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ALA

kwas 5-aminolewulinowy

AMD zwyrodnienie plamkiottej zwigzane z wiekiem (anghge-related
Macular Degeneration

APRPG pentapeptyd Ala-Pro-Arg-Pro-Gly

BCA bakteriochloryna a

BPD-MA monokwasy pochodnych benzoporfiryny (aBgnzoporphyrin
Derivative MonoAcids

BPF dwuwarstwowy fosfolipidowy ptatek (angilayered Phospholipid
Flake)

chol cholesterol

CMC krytyczne s¢zenie micelarne (angritical Micelle Concentratioh

CT ang.Charge Transfer

CVv przezywalnas¢ komoérek (angCell Viability)

DDS systemy transportage leki (angDrug Delivery Systejn

DMA N,N-dimetyloacetamid

DME Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose

DME F12 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose/Hark-12

DMF N,N-dimetyloformamid

DMPC 1,2-dimirystoilosn-glycero-3-fosfocholina

DMSO dimetylosulfotlenek

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (angeoxyriboNucleic Acig

DOTAP chlorekN-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamaowy

DPBF 1,3-difenyloizobenzofuran

DPBS Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline bez wapniagmezu

DPPC 1,2-dipalmitoilosn-glycero-3-fosfocholina

DPPG 1,2-dipalimitoilosn-glycero-3-fosfoglicerol

DS systemy transportage (angDelivery Systejn

DSPC 1,2-distearoilosnglycero-3-fosfocholina

EMA - Europejska Agencja ds. Lekow (ariguropean Medecines Agency

EPR - efekt zwtkszonej przepuszczalém naczyniowej i zatrzymywania
matych castek (angEnhanced vascular Permeability and Retention

FBS - ptodowa surowica bydta inaktywowana cieptem (anigetal Bovine

FDA - ig:eunngja dsZywnosici i Lekéw (ang.Food and Drug Administration

HEPES - kwas 4-(2-hydroksyetylo)piperazyno-1-etanosulfonowy

HER2 - receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrosputg (angHuman
Epidermal growth factor Receptoj 2

HexSiPc -  bis(tri-n-heksylosiloksy)krzem (1V) ftalocyjanina
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HOMO - najwyzszy zagty orbital molekularny (and-ighest Occupied
Molecular Orbita)

HPD - pochodne hematoporfiryny

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (adtigh Performance
Liquid Chromatography

HSCC - ludzkie komorki raka kolczystokomoérkowego (aktyman Squamous
Cell Carcinoma

IC - skzenie hamujce (anglnhibitory Concentratioh

LDL - lipoproteina niskiej gtosci (ang.Low-Density Lipoprotein

LHRH - hormon uwalnigjcy hormon luteinizujcy

LMCT - przejcia elektronow od ligandow do kationow metali (abigand to
Metal Charge Transf@r

LUMO - najnizszy wolny orbital molekularny (angowest Unoccupied
Molecular Orbita)

LUV - duze jednolamelarne liposomy (arlgarge Unilamellar Vesiclgs

MLCT - przejcie elektronow od kationow metali do ligandow (akgtal to
Ligand Charge Transfgr

MLV - wielkie wielolamelarne liposomy (aniylultilamellar Large Vesiclés

MPS - ukfad fagocytarny (andviononuclear Phagocyte Sysfem

mTHPC -  5,10,15,20-tetrakis(3'-hydroksyfenylo)-chloryna ifi@orfin)

MUC1 - mucyna 1 (glikoproteina)

MVV - liposomy wielogcherzykowe (angMultiVesicular Vesiclgs

NMR - magnetyczny rezonangdrowy (ang.Nuclear Magnetic Resonarjce

ONPG - o-nitrofenylof,D-galaktopiranozyd

OO0OPS - 1,2-dioleoilosnglycero-3-fosfoseryna

PACT - fotodynamiczna terapia przeciwdrobnoustrojowa (&tgptoDynamic
Antimicrobial Therapy

PBS - Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

PDD - diagnostyka fotodynamiczna (arfghotoDynamic Diagnosjs

PDI - indeks polidyspersyjrigi (ang.Polydispersity Index

PDT - terapia fotodynamiczna (anghotoDynamic Therapy

PEG - polietylenoglikol

PegLip - pegylowane liposomy

PG - L-o-fosfatydylo-DL glicerol

POPC - 1-palmitoilo-2-oleoilosn-glycero-3-fosfocholina

PP - protoporfiryna

pTHPP - 5,10,15,20-tetrakis(4’-hydroksyfenylo)porfiryna

RFT - reaktywne formy tlenu

RNA - kwas rybonukleinowy (andriboNucleic Aciyl

RP - odwrécony uktad faz (angeverse phasge



SUV
Tf

Tc
THF
UCSF
UDL
USP
UV-Vis
ZnPc
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mate jednolamelarne liposomy (argmall Unilamellar Vesiclgs
transferyna

temperatura prz&gia fazowego

tetrahydrofuran

University of California San Francisco

liposomy odksztatcalne (angltradeformable Liposomégs
Farmakopea Amerykaka (angUnited States Pharmacopgia
spektroskopia w zakresigviatta ultrafioletowego i widzialnego
ftalocyjanina cynkowa
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. WSTEP

Porfirynoidy obejmuj grupe zwigzkdbw makrocyklicznych, ktérych podstawew
struktug stanowi czsteczka porfiryny, zbudowana z czterech dmeni pirolu
pofaczonych mostkami metinowymi (Ryc. 1). Ftalocyjaninyporfirazyny, naleace do
tetraazaporfiryn, to syntetyczne analogi porfirynktérych elementematézacym cztery
pierscienie, odpowiednio izoindolu i pirolug snostki azometinowe. Pgizone pieicienie
tworza uktad sprzzonych wizan podwojnych zawierggych zdelokalizowane elektromy
[1-3].

N N- EN;

H H

H LN W

N N
porfiryna chloryna bakteriochloryna porfirazyna ftalocyjanina

Ryc. 1 Podstawowe struktury zygkoéw porfirynoidowych.

Porfirynoidy posiadaj zdolng¢ tworzenia komplekséw z jonami, w ktoérych, struktur
pierscieniowa petni ra} ligandu. Wiaciwosci koordynacyjne oraz charakterystyczny
uktad sprzzonych whzar podwdjnych, determinuje wdeiwosci tych zwizkow.
Kompleksy porfirynoidow z jonamielaza i magnezu, petpiwiele istotnych funkciji
w przyrodzie, ktore wynikagj ze zdolnéci cyklicznego polienu do uczestniczenia
w procesach oksydacyjno-redukcyjnych. Hemoproteiryjatka zawierajce hem,
uczestnica w transporcie i magazynowaniu tlenu (hemoglobinaioglobina),
.przenoszeniu” elektrondbw w #auchu oddechowym (cytochrom c), metabolizmie
ksenobiotykdw (cytochrom P450). RoOwnie istptimole w przyrodzie odgrywaj
zredukowane pochodne porfiryny tj. chloryny i baiktehloryny, ktore s gtownym
sktadnikiem aparatu fotosyntetycznegosliro i bakterii (chlorofil, bakteriochlorofil).
Porfirynoidy posiadaj ponadto unikatowe wiaiwosci spektroskopowe, luminescencyjne
(fluorescencja i fosforescencja), magnetyczne (patégamagnetyzm), a ponadto niektore
zwigzki wykazup trwatos¢ termiczny, zdolng¢ fotoprzewodnictwa i fotoemisji. Povrgze
cechy sprawiaj, ze porfirynoidy, od kilkudziegsciu juz lat, @ przedmiotem
zainteresowania naukowcéw i znajgluiczne zastosowania technologiczne. Badania

struktury i fizykochemicznych wkgiwosci porfirynoidow wystgpujacych w przyrodzie,
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zainicjowaly synteg wielu r&norodnych pochodnych. Otrzymywane kompleksy
porfirynoidéw z metalami wykorzystywane do produkcji barwnikéw, potprzewodnikéw,
katalizatoréw, odczynnikow analitycznych (np. stwaaych do spektrofotometrycznego
oznaczania metali), ¥oikbw pameci. S takze intensywnie badane w medycynie, jako
potencjalne substancje aktywne wykorzystywane ®apiefotodynamicznej (PDT) [2].
Agencja amerykaskiego Narodowego Instytutu Zdrowia, National Candestitute,
definiuje PDT jako metagdleczenia choréb nowotworowych, wykorzyst substaneg
lecznicz, okreilang terminem ,fotouczulacz” oraz promieniowaniesoisle okrelonej
energii. PDT stanowi alternatywdla konwencjonalnych metod leczenia nowotworéw,
tj. radio-, chemio-, hormonoterapii, ale #eo takke by stosowana jako terapia
uzupetlniajca [4]. Naley szczegOlnie podkegé, ze PDT wyrG@nia odmienny
fizykochemiczny mechanizm dziatania, ktéry opiera sa jednoczesnym oddziatywaniu
trzech elementéw, t. fotouczulacza, tlenu gsteczkowego 1| promieniowania.
W oddziatywaniu tym, istotnrole odgrywaj przegcia elektronowe pomdzy r&nymi
stanami energetycznymigsteczki fotouczulacza [5,6].

Fotouczulacz w stanie wzbudzonym

1 N, Frzeiscie Mechanizm |
mledZySyStemowe > przeniesienie elektronu lub protonu
3, \\ 7//// 1
o g s = O
8| ¢ Ty 8 geo \ 4T X 2
= a @ NS \ / e stan singletowy
n b4 0 —_—un [ [}
o [*] v Co = \/ Q
< 3 P e D I a
i e - g ] v
9 O § / o
(o] / \ Y
[I'8 O / \ 3 3
S, [ Y = » el o,
stan trypletowy
Fotouczulacz w stanie podstawowym Tlen czasteczkowy

Ryc. 2 Diagram Jabfskiego obrazuagy przegcia elektronowe we wzbudzonejasteczce
fotouczulacza (opis w tekie).

Fizykochemiczny mechanizm dziatania fotouczulaczaegstawiono wykorzystag
diagram Jabfhbskiego, ktéry opisuje zmiany elektronowe we wzbudgoczsteczce
(Ryc. 2). Aktywacja fotouczulacza nestije w wyniku absorpcji promieniowania, co
prowadzi do wzbudzenia ggteczki z singletowego stanu podstawowege d®
singletowego stanu wzbudzonegp Boniewa stan $charakteryzuje giwyzsz energi

niz stan Q, jest nietrwaly i traci energiw wyniku emisji promieniowania lub przeja
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migdzysystemowego do trypletowego stanu Zdolnag¢ fotouczulaczy do generowania
stanu T, charakteryzujcego s¢ nieco weksz stabilngcig niz S, determinuje ich
wiasciwosci fotodynamiczne, warunkage uzyskanie efektu terapeutycznego w PDT.
Fotouczulacz w trypletowym stanie wzbudzonym, aktyvuczestniczy w procesach
fotodynamicznych o mechanizmie typu | i Il. W mecizanie |, nasfpuje przeniesienie
elektronu lub protonu z wzbudzonego fotouczulaczad zwizki organiczne, znajdage
sic w bezpgrednim otoczeniu, np. biomolekuty (lipidy, biatk&wasy nukleinowe).
Powstate rodniki mag przekazywéa energé na casteczk tlenu. W efekcie powstaj
reaktywne formy tlenu (RFT), m.in. anionorodnik pdienkowy, rodnik
wodoronadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, ktére niszc tkank nowotworove.
W mechanizmie Il, wzbudzony fotouczulacz w stanieehguje bezpwednio z czsteczlg
tlenu. W wyniku tego powstaje bardzo reaktywny midez, tj. tlen singletowy,
charakteryzujcy sk stosunkowo diugim czaseniycia. Powszechnie uznanagze
dominupca role w terapii fotodynamicznej odgrywa mechanizm typudzaszycia tlenu
singletowego jest bardzo krotki i wynosi ok. 10-3@@nosekund, dlatego wykazuje
ograniczon zdolna¢ dyfuzji w komérce na odlegié zaledwie 10-55 nm, od miejsca
wytworzenia [7,8]. Uszkodzenie struktur komérkowyplreez reaktywne formy tlenu,
z tlenem singletowym na czele, indukuje szlaki b&miczne prowadgze do smierci
komorek nowotworowych w drodze apoptozy, nekrohybi/autofagii. Podczas badania
mechanizmu dziatania wielu fotouczulaczy stwierdzorie za destrukej tkanki
nowotworowej odpowiedzialny jest tak proces uszkadzania neowaskularnych naczy
krwionosnych, ktéry wynika z dziatania antyangiogenneg@zandukowanie miejscowej
odpowiedzi zapalnej i immunologicznej [8,9].

Procedura PDT obejmuje (i) podanie fotouczulaczaggddazylng w postaci iniekcji lub
miejscowo np. w formie opatrunku okluzyjnego, (@joces akumulacji fotouczulacza
w tkance docelowej (np. nowotworowej), (iii) selpkhe nawietlanie tkanki
nowotworowej, promieniowaniem gisle zdefiniowanej diugai fali z wykorzystaniem
Swiatta laserowego lub sondywiattowodowej [8]. Wekszai¢ bada dotyczcych
klinicznego zastosowania PDT §wdecona jest terapii emego typu nowotworéw [10],
schorzé dermatologicznych (luszczyca, adzik, rogowacenie stoneczne) [11],
okulistycznych jak np. zwyrodnienie plamkbitej zwigzane z wiekiem (AMD, ang.
age-related macular degeneration) [12].

Wiasciwosci fluorescencyjne niektérych fotouczulaczywsykorzystywane w diagnostyce

fotodynamicznej (PDD), do obrazowania i wykrywarzaian patologicznycH13,14].
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W badaniach przedklinicznych oceniana jest skut@gzmotouczulaczy w zwalczaniu
choréb o etiologii bakteryjnej, wirusowej, grzybéjzi pasaytniczej, co okréla sk
terminem fotodynamicznej terapii przeciwdrobnoustiej (PACT) [15]. Intensywny
rozwoj PDT, prowadzi do poszukiwania nowych kierowk terapeutycznych, m.in.
poznanie fizjologicznych nagistw terapii fotodynamicznej, zgaanych z indukej
odpowiedzi immunologicznej, zapatkowato szereg badapaswieconych immuno-PDT
[16,17]. Dwe nadzieje wjze st takie z zastosowaniem PDT do ablacji naczy
krwionosnych, w kardiochirurgii i chirurgii naczy{18].

Tak due zainteresowanie PDT wynika zaréwno ze specyfigandotodynamicznego
mechanizmu dziatania, jak rowaiavielu zalet tej metody. Wod korzystnych cech PDT
wymienic nalezy: minimalmg toksyczné¢ wzgledem zdrowych tkanek, brak mechanizmu
opornaci lekowej, maliwo$¢ zachowania zdrowych tkanek i organdw oraz dobe&tgf
kosmetyczne. W praktyce klinicznej, szczegoélniekpeda si wysolkg skuteczné¢ PDT
we wczesnych stadiach choroby np. nowotworowejy pegnoczesnym braku istotnych
dziataa niepazgdanych, w poréwnaniu do chemio- i/lub radioterapiaz maliwosé
leczenia ambulatoryjnego. Ponadto PDT istotnie wplyna jaké¢ zycia pacjentow
Z nowotworami nieoperacyjnymi, w okresie leczen@igtywnego [8,19]. Powigsza
charakterystyka sprawitaze PDT stanowi obiecaga i alternatywma metod leczenia,
a dalszy posp w tej dziedzinie uwarunkowany jest technologiagrnydoskonalaniem
technik, zrodet i dozymetrii promieniowania oraz poszukiwanienowych zwjzkow
fotouczulagcych [10,20].

Fotouczulacze wykorzystywane w PDT to zzki pochodzenia naturalnego (np. pochodne
porfiryny, hiperycyny), ale przede wszystkim uzygline syntetycznie pochodne
porfirynoidowe [1,3]. Porfimer sodu (Photofrin) bypierwszym fotuczulaczem
zarejestrowanym w latach dziestlziesatych XX wieku w Kanadzie, Japonii i USA
w terapii gcherza moczowego, nowotworach przetyku i niedrobnoérkowego raka
ptuc [20]. Fotouczulacze pierwszej generacji, daryth naley Photofrin kdacy
mieszanig oligomeréw i dimerow, charakteryzowatye sniejednorodnym i nie w petni
zdefiniowanym sktadem chemicznym. Ponadto fotodaihisgitory tego rodzaju wykaza
wiele dziat& ubocznych, w tym dlugotrwat fototoksycznét, oraz absorbgj
promieniowanie o krotszych diugmach fali, tj. 400-500 nm, a tym samym posiadaj
stabsz zdolnag¢ przenikania w gib tkanek [21,22]. Dlatego zesformutowano cechy
idealnego fotouczulacza oraz zintensyfikowano bmdamnapce na celu otrzymanie

zwigzkow spetniajcych wiksza¢ z okralonych kryteridw takich, jak: (i) potwierdzona
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struktura chemiczna, (i) wysoki stopiezystdci, (iii) silna absorpcja promieniowania
w zakresie 650-800 nm (tzw. okno terapeutyczng), dfektywna zdolng generowania
tlenu singletowego, (v) rozpuszczadbon srodowisku polarnym, (vi) brak tendencji do
agregaciji, (vii) optymalne parametry farmakokinetye, szybka eliminacja (viii)
selektywny wychwyt fotouczulacza przez tkankdocelowy, (ix) brak dziatania
mutagennego i karcinogennego oraz ,tzw. toksyézinoiemnej’, (x) niska cena, prosta
i efektywna synteza, nibwos¢ przystosowania syntezy do celow przemystowych.[22]
Gtowne kierunki dzialda podejmowane w celu uzyskania ,dealnego fotouczda
polegag na (i) poszukiwaniu endogennych fotouczulaczy ojgktowaniu nowych
zwigzkow (i) modyfikacji peryferyjnej i nieperyferyjpestruktury chemicznej znanych
fotouczulaczy, np. poprzez wprowadzanie podstawmikdkoksylowych, arylowych,
karboksylowych, tiolowych, zawierggych grupy aminowe itp. [23,24] (iii) tworzeniu
polaczen fotouczulaczy z rinorodnymi systemami transporaymi (DS, ang. delivery
system), np. liposomami, przeciwciatami monoklogain kropkami kwantowymi,
cyklodekstrynami [25]. W efekcie uzyskano fotou@mze drugiej generacji, a niektore
z nich znalazty si w badaniach klinicznych, np. Tookad, Lutrin, Ptily oraz uzyskaty
rejestragj Agencji ds.Zywnaosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA)
w USA i Europejskiej Agencji ds. Lekéw (ang. EurapeMedecines Agency, EMA), jak
np. kwas aminolewulinowy i jego estry oraz temopoifFoscan) [21,26]. Przyktadem
fotouczulacza trzeciej generacji w postaci liposim@jgjest verteporfin, ktdry pod nazaw
Visudyne stosowany jest z powodzeniem w leczeniuDAM?2]. Terapeutyczny sukces
Visudyne oraz korzci jakie przyniosto zastosowanie liposomow do tpemtu
hydrofobowych porfirynoidow, zaowocowato gwaltownymvzrostem bada Wsrod
giéwnych zalet liposoméw jako #&wikow fotouczulaczy, jak te innych substancji
leczniczych, naley wymienk amfifilowa budowe nasnika, biokompatybilngc,
biodegradowaln&® oraz brak dziatania toksycznego i risknmunogennt. tancuchy
kwaséw ttuszczowych fosfolipidow budigiych struktug liposomu, stanowi doskonate
hydrofobowesrodowisko dla porfirynoidu, a hydrofilowe ugrupovi@nutatwiap kontakt
ze s$rodowiskiem wodnym. Ponadto wykazano korzystny wptyinkorporacii
porfirynoidowych zwjzkéw na widciwosci fotodynamiczne. W bionie lipidowej,
czasteczka porfirynoidu wykazuje wksz tendengg do wystpowania w formie
monomerycznej, dgki czemu bardziej efektywnie generuje tlen singhgtoCo wice]
zewretrzna powierzchnia btony liposomalnej, neoby dowolnie modyfikowana np.

poprzez przyczenie ligandéw zwkszajcych trwataé liposomow (polietylenoglikole)
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lub umaliwiajacych pasywny #dz aktywny transport fotouczulacza, do miejsca
docelowego dziatania (np. przeciwciata). Liposorealiormy fotouczulaczy utatwig)
takze przygotowanie postaci farmaceutycznej, szczegolnbztworu do iniekciji,
zmniejszajc ryzyko wytgcenia zwizku i eliminupc koniecznéé stosowania roztworow
alkoholowych [25,27-29].
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ll.  CZESC TEORETYCZNA

Zagadnienia transportu substancji leczniczychnikdw lekéw (ang. drug carriers)
i systemow transportagych leki (ang. drug delivery system, DDS), obejpnuj
zastosowanie postaci leku, formulacji, struktumb/Itechnologii, ktérych celem jest
modyfikacja | poprawa biodagincici, efektu terapeutycznego substancji leczniczep i/
zminimalizowanie  dziala niepaiadanych  poprzez  wplyw na  parametry
farmakokinetyczno-farmakologiczne. Zaémia nowoczesnej technologii farmaceutycznej,
Zwigzane § z dgzeniem do uzyskania optymalnego terapeutycznegeers substancii
leczniczej w miejscu dziatania, najéeiej przez modyfikagj procesu uwalniania z postaci
leku [30,31]. Z drugiej strony, pagt chemii kombinatorycznej, wysokowydajnych metod
przesiewowych i modelowania molekularnego, vgguai ostatnich kilkudziegciu lat,
doprowadzit do wskazania wielu nowych rozean terapeutycznych i opracowania
obiecupcych cazsteczek wiodcych. Jednoczeie zaobserwowano,ze nowo
zidentyfikowane zwjzki wiodgce, uzyskane przy zastosowaniu pesaych technik,
posiadaj czesto duzg masg czasteczkowy i staly rozpuszczalng w srodowisku wodnym.
Niestety, daa masa cgsteczkowa i staba rozpuszczalomaze wptywa niekorzystnie
na biodosipnas¢ leku, jak réwnie utrudnia opracowanie parenteralnych postaci I82]. [
Powyzszy problem jest szczegolnie aktualny w odniesiedouterapii fotodynamicznej,
gdzie opracowanie postaci farmaceutycznej wieluempgtlnych fotouczulaczy jest
utrudnione z uwagi na silnie hydrofobowy charakidub niska rozpuszczalna
wigkszasci zwigzkOw. Konan i wsp. [25] przedstawili gitdwne kierum&zwoju ngnikow
substancji fotouczulagych, polegajce m.in. na tworzeniu koniugatow syntetycznych
i naturalnych polimeréw z fotouczulaczami lub erdapcji w koloidalnych nénikach jak
np. micele czy liposomy. Obecnie, szacuje, sie ok. 40-50% nowych substancji
leczniczych, bdzie wymagé zastosowania DDS [31]. Jednogzie, rozwdéj bada
w dziedzinie chemii materiatowej i nanotechnologimazliwia pozyskiwanie nowych
biokompatybilnych materiatow, wykorzystywanych wragowywaniu nénikow lekdw.
Rezultaty tych projektéw majprzetazenie na liczb produktéw leczniczych w formie
DDS, zarejestrowanych przez FDA wa@u ostatnich kilkudziesciu lat. Wikszai¢
nosnikbw stanowa koniugaty lek-polimer, gdzie jednostk polimeru stanowi
polietylenoglikol lub kopolimery kwasu mlekowegalikolowego. Ponadto, wiele lekéw
transportowanych jest w lipidowych strukturachligjosomach i micelach, ktérych gtéwn
zalet jest wysoka biokompatybilsé [30,31].
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1. Odkrycie liposomow

Pocatek technologii liposomowe]j zwikany jest z odkryciem liposomow w latach
sz&cdziesgtych XX w. przez Aleca Bangham’a, podczas Wadprowadzonych
w Agricultural Research Council Institute of Aninfahysiology w Babraham, Cambridge.
W 1964 roku, Bangham i Home opisali fotografie lkayse z wykorzystaniem mikroskopu
elektronowego, przedstawdap wybarwione formy lipidowe. Obserwowane strukfury
uzyskane w wyniku zdyspergowania fosfatydylocholingj mieszaniny z cholesterolem
w wodzie, charakteryzowatyesiamelarn budows, z warstwg lipidowa i wodmg 0 grubdci
odpowiednio 4,42 i 25,6 nm. Bagham nazwat odkrytemiy jako ,spherulites”.
W kolejnych latach, zaobserwowan®, ,banghosomy” (,lipidosomy”) wykazgjznaczne
podobigistwo do bton komadrkowych, tj. zamkiych, uporadkowanych struktur warstwy
lipidowej i wodnej [33]. W 1974 r. Bangham i wsprzptoczyli fragmenty wniosku
patentowego z 1932 r., autorstwa J.Y. Johnsont@elgb przedmiotem byta formulacja
farmaceutyczna do iniekcji, ¢dagca ,mieszanin cieczy takich jak oleje i tluszcze,
z dodatkiem woskow i substancji dyspeegych”. Powstata mieszanina miata stanbwi
.fezerwuar paadanej dawki leku, uwalnianej w odpowiednim miejsstopniowo, bez
szkody dla organizmu” [34]. Kontynuatorami tej ideyli dwaj pionierzy zastosowania
liposomdéw do transportu substancji leczniczych, B&ims Papahadjopoulos i Gregory
Gregoriadis. Badania wgdzy innymi tych wybitnych badaczy, przyczynity¢sdo
wdrozenia terapeutycznych liposomoéw przez firmy biotedbgiczne i zarejestrowania

pierwszych produktow leczniczych w latach 90’ XX[&5].

2. Rodzaje liposomoéw

Liposomy to kuliste struktury, ktorycKkciare tworzy podwojna warstwa lipidéw
otaczajca wewnrtrzng fazz wodrg liposomu, a jednocZeie oddzielajca p od
srodowiska zewetrznego. Liposomy g zbudowane z amfifilowych fosfolipidéw,
uporzdkowanych w postaci podwdjnej (bilaminarnej) wanstipidowej. Hydrofilowe
fragmenty lipidéw, tworacych podwdjia otoczle liposomu, ustawionegswv kierunku fazy
wodnej, natomiast lipofilowe niepolarnentaichy kwasow ttuszczowych obu warstw
lipidowych, skierowanegsdo siebie, tworgc wewretrzng warstwe hydrofobowg.

Liposomy mag srednie od kilkudzies¢ciu nanometréow do kilku mikrometrow, przy

grubaci btony ok. 5 nm. Z uwagi na natbwo$¢ formowania, jednej lub kilku podwdjnych
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warstw btony liposomalnej, wy#dia st rézne typy liposomow uwzgtiniagc ich

wielkos¢ oraz liczle warstw podwadjnej btony lipidowej (Ryc. 3):

200000
=0
= /,Q OO0
OMRRON 2% 0*
SUvV LUV MLV MVV

Ryc. 3 Rodzaje liposoméw: SUV - male jednolamelafippsomy, LUV - due
jednolamelarne liposomy, MLV - wielkie wielolametar liposomy, MVV — liposomy
wielopecherzykowe.

SUV - male jednolamelarne liposomy (ang. small uraimellar vesicles)- map
srednie w granicach 50-100 nm. Od innych liposoméwnig sic mniejszym
promieniem krzywizny i znacznym nagpeniem w podwojnej warstwie lipidowej;
ponadto charakteryzaie niskim stosunkiem objosci fazy wodnej do zawarsoi
lipidow. Ze wzgkdu na powysze widciwosci, SUV maj ograniczone
zastosowanie jako modele bton komérkowych Eniki substancji leczniczych
o charakterze hydrofilowym. Z uwagi na z@u napg¢zenia, liposomy SUV $
strukturami wysoce niestabilnymi termodynamicznievykazup skionnd¢ do
wzajemnej fuzji orazgczenia s z duwymi czgstkami. Niewielkie rozmiary SUV
sprzyjap dystrybucji substancji leczniczych w organizmieabezpieczaj przed
wychwytem SUV po podaniu przez fagocyty ukiadu fagarnego (ang.
mononuclear phagocyte system, MPS) wtrebie i sledzionie, dawniegj
okreslanego jako system retikuloendotelialny.

LUV - duze jednolamelarne liposomy (ang. large unilamellar @sicles)—
charakteryzuj si¢ wielkoscig srednicy powyej 100 nm, wykazuj wicksz
stabilng¢ w trakcie przechowywania i dy wspotczynnik wewstrznej fazy
wodnej do lipidowej. LUV znalazly zastosowanie jakwosniki substancji
hydrofilowych i makromolekut, a ponadta svykorzystywane jako modele biony
komdrkowej. Po podaniu dginym s3 szybko wychwytywane przez uktad MPS.
MLV — wielkie wielolamelarne liposomy (ang. multilamellar large vesicles) —
obejmuj struktury wielkdci 100-1000 nm, ktorych otoczka utworzona jest elwi

podwdjnych warstw lipidowych. Wykazijzwigkszory zdolnag¢ inkorporacii
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substancji lipofilnych i péredni stosunek obfosci wewretrznej fazy wodnej
wzgledem lipidéw. Ich wag jest niemal natychmiastowy wychwyt przez komorki
uktadu MPS.

* MVV - liposomy wielopecherzykowe (ang. multivesicular vesiclespowstaj
jako produkt uboczny w trakcie wytwarzania MLV. Whdsomach tych jedna

podwojna btona lipidowa otacza dwa lubzeg] mniejszych liposomow [35-38].

3. Lipidy do otrzymywania liposomow

Liposomy mog by¢ zbudowane z lipiddw pochodzenia naturalnego, sycteego
I potsyntetycznego [37]. Gtéwnym sktadnikiem budwigym liposomow s fosfolipidy,
ktore stanowg rowniez podstawow klase lipidéw btonowych. W cgsteczce fosfolipidu
wyréznic mazna rdzé, ktéry stanowi alkohol zawiergjy przynajmniej trzy grupy
hydroksylowe, najogciej glicerol (méwimy wowczas o fosfoglicerydach).
W fosfoglicerydach, grupy wodorotlenowe przy atomaegla G i C,, 3 zestryfikowane
grupami karboksylowymi dwéch ggteczek kwasow tluszczowych. Grupa hydroksylowa
przy atomie wgla G glicerolu jest natomiast zestryfikowana rgszkwasu
ortofosforowego(V) z przyczory czasteczl alkoholu, np. seryny, etanoloaminy, choliny,
glicerolu lub inozytolu [39].
Do otrzymywania liposoméw najexiej wykorzystywane $ naturalne fosfolipidy, tj.
fosfatydylocholina, ktérepgrodtem jestzéttko jaja kurzego lub soja. Fosfatydylocholina
zawiera kwasy tluszczowe, zbudowane #actechow zawieracych od 14-20 atomow
wegla, o r@nym stopniu nasycenia. Produkty komercyjne fosfatycholiny pochodzenia
naturalnego, charakteryaupic wysokim stopniem oczyszczenia i brakiem toksycbneg
dziatania. Natomiast ich wadjest dé¢ duza podatné na jetczenie, ze wzgllu na
obecna&¢ nienasyconych kwasow tluszczowych, tatwo ulggygh procesom utleniania
i hydrolizy. Dwe zr&nicowanie, pod wzghem dlugéci i stopnia nienasycenia,
tancuchéw acylowych kwasow tluszczowych naturalnycsfdbpidéw, mae prowadz
do braku powtarzaloi procesu otrzymywania liposomow, a uzyskiwany dod
koncowy (liposomy) mae wykazywa nieprzewidywalg stabilng¢é chemiczi. Poniej i
powyzej temperatury 37°C, fosfatydylocholiny naturalne wygtuja w fazie ptynno-
krystalicznej, wykazujce] zwikszory ptynnas¢ i przepuszczalng. Std w celu
zmniejszenia przepuszczakeo btony liposomoéw, stosuje gidodatek cholesterolugtiz

zmodyfikowanych fosfolipidow, uzyskanych w wyniku edukcji katalitycznej
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fosfatydylocholin z jaj i soi. Fosfolipidy zmodyfkvane tworz faze zelowa powyzej
temperatury 50°C, sprawiaj trudndci technologiczne i mag wplywaé na proces
uwalniania inkorporowanej substancji czynnej. Styuene i potsyntetyczne lipidy mgj
okreslony sktad reszt kwasow ttuszczowych osaile zdefiniowang temperatug przegcia
fazowego mgdzy faz zelowg a ptynno-krystaliczg, co podnosi ich wartg.
Fosfatydylocholiny naturalneg dosfolipidami o charakterze olgdpym. W celu zmiany
tadunku btony liposomalnej oraz zkiszenia jej stabiln@i stosuje si czsto lipidy
obdarzone fadunkiem ujemnym, takie jak fofatydyioglol, fosfatydyloseryg
kardiolipine. Fosfolipidy kationowe (np. stearyloamina) stosowa s rzadziej
I w mniejszych sfzeniach poniewa mog wykazywa& dziatania toksyczne. Niekiedy,
w liposomy inkorporowane gslipidy pozwalajce uzyska zwickszone powinowactwo
wzgledem okrélonych komoérek/tkanek, np. laktozyceramid gkgza wychwyt
liposoméw przez hepatocyty [40]. Fosfolipidy bloipdsoméw mog by¢ rowniez
zmodyfikowane poprzez przydzenie ligandow, speiniggych okrdlone funkcje jak np.

wydtuzony okres poftrwania w krwiobiegu, transport celoyw§36—38].

4. Mechanizm powstawania liposoméw
4.1. Lipidowa dwuwarstwa

Liposomy zbudowane gs gtdwnie z naturalnych i/lub syntetycznych lipidéw
(fosfolipidow), ktére maj wiasciwosci amfipatyczne. Ceghcharakterystycznzwigzkow
amfifilowych, jest zdolné do spontanicznej agregacji na granicy faz. W Zethn
z wody, czsteczki fosfolipidow tworgz uporzdkowane struktury, co pozwala
zminimalizowa& niekorzystne hydrofobowe interakcje, pedry czsteczkami wody
i niepolarnymi tacuchami kwasow ttluszczowych. Struktura agregatezyabd ksztattu
monomeru, tj. oljtosci i dhugasci tancucha hydrofobowego oraz powierzchnigiz
polarnej. Agregaty zwikéw amfifilowych formowane wérodowisku wodnym tworg
rozne fazy tj. micelarne, heksagonalngdb lamelarne. Cgsteczki fosfolipiddw mayj
w przyblizeniu jednakow szerokdé¢, przez co oggaj cylindryczny ksztatt i w roztworze

wodnym tworz gtéwnie uktady dwuwarstwowe (Ryc. 4) [41].
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Ryc. 4 Struktury agregatéw gsteczek amfifilowych. Badania polimorfizmu zakdéw
amfifilowych doprowadzity do sformutowania tzw. koepcji ksztattu molekularnego,
wedlug ktorej réanym czsteczkom amfifilowym mana przypisd rozne Kksztalty
w zalenosci od stosunku powierzchni przekroju poprzecznegtampej gtéwki, do
przekroju poprzecznego hydrofobowychndachow acylowych. W sposob dldowy
powyzszy stosunek opisuje parametr S. W przypadkgksziych ,gtowek” polarnych —
S<1/3 powstay struktury micelarne i faza heksagonalng)(lla czsteczek o warkei
S~1 preferowamnformg agregatu jest dwuwarstwa i faza lamelarna. Dlayamajgtowek”
polarnych — S>1/3, preferowana jest struktura odeméj miceli i faza heksagonalna,(H
[41].

4.2. Formowanie liposomow

Pomimo szerokiego zastosowania liposomow, biofimyczmechanizm ich
powstawania, nie jest do kca wyjaniony, ch@ dla kadej metody otrzymywania
podejmowano proby jego opisania. W 1988 r. Lasipr@aonowal, ze produktem
paosrednim w procesie otrzymywania liposomow, niezaie od zastosowanej metody, jest

~-dwuwarstwowy fosfolipidowy ptatek” (bilayered phasolipid flake, BPF). BPF jest
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struktug nietrwah i charakteryzuje giwysokim napgciem na krawdziach dwuwarstwy.
W wyniku dziatania dwoch czynnikow, tj. energii Wwedzi (ang. edge energy) i energii
zaginania ptaskiej dwuwarstwy (ang. bending energyastpuje zamkngcie BPF
I powstanie liposomu. Ponadto Lasic postulowa, wieksza¢ liposomow to struktury
termodynamicznie niestabilne i nie mogowstg samoistnie w zetkaciu z wod.
W oparciu o teod elastycznego zaggia Helfrich’a, Lasic wykazalze symetryczne
dwuwarstwowe btony ,prefergj uktad ,ptaskiej kartki’, dla ktérego energia kmzgzny
wynosi 0. S4d, zagecie lipidowej dwuwarstwy i otrzymanie liposoméw wgga naktadu
energii dostarczonej w procesie np. sonikacji, relzgt wytrzasania, homogenizaciji.
Stanem o najuszej wolnej energii jest fosfolipidowa dwuwarstwg@aczkowanie”
suchego fosfolipidowego filmu i formowanie MLV wyma naktadu energii, ktora
dostarczana jest np. podczas wysemia warstwy lipidowej z wad (lub buforem)
w procesie hydratacji. W zwzku z powyszym, MLV wykazuj wyzszz wolna energe
niz dwuwarstwa. Dalej, otrzymywanie LUV i SUV wymagssicze wikszego nakiadu
energii. Niestabilny charakter liposoméw, potwiexdzéwnie fakt, ze w trakcie
przechowywania mniejszeegherzyki ulegaj stopniowej fuzji tworzc wigksze struktury,

z wieksz liczbg lamelarnych warstw, o wkszym promieniu krzywizny [42].

5. Metody otrzymywania liposomow

Kazda z metod otrzymywania liposoméw, niezalie od ich rodzaju, zakilada
wprowadzenie cgsteczek lipidow do srodowiska wodnego. Rozwoj technologii
liposomowej, potrzeba uzyskiwania zrggch typow liposomow, zaréwno na skal
laboratoryjra jak i przemystow, oraz transportu substancji o charakterze hyanefim
i hydrofobowym, przyczynity si do opracowania wielu #iych metod otrzymywania.
Dlatego charakter liposoméw i potrzeby badacza/dyty decyduj o wyborze
odpowiedniej metody lub konieczéwy polgczenia kilku metod.

Ogolny schemat przedstawgay otrzymywanie liposomow, zostat zaproponowanyeprz
Lasic’a i wyr&nia trzy metody: mechanicznwymiany rozpuszczalnika organicznego na

roztwor wodny, usuwania detergentu [43].

5.1. Metody mechaniczne

Metoda hydratacji cienkiego filmu lipidowego jeshjprostszym i najczcie)
stosowanym sposobem otrzymywania liposoméw naeskatboratoryjm. Polega na
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przygotowaniu suchego filmu lipidowego, a rasie hydratacji w roztworze wodnym
przez intensywne wytgganie i pozwala uzyskazréznicowary populacg MLV [35,44].
Wielkos$¢ uzyskanych liposomow zade od rodzaju fosfolipidow, wchodezych w skiad
btony liposomalnej, sktadu fazy wodnej oraz intemsgsci wytrzagsania (lipidy obdarzone
tadunkiem tworz zwykle mniejsze liposomy, z mniejsiiczbg bton). Zalej tej metody
jest maliwos¢ przygotowania liposomow o zmjicowanym sktadzie, prostota wykonania
I wysoki stopié enkapsulacji, szczegolnie substancji lipofilnydAroblem stanowi
przeniesienie metody hydratacji filmu, na skapétprodukcyjm i przemystovy
(konieczn@¢ stosowania diych obgtosci zawiesiny). Ponadto, uzupetnieniem metody
hydratacji jest wymiarowa kalibracja zawiesiny MLMy celu uzyskania bardziej
homogennej prébki, co generuje dodatkowe koszty aaigzane z tym potencjalne
ryzyko strat materiatu [44].

Techniki stosowane do zmniejszenia liposoméw MLV,ykarzystup energe
ultradzwickOw, energi mechaniczy, cisnienie. Huang [45] jako pierwszy przedstawit
prag, w ktorej do zmniejszenia liposomow zastosowanotomke ultradzwickows.
Stosowanie ultradvickdw do kalibracji wymiarowej liposomow ma pewne wad jednej
strony ultradwicki o duzej energii, uzyskiwane w gtowicach ultiadekowych,
pozwalaj otrzyma bardzo mate liposomy, jednak zanieczyszczone ameigl36,45]. Z
drugiej z& strony tanie ultradwickowe nie genergjzanieczyszcze ale uzyskiwana w
nich energia jest zbyt niska i pozwala otrz¢ng@dynie mniejsze wielolamelarne dmiki
[36].

Kolejna technika laboratoryjna, zaktada wykorzysaprasy francuskiej wypogane]
w termostat, w ktorej zawiesina liposomoéw jest pigieana przez otwory, podsaieniem
w zakresie 0-200 bar. N@phie w komorze mieszgjej dochodzi do kolizji liposomow
i ich mechanicznego rozrywania. W skali produkcyjmedyfikacp tej metody g techniki
wykorzystupce aparaty do mikrofluidyzacji oraz wysokgaeniowe homogenizatory. Pod
wptywem cknienia powstaj pocatkowo mate liposomy, jednak z powodu nggoa btony,
ulegap fuzji tworzac mieszanin LUV [44,46].

Popularm metody, laboratoryjnej kalibracji zawiesiny liposoméw jestetoda ekstruzji,
polegajca na przetlaczaniu liposomow przez bitony petjlenowe, oscisle okrelonej
wielkosci poréw, po raz pierwszy zaprezentowana przez r@isovsp. [47]. W tym celu
stosuje si ekstrudery ¢czne, cesto umaliwiajagce kontrot temperatury podczas
kalibracji. Kalibracja wymiarowa liposoméw powinn@y¢ prowadzona, powgj

temperatury przégia fazowego Tc lipidow budagych otoczk [35,36,44]. Obecnie
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konstruowanegekstrudery umdiwiajace prowadzenie ekstruzjiaggte], na weksz skak
(urzadzenie Maximator) [48]. Powgj przedstawione metody Kkalibracji wymiarowej
liposomoéw, charakteryzaj sic wysolky powtarzalnécig, co jest szczegolnie istotne

w aspekcie zastosow#diomedycznych [44].

5.2. Metody z zastosowaniem rozpuszczalnikdw organicznigc

W metodach z zastosowaniem rozpuszczalnikéw orgayah filmy lipidowe g
rozpuszczane, a naphie wprowadzane do roztworu wodnego, czemu toveaszy
formowanie liposomoéw. Mechanizm powstawania lipoéamzalery od stopnia mieszania
sie rozpuszczalnika organicznego z wdd6,44].

