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1. Imie¢ i Nazwisko: Lukasz Sobotta

2. Dyplomy i stopnie naukowe:

2015: Dyplom doktora nauk farmaceutycznych

Tytut rozprawy: “Ocena fotochemiczna porfirazyn 1 ftalocyjanin z
podstawnikami heterocyklicznymi 1 alkoksylowymi o potencjalnym
zastosowaniu w terapii fotodynamicznej”’. Praca zrealizowana w Katedrze i
Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydziatu
Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu, promotor: Prof. dr hab. Jadwiga Mielcarek. Praca wyrézniona
przez Rad¢ Wydziatu Farmaceutycznego.

2009: Stopien inzyniera

Tytul pracy inzynierskiej: “Interakcje lek — zywno$¢”. Praca zrealizowana w
Katedrze Higieny Zywienia Czlowieka, Wydzialu Nauk o Zywnosci i
Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego im. Augusta Cieszkowskiego w
Poznaniu, kierownik: dr hab. Joanna Suliburska.

2007: Dyplom magistra farmacji

Tytul pracy magisterskiej: “Synteza pochodnych amidowych antrachinonéw i
ich analogbw pochodnych nafto[2,3-b]tiofen-4,9-dionu, potencjalnych
inhibitorow telomerazy”. Praca zrealizowana w Katedrze i1 Zaktadzie
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Wydziatu Farmaceutycznego,
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,

kierownik: dr Marcin Wierzchowski.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 2015: Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Wydzial Farmaceutyczny, Katedra 1 Zaklad Chemii Nieorganicznej i
Analitycznej, adiunkt

2009-2015: Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Chemii Nieorganicznej i

Analitycznej, asystent

4. Wskazanie osiagniecia naukowego™

wynikajacego z art. 16 par. 2 ustawy z dnia 14 Marca 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):



4.1. Tytul osiagniecia naukowego

»Wybrane ftalocyjaniny, chloryny i porfirazyny do inaktywacji fotodynamicznej

Enterococcus faecalis”

Podstawa do aplikowania o stopien doktora habilitowanego jest cykl siedmiu tematycznie
powigzanych publikacji (sze$ciu oryginalnych artykutéw (H.1-H.6.) oraz jednego artykutu
przegladowego (H.7.). Wyniki badan przedstawiaja wilasciwosci fotochemiczne oraz
aktywnos¢ fotodynamiczng wzgledem E. faecalis fotouczulaczy z grupy chloryn, porfirazyn i
ftalocyjanin. Wyselekcjonowano porfirynoidy o najkorzystniejszych wtasciwosciach w

fotodynamicznej inaktywacji Enterococcus faecalis.

4.2. Wykaz publikacji reprezentujacych osiagniecie naukowe, wynikajace z art. 16,

ust. 2, ustawy o stopniach akademickich

Odnosniki do prac z cyklu stanowigcego Osiggni¢cie naukowe oznaczono literg H.
Dla wszystkich prac podano wskaznik Impact Factor. Ponadto, dla kazdej publikacji podano

liczbg punktow przyznanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW).

H.1. Fukasz Sobotta (=), Jolanta Dlugaszewska, Piotr Kasprzycki, Sebastian
Lijewski, Anna Teubert, Jadwiga Mielcarek, Maria Gdaniec, Tomasz Goslinski,
Piotr Fita, Ewa Tykarska, In vitro photodynamic activity of lipid vesicles with zinc
phthalocyanine derivative against Enterococcus faecalis, J. Photochem. Photobiol. B,
2018: Vol. 183, s. 111-118. IF = 3,165; MNiSW = 30 (praca oryginalna)

H.2. Yukasz Sobotta (=), Jolanta Dtlugaszewska, Mateusz Gierszewski,
Adam Tillo, Marek Sikorski, Ewa Tykarska, Jadwiga Mielcarek, Tomasz Goslinski,
Photodynamic inactivation of Enterococcus faecalis by non-peripherally substituted
magnesium phthalocyanines entrapped in lipid vesicles, J. Photochem. Photobiol. B,
2018: Vol. 188, s. 100-106. IF = 3,165; MNiSW = 30 (praca oryginalna)

H.3. Lukasz Sobotta (=), Sebastian Lijewski, Jolanta Dlugaszewska,
Joanna Nowicka, Jadwiga Mielcarek, Tomasz Goslinski, Photodynamic inactivation of
Enterococcus faecalis by conjugates of zinc(Il) phthalocyanines with thymol and
carvacrol loaded into lipid vesicles, Inorganica Chim. Acta, 2019: Vol. 489,

s. 180-190. IF = 2,264; MNiSW = 25 (praca oryginalna)



H.4. YLukasz Sobotta (=), Justyna Sniechowska, Daniel  Ziental,
Jolanta Diugaszewska, Marek J. Potrzebowski, Chlorins with (trifluoromethyl)phenyl
substituents — Synthesis, lipid formulation and photodynamic activity against bacteria,
Dyes Pigment., 2019 : Vol. 160, s. 292-300. IF = 3,767; MNiSW = 40 (praca
oryginalna)

H.5. Lukasz Sobotta (=), Daniel Ziental, Justyna  Sniechowska,
Jolanta Dlugaszewska, Marek J. Potrzebowski, Lipid vesicles loaded meso-substituted
chlorins of high in vitro antimicrobial photodynamic activity, Photochem. Photobiol.
Sci. , 2018, Vol. 18, s. 213-223. IF = 2,902; MNiSW = 25 (praca oryginalna)

H.é6. Yukasz Sobotta (=), Jolanta Dilugaszewska, Daniel Ziental,
Wojciech Szczotko, Tomasz Koczorowski, Tomasz Goslinski, Jadwiga Mielcarek,
Optical properties of a series of pyrrolyl-substituted porphyrazines and their
photoinactivation potential against Enterococcus faecalis after incorporation into
liposomes, J. Photochem. Photobiol. A, 2019: Vol. 368, s. 104-109. IF = 2,891;
MNiSW = 25 (praca oryginalna)

H.7. Yukasz Sobotta (=), Paulina Skupin-Mrugalska, Jarostaw Piskorz,
Jadwiga Mielcarek, Non-porphyrinoid photosensitizers mediated photodynamic
inactivation against bacteria, Dyes Pigment., 2019: Vol. 163, s. 337-355. IF = 3,767;
MNiSW =40 (praca przeglgdowa)

Sumaryczna warto$¢ Impact Factor dla siedmiu prac wynosi IF=21,921 oraz 215 pkt. MNiSW

Oswiadczenia Habilitanta dotyczace wykonywanych prac znajdujg sie w
Zataczniku 4.
*O$wiadczenia Wspélautorow wraz z okreSleniem indywidualnego wkladu

kazdego z nich w powstanie poszczegélnych prac znajduja sie¢ w Zalaczniku 5.

4.3. Omoéwienie celu naukowego/artystycznego powyzszego Osiagniecia i uzyskanych

wynikow i ich ewentualnego wykorzystania poprawione

Fotodynamiczna inaktywacja drobnoustrojéw zostata odkryta i opisana przez Oscara
Raaba w 1900 roku, ktéry odnotowat toksyczny efekt akrydyny wzgledem mikroorganizméw
Paramecium po ekspozycji na §wiatlo [1]. Na poczatku XX wieku fotodynamiczna terapia
antymikrobiologiczna (ang. photodynamic antimicrobial chemotherapy — PACT), nie zyskata

odpowiedniego uznania ze wzgledu na intensywny rozwdj chemioterapeutykow, w tym



przeciwbakteryjnych sulfonamidéw. Dodatkowg przyczyng zaniechania prac nad PACT, byta
niewyjasniona staba aktywno$¢ fotouczulaczy wzgledem bakterii Gram ujemnych. Jednak,
intensywny wzrost opornosci mikroorganizméw na dostepne terapie, wymusit poszukiwanie
nowych metod leczenia infekcji [2,3]. Analizujgc dane statystyczne z ostatnich lat mozna
zauwazy¢, ze tylko na terenie Europy rocznie umiera ponad 20 000 ludzi z powodu zakazen
szpitalnych. Odnotowuje si¢ coraz wiecej infekcji wywotywanych przez metycylinooporny
Staphylococcus  aureus, wankomycynooporny Enterococcus faecium, oporne na
cefalosporyny trzeciej generacji Eschericha coli i Klebsiella pneumoniae oraz oporny na
karbapenemy Pseudomonas aeruginosa [4]. Wysoce oporne szczepy bakterii zostaly
okreslone jako patogeny “ESKAPE” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
species). Termin patogeny “ESKAPE” jest wysoce adekwatny, z uwagi na wyksztalcenie
r6znorodnych mechanizméw opornosci, wiacznie z “wypompowywaniem” antybiotyku z
komoérek bakteryjnych [5]. Intensywne poszukiwanie nowych metod zwalczania infekcji,
zostalo wymuszone przez szybkie rozprzestrzenianie si¢ bakterii niewrazliwych na
antybiotyki. Jedng z nowych metod intensywnie rozwijang jest fotodynamiczna
przeciwdrobnoustrojowa chemioterapia (PACT), nazywana rowniez fotodynamiczng
inaktywacjg drobnoustrojow (PDI) [6-9]. PACT jest nieinwazyjng metodg, ktérej mechanizm
dzialania wykorzystuje interakcje Swiatla widzialnego, fotouczulacza (PS) oraz tlenu
czasteczkowego [10-12]. W wyniku wzbudzenia PS po ekspozycji na §wiatto, generowane sg
reaktywne formy tlenu (ROS), ktére nastepnie wywotuja efekt cytotoksyczny prowadzacy do
destrukcji komorek bakteryjnych [1,13]. Termin “antybakteryjny” zostat zdefiniowany przez
Amerykanskie Towarzystwo Mikrobiologiczne (The American Society of Microbiology) oraz
amerykanska rzadowa Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration —
FDA) zgodnie, z ktérymi substancja dziata przeciwbakteryjnie, gdy hamuje wzrost komorek
bakteryjnych minimum o warto$¢ 3 log jednostek tworzacych kolonie (CFU) [4,14,15]. Z
drugiej strony, Jori 1 wsp. stwierdzili, ze fotouczulacz mozna okresli¢ jako przeciwbakeryjny
jezeli redukuje wzrost bakterii o 4 log CFU [2]. Skuteczno$¢ metody PACT w warunkach in
vitro wzgledem bakterii, grzybow, wiruséw i pierwotniakéw zostata wykazana przez wiele
grup badawczych [2,16,17].

Efektywnos¢ wspomnianej metody wzgledem bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych,
jest uwarunkowana strukturg chemiczng oraz obecnoscia fadunku elektrycznego w czasteczce
fotouczulacza [18-20]. Proces fotodynamiczny polega na przemianie energii promieniowania

w energi¢ chemiczng i wymaga ,,centrum energetycznego” — fotouczulacza, ktérego zadaniem
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jest konwersja energii z jednej formy w drugg. Po absorpcji fotonu promieniowania,
czasteczka fotouczulacza przechodzi ze stanu stacjonarnego Sy do wzbudzonego S;. Stan
wzbudzony S; charakteryzuje si¢ krétkim czasem zycia, a dezaktywacja moze zachodzi¢
poprzez wyemitowanie nadmiaru energii w postaci fluorescencji. Innymi mozliwymi drogami
dezaktywacji sg wibracje czgsteczki lub emisja ciepla. Jednakze, czesto obserwuje si¢
reorganizacj¢ energetyczng czasteczki ze stanu wzbudzonego singletowego Si, do stanu
wzbudzonego trypletowego T; o stosunkowo dlugim czasie zycia. W takim przypadku
czasteczka moze zosta¢ dezaktywowana, poprzez transfer energii do innych czasteczek,
znajdujacych si¢ w sgsiedztwie wzbudzonej molekuty. Rezultatem transferu energii jest
tworzenie wolnych rodnikéw, w tym tlenowych. Opisany powyzej proces generowania ROS,
zaliczany jest do I mechanizmu procesu fotodynamicznego. Inng mozliwoscig dezaktywacji
czasteczki ze stanu T, jest bezposrednie przeniesienie energii na tlen czgsteczkowy, tworzac
wysoce reaktywny tlen singletowy. Przedstawiony mechanizm jest nazywany mechanizmem
typu II procesu fotodynamicznego. Generowanie tlenu singletowego jest bezposrednio
powigzane z wydajnym tworzeniem trypletowych stanéw wzbudzonych fotouczulacza.
Zgodnie z danymi literaturowymi, za tworzenie trypletowych stanéw wzbudzonych
odpowiada sprzg¢zenie spin-orbita. W przypadku jonéw magnezu(Il) obserwuje si¢ sprzezenie
z orbitalami s w przeciwienstwie do jonéw cynku(Il), gdzie w sprzezeniu biora udziat orbitale
p 1d. Z drugiej strony wiadomo, ze sprze¢zenie spin-orbita jest bardziej nasilone dla orbitali
wiekszych (d, f) niz w przypadku orbitali s, zalezno$¢ ta nazywana jest ,.efektem cigzkiego
atomu” [21]. Znane sg réwniez porfirynoidy zawierajace w centrum koordynacyjnym jony
niklu, kobaltu, Zelaza i miedzi, ktére sg bardzo stabymi generatorami tlenu singletowego.
Kuznetsova 1 wsp. podzielili koordynowane przez porfirynoidy jony metali, na
otwartopowtokowe z niesparowanymi elektronami orbitali typu d lub f, oraz
zamkni¢topowtokowe z elektronami sparowanymi [22]. Otwartopowlokowe jony metali
wykazuja skomplikowang multipletowos¢ w stanach wzbudzonych, co wigze si¢ z krotkim
czasem zycia takiego stanu, a tym samym ze stabym generowaniem tlenu singletowego. Jony
magnezu(Il) oraz cynku(Il) posiadajg sparowane elektrony, sg zaliczane do
zamkni¢topowtokowych, a tym samym wykazujg dlugie czasy zycia stanéw wzbudzonych, co
powoduje, ze w kompleksach z porfirynoidami efektywnie generujg tlen singletowy [22].
Najbardziej odpowiednim $wiattem stluzacym do wzbudzania fotouczulaczy, jest
promieniowanie o dlugosciach fal z czerwonego zakresu S$wiatla widzialnego. Jest to

szczegblnie istotne dla PDT z uwagi na fakt, iz $wiatto o wymienionych dlugosciach fal



najlepiej penetruje tkanki, a ponadto wykazuje najmniej interferencji ze zwigzkami
endogennymi np. sktadnikami krwi (hemoglobina, woda) [23-27].

W terapii fotodynamicznej kluczowy jest odpowiedni dobdr fotouczulacza, a skutecznos¢
PACT znaczaco zalezy od interakcji PS z btong komdrkowa bakterii oraz generowania ROS,
a takze zalezy od zdolno$ci penetracji tkanek przez $wiatlo, niezbedne do wzbudzenia
makrocykla [18,28]. Z doniesien literaturowych wynika, ze dominujacym mechanizmem
fotodynamicznym jest mechanizm typu II [26,29,30]. Wykazano ponadto, ze dla
fotoaktywnosci przeciwbakteryjnej PS, istotna jest ich kumulacja w organellach bakterii [31].
Komérki bakteryjne wytworzyly rézne mechanizmy opornosci przeciw powszechnie
stosowanym antybiotykom. W przypadku PACT wydaje si¢, Zze wytworzenie opornosci na
tlen singletowy, jest niezwykle trudne ze wzgledu na jego wielokierunkowe dziatanie [32,33].
Z tego wzgledu czesto nasuwa si¢ pytanie — w jakim stopniu metoda PACT jest bezpieczna
dla prawidtowych ludzkich komérek? Odpowiedz na to pytanie mozna znalez¢ w publikacji
Soukosa 1 wsp. z 1990 roku. Autorzy na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzili, ze
zastosowanie PACT z wykorzystaniem jako PS — biekitu toluidynowego O (TBO) o stezeniu
do 5,0 ug/ml oraz dawce $wiatta 41,23 J/cm® nie obnizalo zywotnosci keratynocytéw i
fibroblastow [34]. Badania kontynuowali Zeina i wsp., ktérzy ocenili efekt cytotoksyczny
btekitu metylenowego (MB) wzgledem keratynocytéw. Stwierdzono, ze poziom
cytotoksycznosci MB jest 200 razy nizszy wzgledem ludzkich keratynocytéw w poréwnaniu
do bakterii takich jak, S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, P. acnes [35]. Zeina i wsp.
kontynuowali badania i na podstawie kolejnych eksperymentéw wykazali, ze bftekit
metylenowy nie powoduje genotoksycznosci [36].

Z drugiej strony, Haylett 1 wsp. opisali pewne uszkodzenia DNA w ludzkich fibroblastach
po zastosowaniu PACT z kwasem y-aminolewulinowym (ALA), jako prekursorem
protoporfiryny IX. Nalezy podkresli¢, ze obserwowano uszkodzenia DNA tylko przy
zastosowaniu najwyzszych dawek swiatla — 1 co bardzo istotne — stwierdzono, ze wszystkie
uszkodzenia fibroblasty usun¢ty w ciggu 24 godzin [37].

PACT stosuje si¢ gtownie w infekcjach powierzchniowych (skoéra, btony Sluzowe),
gdzie PS jest aplikowany miejscowo w postaci iniekcji, masci czy aerozoli [11,38]. Ponadto,
PACT jest skuteczng metoda leczenia infekcji specyficznych, takich jak infekcje zotadka czy
jamy ustnej, dlatego tez, metoda ta stata si¢ atrakcyjng alternatywa do konwencjonalnego
leczenia antybiotykami [39,40]. Wilder 1 wsp. przeprowadzili badania kliniczne
fotoinaktywacji Helicobacter pylori w zotadku. Autorzy zaobserwowali znaczgce obnizenie

liczby zywych bakterii w obszarze zotadka poddanym terapii [41]. Z kolei w stomatologii
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PACT moze by¢ stosowana w leczeniu infekcji w periodontologii [42,43], infekcji btony
sluzowej wokot implantu [44], infekcji miazgi zg¢ba (endodoncja) oraz infekcji tkanek
powierzchniowych w obrebie jamy ustnej [45,46].

