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1. Imie¢ i Nazwisko: Andrzej Marcin Bugaj

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

Dyplom magistra farmacji z wyrdznieniem — uzyskany w dniu 21 pazdziernika
1988 na podstawie pracy magisterskiej ,,Fotochemiczne i fotofizyczne
wlasciwosci tiokumaryny w roztworach niewodnych”, wykonanej w Zaktadzie
Fotochemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Promotor: Prof. dr Jan Wojtczak.

Stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych — uzyskany w dniu
21 listopada 1994 na podstawie rozprawy doktorskiej ,,Kinetyka i mechanizm
fotodegradacji azatiopryny”, wykonanej w Katedrze 1 Zakladzie Chemii
Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
(dawniej Akademii Medycznej) im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Promotor: Prof. dr hab. n. farm. Barbara Marciniec.

Dyplom specjalisty II stopnia z zakresu farmacji klinicznej, uzyskany w dniu
24 listopada 2002, na podstawie egzaminu ztozonego w ramach Studium
Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego (dawniej Akademii
Medycznej) im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Opiekun naukowy
specjalizacji: dr n. farm. Marek Chuchracki.

Dyplom specjalisty I stopnia z zakresu analityki farmaceutycznej, uzyskany
w dniu 21 listopada 1993, na podstawie egzaminu ztozonego w ramach Studium
Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego (dawniej Akademii
Medycznej) im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Opiekun naukowy
specjalizacji: Prof. dr hab. n. farm. Barbara Marciniec.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1) Poznan, Wyzsza Szkota Zdrowia, Urody i Edukac;ji:.
1.09.2011 do chwili obecnej
Wyktadowca, Wydziat Kosmetologii, studia II stopnia.

2) Warszawa, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego
Poznan, Studium Ksztatcenia Podyplomowego UMP
2010-2014
Opiekun naukowy Specjalizacji w Dziedzinie Farmacji Klinicznej dla absolwentow
Wydzialéw Farmaceutycznych Akademii i Uniwersytetow Medycznych z calej
Polski.

3) Nantes (Francja), Laboratoire de Photobiologie des Cancers, Département Laser,
Centre Hospitalier Universitaire ,,Nord Laénnec”, Université de Nantes:
1.01-31.05.2006

,,Maitre de conférence invité”.



4) Poznan, Uniwersytet Medyczny (dawniej Akademia Medyczna)
im. Karola Marcinkowskiego:
1.02.1996-30.09.2005
Adiunkt, Katedra 1 Zaktad Farmacji Klinicznej i Biofarmac;ji,
Wydziat Farmaceutyczny.

1.01.1995-31.01.1996
Asystent, Katedra i Zaktad Farmacji Klinicznej 1 Biofarmacji,
Wydzial Farmaceutyczny.

1.02.-31.12.1995
Asystent, Zaktad Informatyki i1 Statystyki Medycznej, Wydziat Lekarski II.

1.10.1989-31.12.1993
Studia Doktoranckie, Katedra i Zaktad Chemii Farmaceutycznej,
Wydziat Farmaceutyczny.

1.10.1988-30.09.1989
Asystent, Pracownia Matematyki, Katedra 1 Zaktad Toksykologii,
Wydzial Farmaceutyczny.

4. Wskazanie osiagniecia bedacego podstawa wniosku habilitacyjnego

a) tytul osiagniecia naukowego bedacego podstawe wniosku habilitacyjnego:

Wybrane aspekty fotochemioterapii doswiadczalnej

b) Publikacje stanowiace osiagniecie bedace podstawa wniosku habilitacyjnego:

Osiggnigciem naukowym, bedacym podstawa wniosku habilitacyjnego, jest spdjny
tematycznie cykl czterech anglojezycznych publikacji, opublikowanych po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora. Dla kazdej pracy podano wspotczynnik oddzialywania czasopisma
(Impact Factor) oraz punktacj¢ MNiSW.

1)

2)

A.M. Bugaj. Targeted photodynamic therapy — a promising strategy of tumor treatment.
Photochem Photobiol Sci 2011; 10: 1097—-1109. IF = 2,584; MNiSW = 27,0.

Wktad wiasny: koncepcja pracy, zaplanowanie badan, zbieranie pismiennictwa,
wykonanie badan, analiza danych, przygotowanie manuskryptu, korespondencja z
edytorem, korekta pracy.

Moj udziat procentowy wynosi 100%.

A. Kawczyk-Krupka, A.M. Bugaj, W. Latos, K. Zaremba, K. Wawrzyniec, M.
Kucharzewski, A. Sieron. Photodynamic therapy in colorectal cancer treatment — the
state of the art in preclinical research. Photodiagn Photodyn Ther 2016; 13: 158—174.
IF =2,219; MNiSW = 25,0.

Wktad witasny: wspotudzial w zbieraniu pismiennictwa, wykonaniu badan, analizie
danych, przygotowaniu manuskryptu, korekcie pracy.

Moj udziat procentowy szacuje na 60%.



3) A. Kawczyk-Krupka, A.M. Bugaj, W. Latos, K. Wawrzyniec, P. Ole$, A. Mertas, Z.
Czuba, W. Krol, K. Sieron-Stoltny, A. Sieron. ALA-mediated photodynamic effect on
apoptosis induction and secretion of macrophage migration inhibitory factor (MIF) and
of monocyte chemotactic protein (MCP-1) by colon cancer cells in normoxia and in
hypoxia-like conditions in vitro. Photodiagn Photodyn Ther 2015; 12: 27-35.
IF =2,014; MNiSW=20,0.

Wktad wiasny: wspotudzial w interpretacji wynikow, zbieraniu pismiennictwa,
przygotowaniu manuskryptu oraz korekcie pracy.
Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

4) A. Bugaj, M. Kwitniewski, V. lani, A. Juzeniene, P. Juzenas, L.W. Ma, J. Moan.
Photodynamic therapy with di-L-arginine protoporphyrinate on WiDr human colon
adenocarcinoma xenografts in athymic nude mice. Photodiagn Photodyn Ther 2007; 4:
237-241. MNiSW = 3,0.

Wktad wiasny: koncepcja pracy, zaplanowanie badan, zbieranie pismiennictwa,
wspotudziat w wykonaniu badan i analizie danych, analiza statystyczna, przygotowanie
manuskryptu, korespondencja z edytorem, korekta pracy.

Moj udziat procentowy szacuje na 90%

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

Wstep.

Swiatlo jest istotne dla zycia wielu organizméw roglinnych i zwierzecych. Wiele
procesow zyciowych, poczawszy od wegetacji roslin poprzez procesy widzenia i opalania
skoéry po rytmy okolodobowe jest uzalezniona od dziatania §wiatta [1-3]. Lecznicze dziatanie
$wiatta na organizm cztowieka znane bylo juz w starozytnych Indiach, Chinach i1 Egipcie, a
grecki historyk Herodot (ok.484-0k.426 p.n.e.) jako pierwszy opisat pozytywny wpltyw
promieni stonecznych na wytrzymato$¢ kosci [4-8]. Na poczatku XIX w. polski lekarz, chemik
i biolog Jedrzej Sniadecki zwrdcit uwage na korzystne dziatanie §wiatta stonecznego w leczeniu
krzywicy [5, 6], za§ na poczatku wieku XX dunski uczony Niels Finsen otrzymat Nagrode
Nobla w dziedzinie medycyny za prace nad wykorzystaniem fototerapii w leczeniu gruzlicy
skory [5, 6]. Z drugiej strony, od dawna znane byty choroby indukowane dziataniem §wiatta
[7-11], takie jak fotostarzenie [12], fotodermatozy [13, 14], a takze nowotwory skéry [7, 11,
15]. Réwniez jednym z objawdw porfirii skornych jest nadwrazliwo$¢ na swiatto [16-21].

Wzrost §wiadomosci zwigzku pomiedzy dziataniem $wiatla a zdrowiem sprawia, ze
procesy te budza coraz wicksze zainteresowanie przedstawicieli nauk medycznych. Jednym z
kierunkéw badan w tym zakresie jest wplyw oddziatywan promieni elektromagnetycznych z
czasteczkami substancji chemicznych na zywy organizm. Wplyw ten moze by¢ zardwno
negatywny, czego wyrazem moga by¢ niepozadane dziatania fototoksyczne i fotoalergiczne
licznych substancji egzo- i endogennych [22-25], jak i pozytywny, polegajacy na swego rodzaju
,,kontrolowanym fototouczulaniu” za pomoca substancji fotouczulajacych
(fotosensybilizatorow), ktorych czasteczki jednoczesnie wykazuja zwigkszone powinowactwo
do tkanek objetych stanem chorobowym. Takie ,kontrolowane fotouczulanie” stanowi
podstawe intensywnie rozwijajacej si¢ dziedziny lecznictwa, jaka jest fotochemioterapia
[4, 26, 27].



Korzenie fotochemioterapii rowniez sig¢gaja starozytnych Indii 1 Egiptu, gdzie
naswietlanie promieniami slofica w polaczeniu z podawaniem preparatdow z roslin
zawierajacych substancje uczulajace komorki skory na dziatanie promieni UV stosowano w
leczeniu bielactwa [4-6]. Istota tej metody leczniczej jest specyficzne dziatanie wzbudzonych
swiattem czasteczek substancji uczulajacych (fotosensybilizatoréw) na $cisle okreslone
struktury komorkowe Ilub procesy biologiczne, ktore prowadzi do zahamowania lub
spowolnienia rozwoju choroby [4, 27].

W pismiennictwie utrwalit si¢ podziat fotochemioterapii na terapi¢ fotodynamiczng
(photodynamic therapy — PDT), zwigzang z wytwarzaniem w tkankach objetych stanem
chorobowym reaktywnych form tlenu (RFT), w wyniku oddziatywan fotofizycznych mi¢dzy
$wiatlem widzialnym a fotosensybilizatorem [27-29], oraz na terapi¢ PUVA (Psoralen +
UV-A), potaczong z reakcjami fotoaddycji pochodnych furanokumaryny (psoralenéw) do
biomolekut komoérkowych pod wptywem promieni UV-A (A=320-400nm) [30, 31]. Podziat ten,
stanowigcy odbicie dawniejszej (lata 70-te XX w.) wiedzy na temat mechanizmow
fotochemioterapii, opiera si¢ na odroznieniu metody opartej na procesach fotofizycznych
zaleznych od tlenu (PDT) od metody wykorzystujacej reakcje fotochemiczne od tlenu
niezalezne (PUVA) [32]. W istocie jednak furanokumaryny poddane dziataniu promieni
UV-A mogg réwniez indukowac¢ powstawanie RFT [30, 33, 34], za§ barwniki stosowane w
PDT moga takze ulega¢ niezaleznym od tlenu reakcjom fotochemicznym [35-37] oraz
wykazywac dziatanie fotouczulajace nie tylko pod wptywem $wiatla widzialnego, lecz takze
promieniowania UV lub IR [38].