Metock iniekcji rozpuszczalnika organicznego zastosowamaaz pierwszy w latach 70’
XX w., jako alternatyw do przygotowania SUV, bez koniecznbuzycia ultracwickow.
Batzri i Korn [49] przeprowadzili daviadczenia stosa¢ bardzo niskie stenie lipidow
w etanolu, jednak uzyskali bardzo mate strukturyjednoczénie staby stopie
enkapsulacji. Metoda iniekcji etanolowej pozwalgyskat SUV, a wielk@¢ liposomow
oraz rozktad frakcji zmniejsza ¢size stzeniem alkoholu. Rozciezenie roztworu
etanolowego powinno Bywystarczajco duwe, aby rozpuszczone lipidy, przechgcz
z fazy alkoholowej do fazy wodnej, mogty upgakowa sie w liposomy typu SUV [49].
W przypadku rzadziej stosowanych roztworéw eterdwysy one wstrzykiwane do
ogrzanego roztworu buforowego, w ktdérym na grafiaz/tworzy s¢ pojedyncza warstwa
lipidow, ktora po odparowaniu rozpuszczalnika psztéitca si czesciowo w liposomy
LUV [36,50]. Najczsciej stosowanym rozpuszczalnikiem organicznym dayobywania
terapeutycznych liposoméw jest etanol, ktory jestpuszczalnikiem dé powszechnie
wykorzystywanym w przenf}e farmaceutycznym, réwnie do przygotowywania
parenteralnych postaci lekow. svdd zalet metody etanolowej iniekcji, wymiénnozna
wysoki stopi@ enkapsulacji zwizkow lipofilnych i zwikszory trwatcs¢ uzyskanych
liposoméw [44,51]. Ponadto odpowiednie modyfikacfej metody, pozwalgj
enkapsulowa zréznicowane pod wzgtlem chemicznym zwkki, np. proteiny — metad
enkapsulacji pasywnej oraz mate amfifilowesteczki substancji leczniczych, antygeny.
Technilke t¢ fatwo przystosowa réwniez do celow wymagagych przygotowania
liposoméw na skalprzemystow. W celu uzyskania jalowego produktu, roztwory wedn
I etanolowe g wprowadzane do wysterylizowanych gnizen przez filtry wyjatawiajce
[44].
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Znacznie lepsz skutecznécia enkapsulacji charakteryzuje ¢simetoda ,proliposom-
liposom”, ktéra polega na rozdiezaniu faz wodrg, mieszaniny ,proliposoméw”, tj.
roztworu lipidow w roztworze etanolowo-wodnym. Waszaninie lipidow, wody i etanolu
maozna wyr@ni¢ trzy formy lipidow: lipidy rozpuszczone w wodnynozatworze etanolu
oraz uformowane dwuwarstwy lipidowe i liposomy. Wrze zwegkszaniem si objetosci
fazy wodnej, w mieszaninie powstaje corazcog] liposomow [52]. Turanek i wsp.
opracowali zestaw do otrzymywania MLV meiqggbroliposom-liposom”, ktory sktada i

z uktadu dozujcego odpowiednio fazproliposomow i fag wodmg oraz termostatowanej
komory z mieszadlem [53]. Metoda w® by stosowana na skal przemystow

I laboratoryjry [54]. Otrzymane liposomy MLV mugzby¢ nastpnie poddane procesowi
kalibracji wymiarowej.

Duze jednowarstwowe liposomy LUV, ze znagabjctoscia fazy wodnej, mena uzyskéa
metody odparowywania faz odwréconych (ang. reverse-pleasporation). W przypadku
powyzszej metody, roztwér lipiddow w lothym rozpuszczkini (eter dietylowy lub
izopropylowy) wytrzsa s¢ z roztworem wodnym, a ngghie odparowuje rozpuszczalnik
organiczny. Ze wzgbu na pozostakni w preparacie rozpuszczalnika organicznego,
zastosowanie otrzymanych w ten sposob liposomoOw ggsaniczone, szczegodlnie do
celéw biomedycznych. Metoda ta ma réwinieniejsze znaczenie w wytwarzaniu LUV na

skak przemystowy [44].

5.3. Metody z zastosowaniem detergentow

W tej grupie metod, do otrzymywania liposoméw wykmtywane g detergenty,
ktore w przeciwiéstwie do lipidow, wykazuwj rozpuszczaln@& zarbwno w roztworach
polarnych (woda), jak i niepolarnych. Jako detetgemajczsciej stosowane gs sole
kwaséw zoétciowych  (s6l sodowa kwasu cholowego),n-alkilosacharydy
i n-alkilooligooksyetylenopochodne, ktore z fosfoligidi mog tworzy¢ laminarne micele
mieszane, powaej krytycznego stenia micelarnego (CMC, ang. critical micelle
concentration). CMC to @tenie detergentu w roztworze, przy ktdorym jego wolne
czgsteczki § w rownowadze z formami zagregowanymi, czyli gzeinymi w micelach.
Wskutek zmniejszenia gtenia wolnych cgsteczek detergentu, n@stije proces
przechodzenia @ateczek detergentéw z mieszanych miceli dmdka dysperguagego,

a w konsekwencji fuzja i zwkszanie miceli laminarnych. Po przekroczeniu pewnej

krytycznej wielkdci, wytworzone napcia, indukug zaokgglanie i formowanie
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liposoméw. Wielkd¢ i ksztatt uzyskiwanych liposoméw, zaleod (i) rodzaju i stzenia
zastosowanego detergentu, (ii) stosunkgrestia detergentu do ¢genia wyfciowego
lipidow, (iii) rodzaju lipidéw, (iv) szybkéci usuwania detergentu z roztworu i (V)
warunkéw temperaturowych procesu. Optymalizacja ygseych parametrow unibwia
uzyskanie, metad z zastosowaniem detergentow, liposoméw aa@anej wielkdci
[36,44].

Detergent z roztworu dyspergaggo usuwany jest 1) przez rozaeenie, 2) metagd
chromatografiizelowej, 3) na drodze dializy zzyciem widkien kapilarnych lub filtrow
membranowych (bton potprzepuszczalnych), 4) w wyrekisorpcji np. na hydrofobowej

zywicy [44].

5.4. Mechanizmy wprowadzania substancji leczniczych w aiktur ¢

liposomu

O sposobie umiejscowienia gsteczki substancji leczniczej w gbre liposomu,
decyduje jej rozpuszczalfd i polarndgé. Substancje hydrofilowe i polarne zosgtaj
zamkngte w kompartmencie wodnym liposomu otoczonym bjaratomiast wykazgge
bardziej lipofilny charakter i niepolarne zamki wbudowuj sic w podwojry warstwe
lipidowa. Czsto wprowadzenie substancji leczniczej w strukiigosomow, okréla sk
powszechnie mianem enkapsulacidb inkorporacji, przy czym termin enkapsulacja
okresla réwniez jeden, spérdd trzech mechanizméw, pozwaleych uzyské liposomaln
posta& substancji leczniczej.

Substancje hydrofilowe, rozpuszczalne w wodzie ajie@l) enkapsulacji w momencie
hydratacji filmu lipidowego wodnym roztworem inkam@wanej substancji. W czasie
formowania liposomow substancje leczniczewssposob bierny zamykane w przestrzeni
wodnej liposomu i/lub w przestrzeniachgatizybtonowych.

Czgsteczki substancji leczniczych o charakterze hyirofvym g dodawane do roztworu
lipidow w organicznym rozpuszczalniku, a po odpaaniv i dodaniu fazy wodnej,
zwigzek wbudowuje si w hydrofobowym obszarze biony liposoméw, co dkresi
terminem (2) podziatu (partycjonowania). Leki o charakterze stabych kwaséw Iub
stabych zasad, mady¢ wbudowywane przez wytworzenie gradientu pH w pefiatony
liposomalnej [37]. Metoda (3kontrolowanego tadowania gradientem pHpolega na
transporcie substancji leczniczej w formie @lwg] czsteczki do watrza liposomu,

zawierajcego przestrze wodrg o innej wartéci pH niz srodowisko zewetrzne. We
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wnetrzu nanika, czsteczka ulega jonizacji, co uniepmiovia jej dyfuzje na zewgtrz
liposomu. W celu enkapsulowania substancji o charak stabych zasad naje
zastosowa gradient sfzenia diweglanu sodu lub gradient pH, przy czym we ¢tvau
liposomu powinno panowa srodowisko kwasowe, co zobrazowano na Ryc. 5.
W przypadku enkapsulowania w liposomy stabych kwasdalery analogicznie
wykorzyst& roznicg stzenia siarczanu amonu, a w przypadku gradientu p#Etwor
zamkngty w liposomie powinien wykazywawyzszy wartgs¢ pH niz roztwor otaczajcy
nosnik. Metoda kontrolowanego wbudowywania pozwala skay wysoki stopié
enkapsulacji, jednak niekontrolowane zmiany pgkbdowiska zewetrznego, mog

prowadz¢ do przedwczesnego uwolnienia substancji leczni&feb6].

A*

Miareczkowanie

Na,CO; (aq)

pPHou=7-8 drug=B: ——

Ryc. 5 Inkorporacja substancji leczniczej o chamté stabej zasady w liposomy,
z zastosowaniem gradientu pH na granicy blony bpos.

6. Parametry charakteryzujace liposomy

Wiasciwosci liposomow mog wywierat znaczny wptyw na zachowanie dmika
w warunkachin vivo, np. stabilné, przedwczesne uwolnienie substancji leczniczej,

biodystrybucg i wychwyt komorkowy liposomow transporsigiych substangjczynrs.

6.1. Skfad liposoméw

Sktadniki bton liposomalnych obejmugzerokie spektrum fosfolipidow pochodzenia
naturalnego i syntetycznego, co przedstawiono wziate 3. Ich wybor determinuje wiele
wiasciwosci liposomow, m.in. ptynn@ i tadunek btony liposomalnej, przepuszczatno
wplywa take na parametry farmakokinetyczne substancji inkanwanej w nénik, oraz
dziatanie toksycznger se np. lipidow kationowych. Jednym z istotnych paedrdw,

w aspekcie farmaceutycznym, jest stabithbposomalnej postaci, szczegdlnie w trakcie

przechowywania [38]. Rodzaj fosfolipidéw, a szcdegkwasow tluszczowych i stogie
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ich nasycenia, istotnie wplywgjna podatné& preparatbw na procesy utleniania
i hydrolizy. Proces oksydacji lipidéw zale w gtownie od liczby wjzaa podwojnych.
Zjawisko to mana spowolni stosugc niewielkie ilagci przeciwutleniaczy, np. tokoferolu
[36,37]. Ponadto, w wyniku utleniania kwasow ttusaeych dochodzi do powstania
roznych rodnikbw, mogcych wywierdg szkodliwe dziatanie wzglem biton
komorkowych [37].

6.2. Wielkos¢ srednicy i typ liposomow

Rozmiarsrednicy oraz liczba podwojnych warstw lipidowyclkrela obgtos¢ fazy
wodnej zamknijtej wewnstrz liposomu, a to decyduje o zdokedo do enkapsulacji
substancji leczniczych o oltenej polarnéci. W przypadku zwizkéw hydrofobowych
parametry te nie majwigckszego znaczenia. Natomiast, dla gkidw hydrofilowych,
stopiehn enkapsulacji wzrasta odpowiednio dla liposomow MISWV>LUV. Liczba
warstw lipidowych mee wpltywa na stopié i profil uwalniania substancji leczniczej
Z liposomu [38,57].

Dodatkowo, rozmiar liposomoéw ma istotne znaczetéesdybkdci usuwania liposoméw
z krwiobiegu, przez makrofagi uktadu MPS. Wkrotae mojawieniu s§ w krwiobiegu,
liposomy oddziatywyj z biatkami osocza, opsoninami, ktore adsggbuja powierzchni
liposoméw przyspieszajich usuwanie przez MPS. Wisze liposomy (> 100 nm)as
znacznie szybciej i fatwie] wychwytywane przez MPBlatego mate liposomy
< 100 nm) charakteryzaijsic dtuzszym czasem cyrkulacji w krwiobiegu. Z tego veziyl
mate liposomy transportage substancje przeciwnowotworowe wykazugwickszon

akumulacg w obrbie tkanki nowotworowej [57].

6.3. Ptynnos¢ btony liposomalnej

Stan termodynamiczny btony liposomalnej tj. rucliées budupcych p czasteczek
zaley przede wszystkim od temperatury. Fosfolipidy ekéeryzuy siec temperatuy
przegcia fazowego (J) i wystepuja w dwoch stanach fizycznych, pasj i powyzej
wartasci temperatury J. Poniej temperatury J; lipidy tworza sztywry, uporzdkowary
faze zelowa Lp, a powyej Tc ptynno-krystalicza fazg L,. T¢ réznych fosfolipidow miéci
sie w szerokim zakresie -20C — 90 °C. Na warté¢ T. wptywa diugd¢ tancucha
acylowego kwasoéw ttuszczowych, liczbagman podwdjnych, a take tadunek i rodzaj
polarnych grup. Dobiergg fosfolipidy o zr@nicowanych temperaturach.Tmazna
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otrzym& liposomy o paadanej ptynnéci btony. Obecn& fosfolipidow o T. > 37T,
sprawia,ze btona liposomalna w warunkach fizjologicznych stiauktug zelu i mniejsa
przepuszczalng. Wykazano rownig ze liposomy takie w mniejszym stopniw S
wychwytywane przez MPS. Analogicznie lipidowa dwustava zbudowana z lipidow o, T
< 37T, charakteryzuje siwickszy ptynnadsciag w temperaturze ciata ludzkiego.

Dodatek cholesterolu wplywa na pltyrsdodwuwarstwy w dwojaki sposéb. Paagj
temperatury przégia fazowego, wprowadza dezorganizaajpakowania cgsteczek
fosfolipidéw (uptynnia). Natomiast povgj temperatury przégia fazowego prowadzi do
wzrostu uporzdkowania i ogranicza ruchlivié czasteczek (usztywnia). Przy wysokim
stezeniu cholesterolu (ok. 30 mol%), obserwuje gianik termotropowego pragja

fazowego, a liposomysardziej stabilne [37,38].

6.4. tadunek powierzchni liposomu

Liposomy mog by¢ zbudowane z mieszaniny wielu sktadnikéw, ktorenid sie
stopniem zjonizowania grup polarnych. Natura ¢stge¢ rozmieszczenia tadunku na
powierzchni liposomu, w sposoéb istotny wptywa nachaizm i zakres oddziatywania
liposomu z btonami komérkowymi. Niektére badanigkamup, ze liposomy o charakterze
obogtnym w mniejszym stopniu oddzialug komorkami. Substancja lecznicza uwalniana
jest w bliskim gsiedztwie komérek i nagtnie w formie wolnej przenika do ich winza.
Natomiast wysoki stopfe zjonizowania btony liposomalnej, utatwia oddziabmie
liposoméw z bton komorkows [38]. W przypadku liposomoéw o ujemnym tadunku,
zwicksza s¢ ich wychwyt przez komorki stanogde cel terapeutyczny, ale tak
obserwuje si szybkie usuwanie przez uktad MPS. Natomiast lipps&ationowe ulegaj
fuzji na powierzchni komérek i wnikgjaktywnie do waetrza [58]. Liposomy o tadunku
dodatnim, okazaty siskutecznym niewirusowym &oikiem, ktory umaliwia transfekcg
komorek, czyli dokomorkowy transport fragmentéw kéa nukleinowych w terapii

genowej [59].

6.5. Potencjat zeta

Podwojna warstwa elektryczna istmieg wokot kadej czstki, sklada si
Zz wewretrznej warstwy Stern’a, w ktorej jony silnie zwgzane, oraz zewitrznej, tzw.
dyfuzyjnej, charakteryzagej st stabszym zwjzaniem jondéw z powierzchiiczastki.
W obrebie warstwy dyfuzyjnej znajdujeesgranica, poza ktgrczastki zachowyj sie jak



CZESC TEORETYCZNA| 27

niezalene indywidua. Potencjat na tej granicy nazywany pegencjatem zeta. Wielké
potencjalu zeta wskazuje na stab#aktadéw koloidalnych, takich jak np. zawiesina
liposomow. J&i wszystkie castki map duzy ujemny lub dodatni potencjat zeta, wéwczas
wzajemnie si odpychag, sid mazna wnioskowa o duwej stabilndgci uktadu.

W przypadku niskiego potencjatu zeta, nie ma sigabiegajcej zblizaniu s¢ czastek, co
swiadczy o niskiej stabilnei uktadu. Wowczas, liposomy ulegafuzji i agregacji,
tworzac wigksze struktury, co zmienia ich wkwosci i w przypadku zastosowania jako
nosnikdw substancji leczniczych, me prowadzi do zmiany profilu dziatania

farmakologicznego i nieoczekiwanych zmian aktygaian vivo [60].

7. Rodzaje terapeutycznych liposomow

Jedny z zalet liposomow, wod wielu koloidalnych nénikéw lekéw, jest ogromna
ilos¢ mazliwosci modyfikacji wiaciwosci fizykochemicznych i strukturalnych. Z tego
wzgledu w cggu ostatnich kilkudziesciu lat, nasjpit ogromny posfp w opracowywaniu
nasnikow liposomalnych, ktore stasagie sprosta kolejnym wyzwaniom terapeutycznym,

szczegolnie w nieprzewidywalnych warunkactvivo (Ryc. 6) [61].

KLASY CZNE DLUGOKRAZACE DO TRANSPORTU  STYMULOWANE PLATFORMY
CELOWANEGO UWALNIANIE ol WIELOFUNKCYJNE

8 © &

m“ prakiyka hadania Kliniczne badannpmdklnuc iczne pnyszloscbadan —

Legenda:

«}» substancja aktywna; (f ligand do transportu celowanego np. przeciwcialo; X ligand stymulujacy uwalianie;
i:i’ ligand umozliwiajacy wykrycie nosnika, @liposom, - liposom z otoczka polimerowa

Ryc. 6 Rodzaje terapeutycznych liposomow.
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7.1. Klasyczne liposomy

Pierwsza generacja liposomow obejmuje klasyczriikiozbudowane wyicznie
z fosfolipidéw, gtownie o charakterze obwjym i anionowym, oraz cholesterolu.
Klasyczne liposomyasrowniez najczsciej badane jako potencjalnesndi lekéw, od ich
odkrycia w latach 60’ do zarejestrowania pierwszygiosomalnych postaci lekow
w latach 90’ XX w., tj. liposomalnej amfoterycyny, Bmbisome (Nexstar, Boulder, CO,
USA) oraz doksorubicyny, Myocet (Elan Pharma Imin&eton, NJ, USA) [62,63].
Istotrg wady konwencjonalnych liposomow, jest stosunkowo krotaas cyrkulacii
w krwiobiegu. W warunkacln vivo, po podaniu parenteralnym, klasyczne liposomy s
wychwytywane niemal natychmiast przez MPS i gronoagzw witrobie i $ledzionie
[64,65]. Klasyczne liposomy wykazujrowniez wickszg podatné¢ na destabilizagj
i przedwczesne uwolnienie substancji leczniczej, wymiku interakcji fosfolipidéw
Z osoczowymi lipoproteinami [66,67]. Ta wada lipogaw klasycznych, zostata
wykorzystana w celowanym transporcie substancgnezych do uktadu fagocytarnego
[62], m.in. w celu leczenia zainfekowanych makrdfag68], a take do uzyskania efektu
immunomodulujcego  aktywné¢ makrofagéw, w unieszkodliwianiu  komérek
neoplazmatycznych i zekszaniu odporni wzgledem czynnikdéw infekcyjnych.
Pozwolito to na opracowanie modeli szczepionek @wieo chorobom wirusowym,
bakteryjnym i paspytniczym [62]. Obecnie, liderem w produkcji szczmpek
wytwarzanych w oparciu o technolediposomalm jest firma Crucell, ktéra opracowata
m.in. szczepionk przeciwko wirusowi grypy Inflexal V i przeciwko wisowi wirusowego
zapalenia wtroby typu A, Epaxal. W badaniach §geconych fotodynamicznej
inaktywacji nowotworow, najezciej wykorzystywane g klasyczne liposomalne postaci
fotouczulaczy [27,29].

7.2. Liposomy dtugokrazace (ang. long-circulating liposomes)

W celu zwekszenia stabilnici konwencjonalnych liposomow w krwiobiegu, do
btony liposomalnej wprowadzono cholesterol [69, fekty tego pospowania nie byty
jednak w pelni zadowalgge. Zwikkszony stabilngé liposoméw zaobserwowano dla
struktur o wielkdci ponizej 100 nm, skfadagych s¢ z cholesterolu i fosfolipidow,
zawierajcych dlugie nasycone fauchy acylowe, np.1,2-distearoilosnglycero-3-
fosfocholire, DSPC [70,71]. Metodyka ta zostala cftoma terminem ,pure lipid
approach”, poniewass to jedyne liposomy diugokzace o sktadzie wyicznie lipidowym.
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Przyktadem terapeutycznej postaci tego rodzajusbpwdw jest Daunoxome (liposomalna
post& daunorubicyny), preparat zarejestrowany na terds$A i Unii Europejskiej
w leczeniu mgsaka Kaposi'ego [63]. Kolejnklas: liposoméw diugokszacych otrzymat
Gabizon i wsp. poprzez wbudowywanie w struktliposomow reszt cukrowych kwasu
sialowego, sfingolipidéw i gangliozydow [72]. Wre$z, przelomowym wydarzeniem
w dziedzinie liposomalnych postaci leku, bylo otrmnie liposomoéw z otocak
hydropolimerowy, w ktorych casteczki hydrofilowych polimerow gs zwigzane
kowalencyjnie z powierzchgi nosnika. Stosowane gs zaréwno polimery naturalne
I syntetyczne, takie jak chitosan [73,74], fibroifid5], alkohol poliwinylowy [76],
polietylenoglikole (PEG) [77,78]. Polimery wykorzywane do otrzymywania
liposomalnych nénikow lekow, powinny spetnitaszereg wymaga tj. posiada wysoky
biokompatybilng¢, niski stopié immunogenngci i antygenowéci oraz brak toksyczroi
[70]. Jw niewielka liczba polimerowych ligandéw na powidrac liposomu, skutecznie
wydtuza czas cyrkulacji nimika w krwiobiegu. Allen i wsp. wykazalize liposomy
diugoknzace wykazuy farmakokinetyk liniowa pierwszego rgdu, w przeciwiéstwie do
liposomoéw klasycznych charakteryzaych s¢ farmakokinetyl nieliniowg [79]. PEG jest
najczsciej stosowanym polimerowym koniugatem w technaldigosomow. Liposomy
pegylowane z otoczkz polietylenoglikolu, g czgsto okrélane terminem liposomow typu
.stealth” ze wzgdu na zminimalizowany wychwyt przez uktad MPS. @piane g takze
jako ,przestrzennie stabilizowane” (ang. stericaiyabilized) z uwagi na zawady
przestrzenne wynikage z obecnéxi warstwy PEG, kt6ra zabezpiecza przed interakc]
liposoméw z komponentami komorek oramdowiskiem biologicznym. Dlatego czas
pottrwania liposomoéw pegylowanych w organizmie gafeka wynosi nawet do 48 h [62].
Wydtuzenie czasu cyrkulacji liposomow w krwiobiegu, nasiddolnd¢ ich wychwytu
przez tkanki docelowe, np. tkanki nowotworowe, &taharakteryzuj sic zwickszorny
przepuszczalniwia oraz zdolnécia retencji liposomow [80]. Obecnie prowadzone baaani
dotyczice liposomow pegylowanych, zmiergzaflo uzyskania takiej formy wzania
polimeru z powierzchgiliposomu, ktora umadiwi ich akumulacg w s3siedztwie komorek
docelowych, a nagbnie odszczepienie faucha polimerowego, pod wplywem
mikrosrodowiska panucego w obszarze patologicznej zmiany, np. adomego pH
w obrbie tkanki zapalnej lub nowotworowej [81,82]. Podirawe otoczki pozwalaj
rowniez uzysk& zwigckszory biodostpnas¢ liposomalnych postaci lekéw, podawanych

doustnie lub wziewnie [74,82].
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Obecnie, jedynym doghnym produktem zawierggym pegylowane liposomy jest
Caelyx/Doxil, zarejestrowany w terapii ¢saka Kaposi'ego, raka jajnika opornego na

leczenie i przerzutowego raka piersi [83].

7.3. Liposomy do terapii celowanej

Liposomy do terapii celowanej zostaty opracowan@dpowiedzi na konieczié
zwiekszenia wychwytu substancji aktywnej przez komda#celowe, przy jednoczesnym
zmniejszeniu akumulacji w komorkach zdrowyckddrych celem niespecyficznym. Za
celowany transport liposoméw odpowiaglajligandy np. przeciwciata, peptydy,
glikoproteiny, oligopeptydy, polisacharydy, czynnzrostu, a take inne casteczki np.
kwas foliowy, cukry itp. Biologicznym celem liposé@w do terapii celowanejas
najczsciej razne typy komorek nowotworowych, komorki nabtonkowemaorki uktadu
immunologicznego [84]. Liposomy do terapii celowprzaproponowano rownie do
penetracji bariery krew-moézg [85] oraz do uzupetidaubytkéw btony komorkowej
kardiomiocytow, co pozwala chranikomérki serca przed obumieraniem wskutek
niedotlenienia [86].

Ligandy mog by¢ zwigzane z liposomem wzaniami kowalencyjnymi

i niekowalencyjnymi. W przypadku wiaan kowalencyjnych ligandy magtaczy sie

z fosfolipidami btony liposomalnej, d#i bezpdrednim lub pérednim wizaniom
poprzez tzw. spacer zawieqey ugrupowanie tioeterowe, amidowe, estrowe lub
hydrazonowe. Natomiast ydania niekowalencyjne powsiayvowczas, gdy ligand jest
wbudowywany w struktyr blony liposomu [87]. Szczegdlnie interegaaj strategi jest
przylaczenie ligandu do warstwy PEG. Ten rodzajappénia, z jednej strony pozwala
zachow@ ochronny aspekt warstwy PEG, zapewgua] odpowiednio dtugi okres
cyrkulacji w krwiobiegu aby dotrZzew okolice zmiany chorobowej (site targeting).
Z drugiej strony, przyczenie ligandu do dystalnej @zi tancucha polietylenoglikolu,
zwicksza zdolné&¢ interakcji medzy ligandem a molekularnym celem (cell targeting).
Wykazano, ze tak skonstruowane liposomy pegylowane z pcagnym ligandem,
wykazup zwiekszory skutecznéc terapeutyczp[87,88].

Aby ligand umaliwiat skuteczny wychwyt liposomow przez komorki adowe, liczba
miejsc wazacych na ich powierzchni powinna d&yodpowiednio dua, zeby efekt
terapeutyczny transportowe] substancji lecznicosia osignicty. Miejsca wazace (np.

okreslone receptory) mugzby¢ dostpne z krwiobiegu i w sposob #doiowy, powinny
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rozni¢ sie od zdrowych tkanek. Ponadto, w idealnym ukladziejsna wazace powinny
wykazyw& ,regulacg w gor” (up-regulation) pod wpltywem stymulacji ligandu,
dostarczanego w kdym kolejnym cyklu terapii [84].

Najprostsze ligandy to mate gsteczki takie jak kwas foliowy, hormony (np. eskay
cukry (Tabela 1). Ligandy niskogzteczkowe maj wiele zalet, gd¥ wykazup mah
Immunogenné¢, znaczy stabiln@g¢ chemiczi, a ich synteza jest zwykle prosta [61].
W Tabeli 1 przedstawiono przyktady ligandéw wykas@yvanych do otrzymywania
liposomalnych postaci substancji o dziataniu przeocwotworowym, stosowanych
w leczeniu nowotworow wykazagych nadeksprespdpowiednich receptorow.

Komérki niektérych ludzkich nowotworéw, m.in. rakajnika, nowotwory nabtonkowe
(rak jelita grubego), wykazaljzwickszory ekspresj receptorow folinianowych, poniewa
kwas foliowy jest niezédny do syntezy kwasow nukleinowych w szybko namapaej st
strukturze nowotworu. Kwas foliowy ma wysokie poaivactwo wzgtdem receptorow
folinianowych i przenika do komorek w drodze endoecy [89]. To powinowactwo
wykorzystano do transportu wielu substancji przeawotworowych np. doksorubicyny,
irinotekanu oraz 5-fluorouracilu przez liposomyigahdem kwasu foliowego [90-92].
Badania prowadzone w warunkaichvitro, wykazywaty zwgkszony wychwyt liposomow
z kwasem foliowym przez komérki nowotworu oraz ®jsze dziatanie cytotoksyczne
leku. Natomiast w warunkachin vivo obserwowano zwkszory skutecznét
przeciwnowotworow i zmniejszog liczbe dziatax niepazadanych. Liposomy z kwasem
foliowym znalazly rownie zastosowanie w terapii fotodynamicznej nowotwordow,
zapewniaic wickszy wychwyt fotouczulacza przez komorki z nade&sprreceptorow
folinianowych [93].

Kolejng grupe ligandow stanowy ligandy peptydowe o bardziej zianej strukturze
chemicznej. W celu pozyskiwania ligandow peptydolwyezsto stosuje si strategs
polegajca na przeszukiwaniu bibliotek fagowych (ang. phagpldy library). W takich
zbiorach gromadzoneg zrekombinowane klony bakteriofagowedace zrodtem protein
i peptydow o wysokim powinowactwie do oklenych typow komorek, w tym komorek
nowotworowych. W ten sposéb He i wsp. [94] zidelkiyivali peptyd CSNIDARAC,
silnie wigzacy sk z komodrkami nowotworu ptuc H460, @ki czemu opracowali
liposomalra postd doksorubicyny z ligandem peptydowym, o zdu zdolngci
internalizacji komoérkowej. Podobnie, zidentyfikovearproteire posiadajca zdolngé

selektywnego wgzania ze streptawidyn Wyizolowana proteina zostata wbudowana do
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btony liposomalnej preparatu doksorubicyny - Doflbecnie trwa badania aktywnii
biologicznej uzyskanego #ika z proteinami fagowymi na liniach komorkowyd&b].

Tabela 1 Przyktady ligandéw wykorzystywanych do zgtnywania liposomow
stosowanych w terapii celowanej ollanych typow nowotworow.

Ligand Receptor Typ nowotworu Subst.anqa Ref.
przeciwnowotworowa

estron estrogenowy Rak piersi doksorubicyna [96]
hormon uwalniajacy receptory LHRH Rak jajnika docetaksel [97]
hormon luteinizujacy
(LHRH) i analogi
siarczan chondroityny CDh44 Rak piersi etopozyd (98]
hialuronian CD44 Guzy lite - [99]

i przerzuty
laktoza asialoglikoproteina  Rak atroby doksorubicyna [100]

Molekularnym celem peptydu ApoPep3 komorki nowotworowe w fazie apoptozy,
wykazupce znaczny wzrost ekspresji markeréw apoptotycznyeptyd ApoPepl posiada
zdolna¢ rozpoznawania komérek w fazie apoptozy, poprzegzaviie z histonem H1.
W badaniach wykazanaze liposomy z ligandem ApoPepl, hamowaly wzrost guza
nowotworowego u myszy bardziej efektywnie ymmiecelowane” néniki lipidowe [101].
Ichikawa i wsp. [102] zastosowali pentapeptyd Ata-Rrg-Pro-Gly (APRPG) w celu
zwickszenia biodogpndsci pegylowanych liposomow (PegLip) ze 2zwkiem
fotouczulagcym, verteporfin (BPD-MA). Peptyd APRPG zostat wgmimio pozyskany jako
peptyd specyficzny dla pro-angiogennych komérekarddmwych. W badaniacim vivo na
mysim modelu, uzyskano zaskaktg wyniki tj. stwierdzono stabgzakumulac PegLip

z ligandem APRPG i inkorporowanym zmkiem BPD-MA w obe¢bie guza. Natomiast
w poréwnaniu do liposoméw PegLip BPD-MA, dziatanigtotoksyczne liposomow
BPD-MA z ligandem peptydowym bylo czterokrotnie n&@jsze w porownaniu
do liposomow niemodyfikowanych. Nasileniu dziataniprzeciwnowotworowego,
towarzyszylo uszkodzenie nagzykrwionosnych zasilajcych tkank nowotworova,

co $wiadczylo o wychwycie liposoméw z ligandem peptygow przez komorki
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endotelialne i efekcie antyangiogennym, uzyskanywmd pvptywem fotoaktywacii
verteporfinu.

Wsréd  proteinowych ligandéw przdzanych do liposoméw w celu zieszenia
selektywnego wychwytu przez tkanki docelowe, ngciej badana jest transferyna (Tf).
Tf jest glikoprotein, ktora odpowiada za transport jonéwelaza i ulega internalizacji
komérkowej na drodze endocytozy, przy udziale rem@&w transferyny. Podobnie, jak
receptory folinianowe, komaérki nowotworow wykazugwickszory ekspresj receptorow
Tf [88]. Dlatego, Tf i inni agorci receptorow Tf wykorzystywaney sv badaniach jako
ligandy dla celowanych liposomoéw zawies@jch substancje przeciwnowotworowe np.
oksaliplatyre 1 doksorubicye [103,104]. Kobayashi i wsp. [105] zaproponowali
wykorzystanie mechanizmu celowanego transportu atokécyny liposomalnej przy
udziale transferyny, unitiwiajagcego omingcie mechanizmu opordo lekowej,
wynikajacego z aktywngxi glikoproteiny P.

Transferyna jest réwnie stosowana w liposomach wykorzystywanych w PDT do
transportowania fotouczulaczy, np. hiperycyny, mmbtych ftalocyjaniny [106—109].
Gijsens i wsp. [107] uzyskali selektywny wychwyalticyjaniny AlIPcS4 w liposomach
z Tf przez komérki HelLa, i 10-krotnie wgzy efekt cytotoksyczny w poréwnaniu do
wolnej formy badanego zwiku. Niestety cgi¢ préb zastosowania liposoméw z Tf nie
powiodta s¢. W badaniach hiperycyny, Derycke i wsp. [106] zseiwowali
przedwczesne uwolnienie z liposomow fotouczuladaarego hydrofilowe cgsteczki
wykazup duze powinowactwo do biatek osocza. Nie powiodtaréiwniez proba nasilenia
aktywnaci przeciwnowotworowej temoporfinu, przez inkorpeemie zwizku do
liposoméw z ligandami Tf [109]. Jak wykazupadania, uzyskanie efektu transportu
celowanego liposoméw do komorek nowotworowych w uméachin vitro, jest duo
latwiejsze ni na modelach zwiegzych. Derycke i wsp. [108], aby zgkiszy¢ wychwyt
AlPcS4 przez komorki nowotworwepherza moczowego u szczuréw, przed rozpaem
terapii usurli enzymatycznie (za pomgcchondroitynazy) warsty glikokaliksu, ktéra

blokowata dostp do receptorow Tf na powierzchni komorek nowotwayoh.
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8. Drogi podania substancji leczniczych inkorporowanyh w liposomy

Najpowszechniejszym sposobem podawania liposomialsgdstancji leczniczych
jest droga dwgylna, tj. wstrzykn¢cie lub wlew daylny. Szczepionki, wykorzystage
nosniki lipidowe, g najczsciej aplikowane domggniowo. Wybér drogi podania jest¢sto
podyktowany efektem, jaki ma wywdtasubstancja czynna. Uktad chtonny uczestniczy
W rozprzestrzenianiu ¢i chorob nowotworowych i infekcyjnych. Leki podawane
podskérnie w ograniczonym stopniu przendkajo krwiobiegu i § wychwytywane
w duzym stopniu przez naczynia limfatyczne. Dlategoswia ta droga podania urdowia
dostarczanie lekéw isrodkow diagnostycznych bezfgednio do uktadu chionnego
[88,110]. Strategi takq zastosowat Fujimoto i wsp. [111], pod@jpodskdrnie nanik
liposomalny, z fosfolipidem zawieegjym jony gadolinu, do wykrywania przerzutow
nowotworowych w wztach chtonnych krélikbw, metad magnetycznego rezonansu

jadrowego.

8.1. Droga doustna

Poda doustna liposomow jest utrudniona, ponigewatruktury lipidowe, ulegaj
degradacji w wyniku dziatania enzyméw trawiennycbbecnych w przewodzie
pokarmowym. Dlatego & liposomy do podawania drgger ossg3 pokrywane ochronn
warstwg polimerowy [88].

Zespot badawczy pod kierunkiem Wu [112,113], opveadodoustr post& insuliny oraz
cyklosporyny A, ktére zostaly inkorporowane w liposy pokryte warstw utworzor

z soli kwasu glikocholowego. Liposomalna cyklosp@ayA, w badaniachn vivo na
szczurach wykazata lepszviodostpnas¢ w porownaniu z preparatem Neoral [113].
Natomiast, liposomy transporsige insuli nie zostaty poddane badaniam vivo, ale
stanowity skuteczn ochrore przed enzymatycznym rozkladem w warunkachvitro
[112]. Zachowanie hipoglikemicznej aktywdod insuliny, po podaniu doustnym,
wykazano dla liposoméw zawiegaych otoczk z PEG, mucyny [114] oraz chitosanu
[115].

W ostatnich latach, na rynku farmaceutycznym paojaveic coraz wecej lekdw
przeciwnowotworowych w formie doustnej. Jain i wsf.16] otrzymali dousts
liposomalr postd doksorubicyny. Zewgirzna biona liposomalna jest stabilizowana
polimerowg otoczky ziozong z dwdch polimerow o przeciwnym tadunku, tj.
poliakryloamidu i chlorowodorku polialliloaminy.
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Badania doustnych form liposomalnych obejmtgkze szczepionki, szczegolnie nowej
generacji, zawierage kwasy nukleinowe. Ocena skutec&o doustnej podsay
liposomalnych szczepionek jest skomplikowanastz niezalena od sposobu podania,
poniewa wynika z wigciwosci i niskiej stabilnéci transportowanych fragmentéw DNA
lub RNA [117,118].

8.2. Wziewna droga podania

Wziewna droga podania lekéw, unhivia leczenie nie tylko choréb drog
oddechowych takich jak astma, przewlekla obturacyjohoroba ptuc, gdlica,
mukowiscydoza, ale w niektérych przypadkach pozwalezysk& dziatanie
ogolnoustrojowe. W 2008 roku Gaspar i wsp. [119%at@li szczegbtowego przegiu
lekéw, ktérych liposomalna postgest stosowana w formie inhalacji. Obecnie leki do
podawania drogwziewrs, znajdugce s¢ w badaniach przedklinicznych, klinicznych lub
w praktyce klinicznej, obejmaljliposomalne formulacje, takich substancji leczyaty
jak: beklometazon [120,121], salbutamol [122], rtr@nolon [123], interleukina-2 [124],
morfina [125], fentanyl [126].

Ciekawym przyktadem rozwoju liposomalnej formulacjss badania dotycce
opracowania liposomalnej postaci iloprostu. Verggliosprost) jest stosowany w leczeniu
pierwotnego nadénienia ptucnego, rzadkiej choroby przewlektej o korzystnym
rokowaniu. lloprost charakteryzujeeskrotkim okresem pottrwania i wynikgga stad
konieczndcia dos¢ czgstego dawkowania leku, nawet do 6-9 razy wgaidoby. Czste
inhalacje g ktopotliwe dla pacjentow, co ¢gto przyczynia sido nieprzestrzegania zasad
terapii. Dlatego t& oczekuje s, ze liposomalna postadloprostu pozwoli uzyskaprodukt

o zmodyfikowanym profilu uwalniania, d&i czemu maliwe bedzie zmniejszenie

czestotliwosci dawkowania i poprawienie jaka zycia pacjentow [127].

8.3. Liposomalne postaci lekow do #ytku zewnetrznego

Liposomy wzbudzaly die nadzieje jako potencjalne dmiki lekdw o dziataniu
miejscowym. Okazato sijednak,ze lipidowe struktury g zbyt duwe i za mato elastyczne,
aby mogly tatwo penetrowai przenik& warstwe rogows naskérka. Mimo to, rimiki
o skiadzie zblionym do elementéw budulcowych naskérka, posidafloinagé

efektywnego dostarczania substancji leczniczych choszeniach dermatologicznych
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[128,129]. W celu zwikszenia elastyczioi klasycznych liposoméw, opracowano nowe
struktury zbudowane =z fosfolipidow (gtownie lecyyyn surfaktantéw (cholanu

i deoksycholanu sodu, polisorbatu) i alkoholu etggo (do 10%). Elastyczne liposomy,
nazwane terminem transferosomy, zostaly po raawpigr zastosowane przez Gregora
Cevc’a (Idea, Monachium). Transferosomy tatwo ujggadksztatceniom i dlategogs
zdolne do przenikania przez wargtwogowy. Transferosomy mag przenik& do
krwiobiegu 1 pozwalaj uzysk& skzenie substancji leczniczej we krwi, zidne do
podania podskornego. Pierwszym produktem, w ktorwrykorzystano technologi
transferosomoéw byt Diractin — liposomalna pdstietoprofenu, przeznaczona do
objawowego leczenia zapalenia i b6lu w chorobierpagieniowej stawow [130].
Liposomy zostaty wykorzystane w badaniach jakénilo wielu susbtancji leczniczych
stosowanych miejscowo, na skpm.in. anestetykéw lidokainy [131] i ropiwakain}32],
lekbw przeciwgrzybiczych — amfoterycyny B [133], zpciwnowotworowych —
5-fluorouracylu [134], stosowanych w terapii hormabrej, jak np. tamoksifen [135].
Maghraby i wsp. przedstawili wiele przyktadow lekénansportowanych w liposomach do
podawania przezskornego oraz transdermalnego, gakiez zastosowania liposomow

jako modelu bton komaorkowych [129].

8.4. Drogi podania liposomalnych fotouczulaczy

Zwiazki fotouczulagce stosowane w praktyce klinicznegy podawane pacjentom
drogg dazylng. Ta droga podania dominuje rowhniev prowadzonych badaniach
przedklinicznych i klinicznych. Jedyny depnhy na rynku fotouczulacz w formie
liposomalnej, Visudyne, jest podawany w postacimii@. infuzji dazylnej [136].

Poniewa jednym ze wskaza terapeutycznych PDTgasschorzenia dermatologiczne,
opracowywane g formy liposomalnych fotouczulaczy do aplikacji s&ér. Wedtug
Dragicevic-Curic i wsp., fotouczulacze inkorporowaw liposomy wykazuj wiekszy
zdolna¢ penetracji. Spadd fotouczulaczy porfirynoidowych w liposomach bad kwas
5-aminolewulinowy (ALA) [ 5,10,15,20-tetrakis(3’-dyoksyfenylo)-chloryrn
(Temoporfin, mMTHPC, Foscan) [137]. ALA podawanyt jesejscowo gtdwnie w leczeniu
luszczycy, rogowacenia stonecznegogdaiku, niestety jako zweek hydrofilowy
wykazuje stab penetrag naskorka i skéry. Dlatego Zeposzukiwano nowej strategii
pozwalajcej poprawd penetragj tkankows ALA. Dwa réwnolegle i z powodzeniem

rozwijane nurty badawcze, to synteza hydrofobowgsitrow ALA oraz inkorporacja
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w lipidowe struktury [138]. Pogtkowe badania nie wskazywaty na popeaskutecznéci
terapeutycznej ALA w nagpstwie liposomalnej inkorporacji. Dopiero, Piern@sp. [139],
opracowali liposomy o sktadzie zbiinym do warstwy rogowej naskorka ssakow,
uzyskupc takie nasilenie penetracji ALA w dftnie skéry, ktore umdiwitoby leczenie
zmian nowotworowych. Oh i wsp. [140] oceniali s&#pipenetracji i retencji ALA
stosowanej miejscowo w formie elastycznych liposamse zré@nicowanym fadunkiem
powierzchniowym (UDL). W poréwnaniu do liposoméwapkinych, UDL wykazaty, przy
tej samej efektywnixi inkorporacji ALA, wiksz stabilngé, lepsz zdolnag¢ penetracii

i diuzszy czas retencji w okdvie naskorka.

Johansson i wsp. [141] uzyskali obiemy efekt terapeutyczny stogajzel zawieragcy
lipsomalry MTHPC, w miejscowym leczeniu skornych zmian nowattwych na mysim
modelu zwierzcym. Zaplanowano wdeenie formulacji liposomalnej mTHPC do oceny
skutecznéci leczenia nowotworéw skéry w badaniach klinicamy©statnio, Dragicevic-
Curic 1 wsp. [142] przedstawili badania opigeg procedur przygotowania oraz oceny
wiasciwosci reologicznych i stabiln@i hydrazelowych formulacji liposomalnych mTHPC
do wytku zewretrznego.

