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1. IMIE I NAZWISKO: Przemystaw Krawczyk
2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

27.06.2003

Dyplom magistra inzyniera technologii chemicznej, specjalnos¢
ochrona $rodowiska uzyskany na Wydziale Technologii i Inzynierii
Chemicznej Akademii Techniczno-Rolniczej im. Jana i Jedrzeja
Sniadeckich w Bydgoszczy na podstawie pracy magistersko-
inzynierskiej pt. "Badanie podstaw metodycznych oznaczania
wybranych pestycydow w owocach" pod kierunkiem dr. inz. Lukasza

Dabrowskiego

21.12.2011

Stopien doktora nauk chemicznych w dyscyplinie chemia nadany
uchwala Rady Wydzialu Technologii 1 Inzynierii Chemicznej
Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy na
podstawie dysertacji pt. "Zastosowanie metod chemii kwantowej do
opisu spektroskopowych oraz nieliniowych w wihasciwosci optycznych
wybranych pochodnych azobenzenu™ pod kierunkiem prof. dr hab.

Piotra Cysewskiego

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH

NAUKOWYCH
10. 2004 - 09.2013

Collegium Medicum im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Katedra i Zaktad Chemii Fizycznej

Wydziat Farmaceutyczny

Stanowisko: asystent

09.2013 - obecnie

Collegium Medicum im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Katedra 1 Zaktad Chemii Fizycznej

Wydziat Farmaceutyczny

Stanowisko: adiunkt
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY
ZDNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR
65, POZ. 595 ZE ZM.
4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego
Zgodnie z trescig w/w ustawy, osiagnieciem naukowym, dotaczonym do wniosku o wszczgcie
postgpowania habilitacyjnego, jest cykl siedmiu prac powigzanych tematycznie, objetych
wspolnym tytutem:
Projektowanie nowych sond fluorescencyjnych o potencjalnym zastosowaniu
w obrazowaniu medycznym wraz z oceng ich aktywnosci biologicznych i ewaluacja

wplywu na wlasciwosci koniugatu z bialkiem

4.2. Wykaz publikacji wchodzgcych w sklad osiagniecia naukowego

Osiagni¢cie naukowe zostalo udokumentowane cyklem siedmiu przedstawionych ponizej
prac opublikowanych w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) o sumarycznym wspotczynniku IF rownym 19.891, co stanowi 200
punktow MNiSW. We wszystkich tych pracach jestem autorem korespondencyjnym.

H1. P. Krawczyk, M. Pietrzak, T. Janek, B. Jedrzejewska, P. Cysewski, Spectroscopic and
nonlinear optical properties of new chalcone fluorescent probes for bioimaging applications:
a theoretical and experimental study, J. Mol. Model. 2016, vol. 22, s. 125: 1-11. DOI:
10.1007/s00894-016-2990-4

IF2016: 1.425, Pkt. MNiSW: 20.000

H2. P. Krawczyk, B. Jedrzejewska, M. Pietrzak, T. Janek, Synthesis, spectroscopic,
physicochemical properties and binding site analysis of 4-(1H-phenanthro[ 9,10-d]-imidazol-
2-yl)-benzaldehyde fluorescent probe for imaging in cell biology: Experimental and
theoretical study, J. Photochem. Photobiol. B-Biol., 2016, vol. 164, s. 112-122. DOI:
10.1016/j.jphotobiol.2016.07.044

IF2016: 2.673, Pkt. MNiSW: 30.000

H3. P. Krawczyk, B. Jedrzejewska, M. Pietrzak, T. Janek, Synthesis, photophysical
properties and systematic evaluations of new phenanthroimidazole fluorescent probe for
bioimaging : Experimental and theoretical study, J. Photochem. Photobiol. B-Biol., 2017, vol.
166, s. 74-85. DOI: 10.1016/j.jphotobiol.2016.11.008

IF2017: 3.165, Pkt. MNiSW: 30.000
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H4. P. Krawczyk, B. Jedrzejewska, P. Cysewski, T. Janek, Synthesis, photophysical and
biological properties of a new oxazolone fluorescent probe for bioimaging: an experimental
and theoretical study, Org. Biomol. Chem., 2017, vol. 15, s. 8952-8966. DOI.
10.1039/c70b02439h
IF2017: 3.423 , Pkt. MNiSW: 35.000
H5. P. Krawczyk, P. Czelen, B. Szefler, P. Cysewski, Theoretical studies on the interaction
between chalcone dyes and Concanavalin A - the reactive group effects on the photophysical
and biological properties of the fluorescence probe, J. Photochem. Photobiol. A-Chem., 2017,
vol. 346, s. 327-337. DOI: 10.1016/j.photochem.2017.06.024
IF2017: 2.891, Pkt. MNiSW: 25.000
H6. P. Krawczyk, P. Czelen, P. Cysewski, Reactive group effects on the photophysical and
biological properties of 2-phenyl-1H-phenanthro[9,10-d]imidazole  derivatives as
fluorescence markers, Org. Biomol. Chem., 2018, vol. 16, s. 3788-3800. DOI:
10.1039/c80b00729b
IF2018: 3.423, Pkt. MNiSW: 35.000
H7. P. Krawczyk, P. Czelen, T. Jelinski, P. Cysewski, The influence of donor substituents on
spectral properties and biological activities of fluorescent markers conjugated with protein,
J. Photochem.  Photobiol. ~ A-Chem., 2018, wvol. 365, s. 157-168. DOI:
10.1016/j.jphotochem.2018.08.003
IF2018: 2.891, Pkt. MNiSW: 25.000

Syntezy nowych barwnikdw oraz pomiary eksperymentalnych wlasciwosci
spektroskopowych wykonano w Zaktadzie Technologii Chemicznej i Fizykochemii
Materiatow Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemicznej Uniwersytetu Technologiczno-
Przyrodniczego w Bydgoszczy [H1-H4].

Badania in vitro z zastosowaniem nowych sond fluorescencyjnych wykonano
w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii Nieorganicznej Wydzialu Farmaceutycznego z O. Analityki

Medycznej Uniwersytetu im. Piastow Slaskich we Wroctawiu [H1-H4].

- Kopie powyzszych prac znajduja si¢ z Zalaczniku nr 4.

- Os$wiadczenia wspotautorow o indywidualnym wkladzie autorskim znajduja sie
W Zataczniku nr 5.

- Okreslenie indywidualnego wktadu autorskiego w powstanie wyzej wymienionych prac

znajduje si¢ w Zataczniku nr 6.
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4.3. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem

ich potencjalnego wykorzystania praktycznego

Obrazowanie molekularne (bioobrazowanie) stato si¢ poteznym i1 wszechstronnie
wykorzystywanym narzedziem w badaniach medycznych, ze wzgledu na unikatowe
mozliwo$ci wizualizacji cech anatomicznych i morfologicznych szczegdéldw na poziomie
komorkowym 1 subkomoérkowym. Wizualizacja tych zjawisk jest mozliwa dzieki
wprowadzaniu do organizmu zywego odpowiednio skonstruowanych znacznikow
fluorescencyjnych. Ich wigzanie si¢ ze specyficznymi elementami struktury tkankowej
pozwala na przestrzenng ocen¢ tych struktur oraz monitorowanie proceséw w nich
zachodzacych. Szczegdlnie interesujaca jest mozliwos¢ wykorzystania tych technik w analizie
oddziatywan, ktoére odpowiadaja za rozwdj proceséw chorobotworczych, jak réwniez
$ledzenia farmaceutykow w trakcie ich interakcji z bioczasteczkami. Ponadto, metody te maja
olbrzymie znaczenie dla monitorowania nowych terapii dziatajacych lub sterowanych na
poziomie komérkowym i molekularnym®®. Dla przykladu, zasada leczenia wielu
nowotworow zlosliwych sa zabiegi cytoredukcyjne polegajace na doszczetnym wycieciu
ogniska pierwotnego wraz z jego przerzutami. Zastosowanie technik obrazowania
medycznego w trakcie chirurgicznego zabiegu operacyjnego umozliwia z jednej strony
poprawe doktadno$ci wycigcia zmian nowotworowych, a z drugiej prowadzi do ograniczenia
resekcji tkanek zdrowych. Obecnie stosowane techniki obrazowania medycznego sa
konsekwencja podjetych w 1972 roku pierwszych prob znakowania i §ledzenia okreslonych
obiektow mikrobiologicznych wykonanych na potrzeby metod medycyny nuklearnej. Obecnie
dynamicznie rozwijajacg si¢ technikg obrazowania medycznego sg metody wykorzystujace
wlasciwosci Swiatla, zwlaszcza promieniowania emitowanego przez lasery. Sposrod ich wielu
odmian, w szczegodlnosci bardzo waznymi narzgdziami dla diagnostow staty si¢ badania
mikroskopowe wykorzystujace zjawisko fluorescencji przy zastosowaniu mikroskopu
fluorescencyjnego oraz konfokalnego. Technika mikroskopii fluorescencyjnej opiera si¢ na
pomiarze fluorescencji zwigzkéw chemicznych (bioznacznikow) zwigzanych z okreslonymi
typami komorek, strukturami wewnatrzkomoérkowymi lub grupami chemicznymi. W celu
uzyskania odpowiedniego obrazu i detekcji biomolekul wykorzystuje sie tu zdolno$é
niektorych zwigzkow chemicznych zawartych w komorkach, jak np. chlorofil, do
autofluorescencji lub fluorescencji wywotanej czynnikiem biochemicznym. Znacznie
powszechniejszym jest fluorescencyjna modyfikacja chemiczna biatek polegajaca na

przylaczeniu zewngtrznego znacznika fluorescencyjnego (fluorochromu) w postaci biatka
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fluorescencyjnego (FP, ang. fluorescent protein) lub barwnika fluorescencyjnego do
biouktadu®®>. W tego rodzaju koniugacji bardzo istotne jest precyzyjne umiejscowienie
znacznika w sekwencji czy na powierzchni makromolekuty tak, by nie zaklocal on
aktywnosci biatka oraz by produkt sprzggania mogl by¢ wykorzystany do charakterystyki
wybarwianego biatka. Biatka fluorescencyjne wystepuja naturalnie w wielu organizmach,
gldwnie u stawonogdéw, migczakéw i ryb, a ich rola nie jest szczegdlowo poznana.
W szczegolnosci, jednym z najwigkszych narzedzi medycyny i1 biologii molekularnej jest
biatko zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein) zidentyfikowane
w komoérkach meduzy Aequora victoria®’. Badania nad tym fluoryzujacym organizmem
rozpoczety si¢ w latach 60, kiedy to wyodrgbniono akworyne, czyli biatko emitujace biekitne
$wiatlo®. Badania przeprowadzone w pézniejszym okresie doprowadzily do odkrycia GFP,
jako pochlaniajacego niebieskie $wiatto skutkujac jaskrawo zielong fluorescencja, a za
ktérego odkrycie naukowcy zostali uhonorowani w 2008 roku Nagroda Nobla w dziedzinie
chemii. Poprzez wprowadzanie przypadkowych mutacji, biatko to nastepnie zmodyfikowano
na wiele sposoboéw otrzymujac wiele jego pochodnych o réznych barwach fluorescencji, jak
np. YFP $wiecace na zoho (ang. yellow fluorescent protein)®. Jednakze zastosowanie FP
w celach wizualizacyjnych wymaga tworzenia linii komorkowych oraz zwierzat
transgenicznych, bedacych nosnikami wiasciwego genu'®*’. Ponadto, stosowanie tak duzych
makroczasteczek fluorescencyjnych w wielu wypadkach limituje badania komorkowe,
anawet prowadzi do zmian natywnych cech badanych biatek. Z kolei lokalizacja FP tylko
w dwoch pozycjach (N- i C-terminalnych rekombinowanego biatka) ogranicza mozliwos¢
zastosowania FP w wielu badaniach wykorzystujacych techniki fluorescencyjne™®*,
Ograniczenia te oraz konieczno$¢ stosowania zaawansowanych metod inzynierii genetycznej
doprowadzity do przewagi nad wykorzystaniem w obrazowaniu medycznym specjalnie
projektowanych barwnikéw fluorescencyjnych. Takie sondy fluorescencyjne mogg by¢
swoiscie lub nieswoiscie ukierunkowane na odpowiednie tkanki, co stwarza mozliwo$é
szybszego ich wprowadzenia do zastosowan klinicznych. Duza rozdzielczo$¢ technik
analitycznych oraz wysoka czuto$¢ fluorescencji nie wymaga stosowania duzych stezen
barwnikoéw, co zmniejsza ingerencj¢ w badany biouktad. Z kolei zwigkszona paleta barw
fluorescencji pozwala na ich stosowanie w znacznie szerszym zakresie spektralnym
obejmujacym UV-Vis-IR™. Unikatowo$¢ ich przejawia sie rowniez emisja promieniowania
W postaci fotonéw w odpowiedzi na mutagenne zmiany konformacyjne biatek, co pozwala na
szybkie diagnozowanie nowotwordéw i innych niebezpiecznych dla zycia cztowieka zmian

