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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 Z DNIA 14
MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O
STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (Dz.U. Nr 65, Poz. 595 ze zm.)

a) tytul osiagniecia naukowego
Jednotematyczny cykl publikacji zatytutowany

Analiza spektroskopowa niekowalencyjnych oddzialywan ukladow makrocyklicznych
(zwiazkow porfirynowych i bialek) z substancjami biologicznie aktywnymi

b) spis publikacji bedacych podstawg do ubiegania si¢ 0 nadanie stopnia naukowego
doktora habilitowanego

Podstawe postepowania habilitacyjnego stanowi cykl 8 pelnotekstowych artykutow [H1-H8]
opublikowanych w latach 2012-2017. Prace te zostaly uszeregowane zgodnie z rokiem
opublikowania. Wartosci IF sg zgodne z rokiem opublikowania pracy. Wartosci CI sg zgodne
ze wskazaniami bazy Web of Science z dn. 26.05.2017. Komentarz do tych publikacji
zawarty w autoreferacie stanowi podsumowanie moich najwazniejszych osiagnie¢
badawczych bedacych podstawa przedstawionej rozprawy habilitacyjnej i nie zawiera petnego
omoéwienia uzyskanych przeze mnie wynikow.

[H1] M. Makarska-Bialokoz

Spectroscopic study of porphyrin-caffeine interactions

Journal of Fluorescence, 22(6) (2012) 1521-1530

IF=1789,Cl=8

Moéj wktad w powstawanie tej pracy polegat na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikow, wykonaniu wszystkich obliczen,

przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu catej pracy, korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

[H2] M. Makarska-Bialokoz

Spectroscopic study of associated systems formed between water-soluble cationic
porphyrins or their copper (11) complexes and nucleic building blocks

Central European Journal of Chemistry, 11(8) (2013) 1360-1367

IF=1329,Cl=7

Moéj wktad w powstawanie tej pracy polegat na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikdw, wykonaniu wszystkich obliczen,

przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu catej pracy, korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.
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[H3]

[H4]

[H3]

[H6]

M. Makarska-Bialokoz

Fluorescence quenching effect of guanine interacting with water-soluble cationic
porphyrin

Journal of Luminescence, 147 (2014) 27-33

IF=2.719,Cl =13

Moj wklad w powstawanie tej pracy polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikow, wykonaniu wszystkich obliczen,

przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu catej pracy, korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. M6j udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Makarska-Bialokoz

Spectroscopic evidence of xanthine compounds fluorescence quenching effect on
water-soluble porphyrins

Journal of Molecular Structure, 1081 (2014) 224-232

IF=1.602,Cl=6

Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikow, wykonaniu wszystkich obliczen,

przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu catej pracy, korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Makarska-Bialokoz, Piotr Borowski

Fluorescence quenching behaviour of uric acid interacting with water-soluble cationic
porphyrin

Journal of Luminescence, 160 (2015) 110-118

IF=2.693,Cl=3

Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, wykonaniu obliczen (oprocz obliczen kwantowych), wspotudziale w
opracowaniu wynikow, wspétudziale w przygotowaniu rysunkéw i tabel, wspotredagowaniu pracy,

korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. M¢j udziat procentowy szacujg
na 80%.

M. Makarska-Bialokoz, A. Gtadysz-Ptaska

Spectroscopic analysis of porphyrin compounds irradiated with visible light in
chloroform with addition of beta-myrcene

Journal of Molecular Structure, 1125 (2016) 103-112
IF=1.780,ClI=0
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[H7]

[H8]

Moéj wkiad w powstawanie tej pracy polegat na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikow, wykonaniu wszystkich obliczen,
wspoétudziale w przygotowaniu rysunkow i tabel, wspoétudziale w napisaniu pracy, korespondencji z
edytorem oraz redagowaniu odpowiedzi na recenzje. Méj udziat procentowy szacuj¢ na 90%.

M. Makarska-Bialokoz

Analysis of the binding interaction in uric acid — human hemoglobin system by
spectroscopic techniques

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 178 (2017)
47-54

IF=2.653,Cl=0

Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikow, wykonaniu wszystkich obliczen,
przygotowaniu rysunkéw i tabel, napisaniu calej pracy, korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

M. Makarska-Bialokoz

Investigation of the binding affinity in vitamin B12 — bovine serum albumin system
using various spectroscopic methods

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 184 (2017)
262-269

IF=2.653,Cl=0

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegal na: stworzeniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczen do tej pracy, opracowaniu wszystkich wynikow, wykonaniu wszystkich obliczen,
przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu catej pracy, korespondencji z edytorem oraz przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

Sumaryczny impact factor (IF) jednotematycznego cyklu publikacji [H1-H8]: 17.218
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5.0MOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW
WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Wprowadzenie

Jednym z wazniejszych probleméw ekologicznych ludzkos$ci jest rosnace z kazdym
dniem skazenie §rodowiska, bedace skutkiem nie tylko dzialalnosci przemystowej cztowieka,
ale w rownym stopniu zwigzane z zyciem codziennym kazdego z nas. Ostatnio do grona
substancji przyczyniajacych si¢ do zanieczyszczenia $srodowiska dolaczyta kolejna grupa
zwigzkow, czyli réznego typu substancje biologicznie aktywne, wchodzace zazwyczaj w
sktad lekéw i srodkow farmaceutycznych, ale tez produktow zywno$ciowych, kosmetycznych
I szerokiego spektrum uzywek [1, 2]. Olbrzymia ilo$¢ spozywanych lub stosowanych w inny
sposob substancji biologicznie aktywnych, wchodzacych w sktad rozmaitych preparatow,
ktére w zatozeniu maja pomagaé¢ w utrzymaniu zdrowia i odpowiedniej kondycji, 0znacza
jednoczes$nie podobnej wielkosci produkcje Sciekow z ich zawartoscia. Produkty te, zaliczane
obecnie do kategorii tak zwanych emerging pollutants (ksztattujacej si¢ nowej grupy
zanieczyszczen), nie sg jeszcze objete regulacjami dotyczgcymi badania jakoSci wod
gruntowych, ladowych i morskich. Niestety, dane literaturowe wskazuja, ze zawarte w
produktach farmaceutycznych substancje biologicznie aktywne sg do$¢ oporne na dziatanie
konwencjonalnych metod oczyszczania — nawet po zastosowaniu standardowych procedur
oczyszczania wody mozna je Wykry¢ u ujscia $ciekow, w wodach powierzchniowych i
gruntowych, czy w wodzie pitnej. Mimo ze $rodki farmaceutyczne wystepuja w
wymienionych wodach w niskich stezeniach (ng/L), ich ilo§¢ w wodach powierzchniowych
stale ro$nie [3]. Stezenia wspomnianych substancji 0znaczane w wodach powierzchniowych
nie stanowig na razie $miertelnego zagrozenia dla organizméw wodnych, ale warto pamigtac,
ze przewlekla ekspozycja na te $rodki podczas kluczowych faz cyklu rozwojowego
organizmOw na nie narazonych, a takze prawdopodobienstwo synergistycznego dziatania
mieszaniny $rodkow farmaceutycznych lub ich metabolitow z innymi zanieczyszczeniami,
moga spowodowaé zagrozenie dla ekosystemoéw wodnych i ladowych. Dlatego zagadnienie
monitorowania i oczyszczania wod z pozostalosci lekow 1 ich metabolitow, badz innych
produktow zawierajacych substancje biologicznie aktywne, stanowi kolejny problem do

rozwigzania.

Gléwnym przedmiotem moich zainteresowan badawczych sa zmiany wlasciwosci

spektroskopowych zwigzkéw porfirynowych, implikowane zmiang ich struktury na skutek
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oddziatywania z substancjami o znaczeniu biologicznym, a takze zmianami zachodzgcymi w
srodowisku badanego uktadu. Porfiryny to aromatyczne zwiazki makrocykliczne,
wystepujace  naturalnie  w  $rodowisku.  Dzigki  specyficznym  wlasciwosciom
spektroskopowym, magnetycznym, luminescencyjnym, a szczegolnie zdolnosci do
fotoprzewodnictwa 1 fotoemisji, zwigzki porfirynowe peilnig fundamentalng rolg¢ w wielu
procesach zachodzacych w przyrodzie. Do naturalnych zwigzkow porfirynowych, zwanych
niejednokrotnie barwnikami Zycia, naleza m.in. hem i chlorofil, a takze mioglobina,
cytochromy, peroksydazy, bilirubina i kobalamina (witamina Bj;). Wymienione uklady
spelniajg podstawowe funkcje zyciowe u roslin i zwierzat. Odpowiadajac za proces
fotosyntezy, oddychanie komorkowe, transport, akumulacje i wymiang gazoéw, procesy
krwiotworcze, czy prawidlowa pigmentacje tkanek, zwiazki porfirynowe staly sie
niezbednym elementem w procesie ewolucji organizméw zywych [4]. Dlatego zaburzenia w
ich funkcjonowaniu prowadzi¢ moga do groznych choréb, takich jak patologie krwi (anemia i

porfirie), czy nowotwory.

Badania dotyczace budowy i whasciwosci fizykochemicznych porfiryn wystepujacych
w przyrodzie doprowadzily do syntezy sztucznych uktadow porfirynowych. Duze
zréznicowanie takich uktadéw oraz ich analogéw, prezentujacych unikalng strukture i
wlasciwosci, pozwala na wykorzystanie ich w wielu dziedzinach nauki i przemystu [5-7].
Porfiryny i ich kompleksy z metalami stosowane sa m.in. do produkcji specyficznych
barwnikow, potprzewodnikow, czy katalizatorow, w charakterze odczynnikow analitycznych,
w procesie fotosterylizacji wody, czy w roli ,elektronicznego nosa” — czujnika na lotne
zwiazki organiczne [8-11]. Rownie przydatne okazaly si¢ porfiryny w medycynie, gdzie
stosowane sg do leczenia wybranych infekcji bakteryjnych [12] oraz jako sensybilizatory w
fotodynamicznej terapii nowotworow PDT (photodynamic therapy) [13-15]. Swoja role moga
spelnia¢ zarowno bezposrednio wprowadzane do organizmu, a takze jako substancje
wchodzace w sktad nowoczesnych materiatow stosowanych jako pokrycia $wiattowodow
wykorzystywanych we wspomnianej terapii [16-18]. Niektore porfiryny majg zdolnosc¢
oddziatywania z DNA, powodujac blokowanie odpowiednich jego fragmentéw oraz zaréwno

chemiczne, jak i fotochemiczne rozszczepianie czasteczki DNA [19].

Wspomniane wyzej charakterystyczne wlasciwosci porfiryn, a takze olbrzymia
réznorodno$¢ ich zastosowan, czynig t¢ grupg zwigzkow bardzo popularnym i pozadanym

materiatem badawczym. Dlatego po lekturze licznych artykutéw dotyczacych oddziatywania
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porfiryn z wieloma rodzajami substancji nie miatam watpliwo$ci, ze zwigzki nalezace do tej
klasy sg idealnymi kandydatami do roli czujnikéw pozwalajagcych na monitorowanie réznego
typu reakcji. Aby dowies¢ stusznosci postawionej tezy, zdecydowatam si¢ zbada¢ mechanizm
oddziatywan zachodzacych pomiedzy wybranymi uktadami porfirynowymi a zwigzkami

biologicznie aktywnymi przy uzyciu odpowiednich technik spektroskopowych.

Biologicznie aktywne substancje, uzyskiwane najczgséciej z materiatu roslinnego, badz
bedace sktadnikami organizmu ludzkiego czy zwierzecego, stanowig wazng grupe zwiazkow
wchodzacych, jak juz wspomnialam wczesniej, w sktad catej gamy lekéw, suplementow,
uzywek czy $rodkoéw kosmetycznych i barwnikow. Zarowno ich budowa, jak 1 wlasciwosci
fizykochemiczne, staly si¢ we wspolczesnej nauce tematem wielu badan [20-22]. Na
szczegblng uwage zastuguja zwlaszcza dwupier§cieniowe zwigzki aromatyczne, ze wzgledu
na ich dostepnos¢, szerokie spektrum zastosowan lub istotng, czg¢sto pozytywna role w
funkcjonowaniu organizmu ludzkiego [23-25]. Duze zapotrzebowanie na tego typu
substancje, a szczegodlnie zwigzki metyloksantynowe, przyczynia si¢ jednak do coraz
wigkszego zanieczyszczenia wod ich pozostatosciami i1 metabolitami, dlatego moje

zainteresowania badawcze skupity si¢ glownie na tej klasie zwigzkow.

Korzystne dziatanie zwigzkoéw biologicznie aktywnych na cztowieka staje si¢ jednak
w pewnych sytuacjach dyskusyjne. Odpowiednie ilosci przyjmowanych uzywek, czy
suplementéw, a takze wlasciwie dobrane leki maja dziatanie prozdrowotne. Jednak
spozywane (lub wytwarzane przez organizm) w nadmiernych ilo$ciach i wydalane z moczem
z organizmu nie tylko stanowig kolejne zrodto zanieczyszczen, ale przede wszystkim moga
prowadzi¢ do rdznego typu zaburzen w funkcjonowaniu ludzkiego organizmu. Jako ze
glowna droga przenoszenia w organizmie tego typu zwigzkow jest uklad krwiono$ny, to
wlasnie jego elementy odpowiedzialne za ten transport, takie jak biatka krwi, sg bezposrednio

narazone na zmiany struktury, ktére moga wptywac na zaburzenia ich funkcji fizjologicznych.

Mozna wigc zauwazy¢, ze zarowno zwigzki porfirynowe, jak i biatka krwi, moga
oddziatywaé¢ z wieloma, czgsto tymi samymi w przypadku obu ukladéw, zwigzkami
biologicznie aktywnymi. Takie oddziatywania powoduja powstawanie zmian w strukturze
badanych uktadoéw, a dzigki zdolnosci do Iluminescencji, wykazywanej przez obie
wspomniane grupy, mozna monitorowa¢ zachodzace oddzialywania dzigki wykorzystaniu
metod spektroskopowych. Tak porfiryny, jak i biatka maja tendencj¢ do tworzenia

niekowalencyjnych uktadéw asocjacyjnych z innymi reagentami o odpowiedniej budowie.
8
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Oddziatywania niekowalencyjne odgrywaja znaczaca rol¢ zaré6wno podczas procesOw
biochemicznych zachodzacych w uktadach biologicznych, jak i wielu procesé6w chemicznych
I zjawisk fizykochemicznych. Mimo duzo mniejszej energii tych oddziatywan w poréwnaniu
z energiami wigzan chemicznych, takie oddzialywania niekowalencyjne, jak wigzania
hydrofobowe, jonowe, wodorowe, czy oddzialywania van der Waalsa okazujg si¢ niezbedne

do prawidtowego funkcjonowania organizmow zywych [26, 27].

