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Lp.

J. M. Dabrowski*

“Reactive Oxygen Species in Photodynamic Therapy: Mechanisms of their Generation and
Potentiation.”

H1  Adv. Inorg. Chem., 2017, 70, 343-394.
IFsietni= 2,884 IF =425 1F216= 3,105 cyt.=3 MNiSW=35

Udziat wtasny- 100 %: koncepcja i przygotowanie obszernego artykutu (51 stron), ktory podsumowuje
dotychczasowy dorobek oraz opisuje aktualnie prowadzone badania przez habilitanta; praca zawiera
oryginalne wyniki badan, praca na zaproszenie edytora.
J. M. Dabrowski*, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, K. Urbanska, S. Simoes, G. Stochel, L. Cortes
“Combined Effects between Singlet Oxygen and Hydroxyl Radical in Photodynamic Therapy
with Photostable Bacteriochlorins: Evidence from Intracellular Fluorescence and Increased
Photodynamic Efficacy in vitro.”

Ho Free Radic. Biol. Med., 2012, 52, 1188-1200.

IFsiemi= 5,886 IF=5,271 IF206= 5,606 cyt=43 MNiSW=40

Udziat wilasny- 70%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan z wyjatkiem
eksperymentdw z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, ktore to wykonalem wspdlnie z Luisa Cortes
(przygotowanie wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikéw, napisanie publikacji,
korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Bylem
glownym wykonawcg projektu naukowego (Era Chemistry), z ktdrego finasowany byt moj staz podoktorski
i ktory umozliwil mi przeprowadzenie badan opisanych w tej pracy.
J. M. Dabrowski*, M. Krzykawska, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, C. J. P. Monteiro, S.
Simoes, K. Urbanska, G. Stochel
“Tissue Uptake Study and Photodynamic Therapy of Melanoma Bearing Mice with a
Nontoxic, Effective Chlorin”

H3 ChemMedChem, 2011, 6, 1715-1726.

IFsiemi= 3,037 IF=3,151 IF2016= 3,225 cyt.=30 MNiSW=30

Udziat wtasny- 60%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan z wyjatkiem
eksperymentow in vivo, ktore to wykonatem wspoélnie z Martyng Krzykawska, oraz syntezy, ktora
przeprowadzit Carlos Monteiro, przygotowanie wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych
wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na
uwagi recenzentoéw.Bytem gtownym wykonawcg projektu naukowego (Era Chemistry), z ktorego
finasowany byt mdj staz podoktorski i ktory umozliwit mi przeprowadzenie badan opisanych w tej pracy.
J. M. Dabrowski*, K. Urbanska, L. Arnaut, M. Pereira, A. R. Abreu, S. Simoes, G. Stochel
“Biodistribution and Photodynamic Efficacy of a Water Soluble, Stable, Halogenated
Bacteriochlorin against Melanoma”
ChemMedChem, 2011, 6, 465- 475.

H4

IFsiemi= 3,037  IF=3,151 IF206= 3,225 cyt.=48 MNISW=30

Udziat whasny- 70%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan z wyjatkiem syntezy
zwigzku, ktora przeprowadzit Artur Abrau, przygotowanie wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych
wynikdw, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Bylem gléwnym wykonawca projektu naukowego (Era Chemistry), z ktorego
finasowany byt mdj staz podoktorski i ktory umozliwit mi przeprowadzenie badan opisanych w tej pracy.




HS

J. M. Dabrowski*, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, K. Urbanska, G. Stochel

“Improved biodistribution, pharmacokinetics and photodynamic efficacy using a new
photostable sulfonamide bacteriochlorin

Med. Chem. Commun., 2012, 3, 502-505.
IFsetni= 2589 IF=2,722 IF2016=2.60 cyt.=30 MNiSW=30

Udziat wlasny- 80%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan, przygotowanie
wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem
i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym
obejmujacym wickszo$¢ badan opisanych w tej pracy.

H6

L. G. Arnaut, M. M. Pereira, J. M. Dabrowski*, E. F. F. Silva, F. A. Schaberle, A. R.
Abreu, L. B. Rocha, M. M. Barsan, K. Urbanska, G. Stochel, C. M. A. Brett

“Photodynamic Therapy Efficacy Enhanced by Dynamics: The Role of Charge Transfer and
Photostability in the Selection of Photosensitizers”

Chem. Eur. J., 2014, 20, 5346-5357.
IFsietni= 5,184  IF=5,731 IF2016= 5,317 cyt.=32 MNiSW=40

Udziatl wlasny- 40%: koncepcja wigkszosci badan, wspdlne z Luisem Arnaut zaplanowanie koncepcji pracy,
zaplanowanie i wykonanie wszystkich eksperymentow dotyczacych detekcji ROS, charakterystyki
fotochemicznej i fotofizycznej bakteriochloryn, czesci badan biologicznych in vitro (komoérki nowotworowe
A549, S91) oraz wszystkich badan in vivo; interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie pierwszej wersji
publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Kierowatem projektem naukowym obejmujacym ok. 50% badan opisanych w tej pracy.

H7

R. Saavedra, L. B. Rocha, J. M. Dabrowski*, L. G. Arnaut

“Modulation of biodistribution, pharmacokinetics and photosensitivity with the delivery
vehicle of a bacteriochlorin photosensitizer for photodynamic therapy.”

ChemMedChem, 2014, 9, 390- 398.
IFsiemi= 3,037 IF=3,046 1F206=3,225 cyt.=21 MNiSW=30

Udziat wlasny- 70%: koncepcja badan, zaplanowanie i udzial w wykonaniu wszystkich eksperymentow
(czg$¢ badan in vivo przeprowadzitem z Luisem Rocha: razem przeprowadzaliSmy sekcj¢ zwierzat, Luis
podawat fotosensybilizator, a ja naswietlalem guzy; Raquel pomagata mi w homogenizacji organow i w
eksperymentach na szczurach); samodzielnie dokonatem pomiaréw fluorescencji wszystkich probek
biologicznych oraz analizy i interpretacji otrzymanych wynikow, bralem wiodacy udziat w napisaniu
publikacji, bytem autorem wysylajacym prace: korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujacym wigkszo$¢ badan
opisanych w tej pracy.

H8

M. Krzykawska, J. M. Dabrowski*, L. G. Arnaut, M. Szczygiet, K. Urbanska, G.
Stochel, M. Elas

“The role of strong hypoxia in tumors after treatment in the outcome of bacteriochlorin-
based photodynamic therapy”

Free Radic. Biol. Med., 2014, 73, 239- 251.

IFsiemi= 5,886  IF=5,736  IF2016= 5,606 cyt.=26 MNiSW=40

Udziat wtasny- 50%: koncepcja wszystkich badan, opieka naukowa nad praca Martyny Krzykawskiej,
oprocz pomiaréw tlenometrii in vivo, ktore nadzorowata dr Elas; zaplanowanie i udzial w wykonaniu
pozostatych eksperymentow, wykonanie eksperymentow dotyczacych detekcji ROS oraz biodystrybucji,
analiza i interpretacja otrzymanych wynikoéw, wiodacy udzial w pisaniu publikacji, korespondencja z




edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem
naukowym obejmujacym czg¢s¢ badan opisanych w tej pracy.

H9

J. M. Dabrowski*, L. G. Arnaut
“Photodynamic therapy (PDT) of cancer: from local to systemic treatment.”
Photochemical & Photobiological Sciences, 2015, 14, 1765- 1780.

IFsieni= 2,474 IF=2,235 IFooi6= 2,344  cyt.=60 MNiSW=25

Udziat wlasny- 80%: zaplanowanie (wspolnie z Prof. Arnaut) koncepcji pracy, napisanie pierwszej wersji
manuskryptu, przygotowanie wszystkich rysunkéw i tabel, korespondencja z edytorem i recenzentami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Kierowalem projektem naukowym, ktéry obejmowat
tematyke tej pracy.

H10

L. B. Rocha, L. C. Gomes-da-Silva, J. M. Dabrowski*, L. G. Arnaut

“Elimination of primary tumours and control of metastasis with rationally designed
bacteriochlorin photodynamic therapy regimens”

European Journal of Cancer, 2015, 51, 1822-1830.
IFsiemi= 5,867  IF=6,163 IF2m6= 6,029 cyt.=20 MNiISW=40

Udziat wlasny- 65%: koncepcja badan, zaplanowanie (wspdlnie z Luisem Arnaut) i udziat w wigkszosci
eksperymentow (wspolnie z L. Rocha przeprowadzaliSmy eksperymenty in vivo, Luis podawat
fotosensybilizator, a ja naswietlalem guzy, rownolegle przeprowadzalisSmy sekcje zwierzat, bytem
odpowiedzialny za codzienna kontrole stanu myszy po PDT), analiza i interpretacja otrzymanych wynikow,
przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu i udziat w przygotowaniu kolejnych wersji, edycja tekstu,
korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem
projektem naukowym obejmujacym ok. 70 % badan opisanych w tej pracy.

H11

J. M. Dabrowski*, B. Pucelik, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, W. Macyk, G. Stochel

“New hybrid materials based on halogenated metalloporphyrins for enhanced visible
light photocatalysis”

RSC Adv., 2015, 5, 93252-93261.
IFsieni= 3,257  1F=3,289  IF2016= 3,108 cyt.=10 MNiSW=35

Udziat wlasny: 65%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wigkszosci eksperymentow, analiza i
interpretacja otrzymanych wynikoéw, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujacym
wszystkie badania opisane w tej pracy.

H12

J. M. Dabrowski*, B. Pucelik, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, G. Stochel

,,TJowards tuning PDT relevant photosensitizer properties: comparative study for the free and Zn?*
coordinated meso-tetrakis [2, 6-difluoro-5-(N-methylsulfamylo) phenyl] porphyrin”.

Journal of Coordination Chemistry, 2015, 68, 3116-3134.
IFsieni= 1,304 1F=1,756 IF2016= 1,795 cyt.=11 MNiSW=25

Udziat wlasny: 70 %: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wigkszos$ci eksperymentdéw, analiza i
interpretacja otrzymanych wynikoéw, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem projektem naukowym obejmujagcym
wszystkie badania opisane w tej pracy.




H13

J. M. Dabrowski*, B. Pucelik, A. Regiel-Futyra, M. Brindell, O. Mazuryk, A. Kyziol, G.
Stochel, W. Macyk, L. G. Arnaut

»Engineering of relevant photodynamic processes through structural modifications of
metallotetrapyrrolic photosensitizers”

Coord. Chem. Rev., 2016, 325, 67-101.
IFsietni= 12.743  1F=13,324 1F2016=13,324 cyt.=20 MNIiSW=50

Udziat whasny: 50 %: artykut powstat na skierowane do mnie zaproszenie edytoréw, koordynowatem praca
pozostatych wspolautoréw nad ta obszerna praca przegladowa, napisanie wickszosci tekstu, a nastepnie
praca nad calym tekstem publikacji, zaprojektowanie wigkszosci rysunkow publikacji. Kierowalem
projektem naukowym, ktory obejmowat tematyke tej pracy.

H14

B. Pucelik, L. G. Arnaut, G. Stochel, J. M. Dabrowski*

,Design of Pluronic-Based Formulation for Enhanced Redaporfin-Photodynamic Therapy
against Pigmented Melanoma”

ACS Appl. Mater. Interfaces, 2016, 8, 22039-22055.
IFsieni= 7,823  IF=7,504 1F2016=7,504 cyt.=10 MNiSW=40

Udzial wiasny: 55%: koncepcja badan, zaplanowanie wszystkich eksperymentéw, nadzorowanie pracy
Barbary Pucelik oraz udziat w wykonaniu wszystkich eksperymentow, analiza i interpretacja otrzymanych
wynikoéw, napisanie ostatecznej wersji publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem projektem naukowym obejmujacym
wszystkie badania opisane w tej pracy.

H15

B. Pucelik, I. Gurol, V. Ahsen, F. Dumoulin, J. M. Dabrowski*

Fluorination of phthalocyanine substituents: Improved photoproperties and enhanced
photodynamic efficacy after optimal micellar formulations

Eur. J. Med. Chem., 2016, 124, 284-298.
IFsieni= 4,187 1F=4,519 1F2016=4,519 cyt=10 MNiSW=40

Udzial wiasny: 60%: koncepcja badan, zaplanowanie wszystkich eksperymentéw, nadzorowanie pracy
Barbary Pucelik oraz udzial w wykonaniu wszystkich eksperymentow, analiza i interpretacja otrzymanych
wynikéw, napisanie ostatecznej wersji publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem projektem naukowym obejmujacym
wszystkie badania opisane w tej pracy.

H16

B. Pucelik, R. Paczynski, G. Dubin, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, J. M. Dabrowski*

“Properties of halogenated and sulfonated porphyrins relevant for the selection of
photosensitizers in anticancer and antimicrobial therapies”,

PLoS ONE, 2017, 12 (10):e0185984, DOI: 10.1371/journal.pone.0185984
IFsiemi= 3,394 IF =3,057 IFx1,= 2,806 cyt.=0 MniSW=40

Udziat wtasny: 65%: koncepcja badan, zaplanowanie wszystkich eksperymentdw, nadzorowanie pracy
Barbary Pucelik oraz udzial w wykonaniu eksperymentow, analiza i interpretacja otrzymanych wynikow,
napisanie ostatecznej wersji publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujacym wszystkie badania
opisane w tej pracy.




Podsumowanie cyklu publikacji

We wszystkich  wymienionych pracach jestem autorem gtownym  (pierwszym
i/lub korespondencyjnym).

Suma IF 75,024
Sredni IF 4,689
Suma punktéow MNiSW 570

2.3. Opis osiagniecia naukowego
2.3.1. Streszczenie. Cele badan i najwazniejsze osiagniecia
Gléwnym celem niniejszego cyklu publikacji jest okreSlenie mechanizmow

generowania reaktywnych form tlenu (ROS) przez powigzane strukturalnie zwigzki chemiczne
nalezace do grupy halogenowych tetrapiroli. Zastosowanie réznych $ciezek funkcjonalizacji
tych fotosensybilizatorow pozwolilo na okres$lenie zalezno$ci pomiedzy strukturg a
wiasciwosciami  fizykochemicznymi 1 aktywno$cig biologiczng warunkujacymi ich
zastosowane w fotomedycynie i/lub w fotokatalizie.*"? [H1, H9] Realizujac aspekt chemiczny
pracy, dokonano wnikliwej charakterystyki spektroskopowej, fotofizycznej i fotochemicznej
modyfikowanych bakteriochloryn,?8 [H2, H4-H9] chloryn,®° [H3] wybranych ftalocyjanin??
[H15] oraz porfiryn.'>3 [H12, H16] Istotnym aspektem analizy otrzymanych wynikéw byto
okreslenie czy i w jaki sposob wprowadzone do pierscienia makrocyklicznego podstawniki
wplywaja na mozliwos$ci sterowania mechanizmami fotoindukowanego przeniesienia elektronu
i przekazania energii,® ® 1213 [H2, H6, H12, H16] jak rowniez to, czy takie modyfikacje maja
wplyw na miejsce generowania ROS przez badane fotosensybilizatory w komodrkach
nowotworowych,® 115 [H2, H12-H16] oraz poprawe ich selektywnosci wzgledem obszarow
zmienionych chorobowo.*" ® [H4-H7] Innym aspektem badan bylo wyselekcjonowanie z
biblioteki scharakteryzowanych zwigzkoéw takich uktadow, ktore ze wzgledu na typ
mechanizmu generowania ROS moga by¢ zastosowane w fotodynamicznej inaktywacji
mikroorganizméw (PDI)'*14 [H13, H16] i/lub w fotokatalizie.** *6 [H11, H13] Podczas gdy
najbardziej obiecujacymi fotosensybilizatorami do PDT s3g fluorowane pochodne
bakteriochloryn, zwigzki 1 materialy na bazie porfiryn okazaly si¢ by¢ skutecznymi
fotokatalizatorami do usuwania zanieczyszczen srodowiska (np. lekow przeciwbolowych) oraz
inaktywacji mikroorganizmoéw (bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych i grzybow).

Do najwazniejszych efektow prowadzonych przeze mnie badan naukowych zaliczam

wyjasnienie  mechanizméw  fotochemicznych 1 molekularnych  badane;  grupy



fotosensybilizatorow. Okazato si¢, ze badane bakteriochloryny generujg tlen singletowy z
mniejszg wydajnoscig kwantowa niz analogiczne porfiryny i chloryny. Poszukujac wyjasnienia
tych réznic sprawdzono, czy pochodne te moga generowaé inne reaktywne formy tlenu i
podlega¢ innym mechanizmom fotosensybilizacji. W tym celu przeprowadzono pomiary
detekcji  fotogenerowanych krotko zyjacych rodnikow: rodnika hydroksylowego i
anionorodnika ponadtlenkowego, ktérych obecno$¢ monitorowano za pomoca putapkowania
spinowego.* ® Stwierdzono, iz halogenopochodne bakteriochloryn podczas naswietlania
promieniowaniem laserowym (750 nm) generuja anionorodnik ponadtlenkowy i rodniki
hydroksylowe w roztworach. Bezposredni dowdd na to, ze badane pochodne generuja rodniki
hydroksylowe nie tylko w roztworze, ale rowniez w komorkach nowotworowych,
przedstawilisémy w trzech publikacjach.®>* ® [H2, H4, H6] Charakterystyczna fluorescencje
adduktu rodnika hydroksylowego z 3'-(p-aminofenylo)fluoresceing (APF) lub/oraz 3'-(p-
hydroksofenylo)fluoresceing (HPF) zaobserwowano w komorkach po inkubacji tych
znacznikéw fluorescencyjnych z fotosensybilizatorami i naswietlaniu komoérek odpowiednim
zrodtem swiatha. Okazato sie, ze efekt fotodynamiczny nie koreluje z wydajnosciami tworzenia
tlenu singletowego, ale jest §cisle zalezny od tworzenia badz nie wolnych rodnikéw. Pochodne,
ktore efektywniej generuja wolne rodniki tlenowe prowadza do skuteczniejszego efektu
fotodynamicznego niz fotosensybilizatory generujgce tylko tlen singletowy. Do podobnych
wnioskow doszedlem poréwnujgc analogiczne wyniki badan uzyskane dla pochodnych
porfiryn,*?13 [H12, H16] metaloporfiryn'? 14 [H12-H13] oraz wybranych ftalocyjanin.t® 4
[H13, H15] Przy czym nalezy podkresli¢, ze udzial mechanizmu I (przeniesienie tadunku) jest
zdecydowanie najwigkszy dla bakteriochloryn. Omawiane mechanizmy fotochemiczne majg
istotne implikacje we wlasciwym zaplanowaniu badan biologicznych oraz protokotéw
terapeutycznych. Wyniki badan przedklinicznych przeprowadzonych na licznych grupach
zwierzat opisatem wspodlnie ze wspdtpracownikami z Uniwersytetu w Coimbrze m. in. w
czasopi$mie onkologicznym European Journal of Cancer (IF=6,163).!7 [H10] Wykazali$my,
ze zastosowanie odpowiednio dobranych protokotow terapeutycznych, nie tylko prowadzi do
wyleczenia zwierzat laboratoryjnych, ale rowniez do wyidukowania dtugoterminowej pamigci
immunologicznej.> !” [H9-H10] Przejawia sie to w niepojawianiu sie guzéw nowotworowych
u zwierzat wyleczonych PDT po powtdrnej inokulacji komoérek nowotworowych jak tez
znaczacym zmniejszeniem ilosci przerzutdow w poréwnaniu do zwierzat nietraktowanych.
Najbardziej spektakularne wyniki badan uzyskaliSmy dla pochodnej bakteriochloryny
dostarczanej w micelach (kopolimery typu Pluronic) opisanych w pracy opublikowanej w ACS

Applied Materials and Interfaces (IF=7,145)."> [H14] Terapia fotodynamiczna zastosowana u
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myszy obarczonych guzami nowotworowymi silnie upigmentowanego czerniaka (B16F10)
doprowadzita do wyleczenia 100 % zwierzat laboratoryjnych. Tak spektakularna skuteczno$¢
wynikata z tego, ze zastosowana nanoenkapsulacja spowodowata wyrazny wzrost st¢zenia
bakteriochloryny w mikrosrodowisku guza, zwigkszenie jej stabilnosci i1 fotostabilnosci, oraz
efektywniejsze generowanie ROS, w szczegélnosci produktow  fotoindukowanego
przeniesienia elektronu (gldwnie rodnikow hydroksylowych). Kompleksowe badania
chemiczne i biologiczne przeprowadzone m.in. w ramach kierowanych przeze mnie czterech

projektow badawczych doprowadzity sulfonamidowg pochodng bakteriochloryny (F2BMet) do

II fazie badafh klinicznych, a Migdzynarodowa Organizacja Zdrowia (WHO) nadata temu

zwigzkowi nazwe INN (migdzynarodowa nazwa niezastrzezona)- Redaporfin.

