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WSTEP

I. WSTEP

Powszechnie wiadomo, ze $wiatto, bedac zrodlem energii, moze oddziatywaé
z materia 1 istotnie zmienia¢ wlasciwosci roznych substancji chemicznych.
Dobroczynny wplyw promieniowania §wietlnego na organizm czltowieka zauwazono
1 udokumentowano juz w czasach starozytnych. Jednakze pierwsze eksperymenty
dotyczace specyficznych efektéw terapeutycznych, bedacych rezultatem interakcji
swiatla oraz substancji fotouczulajacych, mialy miejsce dopiero sto lat temu.
Oskar Raab, student z Monachium wykazal, Ze pewne substancje, takie jak akrydyna
czy eozyna generuja procesy fototoksyczne w organizmach zywych. Szybko okazato
sig, ze zaobserwowane zjawisko mozna zastosowa¢ migdzy innymi do inaktywacji
niektorych bakterii, toksyn i enzymow, a efekt zalezy od stgzenia tlenu w naswietlanych
komoérkach. W niedlugim czasie przeprowadzono rowniez pierwsze badania nad
mozliwo$cia leczenia w ten sposéb zmian nowotworowych. Jednakze dopiero
intensywny rozwo6j wiedzy, dotyczacej procesoOw fotofizycznych i fotochemicznych,
umozliwil opracowanie technik fototerapeutycznych oraz fotochemioterapeutycznych,
sposrod ktérych czg§¢ osiagnela status szeroko stosowanych terapii klinicznych
[1,79,102].
Obecnie istnieja rézne sposoby wykorzystania §wiatta w lecznictwie. Fototerapia bazuje
na absorpcji $wiatla przez endogenne sktadniki komodrek i tkanek. Natomiast
fotochemioterapia wykorzystuje promieniowanie do wzbudzania wprowadzonego do
ustroju zwiazku chemicznego [6,79,130].
Do grupy metod fotochemioterapeutycznych nalezy cieszaca si¢ bardzo duzym
zainteresowaniem terapia fotodynamiczna (PDT — ang. Photodynamic Therapy). Jest to
sposob miejscowego diagnozowania i leczenia zmian chorobowych, przede wszystkim
nowotworowych. Skuteczno$¢ zalezy od obecnosci trzech elementdw, takich jak:

e barwnik, zwany fotosensybilizatorem, ktory uczula tkankg nowotworowa na
promieniowanie,
e 7rodlo s$wiatla, emitujace promieniowanie o dlugosci fali zblizonej do
maksimum absorpcji fotouczulacza,

e tlen, rozpuszczony w tkankach [4,79].



WSTEP

W  pierwszym etapie, tzw. diagnostyce fotodynamicznej (PDD - ang.
Photodynamic Diagnosis), choremu aplikowany jest odpowiedni fotosensybilizator,
ktory kumuluje si¢ w tkance nowotworowej. Jego selektywne wchlanianie wynika
migdzy innymi z szybkich podzialow komoérek nowotworowych. Do wzbudzenia
fotouczulacza potrzebne jest odpowiednie zrodlo $wiatta. Najczesciej stosuje si¢ lasery
lub specjalne lampy z filtrami, emitujace promieniowanie w zakresie 300-400 nm.
Naswietlany fotouczulacz wykazuje czerwona luminescencjg, co pozwala na okreslenie
ksztattu, wielko$ci 1 polozenia zmian chorobowych. Proces ten stuzy do
przeprowadzenia diagnozy, w tym do diagnostyki srodoperacyjnej. Dzigki tej metodzie
mozliwe stato si¢ wykrywanie nawet drobnych, trudnych do zarejestrowania innymi
metodami zmian nowotworowych, ktére moga by¢ zrodiem przerzutow. PDD pozwala
na szybkie wykrycie nowotworu i dzigki temu znacznie skuteczniejsze jego niszczenie
[9,18,42,130,145].

Drugim etapem jest wlasciwa terapia fotodynamiczna, w ktdrej stosuje si¢
wigksze dawki promieniowania niz w PDD. W tym przypadku zlokalizowane wcze$niej
komorki chorobowe zawierajace fotouczulacz, poddaje si¢ dziataniu $wiatta
widzialnego najczesciej o dlugosci fali 600-800 nm. Pod wptywem promieniowania,
fotosensybilizator wytwarza w tkance czynniki toksyczne tj. tlen singletowy i wolne
rodniki. Niszczenie komoérek moze zachodzi¢ wg dwoéch mechanizmow.
Pierwszy wiaze sig z reakcja wzbudzonego fotouczulacza bezposrednio z substratem, co
prowadzi do utworzenia wolnych rodnikéw. Drugi natomiast, polega na bezposrednim
przeniesieniu energii od wzbudzonego stanu trypletowego fotosensybilizatora, do
molekut tlenu z wytworzeniem tlenu singletowego. Obydwa rodzaje wymienionych
produktéw sa bardzo aktywnymi utleniaczami, inicjujacymi reakcje prowadzace do
destrukcji tkanki. Glownym mechanizmem cytotoksyczno$ci PDT jest uszkodzenie bton
komoérkowych, bton mitochondriow, lizosoméw oraz jadra. Wykazano, ze duze stezenie
fotouczulacza i krétki czas inkubacji prowadzi do unicestwienia komorek w wyniku
nekrozy. Natomiast przy nizszych stezeniach fotosensybilizatora i dluzszym czasie
inkubacji (24 h), nastgpuje $mier¢ komorek poprzez mechanizm apoptozy [31,100,130].

Obecnie terapia fotodynamiczna daje najlepsze rezultaty w leczeniu stanow
przedrakowych, zlokalizowanych migdzy innymi w obrgbie jamy ustnej, przewodu
pokarmowego, gornych drog oddechowych oraz pgcherza moczowego. Szczegdlne

znaczenie ma w leczeniu przetyku Barreta.
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Terapia fotodynamiczna jest szczegdlnie korzystna w sytuacjach, w ktérych
niemozliwe jest leczenie chirurgiczne, radiologiczne lub chemioterapia. W wielu
krajach europejskich zostata zatwierdzona takze do leczenia bardziej zaawansowanych
choréb nowotworowych. Zalicza si¢ do nich: wczesny 1 nawracajacy rak pecherza
moczowego, rak przetyku, pluca, szyjki macicy oraz rak skéry. Trwaja prace nad
zastosowaniem terapii fotodynamicznej, jako uzupetnienia w leczeniu guzéw mozgu,
migdzybloniaka optucnej oraz guzéw wewnatrzotrzewnowych [9,100,146,147,176].

Zwigkszanie mozliwosci zastosowan jak rowniez efektywnosci PDT,
uwarunkowane jest przede wszystkim synteza nowych fotouczulaczy o okreslonych
wlasciwo$ciach, odpowiednich dla danej jednostki chorobowej. Potencjalny

fotosensybilizator musi spetnia¢ kilka warunkow, takich jak:

+ wysoka wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego lub rodnikowych
form utleniajacych, bedacych czynnikami cytotoksycznymi dla komorek
nowotworowych;

+ odpowiednia lokalizacja w komorce;

+ selektywna kumulacja w tkance nowotworowej;

+ intensywne pasma absorpcji w "oknach" transmisyjnych tkanki, czyli
w obszarze, w ktérym nie absorbuja zwiazki endogenne (600-900 nm);

+ brak efektow fototoksycznych w zdrowych tkankach;

+ wysoki stopien czystosci chemicznej;

+ mozliwie prosta i wydajna synteza [5,13,27,28,89,95].

Obecnie stosowane fotouczulacze nie sa doskonate. Czgsto pozostaja przez dtugi
czas w skorze, powodujac przedtuzajaca si¢ nadwrazliwo$¢ na S$wiatlo stoneczne.
Ponadto, ze wzgledu na roézna strukture tkanek nowotworowych, nie sa zwiazkami
uniwersalnymi 1 roéznia si¢ skutecznoscia leczenia poszczegdlnych jednostek
chorobowych. Wybiorczo§¢ dzialania jest z reguly niewystarczajaca. Dlatego
prowadzone sa badania nad otrzymaniem nowych fotosensybilizatorow o wigkszej
selektywnosci, skutecznosci i mniejszych efektach ubocznych. Wzrost skutecznosci
mozna osiagna¢ poprzez zwigkszenie wydajnosci kwantowej wzbudzenia tlenu
singletowego oraz przez przesunig¢cie maksimum absorpcji w kierunku fal dtuzszych, co

pozwala na lepsza penetracj¢ $Swiatta w glab tkanek. Natomiast zmniejszenie skutkow
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ubocznych, jest mozliwe poprzez skrocenie czasu poéltrwania w tkankach i obnizenie
klirensu osoczowego [5,10,29,31,59,100].

Do niedawna w wigkszo$ci terapii fotodynamicznych stosowano jako
fotosensybilizatory gtéwnie porfiryny pochodzenia naturalnego. Wykazano, ze barwniki
z tej grupy kumuluja si¢ selektywnie w tkance nowotworowej, jednak
W niewystarczajacym stopniu spelniaja wymienione powyzej kryteria optyczne
[17,95,130].

Z tego wzgledu w ostatnim czasie nowych fotouczulaczy poszukuje si¢ wsrod
syntetycznych pochodnych porfiryn. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza si¢ takie
barwniki jak porfirazyny, ftalocyjaniny lub subftalocyjaniny. Wykazano, ze
korzystniejsze parametry fizykochemiczne oraz fotochemiczne wymienionych
substancji moga by¢ efektem zamiany mostkéw metinowych na ugrupowania azowe.
Ponadto w pordwnaniu z porfirynami posiadaja zdecydowanie wigksza zdolnos¢

wlaczania jonéw metali do centrum uktadu, co jest skutkiem silniejszych wtasciwosci

ag-donorowych i m-akceptorowych [2,11,20,37,45,89,166].
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II. CZESC TEORETYCZNA

2. Terapia i diagnostyka fotodynamiczna
1.1. Historia PDT

Promieniowanie stoneczne wykorzystywano w medycynie i farmacji od tysiecy
lat. Dowody na korzystny wptyw $wiatla w odniesieniu do niektorych schorzen, mozna
znalez¢ migdzy innymi w dzietach medycznych pochodzacych ze starozytnego Egiptu,
Indii oraz Chin. Juz wtedy zauwazono, ze wiele substancji chemicznych pod wptywem
promieniowania wywiera swoisty wptyw na organizm cztowieka.

Pierwszym naukowym doniesieniem na temat zjawiska fotodynamicznego byt
opis doswiadczenia, sporzadzony w Monachium przez studenta medycyny, Oscara
Raaba. W roku 1900 opisat on eksperyment, w ktorym u$miercono kolonig pantofelkdéw
wykorzystujac w tym celu barwniki akrydynowe oraz promieniowanie o dtugosci fali
odpowiadajacej barwie czerwonej. Doniesienia te wzbudzily zainteresowanie profesora
von Tappeinera, ktéry wspolnie z dermatologiem, doktorem Jesionkiem, po raz
pierwszy zastosowal eozyng jako "fotouczulacz" do terapii nowotworow skoéry. Wraz
z rozwojem badan na temat terapii fotodynamicznej, pojawialo si¢ coraz wigcej
systematycznych doniesien, dotyczacych substancji fotouczulajacych. Mimo, ze
obecno$¢ hematoporfiryny we krwi stwierdzono juz w roku 1841 (Sherer),
a wlasciwosci fluorescencyjne opisano 26 lat pozniej, aktywnos¢ fotouczulajaca tego
barwnika zostala odkryta dopiero w roku 1911 przez Hausmanna. Opisat on rowniez
reakcje fototoksyczne wystepujace u myszy, przeprowadzajac podziat na ostre, podostre
1 chroniczne. Natomiast juz w roku 1913, niemiecki naukowiec Meyer-Betz, celem
oceny wptywu efektow fotouczulajacych na organizm cztowieka, wstrzyknal sobie
dozylnie 200 mg hematoporfiryny, po czym przez kilka godzin eksponowat ciato na
dziatanie $wiatta stonecznego. Efektem przeprowadzonego doswiadczenia byly wyrazne
reakcje fototoksyczne oraz intensywna opuchlizna. Kolejne publikacje na temat
diagnostyki fotodynamicznej, ukazaty si¢ jednak dopiero w roku 1942, kiedy to dwaj
berlinscy naukowcy Auler i Banzer, przeprowadzili szczegdlowa oceng procesow
akumulacji 1 fluorescencji porfiryn, podawanych egzogennie do organizmu. W roku
1948 Figge 1 Weiland przeprowadzili szeroko zakrojone badania, dotyczace mozliwosci

wykorzystania roznych pochodnych porfirynowych w terapii 1 diagnostyce
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CZESC TEORETYCZNA

fotodynamicznej. Oceniali migdzy innymi skuteczno$¢ takich zwiazkow jak
hematoporfiryna, koproporfiryna, protoporfiryna i hematoporfiryna cynkowa.

W  wyniku bardzo intensywnego rozwoju badan juz 70 lat po pierwszych
eksperymentach von Tappeinera 1 Jesionka, zaczgto rozwaza¢ wprowadzenie PDT do
leczenia klinicznego. W roku 1972 na tamach czasopisma The Lancet, pojawita sig¢
pierwsza publikacja (Photodynamic therapy of malignant tumours.), ktorej autorzy
bezsprzecznie sugerowali, ze hematoporfiryna moze zosta¢é wykorzystana do
selektywnego niszczenia komodrek nowotworowych.

Trzy lata pdzniej wyniki eksperymentu przeprowadzonego przez badaczy z Roswell
Park Cancer Institute w Buffalo (USA), okrzyknigto kamieniem milowym w zakresie
rozwoju badan nad PDT. Po raz pierwszy odnotowano udany przypadek wyleczenia
nowotworu u myszy, z wykorzystaniem pochodnej hematoporfiryny. Po testach na
zwierzetach przyszedt czas na oceng skutecznosci PDT u ludzi. Juz w roku 1976 Kelly
i Snell, ocenili wptyw efektu fotodynamicznego na nowotwory pgcherza moczowego.
Natomiast dwa lata pozniej Dougherty, poddat naswietlaniu 25 pacjentdw, na ktorych
skorze odnotowano obecno$¢ 113 miejsc zmienionych nowotworowo. Skuteczno$¢
leczenia byla zdumiewajaca; jedynie 2 obszary pozostaly catkowicie obojgtne na
terapig. Wkrotce zastosowanie PDT rozszerzono do leczenia nowotwordéw ptluc,

przetyku, narzadow rodnych, mozgu oraz gtowy i szyi [1,5,6,79,96,103,142,151,161].

1.2. Glowne zalozenia terapii fotodynamicznej

Wspdlczesna onkologia dysponuje wieloma tradycyjnymi metodami walki
z chorobami nowotworowymi. Do najcz¢$ciej wykorzystywanych i najlepiej poznanych
naleza chirurgia oraz radio- i chemioterapia. Z powodzeniem stosowane s roOwniez
hormonoterapia, terapia genowa, immunoterapia czy krioterapia. Leczenie operacyjne
nie zawsze pozwala na catkowite usunig¢cie wszystkich komoérek nowotworowych.
Proby zniszczenia obszaré6w objetych zmianami chorobowymi, sa czgsto obarczone
ryzykiem uszkodzenia tkanek zdrowych, co znacznie wydtuza okres rekonwalescencji
pacjentow. Dlatego tez istotnym problemem w zakresie leczenia nowotworéw bylo
opracowanie metody terapeutycznej, umozliwiajacej selektywne i efektywne niszczenie
komorek nowotworowych, bez wptywu na funkcjonowanie tkanek zdrowych [4,5,68].

PDT jest procedura kilkuetapowa, ktorej skuteczno$¢ opiera si¢ na indukowaniu

reakcji fotocytotoksycznych, bedacych wynikiem aktywacji swiatlem, zaaplikowanego
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wczesniej fotouczulacza (Ryc. 1). W efekcie dochodzi do zniszczenia struktur

komoérkowych w obszarze zmian patologicznych [64,96,155].

Mechanizm I Mechanizm 11

r J4

SMIERC

r

KOMORKI

/

APOPTOZA

o fragmentacja DNA
e aktywacja kaskady

e nagla utrata
integralnosci btony

. . kaspaz

. dezmteg.raCJa e  zmiana symetrii
orgar}elll btony komérkowej
komérkowych

przy zachowaniu

jej integralnosci
e powstanie ciatek

apoptycznych

e liza komorki

Ryec. 1. Etapy PDT oraz mechanizmy prowadzace do $mierci komorek

nowotworowych (RFT = reaktywne formy tlenu)
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Podany dozylnie Iub $rédtkankowo fotouczulacz pochtaniany jest przez
wszystkie komorki. Z tkanek zdrowych jest z reguty usuwany po kilkunastu godzinach,
natomiast w tkankach nowotworowych pozostaje nawet przez kilka dni. Przyczyna
selektywnego gromadzenia si¢ barwnikow nie zostata do konca wyjasniona. Barwniki
wykorzystywane w metodach fotodynamicznych maja tendencje do tworzenia
agregatow oraz dimerdéw o charakterze hydrofobowym, co thumaczy ich powinowactwo
do obszaréw o podwyzszonej zawartosci cholesterolu i lipoprotein o niskiej ggstosci
(LDL). Mnozace si¢ komorki nowotworowe, potrzebuja do budowy bton komoérkowych
duzych ilosci LDL oraz cholesterolu, co przyczynia si¢ prawdopodobnie do akumulacji
w nich fotouczulaczy. Ponadto, stabo wyksztalcony system naczyn limfatycznych,
utrudnia procesy wydalania zwiazkéw z miejsc zmienionych chorobowo, co sprawia, ze
ich stezenie jest kilka razy wigksze niz w tkance zdrowej [5,31,32,33,91,155].

Pierwszym etapem PDT jest tzw. diagnostyka fotodynamiczna (PDD;
Photodynamic Diagnosis), ktorej istota jest detekcja §wiatta emitowanego z komoérek
nowotworowych przez wzbudzone zwiazki chemiczne. W procesie tym wykorzystuje
si¢ autofluorescencjg, czyli emisj¢ promieniowania pochodzacego od substancji
endogennych (zwlaszcza ukladéow porfirynowych). Druga mozliwo$cia jest ocena
fluorescencji substancji fotouczulajacych podanych zewngtrznie. W tym przypadku
najczesciej stosowana grupa fotosensybilizatoréw sa pochodne porfirynowe. Swiecenie
tkanek pod wptywem promieniowania o okreslonej dtugosci fali, umozliwia oceng ich
stanu, poprzez analiz¢ roznicy intensywnosci fluorescencji miejsc zdrowych
1 zmienionych nowotworowo [18,42,96,141,146].

Obserwacja autofluorescencji tkanek wykazala, ze w komodrkach zmienionych
chorobowo wystepuje mniejsze nat¢zenie emisji promieniowania w poréwnaniu
z komoérkami zdrowymi. Wynika to z réznego ukrwienia tkanek oraz z rozbieznej
zawarto$ci zredukowanej 1 utlenionej formy nukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NADH i NAD"). Parenteralne podanie barwnika umozliwia wzmocnienie fluorescencji
naswietlanego obszaru. Najczesciej w tym celu stosuje si¢ $§wiatto o dlugosci fali
400-410 nm. Szczegdlnie intensywna emisj¢ promieniowania mozna obserwowac na
obrzezach nowotworu, czyli w miejscu gdzie proliferacja komoérek jest najwigksza.
Mimo, ze fluoryzujace zmiany sa widoczne gotym okiem, w celu doktadnej oceny
analizuje si¢ obrazy uzyskane za pomoca kamer o wysokiej rozdzielczosci [18,29,119].

Drugim etapem leczenia jest wlasciwa terapia fotodynamiczna, w ktorej

nowotwoOr naswietla si¢ wigkszymi dawkami $wiatta widzialnego z zakresu
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600-800 nm. Po absorpcji $wiatla fotosensybilizator inicjuje szereg reakcji
chemicznych, ktére prowadza do bezposredniej lub posredniej produkcji wolnych

rodnikow lub tlenu singletowego, ktore niszcza komorke nowotworowa [68].

1.3. Mechanizmy dzialania PDT

Proces niszczenia komoérek nowotworowych metoda fotodynamiczna, zalezny
jest od stezenia tlenu w S$rodowisku reakcji i zachodzi wedlug dwodch gléwnych

mechanizmow.

o mechanizm I

Absorpcja fotonu przez czasteczke fotouczulacza (PS, ang. photosenstitizer)
powoduje jego wzbudzenie i przejscie z singletowego stanu podstawowego (Sg) do
stanu singletowego wzbudzonego (S;). Nastepnie w wyniku bezpromienistego przej$cia
interkombinacyjnego, fotosensybilizator przechodzi do wzbudzonego stanu
trypletowego (T;). W tej postaci moze wzbudza¢ biomolekuty, znajdujace si¢ w jego
bezposrednim otoczeniu. Nastgpnie nadmiar energii jest przekazywany na czasteczke
tlenu. W efekcie powstaja reaktywne formy tlenu (RFT), ktore niszcza tkanke

nowotworowa w procesie utleniania (Ryc. 2).

'pS + hv —'PS* —PS* - absorpcja fotonu i przejécie fotouczulacza do stanu
wzbudzonego

pS*+M —°PST +°M - przeniesienie elektronu z fotouczulacza na
biomolekule

M+30,— M+ 02: - przeniesienie elektronu z biomolekuty na czasteczke

tlenu 1 wytworzenie anionorodnika ponadtlenkowego

e mechanizm 11

Przyjmuje sig, ze mechanizm II jest dominujacym i najwazniejszym procesem

warunkujacym skuteczno$¢ PDT. Po absorpcji fotonu i przejsciu fotosensybilizatora do
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wzbudzonego stanu trypletowego, dochodzi do przekazania energii bezposrednio na
czasteczke tlenu. W wyniku tego powstaje tlen singletowy, charakteryzujacy sig
stosunkowo dlugim czasem zycia oraz wyjatkowo silnymi wlasciwosciami

utleniajacymi (Ryc. 2).

'pS + hv—'PS*—’PS* - absorpcja fotonu i przejscie fotouczulacza do stanu
wzbudzonego
3ps + 302 —1ps+ 102 - przekazanie energii z fotouczulacza na czasteczke

tlenu, powstanie tlenu singletowego

Stosunek udziatu tych dwoch mechanizmow zalezy od wielu czynnikow, takich jak:
stezenie tlenu, stale dielektryczne tkanek, pH §rodowiska, a takze struktura barwnika.

W niektorych pracach na temat PDT wymienia si¢ rowniez trzeci mechanizm.
W tym przypadku fotouczulacz bedacy we wzbudzonym stanie singletowym, reaguje

bezposrednio z biomolekutami i powstaja rézne fotoaddukty.

'PS + hv —'PS’

'PS"+'M - PST + M

Mechanizm ten jest bardzo czgsto pomijany, gdyz przeniesienie elektrondéw pomiedzy
biomolekuta i1 PS z wytworzeniem wolnych rodnikéw, jest mato efektywne
termodynamicznie. Korzystniejsza jest natomiast reakcja powrotu reagentéw do stanu

podstawowego. W tym przypadku przebieg reakcji nie zalezy od st¢zenia tlenu
czasteczkowego [31,32,33,96,155,162].
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Reakcje chemiczne typu |

0,

A 1 A,—V 0," nadtlenek

1
S, O, tlen singletowy

Energia

Reakcje chemiczne typu Il

To

Ryec. 2. Przemiany energetyczne fotouczulaczy

1.4. Reaktywne formy tlenu oraz tlen singletowy

Tlen czasteczkowy w podstawowym stanie trypletowym, posiada dwa
niesparowane elektrony na antywiazacych orbitalach p. Niewielka aktywnos¢ takiej
formy wynika miedzy innymi z faktu, Ze czasteczki wigkszo$ci potencjalnych
reagentow posiadaja elektrony sparowane, czyli wystgpuja w stanie singletowym. Jak
wspomniano wczesniej, czasteczki fotouczulacza po aktywacji §wiattem o odpowiedniej
dhugosci fali, ulegaja wzbudzeniu i wowczas sa zdolne do przekazania energii innym
molekutom. Jezeli akceptorem energii jest tlen czasteczkowy, moze dojs¢ do
powstawania wysoce reaktywnych, toksycznych dla komorek form tlenu [13,65,175].

Reaktywne formy tlenu (RFT) sa produktami jedno-, dwu- Ilub
trojelektronowej redukcji czasteczki tlenu. Wykazuja wigksza aktywnos$¢ chemiczna,

anizeli czasteczka tlenu w stanie podstawowym. Mozna w$rod nich wyr6znié:

« wolne rodniki: hydroksylowy (‘OH), alkoksylowy (RO"), nadtlenkowy (ROO"),

tlenek azotu (NO"), wodoronadtlenkowy (HOzl),

anionorodnik ponadtlenkowy (02:)

oraz

o nadtlenki: nadtlenek wodoru (H,0O,), nadtlenki organiczne (ROOR) [15,175].
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Generowanie form wolnorodnikowych oraz nadtlenkéw zachodzi przede wszystkim
w warunkach obnizonego stg¢zenia tlenu w $rodowisku reakcji. Powstaja gtownie
w wyniku przeniesienia wodoru lub elektronu, migdzy czasteczka wzbudzonego
barwnika, a tkanka nowotworowa, w ktorej przebiega reakcja fotochemiczna [65].

Tlen singletowy jest jednym z najbardziej aktywnych produktow posrednich
reakcji chemicznych 1 procesow biochemicznych. Jego istnienie odkryto po raz
pierwszy w roku 1924 i zdefiniowano jako ,,bardziej reaktywnq forme tlenu”. Glowna
droga prowadzaca do jego powstawania sa reakcje fotosensybilizacji. W roku 1931
Kautsky po raz pierwszy zasugerowal, iz tlen singletowy moze by¢ posrednim
produktem reakcji fotoutleniania z udzialem $wiatloczutych barwnikow. W wyniku
intensywnych badan udowodniono, Ze czasteczka tlenu singletowego, moze reagowac

z biomolekutami takimi jak DNA, bialka i lipidy [175].

Znane sa dwie odmiany tlenu singletowego, rdzniace si¢ przede wszystkim energia, jak

rowniez okresem poltrwania w §rodowisku wodnym:

1Ag - Pierwszy stan wzbudzony
Energia tej postaci jest wyzsza od energii stanu podstawowego o 22 kcal/mol.
W takiej formie czasteczka tlenu posiada elektrony sparowane w obrgbie tego

samego orbitalu.

12g+ - Drugi stan wzbudzony
Jest okreslany jako wyzszy stan singletowy. Odznacza si¢ energia wyzsza od
stanu podstawowego o 37 kcal/mol. W tym przypadku sparowane elektrony
znajduja si¢ na dwdch réznych orbitalach. Ta forma ulega jednoelektronowym

reakcjom wolnorodnikowym.

Ze wzgledu na brak niesparowanych elektronéw, obie opisane formy tlenu
singletowego, nie moga by¢ zaliczone do wolnych rodnikéw. Brak ograniczenia
spinowego charakterystycznego dla przedstawionych czasteczek, znajduje wyraznie
odzwierciedlenie w silnych wtasciwosciach utleniajacych obu odmian. Wykazano

, . 1w + . , .. |
réwniez, ze forma 'Xg ma znacznie krotszy czas zycia niz Ay ze wzgledu na
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zdecydowanie wigksza reaktywnos$¢. Parametry wymienionych postaci tlenu

przedstawiono w Tabeli 1.

Sposdb Energia powyzej
Stan energetyczny wypehienia | Czas poltrwania stanu
czasteczki tlenu najwyzszych [s] podstawowego
orbitali [kcal/mol]
Drugi staln erZbudzony 1 | <10 37
2g
Pierwszy stlan wzbudzony 1 5107 2
Ag
Stan podstawowy
o toot 0

Tabela 1. Orientacja spinow elektronowych, czas pottrwania oraz energia

poszczeg6lnych form tlenu czasteczkowego [175]

Reakcje tlenu singletowego z innymi czasteczkami przebiegaja z reguly na drodze
przekazywania energii wzbudzenia, czego wynikiem jest powrot do podstawowego
stanu trypletowego. Ponadto tlen singletowy moze wchodzi¢ w reakcje chemiczne
ze zwiazkami organicznymi, a do najlepiej poznanych naleza procesy addycji oraz
utleniania. W odniesieniu do organizméw zywych, toksyczno$¢ tlenu singletowego
wynika glownie z wysokiej reaktywno$ci w odniesieniu do biatek zawierajacych takie
aminokwasy jak histydyna, metionina, tryptofan, tyrozyna oraz cysteina. Zdecydowanie
czgsciej uszkodzeniu ulegaja réwniez fragmenty DNA, w ktorych przewazaja reszty
guaninowe oraz biomolekuty posiadajace w swojej strukturze inne pochodne purynowe

[175].