genetycznych. Barwniki takie sg stosunkowo tanie w produkcji oraz tatwe do modyfikacji
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W celu uzyskania pozadanych cech. Podstawianie ich odpowiednimi chemicznymi grupami
reaktywnymi wzgledem wybranych grup funkcyjnych bioczasteczek pozwala na ich tatwa
koniugacje i szybkie wykorzystanie w znakowaniu biatek. Sondy fluorescencyjne sg
konstruowane w taki sposob, aby wykazywatly jak najwigksze powinowactwo gltownie
wzgledem grupy aminowej lizyny oraz tiolowej cysteiny lub sulfidowej metioniny biatka oraz
ulegaly tatwemu sprzeganiu poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych w trakcie
koniugacji'®. Intensywny rozwdj badan nad tworzeniem nowych barwnikow
fluorescencyjnych do zastosowan w obrazowaniu medycznym rozpoczat si¢ wraz ze
skonstruowaniem w latach 70 dwudziestego wieku pierwszego cytometru przeptywowego.
Jako znaczniki fluorescencyjne stosowano wowczas tylko dwa barwniki: rodamine G
zsyntezowana po raz pierwszy przez M. Ceresole w 1891 roku™ i fluoresceing zsyntezowane
przez A. von Baeyer w 1871'". Rodamina i jej pochodne wciaz sa wykorzystywane m.in. do
monitorowania aktywno$ci enzymatycznej, jako markery peptydaz, a w polaczeniu
Z nanoczastkami do okreslenia rozlegtosci resekcji tkanki nowotworowej w badaniu
srodoperacyjnym. Sondy molekularne na bazie fluoresceiny stosowane sa glownie jako
sensory pH oraz do fluorescencyjnego wykrywania obecno$ci krwi na miejscu zbrodni, a jej
izotiocyjanianowa pochodna (FITC) miedzy innymi do monitoringu bialka transferyny,
odpowiedzialnego za transport jonéw zelaza podczas endocytozy. Kolejnym bardzo waznym
barwnikiem zsyntezowanym po raz pierwszy przez O. Dann w 1971 jest 4',6-diamidyno-2-
fenyloindol (DAPI)!#*°. Poczatkowo stanowit on efekt bezskutecznych poszukiwan leku
w leczeniu trypanosomatozy. Obecnie powszechnie uzywany jest do wybarwiania jader
komorkowych i chromosomoéw, a takze do wykrywania mykoplazm lub wiruséw w kulturach
komorkowych. Jednakze ze wzgledu na zaburzanie struktury DNA, zwigzek ten uznany jest
za toksyczny i mutagenny. Na rynku farmaceutycznym dostepnych jest wiele sond
fluorescencyjnych o szerokiej palecie barw fluorescencji i szerokim spektrum dziatania, jak
np. uktady typu BODIPY, pochodne Alexa Fluor?, cyjaniny, pochodne naftalenowe (chlorek
dansylu, dansyloalanina oraz PRODAN) i inne. Pomimo ich réznorodno$ci, barwniki
fluorescencyjne wciaz stanowig bardzo wazny kierunek badan dla zastosowan w mikroskopii
przyzyciowej ze wzgledu na mozliwosci wczesnej diagnostyki zmian nowotworowych
i ograniczenia resekcji tkanek zdrowych w trakcie zabiegéw chirurgicznych, cukrzycy,
choroby Alzheimera, monitorowania oddzialywan migedzykomorkowych w wybranym
organie, i wielu innych. Poszukiwanie nowych znacznikéw jest zatem waznym nurtem
naukowym, poniewaz ich zastosowanie w medycynie klinicznej jest nieocenione i nie w petni

wykorzystane. Nowoprojektowane sondy fluorescencyjne, oprocz odpowiedniej grupy
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reaktywnej umozliwiajacej tatwe sprzeganie z bioczasteczkami, powinny si¢ charakteryzowac
wieloma wlasciwosciami. Przede wszystkim wymaga si¢ jasnej i wysokiej wydajnosci
kwantowej fluorescencji; dlugiego czasu zycia fluorescencji oraz odpornosci nha
fotowybielanie. Istotne jest rowniez waskie spektrum emisji, dobra fotostabilnos¢ i wysoka
warto$¢ przesunigcia Stokesa'. Ponadto wazne jest, aby witasciwosci fluorescencji nie byly
zalezne od lokalnego $rodowiska, odmiany bioczasteczki oraz czystej postaci koniugatu.
Barwnik powinien réwniez charakteryzowa¢ si¢ dobra rozpuszczalnoscig; Wysoka
stabilno$cig chemiczng i Srodowiskows; brakiem toksycznosci; nieinwazyjno$cig; wysoka

biodostepnoscia oraz brakiem bioakumulacji**

. Powinien takze selektywnie wigzaé si¢
Z okreslonym typem komorek, tkanek lub organelli, wykazujac kompatybilno$¢ ze zrédlem
wzbudzenia pozwalajaca na tatwa detekcje.  Pozadane aktywno$ci optyczne liniowe
i nieliniowe barwnikow uzyskuje si¢ dzigki obecnosci w strukturze odpowiedniego
podstawnika donorowego (D), rozdzielonego uktadem sprz¢zonych wigzan typu 7 (uklady
typu push-pull) wzgledem grupy reaktywnej (akceptor elektronow, A). Zapewnia to
asymetryczne rozmieszczenie gestosci elektronowej w stanie podstawowym?*® barwnika
oraz zdolno$¢ jego do orientacji pod wplywem zewngtrznego pola elektrycznego
prowadzacego do wzmocnienia wymaganych efektow elektrooptycznych®.

W poszukiwaniu nowych znacznikow fluorescencyjnych o pozadanych cechach
bardzo istotng role odgrywa modelowanie komputerowe, wspomagajace badania
eksperymentalne. Komputerowe wspomaganie projektowania sond fluorescencyjnych
wykorzystywanych w bioobrazowaniu (badania in silico) jest stosunkowo mtoda dziedzing
nauki, tgczaca szeroko rozwinigte w latach 80 i 90 ubieglego wieku zdobycze wiedzy
z zakresu chemii kwantowej i mechaniki klasycznej. O popularnosci badan in silico decyduje
gléwnie zwigkszanie efektywnosci produkcji, redukcja kosztow wstepnych badan
eksperymentalnych oraz czasu ich trwania. W szczegdlnosci sektor prywatny szybko
rozpoznat ich wielki potencjal 1 obecnie dynamicznie rozwijajace si¢ koncerny
farmaceutyczne posiadaja w swych strukturach jednostke dedykowang takim badaniom.
Dzigki dostepnosci do wydajnych stacji roboczych dostepnych w specjalistycznych osrodkach
superkomputerowych oraz szerokiej gamy specjalistycznego oprogramowania mozliwe jest
zaprojektowanie 1 optymalizacja struktur czasteczek o wymaganych wlasciwosciach
fotochemicznych oraz aktywnos$ciach biologicznych. Mozliwe jest rowniez modelowanie
reakcji oraz stanow przejsciowych, czy tez analizowanie uktadéw bardziej skomplikowanych,
jakimi sg centra aktywne enzyméw oraz koniugacja z biomolekutami. Otrzymywane na tej

drodze rezultaty badan s3a niezwykle wiarygodne i cenne. Wsrdd stosowanych technik
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modelowania komputerowego bardzo istotnymi sa metody ab initio: Hartree-Focka®"%,

metoda oddzialywania konfiguracji (Cl, ang. Configuration Interaction)®”%

oraz jej
rozwinigcia, metoda sprzezonych klasterow (CC, ang. Coupled Clusters)***?, metoda
Mollera-Plesseta (MPPT, ang. Moller-Plesset Perturbation Theory)****. Z uwagi na zbyt duzy
czas trwania obliczen przy uzyciu tych metod, uniemozliwiajacy niejednokrotnie ich
ukonczenie, najpowszechniej wykorzystywang w opisie liniowych i nieliniowych wlasciwosci
optycznych jest teoria funkcjonatow gestosci (DFT, ang. Density Functional Theory)?%38,
aw szczegolnosci jej modyfikacja bedaca rozszerzeniem na stany ze zmiennym w czasie
potencjatem zewnetrznym (TD-DFT, ang. Time-Dependent Density Functional Theory)*™.,
O powszechnosci stosowania metod DFT w opisie parametréow spektroskopowych decyduje
glownie ich relatywnie wysoka doktadnos$¢ oraz efektywno$¢ obliczeniowa. Dobierajac
odpowiednio poprawione asymptotycznie funkcjonaty korelacyjno-wymienne, wielkosci
uzyskiwane na drodze tych obliczen prowadza do wartosci bliskich warto§ciom
doswiadczalnym, nawet dla uktadow zawierajacych do kilkuset atomoéw, przy zachowaniu
relatywnie krotkiego czasu trwania obliczen. W modelowaniu molekularnym bardzo istotny
etap stanowi rowniez badanie iloSciowej zalezno$ci migedzy strukturg chemiczng czasteczki,
ajej] wilasciwosciami biologicznymi  (QSAR, ang. Quantitative Structure-Activity
Relationship)*?, pozwalajace na ocene m.in toksycznosci, biodostepnosci czy bioakumulaciji
badanych sond fluorescencyjnych. Zaktada si¢ tu, ze roznice pomigdzy wiasciwosciami
fizyko-chemicznymi poszczegdlnych chromoforow wynikaja z réznic w ich budowie,
a zaleznosci te mozna ilosciowo Opisa¢ za pomoca odpowiednich rownan matematycznych.
Posiadajac dane eksperymentalne dla czesci molekut z danej grupy oraz znajac wartosci tzw.
deskryptorow molekularnych wszystkich zwiazkéw 2z grupy, budowany jest model
farmakoforowy tj. zespdt cech przestrzennych i elektronowych, ktory charakteryzuje zwiazki
aktywne. Nastgpnie poprzez wirtualny skryning olbrzymich baz zwigzkow mozna
przewidzie¢ aktywnosci biologiczne barwnikow, dla tych, dla ktérych danych
eksperymentalnych brakuje. Uzyskana wiedza jest z kolei wykorzystywana w projektowaniu
nowych pochodnych o wigkszej sile dziatania i pozadanych cechach farmakokinetycznych,
takich jak odpowiednie wchianianie, dystrybucja, metabolizm czy wydalanie.

Wielu cennych informacji na temat zachowania sie sondy fluorescencyjnej wzgledem
znakowanej biostruktury dostarcza dokowanie molekularne. Dokowanie molekularne stanowi
ekonomiczng alternatywe¢ dla eksperymentalnych metod okre§lania 1 prognozowania

sposobow koniugacji oraz powinowactwa do tworzenia wigzan pomigdzy celem

biologicznym jako receptorem, a sondg fluorescencyjng, rozumiang w tym aspekcie jako
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ligand*®. Dokowanie molekularne w ukladzie receptor-ligand w potaczeniu z innymi
technikami modelowania komputerowego, a w szczegolnosci z dynamika molekularng (MD,
ang. Molecular Dynamic) i wirtualnym przeszukiwaniem, jest zyskujacg na znaczeniu metoda
identyfikowania zwigzkoéw wiodacych w projektowaniu sond fluorescencyjnych. Symulacje
MD z kolei*** pozwalaja na odtwarzanie z duza doktadnoscia dynamiki wielu procesow
biologicznych takich jak tworzenie biokompleksu oraz charakteryzowanie zmian
konformacyjnych w aktywowanych czgsteczkach receptorow. Dokowanie molekularne
uzupetnione symulacjami MD umozliwia ocen¢ wplywu nowo projektowanych barwnikéw na
zmiany strukturalne bioczasteczek na réznych etapach sprzegania. Z drugiej strony,
umozliwia to tworzenie sond fluorescencyjnych wywolujacych okre§lone zmiany
konformacyjne biomolekut z jednoczesng mozliwoscia §ledzenia stanow przejSciowych oraz
pomiardéw szybkosci zachodzenia tych zmian.

Modelowanie komputerowe jest zatem bardzo waznym elementem w poszukiwaniu
nowych sond fluorescencyjnych o pozadanych cechach i zastosowaniach. Pomimo
dostepnosci do roznych klas sond fluorescencyjnych o udowodnionym dziataniu
W obrazowaniu 1 detekcji wielu chordb oraz okreslonych struktur na poziomie komérkowym
i tkankowym wcigz istnieje na nie zapotrzebowanie, co zwigzane jest z postgpem
w medycynie klinicznej oraz efektywnym leczeniem schorzen, stanowigcych w niedalekie;j
przeszto$ci zagrozenie dla zycia czlowieka. Na tym tle, laczac swe zainteresowania
badawcze z wcigz rozwijanym warsztatem badawczym z zakresu modelowania
molekularnego, postanowitem w swej karierze naukowej zaja¢ si¢ sondami
fluorescencyjnymi. Za gtowny cel prac naukowych realizowanych w ramach przedstawionego
whniosku habilitacyjnego obratem zaprojektowanie nowych barwnikow fluorescencyjnych
0 potencjalnym zastosowaniu w obrazowaniu medycznym, a bedacymi tanszymi w syntezie
i konkurencyjnymi  odpowiednikami ~ wzglgdem  komercyjnie  dostepnych  sond
fluorescencyjnych. Oprocz aspektu zwigzanego z modelowaniem molekularnym istotny
nacisk potozylem na stworzenie barwnikow o realnych praktycznych mozliwosciach ich
wdrozenia do badan in vitro z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Realizacje tego
przedsiewzigcia osiggnalem poprzez wylonienie bardziej szczegétowych aspektow
naukowych:

1. uwzglednienie w badaniach barwnikéw nalezagcych do réznych klas zwigzkéw
chemicznych, celem weryfikacji pozadanych cech spektroskopowych oraz biologicznych

wplywajacych na zréznicowane zastosowanie w potencjalnych badaniach z uzyciem komoérek
zywych;
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2. synteza zaprojektowanych metodami teoretycznymi sond fluorescencyjnych
I eksperymentalna ocena ich wtasciwos$ci spektroskopowych;

3. badania in vitro majgce na celu potwierdzenie stuszno$ci wyboru struktury chemicznej
sondy fluorescencyjnej oraz wskazanie jej potencjalnego zastosowania w obrazowaniu
medycznym;

4. zastosowanie roznych technik modelowania komputerowego celem wytonienia metod
stuzacych najlepszemu opisowi wiasciwosci spektroskopowych przysztych, nowo tworzonych
sond fluorescencyjnych;

5. wskazanie unikalnego modelu reprezentujacego makroczasteczke, umozliwiajacego
przeprowadzenie badan nad koniugatami barwnik-biatko metodami ab initio;

6. ewaluacja aktywno$ci biologicznych wptywajacych na potencjalne zastosowanie lub
limitacje¢ projektowanych znacznikow w badaniach in vitro z uzyciem mikroskopii
fluorescencyjnej.

