakteristi¢nim slijedom morfoloskih te biokemijskih promjena tumorskih
stanica - skupljanje stanice, kondenzacija kromatina i nakupljanje
preostalih stani¢nih komponenti u obliku apoptotskog tjelescal4. Apoptoza
se moze aktivirati ekstrinzicnim putem, odnosno stimulacijom membranskih
receptora iz TNF (engl. Tumor Necrosis Factor) obitelji gdje se u signalnoj
kaskadi naposlijetku aktviraju kaspaze 3, 6 i 7 odgovorne za razgradnju

stanicel>/16,

S druge strane, povecana koncentracija reaktivnih kisikovih vrsta,
poremecaj u ionskom transportu ili povec¢ana koncentracija kalcijevih iona
u citoplazmi dovesti ¢e do aktivacije intrinzicnog puta. Time dolazi do
promjene u ravnotezi proapoptotskih i antiapoptotskih proteina iz obitelji
Bcl-2. Proapoptotski proteini poput Bax i Bad bit ¢e aktivirani, oligomerizirati
i umetnuti se u membranu mitohondrija kako bi stvorili kanal kroz koji
proapoptoticka molekula poput citokroma c moze izaé¢i iz membrane u
citoplazmu i uzrokovati gubitak stani¢ne funkcije!’. U slucaju ostecenja
molekule DNA, molekule poput tumor-supresorskog protein p53 utjecu na
ravnotezu proteina ili potiCu transkripciju gena koji induciraju stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta kako bi izazvale osSte¢enja stanice i odlazak

stanice u apoptozul®.
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1.3.2. Autofagija

Autofagija je drugi tip stanicne smrti uzrokovan PDT-om te cesto
zamjenjuje apoptozu ukoliko ona nije mogucéa. Predstavlja katabolicki
proces koji omogucuje stanicama ocuvanje balansa izmedu sinteze,
degradacije te recikliranja stani¢nih produkata. Na taj se nacin ciljani i
oSteceni dijelovi stanice mogu ukloniti tako Sto se oko njih stvara
dvomembranska vezikula, tzv. autofagosom. Autofagosom se zatim spaja s
lizosomom pri ¢emu nastaje autofagolizosom i pod djelovanjem

lizosomalnih enzima obuhvaceni sadrzaj biva razgraden?®.

Kao takva, autofagija predstavlja mehanizam koji doprinosi prezivljenju
stanica, a s druge strane jedan je od mehanizama smrti pokrenutih prilikom
PDT!?. Takvu kontradiktornost potvrduje i Cinjenica da je jedna od prvih
bolesti povezanih s autofagijom bio upravo rak gdje su znanstvenici
primijetili da protein Beclinl nuzZan u procesu autofagije je i ujedno i tumor
supresorski protein. Kako tumor napreduje, Beclinl gubi svoju ulogu te se
tumor putem autofagije pocinje opskrbljivati energijom. A s druge strane,
postoje mnoga istrazivanja koja su potvrdila autofagiju kao mehanizam
smrti potaknut PDT-om. Kako bi se terapija ucinila Sto ucinkovitijom
potrebna su daljnja istrazivanja o ulozi ovog mehanizma, a jedna od ideja
je koristenje inhibitora autofagije prilikom terapije i poticanje apoptoticke

smrti20,

1.3.3. Nekroza

Suprotno apoptozi i autofagiji, nekroza je pasivan oblik stani¢ne smrti,
a rezultat je ekstremnih vanjskih fizikalnih uvjeta poput temperature, tlaka,
pH ili osmolarnosti ili pak teSkog ostecenja stanica induciranog kemijskim
procesima (npr. superletalne doze ioniziraju¢eg zracenja, metabolickim
inhibitorima ili drugim toksi¢nim supstancama). Okarakterizirana je

gubitkom integriteta membrane i metabolicke homeostaze uslijed
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nekontrolirane stani¢ne disintegracije te morfoloskim promjenama u obliku

bubrenja citoplazme, rupture membrane te kondenzirane jezgre?!.

Pokazano je da ukoliko se stanice izlozi visokim koncentracijama PS-a ili se
upotrijebi visoka doza svjetlosti, one umiru brzom i nereguliranom
nekroticnom smréu - poznatije kao slu¢ajna nekroza (engl. accidental
necrosis). No, ukoliko se terapija ispravno optimizira, stanice podlijezu

reguliranim putevima stani¢ne smrtil3 (Slika 2).

Ozbiljnost ostecenja

Prezivljenje 7 Apoptoza %, Nekroza

il

Slika 2. Ovisnost stanicnog odgovora i ozbiljnosti oStec¢enja izazvanih PDT-om?3*,

Nekrozu u PDT najcescée uzrokuju lipofilni i anionski PS-i koji se nakupljaju
u membrani te djeluju na kolesterol i druge membranske fosfolipide,
uzrokujuéi njihovu peroksidaciju. Time dovode do promjene u
permeabilnosti membrane, gubitka fluidnosti, poremecaja u povezanosti
aminolipida i polipeptida te inaktivacije enzimskih sustava i receptora u
membrani. Takoder, dovodi do inaktivacije liozosomalnih, mitohondrijskih i

citosolnih enzima i na taj nacin utjece na gubitak stani¢cne homeostaze?!.
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Slika 3. Konvencionalni oblici stani¢ne smrti izazvani PDT-om, prilagodeno?>.

1.3.4. Imunogena stanicna smrt

Imunogena stani¢na smrt (engl. immunogenic cell death, ICD)
predstavlja oblik stani¢ne smrti uzrokovane PDT-om gdje se na ciljanom
podruc¢ju stvara upalna reakcija, tocnije aktiviraju se putevi urodene i
steCene imunosti. Koliko ¢e ovaj oblik smrti biti imunogen odreduje
antigenost i adjuvantnost umirudih stanica raka. Antigenost se odreduje
prema prisutnosti antigena povezanih s tumorom (engl. tumor-associated
antigens, TAA) i tumorskih neoantigena (engl. tumor neoantigens, TNA)?2.
No, spomenute molekule ¢esto ne uspijevaju potaknuti dovoljnu imunost
ukoliko nisu prisutne pomoc¢ne molekule nuzne za regrutaciju i aktivaciju
antigen prezentirajuc¢ih stanica (engl. antigen-presenting cells, APC).
Imunogena stani¢na smrt potice otpustanje spomenutih pomocnih signalnih

molekula - DAMPs (engl. damage-associated molecular patterns)i8:23,
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DAMPs mogu biti otpustene aktivnim putem, pasivno ili biti prezentirane na
povrsini umiruce stanice, a njihova je glavna uloga upravo regrutacija i
aktivacija APC stanica poput dendritickih stanica koje ¢e zatim na svojoj
povrSini ispoljiti TAA i TNA nuzne za aktivaciju efektorskih CD8+ T

limfocita23.

PDT snazno djeluje na poticanje ICD, no vecina istrazivanja koja to
potvrduje se i dalje temelji na ispitivanjima na modelnim Zivotinjama, stoga
je nuzno pokazati uspjesnost terapije u klinickim uvjetima. Takoder,
problem hipoksi¢nog tkiva uvelike utjeCe na ovakav oblik stani¢ne smrti Sto

poti¢e znanstvenike na predlaganje razlicitih terapijskih rjesenja?3.
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Slika 4. Imunogena stanicna smrt uzrokovana PDT-om?3,

1.3.5. Djelovanje na tumorsko krvozilje

Jos jedna od mogudih posljedica PDT je i djelovanje na tumorsko
krvozilje Sto rezultira znacajno smanjenim dotokom krvi u tumorsko tkivo,
a time i nedostatkom kisika u tkivu, odnosno hipoksijom. Tumorsko
krvozilje nuzno je za prezivljenje tumora, dopremajuci kisik i druge
potrebne nutrijente. U tu svrhu koriste se VDAs (engl. vascular-disrupting

agents) koji utjeCcu na destrukciju krvozilja i time uzrokuju smrt
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sekundarnih tumorskih stanica?4. Izazivanje oSte¢enja moguce je uslijed
EPR efekta (engl. enhanced permeability and retention effect) Kkoji
omogucuje povecanu akumulaciju i zadrzavanje agensa u tumorskom
podrucju uslijed hiperpermeabilnosti vaskulature te nedovoljne limfne
drenaze tog podrucja. Zahvaljujuéi nepravilnoj strukturi vaskulature, PS-i
se mogu dopremati u ciljana podrucja pomocu liposoma, virusa, ¢esticama
nalik virusima (VLP) te nanocesticama od razli¢itih materijala kao Sto su
polimeri, metali i ugljik. Primjer PS-a koji se koristi u svrhu ostedenja i
ograni¢avanja dopreme krvi u tumorsko podrucje je Tookad® cija primjena

uzrokuje zacepljenje zila?>.

Slika 5. Struktura Tookad-a?®.
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1.4. Tumorski mikrookolis

Na razvoj i metastaziranje tumora utjeCu dva faktora, genetske i
epigenetske promjene u tumorskim stanicama i preraspodjela komponenti
tumorskog mikrookoliSa (engl. tumor microenvironment TME)?’. TME
graden je od nakupina tumorskih stanica, mati¢nih tumorskih stanica,
stromalnih stanica tumora ukljucujuci i stromalne fibroblaste, endotelnih
stanica te imunoloskih stanica poput mikroglija, makrofaga i limfocita,
nestani¢nih  komponenti izvanstanicnog matriksa poput kolagena,
fibronektina, hijalurona, laminina i drugih. Jednako kao i zdravim stanicama,
nuzna im je doprema kisika i nutrijenata pa TME cine i limfne te krvne
zile?’:28, Tumorske stanice glavna su komponenta TME gdje kontroliraju
funkciju stani¢nih i nestani¢nih komponenti putem kompleksnih signalnih
puteva gdje pritom Salju signale ne-malignim stanicama kako bi djelovale

u korist tumora, odnosno poticale njegov rast i metastaziranje?”.

U odnosu na zdravo tkivo, TME posjeduje razliCite biofizikalne i biokemijske
karakteristike. Tkivo TME okarakterizirano je visokim tlakom intersticijske
tekucine, povecanom cvrsto¢om izvanstaniénog matriksa, nepravilnom
organizacijom krvozilja, hipoksijom i acidozom (pH < 6.8). Acidoza unutar
TME posljedica je metabolickih promjena unutar TME, gdje stanice
preferencijalno provode glikolizu (anaerobni uvjeti) umjesto oksidativne
fosforilacije (aerobni uvjeti) sto dovodi do nakupljanja mlijeCne kiseline i

acidoze mikrookolisa?°.
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1.4.1. Hipoksija unutar TME

Jedno od glavnih obiljezja solidnih tumora je hipoksija, a nastaje kao
posljedica ubrzane proliferacije tumorskih stanica i abnormalnosti u
tumorskoj vaskulaturi. Hipoksi¢na podruéja unutar TME nastaju kao
posljedica u neravnotezi dopreme i potrosnje kisika unutar tumora pa je u
takvim podrucjima tlak kisika obi¢no ispod 2.5 mm Hg, dok u normalnim
tkivima tlak kisika odgovara metabolickim potrebama i uglavnom je iznad

40 mm Hg?31.