1.4.1. Zjawisko generowania tlenu singletowego

Tlen singletowy jest generowany w wyniku reakcji wywolanych $wiatlem
widzialnym 1 promieniowaniem nadfioletowym, ale moze takze powstawaé
w konsekwencji procesow przebiegajacych bez udzialu $wiatta. W warunkach
fizjologicznych jest wytwarzany przez pobudzone fagocyty. Moze by¢ rowniez jednym
z produktow reakcji ozonu ze zwiazkami obecnymi w komorkach. Z reguty nie
wystepuje jednak w organizmie w ilosciach fizjologicznie istotnych. Jedna z chorob

zwiazanych bezposrednio z produkcja tlenu singletowego jest porfiria, bedaca skutkiem
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defektu metabolizmu porfiryn, ktére w duzych ilosciach gromadza si¢ w skorze. Nawet
krotka ekspozycja na $wiatlo moze wowczas prowadzi¢ do silnych reakcji
fototoksycznych. Poza tym liczne substancje lecznicze réwniez wykazuja dziatanie
Swiattouczulajace, a tlen singletowy bedacy mediatorem reakcji, prowadzi do silnych
efektow ubocznych. Lekami takimi sa migdzy innymi pochodne fenotiazyny,
antybiotyki z grupy tetracyklin, chemioteraputyki (fluorochinolony), neuroleptyki,
diuretyki tiazydowe, niesteroidowe leki przeciwzapalne oraz antydepresanty
[57,62,158,165].

Generowanie tlenu singletowego moze zachodzi¢ na drodze fizycznej, jak
rowniez w wyniku reakcji chemicznej. Glownym szlakiem fizycznym jest opisane
wczesniej zjawisko fotodynamiczne. Innym sposobem generowania tlenu singletowego
jest zastosowanie mikrofal lub fal o czgstotliwosci radiowej, ktore generuja do 10%

tlenu singletowego w atmosferze tlenowej [44,175].

1.4.2. Sposoby detekcji tlenu singletowego

Sposrod sposobdéw wykrywania obecnos$ci tlenu singletowego do najbardziej

znanych zalicza si¢ metody wykorzystujace:

+ Zmiatacze tlenu singletowego

Zmiatacze to czasteczki, ktére moga hamowac reakcje indukowane przez tlen
singletowy. Przyktadem sa azydki, okre$lane mianem zmiataczy fizycznych. Poprzez
reakcj¢ z tlenem ulegaja przeksztalceniu do rodnikéw azydkowych zgodnie ze
schematem:

N3 + 102 — N3y +0,

W podobnym celu wykorzystuje si¢ rowniez tak zwane zmiatacze chemiczne, czyli

substancje takie jak karoten, kwas askorbinowy, tiole lub histydyna.

+  Wygaszacze tlenu singletowego

Wygaszanie jako proces dezaktywacji stanu wzbudzonego, ktory moze

przebiega¢ wedlug mechanizmu fizycznego lub chemicznego. Wygaszanie fizyczne
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zachodzi bez tworzenia produktow. Natomiast na drodze chemicznej tlen singletowy
moze reagowac z wygaszaczem (R), dajac jako produkt czasteczke o ogolnej strukturze
RO;.

Znane sa dwa gldéwne mechanizmy wygaszania poprzez:

i) transfer energii
Jest to reakcja odwrotna do procesu powstawania tlenu singletowego. W tym
przypadku wygaszacz przechodzi w stan trypletowy, natomiast tlen wraca do poziomu

podstawowego.

ii) transfer ladunku

Ten mechanizm opiera si¢ na interakcji tlenu singletowego, wykazujacego
wlasciwos$ci elektronobiorcze, z wygaszaczem dysponujacym wolnymi elektronami.
W efekcie tworzy si¢ kompleks typu charge transfer, w ktorym nie obowiazuja
ograniczenia zwiagzane z przejSciem interkombinacyjnym. Dysocjacja takiego

kompleksu prowadzi réwniez do powstania tlenu w stanie podstawowym [13,175].

1.5. Toksycznos¢ tkankowa i komorkowa PDT

1.5.1. Transport i lokalizacja fotouczulaczy w obre¢bie tkanek

nowotworowych

Po wprowadzeniu fotosensybilizatora do krwioobiegu rozpoczyna si¢ seria
procesow, ktore maja rozny czas trwania. Bezposrednio po aplikacji, szybkos$¢ z jaka
ustala si¢ stan réwnowagi ze skladnikami obecnymi w ukladzie krazenia, zalezy
w duzej mierze od zastosowanego rozpuszczalnika lub no$nika. Po rozpuszczeniu lub
uwolnieniu z no$nika, nastgpuje przytaczenie PS do bialek surowicy, erytrocytow lub
leukocytow. Ponadto krazacy w krwioobiegu barwnik moze wiazaé si¢ ze $cianami
naczyn krwiono$nych, ktérych wymiary oraz wilasciwosci fizjologiczne roznia sig
w zalezno$ci od organu docelowego. Przypuszcza sig, ze bezposrednia penetracja PS,
zalezy od sily oddziatywania z ich powierzchnig. Im mniejsze powinowactwo, tym
szybszy 1 wydajniejszy transport [40]. Po dotarciu do miejsca docelowego uwolniony
z krwiobiegu PS, rozprasza si¢ na drodze osmozy w tkance tacznej organow. Po

spetnieniu funkcji terapeutycznej musi ulega¢ mozliwie szybkiej eliminacji. Z tkanek
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nowotworowych lub narzadow nie posiadajacych aktywnos$ci metabolizowania,
usuwanie odbywa si¢ gtownie na drodze limfatycznego odwodnienia. Jesli natomiast
dany PS przedostanie si¢ do watroby lub innego organu posiadajacego aktywnos¢
metabolizowania, moze ulega¢ przemianom pod wptywem enzyméw. Ogdlnie przyjgto,
ze wigkszo$¢ znanych fotouczulaczy wydala si¢ z organizmu razem z zo6tcia. Badanie
farmakokinetyki fotosensybilizatorow wymaga konsekwentnego pomiaru st¢zenia
w tkankach 1 innych ptynach ustrojowych. Czgsto analiza polega na pobieraniu probek
krwi 1 okres$laniu czasu pottrwania w surowicy. Mozna tez oznaczaé stezenie w moczu
lub kale. Metody takie wymagaja opracowania procedur ilosciowej analizy w probkach
materialu biologicznego. Zwykle po homogenizacji stezenie PS analizuje si¢ poprzez

pomiar fluorescencji [32,33,87].

1.5.2. Biodystrybucja fotosensybilizatorow

W wyniku badan przeprowadzonych na matych zwierzgtach (myszy i szczury)
najwyzszy poziom fotouczulaczy stwierdzono w watrobie. Udowodniono réwniez, ze
stezenie sulfonowanych ftalocyjanin w tym narzadzie, jest odwrotnie proporcjonalne
do stopnia sulfonowania oraz lipofilnosci PS. Watroba charakteryzuje si¢ duzym
przeptywem krwi. Posiada roéwniez pory, dzigki ktoérym czasteczki moga w latwy
sposOb opusci¢ naczynia krwiono$ne, a nastgpnie z zOlcia przedostat sig
do dwunastnicy [32,33,96].

Analizujac losy PS w organizmie zauwazono, ze po podaniu dozylnym mozliwa
jest rowniez kumulacja w ptucach oraz §ledzionie. Woodburn 1 wsp. badali porfiryny
posiadajace rézne wspdiczynniki podziatu oktanol/woda. Wykazali, ze kumulacja
w $ledzionie jest porownywalna z innymi narzadami. Egorin 1 wsp. z kolei porownujac
dystrybucje jednakowych dawek porfiryn w réznych rozpuszczalnikach stwierdzili, ze
kumulacja w tym organie jest bardzo zr6znicowana. Okazalo si¢, ze rowniez nerki oraz
pecherz moczowy maja zdolno§¢ kumulowania duzych ilosci PS. Z kolei organy uktadu
pokarmowego (zotadek, jelito cienkie 1 grube), zaliczono do narzadoéw ze S$rednia
kumulacja PS (wigcej niz watroba, mniej niz migs$nie). Pomimo, ze efekty uboczne
terapii fotodynamicznej zwigzane sa gldwnie z odczynami fotoalergicznymi
1 nadwrazliwo$cia na promieniowanie stoneczne, skora kumuluje niewielkie ilosci PS.
Najmniejsze ilo$ci natomiast znaleziono w tzw. ,.suchych” narzadach, do ktorych

zalicza si¢ serce, migsnie szkieletowe, oczy oraz mézg. Wigkszos¢ stosowanych w PDT
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fotouczulaczy charakteryzuje si¢ duza lipofilnoscia, dlatego opracowujac ich postaé
leku, istnieje konieczno$¢ taczenia z odpowiednimi nos$nikami, ktére zwigksza
rozpuszczalnos¢ w wodzie 1 ulatwia transport z ukladu krazenia do tkanki
nowotworowej. Idealny nosnik powinien umozliwi¢ selektywna kumulacje
fotouczulacza w tkance nowotworowej, nie moze rowniez obniza¢ aktywnos$ci leku,

musi by¢ nietoksyczny i biodegradowalny [96,105].

1.5.3. Mechanizmy odpowiedzialne za niszczenie struktur nowotworowych

Gltowna przyczyna toksycznosci PDT jest uszkodzenie struktur komoérkowych,
mitochondriow, lizosoméw oraz jadra. Oksydatywne uszkodzenie lipidéw bton
komoérkowych, prowadzi do zerwania integralnosci 1 zwigkszenia przepuszczalnosci
[97].

W procesie niszczenia tkanki nowotworowej z wykorzystaniem PDT, gtowna

rol¢ odgrywaja trzy podstawowe zjawiska:

1. Bezposrednie niszczenie komérek nowotworowych; w tym przypadku mechanizm
fotodynamiczny jest niewystarczajacy dla catkowitego wyleczenia. Sposrod gtéwnych
ograniczen mozna wymienic:

e nierdbwnomierne rozmieszczenie fotosensybilizatora w tkance
nowotworowej,

e dostgpnos¢ tlenu w tkankach poddanych PDT (wszystkie efekty PDT
zalezne sa od obecnosci tlenu w komorkach, z tego powodu w przypadku
niedotlenienia terapia jest nieefektywna). Podczas choroby nowotworowej
czesto wystgpuje niedokrwisto$¢, co doprowadza do uposledzonego
dostarczania tlenu do tkanek. Aby przywroci¢ skuteczno$¢ PDT, przed
naswietlaniem guza podaje si¢ rekombinowana erytropoetyng, ktora wzmaga

wytwarzanie krwinek czerwonych w szpiku.

II. Uszkodzenie naczyn krwionosnych; w rezultacie nastgpuje zahamowanie

transportu sktadnikéw odzywczych do tkanki nowotworowe;.

III. Aktywacja odpowiedzi przeciwnowotworowej ukladu immunologicznego;

polega w pierwszej kolejnosci na wywotaniu zmian w blonie komérkowej. Efektem jest
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aktywacja licznych fosfolipaz, ktére powoduja zwickszona degradacj¢ fosfolipidow
i uwolnienie czynnikow zapalnych. Efektorami uktadu immunologicznego sa takze
makrofagi, ktore fagocytuja liczne, obumarte komorki nowotworowe.

Kazdy z tych mechanizméw moze wywiera¢ wpltyw na pozostale, tworzac dos¢
skomplikowana sie¢ wzajemnych zaleznosci. W przypadkach integracji tych trzech
mechanizmow, udaje si¢ skutecznie leczy¢ nawet zaawansowane stadia nowotworow
[32,33,64].

Smieré komorek nowotworowych w wyniku PDT jest wynikiem dwoch
procesow: nekrozy lub apoptozy. Nekroza (martwica) to bierny, niespecyficzny proces
kataboliczny. Spowodowana jest dziataniem takich czynnikéw jak wysoka temperatura,
cisnienie lub pH, ktére w sposoéb nieodwracalny uszkadzaja funkcje komorek.
Apoptoza, natomiast w odroznieniu do nekrozy to proces czynny, definiowany jako
zaprogramowana $mier¢ komorki. Sposéb w jaki komorka ulegnie unicestwieniu zalezy
od rodzaju i st¢zenia PS, dawki promieniowania oraz fazy cyklu komoérkowego. Duza
dawka fotouczulacza oraz krotki czas inkubacji, prowadzi zwykle do uszkodzenia blony
komorkowej 1 nekrozy. Natomiast przy nizszych stgzeniach fotosensybilizatora oraz
dhuzszym czasie inkubacji (24 h), przewaza mechanizm apoptozy. Wowczas w wyniku
uszkodzenia retikulum endoplazmatycznego, wzrasta stezenie wewnatrzkomorkowych
jonéw Ca*’, z uszkodzonych mitochondriow uwolniony zostaje cytochrom ¢ oraz

zachodzi aktywacja kaskady kaspaz [33,96].

1.6. Ograniczenia terapii fotodynamicznej

Jednym z najwazniejszych ograniczen terapii fotodynamicznej jest zbyt niska
selektywno$¢ stosowanych fotouczulaczy. Jak wspomniano wcze$niej, poza tkankami
docelowymi barwniki moga kumulowaé si¢ w narzadach zdrowych, migdzy innymi
w skorze lub oczach [5]. Stezenia jakie tam osiagaja nie sa wysokie, ale wystarczajace
aby wywota¢ niebezpieczne reakcje fototoksyczne, nawet kilkadziesiat dni po
zakonczeniu leczenia. Dlatego tez okres rekonwalescencji jest z reguly bardziej
uciazliwy 1 niebezpieczny dla pacjenta niz wlasciwa terapia. Aby skutecznie
wyeliminowaé ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych, nalezy calkowicie zmienic¢
tryb zycia. Zaleca si¢ przebywanie w zaciemnionych pomieszczeniach, dopuszczalne
jest uzywanie zaréwek o bardzo niskiej mocy. Niewskazane jest ogladanie telewizji.

Wychodzac na zewnatrz nalezy zadba¢ o doktadne oslonigcie catego ciata, pamigtajac
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o zalozeniu okularow przeciwstonecznych i nakryciu glowy. W przypadku najbardziej
znanego 1 stosowanego od lat 70-tych, preparatu o nazwie Photofrin, szczegoélne
wzgledy bezpieczenstwa musza by¢ zachowane przez okres 30 dni po podaniu leku.
Jezeli natomiast watroba osoby leczonej nie funkcjonuje w sposob prawidtowy, czas
moze ulec wydtuzeniu nawet do trzech miesigcy. Oprocz nadwrazliwosci na $wiatlo,
nalezy poinformowac¢ pacjenta o mozliwosci wystapienia trudnosci w oddychaniu, jak
réwniez bolu w klatce piersiowej. Czgsto pojawiajacym si¢ objawem jest rowniez
zwezenie $Swiatla przelyku [34,64].

Nieco tagodniej przebiega okres rekonwalescencji po zastosowaniu preparatu Visudyne.
Co prawda nie jest to lek wykorzystywany w leczeniu nowotwordéw, natomiast znalazt
zastosowanie w terapii wysigkowej postaci zwyrodnienia plamki zottej oka. W tym
przypadku po naswietlaniu, pacjent musi bezwzglednie unika¢ §wiatta widzialnego
przez 5 dni [28].

W odniesieniu do kolejnego preparatu o nazwie Foscan, informacja dla pacjenta zawiera
szczegdlowy opis postgpowania po ukonczonej terapii. W ciagu pierwszych 24 godzin
nalezy przebywa¢ w pomieszczeniach, w ktorych catkowicie ograniczono dostgp
swiatla dziennego. Dopuszczalne jest natomiast uzywanie zaréwek o maksymalnej
mocy 60 W. W ciagu kolejnych szesciu dni, mozna stopniowo zwigksza¢ intensywnos¢
o$wietlenia sztucznego, przy dalszym unikaniu promieniowania stonecznego. Wskazane
jest ciaglte noszenie okularow przeciwstonecznych, gdyz nawet najmniejsza dawka
swiatla moze wywota¢ bol oczu oraz glowy. Po tygodniu pacjent moze przebywac poza
domem, jednak nie dluzej niz 15 minut, pamigtajac o szczelnym okryciu catego ciata.
W 15 dniu nalezy wykonaé test polegajacy na wystawieniu niewielkiego fragmentu
ciala na dziatanie $wiatla slonecznego przez okres 5 minut. Jezeli po 24 godzinach nie
wystapi zadna reakcja fototoksyczna w postaci bolu lub zaczerwienienia, mozliwe jest
stopniowe powracanie do normalnego trybu zycia. Z obserwacji wynika, ze catkowity
zanik fotowrazliwosci przypada na 22 dzien po zakonczeniu leczenia.

Oprocz zwigkszonej wrazliwosci pacjentow na $wiatlo, stosunkowo niska selektywnos¢
fotouczulaczy jest czgsto przyczyna zaburzen funkcjonowania innych narzadow, czego
efektem sa takie objawy jak wymioty, nudnosci, biegunka, trudnosci w przetykaniu lub

anemia [28,64,96].
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1.7. Sposoby zwigkszania biodostepnosci i selektywnosci fotouczulaczy

Gléwnym ograniczeniem PDT jest zbyt niska selektywno$¢ stosowanych
preparatow. Najczestsze efekty uboczne sa zwigzane z kumulowaniem sig
fotouczulaczy w tkankach zdrowych. Dlatego tez réwnolegle z pracami nad synteza
nowych fotosensybilizatoréw, prowadzone sa badania majace na celu wydajny transport
leku do tkanek nowotworowych. Szczegélnym =zainteresowaniem ciesza si¢ takie
rozwigzania jak zastosowanie liposomoéw, miceli, emulsji olejowych, lipoprotein

lub przeciwciat monoklonalnych [43,106,122,125,132,140].

1.7.1. Liposomy i emulsje

Pierwszym fotouczulaczem, ktérego wiasciwosci analizowano w formie
zwiazane] z liposomami byla hematoporfiryna. Po podaniu podotrzewnowym do
organizmu myszy wykazano, ze pomimo wolniejszej kumulacji w tkance
nowotworowej, lek osiagal dwukrotnie wigksze st¢zenie niz po aplikacji roztworu
wodnego. Dalsze badania wykazaty, ze fotouczulacze podawane w formie liposomoéw
sa bardzo wydajnie wychwytywane przez makrofagi, czego efektem jest kumulacja
w watrobie lub $ledzionie. Wydawatoby sig, ze moze to stanowi¢ powazne ograniczenie
tzw. terapii celowanej. Okazalo si¢ jednak, Ze stgzenia uzyskane we wspomnianych
narzadach dla fotouczulaczy w formie wolnej i zwiazanej, nie rdznia si¢ w sposob
znaczacy. Bardzo obiecujace wyniki otrzymano réwniez w przypadku niepodstawionej
ftalocyjaniny cynkowej, ktéra w zaleznosci od rodzaju liposomow, uzyskiwata st¢zenie
w obrgbie nowotworow, nawet dziesigciokrotnie wigksze niz w tkance zdrowe;.
Wykazano rowniez, ze ftalocyjaniny podstawione peryferyjnie grupami butoksylowymi,
wprowadzone do ustroju w formie emulsji na bazie kremoforu EL, kumulowaty si¢

w tkance neoplastycznej z bardzo wysoka wydajnoscia [106,122,125].

1.7.2. Lipoproteiny

Zjawisko taczenia sig fotouczulaczy z lipoproteinami krwi zalezy gldwnie od ich
warto$ci HLB, czyli rownowagi hydrofilowo-lipofilowej (ang. hydrophilic-lipophilic
balance). Barwniki o umiarkowanej hydrofobowosci sa transportowane gtownie jako

potaczenia z albuminami, natomiast z lipoproteinami wiaza si¢ uczulacze silnie
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hydrofobowe. Niezwykle korzystnym sposobem zwigkszania selektywnos$ci, jest
taczenie fotouczulaczy z lipoproteinami o matej gestosci (LDL). Okazato sig, ze
miejscem docelowym podanych w ten sposob barwnikdéw, sa bezposrednio komorki
nowotworowe. Natomiast barwniki w formie niezwigzane] powoduja gltownie
uszkodzenia naczyn krwiono$nych w obrgbie guza. Wyjasnieniem zaobserwowanej
réznicy moze by¢ fakt, ze komorki silnie proliferujace, odznaczaja si¢ zwigkszona

synteza receptorow odpowiedzialnych za wychwytywanie LDL z otoczenia [125].

1.7.3. Przeciwciala monoklonalne

Przeciwciata monoklonalne posiadaja zdolno$¢ rozpoznawania i taczenia sig
z antygenami nowotworowymi, znajdujacymi si¢ na powierzchni komoérek. Zalety
takiego rozwiazania potwierdzono w przypadku hematoporfiryny. W wyniku potaczenia
z przeciwcialami barwnik wykazywal dwukrotnie wigkszy efekt terapeutyczny niz
forma niezwigzana. Tego typu potaczenia wydaja si¢ rowniez idealnym rozwiazaniem
w walce z nowotworami, uposledzajacymi funkcjonowanie szpiku kostnego, jak

biataczka lub chtoniaki [125].

1.7.4. Nanotechnologia w PDT

Glownym  zalozeniem  nanomedycyny  jest  opracowanie  struktur
umozliwiajacych przede wszystkim szybka i trafna diagnozg danego schorzenia,
a nastgpnie zastosowanie wydajnej 1 mozliwie nieinwazyjnej terapii. Nanotechnolgia
z jednej strony stuzy udoskonaleniu i zwigkszeniu skutecznosci tradycyjnych metod
leczenia, z drugiej natomiast oferuje caty szereg nowych rozwiazan, gwarantujacych
poprawe selektywnos$ci oraz bezpieczenstwa. Wprowadzenie uktadow w skali nano
do lecznictwa umozliwia precyzyjna oceng i modyfikacj¢ podstawowych parametrow
farmakokinetycznych, poczawszy od rozpuszczalnosci lekow, czasow poéttrwania po
podaniu do ustroju, a skonczywszy na kontrolowanym uwalnianiu substancji aktywnej
w okreslonym czasie i wymaganym miejscu. W odniesieniu do terapii fotodynamicznej
duze nadzieje wiaze si¢ z wykorzystaniem takich nanoczastek jak nanorurki,
nanokropki, czy opisane wcze$niej liposomy [21,30,41,109,178].

Nanorurki weglowe ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci przewodzace,

znalazty poczatkowo zastosowanie glownie w branzy elektronicznej. Okazalo sig
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jednak, ze po odpowiedniej modyfikacji, wykazuja zdolno$¢ do stosunkowo tatwego
przechodzenia przez blony komodrkowe. Dlatego tez zaczgto rozwazaé wykorzystanie
nanorurek jako no$nikow substancji leczniczych. Odpowiednia modyfikacja
zewngtrznej powierzchni, polegajaca na przylaczeniu czasteczek fotouczulacza oraz
przeciwcial specyficznych dla okreslonego nowotworu, wydaje si¢ niezwykle
interesujacym rozwigzaniem w terapii fotodynamicznej. Wykazano, ze tego rodzaju
uktady moga dziata¢ w sposdb dwukierunkowy. Nanorurki, szczego6lnie jednoscienne,
silnie absorbuja bowiem promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni
(7005000 nm). Dlatego tez komorki ulegatyby niszczeniu zaré6wno w wyniku
tworzacego si¢ tlenu singletowego, jak roéwniez pod wpltywem wysokiej temperatury
[107].

Ilo§¢ materiatéw, z jakich mozna przygotowa¢ nanoczastki jest bardzo

zréznicowana. Moga to by¢ struktury otrzymane na bazie polimeréw, metali lub
ceramik. W$rdd nanoczastek polimerowych mozna wyrézni¢ takie, ktoére po spelnieniu
swojego zadania ulegaja biodegradacji oraz takie, ktére sa usuwane z organizmu
W postaci niezmienionej [30,123].
W przypadku PDT rozwazano zastosowanie nanoczastek, zbudowanych z siarczku
cynku. Przeprowadzone doswiadczenia dowiodly, ze stanowia odpowiednie podtoze do
przylaczania rdéznego rodzaju znacznikow, natomiast dodatkowe polaczenie z jonami
manganu lub europu, wywoluje efekt fluorescencyjny, niezwykle przydatny
w diagnostyce fotodynamicznej. Innym rodzajem sa nanoczastki otrzymywane na bazie
krzemionki. Poprzez odpowiednia modyfikacj¢ procesu produkcji, otrzymuje si¢ czastki
o Scisle zdefiniowanym rozmiarze poréw (2-50 nm). Kolejng zaleta jest fakt, ze
w organizmie sa degradowane do kwasu krzemowego, ktory jest latwo eliminowany.
Okazato si¢ takze, ze nanoczastki krzemowe moga generowal tlen singletowy bez
udziatu fotouczulacza [74,123].

W ostatnim czasie pojawita si¢ informacja o udanej syntezie fotouczulacza,
wzbudzanego promieniowaniem o dtugos$ci fali z zakresu podczerwieni (ryc. 3). Rdzen
takiej czasteczki zbudowano z nanoczastek majacych zdolno$¢ konwersji energii
uzyskanej z fotonow - PUNPs (ang. Photon Upconverting Nanoparticles).
Wyjatkowos¢ opisanych uktadéw polega na tym, ze promieniowanie wyemitowane
posiada energi¢ wyzsza niz pochtonigte. Gléwnymi zaletami takich rozwiazan sa: (i)
absorpcja promieniowania podczerwonego, ktore penetruje tkanke na gitebokos$¢ nawet

kilkanascie razy wigksza niz promieniowanie widzialne, (ii) wysoka specyficznosé
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kumulacji w tkance nowotworowej, (iii) poszerzenie zbioru potencjalnych
fotouczulaczy. Sugeruje sig, ze potaczenia tego rodzaju, beda w przysztosci stanowily

kolejna generacje fotouczulaczy [174].

promieniowanie przeciwciato

IR

pltaszcz z mieszaniny
fotouczulacza i krzemionki

Ryec. 3. Schemat dziatania fotouczulacza typu PUNP [174]

Na szczegolna uwage zasluguje rowniez koncepcja tzw. fotodynamicznych latarni
molekularnych (ang. Photodynamic Molecular Beacons; PMB). Idea takiego
rozwiagzania jest polaczenie czasteczki fotouczulacza 1 wygaszacza za pomoca
fragmentu  polipeptydu, bedacego jednocze$nie  molekularnym  markerem,
rozpoznawanym jedynie przez komorki nowotworowe. Dzigki temu uzyskuje sig
selektywna kumulacj¢ leku w obregbie guza. Ponadto zadaniem peptydu taczacego, jest
utrzymanie obu czasteczek w bliskiej odleglosci, umozliwiajacej transfer energii.
Wygaszacz pelni z kolei role akceptora energii emitowanej przez barwnik i blokuje
proces powstawania reaktywnych form tlenu. Po wprowadzeniu do komoérki sekwencja
polipeptydu jest rozpoznawana i rozcinana przez enzym, charakteryzujacy si¢ wysokim
poziomem ekspresji w tkankach nowotworowych. W przypadku raka trzustki, jelita
grubego, piersi i niedrobnokomoérkowego raka phuc, taka role¢ peilni macierzowa
metaloproteinaza. Rozcigcie tacznika prowadzi do odblokowania czasteczki
fotosensybilizatora (ryc. 4). Tkanke eksponuje si¢ nastgpnie na dzialanie
promieniowania o odpowiedniej dtugosci fali i w ten sposob uaktywnia wilasciwy

proces fotodynamicznego niszczenia nowotworu [176].
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fancuch polipeptydowy

MMP -7

Ryc. 4. Schemat dziatania PMB z peptydowym tacznikiem; PS - fotouczulacz,
Q - wygaszacz, MMP-7- metaloproteinaza 7 [176]

Mozliwe jest rowniez potaczenie czasteczek przy pomocy oligonukleotydu
o sekwencji antysensownej z celowanym, specyficznym dla danego nowotworu
m-RNA. Lacznik oligonukleotydowy tworzy strukturg petli (tzw. spinki do wloséw;
ang. hairpin), ktora otwiera si¢ w obecnosci odpowiedniego m-RNA. Umozliwia to

wzbudzenie fotouczulacza w reakceji fotodynamicznej (ryc. 5) [35].

petla oligonukleotydowa

Rye. S. Schemat dziatania PMB z oligonukleotydowym facznikiem o strukturze

,»spinki do wtosow” ; PS - fotouczulacz, Q — wygaszacz [35].
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Pomimo niewatpliwych zalet wynikajacych z zastosowania nanostruktur w PDT,
nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na potencjalne zagrozenia, jakie niesie wprowadzenie
tak ztozonych uktadéw do organizmu. Obecnie najwigkszym wyzwaniem dla zespotéw
badawczych jest doktadne poznanie szlakdw przemian, jakim ulegaja one w ustroju po
zakonczeniu terapii, ze szczegélnym uwzglednieniem procesu eliminacji. Wykazano
bowiem, ze niektore rodzaje nanoczastek moga pozostawaé w organizmie przez okres

kilku miesigcy, a nawet kilku lat [53].

