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1. Wprowadzenie

Skuteczna walka z chorobami nowotworowymi jest wyzwaniem numer jeden wspodtczesnej
medycyny. Do najczesciej stosowanych obecnie metod ich leczenia zalicza sie chirurgie,
chemio- i radioterapie. W niektérych przypadkach wykorzystywana jest rdwniez
hormonoterapia, terapia genowa, krioterapia i immunoterapia. Pomimo tylu rdéznych
mozliwosci walki z nowotworami, praktycznie zadna z nich nie jest idealna. Najczesciej
stosowane leczenie operacyjne jest inwazyjne, kosztowne i nie zawsze gwarantuje catkowite
usuniecie chorej tkanki. Inne terapie, cho¢ czesto skuteczne, niosg ze sobg duze ryzyko
uszkodzenia zdrowych tkanek. Najlepszym tego przyktadem jest chemioterapia, ktodra
wprawdzie efektywnie niszczy komérki guza, czyni to jednak kosztem spustoszenia w catym
organizmie. Dodatkowym niekorzystnym czynnikiem wiekszosci z wymienionych terapii jest
dtugi i ucigzliwy czas rekonwalescencji po ich zakoriczeniu. Inng wysoce skuteczng metodg jest
terapia hadronowa/jonowa, ktéra charakteryzuje sie brakiem wiekszosci skutkéw ubocznych.
Niestety jej koszty i dostepnos¢ czynig jg praktycznie nieosiggalng dla wiekszosci pacjentéw.
Nic dziwnego, ze nauka i medycyna wcigz poszukujg nowej, efektywnej, selektywnej, mato
inwazyjnej, ale tez i taniej alternatywy dla skutecznego i wzglednie bezpiecznego leczenia.
W ostatnich latach pojawita sie nowa metoda, ktérg mozna okresli¢ jako swiatetko w tunelu.
To ,Swiatto” mozna potraktowa¢ dostownie, gdyz chodzi o terapie fotodynamiczng
(ang. Photodynamic Therapy, PDT), gdzie gtdwng role odgrywa promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu 600-900nm, ktérego energia zostaje zaabsorbowana przez
czgsteczki tzw. fotosensybilizatora (fotouczulacza), ktéry oddziatujgc z tlenem czasteczkowym
lub donorami, wzglednie akceptorami elektronu, uruchamia kaskade proceséw powodujgcych

efekt fototoksyczny.

Gtéwnga przewaga PDT nad konwencjonalnymi metodami leczenia nowotwordw jest jej
duza wybidrczodé, osiggana przez preferencyjng akumulacje w miejscach chorobowych
nietoksycznego w ciemnosci fotosensybilizatora, a nastepnie selektywne naswietlanie
schorzenia. Takie podejscie minimalizuje uszkodzenia w zdrowej tkance. Innymi atutami PDT

jest stosunkowo mata inwazyjnos¢, ktdra ogranicza sie do precyzyjnego doprowadzenia
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Swiattowodow w $cisle okreslone miejsce. Nasuwa sie pytanie — jezeli terapia ta posiada tyle
zalet i przewag nad konwencjonalnymi metodami walki z rakiem, to dlaczego ich jeszcze nie
wyparta? Otdz ze wzgledu na nowatorsko$é metody wciaz istniejg nierozwigzane do korca

problemy w jej stosowaniu.

Zniszczenie patogennej tkanki uzaleznione jest od wywotania odpowiednio silnego efektu
fototoksycznego w miejscu wystepowania guza. W tym celu fotosensybilizator powinien
charakteryzowaé sie selektywna kumulacja w tkance nowotworowej, wysoka wydajnoscig
generowania reaktywnych form tlenu oraz intensywng absorpcja w obszarze 600-900nm,
w ktérym nie absorbujg zwigzki endogenne, natomiast penetracja tkanki jest najwieksza.
Obecnie stosowane fotouczulacze ciggle nie sg doskonate. Niska absorpcja przy dtugich falach
oraz ograniczona selektywnos$¢ kumulacji wymuszajg stosowanie wysokich ich stezen.
Powoduje to odktadanie sie zwigzku w innych partiach ciata, a w konsekwencji, trwajgcg nawet

tygodniami nadwrazliwo$é na promienie stoneczne.

Dlatego prowadzone s3 ciggte poszukiwania nowych zwigzkéw fotosensybilizujgcych,
ktore posiadatyby optymalng kombinacje wyzej wymienionych wtasciwosci. W ostatnich latach
zainteresowano sie chlorofilami oraz bakteriochlorofilami, ktérych korzystniejsze parametry
fizykochemiczne oraz fotochemiczne czynig je potencjalnymi nastepcami stosowanych do tej
pory porfiryn. W szczegdlnosci pallado-podstawione pochodne bakteriochlorofilu, ktoére
charakteryzujg sie biokompatybilnoscig, intensywng absorpcjg przy 750nm, oraz wysoka
wydajnoscia generowania reaktywnych form tlenu, wydajg sie by¢ atrakcyjnymi
fotosensybilizatorami o potencjalnym zastosowaniu w PDT. Istotng trudnos$é stanowi jednak
ich stosunkowo mata stabilnos¢, co utrudnia uzyskanie odpowiedniej akumulacji w tkance.
Przetom nastgpit, gdy zmienita sie koncepcja wykorzystania tych fotosensybilizatoréw i celem
terapii stato sie zniszczenie naczyn krwionosnych odzywiajgcych guz, a nie jak dotychczas,
bezposrednio komédrek nowotworowych. Wywotane reakcje fototoksyczne prowadza
do powstania zakrzepow, okluzji lub zniszczenia unaczynienia wokét guza. W konsekwencji,
nowotwor zostaje odciety od doptywu tlenu i substancji odzywczych a to prowadzi do jego
nekrozy i obumarcia. Grupa prof. Avigdora Scherza z Instytutu Nauki Weizmana w lzraelu,

wykorzystata hydrofilowg Pd-pochodna bakteriochlorofilu a -WST11, ktéra w przeciwienstwie
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do dotychczas stosowanych fotosensybilizatoréw, nie wnika w komoérki lecz pozostaje
w krwioobiegu. Dzieki temu fotouczulacz nie akumuluje sie w tkankach, co drastycznie skraca
czas rekonwalescencji, natomiast reakcje fototoksyczne sg $cisle ograniczone do miejsca

naswietlania.

W okresie ostatniego roku zostata pozytywnie zakonczona lll faza badan klinicznych
z zastosowaniem WST11 przeciw rakowi prostaty. Wstepne badania pokazaty, ze WST11
mozna stosowac z powodzeniem w procesie leczenia nowotworéw litych oraz innych schorzen
dotyczacych nadmiernej waskularyzacji, jak wysiekowa forma starczego zwyrodnienia plamki
26ttej (AMD). Pomimo wielu badan, postulowany molekularny mechanizm dziatania tego
fotosensybilizatora, ktory zaktada wytacznie wolnorodnikowa droge fotosensybilizowanego
utleniania, wcigz budzi wiele pytan i kontrowersji. Niniejsza praca ma stanowi¢ przyczynek

do uzyskania odpowiedzi na niektoére z nich.

1.1. Terapia fotodynamiczna

Wykorzystanie energii promieniowania stonecznego w celach leczniczych siega czaséw
egipskich [1]. Jednak za narodziny tematyki zwigzanej z terapia fotodynamiczng uwaza sie
poczatek wieku XX [2]. Ponad 100 lat temu Niels Finsen odkryt, ze naswietlanie $wiattem
czerwonym przynosi pozytywne wyniki w leczeniu ospy [3]. Podejscie to nazwat ,fototerapia”,
za co kilka lat pdzniej otrzymat Nagrode Nobla. W roku 1903 kilka niezaleznych grup w Europie
odkryto, iz kombinacja Swiatta z niektérymi zwigzkami chemicznymi moze prowadzi¢ do Smierci
komérek [4]. Zjawisko to opisali jako ,akcje fotodynamiczng” (z ang. ,,Photodynamic action”),
a catg koncepcje nazwali pdzniej terapig fotodynamiczng (PDT). PDT jest metodg leczenia,
w ktoérej w wyniku interakcji trzech czynnikéw: fotosensybilizatora — molekuty, sSwiatta i tlenu,
dochodzi do utworzenia reaktywnych form tlenu (RFT), ktérych toksyczne dziatanie prowadzi
do zniszczenia (patogennych) komoérek i tkanek. Z uwagi na to, ze zaden z tych czynnikéw
oddzielnie nie jest toksyczny, natomiast RFT generowane s3 tylko w obszarze naswietlania
i charakteryzujg sie stosunkowo krétkim czasem zycia, a efekty fotocytotoksyczne
sg ograniczone zaréwno przestrzennie jak i czasowo, taka metoda leczenia jest wyjgtkowo
selektywng i skuteczng. Uproszczony schemat przebiegu terapii przedstawiono na Rys.1.
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Fotosensybilizator, moze byé podawany dozylnie, srédtkankowo lub w postaci masci.
Podczas gdy ze zdrowych komoérek fotosensybilizator usuwany jest w ciggu kilku godzin,
w tkance nowotworowej pozostaje znacznie dtuzej [5]. Przyczyng jest prawdopodobnie
charakterystyka szybko namnazajacych sie komodrek nowotworowych, ktére potrzebujac
do budowy duzych ilosci cholesterolu i lipoprotein przy okazji akumulujg w sobie fotouczulacz.
Dodatkowy udziat przypisuje sie nieprawidtowo funkcjonujgcemu systemowi limfatycznemu
w obrebie miejsc chorobowo zmienionych [6]—[8]. W terapii preferowane sg fale dtuzsze, ktére
umozliwiajg lepsza penetracje tkanki. Zrédtami $wiatta w PDT sg gtéwnie lasery, ktérych
Swiatto doprowadzane jest Swiattowodami do okolic guza [9]. Mechanizm powstawania reakgcji

fotochemicznych opisano w nastepnym podrozdziale.

)\ﬁ\ M CM /

\

Rys.1 Schemat przebiegu terapii fotodynamicznej. (A) Fotosensybilizator (kolor fioletowy na rysunku)
zostaje wprowadzony do organizmu. (B) W miare uptywu czasu fotosensybilizator selektywnie gromadzi
sie w patogennej tkance (schematycznie oznaczona owalem). (C) Leczony obszar naswietlany jest
dtugoscig fali dostosowang do absorpcji stosowanego fotosensybilizatora; wynikiem jest powstanie
reaktywnych form tlenu o cytotoksycznym dziataniu dla komoérek w obszarze naswietlania.
(D) W konsekwenc;ji terapii PDT nastepuje obumarcie i nekroza tkanki.

1.2. Molekularny mechanizm dziatania PDT

1.2.1. Diagram Jabtonskiego

Molekularny mechanizm dziatania PDT najtatwiej wyttumaczy¢é w oparciu o diagram
Jabtonskiego tj. graficzny schemat stanow kwantowych czasteczki [10] (Rys.2). Bezposrednio
po zaabsorbowaniu fotonu (A) czgsteczka (w przypadku PDT - fotosensybilizator) przechodzi

z podstawowego stanu singletowego 'Sy do jednego z wibracyjnych pozioméw wzbudzonych
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stan6w singletowych (na Rys.2 oznaczono je jako 'Sy, 'S,). Proces ten zachodzi bardzo szybko,
w czasie rzedu ~10™"s. Nastepnie w procesie relaksacji wibracyjnej (VR) oraz konwersji
wewnetrznej (IC), nadmiar energii jest uwalniany w wyniku ttumienia drgan lub zmiany fazy
drgan. Prowadzi to do przejscia elektronu do najnizszego stanu wibracyjnego danego
wzbudzonego podstawowego stanu singletowego (proces zachodzi w skali czasowej

10*-10"%).

Czasteczka znajdujaca sie we wzbudzonym stanie 'S; moze odda¢ swa energie
i powrdci¢ do stanu podstawowego 'Sy na trzy sposoby. W konwersji wewnetrznej nadmiar
energii uwalniany jest bezpromieniscie na drodze oddziatywania z czasteczkami
rozpuszczalnika lub otoczenia. Inng droge stanowi fluorescencja (F) - promieniste przejscie
do stanu podstawowego z emisjg fotonu o energii odpowiadajacej rdznicy energii pomiedzy
obu stanami. Proces ten jest stosunkowo szybki (10°-10s) i zalezy od budowy czasteczki oraz
od mikrosrodowiska, w ktérym sie znajduje. Krotki czas zycia wzbudzonego stanu singletowego
powoduje, iz rzadko bierze on bezposredni udziat w reakcjach chemicznych. Najciekawszym
procesem z punktu widzenia terapii fotodynamicznej, jest przejscie interkombinacyjne (lub
miedzysystemowe, ICS) ze wzbudzonego stanu singletowego do wzbudzonego stanu
trypletowego (3S;). Podczas tego przejécia nastepuje zmiana multipletowosci, co czyni ten
proces ,wzbronionym”, czyli mato prawdopodobnym, jednak gdy energie miedzy poziomami
sg niewielkie lub stany te naktadajg sie, prawdopodobienstwo procesu wzrasta. Podobnie jak
w poprzednich przypadkach, w wyniku relaksacji wibracyjnej, elektron osigga pierwszy
wzbudzony stan trypletowy (°S:). Przejécie czasteczki do stanu 'S, wiaze sie ze zmiana
multipletowosci, czynigc je formalnie zabronionym. Sumarycznie wydtuza to czas zycia
wzbudzonego stanu trypletowego. Typowy czas zycia 35, jest w granicach 10107,
co wystarcza, zeby energia wzbudzenia zostata wykorzystana w procesach prowadzacych
do zmian chemicznych otoczenia badz samego fotosensybilizatora, a w szczegdlnosci moze
prowadzi¢ do powstania reaktywnych form tlenu w procesie fotosensybilizowanego utleniania
[11]. Innymi procesami prowadzacymi do dezaktywacji wzbudzonego stanu trypletowego
s3: bezpromienista konwersja wewnetrzna, w wyniku ktorej energia oddana jest otoczeniu

w postaci ciepta oraz fosforescencja z emisjg fotonu.

15



Ea , . R
il $1C
VR o i
1S1 — \J\SE» VR 3S1 + ()2_> S+ Oz (1)
3 . e —————— -2 3 = o
A co F S1C P> o, S, +A—> S+ A (2)
I ( .- o .
130 . . Tlen 302 $+0,>S8"+0, (3)
Fotosensybilizator Mechanizm Typu Il Mechanizm Typu |

Rys.2 Diagram Jabtonskiego pofaczony mechanizmem fotosensybilizowanego utleniania. Symbole
na rysunku oznaczaja: 'S, — stan podstawowy czasteczki S, 'S; — wzbudzony stan singletowy czasteczki,
3S, — wzbudzony stan trypletowy czasteczki; VR — relaksacja wibracyjna, E — energia; A — absorpcja;
IC — konwersja wewnetrzna; F — fluorescencja, ISC — przejscie miedzysystemowe, P — fosforescencja,

302 —czasteczka tlenu w stanie podstawowym trypletowy., 102 —tlen singletowy.

1.2.2. Fotosensybilizowane utlenianie

Fotosensybilizatory moga generowad reaktywne formy tlenu pod wptywem zaabsorbowanego
promieniowania Swietlnego. Wyrdzniamy dwie drogi fotosensybilizowanego utleniania.
W Mechanizmie Typu | (Rys.2) ma miejsce jednoelektronowe utlenienie fotosensybilizatora (1)
lub jednoelektronowe utlenianie donora elektronu przez wzbudzony stan trypletowy
fotosensybilizatora (2), ktéry pdzniej oddziatuje z tlenem (3). Bezposrednim produktem tych
reakcji jest najczeéciej anionorodnik ponadtlenkowy (0, ). W Mechanizmie Typu Il (Rys.2)
ma miejsce transfer energii ze stanu wzbudzonego trypletowego fotosensybilizatora na stan
podstawowy trypletowy tlenu, co prowadzi do powstania wzbudzonej formy tlenu — tlenu
singletowego (*0,) (Rys. 2). Stosunek udziatu obu mechanizméw zalezy od wielu czynnikdw,
takich jak: budowy i formy wystepowania czgsteczki fotosensybilizatora, dostepu do tlenu,
pH srodowiska, polarnosci i statej dielektrycznej otoczenia. Powstate w obu procesach

produkty nalezg do wiekszej grupy zwigzkow okreslanej nazwa reaktywnych form tlenu (RFT).

1.2.3. Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu sg produktami kolejnych stopni redukcji czasteczki tlenu. Jest
to bardzo heterogenna grupa jesli chodzi o reaktywnos$é chemiczng i czas zycia, jednak na ogét

RFT charakteryzuja sie wiekszg reaktywnoscig w stosunku do tlenu w stanie podstawowym.
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Mozna do nich zaliczy¢ miedzy innymi: tlen singletowy, anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
wodoronadtlenkowy (HO,"), rodnik hydroksylowy (‘OH), nadtlenek wodoru (H,0,), tlenek

azotu, rodniki alkoksylowy i nadtlenkowy. Najwazniejsze z nich oméwiono ponizej.

1.2.3.1. Anionorodnik ponadtlenkowy i wodoronadtlenkowy

Bezposrednim produktem mechanizmu Typu | (fotosensybilizowanego utleniania) jest
anionorodnik ponadtlenkowy. W srodowisku wodnym pozostaje on w rownowadze ze swojg
uprotonowang forma - rodnikiem wodoronadtlenkowym (4). Stata dysocjacji dla tej reakcji
wynosi (pK) wynosi okoto 4,8, co oznacza, ze dla biologicznego pH, stezenie formy

zdysocjowanej jest zdecydowanie dominujace.

0, +H" S HO," (4)

Rodniki moga reagowa¢ miedzy sobg w reakcjach dysmutacji, prowadzac do utlenienia jednego

rodnika a redukcji drugiego (5-7). Zaznaczona ponizej stata k oznacza stata reak;ji.

0, +0, " +H,0 = HO, + 0, + OH" gdziek<0,3I-Mts?t (5)
HO, "+ 0, + H,0 = H,0, + O, + OH” gdzie k < 9,7-10” I-M™*:s™ (6)
HO," +HO," = H,0, + 0, gdzie k < 8,3-10° M s (7)

Dysmutacja anionorodnika ponadtlenkowego w roztworach wodnych zachodzi najszybciej przy
pH = 4,8, co takie odpowiada pK dysocjacji rodnika HO,". Stad tez w roztworach nie
zawierajgcych protondw, jakimi sg roztwory alkaliczne i aprotyczne (np. sulfotlenek dimetylu)
0, " jest stosunkowo trwaty. Anionorodnik ponadtlenkowy moze by¢ zaréwno reduktorem jak
i utleniaczem. | tak, moze utleniaé substancje takie jak adrenalina albo dinukleotyd

nikotynoamidoadeninowy (NADH), gdzie produktem jest H,0, (8).
NADH + 0,™* + H" = NAD® + H,05 ; k < 271 1-mol™*s? (8)

W reakcji, w ktérej O, " jest reduktorem, produktem jest tlen czgsteczkowy (np. reakcja z dla

cytochromem ¢) (9)

Cyt ¢ (Fe*") + 0, = Cyt ¢ (Fe™) + 0; k =2,6-10° I-mol™*-s™ (9)
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Anionorodnik ponadtlenkowy nie jest jednak zbyt reaktywny wobec skfadnikéw komorek.
Bedzie wykazywat reaktywno$é w stosunku do zwigzkéw zawierajgcych grupy tiolowe,
z kolagenem, substancjami redukujgcymi jak askorbinian, (NADH), a takze z w reakcjach
redukcji jonéw metali przejéciowych na wyzszym stopniu utlenienia (Fe**, Cu®*). Jego ujemny
tadunek utrudnia mu natomiast przenikanie przez btony i co wiecej, nie jest zdolny inicjowac
niebezpiecznego dla komérek procesu peroksydacji lipidéw. Nie posiadajgcy tadunku rodnik
wodoronadtlenkowy, moze swobodnie przebywac w fazie lipidowej. Dodatkowo, jego wyzisza
wartos¢ potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego pozwala mu atakowac nienasyconych kwasow

ttuszczowych i inicjowac peroksydacje lipidéw [12].

1.2.3.2. Nadtlenek wodoru

Z powyzszych reakcji (6,7,8) wynika, ze tam gdzie generowany jest anionorodnik, bedzie tez
wystepowat nadtlenek wodoru. Ta stosunkowo stabilna reaktywna forma tlenu jest dosé
dobrym utleniaczem, szczegdlnie w stosunku do grup tiolowych, ale takze indolowych,
imidazowych, fenolowych, tioestrowych [13]. Rola nadtlenku wodoru ujawnia sie dopiero
w obecnosci metali przejsciowych, podczas tzw. reakcji Fentona [14], gdzie jest substratem

kolejnej bardzo reaktywnej formy tlenu, rodnika hydroksylowego:

Fe’* + H,0, = "OH + OH™ + Fe™* (10)

0, +Fe*" = 0, + Fe?* (11)

Anionorodnik ponadtlenkowy moze tu petnic tu role reduktora jonu zelaza.

1.2.3.3. Rodnik hydroksylowy

Rodnik hydroksylowy posiada bardzo wysoki potencjat oksydacyjno-redukcyjny, co czyni go
silnym utleniaczem. Jego wysoka reaktywnos¢ wobec wiekszosci sktadnikéw komorkowych
powoduje, iz jest mato specyficzny. Jest wstanie oderwaé atom wodoru od alkanéw
i pochodnych (12) lub ulega addycji do wigzan podwdjnych jak to wida¢ w ponizszej reakcji

[15]:

H3C —CH, — OH + "OH = (H",C—CH,0H / H,C—"CHOH / H,C—CH,0") + H,0 (12)

18



1.2.3.4. Tlen singletowy

Produktem mechanizmu Typu Il fotosensybilizowanego utleniania jest tlen singletowy. Istniejg
jego dwie postacie - tlen singletowy typu delta 1Oz(lAg), oraz tlen singletowy typu sigma
102(1Zg). Drugi z nich charakteryzuje sie wyzszg energig i reaktywnoscig, jednak krétki czas jego
zycia minimalizuje prawdopodobierstwo jego bezposredniego udziatu w reakcji chemicznej.

Znacznie czesciej ulega konwersji do bardziej stabilnego tlenu 102(1Ag).

Tlen singletowy charakteryzuje sie krotkim czasem zycia w wodzie, podczas gdy w srodowisku
hydrofobowym czas ten ulega wydtuzeniu. Powoduje to, iz w btonach ta reaktywna forma
tlenu moze dyfundowaé na wieksze odlegtosci i moze rdéwniez zapoczatkowaé bardzo
niebezpieczng dla zywej komorki tancuchowa reakcje peroksydacji lipidow. Dzieki tym
wtasciwosciom, tlen singletowy uwazany jest za gtéwna reaktywnga forma tlenu odpowiedzialng
za efekt fotodynamiczny w terapii PDT. W biatkach, najbardziej podatne na uszkodzenia

wywotane '0, sg reszty aminokwasowych: tryptofan, histydyny, tyrozyny, metioniny i cysteiny.

1.3. Fotosensybilizatory w PDT

Pierwszymi fotosensybilizatorami w PDT, tzw. fotosensybilizatorami pierwszej generacji, byty
pochodne hematoporfiryny, gtéwnego barwnika krwi [4], [16], [17]. Zwigzki te charakteryzuja
sie korzystnymi parametrami fizykochemicznymi, a wiec przede wszystkim posiadajg silng
absorpcje w Swietle widzialnym, trwatos¢ czasteczki, niskg toksycznosé¢ w ciemnosci oraz
wydajnie generujg RFT podczas naswietlania. Badania wstepne wykazaty zwiekszong
akumulacje tych zwigzkéw w komadrkach nowotworowych w stosunku do komérek zdrowych.
Naswietlanie w tkance w obecnosci nowotworu indukowato nekroze i procesy apoptotyczne
[18], [19]. Pomimo tego dziatania, préby kliniczne wykazaty niewystarczajgco wysokga
akumulacje zwigzku, aby umozliwi¢ efektywng i selektywna terapie z ich uzyciem [20].
Aktywacja tych fotosensybilizatoré6w wymaga uzycia stosunkowo krétkofalowego

promieniowania, co utrudnia penetracje tkanki.

W ciggu ostatniej dekady, wraz zatwierdzeniem do zastosowan klinicznych nowych

fotosensybilizatoréw, takich jak Photofrin®, Photosan®, Photoheme®, HpD®, Levulan®,
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Vsudyne®, czy mTHCP, wzrosto zastosowanie i zainteresowanie terapig fotodynamiczna.
Wymienione leki z sukcesem zostaty wykorzystane w leczeniu standéw przedrakowych,
zlokalizowanych miedzy innymi w obrebie jamy ustnej, przewodu pokarmowego, a takie
w leczeniu raka pecherza moczowego, raka przetyku, ptuca, szyjki macicy oraz raka skéry
[21]-[28]. Ponadto, z powodzeniem stosuje sie je w terapii zwyrodnienia plamki zéttej oka

(AMD) [29], [30].

Pomimo zaawansowanego rozwoju i ciggtego postepu w PDT, wcigz nie udato sie

w petni wykorzysta¢ potencjalnych mozliwosci tej metody. Przyczynami sa:

- nieoptymalne wtasciwosci absorpcyjne dopuszczonych klinicznie fotosensybilizatorow, ktére

pozwalajg stosowac je tylko przy powierzchniowych lub niewielkich nowotworach,

- nie wystarczajgco specyficzna akumulacja fotosensybilizatoréw w docelowej tkance,

co podczas naswietlania skutkuje w uszkodzeniu réwniez zdrowych komorek,

- dtugi czas retencji fotosensybilizatora w zdrowych tkankach, np. w skérze prowadzi

do dtugiego i nieprzyjemnego dla pacjenta czasu rekonwalescenc;ji.

1.4. Cechy idealnego fotosensybilizatora

Brak satysfakcjonujgcych rezultatéw z  zastosowaniem dopuszczonych  klinicznie
fotosensybilizatorow motywowat grupy badawcze do dalszego poszukiwania nowych
zwigzkéw. W tym celu sformutowano wymienione ponizej kryteria, ktére powinien spetniac

potencjalnie optymalny fotosensybilizator [18], [31].

i)  Powinien by¢ czysty chemicznie, co pozwoli na powtarzalnos¢ wynikéw badan.

ii) Powinien posiada¢ wysoki wspétczynnik absorpcji (ekstynkcji) przy ditugosciach fali
powyzej 650 nm; przyjmuje sie, iz ,okno zabiegowe” w terapii fotodynamicznej
rozcigga sie miedzy 650-850 nm. Ponizej tego zakresu, penetracja Swiatta w tkance jest
stosunkowo staba oraz istnieje mozliwos¢ wzbudzenia niektérych endogennych

sktadnikow komodrkowych w naswietlanej tkance. Natomiast powyzej tego zakresu,
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energia wzbudzenia fotosensybilizatora staje sie zbyt niska aby efektywnie oddziatywac

z tlenem [2], a ponadto Swiatfo jest intensywnie absorbowane przez wode [32].

iii) Musi charakteryzowac sie wysoka wydajnoscig generowania reaktywnych form tlenu.
Uwaza sie, iz tlen singletowy petni kluczowa role w reakcjach PDT [17], [33]-[35],
jednak zdania sg podzielone i szczegdlnie w ostatnich latach spekuluje sie na temat

duzego znaczenia wolnych rodnikéw w terapii fotodynamicznej [36], [37].

iv) Nie moze by¢ toksyczny w ciemnosci oraz powinien byé¢ szybko metabolizowany lub

usuwany z organizmu.

v) Powinien posiada¢ odpowiednig stabilnos¢, ktéra z jednej strony umozliwi
przeprowadzenie terapii, a z drugiej strony nie spowoduje dtugoczasowej akumulacji

zwigzku w zdrowych tkankach.

vi) Wymagana jest selektywnos¢ i odpowiednia lokalizacja, co oznacza,
ze fotosensybilizator powinien gromadzié¢ sie w obrebie tkanki patogennej oraz blisko
kluczowych struktur komodrkowych, umozliwiajagc wywotanie pozgdanego efektu

cytotoksycznego.

1.5. Chlorofile i bakteriochlorofile w PDT

Ewolucja nie bez powodu wybrata grupe chlorofili (Chl) i bakteriochlorofili (BChl) jako kolektory
i konwertery Swiatta w procesie fotosyntezy. Czasteczki te zbudowane sg z cyklicznego
tetrapirolu zawierajgcego charakterystyczny izocykliczny, pieciocztonowy pierscien (Rys. 3).
W centrum pierscienia znajduje sie jon metalu, najczesciej — magnezu [38]. Ta budowa tworzy
uktad elektronéw i odpowiedzialny za wtasnosci spektralne tych zwigzkdéw, tzw. pasmo Soreta
(zlokalizowane w zakresie 300-400nm) oraz pasma Qy i Q, (zlokalizowane w zakresie
600-800nm) [38]-[40]. Z punktu widzenia terapii fotodynamicznej, szczegdlnie atrakcyjny jest
wysoki wspotczynnik ekstynkcji przy dtugich falach, czyli w pasmie Q, [38]. Wykazano,
iz chlorofile i bakteriochlorofile cechuje wysoka wydajnosé generowania RFT. Czyste Chl i BChl
nie spetniajg czesci wymienionych wyzej kryteriow; sg zwigzkami wysoce niestabilnymi,

natomiast hydrofobowy fitol utrudnia ich aplikacje i lokalizacje w komérkach nowotworowych.
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Aby zwiekszy¢ stabilno$é, oraz poprawi¢ wtasnosci fotofizyczne i fotochemiczne Chl i Bchl,

wykonano szereg modyfikacji chemicznych.

Pierwszym krokiem byta hydroliza niewygodnego dtugiego fitolu [41], [42]. Dalsze modyfikacje
otrzymanego w ten sposdb chlorofilidu pozwolity na uzyskanie wielu wydajnych
fotosensybilizatoréow. Jednak ze wzgledu na lepsze wtasnosci spektroskopowe, w centrum
zainteresowania znalazly sie pochodne bakteriochlorofii [35]. Co wiecej, okazato sie,
ze zamiana centralnego metalu w czasteczce bakteriofeoforbidu - BChl pozbawionego fitolu
i centralnego metalu - diametralnie zmienia wtasnosci fotofizyczne i fotochemiczne zwigzku
[43], [44]. Podczas gdy wzbudzone niklo- i miedzio-pochodne ulegajg szybkiej, bezradiacyjnej
konwersji wewnetrznej do stanu podstawowego nie wykazujac fotochemicznej aktywnosci,
magnezo-, cynko- i ruteno-, rodo-, europio-, pallado-pochodne charakteryzujg sie wysoka
wydajnoscig przejscia miedzysystemowego i sg wysoce fotoaktywne [43], [45]. Dalsze
modyfikacje tak otrzymanych czasteczek obejmowaty zmiany w czterech miejscach czasteczki
(na Rys.3 oznaczono je literami a,b,c,d). W szczegdlnosci pokazano, iz hydroliza lub otwarcie
izocyklicznego pierscienia przy weglu C13, oraz zamiana podstawnikéw na bardziej hydrofilowe
przy C17, pozwolito otrzymac¢ fotosensybilizatory o wtasciwosciach z potencjalnym

zastosowaniem w terapii fotodynamicznej [46].

Pomimo obiecujgcych wynikéw fizykochemicznych, badania z zastosowaniem pochodnych Bchl
w konwencjonalnym PDT, gdzie naswietlanie nastepuje po kilku godzinach od podania
fotosensybilizatora, wykazaty ich stosunkowo stabg akumulacje w komérkach nowotworowych
oraz znikomy efekt fototoksyczny [17], [47]. Okazato sie, ze fotosensybilizatory te stabo wnikaja
w komorki, natomiast pozostajg w krwioobiegu. Fakt ten wykorzystano w nieco innym

podejséciu terapii fotodynamicznej — naczyniowo skierowanej PDT [48].
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Rys.3 Wzér strukturalny bakteriochlorofilu a (po lewej) i chlorofilu a (po prawej). Czasteczka BChl jest
ponumerowana zgodnie z obowigzujacg nomenklaturg [38]. Jako R oznaczono fitol.

1.5.1. Naczyniowo skierowana terapia fotodynamiczna

Naczyniowo  skierowana terapia fotodynamiczna  (VTP)  wykorzystuje  zjawiska
fotosensybilizowanego utleniania, ale w odrdznieniu od konwencjonalnej PDT skierowana jest
przeciw naczyniom krwionosnym oplatajgcym guz, a nie przeciw samym komodrkom
nowotworu [49]-[52] (Rys.4). Jednym 2z podejs¢ jest stosowanie hydrofobowych
fotosensybilizatoréow, ktére wnikajg w komorki/btony komodrek endotelialnych naczyn
krwionosnych guza. Generowane w czasie naswietlania RFT, gtdwnie tlen singletowy, niszcza
naczynia krwionosne, odcinajac patogenng tkanke od doptywu substancji odzywczych i tlenu,

a to w konsekwencji prowadzi do jej nekrozy [53], [54].

W ostatnich latach opracowano alternatywne, bardziej skuteczne podejscie w VTP.
Zastosowano amfifiliczne fotosensybilizatory bedgce réznymi pochodnymi bakteriochlorofilu
[46], [55], [56], ktore nie wnikajg do komdrek endotelialnych, lecz pozostajg w krwioobiegu.
Stad generowanie RFT jest ograniczone do $rodowiska hydrofilowego osocza [5], [49], [57]-
[59]. Efekt fototoksyczny powoduje powstanie zatordw, zakrzepow i okluzji naczyn

krwionosnych, co skutkuje obumieraniem tkanki nowotworowej [16], [60], [61]. Molekularny
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mechanizm VTP wcigz nie jest catkowicie poznany, jednak przyjat sie poglad, iz srodowisko

wodne moze sprzyjac¢ generowaniu wolnych rodnikéw [62].

Rys.4 Schemat przebiegu/dziatania naczyniowo skierowanej terapii fotodynamicznej.(A) Podany lek,
fotosensybilizator, (B) jest tak zaprojektowany, aby nie wnika¢ do komodrek ale pozostawac
w krwioobiegu. (C) Naswietlanie chorego obszaru prowadzi do okluzji i zamkniecia sie naczyn, co
w konsekwencji powoduje nekroze tkanki (Wykorzystano grafike z [63], ktdrg przerobiono do wtasnych
celéw).

1.5.2. 'WST09

Szczegdlng uwage poswiecono pallado-pochodnym bakteriochlorofilu a. Wykazano bardzo
wysoka wydajnos¢ tworzenia wzbudzonego stanu trypletowego przez te zwigzki [64], a takze
ich stosunkowo wysokg stabilnosé. Najprostszg czgsteczka jest Pd-bakteriofeoforbid, WST09.
W wodzie tworzy agregaty z gtdbwnym pasmem absorpcji w zakresie 820-900nm, podczas gdy
w obecnosci lipidéw lub miceli monomeryzuje, z pasmem absorpcji przy 760nm [46]. Jego
wysoki wsp6tczynnik absorpcji przy 760nm , €6onm= 10°M7cm™, umozliwia wydajne
wzbudzenie go w tkance. Pierwsze badania pokazaty, ze WSTQ9 jest wysoce fototoksyczny dla

komérek rakowych i endotelialnych [65], [66].

Wyniki pomiaréw fizykochemicznych, wskazujg na silng zaleznos¢ typu procesu
fotosensybilizowanego utleniania od s$rodowiska, w ktérym on przebiega [62]. O ile
w otoczeniu hydrofobowym barwnik ten charakteryzowat sie wysoka wydajnoscig kwantowg
generacji tlenu singletowego, z niewielkim udziatem rodnikéw tlenowych, to w Srodowisku
hydrofilowym, gdzie wprowadzany byt po micelizacji z Cremophore EL, w duzej mierze
przewazat | Typ fotosensybilizowanego utleniania, z generacjg zaréwno anionorodnika

ponadtlenkowego jak i rodnika hydroksylowego [62]. Dalsze badania pokazaty, ze wtasciwosci
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tego fotosensybilizatora bedag bardziej skuteczne do niszczenia naczyn krwionos$nych, niz

samych komérek nowotworowych [65].

