
Uniwersytet Medyczny  
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu 

Katedra i Zakład Chemii Nieorganicznej i Analitycznej 
 

 

 

Paulina Skupin-Mrugalska 
 

Fotochemiczna oraz fotodynamiczna aktywność 

wybranych porfirynoidów o potencjalnym działaniu 

przeciwnowotworowym inkorporowanych w nośniki 

liposomowe 
_______________________________________________________________________________________ 

Rozprawa doktorska 

 

 

Promotor: prof. dr hab. Jadwiga Mielcarek 

 

 

Poznań 2014  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Słowa kluczowe: 

 porfirynoidy, ftalocyjaniny, fotouczulacze, terapia fotodynamiczna, liposomy 

  



Część pracy została wykonana w ramach projektu badawczego finansowanego przez 

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyższego: „Koniugaty porfirazynowo-

nitroimidazolowe jako fotosensybilizatory dla terapii fotofotodynamicznej”, nr N N401 

067 238 

 

 

Doktorantka była stypendystką w ramach projektu: 

„Wsparcie stypendialne dla doktorantów na kierunkach uznanych za strategiczne  

z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”, Poddziałanie 8.2.2 Programu Operacyjnego 

Kapitał Ludzki, na lata 2011/2012 oraz 2012/2013 

  



Praca została wykonana we współpracy z: 

• Katedrą i Zakładem Technologii Chemicznej Środków Leczniczych Uniwersytetu 

Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu 

• Microbiology Department, University of the Pacific, Arthur A. Dugoni School of 

Dentistry, San Francisco, USA 

  



Wybrane fragmenty materiału przedstawionego w części teoretycznej oraz część wyników 
badań uzyskanych podczas realizacji pracy doktorskiej została opublikowana  
w czasopismach naukowych i przedstawiona podczas konferencji w formie prezentacji 
ustnych i plakatowych: 
 

1. Skupin-Mrugalska P., Piskorz J., Gośliński T., Mielcarek J., Konopka K., Düzgüneş N., 
Current status of liposomal porhyrinoid photosensitizers; Drug Disc. Today, 18 (2013) 
776-784, Impact Factor – 6,551, MNiSzW- 45 

 
2. Zgłoszenie do Urzędu Patentowego Rzeczpospolitej Polskiej nr P. 402263 (zgłoszenie 

27.12.2012); Marcin Wierzchowski, Tomasz Gośliński, Wojciech Szczołko, Stanisław 
Sobiak, Paulina Skupin-Mrugalska, Marek Murias, Małgorzata Kucińska, Sebastian 
Lijewski, Mateusz Ściepura, Maciej Korpusiński, Jadwiga Mielcarek; Morfolinowe oraz 
morfolinowo-nitroimidazolowe pochodne ftalocyjanin, sposób ich otrzymywania oraz 
zastosowanie. 

 
3. P. Skupin-Mrugalska, L. Sobotta, W. Szczolko, K. Konopka, E. Tykarska, M. 

Wierzchowski, J. Dlugaszewska, M. Kucinska, M. Murias, N. Düzgüneş; Synthesis and 
development of the novel phthalocyanine derivatives possessing 2-(morpholin-4-yl) 
ethyloxy groups of potential applications in photodynamic therapy; 15th JCF-
Frühjahrssymposium, Berlin, 6-9 marca, 2013 

 
4. Skupin P., Sobotta Ł., Szczołko W., Konopka K., Tykarska E., Wierzchowski M., 

Düzgüneş N., Goslinski T., Mielcarek J. Development of novel phthalocyanines 
encapsulated in liposomes for photodynamic therapy of cancer; Bioconnect 2013, 
Poznań 15-16 maja 2013, http://ntpp.pl/bioconnect-2013/poster-session-2/ 

 
5. P. Skupin-Mrugalska, K. Konopka, N. Düzgüneş, Ł. Sobotta, J. Mielcarek; Preparation 

method and characteristics of lipid-based carriers for photosensitizing agents; I 
Międzynarodowa Konferencja Oxygenalia „Tlen Pierwiastkiem Życia” - 26 października 
2012, Poznań 

 
6. Skupin P., Konopka K., Düzgüneş N., Sobotta Ł., Mielcarek J. Liposomes as drug 

delivery system for photosensitizing agents in photodynamic therapy of oral cancers. 
Bioconnect 2012, Poznań 15-16 maja 2012, http://www.ntpp.pl/bioconnect- 
2012/presentations/ 

 
 

 

  



Pani Profesor Jadwidze Mielcarek za przekazaną wiedzę,opiekę naukową, liczne porady  
i konsultacje, mnóstwo poświęconego czasu, wyrozumiałość, motywowanie do podjęcia 
naukowej drogi rozwoju oraz cenną pomoc podczas realizacji pracy – serdecznie dziękuję. 
 
Panu Profesorowi Zenonowi Kokotowi za umożliwienie realizacji pracy doktorskiej  
w Katedrze i Zakładzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej – serdecznie dziękuję. 
 
Pani Doktor Hannie Jankowiak-Gracz za umożliwienie łączenia pasji zawodowej  
z naukową, wspieranie rozwoju zawodowego, przekazaną wiedzę oraz motywowanie do 
zdobywania nowych doświadczeń i poszukiwania drogi rozwoju, składam serdeczne 
podziękowania. 
 
Panu Doktorowi habilitowanemu Tomaszowi Goślińskiemu za przekazanie związków do 
badań, pomoc w realizacji pracy oraz umożliwienie odbycia stażu naukowego  
w Microbiology Department, University of the Pacific, Arthur A. Dugoni School of 
Dentistry, San Francisco, USA, motywację i życzliwość – składam serdeczne 
podziękowania. 
 
Panu Profesorowi Nejat’owi Düzgüneş serdecznie dziękuję za umożliwienie odbycia 
stażów naukowych w Microbiology Department, University of the Pacific, Arthur  
A. Dugoni School of Dentistry, San Francisco, USA, przekazaną wiedzę w zakresie badań 
komórkowych i technologii liposomów oraz ogromną życzliwość. 
 
Pani Profesor Krystynie Konopce za umożliwienie odbycia stażów naukowych  
w Microbiology Department, University of the Pacific, Arthur A. Dugoni School of 
Dentistry, San Francisco, USA, przekazaną wiedzę w zakresie badań komórkowych i 
górskich wypraw, wsparcie, inspiracje oraz serdeczne dyskusje, z całego serca dziękuję. 
 
Panu Doktorowi Wojciechowi Szczołko serdecznie dziękuję za udostępnienie związków, do 
badań.  
 
Panu Magistrowi Łukaszowi Sobotta serdecznie dziękuję za przekazaną wiedzę, wsparcie, 
serdeczną i owocną współpracę.  
 
Panu Magistrowi Jarosławowi Piskorzowi za sympatyczne towarzystwo i współpracę w 
ramach stażu naukowego w Microbiology Department, University of the Pacific, San 
Francisco, USA, dziękuję. 
 
Pani Barbarze Plowman za przygotowanie próbek i wykonanie fotografii metodą 
transmisyjnej mikroskopii elektronowej – serdecznie dziękuję.  
 
Marcinowi Mokierów-Czołowskiemu składam serdeczne podziękowania za pomoc  
w przygotowaniu rycin do części teoretycznej. 
 
Składam serdeczne podziękowania współpracownikom Apteki Szpitala Klinicznego 
„Przemienienia Pańskiego” w Poznaniu, kolegom Senait Gebremedhim, Michałowi 
Kryjewskiem, Michael`owi Yee.  
      

 



  

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pracę dedykuję 

Rodzicom i Joannie 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Piotrowi 

za miłość i wsparcie 

 



SPIS TREŚCI 1 
 

SPIS TREŚCI 

SPIS TREŚCI 1 

WYKAZ SKRÓTÓW ...................................................................................................................................... 4 

I.  WSTĘP ..................................................................................................................................................... 7 

II.  CZĘŚĆ TEORETYCZNA .................................................................................................................... 13 

1. ODKRYCIE LIPOSOMÓW ................................................................................................................ 14 

2. RODZAJE LIPOSOMÓW ................................................................................................................... 14 

3. LIPIDY DO OTRZYMYWANIA LIPOSOMÓW .................. ........................................................... 16 

4. MECHANIZM POWSTAWANIA LIPOSOMÓW.................... ........................................................ 17 

4.1. LIPIDOWA DWUWARSTWA ..................................................................................................................... 17 
4.2. FORMOWANIE LIPOSOMÓW .................................................................................................................... 18 

5. METODY OTRZYMYWANIA LIPOSOMÓW ..................... ........................................................... 19 

5.1. METODY MECHANICZNE ........................................................................................................................ 19 
5.2. METODY Z ZASTOSOWANIEM ROZPUSZCZALNIKÓW ORGANICZNYCH .................................................... 21 
5.3. METODY Z ZASTOSOWANIEM DETERGENTÓW ........................................................................................ 22 
5.4. MECHANIZMY WPROWADZANIA SUBSTANCJI LECZNICZYCH W STRUKTURĘ LIPOSOMU ......................... 23 

6. PARAMETRY CHARAKTERYZUJ ĄCE LIPOSOMY ................................................................... 24 

6.1. SKŁAD LIPOSOMÓW ............................................................................................................................... 24 
6.2. WIELKOŚĆ ŚREDNICY I TYP LIPOSOMÓW ............................................................................................... 25 
6.3. PŁYNNOŚĆ BŁONY LIPOSOMALNEJ......................................................................................................... 25 
6.4. ŁADUNEK POWIERZCHNI LIPOSOMU ...................................................................................................... 26 
6.5. POTENCJAŁ ZETA ................................................................................................................................... 26 

7. RODZAJE TERAPEUTYCZNYCH LIPOSOMÓW ................. ....................................................... 27 

7.1. KLASYCZNE LIPOSOMY ......................................................................................................................... 28 
7.2. LIPOSOMY DŁUGOKRĄŻACE (ANG. LONG-CIRCULATING LIPOSOMES) .................................................... 28 
7.3. LIPOSOMY DO TERAPII CELOWANEJ ....................................................................................................... 30 

8. DROGI PODANIA SUBSTANCJI LECZNICZYCH INKORPOROWANYC H W LIPOSOMY 34  

8.1. DROGA DOUSTNA .................................................................................................................................. 34 
8.2. WZIEWNA DROGA PODANIA .................................................................................................................. 35 
8.3. LIPOSOMALNE POSTACI LEKÓW DO UŻYTKU ZEWNĘTRZNEGO ............................................................... 35 
8.4. DROGI PODANIA LIPOSOMALNYCH FOTOUCZULACZY ............................................................................ 36 

9. ZASTOSOWANIE LIPOSOMALNYCH POSTACI LEKÓW W TERAPII 
PRZECIWNOWOTWOROWEJ ................................................................................................................. 37 

10. LIPOSOMALNE FOTOUCZULACZE STOSOWANE W PDT ......... ............................................ 40 

10.1. LIPOSOMALNE POCHODNE PORFIRYN .................................................................................................... 41 
10.2. LIPOSOMALNE POCHODNE BAKTERIOCHLORYN I CHLORYN ................................................................... 44 

10.2.1. Liposomalne postaci temoporfinu .............................................................................................. 44 
10.2.2. Visudyne – pierwsza liposomalna postać fotouczulacza w praktyce klinicznej ........................ 48 

10.3. LIPOSOMALNE POCHODNE FTALOCYJANINY .......................................................................................... 51 

III.  CEL I ZAKRES PRACY ...................................................................................................................... 54 

IV.  APARATURA I MATERIAŁ DO BADA Ń ........................................................................................ 57 

1. APARATURA........................................................................................................................................ 57 

2. ODCZYNNIKI ...................................................................................................................................... 58 

3. MATERIAŁ BIOLOGICZNY ............................................................................................................. 60 

4. SUBSTANCJE DO BADAŃ ................................................................................................................. 60 



SPIS TREŚCI 2 
 

V. METODYKA I WYNIKI BADA Ń ...................................................................................................... 63 

1. OCENA CZYSTOŚCI CHEMICZNEJ FTALOCYJANIN ........................ ...................................... 63 

1.1. METODYKA BADANIA CZYSTOŚCI CHEMICZNEJ ..................................................................................... 63 
1.2. OCENA CZYSTOŚCI FTALOCYJANINY PC1 .............................................................................................. 64 

1.2.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 .......................................................... 64 
1.2.2. Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 z zastosowaniem układów I-III ............ 65 

1.3. OCENA CZYSTOŚCI FTALOCYJANINY PC2 .............................................................................................. 68 
1.3.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 .......................................................... 68 
1.3.2. Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 z zastosowaniem układów I-III ............ 69 

1.4. OCENA CZYSTOŚCI FTALOCYJANINY PC3 .............................................................................................. 72 
1.4.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 .......................................................... 72 
1.4.2. Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 z zastosowaniem układów I-III ............ 73 

2. WYZNACZENIE MOLOWYCH WSPÓŁCZYNNIKÓW ABSORPCJI ..... .................................. 76 

2.1. METODYKA WYZNACZANIA MOLOWYCH WSPÓŁCZYNNIKÓW ABSORPCJI .............................................. 76 
2.2. MOLOWE WSPÓŁCZYNNIKI ABSORPCJI FTALOCYJANINY PC1 ................................................................ 77 
2.3. MOLOWE WSPÓŁCZYNNIKI ABSORPCJI FTALOCYJANINY PC2 ................................................................ 78 
2.4. MOLOWE WSPÓŁCZYNNIKI ABSORPCJI FTALOCYJANINY PC3 ................................................................ 79 
2.5. MOLOWE WSPÓŁCZYNNIKI ABSORPCJI FTALOCYJANINY PC4 ................................................................ 80 

3. WPŁYW ROZPUSZCZALNIKÓW NA ELEKTRONOWE WIDMA ABSORPC JI 
FTALOCYJANIN PC1-4 .............................................................................................................................. 81 

3.1. METODYKA BADANIA  ............................................................................................................................ 81 
3.2. ANALIZA ODDZIAŁYWA Ń FTALOCYJANIN PC1-4 Z ROZPUSZCZALNIKAMI .............................................. 91 

3.2.1. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc1 z rozpuszczalnikami ................................................... 92 
3.2.2. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc2 z rozpuszczalnikami ................................................... 93 
3.2.3. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc3 z rozpuszczalnikami ................................................... 94 
3.2.4. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc4 z rozpuszczalnikami ................................................... 95 

4. OCENA AGREGACJI.......................................................................................................................... 96 

4.1. OCENA AGREGACJI FTALOCYJANINY PC1 .............................................................................................. 96 
4.2. OCENA AGREGACJI FTALOCYJANINY PC2 ............................................................................................ 103 
4.3. OCENA AGREGACJI FTALOCYJANINY PC3 ............................................................................................ 110 
4.4. OCENA AGREGACJI FTALOCYJANINY PC4 ............................................................................................ 117 

5. WŁA ŚCIWO ŚCI EMISYJNE FTALOCYJANIN PC1-4 ............................................................... 121 

5.1. WIDMA FLUORESCENCJI FTALOCYJANIN PC1-4 ................................................................................... 121 
5.1.1. Widma emisji ftalocyjaniny Pc1 .............................................................................................. 122 
5.1.2. Widma emisji ftalocyjaniny Pc2 .............................................................................................. 123 
5.1.3. Widma emisji ftalocyjaniny Pc3 .............................................................................................. 124 
5.1.4. Widma emisji ftalocyjaniny Pc4 .............................................................................................. 125 

5.2. WYZNACZENIE WYDAJNOŚCI KWANTOWEJ FLUORESCENCJI FTALOCYJANIN PC1-4 ............................. 126 

6. OCENA ZDOLNO ŚCI GENEROWANIA TLENU SINGLETOWEGO ................. ..................... 127 

6.1. METODYKA I WARUNKI BADANIA ZDOLNO ŚCI GENEROWANIA TLENU SINGLETOWEGO (1O2) PRZEZ 

FTALOCYJANINY PC1-4 ................................................................................................................................... 127 
6.2. GENEROWANIE TLENU SINGLETOWEGO PRZEZ FTALOCYJANINĘ PC1 ................................................... 129 

6.2.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 generowanego przez Pc1 . 129 
6.2.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas generowania tlenu 
singletowego przez ftalocyjaninę Pc1 ......................................................................................................... 130 

6.3. GENEROWANIE TLENU SINGLETOWEGO PRZEZ FTALOCYJANINĘ PC2 ................................................... 132 
6.3.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 generowanego przez Pc2 . 132 
6.3.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas generowania tlenu 
singletowego przez ftalocyjaninę Pc2 ......................................................................................................... 133 

6.4. GENEROWANIE TLENU SINGLETOWEGO PRZEZ FTALOCYJANINĘ PC3 ................................................... 135 
6.4.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 generowanego przez Pc3 . 135 
6.4.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas generowania tlenu 
singletowego przez ftalocyjaninę Pc3 ......................................................................................................... 136 

6.5. GENEROWANIE TLENU SINGLETOWEGO PRZEZ FTALOCYJANINĘ PC4 ................................................... 138 



SPIS TREŚCI 3 
 

6.5.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 generowanego przez Pc4 . 138 
6.5.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas generowania tlenu 
singletowego przez ftalocyjaninę Pc4 ......................................................................................................... 139 

6.6. WYZNACZENIE WYDAJNOŚCI KWANTOWEJ GENEROWANIA TLENU SINGLETOWEGO PRZEZ 

FTALOCYJANINY PC1-4 ................................................................................................................................... 141 

7. ANALIZA FOTOTRWAŁO ŚCI FTALOCYJANIN PC1-4 ........................................................... 142 

7.1. METODYKA I WARUNKI FOTODEGRADACJI FTALOCYJANIN PC1-4 W FAZIE CIEKŁEJ ............................ 142 
7.2. ROZKŁAD FOTOCHEMICZNY I WYZNACZENIE PARAMETRÓW KINETYCZNYCH FOTODEGRADACJI 

FTALOCYJANINY PC1 W ROZTWORZE DMSO I DMF ...................................................................................... 143 
7.3. ROZKŁAD FOTOCHEMICZNY I WYZNACZENIE PARAMETRÓW KINETYCZNYCH FOTODEGRADACJI 

FTALOCYJANINY PC2 W ROZTWORZE DMSO I DMF ...................................................................................... 146 
7.4. ROZKŁAD FOTOCHEMICZNY I WYZNACZENIE PARAMETRÓW KINETYCZNYCH FOTODEGRADACJI 

FTALOCYJANINY PC3 W ROZTWORZE DMSO I DMF ...................................................................................... 149 
7.5. ROZKŁAD FOTOCHEMICZNY I WYZNACZENIE PARAMETRÓW KINETYCZNYCH FOTODEGRADACJI 

FTALOCYJANINY PC4 W ROZTWORZE DMSO I H2O ........................................................................................ 152 

8. OTRZYMYWANIE I CHARAKTERYSTYKA LIPOSOMÓW Z INKORPOR OWANYMI 
FTALOCYJANINAMI PC1-4 .................................................................................................................... 155 

9. BADANIE AKTYWNO ŚCI PRZECIWNOWOTWOROWEJ – OCENA AKTYWNO ŚCI 
BIOLOGICZNEJ ........................................................................................................................................ 157 

9.1. PRZYGOTOWANIE HODOWLI KOMÓRKOWEJ ......................................................................................... 157 
9.2. PRZYGOTOWANIE ROZTWORÓW FTALOCYJANIN PC1-4 ....................................................................... 158 
9.3. OCENA PRZEŻYWALNOŚCI KOMÓREK .................................................................................................. 158 
9.4. BADANIE TOKSYCZNOŚCI CIEMNEJ ...................................................................................................... 159 
9.5. BADANIE TOKSYCZNOŚCI JASNEJ ......................................................................................................... 160 
9.6. INTERNALIZACJA KOMÓRKOWA .......................................................................................................... 162 
9.7. WIZUALIZACJA WEWNĄTRZKOMÓRKOWA ........................................................................................... 163 
9.8. ANALIZA STATYSTYCZNA  .................................................................................................................... 163 