Poznato je nekoliko mehanizama koji doprinose razvoju hipoksije u TME, a
jedan od njih je hipoksija ogranic¢ena perfuzijom (engl. perfusion-restricted
hypoxia). Ovakav oblik hipoksije je prolazan pa se naziva i akutnim oblikom,
a posljedica je nedostatne dopreme kisika uslijed aberacije krvnih zila.
Otvaranjem i zatvaranjem takvih zila krvni protok postaje neustaljen i
,trom" sto dovodi do fluktuacija u dopremi kisika. Ukoliko takve fluktuacije

postanu konstantne, dolazi do pojave ciklickih perioda hipoksije i
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reoksigenacije, Sto naposlijetku dovodi do razvoja heterogenih stanicnih

linija unutar tumora3°,

Nadalje, hipoksija ogranicena difuzijom (engl. diffusion-restricted hypoxia)
predstavlja kroni¢ni, odnosno trajni oblik hipoksije, a pojavljuje se prilikom
trajno ogranicene difuzije kisika uslijed abnormalnosti u tumorskom
krvozilju. Kroni¢na hipoksija definira se Sirenjem tumorskih stanica veéim
od 70 um od vec postojecih krvnih zila Sto sprjeCava odgovaraju¢u dopremu
kisika stanicama. Udalje |i se stanice visSe od 180 pm mogu postati i
nekroti¢ne. Posljednji oblik hipoksije je anemicna hipoksija kao posljedica
smanjenog kapaciteta za transport kisika u krvi. Cesto se povezuje s

prisutnos¢u tumora ili primjenom terapije?8.

Akutna i kroni¢na hipoksija povezuju se sa progresijom tumora i agresivnim
fenotipom, a kronic¢na hipoksija se takoder povezuje i sa regresijom tumora.
Stovide, nekoliko je studija pokazalo kako akutna hipoksija potice
prezivljenje stanica i autofagiju, konkretno tumorskih stanica sa osobinama
mati¢nih stanica, pojacavajuéi ekspresiju markera takvih stanica i pritom
povecavajudi otpornost na radioterapiju. Chenet i suradnici su pokazali kako
akutna hipoksija potice genetske, molekularne, biokemijske i stanicne
promjene pormovirajuci prezivljenje i heterogenost tumorskih stanica,

plasti¢nost i metastaziranje tumora??.

1.4.2. Hipoksija na molekularnoj razini

Na molekularnoj razini, hipoksija se povezuje s transkripcijskim
faktorom HIF-1 (hipoksijom induciran faktor 1, engl. hypoxia-inducible
factor 1) gradenog od dvije podjedinice, HIF-1« i HIF-1B8/ARNT. Aktivacija
HIF-1 u uvjetima hipoksije najbolje je opisana mehanizmom moduliranja
stabilnosti HIF-1a podjedinice. U uvjetima normoksije, odnosno normalne
razine kisika, enzimi prolil hidroksilaze (engl. prolyl hydroxylases, PHDs)
uzrokuju hidroksilaciju specificnih prolinskih ostataka o kisiku ovisne

domene unutar HIF-1a (engl. oxygen-dependent degradation domain, ODD)
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podjedinice. Posljedi¢no tome, ODD ¢e biti ubikvitarno obiljezena putem von
Hippel-Lindau proteina (VHL) Sto ¢e uzrokovati degradaciju HIF-1«a i kao
takav HIF-1 nece biti stabiliziran, odnosno aktivan u uvjetima normoksije.
S druge strane, u nedostatnim uvjetima kisika, HIF-1a biva stabilizirana
uslijed aktivacije PHDs prilikom smanjene razine kisika te se translocira do
stani¢ne jezgre gdje stupa u interakciju s podjedinicom HIF-1p ¢ime zajedno
tvore heterodimer HIF-1. Naposlijetku, HIF-1 se veze na HRE sekvence
unutar molekule DNK (engl. hypoxia responsive elements, HRE) gdje potice
ekspresiju  brojnih gena povezanih s adaptacijom, invazijom,
metastaziranjem i angiogenezom tumorskih stanica prilikom hipoksi¢nih

uvjetas32.

HIF-1 ¢e pokrenuti angiogenezu unutar hipoksi¢nog tumorskog podrucja
tako Sto potiCe pretjeranu ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF), glikoproteina odgovornog za
angiogenezu i vaskulogenezu. Takoder, HIF-1 pokrece metabolicko
reprogramiranje tumorskih stanica, odnosno potie ekspresiju gena koji
kodiraju transportere glukoze (engl. glucose transporters, GLUT) i
glikoliticke enzime (engl. glycolytic enzymes) koji ¢e pokrenuti proces
glikolize. U isto vrijeme, geni potaknuti HIF-1 smanjuju aerobni
mitohondrijski metabolizam i broj kopija mitohondrija. Takoder, HIF-1
potiCe invaziju i metastaziranje putem razliCitih signalnih puteva,
uklju€ujudi epitelno-mezenhimalnu tranziciju (engl. epithelial-mesenchymal
transition, EMT) te ekspresiju protoonkogena Met i lizil oksidaze (engl. lysyl

oxidase) odgovornih za proces metastaziranja32.
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Slika 7. Usporedba mehanizama normoksije i hipoksije, prilagodeno?3.

Hipoksija ima Sirok raspon djelovanja unutar TME, potice angiogenezu i
limfangiogenezu, metabolizam tumora, rast, metastaziranje i terapeutsku
rezistenciju u razli¢itim tipovima tumora. Takoder, utjece na agresivnost
tumora i poti¢e klonalnu selekciju pri ¢emu nastanak novih i invazivnijih
klonova ponovno dovodi do hipoksije koja zatim djeluje kao zapreka u
konvencionalnim oblicima terapije raka, ukljucujuéi radioterapiju,

kemoterapiju i fototerapiju.

U slucaju PDT, hipoksija znacajno utjece na efikasnost terapije posredovane
mehanizmom tipa Il, s obzirom da je kisik nuzan za stvaranje singletnog
kisika. Pritom se aktiviraju razli¢iti mehanizmi koji djeluju na imunoloski
sustav i umanjuju protutumorski odgovor, a to potvrduju i istrazivanja gdje
je pokazano da su tumorske mati¢ne stanice u uvjetima hipoksije uvelike
odgovorne za rezistenciju i remisiju tumora za vrijeme primanja

konvencionalne terapije?.

S druge strane, postoje dokazi u literaturi koji predlazu da hipoksija cini
tumorske stanice osjetljivijima na kemoterapiju. No, i dalje je sveopce

prihvaceno da su hipoksi¢ni tumori povezani s losijim ishodom?8,
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1.4.3. Problem hipoksije u PDT

Unato€ brojnim prednostima i Sirokoj primjeni, fotodinamicka terapija
i dalje se ne svrstava u prvu liniju obrane protiv onkoloskih stanja u
klinickim uvjetima. Razlog tome su ogranic¢enja poput poteskoéa u dopremi
i lokalizaciji PS-a, odgovarajucoj dozi i propusnosti svjetla te nepovoljnih
uvjeta unutar TME, ukljuc€ujuci hipoksiju34. Proliferacija tumorskih stanica i
abnormalni rast tumorskog krvozilja dovode do nedovoljne dopreme kisika
u tumorsko tkivo Sto uvelike utjeCe na efikasnost fotodinamicke terapije.
Stovise, PDT zahtjeva velike koli¢ine kisika i pritom uni$tava tumorske
krvne zile ¢ime ujedno i blokira daljnju dopremu kisika i time dodatno
uzrokuje hipoksi¢ne uvjete unutar TME. U takvim uvjetima dolazi do
aktivacije faktora poput HIF-1 te se potiCe prezivljenje i invazija hipoksicnih

tumorskih stanica3>:37-

Uz aktivaciju faktora iz obitelji HIF, u stanju hipoksije dolazi do povecane
ekspresije ABC transportera (engl. adenosine triphosphate-binding cassette,
ABC), ukljucujuc¢i MDR rezistentne gene 1 (engl. multidrug resistance,
MDR1 ili ABCB1) i njihovih produkata P-glikoproteina i proteina MRP1 (engl.
multidrug resistance-associated protein). P-glikoprotein i MRP1 djeluju kao
membranski transporteri i omoguduju tumorskim mati¢nim stanicama
izbacivanje citotoksi¢nih materijala iz stanice. Povelana ekspresija
transportera smanjuje djelovanje kemoterapeutskih agensa uslijed visokog
kapaciteta za izbacivanje materijala iz stanice Sto dovodi do neuspjele

terapije i razvoja tumora rezistentnog na lijekove?’.

Znanstvenici trenutno predlazu mnoge inovativne strategije u borbi protiv
hipoksije i posljedi¢ne rezistencije na lijekove u PDT. Poseban fokus pridaje
se moduliranju TME, dopremi kisika na ciljano mjesto koristeci razlicite

nosace i mnoge druge metode34.
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1.5. Problem melanoma i PDT

U veé spomenutoj rezistenciji na lijekove, osim hipoksije, u slucaju
melanoma dodatno sudjeluju i pigment melanin te posebni organeli unutar
melanocita zaduzeni za sintezu melanina, melanosomi. Melanosomi su
organeli nalik liposomima te se smatra kako su ukljuceni u ,hvatanje" lijeka
i njegovo izbacivanje iz stanice pomocu transportera. PDT se predlaze kao
moguce rjesSenje u rezistenciji melanoma na terapiju, no takoder podlijeze
rezistenciji, posebice od strane melanina koji se nalazi na povrsini koze te
djeluje poput filtera koji sprjecava duboku penetraciju svjetlosti i pritom
Stiti stanicne mete od svjetla, ali i apsorbira te lomi terapeutsko svjetlo. U
studijama je pokazano kako u intervalu od 500-600 nm melanin
dominantno apsorbira svjetlost te da svjetlost u stanice melanoma dopire
tek iznad 700 nm. Time melanin utjece na efikasnost fotosenzibilizatora, a
primjer je i Photofrin®, PS koristen u klinici koji se aktivira pri 630 nm, no
prilikom tretiranja visoko pigmentiranih melanoma nema ucinka. Dodatno,
melanin djeluje kao antioksidans te cijepa molekule ROS-a pri ¢emu stiti

stanice od njihovog daljnjeg djelovanja38.