Kolejnym sposobem podawania liposomalnych fotoumzzy jest aplikacja bezp@dnio
do guza, stosowana w tzwrddmigzszowej PDT. Po podsg fotouczulacza, podskornie
wprowadzany jestwiattowdd wbudowany w igt w celu rownomiernego Baietlenia
guza i aktywacji zakumulowanego fotouczulacza. t8tyie taky zastosowat Jezek i wsp.
[143] poréwnujc efektywndci dziatania liposomalnej meso-tetrakisfenylopanfiy po
podaniu daylnym i bezpdrednio do guza. Wykazano ¢szz skuteczné dziatania
fotouczulacza po zastosowaniu wstrzyam i.v. Xiao i wsp. [144] oceniali skuteczito
fotodynamicznego leczenia nowotworow prostaty wpgsodagc lipofilny fotouczulacz,
inkorporowany w liposomy w postaci wstrzykoia do ttnicy, bezpérednio

unaczyniajcej tkank guza.

9. Zastosowanie liposomalnych postaci lekow w terapgrzeciwnowotworowej

Leki przeciwnowotworowe to najintensywniej badanaipg srodkow leczniczych
w technologii liposomalnej. Pierwsze wzmianki o Zgtnym wptywie liposomow na
wiasciwosci farmakokinetyczno-farmakodynamiczne lekow o] aktgsci
przeciwnowotworowej, pojawity si juz w latach 70" XX w. [145]. W kolejnym

dzieskcioleciu nasipit znaczny posp rozwoju liposomalnych postaci lekow,
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uwarunkowany pracami badawczo-rozwojowymi firm batnologicznych, gtownie

w USA (Tabela 2) [52,146].

Tabela 2 Produkty zarejestrowane oraz znafujse w badaniach klinicznych,
zawierajce liposomaln post& substancji leczniczej i posiadag wskazania w terapii

przeciwnowotworowej [146].

Nazwa produktu

leczniczego Substancja lecznicza Wskazania Status

(Producent)

Zarejestrowane produkty lecznicze

Doxil/Caelyx Doksorubicyna msak Kaposi'ego, 1995

(Johnson&Johnson) rak jajnika 1999
rak piersi 2003
szpiczak mnogi (w skojarzeniu z 2007 (Kanada,
Velcade) EMA)

DaunoXome Daunorubicyna Misak Kaposi’ego 1996 (EMA,

(Galen) FDA)

Myocet Doksorubicyna Rak piersi 2000 (EMA)

(Cephalon)

DepoCyte Arabinozyd cytozyny Zapalenie opon m6zgowo- 1999 (EMA,

(Pacira) (Cytarabina) rdzeniowych w przebiegu FDA)
chioniaka

Lipo-Dox Doksorubicyna mgisak Kaposi'ego, rak jajnikai 2001 (Tajwan)

(Taiwan Liposome) piersi

Margibo Winkrystyna Ostra biataczka limfoblastyczna 201D AY

(Talon)

Przyktady produktéw badanych w badaniach klinicznyc

CPX-351 Cytarabina:Daunorubicyna  Ostra biataczka szpikowa azaHl

(Celator)

MM-302 Doksorubicyna z Rak piersi z nadeksprasj Faza |

(Merrimack) przeciwcialem HER2 receptora HER2

ThermoDox Doksorubicyna w skojarzeniu z ablagj

(Celsion) inkorporowana w liposomy przezskoéra w:

wrazliwe na podwyszory  pierwotnym raku wtroby Faza lll
tempratug, miejscowym nawrocie raka piersFaza Il

przerzutach nowotworu jelita  Fazall
grubego do wtroby

Stimuvax Szczepionka Niedrobnokomaérkowy rak ptuc  Faza lll

(Oncothyreon/Merck) przeciwnowotworowa
Anti-MUC1

wykazupcy nadekspregiMUC1
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Wczesne badania na modelach zwjeyeh wykazaly, ze stzenie leku
przeciwnowotworowego jest wgze w niektérych rodzajach komoérek nowotworowych
w porownaniu do zdrowych tkanek. Gregoriadis i wszedstawili nagpujagce czynniki
odpowiedzialne za zjawisko nasilonego wychwytu lgkzez tkank nowotworova:

1) efekt zwekszonej przepuszczalém naczyniowej i zatrzymywania matych astek
przez naczynia guza (tzw. efekt EPR, ang. enhamnascular permeability and retention),
2) powolne uwalnianie leku z liposomu, 3) zks8zory aktywnaé endocytarn
w komorkach nowotworowych, 4) wychwyt liposomow gzzmakrofagi, ktore naginie
transportuj liposomaln forme leku do komoérek nowotworowych [147]. Efekt EPRtjes
czesto wykorzystywany w pasywnym dostarczaniu lekéwzepiwnowotworowych
w formie pohczer z nagnikami lipidowymi, co uwarunkowane jest anatomigiudowy
naczyi krwionasnych guza [148]. Zdrowe tkanki najgziej posiadaj zwarh struktue
srédbtonka naczy wilosowatych (wielké¢ porow 2-6 nm), natomiast gienaczy
krwionosnych zaopatracych tkank nowotworow jest nieszczelna, poniewgowstaje
w wyniku chaotycznej neoangiogenezy (wigkkoporow 100-800 nm). Wksza¢
niskoczsteczkowych lekéw przeciwnowotworowych, z powodu taga rozmiaru
czasteczek, dyfunduje d6 swobodnie przezsrodbtonek naczy zaréwno do
prawidtowych, jak i nowotworowych tkanek. Z tego gkdu efekt cytotoksyczny
wywierany jest wobec zdrowych tkanek, co prowadz dziataa niepazgdanych

i determinuje nisk wartas¢ indeksu terapeutycznego. Pod wptywem inkorporbedu

w liposomy, przenikanie lipidowego frmka wraz z lekiem przez zdrowy nabtonek
naczyniowy jest utrudnione. Ponadtmsteczka substancji leczniczej w liposomach jest
chroniona przed inaktywagcp krwiobiegu i rozkladem enzymatycznym, co wyahczas
cyrkulacji w krwiobiegu i sprzyja bardziej efektyeimu dostarczaniu leku do tkanki
nowotworowej. Powgsze czynniki wyjéniajg zmniejszon toksyczné¢ lekow
przeciwnowotworowych enkapsulowanych w liposomy9140].

W roku 1999, zespdt wybitnego badacza liposomalngainikéw lekéw, Demetriosa
Papahadjopoulos’a, przedstawit artykut pradglwvy opisugcy wpltyw r&nych
wiasciwosci liposoméw na profil dziatania lekow onkologicay oraz optymalizagj
skfadu liposomow, zapewnigh jak najlepszy efekt terapeutyczny inkorporowanksol
[57]. Wedlug ww. autorow, lek przeciwnowotworowypky poddawany jest inkorporaciji
liposomalnej powinien mie dobrze zdefiniowane spektrum dziatlania przeciw-
nowotworowego, wykazywa aktywnad¢ przeciwko ranym typom nowotworow,

efektywry zdolng¢ enkapsulacji oraz stabilé®w formie liposomalne;.
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Wiele  zr&nicowanych chemicznie, lekéw  przeciwnowotworowych adéano
Zz zastosowaniem liposomow gtdéwnie: antybiotyki aoyklinowe (doksorubicy
daunorubicyr), alkaloidy Vinca (winkrystyre, winorelbirg, winblastyr), cytarabi®,
topotekan, paklitaksel. €& z nich uzyskata akceptacjvtadz rejestracyjnych w USA
i Europie, a wiele innych produktow jest poddawdnipadaniom w rinych fazach bada
klinicznych (Tabela 2).

Barenholz i wsp. podzielili substancje przeciwnomatowe stosujc jako kryterium m.in.
wspotczynnik podziatu oktanol/woda [151]. W przygadsubstancji hydrofilowych, ich
liposomalne formulacje ma@jograniczone znaczenie, z uwagi na fgisgkodostpnasé

I stopiea uwolnienia z nénika. Jednak, leki hydrofile transportowane przexniki
btonowe, jak np. cytarabina czy metotreksat, gndy¢ stosowane z powodzeniem
w postaci liposomalnej, o ile lek zostanie uwolrjian wystarczajcej ilosci w 3siedztwie
tkanki nowotworowej. W odniesieniu do lipofilnychulsstancji leczniczych, liposomy
petnia bardziej ro¢ ,solubilizatora” nz nosnika zwikszapcego transport leku do tkanki
nowotworowej. Dobrze obrazuje to przyklad pakliglks zwihzku wysoce
hydrofobowego, ktéry zwrany jest gtownie w zewitrznej powierzchni blony
liposomalnej, skd maze szybko ulec redystrybucji do osocza. Grupkow, ktére
w najwickszym stopniu ,wykorzysty] transportowe zdolnai liposomow g leki
amfipatyczne, takie jak np. antracykliny i alkalpifinca Dzigki opracowaniu metody
enkapsulacji leku, wykorzystgej gradient pH, uzyskamozna stabilne liposomy,
a transportowane przez nie amfipatyczne substdecpnicze g uwalniane w olgbie
nowotworu [57,151].

10. Liposomalne fotouczulacze stosowane w PDT

Liposomy g nasnikami najczsciej wykorzystywanymi do transportu substancji
fotouczulagcych w PDT. Liposomalny raik, w przypadku substancji fotouczueych,
petni przede wszystkim relczynnika ,solubilizugcego”, dzeéki czemu maliwe jest
uzyskanie biokompatybilnej formy fotouczulacza dod@y pozajelitowej. Ponadto, w
strukturze liposomu @ateczka fotouczulacza wypuje w formie monomerycznej, co jest
istotne z uwagi na negatywny wptyw agregacji folmuacza, na wkxiwosci fizyko-
chemiczne, a przede wszystkim zdakhgenerowania tlenu singletowego, decydepgo
0 skutecznfci terapeutycznej. Zauwano take, ze liposomalna (zwlaszcza pegylowana)

post&g fotouczulacza, niejednokrotnie wykazuje wydiny okres poftrwania
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w krwiobiegu i lepszy wychwyt przez tkagpiknowotworows. Inkorporacji liposomalnej
poddawano fotouczulacze 2zrécowane pod wzgtem struktury chemicznej
I wtasciwosci fotochemicznych, reprezenfap liczne zwizki fotouczulagce pierwszej

i drugiej generacji [27-29].

10.1. Liposomalne pochodne porfiryn
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konwersja
biochemiczna
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HO" Xo o7 TOH
Protoporfiryna IX 5,10,15,20-tetrakis(4'-hydroksyfenylo)-21H,23H-porfiryna

Ryc. 7 Pochodne porfiryn inkorporowane w liposony lshda w PDT (ALA — kwas
5-aminolewulinowy).

Pierwsza generacja fotouczulaczy obejmuje pochbéngatoporfiryny (HPD), ktére
zostaly wyizolowane z hemoglobiny, przyzygiu 5% roztworu kwasu siarkowego
w kwasie octowym w temperaturze pokojowej. Npste w wyniku alkalizacji, otrzymano
mieszanig dimerow i oligomeréw paktzonych wjzaniami estrowymi i eterowymi.
Dzigki zastosowaniu metod HPLC oraz chromatograslowej, wyselekcjonowano
najbardziej aktywne jednostki [22]. Uzyskany prod&kotofrin (porfimer sodowy, QLT
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PhotoTherpeutics, Ryc. 7), zostat zarejestrowargeprFDA w USA | w Kanadzie
w leczeniu nowotworu przetyku, nowotworu Barretti'edrobnokomorkowego raka ptuc
[20]. Natomiast jego analog europejski, Photobaostat wycofany przez EMA w 2012
roku [152].

HPD byla pierwszym fotouczulaczem wprowadzonym dakgyki klinicznej oraz
pierwszym, ktéry zostat enkapsulowany w liposomywagi na stalp rozpuszczaln

w wodzie i formowanie agregatow [153]. Pierwsze dmad farmakokinetyczne HPD,
inkorporowanej w mate liposomy z 1,2-dipalmitoda-glycero-3-fosfocholiny (DPPC),
przeprowadzono u myszy z ¢sakiem MS-2 (podanie dootrzewnowe, 5 mg/kg m.c.).
Wykazano, ze liposomalna HPD w porownaniu z roztworem HPD,czngé wolniej
gromadzita si w tkance nowotworowej, agiajgc dwukrotnie wysze sgzenie ni
w skorze, przy czym jednocgee stzenie fotouczulacza w powtokach ciata byto bardzo
niskie, co sprzyjato redukcji ryzyka wypienia dziatania fototoksycznego [154].
Jiang i wsp. otrzymali liposomy zbudowane z DPPi@knrporowanym porfimerem sodu
I poréwnywali wychwyt leku przez szczurze i ludzkemorki glejakomgsaka. Pofimer
sodu podawano w formie liposomalnej oraz w postaziworu w glukozie. Zwikszony
wychwyt liposomalnej postaci fotouczulacza wywotanacznie silniejszy efekt
cytotoksyczny wzgldem komérek nowotworowych [155].

Przedmiotem wielu badabyto okrdlenie podatnéci okreslonych struktur fotouczulaczy
na inkorporagj liposomaln, ocena wptywu inkorporacji liposomalnej fotoucaidg na
ich wiasciwosci, czy badanie lokalizacji fotouczulaczy porfirydowych w obebie
podwojnej lipidowej btony. Liposomy stanowity w tydadaniach zaréwno model btony
komorkowej, jak te potencjalnego rimika. Ricchelli i wsp. [156] oceniali powinowactwo
HPD i protoporfiryny (PP) do polarnych i niepolachyregionow lipidowej monowarstwy
0 zr@nicowanej budowie chemicznej. Zaréwno HPD jak B, wybidrczo gromadzsie

w obrbie wewrgtrznej monowarstwy lipidowej liposomu, przy czym BIv s3siedztwie
polarnych grup, natomiast PP w pahblitancuchéw acylowych. Wzrost ptynéa btony
lipidowej w skutek zmiany skiadnikow lipidowych (diatek kardiolipiny) lub wzrostu
temperatury, sprzyjat przesgoiu porfiryn w zewwtrzne rejony lipidowej dwuwarstwy.
Liposomy g doskonatym nénikiem dla hydrofobowych porfiryn i jak przedstaygia
badania, porfiryny inkorporowane w strukfuipidowa zachowuy wiasciwosci spektralne

I zdolnas¢ generowania tlenu singletowego. Oznaczaz¢opo inkorporacji liposomalnej,
porfiryny wystpuja w formie monomerow. Ponadto Postigo i wsp. [15Fkazali, ze

podatné¢ hydrofobowych porfiryn na enkapsulacjwv liposomy jest skorelowana
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z tendeng do tworzenia agregatow w roztworach wodnych. Ipkoacja liposomalna
tetrafenyloporfiryny cynkowej, ktéra nie agregowataroztworze wodnym, okazataesi
najbardziej efektywna w porownaniu do innych metaoych i demetalowanych
tetrafenylowych i tetrapirydylowych pochodnych pofy.

Nawalany i wsp. [158] zbadali dwa ukfady fotouczade: 1) 5,10,15,20-tetrakis(4'-
hydroksyfenylo)porfiryg (pTHPP, Ryc. 7) inkorporowarw liposomy typu Stealth oraz
2) pTHPP z kowalencyjnie przgzonymi tacuchami PEG. W badaniach aktyvgob
biologicznej wykorzystano linie komorkowe wyizolom& z nowotworu okznicy

| prostaty. Liposomalny rfoik wykazat najwgkszy skuteczné¢ w aspekcie dostarczania
do komorek docelowych, monomerycznej formy hydrofebgo fotouczulacza,
w przeciwigistwie do pegylowanej i wolnej formy leku. Obydwatady fotouczulajce
pTHPP, spowodowatly spadek toksyc&riow tzw. fazie ciemnej badania, natomiast ich
efekt fotocytotoksyczny okazaksstabszy ni dla formy ,wolnej” pTHPP.

Liposomalne formy porfiryn zyskaly tak& zainteresowanie w mikrobiologii
I parazytologii. Ferro i wsp. [159] z powodzenieradykowali metycylinooporne szczepy
Staphylococcus aureustosujc porfiryny obdarzone tadunkiem dodatnim, inkorpoaoe
w kationowe liposomy. Natomiast nowe fotouczulaczcenaftalenoporfiryny,
w warunkachn vivo, wykazaty lepszy efekt przeciwko gatunkdvaishmania panamensis
niz stosowany w leczeniu leiszmaniozy, antymonian omagty [160].

Kwas 5-aminolewulinowy (ALA, Ryc. 7) jest zgyakiem endogennym, produktem
paosrednim w procesie biosyntezy hemu. W wyniku jegowersji powstaje protoporfiryna
IX (PP 1X), skuteczny endogenny fotouczulacz. ALAkerzystywany jest jako pro-lek do
otrzymywania endogennej PP IX, ktdra gromadzi wi zmianach patologicznych, ale
rowniez w zdrowych tkankach. Pewrselektywndé¢ dziatania ALA, uzyskano stosig
leczenie miejscowe, w terapii choréb dermatologycin np. tuszczycy, rogowacenia
stonecznego, 4dziku. Liposomalne postaci ALA opracowywano w celtyskania lepszej
penetracji warstw skory przez zmek fotouczulajcy, co opisano w punkcie 8.4. Ponadto
0,5% spray zawierggy lipsomalm posté ALA wykorzystywano w leczeniu 4dziku,
uzyskupc bardzo dobry efekt terapeutyczny przy minimalngiztataniach niep@danych.
Dzieki tym zaletom ALA-PDT stanowi alternatywdla antybiotykoterapii, zwtaszcza gdy
uwzgledni sk narastajca opornag¢ bakterii na szereg antybiotykéw [161,162]. Dodatko
o profilu bezpieczéstwa lipsomalnej ALAswiadcz doniesienia o dobrych efektach
kosmetycznych, uzyskiwanych w zabiegu usuwania gmeaek z zastosowaniem

preparatu Photospray [163].
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10.2. Liposomalne pochodne bakteriochloryn i chloryn

HOOC

COODCOOH
izomer I: R,;=H; R,=CHj,
izomer Il: R;=CH,; R,=H
Bakteriochloryna a Temoporfin (FOSCAN) Verteporfin (VISUDYNE)

Ryc. 8 Pochodne bakteriochloryn i chloryn inkorpgame w liposomy do bada
w PDT.

Chloryny i bakteriochloryny to zredukowane porfigsynpowstagce w wyniku
rozerwania wjzan podwojnych piecieni pirolowych i przydczenia 2 lub 4 atomow
wodoru.

Bakteriochloryna a (BCA, Ryc. 8) o potencjalnymteaswaniu w fotodynamicznej terapii
nowotworéw, nalgy do fotouczulaczy drugiej generacji. Vétavosci fotochemiczne BCA
w formie wolnej i liposomalnej intensywnie badatidigski zespot Damoiseau i wsp.
[164,165]. BCA w roztworach wodnych ulegae§@owej agregacji, przy czym ustala; si
stan rownowagi mdzy monomerem a dimerem. Dla postaci liposomaln€AB
Damoiseau i wsp. stwierdzili, dzieygiokrotny wzrost wydajn&i kwantowej
generowania tlenu singletowego oraz niemal cztetokr wzrost wydajngci kwantowej
stanu trypletowego, w poréwnaniu do wadiouzyskanych w wodnym roztworze BCA.
Powyzsze obserwacje przypisali, zkszeniu udzialu formy monomerycznej BCA, po

wbudowaniu zwizku w liposomy.

10.2.1. Liposomalne postaci temoporfinu

Chloryny to dotychczas najbardziej efektywna klimmie grupa fotouczulaczy.z7A
dwa fotouczulacze, dolace pochodnymi chloryn, tj. Foscan (MTHPC) i Visudyn

(Verteporfin), zostaty zarejestrowane przez FDAMA (Foscan tylko przez EMA) i
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stosowane w praktyce klinicznej (Ryc. 8). Foscast gosowany w formie ,wolnej”,
jednak jego dwie formy liposomalng doskonatym przyktadem rozwoju liposomalnego
nosnika, pocawszy od formy konwencjonalnych liposomow (klasyozmy do bardziej
ztozonych na@nikow. Temoporfin jest jednym z najbardziej skutgegzh fotouczulaczy
drugiej generacji [166]. Charakteryzujee¢ sicisle okre&long struktug chemiczi

(w przeciwigistwie do Photofrinu), maksimum absorpcji pasma Qpowadada
promieniowaniu o diugai fali 652 nm, a skuteczgéterapeutyczna zostata oceniona jako
ok. 100-200 razy silniejszainw przypadku Photofrinu [167]. Badania i rozwoasteczki
MTHPC byt prowadzony przez figrbiotechnologiczg Scotia Pharmaceuticals Ltd, we
wspoipracy z Boehringer Ingelheim, w Wielkiej Bmyta W 1999 r., FDA przyznata
MTHPC status leku sierocego, a EMA rozpgazrocedus rejestracyjn. Niestety, zgoda
rejestracyjna zostata uchylona najpierw przez FRAastpnie przez EMA. Ostatecznie,
MTHPC zostata zarejestrowana przez EMA w 2001 @asvp Foscan, ze wskazaniami do
paliatywnego leczenia zaawansowanego raka ptaskaniawego gtowy 1 szyi

u pacjentéw, u ktérych nie moa zastosowa radioterapii oraz zawiodly wcgeiej
stosowane metody leczenia chirurgicznego lub og@trojowego. Trudnii rejestracyjne
spowodowaty przepie Scotia Pharmaceuticals przez niemaefikne Biolitec AG, ktéra
od 2002 r. zajmuje sidystrybucy Foscanu i wspiera dalsze prace badawczo-rozwojowe
[166].

Zgodnie z Charakterystyk Produktu Leczniczego, Foscan podaje & powolnym
wstrzykniciu dazylnym, trwagcym nie krocej ni 6 minut, w dawce 0,15 mg/kg masy
ciata. mMTHPC jest zwizkiem trudno rozpuszczalnym w wodzie, a roztwomatrzykiwan
przygotowywany jest przez rozpuszczenie liofilizaiumieszaninie bezwodnego etanolu
i glikolu propylenowego. Foscanu nie nalgozcieacza roztworem wodnym, z uwagi na
podatné¢ do tworzenia agregatow. Agregacja wptywa na prdéditmakokinetyczny
(pojawianie s} nastpujacych po sobie wartsi sizen maksymalnych), ogranicza
biodystrybucg i moze zmniejszé& skutecznéé leczenia. Ponadto, agregaty twgme s

w okolicy miejsca podania leku, mpgrowadzé do rozwoju stanu zapalnego [168]. Firma
Biolitec podgta badania mare na celu opracowanie liposomalnej postaci tenfopor
Foslip to pierwsza z zaproponowanych formulacjpsipmalnych mTHPC. Podstawowe
sktadniki lipidowe nénika to DPPC i 1,2-dipalimitoilenglycero-3-fosfoglicerol
(DPPG). Rola DPPG polega na elszeniu fizykochemicznej stabilém formulacii,
dzieki obecndci ujemnego tadunku [169]. Kolejny etap prac nagwojem liposomalne;j

postaci mMTHPC, zaowocowat uzyskaniem liposomow altugzacych Fospeg. Formulacja
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ta ma sklad konwencjonalnych liposoméw (Foslip), bagacony pegylowan
1,2-distearyloilosn-glycero-3-fosfoetanoloaman stanowica 2% catkowitej zawarti
lipidow [169,170]. Obydwie formulacje liposomalrentoporfinu, Foslip i Fospeg, zostaty
poddane intensywnym badaniom obejgoym zakres bada podstawowych, tj.
charakterystyki  dotyegej zarébwno wisciwosci fizykochemicznych  mTHPC
inkorporowanej w liposomy, jak rowniesamych liposoméw. Ocena obejmowata rovnie
badania biologiczne na modelach komorkowych i zmigych, whcznie z analig
wiasciwosci farmakokinetycznych i farmakodynamicznych.

Na przyktadzie dwdéch formulacji Foslip i Fospeg, 2ma zauway¢ w jaki sposéb skiad
lipidowy liposoméw determinuje stan termodynamiczaytym samym ptynrié btony
liposomalnej, co istotnie wptywa na uwalnianie leKarmakokinetyk. Stosunek molowy
MTHPC do lipidow w formulacji Foslip i Fospeg wymds10, a temperatura prieja
fazowego wystpuje poniej temperatury 37°C, dlatego upormkowanie lipidéw ma
charakter ptynno-krystaliczny [169,171]. Sktad dipwy formulacji Foslip, bez
inkorporowanej mTHPC wskazujee w temperaturze 37C posiada ona charaktgelu
(Tc = 42°C). W wyniku inkorporacji mTHPC, nagiuje obnienie temperatury przaia
fazowego. Obecrié pegylowanych lipidéw w strukturze Fospeg, nie wydyznacznie na
wiasciwosci termodynamiczne. Jednak, Kuntsche i wsp. [16@Hdpc formulacje
liposomalne mMTHPC, zidentyfikowali w pegylowanyclpolsomach wiele struktur
micelarnych, ktore mag zmienia& profil uwalniania inkorporowanego leku. Badania
Compagnin i wsp. [170] wykazatye obecné& i rodzaj warstwy polietylenoglikolowej,
tzn. zawarté&¢ PEG, dlugé¢ tancucha PEG, ma wywierd wptyw zardwno na stopie
wychwytu liposomoéw przez komorki docelowe jak roeniefekt cytotoksyczny
inkorporowanej mTHPC.

W badaniach liposomalnych postaci temoporfinuk-dislip i Fospeg, analizowano stofie
agregacji zwjzku w lipidowym ndniku. Przeprowadzona analiza widm absorpcji mTHPC
inkoporowanej w liposomy oraz w roztworze etanolawyjednoznacznie wykazatae
temoporfin w liposomach wygbuje w postaci monomeru [172,173]. Reshetov i wsp.
[174] zaobserwowali jednak przesegie pasma Soreta w kierunku gkaych fal, wraz ze
wzrostem stosunku molowego fotouczulacz : lipidizeBungcie pasma Soreta, ktore byto
bardziej zaznaczone w przypadku formulacji pegylosydFospeq) i Foslip, przypisano
tworzeniu agregatow. Wedtug w/w autorow tylko nielka cz$¢ mTHPC w liposomach
wystepuje w formie agregatow, poniewgrzesurgciu pasma, nie towarzyszyta zmiana

jego ksztattu ani wartai wspotczynnika molowego absorpcji.
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Metodk analizy wygaszania fluorescencji i absorpcji, @aastvano do oceny lokalizacji
MmTHPC w obgbie struktury liposomow, uwalniania mTHPC 2z liposbmn oraz
redystrybucji do biatek osocza np. albumin i lipatein [171,172,174,175]. Jak wykazano
w wielu badaniach, rozmieszczenie mTHPC jestrzabwane w obydwu formulacjach
liposomalnych i wptywa na profil farmakokinetyczmyTHPC. W klasycznych liposomach
Foslip, mTHPC jest rozmieszczona w ¢he lipidowej dwuwarstwy, a jej uwalnianie
przebiega powoli i ma charakter jednoetapowy. N&stn w produkcie Fospeg,
stwierdzono obecrs¢6 dwoch rezerwuarow mTHPC [170,174]. Wynikiem takieg
rozmieszczenia fotouczulacza jest dwuetapowy schemvalniania. Pierwszy rezerwuar
znajduje 83 w warstwie PEG 1 charakteryzujegsniemal natychmiastowym procesem
uwalniania mTHPC [174,175]. Drugi stanowi warstumdowa, a mTHPC uwalniana jest
w podobny sposob jak w przypadku Foslipu [174].

Terapeutyczne wskazania temoporfinu obegmuprzede wszystkim choroby
nowotworowe. Sid, Foslip i Fospeg byly przedmiotem wielu badkomaorkowych,
w ktérych oceniano dziatanie cytotoksyczne i fototgksyczne wykorzystag¢ linie
komoérek nowotworowych pochodzenia Iludzkiego 1 zwjeego, wyizolowane
z nowotworéw pluc, prostaty, skéry [176,177]. Fappeykazuje rownig obiecujce
wiasciwosci antyangiogenne i podobnie jak Visudyne zmoznaleé¢ zastosowanie
w leczeniu zwyrodnienia plamkizottej zwigzanego z wiekiem [178]. Badania
poréwnawcze wychwytu komoérkowego mTHPC w formie |m&” i enkapsulowanej,
wykazaty znacznie lepsze wyniki dla form liposomyalm, z pewn przewag stopnia
wychwytu formy pegylowanej [170,173].

Jak wspomniano wczeiej, farmakokinetyka Foscanu (,wolnego” temopaufinest dac¢
nieprzewidywalna na skutek agregacji mTHPC w phnawmlogicznych. W postaciach
liposomalnych natomiast, jak pokagujbadania, przewa forma monomeryczna.
Potwierdzaj to badania kinetyczne na modelach zwieyzh [179,180]. W doniesieniach
literaturowych pojawiaj sie rowniez publikacje, dotyczce stosowania liposomalnych
form mTHPC w badaniach klinicznych u ludzi. Pieresswzmianki o zastosowaniu
liposomalnej postaci mMTHPC w postaelu do uytku zewretrznego u ludzi, przedstawit
Bendsoe i wsp. w 2007 rZel z liposomals mTHPC zastosowano w terapii
fotodynamicznej zigdiwych zmian na skérze [181].

Dalsze tendencje rozwoju liposomalnych postaci mCH#doczne § w prowadzonych
badaniach naukowych. Pierwsza strategia polegaimanadizowaniu efektow ubocznych,

poprzez wstrzykrcie liposomalnej postaci temoporfinu begmalnio do guza, czyli
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w terapii srodmigzszowej [182]. Kolejna grupa batlgpaswiecona jest poszukiwaniu
nowych wskaza terapeutycznych dla produktow Foslip i Fospeg, jgk terapia
fotodynamiczna zmian zwyrodnieniowych [183]. Radj rowniez proke zwickszenia
selektywnego transportu liposoméw z mTHPC poprzezykgczenie ligandu, tj.
transferyny. Jednak, jakgwspomniano, nie wykazano poprawy efektu fotodymramego

przy zastosowaniu ,celowanych” liposomoéw [109].

10.2.2. Visudyne — pierwsza liposomalna postafotouczulacza w praktyce klinicznej

Verteporfin sktada si z mieszaniny aktywnych izomeréw monokwasow
pochodnych benzoporfiryny (ang. benzoporphyrin \dgive monoacids — BPD-MA):
BPD-MA C oraz BPD-MA D w stosunku molowym 1:1. Zalst otrzymany
z dimetylowych estréw protoporfiryny IX, a badanego aktywndéci fotodynamicznej
rozpoczto w latach 90’ XX w. [184]. Charakterystyka BPD-MZostata szczegotowo
opisana w wielu pracach naukowych. Verteporfin @dai wiele cech ,dealnego
fotouczulacza™ wykazuje chemiczistabilng¢, scisle zdefiniowan struktug chemiczag,
silng absorpg} w zakresie diugei fal 600-800 nm, efektywnie generuje tlen singley.
Maksimum absorpcji przy. = 690 nm pozwala potencjalnie na odpowiednigbgka
penetragj tkanek podczas daietlania. Lek ulega szybkiej akumulacji i ngstie
eliminacji, dzeki czemu ograniczona zostaje fotowliawos¢ skérna (nawet po uptywie
24 h od podania) [12]. Richter i wsp. [184] przeadti poréwnanie w&CiwoscCi
verteporfinu i hematoporfiryny, z ktorych wynikee BPM-DA wykazuje dziesciokrotnie
silniejsze dziatanie cytotoksyczne wadgm adherentnych komorek ludzkich.
Hydrofobowa natura BPM-DA niesie dwojakie konsekejenZ jednej strony, charakter
lipofilny jest korzystny, gdy zapewnia szybkie wchfanianie komorkowe i lokaljzac
w wewrgtrzkomoérkowych strukturach btonowych. Z drugiej osty, hydrofobowe
wiasciwosci sprzyjaj formowaniu agregatow w roztworach wodnych, zmurejs
biodostpnas¢ i skuteczné¢ fotodynamiczp [185]. Wobec powxsze] charakterystyki,
BPM-DA juz na wczesnym etapie badaostat inkorporowany w liposomy, by ograniézy
negatywny aspekty hydrofobowej natury i jedndoze jak najlepiej wykorzysta
korzystne wiaciwosci. Inkorporacja liposomalna verteporfinu przynedtardzo dobry
efekt. Jak wykazat Richter i wsp. [186], verteporinkorporowany w liposomy, agia
wyzsze sfzenie w tkance patologicznej i naczyniach neowaskyth oraz silniejsze

dziatanie cytotoksycznen vivo. W 2000 r. Visudyne, liposomalna pasteerteporfinu,
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zostata wprowadzona do praktyki Kklinicznej, w terapwyrodnienia plamki zottej
zwigzanej z wiekiem. Liposomy Visudyne zbudowang z obogtnych casteczek
1,2-dimirystoilosn-glycero-3-fosfocholiny (DMPC) i fosfatydyloglicerolu (PG)
obdarzonego tadunkiem ujemnym [187].

Produkt leczniczy Visudyne jest wskazany w leczefttostych pacjentow z wygiowym
(mokrym) zwyrodnieniem plamki zazanym z wiekiem z dominaga klasyczm postaci
poddotkowej neowaskularyzacji podsiatkbwkowej (actgproidal neovascularisation), lub
dorostych pacjentow z poddotkgwneowaskularyzagj podsiatkbwkow wyskpujaca
w przebiegu wysokiej krotkowzroczém [136]. AMD jest chorob zwyrodnieniovd oka,
prowadzaca czesto do nieodwracalnej utraty wzroku. Naj&zej dotyka oso6b po 60 roku
zycCia, czsciej takee choruj kobiety. Wyr&ni¢ mazna dwie postaci zaawansowanej
AMD: nie-neowasklarg (tzw. such) i neowaskularay (tzw. mokg). Posté neowaskularna
wystepuje u < 20% pacjentow cieggiych na AMD, ale agto charakteryzuje i
gwaittownym i posfpujacym przebiegiem, a nieleczona prawie zawsze provgdizwate]
slepoty. U podstaw patogenezy AMDzie formowanie nowych naczykrwionosnych
w obrbie naczynidwki oka, w obszarze plamkbdtte], odpowiadajcej za widzenie
centralne. Nowopowstgge naczynia krwiorkme $ kruche i nieszczelne. W obszarze
siatkowki, tworz tzw. btore podsiatkowkow (neowaskularg), w ktorej pojawiaj Sie
przeseki i krwotoki. W koncowym stadium mize dopé do powstania tarczowatej blizny,
ktéra prowadzi do trwatego uszkodzenia siatkoOwkiedklanizm dziatania verteporfinu
w AMD, polega na okluzji i niszczeniu neowaskulathynaczy, przy zachowaniu
perfuzji w prawidtowych naczyniach btony naczynigwesiatkbwki oka. Ponadto celem
terapii jest uzyskanie selektywnego dziatania \eEmenu, ktore chroni przed
uszkodzeniem czynidoi naczynidwki i siatkéwki. Visudyne jest w gkszym stopniu
wychwytywany przez tkanki zmienione chorobowo, jakowniez nabtonek
neowaskularnych nacay krwionasnych. Schmidt-Erfurth i wsp. [12] zaproponowali
mechanizm selektywnego wychwytu fotouczulacza przexzynia neowaskularne,
zwigzany z nadekspresjreceptorow dla lipoprotein LDL. W krwiobiegu lipm®alny
verteporfin wize sk z lipoproteinami LDL, tworgc kompleks o wysokim powinowactwie
do komorek endotelialnych. Komorki te wykagujwickszory ekspresj receptorow LDL

I zwigkszone zapotrzebowanie na lipoproteinygdstwickszony wychwyt kompleksu LDL
z Visudyne i wnikanie do komorek w drodze endocyitoRrzedstawiony mechanizm
potwierdzag badania Chowdhary’ego i wsp. [187], ktorzy zaobssvali korelacg
pomiedzy stopniem wjzania BPD-MA z lipoproteinami a efektem terapeutyen PDT,



CZESC TEORETYCZNA| 50

uzyskanymin vivo. O zdolndci Visudyne do szybkiego wzania z lipoproteinami
w krwiobiegu decyduje skiad lipidowy. Obed&dofosfatydyloglicerolu pochodzego
Z jaja kurzego, zawiergjego wjzania nienasycone, destabilizuje i ek@iza ptynné¢
btony liposomu. Ponadto, jak dalej w§gaaja Chowdhary i wsp., brak upagkowania
w strukturze liposoméw Visudyne, wynika ze znaczri@nicy pomgdzy wartgciami
temperatury przégia fazowego DMPC i PG. Takie struktury bardzie] podatne na
interakcje z proteinami osocza, w porownaniu dokstm liposomalnych zawierggych
cholesterol lub kwasy tluszczowe, ozgim stopniu nasycenia. Jednak w przypadku
Visudyne, widciwosci te decydyj o skuteczngri terapeutycznej.

Liposomalny verteporfin jest dostarczany na ryne&rmiaceutyczny w formie
ciemnozielonego liofilizatu. Produkt nalerozpuci¢ przed podaniem w 7,0 ml wody do
wstrzykiwan, aby uzyskéa 7,5 ml roztworu o steniu 2 mg/ml. Rozpuszczony produkt
leczniczy Visudyne, jest nieprzejrzystym roztworembarwie ciemnozielonej. Przed
podaniem roztwér naky ocent wizualnie pod wzgdem braku zanieczyszaze
nierozpuszczalnych lub zmiany barwy. W celu uzyigkadawki 6 mg/m nalezy
rozcienczy¢ odpowiednd ilos¢ roztworu produktu leczniczego Visudyne, roztworem
glukozy do wstrzykiwa 50 mg/ml (5%) do kécowej obgtosci 30 ml.

Terapia fotodynamiczna z zastosowaniem produktzniezego Visudyne, przebiega
w dwoch etapach. Pierwszym etapem jest 10 minuiofaja 30 ml roztworu Visudyne
w dawce 6 mg/fhpowierzchni ciata. Drugim etapem jest aktywacjaduktu leczniczego
Visudyne swiattem, doktadnie w 15 minut od rozpecm infuzji. Co 3 miesice naley
wykonywa u pacjentow badania kontrolne. W przypadku nawvgbézenikania krwinek
przez nowo utworzone naczynia naczyniowki,zme powtarzé leczenie Visudyne do 4
razy w roku. W celu aktywacji produktu leczniczeégisudyneswiattem, stosuje gilaser
diodowy, wytwarzajcy swiatlto czerwone bez oddziatywania termicznego (déagfali
689 nm=+ 3 nm). Swiatlo przechodzi przez wdzenie swiattowodowe zamontowane
w lampie szczelinowej oraz odpowiegisioczewk kontaktowg. Przy zalecanym nateniu
$wiatla 600 mW/crfy wymagana dawkdwiatta 50 J/crh jest dostarczana wagju 83
sekund [136].

Terapia fotodynamiczna z zastosowaniem Visudynepi@rwsza skuteczna metoda
leczenia AMD, ktora pozwolita na znacpopraw zdrowia oraz jaksri zycia pacjentow.
Nie bez znaczenia dla efektyw#oo terapii, bylo zastosowanie formulacji liposongln
verteporfinu. Obecnie w terapii AMD corazeéeiej stosowaneagsleki biologiczne, tzn.

przeciwciata monoklonalne o dziataniu antyangiogemn(pegaptanib, ranibizumab,
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bevacizumab). Mimo to, Visudyne wgi pozostaje lekiem referencyjnym w wielu

badaniach klinicznych.

10.3. Liposomalne pochodne ftalocyjaniny
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Ftalocyjanina cynkowa ZnPc - CGP55847

N

Ryc. 9 Ftalocyjanina cynkowa (ZnPc) jako gtéwnygatgtawiciel pochodnych ftalocyjanin
badany w formie liposomalnej do zastosowania w PDT.

Ftalocyjaniny, okréane réwnie jako tetraazaporfiryny, posiadagztery atomy
azotu w pozycjmesow miejscu atomow wgla tworzcych mostki metinowe w strukturze
porfiryn. Cztery piejcienie pirolu § polsczone mostkami azowymi, a w pozygjkazdej
z jednostek pirolowych, przy¢zone § piescienie benzenu. Dgki wprowadzeniu
atomOw azotu oraz pi@ieni benzenu otrzymano grupwigzkow, tj. ftalocyjaniny,
o wysokim wspotczynniku molowym absorpcji w zakee€00-800 nm. Wigiwosci
spektralne ftalocyjanin oraz movos¢ pozyskania wielu pochodnych w  wyniku
chemicznej modyfikacji, przyczynito ¢ido poszukiwania w tej grupie zygkow
potencjalnych fotouczulaczy do terapii fotodynamigz Istotra wady ftalocyjanin jest
staba rozpuszczalé@ szczegollnie w rozpuszczalnikach polarnych. Dlatety,
w obszarze zastosowania tych gmkiéw w terapii fotodynamicznej, ftalocyjaniny
stosowanesggbardzo czsto w postaci liposomalnej [188].

Ftalocyjanina cynkowa (ZnPc, CGP55847, Ryc. 9) t&tywany fotouczulacz,
inkorporowany w liposomy o skfadzie: 1-palmitoilesRoilo-sn-glycero-3-fosfocholina
(POPC) 1,2-dioleoilsnglycero-3-fosfoseryna (OOPS) (1:90:10 w/w/w) [189] latach
90’ XX w., firma QLT PhotoTherapeutics (Vancouvi&anada), we wspoipracy z Ciba
Geigy (Novartis, Basel, Szwajcaria), rozpgezbadania kliniczne | i 1l fazy liposomalnej
ZnPc w leczeniu raka kolczystokomorkowego [22]. Romobiecugcych wynikow bada

przedklinicznych ZnPc, badania z udziatem ludzi ahgkyty sk niepowodzeniem.
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Ftalocyjanina cynkowa wgt pozostaje zwizkiem modelowym wykorzystywanym
w badaniach wielu nowych formulacji liposomalnyde Oliveira i wsp. badali wptyw
zawartdci cholesterolu na aktywié fotodynamiczg ZnPc, inkorporowanej w liposomy
zbudowane z fosfatydylocholiny sojowej. Wykazane,jedynie formulacja z dodatkiem
cholesterolu, charakteryzuje¢sewickszory stabilngcia i wywoluje istotne dziatanie
fotocytotoksyczne, w przeciwistwie do ZnPc w liposomach bez cholesterolu i vimier
~wolnej’ [190].

W celu zwekszenia skuteczioi terapeutycznej PDT, jest onagsto kojarzona z innymi
metodami leczenia. Maranho i wsp. [191] enkapsulowdrozyl rutenu w liposomy
z inkorporowan ZnPc, uzyskujc uktad generacy pod wplywem néawietlania tlenek
azotu i tlen singletowy. Dgki synergistycznemu dziataniu oksydacyjnemu NOent
singletowego, zaobserwowano wzinog aktywnagé fotodynamiczp skierowan
przeciwko komoérkom czerniaka B16-F10. Natomiastf&aoti i wsp. [192] otrzymali
magnetoliposomy zawiergle ZnPc i nanoestki magnetyczne. Eksperymentalne
pofaczenie dwoch metod terapeutycznych, tj. PDT i heyenii magnetycznej, pozwolito
uzyska lepsze wyniki leczenia w porownaniu do efektéwskanych dla kadej techniki
oddzielnie.

Ftalocyjanina cynkowa zostata réwnieastosowana jako fotoaktywator, do otrzymania
liposoméw o kontrolowanym uwalnianiu. Aygun i wsf[l93] opracowali liposomy
zbudowane DMPC, DSPC i ftalocyjaniny cynkowej, z inkorporomyem o-nitrofenylo-
,D-galaktopiranozydem (ONPG). Kontrolowany profivaliniania ONPG z badanych
liposoméw, uzyskano dgi powolnemu niszczeniu struktury liposoméw. Rozpad
lipidowych struktur nagpowat w wyniku wzbudzenia fotoaktywatora ZnPc, ptzyciu
roznych zrodet promieniowania tj. promieniowania UV-A, widiego i z zakresu
600-700 nm. Autorzy zaproponowali zastosowanie e@ki kontrolowanego systemu
uwalniania do dekontaminacji wdzer wentylacyjnych i klimatyzaciji.