1.8. Charakterystyka i podzial substancji fotouczulajacych

1.8.1. Cechy idealnego fotouczulacza do PDT

Fotouczulacze musza spetnia¢ kilka warunkow, aby mogly by¢ wykorzystywane
w diagnostyce i leczeniu metoda fotodynamiczng. Dobry fotosensybilizator powinien

odznaczac¢ si¢ takimi parametrami jak:

e Maksimum absorpcji w zakresie 600-800 nm. Pasma absorpcji
fotosensybilizatora nie moga pokrywac si¢ z pasmami absorpcji w obszarze
widzialnym barwnikéw endogennych, takich jak melanina, hemoglobina,
oksyhemoglobina oraz z pasmami absorpcji wody w obszarze bliskiej
podczerwieni.

e Minimum absorpcji w zakresie 400-600 nm. Fotouczulacze absorbujace
w tym regionie spektroskopowym, zwigkszaja fotowrazliwo$¢ skory, co jest
gléwnym efektem ubocznym terapii fotodynamicznej, charakterystycznym dla
pierwszej generacji fotouczulaczy, bazujacych na pochodnych hematoporfiryny.

e Wysoka wydajnos$¢ tworzenia tlenu singletowego lub reaktywnych form
tlenu.

e Fotostabilnosé. Fotosensybilizator powinien charakteryzowaé si¢ stabilnos$cia,
pomimo mozliwo$ci utleniania przez tlen singletowy i inne reaktywne formy
tlenu wytwarzane in situ.

e Brak efektow fototoksycznych (cytotoksycznosc, mutagennosc¢)

w zdrowych tkankach.
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e Selektywna kumulacja w tkankach nowotworowych. Wymagane jest aby
fotouczulacze pozostawaly w miejscu dziatania przez co najmniej kilkadziesiat
godzin.

e Wysoki stopien czystosci chemicznej. W terapii fotodynamicznej konieczne
jest zastosowanie pojedynczego, dobrze zdefiniowanego fotouczulacza,
co pozwala na lepsze okreSlenie zaleznoSci pomigdzy struktura barwnika,
a wywotanym efektem.

o Mozliwos$¢ prostej i wydajnej syntezy.

e Latwa i szybka eliminacja z organizmu [5,110].

1.8.2. Podzial fotouczulaczy

Fotosensybilizatory stosowane w praktyce klinicznej mozna podzieli¢ ze
wzgledu na:
a) rozpuszczalnos¢:

1. hydrofobowe — wykazuja wigksze powinowactwo do lipidow komoérkowych.
Naleza do nich migdzy innymi ftalocyjaniny cynkowe i chlorowo-glinowe,
naftalocyjaniny oraz cynowa etiopurpuryna. Ze wzgledu na problemy
w dystrybucji, wymagaja stosowania no$nikéw zwigkszajacych rozpuszczalnos¢,
takich jak liposomy lub Tween 80.

2. hydrofilowe — wykazuja dobra rozpuszczalno$¢ w $rodowisku wodnym.
Zaliczamy do nich pochodne tetrafenyloporfiny oraz chloroglinowe pochodne
ftalocyjanin zawierajace podstawniki sulfonowe. W zaleznosci od budowy
wystepuja w roztworze wodnym w formie kationowej lub anionowe;.

3. amfifilowe — do tej grupy naleza porfirynowe pochodne, ktore wokot
hydrofobowego pierscienia posiadaja niesymetrycznie rozmieszczone polarne
podstawniki. Maja one najwigksze znaczenie kliniczne ze wzgledu na mozliwo$¢
umiejscowienia, zarowno w strefach lipidowych, jak i wodnych komorki.

b) strukture chemiczna:

1. pochodne porfiryn
HpD — hematoporfiryna i jej pochodne
BPD — benzoporfiryna i jej pochodne
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ALA — kwas 5-aminolewulinowy i jego pochodne
Teksafiryny

2. pochodne chlorofilu
Chloryny
Purpuryny
Bakteriochloryny

3. barwniki
Ftalocyjaniny
Naftalocyjaniny
Subftalocyjaniny

¢) generacje:

1. Pierwsza generacja zwiazkéw fotouczulajacych obejmuje preparaty
hematoporfiryn HpD, begdace mieszaninami monomerdéw, dimerow
1 oligomerdéw porfirynowych, potaczonych za pomoca wiazan estrowych lub
eterowych. Sa one otrzymywane na drodze ekstrakcji z tzw. masy
erytrocytarnej.

2. Druga generacja obejmuje zwiazki stosowane w PDT od 1980 r. Sa to
pochodne hematoporfiryny i fotouczulacze otrzymane syntetycznie, takie jak
kwas 5-aminolewulinowy, pochodne benzoporfiryny, teksafiryny, pochodne
etiopuryny lub analogi chloryn.

3. Trzecia generacja to potaczenia fotosensybilizatoréw z no$nikami
poprawiajacymi selektywnos$¢ ich kumulacji w chorej tkance. Sa to polaczenia
z przeciwcialami monoklonalnymi, no$nikami biatkowymi lub systemami
biatkowo/receptorowymi. Moga by¢ dodatkowo znakowane radioaktywnie.
Wykorzystuja nowotworowe markery powierzchniowe: receptory czynnikdéw
wzrostu, receptory dla transferyny, integryny, kwasu foliowego, insuliny
i lipoprotein o matej ggstosci LDL, a takze transportery glukozy. Nie mozna
jednoznacznie  stwierdzi¢, czy nowsze generacje fotouczulaczy sa
skuteczniejsze. Pomimo poprawy pewnych parametréw terapeutycznych, czgsto
odnotowuje si¢ silny bol w czasie zabiegu lub zbyt duza reaktywno$¢

wywolujaca podraznienie przy bardzo stabym oswietleniu [5,110,155].
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1.8.3. Fotosensybilizatory stosowane w praktyce klinicznej

Photofrin jest zaliczany do fotosensybilizatorow pierwszej generacji. W sklad
preparatu  wchodzi hematoporfiryna, hydroksyetylowinylodeuteroporfiryna oraz
protoporfiryna, skompleksowane w formie mono-, di- i oligomerow. W PDT znalazt
zastosowanie w leczeniu lub zmniejszaniu objawow raka przelyku oraz
niedrobnokomoérkowego raka pluc. W 2003 roku Photofrin zakwalifikowano do
leczenia uszkodzen przedrakowych przetyku Barrett’a. Substancje aktywne preparatu sa

aktywowane $wiatlem o dtugosci fali 630 nm [5,8,97].

Levulan to nazwa handlowa kwasu 5-aminolewulinowego (ALA). Po aplikacji
przyczynia si¢ do kumulacji w komorkach protoporfiryny IX, bedace; wlasciwym
czynnikiem fotouczulajacym. W odroznieniu od pozostaltych fotouczulaczy moze by¢
podany doustnie, chociaz najczgsciej jest stosowany na skor¢ w postaci masci.
Najwigksza skuteczno$¢ wykazuje w odniesieniu do powierzchniowych zmian skérnych
oraz nowotworoOw jamy ustnej. Moze by¢ takze uzyty w przypadku nowotworow
przetyku i zotadka. Trwaja badania nad wprowadzeniem do lecznictwa estréw ALA,
ktoére dzigki obecnosci dlugiego lipofilowego tancucha, wykazuja zwigkszona zdolnosé

penetracji przez warstwg rogowa skory [5,56].

m-THPC - meta-tetrahydroksyfenylochloryna (m-THPC) = Foscan,
Temoporfin. Jest to hydrofobowa chloryna rdzeniowa, posiadajaca grupe
hydroksylowa w pozycji meso. Taka budowa warunkuje migdzy innymi znaczny wzrost
rozpuszczalnos$ci. Pierwsze badania z udzialem m-THPC rozpoczgty si¢ w 1990 roku
1 dotyczyly leczenia chloniaka oraz terapii nowotworéw wystgpujacych w rejonie
narzadéw rodnych, drog oddechowych oraz okolicach glowy i szyi. W poréwnaniu
z preparatem Photofrin, m-THPC jest okoto 20 razy bardziej skuteczna. Efektywna
terapia wymaga znacznie nizszych stgzen fotouczulacza oraz krotszego czasu
naswietlania. Stwierdzono, Ze charakteryzuje si¢ wigksza wydajnoscia generowania

tlenu singletowego, wykazujac jednoczesnie bardziej selektywne dziatanie [5,87,93].

Motexafin Lutetium w literaturze znany jako Lutrin, albo Lutex to rowniez
fotosensybilizator drugiej generacji. Skladnikiem preparatu jest aromatyczna

metaloporfiryna posiadajaca maksimum absorpcji przy 732 nm, podawana dozylnie
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6-24 godzin przed rozpoczgciem naswietlania. Czas trwania fotowrazliwosci wynosi

jedynie 1-2 dni [5,25,66,138].

Visudyne — substancja aktywna preparatu jest zaliczana do grupy benzoporfiryn.
W tym przypadku wywotywany efekt fotodynamiczny wykorzystuje si¢ w leczeniu
pacjentdw cierpiacych na starcze zwyrodnienie plamki zéitej (AMD) [28,70,135].

W krétkim czasie rozwdj nauki przyczynil si¢ do syntezy wielu nowych
fotosensybilizatorow, okreslanych mianem drugiej generacji, ktore charakteryzuja sig
krotszymi czasami klirensu osoczowego 1 pottrwania w tkankach. Sa one pobudzane
przez $wiatlo o wigkszej dtugosci fali (650-690 nm). Dzigki temu znaczaco zwigkszyta
si¢ selektywnos$¢ terapii 1 zmniejszylo ryzyko ewentualnhych dziatan ubocznych

[64,68,77].

1.9. Kliniczne mozliwos$ci zastosowania terapii fotodynamicznej

W oparciu o przestanki teoretyczne 1 eksperymentalne, metody fotodynamiczne
stosuje si¢ w wielu dyscyplinach klinicznych. Powszechnie wykorzystywane sa przede
wszystkim w diagnostyce 1 terapii zmian przednowotworowych, i nowotworéw
ztosliwych [7,9,70,97,101,121,144].

Terapia fotodynamiczna okazata si¢ najskuteczniejsza w leczeniu standw
przedrakowych, zlokalizowanych w obregbie jamy ustnej, przewodu pokarmowego,
gornych droég oddechowych i pecherza moczowego oraz niezbyt zaawansowanych
zmian nowotworowych. Najwigcej doniesien dotyczy skuteczno$ci w terapii przetyku
Barret’a, ktory jest stanem przednowotworowym tego narzadu [104]. Wysoka
skuteczno§¢ wykazano réwniez w przypadku raka szyjki macicy. Ftalocyjaniny
cynkowe byly takze przedmiotem badan, odnosnie skutecznosci wzgledem
komoérek  nowotworu  piersi.  Okazalo sig, ze pochodne z  grupami
oktakis(N,N-dimetyloamino)etylosulfanylowymi w polaczeniu ze §wiattem czerwonym,
dezaktywowaty ok. 70% komorek [159].

Szczegdlne osiagnigcia z wykorzystaniem PDT odnotowano w dermatologii.
Sposrod wszystkich organdéw skora wydaje si¢ idealna dla tego rodzaju leczenia. Jest
fatwo dostgpna dla $§wiatla, natomiast leczenie czg¢sto nie wymaga ogoélnoustrojowego

podawania fotouczulacza. Ponadto skutki terapii sa zauwazalne w bardzo krotkim
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czasie. Jak dotad zjawisko fotodynamiczne wykorzystywano w leczeniu przypadtosci
takich jak tuszczyca, przebarwienia oraz wszelkiego rodzaju znamiona. Znakomite
efekty uzyskuje si¢ rowniez w usuwaniu zmian tradzikowych [7,18,64,67,141] .

Jak wspomniano wcze$niej PDT z powodzeniem stosuje si¢ w usuwaniu zmian
wystepujacych w obrebie gornych drég oddechowych. Szczegdlne sukcesy odnotowuje
si¢ W terapii nowotworéw oraz brodawczakow krtani. W przypadku nowotworu strun
glosowych, kuracja jest bardzo skuteczna i1 umozliwia zachowanie glosu oraz
zaniechanie interwencji chirurgicznej [61,168].

Efekty fotodynamiczne mozna wykorzysta¢ rowniez w zwalczaniu infekcji
bakteryjnych lub grzybiczych. W wyniku zastosowania fotouczulaczy eliminuje si¢
przede wszystkim zjawisko lekoopornos$ci drobnoustrojow, jak rowniez ogranicza
ryzyko wystapienia powiktan charakterystycznych dla antybiotykoterapii. Metoda PDT
okazala si¢ skuteczna w zwalczaniu zakazen jamy ustnej, wywotanych migdzy innymi
grzybnia Candida. Skuteczno$¢ wykazano réwniez w odniesieniu do gronkowcow
z rodzaju S. aureus, jak rowniez niezwykle groznych pateczek ropy bilgkitnej
P. aeruginosa. Okazalo sig, ze bardziej podatne na inaktywacj¢ sa bakterie
Gram—dodatnie. W przypadku komodrek Gram—ujemnych, korzystne okazato sig
stosowanie fotouczulaczy tacznie z substancjami takimi jak polimyksyna lub kompleks
tris—EDTA, ktorych zadaniem jest zwigkszenie przepuszczalno$ci zewngtrznej otoczki
bakteryjnej. Takie rozwigzania okazaty si¢ skuteczne w leczeniu zakazen pateczka
okreznicy E. coli [14,39,93,111,134,143,156].

Przewaga terapii i diagnostyki fotodynamicznej nad konwencjonalnymi
metodami chirurgicznymi 1 radioterapeutycznymi polega na swoistej selektywnosci.
Wybiodrczos¢ jest osiagana przez preferencyjne gromadzenie si¢ substancji uczulajacej
na $wiatlo w wybranej tkance. Ponadto aktywno$¢ fotodynamiczna jest ograniczona do
miejsca nas§wietlania i nie oddziatuje na otaczajace komorki, przy braku fotouczulacza
lub $wiatla. Znacznie rzadziej dochodzi do powiktan. Inng wazna zaleta jest stosunkowo
szybka regeneracja tkanek oraz mniejsze ryzyko powstawania blizn. PDT moze by¢
takze wykorzystywana jako uzupelienie radioterapii, chemioterapii czy leczenia
chirurgicznego [64,73].

Atutami terapii fotodynamicznej sa: duza skuteczno$¢, dobry efekt
kosmetyczny, mozliwos¢ zachowania prawidtowej funkcji leczonego narzadu oraz mata
inwazyjno$¢ wobec glebiej polozonych struktur. Zadowalajace rezultaty mozna

osiagnaé takze w leczeniu paliatywnym, w szczegdlnosci w przypadku rozlegtych
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zmian nowotworowych. Terapia fotodynamiczna nie wymaga sterylnego otoczenia
w miejscu leczenia. Moze by¢ przeprowadzana w klinikach jednodniowego pobytu, co
obniza koszty kuracji oraz korzystnie wptywa na stan psychiczny osoby leczone;j.
W  znacznym stopniu przyczynia si¢ do poprawy komfortu zycia w czasie
rekonwalescencji. Zmniejsza rowniez dolegliwosci bolowe zwiazane z wystepowaniem
zmiany nowotworowej [64].

Powiktania po zastosowaniu metod fotodynamicznych sg znacznie rzadsze niz
w przypadku tradycyjnych technik leczenia. Odpowiednio dobierajac dawki
fotouczulacza i promieniowania, mozna w znacznym stopniu zmniejszy¢ efekty
uboczne. W dermatologii sa to glownie miejscowy rumien, bdl i pieczenie w miejscu
naswietlania. Po naswietlaniu zmian przetyku, moze nastapi¢ zwezenie wymagajace
mechanicznego rozszerzenia, a po kuracji raka pgcherza moczowego — krwiomocz,
objawy dysuryczne oraz zmniejszenie objetosci i zwldknienie pecherza. W kazdym
przypadku ogdlnego podania zwiazku fotouczulajacego, nalezy liczy¢ si¢ z ryzykiem
tagodnych poparzen stonecznych [8,28].

Obecnie trwaja prace nad miejscowym podawaniem fotosensybilizatoréw przez
specjalnie zaprojektowane aplikatory, co umozliwi prawie catkowite zmniejszenie
nadwrazliwosci na $wiatlo w innych miejscach ciata. Prowadzone sa takze proby
faczenia terapii fotodynamicznej z immunoterapia oraz radiochemioterapia
(w odniesieniu do zmian zlokalizowanych w wezlach chionnych). Natomiast problem
ograniczonej skutecznosci terapii fotodynamicznej u chorych z niedokrwisto$cia, usituje
si¢ eliminowa¢ poprzez podanie erytropoetyny, ktorej zadaniem jest zwigkszenie
stopnia utlenienia tkanek. Jednym z kierunkéw rozwoju PDT jest poznanie
mechanizméw obronnych, uruchamianych w komoérkach nowotworowych poddanych
terapii fotodynamicznej. Mozna przypuszczaé, iz leczenie laczone, polegajace na
jednoczesnym zastosowaniu metody fotodynamicznej oraz substancji blokujacych
mechanizmy obronne komorek rakowych, doprowadzi do wzmocnienia dziatania

przeciwnowotworowego [10].
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2. Ftalocyjaniny, porfirazyny i subftalocyjaniny

2.1. Poréwnanie budowy chemicznej

Podstawowa struktura porfiryny (porfina) sktada si¢ z czterech jednostek pirolu,
potaczonych czterema mostkami metinowymi. Jest to uktad aromatyczny zawierajacy
22 elektrony m (w tym 18 zdelokalizowanych), speiniajacy regule aromatycznosci
Hickla (4n+2m, gdzie n = 4). Porfirazyny natomiast sa izoelektronowe z porfirynami
1 wykazuja zblizony ksztalt czasteczek. Roéznica strukturalna polega na zastgpieniu
atomow wegla w mostkach metinowych atomami azotu. Takie polaczenia, okreslane
jako aza, sa z reguly bardziej elektroujemne. Okazalo sig¢, ze wprowadzenie atomoéw
azotu zamiast atomow wegla, prowadzi do obnizenia energii wszystkich molekularnych
orbitali walencyjnych. Obserwuje si¢ roéwniez zmniejszenie rozmiaru uktadu
makrocyklicznego. Ftalocyjaniny z kolei moga by¢ rozpatrywane jako pochodne
porfirazyn, ktérych uktad aromatyczny zostal poszerzony o cztery pierscienie
benzenowe [11,20,47,49,90,118,160,172].

Innym rodzajem czasteczek makrocyklicznych sa subftalocyjaniny, w ktorych liczba
pier§cieni benzopirolowych zostata zredukowana do trzech. Mozna je rozpatrywac jako
nizsze homologi ftalocyjanin. Posiadaja uktad 14 aromatycznych elektronow m. Czgsto
sa wykorzystywane jako substraty w syntezie niesymetrycznych ftalocyjanin
[45,86,117].

Wzory strukturalne porfiryny, porfirazyny, ftalocyjaniny, oraz subftalocyjaniny
przedstawiono na ryc. 6.

Struktur¢ wymienionych powyzej zwiazkow mozna modyfikowaé zar6wno
w centrum pierScienia, jak rowniez w czgsci peryferyjnej. Rozréznia si¢ tak zwane
pochodne demetalowane lub metalowane. W drugim przypadku jon metalu oddziatuje
z atomami azotu dwoch pier§cieni pirolowych. Wykazano, Ze obecno$¢ metalu
w pierScieniu wptywa stabilizujaco na caly uktad [78,116,166].

Zdecydowanie wigksza roznorodnos¢ zwiazkow, uzyskano dzigki opracowaniu
metod syntezy pochodnych podstawionych peryferyjnie. Sposrod wielu rodzajow
podstawnikow, najbardziej rokujace okazaly si¢ grupy sulfonowe, karboksylowe,

silikonowe, alkilowe, alkoksylowe, aminowe oraz estrowe [12,47,49,124,137].

40



CZESC TEORETYCZNA

N
N
RYs

PORFIRYNA PORFIRAZYNA
N=—" ; ;\\N N
= X
N\
N\ 7
N N \ N\B/N\

\ N
/

/ I~Cl
N EE N N N _=N

FTALOCYJANINA SUBFTALOCYJANINA

Ryec. 6. Wzory strukturalne porfiryny, porfirazyny, ftalocyjaniny oraz

subftalocyjaniny

2.2. Wlasciwosci spektroskopowe

Jedna z gtownych metod oceny nowych fotouczulaczy jest spektrofotometria
w zakresie UV-Vis. Widma absorpcji oraz emisji stanowia obszerne zrodto informacji
na temat struktury badanej czasteczki, umozliwiaja analizg stanow energetycznych,
pozwalaja wnioskowa¢ na temat symetrii. Analizujac powstawanie lub zanikanie
poszczegolnych pasm, mozna oceni¢ czy dany fotouczulacz wykazuje tendencje do
tworzenia agregatow, a tym samym dobra¢ odpowiedni rozpuszczalnik do dalszych

badan [47,49,76,160].
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2.2.1. Elektronowe widma absorpcji

Widma absorpcji wigkszo$ci fotouczulaczy charakteryzuja si¢ obecnos$cia

dwodch podstawowych pasm:

» pasmo Q —  wystepujace w zakresie widzialnym (600-800 nm),
charakteryzujace si¢ duza intensywnoscia (€ > 105) oraz

niska energia wzbudzenia,

»> pasmo Soreta —  zlokalizowane w zakresie 300-400 nm.

Wymienione pasma w widmie niepodstawionych porfirazyn, charakteryzuja si¢
porownywalnym nat¢zeniem i wystepuja odpowiednio w zakresie 330-350 (Soret) oraz
530-620 nm (pasmo Q). Roéznice w budowie peryferyjnych podstawnikéw wywotuja
czgsto zmiany w intensywnosci pasm oraz w dhugosci fali, przy ktorej wystgpuja.
Oprocz pasm Q 1 Soreta obserwuje si¢ takze pasma typu charge transfer (CT),
450-600 nm. Sa one wynikiem przeniesienia tadunku z metalu od ligandu (MLCT) lub
odwrotnie (LMCT) [47,48,76,88,118,126,150,160,164].

W przypadku subftalocyjanin pasmo Q jest roOwniez bardzo intensywne i z reguly
znajduje si¢ w zakresie 550-650 nm [45,117,153].

Analizujac fotosensybilizatory szczeg6lna uwage zwraca si¢ przede wszystkim na
lokalizacj¢ oraz ksztalt pasma Q. Wykazano migdzy innymi, ze wyrazne rozdwojenie
moze §wiadczy¢ o obecno$ci w roztworze zarowno form monomerycznych, jak rowniez
agregatow. Ogoélnie przyjeto, ze tendencja do agregacji to zjawisko niekorzystne,
wplywajace negatywnie na zdolno$¢ generowania tlenu singletowego. Rozszczepienie
pasma Q moze by¢ takze wynikiem demetalacji kompleksu. Dowiedziono réwniez, ze
pojawianie si¢ slabych pasm w zakresie dlugofalowym, moze by¢ wynikiem
utlenienia pierScienia makrocyklicznego, a nastgpnie agregacji form utlenionych
[2,3,92,100,112,160,173].

Wyrazny wptyw na przebieg widma UV-Vis ma rodzaj uzytego rozpuszczalnika.
Przesunigcie pasma Q w kierunku dlugofalowym obserwowano w rozpuszczalnikach
organicznych (najwigksze dla 1-chloronaftalenu). Takie przesunigcie moze wynikaé
z destabilizacji orbitalu HOMO lub stabilizacji LUMO. Sugeruje sig, ze interakcja

migdzy rozpuszczalnikami koordynujacymi, a czasteczka fotouczulacza stabilizuje
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LUMO. Ogodlnie przyjeto, ze rozpuszczalniki posiadajace rozbudowany uktad
elektrondbw m moga stabilizowa¢ LUMO, co skutkuje przesunigciem pasma Q
w kierunku dlugofalowym. Agregacja powoduje zblizanie si¢ orbitali poszczegdlnych
molekul, co w rezultacie prowadzi do rozszczepienia poziomdOw energetycznych
HOMO i1 LUMO. Powstaja w ten sposdb podpoziomy wibronowe, ktoére tylko
nieznacznie roznig si¢ energia. [lo$¢ tych podpozioméw zalezy od liczby czasteczek
tworzacych aglomerat. Wraz ze wzrostem liczby czasteczek zwigksza si¢ sita
oddziatywan migdzy nimi. Ostatecznie poszczegdlne poziomy nie sa juz zauwazalne,
powstaje natomiast nowe pasmo [36,75,126,149,160].

Stosunkowo trudna do wyjasnienia jest natomiast obecnos$¢ drobnych pasm, potozonych
po stronie dlugofalowej pasma Q. W widmach porfirazyn moga one pochodzi¢ od
wspomnianych wczesniej przejs¢ typu “charge transfer”. W przypadku ftalocyjanin
cynkowych w tym zakresie obserwowano tak zwane pasmo X. Z reguly pojawiato sig
w rozpuszczalnikach o niskiej polarnosci, natomiast nie byto obserwowane w bardziej
polarnych takich jak DMF, aceton, DMSO, a takze THF [113,114,115].

Sugeruje sig, ze pasmo X jest wynikiem znieksztalcenia pier§cienia w niektorych
rozpuszczalnikach. Takie odchylenia od ptaszczyzny sa charakterystyczne réwniez dla
tetrafenyloporfiryn. Efekt jest bardziej widoczny, gdy podstawniki peryferyjne sa

rozmieszczone w sposob niesymetryczny [47,48,49,76,90].

2.2.2. Elektronowe widma emisji

Charakterystyka wlasciwosci emisyjnych fotouczulaczy obejmuje zazwyczaj
oceng jakosciowa, czyli analize przebiegu widm fluorescencji oraz wzbudzenia emisji,
jak rowniez iloSciowa, polegajaca na wyznaczeniu wartosci wydajnosci kwantowych
fluorescencji.

Wigkszo$¢ porfirazyn posiada z regulty dwa pasma emisji w zakresie
UV-Vis — pasmo S,, odpowiadajace przejsciu ze stanu wzbudzonego S, do stanu
podstawowego, ktore wystepuje przy krotszych dlugosciach fali, oraz pasmo S;, ktore
wystepuje przy falach dtuzszych. Jednakze liczba pasm emisji zalezy od dlugosci fali
wykorzystanej do wzbudzenia. Zastosowanie $wiatta o A ponizej 400 nm, prowadzi do
powstania zarOwno pasma S; jak 1 S,, podczas gdy $wiatto o dluzszej fali wywoluje

pojawienie si¢ jedynie pasma S; [23,63,102,126,136].
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Metaloftalocyjaniny natomiast wykazuja zwykle intensywna, czerwona

fluorescencj¢ w zakresie 600-800 nm oraz mato intensywna emisj¢ (tzw. fioletowa).
W drugim przypadku, pasma zlokalizowane przy dlugosci fali od 400 do 650 nm sa
szerokie 1 odznaczaja si¢ niska intensywnoscia. Obecno$¢ takich pasm potwierdzono
w odniesieniu do metaloftalocyjanin z wbudowanymi jonami kobaltu, glinu oraz rutenu.
Wykazano, ze tego rodzaju emisja pojawia si¢ przy wzbudzeniu dwufotonowym, jako
rezultat absorpcji promieniowania o duzej intensywnos$ci lub z zakresu nadfioletu.
Prawdopodobnie pochodzi ze standw wzbudzonych typu n-n* [76,90,157].
Dla ftalocyjanin z podstawnikami peryferyjnymi, przesunigcie Stokes’a moze
przekraczaé nawet 100 nm. Z reguly jednak odleglo$§¢ miedzy pasmem Q widma
absorpcji oraz widma emisji jest niewielka, co moze sugerowaé, ze konfiguracje
jadrowe stand6w podstawowego 1 wzbudzonego sa zblizone. Absorpcja promieniowania
o r6znych dhugosciach fali, nie wptywa zasadniczo na réznice w widmach emisyjnych.
Drobne zmiany moga wynika¢ z pojawienia si¢ dodatkowych poziomdéw wibronowych.
Widma absorpcji 1 wzbudzenia fluorescencji fotouczulaczy, powinny by¢ swoimi
odbiciami lustrzanymi (reguta Lewszyna). W przypadku wystgpowania agregacji moga
si¢ jednak ro6zni¢. Agregaty w wigkszosci przypadkéw nie wykazuja jednak whasciwosci
fluorescencyjnych [81,114,115,120,126].