UlaZzu se mnogi napori u rjesenje problema rezistencije melanoma na PDT,
a najvece se nade polazu u koristenje fotosenzibilizatora koji apsorbiraju
svjetlo u podrucju blizu infracrvenog zracenja, odnosno izmedu 600 i 800
nm (engl. phototherapeutical window) gdje je penetracija u tkivo mnogo
dublja. Poznato je kako apsorpcija pri 400 nm pruza penetraciju u tkivo od
samo 1 mm, a pri 630 nm iznosi ¢ak 10 mm Sto je uvelike nuznu u terapiji
melanoma koji raste u oba smjera, vertikalno te horizontalno383°, Druga
rjeSenja predlazu depigmentaciju melanina, odnosno koristenje inhibitora
sinteze melanina, upotrebu hipertermije na tretirano tkivo pri ¢emu se
potice dodatno stvaranje ROS-a ili pak koristenje PDT u kombinaciji sa

stimulacijom imunoloskog sustava38.
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1.6. Inovativne strategije u borbi protiv hipoksije

1.6.1. Nosaci O

Ubrzani razvoj nanomedicine doveo je do razvoja mnogih rjesenja u
PDT kojima se pokusava zaobici problem hipoksije. Jedna od strategija je
koriStenje nanonosaca za dopremu kisika na ciljano mjesto terapije3®.
Koristenje nanonosac¢a omogucuje oCuvanje i otpustanje vece koliCine kisika
potrebnog za odvijanje fotodinamicke reakcije na ciljanom mjestu, a mogu
se podijeliti na nosace na bazi hemoglobina (engl. Hb based carriers) i one
koji nisu na bazi hemoglobina, vec¢ su gradeni od perfluorugljika (PFC) ili
materijala poput metalno-organskih okvira (engl. metal-organic

frameworks, skraceno MOFs)36:37,

Hemoglobin (Hb) je esencijalni metaloprotein koji se nalazi unutar
crvenih krvnih stanica te je odgovoran za vezanje i dostavu kisika. Usprkos
efikasnoj dopremi kisika, slobodni Hb Cesto biva auto-oksidiran prilikom
cirkuliranja u krvi i kao takav uzrokuje bubrezne i vaskularne probleme.
KoriStenjem nanonosaca koji prenose Hb u tumorsko tkivo takve se
komplikacije mogu izbjeci3’. Primjer takvih nosaca su umjetne crvene krvne
stanice u koje je unesen Hb i PS (indocyanine green, 1CG) te je pokazano
kako je kisik dopremljen Hb-om doprinjeo razvoju ROS-a te je i on sam
oksidiran od strane ROS-a, pri ¢emu je nastao citotoksic¢niji feril-hemoglobin

koji je dodatno pojacao protutumorsko djelovanje PDT.

S druge strane, nanonosaci poput perfluorugljika posjeduju jedinstvena
svojstva kao Sto su velike gustoca, visoka mobilnost, dobra stabilnost i
biokompatibilnost. Za razliku od Hb, PFC ne prenosi kisik tako Sto ga veze
na sebe, vec ga otapa. U usporedbi s Hb, PFC moze otopiti 40-56 ml Oz na
100 ml PFC pri 760 Torr i 25°C i pritom donirati molekularni kisik u
tumorsko tkivo. No, iako posjeduje veliki kapacitet za primanje kisika,

efikasnost otpustanja se temelji isklju¢ivo na pasivnoj difuziji ovisnoj o
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gradijentu koncentracije kisika i ona je niza nego u slucaju Hb. Zanimljiv
primjer gdje su znanstvenici pokusali rijesiti taj problem je koristenje PFC
nanocestice stabilizirane s HSA gdje je PFC injektirana u miSeve, a zatim su
izlozeni kisiku i istovremenoj sonifikaciji koja bi potakla otpustanje kisika

na ciljano mjesto. Razina kisika porasla je s prethodnih 17% na 49%4°.

Aktualan oblik nanonosaca predstavljaju i metalno-organski okviri
(MOFs) Cija grada omogucuje veliku unutrasnju povrsinu za prijenos plinova
pa tako i molekularnog kisika. Prednost ovakvih nosaca je biorazgradivost,

prilagodljiva funkcionalnost povrsine i strukturne modifikacije3’.
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Slika 8. Prikaz nosaca kisika na bazi PFC i obrasca ulaska nosaca u tumorske

stanice,prilagodeno?°.

1.6.2. In situ generiranje kisika

Sljedec¢a skupina inovativnih strategija temelji se na generiranju
kisika u ciljanom tumorskom podrucju, a u odnosu na prethodno spomenute
nosate gdje moze doéi do preuranjenog otpustanja kisika prilikom
transporta, ovdje kisik nastaje direktno na ciljanom mjestu3°. Jedna od
najucestalijih metoda je generiranje kisika prilikom katalizirane razgradnje
vodikovog peroksida cija je koncentracija povisena upravo u tumorskim

tkivima te razgradnja endogene vode3’.



Za razgradnju H20z nuzan je antioksidativni enzim katalaza (CAT) smjesten
u peroksisomima stanice gdje ¢e katalizirati nastanak vode i molekularnog
kisika nuznog za terapiju. CAT se moze poduprijeti razlicitim
nanomaterijalima - mezopornim materijalima, nanocesticama ili npr. MOFs
te se dostavlja u ciljano podrucje zajedno s PS-om3>. Zanimljiv primjer su
~pametne" nanocestice osjetljive na pH gdje se CAT dodaje na povrsinu
Ce6-silica Suplje nanocestice uz dodatak probe koja cilja mitohondrije (engl.
mitochondrical tartgeting probe molecule, CTPP) i pH osjetljivog anionskog
polimera (DPEG) pri ¢emu nastaje finalni produkt - CAT@S/Ce6 CTPP/DPEG
nanocestica. Prilikom ulaska u tumorski mikrookolis, DPEG se neutralizira i
nanocestica postaje pozitivno nabijena sto utjece na poboljSanu endocitozu
i retenciju u tumorskim stanicama, a zbog prisutnosti CTPP ona se zadrzava

u mitohondrijima i time pospjesuje smrt tumorskih stanica3°.

Nedostatak primjene CAT je dugotrajan i skup proces pripreme i purifikacije
enzima te lak utjecaj bioloSkog okoliSa, temperature, pH, ionske

koncentracije i unutarstani¢nih proteina na aktivnost enzima3’.

Metal ili katalaza

°
@ l. ’
e

Metal ili polimer
Nanodestice [Oili lipid £

[MnO: + H:0: + 2H —» Mn + H:0'+ 120:4)
[2MnO: + H:0: —» 2MnOOH + 0:}
2Ca0: + 2H:0 —» 2Ca(OH)+0:4

Reakdija | [H:02 + 2Ce"—» 2H % 2Ce™% O:

[ [H:0: +2C¢™% 2H'—»2Cé% H:0

Pt (IV)prolijekovi —» Pt (II) + lijek + Ot

2H:0: - 21,0 + O

ostecenje y
tumora 2":0% 2H:A+ O

Slika 9. Prikaz djelovanja generatora kisika te specificnih mehanizama

generiranja kisika prikazanih putem kemijskih jednadZzbi, prilagodeno3°.
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1.6.3. Strategije smanjene upotrebe kisika

Smanjenom upotrebom kisika moguce je boriti se protiv hipoksije, a
metode kojima se to postize su inhibiranje mitohondrijske aktivnosti te PDT

neovisna o kisiku.

Inhibicija mitohondrijske aktivnosti moguca je koristenjem spojeva koji
djeluju na mitohondrijski respiracijski lanac gdje suprimiraju mitohondrijske
komplekse I-IV i pritom dovode do disfunkcije mitohondrija i smanjene
upotrebe kisika. Konkretan primjer ovakve metode je liposom s
inkapsuliranim hidrofobnim Hce6 (Ce6 kovalentno vezan na heksamin) i
hidrofilnim metforminom u vanjskoj membrani i unutrasnjoj Supljini.
Postepeno otpustanje metformina dovelo je do inhibicije mitohondrijskog
kompleksa I i smanjene upotrebe kisika iz kojeg je Ce6 zatim stvorio ROS-

e i inhibirao tumorski rast3e.

Krvna Zila

""" Tumorska
stanica

ROS
Meta

&) PS

O  1nhibitor mitohondrijske aktivnosti

Nanocestice

Disfunkcija

Slika 10. Mehanizam djelovanja mitohondrijskih nanocestica, prilagodeno3°.

PDT neovisna o kisiku ukljucuje koristenje nanocestica u obliku spojeva koji
oponasaju peptide - peptidomimetici (engl. peptidomimetics) i pritom

stvaraju ROS-e uslijed djelovanja svjetla, bez potrebe za kisikom. Primjer
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takvog spoja graden je od diariletilenske jezgre osjetljive na svjetlost i
prirodnog peptida gramicidina S. Prilikom izlaganja UV svjetlu, jezgra bi
poprimila  otvoreni oblik i potaknula citotoksi¢cno djelovanje

peptidomimetika34.

1.6.4. N-oksidi

Derivati N-oksida predstavljaju skupinu osjetljivu na stanje hipoksije
te se nazivaju prolijekovima, odnosno molekulama koje se nalaze u
neaktivnom obliku, no prilikom redukcije od strane enzima bivaju aktivirane
i pritom stvaraju radikale koji djeluju na tumorske stanice. Osim N-oksidne
skupine, na stanje hipoksije osjetljive su skupine azobenzena, nitro skupine,
kinoni te prijelazni metali. Jedan od najpoznatijih prolijekova je
heterociklicki N-oksid tirapazamin (TPZ), tipi¢an primjer lijeka koji se
pomocu razli¢itih unutarstanicnih reduktaza pretvara u citotoksi¢ne radikale
pri hipoksi¢nim uvjetima u stanici. Pri normalnoj razini kisika ovaj spoj se
oksidira i vra¢a u pocetno, necitotoksi¢no stanje. Citotoksi¢ni radikali TPZ-
a imaju tendenciju susjednim molekulama oduzeti atom vodika i pritom
uzrokovati ostecenja u stanici. Na taj nacin, hipoksija djeluje sinergisticki s

fotodinamickom terapijom i uzrokuje smrt tumorskih stanica34.

Veoma sli¢no djeluju i porfirini s N-oksidnom skupinom gdje se smatra kako
su u redukciju skupine ukljuceni citokrom P450 (NADH ovisan i/ili NADPH
ovisan) i drugi hemoproteini, a proces redukcije uzrokuje nastanak
citotoksi¢nih metabolita koji uzrokuju oksidativno cijepanje DNA molekule i
oStecenja u stanicama. Primjer takvih spojeva su porfirin-N-oksidi,
konkretno mezo-piridil porfirini koji bivaju N-oksidirani na piridilnim
skupinama na meso pozicijama i pritom nastaju oksido-piridil porfirini.
Takoder, porfirini mogu biti konjugirani i spojevima poput tirapazamina koji

¢e zatim djelovati takoder preko N-oksidne skupinet:42,
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2. CILJ RADA

Svrha ovog istrazivaCtkog rada je wusporediti te dodatno
okarakterizirati najucCinkovitije spojeve iz prijasnjih istrazivanja. Ispitat ce
se koli¢ina porfirina u stanicama mjerenjem intenziteta fluorescencije PS-a
u razli¢itim vremenskim intervalima za ukupno 4 porfirinska spoja ( 2 sa N-
metiliranim i 2 s N-oksidiranim substituentima na meso pozicijama).
Navedeni spojevi sadrze alkilne lance od 14C i 18C atoma te ¢e se odrediti
nakon kojeg perioda je njihova koncentracija u stanicama najvisa te koliko
se zadrzavaju u stanici. Takoder, pokazat ¢e se utjeCe li promjena u
temperaturi inkubacije na ulazak PS-a u stanice. Provodenjem
fluorescentne mikroskopije cilj je utvrditi subcelularnu lokalizaciju PS-a, ali
i potvrditi rezultate mjerenja intenziteta. Naposlijetku, cilj je ispitati
citotoksi¢ni ucinak porfirina na stanice melanoma (MEWQ) u normalnim i

hipoksi¢nim uvjetima u trenutku najvece koncentracije spoja u stanici.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Porfirini koristeni u eksperimentima

U provedenim bioloskim eksperimentima koriSteni su porfirini
sintetizirani u Laboratoriju za medicinsku kemiju i kemiju ¢vrstog stanja pod

vodstvom izv. prof. dr. sc. Nele Malatesti i asistentice Martine Muskovic.