WSTO09 zastosowano w naczyniowo kierowane] terapii fotodynamicznej guzéw litych.
Badania przedkliniczne guza litego C6 szczurzego glejaka [65], raka okreznicy [67], raka oskrzeli
[68], raka ptaskonabtonkowego [69], oraz raka prostaty [70], [71], wykazaty wysoki procent
remisji tkanki nowotworowej. WST09 zakoniczyt réwniez pozytywnie | i Il faze badan
klinicznych. Jednak z powodu opracowania nowego, lepiej przystosowanego do VTP

fotosensybilizatora — WST11, zaprzestano dalszych badani nad tg pochodna.

1.5.3. WST11

Inkubacja WSTQ09 z tauryng i KH,PO, w DMSO prowadzi do otrzymania nowego, hydrofilowego
fotosensybilizatora - dwupotasowej soli pallado-bakterioforbidu, WST11 (Rys. 5), znanego tez
pod nazwami Stakel, Tookad® Soluble, Padelipofrin [46], [55], [56]. Zwigzek ten posiada szereg
zalet czynigcych go godnym nastepca WST09, oraz kandydatem na bliski ideatu
fotosensybilizator do zastosowan w VTP. Jest to zwigzek hydrofilowy o ujemnym tadunku,
wobec czego nie wymaga micelizacji przed jego aplikacja. Jest nietoksyczny dla organizmu,
natomiast jego szybkie usuwanie z organizmu (w ciggu zaledwie kilku godzin) zmniejsza
prawdopodobienstwo ubocznych efektéw fototoksycznych [46], [56], [72]. W przeciwienstwie
do swojego poprzednika, WST11 nie wnika do komdrek endotelialnych i jego dziatanie jest
ograniczone do wnetrza naczynia krwionosnego [73]. Z punktu widzenia konwencjonalnej
terapii PDT jest to wada, jednak przy VTP wrecz przeciwnie - pozwala to zwiekszyé
selektywnosé¢ metody [70], [74]. Ponadto, wysoki wspodfczynnik absorpcji przy 747nm
(e = 1,2.10°M™*cm™) (Rys.5) pozwala na gteboka penetracje tkanki oraz wykorzystanie
fotosensybilizatora przy leczeniu wiekszych nowotworéw. Nastepnym atutem tego
fotosensybilizatora jest jego wysoka wydajnos¢ tworzenia trypletu oraz generowania
reaktywnych form tlenu [37]. Praktyczng zaletg WST11 jest stosunkowo prosta, wydajna i tania
synteza. BChl a otrzymuje sie z bakterii Rhodovolum sulfidophilium, a WST11 - na drodze
hydrolizy, podmienienia centralnego jonu magnezu palladem oraz aminolizy pierscienia

izocyklicznego [75] [76].
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Rys.5. (A) Wzor strukturalny WST11. (B) Widmo absorpcji WST11 w MeOH (badania wtasne).

WST11 wykazuje wysoka skutecznos¢ fotodynamiczng. Fotosensybilizator znalazt zastosowanie
w naczyniowo skierowanej terapii przeciw raka prostaty. W ciggu ostatniej dekady, pozytywnie
zakoriczono badania z WST11 na zwierzetach [77] oraz wszystkie trzy fazy badan klinicznych

na pacjentach [51], [52], [78], [79].

Ponadto trwajg préby kliniczne nad wykorzystaniem WST11 w VTP w walce z nowotworami
przewodow zétciowych [80] i niedrobnokomdrkowym rakiem ptuc [81]. Zwigzek ten mdgtby
by¢ zastosowany do leczenia poddotkowej neowaskularyzacji w starczym zwyrodnieniu plamki
[82] oraz raka nerek. Inne badania pokazaty, ze WST11 wywotuje reakcje prowadzace
do stwardnienia rogowki i sugeruje sie wykorzystanie tego procesu w leczeniu stozka

rogéwki [83].

Molekularny mechanizm dziatania WST11 przedstawiono w pracy Ashura i kolegéw [37].
Postulowano, ze w wodzie, gdzie fotosensybilizator wystepuje w postaci mieszaniny
monomerdéw, dimeréw i oligomerdw [46], generowane s3g wytacznie wolne rodniki.
Po wprowadzeniu do krwioobiegu oddziatywanie WST11 z ludzkg surowiczg albuming (HSA)
powoduje rozerwanie agregatow zwigzku i utworzenie niekowalencyjnych komplekséw
z biatkiem. Postulowano, iz ta para dziata jak aktywowana swiattem oksydoreduktaza, ktéra
katalizuje transfer elektronu z proteiny na czgsteczke tlenu (Rys. 6). Sugerowano, iz jedna
czgsteczka kompleksu WST11-HSA moze przekaza¢ na tlen czasteczkowy nawet 15 elektrondw,

zanim kompleks ulega catkowitej degradacji (Rys. 6). W efekcie powstajg anionorodniki
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ponadtlenkowe, z ktérych powstajg inne reaktywne formy tlenu, w szczegélnosci rodniki
hydroksylowe. Ponadto wykluczono mozliwos¢ powstawania tlenu singletowego. Produkcji RFT
towarzyszy konsumpcja tlenu, za ktérg jest odpowiedzialny anionorodnik ponadtlenkowy.
Natomiast efekt okluzji naczyn przypisano dziataniu wygenerowanego przez kompleks
WST11-HSA wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowego. Jeden z modeli przewiduje,
ze elektron dostarczony na czgsteczke tlenu pochodzi z WST11, ktdre nastepnie pobiera
elektron z czasteczki HSA. W innym modelu elektron jest dostarczany bezposrednio przez

czasteczka biatka, a WST11 jest tylko fotoaktywowanym katalizatorem [84].
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Rys.6 Schemat postulowanego mechanizmu dziatania skompleksowanego z albuming WST11. W wyniku
naswietlania, czgsteczka WST11 przekazuje elektron na czgsteczke tlenu, prowadzac do powstania
anionorodnika ponadtlenkowego. Nastepnie elektron z czasteczki biatka redukuje WST11 do jego stanu
podstawowego. Przedstawionemu procesowi towarzyszy konsumpcja tlenu, ktéra jest wynikiem
oddziatywania czgsteczki biatka z anionorodnikem ponadtlenkowym [37].
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1.6. Przeglad metod stosowanych do wyznaczania reaktywnych
form tlenu oraz mechanizmu ich generowania

Postep, szczegdlnie w naukach biologicznych i medycznych zalezy od istnienia i dostepnosci
metod, ktérymi jestesmy w stanie zbadal interesujgcy nas problem czy zagadnienie.
Zastosowanie niewtasciwej metody, np. posredniej, nieselektywnej lub niewystarczajgco czutej,
moze prowadzi¢ do niepoprawnych zatozen lub wnioskdw. Istotne jest wiec $ledzenie rozwoju
metod badawczych, a takze specyfiki kazdej z nich i dokonywanie wyboru tych, ktére dostarcza
najwiecej informacji o badanym zagadnieniu i pozwolg zrozumie¢ oraz wyttumaczyé

zachodzace zjawiska.

Fotofizyka i fotochemia fotosensybilizatoréw to dziedziny nauki, ktére ze wzgledu na ich
ztozono$¢ oraz szybko$¢ zachodzacych proceséw, wymagajg odpowiednio czutych
i specyficznych metod badawczych. Podstawowe procesy fizyczne zachodzgce podczas
wzbudzenia molekuty, mozna z powodzeniem badaé metodami bezposrednimi. Tak wiec do
badania wtasciwosci absorpcyjnych i emisyjnych zwigzkéw uzywa sie odpowiednio
spektroskopii absorpcyjnej i fluorymetrii. Bardziej zaawansowanych urzadzen wymagajg
czasowo-rozdzielcze badania tych zjawisk, szczegdlnie gdy zachodza w czasie rzedu
102 - 10%s. Wowczas, niezbedne staja sie czute detektory o niezwykle szybkiej odpowiedszi,
a takze precyzyjne impulsowe zZrddta $Swiatta. Rejestracja zmian absorpcji w czasie, ktdra jest
mozliwa dzieki zastosowaniu laserowej fotolizy btyskowej pozwala na charakterystyke stanéw
przejSciowych zwigzku, generowanych po jego wzbudzeniu krétkim impulsem swiatta, zwykle
laserowego. Podobnie zastosowanie lasera impulsowego, jako Zzrédta swiatta wzbudzajgcego,
sprzezonego z wydajnym fotopowielaczem lub kamerg CCD umozliwia pomiar kinetyk zaniku

fluorescencji lub fosforescencji zwigzku.

Wykrywanie reaktywnych form tlenu jest bardziej ztozonym procesem, z powodu ich
krétkiego czasu zycia i czesto niewielkiego stezenia w préobce. Dodatkowym problemem jest
brak bezposrednich, czutych metod do wykrywania wiekszosci RFT. Wyjatkiem jest tlen
singletowy, dla ktérego jedng z najczulszych i najbardziej specyficznych metod detekcji jest
czasowo-rozdzielcza detekcja jego charakterystycznej fosforescencji przy 1270 nm. Czuto$é

metody w duzej mierze zalezy od uktadu pomiarowego, z ktérego sie korzysta [85]. Niestety nie

28



dysponujemy bezposrednimi i czutymi metodami do wykrywania wolnych rodnikéw [15].
Z tego wzgledu w badaniu mechanizméw ich powstawania skazani jesteémy na metody
posrednie. Warto jednak zaznaczy¢, ze wybdr dostepnych metod posrednich jest bardzo duzy
i pozwala na analizowanie rdéinych aspektéow fizykochemii wolnych rodnikéw. Zwykle,
w wyniku reakcji chemicznej lub oddziatywania fizycznego znacznika, putapki spinowej lub
substancji chemicznej z reaktywna formg tlenu powstaje produkt o charakterystycznych
wtasnosciach, ktére mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie [86], spektrofluorymetrycznie [87],
metodami elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR; ang. Electron Paramagnetic
Resonance) [88] badz przez rozdziat na wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC; ang.
high-performance liquid chromatography) [89], [90]. Do tej grupy nalezg znaczniki
fluorescencyjne [91], ktdére sg szczegdlnie atrakcyjne ze wzgledu na réznorodnosé, jak i brak
potrzeby wyrafinowano sprzetu do wykonania pomiaru. Jednak metody, w ktdrych stosuje sie
znaczniki fluorescencyjne, pomimo ze czesto s wyjatkowo czute, charakteryzujg sie
ograniczong specyficznoscig i uzywanie ich prowadzi czesto do obarczonych duzym btedem
wynikow [92]. Kolejng czutg i powszechnie stosowang metodg detekcji reaktywnych form tlenu
jest putapkowanie spinowe EPR, gdzie w wyniku reakcji putapki spinowej z danym rodnikiem
powstaje addukt spinowy o charakterystycznym (dla danego rodnika) widmie [88]. Metoda ta,
w zaleznosci od uzytej putapki spinowej, jest dosy¢ specyficzna i czuta, jednak wymaga bardzo
kosztownej aparatury. Warto tez wspomnie¢ o detekcji anionorodnika ponadtlenkowego
w reakcji redukcji ferricytochromu ¢ (pomiar spektrofotometryczny). Cenng i czuta metoda
badawczg stosowang przy analizie wydajnosci i tempa generowania reaktywnych form tlenu
jest pomiar fotokonsumpcji tlenu. Mozna tego dokona¢ za pomoca specjalnych sond i elektrod
tlenowych, pomiaréw kolorymetrycznych albo poprzez zastosowanie specjalnego znacznika
spinowego, ktéry pod wptywem zmian stezenia tlenu w badanym uktadzie zmienia parametry

swojego widma EPR [93].

W niniejszej rozprawie doktorskiej zdecydowano sie uzy¢ kilku komplementarnych metod
badawczych, ktore pozwolityby lepiej zrozumie¢ mechanizm dziatania badanych
fotosensybilizatoréw - pochodnych bakteriofeoforbidu a - w wybranych uktadach modelowych.
Kierowano sie przydatnosciag metody, jej czutoscig oraz specyficznoscig, jednak w niektdrych

przypadkach wybdr byt uwarunkowany dostepem do aparatury badawczej. Na Rys.7
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przedstawiono pogladowo wybrane metody w zaleznosci od mierzonej wielkosci fizycznej

i badanego procesu.

Podstawowe pomiary absorpcyjne i spektrofluorymetrycze przeprowadzono na aparaturze
pomiarowej dostepnej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie (WBBiB UJ) [94]. Badanie wzbudzonych standw przejsciowych
fotosensybilizatoréw oraz ich zmian w czasie wykonano za pomocg uktadéw do ultra-szybkiej
laserowej fotolizy btyskowej w Instytucie Weizmanna. Aparatura tam dostepna charakteryzuje
sie najnowsza, unikatowa technologia i wyjatkowa czutoscia, natomiast otwarty system
pozwala na dowolne dostosowanie uktadu do badanej prébki. Do detekcji fotogenerowanego
tlenu singletowego wykorzystano metode bezposrednia, poprzez pomiar rozdzielczej czasowo
fosforescencji tlenu singletowego przy 1270 nm. W tym celu wykorzystano indywidualnie
zaprojektowany zaawansowany i najwyzszej klasy uktad pomiarowy dostepny na WBBIB UJ.
System ten dziata w modzie zliczania pojedynczych fotonow, sktada sie z wydajnego lasera
impulsowego sprzezonego z fotopowielaczem czutym w podczerwieni, co pozwala na wykrycie
nawet $ladowej produkcji tlenu singletowego. Dodatkowo, uktad pozwala na obserwacje
zaniku fosforescencji samego fotosensybilizatora. Ze wzgledu na brak bezposrednich metod
pozwalajgcych na czute wykrywanie wolnych rodnikéw, zdecydowano sie na jedng z najlepiej
przystosowanych do tego celu metod posrednich, putapkowanie spinowe EPR. Jako putapke
spinowg uzyto N-tlenek 5,5-dimetylo-1-piroliny (DMPO), ze wzgledu na brak zadowalajgcych
wynikow przy zastosowaniu innych dostepnych putapek spinowych, takich jak DEPMPO
(ang. 2-Diethylphosphono-2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole 1-oxide) oraz BMPO
(ang. 5-tert-Butoxycarbonyl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide) (wynikéw nie pokazano w pracy). W
celu identyfikacji reaktywnych form tlenu wykorzystano szereg specyficznych wygaszaczy
i zmiataczy poszczegdlnych reaktywnych form tlenu. Do oceny tempa i efektywnosci
generowanych reaktywnych form tlenu uzyto metode oksymetrii EPR z uzyciem
N-tlenek-4-wodoro-3-karbamylo-2,2,5,5-tetradeuterometylo-3-piroliny (mHCTPO), jako
znacznika spinowego. W chwili obecnej jest to jedna z najczulszych metod pozwalajgca

na rejestracje zmian stezenia tlenu w badanym uktadzie.
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Rys.7 Pogladowy schemat wybranych metod badawczych stosowanych w pracy doktorskiej. Przy
wyborze kierowano sie przydatnoscig, czutoscig i specyficznosciag metody. Symbole na rysunku
oznaczaja: 'Sy — stan podstawowy czasteczki fotosensybilizatora (S), 'S; — wzbudzony stan singletowy
czasteczki, °S; — wzbudzony stan trypletowy czasteczki; E — energia; A — absorpcja; F — fluorescencja, ISC
— przejscie miedzysystemowe, P — fosforescencja, 302 —czasteczka tlenu w stanie podstawowym

trypletowy., 102 —tlen singletowy, NIR — bliska podczerwien
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2. Cele pracy

Celem niniejszej pracy byto szczegétowe zbadanie wtasnosci fotofizycznych i fotochemicznych
WST11 oraz wyjasnienie mechanizmu fotosensybilizowanego utleniania wybranych substratéw

w wodzie, w obecnosci i pod nieobecnosé BSA.

Dodatkowym celem badan opisanych w pracy byta analiza wtasnosci fotofizykochemicznych
nowych pochodnych Pd-Bakteriochlorofilu — STL3009 i STL4005, jako fotosensybilizatoréw

o potencjalnym zastosowaniu w terapii fotodynamicznej.

Dla osiggniecia zamierzonych celdw, nalezato zrealizowaé nastepujgce zadania badawcze:

- zbadad wtasnosci fotofizycznych WST11 w zaleznosci od mikro$rodowiska;

- wyznaczy¢ zdolnos¢ WST11l do fotogenerowania tlenu singletowego i wolnych

rodnikéw w wybranych uktadach modelowych i réznych warunkach doswiadczalnych;

- sprawdzi¢ wptyw kompleksowania fotosensybilizatora przez BSA na jego efektywnosé
fotosensybilizujacy;

- zbadaé wtasnosci fotofizyczne fotosensybilizatoréw STL3009 i STL4005 w zaleznosci od

mikrosrodowiska i poréwnaé otrzymane wyniki do lepiej poznanego WST11;

- przeanalizowaé zdolno$é generowania wolnych rodnikdw oraz tlenu singletowego przez

fotosensybilizatory STL4005 i STL3009 w wybranych uktadach modelowych ;

- sprawdzi¢ powinowactwa nowych fotosensybilizatoréw do BSA oraz wptywu biatka

na ich fotoreaktywnos¢;
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3. Materiaty i metody
3.1. Stosowane odczynniki chemiczne

e Stosowane odczynniki posiadaty klase czystosci co najmniej cz. d. a. (czysty do analizy) i pochodzity z

nastepujacych zrédet:

- Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska: chlorek potasu (KCl), chlorek sodu (NaCl),
dwuwodorofosforan (V) potasu (KH,PO,), wodorofosforan (V) sodu (Na,HPO,-12H,0), wodorotlenek

sodu (NaOH), zel krzemionkowy.

- Przedsiebiorstwo przemystowo-handlowe ,Standard”, Lublin, Polska: kwas solny (35-38% HCI),
nadtlenek wodoru ( 30% H,0,), chloroform, metanol (MeOH).

- Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy: 2zywica chelatujgca (Chelex-100), woreczki
dializacyjne (= 12000u), albumina wotowa (BSA), katalaza z watroby wolej, réz bengalski, Eter p-1,1,3,3-
tetrametylobutylofenylowo polietylenoglikolowy — Triton X-100 (TX-100), azydek sodu (NaNj;), EtOH,
Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADH), Toluen.

- Znacznik spinowy mMHCTPO (N-tlenek-4-wodoro-3-karbamylo-2,2,5,5-tetradeuterometylo-3-
piroliny) otrzymano dzieki uprzejmosci Prof. H.J. Halperna (University of Chicago, Chicago, IL, USA).

- Wode destylowang (podwdjnie destylowang) otrzymano dzieki uprzejmosci Dra Andrzeja Zadto
(WBBIB UJ).

¢ Badane Fotosensybilizatory:

Fotosensibilizator WST11 (Rys. 5) otrzymano w formie proszku od Steba Biotech [75], dzieki

uprzejmosci Prof. Avigdora Scherza.

W ramach wspdtpracy z grupg Profesora Scherza, otrzymano rdéwniez dwie nowe i dotad
nieprzebadane, rozpuszczalne w wodzie pochodne bakteriofeoforbidu (zsyntetyzowano i oczyszczono
przez Dra Alexandra Brandisa z Instytutu Weizmanna). Pierwsza, fotosensybilizator STL3009, posiada
podstawnik karboksylowy przy weglu C13 oraz grupe N-(aminopropylo)-aminopropylo]-
aminokarbonylowg przy weglu C17, co sumarycznie daje tadunek neutralny czgsteczki (Rys.8(A)). Druga,
STL4005, jest dodatnio natadowana i posiada dwie grupy aminoetylowe (przy weglach C13 i C17)
(Rys.8(B)).

35



H
NH

1

NH,

Rys.8 Wzory strukturalne fotosensybilizatoréw: (A) STL3009 i (B) STL4005.

e Oczyszczanie DMPO

Dostarczane przez firme Sigma Aldrich DMPO zawiera znaczng ilo$¢ zanieczyszczen paramagnetycznych,
wiec wymagato dodatkowego oczyszczenia. 1g DMPO rozpuszczano w 5ml podwdjnie destylowanej
wody. Nastepnie, przez 15 minut, wytrzgsano wodny roztwér z 5ml toluenu. Roztwdr wirowano
i odebrano frakcje toluenu. Czynnos¢ powtérzono trzykrotnie. Nastepnie odebrano frakcje wodna
do probdéwek typu Eppendorf i wytrzgsano z weglem aktywnym (0,09g : 1,5ml roztworu DMPO).
Po odwirowaniu odebrano nadsgcz do nowych probdwek Eppendorf i powtdrzono czynnosc
wytrzgsania i wirowania z weglem aktywnym. Zebrany supernatant przesgczono przez sgczek (0,22uM),
a nastepnie spektrofotometrycznie wyznaczono stezenie DMPO (przyjmujac, ze w roztworze wodnym
dla A=228nm wspdtczynnik ekstynkcji putapki wynosi 7200Mcm™ [95]). Oczyszczone DMPO

przechowywano w probéwkach Eppendorf w -20°C.
¢ Przygotowanie buforow

PBS - zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej o pH 7,4: Na 5| wody (woda dejonizowana przez system
milipore (Milipore S.A. 67120 Molsheim, Francja)) rozpuszczano 1g KCl; 1g KH,PO, ; 40g NaCl i 14,45g
Na,HPO,-12H,0. W celu pozbycia sie metali, w przygotowanym buforze umieszczano woreczek
dializacyjny z Chelexem (ok 3 g) i inkubowano przez ok 48h na mieszadle magnetycznym. pH buforu
doprowadzano do = 7,4 poprzez dodawanie stezonego kwasu solnego. Bufor byt przechowywany

w chtodni. Przed pomiarami odbierano potrzebng porcje do probéwek typu Falcon 50ml.

Zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej D,O(PBS) o pD=7,4 (pD mozna wyznaczy¢ odczytujac pH na pH-
metrze i biorgc poprawke : pD = pH + 0,4 [96]) Z uwagi na higroskopijnos¢ ciezkiej wody, podczas
przygotowywania buforu, podjeto wszelkie kroki w celu zniwelowania kontaktu z powietrzem,
mogacym zawiera¢ pare wodng. Miedzy innymi kazde uzyte naczynie byto 15min przedmuchiwane

azotem. Przygotowano pieciokrotnie stezony roztwor D,0-PBS: Do kolby 100ml odsypano 1g KCl, 1,29g
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KH,PO,, 8,20g NaCl i 0,0216g Na,HPO,-12H,0. D,0 uzupetniono do kreski i rozpuszczono sktadniki
buforu. Tak przygotowany bufor przechowywano w szczelnie zamknietej buteleczce wraz z Chelexem
(przygotowanym i przeptukanym w D,0). Do wszystkich pomiaréw w ciezkiej wodzie rozciericzano ten

bufor piec razy w D,0 (w razie potrzeby, przeprowadzono korekte pD uzywajac DCI).

Uzywane naczynia byty przeptukiwane 0,1M kwasem solnym (otrzymanym poprzez rozcienczenie
35-38% HCIl), wodg po cheleksie oraz metanolem. Suszenie nastepowato pod azotem gazowym. Przed

pomiarami wysuszone kuwety byty przedmuchiwane strumieniem sprezonego powietrza.

¢ Przygotowanie miceli TX-100

Zawiesine miceli otrzymano poprzez dodanie 0,5% Tritonu X-100 (TX-100) do roztworu badanego
fotosensybilizatora w buforze (PBS lub PBS(D,0)) a nastepnie delikatne wytrzgsanie (na wytrzgsarce
BioMix WL-2Ep) tak przygotowanej prébki. Niewielka ilos¢ detergentu przeciwdziata powstawaniu
agregatéw badanych fotouczulaczy. | tak, dla WST11 zaledwie 0,2% TX-100 wystarczyto, aby catkowicie
rozbi¢ agregaty, natomiast dla pozostatych fotosensybilizatoréw, STL4005 i STL3009, potrzeba byto

okoto 0,4% detergentu. W eksperymentach tu opisywanych i omawianych stosowano 0,5% TX-100.
¢ Przygotowywanie probek WST11, STL3009 oraz STL4005

WST11 posiada dobrg rozpuszczalnos¢ w wodzie [46]. Probki o stezeniu 2-5mM WST11
przygotowywano odpowiednio w wodzie destylowanej, buforze PBS, D,0, PBS(D,0) - w zaleznosci
od eksperymentu. Po odwazeniu potrzebnej ilosci czystego WST11 i dodaniu rozpuszczalnika prébke
wytrzgsano przez 5 minut w ciemnosci. Ostateczne stezenie probki wyznaczano z réwnania Lamberta-
Beera (A = k-c:l; gdzie A jest absorbancjg prébki, ¢ — stezeniem substancji w probce, | — gruboscia
warstwy absorbujgcej [97]) wiedzac, ze wspdtczynnik ekstynkcji WST11 przy 747nm w MeOH wynosi
1,2-10° Mem™ [46].

Prébki STL3005 i STL4005 przygotowano w wodzie destylowanej lub dejonizowanej w stezeniu 1-2mM.
Koncowe stezenie prébki wyznaczano z réwnania Lamberta-Bera zaktadajac, ze wspétczynnik ekstynkcji
tych fotosensybilizatoréw w pasmie Q, w MeOH wynosi ~1,2:10° M'em™ (informacja wiasna:

Dr Brandis, z Weizmanna).

Badane fotosensybilizatory wykazujg stabg rozpuszczalnos¢ w srodowiskach polarnych. W przypadku
pomiarow wykonywanych w metanolu i acetonie do stosowanych rozpuszczalnikdw organicznych

dodawano niewielkg objetos¢ stezonej prébki wodnego roztworu WST11, STL3009 lub STL4005.

Ze wzgledu na matg stabilnos¢ fotosensybilizatoréw w roztworze, probki na potrzeby eksperymentu
przygotowywano z proszku sktadowanego w -20°C. Podczas eksperymentu prébki przygotowanych

zwigzkéw przetrzymywano w ciemnosci na lodzie.
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¢ Przygotowywanie kompleksu WST11/STL3009/STL4005 - BSA

Kompleks WST11 z BSA powstaje w ciggu kilku sekund po zmieszaniu sktadnikow w Srodowisku
wodnym, bez wzgledu na kolejno$¢ dodawania ich do roztworu. W przypadku STL3009 i STL4005 proces

byt wolniejszy i stan réwnowagi otrzymano po odczekaniu 30min.

3.2. Techniki badawcze

3.2.1.  Spektroskopia UV/VIS

3.2.1.1. Widma absorpcji

Pomiary widm absorpcji wykonano na spektrofotometrze Hewlett Packard 8453 o rozdzielczosci 1nm,
w zakresie 190-1100nm. W wiekszosci przypadkéw badane proébki umieszczano w kwarcowych
kuwetach spektrofotometrycznych firmy Hellma o drodze optycznej 10mm. Niektére widma absorpcji
w badaniach witasciwosci spektralnych wybranych fotosensybilizatoréw oraz widma absorpcji préobek
uzywanych podczas pomiaréw femto- i nanosekundowej fotolizy btyskowej wykonano w kuwetach
kwarcowych (Starna Scientific) o drodze optycznej 2 i 4mm, przy uzyciu spektrofotometru Thermo
Scientific-Evolution 300 UV-VIS.

3.2.1.2. Ocena stopnia fotodegradacji

Pomiar fotodegradacji fotosensybilizatoréw wykonano poprzez rejestracje ich widm absorpcji po
okreslonym czasie naswietlania wigzkg laserowg o parametrach: dtugos¢ fali: 532nm, czestotliwosé:
10kHz, energia impulsu: 8 (Pulselas-P-1064-FC, Alphalas GmbH, Goettingen, Germany). Naswietlana
prébka byta umieszczona w kuwecie kwarcowej (droga optyczna 10mm, Hellma) i nieprzerwanie
mieszana podczas eksperymentu przy uzyciu mieszadta magnetycznego (mieszadto magnetyczne
do mieszania cieczy w kuwetach 10mm/10mm - Thermo Scientific™ Cimarec™ i Mini Stirrers). Przed
pomiarem ksztatt wigzki byt optymalizowany tak, aby pokrywa¢ maksymalng objetos¢ prébki (1,5ml)

w kuwecie.

3.2.2. Pomiary fluorescencji

Widma emisji i wzbudzenia fluorescencji zarejestrowano w temperaturze pokojowej w kuwetach
kwarcowych o drodze optycznej 10mm (Helma) przy uzyciu spektrofluorymetru Fluorolog 3 (Horiba,
Jobin Yvon S.A.S., Longjumeau, Francja). Szczeliny wzbudzania i emisji spektrofluorymetru podczas
pomiarow dla fotosensybilizatorow w rozpuszczalniku byty ustawione odpowiednio na 10 i 10mm oraz

dla pomiarow fluorescenc;ji tryptofanu na 5i 5mm.
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3.2.3. Oksymetria EPR

Pomiar tempa konsumpcji tlenu indukowanej swiattem w obecnosci badanych fotosensybilizatoréw
mierzono metodg oksymetrii EPR. Metoda ta jest podejsSciem posrednim, ktére przy pomocy sondy
spinowej pozwala na pomiar stezenia tlenu oraz jego zmian w prébce. Technika ta wykorzystuje wptyw
wymiennego oddziatywania spinédw miedzy czasteczkami tlenu i rodnika nitroksylowego [98]. Zmiany

stezenia tlenu wywotujg zmiany widma EPR sondy spinowej (np. przy wzroscie stezenia tlenu obserwuje
sie poszerzenie linii lub zanik struktury nadsubtelnej widma).

W ramach niniejszej pracy, do pomiaréw szybkosci fotokonsumpcji tlenu uzyto znacznik spinowy
mHCTPO [93], [99]. Wyznaczajgc parametr fenomenologiczny R (pokazano na Rys.9) oraz korzystajac
z rownania [O,](mM) = - 0,707 + 0,463 ‘R (parametry rownania zostaty wyznaczone w pomiarach
kalibracyjnych w pracy [100]) wyznaczono stezenie tlenu w prdobce. Ta wygodna metoda nie znajduje

zastosowania w uktadach o wysokim stezeniu tlenu, takich jak rozpuszczalniki organiczne (aceton,
DMSO, MeOH) ze wzgledu na zupetnie zaburzong strukture widma. Jednakie w wiekszosci

wykonywanych pomiaréw, ktére miaty miejsce w srodowisku wodnym lub micelarnym, nie napotkano
na powyzszy problem.
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Duze stezenie tlenu

Mate stezenie tlenu
Rys.9 Sposdb pomiaru fenomenologicznego parametru R dla (A) probki o duzym stezeniu tlenu i (B) o matym
stezeniu tlenu rejestrowane w H,0.

Prébki w ptaskiej kwarcowej kuwecie (o drodze optycznej 0,3mm, pojemnosci 200l lub 100pl,
Wilmad Glass, Co., NY, USA) umieszczonej horyzontalnie w rezonatorze, naswietlano in situ podczas
pomiaréw. Badania zmian stezenia tlenu przeprowadzano w temperaturze pokojowej; dla stabilizacji
temperatury rezonator byt przedmuchiwany azotem gazowym. Parametry zbierania niskopolowej

sktadowej struktury nadsubtelnej sygnatu znacznika spinowego byly nastepujace: moc mikrofal — 1mW,
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szerokos¢ przemiatania — 3G, amplituda modulacji — 0,13G. Liczba skanéw podczas pomiaru wynosita
30, czas jednego skanu 20,97s. Pierwszy pomiar rejestrowany byt w ciemnosci (jako ciemnos¢ w tej
pracy rozumie sie brak dostepu prébki do promieniowania elektromagnetycznego z zakresu dtugosci fal
200-900nm), kolejne po odstonieciu zrédta sSwiatta. Wyniki analizowano przy uzyciu programu
komercyjnego WiIinEPR [101], gdzie znajdywano potozenia poszczegdlnych ekstremdéw widm
i wyznaczano parametr fenomenologiczny R. Przy pomocy programu OriginPro 9.1 sporzadzono wykres
zaleznosci stezenia tlenu od czasu naswietlania, a nastepnie, poprzez dopasowanie funkgji liniowej,

wyznaczono szybkos$¢ procesu fotokonsumpgji.

Do pomiaréw wykorzystano spektrometr EPR Bruker typ EMX — AA, seria nr. 1579, Bruker, Niemcy.
Zrédtem $wiatta byta wysokoci$nieniowa lampa ksenonowa o mocy 300W Cermax PE300CE — 13FM /
Module 300W w obudowie chtodzonej powietrzem HX1, Perkin Elmer, USA wyposazona w zasilacz
PS300 — 12/300W, Perkin Elmer, USA. W celu uzyskania odpowiedniego zakresu spektralnego swiatta
zielonego ( 490-580nm ) uzyto szeregu filtréw, w tym filtru wodnego o drodze 5cm, petnigcego funkcje
filtru odcinajacego podczerwien, szklanych filtréw krawedziowych odcinajgcych dtugosci fali ponizej
390nm i powyzej 800nm oraz zielonego filtru dichroicznego (Andover Corporation, LOT-QuantumDesign

GmbH), przepuszczajgcego tylko swiatto zielone.

3.2.4. Putapkowanie Spinowe

Generowanie krétko zyjgcych rodnikéw (takich jak rodnik hydroksylowy czy anionorodnik
ponadtlenkowy) monitorowano przy uzyciu metody posredniej, putapkowania spinowego EPR.
W technice tej wykorzystuje sie wtasnosci diamagnetycznego nitronu, badz zwigzku nitrozowego jako
putapki spinowej, ktdra oddziatujgc z wolnymi rodnikami tworzy stabilniejsze addukty spinowe,
o charakterze wolnych rodnikéw nitroksylowych. W zaleznosci od przytagczonego rodnika, powstaty

addukt spinowy posiada charakteryzujace sie statymi rozszczepienia nadsubtelnego widmo EPR.

W niniejszej pracy jako putapke spinowg zastosowano DMPO [102]. Na Rys.10 przedstawiono
widma adduktéw spinowych wybranych rodnikéw z DMPO. Dostepne w literaturze state rozczepien
dla poszczegdlnych adduktéw, pozwalajg na przewidywanie struktury adduktéw spinowych oraz

symulacje widm [103].

Pomiar przeprowadzono analogicznie do pomiaru fotokonsumpcji tlenu, korzystajac z tego
samego spektrometru EPR i Zrédfa swiatta. Parametry rejestracji niskopolowej sktadowej struktury
nadsubtelnej sygnatu adduktéw spinowych byly nastepujace: moc mikrofal — 1mW, szerokosc
przemiatania — 3G, amplituda modulacji - 0,13G. Wykonano serie 14 skanow, kazdy trwajacy 41,94s.
Zarejestrowane widma analizowano przy pomocy programu komercyjnego WIinEPR (dostarczony przez

firme Bruker).
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Identyfikacji poszczegdlnych addutéw spinowych w zarejestrowanych widmach dokonano

porownujac state rozszczepien otrzymanych widm z danymi literaturowymi oraz generujgc widma

symulowane przy pomocy programu WinSim® 2002 [104].
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Rys.10 Symulowane przy pomocy programu
WinSim® widma poszczegdlnych adduktow
DMPO (wersja 2002; jest to darmowe
oprogramowanie, napisane przez National
Institute of Environmental Health Sciences,
Stany Zjednoczone, stuzgce do symulacji widm
eksperymentalnych EPR na podstawie zadanych
parametréw pomiaru i rozszczepienia struktury
nadsubtelnej [104] ). Nad kazdym widmem
pokazano schemat rozczepienia nadsubtelnego,
natomiast po lewej stronie podano state
rozczepien oraz pokazano wzoér strukturalny
danego adduktu.