Endodoncja, jako dziedzina stomatologii obejmuje leczenie schorzen miazgi zgba. W
tych przypadkach najwazniejszym aspektem leczenia jest catkowita eradykacja, gtdwnie
bakterii, jak rowniez grzybow i1 wiruséw — przyczyn schorzen endodontycznych. Bakterie
Enterococcus faecalis sa gtéwna przyczyna infekcji miazgi, ktére jako fakultatywne anaeroby
moga przetrwa¢ warunki niesprzyjajace namnazaniu, zwlaszcza jesli umiejscowig si¢ w
kanalikach zg¢binowych. Kanaly zebowe moga zosta¢ zainfekowane wg trzech mechanizmoéw.
Pierwszy — bakterie penetruja zgbing poprzez zdrowe tkanki a mianowicie kanaliki zgbinowe,
ktérych srednica wynosi od 0,2 do 0,9 um. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze infekcja poprzez
kanaliki zebinowe nast¢puje czesciej w przypadku zebéw martwych. Przyczyng jest fakt, ze
przez kanaliki zgbinowe zywych z¢béw ptynie ptyn kanalikowy, co utrudnia ich penetracje
przez bakterie. Drugi mechanizm infekcji miazgi, zwigzany jest z ekspozycja na niekorzystne
srodowisko jamy ustnej, wywotane przez préchnice (najbardziej powszechna przyczyna) lub
urazy. Trzeci mechanizm jest skutkiem procesu anachorezy — bakterie sg dostarczane z krwig
lub limfg poprzez naczynia do uszkodzonego wierzchotka kanatu zgbowego. Schematycznie
procedura leczenia schorzen miazgi przebiega nastgpujaco: usunigcie miazgi, formowanie
kanatu pod wypelnienie, dezynfekcja oraz wypeinienie [47]. Eradykacja wspomnianych
bakterii jest kluczowa dla powodzenia leczenia endodontycznego [48,49]. Powszechnie
stosowanym $rodkiem bakteriob6jczym w endodoncji jest chloran(I) sodu (NaClO) o stgzeniu
do 4-5%, ktory penetruje kanaliki w gigb do 130 um [50]. Udowodniono, Ze bakterie moga
penetrowac¢ kanaliki zgbinowe nawet do 300 um w glgb, co wskazuje si¢ jako przyczyne
niepowodzen leczenia. Bakterie, ktére przetrwaja w kanalikach powoduja nawrét
dolegliwosci i w konsekwencji ponowne leczenie [51,52]. Nalezy zaznaczy¢, ze Enterococcus
faecalis wykazuje opornos¢ wzgledem f-laktaméw (cefalosporyn), klindamycyny,
tetracyklin, makrolidéw, glikopeptydéw (wankomycyny) [53-55]. Z danych literaturowych
wynika mozliwos¢ zastosowania metody PACT w eradykacji E. faecalis [56,57].
Fotouczulacze czesto wykazuja charakter hydrofobowy, co utrudnia ich dostarczanie do
miejsc zainfekowanych. Problem ten mozna rozwigza¢ poprzez modyfikacje czasteczki
fotouczulacza i wprowadzenie grup hydrofilowych, zwiekszajacych jego rozpuszczalno$¢ w
srodowisku wodnym lub poprzez zastosowanie odpowiednich formulacji np. liposoméw [58].
Ciekawym no$nikiem dla PS o potencjalnym zastosowaniu w PACT, sg modyfikowane

etanolem i terpenami liposomy, zwane inwasomami. Inwasomy poza lipidami zawieraja nie
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tylko etanol, ale rowniez terpeny. Optymalne st¢zenie etanolu powoduje, ze btona lipidowa
nosnika staje si¢ bardziej elastyczna, nast¢puje efektywniejsze dostarczenie substancji
czynnych do skéry (blony Sluzowej), a jednoczesnie nosniki efektywniej penetruja btony
komérkowe [59]. Elastyczno$¢ nos$nikéw jest korzystng wiasciwoscia dla endodoncji.
Potencjalng uzyteczno$¢ inwasoméw w eradykacji Enterococcus faecalis z kanalikow
zebinowych stwierdzili Ossmann i1 wsp., przeprowadzajac inaktywacje E. faecalis z
wykorzystaniem inwasomow zawierajacych inkorporowany fotouczulacz mTHPC [57].
Obiecujacg grupg fotouczulaczy sg chloryny, ktére wywodzg si¢ z naturalnego chlorofilu.
Zbudowane s3 podobnie jak porfiryny tj. z czterech pierscieni pirolu, potgczonych mostkami
metinowymi. Jeden z pierScieni pirolu w czasteczce chloryny — w odréznieniu od porfiryny —

posiada jedno wigzanie zredukowane.

HaC’

Ryec. 1. Struktury chemiczne pochodnych chloryn 1-3 [60-63]

Chlorofile powszechnie wystepuja w roslinach zielonych, a szczegélnie chlorofil a
(Chl-a, 1, Ryc. 1) oraz chlorofil b (Chl-b). Zwiazki te charakteryzujg si¢ absorpcja Swiatta w
zakresie 650-690 nm [60]. Czasteczka Chl-a sklada si¢ z pierscienia makrocyklicznego
chloryny, skondensowanego z pierScieniem ukladu cyklopentanonu oraz podstawnikoéw
peryferyjnych w tym: metylowych, winylowych i innych [60]. Chlorofil a zastosowano, jako
fotouczulacz w leczeniu m.in. Acne vulgaris. Song i wsp. ocenili efekty terapii u 24
pacjentow z wykorzystaniem Chl-a 1 naswietlania promieniowaniem fioletowym o
Amax=430 nm oraz czerwonym (Ay.x=660 nm), w dawce odpowiednio 1800 i 1170 J/em?>.
Odnotowano znaczacg redukcje zmian skérnych oraz produkcji sebum, co powodowato
ztagodzenie stanu zapalnego [64]. Chloryny okazaly si¢ skuteczne rowniez wzgledem bakterii
opornych na antybiotyki. Ferro i wsp. badali skuteczno$¢ metody PACT przeciw
metycylinoopornym szczepom Staphylococcus aureus (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus — MRSA). Skuteczno$¢ eradykacji MRSA oceniono po naswietleniu Chl-a
rozpuszczonego w wodzie i inkorporowanego do trzech formulacji liposomalnych: DOTAP
(metylosulfonian N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy), DPPC
(dipalmitoilofosfatydylocholina) 1 DMPC (dimirystoilofosfatydylocholina). Znaczaca



redukcje liczby zywych bakterii odnotowano (>5 log) w terapii z wykorzystaniem roztworéw
wodnych Chl-a. Natomiast zastosowanie formulacji liposomalnych Chl-a, nie wpltywato na
zywotno$¢ MRSA. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zastosowanie Chl-a jako fotouczulacza w
terapii fotodynamicznej, jest ograniczone z uwagi na tendencj¢ do agregacji oraz stabej
rozpuszczalnos$ci w ptynach fizjologicznych [65]. Najbardziej znang chloryng jest chloryna e6
(Ceb, 2, Fig. 1), ktorg zalicza si¢ do fotouczulaczy drugiej generacji. Ce6 znalazta szerokie
zastosowanie w terapii fotodynamicznej, co zwigzane jest z malg toksycznoscia, relatywnie
tatwa syntezg oraz zdolnoscig do szybkiej i selektywnej akumulacji w tkance docelowej [61].
Park i wsp. badali fotoaktywno$¢ Ce6 przeciw bakteriom odpowiedzialnym za infekcje skory,
ptuc oraz jelit, m.in. Gram-dodatnie S. aureus 1 Gram-ujemne bakterie np. P. aeruginosa,
E. coli, S. typhimurium. Bakterie inkubowano z Ce6 przez 15 minut, a nastgpnie
eksponowano na $wiatlo o dlugosci fali A=664 nm w dawce: 10, 20, 30, 40 i 50 J/em?.
Odnotowano wysoka aktywnos¢ Ce6 w inaktywowaniu S. aureus oraz P. aeruginosa, przy
zastosowaniu 20 uM chloryny i dawce $wiatta >30 J/cm? [61]. Ce6 jako PS, moze by¢ z
powodzeniem stosowana w leczeniu choréb periodontologicznych wywolywanych przez
anaeroby. Aktywnos$¢ fotouczulacza zostata zbadana w warunkach in vitro przeciw bakteriom
anaerobowym takim jak: Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, C. gingivalis,
E. corrodens oraz A. actinomycetemcomitans. Zaobserwowano, ze mozliwa jest eradykacja
P. gingivalis (4,9 log), F. nucleatum (5,3 log) oraz C. gingivalis (6,7 log). Ce6 uzyto w
stezeniu 10,0 pmol/l i aktywowano $wiattem o dtugosci fali A=560 nm w dawce 20,1 J/cm? i
53 J/em’. W zastosowanych warunkach redukcje zywotnosci E. corrodens (3 log),
zaobserwowano tylko przy aktywowaniu PS dawka $wiatta 20,1 J/cm®. Natomiast
A. actinomycetemcomitans nie byt podatny na zastosowane leczenie (5,3 J/em® — 0,2 log,
20,1 J/em® — 1 log) [66]. Sigush i wsp. zbadali na modelu zwierzecym (psy rasy Beagle),
efektywnos¢ Ce6 w fotodynamicznej inaktywacji infekcji przestrzeni poddzigstowe;,
spowodowanej przez P. gingivalis i F. nucleatum. Roztwory PS o stezeniu 10,0 pmol/l
aktywowano $wiattem o dtugosci fali Ape=662 nm w dawce 12,7 J/em®. W grupie poddanej
terapii z wykorzystaniem Ce6, zaobserwowano zlagodzenie stanu zapalnego, zredukowany
rumien oraz mniejsze krwawienie z dzigset. Ponadto aktywowana §wiattem Ce6, powodowata
znaczng eliminacj¢ P. gingivalis w poréwnaniu do F. nucleatum [67]. Garcez i wsp.
analizowali skuteczno§¢ PACT w leczeniu kanatéw zg¢bowych, na miazdze zg¢ba
skolonializowanej przez antybiotykooporne bakterie. Badania przeprowadzono na 30-stu

zebach ze zmianami okolowierzchotkowymi, u pacjentéw leczonych wczesniej
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endodontycznie antybiotykami. W 33% przypadkéw wykryto zakazenie bakteriami Gram-
ujemnymi 1 w 67% Gram-dodatnimi (w tym 57% bylo wzglednymi beztlenowcami). Jako PS
uzyto koniugatu Ce6 z polietylenoiming o st¢zeniu 60 umol/l. Kanaty zebowe wypetnione
fotouczulaczem naswietlano przez 4 min. promieniowaniem o dlugosci fali A=660 nm,
dostarczajac dawke promieniowania 9,6 J/cm®. Odnotowano 100% eradykacje bakterii [46].
Najwigksze znaczenie w terapii fotodynamicznej sposrdd chloryn posiada Temoporfina
(mezo-tetra(hydroksyfenylo)chloryna; mTHPC, Foscan®, 3, Fig. 1) [62,63]. Zbadano
skutecznos¢ mTHPC inkorporowanej do liposoméw w eradykcji E. faecalis. Po inkubacji
zawiesiny bakterii z liposomalng mTHPC o st¢zeniu 50,0 pmol/l, zwigzek aktywowano
Swiattem czerwonym w dawce 100 Jlem® i zaobserwowano catkowita eradykacje.
Jednoczesnie przeprowadzono doswiadczenia z zastosowaniem PS w nizszych dawkach (10,0
1 30,0 pmol/l) 1 odnotowano redukcje zywych komoérek bakteryjnych, odpowiednio o 5,8 i
6,7 log. Ponadto, autorzy zaobserwowali aktywnos¢ zwigzku w fazie ciemnej (bez
naswietlania) — redukcja o 1,5 log [68]. Skuteczno$¢ w eradykacji E. faecalis z kanatow
zebowych przez aktywowang mTHPC, opisali Ossmann i wsp. Autorzy stwierdzili, ze PACT
z wykorzystaniem mTHPC jako PS, inkorporowanego do liposoméw daje lepsze rezultaty niz
leczenie z wykorzystaniem 1% zelu chlorheksydyny [57]. Yang 1 wsp. zbadali w warunkach
in vitro, mozliwo$¢ selektywnego dostarczenia mTHPC do bakterii, przy zastosowaniu
peptydu antybakteryjnego — WLBU?2 oraz specyficznej lecytyny WGA (z ang. wheat germ
agglutinin). Wymienione zwigzki skoniugowano z liposomami zawierajacymi fotouczulacz i
analizowano z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej oraz cytometrii przeptywowe;.
Stwierdzono, ze mTHPC w wigkszej ilosci zostala dostarczona do bakterii przez
modyfikowane liposomy WLBU2 i WGA, w poréwnaniu do liposoméw niemodyfikowanych.
W  konsekwencji chloryna mTHPC inkorporowana do selektywnych liposomow i
aktywowana S$wiatlem, spowodowata catkowita eradykacje MRSA, a znaczaco poprawila
inaktywacje P. aeruginosa [69,70].

Ftalocyjaniny (Pcs, 4, Ryc. 2) po raz pierwszy zostaty opisane w latach 30 XIX wieku
przez Linsteada i Robertsona. Sg to symetryczne makrocykle o strukturze wywodzacej si¢ z
porfiryn. Chemiczne modyfikacje czasteczek Pcs umozliwiajg otrzymanie zwigzkéw o
korzystnych wtasciwosciach fotochemicznych. Czasteczka ftalocyjaniny moze by¢
podstawiania w pozycjach a lub [ (Ryc. 2). Modyfikacje ftalocyjanin umozliwiaja
zwickszenie oddzialywan z btong komérkowa bakterii i wywotanie okreslonych efektow

fotobiologicznych [71-73]. W poréwnaniu do porfiryn, obecnos$¢ pierscieni benzenowych
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skondensowanych z pierscieniami pirolowymi, powoduje nasilong absorpcje Swiatta zakresu
czerwonego (670-780 nm). Pasmo Q ftalocyjanin jest okolo 2 rzedy wielkosci
intensywniejsze, w poréwnaniu do najbardziej intensywnego pasma hematoporfiryny z
zakresu czerwonego. Ponadto, Pcs silniej absorbujg czerwone $wiatto od Photofrinull.
Swiatlo z zakresu czerwonego glebiej penetruje tkanki i w konsekwencji warunkuje lepszy
efekt leczniczy. Pcs réwniez charakteryzuja si¢ duzg zdolno$cig generowania tlenu
singletowego 1 optymalng fototrwatoscig. Poza terapiag fotodynamiczng, Pcs sa szeroko

stosowane jako barwniki, markery fluorescencyjne do badan w modelach in vivo i in vitro
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Ryec. 2. Struktury chemiczne ftalocyjanin 4-5 [71-73]

Wiele ftalocyjanin testowano pod katem przydatnosci jako fotouczulacze w PACT.
Isci i wsp. otrzymali nowa hydrofobowa ftalocyjanine cynku(Il) z podstawnikami
metylosulfonowymi (5, Ryc. 2) i1 ocenili jej aktywno$¢ fotodynamiczng wzgledem S. aureus i
E. coli. Ftalocyjanina § wykazywata inaktywacje¢ S. aureus na poziomie 6 log, przy st¢zeniu
5 umol/l. Znacznie nizszg aktywno$¢ odnotowano (ok. 3 log) dla stezen 50 umol/l i
100 umol/l, co uzasadniono ograniczong rozpuszczalnosciag zwigzku w wodzie. Z drugiej
strony, nie zaobserwowano efektu bakteriobdjczego wzgledem bakterii Gram ujemnych
E. coli, dla wszystkich testowanych stezen [75].

Staba rozpuszczalno$¢ ftalocyjanin w $rodowisku wodnym, jest skutkiem
hydrofobowego charakteru i tendencji do tworzenia agregatow. Rozpuszczalno$¢ ftalocyjanin
w wodzie mozna zwigkszy¢ m.in. modyfikujac struktur¢ makrocykla poprzez wbudowanie
podstawnikéw obdarzonych tadunkami elektrycznymi. Nalezy podkresli¢, ze wprowadzenie
do PS tadunku dodatniego, zwigksza jego aktywnos$¢ wzgledem bakterii. Zjawisko to jest
rezultatem oddzialywan elektrostatycznych, dzigki ktérym kationowe fotouczulacze silniej
przylegaja do blony komoérkowe;j bakterii [76].

Ke 1 wsp. badali wlasciwosci fotodynamiczne ftalocyjaniny cynku(Ill) z

podstawnikiem 2,4,6-tris(dimetyloaminometylo)fenoksylowym (6, Ryc. 3) oraz jej postaci
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kationowej (7, Ryc. 3), wzgledem bakterii Gram dodatnich (S. aureus, MRSA) oraz Gram
ujemnych (E. coli, P. aeruginosa). Oba fotouczulacze wykazywaly wysoka aktywnosc
wzgledem testowanych bakterii, ktérg odnotowano nawet dla niskich stezen ftalocyjanin.
Stwierdzono ponadto, ze pochodna kationowa wykazywata wigksza aktywno$¢. Nastepnie
zbadano potencjat fotoinaktywacji ftalocyjaniny kationowej, przeciw klinicznym szczepom
bakterii (sze$¢ réznych szczepéw klinicznych S. aureus zar6wno MRSA, jak i nie-MRSA).
Autorzy stwierdzili, ze w zakresie stezen 6-14 nmol/l, pochodna kationowa ftalocyjaniny (7),
zapewnia inaktywacj¢ bakterii na poziomie 4 log. Podobng aktywno$¢ odnotowali wzgledem

E. coli, jednak po zastosowaniu wigkszych stezen (od 0,3 do 1,3 umol/l) [77].
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Ryc. 3. Struktury chemiczne ftalocyjanin 6-8 [77,78]

Kolejne eksperymenty z wykorzystaniem ftalocyjaniny 7, wykazaly aktywnos¢
fotodynamiczng przeciw bakteriom Gram ujemnym Porphyromonas gingivalis i Escherichia
coli. Ke i wsp. zbadali réwniez wptyw makrocykla 7 o st¢zeniu 20 pmol/l, na komorki
wiezadta przyzegbia. Autorzy nie odnotowali toksycznosci wzgledem ludzkich komérek [77].
Powyzsze wyniki wskazuja na bezpieczenstwo terapii z wykorzystaniem testowanej
dozymetrii. Dodatkowo mozna przytoczy¢ wyniki eksperymentéw przeprowadzonych przez
Chen i wsp., w warunkach in vivo na krélikach. W tych doswiadczeniach rany zakazone
bakteriami E. coli poddano terapii fotodynamicznej, z wykorzystaniem koniugatu
ftalocyjaniny cynku(Il) i lizyny. Odnotowano znaczace zmniejszenie liczby bakterii w
leczonych ranach [79].