3.1.1. Strukture i svojstva koristenih porfirina

0}
‘ =N p e
porfirin 1: A= \ / . g Envi)
/
=N B =-C3Hy;
porfirin 2: A= \ /
/ -

O porfirin 3: A=

—N
~
’
—N+
porfirin 4: A= 4<\:/} B =-Cy;H;;s

Slika 11. Strukture koristenih porfirina.

U eksperimentu su koriStena 4 spoja gdje kratice sa slovom M oznacavaju

N-metilirane, a sa slovom O N-oksidirane spojeve:

PORFIRIN 1:5-(4-tetradekanamidofenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridin-3-il)

porfirin triklorid — kratica pod kojom je kasnije oslovljavan spoj je 14C-M.

PORFIRIN 2: 5-(4-tetradekanamidofenil)-10,15,20-tris(1-oksidopiridin-
3il)porfirin - (14C-0).
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PORFIRIN 3: 5-(4-oktadekanamidofenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridin-3-
iporfirin triklorid - (18C-M).

PORFIRIN 4: 5-(4-oktadekanamidofenil)-10,15,20-tris(1-oksidopirdin-3-
iporfirin - (18C-0).

3.2. Stanicne linije koristene u eksperimentima

Humane stani¢ne linije koriStene u eksperimentu su stanice koznih
fibroblasta (HDF) i stanice melanoma (MEWO). Stanice su uzgajane u
sterilnim uvjetima, a za njihov rast je pripremljen DMEM medij (engl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM) kompletiran s 10 % fetalnog
govedeg seruma (FBS) (engl. Fetal Bovine Serum, PAN BIOTECH,
Njemacka), 1 % L-glutamina i 1 % antibiotika (Penicilin-Streptomicin) (engl.
Pencilin-Streptamicin, PAN BIOTECH, Njemacka). Uzgajane su pri 37 °Ci 5 %

CO; te su presadivane pri konfluentnosti od 90 %.

3.3. Mjerenje intenziteta fluorescencije porfirina — Cell Uptake

Za potrebe eksperimenta najprije su odredene kalibracijske krivulje
za svaki spoj i koristena otapala DMEM, 1x PBS (engl. phosphate buffered
saline, PBS), 50 mM glicinski pufer u 0.1 M NaCl i 0.25 % Triton X-100 u
1X PBS-u.

METODA 1:

Za utvrdivanje koncentracije porfirina u stanicama u razli¢itim vremenskim
tockama, proveden je protokol pripreme stanica za mjerenje intenziteta
fluorescencije. Vremenske toc¢ke u kojima je mjeren intenzitet su 0.5, 1, 2,
4 i 6 h. Koristene su plocice s 96 jazica gdje je u 5 stupaca u Cetveroplikatu
nasadeno 5000 stanica/jazici. Nakon 24 h inkubacije pri 4 ili 37 °C u prvi je
stupac (kontrola) dodan medij, a u preostale su stupce dodani porfirini u
Cetveroplikatu po 50 pL u konacnoj koncentraciji od 1 pM. Nakon inkubacije
u zeljenim vremenskim intervalima, plocice su pripremljene za daljnju

obradu.
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Za mjerenje fluorescencije bilo je nuzno koristiti crne plocice sa crnim dnom
pa je u njih prebacivan sadrzaj pocCetne plocice sa stanicama. Najprije je iz
svih jazica uklonjen medij, a zatim su 2x isprane s 1x PBS-om kako bi se
uklonilo sve Sto se nije vezalo na stanice. Stanice su zatim 2x isprane s 50
mM glicinskim puferom u 0.1 M NaCl (pH=2.8) ohladenim na ledu i pritom
su postavljene na 5 minuta na led pri ¢emu je pufer uklonio sve Sto je bilo
vezano na membrani. Uslijedilo je ispiranje 2x s 1x PBS-om i u posljednjem
koraku, stanice su 2x isprane s 0.25 % Tritonom X-100 u 1x PBS-u pri cemu
su vorteksirane na termobloku (800 rpm, 25 °C, Eppendorf, Njemacka) na
15 minuta. Triton X-100 permeabilizira stanicnu membranu i pritom porfirin
moze izadi iz stanice i njegov intenzitet biti izmjeren. Intenzitet
fluorescencije mjeren je pomocu citaca za mikrotitarske plocCice (SUNRISE,
Tecan, Svicarska) gdje je valna duljina ekscitacije iznosila 420 nm, a valna
duljina emisije 645 nm. Rezultati su analizirani u programu MS Excel, a
statistiCka je obrada izvrSena u GraphPad Prism 9 programu (student t-test,
Mann-Whitney test, ANOVA one-way).
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Slika 12. Shema protokola pripreme stanica za mjerenje fluorescencije

porfirina, izradeno pomocu BioRender.com.
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METODA 2:

Opisani protokol rezultat je prethodno optimiziranog protokola gdje je
uz spomenuta otapala koristen i tripsin kako bi se prije ispiranja s 0.25 %-
tnim Tritonom X stanice odignule od povrsine. U jazice s tripsinom dodan je
DMEM i sav je sadrzaj jazica prebacen u Eppendorf tubice koje su zatim
centrifugirane na 5 minuta, iz njih je potom izbacen DMEM i dodan 1x PBS.
Stanice su resuspendirane u 1x PBS-u i ponovno centrifugirane na 5 minuta.
1x PBS je izbacen i u epice je dodan 0.25 % Triton X-100 i stanice su

inkubirane na 10 minuta i naposlijetku, prebacene u crnu plocicu.

3.5. Subcelularna lokalizacija porfirina fluorescencijskom
mikroskopijom

U svrhu ispitivanja ulaska i lokalizacije PS-a u stanicama i potvrde
rezultata cell uptake eksperimenta provedena je fluorescentna mikroskopija.
KoriStene su plocice s 12 jazica gdje je u 5 jazica postavljeno pokrovno
stakalce, a zatim u njih nasadeno HDF ili MEWO stanica u koncentraciji 50
000 stanica/jazici u volumenu od 1 mL. Stanice su inkubirane na 24 h pri
37 °C nakon ¢ega im je promijenjen medij, a potom su u pripadajude jazice
dodani porfirini s DMEM-om u koncentraciji od 1 pM i 5 yM u volumenu od
1 mL. Nakon inkubacije od 6 h stanice su isprane 3x s 1x PBS-om, a zatim
tretirane 8 minuta s 4 % otopinom paraformaldehida (PFA) kako bi se
fiksirale. Nakon fiksacije, tretirane su s 500 pL 2 mg/ml DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) na 5 minuta i ponovno isprane 1x PBS-om tri puta.
Stakalce je zatim prenesno na stakalce za mikroskopiranje pomocu medija
za ucvrscéivanje stanica (engl. mounting medium, PAN™ Biotech, Njemacka).
Pripremljeni uzorci su analizirani pomodcu invertnog fluorescentnog
mikroskopa Olympus IX83 (Olympus, Japan), a slike su obradene pomocu

Imagel software-a.
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Slika 13. Shema protokola pripreme stanica za fluorescentnu mikroskopiju,

izradeno pomocu BioRender.com.

3.6. MTT test

MTT test proveden je u svrhu analize citotoksi¢nosti porfirina na
zdrave stanice fibroblasta (HFF) i stanice melanoma (MEWO). Prilikom
provodenja eksperimenta koriStena je mra¢na komora kako bi se osigurali
tamni uvjeti s obzirom da su porfirini fotosenzibilni spojevi. Prvog dana
eksperimenta stanice su nasadene u plocice s 96 jazica u koncentraciji 5000
stanica/jazici u volumenu od 150 pL. 2 su plocice one koje ¢e kasnije biti
osvijetljavane (oznacene engl. LIGHT), dok su dvije plocice kontrola kojima
se ispituje potencijalnu toksi¢nost u mraku (oznacene engl. DARK) te nisu

osvjetljavane.

Iduceg su dana pripremljena razrjedenja porfirina otopljenih u DMEM
mediju gdje su zeljene koncentracije bile 0.1, 0.5, 1, 5 i 10 uM, no za
nakapavanje u plocice su pripremljene 4x veée koncentracije, dakle 0.4, 2,
4, 20 i 40 uM. Pripremljena razrjedenja nakapana su od najmanje prema
najvecoj koncentraciji u ¢etveroplikatu za svaki spoj gdje je dodani volumen

po jazici iznosio 50 pL.
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Osim ispitivanja citotoksi¢nosti na svjetlu i u mraku, ispitivana je i
citotoksi¢nost u uvjetima hipoksije pa je tako u 1 LIGHT i 1 DARK plocici od
svake stanicne linije prije tretiranja porfirinima promijenjen medij te je
dodan novi DMEM s dodatkom 0.1 M otopine kobaltovog klorida (CoCly,
SIGMA-Aldrich, Missouri, SAD) koji se koristi kao spoj za postizanje uvjeta

hipoksije*3.
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Slika 14. Prikaz plocice koristene u MTT testu, izradeno pomocu

BioRender.com.

Nakon inkubacije od 6 h, u svim je plo¢icama promijenjen medij (za
plocice namijenjene ispitivanju hipoksije ponovno je koristen medij s CoCl>).
LIGHT plocice zatim su osvjetljavane pomocu LED lampe (A=645 nm,
Laboratorij za fotoniku i kvantnu optiku, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb)

na 30 minuta i plocice su zatim vraéene u inkubator do idu¢eg dana.
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Slika 15. LED lampa koristena u eksperimentu.