7. wskazanie miejsc aktywnego wiazania zaprojektowanych barwnikéw z Konkanawaling A
oraz ocena zmian strukturalnych biatka po koniugacji ze znacznikiem,;

8. ocena wplywu zmiany grupy reaktywnej oraz obecno$ci dodatkowych podstawnikoéw na

warunki koniugacji z bialkiem oraz wlasciwosci spektroskopowe i biologiczne biokoniugatu.

Pochodne chalkonu (ChD)

Chalkony (nazwa systematyczna:1,3-difenylo-2-propen-1-on; benzylidynoacetofenon),

czyli pochodne acetofenonu, stanowig produkt posredni w biosyntezie roslinnych

flawonoidow**. Chalkony oraz ich pochodne wykazuja roznorodna aktywnogé
farmakologiczna:  przeciwnowotworowa™ %,  przeciwcukrzycowa®®, antyoksydacyjna®,
antymalarycznqss, antyangiogennqss, przeciwgrzybicznq57, przeciwzapalnqss,

5961 przeciwwirusowag (anty-HIV62), przeciwpierwotniakowa oraz

przeciwbakteryjng
przeCiWWrzodowa}BS. Oprocz tych bardzo istotnych zastosowan medycznych, chalkony
posiadajg bardzo wazne optyczne i spektralne wlasciwosci znajdujgce swe zastosowanie m.in.
w optoelektronice oraz w syntezie materiatdéw o duzej nieliniowos$ci 0ptycznej64'65. Struktura
chalkonow o charakterze D-7-A zapewnia wewnatrzczasteczkowe przeniesienie elektronu
(ICT; ang. Intramolecular charge transfer), co wzmacnia liniowa i nieliniowg aktywnos$¢

optyczng decydujace o mozliwos$ci ich zastosowania jako elementow fotoaktywnych.
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PKA-ConA Alexa Fluor 488-ConA

(H3C)N

O/ O
NCS
(o]

Rys. 1. Barwnik PKA. a. struktura; b. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego dla Candida albicans
wybarwionych koniugatem PKA-Konkanawalina A oraz Alexa Fluor 488 -Konkanawalina A,
temperatura inkubacji 37°C [H1]

Kierujac si¢ przytoczonymi przestankami, badania nad sondami fluorescencyjnymi do
zastosowan w obrazowaniu molekularnym rozpoczatem od zaprojektowania fluorochromu
bazujacego na szkielecie chalkonowym. Wyniki badan przeprowadzone na nowo
zsyntezowanym niecentrosymetrycznym 4-dimetyloamino-3'-izotiocyjanianie chalkonu, PKA
(Rys. 1.) przedstawione zostaly W pierwszym osiggni¢Ciu naukowym H1. W celach
koniugacyjnych z biatkiem, jako reaktywna wybratem grupg tiocyjanianowa. Polaczenie
badan eksperymentalnych z modelowaniem komputerowym wskazaly na znaczacy
wplyw polarnosci rozpuszczalnika na zachowanie solwatochromowe badanego
fluorochromu. Wyznaczone teoretycznie wtasciwosci optyczne wskazaly, ze PKA
charakteryzuje si¢ niemonotonicznym solwatochromizmem, pomimo ze badania nad
polarnoscia stanu wzbudzonego sugerowaly wystgpowanie solwatochromizmu dodatniego.
W zwigzku z tym barwnik PKA moze ulega¢ samoagregacji, a zwlaszcza w srodowiskach
bardziej polarnych. Powigzanie tej obserwacji ze zmianami strukturalnymi podczas
fotowzbudzenia oraz wyznaczonymi wartosciami entalpii swobodnej solwatacji pozwolity mi
wytlumaczy¢ stosunkowo stabg rozpuszczalno$é tego zwigzku w wodzie, a ktora na
podstawie symulacji komputerowych wynosi zaledwie 1,14 mg/100ml. Wyznaczona przeze
mnie warto$¢ przerwy energetycznej pomigdzy orbitalami HOMO i LUMO (Egap; ang.
frontier orbital gap) wskazata na tatwo$¢ w uleganiu fotowzbudzeniu, a takze wysoka
twardo$¢ chemiczng Pearsona () i duza stabilno$¢ w roztworach. Z kolei przeprowadzona
analiza molekularnego potencjatu elektrostatycznego (MEP; ang. Molecular electrostatic
potential analysis) wskazata na atom wegla pierscienia benzenowego aczacego si¢ z grupa
dimetyloaminows, jako najbardziej podatnego na atak elektrofilowy, a zatem na mozliwos¢
tworzenia si¢ wigzan wodorowych z czasteczkami biatek. Jednoczesnie obecno$¢ znacznego
tadunku dodatniego na atomie azotu grupy NCS, wskazala na latwos$¢ tworzenia wigzania

kowalencyjnego podczas koniugacji z biatkiem. W przeprowadzonych badaniach wykazatem
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réwniez, ze sonda PKA charakteryzuje si¢ duza wydajno$cia kwantowa fluorescencji
I wysoka wartoS$cia przesuniecia Stokes'a, co czyni ja wielce atrakcyjna do zastosowania
w badaniach in vitro. Badania spektroskopowe wzbogacitem réwniez o wyznaczenie
przekroju czynnego na absorpcje dwufotonowag (TPA, ang. Two-photon absorption cross
section). W odroéznieniu od zachowania maksimow absorpcji i fluorescencji, wartosci TPA
wykazaty monotonny wzrost w funkcji polarnosci rozpuszczalnika. Co wazniejsze, badany
fluorochrom cechuje sie wysoka wartoscig przekroju czynnego na absorpcje dwufotonowa,
przekraczajacg 500 GM. W zwigzku z tym wykazatem, ze molekula PKA jest znacznikiem
z mozliwosciami zastosowania jej w badaniach z wykorzystaniem mikroskopii zaréwno
jedno-, jak i dwufotonowej. Atrakcyjnos¢ optyczna PKA oraz spehlnienie wszelkich
wymogow stawianym znacznikom fluorescencyjnym pozwolitly mi na przej$cie do drugiego
etapu badan. Sonda PKA zostata potaczona z Konkanawaling A (ConA), a powstaty koniugat
wykazywal zolto-zielong fluorescencje przy 550 nm. Otrzymane wyniki wykazaty
jednoznacznie, ze PKA jest znacznikiem konkurencyjnym dla dostgpnego na rynku
komercyjnym Alexa Fluor 488 oraz izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC). Dalsze badania
przeprowadzone na komorkach drozdzy Candida albicans (Rys. 1) pozwolity stwierdzi¢, ze
wybarwienie  komérek  jest wynikiem interakcji  koniugatu = PKA-ConA
Z polisacharydami obecnymi w $cianie komérkowej drozdzy. W zwiazku z tym istnieje
mozliwos¢ zastosowania tej sondy, jako fluoroforu dla wykrywania bialek,
W szczegolnosci W znakowaniu lektyn do wykrywania specyficznych ugrupowan
weglowodanowych, a takze przeciwcial w testach immunofluorescencyjnych.

Teoretyczne badania nad solwatochromizmem barwnika PKA przeprowadzitem
metodami chemii kwantowej w ramach metody TD-DFT, stosujac nastgpujace funkcjonaty
hybrydowe: PBE0®®®” i B3LYP® oraz poprawione asymptotycznie CAM-B3LYP®, LC-
BLYP™, LC-0PBE™ oraz ®B97XD". Wykonane przeze mnie badania wykazaty, ze tylko
funkcjonal PBE(O poprawnie przewiduje wlasciwosci spektroskopowe czasteczki PKA.
Jego zastosowanie prowadzi do przesunigcia potozenia maksimum pasma absorpcji (A455) dla
wartosci wertykalnych w kierunku fal dluzszych tylko o 4,7 nm wzgledem wartosci
zmierzonych, co stanowi $redni btad na poziomie 4,3%. Z kolei dla fluorescencji (1),
funkcjonal ten przesuwa maksimum w kierunku fal krotszych $rednio o 5,9 nm. Na tym tle,
udato mi si¢ wytoni¢ metod¢ przewidujaca w najlepszy sposob wlasciwosci spektroskopowe

pochodnych chalkonu, co stanowi cenng warto$¢ dla dalszych badan.
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Rys. 2. Struktury pochodnych ChD opisanych w artykule H5
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Zainspirowany wynikami badan nad fluoroforem PKA, postanowilem odpowiedzie¢
na pytanie, jakie znaczenie dla koniugacji z biatkiem ma wtasciwy dobor grupy reaktywne;j.
Ztego tez wzgledu, grupe reaktywng -NCS zastgpitem trzema innymi powszechnie
stosowanymi grupami funkcyjnymi (Rys. 2): aldehydowa (PK1), chlorosulfonows, (PK2)
oraz estrowg z N-hydroksysukcynimidem (PK3), a uzyskane wyniki badan przedstawitem w
osiagnieciu naukowym H5. Zgodnie z literatura tematu™, koniugacja znacznikow
zawierajacych w swej budowie wybrane przeze mnie grupy reaktywne zachodzi z biatkiem
poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych z aminami, gtéwnie pochodzacymi od grupy
g-aminowej lizyny i aminowych N-terminalnych biatek i peptydow, zarowno w $rodowisku
wodnym, jak i warunkach niewodnych. W pierwszej czeSci studium dokonalem oceny
wplywu zmiany grupy reaktywnej na wlasciwosci fotochemiczne znacznika. Analiza orbitali
frontalnych wykazata, ze zmiana grupy reaktywnej nie zmienia potozenia najnizej lezacego
stanu wzbudzonego z przeniesieniem tadunku (CT, ang. charge transfer) oraz charakteru
przejscia. Zmiana grupy reaktywnej nie zmienia rowniez znaczaco wydajnosci fluorescencji
i chemicznej stabilnosci wszystkich pochodnych ChD oraz tatwosci w uleganiu sprzegania
z biatkiem. Nie ulega poprawie réwniez rozpuszczalno$¢ w wodzie, ktora dla PK 1, PK2 i PK3
wynosi odpowiednio 0,08; 0,56 i 1,15 mg/100 ml. Z kolei konwersja grupy reaktywnej ma
istotne znaczenie na lokalizacje maksimow pasm absorpcji i fluorescencji. Obecnosé grupy
aldehydowej skutkuje niewielkim przesunieciem Ayps | Ap, W kierunku fal krotszych,
natomiast grupa estrowa wywoluje znaczace przesunigcie batochromowe wzgledem -NCS.
Zaobserwowatem rowniez, ze pozostaje to w korelacji odwrotnej dla warto$ci przesunigcia
Stokes'a (AvSt), ktorego najwicksza wartoscig charakteryzuje si¢ pochodna PK1, za$
najmniejsza czasteczka PK2. Pojawil si¢ tu pierwszy wniosek, ze obecnos$¢ grupy
chlorosulfonowej moze byé czynnikiem limitujagcym w zastosowaniu barwnika jako

fluoroforu, ze wzgledu na zbyt niska warto$¢ AvSt. Zaréwno wartosci wertykalne, jak
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I wyznaczone w oparciu 0 przyblizenie SS-CLR (ang. state-specific corrected linear response)
uwidocznity, ze wszystkie pochodne chalkonu charakteryzuja si¢ wystgpowaniem
niemonotonicznego solwatochromizmu i w polgczeniu z analizg polarnosci stanow
wzbudzonych wykazatem, ze w $rodowiskach polarnych charakter grupy reaktywnej nie
eliminuje mozliwosci tworzenia Si¢ wigzan wodorowych, jak i wystgpowania zjawiska
samoagregacji. Jak wykazata analiza MEP, w przypadku pochodnych ChD za wystgpowanie
tych oddzialywan krotkiego zasiegu jest odpowiedzialny atom tlenu w grupie karbonylowe;j.
Dla najlepszego aspektu poznawczego wyznaczytem réwniez wartosci przekroju czynnego na
absorpcje dwufotonowa w oparciu o model dwustanowy Odar i Chemla’ wykazujac, ze tylko
obecnos$¢ grupy chlorosulfonowej oraz estrowej z N-hydroksysukcynimidem wzmacnia
w sposob istotny odpowiedz nieliniowa, przyczyniajac si¢ do mozliwosci ich zastosowania
w obrazowaniu dwufotonowym.