3.2.5. Czasowo rozdzielcza detekcja fosforescencji tlenu singletowego w 1270nm

Do detekcji fotogenerowanego tlenu singletowego zastosowano bezposrednia metode polegajacy
na czasowo-rozdzielczej rejestracji jego charakterystycznej fosforescencji przy 1270nm [85]. Emisja tego
promieniowania ma miejsce podczas przejscia ze wzbudzonego stanu singletowego czgsteczki tlenu
do stanu podstawowego (Rys.11). Przejscie to zachodzi z bardzo matym prawdopodobienistwem,
bowiem ze wzgledu na rdinice multipletowosci pomiedzy singletowy stanem wzbudzonym
a trypletowym stanem podstawowym jest to przejscie wzbronione. Dlatego czasowo rozdzielcza
rejestracja fosforescencji tlenu singletowego jest bardzo trudna i wymaga bardzo czutych detektoréow

bliskiej podczerwieni.

Badania wykonano na dwdch unikatowych, indywidualnie zoptymalizowanych systemach.
Pomiaru fosforescencji tlenu singletowego dokonuje sie pod katem 90° w stosunku do wigzki
wzbudzajgcej promieniowania laserowego (Rys.11). Ze wzgledu na unikalno$¢ urzadzen, ponizej

przedstawiono schematy wraz ze szczegdétowym opisem tych uktadow.

LEGENDA Rys.11 Schemat aparatury do czasowo rozdzielczej detekcji
fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm. Wigzka lasera
laser femtosekundowy (1) padajagca na prébke prowadzi do wzbudzenia
@ \ zwierciadto fotosensybilizatora (2). Wzbudzony fotosensybilizator moze
(] soczewka przekaza¢ swojg energie wzbudzenia na rozpuszczony
1. wigzka wzbudzajgca w roztworze tlen, co z kolei prowadzi do wygenerowania
2. prébka tlenu singletowego. Pomiaru fosforescencji 'O, dokonuje sie
5 2 zg(]:irecvl\?kdamskupiajqca pod 'kaFem ?00 w stosunku do \{viazki \.Nzk'>udzajqcej
/ \ 5. filtry promieniowania laserowego po uprzednim skupieniu sygnatu
@© 6. fotopowielacz za pomocy soczewki (4) na oknie fotopowielacza (6) oraz
przepuszczeniu przez odpowiednie filtry (filtr odcinajacy
I_‘_‘l@ @ promieniowanie ponizej 1100nm oraz filtr interferencyjny
; >§_| waskopasmowy z maksimum transmitancji okoto 1270nm
L— (5)). W celu zwiekszenia intensywnosci rejestrowanego

| e—

sygnatu zastosowano zwierciadto (3) odbijajace
fotogenerowane fotony w kierunku fotopowielacza.

- System (1), pokazany na Rys.12 sktada sie z lasera impulsowego Nd-YAG (Pulselas-P-1064-FC, Alphalas
GmbH, Goettingen, Germany) z modutem drugiej i trzeciej harmonicznej (532 i 355nm)
o nanosekundowych impulsach i czasie repetycji 2-10kHz, fotopowielacza czutego w bliskiej
podczerwieni (model H10330-45, Hamamatsu, Japan) wyposazonego w filtr odcinajgcy 1100nm, filtra
waskopasmowego (NB series, NDC Infrared Engineering LTD, Maldon, UK) oraz karty do przeliczania
wielokanatowego (NanoHarp 250, PicoQuant GmbH, Berlin, Germany). Dzieki niskiej energii
pojedynczego impulsu, system znajduje szerokie zastosowanie do badan prébek fatwo ulegajgcych
fotodegradacji a takze probek o wysokiej wydajnosci generowania tlenu singletowego, gdzie za duza

moc lasera moze spowodowac wysycenie i przektamanie przebiegu sygnatu.
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Rys.12 (A). System (I) do czasowo-rozdzielczej detekcji fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm sktada sie
z (B) lasera impulsowego Nd-YAG z modutem drugiej i trzeciej harmonicznej (rozdziat na 532 i 355nm odbywa sie
na filtrach dichroicznych; 1064nm zostaje odciete poprzez 50cm filtr wodny) (C) oraz z uktadu detekcji opartego
na czutym w bliskiej podczerwieni fotopowielaczu, znajdujgcym sie w oksydowanej obudowie redukujacej doptyw
promieniowania IR z otoczenia. Na rysunku zaznaczono odpowiednio elementy aparatury: 1. probka 2. lustro
odbijajgce sygnat w kierunku fotopowielacza, 3. mieszadto magnetyczne (Thermo Scientific™ Cimarec™
z modutem Mini Stirrers).) 4. Kwarcowa soczewka zbierajaca sygnat, 5. Zestaw filtrow waskopasmowych, w tym
1270nm dla detekcji '0,.

- System Il wykorzystuje ten sam ukfad detekcji co System (1), ale rdzni sie zrédtem wzbudzania (Rys.13).
Wykorzystano tu laser ND:YAG pompowany diodami z tzw. , Q-switch’em” (co pozwala na generowanie
impulséow nanosekundowych), zintegrowany z optycznym oscylatorem paramagnetycznym (Ekspla NT242).
Laser ten charakteryzuje sie o co najmniej rzad wielkosci wiekszg niz w Systemie () energia pojedynczego
impulsu (40 UV, czas trwania impulsu : 3-6ns). Ponadto, ma mozliwo$¢ generowania impulséw z czasem
repetycji 1kHz z zakresu 210-2600nm z wyjatkowgq czystoscia spektralng (gwarantowane przez producenta).
Laser o duzej mocy jako zrédto wzbudzania jest bardzo przydatny do badania substancji charakteryzujgcych

sie niskg wydajnoscig kwantowg do fotogenerowania tlenu singletowego.
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Rys.13 (A) System 2 do detekcji fosforescencji tlenu singletowego
w 1270nm. Wigzka lasera nie wymaga stosowaniu dodatkowych
filtrow w celu otrzymania pozgdanej dtugosci fali. (B) Schemat uktadu
detekcji luminescencji w podczerwieni skonstruowany na wzér uktadu
z Systemu (1).

Oba systemy charakteryzujg sie bardzo duzg czutoscig, pozwalajaca na wykrycie nawet sladowych
sygnatéw fosforescencji tlenu singletowego. Analiza danych, polegajgca na dopasowaniu funkcji lub
superpozycji kilku funkcji eksponencjalnych, zostata przeprowadzona przy uzyciu specjalnie
zaprojektowanego w tym celu programu ,LASER” (dr Marcin Sarewicz, Zaktad Biofizyki WBBIiB UJ;
w procedurze dopasowania, program wykorzystuje algorytm iteracyjny Levenberg-Marquardta). Dalszg
analize, miedzy innymi sporzadzenie wykreséw i wyliczenie wydajnosci kwantowych generowania tlenu
singletowego, przeprowadzono w programie OriginPro 9.1. W celu wyznaczenia wydajnosci kwantowej,
poréwnano zdolnoé¢ generowania ‘O, badanych prébek z wydajnoscig kwantowag wzorca — Rézu
Bengalskiego (RB). W tym celu sporzadzono roztwory probki badanej i wzorca, o jednakowej
absorbancji przy fali wzbudzenia. Poczatkowe wartosci intensywnosci mierzono w zaleznosci od energii
promieniowania wzbudzajgcego. W obszarze liniowego wzrostu intensywnosci fosforescencji
wyznaczono nachylenie prostej dla probki (a) i dla standardu (a;). Znajgc wartos¢ wydajnosci kwantowej

standardu (¢,), szukana wydajnos¢ kwantowa probki wynosi: d= ¢.(a/a,).
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3.2.6. Laserowa fotoliza btyskowa

Laserowa fotoliza btyskowa zostata wykorzystana do badania wtasciwosci spektralnych i czaséw zycia
krotko zyjacych standw przejsciowych fotogenerowanych pod wptywem femtosekundowego impulsu
laserowego. Pomiary zostaty wykonane w Instytucie Nauki Weizmanna, dzieki uprzejmosci Prof.
Avigdora Scherza; oraz wsparciu finansowemu w ramach projektu NCN Etiuda 2013/08/T/ST4/00053).

3.2.7.1. Femto- i pikosekundowa fotoliza btyskowa

Unikalny uktad do femto- i pikosekundowej fotolizy btyskowe] zostat zaprojektowany i ztozony przez
Dr Iddo Pinkas’a z Instytutu Nauki Weizmanna (fotografia uktadu na Rys.15). Uktad pomiarowy sktada
sie z systemu laserowego opartego na oscylatorze pracujgcym w trybie ,mode-locked” (Spectra Physics,
Mai Tai SP). Oscylator produkuje serie 120fs impulséw z maksimum w 800nm i mocy 900mW
(10nJ/impuls). Powstate impulsy zostajg nastepnie rozciggniete w czasie do kilku pikosekund po czym
zostajg wzmocnione przez regeneracyjny wzmacniacz impulsowy (chirped pulse regenerative amplifier,
Spectra Physics Spitfire Ace) pompowany przez laser impulsowy Nd:YLF (Spectra Physics Empower 45).
Po wzmocnieniu, impuls o mocy 2,5mJ i czasie repetycji 500kHz zostaje rozdzielony na dwie wigzki:
pompujacg i prébkujgca, po czym zostaje skierowany do paramagnetycznego optycznego wzmacniacza
(OPA, Spectra Physics OPA-800CF), w celu otrzymania 120fs impulsow w zakresie dtugosci fal
300-3000nm. W zaleznosci od dtugosci fali, moc wyjsciowa impulsu waha sie od kilku do kilkudziesieciu
mikrodzuli. Czestotliwos¢ wigzki pompujgcej jest mechanicznie zredukowana do 250Hz przy uzyciu

zsynchronizowanego z laserem choppera (C-995 TTI).

Wigzke prébkujacg otrzymano z wczedniej oddzielonej czesci wigzki 800nm. Wpierw wigzke
poprowadzono przez linie opdziniajgcy sterowang softwarowo, po czym odpowiednio skupiono
na krysztale szafiru lub fluorku wapnia (CaF,) w celu otrzymania kontinuum widmowego odpowiednio
w zakresie 420 - 720nm lub 300 — 720nm.

Koncowe wigzka probkujgca i pompujgca sg skupione w tym samym punkcie i przecinajg sie pod
matym katem wewnatrz kuwety kwarcowej o drodze optycznej 4mm (Starna). Podczas pomiaru probka
byta delikatnie mieszana mieszadtem magnetycznym (modut TC 125, Quantum North West).
Po przejsciu przez probke, wigzka prdobkujgca jest analizowana przez spektrograf (Jobin Yvon Triax 180)
a nastepnie zbierana kamerg CCD (Andor Newton DU-970N-UV). Caty system do femto-
i pikosekundowej fotolizy btyskowej jest kontrolowany programem napisanym w National Instruments

LabView. Uproszczony schemat dziatania uktadu przedstawiono i opisano na Rys.14.
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Rys.14 (A) Uproszczony schemat aparatury femto- i picosekundowej fotolizy btyskowej. Probka (3) zostaje
wzbudzona wigzka pompujgcy lasera femtosekundowego (1) po uprzednim przejsciu przez tzw. Chopper (2),
w celu dobrania odpowiedniej czestosci. Wigzka prdbkujgca (4), pochodzaca z tego samego lasera co wigzka
pompujaca, nakierowywana jest na zespot ruchomych luster, stanowigcych modut opdznienia wzgledem wigzki
wzbudzajacej (poprzez wydtuzanie drogi wigzki). Nastepnie wigzka probkujgca, po przejsciu przez krysztat szafiru
(6), ktory konwertuje Swiatto podczerwone na swiatto biate (460-760nm), jest skierowana na prébke tak, aby
przecinac sie z wigzka prébkujaca. Zmiane potozenia luster modutu opdzniajgcego (5), umozliwia ,probkowanie”,
czyli pomiar zmiany absorpcji w danym punkcie czasowym. Zmiany absorpcji prébki po uprzednim skupieniu
na Swiattowodzie (7), rejestrowane sa przez odpowiedni detektor (8).

A\ —.\nn‘lh;hu \

W 1
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Rys. 15 Fotografia systemu do femto- i pikosekundowej laserowej fotolizy btyskowej znajdujacego sie w Instytucie
Nauki Weizmanna, Rehovot, Izrael.
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Przebieg pomiaru:

Po wtaczeniu lasera odczekiwano ok. 3h w celu stabilizacji mocy i pozycji wigzki. Nastepnie ustawiano
wigzke prdébkujgcg poprzez odpowiednie skupienie wigzki lasera 800nm na krysztale szafiru/CaF,.
Otrzymane biate continuum zalezy od krysztatu (szafir lub CaF,), skupienia i szerokosci padajace;j wigzki.
Krysztat fluorku wapnia wymagat ciggtego ruchu w celu zapobiezenia termicznemu zniszczeniu jego
struktury — co otrzymano poprzez sprzezenie ze specjalnym wolno suwnym silniczkiem. To rozwigzanie
powodowato jednak dodatkowe szumy wynikajace z niejednorodnosci i niedoskonatosci w krysztale
(zanieczyszczenia lub mikro rysy na jego powierzchni). Otrzymane widmo, charakteryzowato sie bardzo
stabg intensywnoscig w zakresie 420-500nm, wiekszg w 500-700nm, oraz duzg intensywnoscig powyzej
700nm. Z kolei biate kontinuum otrzymane z zastosowaniem krysztatu szafiru, ktére pozwalato
na badanie w zakresie dtugosci fal 500-780nm, charakteryzowato sie wiekszg stabilnoscig niz swiatto
po przejsciu przez fluorek wapnia. Do wiekszosci pomiarow uzyto CaF, w celu préby uzyskania sygnatu
<500nm.

W wiekszosci przeprowadzonych pomiardw, probke wzbudzano wigzka lasera o dtugosci fali
520-530nm, o mocy 400-500uW. Ze wzgledu na pewne problemy techniczne, czes¢ pomiarow
przeprowadzono przy wzbudzeniu w 400nm (moc 300-1000puW). Moc wigzki wzbudzajacej
modyfikowano przy uzyciu filtrow kotowych gradientowych ND (Thorlabs) i mierzono miernikiem
(Ophir, Vega P/N 7201560). Nastepnie przy pomocy mikropokretet luster, nakierowujgcych wigzki
w kierunku prébki, ustawiono ich przeciecie w srodku kuwety, tak aby otrzymywany sygnat absorpcji
roznicowej byt maksymalny. Przebieg otrzymywanego sygnatu jest rézny w zaleznosci od stopnia
przykrywania sie obu wigzek. Prawdopodobnie jest to tez zwigzane z niejednorodnoscig spektralng
przekroju wigzki prébkujgcej. Stosowana kamera CCD nie byta wystarczajgco czuta w zakresie krétkich
fal (<520nm), stad analizie poddano absorpcje réznicowg tylko z zakresu 520-780nm. Niektorym
pomiarom towarzyszyly wahania mocy lasera, prawdopodobnie spowodowane zmiennymi warunkami

otoczenia (temperatura, wilgotnosc).

Wyniki numeryczne miaty postac pliku (.csv) bedacego zbiorem widm réznicowych absorpcji (réznica
widm absorpcji prébki wzbudzonej i przed wzbudzeniem) przypisanych poszczegdlnym punktom
czasowym. Wstepng analize danych, miedzy innymi wybdr reprezentatywnych widm rdznicowych,
dopasowanie krzywych zaniku oraz znalezienie poszczegdlnych sktadowych sygnatu przy pomocy funkgji

»,Global Fit”, wykonano w programie Surface Xplorer Pro 2.2 (Ultrafast Systems [105]).

3.2.7.2. Nanosekundowa fotoliza btyskowa

Do badania standow przejsciowych czgsteczek o nano- i mikrosekundowym czasie zycia (miedzy innymi
stanu trypletowego) wykorzystano nowoczesny, szerokopasmowy, sub-nanosekundowy spektrometr
do absorpcji przejsciowej EOS (Ultrafast Systems). Zostat on specjalnie zaprojektowany do pracy
z laserami o czestotliwosci do 1kHz. System wykorzystuje technike pomiarowa ‘Pump-probe’, gdzie

zrodtem wzbudzania jest system laserowy opisany w Sekcji 2.3.7.1 o femto- i pikosekundowej laserowej
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fotolizie btyskowej). EOS stanowi integracje wysokiej jakosci elementow optycznych Thorlabs z czutymi
detektorami (detektory CMOS o rozdzielczosci 1,5nm, o czutosci w zakresie 350-850nm, model
8370-3-VIS). System pozwala na wykonywanie pomiaréw w zakresie 400-900nm z rozdzielczoscig
czasowg do 500ps. Widma sg zbierane i usredniane z czestoscig 0,5-1kHz (w zaleznosci od ustawienia

lasera) a nastepnie wyswietlane w postaci graficznej w programie EOS (LabView).
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Rys.16 (A) Schemat dziatania systemu do nano- i mikro-sekundowej laserowej fotolizy btyskowej EOS. Uktad
wykorzystuje podwadjnie probkujgcy schemat detekgji (,,dual probe-: probe-reference”), gdzie wigzka préobkujgca
(3) jest rozdzielona na dwie wigzki (4): jedna padajaca na prdébke (2) rejestruje zmiany absorpcji wywotane
impulsem wzbudzajgcym (1) a druga jest skierowana bezposrednio do spektrometru (6) w celu monitorowania
i korekty fluktuacji Swiatta prébkujgcego. (B) Fotografia uktadu do nanosekundowej laserowej fotolizy btyskowej

dostepnego w Instytucie Nauki Weizmanna.

Wstepna analize danych przeprowadzono przy wykorzystaniu programu Surface Xplorer Pro 2.2
(dopasowanie eksponencjalnych zanikéw, dopasowanie ,Global Fit”, wybdr kinetyk oraz

reprezentatywnych widm rdznicowych absorpcji). W oparciu o program Origin9.1 przygotowano
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wykresy oraz oszacowano statg oddziatywania wzbudzonego stanu trypletowego z tlenem (z powodu
braku dostepu do mieszanek gazowych oraz uktadu do pomiaru stezenia w probce, statg oddziatywania
wyznaczono majgc do dyspozycji dwa punkty pomiarowe: pod nieobecnos¢ tlenu oraz w réwnowadze

z powietrzem — stezenie tlenu w tych warunkach zaczerpniete z literatury).

3.2.7. Pomiary w warunkach beztlenowych i po nasyceniu tlenem

Niektore badania procesu fotodegradacji, laserowej fotolizy btyskowej oraz czasowo rozdzielczej
detekcji fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm, przeprowadzono w warunkach beztlenowych,
matego stezenia tlenu lub nasycenia 100% tlenem. W tym celu, prébke w kwarcowej kuwecie (w ktorej
pozniej przeprowadzano pomiar), przedmuchano argonem (Ar 5.0; Messer, Polska sp. z 0.0.), tlenem
(Oy; 5.1; Messer, Polska sp. z 0.0.), lub mieszankg azotu i tlenu (Messer, Polska sp. z 0.0.), zgodnie
z przedstawionym na Rys.17 schematem. Prébke przedmuchiwano matym strumieniem gazu (okoto
2 babelki gazu/s) przez 30min. W préobkach w obecnosci miceli lub wysokich stezen BSA, z powodu
powstawania piany podczas bezposredniego gazowania probki, stosowano odmienng procedure.
Prébke mieszang mieszadtem magnetycznym  przedmuchiwano ponad powierzchnig roztworu.
Po uptywie 30min igte doprowadzajgcg gaz wprowadzono do roztworu w celu wypetnienia kuwety
bgbelkami gazu. Nastepnie, po odfaczeniu igiet, mieszano prébke przez okoto 2min poprzez obracanie

kuwety o 180 stopni.

Odprowadzane
nadci$nienie gazu
ﬁ Z probki

igty przebijajgce
silikonowe septum
korka kuwety Rys.17 Schemat ukfadu do przedmuchiwania

prébki gazem/mieszankg gazows. Gaz (z butli)

Doprowadzany gaz:
Ar, 02,
lub mieszanka N /O 2

. doprowadzon jest wezykiem tygonowym
prébka p y |J ezy 3% y
w kuwecie zakonczonym igtg do probki. Druga igta stuzy

do wyréwnania cisnienia nad roztworem.

3.2.8. Analiza niepewnosci

Dla serii pomiaréw o matej liczbie powtdrzen (ponizej 10) odchylenie sredniej artmetycznej liczono
z rozktadu Studenta, mnozac odchylenie standardowe z rozktadu Gaussa przez odpowiedni
wspotczynnik Studenta aby uzyskaé poziom ufnosci 68% lub 99,9% w celu otrzymania niepewnosci
[106]). Btedy pomiaréw posrednich liczcono metodg rézniczki zupetnej [107].
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4. Wyniki

W pierwszej czeSci pracy zamieszczono wyniki szczegdétowych badan witasciwosci
fotochemicznych i fotofizycznych sensybilizatora WST11. Chociaz ogdlny przebieg
fotosensybilizowanego utleniania z udziatem WST11 wydaje sie dos¢ dobrze poznany [37],
pewne watpliwosci, dotyczace niektérych aspektéw proponowanego mechanizmu,
wzmiankowane we  wstepie, wymagaly przeprowadzenia szeregu dodatkowych
eksperymentow pozwalajgcych na jednoznaczng interpretacje wynikow. W drugiej czesci pracy
zaprezentowano wybrane wifasciwosci fotofizyczne i fotochemiczne dwdch nowych
fotosensybilizatoréow -STL3009 oraz STL4005, nalezgcych do rodziny Pd-podstawionych
pochodnych bakteriochlorofili, ktére w wodnych srodowiskach o neutralnym pH wystepujg
w formie kationowej. Warto podkreslié, iz WST11 w takich samych warunkach doswiadczalnych
wystepuje w formie anionowej. Niestety, dostepna mata ilos¢ STL3009 i STL4005 nie pozwolita
na szczegdtowq analize ich fotosensybilizujgcych wtasciwosci jak to miato miejsce w przypadku

WST11.

Chociaz badania opisane w niniejszej pracy przeprowadzono w kilku wybranych
mikrosrodowiskach, przede wszystkim skoncentrowano sie na $rodowisku wodnym
w obecnosci i pod nieobecno$é¢ albuminy surowicy bydlecej (BSA), ktorej podstawowe
wiasciwosci sg podobne do wtasciwosci albuminy surowicy ludzkiej (HSA). Podyktowane jest
to specyficznymi warunkami uzycia WST11 jako fotosensybilizatora stosowanego
w naczyniowo skierowanej terapii fotodynamicznej [52], [60], [61]. W celu identyfikacji
reaktywnych form tlenu, powstajgcych w czasie naswietlania badanych pochodnych
bakteriochlorofili, zastosowano szereg bezposrednich i posrednich metod ich detekcji.
W metodach posrednich uzywano wybranych substratéw cechujgcych sie wysokg statg
oddziatywania z okreslong reaktywng forma tlenu. | tak, aby potwierdzi¢ obecnosé¢ tlenu
singletowego ('0,(*Ag)), uzyto histydyny, chemicznego wygaszacza 'O,('Ag) o statej
oddziatywania 2:10'M™*s™® [108] i azydku sodu, fizycznego wygaszacza tlenu singletowego
o statej szybkoici gaszenia 5,1-10° M's' [109]. Ponadto, cze$¢ eksperymentéw
przeprowadzono w ciezkiej wodzie (D,0), w ktérej czas zycia 'O, (1Ag) jest ponad

dziesieciokrotnie dtuzszy niz w wodzie zwyktej [110]. Identyfikacje generowanego w badanym
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uktadzie anionorodnika ponadtlenkowego (0,°") przeprowadzono poprzez poréwnanie tempa
fotokonsumpcji tlenu oraz powstawania charakterystycznego adduktu spinowego w obecnosci
i pod nieobecnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) - enzymu katalizujacego dysmutacje
anionorodnika ponadtlenkowego [111], katalazy — enzymu katalizujacego rozktad nadtlenku
wodoru (H,0,) [112] oraz dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego NADH, jako wydajnego
donora elektronéw ([113]). Dodatkowo, w celu usuniecia mozliwych rodnikéw

hydroksylowych, dodawano 10% EtOH [114].

4.1. Opis wtasnosci fizycznych WST11

4.1.1. Wiasciwosci spektralne

Badania nad fotosensybilizatorem WST11 rozpoczeto od pomiaréw absorpcji stanu
podstawowego w réznych mikrosrodowiskach. Pomiary miaty umozliwi¢ oszacowanie stopnia
agregacji oraz wybor zakresu dtugosci fal do wzbudzenia fotosensybilizatora podczas dalszych
eksperymentéw. W badaniach stosowano 20uM stezenie WST11, gdyz jest ono zblizone
do tego, ktore spodziewane jest w miejscu dziatania podczas terapii VTP. W terapii takiej
standardowo stosuje sie 2-4mg WST11 na 1kg masy ciata [52], co przy zatozeniu, ze na 1lkg
masy ciata przypada 80ml krwi daje koricowe stezenie 25-50uM/ml. Zastosowanie wyzszych
stezen fotosensybilizatora przyczyniatoby sie do jego agregacji [46]. Z drugiej strony,
stosowanie nizszych stezen spowodowatoby uzyskanie jedynie niskiej jakosci danych,

co utrudnitoby ich analize i interpretacje.

4.1.1.1. Wptyw polarnosci na absorpcje

W rozpuszczalnikach organicznych WST11 wystepuje w postaci monomeréw [46]. Typowe
widmo absorpcji WST11 zmierzone w metanolu pokazano na Rys.5(B). Widmo charakteryzuje
sie dobrze wyksztatconymi pasmami Qy, Qx, oraz Bx, i By w pasmie Soreta, o maksimach
absorpcji odpowiednio przy 748, 518, 384 i 332nm. Zmiana rozpuszczalnika przesuwa
pofozenie poszczegdlnych pasm z zachowaniem charakterystycznego przebiegu absorpcji
(Rys.18). W szczegdlnosci, potozenie pasma Q, wraz ze spadkiem polarnosci $rodowiska,

przesuwa sie w strone fal krétszych (Rys.18 - insert). Trend ten jednak nie dotyczy MeOH
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Rys.18 Wptyw rozpuszczalnika (legenda) na przebieg widma absorpcji 10uM WST11. Insert
na rysunku pokazuje zmiany w pofozeniu pasma Q, wraz ze spadkiem polarnosci

rozpuszczalnika.

(Rys.5(B)) i DMSO (nie pokazano), gdzie potozenie Q, wynosi odpowiednio 748 i 752nm

(relatywne polarnosci w tych rozpuszczalnikach wynoszg odpowiednio 0,762 i 0,444).

4.1.1.2. Witasciwosci spektralne w srodowisku wodnym

W sSrodowisku wodnym WST11 wystepuje w postaci cze$ciowo zagregowanej, co uwidacznia
sie poszerzonymi i przesunietymi potozeniami pasm absorpcji (patrz dyskusja w pracy Brandis

et al., 2007).

Kolejnym etapem badan wptywu srodowiska na wtasciwosci absorpcyjne oraz stopien agregacji
WST11 byto sprawdzenie wptywu sity jonowej. W tym celu zarejestrowano szereg widm
absorpcji 20uM WST11 w buforze PBS (z ang. Phosphate-buffered saline) o réznej sile jonowej,
otrzymanej poprzez odpowiednie rozcieiczanie 0,1M PBS (stezenie jondw: 1370mM NaCl,
27mM KCI, 81mM Na,HPO,4, 1.47mM KH,PO, ) wodg destylowang (WD) (Rys.19(A)). Wraz
ze wzrastajgcym stezeniem buforu zaobserwowano spadek intensywnosci, poszerzenie
i przesuniecie obszaru Soreta i Q, w strone fal dtuzszych a takze spadek intensywnosci pasma

Qy z pojawieniem sie charakterystycznego ramienia przy okoto 720nm. Na Rys.19(B) pokazano,
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ze dodawanie kazdej z soli wchodzacych w sktad buforu PBS do roztworu 20uM

fotosensybilizatora w wodzie destylowanej, powoduje agregacje zwigzku.
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Rys.19 (A) Postepujaca agregacja 20uM WST11 wraz ze wzrastajacy sitg jonowgq indukowang poprzez
odpowiednie rozcienczenie 0,1M roztworu buforu PBS. (B) agregacja fotosensybilizatora indukowana
137mM stezeniem kazdego ze sktadnikow PBS.

Zmiany pH roztworu WST11 w PBS takze wptywajg na wtasciwosci optyczne fotosensybilizatora

- spadek pH powoduje wzrost agregacji WST11, patrz — Rys.20.

Absorbancja (j.u.)

T I T I T I
400 600 800
Diugosc fali (nm)

Rys.20 Wptyw pH na widmo absorpcji 20uM WST11 w PBS. Zmiany pH otrzymano poprzez dodawanie
do badanej prébki stezonego kwasu solnego, HCI.
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4.1.1.3.

Wptyw BSA na absorpcje WST11

Dodawanie BSA do 20uM WST11, zaréwno w wodzie destylowane] jak i w PBS powoduje

zwezenie i przesuniecie poszczegdlnych pasm absorpcji (Rys.21). W obu przypadkach,

po dodaniu 0,5mM BSA maksimum pasma Q, wystepuje przy 755nm jednak pasma te roznia

sie intensywnoscig i szerokoscig. Dodatkowo obserwuje sie przesunigcie pasm Soreta (By, By)

w strone fal dtuzszych oraz silne przesuniecie pasma Qy w strone fal krétszych.

A

Absorbancja (j.u.)

0,3

20pM WST11 w WD +
—— 0uMBSA
——5uM BSA
—— 20 uM BSA
—— 100 uM BSA
—— 500 uM BSA

400 600
Dtugosc fali (nm)

800

Absorbancja (j.u.)

0,3

.
/

20uM WST11 w PBS +
——0uMBSA
—— 5uMBSA
—— 20 uM BSA
———100 uM BSA

| —— 500 uM BSA

400 600 800

Dtugosc fali (nm)

Rys.21 Zmiany widm absorpcji 20uM WST11 w wyniku wprowadzenia BSA do roztworu. Wyniki

w $rodowisku (A) wody destylowanej (WD) i (B) buforze PBS. Strzatkami zaznaczono zmiany w widmie

absorpcji zachodzace wraz z czasem naswietlania probki.

Pomiary kontrolne, wykonane w obecnosci wybranych reagentéw - NaN3 (5mM), histydyny

(100puM), DMPO (0,1M), mHCTPO (0,1mM), wykazaty brak ich wptywu na widmo absorpcji

fotosensybilizatora w zakresie 400-755nm. Widmo absorpcji fotosensybilizatora w D,0 jak

i w PBS(D,0) odpowiada widmom rejestrowanym w odpowiednio WD i PBS.
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4.1.1.4. Proces fotodegradacji WST11

Postep fotodegradacji WST11 zmierzono spektrofotometrycznie w wybranych uktadach
modelowych zgodnie z procedurg opisang w rozdziale ,Metody”. Przeprowadzenie takich
pomiarow byto konieczne ze wzgledu na oszacowanie stabilnosci zwigzku oraz identyfikacje
produktéw proceséw fotoblakniecia. Co prawda w pracy Ashur’a [37] zwrdcono uwage
na wzglednie matg fotostabilno$¢ zwigzku w $rodowisku wodnym oraz pokazano ochronny

efekt albuminy, jednak nie analizowano doktadnie fotodegradacji w réznych srodowiskach.

Pomiar szybkosci fotodegradacji przeprowadzono naswietlajgc roztwér WST11 w réwnowadze
z powietrzem wigzka lasera o dtugosci fali 532nm. Widma zarejestrowano w szesciu punktach
czasowych po 0, 1, 3, 8, 16 i 26 minutach naswietlania. Jak wida¢ z Rys.22(A,B), 26-minutowe
naswietlanie WST11 w obecnosci miceli 0,5% TX-100 oraz w rozpuszczalniku organicznym
(MeOH) skutkuje niemal dwukrotnym zmniejszeniem sygnatu absorpcji fotosensybilizatora
z jednoczesnym narastaniem szerokiego widma absorpcji w obszarze 400-600nm (Rys.22).
Widma absorpcji produktow koncowych fotodegradacji uzyskano poprzez kilkuminutowe

naswietlanie oswietlaczem diodowym o dtugosci fali 755nm i mocy 2W.
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Rys.22 Fotodegradacja 20uM WST11 indukowana S$wiattem laserowym o dtugosci fali 532nm
w (A) TX-100/PBS i (B) MeOH. Strzatkami zaznaczono zmiany w widmie absorpcji zachodzace wraz
z czasem naswietlania prébki. (C) i (D) pokazujg widmo absorpcji produktéw degradacji odpowiednio
w TX-100/PBS i MeOH otrzymanych podczas 20-minutowego naswietlania probek oswietlaczem

diodowym o dtugosci fali 755nm i mocy 2W.

W buforze PBS zaobserwowano szybki spadek intensywnosci absorpcji WST11 z jednoczesnym
narastaniem charakterystycznych dla Pd-Chloryny [37] pasm absorpcji z maksimami
odpowiednio w 420, 640 nm (Rys.23). Otrzymany produkt rozpuszczono w obecnosci 0,5mM
BSA oraz 0,5% TX-100/PBS w celu okreSlenia wptywu Srodowiska na potozenie i przebieg

obserwowanych pasm (Rys.23). Tempo fotodegradacji po wprowadzeniu 100uM BSA ulega
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spowolnieniu, natomiast produkty fotodegradacji charakteryzujg sie szerokim widmem

absorpcji (Rys.25 (B, D)).
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Rys.23 Fotodegradacja 20uM WST11 indukowana $wiattem laserowym o dtugosci fali 532nm w (A) PBS
i (B) PBS z 100uM BSA. Strzatkami zaznaczono zmiany w widmie absorpcji zachodzgce w czasie
naswietlania probki. Rysunek (C) przedstawia widmo absorpcji produktu degradacji fotosensybilizatora
w PBS, otrzymanego podczas 20-minutowego naswietlania oswietlaczem diodowym 755nm (czarna
linia), w obecnosci BSA (czerwona linia) oraz w micelach TX-100 (niebieska linia). (D) Widmo absorpcji
produktu otrzymanego podczas naswietlania 20uM WST11 w obecnosci 0,5mM BSA.
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W celu sprawdzenia, czy postepujagca fotodegradacja jest zwigzana z utlenianiem
fotosensybilizatora, przeprowadzono ten sam eksperyment w sSrodowisku beztlenowym.
Zaréwno w MeOH jak i w PBS zauwazono znaczne spowolnienie tempa procesu fotodegradaciji,
lecz nie zostat on catkowicie zahamowany (Rys.24(A,B)). Produkty dfugotrwatego naswietlania

sg te same co w obecnosci tlenu.
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Rys.24 Postepujaca fotodegradacja 20uM WST11 w (A) PBS oraz (B) MeOH indukowana $wiattem
755nm w warunkach beztlenowych (otrzymanie warunkow beztlenowych oraz przebieg pomiaru
opisano w metodach). Strzatkami zaznaczono zmiany w widmie absorpcji zachodzgce w czasie
naswietlania probki.

Aby sprawdzi¢ czy na przebieg procesu fotodegradacji ma wptyw tlen singletowy, wykonano
pomiary w srodowisku PBS(D,0), w ktérym tlen singletowy charakteryzuje sie co najmniej
10-krotnie dtuzszym czasem zycia. W tych warunkach zaobserwowano mniejszg akumulacje
chlorynowego produktu degradacji WST11 z jednoczesnym nieco silniejszym narastaniem
absorpcji w obszarze 450-600nm (Rys.25(A)). Dodanie fizycznego wygaszacza tlenu
singletowego, azydku sodu, zaréwno w PBS jak i w PBS(D,0), spowodowato spowolnienie
procesu fotodegradacji i akumulacji produktu (Pd-Chloryny) o charakterystycznych pasmach
w obszarze Soreta oraz 644nm (Rys.25(B,C)). Podobny efekt zaobserwowano dodajgc

chemiczny wygaszacz tlenu singletowego, (1ImM) histydyne (wynikéw nie pokazano).
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Rys.25 Zestawienie widm absorpcji 20uM WST11 przed i po 26-minutowym naswietlaniu wigzka lasera
o dtugosci fali 532nm w (A) PBS i PBS(D,0), (B) PBS i w PBS po wprowadzeniu 5mM NaN3;, (C) PBS(D,0)
i w PBS(D,0) po wprowadzeniu 5mM NaNs.