Duzego znaczenia wspomnianych oddzialywan dowiodlo wiele badan w dziedzinie
nauk fizykochemicznych, biochemicznych, farmaceutycznych i medycznych, pos§wigconych
niekowalencyjnym oddziatywaniom asocjacyjnym =z udzialem substancji biologicznie
aktywnych [28, 29]. Zapoznajac si¢ z literaturg odnoszaca si¢ do tego zagadnienia nie
natrafilam jednak na analiz¢ mechanizmu oddziatywan zachodzacych pomigdzy badanymi
przeze mnie wczesniej rozpuszczalnymi w wodzie porfirynami oraz ich kompleksami z
wybranymi jonami metali, a dwupierScieniowymi zwigzkami aromatycznymi. Majac na
wzgledzie olbrzymia wage niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych zwigzkow
biologicznie aktywnych, zar6wno z porfirynami, jak i z biatkami, analiz¢ tych oddziatywan
uznatam za niezwykle istotng, zarbwno w aspekcie monitorowania i ochrony $rodowiska, jak
i w aspekcie medycznym. Z tego wzgledu w ramach cyklu prac habilitacyjnych podjetam
badania, ktorych celem byta charakterystyka mechanizmu niekowalencyjnych oddziatywan
asocjacyjnych zachodzacych pomigdzy wybranymi uktadami porfirynowymi lub biatkami, a
substancjami biologicznie aktywnymi, w aspekcie medycznym i1 ochrony s$rodowiska.
Realizacja tego celu obejmowata przeprowadzenie spektroskopowej analizy oddziatywan
obserwowanych w uktadach substancja biologicznie aktywna — zwiazek porfirynowy oraz
substancja biologicznie aktywna — biatko, a docelowo okre$lenie mechanizmu oddziatywan
oraz zmian zachodzacych w konformacji biatek, na podstawie obliczen odpowiednich statych
i parametrow spektroskopowych, dzigki zastosowaniu procedury dopasowania (fitowania)
uzyskanych danych oraz procedury wykorzystujacej rachunek catkowy. Kolejnym celem
przeprowadzonych przeze mnie badan byto okreslenie wptywu pH $rodowiska reakcji,
struktury zwigzkow porfirynowych 1 struktury zwigzkéw biologicznie aktywnych na
mechanizm oddziatywan niekowalencyjnych w badanych uktadach. Nadrzednym celem
badan opisanych w prezentowanej rozprawie habilitacyjnej byto wykazanie uzytecznosci
zwigzkow porfirynowych do monitorowania okre§lonej klasy zwigzkoéw biologicznie

aktywnych oraz wybranie najlepszego uktadu modelowego do tego typu badan.
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Omowienie najwazniejszych wynikow badan

Porfiryny to aromatyczne zwigzki makrocykliczne o unikalnej budowie i
wlasciwos$ciach fizykochemicznych. Czasteczka porfiryny ztozona jest z czterech pierscieni
pirolowych polaczonych mostkami metinowymi, tworzacych uklad sprz¢zonych wigzan
podwdjnych, zawierajacych 18 zdelokalizowanych -elektronow m, spelniajacych regute
aromatyczno$ci Hiickla (4n + 2, gdzie n = 4). PierScienie pirolowe buduja zamknieta,
aromatyczng plaszczyzng, stanowiaca jadro zwigzku. Plaski pierScien porfiryny moze ulegac
deformacji m.in. podczas reakcji kompleksowania, protonowania, czy dimeryzacji,
charakterystycznych dla tej klasy zwigzkoéw. Stopien rozpuszczalno$ci w wodzie danego
zwigzku implikuje jego zachowanie podczas reakcji z innymi substancjami istotnymi dla
organizméw zywych. Jak wiadomo, $rodowiskiem wewngtrznym organizmow zywych jest
zazwyczaj Srodowisko wodne, dlatego to wlasnie porfiryny rozpuszczalne w wodzie zastuguja
na szczegdlng uwage, z racji ich roli w $rodowisku ozywionym oraz potencjalnej
uzyteczno$ci dla czlowieka. Porfiryny sg z zatozenia zwigzkami nie rozpuszczajacymi si¢ w
wodzie. Rozpuszczalno$¢ t¢ mozna jednak uzyska¢ przez wprowadzenie do pier§cienia
porfirynowego odpowiednich podstawnikow, uzyskujac zwiazki rozpuszczalne w wodzie,
ktore zachowujg jednocze$nie wszystkie wlasciwosci przypisywane porfirynom
nierozpuszczalnym 1 uczestniczg zarazem w takich samych reakcjach chemicznych. W
zaleznosci od charakteru chemicznego podstawnika mozna otrzymaé porfiryny anionowe lub
kationowe. Ciekawszym obiektem badawczym wydajg si¢ by¢ porfiryny kationowe,
szczegOlnie ze wzgledu na ich oddzialywania z biatkami i podwdjng helisg DNA [4]. Dlatego,
aby dowies¢, ze porfiryny rozpuszczalne w wodzie, a zwlaszcza porfiryny kationowe, sa
zdolne do pelnienia roli substancji monitorujacych obecno$¢ zwigzkoéw o znaczeniu
biologicznym w srodowisku wodnym, zdecydowatam si¢ na wykonanie analizy mechanizmu
niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych zachodzacych pomiedzy wybranymi
uktadami porfirynowymi, a dwupierscieniowymi zwigzkami aromatycznymi [H1-H5]. Aby
potwierdzi¢, ze réwniez porfiryny nierozpuszczalne w wodzie moga spelnia¢ funkcje
czujnikbw w odniesieniu do zwigzkéw o znaczeniu biologicznym, przeanalizowalam
mechanizm reakcji zachodzacych w uktadzie porfiryna — zwigzek biologicznie aktywny w
srodowisku niewodnym [H6]. Kolejnym etapem badan stala si¢ analiza mechanizmu
oddziatywan niekowalencyjnych zachodzacych w uktadach substancja biologicznie aktywna
— biatko krwi, w przypadku ktorych albo biatko, albo wspomniana substancja zawierajg w

swojej strukturze charakterystyczny makrocykl porfirynowy [H7-H8]. Moim zamierzeniem
10
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byto potwierdzenie tezy, ze badanie mechanizmu niekowalencyjnych oddziatywan
asocjacyjnych w uktadach zawierajacych struktury porfirynowe jest niezwykle istotne,

zarOwno w aspekcie ochrony srodowiska, jak i w aspekcie medycznym.

Oddzialywania zwigzkow aktywnych biologicznie 7 porfirynami rozpuszczalnymi w wodzie

Jak wspomniatam wczeéniej, substancje biologicznie aktywne, wchodzace m.in. w
sktad lekow 1 réznego typu uzywek, stanowig nowa grupe zanieczyszczen, ktéra wymaga
monitorowania w $rodowisku wodnym przy uzyciu zwigzkow o odpowiednich
wiasciwosciach, pozwalajacych na ich precyzyjne oznaczanie. Aby okresli¢, w jaki sposob
substancje o znaczeniu biologicznym moga oddziatywaé ze zwigzkami, ktore moglyby petnic
role potencjalnych czujnikdéw, zdecydowatam si¢ scharakteryzowa¢ mechanizm oddziatywan
jednego ze zwiazkoéw biologicznie aktywnych z grupa odpowiednio dobranych zwigzkow
porfirynowych [H1]. M6j wybor padt na kofeing, jeden ze zwigzkoéw nalezacych do grupy
metyloksantyn. Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna) to jedna z najpopularniejszych na $wiecie
uzywek, przyjmowana przez ludzi nie tylko w formie lekéw czy srodkéw odurzajacych, ale
przede wszystkim jako skfadnik codziennie wypijanych popularnych napojow. We
wszystkich wspomnianych uzywkach czy lekach kofeina wystepuje w postaci roztworéw lub
mieszanin wodnych. Kofeina spozywana w odpowiednich iloSciach ma dziatanie
prozdrowotne — oprocz  pobudzenia organizmu  wykazuje tez  wlasciwosci
przeciwnowotworowe [30]. Jednak spozywana w nadmiarze nie tylko powoduje zaburzenia w
funkcjonowaniu uktadu krwionos$nego, czy nerwowego, prowadzac do powstawania
schorzenia zwanego kafeinizmem (zatrucia kofeing) [31, 32], ale wydalana z moczem z
organizmu stanowi kolejne Zroédto zanieczyszczen, gdyz nie jest substancja ulegajaca tatwej
eliminacji ze $ciekow [1]. Mimo Ze kofeina jest zazwyczaj dobrze metabolizowana przez
organizm, w poblizu duzych skupisk ludzkich jej zawarto$¢ w wodach ladowych i morskich
stale ro$nie. Udowodniono, ze stezenie kofeiny w zbiornikach wodnych odpowiada
zawarto$ci bakterii wystepujacych w ludzkich fekaliach, dlatego poziom kofeiny moze by¢
uwazany za antropogeniczny wskaznik zanieczyszczen [33]. Wzrastajaca ilos¢ tego zwigzku i
jego metabolitow w zbiornikach wodnych moze mie¢ niekorzystny wptyw na $rodowisko
przyrodnicze, prowadzac do wczesniejszego starzenia si¢ roslin ladowych [34], czy zaburzen
procesu fotosyntezy poprzez zmniejszanie aktywnosci chlorofilu [35]. Dlatego taka sytuacja

stwarza potrzebe ciggtego monitorowania poziomu kofeiny w zbiornikach wodnych.
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Rys. 1 Struktury czasteczkowe reagentdw stosowanych w prezentowanych w pracach [H1-H5]
oddziatywaniach: a. zwigzki porfirynowe rozpuszczalne w wodzie, b. kompleksy porfiryn H,TTMePP i
H,TMePyP z jonami Cu(ll), c. chlorofil a, d. zwigzki ksantynowe, e. guanina, f. kwas moczowy.

Do badania mechanizmu oddziatywania kofeiny wybralam sze$¢ zwiazkéw
porfirynowych rozpuszczalnych w wodzie: dwie porfiryny kationowe — porfiryng 5,10,15,20-
tetrakis[4-(trimetyloamino)fenylowag] (H,TTMePP) i porfiryne 5,10,15,20-tetrakis[4-(1-
metylo-4-pirydylowa)] (H,TMePyP), dwie porfiryny anionowe — porfiryne 5,10,15,20-
tetrakis(4-sulfonatofenylowa) (Ho,TPPS,) i porfiryne 5,10,15,20-tetrakis(4-karboksyfenylows)
(H,TCPP) oraz dwa zwiazki kompleksowe porfiryn H,TTMePP i H,TMePyP z jonami Cu (II)
— CuTTMePP i CuTMePyP. Dodatkowo zdecydowatam si¢ na uzycie chlorofilu a

12
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otrzymywanego z alg Anacystis nidulans (Rys. 1). Badane uktady porfirynowe dobrane byty
w  sposOb, ktory umozliwit poréwnanie roéznych parametréw wplywajacych na
charakterystyke spektralng kazdej z porfiryn. Jak wiadomo, specyficzne witasciwosci
spektroskopowe uktadow porfirynowych, wynikajagce z ich budowy 1 charakterystyki
fizykochemicznej oraz wysoki wspdtczynnik absorpcji molowej implikujg ich zdolnos$¢ do
intensywnej absorpcji i fluorescencji. Dlatego przemiany, ktérym ulegaja porfiryny mozna
monitorowa¢ przede wszystkim stosujagc metody spektrofotometryczne [36]. W sktad widma
absorpcji porfiryny wchodzg dwa pasma, widoczne w bliskim nadfiolecie i obszarze
widzialnym, dzigki czemu zwigzki te charakteryzujg si¢ intensywnymi kolorami. Pierwsze,
bardziej intensywne pasmo Soreta (zwane tez pasmem B), lezy w zakresie 390425 nm i
tworzy si¢ w wyniku dozwolonych przejs¢ elektronowych z p = = 3 (HOMO) na p = £5
(LUMO). W drugim, o wiele mniej intensywnym pasmie Q, polozonym w zakresie 480—700
nm, ktore powstaje w rezultacie wzbronionych przej$¢ elektronowych z u = +4 (HOMO) na p

=15 (LUMO), mozna wyro6zni¢ od 2 do 4 sktadowych.

Analiza widm absorpcyjnych zarejestrowanych na spektrofotometrze JASCO V-660
podczas procedury miareczkowania poszczegdlnych roztwordw zwigzkow porfirynowych
(wodnych lub acetonowego, w przypadku chlorofilu a) roztworem kofeiny wykazala, ze w
przypadku wszystkich badanych uktadéw mozna zaobserwowaé przesunigcie maksimum
absorpcji w widmie porfiryny w stron¢ fal o wickszej dtugosci fali, zwane przesunigciem
batochromowym oraz spadek intensywno$ci maksimum pasma Soreta w widmie absorpcji,

zwany efektem hipochromowym (Rys. 2).

HyTTMePP 3271077 |mol dm™3
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0.12 1 : VRS o

=

A D4

A
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Rys.2 Zmiany zachodzace w widmie absorpcyjnym porfiryny H,TTMePP podczas miareczkowania
roztworem kofeiny [H1].
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Obserwowane efekty sa dowodem na powstawanie nowej, zdolnej do absorpcji §wiatta, formy
badanego zwigzku. Natomiast piki widoczne w widmach fluorescencji badanych uktadow,
rejestrowanych na spektrofluorymetrze UV-VIS-NIR QuantaMaster™ firmy Photon
Technology International, na skutek oddziatywania z kofeing ulegly wygaszeniu (zmniejszyta
si¢ ich intensywno$¢), a ich maksima — niewielkiemu przesunieciu (Rys. 3). Takie zjawisko,
nazywane zjawiskiem wygaszania fluorescencji, moze by¢ podstawg badan dedykowanych

substancjom, ktore mogtyby peic rol¢ czujnikow fluorescencyjnych.
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Rys. 3 Zmiany zachodzace w widmie fluorescencji porfiryny H,TTMePP podczas miareczkowania roztworem
kofeiny [H1].

Tego typu zmiany zachodzace w widmach absorpcji i fluorescencji wszystkich przebadanych
uktadow wskazuja wedlug literatury na wystepowanie niekowalencyjnych oddziatywan
asocjacyjnych w wyniku powstawania kompleksow asocjacyjnych [37-42]. Oddziatywania
asocjacyjne, znane w literaturze angielskojezycznej jako -7 stacking interactions, sg jednym
z typoéw oddzialywan niekowalencyjnych, zachodzacych zazwyczaj w roztworach wodnych.
Oddziatywania asocjacyjne sg czesto utozsamiane z procesem heteroasocjacji, zachodzacym
pomiedzy czasteczkami przynajmniej dwoch roéznych zwigzkow chemicznych [28]. Idee
oddziatywan asocjacyjnych opisuje teoria stworzona przez Hartmana i Shankela, zaktadajaca
istnienie oddzialywan asocjacyjnych pomigedzy dwoma réwnolegtymi Iub bliskimi
rownolegloéci ptaskimi uktadami, interceptorem i interkalatorem (terminy te sa
zapozyczeniem z jezyka angielskiego — autorka nie znalazta bardziej adekwatnych polskich
odpowiednikéw), znajdujagcymi si¢ wzgledem siebie w odpowiedniej geometrii,
umozliwiajgcej wytworzenie oddzialywania najbardziej korzystnego energetycznie [43, 44].

Powstajace uktady asocjacyjne sa na tyle trwate, Ze moga wptywaé, przynajmniej czasowo, na
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zmian¢ struktury czasteczkowej biorgcych udzial w tych oddzialywaniach zwiazkow

makrocyklicznych.