Iduceg je dana iz plocica najprije uklonjen medij ne koristeéi pipetu,
vec je izbacen iz plocCice jakim zaokretom ruke, a zatim je u svaku jazicu
dodano 40 uL MTT-a [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijevog
bromid]. MTT je pripremljen iz poCetne otopine koncentracije 5 mg/ml te je
za potrebe jedne plocice pripremljeno 445 yL MTT-a i 4 mL DMEM medija.
PloCice su omotane aluminijskom folijom i vracene na inkubaciju na 3 h.
Nakon 3 h u plocice je dodano 160 yL DMSO-a, omotane su folijom i zatim
je pomocu cCitaca za mikrotitarske plocice (Tecan, Njemacka) izmjerena
asporbanca sadrzaja u jazicama pri A=570 nm. Dobiveni rezultati obradeni

su u MS Excel programu.
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Nasadivanje stanica Promjena medija i tretiranje Promjena medija i Dodavanje MTT, inkubacija 3 hi potom
porfirinima osvjetljavanje dodatak DMSO i o€itavanje apsorbance

Slika 16. Shema protokola MTT testa, izradeno pomocu BioRender.com.
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4. REZULTATI

4.1. Cell Uptake

U svrhu odredivanja koncentracije porfirina u stanici te gdje se
porfirini preferencijalno nakupljaju, provedeno je mjerenje intenziteta
fluorescencije porfirina u razli¢itim vremenskim tockama - 0.5, 1, 2,4i6 h
za HDF i MEWO stanice. Stanice su tretirane s 4 razliCita porfirina od kojih
je svaki nanesen u Cetveroplikatu. Mjerenjem intenziteta fluorescencije
dobivene su vrijednosti u obliku RFU (engl. relative fluorescence unit) koje
su podijeljene s nagibom kalibracijskih krivulja za odgovarajuée otapalo i
spoj i pritom je dobivena vrijednost koncentracije spoja po jazici. Zatim,
umnoskom koncentracije i volumena spoja dobivena je mnozina spoja po
jazici i naposlijetku, ta je vrijednost pomnozena s brojem nasadenih stanica

po jazici te je dobivena mnozina spoja po stanici (n/cell [mol]).

4.1.1. Usporedba mnozine na membrani i unutar stanice

HDF STANICE

Najprije je usporedena mnozina porfirina na membrani i unutar
stanice u svim vremenskim to¢kama. U prvoj vremenskoj tocki - 0.5 h
porfirin 18CO vede je mnozine unutar stanice nego na membrani (* p<0.05)
(Slika 17). Nakon 1h, mnozina 14CO veca je na membrani u odnosu na
unutrasnjost stanice (** p<0.01) (Slika 17). Nakon 2h, 14CO se ponovno
akumulira u vecoj koli¢ini na membrani, no bez statisticke znacajnosti. S
druge strane, spojevi 18 CM (**** p<0.0001), 14CM (*** p<0.001) i
18CO (*** p<0.001) vece su koli¢ine unutar stanice nego na membrani
(Slika 17). Nakon 4 h, sva se Cetiri porfirina nalaze u vecoj koli¢ini u stanici
- 18CM (**** p<0.0001), 18CO (*** p<0.001), 14CM (** p<0.01) i
14CO (* p<0.05) (Slika 17). Naposlijetku, nakon 6 h svi su porfirini
ponovno u vecoj koli¢ini unutar stanice - 18CM (**** p<(0.0001), 14CO
(*** p<0.001), 14CM (** p<0.01) i 18CO (** p<0.01) (Slika 17).
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Slika 17. Prikaz kolicine spojeva u razlicitim vremenskim tockama za stanice
fibroblasta.
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MEWO STANICE

Nakon 30 min inkubacije pri 37 °C kod porfirina 14CM (* p<0.05) i
18CO (* p<0.05) veée su mnozine na membrani nego unutar stanice (Slika
18). Nakon 1 h, mnozina sva 4 porfirina veéa je u unutrasnjosti stanice -
14CO (*** p<0.001), 14CM (* p<0.05), 18CM (* p<0.05) i 18CO (*
p<0.05) (Slika 18). Nakon 2 h, na membrani je veca mnozina 14CM (*
p<0.05), a unutar stanice 14CO (** p<0.01) (Slika 18). No, nakon 4 h
ponovno je mnozina sva 4 porfirina ve¢a u unutrasnjosti stanice - 18CM
(**** p<0.0001), 14CO (*** p<0.001), 18CO (** p<0.01) i 14CM (*
p<0.05) (Slika 18). Nakon 6 h nastavlja se trend vee mnozine u
unutrasnjosti stanice u odnosu na membranu za sve spojeve - 14CO (****
p<0.0001), 18CM (**** p<0.0001), 14CM (*** p<0.001) i 18CO (***
p<0.001) (Slika 18). Slicno kao i kod HDF stanica, s vremenom spojevi sve
viSe ulaze u stanice Sto je najbolje vidljivo na grafovima za vremenske tocke
46 h.
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Slika 18. Prikaz kolicine spojeva u razlicitim viremenskim tockama za stanice

melanoma.

4.1.2. Usporedba mnozine spojeva unutar stanice

Uz usporedbu mnozine na membrani i unutar stanice, usporedene su i
mnozine 4 spoja unutar stanice. Osim prethodno navedenih vremenskih
tocki, ulazak porfirina takoder je ispitan i nakon 24 h gdje je pokazano kako
se mnozina za sve spojeve smanjuje i/ili ostaje ista do 24 satne inkubacije,

stoga je koli¢ina spoja unutar stanica odredena kod 6-satne inkubacije.
HDF STANICE

Unutar stanica fibroblasta najvecu mnozinu pokazao je spoj 14CO cija
je mnozina znacajno veca od 14CM (**** p <0.0001), 18CO (** p <0.01)
i 18CM (** p<0.01). Porfirin 18CM i 18CO vece su mnozine od 14CM (*
p<0.05) (Slika 19 - lijevo).

MEWO STANICE

Unutar stanica melanoma najvecu je mnozinu pokazao spoj 14CO c¢ija je
mnozina znacajno vec¢a od 14CM (**** p<0.0001), 18CM (**** p<0.0001)
i 18CO (** p<0.01). Porfirin 18CO vece je mnozine od 14CM (** p<0.01)
i 18CM (* p<0.05) (Slika 19 - desno).
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Slika 19. Prikaz usporedbe mnozina 4 spoja unutar stanica nakon 6 h, lijevo -
HDF, desno — MEWO.

4.1.3. Usporedba po spoju - HDF i MEWO

Usporedbom HDF i MEWO stanica u svim vremenskim tockama prema
mnozini porfirina 14CM pokazano je kako je mnozina 14CM veca u HDF
stanicama u vremenskim to¢kama 0.5 h (* p<0.05), 2 h (* p<0.05)i4 h
(*** p<0.001) (Slika 20). Mnozina 18CO znacajno je veca u HDF stanicama
u odnosu na MEWO u svim vremenskim tockama - 0.5 h (*** p<0.001), 1
h (* p<0.05), 2 h (**** p<0.0001), 4 h (*** p<0.001) i 6 h (*** p<0.01)
(Slika 21). Nadalje, mnozina 18CM takoder je ve¢a u HDF stanicama u
odnosu na MEWO u svim tockama - 0.5 h (** p<0.01), 1 h (** p<0.01), 2
h (**** p<0.0001), 4 h (**** p<0.0001) i 6 h (*** p<0.001) (Slika 22).
Naposlijetku, mnozina 18CO veca je u HDF stanicama u odnosu na MEWO
u vremenskim tockama - 0.5 h (** p<0.01), 2 h (**** p<0.0001) i 4 h
(*** p<0.001) (Slika 23). MozZe se zamijetiti kako su mnozine sva 4 spoja

vecih vrijednosti u slu¢aju HDF stanica.
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Slika 20. Usporedba mnozZine 14CM u HDF i MEWO stanicama.
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Slika 21. Usporedba mnozZine 14CO u HDF i MEWO stanicama.
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Slika 22. Usporedba mnozZine 18CM u HDF i MEWO stanicama.
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Slika 23. Usporedba mnozZine 18CO u HDF i MEWO stanicama.
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4.1.4. Usporedba mnozine pri razlicitim temperaturama inkubacije

Stanice su osim na 37 °C inkubirane i na 4 °C kako bi vidjeli hoce li
promjena u temperaturi inkubacije utjecati na ulazak porfirina u stanice i
pritom ukazati na oblik transporta kojim ulaze u stanice, aktivni koji
zahtjeva energiju za prijenos molekula (povisena temperatura inkubacije)

ili pasivni gdje energija u obliku topline nije nuzna za transport.

U fibroblastima inkubiranim na 4 °C mnozina porfirina pokazala se manjom
nego u onima inkubiranim na 37 °C. Konkretno, mnozina 14CO (***
p<0.001), 18CM (** p<0.01) i 18CO (* p<0.05) znacajno je veca u
fibroblastima inkubiranim na viSoj temperaturi (Slika 24). Slicno, u
stanicama melanoma razine spojeva su takoder viSe na 37 °C, no znacajno
viSe mnozine su mnozine spojeva 14CO (*** p<0.05) i 18CO (* p<0.05)
(Slika 25).
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Slika 24. Usporedba mnozZine porfirina u fibroblastima inkubiranim pri razli¢itim

temperaturama i 6 h inkubacije.
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MEWO 4°C vs. 37°C
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Slika 25. Usporedba mnozZine porfirina u stanicama melanoma (MeWo)

inkubiranim na razlicitim temperaturama i 6 h inkubacije.

2. Fluorescentna mikroskopija

Fluorescentna mikroskopija provedena je u svrhu odredivanja
lokalizacije porfirina u stanicama fibroblasta i melanoma. Stanice su
tretirane porfirinima u koncentracijama od 1 i 5 yM, a za bojanje jezgre
koristen je DAPI. Stanice su proucavane pri povecanju 20x, a dobivene slike
obradene su u Imagel] software-u. Za svaki je spoj prikazan plavi kanal gdje
se moze vidjeti jezgre obojane bojom DAPI, crveni kanal gdje su vidljivi
porfirini i posljednja gdje su spojeni plavi i crveni kanal. Na Slici 26.
prikazane su MEWO stanice tretirane porfirinima u koncentraciji 5 pM. Za
sva se cCetiri spoja moze zamijetiti kako porfirin ulazi u stanicu te se
lokalizira u citoplazmi i oko jezgre, no istiCe se spoj 18CO kod kojeg nije
toliko jasna granica izmedu jezgre i citoplazme pa bi se moglo pretpostaviti
da ovaj porfirin u odredenoj mijeri ulazi u jezgru. Takoder, kod spojeva
14CM, 14CO i 18CM moze se zamijetiti stvaranje agregata na membrani

stanica.
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3. MTT kolorimetrijski test vijabilnosti stanica

MTT kolorimetrijski test proveden je u svrhu ispitivanja citotoksi¢nog
ucinka porfirina 14CM, 14CO, 18CM i 18CO na stanice melanoma (MEWO)
i zdrave fibroblaste (HDF). Stanice su tretirane spojevima u 5 razliCitih
koncentracija - 0.1, 0.5, 1, 5i 10 yuM nanesenih u Cetveroplikatu. Ispitivana
je fototoksi¢nost spojeva u mraku te citotoksi¢nost prilikom 30-minutnog
osvjetljavanja crvenom svjetlosS¢éu (A= 645 nm). Takoder, ispitan je i

citotoksi¢ni ucinak spojeva u uvjetima normoksije i hipoksije.