VI.  OMÓWIENIE WYNIKÓW ............................................................................................................... 164 

VII.  WNIOSKI ............................................................................................................................................ 186 

VIII.  STRESZCZENIE ............................................................................................................................ 188 

IX.  ABSTRACT ......................................................................................................................................... 190 

X. WYKAZ RYCIN ................................................................................................................................. 192 

XI.  WYKAZ TABEL ................................................................................................................................. 200 

XII.  PIŚMIENNICTWO ............................................................................................................................. 203 

ZAŁ ĄCZNIK NR 1 ..................................................................................................................................... 213 

ZAŁ ĄCZNIK NR 2 ..................................................................................................................................... 214 

 
  



WYKAZ SKRÓTÓW 4 
 

WYKAZ SKRÓTÓW 

ALA - kwas 5-aminolewulinowy 

AMD - zwyrodnienie plamki żółtej związane z wiekiem (ang. Age-related 
Macular Degeneration) 

APRPG - pentapeptyd Ala-Pro-Arg-Pro-Gly  

BCA - bakteriochloryna a  

BPD-MA - monokwasy pochodnych benzoporfiryny (ang. Benzoporphyrin 
Derivative MonoAcids) 

BPF - dwuwarstwowy fosfolipidowy płatek (ang. Bilayered Phospholipid 
Flake) 

chol - cholesterol 

CMC - krytyczne stężenie micelarne (ang. Critical Micelle Concentration) 

CT - ang. Charge Transfer 

CV - przeżywalność komórek (ang. Cell Viability) 

DDS - systemy transportujące leki (ang. Drug Delivery System) 

DMA - N,N-dimetyloacetamid  

DME - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose 

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

DMF - N,N-dimetyloformamid 

DMPC - 1,2-dimirystoilo-sn-glycero-3-fosfocholina  

DMSO - dimetylosulfotlenek 

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. DeoxyriboNucleic Acid) 

DOTAP - chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy 

DPBF - 1,3-difenyloizobenzofuran 

DPBS - Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline bez wapnia i magnezu  

DPPC - 1,2-dipalmitoilo-sn-glycero-3-fosfocholina 

DPPG - 1,2-dipalimitoilo-sn-glycero-3-fosfoglicerol 

DS - systemy transportujące (ang. Delivery System) 

DSPC - 1,2-distearoilo-sn-glycero-3-fosfocholina 

EMA - Europejska Agencja ds. Leków (ang. European Medecines Agency)  

EPR - efekt zwiększonej przepuszczalności naczyniowej i zatrzymywania 
małych cząstek (ang. Enhanced vascular Permeability and Retention) 

FBS - płodowa surowica bydlęca inaktywowana ciepłem (ang. Fetal Bovine 
Serum) 

FDA - Agencja ds. Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

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

HER2 - receptor ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu typu 2 (ang. Human 
Epidermal growth factor Receptor 2) 

HexSiPc - bis(tri-n-heksylosiloksy)krzem (IV) ftalocyjanina   
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HOMO - najwyższy zajęty orbital molekularny (ang. Highest Occupied 
Molecular Orbital)  

HPD - pochodne hematoporfiryny  

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance 
Liquid Chromatography) 

HSCC - ludzkie komórki raka kolczystokomórkowego (ang. Human Squamous 
Cell Carcinoma) 

IC - stężenie hamujące  (ang. Inhibitory Concentration) 

LDL - lipoproteina niskiej gętości (ang. Low-Density Lipoprotein) 

LHRH - hormon uwalniający hormon luteinizujący  

LMCT - przejścia elektronów od ligandów do kationów metali (ang. Ligand to 
Metal Charge Transfer)  

LUMO - najniższy wolny orbital molekularny (ang. Lowest Unoccupied 
Molecular Orbital)  

LUV - duże jednolamelarne liposomy (ang. Large Unilamellar Vesicles)  

MLCT - przejście elektronów od kationów metali do ligandów (ang. Metal to 
Ligand Charge Transfer) 

MLV - wielkie wielolamelarne liposomy (ang. Multilamellar Large Vesicles) 

MPS - układ fagocytarny (ang. Mononuclear Phagocyte System) 

mTHPC - 5,10,15,20-tetrakis(3'-hydroksyfenylo)-chloryna (Temoporfin) 

MUC1 - mucyna 1 (glikoproteina) 

MVV - liposomy wielopęcherzykowe (ang. MultiVesicular Vesicles)  

NMR - magnetyczny rezonans jądrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance) 

ONPG - o-nitrofenylo-β,D-galaktopiranozyd  

OOPS - 1,2-dioleoilo-sn-glycero-3-fosfoseryna 

PACT - fotodynamiczna terapia przeciwdrobnoustrojowa (ang. PhotoDynamic 
Antimicrobial Therapy)  

PBS - Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 

PDD - diagnostyka fotodynamiczna (ang. PhotoDynamic Diagnosis) 

PDI - indeks polidyspersyjności (ang. Polydispersity Index) 

PDT - terapia fotodynamiczna (ang. PhotoDynamic Therapy) 

PEG - polietylenoglikol 

PegLip - pegylowane liposomy 

PG - L-α-fosfatydylo-DL glicerol 

POPC - 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina  

PP - protoporfiryna 

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

RFT - reaktywne formy tlenu 

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. RiboNucleic Acid) 

RP - odwrócony układ faz (ang. reverse phase) 
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SUV  - małe jednolamelarne liposomy (ang. Small Unilamellar Vesicles) 

Tf - transferyna 

Tc - temperatura przejścia fazowego 

THF - tetrahydrofuran 

UCSF - University of California San Francisco 

UDL - liposomy odkształcalne (ang. Ultradeformable Liposomes)  

USP - Farmakopea Amerykańska (ang. United States Pharmacopeia) 

UV-Vis - spektroskopia w zakresie światła ultrafioletowego i widzialnego 

ZnPc - ftalocyjanina cynkowa 
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I. WSTĘP 

Porfirynoidy obejmują grupę związków makrocyklicznych, których podstawową 

strukturę stanowi cząsteczka porfiryny, zbudowana z czterech pierścieni pirolu 

połączonych mostkami metinowymi (Ryc. 1). Ftalocyjaniny i porfirazyny, należące do 

tetraazaporfiryn, to syntetyczne analogi porfiryn, w których elementem łączącym cztery 

pierścienie, odpowiednio izoindolu i pirolu, są mostki azometinowe. Połączone pierścienie 

tworzą układ sprzężonych wiązań podwójnych zawierających zdelokalizowane elektrony π 

[1–3].  

Ryc. 1 Podstawowe struktury związków porfirynoidowych. 
 

Porfirynoidy posiadają zdolność tworzenia kompleksów z jonami, w których, struktura 

pierścieniowa pełni rolę ligandu. Właściwości koordynacyjne oraz charakterystyczny 

układ sprzężonych wiązań podwójnych, determinuje właściwości tych związków. 

Kompleksy porfirynoidów z jonami żelaza i magnezu, pełnią wiele istotnych funkcji  

w przyrodzie, które wynikają ze zdolności cyklicznego polienu do uczestniczenia  

w procesach oksydacyjno-redukcyjnych. Hemoproteiny, białka zawierające hem, 

uczestniczą w transporcie i magazynowaniu tlenu (hemoglobina, mioglobina), 

„przenoszeniu” elektronów w łańcuchu oddechowym (cytochrom c), metabolizmie 

ksenobiotyków (cytochrom P450). Równie istotną rolę w przyrodzie odgrywają 

zredukowane pochodne porfiryny tj. chloryny i bakteriochloryny, które są głównym 

składnikiem aparatu fotosyntetycznego roślin i bakterii (chlorofil, bakteriochlorofil). 

Porfirynoidy posiadają ponadto unikatowe właściwości spektroskopowe, luminescencyjne 

(fluorescencja i fosforescencja), magnetyczne (para- i diamagnetyzm), a ponadto niektóre 

związki wykazują trwałość termiczną, zdolność fotoprzewodnictwa i fotoemisji. Powyższe 

cechy sprawiają, że porfirynoidy, od kilkudziesięciu już lat, są przedmiotem 

zainteresowania naukowców i znajdują liczne zastosowania technologiczne. Badania 

struktury i fizykochemicznych właściwości porfirynoidów występujących w przyrodzie, 
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zainicjowały syntezę wielu różnorodnych pochodnych. Otrzymywane kompleksy 

porfirynoidów z metalami wykorzystywane są do produkcji barwników, półprzewodników, 

katalizatorów, odczynników analitycznych (np. stosowanych do spektrofotometrycznego 

oznaczania metali), nośników pamięci. Są także intensywnie badane w medycynie, jako 

potencjalne substancje aktywne wykorzystywane w terapii fotodynamicznej (PDT) [2]. 

Agencja amerykańskiego Narodowego Instytutu Zdrowia, National Cancer Institute, 

definiuje PDT jako metodę leczenia chorób nowotworowych, wykorzystującą substancję 

leczniczą, określaną terminem „fotouczulacz” oraz promieniowanie o ściśle określonej 

energii. PDT stanowi alternatywę dla konwencjonalnych metod leczenia nowotworów,  

tj. radio-, chemio-, hormonoterapii, ale może także być stosowana jako terapia 

uzupełniająca [4]. Należy szczególnie podkreślić, że PDT wyróżnia odmienny 

fizykochemiczny mechanizm działania, który opiera się na jednoczesnym oddziaływaniu 

trzech elementów, tj. fotouczulacza, tlenu cząsteczkowego i promieniowania.  

W oddziaływaniu tym, istotną rolę odgrywają przejścia elektronowe pomiędzy różnymi 

stanami energetycznymi cząsteczki fotouczulacza [5,6]. 

 

Ryc. 2 Diagram Jabłońskiego obrazujący przejścia elektronowe we wzbudzonej cząsteczce 
fotouczulacza (opis w tekście). 
 

Fizykochemiczny mechanizm działania fotouczulacza przedstawiono wykorzystując 

diagram Jabłońskiego, który opisuje zmiany elektronowe we wzbudzonej cząsteczce  

(Ryc. 2). Aktywacja fotouczulacza następuje w wyniku absorpcji promieniowania, co 

prowadzi do wzbudzenia cząsteczki z singletowego stanu podstawowego S0 do 

singletowego stanu wzbudzonego S1. Ponieważ stan S1 charakteryzuje się wyższą energią 

niż stan S0, jest nietrwały i traci energię w wyniku emisji promieniowania lub przejścia 
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międzysystemowego do trypletowego stanu T1. Zdolność fotouczulaczy do generowania 

stanu T1, charakteryzującego się nieco większą stabilnością niż S1, determinuje ich 

właściwości fotodynamiczne, warunkujące uzyskanie efektu terapeutycznego w PDT. 

Fotouczulacz w trypletowym stanie wzbudzonym, aktywnie uczestniczy w procesach 

fotodynamicznych o mechanizmie typu I i II. W mechanizmie I, następuje przeniesienie 

elektronu lub protonu z wzbudzonego fotouczulacza T1 na związki organiczne, znajdujące 

się w bezpośrednim otoczeniu, np. biomolekuły (lipidy, białka, kwasy nukleinowe). 

Powstałe rodniki mogą przekazywać energię na cząsteczkę tlenu. W efekcie powstają 

reaktywne formy tlenu (RFT), m.in. anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik 

wodoronadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, które niszczą tkankę nowotworową.  

W mechanizmie II, wzbudzony fotouczulacz w stanie T1 reaguje bezpośrednio z cząsteczką 

tlenu. W wyniku tego powstaje bardzo reaktywny utleniacz, tj. tlen singletowy, 

charakteryzujący się stosunkowo długim czasem życia. Powszechnie uznano, że 

dominującą rolę w terapii fotodynamicznej odgrywa mechanizm typu II. Czas życia tlenu 

singletowego jest bardzo krótki i wynosi ok. 10-320 nanosekund, dlatego wykazuje 

ograniczoną zdolność dyfuzji w komórce na odległość zaledwie 10-55 nm, od miejsca 

wytworzenia [7,8]. Uszkodzenie struktur komórkowych przez reaktywne formy tlenu,  

z tlenem singletowym na czele, indukuje szlaki biochemiczne prowadzące do śmierci 

komórek nowotworowych w drodze apoptozy, nekrozy i/lub autofagii. Podczas badania 

mechanizmu działania wielu fotouczulaczy stwierdzono, że za destrukcję tkanki 

nowotworowej odpowiedzialny jest także proces uszkadzania neowaskularnych naczyń 

krwionośnych, który wynika z działania antyangiogennego, oraz indukowanie miejscowej 

odpowiedzi zapalnej i immunologicznej [8,9]. 

Procedura PDT obejmuje (i) podanie fotouczulacza drogą dożylną w postaci iniekcji lub 

miejscowo np. w formie opatrunku okluzyjnego, (ii) proces akumulacji fotouczulacza  

w tkance docelowej (np. nowotworowej), (iii) selektywne naświetlanie tkanki 

nowotworowej, promieniowaniem o ściśle zdefiniowanej długości fali z wykorzystaniem 

światła laserowego lub sondy światłowodowej [8]. Większość badań dotyczących 

klinicznego zastosowania PDT poświęcona jest terapii różnego typu nowotworów [10], 

schorzeń dermatologicznych (łuszczyca, trądzik, rogowacenie słoneczne) [11], 

okulistycznych jak np. zwyrodnienie plamki żółtej związane z wiekiem (AMD, ang.  

age-related macular degeneration) [12]. 

Właściwości fluorescencyjne niektórych fotouczulaczy są wykorzystywane w diagnostyce 

fotodynamicznej (PDD), do obrazowania i wykrywania zmian patologicznych [13,14].  
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W badaniach przedklinicznych oceniana jest skuteczność fotouczulaczy w zwalczaniu 

chorób o etiologii bakteryjnej, wirusowej, grzybiczej i pasożytniczej, co określa się 

terminem fotodynamicznej terapii przeciwdrobnoustrojowej (PACT) [15]. Intensywny 

rozwój PDT, prowadzi do poszukiwania nowych kierunków terapeutycznych, m.in. 

poznanie fizjologicznych następstw terapii fotodynamicznej, związanych z indukcją 

odpowiedzi immunologicznej, zapoczątkowało szereg badań poświęconych immuno-PDT 

[16,17]. Duże nadzieje wiąże się także z zastosowaniem PDT do ablacji naczyń 

krwionośnych, w kardiochirurgii i chirurgii naczyń [18]. 

Tak duże zainteresowanie PDT wynika zarówno ze specyficznego, fotodynamicznego 

mechanizmu działania, jak również wielu zalet tej metody. Wśród korzystnych cech PDT 

wymienić należy: minimalną toksyczność względem zdrowych tkanek, brak mechanizmu 

oporności lekowej, możliwość zachowania zdrowych tkanek i organów oraz dobre efekty 

kosmetyczne. W praktyce klinicznej, szczególnie podkreśla się wysoką skuteczność PDT 

we wczesnych stadiach choroby np. nowotworowej, przy jednoczesnym braku istotnych 

działań niepożądanych, w porównaniu do chemio- i/lub radioterapii oraz możliwość 

leczenia ambulatoryjnego. Ponadto PDT istotnie wpływa na jakość życia pacjentów  

z nowotworami nieoperacyjnymi, w okresie leczenia paliatywnego [8,19]. Powyższa 

charakterystyka sprawiła, że PDT stanowi obiecującą i alternatywną metodę leczenia,  

a dalszy postęp w tej dziedzinie uwarunkowany jest technologicznym udoskonalaniem 

technik, źródeł i dozymetrii promieniowania oraz poszukiwaniem nowych związków 

fotouczulających [10,20]. 

Fotouczulacze wykorzystywane w PDT to związki pochodzenia naturalnego (np. pochodne 

porfiryny, hiperycyny), ale przede wszystkim uzyskiwane syntetycznie pochodne 

porfirynoidowe [1,3]. Porfimer sodu (Photofrin) był pierwszym fotuczulaczem 

zarejestrowanym w latach dziewięćdziesiątych XX wieku w Kanadzie, Japonii i USA  

w terapii pęcherza moczowego, nowotworach przełyku i niedrobnokomórkowego raka 

płuc [20]. Fotouczulacze pierwszej generacji, do których należy Photofrin będący 

mieszaniną oligomerów i dimerów, charakteryzowały się niejednorodnym i nie w pełni 

zdefiniowanym składem chemicznym. Ponadto fotosensybilizatory tego rodzaju wykazują 

wiele działań ubocznych, w tym długotrwałą fototoksyczność, oraz absorbują 

promieniowanie o krótszych długościach fali, tj. 400-500 nm, a tym samym posiadają 

słabszą zdolność przenikania w głąb tkanek [21,22]. Dlatego też sformułowano cechy 

idealnego fotouczulacza oraz zintensyfikowano badania mające na celu otrzymanie 

związków spełniających większość z określonych kryteriów takich, jak: (i) potwierdzona 
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struktura chemiczna, (ii) wysoki stopień czystości, (iii) silna absorpcja promieniowania  

w zakresie 650-800 nm (tzw. okno terapeutyczne), (iv) efektywna zdolność generowania 

tlenu singletowego, (v) rozpuszczalność w środowisku polarnym, (vi) brak tendencji do 

agregacji, (vii) optymalne parametry farmakokinetyczne, szybka eliminacja (viii) 

selektywny wychwyt fotouczulacza przez tkankę docelową, (ix) brak działania 

mutagennego i karcinogennego oraz „tzw. toksyczności ciemnej”, (x) niska cena, prosta  

i efektywna synteza, możliwość przystosowania syntezy do celów przemysłowych [22]. 