2.3.2. Motywacja przedstawionych badan

Poszukiwanie nowych zwigzkéw chemicznych stosowanych w nowoczesnych strategii
terapeutycznych i diagnostycznych do walki z chorobami nowotworowymi stanowi odpowiedz
na jeden z najwazniejszych probleméw zdrowotnych i spotecznych XXI wieku.1822
Innowacyjnym podejsciem w eksperymentalnych strategiach przeciwnowotworowych jest
migdzy innymi wykorzystanie wielofunkcyjnych polaczen o zoptymalizowanym dziataniu i
zmniejszonych skutkach ubocznych. Dodatkowo znacznym problemem klinicznym w
przypadku leczenia systemowego opartego na lekach cytotoksycznych i antyproliferacyjnych
jest ciaglty wzrost opornoéci wielolekowej (MDR).?® Obecny stan wiedzy na temat chordb
nowotworowych pozwala wnioskowac, ze do osiggnigcia catkowitego sukcesu terapeutycznego
konieczne jest zastosowanie innowacyjnych strategii dziatajacych wielokierunkowo, poprzez
zréznicowane mechanizmy ukierunkowane na zniszczenie nowotworu. Przyktadem takiej
strategii jest terapia fotodynamiczna nowotworéw (PDT).6 Przysztos¢ PDT jest rowniez
obiecujaca ze wzgledu na niestabnacy wzrost opornoéci bakterii na antybiotyki.?* Wedtug
WHO, dane uzyskane dla E. coli i S. aureus dowodza, ze ponad 50% szczepdw jest oporna na
powszechnie stosowane leki przeciwbakteryjne.”® Najczestsza przyczyna zakazen ran
pooperacyjnych jest S. aureus. Roczny koszt AMR dla systemu opieki zdrowotnej w USA
szacuje si¢ na 34 mld dolarow 1 dodatkowe 8 mln USD przeznacza si¢ na
hospitalizacje.?® Istnieje zatem pilna potrzeba znalezienia alternatywnych sposobow walki z
infekcjami bakteryjnymi. Naszym podejsciem do leczenia zakazen bakteryjnych jest
zastosowanie nietoksycznego S$wiattoczutego leku, ktory w obecnosci tlenu generuje
cytotoksyczne ROS o zasiegu dyfuzji rzedu nanometréw.?’ Takie podejicie znane jest jako

fotodynamiczna inaktywacja mikroorganizmow (PDI) i jest inspirowana omawiang wczesniej
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PDT. Coraz wigcej dowodow wskazuje rowniez na to, ze opornos¢ indukowana przez jedno
podejscie terapeutyczne moze by¢ kompensowane przez inny rodzaj leczenia, a unikane
mechanizmy PDT prowadzace do $mierci komérek nowotworowych i bakteryjnych, moga by¢
wykorzystane nie tylko do pokonania opornosci wielolekowej, ale tez do ponownego
uwrazliwienia komorek opornych na tradycyjne terapie. Ponadto, wraz z rozwojem
nanotechnologii, mozliwym jest, aby aktywacja $§wiatlem prowadzita nie tylko do niszczenia
komorek nowotworowych/bakteryjnych, ale rowniez umozliwiata kontrolowane uwalnianie
leku zapobiegajagc tym samym nabywania oporno$ci przez rozne typy komorek. Aktualnie
kierowany przeze mnie projekt badawczy jest kolejnym krokiem do petniejszego zrozumieniu
mechanizmoéw lekoopornosci w najczestszych typach nowotwordw i infekcji bakteryjnych.
Ponadto w oparciu o informacje uzyskane w ramach projektu na temat mechanizmow
molekularnych 1 fotochemicznych mozna pokusi¢ si¢ o stworzenie nowych, bardziej
selektywnych strategii  terapeutycznych umozliwiajacych  pokonanie  opornos$ci
wielolekowej.?®

Zupelie innym, ale réwnie istotnym problemem wspolczesnego S$wiata, jest
zanieczyszczenie sSrodowiska naturalnego. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zawartosci
preparatow farmaceutycznych w srodowisku. Jest to spowodowane nadmiernym stosowaniem
lekow przeciwbolowych.? Te z pozoru odlegte od siebie zagadnienia potaczone sa mozliwoscia
zastosowania tych samych zwigzkow chemicznych odpowiedzialnych za fotogenerowanie
ROS. W przypadku fotokatalizy srodowiskowej ROS odpowiedzialne sg za proces degradacji
zanieczyszczen.!® 931 7 kolei PDT wymaga wspotdziatania fotosensybilizatora,
promieniowania o odpowiedniej dtugosci fali oraz tlenu obecnego w komorkach/tkankach.
Zaden z tych czynnikéw samodzielnie nie jest toksyczny, dopiero ich potaczenie prowadzi do
powstania ROS niszczacych nowotwor praktycznie bez naruszania zdrowych tkanek.
Selektywno$¢ 1 niska inwazyjno$¢ stanowig podstawowe zalety wyrdzniajace terapie
fotodynamiczna sposrod stosowanych obecnie strategii terapeutycznych.? 1832 Jednak z uwagi
na ztozonos$¢, heterogenno$¢ a takze zmiennos¢ choroby nowotworowej, oprécz odpowiednio
dobranego schematu leczenia, w terapii istotng rol¢ odgrywaja metody diagnostyczne
pozwalajace na wczesne wykrycie, identyfikacje nowotworu oraz precyzyjne okreslenie jego
lokalizacji w organizmie. Obnizona inwazyjno$¢ oraz niskie koszty analiz to cechy
wyrozniajgce metody optyczne spos$rod najczesciej stosowanych technik obrazowania
molekularnego. Roznorodnos¢ zwiazkow o pozadanych wiasciwosciach fotochemicznych i
bogactwo form tych zwiazkéw daje nam duze mozliwosci badawcze i stwarza perspektywy do

poszukiwania zaré6wno innowacyjnych kontrastow do fluorescencyjnego obrazowania
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nowotworow, nowych srodkow terapeutycznych jak rowniez skutecznych fotokatalizatorow w

usuwaniu zanieczyszczen srodowiska naturalnego.

2.3.3. Reaktywne formy tlenu
Reaktywne formy tlenu (ROS) jest to grupa zwigzkow zawierajgca atom tlenu, ale

charakteryzujaca si¢ zdecydowanie wigkszg reaktywnoscig 0d tlenu czasteczkowego. Naleza
do nich przede wszystkim produkty wzbudzenia lub redukcji O, przedstawione na Rysunku
1czyli: anionorodnik ponadtlenkowy (O2"), nadtlenek wodoru (H20), rodnik hydroksylowy
("OH), ale réwniez dyskutowany w niniejszej pracy tlen singletowy (*O,) oraz ozon (Og). 133

| st 1] 77
0332920 589 +0.38 2e” 2H
C|’z 705 F Hp0p 7> Ha0 o+ 0H372H7+>2H20
4e'/'

Rysunek. 1. Kolejne etapy redukcji tlenu czgsteczkowego prowadzqgce do generowania ROS wraz z ich
standardowymi potencjatami redukcji.

Anionorodnik ponadtlenkowy nie jest bardzo reaktywny, ale moze oddziatywaé z
réznymi zwigzkami, w tym jonami metali i enzymami prowadzgc si¢,do powstawania kolejnych
form tlenowych. Zgodnie z Rysunkiem 1 drugim krokiem redukcji O, jest powstanie
nadtlenku wodoru (H202). Przyjmuje si¢, ze H202 jest raczej neutralnym indywiduum
chemicznym, ale moze byé aktywowany w obecnoéci jonéw metali (np. Fe?" i Cu?"), i

generowaé rodnik hydroksylowy w reakcjach Fentona i Habera-Weissa.®
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Chemikalia i leki
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Rysunek 2. Schematyczne zilustrowanie wptywu ROS indukowanych przez rozne czynniki zewnetrzne na
metabolizm komorkowy.
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Duza warto$¢ standardowego potencjatu redukcji (2,31 V) oraz silnie elektrofilowy
charakter ‘OH powoduje, iz nalezy on do najskuteczniejszych utleniaczy odpowiedzialnych m.
in. za powstawanie wickszo$ci uszkodzen DNA, biatek oraz peroksydacije lipidow. Reaktywne
formy tlenu sg generowane w wyniku roznorodnych przemian wewnetrznych, jak tez w wyniku
dziatania czynnikow zewnetrznych (Rysunek 2). Gtownymi zrédtami wewnatrzkomoérkowych
ROS jest mitochondrialny tancuch oddechowy, cytochrom P-450, peroksysomy oraz aktywne
komorki zapalne. Natomiast zewnatrzkomérkowe zrodla ROS to czynniki fizyczne takie jak
promieniowanie jonizujace 1 ultrafioletowe, wysoka temperatura i ci$nienie, ultradzwigki, a
takze czynniki chemiczne: ksenobiotyki, chinony, kompleksy i nanoczastki metali, tlenki,
zwigzki nitroaromatyczne, fotosensybilizatory, itp. W warunkach fizjologicznych ROS sa
produktami ubocznymi metabolizmu komérkowego, a w szczegdlnosci oddychania (Rysunek
3). Moga rowniez uczestniczy¢ w wielu szlakach sygnalizacyjnych jako przekazniki oraz petnié
funkcje regulatorowe. Odpowiedzialne sg miedzy innymi za aktywacj¢ i regulacj¢ waznych
procesoOw komodrkowych, takich jak transdukcja sygnaldw, metabolizm, proliferacja oraz
apoptoza.
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Rysunek 3. Zjawiska zachodzgce w komorce: generowanie ROS w lancuchu oddechowym,
kontrolowanie ich stezenia przez emzymy antyoksydacyjne i antyoksydanty oraz przekroczenie ich
stezenia krytycznego prowadzqce do stresu oksydacyjnego.

Zgodnie z Rysunkiem 3, gtéwnym zrédtem wewnatrzkomorkowych ROS sg mitochondria oraz
retikulum endoplazmatycze (ER). Na poziomie molekularnym ROS wytwarzane sa w tancuchu
oddechowym, podczas wybuchu tlenowego fagocytow lub na skutek dziatania enzymow, np.
oksydaz NADPH (grupa biatek NOX), oraz biorg udzial w tworzeniu ztozonych kompleksow
funkcyjnych, ktore warunkuja odpowiedz organizmu na reakcje indukowane stanem zapalnym,

stymulowanie czynnikéw wzrostu oraz regulacje cisnienia krwi. W stanie homeostazy st¢zenie
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ROS jest $cisle kontrolowane przez szereg mechanizmow warunkujacych zachowanie
rownowagi redoksowej.3*® Do naturalnych systemoéw obronnych przeciw ROS mozna
zaliczy¢ enzymy antyoksydacyjne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza oraz peroksydaza i
reduktaza glutationowa) oraz niskoczasteczkowe antyoksydanty (witaminy A, C i E). Zadaniem
kazdego z nich jest inhibicja generowania ROS i/lub inicjacja reakcji majacych na celu ich
dezaktywacje oraz przemiane do niereaktywnych i nietoksycznych produktow.*6” Dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), wystepuje w organizmie cztowieka w trzech formach ro6znigcych sie
lokalizacjg komérkowg: Cu-ZnSOD (SOD1) obecna cytoplazmie, mitochondrialna MnSOD
(SOD2) oraz zewnatrzkomorkowa EC-SOD (SOD3). SOD inaktywuje ROS w reakcji
dysproporcjonowania anionorodnika ponadtlenkowego do tlenu i nadtlenku wodoru. Katalaza
(CAT) z kolei rozktada nadtlenek wodoru do tlenu czasteczkowego i wody. Enzymy
glutationowe: peroksydaza glutationowa (GPx) oraz reduktaza glutationowa (GRx) wykazuja
dziatanie antyoksydacyjne przy udziale zredukowanego glutationu (GSH). Niektére z
wymienionych substancji oprocz hamowania reakcji odpowiedzialnych za peroksydacje
lipidow, oddziatujg z rodnikami nadtlenkowymi i organicznymi oraz moga wygaszac takze tlen
singletowy.®® Dodatkowo tlen singletowy moga dezaktywowaé karotenoidy, histydyna oraz
azydek sodu (NaNs). Do endogennych czynnikéw antyoksydacyjnych zaliczamy tez biatka
osocza krwi, ktorych glownym przedstawicielem jest albumina. Inaktywacja ROS przy udziale
albumin wynika przede wszystkim z obecnosci grup sulfhydrylowych (-SH) w strukturze tych
biatek oraz mozliwoéci wiazania jonow Cu?*, przez co zmniejsza sie prawdopodobienstwo
wystgpienia reakcji Fentona, w wyniku ktérej wytwarzane sg rodniki hydroksylowe, 30 39-40
Umiarkowany wzrost stezenia ROS sprzyja proliferacji 1 przezyciu komorek.
Jednak, gdy stezenie ROS osigga graniczny poziom, dochodzi do stresu oksydacyjnego, a w
konsekwencji do $mierci komorkowej. Wykorzystanie i zastosowanie terapii opartych na
wywotaniu stresu oksydacyjnego, jest obiecujacym podejsciem terapeutycznym ze wzgledu na
roznice genetyczne miedzy komorkami normalnymi, a nowotworowymi. Komorki
nowotworowe charakteryzuja sie podwyzszonym podstawowym poziomem ROS ze wzgledu
na zmiany aktywnos$ci metabolicznej, a przede wszystkim wzmozona glikoliza tlenowa.®® 4
Tym samym, znajdujac si¢ w stanie statego stresu oksydacyjnego komorki nowotworowe
posiadajg zmodyfikowany system obrony antyoksydacyjnej, ktory pozwala zaadaptowac si¢ do
tych warunkow i unikng¢ negatywnych skutkow dziatania ROS. Podwyzszony poziom ROS w
komorkach neoplastycznych moze wpltywaé na progresje cyklu komoérkowego, wzmozona
proliferacje i indukcje dalszych zmian prowadzacych do transformacji komorek. Z drugiej zas

strony moze powodowac¢ zmiany wrazliwosci komoérek na czynniki zewnetrzne
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(fotosensybilizatory, kompleksy metali, chemioterapeutyki) w zwigzku z tym, ze podczas
dlugotrwatego stresu oksydacyjnego dochodzi do wyeksploatowania mechanizmow
adaptacyjnych i wyczerpania zdolno$ci buforowania.®® Jedng ze strategii medycznych, w ktorej
fotosensybilizator prowadzi do przekroczenia granicznego poziomu ROS oraz aktywacji
szlakow sygnatowych zwigzanych ze stresem oksydacyjnym w obrgbie tkanki/komorki

nowotworowej, jest terapia fotodynamiczna (PDT).12

2.3.4. Terapia fotodynamiczna (PDT)
PDT jest obecnic metodg komplementarng do tradycyjnych sposobow leczenia

nowotworow, chociaz coraz czgsciej bywa wskazywana jako terapia gldownego nurtu. Ponadto
znajduje zastosowanie w leczeniu schorzen nieonkologicznych o zrdéznicowanej etiologii
(schorzenia dermatologiczne np. tuszczyca, zwigzane z wiekiem zwyrodnienie plamki ocznej
AMD, inaktywacja drobnoustrojéw chorobotworczych). PDT umozliwia niszczenie
nowotworu przy minimalnym uszkodzeniu tkanek zdrowych lezacych w najblizszym otoczeniu
obszaré6w zmienionych chorobowo. Wymaga trzech, osobno nietoksycznych elementow:
fotosensybilizatora, tlenu rozpuszczonego w tkance oraz $wiatta o odpowiedniej dtugosci fali
dopasowanej do pasm absorpcji fotosensybilizatora. Na Rysunku 4 przedstawiono kolejne
etapy PDT.
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Rys. 4. Podstawowe zasady terapii fotodynamicznej (PDT): Fotosensybilizator (PS) jest podawany i po
odpowiednim interwale czasowym pomiedzy podaniem leku a naswietlaniem (DLI) aktywowany jest za
pomocq swiatta widzialnego lub bliskiej podczerwieni. Fotogenerowane ROS prowadzg do Smierci
komorek nowotworowych i okluzji naczyn, ktorej towarzyszy indukcja lokalnych reakcji zapalnych i
rozwdj ogolnoustrojowej odpornosci przeciwnowotworoweyj.
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Wprowadzony do organizmu PS, zostaje wzbudzony, a nastgpnie ulega procesom
fotofizycznym i reakcjom fotochemicznym. Na skutek dezaktywacji stanow wzbudzonych
fotosensybilizatora mozliwe jest przeniesienie tadunku lub przekazanie energii na inng
czasteczke np. Oz, w wyniku czego generowane sg reaktywne formy tlenu (ROS). ROS
uczestniczg w procesach utleniania struktur biologicznych, prowadzg do stresu oksydacyjnego
w obrebie guza, determinujac tym samym przeciwnowotworowg aktywno$¢ PDT, na ktora
sktadaja si¢ trzy powigzane mechanizmy: (i) bezposredni efekt cytotoksyczny - $mier¢ komoérek
nowotworowych na drodze apoptozy (programowanej $mierci komorki), nekrozy (martwicy)
i/lub autofagii (proces samotrawienia komorek), (ii) efekt posredni polegajacy na zamykaniu
okotoguzowych naczyn krwionosnych, (iii) stymulacja uktadu odpornosciowego do lokalnej i
systemowej odpowiedzi immunologicznej oraz indukowanie proceséw prozapalnych, Rysunek
4.8 Udzial poszczegdlnych mechanizméw w duzym stopniu zalezy od dawki i struktury
fotosensybilizatora, stosowanych protokotow terapeutycznych i interwalow czasowych po
podaniu PS, mocy promieniowania oraz st¢zenia tlenu w guzie. [H13] Nalezy zwroci¢ uwage,
ze odpowiedz immunologiczna skierowana przeciw komorkom nowotworowym stwarza
mozliwo$¢ zniszczenia guza oraz zapobiega wystapieniu przerzutdw do innych tkanek. Dzieki
temu, stanowi jeden z najwazniejszych aspektow przeciwnowotworowej aktywnosci terapii
fotodynamicznej, ktéra wraz z dzialaniem pozostatych mechanizméw moze prowadzi¢ do

catkowitego wyleczenia choroby nowotworowej.*?*3[H9]

2.3.5. Badane fotosensybilizatory: projektowanie i synteza
Warunkiem skutecznego generowania ROS w PDT jest odpowiednio dobrany

fotosensybilizator, ktory powinien charakteryzowac si¢ szeregiem pozadanych wilasciwosci
chemicznych 1 biologicznych. Powinien posiada¢ przede wszystkim odpowiednie wtasciwosci
fotochemiczne i fotofizyczne: silna absorpcja w zakresie Vis/NIR, duze warto$ci wydajnos$ci
kwantowych przej$¢ miedzysystemowych i stanéw trypletowych.!* Na Rysunku 5
przedstawiono struktury zwigzkéw wraz z ich elektronowymi widmami absorpcyjnymi,
bedacych przedmiotem omawianego wniosku habilitacyjnego. Modyfikacje w obrebie
pierscienia tetrapirolowego pozwolilty na uzyskanie biblioteki zwigzkéw chemicznych o
korzystnych wilasciwosciach fizykochemicznych [H2-H6, H16] oraz okreSlonym dziataniu
biologicznym/farmakologicznym in vitro [H2-H4, H12-H14] i in vivo [H3-HJ10, H14].
Wyniki zakrojonych badan nad halogenowymi pochodnymi porfiryn, chloryn i bakteriochloryn
poréwnano z okre§lonymi przez nas wlasciwosciami fotosensybilizatoréw ftalocyjaninowych

[H15], ktore cieszg si¢ niestabngcym zainteresowaniem naukowcoOw. Zmiana symetrii uktadu
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wywolana insercjg jonu metalu powoduje zmiang¢ symetrii uktadu na Dan, co skutkuje
zredukowaniem ilos$ci pasm Q na widmach absorpcyjnych metaloporfiryn z czterech do dwoch
trzech/ oznaczanych jako: Q(0,0), Q(1,0), Q(2,0) [H12-H13]. Pasma Q powstaja w wyniku
roznicy wektoréw dipolowych momentow przejs¢ pomigdzy poziomami HOMO-LUMO oraz
HOMO1-LUMO1.Pasmo Soreta powstaje natomiast w konsekwencji sumowania si¢ wektorow
dipolowych momentéw przej§¢ miedzy poszczegdlnymi orbitalami molekularnymi, co
dodatkowo ttumaczy jego znaczna intensywnos¢.