Istotng cecha odrézniajaca metode PUVA od PDT jest przylaczanie czasteczek
pochodnych furanokumaryny do czgsteczki DNA jadra komérkowego, co moze prowadzi¢ do
dziatania mutagennego i kancerogennego, tym samym ograniczajgc stosowanie metody PUVA
w leczeniu choréb nowotworowych [31], podczas gdy w przypadku PDT cel dziatania
fotosensybilizatorow stanowia przede wszystkim mitochondria [39, 40], jakkolwiek niektore z
tych barwnikéw mogag rowniez oddziatywac na jadra komérkowe [41, 42]. Poza tym metoda
PUVA pozbawiona jest selektywnosci wobec tkanek objetych procesem chorobotworczym,
obserwowanej w przypadku PDT [32]. Dlatego PDT znalazta zastosowanie w leczeniu wielu
chorob nowotworowych jak roéwniez nienowotworowych, takich jak endometrioza,
rogowacenie stoneczne czy starcze zwyrodnienie plamki zottej. Od ponad 40 lat praktykowane
jest rowniez stosowanie PDT w leczeniu zakazen bakteryjnych 1 grzybiczych [43].

Juz od powstania metody PDT istotny problem stanowit dobor odpowiedniego
fotosensybilizatora [6, 44]. Idealny fotosensybilizator powinien [6, 45]:

1) by¢ substancja jednorodng chemicznie, fatwo odtwarzalng na drodze syntezy;

2) pochtania¢ promieniowanie elektromagnetyczne w  zakresie widma
warunkujacym dziatanie terapeutyczne;

3) by¢ wydajnym aktywatorem tlenu singletowego i/lub wolnych rodnikoéw;

4) dobrze rozpuszczac si¢ w ptynach ustrojowych;

5) selektywnie gromadzi¢ si¢ w tkankach objetych procesem chorobowym, a po
zakonczeniu dzialania szybko wydala¢ si¢ z ustroju.

Zarowno sam fotosensybilizator, jak i1 produkty jego metabolizmu nie powinny w
trakcie leczenia ani tez po jego zakonczeniu wywotywaé¢ odczynow toksycznych,
fototoksycznych ani tez istotnych klinicznie dziatan niepozadanych, takich jak zakrzepy,



drgawki, zawaty serca, a zwlaszcza mutageneza i kancerogeneza, gdyz bytoby to rownoznaczne
z indukowaniem nowych nowotworéw w trakcie leczenia innych [46]. Fotosensybilizator
powinien by¢ réwniez tani i tatwo dostgpny, z mozliwoscig stosowania w warunkach
ambulatoryjnych, co znacznie obniza koszty leczenia. Stosowanie sensybilizatora powinno
podnosi¢ jako$¢ zycia pacjenta [46]. Powyzsze wymagania sg bardzo wysokie, trudno zatem
znalez¢ substancje spetniajacg wszystkie wyzej wymienione kryteria, co nieuchronnie sktania
do rozwigzan kompromisowych.

Najstarszg grupg fotosensybilizatorow stosowanych w PDT sg porfiryny, zwiazki
szeroko rozpowszechnione w przyrodzie, uczestniczace w kluczowych dla zycia procesach
biologicznych, takich jak fotosynteza czy transport tlenu z krwig [47-49]. Wéréd istotnych zalet
porfiryn jako fotosensybilizatorow PDT nalezy wymieni¢ ich stabilno$¢ chemiczna, niska
toksyczno$¢ oraz zdolno$¢ do intensywnego pochlaniania $wiatta widzialnego i wysoka
wydajno$¢ tworzenia tlenu singletowego [50].

Lipofilowa natura czasteczek zwigzkow porfirynowych sprzyja ich powinowactwu do
bton komorkowych [51, 52], z drugiej jednak strony utrudnia przenikanie tych czasteczek do
hydrofilowego srodowiska wewnatrzkomorkowego, gdzie znajdujg si¢ organelle stanowiace
cel ich dzialania [53]. Ponadto lipofilowos¢ zwigzkéw porfirynowych utrudnia ich
rozpuszczanie w wodzie 1 transport w ustroju wraz z krwig [28].

Czasteczki zwiazkéw porfirynowych intensywnie pochtaniaja §wiatlo w zakresie
widzialnym (A=400-750nm), co umozliwia ich wzbudzanie za pomocg §wiatta widzialnego ,
penetrujacego tkanki gl¢biej niz promienie UV (A=100-400nm), a jednocze$nie wykazujacego
znacznie stabsze dziatanie kancerogenne [54]. W widmie absorpcji tych zwigzkow wyrdznia
si¢ pasmo Soreta, ktorego maksimum zawiera si¢ w przedziale 405-409 nm i pasma Q, ktorych
maksima lezg przy dlugosciach fal 505-510, 540-545, 580-584 oraz 630—635 nm [55-57]. Ze
wzrostem hydrofobowosci zwigzkoéw porfirynowych ich pasma absorpcji w roztworach ulegaja
przesuni¢ciu w kierunku fal dtuzszych [58]. Wzbudzanie pasma Soreta za pomocg $wiatta
niebieskiego pozwala na bardziej wydajne generowanie tlenu singletowego niz wzbudzanie
$wiattem czerwonym pasm Q, ktorych intensywnos¢ jest 10-20 razy mniejsza, jednakze z uwagi
na ograniczong penetracj¢ tkanek przez §wiatto niebieskie (do 1-2 mm) metoda ta mozna leczy¢
tylko ptytkie zmiany chorobowe [59], podczas gdy za pomoca $wiatta czerwonego,
penetrujacego tkanki na giebokos¢ 4-5 mm, mozliwe jest leczenie zmian potozonych znacznie
glebiej [60-63]. Porfiryny wykazujg dzialanie fotodynamiczne takze po wzbudzeniu
promieniami UV-A [39], co moze prowadzi¢ do niepozadanych odczyndéw fototoksycznych i
fotoalergicznych. Wydajno$¢ tworzenia tlenu singletowego przez porfiryny w roztworach,
micelach 1 liposomach zawiera si¢ w przedziale 0,5-0,9 [64-68]. Agregacja czasteczek
fotosensybilizatorow powoduje spadek tej wydajnosci do ok. 0,3 [67]. Jednakze naswietlanie
porfiryn promieniami UV-A prowadzi takze do wytwarzania nadtlenku wodoru (H20,), przy
czym wydajnos¢ powstawania tego zwigzku maleje w szeregu: uroporfirynogen >
koproporfirynogen > PPIX [39, 69, 70].

Wsrod sensybilizatoréw porfirynowych Photofrin® (s61 sodowa porfimeru) jako
pierwszy uzyskat atest Food and Drug Administration w USA. Jest on obecnie dopuszczony do
stosowania w wielu krajach, m. in. w Japonii, USA, Kanadzie, Australii i Unii Europejskie;j.
W Polsce lek ten zostat dopuszczony do uzytku w lecznictwie zamknigtym [28, 71].



Jako fotosensybilizator Photofrin® obarczony jest jednak licznymi wadami. Lek ten
stanowi niejednorodna, trudno odtwarzalng chemicznie mieszaning pochodnych porfiryny,
ktorej sktad 1 wlasciwos$ci mogg si¢ zmienia¢ w trakcie przechowywania, wskutek czego musi
on by¢ przechowywany w specjalnych warunkach (w temperaturze -21°C). Ponadto Photofrin®
gromadzi si¢ w znacznych ilo$ciach i przez dtuzszy czas w komorkach skory, stwarzajac ryzyko
przebarwien i odczyndw alergicznych, z ustroju zas wydala si¢ wolno (jego czas polowicznej
eliminacji z organizmu czlowieka wynosi 21,5 dnia), co stanowi ryzyko pdéznych odczynow
fototoksycznych oraz fotoalergicznych [28, 39, 44, 72]. Stosunkowo mata dlugos¢ fali
promieniowania wzbudzajacego oraz niewielki wspotczynnik absorpcji molowej w maksimum
absorpcji (e = 1,17-10° I'mol™!-cm™") réwniez ograniczaja skuteczno$é Photofrinu, zwtaszcza w
przypadku guzow glebiej polozonych [73]. Sytuacja taka sklonita do podj¢cia badan nad
usunieciem niedogodnosci stwarzanych przez Photofrin® podczas stosowania go w metodzie
PDT, a tym samym nad zwigkszeniem skuteczno$ci tej metody. Jest to zwigzane rowniez z
poszukiwaniem nowych sensybilizatoréw, o korzystniejszych od Photofrinu® wlasciwosciach
fizykochemicznych i1 farmakologicznych [73-75]. W ciggu ostatnich dziesigcioleci otrzymano
i przebadano w tym zakresie wiele zwiazkdéw chemicznych, takich jak metaloporfiryny (Lutrin®
i Lutex®), prekursory protoporfiryny IX (Metvix®, Hexvix®, Levulan®), porficeny, chloryny
(Foscan®), bakteriochloryny (Tookad®), purpuryny (Purlytin®), ftalocyjaniny (Pc4),
fenotiazyny (blekit metylenowy i toluidynowy), cyjaniny (merocyjanina 540), dipirometeny
(BODIPY), hiperycyny i ksanteny (r6z bengalski) [73].

Struktury chemiczne wybranych fotosensybilizatorow 0 dziataniu
przeciwnowotworowym przedstawia Rys. 1.
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Rys. 1. Struktury chemiczne wybranych fotosensybilizatoréw o dziataniu przeciwnowotworowym [73].



Wsrod naturalnych pochodnych porfiryny stosowanych jako fotosensybilizatory w PDT
szczegllne miejsce zajmuje protoporfiryna IX (PPIX), bedaca substancja macierzysta dla wielu
zwigzkow pelnigcych w organizmach zwierzgcych istotne role fizjologiczne [76-78].

HOOC COOH

Rys. 2. Protoporfiryna IX — struktura chemiczna [79].

Protoportfiryna IX (Rys. 2) jest prekursorem biologicznie waznych grup prostetycznych,
stanowigcymi sktadniki hemoglobiny i mioglobiny, bialek odpowiedzialnych za transport i
dystrybucje tlenu w organizmie, jak rowniez enzymow z nadrodziny cytochromu P4s0, (CYP)
uczestniczacych m. in. w procesach detoksykacji organizmu oraz biosyntezy hormonéw
steroidowych 1 cytokin regulujacych cisnienie krwi [80, 81]. Protoporfiryna IX selektywnie
kumuluje si¢ w niektorych tkankach nowotworowych, takich jak nowotwory jelita grubego,
gdzie jej stezenie osigga wartosci szesciokrotnie wyzsze niz w zdrowych komorkach tego
narzadu. Gromadzi si¢ ona gléwnie w przestrzeni wewnatrzkomorkowej, hamujac rozwoj
angiogenezy guzow, oraz w Sluzowce narzadow wewnetrznych, omijajac tkanke migsniowa,
co zmniejsza ryzyko wystgpienia perforacji. Istotnym czynnikiem wplywajacym na kumulacje
PPIX w komodrkach nowotworowych jest pH s$rodowiska. Powinowactwo PPIX do bton
komoérkowych maleje ze wzrostem liczby zdysocjowanych grup karboksylowych. W
srodowisku o pH fizjologicznym obie grupy -COOH w czasteczce PPIX sa zdysocjowane,
jednak w $rodowisku o pH =~ 5,2, charakterystycznym dla przestrzeni zewnatrzkomorkowej
tkanki nowotworowej, dysocjacja ulega cofnigciu, co sprzyja przenikaniu czgsteczek PPIX
przez blony komorkowe. Z kolei wewnatrz komoérek nowotworowych, gdzie pH wynosi
zazwyczaj ok. 6,9, PPIX wystepuje gldwnie w postaci mono- i dianionu, w wyniku czego
powinowactwo jej czasteczek do blon komodrkowych zmniejsza sig, utrudniajac tym
czasteczkom wydostanie si¢ na zewnatrz komorki [51, 52].
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Rys. 3. Szlak biosyntezy hemu. Kolorem zielonym oznaczono enzymy mitochondrialne, kolorem czerwonym —
enzymy cytoplazmatyczne [82].