Główne kierunki działań podejmowane w celu uzyskania „idealnego fotouczulacza” 

polegają na (i) poszukiwaniu endogennych fotouczulaczy i projektowaniu nowych 

związków (ii) modyfikacji peryferyjnej i nieperyferyjnej struktury chemicznej znanych 

fotouczulaczy, np. poprzez wprowadzanie podstawników alkoksylowych, arylowych, 

karboksylowych, tiolowych, zawierających grupy aminowe itp. [23,24] (iii) tworzeniu 

połączeń fotouczulaczy z różnorodnymi systemami transportującymi (DS, ang. delivery 

system), np. liposomami, przeciwciałami monoklonalnymi, kropkami kwantowymi, 

cyklodekstrynami [25]. W efekcie uzyskano fotouczulacze drugiej generacji, a niektóre  

z nich znalazły się w badaniach klinicznych, np. Tookad, Lutrin, Purlytin, oraz uzyskały 

rejestrację Agencji ds. Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration, FDA)  

w USA i Europejskiej Agencji ds. Leków (ang. European Medecines Agency, EMA), jak 

np. kwas aminolewulinowy i jego estry oraz temoporfin (Foscan) [21,26]. Przykładem 

fotouczulacza trzeciej generacji w postaci liposomalnej jest verteporfin, który pod nazwą 

Visudyne stosowany jest z powodzeniem w leczeniu AMD [12]. Terapeutyczny sukces 

Visudyne oraz korzyści jakie przyniosło zastosowanie liposomów do transportu 

hydrofobowych porfirynoidów, zaowocowało gwałtownym wzrostem badań. Wśród 

głównych zalet liposomów jako nośników fotouczulaczy, jak też innych substancji 

leczniczych, należy wymienić amfifilową budowę nośnika, biokompatybilność, 

biodegradowalność oraz brak działania toksycznego i niską immunogenność. Łańcuchy 

kwasów tłuszczowych fosfolipidów budujących strukturę liposomu, stanowią doskonałe 

hydrofobowe środowisko dla porfirynoidu, a hydrofilowe ugrupowania, ułatwiają kontakt 

ze środowiskiem wodnym. Ponadto wykazano korzystny wpływ inkorporacji 

porfirynoidowych związków na właściwości fotodynamiczne. W błonie lipidowej, 

cząsteczka porfirynoidu wykazuje większą tendencję do występowania w formie 

monomerycznej, dzięki czemu bardziej efektywnie generuje tlen singletowy. Co więcej 

zewnętrzna powierzchnia błony liposomalnej, może być dowolnie modyfikowana np. 

poprzez przyłączenie ligandów zwiększających trwałość liposomów (polietylenoglikole) 
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lub umożliwiających pasywny bądź aktywny transport fotouczulacza, do miejsca 

docelowego działania (np. przeciwciała). Liposomalne formy fotouczulaczy ułatwiają 

także przygotowanie postaci farmaceutycznej, szczególnie roztworu do iniekcji, 

zmniejszając ryzyko wytrącenia związku i eliminując konieczność stosowania roztworów 

alkoholowych [25,27–29]. 
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II.  CZĘŚĆ TEORETYCZNA 

Zagadnienia transportu substancji leczniczych, nośników leków (ang. drug carriers)  

i systemów transportujących leki (ang. drug delivery system, DDS), obejmują 

zastosowanie postaci leku, formulacji, struktur i/lub technologii, których celem jest 

modyfikacja i poprawa biodostępności, efektu terapeutycznego substancji leczniczej i/lub 

zminimalizowanie działań niepożądanych poprzez wpływ na parametry 

farmakokinetyczno-farmakologiczne. Założenia nowoczesnej technologii farmaceutycznej, 

związane są z dążeniem do uzyskania optymalnego terapeutycznego stężenia substancji 

leczniczej w miejscu działania, najczęściej przez modyfikację procesu uwalniania z postaci 

leku [30,31]. Z drugiej strony, postęp chemii kombinatorycznej, wysokowydajnych metod 

przesiewowych i modelowania molekularnego, w ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat, 

doprowadził do wskazania wielu nowych rozwiązań terapeutycznych i opracowania 

obiecujących cząsteczek wiodących. Jednocześnie zaobserwowano, że nowo 

zidentyfikowane związki wiodące, uzyskane przy zastosowaniu powyższych technik, 

posiadają często dużą masę cząsteczkową i słabą rozpuszczalność w środowisku wodnym. 

Niestety, duża masa cząsteczkowa i słaba rozpuszczalność, może wpływać niekorzystnie 

na biodostępność leku, jak również utrudnia opracowanie parenteralnych postaci leku [32]. 

Powyższy problem jest szczególnie aktualny w odniesieniu do terapii fotodynamicznej, 

gdzie opracowanie postaci farmaceutycznej wielu potencjalnych fotouczulaczy jest 

utrudnione z uwagi na silnie hydrofobowy charakter i/lub niską rozpuszczalność 

większości związków. Konan i wsp. [25] przedstawili główne kierunki rozwoju nośników 

substancji fotouczulających, polegające m.in. na tworzeniu koniugatów syntetycznych  

i naturalnych polimerów z fotouczulaczami lub enkapsulacji w koloidalnych nośnikach jak 

np. micele czy liposomy. Obecnie, szacuje się, że ok. 40-50% nowych substancji 

leczniczych, będzie wymagać zastosowania DDS [31]. Jednocześnie, rozwój badań  

w dziedzinie chemii materiałowej i nanotechnologii, umożliwia pozyskiwanie nowych 

biokompatybilnych materiałów, wykorzystywanych w opracowywaniu nośników leków. 

Rezultaty tych projektów mają przełożenie na liczbę produktów leczniczych w formie 

DDS, zarejestrowanych przez FDA w ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat. Większość 

nośników stanowią koniugaty lek-polimer, gdzie jednostkę polimeru stanowi 

polietylenoglikol lub kopolimery kwasu mlekowego i glikolowego. Ponadto, wiele leków 

transportowanych jest w lipidowych strukturach, tj. liposomach i micelach, których główną 

zaletą jest wysoka biokompatybilność [30,31].  
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1. Odkrycie liposomów 

Początek technologii liposomowej związany jest z odkryciem liposomów w latach 

sześćdziesiątych XX w. przez Aleca Bangham’a, podczas badań prowadzonych  

w Agricultural Research Council Institute of Animal Physiology w Babraham, Cambridge.  

W 1964 roku, Bangham i Home opisali fotografie uzyskane z wykorzystaniem mikroskopu 

elektronowego, przedstawiające wybarwione formy lipidowe. Obserwowane struktury, 

uzyskane w wyniku zdyspergowania fosfatydylocholiny i jej mieszaniny z cholesterolem  

w wodzie, charakteryzowały się lamelarną budową, z warstwą lipidową i wodną o grubości 

odpowiednio 4,42 i 25,6 nm. Bagham nazwał odkryte formy jako „spherulites”.  

W kolejnych latach, zaobserwowano, że „banghosomy” („lipidosomy”) wykazują znaczne 

podobieństwo do błon komórkowych, tj. zamkniętych, uporządkowanych struktur warstwy 

lipidowej i wodnej [33]. W 1974 r. Bangham i wsp. przytoczyli fragmenty wniosku 

patentowego z 1932 r., autorstwa J.Y. Johnson’a, którego przedmiotem była formulacja 

farmaceutyczna do iniekcji, będąca „mieszaniną cieczy takich jak oleje i tłuszcze,  

z dodatkiem wosków i substancji dyspergujących”. Powstała mieszanina miała stanowić 

„rezerwuar pożądanej dawki leku, uwalnianej w odpowiednim miejscu, stopniowo, bez 

szkody dla organizmu” [34]. Kontynuatorami tej idei byli dwaj pionierzy zastosowania 

liposomów do transportu substancji leczniczych, Demetrios Papahadjopoulos i Gregory 

Gregoriadis. Badania między innymi tych wybitnych badaczy, przyczyniły się do 

wdrożenia terapeutycznych liposomów przez firmy biotechnologiczne i zarejestrowania 

pierwszych produktów leczniczych w latach 90’ XX w. [35]. 

 

2. Rodzaje liposomów 

Liposomy to kuliste struktury, których ścianę tworzy podwójna warstwa lipidów 

otaczająca wewnętrzną fazę wodną liposomu, a jednocześnie oddzielająca ją od 

środowiska zewnętrznego. Liposomy są zbudowane z amfifilowych fosfolipidów, 

uporządkowanych w postaci podwójnej (bilaminarnej) warstwy lipidowej. Hydrofilowe 

fragmenty lipidów, tworzących podwójną otoczkę liposomu, ustawione są w kierunku fazy 

wodnej, natomiast lipofilowe niepolarne łańcuchy kwasów tłuszczowych obu warstw 

lipidowych, skierowane są do siebie, tworząc wewnętrzną warstwę hydrofobową.  

Liposomy mają średnicę od kilkudziesięciu nanometrów do kilku mikrometrów, przy 

grubości błony ok. 5 nm. Z uwagi na możliwość formowania, jednej lub kilku podwójnych 
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warstw błony liposomalnej, wyróżnia się różne typy liposomów uwzględniając ich 

wielkość oraz liczbę warstw podwójnej błony lipidowej (Ryc. 3): 

 

Ryc. 3 Rodzaje liposomów: SUV - małe jednolamelarne liposomy, LUV - duże 
jednolamelarne liposomy, MLV - wielkie wielolamelarne liposomy, MVV – liposomy 
wielopęcherzykowe. 
 

• SUV - małe jednolamelarne liposomy (ang. small unilamellar vesicles) – mają 

średnicę w granicach 50-100 nm. Od innych liposomów różnią się mniejszym 

promieniem krzywizny i znacznym naprężeniem w podwójnej warstwie lipidowej; 

ponadto charakteryzują się niskim stosunkiem objętości fazy wodnej do zawartości 

lipidów. Ze względu na powyższe właściwości, SUV mają ograniczone 

zastosowanie jako modele błon komórkowych i nośniki substancji leczniczych  

o charakterze hydrofilowym. Z uwagi na duże naprężenia, liposomy SUV są 

strukturami wysoce niestabilnymi termodynamicznie i wykazują skłonność do 

wzajemnej fuzji oraz łączenia się z dużymi cząstkami. Niewielkie rozmiary SUV 

sprzyjają dystrybucji substancji leczniczych w organizmie i zabezpieczają przed 

wychwytem SUV po podaniu przez fagocyty układu fagocytarnego (ang. 

mononuclear phagocyte system, MPS) w wątrobie i śledzionie, dawniej 

określanego jako system retikuloendotelialny. 

• LUV - duże jednolamelarne liposomy (ang. large unilamellar vesicles) – 

charakteryzują się wielkością średnicy powyżej 100 nm, wykazują większą 

stabilność w trakcie przechowywania i duży współczynnik wewnętrznej fazy 

wodnej do lipidowej. LUV znalazły zastosowanie jako nośniki substancji 

hydrofilowych i makromolekuł, a ponadto są wykorzystywane jako modele błony 

komórkowej. Po podaniu dożylnym są szybko wychwytywane przez układ MPS. 

• MLV – wielkie wielolamelarne liposomy (ang. multilamellar large vesicles) – 

obejmują struktury wielkości 100-1000 nm, których otoczka utworzona jest z wielu 

podwójnych warstw lipidowych. Wykazują zwiększoną zdolność inkorporacji 
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substancji lipofilnych i pośredni stosunek objętości wewnętrznej fazy wodnej 

względem lipidów. Ich wadą jest niemal natychmiastowy wychwyt przez komórki 

układu MPS. 

• MVV – liposomy wielopęcherzykowe (ang. multivesicular vesicles) powstają 

jako produkt uboczny w trakcie wytwarzania MLV. W liposomach tych jedna 

podwójna błona lipidowa otacza dwa lub więcej mniejszych liposomów [35–38]. 

 

3. Lipidy do otrzymywania liposomów 

Liposomy mogą być zbudowane z lipidów pochodzenia naturalnego, syntetycznego  

i półsyntetycznego [37]. Głównym składnikiem budulcowym liposomów są fosfolipidy, 

które stanowią również podstawową klasę lipidów błonowych. W cząsteczce fosfolipidu 

wyróżnić można rdzeń, który stanowi alkohol zawierający przynajmniej trzy grupy 

hydroksylowe, najczęściej glicerol (mówimy wówczas o fosfoglicerydach). 

W fosfoglicerydach, grupy wodorotlenowe przy atomach węgla C1 i C2, są zestryfikowane 

grupami karboksylowymi dwóch cząsteczek kwasów tłuszczowych. Grupa hydroksylowa 

przy atomie węgla C3 glicerolu jest natomiast zestryfikowana resztą kwasu 

ortofosforowego(V) z przyłączoną cząsteczką alkoholu, np. seryny, etanoloaminy, choliny, 

glicerolu lub inozytolu [39].  

Do otrzymywania liposomów najczęściej wykorzystywane są naturalne fosfolipidy, tj. 

fosfatydylocholina, której źródłem jest żółtko jaja kurzego lub soja. Fosfatydylocholina 

zawiera kwasy tłuszczowe, zbudowane z łańcuchów zawierających od 14-20 atomów 

węgla, o różnym stopniu nasycenia. Produkty komercyjne fosfatydylocholiny pochodzenia 

naturalnego, charakteryzują się wysokim stopniem oczyszczenia i brakiem toksycznego 

działania. Natomiast ich wadą jest dość duża podatność na jełczenie, ze względu na 

obecność nienasyconych kwasów tłuszczowych, łatwo ulegających procesom utleniania  

i hydrolizy. Duże zróżnicowanie, pod względem długości i stopnia nienasycenia, 

łańcuchów acylowych kwasów tłuszczowych naturalnych fosfolipidów, może prowadzić 

do braku powtarzalności procesu otrzymywania liposomów, a uzyskiwany produkt 

końcowy (liposomy) może wykazywać nieprzewidywalną stabilność chemiczną. Poniżej i 

powyżej temperatury 37 oC, fosfatydylocholiny naturalne występują w fazie płynno-

krystalicznej, wykazującej zwiększoną płynność i przepuszczalność. Stąd w celu 

zmniejszenia przepuszczalności błony liposomów, stosuje się dodatek cholesterolu bądź 

zmodyfikowanych fosfolipidów, uzyskanych w wyniku redukcji katalitycznej 
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fosfatydylocholin z jaj i soi. Fosfolipidy zmodyfikowane tworzą fazę żelową powyżej 

temperatury 50 oC, sprawiają trudności technologiczne i mogą wpływać na proces 

uwalniania inkorporowanej substancji czynnej. Syntetyczne i półsyntetyczne lipidy mają 

określony skład reszt kwasów tłuszczowych oraz ściśle zdefiniowaną temperaturę przejścia 

fazowego między fazą żelową a płynno-krystaliczną, co podnosi ich wartość. 

Fosfatydylocholiny naturalne są fosfolipidami o charakterze obojętnym. W celu zmiany 

ładunku błony liposomalnej oraz zwiększenia jej stabilności stosuje się często lipidy 

obdarzone ładunkiem ujemnym, takie jak fofatydyloglicerol, fosfatydyloserynę, 

kardiolipinę. Fosfolipidy kationowe (np. stearyloamina) stosowane są rzadziej  

i w mniejszych stężeniach ponieważ mogą wykazywać działania toksyczne. Niekiedy,  

w liposomy inkorporowane są lipidy pozwalające uzyskać zwiększone powinowactwo 

względem określonych komórek/tkanek, np. laktozyceramid zwiększa wychwyt 

liposomów przez hepatocyty [40]. Fosfolipidy błon liposomów mogą być również 

zmodyfikowane poprzez przyłączenie ligandów, spełniających określone funkcje jak np. 

wydłużony okres półtrwania w krwiobiegu, transport celowany [36–38]. 

 

4. Mechanizm powstawania liposomów 

4.1. Lipidowa dwuwarstwa  

Liposomy zbudowane są głównie z naturalnych i/lub syntetycznych lipidów 

(fosfolipidów), które mają właściwości amfipatyczne. Cechą charakterystyczną związków 

amfifilowych, jest zdolność do spontanicznej agregacji na granicy faz. W zetknięciu  

z wodą, cząsteczki fosfolipidów tworzą uporządkowane struktury, co pozwala 

zminimalizować niekorzystne hydrofobowe interakcje, pomiędzy cząsteczkami wody  

i niepolarnymi łańcuchami kwasów tłuszczowych. Struktura agregatu zależy od kształtu 

monomeru, tj. objętości i długości łańcucha hydrofobowego oraz powierzchni części 

polarnej. Agregaty związków amfifilowych formowane w środowisku wodnym tworzą 

różne fazy tj. micelarne, heksagonalne bądź lamelarne. Cząsteczki fosfolipidów mają  

w przybliżeniu jednakową szerokość, przez co osiągają cylindryczny kształt i w roztworze 

wodnym tworzą głównie układy dwuwarstwowe (Ryc. 4) [41]. 
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Ryc. 4 Struktury agregatów cząsteczek amfifilowych. Badania polimorfizmu związków 
amfifilowych doprowadziły do sformułowania tzw. koncepcji kształtu molekularnego, 
według której różnym cząsteczkom amfifilowym można przypisać różne kształty  
w zależności od stosunku powierzchni przekroju poprzecznego polarnej główki, do 
przekroju poprzecznego hydrofobowych łańcuchów acylowych. W sposób ilościowy 
powyższy stosunek opisuje parametr S. W przypadku większych „główek” polarnych – 
S<1/3 powstają struktury micelarne i faza heksagonalna (HI). Dla cząsteczek o wartości 
S~1 preferowaną formą agregatu jest dwuwarstwa i faza lamelarna. Dla małych „główek” 
polarnych – S>1/3, preferowana jest struktura odwróconej miceli i faza heksagonalna (HII) 
[41]. 
 

4.2. Formowanie liposomów 

Pomimo szerokiego zastosowania liposomów, biofizyczny mechanizm ich 

powstawania, nie jest do końca wyjaśniony, choć dla każdej metody otrzymywania 

podejmowano próby jego opisania. W 1988 r. Lasic zaproponował, że produktem 

pośrednim w procesie otrzymywania liposomów, niezależnie od zastosowanej metody, jest 

„dwuwarstwowy fosfolipidowy płatek” (bilayered phospholipid flake, BPF). BPF jest 
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strukturą nietrwałą i charakteryzuje się wysokim napięciem na krawędziach dwuwarstwy. 

W wyniku działania dwóch czynników, tj. energii krawędzi (ang. edge energy) i energii 

zaginania płaskiej dwuwarstwy (ang. bending energy), następuje zamknięcie BPF  

i powstanie liposomu. Ponadto Lasic postulował, że większość liposomów to struktury 

termodynamicznie niestabilne i nie mogą powstać samoistnie w zetknięciu z wodą.  

W oparciu o teorię elastycznego zagięcia Helfrich’a, Lasic wykazał, że symetryczne 

dwuwarstwowe błony „preferują” układ „płaskiej kartki”, dla którego energia krzywizny 

wynosi 0. Stąd, zagięcie lipidowej dwuwarstwy i otrzymanie liposomów wymaga nakładu 

energii dostarczonej w procesie np. sonikacji, ekstruzji, wytrząsania, homogenizacji. 

Stanem o najniższej wolnej energii jest fosfolipidowa dwuwarstwa. „Pączkowanie” 

suchego fosfolipidowego filmu i formowanie MLV wymaga nakładu energii, która 

dostarczana jest np. podczas wytrząsania warstwy lipidowej z wodą (lub buforem)  

w procesie hydratacji. W związku z powyższym, MLV wykazują wyższą wolną energię 

niż dwuwarstwa. Dalej, otrzymywanie LUV i SUV wymaga jeszcze większego nakładu 

energii. Niestabilny charakter liposomów, potwierdza również fakt, że w trakcie 

przechowywania mniejsze pęcherzyki ulegają stopniowej fuzji tworząc większe struktury, 

z większą liczbą lamelarnych warstw, o większym promieniu krzywizny [42]. 

 

5. Metody otrzymywania liposomów 

Każda z metod otrzymywania liposomów, niezależnie od ich rodzaju, zakłada 

wprowadzenie cząsteczek lipidów do środowiska wodnego. Rozwój technologii 

liposomowej, potrzeba uzyskiwania różnych typów liposomów, zarówno na skalę 

laboratoryjną jak i przemysłową, oraz transportu substancji o charakterze hydrofilowym  

i hydrofobowym, przyczyniły się do opracowania wielu różnych metod otrzymywania. 

Dlatego charakter liposomów i potrzeby badacza/wytwórcy decydują o wyborze 

odpowiedniej metody lub konieczności połączenia kilku metod.  

Ogólny schemat przedstawiający otrzymywanie liposomów, został zaproponowany przez 

Lasic’a i wyróżnia trzy metody: mechaniczną, wymiany rozpuszczalnika organicznego na 

roztwór wodny, usuwania detergentu [43]. 

 

5.1. Metody mechaniczne 

Metoda hydratacji cienkiego filmu lipidowego jest najprostszym i najczęściej 

stosowanym sposobem otrzymywania liposomów na skalę laboratoryjną. Polega na 
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przygotowaniu suchego filmu lipidowego, a następnie hydratacji w roztworze wodnym 

przez intensywne wytrząsanie i pozwala uzyskać zróżnicowaną populację MLV [35,44]. 

Wielkość uzyskanych liposomów zależy od rodzaju fosfolipidów, wchodzących w skład 

błony liposomalnej, składu fazy wodnej oraz intensywności wytrząsania (lipidy obdarzone 

ładunkiem tworzą zwykle mniejsze liposomy, z mniejszą liczbą błon). Zaletą tej metody 

jest możliwość przygotowania liposomów o zróżnicowanym składzie, prostota wykonania 

i wysoki stopień enkapsulacji, szczególnie substancji lipofilnych. Problem stanowi 

przeniesienie metody hydratacji filmu, na skalę półprodukcyjną i przemysłową 

(konieczność stosowania dużych objętości zawiesiny). Ponadto, uzupełnieniem metody 

hydratacji jest wymiarowa kalibracja zawiesiny MLV, w celu uzyskania bardziej 

homogennej próbki, co generuje dodatkowe koszty oraz związane z tym potencjalne 

ryzyko strat materiału [44].  