X=F X=Cl PORFIRYNY CHLORYNY BAKTERIOCHLORYNY FTALOCYJANINY

1,004 —— Porfiryna
—— Chloryna
—— Bakteriochloryna

Alau.
Ala.u.

300 400 500 600 700 800 400 500 600 700
Alnm A/nm

Rysunek 5. Schemat struktur chemicznych badanych zwigzkow porfirynowych, chlorynowych,
ftalocyjaninowych i bakteriochlorinowych wraz z ich elektronowymi widmami absorpcji.

Ze wzgledu na nieznaczne roznice energetyczne w przypadku porfiryn jest ono najczesciej
obserwowane jako jedno pasmo absorpcji. Jesli za§ roznice w energiach pomiedzy
odpowiednimi poziomami sg znaczgce, nast¢puje zniesienie degeneracji orbitali LUMO (eg),
skutkujace rozszczepieniem pasma Soreta (Bx, By). Sytuacja taka ma miejsce w przypadku
zmian symetrii spowodowanej redukcja dwoch pierscieni pirolowych i jest obserwowane na
widmach absorpcyjnych zarejestrowanych dla bakteriochloryn (Rysunek 5).44 [H2, H6]
Redukcja kolejnych pierscieni pirolowych w makrocyklu skutkuje destabilizacjag poziomu
HOMO oraz stabilizacja LUMO. Wraz ze wzrastajacym stopniem redukcji pierscieni
pirolowych wzrasta energia przej$cia pomi¢dzy obsadzonym orbitalem aiy(m) a niezapelnionym
orbitalem egy(n*), natomiast pomi¢dzy obsadzonym orbitalem aju(m) a nieobsadzonym

orbitalem egx(n*) nie zmienia si¢. Efektem tych modyfikacji jest zmniejszenie energii przejscia
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HOMO-LUMO dla badanych zwigzkow zgodnie z szeregiem:
porfiryny>chloryny>bakteriochloryny. Zmniejszajaca si¢ warto$¢ przerwy energetycznej
HOMO-LUMO jest réwniez skorelowana z wtasciwosciami redoksowymi porfiryn, chloryn i
bakteriochloryn. Wraz ze stopniem redukcji zwigksza si¢ energia poziomu HOMO, przez co
podatnos$¢ na utlenianie zmienia si¢ w szeregu porfiryny<chloryny<bakteriochloryny (spadek
potencjatu utleniania), bez zmiany potencjalu redukcji (zwigzanego z energia poziomu
LUMO).* [H6, H13] Zatem mimo korzystnych wiasciwosci spektroskopowych (A=740-780
nm) bakteriochloryn, ich istotnym ograniczeniem jest ograniczona trwatos¢, podatno$¢ na
utlenianie i w konsekwencji zmniejszone mozliwosci fotogenerowania ROS. Dlatego jednym
z celow prezentowanego cyklu publikacji byto zastosowanieodpowiednich modyfikacji w
obrebie  pierScienia  tetrapirolowego prowadzace do otrzymania  fotostabilnych

zwigzkow/materiatow, o zwigkszonym powinowactwie do miejscgenerowania ROS (komorki

nowotworowe/bakteryjne badZz mikrosrodowisko guza) 1 generujacych ROS z duza
wydajnoscia.

Wiasciwosci te zostaly otrzymane poprzez:

i) Wprowadzenie pierscieni fenylowych w pozycje meso uktadu tetrapirolowego, ktore
pehnig role zawad sterycznych, zapewniajacych zwigzkom wieksza stabilnosc¢ 1 bardziej
amfifilowy charakter.

i) Wprowadzenie atomow halogenowca (-F, -Cl) w pozycje orto pier§cienia fenylowego,
ktére prowadza do sprzezenia spinowo-orbitalnego, zwickszajac prawdopodobienstwo przejs¢
migdzysystemowych (ISC). Osiaggniecie duzych warto$ci wydajnosci procesu ISC stwarza
réwniez mozliwos¢ sterowania mechanizmami fotosensybilizacji, a tym samym efektywnoscia
i rodzajem generowanych ROS odpowiedzialnych za skuteczno$¢ fotodynamiczng badanych
fotosensybilizatorow. Parametrem pozwalajacym na ocen¢ efektywnosci przejscia spinowo
wzbronionego jest stata sprze¢zenia spinowo-orbitalnego (), ktora dla atomu wodoru wynosi
(=0,24; w przypadku chloru — (=586, natomiast dla fluoru (=269.*" Z wartosci tych wynika,
ze obecnos¢ atomu chloru pozwala osiggna¢ dwukrotnie wiekszy efekt ciezkiego atomu. Mimo
to, wprowadzenie atomow fluoru do struktury testowanych zwigzkéw pozwolito na uzyskanie
optymalnych wtasciwosci fotofizycznych (generowanie standw trypletowych), przy
jednoczesnym zachowaniu witasciwosci fluorescencyjnych ulatwiajacych przeprowadzenie
eksperymentoéw biologicznych (np. lokalizacja subkomoérkowa [H1-H4, H6, H9, H12-H16],
badania farmakokinetyki i biodystrybucji [H3-H9, H14-H15]). Ponadto, obok wptywu na
fotofizyke badanych uktadow, wprowadzenie atomow fluoru do struktury fotosensybilizatorow

odgrywa rowniez istotng role w okresleniu relacji struktura — aktywno$é.'! Opierajac sie na
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zalozeniu, ze sposréd grupy halogenowcow, fluor jest pierwiastkiem o najwigkszej

biokompatybilnosci i szeroko wykorzystywanej aktywnosci farmakologicznej,*

uzyskano
optymalng akumulacje¢ badanych zwigzkéw w komorkach nowotworowych oraz minimalng
toksycznos$¢ ogolnoustrojows. Wieksza skutecznos¢ terapeutyczna zwigzkow zawierajacych w
strukturze atomy fluoru w poréwnaniu do zwigzkow niefluorowanych zostata opisana w
pracach innych autoréw.*

i) Wprowadzenie grup sulfonowych i sulfoamidowych umozliwiajgcych kontrole
hydrofobowosci zwigzkéw oraz dodatkowe zwigkszenie ich trwatosci poprzez efekt zawady
sterycznej. Zamiana grupy sulfonowej (-SOzH) na sulfoamidowe (-SO:NHR) zmienia
wlasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne fotosensybilizatorow. [H5] Wprowadzenie
podstawnika o wickszych wlasciwosciach elektrono-akceptorowych prowadzi, w zaleznosci od
dhugosci tancucha alifatycznego, do stopniowego zwigkszenia lipofilowosci czasteczki, co z
kolei wplywa jej oddziatywania z btonami biologicznymi. [H1-H2]

iv) Wprowadzenie odpowiednich jonéw metali (np. Zn®") zapewnia wicksza
trwato$¢ oraz powoduje zmiang wilasciwosci fotofizycznych pozwalajacych na sterowanie
procesami dezaktywacji stanow wzbudzonych i mechanizmami generowania reaktywnych
form tlenu (przeniesienie elektronu vs. przekazanie energii).

V) Adsorpcje wyzej opisanych zwigzkow na powierzchni polprzewodnikoéw
nieorganicznych (np. TiO2). Za efektywng adsorpcje odpowiadajg zard6wno jony metali jak i
grupy kotwiczace. Dzigki otrzymaniu takich materiatow hybrydowych mozliwe jest
wyprodukowanie jeszcze wigksza ilos¢ ROS, co moze znacznie zwigkszy¢ ich potencjal
aplikacyjny.** 1 [ H11, H13]

vi) Enkapsulacje fotosensybilizatorow w micelach polimerowych prowadzaca do
zwigkszenia ich stabilno$ci, fotostabilno$ci, polepszenia akumulacji w komoérkowej 1 guzach
nowotworowych oraz zwigkszenia efektywnosci generowania ROS.

Badane w pracach fotosensybilizatory zostaly otrzymane we wspolpracy z grupa Prof.
Mariette M. Pereiry (Uniwersytet w Coimbrze, Portugalia). Synteza tego typu zwigzkow
obejmuje na poczatku syntezg pierScienia porfirynowego, ktory nastgpnie jest poddawany
modyfikacjom w celu otrzymania struktur docelowych. Pierwszym etapem jest zatem
otrzymanie odpowiednich porfiryn zmodyfikowana metoda Aldera-Longo w obecnosci
nitrobenzenu.®® Kolejnym krokiem jest reakcja chlorosulfonowania, przeprowadzona z
wykorzystaniem nadmiaru kwasu chlorosulfonowego. W celu otrzymania pochodnych
sulfonowych przeprowadzono reakcje hydrolizy. Pochodne sulfonamidowe otrzymywano w

reakcjach  z  odpowiednimi  nukleofilami:  MeOH, CsHisOH oraz  N-(4-
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hydroksofenylo)acetamidem rozpuszczonymi w DCM Ilub THF. W celu otrzymania

analogicznych bakteriochlorym przeprowadzono redukcje analogéw porfirynowych przy

pomocy hydrazydu p-toluenosulfonowego (stosunek porfiryna:hydrazyd — 1:30). (Rysunek 6)

SO,R

RO,S

SO,R

RO,S RO,S

Rysunek 6. Schemat syntezy trwatych sulfonamidowych pochodnych bakteriochlorych.

W procesie tym, czynnikiem redukujacym jest diimid, ktorego zrodtem jest hydrazyd
ulegajacy termicznemu rozktadowi (proznia, 140°C). W warunkach wysokiej prézni
mieszanina reakcyjna zostaje ogrzana do 140°C przez 10 min. Reakcja ta przebiega bez
obecnosci rozpuszczalnika i pod cisnieniem wynoszacym 0.1 Torr. Produkt prowadzonej w ten
sposob reakcji jest nastgpnie oczyszczany za pomocg chromatografii kolumnowej z
wykorzystaniem DCM (lub THF) oraz octanu etylu jako eluentow.’>? Oczyszczanie
uzyskanych fotosensybilizatorow przeprowadzono stosujac chromatografiec na zelu
krzemionkowym, gtownie w celu usunigcia zanieczyszczen hydrazydowych. Istotng kwestia,
ktorag nalezy podkreslic w odniesieniu do oczyszczania otrzymanych bakteriochloryn, jest
réznica w ich polarnosci. W zwiazku z tym, ze sulfonamidowe bakteriochloryny (Cl2BEt,
Cl2BHep, CIBEt, FBMet i FBMet>) sag duzo mniej polarne niz sulfonowe pochodne (CIBOH,
CI2BOH i F2BOH), ich metody oczyszczania réwniez beda si¢ zdecydowanie rézni¢. Podczas
gdy sulfonamidowe pochodne oczyszczano przy zastosowaniu mieszaniny octanu etylu i
heksanu (3:1), bardziej polarne sulfonowe bakteriochloryny wymagaty zastosowania
nastepujacej mieszaniny eluentow: aceton acetylonitryl, metanol i trietyloamina w stosunku
14:6:1.5:1. Reasumujac, otrzymano z duzg wydajnoscig (71-85%) biblioteke zwiazkow o

wysokim stopniu czystosci i homogenicznosci.>5?

2.3.6. Wiasciwosci fotofizyczne i fotochemiczne fotosensybilizatorow
Kolejnym celem prac begdacych podstawa habilitacji bylo porownanie wiasciwosci
spektroskopowych 1 fizykochemicznych halogenowych fotosensybilizatoréw tetrapirolowych

w kontekécie ich zastosowania jako potencjalnych fotosensybilizatoréw w terapii
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fotodynamicznej (PDT), fotodynamicznej inaktywacji mikroorganizméw (PDI) oraz w
fotokatalizie.

Tabela 1. Wtasciwosci spektroskopowe, fotofizyczne i elektrochemiczne halogenowych

fotosensybilizatorow.> & 9-10.12-14
Absorption Fluorescence Triplet LU Redox potentials Dpa/
PINE ) [ IV = o o k10 Eeal® Eod  Eo® |10°
nm  M-lem! | nm F ns ' ns Mgt \% \Y \Y
FPMet 639 0.79 644 0.096 14.6 309 1.5 0.60
F.PMet 639 0.68 654 0.049 071 389 1.2 0.71
CIPOH 633 0.50 640 0.008 720 0.66 0.74 0.70 1.28 |10
Cl,POH 855 0.56 1.00
Cl,P 660 2.1 661 0.005 0.66 = 641 0.87 0.98 1.23
CLPEt 646 0.61 655 0.002 0.26 =~ 710 0.67 0.85 -0.94  0.85 1.38 |7
0.77
F.C 655 40 658 0.124 =0.8 305 1.8 0.88
FCMet 652 34 657 0.396 285 0.58
FoCMet 655 50 657 0.36 0.58 283 1.7 0.54 2
CLC 660 2.1 661 0.005 ~1 393 14 0.98
CL,CEt 658 29 662 0.028 0.24 -0.84  0.85 1.36
0.53
FBMet 741 62 745  0.129 3.6 200 2.4 0.63
F.B 744 140 745 0.068 3.8 =0.8 216 2.6 0.48 — 0.65
F,BOH 745 56 745  0.023 268 0.44 - 0.55 0.70 | 203
F.BMet 743 140 746 0.138 3.0 0.65 216 22 0.43 - 0.80 10
CIBOH 742 61 745 0.040 246 1.9 0.42
CLBOH 745 61 748  0.006 226 2.1 0.85
Cl,B 747 126 748  0.012 =1 254 2.1 0.60
CIBEt 743 76 746 0.038 228 2.1 0.61
CLBEt 745 110 747 0.013  0.39 =1 265 1.8 0.66 -0.79  0.82 6
0.54

Wszystkie badane zwiagzki, ktorych wilasciwosci zebrano w Tabeli 1, absorbujg
promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu okna fototerapeutycznego, przy czym pochodne
bakteriochloryn charakteryzuja si¢ silniejsza absorpcja w bliskiej podczerwieni (750 nm) w
poréwnaniu do porfiryn i1 chloryn oraz posiadaja najwigksze wartosci molowych
wspolezynnikdéw absorpcji. Dla badanych ftalocyjanin (Rysunek 5, po prawej) rowniez mozna
wyr6zni¢ pasma w widzialnym zakresie promieniowania elektromagnetycznego o duzych
warto$ciach molowych wspoétczynnikow absorpcji, szczegdlnie w zakresie czerwonym widma
(OMPcZn: &=1.62:10° Mtcm™ (671 nm), F72O0MPcZn: £=1.88-10° M-cm™ (666 nm); ZnPc:
e=1.80-10° Mcm? (667 nm)). Mate wartoéci wydajnoséci fluorescencji wyznaczone dla
pochodnych porfiryn 1 bakteriochloryn, potwierdzaja opisane wczesniej zwigkszenie
prawdopodobienstwa przejs¢ miedzysystemowych. Wydajnosci kwantowe fluorescencji dla
ftalocyjanin przedstawiajg si¢ nast¢pujgco: ®r=0.204 dla OMPcZn, ®r=0.221 dla F720MPcZn
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oraz ®r=0.230 dla ZnPc. Najwicksze wartosci Of uzyskano dla badanych chloryn. Pochodne
te generujac jednoczesnie tlen singletowy z duza wydajno$cig moga by¢ w przysztosci znalez¢
zastosowanie w teranostyce (do jednoczesnej diagnostyki/obrazowania i terapii nowotworoéw).
Stosujac metode skorelowanego pojedynczego zliczenia fotonéw wyznaczono czasy zycia
fluorescencji badanych porfiryn, chloryn i bakteriochloryn (Tabela 1) oraz ftalocyjanin:
OMPcZn: 1=3.33 ns, F72OMPcZn: 1=3.55 ns, ZnPc: 1.=3.90 ns.

Czasy zycia stanow trypletowych zostaly z kolei wyznaczone za pomocg laserowe;j
fotolizy blyskowej. Nie wykryto obecnosci dlugozyjacych stanéw posrednich innych niz stany
trypletowe, a zaobserwowane punkty izozbestyczne wskazuja, ze nie mniej niz 90% stanu
trypletowego powraca do stanu podstawowego bez kinetycznie istotnych produktow
przejsciowych. Dhugie czasy zycia standéw trypletowych (rzedu milisekund) ulegaja znacznej
redukcji w obecnos$¢ tlenu. Ponadto wyznaczono wspoiczynniki podzialu oktanol/woda, oraz
wydajnosci kwantowe procesu fotodegradacji (®pg). Dla pochodnej chloryny wyznaczona
warto$¢ ®pg Wynosi3x10° w mieszaninie PBS/metanol. Nalezy zaznaczy¢, ze warto$¢ ta jest 0
rzad wielkosci nizsza od wartosci wydajnosci kwantowej dla analogicznej bakteriochloryny
(®pg=3x10") oraz bardzo podobna do wydajnosci kwantowej wyznaczonej dla komercyjnie
stosowanego preparatu Foscan® (®pg=3.3x10°)w tej samej mieszaninie rozpuszczalnikow.
Wigksza tendencja do fotodegradacji pochodnej bakteriochloryny jest zwigzana z jej nizszymi
potencjatami redox oraz absorpcja przy wigkszych dlugosciach fali. Ich modyfikacja
podstawnikami wyciagajacymi elektrony oraz dluzszymi fancuchami sulfonamidowymi

skutkuje wieksza trwalo$cia 1 mozliwos$cia generowania wigkszej ilosci ROS.