W drugim etapie badan dokonatem ewaluacji aktywnosci biologicznych wszystkich
badanych pochodnych ChD. Obliczona wartos¢ LogP nizsza od 5, wskazata na lipofilowy
charakter znacznikow oraz dobrg absorpcj¢ i przenikalno$¢ przez blony komorkowe™.
Powigzanie bardzo dobrej dostgpnosci biologicznej ze staba rozpuszczalnoscia w wodzie
pozwolito mi na zakwalifikowanie pochodnych chalkonu do Il klasy zgodnie z Systemem
Klasyfikacji Biofarmaceutycznej (BCS; ang. Biopharmaceutic Classyfication System).
Wszystkie pochodne ChD charakteryzuja si¢ wysokim prawdopodobienstwem metabolizmu
przez Cytochrom P450, a wyznaczona wartos¢ LogBCF wskazata na brak akumulacji
w komorkach i tkankach. Symulacje wykazaly roéwniez, ze obecno$¢ grupy estrowej
znaczaco oslabia mozliwosé wystgpienia toksycznosci do poziomu 14%, podczas gdy
obecnos¢ -SO,CI intensyfikuje do poziomu az 75%.

Analizy dokowania molekularnego przeprowadzone z wykorzystaniem struktury
Konkanawaliny A (ConA) wykazaty, ze obecno$¢ grup reaktywnych -NCS i -CHO kieruja
znacznik do miejsca aktywnego zlokalizowanego przy LYS116, przy czym wigkszym
powinowactwem do grupy aminowej charakteryzujg si¢ pochodne z grupg aldehydowsa.
Pozostate grupy promuja koniugacje poprzez LYS101 wykazujac te sama warto$¢ energii
swobodnej wigzania. W obu tych miejscach aktywnego wigzania nie zaobserwowalem
tworzenia si¢ wigzan wodorowych pomigdzy fluoroforem a sgsiadujgcymi aminokwasami
oraz naktadania si¢ orbitali = plaskiego uktadu skondensowanych pierscieni aromatycznych
interkalatora na struktury aromatyczne przylegtych aminokwasow. W ostatnim etapie badan
pochodne ChD poddatem analizie dynamiki molekularnej, a stabilno§¢ dynamiczng zaleznego

od czasu zachowania si¢ uktadu opisano za pomoca wartosci RMSD (ang. root-mean-square
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deviation). Badaniom poddalem struktury otrzymane po symulacjach AutoDock
i skoniugowane z biatkiem. Badane koniugaty wykazaly wysoki poziom podobienstwa
stabilno$ci dynamicznej we wszystkich trajektoriach, a zmiana grupy reaktywnej oraz sama
obecno$¢ sondy nie miata znaczgcego wplywu na wlasciwosci strukturalne biatka. Symulacje
MD wykazaty rowniez, ze ruchliwos¢ badanych sond wzgledem powierzchni biatka jest
ograniczona, a niewielka elastycznos¢ geometrii moze by¢é zwigzana ze sztywnoscig
strukturalng wigzania kowalencyjnego wytworzonego w trakcie koniugacji. Tylko dla PK2
zaobserwowalem dodatkowg stabilizacje, jako nastepstwo utworzenia wigzania wodorowego
pomiedzy atomem tlenu proliny PRO 165 i wodorem z grupy sulfonamidowej. W trakcie tych
symulacji zaobserwowatem takze, ze sondy zachowaly ptaska strukture, za wyjatkiem PK3
gdzie wystapit nieznaczny wzajemny skret ptaszczyzn obu uktadéw aromatycznych.
Podsumowujac, w H5 wykazalem, Ze obecno$s¢ podstawnika estrowego
z N-hydroksysukcynimidem znaczaco poprawia rozpuszczalno$¢ znacznika i sprzyja
tworzeniu si¢ wigzan czysto kowalencyjnych podczas koniugacji z bialkiem, zwiekszajac
stabilno$¢ biokompleksu. Ponadto, jego obecno$¢ w strukturze poprawia biodostepnosé
sondy fluorescencyjnej i zmniejsza jej wlhasciwosci toksyczne oraz akumulacyjnosé
w tkankach. W zwiazku z powyzszym, w przypadku pochodnych chalkonowych
zastosowanie opisanej grupy estrowej jako grupy reaktywnej, dobierajac odpowiednio
wyselekcjonowane grupy donorowe, mozna uzyska¢ stabilne i cenne sondy
fluorescencyjne o szerokim spektrum dzialania do zastosowan w obrazowaniu

biomedycznym.

/N—A,1,2,3 HO—a H,C——O——b @CHZ—O—CHZ—C
HaC

Rys. 3. Podstawniki donorowe bg¢dace przedmiotem badan w pracy naukowej H7

W kolejnej pracy nad pochodnymi chalkonu, a wyszczegdlnionej pod numerem H7,
zajatem si¢ oceng wpltywu mocy podstawnikéw donorowych na wlasciwosci spektroskopowe
i biologiczne wymieniajgc grupe dimetyloaminowa na hydroksylowg (a), metoksylowa (b)
oraz benzyloksymetylenowa (C) (Rys. 3). Analizie poddatem réwniez biokompleksy powstate
po koniugacji barwnikow ChD =z Konkanawaling A. Ze wzgledu na niemoznos$¢
przeprowadzenia symulacji uwzgledniajacych catg strukturg biatka, przyjatem dwa
uproszczone modele reprezentujace makroczasteczke. W pierwszym, wigzanie kowalencyjne

po stronie biatka zostato zamknigte grupa metylowa (PKCon), a w drugim tripeptydem (PK-
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Tri(LYS)). Tripeptydy dobieratem indywidualnie dla kazdego barwnika na podstawie
symulacji dokowania molekularnego i obejmowaty czasteczke lizyny, do ktorej znacznik
wykazywal najwigksze powinowactwo oraz dwoch sgsiednich aminokwasow. W zwigzku
Ztym to osiggni¢cic naukowe ma dwojaki aspekt, oprocz wptywu mocy podstawnikoéw
donorowych na wlasciwosci spektralne i biologiczne chalkonowych sond fluorescencyjnych,
uzupelnia poprzednie badania o analizy wtasciwosci optycznych powstatych koniugatow.
Dokonana przeze mnie analiza orbitali frontalnych wykazata, ze zmiana podstawnika
donorowego nie wptywa znaczgco na rozklad gestosci elektronowej, zarowno przed, jak i po
koniugacji. Warto$¢ Egap wzrasta ze stabngcym charakterem donora, jednakze nie wptywa w
sposob istotny na fotowzbudzenie znacznikéw, wartosci #, y oraz ich uzytecznos¢ praktyczng.
Potwierdzily to dane otrzymane dla koniugatow, dla ktorych wartos¢ Egap dodatkowo
wzrasta. Analiza stref zaniku gestosci elektronowej podczas fotowzbudzenia (Ap(r)) oraz
zasiegu (Dct) 1 wielkosci (gct) przenoszonego tadunku wskazata, ze po koniugacji
podstawniki -N(CHj3),, -OH i -OCH3 beda blokowaé wplyw bialka na wlasciwosci
spektralne sondy, podczas gdy obecnosé podstawnika ¢ moze umozliwi¢ aktywny udzial
makromolekuly w procesie ICT barwnika, zmieniajac tym samym jego wlasciwosci
fotofizyczne. Moc podstawnikow aktywujacych oraz koniugacja nie zmienia znaczaco
réwniez potozenia miejsc dla oddzialywan o charakterze elektrofilowym i nukleofilowym.
Analiza wlasciwosci spektroskopowych wykazata, ze substytucja stabsza grupa
donorowg skutkuje przesunigciem maksimum absorpcji w kierunku fal krotszych, a wielko$¢
efektu hipsochromowego nie pozostaje w zgodzie ze slabnacym charakterem aktywujacym
podstawnikow (A4ps > A%ps > A5ps). Wykazalem, ze wymiana tych grup nie eliminuje
obecnosci niemonotonicznego solwatochromizmu, ktorego wielko$¢é pozostaje w korelacji
z warto$ciami D¢t | (cr. Ponadto substytucja stabszymi donorami nie wyklucza mozliwos$ci
wystepowania specyficznych kréotkozasiegowych oddzialywan w uktadzie rozpuszczalnik-
substancja rozpuszczona. Badania nad koniugatami uwidocznily, ze biokompleksy
charakteryzuja si¢ wigkszg warto$cig energii wzbudzenia. Pomimo, ze wielko$¢ przesunigcia
potozenia A,ps dla koniugatu wzgledem formy nieskoniugowanej (AAY5E0™) jest Scisle
uzalezniona 0d charakteru wytworzonego wigzania kowalencyjnego oraz rodzaju grupy
aktywujacej wykazatem, ze obecnosé¢ w fluoroforze grupy benzyloksymetylenowej bedzie
czynnikiem limitujacym jego wykorzystanie w obrazowaniu medycznym. Ponadto, oba

zastosowane przeze mnie modele niemalze identycznie przewidywaty potozenie maksimum

absorpcji, a AAGTFYI7EOM \ynosita mniej niz 7 nm. Podobnie jak dla maksimum absorpcji,

substytucja stabszym donorem wywoluje rowniez efekt hipsochromowy w potozeniu
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maksimum fluorescencji (1%, > A%, > 1%,) i w kazdym przypadku uwidacznia sie
solwatochromizm odwrotny w $rodowiskach silnie polarnych. Koniugacja przesuwa Ag,

N-con zaobserwowatem dla

w kierunku fal krotszych, przy czym najwigksze przesuniecie AA
podstawnika dimetyloaminowego (10-20 nm). W przypadku pochodnych PKAX, PK1x
i PK2x warto$¢ AAN €™ zmniejsza sic ze stabngcym charakterem donora, a dla PK3x
(AR €o™ > 50 nm) zaobserwowatem trend odwrotny. Pozwolito mi to stwierdzi¢, ze wplyw
bialka na wlasciwosci spektroskopowe koniugatow jest praktycznie pomijalny, za
wyjatkiem pochodnych sprzezonych poprzez grupe estrowa. Ponadto, maksimum
fluorescencji dla biokompleksu PKA-Konkanawalina A zlokalizowane jest przy 550 nm, co
pozostaje w duzej zgodzie z warto$cig otrzymang w ramach zastosowanego przeze mnie
przyblizenia (520 nm). Potwierdza to uzyteczno$¢ zaproponowanego przeze mnie modelu
uproszczonego bialka w symulacjach komputerowych. Wprowadzenie do struktury
podstawnika -OH pozwala na osiagnigcie wartosci AvS¢ niemalze dwukrotnie wyzszej

! a koniugacja indukuje nieznaczny jego

wzgledem -N(CHa), i przekraczajacej 6500 cm’
spadek. W ten sposob wykazatem, ze z punktu widzenia przesuniecia Stokes'a, pochodne
zawierajace grupe hydroksylowa wydaja sie by¢ najbardziej pozadanymi dla
projektowania znacznikow fluorescencyjnych.

W dalszej czgsci swych badan ocenitem wplyw mocy podstawnikow donorowych na
elektronowy dichroizm kotowy (ECD ang. electronic circular dichroism). Zauwazytem, ze
obecnos¢ grup -OH i -OCHj; zmienia znak i zwigksza intensywnos$¢ efektu Cottona (CE)
wzgledem podstawnika -N(CHsz),. Natomiast wprowadzenie do struktury barwnika
podstawnika ¢ zmniejsza intensywno$¢ i przesuwa CE w kierunku fal dhuzszych oraz
przyczynia si¢ do pojawienia si¢ dodatkowego dodatniego CE w zakresie 360-363 nm.
Ponadto uwidocznitem, ze koniugacja wywoluje przesuniecie batochromowe w stosunku do
widma ECD samego tripeptydu Tri(Lys), a wielko$¢ tego przesunigcia wzrasta ze Wzrostem
mocy podstawnika donorowego. W oparciu o teoric Snatzke'a’®, udato mi si¢ réwniez
skorelowa¢ znak efektu CE ze zmianami strukturalnymi znacznika zachodzacymi w trakcie
sprz¢gania z biatkiem. W przypadku biokompleksow ChD-Tri(Lys), prawoskretna (R)
helikalno$¢ skutkuje wystepowaniem dodatniego efektu CE dla pierwszego i ujemnego
dla drugiego przejscia m-n*. Efekty przeciwne sa charakterystyczne dla chromoforow
0 helikalnosci lewoskretnej (L). Ponadto wykazalem, ze w przypadku pochodnych ChD
chiralnos$¢ zalezy w glownej mierze od orientacji sondy fluorescencyjnej w stosunku do
aminokwasu: polaczenie znacznika w "'linii prostej" z lizyna wywoluje helikalnosé¢ R,
a w przypadku orientacji ""prostopadlej" - helikalno$¢ L.
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Parametry opisujace absorpcje dwufotonowa wyznaczytem w oparciu o technike
kwadratowych funkcji odpowiedzi, korzystajac z programu DALTON 2016, wykazujac, Ze
warto$¢ odpowiedzi nieliniowej maleje wraz ze stabngcym charakterem aktywujacym
podstawnikow, bez wzgledu na charakter grupy reaktywnej, a obecno$¢ najstabszego
podstawnika benzyloksymetylenowego moze w niektorych przypadkach prowadzi¢ nawet do
zaniku sygnalu dwufotonowego, limitujac tym samym uzyteczno$¢ takich sond
w obrazowaniu dwufotonowym. Z kolei na podstawie analiz QSAR wykazatem, ze zmiana
grupy dimetyloaminowej na slabsze skutkuje znacznym wzrostem toksycznoSci
badanych znacznikéow fluorescencyjnych, osiagajac prawdopodobienstwo na
najwyzszym poziomie dla pochodnych zawierajacych podstawnik c. Nieznaczne
ostabienie tego efektu zaobserwowalem dla uktadéw skoniugowanych, za wyjatkiem PK3c,
dla ktorego toksycznos$¢ wzrosta. Nie zauwazytem natomiast wptywu zmiany charakteru
podstawnika donorowego na biodostgpno$¢é oraz biokoncentracje. Wszystkie badane
pochodne, zaréwno przed, jak i po koniugacji, beda latwo metabolizowane na drodze
utleniania przy udziale enzymow mikrosomalnych cytochromu P450 (CYP).