Podobnie jak w przypadku widm absorpcji, rowniez przebieg widm emisji
fotouczulaczy, zalezy od modyfikacji peryferyjnej czasteczek. Zauwazono, ze obecnos¢
podstawnikéw zawierajacych heteroatomy, wywiera niekorzystny wptyw na zjawisko
emisji. Na przyktad atomy azotu z wolnymi parami elektronowymi w wyniku
sprzgzenia z uktadem elektronéw 7w pierScienia, utatwiaja wygaszenie wzbudzenia na

drodze bezpromienistej [118,128,129,179].

2.3. Trwalo$¢ fotochemiczna fotosensybilizatorow

Odporno$¢ barwnikéw na rozktad pod wptywem $wiatla, jest niezwykle istotna
nie tylko w PDT, ale rowniez w wielu dziedzinach przemystu. W terapii
fotodynamicznej procesy, jakim ulega czasteczka fotouczulacza maja istotny wplyw
przede wszystkim na bezpieczenstwo, jak rowniez skuteczno$¢ leczenia. Po raz
pierwszy zjawisko fotodegradacji barwnika in vivo, zaobserwowano podczas terapii

preparatem Photofrin w roku 1986. Juz wtedy najwigkszym ograniczeniem PDT, byta
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dlugo utrzymujaca si¢ fototoksycznos¢, wystepujaca nie tylko w rejonie naswietlanej
tkanki [26,95,127].
Rozroznia si¢ dwa rodzaje reakcji fotochemicznych, jakim moga ulegaé

fotosensybilizatory:

1. Fotomodyfikacja (fototransformacja) — modyfikacja struktury chromoforu,
wywotana dziataniem $wiatla, pociaga za soba zmiany w intensywnosci
niektorych pasm absorpcji 1 fluorescencji. Przykladem moze by¢
fototransformacja czasteczki hematoporfiryny w §rodowisku wodnym, podczas
ktorej pojawia si¢ nowe pasmo przy ok. 640 nm.

2. Photobleaching (fotodegradacja) — absorpcja promieniowania prowadzi do
rozpadu czasteczki do niewielkich fragmentéw, ktére nie posiadaja zdolnos$ci
absorbowania w zakresie widzialnym. Zachodzace zmiany sa zauwazalne jako

utrata barwy [27,51,127].

Zauwazono, ze fotomodyfikacji w pewnym stopniu towarzyszy roéwniez proces
rozktadu, dlatego mozna przyjaé, ze oba zjawiska zachodza réwnoczesnie w trakcie
naswietlania [96].

Szlaki prowadzace do fotodegradacji lub fototransformacji sa bardzo

zrdznicowane. Sposrod zachodzacych reakcji mozna wyrdznic:

. fotoaddycje oraz fotocyklizacje:  skutkiem tych procesow moze by¢ utrata
chromoforu

o transfer elektronow: moze prowadzi¢ do wyksztalcenia nowych
pasm przesuni¢tych w kierunku fal
dhuzszych, zjawisko to jest z reguly
odwracalne

. fotoredukcje: zachodzi w obecnosci czynnikow
redukujacych i jest procesem

nicodwracalnym.

Najczestszym czynnikiem sprzyjajacym zachodzeniu reakcji fotochemicznych
jest tlen. Wigkszos$¢ tego typu procesow zalezy od obecnosci tlenu singletowego lub

innych reaktywnych form tlenu o charakterze rodnikowym. Pierwsze proby oceny
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procesu fotowybielania dotyczyly preparatu Photofrin. Poniewaz w latach
osiemdziesiatych najwigkszym ograniczeniem stosowania tego leku, byta bardzo dlugo
utrzymujaca si¢ nadwrazliwos$¢ na §wiatto, zaczgto rozwazac fotodegradacjg barwnikow
jako zjawisko korzystne. Sugerowano rowniez aby pacjentéw, ktorym zaaplikowano
fotouczulacz  poddawaé¢ naswietlaniu ~ wstgpnemu,  wzrastajacymi  dawkami
promieniowania. Przeprowadzone badania na myszach wydawaty si¢ obiecujace, jednak
z czasem okazalo sig, ze takie postgpowanie nie przynosi korzystnych efektow
w odniesieniu do wlasciwej terapii. Inne rozwiazanie polegato z kolei na stosowaniu
matych stezen fotouczulaczy w potaczeniu z duzym nat¢zeniem $wiatta. Udalo sig
znacznie obnizy¢ toksyczno$¢ w tkankach zdrowych, przy zachowaniu wysokich
zniszczen w obrebie struktur nowotworowych.

W miar¢ wzrostu zainteresowania problemem trwatosci fotochemicznej
fotouczulaczy, systematycznie pojawiaty si¢ informacje zwiazane z ocena kinetyczna
zachodzacych proceséw. Analiza mechanizméw reakcji oraz identyfikacja
1 charakterystyka powstajacych fotoproduktéw jest zadaniem niezwykle trudnym.

Jak  wspomniano wczes$niej, najdoktadniej scharakteryzowano procesy
fotochemiczne zachodzace z udziatem porfiryn. Pierwsza ocena fotosabilnosci tej grupy
zwiazkow dotyczyla hematoporfiryny. Wnikliwa ocena zachodzacych procesow

wykazata, ze w trakcie naswietlania powstaja trzy gldwne rodzaje fotoproduktow:

I. wykazujace absorpcj¢ w zakresie UV (240-320 nm) zidentyfikowane jako mono-
i dipirole,
II. pochodne bilirubiny wykazujace maksimum absorpcji przy 545 nm,
III. dwa produkty posiadajace maksima absorpcji przy 640 i 660 nm, ktoérym

przypisano struktur¢ odpowiednio chloryny i bakteriochloryny.

Wykazano réwnocze$nie, ze wyrazny wptyw na przebieg procesu fotochemicznego ma
zjawisko agregacji fotouczulaczy. W wyniku naswietlania agregatow przewazat proces
tworzenia trwalych fotoproduktow, natomiast gdy eksponowana byla forma
monomeryczna, zachodzit gtownie proces fotowybielania [27].

Pierwsze badania dotyczace zachowania pochodnych syntetycznych
w warunkach intensywnego naswietlania pojawily si¢ w roku 1986. Ich celem byto
poréwnanie fotostabilnosci sulfonowanej ftalocyjaniny i naftalocyjaniny, metalowanych

jonami glinu, naswietlanych lampa ksenonowa o mocy 450 W. Okazato sig, ze
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czasteczka ftalocyjaniny odznaczata si¢ ponad 1000 razy wigksza stabilnoScia.
Wykazano réwniez, ze proces rozktadu wyraznie zalezy od ilosci tlenu obecnego
w Srodowisku, dlatego tez jako gtéwny czynnik odpowiedzialny za degradacj¢ barwnika
uznano tlen singletowy. W celu potwierdzenia zalezno$ci, zwiazki eksponowano na
swiatlo w postaci roztworow w wodzie deuterowanej, co przyspieszylo zachodzace
procesy prawie dziewigciokrotnie. Kolejne eksperymenty wykazaty, ze w trakcie
naswietlania ftalocyjanin, bardziej odporna na rozklad jest forma zagregowana.
Okreslajac  natomiast wplyw obecnosci jondw metali w centrum pier§cienia
udowodniono, ze szybciej rozktadaja si¢ zwiazki metalowane. Badajac wplyw
podstawnikéw peryferyjnych na stabilno$¢ wykazano réwniez, ze podstawniki
elektronobiorcze (np. —CN) dziataja stabilizujaco. Z kolei podstawniki ktore zwigkszaty
gesto$¢ elektrondw w obrebie pierScienia, przyczyniaty si¢ do spadku odporno$ci na
dziatanie promieniowania. Okazato si¢ ponadto, ze znamienny wpltyw na szybkos¢
fotodegradacji ma rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika [27].

Wieloletnie badania dotyczace wlasciwosci fotochemicznych fotouczulaczy,
pozwalaja sformutowa¢ kilka podstawowych regut wedtug ktorych zachodzi proces
fotodegradac;ji:

> w wigkszosci przypadkdw poczatkowe etapy fotodegradacji przebiegaja
zgodnie z reakcja kinetyczna pierwszego rzgdu; obserwowano jednak
reakcje drugorzgdowe oraz mieszany rzad reakcji,

> fotodegradacja jest reakcja oksydacji 1 przebiega znacznie wolniej
w warunkach beztlenowych,

> ze wzgledu na trudnosci z izolacja, nie udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowac
wielu produktéow fotomodyfikacji; sugeruje si¢ jednak, ze powstaja one
w wyniku reakcji cykloaddycji typu 2n + 2m lub cykloaddycji tlenu
singletowego 27 + 4,

> w odniesieniu do ftalocyjanin rzadko obserwuje sig¢ zjawisko fotomodyfikacji,
gléwnie ze wzgledu na fakt, ze powstajace produkty sa bardzo
nietrwale,

> produktami wlasciwego fotowybielania ftalocyjanin sa najczesdciej zwiazki
o charakterze amidow,

> bardziej podatne na rozklad sa fotouczulacze posiadajace w centrum jony
metali, posiadajace niski potencjat utleniajacy, takie jak Mg(Il) lub
Zn(II) [27].
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Czasteczki ftalocyjanin z reguly ulegaja samounicestwieniu, rozkladajac si¢
oksydacyjnie pod wplywem tlenu singletowego, ktéory same generuja. Rozklad
fotoredukcyjny przypisuje si¢ z kolei porfirazynom. Zauwazono tez, ze rozpuszczalniki
takie jak DMF, DMSO i pirydyna slabiej chronia pierscien przed atakiem
oksydacyjnym [27].
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ITII. CEL I ZAKRES PRACY

Terapia fotodynamiczna to jedna z najintensywniej rozwijajacych si¢ metod
leczenia we wspotczesnej onkologii. Do gléwnych zalet PDT, jako metody
alternatywnej dla chirurgii, nalezy mata inwazyjno$¢ 1 zwiazany z tym wzrost
bezpieczenstwa pacjenta. Ponadto ze wzgledu na ogromny postep fizyki w zakresie
budowy i doskonalenia systemdéw laserowych oraz osiagnigcia chemii w dziedzinie
syntezy nowych barwnikéw fotouczulajacych, metodg fotodynamiczna wykorzystuje si¢
w wielu réznych specjalno$ciach medycyny. Oprocz terapii przeciwnowotworowej
prowadzone sa badania, obejmujace leczenie takich schorzen jak zmiany miazdzycowe
w naczyniach wiencowych, AIDS oraz choroby autoimmunologiczne. Wraz
z pojawieniem si¢ fotosensybilizatoréw drugiej generacji, ktore rzadziej wywotuja
dlugotrwala fototoksyczno$¢, wzrosto zainteresowanie technika PDT w dermatologii,
tj. gtéwnie w leczeniu tradziku oraz tuszczycy. Ze wzgledu na ogromne zrdéznicowanie
wystepujacych jednostek chorobowych, nie otrzymano jak dotad fotosensybilizatora
o charakterze uniwersalnym. Z tego wzgledu wciaz prowadzone sa badania, ktérych
celem jest synteza nowych fotouczulaczy o pozadanych wtasciwosciach fotofizycznych,
wykazujacych wigksza selektywnos$¢ i1 bezpieczenstwo stosowania. Ze wzgledu na
korzystne witasciwosci elektronowe, optyczne oraz zadowalajaca trwatos¢ chemiczna
1 termiczna, barwniki ftalocyjaninowe, porfirazynowe oraz subftalocyjaninowe ciesza
si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem. Przeglad literatury dotyczacy aktualnego stanu
wiedzy na temat PDT, potwierdza szczegélnie korzystne wlasciwosci
tzw. metalowanych porfirynoidow, posiadajacych w centrum czasteczki jony matali

takie jak Zn(II) lub Mg(Il) [4.5,7,9,10,17,27,37,67,68,131].

Uwzgledniajac dotychczasowe doniesienia pisSmiennictwa, w ramach niniejszej

pracy ustalono nastepujacy program badan:
1. Poréwnanie  wlasciwosci  spektroskopowych ~ wybranych  barwnikow

fotouczulajacych.  Zaplanowano  przeprowadzenie oceny  wlasciwosci

absorpcyjnych oraz charakterystyke emisyjna.
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Oceng zdolnosci generowania tlenu singletowego analizowanych barwnikow

w atmosferze tlenowe;j, jak rowniez po odtlenowaniu gazem obojgtnym.

Oceng trwalosci fotochemicznej fotouczulaczy w warunkach zdefiniowanych
w pierwszej wersji przewodnika ICH. W przypadku stwierdzenia fotolabilbosci,

wyznaczenie parametréw kinetycznych zachodzacych procesow.

. Pomiar absorpcji przejsciowej celem oceny dynamiki stanow wzbudzonych

fotouczulaczy.

Oceng wtlasciwosci biologicznych z wykorzystaniem kultur komorkowych

nowotworu kolczystkomorkowego (Human Squamous Carcinoma; HSC-3).
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA
A. APARATURA, ODCZYNNIKI I SUBSTANCJE DO BADAN

1. Aparatura
» spektrofotometr UV-160 A, Shimadzu, z oprogramowaniem PC 160 Plus
» spektrofotometr Cary 50 Scan, Varian
» spektrofluorymetr Cary Eclipse, Varian
» stol pomiarowy do analizowania absorpcji przejSciowej, Department of
Physical Chemistry, University of Geneva, Switzerland
» chromatograf cieczowy model 1200 - Agilent, wyposazony w detektor

fotodiodowy — Photodiode Array 1200, Agilent Technologies

» wysokoci$nieniowa lukowa lampa ksenonowa z palnikiem XBO-150 W/1,
Optel

» radiometr RD 0,2/2 z sonda TD, Optel

» luksomierz TES 1335, TES Electrical Electronic Corp.

» monochromator M 250, Optel

» waga analityczna, Sartorius RC 210 D

» zardwka wolframowa Dura Max 75W Med 120V A19 CIVLL 20W; Philips
Electronics North America Corporation, Andover, MA, USA

» mikroskop kontrastowy z odwrocona faza TMSF 211741, Nikon

» ptytki do hodowli komorek 48-dotkowe, MICROTEST™™ 96, Becton

Dickinson Labware

» filtry szklane odcinajace HCC-16 oraz KC-11

A\

kuwety kwarcowe o grubosci warstwy / =1 cm oraz [/ = 0,5 cm, Hellma

» cylindryczna kuweta kwarcowa o grubos$ci warstwy / = 1 cm, Hellma

2. Odczynniki

» rozpuszczalniki:

- do chromatografii cieczowej:

. metanol, J. T. Baker
«  tetrahydrofuran, POCH
. dichlorometan, POCH
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- do spektrofotometrii:

DMSO, ACS spectrophotometric grade >99,9%, Sigma Aldrich
DMSO, for UV spectroscopy, Fluka

tetrahydrofuran (THF), spectrophotometric grade 99,5+%,
Sigma Aldrich

N,N—dimetyloformamid (DMF), ACS spectrophotometric grade
99,8% Sigma Aldrich

metanol, Sigma Aldrich

acetonitryl, Merck

eter dietylowy, Merck

octan etylu, POCH

heksan, Merck

cykloheksan, Merck

izopropanol, POCH

trietyloamina, Sigma Aldrich

1,4—dioksan, Merck

N,N—dimetyloacetamid (DMA), Sigma Aldrich

chloroform, Merck

» odczynniki do badan biologicznych:

- University of California San Francisco, Cell Culture Facility:

DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
czerwien fenolowa

penicylina (100 U/ cm’)

streptomycyna (100 pg/cm’)
L-glutamina

kompleks trypsyna-EDTA

DMSO, Sigma-Aldrich
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- inne odczynniki:

. blekit Alamar (Alamarblue ™), Biosource International, Inc.

(Camarillo, CA)

. FBS, Gibco Life Technologies
. PBS (phosphate buffer solution)

» substancje wzorcowe:
«  ftalocyjanina cynkowa, Sigma Aldrich
zawarto$¢ w probcee: 97 %
. 1,3—difenyloizobenzofuran, Sigma Aldrich

zawarto$¢ w probcee: 97 %
3. Substancje do badan

Ftalocyjaniny TG-I-161 i TG-I-162 oraz porfirazyna TG-I-123 zostaly
zsyntetyzowane i udostgpnione do badan przez dr Tomasza Goslinskiego
oraz dr Marcina Wierzchowskiego z Katedry i Zakladu Technologii Chemicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

»  oktakispentylu cynk(II) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(4-butylanooksy)
ftalocyjanina
- w pracy okres$lana jako ftalocyjanina TG-I-161

Wz6r sumaryczny: Cjo3 Hia3 Ng O24 Zn
Masa molowa: 1955,704 g/mol
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»  oktakisheksylu cynk(Il) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(4-butylanooksy)
ftalocyjanina
- w pracy okreslana jako ftalocyjanina TG-1-162

Wzo6r sumaryczny: Cj12 Higo Ng O24 Zn
Masa molowa: 2067,917 g/mol
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»  cynk (II) 1,4,8,11,15,18,22,25-0ktabutoksy-29H,31H-ftalocyjanina
(Sigma Aldrich)
- w pracy okreslana jako ftalocyjanina TG-TO-1

Wzo6r sumaryczny: Ces Hgo N3 Og Zn
Masa molowa: 1154,760 g/mol
Zawarto$¢ w probcee: 97 %
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»  magnez(Il) 2,3,7,8,12,13,17,18-oktapropyloporfirazyna
- w pracy okres$lana jako porfirazyna TG-1-123

Wzo6r sumaryczny: Cyo Hse Ng Mg
Masa molowa: 673,232 g/mol

N— N =N
| \NMMMNI\./IQWMN/ |
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»  kompleks chloro subftalocyjanino boru (II1) (Sigma Aldrich)
- w pracy okreslana jako subftalocyjanina SubPc

Wzér sumaryczny: Cys Hi2 B Cl Ng
Masa molowa: 430,660 g/mol
Zawarto$¢ w probcee: 85 %
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B. METODYKA I WYNIKI BADAN

1. Ocena jednorodnosci probek ftalocyjanin TG-1-161, TG-1-162
oraz porfirazyny TG-1-123

Zawarto$¢ badanych substancji sprawdzono z wykorzystaniem metody HPLC.
Zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy Agilent, typ 1200 firmy Agilent
Technologies Inc. (USA), sktadajacy si¢ z czterech pomp, detektora spektralnego
z matryca diodowa, degazera prozniowego (typ Agilent 1200) oraz autosamplera
(typ Agilent 1100). Rozdzielenie chromatograficzne przeprowadzono w uktadzie
odwroconych faz na kolumnie Eclipse XDB-C18, firmy Agilent o dlugosci 150 mm
i $rednicy 4,6 mm, wypekionej ztozem o $redniej wielko$ci ziarna 5 pm. Szybkos¢
przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 cm’/min. Probki nastrzykiwano na kolumng
w objetosci 50 pl. Proces prowadzono w temperaturze pokojowej. Sktad fazy ruchomej,
dhlugos¢ fali detekcji oraz procentowa zawarto$¢ badanych substancji przedstawiono

w tabeli 2.

Tabela 2. Parametry chromatograficzne analizowanych zwiazkéw

TG-I-161, TG-1-162, TG-1-123

. . Dhugos¢ fali Zaw.t.lrtosc ,
Zwiazek Sklad fazy ruchomej detekeji [nm] substancji w probce
[Y]
metanol : THF : dichlorometan
TG-I-161 R0 - 10 - 10 (vh) 735 96,81
metanol : THF : dichlorometan
TG-1-162 R0 . 10 - 10 (wh) 735 95,02
metanol : THF
TG-I-123 25 L 15 () 598 97,80

Natomiast uzyskane chromatogramy oraz widma UV-Vis analizowanych probek

przedstawiono na ryc. 7-9.
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2. Analiza spektralna

2.1. Efekty solwatochromowe

Widma elektronowe badanych zwiazkow wykreslono w kuwecie kwarcowej
o dlugosci drogi optycznej [ = 1 cm. Stgzenia analizowanych substancji dobierano
w taki sposob, aby absorbancja najbardziej intensywnego pasma uzyskiwata wartos¢
w zakresie od 0,3 do 0,6. Widma przedstawiono w formie znormalizowanej,

odpowiednio na rycinach:

ryc. 10 TG-I-161
ryc. 12 TG-1-162
ryc. 14 TG-TO-1
ryc. 16 TG-1-123
ryc. 18 SubPc

Dhugos¢ fali odpowiadajacej maksimum absorpcji badanych zwiazkow,
w zaleznos$ci od zastosowanego rozpuszczalnika, przedstawiono w tabelach 3-7.
W  odniesieniu do wybranych rozpuszczalnikow analizowano rowniez graficzna
zalezno$¢ analitycznej dtugos$ci fali pasma Q (Amax), 0d parametru (n*~1)/(2n*+1), gdzie
n to warto$¢ wspotczynnika zatamania $wiatta rozpuszczalnika. Wyniki przedstawiono

odpowiednio na rycinach:

ryc. 11 TG-I-161
ryc. 13 TG-1-162
ryc. 15 TG-TO-1
ryc. 17 TG-1-123
ryc. 19 SubPc
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Ryc. 10.  Widma elektronowe ftalocyjaniny TG-I-161 w rozpuszczalnikach

organicznych
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Tabela 3. Polozenie Amax pasma Soreta oraz sktadowych pasma Q ftalocyjaniny
TG-I-161 w zalezno$ci od rozpuszczalnika oraz wspotczynniki refrakcji

1 momenty dipolowe rozpuszczalnikow

Wspoélczynnik | Moment Pasmo Pasmo Q
Rozpuszcezalnik refrakcji dipolowy Soreta [
(20°C) 139 B [D] [s0] [nm]

Metanol 1,328 1,70 326 660 | 735 | 820
Acetonitryl 1,344 3,92 327 -—- 736 | 811
Eter dietylowy 1,352 1,15 328 -—- | 730 | 796
Octan etylu 1,372 1,78 328 -— | 731 | 799
Heksan 1,375 0,00 327 - 733 | 779
Izopropanol 1,377 1,56 322 655 | 729 | ---
Trietyloamina 1,401 0,66 318 651 | 727 | ---
THF 1,407 1,69 325 -—- | 733 | 802
Dioksan 1,422 0,00 326 660 | 734 | ---
Cykloheksan 1,426 0,00 323 - 733 | 782
DMF 1,430 3,82 326 660 | 736 | ---
DMA 1,438 3,70 325 660 | 736 | ---
Chloroform 1,446 1,04 326 - 761 | 806
DMSO 1,478 1,80 327 665 | 743 | ---

760 -

El

5,740

= y = 468 + 639

Q r=0,9373

N7

boD720 1 2

=

a 1 - izopropanol 4 - DMF

2 - trietyloamina 5 - DMA

00 3 - dioksan 6 - DMSO

0.16 0.17 0.18 0.19 0.20 0.21 0.22
(n°-1)/(2n*+1)

Ryc. 11.  Zalezno$¢ potozenia Ay, pasma Q ftalocyjaniny TG-I-161 od

wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika
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Ryc. 12.  Widma elektronowe ftalocyjaniny TG-1-162 w rozpuszczalnikach

organicznych
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Tabela 4. Polozenie Amax pasma Soreta oraz sktadowych pasma Q ftalocyjaniny
TG-I-162 w zaleznosci od rozpuszczalnika
Rozpuszezalnik Pasmo Soreta Pasmo Q
[nm] [nm]
Metanol 326 660 | 735 | 820
Acetonitryl 327 -— | 735 | 811
Eter dietylowy 326 -—- | 730 | 797
Octan etylu 323 -—- 732 | 799
Heksan 329 -—- | 732 | 780
Izopropanol 327 655 | 729 -
Trietyloamina 336 654 | 727 | ---
THF 327 - | 734 | 801
Dioksan 326 661 | 734 | ---
Cykloheksan 326 -—- | 733 | 781
DMF 327 661 | 733 | ---
DMA 323 660 | 736 | ---
Chloroform 330 - | 762 | 806
DMSO 327 665 | 743 | ---
760 -
E740 1
'jcg y =458x + 641
© r=0,9276
\n
$,720 A
=
A 1 - izopropanol 4 - DMF
2 - trietyloamina 5 - DMA
700 1 3 - dioksan 6 - DMSO
0.16 0.17 018 019 020 0.21 0.22
(n"-1)/(2n"+1)
Ryc. 13.  Zalezno$¢ potozenia Amax pasma Q ftalocyjaniny TG-1-162 od

wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika

63



CZESC DOSWIADCZALNA

—— metanol

— acetonitryl
— eter dietylowy
octan etylu

Absorbancja znormalizowana

— heksan

—— izopropanol
— trietyloamina
THF

— dioksan
—— cykloheksan
—— DMF
—— DMA

chloroform
—— DMSO

300 400 500 600 700 800 900
Dhugos¢ fali [nm]

Ryc. 14.  Widma elektronowe ftalocyjaniny TG-TO-1 w rozpuszczalnikach

organicznych
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Tabela S. Polozenie Amax pasma Soreta oraz sktadowych pasma Q ftalocyjaniny

TG-TO-1 w zaleznosci od rozpuszczalnika

e Pasmo Soreta Pasmo Q
[nm] [nm]
Metanol 329 668 | 742 | 822
Acetonitryl 323 663 | 739 | 815
Eter dietylowy 325 654 | 727 | 794
Octan etylu 326 658 | 731 -—-
Heksan 326 - 729 | 788
Izopropanol 322 654 | 729 | ---
Trietyloamina 321 652 | 726 | ---
THF 325 658 | 731 -—-
Dioksan 328 660 | 735 -
Cykloheksan 326 661 | 733 | 789
DMF 326 662 | 738 -—-
DMA 325 661 734 -
Chloroform 329 - 760 | 810
DMSO 327 667 | 746 -—-
760 -
rg' y =389x + 656 v
£.740 A r=0,8526
=
2 v
§0720 A >
=
A
1 - eter dietylowy 5 - trietyloamina 9 - DMF
2 - octan etylu 6 - THF 10 - DMA
700 A 3 - heksan 7 - dioksan 11 - DMSO
4 - izopropanol 8 - cykloheksan
0.17 0.18 0.19 0.20 0.21 0.22

(n°-1)/(2n’+1)

Ryc. 15.  Zalezno$¢ potozenia Amax pasma Q ftalocyjaniny TG-TO-1 od

wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika
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Ryc. 16.  Widma elektronowe porfirazyny TG-I-123 w rozpuszczalnikach

organicznych
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Tabela 6. Potozenie A, pasma Soreta oraz sktadowych pasma Q porfirazyny
TG-I-123 w zaleznosci od rozpuszczalnika
Rozpuszezalnik Pasmo Soreta Pasmo Q
[nm] [nm]
Metanol 343 546 | 595
Acetonitryl 343 550 | 596
Eter dietylowy 343 547 | 596
Octan etylu 345 547 | 596
Heksan 345 546 | 597
Izopropanol 343 548 | 597
Trietyloamina 347 548 | 598
THF 346 549 | 598
Dioksan 347 549 | 598
Cykloheksan 345 552 | 597
DMF 347 548 | 598
DMA 345 548 | 598
Chloroform 347 548 | 600
DMSO 346 548 | 598
640 -
1 - metanol 8 - THF
2 - acetonitryl 9 - dioksan
3 - eter dietylowy 10 - cykloheksan
620 - 4 - octan etylu 11 - DMF
'g' 5 - heksan 12 - DMA
=k 6 - izopropanol 13 - chloroform
% y="71x + 584 7 - trietyloamina 14 - DMSO
5600 - r=0,8380 911 y
2 W
a) T ) 3 4 6 78 10 12 14
=
A
580 -
560 T T T T T T
0.16 0.17 0.18 20.19 5 0.20 0.21 0.22
(n"-1)/(2n"+1)
Ryc.17.  Zalezno$¢ polozenia Amax pasma Q porfirazyny TG-1-123 od

wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika
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Ryc. 18. Widma elektronowe subftalocyjaniny SubPc w rozpuszczalnikach

organicznych

68



CZESC DOSWIADCZALNA

Tabela 7. Polozenie Amax pasma Soreta oraz sktadowych pasma Q subftalocyjaniny
SubPc w zaleznosci od rozpuszczalnika
oS e Tl Pasmo Soreta | Pasmo Q
[nm] [nm]
Metanol zwiazek nierozpuszczalny
Acetonitryl 306 562
Eter dietylowy 306 559
Octan etylu 306 561
Heksan zwigzek nierozpuszczalny
Izopropanol zwiazek nierozpuszczalny
Trietyloamina 306 560
THF 306 563
Dioksan 306 563
Cykloheksan zwiazek nierozpuszczalny
DMF 306 566
DMA 306 566
Chloroform 306 565
DMSO 283 569
600 -
580 -
=l y=179x + 528
& r= 0,8522 v
;g v v 78 10
560 - vs 6 9
2 ry 3 4
o
&h
=
A 540 -1 - acetonitryl 6 - dioksan
2 - eter dietylowy 7 - DMF
3 - octan etylu 8 - DMA
4 - trietyloamina 9 - chloroform
5-THF 10 - DMSO
520 T T T T T T
0.16 0.17 0.18 20.19 5 0.20 0.21 0.22
(n"-1)/(2n"+1)
Ryc. 19.  Zalezno$¢ potozenia Amax pasma Q subftalocyjaniny SubPe od

wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika
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2.2. Molowe wspolczynniki absorpcji

Molowe wspotczynniki absorpcji analizowanych zwiazkéw wyznaczono
w DMSO oraz DMF. Kazdorazowo przygotowywano w todeczkach aluminiowych po 3
odwazki. Calo$¢ przenoszono do kolb miarowych i uzupeliano rozpuszczalnikiem do
10,0 cm’ otrzymujac roztwory wzorcowe. Badane substancje odwazano w iloéci
doktadnie ok. 1-10° g.
Warto$¢ absorbancji przygotowanych roztworéw mierzono w kuwetach / = 0,5 cm
1 wykorzystano do obliczenia molowych wspdtczynnikdw absorpcji, zgodnie

Z ponizszym wzorem:

gdzie:
€ —molowy wspotczynnik absorpcji [dm’*mol™*cm™]
A — absorbancja przy analizowanej dtugosci fali

¢ — stezenie badanego roztworu [mol-dm™]

1 — dlugos¢ drogi optyczne;.