Aby porowna¢ moc oddziatywan zachodzacych w badanych uktadach, oszacowatam
parametry charakteryzujace zmiany zaobserwowane w widmach absorpcji i fluorescencji
poszczegbdlnych zwiazkow porfirynowych — stale asocjacji oraz state wygaszania
fluorescencji. Stale asocjacji Kac ukladow powstajagcych miedzy porfirynami a kofeing
wyliczylam wykorzystujagc réwnanie oparte na funkcji Bjerruma zmodyfikowanej przez
Becka:

A= &+ &K, [U]+ gZKAC1KAC2[U]2 +.o.t gnKAC1KAC2“'KACn[U]n
1+ K, [UT+ KAclKA(:z[U]2 +...+ KAClKACZ"'KACn[U]n

[P] 1)

gdzie A oznacza warto$¢ absorbancji, &y t0 wspotczynnik absorpcji molowej dla wyj$ciowego
roztworu porfiryny, e i Kaci, &2 i Kaco,..., itd. oznaczaja odpowiednio kolejne wspotczynniki
absorpcji molowej oraz czgstkowe state asocjacji dla powstajacych uktadow o stechiometrii
1:1,1:2,..., itd., natomiast [U] i [P] oznaczaja stgzenie kofeiny i porfiryny. Obliczenia
warto$ci Kac wykonatam biorgc pod uwage zarowno model 1:1, jak i 1:2 powstajacych
uktadow, dopasowujac dane eksperymentalne za pomocg wyzej zaprezentowanego rownania,
przy uzyciu nieliniowej procedury dopasowania opartej na algorytmie Marquardta-
Levenberga (program SigmaPlot). Natomiast wartosci stalej wygaszania fluorescencji Ksy

wyliczytam stosujac klasyczne rownanie Sterna-Volmera [45]:

%:Hkq x7, =1+ K, [Q] 2

gdzie Fo i F to wartosci fluorescencji porfiryny odpowiednio bez oraz w obecnoS$ci substancji
wygaszajacej (kofeiny), 7o oznacza $redni czas zycia porfiryny bez wygaszacza (w przypadku
porfiryn rozpuszczalnych w wodzie 7, jest rzedu 107° s), kqy to bimolekularna stata
wygaszania, [Q] oznacza stezenie kofeiny, natomiast Ksy to stala wygaszania Sterna-
Volmera. Wyliczone wartosci statych Kac oraz Ksy, ktore dla wszystkich badanych uktadow
byly rzedu 10°-10° [mol™], pozwolity na potwierdzenie wystgpowania statycznego
mechanizmu wygaszania fluorescencji w analizowanych uktadach, wynikajacego z tworzenia
si¢ asocjacyjnych kompleksow w stanie podstawowym pomigdzy zwigzkami porfirynowymi a
kofeing, ktora przyczynita si¢ do wygaszania fluorescencji porfiryn. Najsilniejsze

oddziatywania zaobserwowalam w przypadku zwigzkow kompleksowych porfiryn
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CuTTMePP i CuTMePyP, a takze porfiryny H,TCPP. Wysokie warto$ci statych asocjacji
otrzymatam tez dla chlorofilu a oraz porfiryny H,TTMePP. Sit¢ oddzialywan analizowatam
biorac pod uwage wplyw jondow miedzi znajdujacych si¢ we wnece porfirynowej oraz roznice
przestrzenne w budowie podstawnikow wchodzacych w sktad poszczegdlnych zwigzkow
porfirynowych. Analiza wyliczonych stalych wykazala, Zze najsilniejsze oddzialywania
asocjacyjne zachodza w przypadku miedziowych kompleksow porfiryn. Zwigzki te nie
wykazuja jednak, ze wzgledu na swoja budowe, wlasciwosci fluorescencyjnych, co jest
typowe dla zwigzkéw kompleksowych porfiryn z jonami miedzi [46]. Natomiast w przypadku
chlorofilu a wygaszanie fluorescencji wynika glownie z dziatania wody dodawanej podczas
miareczkowania wodnym roztworem kofeiny. Dlatego najlepszym uktadem modelowym do
prowadzenia analizy oddzialywan niekowalencyjnych okazata si¢ porfiryna H,TTMePP, ktora
wybratam do dalszych szczegétowych badan. Warto zaznaczy¢, ze forma czasteczki tej
porfiryny w warunkach prowadzenia pomiardw ($rodowisko wodne o pH obojetnym) nie
ulega zmianie. Zwiazek ten uznalam wigc za potencjalnie odpowiedni do roli wskaznika

stezenia kofeiny w srodowisku wodnym.

Kontynuacja badan dotyczacych niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych byty
tym razem proby wskazania zwigzku biologicznie aktywnego o najwigkszej mocy
oddzialywania, przedstawione w pracy [H2]. W tym celu przebadatam cztery uklady
porfirynowe: dwie kationowe porfiryny rozpuszczalne w wodzie (H,TTMePP, H,TMePyP) i
ich kompleksy z jonami miedzi (CuTTMePP, CuTMePyP) oraz pi¢¢ serii odczynnikow
nukleinowych. Kazda z serii ztozona byta z zasady nukleinowej (adeniny, guaniny, cytozyny,
tyminy i uracylu) oraz odpowiadajacego jej nukleozydu i nukleotydu. Ze wzgledu na duza
ilo§¢ analizowanych uktadow zarejestrowatam jedynie widma absorpcji. Moc oddzialywan w
powstajacych kompleksach asocjacyjnych analizowatam biorac pod uwage nastgpujace
czynniki: (i) typ zwiazku porfirynowego (porfiryna lub kompleks z jonami Cu(ll)), (ii) rodzaj
grup pehnigcych role podstawnikow, (iii) rodzaj zasady nukleinowej (puryna lub pirymidyna),
(iv) typ analizowanego odczynnika nukleinowego (zasada nukleinowa, nukleozyd, nukleotyd)
oraz (v) pH s$rodowiska reakcji. Wyliczone state asocjacji potwierdzily, ze w badanych
uktadach najsilniejsze oddziatywania wystepuja w przypadku porfiryny H;TTMePP, co wigze
si¢ z rodzajem 1 rozmiarem jej podstawnikow, biorgcych udzial w tworzeniu ukladow
asocjacyjnych. Sita oddziatywan rosta w wigkszosci przypadkdow w szeregu zasada

nukleinowa < nukleozyd < nukleotyd. Natomiast najwyzsza wartos¢ state] asocjacji
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otrzymatam dla dwupier$cieniowej czgsteczki guaniny, co bylo powodem wyboru tego

zwigzku do dalszych badan niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych.

Nastepnym krokiem byta doktadna analiza oddziatywan asocjacyjnych w ukladzie
H,TTMePP — guanina, zaprezentowana przeze mnie w pracy [H3]. Guanina (2-amino-6-
hydroksypuryna) to jedna z zasad nukleinowych bioragcych udziat w metabolizmie kwasow
nukleinowych, zwigzana z nadmierng produkcja kwasu moczowego, mogaca prowadzi¢ do
artretyzmu, dny moczanowej lub kamicy, badz dodatek do kosmetykow [47]. Pomiary
przeprowadzitam w $rodowisku zasadowym, poniewaz tylko w takich warunkach guanina
ulega rozpuszczeniu. Odmienne Srodowisko reakcji stato si¢ przyczyng zmian w mechanizmie
zarejestrowanych we wspomnianym wyzej ukladzie oddziatywan. Warto zauwazy¢, ze
porfiryny rozpuszczalne w wodzie to zwigzki amfiprotyczne — w zaleznosci od pH
srodowiska moga one wystepowacé w roznej formie. Przy pH 5-9 obserwuje si¢ posta¢ wolnej
porfiryny H,P, natomiast przy pH nizszym lub wyzszym, porfiryny przytaczajac lub oddajac
jony H" w obrebie centralnych atoméw azotu, przechodza odpowiednio w forme kationowa

lub anionowa, wg prezentowanych ponizej reakcji:

P> +H" & HP" monoanion

HP +H* < H,P wolna porfiryna
H,P+H" <> H,P" monokation
H,P*+H* < H,P?* dikation

Protonowanie wolnej porfiryny prowadzi do zmian konformacji jej pierscienia, ktorych
rezultatem jest nachylenie pierScieni pirolowych oraz rotacja podstawnikow wzgledem
plaszczyzny makrocykla. Wykorzystujac obrazy widm absorpcji UV-Vis, wyrézni¢ mozna
najczeéciej postaé wolnej porfiryny HoP oraz jej dikationu HsP?**. Rzadziej obserwuje sic
posta¢ monoanionu HP™, natomiast monokation (HsP*) i dianion (P*) wystepuja tylko w
wyjatkowych uktadach. Reakcje protonowania u tej grupy porfiryn powoduja zauwazalng
zmiang barwy — z czerwonej na zielong, wynikajaca z przesuni¢cia maksimum pasma Soreta
nawet o 40 nm. Bioragc pod uwage powyzsze informacje zatozytam, ze analizowane uktady
moga zawiera¢ wigcej niz jedng forme fluorofora (porfiryny H,TTMePP) o rdznej
dostgpnosci w stosunku do wygaszacza (guaniny), dlatego otrzymane z pomiaréw
fluorescencji dane analizowatam nie tylko wg klasycznego réwnania Sterna-Volmera, ale

rowniez stosujac jego zmodyfikowang forme, zwang rownaniem Lehrera:
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FO _ 1 +£ (3)
F,—F oKy [Q] «

gdzie a oznacza utamek dostepnej dla wygaszacza populacji fluorofora. Oprocz statych Kac i
Ksy oszacowalam tez dla tego ukladu wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, stosujac dwie
procedury: (i) metode porownawczg oraz (ii) sfere catkujagcg (K-Sphere'Petite, Photon
Technology International Inc), w ktérag wyposazony jest spektrofluorymetr UV-VIS-NIR
QuantaMaster ™. W metodzie poréwnawczej do wyliczenia wydajnosci kwantowej badanych

porfiryn wykorzystalam nastepujgcg zaleznos¢:
q)s:d)Rx%xix— 4

gdzie Fs i Fr to powierzchnie odpowiednio widma fluorescencji badanego zwigzku
porfirynowego i odnosnika, As I Ag oznaczajg warto$¢ absorbancji przy maksimum pasma
Soreta badanej porfiryny, natomiast ns i ng reprezentuja indeksy refrakcji rozpuszczalnikow w
przypadku badanej porfiryny 1 odno$nika (Nwody Wynosi 1.3330 (20°C)), Pr to wartos¢
wydajnosci kwantowej fluorescencji dla odno$nika. Jako odno$nik postuzyta mi porfiryna
H,TTMePP rozpuszczona w wodzie o pH obojetnym. Analizujac wyliczone warto$ci statych
Wwygaszania fluorescencji zauwazytam, ze w badanym ukladzie obserwuje si¢ co prawda
statyczny mechanizm wygaszania, ale porfiryna petniaca rolg fluorofora jest tylko czgsciowo
dostepna dla substancji wygaszajacej, czyli guaniny. Takie zjawisko nazywane jest
angielskim terminem fractional accessibility. W warunkach przeprowadzonego pomiaru (pH
ok. 12.5) porfiryna wystgpuje w postaci monoanionu HP, dlatego to wiasnie ta forma, a nie
tzw. wolna porfiryna, bierze udziat w oddziatywaniach z guaning. Zauwazytam, ze wyliczony
na podstawie zarejestrowanych pomiaréw czas zycia anionowej formy porfiryny HoTTMePP,
rowny w przyblizeniu 2 ns, jest krotszy niz czas zycia formy H,P, ktory wynosi 9.2 ns. Obie
formy porfiryny, H,P i HP", wykazujg zdolno$¢ do fluorescencji, ale przy rdéznych
warto$ciach wydajnosci kwantowej. Warto$§¢ wydajnosci kwantowej wolnej porfiryny wynosi
0.125 1 jest wyzsza niz w przypadku monoanionu, a podczas oddziatywania z guaning
znaczaco maleje. Otrzymane wyniki potwierdzaja, Ze guanina moze oddziatywa¢ z anionowag
formg porfiryny H,TTMePP w S$rodowisku zasadowym 1 poprzez tworzenie z nig
kompleksow asocjacyjnych jest zdolna do wygaszania fluorescencji monoanionu porfiryny.
Takie rezultaty sugeruja, ze porfiryna H;,TTMePP moze znalez¢ zastosowanie W charakterze

fluorescencyjnego czujnika do monitorowania zwigzkéw o budowie podobnej do budowy
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czasteczki guaniny, co przy duzym obecnie zanieczyszczeniu lekami wod ladowych wydaje

si¢ obiecujaca perspektywa.

Kolejnym etapem prowadzonych przeze mnie badan, opisanych w pracy [H4], stata
si¢ proba odpowiedzi na pytanie, w jaki sposdb ewoluuje moc oddzialywan asocjacyjnych,
gdy zmianie ulega ilo$¢ 1 potozenie podstawnikoOw w czasteczce zwigzku nalezacego do
metyloksantyn. Przedstawicielami tej grupy substancji, oprocz kofeiny, sg teofilina (1,3-
dimetyloksantyna), teobromina (3,7-dimetyloksantyna) i ksantyna (2,6-dihydroksypuryna),
pochodzace gtownie z naturalnych Zrodel, takich jak liscie herbaty, czy nasiona kawy i
kakaowca, ktore wchodzg w skiad wielu preparatbw moczopednych oraz rozszerzajgcych
naczynia oskrzeli i naczynia krwiono$ne, co wykorzystuje si¢ do leczenia m.in. astmy
oskrzelowej czy nadci$nienia [48, 49]. Wczesniejsze doniesienia wskazuja, ze zwiagzki
nalezace do grupy metyloksantyn sg zdolne do oddziatywania z wieloma substancjami
organicznymi pelnigcymi kluczowe funkcje w organizmie, takimi jak bialka czy DNA,
wykazujac przy tym w stosunku do nich dziatanie ochronne [50-52]. Dlugotrwate spozywanie
produktow zawierajacych zwiazki z grupy metyloksantyn moze si¢ rowniez przyczyni¢ do
spowolnienia rozwoju dny moczanowej, schorzenia wynikajacego z podwyzszonego poziomu
kwasu moczowego we krwi [53]. Na podstawie analizy niekowalencyjnych oddziatywan
asocjacyjnych, prowadzonej wedlug analogicznej procedury jak w pracy [H1], pomigdzy ta
samg grupg szesciu porfiryn rozpuszczalnych w wodzie (H,TTMePP, H,TMePyP, H,TCPP,
H,TPPS,, CuTTMePP, CuTMePyP), a teofiling i teobroming, ktorych czasteczki posiadaja
réznie rozmieszczone dwie grupy —CHs, w przeciwienstwie do trzech grup —CHsz; w
czasteczce kofeiny, oraz ksantyng (nie zawierajaca grup —CHs) moglam stwierdzi¢, ze moc
niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych w grupie metyloksantyn jest proporcjonalna
do ilosci grup —CHs. Warto podkresli¢, ze wartosci statych asocjacji wyliczone przeze mnie
dla wszystkich porfiryn oddziatujacych z teofiling byly zawsze wyzsze w pordwnaniu ze
statymi w ukladach porfiryna — teobromina, co jest wynikiem przeciwnym do rezultatow
prezentowanych wczesniej w literaturze dla oddziatywan asocjacyjnych teofiliny i teobrominy
z ludzka albuming (HSA) [54]. Analizujac zmiany zachodzace w widmach fluorescencji oraz
wartosci wyliczonych stalych Ksy dowiodlam, ze wygaszanie fluorescencji zachodzi w
prezentowanych uktadach analogicznie jak w przypadku kofeiny wg statycznego mechanizmu
wygaszania fluorescencji. Mozna tez uzna¢, ze w przypadku oddzialywan zwigzkow
porfirynowych z metyloksantynami, tak jak 1 dla kofeiny, wartosci Kac oraz Ksy sa

nastepstwem unikalnej struktury 1 wlasciwosci fizykochemicznych poszczegolnych porfiryn. 1
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tym razem najsilniej oddzialujacym z metyloksantynami zwigzkiem porfirynowym okazata
si¢ porfiryna H,TTMePP. Jednak, jak wskazuja doniesienia literaturowe, sposoéb i moc
oddzialywan w badanych uktadach zaleza rowniez od $rodowiska zachodzacych reakcji [54].
Zarejestrowane w prezentowanych przeze mnie badaniach widma absorpcji i fluorescenciji
wskazujg na to, ze zwiazki porfirynowe w warunkach prowadzenia procesu nie ulegaja
reakcjom protonowania, dlatego ich forma réwniez nie ulega zmianie. Natomiast czasteczki
metyloksantyn istnieja w swojej formie podstawowej tylko w obojetnym lub stabo
zasadowym srodowisku, podczas gdy przy wyzszych wartosciach pH moga by¢ do pewnego
stopnia natadowane ujemnie [48], co mogloby tlumaczy¢ otrzymane przeze mnie wyniki
wskazujagce na stabsze oddzialywania zachodzace pomiedzy teobroming i ksantyng

(rozpuszczalnymi w roztworach zasadowych), a porfirynami anionowymi.