2.3.7. Mechanizmy generowania ROS.
Na podstawie obiecujacych wynikow badan fizykochemicznych rozpoczgto badania detekcji

reaktywnych form tlenu pozwalajgcych na wyjasnienie mechanizméw fotosensynbilizacji,

ktore to mozemy podzieli¢ na nastepujace typy:

) | typ reakcji fotochemicznych polega na procesie przeniesienia elektronu lub atomu
wodoru pomigdzy fotosensybilizatorem a substratem z utworzeniem kolejno
anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego.

i) Typ Il reakcji fotochemicznych opisuje procesy przekazania energii z czasteczki
fotosensebilizatora we wzbudzonym stanie trypletowym na czgsteczke tlenu w jej
podstawowym stanie trypletowym Proces ten prowadzi wowczas do generowania

wysoce reaktywnego tlenu singletowego.
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iii) Typ Il reakcji fotosensybilizowanych jest niezalezny od udziatu tlenu.
W reakcjach tych udzial biorg wzbudzone czasteczki PS oraz sktadniki struktur
biologicznych, ktérych utlenienie prowadzi do wytworzenia reaktywnych rodnikow
organicznych.?
Mechanizmy reakcji fotodynamicznych moga zachodzi¢ rownoczesnie, a o przewadze danego
mechanizmu decyduje m.in. stezenie tlenu, struktura elektronowa oraz wlasciwosci
fotofizyczne PS.' % W kontekscie uszkodzen komoérkowych kluczowe wydaje sie by¢
tworzenie przede wszystkim rodnikow hydroksylowych ‘OH, ktére posiadajg zdolno$¢ do

niszczenia niemal wszystkich struktur biologicznych.
Mechanizm z przekazaniem energii - generowanie tlenu singletowego.

Energia stanu trypletowego badanych porfiryn wynosi E, =33-36 kcal/mol, natomiast dla
bakteriochloryn réwna si¢ E; =25-30 kcal/mol. Niezaleznie wigc od analizowanej grupy

zwigzkOw wartos$ci te sg mniejsza od energii drugiego elektronowego stanu wzbudzonego

czgsteczki tlenu (‘) E; =37,5 keal/mol) i wigksze od energii tlenu singletowego (‘A , E,

=22,5 kcal/mol). Mozliwe jest zatem bezposrednie przekazanie energii ze stanu trypletowego
fotosensybilizatora na tlen czasteczkowy, prowadzace do dezaktywacji stanu wzbudzonego PS
oraz utworzenia reaktywnej formy tlenu singletowego (produkt fotoreakcji 1l typu).>* Wedtug
mechanizmu zaproponowanego przez Wilkinsona® (Rysunek 7) podczas generowania
reaktywnych form tlenu, na skutek kontrolowanych przez dyfuzje zderzen pomigdzy
fotosensybilizatorem bedacym w wzbudzonym stanie trypletowym a substratem, ktorym jest
czasteczka tlenu w stanie podstawowym, tworza si¢ kompleksy zderzeniowe o0
multipletowo$ciach wynoszacych odpowiednio: 1, 3 i 5 (stany singletowe, trypletowe,

kwintetowe).
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Rysunek 7. Mechanizm generowania tlenu singletowego zaproponowany przez Wilkinsona.

24



Prawdopodobienstwo utworzenia si¢ par kompleksow o roznych multipletowosciach wynosi
1:3:5. Ze wzgledu na reguly wyboru przej$¢ elektronowych oraz barier¢ energetyczna,
kompleksy o kwintetowym stanie spinowym nie biorg udzialu w generowaniu tlenu
singletowego, a ich energia jest rozpraszana na drodze bezpromienistej (konwersja
wewnetrzna, IC). Jesli w omawiany proces nie sg zaangazowane trypletowe kompleksy
zderzeniowe i nie zachodza reakcje z przeniesieniem tadunku: nCT (non-charge transfer

channel), stata szybkosci generowania tlenu singletowego(k,) wyrazona jest wzorem:

1 s, .
k, = 5kdiff (gdzie Kgsr — stata szybkosci dyfuzji), @ wydajno$¢ kwantowa tego procesu moze

by¢ réwna 1. Jednak, w przypadku matych réznic w energii pomig¢dzy stanami singletowymi 1
trypletowymi, a takze mozliwosci przeniesienia tadunku, nalezy wzig¢ pod uwage inng $ciezke
okreslang jako CT (charge transfer channel). Podczas gdy $ciezka reakcji z przekazaniem
energii jest dominujaca dla halogenowch porfiryn, w przypadku bakteriochloryn proces
Wygaszania nastgpuje w wyniku oddziatywania typu CT. Zmniejszenie wartosci potencjatow
utleniania skutkuje zwigkszeniem wartosci statej wygaszania (Kq). Mechanizm CT staje si¢
bardziej konkurencyjny dla procesu nCT, co znajduje odzwierciedlenie w zmniejszeniu si¢
wydajnosci kwantowej tlenu singletowego (®a). W przypadku braku zachodzenia procesu CT
(Kq=1/9Kqifr), wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego powinna by¢ bliska
jednosci (®a=1). Zachodzenie procesu CT skutkuje zwickszeniem stalej wygaszania
(kg=4/9kaifr), 1 zmniejszeniem o ok. 25 % wydajnosci kwantowych tworzenia tlenu

singletowego.
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Rysunek 8. Widmo fosforescencji tlenu singletowego wraz z krzywg zaniku fosforescencji
zarejestrowane w obecnosci halogenowych porfiryn i bakteriochloryn oraz fenalenonu jako odnosnika.
W ramce przedstawiono mechanizmy generowania tlenu singletowego i anionowrodnika

ponadtlenkowego.® 3 °
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Dlatego porfiryny generujg zasadniczo wigcej tlenu singletowego niz chloryny. Z drugiej
strony, stala wygaszania wyznaczona dla bakteriochoryn (1/9kqifr<kq< 4/9Kuifr) jest wieksza niz
kq otrzymana dla chloryn, a tylko czg¢$¢ trypletowych stanéw wzbudzonych, ktore sag wygaszane
przez czasteczkowy tlen, moze doprowadzi¢ do wytworzenia tlenu singletowego.”® W celu
wyznaczenia wydajnosci kwantowych tworzenia tlenu singletowego wykonano seri¢
pomiaréw kinetyki zaniku fosforescencji 'O generowanego przez badane zwigzki dla
réznych energii impulsu wzbudzajacego (Rysunek 8). Z przeprowadzonych pomiarow
metoda czasowo rozdzielczej detekcji fosforescencji 1O, wynika, ze halogenowe porfiryny i
chloryny posiadaja bardzo duze wydajnosci kwantowe (®=0.85-1). Badane
bakteriochloryny natomiast generuja tlen singletowy z mniejsza wydajnoscig (®s=0.43-
0.66)niz analogiczne porfiryny czy chloryny (Tabela 1). Analogiczne parametry zostalty
wyznaczone dla ftalocyjanin 1 wynosza odpowiednio: ZnPc — ®,=0.56, OMPcZn — ©®,=0.61,
F72OMPcZn — ®,=0.72).1' Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze
wprowadzenie podstawnikéw fluorowych w szeregu badanych ftalocyjanin powoduje wzrost
wydajnosci generowania tlenu singletowego. Najprawdopodobniej jest to zwigzane ze
zwigkszeniem wartosci sprz¢zenia spinowo-orbitalnego (efekt cigzkiego atomu), a tym samym
wieksza wydajnoscig przej$¢ miedzysystemowych do stanu trypletowego. Dodatkowo, w
przypadku pochodnych porfiryn zbadano wplyw obecnosci metalu na parametry fotofizyczne.
Insercja jonéw Zn?" w ligandzie porfirynowym powoduje wydhizenie czasu zycia stanu
trypletowego (ZnF2PMet: 11=570 ns, kq=0.83-10% F.PMet: 11=391 ns, kq=1.17-10° oraz
zwigkszenie wydajno$ci generowania tlenu singletowego (ZnF2PMet — 0.95, F.PMet:

(I)A:0.71).12
Mechanizm z przeniesieniem elektronu: tworzenie form wolnorodnikowych.

Poszukujac wyjasnienia opisanych powyzej rdéznic w generowaniu tlenu singletowego
sprawdzono, czy bakteriochloryny moga generowac inne reaktywne formy tlenu i podlegac
innym mechanizmom fotosensybilizacji. W tym celu przeprowadzono pomiary detekcji
fotogenerowanych krotko zyjacych rodnikow: rodnika hydroksylowego i anionorodnika
ponadtlenkowego, ktérych obecno$¢ monitorowano za pomoca techniki EPR — putapkowania
spinowego przy uzyciu 5,5-dimetylo-1-pirolino-N-tlenku (DMPO) i butylo-1-pirolino-N-
tlenku (BMPO). Podczas naswietlania zaobserwowano pojawianie si¢ charakterystycznych
sygnatow od adduktow BMPO-OH w buforze fosforanowym oraz DMPO-OOH w DMSO.
Otrzymane sygnaty zostaty por6wnane z widmami symulowanymi przy zatozeniu okreslonych

statych struktury nadsubtelnej przewidywanego adduktu. Na podstawie analizy jako$ciowej
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mozna stwierdzi¢, iz halogenowe bakteriochloryny podczas naswietlania promieniowaniem

laserowym (750 nm) generujg rodniki hydroksylowe i anionorodnik ponadtlenkowy (Rys. 9).
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Rysunek 9. Struktura chemiczna DMPO oraz zarejestrowane widma EPR (po lewej) i zasymulowane

(po prawej) po wzbudzeniu bakteriochloryn laserem 750 nm.*

Dodatkowo badania mechanistyczne przeprowadzone z wykorzystaniem selektywnych
wygaszaczy tlenu singletowego i wolnych rodnikow pozwolity stwierdzi¢, ze rola mechanizmu
przeniesienia elektronu w procesach fotodynamicznych jest wigksza w przypadku
bakteriochloryn niz analogicznych porfiryn czy chloryn. W reakcjach tych donorem jest
czasteczka fotosensybilizatora, a role akceptora petni za$ czasteczka tlenu ( E,rfd =-0,78 V).>*
Przeniesienie tadunku mozna zatem rozwazac jako proces redoksowy, gdyz jest to rownowazne
z utlenieniem donora 1 redukcjg akceptora, co skutkuje zmiang w wartosci potencjatu utleniania
E, (wzrost w przypadku akceptora, spadek dla donora). We wzbudzonej elektronowo
czasteczce zaré6wno potencjal utleniania jak 1 redukcji réznig si¢ o warto$¢ energii stanu

wzbudzonego w poréwnaniu z czgsteczka w stanie podstawowym: E, =E_ —E”. Analizujac
warto$ci wyznaczone dla fotosensybilizatorow tetrapirolowych, wigksze wartosci E, sa

obserwowane dla porfiryn i odpowiednio mniejsze dla bakteriochloryn.%® Mniejsze wartosci
potencjatow redoks skutkuje obnizong fotostabilnoscia fotosensybilizatoréw. Zwigkszona
podatnos¢ na procesy fototransformacji i fotoutleniania powoduje, ze generowane przez nie
reaktywne formy tlenu, a zwlaszcza wolne rodniki tlenowe moga reagowac z PS powodujac w
konsekwencji degradacj¢ zwiazku, a tym samym przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia ich
efektywnosci  fotodynamicznej.>” Mechanizm generowania ROS przez badane
fotosensybilizatory zostal potwierdzony w eksperymentach z zastosowaniem specyficznych
sond fluorescencyjnych: pochodnych fluoresceiny (APF i HPF), wykazujacych gléwnie
selektywno$¢ wobec rodnikow hydroksylowych oraz Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) —
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sondy pozwalajacej na selektywng detekcje tlenu singletowego. Zastosowane sensory
fluorescencyjne podczas generowania danych ROS przez badane tetrapirole wykazuja
charakterystyczne pasma fluorescencji przy nast¢pujacych parametrach emisyjnych Aex/Aem:
505/525 nm w przypadku SOSG oraz odpowiednio 488/515nm dla APF/HPF.
Specyficznosé/selektywnos¢ wykorzystanych sond molekularnych oraz ich odpowiedz na

powstajace w uktadzie okre$lone reaktywne formy tlenu wyjasnia si¢ w oparciu o ich strukture

oraz reaktywno$¢ chemiczng (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Struktury powszechnie stosowanych sond fluorescencyjnych: APF, HPF, DHE i SOSG i
ich reakcje z ROS.!
2.3.8. Badania mechanizmow generowania ROS in vitro

Bezposredni dowdd na to, ze pochodne bakteriochloryn generujgrodniki hydroksylowe

nie tylko w roztworze, ale rowniez w komorkach nowotworowych, przedstawiono na Rys. 11.

Komérki
kontrolne

Kolokalizacja f.uo,se“s’gg,‘]‘cyj,,a Redaporfin

Rysunek 11. Zdjecia komdrek A549 w obecnosci F.BMet: i) komorki kontrolne, ii) fluorescencja
fotosensybilizatora przed aktywacjq promieniowaniem laserowym (750 nm) oraz iii) fluorescencja
pochodzqca od adduktéw ROS z sondami fluorescencyjnymi: APF, HPF, DHE i SOSG. po aktywacji

bakteriochloryny promieniowaniem750 nm.!
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Fotogenerowane ROS powoduja uszkodzenia struktur biologicznych w miejscu
lokalizacji fotosensybilizatora, co ostatecznie prowadzi do zniszczenia nowotworu. Stosowane
klinicznie fotosensybilizatory w zaleznosci od charakteru fizykochemicznego moga wigzac si¢
z bialkami osocza lub akumulowac si¢ w roznych kompartmentach 1 organellach komoérkowych
tj. retikulum endoplazmatyczne, mitochondria, lizosomy.>® W wickszosci przypadkow, jadro
komorkowe nie jest najwazniejszym celem dla fotosensybilizatorow, dzigki czemu PDT w
poréwnaniu do klasycznej chemio- i radioterapii nie indukuje efektow genotoksycznych.

Obok efektywnego generowania ROS, fotosensybilizatory stosowane w PDT powinny
charakteryzowac si¢ niewielka toksyczno$cig w ciemnosci. Przeprowadzone badania pokazaty,
iz wszystkie badane zwigzki spetniaja ten warunek wobec réznych komorek nowotworowych.
Badane zwigzki sg nietoksyczne w szerokim zakresie stezen (0.001-50 uM), co sprawia, ze
potencjalnie nadaja si¢ do zastosowan biomedycznych. Wykazano rowniez, ze akumulujg si¢
w komorkach nowotworowych, w réznym stopniu w zalezno$ci od czasu inkubacji, typu linii
komoérkowej oraz rodzaju testowanej pochodnej. Dla fotosensybilizatorow sulfonamidowych
w zalezno$ci od linii komérkowej oraz testowanej pochodnej czas ten zawiera si¢ w przedziale
podobnym do sulfonowej bakteriochloryny czyli od 18 do 20 godzin. Najmniejsza tendencj¢
wykazata ujemnie natadowana sulfonowa polarna pochodna bakteriochloryny (CIBOH). Wraz
ze wzrostem charakteru amfifilowego zwigzkéw, rosnie ich tendencja do akumulacji w
komorkach. Sulfoamidowe pochodne bakteriochloryn sg pochtaniane przez komorki w
ilosciach dziesieciokrotnie wyzszych od ich sufonowych analogéw. Dokladne okreslenie
lokalizacji fotosensybilizatorow w obrebie struktur komorkowych jest mozliwe dzieki
zastosowaniu odpowiednich znacznikow fluorescencyjnych specyficznych dla retikulum
endoplazmatycznego, mitochondriéw lub lizosomoéow. Na rysunku 12 przedstawiono natozenie

czerwonej fluorescencji sensybilizatorow z zielong fluorescencja znacznikow.
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Rysunek. 12. Lokalizacja subkomorkowa sulfonamidowej pochodnej porfiryny w komorkach A549.
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Dodatkowo dzigki potaczeniu mikroskopii konfokalnej z mikrospektrofluorymetrig
mozliwe bylo okreslenie profili widmowych bakteriochloryn i znacznikéw fluorescencyjnych
w tej samej plaszczyznie ogniskowej. Poréwnanie profili topograficznych zapewnia
jednoznaczng informacj¢ 0 kolokalizacji (lub nie) bakteriochloryn i specyficzng dla
poszczegolnych organelli sondg. Na podstawie rysunku 12 mozemy stwierdzi¢, ze badane
pochodne lokalizuja si¢ w krytycznych miejscach komoérkowych takich jak RE czy
mitochondria, a nie lokalizuja si¢ w lizosomach.?

Po naswietlaniu komorek w obecnosci fotosensybilizatorow, obserwowano wyrazne
zmiany morfologiczne, ktore sa zwykle zwigzane z apoptoza tj. kurczenie si¢ komoérek i
wystepowanie specyficznych pecherzykoéw. Przy zastosowaniu odpowiednich dawek $wiatla,
W obecnosci fotosensybilizatorow dochodzito do catkowitego zahamowania proliferacji
komorkowej. Naswietlanie komorek nowotworowych po 18-20 godzinnym czasie inkubacji z
sulfonamidowymi bakteriochlorynami, lampa halogenowa o niskiej mocy spowodowato zanik
proliferacji komorkowej we wszsytkich badanych liniach. W celu doktadniejszego zbadania
efektu fotodynamicznego komorki linii S91/13 oraz AS549 inkubowano w roztworze
odpowiedniego fotosensybilizatora, a nastepnie naswietlano stosujac dawki: 0,06; 0,16; 0,32
Jlcm?. Zastosowanie szerokiego zakresu stezen (1 - 10 uM) miato na celu sprawdzenie czy ilo§¢
fotosensybilizatora ma wptyw na fotocytotoksycznos$¢. Powyzsze zaleznosci przedstawiono dla

czterech przyktadowych bakteriochloryn (Rysunek 13).
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Rysunek 13. Porownanie efektu fotodynamicznego dla czterech pochodnych bakteriochloryn
w zaleznosci od uzytego stezenia przy zastosowaniu dawki Swiatta réownej 0.16 J/cm?.
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Poréwnujac efekt fotodynamiczny z zastosowaniem grupy sulfonamidowych
pochodnych, mozemy stwierdzi¢, iz najmniej skuteczng pochodng jest sulfonamidowa
monochloropochodna (CIBEt), natomiast najbardziej skutecznym fotosensybilizatorem in vitro
jest difluorowa pochodna bakteriochloryny (F2BMet). Efekt fotodynamiczny nie koreluje z
wydajnosciami tworzenia tlenu singletowego, ale jest $cisle zalezny od tworzenia badz nie

wolnych rodnikow tlenowych. [H2]

2.3.9. Badania na modelach zwierzecych in vivo

Kolejnym etapem prowadzonych przeze mnie badan byto przeprowadzenie testow
toksycznos$ci oraz biodystrybucji na modelach zwierzecych. Wykazano, ze badane zwigzki sa
nietoksyczne nawet przy zastosowaniu duzych dawek (do 100 mg/kg masy ciala) i
preferencyjnie akumuluja si¢ w organach takich jak watroba $ledziona jak réwniez w
nowotworze. Najwicksza ilo$¢ fotosensybilizatorow w nowotworze czerniaka mysiego
wykryto po 24 godzinach od podania zwigzkéw. [H3, H5] Do badan efektu fotodynamicznego
in vivo wybrano guzy o $rednicy ok. 0,5 cm. Po 24 godzinach od dootrzewnowej lub dozylnej
iniekcji sensybilizatorow, guzy naswietlano laserem (650 lub 750 nm) o0 mocy 50-100 mW/cm?.
Wykazano, ze wzbudzenie sulfonowej bakteriochloryny promieniowaniem z zakresu bliskiej
podczerwieni powoduje znaczace zahamowanie wzrostu guza po terapii fotodynamicznej,
natomiast dla pochodnej chloryny dochodzi nawet do catkowitego zaniku guzow. Analogiczna
pochodna chloryny okazata si¢ bardziej skuteczna in vivo, mimo znacznie gorszego efektu
fotodynamicznego in vitro i mniej korzystnych wiasciwosci spektroskopowych.’ [H3]
Wyjasnieniem tego faktu sg wyzsze potencjaly redoks dla tej pochodnej, a tym samym jej
znacznie wigksza fotostabilno$¢ (nizsza o jeden rzad wielkosci warto$¢ wydajnosci kwantowe;j
fotodegradacji). Wigksza trwato$¢ pochodnej chloryny rowniez sprawia, ze pochodna ta, jest
bardziej biokompatybilna, posiada dtuzszy czas trwania w organizmie, a co za tym idzie ma
wiekszg szanse na akumulacje w nowotworze. Wspotczynniki podziatu guz/migsien 1 guz/skéra
sa rowniez korzsytniejsze dla pochodnej chlorynowej, dzigki czemu mozliwe jest zarowno
skuteczne jak 1 bezpieczne leczenie nowotworéw mysich z zastosowaniem tego
fotosensybilizatora.  Jeszcze  skuteczniejszymi  fotosensybilizatorami  okazaly  sig¢
sulfonamidowe pochodne bakteriochloryn.® U wszystkich badanych myszy traktowanych PDT
obserwowano catkowita regresj¢ guzéw, oraz nie obserwowano uszkodzen tkanek
prawidlowych zlokalizowanych w najblizszym otoczeniu guza. Wyjasnieniem sukcesu

terapeutycznego jest wigksza fotostabilno$¢ pochodnych sulfonamidowych, ich korzystniejsze
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wlasciwosci spektroskopowe (wyzsze molowe wspotczynniki absorpcji), efektywniejsze
generowanie ROS i charakter amfifilowy.