Przeprowadzajac symulacje dokowania molekularnego wykazatem, ze pochodne
chalkonu promuja tworzenie wigzania kowalencyjnego z Konkanawaling A w trzech
glownych miejscach aktywnych, zlokalizowanych przy LYS101, LYS114 i LYS116.
W przypadku pochodnych sprzeganych poprzez grupe aldehydowa substytucja donora nie
zmienia miejsca aktywnego wigzania z biatkiem (LYS116). Dla pozostatych sond, wymiana
grupy dimetyloaminowe] na hydroksylowa skutkuje zmiang centrum aktywnego, ktore
pozostaje juz nie zmienne w obecnosci pozostatych podstawnikow. Zauwazytem rowniez, ze
powinowactwo do bialka wzrasta wraz ze slabnacym charakterem podstawnikéw
aktywujacych, osiagajac najwieksza warto$¢ energii swobodnej wigzania dla grupy
benzyloksymetylenowej. W aktywnym centrum wigzacym dochodzi do interkalacji
znacznikOw z sgsiednimi  aminokwasami, jednakze w Zadnym przypadku nie
zaobserwowatem tworzenia si¢ wigzan wodorowych. Sondy ChD ulegaja pewnym zmianom
konformacyjnym i w przypadku "prostych” grup reaktywnych (pochodne PKA, PK1 i PK2)
skret grupy karbonylowej zmniejsza si¢ wraz ze stabngcym dziataniem podstawnikoéw
aktywujacych, a wzrasta dla sond zawierajagcych w swej budowie reaktywng grupe
aromatyczng. Symulacje dynamiki molekularnej przeprowadzone na strukturach otrzymanych
po dokowaniu molekularnym i skoniugowanych z Konkanawaling A nie uwidocznity wptywu
podstawnikéw donorowych na zachowanie dynamiczne sond fluorescencyjnych oraz na

wlasciwosci strukturalne biatka. Uwzgledniajgc najbardziej reprezentatywne struktury
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uzyskane po symulacjach MD wykazalem rowniez, ze zmiany konformacyjne jakie
zachodzg w strukturze po dokowaniu nie wplywaja w istotny sposéb na wlasciwosci
optyczne koniugatow.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych symulacji komputerowych
uwidocznilem, Ze obecnos¢ w strukturze sondy fluorescencyjnej podstawnikow
donorowych o $redniej mocy, takich jak -OH i -OCHs;, a w szczegoélnosci w polaczeniu
z-CHO jako grupa reaktywng, stanowi czynnik optymalizujacy pozadane cechy

optyczne i biologiczne biokoniugatow.

Pochodne fenantroimidazolu (Phl)

Pochodne imidazolu’ sg naturalnie wystepujacymi w przyrodzie, wykazujac wiele
funkcji biologicznych. Do najwazniejszych przykltadow naleza aromatyczne aminokwasy
histydyna oraz histamina, a takze alkaloidy imidazolowe obecne w niektorych roslinach
z rodziny rutowatych (rodzaje Pilocarpus i Casimiroa). Pochodne Phl maja szerokie
spektrum zastosowania, np.: w oczyszczaniu biatek modyfikowanych genetycznie, elektronice
i fotografii, produkcji termostabilnych tworzyw sztucznych. Najistotniejsze jest jednak ich
zastosowanie medyczne m.in. jako: leki przeciwpadaczkowe, przeciwpasozytnicze,
przeciwzapalne, przeciwbélowe i hamujace agregacje plytek’®®; jako chemioterapeutyk,
antagonista  receptora = muskarynowego, $rodek  przeciwwrzodowy,  antagonista
benzodiazepinowy, lek przeciwhipertoniczny i nasenny®*® oraz wykorzystywane sa
w wielofunkcyjnych $rodkach w leczeniu choroby Alzheimera®. Ponadto znalazly swe
zastosowanie jako ratiometryczne sondy fluorescencyjne siarkowodoru®®, cysteiny
i hemocysteiny®™.  Powszechno$¢  wystepowania  pochodnych — imidazolowych —oraz
wszechstronno$¢ ich zastosowania zainspirowala mnie do zaprojektowania dwoch
potencjalnych sond fluorescencyjnych: 4-(1H-fenantro[9,10-d]-imidazol-2-ilo)-
benzaldehyd (PB1) oraz 4'-(1H-fenantro[9,10-d]-imidazol-2-ilo)-bifenylo-4-karboaldehyd
(PB2), bedacych pochodnymi fenantroimidazolu i zawierajacych grupe aldehydowa, jako
aktywnie wiazaca si¢ z biatkiem (Rys. 4). Wyniki uzyskane dla tych pochodnych

przedstawione sg w osiggni¢ciach naukowych H2 i H3.
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Rys. 4. a. Struktura barwnikow opisanych w artykutach H2 i H3; b. Obrazy z mikroskopu
fluorescencyjnego wykonane dla komoérek Yarrowia lipolytica w obecnosci koniugatu barwnik-
biatko">"™; ¢. Wyniki symulacji dokowania molekularnego ">

PB2

Przeprowadzone przeze mnie badania teoretyczne wykazaty, ze obecnosé
dodatkowego pierScienia benzenowego sprzyja zmniejszeniu  planarnosci  stanu
podstawowego i wzbudzonego. Zabieg zwigkszania struktury barwnika nie zmienia z kolei
rozktadu gestosci elektronowej obu frontalnych orbitali molekularnych oraz wartosci Egap,
wskazujagc na wysoka wydajnos¢ fluorescencji, stabilno$¢ chemiczng oraz wysoka
reaktywno$¢ z biatkiem. Molekuty te nie wykazuja rowniez znaczacych réznic w potozeniach
miejsc dla ataku nukleofilowego i elektrofiolwego. Obecnos¢ dodatkowego pierscienia
benzenowego nie sprzyja takze poprawie rozpuszczalno$ci w wodzie, ktora na podstawie
obliczen teoretycznych wynosi 6,37-10 i 2,01-10° mg/100ml, dla PB1 i PB2. Barwnik PB1
charakteryzowat si¢ elektronowym widmem absorpcyjnym z maksimum w zakresie od 373,0
nm w eterze dietylowym do 381,5 nm w DMSO, a obecnos¢ dodatkowego pierscienia
aromatycznego skutkowata minimalnym przesunigciem hipsochromowym lokujac Aygs
w zakresie od 372.5 nm do 377,5 nm, odpowiednio. Druga czasteczka charakteryzowata si¢
nieznacznie wyzszym molowym wspoétczynnikiem absorpcji, jednakze ich wartosci wskazaty
jednoznacznie na wewnatrzczasteczkowe przeniesienie tadunku. Dla obu molekut maksimum
fluorescencji przesuwto si¢ znaczaco w kierunku fal dtuzszych, lokalizujac si¢ w zakresie
439,4 nm do 500,4 nm dla PB1 i 465,4 nm do 545,4 nm dla PB2. Teoretycznie wyznaczone
oraz eksperymentalnie zarejestrowane pasma absorpcji i fluorescencji charakteryzowaty sie
niemonotonicznym zachowaniem w funkcji wzrastajagcej mocy rozpuszczalnikow, co
pozwolito mi stwierdzi¢, ze pochodne fenantroimidazolu w $rodowiskach polarnych
charakteryzuja si¢ lepsza stabilizacja stanu CT, wzgledem podstawowego. Zaobserwowatem

rowniez, ze polarno$¢ rozpuszczalnika wpltywa istotnie na intensywno$¢ fluorescencji. PB1
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charakteryzowat si¢ najwyzsza wydajnoscig kwantowa fluorescencji (¢z;) W Srodowiskach
polarnych a mniejszag w srodowiskach niepolarnych, podczas gdy dla PB2 zaobserwowatem
tendencje odwrotng. Wpltywy $rodowiskowe uwidocznity si¢ takze prz §rednim czasie zycia
fluorescencji (to= 2,5 ns). W przypadku PBI1 najkrotszy czas zycia fluorescencji
obserwowany byt dla rozpuszczalnika, w ktorym ¢y, jest niska, podczas gdy dla PB2
wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji byta proporcjonalna do czasu jej trwania. Spowodowane
jest to zmiennym oddziatywaniem migdzy silnie spolaryzowang czgsteczkg barwnika
a czasteczkami rozpuszczalnikami w stanie wzbudzonym. W powigzaniu z analizg polarno$ci
stanow wzbudzonych wykazana zostala tendencja obu barwnikéw do autoagregacji
w polarnych $rodowiskach. Na podstawie badan eksperymentalnych, jak i teoretycznych
wskazatem, ze obie sondy charakteryzuja si¢ wysoka wartoscig przesuniecia Stokesa',
a zabieg zwigkszania struktury czasteczki, przyczynia si¢ do nieznacznej intensyfikacji
wartosci AvSt. Porownujac wartoéci wyznaczone na drodze eksperymentalnej
Z teoretycznymi wykazatem, ze rowniez w przypadku pochodnych imidazolu najlepszym
funkcjonalem w opisie wlasciwosci optycznych jest PBEO. Jego zastosowanie w tym
przypadku pozwolilo na wyznaczenie maksiméw absorpcji ze S$rednim przesunigciem
batochromowym na poziomie 27 nm, oraz 15 nm dla maksiméw absorpcji i fluorescenciji.

Badania in vitro przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej na komorkach Candida
albicans i Yarrowia lipolytica wykazaly, ze koniugaty PB1-Konkanawalina A oraz PB2-
Konkanawalina A charakteryzuja si¢ silng i stabilng niebieska fluorescencja. Maksimum
emisji pierwszego biokompleksu znajduje si¢ przy 490 nm, podobnie do DAPI oraz Hoechst
33342. W zwiagzku z tym, koniugaty PB1-Konkanawalina A stanowig cenng alternatywe dla
tych  znacznikow w  detekcji 1 monitorowaniu  specyficznych  ugrupowan
weglowodanowych, a takze przeciwcial w testach immunofluorescencyjnych. Dla
drugiego koniugatu maksimum Ag; zlokalizowane jest przy 485 nm i na podstawie
przedstawionych badan w HS5, PB2 stanowi cenng alternatywe dla FITC do zastosowania
jako znacznik fluorescencyjny bialek. Ponadto, metodologia pomiarowa zastosowana do
opisu PB1 moze by¢ wykorzystana w badaniach skriningowych innych barwnikéw
dostarczajac informacji na temat wystepowania agregacji tych znacznikéw i wplywu
interakcji PBl-Konkanawalina A na wlasciwosci spektroskopowe reporterow
fluorescencyjnych.

Przeprowadzajac symulacje dokowania molekularnego przy uzyciu AutoDock
wykazatem, ze o ile energia swobodna wigzania barwnik-ConA pozostaje na identycznym

poziomie, tak lokalizacja centrum aktywnego ulega zmianie. Znacznik PB1 wykazuje
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najwigksze powinowactwo do LYS116 ze stafg inhibicji Ki= 0,79 mM, za§ PB2 do LYS200
(Ki = 0,24 mM). W obu tych miejscach aktywnego wigzania nie zaobserwowatem tworzenia
si¢ wigzan wodorowych oraz oddziatywan stackingowych pomiedzy znacznikami
a aminokwasami tworzgcymi wneke aromatyczng (Rys. 4). Analiza dokowania pozwolita mi
wnioskowaé, ze w trakcie sprze¢gania barwniki ulegaja znacznemu skreceniu, ktore jest
wynikiem rotacji grupy fenantroimidazolowej wzgledem pozostatej czesci struktury.

Przeprowadzone przeze mnie badania oceny aktywno$ci biologicznych wykazaty

roOwniez, ze oba barwniki charakteryzujg si¢ wartoscig LogP ponizej 5 i, podobnie jak
pochodne ChD, nalezy je zakwalifikowa¢ do II klasy BCS. Ponadto zwiazki te beda tatwo
ulega¢ metabolizmowi przez Cytochrom P450 nie akumulujac si¢ w komorkach i tkankach.
Jednocze$nie wykazatem, ze wprowadzenie do struktury dodatkowego pierScienia
aromatycznego, znaczaco zmniejsza prawdopodobienstwo wystapienia efektu toksycznego,
ktory spada z poziomu 69% dla PB1 do 46% dla PB2. W swych badaniach zwrécitem
rowniez uwage na fakt, ze zaprojektowane przeze mnie barwniki moga by¢ wykorzystane
w innych dziedzinach medycyny klinicznej, wykazujac wilasciwosci antynowotworowe,
antypsychotyczne i wiele innych. Oba zwigzki nie wykazuja wlasciwosci antyoksydacyjnych
I antybakteryjnych.
Podsumowujac, wykonane przeze mnie badania pozwolily stwierdzi¢, ze wprowadzanie
dodatkowego ugrupowania aromatycznego nie poprawia znaczaco wlasciwosci
optycznych barwnikéw oraz koniugatow, a nowo otrzymane pochodne imidazolu
spelniaja wszelkie wymogi stawiane znacznikom fluorescenyjnym stosowanym
W obrazowaniu medycznym i stanowig one cenng i tanszq alternatywe dla dostepnych
obecnie na rynku komercyjnych markerow.