Techniki stosowane do zmniejszenia liposomów MLV, wykorzystują energię 

ultradźwięków, energię mechaniczną, ciśnienie. Huang [45] jako pierwszy przedstawił 

pracę, w której do zmniejszenia liposomów zastosowano metodę ultradźwiękową. 

Stosowanie ultradźwięków do kalibracji wymiarowej liposomów ma pewne wady. Z jednej 

strony ultradźwięki o dużej energii, uzyskiwane w głowicach ultradźwiękowych, 

pozwalają otrzymać bardzo małe liposomy, jednak zanieczyszczone metalami [36,45]. Z 

drugiej zaś strony łaźnie ultradźwiękowe nie generują zanieczyszczeń, ale uzyskiwana w 

nich energia jest zbyt niska i pozwala otrzymać jedynie mniejsze wielolamelarne nośniki 

[36]. 

Kolejna technika laboratoryjna, zakłada wykorzystanie prasy francuskiej wyposażonej  

w termostat, w której zawiesina liposomów jest przeciskana przez otwory, pod ciśnieniem 

w zakresie 0-200 bar. Następnie w komorze mieszającej dochodzi do kolizji liposomów  

i ich mechanicznego rozrywania. W skali produkcyjnej modyfikacją tej metody są techniki 

wykorzystujące aparaty do mikrofluidyzacji oraz wysokociśnieniowe homogenizatory. Pod 

wpływem ciśnienia powstają początkowo małe liposomy, jednak z powodu napięcia błony, 

ulegają fuzji tworząc mieszaninę LUV [44,46]. 

Popularną metodą laboratoryjnej kalibracji zawiesiny liposomów jest metoda ekstruzji, 

polegająca na przetłaczaniu liposomów przez błony poliwęglanowe, o ściśle określonej 

wielkości porów, po raz pierwszy zaprezentowana przez Olsona i wsp. [47]. W tym celu 

stosuje się ekstrudery ręczne, często umożliwiające kontrolę temperatury podczas 

kalibracji. Kalibracja wymiarowa liposomów powinna być prowadzona, powyżej 

temperatury przejścia fazowego Tc lipidów budujących otoczkę [35,36,44]. Obecnie 
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konstruowane są ekstrudery umożliwiające prowadzenie ekstruzji ciągłej, na większą skalę 

(urządzenie Maximator) [48]. Powyżej przedstawione metody kalibracji wymiarowej 

liposomów, charakteryzują się wysoką powtarzalnością, co jest szczególnie istotne  

w aspekcie zastosowań biomedycznych [44]. 

 

5.2. Metody z zastosowaniem rozpuszczalników organicznych 

W metodach z zastosowaniem rozpuszczalników organicznych filmy lipidowe są 

rozpuszczane, a następnie wprowadzane do roztworu wodnego, czemu towarzyszy 

formowanie liposomów. Mechanizm powstawania liposomów, zależy od stopnia mieszania 

się rozpuszczalnika organicznego z wodą [36,44]. 

Metodę iniekcji rozpuszczalnika organicznego zastosowano po raz pierwszy w latach 70’ 

XX w., jako alternatywę do przygotowania SUV, bez konieczności użycia ultradźwięków. 

Batzri i Korn [49] przeprowadzili doświadczenia stosując bardzo niskie stężenie lipidów  

w etanolu, jednak uzyskali bardzo małe struktury i jednocześnie słaby stopień 

enkapsulacji. Metoda iniekcji etanolowej pozwala uzyskać SUV, a wielkość liposomów 

oraz rozkład frakcji zmniejsza się ze stężeniem alkoholu. Rozcieńczenie roztworu 

etanolowego powinno być wystarczająco duże, aby rozpuszczone lipidy, przechodząc  

z fazy alkoholowej do fazy wodnej, mogły uporządkować się w liposomy typu SUV [49]. 

W przypadku rzadziej stosowanych roztworów eterowych, są one wstrzykiwane do 

ogrzanego roztworu buforowego, w którym na granicy faz tworzy się pojedyncza warstwa 

lipidów, która po odparowaniu rozpuszczalnika przekształca się częściowo w liposomy 

LUV [36,50]. Najczęściej stosowanym rozpuszczalnikiem organicznym do otrzymywania 

terapeutycznych liposomów jest etanol, który jest rozpuszczalnikiem dość powszechnie 

wykorzystywanym w przemyśle farmaceutycznym, również do przygotowywania 

parenteralnych postaci leków. Wśród zalet metody etanolowej iniekcji, wymienić można 

wysoki stopień enkapsulacji związków lipofilnych i zwiększoną trwałość uzyskanych 

liposomów [44,51]. Ponadto odpowiednie modyfikacje tej metody, pozwalają 

enkapsulować zróżnicowane pod względem chemicznym związki, np. proteiny – metodą 

enkapsulacji pasywnej oraz małe amfifilowe cząsteczki substancji leczniczych, antygeny. 

Technikę tę łatwo przystosować również do celów wymagających przygotowania 

liposomów na skalę przemysłową. W celu uzyskania jałowego produktu, roztwory wodne  

i etanolowe są wprowadzane do wysterylizowanych urządzeń przez filtry wyjaławiające 

[44]. 
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Znacznie lepszą skutecznością enkapsulacji charakteryzuje się metoda „proliposom-

liposom”, która polega na rozcieńczaniu fazą wodną, mieszaniny „proliposomów”, tj. 

roztworu lipidów w roztworze etanolowo-wodnym. W mieszaninie lipidów, wody i etanolu 

można wyróżnić trzy formy lipidów: lipidy rozpuszczone w wodnym roztworze etanolu 

oraz uformowane dwuwarstwy lipidowe i liposomy. Wraz ze zwiększaniem się objętości 

fazy wodnej, w mieszaninie powstaje coraz więcej liposomów [52]. Turanek i wsp. 

opracowali zestaw do otrzymywania MLV metodą „proliposom-liposom”, który składa się 

z układu dozującego odpowiednio fazę proliposomów i fazę wodną oraz termostatowanej 

komory z mieszadłem [53]. Metoda może być stosowana na skalę przemysłową  

i laboratoryjną [54]. Otrzymane liposomy MLV muszą być następnie poddane procesowi 

kalibracji wymiarowej.  

Duże jednowarstwowe liposomy LUV, ze znaczną objętością fazy wodnej, można uzyskać 

metodą odparowywania faz odwróconych (ang. reverse-phase evaporation). W przypadku 

powyższej metody, roztwór lipidów w lotnym rozpuszczalniku (eter dietylowy lub 

izopropylowy) wytrząsa się z roztworem wodnym, a następnie odparowuje rozpuszczalnik 

organiczny. Ze względu na pozostałości w preparacie rozpuszczalnika organicznego, 

zastosowanie otrzymanych w ten sposób liposomów jest ograniczone, szczególnie do 

celów biomedycznych. Metoda ta ma również mniejsze znaczenie w wytwarzaniu LUV na 

skalę przemysłową [44]. 

 

5.3. Metody z zastosowaniem detergentów 

W tej grupie metod, do otrzymywania liposomów wykorzystywane są detergenty, 

które w przeciwieństwie do lipidów, wykazują rozpuszczalność zarówno w roztworach 

polarnych (woda), jak i niepolarnych. Jako detergenty najczęściej stosowane są sole 

kwasów żółciowych (sól sodowa kwasu cholowego), n-alkilosacharydy  

i n-alkilooligooksyetylenopochodne, które z fosfolipidami mogą tworzyć laminarne micele 

mieszane, powyżej krytycznego stężenia micelarnego (CMC, ang. critical micelle 

concentration). CMC to stężenie detergentu w roztworze, przy którym jego wolne 

cząsteczki są w równowadze z formami zagregowanymi, czyli związanymi w micelach. 

Wskutek zmniejszenia stężenia wolnych cząsteczek detergentu, następuje proces 

przechodzenia cząsteczek detergentów z mieszanych miceli do ośrodka dyspergującego,  

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

krytycznej wielkości, wytworzone napięcia, indukują zaokrąglanie i formowanie 
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liposomów. Wielkość i kształt uzyskiwanych liposomów, zależy od (i) rodzaju i stężenia 

zastosowanego detergentu, (ii) stosunku stężenia detergentu do stężenia wyjściowego 

lipidów, (iii) rodzaju lipidów, (iv) szybkości usuwania detergentu z roztworu i (v) 

warunków temperaturowych procesu. Optymalizacja powyższych parametrów umożliwia 

uzyskanie, metodą z zastosowaniem detergentów, liposomów o pożądanej wielkości 

[36,44].  

Detergent z roztworu dyspergującego usuwany jest 1) przez rozcieńczenie, 2) metodą 

chromatografii żelowej, 3) na drodze dializy z użyciem włókien kapilarnych lub filtrów 

membranowych (błon półprzepuszczalnych), 4) w wyniku adsorpcji np. na hydrofobowej 

żywicy [44]. 

 

5.4. Mechanizmy wprowadzania substancji leczniczych w struktur ę 

liposomu 

O sposobie umiejscowienia cząsteczki substancji leczniczej w obrębie liposomu, 

decyduje jej rozpuszczalność i polarność. Substancje hydrofilowe i polarne zostają 

zamknięte w kompartmencie wodnym liposomu otoczonym błoną, natomiast wykazujące 

bardziej lipofilny charakter i niepolarne związki wbudowują się w podwójną warstwę 

lipidową. Często wprowadzenie substancji leczniczej w strukturę liposomów, określa się 

powszechnie mianem enkapsulacji bądź inkorporacji, przy czym termin enkapsulacja 

określa również jeden, spośród trzech mechanizmów, pozwalających uzyskać liposomalną 

postać substancji leczniczej. 

Substancje hydrofilowe, rozpuszczalne w wodzie ulegają (1) enkapsulacji w momencie 

hydratacji filmu lipidowego wodnym roztworem inkorporowanej substancji. W czasie 

formowania liposomów substancje lecznicze, są w sposób bierny zamykane w przestrzeni 

wodnej liposomu i/lub w przestrzeniach międzybłonowych. 

Cząsteczki substancji leczniczych o charakterze hydrofobowym są dodawane do roztworu 

lipidów w organicznym rozpuszczalniku, a po odparowaniu i dodaniu fazy wodnej, 

związek wbudowuje się w hydrofobowym obszarze błony liposomów, co określa się 

terminem (2) podziału (partycjonowania). Leki o charakterze słabych kwasów lub 

słabych zasad, mogą być wbudowywane przez wytworzenie gradientu pH w poprzek błony 

liposomalnej [37]. Metoda (3) kontrolowanego ładowania gradientem pH polega na 

transporcie substancji leczniczej w formie obojętnej cząsteczki do wnętrza liposomu, 

zawierającego przestrzeń wodną o innej wartości pH niż środowisko zewnętrzne. We 
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wnętrzu nośnika, cząsteczka ulega jonizacji, co uniemożliwia jej dyfuzję na zewnątrz 

liposomu. W celu enkapsulowania substancji o charakterze słabych zasad należy 

zastosować gradient stężenia diwęglanu sodu lub gradient pH, przy czym we wnętrzu 

liposomu powinno panować środowisko kwasowe, co zobrazowano na Ryc. 5.  

W przypadku enkapsulowania w liposomy słabych kwasów, należy analogicznie 

wykorzystać różnicę stężenia siarczanu amonu, a w przypadku gradientu pH, roztwór 

zamknięty w liposomie powinien wykazywać wyższą wartość pH niż roztwór otaczający 

nośnik. Metoda kontrolowanego wbudowywania pozwala uzyskać wysoki stopień 

enkapsulacji, jednak niekontrolowane zmiany pH środowiska zewnętrznego, mogą 

prowadzić do przedwczesnego uwolnienia substancji leczniczej [55,56]. 

 

Ryc. 5 Inkorporacja substancji leczniczej o charakterze słabej zasady w liposomy,  
z zastosowaniem gradientu pH na granicy błony liposomu.  
 

6. Parametry charakteryzujące liposomy 

Właściwości liposomów mogą wywierać znaczny wpływ na zachowanie nośnika  

w warunkach in vivo, np. stabilność, przedwczesne uwolnienie substancji leczniczej, 

biodystrybucję i wychwyt komórkowy liposomów transportujących substancję czynną.  

 

6.1. Skład liposomów 

Składniki błon liposomalnych obejmują szerokie spektrum fosfolipidów pochodzenia 

naturalnego i syntetycznego, co przedstawiono w rozdziale 3. Ich wybór determinuje wiele 

właściwości liposomów, m.in. płynność i ładunek błony liposomalnej, przepuszczalność, 

wpływa także na parametry farmakokinetyczne substancji inkorporowanej w nośnik, oraz 

działanie toksyczne per se, np. lipidów kationowych. Jednym z istotnych parametrów,  

w aspekcie farmaceutycznym, jest stabilność liposomalnej postaci, szczególnie w trakcie 

przechowywania [38]. Rodzaj fosfolipidów, a szczególnie kwasów tłuszczowych i stopień 
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ich nasycenia, istotnie wpływają na podatność preparatów na procesy utleniania  

i hydrolizy. Proces oksydacji lipidów zależy w głównie od liczby wiązań podwójnych. 

Zjawisko to można spowolnić stosując niewielkie ilości przeciwutleniaczy, np. tokoferolu 

[36,37]. Ponadto, w wyniku utleniania kwasów tłuszczowych dochodzi do powstania 

różnych rodników, mogących wywierać szkodliwe działanie względem błon 

komórkowych [37]. 

 

6.2. Wielkość średnicy i typ liposomów 

Rozmiar średnicy oraz liczba podwójnych warstw lipidowych, określa objętość fazy 

wodnej zamkniętej wewnątrz liposomu, a to decyduje o zdolności do enkapsulacji 

substancji leczniczych o określonej polarności. W przypadku związków hydrofobowych 

parametry te nie mają większego znaczenia. Natomiast, dla związków hydrofilowych, 

stopień enkapsulacji wzrasta odpowiednio dla liposomów MLV>SUV>LUV. Liczba 

warstw lipidowych może wpływać na stopień i profil uwalniania substancji leczniczej  

z liposomu [38,57].  

Dodatkowo, rozmiar liposomów ma istotne znaczenie dla szybkości usuwania liposomów 

z krwiobiegu, przez makrofagi układu MPS. Wkrótce po pojawieniu się w krwiobiegu, 

liposomy oddziaływują z białkami osocza, opsoninami, które adsorbując na powierzchni 

liposomów przyspieszają ich usuwanie przez MPS. Większe liposomy (> 100 nm) są 

znacznie szybciej i łatwiej wychwytywane przez MPS. Dlatego małe liposomy  

< 100 nm) charakteryzują się dłuższym czasem cyrkulacji w krwiobiegu. Z tego względu 

małe liposomy transportujące substancje przeciwnowotworowe wykazują zwiększoną 

akumulację w obrębie tkanki nowotworowej [57].  

 

6.3. Płynność błony liposomalnej 

Stan termodynamiczny błony liposomalnej tj. ruchliwość budujących ją cząsteczek 

zależy przede wszystkim od temperatury. Fosfolipidy charakteryzują się temperaturą 

przejścia fazowego (Tc) i występują w dwóch stanach fizycznych, poniżej i powyżej 

wartości temperatury Tc. Poniżej temperatury Tc, lipidy tworzą sztywną, uporządkowaną 

fazę żelową Lβ, a powyżej Tc płynno-krystaliczną fazę Lα. Tc różnych fosfolipidów mieści 

się w szerokim zakresie -20 oC – 90 oC. Na wartość Tc wpływa długość łańcucha 

acylowego kwasów tłuszczowych, liczba wiązań podwójnych, a także ładunek i rodzaj 

polarnych grup. Dobierając fosfolipidy o zróżnicowanych temperaturach Tc, można 
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otrzymać liposomy o pożądanej płynności błony. Obecność fosfolipidów o Tc > 37 ̊C, 

sprawia, że błona liposomalna w warunkach fizjologicznych ma strukturę żelu i mniejszą 

przepuszczalność. Wykazano również, że liposomy takie w mniejszym stopniu są 

wychwytywane przez MPS. Analogicznie lipidowa dwuwarstwa zbudowana z lipidów o Tc 

< 37 ̊C, charakteryzuje się większą płynnością w temperaturze ciała ludzkiego. 

Dodatek cholesterolu wpływa na płynność dwuwarstwy w dwojaki sposób. Poniżej 

temperatury przejścia fazowego, wprowadza dezorganizację upakowania cząsteczek 

fosfolipidów (upłynnia). Natomiast powyżej temperatury przejścia fazowego prowadzi do 

wzrostu uporządkowania i ogranicza ruchliwość cząsteczek (usztywnia). Przy wysokim 

stężeniu cholesterolu (ok. 30 mol%), obserwuje się zanik termotropowego przejścia 

fazowego, a liposomy są bardziej stabilne [37,38]. 

 

6.4. Ładunek powierzchni liposomu 

Liposomy mogą być zbudowane z mieszaniny wielu składników, które różnią się 

stopniem zjonizowania grup polarnych. Natura i gęstość rozmieszczenia ładunku na 

powierzchni liposomu, w sposób istotny wpływa na mechanizm i zakres oddziaływania 

liposomu z błonami komórkowymi. Niektóre badania wskazują, że liposomy o charakterze 

obojętnym w mniejszym stopniu oddziałują z komórkami. Substancja lecznicza uwalniana 

jest w bliskim sąsiedztwie komórek i następnie w formie wolnej przenika do ich wnętrza. 

Natomiast wysoki stopień zjonizowania błony liposomalnej, ułatwia oddziaływanie 

liposomów z błoną komórkową [38]. W przypadku liposomów o ujemnym ładunku, 

zwiększa się ich wychwyt przez komórki stanowiące cel terapeutyczny, ale także 

obserwuje się szybkie usuwanie przez układ MPS. Natomiast liposomy kationowe ulegają 

fuzji na powierzchni komórek i wnikają aktywnie do wnętrza [58]. Liposomy o ładunku 

dodatnim, okazały się skutecznym niewirusowym nośnikiem, który umożliwia transfekcję 

komórek, czyli dokomórkowy transport fragmentów kwasów nukleinowych w terapii 

genowej [59]. 

 

6.5. Potencjał zeta 

Podwójna warstwa elektryczna istniejąca wokół każdej cząstki, składa się  

z wewnętrznej warstwy Stern’a, w której jony są silnie związane, oraz zewnętrznej, tzw. 

dyfuzyjnej, charakteryzującej się słabszym związaniem jonów z powierzchnią cząstki.  

W obrębie warstwy dyfuzyjnej znajduje się granica, poza którą cząstki zachowują się jak 
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niezależne indywidua. Potencjał na tej granicy nazywany jest potencjałem zeta. Wielkość 

potencjału zeta wskazuje na stabilność układów koloidalnych, takich jak np. zawiesina 

liposomów. Jeśli wszystkie cząstki mają duży ujemny lub dodatni potencjał zeta, wówczas 

wzajemnie się odpychają, stąd można wnioskować o dużej stabilności układu.  

W przypadku niskiego potencjału zeta, nie ma siły zapobiegającej zbliżaniu się cząstek, co 

świadczy o niskiej stabilności układu. Wówczas, liposomy ulegają fuzji i agregacji, 

tworząc większe struktury, co zmienia ich właściwości i w przypadku zastosowania jako 

nośników substancji leczniczych, może prowadzić do zmiany profilu działania 

farmakologicznego i nieoczekiwanych zmian aktywności in vivo [60]. 