Srednie wartoéci molowych wspotczynnikéw absorpeji oraz wartosci logarytmiczne dla

okreslonej dlugosci fali przedstawiono w tabeli 8.
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Tabela 8. Wartosci molowych wspoétczynnikow absorpcji badanych porfirynoidow

wyznaczone w DMSO oraz DMF

Rozpuszczalnik DMSO DMF

Ao 3 & A, log e Ao 3 & A, -1 log e
Zwiazek [nm] | [dm’mol *cm] [nm] | [dm’-mol *cm]

327 40200 4,60 326 39400 4,60
TG-1-161 665 32300 4,51 660 30900 4,49
743 156200 5,20 736 157000 5,20
327 46300 4,67 327 40600 4,61
TG-1-162 665 36300 4,56 661 33000 4,52
743 176700 5,25 733 161800 5,20
327 44000 4,64 326 46000 4,66
TG-TO-1 667 34800 4,54 662 36300 4,56
746 189900 5,23 738 154500 5,24
346 39000 3,59 347 51800 4,71
TG-1-123 548 7300 3,86 548 9400 3,97
598 52000 4,72 598 69100 4,84
SubPc 283 6900 3,84 306 34600 4,54
569 9900 4,00 566 57500 4,76
343 35700 4,56 340 33300 4,52
ZnPc 609 18800 4,27 604 22000 4,34
671 141700 5,12 670 135200 5,19
DPBF 417 19900 430 | 417 21800 4,34
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2.3. Ocena wlasciwosci agregacyjnych

W celu oceny tendencji do agregacji, analizowano zalezno$¢ absorbancji od
stezenia porfirynoidow w roztworze DMSO oraz DMF. Substancje odwazano
z doktadnoscia do 10° g w t6deczkach aluminiowych. Nastepnie przygotowywano serig
roztworéw o stezeniach jak podano w tabeli 9 i wykre§lano widma UV-Vis. Mierzono
warto$¢ absorbancji (A) przy dlugosci fali w maksimum pasma Q. Parametry krzywych

opisujacych zalezno$¢ A = f (c) oraz oceng statystyczna zamieszczono w tabeli 10.

Tabela 9.  Stgzenia porfirynoidow wykorzystane do analizy zaleznosci A = f(c)

Wielkos¢ Stezenie
Rozpuszczalnik | Zwigzek od[vrrlagz]kl 10°¢ [mol/dm’| Rycina
TG-1-161 0,165 1,41 - 8,44 20
TG-1-162 0,120 0,97 - 5,80 22
TG-TO-1 0,106 1,15-4,59 24
DMSO TG-1-123 0,120 2,55-17,82 26
SubPc 0,450 20,90 - 104,49 28
ZnPc 0,240 0,81 - 8,04 30
TG-1-161 0,137 1,17 -7,01 21
TG-1-162 0,178 1,43 - 8,61 23
DMF TG-TO-1 0,132 1,91 - 8,79 25
TG-1-123 0,124 3,07 - 18,42 27
SubPc 0,248 3,84 -19,20 29
ZnPc 0,151 2,38 -8,71 31
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Ryc. 20.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
TG-I-161 w DMSO; pomiary przy A=743 nm
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Ryc. 21.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
TG-I-161 w DMF; pomiary przy A=736 nm
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Ryc. 22.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
TG-1-162 w DMSO; pomiary przy A=743 nm
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Ryc. 23.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
TG-1-162 w DMF; pomiary przy A=733 nm
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Ryc. 24.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
TG-TO-1 w DMSO; pomiary przy A=746 nm

< —_
g E, 738 nm
< o0
2 1.2 1 E
o <
wn =0.8
- 2
< 8
_%0.4
084 <
0.0

o

2x10°  4x10°  6x10¢  8x10° 10x10°
Stezenie [mol/dm3]

300 400 500 600 700 800 900
Dlugos$¢ fali [nm]

Ryec. 25.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
TG-TO-1 w DMF; pomiary przy A=738 nm
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Ryc. 26.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis porfirazyny
TG-1-123 w DMSO; pomiary przy A=598 nm
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Ryc. 27.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis porfirazyny
TG-1-123 w DMF; pomiary przy A=598 nm
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Ryc. 28.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis subftalocyjaniny
SubPc w DMSO; pomiary przy A=569 nm
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Ryc. 29.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis subftalocyjaniny
SubPc w DMF; pomiary przy A=566 nm
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Ryc. 30.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
ZnPc w DMSO; pomiary przy A=671 nm
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Ryc. 31.  Graficzna zalezno$¢ A = f (c) oraz widma UV-Vis ftalocyjaniny
ZnPc w DMF; pomiary przy A=670 nm
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Tabela. 10. Parametry zaleznosci A = f (¢) badanych zwiazkow w DMSO i DMF oraz ocena statystyczna

Rozpuszczalnik | Zwigzek atAa b+ Ab S. Sy t r n
TG-I-161 | (1,51+£0,04)°10° | 1,79102+1,98102 | 1,51'10° | 0,77:10% | 2,313 | 0,9998 | 7

TG-1-162 | (1,74+0,03)°10° | 5,1010°+1,23'10% | 1,36'10° | 0,48107 | 1,069 | 0,9998 | 7

DMSO TG-TO-1 | (1,91+0,05)°10° | 0,0810%+1,57102 | 1,93'10° | 0,61'10° | 0,130 | 0,9997 | 7
TG-1-123 | (0,53+0,02)°10° | 0,01'102+1,75102 | 0,6310° | 0,68107 | 0,021 | 0,9996 | 7

SubPc | (0,93+0,10)°10* | 3,54'10%+6,12:10% | 0,37110° | 2,38107 | 1,491 | 0,9960 | 7

ZnPc | (1,41£0,10)°10° | 1,04102+5,10102 | 0,36'10° | 1,84'10° | 0,563 | 0,9987 | 6

TG-1-161 | (1,53+0,04)°10° | 430107 +1,85107 | 1,6810° | 0,72'10° | 0,596 | 0,9997 | 7

TG-1-162 | (1,61+0,03)°10° | 2307107+ 1,59102 | 1,1810° | 0,62107 | 0,379 | 0,9998 | 7

DMF TG-TO-1 | (1,43+0,04)°10° | 2,1410%+2,22:102 | 1,40°10° | 0,80°107° | 2,676 | 0,9998 | 6
TG-1-123 | (6,48+0,02)°10° | 1,79102+2,31:102 | 0,8210° | 0,90'107 | 1,997 | 0,9996 | 7

SubPc | (0,58 +0,40)°10° | 3,6710%+4,50°10% | 0,1710° | 1,84'107 | 1.989 | 0,9975 | 8

ZnPc | (127+0,14)°10° | 3,1410%+7,251072 | 0,50°10° | 2,61'10° | 1,202 | 0,9969 | 6

Sa
Sb
to
r
n

- wspotczynnik kierunkowy prostej y = ax + b

- przedziat ufno$ci wspotczynnika kierunkowego prostej

- warto$¢ rzednej dlax =0

- przedziat ufnosci wspotczynnika b
- btad standardowy wspotczynnika kierunkowego prostej
- btad standardowy wspoétczynnika b
- parametr t obliczony empirycznie dla wspdiczynnika b
- wspotczynnik regresji
- liczba pomiarow
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2.4. Wlasciwosci emisyjne i wydajnos¢ kwantowa fluorescencji

Wiasciwosci emisyjne badanych fotouczulaczy oceniono wykreslajac widma
fluorescencji w DMSO. Roztwory do badah przygotowywano w ten sposob, aby
warto$§¢ absorbancji przy diugosci fali odpowiadajacej maksimum pasma Q, byta
mniejsza od 0,1. Pomiary wykonano w kuwecie kwarcowej o dlugos$ci drogi optycznej
[ =1 cm. Zwiazki wzbudzano promieniowaniem o dtugos$ci fali z zakresu pasma Soreta
oraz pasma Q.

Widma fluorescencji rejestrowane w wyniku wzbudzenia promieniowaniem z zakresu
pasma Q oraz widma absorpcji badanych zwiazkéw przedstawiono odpowiednio na ryc.

32-37:

ryc. 32 TG-I-161
ryc. 33 TG-1-162
ryc. 34 TG-TO-1
ryc. 35 TG-1-123
ryc. 36 SubPc
ryc. 37 ZnPc

Natomiast dtugo$¢ fali wzbudzenia, dlugo$¢ fali odpowiadajacej maksimum widm
fluorescencji oraz warto$ci przesunie¢ Stoke’sa zamieszczono w tabeli 11.
Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji (@, badanych zwiazkéw wyznaczono
metoda pordwnawcza, zgodnie z rOwnaniem:
_[rRm 1-1077
N R R T

gdzie:

@y, - wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji substancji badane;j

@y, — wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wzorca

F, - natgzenie fluorescencji substancji badanej

F,. -natezenie fluorescencji wzorca

A, - warto$¢ absorbancji substancji badanej przy dhugosci fali wzbudzenia

Aqe - wartos¢ absorbancji wzorca przy dtugosci fali wzbudzenia [24].
Jako substancj¢ wzorcowa wykorzystano ftalocyjaning cynkowa, ktérej wydajnosé

kwantowa fluorescencji (@) zaczerpnigto z piSmiennictwa 1 przyjgto jako 0,20 + 0,03

[114].
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Wartos$ci wydajnosci kwantowych fluorescencji, uzyskane dla wzbudzen w pasmie

Soreta oraz pasmie Q przedstawiono w tabeli 12.

1
—_
o

1.0 ~
—— widmo absorpcji
—— widmo fluorescencji

0.5 1

Absorbancja znormalizowana
;
(=]
(9}
Fluorescencja znormalizowana

0.0 T T T T T
300 400 500 600 700 800
Dlugosé fali [nm]

o
=)

Ryc. 32.  Widmo absorpcji i fluorescencji ftalocyjaniny TG-I-161 po

wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 670 nm
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Ryc. 33.  Widmo absorpcji i fluorescencji ftalocyjaniny TG-I-162 po

wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 670 nm
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Ryec. 34.

Rye. 35.
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Widmo absorpcji 1 fluorescencji ftalocyjaniny TG-TO-1 po

wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 670 nm
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Widmo absorpcji i fluorescencji porfirazyny TG-I1-123 po

wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 550 nm
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Ryc.36.  Widmo absorpcji i fluorescencji subftalocyjaniny SubPc po

wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 520 nm
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Ryc.37.  Widmo absorpcji i fluorescencji ftalocyjaniny ZnPc po

wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 645 nm
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Tabela 11. Dtugos¢ fali odpowiadajaca maksimum widm emisji oraz warto$ci

przesunig¢ Stokes’a badanych porfirynoidow

Y Amax | Przesuniecie
Zwigzek | wzbudzenia | emisji Stokes’a
[nm] [nm] [nm]
TG-I1-161 670 761 18
TG-1-162 670 761 18
TG-TO-1 670 767 21
PzMg 550 607 9
SubPc 520 580 11
ZnPc 645 678 7
Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji
Zwiazek po wzbudzeniu w pasmie
Soreta Q
TG-1-161 0,066 £ 0,011 0,05 +£0,02
TG-1-162 0,067 £ 0,011 0,07 £0,02
TG-TO-1 0,066 £0,012 0,05+ 0,02
ZnPc --- 0,20 £ 0,03 [114]

Tabela 12. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji badanych porfirynoidow

wyznaczona po wzbudzeniu w pasmie Soreta oraz Q
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3. Ocena zdolnosci generowania tlenu singletowego

3.1. Metodyka pomiaru

Zdolno$¢ badanych porfirynoidow do generowania tlenu singletowego
analizowano w DMSO oraz DMF. Wykorzystano uklad skladajacy sig
z wysokoci$nieniowej ‘tukowej lampy ksenonowej o mocy 150 W oraz
monochromatora. Jako wygaszacz tlenu singletowego zastosowano
1,3—difenyloizobenzofuran (DPBF). Przygotowywano dwa roztwory:

(a) zawierajacy DPBF o stezeniu ~6,0x10” mol/dm’

(b) roztwory fotouczulaczy, ktorych stgzenie dobierano w ten sposob, aby
warto§¢  absorbancji przy dlugosci fali odpowiadajacej maksimum
pasma Q, wynosita ~ 1,0.

Uzyskane roztwory (a) i (b) mieszano w proporcji objetosciowej 1:1, a nastgpnie
przenoszono do kuwety kwarcowej o dlugosci drogi optycznej / = 1 cm.
Probki naswietlano promieniowaniem monochromatycznym (£ 2 nm) o natg-
zeniu ~1,0 mW/cm®. Maksymalny czas ekspozycji wynosit 1200 s. Dhgosé fali
promieniowania padajacego na kuwetg, odpowiadala maksimum absorpcji danego
fotouczulacza w pasmie Q. Rozktad DPBF monitorowano wykreslajac widma UV-Vis
w okreslonych odstgpach czasu i mierzono warto$¢ absorbancji przy 417 nm. Pomiary
wykonywano w temperaturze pokojowej w warunkach tlenowych, jak réwniez po
20 min odtlenowaniu roztworéw azotem.

Na ryc. 38 przedstawiono zmiany przebiegu widma UV-Vis, odpowiadajace réznym
czasom naswietlania mieszaniny ftalocyjaniny TG-I-161 oraz DPBF w DMSO, w

warunkach tlenowych.
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Ryc.38.  Zmiany przebiegu widm UV-Vis w wyniku naswietlania mieszaniny

ftalocyjaniny TG-I-161 oraz DPBF w DMSO (warunki tlenowe)

3.2. Wyznaczenie parametrow kinetycznych oraz wydajnos¢ kwantowa

generowania tlenu singletowego

Wydajnos$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego wyznaczono metoda
porownawcza. Jako wzorzec zastosowano ftalocyjaning cynkowa (ZnPc), ktorej
wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego, zgodnie z danymi
z pi$miennictwa wynosi: 0,67 w DMSO oraz 0,56 w DMF [114].

Zmiany zachodzace podczas nas§wietlania mieszanin badanych porfirynoidéw z DPBF,
analizowano jako zalezno$¢ absorbancji przy 417 nm od czasu ekspozycji na

promieniowanie, zgodnie z liniowym réwnaniem reakcji kinetycznej pierwszego rzedu:
In (Ao/A) =1(2)
gdzie: Ap1A— warto$¢ absorbancji przy 417 nm odpowiednio przed i po
ekspozycji na promieniowanie

t — czas naswietlania [s].
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Przebieg prostej opisujacej zalezno$¢ In (Ag/A) = £ (¢) ustalono metoda najmnie;j-

szych kwadratow. Stata szybkosci rozktadu DPBF obliczono wg wzoru:
k=tga=a

gdzie: a — wspolczynnik kierunkowy prostej, opisujacej zaleznosé: In (Ag/A) = £ (7).

Wartosci statych k zaleznosci In (A¢/A) = f (¢) dla badanych fotouczulaczy po-
rownywano z warto$ciami uzyskanymi dla ZnPec (tabela 13). Wartosci wydajnosci
kwantowych generowania tlenu singletowego zamieszczono w tabeli 14.

Zalezno$¢ In (A¢/A) = f (¢) dla badanych zwiazkéw w warunkach tlenowych i po

odtlenowaniu przedstawiono odpowiednio na rycinach:

ryc. 39  TG-I-161
ryc. 40  TG-I-162
ryc.41 TG-TO-1

DMSO ryc.42  TG-I1-123
ryc. 43 SubPc
ryc. 44  ZnPc
ryc. 45  TG-I-161
ryc. 46  TG-1-162

DME ¢ 47  TG-TO-1

ryc. 48  TG-1-123
ryc.49  SubPc
ryc. 50  ZnPc
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Ryc.39.  Zalezno$¢ In (A¢/A) od czasu naswietlania mieszaniny

ftalocyjaniny TG-1-161 oraz DPBF w DMSO

— 1.0
g ———- warunki tlenowe
= ———- po odtlenowaniu
0.8 A
<
(o)
< 06 -
= 4
0.4 4 //*//
//4// ///// {
//}// ////////
0.2 A1 e E’///%// =
///I /////
A
| A=
0.0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Czas naswietlania [s]
Ryc.40.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny

ftalocyjaniny TG-1-162 oraz DPBF w DMSO
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Ryc.41.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny
ftalocyjaniny TG-TO-1 oraz DPBF w DMSO
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Ryc.42.  Zalezno$¢ In (A¢/A) od czasu naswietlania mieszaniny

porfirazyny TG-I-123 oraz DPBF w DMSO
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Ryc.43.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny
subftalocyjaniny SubPe¢ oraz DPBF w DMSO
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Ryc.44.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny

ftalocyjaniny ZnPc¢ oraz DPBF w DMSO
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In Ag/A [417 nm]
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Ryc.45.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny
ftalocyjaniny TG-I-161 oraz DPBF w DMF
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Ryc.46.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny

ftalocyjaniny TG-1-162 oraz DPBF w DMF
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Ryc.47.  Zalezno$¢ In (Ag/A) od czasu naswietlania mieszaniny
ftalocyjaniny TG-TO-1 oraz DPBF w DMF
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Ryec. 48. Zaleznos$¢ In (Ay/A) od czasu nas§wietlania mieszaniny

porfirazyny TG-I-123 oraz DPBF w DMF
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Ryec. 49. Zaleznos$¢ In (Ay/A) od czasu nas§wietlania mieszaniny

subftalocyjaniny SubPe¢ oraz DPBF w DMF
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Ryc.50.  Zalezno$¢ In (A¢/A) od czasu naswietlania mieszaniny

ftalocyjaniny ZnPc oraz DPBF w DMF
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WARUNKI TLENOWE
Rozpuszczalnik | Zwiazek | 10* x (k + AK) [s'] (b £ Ab) Sk Sh ty r |n
TG-I-161 4,34 40,20 781107 + 1,28107 | 8,40'10° | 0,54'107 | 1,455 |0,9959 | 9

TG-1-162 4,29+ 0,21 1,5010%+ 1,28102 | 8,9210° | 0,54'107 | 2,792 | 0,9947 |9

DMSO TG-TO-1 4,48 + 0,43 2,53'10‘2;2,91‘10'22 1,66'10'2 1,13-10'2 2,241 10,9873 | 7
TG-I-123 1,48 £ 0,06 -6.55102 40,3510 | 2,5510° | 0,15107 | -0.043 | 0,9963 | 9

SubPc 4,31 40,43 -1,511102+2,62:102 | 1,7610° | 1,07°107 | -1.409 | 0,9822 | 8

ZnPc 5,83+ 0,47 227102+ 284102 |1,9910° | 1,2010° | 1,885 | 0,9856 | 9

TG-1-161 7,10+ 0,25 1,0010%+ 1,51°102 | 1,0610° | 0,64'107 | 1,726 | 0,9972 |9

TG-1-162 5,76+ 0,34 1,46102+ 247102 | 1,21'10° | 0,89°1072 | 1,651 |0,9965 | 6

DMF TG-TO-1 6,49 +0,23 1,2710%+1,49102 | 9,57°10° | 0,61'10% | 2,073 | 0,9976 | 8
TG-1-123 2,43+0,19 1,03102+1,11'102 | 7.8510° | 0,47°107 | 2,180 | 0,9872 | 9

SubPc 5,58+0,74 2,3010%+4,47102 |3,1410° | 1,89'102 | 1,216 | 0,9625 |9

ZnPc 4,99+ 0,18 2,93107 + 1,06107 | 7,41'10° | 0,45102 | 0,657 | 0,9973 |9

PO ODTLENOWANIU

TG-1-161 2,90+ 0,30 1,3210%+ 1,89107 | 1,25107 | 0,80'107% | 1,645 | 0,9801 |9

TG-1-162 2,59+ 0,37 1,33102+ 222102 | 1,5710° | 0,94'1072 | 1,406 | 0,9574 | 9

DMSO TG-TO-1 2,35+0,33 1,1610%+ 1,81°102 | 1,3310° | 0,74'107 | 1,566 | 0,9663 | 8
TG-1-123 1,27+0,18 2,8810°+1,11°102 | 7,79°10° | 0,47107 | 0,614 | 0,9558 |9

SubPc 2,58+0,24 1,6710%+ 1,47102 | 1,03'10° | 0,62:107 | 2,693 | 0,9806 |9

ZnPc 3,77+ 0,14 6,2910>+8,51'102 | 5,9010° | 0,36'102 | 1,772 | 0,9969 |9

TG-1-161 4,36+ 0,59 2,2310%+3,55102 | 2,4810” | 1,50°107 | 1,489 |0,9618 |9

TG-1-162 4,84 +0,47 1,02102+ 3,06102 | 1,8310° | 1,19107% | 0,857 | 0,9867 | 7

DMF TG-TO-1 3,75+0,32 2,4010%+1,92102 | 1,3410° | 0,81'107 | 2,976 |0,9843 |9
TG-1-123 1,40+ 0,16 9,32:10° 40,9510 | 6,6510° | 0,40107 | 2,328 | 0,9728 | 9

SubPc 2,83+0,33 9,1010°+2,00102 | 1,3510° | 0,82'102 | 1,116 |0,9726 |9

ZnPc 3,04+ 0,21 718107+ 1,28107 | 8,9710° | 0,54'107% | 1,328 | 0,9893 | 9

Tabela 13. Parametry prostych opisujacych zaleznos¢ In (A¢/A) = f (f) wyznaczone dla badanych zwiazkéw w warunkach tlenowych i po

odtlenowaniu oraz ocena statystyczna
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Tabela 14. Wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego przez badane

zwiazki w roztworach DMSO oraz DMF; naswietlanie w warunkach

tlenowych
Wydajno$¢ kwantowa

Rozpuszcezalnik | Zwigzek generowania tlenu
singletowego; ®,

TG-1-161 0,49 £ 0,04

TG-1-162 0,49 + 0,04

DMSO TG-TO-1 0,51 £0,07

TG-1-123 0,17+ 0,02

SubPc 0,49 £ 0,06

TG-1-161 0,79 £ 0,04

TG-1-162 0,65 £ 0,05

DMF TG-TO-1 0,73 £0,04

TG-1-123 0,27 £0,02

SubPc 0,63 £ 0,09
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4. Ocena trwalos$ci fotochemicznej
4.1. Metodyka pomiaru

Fotodegradacji poddano roztwory fotouczulaczcy w DMSO oraz DMF. Stezenia
poszczegolnych zwiazkow zostaty ustalone w ten sposob, aby wartos¢ absorbancji przy
dhugosci fali odpowiadajacej maksimum pasma Q w danym rozpuszczalniku, wynosita
od 0,7 do 0,8. Analizowane roztwory przeniesiono do kuwety -cylindrycznej
o poj. 2,8 cm’ i dlugoéci drogi optycznej I = 1 cm. Naswietlanie prowadzono
z wykorzystaniem wysokoci$nieniowej lukowej lampy UV-Vis z palnikiem
ksenonowym XBO-50, wyposazonej w filtr szklany. Natgzenie promieniowania

padajacego na probke wynosito ~ 130 klux.
4.2. Ocena jakoSciowa rozkladu fotochemicznego

Ocena fotodegradacji metoda spektrofotometryczna polegala na wykreslaniu
widm UV-Vis. Obserwowane zmiany przebiegu widm absorpcji w zalezno$ci od czasu

ekspozycji na promieniowanie, przedstawiono odpowiednio na ryc. 51-62:

ryc. 51  TG-I-161
ryc. 53 TG-I-162
ryc. 55  TG-TO-1
DMSO ryc. 57  TG-1-123
ryc. 59  SubPc
ryc. 61  ZnPc

ryc. 52 TG-I-161
ryc. 54 TG-I-162
ryc. 56  TG-TO-1
ryc. 58  TG-I-123
ryc. 60  SubPc
ryc. 62 ZnPc

DMF
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Ryc. 51.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny TG-1-161

w DMSO po odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 52.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny TG-1-161

w DMF po odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 53.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny TG-1-162

w DMSO po odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 54.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny TG-1-162

w DMF po odpowiednim czasie naswietlania

98



CZESC DOSWIADCZALNA

.glo 7
% —— 0s
3 —— 60
8 084 — 120 s
2z ——— 240s
< ——— 360s
——— 540s
0.6 1 ___ 7205
——= 900s
——— 1200s
0.4 -
02 -ﬁ\
0.0 T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900

Dhugos$¢ fali [nm]

Ryc. 55.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny TG-TO-1

w DMSO po odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 56.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny TG-TO-1

w DMF po odpowiednim czasie naswietlania

99



CZESC DOSWIADCZALNA

< 10 T
o
Eg — O0s
508 60 s
o — 120s
< —— 240s
0.6 - ———-360s
540 s
———-720s
0.4 ———-900s
———-1200s
0.2 A
0.0 T 7 T T T )
300 400 500 600 700 800 900

Dlugosé¢ fali [nm]

Ryc. 57.  Elektronowe widma absorpcji porfirazyny TG-1-123

w DMSO po odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 58.  Elektronowe widma absorpcji porfirazyny TG-I1-123

w DMF po odpowiednim czasie naswietlania

100



CZESC DOSWIADCZALNA

o 1.0

g 0s 569 nm
3 ——— 605

50.8 - —— 120

5

<

0.6 -

0.4 -

02 {ff

0.0 -
300 400 500 600 700 800 900
Dhugos¢ fali [nm]

Ryc. 59. Elektronowe widma absorpcji subftalocyjaniny SubPe¢

w DMSO odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 60.  Elektronowe widma absorpcji subftalocyjaniny SubPe

w DMF odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 61.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny ZnPe

w DMSO po odpowiednim czasie naswietlania
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Ryc. 62.  Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny ZnPe

w DMF po odpowiednim czasie naswietlania
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4.3. Wyznaczenie parametrow kinetycznych rozkladu fotochemicznego

Ilosciowa ocena rozktadu fotochemicznego porfirynoidéw obejmowata analizg
zalezno$ci absorbancji w maksimum pasma Q, od czasu ekspozycji na promieniowanie,

zgodnie z liniowym réwnaniem reakcji kinetycznej pierwszego rzedu:

InA=InAy-k-t

gdzie: A — absorbancja po okre§lonym czasie naswietlania
A — absorbancja przed naswietlaniem
k — stata szybkos$ci fotodegradacji [s']

t — czas naswietlania [s].