Jako ze nieprawidlowy metabolizm guaniny moze si¢ wigza¢ z nadmierng produkcja
kwasu moczowego w organizmie czlowieka, zdecydowatam, ze nastgpnym analizowanym
uktadem bedzie uktad porfiryna H,TTMePP — kwas moczowy, przedstawiony w pracy [H5].
Kwas moczowy (2,6,8-trihydroksypuryna), koncowy produkt katabolizmu nukleozydow
purynowych w organizmie czlowieka, pelni role wskaznika wielu choréb zwigzanych z
nieprawidlowym poziomem moczandw w moczu i we krwi, takich jak kamica, dna
moczanowa, biataczka, choroby nerek 1 uktadu krazenia. Jako ze fizjologiczny poziom kwasu
moczowego u zdrowych ludzi waha si¢ we krwi w zakresie 120-450 uM, podczas gdy w
przypadkach patologicznych wzrasta nawet do 500 uM [55, 56], dlatego szybkie i doktadne
oznaczanie poziomu tego kwasu w organizmie jest niezbedne do prawidlowej diagnozy wielu
chordb [57]. Podobnie jak guanina, kwas moczowy rozpuszcza si¢ w srodowisku zasadowym,
co sugerowatoby podobny mechanizm zachodzacych oddziatywan. Rzeczywiscie, wyliczone
przeze mnie state asocjacji i wygaszania fluorescencji wskazuja na istnienie statycznego
mechanizmu wygaszania, i tak jak w przypadku guaniny, czg¢sciowej dostepnosci porfiryny
dla wygaszajacego dzialania kwasu moczowego, co spowodowane jest wystepowaniem
r6znych form porfiryny w badanym $§rodowisku reakcji. Nalezy jednak zauwazy¢, ze kwas
moczowy jest kwasem diprotycznym, zdolnym do wystgpowania zarOwno w postaci jonowej,
jak 1 w formie soli. Odmiennie niz w przypadku wigkszosci kwasow organicznych, zwigzek
ten ulega procesowi deprotonowania przy atomie azotu, co prowadzi¢ moze do tworzenia
wigzania wodorowego lub oddziatywan elektrostatycznych z reagujacymi z nim substancjami
[57]. W zwigzku z tym przesledzitam mechanizm oddzialywan porfiryny zar6wno z kwasem

moczowym, jak i jego solg sodowa. Mechanizm tych oddzialywan okazat si¢ poréwnywalny,
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chociaz zachowanie porfiryny H,TTMePP w obu przypadkach byto nieco odmienne. Podczas
analizy oddziatywania porfiryny z kwasem moczowym zaobserwowatam, ze kwas ten
wygasza fluorescencj¢ gldwnie postaci tzw. wolnej porfiryny (H,P), co potwierdza fakt, ze
porfiryna H,TTMePP w obecnosci kwasu moczowego nie ulega procesowi protonowania,
mimo zasadowego Srodowiska reakcji. Natomiast sol sodowa kwasu moczowego wygasza
fluorescencj¢ zarowno wolnej porfiryny, jak i jej formy anionowej, potwierdzajac, ze w takim
uktadzie mozna obserwowaé poczatek procesu zmiany formy czasteczki porfiryny. Takie
wyniki wskazuja na to, ze powstawanie komplekséw asocjacyjnych dziala inhibitujagco na
procesy deprotonowania, ktorym ulega czasteczka porfiryny w $Srodowisku zasadowym.
Wskazuje to na silniejsza natur¢ proceséw asocjacyjnych w poréwnaniu z oddzialywaniem

czasteczki porfiryny z jonami wodorotlenowymi.

Zamieszczone w pracy obliczenia kwantowo-mechaniczne pozwolity odpowiedzie¢ na
pytanie, przy jakiej stechiometrii tworzg si¢ omawiane kompleksy. Modelowanie proceséw
asocjacji porfiryny i kwasu moczowego wskazuje na powstawanie zarowno kompleksow o
stechiometrii 1:1, jak i o stechiometrii 1:2, cho¢ trudno okresli¢, ktora forma przewaza w
badanym roztworze. Uwazam, ze otrzymane wyniki dotyczace uktadu porfiryna H,TTMePP —
kwas moczowy majg potencjalnie duze znaczenie medyczne, pozwalajac na wglad w
farmakologi¢ kwasu moczowego, zwlaszcza w przypadku chordb zwigzanych z jego

nadmierng produkcja w organizmie cztowieka.

Oddzialywania zwigzkéw aktywnych biologicznie z porfirynami nierozpuszczalnymi w

wodzie

Dla poréwnania z ukladami porfirynowymi rozpuszczalnymi w wodzie,
przeprowadzitam rowniez analiz¢ oddzialywan pomiedzy zwigzkami porfirynowymi
rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych oraz f-myrcenem, jednym ze zwigzkow
o znaczeniu biologicznym, ktéry réwniez nie ulega rozpuszczaniu w roztworach wodnych
[H6]. Uzycie B-myrcenu (7-metylo-3-metyleno-1,6-oktadienu), jedynego z analizowanych
zwigzkoéw, ktory nie nalezy do dwupierScieniowych zwigzkow aromatycznych, zostato
podyktowane checig sprawdzenia, czy rowniez porfiryny nierozpuszczalne w wodzie
moglyby znalez¢ potencjalne zastosowanie jako czujniki stluzagce do wykrywania substancji

biologicznie aktywnych. Nie ulegajacy rozpuszczaniu w wodzie [B-myrcen to naturalny
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zwigzek, stosowany glownie w przemysle perfumeryjnym lub jako substrat podczas
przemystowego otrzymywania olejkoéw zapachowych [58, 59]. Jego wiasciwosci
antyseptyczne, czy antybakteryjne sa od dawna wykorzystywane w lecznictwie [60]. Badania
przeprowadzitam z wykorzystaniem dwoch nierozpuszczalnych w  wodzie porfiryn —
porfiryny 5,10,15,20-tetrafenylowej (H,TPP) oraz porfiryny 5,10,15,20-tetra(4-pirydylowej)
(H2TPyP), a takze zwiazkéw kompleksowych porfiryn H,TPP i H,TPyP z jonami Zn(ll) —
ZnTPP i ZnTPyP. Przeprowadzona procedura miareczkowania chloroformowych roztworéw
porfiryn roztworem pB-myrcenu nie przyniosta, tak jak wst¢pnie zaktadatam, zadnego
rezultatu, potwierdzajac fakt, ze niekowalencyjne oddzialywania asocjacyjne moga
wystepowaé jedynie w roztworach wodnych [28]. Kolejnym etapem badan stato sig¢
naswietlanie chloroformowych roztworéw poszczegdlnych porfiryn $wiattem widzialnym,
czyli zastosowanie odmiennej od zaprezentowanych wcze$niej metody oddzialywania na
struktur¢ makrocykla porfirynowego. W tym wypadku réwniez nie uzyskatam zadnych
znaczacych efektow. Dopiero naswietlanie roztworéw porfiryn w obecnosci B-myrcenu
przyniosto pozadane wyniki. Naswietlanie wszystkich czterech ukladéw porfirynowych
(H,TPP, H,TPyP, ZnTPP i ZnTPyP) s$wiattem widzialnym w obecnosci B-myrcenu
doprowadzilo do wygaszenia intensywnosci pikow widocznych zaréwno w ich widmach
absorpcji, jak i fluorescencji, przy jednoczesnej bardzo wyraznej zmianie barwy
naswietlanych roztworow porfiryn. W przypadku porfiryn H,TPP i H,TPyP zaobserwowatam
rowniez powstawanie drugiego piku absorpcji, a takze wyraznego punktu izozbestycznego, co
$wiadczy niezaprzeczalnie o przeksztatcaniu si¢ jednej formy porfiryny w druga (Rys. 4). W
analizowanym przypadku tzw. wolne formy porfiryn ulegly pod wptywem naswietlania
przeksztatceniu w formy dikationu H4P?*, co jest procesem charakterystycznym przede
wszystkim dla reakcji protonowania porfiryn w srodowisku o pH<7. Ewidentna zmiana barwy
porfiryny z ré6zowej na zielong potwierdzila, Zze powstajacag w obserwowanej reakcji forma
porfiryny jest dikation. Widma fluorescencji, rejestrowane przy dwoch wartosciach dlugosci

fali wzbudzenia, rowniez wskazujg na tworzenie si¢ dikationu.
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Rys. 4 Zmiany zachodzace w widmie absorpcji (A) i fluorescencji (B, C) porfiryny H,TPP podczas
naswietlania jej chloroformowego roztworu §wiattem widzialnym w obecnosci 3-myrcenu [H6].

Natomiast zmiany zachodzace w widmach absorpcji 1 fluorescencji podczas naswietlania
$wiattem widzialnym zwigzkow kompleksowych porfiryn, ZnTPP 1 ZnTPyP, wskazuja na
odmienny mechanizm obserwowanych przemian (Rys. 5). W tym wypadku nie mozna
stwierdzi¢ powstawania innej formy zwigzku porfirynowego, ale obserwowane zmiany,
zwlaszcza w pasmie Q, sugeruja powstawanie zagregowanych uktadéw porfirynowych, ktore

nie wykazuja zdolnos$ci do fluorescenc;ji.
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Rys.5 Zmiany zachodzace w widmie absorpcji (A) i fluorescencji (B) zwigzku ZnTPP podczas naswietlania
jego chloroformowego roztworu $wiattem widzialnym w obecnos$ci f-myrcenu [H6].

Wykorzystujac uzyskane dane spektroskopowe udowodnitam, ze B-myrcen przyspiesza
fotodegradacj¢ chloroformu narazonego na dzialanie $§wiatla oraz powstajacego podczas
naswietlania tlenu singletowego, utatwiajac jednoczesnie powstawanie chlorowodoru (H'CI"),
niezbednego w procesach protonowania i dimeryzacji uktadow porfirynowych. Naswietlanie
obu porfiryn, H,TPP i H,TPyP, doprowadzito do przeksztatcenia wolnych porfiryn w formy
dikationow, HsP%*, w wyniku ich oddziatywania z jonami H®. Natomiast na$wietlanie
cynkowych kompleksow porfiryn, ZnTPP i ZnTPyP, doprowadzito do ich agregacji z jonami
Cl, odgrywajagcymi w powstajgcych agregatach role mostkow pomigdzy plaszczyznami
czasteczek porfiryn. Warto zauwazy¢, ze to wtasnie obecnos¢ f-myrcenu umozliwila zmiang
formy zwigzkoéw porfirynowych na skutek dzialania $wiatta widzialnego. Do tej pory takie
zmiany obserwowano jedynie w przypadku naswietlania roztworéw porfiryn $wiattem UV

[61-63]. Najwigksze zmiany wilasciwosci spektroskopowych, implikujace widoczng ,,gotym
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okiem” zmian¢ barwy, zaobserwowalam w uktadzie zawierajacym P-myrcen i porfiryne
ZnTPP. Uwazam, ze przeprowadzone pomiary, mimo ze nie potwierdzily istnienia
nickowalencyjnych oddzialywan asocjacyjnych w badanych ukladach, moga by¢ z
powodzeniem wykorzystane do stworzenia nowoczesnych materiatdw, wrazliwych na
dziatanie $wiatla widzialnego, co wpisuje si¢ w tematyke badan dotyczacych porfirynowych

czujnikéw fluorescencyjnych.

Oddzialywania zwigzkow aktywnych biologicznie 7 biatkami uktadu krwionosnego

Badanie wzajemnych oddziatywan pomigdzy elementami uktadu krwiono$nego
(biatkami), a biologicznie aktywnymi substancjami o wilasciwosciach leczniczych (lub
toksycznych) stato si¢ ostatnio popularnym tematem wielu publikacji naukowych [64-69].
Analiza wlasciwosci fizykochemicznych oraz zmian zachodzacych w konformacji biatek na
skutek oddziatywania z substancjami o znaczeniu biologicznym uwazana jest obecnie za
podstawe chemii medycznej, biochemii, medycyny klinicznej oraz nauki o zywnosci. Dlatego
postanowitam sprawdzi¢, w jaki sposob substancje o znaczeniu biologicznym moga
oddziatywa¢ z jednym z najwazniejszych biatek uktadu krwiono$nego cztowieka,
hemoglobing, ktéra w swojej strukturze zawiera cztery czasteczki hemu — zwigzki
porfirynowe z jonami zelaza. Do realizacji tych badan, opisanych w pracy [H7], wybratam
kwas moczowy, kierujac si¢ checig poznania mechanizmu niewatpliwie niekorzystnego
oddzialywania nadmiernych ilosci tego kwasu na konformacje hemoglobiny i jej funkcje
fizjologiczne. Chciatabym podkresli¢, ze przeprowadzone przeze mnie badanie oddzialywan
kwasu moczowego z hemoglobing ludzka zostalo przedstawione w literaturze po raz
pierwszy. Dla poréwnania przeprowadzitam tez badanie oddzialywan pomiedzy innym
biatkiem ukladu krwionosnego, albuming wotowa (strukturalnie analogiczng z albuming
ludzka), ktora nie zawiera w swojej strukturze uktadow porfirynowych, a nadmiarem innego
zwigzku o znaczeniu biologicznym, cyjanokobalaminy, zwanej tez witaming Bio.
Wspomniana witamina jest uktadem porfirynowym zawierajagcym w swojej czasteczce, jak
wskazuje jej nazwa, jony kobaltu. Doniesienia literaturowe szeroko komentuja skutki
niedoboru tej witaminy na funkcjonowanie organizmu czlowieka, natomiast sporadycznie
spotka¢ mozna publikacje dotyczace wplywu nadmiaru tego zwigzku [70-72]. Badanie
oddziatywania w ukladzie albumina — witamina B, opisatam w pracy [H8]. Mimo ze w