W  komorkach  zwierzgcych  PPIX  powstaje w  przedostatnim  etapie
wewnatrzkomorkowej biosyntezy hemu (Rys. 3), poprzez szereg przemian biochemicznych,
ktore mozna podzieli¢ na nastepujace etapy: synteza pierscieni pirolowych, kondensacja tych
pierscieni do uktadu tetrapirolowego, modyfikacja tancuchow bocznych z wytworzeniem
protoporfirynogenu IX, utlenienie go do PPIX oraz wlaczenie do pierscienia PPIX kationu Fe**
prowadzace ostatecznie do powstania hemu [83-85]. Zaburzenia metabolizmu hemu mogg
prowadzi¢ do rozwoju chordb zwanych porfiriami, ktérych objawem w wiekszosci przypadkoéw
jest wystepowanie odczyndow fototoksycznych wskutek nadmiernego kumulowania zwigzkéw
porfirynowych w tkance skornej; objawy takie wystepuja w wigkszosci rodzajow porfirii, z
wyjatkiem porfirii ostrej przerywanej oraz porfirii wywotanej niedoborem dehydratazy kwasu
5-aminolewulinowego [16-20, 82]. B-karoten jako zmiatacz tlenu singletowego tagodzi objawy
porfirii erytropoetycznej (erythropoetic porphyria, EP), ktérej rozw0j zwigzany jest
z fotosensybilizujagcym dziataniem PPIX, nie wykazuje natomiast dziatania tagodzacego wobec
objawow poznej porfirii skornej, (porphyria cutanea tarda, PCT), zwigzanej z wytwarzaniem
nadtlenku wodoru pod wpltywem fototoksycznego dzialania uroporfiryny [69, 70].
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Rys. 4. Kwas 5-aminolewulinowy (ALA) — struktura chemiczna [85].

Procesem inicjujgcym biosynteze PPIX jest synteza kwasu S-aminolewulinowego
(ALA) (Rys. 4). Podobny efekt mozna osiggna¢ wprowadzajac do organizmu egzogenny ALA
1 w ten sposob indukujac powstawanie PPIX in situ, co pozwala na ominigcie trudnos$ci
wystepujacych czesto przy sporzadzaniu i dawkowaniu wodnych roztworéw pochodnych
porfiryny, ktére zazwyczaj trudno rozpuszczaja si¢ w wodzie [86]. Protoporfiryna IX
indukowana za pomoca ALA wystepuje w komoérkach gltéwnie w postaci monomeru, nie
ulegajac agregacji [87], dzigki czemu tatwo kumuluje si¢ w mitochondriach [53], wykazuje
duza wydajnos¢ tworzenia tlenu singletowego [88] 1 ulega szybkiej eliminacji z ustroju [89].
Potowiczny czas eliminacji PPIX po podaniu ALA wynosi 8 h, a po uptywie 48 h nie stwierdza
si¢ obecnosci tej substancji w ustroju, co zmniejsza ryzyko wystgpienia péznych odczynow
fototoksycznych lub fotoalergicznych [89]. Zaréwno miejscowe jak i ogodlnoustrojowe
stosowanie ALA lub jego estréw jest nieskomplikowane i nie wywotuje szczegodlnie
ucigzliwych objawow niepozadanych [60, 74, 89]. Wykorzystanie ALA jako prekursora PPIX
stato si¢ podstawa ALA-PDT, znajdujacej obecnie szerokie zastosowanie kliniczne [89, 90].

Sugeruje sie, ze skuteczny farmakologicznie fotosensybilizator powinien wykazywacé
zarowno wilasciwosci hydrofobowe, co ulatwiatoby przenikanie tych fotosensybilizatorow
przez domeny lipidowe bton komoérkowych, jak 1 hydrofilowe, co umozliwiatoby podawanie
tych lekéw w roztworach wodnych, utatwialo transport z krwig oraz zwickszato powinowactwo
do receptorow biatkowych na powierzchni komorek docelowych [72, 73, 91]. Wigzanie
czasteczek fotosensybilizatorow z receptorami bton komoérkowych moze znaczaco zwigkszac
powinowactwo tych fotosensybilizatoréw do tkanek objetych procesami chorobowymi [91].
Poszukiwanie nowych sensybilizatorow powinno zatem zmierza¢ w kierunku otrzymywania
zwigzkow amfifilowych.

Wychodzac z tego zatozenia, grupa badaczy z Wydzialu Chemii Wojskowej Akademii
Techniczne] w Warszawie zsyntetyzowata interesujaca grupe sensybilizatorow bedacych
aminokwasowymi pochodnymi PPIX [28, 44, 92, 93] (Rys. 5).

Q H,C.
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Rys. 5. Aminokwasowe pochodne protoporfiryny IX A- podstawione czasteczkami aminokwasow w pierscieniu
porfirynowym, B — z przytaczonymi czasteczkami aminokwaséw w tancuchach bocznych [116, 117].
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Podstawienie grup winylowych w pozycji 2 1 4 pierscienia porfirynowego czasteczkami
endogennych aminokwaséw (Rys. 5A) powoduje zwigkszenie powinowactwa czasteczek
sensybilizatora do receptoréw komorek nowotworowych, zas przylaczenie czasteczek argininy
do grup karboksylowych w lancuchach bocznych czasteczki PPIX (Rys. 5B) zwigksza jej
hydrofilowos$¢, a tym samym rozpuszczalno$¢ w wodzie [92, 93]. Przeprowadzone badania
wskazuja jednak na mniejsze powinowactwo pochodnych aminokwasowych do izolowanych
obwodowych receptorow benzodiazepinowych w poroéwnaniu z macierzysta PPIX, zarowno
nienaswietlonych [94, 95], jak i po naswietleniu $§wiattem niebieskim o A = 390nm [96].
Z drugiej strony, pochodne zawierajace grupy winylowe podstawione resztami
aminokwasowymi po naswietleniu $§wiattem czerwonym o A = 634nm silniej pobudzaja uktad
odpornosciowy u myszy niz pochodne niepodstawione [97]. Aminokwasowe pochodne
protoporfiryny IX wykazujg aktywnos$¢ fotodynamiczng wobec komorek glejaka, nerwiaka
zarodkowego, raka piersi 1 jelit [98-100].

Zgodnie z danymi GLOBOCAN 2018, rak jelita grubego (colorectal cancer, CRC)
jest trzecim pod wzgledem czestos$ci wystepowania rodzajem nowotwordw u mezczyzn (10,9%
wszystkich przypadkow) i drugim u kobiet (odpowiednio 9,5%) w skali $wiatowej [101].
Globalnie stanowi on réwniez przyczyne 9,2% wszystkich przypadkéw $mierci
spowodowanych chorobami nowotworowymi, co wsrod nowotworéw stawia go na drugim
miejscu [101]. Jak wynika z danych z roku 2011, u okoto 20-25% chorych na raka jelita grubego
stwierdzano przerzuty podczas diagnozy nowotworu, za$ u 50-60% pacjentdéw wystepowaty
przerzuty w dalszych etapach rozwoju choroby [102]. Wprowadzenie nowych lekow i metod
leczenia uczynilto leczenie raka jelita grubego bardziej skutecznym [103-105], jednakze wzrost
opornosci komorek nowotworowych wzgledem chemioterapeutykow i lekéw biologicznych,
jak réwniez niespecyficzna toksyczno$¢ tych lekow do komorek zdrowych, pociagnely za soba
konieczno$¢ poszukiwan nowych metod leczenia CRC [106-108]. Jedng z tych metod jest
fotochemioterapia. Do zalet tej metody w poroéwnaniu z tradycyjng chemioterapig naleza
wicksza selektywnos¢ wobec tkanek nowotworowych, brak opornosci krzyzowej, co
umozliwia stosowanie tej metody w przypadku nawracajacych nowotworoéw, szeroki zakres
terapeutycznych dawek $wiatla i fotosensybilizatorow, pozwalajacy na wielokrotne stosowanie
tej metody wobec tego samego nowotworu, oraz bardzo dobry efekt kosmetyczny [109-112].

Wigkszo$¢ publikacji dotyczacych badan nad PDT skupia si¢ na syntezie nowych
fotosensybilizatorow i ich bezposrednim dziataniu (,,dziata - nie dziata”) wobec komorek
nowotworowych, natomiast zagadnienia dostgpnosci biologicznej tych substancji oraz ich
przemian na poziomie molekularnym i1 komoérkowym omawiane sg w tych pracach w
mniejszym stopniu. Wskazana jest rowniez konieczno$¢ zmiany paradygmatu PDT, ktory
powinien uwzglednia¢ heterogeniczny charakter nowotworu oraz jego dynamiczng zmienno$¢
wynikajacg z oddzialywania z tkankami otaczajacymi [43]. Zagadnienia te stanowig w znacznej
mierze przedmiot przedstawionego cyklu publikacji.
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Cel badawczy.

Celem badawczym przedstawionego cyklu habilitacyjnego bylo wyznaczenie wplywu
wybranych parametréw molekularnych i farmakologicznych fotosensybilizatoréw na
wyniki doswiadczalnej fotochemioterapii, a w szczegélnosci:

1)

2)

3)

4)

usystematyzowanie metod doswiadczalnej, przedklinicznej fotochemioterapii raka
jelita grubego, w zaleznosci od rodzaju i mechanizmu dzialania sensybilizatora,
protokolu uzytej metody oraz modelu doswiadczalnego.

usystematyzowanie metod celowanej fotochemioterapii choréb nowotworowych,
wraz z wysuni¢ciem postulatu nowego paradygmatu fotochemioterapii, opartego
na Kkoncepcji nowotworu jako heterogenicznej struktury komorkowej
podlegajacej dynamicznym zmianom pod wplywem czynnikéw otoczenia.
zbadanie wplywu doswiadczalnej ALA-PDT na produkcje czynnika zahamowania
migracji makrofagow (macrophage migration inhibitory factor-MIF) oraz bialka
chemotaktycznego dla monocytow 1 (monocyte chemotactic protein-1) w dwoch
liniach komorek raka jelita grubego o réznym stopniu zlosliwosci, w warunkach
normoksji oraz w warunkach zblizonych do hipoksji (CoClL).

zbadanie wlasciwosci farmakokinetycznych protoporfirynianu argininy w skorze
myszy oraz dzialania fotodynamicznego wzgledem guzoéw jelit przeszczepionych
na skore myszy, po podaniu dozylnym w dawce 10 mg/kg i naswietleniu Swiatlem
czerwonym po uplywie 24 i 72 h od chwili podania fotosensybilizatora;
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Wyniki badan.

1) A.M. Bugaj. Targeted photodynamic therapy — a promising strategy of tumor treatment.
Photochem Photobiol Sci 2011; 10: 1097-1109. IF = 2,584; MNiSW = 27,0.