Bazujac na zebranych wynikach badan wyselekcjonowano sposrod biblioteki
halogenowych pochodnych tetrapirolowych najbardziej obiecujacy zwigzek- F.BMet
(difluorowa sulfonamidowa pochodna bakteriochloryny). Silne pasmo absorpcji
fotosensybilizatora F,BMet gwarantuje wzbudzenie zwigzku przez promieniowanie
podczerwone (A =750 nm) oraz mozliwo$¢ jego zastosowania nie tylko do terapii
fotodynamicznej, ale tez do diagnostyki nowotworow dzigki wystarczajagcym wydajnoscia
kwantowym fluorescencji. Ponadto przy uzyciu metody LDPI zbadano perfuzje
powierzchniowg zwierzat obarczonych guzem. Wykorzystana technika pomiarowa, EPR in
vivo z sondg tlenometryczng umozliwil pomiar ci$nienia parcjalnego tlenu w miejscu
ulokowania sondy (krysztalu LiPc).2 Badania przeprowadzone na guzach S91/I3 rosnacych u
myszy DBA/2 pozwalaja na stwierdzenie, iz badana populacja guzow jest silnie hipoksyczna
($redni poziom pO, w guzach o objetosci 50 — 100 mm?® to okoto 2 mm Hg). PDT
ukierunkowana na komoérki poczatkowo prowadzi do zaburzen struktury i funkcji naczyn, a
nastgpnie do normalizacji unaczynienia (okoto 9 dnia) w leczonym obszarze. Terapia
skierowana na naczynia powoduje zniszczenie struktury naczyn w guzie (powierzchnia naczyn)
i zahamowanie ich funkcji (perfuzja, pO2, przeptyw krwi) przez okoto 48 godzin po
naswietlaniu, co prowadzi do silnej hipoksji nowotworu (pO2 =0 mm Hg) o pozytywnym
znaczeniu terapeutycznym. [H8]
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Rysunek 14. Skuteczno$¢ terapeutyczna najbardziej obiecujacego fotosensybilizatora (F.BMet)
w leczeniu myszy BALB/C obarczonych nowotworem jelita grubego CT26.
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Na rysunku 14 zilustrowano skuteczno$¢ tego fotosensybilizatora w leczeniu myszy
BALB/C obarczonych nowotworem jelita grubego CT26. Zastosowanie niewielkich dawek
fotosensybilizatora (1 mg/kg) oraz naswietlanie 15 minut po jego podaniu laserem (dawkami

$wiatta: 60-74 J/cm?) spowodowato catkowite wyleczenie 84 % populacji zwierzat.!’ [H10]

2.3.10. Wzmocnienie generowania ROS przez enkapsulacj¢ w micelach polimerowych

Skutecznos$¢ zastosowanych protokotow terapeutycznych zostata zwigkszona poprzez
funkcjonalizacj¢ bakteriochloryn poloksamerami z grupy kopolimeréw blokowych Pluronic®.
W ramach realizacji projektu opracowana zostata preparatyka i charakterystyka (DLS, TEM)
no$nikéw w postaci miceli polimerowych 0 kontrolowanej polarnosci (F127, P123).
Przeprowadzone testy in vitro obejmowaty akumulacje bakteriochloryny podanej w micelach
lub w roztworze (F:BMet, F.BMet-F127 i F;BMet-P123) w komorkach BI16F10,
cytotoksyczno$¢ w ciemnosci, przezywalnos¢ komorek po efekcie fotodynamicznym,
okreslenie mechanizmu $mierci komorkowej w zaleznoSci od stosowanej dawki $wiatla,
stopien generowania reaktywnych form tlenu oraz ich wewnatrzkomoérkowa lokalizacje. W
badaniach na modelu zwierzgcym (myszy C57BL/6J) okre§lono profil farmakokinetyczny
F.BMet-CrEL, F2BMet-F127 | FoBMet-P123 oraz dystrybucje tkankowa badanych uktadow, a
takze skuteczno$¢ PDT przy zastosowaniu r6znych dawek §wiatta z zakresu NIR. Wyniki badan
wskazuja na mozliwo$§¢ znacznego zwigkszenia  selektywnosci  zastosowanego
fotosensybilizatora oraz mozliwo$¢ uzyskania 100% diugoterminowej wyleczalnosci zwierzat
po zastosowaniu protokotu terapeutycznego F2BMet-P123-V-PDT. (Rysunek 15). [H14]

W celu zwigkszenia selektywnos$ci badanych fotosensybilizatoréw ftalocyjaninowych
wobec komorek nowotworowych, poprawy ich wtasciwosci farmakologicznych oraz uzyskania
odpowiedniego stezenia umozliwiajacego generowanie duzej ilosci ROS, zastosowano micele
polimerowe. Wykorzystano analogiczne poloksamery roznigce si¢ budowsg, zawartoScig
blokow PPO 1 PEO, a tym samym rdznigcych si¢ hydrofilowoscig (L121, F127, P123). W
testach majacych na celu optymalizacje proponowanych no$nikdw opracowano ich
preparatyke, wyznaczono $rednice i dystrybucje otrzymanych miceli, a nastgpnie okreslono
zalezno$ci pomiedzy wybranym rodzajem poloksameru a fotosensybilizatorem, majace
bezposredni wptyw na stopien solubilizacji PS, stabilno$¢ powstajacych uktadow PS-Pluronic,
kinetyke uwalniania fotosensybilizatora oraz jego dalsza efektywno$¢ fotodynamiczng oraz
mozliwos¢ bezpiecznej aplikacji in vivo. Ze wzgledu na znaczng hydrofobowos¢ ftalocyjaniny

OMPcZn oraz hydrofilowy charakter ftalocyjaniny F72OMPcZn przeprowadzono
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eksperymenty pozwalajagce na wybor postaci farmaceutycznej warunkujacej uzyskanie
odpowiedniej dawki w roztworach podawanych in vitro. Analizie poddano uktady zawierajace:
poloksamer Pluronic L121, F127 oraz P123. Po wyselekcjonowaniu rodzaju odpowiedniej
formy podania fotosensybilizatoréw (P123 dla OMPcZn, L121 dla F720MPcZn), w nastgpnym
etapie badan wyznaczono ich optymalny czas akumulacji wzgledem komoérek nowotworowych
CT26, A549 oraz 2-H1l. Z przeprowadzonych do$wiadczen wynika, ze w przypadku
testowanych zwigzkow enkapsulowanych w micelach Pluronic odnotowano znaczne skrocenie
czasu akumulacji (2-4 h dla F72-L121 wobec wszystkich linii komorkowych, 4 h dla OMPcZn-
P123 wobec CT26) lub znaczne zwigkszenie akumulacji po dtuzszym czasie inkubacji (m.in.
dla OMPcZn w A549 i 2HI11). Otrzymane wyniki wskazuja réwniez na brak efektow
cytotoksycznych w calym zakresie wykorzystanych stezen testowanych poloksamerow.
Potwierdzaja zatem biozgodno$¢ zastosowanego solubilizatora, stwarzajac tym samym

mozliwo$¢ bezpiecznej aplikacji takiej postaci leku w uktadach biologicznych.!! [H15]
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Rysunek 15. Wplyw nanoenkapsulacji bakteriochloryn w micelach typu Pluronic na kontrolowane
uwalnianie, dystrybucje oraz generowanie ROS.

Podsumowujac, sukces terapeutyczny PDT zostat dodatkowo wzmocniony dzigki zastosowaniu
preparatow typu Pluronic. Przebadane kopolimery, w szczegolnosci P123:

1) Powoduja skuteczng enkapsulacje czasteczek PS i zmniejszajg zjawisko agregacji;

11) Zwigkszajg zarowno trwalo$¢ termiczng jak 1 fotochemiczng fotosensybilizatorow;

ii1) Umozliwiajg wydajne fotogenerowanie ROS, w szczegolnosci rodnikow hydroksylowych;
Iv) Zwigkszaja akumulacje komoérkowa i tkankowa (guzy nowotworowe), oraz zwigkszaja
warto$¢ maksymalnego stezenia PS (Cmax) We Krwi, szczego6lnie po krotkim czasie od podania
zwiazkow. ™ (Rysunek 15). [H14]
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2.3.11. Wzmocnienie generowania ROS przez adsorpcje badanych zwigzkow
na powierzchni TiO2

Modyfikacja powierzchni dwutlenku tytanu barwnikami pochtaniajgcymi $wiatto
widzialne jest jednym z powszechnie stosowanych podejs¢ do wzmocnienia mozliwosci
generowania ROS.*® Sposrod réznych typow fotosensybilizatorow zdolnych do przeniesienia
elektronu z ich stanow wzbudzonych do pasma przewodnictwa TiO2, porfiryny zastugujg na
szczegOlng uwage. Aktywnos$¢ fotokatalityczng halogenowych porfiryn i ich kompleksow
metali okreslono w uktadach homogenicznym i heterogenicznym. Przygotowane materiaty
scharakteryzowano pod katem iloSci zaabsorbowanego kompleksu na powierzchni TiO>
(izoterma Langmuira). Dodatkowo morfologia otrzymanych materiatow zostata zbadana przy
pomocy skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Dla wybranych fotokatalizatorow
przeprowadzono réwniez badania majace na celu ich charakterystyke elektrochemiczng
(woltamperometria cykliczna, pomiary fotopradéw) dostarczajacac informacji na temat ich
potencjatow redoks. Aby zbada¢ aktywnos$¢ fotokatalityczna zsyntetyzowanych materialow
uzyto je do degradacji wybranych zwigzkow organicznych. Do testow fotokatalitycznych
zastosowano tramadol, lek opioidowy, ktorego ilo§¢ w $rodowisku jest coraz wigksza, co
zwigzane jest ze zwigkszong konsumpcja lekow przeciwbolowych. Tramadol ulega utlenianiu
pod wptywem rodnikoéw hydroksylowych, ale rowniez innych reaktywnych form tlenu takich
jak tlen singletowy. Zaobserwowano szybsza degradacj¢ dla TRML w obecnosci materiatu
TiO2@ZnF2POH, co moze $wiadczy¢ o generowaniu wiekszej ilosci wolnych rodnikow (ROS)
przez ten material. Co potwierdza, iz TRML jest utleniany przez rézne formy ROS, zaréwno

produkty fotoindukowanego przeniesienia elektronu jak i przekazania energii.®

Przeniesienie
CB elektronu 4

O2  Przekazanie
energii

Rysunek 16.  Zastosowanie (metalo)porfiryn w fotokatalizie i fotodynamicznej inaktywacji
mikroorganizmow.

35



Zbadano réwniez whasciwosci elektrochemiczne i fotoelektrochemiczne otrzymanych
materiatéw hybrydowych. Pomiary metoda woltamperometrii cyklicznej poprzedzaty pomiary
fotoelektrochemiczne po to, by zbada¢ procesy utleniania i redukcji elektrody i wyznaczy¢
potencjaty, w ktorych mierzony bedzie fotoprad. Pomiar fotopradu umozliwit zbadanie procesu
przeniesienia elektronu ze wzbudzonego fotosensybilizatora. Elektron wzbudzony w zakresie
absorbcji dwutlenku tytanu (ok. 320-370nm) powoduje generowanie fotopradu, co §wiadczy o
przeniesieniu elektronu do elektrody ITO. Pojawienie si¢ fotopradow powyzej 400 nm dla
TiO2@F2Porf i TiO.@ZnF.Porf $wiadczy o przeniesieniu elektronu ze wzbudzonej
(metalo)porfiryny (Rysunek 16). [H11]

2.3.12. Zastosowanie badanych zwiazkow i materialow w fotodynamicznej inaktywacji
mikroorganizmow

Te same zwigzki i materialy zastosowano rowniez w fotodynamicznej inaktywacji
mikroorganizmoéw (PDI). Zbadano wptyw podstawnikoéw na ich wtasciwosci fotochemiczne i
biologiczne. Aktywnos$¢ biologiczng w komorkach drobnoustrojow in vitro zostata
skorelowana z wlasciwosciami spektroskopowymi 1 fizykochemicznymi testowanych
zwigzkow. Badania inaktywacji fotodynamicznej przeprowadzono na szczepach bakterii Gram-
dodatnich (S. aureus, E. faecalis), bakterii Gram-ujemnych (E. coli, P. aeruginosa) i grzyba (C.
albicans). Eksperymenty PDI in vitro wykazaly, ze halogenowe porfiryny wykazuja
zroznicowang skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojowa po krotkim czasie inkubacji 1 naswietlaniu
dawka $wiatla przy 10J /cm? Zgodnie z oczekiwaniami, ze wzgledu na budowe blony
komorkowej bakterii Gram-ujemnych, trudniej byto zniszczy¢ E. coli niz gatunki bakterii
Gram-dodatnich. Uzyskano spadek przezywalnosci rzedu 2-3 logarytméw dla E. coli przy
uzyciu podobnych dawek, a dla komorek C. albicans uzyskano spadek o 3-4 logarytmy. Z
drugiej strony, zaobserwowaliSmy redukcje przezywalnosci S. aureus po naswietlaniu (10 J /
cm?) w obecnoéci 20 uM hydrofilowej porfiryny F2BOH az o 6 logarytméw, ale nie
odnotowali$my poprawy aktywnosci po enkapsulacji tej porfiryny w micelach Pluronic L121.
Okazato si¢, ze F2POH pod wptywem naswietlania bardzo skutecznie dezaktywuje S. aureus,
poniewaz grupy sulfonowe (-SO3H) nadajg jej ujemny tfadunek w pH fizjologicznym. Pochodna
sulfonamidowa (CI,PEt) okazala si¢ cytotoksyczna w ciemnos$ci wobec grzybow. W
przeciwienstwie do skutecznosci PDT uzyskanej w hodowlach ludzkich i mysich komorek,
enkapsulacja porfiryn do miceli typu L121 nie poprawila znaczaco skutecznosci PDI. To
pokazuje, ze przy planowaniu protokotéw PDT i PDI nie mozna zapomina¢ o doborze
wlasciwych nosnikow lekow/fotosensybilizatorow.® [H16] Obecnie prowadze badania nad

zastosowaniem materiatow hybrydowych (Rysunek 16) w inaktywacji opornych mikrobow.
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2.3.13. Podsumowanie i perspektywy rozwoju badan
Przeprowadzone badania posiadaja charakter interdyscyplinarny, a otrzymane wyniki

zarbwno w czesci fizykochemicznej, jak i biologicznej pozwolily na kompleksowa oceng
wpltywu zastosowanych modyfikacji strukturalnych na wtasnosci fotosensybilizatorow oraz
zaleznosci struktura-aktywnosc¢ biologiczna na profil aktywnosci fotodynamicznej testowanych
zwigzkow. Otrzymano nowg grupg tetrapiroli modyfikowanych r6znymi podstawnikami (grupy
sulfonowe, sulfonamidowe) oraz scharakteryzowano je pod katem wyboru najbardziej
obiecujacych zwigzkow do terapii fotodynamicznej (PDT), fotodynamicznej inaktywacji
mikroorganizméw 1 fotokatalizy. Zbadano ich wlasciwosci fizykochemiczne, spektroskopowe
i fotochemiczne oraz aktywno$¢ biologiczng in vitro i in vivo. Najciekawsze wiasciwosci
chemiczne badanych zwiazkow, w szczegolnosci bakteriochloryn, to silna absorpcja w zakresie
bliskiej podczerwieni, duza trwatos$¢ fotochemiczna oraz mozliwo$¢ generowania reaktywnych
form tlenu zaréwno zgodnie z mechanizmem przeniesienia elektronu (anionorodnik
ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy) jak tez przekazania energii (tlen
singletowy). Otrzymane zwigzki sg nietoksyczne w ciemnos$ci, akumuluja sig w krytycznych
miejscach komorkowych (mitochondria, ER), a pod wptywem $wiatta generuja ROS, ktore w
zalezno$ci od warunkéw eksperymentalnych i typu komoérek, prowadza do $mierci komorkowej
na drodze apoptozy lub/i nekrozy. Przeprowadzone badania  pozwolilty
roOwniez scharakteryzowa¢ wybrane czynniki $§wiadczace o  aktywnosci  ukladu
immunologicznego po PDT przeprowadzonej na mysich modelach nowotworowych oraz
zrozumie¢ interakcje pomigdzy komorkami nowotworowymi, komorkami mikrosrodowiska
guzai komorkami ukladu odpornosciowego. Poznanie mechanizméw molekularnych
odpowiedzi immunologicznej generowanej po PDT jest istotne do oceny mozliwos$ci
wykorzystania nowych pochodnych bakteriochloryn w fotoimmunoterapii. Jak wskazuja
wyniki badan, wzmocnienie aktywnos$ci przeciwnowotworowej moze zostaé osiggniete na
skutek efektu immunoterapeutycznego, ktory prowadzi do nabycia ogdlnoustrojowej
odpornosci  poprzez wickszg selektywnos¢ ukierunkowanych fotosensybilizatorow
rozpoznajacych mikrosrodowisko nowotworowe i/lub wybrane receptory znajdujace si¢ na
powierzchni  komorek  nowotworowych.  Dzigki  specjalnie  zaprojektowanym
fotosensybilizatorom o kontrolowanej polarno$ci mozliwe byto ich zastosowanie w
protokotach terapeutycznych ukierunkowanych na naczynia nowotworowe (V-PDT), komorki
srodblonka naczyn (E-PDT) oraz komorki nowotworowe (C-PDT). Jednym z gléwnych
zatozen prowadzonych przeze mnie badan, jest scharakteryzowanie odpowiedzi uktadu

odpornosciowego po PDT. Korelacja uzyskanych wynikow ze skuteczno$cia wybranych

37



protokotow terapeutycznych pozwoli w przysztosci na okre$lenie wybranych
biomarkeréw skutecznej  terapii  oraz =~ wybor  potencjalnych  adiuwantow  do
fotoimmunoterapii. Uzyskane wyniki badan przeprowadzonych w ramach realizacji
kierowanych przeze mnie projektow stanowig istotny krok w ocenie roli poszczegolnych
czynnikdbw w rozwoju przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej oraz mozliwosci
traktowania ich jako markeréw prognostycznych skutecznej terapii fotodynamicznej. Wyniki
tych badan moga by¢ rowniez pomocne w poszukiwaniu i projektowaniu nowych rozwigzan
terapeutycznych. Ponadto, uzyskany sukces terapeutyczny powoduje, ze zasadne jest
kontynuowanie rozpocz¢tych w projekcie badan w kierunku poszukiwania nowych
fotosensybilizatorow do PDT, ktoére pozwola kierunkowac jej dziatanie na wybrane cechy
wynikajace z immunologii i biologii nowotworéw i celowaniu w konkretne $ciezki
molekularne, ktore sg kluczowe dla wzrostu, przerzutowania i odpowiedzi na stosowane
schematy leczenia. Wyniki przeprowadzonych badan pozwolity zdecydowanie poszerzy¢
wiedz¢ na temat mechanizmow fotogenerowania ROS 1 pokusi¢ si¢ o zmian¢ obecnego
paradygmatu o przewazajagcym udziale tlenu singletowego na korzy$¢ udzialu form
wolnorodnikowych w PDT 12659