uktadzie hemoglobina — kwas moczowy struktury porfirynowe znajdujg si¢ w czasteczce
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biatka, natomiast w uktadzie albumina — cyjanokobalamina zwigzkiem porfirynowym jest
substancja biologicznie aktywna, mechanizm oddziatywan w prezentowanych uktadach
okazal si¢ podobny, dlatego wyniki uzyskane podczas analizy oddzialywan w obu
wspomnianych uktadach postanowitam oméwié¢ razem. Warto pamietaé, ze albumina wotowa
(BSA) i ludzka (HSA), a przede wszystkim hemoglobina ludzka (HHb), to biatka bedace
jednymi z najwazniejszych skladnikow ukladu krwiono$nego, ze wzgledu na ich
zaangazowanie w rézne procesy metaboliczne. Oprdcz tego oba te biatka uczestnicza rowniez
w przenoszeniu roznych endo- i egzogennych substancji organicznych, wywierajacych
niewatpliwy wplyw na najwazniejsze procesy fizjologiczne przebiegajagce w organizmie
zwierzat 1 ludzi [73-75]. Substancje te transportowane sg przez biatka dzigki procesowi
tworzenia odwracalnych niekowalencyjnych polgczenn z  odpowiednimi elementami
strukturalnymi bialek, okreslanemu jako oddzialywania asocjacyjne n-m lub oddziatywania
wigzace [76]. Powstawanie odwracalnych niekowalencyjnych potaczen pomiedzy biatkami
krwi (przede wszystkim albuminami), a ré6znymi lekami i innymi substancjami aktywnymi
biologicznie mozliwe jest dzigki specyficznej elastycznej strukturze czasteczek biatek, ktora
pozwala im na przystosowanie si¢ do réoznych ligandow [77]. Unikalna konformacja kazdego
biatka w roztworze wodnym zalezy glownie od powstajacych wigzan wodorowych oraz
oddziatywan elektrostatycznych, van der Waalsa, czy hydrofobowych, zachodzacych
pomiedzy resztami aminokwasowymi. Z tego powodu polarne grupy aminokwasowe, ktore
znajduja si¢ na powierzchni bialek, sg narazone na dzialanie srodowiska wodnego, podczas
gdy grupy niepolarne znajduja si¢ we wngtrzu struktury biatka, co chroni je przed
destabilizujgcym dziataniem rozpuszczalnika [78]. Warto zauwazy¢, ze jakakolwiek zmiana

w obrebie struktury biatka swiadczy potencjalnie o zaktoceniu jego funkcji fizjologicznych.

Analiz¢ oddziatywan asocjacyjnych zachodzacych w uktadach HHb — kwas moczowy
[H7] oraz BSA — witamina B3, [H8] przeprowadzitam rejestrujgc zmiany zachodzace podczas
miareczkowania odpowiednimi titrantami (kwas moczowy, witamina Bi,) roztworéw biatek
(hemoglobiny i albuminy), przygotowanych w odpowiednim roztworze buforowym o pH
odpowiadajgcym pH fizjologicznemu (bufor TRIS o pH = 7.4). Zachodzgce zmiany
rejestrowalam nie tylko w widmach absorpcji UV-Vis i widmach fluorescencji, ale tez w
synchronicznych widmach fluorescencji oraz trojwymiarowych widmach fluorescencji

wymienionych biatek (Rys. 6).
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Rys. 6 Zmiany obserwowane w trojwymiarowym widmie fluorescencji BSA podczas oddzialywania z
witaming By, [H8].

Warto zwréci¢ uwage, ze oddzialtywania asocjacyjne zachodzace w ukladzie substancja
biologicznie aktywna — biatko, prowadzac do zmiany konformacji biatek moga mie¢ wptyw,
zazwyczaj niekorzystny, na ich funkcje fizjologiczne, co moze prowadzi¢, w zaleznos$ci od
oddziatujacej substancji, do istotnych konsekwencji. Zmiany konformacji bioracych udziat w
tych oddzialywaniach biatek mozna okre$li¢ za pomocg pomiaréw ich widm absorpcji i
fluorescencji. W przypadku obu analizowanych uktadow zaobserwowatam przesuniecie
batochromowe i hipochromowe maksimum pasma w widmie absorpcji charakterystycznym
dla bialek i potozonym przy 273 nm. Natomiast pik Soreta przy 406 nm, odzwierciedlajacy
obecno$¢ uktadow hemowych (tylko w strukturze hemoglobiny), ulegal spadkowi, bez
przesunigcia maksimum. Zaprezentowane zmiany zachodzace w widmie absorpcji
analizowanych ukladow sg potwierdzeniem obecno$ci niekowalencyjnego oddziatywania
asocjacyjnego n—n pomig¢dzy obydwoma biatkami, a kwasem moczowym, badz witaming Bi.
Jako ze zarowno biatka, jak i oba titranty zawieraja w swoich czasteczkach struktury
aromatyczne, w mysl hipotezy dotyczacej oddziatywan w uktadzie interceptor-interkalator
mamy tu do czynienia z oddzialywaniem wigzacym (asocjacyjnym) na skutek tworzenia si¢
kompleksu w stanie podstawowym. Mimo ze kwas moczowy moze oddzialywaé ze
zwigzkami porfirynowymi [H5], w tym wypadku jego czasteczki wiaza si¢ jedynie ze
strukturami biatkowymi hemoglobiny, a nie z hemem potozonym we wnetrzu tego biatka.
Wyliczylam réwniez warto$ci stalych trwatosci oraz liczbe miejsc wigzacych, okreslajaca
stechiometri¢ powstajacych uktadow. State trwatosci wyliczone dla obu badanych uktadéw sg
rzedu 10*. Liczba miejsc wiazacych w przypadku obu badanych ukladéow zblizona jest do
jednosci, co potwierdza oddziatlywanie biatka 1 badanych substancji aktywnych biologicznie

w stosunku molowym 1:1, wskazujagc na istnienie tylko jednego miejsca wigzgcego w
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strukturze obu biatek. W badanych uktadach zaobserwowalam tez wyrazny spadek
intensywnosci fluorescencji. Aby zweryfikowa¢ mechanizm wygaszania fluorescencji biatek,
otrzymane dane analizowatam poczatkowo w oparciu o klasyczne rownanie Sterna-Volmera,
a nastepnie o jego zmodyfikowang forme¢, zwang réwnaniem Lehrera. Wyliczone state
wygaszania fluorescencji odpowiadajg wartoSciom statych asocjacji (trwatosci). Takie
warto$ci wspomnianych parametrOw potwierdzajg istnienie oddziatywan wiazacych w
badanych uktadach, sugerujac jednocze$nie, ze przedstawiony proces wygaszania
fluorescencji zachodzi wg statycznego mechanizmu wygaszania, opartego na powstawaniu

kompleksow asocjacyjnych w stanie podstawowym.

Jedng z bardzo przydatnych technik w analizie konformacyjnej biatek 1 ich
oddziatywan wigzacych z innymi zwigzkami jest wyliczenie parametrow FRET (Forster
Resonance Energy Transfer) [79]. Wg Forstera, odleglo$¢ r pomiedzy donorem a akceptorem
mniejsza niz 7 nm $wiadczy o mozliwosci przeniesienia energii w badanym uktadzie
pomiedzy biatkiem, a substancja z nim oddziatujacg. Parametr E, oznaczajacy efektywnosé
przeniesienia energii, pozwala natomiast na okreslenie odleglosci pomigdzy wchodzagcym w
sktad biatka tryptofanem, bioragcym wudzial w oddziatywaniu, a miejscem wigzacym
oddziatujacej z nim substancji. Dlatego opierajac si¢ na teorii Forstera i zamieszczonych nizej

rownaniach obliczytam warto$¢ parametru E dla obu rozpatrywanych uktadow [45]:

6
Eo1-F = % (5)
Foo Ry +r
R,’ =8.79-10 KN *Jgp (6)
“F(A)e(A)AdA
J= ! w (7)
jo F(A)dA

gdzie r oznacza odlegltos¢ migdzy donorem a akceptorem, Ry to krytyczna odleglos¢ Forstera,
przy ktérej 50% energii wzbudzenia przenoszone jest do akceptora, K* oznacza czynnik
orientacji przestrzennej dipola (w badanych uktadach K* = 2/3 dla przypadkowej orientacji,
tak jak w roztworach ciektych), N to $redni indeks refrakcji $rodowiska reakcji (w tym
przypadku N = 1.336), ¢ to wydajnos¢ kwantowa fluorescencji donora (w przypadku HHb ¢ =
0.06, w przypadku BSA ¢ = 0.15), J to efekt nakladania si¢ widm emisji donora oraz
absorpcji akceptora, F(1) oznacza skorygowane wartosci intensywnosci fluorescencji donora
w zakresie dlugosci fali od A do A + AA, (1) to wspotczynnik absorpcji molowej akceptora

przy A. W prezentowanych pomiarach rol¢ donora petita czasteczka bialka, natomiast role
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akceptora czgsteczka kwasu moczowego lub witaminy Bi,. Wszystkie parametry (J, E, Ro i 1)
wyliczytam dla tego samego stezenia biatka i substancji aktywnej biologicznie, w obu
analizowanych uktadach (Rys. 7). Wyliczone parametry FRET wskazuja, ze dla obu
badanych uktadow odleglos¢ r <7 nm i miesci si¢ w zakresie 0.5 Rg < r < 2.0 R, €O wg teorii
Forstera bezsprzecznie potwierdza mozliwo$¢ przeniesienia energii mi¢dzy biatkiem a
substancja z nim oddzialujacg, wskazujac roéwnoczesnie kolejny raz na istnienie w

przedstawionych uktadach statycznego mechanizmu wygaszania fluorescencji [45].
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Rys. 7 Obraz naktadania si¢ widma fluorescencji HHb (a) i widma absorpcji kwasu moczowego (b).
Wewngetrzny rysunek przedstawia zalezno$¢ odleglosci r pomiedzy donorem a akceptorem od
krytycznej odlegtosci Forstera Ry w funkcji wzrastajacego stezenia kwasu moczowego [H7].

Dzigki obecno$ci reszt aminokwasowych fenyloalaniny, tyrozyny, a zwlaszcza
tryptofanu, ktore dzieki swojej budowie chemicznej wykazuja zdolnos¢ do fluorescencii,
mozna obserwowac kierunek i intensywno$¢ zmian zachodzacych w strukturze biatek, w
czym pomocne sg przede wszystkim pomiary synchroniczne ich widm fluorescencji. Dlatego
przeprowadzitam badanie zmian konformacyjnych biatek, zachodzacych podczas
odwracalnego wigzania si¢ z ich strukturg kwasu moczowego lub witaminy B1,, na podstawie
analizy ich synchronicznych widm fluorescencyjnych, pozwalajacych na jednoczesny skaning
w zakresie dtugos$ci fali wzbudzenia i emisji, przy statym odstepie pomiedzy nimi. Ustalajac
warto$¢ AL (miedzy dlugoscia fali wzbudzenia i emisji) jako AL = 15 lub AA = 60 nm, mozna
otrzyma¢ dane dotyczace zmian polarnosci srodowiska reakcji wokot odpowiednio tyrozyny

lub tryptofanu, wchodzacych w sktad czgsteczki biatka. Tego typu zmiany informujg o
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udziale odpowiednich reszt aminokwasowych biatka w oddziatywaniach wigzacych z innymi
substancjami [80]. Przesunigcie maksimum piku w kierunku podczerwieni wskazuje na
wzrost polarnoéci Srodowiska wokot reszt danego aminokwasu. Z kolei przesunigcie
maksimum piku w kierunku nadfioletu §wiadczy o spadku polarno$ci srodowiska. Zmiana
polarnosci $srodowiska wokot tyrozyny czy tryptofanu, odpowiedzialnych za stabilizacje
czwartorzgdowej struktury biatka, prowadzi¢ moze do destabilizacji konformacji biatkowej
[81]. W przypadku ukltadu HHb - kwas moczowy zaobserwowatam bardzo silne
oddziatywania wokoét obu rozpatrywanych reszt aminokwasowych: polarnos¢ wokoét tyrozyny
wzrosta, natomiast wokot tryptofanu zmalata, wskazujgc na zmiany ich usytuowania w
strukturze hemoglobiny. Natomiast w przypadku uktadu BSA — witamina B;, w $rodowisku
lokalnym wokoét reszt tyrozyny nie doszlo do zmian polarnosci, w przeciwienstwie do
otoczenia reszt tryptofanu, wokot ktorych zaobserwowalam spadek polarnosci, wskazujacy
jednoczesnie na wzrost hydrofobowosci lokalnego srodowiska zachodzacego oddziatywania.
Jak juz wspomniatam wczes$niej, wnetrze struktury biatka ma natur¢ hydrofobowa, natomiast
jego powierzchnia zawiera grupy polarne, pozwalajace na oddzialywanie z wodnym
srodowiskiem otaczajacym jego strukture, dlatego wzrost polarnosci wokoét odpowiednich
reszt aminokwasowych mozna interpretowac jako ich przesunigcie w kierunku powierzchni
biatka, natomiast spadek polarnosci — jako przesunigcie w kierunku $rodka struktury
biatkowej. Potwierdzenie zmian konformacyjnych w czasteczce biatka jest jednoczesnie
kolejnym dowodem na wystepowanie statycznego mechanizmu wygaszania fluorescencji,
polegajacego na powstawaniu komplekséw asocjacyjnych. Zmiany strukturalne powstajace na
skutek oddzialywan niekowalencyjnych zachodzacych z udziatem bialek mozna analizowac
za pomocg pomiaroOw wygaszania ich fluorescencji, poniewaz czasteczka BSA posiada dwie
grupy tryptofanowe (Trp) odpowiedzialne za naturalng (wewnetrzng) fluorescencje biatek —
Trp-212 nalezacy do subdomeny IIA, usytuowany wewnatrz kieszeni hydrofobowej, oraz
Trp-134 przypisany do subdomeny IB i potozony na powierzchni czasteczki albuminy [82,
83]. Natomiast tetrameryczna czasteczka hemoglobiny zawiera w swojej strukturze sze$¢ grup
tryptofanowych i dwanascie grup tyrozynowych (Tyr), z czego trzy Trp 1 6 Tyr w kazdym
dimerze oznaczonym jako of. Wsrod reszt tryptofanowych jedynie B-37Trp, potozony na
powierzchni mig¢dzyfazowej pomiedzy dwoma dimerami, w hydrofobowym $rodowisku
wnetrza hemoglobiny, jest odpowiedzialny za fluorescencje HHb [84-86]. To oznacza, ze
miejsce wigzace dla czasteczek zwigzkow aktywnych biologicznie znajduje si¢ w przypadku

hemoglobiny w s3siedztwie wspomnianej reszty tryptofanowej. Mozna wigc wnioskowac, ze
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intensywno$¢ 1 polozenie piku fluorescencji HHb odzwierciedla polarno$¢ lokalnego
srodowiska chromoforowych grup biatka, pozwalajac jednoczesnie na przewidywanie
mechanizmu oddziatywan biatek ze zwigzkami aktywnymi biologicznie [87]. Z tego wzgledu
badanie wzajemnych oddziatlywan pomigdzy biatkami, a substancjami aktywnymi
biologicznie o wiasciwosciach leczniczych (lub toksycznych) przy zastosowaniu metod
spektroskopowych, w sytuacji, gdy czasteczka biatka lub czasteczka oddziatujacej z nim
substancji aktywnej biologicznie posiadaja w swej strukturze pierscienie porfirynowe, moze
by¢ podstawa dla rozwoju nowoczesnej chemii medycznej, farmacji, biochemii, medycyny
klinicznej oraz nauki o zywnos$ci. Uwazam, ze przedstawione w pracach [H7-H8] badania,
dotyczace oddziatywania biatek z nadmiarem substancji o znaczeniu biologicznym, sa
niezwykle istotne dla zrozumienia zasad funkcjonowania naszego organizmu, w sytuacji
nadmiernej produkcji kwasu moczowego lub nadmiernych ilosci suplementowanej witaminy
B12, potwierdzajac negatywny wpltyw ich nadmiernej ilo$ci na fizjologiczne funkcje biatek

uktadu krwiono$nego, zarowno hemoglobiny, jak i albuminy.
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Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ badawczych w cyklu prac habilitacyjnych

Badania podjete przeze mnie w ramach cyklu prac habilitacyjnych dotyczyty analizy
niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych z udzialem zwigzkéw zawierajacych struktury
porfirynowe oraz zwigzkow aktywnych biologicznie. Kluczowym elementem tych prac byto
poznanie mechanizmu oddziatywania oraz wyliczenie wartosci parametréow i stalych

charakteryzujacych spektroskopowe wtasciwosci analizowanych uktadow.