W  niniejszym artykule omowitem aktualnie rozwijane strategie celowane]
fotochemioterapii, jednej nowych strategii leczenia nowotworoéw, pozwalajacej na ominigcie
trudnosci stwarzanych przez konwencjonalng chemioterapie, takich jak opornos¢ komorek
nowotworowych wobec chemioterapeutyku lub toksycznos$¢ tego leku wzgledem komorek
zdrowych. Przeanalizowatem ponad 100 artykutow zawartych w bazach danych NCBI,
Excerpta Medica i Chemical Abstracts. Stowa kluczowe stanowily: ,targeted therapy”,
,photodynamic therapy”, ,,photosensitizer(s)”, ,,passive targeting”, ,active targeting”,
,hanotechnologies”, ,,nanoparticles”, ,,cellular cancer models”.

Strategie celowanej fotochemioterapii mozna podzieli¢ na (Rys. 6):

ligand receptor * free photosensitizer o passive targeted carrier
m active targeted carrier linking to tumor cells active targeted carrier linking to endothelial cells

. ) "
tumor cell endothelial cell

Rys. 6. Strategie celowanej PDT. W strategii ,,pasywnej” fotosensybilizator wolny lub zwiazany z no$nikiem nie zawierajacym
ligandow selektywnie dociera do tkanki nowotworowej wskutek zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn otaczajacych tg tkanke
(efekt zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji). Wyposazenie fotosensybilizatora lub jego no$nika w odpowiednie ligandy
wigzace si¢ z receptorami na powierzchni komoérek migzszowych nowotworu lub komorek nabtonkowych jego naczyn stanowi
istote strategii ,,aktywne;j” (wg [113] 1 [114]).

— pasywne, wykorzystujace fizykochemiczne witasciwosci fotosensybilizatorow
oraz patofizjologiczne cechy tkanek objetych procesami nowotworowymi (efekt
zwiekszonej przepuszczalnos$ci i retencji — enhanced permeability and retention,
EPR) do selektywnego gromadzenia si¢ w tych tkankach;

— aktywne, w ktorym fotosensybilizator jest zaopatrzony w ligandy wigzace si¢ na
zasadzie rozpoznania molekularnego z okreslonymi receptorami w tkance
docelowej co zwieksza jego powinowactwo do tej tkanki;
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— ,,aktywowalne”  (,,activatable”), gdzie nieaktywny fotobiologicznie
sensybilizator dopiero w tkance docelowej, pod wplywem czynnikow
srodowiska lub reakcji enzymatycznych, ulega przemianie do formy aktywnej,
przejawiajacej dzialtanie fotodynamiczne.

W fotochemioterapii pasywnej szerokie zastosowanie znalazly nanomaterialy, takie jak
naturalnego pochodzenia polimer chitosan, usprawniajacy transport ALA do komorek raka
jelita grubego [115], czy bio-niedegradowalny syntetyczny polimer organiczny bedacy
pochodng N-(2-hydroxypropylo)metakrylamidu (HPMA), utatwiajacy transport do tych
komorek fotosensybilizatorow chlorynowych [116].

Z kolei w przypadku fotochemioterapii aktywnej, nalezy wyrdzni¢ strategie
,wycelowanej w komorki” 1 ,,wycelowanej w naczynia”, co daje mozliwo$¢ uzyskania w
ramach pierwszej z tych strategii dzialania antyangiogennego poprzez zwigzanie czasteczek
fotosensybilizatorow z takimi ligandami jak czynnik wzrostu $rodblonka naczyn (vascular
endothelial growth factor — VEGF). Z innych ligandéw dostepnych do stosowania w celowane;j
fotochemioterapii ,,aktywne;j”, nalezy wymieni¢ peptydy sygnatu lokalizacji jadrowej (nuclear
localization signal — NLS) [117] oraz aptamery — nukleotydy o $cisle okreslonej
trojwymiarowej strukturze, ktore odznaczaja si¢ wysoka specyficznoscig do peptydowych
sygnatur O-glikanowych wystepujacych na powierzchni komorek raka jelita grubego HT-29,
nieobecnych natomiast na powierzchni normalnych komérek nabtonkowych [118].

W fotochemioterapii ,,aktywowalnej”, istotne nadzieje rokujg wszystkim ,,molekularne
latarnie morskie” (molecular beacons) ztozone z czasteczki fotosensybilizatora i wygaszacza
polaczonych specyficznym dla danej choroby tancuchem biatkowym lub nukleotydowym,
utrzymujacym fotosensybilizator w blisko$ci wygaszacza, wskutek czego pierwszy z nich jest
wygaszany. W wyniku oddzialywania tego facznika z czasteczka w miejscu dziatania nastgpuje
oddzielenie wygaszacza od fotosensybilizatora, a tym samym jego aktywacje¢ w S$cisle
okreslonym miejscu dziatania [119].

Sposrod innych innowacyjnych koncepcji celowanej fotochemioterapii nalezy
wymieni¢ wielofunkcyjng nanoplatforme¢ zawierajacg ziarna Fe3Os co umozliwia jej
,hawigacje” w ustroju za pomocg zewngetrznego pola magnetycznego, jak rowniez stosowanie
fotochemioterapii w skojarzeniu z hipertermia [120].

Istnieje ponadto koniecznos¢ wprowadzenia nowego paradygmatu PDT nowotworow,
opartego na zrewidowanym modelu nowotworu, uwzgledniajacym jego heterogennosc,
specyficzng strukture anatomiczng oraz dynamiczng zmienno$¢ morfologiczng i fizjologiczng
sktadnikéw tkanki nowotworowej wskutek ciaglego oddziatywania migdzy soba oraz z
tkankami otaczajgcymi nowotwor [121, 122].
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2) A. Kawczyk-Krupka, A.M. Bugaj, W. Latos, K. Zaremba, K. Wawrzyniec, M.
Kucharzewski, A. Sieron. Photodynamic therapy in colorectal cancer treatment — the
state of the art in preclinical research. Photodiagn Photodyn Ther 2016; 13: 158—174.
IF =2,219; MNiSW = 25,0.

W niniejszym artykule dokonano przegladu badan przedklinicznych dotyczacych
dziatania fotochemioterapii (terapii fotodynamicznej, PDT) wobec komorek raka jelita grubego
(colorectal cancer — CRC) in vitro oraz na modelach zwierzecych. Przeanalizowano ponad 100
artykutow zawartych w bazach danych NCBI, Excerpta Medica i Chemical Abstracts. Stowa
kluczowe stanowity: ,,colorectal cancer”, ,,photodynamic therapy”, ,,photosensitizer(s)”, ,,in

99 ¢

vitro”, “cell culture(s)”, ,,in vivo”, ,,animal experiment(s)”.

Table 1
Photodynamic therapy of colorectal cancer—preclinical studies m vitro.
Cell line(s) Photosensitizer(s) Radiation Reference
HT-29 Photofrin®, 2. 5- 10mg/l s585nm, 2.7 jom? Hanlon et al. [28]
CT-26 HMME, different dilutions 630nm, 5 Jicm? Heetal [29]
LS513, 1S1034 Photofrin®, 25 mg/l 650nm, 21-105 mj/cm? Fisher et al. [31]
HCT-116 PPIX. 25 and 50 pM RAex= 405 DM, Aoy = 580 NM Srnarkowska et al [30]
HCT-116 PPIX. 0.5-10 mg/l Red light, 2 Jem? Zawacka-Pankau et al. [33)
CT-26 PPIX, 1 mg/l 633nm, 1 and 5 Jiem? Wei et al. [35]
Lovo Photofrin®, 30 mg/l 632.8nm, 3-6 J/an? Kulbacka et al. [73]
DHD-K12 Photofrin®, 0.5 mg/l 10-50 Jjan? Rousset et al. [38]
BPD, 50 pgl
HCT-116 Newly synthesized porphyrin and 400-700 nm, 39.6 mJ/{cm? nm) Banfi et al. [36]
chlorin derivatives, Photofrin®
0.5-10000 pgfl .
LoVio, LovoDX CoTPPS, MNTMPYPCl:, 435 and 530 nm, 10 mW/cm? Kulbacka et al. [74]
Gand 12
HCT-116 Newly synthesized phenyl porphyrin white light, 20 mw/cm? Garibolds et al. [37]
derivatives,
m-THPC,
5001000 pgl
Collo-201 m-THPC, 0.125- 1 mg/1 S00nm, 1-18Jicm? Leung et al [45]
HT-29 m-THPC, 1 mg/l 405 and 413nm Melnikova et al [46]
(blue light), 23 mw/cm?
HCT-116 m-THPC, 0.1 mg/1 652nm, 0.125-1 fcm? Schwarz et al. [47]
C-26 Ces, 0.5mg/l 662nm, 3-12 Jicem? Lietal |48
Colo-205 Chlorin p6. 10 uM white light, 9.6 W/m? Sharma et al [49]
HCT-116 ATX-S10Na(m), 20 mg/l 670nm, 5 Jcm-2 Mitsunaga et al [50]
HCT-116 cells DH-1-24, Smg/l Red light (> 630 nm) 1.45 mW/cm? Lim et al. [98]
HT-29, HCT-116 Hz TFPC-SGlc, Talaporfin, 1 pM 633nm, 16Jcm? Tanaka et al. [100]
HT-29 Pheophorbide a. 0-2 pM 630nm, 2 Jcm—4 Xuetal [51]
HCT-116 pyropheophorbide a Red light (> 600 nm), 160 Wm? Matroule et al [52]
methyl ester, 2 pM
HCT-116 pPyropheophorbide a methyl ester, Red light (3> 600 nm), 32-96 kj/m? Matroule et al [53]
6uM
HCT-116 Aminopyropheophorbide, 2 pm Red light (> 600 nm), 160 W'm? Matroule et al |52]

CaCo-2, HT-29, SW-480
Wibr

WibDr

SW-480

CaCo-2, HT-29, SW-480
SW4S0, SWE20

100mg/l '*C ALA induced PPIX

0.1-1 mM ALA induced PpIX

2mM ALA induced PpIX

ALA induced PpIX 40 mg/l

0.012-0.6 MM ALA esters induced PpIX
500, 1000 and 1500 mM ALA induced
PpIX

Radioactivity measurement
A= 407 N, )., = GO6 NM
white light, 32.4kym?
532nm, 12mwW

A= 488nm, ), ~-670nmM
Incoherent light
(I=600-720 nm)

10, 30 and 60 J/cm?®

Krieg et al. [39]

Juzeniene et al. [40]
Gederaasetal. [41]

Zheng et al. [42]
Brunner et al. [43]
Kawczyk-Krupka et al. [44]

HCT-116 Prd, 300 nM Red light. 200 my cm? . Chiu et al. [55]
HT-29 Si(IV) P derivatives, Red light (3> 640 nm), 48 J/cm? Loetal [56]
0.01-1 M
Caco-2 Garedl, 100mg/1 661nm, 85 Jcm? Maduray and Odhay [57]
DLD-1 ZnPcs, 10-40 pM 680nm, 5 Jem? Manoto et al. [58]

DLD-1  amnd CaCo-2
C-26

ZNPCSa. 20mM
Hypericin, 1-4 uM

680nm, 5 Jem?
550, 590 nm, 0.1-2.5 Jlcm?