 

7. Rodzaje terapeutycznych liposomów 

Jedną z zalet liposomów, wśród wielu koloidalnych nośników leków, jest ogromna 

ilość możliwości modyfikacji właściwości fizykochemicznych i strukturalnych. Z tego 

względu w ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat, nastąpił ogromny postęp w opracowywaniu 

nośników liposomalnych, które starają się sprostać kolejnym wyzwaniom terapeutycznym, 

szczególnie w nieprzewidywalnych warunkach in vivo (Ryc. 6) [61]. 

 

 

Ryc. 6 Rodzaje terapeutycznych liposomów. 
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7.1. Klasyczne liposomy 

Pierwsza generacja liposomów obejmuje klasyczne nośniki zbudowane wyłącznie  

z fosfolipidów, głównie o charakterze obojętnym i anionowym, oraz cholesterolu. 

Klasyczne liposomy są również najczęściej badane jako potencjalne nośniki leków, od ich 

odkrycia w latach 60’ do zarejestrowania pierwszych liposomalnych postaci leków  

w latach 90’ XX w., tj. liposomalnej amfoterycyny B, Ambisome (Nexstar, Boulder, CO, 

USA) oraz doksorubicyny, Myocet (Elan Pharma Int, Princeton, NJ, USA) [62,63]. 

Istotną wadą konwencjonalnych liposomów, jest stosunkowo krótki czas cyrkulacji  

w krwiobiegu. W warunkach in vivo, po podaniu parenteralnym, klasyczne liposomy są 

wychwytywane niemal natychmiast przez MPS i gromadzone w wątrobie i śledzionie 

[64,65]. Klasyczne liposomy wykazują również większą podatność na destabilizację  

i przedwczesne uwolnienie substancji leczniczej, w wyniku interakcji fosfolipidów  

z osoczowymi lipoproteinami [66,67]. Ta wada liposomów klasycznych, została 

wykorzystana w celowanym transporcie substancji leczniczych do układu fagocytarnego 

[62], m.in. w celu leczenia zainfekowanych makrofagów [68], a także do uzyskania efektu 

immunomodulującego aktywność makrofagów, w unieszkodliwianiu komórek 

neoplazmatycznych i zwiększaniu odporności względem czynników infekcyjnych. 

Pozwoliło to na opracowanie modeli szczepionek przeciwko chorobom wirusowym, 

bakteryjnym i pasożytniczym [62]. Obecnie, liderem w produkcji szczepionek 

wytwarzanych w oparciu o technologię liposomalną jest firma Crucell, która opracowała 

m.in. szczepionkę przeciwko wirusowi grypy Inflexal V i przeciwko wirusowi wirusowego 

zapalenia wątroby typu A, Epaxal. W badaniach poświęconych fotodynamicznej 

inaktywacji nowotworów, najczęściej wykorzystywane są klasyczne liposomalne postaci 

fotouczulaczy [27,29]. 

 

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

W celu zwiększenia stabilności konwencjonalnych liposomów w krwiobiegu, do 

błony liposomalnej wprowadzono cholesterol [69,70]. Efekty tego postępowania nie były 

jednak w pełni zadowalające. Zwiększoną stabilność liposomów zaobserwowano dla 

struktur o wielkości poniżej 100 nm, składających się z cholesterolu i fosfolipidów, 

zawierających długie nasycone łańcuchy acylowe, np. 1,2-distearoilo-sn-glycero-3-

fosfocholinę, DSPC [70,71]. Metodyka ta została określona terminem „pure lipid 

approach”, ponieważ są to jedyne liposomy długokrążące o składzie wyłącznie lipidowym. 
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Przykładem terapeutycznej postaci tego rodzaju liposomów jest Daunoxome (liposomalna 

postać daunorubicyny), preparat zarejestrowany na terenie USA i Unii Europejskiej  

w leczeniu mięsaka Kaposi’ego [63]. Kolejną klasę liposomów długokrążących otrzymał 

Gabizon i wsp. poprzez wbudowywanie w strukturę liposomów reszt cukrowych kwasu 

sialowego, sfingolipidów i gangliozydów [72]. Wreszcie, przełomowym wydarzeniem  

w dziedzinie liposomalnych postaci leku, było otrzymanie liposomów z otoczką 

hydropolimerową, w których cząsteczki hydrofilowych polimerów są związane 

kowalencyjnie z powierzchnią nośnika. Stosowane są zarówno polimery naturalne  

i syntetyczne, takie jak chitosan [73,74], fibroina [75], alkohol poliwinylowy [76], 

polietylenoglikole (PEG) [77,78]. Polimery wykorzystywane do otrzymywania 

liposomalnych nośników leków, powinny spełniać szereg wymagań, tj. posiadać wysoką 

biokompatybilność, niski stopień immunogenności i antygenowości oraz brak toksyczności 

[70]. Już niewielka liczba polimerowych ligandów na powierzchni liposomu, skutecznie 

wydłuża czas cyrkulacji nośnika w krwiobiegu. Allen i wsp. wykazali, że liposomy 

długokrążące wykazują farmakokinetykę liniową pierwszego rzędu, w przeciwieństwie do 

liposomów klasycznych charakteryzujących się farmakokinetyką nieliniową [79]. PEG jest 

najczęściej stosowanym polimerowym koniugatem w technologii liposomów. Liposomy 

pegylowane z otoczką z polietylenoglikolu, są często określane terminem liposomów typu 

„stealth” ze względu na zminimalizowany wychwyt przez układ MPS. Opisywane są także 

jako „przestrzennie stabilizowane” (ang. sterically stabilized) z uwagi na zawady 

przestrzenne wynikające z obecności warstwy PEG, która zabezpiecza przed interakcją 

liposomów z komponentami komórek oraz środowiskiem biologicznym. Dlatego czas 

półtrwania liposomów pegylowanych w organizmie człowieka wynosi nawet do 48 h [62]. 

Wydłużenie czasu cyrkulacji liposomów w krwiobiegu, nasila zdolność ich wychwytu 

przez tkanki docelowe, np. tkanki nowotworowe, które charakteryzują się zwiększoną 

przepuszczalnością oraz zdolnością retencji liposomów [80]. Obecnie prowadzone badania 

dotyczące liposomów pegylowanych, zmierzają do uzyskania takiej formy wiązania 

polimeru z powierzchnią liposomu, która umożliwi ich akumulację w sąsiedztwie komórek 

docelowych, a następnie odszczepienie łańcucha polimerowego, pod wpływem 

mikrośrodowiska panującego w obszarze patologicznej zmiany, np. obniżonego pH  

w obrębie tkanki zapalnej lub nowotworowej [81,82]. Polimerowe otoczki pozwalają 

również uzyskać zwiększoną biodostępność liposomalnych postaci leków, podawanych 

doustnie lub wziewnie [74,82].  
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Obecnie, jedynym dostępnym produktem zawierającym pegylowane liposomy jest 

Caelyx/Doxil, zarejestrowany w terapii mięsaka Kaposi’ego, raka jajnika opornego na 

leczenie i przerzutowego raka piersi [83]. 

 

7.3. Liposomy do terapii celowanej 

Liposomy do terapii celowanej zostały opracowane w odpowiedzi na konieczność 

zwiększenia wychwytu substancji aktywnej przez komórki docelowe, przy jednoczesnym 

zmniejszeniu akumulacji w komórkach zdrowych, będących celem niespecyficznym. Za 

celowany transport liposomów odpowiadają ligandy np. przeciwciała, peptydy, 

glikoproteiny, oligopeptydy, polisacharydy, czynniki wzrostu, a także inne cząsteczki np. 

kwas foliowy, cukry itp. Biologicznym celem liposomów do terapii celowanej są 

najczęściej różne typy komórek nowotworowych, komórki nabłonkowe, komórki układu 

immunologicznego [84]. Liposomy do terapii celowanej zaproponowano również do 

penetracji bariery krew-mózg [85] oraz do uzupełniania ubytków błony komórkowej 

kardiomiocytów, co pozwala chronić komórki serca przed obumieraniem wskutek 

niedotlenienia [86].  

Ligandy mogą być związane z liposomem wiązaniami kowalencyjnymi  

i niekowalencyjnymi. W przypadku wiązań kowalencyjnych ligandy mogą łączyć się  

z fosfolipidami błony liposomalnej, dzięki bezpośrednim lub pośrednim wiązaniom 

poprzez tzw. spacer zawierający ugrupowanie tioeterowe, amidowe, estrowe lub 

hydrazonowe. Natomiast wiązania niekowalencyjne powstają wówczas, gdy ligand jest 

wbudowywany w strukturę błony liposomu [87]. Szczególnie interesującą strategią jest 

przyłączenie ligandu do warstwy PEG. Ten rodzaj połączenia, z jednej strony pozwala 

zachować ochronny aspekt warstwy PEG, zapewniającej odpowiednio długi okres 

cyrkulacji w krwiobiegu aby dotrzeć w okolice zmiany chorobowej (site targeting).  

Z drugiej strony, przyłączenie ligandu do dystalnej części łańcucha polietylenoglikolu, 

zwiększa zdolność interakcji między ligandem a molekularnym celem (cell targeting). 

Wykazano, że tak skonstruowane liposomy pegylowane z przyłączonym ligandem, 

wykazują zwiększoną skuteczność terapeutyczną [87,88]. 

Aby ligand umożliwiał skuteczny wychwyt liposomów przez komórki docelowe, liczba 

miejsc wiążących na ich powierzchni powinna być odpowiednio duża, żeby efekt 

terapeutyczny transportowej substancji leczniczej został osiągnięty. Miejsca wiążące (np. 

określone receptory) muszą być dostępne z krwiobiegu i w sposób ilościowy, powinny 
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różnić się od zdrowych tkanek. Ponadto, w idealnym układzie miejsca wiążące powinny 

wykazywać „regulację w górę” (up-regulation) pod wpływem stymulacji ligandu, 

dostarczanego w każdym kolejnym cyklu terapii [84]. 

Najprostsze ligandy to małe cząsteczki takie jak kwas foliowy, hormony (np. estrogen), 

cukry (Tabela 1). Ligandy niskocząsteczkowe mają wiele zalet, gdyż wykazują małą 

immunogenność, znaczną stabilność chemiczną, a ich synteza jest zwykle prosta [61].  

W Tabeli 1 przedstawiono przykłady ligandów wykorzystywanych do otrzymywania 

liposomalnych postaci substancji o działaniu przeciwnowotworowym, stosowanych  

w leczeniu nowotworów wykazujących nadekspresję odpowiednich receptorów.  

Komórki niektórych ludzkich nowotworów, m.in. raka jajnika, nowotwory nabłonkowe 

(rak jelita grubego), wykazują zwiększoną ekspresję receptorów folinianowych, ponieważ 

kwas foliowy jest niezbędny do syntezy kwasów nukleinowych w szybko namnażającej się 

strukturze nowotworu. Kwas foliowy ma wysokie powinowactwo względem receptorów 

folinianowych i przenika do komórek w drodze endocytozy [89]. To powinowactwo 

wykorzystano do transportu wielu substancji przeciwnowotworowych np. doksorubicyny, 

irinotekanu oraz 5-fluorouracilu przez liposomy z ligandem kwasu foliowego [90–92]. 

Badania prowadzone w warunkach in vitro, wykazywały zwiększony wychwyt liposomów 

z kwasem foliowym przez komórki nowotworu oraz silniejsze działanie cytotoksyczne 

leku. Natomiast w warunkach in vivo obserwowano zwiększoną skuteczność 

przeciwnowotworową i zmniejszoną liczbę działań niepożądanych. Liposomy z kwasem 

foliowym znalazły również zastosowanie w terapii fotodynamicznej nowotworów, 

zapewniając większy wychwyt fotouczulacza przez komórki z nadekspresją receptorów 

folinianowych [93]. 

Kolejną grupę ligandów stanowią ligandy peptydowe o bardziej złożonej strukturze 

chemicznej. W celu pozyskiwania ligandów peptydowych często stosuje się strategię 

polegającą na przeszukiwaniu bibliotek fagowych (ang. phage display library). W takich 

zbiorach gromadzone są zrekombinowane klony bakteriofagów, będące źródłem protein  

i peptydów o wysokim powinowactwie do określonych typów komórek, w tym komórek 

nowotworowych. W ten sposób He i wsp. [94] zidentyfikowali peptyd CSNIDARAC, 

silnie wiążący się z komórkami nowotworu płuc H460, dzięki czemu opracowali 

liposomalną postać doksorubicyny z ligandem peptydowym, o dużej zdolności 

internalizacji komórkowej. Podobnie, zidentyfikowano proteinę posiadającą zdolność 

selektywnego wiązania ze streptawidyną. Wyizolowana proteina została wbudowana do 
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błony liposomalnej preparatu doksorubicyny - Doxil. Obecnie trwają badania aktywności 

biologicznej uzyskanego nośnika z proteinami fagowymi na liniach komórkowych [95]. 

 

Tabela 1 Przykłady ligandów wykorzystywanych do otrzymywania liposomów 
stosowanych w terapii celowanej określonych typów nowotworów. 
 

Ligand Receptor  Typ nowotworu 
Substancja 
przeciwnowotworowa 

Ref. 

 
estron estrogenowy Rak piersi doksorubicyna [96] 

     

hormon uwalniający 
hormon luteinizuj ący 
(LHRH) i analogi 

receptory LHRH Rak jajnika docetaksel [97] 

     

siarczan chondroityny CD44 Rak piersi etopozyd [98] 

     

hialuronian CD44 Guzy lite  

i przerzuty 

- [99] 

     

laktoza asialoglikoproteina Rak wątroby doksorubicyna [100] 

          

 

Molekularnym celem peptydu ApoPep1 są komórki nowotworowe w fazie apoptozy, 

wykazujące znaczny wzrost ekspresji markerów apoptotycznych. Peptyd ApoPep1 posiada 

zdolność rozpoznawania komórek w fazie apoptozy, poprzez wiązanie z histonem H1.  

W badaniach wykazano, że liposomy z ligandem ApoPep1, hamowały wzrost guza 

nowotworowego u myszy bardziej efektywnie niż „niecelowane” nośniki lipidowe [101].  

Ichikawa i wsp. [102] zastosowali pentapeptyd Ala-Pro-Arg-Pro-Gly (APRPG) w celu 

zwiększenia biodostępności pegylowanych liposomów (PegLip) ze związkiem 

fotouczulającym, verteporfin (BPD-MA). Peptyd APRPG został uprzednio pozyskany jako 

peptyd specyficzny dla pro-angiogennych komórek nabłonkowych. W badaniach in vivo na 

mysim modelu, uzyskano zaskakujące wyniki tj. stwierdzono słabszą akumulację PegLip  

z ligandem APRPG i inkorporowanym związkiem BPD-MA w obrębie guza. Natomiast  

w porównaniu do liposomów PegLip BPD-MA, działanie cytotoksyczne liposomów  

BPD-MA z ligandem peptydowym było czterokrotnie silniejsze w porównaniu  

do liposomów niemodyfikowanych. Nasileniu działania przeciwnowotworowego, 

towarzyszyło uszkodzenie naczyń krwionośnych zasilających tkankę nowotworową,  

co świadczyło o wychwycie liposomów z ligandem peptydowym przez komórki 
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endotelialne i efekcie antyangiogennym, uzyskanym pod wpływem fotoaktywacji 

verteporfinu. 

Wśród proteinowych ligandów przyłączanych do liposomów w celu zwiększenia 

selektywnego wychwytu przez tkanki docelowe, najczęściej badana jest transferyna (Tf). 

Tf jest glikoproteiną, która odpowiada za transport jonów żelaza i ulega internalizacji 

komórkowej na drodze endocytozy, przy udziale receptorów transferyny. Podobnie, jak 

receptory folinianowe, komórki nowotworów wykazują zwiększoną ekspresję receptorów 

Tf [88]. Dlatego, Tf i inni agoniści receptorów Tf wykorzystywane są w badaniach jako 

ligandy dla celowanych liposomów zawierających substancje przeciwnowotworowe np. 

oksaliplatynę i doksorubicynę [103,104]. Kobayashi i wsp. [105] zaproponowali 

wykorzystanie mechanizmu celowanego transportu doksorubicyny liposomalnej przy 

udziale transferyny, umożliwiającego ominięcie mechanizmu oporności lekowej, 

wynikającego z aktywności glikoproteiny P.  

Transferyna jest również stosowana w liposomach wykorzystywanych w PDT do 

transportowania fotouczulaczy, np. hiperycyny, pochodnych ftalocyjaniny [106–109]. 

Gijsens i wsp. [107] uzyskali selektywny wychwyt ftalocyjaniny AlPcS4 w liposomach  

z Tf przez komórki HeLa, i 10-krotnie wyższy efekt cytotoksyczny w porównaniu do 

wolnej formy badanego związku. Niestety część prób zastosowania liposomów z Tf nie 

powiodła się. W badaniach hiperycyny, Derycke i wsp. [106] zaobserwowali 

przedwczesne uwolnienie z liposomów fotouczulacza, którego hydrofilowe cząsteczki 

wykazują duże powinowactwo do białek osocza. Nie powiodła się również próba nasilenia 

aktywności przeciwnowotworowej temoporfinu, przez inkorporowanie związku do 

liposomów z ligandami Tf [109]. Jak wykazują badania, uzyskanie efektu transportu 

celowanego liposomów do komórek nowotworowych w warunkach in vitro, jest dużo 

łatwiejsze niż na modelach zwierzęcych. Derycke i wsp. [108], aby zwiększyć wychwyt 

AlPcS4 przez komórki nowotworu pęcherza moczowego u szczurów, przed rozpoczęciem 

terapii usunęli enzymatycznie (za pomocą chondroitynazy) warstwę glikokaliksu, która 

blokowała dostęp do receptorów Tf na powierzchni komórek nowotworowych.  

  



CZĘŚĆ TEORETYCZNA 34 
 

8. Drogi podania substancji leczniczych inkorporowanych w liposomy 

Najpowszechniejszym sposobem podawania liposomalnych substancji leczniczych 

jest droga dożylna, tj. wstrzyknięcie lub wlew dożylny. Szczepionki, wykorzystujące 

nośniki lipidowe, są najczęściej aplikowane domięśniowo. Wybór drogi podania jest często 

podyktowany efektem, jaki ma wywołać substancja czynna. Układ chłonny uczestniczy  

w rozprzestrzenianiu się chorób nowotworowych i infekcyjnych. Leki podawane 

podskórnie w ograniczonym stopniu przenikają do krwiobiegu i są wychwytywane  

w dużym stopniu przez naczynia limfatyczne. Dlatego właśnie ta droga podania umożliwia 

dostarczanie leków i środków diagnostycznych bezpośrednio do układu chłonnego 

[88,110]. Strategię taką zastosował Fujimoto i wsp. [111], podając podskórnie nośnik 

liposomalny, z fosfolipidem zawierającym jony gadolinu, do wykrywania przerzutów 

nowotworowych w węzłach chłonnych królików, metodą magnetycznego rezonansu 

jądrowego. 

 

8.1. Droga doustna 

Podaż doustna liposomów jest utrudniona, ponieważ, struktury lipidowe, ulegają 

degradacji w wyniku działania enzymów trawiennych, obecnych w przewodzie 

pokarmowym. Dlatego też, liposomy do podawania drogą per os są pokrywane ochronną 

warstwą polimerową [88].  

Zespół badawczy pod kierunkiem Wu [112,113], opracował doustną postać insuliny oraz 

cyklosporyny A, które zostały inkorporowane w liposomy pokryte warstwą utworzoną  

z soli kwasu glikocholowego. Liposomalna cyklosporyna A, w badaniach in vivo na 

szczurach wykazała lepszą biodostępność w porównaniu z preparatem Neoral [113]. 

Natomiast, liposomy transportujące insulinę nie zostały poddane badaniom in vivo, ale 

stanowiły skuteczną ochronę przed enzymatycznym rozkładem w warunkach in vitro 

[112]. Zachowanie hipoglikemicznej aktywności insuliny, po podaniu doustnym, 

wykazano dla liposomów zawierających otoczkę z PEG, mucyny [114] oraz chitosanu 

[115]. 