Przedmiotem badaliposomalnych ftalocyjanin, poza ftalocyjagicynkows, byly takze
inne zwhzki m.in. modyfikowane pochodne ZnPc, ftalocyjanikyzemowe (SiPc),
ftalocyjaniny germanu(1V) (GePc) i glinu (AlPc).

Decréau i wsp. [194] porownywali aktywdto fotodynamiczg ftalocyjaniny
dichlorokrzemowej i bis(tri-heksylosiloksy) krzem(1V) ftalocyjaniny (HexSiPc),
enkapsulowanych w liposomy z lecytyngottka jaja lub w micele zbudowane
z Cremophoru EL. Celem komorkowym PDT w pasgym badaniu byty ludzkie komorki
czerniaka linii M6. Wykazanoze efekt fotocytotoksyczny zate nie tylko od dawki
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promieniowania, rodzaju i dawki fotouczulacza, &d&ze od zastosowanej formulacji.
Najbardziej aktywnym zwgzkiem okazata si ftalocyjanina HexSiPc w postaci
liposomalnej. Wysok skuteczné¢ fotodynamiczg HexSiPc udokumentowano
najsilniejszym hamowaniem wzrostu komoérek M6, stepn uszkodzenia lipidow
w komorkach M6 oraz zmianaktywndci enzyméw biogcych udziat w reakcjach
antyoksydacyjnych np. dysmutazy ponadtlenkowe.

Transport celowany jest jeglze strategii, marych na celu popragwvychwytu leku przez
tkanki docelowe np. komérki nowotworowe. Strateigiayskata rownie zainteresowanie
w badaniach liposomalnych ftalocyjanin. Sulfonowechodne ftalocyjaniny glinowej
inkorporowano w liposomy, zawiepge ligandy w postaci przeciwciat [195,196] oraz

matoczsteczkowe jak kwas foliowy [197] lub transferyn@T1.
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. CELIZAKRES PRACY

Wyzwaniem wspotczesnej medycyny, szczegoélnie w atagzonkologii oraz terapii
choréb infekcyjnych i pasgtniczych, jest poszukiwanie metod leczenia, ktbeela
charakteryzowaly si wysoky skutecznécia terapeutyczgy przy zapewnieniu jak
najwyzszego bezpiechstwa pacjentowi. Terapia fotodynamiczna, oparta na
fizykochemicznym mechanizmie dziatania spetnia peseg kryteria; jest metgd niskim
stopniu inwazyjnéci, ograniczonej liczbie potencjalnych dziatmiepazadanych oraz
mozliwosci wyksztalcenia mechanizmow opo#ged Liczba publikacji péwigcona PDT,
wskazuje na die zainteresowanie oraz ogrognrintensyfikacg prac badawczych
prowadzonych w celu jej udoskonalania. Kierunkiwop PDT g niezwykle r@norodne,
a z uwagi na specyficzny mechanizm dziatania, wyapagczesto wspoOtpracy
przedstawicieli rénych dziedzin nauki: fizyki, chemii, nauk technigeh, fotochemii,
medycyny i biologii molekularnej.

Istotnym obszarem bafdlaPDT, jest poszukiwanie nowych fotouczulaczy w ggup
zwigzkow makrocyklicznych, dmacych pochodnymi porfiryny. Szczegolnie obiems
wiasciwosci, uwzgkdniajgc cechy idealnego fotouczulacza, wykazftiglocyjaniny. § to
syntetyczne analogi porfiryn, ktore posiadepzbudowany uktad makrocykliczny, dki
czemu wykazy silng absorpgj promieniowania. Wikszas¢ kompleksow ftalocyjanin
Zz jonami, np. Zn(ll), Al(), Si(lv), Mg(ll) posida zdolné¢ generowania tlenu
singletowego z diy wydajndgciag. Natomiast istotnym ograniczeniem zastosowania
wigkszaici ftalocyjanin jako potencjalnych fotouczulaczyesf znacznie hydrofobowy
charakter, determinggy tendengj do agregacji i stap rozpuszczalni&. Powyisze
wiasciwosci, a szczegllnie zjawisko agregacji, wzgm stopniu ograniczgjefektywna¢
wytwarzania tlenu singletowego w ukitadzie biologigm, zmniejszajc skuteczn&t
terapeutycza Istotnym problemem w odniesieniu do ograniczonggpuszczalni
ftalocyjanin, jest przygotowanie postaci farmaceanhej np. do podawania drpgazyina.
Aby otrzym& ftalocyjaniny o bardziej hydrofilowych wdaiwosciach, w pozycjach
peryferyjnych makrocykla wprowadzang sgrupowania zawiergge heteroatomy, jak np.
azot, siarka, tlen. Inn strategis, wykorzystywan zwlaszcza do opracowania postaci
farmaceutycznej, jest inkorporacja ftalocyjanin teukture liposomu. Analizujc liczne
doniesienia literaturowe paigcone fotouczulaczom inkorporowanym w liposomy, wmty
rowniez pochodnym ftaocyjaniny, zastosowanie liposomowzypiosto duy przetom

w PDT i zaowocowato rozpoeziem bada i wprowadzeniem do praktyki Kklinicznej
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niektérych hydrofobowych zwikkdéw fotouczulajcych. Praca doktorska wpisujeg si
w nurt poszukiwa nowych fotouczulaczy.
Celem glbwnym pracy doktorskiej jest ocena d&eiwosci fotochemicznych
i fotodynamicznych nowych ftalocyjanin posiagiajch w potaeniach nieperyferyjnych
podstawniki morfolinoetoksylowe. Dwa z analizowahnywigzkéw, zawieraty w centrum
koordynacyjnym jony cynku(ll) oraz odpowiednio d{Rcl) oraz osiem podstawnikéw
(Pc3. Natomiast ftalocyjaninyc2i Pc4 posiadaty wbudowane jony Mg(ll) oraz osiem
podstawnikéw morfolinoetoksylowych. FtalocyjaniRa4 miata posté czwartorzdowej
soli amoniowej, i byla jonow formg zwigzku Pc2 Uwzgkdniagc dotychczasowe
doniesienia literaturowe, a tak niektére kryteria zdefiniowane dla idealnego
fotouczulacza, sformutowano cele szczegotowe badealizowanych w nagbujacych
etapach:
1. Ocena czystwi chemicznej ftalocyjanin Pcl-4 metody wysokosprawnej
chromatografii cieczowe.
2. Analiza wiaciwosci spektralnych obejmaga identyfikacg i charakterysty& pasm
absorpcji Soret'ai Q.
3. Ocena wptywu rodzaju rozpuszczalnika na przebiegtednowych widm absorpcji
ftalocyjanin, ze szczegélnym uwzgdhieniem potaenia pasma Q.
4. Charakterystyka  wkxiwosci  agregacyjnych  ftalocyjanin -~ w  #dych
rozpuszczalnikach.
5. Analiza wiaciwosci emisyjnych oraz wyznaczenie wydajob kwantowej
fluorescencji.
6. Ocena zdoln&ci i wyznaczenie wydajrigi kwantowej generowania tlenu
singletowego.
7. Badanie trwatéci fotochemicznej fotouczulaczy oraz wyznaczenigapeetrow
kinetycznych zachodzych procesow.
8. Przygotowanie i charakterystyka formulacji liposdnyah badanych ftalocyjanin.
9. Pordéwnanie aktywri@i biologicznej ftalocyjanin  w  formie  wolnej
i inkorporowanych w liposomy na komorkach raka kgktokomorkowego.
Zatozono, ze wykonanie badai analiza uzyskanych wynikéw, pozwoli odpowiedziea
pytania (i) czy badane ftalocyjaniny otencjalnymi kandydatami do zastosowania
w PDT, (ii) jak obecn& podstawnikow morfolinoetoksylowych w gsteczce ftalocyjanin

wpltywa na ich wiaciwosci fizykochemiczne i fotodynamiczne oraz (iii) jakiptyw
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wywiera inkorporacja liposomalna ftalocyjaniAcl-4 na aktywné¢ fotodynamiczg
w inaktywacji komorek raka kolczystokomorkowego.
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IV. APARATURA | MATERIAL DO BADAN
1. Aparatura

- badania fizyko-chemiczne:
chromatograf cieczowy model 1200 - Agilent, wypassy w detektor diodowy —
Diode Array 1200, Agilent Technologies
spektrofotometr UV-160 A, Shimadzu, z oprogramowenPC 160 Plus
wysokocknieniowa tukowa lampa ksenonowa z palnikiem XBO-¥%(., Optel
radiometr RD 0,2/2 z sopd D, Optel
luksomierz TES 1335, TES Electrical Electronic Corp
monochromator M 250, Optel
spektrofluorymetr Jasco FP-6200
filtr szklany odcinajcy promieniowanie powaej 450 nm HCC-16
kuwety kwarcowe o gruldai warstwy | = 1 cm, Hellma
cylindryczna kuweta kwarcowa o gridsowarstwy | = 1 cm, Hellma
waga Mettler-Toledo UMT-2 oraz waga Sartorius M2R ddwaania
mikroodwazek — Pracownia Analizy Elementarnéjodowiskowe Laboratorium
Unikalnej Aparatury Chemicznej, Wydziat Chemii, Wmirsytet im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

- badania aktywniei biologicznej i technologia liposomow:
ptytki do hodowli komérek 48-dotkowe, BD FalcBh Franklin Lakes, NJ, USA
ptytki 96-dotkowe MICROTEST TM 96, Becton Dickinsdabware
mikroskop kontrastowo-fazowy Nikon TMS
mikroskop fluorescencyjny Nikon Diaphot z kamdenoptik i oprogramowaniem
ProgRes Capture
czytnik mikroptytek Versa Max
aparat do mierzenia wielkoi czstek oparty na technologii dynamicznego
rozpraszanidawiatta (DLS) — N4Plus Coulter, Beckman
ekstruder dogcznej kalibracji wymiarowej liposomow Avanti Polaipids Inc.
radiometr Thorlabs PM100A Optical Power Meter

spektrofotometr Perkin ElImer Lambda 4B
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diody laserowe emitgge promieniowanie o diugo fali Ana=690 nm lub
Amax=735 nm, LED MultiChip Emitter 60 high efficiency |@aAs, Roithner
LaserTechnik GmbH, Wiede Austria

zestaw filtrow do mikroskopu fluorescencyjnego Gheo61000v2Chroma 49006,
Chroma 61002, ET DAPI Chroma 49000, Chroma Teclgyoorp, USA.

2. Odczynniki

- badania fizyko-chemiczne:
metanol, J. T. Baker
dichlorometan, J. T. Baker
trietyloamina, J. T. Baker
n-heksan, POCH
cykloheksan, POCH
1,4-dioksan, POCH
toluen, POCH
eter dietylowy, POCH
dimetylosulfotlenek (DMSO), Fluka
chloroform, Sigma Aldrich
octan etylu, POCH
tetrahydrofuran (THF), Sigma Aldrich
pirydyna, Alfa Aesar
izopropanol, POCH
aceton, POCH
N,N-dimetyloformamid (DMF), Sigma Aldrich
acetonitryl, POCH
N,N-dimetyloacetamid (DMA), POCH
woda destylowana otrzymana przy zastosowaniu sysg&mplicity UV, Millipore
1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF), Sigma Aldrich

ftalocyjanina cynkowa, Sigma Aldrich.

- badania aktywniei biologicznej i technologia liposomow:
a) media i odczynniki do hodowli komérkowych
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DME - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glusm DME H-21 (glukoza
4500 mg/l), z (lub bez) dodatkiem soli sodowej waeni fenolowej (15mg/l), Cell
Culture Facility, University of California San Frasco (CCF/UCSF)

DME F12 - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium HigHu@ose/Ham'’s F-12, 1:1
vlv, DME H-21/F12(glukoza 3151 mg/l), z (lub bez) dodatkiem soli ®odj
czerwieni fenolowej (8,12 mg/l), CCF/UCSF

penicylina (100 U/ml) - streptomycyna (100 pg/rid;F/UCSF

L-glutamina, CCF/UCSF

kompleks trypsyna-EDTA 0,25%, CCF/UCSF

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS), CCFEICS

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline bez wapniagmezu (DPBS), CCF/UCSF
Ptodowa surowica byeta inaktywowana cieptem, FBS (ang. fetal bovineisgr
CCF/UCSF

dimetylosulfotlenek (DMSO), Sigma Aldrich, BioReage

btekit Trypan 0,4% roztwor, Gibco-Invitrogen Corpouati

btekit Alamar, Gibco-Invitrogen Corporation

b) markery fluorescencyjne
Cell Trace Calcein Red-orange AM, cell-permeant, diyétrogen
SYTO® Green-Fluorescent Nucleic Acid Stains, Irogen
Barwnik Hoechst’'a, Hoechst stain 33342, trihydrocide trihydrate, FluoroPure™
grade (MW 615.99) (H21492), Invitrogen

MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes, Ingen

c¢) odczynniki do preparatyki liposomow
1-palmitoilo-2-oleoilosn-glycero-3-fosfocholina (POPC), Avanti Polar Lipithe.
L-a-fosfatydylo-DL glicerol £6#tko jaja kurzego, PG), Avanti Polar Lipids Inc.
chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamaowy (DOTAP),
Avanti Polar Lipids Inc.
cholesterol (Chol), Avanti Polar Lipids Inc.
chloroform, Fisher Scientific
chlorek sodu (99,5%), Sigma Aldrich
kwas 4-(2-hydroksyetylo)piperazyno-1-etanosulfonodEPES, 99,5%), Sigma
Aldrich.



3. Materiat biologiczny
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Badania aktywngci biologicznej wykonano na liniach ludzkich komkreaka

kolczystokomorkowego:

komorki HSC3 zostaly wyizolowane z nowotworgzyka i udosgpnione przez

Dr. R. Kramer'a (University of California San Frasmo, USA)

komorki H413 zostaly wyizolowane z nowotworezyka i udosipnione przez

Dr. R. Jordan’a (University of California San Freoo, USA).

4. Substancje do bada

FtalocyjaninyPcl-4zostaly zsyntetyzowane przez Pracownikoéw Katedighkitadu

Technologii Chemiczne§rodkow Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Poaman

Cynk(ll) 1,4-bis[2-(morfolin-4-ylo)etoksy]ftalocyjanina, okrelana w pracy jako

Pcl
Wz6r sumaryczny: §H3sN1004Zn

Masa molowa: 836,25 g/mol

]\
)N i
N--—én--N |
/ ' N\
N= NN
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Magnez(ll) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-(morfolid ylo)etoksy]ftalocyjanina,
okreslana w pracy jakd’c2

Wz6r sumaryczny: geH104N16016Mg

Masa molowa: 1570,08 g/mol

Cynk(ll) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-(morfolin-4ylo)etoksy]ftalocyjanina,
okreslana w pracy doktorskiej jakBc3

Wz0Or sumaryczny: geH104N16016ZN

Masa molowa: 1611,19 g/mol
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Jodek  magnez(ll) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-(Md-metylomorfolin-4-
ilo)etoksy]ftalocyjaniny, okrelany w pracy jakd’c4

Wzér sumaryczny: [6H12dN16016Mg]®* 81

Masa molowa: 2705,55 g/mol

N—Mg=<N | 8l
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V. METODYKA | WYNIKI BADA N
1. Ocena czystéci chemicznej ftalocyjanin
1.1. Metodyka badania czystdci chemicznej

Czysta¢ badanych ftalocyjanin Pc1-3 z nieperyferyjnymi podstawnikami
2-morfolino-4-etoksylowymi okrdono metod wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC). Do analizy wykorzystano wysokosprawny chatograf cieczowy Agilent 1200,
Agilent Technologies Inc. (USA). Rozdziat chromatfgczny przeprowadzono
w odwroconym uktadzie faz na kolumnie Eclipse XDBSCfirmy Agilent o dtugéci 150
mm i $§rednicy 4,6 mm, wypetnionej ztem osredniej wielk@ci ziarna 5um. Szybkaé
przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 &min. W analizie chromatograficzne;
wykorzystano roztwory ftalocyjanin w dichlorometani Badania przeprowadzono
w temperaturze pokojowej, w trzech uktadach chrogpaficznych dla kadej z badanych
ftalocyjanin. Warunki oraz wyniki analizy chromataficznej przedstawiono poig)

w punktach 1.2-1.4.



METODYKA | WYNIKI BADA N | 64

1.2. Ocena czystéci ftalocyjaniny Pcl
1.2.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pcl

Analize czystéci ftalocyjaniny Pcl przeprowadzono w trzech ukladach
chromatograficznych w odwréconym uktadzie faz, zkargystaniem gradientu ¢sen
eluentow. Warunki analizy chromatograficznej ftaljaoiny Pcl przedstawiono
w Tabelach 3-5:

Tabela 3 Sktad oraz gradiengstnia fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym |.

Gradient Skfad fazy ruchomej {//v)
Czas [min.] MeOH CH.ClI,

0 95 5

2 95 5

3 0 100

15 0 100

Tabela 4 Skiad oraz gradien¢znia fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym |

Gradient Sktad fazy ruchomej {/v)
Czas [min.] MeOH CH.Cl,

0 95 5

4 95 5

5 0 100

15 0 100

Tabela 5 Skiad oraz gradien¢ztnia fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym i

Gradient Sktad fazy ruchomej {//v)
Czas [min.] MeOH CH.Cl, H.O
0 85 5 10
3 95 5 0

4 0 100 0

15 0 100 0
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1.2.2. Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pcl z zastosowaniem
uktadow I-111

Tabela 6 Wyniki analizy chromatograficznej ftalamyjny Pcl z zastosowaniem | ukfadu
chromatograficznego.

Detekcjah=690 nm Detekcja=343 nm
Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartgé Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartg¢
[min.] piku [%0] [min.] piku [%0]
1 1,65 19,48 1,09 -
2 501 1763,21 98,91 2 5,01 452,49 100,00
350 -
D 500
< .
| £ 400
300 2 ‘@ 300 ;
= £ 200
< 250 - i |
E AN AW
2 200 £ 400 600 800
<
3 / Dtugos¢ fali [nm]
2 150 -
8
<
100 -
50 -
Detekcja 690
; etekcja nm
O ‘l T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Czas [min.]

Ryc. 10 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem ddukichromatograficznego, przy
diugcdici fali detekcjir=690 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningcl
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Ryc. 11 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem ddukichromatograficznego, przy
diugcdéci fali detekcjir=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaninycl
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Tabela 7 Wyniki analizy chromatograficznej ftalcayiny Pc1z zastosowaniem Il uktadu
chromatograficznego.

Detekcjah=690 nm Detekcja=343 nm
Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartgé Pik Czas retencji Powierzchnia Zawarta¢
[min.] piku [%0] [min.] piku [%]
1 1,66 21,39 0,97 -
2 7,01 2185,77 99,03 2 7,01 549,61 100,00
350
2 5 500
< 400
300 - & 300
g 200
250 5 100 /\
2 ° 400 600 800]

200

/ Dhugosé fali fnmj
150 4

100 ~

Intensywnos$¢ [mAU]

50 A

1 L
0 T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14

e Detekeja 690 nm

Czas [min.]

Ryc. 12 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem tHduk chromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjix=690 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningcl
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Ryc. 13 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem tHdukchromatograficznego, przy
diugcéci fali detekcjir=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaninycl
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Tabela 8 Wyniki analizy chromatograficznej ftalcmyijny Pclz zastosowaniem Il uktadu
chromatograficznego.

Detekcjah=690 nm Detekcja=343 nm
Pik  Czas retencji Powierzchnia Zawartg¢ | Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartgé
[min.] piku [%0] [min.] piku [%0]
1 1,77 10,27 0,50 -
2 6,04 2039,10 99,50 2 6,04 564,17 100,00
350
2 400 | f
300 - £ w0
= 2 g 200 IA
250 £ 100 | ;
E 2 o A AW
0 < 400 600 800
'8 200
13: Diugos¢ fali [nm]
P
g 150 - /
£
100
50
1 L Detekcja 890 nm
0
0 2 4 6 8 10 12 14

Czas [min.]

Ryc. 14 Chromatogram uzyskany z zastosowaniemktddu chromatograficznego, przy
diugcdici fali detekcjix=690 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningcl
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Ryc. 15 Chromatogram uzyskany z zastosowaniemktddu chromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjir=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningcl
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1.3. Ocena czystéci ftalocyjaniny Pc2
1.3.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2

Analize czystdéci ftalocyjaniny Pc2 przeprowadzono w trzech ukladach
chromatograficznych w odwréconym uktadzie faz, zkargystaniem gradientu ¢sen
eluentow. Warunki analizy chromatograficznej ftaljaoiny Pc2 przedstawiono
w Tabelach 9-11:

Tabela 9 Skiad oraz gradien¢zn fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym 1.

Gradient Skfad fazy ruchomej {/v)
Czas [min.] MeOH TEA H.0
0 70 0 30
5 70 0 30
6 70 5 25
15 70 5 25

Tabela 10 Skiad oraz gradienzgn fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym Il

Gradient Sktad fazy ruchomej {//v)
Czas [min.] MeOH TEA H.O
0 59 1 40
4 59 1 40
5 65 5 30
15 65 5 30

Tabela 11 Skiad oraz gradiengzgn fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym Il

Gradient Skfad fazy ruchomej {//v)
Czas [min.] MeOH TEA H.O
0 49 1 50
2 49 1 40
3 65 5 30
15 65 5 30
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1.3.2. Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 z zastosowaniem

uktadow -1

Tabela 12 Wyniki analizy chromatograficznej ftalsyny Pc2z zastosowaniem | uktadu

chromatograficznego.

Detekcjah=735 nm

Detekcja=343 nm

Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé

Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé

[min.] piku [%] [min.] piku [%]
1 9,00 6733,13 100,00 1 9,00 1000,12 100,00
2000

— 2500 ;

2 2000 |

& 1

@ 1500
S 15004 £ 1000
P £ 500 5
“3’ < 400 600 800
[

4 Dtugo$¢ fali fnm]
% 1000 N
2
<
500
& Detekcja 735 nm
0 ¥ | 1 ] 1 1 H
0 2 4 6 8 10 12 14
Czas [min.]

Ryc. 16 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem ddukichromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjir=735 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc2
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Ryc. 17 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem ddukichromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjir=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc2
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Tabela 13 Wyniki analizy chromatograficznej ftalmsyny Pc2 z zastosowaniem I
uktadu chromatograficznego.

Detekcjah=735 nm Detekcja=343 nm
Pik  Czas retencji Powierzchnia Zawartg¢ | Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartgé
[min.] piku [%0] [min.] piku [%0]
1 2,53 22,91 0,15 -
2 3,01 19,58 0,13 -
3 5,37 15486,9 99,33 3 537 1550,04 97,9
4 7,57 27,55 0,18 4 7,57 22,67 1,43
5 7,79 35,11 0,23 5 7,78 10,57 0,67
1000
5 2000,
3 £ 1500 |
— 8007 § 1000
3 £ 500
E 2 S
2 [oJE -~
:§ 600 - < 400 600 800
§ / Dtugos¢ fali [nm]
8 400 -
<
200
i 12 } \ 4 5 —— Detekcja 735 nm

T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
Czas [min.]

Ryc. 18 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem tHdukchromatograficznego, przy
diugcdici fali detekcjir=735 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc2
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Ryc. 19 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem tHdukchromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjir=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc2
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Tabela 14 Wyniki analizy chromatograficznej ftalsyny Pc2 z zastosowaniem Il
uktadu chromatograficznego.

Detekcjal=735 nm Detekcja=343 nm
Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé
[min.] piku [%] [min.] piku [%]
1 6,17 9350,18 99,76 1 6,16 1455,83 100,00
2 6,97 22,25 0,24 -
2000
= 2000
1 T 1500 ]
‘?é: 1000
1500 - 8 500 {
g O om—— JJ\. ........ |

Dtugos¢ fali [nmj
1000 -

.
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0

T T 7 7 T T T

0 2 4 6 8 10 12 14

Czas [min.}

Ryc. 20 Chromatogram uzyskany z zastosowaniemktddu chromatograficznego, przy
diugcdici fali detekcjir=735 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc2
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Ryc. 21 Chromatogram uzyskany z zastosowaniemktddu chromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjir=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc2
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1.4. Ocena czystéci ftalocyjaniny Pc3
1.4.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3

Analize czystéci ftalocyjaniny Pc3 przeprowadzono w trzech ukladach
chromatograficznych w odwréconym uktadzie faz, zkargystaniem gradientu ¢sen
eluentow. Warunki analizy chromatograficznej ftaljaoiny Pc3 przedstawiono
w Tabelach 15-17:

Tabela 15 Skiad oraz gradiengzgn fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym I.

Gradient Sktad fazy ruchomej {/v)
Czas [min.] MeOH CH.ClI,

0 0 100

4 0 100

5 20 80

15 20 80

Tabela 16 Skitad oraz gradiengzgn fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym |1

Gradient Sktad fazy ruchomej {/v)
Czas [min.] MeOH CH.ClI,

0 0 100

2 0 100

3 10 90

15 10 90

Tabela 17 Skiad oraz gradiengzgn fazy ruchomej w uktadzie chromatograficznym Il

Gradient Sktad fazy ruchomej {/v)
Czas [min.] MeOH TEA

0 0 100

0,5 5 95

15 5 95
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1.4.2. Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 z zastosowaniem
uktadow I-111

Tabela 18 Wyniki analizy chromatograficznej ftalsyny Pc3z zastosowaniem | uktadu

chromatograficznego.
Detekcjal=730 nm Detekcja=320 nm
Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartdgé¢ Pik Czas retencji Powierzchnia Zawartgé
[min.] piku [%0] [min.] piku [%0]
1 1,39 0,32 0,63 -
2 7,68 50,36 99,37 2 7,68 13,85 100,00
500 Ty
2 ¢ 600
400 4 £ 400
g 200

300 -

200

Intensywno$¢ [mA.U.]

100 -

400 600 800

/ Diugosé fali [nm]

1 L —— Detekcja 730 nm

T T ¥ T T T T

2 4 6 8 10 12 14
Czas [min.]

Ryc. 22 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem ddukichromatograficznego, przy
diugcici fali detekcjix=730 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc3

500

400 -

300

200 -

Intensywnosc [mA.U.}

100 A

Absorbancja [mAU]

400 600 800

Dtugos¢ fali [nm}]

_________________ I e e e e
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Czas [min.]

Ryc. 23 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem ddukichromatograficznego, przy
dtugdasci fali detekcjir=320 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc3
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Tabela 19 Wyniki analizy chromatograficznej ftal@syny Pc3 z zastosowaniem I
uktadu chromatograficznego.

Detekcjah=730 nm Detekcja=320 nm
Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé
[min.] piku [%] [min.] piku [%]
1 1,49 0,44 1,37 1 1,49 0,16 1,42
2 6,03 31,79 98,63 2 6,03 11,13 98,58
250 100
2
£
2 s
. 200 - S
= g
£ g
o 150 - < 400 600 800
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2 /
é 100 -
=
50 -
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4] A J
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Czas [min.]

Ryc. 24 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem tHdukchromatograficznego, przy
diugcdici fali detekcjir=730 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc3

250

2‘ 100
£ 80
200 - g
— [
> g ®
< s 20
£ 2 o0
:8 150 - 400 600 800
o}
é Diugo$¢ fali [nm}
(723
S 100
£ 2
|
50
#
"
1 :!\ ——— Detekcja 320 nm
(1 I TRy —p— S e ]
0 2 4 8 8 10 12 14
Czas [min.]

Ryc. 25 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem tHdukchromatograficznego, przy
dtugdasci fali detekcjir=320 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc3
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Tabela 20 Wyniki analizy chromatograficznej ftalsyny Pc3 z zastosowaniem Il
uktadu chromatograficznego.

Detekcjad=730 nm Detekcja=320 nm
Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé Pik Czas retencji Powierzchnia ZawartGé
[min.] piku [%] [min.] piku [%]
1 1,49 0,34 0,89 1 1,49 0,30 0,92
2 4,64 37,27 97,62 2 4,64 31,41 96,62
3 8,48 0,21 0,55 3 848 0,29 0,89
4 10,40 0,15 0,39 4 10,40 0,23 0,71
5 11,57 0,21 0,55 5 11,57 0,28 0,86
250
~— 100
2 % 80 |
= 60
200 1 g 40
§ 20 |
8 ot -
150 - < 400 600 800

/ Dtugos¢ fali fnm]

100

50 L —— Detekeja 730 nm
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" )

0 2 4 6 8 10 12 14

Intensywnosé [mA.U.]

Czas [min.]

Ryc. 26 Chromatogram uzyskany z zastosowaniemktddu chromatograficznego, przy
diugcdici fali detekcjix=730 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc3
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Ryc. 27 Chromatogram uzyskany z zastosowaniemkiddu chromatograficznego, przy
dtugasci fali detekcjir=320 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaningc3
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2.  Wyznaczenie molowych wspoétczynnikdéw absorpciji
2.1 Metodyka wyznaczania molowych wspo6tczynnikow absoigi

W kolbkach miarowych o poj. 5,0 émozpuszczono odv&i 0 masie doktadnie
okoto 0,100 mg ftalocyjanirPcl-4 w odpowiednich rozpuszczalnikach. Elektronowe
widma absorpcji wykrdono w zakresie 200-900 nm w kuwetach kwarcowyahugasci
drogi optycznej I=1 cm, wykorzystg spektrofotometr Shimadzu UV-160 A, wyposay
w oprogramowanie PC 160 Plus. Jednéoie mierzono wart® absorbancji przy
diugcsci fali, odpowiadajcej maksimum absorpcji i obliczano molowe wspéterkin
absorpcji wg wzoru (1):

A
€—m (1)

gdzie:

A — absorbancja

¢ — molowy wspétczynnik absorpcji [dimol™-cm™]

| — gruba¢ warstwy absorbggej [cm]

c — stzenie roztworu [mobm]

Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniftl-4 przedstawiono na Ryc. 28-31, a wacio

molowych wspétczynnikdéw absorpcji zestawiono w Tlabe 21-24.
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Molowe wspoétczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pcl
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Ryc. 28 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjanPgl w réznych rozpuszczalnikach.

Tabela 21 Molowe wspotczynniki absorpcji ftalocyjanPcl

Rozpuszczalnif A [nm] A O?r\]/qvgz']ka [r:gar%.g] [mol'1~din3~cm'1] log e
347 0,8007 45243 4,7

DMSO 628 0,4550 0,148 1,77 25710 4.4
696 2,1606 122081 51
347 0,7634

DMF 624 0,4371 0,152 1,82 agregacja
691 2,1908
346 0,8687 33322 4,5

THF 620 0,4003 0,109 2,61 15354 4,2
687 2,0728 79513 49

0,5% wodny 347 0,4940 .

roztwér DMsoL 647 0,3786 0,105 2,51 agregacja
695 0,3586
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Ryc. 29 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjanPg2 w réznych rozpuszczalnikach.

Tabela 22 Molowe wspotczynniki absorpcji ftalocyjanPc2
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Molowe wspoétczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc2

—— DMSO

DMF

— THF
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Rozpuszczalnil A A D 10°-¢ & loge
P [nm] [mg] [mol-dm?¥ | [mol*dm®cm? 9
335 0,6289 47020 4.7
DMSO 380 0,4078 0.105 1.34 30489 45
666 0,4892 36575 4.6
745 2,1251 158885 572
331 0,6526 47002 4.7
DME 378 0,4529 0.109 1,39 32619 45
662 0,5163 37185 4.6
738 2,2309 160674 572
326 0,6008 44080 4.6
THE 392 0,4327 0.107 1.36 31746 45
658 0,5215 38262 4.6
732 2,2845 167610 572
331 0,4721 36695 4.6
H,0 400 0,2296 0.101 1,29 17846 4.3
673 0,3467 26948 4.4
751 1,4969 116349 51
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Molowe wspoétczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc3
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Ryc. 30 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjanfPg3w réznych rozpuszczalnikach.

Tabela 23 Molowe wspotczynniki absorpcji ftalocyjanPc3

Rozpuszczalnif A [nm] A O?r\:]vgz]ka [m%)(l)'sd'ncfs] [mol™ d8r713~cm'1] log e
331 0,5716 45592 4.7
DMSO 398 0,3026 0,101 1.25 24136 4.4
669 0,4802 38302 4,6
746 2,0836 166192 52
330 0,5759 44185 4,6
DMF 663 0,4886 0,105 1,30 37487 4.6
738 2,1389 164104 5,2
328 0,6181
THF 659 0,4887 0,104 1,29 agregacja
734 2,1629
332 0,6634 50898 4.7
H,0 460 0,1627 0,105 1.30 12483 4,1
676 0,4442 34081 4,5
755 1,8481 141792 5,2
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Molowe wspoétczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc4
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Ryc. 31 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjanPg4 w réznych rozpuszczalnikach.

Tabela 24 Molowe wspotczynniki absorpcji ftalocyjanPc4.

Rozpuszczalnil A A Ot a 10°- C.3 8.3 1 log e
[nm] [mg] [mol-dm™] [mol-dm™-cm"]
328 0,4319
375 0,3298 .
DMSO 673 0.3344 0,143 1,06 agregacja
748 1,4763
322 0,3835 35779 4,6
DMF 398 0,3991| 0,145 1,07 37234 4,6
660 0,3081 28744 4.5
730 1,3770 128467 51
THF nierozpuszczalny
323 0,4227
398 0,3348 .
H,O 662 0.3243 0,146 1,08 agregacja
735 1,4691
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3.  Wplyw rozpuszczalnikdw na elektronowe widma absorpcftalocyjanin Pc1-4
3.1. Metodyka badania

Wplyw rozpuszczalnikdw na przebieg elektronowegdma absorpcji ftalocyjanin
Pcl-4 analizowano poréwngg potazenie maksimow absorpcji poszczegdélnych pasm dla
19 rozpuszczalnikbéw (Tabela 25).

Odwarki substancji o masie dokladnie okoto 0,100 mg oawa w tddeczkach
aluminiowych i umieszczono w kolbkach miarowych bjetosci 5 cnt. Odwaiki
rozpuszczano w 19 rozpuszczalnikach (Tabela 25nastpnie wykrglano widma
absorpcji roztwordéw ftalocyjaniRcl-4 w kuwecie kwarcowej o diugoi drogi optycznej
I=1 cm, w zakresie 200-900 nm. Uzyskane widma pstadono w formie
znormalizowanej na Ryc. 32-35, natomiast peioe maksiméw absorpcji pasm Soret'a
i Q, w Tabelach 26-29.
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Tabela 25 Charakterystyka rozpuszczalnikéw zastasgeh w analizie przebiegu widm
ftalocyjanin Pc1-4 Jako kryterium podziatu rozpuszczalnikbw na niap@ i polarne,
przyjeto wartag¢ statej dielektryczneg, (niepolarne €<15, polarne €>15).

wspoiczynnik - o0 Moment

Rozpuszczalnik E@:g{g"ma dielektroyczna dipolowy 8;'2?1) §22)£)2(n2:11))+/3
[n] (20 °C) [£] (20 °C) [, D]
Rozpuszczalniki niepolarne
n-Heksan 1,375 1,890 0,00 4,258 8,760
Cykloheksan 1,426 2,023 0,00 5,237 10,340
1,4-Dioksan 1,422 2,209 0,00 5,156 11,086
Toluen 1,497 2,379 0,37 6,803 13,479
TEA 1,401 2,420 3,60 4,742 11,596
Eter dietylowy 1,350 4,220 1,15 3,821 18,227
DMSO 1,478 4,700 3,96 6,359 22,734
Chloroform 1,446 4,806 1,04 5,653 22,461
Octan etylu 1,372 6,020 1,78 4,204 25,952
THF 1,407 7,600 1,75 4,858 32,995
Dichlorometan 1,445 8,930 1,60 5,632 39,128
Pirydyna 1,509 12,400 2,21 7,093 54,532
Rozpuszczalniki polarne
Izopropanol 1,377 18,300 1,66 4,294 75,385
Aceton 1,359 20,700 2,88 3,975 84,678
Metanol 1,328 32,630 1,70 3,457 131,916
DMF 1,430 36,700 3,82 5,318 150,064
Acetonitryl 1,334 37,500 3,92 3,554 151,501
DMA 1,438 37,800 3,70 5,484 154,631
Woda 1,333 78,540 1,85 3,538 315,672
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Absorbancja znormalizowana

—— Toluen
Izopropanol
—— Tetrahydrofuran

Octan etylu
N N-dimetyloacetamid
—— Chloroform
—— Trietyloamina

Dimetylosulfotlenek
Dioksan
Metanol
Dichlorometan

—— Acetonitryl

Aceton

—— N,N-dimetyloformamid
Pirydyna

Ryc.
rozpuszczalnikach.

32 Elektronowe widma absorpcji

500 600
Dtugos¢ fali [nm]

ftalocyjaniniPcl wykreslone w 15



METODYKA | WYNIKI BADA N | 84

Tabela 26 Poleenie maksiméw absorpcji pasma Soret'a i pasma Qektrenowych
widmach absorpciji ftalocyjaningcl wykreslonych w 15 rozpuszczalnikach.

Pasmo Soret'a Pasmo Q

Rozpuszczalnik

Ay [nm] Az [nm] Ag [nm]
n-Heksan nierozpuszczalny
Cykloheksan nierozpuszczalny
1,4-Dioksan 346 619 688
Toluen 347 622 691
TEA 346 616 683
Eter dietylowy nierozpuszczalny
DMSO 346 628 696
Chloroform 346 624 692
Octan etylu 347 617 686
THF 347 619 687
Dichlorometan 336 621 690
Pirydyna 346 625 695
Izopropanol 347 621 685
Aceton 347 618 685
Metanol 342 621 686
DMF 346 624 691
Acetonitryl 347 620 687
DMA 347 622 689
Woda nierozpuszczalny
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Ay

—— N,N-dimetyloformamid

Tetrahydrofuran

Pirydyna

Toluen A

—

Metanol
N,N-dimetyloacetamid

A —— N,N-dimetylosulfotlenek
1

Ay

Trietyloamina

Octan etylu

—— Dioksan

Absorbancja znormalizowana

—— Eter dietylowy

—— Chloroform

Aceton

Acetonitryl

- Dichlorometan

o S

300 400 500 600 700 800 900

Dtugosc fali [nm]

Ryc. 33 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniniPc2 wykreslone w 16
rozpuszczalnikach.
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Tabela 27 Poleenie maksiméw absorpcji pasma Soret'a i pasma Qektrenowych
widmach absorpcji ftalocyjaningc2, wykreslonych w 16 rozpuszczalnikach.

Pasmo Soret'a Pasmo Q

Rozpuszczalnik

A a[nm] Az [nm] Az[nm] A4 [nm] As [nm]
n-Heksan nierozpuszczalny
Cykloheksan nierozpuszczalny
1,4-Dioksan 323 391 662 738 -
Toluen 334 382 659 731 800
TEA 309 387 651 726 -
Eter dietylowy 327 - 655 730 -
DMSO 336 381 667 744 -
Chloroform 330 378 664 739 800
Octan etylu 330 379 688 737 -
THF 326 392 659 732 -
Dichlorometan 327 - 761 802
Pirydyna 323 388 664 738 -
Izopropanol nierozpuszczalny
Aceton 333 374 658 733 -
Metanol 325 389 659 733 808
DMF 331 374 662 738 -
Acetonitryl 332 376 661 735 =
DMA 334 377 661 737 -
Woda 331 - 671 751 -
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Trietyloamina
Tetrahydrofuran
Toluen
—— 2-propanol

Eter dietylowy
Metanol
Octan etylu
— Pirydyna

Ay

Aceton
—— Dichlorometan

—— Chloroform

Dioksan
N,N-dimetyloacetamid

Absorbancja znormalizowana

A

4

— N, N—dimetylofarmamid
—— N,N-dimetylosulfotlenek

—— Woda
Acetonitryl
A, &/
A
Nz S
TR
| I | I

ﬁa;, 1
300 400 500 600 700 800 900
Dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 34 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaninifc3 wykreslone w17
rozpuszczalnikach.
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Tabela 28 Poleenie maksiméw absorpcji pasma Soret'a i pasma Qektrenowych
widmach absorpcji ftalocyjaningc3wykreslonych w 17 rozpuszczalnikach.

Pasmo Soret'a Pasmo Q

Rozpuszczalnik

A a[nm] Az [nm] As [nm] Aq [NM] As [nm]
n-Heksan nierozpuszczalny
Cykloheksan nierozpuszczalny
1,4-Dioksan 329 - 661 737 -
Toluen 328 - 662 737 802
TEA 393 - 652 727 -
Eter dietylowy 329 - 655 127
DMSO 331 - 668 747 -
Chloroform 330 377 659 739 795
Octan etylu 323 399 662 731 -
THF 328 - 660 734 -
Dichlorometan 328 404 739 805
Pirydyna 340 395 668 743 -
Izopropanol 325 - 656 731 -
Aceton 332 394 657 732 -
Metanol 328 - 660 735 -
DMF 332 390 661 738 -
Acetonitryl 324 394 659 734 -
DMA 327 398 661 736 -
Woda 332 - 675 755 -
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Acetonitryl
—— N,N-Dimetyloacetamid
Metanol

AL 9,
N

Absorbancja znormalizowana

— N,N-Dimetyloformamid
—— N,N-Dimetylosulfotlenek|

Woda
x1 7‘2
/\/\ p
| | T T T I
300 400 500 600 700 900
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Ryc. 35 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaninfc4 wykreslone w 6
rozpuszczalnikach.
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Tabela 29 Poleenie maksiméw absorpcji pasma Soret'a i pasma Qektrenowych
widmach absorpciji ftalocyjaningc4 wykreslonych w 6 rozpuszczalnikach.

Pasmo Soret'a Pasmo Q

Rozpuszczalnik

A [Nm] Az [nm] As [nm] Aq [NM]
n-Heksan nierozpuszczalny
Cykloheksan nierozpuszczalny
1,4-Dioksan nierozpuszczalny
Toluen nierozpuszczalny
TEA nierozpuszczalny
Eter dietylowy nierozpuszczalny
DMSO 329 381 672 748
Chloroform nierozpuszczalny
Octan etylu nierozpuszczalny
THF nierozpuszczalny
Dichlorometan nierozpuszczalny
Pirydyna nierozpuszczalny
Izopropanol nierozpuszczalny
Aceton nierozpuszczalny
Metanol 324 393 656 729
DMF 322 398 659 730
Acetonitryl 325 381 660 732
DMA 323 392 657 735
Woda 323 398 664 735
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3.2. Analiza oddziatywan ftalocyjanin Pc1-4 z rozpuszczalnikami

W celu zbadania natury oddziatywvarozpuszczalnik-ftalocyjanina korzystano
z metody zaproponowanej przez Bayliss'a-McRae [198Vykorzystugc widma
wykreslone wg pkt. 3.1., odczytano wasto absorbancji w maksimum pasma Q,
a nasgpnie wyznaczono graficanzaleznocsé liczby falowej vimax [cm™], odpowiadaicej
maksimum pasma Q ftalocyjaninPcl-4 od wyraenia (f-1)/(2rf+1) dla
rozpuszczalnikéw niepolarnych oraZ<h)(2rf+1)+(2€-1)(2c+1)/e dla rozpuszczalnikéw
polarnych, gdzie n oznacza wasiowspoétczynnika zatamanigwiatta, ¢ — stah
dielektryczm rozpuszczalnika [199,200].
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3.2.1. Analiza oddziatywan ftalocyjaniny Pcl z rozpuszczalnikami

14800
v = -76,69(n°-1)(2n°+1) + 14928,21

14700 - r=0,844

14600

14500 -

vem™

14400

14300

14200 T T T
4 5 6 7

(n*-1)(2n%+1)

Ryc. 36 Zalenas¢ liczby falowejvmax [cmY] maksimum pasma Q ftalocyjanirBcl od
parametru  (Rl1)(2rf+1), gdzie n oznacza wspélczynnik zatamaniéwiatta
rozpuszczalnikbéw niepolarnych: fi-heksan, 2- cykloheksan, 3- 1,4-dioksan, 4- tol&en,
trietyloamina, 6- eter dietylowy, 7- dimetylosulienek, 8- chloroform, 9- octan etylu, 10-
tetrahydrofuran, 11- dichlorometan, 12- pirydyna.