Atrakcyjno$¢ otrzymanych rezultatow badan nad PB1 i PB2 skfonita mnie do dalszych
badan nad pochodnymi fenantroimidazolu. Podobnie jak w przypadku pochodnych chalkonu,
postanowitem dokona¢ ewaluacji zmiany grupy funkcyjnej na wtasciwosci spektroskopowe
oraz biologiczne tej klasy zwigzkow. Do badan wybratem pochodng PB1 podstawiong
grupami reaktywnymi analogicznie do pochodnych ChD (Rys. 5), a wyniki uzyskanych
rezultatow przedstawilem w osiggnieciu naukowym pod numerem H6. Tym razem
postanowitem rowniez oceni¢ wplyw sprzegania na wilasciwosci znacznika poprzez grupe

sulfidowa metioniny wybierajac w tym celu grupe pirydylodisiarczkowg. Dla oceny zmiany
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Rys. 5. Struktury barwnikéw Phl przed i po koniugacji przedstawionych w artykule H6. Kolory
odtwarzaja barwy fluorescencji badanych zwiazkéw

wlasciwosci  spektroskopowych po koniugacji roéwniez zastosowalem przedstawione
wczesniej dwa przyblizenia reprezentujace bioczasteczkge. Wstgpne badania nad
elektrooptycznymi wiasciwosciami wykazalty, ze zmiana grupy reaktywnej nie wptywa
znaczaco na lokalizacje obu frontalnych orbitali molekularnych przed i po koniugacji oraz na
brak skupienia chmury elektronowej na tym wiazaniu kowalencyjnym. Na podstawie wptywu
polarnosci rozpuszczalnika na parametry opisujgce Ap(r) wykazatem, ze wzmocnienie CT za
pomoca grupy reaktywnej przebiega rownolegle z wystepowaniem solwatochromizmu
odwrotnego. W przypadku PB1-4 zaobserwowatem, ze Dcr zmniejsza si¢ o potowe
wzgledem PB1 pomimo wzrostu (cr, co sugeruje lokalny charakter przejscia. W zwigzku
ztym w pasmie absorpcji tej sondy moga by¢ widoczne wktady pochodzace od innych
orbitali. Zarowno barwniki, jak i koniugaty charakteryzowatly si¢ wysoka wartoscia Egap, CO
pozwolilo mi stwierdzi¢, ze grupa reaktywna nie wplywa na wydajnos¢ fluorescenci,
stabilno$¢ chemiczng oraz tatwos¢ tworzenia wigzan kowalencyjnych z biatkiem. Nie wptywa
takze na lokalizacj¢ miejsca dla ataku nukleofilowego, ale wywoluje zmiany w potozeniu
miejsc dla ataku elektrofilowego.

Analiza wlasciwosci spektroskopowych wykazata, Zze zmiana grupy reaktywnej

wplywa na zachowanie solwatochromowe pochodnych Phl. Substytucja grupa estrowa
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wywotuje najmniejsze hipsochromowe przesunigcie maksimum absorpcji (3 nm) wzgledem
PB1. Tylko obecnos¢ -SO,Cl wywoluje efekt batochromowy ($rednio 20,2 nm). Ponadto
wykazalem, ze wymiana grupy aktywnej nie eliminuje wystepowania niemonotonicznego
solwatochromizmu jako nastepstwo zmiennej stabilizacji stanu podstawowego lub
wzbudzonego. Dzigki zastosowaniu modeli reprezentujacych biatko wykazatem charakter
wplywu koniugacji na parametry spektroskopowe znacznikow. Maksimum absorpcji
biokompleksow przesuwa si¢ w kierunku fal krétszych, a wielko$¢ przesunigcia
solwatochromowego jest charakterystyczna dla danej grupy reaktywnej. Najwicksze
przesuniecie hipsochromowe zaobserwowatem dla PB1 i PB1-3 (ponad 55 nm), za$
najmniejsze dla PB1-2 i PB1-4 ($rednio 18 nm). Ponadto, przesunigcie hipsochromowe
maksimum A4gs nNa poziomie 18 nm dla PB1Con oraz 32 nm dla PB1-Tri(Lys) wzgledem
warto$ci zmierzonej (H2, 370 nm) udowodnilo po raz kolejny stuszno$¢ stosowania
uproszczonych modeli makroczasteczki w analizach spektralnych. Z Kolei
uwzglednieniajac  struktury po dokowaniu molekularnym i symulacjach dynamiki
molekularnej wykazalem brak wplywu biatka na wlasciwosci spektroskopowe znacznika
fluorescencyjnego. Zachowanie niemonotoniczne zaobserwowalem réwniez w potozeniu
pasma fluorescencji barwnikoéw 1 biokompleksOw o0raz przesunigcie maksimum Ag;
w kierunku fal krétszych po koniugacji z ConA. W przypadku emisji uzyskalem jeszcze
wigkszg zgodnos¢ zastosowanych modeli reprezentujacych biatko (494,9 nm - 497,1 nm)
wzgledem wartoséci zmierzonej (490 nm). Barwniki charakteryzowaly si¢ wysoka wartoscig
przesunigcia Stokesa', a koniugacja sprzyjata jej wzrostowi. Ponadto, wprowadzenie do
struktury grupy pirydylodisiarczkowej jest czynnikiem maksymalizujagcym warto$é¢
AvStobu form.

Wyznaczone przeze mnie pasma ECD dla koniugatow PB-Tri(Lys) wykazaty znaczne
zmiany widmowe wzgledem tripeptydu, co wskazuje na wystgpowanie licznych zmian
konformacyjnych w biatku, jako nastepstwo koniugacji ze znacznikiem Phl, Jednocze$nie na
podstawie analizy widm ECD wykazalem, ze w szczegolnosci najmniej pozadanymi
wsrod zbadanych beda sondy zawierajace grupe chlorosulfonowa oraz
pirydylodisiarczkowa.

W oparciu o model dwustanowy i przy zatozeniu wartosci poszerzenia linii widmowej
wynikajacego ze skonczonego czasu zycia stanu wzbudzonego na poziomie 0.4 eV,
uzyskatem wartosci TPA wyrazone w GM na nastgpujacym poziomie: 279,1; 154,4; 141,1;
119,1 i 23,1 odpowiednio dla PB1-3, PB1, PB1-1, PB1-2 i PB1-4. W zwigzku z tym dla
pochodnych  Phl tylko obecno$¢ grupy chlorosulfonowej jest czynnikiem
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maksymalizujacym wartos¢ TPA, podczas gdy wprowadzenie do struktury podstawnika
pirydylodisiarczkowego przyczynia si¢ do jej wygaszania. Jednakze, zgodnie literaturg

tematu®>-°3

, sondy PB1 i PB1-1 z warto$ciami TPA powyzej 100 GM rowniez mogg stanowic
cenne narzedzie wizualne w dynamicznym obrazowaniu w czasie rzeczywistym w badaniach
in vitro i in vivo.

W pracy tej wykazalem, ze wprowadzenie do struktury grupy estrowej jest
czynnikiem zwi¢kszajacym rozpuszczalnos¢ barwnika, podczas gdy grupa aldehydowa
staje sie czynnikiem limitujacym. Nie mniej jednak zadna z zastosowanych grup
reaktywnych nie poprawia stabej rozpuszczalno$ci pochodnych fenantroimidazolu w wodzie.
Na podstawie wyznaczonych przeze mnie warto$ci LogP oraz LogBCF nalezy sadzi¢, ze
wszystkie sondy charakteryzuja si¢ dobra biodostepnoscig oraz brakiem bioakumulacji,
a sprzgganie z ConA nie zmienia znaczaco tych wiasciwosci. Wykazatem, ze zarowno formy
nieskoniugowane, jak i biokompleksy opisane sa wysokim prawdopodobienstwem
Mmetabolizmu przez cytochrom P450, za wyjatkiem PB1-4, dla ktérej prawdopodobienstwo to
spada ponizej 40%. Co wazniejsze, wykazatem ze obecno$¢ grupy pirydylodisiarczkowej oraz
-SO,Cl znaczaco zwicksza prawdopodobienstwo wystgpienia efektu toksycznego (82%),
a koniugacja niweluje ten efekt w niewielkim stopniu (78%). Tylko obecno$¢ -NCS oraz
grupy estrowej redukuje toksyczno$¢ pochodnych imidazolu do poziomu 50%.

Na podstawie symulacji dokowania molekularnego wskazatem, ze substytucja grupy
aldehydowej grupa estrows, izotiocyjanianowa lub chlorosulfonowg zmienia miejsce
najwigkszego powinowactwa z LYS116 na LYS30, a zmiana centrum aktywnego zwigzana
jest z nieznacznym wzrostem energii swobodnej wigzania i spadkiem stalej inhibicji.
W trakcie dopasowania znacznika do wneki aromatycznej dochodzi w kazdym przypadku do
skrecenia struktury na wigzaniu imidazol-benzen. Zauwazytem, ze tylko pochodna -SO,Cl
jest stabilizowana poprzez utworzenie wigzania wodorowego pomig¢dzy labilnym atomem
wodoru pierScienia imidazolowego a atomem tlenu THR3. W przypadku grupy
pirydylodisiarczkowej miejsce aktywnego wigzania zlokalizowane jest przy MET42,
0 nieznacznie mniejszej wartosci powinowactwa i statej inhibicji. Struktura PB1-4 rowniez
jest stabilizowana wigzaniem wodorowym utworzonym pomiedzy atomem wodoru
pierscienia pirydynowego a ASN44. Symulacje dynamiki molekularnej na geometriach
otrzymanych po dokowaniu i sprzgzonych z ConA wykazaty, ze po 10 ns wszystkie
konformacje biokompleksow osiagnety stabilno$¢ dynamiczng, wykazujac podobne
wilasciwosci strukturalne i dynamiczne. Analiza konformacji markeréw w stanie rownowagi

wzgledem powierzchni ConA wykazata, Zze plaszczyzna badanych znacznikoéw ulega
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niewielkiemu skreceniu, a mobilnos¢ i elastyczno$¢ analizowanych sond jest ograniczona, ze
wzgledu na charakter wytworzonego wigzania kowalencyjnego oraz wtasciwosci strukturalne
biatka.

Podsumowujac, koniugacja analizowanych sond z Konkanawaling A wywoluje
efekt hipsochromowy wzgledem barwnikow, nie zmieniajac jednak ich podstawowych
cech wymaganych dla sond fluorescencyjnych. Badane pochodne Phl, bez wzgledu na
charakter grupy reaktywnej, po sprzezeniu z bialkiem beda wywolywaé masowe
modyfikacje konformacyjne w strukturze ll-rzedowej bialek, ktore moga wplywaé na
interakcje bialka ze specyficznymi ugrupowaniami weglowodanowymi w Scianie
komorkowej. Na podstawie analizy wlasciwosci fotochemicznych oraz aktywnosci
biologicznych stwierdzilem, ze obecno$¢ grupy pirydylodisiarczkowej jest czynnikiem
ograniczajacym zastosowanie barwnika Phl jako sondy fluorescencyjnej w badaniach
invitro oraz in vivo a zastosowanie barwnika w  postaci  estru
N-hydroksysukcynimidowego pozwala na zaprojektowanie szeregu cennych sond

fluorescencyjnych o szerokim spektrum dzialania.