W obecnosci 0,5mM BSA zamiana S$rodowiska PBS na PBS(D,0) skutkuje znacznym
spowolnieniem proceséw fotodegradacyjnych (Rys.26(A)). Wprowadzenie do uktadéw azydku
sodu przyspieszyto proces tylko w nieznacznym stopniu w PBS, natomiast blisko dwukrotnie
w PBS(D,0) (Rys.26(B, C)). Produkty procesu fotodegradacji wydajg sie by¢ jednakowe
we wszystkich badanych przypadkach.
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Rys.26 Zestawienie widm absorpcji 20uM WST11 z 0,5mM BSA przed i po 26minutowym naswietlaniu
wigzka lasera o dtugosci fali 532nm w A) PBS i PBS(D,0), B) PBS i w PBS po wprowadzeniu 5mM NaNj,
C) PBS(D,0) i w PBS(D,0) po wprowadzeniu 5mM NaN;.

Dodanie NADH z kolei powoduje nie tylko spowolnienie procesu fotodegradacji, ale rowniez
znacznie stabszg produkcje produktu chlorynowego. Obserwowany efekt jest znacznie silniejszy
po zmianie srodowiska na ciezkg wode, natomiast dodanie NaN3 przyspieszyto fotodegradacje

fotosensybilizatora. Wyniki pokazano na (Rys.27(A,B)).
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Rys.27 Zestawienie widm absorpcji 20uM WST11 przed i po 26-minutowym naswietlaniu wigzka lasera
o dtugosci fali 532nm w (A) PBS, PBS z 1mM NADH oraz PBS z 1ImM NADH i 5mM NaN3;, (B) PBS(D,0)
i w PBS(D,0) z ImM NADH (C) w 0,5% TX-100/PBS, 0,5% TX-100/ PBS(D,0) oraz 0,5% TX-100/PBS(D,0)
z 5mM NaN;

Sprawdzono wptyw ciezkiej wody na procesy fotodegradacji WST11 w srodowisku micelarnym.
Zaobserwowano szybszy rozpad fotosensybilizatora, ktéry ulegt  spowolnieniu

po wprowadzeniu 5mM azydku sodu. Produkty procesu fotodegradacji natomiast nie ulegaja

zmianie.

Przeprowadzone pomiary fotodegradacji WST11 w wodzie destylowanej pokazaty wiekszg jego
stabilnos¢, natomiast produkty koricowe nie rdznig sie od tych otrzymanych w PBS (wynikow

nie pokazano).

4.1.2. Femto- i pikosekundowa fotoliza btyskowa z WST11

Wyniki badan wptywu réznych czynnikbw na widmo absorpcji oraz na proces degradacji
pozwolity na w miare optymalny dobdr dtugos¢ fali wzbudzenia fotosensybilizatora WST11.
Zastosowanie fal o dtugosci z zakresu UV moze skutkowaé wzbudzeniem innych sktadnikow
badanych prébek, z kolei zastosowanie fal o dtugosci do 450nm mogtoby skutkowac
w wydajnym wzbudzaniu produktdw degradacji fotosensybilizatora. Chociaz najwtasciwsza
dtugoscig fali wydaje sie by¢ 750nm, to ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢ tego typu zrddta
Swiatta oraz braku prébek referencyjnych oraz ze wzgledu na wazne informacje, ktére moze
nie$¢ ze sobg obszar pasma Qy (w laserowej fotolizie btyskowej), zdecydowano przeprowadzi¢

pomiary wzbudzajagc WST11 dtugoscig fali 520-532nm. W niektdorych pomiarach, z powodu
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probleméw technicznych, uzyto dtugosci fali 400nm. Ta zamiana nie miata wptywu

na obserwowane procesy.

Podstawowe wtasciwosci fotofizyczne WST11 i jego form przejSciowych w pierwszych femto-
i pikosekundach po absorpcji fotondw impulsu laserowego, zostaty zmierzone technikg femto-
piko-sekundowe] laserowej fotolizy btyskowej. Zakres czasowy pozwala na rejestracje widm
krotkozyjacych niestabilnych stanéw przejsciowych, miedzy innymi wzbudzonego stanu
singletowego, oraz jego ewolucji i przejScia do wzbudzonego stan trypletowy. Jak sprawdzono,
w tym przedziale czasowym tlen nie ma wptywu na rejestrowane sygnaty, gdyz typowa
szybkoé¢ oddziatywania tlenu z trypletem jest rzedu 10° (wykonano pomiary kontrolne danych
W niniejszej pracy nie zamieszczono). W celu zmniejszenia prawdopodobieristwa procesu
fotoutleniania fotosensybilizatora, probki badano w $srodowisku pozbawionym tlenu. Podczas
pomiarow nie zaobserwowano znacznej degradacji probki. Ze wzgledéw technicznych, czes¢
pomiardow wykonano przy uzyciu wigzki wzbudzajgcej o dtugosc fali 400nm, jednak pomiary
kontrolne potwierdzity, iz praktycznie identyczne wyniki otrzymano niezaleznie od tego

czy probke wzbudza sie w B, czy w Q, (nie pokazano).

4.1.2.1. Pikosekundowa fotoliza btyskowa dla WST11 w srodowisku hydrofobowym

Wzbudzenie WST11 w metanolu oraz w TX-100/PBS impulsem lasera o dtugosci trwania 120fs
prowadzi w ciggu 900fs do generacji indywiduéw o szerokim widmie absorpcji w obszarze
525-675nm oraz ujemnej absorpcji stanu podstawowego, tzw. obszaru blakniecia, z maksimum
w 753nm. Ujemna absorpcja jest przesunieta w strone fal dtuzszych w poréwnaniu do absorpcji
stanu podstawowego (Rys.28 1) & Il)). W ciggu pierwszych 500ps od impulsu lasera
nie zaobserwowano znacznych zmian w obszarze dodatniej absorpcji, podczas gdy w obszarze
730-765nm w obu przypadkach co najmniej 50% sygnatu zanika. Wyodrebnienie
poszczegdlnych komponent czasowych obserwowanego widma rdznicowego absorpcji poprzez
zastosowanie funkcji ,Global Fit” (funkcja programu do obrébki danych — Surface Xplorer Pro
2.2, ktéra pozwala na rozktad obserwowanego widma rdznicowego absorpcji na sktadowe
widma rdznicowe absorpcji przejsciowej o jednakowych czasach zaniku) pokazato przesuniete
w kierunku fal dtuzszych pasmo, zanikajgce z czasem potowicznego zaniku (67 = 9)ps

i (191 + 37)ps, odpowiednio, dla WST11 w MeOH i TX-100/PBS. W celu dodatkowej weryfikacji
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tych wynikdéw zbadano réwniez kinetyke zaniku sygnatu przy 753nm (Rys.28). Wyznaczone
czasy zaniku ujemnej absorpcji dla MeOH i TX-100/PBS wynosza odpowiednio (77 + 22)ps oraz

(206 + 43)ps i potwierdzaja wartosci otrzymane poprzednig metoda.
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Rys.28 Zestawienie wynikéw dla 20uM WST11, o tej samej gestosci optycznej przy dtugosci fali
wzbudzenia 400nm, w (A) MeOH i (B) TX-100/PBS. Kazdy rysunek sktada sie z 1) widma absorpcji stanu
podstawowego, II) widm réznicowych w punktach czasowych 1, 5, 100 i 500ps oraz Ill) komponent
obserwowanego sygnatu otrzymanych przez zastosowanie funkcji ,Global Fit”. Jako ,nieskonczonosc”
oznaczono widmo réznicowe absorpcji, ktére pozostaje po 1,5nanosekundzie pomiaru. Prébke
wzbudzano 120fs impulsami laserowymi o dtugosci fali 400nm i mocy 500uW. Do generacji wigzki
Swiatta prébkujacego uzyto krysztatu CaF,.
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4.1.2.2. Pikosekundowa fotoliza btyskowa w srodowisku wodnym

Wzbudzenie WST11, w buforze PBS, impulsem lasera o dtugosci 400nm, przy ktdrej absorpcja
tej probki jest taka sama jak probek w TX-100/PBS, umozliwia rejestracje widma réznicowego
o niskiej intensywnosci i charakteryzujgcego sie szerokimi pasmami absorpcji dodatniej
i ujemnej. Jak pokazano, otrzymane widmo przypomina ksztattem odwrdécony przebieg
absorpcji stanu podstawowego (Rys.30(A)). W czasie 0,5ns po impulsie lasera ponad 60%
obserwowanego widma rdéznicowego zanika. Analiza kinetyki zaniku sygnatu wykazata
monoeksponencjalna zaleznos¢ w zakresie 510-720nm, oraz dwueksponencjalng w obszarze
720-760nm (Rys.30(B)). Wyznaczone czasy zaniku wynosity odpowiednio (5,0 + 0,9)ps oraz
(4,8 £ 0,7) i (92 + 11)ps. Rekonstrukcje widm réznicowych stanéw przejsciowych umozliwita

funkcja ,Global Fit” (Rys.30(A)).
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S o0s B
0,00 \
1) — 0,00 > 0,00
T— s %3 3
_— 5ps '0,01 O I)/
— 100ps 0022 3
—— 500 S
) P 3
__ 0,000 4
=,-0,005 — 5ps 9
< 0,010 90ps S -0,02 = 745nm
— Nieskonczono$é
-0,015 e 568nm
550 600 650 700 750 T
Dtugoséc fali (nm) 0,0 3,0x10™ 6,0x10" 9,0x10™
Czas (s)

Rys.30 (A) Wyniki piko-sekundowej laserowej fotolizy btyskowej dla WST11 w PBS. 1) widmo absorpcji
stanu podstawowego, Il) widma réznicowych absorpcji obserwowanych po 1, 5, 100, 500ps po impulsie
z lasera, Ill) widma rdéznicowe absorpcji standw przejSciowych rejestrowanego sygnatu otrzymane
po zastosowaniu funkcji ,,Global Fit”. (B) Zanik absorpcji przejsciowej przy 568 i 753nm otrzymanej dla
WST11 w PBS. Zrédtem $wiatta probkujacego byt krysztat CaF,.

W wodzie destylowanej, gdzie stopien agregacji jest znacznie nizszy niz w PBS, udziat krétko-

zyjacej komponenty w obserwowanym sygnale jest znacznie mniejszy, podczas gdy rosnie

udziat sktadowej o statej czasowej ~100ps (Rys.31).
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<é 0004; Rys.31 Widma rdznicowe absorpcji standw
’ |—— 3,5ps przejSciowych dla 20uM WST11 w wodzie
-0,006 ~—— 102 ps destylowanej. Prébke wzbudzano 120fs impulsami
. nieskonczonoéé laserowymi o dtugosci fali 525nm. Do generagji
-0,008 —F————F7——1 71— wigzki $wiatta monitorujgcego uzyto krysztatu
550 600 650 700 750  <afiry.
Dtugosc fali (nm)
4.1.2.3. Wptyw BSA na stany przejsciowe obserwowane w piko-sekundowej

laserowej fotolizie btyskowej

Wprowadzenie BSA do uktadu WST11 + PBS oraz w wodzie destylowanej skutkowato

zwiekszeniem intensywnosci rejestrowanego sygnatu, wysmukleniem ujemnej absorpcji oraz

zanikiem krotkozyjacej pikosekundowej komponenty, przy jednoczesnym pojawieniu sie

dtugozyjacej komponenty obserwowanej przy okoto 760nm. Otrzymane wyniki, w formie widm

réznicowych absorpcji poszczegdlnych standw przejsciowych, przedstawiono na (Rys.32).

W obecnosci 0,5mM BSA ewolucja widma rdznicowego absorpcji przypomina zmiany

obserwowane dla WST11 w MeOH lub TX-100 (Rys.33); pomimo tego udziat krétkozyjacej

sktadowej sygnatu jest nadal widoczny. Wyznaczone czasy zaniku sygnatu sg dtuisze niz te

w wodzie i wynoszg odpowiednio (8 + 1)ps oraz (151 £ 13)ps Podobne wyniki otrzymano

wprowadzajgc BSA do uktadu WST11l w S$rodowisku wody destylowanej (wynikéw nie

pokazano).

65



—3,7ps
— 108ps

PBS

nieskonczonos$é

T T
550 600 650 700 75

Dtugosé fali (nm)

(@)

0,00

.— -0,05

AA (j.u.)

-0,10 4

|—— 6,2ps
— 101ps

+20uM BSA

nieskohczonos$é

—
550 600 650

50 700 750
Dtugosc fali (nm)

0,02+ + 5uM BSA
0,00 +
5
= -0,02
< —6,0ps
< i
004~ 103ps
| nieskonczonosé
I T I T I T I T I
550 600 650 700 75
Dtugos¢ fali (nm)
D §
0.03 +100uM BSA
0,00
3
T -0,03
<<l]: ——  5ps
-0,06 — 106ps
nieskohczonos$é

—
550 600 650 700 750
Dtugosc¢ fali (nm)

Rys.32 Widma réznicowe standw przejsciowych obserwowanych podczas pomiardow laserowej fotolizy
btyskowej w pikosekundowej domenie czasowej dla 20uM WST11 (A) w PBS z (B) 5uM BSA (C) 20uM
BSA oraz (D) 100uM BSA. Prdobke wzbudzano 120fs impulsami laserowymi o dtugosci fali 525nm.
Do generacji wigzki swiatta probkujgcego/monitorujgcego uzyto krysztatu szafiru.
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Rys.33 Wyniki z pikosekundowej laserowej
fotolizy btyskowej dla 20uM WST11
z 0,5mM BSA w PBS. 1) widmo absorpcji
stanu podstawowego, Il) widma rdznicowe
absorpcji obserwowanych po 1, 5, 100,
500ps po impulsie z lasera, Ill) widma
réznicowe absorpcji stanow przejsciowych
rejestrowanego sygnatu otrzymane
po zastosowaniu funkcji ,Global Fit”.
Prébke wzbudzano 120fs impulsami
laserowymi o dtugosci fali 525nm i mocy
500uW. Do generacji wigzki Swiatfa
probkujgcego uzyto krysztatu CaF,.



Bezposrednie poréwnanie ewolucji absorpcji przejsciowej WST11 o zakresie 520-700nm
w pierwszych 500ps pokazano na Rys.34. Podczas gdy w metanolu i w BSA, absorpcja spada

okoto 10-15%, w srodowisku wodnym spadek ten wynosi blisko 60%.

A B C
0,008+ — 1ps 0.003 0,008+
| ——ops 0,006
- 0,006 — 100ps 0,002
) 0,004 — 500ps 0.001 0,004
i 0,0021 0,000 0,002
o000f " 001N o000y
540 585 630 675 540 585 630 675 540 585 630 675
Dtugosc fali (nm) Diugosc fali (nm) Diugosc fali (nm)

Rys.34 Widma réznicowe absorpcji dla 20uM WST11 obserwowane po 1, 5, 100, 500ps po impulsie z
lasera, zarejestrowane odpowiednio w (A) MeOH, (B) PBS, (C) PBS + 0,5mM BSA.

4.1.3. Nano- i mikrosekundowa laserowa fotoliza btyskowa z WST11

4.1.3.1. Srodowisko MeOH i TX-100

Wzbudzenie WST11 w MeOH i TX-100/PBS, w warunkach anaerobowych, w ciggu 1ns
prowadzi do powstania wzbudzonego stanu trypletowego o szerokim widmie absorpcji
w zakresie 390-500nm oraz 525-680nm (Rys.35(A)). Obserwowana ujemna absorpcja
w obszarze <400nm oraz 680-790nm zwigzana jest z blaknieciem stanu podstawowego. W obu
badanych s$rodowiskach stwierdzono monoeksponencjalny zanik intensywnosci sygnatu,
z czasami zycia odpowiednio (3,7 £ 0,1)us i (4,5 £ 0,3)us. Przyktadowe widma rdznicowe
absorpcji, otrzymane w réznym czasie po wzbudzeniu WST11 w MeOH nasyconym argonem,

oraz kinetyki zaniku sygnatu w wybranych dtugosciach fal pokazano na Rys.35 (B).
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Rys.35 (A) Widmo réznicowe absorpcji dla WST11 w MeOH w warunkach beztlenowych otrzymane po
1ns, 0,8us, 2,2us, 4,5us, 20us po impulsie z lasera (525nm) (B) Kinetyki zaniku obserwowanej absorpcji
przejsciowej przy wybranych dtugosciach fali.

Nasycenie probek tlenem, poprzez 30-minutowe przedmuchiwanie probki 100% tlenem,
powoduje drastyczne - blisko 100-krotne-skrécenie czasu zycia stanu trypletowego WST11
w MeOH, oraz 7,5-krotne w przypadku TX-100/PBS. Oszacowane state szybkos$ci oddziatywania
wzbudzonego stanu trypletowego z tlenem czasteczkowym wynoszg odpowiednio okoto
2,2:10° Mgt (zaktadajac, ze w réownowadze z powietrzem [Oz]meon = 2,15mM [115]) oraz
okoto 1,2-10° Mls™ (zaktadajac, ze w réownowadze z powietrzem [Oz]rx-100/p8s = 0,25mM;
chociaz znaleziono literaturowe [O;]rx-100/p85 = 0,78mM [116], co skutkowato by w dodatkowym
obnizeniu wyznaczonej statej do wartosci 4-10%8 Ms?). Czasy zycia wzbudzonego stanu
trypletowego w badanych uktadach w warunkach beztlenowych, w réwnowadze z powietrzem

i po nasyceniu 100% tlenem przedstawiono na koricu rozdziatu w Tabeli 1.

4.1.3.2. Srodowisko wodne

Wzbudzenie impulsem lasera o dtugosci fali 525nm prébki WST11 w PBS, o absorbancji przy
525nm pordéwnywalnej do absorbancji fotosensybilizatora w PBS, generuje okoto
siedmiokrotnie stabszy sygnat. Poréwnanie znormalizowanych widm réznicowych absorpcji dla
WST11 w PBS i MeOH, pokazato, ze oprdcz przesuniecia pasm zwigzanych z wptywem

rozpuszczalnika, ma miejsce poszerzenie pasma obszaru blakniecia z charakterystycznym
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ramieniem okoto 720nm, oraz troche inny przebieg pasma absorpcji w obszarze 525-680nm
(Rys.36). Obserwowany w srodowisku wodnym tryplet zanika z szybkoscia odpowiadajgca
efektywnemu czasowi zycia (3,34 £ 0,11)us, przy jednoczesnym odnawianiu sie absorpcji stanu
podstawowego. Wprowadzenie tlenu do probki spowodowato o$miokrotne skrécenie czasu
zycia trypletu fotosensybilizatora. Oszacowana stata szybkosci oddziatywania wzbudzonego
stanu trypletowego z tlenem wynosi, kpgs = 2,5-10° Mist (zaktadajgc, ze w réwnowadze
z powietrzem [O]pgs = 0,25mM [117]). Co ciekawe, w warunkach tlenowych, po catkowitym
zaniku absorpcji przejSciowej wzbudzonego stanu trypletowego, wcigz obserwuje sie staby,

niezanikajgcy sygnat obszaru blakniecia z maksimum przy okoto 725nm (Rys.36(B)).

A B
0,02 1
I 1
] ! 0,0000 —
0,00 - )
1o 1
<<‘1: | = <‘5 0,0002
-0,02 | e |
| ——pBs ]
——PBS
-0,04 [— I\‘/IeCT)H{ v -0,0004 —| PBS + 0.5.M BSA
T [ T [ T [ T [
400 500 600 700 800 900 690 720 750 780
Diugos¢ fali (nm) Dtugos¢ fali (nm)

Rys.36 (A) Znormalizowane widma rdznicowe stanéw przejSciowych WST11 w PBS i MeOH otrzymane
po zastosowaniu funkcji Global Fit. (B) Obserwowane po czasie 300us po impulsie lasera widmo
réznicowe absorpcji w pofozeniu 725nm. Prébka byta wzbudzana 1mW wigzka lasera o dtugosci fali
525nm.

4.1.3.3. Nano- i mikrosekundowa fotoliza btyskowa dla WST11 w obecnosci BSA

Zbadano wptyw BSA na czas zycia stanu trypletowego fotosensybilizatora. Wprowadzenie
biatka w wysokim stezeniu (0,5mM) do ukfadu 20uM WST11 + PBS spowodowato ponad
trzykrotny wzrost amplitudy absorpcji wzbudzonego stanu trypletowego przy 560nm,
natomiast przebieg rejestrowanego widma jest zblizony do tego obserwowanego
w $rodowisku micelarnym i MeOH (Rys.38). Zalezno$¢ czasowa zaniku absorpcji przejsciowej

rézni sie od tej obserwowanej dla WST11 w PBS. Jest to proces dwuetapowy (Rys.37).
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W pierwszych 200ns od impulsu lasera ma miejsce szybki proces o czasie trwania
0,05 + 0,01ps, ktory tylko w niewielkim stopniu jest zalezny od stezenia tlenu (Tab.1). Drugi,
dtuzszy proces, ktérego czas zaniku zalezy od lokalnego stezenia tlenu, mozna przypisaé
wzbudzonemu stanu trypletowemu WST11 (bedgcego w kompleksie z BSA). Rekonstrukcja
widma réznicowego tego stanu przejsciowego (przy uzyciu funkcji Global Fit) pokazata pasma
absorpcji w potozeniach 417nm, 667nm i 753nm, oraz obszary blakniecia przy 390nm, 618nm

i 793nm (Rys.38(A,B)).

W szerszym zakresie czasowym obserwuje sie powolny, eksponencjalny zanik trypletu
kompleksu WST11-BSA ze statg czasowg (3,34 = 0,11)us. W obecnosci tlenu nastepuje
skrocenie czasu zycia trypletu, jednak jedynie 2,6-krotnie. Oszacowana stata szybkosci
oddziatywania z tlenem jest zdecydowanie nizsza niz we wczesniej badanych uktadach i wynosi
Kesa/pes = 3,0-108 M?Ist Po zaniku absorpcji wzbudzonego stanu trypletowego nie

zarejestrowano zadnego sygnatu (Rys.36B).

Podobne wyniki otrzymano w s$rodowisku destylowanej wody. Parametry zaniku widm

réznicowych absorpcji przejsSciowej przedstawiono w Tabeli 1.
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Rys.37. Dwuetapowy zanik sygnatu obserwowany dla WST11 w PBS w obecnosci 0,5mM BSA. Inserty
na wykresie obrazujg poczgtkowe 300ns sygnatu, gdzie zaobserwowano stan przejsciowy czasteczki,
o charakterystycznym czasie zaniku: 50ns. Kolory odpowiadajg poszczegdlnym dtugosciom fali, przy
ktorych badano kinetyke sygnatu (legenda). Prébka byta wzbudzana 1mW wigzkg lasera o dtugosci fali
525nm.
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Rys.38 (A) Widma rdznicowe absorpcji standw przejsciowych otrzymane w uktadzie 20uM WST11
z 0,5mM BSA w PBS metodg ,,Global Fit”. (B) Widmo rdéznicowe absorpcji stanu przejSciowego o czasie
zycia 50ns obserwowanego podczas wzbudzenia WST11 w obecnosci BSA. Probka byta wzbudzana
1mW wigzka lasera o dtugosci fali 525nm.

Dodatkowo, zbadano czasy zycia obserwowanych stanéw przejsciowych WST11 dla niskich
stezen BSA. Eksperyment przeprowadzono w warunkach réwnowagi z powietrzem dla 20uM
stezenia badanego fotosensybilizatora. Korzystajagc z wczesniej otrzymanych wynikéw dla
WST11 w PBS, w obecnosci i pod nieobecnos¢ BSA, dopasowano krzywg multieksponencjalng
o trzech komponentach czasowych: 0,05us, 0,96us oraz 3,30us. Krzywa wiernie odwzoruje
zanik stanéw przejéciowych dla réznych stezen BSA z przedziatu od 0-1 mM. Sledzenie zmian
amplitud poszczegdlnych komponent pozwolito na obserwacje formowania sie kompleksu
WST11-BSA oraz zaniku puli wolnych czasteczek fotosensybilizatora. Otrzymane wyniki

dla dtugosci fali 575 oraz 750nm przedstawia Rys.39.
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Rys.39 Zmiany wartosci amplitud poszczegdlnych komponent obserwowanego zaniku widma
réznicowego absorpcji otrzymanego podczas naswietlania (w 525nm) 20uM WST11 w obecnosci BSA.

Pokazano wyniki otrzymane przy dtugosci fali (A) 575nm oraz (B) 750nm.

4.1.3.4. D,0 i tabela podsumowujaca

Czes¢ badan przedstawionych w niniejszej pracy wykonano w srodowisku ciezkiej wody, D,0.
W tym Srodowisku, czas zycia wzbudzonego stanu trypletowego jest 1,4 krotnie dtuzszy niz
w S$rodowisku H,0. Podobnie w obecnosci BSA, czas zycia trypletu dla kompleksu WST11-
albumina w PBS(D,0) jest dtuzszy niz w PBS(H,O) i wynosi (5,2 + 0,4)us. Dodatkowo,
Srodowisko wody deuterowanej wydtuza czas zycia krétko zyjgcej sktadowej widma
réoznicowego absorpcji o okoto 10%. State oddziatywania z tlenem sg nieco nizsze niz w H,0
i wynosza odpowiednio 2,3-10° M™s™ oraz 2,1:10° M™s™ z i pod nieobecnosé¢ BSA (zaktadajac

stezenie tlenu w probce [0,]=0,28mM [100]).

Sprawdzono wptyw azydku sodu oraz NADH na czasy zycia trypletu WST11 w rdznych
mikrosrodowiskach. Nie zauwazono znaczgcych zmian po wprowadzeniu 5mM azydku sodu lub

1mM NADH. Wyniki przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela.1 Czasy zycia standw przejSciowych WST11 w S$rodowisku micelarnym 0,5%TX-100/PBS,
w rozpuszczalniku organicznym MeOH, w WD, PBS i w PBS(D20) w obecnosci i pod nieobecnos¢ 0,5mM
BSA, 1mM NADH, 5mM NaN3. Doswiadczenia przeprowadzono w warunkach beztlenowych,
w réwnowadze z powietrzem oraz po nasyceniu 100% tlenem. Czasy zycia wyznaczono z dopasowania
pojedynczej lub podwadjnej funkcji ekspotencjalnej do zaniku sygnatu absorpcji przejsciowej w 580nm.

Rozpuszczalnik Ar (ps) Powietrze (s) 0, (us) k (M?'s?)

TX-100/PBS 4,52 +0,12 1,91 + 0,09 0,602 + 0,021 1,2-]_09

MeOH 3,74 +£0,08 0,21 +£0,03 0,035+0,001 2,2-]_09

PBS 2,34+0,18 0,96+ 0,02 0,28 +0,03 2,5-]_09

PBS + NaN; 2,24+0,3 0,94 +0,2 0,33+0,08 2,6-]_09

PBS + NADH 2,5+0,3 1,0£0,1 0,29 £ 0,05 2,4-]_09

PBS BSA 0,048 £ 0,010 0,052 +£0,012 0,052 + 0,009 3,0'108
4,27 +0,17 3,24+0,11 1,62+ 0,10

PBS + BSA + NaN; 0,050+ 0,014 0,053+ 0,017 0,050+ 0,018 2,7-]_08
4,19 +0,21 3,26+0,1 1,57+0,1

WD 2,36 £ 0,09 0,97 £0,01 0,29 £ 0,02 2,4'109

WD + NADH 2,3+0,1 1,1+0,1 0,30+0,03 1,9-]_09

WD BSA 0,047 + 0,008 0,051 +0,014 0,056 +0,012 2,4-]_09
4,25 10,08 3,4+£0,2 1,95+0,12

D,O(PBS) 3,21+0,31 1,1+0,1 0,35+0,04 2.310°

D,0(PBS) + NaN, 3,3+0,5 1,2+0,1 - 2,1-10°

D,O(PBS) + BSA 0,061+ 0,012 0,065+ 0,019 0,055+ 0,014 2,1-]_08
52+0,4 4,11 +0,17 2,06 £0,19

D,0 BSA NaN; 0,058+ 0,011 0,062+ 0,017 0,053+0,017 2,0-108
5,32+0,25 4,12 +0,21 1,67 £0,16
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4.1.4. Rozdzielczo czasowa detekcja tlenu singletowego przy 1270nm

Bakteriochlorofile charakteryzujg sie silng fosforescencjg w bliskiej podczerwieni [118]. Dla
WSTO09 [62], pochodnej nalezacej do tej samej rodziny co WST11, fosforescencja rozcigga sie
od ~1100 — 1500nm z maksimum przy 1170nm. Te wtasciwosci Bakteriochlorofili komplikujg
interpretacje wynikdw otrzymanych przy uzyciu rozdzielczo-czasowej detekcji fosforescencji
tlenu singletowego przy 1270nm. Problem jest szczegdlnie widoczny w Srodowiskach takich jak
woda, gdzie czas zycia tlenu singletowego jest krotki i zblizony do czasu zycia fosforescencji

fotosensybilizatora. W takich przypadkach weryfikacji sygnatu dokonano poprzez:
- pomiar luminescencji w prébce nasyconej argonem oraz nasyconej tlenem;

- uzycie specyficznych wygaszaczy tlenu singletowego (takich jak NaNs, histydyna, DABCO).
W niniejszej pracy korzystano gtéwnie z fizycznego wygaszacza tlenu singletowego NaNj,
ktérego obecnos¢ nie miata wptywu na czas zycia fosforescencji fotosensybilizatora (nie

pokazano);

- pomiar luminescencji w wybranych dtugosciach fal miedzy 1095-1355nm (co pozwolito na

poréwnanie obserwowanej emisji z emisja tlenu singletowego);

- wyznaczenie czasu zycia komponenty fosforescencji pochodzgcej od tlenu singletowego;
czas zycia "0, jest charakterystyczny dla danego érodowiska [110], [119] (przy zatozeniu braku

zjawiska samowygaszania oraz braku dodatkowych akceptoréw ‘0, w badanym uktadzie).

4.1.4.1. Generowanie tlenu singletowego w PBS i D,O(PBS)

W pierwszej czesci pomiaréw zbadano generowanie tlenu singletowego przez wzbudzenie
WST11 w PBS swiattem lasera o dtugosci fali 532nm. Sygnat otrzymany w prébkach
w réwnowadze z powietrzem w PBS pokazano na (Rys.40(A)). Silna fosforescencja zwigzku

utrudniata wydzielenie sktadowej pochodzacej od emisji tlenu singletowego.

Nasycenie prébki tlenem skutkuje skroceniem czasu zycia fosforescencji WST11 oraz
wyodrebnieniem dfuzszej sktadowej pochodzacej od fosforescencji lOz(lAg). Nasycenie proébki
argonem prowadzi do zaniku komponenty pochodzacej od tlenu singletowego i wzrostu czasu

zycia i intensywnosci fosforescencji fotosensybilizatora  (Rys.40(A)).  Stwierdzono,
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ze wprowadzenie 5mM azydku sodu wygasza sktadowg sygnatu luminescencji pochodzacej
od tlenu singletowego (Rys.40(B)). Dopasowanie krzywej eksponencjalnej do pozostatego
sygnatu pozwolitfo na oszacowanie czasu zycia fosforescencji WST11, ktéry w wodzie wynosi
(1,10 £ 0,06)ps. Zastosowanie wiekszego stezenia azydku sodu nie miato dalszego wptywu
na obserwowany sygnat (wynikéw nie pokazano). Wyznaczenie czasu zycia fosforescencji
WST11, pozwolito takie na wyznaczenie czasu zycia tlenu singletowego w warunkach
eksperymentu; do zaniku w czasie sygnatu luminescencji z maksimum przy 1270nm,
dopasowano funkcje bedacg sumg dwdch eksponent (fosforescencji WST11 + 102(1Ag)),

co pozwolito na wyznaczenie czasu zycia tlenu singletowego, ktéry wynosi 3,6 £ 0,1ps.

Detekcja luminescencji przy roinej dtugosci fali z zakresu 1095-1355nm (w tym celu
zastosowano filtry waskopasmowe), a nastepnie dopasowanie do kazdego sygnatu funkcji
bedacej suma eksponent fosforescencji WST11 i 1Oz(lAg), pozwolito na odtworzenie przebiegu
emisyjnego fosforescencji tlenu singletowego (Rys.41(A)). Dla prébki zrownowazonej
z powietrzem wyznaczona wydajnos¢ generowania tlenu singletowego wynosi 0,028 + 0,004
(Rys.41(B)). Jako standardu uzyto 4,5,6,7-czterochloro-2',4',5',7'-czteroiodofluoresciny
(réz bengalski, RB) o wydajnosci w H,0: 0,75 [120].

A B

- ~ i ——PBS
:E ) - +
O N®) ]
3 B
c c i
3 3

2] 102 5
210 a1
3 g ]
C C J
— —

10" 10" ‘
4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20
Czas (ps) Czas (us)

Rys.40 (A) Zanik sygnatu luminescencji przy 1270nm powstatej w wyniku wzbudzenia prébki 20 pM
WST11 w wodzie w rownowadze z powietrzem, po nasyceniu argonem i po nasyceniu tlenem.
(B) Wptyw 5mM NaN; na zanik obserwowanej przy 1270nm luminescenciji.
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Rys.41 (A) Intensywnosc¢ fosforescencji tlenu singletowego w zaleznosci przy jakiej dtugosci fali
rejestrowano sygnat (probke stanowi 20uM WST11 w PBS). (B) Zalezno$¢ poczatkowej intensywnosci
fosforescencji tlenu singletowego w 1270nm od energii promieniowania wzbudzajgcego (532nm)
dla 20uM WST11 w PBS oraz dla rézu bengalskiego (RB) o tej samej absorpcji w 532nm.

Czes¢ pomiarow wykonano na prébkach, w ktdrych zwykty PBS zamieniono na PBS zawierajacy
ciezka wode, PBS(D,0). Wyznaczony w tym Srodowisku czas zycia tlenu singletowego wzrasta
do (34 * 1)us, natomiast czas fosforescencji fotosensybilizatora zmienia sie tylko
W hieznacznym stopniu i wynosi (1,54 + 0,08)us. Zarejestrowany czas zycia tlenu singletowego
jest w przyblizeniu o potowe nizszy niz czas zycia tlenu singletowego otrzymanego dla
standardu, RB, w tym samym srodowisku. Nasycenie prébki tlenem spowodowato wzrost,
natomiast nasycenie argonem powodowato catkowity zanik sygnatu charakterystycznego dla
tlenu singletowego (Rys.42(A)). Na Rys.42(B), 43(A) pokazano wptyw azydku sodu oraz
zaleznos¢ intensywnosci fosforescencji tlenu singletowego od dtugosci fali. Wydajnos¢
kwantowa fotogenerowania tlenu singletowego przez WST11 w PBS(D,0) wynosi 0,078 + 0,005

(wyznaczono wzgledem RB, ktérego wydajno$¢ generowania ‘0,(A,) w D,O wynosi 0,75
g

[120]).
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Rys.42 (A) Roztwdr 20 uM WST11 w PBS(D,0) wzbudzony impulsem lasera o dtugosci fali 532nm. (A)
Zanik fosforescencji od tlenu singletowego przy 1270nm po przedmuchaniu argonem, w warunkach
réwnowagi z powietrzem i nasyceniu 100% O,. (B) Efekt azydku sodu na obserwowang luminescencje

przy 1270nm.
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Rys.43 (A) Zalezno$¢ intensywnosci fosforescencji tlenu singletowego w zaleznosci od dtugosci fali, przy
ktérej rejestrowano sygnat (prébke stanowi 20uM WST11 w PBS) (B) Zaleznos$¢ poczatkowej
intensywnosci fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm od energii promieniowania
wzbudzajacego (532nm) dla 20uM WST11 w PBS(D,0) oraz dla RB o tej samej absorpcji w 532nm.
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Sprawdzono, czy zjawisko agregacji fotosensybilizatora ma wptyw na wydajnos$¢ kwantowa
generowania tlenu singletowego przez WST11l. W tym celu przeprowadzono pomiary
w $rodowisku wodnym o rdinej sile jonowej, ktérg uzyskano poprzez odpowiednie
rozcienczanie stezonego (0,1M) roztworu buforu PBS (Rys.44(A)). Zaobserwowano spadek
wydajnosci kwantowe] generowania tlenu singletowego wraz ze wzrostem sit jonowych.
Dodatkowo pokazano, iz dodawanie NaCl, do uktadu 20uM WST11 w D-,0, skutkuje spadkiem
intensywnosci  rejestrowanego sygnatu fosforescencji tlenu singletowego. Wyniki

przedstawiono na Rys.44(B).