14650 - v = 1,08 (n21)(2n>+1)+2(-1)(2s+1)/6 + 14684,20
r=0,824

14600 -
=
9,
> 14550 -

14500 -

T T

60 80 100 120 140 160

(M*1)(2n7+1)+2(e-1)(2e+1)e

Ryc. 37 Zalénas¢ liczby falowejvmax [cmY] maksimum pasma Q ftalocyjanirBcl od
parametru (R1)(2rf+1)+(2€-1)(2e+1)ke, gdzie n oznacza wspdiczynnik zatamania
Swiatta, € — stay dielektryczm rozpuszczalnikow polarnych): 13- izopropanol, édeton,
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitd8; dimetyloacetamid, 19- woda.
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3.2.2. Analiza oddziatywan ftalocyjaniny Pc2 z rozpuszczalnikami

13800 -

®.
-
=)
[ ]
IS

13600 - 9 12

vem™]

13400

13200 A

(n*1)(2n*+1)
Ryc. 38 Zalénaos¢ liczby falowejvimax [cm™] maksimum pasma Q ftalocyjanir§c2 od
parametru  (R1)(2rf+1), gdzie n oznacza wspélczynnik zatamaniéwiatta
rozpuszczalnikbéw niepolarnych: fi-heksan, 2- cykloheksan, 3- 1,4-dioksan, 4- tol&en,
trietyloamina, 6- eter dietylowy, 7- dimetylosuliEnek, 8- chloroform, 9- octan etylu, 10-
tetrahydrofuran, 11- dichlorometan, 12- pirydyna.

v = 1,52 (n21)(@2n2+1)+2(e-1)(2+1)/s + 13804,53

13800 1 r=0971

== 13600 -

€
3]

>

13400

13200 T T T T T
100 150 200 250 300 350

(PP-1)(@n7+1)+2(e-1)(2e+1)le
Ryc. 39 Zalenoi¢ liczby falowejvmax [cm™Y] maksimum pasma Q ftalocyjanirBc2 od
parametru (R1)(2rf+1)+(2€-1)(2+1)/e, gdzie n oznacza wspéiczynnik zatamania
Swiatla, ¢ — stah dielektryczm rozpuszczalnikow polarnych): 13- izopropanol, &deton,
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitty8: dimetyloacetamid, 19- woda.
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3.2.3. Analiza oddziatywan ftalocyjaniny Pc3 z rozpuszczalnikami

13900
v =-91,17(n>1)(2n°+1) + 14081,30
13800 - r=0823
5
13700 -
g 13600
>
13500 -
13400 -
13300 : ‘ . ;

3 4 5 6 7
(M*-1)(2n%+1)
Ryc. 40 Zalénosé liczby falowej vmax [cm?] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc3 od
parametru  (Rl1)(2rf+1), gdzie n oznacza wspélczynnik zatamaniéwiatta
rozpuszczalnikbéw niepolarnych: fi-heksan, 2- cykloheksan, 3- 1,4-dioksan, 4- tol&en,
trietyloamina, 6- eter dietylowy, 7- dimetylosuliEnek, 8- chloroform, 9- octan etylu, 10-
tetrahydrofuran, 11- dichlorometan, 12- pirydyna.

v = 1,82 (1)@ +1)42(-1)(2s+1)s + 13841,11

13800 1 r=0976

== 13600 -
€

13400

13200 T T T T T
100 150 200 250 300 350
(*1)2n°+1)+2(e-1)(2e+1)e
Ryc. 41 Zalénaos¢ liczby falowej vinax [cm™] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc3 od
parametru (A1)(2rf+1)+(2€-1)(2+1)/e, gdzie n oznacza wspéiczynnik zatamania
Swiatla, ¢ — stah dielektryczm rozpuszczalnikow polarnych): 13- izopropanol, &deton,
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitty8: dimetyloacetamid, 19- woda.
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3.2.4. Analiza oddziatywan ftalocyjaniny Pc4 z rozpuszczalnikami

y——
v

=

O

]

>

13800
v = 0,43 (n%1)(2n2+1)+2(-1)(2s+1)/s + 1373568
r=0,634

13750

15
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®
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Ryc. 42 Zalénos¢ liczby falowej vmax [cm?] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc4 od
parametru (R1)(2rf+1)+(2€-1)(2e+1)k, gdzie n oznacza wspéiczynnik zatamania
Swiatta, € — stay dielektryczm rozpuszczalnikow polarnych): 13- izopropanol, édeton,
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitd8; dimetyloacetamid, 19- woda.
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4. Ocena agregacji

Badanie tendencji do agregacji badanych ftalocyjdPcl-4 analizowano meted
spektrofotometryczn W tym celu wykrélono wykresy zalenosci A=f(c) badanych
zwigzkbw w 19 rozpuszczalnikach (1,4-dioksan, acetghitraceton, chloroform,
cykloheksan, dichlorometan, eter dietylowy, dimetgdetamid, dimetyloformamid,
dimetylosulfotlenek, izopropanah-heksan, metanol, octan etylu, pirydyna, trietylozam
tetrahydrofuran, toluen, woda). Odika substancji o masie dokitadnie okoto 0,100 mg
odwazono w tddeczkach aluminiowych i umieszczono w kalitk miarowych o objosci
5 cnt. Odwaki rozpuszczano w rozpuszczalniku, otrzywujroztwér wzorcowy,

z ktérego nagpnie uzyskano seriroztworow roboczych.

4.1. Ocena agregacji ftalocyjaniny Pcl

Elektronowe widma absorpcji wykileno dla serii roztworow ftalocyjaninycl
w 16 rozpuszczalnikach w zakresieczeti 0,78-37,39 - 10° mol/dn?. Nastpnie
analizowano zalaos¢ absorbancji, przy dtugoi fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny
Pcl, od stzenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zabéci A=f(c)
ftalocyjaniny Pcl przedstawiono na Ryc. 43-58, a parametry krzywwebrcowych oraz

ocerg statystycza umieszczono w Tabeli 30.

25 25
— 28,22 x 10° mol/dm*® 688 nm —
2,0 { — 14,11 x10° mol/dm® € 20
ol 7,06 x 10° mol/dm® -
2] 3,53 x 10 mol/dm® o]
8 157 —1,76x10° moliam’ ©, 15 |
5 — 0,88 x 10°mol/dm® il
2 10 - 210
@
< e
0.5 - @ 05
el
J\ <
0,0 == - = - - 0,0 ; . , ,
300 400 500 600 700 800 0 5 10 15 20 25 30
Dtugos¢ fali [nm] ¢ x 10 [mol/dm3]

Ryc. 43 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w 1,4-dioksanieX=688 nm).
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2,5 1,2
— 27,03 x 10° mol/dm?® —
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fol 6,76 x 10 mol/dm® ‘E
2 3,38x 10° mol/dm® o 038
g 1.5 1 — 1 69x10° molidm® ©,
5 691 nm © 0,6 4
D 10 - 2
a ’ ®
< o 0,4 -
i o
0.5 2021
F& <
0,0 L= : : ; : 0,0 : . . . .
300 400 500 600 700 800 0 5 10 15 20 25 30
Dtugosé fali [nm] ¢ x 10 [molidm?3]

Ryc. 44 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w toluenie £=691 nm).

25 0,7
— 27,03 10° mol/dm® — 06 -

204 —1353x10°molidm® E ™
.SL. — 6,76 x 10°° mol/dm® m 05
Y 3,38x 10° mol/dm® @©
ol Ui L. 04
= e
o) ©
B 0y 683 nm S 0
= 2 0.2

05 ?

‘A § OY1
00 s . S 0,0 : : . . :
300 400 500 600 700 800 0 5 10 15 20 25 30
Diugosc fali [nm] ¢ x 10 [molidm?3]

Ryc. 45 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w trietyloaminie {=683 nm).

2,5 25
— 17,70 x 10° mol/idm® S —
20 4 —885x10°mol/dm? € 20 |
© 4,42x10° mol/dm’® o
ol 2,21 10 mol/dm’ o
& 159 —111x10° molidm® ©, 1,5 1
2 ®
o o) ®
2 1,0 c 1,0 4
@
< £
0,5 - 3 05
Q
<
00— — Y A e ———
300 400 500 600 700 800 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dtugosc fali [nm] ¢ x 108 [molidm?3]

Ryc. 46 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w dimetylosulfotlenku X=696 nm).
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25 2,0
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L o2
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Ryc. 47 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w chloroformie =692 nm).

2,5 1,4
— 27,03 x 10° mol/dm?® — 10|
20 4 — 1351x10°mol/dm® S
® 6,76 x 10" mol/dm® S 404
o 338 -6 3 o
c ,38 x 10” mol/dm 686 nm 0
g 1.5 1 —1,69x 10° molidm® © 08
o} S
o _
2 10 - c 06
< ©
g 0,4 -
0,5 1 1)
k& <2
0,0 = : : : ; 0,0

300 400 500 600 700 800 10 15 20 25 30

o
[3,]

Diugos¢ fali [nm] ¢ x 108 [molidm?3]
Ryc. 48 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w octanie etyluX=686 nm).

2,5 2,5
— 26,07 x 10°® mol/dm® 687 nm =
2.0 4 —1303x10° molidm® € 204
o 6,52 x 10°° mol/dm® IS
e 3,26x 10°® mol/dm® ©
8 1.5 1 —1,63x10° molidm’ ©, 1,5 1
= —0,81x 10°° mol/dm® ®©
2 10 € 10
< =
0,5 205
0
K <
0,0 == . . - - 0,0 : ¢ : : :
300 400 500 600 700 800 0 5 10 15 20 25 30
Diugoécé fali [nm] ¢ x 10 [molidm?3]

Ryc. 49 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w tetrahydrofuraniee687 nm).
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2,5 3,0
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Ryc. 50 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w dichlorometanieX=690 nm).

2,5 2,5
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2,0 4 —1351x10° mol/dm® 695 nm g 2.0 -
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<
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Ryc. 51 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w pirydynie =695 nm).

2,5 1,0
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0,5 3 02 ]
<
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Ryc. 52 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w izopropanoluX=685 nm).
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Ryc. 53 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w acetonie X=685 nm).

o
~

25
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€
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Ryc. 54 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w metanolu X=686 nm).

2,5 25
691nm
—— 18,18 x 10°8 mol/dm3 =
i ' € |
® 200 9,09 x 10-6 mol/dm3 e =0
c -6 3 py
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g 1z 2,27 x 106 mol/dm?3 % Lty
| =
[} —— 1,14 x 10-6 mol/dm3 ko)
a 10 € 1,0 -
< 3
[
0,5 - 3 05
Keo]
/\ A\ <
0,0 = . . : : 0,0 — e e
300 400 500 600 700 800 0. 24 6 8 10 1214 1618 20
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Ryc. 55 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w dimetyloformamidzieX=691 nm).
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Ryc. 56 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w acetonitrylu =687 nm).
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Ryc. 57 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pcl
w dimetyloacetamidzié\e689 nm).

2,5 0,4 .
— 25,11 x 10® mol/dm*® i
20 4 —1258x10° molidm® S
® 6,28 x 10° mol/dm® C 031
g =
& 15 ©,
< 802
2 10 = o
< 3
647 nm =
05 - 695nm| o 0.1 .
o
‘/\ <<
00 = . , : : 0,0 , : : -
300 400 500 600 700 800 0 5 10 15 20 25 30
Diugosé fali [nm] ¢ x 107 [molidm3]

Ryc. 58 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadici A,;=f(c) ftalocyjaninyPcl
w 0,5% wodnym roztworze DMSQ£647 nm\,=695 nm).
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Tabela 30 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjgri*clwraz z analig statystycza.

Rozpuszczalnik

18-a | 16-Aa | 16-b | 1¢-ab | 10-S | 10-s, |

Rozpuszczalniki niepolarne

n-Heksan

Cykloheksan

1,4-Dioksan 7,4200
Toluen 3,7300
Trietyloamina 2,3900
Eter dietylowy
Dimetylosulfotlenek 12,0000
Chloroform 7,1300
Octan etylu 4,8700
Tetrahydrofuran 7,9400
Dichlorometan 6,3500
Pirydyna 7,0000
Rozpuszczalniki polarne
Izopropanol 2,8300
Aceton 6,0600
Metanol 1,2900
Dimetyloformamid 11,8000
Acetonitryl 2,8100
Dimetyloactamid 7,6600

Woda

0,1000
0,0536
0,0195

0,3234
0,0629

0,0347
0,1136

0,5025
0,0370

0,0045
0,0840

0,1928
0,2673

0,0043
0,1120

2,6800
-3,4900
1,0700

6,5700
2,3300

1,0700
2,7400

16,5000
1,1700

0,7330
2,7700

15,4000
8,2400

0,4000

4,0200

1,3283
0,7477
0,3044

2,9539
0,7449

0,4847
1,3923

8,9617
0,4713

0,0702
1,1042
3,2806
2,5064
0,0595
1,432]

)

3

nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
12,5000 166,00
6,1100 85,3000
1,9900 ,1G10
nierozpuszczalny
36,9000 337,00
7,8600 93,1000
3,9600 55,30(
14,2000 | 174,0000
62,8000 1120,0
4,6300 58,9000

0,4600
10,5000
24,1000

7,1600
138,0
410,0000
30060 286,0000

0,4910 6,7900

A
00 92862 2,0177
1797,5736 | 4,6678
50052197  3,5108
00 2790 22242
1476,6597 | 3,1278
)0 2746,6852,2075
810,2334 | 1,9680
D00 3688, | 1,8412
2510,3223 | 2,4826
21555,4004| 10,4465
)00118,1210 |  2,5086
511,8841 | 4,6942
320,0177| 3,287
23235,6817| 6,7209
824,3077|  2,8067

14,0000179,0000

nierozpuszczalny

2,4469
2,5706
2,7764

2,5706
2,4469
2,5706
2,4469
2,4469
2,4469

2,7764
2,4469
2,4469

2,5706

2,5706
2,4469

D

0,999
1,000
1,00(

0,999
1,000

1,000
0,999

0,981
1,000

1,000
0,999

0,937
0,99

1,000
0,99
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4.2. Ocena agregaciji ftalocyjaniny Pc2

Elektronowe widma absorpcji wykileno dla serii roztworow ftalocyjaninyc2
w 16 rozpuszczalnikach w zakresieczsti 0,40-13,88 - 10° mol/dn?. Nastpnie
analizowano zalaos¢ absorbancji, przy ditugoi fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny
Pc2 od stzenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zabéci A=f(c)
ftalocyjaniny Pc2 przedstawiono na Ryc. 59-74, a parametry krzywwebrcowych oraz

ocerg statystyczg umieszczono w Tabeli 31.

e 738 nm e
— 12,87 x 10® mol/dm?® —
204 —643x10°molidm® g 2,0
.g 3,22x 10’: mol/dmz o
C 1,61 x 10” mol/dm
] 1.5 1 — 0,80 x 10°® mol/dm® B 151
5 — 0,40 x 10°mol/dm? S )
2 104 c 1,0 4
< 3
[
°e »«Q\ £
<
0,0 J’}«‘ e T 7 7 y 0,0 T : . : T T
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Dtugosc fali [nm] ¢ x 108 [molidm3]

Ryc. 59 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w 1,4-dioksanieX=738 nm).

2,5 04 =
— 13,53 x 10°® mol/dm® E
© 20 91 677 x10° molidm® €03
5] 3,38 x 10° mol/dm® p
C
@ 1.5 e
2 © 0,2 =
3 e
o o+ ©
< 731 nm 2
o 0,14 .
0,5 §
0,0 F . —— /J\’\ 0,0

20 446, 8 102 14, 16

o

300 400 500 660 700 800 900
Diugosé fali [nm] ¢ x 10 [mol/dm3]
Ryc. 60 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w toluenie £=731 nm).
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Ryc. 61 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w trietyloaminie {=726 nm).

25 0,5
—13,38 x 10° mol/dm® =)
© 2,0 4 —6,69x10°molidm® c 041
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§ 15 1,67 x 10° mol/dm?® g 0,3 1
5 ) :
_UQ) 110 | c 0,2
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N
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Ryc. 62 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w eterze dietylowymi=730 nm).
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Ryc. 63 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresezatici A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w dimetylosulfotlenku X=744 nm).
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Ryc. 64 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w chloroformie =739 nm).
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Ryc. 65 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w octanie etyluX=737 nm).
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Ryc. 66 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadici A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w tetrahydrofuraniex&732 nm).
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Ryc. 67 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w dichlorometanie};=761 nm\,=802 nm).
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Ryc. 68 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w pirydynie =738 nm).
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Ryc. 69 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresezadici A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w acetonie X=733 nm).
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300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dtugosc fali [nm] ¢ x 10 [molrdm3j

Ryc. 70 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w metanolu X=733 nm).

25 738 nm 25
— 13,88 x 10°® mol/dm? —
2,0 { —6,94x10°molidm® g 20 -
@ 3,47x 10°® mol/dm®
Q 6 3 @Q
c 15 4 1,74x 107 mol/dm m 15 |
g ' — 0,87x 10" mol/dm® = b
et (0] )
o ko)
2 1,0 € 1,0
@®©
< o
—
0,5 - 305
0
<
0,0 = : . : : ' 0,0 —
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dtugos¢ fali [nm] ¢ x 10 [mol/dm3j

Ryc. 71 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w dimetyloformamidzieX=738 nm).

2,5 2,5
— 13,88 x 10°® mol/dm® 735 nm —
2,0 4 —6,94x10° mol/dm® g 2,0 4
JUR 3,47 x 10° mol/dm® o
O -6 3
C 15 4 1,74 x 10” mol/dm 2 15|
o L — 0,87 x 10°® mol/dm® = b
5 2
2 1,0 c 1,0 4
®©
< 2
0,5 3 05 -
e
<
0,0 = . : . , ———— 0,0
300 400 500 600

4 6 8 10 12 14 16

o
N A

700 800 900
Dtugosc fali [nm] ¢ x 10 [mol/dm3
Ryc. 72 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w acetonitrylu £=735 nm).
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e 737 nm 253
—— 13,38 x 10°® mol/dm® —
2,0 { — 6,69 x 10° mol/dm® g 20 |
o 3,34 x 10° mol/dm®
O -6 3 N~
c 1,67 x 10° mol/dm ™
g 155 1 0.:84x 10° molidm® >~ 1.5
5 —— 0,42 x 10 mol/dm? ‘c‘_;_ )
2 104 S 1.0
< o
—
os &K 20
<
o,o,r*""k.‘,.. oo+ —
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dtugosc fali [nm] ¢ x 10 [molrdm3j

Ryc. 73 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w dimetyloacetamidzié\e737 nm).

25 1,8
—— 12,87 x10° mol/dm® 16 4
—— 6,43 x 10° mol/dm® =
© 20 1 3,22 x 10° mol/dm® c 14
) 1,61 x 10°° mol/dm® 751 nm = 124
o -6 3 w L
© 1,54 — 0,80x10 mol/dm N~ 104
5 o
2 10 2 081 )
©
< o 061
—
0,5 3 0.4 1
o
& < 927
0,0 = . . , - . 0,0 . - : - - :
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Dtugosé fali [nm] cx10® [mol/dm3]

Ryc. 74 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc2
w wodzie §=751 nm).
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Tabela 31 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjgri*c2 wraz z analig statystycza.

Rozpuszczalnik ‘

n-Heksan
Cykloheksan
1,4-Dioksan
Toluen
Trietyloamina
Eter dietylowy
Dimetylosulfotlenek
Chloroform
Octan etylu
Tetrahydrofuran
Dichlorometan

Pirydyna

16-a | 16-Aa | 16-b | 1G-Ab | 1¢-s, | 10-S, |
Rozpuszczalniki niepolarne

17,4000
2,7300

11,5000
3,0900

15,8000
16,7000
7,6600

16,7000

10,4000

16,2000

Rozpuszczalniki niepolarne

Izopropanol
Aceton

Metanol
Dimetyloformamid
Acetonitryl
Dimetyloactamid
Woda

15,6000
13,6000
15,8000
15,4000
16,7000
11,8000

0,3761
0,0076
0,3553
0,2362
0,3103
0,3874
0,8765
0,5649
0,0779
0,3241

0,3873
0,1960

0,4339
0,3243

0,3849
0,3296

3,8900
0,5650
1,4000
1,0900
4,0400
-1,8600
4,1200
6,8900
-4,770(
5,7400

6,0200
1,0600

6,9400
15,4000

5,3700

0,1400

2,2804
0,0683
2,2404
1,8228
2,1387
2,7523
6,0568
3,6247
0,527
2,0404

2,3924
1,2482

3,1117
2,3228

2,4245

2,1913

nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
47,0000 285,00
0,6750 6,0400
44,4000 280,00
24,1000 186,0000
35,4000 244,00
44,2000 314,0000
100,0000 691,00
70,6000 | 453,0000
8,8900 60,2000
40,5000 255,0000

ta

00 299,6
12734,6695
00 089,1
410,3302
00 399,3
215,0105
00 483,3
147,4578
1149,8552
258,5929

nierozpuszczalny
48,4000 299,0(
24,5000 156,0000
49,5000 355,00
37,0000 265,0000
48,1000 303,00

0 217,9338

440,7326
00 698,0

260,8588
00 3%56,4

37,6000 250,0000

267,6194

1,7058
8,2665
0,6249
0,5980
1,8890
0,6758
0,6802
1,9009

9,0398
2,8132

2,5162
0,8492
2,2303
6,6300
2,2149

0,0639

2,4469
3,1824
2,4469
2,7764
2,5706
2,5706
2,5706
2,4469

2,5704
2,4469

2,4469
2,4469
2,5706
2,5706
2,4469

2,5706

0,999
1,000
0,997
0,994
0,999
0,999
0,975
0,996
1,04
0,999

0,99
0,999
0,999
0,999
0,998
0,998
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4.3. Ocena agregaciji ftalocyjaniny Pc3

Elektronowe widma absorpcji wykileno dla serii roztworow ftalocyjaninyc3
w 17 rozpuszczalnikach w zakresieczsti 0,39-13,53 - 10° mol/dn?. Nastpnie
analizowano zalaos¢ absorbancji, przy ditugoi fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny
Pc3 od stzenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zabéci A=f(c)
ftalocyjaniny Pc3 przedstawiono na Ryc. 75-91, a parametry krzywwebrcowych oraz

ocerg statystyczg umieszczono w Tabeli 32.

2,5 25
— 12,54 x 10° mol/dm® 737 nm a
20 4 —627x10°moldm® € 20
® : 3,13 x 10°° mol/dm® 'S :
=) 1,57 x 10° mol/dm® ™
& 151 —078x10°moldm’ ~, 1.5 4
2 — 0,39 x 10° mol/dm? ®
S o)
Dy 1.0 c 1,0 -
@
=t .=
0,5 - @ 0,5
Q
Ve P <
0,0 == . . =\ 0,0 e e
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Diugosc fali [nm] ¢ x 10°® [molidm3)

Ryc. 75 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w 1,4-dioksanieX=737 nm).

2,5 25
— 13,53 x 10°® mol/dm® 737 nm —
2,0 4 —677x10°mol/dm® € 20
S 3,38 x 10° mol/dm® N
2 1,69 x 10° mol/dm® ™
@ 1.59 —085x10°moldm? ~ 1.5
o]
: 3
2 10 - € 10 1
®
< £
0,5 - @ 05 -
Q0
A £
0,0 1K ; . , , . 0,0 —
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugosc fali [nm] ¢ x 10°8 [mol/dm?]

Ryc. 76 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w toluenie £=737 nm).
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2,5 1,4
— 13,53 x 10° mol/dm*® — 12|
2,0 1 —677x10° mol/dm® £
o, — 3,38 x 10° mol/dm® ,E 10 1
e 1,69 x 10° mol/dm® N
@ 151 —o085x10° moldm’ 727 nm B gs
8 :
5 {0
@ q0- 2 06
©
< g 0,4 -
0,5 -
S0
e <t
00 HE= —_— , pgfs=t= e s b o
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugosé fali [nm] ¢ x 10°® [molidm?)

Ryc. 77 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w trietyloaminie {=727 nm).

2,5 1,0
— 13,28 x 10°® mol/dm*® —
201 —6,39x10°molidm® g 0,8 1
> 3,20 x 10°° mol/dm® o
S 15 - N 06
£ 729 nm o
[e) 5}
2 10 c 04
@©
< o 9
0,5 2 021
Q
<<
0,0 == . ; . S 0,0 e
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 42 14 16
Diugosc fali [nm] ¢ x 10°® [molidm?)

Ryc. 78 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w eterze dietylowymi=729 nm).

2,5 2,5
" s 746 nm
— 13,37 x 10”° mol/dm —_
2,0 1 —6,69x10° molidm® g 2,0 1
o 3,34 x 10°° mol/dm® ©
@] 6 3
c 15 4 1,67 x 10 mol/dm E 15 |
I ' — 0,84 x 10° molidm® = b
5 )
2 1,0 c 1,0 |
®©
< £
05 2 05
Yol
<
0,0 = : . - ; . 0,0 —_—————
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugos¢ fali [nm] ¢ x 10°® [mol/dm?]

Ryc. 79 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w dimetylosulfotlenku X=746 nm).
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25 2,5
— 12,70 x 10°® mol/dm?® 739 nm —
2,04 —6,33x10°mol/dm® g 20 -
JUR 3,17x 10 mol/dm?®
O -6 3 o2
c 1,58 x 10”° mol/dm [¢0]
S 1,59 — 079 x10° molidm® ~ 1,5
5 3,
2 10 2101
®
< o
—
0,5 1 8 05 1
el
<
0,0 = - - . , - 0,0 . . . : . .
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Diugos¢ fali [nm] ¢ x 10 [mol/dm3)

Ryc. 80 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w chloroformie =739 nm).

25 1,8
— 13,53 x 10°® mol/dm’® — 1,6 -
20 4 —877x10°molidm’ IS
ol 3,38 x 10° mol/dm® 731 nm c 14
o 1,69 x 10° mol/dm® o 1,2 1
& 159 —085x10°molidm® ™ 0
o] s
S T 08
2 10 g 991
< 806
—
05 1 2 041
QO
A < 02
0,0 == - ' v 0,0 : : . ; ; . .
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugosc fali [nm] ¢ x 10°® [mol/dm3]

Ryc. 81 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w octanie etyluX=731 nm).

2,5 25
e . 734 nm
— 12,91 x 10”° mol/dm —
2,0 4 —6,46x10°molidm® € 20 1
© 3,23 x 10° mol/dm® s
2 1,61 x 10° mol/dm® ™
g 1.5 1 — 081 x10® molidm? ™~ 1.5
5 — 0,40x 10°® mol/dm® joR
2 10 21,0
@
< £
0,5 - 3 05 -
Qo
<
00 = ; : - . . 0,0 —
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Diugos¢ fali [nm] ¢ x 10°® [mol/dm?]

Ryc. 82 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w tetrahydrofuraniex&734 nm).
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2,5 1,4
— 13,28 x 10°® mol/dm® 12 1
2,0 4 —6,39x10°mol/dm® !
.g — 3,20 x 10°® mol/idm® © 1,0 1
c 1,60 x 10°® mol/dm® )
8 159 — 0580 10° moliam® e & 081
5 805nm | 2
? 10 4 o 0,6 1
2 L 3
< < 04 -
0,5
& i
0,0 = . : , : 0,0 : . :
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 v 12—==14
D*UgOSC fali [nm] c X 10-6 [mo]/dms]

Ryc. 83 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w dichlorometanieX;=739 nm\,=805 nm).

2,5 25
= 5 743 nm
— 13,53 x 10° mol/dm il
2,0 4 —677x10°moldm® € 20
@ 3,38 x 10° mol/dm® =
9 1,69 x 10° mol/dm® Q
§ 1.5 9 —0,85x10° mol/dm? >~ 1.5 4
= — 0,42 x 10° mol/dm® % .
@ 10 € 101
@
st £
0,5 3 05
R 2
0,0 £ - : 2 0,0 T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugosé fali [nm] ¢ x 10°® [molidm3)

Ryc. 84 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w pirydynie =743 nm).

2,5 25
731 nm
— 13,53 x 10°® mol/dm® —_
2,0 4 — 6,77 x10° mol/dm® € 20
R — 3,38 x 10° mol/dm® 5
2 1,69 x 10° molidm® ™
8 157 —o085x10° movam® = 1.5
5 — 0,42 x 10° mol/dm® JOR °
2 10 € 1,0
©
B g
05 - ? 05
o
AN <
0,0 frmee— S e oo+
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugoscé fali [nm] ¢ x 10°® [molidm3]

Ryc. 85 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w izopropanoluX=731 nm).
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25 25
— 13,00 x 10° mol/dm® 732 nm —
204 —652x10°molidm® € 20
ol 3,26 x 10° mol/dm® o
3] 1,63 x 10° mol/dm® >
& 151 —0,82x10°molidm® P 15
2 — 0,41 x 10° mol/dm® ©
2 o
8 10 c 1.0
2 @
2
0,5 - 3 05
<
0,0 . : . : T 0,0

300 400 500 600 700 800 900 4 6 8 100 12 14

o
N

Diugosé fali [nm] ¢ x 10°® [molidm3
Ryc. 86 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w acetonie X=732 nm).

2,5 25
—— 12,91 x 10° mol/dm® 735nm —_
2,0 4 — 6,46x10° mol/dm® € 20
@9 3,23 x 10° mol/dm® LS)
e 1,61 x 10° molidm® ™
& 151 — 081x10°moldm’® & 1.5
0 6 3
5 —— 0,40 x 10°° mol/dm %
2 10 c 1,0 -
@
< o
—
05 - 3 05
Q0
<
0,0 &4 ; . : ; ) 0,0 ——
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Diugoscé fali [nm] ¢ x 10°® [mol/dm3]

Ryc. 87 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w metanolu X=735 nm).

2,5 2,5
— 13,03 x 10°® mol/dm® 738 nm —
2,0 1 —652x10°moldm® g 20 -
@ 3,26 x 10°® mol/dm® .
2] 1,63 x 10°® mol/dm® ™
= 1,5 ) 3 N~ 1,5
g ' — 0,81 x 10° mol/dm = b
5 — 0,41 x 10°® mol/dm® %
8 1,0 n % 1!0 4
< o
—
0,5 3 0,5 -
¥e!
<
0,0 = : y ; : ‘ - 0,0

4 6 8 10 12 14

o
N A

300 400 500 600 700 800 900

Dtugos¢ fali [nm] ¢ x 1076 [mol/dm?]
Ryc. 88 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w dimetyloformamidzieX=738 nm).
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2,5 1,4
— 13,28 x 10" mol/dm® — 192 |
20 - —639x10°molidm® =
@© 3,20 x 10°° mol/dm® = 10 1
o 6 3 W
c 1,60 x 10 mol/dm 734 o
g 159 —0,80x10° molidm® L ™ 08
=3 dud
2 10 2 06
2 ®
-g 0,4 -
0,5 -
802
Va—ad -
0,0 = ; : - 0,0 -
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Diugosé fali [nm] ¢ x 10°® [molidm?)

Ryc. 89 Elektronowe widma absorpcji oraz wykregzadsci A=f(c) ftalocyjaninyPc3
w acetonitrylu =734 nm).

2,5 25
—— 13,53« 10°° mol/dm* 736 nm —
204 —— 677x10°moldm® € 201
@9 3,38 x 10 mol/dm® g
2 1,69 x 10°® mol/dm® ™
3 1.5 9 — 085x10° moliam® &~ 1.5
= —— 0,42 x 10" mol/dm3 BUR
2 10 21,0
©
< o
—
05 - 3 051
QO
<
0,0 = 1 ; : : . 0,0 R R
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Diugosé fali [nm] ¢ x 10 [molidm3]

Ryc. 90 Elektronowe widma absorpcji oraz wykregzadsci A=f(c) ftalocyjaninyPc3
w dimetyloacetamidzié\e736 nm).

2,5 2,0
— 13,03x 10" mol/dm® =
20 4 ' I 3 755 nm £
’ — 6,52x10 " mol/dm 15
o -6 3 0 -
o 3,26 x 10 ~ mol/dm wn
S 15 1,63 %10 motdm® Lt
-g — 0,82 x 108 molidm® S 101
® 104 — 041x10°movam® S
Ke] ’ o
< S 05
05 - 2
<
0,0 = : : : : >~ | 00 S
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14
Dtugos$é fali [nm] ¢ x 108 [mol/dm3]

Ryc. 91 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc3
w wodzie §=755 nm).



METODYKA | WYNIKI BADA N |

116

Tabela 32 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjpgri*c3wraz z analig statystycza.

Rozpuszczalnik ‘

16-a | 16-Aa | 16-b | 1G-Ab | 1¢-s, | 10-S, |
Rozpuszczalniki niepolarne

n-Heksan

Cykloheksan

1,4-Dioksan 17,5000
Toluen 14,8000
Trietyloamina 9,1800
Eter dietylowy 7,2500
Dimetylosulfotlenek 15,8000
Chloroform 18,1000
Octan etylu 12,3000
Tetrahydrofuran 16,6000
Dichlorometan 10,3000
Pirydyna 16,0000
Rozpuszczalniki polarne
Izopropanol 16,7000
Aceton 15,1000
Metanol 15,9000
Dimetyloformamid 16,4000
Acetonitryl 9,8800
Dimetyloactamid 15,7000
Woda 11,8000

0,2745
0,2884
0,1168
0,5251
0,3199
0,4295
0,2551
0,2152
0,4856
0,3177

0,2777
0,2280
0,1872
0,2753
0,1069
0,2080
0,3278

0,9230
-1,8600
-1,7200
-15,4000
4,2400
-1,7000
-7,9700
4,0700
-9,910(
4,1100

1,0200
1,2500

2,8000
3,6200

-4,7500
3,0900

0,1460

1,6243
2,0160
0,7425
4,7074
2,2088
2,8136
1,779
1,3042
3,208
2,0244

1,7763
1,4003
1,1362
1,6883
0,7074
1,3283
2,1738

32,9000

46,4000

49,0000

26,9000

39,7000

34,7000

23,4000

12,2000

37,4000

nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
34,3000 203,0000
230,0000
92,8000
416,0000
252,0000
321,0000
29,1000 03,0000
163,0000
55,4000366,0000
253,0000

14,6000

36,5000

222,0000
175,0000
142,0000
211,0000
80,7000
166,0000
248,0000

28,5000

34,4000

26,0000

|

960,5
295,4477

708,42

176,6479
880,1
190,6886
343,8298
387,4729
184,7224
264,4334

300,0151
972,2

449,1668
208,7

842,7490
405,2

269,0506

0,5682
0,9226
2,3164
3,2714
1,9196
0,6042
4,4792
3,1206
3,0891
2,0302

0,5742
0,8927
2,4643
2,1441
6,7152
2,3264

0,0672

2,4469
2,5706
2,4469
3,1824
2,5706
2,5706

2,5706
2,4469

2,5704
2,4469

2,4469
2,4469
2,4469
2,4469
2,5706
2,4469

2,5706

0,999
0,999
0,999
0,998
0,999
0,999
0,99
0,999
0,94
0,999

0,999
0,999

1,000
0,999

1,000
0,999

D6

0,999
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4.4, Ocena agregaciji ftalocyjaniny Pc4

Elektronowe widma absorpcji wykileno dla serii roztworéw ftalocyjaningc4 w 6
rozpuszczalnikach w zakresiezz 0,65-10,79- 10° mol/dnt. Nastpnie analizowano
zaleznos¢ absorbancji, przy diugoi fali maksimum pasma Q ftalocyjaningc4, od
stezenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zabéci A=f(c) ftalocyjaninyPc4
przedstawiono na Ryc. 92-97, a parametry krzywyzbraowych oraz ocenstatystyczn

umieszczono w Tabeli 33.

2,5 16
— 10,57 x 10°° mol/dm*® = 1,4 1
2,0 4 —529x10° mol/dm®
S 2,64 x 10 mol/dm® Al ; 1,2 A
2 1,32 x 10° mol/dm® X |
§ 1.5 1,0
g ) — 0,66x 10° mol/dm® =N
5 @ 0,8 -
2 10 N
e M o 0,6 -
< g
05 5 041
Q ]
R 202
0,0 = - - - - — 0,0 . . . . ,
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12
Diugos¢ fali [nm] ¢ x 108 [moldm?3]

Ryc. 92 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc4
w dimetylosulfotlenku X=748 nm).

2,5 16
—— 10,35 x 10 mol/dm?® — 1,4 1
2,0 4 —— 5,17 x10° mol/dm® g
o 2,50 x 10°® 2 1.2 1
o ,59 x 10 mol/dm »
S 15 1,29 x 10°® mol/dm® 729 nm 1,0 A
0o —— 0,65 x 10°° mol/dm® =
o © 0,8
2 10 el g
el , |
< 3
05 5 041
el |
e < 92
0,0 — . ; ; . 0,0 : : : , :
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12
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Ryc. 93 Elektronowe widma absorpcji oraz wykressaadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc4
w metanolu X=729 nm).
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Ryc. 94 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresseaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc4
w dimetyloformamidzieX=730 nm).
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o ]
\/\/\ < 0.2
0,0 = - - - - - 0,0 . . : " .
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12
Dtugosc fali [nm] ¢ x 10 [mol/dm3]

Ryc. 95 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresseaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc4
w acetonitrylu =732 nm).

2,5 1,8
— 10,72 x 10 mol/dm?® .16 1
20 | —5.36x10° mol/dm® e
o 2,68 x 10° mol/dm’® 735nm c 144
) 1,34 x 10°® mol/dm® R 121
g 1.5 1 — 0,67 x 10° molidm? ™ 40
= .,
2 10 - 2 081
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—
0,5 8 0,4 -
\/\/\ 2 0,2 1
0,0 = . : , : : 0,0 : : : : :
300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12
Dtugosc fali [nm] ¢ x 108 [molidm3j

Ryc. 96 Elektronowe widma absorpcji oraz wykreszadci A=f(c) ftalocyjaniny Pc4
w dimetyloacetamidzié\&735 nm).
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Ryc. 97 Elektronowe widma absorpcji oraz wykresseaadsci A=f(c) ftalocyjaniny Pc4
w wodzie §=735 nm).
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Tabela 33 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjgri*c4 wraz z analig statystycza.

Rozpuszczalnik ‘ 18- a ‘

Rozpuszczalniki niepolarne

n-Heksan
Cykloheksan
1,4-Dioksan
Toluen
Trietyloamina
Eter dietylowy
Dimetylosulfotlenek
Chloroform
Octan etylu
Tetrahydrofuran
Dichlorometan

Pirydyna

14,1000

Rozpuszczalniki polarne

Izopropanol
Aceton

Metanol
Dimetyloformamid
Acetonitryl
Dimetyloactamid
Woda

12,6000
12,8000
14,2000
15,5000

13,8000

16-Aa | 16G-b | 10-ab | 10-s | 10-S |

0,043 |

0,3068
0,1848

0,0920
0,1192

0,0380

-1,3900

3,7700
2,0400

0,9600
-0,0909

-2,1800

0,2410\ 0580

1,6391
0,9362

0,4979
0,6041

0,2121

nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
27,5000

nierozpuszczalny

nierozpuszczalny
nierozpuszczalny
nierozpuszczalny

nierozpuszczalny

nierozpuszczalny

nierozpuszczalny

120

ta

1940,6119

th

5,7666

35,0000
23,1000
10,5000
14,9000
4,3400

187,0000
117,00

56,8000
75,50

00 419,7

00

24,2000

284,8920

932,2554
588,7
2265,9715

2,3000
2,1791
1,9282
0,1505
10,2773

2,5708

2,5706
2,4469
2,5706
2,4469
2,5706

1,000

0,999
0,999

1,000
1,000

1,000
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5. Wiasciwosci emisyjne ftalocyjanin Pcl-4
5.1. Widma fluorescencji ftalocyjanin Pc1-4

Wiasciwosci emisyjne badanych ftalocyjanidcl-4 oceniono wykréajac widma
fluorescencji w DMSO i DMF. Podczas przygotowaniaztworow ftalocyjanin
uwzgkdniono, aby wart& absorbancji przy diugoi fali odpowiadagcej maksimum
pasma Q, mieita sg w zakresie 0,1 — 0,2. Pomiary wykonano w kuweeiarcowej o
diugcsci drogi optycznej I=1 cm. Widma fluorescencji sgf@wane w wyniku wzbudzenia
promieniowaniem z zakresu pasma Q i Soret'a oramaiabsorpcji badanych zmkdéw
przedstawiono odpowiednio na Ryc. 98-105. Natondagjas¢ fali wzbudzenia, diuga@
fali odpowiadajcej maksimum widm fluorescencji oraz wdb przesurngcia Stokes’a
umieszczono w Tabeli 34 i 35, odpowiednio dla raathw ftalocyjanin w DMSO i DMF.

Tabela 34 Maksima absorpcji i emisji widm ftalogyjaPcl-4wykreslonych w roztworze

DMSO, przy dtugéci fali wzbudzenidw, = 325 nm oraz warfgoi przesungcia Stokes’a.

Przesungcie

Zwiazek %ﬁrr:f]‘x \[/gr':]alx] %ﬁr”r‘]i“ax E)cEr:; ’1‘]""“ Stokes’a

Av [em'Y]
Pcl 696 14388 705 14184 204
Pc2 745 13441 754 13263 178
Pc3 746 13405 755 13245 160
Pc4 738 13550 746 13405 145
ZnPc 672 14881 679 14728 153

Tabela 35 Maksima absorpcji i emisji widm ftalogyjaPcl-4wykreslonych w roztworze
DMF, przy dtugdci fali wzbudzenidw, = 325 nm oraz ward przesuncia Stokes’a.

Zwigzek | omax VQmax Aem max ¥ Em max PrSZteoSkuergge
! [nm] [em™] [nm] [em™) pv e
Pcl 691 14493 701 14265 227
Pc2 738 13550 748 13369 181
Pc3 738 13550 749 13351 199
Pc4d 730 13699 741 13495 203
ZnPc 669 14948 675 14815 133
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5.1.1. Widma emisji ftalocyjaniny Pcl

1.2

Widmo absorpcji
.......... Widmo emisji ,,,= 695 nm

Widmo emisji .= 325 nm |

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800

Dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 98 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjanifycl w roztworze DMSO, uzyskane po
wzbudzeniu promieniowaniem o diugofali Aw,=325 oraz\w,~=695 nm.

1,2

Widmo absorpcji
---------- Widmo emisji 1,,,= 690 nm

Widmo emisji %.,,,= 325 nm

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800
Dtugosc¢ fali [nm]

Ryc. 99 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaninfcl uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugai fali \w,=325 orazww,=690 nm w roztworze DMF.
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5.1.2. Widma emisji ftalocyjaniny Pc2

1,2

Widmo absorpcji

---------- Widmo emisji A,,,= 744 nm
104——— Widmo emisji 4,,,= 325 nm

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800 850 900
Dtugosc¢ fali [nm]

Ryc. 100 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniniPc2 uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugai fali \w,=325 orazww, =744 nm w roztworze DMSO.