Sekhejane et al_[59]
Blank et al. [60]

HT-29 Hypericin, 20-60 nM 12§cm?, 11+1 em? Satkova etal. [61]
HT-29 Hypericin, A=530-620nm, MikeS et al |62
100-500 nM 27)cm?
HT-29 Hypericin, 60 nM A=530-620nm, Kulikovi et al. [63]
1,12, 1+11 Jjcm?
HT-29 Hypericin, 0.04-0.1 pM A=530-620nm, Kleban et al. [64)
44)em?
HT-29 Hypericin, 100-250nM A=530-620nm Kleban et al. [65)
44)cm?
HT-29 Hypericin, 100nM A=530-620nm, 3.15 Jfom? JendZelovsky et al. [66]
HT-29 Hypericin, 25-75nM *=530-620nm, 3.15 J/cm? MikeS et al |67]
HT-29 Hypericin, 1-400nM A=530-620nm. 4.4-10 ) cm? Mikes et al [68]
Ca-220.1 Calphostin C, A=5B0-620nm, Olivo and Ali-Seyed [69]
37.5-150nM 0.4)cm?
-1 Rhodamine and cyanine dyes. 680-720nm 100- 175 J/em? Oseroff et al. [70]
0.01-1pM
HT-29 indocyanine green, 100-500 uM 805 nm, 30 Jjem? Baumler et al. [71]
HT-29 Photofrin®, 2.5- 15 mg/l 585nm, singh etal. [72)
AlPcSe., 5-60 mg/l 27,54
Nile Blue A 0.25-4mg/l and 8.1 kym?
HT-29 Photofrin®, 2.5- 15 mg/l 585 nm, shen et al_[76]
AlPCS,., 5-60 mgil 27,54
Nile Blue A 0.25-4mg/1 and 8.1 kym?
SW-480 TCPP-loaded PLGA nanoparticles, 1 pM 400-440nm, Huetal [77]
15 Jom?
Caco-2 AlA-loaded chitosan, 0.1-2mg/ml Rex= 405 DM )y = 635 nM Yangetal [78]
HCT-116 PPIX loaded silica nanoparticles, 5 pM 630nm, 4 mW/ cm? Simon et al. [79]
HT-29 SN-38 micelles, 0.001-1000 mg/l 650-670nm, 7 Jicm? Peng etal [81]
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Cell line(s) Photosensitizer(s) Radiation Reference

Lovo pyropheophorbide-a and verteporfin 680nm, 13.4)/cm? Bhatti et al [83)
conjugates with scFvs, 0.25- 100 pM

LovVo 0.01-25mg/l 676 nm, 50 J/ cm? Carcenac  etal [112]

HT-29 Ce6 conjugates with murine 666 nm, 3 J/an? Del Governatore et al. [84]
monoclonal antibody

HT-29 DNA aptamers with Ces, 664nm, 12)/cm? Ferreira et al. |86)
0.1- 100000 nM

wibr TPPS;,, 0.1 mg/l 435nm 13.5 mw/cm? Weyergang et al. [85]

wibDr TPCSz,, 0.35 mg/l(PCI) 435nm, 036-2 lG]v'cm3 Bostad et al. [87]

Badania in vitro na hodowlach komorkowych (Tabela 1) umozliwialy poznanie
mechanizmu dziatania fotosensybilizatorow na komorki CRC na poziomie molekularnym i
komorkowym. Modele in vitro pozwalaty na uproszczenie badanego uktadu komoérkowego w
stosunku do organizmu zywego, dzigki czemu badacze mogli skupi¢ si¢ tylko na niektorych
jego komponentach 1 oddzialywaniach pomigdzy nimi, co jest istotne w badaniach dziatania
fotochemioterapii na komorki nowotworowe, z uwagi na ztozony charakter tych procesow.
Wazng zaletg badan in vitro jest mozliwos¢ wykonywania badan bezposrednio na komoérkach
ludzkich, wyniki ich nie wymagajg zatem translacji z organizmu zwierzecego na cztowieka.
Zasadnicza niedogodno$¢ tych badan stanowi natomiast mozliwo$¢ nadinterpretaciji
uzyskanych wynikow poprzez ich ekstrapolacje na nowotwoér jako calo$é, gdy tymczasem
nalezy sobie zdawa¢ sprawe z heterogenicznosci i dynamicznej zmiennosci fizjologii tkanki
nowotworowej, spowodowane;j jej ciagtym oddziatywaniem z tkankami otoczenia.

Tabie 2

Photodynamic therapy of colorectal cancer—preclinical animal research.

Animal model Photosensitizer Radiation References
Male athymic nude mice bearing HT-29 tumor cells photofrin® and liposomal 636 and 665 nm, Hajrietal. [102]
pheophorbide a, 30 mg/kg Lp. 100 J/em?

Nude mice bearing HT-29 tumor cells photofrin® 30mg/kg 1p. red light, 75 and Lantz et al. [90]
150 Jem?

BALB/c mice, bearing Colo-26 tumor cells photofrin®, 15 mg/fkg Lp. 630 and 510nm, 40 Abulafietal [91]
and 70 Jem?

Female BALB/c-nw/nu athymic nude mice bearing PPArg,, 2 and 10mg/kg L. 632 nm, 150 )/cm? Bugaj et al [93]

WiDr tumor cells
Female BALBnude mice, bearing HCT-116 cells DH-11-24, | mg/fkg L. Red light (% >630nm) Lim et al [98]

Female Balb ¢/mice bearing C-26 tumor cells

Rats
Rats

Normal and DMH induced tumor bearing male Wistar

rats
Normal Wistar rats

Normal female Wistar rats
Female BALB/c mice bearing C-26 tumor cells
Female C57 BUGNCr bearing Colo-38 tumor cells

Male BALBE/cByJ mice bearing C-26 tumor cells
Male Wag/Rij rats bearing CC531 tumor cells

Femnale BALR/c, BALE/nude and NODY scid mice bearing

CT-26 tumor cells

Female nu/nu- athymic mice xenografted with
SW-480 tumor cells

BALB/c mice bearing CT26 cancer cells

DMH induced tumor bearing male Wistar rats

Swiss nude mice xenografted with T-380 tumor cells

Female nude mice NMRI nu-nu xenografted with G-3

colon tumor cells

Female BALB/c Slc-nu/nu nude mice xenografted with

HT-29 and HCT-116 tumor cells

Female Swiss nude mice xenografted with HT-29
tumor cells

Normal and xenografted with HT-29 tumor cells
female Swiss nude mice

Female BALB/c mice xenografted with

CT-26 tumor cells

B6D2F; and Balb/c mice, xenografted with C-26 tumor

cells

Lu-Tex, 10mg/ kg 1p. ALA,

200 mg/ kg 1p. Ce6, SmgkgLp.
photofrin®, 10mg/kg Lp.
AlSPc, Smg/kg Ly,

AlSPc, Smg/kgLy.

AlSPc, Smg/kgLy.

ALA, 25-400 mg/kg L.

ALA 200 mg/kg Lv. 40, 200 and
400 mg/kg p.o.

photofrin®, 10mg/kg Lp. ALA
200 mg/kg Lp. Ce6, Smgkg Lp.
NPe6, 5 mg/kg L.

Ce6, 225 mg'kgLy.

m-THPC, 0.1 and 0.3 mg/kg Lv.

WST11, 9mgikg Ly
Pcd, 1 mgfkg iy
AlPcSs 2 mg/kg L.
AlSPc, Smg/kg Ly,

L MAD-{AIPCS A1 ), and
1311-MAD-{AIPCS 241 ), 10 pgf/03 g of
tumor, L.

0.1 ml of 0.01- 1% methylene blue,
injection into the tumor
H;TFPC-SGlc, Talaporfin,

6.25 pMiZkg L.

Ce6 immunoconjugates, and Ce6,
0.25 mg/kgLy.

Ce6 immunoconjugates, and Ce6,
0.25 mg/kgLy.

ATX-S10 Nalln),

smg/kgLy.

photofrin®, 15 mg/fkg Lp.

154 Jicm?
600-800 nm,
90-240 )/cm?

675 nm, 50mw
675 nm, 50mwW
675 nm, 50mw

630 nm, 10-200 | per
animal

e =4000mM
Jem=6350M
600-800 nm,
120-300)/cm-2
664nm 61 )/cm?
662 nm, 100 Jicm?
652nm, 15) to each
tumor

755 nm, 30)/cm?

670 nm, 150)/cm?

White light
(Versa-light device)
Aex=610nmM

= 6750M
Radioacivity
measurement

662 nm, 100 and
200 Jjem?
633nm, 37.5fem?

) =400nm
Aer=580-720nm

666 nm, 28-286 J/cm of
diffuser

670nm,

150 Jfem?2

630nm, 150 fcm?

Kostenich et al. [94]

Barretal. [109]
Barretal. [111])
Barretal. [110]

Messmann et al [95]
Loh et al. [96)
Orenstein et al_[101]
webber et al_|97]
Lietal [119]
Roversetal [115]
Preiseetal. [119]
Whitacre et al. [107]
Kashtanetal. [17]

Tralau et al. [ 108]

Carcenac etal.[112]

Orthetal [114]

Tanaka et al. [ 100]
Hamblin et al. [116]

Del Governatore et al. [84]
Saji etal. [120]

Golgbetal. [121]
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Celem badan na zwierzgtach (Tabela 2) bylo zazwyczaj wyjasnienie mechanizmu
obserwowanego efektu fototoksycznego w skali organizmu zywego, wyznaczenie
bezpieczenstwa 1 skutecznosci tej metody oraz translacja uzyskanych wynikéw na korzysci
kliniczne.

Niezaleznie od uzytego fotosensybilizatora, protokotu i modelu doswiadczalnego,
obserwowano dobroczynny efekt metody fotodynamicznej wobec CRC, rowniez w przypadku
przerzutow do watroby na modelach zwierzecych (gryzonie). Stwierdzono takze
immunomodulacyjne  dziatanie tej metody oraz mozliwo$s¢ jej  kojarzenia
z immunomodulacyjnymi lekami biologicznymi, co moze by¢ uzytecznie w celu zmniejszenia
dawek fotosensybilizatora i $§wiatta oraz zapobiegania nawrotom CRC.

W przypadku badan na zwierzgtach istotng kwestig byt wybor odpowiedniego modelu
doswiadczalnego, ktéry jak najscislej imitowalby sytuacje u cztowieka 1 umozliwiat
przeniesienie uzyskanych wynikow badan na warunki kliniczne. Liczne modele zwierzece
wykorzystywane w badaniach tradycyjnych chemioterapeutykow moga by¢ nieodpowiednie do
badan fotosensybilizatorow, z uwagi na wystepujace podczas dziatania tych lekow zlozone
wspoélzaleznosci migdzy wieloma czynnikami fizykochemicznymi, morfologicznymi
1 fizjologicznymi w $§rodowisku guza, takimi jak unaczynienie i dowoz tlenu do tkanki
nowotworowej, sygnatury molekularne komoérek tej tkanki, a takze biodostepnos¢ i
farmakokinetyka fotosensybilizatorow, ktéore, w odréznieniu od chemioterapeutykdéw
konwencjonalnych, dziataja raczej poprzez bezposrednie katalizowanie
wewnatrzkomoérkowych proceséw biochemicznych, a nie poprzez pobudzanie okreslonych
receptoréw komorkowych, cho¢ wigzanie fotosensybilizatoréw z odpowiednimi receptorami
wykorzystuje si¢, aby zwigkszy¢ powinowactwo tych zwigzkéw do tkanek objetych procesem
nowotworowym. Z  drugiej strony, nawet w przypadku konwencjonalnych
chemioterapeutykoéw, wyniki badan nie zawsze moga by¢ przenoszone z modeli
doswiadczalnych na warunki kliniczne, z powodu braku jednolitych wymagan dla badan na
zwierzetach. Niemniej jednak, przedkliniczne badania PDT na modelach komoérkowych
1 zwierzgcych mogag by¢ uzyteczne w badaniach mechanizmu 1 skutecznos$ci tej metody jako
punkt wyjscia do badan klinicznych.
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3) A. Kawczyk-Krupka, A.M. Bugaj, W. Latos, K. Wawrzyniec, P. Oles, A. Mertas,
Z. Czuba, W. Krdl, K. Sieron-Stottny, A. Sieron. ALA-mediated photodynamic effect
on apoptosis induction and secretion of macrophage migration inhibitory factor (MIF)
and of monocyte chemotactic protein (MCP-1) by colon cancer cells in normoxia and
in hypoxia-like conditions in vitro. Photodiagn Photodyn Ther 2015; 12: 27-35.
IF =2,014; MNiSW=20,0.