Podobnie jak w przypadku chloryn, jako no$niki dla ftalocyjanin bardzo czesto
wybierane sg liposomy. Longo i wsp. badali skuteczno$¢ PACT wzgledem Streptococcus
mutans, stosujac jako fotouczulacz ftalocyjaning AICIPc (8, Ryc. 3), inkorporowang do
kationowych liposoméw. S. mutans jest jedna z bakterii odpowiedzialnych za powstawanie
préchnicy. Badanie obejmowato 10 pacjentéw, z radiologicznie potwierdzong préchnicg 2/3

zeba. W terapii wykorzystano liposomalng posta¢ AICIPc o st¢zeniu 5 pmol/l, ktora
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inkubowano w ubytkach 5 minut, a nastgpnie naswietlano promieniowaniem o dtugosci fali
A=660 nm, i dawce 180 J/cm?. Stwierdzono, ze kationowe liposomy zawierajace AICIPc byty
w znacznym stopniu adsorbowane na powierzchni bakterii, w pordwnaniu do komoérek
miazgi. W ubytkach poddanych PACT, eliminacj¢ bakterii odpowiedzialnych za préchnice
oceniono na poziomie 82%; nie zanotowano zadnych efektéw niepozadanych [78]. Rodrigues
i wsp. badali podatno$¢ Cryptococcus neoformans na PACT z zastosowaniem AICIPc w
postaci nanoemulsji (AICIPc/NE). Celem okreslenia aktywnosci nowej formulacji
fotouczulacza wzgledem C. neoformans, probki miazgi z¢ba inkubowano z AICIPc/NE o
stezeniach 0,045, 0,450 lub 4,500 pmol/l. Eksperyment podzielono na dwie grupy: pierwsza
(A) — komorki przemyto buforem fosforanowym 1 solg fizjologiczng celem usunigcia
niezaadsorbowanego PS, podczas gdy druga grupa (B), nie byta poddana przemywaniu.
Nastgpnie probki obu grup eksponowano na promieniowanie o dtugosci fali A=675 nm, i
dawce $wiatta 5 lub 10 J/cm®. Zaréwno w grupie A jak i B, stwierdzono inaktywacje bakterii
po na$wietleniu PS (0,045 pmol/l) dawka 5J/cm” Ponadto zaobserwowano, ze przy
zastosowaniu wyzszych stezen AICIPc/NE, terapia byta skuteczna tylko w przypadku grupy
A. Nizsza skutecznos¢ PACT w grupie B, byla zwigzana z nadmiarem PS, ktéry blokowat
penetracj¢ probki przez swiatlo, a tym samym uniemozliwiat generowanie tlenu singletowego
w calej objetosci. Zastosowanie do wzbudzenia PS promieniowania o dawce 10 J/cm?,
prowadzilo do eliminacji C. neoformans w przypadku obu grup, dla wszystkich
zastosowanych stezen fotouczulacza. Stopien inaktywacji C. neoformans oznaczono na

poziomie ~6 log dla stezenia fotouczulacza 4,5 pmol/l [80].
I. Oméwienie osiggni¢cia naukowego

Celem mojego Osiggni¢cia naukowego byta: (i) ocena wtasciwosci fizykochemicznych,
(i1) ocena wiasciwosci fotochemicznych, (iii) ocena zdolnosci fotoinaktywcji Enterococcus
faecalis, jednego z gtéwnych patogenow w endodoncji. Badane zwigzki zostaty
wyselekcjonowane sposrdd nowo otrzymanych porfirynoidéw z grupy:

(1) ftalocyjanin

(i1) chloryn

(iii)  porfirazyn
Pierwszy etap badan dotyczyt grupy szesciu ftalocyjanin (Ryc. 4)

1. H.1.1-1,4,8,11,15,18,22,25-0oktakis(2-propoksy)ftalocyjanina cynku(II)

2. H.2.1-1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(2-propoksy)ftalocyjanina magnezu(Il)

3. H.2.2-1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(benzyloksy)ftalocyjanina magnezu(Il)
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4. H.23 - 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[3,5-bis(benzyloksy)benzyloksy]ftalocyjanina
magnezu(Il)

5. H.3.1 - 1,8,18,25-tetrakis[5-metylo-2-(propan-2-ylo)fenoksy]ftalocjanina cynku(II)

6. H.3.2 - 1,8,18,25-tetrakis[2-metylo-5-(propan-2-ylo)fenoksy]ftalocjanina cynku(II)

o0, 00
%@ Q??p

H.1.1 H.2.1 H.2.2 H.2.3
o SNAsy O Q N \T ~\ ¢

H.3.1 H.3.2

Ryc. 4. Struktury chemiczne ftalocyjanin H.1.1, H.2.1-H.2.3 oraz H.3.1, H.3.2

W drugim etapie obiektem badan byta grupa szesciu chloryn (Ryc. 5)

1. H4.1 - 2,3,35,21 F-tetrahydro-2-metylo-3 S-nitro-5,10,15,20-tetra(4-
(trifluorometylo)fenylo)-1H,23H,25H-pirolo[3,4- f]porfina
2. H4.2 - 2,3,3 5,21 (-tetrahydro-2-metylo-3 S-nitro-5,10,15,20-tetra(3,5-

di(trifluorometylo)fenylo)-1H,23H,25H-pirolo[ 3,4-S|porfina

3. H.5.1 - 2,3,3821 (tetrahydro-2-metylo-3 S-nitro-5,10,15,20-tetrafenylo-1H,23H,25H-
pirolo[3,4-Slporfina

4. H.5.2 - 2,3,3321[tetrahydro-2-metylo-3 S-nitro-5,10,15,20-tetra(2,6-difluorofenylo)-
1H,23H,25H-pirolo[3,4-B]porfina

5. H.5.3 - 2,3,3(,21 BFtetrahydro-2-metylo-3 f-nitro-5,10,15,20-tetra(3,5-difluorofenylo)-
1H,23H,25H-pirolo[3,4-B]porfina

6. H.5.4 - 23,3321 tetrahydro-2-metylo-3 S-nitro-5,10,15,20-tetra(pentafluorofenylo)-
1H,23H,25H-pirolo[3,4-B]porfina
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H.4.1 H.4.2

Ryc. 5. Struktury chemiczne chloryn H.4.1, H.4.2 oraz H.5.1-H.5.4

Trzeciag grupe stanowito osiem porfirazyn (Ryc. 6)

1.

2.

H.6.1 — 2,7,12,18-tetrakis[2,5-dimetylo-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.2 — 2,7,12,18-tetrakis[2-fenylo-5-metylo -1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.3 - 2,7,12,18-tetrakis[2,5-difenylo-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.4 — 2,7,12,18-tetrakis[2,5-di(4’-chlorofenylo)-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.5 - 2,7,12,18-tetrakis[2,5-di(bifenyl-4-ilo)-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.6 — 2,7,12,18-tetrakis[2,3,5-trifenylo-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.7 — 2,7,12,17-tetrakis[2,5-di(4’-chlorofenylo)-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna magnezu(II)

H.6.8 - 2,7,12,18-tetrakis[2,5-dimetyl-1H-pirol-1-ilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino)porfirazyna cynku(II)
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Ryc. 6. Struktury chemiczne porfirazyn H.6.1-H.6.8

1. Wiasciwosci spektralne

Waznym aspektem oceny fotodynamicznej nowego fotouczulacza jest okreslenie
wlasciwosci spektralnych, poniewaz zlokalizowanie pasm absorpcji umozliwia prawidiowe
zaplanowanie kolejnych doswiadczen, dotyczacych generowania tlenu singletowego oraz
badania aktywnosci biologicznej. Zgodnie z wnioskami podanymi przez wielu autoréw, m.in.
Allison i wsp. [81], Lovell i wsp. [82], Ethirajan i wsp. [24], najbardziej korzystna jest
absorpcja promieniowania z zakresu Swiatla czerwonego.

Porfirynoidy dzigki obecnosci sprzezonego uktadu wigzan Tt sg chromo- i fluoroforami,
absorbujg oraz emitujg promieniowanie z zakresu §wiatla widzialnego i bliskiej podczerwieni.
Sposréd  porfirynoidéw, ftalocyjaniny charakteryzujg si¢ najbardziej odpowiednim dla
PDT/PACT profilem widma UV-Vis. Wykazuja duzg absorpcj¢ promieniowania w pasmie Q,
natomiast pasmo Soreta w poréwnaniu do innych grup fotouczulaczy (porfiryn, porfirazyn,
chloryn), posiada mniejszg intensywnos¢. Widma UV-Vis ocenianych w niniejszym
Osiggnigciu nowych ftalocyjanin H.1.1, H.2.1-H.2.3, H.3.1, H.3.2, posiadalty w czerwonym

zakresie promieniowania dobrze wyksztalcone pasma Q, wykazujace analityczng dtugos¢ fali
w przedziale Ay.x=700-756 nm oraz wysokie wartosci wspétczynnikéw absorpcji loge=4,64-

5,37 (Ryc. 7), szczegdlnie obiecujgce w kontek$cie wykorzystania w PDT [21,83-87].

Poréwnanie widm UV-Vis ftalocyjanin umozliwilo ocen¢ — w jaki sposob rodzaj jonu w
centrum koordynacyjnym, jak i wielko$¢ podstawnikéw wplywa na zdolnos¢ absorbowania
promieniowania. [ tak, analizujac wlasciwosci widm ftalocyjaniny H.1.1 1 H.2.1,

posiadajacych osiem podstawnikow 2-propoksylowych, a takze odpowiednio jon cynku(II)
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oraz magnezu(Il) — stwierdzono, ze rodzaj jonu w centrum koordynacyjnym nie odgrywa
znaczacej roli, zar6wno w wielkosci molowego wspoétczynnika absorpcji, jak 1 maksimum
pasma Q. Stacjonarne wtasciwosci absorpcyjne pochodnych posiadajacych jon cynku(Il) lub

magnezu(Il) nie r6znity si¢ znaczaco, a maksima pasma Q przesuni¢te sg tylko o ok. 5 nm.

1.2

—— H.1.1 - ftalocyjanina
104 —— H.4.1 - chloryna
) —— H.6.4 - porfirazyna
0.8 1
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Ryc. 7. Widma elektronowe absorpcji ftalocyjaniny, chloryny i porfirazyny

Natomiast wigksze réznice obserwowano analizujgc, jak potozenie maksimum absorpcji
zalezy od rodzaju i usytuowania podstawnika oraz jego zdolno$ci elektronodonorowych
wzgledem pierScienia makrocyklicznego. Stwierdzono, ze w przypadku ftalocyjanin
magnezu(Il) podstawniki 2-propoksylowe (H.2.1), benzyloksylowe (H.2.2) oraz
3,5-di(benzyloksy)benzyloksylowe (H.2.3), znajdujace si¢ w pozycjach o powoduja silne
przesuni¢cie pasm absorpcji w kierunku fal dtuzszych. Jednocze$nie przesledzono wplyw
wielkos$ci podstawnikéw na przebieg widm UV-Vis, a wyznaczone wartosci wspotczynnikow
molowych wskazaly, ze intensywno$¢ absorpcji w zaleznosci od wielkosci podstawnikow
nieperyferyjnych, wzrasta zgodnie z szeregiem:
H.2.1 (loge=4,99) < H.2.2 (loge=5,18) < H.2.3 (loge=5,36).

Wsréd porfirynoidéw obiecujacag grupe fotouczulaczy stanowig chloryny, ktére byly
kolejnym obiektem moich badan. Analizowano demetalowane zwigzki posiadajace
podstawniki 4-(trifluorometylo)fenylowe (H.4.1), 3,5-di(trifluorometylo)fenylowe (H.4.2),
fenylowe (H.S5.1), 2,6-difluorofenylowe (H.5.2), 3,5-difluorofenylowe (H.5.3) oraz
2,3,4,5,6-pentafluorofenylowe (H.5.4). Chloryny w poréwnaniu z ftalocyjaninami [86,88] i
porfirazynami [83], charakteryzuja si¢ mniej intensywng absorpcja w zakresie Swiatta
czerwonego (Ryc. 7). Dla wszystkich chloryn odnotowano charakterystyczng dla tej grupy

zwigzkow, silng absorpcje w zakresie pasma Soreta, a wartosci molowego wspoétczynnika
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absorpcji miescity si¢ w przedziale loge=5,00-5,25 [89,90]. Elektronowe widma absorpcji
analizowanych chloryn, charakteryzowaly si¢ znacznie mniej intensywnym pasmem Q.
Ponadto, na skutek zaburzenia symetrii czasteczki obserwowano rozszczepienie pasma Q na
sub-pasma, wykazujace maksimum dtugosci fali przy 510 nm, 540 nm, 590 nm oraz 640 nm.
Wszystkie czasteczki badanych chloryn posiadaty w pozycji B grupg nitrowa, ktéra ma
charakter elektronoakceptorowy. Znaczenie grupy nitrowej w procesie absorpcji
promieniowania zilustrowano poréwnujac widmo chloryny H.5.4, zawierajacej oprocz
czterech podstawnikéw pentafluorofenylowych takze grupe nitrowa w pozycji £ [91,92], z
opisanym w literaturze zwigzkiem (I) posiadajagcym analogiczne podstawniki, ale
pozbawionym grupy —-NO, (Ryc. 5, Ryc. 8). Zaobserwowano, ze obecno$¢ grupy nitrowej
powoduje hipsochromowe przesunigcie pasma Qy, a maksima absorpcji wystepuja

odpowiednio przy Amax=640 nm (H.5.4.) oraz Anm., =650 nm (I) [93].

Ryc. 8. Struktura chemiczna chloryny I [93]

Trzecia grupa ocenianych porfirynoidéow byly porfirazyny. W widmach absorpcji
porfirazyn, z wyjatkiem H.6.7, obserwowano dwa dobrze wyksztalcone pasma o
poréwnywalnej intensywnosci, Soreta oraz Q. Maksimum absorpcji badanych zwigzkéw
miescito si¢ w zakresie tzw. okna terapeutycznego (600-800 nm), co jest czynnikiem
sprzyjajacym zastosowaniu badanych makrocykli w terapii fotodynamicznej jako
fotosensybilizatorow. Podstawniki peryferyjne porfirazyn tj. dimetyloaminowe, wykazuja
silne witasciwosci elektronodonorowe do systemu m-elektrondw makrocykla, co powoduje
zmiany w ksztalcie pasm absorpcji. W przypadku prawie wszystkich badanych porfirazyn
(wyjatek H.6.7), zarejestrowano dobrze wyksztalcony pojedynczy sygnal w zakresie pasma
Q. Ponadto dla porfirazyny magnezu(ll) 1 cynku(Il) =z  podstawnikami
2,5-dimetylopirolilowymi (H.6.1 i H.6.8, Ryc. 9), pasmo Soreta przyjmowalo ksztatt ostrego,

pojedynczego sygnatu o duzej intensywnosci.
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Ryc. 9. Elektronowe widma absorpcji porfirazyn H.6.1-H.6.8

Jednoczesnie, dla porfirazyn posiadajagcych rozbudowane podstawniki, powodujace
zawady steryczne tj. 2-fenylo-5-metylopirolilowe (H.6.2), 2,5-difenylopirolilowe (H.6.3),
2,5-di(4’-chlorofenylo)pirolilowe (H.6.4), 2,5-di(bifenyl-4-ilo)pirolilowe (H.6.5),
2,3,5-trifenylopirolilowe (H.6.6), a takze 2,5-di(4’-chlorofenylo)pirolilowe (H.6.7) — Ryc. 9,
odnotowano szerokie, czesciowo rozszczepione pasmo Soreta. Poszerzenie pasma w widmach
wymienionych zwigzkéw, jest skutkiem natozenia na pasmo Soreta przy ok. Am.,=350 nm,
wysokoenergetycznego intensywnego pasma pochodzacego od peryferyjnych podstawnikow

z ugrupowaniem fenylopirolilowym, posiadajacym maksimum przy ok. 305 nm.

Zwiagzki stosowane jako fotouczulacze w terapii fotodynamicznej (PDT), ocenia si¢
rowniez pod katem mozliwosci wykorzystania w diagnostyce fotodynamicznej (PDD),
okreslajac ich wilasciwosci emisyjne. Analogiczny sposéb postepowania zastosowano dla
badanych porfirynoidéw, analizujagc ich potencjalne zastosowanie w przeciwbakteryjnej
diagnostyce fotodynamicznej. Z danych literaturowych, m.in. z badan przeprowadzonych
przez Kim i wsp. [94] oraz Rice i wsp. [95] wynika, Ze jednym z kierunkéw rozwoju PACT,
jest wilasnie diagnostyka infekcji bakteryjnych z wykorzystaniem zjawiska fluorescencji

fotouczulaczy [96].

20



Dla badanych — w ramach opisywanego Osiggniecia — zwigzkdw makrocyklicznych,
zarejestrowane widma wzbudzenia stanowily lustrzane odbicia elektronowych widm
absorpcji, co wskazato, ze geometria wzbudzonych porfirynoidéw nie rézni si¢ znaczaco, od
geometrii czasteczek w stanie podstawowym.

W grupie ftalocyjanin H.2.1-H.2.3, analizowano zalezno$¢ wielko$ci peryferium
makrocykla, a wydajnosci kwantowej fluorescencji i stwierdzono, ze intensywnos$¢ procesu
jest proporcjonalna do rozmiar6w peryferium. Zaobserwowano, ze wlasciwosci emisyjne
ftalocyjanin magnezu(Il) byty zalezne od rozmiaréw podstawnika, a wydajno$¢ (Pgr)
wzrastata kolejno dla zwigzkéw zawierajacych podstawniki 2-propoksylowe (H.2.1,
@ =0,01), benzyloksylowe (H.2.2, ®p=0,10) oraz 3,5-bis(benzyloksy)benzyloksylowe
(H.2.3, ®=0,17). Ponadto niezaleznie od dtugos$ci fali Swiatla wzbudzajacego, w widmach
emisji zarejestrowano tylko jedno pasmo w czerwonym zakresie promieniowania. Natomiast
poréwnanie wtasciwosci emisyjnych ftalocyjaniny H.1.1 oraz H.2.1 wykazato, ze w
przypadku tej pary zwiazkow, rodzaj jonu metalu w centrum koordynacyjnym w niewielkim
stopniu wptywa na zdolnos¢ fluorescencji.