A B
0,045 q
1 e ~ ] — DO
0,040 ~ 5 +20mM NaCl
- O i + 50mM NaCl
= 0.035 7 N +200mM NaCl
: 0’030 ] 8 + 500mM NaCl
o 4 \ g 3 _|
2 0025 N A
< | .\ B ]
0,020 .\ e
0,015 - . |
T 1T T T T 17T 7 T ™77 I T I T I
0 10 20 30 40 50 0 100 200
Stezenie PBS (mM) Czas (us)

Rys.44 (A) Zaleznos¢ wydajnosci generowania tlenu singletowego przy udziale 20uM WST11
wzbudzanego w 532nm od sity jonowej indukowanej poprzez rozcienczenie stezonego (0,1M) buforu
PBS. Rysunek (B) pokazuje wptyw NaCl na intensywno$é¢ fosforescencji 'O w 1270nm.

Podczas pomiaréw z WST11 w srodowisku ciezkiej wody zauwazono, iz wzrost stezenia WST11,
powodowat skrécenie czasu zycia fosforescencji 102(1Ag). Wyznaczona stata auto-gaszenia
wynosi (7,3 £ 0,3)-10° Mts™ (Rys.45(A)). Przeprowadzono dodatkowe badania, gdzie Zzrodtem
tlenu singletowego byt RB wzbudzany w 560nm (w celu zminimalizowania
prawdopodobiefistwa wzbudzenia WST11), natomiast akceptorem dodawany WST11.
Zaobserwowano skrocenie czasu zycia tlenu singletowego wraz ze wzrostem stezenia
dodawanego WST11 w PBS(D,0), natomiast w MeOH nie zaobserwowano znacznych zmian
w czasie zaniku fosforescencji 1Oz(lAg). Otrzymana stata gaszenia w tych warunkach wynosi
(6,2%0,4)-10° M's™,
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Rys.45 Zalezno$¢ statej szybkosci zaniku sygnatu fosforescencji 'O, od stezenia WST11 (A) mierzona
w uktadzie, gdzie do generowania tlenu singletowego uzyto Rézu Bengalskiego (B) mierzona
w obecnosci samego fotosensybilizatora WST11. W obliczeniach statej szybkosci pominieto punkty dla
wysokich stezen, ktére odbiegajg od spodziewanej liniowej zaleznosci, w celu otrzymania dokfadniejszej
wartosci w obszarze niskich i posrednich stezei. Prébka byta naswietlana 3-4ns impulsami laserowymi

o dtugosci fali 532nm.

4.1.4.2. Wydajnos¢ kwantowa generowania *0,(*A;) w réznych srodowiskach

Zbadano wydajnosé kwantowq generowania 102(1Ag) w réznych uktadach modelowych. Wyniki
zebrano w Tabeli 2. Podczas gdy w S$rodowisku hydrofilowym wydajnos$é kwantowa
generowania tlenu singletowego jest stosunkowo niska, wydajnos$é ta wzrasta osmiokrotnie
w obecnosci miceli 0,5%TX-100. Wartosci wydajnosci kwantowej generowania tlenu
singletowego otrzymane w Srodowisku zawierajgcym ciezka wode sg niemal dwukrotnie

wyzsze. Zdolno$¢ generowania 'O, wzrasta do 0,83 w MeOH, podczas gdy w acetonie wynosi 1.
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Tab.2 Wydajnosci kwantowe fotogeneracji tlenu singletowego przez 20uM WST11 zmierzone w réznych
mikrosrodowiskach nasyconych powietrzem. Pomiar przeprowadzono metoda rozdzielczej czasowo
detekgji fosforescencji ‘0, przy wzbudzeniu promieniowaniem lasera impulsowego o dtugosci 523nm.
Jako standard zastosowano réz bengalski o wydajnosciach kwantowych generowania ‘0, (¢):

®res = 0,75; G20 = 0,75; Prx100/pes = 0,75; Pmeon = 0,78; Paceton = 0,79; [120])

Rozpuszczalnik ¢(*0,) (j.u.)
WD 0,042 + 0,004
PBS 0,028 + 0,004
D,0O 0,12+0,01
PBS(D,0) 0,078 £ 0,005
TX-100/PBS 0,27 £ 0,02
TX-100/PBS(D,0) 0,52 +0,03
MeOH 0,83+0,02
Aceton 1,04 £ 0,05

4.1.4.3. Wptyw lokalnego stezenia tlenu na wydajnosci generowania 1Oz(lAg)

Sprawdzono wptyw stezenia tlenu na wydajno$¢ kwantowag fotogenerowania tlenu
singletowego przez WST11l. Pomiary wykonano dla 20uM WST11 w PBS(D,0), oraz
w TX-100/PBS(D,0). Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 3. W obu badanych uktadach

zauwazono gwattowny spadek wydajnosci kwantowej fotogenerac;i 1Oz(lAg) w niskich

stezeniach tlenu, podczas gdy nasycenie prébki tlenem nie przynosi juz tak duzego efektu.

Tab.3 Wydajnosci kwantowe fotogeneracji tlenu singletowego przez 20uM WST11w (A) PBS(D,O) oraz
(B) TX-100/ PBS(D,0), zmierzone przy roznym stezeniu tlenu. Jako stezenie tlenu rozumie sie
tu procentowg zawartos¢ O, w mieszance gazowej, ktdrg przedmuchiwano prébke (patrz— podrozdziat
3.2.8.) Pomiar przeprowadzono metoda rozdzielczej czasowo detekcji fosforescencji ‘0, przy
wzbudzeniu promieniowaniem lasera impulsowego o dtugosci 523nm. Jako standard zastosowano RB.

A 20uM WST11 w PBS(D,0) B 201M WST11 w TX-100/PBS(D,0)
Stezenie tlenu &(*02) (j.u.) Stezenie tlenu &(*02) (j.u.)
100% 0,122 £ 0,012 100% 0,85+ 0,02

22% 0,078 £ 0,09 22% 0,57+ 0,03

8% 0,051 £ 0,08 8% 0,30+ 0,01

1% 0,012 £ 0,04 1% 0,06+ 0,01
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4.1.4.4. Wptyw BSA na fotogeneracje tlenu singletowego

Na Rys.46(A) pokazano zmiany w sygnale luminescencji przy 1270nm generowane] przez
WST11 w PBS po wprowadzeniu BSA w réznych stezeniach. Obecnos¢ biatka powoduje wzrost
sygnatu fosforescencji samego zwigzku oraz wydtuza jego czas zycia z (1,21 * 0,02)us
do (2,43 + 0,03)us. ldentyfikacja i wyodrebnienie kilka rzedéw stabszej luminescencji tlenu
singletowego staje sie przez to bardzo utrudnione czy wrecz niemozliwe. Analogiczne pomiary
w PBS(D,0) pozwolity zaobserwowaé, ze oprécz wzrostu intensywnosci i czasu zycia
fosforescencji WST11 ma miejsce skrécenie czasu zycia komponenty sygnatu pochodzacej
od luminescencji 102(1Ag) (Rys.46(B)). Wyznaczona stata reakcji tlenu singletowego z BSA
w PBS(D,0), wynosi (4,3 + 0,2) 10 M's™* (Rys.47). Przy wysokich stezeniach albuminy (0,5mM),
czas zycia tlenu singletowego jest zblizony do czasu zaniku fosforescencji kompleksu WST11-
BSA, co uniemozliwia wyodrebnienie komponenty pochodzacej od 1Oz(lAg) Z rejestrowanego

sygnatu luminescencji. Wciaz obserwuje sie niewielki wptyw NaNs.

A B
10* 1
1 [BSA] (uM) | [BSA] (uM)
] — 0 — 0
] — 2 10* |\ —— 05
3] — 10 3] — 2
o 50 o]
oo © 1
£ ] 9
N N 10° 4
10° - Al -
0 7 14 21 28 0 20 40 60 80 100 120
Czas (us) Czas (us)

Rys.46 Zanik emisji w podczerwieni (1270nm) po wzbudzeniu (A) 15uM WST11 w PBS, oraz (B) 20uM
WST11 w PBS(D,0), w obecnosci réznych stezen BSA impulsem z lasera o dtugosci 532nm. Prébki byty
nasycone powietrzem.
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Rys.47 (A) Zaleino$¢ statej szybkosci zaniku sygnatu fosforescencji 'O, od stezenia BSA zmierzona
w PBS(D,0). (B) Wptyw azydku sodu (5mM) na zanik fosforescencji tlenu singletowego mierzonego przy
1270nm dla 20uM WST11 z 0,5mM BSA wzbudzonych impulsami lasera o dtugosci 532nm.

4.1.4.5. Wyznaczenie statych gaszenia 102 dla NADH i NaN;

W obecnosci wzrastajgcych stezen NADH, czesto stosowanego w tej pracy donora elektronu,
czas zycia tlenu singletowego fotogenerowanego przez 20uM WST11 w PBS(D20) skraca sie,
a wyliczona stad stata szybkosci oddziatywania 1Oz(lAg) z NADH wynosi (5,8 + 0,1 )10" M's™
i jest zblizona do wartosci podanej w literaturze [121]. Dodatkowo, wyznaczono statg gaszenia
tlenu singletowego przez azydek sodu: (5,2 + 0,1 )-10® M's™, ktéra jest nieco wieksza niz

podano w literaturze [109]. Wyniki przedstawiono na rysunku (Rys. 48).
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Rys.48 Zmierzona w PBS(D,0) zaleznoé¢ statej szybkosci zaniku sygnatu fosforescencji 'O, od stezenia
(A) NADH oraz (B) NaNs. Prébka byta naswietlana 3-4ns impulsami laserowymi o dtugosci fali 532nm.
Wykonujac regresje liniowg celowo opuszczono punkt pomiarowy wykonany przy wysokim stezeniu
NADH, gdyz znacznie odstaje od spodziewanej zaleznosci i wprowadzatby dodatkowy btad w wyniku.

4.1.5. Pomiary fotokonsumpcji tlenu

Do badania fotoreaktywnosci WST11 w wybranych srodowiskach modelowych wykorzystano
takze metode oksymetrii EPR z zastosowaniem sondy spinowej mHCTPO. Wptyw wygaszaczy
tlenu singletowego badz wolnych rodnikdw na obserwowane tempo konsumpcji tlenu miato
na celu identyfikacje generowanych reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych

za obserwowang fotokonsumpcje.

4.1.5.1. Konsumpcja tlenu indukowana naswietlaniem WST11 w $rodowisku wodnym

Podczas naswietlania 20uM WST11 swiattem zielonym (516-585nm) w samym buforze PBS, nie
zaobserwowano znacznego ubytku tlenu w badanym uktadzie. Wiedzac z bezposrednich
pomiaréw fosforescencji 1Oz(lAg) przy 1270nm, ze w takim uktadzie jest on generowany,
sprawdzono wptyw histydyny i azydku sodu — znanych wygaszaczy tlenu singletowego —
na kinetyke fotokonsumpcji tlenu w prébce. Podczas gdy wprowadzenie 5mM NaNs3 nie
wptywa na tempo procesu, histydyna ponad 4-krotnie przyspiesza konsumpcje tlenu. Jej efekt
jest2,3-krotnie silniejszy po zamianie lekkiej wody na deuterowang. W obecnosci 100uM

histydyny i 5mM azydku sodu tempo konsumpcji spada do poziomu, jaki obserwowano
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w prébce z samym fotosensybilizatorem. Po wymianie H,0 na D,O w PBS zaobserwowano

dwukrotny wzrost fotokonsumpcji tlenu w obecnos$ci WST11. Wyniki przedstawiono na Rys. 49.

Wprowadzenie do uktadu 20uM WST11 w PBS 1mM NADH spowodowato znaczny wzrost
tempa konsumpgji tlenu indukowanej naswietlanym WST11 (Rys.50). Aby sprawdzi¢ role tlenu
singletowego w tym procesie wykonano pomiary z fizycznym wygaszaczem tlenu singletowego,
azydkiem sodu, oraz w Srodowisku, w ktérym zwyktg wode zamieniono na wode deuterowana.
Zaobserwowano, ze konsumpcja tlenu wzrasta dwukrotnie w ciezkiej wodzie, podczas gdy

azydek sodu hamuje ten proces.
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Rys.49 Wptyw histydyny (100uM), azydku sodu (5mM) oraz zamiany $Srodowiska wodnego (PBS)
na ciezkowodne (PBS(D,0)) na szybkos¢ konsumpcji tlenu indukowanej swiattem zielonym (516-585nm)
w obecnosci 20uM WST11. Pomiar kontrolny stanowi szybkos$¢ konsumpgji tlenu 20uM WST11 w PBS
W ciemnosci
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Rys.50 Wptyw azydku sodu (5mM) oraz srodowiska deuterowanej wody na szybko$¢ fotokonsumpcji
tlenu indukowanej $wiattem (516-585nm) i 20uM WST11 w obecnosci ImM NADH. Pomiar kontrolny
stanowi szybkosé konsumpcji tlenu w uktadzie zawierajgcym 20uM WST11 i 1mM NADH w PBS
w ciemnosci.

4.1.5.2. Fotokonsumpcja tlenu dla WST11 w srodowisku micelarnym

Nastepnie zbadano fotokonsumpcje tlenu w micelach 0,5% TX-100 przygotowanych w PBS.
Naswietlanie samego fotosensybilizatora skutkowato powolnym ubytkiem tlenu, jednak
szybszym niz to miato miejsce w samym PBS. Obecno$¢ 5mM azydku sodu spowalniata nieco
tempo konsumpcji tlenu w badanej prébce. Wprowadzenie do uktadu 100puM histydyny
skutkowato gwattownym wzrostem szybkosci fotokonsumpciji tlenu, ktéra dodatkowo wzrosta
4,5 krotnie po zamianie srodowiska wodnego na ciezkowodne. Dodanie azydku sodu, do prébki
zawierajgcej takze histydyne, spowodowato spadek szybkosci ubytku tlenu do poziomu
obserwowanego w samym TX-100/PBS. Zaobserwowano znaczne przyspieszenie
fotokonsumpcji w obecnosci NADH. Dodatkowo wprowadzone 5mM NaN3 spowodowato silne

zahamowanie tempa ubytku tlenu. Wyniki podsumowano na Rys.51.
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Rys.51 Szybkos¢ konsumpcji tlenu w uktadzie zawierajagcym 20uM WST11 i 0,5% TX-100 oraz rézne
reagenty wymienione w legendzie. W pomiarach uzyto 5mM NaN3, 100uM histydyny oraz 1mM NADH.
Pomiar kontrolny (skrajny lewy stupek) stanowi szybko$é konsumpcji tlenu 20uM WST11 z 0,5% TX-100
w PBS w ciemnosci.

4.1.5.3. Wptyw BSA na fotokonsumpcje tlenu z WST11

Sprawdzono réwniez konsumpcje indukowang naswietlaniem WST11 w obecnosci BSA.
Zaobserwowano wzrost tempa konsumpcji tlenu wraz z ze wzrostem stezenia wprowadzanego
biatka, patrz Rys.52. Obserwowany efekt jest szybszy po zamianie $srodowiska PBS na PBS(D,0).
Nalezy zauwazyé, iz zaleznosé szybkosci fotokonsumpcji tlenu od stezenia BSA ma liniowy
przebieg tylko dla matych stezen BSA. Efekt jest szczegdlnie wyrazny w sSrodowisku

ciezkowodnym.
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/0 / Rys.52 Zaleznosc¢ szybkosci fotokonsumpciji tlenu przy
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o
©
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S
|

4 u udziale 20uM WST11 w PBS i PBS(D,0) od stezenia
0,3 /' biatka. Kazda z prébek zawiera 100uM mHCTPO i byta
N 4 I.,' —s—PBS wzbudzana swiattem zielonym (516-585nm).
0,0 - ) —— DZO(PBS)
6 1%0 360 4230 86
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W celu weryfikacji, czy ubytek tlenu indukowany naswietlaniem WST11 w obecnosci BSA jest
zalezny od tlenu singletowego, przeprowadzono szereg dodatkowych pomiaréw. Te cze$é
badan przeprowadzono w ukfadzie zawierajgcym 20puM  WST11l oraz 100pM BSA.
Obserwowana w tych warunkach fotokonsumpcja tlenu zostata znacznie spowolniona
po wprowadzeniu 5mM NaNs, przy czym nawet przy wiekszych stezeniach azydku nie
zaobserwowano catkowitego zaniku fotokonsumpcji (Rys. 53). Ponadto, efekt azydku sodu byt
taki sam w uktadzie, gdzie PBS zastgpiono przez PBS(D,O0). W dalszych pomiarach
zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost szybkosci fotokonsumpcji tlenu po wprowadzeniu
100uM histydyny do prébki przygotowanej w wodzie lekkiej. Zamiana S$rodowiska
na ciezkowodne nieznacznie przyspieszyta obserwowany proces natomiast azydek sodu

skutkowat znaczacym jego zahamowaniem (Rys. 53).
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Rys.53 Wptyw azydku sodu(5mM), histydyny(100uM) oraz PBS(D,0) na szybkos¢ fotokonsumpcji 20uM
WST11 w obecnosci 100uM BSA. Pomiar kontrolny stanowi szybkos¢ konsumpcji tlenu 20uM WST11
z 1mM BSA w PBS w ciemnosci.

Sprawdzono wptyw 1mM NADH na tempo zuzycia tlenu w ukfadzie zawierajgcym
fotosensybilizator i biatko. Szybkos$é konsumpcji wzrosta ponad dwukrotnie, natomiast
obecnos$¢ azydku sodu w stezeniu 5mM znacznie spowolnita proces. Zaobserwowano
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nieznaczny wzrost szybkosci ubytku tlenu po dodaniu do badanego uktadu 10% EtOH. Ponadto,
katalaza (200 jednostek) spowodowata nieznaczne przyspieszenie konsumpcji w ukfadzie

WST11, 100uM BSA , 5mM NaNs. Wyniki zebrano na Rys.54.

\\ NADH BSA

7) NADH + NaN, BSA
10% EtOH BSA
Katalaza BSA

Szybkos¢ fotokonsumpcji tlenu (uM/s)

Rys.54 Szybkos¢ fotokonsumpcji tlenu wyznaczona w uktadzie 20uM WST11 i 100pM BSA w obecnosci
dodatkowych reagentéw wymienionych w legendzie. W pomiarach uzyto 5mM NaN;, 1ImM NADH oraz
100 jednostek katalazy.

4.1.6. Identyfikacja generowanych wolnych rodnikow metodg putapkowania
spinowego.

Metodga putapkowania spinowego EPR wykonano serie pomiaréw z zastosowaniem DMPO jako
putapki spinowej, celem identyfikacji czesciowo zredukowanych form tlenu generowanych

przez WST11.

Naswietlanie 20uM WST11 sSwiattem zielonym (516-585nm) w obecnosci i pod nieobecnosé
BSA w PBS prowadzi do akumulacji adduktu DMPO-"OH przy czym tempo akumulacji jest
trzykrotnie wolniejsze w obecnosci biatka (Rys.55). Wyznaczone w symulacji widma EPR
parametry statych rozszczepienia struktury nadsubtelnej wynosza: Ay = 1,50mT oraz
Ay = 1,47mT i sg zgodne z danymi literaturowymi, ktére identyfikujg addukt jako DMPO-"OH

[103]. W celu dalszej identyfikacji natury reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych
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za obserwowany addukt spinowy sygnatu wykonano pomiary w obecnosci 5mM NaNs. W obu
przypadkach zaobserwowano znaczny spadek w intensywnosci sygnatu oraz pojawienie sie
charakterystycznego adduktu DMPO-‘N; o parametrach rozczepienia: Ay = 1,48mT,
ABH = 1,42mT, Ay = 0,31mT (Rys.55). Przeprowadzono dodatkowe pomiary w obecnosci
10% EtOH oraz 10%DMSO. Zaobserwowano spadek intensywnosci adduktu DMPO-"OH oraz
pojawienie sie nowego adduktu weglocentrowego o parametrach APy =2,28mT, A= 1,59mT
(Rys.55). W celu weryfikacji, czy 0," powstaje w wyniku bezposredniego transferu elektronu
z fotosensybilizatora na czasteczke tlenu, wykonano pomiary z NADH, znanym biologicznym
donorem elektronéw. Jednak zaobserwowano wytacznie spadek sygnatu adduktu DMPO-"OH
bez tworzenia charakterystycznego adduktu DMPO-'OOH. Co wiecej, dodanie azydku
do uktadu, w ktédrym znajduje sie NADH, spowodowato dodatkowga redukcje intensywnosci

sygnatu.
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51% DMPO- G,H.0

PBS + 10% EtOH o
49% DMPO-OH _, ., AANp— NN
PBS + BSA + 10% EtOH
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‘ il ’ 67% DMPO- C,H.O
NADH A 1 ! 33% DMPO-OH
I s LA M e N I

NADH + NaN,

BSA + NADH 1 A

BSA + NADH + NaN,

B Vo S RGNV PUPTRIS

336 338 340 342
Indukcja magnetyczna (mrT)

A\

N

Rys.55 Po lewej: widma EPR adduktéw spinowych generowanych w trakcie naswietlania swiattem
zielonym (516-585nm) 20uM WST11 w PBS w obecnosci dodatkowych reagentéw opisanych nad
kazdym widmem. Po prawej: symulowane (programem WinSim) widma EPR do otrzymanych
w eksperymencie sygnatow. W pomiarach uzyto: 5mM NaN;, 100uM BSA, 100uM Histydyny oraz 1mM

NADH.

W dalszych pomiarach zaobserwowano redukcje intensywnosci sygnatu w obecnosci SOD.

Wprowadzenie katalazy do uktadu zawierajgcego 20uM WST11 w obecnosci i pod nieobecnosé

BSA spowodowato tylko niewielkie zmiany w intensywnoséci widma adduktu DMPO-"OOH

(Rys.56).
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Rys. 56 Widma ESR adduktéw spinowych generowanych w trakcie naswietlania swiattem zielonym
(516-585nm) probki zawierajacej katalaze (100 jednostek) lub SOD (200 jednostek) oraz odpowiednio:

T
338 340 342

ﬂ q PBS + BSA
A n +katalaza

+ sod
Whrparrnttu g AR faierin g Ay

T T

T T T T T T '
336 338 340 342

Indukcja magnetyczna (mT)

(A) 20uM WST11 w PBS oraz (B) 20uM WST11 oraz 100uM BSA w PBS.

W celu weryfikacji produkcji anionorodnika ponadtlenkowego w srodowisku wodnym
wykonano dodatkowe pomiary z wysokim stezeniem WST11 (200uM). W czystym PBS oraz
po wprowadzeniu NADH sygnat adduktu DMPO-'OOH jest przykrywany przez silny sygnat
adduktu DMPO-"OH. Dopiero dodanie 10% EtOH pozwolito na wyodrebnienie szukanego

sygnatu, a jego obecnos¢ potwierdzono poprzez symulacje widma (Rys.57).

_ 1,0x10%4

5,0x10°4

¥4

Intensywnosc (j.u.

0,0 -

-5,0x10°1

-1,0x10°4 H

12% DMPO-OH
65% DMPO-OOH
23% DMPO-CR

336 338 34

0

342

Indukcja magnetyczna (mT)

Rys.57 Widmo doswiadczalne EPR (po lewej) wraz z przeprowadzong symulacja (po prawej) w celu
identyfikacji poszczegdlnych adduktow spinowych generowanych podczas naswietlania Swiattem

zielonym (516-585nm) 200puM WST11 w obecnosci 10% EtOH.
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Na Rys.58 przedstawiono dodatkowe wyniki pomiaréw w wodzie destylowanej. Miato
to zmniejszyé agregacje probki a co za tym idzie zwiekszyé wydajnos¢ fotogenerowania
reaktywnych form tlenu przez fotosensybilizator. W celu identyfikacji obserwowanych
adduktéw, przeprowadzono symulacje widm EPR. Otrzymane state rozszczepienia struktury
nadsubtelnej wynoszg odpowiednio : Ay = 1,50mT, Ay = 1,47mT dla DMPO-"0OH, Ay = 1,42mT
APy = 1,13mT, A% = 0,122mT dla DMPO-"0O0H, Ay = 1,48mT APy = 1,42mT Ay = 0,31mT
dla DMPO-"N3 i sg zblizone do danych literaturowych [103].

Pierwsza minuta naswietlenia probki zawierajacej wytgcznie 20uM WST11 z 0,1M DMPO
prowadzi do akumulacji adduktéw DMPO-"OH oraz DMPO-"O0H. W nastepnych minutach,
addukt DMPO-"O0H ulega zanikowi; jednocze$nie pojawia sie sygnat, ktéry mozna przypisac
adduktowi DMPO-"OH. Dodanie 10% EtOH skutkowato wygaszeniem adduktu DMPO-"OH
z zachowaniem adduktu DMPO-"OOH. Gdy do prébki wprowadzono NADH intensywnosc¢
sygnatu obserwowanych adduktéw wzrosta dwukrotnie, natomiast przeprowadzona symulacja
pokazata jednoczesne wystepowanie obu adduktéw: DMPO-"OH i —"OOH. Bezposrednia
detekcja widma adduktu DMPO-"O0H nie byta mozliwa po wprowadzeniu do prébki 100uM
BSA. Charakterystyczny dla anionorodnika ponadtlenkowego sygnat pojawit sie dopiero

po wprowadzeniu do uktadu NADH.
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Rys.58 Po lewej: Widma EPR adduktéw spinowych generowanych po 6-cio minutowym naswietlaniu
Swiattem zielonym (516-585nm) fotosensybilizatora WST11 (20uM) w sSrodowisku wodnym WD
i w obecnosci 0,1M DMPO. Dodawane reagenty opisano nad widmami EPR. Po prawej: symulowane
widma EPR do otrzymanych w eksperymencie sygnatéw. Nad widmem zaznaczono obserwowany
addukt lub superpozycje adduktdéw, ktére tworzg widmo.

Zmierzono roéwniez widma EPR w trakcie naswietlania swiattem zielonym (516-585nm) prébki
zawierajgcej fotosensybilizator WST11 w $rodowisku micelarnym TX-100/PBS. Zaobserwowano
szybkie narastanie sygnatu adduktu DMPO. Azydek sodu spowalnia tempo produkcji adduktu
z jednoczesng akumulacjg adduktu azydkowego. Podobnie jak dla fotosensybilizatora w PBS,
obecnos¢ NADH hamuje produkcje DMPO-"OH, natomiast dodany NaN; dodatkowo obniza

rejestrowany sygnat bez pojawienia sie charakterystycznego adduktu DMPO-"N3.
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\
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|ndukcja magnetyczna (mT) w érOdOWiSku micelarnym TX'lOO/PBS

4.1.7. Fluorescencja tryptofanu

Zaobserwowano gaszenie fluorescencji reszt tryptofanu BSA pod wptywem dodawanego
WST11 (Rys.60(A)). Statg dysocjacji oraz ilo$¢ miejsc wigzgcych fotosensybilizatora do albuminy

wyznaczono za pomocg metody Scatcharda [122], [123]. Sporzadzajagc wykres bedacy
stosunkiem zwigzanego ligandu do niezwigzanego ligandu (q/[WST11]) w funkgcji

zwigzanego ligandu g (w omawianym przypadku wielko$¢ g jest frakcjg fluorescencji, ktéra
zostata wygaszona q =(Fo- F)/100; gdzie F,to fluorescencja poczatkowa biatka, F— fluorescencja
po dodaniu WST11) otrzymuje sie liniowy przebieg funkcji, ktérej wspodtczynnik nachylenia
wynosi 1/Kq, gdzie Ky jest statg dysocjacji. Otrzymane wyniki wykazaty dwuetapowy przebieg
wykresu Scatcharda (Rys. 60(B)), skad wyznaczono przyblizone state dysocjacji (Ky) dla

tworzenia kompleksu WST11-BSA, ktére wynoszg odpowiednio 0,3 i 2,4uM.
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Rys.60 (A) Zmiany w widmie emisji fluorescencji tryptofanu dla 1uM BSA wraz ze zwieszaniem

stezenia oraz (B) wykres Scatcharda wigzania sie WST11 z BSA.

4.2. Wyniki otrzymane dla STL3009 i STL4009

Te cze$¢ rozprawy poswiecono charakterystyce podstawowych wtasciwosci fotofizycznych
i fotochemicznych dwéch, dodatnio natadowanych pochodnych bakteriochlorofilu a,
podstawionych jonami palladu — STL3009 i STL4005. Fotosensybilizatory otrzymano w ramach
wspotpracy z Instytutem Weizmanna w Izraelu i stanowig nowe, jeszcze nie przebadane
zwigzki. Ograniczona ilos¢ otrzymanego materiatu pozwolita na przeprowadzenie jedynie

wybranych eksperymentdéw w kilku uktadach modelowych.

4.2.1. Wiasciwosci spektralne

Widma absorpcji fotosensybilizatow STL3009 i STL4005 w MeOH s3 typowe dla
bakteriochlorofili. Posiadajg intensywne pasma absorpcji w obszarze Soreta B, (332nm)
i Bx (384nm), niewielkie pasmo Qy (517nm) oraz intensywne i przesuniete ku podczerwieni
pasmo Q, (746nm) (Rys.61(A)). Widmo absorpcji obu fotosensybilizatoréw rézni sie

w niewielkim stopniu w obszarze pasma Qy, gdzie dla STL3009 jest ono bardziej rozmyte.
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Dla obu fotosensybilizatorow, zamiana na srodowisko wody destylowanej skutkuje spadkiem

intensywnosci poszczegdlnych pasm absorpcji oraz przesunieciem pofozenia ich maksimoéw,

przy czym efekt ten jest znacznie silniejszy dla STL3009. Wprowadzajac fotosensybilizatory

do buforu PBS zaobserwowano jeszcze silniejszy spadek intensywnosci absorpcji dla STL4005,

podczas gdy dla STL3009 stwierdzono pojawienie sie zupetnie nowego pasma absorpcji

w obszarze 810nm (Rys.61(B)) Ewolucja nowego pasma absorpcji jest powolna i stan

rownowagi wymaga odczekania okoto 20min (Zmiany zachodzace w ciggu 10min pokazano

na Rys.61(C)). Dodanie w S$rodowisku hydrofilowym 0,5% TX-100 prowadzi do petnej

monomeryzacji obu zwigzkdéw (nie pokazano).
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Rys.61 (A)Widma absorpcji ~10uM STL3009 i STL4005 w
metanolu, (B) w wodzie destylowanej i PBS, oraz (C)
Zmiany w widmie absorpcji zachodzgce w ciggu
10 minut od wprowadzenia 10uM fotosensybilizatora
do buforu PBS. Strzatkami zaznaczono zachodzgce
w widmie zmiany.
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Sprawdzono tez wptyw BSA na widmo absorpcji badanych pochodnych bakteriochlorofilow.
Dla STL3009 w wodzie destylowanej, mate stezenia albuminy obnizajg intensywnos¢
pierwotnego pasma Q, kosztem formacji nowego, przesunietego w kierunku fal dtuzszych
pasma z maksimum przy 790nm. Duze stezenie albuminy powoduje proces odwrotny
i ponowne odbudowywanie pasma Q, w 750nm (Rys.62(A)). Dodanie do wodnego roztworu
STL4005, BSA w stezeniu 20uM, powoduje obnizenie absorpcji, ktérej jednak nie towarzyszy
powstawanie dodatkowego pasma. Przy wyiszych stezeniach biatka absorpcja

fotosensybilizatora w nieznacznym stopniu wzrasta (Rys.62(B)).

Inng zalezno$¢ zaobserwowano w Srodowisku buforu PBS (Rys.63(A)). Wraz ze wzrostem
stezenia albuminy pasmo absorpcji STL3009 przy 810nm zanika, podczas gdy przy 746nm
obserwuje sie przyrost absorpcji. Efekt ten jest powolny, co pokazano na Rys.63(C). Ten sam
eksperyment dla STL4005 pokazat zanik charakterystycznego ,ramienia” w 720nm

i towarzyszgce temu narastanie pierwotnej absorpcji w Q przy dtugosci fali 746nm (Rys.63(B)).

A B

——WD T —wo

3 +20uM BSA 50,6 +100uM BSA

04 + 100uM BSA =y + 500uM BSA

o +500uM BSA e H

S 0,3 %)

g =

S 02 3

g £

< 0,1

0.0 T T T T T 00+ T T T T T

400 600 800 400 600 800
Dtugosc fali (nm) Dtugosc fali (nm)

Rys.62 Wptyw BSA na widmo absorpcji (A) 10uM STL3009 mierzone w wodzie
destylowanej(WD), (B) 10uM STL4005 w WD
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4.2.2, Femto- i piko-sekundowa fotoliza btyskowa

Wzbudzenie STL3009 i STL4005 900fs impulsem lasera w anaerobowych warunkach
w TX-100/PBS oraz metanolu prowadzi do generacji indywidudw o szerokim widmie absorpcji
w obszarze 520-630nm oraz ujemnej absorpcji z maksimum przy 753nm. Przyktadowe widma
roznicowe absorpcji badanych fotosensybilizatoréw, otrzymane w rdznych punktach
czasowych w obecnosci miceli, pokazano na Rys.64 (A,B). Analiza kinetyki zmian sygnatu oraz
zastosowanie funkcji ,Global Fit” wykazaty mono-eksponencjalny zanik sygnatu gtdwnie

w obszarze ujemnej absorpcji z niewielkimi zmianami w pozostatym zakresie dtugosci fal.
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Wyliczone state czasowe wynoszg odpowiednio (170 *+ 23)ps oraz (147 = 18)ps dla STL3009
i STLA005. Zrekonstruowane widmo absorpcji stanu przejsciowego jest przesuniete w kierunku
fal dtuzszych w stosunku do pozostatej po 0,5-1 nanosekundzie pomiaru, ujemnej absorpcji
stanu podstawowego (Rys.64 (B)). W MeOH otrzymano podobne przebiegi widm, natomiast

ich zmiany zachodzg ze statg czasowg wynoszaca (108 + 13)ps oraz (67 + 8)ps odpowiednio dla

STL3009 i STL4005.

<<5 | = 170ps | = 147ps
nieskonczonos¢ nieskonczonos¢
004 77 T 00— 7 T
550 600 650 700 750 550 600 650 700 750
Dtugosc fali (nm) Diugosc fali (nm)

Rys.64 Wyniki z pikosekundowe] fotolizy btyskowej uzyskane dla 20uM (A) STL3009 i (B) STL4005
w TX-100/PBS. 1) Widma réznicowe absorpcji obserwowane po 1, 12, 100 i 500ps po impulsie z lasera.
Il) Widma rdznicowe absorpcji standw przejSciowych rejestrowanego sygnatu zrekonstruowane przy
pomocy funkcji ,,Global Fit”. Widmo rdznicowe absorpcji, ktére pozostaje po 0,5-nanosekundowym
pomiarze oznaczono jako ,nieskonczonos¢”. Moc wigzki wzbudzajgcej lasera o dtugosci fali 400nm
wynosita 500uW, natomiast w celu uzyskania wigzki prébkujacej, uzyto krysztatu CaF,.