Metoda fotodynamiczna wykazuje dzialanie immunomodulacyjne. Celem badan byla
ocena wplywu indukowanego przez kwas S-aminolewulinowy (ALA) efektu
fotodynamicznego na produkcje dwoch cytokin stymulujacych wzrost guza: czynnika
zahamowania migracji makrofagow (macrophage migration inhibitory factor, MIF) oraz biatka
chemotaktycznego dla monocytow 1 (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) w komorkach
raka jelita grubego in vitro, w warunkach normoksji oraz w warunkach zblizonych do hipoksji
(w obecnosci CoClz). Do badan uzyto dwie linie komorek raka jelita grubego roznigce si¢
stopniem ztosliwosci: SW480 1 SW620. Stezenie MCP-1 1 MIF mierzono w supernatancie
hodowli komorek poddawanych dziataniu ALA w stezeniu 500, 1000 i 1500 pmol/l i
naswietlaniu niespdjnym $wiatlem o zakresie dtugosci fali 600-720 nm, w dawkach energii 10,
301 60 J/em?.
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Rys. 7 Przezywalno$¢ komorek linii nowotworowych SW620 (Rys. 7A i 7B) i SW480 (7C i 7D) poddawanych dziataniu
réznych stezen ALA (0; 500; 1000 i 1500 pmol/l) i roznych dawek energii $wiatta (0; 10; 301 60 J/cm?) w warunkach normoksji
(Rys 7A 1 7C) i w warunkach zblizonych do hipoksji (obecnos¢ CoClz — Rys. 7B i1 7D), wyznaczona za pomoca testu MTT.
Wyniki stanowig warto$ci $rednie z 4 niezaleznych eksperymentow po 16 prob. Shupki bledow obrazuja odchylenia
standardowe.

Komérki SW620, o wigkszym stopniu zjadliwosci, byly bardziej podatne na
indukowany przez ALA efekt fotodynamiczny (Rys. 7A) niz komérki SW480 (Rys 7B). W
przypadku komorek SW620 efekt ten jednak ulegal czgsciowemu ostabieniu w warunkach
zblizonych do hipoks;ji (Rys 7C), podczas gdy dla komorek SW480 podobny wptyw warunkéw
zblizonych do hipoksji nie zostal zaobserwowany (Rys 7D).
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Rys. 8. Stezenie MIF w supernatancie z hodowli komorek raka jelit linii komorkowych SW480 i SW620. A — warunki
normoksji, proba kontrolna, B — warunki normoksji, $wiatto, dawka energii 10 J/cm?, C — warunki normoksji, ALA 100 pmol/l,
D — warunki normoksji, ALA 100 pmol/l+ $wiatlo, dawka energii 10 J/cm?, E — warunki zblizone do hipoksji, proba kontrolna,
F - warunki zblizone do hipoksji, $wiatto, dawka energii 10 J/cm?, G - warunki zblizone do hipoksji, ALA 100 umol/l, H -
warunki zblizone do hipoksji, ALA 100 pmol/l + $wiatlo, dawka energii 10 J/cm?. Wyniki stanowig warto$ci $rednie z 3
niezaleznych eksperymentow po 12 prob. Stupki btedow obrazujg odchylenia standardowe.

Pod wplywem fotodynamicznego efektu indukowanego przez ALA stezenie MIF w
supernatancie wzrastato (Rys. 8), co jest zjawiskiem niekorzystnym, gdyz cytokina ta stymuluje
proliferacje nowotworow.
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Rys. 9. Stezenie MCP-1 w supernatancie z hodowli komorek raka jelit linii komorkowych SW480 i SW620. A — warunki
normoks;ji, proba kontrolna, B — warunki normoks;ji $wiatlo, dawka energii 10 J/cm?, C — warunki normoksji, ALA 100 umol/l,
D — warunki normoksji, ALA 100 pmol/l + $wiatto, dawka energii 10 J/cm? E — warunki zblizone do hipoksji, proba kontrolna,
F - warunki zblizone do hipoksji, $wiatto, dawka energii 10 J/cm?, G - warunki zblizone do hipoksji, ALA 100 pmol/l, H -
warunki zblizone do hipoksji, ALA 100 umol/l + $wiatto, dawka energii 10 J/cm?. Wyniki stanowig warto$ci $rednie +
odchylenie standardowe z 3 niezaleznych eksperymentéw po 12 prob. Stupki bledéw obrazuja odchylenia standardowe.

Z drugiej jednak strony, pod wplywem fotodynamicznego efektu zwigzanego z
dzialaniem ALA, stezenie MCP-1 malato (Rys. 9), co z kolei byloby korzystne, przyczyniajac
si¢ do zahamowania wzrostu guzow.

W warunkach zblizonych do hipoksji, stezenia MIF i MCP-1 w supernatancie nie
roznity si¢ w sposob istotny od stezen tych cytokin w warunkach normoksji.
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3) A. Bugaj, M. Kwitniewski, V. lani, A. Juzeniene, P. Juzenas, L.W. Ma, J. Moan.
Photodynamic therapy with di-L-arginine protoporphyrinate on WiDr human colon
adenocarcinoma xenografts in athymic nude mice. Photodiagn Photodyn Ther 2007, 4:
237-241. MNiSW = 3,0.

Przedmiotem niniejszej pracy byto zbadanie farmakokinetyki diargininianu
protoporfiryny w skérze myszy oraz zdolnosci indukowania przez ten zwigzek pod dziataniem
$wiatta czerwonego (A = 632nm, dawka energii 150J/cm?) nekrozy guzow jelit
przeszczepionych na skore myszy.
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Rys. 10. Kinetyka fluorescencji PPArg: w skorze zdrowych myszy po podaniu dozylnym w dawce 10 mg/kg. Natezenie
fluorescencji mierzono dla dlugosci fali wzbudzenia 407 nm i dlugosci fali emisji 633 nm (maksimum emisji PPArgy), po
odjeciu autofluorescencji skory jako tta emisji. Wyniki stanowia wartosci srednie z pomiardw wykonanych dla pigciu myszy
w trzech réznych miejscach skory dla kazdego zwierzecia. Stupki bledow obrazuja warto$ci sredniego btedu $redniej.

Po podaniu PPArg, zwierzetom doswiadczalnym dozylnie w dawce 2mg/kg w ciggu
16h od chwili podania nie obserwowano istotnych zmian fluorescencji ich skoéry, w przypadku
dawki dozylnej 10mg/kg rejestrowano natomiast wyrazne widmo emisyjne o maksimum przy
dhugosci fali 630nm, ktdrego nat¢zenie poczatkowo wzrastato, osiggajac warto$¢ maksymalna
po uptywie 72 h od chwili podania fotosensybilizatora, a nastepnie powoli opadato, sugerujac
eliminacj¢ PPArgy ze skory, jednak jeszcze po uplywie 32 dni od chwili podania leku
fluorescencja skory badanych myszy miata wigksze natezenie niz autofluorescencja tej tkanki,
wyznaczona dla zwierzat, ktorym nie podawano PPArg, (Rys. 10). Sugeruje to, ze po podaniu
dozylnym PPArg, moze kumulowaé si¢ w skorze, stwarzajac ryzyko odczynow
fototoksycznych lub fotoalergicznych.
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Rys. 11. Mikrofotografie guzoéw WiDr poddawanych dziataniu $wiatta czerwonego bez podawania PPArg> (proba kontrolna)
oraz po uptywie 24 and 72h od podania PPArg> w dawce dozylnej 2mg/kg u myszy. Guzy naswietlano czerwonym $wiattem
lasera (A = 635 nm, dawka energii 150 J/cm?). E — naskorek, D — skora wlasciwa, T — guz. Strzatkami oznaczono obszary
nekrozy).

Badania histologiczne guzéw jelit WiDr przeszczepionych na skér¢ myszy poddanych
dziataniu $wiatta czerwonego po dozylnym podaniu PPArg; w dawce 2mg/kg, wykazaty
powstawanie nielicznych ognisk nekrozy, jezeli naswietlanie to byto przeprowadzanie 24h po
podaniu fotosensybilizatora, podczas gdy w przypadku naswietlania po uptywie 72h od podania
tego leku nie zaobserwowano powstawania nekrozy (Rys. 11)

e
-

Rys. 12. Mikrofotografie guzow WiDr poddawanych dziataniu $wiatta czerwonego bez podawania PPArg> (proba kontrolna)
oraz po uptywie 24 and 72 h od podania PPArg, w dawce dozylnej 10 mg/kg u myszy. Guzy na§wietlano czerwonym $wiattem
lasera (A = 635nm, dawka energii 150J/cm?). E — naskorek, D — skora wlasciwa, T — guz. Strzalkami oznaczono obszary
nekrozy).

W przypadku dawki 10mg/kg nekroza byta widoczna zaréwno przy naswietlaniu po
uptywie 24 jak 1 72h od chwili podania PPArg,, przy czym w pierwszym z tych przypadkow
obejmowata zarowno tkanke guza, jak i zdrowego naskorka, ktory w drugim przypadku
pozostawal nienaruszony (Rys. 12). Sugeruje to, ze jesli PPArg, jest podawany dozylnie w
dawce 10mg/kg, to w celu unikniecia niepozadanych efektow fototoksycznych lub
fotoalergicznych nalezatoby naswietla¢ guzy jelit raczej po uptywie 72 niz 24h od podania
fotosensybilizatora.
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Podsumowanie.

W pracach wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego wykazalem, ze

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Badania przedkliniczne na modelach komoérkowych i zwierzecych potwierdzaja
dobroczynne dzialanie fotochemioterapii wobec komérek raka jelita grubego,
dla réznych fotosensybilizatorow, protokoléw i modeli doSwiadczalnych.

Jedna z metod zwigkszania skutecznosci fotochemioterapii wzgledem komorek raka jelit
jest fotochemioterapia celowana, ktérej techniki mozna podzielié¢ na:

— pasywne: wykorzystujace fizykochemiczne wiasciwosci fotosensybilizatorow
oraz patofizjologiczne cechy tkanek objetych procesami chorobowymi (efekt
przenikalnosci i retencji);

— aktywne: wyposazenie fotosensybilizatora w ligandy wiazace si¢ z okreslonymi
receptorami w tkance docelowej na drodze rozpoznania molekularnego;

— ,,aktywowalne” (,,activatable”): nieaktywny fotosensybilizator dopiero w tkance
docelowej, pod wplywem czynnikéw $rodowiska lub reakcji enzymatycznych,
ulega przemianie do formy aktywnej, przejawiajacej dzialanie fotobiologiczne.