Testom se odreduje metabolicka aktivnost mitohondrija, a provodi se
koristenjem topljive zZute tetrazolijeve soli (MTT) koja biva reducirana od
strane mitohondrijskih dehidrogenaza i pritom nastaje netopljivi spoj plavog
obojenja - formazan. Tretirane plocice analizirane su pomoc¢u uredaja za
¢itanje mikrotitarskih plocica pri ¢emu je mjerena apsorpcija stanica
tretiranih porfirinima pri 570 nm. Rezultati su analizirani u programu Excel,
a statisticka je analiza provedena u programu GraphPad Prism (student t-
test, Mann-Whitney test, ANOVA one-way test).

3.1. Stanice melanoma - MEWO

3.1.1. MEWO neosvijetljene plocCice (DARK)

Kako bi uvidjeli da koristeni spojevi nisu toksi¢ni u mraku, stanice su
inkubirane u mracnim uvjetima. Toksi¢nost je ispitana na ploCicama sa
stanicama u uvjetima normoksije i hipoksije. Na plocici sa stanicama
inkubiranim u uvjetima normoksije postotak proliferacije je visok te se
odrzava za sve spojeve izmedu 80 % i 110 %. Nesto nize vrijednosti mogu
se zamijetiti pri najviSoj koncentraciji spojeva gdje su 14CM i 14CO
uzrokovali pad proliferacije ispod 80 % (Slika 27). U uvjetima hipoksije
rezultati su nesto nizi, pri koncentracijama 0.1, 0.5 i 1 pM postotak
proliferacije iznosi izmedu 70-100 %, a pri viSim koncentracijama izmedu
60-100 %, a posebice se istice 14CM koji pri najviSoj koncentraciji inhibira
stanic¢ni rast za 40 % (Slika 28).

50



MEWO Dark - normoksija

150=

) BN 14CM
© 100+ B 14CO
1.
- EE 18CM
‘g B 18CO
- 50+
5

0-

0.1 0.5 1 5 10

Koncentracija (pM)

Slika 27. Stupcasti prikaz inhibicije proliferacije stanica MEWO u mraku u

uvjetima normoksije.
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Slika 28. Stupcasti prikaz inhibicije proliferacije stanica MEWO u mraku u

uvjetima hipoksije.

Takoder, za svaki je od prikazanih spojeva je izracunata polovna

maksimalna inhibitorna koncentracija (ICso) — koncentracija spoja potrebna
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za 50%-tnu inhibiciju stani¢nog rasta i u slucaju normoksije i hipoksije ICsg

nije dosegnut, odnosno ICso je veci od 10 uM.

3.1.2. MEWO osvijetljene plocCice (LIGHT)

Kao i kod DARK plocica, ovdje je ispitivano djelovanje spojeva u
uvjetima hipoksije i normoksije, no u ovom slucaju stanice su osvjetljavane
na 30 minuta. U uvjetima normoksije pri najnizoj koncentraciji, spojevi se
znatno razlikuju u inhibiciji proliferacije, 14CM i 18CM inhibiraju 40-50 %
stani¢nog rasta, dok kod npr. 18CO nema nikakvog utjecaja na proliferaciju.
Pri koncentraciji od 1 i 5 uyM spoj 14CO pokazuje povecanu inhibiciju u
odnosu na najnizu koncentraciju i pri spomenutim koncentracijama ima
najvecu inhibitornu mo¢ te skoro u potpunosti inhibira rast stanica (3-15 %).
Pri koncentracijama od 5i 10 pM spojevi 14CM, 14CO i 18CM pokazuju
gotovo 100%-tnu inhibiciju rasta, a 18CO tek pri najviSoj koncentraciji
uzrokuje znacajniju inhibiciju, od priblizno 65 % (Slika 29). ICso za spoj
14CM manja je od 0.1 uM, za 14CO iznosi 0.55 uM, 18CM 0.17 uM, a
18CO 8.37 pM.

U uvjetima hipoksije, pri najnizoj koncentraciji spojevi 14CM i 18CO
inhibiraju 50-60 % stani¢nog rasta, dok se postotak proliferacije za 14CO i
18CO krece izmedu 60 i 80 %. Pri koncentracijama od 0.5i 1 uM 14CM,
14CO i 18CM inhibiraju rast u rasponu od 50-80 %, a slicno kao i kod
normoksije, spoj 18CO ponovno pokazuje najmanji inhibitorni ucinak (oko
20 %). Pri koncentracijama od 5 i 10 pyM spojevi 14CM, 14CO i 18CM
inhibiraju rast stanica u rasponu od 90-95 %, a 18CO tek pri 10 uM
uzrokuje 70 % inhibicije rasta. (Slika 30). ICso za spoj 14CM manja je od
0.1 uM, za 14€O iznosi 0.50 uM, 18CM 0.11 pM, a 18CO 7.81 uM.
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Slika 29. Stupcasti prikaz inhibicije proliferacije stanica MEWO na svjetiu u

uvjetima normoksije.
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Slika 30. Stupcasti prikaz inhibicije proliferacije stanica MEWO na svjetiu u

uvjetima hipoksije.
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3.2. Stanice fibroblasta — HDF

3.2.1. HDF osvijetljene plocCice (LIGHT)

U uvjetima normoksije, pri najnizoj koncentraciji sva Cetiri spoja
inhibiraju rast stanica u rasponu od 20-30 %. Pri 0.5 uM istice se 18CO koji
inhibira rast za Cak 85 %, a joS snaznije djeluje pri 1 yM gdje inhibira oko
95 % stanic¢nog rasta. Pri koncentracijama od 5 i 10 uM spojevi 14CM i
14CO djeluju najsnaznije, postotak proliferacije pri 5 uM za 14CM iznosi
tek 0.2 %. Moze se zakljuditi kako pri koncentracijama od 5i 10 uM 14CM,
14CO i 18CM pokazuju visoko inhibitorno djelovanje, dok spoj 18CO pri
svim koncentracijama nije djelovao na rast stanica te je dostigao
maksimum od 25%-tne inhibicije pri 5 pM (Slika 31). ICso za spoj 14CM
iznosi 0.83 uM, za 14CO iznosi 2.31 uM, 18CM 0.33 pM, a za 18CO je veca
od 10 pM.

U uvjetima hipoksije, rezultati su veoma sli¢ni. Pri najnizoj koncentraciji sva
Cetiri spoja inhibiraju rast stanica u rasponu od 13-25 %. I ovdje se istice
spoj 18CO koji ve¢ pri 0.5 uM inhibira blizu 80% stanic¢nog rasta, a pri 1
MM oko 93 % stani¢nog rasta. Pri koncentraciji od 1 uM znacajnije djeluje i
14CM te inhibira oko 60% stani¢nog rasta. Pri koncentracijama od 5i 10
MM spojevi 14CM, 14CO i 18CM djeluju najsnaznije gdje je razina inhibicije
izmedu 85-95 %, a spoj 18CO se ponovno ponasao neobi¢no te nije uopce
djelovao na proliferaciju stanica (Slika 32). ICso za spoj 14CM iznosi 0.76
MM, za 14CO iznosi 2.11 uM, 18CM 0.32 uM, a za 18CO je veca od 10 uM.
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Slika 31. Stupcasti prikaz inhibicije proliferacije stanica HDF na svjetiu u

uvjetima normoksije.
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Slika 32. Stupcasti prikaz inhibicije proliferacije stanica HDF na svjetlu u

uvjetima hipoksije.
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Tablica 1. Prikaz vrijednosti ICso izmjerenih nakon osvjetljavanja crvenom

svjetloséu.
ICso (UM) pri 645 nm
HDF HDF MEWO MEWO
normoksija hipoksija | normoksija hipoksija

14CM 0.83 0.76 < 0.01 < 0.01
14co 2.31 2.11 0.55 0.50
18CM 0.33 0.32 0.17 0.11
i18co > 10 > 10 8.37 7.81

3.3. Usporedba proliferacije u uvjetima normoksije i hipoksije
3.3.1. Stanice MEWO

U svrhu usporedbe inhibitornog djelovanja porfrina na rast stanica
odluceno je usporediti podatke dobivene za koncentracije 0.5 i 1 UM s
obzirom da je pri viSim koncentracijama i u uvjetima normoksije i hipoksije
stopa proliferacije veoma niska pa bi odabir nizih koncentracija mogao

ukazati na razliku u djelotvornosti porfirina u razli¢itim uvjetima.

Pri koncentraciji od 0.5 pM u uvjetima normoksije i hipoksije razina
inhibicije proliferacije za spojeve 14CM i 14CO veoma je slicna, a statisticki
znacajna razlika prisutna je kod spoja 18CM (* p<0.05) koji u stanju
normoksije inhibira veci postotak stani¢nog rasta, oko 85 % dok u stanju
hipoksije oko 75 %. S druge strane, spoj 18CO (* p<0.05) inhibira stanicni
rast u veem postotku u stanju hipoksije (oko 25 %) (Slika 33).Pri
koncentraciji od 1 uM u uvjetima normoksije porfirin 18CM znacajno vise
inhibira stanicni rast (oko 96 %) u odnosu na stanje hipoksije (oko 80 %)
(Slika 34).
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Slika 33. Usporedba inhibitornog djelovanja porfirina u stanju normoksije i
hipoksije pri koncentraciji 0.5 uM na stanice melanoma.
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Slika 34. Usporedba inhibitornog djelovanja porfirina u stanju normoksije i

hipoksije pri koncentraciji 1 yM na stanice melanoma.
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3.3.2. Stanice HDF

Pri koncentraciji od 0.5 pM u uvjetima normoksije i hipoksije nema
statisticke znacajne razlike u inhibiciji proliferacije stanica HDF te se moze
zamijetiti veoma sli¢ne razine inhibicije rasta za sve spojeve. Jedini spoj
koji inhibira vise od 50 % stani¢nog rasta u oba uvjeta je 18CM (izmedu
80-85 %) (Slika 35). Takoder, pri koncentraciji od 1 pM u uvjetima
normoksije i hipoksije nema statisticke znacajne razlike u inhibiciji
proliferacije stanica HDF i razine inhibicije rasta su veoma slicne i ponovno,
jedini spoj koji inhibira vise od 50 % stani¢nog rasta u oba uvjeta je 18CM
(normoksija 95 %, hipoksija 97 %) (Slika 36).

HDF normoksija vs. hipoksija
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Slika 35. Usporedba inhibitornog djelovanja porfirina u stanju normoksije i

hipoksije pri koncentraciji 0.5 yM na stanice fibroblasta.
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HDF normoksija vs. hipoksija
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Slika 36. Usporedba inhibitornog djelovanja porfirina u stanju normoksije i
hipoksije pri koncentraciji 1 uM na stanice fibroblasta.