Ponadto, w przypadku ftalocyjaniny cynku(Il) z podstawnikami 2-propoksylowymi
(H.1.1), uzupetniono badania emisyjne o pomiary czasu zaniku emisji z sub-nanosekundowa
rozdzielczoscig czasowa. Niskie wydajnosci kwantowe fluorescencji powigzano z czasem
zycia, np. w DMF uzyskano wartos¢ 0,67+0,02 ns. Dla ftalocyjaniny H.1.1 przeprowadzono
rOwniez eksperymenty protonowania. Na podstawie zarejestrowanych zmian w
elektronowych widmach absorpcji podczas miareczkowania kwasem, potwierdzono
otrzymanie form mono- i diprotonowanych. Nie obserwowano powstania formy tri- oraz
tetraprotonowanej poniewaz dalsze dodawanie kwasu powodowato rozktad ftalocyjaniny.
Ponadto stwierdzono, ze formy protonowane charakteryzuja si¢ znacznie skroconym czasem
zycia fluorescencji, co wynika z nieradiacyjnej deaktywacji stanu wzbudzonego. Ten rodzaj
badan przeprowadzono we wspdlpracy z dr Piotrem Kasprzyckim i dr hab. Piotrem Fitg z
Wydziatu Fizyki UW. Dla ftalocyjaniny cynku(Il) z podstawnikami 2-propoksylowymi H.1.1,
we wspotpracy z dr hab. Ewg Tykarska oraz prof. dr hab. Marig Gdaniec, wykonane zostaty
badania krystalograficzne. Strukturalna analiza rentgenowska monokrysztatu wyhodowanego
przez powolne odparowanie pirydyny wykazata, ze ftalocyjanina H.1.1, krystalizuje w grupie
przestrzennej P21/c. Stwierdzono, ze na skutek podstawienia pierscienia ftalocyjaniny

podstawnikami w pozycjach nieperyferyjnych, dochodzi do jego deformacji.
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W grupie chloryn (H.4.1, H4.2, H.5.1-H.5.4) analizowano czasteczki zawierajace
r6zng liczbg atomoéw fluoru, co pozwolito przesledzi¢ ich wptyw na wydajnos¢ fluorescenc;i.
Wykazano, ze demetalowana chloryna zawierajaca podstawniki 4-(trifluorometylo)fenylowe
H.4.1, posiada poréwnywalng wydajno$s¢ kwantowa fluorescencji, jak demetalowana
chloryna z podstawnikami 3,5-di(trifluorometylo)fenylowymi H.4.2 (Tab. 1). Wynika z tego,
ze liczba podstawnikow trifluorometylowych nie ma wptywu na proces emisji. Natomiast dla
chloryny H.5.1 z podstawnikami fenylowymi oraz trzech chloryn posiadajacych podstawniki
fluorofenylowe H.5.2-H.5.4, zaobserwowano zmniejszenie wydajnosci kwantowej
fluorescencji, ze wzrostem liczby atoméw fluoru w pierscieniu fenylowym. Na przyktad, dla
chloryny z podstawnikami fenylowymi H.5.1 wydajno$¢ wynosita ®p=0,44, natomiast
zawierajacej rozbudowane podstawniki 2,3,4,5,6-pentafluorofenylowe H.5.4 ®g=0,22
(Tab. 1). Podobnie jak w przypadku oceny wiasciwosci absorpcyjnych, poréwnanie
wydajnosci kwantowej fluorescencji chloryny H.5.4 (z grupg -NO, w pozycji [) oraz zwigzku
I (brak grupy nitrowej), pozwolilo wnioskowac jakie znaczenie posiada grupa nitrowa dla
wlasciwosci fluorochromowych. Analiza uzyskanej wartosci ®Pp =0,15 dla H.5.4 oraz
deklarowanej ®p=0,16 w przypadku zwigzku I [93] wskazata, Ze podstawienie pier§cienia
chloryny elektronoakceptorowa grupa nitrowa, ma tylko niewielki wplyw na zdolnos¢
zwiazku do fluorescenc;ji.

Przedmiotem badan emisyjnych byta rowniez grupa o$miu porfirazyn (H.6.1-H.6.8),
ktére charakteryzowaty si¢ matg wydajnoscia kwantowg fluorescencji (Tab. 1). Niska
wydajnos¢ jest skutkiem obecnosci podstawnikéw dimetyloaminowych poniewaz wolne pary
elektronowe przy atomie azotu oddzialujg z elektronami TT pierscienia makrocyklicznego,
powodujac nieradiacyjng relaksacje stanéw wzbudzonych czasteczki [97]. W widmach emisji
porfirazyn odnotowano dwa pasma w zakresie UV-Vis. Pierwsze pasmo pojawia si¢ w
czerwonym zakresie widma i jest skutkiem transformacji stanu wzbudzonego S; do stanu
podstawowego Sy. Drugie pasmo emisji przypisane przejsciom czgsteczki ze stanu S, do Sy,
wystgpowalo w niebieskim zakresie widma. Obserwowany rodzaj fluorescencji okreslany
jako emisja dualna, zostata wczesniej odnotowana przez Lee i wsp. oraz Trivedi 1 wsp.
[98,99], ktdrzy badali zdolno$ci emisyjne okso- i tioporfirazyn. Emisje¢ dualng mozna uzyskaé
wzbudzajac zwigzek $wiattem UV, natomiast wzbudzenie promieniowaniem o wiekszych
dtugosciach fal, skutkuje pojawieniem si¢ tylko jednego pasma. Podobnie jak w przypadku
elektronowych widm absorpcji, analizowano zalezno$¢ przebiegu widm emisji od rodzaju

podstawnikéw peryferyjnych makrocykla. Porfirazyny magnezu(Il) z podstawnikami
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fenylopirolilowymi H.6.3-H.6.7, wzbudzane promieniowaniem A=325 nm, wykazywaly
emisj¢ zarbwno w zakresie niebieskim, jak i czerwonym. Natomiast w tych samych
warunkach, porfirazyny magnezu(Il) z podstawnikami 2,5-di(4’-chlorofenylo)pirolilowymi
H.6.4 lub 2,3,5-trifenylopirolilowymi H.6.6, emitowaly promieniowanie stabiej w zakresie
niebieskim, a silniej w czerwonym. W przypadku zwigzkéw H.6.1 i H.6.2, tj. porfirazyn
magnezu(ll) z podstawnikami metylopirolilowymi lub metylofenylopirolilowymi, nie
obserwowano emisji promieniowania z zakresu UV. Sposréd badanych Pzs, najwicksza
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji odnotowano dla porfirazyny H.6.1, zawierajacej cztery

podstawniki 2,5-dimetylopirolilowe (®g =5- 10'2).

2. Fotostabilno$¢

Okreslenie fotostabilnosci fotouczulacza jest kluczowe dla zoptymalizowania
dozymetrii w badaniach biologicznych, jest niezbedne w ustaleniu czasu naswietlania oraz
dawki promieniowania. Porfirynoidy moga ulega¢ fotodegradacji na dwa sposoby. Pierwszy —
fotowybielanie — polega na fragmentacji czasteczki makrocykla 1 tworzeniu wielu
niskoczgsteczkowych zwiazkéw, ktéremu towarzyszy jednoczesny zanik barwy. Drugi
mechanizm opiera si¢ na modyfikacji porfirynoidu, prowadzacej do powstania innego
zwigzku makrocyklicznego. Zachodzacy proces nazywa si¢ fototransformacja i moze by¢
obserwowany na podstawie przesuni¢¢ pasm absorpcji w widmie UV-Vis oraz zmiany koloru
probki [100]. Ponadto Hadjur 1 wsp. wykazali, ze w procesie fotodegradacji kluczowa role
odgrywa tlen singletowy [101].

Naswietlanie ftalocyjanin zazwyczaj powoduje ich degradacje na drodze
fotowybielania — tworza si¢ bezbarwne ftalimidy. Przebieg i szybko$¢ procesu zalezy od
wielu czynnikéw, réwniez od rodzaju jonu skoordynowanego w centrum makrocyklicznego
pierscienia, podstawnikow, wydajnosci kwantowej tworzenia stanu trypletowego, zawad
przestrzennych i wielu innych [22]. Badane w ramach Osiaggnigcia porfirazyny i ftalocyjaniny
w czasie naswietlania ulegaty procesowi fotowybielania, tworzyly sie niskoczasteczkowe
bezbarwne zwigzki. Fotodegradacja zachodzila znacznie szybciej w roztworach DMF, w
poréwnaniu do DMSO [83,86].

Podczas ekspozycji ftalocyjaniny cynku(Il) zawierajacej podstawniki 2-propoksylowe
H.1.1 na promieniowanie z zakresu widzialnego, obserwowano zmniejszenie intensywnosci
pasm absorpcji (Ryc. 10), a wydajnos¢ kwantowa procesu wynosita, odpowiednio
Op=3,1- 10 (DMF) i 1,2- 107 (DMSO). Jednoczesnie nie odnotowano dodatkowych pasm, co

jest charakterystyczne dla rozktadu zgodnie z mechanizmem fotowybielania.
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Ryc. 10. Widma UV-Vis ftalocyjaniny H.1.1 przed naswietlaniem

i po ekspozycji na $wiatto

Wedtug tego samego mechanizmu rozktadaty sie rowniez ftalocyjaniny magnezu(Il)
H.2.1-H.2.3, a proces zachodzit z wigkszag wydajnoscia w DMF (Tab. 1). Réznice w
szybkosci rozkladu fotochemicznego w zaleznosci od rozpuszczalnika, wynikajg ze
zroznicowanych wlasciwosci  koordynacyjnych. Tego rodzaju spostrzezenia zostaly
przedstawione przez Kuznetsova i wsp., ktorzy stwierdzili, ze w pierwszej fazie procesu
fotowybielania nastepuje koordynacja tlenu molekularnego do jonu metalu w centrum
makrocykla, nastgpnie proces jest inicjowany i poprzez produkty przejSciowe prowadzi do
powstania ftalimidu. W roztworach DMSO rozpuszczalnik konkuruje z tlenem w procesie
koordynacji do jonu metalu, a tym samym zaburza proces rozktadu [22]. W przypadku
analogicznych ftalocyjanin H.1.1 1 H.2.1, r6znigcych si¢ tylko skoordynowanym jonem
metalu, odpowiednio cynku(Il) i magnezu(Il), wykazano wigkszg stabilno$¢ pochodne;j
magnezowej (Tab. 1). Obserwowane réznice powigzano z generowaniem tlenu singletowego
poniewaz lepszym generatorem okazal si¢ zwigzek mniej trwaly tj. ftalocyjanina cynku(II)
(Tab. 1). Na przykladzie ftalocyjanin magnezu(ll) H.2.1-H.2.3 analizowano zaleznos¢
pomiedzy fotostabilno$cia, a zawadg przestrzenng tworzong przez podstawniki na peryferium
makrocykla. Stwierdzono, ze fotostabilno$¢ ftalocyjanin magnezu(Il) wzrasta zgodnie z
szeregiem: H.2.1 < H.2.2 < H.2.3, tj. od zwigzku z mato rozwinigtym peryferium do
peryferium tworzacym zawady przestrzenne. Obserwowana zaleznos¢ wskazala, ze
rozbudowane podstawniki, jak np. w przypadku H.2.3, utrudniaja oddziatywanie tlenu

singletowego z pierscieniem makrocyklicznym.

24



a) 0 min

Absorbancja
Absorbancja

300 400 500 800 700
Diugosé fali [nm] Dtugosé fali [nm]

Absorbancja
Absorbancja

300 400 500 600 700
Diugosé fali [nm] Dtugosc¢ fali [nm]

Ryc. 11. Zmiany elektronowych widm absorpcji chloryn w czasie ekspozycji na $wiatto

widzialne: a) H.5.2 w DMF; b) H.5.2 w DMSO; ¢) H.5.4 w DMF; d) H.5.4 w DMSO

Proces fotodegradacji chloryn byl badany dotychczas przez kilka grup naukowcow,
jednak nalezy zaznaczy¢, ze wickszo$¢ tych badan dotyczyla jednego fotouczulacza, a
mianowicie temoporfiny (Foscan®), zatwierdzonej do uzytku klinicznego w leczeniu
nowotworow. W wyniku naswietlania Foscanu®, Jones i wsp. oraz Bonnett 1 wsp. wykazali
tworzenie nowego zwigzku makrocyklicznego i jednoczesnie zwigzkéw niskoczasteczkowych
[29,102]. Analogicznie do Foscanu®, badane demetalowane chloryny zaréwno z
podstawnikami trifluorometylofenylowymi H.4.1 i H.4.2, jak i z podstawnikami fenylowymi
i fluorofenylowymi H.5.1-H.5.4, ulegaly fotodegradacji na drodze fototransformacji z
wytworzeniem zwigzkOow makrocyklicznych (Tab. 1, Ryc. 11). Widma spektrometrii mas po
ekspozycji chloryn na promieniowanie, wykazywaty nowe sygnaly o zblizonych warto$ciach
m/z, jakie obserwowano dla zwigzkéw macierzystych. Jednocze$nie zaobserwowano zmiang

barwy naswietlanych roztworéw.
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Zwigzek Rozp. O, 10°0, [0 A loge

nig |PMF 0.01 306 0.18 746 4.64
DMSO 0.00 12 0.16 750 4.52
Ha21 |DMF 0.02 90 0.04 749 4.99
> DMSO 0.02 8 0.03 756 5.01
E Ha22 |DMF 0.10 85 0.14 738 5.18
-g DMSO 0.04 6 0.13 746 5.10
8 Ha23 |PMF 0.17 33 | 013 741 5.36
© ™ |pwmso 0.04 3 " o1 745 5.22
w H31 |DMF 0.11 17 0.15 696 5.37
DMSO 0.02 3 0.18 700 5.34
H3a |DMF 0.08 24 0.15 695 5.25
DMSO 0.03 4 0.13 698 5.22
Ha1 |DMF 0.20 5 0.50 409 5.10
DMSO 0.31 247 0.45 413 5.06
Haa |DMF 0.21 3 0.69 410 5.26
DMSO 0.30 810 0.57 415 5.27
E Hs1 |DMF 0.19 5 0.46 407 5.21
e DMSO 0.44 25 0.16 409 5.21
§ DMF 0.21 2 0.63 402 5.23
o H.5.2 DMSO 0.35 122 0.41 404 5.23
Hs3 |DMF 0.17 1 0.59 407 5.25
DMSO 0.27 123 0.32 409 5.25
H5.4 DMF 0.15 2 0.86 400 5.23
DMSO 0.22 137 0.54 402 5.24
He1 |DMF 0.05 181 0.14 719 4.83
DMSO 0.01 137 0.14 723 4.82
He2 |DMF 0.03 147 0.09 730 4,92
DMSO 0.04 112 0.07 726 4.89
He3 |DMF 0.04 99 0.12 733 4.62
- DMSO 0.01 9 0.12 738 4.63
£ Hea |DMF 0.04 248 0.15 733 4.62
N DMSO 0.01 17 0.13 738 4.59
=.::: Hes |DMF 0.04 203 0.09 730 4,97
g DMSO 0.01 15 0.06 736 4.95
Hee |DMF 0.03 98 0.11 733 4.62
DMSO 0.06 26 0.13 738 4.63
He7 |DMF 0.01 510 0.04 724 3.78
DMSO 0.00 29 0.06 731 3.80
6.8 DMF 0.02 182 0.25 724 4.83
DMSO 0.01 181 0.19 729 4.82
DMF 0.20* 10 0.56** 668 5.62%**

wzorzec - ZnPc
DMSO 0.17* 4 0.67** 670  5.43%xkx

Tab. 1. Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji, fotodegradacji oraz generowania tlenu

singletowego porfirynoidéw; *[103]; **[104]; ***[105]; ****[106]

Rozktad fotochemiczny porfirazyn podobnie jak ftalocyjanin, zachodzit zgodnie z
mechanizmem fotowybielania. Ekspozycja na §wiatlo widzialne porfirazyn zawierajacych jon
magnezu(Il) w centrum koordynacyjnym (H.6.1-H.6.7), powodowata obnizenie
intensywno$ci pasm absorpcji, bez jednoczesnego wyksztatcania pasm dodatkowych.
Najbardziej stabilne sposrdd badanych porfirazyn byly pochodne z podstawnikami
2,5-difenylopirolilowymi  H.6.3 (0p=0,99-10") i 2,3,5-trifenylopirolilowymi  H.6.6
(®p=0,26-10"). Z drugiej strony, najbardziej podatna na rozktad byta porfirazyna magnezu(Il)
z podstawnikami 2,5-di(4-chlorofenylo)pirolilowymi H.6.7.
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3. Generowanie tlenu singletowego

W  terapii fotodynamicznej bardzo istotnym procesem jest generowanie tlenu
singletowego przez fotouczulacz [107,108]. Dla skutecznego leczenia wymagana jest
interakcja fotouczulacza, §wiatta i tlenu czasteczkowego w miejscu (tkance) docelowym. Tlen
singletowy, jako wysoce reaktywny czynnik niszczy komponenty komérki prowadzac do jej
Smierci [109].