Badane bakteriochloryny wydaja si¢ by¢ obiecujaca grupa fotosensybilizatoréw
zarowno do PDT 1 fotoimmunoterapii. Natomiast odpowiednio modyfikowane halogenowe
pochodne porfiryn okazaty si¢ by¢ skutecznymi fotosensybilizatorami w fotodynamiczne;j
inaktywacji mikroorganizméw (PDI) oraz fotokatalizatorami w usuwaniu zanieczyszczen
srodowiska. Interesujaca grupa zwigzkow okazaty sie rowniez halogenopochodne chloryn,
ktore charakteryzuja si¢ zdolnoscia do generowania tlenu singletowego, jednocze$nie
wykazujgc wlasciwosci fluorescencyjne. Dzigki temu mogg by¢ stosowane do jednoczesnej

diagnostyki 1 terapii nowotworow.
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3. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo—badawczych

3.1. Podsumowanie dorobku naukowego
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Indeks Hirscha H: Web of Science (dane z 08.03.2018) 16
Indeks Hirscha H: Scopus (dane z dn. 08.03.2018) 16
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Rozdziaty w ksigzkach 2
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Liczba materialéw konferencyjnych w czasopismach posiadajacych IF 14
Liczba projektéw badawczych 10
w tym kierownik (NCN, MNiSW) 4
wykonawca 6
Wyktady na zaproszenie wygloszone przez habilitanta 14
Prezentacje ustne wygloszone osobiscie 18
Wspotautorstwo wystapien konferencyjnych- prezentacje ustne 44
Postery 66
Recenzje projektéw badawczych 20
Recenzje publikacji naukowych > 50
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3.2. Spis wszystkich publikacji z listy Filadelfijskiej
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rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji.
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przeprowadzitem wspolnie z Carlosem Monteiro, przygotowanie wszystkich rysunkow,
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IFsiemi= 5,184 1F2010 = 5,476 1F2016= 5,317 cit.=96 MNiSW=40

Udzial wlasny: 25%: Bratem udzial w syntezie oraz w badaniach spektroskopowych i
fotofizycznych opisanych zwigzkow, dokonatem analizy i interpretacji otrzymanych przeze mnie
wynikow, zredagowalem fragment tekstu dotyczqcy wlasciwosci fotofizycznych wybranych
porfiryn i bakteriochloryny (TDCPBSOsH) czes¢ z opisanych w manuskrypcie wynikow zawarta
jest w rozprawie doktorskiej.

4. M. M. Pereira, C. J. P. Monteiro, A. V. C. Simoes, S. M. A. Pinto, A. R. Abreu, G. F.
F. Sa, E. F. F. Silva, L. B. Rocha, J. M. Dgbrowski, S. J. Formosinho, S. Simoes, L.G.
Arnaut, Synthesis and photophysical characterization of a library of photostable
halogenated bacteriochlorins: an access to near infrared chemistry, Tetrahedron, 2010,
66, 9545.
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IFsiemi= 2,426 1F2010 = 3,011 IF2016= 2,651 cit.=54 MNiSW=30

Udzial wlasny: 10%: Bratem udzial w syntezie oraz w badaniach spektroskopowych i
Jfotofizycznych opisanych zwigzkow, dokonatem analizy i interpretacji otrzymanych przeze mnie
wynikow (badania fotodegradacji), czes¢ wynikow zawartem w rozprawie doktorskie;.

Janusz M. Dabrowski, K. Urbanska, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, A. R. Abreu, S.
Simoes, G. Stochel, Biodistribution and Photodynamic Efficacy of a Water Soluble,
Stable, Halogenated Bacteriochlorin against Melanoma, ChemMedChem, 2011, 6, 465-
475.
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otrzymanych wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow. Bylem glownym wykonawcq projektu naukowego (Era Chemistry), z
ktorego finasowany byl moj staz podoktorski i ktory umozliwit mi przeprowadzenie badan opisanych w
tej pracy.

Janusz M. Dabrowski, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, K. Urbanska, S. Simoes, G. Stochel,
Luisa Cortes, Combined Effects between Singlet Oxygen and Hydroxyl Radical in
Photodynamic Therapy with Photostable Bacteriochlorins: Evidence from Intracellular
Fluorescence and Increased Photodynamic Efficacy in vitro, Free Radic. Biol. Med., 52
(2012) 1188.

IFsiemi= 5,886 IF =5,271 [IF206= 5,606 cyt.=43 MNiSW=40

Udzial wtasny- 70%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan z
wyjgtkiem eksperymentow z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, ktore to wykonatem
wspolnie z Luisq Cortes (przygotowanie wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych
Wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow. Bylem giownym wykonawcg projektu naukowego (Era
Chemistry), z ktorego finasowany byt moj staz podoktorski i ktory umozliwil mi
przeprowadzenie badan opisanych w tej pracy.

Janusz M. Dabrowski, M. Krzykawska, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, C. J. P. Monteiro,
S. Simoes, K. Urbanska, G. Stochel, Tissue Uptake Study and Photodynamic Therapy
of Melanoma Bearing Mice with a Nontoxic, Effective Chlorin, ChemMedChem, 6
(2011) 1715.

IFsietni= 3,037 IF =3,151 IF2016= 3,225 cyt.=30 MNiSW=30

Udzial wlasny- 60%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan z
wyjatkiem eksperymentow in Vivo, ktore to wykonatem wspolnie z Martyng Krzykawskg, oraz
syntezy, ktorq przeprowadzit Carlos Monteiro, przygotowanie wszystkich rysunkow,
interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i
recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.Bylem glownym wykonawcq
projektu naukowego (Era Chemistry), z ktorego finasowany byt moj staz podoktorski i ktory
umozliwit mi przeprowadzenie badan opisanych w tej pracy.

Janusz M. Dabrowski, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, K. Urbanska, G. Stochel, Improved
biodistribution, pharmacokinetics and photodynamic efficacy using a new photostable
sulfonamide bacteriochlorin, Med. Chem. Commun. 3 (2012) 502.

IFsietni= 2589  IF=2,722  IF2m6=2.60 cyt.=30 MNISW=30

Udziatl wlasny- 80%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich badan, przygotowanie
wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z
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11.

12.

edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem
naukowym obejmujgcym wiekszos¢ badan opisanych w tej pracy.

L. G. Arnaut, M. M. Pereira, Janusz M. Dabrowski, E. F. F. Silva, Elsa F. A. Schaberle,
A. R. Abreu, L. B. Rocha, M. M. Barsan, K. Urbanska, G. Stochel, C. M. A. Brett,
Photodynamic Therapy Efficacy Enhanced by Dynamics: The Role of Charge Transfer
and Photostability in the Selection of Photosensitizers, Chem. Eur. J., 20 (2014) 5346.

IFsiemi= 5,184  IF=5,731 IF2016= 5,317 cyt.=32 MNiSW=40

Udzial wiasny- 40%: koncepcja wigkszosci badan, wspolne z Luisem Arnaut zaplanowanie koncepcji
pracy, zaplanowanie i wykonanie wszystkich eksperymentow dotyczgcych detekcji ROS, charakterystyki
fotochemicznej i fotofizycznej bakteriochloryn, czesci badar biologicznych in vitro (komorki
nowotworowe A549, S91) oraz wszystkich badar: in vVivo, interpretacja otrzymanych wynikéw, napisanie
pierwszej wersji publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujgcym ok. 50% badan opisanych w tej
pracy.

R. Saavedra, L. B. Rocha, Janusz M. Dabrowski, L. G. Arnaut, “Modulation of
biodistribution, pharmacokinetics and photosensitivity with the delivery vehicle of a

bacteriochlorin photosensitizer for photodynamic therapy”, ChemMedChem, 9 (2014)
390.

IFsiemi= 3,037 IF=3,046 1F2016=3,225 cyt.=21 MNiSW=30

Udzial wiasny- 70%: koncepcja badan, zaplanowanie i udzial w wykonaniu wszystkich eksperymentow
(cze$¢ badan in Vivo przeprowadzitem z Luisem Rocha: razem przeprowadzalismy sekcje zwierzqt, Luis
podawat fotosensybilizator, a ja naswietlatem guzy, Raquel pomagata mi w homogenizacji organow i w
eksperymentach na szczurach); samodzielnie dokonatem pomiaréw fluorescencji wszystkich probek
biologicznych oraz analizy i interpretacji otrzymanych wynikow, bratem wiodgcy udzial w napisaniu
publikacji, bytem autorem wysytajgcym prace: korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujgcym wigkszos¢ badan
opisanych w tej pracy.

E. Silva, F. Schaberle, C. J. P. Monteiro, J. M. Dabrowski, L.G. Arnaut, The challenging
combination of intense fluorescence and high singlet oxygen quantum yield in
photostable chlorins — a contribution to theranostics, Photochem. Photobiol. Sci., 2013,
12,1187.

IFsieti= 2,474 1F2:3=2,939 IF2m6= 2,344 cyt.=22 MNiISW=25

Udzial wlasny: 30%: Czesciowa koncepcja praca (zwrocitem uwage na fakt duzych wartosci
intensywnosci fluorescencji dla chloryn podczas pomiarow i analizy probek biologicznych)
Bratem udzial w badaniach spektroskopowych i fotofizycznych opisanych zwigzkéw, dokonatem
analizy i interpretacji otrzymanych przeze mnie wynikéow. Dokonatem edycji manuskryptu.
Bratem udziat w przuygotowaniu odpowiedzi recenzentom.

M. Krzykawska, Janusz M. Dabrowski, L. G. Arnaut, M. Szczygiel, K. Urbanska, G.
Stochel, M. Elas, The role of strong hypoxia in tumors after treatment in the outcome
of bacteriochlorin-based photodynamic therapy Free Radic. Biol. Med. 73 (2014) 239.

IFsemi= 5,886  IF=5,736  IF206=5,606 cyt.=26 MNiSW=40

Udziat wlasny- 50%: koncepcja wszystkich badan, opieka naukowa nad pracqg Martyny Krzykawskiej,
oprécz pomiaréw tlenometrii in Vivo, ktére nadzorowata dr Elas; zaplanowanie i udzial w wykonaniu
pozostatych eksperymentow, wykonanie eksperymentow dotyczgcych detekcji ROS oraz biodystrybucyi,
analiza i interpretacja otrzymanych wynikéw, wiodgcy udzial w pisaniu publikacji, korespondencja z
edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem
naukowym obejmujgcym czes¢ badan opisanych w tej pracy.
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16.

17.

Janusz M. Dagbrowski, L. G. Arnaut, Photodynamic therapy (PDT) of cancer: from local
to systemic treatment, Photochemical & Photobiological Sciences 14 (2015) 1765.

IFsiemi= 2,474 IF=2235 IFoois= 2,344  cyt.=60 MNiSW=25

Udzial wlasny- 80%: zaplanowanie (wspélnie z Prof. Arnaut) koncepcji pracy, napisanie
pierwszej wersji manuskryptu, przygotowanie wszystkich rysunkow i tabel, korespondencja z
edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem
projektem naukowym, ktory obejmowat tematyke tej pracy.

A. V. C. Simoes, A. Adamowicz, J. M. Dagbrowski, M. J. F. Calvete, A. R. Abreu, G.
Stochel, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, Amphiphilic meso(sulfonate ester
fluoroaryl)porphyrins: refining the substituents of porphyrin derivatives for
phototherapy and diagnostics, Tetrahedron, 2012, 68, 8767.

IFsieni= 2,429  1F2012 = 2,803 IF2016= 2,651 cyt.=23 MNiSW=30

Udzial wiasny: 35%: Bylem odpowiedzialny za czesé fizykochemiczng badan (drugi autor
korespondencyjny). Wykonatem, wspolnie z Agnieszkg Adamowicz, wigkszos¢ badan
fizykochemicznych,. Przygotowatem pierwszq wersje manuskryptu (oprocz opisu syntezy
zwigzkoW), bratem udzial w tworzeniu jego ostatecznej wersji. Kierowalem projektem
badawczym.

L. B. Rocha, L. C. Gomes-da-Silva, Janusz M. Dgbrowski, L. G. Arnaut, Elimination
of primary tumours and control of metastasis with rationally designed bacteriochlorin
photodynamic therapy regimens, European Journal of Cancer, 51 (2015) 1822.

IFsietni= 5,867 IF=6,163 IF2016= 6,029 cyt.=20 MNiSW=40

Udzial wiasny- 65%: koncepcja badan, zaplanowanie (wspolnie z Luisem Arnaut) i udzial w wigkszosci
eksperymentow (wspdlnie z L. Rocha przeprowadzalismy eksperymenty in vivo, Luis podawat
fotosensybilizator, a ja naswietlalem guzy, rownolegle przeprowadzaliSmy sekcje zwierzqt, bytem
odpowiedzialny za codzienna kontrolg stanu myszy po PDT), analiza i interpretacja otrzymanych
wynikow, przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu i udziat w przygotowaniu kolejnych wersji, edycja
tekstu, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Kierowatem projektem naukowym obejmujgcym ok. 70 % badan opisanych w tej pracy.

R. Carrilho, A. R. Almeida, M. Kiss, L. Kollar, R. Skoda-Foldes, J. M. Dgbrowski, M.
M. Pereira, One-Step Synthesis of Dicarboxamides through Pd-Catalysed
Aminocarbonylation with Diamines as N-Nucleophiles, European Journal of Organic
Chemistry, 2015, 8, 1840-1847.

Fsleti= 2,762  1F2015 = 3,068 1F2016= 2,834 cyt.=7 MNiSW=35

Udziat wiasny: 10 %: Wykonatem samodzielnie eksperymenty dotyczgce aktywnosci
biologocznej badanych zwigzkow, dokonalem analizy i interpretacji otrzymanych wynikow
oraz zredagowatem fragment tekstu.

Janusz M. Dabrowski, B. Pucelik, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, G. Stochel, Towards
tuning PDT relevant photosensitizer properties: comparative study for the free and
Zn?* coordinated meso-tetrakis [2, 6-difluoro-5-(N-methylsulfamylo) phenyl]
porphyrin, Journal of Coordination Chemistry, 68 (2015) 3116. (IF2015=1,756).

IFsiemi= 1,304 1F=1,756 IF206= 1,795 cyt.=11 MNiSW=25
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18.

19.

20.

21.

22.

Udzial wiasny: 70 %: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wigkszosci eksperymentow,
analiza i interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem
i recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem
naukowym obejmujgcym wszystkie badania opisane w tej pracy.

M. Krzykawska, J. M. Dabrowski, M. Szczygiet, G. Stochel, L. G Arnaut, M. M.
Pereira, K. Urbanska, M. Elas, Non-invasive Prognostic Tools for Phototherapeutic
Response in Murine Tumors, European Journal of Cancer, 2012, 48, 193.

IFsietni= 5,876  1F2015 = 5,061 1F2016= 6,029 cyt.=4 MNiISW=40

Udziat wlasny- 30%: zaplanowanie i udziat w wykonaniu eksperymentow, opieka naukowa nad pracq
Martyny Krzykawskiej, wspdlne wykonanie eksperymentow (Martyna podawata zwigzek, ja dokonywatem
pomiaréw i/ lub naswietlatem guzy), analiza i interpretacja otrzymanych wynikéw, dyskusja z pozostatymi
wspolautoram pracy.

N. P. F. Goncalves, A. V. C. Simoes, A. R. Abreu, A. J. Abrunhosa, J. M. Dabrowski,
M. M. Pereira, Synthesis and biological distribution study of a new carbon-11 labeled
porphyrin for PET imaging. Photochemical and biological characterization of the non-
labeled porphyrin, Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, 2015, 19, 946.

IFsietni= 1,18  1F2015 = 1,087 1F2016= 1,043 cyt.=7 MNiSW=25

Udzial wiasny: 30 %: Zaprojektowatem i wykonatem wszystkie badania fizykochemiczne i
biologiczne. Bratem udziat w dyskusjach naukowym. Kierowatem projektem badawczym
dotyczgcym charakterystyki badanych zwigzkow do jednoczesnego zastosowania
diagnostycznego i terapeutycznego. Napisalem pierwszq wersje manuskryptu i wystatem (bez
powodzenia) do czasopisma o wyzszym IF.

Janusz M. Dabrowski, Barbara Pucelik, Mariette M. Pereira, Luis G. Arnaut, Wojciech
Macyk and Grazyna Stochel, New hybrid materials based on halogenated
metalloporphyrins for enhanced visible light photocatalysis, RSC Adv. 5 (2015) 3252.

IFsieni= 3,257  1F=3,289  IF2016= 3,108 cyt.=10 MNiSW=35

Udzial wilasny: 65%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wigkszosci eksperymentow, analiza i
interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujgcym
wszystkie badania opisane w tej pracy.

L. B. Rocha, F. Schaberle, J. M. Dabrowski, S. Simoes, L. G. Arnaut, Intravenous
Single-Dose Toxicity of Redaporfin-Based Photodynamic Therapy in Rodents Int. J.
Mol. Sci., 2015, 16, 29236.

IFsietni= 3,482 1F2015 = 3,257 1F2016 = 3,226 cyt.=8 MNiSW=30
Udzial wiasny: 35%: wspolnie z L. Rocha przeprowadzaliémy eksperymenty in vivo, Luis podawat
fotosensybilizator, a ja na§wietlalem guzy, rownolegle przeprowadzaliSmy sekcj¢ zwierzat, bytem

odpowiedzialny za codzienng kontrole stanu myszy po PDT, bratem udziat w analizie i interpretacji
otrzymanych wynikow.

H. T. Soares, J. R. S. Campos, L. C. Gomes-da-Silva, F. A. Schaberle, J. M. Dabrowski,
L. G. Arnaut, Pro-oxidant and Antioxidant Effects in Photodynamic Therapy: Cells
Recognise that Not All Exogenous ROS Are Alike ChemBioChem, 2016, 17, 836-842.

IFsiemi= 2,751 1F2016 = 2,847 1F2016= 2,847 cyt.=6 MNiSW=35
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23.

24,

25.

26.

27.

Udziat wiasny: 20%: Czesciowa koncepcja praca (Wptyw askorbinianu na efekt
fotodynamiczny) Bratem udzial w badaniach in vitro, dokonatem czesciowej analizy i
interpretacji otrzymanych przeze mnie wynikow. Dokonatem edycji manuskryptu. Bratem
udzial w przuygotowaniu odpowiedzi recenzentom.

M. Oszajca, M. Brindell, L. Orzet, J. M. Dabrowski, K. Spiewak, P. Labuz, M. Pacia,
W. Macyk, R. van Eldik, A. Stochel-Gaudyn, G.Stochel, Mechanistic studies on
versatile metal-assisted hydrogen peroxide activation processes for biomedical and
environmental incentives, Coordination Chemistry Reviews, 2016, 327, 143-165.