1. Zmienne S$rodowisko reakcji analizowanych uktadéw podyktowane byto rdéznymi
wilasciwosciami  fizykochemicznymi, zaréwno poszczegdlnych zwigzkoéw biologicznie
aktywnych, jak i uktadow porfirynowych. W przeprowadzonych badaniach potwierdzitam, ze
budowa czasteczki kazdego zwigzku porfirynowego wptywa na jej zdolnos¢ do
przechodzenia w stan wzbudzony, a takze stopien sprotonowania jej pierScienia, co ma
znaczacy wplyw na sposob oddziatywania porfiryn z innymi substancjami. Dlatego w
przedstawionych badaniach potwierdzitam, ze réznice w warto$ciach statych asocjacji sa
konsekwencjg struktury przestrzennej poszczegdlnych porfiryn: zaréwno rozmiar, jak i
tadunek poszczegdlnych rodzajow podstawnikéw  przylaczonych do  pierscienia
porfirynowego, a takze obecnos¢ lub brak jonoéw metalu we wnece porfirynowej determinuja
potozenie i liczbe miejsc wiagzacych, wptywajac tym samym na mechanizm reakcji [88].
Pomimo ro6znych wartosci pH srodowiska badanych uktadow, uzyskane wyniki wskazuja na
podobne typy oddzialywania oraz na powstawanie komplekséw asocjacyjnych w stanie
podstawowym pod wptywem niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych n-m pomigdzy
zwigzkami aromatycznymi, jakimi sa zaréwno porfiryny, jak i zwigzki biologicznie aktywne,

zastosowane w prezentowanych badaniach.

2. We wszystkich analizowanych uktadach, oprocz badan zamieszczonych w pracy [H6],
potwierdzitam istnienie statycznego mechanizmu wygaszania fluorescencji. Uzyskane wyniki
wskazuja na niezaprzeczalny wpltyw wszystkich stosowanych podczas wykonywania badan
zwigzkow biologicznie aktywnych na wiasciwosci spektroskopowe uktadow porfirynowych.
Wyliczone warto$ci statych asocjacji, statych wygaszania fluorescencji oraz czasOw zycia
analizowanych ukladow odpowiadajg warto§ciom literaturowym dla podobnych uktadow i
potwierdzaja powstawanie niekowalencyjnych ukltadow asocjacyjnych w  stanie

podstawowym, zwanych tez uktadami asocjacyjnymi m-m.
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3. Kazdy z analizowanych uktadow prezentuje nieco inne zmiany w widmach absorpcji i
emisji, zwigzane przede wszystkim z budowa porfiryny, a takze z budowa oraz
rozpuszczalnoscig poszczegélnych zwigzkow biologicznie aktywnych. W zaleznosci od pH
srodowiska reakcji oraz procesoOw konkurencyjnych, ktére moga zachodzi¢ jednoczesnie w
roztworach zawierajgcych analizowane uklady (np. reakcje protonowania), zwigzki
porfirynowe moga wystgpowaé w réznych formach. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
kazda z tych form jest w stanie oddziatywa¢, w réznym stopniu, ze zwigzkami aktywnymi

biologicznie, tworzac nickowalencyjne kompleksy asocjacyjne.

4. Najwiekszy zanik intensywnos$ci fluorescencji zaobserwowatam w przypadku porfiryny
H,TTMePP, ktorg uznatam za najlepszy uktad modelowy do analizy niekowalencyjnych
oddziatywan asocjacyjnych n-m pomigdzy uktadami porfirynowymi a zwigzkami o znaczeniu
biologicznym. Dowiodtam ponadto, ze zaréwno forma HP, jak i monoanion HP™ porfiryny

H,TTMePP maja wlasciwosci fluorescencyjne.

5. Zaobserwowatam, ze wartosci stalych asocjacji i wygaszania fluorescencji w przypadku
poszczegdlnych  substancji  wygaszajacych  wlasciwosci  fluorescencyjne  zwigzkow
porfirynowych prezentuja si¢ nastgpujaco [H1-H5]:
kwas moczowy > guanina > kofeina > teofilina > teobromina > ksantyna

przy czym state wyliczone dla kwasu moczowego (i jego soli sodowej) oraz guaniny sg okoto
dwoch rzedow wielkosci wyzsze od statych charakteryzujacych uktady asocjacyjne porfiryn
ze zwigzkami ksantynowymi. W obrebie zwigzkow ksantynowych moc oddziatywan z
porfirynami oraz warto$ci stalych asocjacji 1 wygaszania fluorescencji sg proporcjonalne do

ilosci grup metylowych znajdujacych si¢ w czasteczce zwigzku aktywnego biologicznie.

6. Na podstawie otrzymanych wynikow udowodnitam, ze w kazdym z badanych ukladéw
mozna jednocze$nie zaobserwowaé statyczne wygaszanie fluorescencji zwigzkow
porfirynowych oraz ich oddziatywania specyficzne, zwigzane ze zmiang formy fluorofora,
wynikajaca z charakterystycznej budowy czgsteczki porfiryny, podlegajacej zmianom w

zaleznosci od pH srodowiska reakcji, oraz jej wlasciwosci fizykochemicznych.

7. Badania mechanizmu reakcji zachodzacych w chloroformowych roztworach zwiazkoéw
porfirynowych nierozpuszczalnych w wodzie pod wplywem naswietlania $wiatlem
widzialnym w obecnosci f-myrcenu, mimo ze nie potwierdzily istnienia niekowalencyjnych
oddziatywan asocjacyjnych w badanych uktadach, moga by¢ z powodzeniem wykorzystane
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do stworzenia nowoczesnych materiatow wrazliwych na dziatanie $wiatla widzialnego, co
wpisuje si¢ w tematyke badan dotyczacych porfirynowych czujnikoéw fluorescencyjnych. W
pacy [H6] po raz pierwszy wykazalam, ze zmian¢ formy porfiryny mozna otrzyma¢ podczas
na$wietlania jej roztworu $wiattem widzialnym (a nie tylko swiattem UV), co jest mozliwe
dzieki obecnosci w analizowanym ukladzie dodatkowej substancji, wplywajacej na

przyspieszenie fotodegradacji chloroformu.

8. Badania, ktére prowadzitam z wykorzystaniem biatek hemoglobiny (HHb) [H7] i albuminy
(BSA) [H8] wskazuja, ze zarowno kwas moczowy, jak i witamina B, moga wptywaé na
zmian¢ konformacji obu bialek, co moze mie¢ wplyw na zaburzenie ich funkcji
fizjologicznych. Wartosci wyliczonych stalych asocjacji  (trwaloéci) oraz wygaszania
fluorescencji, a takze parametrow FRET dla obu badanych uktadow i w tym przypadku
wskazuja na powstawanie niekowalencyjnych komplekséw asocjacyjnych, ktore wykazuja
zdolno$¢ zmiany struktury konformacyjnej obu biatek, o czym mozna wnioskowaé ze zmian
polarnosci zachodzacych w sgsiedztwie fluoryzujacych aminokwaséw hemoglobiny i
albuminy, czyli tryptofanu i tyrozyny. Otrzymane wyniki potwierdzaja istnienie statycznego
mechanizmu wygaszania fluorescencji HHb i BSA w analizowanych uktadach, co znajduje
odzwierciedlenie w literaturze [89, 90]. W obu analizowanych uktadach (HHb — kwas
moczowy oraz BSA — witamina Bj,) prowadzitam pomiary z nadmiarem kwasu moczowego i
witaminy Bi,. Z praktyki klinicznej wiadomo, ze nadmierna produkcja kwasu moczowego
wywiera negatywny wptyw na cztowieka. W zaprezentowanych badaniach [H7] wykazatam
po raz pierwszy, w jaki sposob nadmiar kwasu moczowego moze zaburza¢ fizjologiczne
funkcje hemoglobiny. Natomiast w odniesieniu do suplementacji witaminy By, poruszany jest
zazwyczaj problem niedoboru tego zwigzku oraz jego skutkow dla organizmu. W przypadku
przedstawionych tutaj badan dotyczacych BSA potozytam jednak nacisk na nadmierny pobor
witaminy By, ktory, jak teoretycznie udowodnitam [H8], moze mie¢ réwniez niekorzystne
dziatanie. Oddziatywania kwasu moczowego i witaminy B, z biatkami moga w zwiazku z
tym prowadzi¢ do zakldcenia fizjologicznych funkcji zarowno hemoglobiny, jak i1 albuminy,
szczegblnie w przypadku suplementacji zbyt duzych dawek witaminy Bj, lub nadmiernej
produkcji kwasu moczowego. Dlatego przedstawione badania majg potencjalnie duze
znaczenie medyczne i toksykologiczne, dostarczajac cennych informacji na temat
oddzialtywan asocjacyjnych w uktadach biatko — zwigzek biologicznie aktywny, jak rowniez

na temat wtasciwos$ci farmakologicznych tych zwigzkow.
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9. Omoéwiona wyzej analiza mechanizmu niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych ze
zwigzkami biologicznie aktywnymi, zachodzacych w podobny sposéb zaréwno w przypadku
zwigzkow porfirynowych, jak i bialek, pozwala na wykorzystanie otrzymanych przeze mnie
wynikow do zrozumienia i proby rozwigzania dwoch réznych, ale rownie waznych
problemow, dotyczacych zarowno monitorowania szkodliwych substancji o znaczeniu
biologicznym, jak i przyblizenia sposobu ich oddziatywania na organizmy zywe. Na uwage
zashuguje tez matematyczna strona wykonywanych badan — przy obecnym poziomie nauki
same pomiary spektroskopowe moga by¢ podstawa jedynie wnioskéw jakoSciowych,
natomiast poparte obliczeniami odpowiednich parametréw charakteryzujacych wilasciwosci

spektroskopowe badanych uktadow prezentujg kompletny obraz analizowanych oddziatywan.

Omowione wyzej charakterystyczne wilasciwosci porfiryn nie pozostawiaja
watpliwosci, ze zwigzki nalezace do tej klasy sg idealnymi kandydatami do roli czujnikow
pozwalajacych na monitorowanie réznego typu reakcji z wieloma rodzajami substancji.
Uzyskane przeze mnie w cyklu prac habilitacyjnych wyniki moga staé¢ si¢ podstawg do
opracowania nowej, czutej i szybkiej metody monitorowania $ladéw substancji biologicznie
aktywnych i lekow w $rodowisku wodnym [H1-H5] (lub w rozpuszczalnikach organicznych
[H6]) z wykorzystaniem zwigzkéw porfirynowych, a takze pomoc w lepszym zrozumieniu
wplywu substancji toksycznych [H7], badZ potencjalnie leczniczych [H8] na organizmy
Zywe, co przy coraz wigkszym obecnie zanieczyszczeniu lekami wod ladowych 1 morskich
moze mie¢ duze znaczenie przede wszystkim w aspekcie ochrony $rodowiska. Jako ze
badanie niekowalencyjnych oddziatywan asocjacyjnych, tak uktadéw porfirynowych, jak i
bialek, ze zwigzkami biologicznie aktywnymi jest bardzo istotne, zarbwno w aspekcie
medycznym, jak i ochrony $rodowiska, wykonanie tego typu badan uwazam za zasadne i

potencjalnie przydatne we wspomnianych wyzej dziedzinach zycia.

35



dr Magdalena Makarska-Bialokoz, Zalacznik 2a

Literatura uzupelniajaca

[1]

[2]

3]

[4]

[5]

[6]
[7]
[8]
[9]
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

J.L. Rodriguez-Gil, M. Catala, S. Gonzalez Alonso, R. Romo Maroto, Y. Valcarcel, Y.
Segura, R. Molina, J.A. Melero, F. Martinez, Chemosphere 80 (2010) 381-388.

O. Opris, F. Copaciu, M.L. Soran, D. Ristoiu, U. Niinemets, L. Copolovici, Ecotox.
Environ. Safe. 87 (2013) 70-79.

A. Jagoda, W. Zukowski, B. Dabrowska, Srodowisko. Czasopismo techniczne.
Wydawnictwo Politechniki Krakowskiej 6 (2011) 99-108.

M. Makarska, S. Radzki, Annales Universitatis Mariae Curie-Skfodowska Lublin —
Polonia 57 (2002) 332-363.

B. Szyszko, M.J. Biatek, E. Pacholska-Dudziak, L. Latos-Grazynski, Chem. Rev. 117
(2017) 2839-29009.

B. Szyszko, L. Latos-Grazynski, Chem. Soc. Rev. 44 (2015) 3588-3616.
J. Wojaczynski, , L. Latos-Grazynski, Coordin. Chem. Rev. 204 (2000) 113-171.
M. Tabata, M. Kumamoto, J. Nishimoto, Anal. Chem. 68 (1996) 758-762.

X. Zhang, M. Gao, X. Kong, J. Chem. Soc., Chem. Commun. (1994) 1055-1056.
J. Hayon, D. Ozer, J. Rishpon, J. Chem. Soc., Chem. Commun. (1994) 619-620.

C. Di Natale, R. Paolesse, A. Macagnano, Sensors Actuat. B-Chem 52 (1998) 162-
168.

M. Merchat, J. D. Spikes, G. Bertoloni, J. Photochem. Photobiol. B 35 (1996) 149-
157.

L. R. Milgrom, The colors of life: an introduction to the chemistry of porphyrins and
related compounds; Oxford University Press, UK, 1997.