1,2

Widmo absorpcji
---------- Widmo emisji 1,,,= 738 nm

Widmo emisji ,,,= 325 nm

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800 850 900
Dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 101 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniniPc2 uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugai fali Aw,=325 orazww,=738 nm w roztworze DMSO.



METODYKA | WYNIKI BADA N | 124

5.1.3. Widma emisji ftalocyjaniny Pc3

1,2

Widmo absorpcji
---------- Widmo emisji A,,,= 746 nm

Widmo emisji %,,,= 325 nm _

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800 850 900
Dtugosc¢ fali [nm]

Ryc. 102 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaninc3 uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugai fali \w,=325 oraz\w, =746 nm w roztworze DMSO.

1.2

Widmo absorpcji
---------- Widmo emisji A,,,= 738 nm

Widmo emisji 2,,= 325 nm

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800 850 900
Dtugosc¢ fali [nm]

Ryc. 103 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniniPc3 uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugaei fali Aw,=325 orazuww,=738 nm w roztworze DMF.
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5.1.4. Widma emisji ftalocyjaniny Pc4

1,2

Widmo absorpcji
---------- Widmo emisji 4,,,= 738 nm

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800 850 900
Dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 104 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniniPc4 uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugai fali \w,=325 orazuw,=738 nm w roztworze DMSO.

1,2

Widmo absorpcji
---------- Widmo emisji 1,,,= 730 nm

Widmo emisji ,,,= 325.1.1\m

Absorbancja/Fluorescencja znormalizowana

600 650 700 750 800 850 900
Dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 105 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniniPc4 uzyskane przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugaei fali Aw,=325 orazuww,=730 nm w roztworze DMF.
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5.2. Wyznaczenie wydajndci kwantowej fluorescenciji ftalocyjanin Pc1-4

Wydajna¢ kwantowg fluorescencji ¢¢) badanych zwizkdéw wyznaczono metad

poréwnawcg, korzystagc z rownania (2):

_ Fe) Dl—lO‘AqC

= ) (2)
PR 1-107

)

gdzie:

d5, - kwantowa wydajné& fluorescencji substancji badane;j

drqc - kwantowa wydajng fluorescencji zwjzku porownawczego

Fp - natzenie fluorescencji dla substancji badanej

Fqc - natzenie fluorescencji dla wzorca

Ap - wartd¢ absorbancji substancji badanej przy dikeydali wzbudzenia

Aqc - wartg¢ absorbanciji wzorca przy diugo fali wzbudzenia [201].

Jako substangjproréwnawcz wykorzystano ftalocyjani cynkowy, ktorej kwantowa
wydajnai¢ fluorescencji @) wynosi 0,20 i 0,17, odpowiednio w roztworze DMSO
I DMF [202]. Wydajndci kwantowe fluorescencji ftalocyjanifPcl-4 wyznaczono,
wzbudzajc ftalocyjaniny w pémie Soreta przy diugei fali Aw,=325 nm. Wartéci Of

ftalocyjaninPcl-4przedstawiono w Tabeli 36.

Tabela 36 Wydajn@ kwantowa fluorescencjid{) wyznaczona metadporéwnawcz dla
ftalocyjanin Pc1-4 w roztworze DMSO i DMF, przy wzbudzeniu wépaie Soreta, przy
dhugcici fali Aw,=325 nm.

Zwiazek ®F pmso OF pmF
Pcl 0,57 0,05
Pc2 0,07 0,03
Pc3 0,03 0,01
Pc4 0,09 0,004

ZnPc* 0,2 0,17

*standard
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6. Ocena zdolndci generowania tlenu singletowego

6.1. Metodyka i warunki badania zdolncéci generowania tlenu singletowego
(*O,) przez ftalocyjaniny Pc1-4

Zdolncs¢ generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaniPgl-4 oceniano
metody posredng z  wykorzystaniem wygaszacza tlenu singletowego,
1,3-difenylizobenzofuranu (DPBF). Eksperymenty prog&vadzono w roztworach DMSO
i DMF, w temperaturze pokojowej [202,203].

W celu oceny zdoln@i generowania tlenu singletowego przygotowano, yprz
ograniczonym dospie swiatta, roztwory robocze DPBF o absorbancji ~1,8zamoztwory
robocze ftalocyjanin o absorbancji ~1,0. Roztwoopbacze DPBF oraz ftalocyjanin
zmieszano w stosunku @bpsciowym (v/v) 1:1. Otrzymany roztwor Raietlano
monochromatyczn wigzka promieniowania o diugei fali, odpowiadajcej maksimum
absorpcji pasma Q badanego gzku. Natzenie promieniowania wynosito ~ 0,7 mW/m

i bytlo monitorowane przy ayciu radiometru firmy Optel RD 0,2/2 z sandD. Jako
zrodto swiatta wykorzystano zestaw ziony z tukowej lampy ksenonowej o mocy 150 W
(Optel) oraz monochromatora (Optel). Maetlany roztwér umieszczono w kuwecie
o diugaci drogi optycznej | = 1 cm. Podczassweetlania mieszani DPBF i badanego
zZwigzku mieszano na mieszadle magnetycznym, a w skokrgch odsgpach czasu
wykreslano elektronowe widma absorpcji. Maksymalny czasvietlania wynosit 10 min.
Badanie wykonano dla kdej z badanych ftalocyjanin w trzech powt6rzeniach.

Proces generowania tlenu singletowego przez ft@aayy Pcl-4 obserwowano poprzez
monitorowanie zmian absorpcji maksimum pasma DP&ly glugaci fali Ama=417 nm,
zachodzcych w czasie rfavietlania probki, co przedstawiono na Ryc. 106,100, 111,
114, 115, 118, 1109.

Szybkaé¢ rozktadu fotochemicznego DPBF pod wplywem tlenugletowego

wytwarzanego przez ftalocyjaniicl-4maozna opisé rownaniem (3):

v=—-——=Kk X[A] (3)

gdzie:
d[A] — zmiany absorbancji DPBF pray.=417 nm w czasie swietlania t,
k — stata szybkiei rozktadu DPBF,

t — czas nawietlania [s].
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Po przeksztalceniu, powsze rownanie przyjmuje postéd) [204]:

In2Y - kxt (4)

(A]

Na Ryc. 108, 109, 112, 113, 116, 117, 120, 121 dstasviono wykresy zak@osci

In(Ao/A) = f(t) obrazujce graficznie kinetyk rozktadu DPBF przu udziale ftalocyjanin

Pcl-4 Parametry prostych wykilenych na wykresach zaleosci In(A¢/A) = f(t)

wyznaczono metednajmniejszych kwadratow.

Stale szybkéci procesu rozktadu DPBF obliczono korzystaz zalenosci (5):
k=tga= a (5)

gdzie,

k — stata szybkai reakgji [§7],

tg o — kat nachylenia prostej In(#A) = f(t),

a — wspotczynnik kierunkowy prostej Ingid) = f(t).

Okres pottrwania DPBF w procesie rozktadu obliczampwzoru 6-7:

In2

tos =+ (6

0,693
tos=—F— ()

gdzie:

to 5 — okres poéttrwania DPBF.

Wyznaczone parametry krzywych kinetycznych procestkiadu DPBF przedstawiono
w Tabelach 37-40.
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6.2. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninPcl

6.2.1. Spektrofotometryczna analiza rozktadu DPBF pod wptwem 'O,

generowanego przez Pcl

1,0

30s

60s
— 90s
— 120s
—— 180s

240 s
A =696 nm 300s
—— 360s
—— 420s
—— 480s
—— 540s
—— 600s

Absorbancja

300 400 500 600 700 800
Dtugosé¢ fali [nm]
Ryc. 106 Zmiany w widmie elektronowym mieszaningldtyjaniny Pcl i DPBF
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji na promieranig o dtugéci fali Ay,,,=696 nm.

1,0

— 15s
A=417 nm 30s
60s
— 90s
—— 120s
A =691 nm — 180s
240s
300s
—— 360s
—— 420s
—— 480s
—— 540s
—— 600s

Absorbancja

T T

300 400 500 600 700 800
Dtugosé¢ fali [nm]
Ryc. 107 Zmiany w widmie elektronowym mieszaningldtyjaniny Pcl i DPBF
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieninigao dtugdci fali Ama,=691 nm.
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6.2.2. Wyznaczanie parametrow kinetycznych rozkladu DPBF pdczas

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninPcl

0,08

0,06

0,04

In(A/A) [417 nm]

0,02

0,00 T T T T T T
4] 100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s}]

—— In(Ay/A) = 0,0001t + 0,0013

Ryc. 108 Wykres zaimosci InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywenD,,
w roztworze DMSO, podczas svaetlania promieniowaniem dn,=696 nm mieszaniny

ftalocyjaninyPcli DPBF.

3,0

2,5

2,0 4

1.5

IN{A/A) [417 nm]j

1,0 -

0,5 4

0.0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s]

e IN(A/A) = 0,0046t + 0,0391

Ryc. 109 Wykres zaimosci InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywenD,,
w roztworze DMF, podczas fwietlania promieniowaniem @&n,=691 nm mieszaniny

ftalocyjaninyPcli DPBF.
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Tabela 37 Parametry kinetyczne rozkladu DPBF paigemerowania tlenu singletowego
przez ftalocyjanig Pclpodczas rmavietlania w roztworze DMSO i DMF.

DMSO DMF
a 0,0001 0,0046
0,0013 0,0391
Sa 0,0000 0,0001
Sb 0,0005 0,0272
Aa 0,0000 0,0000
Ab 0,0003 0,0157
r 0,9991 0,9980
n 13 14
k 0,0001 0,0046
Sk 0,0000 0,0001
Ak 0,0000 0,0000
tos 6300,0000 150,0000
Badanie istotngci wspoétczynnika korelaciji r
t 84,9263 59,0720
t ©0.05.1) 1,7709 1,7613
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6.3. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninPc2

6.3.1. Spektrofotometryczna analiza rozktadu DPBF pod wptwem 'O,

generowanego przez Pc2

1,0

— 30s
A=417 nm 60s
90s
— 120s
—— 180s
—— 240s
300s
A =745 nm 360 s
—— 420s
—— 480s
—— 540s
—— 600s

Absorbancja

300 400 500 600 700 800
Dtugosé¢ fali [nm]
Ryc. 110 Zmiany w widmie elektronowym mieszaninyldtyjaniny Pc2 i DPBF
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji ha promierginig o dtugéci fali Ama=745 nm.

1,0
—— O0s
—— 30s
60s
0,8 - A=417 nm 90s
—— 120s
l —— 180s
—— 240s
S 06 A A=738nm 300s
s 360 s
Xe} —— 420s
2 —— 480s
< 04+ —— 540
—— 600s
0,2 -
o,o T 1 T T
300 400 500 600 700 800

Dtugosé¢ fali [nm]
Ryc. 111 Zmiany w widmie elektronowym mieszaningldtyjaniny Pc2 i DPBF
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieninigao dtugdci fali Ama=738 nm.
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6.3.2. Wyznaczanie parametrow kinetycznych rozkladu DPBF pdczas

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninPc2

07

0.6

0,5

0,4

0.3 4

IN{A/A) [417 nm]j

0.2 4

0.1 4

0,0

T T T T T T

100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s]

e IN(A/A) = 0,0011¢ + 0,0085

Ryc. 112 Wykres zaimosci InAy/A=f(t) procesu rozkladu DPBF pod wptywem 102,
w roztworze DMSO, podczas §waetlania promieniowaniem dy,=745 nm mieszaniny

ftalocyjaninyPc2i DPBF.

1.8

1.6

1,4

1,2 4

1.0 A

0,8

IN{A/A) [417 nm]

0.6 A

0.4

0,2 4

0.0

T T T T T

100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s]

e IN(A/A) = 0,0026t - 0,0185

Ryc. 113 Wykres zatmoici InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywenD,,
w roztworze DMF, podczas fwietlania promieniowaniem @&ma,=738 nm mieszaniny

ftalocyjaninyPc2i DPBF.
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Tabela 38 Parametry kinetyczne rozkltadu DPBF paigemerowania tlenu singletowego
przez ftalocyjanin Pc2 podczas ravietlania w roztworze DMSO i DMF.

Sa
Sb
Aa
Ab

Badanie is
t

t (0,05, n)

DMSO DMF
0,0011 0,0026
0,0085 -0,0185
0,0000 0,0000
0,0016 0,0070
0,0000 0,0000
0,0009 0,0042
0,9999 0,9996
13 13
0,0011 0,0026
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
653,7736 268,6047
totndgci wspoétczynnika korelacji r
254,9319 127,4372
1,7709 1,7709
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6.4. Generowanie tlenu singletowego przez ftalgganine Pc3

6.4.1. Spektrofotometryczna analiza rozktadu DPBF pod wptwem 'O,

generowanego przez Pc3

1,0

— 155
A=417 nm 30s
60s
— 90s
—— 120s
—— 180s
240 s
A =746 nm 300s
—— 360s
—— 420s
—— 480s
—— 540s
—— 600s

Absorbancja

600 700 800

Dtugosé¢ fali [nm]
Ryc. 114 Zmiany w widmie elektronowym mieszaninyldtyjaniny Pc3 i DPBF
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji na promierainig o dtugéci fali Ana=746 nm.
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Ryc. 115 Zmiany w widmie elektronowym mieszaninyldtyjaniny Pc3 i DPBF
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieninigao dtugdci fali Ama=738 nm.
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6.4.2. Wyznaczanie parametrow kinetycznych rozkladu DPBF pdczas

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninPc3

1,4

1.2 4

1,0 A

0,8

0.6

IN{A/A) [417 nm]j

0.4

0.2

0,0

T i T T T T
100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s]

e IN(A/A) = 0,0022 + 0,0023

Ryc. 116 Wykres zaimosci InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywenD,,

w roztworze DMSO,

podczas $vaetlania promieniowaniem Bmn,=746 Nnm mieszaniny

ftalocyjaninyPc3i DPBF.

2,0

1.5 4

In(A,/A) [417 nm]

0.5 4

0,0

1,0 A

0 100 200 300 400

Czas naswietlania [s]

& In(Ay/A) = 0,0055t - 0,0075

Ryc. 117 Wykres zatmosci InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywenD,,

w roztworze DMF,

podczas fwietlania promieniowaniem @&ma,=738 nm mieszaniny

ftalocyjaninyPc3i DPBF.
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Tabela 39 Parametry kinetyczne rozktadu DPBF paigemerowania tlenu singletowego
przez ftalocyjanig Pc3podczas mavietlania w roztworze DMSO i DMF

Sa
Sb
Aa
Ab

t

t (0,05, n)

Badanie isto

DMSO DMF
0,0022 0,0055
0,0023 -0,0075
0,0000 0,0001
0,0010 0,0096
0,0000 0,0000
0,0006 0,0069
0,9999 0,9999

14 10

0,0022 0,0055
0,0000 0,0001
0,0000 0,0000
322,3256 125,7713
tndci wspotczynnika korelacji r
264,5553 223,5900
1,7613 1,8125
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6.5. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninPc4

6.5.1. Spektrofotometryczna analiza rozktadu DPBF pod wptwem 'O,

generowanego przez Pc4

1,0
——0s
— 15s
30s
60s
— 90s
—_—120's
o —— 180s
RS 240s
% A=741 nm 300's
Q2 —— 360s
@ —— 420s
2 480 s
—:540'S
—— 600s
0,0 4 T T T T
300 400 500 600 700 800

Dtugos$¢ fali [nm]
Ryc. 118 Zmiany w widmie elektronowym mieszaninyldtyjaniny Pc4 i DPBF
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji ha promiergnig o dtugéci fali Ama=741 nm.

1,0
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15s
30s
60s
90 s
120 s
180 s
A=730 nm 240 s
300 s
360 s
420 s
480 s
540 s
600 s

Absorbancja

300 400 500 600 700 800
Dtugos¢ fali [nm]
Ryc. 119 Zmiany w widmie elektronowym mieszaninyldtyjaniny Pc4 i DPBF
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promienioigao dtugdci fali Ama=730 nm.
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6.5.2. Wyznaczanie parametrow kinetycznych rozkladu DPBF pdczas

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninPc4

0,4

0,3 4

IN{A/A) [417 nm]j

0,1 4

0.2 A

0,0

T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s]

e IN(A/A) = 0,0007 + 0,0032

Ryc. 120 Wykres zaimosci InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywenD,,
w roztworze DMSO, podczas §waietlania promieniowaniem 8y,=746 nm mieszaniny
ftalocyjaninyPc4i DPBF.

1,0

0,8

0,6 -

0.4 A

In(A//A) [417 nm]

0,2

0,0
0

T T T T T ¥

100 200 300 400 500 600

Czas naswietlania [s]

In(A/A) = 0,0015t - 0,0035

Ryc. 121 Wykres zaimoici InAy/A=f(t) procesu rozktadu DPBF pod wplywen,,

w roztworze DMF,

podczas fwietlania promieniowaniem @&ma,=730 nm mieszaniny

ftalocyjaninyPc4i DPBF.
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Tabela 40 Parametry kinetyczne rozktadu DPBF paigemerowania tlenu singletowego
przez ftalocyjanin Pc4 podczas rmavietlania w roztworze DMSO i DMF.

Sa
Sb
Aa
Ab

Sk
Ak

tos

t

t (0,05, n)

DMSO
0,0007
0,0032
0,0000
0,0010
0,0000
0,0006
0,9998

14

0,0007
0,0000
0,0000
1066,1538

DMF

0,0015
-0,0035

0,0000
0,0026

0,0000
0,0015

0,9998

14

0,0015
0,0000

0,0000
465,1007

Badanie istotngci wspoétczynnika korelaciji r

187,0548
1,7613

187,0548
1,7613
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6.6. Wyznaczenie wydajndci kwantowej generowania tlenu singletowego

przez ftalocyjaniny Pcl-4

Wydajnag¢ kwantowg generowania tlenu singletowego dla badanych fygdmn

wyznaczono metad poréownawcz wykorzystujc ftalocyjanie cynkowy ZnPc jako

zwigzek poréwnawczy (standard) [202,203]. Na podstadaieych z pimiennictwa, jako

wartas¢ wydajnagci kwantowej ftalocyjaniny cynkowej przgto, odpowiednio 0,67
w DMF i 0,56 w DMSO [202].

Tabela 41 Wydajnig kwantowa generowania tlenu singletowedg ftalocyjanin Pcl-4
w roztworach DMSO i DMF.

Zwiazek

Pcl
Pc2
Pc3
Pc4
ZnPc

D,
0,0224
0,2143
0,4347
0,1247
0,56

Wydajnosé¢ kwantowa
generowania tlenu singletowego

DMSO DMF
AD, D, AD,
0,0004 0,4454 0,0090
0,0036 0,2487 0,0054
0,0070 0,5312 0,0119
0,0030 0,1436 0,0030
0,67
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7. Analiza fototrwatosci ftalocyjanin Pcl-4
7.1. Metodyka i warunki fotodegradacji ftalocyjanin Pc1-4 w fazie ciekiej

Proces fotodegradacji z wyznaczeniem parametrowtyeanych oceniano metgd
spektrofotometryczn Roztwory fotouczulaczy w DMSO 1 DMF faietlano
promieniowaniem obejmagym zakres 450-900 nm. FotodegradaBjc4 analizowano
rowniez w roztworze wodnym. Jakaddto swiatta zastosowano wysokdnieniowg lampe
ksenonow (150 W) firmy Optel. W celu eliminacji promieniowia o dtugdci fali ponizej
450 nm wykorzystano szklany filtr barwpittej — HCC16. Zmiany zachogize w czasie
nawietlania analizowano w fazie cieklej, w kwarcowdjuwecie cylindrycznej
o pojemnéci 2,8 cnt i dlugasci drogi optycznej | = 1 cm. Prébki eksponowano na
promieniowanie w temperaturze pokojowej. Intensys¢n@romieniowania wynosia
~ 130 klux. Podczas maietlania, w odpowiednich odgiach czasu, wykéano widma
UV-Vis oraz mierzono wartd absorbancji w maksimum pasma Q. Uzyskane zmiany
przebiegu widm w czasie fmietlania przedstawiono na Ryc. 122, 124, 126, 12R),
132, 134, 136. Badanie wykonano dlazdey z badanych ftalocyjanin w trzech

powtdrzeniach.

Szybka¢ rozktadu fotochemicznego ftalocyjariit1-4mazna opisa rownaniem (8):

gdzie:

Vv - szybkd¢ reakcji,

d[A] - zmiany absorbancji maksimum pasma Q w czagwietlania t,
t - czas reakcji,

k - stata szybkéri reakcji.

W przypadkach, dla ktérych proces fotodegradacprakteryzowat gi dwuetapowym
przebiegiem, krzywe kinetyczne wyznaczono technddejmowania i ekstrapolacji
prostych. Parametry réwnaopisupcych krzywe kinetyczne wyznaczono mejod

najmniejszych kwadratéw [200].
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Rozkiad fotochemiczny i wyznaczenie parametréw Kkingcznych

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze DMSO iDMF
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Ryc. 122 Zmiany przebiegu elektronowych widm abspralocyjaniny Pclw roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Czas naswietlania [s]

Ryc. 123 Zalenos¢ In A/Ag = f(t) podczas fotodegradaciji ftalocyjanigl w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Ryc. 124 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPclw roztworze
DMF; czas néwietlania 600 s.
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Czas naswietlania [s]
Ryc. 125 Zalenos¢ In A/IAg = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjanigl w roztworze
DMF; czas néwietlania 600 s.



METODYKA | WYNIKI BADA N |

145

Tabela 42 Parametry kinetyczne fotodegradacji ¢igdminy Pcl w roztworze DMSO

| DMF.

Sa
Shb
Aa
Ab

t

t (0,05, n)

DMSO DMF
Etap | Etap Il Etap | Etap Il
-0,04698 -0,00003 -0,01460 -0,00117
-4,52063 -0,01338 -0,66220 -0,54103
0,00949 0,00000 0,00177 0,00014
0,65263 0,00485 0,60639 0,15729
0,01511 0,00000 0,00148 0,00013
1,03849 0,00280 0,50695 0,14547
-0,98019 -0,99720 -0,99275 -0,99335
4 14 8 7
0,04698 0,00003 0,01460 0,00117
0,00949 0,00000 0,00177 0,00014
0,01511 0,00000 0,00148 0,00013
14,74979 22114,80543 47,46575 590,27901
Badanie istotngci wspoétczynnika korelacji r
Etap | Etap Il Etap | Etap Il
-9,89711 -49,89769 -23,36831 -22,82220
2,13185 1,76131 1,85955 1,894579
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wyznaczenie parametréw Kkingcznych

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze DMSO iDMF
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Ryc. 126 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPc2 w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Czas naswietlania [s]
Ryc. 127 Zalenos¢ In A/IAg = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjanig2 w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Ryc. 128 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPc2 w roztworze
DMF; czas néawietlania 240 s.
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Czas naswietlania [s]
Ryc. 129 Zalenos¢ In A/Ap = f(t) podczas fotodegradacii ftalocyjaniPg2 w roztworze
DMF; czas néawietlania 240 s.
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Tabela 43 Parametry kinetyczne fotodegradacji ¢igbminy Pc2 w roztworze DMSO

| DMF.

Sa
Sh
Aa
Ab

t

t (0,05, n)

Etap |
-0,07414
-2,76745
0,01564
1,07507
0,02489
1,71067
-0,97846
4
0,07414
0,01564
0,02489

9,34759

Etap |
-9,48044

2,13185

DMSO

Etap Il
-0,00001
-0,04464
0,00000
0,00487
0,00000
0,00281
-0,98644
14
0,00001
0,00000
0,00000

48794,91270

Etap Il
-22,48628

1,76131

DMF

-0,01289
0,00049

0,00079
0,26994

0,00066
0,22567

-0,99813
8

0,01289
0,00079

0,00066

53,77556

Badanie istotngci wspétczynnika korelacji r

-46,23147
1,85955
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wyznaczenie parametréw Kkingcznych

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze DMSO iDMF
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Ryc. 130 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPc3 w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Ryc. 131 Zalenos¢ In A/Ap = f(t) podczas fotodegradacii ftalocyjanig3 w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Ryc. 132 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPc3w roztworze
DMF; czas néwietlania 360 s.
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Czas naswietlania [s]
Ryc. 133 Zalenos¢ In A/Ag = f(t) podczas fotodegradaciji ftalocyjanig3 w roztworze
DMF; czas néwietlania 360 s.
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Tabela 44 Parametry kinetyczne fotodegradacji ¢igbminy Pc3 w roztworze DMSO

| DMF.

Sa
Shb
Aa
Ab

t

t (0,05, n)

DMSO DMF
Etap | Etap Il Etap | Etap Il
-0,07953 -0,00004 -0,02574 -0,00327
-2,82014 -0,03888 -0,11300 -0,88351
0,01675 0,00000 0,00509 0,00033
1,15144 0,00462 1,24286 0,18085
0,02665 0,00000 0,00534 0,00052
1,83220 0,00310 1,30430 0,28777
-0,97853 -0,99423 -0,98101 -0,99510
4 11 6 4
0,07953 0,00004 0,02574 0,00327
0,01675 0,00000 0,00509 0,00033
0,02665 0,00000 0,00534 0,00052
8,71407 19120,92795 26,91888 211,76140
Badanie istotngci wspoétczynnika korelacji r
Etap | Etap Il Etap | Etap Il
-9,49513 -30,74575 -12,38925 -20,13759
2,13185 1,79588 1,94318 2,13185
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7.5. Rozkiad fotochemiczny i wyznaczenie parametréw kingcznych

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze DMSO iH,0O
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Ryc. 134 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPc4 w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Czas naswietlania [s]
Ryc. 135 Zalenos¢ In A/Ag = f(t) podczas fotodegradaciji ftalocyjanig4 w roztworze
DMSO; czas nawietlania 600 s.
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Ryc. 136 Zmiany przebiegu elektronowych widm absprpalocyjaninyPc4 w roztworze
wodnym; czas navietlania 40 s.
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Czas naswietlania [s]
Ryc. 137 Zalenos¢ In A/IAg = f(t) podczas fotodegradaciji ftalocyjanig4 w roztworze
wodnym; czas riavietlania 40 s.
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Tabela 45 Parametry kinetyczne fotodegradacji ¢igbminy Pc4 w roztworze DMSO

I roztworze wodnym

Sa
Sh
Aa
Ab

t

t (0,05, n)

DMSO
Etap | Etap Il
-0,02710 -0,00010
-1,78910 -0,17150
0,00101 0,00001
0,24638 0,01489
0,00093 0,00001
0,22786 0,01245
-0,99931 -0,98608
7 8
0,02710 0,00010
0,00101 0,00001
0,00093 0,00001
25,57196 6930,00000
Etap | Etap Il
-71,04126 -16,77227
1,89458 1,85955

H,0

-0,08050
-0,08888

0,00753
0,51642

0,00630
0,43174

-0,99565
8

0,08050
0,00753

0,00630

8,60853

Badanie istotngci wspétczynnika korelacji r

-30,22690
1,85955
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8. Otrzymywanie i charakterystyka liposoméw z inkorporowanymi ftalocyjaninami
Pcl-4

Podstawowym skifadnikiem fosfolipidowym wykorzystamy do otrzymania
liposoméw byta 1-palmitoilo-2-oleoilgnglycero-3-fosfocholina (POPC); dodatkowo
uzyto L-a-fosfatydylo-DL-glicerol (PG) lub chlorekN-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-
N,N,N-trimetyloamoniowy (DOTAP) i cholesterol (cholSkiad uzyskanych formulaciji
liposomalnych przedstawiono w Tabeli 46. Stosungktosciowy roztwordw ftalocyjanin
oraz skladnikéw lipidowych pozwolit uzyskal00% enkapsulagjbadanych zvazkow.
Stezenie ftalocyjanirPcl-4w zawiesinie liposoméw wynosito 1Q0/.

Liposomy otrzymano metad hydratacji cienkiego filmu lipidowego. W tym celu
przygotowano roztwory ftalocyjanirPcl-4 w chloroformie o stzeniu 0,4 mg/crh

I zmieszano w odpowiednim stosunku gbgciowym (/v) z roztworami roboczymi
poszczegolnych lipidéw (Tabela 46), wzyo z nawiewem laminarnym. Naghie
chloroform odparowano na wyparce pmnowej, a probéwk z filmem lipidowym
umieszczono w suszarce pniowej w temperaturze pokojowej i pozostawiono dah?
w celu usunjcia wszelkich pozostadoi chloroformu. Wysuszony film lipidowy poddano
hydratacji roztworem buforowym (pH = 7,49), zawjecgm HEPES w steniu 10 mM

i chlorek sodu o skeniu 140 mM. Film lipidowy intensywnie wyfgano z buforem przez
ok. 5-10 min., uzyskgf zawiesig duwych wielolamelarnych liposoméw (MLV).
Liposomy przettaczano stopniowo, 21 razy przezyfifioliwgglanowe zawierage pory

o srednicy 100 nm, w temperaturze pokojowej. Kalibaasjymiarowa metag ekstruzji
recznej umaliwita otrzymanie liposoméw jednolamelarnych, horenogych pod
wzgledem rozmiarbw o $rednicy ok. 100-200 nm (Tabela 46). Liposomy
z inkorporowanymi ftalocyjaninami charakteryzowanetod, dynamicznego rozpraszania
Swiatta przy uyciu analizatora wielk&i czagstek N4 Plus CoulteBeckman, USA. Probki

przechowywano w temperaturze 2—8 °C, chgomirzed dosppemswiatta.
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Tabela 46 Sktad lipidowy i charakterystyka liposamowykorzystywanych do
inkorporowania ftalocyjanifcl-4

Sktad formulaciji Stosunek molowy Po przygotowaniu po kalibracji

@ + AD [nm] PDI @ +AD [nm]  PDI
Liposomy puste
POPC : PG 8:2 962,1 +427,2 0,932 346,7 + 146,462M®
POPC : PG : chol 5,34:1,33:3,33 981,8+4335 ,88D | 432,2+184,7 0,678
POPC : DOTAP 8:2 1129,84504,0 0,976  331,4+141,8,669
POPC : DOTAP : chol 5,34:1,33:3,33 1301,5+566,6 0,908 806,8+3559 0,779
Liposomy z inkorporowanftalocyjaniry
Pcl: POPC: PG 0,1:8:2 922,3 +414,7 1,057 12638,8 0,108
Pcl: POPC : PG : chol 0,1:534:1,33:3,33 887385,0 0,975| 121,6+39,2 0,177
Pcl: POPC : DOTAP 0,1:8:2 925,0 + 409,8 0,913 ,04v45,7 0,158
Pcl: POPC : DOTAP :chol 0,1:5,34:1,33:3,33 848373,9 0,874 120,6 + 35,3 0,130
Pc2: POPC : PG 0,1:8:2 764,3+347,1 1,179 2#21436 0,570
Pc3: POPC : PG 0,1:8:2 888,7 +408,0 1,341 2#1169,2 0,458
Pc4: POPC : PG 0,1:8:2 1050,0+472,9 1,05 2638t 0,311

Roztwory robocze sktadnikéw lipidowych w chlorofaem
1-palmitoilo-2-oleoilosnglycero-3-fosfocholingPOPC) — 20 mg/cin
L-a-fosfatydylo-DL-glicerol (PG) - 25 mg/cin
chlorekN-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamaowy (DOTAP) - 10 mg/cr
cholesterol (chol) - 10 mg/cn
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9. Badanie aktywndici przeciwnowotworowej — ocena aktywngci biologicznej
9.1. Przygotowanie hodowli komorkowej

W badaniach biologicznych wykorzystano ludzkie dinikomorkowe raka
kolczystokomorkowego (ang. human squamous cellimama - HSCC). Linia komoérek
HSC3 zostata wyizolowana z nowotworgzyka [205] i udostpniona przez Dr. R.
Kramer’a (University of California San FranciscoGBF), San Francisco USA), natomiast
komorki H413 pozyskano z nowotwoslinianek wickszych [206] daiki uprzejmdci Dr.

R. Jordan’a (UCSF). Hodowle komérkowe prowadzon@awce Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DME), odpowiednio suplementowanepdige z zaleceniami dla kdej
linii - Tabela 47.

Tabela 47 Sktad pywek do hodowli komorkowych linii HSC3 i H413

Suplement DME/10 — HSC3 DME/10 F12 — H413
P%pdowa surowica byeta (FBS) 10% 10%

— inaktywowana cieptem

penicillinum 100 j./ml 100 j./ml
streptomycinum 100 pg/mi 100 pg/ml
L-glutamina 4 mM 4 mM

Ham’s Nutrient Mixture F12 - +

Komorki zostaly pozyskane z banku komorek, przeghweanych w ciektym azocie
(-196 °C). Po wyjciu komorek z ciektego azotu, zawaddiolki rozpuszczano w medium
ogrzanym do temperatury 37 °C, a ppsie zawiesin komorek umieszczano w medium
wzbogaconym w FBS. Komoérki inkubowano w temperaur@7 °C w wilgotnej
atmosferze nasyconej ditlenkiemegla o sgzeniu 5%. Po uptywie 24 h, komorki
sprawdzano pod mikroskopem; inkubowano przez kelepmi & do uzyskania
konfluentnej hodowli, monitorgg rozwoj hodowli mikroskopowo kaego dnia. Komorki
pasaowano 2-3 razy w tygodniu w stosunku 1:4 (HSC3)i (H413) w celu zapewnienia

ciggtosci linii komorkowej.
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9.2. Przygotowanie roztworow ftalocyjanin Pc1-4

Ftalocyjaniny Pc1-3 rozpuszczano w dimetylosulfotlenku (DMSO) uzysgkuj
roztwor o s¢zeniu 10 mM, a nagpnie rozciéczano odpowiednim medium DME Iub
DME F12 bez dodatku FBS i czerwieni fenolowej uzys& roztwor roboczy o steniu
50 uM. Ftalocyjanina Pc4 byta rozpuszczona bez@gednio w medium. Roztwory
ftalocyjanin o stzeniu 50 uM rozcieaczano, odpowiedni odzywka do hodowli
komorkowych, uzyskuag serie rozcigczen niezlgdne do przeprowadzenia bada

biologicznych.

9.3. Ocena przeywalnosci komoérek

W badaniach biologicznych obejmaych badanie toksyczio ciemnej i jasnej,
morfologie komdrek analizowano stoggj mikroskop kontrastowo-fazowy (poskiszenie
100x). Liczlz zywych komorek do przygotowania hodowli oznaczorsigm wchtaniania
bfekitu trypanu (Gibco-Invitrogen Corporation, Carldb&A, USA).

Przezywalncs¢ komoérek w badaniach aktywfm biologicznej wyznaczano przyzyciu
zmodyfikowanego testu d¢hitu Alamar [51,52]. Po usuetiu medium, do kadej
studzienki dodano 1,0 ¢hi0% (/v) roztworu békitu Alamar, w odpowiednim dla keej
linii komérkowej, petnowartéciowym medium. Plytl inkubowano w temperaturze 37 °C
przez 2-3 h, a naginie pobierano 0,2 cinsupernatantu i mierzono absorbanpjzy
dtugdsci fali 570 nm i 600 nm za pomgczytnika mikroptytek. Przgywalnas¢ komérek
(CV, ang. cell viability) wyraano jako procent kontroli i obliczano wg wzoru (9):

CV — AtC57O _AtC600 X 100 [%]1 (9)

Acc570 - Acceoo

gdzie:

Ccv - przeywalnas¢ komoérek badanych, wytana w procentach,

Atcs70 - warta¢ absorbancji prz =570 nm zmierzona dla komoérek badanych
Atcs00 - wartc¢ absorbancji prz=600 nm zmierzona dla komérek badanych
Accs7o - warta¢ absorbanciji prz =570 nm zmierzona dla préby kontrolnej,

Acce00 - wartg¢ absorbancji przyA=600 nm zmierzona dla proby kontrolnej

[203,207,208].
W celu zobrazowania zmian morfologii komoérek HSCBomorki wybarwiano

znacznikami fluorescencyjnymi. W tym celu, po uplg\24 h od zakiczenia néwietlania
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hodowli, inkubowanej z ftalocyjaninarffic1-4 z wybranych studzienek usuwano medium,
i przeptukiwano komérki dwukrotnie 0,5 émoztworu PBS. Naspnie, do studzienek
dodawano markery fluorescencyjne, tj. SYTO Greenwhkgy kwasy nukleinowe
w zywych i martwych komorkach (zielona fluorescenajmaz Cell Trace Calcein red-
orange AM (pomarteczowa fluorescencja) stacy do barwieniazywych komérek. Po 15-
20 min. inkubacji, wybrane studzienki poddawano uaizacji w mikroskopie

fluorescencyjnym (powkszenie obiektywu 20x) z zastosowaniem filtru Chacsi000v2.

9.4. Badanie toksyczndéci ciemnej

Komorki HSC3 i H413 o konfluencji ok. 80% posiano 48-dotkowych piytek do
hodowli komérkowych (BD FalcdlY, Franklin Lakes, NJ, USA), odpowiednio wstisci
1,810°/cm® medium i 1,410°/cm® medium. Naspnego dnia usugio medium, komérki
przemywano dwukrotnie roztworem buforu fosforanow&gBS) o obj. 0,5 cfi dodano
1 cn? medium, pozbawionego FBS i czerwieni fenolowejyiesajace okrélone stzenie
fotouczulacza, z wytkiem kontroli. Komorki inkubowano 24 h w tempenatel 37 °C
w wilgotnej atmosferze o 5% zawastd CO,. Po uptywie 24 h usugtio medium, komorki
ponownie przemyto dwukrotnie roztworem buforu foafowego (PBS) o obj. 0,5 ém
i dodanoswiezy roztwér medium z dodatkiem FBS i czerwieni fewadp. Komorki
inkubowano ponownie 24 h. Naphego dnia oceniano praavalnas¢ komorek stosap
test Alamar Blue. Komaorki inkubowane w medium lubdium z 0,5% dodatkiem DMSO,
stuzyly jako kontrola. Eksperyment wykonano w trzechwpirzeniach. Wyniki badania
toksyczndci ciemnej ftalocyjaninPcl-4 w formie wolnej i liposomalnej przedstawiono
w Tabeli 48.
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Tabela 48 Przgywalnas¢ komorek raka kolczystokomorkowego HSC3 i H413 widrau
toksyczndci ciemnej ftalocyjanifPcl-4w formie wolnej (Pc) i liposomalnej (lipPc)

. Stezenie HSC-3 HA13

Zwigzek ftalocyjaniny
[uM] Pc lip Pc Pc lip Pc

Pcl 0,01 bb bb 106,7 +2,2 105,7 + 3,3
0,1 101,9+9,2 102,1+3,9 106,7 + 4,5 110,8+3,5
0,5 bb bb 115,3+7,8 117,4 + 4,2
1,0 101,0+0,1 109,1+3,4 79,4+34 bb
10,0 97,0+0,1 103,6 +5,6 36,1+9,2 bb

Pc2 0,1 96,8 +4,5 96,2+1,1 102,8+2,5 89,8% 5
1,0 104,0+ 3,5 945+9,1 104,8 + 8,9 86,82
10,0 101,2+5,2 101,7+3,4 93,9+27 78,2+0,6

Pc3 0,1 100,9+1,3 108,9+0,7 92,3+4,1 953+7,4
1,0 102,2+ 3,2 105,6 + 8,6 96,0+2,5 97,6 £4,6
10,0 102,8 + 8,9 1154+43 87,4+7,3 97,1+5,3

Pc4 0,1 103,3+3,5 100,2 + 8,0 94,7+ 4,8 94,7 +4,8
1,0 111,2+5,0 949+0,4 87,0+9,8 87,0+9,8
10,0 105,4+0,1 101,7+6,6 1048+1,1 104,81+ 1,

*bb — brak bada

9.5. Badanie toksyczndci jasnej

Komorki HSC3 i H413 o konfluencji ok. 80% posiano 48-dotkowych piytek do
hodowli komérkowych (BD FalcdY, Franklin Lakes, NJ, USA), odpowiednio wstosci
1,810°/cm® medium i 1,4.0°/cm® medium. Naspnego dnia usugio medium i komérki
przemywano dwukrotnie roztworem PBS o obj. 0,5°cmodano 1 cfh medium,
pozbawionego FBS i czerwieni fenolowej, zawigcaj okrélone stzenie fotouczulacza
(z wyjatkiem kontroli). Komorki inkubowano 24 h w temparate 37 °C w wilgotnej
atmosferze o 5% zawasm CO,. Po uptywie 24 h usugtio medium, komérki przemyto
dwukrotnie roztworem PBS o obj. 0,5 E€nNastpnie, komérki poddano gaietlaniu w
0,5 cn® PBS promieniowaniem o diugm fali z zakresu absorpcji pasma Q. Jakadio
Swiatta zastosowano diody laserowe wysokiej mocy BLEultiChip Emitter 60 high
efficiency AlGaAs, Roithner LaserTechnik GmbH, Waéd Austria). Komorki
naswietlano przez 20 min. promieniowaniem o disigofali 690 nm lub 735 nm

i nakzeniu 3 mW/cr. Nakzenie swiatla padajcego na komérki mierzono radiometrem
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PM 100A (Thorlabs, Newtown, NJ, USA). Po zakpeniu ndwietlania, PBS zostat
usunity ze studzienek, dodano 1 trmedium zawieragego 10% FBS i czerwie
fenolowg. Komorki inkubowano ponownie 24 h. Pzgevalnas¢ komdrek oceniano testem
Alamar Blue. Komorki inkubowane z medium lub median®,5% zawartacia DMSO,
stuzyty jako kontrola. Eksperyment wykonano w trzectwpirzeniach. Wyniki badania
fotocytotoksycznéci ftalocyjanin Pc1-4 w formie wolnej i liposomalnej przedstawiono
w Tabeli 49.

Tabela 49 Przgywalnas¢ komoérek raka kolczystokomorkowego HSC3 i H413 widrau
toksyczndci jasnej ftalocyjaniPcl-4w formie wolnej (Pc) i liposomalnej (lipPc)

Stezenie

. - HSC-3 H413

Zwiazek ftalocyjaniny
[eM] Pc lip Pc Pc lip Pc

Pcl 0,01 bb* bb 98,0+5,6 bb
0,1 10,8 +2,3 12,4+29 912+7.22 bb
0,5 bb bb 11,6 +1,2 bb
1,0 14+1,1 4,3+0,8 bb bb
10,0 2,4+2,7 1,9+0,9 bb bb

Pc2 0,1 86,5+ 3,7 91,0+0,9 97,0+9,8 813%
1,0 90,3+0,3 100,3+5,6 97,4+8,2 94,3+1,9
10,0 98,8 +3,3 95,2+5,1 89,7+9,3 75,3+0,9

Pc3 0,1 95,3+3,9 102,3+8,8 102,1+9,4 95,6% 2,
1,0 959+1,1 1035+2,0 114,3+3,4 96,1 + 3,7
10,0 94,2+0,2 105,8+2,9 80,8+9,1 92,8 +6,6

Pc4 0,1 99,1+6,8 98,4 +3,9 85,6 +2,1 104,4+6,9
1,0 94,4 +4,2 80,0+9,1 82,1+9,1 99,5¢ 8,
10,0 100,3+ 7,4 875+7,8 74,7+6,1 92,2+4,7

*bb — brak bada
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Tabela 50 Przgywalnaos¢ komorek raka kolczystokomorkowego HSC3 i H413 widrau
toksyczndgci ciemnej i jasnej dla kontroli 0,5% DMSO i lipaadw bez inkorporowanych
ftalocyjanin.