W ostatnich latach, na rynku farmaceutycznym pojawia się coraz więcej leków 

przeciwnowotworowych w formie doustnej. Jain i wsp. [116] otrzymali doustną, 

liposomalną postać doksorubicyny. Zewnętrzna błona liposomalna jest stabilizowana 

polimerową otoczką złożoną z dwóch polimerów o przeciwnym ładunku, tj. 

poliakryloamidu i chlorowodorku polialliloaminy. 
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Badania doustnych form liposomalnych obejmują także szczepionki, szczególnie nowej 

generacji, zawierające kwasy nukleinowe. Ocena skuteczności doustnej podaży 

liposomalnych szczepionek jest skomplikowana, często niezależna od sposobu podania, 

ponieważ wynika z właściwości i niskiej stabilności transportowanych fragmentów DNA 

lub RNA [117,118]. 

 

8.2. Wziewna droga podania 

Wziewna droga podania leków, umożliwia leczenie nie tylko chorób dróg 

oddechowych takich jak astma, przewlekła obturacyjna choroba płuc, gruźlica, 

mukowiscydoza, ale w niektórych przypadkach pozwala uzyskać działanie 

ogólnoustrojowe. W 2008 roku Gaspar i wsp. [119] dokonali szczegółowego przeglądu 

leków, których liposomalna postać jest stosowana w formie inhalacji. Obecnie leki do 

podawania drogą wziewną, znajdujące się w badaniach przedklinicznych, klinicznych lub 

w praktyce klinicznej, obejmują liposomalne formulacje, takich substancji leczniczych, 

jak: beklometazon [120,121], salbutamol [122], triamcinolon [123], interleukina-2 [124], 

morfina [125], fentanyl [126].  

Ciekawym przykładem rozwoju liposomalnej formulacji, są badania dotyczące 

opracowania liposomalnej postaci iloprostu. Ventavis (Ilosprost) jest stosowany w leczeniu 

pierwotnego nadciśnienia płucnego, rzadkiej choroby przewlekłej o niekorzystnym 

rokowaniu. Iloprost charakteryzuje się krótkim okresem półtrwania i wynikającą stąd 

koniecznością dość częstego dawkowania leku, nawet do 6-9 razy w ciągu doby. Częste 

inhalacje są kłopotliwe dla pacjentów, co często przyczynia się do nieprzestrzegania zasad 

terapii. Dlatego też, oczekuje się, że liposomalna postać iloprostu pozwoli uzyskać produkt 

o zmodyfikowanym profilu uwalniania, dzięki czemu możliwe będzie zmniejszenie 

częstotliwości dawkowania i poprawienie jakości życia pacjentów [127]. 

 

8.3. Liposomalne postaci leków do użytku zewnętrznego 

Liposomy wzbudzały duże nadzieje jako potencjalne nośniki leków o działaniu 

miejscowym. Okazało się jednak, że lipidowe struktury są zbyt duże i za mało elastyczne, 

aby mogły łatwo penetrować i przenikać warstwę rogową naskórka. Mimo to, nośniki  

o składzie zbliżonym do elementów budulcowych naskórka, posiadają zdolność 

efektywnego dostarczania substancji leczniczych w schorzeniach dermatologicznych 
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[128,129]. W celu zwiększenia elastyczności klasycznych liposomów, opracowano nowe 

struktury zbudowane z fosfolipidów (głównie lecytyny), surfaktantów (cholanu  

i deoksycholanu sodu, polisorbatu) i alkoholu etylowego (do 10%). Elastyczne liposomy, 

nazwane terminem transferosomy, zostały po raz pierwszy zastosowane przez Gregora 

Cevc’a (Idea, Monachium). Transferosomy łatwo ulegają odkształceniom i dlatego są 

zdolne do przenikania przez warstwę rogową. Transferosomy mogą przenikać do 

krwiobiegu i pozwalają uzyskać stężenie substancji leczniczej we krwi, zbliżone do 

podania podskórnego. Pierwszym produktem, w którym wykorzystano technologię 

transferosomów był Diractin – liposomalna postać ketoprofenu, przeznaczona do 

objawowego leczenia zapalenia i bólu w chorobie zwyrodnieniowej stawów [130].  

Liposomy zostały wykorzystane w badaniach jako nośniki wielu susbtancji leczniczych 

stosowanych miejscowo, na skórę, m.in. anestetyków lidokainy [131] i ropiwakainy [132], 

leków przeciwgrzybiczych – amfoterycyny B [133], przeciwnowotworowych –  

5-fluorouracylu [134], stosowanych w terapii hormonalnej, jak np. tamoksifen [135]. 

Maghraby i wsp. przedstawili wiele przykładów leków transportowanych w liposomach do 

podawania przezskórnego oraz transdermalnego, jak również zastosowania liposomów 

jako modelu błon komórkowych [129]. 

 

8.4. Drogi podania liposomalnych fotouczulaczy 

Związki fotouczulające stosowane w praktyce klinicznej są podawane pacjentom 

drogą dożylną. Ta droga podania dominuje również w prowadzonych badaniach 

przedklinicznych i klinicznych. Jedyny dostępny na rynku fotouczulacz w formie 

liposomalnej, Visudyne, jest podawany w postaci 10 min. infuzji dożylnej [136].  

Ponieważ jednym ze wskazań terapeutycznych PDT są schorzenia dermatologiczne, 

opracowywane są formy liposomalnych fotouczulaczy do aplikacji na skórę. Według 

Dragicevic-Curic i wsp., fotouczulacze inkorporowane w liposomy wykazują większą 

zdolność penetracji. Spośród fotouczulaczy porfirynoidowych w liposomach badano kwas 

5-aminolewulinowy (ALA) i 5,10,15,20-tetrakis(3’-hydroksyfenylo)-chlorynę 

(Temoporfin, mTHPC, Foscan) [137]. ALA podawany jest miejscowo głównie w leczeniu 

łuszczycy, rogowacenia słonecznego, trądziku, niestety jako związek hydrofilowy 

wykazuje słabą penetrację naskórka i skóry. Dlatego też poszukiwano nowej strategii 

pozwalającej poprawić penetrację tkankową ALA. Dwa równolegle i z powodzeniem 

rozwijane nurty badawcze, to synteza hydrofobowych estrów ALA oraz inkorporacja  
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w lipidowe struktury [138]. Początkowe badania nie wskazywały na poprawę skuteczności 

terapeutycznej ALA w następstwie liposomalnej inkorporacji. Dopiero, Pierre i wsp. [139], 

opracowali liposomy o składzie zbliżonym do warstwy rogowej naskórka ssaków, 

uzyskując takie nasilenie penetracji ALA w obrębie skóry, które umożliwiłoby leczenie 

zmian nowotworowych. Oh i wsp. [140] oceniali stopień penetracji i retencji ALA 

stosowanej miejscowo w formie elastycznych liposomów, ze zróżnicowanym ładunkiem 

powierzchniowym (UDL). W porównaniu do liposomów obojętnych, UDL wykazały, przy 

tej samej efektywności inkorporacji ALA, większą stabilność, lepszą zdolność penetracji  

i dłuższy czas retencji w obrębie naskórka.  

Johansson i wsp. [141] uzyskali obiecujący efekt terapeutyczny stosując żel zawierający 

lipsomalną mTHPC, w miejscowym leczeniu skórnych zmian nowotworowych na mysim 

modelu zwierzęcym. Zaplanowano wdrożenie formulacji liposomalnej mTHPC do oceny 

skuteczności leczenia nowotworów skóry w badaniach klinicznych. Ostatnio, Dragicevic-

Curic i wsp. [142] przedstawili badania opisujące procedurę przygotowania oraz oceny 

właściwości reologicznych i stabilności hydrożelowych formulacji liposomalnych mTHPC 

do użytku zewnętrznego. 

Kolejnym sposobem podawania liposomalnych fotouczulaczy jest aplikacja bezpośrednio 

do guza, stosowana w tzw. śródmiąższowej PDT. Po podaży fotouczulacza, podskórnie 

wprowadzany jest światłowód wbudowany w igłę, w celu równomiernego naświetlenia 

guza i aktywacji zakumulowanego fotouczulacza. Strategię taką zastosował Ježek i wsp. 

[143] porównując efektywności działania liposomalnej meso-tetrakisfenyloporfiryny po 

podaniu dożylnym i bezpośrednio do guza. Wykazano większą skuteczność działania 

fotouczulacza po zastosowaniu wstrzyknięcia i.v. Xiao i wsp. [144] oceniali skuteczność 

fotodynamicznego leczenia nowotworów prostaty u psów, podając lipofilny fotouczulacz, 

inkorporowany w liposomy w postaci wstrzyknięcia do tętnicy, bezpośrednio 

unaczyniającej tkankę  guza. 

 

9. Zastosowanie liposomalnych postaci leków w terapii przeciwnowotworowej 

Leki przeciwnowotworowe to najintensywniej badana grupa środków leczniczych  

w technologii liposomalnej. Pierwsze wzmianki o korzystnym wpływie liposomów na 

właściwości farmakokinetyczno-farmakodynamiczne leków o aktywności 

przeciwnowotworowej, pojawiły się już w latach 70’ XX w. [145]. W kolejnym 

dziesięcioleciu nastąpił znaczny postęp rozwoju liposomalnych postaci leków, 
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uwarunkowany pracami badawczo-rozwojowymi firm biotechnologicznych, głównie  

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

 

Tabela 2 Produkty zarejestrowane oraz znajdujące się w badaniach klinicznych, 
zawierające liposomalną postać substancji leczniczej i posiadające wskazania w terapii 
przeciwnowotworowej [146]. 
 
Nazwa produktu 
leczniczego 
(Producent) 

Substancja lecznicza Wskazania Status 

  
Zarejestrowane produkty lecznicze   
    
Doxil/Caelyx  
(Johnson&Johnson) 

Doksorubicyna mięsak Kaposi’ego,  
rak jajnika  
rak piersi 
szpiczak mnogi (w skojarzeniu z 
Velcade) 

1995 
1999 
2003 
2007 (Kanada, 
EMA) 

     
DaunoXome  
(Galen) 

Daunorubicyna Mięsak Kaposi’ego 1996 (EMA, 
FDA) 

    
Myocet 
(Cephalon) 

Doksorubicyna Rak piersi  2000 (EMA) 

     
DepoCyte 
(Pacira) 

Arabinozyd cytozyny 
(Cytarabina) 

Zapalenie opon mózgowo-
rdzeniowych w przebiegu 
chłoniaka 

1999 (EMA, 
FDA) 

    
Lipo-Dox 
(Taiwan Liposome) 

Doksorubicyna mięsak Kaposi’ego, rak jajnika i 
piersi 

2001 (Tajwan) 

    
Marqibo 
(Talon) 

Winkrystyna Ostra białaczka limfoblastyczna 2012 (FDA) 

    
 
Przykłady produktów badanych w badaniach klinicznych 
    
CPX-351 
(Celator) 

Cytarabina:Daunorubicyna Ostra białaczka szpikowa Faza II 

    
MM-302 
(Merrimack) 

Doksorubicyna z 
przeciwciałem HER2 

Rak piersi z nadekspresją 
receptora HER2 

Faza I 

    
ThermoDox 
(Celsion) 

Doksorubicyna 
inkorporowana w liposomy 
wrażliwe na podwyższoną 
tempraturę,  

w skojarzeniu z ablacją 
przezskórną w: 
pierwotnym raku wątroby 
miejscowym nawrocie raka piersi 
przerzutach nowotworu jelita 
grubego do wątroby 
 

 
 
Faza III 
Faza II 
Faza II 

Stimuvax 
(Oncothyreon/Merck) 

Szczepionka 
przeciwnowotworowa  
Anti-MUC1 

Niedrobnokomórkowy rak płuc 
wykazujący nadekspresję MUC1 

Faza III 
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Wczesne badania na modelach zwierzęcych wykazały, że stężenie leku 

przeciwnowotworowego jest wyższe w niektórych rodzajach komórek nowotworowych 

w porównaniu do zdrowych tkanek. Gregoriadis i wsp. przedstawili następujące czynniki 

odpowiedzialne za zjawisko nasilonego wychwytu leku przez tkankę nowotworową:  

1) efekt zwiększonej przepuszczalności naczyniowej i zatrzymywania małych cząstek 

przez naczynia guza (tzw. efekt EPR, ang. enhanced vascular permeability and retention), 

2) powolne uwalnianie leku z liposomu, 3) zwiększoną aktywność endocytarną  

w komórkach nowotworowych, 4) wychwyt liposomów przez makrofagi, które następnie 

transportują liposomalną formę leku do komórek nowotworowych [147]. Efekt EPR jest 

często wykorzystywany w pasywnym dostarczaniu leków przeciwnowotworowych  

w formie połączeń z nośnikami lipidowymi, co uwarunkowane jest anatomiczną budową 

naczyń krwionośnych guza [148]. Zdrowe tkanki najczęściej posiadają zwartą strukturę 

śródbłonka naczyń włosowatych (wielkość porów 2-6 nm), natomiast sieć naczyń 

krwionośnych zaopatrujących tkankę nowotworową jest nieszczelna, ponieważ powstaje  

w wyniku chaotycznej neoangiogenezy (wielkość porów 100-800 nm). Większość 

niskocząsteczkowych leków przeciwnowotworowych, z powodu małego rozmiaru 

cząsteczek, dyfunduje dość swobodnie przez śródbłonek naczyń zarówno do 

prawidłowych, jak i nowotworowych tkanek. Z tego względu efekt cytotoksyczny 

wywierany jest wobec zdrowych tkanek, co prowadzi do działań niepożądanych  

i determinuje niską wartość indeksu terapeutycznego. Pod wpływem inkorporacji leku  

w liposomy, przenikanie lipidowego nośnika wraz z lekiem przez zdrowy nabłonek 

naczyniowy jest utrudnione. Ponadto cząsteczka substancji leczniczej w liposomach jest 

chroniona przed inaktywacją w krwiobiegu i rozkładem enzymatycznym, co wydłuża czas 

cyrkulacji w krwiobiegu i sprzyja bardziej efektywnemu dostarczaniu leku do tkanki 

nowotworowej. Powyższe czynniki wyjaśniają zmniejszoną toksyczność leków 

przeciwnowotworowych enkapsulowanych w liposomy [149,150]. 

W roku 1999, zespół wybitnego badacza liposomalnych nośników leków, Demetriosa 

Papahadjopoulos’a, przedstawił artykuł przeglądowy opisujący wpływ różnych 

właściwości liposomów na profil działania leków onkologicznych oraz optymalizację 

składu liposomów, zapewniającą jak najlepszy efekt terapeutyczny inkorporowanego leku 

[57]. Według ww. autorów, lek przeciwnowotworowy, który poddawany jest inkorporacji 

liposomalnej powinien mieć dobrze zdefiniowane spektrum działania przeciw-

nowotworowego, wykazywać aktywność przeciwko różnym typom nowotworów, 

efektywną zdolność enkapsulacji oraz stabilność w formie liposomalnej.  
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Wiele zróżnicowanych chemicznie, leków przeciwnowotworowych badano  

z zastosowaniem liposomów głównie: antybiotyki antracyklinowe (doksorubicynę, 

daunorubicynę), alkaloidy Vinca (winkrystynę, winorelbinę, winblastynę), cytarabinę, 

topotekan, paklitaksel. Część z nich uzyskała akceptację władz rejestracyjnych w USA  

i Europie, a wiele innych produktów jest poddawanych badaniom w różnych fazach badań 

klinicznych (Tabela 2). 

Barenholz i wsp. podzielili substancje przeciwnowotworowe stosując jako kryterium m.in. 

współczynnik podziału oktanol/woda [151]. W przypadku substancji hydrofilowych, ich 

liposomalne formulacje mają ograniczone znaczenie, z uwagi na niską biodostępność  

i stopień uwolnienia z nośnika. Jednak, leki hydrofile transportowane przez nośniki 

błonowe, jak np. cytarabina czy metotreksat, mogą być stosowane z powodzeniem  

w postaci liposomalnej, o ile lek zostanie uwolniony w wystarczającej ilości w sąsiedztwie 

tkanki nowotworowej. W odniesieniu do lipofilnych substancji leczniczych, liposomy 

pełnią bardziej rolę „solubilizatora” niż nośnika zwiększającego transport leku do tkanki 

nowotworowej. Dobrze obrazuje to przykład paklitakselu, związku wysoce 

hydrofobowego, który związany jest głównie w zewnętrznej powierzchni błony 

liposomalnej, skąd może szybko ulec redystrybucji do osocza. Grupą leków, które  

w największym stopniu „wykorzystują” transportowe zdolności liposomów są leki 

amfipatyczne, takie jak np. antracykliny i alkaloidy Vinca, Dzięki opracowaniu metody 

enkapsulacji leku, wykorzystującej gradient pH, uzyskać można stabilne liposomy,  

a transportowane przez nie amfipatyczne substancje lecznicze są uwalniane w obrębie 

nowotworu [57,151]. 

 

10. Liposomalne fotouczulacze stosowane w PDT 

Liposomy są nośnikami najczęściej wykorzystywanymi do transportu substancji 

fotouczulających w PDT. Liposomalny nośnik, w przypadku substancji fotouczulających, 

pełni przede wszystkim rolę czynnika „solubilizującego”, dzięki czemu możliwe jest 

uzyskanie biokompatybilnej formy fotouczulacza do podaży pozajelitowej. Ponadto, w 

strukturze liposomu cząsteczka fotouczulacza występuje w formie monomerycznej, co jest 

istotne z uwagi na negatywny wpływ agregacji fotouczulacza, na właściwości fizyko-

chemiczne, a przede wszystkim zdolność generowania tlenu singletowego, decydującego  

o skuteczności terapeutycznej. Zauważono także, że liposomalna (zwłaszcza pegylowana) 

postać fotouczulacza, niejednokrotnie wykazuje wydłużony okres półtrwania  
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w krwiobiegu i lepszy wychwyt przez tkankę nowotworową. Inkorporacji liposomalnej 

poddawano fotouczulacze zróżnicowane pod względem struktury chemicznej  

i właściwości fotochemicznych, reprezentujące liczne związki fotouczulające pierwszej  

i drugiej generacji [27–29]. 

 

10.1. Liposomalne pochodne porfiryn 

 

Ryc. 7 Pochodne porfiryn inkorporowane w liposomy do badań w PDT (ALA – kwas  
5-aminolewulinowy). 

 

Pierwsza generacja fotouczulaczy obejmuje pochodne hematoporfiryny (HPD), które 

zostały wyizolowane z hemoglobiny, przy użyciu 5% roztworu kwasu siarkowego  

w kwasie octowym w temperaturze pokojowej. Następnie w wyniku alkalizacji, otrzymano 

mieszaninę dimerów i oligomerów połączonych wiązaniami estrowymi i eterowymi. 

Dzięki zastosowaniu metod HPLC oraz chromatografii żelowej, wyselekcjonowano 

najbardziej aktywne jednostki [22]. Uzyskany produkt Photofrin (porfimer sodowy, QLT 



CZĘŚĆ TEORETYCZNA 42 
 

PhotoTherpeutics, Ryc. 7), został zarejestrowany przez FDA w USA i w Kanadzie  

w leczeniu nowotworu przełyku, nowotworu Barrett’a, niedrobnokomórkowego raka płuc 

[20]. Natomiast jego analog europejski, Photobarr, został wycofany przez EMA w 2012 

roku [152]. 

HPD była pierwszym fotouczulaczem wprowadzonym do praktyki klinicznej oraz 

pierwszym, który został enkapsulowany w liposomy z uwagi na słabą rozpuszczalność  

w wodzie i formowanie agregatów [153]. Pierwsze badania farmakokinetyczne HPD, 

inkorporowanej w małe liposomy z 1,2-dipalmitoilo-sn-glycero-3-fosfocholiny (DPPC), 

przeprowadzono u myszy z mięsakiem MS-2 (podanie dootrzewnowe, 5 mg/kg m.c.). 