W Srodowisku hydrofilowym intensywnos¢ sygnatu widma réznicowego absorpcji badanych
fotosensybilizatoréw, o tej samej gestosci optycznej przy dtugosci fali wzbudzenia (400nm)
co prébka przygotowana w TX-100/PBS, spada ponad 3-krotnie w wodzie destylowanej i ponad

10-krotnie w PBS dla STL3009, oraz okoto 2-krotnie w wodzie destylowanej i ponad 7-krotnie
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w PBS w przypadku STL4005. Zarejestrowane widma charakteryzujg sie znacznym
poszerzeniem pasm absorpcji przejsciowej w stosunku do tej obserwowanej w srodowisku

miceli TX-100.

Zmiany w widmie absorpcji w czasie zachodzity dwuetapowo. Krdtkozyjacg komponente,
o czasie zaniku okoto 5ps, obserwuje sie w catym zakresie dtugosci fal rejestrowanego widma
roznicowego absorpcji obu fotosensybilizatorow. Druga dtugowieczna sktadowa zaniku
absorpcji przejsSciowej w WD ma ujemne pasmo absorpcji w obszarze 760nm. Ta sama
sktadowa w PBS wydaje sie mie¢ zupetnie inny przebieg. Jako przyktad pokazano wyniki

otrzymane dla fotosensybilizatora STL4005 (Rys.65). Dla obu fotosensybilizatoréw czas zycia

tego stanu przejSciowego wynosi w przyblizeniu 115ps.

~ .0,010 — 5ps D 0.00 — 4,7ps
< ) - 4
0,015 | — 115ps <<E ’ | — 115ps
] nieskonczonosé ) _ nieskonczono$é
-0,020 L L R L 0,006 \ \ \ \ \ \ ‘ \ ‘ \
550 600 650 700 750 550 600 650 700 750
Dtugosc fali (nm) Dtugoé¢ fali (nm)

Rys.65 Czasowo zalezne zmiany widm réznicowych absorpcji zachodzace w pierwszej 1ns pomiaru.
Wyniki z piko-sekundowej fotolizy btyskowej dla =~25uM STL4005 w (A) WD i (B) PBS . Poszczegdlne
czesci rysunku pokazujg: 1) Widma réznicowe obserwowane po 1, 5, 10 i 500ps po impulsie z lasera.
Il) zrekonstruowane widma obserwowanych standw przejsciowych otrzymane po zastosowaniu funkcji
»,Global Fit”. Widmo rdznicowe absorpcji, ktére pozostaje po 1,5ns pomiarze oznaczono jako
»hieskonczonos¢”. Moc wigzki wzbudzajacej lasera o dtugosci fali 400nm wynosita 500uW, natomiast
w celu uzyskania wigzki prébkujgcej, uzyto krysztatu CaF,.
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Wprowadzenie 0,5mM BSA spowodowato podobne zmiany w obserwowanym widmie
roznicowym absorpcji obu fotosensybilizatoréw. Widma charakteryzuja sie wyzisza
intensywnoscig niz pod nieobecnos¢ biatka oraz przybierajg ksztatt zblizony do tego
obserwowanego w $rodowisku micelarnym. Ich analiza z zastosowaniem funkgji ,Global Fit”
wskazuje na zmniejszenie udziatu krétko-zyjgcego stanu przejsciowego w obu przypadkach

(Rys.66).

Po uptywie 1ns, we wszystkich rozwazanych przypadkach z wyjatkiem préobki w PBS, obserwuje
sie widmo absorpcji réznicowej bardziej stabilnego stanu przejsciowego o podobnym,
niezaleznym od s$rodowiska przebiegu. Wystepujg znaczne rdinice w intensywnosci
pozostatego sygnatu, ktore przedstawiono w Tabeli 4., jako procentowa czes¢ intensywnosci

korncowego widma otrzymanego w MeOH i TX-100.

A B
0,000 0,000
= -0,004 ,; -0,003
= 4 .
< 0008 4 < 1 12
-0,008 | —— s _— S
| P g -0,006 - P
—— 117ps —— 133ps
-0,012 7 nieskonczonosé | nieskonczonos$é
-0,009
-0,016
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
550 600 650 700 750 550 600 650 700 750
Dtugosé fali (nm) Diugos¢ fali (nm)

Rys.66 (A) Widma réznicowe absorpcji standw przejsciowych dla 20uM STL3009 w obecnosci 0,5mM
BSA w A) WD i B) PBS otrzymane po zastosowaniu funkcji ,,Global Fit”. Widmo rdznicowe absorpcji,
ktére pozostaje po 1 ns pomiarze oznaczono jako ,nieskoficzonos¢”. Moc wigzki wzbudzajgcej lasera
o dtugosci fali 400nm wynosita 500uW, natomiast w celu uzyskania wigzki prébkujacej, uzyto krysztatu
CaF,.
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Tab.4 Procentowy udziat sygnatu absorpcji przejsciowej po uptywie 1ns od impulsu lasera zaktadajac
préobki w MeOH i TX-100 jako punkt odniesienia.

MeOH/TX-100 WD PBS WD + BSA PBS + BSA
STL3009 | 100% 20% 7% 36% 10%
STL4005 | 100% 43% 15% 51% 45%

4.2.3. Nano- i mikro-sekundowa laserowa fotoliza btyskowa

Wzbudzenie STL3009 i STL4005 w TX-100/PBS w anaerobowych warunkach, po uptywie 1ns
od impulsu laserowego, prowadzi do powstania stanu przejSciowego, ktérego widmo absorpcji
w zakresie 400-505 oraz 525-675nm, pokazane jest na Rys.67. Pierwszy fotosensybilizator
charakteryzuje sie stabiej rozwinietg absorpcja w obszarze fal krétkich (Rys.67(A)), oraz
wyraznym znieksztatceniem w obszarze 635-675nm prawdopodobnie wynikajagcym z obecnosci
zanieczyszczen w probce (wg. Aleksandra Brandisa, odpowiedzialnego za synteze badanych
fotosensybilizatoréw w Instytucie Nauki Weizmanna). Obserwowana dla obu Pd-pochodnych
bakteriochlorofilu ujemna absorpcja w obszarze <400nm, 505-525 oraz 675-800nm zwigzana

jest z blaknieciem stanu podstawowego.

Zanik obserwowanej absorpcji przejsciowej w obu przypadkach jest mono-eksponencjalny
(przebiegdw nie pokazano; sg analogiczne jak obserwowano dla WST11, ze statymi czasowymi
(4,6 £ 0,2)us oraz (4,3 + 0,2)us, odpowiednio, dla STL3009 i STL4005, patrz Rys.35(B)).
Nasycenie prébki tlenem powoduje okoto 8-krotne skrdcenie czasu zycia absorpcji przejsciowej
obu fotosensybilizatorow. Przez analogie do wynikow otrzymanych przy pomiarach WST11,

obserwowane stany przejsciowe mozna utozsamic ze wzbudzonym stanem trypletowym.
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Rys.67 Widma rdznicowe absorpcji fotosensybilizatora (A) STL3009 oraz (B) STL4005 w TX-100/PBS w
warunkach beztlenowych, otrzymane w réznych punktach czasowych po impulsie z lasera (400nm)

Przebieg widma absorpcji przejsciowej stanu wzbudzonego trypletowego nie ulega wiekszym
zmianom w innych badanych srodowiskach modelowych z wyjgtkiem PBS, jednak zbyt staby
sygnat nie pozwalat na jego doktadng analize (nie pokazano). Dodatkowo, we wszystkich
analizowanych przypadkach zaobserwowano mono-eksponencjalny zanik widma réznicowego

absorpciji.

W dalszej czesci pracy skupiono sie na stabilnosci wzbudzonego stanu trypletowego
fotosensybilizatorow w zaleznosci od mikrosrodowiska i obecnosci tlenu. Otrzymane wyniki
przedstawiono w Tabeli 5. Dla obu Pd-pochodnych bakteriochlorofilu czas zycia wzbudzonego
stanu trypletowego w S$rodowisku hydrofilowym jest nieznacznie krétszy od tego
obserwowanego w MeOH i wynosi odpowiednio 2,0us i 2,3 ups dla STL3009 i STL4005.
Stabilnos$¢ trypletu wzrosta blisko dwukrotnie w obecnosci 0,5mM BSA. Co wiecej, oszacowana
stata szybkosci oddziatywania wzbudzonego stanu trypletowego z tlenem w obecno$ci BSA jest
okoto 6-krotnie nizsza niz dla samych fotosensybilizatoréw w wodzie. Wzbudzony stan
trypletowy STL3009 i STL4005 w MeOH charakteryzuje sie podobng statg oddziatywania

z tlenem co w wodzie i w przyblizeniu wynosi 2:10° Mt
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Tab.5 Czasy zycia wzbudzonego stanu trypletowego (A) STL3009 i (B) STL4005 w wybranych uktadach
modelowych w warunkach beztlenowych, w réwnowadze z powietrzem oraz po nasyceniu 100%
zawiera oszacowane wartosci

tlenem. Ostatnia kolumna tabeli statej oddziatywania trypletu

fotosensybilizatora z tlenem. Czasy zycia wyznaczono z dopasowania funkcji eksponencjalnej do zaniku

absorpcji przejsciowej stanu trypletowego w 570nm.

A
Rozpuszczalnik | Tar (HS) | Trowietrze (M) Toz (Ms) ~ Koz (M's™)
MeOH (2,7+0,1) (0,19 £ 0,02) | (0,042+0,004) | 2,3-10"
DDW (2,0£0,5) (1,0+0,2) (0,31+0,03) |2-10°
PBS brak sygnatu | brak sygnatu | brak sygnatu -
TX-100/PBS | (4,6 +0,2) (1,91+0,04) | (0,56+0,02) | 1,2:10°
PBS BSA (3,7+0,8) (2,8+0,5) (1,3 0,3) 3,5:10°
DDWBSA | (3,5+0,4) (2,6 +0,2) (1,7 +0,4) 3,9-10°
B
Rozpuszczalnik | Tar (HS) | Trowietrze (1S) Toz (Hs) ~ ko2 [M's™]
MeOH 2,8+0,1 | 0,20+0,02 0,049+ 0,003 | 2,0-10°
DDW 2,3+0,2 [1,0%0,2 0,30 +0,05 2,3:10°
PBS 2,4+ 0,4 1,0+0,1 brak sygnatu 2,3-10°
TX-100/PBS 43+0,2 |1,90+0,03 0,58 + 0,03 1,2:10°
PBS BSA 3,6¢0,2 |[2,7+0,2 1,5+ 0,2 3,7-10°
DDW BSA 3,4+03 |29+0,3 brak sygnatu | 2,1-10°
4.2.4. Czasowo rozdzielcza detekcja fosforescencji tlenu singletowego przy

1270nm

Zbadano zdolnos¢ fotogenerowania tlenu singletowego przez fotosensybilizatory STL3009
i STL4005. W srodowisku wodnym staby sygnat fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm
jest zaktdcony przez kilkukrotnie intensywniejszg fosforescencje samego fotosensybilizatora.
Fosforescencja samych fotosensybilizatoréw jest szczegdlnie widoczna po wprowadzeniu
do badanego uktadu 5mM azydku sodu — wydajnego wygaszacza 0, (Rys.68(A)). Wyznaczony
czas zaniku fosforescencji dla STL3009 i STL4005 wynosi odpowiednio (1,23 * 0,04)us
i (1,26 * 0,05)us, podczas gdy tlenu singletowego w obu przypadkach (3,7 + 0,1)us. Uzyto
dodatkowej metody w celu weryfikacji czy reaktywna forma tlenu powstaje w probkach
wodnych, stosujgc odpowiednie filtry waskopasmowe, dzieki ktorej odtworzono spektralny
przebieg fosforescencji tlenu singletowego (Rys.68(B)). W innych badanych s$rodowiskach,

komponenta fosforescencji tlenu singletowego jest przesunieta w czasie w stosunku
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Rys.68 (A) Wptyw 5mM NaN; na zanik fosforescenc;ji
tlenu singletowego (w 1270nm) po wzbudzeniu prébki
zawierajgcej 1) 20uM STL3009 lub 1l) 20uM STL4005
w PBS impulsem lasera o dtugosci fali 532nm. (B)
Intensywnos¢ fosforescenc;i 102(1Ag) fotogenerowanego
przy udziale 20uM STL3009 i STL4005 w WD
w zaleznosci od zakresu obserwacji. Przerywana linia
obrazuje prébe odtworzenia przebiegu pasma emis;ji tej
fosforescencji (C) Sygnat fosforescencji tlenu
singletowego  fotogenerowanego STL3009
i STL4005 w MeOH.

przez

Wyznaczono wydajnos¢ kwantowg generacji tlenu singletowego w prébkach zréwnowazonych

z powietrzem. Wyniki dla obu fotosensybilizatoréw zebrano w Tab.6. W wodzie destylowanej

ta wydajnos$é wynosita odpowiednio 0,041 + 0,004, oraz 0,053 + 0,006 dla STL3009 i STL4005,

podczas gdy w buforze PBS zaledwie 0,004 £ 0,002 i 0,022 + 0,004. Zamiana $rodowiska

wodnego na ciezkowodne skutkowata dwukrotnym wzrostem wydajnosci

kwantowej
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fotogenerowania 102(1419) przez STL3009 (0,084 + 0,006), oraz trzykrotnym wzrostem
dla fotosensybilizatora STL4005 (0,15+ 0,02). W srodowisku micelarnym TX-100/PBS wydajnos$¢
kwantowa generowania tlenu singletowego przez STL4005 jest ponad dwukrotnie wyzsza
niz przez STL3009. W bardziej polarnym otoczeniu rozpuszczalnikéw organicznych MeOH
i acetonu wydajnosci STL3009 sg o okoto 25% wyzsze niz STL4005 i wynoszg odpowiednio
0,81 +£0,02 oraz 1,05 £ 0,04.

Tab.6 Wydajnosci kwantowe fotogeneracji tlenu singletowego przez 20uM STL3009 zmierzone
w réznych mikrosrodowiskach nasyconych powietrzem. Pomiar przeprowadzono metodg rozdzielczej
czasowo detekcji fosforescencji 1Oz(lAg) w 1270nm przy wzbudzeniu promieniowaniem lasera
impulsowego o dtugosci 523nm. Jako standard zastosowano RB [120].

Rozpuszczalnik Psti3009 Pstia005
WD 0,041 + 0,004 0,053 + 0,006
PBS 0,004 + 0,002 0,022 £ 0,004
D20 0,084 + 0,006 0,15+ 0,02
D20(PBS) 0,014 +£ 0,005 0,050+ 0,005
TX-100/PBS 0,094 £ 0,04 0,24 £ 0,05
MeOH 0,81 +£0,02 0,61 +0,02
Aceton 1,05 +0,04 0,73+0,03

W dalszych badaniach sprawdzono wptyw BSA na fosforescencje tlenu singletowego
fotogenerowanego przez STL3009 i STL4005. W Srodowisku wody destylowanej, dodawanie
biatka skutkuje gwattownym wzrostem intensywnosci oraz wydtuzeniu czasu zycia
fosforescencji fotosensybilizatoréw, co uniemozliwia analize stabej komponenty sygnatu
fosforescencji 1Oz(lAg). Przyktadowe sygnaty rejestrowanej luminescencji przy 1270nm podczas
dodawania BSA, pokazano dla STL4005 na Rys.69(A). Przeprowadzono analogiczne badania
w Srodowisku ciezkowodnym. W obecnosci wzrastajgcych stezern BSA w D,0 czas zycia
komponenty odpowiadajgcej fosforescencji tlenu singletowego skraca sie, a wyliczona stad
stata szybkosci oddziatywania !0,z BSA wynosi 3,8-10° M's1 oraz 6,0-108 M s, odpowiednio,
dla pomiardw z udziatem STL3009 i STL4005 (Rys.69(B)).
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Rys.69 (A) Wptyw BSA na kinetyke zaniku fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm
fotogenerowanego przez STL3009 w $rodowisku wodnym. (B) Zaleznos$¢ statej szybkosci zaniku
sygnatu fosforescencji 1Oz(lAg) od stezenia BSA zmierzona w PBS(D,0). Probka byta

naswietlana impulsami laserowymi o dtugosci fali 532nm.

4.2.5. Fotokonsumpcja tlenu indukowana naswietlaniem STL3009 i STL4005

W wybranych uktadach modelowych zbadano konsumpcje tlenu indukowang naswietlaniem
Swiattem zielonym fotosensybilizatoréw STL3009 i STL4005. Dla obu zwigzkdow szybkos¢ ubytku
tlenu w wodzie i D,0 jest zaniedbywalna. Podczas gdy wprowadzenie 5mM NaNs; do wodnego
roztworu STL4005 nie wywotato wiekszych zmian, konsumpcja tlenu wzrosta okotfo trzykrotnie
dla roztworu STL3009. Obecnosc¢ histydyny przyspiesza tempo ubytku tlenu obu naswietlanych
fotosensybilatoréow, przy czym efekt jest 5-krotnie wyzszy dla STL4005. Podobnie,
przyspieszenie ubytku tlenu w wyniku zamiany $rodowiska na ciezkowodne w obecnosci
aminokwasu jest znacznie mniejsze dla STL3009. W obu przypadkach 5mM azydek sodu

hamuje fotokonsumcje obserwowang w uktadzie z histydyng. Wyniki podsumowano na Rys.70.
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Rys.70 Wptyw histydyny (100uM), azydku sodu (5mM) oraz zamiany Srodowiska wodnego (wody
destylowanej - WD) na ciezkowodne (D20) na szybkos$¢ konsumpcji tlenu indukowanej sSwiattem
zielonym w obecnosci ~20uM (A) STL3009 oraz (B) STL4005. Pomiar kontrolny stanowi szybkosé
konsumpcji tlenu odpowiednio STL3009 i STL4005 dla (A) i (B) w WD w ciemnosci.

W obecnosci 100uM BSA fotokonsumpcja tlenu przy udziale STL3009 wzrasta okoto
diesieciokrotnie podczas gdy ten sam eksperyment z fotosensybilizatorem STL4005 pokazat
trzykrotnie silniejszy efekt biatka. Aby sprawdzié, czy w obserwowanym w tym uktadzie ubytku
tlenu bierze udziat stan lOz(lAg), przeprowadzono badania z udziatem histydyny i azydku sodu.
Zaobserwowano odpowiednio wzrost i spowolnienie fotokonsumpcji tlenu dla obu

fotosensybilizatorow (Rys.71).
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Rys.71 Wptyw azydku sodu (5mM) oraz D,0 na szybko$¢ fotokonsumpcji tlenu indukowanej przez
naswietlanie swiattem zielonym okoto 20uM (A) STL3009 oraz (B) STL4005 w obecnosci 100uM BSA
w wodzie destylowanej. Pomiar kontrolny stanowi szybkos$¢ konsumpcji tlenu odpowiednio dla STL3009
i STL4005 dla (A) i (B) z 100uM BSA w WD w ciemnosci.

W $rodowisku miceli 0,5% TX-100/WD szybkos¢ konsumpcji tlenu indukowana naswietlaniem
STL3009 lub 4005 jest zaniedbywalna (Rys.72). W celu posredniej weryfikacji czy w uktadach
generowany jest tlen singletowy, sprawdzono wptyw azydku sodu i histydyny na tempo
konsumpcji tlenu. W obecnosci obu fotosensybilizatoréw wprowadzenie chemicznego
wygaszacza tlenu singletowego spowodowato drastyczny wzrost tempa konsumpcji, ktory
dodatkowo wzrést okoto 2-krotnie po zamianie Srodowiska wodnego na ciezko-wodne. Dodany
azydek sodu do prébek z histydyng w TX-100/WD, zgodnie z przewidywaniami, zahamowat

obserwowany proces.
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Rys.72 Szybkos¢ fotokonsumpcji tlenu w fotosensybilizatoréw (A) STL3009 oraz (B) STL4005
w $rodowisku miceli 0,5% TX-100/WD oraz reagentami wymienionymi w legendzie. W pomiarach uzyto
5mM NaNsoraz 100uM histydyny. Konsumpcja tlenu w uktadzie byta indukowana $wiattem zielonym.
Pomiar kontrolny stanowi szybkos$¢ konsumpcji tlenu odpowiednio STL3009 lub STL4005 dla (A) i (B)
w 0,5% TX-100/WD w ciemnosci.

4.2.6. Putapkowanie spinowe

Otrzymane state rozszczepienia struktury nadsubtelnej wynosza odpowiednio : Ay = 1,50mT,
Ay = 1,47mT dla DMPO-OH, Ay = 1,42mT, APy = 1,13mT, A% = 0,122mT dla DMPO-OOH,
An=1,48mT, APy = 1,42mT, Ay = 0,31mT dla DMPO-N; i sg zblizone do danych literaturowych
[103].

Nie zaobserwowano zadnego sygnatu w buforze PBS. W wodzie destylowanej 6-cio minutowe
naswietlanie obu fotosensybilizatoréw prowadzi do powstania adduktu DPMO-OH (Rys.73).
Azydek sodu hamuje powstawanie tego sygnatu, przy czym obserwuje sie wyrazne
nagromadzanie adduktu DMPO-N3; w uktadzie z STL4005. Dodanie 10% EtOH, dla obu badanych
pochodnych bakteriochlorofilu powoduje stabg akumulacje adduktu DMPO-OOH. Naswietlanie
STLA005 w obecnoéci NADH prowadzi do pojawienia sie stosunkowo wyraznego sygnatu
bedacego superpozycjg adduktéw DMPO-OOH i DMPO-OH w stosunku 92:8, podczas gdy ten
sam eksperyment dla STL3009 pokazat jedynie staby sygnat adduktu DMPO-OOH (Rys.73(B)).

Dla obu fotosensybilizatoréw otrzymane widmo EPR w obecnosci BSA charakteryzuje sie
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stabszg intensywnoscig niz pod nieobecno$é biatka oraz wskazuje na generowanie adduktu
DMPO-OH. Wprowadzenie azydku sodu nie wywotato znacznego efektu w uktadzie z STL3009,
podczas gdy z STL4005 zaobserwowano dodatkowg akumulacje adduktu DMPO-Ns. Dla obu
badanych pochodnych bakteriochlorofilu przeprowadzone badania w Srodowisku micelarnym
TX-100/WD pokazaty generowanie adduktu DMPO-OH. Wprowadzenie azydku sodu
do badanych uktadéw prowadzi do akumulacji zaréwno adduktu DMPO-OH jak i silnego

sygnatu DMPO-N3 (Rys.73).

A
DMPO-OH
wD | " ‘\ ﬂ
90% DMPO-OH
+ NaN3 10% DMPO-N3 i AN NN
: v
+ EtOH DMPO-OOH
“"““’”‘W“W“"" ' " N,
+ NADH DMPO-OOH
e LV PR [T MW,
+ BSA DMPO-OH
e e Y 2
+ BSA + EtOH N /\/ /\/ -
RPNttt gt P
+ BSA + NaN -
; , A DMPO-OH A /\/ q{ A
DMPO-OH

TX-100/WD q A
+NaN, A \ }\ /‘ A

336 338 340 342

Pole magnetyczne (mT)

> A

53%DMPQ-OH

47%DMPO-N, ﬂ q

Rys. 73 (A) Widma EPR adduktéw spinowych generowanych po 6-cio minutowym naswietlaniu
Swiattem zielonym fotosensybilizatora STL3009 w $rodowisku wodnym WD i micelarnym TX-100/WD
w obecnosci 0,1M DMPO. Prébki opisano z lewej strony nad sygnatami widm EPR. Symulowane widma
EPR do otrzymanych w eksperymencie sygnatéw wraz z opisem obserwowanych adduktéow pokazano
po prawej stronie.
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Rys. 73 (B) Widma EPR adduktéw spinowych generowanych po 6-cio minutowym naswietlaniu
$wiattem zielonym fotosensybilizatora STL4005 w $rodowisku wodnym WD i micelarnym TX-100/WD
w obecnosci 0,1M DMPO. Prébki opisano z lewej strony nad sygnatami widm EPR. Symulowane widma
EPR do otrzymanych w eksperymencie sygnatéw wraz z opisem obserwowanych adduktéow pokazano
po prawej stronie.

4.2.7. Pomiary fluorescencyjne

Podobnie jak w przypadku WST11, zaobserwowano spadek fluorescencji BSA (jego reszt
tryptofanowych) po wprowadzeniu badanych fotosensybilizatorow. Wyniki przedstawiono
w formie wykresdw Scatcharda (Rys.74). Wyznaczone state dysocjacji dla STL3009 i STL4005
wynoszg odpowiednio: 0,03 i 3,7uM oraz 0,04 i 3,1uM
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Rys.74 (B) Zmiany w widmie emisji fluorescencji tryptofanu dla 1uM BSA wraz ze zwieszaniem stezenia
(A) STL3009 oraz (B) STL4005.Pomiar przeprowadzony w WD zgodnie z parametrami przedstawionymi

w podrozdziale 3.2.2. q jest frakcjg fluorescenciji, ktéra zostata wygaszona; odpowiada zwigzanemu
ligandowi. K4 oznacza stalg dysocjacji.
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5. Dyskusja

5.1. WST11

5.1.1. Wtasciwosci fotofizyczne WST11

Tendencja fotosensybilizatora do agregacji, oraz procesy zachodzgce w pierwszych
nanosekundach po zaabsorbowaniu fotonéw, determinujg wydajnos¢ reakcji fotochemicznych

zachodzacych przy udziale danego fotosensybilizatora w konkretnym mikrosrodowisku.

W polarnych rozpuszczalnikach organicznych, albo w obecnosci miceli TX-100/PBS, WST11
wystepuje w postaci zmonomeryzowanej [37], co potwierdzajg wyniki pomiardow
przeprowadzonych w ramach tej pracy (Rys. 5, 18). W niniejszej rozprawie pokazano ponadto
widma absorpcji WST11 w kilku rozpuszczalnikach o réznej polarnosci (Rys.18). Cze$¢ wynikow
wskazuje, iz pasmo Q, fotosensybilizatora wykazuje wtasciwosci pozytywnego
solwatochromizmu - wraz ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika, potozenie maksimum
pasma przesuwa sie w strone fal dtuzszych. Oznaczato by to, ze stan wzbudzony zwigzku jest
bardziej polarny niz stan podstawowy; tak wiec polarne rozpuszczalniki powinny
go stabilizowac¢ [124], [125]. Efekt solwatochromizmu bytby o tyle istotny, ze w okreslonych
warunkach umozliwiatby charakterystyke mikrosrodowiska, na przyktad ocene lokalnej
polarnosci w miejscu przytaczenia do biatka. Z drugiej strony, potozenie maksimum dla MeOH
i DMSO nie jest spdjne z proponowang zaleznoscig. Moze to wynika¢ z dodatkowe] zaleznosci
pofozenia maksiméw absorpcji od protycznosci Srodowiska [126]; o ile o ile DMSO
charakteryzuje sie znacznie wyzszg wartosciag momentu dipolowego (3,96 D) niz metanol
(1,70 D), DMSO jest rozpuszczalnikiem aprotycznym, ktdérego czasteczki nie uczestniczg
w tworzeniu wigzan wodorowych, podczas gdy metanol jest rozpuszczalnikiem protycznym

zdolnym do udziatu w wigzaniach wodorowych.

Jedng z najwazniejszych wiasciwosci efektywnego fotosensybilizatora jest duza wydajnosé
przejscia miedzysystemowego, ktére w efekcie prowadzi do generowania stanu trypletowego.
Wzbudzony stan trypletowy charakteryzuje sie dtuzszym czasem zycia (~10° - 10°s) niz mato

stabilny wzbudzony stan singletowy (czas zycia ~10™%-107s), co zwieksza prawdopodobieristwo
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wykorzystania energii wzbudzenia w reakcjach chemicznych, prowadzacych do powstania
miedzy innymi RFT. Niektére metalo-pochodne bakteriochlorofili charakteryzujg sie wyjgtkowo
wydajnym przejSciem miedzysystemowym (interkombinacyjnym) ze wzbudzonego stanu
singletowego do trypletowego. W pracy Mausewald’a [64] zauwazono, ze pochodne
bakteriochlorofilu podstawione ciezkim atomem metalu jak np. Pd, w poréwnaniu do innych
metalo-podstawionych pochodnych, np. Zn- albo Mg-, charakteryzujg sie bliskg jednosci
wydajnoscig przejscia miedzysystemowego (dla przyktadu Pd-BChl w toluenie wydajnosé
przejScia miedzysystemowego siega 0,994), przy czym czas zycia wzbudzonego stanu
trypletowego wynosi pare mikrosekund, natomiast czas zycia wzbudzonego stanu
singletowego wynosi zaledwie 65ps. Podobne wyniki otrzymano dla WST09, gdzie wydajnos¢
przejscia w MeOH oszacowano na 1 [62] oraz postulowano dla WST11 [37]. Wysoka wydajnos¢
przejscia miedzysystemowego przypisuje sie efektowi otwartej powtoki ciezkiego jonu

centralnego, Pd** [64].

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pomiaréw przeprowadzonych przy uzyciu femto-
i pikosekundowe] laserowej fotolizy btyskowej wykazujg, ze wzbudzenie WST11 w MeOH
i w TX-100/PBS, prowadzi do niemal natychmiastowego (w czasie okoto 900fs) powstania
formy przejsciowej o absorpcji w zakresie 525-675nm, ktéra tylko nieznacznie zmniejsza sie
podczas 1,5 nanosekundowego pomiaru (~10%) (Rys.34). Czas zaniku, 70 i 170ps
dla Srodowiska rozpuszczalnika organicznego i miceli, odpowiednio, odpowiada
prawdopodobnemu czasowi zycia najnizej lezacego wzbudzonego stanu singletowego.
Podobng warto$é otrzymano dla Pd-BChl w pracy Musewalda i in. [64]. Blisko 3-krotnie dtuzszy
czas zycia w TX-100/PBS niz w MeOH wynika z innego oddziatywania fotosensybilizatora
z otoczeniem. Ponadto, wydtuzony czas zycia stanu wzbudzonego moze wskazywaé,
iz fotosensybilizator znajduje sie wewnatrz apolarnej czesci miceli [127]. Otrzymane dla MeOH
i TX-100/PBS widma absorpcji przy 525-675nm po czasie 1ns od impulsu lasera mozna
traktowaé jako widmo rdéznicowe w petni utworzonego wzbudzonego stanu trypletowego.
Co wiecej, nasze badania pokazaty silne zmiany w obserwowanym widmie rdznicowym
w obszarze blakniecia, ktére charakteryzowaty sie tymi samymi czasami zycia, co opisane
zmiany absorpcji (Rys.28). Prawdopodobnie, obserwuje sie zanik wzbudzonego stanu

singletowego i tworzenie trypletowego, jednak znaczace nakrywanie sie obu widm utrudnia
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Sledzenie procesu. Nie mozna wykluczyé, iz istotne informacje o stanie trypletowym
fotosensybilizatora znajdujg sie w zakresie dtugosci fal ponizej 500nm, (oraz powyzej 760nm).
Niestety, specyfika dostepnego uktadu pomiarowego, czyli staba intensywnos¢ S$wiatta
monitorujgcego w 400-500nm oraz staba czuto$é detektora przy tychze dtugosciach fal, nie
pozwolity na obserwacje produktu o absorpcji przejSciowej ponizej 500nm. Stosujac funkcje
»,Global Fit” odtworzono widmo réznicowe absorpcji tego stanu przejsciowego (Rys.28).
Potozenie jego gtownego maksimum przy okoto 760nm oraz czas zblizony do czasu
fluorescencji tej grupy fotosensybilizatoréw [64], prowadzg do wniosku, ze za obserwowane
zjawisko w duzej mierze odpowiada emisja wymuszona [128]. Podobne wnioski wysunieto
na podstawie pomiarow z Pd-Bchl [64]. W pracy Ashura [37], pomimo iz pokazano analogiczne
zmiany, potraktowano je w catosci jako odnawianie sie stanu podstawowego WST11,
co doprowadzito do btednego wniosku, ze zaledwie 70% molekut z wzbudzonego stanu

singletowego przechodzi w stan wzbudzony trypletowy.

WST11 zupetnie inaczej zachowuje sie w srodowisku wodnym. Nasze wyniki pokazujg spadek
intensywnosci pasm absorpcji, ich poszerzenie i przesuniecie potozenia w strone fal dtuzszych
wzgledem potozenia pasm obserwowanych w rozpuszczalniku organicznym (Rys.19-20).
Obserwowane zjawisko zwigzane jest z agregacjg fotosensybilizatora. Jak wynika z niezaleznych
badan Brandisa [46], wraz ze wzrostem stezenia WST11 w PBS, tworzg sie dimery
fotosensybilizatora, co z kolei prowadzi do rozszczepienia pasma Q, odpowiadajacego dwu
nowym przejSciom elektronowym o wyzszej i nizszej energii. Widmo absorpcji dimeréw
pokazano jako rozmyte pasmo Soreta, przesuniete w kierunku fal dtuzszych pasmo Q,, oraz
symetryczne do pasma przy 750nm dublet Q. Niestety, autorzy wspomnianej pracy
nie pokusili sie o doktadniejsze zbadanie i analize zjawiska dimeryzacji tego zwigzku;.
prawdopodobnie ma miejsce tworzenie dwéch rodzajéw dimerdéw : , Typu H”, ktére tworza
rodzaj kanapki (tzw. ,sandwich-type”) oraz Typu J, ktére traktuje sie jako linowe agregaty (tzw.
,Head-to-Tail”) [129]. Ich obecno$s¢ mozie miel istothe znaczenie w analizie stanow
wzbudzonych zagregowanych prébek, a takie w analizie produktéw fotochemii
fotosensybilizatora. W pracy Brandisa [46] zauwazono réwniez, ze dalszy wzrost stezenia
WST11 w buforze powodowat tworzenie sie oligomerdw. Oligomery WST11 charakteryzujg sie

jeszcze wyrazniejszym rozszczepieniem w Qg z silniejszym pasmem przy ~720nm, a takze
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rozmytym obszarem Soreta i przesunietym w kierunku fal dtuzszych pasmem Q, Wiasne
obserwacje wykazaty te samag zalezno$¢ agregacji od stezenia fotosensybilizatora
(nie pokazano). Pokazalismy natomiast wptyw dodatkowych czynnikdw zewnetrznych
na proces agregacji zwigzku. W wodzie destylowanej widmo absorpcji 20uM WST11 wykazuje
gtéwnie symetryczne poszerzenie pasma Qg oraz niewielkie przesuniecie pasma Q,
co wskazywatoby na udziat frakcji dimeréw. Zwiekszanie sity jonowej roztworu powodowato
spadek pierwotnego pasma Q, oraz narastanie charakterystycznego ramienia przy 720nm, co
mozna wigza¢ z tworzeniem sie oligomeréw WST11 (Rys.19). Stezenie powyzej 0,01M PBS
powoduje powstawanie nowego, przesunietego w kierunku podczerwieni pasma absorpcji,
ktére odpowiada stabszemu pasmu Q, oligomeru badz kolejnemu, wyzszemu stanowi agregacji
fotosensybilizatora (taki mechanizm agregacji stwierdzono dla innych fotosensybilizatoréow
z tej grupy [46] ). Co wiecej, pokazano, iz efekt agregacji zachodzi dla kazdego ze sktadnikéw
PBS — NaCl, KCl, Na,HPO,4, KH,PO4; (Rys.19(B)). Wptyw sit jonowych i dodawanych soli

na agregacje innych fotosensybilizatoréw opisano w literaturze [130], [131].