HSC-3 H413

Kontrola tok;ycznaﬁé tokgycznaﬁé tok;ycznaﬁé tokgycznaﬁé

ciemna jasna ciemna jasna
kontrola 0,5% DMSO 100,7 + 2,3 93,8+4,5 104,2+ 4,6 100+ 2,9
PG:POPC 99,7 £3,3 107,3+9,5 105,5+2,5 96,7 £9,5
PG:POPC:chol 99,1+£3,5 95,4+0,6 bb bb
DOTAP:POPC 109,5+8,8 94,6 +2,6 bb bb
DOTAP:POPC:chol 102,7 0,5 93,4 +6,7 bb bb
*bb — brak bada

9.6. Internalizacja komoérkowa

W celu zbadania stopnia internalizacji fotouczuja®xrl1-4 z komorkami HSC3,
zastosowano zmodyfikowametod zaprezentowanprzez Lau i wsp. [209].
Komérki HSC3 o konfluencji ok. 80% posiano do 48kdevych ptytek do hodowli
komoérkowych (BD Falcol!, Franklin Lakes, NJ, USA), wegtcsci 1,810°/cm’® medium.
Komorki inkubowano 24 h w temperaturze 37 °C w wiitgj atmosferze o 5% zawaitd
CO,. Nastpnego dnia usugio medium i komorki przemywano dwukrotnie roztworem
PBS o obj. 0,5 cfh dodano 1 crhmedium pozbawionego FBS i czerwieni fenolowe;j,
zawierajce fotouczulaczPcl-Pc4o stzeniu 10 uM, za wyjtkiem kontroli. Komoérki
inkubowano w czasie od 30 min. do 5 h. Po uptywieestonego czasu, medium usuwano,
a komorki przemywano dwukrotnie roztworem PBS o.dhp cmi. Komérki HSC3
poddano naspnie trypsynizacji przez ok. 5 min., a uzyskamawiesig komorek
przeniesiono do fiolki typu Eppendorf, przeptudawijkazda studzienk dwukrotnie 0,25
cm® PBS w celu przeniesienia maksymalnej liczby korkdreozcieiczenia trypsyny.
Zawiesirg komorek odwirowano w czasie 3 min. przy obrotadi®@ rpm. Supernatant
zdekantownano znad osadu komérek i przeptukano dinik 0,5 cri PBS. Nasipnie
osad komoérek poddano 20 min. sonikacji z dodatkie/s cn? DMF i ponownie
odwirowano. Supernatant przeniesiono do kuwety kwwsej i mierzono wartks
absorbancji przy dtudai fali, odpowiadajcej maksimum absorpcji pasma Q ftalocyjaniny

Pcl-4 w DMF, wobec odnénika uzyskanego ze studzienki kontrolnej.¢z8hie
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fotouczulaczaPcl1-4 oznaczono wykorzystag krzywa wzorcows A=f(c), wyznaczon

metody najmniejszych kwadratow.

9.7. Wizualizacja wewmtrzkomoérkowa

Wizualizacg wewmntrzkomorkowy fotoczulaczy w komorkach HSC3 wykonano
metody mikroskopii fluorescencyjnej (powlkszenie obiektywu 20x). Komorki HSC3
o konfluencji ok. 80% posiano do 48-dotkowych pkydo hodowli komoérkowych (BD
Falcol™, Franklin Lakes, NJ, USA), w ecgtasici 1,810°cm® medium. Komorki
inkubowano 24 h w temperaturze 37 °C w wilgotnen@dferze o 5% zawaldc CO,.
Nastpnego dnia usugio medium, komorki przemywano dwukrotnie roztworéBS
o obj. 0,5 cmli dodano 1 crfimedium pozbawionego FBS i czerwieni fenolowej,
zawierajcego fotouczulaczZ’cl-Pc4 o stzeniu 10 uM (za wytkiem kontroli). Po
uptywie 24 h usuwano medium, komorki ponownie prgendwukrotnie roztworem PBS
o obj. 0,5 cm i dodano roztwory markeréw fluorescencyjnych w PBSmorki
inkubowano ok 10-15 min., ngghie usunjto roztwory markeréw i dodano 0,5 EifRBS.
Znaczniki fluorescencyjne barydge okrélone organella komorkowe wzywych
komoérkach HSC3 zastosowano w celu zaobserwowanmenytezkomorkowe) lokalizaci
fotouczulacza. MitoTracker Green FM (Invitrogen LttK) w skzeniu 20 nM
wykorzystano do wybarwienia aktywnych mitochondrjématomiast 16 yuM barwnik
Hoechst'a poskyt do znakowania gder komorkowych. Obserwowano czerwon
fluorescengj badanych zwizkéw stosujc filtr Chroma 49006, zielendla Mitotracker
Green FM stosygg potrojny filtr Chroma 61002, a niebiesklla barwnika Hoechst'a
zwizualizowano filtrem ET DAPI Chroma 49000 (Chroffechnology Corp, USA).

9.8. Analiza statystyczna

Wyniki obejmupce badania biologiczne przedstawiano jako vdartéredni,
obliczory z trzech pomiaréw (x odchylenie standardowe)zriRte wartdci srednich
poréwnano testem t-Studenta (p<0,05) z zastosoward@rogramowania StatView
(BrainPower Inc., Calabas, QA
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VI. OMOWIENIE WYNIKOW

Fotouczulacze to =zwzki posiadajce zdolné¢ absorpcji promieniowania
o specyficznej diugai fali, a nastpnie przeniesienia uzyskanej energii na inne mdyeku
Proces ten stanowi podstawowy mechanizm przemitodyoamicznych i determinuje
efekt leczniczy uzyskiwany w terapii fotodynamicgnEotouczulacze wykorzystywane
w PDT to zwazki pochodzenia naturalnego (np. PPIX, hiperycyoydz uzyskiwane
syntetycznie porfirynoidy, tj. pochodne porfirynhlaryn, ftalocyjanin i porfirazyn [3].
Wiele niekorzystnych wikkiwosci zwigzkow fotouczulajcych pierwszej generacji,
przyczynito s¢ do sformutowania cech idealnego fotouczulacza orensyfikacji bada
majgcych na celu otrzymanie zywkow spetniajcych wickszas¢ z okrelonych kryteridw
[22]. Ftalocyjaniny jako zwizki o silnej absorpcji promieniowania w zakresieD@DO0
nm, oraz wykazuce maliwos¢ modyfikacji w czsci centralnej i peryferyjnej, ciegsie
szczegOlnym zainteresowaniem naukowcow [188].

Materiatem do badaw przedstawionej pracy byly ftalocyjanii3cl-4 posiadajce
ugrupowania morfolinoetoksylowe w pozycji nieperyjaej a. S to zwigzki autorskie,
zsyntetyzowane i udaginione do bada przez Pracownikéw Katedry Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Pommafi210].
Substratem wygiowym do syntezy ftalocyjanin byt dinitryl, 3,6{8i(morfolin-4-
ylo)etoksy]-1,2-dicyjanobenzen(1). W reakcji cyklizacji dinitrylu (1) oraz 1,2-
dicyjanobenzenu(2), uzyskano ftalocyjanin Pc-1 z jonem cynku(ll) w centrum
koordynacyjnym. Natomiast ftalocyjaniny zsmioma podstawnikami morfolino-
etoksylowymi, tj.Pc-2 orazPc-3 posiadajce wbudowane jony, odpowiednio magnezu(ll)
lub cynku(ll) w czsci centralnej, zostaly zsyntetyzowane w reakcji roakklizacji
Linstead’a. FtalocyjaniPc-2 poddano dziataniu jodku metylu i uzyskano ftalecyne
Pc-4 w postaci czwartokdlowe] soli. Podstawowe reakcje prowackz do otrzymania
ftalocyjaninPcl-4przedstawiono na Ryc. 138. Zaki zostaly wyizolowane z mieszaniny
reakcyjnej i oczyszczone metpétlasycznej chromatografii kolumnowej, a rgstie ich
tozsamd¢ zostata potwierdzona metodami analitycznymi, takak: spektroskopia UV-
Vis, 'H NMR, *C NMR oraz spektrometria mas [210].

Morfolina i jej pochodne to grupa zywkéw heterocyklicznych, wygbujacych
w substancjach biologicznie czynnych pochodzeniaralego, ktéregswykorzystywane
w procesie otrzymywania wielu lekbw o znicowanym dziataniu terapeutycznym jak np.

reboksetyna, aprepitant, linezolid [211-213].
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W pismiennictwie mana spotka doniesienia dotyege ftalocyjanin z ugrupowaniami
morfolinowymi, m. in. Roncucci i wsp. [214] zaprapmwali szereg struktur zawiegaych

w centrum koordynacyjnym jony cynku(ll) oraz podstgki morfolinowe w pozycjach
peryferyjnych @) i nieperyferyjnych ¢). Natomiast Zhu i wsp. [215] jako pierwsi,
przeprowadzili syntez ftalocyjaniny krzemowej (SiPc), z dwoma ligandami
morfolinowymi koordynujcymi apikalnie do atomu krzemu, co u#hwito otrzymanie
zwigzkow wykazugcych lepsz rozpuszczaln@ w wodzie oraz zmniejszantendencj

formowania agregatow.
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Ryc. 138 Schemat przedstawia syntdralocyjanin Pcl-Pc4 przeprowadzan przez
Pracownikow Katedry i Zakiadu Technologii Chemigzn§rodkéw Leczniczych,
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (DBU — 1,8-diéazgklo[5.4.0]Jundec-7-en, PeOH
— 1-pentanol, Mg(BuQ)- 1-butanolan magnezu, BuOH — 1-butanol) [210].

Ftalocyjaniny Pcl-4 zostaly poddane badaniom weryfiggym ich potencjalne
zastosowanie jako fotouczulaczy w PDT. Z tego wdglwiasciwosci fotochemiczne i
fotodynamiczne ftlaocyjaniPcl-4 analizowano uwzgtniajgc kryteria zdefiniowane dla
idealnego fotouczulacza. Optymalny fotouczulacz ipeem by zwigzkiem o znanej,
scisle okreslonej i potwierdzonej strukturze chemicznej orazsekim stopniu czystei,

wymaganym od substancji leczniczych. Dlatego chargktylke badanych zwizkéw
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Pcl-4 rozpoczto od oceny czystai chemiczne] metadwysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Ustalenie i opracowanie warunk@malizy chromatograficznej
ftalocyjanin i innych porfirynoidéw jest zadanienrudnym, z uwagi na silne
oddziatywanie makrocykla z niepolarnymi fazami giaarnymi oraz ograniczgn
rozpuszczaln@g w rozpuszczalnikach polarnych [216]. Zagadnieni@ptymalizaciji
metody HPLC z przeznaczeniem do analizy porfirydaidzajmowata si m.in. Brykina

I wsp. [217], wykazuyjc, ze retencja i inne parametry chromatograficzne ¢ghmin
zalezg od rodzaju makrocykla, rodzaju i liczby podstavavikalifatycznych, jonu metalu
w centrum koordynacyjnym. Podobne wnioski wynikégkze ze szczegoOtowej analizy
tego zagadnienia, przeprowadzonej przez Uwvaiowsp. [218], ktdérzy omowili wptyw
wielu czynnikbw m.in. budowy @steczki ftlocyjanin, rodzaju fazy stacjonarnej
i ruchomej oraz temperatury na wynik analizy chrtogeaficznej.

Optymalizacja warunkéw analizy chromatograficznggldcyjanin Pc1-3 polegata na
wyborze odpowiedniej fazy stacjonarnej oraz sklasizybkaci przeptywu fazy ruchome;.
Rozdziat chromatograficzny prowadzono w odwréconyokiadzie faz (RP),
wykorzystupc jako faz stacjonarm zmodyfikowany zel krzemionkowy z grupami
oktadecylosilanowymi, podobnie jak zaproponowatgkiBra i wsp. [217]. W odniesieniu
do zwhzkow Pcl-3 zastosowano elugj gradientowy, ze wzgédu na maliwosé
wystepowania w otrzymanych probkach nie tylko ftalocyjamorfolinoetoksylowych, ale
takze zanieczyszcze poreakcyjnych o zemicowanej polarnéci. Ponadto zawargé
kazdej z ftalocyjaninPcl-3 oceniano stosag trzy rodzaje fazy ruchomej, ktérych skiad
przedstawiono w Tabelach 3-5, 9-11, 15-17. Jak dstasviaj zamieszczone na
Ryc. 10-27 chromatogramy, otrzymane z zastosowanigm ruchomych o rym
sktadzie, w wyniku rozdziatu roztworow ftalocyjaninzyskano zrénicowane parametry
chromatograficzne (czas retencji, liczba pikow)odsn czystdgci ftalocyjanin Pc1-3
wyrazono jako procent powierzchni piku na chromatogramve odniesieniu do
sumarycznej powierzchni wszystkich pikow. Wynikiniaszczone w Tabelach 6-8, 12-14,
18-20, wskazuj, ze zawarté¢ ftalocyjanin Pc1-3 w prébkach otrzymanych do baga
wynosita ponad 95%. Uzyskany wysoki stapezystéci potencjalnych fotouczulaczy jest
wiasciwoscig bardzo korzystyy odpowiadaca wymaganiom farmakopealnym. Metoda
HPLC jest jedn z metod farmakopealnych stosowam przemyle farmaceutycznym, do
oceny stopnia czystoi oraz tasamdci substancji leczniczych i pomocniczych. Na

przyktad w monografii verteporfinu w Farmakopei Awyianskiej (USP), wymagana
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zawart@¢ substancji powinna Ilgy zawarta w granicach 94-102% [219], a jedn
z zalecanych technik analitycznych jest RP-HPLC.

Wymog dostarczania ze#kow porfirynoidowych wysokiej czys§oi, zarOGwno
w dziedzinach medycznych, jak i technologicznygimawia,ze metoda HPLC jest szeroko
stosowana do kontrolowania i oceny ydiavosci nowych zwizkoéw fotouczulajcych.
Mieszanina poreakcyjna otrzymywana podczas syrftalncyjanin, mae zawieré formy
izomeryczne porfirynoidu, a jedre zalet metody jest mbwosé¢ zastosowania HPLC do
rozdzielenia powstatych izomerow. Na przyklad Somauer i wsp. [220] opracowali
metod HPLC, wykorzystujca oddziatywanian-n do rozdziatu izomerow alkoksylowych
ftalocyjanin. W grupie technik chromatograficznycktosowanych do izolaciji
porfirynoidéw, podkréla sk istotrg role metod preparatywnych i potpreparatywnych
[218]. HPLC jest take jedry z podstawowych metod wykorzystywanych w badaniach
farmakokinetycznych, m.in. Oliveir'a i wsp. [2214@roponowali HPLC z zastosowaniem
detekcji fluorescencyjnej do oznaczanigzehia ftalocyjaniny glinowej, w o0soczu
| tkankach.

Kolejng wazng wtasciwoscig idealnego fotouczulacza jest zddlasilnej absorpcji
Swiatla czerwonego, a optymalny zakres obepotyjmaksimum pasma Q, powinien
znajdow& sie w przedziale 650-800 nm, aby zapetvmaksymalg zdolna¢ penetracii
tkanek i zminimalizowa zjawisko rozpraszanidwiatta [8]. Dlatego te kolejny etap
bada, dotyczyt analizy wiéciwosci spektralnych pochodnydhcl-4 Widmo absorpcyjne
ftalocyjaninscisle odzwierciedla struktgrelektronow i czasteczkovy zwigzkow, dzeki
czemu spektroskopia UV-Vis stanowi podstawowe ¢dzie analityczne, wykorzystywane
w chemii ftalocyjanin, zarbwno na etapie syntezgk jtez analizy [2]. Powstanie
elektronowego widma absorpcji ftalocyjanin, zwane jest z prz&jiami elektronéw
walencyjnych ¢ i ©) oraz wolnych par elektronowych (n). W wyniku weaenia
elektrondw, naspuje przejcie z molekularnych orbitali wkacych @, n) na orbitale
antywigzace ©*, n*) o wyzszej energii. W przypadku ftalocyjanigdacych kompleksami
metali d-elektronowych, w widmie absorpcji ama zaobserwowapasma przéf d — d

dla chromoforow d-d oraz przéjd — =z, w przypadku wzajemnego oddziatywania
elektronébwd jonu metalu z elektronamt ligandu (CT, ang. charge transfer) [222].
Przegcia typu charge transfer odpowiadajprzefciom elektronéw od ligandéw do
kationow metali (LMCT, ang. ligand to metal chatgensfer) lub odwrotnie, od kationéw
metali do ligandéw (MLCT, ang. metal to ligand dpartransfer). Prz&fia tego typu $
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mozliwe, gdy kation metalu zawiergyy elektronyd, maze wystpowa na zmiennych
stopniach utlenienia, #higcych s¢ o jednostk. Pasma przé& CT pojawiaj Sie
w zakresie 250-900 nm [223].

Jak zobrazowano na Ryc. 28-31, elektronowe widmsoraigji ftalocyjanin Pcl-4
posiadaj wiasciwosci charakterystyczne dla widm absorpcji tego rodzajvigzkow,

z pasmem Soret’a o niskiej intensywaoiow zakresie krotkofalowym 300-400 nm, oraz
intensywnym pasmem Q w regionie fal Zhaych 680-760 nm. Dodatkowo wssedztwie
pasma Q ftalocyjaniPcl-4 mazna zaobserwowapasmo o bardzo niskiej intensyvéog
ktore przypisuje si wibracjom casteczki i opisuje jako & [222]. Jak przedstawiono
w Tabelach 21-24, ftalocyjanircl-4absorbu promieniowanie szczegdlnie intensywnie
w zakresie 685-755 nm i posiaglajvysokie wspoétczynniki molowe absorpcji¢tu
10°-10°. Pasma absorpcji Q i Soret'a ftalocyjanin, powstaj wyniku przeniesienia
elektronébw w olbgbie orbitalin — n*, do stanu $i S,. Pasmo Q powstaje w wyniku
przegcia dozwolonegor (&, HOMO) — n* (gg, LUMO), natomiast pasmo Soret'a
w wyniku przegcia n (g, HOMO) — n* (g5, LUMO). Znaczne oddzielenie pasma Q
I Soret’a w widmie ftalocyjanin, wynika z ¥dicy energii pormgdzy orbitalami @, i agy,
spowodowanej obeckoia mostkow azowych w strukturze ftalocyjanin [222]ergcien
makrocykliczny niepodstawionej ftalocyjaniny, #ama rozpatryw& jako anion
dwuwartdgciowy, o symetrii czsteczki Dn co w widmie UV-Vis odzwierciedla
rozszczepione pasmo Q. W wyniku inkorporacji jonetaiu, nasipuje termodynamiczna
stabilizacja uktadu, czemu towarzyszy wzrost symemgsteczki (Dy) [2]. W widmach
elektronowych pasma Q ftalocyjanifPcl-4 zaobserwowd mazna bardzo ostre,
intensywne i pojedyncze pasmo Q, @wiadczy o symetrycznej strukturze zzkow.
FtalocyjaninaPcl w poroéwnaniu do ftalocyjanirPc2-4 charakteryzuje si obnizong
symetri.

Oddziatywania ligandu z kationem metalu typu chargasfer, wptywaj na ksztalt pasma
Soret’a [2]. Zwazki Pcl-4 posiadag w centrum koordynacyjnym dwuwasmowe jony
cynku Zn(ll) lub magnezu Mg(ll), odpowiednio dlalbcyjaninPcli Pc3orazPc2i Pc4
Cynk naley do grupy metali przégiowych, posiada konfiguragj elektronéw
walencyjnych 34<°, a wiec zapetnione orbitale walencyjne (ang. closed-ghelial ion),
dlatego ftalocyjaniny zwierage jony Zn(ll), w tym take Pcli Pc3 nie wykazu efektu
CT [224]. Efektu CT réwniznie obserwuje siw przypadku porfirynoidow zawiergjych
jony berylowcéw, do ktorych natg magnez [2], co ma miejsce w odniesieniu R

i Pc4
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Maksimum absorpcji niepodstawionych ftalocyjaninokdynupcych jony typu closed-
shell, jak Mg(ll) lub zZn(ll), jest zlokalizowane 0k70 nm. Jak mima zaobserwowana
Ryc. 139, widma absorpcji ftalocyjanittli Pc3orazPc2i Pc4 wykazup batochromowe
przesunjcie maksimow absorpcji wzglem niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej
(ZnPc) i magnezowej NigPc). Dla ftalocyjanin zawierggych jony cynku(ll) oraz dwa
(Pcl) lub osiem podstawnikow morfolinoetoksylowychPad), przesungcie pasma Q
wynosi odpowiednio 23 i 70 nm. Natomiast maksimureagpcji ftalocyjanirPc2 Pc4 tj.
posiadajcych jony magnezu(ll) oraz osiem podstawnikéw miaréetoksylowych, ulegto

przesungciu odpowiednio o 70 i 62 nm, wzglem zwizku niepodstawionegdgPc).

—— ZnPc = Molc
- Py A — Pc2
—— Pc3 — Pc4

Absorbancja znormalizowana

300 400 500 600 700 800300 400 500 600 700 800

Dtugos¢ fali [nm] Ditugos¢ fali [nm]

Ryc. 139 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaninreztworach DMF. Lewy panel:
ZnPc - niepodstawiona ftalocyjanina cynkowa. Prawy pamégPc - niepodstawiona
ftalocyjanina magnezowa.

Zgodnie z doniesieniami wielu autoréw, znaczne gupécie batochromowe pasma Q,
nastpuje wskutek podstawienia pozycji nieperyferyjnyclitalocyjanin, ugrupowaniami
posiadagcymi heteroatomy o wkgiwosciach elektronodonorowych [2,225,226].
Wykazano m.in.ze w przypadku oktaalkoksylowych pochodnych ftalaoypn, w wyniku
wprowadzenia @miu podstawnikdw w pozycje peryferyjne i nieperyjae piekcienia
makrocyklicznego, nagbuje obnkenie energii pasma Q, ktore ulega przestinio ok.
60-90 nm [2]. Zaobserwowany efekt batochromowy wdmach elektronowych
analizowanych ftalocyjaniPcl-4 przypis& maozna obecngci grup alkoksylowych, ktéry
moze by dodatkowo nasilony ze wzglu na charakter elektronodonorowy grupy
morfolinowej, posiadagej wiaciwosci drugorzdowej aminy. Wplyw grup aminowych

na przebieg widma edych pochodnych ftalocyjaniny, byt analizowany mrzeespot
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Lukyanets a [2], ktéry podajee, podstawniki aminowe i dialkiloaminowe w pozyojto
ftalocyjanin, wywieraj jeszcze silniejszy efekt na przesiae pasma Q w obszar fal
dtuzszych.

Istotnym problemem wkszaci ftalocyjanin jest hydrofobowy charakter i ogreaona
rozpuszczaln@ [188]. ldealny fotouczulacz powinien rozpuszezsic w srodowisku
polarnym, najlepiej werodowisku wodnym, oraz w rozpuszczalnikach wykotpwanych
do sporadzania lekéw. Zdoln& solubilizacji fotouczulaczy stanowi kluczowy aspek
opracowania i przygotowania postaci farmaceutycfBgj25]. Z tego wzgidu w celu
uzyskania pochodnych o lepszym profilu rozpusza®ain ftalocyjaniny poddawaness
roznym modyfikacjom w olgbie czsci centralnej, jak rOwnie zewretrznej piekcienia.
Szczegoln rolg w poprawie whaciwosci solubilizacyjnych ftalocyjanin, nima uzyska
wprowadzajic do casteczki porfirynoidow peryferyjne i nieperyferyjngodstawniki.
Z doniesié literaturowych m.in. Ogunsipe i wsp. [202] wynikae obecnéd
podstawnikéw prowadzi do zgkszenia odleglxi pomidzy ptaszczyznami pigeieni,
wplywa na rozmieszczenie elektronaw utatwia solwatag, a tym samym zwksza
zdolnaci solubilizacyjne fotouczulaczy. Analogiczne zalesci mazna zauway¢ takze

w przypadku analizowanych morfolinoetoksylowych Idtyjanin Pc1-4 Poréwnujc
zwigzki zawieragce dwa Pcl) oraz osiem podstawnikowPc3), zauwaono, ze ze
wzrostem liczby podstawnikéw, wzrasta zddihaozpuszczania w rozpuszczalnikach
polarnych. Natomiast w wyniku przeksztalceita2 w czwartorzdowg sél amoniow,
otrzymano pochodn Pc4, ktéra bardzo dobrze rozpuszczatae sijedynie
w rozpuszczalnikach polarnych. Ciekawym przypadkjest zachowani®c4 w DMSO,
co mae wynika& z wihaciwosci koordynacyjnych tego rozpuszczalnika. Zdétho
solubilizacji ftalocyjanin zaley od rodzaju jonu centralnego, np. rozpuszczalniki
o wiaciwosciach koordynacyjnych, koordyriugipikalnie do jonu cynku(ll) i magnezu(ll),
co przyczynia si do wzrostu rozpuszczalém ftalocyjanin [2].

W licznych badaniach gwigconych ftalocyjaninom i innym porfirynoidom, podkie sk
wptyw roznych rozpuszczalnikbw na elektronowe widma absorf&g7,228]. Zmiany
potozenia, niekiedy take intensywnéci pasm absorpcji w widmie UV-Vis, generowane
polarndcia rozpuszczalnika, oké® sk terminem solwatochromizmu. Wyndia sk
solwatochromizm negatywny, gdy ze wzrostem pol&nozpuszczalnika, pasmo ulega
przesungciu w  kierunku krotszych fal (efekt hipsochromowy)Natomiast,
solwatochromizm pozytywny wysgtuje, gdy wzrastagej polarndci rozpuszczalnika

towarzyszy przesugtie batochromowe [229]. Analizig elektronowe widma absorpciji
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roztworow ftalocyjaninPcl-4 w rozpuszczalnikach o #dej polarnéci, obserwowano
zmiany potaenia maksimum oraz intensyw4od pasma Q, a niekiedy tak ich ksztattu.
Stwierdzone rénice wynika z fizycznych oddziatyma pomidzy czsteczkami
fotouczulacza i rozpuszczalnika, ktore powadumiare energii pomgdzy stanem
podstawowym, a wzbudzonym asteczki [229]. Analizyjc dane zamieszczone
w Tabeli 29 oraz widma absorpcji ftalocyjaniRg4, przedstawione na Ryc. 35, pma
zauwayc¢, ze wzrost polarn€ci rozpuszczalnika powoduje przestoie maksimum pasma
Q w kierunku fal dtaszych. W zwazku z powyszym mana stwierdzt, ze ftalocyjanina
Pc4 wykazuje zjawisko solwatochromizmu pozytywnego. dhiesieniu do pozostatych
badanych ftalocyjanifPcl-3 nie zauwaono zaleénosci pomidzy pot@zeniem maksimum
pasma Q a polardoig rozpuszczalnika. Natomiast w widmach absorpcji ystdch
ftalocyjanin Pcl-4, obserwowano znaczne przesgre pasma Q w kierunku fal
diuzszych, w rozpuszczalnikach o silnych ydavosciach koordynujcych, takich, jak np.
DMSO czy pirydyna.

Wplyw rozpuszczalnika na przebieg widma absorpigistarcza informacji dotygezych
oddziatywania substancji rozpuszczonej zasteczkami rozpuszczalnika [229].
W odniesieniu do badanych ftalocyjarftt1-4 ten rodzaj zalaosci analizowano meted
graficzrg. W interpretacji efektow solwatochromowych wykastgno zatgenia metody
Bayliss'a i McRae, dotyere oddzialywania esteczek niepolarnej substancji
Z rozpuszczalnikami o zkaicowanej polarngi [198]. W celu oceny powgzych
zaleznosci, zastosowane rozpuszczalniki podzielono na dghiepy, przyjmujc jako
kryterium podziatlu wart@& statej dielektryczneg. Do rozpuszczalnikbw niepolarnych
zaliczono takie, ktérych wardd statej dielektrycznej wynosita&<l15, natomiast dla
polarnych przyjto wartgé¢ £>15 [199]. W roztworach ftalocyjanin w rozpuszczksch
niepolarnych i polarnych, oddziatywania guzyczsteczkowe wynikaj z istnienia
dyspersyjnych sit Londona. Zaktada,ske tego rodzaju oddziatywania odpowiadap
proces solwatacji @steczek ftalocyjanin oraz niewielkie przesuom batochromowe
pasma Q [229]. Bayliss i McRae prelyj zatozenie, ze wielkas¢ przesunjcia
batochromowego substancji niepolarnych zal@rzede wszystkim od wspotczynnika
refrakcji rozpuszczalnika (n), co graficznie zostalpisane parametrem (F), zgodnie
z réwnaniem F=(n*1)(2rf+1) [198,199,229]. Yousaf i wsp. analizoj analogiczne
zaleznosci w odniesieniu do rozpuszczalnikbéw polarnych, atkdwo uwzgdnili wartasé
statej dielektrycznej, zgodnie z wyemniem E=(n*-1)(2rf+1)+(2@-1)(2+1)/ [199,200].
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W przeprowadzonych badaniach w ocenie wptywu rozgrednikéw niepolarnych na
widmo ftalocyjanin Pc1-4 korzystano z zakmosci Bayliss'a i McRae. Natomiast
w odniesieniu do rozpuszczalnikow polarnych, uwdglono parametr fFzaproponowany
przez Yousafa'a i wsp. Jak wynika z Ryc. 39 i 4dlemos¢ vma=f(Fp), Wyznaczona dla
roztworow ftalocyjaninPc2 i Pc3 w rozpuszczalnikach polarnych, wykazuje wysoki
wspotczynnik korelacji, tj. powsej 0,970. Oznacza tae przesuricie maksimum pasma
Q ftalocyjaninPc2i Pc3 w tego rodzaju rozpuszczalnikach, jest uwarunkeenmarzewag
efektéw solwatacyjnych nad koordynacyjnymi. Jak goal na Ryc. 36, 37, 40, mniejsz
korelacg (r>0,800) uzyskano di&cl, zarébwno w rozpuszczalnikach niepolarnych, jak
I polarnych oraz w przypadkiac2i Pc3 w srodowisku niepolarnym. Nie zaobserwowano
natomiast liniowe]  zabmosci  przesungcia pasma Q, od  parametru
(n*-1)(2rf+1)+(2€-1)(2c+1)/e dla czwartorzdowej soli Pc4 W tym przypadku brak
korelacji mane by spowodowany silniejszymi hisity dyspersyjne, oddziatywaniami
pomikdzy polarnym rozpuszczalnikiem, aast#eczly obdarzog tadunkiem dodatnim
(Ryc. 42).

W odniesieniu do wielu ftalocyjanin obserwowanodemcg do formowania agregatow,
szczegllnie w rozpuszczalnikach o charakterze pghar [230-232]. Agregacja jest
zjawiskiem niekorzystnym w przypadku fotouczulacpgniewa zmniejsza zdolni
generowania tlenu singletowego, azaknae wptywa na parametry farmakokinetyczne
[165,168]. Dlatego idealny fotouczulacz powinierreagpwa w ograniczonym stopniu.
Niemniej jednak zjawisko agregacji ftalocyjaninrinych porfirynoidéw, jest rownie
przedmiotem wielu bada poniewa agregaty wykazyj unikalne widciwosci spektralne,
cenne z punktu widzenia nauki i technologii. Agitggatanows forme przegciows
pomicdzy struktug czasteczkowy a cialem statym, dlatego znajdupastosowanie jako
materialy mezoskopowe. Ponadto mody¢ wykorzystane w fotoelektronice, do
otrzymywania uktadéw biofotonowych, udzen do przechowywania informacji, czy
warstw Langmuira-Blodgett dla optyki nieliniowejd2].

Zwykle wyrGznia sk trzy typy agregatow formowanych przez zmki porfirynoidowe,
w tym takze ftalocyjaniny, tj. agregaty typu J, agregaty tybu agregaty niespecyficzne
[230]. Szczegllna tendencja ftalocyjanin do tworaeragregatéw, jest skutkiem
intensywnych oddziatywa ptaskich piegcieni, posiadaijcych zdelokalizowane elektrony
n. Formowanie struktur zagregowanych wynika z istidie sit van der Waalsa,
oddziatywa typu n i wptywu rozpuszczalnika [231]. Tworzenie aglontéva jest przede

wszystkim rezultatem ograniczonej rozpuszczano [232,233]. W przypadku
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analizowanych zwizkow Pcl-4 do wykazania obecdo form zagregowanych
wykorzystano metaogspektroskopow W tym celu przeanalizowano elektronowe widma
absorpcji, wykrélone dla ftalocyjaninPcl-4 w rozpuszczalnikach o znmdicowanych
wiasciwosciach (Tabela 25).

W odniesieniu do ftalocyjaninycl, obserwowano zwkszory tendengi do agregacji
w rozpuszczalnikach polarnych. Jak przedstawkyc. 43-58, w zakresie 683-696 nm
pojawia s¢ ostre, intensywne pasmo Q. Natomiast, pasmogpygice przy dtugéci fali
ok. 620 nm, przypisano wibracjomasteczki (Qip). Widmo ftalocyjaninyPclw wodnym
roztworze DMSO, wykazywato szerokie pasmo Q o miskatensywnéci, posiadajce
Amax = 647 1 695 nm (Ryc. 28). Sessler i wsp. oraz Bigglu i wsp wyjasniaja, ze
szerokie pasmo Q powstaje w reastwie formowania agregatow typu H [231,234].
Kolejnym etapem oceny wdaiwosci agregacyjnych ftalocyjanirPcl-4 byla analiza
zaleencsci wynikajacej z prawa Lamberta-Beera. Analiza istaitio parametru b,
opisupcego graficza zaleznos¢ A=f(c) dla ftalocyjaninyPcl w toluenie, trietyloaminie,
chloroformie, izopropanolu, acetonie, metanolu etanitrylu (Tabela 30), sugeruje
obecnd¢ form zagregowanych w roztworach. Jednéonie $ledzc przebieg widm
roztworow Pcl w wymienionych rozpuszczalnikach (Ryc. 44,47,5586% nie
stwierdzono wyranego poszerzenia pasma Q, a jedynie zmniejszemeasywndgci.
Natomiast widmoPcl w rozpuszczalnikach o wdawosciach koordynujcych, np.
pirydynie, DMF (Ryc. 51, 55), wykazuje obegtddardzo intensywnego pasma Q. Ngle
jednoczénie podkréli¢, ze zaobserwowano znaczne nasilenie barwy ftaloayaRicl

w rozpuszczalnikach koordyraygych.

FtalocyjaninyPc2 (Ryc. 59-74, Tabela 31) Pc3 (Ryc. 75-91, Tabela 32), zawieseg
osiem podstawnikdw morfolinoetoksylowych oraz odmmmio jon magnezu(ll)

i cynku(ll) w centrum koordynacyjnym, wykazywaty gimbry rozpuszczalni i zdolngs¢
agregacji. Stwierdzonoze Pc2 i Pc3 rozpuszczaj sic w wigkszasci zastosowanych
rozpuszczalnikbw i nie wykazyjagregacji w rozpuszczalnikach o wdavosciach
koordynupcych (TEA - Ryc. 61, Ryc. 77, DMSO - Ryc. 63, Ry®, DMF - Ryc. 71,
Ryc. 88, DMA - Ryc. 73, Ryc. 90), dioksanie - Ry9, Ryc. 75 i wodzie - Ryc. 74,
Ryc. 91. Ponadto w odniesieniu &g2 nie stwierdzono agregacji w eterze dietylowym
(Ryc. 62) i THF (Ryc. 66), a w przypadRc3takze w pirydynie i izopropanolu (Ryc. 84,
Ryc. 85). Brak agregacjPc2 i Pc3 szczegodlnie w rozpuszczalnikach o wysokiej
polarndci, jest bardzo korzystny z punktu widzenia PDTwdmach absorpcjPc2i Pc3

w rozpuszczalnikach wykorzystanych do b@adanaksimum absorpcji pasma Q znajduje
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sic w zakresie odpowiednio 730-761 nm i 729-751 nm. élektronowych widmach
absorpcji niektorych roztworéwPc2 i Pc3 (m.in. w toluenie - Ryc. 60, Ryc. 76,
chloroformie - Ryc. 64, Ryc. 80, dichlorometaniRyc. 67, Ryc. 83, acetonie - Ryc. 69,
Ryc. 86, acetonitrylu - Ryc. 72, Ryc. 89), zawamo wyksztatcenie nowego pasma
w s3siedztwie pasma Q. To nowe pasmo zlokalizowanejonie diugofalowym (ok. 800
nm), wykazywato najwikszy intensywné¢ w przypadku widm Pc2 i Pc3
w dichlorometanie (Ryc. 67, Ryc. 83). W oparciuamd literaturowe, pasmo to przyaisa
mozna tworzeniu agregatow typu J. Huang i wsp. [238],2Bykazali, ze o arylowe
i alkoksylowe pochodne ftalocyjanin, posiagdadolng¢ tworzenia agregatow typu J,
w rozpuszczalnikach niewykazgych wia&ciwosci koordynupcych. W/w autorzy
wykazali, ze tak modyfikowane pochodne posiadazdolngé tworzenia struktur,
w ktorych jon centralny jednej ggteczki ftalocyjaniny np. Zn(ll), jest koordynowany
przez atom tlenu, obecny w podstawnikgsteczki gsiedniej. Struktury te opisane zostaty
jako agregaty J i znaczniezrda sic wtasciwosciami od agregatow typu H. Jak podaje
Niu i wsp. [232], w przypadku agregatéw H ptaszemymakrocykli raénych casteczek
nakltadag sie wzajemnie bezpoednio tworac ,stos” (face-to-face), natomiast
ftalocyjaniny organizujce s¢ w formy J, maj ptaszczyzny przesugte, przypominajce
struktue schodow (side-to-side). Analizigj widma ftalocyjaninPc2 i Pc3 powstawanie
agregatow J zaobserwotvanozna w roztworze dichlorometanu, jak rowhigluenu,
chloroformu, acetonu i acetonitrylu, a ponadto wtanelu (Ryc. 70) dlaPc2 i eterze
dietylowym (Ryc. 78) dl&c3 Nalezy podkreli¢, ze wystpowanie agregatéw typu J, nie
zawsze zwjzane jest z odgbstwem od praw Lamberta-Beer'a. Ocena korelacgznakci
A=f(c), zamieszczona w Tabelach 31 i 32, dla roxzébmoPc2i Pc3 w chloroformie, nie
wskazuje na obecké agregatow; jednak obserwowano zanik pasmagzamiego z
obecndcig agregatow J, wraz z rozéaezaniem roztworow (Ryc. 64, Ryc. 80).
Przeksztatcenie ftalocyjanin w czwartedpwe sole amoniowe, prowadzi do zlszenia
rozpuszczalngei w srodowisku polarnym [2].Pc4 praktycznie nie rozpuszczagsi
w srodowisku niepolarnym, a zateos¢ A=f(c) wykazuje wysok korelacg dla roztworow
w rozpuszczalnikach polarnych i DMSO (Ryc. 92-9@béla 33).

Kolejny etap pracy dotyczyt oceny w&wosci fotochemicznych
i fotodynamicznych ftalocyjaninPcl-4 ktéra obejmowata analiz zdolngci emisji

promieniowania, generowania tlenu singletowegaadtabilngci.
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Zdolnas¢ potencjalnych fotouczulaczy do emisji promieniovgama wiele praktycznych
zalet. Pomiar natenia fluorescencji jest stosowany w badaniach dagdznych
fotouczulaczy: (i)n vitro — do oceny dziatania na poziomie komérkowym orizr{ vivo

— w celu oceny selektywnego gromadzenia fotouczalaw tkance docelowej oraz
monitorowania PDT [13,171,180].

Zjawisko emisji promieniowania ftalocyjanin, jestdnym z proceséw zwdanych ze
zdolnaciag wzbudzonej cgsteczki do uczestniczenia w okienych rodzajach prz&j
elektronowych. Ocena wdaiwosci fluorescencyjnych ftalocyjaniPcl-4 obejmowata
wykreslenie widm emisji w DMSO i DMF, po wzbudzeniugsteczki promieniowaniem
z zakresu pasma Soret'anf,=325 nm) i pasma @« Wszystkie ftalocyjaninyPcl-4
wykazywaty, typow dla tego rodzaju zwekkow, czerwon fluoresceng w zakresie
705-755 nm, a pasma fluorescencji bylty przegieni stror dtugofalows wzgledem pasm
absorpcji. Jak przedstawaaRyc. 98-105, widma absorpcji i emisji ftalocyjanittl-4
wzajemnie si naktadag. W przypadku widm absorpcji i emisji zyzkow Pc2 (Ryc. 100,
Ryc. 101) iPc3 Ryc. 102, Ryc. 103), wykéonych w DMF i DMSO oraZcl (Ryc. 98)
w roztworze DMSO, s one lustrzanymi odbiciami. Symetria lustrzana wadabsorpcji

I emigji ftalocyjaninyPc4 (Ryc. 104, Ryc. 105) oraRcl (Ryc. 99) wsrodowisku DMF
jest zaburzona, co mmoa tlumaczy obecnécia form zagregowanych [232]. Jak
zaprezentowano w Tabeli 34 i 35, przesum Stokes’a przyjmyj niewielkie wartdci,
niezaleinie od zastosowanego rozpuszczalnika i wynasr 133-227 cil. Mata wartéé
przesungcia maksimum fluorescencji wzglem maksimum absorpcji, wynika
z niewielkiej r&nicy energetycznej poridzy stanem podstawowym wzbudzonym
czasteczek [222,237,238].

Kolejnym parametrem charakteryzoym wiaciwosci emisyjne, jest wydajrid
kwantowa fluorescencji &), ktéra zaley od stopnia i natury zjawiska agregaciji,
charakteru rozpuszczalnika i budowy wzbudzanygsterzek, pH, fotoindukowanego lub
elektronowego transferu energii. Wydajaokwantows fluorescencji @g) ftalocyjanin
Pcl-4 wyznaczono metad poréwnawcz, stosujgc jako zwhzek referencyjny
ftalocyjanire cynkowy (ZnPc). Obliczone wartoi ®f ftalocyjanin Pc1-4 przedstawione
w Tabeli 36, potwierdzajzatazenia przedstawione przez Kobayashi i wsp. [23rzkt
zatazyli, ze podstawione ftalocyjaniny posiageg maksimum pasma fluorescencji przy
diugcsci fali A=750 nm, charakteryzajsic jednoczénie bardzo mat wartdscia Or.
Obserwacje przedstawione przez Kobayashi i wspaziyapotwierdzenie w uzyskanych

wynikach. Oktamorfolinoetoksylowe pochodne ftal@yn Pc2 Pc3 i Pc4, ktérych
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pasmo fluorescencji patone jest ok. 750 nm, posiadaty mate wsstodr. Ponadto
Kobayashi i wsp. wykazali,ze podstawione ftalocyjaniny posiageg maksimum
fluorescencji przy krotszych dtugaach fal, charakteryzuje wksza wydajné kwantowa
fluorescencji ®r. W tym przypadku tale uzyskano potwierdzenie przedstawionych
zalazen. Natomiast porOwnanie watim ®F wyznaczonych dlaPc2 i Pc3 pozwolito
wykaza wptyw jonu metalu na wydajsé kwantows fluorescencji. Pochodna magnezowa
Pc2w poréwnaniu ze zwekiem Pc3 charakteryzuje gj wickszy wartascig ®r. Podobne
zaleenosci mozna odnale¢ w doniesieniach literaturowych [222]. Ftalocyjanin
demetalowane lub posiadaeg w centrum pigcienia jony metali nalecych do 11l okresu
ukladu okresowego pierwiastkéw (np. Mg(ll), Al(N) charakteryzuy sie wysokimi
wartcsciami  wydajndci kwantowej fluorescencji, w granicach 0,57-0,8%0
uwarunkowane jest diugim czasetycia fluorescencji (3,8-9,0 ns). Natomiast pochodne
zwierapce jony pierwiastkow natgcych do IV okresu (Zn (Il), Ga(lV), charakteryzigie
krotszym czasenvycia fluorescencji (3,1-4,7 ns), co przektadg sia uzyskiwanie
znacznie mniejszych wago ®F = 0,3-0,37 [222]. Wydajrié kwantowa fluorescenciji,
zaleey rowniez od zdolndci zwigzku do dezaktywacji w wyniku prZgia
migdzysystemowego (ang. intersystem crossing), zeisfawo stanu 7. Obecné¢ jonu
metalu o wiaciwosciach paramagnetycznych, np. Zn(ll) zisza prawdopodobistwo
przegcia midzysystemowego, prowagtz do zmniejszeniabg [2], co zaobserwowano
w przypadkuPcl i Pc3 Jednoczaie wymienione zwizki, charakteryzuj sie wysolky
wydajnaicia kwantows generowania tlenu singletowego. 4@8u r&znice wydajngci
kwantowej fluorescencji®r, wyznaczone w zamosci od rozpuszczalnika (DMSO
i DMF), uzyskano dla ftalocyjaniny dwupodstawiori®gl i czwartorzdowej soli Pc4

W przypadku ftalocyjaninyPcl bardzo dua wartéé @ uzyskana w DMSO, me
wynika¢ ze specyficznego oddziatywania jonu Zn(ll), podstka i rozpuszczalnika.
Ponadto diga wart@é¢ ®F swiadczy o diugim czasigycia fluorescencji, co ogranicza
transfer energii w procesie prggp miedzysystemowego ze stanu-$T;, ktoremu
towarzyszy zjawisko generowania tlenu singletowj@2].