3.4. Usporedba MEWO i HDF stanica

Osim usporedbe unutar stani¢ne linije, usporedena je i proliferacija,
odnosno stupanj inhibicije spojeva izmedu MEWO i HDF stanica za

koncentracije od 0.5 i 1 uM u uvjetima normoksije i hipoksije.

U uvjetima normoksije i pri 0.5 uM, spojevi 14CM (*** p<0.001) i 14CO
(* p<0.05) statisticki znacajno inhibiraju rast MEWO stanica u odnosu na
HDF stanice (Slika 37). Takoder, u uvjetima hipoksije i pri 0.5 UM spojevi
14CM (* p<0.05) i 14CO (** p<0.01) pokazuju statisticki znacajnu
inhibiciju rasta MEWO nego HDF stanica (Slika 38).
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Slika 37. Usporedba inhibitornog djelovanja 0.5 uM porfirina u stanju
normoksije na stanice HDF i MEWO.
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Slika 38. Usporedba inhibitornog djelovanja 0.5 uM porfirina u stanju hipoksije
na stanice HDF i MEWO.

U uvjetima normoksije i pri koncentraciji od 1 uM, ponovno je prisutna
statisticki znacajna razlika u inhibiciji rasta stanica kod spojeva 14CM (**
p<0.01) i 14CO (*** p<0.001) u MEWO stanicama u odnosu na HDF (Slika
39). Pri istoj koncentraciji, no u uvjetima hipoksije spoj 14CO ponovno
statisticki znacajno inhibira rast MEWO stanca (** p<0.01), no u ovom
slu¢aju spoj 18CM je pokazao statisticki znacajnu inhibiciju u HDF
stanicama (* p<0.05) (Slika 40).
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Slika 39. Usporedba inhibitornog djelovanja 1 uM porfirina u stanju normoksije
na stanice HDF i MEWO.
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Slika 40. Usporedba inhibitornog djelovanja 1 uM porfirina u stanju hipoksije na
stanice HDF i MEWO.

3.5. Usporedba spojeva sa N-metiliranim i N-oksidiranim
supstituentima

Jedan od ciljeva ovog rada je i pokazati razliku u djelotvornosti
metiliranih i oksidiranih porfrina, stoga je usporedena njihova djelotvornost
u inhibiranju stanicnog rasta unutar svake stanic¢ne linije, za stanja

normoksije i hipoksije te koncentracije 0.5i 1 pM.
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3.5.1. MEWO stanice

Pri koncentraciji od 0.5 pM i uvjetima normoksije, prisutna je
statisticki znacajna razlika medu svim spojevima. Metilirani spojevi 14CM
(**** p<0.0001) i 18CM (**** p<0.0001) znacajno inhibiraju rast u
odnosu na oksidirani spoj duljeg lanca 18CO. Takoder, metilirani 14CM
znacajno vise inhibira rast stanica u odnosu na oksidirani 14CO (** p<0.01),
a 14CO0 znacajno vise inhibira rast stanica u odnosu na 18CM (*** p<0.001)
i 18CO (*** p<0.001) (Slika 41 - lijevo).

U uvjetima normoksije, no pri koncentraciji od 1 uM, prisutna je statisticki
znacCajna razlika izmedu inhibitornog djelovanja 14CM i 18CO (****
p<0.0001), 14CO i 18CO (**** p<0.0001) te 18CM i 18CO (****
p<0.0001) (Slika 41 - desno).
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Slika 41. Graficki prikaz usporedbe djelovanja porfirina u uvjetima normoksije

na rast MEWO stanica, lijevo — 0.5 uM porfirini, desno - 1 uM.

Pri koncentraciji od 0.5 pM i uvjetima hipoksije, metilirani porfirin 18CM
(** p<0.01) statisticki znacajno inhibira stani¢ni rast u odnosu na oksidirani
spoj iste duljine lanca 18CO. Pri koncentraciji od 1 pM i uvjetima hipoksije,
spoj 18CM ponovno statisticki znacajno inhibira stani¢ni rast u odnosu na
18CO (**** p<(0.0001). Oksidirani 14CO kraceg lanca (**** p<0.0001)
te metilirani 14CM (*** p<0.001) takoder statisticki znacajno inhibiraju
stanic¢ni rast u odnosu na 18CO (Slika 42).
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Slika 42. Graficki prikaz usporedbe djelovanja porfirina u uvjetima hipoksije na

rast MEWO stanica, lijevo - 0.5 uM porfirini, desno - 1 uM.

3.5.2. HDF stanice

Pri koncentraciji od 0.5 UM i uvjetima normoksije, 18CM statisticki
znacajno vise inhbira rast stanica u odnosu na 14CM (**** p<0.0001),
14CO (**** p<0.0001) i 18CO (**** p<0.0001).

Pri koncentraciji od 1 uM, porfirin 18CM znacajno vise inhibira rast stanica
u odnosu na 14CO (**** p<0.0001), 18CO (**** p<0.0001) i 14CM (**
p<0.01). Takoder, krac¢i metilirani spoj 14CM znacajno vise inhibira rast
stanica u odnosu na 18CO (*** p<0.001) i 14CO (** p<0.01) (Slika 43).
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Slika 43. Graficki prikaz usporedbe djelovanja porfirina u uvjetima normoksije

na rast HDF stanica, lijevo - 0.5 uM porfirini, desno - 1 uM.

U uvjetima hipoksije i pri koncentraciji od 0.5 yM, spoj 18CM statisticki

znacajno inhibira rast stanica u odnosu na oksidirani 18CO (**** p<0.0001)
i metilirane porfirine 14CO (*** p<0.001) i 14CM (** p<0.01). Takoder,
metilirani 14CM znacajno vise inhibira rast stanica u odnosu na oksidirani
18CO (* p<0.05). Pri koncentraciji od 1 puM, metilirani 18CM znacajno
inhibira rast stanica u odnosu na 18CO (**** p<(0.0001), 14CM (***
p<0.001) i 14CO (*** p<0.001). Takoder, metilirani porfirin kraceg lanca
14CM znacajno inhibira rast u odnosu na 18CO (*** p<0.001) i 14CO (**

p<0.01) (Slika 44).
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Slika 44. Graficki prikaz usporedbe djelovanja porfirina u uvjetima hipoksije na

rast HDF stanica, lijevo - 0.5 uM porfirini, desno - 1 uM.
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5. DISKUSIJA

5.1. Ispitivanje ulaska spojeva u stanice

Mjerenje intenziteta fluorescencije provedeno je u svrhu ispitivanja
mnozine spojeva u stanicama u razli¢itim vremenskim tockama kako bi se

odredilo optimalno vrijeme inkubacije sa spojevima.

Najprije je usporedena mnozina spojeva na membrani i unutar stanice za
obje stani¢ne linije te je pokazano kako u HDF stanicama dolazi do
znacajnog porasta koli¢ine spojeva unutar stanice ve¢ nakon 2 h (14CM,
18CM i 18CO), a nakon 4 i 6 h svi su spojevi u vecoj koli¢ini unutar stanice.
Sli¢no je i kod MEWO stanica gdje je ¢ak i nakon 1 h bila znacajna kolicina
sva 4 spoja unutar stanice, nakon 2 h je prekinut taj trend gdje je spoj
14CM zaostao u vecoj koli¢ini na membrani, a 14CO unutar stanice. No,
nakon 4 i 6 h sva 4 porfirina ponovno se nalaze u znacajno vecoj kolicini
unutar stanice. Kao Sto je navedeno u rezultatima, ulazak spojeva u stanice
je ispitan i u vremenskoj tocki od 24 h gdje su rezultati pokazali da je razina
porfirina ostala ista ili se pak smanjila, stoga su za daljnje usporedbe

koristene vrijednosti izmjerene nakon 6 h.

Usporedbom mnozine spojeva unutar stanice za stani¢nu liniju HDF
pokazano je kako je N-oksidirani porfirin kradeg lanca, 14CO spoj najvece
koli¢ine u odnosu na 14CM, 18CM i 18CO, a spojevi 18CM i 18CO vece
su koli¢ine u odnosu na 14CM. Kod stanica MEWO, 14CO je ponovno spoj
u najvecoj kolicini, a slijedi ga 18CO. S obzirom da spojevi moraju prodi
kroz lipofilnu stani¢cnu membranu, ocekivalo bi se kako ¢e spoj u najvecoj
kolicini unutar stanice biti jedan od spojeva s duljim bo¢nim lancem poput
18CM ili 18CO koji doprinosi vecoj lipofilnosti spoja. Dodatno, oksidirani
porfirini na molekuli posjeduju pozitivan i negativan naboj (zwitterion) i
uslijed toga su lipofilniji i lakSe prolaze membranu, dok amfifilni metilirani
posjeduju iskljuivo pozitivan naboj na porfirinskoj jezgri, sto ih Cini

polarnijima, a to mogu potvrditi i rezultati kod MEWO stanica.
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Nadalje, provedena je i usporedba koli¢ine porfirina u stanicama HDF i
MEWO. Rezultati usporedbe ukazuju da su sva Cetiri porfirina u vecoj koliCini
unutar HDF stanica te da su mnozine duplo vece u odnosu na MEWO stanice,
a statisticki su znacajne u svim vremenskim tockama za spojeve 14CO i
18CM. Ovakav rezultat je neocekivan te se dovodi u pitanje permeabilnost

membrane stanica melanoma MEWO.

Pregledom literature pronaden je podatak kako stanice raka u membrani
sadrze viSe razne kolesterola, Sto membranu cini debljom i rigidnijom, a
takve se promjene mogu povezati s kiselim izvanstani¢énim okoliSem. U
¢lanku autori naglasavaju da se radi o stanicama otpornim na lijekove (MDR)
te da osim kolesterola takve stanice smanjuju razinu ceramida tako Sto
poti¢u sintezu sfingomijelina i pritom dolazi do smanjene razine lipidnih
raftova obogacdenih ceramidima koji inaCe imaju vaznu ulogu u indukciji
stani¢ne smrti*4. Pokazuju li MEWO stanice slic¢an obrazac i je li membrana
HDF stanica vece permeabilnosti, trebalo bi dodatno ispitati. Takoder,
rezultati bi se mogli objasniti i razlikom u velic¢ini stanica s obzirom da su

stanice fibroblasta vecée povrsine i kao takve bi mogle primiti viSe porfirina.