Pochodna oksazolonu

Oksazolon, nazwany zgodnie z nomenklaturg Hantzscha-Widmana, jest czeScig duzej
rodziny zwigzkoéw opartych na oksazolach. Pierscien 4-oksazolonowy, ktory formalnie jest
laktamem, wystepuje w wielu lekach (fenozolone, thiozalinone, cyclazodone, reclazepam
itp.). Podstawione 5-oksazolony mozna réwniez uwazaé¢ za produkty cyklizacji N-acylo-a-
aminokwasow, co czyni je laktonami 1 czasami okre$la si¢ mianem azolaktonow®*%°.
Pochodne oksazolonu sa szeroko stosowane jako syntony w projektowaniu réznych
biosensorow™,  fluoroforow®’, fotoreceptorow elektrofotograficznych oraz materiatow
0 wysokiej wartosci odpowiedzi nieliniowej®. Ponadto, czasteczki oksazolonu sa szeroko
stosowane w wielu dziedzinach ~medycyny klinicznej, wykazujac  aktywno$¢
antybakteryjna®'®,  anty-HIV'®™,  przeciwgrzybicza'®?  przeciwnowotworowa'®,

104195 kardiotoniczna™®. Oksazolony sa

przeciwcukrzycowsa, antagonistyczna, uspokajajaca
stosowane rowniez jako alergeny kontaktowe w eksperymentach immunologicznych,

S ’ 1 ;e Lo 107
szczegolnie do badan nad nadwrazliwoscia typu op6znionego™®’.
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Rys. 6. a. Struktura barwnika PB3; b. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego wykonany dla komoérek
Candida albicans w obecnosci koniugatu PB3-ConA; c. Miejsce aktywnego wigzania barwnika
Z biatkiem

Zgodnie z powyzszym, wybor pochodnej oksazolonu do badan nad wykorzystaniem
W obrazowaniu medycznym nie byt przypadkowy, a studia literaturowe doprowadzity mnie
do zaprojektowania i syntezy 4-{N,N-Bis[4-benzylideno-2-fenylo-1,3-oksazol-5(4H)-
onolamino}benzaldehydu (PB3), pier$cieniem oksazolonowym o strukturze laktonu - Rys.
6, a wyniki badan w osiggni¢ciu naukowym H4. Studia teoretyczne wykazaty, ze barwnik
PB3 cechuje si¢ dobra rozpuszczalno$cia w roztworach polarnych, jak i nie polarnych, za
wyjatkiem fazy wodnej (1.41-10°mg/100 ml). Fluorofor ten charakteryzuje sie niskolezacym
stanem wzbudzonym z wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem ladunku oraz wysoka
wartoscig  przerwy energetycznej. Wykonane przeze mnie analizy wlasciwosci
elektrochemicznych jednoznacznie wskazaly, ze PB3 opisany jest cechami sprzyjajacymi
tatwej i szybkiej reakcji sprzegania z biatkiem. Z kolei zarejestrowane eksperymentalnie, jak
I wyznaczone teoretycznie, widma absorpcji uwidocznity dwa rozne pasma, przy ok 250 nm
oraz w zakresie 450-480 nm. Wykonana przeze mnie analiza Ap(r) wskazata, ze po absorpcji
fotonu nastgpuje wewnatrzczasteczkowy transfer tadunku z czgéci trifenyloaminowej do
fragmentow z grupami oksazalonowymi (przejscie HOMO-LUMO). Niemniej jednak
zauwazytem rowniez znaczny wzrost gestosci elektronowej na grupie aldehydowej (jako
reaktywnej), co wyjasnia obecno$¢ dodatkowego, mniej intensywnego pasma absorpcji
zwigzanego z przejsciem wzbronionym, jako wynik wkiadow pochodzacych od innych
orbitali molekularnych. Pomimo tego, barwnik PB3 charakteryzuje si¢ wysoka wartoscig
przesunigcia Stokesa', ktora zwigksza si¢ kilkakrotnie przy przejsciu ze srodowiska stabo do
silnie polarnego. Obecno$¢ rozpuszczalnika nieznacznie wplywa na przesunigcie

solwatochromowe glownego pasma absorpcji, ale wywoluje znaczace przesunigcia
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batochromowe w potozeniu maksimum Ag; lokujacego si¢ w zakresie 520-637 nm dla
warto$ci eksperymentalnych oraz 516-629 nm dla warto$ci teoretycznych. Wplywy
srodowiskowe uwidocznity si¢ réwniez w czasie zycia fluorescencji, ktory skraca si¢ wraz ze
wzrostem polarnos$ci os$rodka, nie pozostajac przy tym w korelacji z ¢p,. W oparciu
0 jednoparametrowa skale wplywu polarnosci/polaryzowalnosci rozpuszczalnika (SPP)log’110
oraz metode wieloparametrowej regresji liniowej Catalana** wykazany zostat istotny wptyw
na polozenie pasma absorpcji zaréwno polaryzowalnosci rozpuszczalnika, jak i jego
dipolarnosci, kwasowos$ci 1 zasadowosci. Z kolei pasmo fluorescencji wykazywalo
wrazliwo$¢ jedynie na dipolarno$¢ osrodka. Woarto$¢ przesunigcia Stokesa' oraz Wydajnosé
kwantowa fluorescencji zmienialty si¢ rowniez w funkcji dipolarno$ci osrodka, przy
jednoczesnym braku wyraznego wplywu polaryzacji oraz kwasowo$ci 1 zasadowosci
rozpuszczalnika. W zwiazku z tym wykazane zostalo, ze zwig¢kszanie dipolarnosci
srodowiska sprzyja zwiekszaniu stabilizacji elektronowego stanu wzbudzonego bardziej,
niz stanu podstawowego, co z kolei prowadzi do zwi¢kszonego efektu batochromowego
w polozeniu pasm emisji barwnika PB3 wzgledem maksimum absorpcji. Omowione
zwickszanie polaryzacji i stabilizacji stanu z przeniesieniem fadunku miato swoje
odzwierciedlenie rowniez w zmianach strukturalnych znacznika po wzbudzeniu oraz
w wyznaczonych eksperymentalnie i teoretycznie warto$ciach momentow dipolowych.
W obecnosci kazdego z analizowanych rozpuszczalnikow obserwowano duzo wigkszg
warto$¢ momentu dipolowego dla stanu wzbudzonego, wzgledem podstawowego. Polarnos¢
stanu CT wzrastala w funkcji polarnosci os$rodka, a $rednia odleglo$¢ transferowanego
tadunku wyznaczona w oparciu o metode Bakhshieva oraz Ap(r) wynosita 2,5 A. W ten
sposob wykazalem, zZe silniejszych specyficznych interakcji krotkiego zasiegu w ukladzie
PB3-rozpuszczalnik nalezy si¢ spodziewa¢ dla elektronowego stanu wzbudzonego.
Ponadto, dla tej klasy wykazalem uzyteczno$¢ stosowania funkcjonalu PBE(, jako metody
najlepiej opisujgcej parametry optyczne barwnikow fluorescencyjnych.

Obiecujace wyniki badan nad wilasciwosciami spektroskopowymi barwnika PB3
podyktowaty wykonanie testow in vitro. Badania z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej na
komorkach Candida albicans wykazaty, ze koniugat PB3-Con A charakteryzuje sie
maksimum absorpcji przy 525 nm oraz czerwonym, intensywnym i stabilnym pasmem
fluorescencji przy 605 nm. Uzyskane rezultaty pozwolily mi na porownanie PB3 do
bromku etydyny, ktory jednak wiazac si¢ z DNA wykazuje silne wlasciwosci mutagenne,
onkogenne i teratogenne’®, co ogranicza mozliwosci jego praktycznego zastosowania.

Ponadto, wlasciwosci spektralne otrzymanego koniugatu powoduja, ze barwnik PB3 jest
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atrakcyjnym konkurentem dla Alexa Fluor 594 oraz jodku propidyny. Z kolei
przeprowadzone testy cytotoksycznosci na komorkach nowotworowych jelita grubego - HT29
udowodnity, ze PB3 i PB3-Con A nie wykazuja wyraznej cytotoksyczno$ci przy
stezeniach ponizej 20 pM, uzyskujac zywotnos¢ komorek na poziomie wyzszym od 85%.
W zwigzku z tym nowo zsyntezowany barwnik stanowi cenng alternatywe do zastosowan
w wykrywaniu reszt eo-mannopiranozylowych i a-glukopiranozylowych w prébkach
biologicznych. Ponadto widma dichroizmu kotowego koniugatu PB3-ConA nie wykazywaty
roznic wzgledem czystego roztworu biatka, wskazujac, ze fluorofor PB3 nie wplywa na
strukture drugorzedowa lektyn, a tym samym na interakcje Konkanawaliny A
Z ugrupowaniami weglowodanowymi w $cianie komorkowej Candida albicans.
Uzupelieniem badan in vitro byly przeprowadzone przeze mnie symulacje dokowania
molekularnego, ktore wskazaty LYS116 jako miejsce 0 najwiekszym powinowactwie do
wytworzenia wiazania kowalencyjnego ze znacznikiem (AG, = -6,2 kcal/mol, K; = 1,09
mM). We wnece aromatycznej utworzonej przez THR120, VAL187 i VAL188 i ASN118
zauwazylem konkurencyjne oddziatywania asparaginy do wytworzenia wigzania z grupg
aldehydowa markera, a takze stwierdzitem brak stabilizujacych wigzan wodorowych oraz
oddziatywan stackingowych. Struktura PB3, dopasowujac si¢ do centrum aktywnego, uleglta
pewnym zmianom konformacyjnym, przy czym najwigkszym modyfikacjom podlegaty katy
dwuscienne utworzone pomig¢dzy pierscieniami oksazolondéw, a pozostatg czeScig barwnika.

Na podstawie teoretycznie wyznaczonych aktywnosci biologicznych stwierdzitem, ze
nowo zsyntezowany fluorofor oksazolonowy charakteryzuje sie dobra biodostepnoscia
oraz absorpcja i transmisja przez blony komorkowe. Wysokie prawdopodobienstwo
metabolizmu przez enzymy cytochromu P450 oraz niskie poziomy bioakumulacji
wskazuja na szybkie jego usuwanie z organizmu bez interakcji z innymi czasteczkami
farmakologicznymi i pochodzenia komérkowego.
Podsumowujac, w osiagnieciu naukowym H4 przedstawilem pelna charakterystyke
spektralng oraz biologiczng 4-{N,N-Bis[4-benzylideno-2-fenylo-1,3-oksazol-5(4H)-ono]-
amino}benzaldehydu jako znacznika fluorescencyjnego, bedacego konkurentem dla
komercyjnie dostepnych, wraz z wykazaniem jego potencjalnego zastosowania
w badaniach in vitro.

Prowadzone przeze mnie badania, stanowigce podstaw¢ do wszczgcia postgpowania
habilitacyjnego, doprowadzity do zaprojektowania i syntezy czterech sond fluorescencyjnych,
nalezacych do réznych grup zwigzkow chemicznych. Dokonana peina charakterystyka

wlasciwosci spektralnych 1 wplywu rozpuszczalnika na zachowanie solwatochromowe
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otrzymanych barwnikow umozliwita wykonanie badan in vitro na komoérkach drozdzy, ktore
potwierdzity mozliwosci ich zastosowania w obrazowaniu medycznym, wskazujac
jednoczesnie na aspekty potencjalnego ich wykorzystania i mozliwosci wprowadzenia do
obrotu na rynku farmaceutycznym. Wylonienie teoretycznych metod stuzgcych
najwlasciwszemu opisowi parametrow optycznych sond fluorescencyjnych pozwolito mi na
wskazanie najodpowiedniejszych grup reaktywnych oraz substytucji dodatkowymi
podstawnikami, ktore z jednej strony wzmacniajg pozadane cechy, ale nie wptywaja znaczaco
na zmiany wilasciwosci optycznych powstajacych koniugatow z bialkiem. Symulacje
dokowania oraz dynamiki molekularnej wskazaly miejsca aktywnego wigzania z biatkiem
Iich zmiany ze wzgledu na modyfikacje parametrow geometrycznych markerow wraz
Z charakterystyka zmian w strukturze drugorzedowej biatka po koniugacji. Jednoczesnie
zaproponowatem uproszczony model reprezentujacy biatko uwzgledniany w modelowaniu
komputerowym, udowadniajgc jego celowos¢ i skutecznos¢ w uzyskiwanych cechach
biokompleksow barwnik-biatko. Jego zaaplikowanie w przysztych badaniach stanowi¢ bedzie
znaczace ulatwienie w projektowaniu kolejnych sond fluorescencyjnych przeze mnie, jak
i innych naukowcow. Uwienczeniem catoéci badan prowadzonych w ramach postepowania
habilitacyjnego byta przeprowadzona analiza aktywnos$ci biologicznych proponowanych sond
fluorescencyjnych, ze szczegdélnym wskazaniem ewentualnego efektu toksycznego,
biodostgpnosci i akumulacji w organizmie zywym potwierdzajacych lub limitujacych ich

atrakcyjno$¢ farmakokinetyczna.

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

Prace naukowe prowadzone przeze mnie przed doktoratem skupity si¢ wokot opisu
liniowych i nieliniowych wlasciwosci optycznych wybranych pochodnych azobenzenu,
stilbenu, benzylidenoaniliny i fenylodiazenylokarbazolu w celu sformutowania relacji
pomiedzy ich strukturg, a nieliniowg aktywnoscig optyczng. Przyczynily si¢ one do powstania
czterech prac (IF=10.220; pkt. MNiSW = 112), z czego w jednej bytem jedynym autorem
(N4). Pozostate prace powstalty w oparciu o wspotprace z osrodkami naukowymi w Polsce
(Instytut Chemii Fizycznej i Teoretycznej Wydzialu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej), jak i zagranicznymi (Institute of Organic and Pharmaceutical Chemistry, The
National Hellenic Research Foundation, Ateny, Grecja; Department of Chemistry, The
Lundbeck Foundation Centre for Theoretical Chemistry, University of Aarhus, Dania oraz
Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Brazylia). Badane przeze mnie