Wydajnag¢ kwantowa fluorescencji zalg takze w dwym stopniu od rodzaju
rozpuszczalnika. W odniesieniu do ftalocyjariel-Pc4 mozna zauwayé, ze wicksze
wydajnaci kwantowe fluorescencjdg, uzyskano w roztworach DMSO nDMF, co
maozna wyjani¢ rozng lepkascig n rozpuszczalnikow, ktéra wynosi odpowiednio 1,987
oraz 0,794 mPa (25 °C) [240]. Obserwowane zaieosci znajduj uzasadnienie

w pismiennictwie, a wielu autoréw dowiodtae lepka¢ roztworu otaczagego fluorofor,
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wptywa na witdciwosci fluorescencyjne [241], m.in. Ogunsipe i wsp.2oBurmus i wsp.
wykazali,ze im wicksza lepkéc rozpuszczalnika tym wksza warté¢ ®g[202,242].
Idealny fotouczulacz powinien charakteryzéwasic wysolky wydajnacia
generowania tlenu singletowegdn i/lub innych reaktywnych form tlenu. Z tego wedl
jednym z celéw pracy, byla ocena zddicioftalocyjanin Pc1-4 do generowania tlenu
singletowego, ktory jest uwany za gtowny czynnik odpowiedzialny za efekt
terapeutyczny uzyskiwany w terapii fotodynamiczfigj. Podobnie jak w przypadku
fluorescencji, zdoln@& generowania tlenu singletowego przez metaloftgéoigy Pcl-4
jest uzaleniona od zmiany stanéw elektronowych wzbudzoneggtezzki. llgciowo, O,
okresla liczbe czasteczek'O,, wygenerowam przez fotouczulacz wzbudzony w wyniku
absorpcji jednego fotonu. Zdol§io generowania tlenu singletowego zaleod wielu
czynnikéw, m.in. energii stanu wzbudzonego fotolmeza, obecri@i wygaszaczy O,
rozpuszczalnika, czastycia stanu trypletowego, efektywnego transferu gin@omiedzy
fotouczulaczem w stanie wzbudzonym;, Ta tlenem cgsteczkowym w stanie
podstawowym (§), rodzaju jondw metalu koordyrygego, tendencji fotouczulacza do
agregaciji [243].
Zdolnas¢ generowania tlenu singletowego przez ftalocyjarite-Pc4 oceniano meted
posredng w roztworze DMSO i DMF, w warunkach tlenowych. DPBastosowano jako
chemiczny wygaszacz tlenu singletowego, ktory miesimymagane wkgiwosci tj. reakcja
zachodzi w stosunku stechiometrycznym 1:1 i ma lizyozebieg [244]. Mieszanin
roztworow ftalocyjaninPcl-4 z DPBF, néwietlano promieniowaniem o dtugd fali
odpowiadajcej Amax pasma Q, a przebieg reakcji monitorowano spekivafetrycznie,
analizupc zmiany absorbancji w maksimum pasma DPBF prz417 nm. Jak podaje
Spiller i wsp. [244] do zalet DPBF zaliczynalery takze fakt, ze produkty jego
fotodegradacji nie reagujz casteczk wygaszacza oraz X0, i nie wykazuj absorpcji
promieniowania w zakresie widzialnym. Natomiast wddPBF jest brak selektywnej
zdolngci wygaszania tlenu singletowego, gdyosiada take zdolndé reagowania
Z innymi rodnikami i utleniaczami (poza rodnikieradtienkowym). Ponadto w bardziej
stezonych roztworach DPBF, w obedimd 'O,, maze zachodzi wolnorodnikowa reakcja
tancuchowa [244], dlatego podczas badania ftalocyj&aih+4 stosowano roztwory DPBF
0 stzeniu ok. 310° mol/dn? [244,245]. Reakcji wolnorodnikowej DPBF mnina
zapobiegé rowniez poprzez dodatek zwakow nukleofilowych, jak np. tiosiarczan(VI)

sodu, jodek sodu lub wodorotlenek sodu [244].
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Na Ryc. 106, 107, 110, 111, 114, 115, 118, 11%qgstawiajcych rozktad DPBF, pod
wptywem tlenu singletowego generowanego przez ¢igdminy Pc1-4 nie obserwowano
zmian absorpcji pasma Q. Wydagdo kwantows generowania tlenu singletowego
ftalocyjanin Pcl-4 wyznaczono wzgbem ftalocyjaniny cynkowej, a wyniki
przedstawiono w Tabeli 41. Wszystkie badaneazli Pc1-4 wykazywaty zdolné
generowania tlenu singletowego, a najbardzie] gfek& okazata siftalocyjaninaPc3
Jak wynika z Tabeli 41, ftalocyjanirposiadajce w centrum koordynacyjnym jon Zn(ll) -
Pcl i Pc3 - wykazywaly znacznie wksze wartéci ®,. Z doniesié literaturowych
wynika, ze ftalocyjaniny demetalowane genertien singletowy bardzo stabo lub wcale.
Natomiast kompleksowanie ftalocyjanin jonami mefadzefciowych pozwala uzyska
zwigzki o krotkim czasiezycia stanu trypletowego, a tym samym niskiej wanit@b, [1].
Szczegoln role w stabilizacji stanu trypletowego fotouczulaczyigoywap jony metali
przegciowych o widciwosciach paramagnetycznych 1 zapetnionych orbitalach
walencyjnych, jak np. jony Zn(ll) [2], co uzasadmgsokie wartéci ®, otrzymane dla
ftalocyjanin cynkowychPcl i Pc3 Zgodnie z przewidywaniami, mniegzzdolng¢
generowanidO, wykazywaly ftalocyjaniny zawierage jony magnezu(ll), tiPc2i Pc4
Ponadto, w przypadku ftalocyjanif§c4, na zmniejszenie wydajéci generowaniaO,
wplywa take jonowy charakter czwartga@owej soli amoniowej. Postgonowa, tj.Pc4
stabiej generowata tlen singletowy w porownaniu &e2 Wydajng¢ kwantowa
ftalocyjanin Pc2 i Pc4, wynosita odpowiednio w roztworze DMS@®,p.=0,21 oraz
Dppe~0,12, a wsrodowisku DMF ®pp:=0,25, ®rpc+~0,14. Analogiczne zat@osici
obserwowali, Biyiklioglu i wsp. [246], ktérzy anadiwali efekty przeksztatcenia tetra-
i oktapodstawionych chinolinowych pochodnych ZnPcawartorzdowe sole amoniowe.
Innym parametrem wplywagym na generowanie tlenu jest lepkaozpuszczalnika, co
mozna zauway¢ na przyktadzie ftalocyjaninfPcl w DMSO, gdzie obserwowano
niewielky wartas¢ ®,. Podobne uzasadnienie ma znale¢ w pracach Ogunsipe i wsp.
oraz Durmus i wsp. [202,242]. Suhling i wsp. [24d}jasniaja, ze w przypadku wikszej
wartasci n, nastpuje redukcja mdiwych zderzé czsteczki fotouczulacza z tlenem
singletowym.

Tlen singletowy, wygenerowany w wyniku wzbudzenmoficzulacza, posiada zdoféo
utleniania ranych substratow, np. lipidow blon komoérkowych, blat kwasow
nukleinowych itp., w tym rownie czgsteczek fotouczulacza. W odniesieniu do wielu
ftalocyjanin w czasie savietlania, obserwowano zanik barwy roztworu oranmjszenie

intensywngci pasma Soreta |1 Q, co okia sk terminem autooksydacyjnego
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fotowybielania (ang. photobleaching). Stab#ifidotouczulaczy w czasie faietlania jest
bardzo istotna z punktu widzenia PDT. Zunki efektywnie genergge tlen singletowy,
szczegOlnie Zaftalocyjaniny, zwykle wykazujwysoky podatné¢ na fotoutlenianie [247].
Zaleznos¢ taky zaobserwowano rowniew odniesieniu do badanych ftalocyjarfitl-4
Ponadto rozktad fotochemiczny fotouczulacza, sprzyggo szybkiej eliminacj”,
zmniejszajc ryzyko wysapienia dziaté niepazgdanych zwazanych z fototoksycziioia,
pod warunkiem, ze nie towarzyszy temu powstanie toksycznych pramlumkt
W przeciwnym razie zjawisko fotodegradaciji jestqgagem wysoce niepgdanym w PDT
[247].

Z tego wzgédu w ramach realizowanych zadarzewidziano take badania fotodegradaciji
ftalocyjanin Pc1-4 Podatné¢ ftalocyjanin na rozktad pod wptyweswiatla, zaley od
wielu czynnikéw, a w tym od budowy gateczki, stzenia, widciwosci rozpuszczalnika,
natzenia promieniowania. W wielu pracach dowiedziore, metaloftalocyjaniny &
bardziej podatne na rozktad pod wptywem promienimea krotszych dtugmiach fal
swiatta widzialnego i UV [242,247,248]. Fotodegra@atotouczulaczy, zachodzimaze
wedtug ré@nych mechanizmow, np. fotomodyfikacji lub fotowylaieia [247]. Jak
przedstawiono na Ryc. 122, 124, 126, 128, 130, 132, 136, nawietlaniu ftalocyjanin
Pcl-4 promieniowaniem z zakresu 450-900 nm, nie towsayha zmiana ksztattu ani
wyksztatcanie nowych pasm, cawiadczy o wysgpowaniu zjawiska fotowybielania.
Schnurpfeil i wsp. [249] badg proces fotodegradacji ftalocyjanin dowiégé zjawisko
fotowybielania jest skutkiem fragmentacji gigenia na bezbarwne gteczki, a gtbwnym
fotoproduktem s pochodne ftalimidu.

Proces fotodegradacji ftalocyjanincl-Pc4 analizowano w roztworze DMSO i DMF.
W tym celu w odsipach czasu wyk&ano widma absorpcji roztworu poddawanego
naswietlaniu. Jak zobrazowano na Ryc. 124, Ryc. 12%;. R32, w wyniku ekspozycji
swietlnej ftalocyjaninPc1-3w roztworze DMF, obserwowano zmiany intensysagasm
absorpcji. Natomiast stabiléd zwigzkéw w DMSO byta zdecydowanie giisza i, jak
przedstawiono na Ryc. 122, Ryc. 126, Ryc. 130, Ry, nie obserwowano istotnych
zmian przebiegu widm. Wedtug doniesigeraturowych, DMSO wykazuje silne dziatanie
koordynupce wzgbdem metaloftalocyjanin, a tym samym chronigsteczk przed
oksydacyjnym atakiem tlenu singletowego [250].

Kolejny etap zaktadat wyznaczenie parametrow kicatych fotodegradaciji. W tym celu
analizowano zmiany absorbancji w maksimum pasma @ykreslono zalenosci

InA/Ao = f(t). Obserwowane zmiany przedstawione grafieama Ryc. 123, 125, 127, 129,
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131, 133, 135, 137, wskazupe rozkiad fotochemiczny ftalocyjanin miat przebjedno-
lub dwuetapowy. Zalaos¢ InA/Aq = f(t) obrazugca rozktadPc2 (Ryc. 129) w DMF iPc4
(Ryc. 137) w roztworze wodnym, obrazuje reakcje ngstapowe, natomiast
fotodegradacja ftalocyjanifcl-4w DMSO (Ryc. 123, 127, 131, 135) oridel (Ryc. 125)

i Pc3 (Ryc. 133) w DMF, przebiegata dwuetapowo. Poszdnegétapy miaty charakter
reakcji kinetycznej pierwszego edu. Dla poszczegdllnych zalesci kinetycznych
rozktadu ftalocyjaninPcl-4 wyznaczono statszybkdaci reakcji oraz czas potowicznego
fotorozktadu ¢ s Jak przedstawiono na Ryc. 123, 127, 125, 131, 138, w przypadku,
proceséw charakteryzigych s¢ przebiegiem dwuetapowym, ma zaobserwowa ze
etap pierwszy przebiegal ze znaczniegksry szybkdcig. Jednocz@énie poréwnanie
parametruds wykazywato znacznie szybszy przebieg procesu égoatacji w roztworze
DMF.

Ostatni etap oceny aktywfm fotodynamicznej ftalocyjanirPcl-4 zaktadat zbadanie
aktywndaici in vitro fotouczulaczy na komorkach wyizolowanych z tkank&ivotworowej.
Badania biologiczne ftalocyjaninPcl1-3 wykonano na zwizkach ,wolnych”

i enkapsulowanych w gaiki liposomalne, ktére otrzymano metptydratacji cienkiego
filmu lipidowego. Charakterystgkuzyskanych liposoméw przedstawiono w Tabeli 46.
Materiat biologiczny stanowity komoérki raka kolczgkomdrkowego nowotworéw gtowy
i szyi (ang. human squamous cell carcinom&SCC), wyizolowane z tkanki
nowotworowej zlokalizowanej nggyku (HSC3) i w obgbie slinianek wickszych (H413).
HSCC jest szOstym, najpowszechniej wpsiiacym typem nowotworu nawiecie,
diagnozowanym u ok. 600 tys. pacjentéw rocznie.a@swanoze w USA kadego roku
przybywa 50 tys. nowych zachorofvaa HSCC, a jednocgeie rak kolczystokomorkowy
glowy i szyi jest przyczym ok. 10 tys. zgondw. Pomimo wspolnego pochodzenia,
nowotwory HSCC charakteryzyj sic duzym zr&nicowaniem w zaknosci od
anatomicznego umiejscowienia tkanki nowotworowej dlatego wymagaj
zindywidualizowanej terapii [251]. Terapia fotodymazna jest metad o obiecugcym
zastosowaniu w leczeniu nowotworow, co potwierglzarowno badania jak Zgoraktyka
kliniczna, gdzie preparat Foscan jest stosowanyaliafywnym leczeniu nowotworow
gtowy i szyi [252,253]. Zastosowanie PDT w leczemiowotworéow HSCC w olbie
glowy i szyi, jest meliwe z uwagi na lokaliza¢jzmiany nowotworowej, tatwo daginej
do nawietlania przy wykorzystaniu obecnie dgstychzrédet promieniowania. Ponadto,
mozliwos¢ stosowania rinych drég podania fotouczulacza, np.zyloej w postaci

iniekcji, miejscowej w formie opatrunku okluzyjnegsprzyja selektywnemu dziataniu



OMOWIENIE WYNIKOW | 181

w obrbie tkanki nowotworowej i zmniejszaniu ryzyka wysbwania dziala
niepazadanych [21].

Badanie aktywnéri biologicznej fotouczulaczy realizowano w dwodapach, oceniag¢
tzw. toksyczné¢ ciemry i jasmy ftalocyjaninPcl-4w formie wolnej oraz po wbudowaniu
w liposomylipPcl1-4. FtalocyjaninyPcl-4 badano w liposomach o sktadzie fotouczulacz,
1-palmitoilo-2-oleoilosn-glycero-3-fosfocholina i le-fosfatydylo-DL-glicerolw stosunku
molowym 0,1:8:2, w ktorych stenie fotouczulacza wynosito 10eM. W pierwszym
etapie oceniano aktyws® fotouczulaczyPcl-4i lipPcl-4 w fazie ciemnej, dla trzech
podstawowych sten 0,1, 1,0 i 1QuM, w celu wykluczenia potencjalnej toksycznbper
se Na podstawie wynikow zestawionych w Tabeli 48yskanych po 24 h inkubacji
ftalocyjaninPcl-4i lipPcl1-4 z komorkami HSC3 bez degiu swiatta, nie zaobserwowano
dziatania toksycznego. Kontrola zawieg 0,5% DMSO w medium oraz liposomy bez
wbudowanych ftalocyjanin nie wykazywaty dziatanagksycznego w ciemroi (Tabela
50). Podobne wyniki uzyskano w przypadku ftalocygnPc2-3 w formie wolnej

i liposomalnej, odnénie komoérek H413. Natomiast w fazie ciemnej ftajaoyna Pcl
w skzeniu 1 i 10uM, spowodowata zahamowanie wzrostu linii H413, osligalnio o ok.
20 i1 60%. W kolejnych etapach bagdaastosowano #sze s¢zenia zwazku Pcl, tj. 0,01,
0,1 0,5uM, dla ktoérych nie stwierdzono dziatania cytotokayego. J# na etapie oceny
toksyczndci ciemnej, mana zauway¢ zraznicowarny wrazliwos¢  komorek
nowotworowych, na dziatanie zyzkow fotouczulajcych.

W kolejnym etapie analizy aktywsd przeciwnowotworowej, tzw. toksyczém jasnej,
komoérki inkubowane z ftalocyjaninantPcl-4 i lipPcl-4, po uptywie 24 h poddano
naswietlaniu. W celu aktywacji odpowiednio ftalocyjani Pcl oraz Pc2-4 jako zrodto
Swiatta zastosowano diody, emgag promieniowanie o diugoi fali Ana,=690 nm

I Ama=735 nm. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 4Qalocyjaniny Pc2-4

i lipPc2-3 nie wykazaty aktywngci fotodynamicznej, zarbwno wzglem komorek HSC3,
jak tez H413. Nie obserwowano rowriedziatania toksycznego liposoméw bez
wbudowanych ftalocyjanin wzellem badanych linii komorkowych ani kontroli 0,5%
DMSO (Tabela 50). Natomiast w przypadku komérek BSfaobserwowano bardzo silne
dziatanie fotocytotoksyczne zyzku Pcl oraz jego liposomalnej postaci, ktérez jorzy
stezeniu 0,1uM, spowodowaty spadek pragvalnasci komorek do 10%.

Podgto préle wyjasnienia braku aktywrniwi Pc2-4 badagc wchtanianie komorkowe
zZwigzkow. W tym celu komorki HSC3, inkubowano z ftalg@ynami Pcl-4 o stzeniu

10 uM przez 24 h. Cg¢ hodowli komorkowej wykorzystano w badaniu wizuabj
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komorek przy ayciu mikroskopu fluorescencyjnego. Przygotowaniéopdo obrazowania
fluorescencyjnego, polegato na dodaniu do studkierswieragcych komorki HSC3
markerow fluorescencyjnych: MitoTracker Green -iacego aktywne mitochondria oraz
barwnika Hoechst’'a - markera kwaséw nukleinowyclas@pnie stosujc odpowiednie
filtry, obserwowano intensywn czerwomn fluorescengj ftalocyjaniny Pcl, zielory
MitoTrackera oraz niebiegkbarwnika Hoechst'a. Czerwgnfluorescengj uzyskano

wytacznie w przypadku ftalocyjaninycl(Ryc. 140).

MitoTracker Fluorescencja Pcl

Fotografie natozone

Fotografie natozone

Barwnik Hoechst’a Fluorescencja Pcl

Ryc. 140 Zdicia uzyskane technik mikroskopii fluorescencyjnej. Wizualizacja
wewnmngtrzkomorkowa ftalocyjaninyPcl panel 1) komorki wybarwione barwnikiem
Mitotracker Green i Hoechst; panel 2) czerwonarisoencja ftalocyjaninicl; panel 3)
natazone fotografie panelu 1 i 2 (pogkiszenie obiektywu 20x).

Pozostate komorki HSC3, niewykorzystane w badanaualizacji komorkowej, poddano
ekstrakcji DMF w celu oceny zdoléa wchianiania fotouczulaczicl-4 Po zakéczeniu
ekstrakcji, wykrélano widma absorpcji wyekstrahowanych roztworowtemsywry
absorpag wykazywat jedynie ekstrakt wyizolowany z komorekikubowanych
z ftalocyjanip Pcl, pozostate ekstrakty nie wykazywaty obeaiochromoforéw
ftalocyjanin. Na podstawie badania wizualizacji kilkowej i oceny stopnia wchfaniania
fotouczulaczy Pc1-4 przez komérki HSC3 stwierdzonae ftalocyjaniny Pc2-4 nie
wigzaty st z komorkami, co mee uzasadniabrak fotocytotoksycznii.

W zwigzku z powyszym, dalsze badania aktywéco biologicznej analizowano
w odniesieniu do ftalocyjaninyPcl Przygotowano cztery rodzaje liposoméw
z enkapsulowanPcl, tj. POPC:PG, POPC:PG:chol, POPC:DOTAP, POPC:DQtAd?
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(Tabela 46). W wyniku kalibracji wymiarowej uzyslamate liposomy jednolamelarne
z inkorporowag Pc1 o wielkdsci srednicy 100-150 nm (Ryc. 141).

J Ryc. 141 Fotografia liposomoRc1POPC:PG uzyskana
_— | metody transmisyjnej  mikroskopii  elektronowej
z zastosowaniem techniki barwienia negatywnego.

Y >
ﬁ 100 nm

>

Nastpnie dla ftalocyjaninyPclw zakresie stzen 0,01-1,0uM, w formie wolnej i czterech
liposomalnych formulacji, wyznaczono parametrsgCczyli stzenie hamujce wzrost
komérek HSC3 w 50% (Ryc. 142). Wykazaue,najwtksz zdolnagcig inhibicji wzrostu
komérek HSC3, charakteryzujeesiPcl w formie wolnej i w liposomach o tadunku
ujemnym PG:POPC, dla ktorych waitdCsg, wynosita odpowiednio 0,022 i 0,026M.
Jak wynika z Ryc. 142, wprowadzenie cholesterolbldmy liposomu, spowodowato ok.
10-krotne zmniejszenie aktywfm cytotoksycznejPcl Obserwowane zateosci mog
wynika¢ ze zmniejszonego uwalnianicl z nagnika, na skutek stabilizacji i zmniejszenia
ptynndsci btony liposomalnej, wynikare] z obecnéci cholesterolu. Naly takze
podkrali¢, ze zmiana tadunku btony liposomu na dodatni, poprzgrowadzenie
DOTAP, rownie nie wptyreta korzystnie na dziatanie fotocytotoksyczpel.

120

—O— Pc1 - IC50 = 0,022
—O— Pc1:PG:POPC - IC50 = 0,029
—O— Pc1:PG:POPC:chol - IC50 = 0,243

100 ~ :: —0O— Pc1:DOTAP:POPC - IC50 = 0,161

& —O— Pc1:DOTAP:POPC:chol - I1C50 = 0,144
80
60

40 |

20 ~

Przezywalno$é komérek HSC3 [%]

T
0,01 0,1 1

Stezenie ftalocyjaniny Pc1 [uM]

Ryc. 142 Zalenos¢ przezywalnasci komérek raka kolczystokomérkowego HSC3 od
stezenia ftalocyjaninyPclw formie wolnej i enkapsulowanej w liposomy.
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Mozna zakladé ze powyszy efekt jest skutkiem zmniejszonego powinowactwa
liposoméw obdarzonych tadunkiem dodatnim, wdgm komdrek nowotworowych
HSCC.

Ze wzrostem stenia ftalocyjaninyPcl obserwowano spadek pegzsvalnasci komorek
HSC3, czemu towarzyszyty zmiany morfologiczne holijogbserwowane, po uptywie 24
godzin od zakficzenia néwietlania. Komérki HSC3 to tzw. komérki adherentikédre
wykazup zdolng¢ adhezji, tj. w trakcie podziatdw twaypojedyncz warstwe komorek,
ktore scisle do siebie przylegaj Analizugc metod mikroskopowy nastpstwa dziatania
fotocytotoksycznego ftalocyjaningcl, zauwaono, ze komorki HSC3 odseparovaupie

od siebie, nagpuje obkurczanie btony komérkowej i zmiana ksztathmoérek (Ryc. 143).

Ryc. 143 Zmiany morfologii komérek HSC3 po uptywié h od zakaczenia néwietlania

hodowli, inkubowanej 2°cl o stzeniu 0,01, 0,05 i 0,%M: A) fotografie uzyskane za
pomo@ mikroskopu fluorescencyjnego w wyniku wybarwienkamorek markerami
SYTO Green (zielona fluorescencja) i Cell Trace c€m red-orange AMczerwona
fluorescencja) B) fotografie uzyskane w trybie kestowo-fazowym (powkszenie

obiektywu 20x).

W koncowym etapie badabiologicznych, analizowano stogienternalizacji ftalocyjaniny
Pcl przez komorki HSC3. Komorki inkubowano z ftaloayja Pcl o stzeniu 10uM
w czasie 0,5, 1, 2, 3, 4, 5i 24 h. Po uplywie va@onego czasu komorki poddano
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ekstrakcji DMF, a nagpnie mierzono warkt absorbancji przy diugoi fali A=691 nm.
Uzyskane wyniki wskazaj ze po uptywie 5 h i 24 h, z komérkami zmato s¢
odpowiednio 11,85% i 13,87% patkowej ilosci ftalocyjaniny Pcl (Ryc. 144).
Lau i wsp. [209] oceniagf stopié wchtaniania koniugatu ftalocyjaniny cynkowej
z oksaliplatym przez komorki HT29, uzyskali dla dwochzrgch koniugatéw wynik na

poziomie ok. 3 i 16%.

0,20

—e—

0,15

0,10

Absorbancja [691 nm]

0,05

0,00 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Czas [h]

Ryc. 144 Zmiany wartei absorbancji ekstraktow wyizolowanych z komone&,uptywie
0,5, 1, 2, 3,4,5i 24 h inkubaciji ftalocyjaniRg1 z komdérkami HSC3.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze budowa
czasteczki porfirynoidu, determinuje wtasciwosci fizykochemiczne oraz fotodynamiczne
badanej grupy zwiazkow Pcl-Pc4. Najwickszy potencjat jako fotouczulacz do
zastosowania w terapii fotodynamicznej posiadaofyganina PcL O potencjalnej
skutecznéci terapeutycznePcl mogy decydowa wiasciwosci hydrofobowe oraz budowa
czgsteczki (uktad podstawnikow, olmoina symetria, rozktad tadunku), utatvdicg
oddziatywanie Pcl z lipidami bton komoérkowych. Opracowane dRcl naosniki
liposomalne, nie spowodowaly nasilenia aktywasidotodynamicznej. Liposomy pehi
rol¢ czynnika solubilizacyjnego dla hydrofobowego, amguszczalnego wsrodowisku
wodnym zwizku Pcl, przy czym najlepszy efekt biologiczny uzyskammssgc liposomy
POPC:PG.
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. WNIOSKI

Przeprowadzono ocen witasciwosci fizykochemicznych i fotodynamicznych

czterech morfolinoetoksylowych pochodnych ftalooyyey Pcl-4, w odniesieniu do

wiasciwosci idealnego fotouczulacza wraz z ogerdolngci inaktywacji komoérek raka

kolczystokomorkowego w formie wolnej i liposomalnéjnaliza otrzymanych wynikow

w odniesieniu do dogbnego pdmiennictwa, pozwala sformutowaastpujace wnioski:

. Ftalocyjaniny Pc1-4 spetniaj kryterium czystéci chemicznej oraz posiadaj
odpowiednie wiéciwosci spektralne, zalmne w wymaganiach dla potencjalnych
zwigzkow fotouczulajicych. Widma posiadajcharakterystyczne pasma absorpcji,
tj. pasmo Soreta i Q oraz wykazujntensywn absorpgi promieniowania
w zakresie 600-800 nne£10>-10° mol*-dm®cm™).

. Polazenie maksimum absorpcji pasma Q zgleod liczby podstawnikow
morfolinoetoksylowych. Zwjzek zawiergicy dwa podstawniki Hcl) posiada
maksimum absorpcji przy okma=690 nm, natomiast zwzki posiadajce osiem

podstawnikow Pc2-4) wykazywaty potaenielnax W zakresie 740-750 nm.

. Przesunjcie batochromowe pasma Q ftalocyjaniRcl i Pc3), jest funkcy
wspoitczynnika refrakcji rozpuszczalnika niepolammedNatomiast ftalocyjanin
Pcl1-3 w rozpuszczalnikach polarnych, jest funkgarametru uwzgtniajgcego

wspotczynnik refrakcji oraz statlielektryczm rozpuszczalnika.

. Podstawniki morfolinoetoksylowe w pozycjach niegeryjnych zwekszap

zdolnaci solubilizacyjne ftalocyjanin.

. Zwiekszenie liczby podstawnikéw morfolinoetoksylowyamrdejsza tendengjdo

agregacji ftalocyjanin.

. Ftalocyjaniny Pcl-4 wykazup zdolng¢ generowania tlenu singletowego;
najwicksze wartéci wykazywaty ftalocyjaniny zawiergte w centrum
koordynacyjnym jony cynku(ll).



WNIOSKI | 187

W rozworach DMF wydajn&® kwantowa generowania tlenu singletowegénie
W szeregu:
Pc4 < Pc2 < Pcl < Pc3 < ZnPc

7. Ekspozycja ftalocyjaniPcl-4 na promieniowanie widzialne generuje jedno- lub
dwuetapowy proces fotowybielania, zachgrz zgodnie z reakgj kinetyczr
pierwszego rgdu. Zwigzki wykazupce wiksz wydajnag¢ kwantowg generowania

tlenu singletowego, wykazyuwickszy podatné¢ na proces fotodegradaciji.

8. Komorki raka kolczystokomdrkowego nowotworow gtowy szyi wykazuj
zroznicowary wrazliwos$é na inaktywagj metody PDT z zastosowaniem zdych

stezen ftalocyjaninyPcl

9. FtlaocyjaninaPcl posiada najbardziej obiegop wia&ciwosci jako potencjalny

fotouczulacz do zastosowania w terapii fotodynamegz

10.Opracowane formulacje liposomalne dla ftalocyjanifgl, stanows dogodny
nosnik  petngcy rok czynnika solubilizacyjnego dla  hydrofobowego,

nierozpuszczalnego svodowisku wodnym fotouczulacza.
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VIIl. STRESZCZENIE

W pracy doktorskiej pt. ,Fotochemiczna oraz fotoayriczna aktywn@& wybranych
porfirynoidéw o potencjalnym dziataniu przeciwnoworowym inkorporowanych
w nasniki liposomowe” przedstawiono anajiz wkasciwosci fizykochemicznych
i fotodynamicznych ftalocyjanifPcl-4 wraz z ocef aktywndci biologicznej w formie
wolnej i liposomalnej. Badane ftalocyjaniny to 2zwki autorskie, ktore zostaty
zsyntetyzowane w Katedrze Technologii ChemicA&replkéw Leczniczych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, modyfikowane nieperyferyjnigrupowaniami morfolino-
etoksylowymi. Dwa z analizowanych zgkow, zawieraty w centrum koordynacyjnym
jony cynku(ll) oraz odpowiednio dwaP¢1) lub osiem podstawnikOwPE3). Natomiast
ftalocyjaniny Pc2 i Pc4 posiadaty wbudowane jony Mg(ll) oraz osiem podsiiow.
FtalocyjaninaPc4 miata posta czwartorzdowej soli amoniowej, i byta jonayformag
Zwigzku Pc2
W pierwszym etapie pracy dokonano oceny czgstochemicznej otrzymanych
ftalocyjanin Pc1-3 metody HPLC. Optymalizacja procesu chromatograficznego polegata
na ustaleniu skfadu fazy ruchomej oraz warunkéwdzi@u w trzech uktadach.
Stwierdzonoze analizowane probki spetrdakryterium czystéci chemicznej wymagane
od potencjalnych fotosensybilizatorow w PDT, a zdwoé ftalocyjanin wynosita >95%.
Nastpnie analizowano wkaiwosci absorpcyjne ftalocyjanin Pcl-4 metodami
spektroskopowymi i wyznaczono molowe wspéiczynnildbsorpcji. Przebieg
elektronowych widm absorpcji ftalocyjani®cl-4 wykazat obecni@ charakterystycznych
pasm, tj. pasma Soret'a i Q oraz sibbsorpgj promieniowania w zakresie 600-800 nm
(e=10°-10° mol™*-dm*cmi?'). Wykreslono widma zwizkéw Pcl-4 w rozpuszczalnikach
o zr&nicowanych wiaciwosciach, ktore wykorzystano do oceny wplywu
rozpuszczalnikdbw na widmo UV-Vis i oddzialywaniazpuszczalnikéw ze zwkkami.
Zjawisko solwatochromizmu pozytywnego obserwowan@dmiesieniu do ftalocyjaniny
Pc4 w rozpuszczalnikach polarnych. Nagkszy wptyw na przesuecie batochromowe
maksimum pasma Q, wywierata woda 1 rozpuszczalni&i wiasciwosciach
koordynacyjnych (DMSO, pirydyna). W procesie sokgit ftalocyjanin Pcl i Pc3
w rozpuszczalnikach niepolarnych orBzl1-3 w srodowisku polarnym, dominaga role
odgrywaty sity dyspersyjne. Kolejny etap dotyczytalizy wiaciwosci agregacyjnych
ftalocyjanin w rozpuszczalnikach ozrej polarndci; okreslono zakres stzen dla postaci

monomerycznej. Najwicksze powinowactwo wzegtlem rozpuszczalnikbw polarnych
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wykazata ftalocyjanind®c2, Pc3 oraz Pc4 FtalocyjaninyPcl-4 wykazywaty niewiellg
zdolna¢ emisji promieniowania, a wydaji®kwantowa fluorescencji, ktgrwyznaczono
metod, posredn, z wyjatkiem wartgci uzyskanej dlaPcl w roztworze DMSO, byla
nizsza w poréwnaniu ze wzorcem niepodstawionej ftaboagy cynkowej.

Zdolncé¢ generowania tlenu singletowego badano mefodredny z wykorzystaniem
difenyloizobenzofuranu, jako wygaszacza tlenu sitoylego. Wszystkie ftalocyjaniny
Pcl-4 generowaly tlen singletowy w rozpuszczalnikach aoigznych. Najwiksze
wartasci  wydajnagci  kwantowej generowania tlenu singletowego, wykealy
ftalocyjaniny posiadage w centrum koordynacyjnym jony cynku(ll), c3i Pcl
Fotodegradacja ftalocyjanifcl-4 ktéra okreslono jako tzw. proces fotowybielania, byta
procesem jedno lub dwuetapowym i przebiegata zgodnkinetyly rekacji pierwszego
rzedu. Proces fotodegradacji ftalocyjanin Zalle od srodowiska, a zwgzki ktore
wykazywaly wysol wydajngé¢ kwantowy generowania tlenu singletowego, posiadaty
wigkszy podatné¢ na proces fotochemicznego rozktadu.

W badaniach aktywr$gi biologicznej w warunkachn vitro, z wykorzystaniem linii
komorkowych raka kolczystokomorkowego HSC3 i H4fkiRpcytotoksyczn aktywnaié
wykazata ftalocyjaninaPcl Zaobserwowano z#iicowary odpowied linii komérek
nowotworowych na inaktywagj fotodynamiczg, przy czym Pcl wykazywata efekt
toksyczny wzgidem komorek H413, tak bez néwietlania. Dla ftalocyjaninyPcl
opracowano i przygotowano cztery formulacje lipoabra. Szczegolnie obieaaly efekt
uzyskano dla liposoméw o tadunku ujemnym, zbudowhrg 1-palmitoilo-2-oleoilsn
glycero-3-fosfocholiny (POPC) i fosfatydyloglicewol(PG). Otrzymano poréwnywain
wartaés¢ stzenia 1Gp, wyznaczon dla ftalocyjaniny Pcl w ,formie wolnej” oraz
inkorporowanej w liposomy POPC-PG. Wykazam® ftalocyjaninaPcl, w porownaniu do
zwigzkow Pc2-4wykazuje powinowactwo wzgtlem komoérek HSC3, co zadecydowato o
skutecznej inhibicji wzrostu hodowli komorek rakaldzystokomorkowego.

Uzyskane wyniki bada wykazaly, ze budowa czsteczki porfirynoidu, determinuje
wiasciwosci  fizykochemiczne oraz fotodynamiczne. Najkgzy potencjat jako
fotouczulacz do zastosowania w terapii fotodynamegzposiada ftlaocyjanindcl
Opracowany dla&Pcl nasnik liposomalny POPC:PG, nie powoduje nasilenianakisci
fotodynamicznej, a peilni rel czynnika solubilizacyjnego dla hydrofobowego,

nierozpuszczalnego yvodowisku wodnym fotouczulacza.
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IX. ABSTRACT

Title: Photochemical and photodynamic activity of slected porphyrinoids possessing
potential anticancer activity incorporated into liposome carriers

The scope of the dissertation was to evaluate pbgsemical and photodynamic
properties and determine biological activity of llbcyaninesPcl-4 non-incorporated
and incorporated into liposomes. Novel phthaloayanierivativesPcl-4 endowed non-
peripherally with 2-(morpholin-4-yl)ethyloxy substents were synthesized in the
Department of Chemical Technology of Drugs, Pozbaiversity of Medical Sciences.
Two out of four studied compounds were coordindigdzinc(ll) ion and possessed two
(Pcl) and eight substituent®¢3), respectively. Wherea®c2 and Pc4 phthalocyanines,
had inserted Mg(ll) ion and eight substituents.hBltcyaninePc2 was quaternized what
resulted in quaternary ammonium sRit4.

In the first step, purity ofPcl-3 samples was assessed by HPLC chromatography.
Conditions of chromatographic process were optithizg selection of mobile phase ratio
and elution mode. It has been found that the poipbigs have met the purity criteria
required for potential photosensitizers in PDTtlees content of phthalocyanin®c1-3in

the studied samples was higher than 95 %.

Spectral properties of phthalocyanirtesl-4were studied by spectroscopic technique and
molar absorption coefficients were determined. Apson spectra of the derivativés1-4
are typical of the phthalocyanine chromophor anslspes less intense Soret band at 300-
400 nm and sharp and intense Q (680-750 nm) bant wiolar coefficient of
¢= 10°-10°. Spectra of the compoun&s1-4were plotted in a variety of solvents and used
for solvent effects study. Positive solvatochromisas observed with respect to fedin
polar solvents. The highest impact on Q band bétloogic shift was exerted by water and
coordinating solvents (DMSO, pyridine). Dispersimnces contribute to the solvation of
phthalocyanine®cl and Pc3in non-polar solvents arélc1-3in polar ones. Aggregation
of phthalocyanine®cl-4 was analyzed in solvents of different polarity.eTaim of the
study was to identify the range of concentrationbere the monomeric form of the
compound prevails. The greatest affinity for paatvents showed phthalocyaniRe2,
Pc3andPc4

Furthermore, physical and photochemical propertésphthalocyaninesPcl-4 were
studied. Pc1-4 showed poor emission properties and fluorescengantgm yield

(determined by the comparative method) was lowempared with the standard
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unsubstituted zinc phthalocyanine (ZnPc), with ¢lxeeption of the value determined for
Pclin DMSO. The singlet oxygen quantum yield Rel-4was determined in DMSO and
DMF, by relative method using ZnPc as a standadi BB-diphenylisobenzofuran as a
singlet oxygen quencher. All phthalocyaniri®sl-4 showed the ability to generate singlet
oxygen effectively in organic solvents. The highesdtes of singlet oxygen quantum yield
was obtained for phthalocyanines possessing z)nofill i.e.Pc3 and Pcl Subsequently,
photostability ofPc1-4was studied upon illumination with a visible lightam (450-900
nm) in DMSO, DMF, and in case oPc4 also in water. Photodegradation of
phthalocyanine$cl1-4 was characterized by a decrease in the intensiboih the Soret
and Q bands, without a shift in maxima or formatedmew bands in the visible region.
This scheme of photodegradation is called photeabieg. To study kinetic parameters of
Pcl-4 photodegradation, changes of the absorbance amthemum of the Q band
(InNA/A,) were plotted against the time of irradiation. &ie curves have shown that
photodegradation dPcl-4is one or two stage process, and each of thediidgr kinetics.
Photodegradation d?c1-4was highly influenced by the solvent and compounits high
singlet oxygen quantum yield had greater suscéipyiboward photochemical degradation.
Finally, biological activity ofPcl-4was studied against human squamous cell carcinoma
(HSCC), HSC3 and H413. Cancer cell lines expresdéi@rent sensitivity toward
photodynamic inactivation biycl ThePclinhibited the growth of H413 cells in the dark
and generally showed highest photocytotoxic agtigigainst both cell lines. Therefore,
Pcl was submitted for additional liposomal encapsafatinto four formulations.
Negatively charged liposomes composed ofpalmitoyt2-oleoylsn-glycerc3-
phosphocholing(POPC) and phosphatidylglycerol (PG) have been dotm be most
promising vesicle folPcl The IGpvalues determined (using HSC3 cells) Rl non-
incorporated and incorporated into liposomes POBCvirre comparable. Cellular uptake
and fluorescent micoroscopy experiments have shthat to the contrary td’c2-4
phthalocyaninePcl had good affinity toward HSC3 cells. AdditionalBc1l was active
despite of its highly hydrophobic character.

The results have shown that the structure of pbdlyahine molecule is crucial for the
physico-chemical properties and photodynamic agtiof potential photosensitizer. The
most promising properties as a potential photosieasifor PDT have been found fBcl
Liposomal carrier, developed f&cl andcomposed of POPC and PG, does not potentiate
photodynamic activity of the compound but plays iaxportant role as a solubilizing

matrix for the hydrophobic, insoluble photosensitiz
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Niniejszym édwiadczam, 1 jestem autorem pracy doktorskiej p.t.:

.Fotochemiczna oraz fotodynamiczna aktywné&¢ wybranych porfirynoidéw
0 potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym inkorporowanych w naniki

liposomowe

Praca ta zostata przeze mnie napisana samodziblerejakiegokolwiek udziatu
0so6b trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w grheratury przedmiotu i materiatow
zrodtowych, stanowi ona pracoryginalrg, nie narusza praw autorskich oraz dobr
osobistych osob trzecich i jest wolna od jakichkekwzapayczen.

Oswiadczam réwnig, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informadjire
zostaly uzyskane w sposob niedozwolony prawem pi@byta dotychczas przedmiotem
zadnej urgdowej procedury zwgzanej z uzyskaniem stopnmaukowegao doktora nauk
farmaceutycznych a ziazona przeze mnie dyskietka/ptyta CD zawiera elektmny zapis
przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczénie cdwiadczam ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji dorkystania z wyej wymienionej
pracy bez ogranicieczasowych i terytorialnych w zakresie obrotémikami, na ktorych
prac utrwalono przez: wprowadzanie do obrotuyerenie lub najem egzemplarzy w
postaci elektronicznej a nadto upamem Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania i avcdowania pracy w zakresie
wprowadzania jej do pagti komputera oraz do jej zwielokrotniania i udgstiania w

formie elektronicznej oraz drukowane.

IMig 1 NAZWISKO ....ccoeeeeieieieeeee e
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