Przebieg prostych na wykresie zaleznosci In A/A, =f(t) ustalono metoda

najmniejszych kwadratow. State szybkosci rozktadu obliczono wg wzoru:

k=tga=-a
gdzie: a — wspolczynnik kierunkowy prostej, opisujacej zaleznos¢ In A/A( = f(t).
Parametry kinetyczne drugiego etapu fotodegradacji wyznaczono technika

odejmowania. Krzywe kinetyczne rozkladu fotochemicznego badanych fotouczulaczy

przedstawiono na ryc. 63-67, a kinetyczne state szybko$ci zamieszczono w tabeli 15.
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Ryc. 63. Krzywe kinetyczne przedstawiajace zalezno$¢ In A/A, = f(t)
ftalocyjaniny TG-1I-161 w DMF; pomiary przy A=736 nm
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Ryc. 64. Krzywe kinetyczne przedstawiajace zaleznos$¢ In A/Ay = f{(t)
ftalocyjaniny TG-1-162 w DMF; pomiary przy A=733 nm
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Czas naswietlania [s]

Krzywe kinetyczne przedstawiajace zaleznos¢ In A/Aq = f(t)
ftalocyjaniny TG-TO-1 w DMF; pomiary przy A=738 nm
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Krzywe kinetyczne przedstawiajace zaleznos¢ In A/Ay = f{(t)
subftalocyjaniny SubPe¢ w DMF; pomiary przy A= 566 nm
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Ryec. 67.

Tabela 15.

o 6 1
<
<
=]
£ 4] 2
—— 569 nm k=(3,9%0,77) X 10
— 750 nm
2 4
v
0 v—v—v - ]
M —Vv
k=(3,9%0,59) X 10"
-2 A
-4 : , . .

Czas naswietlania [s]

Krzywe kinetyczne przedstawiajace zaleznos¢ In A/Aq = f(t)

subftalocyjaniny SubPe¢ w DMSO; pomiary przy A= 569 oraz 750 nm

Kinetyczne state szybkos$ci fotodegradacji ftalocyjanin

TG-I-161, TG-1-162, TG-TO-1 oraz subftalocyjaniny

SubPc¢ w DMF
. I etap IT etap
Zwizek | kAR [sT] | 10° x (K AK) [57]
TG-I-161 1,22+0,10 1,49+ 0,01
TG-1-162 1,14+ 0,09 1,43 0,09
TG-TO-1 1,20 0,09 1,72-0,16
SubPc 0,84+0,16 0,38 0,03
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5. Pomiar absorpcji przejsciowej

Pomiar absorpcji przejSciowej zostal wykonany z wykorzystaniem zestawu
funkcjonujacego w oparciu o szafirowy wzmacniacz femtosekundowy, pracujacy przy
czgstosci repetycji 1 kHz. Probki wzbudzano w pasmie Q oraz pasmie Soreta.
Zastosowano impulsy generowane, odpowiednio przez niewspotliniowy optyczny
generator parametryczny (NOPA) lub przez podwajanie czgstosci impulsow
fundamentalnych. W obu przypadkach energia impulsow pompujacych byta réwna
2-3 ul.

Absorpcja przejsciowa byla probkowana impulsami superkontinuum $wiatta
bialego, generowanymi w ptytce CaF, o grubosci 3 mm. Uzyteczny zakres
superkontinuum wynosit 380-780 nm. Migdzy kierunkami polaryzacji wiazek
promieniowania pompujacego i probkujacego ustawiono kat magiczny (54,7 deg), ktory
zapewnia niezalezno$¢ wynikow od dynamiki reorientacji czasteczek. Wyniki
skorygowano uwzgledniajac fakt, ze zerowe opdznienie jest inne dla roznych dlugosci
fali ze wzgledu na duzy chirp (§wiergot) impulsow superkontinuum.

Badania prowadzono w fazie cieklej, stosujac jako rozpuszczalnik DMSO.
Probki przygotowywano w temperaturze pokojowej. Stezenie zwiazkéw dobierano
w taki sposob, aby wartosci absorbancji przy obu dlugosciach fal wzbudzenia byly
zawarte w zakresie 0,15-0,20. Wyjatek stanowita ftalocyjanina cynkowa (ZnPc), dla
ktorej absorbancja przy 400 nm wynosita 0,03. Przygotowane roztwory umieszczano
w kwarcowej kuwecie o dlugosci drogi optycznej / = 1 mm. Nastgpnie w trakcie
pomiaru oraz 20 min przed rozpoczeciem badania, przez probki przepuszczano azot.
Widma absorpcji przejSciowej, rejestrowane po roznych opoznieniach czasowych,

przedstawiono na rycinach:

ryc. 68 ZnPc
ryc. 71 TG-I-161
ryc. 73 TG-1-162
ryc. 75 TG-TO-1
ryc. 78 TG-1-123
ryc. 81 SubPc

Opoznienia w zakresie 1-10 ps okreslano jako krotkie, natomiast dtugie przypisano

zakresowi 10 ps—1,8 ns.
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Analizowano réwniez zmiany absorpcji przejsciowej przy okreslonych dtugosciach fal,
w zaleznos$ci od opdznienia czasowego. Uzyskane wyniki przedstawiono odpowiednio

na rycinach:

ryc. 69 ZnPc
ryc. 72 TG-I-161
ryc. 74 TG-1-162
ryc. 76 TG-TO-1
ryc. 80 TG-1-123
ryc. 82 SubPc

Widma réznicowe zwiazane z zanikiem — DADS (ang. decay associated difference
spectra) oraz czasy zaniku, uzyskano na drodze analizy globalnej z widm absorpcji
przejsciowej (ryc. 70,77,79). Wartosci czaséw zaniku (t; ,T2, T3) Wyznaczone przy
r6znych dlugosciach fali wzbudzenia przedstawiono w tabeli 16.

Obliczono rowniez warto$ci radiacyjnych stalych szybkos$ci zaniku stanu wzbudzonego.
W tym celu zastosowano rownanie Stricklera-Berga [145]. Uzyskane wyniki

przedstawiono w tabeli 17.
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Ryc. 68.  Widma absorpcji przejsciowej ftalocyjaniny ZnPe w DMSO wykreslone

po wzbudzeniu w pasmie Soreta (A) oraz pasmie Q (B)
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Ryec. 69. Kinetyka zmian absorpcji przej$ciowej ftalocyjaniny ZnPe¢
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Ryec.70.  Widma DADS oraz czasy zaniku wyznaczone dla ftalocyjaniny ZnPe¢

po wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 400 nm
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Ryc. 71.  Widma absorpcji przejsciowej ftalocyjaniny TG-I-161 w DMSO
wykreslone po wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 400 nm
A — krotkie op6znienia

B — dlugie op6znienia

111



CZESC DOSWIADCZALNA

-200
A
S -220 -
=
% 240 750 nm
3
< —260 N
-280
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6
Opoznienie [ns]
L ——
20 ‘\\_\\ /////
o ,‘B T ——— "
S ——
=} | o ——
— | e T T e ——
=< 104 o B
@) et ——— 515nm
o N ~—— 650 nm
< 0
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6
Opoznienie [ns]
2 -
B C 650 nm
<
z ] —— wzbudzenie 660 nm
= T ———  wzbudzenie 400 nm
é W[\//\\HV‘/\\/\/RJ_\\/‘* o
5 e o
\5 O —w L\VA}‘M/\/M/\/¥/\’\/\/\/\/\/\_/j/_\/\,/\/\/x/\/\7/\/7/_\/\
a
o
<
-1 .
0 10 20 30 40
Opdznienie [ps]
Ryc. 72.  Kinetyka zmian absorpcji przejsciowej ftalocyjaniny TG-I-161 w DMSO

A, B - wzbudzenie przy A=400 nm
C - poréwnanie wczesnej kinetyki przy A=650 nm po

wzbudzeniu w pasmie Soreta oraz Q
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Ryc. 73. Widma absorpcji przejsciowej ftalocyjaniny TG-1-162 w DMSO
wykreslone po wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 400 nm
A — krotkie opdznienia

B — diugie opdznienia
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Ryc. 74. Kinetyka zmian absorpcji przejsciowej ftalocyjaniny TG-1-162 w DMSO
A, B - wzbudzenie przy A=400 nm
C - pordownanie wczesnej kinetyki przy A=650 nm po

wzbudzeniu w pasmie Soreta oraz Q
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Ryc.75.  Widma absorpcji przejsciowej ftalocyjaniny TG-TO-1 w DMSO

wykreslone po wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 400 nm

A — krotkie opdznienia

B — dlugie opdznienia
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Ryc. 76. Kinetyka zmian absorpcji przej$ciowej ftalocyjaniny TG-TO-1 w DMSO

A, B - wzbudzenie przy A=400 nm
C - poréwnanie wczesnej kinetyki przy A=650 nm po

wzbudzeniu w pasmie Soreta oraz Q
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Ryc. 77.  Widma DADS oraz czasy zaniku uzyskane dla ftalocyjanin TG-1-161,

TG-1-162 oraz TG-TO-1 przy wzbudzeniu A=400 nm
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Ryc. 78. Widma absorpcji przejsciowej porfirazyny TG-I-123 w DMSO

wykreslone po wzbudzeniu w pasmie Q
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Ryc.79.  Widma DADS oraz czasy zaniku wyznaczone dla porfirazyny TG-1-123

przy wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali 590 nm
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Kinetyka zmian absorpcji przejsciowej porfirazyny TG-1-123 odpowia-
dajaca maksimum:
A - wybielania przy A=600 nm

B - absorpcji ze stanu wzbudzonego przy A=687 nm
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A OD * 1000

Ryec. 81.

A OD * 1000

Ryec. 82.
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Zmiany absorpcji przy A=569 nm (proces wybielania) oraz absorpcji ze

stanu wzbudzonego (614 nm) dla subftalocyjaniny SubPe w DMSO
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Dlugosé fali . T2 i

Zwigzek wzbudzenia [pls] [ps [n3s]
[nm] ]

400 25 | 51 ] 1.2

TG-1-161 660 23 | 28 | 1,2

400 20 | 57 ] 1.2

TG-1-162 660 28 | 41 | 1,2

400 2,7 | 56 | 1,3

TG-TO-1 660 3,8 | 26| 1,3

400 22 | 10 | 3.3

ZnPe 660 17 | 11 | 33

Tabela 16. Czasy zaniku (1, 12, 13) Wwyznaczone dla ftalocyjanin metoda globalne;j
analizy danych z absorpcji przej$ciowej przy roznych dlugosciach fali

wzbudzenia

Zwiazek K, [ns'l]
TG-1-161 6,8 £0,9
TG-1-162 6,3+0,8
TG-TO-1 6,1 +£0,8
TG-1-123 16,0+ 2.4
SubPc¢ 19,0+£29
ZnPc 5,5+0,6

Tabela 17. Radiacyjne state zaniku stanu wzbudzonego obliczone wg rownania

Stricklera-Berga
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6. Ocena fototoksycznosci ftalocyjaniny TG-I-161

6.1. Przygotowanie kultur komérkowych

Do badan wykorzystano komoérki nowotworu kolczystkomorkowego (Human
Squamous Carcinoma; HSC-3) wyizolowane z jezyka [101]. Hodowle prowadzono
w podlozu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) z dodatkiem 10% (v/v)
termicznie inaktywowanej plodowej surowicy cielecej (FBS) oraz 100 j.m./cm’
penicyliny, 100 pg/cm’ streptomycyny i 4 mmol/dm’ roztworu L-glutaminy. Komorki
inkubowano z nawilzaniem, w temperaturze 37 °C, w atmosferze 5% CO,. Hodowle
poddawano pasazowaniu 2 razy w ciagu tygodnia, uzywajac roztworu kompleksu

trypsyna-EDTA.

6.2. Ocena toksycznosci ciemnej

Hodowle przeznaczone do badania toksycznosci ciemnej przygotowano 24 h
przed eksperymentem, wykorzystujac plytki 48-doteczkowe. Poczatkowo gestosé
komorek wynosita kazdorazowo 1,8><105 komoérek / 1 cm® podtoza, przy konfluenciji ok.
80%. Nastepnie komorki przeptukano dwukrotnie buforem PBS (buforowany roztwor

’ podloza zawierajacego

soli fizjologicznej). Do kazdej studzienki dodano 1 cm
fotouczulacz o okres§lonym stgzeniu (tabela 18). W celu uniknigcia laczenia
fotouczulaczy z biatkami surowicy, zastosowano podioze nie zawierajace FBS.
Komorki poddano 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37 °C, nastepnie przeptukano
dwukrotnie buforem PBS. Oceng przezywalnosci przeprowadzono za pomoca testu
z odczynnikiem AlamarBlue™ (rezazuryna). Hodowle kontrolna stanowity komorki
inkubowane z DMEM lub DMEM zawierajacym 0,5 % (v/v) DMSO. Przezywalnos¢

komoérek w obecnosci ftalocyjanin ZnPc¢ oraz TG-I-161 bez dostgpu $wiatla

przedstawiono w tabeli 18.
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Zwiazek Stezenie Przezywalnos¢
zwiazku [pM] | komérek [%]

0,0 100,0 + 3,6
ZnPc 0,1 103,3+2,8
5,0 96,9 +£2,8
0,0 100,0 + 3,8
TG-I-161 0,1 110,8+ 1,5
5,0 101,1 £49

Tabela 18. Przezywalno$¢ komdrek HSC-3 w obecnosci ftalocyjanin ZnPc oraz

TG-I-161 bez dostepu swiatta

6.3. Ocena toksycznosci w warunkach naswietlania

Hodowle przeznaczone do badania fototoksycznos$ci przygotowano 24 h przed
eksperymentem wykorzystujac ptytki 48-doteczkowe. Poczatkowo ggsto$¢ komorek
wynosita kazdorazowo 1,8><105 komorek/1 cm’ podloza. Nastgpnie komorki
przeptukano dwukrotnie buforem PBS. Do kazdej studzienki dodano 1 cm’ podtoza
zawierajacego fotouczulacz w stezeniu 0,1 lub 5 pmol/dm’. Plytki z zatozonymi
hodowlami inkubowano przez 24 h z nawilzaniem, w atmosferze o sktadzie: 5% CO2,
95% powietrza. Po inkubacji hodowle przeptukano dwukrotnie PBS, a nastgpnie do
kazdej dodano 0,5 cm® podloza DMEM. Tak przygotowane plytki eksponowano na
promieniowanie emitowane przez zarowke wolframowa o mocy 75 W (Dura Max,
Philips Electronics North America Corporation). W celu eliminacji promieniowania
o dlugosci fali ponizej 650 nm zastosowano szklany filtr barwny KC-11/. Udziat
promieniowania z zakresu IR wykluczono poprzez zastosowanie filtru wodnego
o grubosci 2 cm. Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie, umieszczajac zrodio
Swiatta w odlegtosci 5 cm oraz 10 cm. Natgzenie $wiatla padajacego na komorki
wynosito odpowiednio 89 oraz 36 mW/cm®’. Jako préby kontrolne stosowano kolonie
komorek nie poddawane dzialaniu promieniowania. Po odpowiednich czasach
naswietlania do komorek dodawano podtoze DMEM z dodatkiem 10% (v/v) FBS oraz
100 jm./em® penicyliny, 100 pg/cm’ streptomycyny i 4 mmol/dm’® roztworu
L-glutaminy.
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6.4. Ocena przezywalnosci komorek

Morfologia komorek zostala oceniona z wykorzystaniem mikroskopu
odwroconego z kontrastem fazowym z 25-krotnym powigkszeniem. W celu oznaczenia
liczby zywych komérek do kazdej studzienki dodano 1,0 cm’ roztworu odczynnika
AlamarBlue™ w DMEM [52,83]. Inkubacje prowadzono w temp. 37 °C przez 1,5-3 h.
Po odwirowaniu pobierano 200 pl supernatantu. Nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy
dhugosci fali odpowiednio 570 oraz 600 nm. Procentowa przezywalno$¢ komorek w
obecno$ci badanego fotouczulacza odniesiono do hodowli kontrolnych zgodnie

7z rOwnaniem:;

A A

% — tc570 tc600 XIOO
AccS7O o Acc600

gdzie:

Ayso - warto$¢ absorbancji przy A=570 nm zmierzona dla komorek po
naswiatlaniu,

Ayes00 - warto$¢ absorbancji przy A=600 nm zmierzona dla komorek po
naswiatlaniu,

Aeesto - warto$¢ absorbancji przy A=570 nm zmierzona dla proby kontrolne;,

Aceooo - warto$¢ absorbancji przy A=600 nm zmierzona dla préby kontrolne;j.

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 19.

6.5. Analiza statystyczna

Wyniki obejmujace toksycznos$¢ ciemng oraz przezywalno$¢ komorek w trakcie
naswietlania przedstawiono jako warto§¢ S$rednia, obliczona z sze$ciu pomiardw
(= odchylenie standardowe). Roznice wartosci $rednich poréwnano testem t-Studenta
z zastosowaniem oprogramowania StatView (BrainPower Inc., Calabas, CA).
Znamienno$¢ statystycznag przyjgto dla wartosci p<0,05. Uzyskane wyniki poréwnano

z wlasciwosciami niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej — ZnPe.
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Natezenie Stezenie . -
. L. . . Przezywalnos$¢
Zwigzek promlenlowzama zwigzku komérek [%]
[mW/cm®] [uM]
0,0 100,0 £ 6,5
89 0,1 922+1,8
5,0 87,8+ 1,8
TG-I-el 0,0 100,0 + 8,0
36 0,1 90,8 7,7
5,0 86,5 £ 6,1
0,0 100,0 + 10,0
89 0,1 70,5+ 6,2
5,0 0,0
Znbe 0,0 100,0 +2.3
36 0,1 103,5+ 11,9
5,0 0,0

Tabela 19. Przezywalno$¢ komorek HSC-3 poddanych naswietlaniu w obecnosci

ftalocyjaniny TG-I-161 oraz ZnPc (czas ekspozycji — 20 min)
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V. OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Jednym z warunkéw powodzenia fotodynamicznych metod leczenia - jest dobor
wlasciwego fotosensybilizatora, posiadajacego m. in. odpowiednie wilasciwosci
spektroskopowe, wysoka wydajno$¢ generowania tlenu singletowego oraz brak efektow
fototoksycznych. Z tego wzgledu badania dotyczace syntezy nowych barwnikow
fotouczulajacych, sa niezwykle istotnym aspektem warunkujacym rozw¢éj PDT [5,10].
Uzyskanie barwnikow spelniajacych mozliwie najwigeej kryteriow, umozliwia
odpowiednia modyfikacja pierScienia makrocyklicznego. Czasteczki porfirynoidéw —
stosowanych jako fotosensybilizatory - mozna modyfikowa¢ na dwa sposoby: poprzez
podstawienie jonow metalu w centrum koordynacyjnym oraz wprowadzenie
odpowiednich podstawnikow peryferyjnych [11,17,19,46,72,139].

Material do badan stanowity wybrane fotouczulacze z grupy syntetycznych
porfirynoidéw. Ftalocyjaniny TG-I-161, TG-I-162 oraz porfirazyna TG-I-123 to
zwiazki autorskie, ktorych ogdlny schemat syntezy barwnikéw opierat si¢ na reakcji
makrocyklizacji Linstead’a. W odniesieniu do ftalocyjanin, jako gléwne substraty
zastosowano odpowiednio podstawione dinitryle oraz octan cynku. Natomiast
porfirazyng TG-I-123 otrzymano zgodnie z procedura podana przez Nie 1 wsp.,
zakladajaca wykorzystanie 2,5—diiminopirolidyny oraz dipropylomaleonitryla w
obecnosci butanolanu magnezu, ktéra jest modyfikacja makrocyklizacji Linstead’a
[108]. Tozsamos$¢ otrzymanych fotouczulaczy, potwierdzono z zastosowaniem takich
metod analitycznych jak: spektroskopia UV-Vis, '"H NMR, '>C NMR oraz spektrometria
mas (MALDI-TOF).

Ocena jednorodnosci
Istotnym warunkiem umozliwiajacym wykorzystanie fotouczulacza w PDT, jest

odpowiednio wysoka zawarto§¢ w probce lub gotowym preparacie. W odniesieniu do

barwnikéw stosowanych w lecznictwie takich jak temoporfina (Foscan) lub
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werteporfina (Visudyne) procentowa zawartos¢ wynosi 98 %. Obecnie zastosowanie
znajduja zarowno preparaty pojedyncze, jak i ztozone. Wykorzystanie pojedynczego,
dobrze zdefiniowanego fotouczulacza umozliwia lepsze okreslenie zalezno$ci pomiedzy
rodzajem substancji, a wywotanym efektem leczniczym [5]. Z drugiej jednak strony
znany od lat preparat Photofrin, nadal znajduje szerokie zastosowanie w lecznictwie
oraz stanowi przedmiot licznych prac badawczych pomimo, ze pod wzgledem
chemicznym jest mieszaning mono-, di- oraz oligomeréw hematoporfiryny [5,8,97].
Obecnie na $wiatowym rynku oferowanych jest bardzo wiele gotowych barwnikow
fotouczulajacych. Szczegdlnie szeroka oferte zwiazkéw posiada firma Sigma-Aldrich,
a deklarowana przez producenta zawarto$¢ np. dla pochodnych z grupy ftalocyjanin,
miesci sig¢ najczesciej w zakresie ok. 93-98%.

W przypadku fotouczulaczy handlowych wykorzystanych w niniejszej pracy, zawarto$¢
w probce wynosita 97% oraz 85%, odpowiednio dla ftalocyjaniny TG-TO-1
i subftalocyjaniny SubPe¢. Natomiast jednorodnos¢ probek autorskich, tj. ftalocyjaniny
TG-I-161, TG-1-162 oraz porfirazyny TG-I-123, oceniono metoda HPLC. Zawarto$¢
odczytywano jako procentowy udzial powierzchni gléwnego piku na chromatogramie
(ryc. 7-9). Jak wynika z danych zamieszczonych w tabeli 2, analizowane probki

zawieraly badane zwiazki w przedziale ok. 95-98%.

Analiza spektralna

Jednym =z wazniejszych etapow analizy nowych fotouczulaczy jest
charakterystyka spektralna. Jak wiadomo wlasciwosci fotochemiczne barwnikow
wynikaja z roznych standw wzbudzenia czasteczek. Z kolei rodzaj wzbudzenia, zalezy
gléwnie od dhugosci fali absorbowanego promieniowania. Niezbgdnych informacji w
tym zakresie, dostarcza przede wszystkim ocena przebiegu elektronowych widm
absorpcji. Absorpcja promieniowania o dhlugosci fali odpowiadajacej pasmu Q,
prowadzi do wzbudzenia typu n-n*, podczas gdy wzbudzenie stanéw charge transfer,
zalezy od wiasciwosci redoks jonu metalu w centrum pierScienia, a takze rodzaju
podstawnikéw w cze$ci peryferyjnej [49,102,160]. Jak wynika z przegladu
pisSmiennictwa, ocena polozenia oraz intensywnos$ci poszczegdlnych pasm absorpcji,
pozwala m. in. na okre$lenie stopnia agregacji porfirynoidéw. Pojedyncze, intensywne

pasma sa z reguly przypisywane formom monomerycznym, natomiast szerokie, o
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niskiej intensywnos$ci wyksztalcaja si¢ w przypadku istnienia form zagregowanych
[3,113,160].

Wielu autoréw zjawisko agregacji tlumaczy koplanarna asocjacja pierscieni,
jednoczes$nie podkreslajac zalezno$¢ od struktury podstawnikow, stezenia, temperatury,
rodzaju rozpuszczalnika i jonu metalu w centrum pier§cienia. W stanie zagregowanym
struktura elektronowa pierscieni ulega zmianie, co pociaga za soba réznice w energii
poziomdw podstawowych 1 wzbudzonych [2,100,112,114].

Z punktu widzenia zastosowan dla potrzeb PDT oraz wizualizacji tkanek wazne
jest, aby fotouczulacz absorbowal S$wiatto o odpowiednim zakresie dhugosci fal;
szczegoOlnie istotne jest uzyskanie absorpcji powyzej 650 nm, co generuje wiasciwe
polozenie pasma Q w widmie UV-Vis [58,124]. Stosujac odpowiednie podstawniki w
polozeniach peryferyjnych, mozna przesuna¢ absorpcj¢ w kierunku fal dtuzszych —
nawet do wartosci ok. 800 nm. Ten rodzaj modyfikacji jest bardzo wazny poniewaz dla
promieniowania o tych dlugosciach fali tkanki sa transparentne, a zakldcenia od
hemoglobiny i wody sa minimalne. Dlatego tez nastgpny etap pracy obejmowat analizg
spektroskopowa fotosensybilizatoréw. W pierwszej kolejnosci zidentyfikowano dwa,
charakterystyczne pasma absorpcji tj, Soreta oraz pasmo Q, ktorych obecno$¢ w widmie
elektronowym jest wymagana w odniesieniu do wszystkich barwnikow
fotouczulajacych [3,81,90,99,134].

W przypadku widm ftalocyjanin TG-I-161 oraz TG-I-162 (ryc. 10 i 12), obecnos¢
pasma Soreta obserwowano w zakresie 300-400 nm, a pasma Q posiadajacego znacznie
wigksza intensywno$¢ w przedziale ok. 600-900 nm (tabela 3 i 4). Natomiast widma
tych ftalocyjanin w izopropanolu, trietyloaminie, dioksanie, N,N-dimetyloformamidzie
(DMF), N,N-dimetyloacetamidzie (DMA) i1 dimetylosulfotlenku (DMSO) posiadaty
intensywne pasmo Q, ulegajace nieznacznemu rozszczepieniu z wytworzeniem
sktadowej wstepujacej, przesunigtej w kierunku fal krotszych (Ap=655-665 nm).
Jednoczesnie molowy wspdtczynnik absorpcji pasma wstgpujacego, posiadat blisko
trzykrotnie mniejsza warto$¢ niz w przypadku gtownej sktadowej pasma Q. Taki ksztatt
pasma Q wskazuje na niewielka liczbg czasteczek wystgpujacych w formie
zagregowanej. Obserwowane zaleznosci sa zgodne ze spostrzezeniami Chidawanyika i
wsp., ktorzy analizowali widma UV-Vis ftalocyjanin modyfikowanych peryferyjnie
grupami fenoksylowymi oraz butylofenoksylowymi oraz z wbudowanym jonem
kadmu(Il) w centrum koordynacyjnym. W tym przypadku roéwniez odnotowano

obecnos¢ dwoch sktadowych pasma Q, a mniejsza intensywnoscia odznaczala sig
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sktadowa przesunigta w kierunku fal krétszych. Wymienieni autorzy wykazali, ze taki
ksztaltt widma elektronowego stanowi potwierdzenie obecnosci w roztworach form
monomerycznych [36]. Natomiast Scalise 1 wsp. ocenili wlasciwosci spektroskopowe
ftalocyjanin cynkowych modyfikowanych peryferyjnie grupami pirydyloksylowymi.
Roéwniez ten zespot autorow, prowadzac badania w roztworze DMF oraz metanolu, jako
cechg typowa dla fotouczulaczy wystepujacych w formie monomerycznej, uznat ksztatt
pasma Q, w ktorym sktadowa zlokalizowana po stronie dtugofalowej charakteryzuje si¢
duza intensywnoscia.
Zjawisko agregacji wptywa ujemnie na wilasciwosci fizykochemiczne fotouczulaczy,
obniza wydajno$¢ generowania tlenu singletowego, jak rowniez znacznie oslabia
fluorescencje zwiazkdéw. Tworzenie aglomeratow jest przede wszystkim rezultatem
ograniczonej rozpuszczalno$ci [3,149,152,160]. Obecnie opracowywane i stosowane sa
rézne sposoby zmniejszania tendencji fotouczulaczy do agregacji. W tym celu
wykorzystuje si¢ r6znego rodzaju nosniki, takie jak liposomy, nanoczastki lub stosuje
si¢ srodki powierzchniowo czynne [21,41,106,122].
Innym czgsto wykorzystywanym sposobem zwigkszania rozpuszczalno$ci ftalocyjanin,
jest opracowanie odpowiednich metod syntezy, umozliwiajacych wprowadzenie do
pierscienia makrocyklicznego podstawnikoéw peryferyjnych [49]. W tym zakresie
szczegolnie interesujace wydaja si¢ wyniki przedstawione przez Akkurt i wsp., ktérzy
analizowali problem niewielkiej rozpuszczalno$ci ftalocyjanin  cynkowych,
modyfikowanych grupami hydroksyetylosulfanilowymi. Udowodniono, ze w wyniku
reakcji  estryfikacji mozna wuzyska¢ pochodne, odznaczajace si¢ wigksza
rozpuszczalno$cia niz zwiazki wyjsciowe. Zwrocono rowniez uwage na mozliwosé
zwigkszenia rozpuszczalnosci fotouczulaczy, poprzez wprowadzenie podstawnikow
tert-butylowych, heksylowych, eterowych lub amidowych [3]. Z kolei Atilla 1 wsp.
szczegblnie podkreslili wptyw rozpuszczalnika na proces tworzenia agregatow. Badajac
ftalocyjaniny ~ cynkowe  modyfikowane  peryferyjnie  grupami trietyleno-
oksysulfanilowymi zauwazyli, zZe analizowane zwiazki nie agregowaly w
tetrahydrofuranie, chloroformie lub pirydynie. Natomiast w przypadku roztworéw
wodnych lub metanolowych, pasmo Q charakteryzowato si¢ niska intensywnos$cia oraz
ulegato wyraznemu poszerzeniu. Zaobserwowane zmiany przebiegu widma, przypisano
zjawisku tworzenia aglomeratow [12].