T. J. Dougherty, C. J. Gomer, B. W. Henderson, J. Natl Cancer Inst. 90 (1998) 889-
905.

D. Kessel, T. J. Dougherty, Rev. Contemp. Pharmacother. 10 (1999) 19-24.

U. Bindig, A. Ulatowska-Jarza, M. Kopaczynska, G. Muller, H. Podbielska, Laser
Phys. 18 (2008) 63-72.

I. Hotowacz, A. Ulatowska-Jarza, K. Wysocka, P. Ghluchowski, W. Strek, H.
Podbielska, Opt. Apel. 38 (2008) 49-56.

H. Podbielska, A. Ulatowska-Jarza, G. Muller, W. Hotowacz, J. Bauer, U. Bindig,
Biomol. Eng. 24 (2007) 425-433.

M. Makarska, G. Pratviel, J. Biol. Inorg. Chem. 13 (2008) 973-979.

36



dr Magdalena Makarska-Bialokoz, Zalacznik 2a

[20]

[21]
[22]
[23]
[24]
[25]
[26]

[27]

[28]
[29]
[30]
[31]
[32]

[33]

[34]
[35]
[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

M. Kalinowska, G. Swiderski, M. Matejczyk, W. Lewandowski, J. Therm. Anal.
Calorim. 126 (2016) 141-148.

W. Lewandowski, H. Baranska, Appl. Spectrosc. 41 (1987) 976-980.

R. Swistocka, J. Piekut, W. Lewandowski, Spectrochim. Acta A 100 (2013) 31-40.

J. Piosik, M. Zdunek, J. Kapuscinski, Biochem. Pharmacol. 63 (2002) 635-646.

M. Zdunek, J, Piosik, J. Kapuscinski, Biophys. Chem. 84 (2000) 77-85.

A. Woziwodzka, A. Gwizdek-Wisniewska, J. Piosik, Bioorg. Chem. 39 (2011) 10-17.
K. Fink, J. Boratynski, Postepy Hig. Med. Dosw. (online), 68 (2014) 1276-1286.

R. Kruszynski, Zeszyty Naukowe Politechniki todzkiej, Chemia z. 50, Nr 1086
(2011) 5-47.

M.P. Evstigneev, Int. Rev. Phys. Chem. 33 (2014) 229-273.

M.P. Evstigneev, Org. Chem. Int. (2013) http://dx.doi.org/10.1155/2013/278143.
H.S. Park, N.G. Im, K.H. Kim, LWT - Food Sci. Technol. 45 (2012) 73-78.

L. Huang, L. Li, H. Li, S. Tian, H. Cui, J. Kong, Spectrosc. Lett. 46 (2013) 433-440.

W. Wang, W. Zhang, Y. Duan, Y. Jiang, L. Zhang, B. Zhao, P. Tu, Spectrochim. Acta
A 115 (2013) 57-62.

S. Sauve, K. Aboulfadl, S. Dorner, P. Payment, G. Deschamps, M. Prévost,
Chemosphere 86 (2012) 118-123.

P. Mohanpuria, S.K. Yadav, Photosynthetica 47 (2009) 293-297.
K. Pollack, K. Balazs, O. Ogunseitan, Environ. Sci. Technol. 43 (2009) 2085-2091.

M. Makarska-Biatokoz, A. Lipke, M. Majdan, Przemyst Chemiczny 91 (2012) 511-
516.

N.N. Kruk, S.I. Shishporenok, A.A. Korotky, V.A. Galievsky, V.S. Chirvony, P. Y.
Turpin, J. Photochem. Photobiol., B 45 (1998) 67-74.

T. Yamashita, T. Uno, Y. Ishikawa, Bioorg. Med. Chem. 13 (2005) 2423-2430.

R. Jasuja, D.M. Jameson, C.K. Nishijo, R.W. Larsen, J. Phys. Chem. 101 (1997) 1444-
1450.

V.S. Chirvony, V.A. Galievsky, N.N. Kruk, B.M. Dzhagarov, P.Y.J. Turpin, J.
Photochem. Photobiol., B 40 (1997) 154-162.

I.V. Sazanovich, E.P. Petrov, V.S. Chirvony, Opt. Spectrosc. 100 (2006) 209-218.

37



dr Magdalena Makarska-Bialokoz, Zalacznik 2a

[42]
[43]

[44]

[45]
[46]

[47]

[48]

[49]
[50]

[51]

[52]

[53]
[54]
[55]
[56]
[57]
[58]

[59]
[60]

[61]

[62]

[63]

P.M. Keane, J.M. Kelly, Photochem. Photobiol. Sci. 10 (2011) 1578-1586.
P.E. Hartman, D.M. Shankel, Environ. Mol. Mutagen. 67 (1990) 145-182.

A. Osowski, M. Pietrzak, Z. Wieczorek, J. Wieczorek, J. Toxicol. Env. Heal. A 73
(2010) 1141-1149.

J.R. Lakowicz, Principles of fluorescence spectroscopy, Springer, 3" ed., 2006.

M. Gouterman, Optical spectra and electronic structure of porphyrins and related
rings, w: D. Dolphin (ed), The Porphyrins, vol. I1l. Academic, New York (1978).

M. Whitworth, Lifestyle Telegraph (2008-10-16).

Y.L. Wei, C. Dong, S.M. Shuang, D.S. Liu, Spectrochim. Acta A 61 (2005) 2584-
2589.

H.M. Zhang, T.T. Chen, Q.H. Zhou, Y.Q. Wang, J. Mol. Struct. 938 (2009) 221-228.
A. Woziwodzka, A. Gwizdek-Wisniewska, J. Piosik, Bioorg. Chem. 39 (2011) 10-17.

A. Osowski, M. Pietrzak, Z. Wieczorek, J. Wieczorek, J. Toxicol. Environ. Health Part
A 73 (2010) 1141-1149.

J. Piosik, A. Gwizdek-Wisniewska, K. Ulanowska, J. Ochocinski, A. Czyz, G.
Wegrzyn, Acta Biochim. Pol. 52 (2005) 923-926.

H.K. Choi, W. Willett, G. Curhan, Arthritis Rheum. 56 (2007) 2049-2055.

J. Gonzales-Jimenez, G. Frutos, Y. Cayre, Biochem. Pharmacol. 44 (1992) 824-826.
R.D. Chaudhari, A.B. Joshi, R. Srivastava, Sensor. Actuat. B 173 (2012) 882.

P. Schrenkhammer, O.S. Wolfbeis, Biosens. Bioelectron. 24 (2008) 994-999.

T. Zhang, X. Sun, B. Liu, Spectrochim. Acta A 79 (2011) 1566-1572.

P.A. Robles-Dutenhefner, M.G. Speziali, E.M.B. Sousa, E.N. dos Santos, E.V.
Gusevskaya, Appl. Catal. A Gen. 295 (2005) 52-58.

A. Kaczor, 1. Reva, D. Warszycki, R. Fausto, J. Photoch. Photobio. A 222 (2011) 1-9.

O. Boge, A. Mutzel, Y. linuma, P. Yli-Pirila, A. Kahnt, J. Joutsensaari, H. Herrmann,
Atmos. Environ. 79 (2013) 553-560.

L.M. Scolaro, A. Romeo, M.A. Castriciano, G. De Luca, S. Patane, N. Micali, J. Am.
Chem. Soc. 125 (2003) 2040-2041.

C. Feiyan, S.O. Pehkonen, M.B. Ray, Water Res. 36 (2002) 4203-4214.

C.C. Wang, Z. Zhang, J.Y. Ying, Nanostructured Mater. 9 (1997) 583-586.

38



dr Magdalena Makarska-Bialokoz, Zalacznik 2a

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]
[70]

[71]
[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

W. He, H. Dou, Z. Li, X. Wang, L. Wang, R. Wang, J. Chang, Spectrochim. Acta A
123 (2014) 176-186.

T. Chen, S. Zhu, H. Cao, Y. Shang, M.Wang, G. Jiang, Y. Shi, T. Lu, Spectrochim.
Acta A 78 (2011) 1295-1301.

R. Mandal, R. Kalke, X.F. Li, Chem. Res. Toxicol. 17 (2004) 1391-1397.

L. Messori, C. Gabbiani, A. Casini, M. Siragusa, F.F. Vincieri, A.R. Bilia, Bioorg.
Med. Chem. 14 (2006) 2972-2977.

B. Bukowska, A. Kopka, J. Michaowicz, W. Duda, Environ. Toxicol. Pharmacol. 22
(2006) 189-193.

Y. Cui, J.F. Guo, B.J. Xu, Z.Y. Chen, Pestic. Biochem. Physiol. 85 (2006) 110-114.

H.M. Abu-Soud, D. Maitra, J. Byun, C.E.A. Souza, J. Banerjee, G.M. Saed, M.P.
Diamond, P.R. Andreana, S. Pennathur, Free Radic. Biol. Med. 52 (2012) 616-625.

R.C. Dart, Clin. Toxicol. 44 (Suppl. 1) (2006) 1-3.
http://www.newhealthguide.org/Vitamin-B12-Overdose.html.

T. Peters, All about Albumin. Biochemistry, Genetics and Medical Applications,
Academic Press, 1995.

Q. Wu, F. Jiang, C. Li, Y. Hu, Y. Liu, Chin. J. Chem. 29 (2011) 433-440.

H.N. Hou, Z.D. Qi, Y.W. OuYang, F.L. Liao, Y. Zhang, Y. Liu, J. Pharmaceut.
Biomed. 47 (2008) 134-139.

J. Jang, H. Liu, W. Chen, G. Zou, J. Mol. Struct. 928 (2009) 72-77.

A. Varshney, Y. Ansari, N. Zaidi, E. Ahmad, G. Badr, P. Alam, R.H. Khan, Cell
Biochem. Biophys. 70 (2014) 93-101.

D. Evren, I. Ozcesmeci, B.S. Sesalan, A.K. Burat, Synthetic Met. 168 (2013) 31-35.

A. Mallick, B. Haldar, N. Chattopadhyay, J. Phys. Chem. B 109 (2005) 14683-14690.

Y. Teng, R.T. Liu, S.F. Yan, X.R. Pan, P.J. Zhang, M.J. Wang, J. Fluoresc. 20 (2010)
381-387.

H. Sanei, A. Asoodeh, S. Hamedakbari-Tusi, J. Chamani, J. Solution Chem. 40 (2011)
1905-1931.

D. Li, T. Zhang, C. Xu, B. Ji, Spectrochim. Acta A 83 (2011) 598-608.
M. Voicescu, D.G. Angelescu, S. lonescu, V.S. Teodorescu, J. Nanopart. Res. 15
(2013) 1555-1564.

P. Mandal, M. Bardham, T. Ganguly, J. Photochem. Photobiol. B 99 (2010) 78-86.
39



dr Magdalena Makarska-Bialokoz, Zalacznik 2a

[85]
[86]
[87]

[88]

[89]
[90]

B. Alpert, D.M. Jameson, G. Weber, Photochem. Photobiol. 31 (1980) 1-4.
S. De, A. Girigoswami, J. Colloid Interface Sci. 296 (2006) 324-331.
S.Y. Wang, X.L. Xu, Q.L. Liu, Y.S. Xie, Prog. Chem. 13 (2001) 257-260.

M. Tabata, M. Sakai, K. Yoshioka, Anal. Sci. 6 (1990) 651-656.

S. Hazra, M. Hossain, G. Suresh Kumar, Molecular BioSystems 9 (2013) 142-153.

A.C. Vaiana, H. Neuweiler, A. Schulz, J. Wolfrum, M. Sauer, J.C. Smith, J. Am.
Chem. Soc. 125 (2003) 14564-14572.

40



dr Magdalena Makarska-Bialokoz, Zalacznik 2a

6.DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA
Dziatalnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

W roku akademickim 1996/97 otrzymatam stypendium Ministra Edukacji
Narodowej za wysokie wyniki w nauce i1 szczegdlne osiggniecia w pracy naukowej,
realizowane dzigki przynaleznosci do Studenckiego Kola Naukowego Chemikow UMCS
(1994-1997) oraz Studenckiego Kola Naukowego Biochemikow UMCS (1992-1997). W
ramach badan prowadzonych w Studenckim Kole Naukowym Biochemikoéw miatam okazje
do wspoélpracy z Dr Agnieszka Anasiewicz z Zaktadu Biochemii i Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (1994-1995), wykonujac badania nad wptywem lekow
przeciwnowotworowych na organizmy zywe, czego podsumowaniem stata si¢ 1 publikacja.
Wspotpracowalam tez z Dr Ewa Urbanska z Katedry 1 Zakladu Farmakologii
Doswiadczalnej i Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie (1996-1997),
przeprowadzajac do$wiadczenia dotyczace roli aminokwaséw pobudzajacych w fizjologii i
patologii cztowieka. Wynikiem mojej kilkuletniej pracy w kotach naukowych byly liczne
wystgpienia ustne i posterowe, zaprezentowane na konferencjach studenckich,
organizowanych gléwnie pod egida Akademickiego Stowarzyszenia Studentéw Chemii
(ASSCh) przez studentéw kot naukowych z uczelni catej Polski, w ktorych uczestniczytam za
zgoda 1 dzigki wsparciu finansowemu Wiadz Wydziatu Chemii UMCS. W latach 1993-1999
uczestniczytam aktywnie w 12 takich konferencjach (Ogélnopolskie Sympozjum Studenckich
Kot Naukowych ,,Nauka a ochrona srodowiska”, Kazimierz Dolny, 10-12.10.1993; |
Ogolnopolska Jesienna Szkota Chemii, Jugowice, 11-15.11.1994; II Ogdlnopolska Wiosenna
Szkota Chemii, Nateczow, 28.04-3.05.1995; 111 Ogolnopolska Jesienna Szkota Chemii, Ztoty
Las, 6-10.12.1995; IV Ogolnopolska Wiosenna Szkota Chemii, Krasnobrod, 24-28.04.1996; V
Ogdlnopolska Jesienna Szkota Chemii, Murzasichle, 23-27.10.1996; 17" Congress of the
Polish Anatomical Society with International Participation, Gdansk, 3-6.09.1996; XXVI
Ogolnopolska Konferencja Studenckich Towarzystw Naukowych, 1.6dz, 24-25.04.1997; VI
Ogolnopolska Wiosenna Szkota Chemii, Szklarska Porgba, 29.04-4.05.1997; VII
Ogolnopolska Jesienna Szkota Chemii, Zajaczkowo, 7-11.11.1997; VIII Ogolnopolska
Wiosenna Szkota Chemii, Susiec, 28.04-3.05.1998; IX Ogdlnopolska Jesienna Szkota Chemii,
Smerek, 9-14.11.1998; X Ogdlnopolska Wiosenna Szkota Chemii, Karpacz, 26.04-1.05.1999).

W okresie 28.05-10.08.1996 uczestniczytam w programie Summer Undergraduate

Research Program (Baylor University, Waco, Texas, USA), gdzie pod opicka Prof. Kevina
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Pinney’a zajmowatam si¢ syntezag nowych zwigzkow o potencjalnym dziataniu
antynowotworowym i antymitotycznym. Otrzymane wyniki zostaty zaprezentowane na sesji

posterowej podsumowujacej badania wykonane przeze mnie w Baylor University.