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen ultraszybkiej fotolizy btyskowej prébki WST11 w PBS
wykazaty, ze w ciggu pierwszych kilku pikosekund ponad potowa sygnatu absorpcji roznicowej
zanika (Rys.30), co mozna ttumaczy¢ rozpraszaniem energii wzbudzenia w obrebie agregatow.
Nie zaobserwowano natomiast towarzyszacej spadkowi wzrostu absorpcji w obszarze trypletu,
co sugeruje, iz energia zaabsorbowanych fotondw zostaje bezpowrotnie utracona
nie prowadzac do powstania dtugozyjacych wzbudzonych standw czasteczek. Nie znaleziono
doniesien literaturowych opisujgcych to zjawisko dla pochodnych bakteriochlorofilu, jednak
podobne  badania  przeprowadzono na  porfirynie  TPPS4  (5,10,15,20- tetra-
(4-sulfofenylo)porfiryna) [132]. Utozsamianie niestabilnego stanu przejSciowego z agregacjg
probki zdaje sie znajdywac potwierdzenie w pomiarze wykonanym w wodzie destylowane;j,
gdzie prébka jest zagregowana w mniejszym stopniu i gdzie zaobserwowano mniejszy udziat
szybkiej komponenty (Rys.31). Obecno$¢ szybko zanikajagcej komponenty sygnatu
w pikosekundowej fotolizie btyskowej dla WST11 pokazali uprzednio inni badacze [37], jednak
nie zaproponowali oni zadnego wyttumaczenia tej zaleznosci. Ashur i in. wnioskowali
natomiast, ze w badanym zakresie czasowym, tworzg sie dodatkowe stany pzrejsciowe

utozsamiane z kationowg formg WST11 [37]. Nalezy podkresli¢, ze badania przeprowadzone
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przez nas nie potwierdzajg tych obserwacji. W innej pracy, w ktdrej badano wtasciwosci
fotofizyczne bakteriochloryny A w rdznych mikrosrodowiskach [133], postulowano,
ze w wodzie, gdzie fotosensybilizator ten wystepuje jako mieszanina dimeréw i monomerdéw,
tylko pojedyncze czasteczki sg zdolne efektywnie utworzy¢ wzbudzony stan trypletowy. Nie
mozna jednak wykluczyé¢, iz czasteczki bedace w formie dimeru réwniez mogg utworzy¢
wzbudzony stan trypletowy, (ekscymer), chociaz zapewne z mniejszg wydajnoscig kwantowa
anizeli czasteczki fotosensybilizatora w formie monomerycznej. Nie znaleziono doniesien
literaturowych o tym procesie dla badanej grupy pochodnych bakteriochlorofili, jednak
opisywano wzbudzone stany trypletowe dla dimeréw ,typu J” TPPS4 [132]. Niestety,
w przypadku WST11 zbyt mata wiedza o stanach agregacji fotosensybilizatora oraz warunkach,
ktore moga sprzyjaé tworzeniu konkretnych form agregacyjnych, oraz brak dostepu
do odpowiedniej aparatury umozliwiajgcej przeprowadzenie niezbednych pomiardw,

uniemozliwity dogtebng analize i zrozumienie zjawiska.

Wyniki obecnej pracy wykazujg, iz czynnikiem silnie ograniczajgcym wydajnos¢ wzbudzenia
WST11 w wodzie jest jego agregacja. Sytuacja zmienia sie w obecnosci BSA, ktéra sprzyja
monomeryzacji WST11 (Rys.23). Swiadczg o tym obserwowane zmiany widm absorpcji
fotosensybilizatora ze wzrostem stezenia BSA w wodzie destylowanej i w PBS. Nalezy jednak
podkresli¢, iz nawet przy wysokim stezeniu biatka, okoto 0,5mM, widmo absorpcji nie posiada
charakterystyki typowej dla widma formy w petni zmonomeryzowanej jak w Srodowisku
rozpuszczalnikow organicznych lub miceli TX-100 (nie pokazano). Nie wyklucza sie tworzenia
komplekséow dimeréw WST11 z BSA. Takie zjawisko obserwowano dla porfiryn [134]. Wyniki
pomiaru absorpcji korelujg z bardziej szczegdétowymi badaniami przeprowadzonymi przez
grupe z Instytutu Weizmanna, gdzie miedzy innymi wyznaczono powinowactwo
fotosensybilizatora do albuminy i postulowano tworzenie sie niekowalencyjnych kompleksow
WST11-albumina [37], [46]. Brak jednak szczegétowych informacji odnosnie charakteru miejsc

przytaczenia fotosensybilizatora do biatka.

Tworzenie komplekséw z albuming zaobserwowano tez dla innych fotosensybilizatoréow takich
jak bakteriochloryny [135], chlorofile [136], réz bengalski [137], czy porfiryny [138], [139].

W innych badaniach zlokalizowano kilka mozliwych miejsc w lub na powierzchni biopolimeru
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albuminy, ktdre moga przytaczyé czgsteczke fotosensybilizatora, miedzy innymi dwie
tzw. kieszenie (z ang. ,,Binding pockets”). Konformacja tych miejsc jest podobna, jednak residua
wigzace sg rozne. | tak, (I) miejsce wigzace zawiera reszty aminokwasowe lizyny i histydyny;
natomiast (Il) miejsce zawiera arginine i tyrozyne. Ich wnetrze jest w wiekszosci apolarne,
jednak znajdujg sie tez wewnetrzne i zewnetrzne grupy polarne. Postuluje sie, ze w procesie

tworzenia kompleksu i stabilizacji obcej czasteczki uczestniczg wigzania wodorowe [135], [140].

Wyniki wtasne (Rys. 60), oraz otrzymane wczesniej przez grupe z Instytutu Weizmanna [37]
pokazaty spadek fluorescencji reszt tryptofanowych, towarzyszacy dodawaniu WST11
do roztworu biatka. Podczas gdy autorzy z Weizmanna poprzestali na tym wyniku, w obecnej
pracy dokonalismy dalszej analizy zachodzacych zmian fluorescencji. Poprzez przedstawienie
wynikow w formie wykresu Skatcharda (Rys.60) [141], [142] wykazano, iz istniejg co najmniej

dwa miejsca wigzgce WST11 z albumina.

Zgodnie z postulatem monomeryzacji indukowanej obecnosciag biatka, dodawanie BSA
zmniejsza udziat krétkozyjgcego stanu przejsciowego (Rys.32). Rosnie natomiast udziat
sktadowej odpowiadajacej prawdopodobnie za wymuszong emisje. Dla 0,5mM BSA, wcigz
obserwuje sie obecnos$¢ krétkozyjgcej komponenty (Rys.33), co moze wskazywacé na niepetng
monomeryzacje zwigzku. Whniosek ten jest zgodny z wynikami analizy widm absorpcji
oméwionych w sekcji 4.1.1. Na podstawie poréwnania réznicowej absorpcji poczatkowej
i po uptywie 1ns, mozna przypuszczaé, mniej czgsteczek znajdujgcych sie w kompleksie z BSA,
przeszto w stabilniejszy stan trypletowy (Rys.34), niz dla WST11 w MeOH. Zmierzone czasy
zaniku, zaréwno krotkiej komponenty jak i dtuzszej komponenty, sa dwukrotnie dtuisze
co mozna ttumaczyé stabilizacjg czasteczki fotosensybilizatora po utworzeniu kompleksu
z biatkiem. W pracy grupy indyjskiej zwracano uwage na sztywny charakter wigzania albumina-
fotosensybilizator [143]. W innej pracy Zhong’a pokazano iz geometria oraz sztywna struktura
wokot miejsca wigzgcego ligandu, zmniejsza prawdopodobienstwo bezemisyjnej utraty energii

wzbudzenia a takze wydtuza czasy zycia wzbudzonych standw czasteczki [144].
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5.1.2. Stabilnos¢ wzbudzonego stanu trypletowego i jego oddziatywanie z
tlenem

We wszystkich badanych uktadach modelowych, w nanosekundowych pomiarach laserowej
fotolizy btyskowej, zaobserwowano zalezne od tlenu indywidua czasteczkowe z absorpcjg przy
390-500nm oraz 690-790nm (Rys.35(A)), ktére mozna utozsamia¢ ze stanem trypletowym
WST11 [37]. Wystepujace drobne rdznice w ksztatcie badZ potozeniu poszczegdlnych pasm
to prawdopodobnie wptyw $rodowiska, w ktédrym czasteczka WST11l sie znajduje (nie
pokazano). Najwieksze réznice w przebiegu rejestrowanego widma réznicowego odnotowano
dla WST11 w PBS (Rys.36(A)). Przypuszcza sie, iz zwigzane jest to z udziatem wzbudzonych
standéw trypletowych dimeréw oraz z dodatkowym udziatem niezanikajgcego pasma przy okoto
720nm (Rys.36(B)), ktére prawdopodobnie jest nastepstwem trwatego blakniecia formy
zagregowanej WST11 [62], [128]. Sygnat ten znika pod nieobecno$é tlenu co sugeruje,
iz obserwowany proces to utlenianie. Ponadto nie zaobserwowano tego sygnatu
w $rodowiskach, gdzie WST11 wystepuje w formie zmonomeryzowanej (np. w obecnosci BSA).
W oparciu o dostepng literature, uzasadnione wydaje sie zapostulowanie, ze obserwowane

trwate blakniecie zachodzi w obrebie oligomerdéw i dimeréw WST11 typu ,,H” [145]-[147].

Otrzymane przez nas wyniki wykazujg zaleznos$¢ czasu zycia stanu trypletowego WST11
od rozpuszczalnika, w ktérym sie znajduje (Tab.1). W wodzie, gdzie wystepuje mieszanina
monomerdéw, dimerdw i oligomerdw fotosensybilizatora, mozna oczekiwac otrzymania wiecej
niz jednego czasu zaniku. Zgodnie z wynikami brazylijskiej grupy badawczej [132], czas zaniku
wzbudzonego stanu ekscymerowego dimeru powinien byé krétszy niz wzbudzony stan
trypletowy monomeru. Nasze wyniki nie wskazujg na obecnos$¢ dodatkowej sktadowej zaniku
sygnatu absorpcji przejsciowej, jednak ze wzgledu na niski stosunek sygnatu do szumu
nie wyklucza sie iz sg one poza mozliwoscig detekcji na obecnym uktadzie pomiarowym.
Przyjeto wiec, ze obserwowany zanik sygnatu jest zwigzany wytacznie z zanikiem trypletu formy
monomerycznej WST11. | tak, wzbudzony stan trypletowy w wodzie, niezaleznie od stopnia
zagregowania, czyli zarédwno w wodzie destylowanej jak i w wodnym roztworze soli
fizjologicznej PBS, cechuje sie stosunkowo krétkim czasem zycia 2,3ps, co prawdopodobnie

zwigzane jest z dezaktywacjg wzbudzonego stanu trypletowego w wyniku silnych oddziatywan
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rotacyjnych i oscylacyjnych z czasteczkami H,O. W metanolu takie oddziatywania sg znacznie
stabsze, dzieki czemu obserwowany czas zycia wzbudzonego stanu trypletowego jest diuzszy

i wynosi 3,4ps.

Uzyskane wyniki dobrze korelujg z danymi literaturowymi [148]. State gaszenia wzbudzonego
stanu trypletowego przez tlen sg dla MeOH i wody sg zblizone i wynoszg okoto
2,2-2,5:10° M. W érodowisku micelarnym dtuzszy czas zycia wzbudzonego stanu
trypletowego mozna ttumaczy¢ przemieszczeniem sie czgsteczek fotosensybilizatora do fazy
apolarnej miceli, gdzie oddziatywania z rozpuszczalnikiem sg zmniejszone, co przyczynia sie
do stabilizacji wzbudzonego stanu trypletowego WST11 [127]. Z drugiej strony,
zaobserwowano dwukrotnie stabsze gaszenie wzbudzonego stanu trypletowego tlenem
czasteczkowym, podczas gdy spodziewano sie nieco silniejszego gaszenia w wyniku wyzszego
stezenia tlenu w fazie apolarnej miceli [0,] = 0,78mM [116]. Nie mozina wykluczyé,

iz wypadkowy efekt ma réwniez zwigzek z rézng dyfuzjg tlenu w fazie wodnej i w micelach.

Wyniki badan metoda laserowej fotolizy btyskowej dla prébek w obecnosci BSA sugerujg
stabilizujgce wtasciwosci albuminy. Wydtuzenie czasu zycia wzbudzonego stanu trypletowego,
oraz 2,6-krotnie nizsza stata oddziatywania z tlenem moga oznaczaé, ze kompleksowanie
fotosensyhbilizatora z albuming przynajmniej czesciowo izoluje go od otoczenia. Co wiecej, zanik
stanu trypletowego ma charakter eksponencjalny, co moze $wiadczy¢ o obecnosci tylko
jednego miejsca determinujacego przytagczenia WST11l do BSA. Taki wniosek jest zgodny
z wynikami pracy Vayi i in. [149], ktérzy obserwowali rdine czasy zycia kompleksu

z fulbiprofenem w zaleznosci od miejsca jego przytgczenia do albuminy.

Warto zwrdci¢ uwage na wydtuzenie o potowe czasu zycia trypletu w D,O w stosunku
do lekkiej wody. Najprawdopodobniej zwigzane jest to ze stabszym oddziatywaniem
wzbudzonego stanu trypletowego WST11 ze stanami wibracyjnymi /rotacyjno-oscylacyjnymi
rozpuszczalnika [150]-[153]. Analogiczny efekt, 50% wzrost czasu zycia stanu trypletowego
w $rodowisku deuterowanym, zostat opisany dla fotosensybilizatora o innej strukturze
chemicznej - btekitu metylenowego (MB) w pracy Alarcona i in. [153]. Efekt ciezkiej wody
zaobserwowano réwniez w przypadku kompleksu WST11-BSA, co moze oznaczaé, iz czasteczka

WST11 w tym kompleksie nie jest catkowicie izolowana od otoczenia. Brakuje doniesien
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literaturowych opisujacych wtasciwosci podobnego kompleksu fotosensybilizatora z biatkiem
w D,0, jednak analogiczne zjawisko obserwowano i dyskutowano dla kompleksu MB
z zwigzkami makrocyklicznymi ztozonymi z elementéw =C,H,N.O,= (ang. Cucurbiturils) [153].
Wazng obserwacjg obecnej pracy jest brak wiekszego wptywu zmiany srodowiska H,O na D,0
na statg szybkosci oddziatywania wzbudzonego stanu trypletowego z tlenem. Podobna
zalezno$¢ obserwowano podczas pomiaréw w Srodowisku wodnym i deuterowanym

z pochodng ftalocyjaniny [152].

Wyniki badan, otrzymanych w obecnosci albuminy, wykazaty istnienie dodatkowego stanu
przejSciowego czgsteczki WST11 o czasie zycia 50ns (Rys.38). Identyfikacja tego indywiduum
chemicznego nie jest trywialna, jednak ksztatt obserwowanego widma wskazuje na duze
podobienstwo do superpozycji widm otrzymanych w wyniku jednoelektronowego
elektrochemicznego utlenienia i redukcji WST11 [37]. Mozina wiec postulowaé,
iz za obserwowany stan przejSciowy odpowiadajg kationo-rodnik i aniono-rodnik WST11. Jest
bardzo prawdopodobne, ze donorami i ewentualnie akceptorami elektronu, zaangazowanymi
w tworzenie tych rodnikowych form fotosensybilizatora sg reszty aminokwasowe w miejscu
przytagczenia WST11l. W pracy Kobori’ego zaobserwowano fotoindukowany, sprzezony
z protonami, transfer elektronéw (z ang. ‘proton-coupled electron transfer’) miedzy

przytagczonym do albuminy fotosensybilizatorem a resztg aminokwasowg tryptofanu [84].

Podsumowujac, wyniki obecnej pracy wyniki pokazujg, iz monitorowanie czaséw zycia trypletu
laserowg fotolizg btyskowg moze by¢ wygodng metodg sledzenie procesu kompleksowania

WST11 z biatkiem (Rys.39).

123



5.1.3. Zdolnos$¢ WST11 do generowania tlenu singletowego

Wydajno$¢ generowania tlenu singletowego zalezy od energii wzbudzonego stanu
trypletowego [154], potencjatu redoks fotosensybilizatora [155], oraz od polarnosci
rozpuszczalnika [156], [157]. Dodatkowo, szczegdlnie gdy czas zycia trypletu jest stosunkowo
krotki (rzedu mikrosekund), mozna sie spodziewac silnej zaleznosci wydajnosci generowania tej

reaktywnej formy tlenu od lokalnego stezenia tlenu.

Generowanie tlenu singletowego przez badany sensybilizator wykazaliémy zaréwno metoda
bezposrednig, rejestrujac charakterystyczng fosforescencje 1Oz(lAg) przy 1270nm, jak
i posrednig, na drodze pomiardw fotokonsumpcji tlenu w obecnosci akceptoréw i wygaszaczy
tlenu singletowego. Przedstawione wyniki badan sugeruja, ze tlen singletowy jest generowany
wydajnie w roztworach z relatywnie polarnymi rozpuszczalnikami organicznymi takimi jak
MeOH i aceton (Tab.2). Za wysoka wydajnos¢ kwantowg generowania tlenu singletowego -
0,83 i 1 w MeOH i acetonie, odpowiednio, odpowiedzialna jest polarnos¢ rozpuszczalnika oraz
wysokie stezenie tlenu w takich roztworach (2,19mM w MeOH, [115]), co z kolei zwieksza
prawdopodobienstwo przekazu energii ze wzbudzonego WST11 na czasteczke tlenu. Warto
podkresli¢, ze w micelach wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego jest znacznie
nizsza niz w rozpuszczalnikach organicznych, co moze by¢ czeSciowo zwigzane z gorszym
dostepem czasteczki fotosensybilizatora do tlenu, jak postulowano w poprzednim paragrafie.
Posrednim dowodem na generowanie tlenu singletowego w tym ukfadzie byt gwattowny
wzrost fotokonsumpcji tlenu po dodaniu silnego chemicznego wygaszacza tlenu singletowego,
histydyny (Rys.51), przy czym proces ten ulegat zahamowaniu po wprowadzeniu fizycznego

wygaszacza '0,('A,), azydku sodu.

Otrzymane wyniki rozdzielczo-czasowej detekcji tlenu singletowego przy 1270nm wykazaty,
ze tlen singletowy generowany jest przez WST11 réwniez w wodzie (Rys.42, 43). Jest to wazna
obserwacja, gdyz dotychczas uwazano [37], iz fotosensybilizowane utlenianie przy udziale
WST11 zachodzi wytacznie poprzez mechanizm Typu |, czyli na drodze przekazu elektronu
i produkcji wolnych rodnikéw. Nalezy jednak podkreslié, ze pomiary fosforescencji tlenu
singletowego przy 1270nm zostaty przeprowadzone w powyzszej pracy przy uzyciu ukfadu

pomiarowego opartego na detektorze germanowym oraz laserze wzbudzajgcym, generujgcym
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milidzulowe btyski z matg czestotliwoscig. Taki uktad charakteryzuje sie znacznie mniejszg
rozdzielczoscig czasowga oraz nizszg czutoscig detekcji tlenu singletowego i dlatego nie byta
mozliwa rejestracja stabego sygnatu luminescencji tlenu singletowego, ktéry dodatkowo
maskowany byt przez intensywng fosforescencje samego fotosensybilizatora. Ponadto, ukfad
pomiarowy wykorzystany w tamtej pracy nie byt przystosowany do badania mato stabilnych
fotosensybilizatoréw takich jak WST11, czego wynikiem byta znaczna degradacja
fotosensybilizatora w trakcie pomiaru. System do pomiaru rozdzielczej czasowo fosforescencji
tlenu singletowego uzyty obecnie, jest znacznie lepiej przystosowany do badania tego typu
fotosensybilizatoréw (podrozdziat 3.2.5). Stosujgc ten bardziej zaawansowany uktad
pomiarowy dokonano separacji stabej komponenty tlenu singletowego, co umozliwito
wyznaczenie wydajnosci kwantowej generowania 1Oz(lAg) przez 20uM WST11, zaréwno
w buforze PBS jak i w wodzie destylowanej, ktéra wynosi okoto 0,028 i 0,043 (Rys.43(B), Tab.2).
Wyznaczona w ten sposdb wartos¢ wydajnosci kwantowej jest jednak zanizona, miedzy innymi
dlatego, ze — jak wyzej wykazano - badana prébka ulega agregacji w roztworach wodnych.
Ponadto, obecne wyniki wyraznie wskazuja, ze zwiekszenie sity jonowej roztworu powoduje
spadek wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego. | tak, dla 20uM WST11
wydajnos¢ kwantowa generowania 102(1Ag) spada z 0,043 w WD do 0,016 w 50mM PBS
(Rys.44). Wptyw sity jonowej buforu na wydajnos¢ kwantowa fotogenerowania tlenu
singletowego mozna ttumaczyé wzmozong agregacjg fotosensybilizatora w $rodowisku
o zwiekszonym stezeniu jondw. Dodatkowym czynnikiem, ktéry moze obnizaé mierzong
efektywnosé¢ generowania 1Oz(lAg) jest oddziatywanie tlenu singletowego z samym

sensybilizatorem oraz jego agregatami (Rys.45).

Wyniki badania procesu fotodegradacji WST11, sekcja 4.1.4.4, prowadzg do wniosku,
iz gtdwnym produktem naswietlania jest Pd-Chloryna. Wydaje sie jednak, ze zwigzek ten nie
jest wynikiem oddziatywania fotosensybilizatora z tlenem singletowym, gdyz zamiana
Srodowiska na D,0 a takze dodanie azydku sodu nie przyniosto spodziewanych zmian
w przebiegu fotodegradacji sensybilizatora (Rys.25). Mozna wiec przypuszczad,
iz oddziatywanie tlenu singletowego z agregatami ma gtdwnie charakter fizyczny. Stata

szybkosci oddziatywania WST11 z 1Oz(lAg) w D,O(PBS) wynosita (7,3 + 0,3)-10° M's™, gdy tlen
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singletowy generowany byt przez samo , oraz (6,2 £ 0,4) s, przy generacji przez
ingl byt WST11 (6,2 £ 0,4)-10° M%s!

zewnetrzny fotosensybilizator, jakim byt réz bengalski (Rys.45).

Dodatkowym, posrednim, dowodem na generowanie tlenu singletowego w ukfadzie wodnym
sg wyniki pomiaréw oksymetrii EPR (Rys.49). Zaobserwowano, miedzy innymi, dwukrotny
wzrost fotokonsumpcji po zamienieniu $srodowiska na ciezkowodne, znaczne przyspieszenie

procesu w obecnosci histydyny, a takze gaszacy efekt azydku sodu.

Stwierdzono dwukrotnie wyzszg wydajnos$¢ generowania tlenu singletowego w Srodowisku
deuterowanym niz w zwyktej wodzie (Rys.42-43, Tab.2), co mozna ttumaczyé mniejsza
efektywnoscia oddziatywan wzbudzonego WST11 z poziomami oscylacyjno-rotacyjnymi
rozpuszczalnika, przez co wydtuza sie czas zycia wzbudzonego stanu trypletowego
fotosensybilizatora, jak réwniez nieco nizszg polarnoscig i wyzszg rozpuszczalnoscig tlenu.
Czes$¢ pomiaréw przeprowadzono w srodowisku PBS(D,0), ze wzgledu na dtuzszy czas zycia
fosforescencji tlenu singletowego, ktéry pozwala na jego swobodng separacje od szybciej
zanikajgcej fosforescencji samego fotosensybilizatora (Rys.42). Fakt ten wykorzystano przy
badaniu wptywu BSA na fosforescencje 1Oz(lAg). Wyniki sugerujg, iz nawet w obecnosci
wysokich stezer BSA, generowany jest tlen singletowy, ktéry zanika w wyniku efektywnego
oddziatywania z czgsteczky albuminy (Rys.46). Wyznaczona stata gaszenia tlenu singletowego
przez biatko wynosi (4,3  0,2)-10*M™s™ (Rys. 47) i jest zblizona do wartoéci literaturowej,
5:10° M's? [139]. Oddziatywanie ma charakter chemiczny, co pokazano w pomiarach

oksymetrii EPR w sekgcji 4.1.5.3 (Rys.53).

Ponadto, otrzymane wyniki pokazaty szybki ubytek tlenu w obecnosci biatka. Wzrost szybkosci
tego procesu po wprowadzeniu histydyny lub zamianie Srodowiska buforu PBS na PBS(D,0)
sugeruje obecno$¢ tlenu singletowego w badanym uktadzie. Co wiecej, zaobserwowano
znaczne zahamowanie konsumpcji po wprowadzeniu azydku sodu. Sugeruje to, iz przynajmniej
cze$¢ obserwowanej fotokonsumpcji ma zwiazek z oddziatywaniem BSA z 10, (1Ag). Wynik jest
niezwykle istotny, gdyz dotychczas fotokonsumpcje tlenu w obecnosci albuminy traktowano
jako proces wytgcznie wolnorodnikowy [37]. Jednoczesnie fakt, iz nawet w obecnosci azydku
sodu obserwuje sie wiekszy ubytek tlenu niz dla samego WST11 w PBS, wskazuje

na prawdopodobny udziat innych form tlenu w procesie (utleniania biatka) (Rys.53).
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Nie znaleziono literatury, ani odnos$nikéw do niej, opisujgcej utlenianie albumin przez
pochodne bakteriochlorofili. Z drugiej strony, zjawisko utleniania biatka na drodze mechanizmu
| i Il typu fotosensybilizowanego utleniania indukowanego porfiryng DDP(V)TPP (z ang.:
di (3,6-dioxadecyloxo) Tetraphenyl PorphyrinatoPhosphorus(V) Chloride) opisano w niedawnej
pracy [158]. Autorzy ci postulujg ponadto, iz w obu mechanizmach celem reaktywnych form

tlenu jest gtéwnie tryptofan.

5.1.4. Fotogenerowanie wolnych rodnikow przy udziale WST11

W dotychczas opublikowanych pracach postulowano, iz WST11 w $srodowisku wodnym tworzy
wytacznie wolne rodniki. Sugerowano réwniez, iz w obecnosci albuminy, WST11 taczy sie
w niekowalencyjny kompleks, ktéry dziata niczym aktywowana Swiattem oksydoreduktaza
zdolna do wielokrotnego transferu elektronu na czasteczke tlenu [37]. Aby zweryfikowad
mechanizm fotosensybilizowanego utleniania przy udziale WST11, przeprowadzilismy serie

pomiaréw metodg putapkowania spinowego EPR oraz okysmetrii EPR.

Chociaz podczas naswietlania swiattem zielonym WST11 w PBS w obecnosci i pod nieobecnosé
BSA, zarejestrowano sygnat adduktu DMPO-"OH, obserwacja ta nie pozwala na jednoznaczne
ustalenie mechanizmu powstania adduktu (Rys.55). | tak, pojawienie sie tego adduktu mozna
przypisa¢ oddziatywaniu putapki spinowej z “OH (3,4-10° M'*s™®), utlenieniu DMPO przy pomocy
o, (1Ag) [159], [160], jak rowniez rozktadowi adduktu DMPO-"OOH, ktéry w pierwotnym
procesie powstat w wyniku oddziatywania putapki spinowej 0,°(10 MsY) lub
O,H" (6,6:10° M*s™), przy czym DMPO-"0O0H, jako mato stabilny addukt, w wodzie szybko
przeksztatca sie do dtugozyjagcego DMPO-"OH (okres péttrwania adduktu DMPO-"O0OH wynosi
ok. 50s, podczas gdy DMPO-"OH 23min). Procesy, ktére mogg prowadzi¢ do powstania
DMPO-"OH przedstawiono na schemacie ponizej, patrz Rys.75. Stabsza intensywno$é
rejestrowanego sygnatu w obecnosci BSA mozna ttumaczy¢ antyoksydacyjnymi wtasciwosciami
biatka skompleksowanego z fotosensybilizatorem [161]-[164]. Mozna oczekiwaé, ze w takich

warunkach reszty aminokwasowe albuminy konkurujg z DMPO o rodniki “OH.
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DMPO +10,(1A,) -

DMPO + *OH DMPO - *OH

/'(7,7

DMPO +0O,* > DMPO - *O0H

DMPO +HO,* —> DMPO-*OOH

Rys.75 Schemat powstawania adduktu DMPO-OH.

Uzyskane w tych pomiarach wyniki sugeruja, ze widmo adduktu DMPO-"OH zarejestrowane
w badanych prébkach moze powstawaé w wyniku wszystkich czterech wspomnianych
procesow. Z jednej strony, spadek sygnatu DMPO-"OH po wprowadzeniu azydku sodu moze
wskazywac na role tlenu singletowego, ktéry powinien byé gaszony przez azydek. Z drugiej
strony, spadek sygnatu adduktu DMPO-'OH i obserwacja sygnatéw DMPO-'N3 oraz DMPO-
‘C,H,0H, odpowiednio po dodaniu NaNs oraz EtOH, wydajnych zmiataczy rodnika
hydroksylowego (state oddziatywania z rodnikiem hydroksylowym wynosza odpowiednio:
1.2:10°Mm* st [165] oraz 7,210 M5t [15]), przemawia za obecnoscig ‘OH w naswietlanych

uktadach (Rys.55).
CH3CH,0H + "OH —( "CH,CH,0H, CH3"CHOH) + H,0 — + DMPO — DMPO-'C,H,0H  (13)
N3~ + "OH = N;3* + OH~ — + DMPO — DMPO-"N; (14)

Rodnik azydkowy moze tez powstaé¢ na drodze bezposredniego przekazu energii
ze wzbudzonego stanu trypletowego fotosensybilizatora na anion azydkowy, co pokazano
w niezaleznych badaniach w przypadku btekitu metylenowego, jako fotosensybilizatora [166].
Jednak w przeciwienstwie do wynikow cytowanej pracy, naswietlanie probki zawierajgcej
20uM WST11 i 5mM NaNs; w warunkach beztlenowych nie prowadzito do akumulacji adduktu

azydkowego (wyniku nie pokazano).

Sygnaty otrzymanego adduktu DMPO-"N; s3 jednakowe dla uktadu z 100uM BSA i pod
jej nieobecnos¢ (Rys.55). Biorac pod uwage wysoka stata oddziatywania ‘OH z BSA (2,3-10"° M’
s [15]) rzeczywiste generowanie rodnika hydroksylowego powinno by¢ wiec wyzsze w prébce
zawierajgcej albumine. Brak catkowitego wygaszenia adduktu DMPO-"OH po dodaniu azydku

sodu mozna ttumaczyé pozostatoécig z przeksztatcenia mato stabilnego adduktu DMPO-"O0OH
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[167], natomiast obecno$é¢ adduktu DMPO-"OH w prébce zawierajgcej WST11, PBS i 10%EtOH
moze by¢ zwiazane z generowaniem 0, (1Ag) badz O, ". Dalsze wyniki otrzymane dla WST11
w PBS z i pod nieobecnoé¢ BSA pokazaty wygaszanie sygnatu adduktu DMPO-"OH przez SOD
(Rys.56) co sugeruje, iz w uktadzie obecny jest tez anionorodnik ponadtlenkowy. Spodziewac
sie mozna, iz anionorodnik ponadtlenkowy w wodzie jest produkowany bezposrednio, poprzez
fotoindukowany transfer elektronu z czasteczki WST11 na 20, [37]. Dodanie donora elektronu
do uktadu WST11 w PBS powinno wiec zwiekszy¢é fotoprodukcje adduktu DMPO-'OOH
i ewentualnie DMPO-"0OH, jako produktu rozpadu DMPO-"OOH. Jednak obecne wyniki pokazaty
spadek intensywnosci adduktu DMPO-"OH bez formacji charakterystycznego dla O, " widma
EPR (Rys.55). By¢ moze wydajnos¢ generowania anionorodnika jest niska w tym uktadzie,
natomiast wysokie stezenie NADH zwiekszyto prawdopodobienstwo konkurencyjnej reakcji
NADH z 0,° (k = 271 M's’!). Wprowadzenie azydku sodu do powyzszego uktadu skutkowato
spadkiem sygnatu bez formacji charakterystycznego adduktu azydkowego, co Swiadczy

o prawdopodobnym udziale tlenu singletowego.

Ciekawym wynikiem jest brak wiekszego wptywu katalazy na obserwowany sygnat
rejestrowanego adduktu, co moze wskazywac na brak udziatu H,0, w reakcjach prowadzgcych
do powstania "OH [168]. Czynnikiem, ktéry moze mieé istotny wptyw podczas generowania
rodnika hydroksylowego, jest jon atomu palladu, co postulowano w literaturze [169].
Przypuszcza sie, iz duzy wptyw na obserwowane wyniki ma wysoki stopien agregacji probki.
Niestety, brakuje doniesied literaturowych na temat wptywu agregacji na generowanie
rodnikbw przez  fotosensybilizatory nalezagce do grupy pochodnych bakteriochlorofili.
Natomiast w pracy grupy rosyjskiej [170] wykazano, iz zagregowana merocyjanina zwieksza

swoja efektywnos¢ fotodynamiczng, ktéra nie jest wynikiem generowania tlenu singletowego.

Bezposredniej weryfikacji produkcji anionorodnika dokonano w ukfadzie wysokiego stezenia
fotosensybilizatora (200mM) w PBS z dodatkiem 10%EtOH, gdzie réwnolegle obserwowano
addukty DMPO-"0OH i DMPO-"C,H,0H (Rys.57). Jednak w tym uktadzie, wysoki stopien agregacji
prawdopodobnie zaktéca zachodzace fotoreakcje. Posrednim dowodem na fotogenerowanie
anionorodnika ponadtlenkowego przez WST11 sg pomiary, ktére przeprowadzono

w S$rodowisku wody destylowanej, gdzie fotosensybilizator charakteryzuje sie mniejszg
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agregacjg niz w PBS (Rys.58). Wyniki otrzymane dla 20uM WST11 wykazaty, iz w pierwszych
minutach pomiaru ma miejsce akumulacja gtéwnie adduktu DMPO-"OOH, ktéry z czasem
przeksztatca sie w addukt DMPO-"OH. Dodanie do uktadu etanolu skutkowato pojawieniem sie
czystego adduktu DMPO-"0O0H, natomiast dodanie NADH, zaréwno w obecnosci jak i pod
nieobecnos¢ BSA, skutkowato obserwacjg intensywnego sygnat EPR gtdéwnie pochodzacego
od DMPO-"0O0H. Rézne wyniki od tych obserwowanych w PBS s3 prawdopodobnie wynikiem
niskiego pH (~ 5,5 - 6) oraz mniejszej sity jonowej. W tych warunkach, kiedy zachodzi wieksze
prawdopodobienstwo reakcji dysmutacji (sekcja 1.2.3.1, reakcja(5-7)), czas zycia anionorodnika
ponadtlenkowego powinien by¢ krétszy niz w buforze PBS. Z drugiej strony, w prébce powinno
sie znajdowacd wiecej rodnika wodoronadtlenkowego, ktérego stata oddziatywania z DMPO jest
wyzsza niz dla O, (sekcja 1.2.3.1, reakcja(4)) wyzszy stopieri monomeryzacji WST11 niz w PBS
powinien sprzyjaé wyzszej efektywnosci fotochemicznej, miedzy innymi w generowaniu

reaktywnych form tlenu.

Wyniki otrzymane przy zastosowaniu metody putapkowania spinowego nie s3g tatwe do analizy.
Wydaje sie iz duze znaczenie, szczegdlnie w produkcji wolnych rodnikédw, ma obecnosé
zagregowanej formy WST11, ktéra jak wczesniej wspomniano moze uczestniczy¢ w fotochemii
WST11. Zwiekszony udziat Typu | fotosensybilizowanego utleniania w zagregowanych prébkach

obserwowano miedzy innymi w porfirynach [171].
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5.1.5. Podsumowanie mechanizmu fotosensybilizowanego utleniania przy
udziale WST11

Proponowany mechanizm fotosensybilizowanego utleniania przy udziale WST11
przedstawiono schematycznie na zmodyfikowanym diagramie Jabtonskiego, gdzie zaznaczono
najwazniejsze zaleznosci i zjawiska wptywajagce na efektywnos¢ badanej pochodnej

Pd-Bakteriofeoforbidu, patrz Rys.76.