Pierwsza badang grupa generator6w tlenu singletowego byty ftalocyjaniny, ktére w
zaleznosci od jonu metalu skoordynowanego w centrum makrocykla oraz podstawnikow
peryferyjnych, charakteryzowaty si¢ zréznicowang wydajnos$cig. Wydajnos¢ kwantowg dla
pochodnej H.1.1 wyznaczono metodg posrednia z zastosowaniem 1,3-difenyloizobenzofuranu
(DPBF), jako wygaszacza chemicznego. Natomiast dla H.2.1-H.2.2 metoda bezposrednia,
polegajaca na pomiarze fosforescencji generowanego tlenu singletowego (A=1270 nm);
uzyskany sygnat jest proporcjonalny do stezenia 'O,. Zmiany widm absorpcji mieszaniny
DPBF oraz ftalocyjaniny H.1.1, rejestrowanych podczas naswietlania zaprezentowano na

Ryc. 12.
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Ryc. 12. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaning H.1.1 w roztworze
DMSO, w obecnosci DPBF jako wygaszacza chemicznego
Ftalocyjanina cynku(Il) z podstawnikami 2-propoksylowymi H.1.1, wytwarzala tlen
singletowy z wydajnoscia ®,=0,18, natomiast ftalocyjanina magnezu(Il) posiadajaca
identyczne podstawniki (H.2.1), charakteryzowala si¢ wartoscig ®,=0,04. Odnotowane
réznice powigzano z obecnoscig jonu cynku(Il) w centrum makrocykla, poniewaz wzrost
wydajnosci kwantowej po wbudowaniu do makrocykla jonu/atomu o duzej masie atomowej,
znany jest jako efekt ciezkiego atomu [21]. Natomiast obecno$¢ podstawnikow
2-propoksylowych w strukturze ftalcyjaniny, skutkowata obnizeniem wydajnosci w
poréwnaniu ze wzorcem — niepodstawiong ftalocyjaning cynku(Il) (Tab. 1). Odnotowano, ze

zastgpienie podstawnikow 2-propoksylowych (H.2.1) benzyloksylowymi (H.2.2), powoduje
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wzrost wydajnosci kwantowej, odpowiednio z ®,=0,04 do ®,=0,14. Natomiast rozbudowa
podstawnikéw benzyloksylowych (H.2.2, ®,=0,14) do 3,5-bis(benzyloksy)benzyloksylowych
(H.2.3, ®,=0,13), znaczaco nie zmienila wydajnosci. Przyczyng braku proporcjonalnej
korelacji pomiedzy ,,wielko$ciag podstawnika”, a wartosciag @, sg zawady przestrzenne.
Analogiczne tendencje odnotowano dla porfirazyn (badanych poza Osiggni¢ciem, pkt. II A7),
zawierajacych  podstawniki  dendrymeryczne, tj.  3,5-bis(3,5-dimetoksybenzyloksy)
benzyloksylowe [110-112].

Najszerzej opisang grupa fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamicznej sg
porfiryny, ktére charakteryzuja si¢ absorpcja swiatta czerwonego na bardzo niskim poziomie.
Najbardziej popularny, pierwszy tego typu preparat dopuszczony do uzytku — Photofrin®, jest
mieszaning ok. 50 r6znych pochodnych hematoporfiryny, a jego sktad nie jest dokladnie
okreslony, co niewatpliwie jest istotng wadg. Jednocze$nie jest przyczyng roéznic w
uzyskiwanych efektach leczniczych, w zaleznosci od partii leku. Wobec powyzszego istniata i
ciggle istnieje konieczno$¢ poszukiwania nowych fotouczulaczy. Odpowiednimi
potencjalnymi kandydatami do zastosowan w PDT/PACT wydaty si¢ by¢ chloryny, ktére w
poréwnaniu do porfiryn charakteryzujg si¢ wigksza absorpcja $wiatta z zakresu 600-800 nm
[24,109,113]. Ponadto, chloryny okazaty si¢ wydajnymi generatorami tlenu singletowgo po

wzbudzeniu $wiattem czerwonym [114].
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Ryc.13. Widma UV-Vis chloryny H.5.2 podczas pomiaru wydajnosci generowania tlenu

singletowego z wykorzystaniem rubrenu jako chemicznego wygaszacza

Wydajnos¢ kwantowg generowania tlenu singletowego dla chloryn H.4.1 i H.4.2 oraz
H.5.1-H.5.4, wyznaczono z wykorzystaniem rubrenu jako wygaszacza chemicznego (Ryc.
13). Jak juz wspomniano wcze$niej — w badaniach nowych fotouczulaczy — zwigzkiem
wzorcowym wzgledem ktérego ocenia si¢ zdolno$¢ generowania, jest niepodstawiona
ftalocyjanina cynku(Il). Sposréd ocenianych trzech grup porfirynoidow — zdecydowanie

najkorzystniejsze wyniki uzyskano dla chloryn. Stwierdzono, ze wszystkie oceniane zwigzki
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(H4.1, H4.2 oraz H.5.1-H.5.4) generowaly tlen z wydajnoscig na poziomie wzorca, a w
wielu przypadkach znacznie wyzsza. Wysoka wydajnos¢ generowania tlenu singletowego
umozliwia zmniejszenie dawki fotouczulacza, przy czym nie odnotowuje si¢ zmniejszenia
efektu leczniczego. Ponadto zastosowanie mniejszej dawki wigze si¢ ze stabej nasilonymi
dziataniami ubocznymi, co stanowi niewatpliwa zaletg. W zestawieniu z fotouczulaczem
zatwierdzonym do uzytku klinicznego — Foscan® (®,=0,68) [115] i chloryng bedaca w
badaniach klinicznych Ce6 (®5,=0,63) [115], zdecydowanie najkorzystniejsza zdolno$cia
generowania tlenu charakteryzowata si¢ chloryna H.5.4 (©,=0,86). Natomiast poréwnanie
wartosci @, dla chloryn H.5.1-H.5.4, pozwolito zauwazy¢, ze wydajnos¢ kwantowa wzrasta z
liczbg elektronoakceptorowych atoméw fluoru w czasteczce (Tab. 1). Podobng prawidtowos¢
mozna zaobserwowa¢ w badaniach przedstawionych przez Tang i wsp., ktorzy analizowali
porfiryny z podstawnikami fluorofenylowymi [116]. Znaczenie obecnosci grup o
wlasciwosciach elektronoakceptorowych na generowanie tlenu, zaobserwowano poréwnujac
wydajnos¢ kwantowg chloryny H.5.4, posiadajacej elektronobiorczg grupg¢ nitrowa oraz
opisanej w pisSmiennictwie, analogicznej chloryny I (bez grupy nitrowej) Ryc. 8. Wymienione
zwiazki generujg tlen ze zr6znicowang wydajnoscia, odpowiednio ®,=0,86 oraz ®,=0,41
[93]. Ocena generowania tlenu przez izomeryczne chloryny H.5.2 i H.5.3, wskazata, Zze na
wydajnos¢ wptywa nie tylko liczba atoméw fluoru, ale takze potozenie w pierscieniu
fenylowym, albowiem uzyskano ®,=0,63 dla izomeru orto oraz ®,=0,59 dla para. Dobra
wydajnos¢ kwantowg obserwowano réwniez w przypadku chloryny posiadajacej podstawniki
3,5-di(trifluorometylo)fenylowe H.4.2 (D=0,69) oraz z podstawnikami
4-(trifluorometylo)fenylowymi H.4.1 (®,=0,50). Porfirynoidy zawierajace w strukturze
czasteczki atomy fluoru, byty przedmiotem badan wielu autoréw, m.in. Cheng i wsp., ktorzy
oceniajgc pochodne chlorofilu takze wskazywali, ze zwigzki zawierajace grupe
(trifluorometylo)fenylowg potaczong z pierscieniem makrocyklicznym (I, Ryc. 12), generuja
tlen singletowy z dobra wydajnoscia [117]. Z kolei Aicher 1 wsp. badali pochodne Foscanu®
z podstawnikami trifluorometylowymi, przytaczonymi bezposrednio do pierscienia chloryny.
Ten zespdl autoréw stwierdzit, ze wprowadzenie do czasteczki makrocykla dwoch grup
trifluorometylowych (III, Ryc. 14), nie wplywa na wydajnos¢. Ale juz podstawienie w tym
samym potozeniu pierScienia makrocyklicznego dwoéch grup
3,5-di(trifluorometylo)fenylowych (IV, Ryc. 14), skutkuje 50% wzrostem generowania tlenu
[118].
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Ill; R = CF, CFs
I IV;R= ¢

CF3

Ryc. 14. Struktury chemiczne chloryn z grupami trifluorometylowymi [117-119]

Ocenie zdolno$ci generowania tlenu singletowego poddano réwniez grupe porfirazyn
H.6.1-H.6.8 i stwierdzono, Ze najlepszym generatorem jest zwigzek H.6.8 [83], ktéry stanowi
kompleks cynku(Il) z porfirazyng podstawiong czterema grupami dimetyloaminowymi oraz
czterema 2,5-dimetylopirolilowymi. Analizujgc wyniki zaprezentowane w Tab. 1 mozna
zauwazyC, ze podstawniki w ugrupowaniu pirolilowym porfirazyn nie odgrywaja znaczacej
roli w produkcji tlenu singletowego. Podobnie jak w przypadku ftalocyjanin, poréwnujac
wydajno$¢ kwantowg porfirazyny cynku(Il) H.6.8 (®,=0,25) oraz porfirazyny magnezu(Il)
H.6.1 (®,=0,14), obserwowano efekt cigzkiego atomu. Natomiast poroéwnanie dwéch
izomerycznych porfirazyn, niesymetrycznej H.6.7 oraz symetrycznej H.6.4, pozwala
wnioskowac, jakie znaczenie ma redukcja symetrii czasteczki na zdolno$¢ generowania tlenu
— Ryc. 6. Zwiazek posiadajacy naprzemiennie potozone podstawniki H.6.4, generuje tlen z
wydajnoscig Pp=0,15, a w przypadku porfirazyny z nienaprzemiennym usytuowaniem
podstawnikéw H.6.7, wydajno$¢ zdecydowanie maleje do wartosci ®Pp=0,04. Nalezy
podkresli¢ mata wydajnos¢ kwantowa @, porfirazyny H.6.5 z rozbudowanymi
podstawnikami 2,5-di(bifenyl-4-ilo)-pirolilowymi, ktére tworza zawade przestrzenng
znaczgco utrudniajagcg dostep tlenu czasteczkowego do pierscienia makrocyklicznego.
Wiadomo, iz tworzenie tlenu singletowego wymaga interakcji tlen molekularny-pierscien

makrocykliczny [23].
4. Aktywno$¢ biologiczna badanych makrocykli

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna wzgledem Enterococcus faecalis
Ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej wzgledem Enterococcus faecalis poddano

wszystkie porfirynoidy. Jednoczesnie z powodu stabej rozpuszczalno$ci w srodowisku
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wodnym, w badaniach in vitro zastosowano formulacj¢ liposomalng. Ze wzgledu na
elastycznos¢ 1 zdolnos¢ do penetracji kanalikow zebinowych najlepszymi liposomami
wydawaty si¢ by¢ inwasomy, opisane wczesniej przez Dragicevic-Curic 1 wsp. [56] oraz
Ossmann 1 wsp. [57]. Inwasomy skladajg si¢ z fosfolipidow, etanolu (3,3%) oraz terpendéw
(np. citralu) [120]. Jednak przeprowadzone badania wst¢pne wykazaty, ze ,,puste” inwasomy
zawierajace jako sktadnik terpenowy citral lub cytronelal, wykazuja aktywno$¢ bez
naswietlania wzgledem E. faecalis, co nie jest zgodne z zatozeniami terapii fotodynamicznej.
Wobec powyzszego w badaniach zastosowano nieaktywne mikrobiologicznie liposomy
modyfikowane etanolem, rezygnujac z komponenty terpenowej. Etanol jako sktadnik
liposoméw, zapewnia nos$nikowi lipidowemu zwigkszong elastycznos¢ oraz umozliwia
efektywniejsza penetracj¢ bton komérkowych [121].

Z danych literaturowych wynika, ze jedng z niedogodnosci terapii fotodynamicznej jest
bdl odczuwany przez pacjenta podczas nas§wietlania miejsc chorobowo zmienionych [109].
Apalla 1 wsp. stwierdzili, ze pacjenci odczuwaja tylko minimalny dyskomfort, jezeli do
wzbudzenia fotouczulacza stosowane jest §wiatto o natezeniu ponizej 25 mW/cm?® [122].
Wobec powyzszego wszystkie fotouczulacze byty oceniane po wzbudzeniu promieniowaniem
o natezeniu <22 mW/cm?, a catkowita dawka $wiatta byla réwna 30 J/em®. Aktywno$é
fotouczulaczy testowano z wykorzystaniem trzech stezen, tj. 100, 10 i 1 pmol/l. Otrzymane
wyniki odnoszono do norm rekomendowanych przez Amerykanskg Agencje ds. Zywnosci i
Lekéw (FDA) dla zwigzkéw przeciwbakteryjnych. Wg FDA uwaza si¢, ze zwigzek posiada
wlasciwosci przeciwbakteryjne, jezeli hamuje wzrost bakterii o 3 log CFU [96]. W
interpretacji wynikow, zwigzkami referencyjnymi dla ocenianych porfirynoidéw, byly
chloryna e6 (Ce6), ktdrej rozpuszczalne w wodzie modyfikacje sa na etapie badan klinicznych
(leczenie nowotworéw) oraz btekit metylenowy (MB) zatwierdzony do uzytku klinicznego
(sterylizacja jednostek krwi). De Annunzio i wsp. oceniali wzgledem E. faecalis aktywno$¢
Ce6 oraz MB testujac r6zne dawki fotosensybilizatora oraz promieniowania. Wyznaczono, ze
dla Ce6 o stezeniu 126 pmol/l po aktywacji $wiattem w dawce 30 J/cm?, redukcja wzrostu
E faecalis wynosi 0,47 log, podczas gdy po zwigkszeniu dawki promieniowania do 45 Jem?,
uzyskano warto$¢ redukcji CFU réwna 10,20 log. Natomiast MB zastosowany w stezeniu
156 pmol/l 1 wzbudzony dawkag 30 J/em?® $wiatta, powoduje redukcj¢ wzrostu E. faecalis na
poziomie 0,11 log. Aby uzyska¢ wysoki stopien redukcji wzrostu bakterii (9,98 log) nalezy

uzy¢ MB w dawce 312 pmol/l i wzbudzi¢ go promieniowaniem 90 J/em?® [123].
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Sposréd badanych ftalocyjanin, zwigzki H.1.1, H.2.1 i H.2.2 stosowane nawet w stezeniu
mniejszym od wzorca (100 pmol/l), przewyzszaty jego aktywno$¢ wzgledem E. faecalis. W
przypadku ftalocyjaniny H.1.1 odnotowano redukcje zywych komérek bakterii o 5,7 log
CFU, czyli prawie dwukrotnie wiecej od normy ustalonej przez FDA. Analogiczna
ftalocyjanina magnezu(ll) H.2.1 redukowata wzrost badanych bakterii o 3,61 log.
Wydajniejsza inaktywacj¢ E. faecalis przez H.1.1 mozna powigza¢ z jej wydajniejszym
generowaniem tlenu singletowego w poréwnaniu z analogiczng pochodng magnezu(1l) H.2.1
(Tab. 1). Waznym czynnikiem wptywajacym na potencjal inaktywacji bakterii przez
okreslony zwiazek, jest struktura czasteczki. Zaobserwowano bowiem, ze ftalocyjanina
magnezu(Il) z podstawnikami 2-propoksylowymi H.2.1, inaktywuje E. faecalis intensywniej
pomimo, Ze generuje tlen z mniejszg wydajnoscig (Pp=0,04), w poréwnaniu z ftalocyjaning
magnezu(ll) z podstawnikami benzyloksylowymi H.2.2 (®Pp=0,14). Stwierdzono, ze
przyczyng opisanych zaleznos$ci jest rozbudowane peryferium zwigzku H.2.2, a dodatkowe
potwierdzenie stanowi zupelny brak aktywnosci biologicznej ftalocyjaniny magnezu(Il)
H.2.3, posiadajace;j najbardziej rozbudowane podstawniki, t.
3,5-bis(benzyloksy)benzyloksylowe, pomimo generowania tlenu singletowego z dobrg
wydajnosciag ®Pp=0,13. Natomiast dla ftalocyjanin H.3.1 oraz H.3.2 odnotowano wysoka
redukcje wzrostu badanych bakterii o odpowiednio 5.02 oraz 3.71 log CFU — Tab. 2.

Natomiast bardzo wysoka zdolno$¢ do fotoinaktywacji E. faecalis obserwowano w
grupie chloryn, a uzyskane warto$ci redukcji wzrostu bakterii, znacznie przekroczyty
wymagania wg FDA. Najwigkszy potencjat w fotoinaktywacji wykazaly demetalowane
chloryny z podstawnikami fenylowymi i fluorofenylowymi H.5.1-H.5.4. Zastosowane w
stezeniu ponad 100-krotnie mniejszym niz zatwierdzony do uzytku klinicznego MB i bedaca
w badaniach klinicznych Ce6, powodowaty redukcje wzrostu badanych bakterii 50 razy
silniej (Tab. 2). W ostatnich latach Ossmann i wsp. badali aktywno$S¢ zarejestrowanego
fotouczulacza Foscan® inkorporowanego do inwasomoéw, wzgledem E. faecalis w kanatach
zebowych. Stwierdzili redukcje wzrostu bakterii o 3,6 log, przy zastosowaniu stezenia
50 umol/l i dawce $wiatta 100 J/cm® [57]. Natomiast oceniane chloryny H.5.1-H.5.4
wykazywaly aktywno$¢ na poziomie 5 log, ale w stezeniu nawet 50-krotnie nizszym. Ponadto
nalezy podkresli¢, ze wyniki na tym poziomie uzyskano wzbudzajac chloryny, ponad
3-krotnie nizsza dawka promieniowania, tj. 30 J/cm” (w poréwnaniu do dawki stosowanej w

aktywacji Foscanu®).
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logarytmiczny wspotczynnik redukeji wzrostu bakterii [log]

Analiza Microtox
Zwiazek 100 umol/l 10pmol/l 1pmolst|  RMOwaNe
3 Humo Hmo Hmo wzrostu Vibrio
fischeri [%]
M1 fazajasna 5.70 3
fazaciemna 0.00 -
faza jasna 3.61 2.66
H.2.1 2a) 109
E. fazaciemna -0.02 0.00
'E H.2.2 faza jasna 2.99 2.75 6.9
= faza ciemna 0.02 0.11
Q fazajasna -0.11 -0.03
o H.2.3 .
] fazaciemna _ -0.08 -0.09
e -
H31 fazajasna 4.72 5.02 99
fazaciemna 0.08 0.01
H3.2 faza ‘Jasna 6.02 3.71 1362
fazaciemna 0 -0.03 -
H.4.1 fazajasna - 4.05 2.26 ba
faza ciemna - -0.01 0.04
fazajasna - >5.44 4.84
H.4.2 X b.a
faza ciemna - 0.11 0.08
> i B
z H.5.1 fazajasna >5.44 >5.44 na4
E‘ fazaciemna - n.a. 0.08
= j - >5. >5.
S H.5.2 faza ‘Jasna 5.44 5.44 39
fazaciemna - 0.04 0.10
H.5.3 faza ‘Jasna - >5.44 >5.44 35
fazaciemna - 0.03 0.04
fazajasna - 4.33 5.44
H.5.4 X -3.3
fazaciemna - 0.06 0.03
fazajasna b.a. b.a. b.a.
>
2 H.6.1
& fazaciemna b.a. b.a. b.a.
S
t .
H fazajasna 5.52 1.07 0.16
o H.6.8 4.2
fazaciemna 0.18 -0.02 -0.06
. fazajasna b.a. b.a.  brak aktywnosci
puste liposomy X
faza ciemna b.a.