Sposrod zastosowanych rozpuszczalnikéw tylko w przypadku metanolu, pasmo

Q ftalocyjaniny TG-I-161 oraz TG-I-162 posiadato trzy sktadowe o zrdéznicowanej
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intensywnosci; gtowna (Anax=735 nm) oraz dwa mniejsze pasma, ktore wyksztatcaty sig
zaréwno po dtugo-, jak i1 krétkofalowej stronie pasma Q. Pasmo przesunigte w kierunku
fal dhuzszych (Anax=820 nm), okresla si¢ jako tzw. pasmo X. Ogunsipe i wsp.
analizowali wlasciwos$ci ftalocyjanin cynkowych, modyfikowanych o§mioma grupami
fenoksylowymi 1 odnotowali obecnos¢ pasma X w przypadku roztworéw w THF.
Geneza pasma X, jak dotad nie zostala dostatecznie wyjasniona. Zaklada sig, ze jest
wynikiem odksztatcenia ptaszczyzny pier§cienia ftalocyjanin, na skutek oddzialywania
tlenu obecnego w czasteczce rozpuszczalnika z jonem cynku we wngtrzu makrocykla
[114].

Interesujacy przebieg posiadaty widma ftalocyjanin TG-I-161 1 TG-1-162 w
chloroformie (ryc. 10 1 12). W tym przypadku obserwowano bardzo rozmyte, szerokie
wstepujace ramig pasma Q, w ktorym mozna wyr6zni¢ dwie sktadowe (A=761 oraz 806
nm). Odnotowano réwniez obecno$¢ dodatkowego pasma w zakresie 410-530 nm o
niewielkiej intensywnosci. Jednocze$nie w przypadku chloroformu oraz acetonitrylu,
stwierdzono najwigksze przesunigcie pasma Q w kierunku fal dluzszych. Natomiast w
widmach wymienionych ftalocyjanin w eterze etylowym, octanie etylu, heksanie oraz
cykloheksanie obserwowano wyksztalcanie szerokich pasm Q (w zakresie 600-870 nm),
ktore rozszczepialy si¢ na dwie sktadowe, posiadajace zblizona intensywnos¢.
Poréwnanie wynikow w tabelach 3 oraz 4 wskazuje, ze dlugos¢ tancucha weglowego
podstawnikéw peryferyjnych ftalocyjanin TG-I-161 i TG-I-162, nie wywiera istotnego
wplywu na przebieg widm elektronowych. Widma analizowanych zwiazkow,
wykazywaty tylko nieznaczne zmiany intensywnosci pasm, w zakresie odpowiadajacym
pasmu Soreta oraz Q.

W przypadku wigkszosci uzytych rozpuszczalnikéw, przebieg widm UV-Vis
ftalocyjaniny TG-TO-1, nie wskazywal na tendencj¢ do tworzenia agregatéw — ryc. 14.
Pasmo Q ulegalo nieznacznemu rozszczepieniu na dwie skladowe, a intensywnosé
sktadowej wstepujacej, byla okolo trzykrotnie mniejsza niz gléwnej. Natomiast
w przypadku zastosowania heksanu, obserwowano wyrazne poszerzenie pasma Q, bez
przesunigcia w kierunku dhlugofalowym, a wykorzystanie chloroformu skutkowato
wyksztalceniem dodatkowego pasma w zakresie 450-550 nm (tabela 5). Obserwowane
zmiany w widmach UV-Vis mozna przypisa¢ tendencji ftalocyjaniny TG-TO-1 do
tworzenia w chloroformie form zagregowanych (ryc. 14). Natomiast widma
ftalocyjaniny w metanolu, acetonitrylu, eterze dietylowym oraz cykloheksanie

wykazywaty obecno$¢ dodatkowego pasma X.
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Podsumowujac mozna przyjaé, ze obecno$¢ podstawnikow butoksylowych oraz
fancuchéw estrowych w czeéci peryferyjnej pierScienia ftalocyjanin cynkowych,
odpowiada za przesunigcie maksimum pasma Q w kierunku fal dluzszych. W
przypadku bowiem niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej (ZnPc¢), maksimum pasma
Q jest zlokalizowane przy Amax~670 nm — ryc. 30 oraz 31.

Jednym z ograniczen rozwoju PDT jest mozliwo$¢ leczenia gtownie nowotwordow
zlokalizowanych powierzchniowo poniewaz glgbokos¢ przenikania promieniowania
przez tkankeg jest proporcjonalna do dtugosci fali [4,5]. Ponadto maksimum absorpcji
fotosensybilizatora nie powinno pokrywaé si¢ z pasmami absorpcji w obszarze
widzialnym  barwnikow endogennych, takich jak melanina, hemoglobina,
oksyhemoglobina [33,96]. Z tego wzgledu mozliwo$¢ absorpcji promieniowania o
okreslonej dilugosci fali, to szczegélnie istotne kryterium, uwzgledniane przy
poszukiwaniu nowych barwnikow fotouczulajacych [5, 120].

Mozna wigc zalozy¢, ze wykazywana przez ftalocyjaniny TG-I-161, TG-I-162 oraz
TG-TO-1, zdolno$¢ absorpcji promieniowania dlugofalowego, wydaje si¢ korzystna i
wskazuje na mozliwos¢ potencjalnego wykorzystania w terapii fotodynamiczne;.

W przebiegu elektronowych widm absorpcji porfirazyny TG-I-123, stwierdzono
obecno$¢ pasma Soreta w zakresie 300400 nm, podczas gdy maksimum pasma Q
mie$cito si¢ w przedziale 500620 nm (tabela 6). W odroznieniu od widm opisanych
wczesniej ftalocyjanin, pasmo Soreta porfirazyny TG-1-123 odznaczalo sig
intensywnos$cia zblizona do pasma Q (ryc. 16). Ksztalt pasma Q nie wskazywal na
tendencje¢ do agregacji w zadnym z zastosowanych rozpuszczalnikéw. Nie odnotowano
réwniez obecnosci dodatkowych pasm po stronie dlugofalowej pasma Q.

Z kolei subftalocyjanina SubPc wykazywala bardzo staba rozpuszczalno$é
w metanolu, heksanie, 2-propanolu oraz cykloheksanie, co uniemozliwito wykreslenie
widm elektronowych (tabela 7). W przypadku pozostatych rozpuszczalnikow, widma
absorpcji charakteryzowaty si¢ obecnoscia dwoch wyraznych pasm — ryc. 18. Dhugosé
fali odpowiadajaca maksimum pasma Soreta wynosila 306 nm. Jedynie w DMSO
maksimum wspomnianego pasma, wystgpowalo przy dlugosci fali 283 nm, a
maksimum pasma Q miescitlo si¢ w zakresie 560-570 nm. Przesunigcie pasma Q
subftalocyjanin w kierunku krotkofalowym, tlumaczy si¢ zmiana rozmieszczenia
elektronow zdelokalizowanych, uwarunkowana mniejszymi rozmiarami pierscienia
makrocyklicznego, w porownaniu z fotouczulaczami o strukturze tetrapirolowe;j

[45,117]. Nalezy jednoczes$nie zauwazy¢, ze pasmo Q subftalocyjaniny, nie ulegato
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rozszczepieniu na dwie sktadowe, jak to odnotowano w odniesieniu do poprzednich
zwiazkow. Natomiast przebieg widm UV-Vis w badanych rozpuszczalnikach, rowniez
nie wskazywat na tendencj¢ do tworzenia agregatow.

Zakres badan obejmowal takze oceng potozenia maksimum pasma Q, w
zaleznosci od wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika. Analiza polegata na
wykresleniu zaleznosci graficznej uwzgledniajacej potozenie Anax pasma Q oraz wartosé
parametru (n2-1)/(2n2+1), gdzie n to wspotczynnik refrakcji [88,113,114]. Oceng
przeprowadzono w odniesieniu do rozpuszczalnikow, w ktérych badane fotouczulacze
nie wykazywaly tendencji do tworzenia agregatow. Jak wynika z ryc. 11, 13 oraz 15 w
przypadku ftalocyjaniny TG-I-161 i TG-I-162, prostoliniowa zalezno§¢ odnotowano
jedynie w odniesieniu do izopropanolu, trietyloaminy, dioksanu, DMF, DMA oraz
DMSO. Okazalo sig, ze ze wzrostem wartosci wspotczynnika refrakcji rozpuszczalnika,
maksimum pasma Q ulegato przesunigciu w kierunku dhugofalowym. Uzyskana
zalezno$¢ liniowa $wiadczy o przewadze zjawiska solwatowania nad koordynacja przez
czasteczki rozpuszczalnika. Podobne zalezno$ci odnotowano w przypadku porfirazyny
TG-I-123 (ryc. 17) oraz subftalocyjaniny SubPec (ryc. 19).

Wiasciwosci agregacyjne badanych fotouczulaczy oceniono dodatkowo w
DMSO i DMF. Jak wynika z ryc. 20-31, uzyskane funkcje A=f(c) charakteryzowaly
si¢ przebiegiem prostoliniowym. W kazdym przypadku wykluczono rowniez istotnos¢
parametru b, co stanowi potwierdzenie, ze w analizowanym zakresie stgzen barwniki
spetnialy prawo Lamberta-Beera. Analizujac przebieg widm stwierdzono, ze zmiany
stezenia fotouczulaczy nie powodowaty takich efektow jak powstawanie, zanikanie lub
przesunigcie potozenia pasm absorpcji. Potwierdzono zatem, ze w DMSO oraz DMF,
badane porfirynoidy nie wykazywaty tendencji do tworzenia aglomeratow.

Kolejny etap pracy obejmowatl analiz¢ wtasciwosci emisyjnych fotouczulaczy
w DMSO. Odpowiednia charakterystyka emisyjna umozliwia oceng przydatnosci
danego barwnika, jako wskaznika w diagnostyce fotodynamicznej. Dzigki intensywne;j
fluorescencji, mozna bardzo precyzyjnie okresli¢ obszar objety zmianami
chorobowymi, a nastgpnie podja¢ decyzje odnos$nie wyboru odpowiedniego schematu
leczenia [18,38,64].

W pierwszej kolejnosci oceniono ksztalt oraz potozenie pasm w widmach fluorescencji,
wzgledem widm absorpcji. Zgodnie z oczekiwaniami widma emisji stanowity lustrzane
odbicia 1 byty przesunigte w kierunku dtugofalowym (ryc. 32-36). Jak wynika z danych

zamieszczonych w tabeli 11, warto$ci przesuni¢¢ Stokes’a ftalocyjanin TG-I-161,
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TG-1-162 oraz TG-TO-1, miescity si¢ w zakresie 18-21 nm 1 byty ok. trzykrotnie
wigksze niz w przypadku ftalocyjaniny niepodstawionej ZnPe¢ (7 nm). W odniesieniu
do porfirazyny TG-I-123 oraz subftalocyjaniny SubPc¢, wartosci przesunig¢ wynosity
odpowiednio 9 1 11 nm. Obserwowane zalezno$ci sugeruja, ze geometria badanych
porfirynoidow w stanie wzbudzonym S, nie r6zni si¢ znaczaco od geometrii w stanie
podstawowym [50,60,80,83,114].

Nastgpnym etapem bylo obliczenie wydajnosci kwantowych emisji (Dr)
ftalocyjanin TG-I-161, TG-I-162 oraz TG-TO-1. Uzyskane wyniki poréwnano
z wlasciwos$ciami niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej ZnPc, ktorej @ w DMSO
wynosi 0,20 [114]. Jak przedstawiono w tabeli 12, po wzbudzeniu w pasmie Soreta
wydajnos$ci kwantowe emisji modyfikowanych ftalocyjanin, byly prawie trzykrotnie
mniejsze niz w przypadku wzorcowej ZnPc. RoOwniez male wartosci wydajnosci
kwantowych obserwowano po wzbudzeniu ftalocyjanin w pasmie Q.

Sposréd  licznych doniesien dotyczacych charakterystyki emisyjnej ftalocyjanin
cynkowych, na szczeg6lna uwage zastuguja wyniki przedstawione przez Ogunsipe i
wsp. Przedmiotem badan byly pochodne podstawione o$mioma grupami
fenoksylowymi oraz pirydynowymi [114]. Wymienieni autorzy analizujac roztwory
zwiazkow w DMSO, obserwowali emisj¢ o trzykrotnie wigkszej intensywnosci niz
warto$ci odnotowane dla ftalocyjanin (TG-I-161, TG-I-162, TG-I-161) w niniejszej
pracy. Mozna zatem wnioskowaé, ze wprowadzenie podstawnikow estrowych oraz
butoksylowych do czgsci peryferyjnej pierscienia makrocyklicznego, wywiera

niekorzystny wpltyw na wydajno$¢ emisji ftalocyjanin cynkowych.

Generowanie tlenu singletowego

Istotnym etapem badania nowych fotouczulaczy jest analiza zdolnosci
generowania tlenu singletowego. Jak wspomniano wcze$niej, efekt fotodynamiczny jest
rezultatem interakcji pomiedzy fotouczulaczem znajdujacym si¢ we wzbudzonym stanie
trypletowym, a czasteczka tlenu. Wydajnos¢ takiego procesu zalezy przede wszystkim
od liczby wzbudzonych czasteczek fotosensyblizatora, jak rowniez czasu zycia formy
trypletowej. W odniesieniu do ftalocyjanin cynkowych, szczegolnie interesujace
wydaja si¢ wyniki przedstawione przez Ogunsipe 1 wsp. [113]. Badania obejmowaly

analiz¢ zdolno$ci generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaniny okreslone jako
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dlugotancuchowe, modyfikowane czterema lub o$mioma grupami
trietylenooksysulfanilowymi. Okazato sig, ze tlen singletowy silniej generowaty zwiazki
posiadajace osiem podstawnikow. Autorzy sugerowali ponadto, ze wprowadzenie do
czasteczki fotosensybilizatora tzw. grup dlugotancuchowych, moze powodowa¢ wzrost
wydajno$ci kwantowej tworzenia stanu trypletowego, skracajac zarazem jego czas
zycia. Z kolei Cormick i wsp. poddali ocenie ftalocyjaniny cynkowe, modyfikowane
czasteczkami flukonazolu. Takie potaczenia okazaly si¢ niekorzystne, poniewaz
wykazywaty ok. 50% mniejsza aktywno$¢ niz ftalocyjanina cynkowa ZnPc [38]. Z
kolei Sakellariou i wsp. badali migdzy innymi polaczenia kompleksowe porfirazyn
posiadajacych ugrupowanie [N(CHj3),]2, z PACI, oraz PtCl,. Wykazano, ze tego rodzaju
struktury generuja tlen singletowy z wydajnoscia kwantowa ®, = 0,54. Jak si¢ jednak
okazalo, ugrupowanie [N(CH;),], nie sprzyja natomiast tworzeniu 'O,, poniewaz
utatwia bezpromienista konwersj¢ do stanu podstawowego, dzigki sprzg¢zeniu wolnych
par elektronéw z uktadem = pierscienia porfirazyny [129].

W ostatnim czasie coraz wigkszym zainteresowaniem cieszq si¢ fotouczulacze z grupy
subftalocyjanin, ktorych modyfikacja pozwala na otrzymanie postaci zjonizowanych.
Migdzy innymi Spesia i wsp. w wyniku odpowiedniego podstawienia pier§cienia
makrocyklicznego, uzyskali subftalocyjaniny w formie kationowej. Jak si¢ jednak
okazato tego typu pochodne, posiadaly mniejsze wartosci @, niz subftalocyjaniny
wystepujace w postaci niezjonizowanej. Z drugiej strony zwrocono uwage na fakt, ze
ich stosunkowo dobra rozpuszczalno$¢ w $rodowisku wodnym, moze przyniesé
korzystne efekty w  fotodynamicznym zwalczaniu infekcji  bakteryjnych,
wywotywanych pateczkami E. coli [143].

Obecnie istnieje wiele sposobdw oceny generowania tlenu singletowego. W tym celu
wykorzystuje  si¢  miedzy innymi  reakcje  zachodzace z  udzialem
1,3—difenyloizobenzofuranu (DPBF), dimetyloantracenu, luminolu lub bezposredni
pomiar luminescencji przy 1270 nm [13,15,22,71,84,85,94,163].

W celu realizacji zaplanowanych badan wykorzystano DPBF, ktory jako wygaszacz
tlenu singletowego ulega reakcji oksydacji - ryc. 83. Proces generowania tlenu
singletowego monitorowano w DMSO oraz DMF. Eksperyment prowadzono w
warunkach tlenowych, jak réwniez po odtlenowaniu probek azotem (ryc. 39-50). W
celu uniknigcia reakcji tancuchowych zachodzacych w obecnosci tlenu singletowego,

stosowano stezenia DPBF ~3x10™ mol/dm’ [47,113].
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Ryec. 83. Reakcja oksydacji DPBF w obecnosci tlenu singletowego

Ocena ilosciowa polegala na wyznaczeniu parametrow kinetycznych reakcji
rozktadu DPBF (tabela 13). Nastgpnie obliczono wzgledne wartosci wydajnosci
kwantowych generowania tlenu singletowego. Jako substancj¢ odniesienia
wykorzystano ftalocyjaning niepodstawiona ZnPe, ktorej wartosci @, zgodnie z danymi
z piSmiennictwa, wynosza 0,67 w DMSO oraz 0,56 w DMF [114].

Jak wynika z tabeli 14 ftalocyjaniny TG-I-161, TG-I-162, TG-TO-1 oraz
subftalocyjanina SubPc w DMSO, generowaty tlen singletowy ze zblizona wydajno$cia
(@~0,5). Najstabiej tlen singletowy w DMSO generowata porfirazyna TG-1-123, dla
ktorej wartos¢ @, byla prawie 4-krotnie mniejsza niz ZnPe. Zrdéznicowane wyniki
otrzymano takze w przypadku naswietlania fotouczulaczy w DMF. Wartosci ®, mozna
w tym przypadku uszeregowacé w nastgpujacy sposob:

TG-I-123 < SubPc < TG-1-162 < TG-TO-1 < TG-I-161.

Jak mozna zauwazy¢ zdolno$¢ generowania tlenu singletowego, jest rowniez
najmniejsza w przypadku porfirazyny magnezowe;.

Jak wspomniano wcze$niej eksperyment powtdrzono po odtlenowaniu prébek
azotem. Zgodnie z oczekiwaniami, wartosci stalych szybkos$ci reakcji rozktadu DPBF
zmniejszylty si¢. Z danych zamieszczonych w tabeli 13 wynika, ze -efektem
zmniejszonego dostgpu tlenu, bylo zahamowanie wydajnosci generowania tlenu
singletowego przez wszystkie badane zwiazki. Najsilniejszy efekt odnotowano w

przypadku ftalocyjanin TG-I-161, TG-I-162 oraz subftalocyjaniny SubPc.
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Trwalo$¢ fotochemiczna

Badanie trwalo$ci fotochemicznej to wazny etap analizy nowych
fotosensybilizatorow. Przyjmuje sig, ze trwalo$¢ fotouczulaczy zalezy od stabilno$ci
wiazan w pierscieniu makrocyklicznym, a takze od rodzaju zastosowanego
rozpuszczalnika. Ocena jakosciowa zachodzacych proceséw fotochemicznych, w
pierwszej kolejnosci polega na obserwacji zmian w przebiegu widm elektronowych.
Pozwala to wstgpnie ustali¢, czy dany barwnik ulega zjawisku fotowybielania, czy tez
fototransformacji z wytworzeniem fotoproduktow. Istotnych informacji dostarcza
rowniez charakterystyka ilosciowa, obejmujaca ustalenie rzedowosci reakcji
fotochemicznych oraz wyznaczenie parametrow kinetycznych [26,27,51,62,154].
Barwniki zbyt szybko ulegajace rozktadowi pod wptywem $wiatla, moga okazaé sig
nieaktywne terapeutycznie, jak rowniez wywolywaé réznego rodzaju dziatania
niepozadane lub efekty fototoksyczne. Dlatego tez badane zwiazki poddano testom
trwato$ci w warunkach stresowego naswietlania z wykorzystaniem wysokocisnieniowej
lampy ksenonowej oraz odpowiednich filtrow.

Sposréd  fotouczulaczy naswietlanych w DMSO, fotolabilna okazata si¢ jedynie
subftalocyjanina SubPc. Jak przedstawiono na ryc. 59 — obserwowano wyrazny spadek
intensywno$ci pasma z maksimum przy dhlugosci fali 569 nm oraz jednoczesne
wyksztalcenie nowego pasma z maksimum przy A = 750 nm.

W odniesieniu do probek naswietlanych w DMF, trwala fotochemicznie okazata sig
porfirazyna  TG-I-123. Natomiast w  przypadku  wszystkich ftalocyjanin
modyfikowanych peryferyjnie (TG-I-161, TG-I-162, TG-TO-1) oraz subftalocyjaniny
SubPc, zachodzace zmiany w przebiegu elektronowych widm absorpcji, wskazywaty
na rozklad zwiazkow (ryc. 52,54,56,58,60,62). W wyniku ekspozycji na
promieniowanie obserwowano wyrazne odbarwianie roztworow, bedace rezultatem
zanikania pasma Soreta oraz pasma Q. Wskazuje to na proces fotowybielania, bez
tworzenia fotoproduktow trwatych. Opisane zmiany w odniesieniu do badanych
ftalocyjanin, sa zgodne z sugestiami przedstawionymi przez Durmus i wsp. Wedtug
autoréw przylaczenie dilugich tancuchéw do czeséci peryferyjnej makrocyklicznego
pierscienia, powodowalo wyrazne zmniejszenie fotostabilnosci ftalocyjanin cynkowych

[47].
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Badania fotostabilno$ci obejmowaty réwniez oceng kinetyczna zachodzacych
zmian. Okazato sig, ze fotodegradacja zwiazkéw w DMF byla procesem dwuetapowym
1 zachodzita zgodnie z roéwnaniem kinetycznym reakcji I-rzedu. State szybkosci
drugiego etapu wyznaczono metoda odejmowania (ryc. 63-66). Jak wynika z tabeli 15,
w przypadku ftalocyjanin TG-I-161, TG-1-162 oraz TG-TO-1, drugi etap zachodzit ok.
10 razy wolnie;.

W przypadku roztowru subftalocyjaniny SubPe w DMSO wartosci absorbancji
mierzono zarowno w maksimum pasma Q, jak rowniez przy dtugosci fali Ayax=750 nm,
ktora odpowiadata maksimum pasma tworzacego si¢ w wyniku naswietlania (ryc. 67).

Stwierdzono, ze zwiazek ulegat w DMSO procesowi fototransformacji.

Absorpcja przejsciowa

Pomiar absorpcji przejsciowej to jedna z metod analitycznych, ktéra umozliwia
badanie dynamiki stanow wzbudzonych czasteczek w roztworach. Pomiary
przeprowadza si¢ w oparciu o technike tzw. ,,pompa - sonda”, ktora wykorzystuje dwa
impulsy laserowe przechodzace przez kuwetg z roztworem badanego zwiazku. Pierwszy
impuls tzw. pompujacy, odznacza si¢ duzym nat¢zeniem i prowadzi do wzbudzenia
czasteczki. Drugi natomiast zwany sondujacym lub prébkujacym, jest opdzniony w
stosunku do pierwszego i posiada mniejsze nat¢zenie. Odpowiada za monitorowanie
zmian absorpcji w probce. Rejestrowane réznice w widmach absorpcji przejsciowej,
zaleza od opoOznienia czasowego pomig¢dzy wspomnianymi impulsami i moga by¢
efektem takich zjawisk, jak redystrybucja energii, zmiany ksztalttu czasteczki,
przeniesienia protonow lub elektronow [54,55,69,171].

W celu oceny absorpcji przejsciowej ftalocyjanin TG-I-161, TG-I-162 oraz
TG-TO-1, wykorzystano wzbudzenie impulsami o dlugosci fali z zakresu pasma Soreta
(400 nm), jak réwniez pasma Q (660 nm). Opodznienie czasowe pomig¢dzy impulsem
pompujacym 1 probkujacym wynosito maksymalnie 1,8 ns. Uzyskane wyniki
porownywano z wilasciwosciami niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej (ZnPc).
Widoczne na ryc. 68 zmiany w przebiegu widm absorpcji przejsciowej przy obu
dlugos$ciach fali wzbudzenia, obejmowaty wzrost absorpcji w przedziale 400-650 nm.

Odnotowano réwniez wzrost wzmocnienia w zakresie 660—700 nm, ktéry odpowiada
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procesowi wybielania oraz emisji wymuszonej. Obserwowano takze zanik stabego
wzmocnienia w zakresie powyzej 700 nm.
Kolejnym krokiem w odniesieniu do ftalocyjaniny ZnPec, bylo przeprowadzenie
globalnej analizy danych z widm absorpcji przejsciowej z wykorzystaniem algorytmu
rekonstrukcji macierzy [54]. Uzyskano widma DADS oraz obliczono trzy rdzne czasy
zaniku okreslone jako 1, 12, 13 (ryc. 70). Okazato sig, ze wartosci uzyskane dla ZnPc¢
wynoszace ok. 2 ps oraz 3,3 ns (tabela 16), sa zgodne z wynikami przedstawionymi
przez Savolainena i wsp. [133]. Warto$¢ 3,3 ns mozna wedlug autordw przypisaé
czasowi zycia wzbudzonego stanu S;. Natomiast sktadowa 2 ps, opisano jako efekt
dynamicznej solwatacji dielektrycznej ~ w DMSO.
W niniejszej pracy podjgto rowniez probg analizy kinetyki zmian absorpcji przejsciowej
ftalocyjaniny ZnPe, przy wzbudzeniu impulsami o dlugos$ci fali 400 nm. Analiza zmian
przebiegu widm absorpcji przejsciowej wykazala obecnos¢ kolejnej skladowej,
posiadajacej stata zaniku 10 ps. Natomiast jak mozna zauwazy¢ na ryc. 69, przy
wzbudzeniu impulsami o dlugosci fali 660 nm, odnotowano jedynie niewielka
amplitud¢ zmian. Roéznice w amplitudzie zaniku w zalezno$ci od dlugosci fali
wzbudzenia sugeruja, ze opisany proces jest wynikiem rozproszenia energii. Wyniki
uzyskane z pomiaréw absorpcji przejSciowej, wykonane przez Howe i wsp. dla
ftalocyjaniny podstawionej grupami tetra sulfonowymi, wskazaly natomiast na zjawisko
konwersji wewngtrznej ze stanu S; do S; jako zrodto sygnalu o statej czasowej 10 ps
[69]. Powyzsza interpretacja wydaje si¢ jednak niewlasciwa, przede wszystkim ze
wzgledu na fakt, ze czas 10 ps jest zbyt dtugi dla sugerowanego procesu. Po drugie -
wskazany sygnal autorzy obserwowali rowniez przy wzbudzeniu falami z zakresu
pasma Q. Wlasciwosci czasowo rozdzielcze porfiryn oraz porficyn, opisywane
odpowiednio przez Baskina i wsp. oraz Fit¢ 1 wsp., okazaly si¢ bardzo zblizone do
zmian absorpcji przejsciowe]j zarejestrowanych dla analizowanej ftalocyjaniny ZnPe¢
[16,55]. Dlatego tez stwierdzono, ze obecnos¢ skladowej rejestrowanej przy 10 ps,
nalezy przypisa¢ utracie energii wzbudzonej czasteczki, na drodze wymiany ciepla z
czasteczkami rozpuszczalnika.

Wykazano réwniez, ze obserwowane zmiany w absorpcji przejSciowej nie
wskazuja jednoznacznie na zjawisko tworzenia stanu trypletowego. Z kolei
przedstawione wczesniej wyniki uzyskane z analizy generowania tlenu singletowego

sugeruja, ze stan ten jest generowany z duza wydajno$cia. Savolainen 1 wsp. wyjasniaja
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taka rozbiezno$¢ jako rezultat maskowania pasm charakterystycznych dla stanu
trypletowego, przez silne pasma zwiazane z fotowybielaniem [137].