Niezbedne jest przyjecie nowego paradygmatu fotochemioterapii nowotworow,
uwzgledniajacego heterogeniczno$¢ oraz dynamiczng zmiennos$é struktury i funkcji
poszczegolnych skladnikéw tkanki nowotworowej, wynikajaca z ich ciaglego
oddzialywania miedzy soba oraz z tkankami otaczajacymi nowotwor.

Komorki raka jelit linii SW620, o wiekszym stopniu zlosliwosci, sa bardziej podatne na
indukowany przez kwas 5-aminolewulinowy (ALA) efekt fotodynamiczny (ALA-PDT)
niz komorki linii SW480, efekt ten jednak ulega czesciowemu oslabieniu w warunkach
zblizonych do hipoksji, podczas gdy w przypadku komoérek SW480 podobny wplyw
warunkow zblizonych hipoksji nie jest obserwowany.

Dla komorek raka jelit SW620 i SW480 w wyniku ALA-PDT stezenie MIF w
supernatancie wzrasta, co jest zjawiskiem niekorzystnym, gdyz cytokina ta stymuluje
proliferacje nowotworéw, z drugiej jednak strony poziom MCP-1 maleje, co byloby
korzystne, przyczyniajac si¢ do zahamowania wzrostu guzow. Stezenia obu tych cytokin
w badanym supernatancie nie zmieniaja si¢ w sposob istotny w warunkach zblizonych
do hipoksji w poréwnaniu z warunkami normoksji.

Diargininian protoporfiryny, nowej generacji fotosensybilizator rozpuszczalny w
wodzie, po dozylnym podaniu myszom w jednorazowej dawce 10 mg/kg osiaga
maksymalne ste¢Zzenie w skorze po uplywie 3 dni, jednak jeszcze po uplywie 32 dni
niewielkie iloSci tego sensybilizatora pozostaja w skorze, stwarzajac ryzyko odczynow
fototoksycznych i fotoalergicznych.

Diargininian protoporfiryny po dozylnym podaniu myszom w jednorazowej dawce 4i 10
mg/kg powoduje nekroze Srodskornie przeszczepionych tym zwierzetom guzow jelita
naswietlonych §wiatlem czerwonym po uplywie 24 lub 72 h od chwili podania, przy czym
w drugim z tych przypadkéw wystepuje niepozadany efekt fototoksyczny w obrebie
naskorka.
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Plan kontynuaciji badan.

Wyniki badan przedstawionych do oceny w cyklu habilitacyjnym stanowig podstawe
do dalszych badan nad zwigkszeniem skutecznos$ci 1 bezpieczenstwa fotochemioterapii. Jeden
z glownych kierunkéw planowanych badan bedzie obejmowal wyznaczanie parametrow
molekularnych 1 farmakologicznych badanych fotosensybilizatoréw (aminokwasowe pochodne
PP IX) i ich prekursorow (ALA i jego estry), z uwzglednieniem przetozenia uzyskanych
wynikow na badania kliniczne. Jak dotad, badan dotyczacych farmakokinetyki
fotosensybilizatorow jest stosunkowo niewiele, gdy tymczasem informacje na temat losow tych
lekow w organizmie moga mie¢ istotne znaczenie dla ustalania schematéw ich dawkowania w
warunkach klinicznych.

Istotny kierunek zamierzonych badan stanowi¢ bedzie rowniez analiza
mikrosrodowiska tkanek poddawanych dziataniu fotochemioterapii. Do tej analizy zostang
wykorzystane metody genomiki, transkryptomiki proteomiki oraz metabolomiki. Punktem
wyjscia do tych badan jest przyjecie nowego paradygmatu fotochemioterapii, w ktérym tkanke
objeta procesem chorobowym, poddawang dziataniu tej procedury leczniczej, traktuje si¢ jako
twor heterogeniczny 1 podlegajacy dynamicznej zmiennosci pod wpltywem czynnikow
otoczenia. Podejscie takie mogtoby pozwoli¢ na wyjasnienie obserwowanych zréznicowan
skutecznosci fotochemioterapii u réznych pacjentéw, wynikajacych najprawdopodobniej z
odmienno$ci sygnatur molekularnych komorek czy wewnatrzkomorkowej aktywnos$ci
enzymoOw. Umozliwitoby to indywidualne dopasowanie (personalizacj¢) tej metody do
poszczegbdlnych pacjentow.

Interesujace byloby rowniez wyznaczenie molekularnych parametrow badanych
fotosensybilizatorow za pomoca metod obliczeniowych chemii kwantowej. Uzyskane wyniki
moglyby umozliwi¢ przewidywanie a priori mechanizméw oddziatywania badanych
fotosensybilizatorow na poziomie molekularnym i komoérkowym.
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5. Omowienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo — badawczych.

Juz jako student Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego (dawniej
Akademii Medycznej) im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, interesowalem si¢ procesami
fotochemicznymi, czego wyrazem byla praca magisterska ,,Fotochemiczne i fotofizyczne
wlasciwosci tiokumaryny w roztworach niewodnych”, wykonana w Zaktadzie Fotochemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza pod kierunkiem Pana Prof. Jana Wojtczaka. Po obronie
pracy magisterskiej rozpoczatem studia doktoranckie w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego (dawniej
Akademii Medycznej) im. Karola Marcinkowskiego, pod kierunkiem Pani Prof. Barbary
Marciniec, gdzie kontynuowalem moje zainteresowania naukowe, prowadzac badania nad
kinetyka i mechanizmem fotodegradacji lekéw przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych
w roztworach i fazie statej, ktorych wynikiem byta rozprawa doktorska ,,Kinetyka i mechanizm
fotodegradacji azatiopryny”. Wyniki tych badan byly takze prezentowane podczas naukowych
konferencji w kraju oraz na 1* International Meeting on Photostability of Drugs w Oslo, jak
rowniez publikowane w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, takich jak Analytical Chemistry
(Warsaw) (IF=0,293) w 1994, Acta Poloniae Pharmaceutica w 1995 oraz Pharmazie
(IF=0,504) w 1997. Najistotniejszym wynikiem tych badan bylo wyznaczenie korelacji
pomiedzy parametrami kinetycznymi fotodegradacji pochodnych puryny i nitroimidazolu o
dziataniu przeciwnowotworowym i przeciwdrobnoustrojowym w roztworach wodnych i fazie
statej, a rozkladem gestosci tadunku elektrycznego w ich czasteczkach, obliczonym metodami
chemii kwantowe;.

W latach 1995-2005, jako adiunkt w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Klinicznej na
Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego (dawniej Akademii Medycznej) im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, rozszerzytem moje zainteresowania naukowe o procesy
fotobiologiczne. W tym okresie zajmowatem si¢ badaniem wplywu pochodnych porfiryny i
kumaryny na stres oksydacyjny granulocytow oboj¢tnochtonnych. Badania te prowadzitem
jako koordynator 6 uczelnianych projektow badawczych, w ktorych uczestniczyli badacze z
Zaktadu Anestezjologii Do$wiadczalnej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
(dawniej Akademii Medycznej) im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, jak réwniez
studenci Wydziatu Farmaceutycznego tej Uczelni, wykonujacy pod moim kierunkiem prace
magisterskie. Najwazniejszym wynikiem tych badan bylo stwierdzenie, ze niektore
aminokwasowe pochodne PPIX, testowane jako fotosensybilizatory PDT, zaréwno przed, jak i
po naswietleniu promieniami UV-A (A = 365nm, dawka energii 2.0J/cm?), obnizaly stres
oksydacyjny neutrofilow stymulowanych opsonizowanym zymosanem. Nienaswietlony
diazepam nasilat antyoksydacyjny efekt badanych pochodnych PPIX, natomiast po
naswietleniu promieniami UV-A nie wykazywatl wplywu na stres oksydacyjny neutrofilow
zardbwno sam, jak i w potaczeniu z badanymi aminokwasowymi pochodnymi PPIX. Nie
stwierdzitem rowniez wptywu lipoprotein LDL 1 HDL na antyoksydacyjne dzialanie badanych
pochodnych PPIX wobec stymulowanych granulocytow, zaobserwowalem natomiast
synergistyczny antyoksydacyjny efekt S5-metoksypsoralenu w potaczeniu z niektérymi
pochodnymi PPIX wobec tych komorek. Wyniki tych badan byly publikowane w takich
czasopismach jak Journal of Porphyrins and Phthalocyanines (IF = 1,246) w r. 1010, Current
Topics in Biophysics w latach 2001, 2003 1 2007 oraz w Photodiagnosis and Photodynamic
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Therapy w r. 2006. Byly one rowniez prezentowane na migdzynarodowych konferencjach
naukowych w Wiedniu (1996), Stresie, Wlochy (1997), Paryzu (1998), Grenadzie, Hiszpania
(1999) 1 Berlinie (2000).

W roku 2001 uzyskatem w drodze konkursu stypendium rzadu francuskiego na pobyt
naukowy w Laboratoire de Photobiologie, nalezacym do Muséum National d’Histoire Naturelle
w Paryzu. W tym laboratorium okoto sto lat wcze$niej Maria Sktodowska-Curie rozpoczynata
swa droge naukowg. Pod kierownictwem Prof. René Santusa i Dr. Patrice’a Morliére’a
zajmowatem si¢ tam badaniem fototoksycznego dziatania aminokwasowych pochodnych
protoporfiryny IX na komorki fibroblastow i1 keratynocytow in vitro, pod dziataniem promieni
UVA (A=365nm, dawka energii 2,0J/cm?) i §wiatta czerwonego (A = 645-730nm, dawka energii
0,1-10,0J/cm?), w nieobecnosci i w obecnoséci 5-metoksypsoralenu. Wyniki tych badan byty
publikowane w Photochemistry and Photobiology (IF = 2,054) oraz prezentowane na
Migdzynarodowym Kongresie Wspotczesnej Onkologii w Poznaniu w r. 2011 oraz na
Kongresie Europejskiej Platformy Medycyny Fotodynamicznej w Polczynie-Zdroju w r. 2013.

Przez dwa lata, od r. 2005 do 2007, pracowalem w Photodynamic Therapy and
Biophysics Group Prof. Johana Moana, dziatajacej w ramach Department of Radiation Biology,
wchodzacego w skiad Institute for Cancer Research w The Norwegian Radium Hospital w Oslo.
Moje badania w tym zespole koncentrowaty si¢ na czterech zagadnieniach:

a) Wplyw promotorow penetracji (penetration enhancers), takich jak dimetylosulfotlenek
(DMSO), 1-[2-(decylotio)ethylo]azacyklopentan-2-on (HPE-101), Labrafac®CC,
Labrafil®, Labrasol® i Transcutol®, na wchlanianie estru metylowego kwasu 5-
aminolewulinowego (MAL) w skore myszy po podaniu miejscowym w postaci kremu.

b) Wpltyw czynnikéw srodowiska (zageszczenie komorek, temperatura, pH, jony zelaza)
na kinetyke eliminacji PPIX indukowanej za pomocg kwasu 5-aminolewulinowego
(ALA) w komorkach nowotworow jelita grubego in vitro.