Tab. 2. Wartosci log redukcji wzrostu E. faecalis oraz warto$¢ [%] zahamowania wzrostu

V. fischeri w analizie Microtox
Réwniez grupa chloryn z podstawnikami trifluorometylofenylowymi wykazywata wysoka
aktywnos¢  fotodynamiczng.  Migdzy  innymi, pochodna z  podstawnikami
3,5-di(trifluorometylo)fenylowymi H.4.2, powodowata 40 razy silniejszg redukcje wzrostu

E. faecalis, w stezeniu 100-krotnie mniejszym tj. 1 pmol/l, w poréwnaniu do Ce6 i MB.

Sposrdd badanych porfirazyn, najwyzsza aktywnos¢ wzgledem E. faecalis wykazywata
porfirazyna cynku(Il) z podstawnikami 2,5-dimetylopirolilowymi H.6.8. Przy zastosowaniu
stezenia 100 umol/l i ekspozycji na dawke promieniowania 30 J/cm” odnotowano aktywno$é
przeciwbakteryjng >5,5 log. Otrzymana warto$¢ wskazuje na ok. 50-krotnie wigkszy
potencjat inaktywacji E. faecalis, w pordwnaniu do fotouczulaczy przyjetych za wzorcowe
(MB 1 Ce6). Dla analogicznych porfirazyn zawierajacych podstawniki 2,5-dimetylopirolilowe

— H.6.1 oraz H.6.8, ktore réznig si¢ skoordynowanym jonem metalu (odpowiednio
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magnezu(Il) oraz cynku(Il)), zaobserwowano znaczace rdéznice w fotodynamicznej
inaktywacji badanych bakterii. Stwierdzono, ze zwigzek H.6.8 powodowal redukcje wzrostu
bakterii o >5,5 log, podczas gdy H.6.1 tylko o 0,3 log (Tab. 2). Zdecydowanie
najkorzystniejszg aktywnos$¢ H.6.8 mozna uzasadni¢ wydajniejszym generowaniem tlenu

singletowego, w poréwnaniu do pozostatych ocenianych porfirazyn (Tab. 1).

Dodatkowo niektére sposréd badanych fotouczulaczy testowano wzgledem innych
gatunkéw bakterii. Chloryny w stezeniu 1 pmol/l, aktywowane dawka $wiatta 30 J/cm?,
badano réwniez wzgledem Staphylococcus aureus 1 odnotowano wspoéiczynnik redukcji
wzrostu log wigkszy od 3 dla H.4.2 (4,09 log), H.5.1 (3,93 log), H4.1 (3,27 log) H.5.2
(3,08 log). W przypadku pochodnych H.5.3 oraz H.5.4 zaobserwowano redukcje wzrostu
bakterii odpowiednio na poziomie 2,75 log oraz 2,71 log. Testom poddano réwniez bakterie
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa oraz grzyby Candida albicans oraz Trichophyton

mentagrophytes wzgledem ktérych nie obserwowano znaczgcej aktywnosci.

Toksycznos¢ badanych makrocykli

Rozszerzeniem badan biologicznych bylo przeprowadzenie testu screeningowego
systemem Microtox®, ktéry umozliwia ocen¢ toksycznosci ciemnej. Test 81.9% Microtox®
jest oparty na wtasciwosciach bioluminescencyjnych bakterii Vibrio fischeri, ktére pod
wpltywem ekspozycji na czynnik toksyczny wymierajg tracgc zdolnos¢ §wiecenia [124-126].

Vibrio fischeri poddano dziataniu wszystkich badanych makrocykli — H.1.1-H.6.8
(faza ciemna), ktére zastosowano w st¢zeniach analogicznych jakie uzyto przeciw E. faecalis.
Wigkszo$§¢ makrocykli charakteryzowata si¢ brakiem lub niska toksycznoscig. Brak
aktywnosci w fazie ciemnej jest korzystng wlasciwoscig, dzigki ktérej metoda
fotodynamiczna jest wysoce selektywna — mozna ,,wtagczy¢” Swiattem proces leczniczy tylko
w miejscu chorobowo zmienionym [108].

Ciekawe zjawisko odnotowano dla ftalocyjaniny magnezu(Il) z podstawnikami
benzyloksylowymi H.2.2 oraz dla demetalowanej chloryny H.5.4 z podstawnikami
pentafluorofenylowymi, ktére powodowaty nasilenie bioluminescencji. Efekt ten przypisano
zjawisku hormezy. Zjawisko hormezy jest specyficzng formg stymulacji wzrostu organizmow
po ekspozycji na niskie dawki ksenobiotykoéw [127].

Badania systemem Microtox® obejmowaty takze koniugaty ftalocyjaniny cynku(II) i
terpenéw (H.3.1 i H.3.2). Terpeny stanowig duza grup¢ biologicznie waznych zwigzkéw

organicznych, ktére w S$rodowisku naturalnym sg produkowane przez roS$liny, jak np.
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karotenoidy oraz witamina A [128,129]. Pochodna H.3.1 jest koniugatem ftalocyjaniny i
tymolu, ktéry wystepuje w warunkach naturalnych w tymianku [130]. Natomiast makrocykl
H.3.2 stanowi polaczenie ftalocyjaniny z czgsteczkami karwakrolu, ktéry wchodzi w skiad
olejkéw eterycznych oregano i tymianku [131]. Zaréwno tymol, jak i karwakrol, wykazuja
silne wlasciwos$ci przeciwbakteryjne, dlatego zwigzki te sg brane pod uwage w zwalczaniu
antybiotykoopornych szczepdéw bakterii, wigczajac takze szczepy MRSA [132]. Jednakze na
temat biologicznych wilasciwosci karwakrolu istnieje w pismiennictwie wiele sprzecznych
doniesien [133]. Na przyktad, w ostatnich latach badano koniugaty sulfametoksazolu z
monocyklicznymi terpenami, takimi jak tymol i eugenol. Odnotowano synergistyczne
dziatanie terpenu i sulfonamidu wzgledem lekoopornych bakterii [130,134-136]. Karwakrol
zostal sklasyfikowany przez FDA jako bezpieczny, jednak w piSmiennictwie mozna znalez¢
doniesienia na temat cytotoksycznosci karwakrolu wzgledem niektérych komoérek np.
komoérek watroby HepG2 i jelita Caco-2 [137]. Jednocze$nie w badaniach in vivo
przeprowadzonych na szczurach nie odnotowano genotoksycznosci, ani uszkodzen DNA w
tkankach [138] oraz nie obserwowano dziatania klastogennego [139]. Z drugiej strony,
odkryto ciekawe biologiczne wtasciwosci karwakrolu, w tym dziatanie neuroprotekcyjne,
ktére analizowano pod katem zastosowania w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych [140].
Liczne eksperymenty z udzialem karwakrolu wskazuja, ze karwakrol wykazuje réwniez
dziatanie lecznicze wzgledem zwidknienia watroby [141].

W przeprowadzonych badaniach systemem Microtox® stwierdzono, ze spos$réd
badanych porfirynoidéw, koniugat ftalocyjaniny cynku(Il) z karwakrolem H.3.2,
charakteryzuje si¢ najwiekszym stopniem inaktywacji V. fischeri (33,6%, Tab.?2). Dla
poréwnania przeprowadzono ocen¢ toksycznosci karwakrolu in substantia i stwierdzono
zahamowanie wzrostu bakterii o 73,9%. Nalezy podkresli¢, ze potencjat przeciwbakteryjny w
fazie ciemnej karwakrolu po skoniugowaniu z makrocyklem maleje, a jednoczes$nie zwigzek

aktywowany $§wiatlem zachowuje wysoka aktywnos¢ wzgledem E. faecalis.
Wspélpraca

1. Synteza porfirazyn (H.6) i ftalocyjanin (H.1, H.2, H.3) — Katedra i Zaktad
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu — dr Sebastian Lijewski, mgr Adam Tillo, dr

Wojciech Szczotko, dr Tomasz Koczorowski, prof. dr hab. Tomasz Goslinski
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2. Synteza chloryn (H.4, H.5) - Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych, Polska Akademia Nauk w %todzi — mgr Justyna
Sniechowska, prof. dr hab. Marek J. Potrzebowski

3. Pomiary generowania tlenu singletowego metoda bezposrednia (H.2) —
Pracownia Fotochemii Stosowanej, Wydzial Chemii Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza — dr Mateusz Gierszewski, prof. dr hab. Marek Sikorski

4. Aktywno$¢ fotodynamiczna wzgledem E. faecalis (H.1, H.2, H.3, H.4, H.5, H.6)
— Katedra i Zaktad Genetyki i Mikrobiologii Farmaceutycznej, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu — dr Jolanta Dlugaszewska,
prof. dr hab. Marzena Gajg¢cka

5. Protonowanie i czasowo-rozdzielcze badania fluorescencji (H.1) — Instytut
Fizyki Eksperymentalnej, Wydziat Fizyki, Uniwersytet Warszawski — dr Piotr
Kasprzycki, dr hab. Piotr Fita

6. Badania technikami X-ray (H.1) — Zaklad Krystalografii, Wydzial Chemii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu — prof. Maria Gdaniec oraz
Katedra i Zaktad Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet

Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu — dr hab. Ewa Tykarska

IL. Podsumowanie

Bakterie Enterococcus faecalis sa gtéwna przyczyna infekcji miazgi zg¢ba, ktére jako
fakultatywne anaeroby moga przetrwa¢ warunki niesprzyjajace namnazaniu, zwlaszcza jesli
umiejscowig si¢ w kanalikach zgbinowych. E. faecalis wykazuje opornos¢ wzgledem wielu
antybiotykdw m.in. f-laktaméw (cefalosporyn), klindamycyny, tetracyklin, makrolidéw,
glikopeptydow. Potencjalnym narzedziem do eradykacji tego rodzaju bakterii, jest
fotodynamiczna terapia antymikrobiologiczna (PACT).

Celem przedstawionego Osiggni¢cia naukowego, byto zdefiniowanie przydatnosci
nowych fotouczulaczy z grupy porfirynoidéw, potencjalnie uzytecznych w leczeniu infekcji
jamy ustnej bakteriami E. faecalis. Zwiazki o najwigkszym potencjale zostaty
wyselekcjonowane sposréd 18 porfirynoidéw, w tym ftalocyjanin, chloryn i porfirazyn na
podstawie analizy fotochemicznej oraz aktywnos$ci fotodynamicznej in vitro.

Przeprowadzono kompleksowa oceng¢ wilasciwosci fotodynamicznych czterech
ftalocyjanin magnezu(Il) i cynku(Il), podstawionych w pozycjach nieperyferyjnych grupami
2-propoksylowymi, benzyloksylowymi bis(benzyloksy)benzyloksylowymi,
5-metylo-2-(propan-2-ylo)fenoksylowymi oraz 2-metylo-5-(propan-2-ylo)fenoksylowymi.
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Kolejng grupe stanowito szes¢ demetalowanych chloryn, zawierajacych w pozycjach mezo
podstawniki fenylowe, fluorofenylowe i trifluorometylofenylowe. Na ostatnig grupg badanych
zwigzkéw sktadato si¢ osiem porfirazyn magnezu(Il) oraz cynku(ll), zawierajacych w
peryferium  podstawniki ~ dimetyloaminowe, 2,5-dimetylopirolilowe, 2-fenylo-5-
metylopirolilowe, 2,5-difenylopirolilowe, 2,5-di(4"-chlorofenylo)pirolilowe,
2,5-di(bifenyl-4-ilo)pirolilowe oraz 2,3,5-trifenylopirolilowe.

W ocenie wlasciwosci absorpcyjnych uwzgledniono potozenie oraz intensywnos¢ dwoch
charakterystycznych dla grupy porfirynoidéw pasm, tj. Soreta oraz Q, wyznaczono polozenie
maksimOéw absorpcji oraz wartosci wspétczynnikéw molowych. Korzystny dla PDT/PACT
profil widma UV-Vis, posiadaty ftalocyjaniny H.1.1, H.2.1-H.2.3, H.3.1, H.3.2 wykazujace
intensywng absorpcje promieniowania w pasmie Q oraz znacznie mniej intensywng w pasmie
Soreta. Chloryny w poréwnaniu z ftalocyjaninami charakteryzowaty si¢ mniej intensywng
absorpcjg w czerwonym zakresie promieniowania, a w przypadku porfirazyn odnotowano oba
pasma o duzej intensywnosci.

Kolejnym etapem badan bylo wyznaczenie wydajnosci kwantowych fluorescencii,
wartosci niezbednych dla potencjalnego zastosowania porfirynoidow w antybakteryjnej
diagnostyce fotodynamicznej. Z danych literaturowych wynika, ze jednym z kierunkéw
rozwoju PACT jest wlasnie diagnostyka infekcji bakteryjnych, z wykorzystaniem zjawiska
fluorescencji fotouczulaczy. Zarejestrowane widma wzbudzenia stanowily lustrzane odbicia
elektronowych widm absorpcji, co wskazuje, ze geometria wzbudzonych zwigzkéw nie rézni
si¢ znaczaco od geometrii czasteczek w stanie podstawowym. W grupie ftalocyjanin
stwierdzono, ze intensywno$¢ fluorescencji jest proporcjonalna do rozmiaréw peryferium
ftalocyjaniny. Najwigksza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji na poziomie P =0,17,
wykazywata ftalocyjanina H.2.3 posiadajagca najbardziej rozbudowane podstawniki, tj.
3,5-bis(benzyloksy)benzyloksylowe. W grupie chloryn badano czasteczki zawierajace
zroznicowang liczbg atoméw fluoru. W przypadku chloryn H.5.1-H.5.4 z podstawnikami
fenylowymi 1 fluorofenylowymi zaobserwowano, ze elektronoakceptorowe atomy fluoru
wplywaly na obnizenie wydajnosci kwantowej fluorescencji. Na przyktad, chloryna H.5.1
nieposiadajaca w czasteczce atoméw fluoru wykazywata ®@g =0,19, podczas gdy H.5.4 z
dwudziestoma atomami posiadata ®g =0,15. Dla porfirazyn (H.6.1-H.6.8) odnotowano
zjawisko emisji dualnej, widma charakteryzowaly si¢ dwoma pasmami emisji w zakresie
UV-Vis. Pierwsze pasmo pojawialo si¢ w czerwonym zakresie widma 1 bylo rezultatem
transformacji stanu wzbudzonego S;, do stanu podstawowego Sy. Drugie przypisane

przejsciom czasteczki ze stanu S, do Sy, wystgpowalo w niebieskim zakresie promieniowania.
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Emisje dualng porfirazyn mozna uzyska¢ wzbudzajac zwigzek $wiattem UV, natomiast
wzbudzenie Swiattem czerwonym powoduje wyemitowanie tylko pasma dtugofalowego.

Jednym z istotnych parametrow okreslajagcych przydatnos¢ fotouczulaczy jest
fotostabilnos¢, ktérej znajomos¢ ma kluczowe znaczenie dla zoptymalizowania dozymetrii w
badaniach biologicznych (czas naswietlania, nat¢zenie i dawka promieniowania). Badane
porfirazyny 1 ftalocyjaniny w czasie naswietlania ulegaly fotowybielaniu, tworzyly sie
niskoczgsteczkowe bezbarwne zwigzki. Chloryny w przeciwienstwie do porfirazyn i
ftalocyjanin, eksponowane na $wiatlo widzialne, ulegaty fotodegradacji wg mechanizmu
fototransformacji, z wytworzeniem makrocyklicznych produktéw rozktadu i jednoczesng
zmiang barwy.

Kolejnym etapem badan bylo wyznaczenie wydajnosci generowania tlenu
singletowego, ktérego tworzenie jest istotnym procesem dla powodzenia leczenia wg
protokotu PACT. Tlen singletowy, jako wysoce reaktywny czynnik, niszczy komponenty
komorki prowadzac do jej Smierci. Generowanie tlenu singletowego wyznaczono metoda
posrednig, wykorzystujac jako wzorzec niepodstawiong ftalocyjaning cynku(Il) lub
bezposrednio przez pomiar fosforescencji przy A=1270 nm (H.2.1-H.2.3). Jako chemiczne
wygaszacze stosowano 1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF) lub rubren. Pierwsza badang grupg
byly ftalocyjaniny, ktére w zaleznosci od rodzaju jonu skoordynowanego w centrum
makrocykla oraz podstawnikéw peryferyjnych, generowaly tlen osiggajac maksymalng
wartos¢ ®,=0,18. Odnotowano, ze zastgpienie podstawnikéw 2-propoksylowych (H.2.1)
benzyloksylowymi (H.2.2), powoduje wzrost wydajnosci kwantowej. Natomiast dalsza
rozbudowa podstawnikéw benzyloksylowych do 3,5-bis(benzyloksy)benzyloksylowych
(H.2.3, ®,=0,13), nie wpltywa istotnie na wydajnos¢. Przyczyna braku proporcjonalnej
korelacji pomigdzy ,,wielko$cig podstawnika”, a warto$cig @, sg zawady przestrzenne.