Ksztalt widm absorpcji przejsciowe] ftalocyjanin TG-I-161, TG-I-162 oraz
TG-TO-1, jest zblizony do widm ftalocyjaniny ZnPc. Pasma absorpcji stanu
wzbudzonego, sasiaduja z pasmami odpowiadajacymi zjawisku wybielania oraz emisji
wymuszonej, wystgpujac po stronie krotkofalowej. Rozbieznosci odnotowano natomiast
porownujac wyniki uzyskane dla roznych opdznien czasowych (ryc. 71-76). Amplitudy
zmian, rejestrowane dla wczesnych opdznien sa bardzo niewielkie w pordwnaniu
z ftalocyjaning ZnPe¢, zauwazalne jedynie przy ok. 550 nm, 650 nm oraz dla pasm
emisji wymuszonej (ok. 750 nm). Dla dtugich opdznien, rzedu 100 ps, obserwowano
wyrazne zmiany widm oraz pojawienie si¢ punktu izosbestycznego przy 600 nm.

Na drodze analizy globalnej ustalono trzy rdzne czasy zaniku - 1, 12, 73 (tabela 16). Jak
wynika z ryc. 77, widma DADS przy odpowiednich czasach zaniku nie wykazywaty
istotnych roznic. Najkrotszy czas zaniku (t1) byl bliski wartosci 2 ps, co odpowiada
zjawisku dynamicznej solwatacji dielektrycznej. Wykazano, ze amplituda zmian
absorpcji odpowiadajaca drugiemu czasowi zaniku (1), podobnie jak w przypadku
ZnPc, zalezy od dlugosci fali wzbudzenia. Wigksza amplitude zaniku ze stata czasowa
T,, obserwowano dla wigkszej energii wzbudzenia. Ponadto, jak wynika z tabeli 16,
czasy zaniku 1, wyznaczone dla ftalocyjanin TG-I-161, TG-1-162 oraz TG-TO-1,
przyjmuja wartos$ci kilkukrotnie wigksze niz w przypadku ZnPc. Opisane rdznice
wskazuja, ze podstawniki estrowe oraz butoksylowe wplywaja na zjawisko termalizacji
czasteczki oraz nasilaja proces wymiany energii z molekutami rozpuszczalnika.
Przypuszczalnie nadmiar energii wzbudzenia jest przekazywany od pierScienia do
podstawnikow, a nastgpnie uwalniany do otoczenia. Nie mozna rowniez wykluczy¢, ze
podstawniki dlugotancuchowe ze wzgledu na mozliwo$¢ rotacji, moga doswiadczaé
duzego oporu ze strony rozpuszczalnika. Nieznacznie dluzsze czasy termalizacji
obserwowane dla ftalocyjaniny TG-I-162 moga sugerowaé, ze ze wzrostem dhugosci
tancucha w podstawnikach, moze wzrasta¢ zdolno$¢ przewodzenia energii wibracyjnej
w kierunku czasteczek rozpuszczalnika. Wszystkie barwniki wykazywaly mniejsza
warto$¢ 1y, przy wzbudzaniu promieniowaniem z zakresu pasma Q niz z zakresu pasma
Soreta (tabela 16). Mozna to przypisa¢ koniecznosci transferu mniejszej porcji energii
do otoczenia.

Odnotowano roéwniez, ze najwolniejsze procesy zachodzace z udzialem badanych

ftalocyjanin, wywotywaty wyrazne zmiany w przebiegu widm absorpcji przejsciowe;.
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Obserwowano zanik szerokiego pasma absorpcji z maksimum przy ok. 500 nm oraz
powstawanie pasma przy ok. A = 650 nm. Zarejestrowano takze zanik wzmocnienia
naktadajacych si¢ pasm przy A = 750 nm, jako konsekwencj¢ procesu fotowybielania
oraz wymuszonej emisji. Opisane zjawiska znalazly odzwierciedlenie w ksztalcie widm
DADS, odpowiadajacych czasowi zaniku 13 (ryc. 77). Mozna przyjac, ze dla wszystkich
ftalocyjanin podstawionych warto$§¢ 13, byla prawie identyczna (1,2-1,3 ns) oraz
odpowiadata czasowi zycia wzbudzonego stanu S;. Obecno$¢ punktu izosbestycznego
przy A = 600 nm, wskazuje na reakcje typu substrat - produkt i moze by¢ rozwazana
jako zanik wzbudzonego stanu singletowego, przy jednoczesnym tworzeniu stanu
trypletowego.

Stosunek wartosci 13 dla ftalocyjaniny ZnPc i podstawionych pochodnych wynosi ok.
2,8. Podobna zalezno$¢ mozna zaobserwowal poréwnujac wartosci wydajnosci
kwantowych fluorescencji (ok. 3). Wskazuje to, ze state radiacyjne wszystkich czterech
ftalocyjanin cynkowych sa zblizone. Dowodzi to rowniez, ze w przypadku ftalocyjanin
podstawionych (TG-I-161, TG-1-162, TG-TO-1) przewazaja procesy bezpromieniste.
Takie wyniki sq zgodne z warto$ciami stalych radiacyjnych, obliczonych na podstawie
widm absorpcji, z wykorzystaniem rownania Stricklera-Berga (tabela 17) [145].
Warto rowniez zauwazyC, ze pomimo znacznie Kkrotszego czasu zycia stanu
wzbudzonego ftalocyjanin  podstawionych, obliczona wydajno$¢ kwantowa
generowania tlenu singletowego w DMSO, jest mniejsza tylko o ok. 25 % w
poréwnaniu z ftalocyjaning ZnPc (tabela 14).

W nastepnej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ absorpcji przejsciowej porfirazyny
TG-1-123 oraz subftalocyjaniny SubPc. Zastosowany uktad pomiarowy, nie byt jednak
przystosowany do wzbudzania zwiagzkéw promieniowaniem o dtugosci fali ponizej 400
nm. Dlatego tez wykorzystano jedynie wzbudzenie promieniowaniem z zakresu pasma
Q. Wyniki uzyskiwane w ten sposob sa doktadne, jedynie przy opdznieniu czasowym
do  ok. 500 ps.

Jak przedstawia ryc. 78, porfirazyna TG-1-123 w tym zakresie opdznien, nie
wykazywata istotnych zmian w widmach absorpcji przejsciowej. W tym przypadku
zastosowanie algorytmu analizy globalnej, umozliwitlo opisanie ewolucji czasowe;j
widm DADS za pomoca dwodch stalych czasowych (ryc. 79). Okazalo sig, ze
obserwowana dynamika zmian jest prostsza niz w przypadku wczesniej opisanych
zwiazkow. Pierwsza stata czasowa (5 ps), odpowiada prawdopodobnie za ultraszybki

proces zwiazany z dyssypacja energii (relaksacja oscylacyjna, termalizacja). Z kolei
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druga stala czasowa, jest rowna czasowi zycia stanu wzbudzonego (4 ns), nalezy ja
jednak traktowaé jedynie jako oszacowanie.

Przeprowadzono rowniez ocen¢ kinetyki zmian absorpcji przejsciowej porfirazyny
TG-1-123, przy dlugo$ciach fali charakterystycznych dla procesu wybielania oraz
absorpcji ze stanu wzbudzonego. Na ryc. 80 mozna zauwazy¢ catkowity brak narastania
sygnatu. Poczatkowo zanik przebiega szybko (5 ps), a nastgpnie coraz wolniej (do 4 ns).
W przypadku porfirazyny TG-1-123 nie stwierdzono réwniez sygnatu
charakterystycznego dla tworzenia stanu trypletowego.

W przypadku subftalocyjaniny SubPc¢ zmiany absorpcji dla opdznien czasowych
do 500 ps, rowniez okazaly si¢ stosunkowo niewielkie (ryc. 81). W celu oceny
dynamiki zachodzacych proceséw, przeprowadzono dodatkowo jednoczesne
dopasowanie 3-eksponencjalne dla dwoch procesow, odpowiadajacych maksimum
wybielania i absorpcji ze stanu wzbudzonego (odpowiednio 569 i 614 nm) — ryc. 82.
Najdhuzszy czas zaniku odpowiadal wartosci uzyskanej z analizy globalnej (2,7 ns).
Pozostate dwa czasy, wyznaczone z dopasowania, to 5,5 ps i 8 ps, jednak btedy tych
warto$ci okazaly si¢ rzedu nawet 100%, wigc moga by¢ traktowane jedynie jako
oszacowanie. Zachowanie czasteczki subftalocyjaniny SubPc jest zblizone do
ftalocyjanin ocenianych w ramach niniejszej pracy. Mozna zauwazy¢ szybkie
poczatkowe zmiany przebiegu widm absorpcji przejsciowej, a nastgpnie proces
zachodzacy ze stala czasowa rzedu 10 ps, ktory powoduje narastanie wzmocnienia w
pasmie wybielania. Obserwowany catkowity zanik absorpcji jest prawdopodobnie

spowodowany dezaktywacja stanu wzbudzonego.

Ocena fototoksycznosci

W kolejnym etapie pracy - na przyktadzie ftalocyjaniny TG-I-161 - podj¢to
badania majace na celu oceng wilasciwosci fototoksycznych. Jako substancje
odniesienia zastosowano niepodstawiona ftalocyjaning ZnPc. Analizie poddano
roztwory zwiazkow o stezeniach 0,1 oraz 5,0 uM w podtozu DMEM. Do badan
wykorzystano komoérki nowotworu  kolczystkomorkowego (Human Squamous
Carcinoma). Na wstegpie oceniono wptyw obu fotouczulaczy, na przezywalnos¢ kultur

komorkowych bez dostgpu Swiatta. Wyniki przedstawione w tabeli 18 dowodza, ze
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niezaleznie od zastosowanego stezenia, zaden ze zwiazkow nie wykazywat
toksycznos$ci ciemnej w odniesieniu do komorek nowotworowych.

Nastgpnie powtdrzono eksperyment w warunkach naswietlania. W tym celu
wykorzystano uktad sktadajacy si¢ z zaréwki wolframowej oraz odpowiednich filtrow.
Filtr wodny o grubo$ci warstwy 1 cm eliminowal promieniowanie z zakresu IR,
zmniejszajac nadmierny wzrost temperatury eksponowanych komorek. Z kolei
zastosowanie  szklanego  filtru  odcinajacego  (KC-11), przepuszczajacego
promieniowanie o dlugosci fali powyzej 650 nm, umozliwilo naswietlanie probek w
zakresie pasma Q. Kultury komoérkowe eksponowano na promieniowanie w réznych
odleglosciach od zrédta s$wiatla (5 oraz 10 cm), co odpowiadalo nat¢zeniu

promieniowania padajacego, odpowiednio 89 oraz 36 mW/cm’

. Podobnie jak w
przypadku oceny toksyczno$ci ciemnej, zastosowano rdzne st¢zenia fotouczulaczy,
wynoszace 0,1 oraz 5,0 pM. Wyniki dotyczace fototoksycznosci zwiazkow
przedstawiono w tabeli 19. Jak mozna zauwazy¢, ftalocyjanina TG-I-161 zastosowana
w stezeniu 0,1 pM powodowatla spadek przezywalnosci komorek o ok. 10%, natomiast
przy stgzeniu 5,0 uM, warto§¢ wzrastata jedynie do ok. 13%. Nalezy jednocze$nie
zauwazy¢, ze efekt fotodynamiczny nie zalezal od natgzenia promieniowania
padajacego.

Analogiczny eksperyment przeprowadzono w odniesieniu do ftalocyjaniny ZnPe.
Z danych przedstawionych w tabeli 19 wynika, ze po zastosowaniu stgzenia 0,1 pM
zwiazek nie wykazywal toksyczno$ci przy natezeniu promieniowania padajacego
36 mW/cm®. Natomiast po zwigkszeniu nat¢zenia promieniowania do 89 mW/em?,
przezywalnos¢ komorek wynosita 70%.

Przy stezeniu ftalocyjaniny wynoszacego 5 uM efekt fototoksyczny byt na tyle silny, ze
juz przy natgzeniu promieniowania 36 mW/cm?, doprowadzal do us$miercenia
wszystkich komoérek nowotworowych. Porownujac wlasciwosci badanych zwiazkow
mozna zatem stwierdzié, ze efekt fototoksyczny generowany przez ftalocyjaning TG-I-
161, jest mniejszy niz ZnPec.

Aktywno$¢ fotodynamiczna modyfikowanych ftalocyjanin cynkowych cieszy sig
w ostatnim czasie duzym zainteresowaniem i stanowi przedmiot licznych projektow
badawczych. Sposréd wielu rodzajow nowotwordow skuteczno$é tego typu barwnikow
wykazano migdzy innymi w odniesieniu do raka krtani (Hep-2, Human larynx
carcinoma). Yslas 1 wsp. oceniajac wlasciwosci pochodnych z podstawnikami

metoksylowymi oraz trifluorometylobenzyloksylowymi wykazali, ze oba zwiazki byly
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bardzo szybko przyswajane przez komoérki (~3h). W wyniku naswietlania osiagnigto
umieralno$¢ komorek na poziomie nawet 80%, przy jednoczesnej zerowej toksycznosci
w warunkach ciemnych [169,170]. Szczeg6lnie interesujace pod katem badan
dotyczacych PDT wydaja si¢ natomiast komorki nowotworu kolczystokomorkowego.
Przede wszystkim ze wzgledu na duza ggstos¢ receptorow LDL oraz peryferyjnych
receptoréw benzodiazepinowych, jak rowniez krotki czas trwania cyklu komorkowego
[64]. Biorac pod uwagg fakt, ze gltownym miejscem dziatania fotouczulaczy jest btona
komoérkowa, mozna przypuszczaé, ze zastosowanie zwiazkow silnie lipofilnych
znajdzie odzwierciedlenie w wysokiej skutecznos$ci. Jednak podstawowym problemem
pozostaje sposdb wprowadzenia fotouczulaczy w miejsce docelowe.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sugeruja, ze w S$rodowisku wodnym
ftalocyjanina TG-I-161 agreguje na tyle silnie, Ze nie jest w stanie zwiazaé si¢ z
receptorami bton oraz przenikna¢ do komorek. Za niska fototoksycznos¢ ftalocyjaniny
TG-I-161, moze zatem odpowiada¢ obecnos¢ o$miu lancuchéw estrowych, ktére
wyraznie zwigkszaja lipofilno$¢, a tym samym zmniejszaja rozpuszczalno$¢ w

srodowisku wodnym.
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Podsumowujac przedstawione badania mozna sformutowa¢ nastgpujace wnioski:

» Podstawniki butoksylowe oraz tancuchy estrowe w czgsci peryferyjnej
pierScienia  makrocyklicznego  ftalocyjanin  cynkowych, powoduja

przesunigcie maksimum absorpcji pasma Q w kierunku fal dluzszych.

» Rozpuszczalniki takie jak chloroform, eter etylowy, octan etylu, heksan oraz
cykloheksan sprzyjaja tworzeniu form zagregowanych ftalocyjaniny TG-I-

161 oraz TG-1-162.

» W roztworach DMSO oraz DMF wszystkie porfirynoidy nie wykazywaty

tendencji do agregacji.

» Wszystkie porfirynoidy w DMSO posiadaty mniejsza wydajno$¢ kwantowa
generowania tlenu  singletowego w  porOwnaniu z  WZzorcowa,

niepodstawiong ftalocyjanina cynkowa - ZnPec.

» W DMF wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego mozna
uszeregowac w nastgpujacy sposob:

TG-1-123 <ZnPc < SubPc < TG-1-162 < TG-TO-1 < TG-I-161

» Subftalocyjanina SubPc w roztworze DMSO wulega procesowi

fototransformac;ji.

» W wyniku ekspozycji na promieniowanie ftalocyjanin podstawionych
peryferyjnie (TG-I-161, TG-I-162, TG-TO-1) oraz subftalocyjaniny
(SubPc) w DMF zachodzi zjawisko fotowybielania.

» Podstawniki butoksylowe oraz estrowe ftalocyjanin cynkowych wptywaja
na zjawisko termalizacji czasteczek oraz nasilaja proces wymiany energii

z molekutami rozpuszczalnika.

» Zarejestrowane zmiany absorpcji przejsciowej, nie sa charakterystyczne dla

procesu tworzenia stanu trypletowego badanych fotouczulaczy.
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>

Efekt  fototoksyczny w  odniesieniu do  komoérek  nowotworu
kolczystokomorkowego (Human Squamous Carcinoma), generowany przez
ftalocyjaning TG-I-161, jest mniejszy w porownaniu z niepodstawiong

ftalocyjaning cynkowa ZnPc.
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VI. STRESZCZENIE

W  pracy podjeto badania obejmujace charakterystyke fotochemiczna,
fotofizyczna oraz oceng aktywnosci biologicznej fotouczulaczy z grupy syntetycznych
porfirynoidéw. Analizowano wlasciwosci trzech ftalocyjanin (TG-I-161, TG-I-162,
TG-TO-1) funkcjonalizowanych w centrum czasteczki jonami Zn(Il), porfirazyny
(TG-I-123) zawierajacej jony Mg(Il) oraz subftalocyjaniny boronowej (SubPc).
Ftalocyjaniny TG-I-161 oraz TG-I-162 posiadaty peryferyjne podstawniki estrowe,
natomiast ftalocyjanina TG-TO-1 zawierala podstawniki butoksylowe. Porfirazyna
magnezowa TG-I-123 byla modyfikowana o$mioma grupami propylowymi. Z kolei
subftalocyjanina SubPc¢ nie posiadata podstawnikow w czgsci peryferyjne;.

W  pierwszym etapie pracy przeprowadzono analiz¢ spektroskopowa
fotosensybilizatorow, ktéora obejmowata charakterystyk¢ widm elektronowych
w czternastu rozpuszczalnikach organicznych. W przebiegu widm wszystkich
zwiazkéw obserwowano obecnos¢ dwoch charakterystycznych pasm, Soreta oraz
pasma Q. Stwierdzono, ze ftalocyjaniny TG-I-161 oraz TG-I-162 w rozpuszczalnikach
takich jak chloroform, eter etylowy, octan etylu, heksan oraz cykloheksan, wystepuja
W postaci zagregowanej. Natomiast brak tendencji do tworzenia aglomeratdéw,
odnotowano w przypadku porfirazyny TG-1-123 oraz subftalocyjaniny SubPec.

Jednym z celéw pracy byto okreslenie wlasciwosci emisyjnych porfirynoidow,
ktére analizowano w DMSO. Przeprowadzono oceng jakosciowa widm fluorescencji,
zmierzono wartosci przesuni¢¢ Stokes’a oraz wyznaczono kwantowa wydajnosé
proceséw emisji. Stwierdzono, ze badane ftalocyjaniny TG-I-161 oraz TG-TO-1 po
wzbudzaniu promieniowaniem o dlugosci fali z zakresu pasma Soreta, wykazywatly
bardziej intensywna emisj¢ niz w wyniku absorpcji promieniowania odpowiadajacego
pasmu Q.

Kolejny etap pracy obejmowat analiz¢ wydajnosci kwantowych generowania
tlenu singletowego (PA). Proces oceniono w dwoch rozpuszczalnikach tj. DMSO oraz
DMF, w warunkach tlenowych, jak réwniez po odtlenowaniu azotem. W celu
monitorowania szybko$ci tworzenia tlenu singletowego, wykorzystano reakcje
oksydacji 1,3-difenyloizobenzofuranu (DPBF). Jako wzorzec do obliczenia wydajnosci
kwantowych wykorzystano niepodstawiona ftalocyjaning cynkowa (ZnPc), ktorej

warto$ci ®A wg danych literaturowych wynosza: 0,67 w DMSO oraz 0,56 w DMF.
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W warunkach tlenowych w DMSO, wszystkie badane substancje charakteryzowaly si¢
mniejszymi warto$ciami @A w poréwnaniu z ZnPc, przy czym najstabiej tlen
singletowy generowata porfirazyna TG-I-123. Natomiast po naswietleniu fotouczulaczy
w DMF, ftalocyjanina TG-I-161 generowata tlen singletowy z wydajnoscia wigksza od
wzorca; ®A=0,79. Po odtlenowaniu probek, w przypadku wszystkich fotouczulaczy
proces generowania tlenu singletowego zachodzit z mniejsza wydajnos$cia.

Testy trwatosci fotochemicznej badanych zwiazkdéw, przeprowadzono po ich
ekspozycji na promieniowanie z zakresu pasma Q, stosujac rozpuszczalniki takie jak
DMSO oraz DMF. Stwierdzono, ze wszystkie ftalocyjaniny oraz porfirazyna
w roztworze DMSO, nie ulegaly fotodegradacji po ekspozycji na promieniowanie.
Podatna na rozktad fotochemiczny okazata si¢ natomiast subftalocyjanina SubPec.
W przypadku drugiego z zastosowanych rozpuszczalnikow, tj. DMF, brak rozktadu
stwierdzono jedynie w przypadku porfirazyny TG-I-123. Pozostale fotouczulacze
ulegaty zjawisku ,,fotobleachingu”, ktéoremu towarzyszyt zanik pasma Soreta oraz
pasma Q.

Jeden z etapéw pracy dotyczyl analizy dynamiki stanow wzbudzonych
czasteczek fotouczulaczy, obejmujacej pomiary absorpcji przejsciowej w DMSO.
Wykorzystano wzbudzenie impulsami o diugosci fali z zakresu pasma Soreta oraz
pasma Q. Wykorzystujac kinetyke¢ zmian poszczeg6lnych pasm absorpcji przejsciowej,
ustalono trzy rozne czasy zaniku oraz zarejestrowano zwiazane z nimi widma
réznicowe. W odniesieniu do ftalocyjanin zauwazono, ze podstawniki estrowe oraz
butoksylowe moga nasila¢ zjawisko wymiany energii na drodze bezpromieniste;.
Wykazano réwniez, ze obserwowane zmiany absorpcji przejsciowej, nie wskazywaty
jednoznacznie na proces tworzenia stanu trypletowego.

W odniesieniu do ftalocyjaniny TG-I-161 przeprowadzono ocen¢ aktywnosci
fotodynamicznej, wzglegdem komorek nowotworu kolczystokomdrkowego (Human
Squamous Carcinoma). Analizowano toksycznos$¢ zwiazku bez dostgpu $wiatla, jak
rowniez po ekspozycji na odpowiednie dawki promieniowania. Jako substancje
odniesienia wykorzystano niepodstawiona ftalocyjaning ZnPc. Wykazano, ze efekt

fototoksyczny generowany przez ftalocyjaning TG-I-161 jest mniejszy niz wzorca.
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VII. SUMMARY

The dissertation presents photochemical, photophysical and photochemical
characterisation and evaluation of biological activity of a few photosensitisers from the
group of synthetic porphyrinoids. The compounds included three phthalocyanines
(TG-I-161, TG-I-162, TG-TO-1) functionalised at the centre with Zn(Il) ions,
porphyrazine (TG-I-123) containing Mg(Il) ions and boron subphthalocyanine
(SubPc). Phthalocyanines TG-I-161 and TG-I-162 had peripheral ester substituents,
while phthalocyanine TG-TO-1 contained butoxyl residues. Magnesium porphyrazine
TG-1-123 was modified with eight propyl groups, whereas subphthalocyanine SubPe¢
was not substituted in peripheral part.

At the first stage UV-Vis spectra of the compounds studied were taken in 14 organic
solvents. The spectra of all compounds revealed the presence of two bands
characteristic of photosensitisers, i.e. the Soret and the Q bands. Phthalocyanines
TG-I-161 and TG-I-162 were found to occur in the aggregated form in the following
solvents: chloroform, ethyl ether, ethyl acetate, hexane and cyclohexane. Porphyrazine
TG-1-123 and subphthalocyanine SubPe¢ did not show tendencies towards agglomerate
formation.

One of the objectives of the work was to evaluate the emission properties of
porphyrinoids in DMSO. The fluorescence spectra were qualitatively evaluated, Stoke’s
shift was measured and the quantum yield of emission was determined. Phthalocyanines
TG-I-161 and TG-TO-1 were found to show more intense emission upon excitation by
radiation of a wavelength from the Soret band than from the Q band.

Another element was the analysis of quantum yields of singlet oxygen generation (QA).
This process was evaluated in two solvents DMSO and DMF, in aerobic conditions and
repeated after bubbling with nitrogen in order to remove molecular oxygen. The rate of
singlet oxygen formation was monitored with the use of 1,3-diphenylizobenzofurane
(DPBF) oxidation. The standard for quantum yield calculation was unsubstituted zinc
phthalocyanine whose @, according to literature is 0.67 in DMSO and 0.56 in DMF. In
aerobic conditions in DMSO all the substances studied had ®, lower than that for ZnPc,
and TG-I-123 was the poorest singlet oxygen generator. Upon irradiation in DMF,

TG-I-161 showed the highest yield of singlet oxygen generation, its @, was 0.79.
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After removal of oxygen from above the samples, the yield of singlet oxygen generation
was much lower.

Photostabilities of the compounds studied were assayed under irradiation at
a wavelength from the Q band in DMSO and DMF as solvents. All the compounds
studied in DMSO solutions were found not to undergo photodegradation after exposure
to irradiation. Only SubPc¢ was found to be susceptible to photochemical degradation. In
DMF only TG-I-123 was resistant to photodegradation while the other compounds
showed the so-called photobleaching as a consequence of disappearance of the Soret
and the Q bands.

The analysis of the excited states of the photosensitisers was conducted on the
basis of measurements of transient absorption in DMSO. The compounds studied were
excited by pulses of the wavelengths from the Soret or the Q bands. On the basis of the
kinetics of changes in individual transient absorption bands, for each compound three
different decay times were measured for three excited states and the differential spectra
related to the decay times. The ester or butoxyl substituents were suggested to enhance
the radiationless exchange of energy. The transient absorption changes observed did not
imply reliably the triplet state formation.

The photodynamic activity of TG-I-161 was tested against the cells of Human
Squamous Carcinoma. The toxicity of the compound was evaluated without access of
light and after exposition to certain doses of radiation. The reference compound was
unsubstituted ZnPc. The phototoxic effect generated by TG-1-161 was smaller than that
of the standard.
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VIIL. SPIS ZAMIESZCZONYCH SKROTOW

ALA - kwas 5-aminolewulinowy (ang. 5-aminolevulinic acid)
AMD - starcze zwyrodnienie plamki ocznej

(ang. age-related macular degeneration)

BpD - benzoporfiryna i jej pochodne (ang. benzoporphyrin derivative)
CT - przeniesienie tadunku (ang. charge transfer)
DADS - widma réznicowe zwiazane z zanikiem

(ang. decay associated difference spectra)

DMEM - podtoze hodowlane Dulbecco zmodyfikowane przez Eagle’a
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DPBF - 1,3-difenyloizobenzofuran (ang. 1,3-diphenylisobenzofurane)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

FBS - bydleca surowica ptodowa (ang. Fetal Bovine Serum)

FDA - Amerykanska Agencja ds. Zywnoéci i Lekow

(ang. Food and Drug Administration)
HOMO - najwyzszy zapetniony orbital czasteczkowy

(ang. higher occupied molecular orbital)

HpD - hematoporfiryna i jej pochodne
(ang. hematoporphyrin derivative)
HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa
HSC-3 - linia komorkowa nowotworu kolczystokomorkowego

(ang. Human Squamous Carcinoma)

ICH - Migdzynarodowa Konferencja Harmonizacji Wymagan dla
Lekow (ang. International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use)

LDL - lipoproteiny o malej gestosci (ang. low density lipoproteins)

LMCT - przeniesienie tadunku od ligandu do metalu
(ang. ligand-to-metal charge transfer)

LUMO - najnizszy nie zapetniony orbital czasteczkowy

(ang. lower occupied molecular orbital)
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MLCT

MMP-7
NAD"
NADH
NOPA

PBS

PDD

PDT

PMB

PS

PUNPs

RFT

przeniesienie tadunku od metalu do ligandu

(ang. metal-to-ligand charge transfer)

metaloproteinaza 7

nukleotyd nikotynoamidoadeninowy w formie utlenione;j
nukleotyd nikotynoamidoadeninowy w formie zredukowane;j
niewspotliniowy optyczny generator parametryczny

(ang. noncollinear optical parametric amplifier)
buforowany roztwor soli fizjologicznej

(ang. Phosphate Buffered Saline)

diagnostyka fotodynamiczna (ang. photodynamic diagnosis)
terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy)
fotodynamiczne latarnie molekularne

(ang. photodynamic molecular beacons)

fotouczulacz (ang. photosensitizer)

nanoczastki wykazujace zdolno$¢ konwersji energii

(ang. photon upconverting nanoparticles)

wygaszacz (ang. quencher)

reaktywne formy tlenu
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