Naposlijetku, ispitan je ulazak porfirina u stanice pri 4 i 37 °C kako bi se
odredio nacin ulaska spojeva u stanicu, ulaze li porfirini aktivnim
transportom gdje je za kretanje kroz stanicnu membranu potrebna stani¢na
energija i transport se odvija pomocu receptora u membrani ili pak pasivnim
gdje nije potrebna stani¢na energija, vec se prijenos tvari odvija pomocu
difuzije ili osmoze i ovisi o propusnosti membrane, odnosno organizaciji
membranskih lipida i proteina. Rezultati usporedbe ukazuju kako u obje
stanicne linije porfirini ulaze u vecoj kolicini pri 37 °C (HDF znacajni rezultati
- 14C0O, 18CM i 18CO, MEWO - 14CO, 18CO) pa se iz dobivenih rezultata
moze pretpostaviti da je porfirinima za ulazak u stanicu potrebna energija,
odnosno da ulaze u stanicu aktivnim transportom#>. Mnogi su nacini ulaska
porfirina u stanice, a istrazivanje iz 2021. pokazalo je kako spoj meso-
tetra(4-karboksifenil)porfirin u stanice ulazi endocitozom posredovanom

klatrinom pa bi se moglo pretpostaviti da i ovdje koristeni porfirini ulaze u
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stanice endocitozom, Sto bi trebalo dodatno ispitati i pritom uvidjeti utjece
li nacin ulaska u stanice na lokalizaciju porfirina*¢. Takoder, zanimljivo je
Sto se iz grafova moze usporediti koli¢ina porfirina koja ulazi u stanice pri

4 °C te kako porfirini u vecoj koli¢ini ulaze u MEWO stanice.

5.2. Ispitivanje lokalizacije fluorescentnhom mikroskopijom

Fluorescentna mikroskopija koriStena je u svrhu potvrde lokalizacije
porfirina u stanicama nakon 6 h inkubacije. Stanice su tretirane porfirinima
u dvije koncentracije, 1 i 5 uM, no rezultati su prikazani iskljucivo za
koncentraciju 5 uM. U MEWO stanicama se za sva 4 spoja moze zamijetiti
kako ulaze u stanice te se lokaliziraju u citoplazmi i oko jezgre, no za
spojeve 14CO, 18CM i 18CO moze se zamijetiti stvaranje agregata na
membrani stanice. S obzirom na strukturu spojeva i njihova svojstva,
stvaranje agregata mogla bi biti posljedica polarnosti, odnosno vece
hidrofilnosti metiliranih spojeva uslijed njihovog pozitivhog naboja%’, ali i
prevelike koriStene koncentracije porfirina. Spojevi 14CM i 18CM su
porfirini hidrofilnog karaktera te bi se preferencijalno trebali lokalizirati u
citoplazmi ili pak lizosomima, a oksidirani 14CO i 18CO su hidrofobni te se
lokaliziraju u stani¢ne organele obavijene lipidnim dvoslojem poput
mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma“®. Slika crvenog kanala sa
spojem 18CO ukazuje na potencijalni ulazak porfirina i u jezgru stanice Sto

bi mogla biti posljedica hidrofobnosti, odnosno lipofilnosti ovog spoja.

U stanicama tretiranim 1 uM spojevima takoder se moglo zamijetiti kako se
spojevi nakupljaju u citoplazmi i oko jezgre, agregati nisu bili prisutni u
tolikoj mjeri, no crveno je obojenje bilo jako tesko zamijetiti, pogotovo uz

poteskoce s DAPI bojom, stoga je prikazana visa koncentracija spojeva.
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5.3. Ispitivanje proliferacije stanica MTT testom

MTT kolorimetrijski test proveden je u svrhu ispitivanja citotoksi¢nog
ucinka porfirina 14CM, 14CO, 18CM i 18CO na stanice melanoma (MEWO)
i stanice koznih fibroblasta (HDF). Rezultati ispitivanja fototoksi¢nosti
ukazuju na slabo inhibitorno djelovanje porfirina na proliferaciju MEWO
stanica u mraku gdje stopa proliferacije u svim koncentracijama iznosi
izmedu 70-100 % u uvjetima normoksije i hipoksije te su vrijednosti ICsg
vece od 10 uM cime je potvrdeno da spojevi nisu toksi¢ni u mraku. Ovakuvi
su rezultati za iste koncentracije dobiveni i u diplomskim radovima kolegica
Anamarije Cindri¢ i Laure Peni¢ Ivanko, ¢ime je ovaj rezultat dodatno

potvrden.

Nakon osvjetljavanja MEWO stanica, u uvjetima normoksije pri nizim
koncentracijama svojim se inhibitornim djelovanjem istaknuo oksidirani
14CO, a pri veé¢im koncentracijama svi su spojevi izazivali gotovo 100 %-
tnu inhibiciju osim oksidiranog 18CO s tek 65 % inhibicije pri najvecoj
koncentraciji. U stanju hipoksije rezultati su sli¢ni za manje koncentracije,
no pri veéim koncentracijama je stopa inhibicije bila viSa nego u uvjetima
normoksije. Usporedimo li ICso vrijednosti u stanju normoksije i hipoksije,
vrijednosti su veoma slicne, no za spojeve 14CO i 18CM nize su u stanju
hipoksije. Isto tako, kod HDF stanica su veoma sli¢ni rezultati u stanju
normoksije i hipoksije, no ponovno, ICso vrijednosti su nesto nize u stanju
hipoksije. Rezultati upucuju na vecu djelotvornost spoja 14CO s N-
oksidnom skupinom u uvjetima hipoksije, ali i na lipofilnost spoja 18CM sto

mu omogucuje laksi prolazak kroz dvosloj.

Koncentracije 0.5 i 1 uM odabrane su za usporedbu inhibitornog djelovanja
porfirina te je pokazano kako pri obje koncentracije u stanicama MEWO
znacajno djeluje metilirani spoj 14CM u uvjetima normoksije, a u uvjetima
hipoksije oksidirani 18CO, dok za stanice HDF nije bilo statisticki znacajnih

rezultata.

68



Usporedbom inhibitornog djelovanja pri uvjetima normoksije i hipoksije za
koncentracije 1 i 5 uyM pokazano je kako u MEWO stanicama pri nizoj
koncentraciji, spoj 14CM znacajno djeluje u uvjetima normoksije, a spoj
14CO u uvjetima hipoksije. Pri viSoj koncentraciji, znacajno je ponovno
djelovao 14CM u uvjetima normoksije. Za HDF stanice niti jedan spoj nije
pokazao statisticki znacajnu stopu inhibicije. Ovakvi rezultati upucuju na
djelotvornost 14CM spoja u uvjetima normoksije, ali i potencijalnu

djelotvornost spoja 14CO u uvjetima hipoksije na stanice MEWO.

Usporedbom MEWO i HDF stanica, pokazano je kako u uvjetima normoksije
i hipoksije pri 0.5 uM spojevi 14CM i 14CO znacajno djeluju na inhibiciju
rasta MEWO stanica. Pri koncentraciji od 1 yM u stanju normoksije ponovno
najbolje djeluju 14CM i 14CO, a u uvjetima hipoksije na MEWO stanice
znacajno djeluje 14CO, a na HDF stanice 18CM.

Naposlijetku, za svaku su stani¢nu liniju i odabrane koncentracije
usporedeni spojevi medusobno te se moze zamijetiti kako u MEWO
stanicama pri obje koncentracije u stanju normoksije znacajno djeluju
metilirani spojevi 14CM i 18CM (pri viSoj koncentraciji 83 % i 96 %
inhibicije) te da spoj 14CO ima vecu inhibitornu mo¢ od 18CO. U stanju
hipoksije pri nizoj koncentraciji spoj 18CM (76 %) djeluje bolje od 18CO
(26 %), a pri viSoj koncentraciji spojevi 14CM, 14CO i 18CM znacajno
djeluju u odnosu na spoj 18CO. Stanice fibroblasta pokazale su sli¢an
obrazac, no ovdje je spoj sa najznacajnijim djelovanjem 18CM (pri viSoj
koncentraciji 95 % inhibicije), a pri viSoj koncentraciji u oba uvjeta znacajan
je i 14CM koji djeluje bolje od 14CO i 18CO.

Kroz provedena ispitivanja spoj 18CO pokazao se najmanje djelotvornim u
odnosu na preostala tri spoja, no razlog tome bi mogla biti nestabilnost N-

oksidiranih piridilporfirina otopljenih u DMSO nakon odredenog vremena.

Usporedbom ICso vrijednosti, moze se zakljuliti kako su vrijednosti za
MEWO stanice nize u usporedbi s HDF stanicama Sto upucuje na

potencijalnu selektivhost spojeva za stanice melanoma (MEWO). Prema
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vrijednostima koncentracija moze se uociti kako spojevi 14CM i 18CM
pokazuju najvecu inhibitornu mo¢, u oba uvjeta. Takav rezultat u skladu je
s rezultatima rada Jelovica i sur, 2018. te rezultatima kolegice Peni¢-Ivanko
gdje je pokazano kako je metilirani spoj s duljim lancem znacajno djelovao
na stanice, no ipak ovdje spoj kraceg lanca 14CM pokazuje nize ICso

vrijednosti.

S obzirom na lipofilnost spojeva s duljim lancem te osjetljivost N-oksidne
skupine na hipoksiju, ocekivano je kako ¢e spojevi 14CO i 18CO djelovati
bolje u uvjetima hipoksije od metiliranih spojeva. U ispitivanjima je spoj
14CO pokazao znacajne rezultate, no ukoliko se usporedi sa 14CM, on ipak
djeluje bolje u MEWO stanicama, a 18CM u HDF stanicama. Kako bi se
dodatno ispitala djelotvornost oksidiranih piridilporfirina potrebno je
provesti dodatna ispitivanja i statisticke testove te pritom pripaziti na

stabilnost svih koristenih spojeva.
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6. ZAKLJUCAK

Provedenim eksperimentom pokazano je kako se porfirini u najvecoj
kolic¢ini akumuliraju u stanicama nakon 6 h te kako je veca koli¢ina spojeva
usla u stanice fibroblasta. Ispitivanje pri razli¢itim temperaturama ukazalo
je na preferencijalni ulazak spojeva u stanice pri temperaturi od 37 °C sSto

upucuje na aktivni nacin ulaska u stanice.

Fluorescentnom mikroskopijom je potvrden ulazak svih spojeva u stanicu
pri ¢emu su uoceni agregati spojeva 14C0O, 18CM i 18CO te mogudi ulazak

18CO u jezgru stanice.

Rezultati MTT testa pokazali su kako spojevi ne uzrokuju citotoksi¢nost u
mraku te da su selektivniji za stanice melanoma (MEWO) pri
koncentracijama 0.5 i 1 uM. Usporedbom stope inhibicije, pokazano je kako
spojevi 14CM i 14CO znacajno djeluju na stanice melanoma u uvjetima
normoksije, ali i hipoksije. Prema vrijednostima ICso te usporedbi stope
proliferacije za sva 4 spoja, moze se zakljuciti kako spojevi 14CM i 18CM
pokazuju najvecu inhibitornu mo¢. U uvjetima hipoksije spoj 14CO pokazao
je znacajne rezultate, no ukoliko se usporedi s metiliranim spojevima,
njegovo je djelovanje ipak slabije, stoga je potrebno provesti dodatna
ispitivanja djelotvornosti oksidiranih piridilporfirina vodeéi racuna o

stabilnosti koriStenih spojeva.
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