W ramach badan prowadzonych podczas przygotowywania pracy magisterskiej
(Badanie odzyskéw propofolu i tymolu z osocza i krwinek metodq ekstrakcji ciecz-Ciecz,
Lublin 1997) pod kierunkiem Prof. dr. hab. Andrzeja L. Dawidowicza w Zaktadzie Fizyki
Chemicznej i1 Fizykochemicznych Metod Rozdzielania (obecnie Zaktad Metod
Chromatograficznych), zajmowatam si¢ metodyka przygotowania probek krwi do analizy
propofolu. Propofol (Diprivan, 2,6-diizopropylofenol) nalezy do grupy dozylnie podawanych
substancji anestetycznych, dziatajacych, w zaleznosci od dawki, do kilku minut. Uzywany jest
do zabiegdéw chirurgicznych typu one day surgery (ang.), wymagajacych krotkiego snu. Jak
wiadomo, uktad krwiono$ny stanowi podstawowy mechanizm organizmu odpowiedzialny za
przenoszenie pobranych lekow. Glownym czynnikiem rozprowadzajagcym sa bialka osocza,
ktore tworza kompleksy niekowalencyjne ze znajdujacym si¢ we krwi lekiem, ale w
przypadku propofolu mozna moéwi¢ rowniez o wigzaniu si¢ z morfotycznymi elementami
krwi. Aby wybraé najkorzystniejszy ekstrahent propofolu z osocza i z krwinek przebadatam
12 rozpuszczalnikéw, nalezacych do réznych grup pod wzgledem charakteru chemicznego.
Uzyskane wyniki potwierdzily petniejsza ekstrakcje propofolu z osocza, w pordwnaniu z
krwinkami, co mogto by¢ nastgpstwem wnikania propofolu do wnetrza krwinek i trudnosci z
jego odzyskaniem. Czes$¢ teoretyczna mojej pracy magisterskiej, bedgca omoéwieniem roznych
technik analitycznych stosowanych w analizie krwi (chromatografii HPLC, technik
immunologicznych i elektrokapilarnych), a takze monitorowania lekéw we krwi i innych
matrycach ciata i ptynach fizjologicznych (wlosach, $linie, ptynie mézgowo-rdzeniowym,

mleku kobiecym) stata si¢ podstawg mojej pierwszej publikacji naukowej.

Prace naukowo-badawcza rozpoczgtam w zespole kierowanym przez Dr hab.
Stanistawa Radzkiego w Zaktadzie Chemii Ogolnej i Nieorganicznej (obecnie Zaktadzie
Chemii Nieorganicznej) Wydziatu Chemii UMCS jako uczestnik Studiow Doktoranckich
(01.10.1997-24.09.2001) i kontynuuje ja do dzisiaj, najpierw na stanowisku adiunkta (2001-
2015), a nastepnie asystenta (2015-2017). W ramach wspomnianych studiéw przygotowatam
rozprawe doktorska zatytutowana Charakterystyka zwigzkow kompleksowych kationowych
porfiryn rozpuszczalnych w wodzie. Mozna uznaé, ze badania przeze mnie wykonane i

przedstawione w rozprawie doktorskiej dotyczyly kilku dziedzin chemii: zastosowania metod
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spektroskopowych w chemii zwigzkéw porfirynowych, chemii analitycznej, organicznej
syntezy chemicznej oraz chemii bionieorganicznej. Celem rozprawy doktorskiej byla
fizykochemiczna charakterystyka dwoch wybranych kationowych porfiryn rozpuszczalnych
w wodzie oraz ich kompleksow z jonami Cu(Il), otrzymanych podczas badan pilotazowych w
wyniku prostego zmieszania roztworow. Specyficzne wiasciwosci fizykochemiczne
rozpatrywanych zwigzkéw analizowatam w oparciu o reakcje protonowania, kompleksowania
I dimeryzacji. Wybor tematyki pracy podyktowany byt rosngcym zainteresowaniem chemig
zwigzkow porfirynowych i1 duzg iloscig i r6znorodnos$cia zastosowan tej klasy zwigzkow, a
szczegblnie zastosowan medycznych. Dodatkowym aspektem mojej pracy, podnoszacym
walory przedstawionej rozprawy, bylo opisanie syntezy komplekséw Cu(Il) z innym typem
porfiryn — porfirynami glikozydowanymi, zawierajgcymi ,,rami¢ przestrzenne”. Synteza ta
byla tematem mojego stazu odbytego w ramach stypendium z programu Erasmus w
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles, Universite de Limoges we Francji (31.01-
30.04.2000), pod opicka naukowa Prof. Pierre’a Krausza. Otrzymane podczas odbywania
stazu wyniki staty si¢ podstawag 1 publikacji, 1 rozdziatu w monografii w jezyku polskim oraz
1 posteru. W ramach studiow doktoranckich w okresie 25-30.09.1999 odbylam takze staz
naukowy w Zakladzie Ziem Rzadkich Wydziatu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu, pod opieka Prof. dr hab. Mariana Elbanowskiego. Gtownym celem naukowym
tego stazu bylo wykonanie badan dotyczacych chemiluminescencji kationowych porfiryn
rozpuszczalnych w wodzie. Przeprowadzone badania sklonity mnie do zainteresowania si¢
zagadnieniem fluorescencji porfiryn oraz metod jej pomiaru. Moje zainteresowanie tym
tematem rozwijatam podczas prowadzenia dalszej pracy badawczej. Uzyskane w ramach
mojej rozprawy doktorskiej wyniki badan mogg znalez¢ zastosowanie w analizie oddziatywan
uktadow porfirynowych z wieloma typami zwiazkéw 1 uktadow chemicznych, co moze by¢
wykorzystane m.in. w chemii barwnikow fluorescencyjnych, ochronie $rodowiska, czy
naukach medycznych. Wyniki badan zamieszczone w pracy doktorskiej zostaty opublikowane
w formie 5 artykutow w czasopismach o zasiegu krajowym i 1 artykulu w czasopismie o
zasiegu migdzynarodowym, w 2 rozdzialach w monografiach (w jezyku polskim i angielskim)
oraz zaprezentowane w formie 2 komunikatow, 2 wykladow i 8 posterow w trakcie
krajowych i zagranicznych konferencji naukowych z dziedziny chemii. Interesujace wyniki
otrzymatam zwlaszcza w pracy opublikowanej w Journal of Alloys and Compounds [M.
Makarska, S. Radzki, J. Legendziewicz, J. Alloy. Compd. 341 (2002) 233-238], a dotyczacej

charakterystyki wtasciwosci spektroskopowych kationowych porfiryn rozpuszczalnych w
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wodzie 1 ich kompleksow z jonami Cu(Il) w zaleznos$ci od polarnosci rozpuszczalnikow, w
ktorych badane zwigzki zostaly rozpuszczone. W pracy tej parametr polarnosci Reichardta
zostat skorelowany z dtugoscia fali maksimum pasma Soreta kazdego z badanych zwigzkow
porfirynowych. Wspomniana publikacja dotyczy fundamentalnych wiasciwo$ci tej grupy

porfiryn, dlatego doczekata si¢ do tej pory az 28 cytowan (wg Web of Science).

Dziatalnosé¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

W latach 2001-2008, oprocz realizacji swojej tematyki badawczej, dotyczacej
wiasciwosci spektroskopowych zwigzkéw porfirynowych, angazowalam si¢ w rdézny sposob
w badania dotyczace rowniez innych tematéw badawczych realizowanych w Zakladzie
Chemii Nieorganicznej Wydzialu Chemii UMCS, w zespole Dr. hab. Stanistawa
Radzkiego, prof. UMCS. Interesowaly mnie zwlaszcza zagadnienia zwigzane z
otrzymywaniem transparentnych materialtdbw krzemionkowych metoda sol-gel oraz
dotowaniem tych materiatbw zwigzkami porfirynowymi i biatkami, a takze analiza
wiasciwosci spektroskopowych otrzymanych przy uzyciu wspomnianej metody probek.
Efekty mojej wspolpracy ze studentami i doktorantami z zespotu prof. Stanistawa Radzkiego
zostaty opublikowane w wielu doniesieniach konferencyjnych i 8 publikacjach naukowych, w
tym 2 z listy JRC.

W okresie 26.04-26.05.2003 odbytam staz haukowy w Department of Inorganic and
Analytical Chemistry, University of Szeged (Wegry), pod opicka naukowg Prof. Imre
Labadiego. Gtéwnym celem naukowym tego wyjazdu byto badanie kinetyki reakcji asocjacji
i kompleksowania kationowych porfiryn rozpuszczalnych w wodzie za pomoca programu
komputerowego Psequad. Przeprowadzone obliczenia sktonity mnie do zainteresowania si¢
matematycznym aspektem reakcji z wudzialem zwigzkéw porfirynowych. Moje

zainteresowanie tym tematem rozwijatam podczas prowadzenia dalszej pracy badawcze;.

W okresie 2.11.2003-30.10.2004 odbytam staz podoktorski, uzyskany z NATO
Fellowship, w Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS (Centre National de la
Recherche Scientifique) we Francji, pod opieka naukowa Prof. Geneviéve Pratviel oraz
Prof. Bernarda Meunier. Nadrzednym zalozeniem stazu podoktorskiego bylo wykonanie
projektu zatytutowanego ,,L.ong range charge-transfer within DNA: what is the chemical

damage on DNA?” Gtownym celem realizowanego przeze mnie projektu badawczego byto
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okreslenie struktury uszkodzen guaniny powstajacych podczas utleniania tancucha DNA na

skutek przeniesienia elektronu na duza odlegtos¢. Projekt obejmowat nastepujace etapy:

[1]  synteze i oczyszczenie dwoch rozpuszczalnych w wodzie kompleksow porfiryn z
jonami Fe(111) i Mn(111) (iron(I11) 5-[(4-(5-carboxy-1-butoxy)-phenyl]-10,15,20-tris(4-
N-methylpyridiumyl) porphyrin (FeP) oraz manganese(lll) 5-[(4-(5-carboxy-1-
butoxy)-phenyl]-10,15,20-tris(4-N methylpyridiumyl)porphyrin (MnP));

[2]  przygotowanie i oczyszczenie odpowiedniej sekwencji oligonukleotydu z koncowsa
grupg NH; (5’-CTCCGCTTCTTCCTGCCAT), a takze oczyszczenie innych
sekwencji DNA potrzebnych do dalszej analizy;

[3] syntez¢ 1 oczyszczenie dwoch sprzgzonych uktadéw metaloporfiryna —
oligonukleotyd, powstajacych pomiedzy otrzymanymi kompleksami porfiryn (FeP i
MnP), a odpowiednio przygotowang sekwencjg DNA;

[4] analize na zelu poliakrylamidowym uszkodzen guaniny powstajacych w znakowanym
radioizotopem *’P tancuchu DNA, rozszczepionym na skutek reakcji z KHSOs i
piperydyna.

Otrzymane podczas stazu wyniki byty tematem 2 publikacji naukowych oraz 1 posteru.

W 2008 r., po naglej $mierci promotora mojej pracy doktorskiej i podzniejszego
bezposredniego przetozonego, Dr hab. Stanistawa Radzkiego, prof. UMCS, kontynuowatam
prace naukowo-badawcza w zespole Prof. dr hab. Marka Majdana, réwniez w Zaktadzie
Chemii Nieorganicznej Wydziatu Chemii UMCS. W latach 2009-2017 wspotpracowatam ze
studentami i pracownikami z Zaktadu Chemii Nieorganicznej Wydzialu Chemii UMCS
nalezacymi do grupy badawczej Prof. dr. hab. Marka Majdana. Wspotpraca z Prof. dr. hab.
Markiem Majdanem, a takze z Dr Agnieszka Gladysz-Plaska i Mgr Agnieszka Lipke,
dotyczaca zagadnien dotowania porfirynami zeli krzemionkowych oraz osadzania m.in.
zwigzkow porfirynowych na zeolitach 1 naturalnych glinach, zaowocowata kilkoma

doniesieniami konferencyjnymi i 3 publikacjami naukowymi.

W okresie 17-23.06.2012 uczestniczytam w programie Teaching Staff Mobility
(Erasmus Program), odwiedzajac Department of Analytical Chemistry (Afyon Kocatepe
University, Turcja), na zaproszenie Prof. Mustafy Ug¢ara. Gtéwnym celem wyjazdu byto
zaprezentowanie pracownikom i studentom uniwersytetu serii 5 wyktadow pod wspdlnym

tytulem “Application of zeolites in the study of porphyrin systems”, w ramach programu
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Teaching Staff Mobility. Dodatkowo, w ramach pobytu w Afyon Kocatepe University

odbytam konsultacje naukowe dotyczace oddziatywan zeolitoéw z porfirynami.

W latach 2011-2017 wspotpracowatam z Dr Agnieszka A. Kaczor (obecnie dr hab.) z
Katedry i Zakladu Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych z Pracownia
Modelowania Komputerowego z Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Wspolpraca dotyczyta procesow
modelowania molekularnego oddziatywan asocjacyjnych badanych przeze mnie ukladow
porfirynowych, a takze zastosowania rdéznych technik spektroskopowych w badaniach
medycznych i farmaceutycznych. Ukoronowaniem tej wspolpracy jest kilka doniesien

konferencyjnych i 3 publikacje naukowe.

Aktualnie wspotpracuj¢ z Dr hab. Beata Jasiewicz, prof. UAM, z Pracowni Chemii
Zwiazkow Heterocyklicznych, Wydzialu Chemii, Uniwersytetu Adama Mickiewicza W
Poznaniu. Nasza wspotpraca dotyczy okreSlenia mechanizmu oddziatywan tiopochodnych
kofeiny, otrzymanych w grupie Pani Prof. Beaty Jasiewicz, z badang przeze mnie porfiryna
H,TTMePP. Otrzymane ostatnio syntetyczne tiopochodne kofeiny wykazuja wiasciwosci
antyoksydacyjne, chronigc jednocze$nie erytrocyty ludzkie przed hemoliza indukowang
dzialaniem niebezpiecznych dla zywych organizméw zwigzkéw chemicznych, dlatego
badanie ich oddziatywan z porfiryna, wykazujaca idealne predyspozycje do wypetnienia roli

czujnika fluorescencyjnego, wydaje si¢ by¢ niezwykle istotne.

W 2009 r., po powrocie z urlopu macierzynskiego, podjetam tez nowe badania
dotyczace niekowalencyjnych oddziatywan zwigzkow zawierajacych uktady porfirynowe z
substancjami biologicznie aktywnymi, ktore staty si¢ podstawg osiggni¢¢ prezentowanych w
niniejszym Autoreferacie. W latach 2012-2017 opublikowatam z tej tematyki 8 prac w
czasopismach z listy filadelfijskiej. Moj taczny dorobek naukowy stanowi 39 prac
(artykutow lub rozdzialow w opracowaniach zbiorowych), w tym 19 artykuléw z listy JRC.
Sumaryczny impact factor prac zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 34.869, indeks
Hirscha: 8.

Kontynuacja przedstawionej w niniejszym Autoreferacie mojej pracy badawcze] sa
kolejne 2 publikacje dotyczace zagadnienia niekowalencyjnych oddziatywan ukladow
porfirynowych oraz bialek z kofeing i kwasem moczowym, ktére znajduja si¢ obecnie w

recenzji w czasopismach z listy JRC. Trzy inne prace dotyczace wspomnianych zagadnien (W
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tym mini—review) sg w przygotowaniu. W przysztosci chciatabym wzbogaci¢ tematyke moich
badan o analiz¢ oddziatywan niekowalencyjnych zwigzkow porfirynowych z substancjami
biologicznie aktywnymi znajdujacymi si¢ w rzeczywistych systemach wodnych, takich jak
m.in. zbiorniki nalezace do oczyszczalni $ciekéw. Wierze, ze tego typu badania moglyby
wnie$¢ znaczgcy wkitad do zagadnienia dotyczacego oczyszczania $ciekOw zawierajacych

pozostatosci lekéw i1 innych produktow farmaceutycznych.
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