Wykazano, że liposomalna HPD w porównaniu z roztworem HPD, znacznie wolniej 

gromadziła się w tkance nowotworowej, osiągając dwukrotnie wyższe stężenie niż  

w skórze, przy czym jednocześnie stężenie fotouczulacza w powłokach ciała było bardzo 

niskie, co sprzyjało redukcji ryzyka wystąpienia działania fototoksycznego [154].  

Jiang i wsp. otrzymali liposomy zbudowane z DPPC z inkorporowanym porfimerem sodu  

i porównywali wychwyt leku przez szczurze i ludzkie komórki glejakomięsaka. Pofimer 

sodu podawano w formie liposomalnej oraz w postaci roztworu w glukozie. Zwiększony 

wychwyt liposomalnej postaci fotouczulacza wywołał znacznie silniejszy efekt 

cytotoksyczny względem komórek nowotworowych [155]. 

Przedmiotem wielu badań, było określenie podatności określonych struktur fotouczulaczy 

na inkorporację liposomalną, ocena wpływu inkorporacji liposomalnej fotouczulaczy na 

ich właściwości, czy badanie lokalizacji fotouczulaczy porfirynoidowych w obrębie 

podwójnej lipidowej błony. Liposomy stanowiły w tych badaniach zarówno model błony 

komórkowej, jak też potencjalnego nośnika. Ricchelli i wsp. [156] oceniali powinowactwo 

HPD i protoporfiryny (PP) do polarnych i niepolarnych regionów lipidowej monowarstwy 

o zróżnicowanej budowie chemicznej. Zarówno HPD jak też PP, wybiórczo gromadzą się 

w obrębie wewnętrznej monowarstwy lipidowej liposomu, przy czym HPD w sąsiedztwie 

polarnych grup, natomiast PP w pobliżu łańcuchów acylowych. Wzrost płynności błony 

lipidowej w skutek zmiany składników lipidowych (dodatek kardiolipiny) lub wzrostu 

temperatury, sprzyjał przesunięciu porfiryn w zewnętrzne rejony lipidowej dwuwarstwy. 

Liposomy są doskonałym nośnikiem dla hydrofobowych porfiryn i jak przedstawiają 

badania, porfiryny inkorporowane w strukturę lipidową zachowują właściwości spektralne 

i zdolność generowania tlenu singletowego. Oznacza to, że po inkorporacji liposomalnej, 

porfiryny występują w formie monomerów. Ponadto Postigo i wsp. [157] wykazali, że 

podatność hydrofobowych porfiryn na enkapsulację w liposomy jest skorelowana  
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z tendencją do tworzenia agregatów w roztworach wodnych. Inkorporacja liposomalna 

tetrafenyloporfiryny cynkowej, która nie agregowała w roztworze wodnym, okazała się 

najbardziej efektywna w porównaniu do innych metalowanych i demetalowanych 

tetrafenylowych i tetrapirydylowych pochodnych porfiryny. 

Nawalany i wsp. [158] zbadali dwa układy fotouczulające: 1) 5,10,15,20-tetrakis(4’-

hydroksyfenylo)porfirynę (pTHPP, Ryc. 7) inkorporowaną w liposomy typu Stealth oraz 

2) pTHPP z kowalencyjnie przyłączonymi łańcuchami PEG. W badaniach aktywności 

biologicznej wykorzystano linie komórkowe wyizolowane z nowotworu okrężnicy  

i prostaty. Liposomalny nośnik wykazał największą skuteczność w aspekcie dostarczania 

do komórek docelowych, monomerycznej formy hydrofobowego fotouczulacza,  

w przeciwieństwie do pegylowanej i wolnej formy leku. Obydwa układy fotouczulające 

pTHPP, spowodowały spadek toksyczności w tzw. fazie ciemnej badania, natomiast ich 

efekt fotocytotoksyczny okazał się słabszy niż dla formy „wolnej” pTHPP. 

Liposomalne formy porfiryn zyskały także zainteresowanie w mikrobiologii  

i parazytologii. Ferro i wsp. [159] z powodzeniem eradykowali metycylinooporne szczepy 

Staphylococcus aureus, stosując porfiryny obdarzone ładunkiem dodatnim, inkorporowane 

w kationowe liposomy. Natomiast nowe fotouczulacze acenaftalenoporfiryny,  

w warunkach in vivo, wykazały lepszy efekt przeciwko gatunkowi Leishmania panamensis 

niż stosowany w leczeniu leiszmaniozy, antymonian megluminy [160]. 

Kwas 5-aminolewulinowy (ALA, Ryc. 7) jest związkiem endogennym, produktem 

pośrednim w procesie biosyntezy hemu. W wyniku jego konwersji powstaje protoporfiryna 

IX (PP IX), skuteczny endogenny fotouczulacz. ALA wykorzystywany jest jako pro-lek do 

otrzymywania endogennej PP IX, która gromadzi się w zmianach patologicznych, ale 

również w zdrowych tkankach. Pewną selektywność działania ALA, uzyskano stosując 

leczenie miejscowe, w terapii chorób dermatologicznych np. łuszczycy, rogowacenia 

słonecznego, trądziku. Liposomalne postaci ALA opracowywano w celu uzyskania lepszej 

penetracji warstw skóry przez związek fotouczulający, co opisano w punkcie 8.4. Ponadto 

0,5% spray zawierający lipsomalną postać ALA wykorzystywano w leczeniu trądziku, 

uzyskując bardzo dobry efekt terapeutyczny przy minimalnych działaniach niepożądanych. 

Dzięki tym zaletom ALA-PDT stanowi alternatywę dla antybiotykoterapii, zwłaszcza gdy 

uwzględni się narastającą oporność bakterii na szereg antybiotyków [161,162]. Dodatkowo 

o profilu bezpieczeństwa lipsomalnej ALA świadczą doniesienia o dobrych efektach 

kosmetycznych, uzyskiwanych w zabiegu usuwania zmarszczek z zastosowaniem 

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

 

 

Ryc. 8 Pochodne bakteriochloryn i chloryn inkorporowane w liposomy do badań  
w PDT. 
 

Chloryny i bakteriochloryny to zredukowane porfiryny, powstające w wyniku 

rozerwania wiązań podwójnych pierścieni pirolowych i przyłączenia 2 lub 4 atomów 

wodoru. 

Bakteriochloryna a (BCA, Ryc. 8) o potencjalnym zastosowaniu w fotodynamicznej terapii 

nowotworów, należy do fotouczulaczy drugiej generacji. Właściwości fotochemiczne BCA 

w formie wolnej i liposomalnej intensywnie badał belgijski zespół Damoiseau i wsp. 

[164,165]. BCA w roztworach wodnych ulega częściowej agregacji, przy czym ustala się 

stan równowagi między monomerem a dimerem. Dla postaci liposomalnej BCA, 

Damoiseau i wsp. stwierdzili, dziewięciokrotny wzrost wydajności kwantowej 

generowania tlenu singletowego oraz niemal czterokrotny wzrost wydajności kwantowej 

stanu trypletowego, w porównaniu do wartości uzyskanych w wodnym roztworze BCA. 

Powyższe obserwacje przypisali, zwiększeniu udziału formy monomerycznej BCA, po 

wbudowaniu związku w liposomy. 

 

10.2.1. Liposomalne postaci temoporfinu  

Chloryny to dotychczas najbardziej efektywna klinicznie grupa fotouczulaczy. Aż 

dwa fotouczulacze, będące pochodnymi chloryn, tj. Foscan (mTHPC) i Visudyne 

(Verteporfin), zostały zarejestrowane przez FDA i EMA (Foscan tylko przez EMA) i są 
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stosowane w praktyce klinicznej (Ryc. 8). Foscan jest stosowany w formie „wolnej”, 

jednak jego dwie formy liposomalne są doskonałym przykładem rozwoju liposomalnego 

nośnika, począwszy od formy konwencjonalnych liposomów (klasycznych) do bardziej 

złożonych nośników. Temoporfin jest jednym z najbardziej skutecznych fotouczulaczy 

drugiej generacji [166]. Charakteryzuje się ściśle określoną strukturą chemiczną  

(w przeciwieństwie do Photofrinu), maksimum absorpcji pasma Q odpowiada 

promieniowaniu o długości fali 652 nm, a skuteczność terapeutyczna została oceniona jako 

ok. 100-200 razy silniejsza niż w przypadku Photofrinu [167]. Badania i rozwój cząsteczki 

mTHPC był prowadzony przez firmę biotechnologiczną Scotia Pharmaceuticals Ltd, we 

współpracy z Boehringer Ingelheim, w Wielkiej Brytanii. W 1999 r., FDA przyznała 

mTHPC status leku sierocego, a EMA rozpoczęła procedurę rejestracyjną. Niestety, zgoda 

rejestracyjna została uchylona najpierw przez FDA, a następnie przez EMA. Ostatecznie, 

mTHPC została zarejestrowana przez EMA w 2001 pod nazwą Foscan, ze wskazaniami do 

paliatywnego leczenia zaawansowanego raka płaskonabłonkowego głowy i szyi  

u pacjentów, u których nie można zastosować radioterapii oraz zawiodły wcześniej 

stosowane metody leczenia chirurgicznego lub ogólnoustrojowego. Trudności rejestracyjne 

spowodowały przejęcie Scotia Pharmaceuticals przez niemiecką firmę Biolitec AG, która 

od 2002 r. zajmuje się dystrybucją Foscanu i wspiera dalsze prace badawczo-rozwojowe 

[166]. 

Zgodnie z Charakterystyką Produktu Leczniczego, Foscan podaje się w powolnym 

wstrzyknięciu dożylnym, trwającym nie krócej niż 6 minut, w dawce 0,15 mg/kg masy 

ciała. mTHPC jest związkiem trudno rozpuszczalnym w wodzie, a roztwór do wstrzykiwań 

przygotowywany jest przez rozpuszczenie liofilizatu w mieszaninie bezwodnego etanolu  

i glikolu propylenowego. Foscanu nie należy rozcieńczać roztworem wodnym, z uwagi na 

podatność do tworzenia agregatów. Agregacja wpływa na profil farmakokinetyczny 

(pojawianie się następujących po sobie wartości stężeń maksymalnych), ogranicza 

biodystrybucję i może zmniejszać skuteczność leczenia. Ponadto, agregaty tworzące się  

w okolicy miejsca podania leku, mogą prowadzić do rozwoju stanu zapalnego [168]. Firma 

Biolitec podjęła badania mające na celu opracowanie liposomalnej postaci temoporfinu. 

Foslip to pierwsza z zaproponowanych formulacji liposomalnych mTHPC. Podstawowe 

składniki lipidowe nośnika to DPPC i 1,2-dipalimitoilo-sn-glycero-3-fosfoglicerol 

(DPPG). Rola DPPG polega na zwiększeniu fizykochemicznej stabilności formulacji, 

dzięki obecności ujemnego ładunku [169]. Kolejny etap prac nad rozwojem liposomalnej 

postaci mTHPC, zaowocował uzyskaniem liposomów długokrążących Fospeg. Formulacja 
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ta ma skład konwencjonalnych liposomów (Foslip), wzbogacony pegylowaną  

1,2-distearyloilo-sn-glycero-3-fosfoetanoloaminą, stanowiącą 2% całkowitej zawartości 

lipidów [169,170]. Obydwie formulacje liposomalne temoporfinu, Foslip i Fospeg, zostały 

poddane intensywnym badaniom obejmującym zakres badań podstawowych, tj. 

charakterystyki dotyczącej zarówno właściwości fizykochemicznych mTHPC 

inkorporowanej w liposomy, jak również samych liposomów. Ocena obejmowała również 

badania biologiczne na modelach komórkowych i zwierzęcych, włącznie z analizą 

właściwości farmakokinetycznych i farmakodynamicznych. 

Na przykładzie dwóch formulacji Foslip i Fospeg, można zauważyć w jaki sposób skład 

lipidowy liposomów determinuje stan termodynamiczny, a tym samym płynność błony 

liposomalnej, co istotnie wpływa na uwalnianie leku i farmakokinetykę. Stosunek molowy 

mTHPC do lipidów w formulacji Foslip i Fospeg wynosi 1:10, a temperatura przejścia 

fazowego występuje poniżej temperatury 37 oC, dlatego uporządkowanie lipidów ma 

charakter płynno-krystaliczny [169,171]. Skład lipidowy formulacji Foslip, bez 

inkorporowanej mTHPC wskazuje, że w temperaturze 37 oC posiada ona charakter żelu  

(Tc = 42 oC). W wyniku inkorporacji mTHPC, następuje obniżenie temperatury przejścia 

fazowego. Obecność pegylowanych lipidów w strukturze Fospeg, nie wpływa znacznie na 

właściwości termodynamiczne. Jednak, Kuntsche i wsp. [169] badając formulacje 

liposomalne mTHPC, zidentyfikowali w pegylowanych liposomach wiele struktur 

micelarnych, które mogą zmieniać profil uwalniania inkorporowanego leku. Badania 

Compagnin i wsp. [170] wykazały, że obecność i rodzaj warstwy polietylenoglikolowej, 

tzn. zawartość PEG, długość łańcucha PEG, może wywierać wpływ zarówno na stopień 

wychwytu liposomów przez komórki docelowe jak również efekt cytotoksyczny 

inkorporowanej mTHPC. 

W badaniach liposomalnych postaci temoporfinu, tj. Foslip i Fospeg, analizowano stopień 

agregacji związku w lipidowym nośniku. Przeprowadzona analiza widm absorpcji mTHPC 

inkoporowanej w liposomy oraz w roztworze etanolowym, jednoznacznie wykazała, że 

temoporfin w liposomach występuje w postaci monomeru [172,173]. Reshetov i wsp. 

[174] zaobserwowali jednak przesunięcie pasma Soreta w kierunku dłuższych fal, wraz ze 

wzrostem stosunku molowego fotouczulacz : lipidy. Przesunięcie pasma Soreta, które było 

bardziej zaznaczone w przypadku formulacji pegylowanej (Fospeg) niż Foslip, przypisano 

tworzeniu agregatów. Według w/w autorów tylko niewielka część mTHPC w liposomach 

występuje w formie agregatów, ponieważ przesunięciu pasma, nie towarzyszyła zmiana 

jego kształtu ani wartości współczynnika molowego absorpcji. 
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Metodę analizy wygaszania fluorescencji i absorpcji, zastosowano do oceny lokalizacji 

mTHPC w obrębie struktury liposomów, uwalniania mTHPC z liposomów oraz 

redystrybucji do białek osocza np. albumin i lipoprotein [171,172,174,175]. Jak wykazano 

w wielu badaniach, rozmieszczenie mTHPC jest zróżnicowane w obydwu formulacjach 

liposomalnych i wpływa na profil farmakokinetyczny mTHPC. W klasycznych liposomach 

Foslip, mTHPC jest rozmieszczona w obrębie lipidowej dwuwarstwy, a jej uwalnianie 

przebiega powoli i ma charakter jednoetapowy. Natomiast, w produkcie Fospeg, 

stwierdzono obecność dwóch rezerwuarów mTHPC [170,174]. Wynikiem takiego 

rozmieszczenia fotouczulacza jest dwuetapowy schemat uwalniania. Pierwszy rezerwuar 

znajduje się w warstwie PEG i charakteryzuje się niemal natychmiastowym procesem 

uwalniania mTHPC [174,175]. Drugi stanowi warstwa lipidowa, a mTHPC uwalniana jest 

w podobny sposób jak w przypadku Foslipu [174]. 

Terapeutyczne wskazania temoporfinu obejmują przede wszystkim choroby 

nowotworowe. Stąd, Foslip i Fospeg były przedmiotem wielu badań komórkowych,  

w których oceniano działanie cytotoksyczne i fotocytotoksyczne wykorzystując linie 

komórek nowotworowych pochodzenia ludzkiego i zwierzęcego, wyizolowane  

z nowotworów płuc, prostaty, skóry [176,177]. Fospeg wykazuje również obiecujące 

właściwości antyangiogenne i podobnie jak Visudyne może znaleźć zastosowanie  

w leczeniu zwyrodnienia plamki żółtej związanego z wiekiem [178]. Badania 

porównawcze wychwytu komórkowego mTHPC w formie „wolnej” i enkapsulowanej, 

wykazały znacznie lepsze wyniki dla form liposomalnych, z pewną przewagą stopnia 

wychwytu formy pegylowanej [170,173]. 

Jak wspomniano wcześniej, farmakokinetyka Foscanu („wolnego” temoporfinu) jest dość 

nieprzewidywalna na skutek agregacji mTHPC w płynach biologicznych. W postaciach 

liposomalnych natomiast, jak pokazują badania, przeważa forma monomeryczna. 

Potwierdzają to badania kinetyczne na modelach zwierzęcych [179,180]. W doniesieniach 

literaturowych pojawiają się również publikacje, dotyczące stosowania liposomalnych 

form mTHPC w badaniach klinicznych u ludzi. Pierwsze wzmianki o zastosowaniu 

liposomalnej postaci mTHPC w postaci żelu do użytku zewnętrznego u ludzi, przedstawił 

Bendsoe i wsp. w 2007 r. Żel z liposomalną mTHPC zastosowano w terapii 

fotodynamicznej złośliwych zmian na skórze [181]. 

Dalsze tendencje rozwoju liposomalnych postaci mTHPC widoczne są w prowadzonych 

badaniach naukowych. Pierwsza strategia polega na minimalizowaniu efektów ubocznych, 

poprzez wstrzyknięcie liposomalnej postaci temoporfinu bezpośrednio do guza, czyli  
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w terapii śródmiąższowej [182]. Kolejna grupa badań poświęcona jest poszukiwaniu 

nowych wskazań terapeutycznych dla produktów Foslip i Fospeg, jak np. terapia 

fotodynamiczna zmian zwyrodnieniowych [183]. Podjęto również próbę zwiększenia 

selektywnego transportu liposomów z mTHPC poprzez przyłączenie ligandu, tj. 

transferyny. Jednak, jak już wspomniano, nie wykazano poprawy efektu fotodynamicznego 

przy zastosowaniu „celowanych” liposomów [109]. 

 

10.2.2. Visudyne – pierwsza liposomalna postać fotouczulacza w praktyce klinicznej 

 Verteporfin składa się z mieszaniny aktywnych izomerów monokwasów 

pochodnych benzoporfiryny (ang. benzoporphyrin derivative monoacids – BPD-MA): 

BPD-MA C oraz BPD-MA D w stosunku molowym 1:1. Został otrzymany  

z dimetylowych estrów protoporfiryny IX, a badania jego aktywności fotodynamicznej 

rozpoczęto w latach 90’ XX w. [184]. Charakterystyka BPD-MA została szczegółowo 

opisana w wielu pracach naukowych. Verteporfin posiada wiele cech „idealnego 

fotouczulacza”: wykazuje chemiczną stabilność, ściśle zdefiniowaną strukturę chemiczną, 

silną absorpcję w zakresie długości fal 600-800 nm, efektywnie generuje tlen singletowy. 

Maksimum absorpcji przy λ = 690 nm pozwala potencjalnie na odpowiednio głęboką 

penetrację tkanek podczas naświetlania. Lek ulega szybkiej akumulacji i następnie 

eliminacji, dzięki czemu ograniczona zostaje fotowrażliwość skórna (nawet po upływie  

24 h od podania) [12]. Richter i wsp. [184] przedstawili porównanie właściwości 

verteporfinu i hematoporfiryny, z których wynika, że BPM-DA wykazuje dziesięciokrotnie 

silniejsze działanie cytotoksyczne względem adherentnych komórek ludzkich. 