Formacja wzbudzonego Formacja wzbudzonego ] _
stanu singletowego stanu trypletowego Dalsze reakcje fotochemiczne
| 1 .
E A 1 IC : ! Mechanfm Typu l. .
WST11, += | : O, ,HO, ;OH
2 |c§ ! |
1 WST11 o ISC IC Mechanizm Typu |l
1 — - 4 VN\NANANAN ?

ICS F|| wsT11,

PASMO Q

L

<« P*WST1, ———>

Mechanizm Mechanizm
Typu ll hv Typu |
(o]
NSO
cooK ocH; H COOK OcH, M
Pd-Por Pd-Chl
N SOaK

CooK OcH; M

1

WST11,

Rys.76 (A) Proponowany uproszczony diagram Jabtonskiego dla WST11 oraz (B) schemat powstawania
gléwnych produktéw fotodegradacji WST11.Sympole na rysunkach oznaczajg kolejno: "WST11, — stan
podstawowy fotosensybilizatora; *WST11, , 'WST11; - wzbudzone stany singletowe; *WST11, —
wzbudzony stan trypletowy; E- energia; A — absorpcja; IC — konwersja wewnetrzna; F — fluorescencja,
ISC — przejscie miedzysystemowe, P — fosforescencja; Pd-Por — Pallado Porfiryna; Pd-Chl — Pallado
Chloryna.
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W wyniku absorpcji fotondw WST11 przechodzi do wzbudzonego stanu singletowego. Wyzsze
i nizsze stany energetycznie, generowane po wzbudzeniu swiattem o dtugosci fal z zakresu
Soreta lub pasma Q, zaznaczono schematycznie jako 1WST112 , 1WST111. W uproszczeniu

mozna zapisac:

h
A:IWST11, — Vo 1WST11, (15)

Otrzymane wyniki pokazuja, iz czas zycia wzbudzonego stanu singletowego WST11 jest rzedu
kilkudziesieciu pikosekund w MeOH, H,0 natomiast dfuzszy w $rodowisku micelarnym lub
po skompleksowaniu z BSA. Krétki czas trwania tych stanéw ogranicza reaktywnos$¢ chemiczna.
Wzbudzona czgsteczka WST11l moze relaksowaé¢ do stanu podstawowego w wyniku
fluorescencji lub konwersji wewnetrznej (zjawiska sktadajgce sie na nig pewnie przebiegajg
z matym prawdopodobiernstwem — brak szczegétowych danych na ten temat) lub - w wyniku
przejscia miedzysystemowego - utworzy¢é wzbudzony stan trypletowy. Dla fotosensybilizatora
w postaci monomerycznej proces ten zachodzi z wydajnosciag kwantowg bliskg jednosci.
W przypadku zagregowanej formy fotosensybilizatora, proces ten zachodzi ze znacznie nizsza
wydajnoscia kwantowa, bo stany elektronowe w ciggu kilku pikosekund tracg energie
wzbudzenia gtéwnie na drodze bezpromienistej. Chociaz mozliwe jest utworzenie
wzbudzonego stanu w obrebie dimeru, niewystraczajgca rozdzielczo$¢ czasowa laserowej

fotolizy btyskowej nie pozwolita tego jednoznacznie doswiadczalnie rozstrzygnac.
F, IC: 'WST11; = "WST11, (Fluorescencja T = 65ps, ¢ = 0,005 [37]) (16)
ISC: 'WST11; = >WST11; (disc = 0,99 w rozpuszczalnikach organicznych) (17)

Czas zycia wzbudzonego stanu trypletowego WST11 wynosi 2-4us w srodowisku wodnym lub
w MeOH i ulega wydtuzeniu w obecnosci miceli lub po skomplekowaniu z BSA. W kazdym
badanym rozpuszczalniku *WST11; oddziatuje z >0, z podobna stata szybkosci ~2,5-10°M s .
Dla WST11 bedacego w kompleksie z albuming albo w obrebie miceli, szybkos¢ oddziatywania
z tlenem spada 8- i 2- krotnie, odpowiednio. W zaleznos$ci od mikrosrodowiska, w ktérym sie

znajduje sie fotosensybilizator mozliwe sg dwie drogi fotosensybilizowanego utleniania:
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e Mechanizm Typu Il
3 3 1 1 1
WST11; + "0, = "WST11p+ 02( Ag) (18)

Otrzymane przez nas wyniki wskazujg, iz prawdopodobnie tylko forma monomeryczna WST11
jest zdolna do fotogeneracji tlenu singletowego (rownanie 18.). Co wiecej, wykazano silng
zalezno$¢ wydajnosci generowania 102(1Ag) od stezenia tlenu (Tab.3). Mechanizm Il
fotosensybilizowanego utleniania faworyzowany jest w rozpuszczalnikach organicznych, gdzie
stezenie tlenu jest o rzad wielkosci wyzsze niz w wodzie. | tak wydajnos¢ kwantowa
generowania tlenu singletowego w acetonie siega jednosci, natomiast w MeOH ¢ = 0,83,

podczas gdy w WD wynosi zaledwie 0,04.

Powstaty tlen singletowy moze uczestniczy¢ w procesach utleniania fotosensybilizatora, na
co wskazujg obserwacje wzrostu tempa zaniku WST11 w micelarnym s$rodowisku TX-100
po zamianie $Srodowiska wodnego na D,0, oraz spowolnienie tego procesu po dodaniu azydku
(patrz sekcja 4.1.1.4, Rys.27). Parametry widma absorpcji otrzymanego produktu
fotodegradacji w srodowisku o wysokiej wydajnosci generowania lOz(lAg), takim jak w MeOH
i TX-100/PBS (Rys.22) sugerujg, ze jest to prawdopodobnie Pd-Porfiryna (Pd-Por) (Rys.76(B)),
podobnie jak pokazano w literaturze w przypadku WST09 [62]. Powstaty w tych warunkach
fotoprodukt w tych warunkach jest wynikiem utlenienia, na co wskazuje silne spowolnienie

jego powstawania po nasyceniu prébki argonem (Rys.24).
*WST11; + '0,('Ag) = Pd-Por (19)

Co ciekawe, widmo absorpcji produktu fotodegradacji WST11 w obecnosci BSA wykazuje
czeSciowe podobienstwo do porfirynowej pochodnej (Rys.23(D)). Z drugiej strony, w obecnosci
PBS(D,0) nie zaobserwowano przyspieszenia fotodegradacji i powstawania Pd-Por
fotoproduktu, natomiast azydek sodu przyspieszyt obserwowany proces a nie spowolnit.
Przypuszcza sie, iz powyzsze zaleznosci uwarunkowane s3 stezeniem tlenu w prébce. Szybka
fotokonsumpcja tlenu w obecnosci BSA (Rys. 53), prowadzi do zuzycia tlenu w prdbce

i do ochrony kompleksu przed reakcjami fotoutleniania.
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Otrzymane wyniki wydaja sie potwierdza¢ generowanie tlenu singletowego nawet w obecnosci
wysokich stezen albuminy, ktory jednak niemal natychmiast przechwytywany jest przez biatko,
utleniajac je (Rys.47(A)). Proces ten wnosi istotny wktad do obserwowanej fotokonsumpcji
tlenu. Wydajnos¢ generowania tlenu singletowego nie zostata wyznaczona z powodu braku
odpowiedniej probki referencyjnej. Rownanie 20. przedstawia schematycznie generowania

tlenu singletowego z udziatem kompleksu WST11-BSA
*WST11;—BSA +°0, = 'WST11,—BSA + '0,('A,) = (*WST11,—BSA)utlenione. (20)
¢ Mechanizm Typu |

W Typie | ma miejsce jednoelektronowe utlenianie fotosensybilizatora, co prowadzi

do powstania anionorodnika ponadtlenkowego:
3WST11, + 30, = WST11"+ 0,™" (21)

Zostato to potwierdzone w $rodowisku wodnym przy pomocy putapkowania spinowego EPR
(sekcja 4.1.6, Rys.56-57). Podczas naswietlania probki w wodzie gtéwnym fotoproduktem jest
Pd-Chl (Rys.23(C)). Otrzymane wyniki wykazaty zalezno$¢ jej tworzenia od tlenu w prébce
(Rys.24(A)), przy czym pokazano, iz prawdopodobnie nie jest to produkt oddziatywania tlenu
singletowego z fotosensybilizatorem (Rys.25). Co wiecej, proces powstawania chlorynowego
produktu mozna istotnie spowolni¢ poprzez dodanie donora elektronu, np. NADH (Rys.27) lub
kwasu askorbinowego (wynikéw nie pokazano). Przypuszcza sie, iz w takim uktadzie donor
elektronu powoduje szybka regeneracje kationorodnika z poprzedniej reakcji do jego stanu

podstawowego, zgodnie z ponizej przedstawionym schematem:

WST11+ ’7 IWST11, (22)
NADH NAD*

Takie zatozenie sugeruje, iz pod nieobecnos$é donora elektronu kationorodnik moze ulec dalszej
deprotonacji i utlenieniu, jak zaproponowano ponizej. Ponadto przypuszcza sie, iz powstata
niestabilna forma rodnikowa WST11" moze reagowaé ze stosunkowo stabilnym rodnikiem

wodorotlenkowym prowadzac do powstania obserwowanej Pd-Chloryny (réwnania 23-25).
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3WST11,+30, — WST11*+0,™ (23)
WST11* + 0,™* = WST11* + O,H* (24)
WST11® + O,H* = Pd-Chl + H,0, (25)

Z drugiej strony, proces fotodegradacji WST11 w wodzie moze by¢ bardziej ztozony z powodu
wysokiej agregacji prébki. Wskazujg na to wyniki z nanosekundowej fotolizy btyskowej, gdzie
pokazano trwate blakniecie prébki w stanie odpowiadajgcym zagregowanej formie WST11
(doktadniej — agregatom typu ,H”). Fotodegradacje w obrebie agregatu typu ,H”, ktérej
produktem jest chloryna, sugerowano w pracach poswieconych fotodegradacji porfiryn
[145]-[147]. W rozwazanych reakcjach nalezy wzig¢ tez pod uwage reakcje uprotonowania
anionorodnika, co prowadzi do produkcji rodnika wodoronadtlenkowego, oraz dysmutacji

anionorodnika, ktora prowadzi do powstania nadtlenku wodoru (sekcja 1.2.3.1, rownania 4-7).

W niniejszej pracy postuluje sie, iz dalszy mechanizm dziatania WST11 jest podobny do tego
proponowanego dla WST09 [62]. Schemat ten uwzglednia reakcje wzbudzonego stanu
trypletowego WST11 z nadtlenkiem wodoru oraz rodnikowej formy fotosensybilizatora

z nadtlenkiem wodoru co prowadzi do powstania rodnika hydroksylowego:
3WST11 + H,0, = "OH+ OH + H' + WsT11" (26)
WST11 " + H,0, = Pd-Chla+ "OH + OH + H* (27)

Przedstawiony schemat dziatania nie uwzglednia oddziatywan miedzy agregatami
fotosensybilizatora. Jak juz wspomniano w dyskusji, agregaty liniowe typu ,J” mogg by¢ zdolne

do utworzenia wzbudzonych stanéw a te do generacji wolnych rodnikéw.

Typ | fotosensybilizowanego utleniania w obecnosci BSA

Proces zalezy od sasiedztwa reszt aminokwasowych biatka w stosunku do fotosensybilizatora,
ktére moga petni¢ funkcje donora lub akceptora elektronu [84]. Ponadto wykazano,
iz kompleks WST11-BSA zdolny jest do generowania wolnych rodnikéw takich jak anionorodnik

ponadtlenkowy i rodnik hydroksylowy. Przypuszcza sie iz powstate reaktywne formy tlenu beda
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wydajnie oddziatywac¢ z biatkiem (wskazuja na to wyniki otrzymane w oxymetrii EPR —
po dodaniu wysokich stezen azydku sodu wcigz obserwuje sie fotokonsumpcje tlenu, Rys.53).
Ze wzgledu na antyoksydacyjne witasciwosci albuminy, nie spodziewa sie znaczgcego
generowania wolnych rodnikéw poza kompleks. W wyniku fotowzbudzenia WST11 w

kompleksie z BSA spodziewa sie nastepujacej reakcji:

—> 3WST11,—BSA

hv
IWST11,—BSA —> 'WST1l1, WST11+*—BSA (22)
——> WST11°*—BSA

5.1.6. Uwagi koricowe

Przeprowadzone badania wfasciwosci fizykochemicznych WST11 przy zastosowaniu
komplementarnych metod spektroskopowych, umozliwity przeprowadzenie drobiazgowej
analizy podstawowych proceséw zachodzacych po absorpcji fotonu. Ciggle brakuje
jednoznacznej identyfikacji reaktywnych form tlenu generowanych w $rodowisku wodnym.
Niestety z powodu ograniczonego dostepu do zaawansowanych metod badawczych, nie udato
sie odpowiedzieé na wszystkie watpliwosci dotyczace | Typu fotosensybilizowanego utleniania.
W oparciu o uzyskane wyniki zaproponowano konkretne eksperymenty, ktére mogtyby

przyczynic sie do usuniecia istniejgcych watpliwosci na temat mechanizmu dziatania WST11.

W pierwszej kolejnosci warto przeanalizowaé tworzenie poszczegdlnych form zagregowanego
fotosensybilizatora. Odpowiednia zmiana polarnosci, pH i sity jonowej a sprawdzenie zdolnosci
agregacji fotosensybilizatora w innym sSrodowisku, np. glikolu polietylenowego lub jego
mieszaninie z woda, umozliwitaby kontrole powstawania konkretnej frakcji agregatow [172].
W tym celu nalezatoby przeprowadzi¢ pomiary spektrofotometryczne i analize czynnikowa
[173], dichroizmu kotowego, rozdzielczej czasowo fluorescencji i pomiary przy uzyciu technik
chromatograficznych. W dalszym etapie, nalezatoby zbada¢ wtasciwosci fotofizyczne

i fotochemiczne poszczegdlnych agregatow, do czego mogty by zostaé wykorzystane metody
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badawcze uzyte w tej pracy. Uzupetniajgcymi metodami badawczymi mogtyby by¢: redukcja
tetranitrometanu i utlenianie adrenaliny do detekcji anionorodnika ponadtlenkowego,
hydroksylacja salicynianu i fenyloanaliny do detekcji rodnika hydroksylowego, a takze

utlenianie skopoletyny do wykrywania obecnosci wodoronadtlenku wodoru.

Mimo wieloletnich badan nad mechanizmem dziatania fotosensybilizujgcego tej grupy
zwigzkéw, nie udato sie jak dotychczas znalezé odpowiedzi na jedno z najbardziej
fundamentalnych pytan: ,Jaki jest mechanizm dziatania kompleksu WST11-BSA, ktory
odpowiedzialny jest za wydajnos¢ fotosensybilizatora w VTP”? Brak tej wiedzy motywuje
do dalszych badan z uzyciem nowych pomystow i bardziej wyrafinowanych metod. W pierwszej
kolejnosci nalezatoby zbada¢ miejsca wigzagce WST11 w albuminie. W tym celu mozna siegng¢
do technik fluorescencyjnych, dializy rownowagowej, spektroskopii dichroizmu kotowego,
czy tez technik Fourierowskich w podczerwieni. Metody te powinny umozliwi¢ charakterystyke
miejsc wigzacych fotosensybilizator oraz wskazaé¢ ewentualne zmiany konformacyjne biatka
[174], [175]. Blokowanie specyficznych miejsc wigzgcych (znanymi juz specyficznymi ligandami)
powinno pozwoli¢ na ustalenie lokalizacji WST11 w kompleksie a co wiecej takze zmian
wtasciwosci fotofizycznych i fotochemicznych catego kompleksu, w zaleznosci od miejsca
przytaczenia do biatka. Na pewno ciekawe i istotne bytoby przeprowadzenie modelowania
molekularnego, co mogtoby sprecyzowaé, ktére aminokwasy bezposrednio oddziatywajg
z czagsteczkg WST11 i ktére moga ewentualnie stuzy¢ jako donory elektronu, jakie jest
prawdopodobienstwo transferu elektronu, jaka jest dostepnosé¢ wody i dyfuzja tlenu w kieszeni

wigzacej [174].

W ostatnich latach pojawito sie wiele ciekawych doniesien literaturowych dotyczacych
modyfikacji struktury i réznego sposobu aplikacji fotosensybilizatoréw w celu zwiekszenia
efektu fotodynamicznego w miejscu docelowym PDT. Jedng z obiecujgcych dziedzin jest
nanotechnologia, oferujgca réznego rodzaju nosniki o wielkosci od 1 do kilkuset nm, takie jak
nanoczastki, nanorurki, liposomy. Szczegdlng uwage poswiecono nonoczgstkom silikonowym
ze wzgledu na stosunkowo prostg budowe, nietoksycznos$é i biokompatybilno$¢ z tkankami
organizmu [176]. Poprzez odpowiednig modyfikacje powierzchni powinno by¢ mozliwe jest

uzyskanie miejsc wigzgcych o dowolnej specyfikacji, takiej jak: tadunek, hydrofobowosci,
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dostepu do otoczenia. Szczegdlnie dla fotosensybilizatora takiego jak WST11, ktérego
wtasciwosci silnie zaleza od mikrosrodowiska, w ktérym sie znajduje, mogtoby to stanowié
ciekawy uktad modelowy do badania warunkdéw sprzyjajgcych fotosensybilizowanemu
utlenianiu | i Il Typu. Dalsze badania mogtyby obejmowac zastosowanie praktyczne (kliniczne)
w terapii PDT. Motywujg wyniki uzyskane podczas badan fotosensybilizatoréw z rodziny
porfiryn. Na przyktadzie polihematoporfiryny (Photosan-ll) pokazano, iz aplikacja
fotosensybilizatora przytgczonego do krzemowych nanoczgstek zwieksza z 55% do 95%
skuteczno$é w zabijaniu komodrek raka przewodéw zétciowych [177]. W innej pracy pokazano
pozytywny wptyw przytagczenia czgsteczek TMPyP (tetrakis(N-metylopirydyno)porfiryna)
do czastek silikonowych w niszczeniu komérek raka piersi [178]. Interesujgcym doniesieniem
jest stworzenie noanoczasteczek krzemowych (ang. mesoporous silica nanoparticles), do
ktorych przyczepiono czasteczki fotosensybilizatora poprzez niszczony tlenem singletowy
tacznik [179]. WST11 posiada dosy¢ duzg wydajnos¢ generowania tlenu singletowego
(oczywiscie w zaleznosci od srodowiska) co umozliwiato by uwolnienie fotosensybilizatora

w konkretnym docelowym miejscu zwiekszajgc selektywnosc i skutecznosc terapii.
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5.2. STL3009 i STL4005

W drugiej czesci pracy zbadano podstawowe wifasnosci fotofizyczne i fotochemiczne
fotosensybilizatoréw STL3009 i STL4005. Umozliwito to pordwnanie tych podstawowych
dla kazdego fotosensybilizatora parametréw z podobnymi wtasciwosciami WST11 otrzymanymi

zaréwno w niniejszej pracy jak i dotychczas opisanymi w literaturze.

5.2.1. Wiasnosci fotofizyczne STL3009 i STL4005

W formie monomerycznej STL3009 i STL4005 wykazujg podobne wtasciwosci fotofizyczne,
jak monomery WST11. Widma absorpcji obu badanych Pd-BChl sg typowe dla tej grupy
zwigzkéw (Rys.61(A)) [46] i wykazujg maksimum absorpcji przy ~747nm, a molowy
wspdtczynnik absorpcji wynosi okoto & = 1,2:10°M7*cm™. W badaniach pikosekundowej
laserowe] fotolizy btyskowej STL3009 i STL4009 otrzymano widma rdznicowe absorpcji
o zblizonej charakterystyce w poréwnaniu do WST11 (wtasne wyniki - Rys.64, [37]) i nieco
odmiennej kinetyce zaniku. Wydaje sie, ze za obserwowang kinetyke odzysku sygnatu przy
760nm, odpowiada gtéwnie wymuszona emisja; podobnie jak w przypadku WST11 (sekcja
5.1.1, [64]). Zaobserwowane niewielkie zmiany w czasach Zycia wyznaczonych w MeOH
i w TX-100/PBS w zaleznosci od fotosensybilizatora, mozna ttumaczy¢ réznym oddziatywaniem

fotosensybilizatoréw z otoczeniem uwarunkowanym ftadunkiem czgsteczek Pd-BChl.

Pomiary absorpcji uzyskane w srodowisku wody destylowanej i PBS dowodza, iz obie badane
pochodne Pd-BChl agregujg w tym s$rodowisku silniej niz WST11 (Rys.61(B)). Warto zwrécic¢
uwage, iz dla STL3009 w PBS, tworzy sie nowe pasmo absorpcji przy 810nm, ktére mozna
utozsamia¢ z wyzszym stanem agregacji fotosensybilizatora (Rys.61(C)) [46]. Wysoki stopien
agregacji tego zwigzku, jest prawdopodobnie zwigzany z dlugim podstawnikiem
N-(aminopropylo)-aminopropylo]-aminokarbonylowym (Rys.8). Wyniki badan ultraszybkiej
fotolizy btyskowej wykazaty, iz zanik standw przejsciowych odbywa sie w sposéb dwufazowy
z charakterystycznym czasem 5 i 115ps (Rys.65). Szybka sktadowa mozna utozsamiac
z rozpraszaniem energii wzbudzenia w obrebie agregatéw, natomiast dtuzszg,

prawdopodobnie z emisja wymuszong (patrz dyskusja o WST11, sekcja 1.1.5). Udziat
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krotkozyjacej sktadowej jest znacznie wiekszy dla STL3009 niz dla STL4005 lub WST11,
co mozna powigzac¢ ze efektywnym stopniem agregacji fotosensybilizatoréw. Charakterystyka
widm produktéow przejsciowych tych zwigzkéw (otrzymanych poprzez zastosowanie funkcji
»Global Fit”), rozni sie od charakterystyki widm zaobserwowanych dla WST11. Przypuszcza sie,
iz roznice te wynikajg z dodatkowego udziatu ekscyplekséw lub ekscymeréw obecnych
w agregatach fotosensybilizatoréw [132]). Niestety, staba intensywnos$¢ sygnatu i wysoki
poziom szumodw, zwigzanych z niestabilnosciag wigzki probkujacej i monitorujace;j,
uniemozliwity przeprowadzenie doktadnej analizy i separacji poszczegdlnych standéw

przejsciowych.

W badaniach przeprowadzonych w PBS zaobserwowano stosunkowo stabe powinowactwo obu
fotosensybilizatoréw do BSA (Rys.63). | tak, dodanie do roztworu fotosensybilizatoréw 0,5mM
biatka nie wywotuje poréwnywalnego efektu monomeryzacji jak obserwowano dla WST11
(Rys.21). Sugeruje to, ze oddziatywanie zwigzkow z biatkiem, moze mie¢ inny charakter niz
w przypadku ujemnie natadowanego WST11. W literaturze rozwazano réing nature
oddziatywan dodatnio-natadowanych porfiryn z BSA [180]. Ponadto, sity oddziatywania
fotosensybilizator-biatko moga nie by¢ wystarczajaco duze, aby konkurowaé z oddziatywaniem
odpowiedzialnym za tworzenie sie agregatow tych fotosensybilizatoréw. Za takg interpretacjg
omawianych wynikédw moze przemawia¢ powolny proces monomeryzacji zwigzku STL3009
w PBS po dodaniu albuminy (Rys.63(C)). Inaczej zachowuje sie fotosensybilizator w wodzie
destylowanej, poniewaz przy matych stezeniach BSA zaobserwowano efekt przeciwny,
Swiadczacy o wzmozonej agregacji zwigzku (Rys.62). Zaktadajgc, ze wprowadzone biatko
posiada tadunek dodatni [181], efekt ten mozna ttumaczyé zaburzeniem réwnowagi
elektrostatycznej roztworu, co sprzyja agregacji fotosensybilizatorow. Dalszy wzrost stezenia
biatka powoduje, iz hydrofobowe oddziatywanie z biatkiem moze osigga¢ przewage nad
oddziatywaniami elektrostatycznymi  [182]. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen
ultraszybkiej fotolizy btyskowej z préobkami zawierajgcymi BSA wykazaty, podobnie jak
w przypadku WST11, zmniejszenie udziatu krétkozyjgcej komponenty wypadkowego sygnatu
absorpcji przejsciowej (Rys.66). Rejestrowane po 1ns widmo rdznicowe absorpcji, jest zblizone
do widma rdznicowego monomeru. Sugeruje to brak dtugozyjacych ekscyplekséw

w powstatych agregatach lub ekscymeréw w dimerach.
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5.2.2. Stabilnos¢ wzbudzonego stanu trypletowego i jego oddziatywanie z
tlenem

Badania fotosensybilizatoréw STL3009 i STL4005 metodg nano - mikrosekundowe] laserowe;j
fotolizy btyskowej dostarczyty podobnych wynikéw jak te otrzymane dla WST11 (Rys.67,
Tab.5). W obecnosci albuminy nie zaobserwowano dodatkowego stanu przejsciowego, ktory
pojawia sie w tych samych warunkach pomiarowych dla WST11. Wynik ten moze $wiadczy¢
o braku transferu tadunku miedzy fotosensybilizatorem a biatkiem - co prawdopodobnie ma
miejsce w przypadku WST11l. Chociaz brakuje danych doswiadczalnych umozliwiajgcych
jednoznaczng interpretacje zaobserwowanego efektu, nie mozna wykluczy¢ iz wypadkowy
tadunek elektryczny tych zwigzkéw determinuje nieco inng nature oddziatywania

fotosensybilizatora z biatkiem.

State oddziatywania wzbudzonego stanu trypletowego z tlenem sg zblizone dla wszystkich

trzech Pd-BChl, opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej (Tab.5).

5.2.3. Zdolnos¢ do generowania reaktywnych form tlenu

Wyniki rozdzielczo-czasowej fosforescencji tlenu singletowego przy 1270nm, wykazaty,
iz wydajno$¢ fotogenerowania tlenu singletowego przez wszystkie trzy fotosensybilizatory:
WST11, STL3009 i STL4005, silnie zalezy od mikro$rodowiska, w ktérym fotosensybilizator sie
znajduje (Tab.6). Podczas gdy wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego przez
STL3009 w MeOH i acetonie jest porownywalna z wydajnoscig kwantowa wyznaczong dla
WST11, w wodzie i po solubilizacji z zastosowaniem detergentu TX-100 efektywnosé
fotogenerowania tlenu singletowego jest nieco nizsza. Fotosensybilizator STL4005 wykazuje
nizszg wydajno$¢ generowania tlenu singletowego w rozpuszczalnikach organicznych,
natomiast zblizong do WST11 w $rodowisku wodnym. Nizsze wartos$ci wydajnosci kwantowej
generowania 102(1Ag) w PBS w pordéwnaniu do WD, pozwalajg przypuszczaé, iz podobnie jak
w przypadku WST11, efektywne generowanie tlenu singletowego zachodzi tylko przez
fotosensybilizator w formie monomeru. Uzyskane wyniki sugeruja, iz podstawniki Pd-BChl majg

znaczacy wptyw na fotogenerowanie tlenu singletowego przez te fotosensybilizatory.
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Fotosensybilizowang produkcje tlenu singletowego wykazano tez posrednio, poprzez
obserwacje zmian w tempie konsumpcji tlenu po wprowadzeniu histydyny i azydku sodu (Rys.

70-72).

BSA gasi tlen singletowy generowany przez STL3009 i STL4005 z efektywnga statg szybkosci
odpowiednio 3,8-:10°M™s™ oraz 6,0-10®M s ™}(Rys.69). W pomiarach spektrofluorymetrycznych
zaobserwowano réznice w statych asocjacji badanych zwigzkéw z biatkiem (Rys.74). Wyniki
te sugerujg inne miejsce kompleksowania konkretnego fotosensybilizatora z biatkiem i oraz
udziat réznych grup funkcjonalnych biatka w gaszeniu tlenu singletowego. Wnioski te pozostaja

w zgodzie z wynikami jakie otrzymano w pomiarach fotokonsumpcji.

W pomiarach putapkowania spinowego EPR pokazano, iz oba fotosensybilizatory sg zdolne
do generowania przynajmniej niewielkich strumieni anionorodnika ponadtlenkowego,
zwtaszcza w obecnosci etanolu lub donora elektronu (NADH) (Rys.73). Nieco wydajniejsze
fotogenerowanie anionorodnika ponadtlenkowego przez WST11 w pordwnaniu z STL4005,
moze tez mieé¢ zwigzek z jego nieco wyziszym stopniem monomeryzacji. Uzyskane wyniki
wskazujg ponadto na prawdopodobng produkcje rodnika hydroksylowego w badanym
uktadzie. Przemawia za tym wysoka intensywnos$é sygnatu adduktu DMPO-"Ns, ktdrg
zaobserwowano w S$rodowisku micelarnym obu fotosensybilizatorow oraz w wodzie

w przypadku STL4005, po dodaniu NaNs.

5.2.4. Podsumowanie wynikéw otrzymanych dla STL3009 i STL4005

WST11 oraz dwie nowe pochodne Pd-Bchl - STL3009 i STL4005, wykazujg podobne wtasciwosci
fotofizyczne. Wykazano, iz modyfikacja podstawnikdw przy C13 C17 (Rys.3, 8) zmienia

efektywnosc¢ fotogenerowania reaktywnych form tlenu.

Wydaje sie, iz stabe powinowactwo fotosensybilizatoréow do BSA ogranicza aplikacje tych
zwigzkéw w terapii fotodynamicznej z tych samych powoddéw co WST11. Silniejsza tendencja

tych zwigzkéw do agregacji w Srodowisku wodnym, moze utrudnia¢ ich dozylng aplikacje.
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Sytuacje w tym wzgledzie mogto by poprawi¢ zastosowanie odpowiednich czynnikow

solubilizujacych takich jak uzyciu Cremophor EL [183]-[185].

Innym potencjalnym miejscem zastosowania tych fotosensybilizatorow, a w szczegdlnosci
STL4005, mogta by by¢ antybakteryjna terapia fotodynamicznej (APDT, z ang. antymicrobal
PDT). Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, w takim zastosowaniu terapii fotodynamicznej,
dodatnio natadowane fotosensybilizatory wykazujg szczegdlng skutecznosé w fotoinaktywacji

zaréwno bakterii [186]—[191], a takze grzybdw [192].
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6. Whnioski koncowe

Wyniki kompleksowych badan przedstawionych w niniejszej rozprawie umozliwiajg

sformutowanie nastepujacych wnioskéw:

e Agregacja badanych Pd-pochodnych bakteriochlorofilu  zmniejsza ich
fotosensybilizujgcg efektywnos¢ w szczegdlnosci wydajnos¢ generowania reaktywnych form

tlenu.

e W wodzie, fotosensybilizowane utlenianie przy udziale WST11 zachodzi poprzez
mechanizm Typu | oraz Typu Il. Efektywne fotogenerowanie tlenu singletowego jest mozliwe
tylko przez forme monomeryczng fotosensybilizatora, przy czym wydajnosé kwantowa tego
procesu silnie zalezy od lokalnego stezenia tlenu. W roztworach rozpuszczalnikéw organicznych

fotosensybilizator wykazuje wysoka wydajnos¢ generowania tlenu singletowego.

e Utworzenie niekowalencyjnego kompleksu WST11 z BSA stabilizuje czgsteczke
fotosensybilizatora ograniczajac jego oddziatywanie z tlenem czasteczkowym. W obrebie
kompleksu zachodzi transfer elektronu i protonu miedzy biatkiem a WST11. Kompleks jest
zdolny do fotogeneracji zaréwno wolnych rodnikéw jak i tlenu singletowego, co znajduje
potwierdzenie w obserwowanej dynamicznej konsumpcji tlenu w naswietlanym badanym

uktadzie.

e Wiasnosci fotofizyczne i fotochemiczne pochodnych STL3009 i STL4005 sg podobne
do wtasnosci WST11. W zaleznosci od mikrosrodowiska, fotosensybilizatory te sg zdolne do

efektywnego generowania tlenu singletowego i wolnych rodnikéw.

e  Fotosensybilizatory STL3009 i STL4005 wykazujg stabe powinowactwo do BSA,

co sugeruje inng nature oddziatywania tych czgsteczek z biatkiem w poréwnaniu do WST11.

e Dodatni tadunek STL4005 oraz stosunkowo wysoka wydajnosé generowania tlenu
singletowego moze sprzyja potencjalnemu wykorzystaniu tego fotosensybilizatora

w antybakteryjnej terapii fotodynamiczne;j.
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7. Summary (in English)

Detailed understanding of reactions’ mechanisms which accompany the vascular targeted
photodynamic therapy with hydrophilic Pd-derivative of bacteriochlorophyll, known as WST11,
is a very challenging and important problem. Results of recent clinical trials indicate high
efficiency of WST11 in prostate cancer treatment. Moreover, it was shown that WST11 can be
successfully used in the treatment of solid tumors and age-related macular degeneration
(AMD). The proposed in literature mechanism of WST11 photoactivity assumes that the
photosensitizer acts exclusively as a Type |l photosensitizer. However, the proposed
photophysics and photochemistry of WST11 rises additional questions, and in this study

experiments are proposed and carried out to address some of them.

The main goal of this research was to investigate the mechanism of photosensitized oxidation
of WST11 in water in presence and absence of BSA, and to verify the validity of the model
proposed in the literature. In addition, photophysical and chemical properties of two new
photosensitizers with potential application in PDT, acronimed STL3009 and STL4005, are

reported.

Several complementary experimental techniques were used. The photochemical reactivity of
the Pd-Bacteriochlorophyll derivatives were determined by electron paramagnetic resonance
(EPR) oximetry. The aggregation of the photosensitizer and binding to the BSA were monitored
by spectroscopic methods. Picosecond and nanosecond laser flash photolysis (LFP) was
employed to analyze the photodynamics of singlet and triplet excited states of photosensitizer
molecules. Direct time-resolved near-infrared phosphorescence was used to determine the
yield of singlet oxygen photogeneration by WST11. Finally, the generation of superoxide

radical and hydroxyl radical was studied by EPR-spin-trapping.

In the thesis we demonstrate, that the mechanism of WST11 photosensitized oxidation is more
complex than previously suggested. We show that WST11 in aqueous solutions photo-
generates not only superoxide and hydroxyl radicals but also singlet oxygen. We suggest that
only the monomeric form of WST11 is able to generate singlet oxygen. Furthermore, we

established that the quantum yield of singlet oxygen generation depends strongly on the local
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concentration of the ground state molecular oxygen. We evidenced that the photosensitizer
forms a noncovalent complex in presence of BSA which stabilizes WST11 triplet excited state
and also likely impedes their interaction with oxygen. The photosensitizer in this complex is
able to produce free radicals as well as singlet oxygen. It is shown, that the BSA acts as a target

for the singlet oxygen which leads to enhancement of oxygen photoconsumption.

In the second part of this thesis, general photophysical and photochemical properties of
STL3009 and STL4005 are investigated. While they both show high (and similar to WST11)
efficiency in singlet oxygen generation in organic solvents, the production of reactive oxygen
species (ROS) is relatively low in water, where the photosensitizers exhibits high yield of
aggregation. Both Pd-Bchl derivatives studied are able to produce singlet oxygen and free
radicals in aqueous solutions. However, STL4005 shows higher efficiency in ROS production in
water than STL3009, but the latter seems to be more effective in generation of singlet oxygen

in organic solvents.

The photochemical efficiency of the photosensitizers in aqueous microenvironment is limited
due to aggregation. The obtained results suggest that application of the photosensitizers in

form of a protein-nanoparticle-liposome — complex should amplify its photodynamic action.
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