Sposréd ocenianych trzech grup porfirynoidéw — zdecydowanie najbardziej obiecujace
wyniki generowania tlenu uzyskano dla chloryn. Wszystkie oceniane zwiazki (H.4.1, H.4.2
oraz H.5.1-H.5.4) generowaly tlen z wydajnoscia na poziomie wzorca, a w wielu
przypadkach zdecydowanie wyzszg. Jest to bardzo korzystna wtasciwos¢ poniewaz wysoka
wydajno$¢ generowania tlenu, umozliwia zmniejszenie dawki fotouczulacza, przy
zachowaniu efektu leczniczego na tym samym poziomie. Zwigzek H.5.4 wykazywat
zdecydowanie najkorzystniejszg zdolnos¢ generowania tlenu ®,=0,86, zaréwno sposrod
badanych chloryn, jak i w poréwnaniu z Foscanem — fotouczulaczem takze z grupy chloryn,
stosowanym juz w praktyce klinicznej. Ponadto, zaobserwowano zwigkszenie wydajnosci

kwantowej ze wzrostem liczby elektronoakceptorowych atoméw fluoru w czasteczce.
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Okazato si¢, ze znaczenie ma roéwniez potozenie atoméw fluoru w pierscieniu fenylowym
poniewaz czasteczki izomeryczne H.5.2 1 H.5.3, posiadajg zréznicowang wydajnos¢,
odpowiednio ®,=0,63 (pozycja orto) 1 ®,=0,59 (pozycja meta). Korelacje pomiedzy
wydajnosciag generowania tlenu obserwowano réwniez w przypadku czasteczek,
zawierajacych odpowiednio cztery (H.4.1, ®,=0,50) oraz osiem podstawnikow
(trifluorometylo)fenylowych (H.4.2, ©,=0,69).

Ocenie zdolno$ci generowania tlenu singletowego poddano rowniez grupe porfirazyn
H.6.1-H.6.8, a najlepszym generatorem okazat si¢ kompleks cynku(Il) z porfirazyng
podstawiong czterema grupami dimetyloaminowymi oraz czterema 2,5-dimetylopirolilowymi
(H.6.8). Podobnie jak w przypadku ftalocyjanin, poréwnujac wydajnos¢ kwantowa
porfirazyny cynku(Il) H.6.8 (®P,=0,25) oraz porfirazyny magnezu(Il) H.6.1 (®P,=0,14),
obserwowano efekt ciezkiego atomu. Natomiast redukcja symetrii czgsteczki powoduje
obnizenie wydajnosci, dla izomerycznych porfirazyn H.6.4 i H.6.7 z naprzemiennym i
nienaprzemiennym usytuowaniem podstawnikéw, uzyskano odpowiednio wartosci ®Pp=0,15
oraz ®P=0,04. Malg wydajnoscia kwantowa charakteryzowata si¢ porfirazyna H.6.5 z
podstawnikami  2,5-di(bifenyl-4-ilo)-pirolilowymi  poniewaz  rozbudowane  grupy
bifenylopirolilowe tworzg zawade przestrzenng, ktéra znaczaco utrudnia dostgp tlenu
czasteczkowego do pierscienia makrocyklicznego.

Wszystkie porfirynoidy poddano ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej wzgledem
Enterococcus faecalis. Jednocze$nie z powodu stabej rozpuszczalnosci w Srodowisku
wodnym, w badaniach in vitro zastosowano liposomy modyfikowane etanolem, nieaktywne
mikrobiologicznie. Porfirynoidy inkorporowane do modyfikowanych liposoméw wzbudzano
$wiattem w dawce 30 J/cm®. Aktywnosé fotouczulaczy testowano z wykorzystaniem trzech
stezen, tj. 100, 10 i 1 pmol/l, a otrzymane wyniki odnoszono do norm rekomendowanych
przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) dla zwiazkéw
przeciwbakteryjnych. Wg FDA przyjmuje si¢, ze zwigzek posiada wlasciwosci
przeciwbakteryjne, jezeli hamuje wzrost bakterii o 3 log CFU. W interpretacji wynikéw,
zwigzkami referencyjnymi dla ocenianych porfirynoidéw byty chloryna e6 (Ce6) oraz biekit
metylenowy (MB).

Sposréd badanych ftalocyjanin, zwigzki H.1.1, H.2.1 i H.2.2 zastosowane w stezeniu
100 pmol/l (mniejszym od wzorca), wykazywaty wysokg aktywno$¢ wzgledem E. faecalis,
spetniaty wymagania stawiane przez FDA 1 charakteryzowaly si¢ duzo wigksza aktywnoscig

od Ce6 1 MB. Na przykltad, w przypadku ftalocyjaniny cynku(Il) z podstawnikami
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2-propoksylowymi H.1.1, odnotowano redukcje zywych komérek bakterii o 5,7 log CFU,
czyli prawie dwukrotnie wieksza od ustalonej normy. Analogiczna ftalocyjanina magnezu(II)
H.2.1, redukowata wzrost bakterii o 3,61 log. Wazna obserwacja jest wyrazne zmniejszanie
aktywnosci przeciwbakteryjnej wraz z rozbudowg peryferium ftalocyjanin (H.1.1-H.2.2), az
do calkowitego braku aktywnosci w przypadku ftalocyjaniny magnezu(Il) (H.2.3), z
podstawnikami  3,5-bis(benzyloksy)benzyloksylowymi, pomimo generowania tlenu
singletowego z wydajnoscig 0,13. Natomiast pochodna H.3.1 oraz H.3.2 juz w st¢zeniu
10 pmol/l spetniaty wymogi FDA dla zwigzkéw przeciwbakteryjnych.

Bardzo wysoka zdolno$¢ do fotoinaktywacji E. faecalis obserwowano w grupie chloryn, a
uzyskane wartosci redukcji wzrostu bakterii znacznie przekroczyly wymagania wg FDA.
Najwigkszy potencjal wykazywaty demetalowane chloryny z podstawnikami fenylowymi i
fluorofenylowymi H.5.1-H.5.4. Zastosowane w st¢zeniu ponad 100-krotnie mniejszym niz
Ce6 i MB, powodowaty redukcje wzrostu badanych bakterii 50 razy silniej. Takze w
przypadku zastosowania chloryny z podstawnikami trifluorometylofenylowymi (H.4.1 oraz
H.4.2) w stezeniu 10-krotnie mniejszym, uzyskano wysokg aktywno$¢ fotodynamiczna,
znacznie przewyzszajaca wymagania, tj. log 4,05 i >5,44. Pochodna z podstawnikami
3,5-di(trifluorometylo)fenylowymi (H.4.2) juz przy st¢zeniu 100-krotnie mniejszym niz
wzorce tj. 1 pmol/l, powodowata 40 razy silniejszg redukcj¢ wzrostu E. faecalis, a jej wigksza
aktywno$¢ przeciwbakteryjng mozna powigza¢ z wydajnoscia generowania tlenu
singletowego.

Potencjat inaktywacji chloryn w st¢zeniu 1 pmol/l badano réwniez wzgledem
Staphylococcus ureus; wspdiczynnik redukcji wzrostu wigkszy od log 3 odnotowano dla
H.4.2 (4,09), H.5.1 (3,93), H.4.1 (3,27) H.5.2 (3.08).

W grupie porfirazyn wysoka aktywnos¢ wzgledem E. faecalis wykazywata porfirazyna
cynku(Il) z podstawnikami 2,5-dimetylopirolilowymi H.6.8, ktéra takze najkorzystniej
generowata tlen singletowy. Przy zastosowaniu st¢zenia 100 pmol/l i po ekspozycji na
promieniowanie 30 J/cm?, odnotowano aktywno$¢ przeciwbakteryjna >3,5 log.

Rozszerzeniem badan biologicznych bylo przeprowadzenie testu screeningowego
systemem Microtox®, ktéry umozliwia ocen¢ toksycznosci ciemnej. Test 81.9% Microtox®
jest oparty na wtasciwosciach bioluminescencyjnych bakterii Vibrio fischeri, ktére pod
wpltywem ekspozycji na czynnik toksyczny wymierajg tracgc zdolno$¢ bioluminescenciji.
Vibrio fischeri poddano dziataniu badanych makrocykli (faza ciemna), ktére zastosowano w

stezeniach analogicznych, jakie uzyto przeciw E. faecalis. Otrzymane wyniki wskazuja na
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niska toksyczno$¢ w fazie ciemnej wiekszosci badanych makrocykli. Jest to korzystna

wlasciwos$¢, poniewaz zwigksza selektywno$¢ metody i pozwala na wykorzystanie procesu

fotodynamicznego tylko w miejscach chorobowo zmienionych.

Ciekawe zjawisko odnotowano dla ftalocyjaniny magnezu(Il) z podstawnikami

benzyloksylowymi H.2.2 oraz dla demetalowanej chloryny H.5.4 posiadajacej podstawniki

pentafluorofenylowe, ktére powodowaty nasilenie bioluminescencji, co przypisano zjawisku

hormezy. Zjawisko hormezy jest specyficzng formg stymulacji wzrostu organizméw, po

ekspozycji na niskie dawki ksenobiotykéw.

Najbardziej istotne osiagniecia

1.

Przeprowadzono kompleksowg oceng wtasciwosci fotochemicznych osiemnastu nowych
porfirynoidéw z grupy ftalocyjanin, chloryn i porfirazyn

Wskazano zwigzki posiadajace najkorzystniejsze parametry, wymagane od potencjalnych
fotosensybilizatorow  stosowanych ~w  antybakteryjnej terapii 1 diagnostyce
fotodynamicznej (PACT):

(1) demetalowana chloryna z czterema podstawnikami fenylowymi H.5.1 — najwigksza
wydajnos$¢ kwantowa emisji

(i) demetalowana chloryna z czterema podstawnikami pentafluorofenylowymi H.5.4
(najlepsza zdolno$¢ generowania tlenu singletowego)

(1i1) ftalocyjanina magnezu(Il) z osmioma podstawnikami
bis(benzyloksy)benzyloksylowymi w pozycjach nieperyferyjnych — H.2.3 (najwicksza
fotostabilnos¢)

Wykazano, ze najwiekszy potencjal w leczeniu infekcji jamy ustnej bakteriami
Enterococcus faecalis, posiadaja inkorporowane do modyfikowanych liposoméw
demetalowane chloryny z czterema podstawnikami fenylowymi, difluorofenylowymi
oraz pentafluorofenylowymi — H.5.1-H.5.4

Stwierdzono, ze najkorzystniejsze wtasciwosci dla endodoncji ze wzgledu na
najskuteczniejszg fotoinaktywacje Enterococcus faecalis, a takze generowanie tlenu

singletowego z najlepszg wydajnoscig kwantowg - posiada chloryna H.5.4
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5. Oméwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych
5.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed wuzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Jestem absolwentem Liceum Ogdlnoksztatcacego im. Janka z Czarnkowa w Czarnkowie.
Zainteresowanie chemig przejawiatem juz w szkole $redniej, wielokrotnie z dobrymi
rezultatami bralem udzial w Konkursach i Olimpiadach Chemicznych (Laureat
Ogdlnopolskiego Konkursu Chemicznego organizowanego na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, Konkursu Chemicznego organizowanego przez Wydziat
Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu). Po zdaniu matury rozpoczatem
studia na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej/obecnie Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, pomimo, ze moglem podja¢ studia bez egzaminu
wstepnego na Wydziale Chemii UMK lub UAM. Studia ukonczylem z wynikiem bardzo
dobry w 2007 roku, wykonaniem pracy magisterskiej pt. ,,Synteza pochodnych amidowych
antrachinonéw 1 ich analogéw pochodnych nafto[2,3-b]tiofen-4,9-dionu, potencjalnych
inhibitoréw telomerazy” w Katedrze i Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw
Leczniczych. Celem pracy bylo otrzymanie nowych zwigzkéw zdolnych do hamowania
telomerazy poprzez stabilizacj¢ G-kwartetu, struktury tworzacej si¢ z jednoniciowego konca
telomeréw. Struktura ta blokuje dzialanie telomerazy, enzymu odpowiedzialnego za
niesSmiertelno$¢ komérek nowotworowych. W ramach pracy magisterskiej otrzymano osiem
nowych pochodnych amidowych antrachinonu, potencjalnych inhibitoréw telomerazy (zat. 4
pkt. II D 5, 6). W roku 2006, bedac jeszcze studentem IV roku kierunku Farmacja,
rozpoczatem studia na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Studia na drugim kierunku ukonczylem wykonaniem pracy inzynierskiej pt.
»Interakcje lek — zywnos¢” (zat. 4 pkt. I D 3). W roku 2008 odbylem 6-miesigczny
obowiazkowy staz apteczny w aptece "Na Garbarach” w Poznaniu. Nast¢pnie, pracowatem w
aptece ogdélnodostepnej na stanowisku magister farmacji. W 2009 roku rozpoczalem prace w
Katedrze i1 Zakladzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej na stanowisku asystenta i
wlaczytem sie w realizowang wowczas tematyke badawcza Zespotu, dotyczacg fotodegradacji
substancji leczniczych 1 gotowych postaci lekow. Szczegélnym obiektem mojego
zainteresowania byty substancje lecznicze z grupy inhibitoréw 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
koenzymu A (HMG-CoA). Przeprowadzone badania, w ktérych wspétuczestniczylem
dotyczyly oceny trwatosci fotochemicznej pitawastatyny, fluwastatyny, lowastatyny,

simwastatyny, glenwastatyny oraz atorwastatyny wg zalecen I wersji Dokumentu ICH
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(International Conference on Harmonization) [142]. W Dokumencie ICH znajduja si¢ opisy
zunifikowanych procedur testowania fotostabilnosci, wskazania dotyczace zalecanych Zrddet
$wiatta, komoér, warunkéw podczas naswietlania oraz protokoty badania ré6znych formulacji.
W przypadku glenwastatyny wyizolowano produkty fotorozktadu z wykorzystaniem
semipreparatywnej HPLC, a nast¢gpnie badano technika MS. Stwierdzono, ze tancuch
heptenowy zostaje utleniony, a dalsza cyklizacja prowadzi do powstania dwdch
stereoizomerdw zawierajacych trzy skondensowane pierscienie. Natomiast w odniesieniu do
pitawastatyny udowodniono powstanie sze$ciu produktéw, w tym dwoch giéwnych, a
mianowicie  6-cyklopropylo-10-fluoro-7,8-dihydrobenzo[k]fenantrydyny ~ (PP3)  oraz
6-cyklopropylo-10-fluorobenzo[k]fenantrydyny  (PP4) — tetracyklicznych  produktow
powstalych na skutek fotocyklizacji bocznego tancucha. Cytotoksyczno$¢ pitawastatyny i
produktéw fotorozpadu zbadano na ludzkich keratynocytach NCTC-2544 i wykazano, ze
wszystkie trzy zwigzki wykazuja efekty fototoksyczne. Badania przeprowadzone cytometrem
przeptywowym wykazaty, ze pitawastatyna oraz PP4 powoduja giéwnie nekroze badanych
komoérek (NCTC-2544). Trzecim zagadnieniem, ktére analizowalem, byla funkcjonalizacja
wielo$ciennych nanorurek weglowych oraz proby ich zwigzania z pitawastatyng. Odnotowano
zwickszong fotostabilno$¢ pitawastatyny po naniesieniu na nanorurki weglowe (zat. 4 pkt. II
A 20, 22, 24).

W tym okresie, pozostajac w dalszym ciggu w krggu zainteresowan fotochemii, swoje
naukowe badania skupitem na zagadnieniach zwigzanych z terapig fotodynamiczna, ze
szczegblnym uwzglednieniem zwigzkéw stosowanych jako fotosensybilizatory. Efektem
studiowania 1 analizy pisSmiennictwa byt cykl 3 prac o charakterze pogladowym, ktére
dotyczyly procedury przeprowadzania, stosowanych lekéw oraz perspektyw rozwoju PDT.
Szczegdétowo zostaty przedyskutowane zagadnienia dotyczace porfiryn, chloryn, teksafiryn,
ftalocyjanin, terapii §rédmigzszowej i nos$nikéw fotouczulaczy (zal. 4 pkt. II D 1, 2, 4).
Jednoczesnie rozpoczalem badania eksperymentalne dotyczace oceny wilasciwosci
fizykochemicznych 1 fotochemicznych porfirynoidéw z grupy porfirazyn 1 ftalocyjanin, ktére
stanowity temat mojej rozprawy doktorskiej pt. ,,Ocena fotochemiczna porfirazyn i
ftalocyjanin z podstawnikami heterocyklicznymi i alkoksylowymi o potencjalnym
zastosowaniu w terapii fotodynamicznej”’. Szczegélowym obiektem badan byly pochodne
ftalocyjanin 1 porfirazyn, dla ktérych przeprowadzilem kompleksowa oceng¢ wiasciwosci
fotofizycznych i fotodynamicznych. Badania aktywnosci biologicznej prowadzilem na liniach
komérkowych HelLa, CEM oraz SK-MEL-5, w fazie jasnej oraz w ciemnej. Najbardziej
aktywny zwiazek tj. ftalocyjanina cynku(Il) charakteryzowata si¢ ICs5o=500 nmol/l wzgledem
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CEM, 72 nmol/l wzglegdem HeLa oraz 81 nmol/l wzglgdem SK-MEL-5. Porfirazyna cynku(II)
efektywnie po naswietleniu inaktywowala wirusy: opryszczki typu 1 1 2, ospy,
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej. Ftalocyjanina miedzi(Il) po naswietleniu skutecznie
inaktywowala wirusa: Sindbis, opryszczki typu 1, paragrypy, Punta Toro, Grypy typu A
podtypu HIN1 i H3N2 oraz Grypy typu B (zal. 4 pkt. IT A 8, 13, 18, 19, 21).

Podczas realizacji doktoratu nawigzatem wspoétprace z dr hab. Piotrem Fita z Wydziatu
Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie w roku 2012 odbylem tygodniowy staz podczas,
ktérego zapoznalem si¢ z zagadnieniami pomiarOw absorpcji przejsciowej i zanikOow
fluorescencji. Jeden z etapow mojego doktoratu dotyczyt zagadnienia fotoinaktywacji
wirusow. W celu szerszego zapoznania si¢ z tym tematem, w roku 2013 nawigzalem kontakt z
prof. Janem Balzarinim z Katholieke Universiteit Leuven, Rega Institute, gdzie odbytem
2-tygodniowy staz naukowy. Podczas pobytu w Laboratorium prof. J. Balzariniego,
zapoznalem si¢ z  zagadnieniami metodyki prowadzenia badan  aktywnoS$ci
przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych porfirynoidéw.