IFsiemi= 12,743 1F2016 = 13,324 1F2016= 12,121 cyt.=5 MNiSW=50

Udziat wiasny: 15 %: Bytem odpowiedzialny za napisanie fragmentow pracy o roli Hy O, W
PDT, oraz aktywacji termicznej w komorkach nowotworowych, przygotowatem 5 rysunkow,
bratem udziat w dyskusjach naukowych oraz w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentow i przygotowaniu ostatecznej korekty manuskryptu.

S. M. A. Pinto, C. A. Henriques, V. A. Tome, C. S. Vinagreiro, M. J. F. Calvete, J. M.
Dabrowski, M. Pineiro, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, Synthesis of meso-substituted
porphyrins using sustainable chemical processes, Journal of Porphyrins and
Phthalocyanines, 2016, 20, 45-60.

IFsiemi= 1,18 1F2016 = 1,043 1F2016= 1,043 cyt.=5 MNiSW=25

Udziatl wiasny: 5 %: Bralem udziat w redagowaniu tekstu o syntezie porfiryn, ktore wczesniej
przeprowadzatem.

Janusz M. Dabrowski, B. Pucelik, A. Regiel-Futyra, M. Brindell, O. Mazuryk, A.
Kyziol, G. Stochel, W. Macyk, L.G. Arnaut, Engineering of relevant photodynamic
processes through structural modifications of metallotetrapyrrolic photosensitizers,
Coord. Chem. Rev., 325 (2016) 67-101.

Fsieni= 12.743  1F=13,324 IF2016= 13,324 cyt.=20 MNISW=50

Udziat wltasny: 50 %: artykut powstal na skierowane do mnie zaproszenie edytorow, koordynowatem
pracq pozostalych wspolautorow nad tq obszerng pracq przeglgdowq, napisanie wigkszosci tekstu, a
nastepnie praca nad calym tekstem publikacji, zaprojektowanie wigkszosci rysunkow publikacji.
Kierowalem projektem naukowym, ktory obejmowat tematyke tej pracy.

B. Pucelik, L.G. Arnaut, G. Stochel, Janusz M. Dabrowski, Design of Pluronic-Based
Formulation for Enhanced Redaporfin-Photodynamic Therapy against Pigmented
Melanoma, ACS Appl. Mater. Interfaces, 8 (2016) 22039-22055.

IFsieni= 7,823  1F=7,504 IF2016=7,504 cyt.=10 MNiSW=40

Udzial wlasny: 55%: koncepcja badan, zaplanowanie wszystkich eksperymentow, nadzorowanie pracy
Barbary Pucelik oraz udzial w wykonaniu wszystkich eksperymentow, analiza i interpretacja
otrzymanych wynikéw, napisanie ostatecznej wersji publikacji, korespondencja z edytorem i
recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem projektem naukowym
obejmujgcym wszystkie badania opisane w tej pracy.

B. Pucelik, 1. Gurol, V. Ahsen, F. Dumoulin, Janusz M. Dabrowski, Fluorination of
phthalocyanine substituents: Improved photoproperties and enhanced photodynamic
efficacy after optimal micellar formulations, Eur. J. Med. Chem., 124 (2016) 284-298.

IFsietni= 4,187 IF=4519 [IF2016=4,519 cyt.=10 MNiSW=40
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Udzial wltasny: 60%: koncepcja badan, zaplanowanie wszystkich eksperymentow, nadzorowanie pracy
Barbary Pucelik oraz udzial w wykonaniu wszystkich eksperymentow, analiza i interpretacja
otrzymanych wynikéw, napisanie ostatecznej wersji publikacji, Kkorespondencja z edytorem i
recenzentami, przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowalem projektem naukowym
obejmujgcym wszystkie badania opisane w tej pracy.

28. A. Regiel-Futyra, J. M. Dgbrowski, O. Mazuryk, K. Spiewak, A. Kyziot, B. Pucelik, M.
Brindell, G. Stochel, Bioinorganic antimicrobial strategies in the resistance era, Coord.
Chem. Rev. 351 (2017) 76-117.

IFsietni= 12,743 1F2016 = 13,324 1F2016= 13,324 cyt.=4 MNiSW=50

Udzial wiasny: 20 %: Bytem odpowiedzialny za napisanie fragmentow pracy o zastosowaniu
Swiatta w medycznych strategiach antybakteryjnych (UV, Swiatto niebieskie, fotodynamiczna
inaktywacja mikroorganizmow, fotochemioterapia) oraz mechanizmach opornosci
wielolekowej, bratem udziat w odpowiedziach na uwagi recenzentow i przygotowatem
ostateczng korekte ‘szczotki’.

29. Janusz M. Dabrowski, Reactive Oxygen Species in Photodynamic Therapy:
Mechanisms of their Generation and Potentiation, Adv. Inorg. Chem., 70 (2017) 343-
394, DOI: 10.1016/bs.adioch.2017.03.002.

IFsieni= 2,884 IF =425 IF2016= 3,105 cyt.=3 MNiSW=35

Udziat whasny- 100 %: koncepcja i przygotowanie obszernego artykutu (51 stron), ktory podsumowuje
dotychczasowy dorobek oraz opisuje aktualnie prowadzone badania przez habilitanta; praca zawiera
oryginalne wyniki badan, praca na zaproszenie edytora.

30.J. Staron, J. M. Dabrowski, E. Cichon, M. Guzik, Lactose esters: synthesis and
biotechnological applications, Critical Reviews in Biotechnology, 38 (2018) 245-258.

IFsieni= 7,014 IF=7,411 1Fn6= 6,416 cyt.=2 MNiSW=45

Udzial wiasny: 10 %: Publikacja jest wynikiem projektu KNOW (wspétpraca WChUJ oraz
IFPIK). Napisatem fragment tekstu o zastosowwaniu estrow w terapii fotodynamicznej i
fotodynamicznej i wykonatem dwa rysunki.

31. B. Pucelik, R. Paczynski, G. Dubin, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, J. M. Dabrowski*
“Properties of halogenated and sulfonated porphyrins relevant for the selection of

photosensitizers in anticancer and antimicrobial therapies”, PLoS ONE, 2017, 12
(10):e0185984, DOI: 10.1371/journal.pone.0185984.

IFsietni= 3,394  1F2015 = 3,057 IF2016= 2,806 cyt.=0 MNiSW=40

Udziat wlasny: 65%: koncepcja badan, zaplanowanie wszystkich eksperymentow, nadzorowanie pracy
Barbary Pucelik oraz udziat w wykonaniu eksperymentow, analiza i interpretacja otrzymanych wynikow,
napisanie ostatecznej wersji publikacji, korespondencja z edytorem i recenzentami, przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow. Kierowatem projektem naukowym obejmujgcym wszystkie badania
opisane w tej pracy.

3.3. Publikacje pelnotekstowe w recenzowanych materialach konferencyjnych

1. J. M. Dabrowski, K. Urbanska, G. Stochel, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, Photostable
Chlorin and Bacteriochlorin Derivatives: Cellular Localization, Biodistribution and
PDT Efficacy, Proceedings of the 13th International Photodynamic Association World
Congress — IPA, Bologna, Kostron, H., Ed. Bologna, 2011, 87-91.
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Udzial wlasny- 80%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wszystkich eksperymentow,
przygotowanie wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji,
korespondencja z edytorem.

2. J. M. Dabrowski, G. Stochel, M. Krzykawska, K. Urbanska, M. M. Pereira, L. G.
Arnaut, Comparative Studies of the Phototoxicity of Halogenated Photosensitizers- A
Mechanistic Approach, Proceedings of the 13th International Photodynamic
Association World Congress — IPA, Bologna, Kostron, H., Ed. Bologna, 2011, 99-103.

Udzial wlasny- 710%: koncepcja badan, zaplanowanie i wykonanie wigkszosci eksperymentow,
przygotowanie wszystkich rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie publikacji,
korespondencja z edytorem.

3.4. Rozdzialy w ksigzkach

1. J. M. Dabrowski, C. J. P. Monteiro, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, A. Karocki, K.
Urbanska, G. Stochel, Spectroscopic and physicochemical properties of new water-
soluble halogenated tetrapyrroles, Supramolecular Chemistry and Advanced Materials,
(eds. Macyk W & Szacilowski K), Jagiellonian University, Krakéw, ISBN 978-83-
924498-1-2, 2007, 151-155.

Udzial wtasny: 65%: publikacja obejmujgca wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej,
wykonanie wszystkich badan z wyjgtkiem eksperymentow przy wykorzystaniu laserowej fotolizy
blyskowej, ktore to wykonatem wspolnie z mgr Andrzejem Karockim,; przygotowanie wszystkich
rysunkow, interpretacja otrzymanych wynikow, napisanie pracy.

2. M. Brindell, J. M. Dabrowski, S. Gaweda, A. Janczyk, J. Kuncewicz, P. Labuz, W.
Macyk, L. Orzel, Z. Stasicka, K. Szacitowski, E. Wasielewska, G. Stochel, From simple
Werner complexes to advanced functionalized systems, Coordination Chemistry in
Poland, ISBN 978-83-60043-20-2, Wroctaw, 2008 145-175.

Udziat wiasny: 5%: opisatem badania, ktorymi zajmowatem si¢ w ramach pracy w zespole.

3.5. Publikacje popularno-naukowe

1. J. M. Dabrowski, B. Pucelik, ,, Od pomyslu do apteki: badania nad nowymi lekami do
terapii fotodynamicznej nowotworow (PDT)”, Niedziatki, 2015, 3, 52-64.

Udziat wltasny: 80 %: artykut powstal na skierowane do mnie zaproszenie, napisanie wigkszosci tekstu,
a nastepnie pracowatem nad catym tekstem publikacji, zaprojektowanie wigkszosci rysunkow
publikacji.

2. J. M. Dabrowski, M. Krzykawska, G. Stochel ,,Jak szybko mozna sprawdzic
skutecznos¢ terapii przeciwnowotworowej?” Projektor UJ (2) (ISBN 978-83-936157-
1-1), s. 101- 102.

Udziaf wlasny. 35 %: dyskusja na temat koncepcji pracy, napisanie wigkszosci tekstu, a nastepnie
pracowatem nad catym tekstem publikacji.

3.6. Materialy konferencyjne w czasopismach posiadajacych IF

1. Janusz M. Dgbrowski, L. G. Arnaut, M. M. Pereira, M. Krzykawska, K. Urbanska, S. Simoes,
G. Stochel, Mechanistic studies on the anticancer activity of novel amphiphilic halogenaated
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bacteriochlorins, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2011, 8, 184, doi:
10.1016/j.pdpdt.2011.03.208.

2. L. G. Arnaut, M. M. Pereira, S. Simoes, J, M. Dabrowski, Intracellular localization,
biodistribution and PDT efficacy of photostable bacteriochlorins, Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy, 2011, 8, 133-134, doi: 10.1016/j.pdpdt.2011.03.038.

3. M. Krzykawska, K. Soczek, B. Kalinowska, J. M. Dabrowski, G. Stochel, L. G. Arnaut, M.
M. Pereira, K. Urbanska, M. Elas, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2011, 8, 185,
doi: 10.1016/j.pdpdt.2011.03.211.

4. M Krzykawska, J. M. Dabrowski, G Stochel, L. G Arnaut, M. M Pereira, K. Urbanska, M.
Elas, Vascular targeting of bacteriochlorin photodynamic therapy of cancer, Vascular
Pharmacology, 2012, 56 (5), 368.

5. A. Bem, M. Krzykawska, J. M. Dabrowski, G. Stochel, L.G. Arnaut, M. M. Pereira, K.
Urbanska, M. Elas, Vascular vs. cellular targeting of anti-tumor photodynamic therapy using
bacteriochlorin derivative, Vascular Pharmacology, 2012, 56 (5), 3609.

6. M. Krzykawska-Serda, K. Jasinska, M. Elas, G. Stochel, L. G. Arnaut, K. Urbanska, J. M.
Dabrowski, Local inflammation and long-term anti-tumor response after F2BMet-PDT,
International Journal of Molecular Medicine, 2014, 34, S99.

7. M. Krzykawska-Serda, J. M. Dabrowski, K. Jasinska, M. Karwicka, L. G. Arnaut, K.
Urbanska, G. Stochel, M. Elas, Biomarkers after Bacteriochlorin-Based Photodynamic Therapy
against Cancer, ChemMedChem, EFMC-ISMC, 2014, 75-76.

8. L. G Arnaut, L. C. Gomes-da-Silva, L.B. Rocha, J. M. Dgbrowski, The role of the immune
system in the therapeutic outcome of PDT with a fluorinated bacteriochlorin (F2BMet) in
clinical trials, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2015, 12 (3), 334.

9. J. M. Dgbrowski, B. Pucelik, M. M. Pereira, G Stochel, L. G. Arnaut, Palette of polarity-
tunable halogenated bacteriochlorins for efficient photodynamic therapy in cellular and animal
models, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2015, 12 (3), 368.

10. J. M. Dabrowski, B Pucelik, L. B. Rocha, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, The impact of
photodynamic-immunotherapy on the antitumor immunity: Local effects and systemic
consequences, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2017, 17, A31-A32.

11. B. Pucelik, R. Paczynski, N. P. F. Goncalves, M. M. Pereira, L. G. Arnaut, J. M. Dabrowski,
Antimicrobial photodynamic therapy with halogenated tetrapyrrolic photosensitizers: From
molecules to highly efficient photoinactivation of drug-resistant pathogens, Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy, 2017, 17, A45-A46.

12. L. G. Arnaut, M. M. Pereira, S. Simoes, L. Almeida, J. M. Dabrowski, F. A. Schaberle,
PDT of head and neck cancer with redaporfin, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy,
2017, 17, A39.
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13. M. Krzykawska-Serda, M. Karwicka, M. Gonet, A. Drzat, J, M. Dgbrowski, L. G. Arnaut,
G. Stochel, K. Urbanska, M. Elas, Tumor vasculature and oxygenation changes in vivo after
photodynamic therapy, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy 2017, 17, A48-A49.

14. C. S. Vinagreiro, M. Calvete, F. A. Schaberle, B. Pucelik, J, M. Dgbrowski, L. G. Arnaut,
M. M. Pereira, “Antimicrobial photodynamic therapy as a promising tool to overcome antibiotic
resistance”, 2" World Congress and Exhibition on Antibiotics and Antibiotic Resistance, J.
Drug. Metab. Toxicol. 2016, 7:3, 51-52.

3.7. Lista lokalnych i miedzynarodowych konferencji naukowych.

3.7.1. Wyklady na zaproszenie

1. J. M. Dabrowski, “Photodynamic Therapy with NIR-absorbing Photosensitizers:
Mechanisms, Applications and Future Research Directions”’, 16" International Photodynamic
Association World Congress 07.06-13.06.2017, Coimbra, Portugalia, ksiazka abstraktow ILS,
str. 34.

2. I. M. Dabrowski, “Photodynamic therapy in the resistance era”, 2" Photodynamic Day,
16.05.2017, Gebze, Turcja, ksigzka abstraktow: IL7, str. 8.

3. J. M. Dabrowski, B. Pucelik, “Nanomaterials for Photodynamic therapy in the Resistance
Era”, EMN (Energy Materials and Nanotechnology) Malaysia Meeting, 22-26. 01, 2018, Kuala
Lumpur, Malezja, ksigzka abstraktéw str. 17-18.

4. J. M. Dabrowski, “Photodynamic therapy (PDT): basic mechanisms, clinical outcomes and
Sfuture research direction”, llluminate-Lasers in the Year of The Light, Laserlab User Meeting,
6-8.09.2015, Coimbra, Portugalia, ksigzka abstraktow str. 10.

5. J. M. Dabrowski, "Halogenated bacteriochlorins derivatives in photodynamic therapy of
cancer: from synthesis to clinical trials™, Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN,
07.03.2013, Krakow.

6. J. M. Dabrowski, L.G. Arnaut, M. M. Pereira, M. Krzykawska, M. Elas, K. Urbanska, G.
Stochel, “Photodynamic therapy of cancer” 40" Winter School of Faculty of Biochemistry,
Biophysics and Biotechnology, 16-21.02.2013, Zakopane, ksigzka abstraktow str. 43-44.

7. J. M. Dagbrowski, B. Pucelik, G. Stochel, L. G. Arnaut, “Molecular Engineering of
Photosensitizers for Enhanced Photodynamic Therapy Against Pigmented Melanoma”, 38"
Meeting of the American Society fot Photobiology, 21-26.05.2016, Tampa Bay (Floryda),
USA, ksigzka abstraktow str. 14.1.

8. J. M. Dabrowski, "Nowe swiatloczute leki do terapii fotodynamicznej opornych nowotworow
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4. Inne aspekty dzialalnosci naukowej i organizacyjnej

4.1. Realizowane i zakonczone projekty badawcze

1. Projekt NCN - Sonata Bis ,,Nanoenkapsutlowane §wiatloczute leki w terapii fotodynamiczne;j
opornych nowotworéw i drobnoustrojow” (2017-2021) Janusz Dgbrowski — kierownik
projektu (1 999 880 PLN).

2. Projekt NCN - Sonata ,,Nowe modyfikowane bakteriochloryny w fotoimmunoterapii.
Aspekty chemiczne i biologiczne” (2014-2017) Janusz Dabrowski — kierownik projektu (498
900 PLN).

3. Projekt MNiSW - IUVENTUS PLUS (II) ,,Ftalocyjaninowe i porfirynowe kompleksy metali
w fotomedycynie i fotokatalizie™ (2015-2017) Janusz Dabrowski — kierownik projektu. (300
000 PLN)

4. Projekt badawczy z dotacji na finansowanie badan naukowych w ramach Wydzialowego
Funduszu Projektéw Habilitacyjnych ,,Halogenopochodne porfiryn, chloryn i1 bakteriochloryn
w innowacyjnych strategiach medycznych” (2014) Janusz Dabrowski — kierownik projektu.
(18 000 PLN)
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5. Projekt MNiSW - IUVENTUS PLUS (IV) ,,Nowe halogenowe pochodne porfiryn w
innowacyjnych strategiach medycznych” (2012-2014) Janusz Dabrowski — kierownik
projektu. (220 000 PLN).

6. Projekt LASERLAB EUROPE: Application for User Training in Lasers and Photonics for
Biology and Health (BIOPTICHAL) “Early events in the interaction between photosensitizers
and small molecules” (2013) Janusz Dabrowski — kierownik projektu. (20 000 EUR).

7. Projekt NCBR - ERA-NET Chemistry ,,Stable Bacteriochlorins - Opportunities in Infrared
Chemistry™ (2010-2012) Grazyna Stochel i Luis G. Arnaut- koordynatorzy projektu, Janusz
Dabrowski- gléwny wykonawca. (585 400 PLN + 200 000 EUR).

8. Grant KBN (promotorski) N N301 3388 33 , Charakterystyka spektroskopowa,
fotochemiczna i fotobiologicznanowych halogenowych pochodnych tetrapiroli pod katem ich
wykorzystania w terapii fotodynamicznej (PDT)” (2007-2009) Janusz Dabrowski- gléwny
wykonawca, Grazyna Stochel- opiekun naukowy.

9. Projekt NCN - OPUS 3 ,,Cykle redoksowe z udziatem makrocyklicznych kompleksow metali
w aktywacji matych czasteczek (O2, NO) w uktadach homogenicznych: modele, mechanizmy,
kataliza." Grazyna Stochel — kierownik projektu, Janusz Dabrowski- wykonawca, (942 800
PLN)

10. Grant KBN (witasny) 3T09A 028 29, ,Kompleksy metali i funkcjonalizowane
poOlprzewodniki w fototerapii, fotodiagnostyce i fotodetoksykacji” (2005-2008) Grazyna
Stochel — kierownik projektu, Janusz Dgbrowski- wykonawca.