zwiazki, jako uktady typu D-7-A, charakteryzowaly si¢ istnieniem w widmie elektronowym
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pasma absorpcji o duzej intensywnoS$ci zwigzanego z wewnatrzczasteczkowym
przeniesieniem tadunku (N1, N4). Najwicksza polarnoscia stanu z przeniesieniem tadunku
charakteryzowaty sie pochodne karbazolu, potgczone poprzez mostek azowy z pierScieniem
benzenowym. Na podstawie analizy wplywu izomeryzacji na liniowe wlasciwosci
spektroskopowe wykazatem, iz formy trans azobenzenu charakteryzuja si¢ mniejsza energia
przejécia do stanu z przeniesieniem tadunku w poréwnaniu z formami cis. Zgodnie
z dostepnymi  danymi  eksperymentalnymi,  wszystkie  z analizowanych  ukladoéw
charakteryzowaty sie solwatochromizmem dodatnim. Na podstawie przeprowadzonych
obliczen hiperpolaryzowalnosci elektronowej oraz przekrojow czynnych na absorpcje
dwufotonowa uwypuklitem, iz najkorzystniejszymi uktadami, z punktu widzenia
maksymalizacji tych wielkos$ci, wydaja si¢ by¢ chromofory zawierajace mostek weglowy
Z systemem sprzezonych wigzan podwojnych typu 7 pomigdzy pierscieniami benzenowymi.
Natomiast pochodne N-benzilidenoaniliny charakteryzowaty si¢ nicliniowa odpowiedzig
optyczng wieksza od pochodnych azobenzenu, o ile ich geometria wykazuje planarnosc.
Nieplanarno$¢ w obr¢bie mostka z-elektronowego skutkowata spadkiem wartosci
hiperpolaryzowalno$ci molekularnych o kilka rzedow. Wartosci przekrojéw czynnych na
absorpcje¢ dwufotonowg oraz hiperpolaryzowalnosci rzedu pierwszego obliczone w oparciu
0 model dwustanowy pozostawaty w dobrej zgodnosci z wartosciami uzyskanymi metodami
$cistymi, dzigki czemu dowiodlem kluczowej roli niskolezacego stanu wzbudzonego
Z przeniesieniem ladunku w nieliniowej odpowiedzi optycznej badanej grupy molekut. Na
podstawie analizy wplywu sity podstawnikéw donorowo-akceptorowych na nieliniowe
wlasciwosci  optyczne wykazalem, ze obecnos¢ silnego podstawnika elektrono-
akceptorowego ma na nie kluczowy wptyw [N2]. Przeprowadzone w nastgpnym etapie
badania strukturalne dowiodty znacznej zaleznosci omawianych wtasciwosci od konformacji
czasteczki, zarowno dla wkladow elektronowych jak rowniez oscylacyjnych [N4]. Te ostatnie
wklady, w obliczeniach ktorych uwzglednione zostalty réwniez efekty wynikajace
z anharmonicznosci elektrycznej i mechanicznej, wydaja si¢ by¢ szczegdlnie wrazliwe na
zmiany strukturalne. Tym samym, potwierdzona zostala silna zaleznos¢ wkladow
anharmonicznych do hiperpolaryzowalnosci pierwszego rzedu od konformacji azobenzenu,
wskazujac, ze wklady pochodzace od anharmonicznosci elektrycznej 1 mechanicznej
kompensuja si¢ w duzym stopniu wylacznie dla jednej z form. W o6wczesnych latach
obserwacja ta byta szczegolnie wartoSciowa, ze wzgledu na dotychczasowy brak tego rodzaju
badan w literaturze przedmiotu. Konsekwencjg tej zaleznosci byto podwazenie wiarygodnosci

przewidywan modelu oscylatora podwdjnie harmonicznego.
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Nieodlaczng i dosy¢ pokazng czgs¢ prowadzonych przeze mnie badan stanowita
analiza przydatno$ci réznorakich metod obliczeniowych chemii kwantowej stosowanych
w modelowaniu liniowych i nieliniowych wiasciwosci optycznych molekut. W trakcie
realizowanych badan potwierdzitem niemozno$¢ stosowania standardowych funkcjonatow
hybrydowych, jak B3LYP, w opisie polaryzowalnosci dtugich tancuchéw oraz stanow
Z przeniesieniem tadunku, a ktérych zastosowanie do obliczen hiperpolaryzowalno$ci oraz
przekroju czynnego na absorpcje dwufotonowa prowadzi do wartosci dalece
przeszacowanych wzgledem wartosci eksperymentalnych. W momencie podjecia przeze mnie
badan, w literaturze przedmiotu pojawity si¢ pierwsze sugestie jak efektywnie wyeliminowac
btad samooddzialywania, a nowe potencjaty korelacyjno-wymienne, jak CAM-B3LYP,
zaproponowane przez innych autoréw, zostaly przeze mnie wykorzystane do wyznaczenia
nieliniowych wiasciwosci optycznych pochodnych azobenzenu. Rezultaty tych badan byty
jednymi z pierwszych w tym obszarze. W szczeg6élnosci, udato mi si¢ potwierdzic
przydatno$¢ tych funkcjonatow w obliczeniach parametréw charakteryzujacych widma
dwufotonowe. Niepodwazalny element nowos$ci stanowil réwniez ich pomyslne
zastosowanie do oszacowania odpowiedzi jadrowej na zaburzenie silnym polem
elektrycznym.

Po wuzyskaniu tytulu doktora nauk chemicznych, podtrzymujac wspolprace
z osrodkiem naukowym we Wroctawiu, nawigzalem dodatkowo wspotprace z Zaktadem
Technologii Chemicznej i1 Fizykochemii Materialow Wydziatu Technologii 1 Inzynierii
Chemicznej Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy oraz Laboratory of
Biology and Applied Pharmacology, CNRS, Ecole Normale Superieure de Cachan, France, co
zaowocowalo powstaniem czterech prac opublikowanych w  migdzynarodowych
czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania. Ponadto, powstat artykut, ktorego
jestem jedynym autorem [N7]. Nie uwzgledniajac prac wchodzacych w sktad osiggnigcia
naukowego bedacego podstawg o ubieganie si¢ o Wszczecie postepowania habilitacyjnego,
catkowity IF tych prac wynosi 16.537, co odpowiada 165 punktom MNiSW. Cztery prace
powstaty przy wspolpracy z dr hab. inz. Beata Jedrzejewska i dotyczyly roznych klas
barwnikow organicznych, ze szczegdlnym uwzglgednieniem zmian $rodowiskowych na
wlasciwosci spektralne oraz zmiany strukturalne po wzbudzeniu czasteczki. Celem dwoch
pierwszych artykutow [N5 i N6] byto porownanie wlasciwosci fotofizycznych niejonowych
I jonowych zwigzkéow o przedluzonym uktadzie sprzezonych elektronow m, sprawdzenie
mozliwo$ci zastosowania metod teoretycznych do ich opisu oraz wykazanie istnienia

nieliniowej odpowiedzi tych zwigzkéw pod wplywem naswietlania promieniowaniem
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0 duzym natgzeniu. Barwniki te oparte byly na szkielecie 1,4-diwinylobenzenu z przytaczona
z jednej strony czasteczkg pirydyny (A-n-S-n-A*X") [H5] lub benzimidazolu (A-n-S-n-A)
[H6], a z drugiej ich solg alkilowa. Przeprowadzone badania wykazaly, ze wlasciwosci
spektralne badanych zwigzkow roznia si¢ od whasciwosci barwnikow typu D-n-A*X". Roznice
we  wlasciwosciach ~ fotofizycznych ~ wystepowaly  rowniez  pordwnujac  zwigzek
centrosymetryczny ze zwigzkami niecentrosymetrycznymi. Zmetylowanie pirydyny lub
benzimidazolu powodowato nieznaczng zmian¢ w potozeniu maksimum absorpcji barwnikow
w stosunku do zwigzku niejonowego, miato natomiast istotny ptyw na potozenie pasma
fluorescencji (przesunig¢cie batochromowe). Wartosci przesuni¢¢ Stokesa byly dwukrotnie
wicksze dla zwiazkéw jonowych, co pozwolito stwierdzi¢, ze po wzbudzeniu nastgpuje
zmiana geometrii czgsteczki 1 momentu dipolowego, a emisja fluorescencji nie zachodzi ze
stanu Francka-Condona lecz ze stanu zrelaksowanego. Badania dowiodty, ze wyst¢gpowanie
tzw. '"rededge effect" wynika z istnienia rdéznych konformeréw i zmiany otoczki
solwatacyjnej tych konformeréw w stanie wzbudzonym. Teoretyczna analiza geometrii
badanych zwigzkoéw w stanie podstawowym i w pierwszym stanie elektronowo wzbudzonym
dowiodta, ze fragment czasteczki z zalkilowanym pier§cieniem heterocyklicznym jest
bardziej skrgcony w stanie podstawowym 1 wyplaszczony w stanie wzbudzonym.
W przypadku zwigzku niejonowego, czasteczka jest ptaska zaréwno w stanie podstawowym,
jak 1 wzbudzonym. Analiza rozkladu gestosci elektronowej na orbitalu HOMO 1 LUMO
wskazata dla zwigzku jonowego przesunigcie tadunku elektronowego w kierunku kationu,
adla zwiazku centrosymetrycznego do centralnego pierscienia fenylowego. Wsrod
funkcjonalow  korelacyjno-wymiennych, najlepsza  zgodnos¢ miedzy  wynikami
eksperymentalnymi a teoretycznymi uzyskano dla CAM-B3LYP w przypadku pasm absorpcji
oraz dla LC-oPBE dla widm fluorescencji. Wartosci teoretyczne potwierdzity rowniez
ujemny solwatochromizm dla zwigzkéw jonowych, a dla zwigzku niejonowego efekt
odwrotny. Badania teoretyczne wykazaty rowniez istotny wpltyw polarnosci srodowiska na
warto$¢ momentu dipolowego w stanie podstawowym oraz W pierwszym stanie wzbudzonym
wskazujac jednoczesnie, ze wzbudzenie czasteczki do pierwszego stanu singletowego
skutkuje spadkiem momentu dipolowego. W kolejnych pracach [N8, N9] zaprezentowane
zostaty badania spektralne oktupolowych barwnikow push-pull o symetrii C3 (D(-n-A)s3);
posiadajace jako skrajne grupy 2-fenylooksazolon (akceptory elektronow) i polgczone
poprzez wigzanie metinowe z trifenyloaming wykazujaca wlasciwosci elektronowo-
donorowe. Cechy optyczne barwnikow zostaly réwniez poréwnane z ich analogiem

o strukturze liniowej. Badania dowiodly, ze zwigzek z symetrycznie podstawiong
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trifenyloaming wykazuje batochromowe przesunigcie pasma absorpcji w stosunku do
barwnika o budowie liniowej, jako efekt wzajemnego oddzialywania miedzy poszczegdlnymi
"galeziami" czasteczKi, ktére powoduje wzrost powinowactwa elektronowego ugrupowania
elektronowo-akceptorowego chromoforu pochtaniajacego  $wiatlo. Ponadto  wzrost
wymiarowosci molekuly poprzez wprowadzenie dodatkowych pierscieni fenylowych
separujacych donor od akceptora elektronow powodowatl nieznaczny efekt hipsochromowy,
ktory mozna przypisa¢ utrudnieniu w przeniesieniu tadunku na skutek skrecenia czasteczki
juz w stanie podstawowym. Rozgatezienie czgsteczki 1 wzrost polarnosci rozpuszczalnika
skutkowato batochromowym przesunigciem pasma fluorescencji, co oznacza wigksza
stabilizacj¢ singletowego stanu wzbudzonego W rozpuszczalnikach polarnych. Wzrost
wielkos$ci czasteczki oraz zmniejszenie polarnosci srodowiska zwigkszato z kolei wydajnosé
kwantows fluorescencji. W pracach tych role srodowiska w stabilizacji czgsteczek barwnika
W roztworze, opisano réznymi skalami polarnosci rozpuszczalnika opartymi na modelu
Onsagera. Uzyskane wyniki eksperymentalne zostaly wzbogacone o obliczenia kwantowo-
chemiczne. Zaréwno dla stanu podstawowego, jak i stanu wzbudzonego CT obserwowano
wzrost wartosci momentu dipolowego podczas przejscia z fazy gazowej do rozpuszczalnika.
Ponadto zwigkszenie polarnosci rozpuszczalnika zwigkszalo zar6wno warto$¢ momentu
dipolowego w stanie podstawowym, jak i wzbudzonym.

Istotnym elementem badan w przedstawionych pracach byta réwniez ocena przekroju
czynnego na absorpcj¢ dwufotonowa. Badania wykazaly, ze zalkilowanie ugrupowania
elektronowo-akceptorowego jest czynnikiem maksymalizujgcym warto$¢ TPA [N6]. Z kolei
zastgpienie struktury liniowej strukturg o symetrii C3 zwicksza wspotczynnik absorpcji z 690
GM do blisko 4000 GM [N8, N9]. We wszystkich przypadkach uzyskano duza zgodno$¢
pomigdzy wartoSciami eksperymentalnymi a wyznaczonymi teoretycznie z uzyciem
programu Dalton. Ponadto, analizy teoretyczne wykazaly, ze w przypadku zwigzkow
wykazujacych dodatni solwatochromizm, efektywny przekrdj czynny na absorpcje
dwufotonowg wzrasta wraz ze wzrostem polarnosci srodowiska [N6, N5]. Dla pozostatych
barwnikow, opisanych ujemnym solwatochromizmem, trend taki nie byl obserwowany [NS8,
N9]. W pracy nad pochodnymi azosulfonamidow [N7] wykazano, ze zwigckszanie struktury
podstawnika donorowego staje si¢ czynnikiem minimalizujgcym warto$¢ przekroju czynnego
na absorpcje dwufotonowg. Ponadto, przy zastosowaniu metod kwantowo-chemicznych,
przedstawiono w tej pracy szczegélowa analize liniowych i nieliniowych wlasciwosci
optycznych oraz zmiany strukturalne po wzbudzeniu pochodnych azosulfonamidow

zawierajagcych trzy rozne podstawniki donorowe. Odnoszac si¢ do badan
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eksperymentalnych'*?

, uznano metod¢ PBEO jako najlepiej opisujaca wiasciwosci spektralne
badanych barwnikow. Catoksztalt przeprowadzonych badan nad ich solwatochromizmem
oraz analiza warto$ci przesuni¢cia Stokesa' 1 TPA uwidocznit uzytecznos¢ analizowanych
pochodnych azosulfonamidéw w bioobrazowaniu, ze szczegélnym wskazaniem na pochodng

dihydroksoetyloaminowa.
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