¢) Farmakokinetyka PPArg, w skorze myszy po podaniu dozylnym.

d) Dziatanie fotodynamiczne PPArg: po jednorazowym podaniu dozylnym i na§wietleniu
czerwonym S$wiattem lasera (A=632nm, dawka energii 150J/cm?) u myszy
z przeszczepionymi $rodskornie guzami jelita grubego.

Tematy c) i d) byly czeSciowo finansowane z programu Norwegian Cancer Society
(Kreftforeningen) nr C88239. Wyniki tych badan byty publikowane w Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology (IF = 1,909) w r. 2006, Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy w 1.2006 1 2007 oraz w Proceedings of SPIE w r. 2009, a takze
prezentowane na konferencjach naukowych w Brixen-Bressanone, Wtochy (2006), Paryzu
(2007) Seattle, USA (2009) i w Poznaniu (2010).

W Laboratoire de Photobiologie des Cancers w Nantes (Francja), kierowanym przez
Prof. Thierry’ego Patrice’a w Centre Hospitalier Universitaire ,,Nord-Laénnec”, gdzie
pracowatem jako visiting scientist, zajmowatem si¢ wplywem warunkow przechowywania
roztworo6w wodnych ALA na ich zdolno$¢ indukowania PPIX w komorkach glejaka in vitro.
Badania te wykazatly, ze temperatura i czas przechowywania oraz stezenie i1 rodzaj uzytego
rozpuszczalnika maja istotny wpltyw na trwato$¢ chemiczng ALA w wodzie do iniekcji,
buforowanym fosforanami roztworze fizjologicznym (PBS) i podiozu RPMI do hodowli
komorek, a tym samym na jego fototoksycznos¢ wzgledem komorek glejaka. Uzyskane wyniki
sugerowaly kumulowanie wptywu warunkow otoczenia na fototoksyczne dzialanie ALA
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wzgledem komorek glejaka, a tym samym mozliwo$¢ zwigkszenia tego dziatania przez
odpowiedni dobor tych warunkow. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w roku 2006, w
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy.

Ogotem jestem autorem badz wspdtautorem 40 publikacji naukowych o tagcznej mierze
oddziatywania IF = 24,385 i tacznej liczbie punktow MNiSW = 278 oraz o tacznej liczbie
cytowan 268, bez autocytowan — 259 (indeks Hirscha 8), wg bazy danych Web of Science na
dzien 19.10.2018. W 27 pracach jestem pierwszym autorem, w 28 — korespondencyjnym, w 8
— drugim, 1 w jednej — ostatnim. W 16 publikacjach jestem autorem jedynym.

Jako jedyny autor opublikowalem m. in. artykut ,,Targeted photodynamic therapy —
a promising strategy of tumor treatment”, ktory ukazal si¢ w r. 2011 w Photochemical
and Photobiological Sciences (IF =2,584). W tym artykule przegladowym omowitem techniki
celowanej terapii fotodynamicznej (targeted photodynamic therapy — TPDT) jako nowej
strategii terapeutycznej majacej na celu ominigcie probleméw stwarzanych przez
konwencjonalng chemioterapi¢ nowotwordw, takich jak toksycznos$¢ lekow lub ich opornosc
wobec tkanek nowotworowych. Wskazatem réwniez konieczno$¢ wprowadzenia nowego
paradygmatu PDT nowotwordéw, opartego na zrewidowanym modelu nowotworu,
uwzgledniajacego jego heterogennos$¢ i1 dynamiczng zmienno$¢ wynikajaca z oddziatywania
sktadnikow tkanki nowotworowej z otoczeniem. W ciggu pierwszych szesciu miesigcy po
opublikowaniu artykul ten znajdowat si¢ na liScie 20 najczgsciej czytanych artykutow
Photochemical and Photophysical Sciences 1 ciagle znajduje si¢ na li§cie najczesciej czytanych
publikacji tego czasopisma (129 cytowan wg Web of Science na dzien 19.10.2018).

Jestem rowniez jedynym autorem dwoch monografii ksiagzkowych: ,, Aminokwasowe
pochodne protoporfiryny — dziatanie fotodynamiczne in vitro i in vivo” oraz ,,Jakosc¢ i
bezpieczenstwo kosmetykow”, a takze jedynym autorem rozdziatlu ,,/ntradermal delivery of
active cosmeceutical ingredients” w anglojezycznej monografii naukowej ,,Novel Delivery
Systems for Transdermal and Intradermal Drug Delivery” (red. Ryan F. Donnelly i Thakur
Raghu Raj Singh), wydanej w roku 2015 przez Wiley & Sons Ltd. (Chichester, Wielka
Brytania).

6. Omowienie osiagnie¢ dydaktycznych i w zakresie popularyzacji nauki.

Mam wieloletnie 1 wielorakie doswiadczenie dydaktyczne: prowadzenie wyktadéw,
seminariow, ¢wiczen audytoryjnych i laboratoryjnych, prac licencjackich 1 magisterskich
oraz specjalizacji w dziedzinie farmacji kliniczne;.

Jako pracownik naukowo-dydaktyczny Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego (dawniej Akademii Medycznej) w Poznaniu (UMP) w latach 1995-2005 bytem
promotorem 16 prac magisterskich studentow farmacji, zaréwno doswiadczalnych,
dotyczacych dziatania pochodnych porfiryny i kumaryny na stres oksydacyjny granulocytow,
jak 1 teoretycznych, na temat zastosowania modeli farmakokinetyczno-farmakodynamicznych
w monitorowaniu farmakoterapii chorob nowotworowych, nadci$nienia t¢tniczego 1 zakazen
bakteryjnych (antybiotykoterapii). Prace te czg¢sto byly prezentowane na konkursach prac
magisterskich Wydziatu Farmaceutycznego UMP.
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Prowadzitem réwniez ¢wiczenia 1 seminaria w dziedzinie farmacji kliniczne;,
farmakoterapii 1 biofarmacji dla studentow IV i1 V roku farmacji, wyklady z zakresu
farmakokinetyki oraz interakcji lekow z zywnoscia na kursach podyplomowych dla
farmaceutow 1 pielegniarek, a takze wyklady na migdzywydzialowych zajeciach
fakultatywnych ,, Uzaleznienia-mity i fakty” oraz , Farmakoterapia wieku dojrzatego i
podesztego”, dla studentow farmacji, medycyny 1 biologii, m. in. z tematow ,, Doping w
sporcie” oraz , Biologiczne, psychologiczne i socjologiczno-kulturowe uwarunkowania
uzaleznien”.

Ponadto w latach 1989-1994 prowadzitem ¢wiczenia laboratoryjne z chemii
farmaceutycznej i analizy lekow dla studentéw III i IV roku farmacji a w latach 1988-1989
¢wiczenia obliczeniowe z matematyki i statystyki dla studentow I roku farmacji.

Obecnie (od 2011) prowadzg wyktady i ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow I i II
roku studiow kosmetologii II stopnia Wyzszej Szkoty Zdrowia, Urody i Edukacji w Poznaniu
z nastgpujacych przedmiotow: ,,Lasery w medycynie i kosmetologii”, ,,Chemiczne i fizyczne
metody badan kosmetykow” oraz ,,Bezpieczenstwo i jakos¢ kosmetykow”.

Jestem promotorem licznych prac licencjackich 1 magisterskich studentéw
kosmetologii. Wiele z tych prac bylo wyrdéznianych na uczelnianych konkursach prac
dyplomowych. Wyniki wykonywanych pod moim kierunkiem prac magisterskich, dotyczacych
wplywu stosowania kosmetykow z filtrami UV na ryzyko oparzen stonecznych oraz usuwania
przebarwien skéry metodami fizycznymi (laser) i chemicznymi, byty takze prezentowane w
postaci posterow podczas XV Konferencji Wyzszej Szkoly Zdrowia, Urody i Edukacji
,,Nowoczesne trendy w kosmetologii i dietetyce”, w listopadzie 2015 roku.

Od czerwca 2010 do listopada 2014, z ramienia Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego w Warszawie 1 Studium Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu bylem opiekunem naukowym specjalizacji z farmacji klinicznej
pieciorga kandydatow. Wszyscy oni w latach 2013-2014 zlozyli egzamin specjalizacyjny,
uzyskujac tytut specjalisty farmacji klinicznej. Wynikiem jednej z prowadzonych przeze mnie
specjalizacji byt artykut ,,Opieka farmaceutyczna w leczeniu nadcisnienia tetniczego”,
opublikowany w Czasopismie Aptekarskim (MNiSW = 4,0) w roku 2014.

Najwazniejszym moim docenionym osiggni¢gciem w tym zakresie bylo przyznanie
mi w roku 2014 przez Ministra Zdrowia Rzeczypospolitej Polskiej dyplomu z gratulacjami
1 podzigkowaniem za opieke nad specjalizacjg osoby, ktéra z najlepszym wynikiem w kraju
zlozyta Panstwowy Egzamin Specjalizacyjny Farmaceutow.

Od poczatku mojej dziatalnosci naukowej bytem zawsze gleboko zaangazowany w
popularyzacje nauki. W latach 1995-2001 jako jedyny autor opublikowatem w czasopismach
naukowych i zawodowych 11 artykuldow popularnonaukowych z zakresu fotochemii,
fotomedycyny, historii 1 dydaktyki nauk przyrodniczych oraz interakcji lekow z pozywieniem.
Wsrdd nich cheiatbym zwroci¢ uwage na dwa artykutly, przyblizajace ztozone mechanizmy
procesow fotochemicznych: ,, Szampanski two-step, czyli o wzbudzeniu dwufotonowym”
(Kurier Chemiczny, 1995) oraz ,,Skoki i wspinaczki elektronow, czyli o diagramie Jablonskiego
w stulecie urodzin odkrywcy” (Foton, 1998).
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7. Inne osiagniecia.

Od roku 2011 przez dwie kadencje (2011-2015 i 2016-2018) bylem czlonkiem
kolegium redakcyjnego (,.editorial board member”) World Journal of Methodology
wydawanego przez Baishideng Publishing Group w USA. W roku 2018 zostatem
wybrany na III kadencj¢ do 2021.

Od roku 2017 jestem czlonkiem kolegium redakcyjnego (,.editorial board member™)
w Jacobs Journal of Medicinal Chemistry, wydawanego przez Jacobs Publisher w USA.

W roku 2010 bytem wspoiredaktorem (co-editor) poswigconego fotomedycynie numeru
specjalnego czasopisma Advances in Pharmacological Sciences, wydawanego przez
Hindawi, w Wielkiej Brytanii.

Za swoje znaczace osiagniecie podoktorskie uwazam czterokrotne (2012, 2014, 2016
i 2018) zdanie egzaminu i uzyskanie Certificate in Photobiology ,.at a PhD level”
podczas European School for Photobiology w Universita di Padova (Brixen-
Bressanone, Wlochy), w zakresie: fotofizyki, fotochemii, fotomedycyny
(fotodiagnostyki i fototerapii z uwzglednieniem terapii fotodynamicznej), fotobiologii
promieni UV (fotokancerogeneza, fotoimmunologia, przekazywanie sygnalow
komoérkowych, biosynteza witaminy D), a takze fotosyntezy, fotobiologii Srodowiska
i biologii fotoreceptorow.

Poznan, 18 listopada 2018.
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