4.2. Recenzje projektow badawczych i publikacji

1. Audyt i przygotowanie raportow/recenzji 5 projektow badawczych w ramach programu
wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska ze $rodkéw europejskiego funduszu rozwoju
regionalnego w ramach programu operacyjnego innowacyjna gospodarka 2007-2013
realizowanego przez wroclawskie centrum EIT+ i finansowanego przez NCBR.

2. Przygotowanie 5 recenzji dla NCN (Opus, Preludium, Sonata)
3. Przygotowanie >10 recenzji projektow w ramach LASER LAB EUROPE.
4. Przygotowanie recenzji ponad 50 publikacji naukowych dla nastepujgcych czasopism:

Chemical Reviews, Journal of Medicinal Chemistry (4), Journal of the American Chemical
Society, ACS Nano (2), ACS Applied Materials&Interfaces, Bioconjugated Chemistry (2), Eur.
J. Med. Chem. (3), Chemical Sciences, Chemistry-A European Journal, ChemMedChem (6),
Biomaterials, Photochemical & Photobiological Sciences, Photochemistry and Photobiology,
New Journal of Chemistry, J. Photochem. Photobiol. A. Chemistry (2), J. Photochem.
Photobiol. B. Biology (4), Journal of Biomedicine and Biotechnology, Journal of Physiology
and Pharmacology, International Journal of Nanomedicine, Spectrochimica Acta. Part A. (2),
ChemPlusChem, J. Innov. Opt. Health Sci., Letters in Drug Design & Discover, Molecules (4),
Journal of Coordination Chemistry (3), Chemical Physics Letters, Journal of Clinical
Dermatology and Therapy, Journal of Inorganic Biochemistry, Medical Principles and Practice,
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BioMed Research International, Journal of Cancer Research and Experimental Oncology,
Inorganic Chemistry Communication, Current Medicinal Chemistry (2), Chemistry Select (2).

4.3. Wspolpraca naukowa

1. Instytut Chemii Uniwersytetu w Coimbrze, Portugalia: Prof. Luis G. Arnaut, Prof. Mariette
M. Pereira, Dr. Mario Calvete.

2. Center for Neuroscience and Cell Biology, Uniwersytet w Coimbrze, Portugalia: Dr Luisa
Cortes, Prof. Sergio Simoes.

3. Institute for Nuclear Sciences Applied to Health, Coimbra, Portugalia: Dr. Antero
Abrunhoza.

4. Blupharma SA, Coimbra, Portugalia, Prof. Sergio Simoes, Dr. L. B. Rocha, Dr. Carlos
Monteiro.

5. Instytut Chemii Organicznej i Analitycznej, Uniwersytet w Orleanie, Francja: Prof. Olivier
Martin.

6. Uniwersytetu w Veszprém, Wegry, Prof. Laszl6 Kolla, Dr. Mercédesz Kiss.
7. Gebze Technical University, Turcja: Prof. dr Vefa Ahsen, Prof. dr Fabienne Domoulin

8. Wydziatl Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ: Prof. Krystyna Urbanska, Dr hab.
Martyna Elas, Dr Martyna Krzykawska-Serda, Dr Damian Ryszawy.

9. Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN: Dr hab. Dorota Rutkowska-Zbik, Dr
Maciej Guzik.

10. Matopolskie Centrum Biotechnologii: Dr hab. Grzegorz Dubin.

11. Wydzial Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego: Prof. Aleksandra Kawczyk-Krupka.

4.4, Nagrody i wyrdéznienia

1. Nagroda Zespolowa JM Rektora UJ I stopnia za osiggni¢cia naukowe w roku akademickim
2016/2017.

2. Nagroda Zespolowa JM Rektora UJ I stopnia za osiggni¢cia naukowe w roku akademickim
2014/2015.

3. Nagroda w wysokosci 500 USD dla mlodych naukowcow ufundowana przez IPA
(International Photodynamic Association), Rio de Janeiro, maj 2015.
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4. Nagroda Zespotowa JM Rektora UJ III stopnia za osiaggni¢cia naukowe w roku akademickim
2013/2014.

5. Matopolskie Stypendium Doktoranckie za podjecie innowacyjnych badan naukowych,
Krakow, 2010.

6. Wyr6znienie pracy doktorskiej (Summa cum laude) przez Rad¢ Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow, 2 lipiec 2009.

7. Nagroda im. Fredericka Urbacha Amerykanskiego Towarzystwa Fotobiologicznego, USA,
czerwiec 2008.

8. Stypendium im. Adama Krzyzanowskiego dla najlepszych doktorantow UJ, Krakow, 2008-
2009.

9. Stypendium dla najlepszych doktorantow (2007).

10.  Stypendium Europejskiego Towarzystwa Fotobiologicznego (2007, 2009).
11.  Stypendium Sokrates / Erasmus (2004).

12.  Stypendium dla najlepszych studentéw studidow magisterskich

4.5. Aktywnos¢ dydaktyczna

4.5.1. Dzialalnos¢ dydaktyczna na rzecz Wydzialu Chemii UJ

1. Fotochemia w biologii i medycynie — konwersatorium (WCh-MFO08), kierunek Chemia
medyczna, studia | stopnia, Wydziat Chemii UJ.

2. Biospektroskopia — konwersatorium (WCh UJ, kierunek Chemia medyczna, studia | stopnia).
3. Biospektroskopia — laboratorium (WCh UJ, kierunek Chemia medyczna, studia | stopnia).

4. Pracownia specjalizacyjna dla panelu Chemia Biologiczna (WCh UJ, kierunek Chemia,
studia Il stopnia).

5. Pracownia specjalizacyjna dla panelu Fotochemia i Spektroskopia (WCh UJ, kierunek
Chemia, studia Il stopnia).

6. Spektroskopia molekularna — konwersatorium (WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia.)
7. Spektroskopia molekularna — laboratorium (WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia).

8. Podstawy chemii biologicznej — konwersatorium (WCh UJ, kierunek Chemia, studia I
stopnia).

9. Chemii biologiczna — laboratorium (WCh UJ, kierunek Chemia, studia | stopnia).
10. Chemia ogolna i nieorganiczna — laboratorium .

11. Chemia ogdlna i nieorganiczna — konwersatorium (WCh UJ, kierunek Biologia z geologig,
studia | stopnia).

12. Podstawy chemii — laboratorium (WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia).
13. Warsztaty olimpijskie (WCH UJ, licealisci).

14. Laboratorium otwarte — laboratorium (WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia).
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15. Chemia ogolna i nieorganiczna (WBNZ-447), kierunek Biologia, studia I stopnia, Instytut
Zoologii i Badan Biomedycznych UJ.

45.2. Przygotowanie nowych przedmiotow (wyklady, konwersatoria, laboratoria)
1. Bioobrazowanie (WCh UJ, kierunek Chemia medyczna, studia | stopnia).

2. Wybrane metody biofizyczne w medycynie (WCh UJ, kierunek Chemia medyczna, studia
| stopnia).

3. Farmakokinetyka i farmakodynamika (WCh, kierunek Chemia medyczna, studia Il stopnia)

4. Modele przedkliniczne w w procesie odkrywania i rozwoju lekéw (WCh, kierunek Chemia
medyczna, studia Il stopnia).

45.3. Zajecia dydaktyczne prowadzone za granica

W latach 2013-2016 co roku prowadzitem cykl wyktadéow dla studentow na Uniwersytecie w
Orleanie pt. “Theoretical bases and application of selected spectroscopic methods in
biochemistry and bioinorganic chemistry” w ramach programu Erasmus, wymiana kadry
akademickiej.

4.5.4. Opieka naukowa nad doktorantami i studentami

1. Promotor pomocniczy/opiekun prac doktorskich : 2 (Barbara Pucelik, Agnieszka Drozd)
2. Promotor prac magisterskich: 10

2.1. Barbara Pucelik: ,, Modyfikowane bakteriochloryny jako nowe srodki terapeutyczne w
eksperymentalnych strategiach przeciwnowotworowych” (2014).

2.2. Laurent Dehottay: “Photodynamic therapy with bacteriochlorin as photosensitizer”
(2014).

2.3. Sandra Niespodziewana ,Nowe zwigzki makrocykliczne dla fotomedycyny -
charakterystyka fizykochemiczna i aktywnosc¢ biologiczna” (2015).

2.4. Mateusz Werlos: ,, Synteza i zastosowanie nowych modyfikowanych bakteriochloryn w
fotoimmunoterapii” (2015).

2.5. Malwina Karwicka: ,, Efekty naczyniowe i tlenowe w kontekscie skutecznosci
antynaczyniowej terapii fotodynamicznej (V-PDT) mysiego nowotworu pfuca LLC”
(2017).

2.6. Adam Sulek: ,, Materialy na bazie halogenowych fotosensybilizatorow tetrapirolowych
do zastosowan medycznych i fotokatalitycznych” (2016).

2.7. Weronika Strzepek (Skuza): ,, Modyfikowane fotosensybilizatory porfirynowe w terapii
fotodynamiczne;j nowotworéw” (2016).
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2.8. Anna Kostecka: ,,Modyfikowane ftalocyjaniny w terapii fotodynamicznej opornych
nowotworow” (w trakcie realizacji).

2.9. Paulina Korzeniowska: ,,Modyfikowane bakteriochloryny w terapii fotodynamicznej
opornych nowotworéw” (w trakcie realizacji)

2.10. Lorena Infante Teixeira: ,,NIR absorbing photosensitizers for photodynamic
therapy”(w trakcie realizacji).

3. Promotor prac licencjackich: 18

3.1. Dominika Niedbatl: , Zastosowanie promieniowania elektromagnetycznego z zakresu
bliskiej podczerwieni w diagnostyce chorob nowotworowych” (2010).

3.2. Magdalena Karpeta: ,,Zastosowanie promieniowania elektromagnetycznego z zakresu
bliskiej podczerwieni w terapii chorob nowotworowych” (2010).

3.3. Monika Kluzek: , Komorkowe mechanizmy obronne w warunkach stresu
oksydacyjnego” (2010).

3.4. Joanna Jankowicz: ,,Fotostabilne bakteriochloryny jako potencjalne fotosensybilizatory
w fotomedycynie” (2012).

3.5.  Magdalena Mikrut: ,,Nowe fotosensybilizatory do terapii fotodynamicznej.
Charakterystyka spektroskopowa i fotochemiczna” (2013).

3.6. Kinga Lacka: ,, Nowe zwiqgzki tetrapirolowe do fotoimmunoterapii. Charakterystyka
fizykochemiczna” (2013).

3.7. Justyna Jaszczyk: ,,Nowe materialy w fotokatalizie. Otrzymywanie, charakterystyka
i potencjalne aplikacje” (2014).

3.8. Anna Kutyba (Goslinska): ,Nowe fotosensybilizatory tetrapirolowe
w fotoimmunoterapii” (2014).

3.9. Sandra Hanak: ,,Modyfikowane pochodne porfiryn dla potrzeb fotomedycyny” (2014).

3.10. Arleta Siepka: ,,Modyfikowane ftalocyjaniny w terapii fotodynamicznej nowotworéw”
(2015).

3.11. Bozena Kukla: ,,Ftalocyjaninowe kompleksy metali w fotomedycynie ” (2015).

3.12. Izabela Bat: ,,Modyfikowane fotosensybilizatory porfirynowe w terapii
fotodynamicznej nowotworow” (2015).

3.13. Klaudia Haberka: , Fotogenerowanie reaktywnych form tlenu. Mechanizmy
i aplikacje biomedyczne” (2015).

3.14. Milena Kosim: ,,Fluoropochodne bakteriochloryn w eksperymentalnych strategiach
medycznych” (2016).

3.15. Krystian Gronkowski: ,,Chloropochodne fotosensybilizatorow tetrapirolowych
w eksperymentalnych strategiach medycznych”(2017).

3.16 Agata Barzowska ,,Akywnos¢ biologiczna nanoenkapsutowanyhch lekéw wobec
komaorek nowotworowych o zwigkszonej opornosci wielolekowej ” (w trakcie realizacji).

3.17 Patryk Mrozinski ,,Zaleznos¢ pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng
fotosensybilizatorow do terapii fotodynamicznej”. (w trakcie realizacji).

3.18 Katarzyna Hanc ,,Fotochemioterapia w leczeniu atopowego zapalenia skory”.
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(w trakcie realizacji).

4. Opieka naukowa nad pracami magisterskimi: 7

4.1 Kamila Mentel: ,,Synteza kropek kwantowych oraz poréwnanie ich wlasciwosci
fotochemicznych z rodaming B w kontekScie zastosowania jako barwnikow
chemiluminescencyjnych” (2011).

4.2 Marzena Krzek: ,,Synteza i charakterystyka fotochemiczna nowych metaloporfiryn do
zastosowan biomedycznych i katalitycznych” (2011).

4.3 Justyna Knap: ,,Badania fizykochemiczne 1 fotobiologiczne fluoropochodnych
bakteriochloryn w kontekscie ich zastosowania w terapii fotodynamicznej” (2009).

4.4 Agata Strojny: ,,Badania spektroskopowe, fotofizyczne oraz aktywnosci biologicznej
wybranych halogenowych fotosensybilizatorow makrocyklicznych (2008).

4.5 Joanna Szczepaniak: ,,Badania mechanistyczne, termiczne oraz fotochemiczne trwatych
halogenowych bakteriochloryn” (2008).

4.6 Kinga Ggbotys: Badanie aktywno$ci antynowotworowej nowych halogenowych
pochodnych bakteriochloryn (2008).

4.7 Robert Walas: ,,Porownanie porfiryny (TCPPSOzH) i chloryny (TCPCSOsH) pod

katem ich wykorzystania w terapii fotodynamicznej nowotworow” (2006).

5. Opieka naukowa nad studentami zagranicznymi: 4 (Raquel Saavedra, Elsa Silva, Laurent
Dehottay, Sandra Petinon).

6. Opieka nad studentami indywidualnymi (Studia Matematyczno-Przyrodnicze): 3 (Jacek
Gatlik, Adam Antosiak, Aleksandra Ptaszek).

7. Opieka nad stazystami odbywajacymi miesieczne praktyki zawodowe: 2 (Milena Kosim,
Magdalena Koczajewska).
8. Recenzje prac dyplomowych: 7

8.1 Zuzanna Cakata: ,,Aktywnos¢ nanokrystalicznych fotokatalizatorow  tlenkowych
wzgledem  czgsteczek  biologicznie  czymnych.  Identyfikacja  produktow  reakcji
fotokatalitycznych” (2014).

8.2 Agata Machnicka: ,Generowanie reaktywnych form azotu w ukladach
fotokatalitycznych” (2014).

8.3 Marta Nawrot: ,, Charakterystyka spektroskopowa jonow metali przejsciowych
w krystalicznych i amorficznych glinokrzemianach’ (2014).

8.4 Ana Isabel Gomes da Mata: ,, PDT-Generated Antitumour Vaccines” (2015).

8.5 Aneta Blat: ,, Opracowanie metody analizy widm FTIR osocza z modelu zwierzecego
rozwoju nowotworu sutka” (2017).
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8.6 Katarzyna Kwasnik ,, Zastosowanie spektroskopii IR w charakterystyce materialow
porowatych” (2017).

8.7 Anna Walczyk "Czasowo-rozdzielcza spektroskopia IR w badaniach zeolitéw” (2017).

4.6. Aktywnos$¢ organizacyjna

1. Cztonek Senatu UJ na kadencje 2016-2020.

2. Cztonek Rady Wydziatu Chemii UJ na kadencje 2016-2020.

3. Koordynator modutu B ,,Wybrane elementy Bioanalizy” dla kierunku Chemia medyczna.
4. Zastepca koordynatora Wydziatu Chemii UJ ds. Matopolskiej Nocy Naukowcow.

5. Udziat w tworzeniu programu studiéow ,,Chemia medyczna” (zestawienie programow
nauczania z uniwersytetow w USA i1 Europie, przygotowanie efektow ksztalcenia, udziat w
zebraniach komisji, wyklady promujace na dniach otwartych, udziat w filmie promujacym
Wydziat Chemii).

6. Udzial w dziataniu 2. 1. "Rozwdj osrodkéw o wysokim potencjale badawczym" Nr umowy
POIG.02.01.00 — 12 - 023/08 - 00 ATOMIN ,,Badanie uktadéw w skali atomowej; nauki Sciste
dla innowacyjnej gospodarki." Wspotudzial w tworzeniu Laboratorium Syntezy i Badan
Zwiazkéw Bioaktywnych i Biomaterialow: nadzorowanie przetargu oraz zakup laminarow,
cieplarek, czytnika ptytek; zaopatrzenie pracowni w w linie komorkowe A549 1 CT26; wyktady
w ramach dni otwartych projektu, udziat w przygotowaniu filmu promocyjnego projektu.

7. Reprezentowanie wydzialu podczas dni otwartych oraz festiwalach nauki (wyktady,
zwiedzanie pracowni).

8. Cztonkostwo w European Society for Photobiology, American Society for Photobiology,
Society for Free Radical in Biology and Medicine.

9. Czlonkostwo w komitecie organizacyjnym konferencji 21 Migdzynarodowego Sympozjum
Fotochemii i Fotofizyki Zwiazkow Koordynacyjnych (5-9.07. 2015)

10. Cztonkostwo w komitecie naukowym migdzynarodowego seminarium ,,Bioinorganic

Redox Control — Implications for Medicinal Chemistry and Environmental Protection” (20-
21.04.2017).

11. Udziat w komisjach oceniajacych prezentacje studentow w ramach “Horyzontéw Nauki”.

4.7. Aktywnos¢ popularyzujaca nauke

1. Wyktad popularno-naukowy w ramach Matopolskiej Nocy Naukowcow: ,,0d pomystu do
apteki czyli o nowych lekach do terapii fotodynamicznej” 29.09.2017

2. Wyktady w ramach dni otwartych UJ w latach 2015, 2016, 2017, zwiedzanie pracowni
wydziatowych, wyktad inauguracyjny.
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9.

Wyklad w III Liceum Ogélnoksztalcacym w Suwatkach, 06.02. 2017.
Wyklad w I Liceum Ogolnoksztatcace im. Marii Konopnickiej w Suwatkach, 06.02. 2017
Wywiad dla Radia Krakéw na temat terapii fotodynamicznej nowotworow, 04.10 2012.

Wywiad dla Radia Plus na temat innowacyjnych metod leczenia nowotworéw oraz
biomarkeréw choréb nowotworowych, 11.10 2012.

Wywiad, na ktérego podstawie powstat artykut w Gazecie Krakowskiej: ,,Naukowcy z UJ
sa coraz blizej wygranej z rakiem” 16 pazdziernika 2012.

Wyklad oraz spotkanie z licealistami w ramach Dni Campus France w Polsce, Instytut
Francuski w Krakowie, 05.11.2015.

Artykut popularno-naukowy w Niedziatkach.

10. Udziat w filmie promujgcym Wydziat Chemii UJ (prezentacja kierunki Chemia Medyczna)

11. Udzial w filmie promujacym projekt POIG: prezentacja Laboratorium Syntezy i Badan

Zwigzkow Bioaktywnych 1 Biomateriatow.

12. Wywiad dla dziatu naukowego TVN na temat nagrody Nobla z Chemii w 2014 roku,

08.10.2014.

4.8. Uczestnictwo bez wystapienia

1. Janusz M. Dabrowski, A promotion meeting of TOX-OER (learning toxicology through open
educational resources) is a project, which aims at designing and developing an international
massive open online course (MOOC) on toxicology, Hradec Kralové, Czech Republic,
8.05.2017.

2. Narodowy Kongres Nauki, 19-20.09.2017.

jfm Sh wa@

73