Prace doktorska obronitem z wyrdznieniem w lutym 2015 roku, uzyskujac jednoczesnie
nominacj¢ Rady Wydziatu Farmaceutycznego do finalu Konkursu ,Lider Nauk
Farmaceutycznych”.

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej byty cze$ciowo realizowane w ramach
projektéow badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego,
ktérych bytem wspétwykonawcy:

1. ,Koniugaty porfirazynowo-nitroimidazolowe, jako fotosensybilizatory dla terapii
fotofotodynamicznej”, nr N401 067 238

2. ,Modyfikowane porfirynoidy o potencjalnym zastosowaniu w terapii oraz diagnostyce
choréb nowotworowych i infekcji wirusem grypy”, nr N404 069440

Ponadto bytem stypendysta:

1. Trzykrotnie — ,,Wsparcie stypendialne dla doktorantéw na kierunkach uznanych za
strategiczne z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”, Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki, w latach 2012-2014

2.  Programu ,Etiuda 17 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki
2013/08/T/NZ7/00242

W okresie przed doktoratem prowadzilem zajecia (¢wiczenia 1 seminaria) z przedmiotu
,»Chemia ogdlna” ze studentami kierunku Kosmetologia, ,,Chemia analityczna iloSciowa” oraz
,»Chemia instrumentalna” na kierunku Farmacja. Petitem takze funkcj¢ opiekuna czterech

prac magisterskich.
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Za cykl oryginalnych publikacji naukowych dotyczacych syntezy i oceny wtasciwosci
fotochemicznych fotouczulaczy z grupy porfirynoidéw, otrzymatem 3-krotnie Zespotowag
Naukowg Nagrode Rektora Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu — za rok 2012, 2013 i
2014.

W latach 2009-2014 tj. przed obrong pracy doktorskiej, opublikowatem jako wspotautor
8 prac oryginalnych, 5 prac przegladowych oraz jedng pracg¢ o charakterze popularno-
naukowym. Bralem czynny udzial w 16 konferencjach, zjazdach i sympozjach naukowych, w
tym 2 zagranicznych oraz 14 krajowych. Za prezentacj¢ pracy na I Miedzynarodowe;j
Konferencji Naukowej — Oxygenalia 2012 pt. “Tlen pierwiastkiem zycia” otrzymatem
wyrdznienie.

Pelnitem réwniez funkcje recenzenta 2 manuskryptéw dla czasopisma Journal of

Photochemistry and Photobiology A: Chemistry — 2012 rok.

5.2. Osiagniecia naukowe po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatem i rozwijatem tematyke badawcza dotyczaca
oceny fotochemicznej fotosensybilizatoréw. W celu poszerzenia wiedzy i rozwinigcia
warsztatu badawczego, odbylem 2 staze naukowe w Universidad Autonoma de Madrid w
Hiszpanii, pierwszy 4-miesi¢czny w roku 2015 oraz miesigczny w 2016 roku. W laboratorium
kierowanym przez prof. Tomasa Torresa zajmowalem si¢ syntezg i charakterystyka nowych
pochodnych ftalocyjanin cynku(Il), zawierajacych jako podstawniki peryferyjne grupy
N-metylo-3-oksy-5-perylenopirydylowe oraz ferrocenowe.
W tym okresie moje szczegdlne zainteresowania naukowe, poza opisanymi jako Osiggnigcie
habilitacyjne, skupialy si¢ na trzech gtéwnych dziedzinach: (1) teranostyczne liposomy dla
terapii 1 diagnostyki, (2) ocena wtasciwosci fotochemicznych dendrymerycznych porfirazyn,

(3) badania protonowania porfirazyn i ftalocyjanin.

5.2.1. Teranostyczne liposomy dla terapii i diagnostyki
Gtéwnym celem badan, w ktérych wspoétuczestniczylem/uczestniczg byto otrzymanie nowych
liposoméw GdLip oraz ich charakterystyka. Nosniki zawierajace jony Gd(III) wykazujace
wlasciwosci paramagnetyczne moga by¢ uzyteczne w obrazowaniu MRI, dostarczajac do
miejsc docelowych makrocykle ftalocyjaninowe [143,144]. W badaniach wykorzystano
niepodstawiong ftalocyjaning cynku(Il), jako modelowy zwigzek. Otrzymane liposomy GdLip
z inkorporowanym fotouczulaczem byty charakteryzowane z wykorzystaniem kilku metod:

okreslono $rednice, potencjal zeta, wydajno$¢ inkorporowania oraz stabilno$¢. Nastepnie
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liposomy GdLip poddano badaniom fotochemicznym oraz okreslono zdolno$¢ emisji sygnatu
rezonansu magnetycznego. Zaklada si¢, ze wyniki zaproponowanych badah umozliwig
okreslenie wplywu sktadu lipidowego liposomdéw, rozmiaru liposoméw, wydajnosci
inkorporacji na sygnat rezonansu magnetycznego (MR), na wtasciwosci kontrastowe jondw
Gd(III) oraz aktywnos¢ fotodynamiczng inkorporowanego fotouczulacza. Liposomy GdLip
dostarczg chelat Gd(III) — czynnik diagnostyczny, umozliwiajac diagnozowanie nowotworéw
metoda MR 1 jednocze$nie czynnik terapeutyczny — fotouczulacz, ktory selektywnie
naswietlony produkuje tlen singletowy, prowadzac do $mierci komdrek nowotworowych.
Badania fizykochemiczne nowych liposoméw obejmuja okreslenie ich wielko$ci metoda
NTA (analiza $ledzenia nanoczastek), wyznaczenie temperatury przejs¢ fazowych metoda
DSC oraz ocen¢ zdolnosSci generowania tlenu singletowego. Nastepnie, przeprowadzone
zostang pomiary relaksacji w polu magnetycznym o dwéch réznych czestotliwosciach 9.4 T
(400 MHz) oraz 0.39 T (16.5 MHz). Okreslona zostanie rowniez cytotoksyczno$¢ oraz
aktywnos¢ fotodynamiczna wzgledem komorek nowotworowych (HeLa) oraz prawidtowych.
Dotychczasowe wyniki wskazaty wyraznie wyzsza wydajno$s¢ kwantowg generowania tlenu
singletowego, po inkorporowaniu ZnPc do GdLip ztozonych z lipidéw niepegylowanych,
zawierajacych L-a-fosfatydyloglicerol w poréwnaniu do no$nikéw z lipidami kationowymi

i/lub pegylowanymi (zal. 4 pkt. I A 4).

5.2.2. Ocena wtasciwosci fotochemicznych dendrymerycznych porfirazyn

Jako wspotwykonawca uczestniczylem w badaniach dotyczacych systematyczne;j
mozliwosci rozbudowy peryferium porfirazyn, giéwnie siarkowych oraz azotowych. Efektem
prac bylo otrzymanie rozgal¢zionych struktur dendrymerycznych, sktadajacych sie ze
zdefiniowanych 1 powtarzajacych si¢ wielokrotnie wielofunkcyjnych jednostek (meréw).
Uzyskano nowe porfirazyny i tribenzoporfirazyny funkcjonalizowane ugrupowaniami
izoftaloksyalkilowymi,  benzylowymi (dendrony typu Frecheta GO i1 Gl),
4-metoksyfenylowymi, 4-benzoksyfenylowymi, 3,5-dibenzoksyfenylowymi, butoksylowymi.
Zbadano  wlasciwosci  przeciwnowotworowe  czterech  najbardziej  obiecujacych
tribenzoporfirazyn siarkowych, pod katem fotosensybilizacji w terapii fotodynamicznej. Z
uzyskanych danych wynika, iz zwiagzki te wykazuja bardzo wysoka — nanomolowg aktywnos¢
fotodynamiczng zaré6wno w postaci wolnej, jak i po wbudowaniu w liposomy.
Przeprowadzono szczegétowa analize absorpcyjno-emisyjng i charakterystyke fotofizyczna.
Badania wlasciwosci emisyjnych polegaty na analizie przebiegu rejestrowanych widm, a

takze wyznaczeniu wydajnosci kwantowych fluorescencji. Oceniono takze tendencje do
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agregacji w DMF lub w DMSO. Wykonano ocen¢ oddziatywan wybranych nowych
porfirazyn z tetratiafulwalenem, chlorkiem gadolinu oraz substancja czynna farmaceutycznie
— nifedyping. Analize przeprowadzono wykorzystujac metode Joba, czyli metode zmian
ciggtych. Proces kompleksowania zaobserwowano tylko w przypadku porfirazyny
magnezowe] z podstawnikami 3,5-dihydroksymetylofenoksybutylosulfanylowymi oraz
tetratiafulwalenu. Przeprowadzono ocen¢ zdolnoSci generowania tlenu singletowego oraz
trwatosci fotochemicznej, a najlepszymi parametrami charakteryzowata si¢ modyfikowana
tribenzoporfirazyna z podstawnikami izoftaloksyalkilowymi oraz
3,5-dihydroksymetylofenoksybutylosulfanylowymi.

Dla czterech dendrymerycznych porfirazyn posiadajacych peryferyjne ugrupowania
izoftaloksyalkiloosulfanylowe przeprowadzono badania witasciwosci elektrochemicznych.
Pomiary przy uzyciu woltamperometrii cyklicznej wykazaty dobrg odwracalnos$¢
elektrochemiczng badanych zwigzkéw. Porfirazyna kobaltowa, ze wzgledu na wystepowanie
przemian redoks spowodowanych obecno$cig aktywnego jonu centralnego, moze znalez¢
potencjalne zastosowanie jako katalizator przeniesienia tadunku w reakcjach utleniania—
redukcji. Natomiast porfirazyna z podstawnikami izoftalobutoksylowymi i jonem Co(II)
zostala poddana badaniom elektrokatalitycznym na elektrodzie modyfikowanej nanorurkami
weglowymi. Oceniono reakcje utlenienia hydrazyny w  obecnosci  katalizatora

porfirynoidowego z jonami Co(Il) (zat. 4 pkt. IT A 3, 5,7, 9, 10, 12, 14, 15).

5.2.3. Badania protonowania porfirazyn i ftalocyjanin

Zakres badan dotyczyl protonowania oraz agregacji dwoch metaloftalocyjanin (cynku
1 magnezu) z nieperyferyjnymi podstawnikami 1,4,7-trioksanonylowymi. Oba zwiazki fatwo
ulegaly protonowaniu w rozpuszczalnikach organicznych, a jon metalu w centrum
makrocykla silnie wptywat na przebieg procesu. Odnotowano, ze pochodna magnezowa
tworzy formy cis-protonowane natomiast pochodna cynkowa — trans. Dodatkowo dla
ftalocyjanin podstawionych nieperyferyjnie grupami n-butyloksylowymi stwierdzono, ze
tworzenie protonowanych form cis, jest powszechnym zjawiskiem dla magnezowych
ftalocyjanin alkoksylowych. Wykazano ponadto, ze tworzenie formy cis nast¢puje w duzo
nizszych stezeniach jonéw wodorowych niz w przypadku formy frans. Badania agregacji
wykazaty, ze ftalocyjaniny trioksanonylowe z inkorporowanym jonem magnezu, latwiej
tworzg fluoryzujace agregaty typu H w rozpuszczalnikach niekoordynujacych w poréwnaniu

z pochodnymi cynkowymi. Powstawanie agregatéw typu J jest blokowane przez tworzenie

47



wewnatrzczasteczkowych wigzan koordynacyjnych pomiedzy atomami tlenu podstawnikow,

a jonem metalu w centrum makrocykla (zat. 4 pkt. IT A 6).

Po uzyskaniu stopnia doktora do chwili obecnej — jestem wspétautorem 27 prac
oryginalnych, 3 przegladowych oraz 29 komunikatéw zjazdowych (w tym 1 wystgpienie
ustne), prezentowanych na konferencjach krajowych oraz migdzynarodowych. Na XI
International School-Conference of Young Scientists on Chemistry of Porphyrins and their
Analogues, Ivanovo, zostalem nagrodzony za najlepiej przedstawiong prezentacje ustng —
2017 rok.

W tym okresie petnitem funkcje kierownika jednego projektu badawczego finansowanego
przez NCN (Theranostic GdLip: Bifunkcjonalne liposomy jako no$niki jonéw gadolinu i
fotouczulaczy ftalocyjaninowych o potencjalnym zastosowaniu w obrazowaniu MR 1 terapii
fotodynamicznej, 2012/07/N/NZ7/04325), natomiast w trzech projektach bylem wykonawcg
(2016/21/B/NZ9/00783; 2016/21/D/NZ7/01607; 2012/05/E/NZ7/01204).

W latach 2017-2019 wykonatem 7 recenzji manuskryptow dla indeksowanych czasopism
naukowych (Molecules, Biomolecules, International Journal of Molecular Sciences, Journal

of Materials Chemistry C).

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowalem zajecia ze studentami kierunku
Farmacja, Kosmetologia, Analityka medyczna (¢wiczenia i seminaria). Uczestniczylem w
zajeciach fakultatywnych ,,Srodki diagnostyczne i metody obrazowania” na kierunku
Farmacja. Ponadto prowadzitem/prowadze r6zne formy zaje¢ na nowym kierunku — Analityka
kryminalistyczna i sagdowa. Dla tego kierunku opracowalem program nauczania, sylabusa i
prowadzilem zajecia z przedmiotu ,,Toksyczno$¢ zwigzkéw nieorganicznych”. Bior¢ rowniez
udziatl w realizacji zaje¢ dydaktycznych w ramach pracowni specjalistycznej dla studentéow V
roku na kierunku Farmacja.

Dotychczas uczestniczylem w realizacji 8 prac magisterskich, w tym 2 razy w funkcji
kierownika, a 6 razy opiekuna, wykonywanych w macierzystej Katedrze (lata 2010-2018).

Praca magisterska zrealizowana pod moja opieka 1 kierownictwem przez studenta Daniela
Zientala, zostata wykonana w ramach programu Erasmus we wspétpracy z prof. Tomasem
Torresem i prof. Salome Rodriguez-Morgade z Departamento Chimica Organica, Universidad
Autonoma de Madrid (rok 2018 rok). Ponadto autor jednej pracy magisterskiej zostat
laureatem I miejsca 54. Wydzialowego Konkursu Prac Magisterskich (2018 rok). Bylem
recenzentem 6 prac magisterskich wykonanych na kierunku Farmacja, 2 prac licencjackich na

kierunku Kosmetologia oraz jednej na kierunku Biotechnologia. Recenzowalem takze prace
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magisterskie na potrzeby Wydzialtowego Konkursu Prac Magisterskich, Wydziatu
Farmaceutycznego UMP.

W macierzystej Katedrze zatozytem oraz jestem opiekunem Studenckiego Kota Naukowego
,Fotochemia Zwigzkéw Makrocyklicznych”. Cztonkowie Kota uczestnicza w konferencjach i
zjazdach naukowych i dwukrotnie zdobyli I miejsce na Ogdlnopolskim Konkursie Prac
Naukowych, Polskiego Towarzystwa Studentéw Farmacji — rok 2017 1 2018.

W ramach upowszechniania nauki prowadzitem wyklady dla uczniéw LO im. Ksi¢znej
Elzbiety w Szczecinku oraz dla uczniéw LO im. Janka z Czarnkowa w Czarnkowie. Od kilku
lat biore czynny udzial w organizacji Festiwalu Nauki i Sztuki, prezentujac pokazy chemiczne
dla uczniéw szkot srednich.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora za dziatalno$¢ naukowg otrzymatem Indywidualng
Nagrod¢ Naukowg Rektora UMP (rok 2016 ), dwie Zespolowe Nagrody Naukowe Rektora
UMP (rok 2015, 2017). W roku 2017 otrzymatem Zespolowa Nagrode Rektora za

Osiagnigcia Organizacyjne.

6. Oferta naukowa Habilitanta

Dynamiczny wzrost opornosci mikroorganizméw na wiele typéw antybiotykdw wymusza
poszukiwanie nowych niekonwencjonalnych metod leczenia infekcji. Obserwuje si¢ wzrost
wystepowania infekcji opornych na antybiotyki bakterii takich jak S. aureus, E. faecium,
E. coli, K. pneumoniae, oraz P. aeruginosa. Jednocze$nie systematycznie wzrasta
zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe. Z tego wzgledu, ciggle aktualne jest poszukiwanie
nowych 1 doskonalenie juz istniejagcych metod leczenia, np. terapii fotodynamicznej. O
powodzeniu terapii decyduje efektywne wzbudzenie fotouczulacza Swiattem, jednak z uwagi
na fakt, iz $wiatto w ograniczonym stopniu penetruje tkanki PDT posiada pewne
ograniczenia.

Wobec powyzszego planuj¢ prowadzenie badan nad wprowadzeniem do terapii
fotodynamicznej nowego czynnika wzbudzajagcego fotouczulacz, a mianowicie
ultradzwigkéw. Wiadomo, ze ultradzwieki o wysokiej intensywnosci indukuja dysocjacje i
tworzenie rodnikdw oraz wzbudzenie molekut. Opisane zjawisko stanowi podstawe
sonochemii — zajmujacej si¢ procesami inicjowanymi przez ultradzwieki. Poczatkowo
uwazano, ze efekt sonodynamiczny jest analogiczny do efektu fotodynamicznego, a energia
jest przekazywana z uczulacza na tlen czgsteczkowy. Kolejne eksperymenty pokazaty, ze
sonodynamiczny efekt terapeutyczny wykazuje mechanizm ztozony. Formy posrednie

tworzace si¢ w czasie procesu nie zostaly dotad zidentyfikowane. W zwigzku z tym, celem
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moich badan begdzie ustalenie zalezno$ci pomigdzy aktywno$cig biologiczng wzgledem

bakterii i komérek nowotworowych a strukturg uczulacza, intensywnoscia, czgstotliwoscia

ultradzwigkéw. Zaktadam, ze rozszerzenie wiedzy na temat terapii sonodynamicznej

umozliwi jej rozwdj i wprowadzenie do uzytku klinicznego.
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