Hydrofobowa natura BPM-DA niesie dwojakie konsekwencje. Z jednej strony, charakter 

lipofilny jest korzystny, gdyż zapewnia szybkie wchłanianie komórkowe i lokalizację  

w wewnątrzkomórkowych strukturach błonowych. Z drugiej strony, hydrofobowe 

właściwości sprzyjają formowaniu agregatów w roztworach wodnych, zmniejszając 

biodostępność i skuteczność fotodynamiczną [185]. Wobec powyższej charakterystyki, 

BPM-DA już na wczesnym etapie badań, został inkorporowany w liposomy, by ograniczyć 

negatywny aspekty hydrofobowej natury i jednocześnie jak najlepiej wykorzystać 

korzystne właściwości. Inkorporacja liposomalna verteporfinu przyniosła bardzo dobry 

efekt. Jak wykazał Richter i wsp. [186], verteporfin inkorporowany w liposomy, osiąga 

wyższe stężenie w tkance patologicznej i naczyniach neowaskularnych oraz silniejsze 

działanie cytotoksyczne in vivo. W 2000 r. Visudyne, liposomalna postać verteporfinu, 
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została wprowadzona do praktyki klinicznej, w terapii zwyrodnienia plamki żółtej 

związanej z wiekiem. Liposomy Visudyne zbudowane są z obojętnych cząsteczek  

1,2-dimirystoilo-sn-glycero-3-fosfocholiny (DMPC) i fosfatydyloglicerolu (PG) 

obdarzonego ładunkiem ujemnym [187]. 

Produkt leczniczy Visudyne jest wskazany w leczeniu dorosłych pacjentów z wysiękowym 

(mokrym) zwyrodnieniem plamki związanym z wiekiem z dominującą klasyczną postacią 

poddołkowej neowaskularyzacji podsiatkówkowej (ang. choroidal neovascularisation), lub 

dorosłych pacjentów z poddołkową neowaskularyzacją podsiatkówkową występującą  

w przebiegu wysokiej krótkowzroczności [136]. AMD jest chorobą zwyrodnieniową oka, 

prowadzącą często do nieodwracalnej utraty wzroku. Najczęściej dotyka osób po 60 roku 

życia, częściej także chorują kobiety. Wyróżnić można dwie postaci zaawansowanej 

AMD: nie-neowasklarną (tzw. suchą) i neowaskularną (tzw. mokrą). Postać neowaskularna 

występuje u < 20% pacjentów cierpiących na AMD, ale często charakteryzuje się 

gwałtownym i postępującym przebiegiem, a nieleczona prawie zawsze prowadzi do trwałej 

ślepoty. U podstaw patogenezy AMD leży formowanie nowych naczyń krwionośnych  

w obrębie naczyniówki oka, w obszarze plamki żółtej, odpowiadającej za widzenie 

centralne. Nowopowstające naczynia krwionośne są kruche i nieszczelne. W obszarze 

siatkówki, tworzą tzw. błonę podsiatkówkową (neowaskularną), w której pojawiają się 

przesięki i krwotoki. W końcowym stadium może dojść do powstania tarczowatej blizny, 

która prowadzi do trwałego uszkodzenia siatkówki. Mechanizm działania verteporfinu  

w AMD, polega na okluzji i niszczeniu neowaskularnych naczyń, przy zachowaniu 

perfuzji w prawidłowych naczyniach błony naczyniowej i siatkówki oka. Ponadto celem 

terapii jest uzyskanie selektywnego działania verteporfinu, które chroni przed 

uszkodzeniem czynności naczyniówki i siatkówki. Visudyne jest w większym stopniu 

wychwytywany przez tkanki zmienione chorobowo, jak również nabłonek 

neowaskularnych naczyń krwionośnych. Schmidt-Erfurth i wsp. [12] zaproponowali 

mechanizm selektywnego wychwytu fotouczulacza przez naczynia neowaskularne, 

związany z nadekspresją receptorów dla lipoprotein LDL. W krwiobiegu liposomalny 

verteporfin wiąże się z lipoproteinami LDL, tworząc kompleks o wysokim powinowactwie 

do komórek endotelialnych. Komórki te wykazują zwiększoną ekspresję receptorów LDL  

i zwiększone zapotrzebowanie na lipoproteiny, stąd zwiększony wychwyt kompleksu LDL 

z Visudyne i wnikanie do komórek w drodze endocytozy. Przedstawiony mechanizm 

potwierdzają badania Chowdhary’ego i wsp. [187], którzy zaobserwowali korelację 

pomiędzy stopniem wiązania BPD-MA z lipoproteinami a efektem terapeutycznym PDT, 
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uzyskanym in vivo. O zdolności Visudyne do szybkiego wiązania z lipoproteinami  

w krwiobiegu decyduje skład lipidowy. Obecność fosfatydyloglicerolu pochodzącego  

z jaja kurzego, zawierającego wiązania nienasycone, destabilizuje i zwiększa płynność 

błony liposomu. Ponadto, jak dalej wyjaśniają Chowdhary i wsp., brak uporządkowania  

w strukturze liposomów Visudyne, wynika ze znacznej różnicy pomiędzy wartościami 

temperatury przejścia fazowego DMPC i PG. Takie struktury są bardziej podatne na 

interakcje z proteinami osocza, w porównaniu do struktur liposomalnych zawierających 

cholesterol lub kwasy tłuszczowe, o dużym stopniu nasycenia. Jednak w przypadku 

Visudyne, właściwości te decydują o skuteczności terapeutycznej. 

Liposomalny verteporfin jest dostarczany na rynek farmaceutyczny w formie 

ciemnozielonego liofilizatu. Produkt należy rozpuścić przed podaniem w 7,0 ml wody do 

wstrzykiwań, aby uzyskać 7,5 ml roztworu o stężeniu 2 mg/ml. Rozpuszczony produkt 

leczniczy Visudyne, jest nieprzejrzystym roztworem o barwie ciemnozielonej. Przed 

podaniem roztwór należy ocenić wizualnie pod względem braku zanieczyszczeń 

nierozpuszczalnych lub zmiany barwy. W celu uzyskania dawki 6 mg/m2 należy 

rozcieńczyć odpowiednią ilość roztworu produktu leczniczego Visudyne, roztworem 

glukozy do wstrzykiwań 50 mg/ml (5%) do końcowej objętości 30 ml.  

Terapia fotodynamiczna z zastosowaniem produktu leczniczego Visudyne, przebiega  

w dwóch etapach. Pierwszym etapem jest 10 minutowa infuzja 30 ml roztworu Visudyne 

w dawce 6 mg/m2 powierzchni ciała. Drugim etapem jest aktywacja produktu leczniczego 

Visudyne światłem, dokładnie w 15 minut od rozpoczęcia infuzji. Co 3 miesiące należy 

wykonywać u pacjentów badania kontrolne. W przypadku nawrotów przenikania krwinek 

przez nowo utworzone naczynia naczyniówki, można powtarzać leczenie Visudyne do 4 

razy w roku. W celu aktywacji produktu leczniczego Visudyne światłem, stosuje się laser 

diodowy, wytwarzający światło czerwone bez oddziaływania termicznego (długość fali 

689 nm ± 3 nm). Światło przechodzi przez urządzenie światłowodowe zamontowane  

w lampie szczelinowej oraz odpowiednią soczewkę kontaktową. Przy zalecanym natężeniu 

światła 600 mW/cm2, wymagana dawka światła 50 J/cm2 jest dostarczana w ciągu 83 

sekund [136]. 

Terapia fotodynamiczna z zastosowaniem Visudyne to pierwsza skuteczna metoda 

leczenia AMD, która pozwoliła na znaczą poprawę zdrowia oraz jakości życia pacjentów. 

Nie bez znaczenia dla efektywności terapii, było zastosowanie formulacji liposomalnej 

verteporfinu. Obecnie w terapii AMD coraz częściej stosowane są leki biologiczne, tzn. 

przeciwciała monoklonalne o działaniu antyangiogennym (pegaptanib, ranibizumab, 
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bevacizumab). Mimo to, Visudyne wciąż pozostaje lekiem referencyjnym w wielu 

badaniach klinicznych. 

 

10.3. Liposomalne pochodne ftalocyjaniny 

 

 

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

Ftalocyjaniny, określane również jako tetraazaporfiryny, posiadają cztery atomy 

azotu w pozycji meso, w miejscu atomów węgla tworzących mostki metinowe w strukturze 

porfiryn. Cztery pierścienie pirolu są połączone mostkami azowymi, a w pozycji β każdej  

z jednostek pirolowych, przyłączone są pierścienie benzenu. Dzięki wprowadzeniu 

atomów azotu oraz pierścieni benzenu otrzymano grupę związków, tj. ftalocyjaniny,  

o wysokim współczynniku molowym absorpcji w zakresie 600-800 nm. Właściwości 

spektralne ftalocyjanin oraz możliwość pozyskania wielu pochodnych w wyniku 

chemicznej modyfikacji, przyczyniło się do poszukiwania w tej grupie związków 

potencjalnych fotouczulaczy do terapii fotodynamicznej. Istotną wadą ftalocyjanin jest 

słaba rozpuszczalność, szczególnie w rozpuszczalnikach polarnych. Dlatego też,  

w obszarze zastosowania tych związków w terapii fotodynamicznej, ftalocyjaniny 

stosowane są bardzo często w postaci liposomalnej [188].  

Ftalocyjanina cynkowa (ZnPc, CGP55847, Ryc. 9) to aktywny fotouczulacz, 

inkorporowany w liposomy o składzie: 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina 

(POPC) 1,2-dioleoilo-sn-glycero-3-fosfoseryna (OOPS) (1:90:10 w/w/w) [189]. W latach 

90’ XX w., firma QLT PhotoTherapeutics (Vancouver, Kanada), we współpracy z Ciba 

Geigy (Novartis, Basel, Szwajcaria), rozpoczęła badania kliniczne I i II fazy liposomalnej 

ZnPc w leczeniu raka kolczystokomórkowego [22]. Pomimo obiecujących wyników badań 

przedklinicznych ZnPc, badania z udziałem ludzi zakończyły się niepowodzeniem. 
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Ftalocyjanina cynkowa wciąż pozostaje związkiem modelowym wykorzystywanym  

w badaniach wielu nowych formulacji liposomalnych. De Oliveira i wsp. badali wpływ 

zawartości cholesterolu na aktywność fotodynamiczną ZnPc, inkorporowanej w liposomy 

zbudowane z fosfatydylocholiny sojowej. Wykazano, że jedynie formulacja z dodatkiem 

cholesterolu, charakteryzuje się zwiększoną stabilnością i wywołuje istotne działanie 

fotocytotoksyczne, w przeciwieństwie do ZnPc w liposomach bez cholesterolu i w formie 

„wolnej” [190].  

W celu zwiększenia skuteczności terapeutycznej PDT, jest ona często kojarzona z innymi 

metodami leczenia. Maranho i wsp. [191] enkapsulowali nitrozyl rutenu w liposomy  

z inkorporowaną ZnPc, uzyskując układ generujący pod wpływem naświetlania tlenek 

azotu i tlen singletowy. Dzięki synergistycznemu działaniu oksydacyjnemu NO i tlenu 

singletowego, zaobserwowano wzmożoną aktywność fotodynamiczną skierowaną 

przeciwko komórkom czerniaka B16-F10. Natomiast Bolfarini i wsp. [192] otrzymali 

magnetoliposomy zawierające ZnPc i nanocząstki magnetyczne. Eksperymentalne 

połączenie dwóch metod terapeutycznych, tj. PDT i hipertermii magnetycznej, pozwoliło 

uzyskać lepsze wyniki leczenia w porównaniu do efektów uzyskanych dla każdej techniki 

oddzielnie.  

Ftalocyjanina cynkowa została również zastosowana jako fotoaktywator, do otrzymania 

liposomów o kontrolowanym uwalnianiu. Aygun i wsp. [193] opracowali liposomy 

zbudowane z DMPC, DSPC i ftalocyjaniny cynkowej, z inkorporowanym o-nitrofenylo-

β,D-galaktopiranozydem (ONPG). Kontrolowany profil uwalniania ONPG z badanych 

liposomów, uzyskano dzięki powolnemu niszczeniu struktury liposomów. Rozpad 

lipidowych struktur następował w wyniku wzbudzenia fotoaktywatora ZnPc, przy użyciu 

różnych źródeł promieniowania tj. promieniowania UV-A, widzialnego i z zakresu  

600-700 nm. Autorzy zaproponowali zastosowanie takiego kontrolowanego systemu 

uwalniania do dekontaminacji urządzeń wentylacyjnych i klimatyzacji. 

Przedmiotem badań liposomalnych ftalocyjanin, poza ftalocyjaniną cynkową, były także 

inne związki m.in. modyfikowane pochodne ZnPc, ftalocyjaniny krzemowe (SiPc), 

ftalocyjaniny germanu(IV) (GePc) i glinu (AlPc). 

Decréau i wsp. [194] porównywali aktywność fotodynamiczną ftalocyjaniny 

dichlorokrzemowej i bis(tri-n-heksylosiloksy) krzem(IV) ftalocyjaniny (HexSiPc), 

enkapsulowanych w liposomy z lecytyny żółtka jaja lub w micele zbudowane  

z Cremophoru EL. Celem komórkowym PDT w powyższym badaniu były ludzkie komórki 

czerniaka linii M6. Wykazano, że efekt fotocytotoksyczny zależy nie tylko od dawki 
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promieniowania, rodzaju i dawki fotouczulacza, ale także od zastosowanej formulacji. 

Najbardziej aktywnym związkiem okazała się ftalocyjanina HexSiPc w postaci 

liposomalnej. Wysoką skuteczność fotodynamiczną HexSiPc udokumentowano 

najsilniejszym hamowaniem wzrostu komórek M6, stopniem uszkodzenia lipidów  

w komórkach M6 oraz zmianą aktywności enzymów biorących udział w reakcjach 

antyoksydacyjnych np. dysmutazy ponadtlenkowej. 

Transport celowany jest jedną ze strategii, mających na celu poprawę wychwytu leku przez 

tkanki docelowe np. komórki nowotworowe. Strategia ta zyskała również zainteresowanie 

w badaniach liposomalnych ftalocyjanin. Sulfonowe pochodne ftalocyjaniny glinowej 

inkorporowano w liposomy, zawierające ligandy w postaci przeciwciał [195,196] oraz 

małocząsteczkowe jak kwas foliowy [197] lub transferyna [107]. 
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III.  CEL I ZAKRES PRACY 

Wyzwaniem współczesnej medycyny, szczególnie w obszarze onkologii oraz terapii 

chorób infekcyjnych i pasożytniczych, jest poszukiwanie metod leczenia, które będą 

charakteryzowały się wysoką skutecznością terapeutyczną, przy zapewnieniu jak 

najwyższego bezpieczeństwa pacjentowi. Terapia fotodynamiczna, oparta na 

fizykochemicznym mechanizmie działania spełnia powyższe kryteria; jest metodą o niskim 

stopniu inwazyjności, ograniczonej liczbie potencjalnych działań niepożądanych oraz 

możliwości wykształcenia mechanizmów oporności. Liczba publikacji poświęcona PDT, 

wskazuje na duże zainteresowanie oraz ogromną intensyfikację prac badawczych 

prowadzonych w celu jej udoskonalania. Kierunki rozwoju PDT są niezwykle różnorodne, 

a z uwagi na specyficzny mechanizm działania, wymagają często współpracy 

przedstawicieli różnych dziedzin nauki: fizyki, chemii, nauk technicznych, fotochemii, 

medycyny i biologii molekularnej. 

Istotnym obszarem badań PDT, jest poszukiwanie nowych fotouczulaczy w grupie 

związków makrocyklicznych, będących pochodnymi porfiryny. Szczególnie obiecujące 

właściwości, uwzględniając cechy idealnego fotouczulacza, wykazują ftalocyjaniny. Są to 

syntetyczne analogi porfiryn, które posiadają rozbudowany układ makrocykliczny, dzięki 

czemu wykazują silną absorpcję promieniowania. Większość kompleksów ftalocyjanin  

z jonami, np. Zn(II), Al(III), Si(IV), Mg(II) posiada zdolność generowania tlenu 

singletowego z dużą wydajnością. Natomiast istotnym ograniczeniem zastosowania 

większości ftalocyjanin jako potencjalnych fotouczulaczy, jest znacznie hydrofobowy 

charakter, determinujący tendencję do agregacji i słabą rozpuszczalność. Powyższe 

właściwości, a szczególnie zjawisko agregacji, w dużym stopniu ograniczają efektywność 

wytwarzania tlenu singletowego w układzie biologicznym, zmniejszając skuteczność 

terapeutyczną. Istotnym problemem w odniesieniu do ograniczonej rozpuszczalności 

ftalocyjanin, jest przygotowanie postaci farmaceutycznej np. do podawania drogą dożylną. 

Aby otrzymać ftalocyjaniny o bardziej hydrofilowych właściwościach, w pozycjach 

peryferyjnych makrocykla wprowadzane są ugrupowania zawierające heteroatomy, jak np. 

azot, siarka, tlen. Inną strategią, wykorzystywaną zwłaszcza do opracowania postaci 

farmaceutycznej, jest inkorporacja ftalocyjanin w strukturę liposomu. Analizując liczne 

doniesienia literaturowe poświęcone fotouczulaczom inkorporowanym w liposomy, w tym 

również pochodnym ftaocyjaniny, zastosowanie liposomów, przyniosło duży przełom  

w PDT i zaowocowało rozpoczęciem badań i wprowadzeniem do praktyki klinicznej 
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niektórych hydrofobowych związków fotouczulających. Praca doktorska wpisuje się  

w nurt poszukiwań nowych fotouczulaczy. 

Celem głównym pracy doktorskiej jest ocena właściwości fotochemicznych  

i fotodynamicznych nowych ftalocyjanin posiadających w położeniach nieperyferyjnych 

podstawniki morfolinoetoksylowe. Dwa z analizowanych związków, zawierały w centrum 

koordynacyjnym jony cynku(II) oraz odpowiednio dwa (Pc1) oraz osiem podstawników 

(Pc3). Natomiast ftalocyjaniny Pc2 i Pc4, posiadały wbudowane jony Mg(II) oraz osiem 

podstawników morfolinoetoksylowych. Ftalocyjanina Pc4 miała postać czwartorzędowej 

soli amoniowej, i była jonową formą związku Pc2. Uwzględniając dotychczasowe 

doniesienia literaturowe, a także niektóre kryteria zdefiniowane dla idealnego 

fotouczulacza, sformułowano cele szczegółowe badań, realizowanych w następujących 

etapach: 

1. Ocena czystości chemicznej ftalocyjanin Pc1-4 metodą wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej. 

2. Analiza właściwości spektralnych obejmująca identyfikację i charakterystykę pasm 

absorpcji Soret’a i Q. 

3. Ocena wpływu rodzaju rozpuszczalnika na przebieg elektronowych widm absorpcji 

ftalocyjanin, ze szczególnym uwzględnieniem położenia pasma Q. 

4. Charakterystyka właściwości agregacyjnych ftalocyjanin w różnych 

rozpuszczalnikach. 

5. Analiza właściwości emisyjnych oraz wyznaczenie wydajności kwantowej 

fluorescencji. 

6. Ocena zdolności i wyznaczenie wydajności kwantowej generowania tlenu 

singletowego. 

7. Badanie trwałości fotochemicznej fotouczulaczy oraz wyznaczenie parametrów 

kinetycznych zachodzących procesów. 

8. Przygotowanie i charakterystyka formulacji liposomalnych badanych ftalocyjanin. 

9. Porównanie aktywności biologicznej ftalocyjanin w formie wolnej  

i inkorporowanych w liposomy na komórkach raka kolczystokomórkowego. 

Założono, że wykonanie badań i analiza uzyskanych wyników, pozwoli odpowiedzieć na 

pytania (i) czy badane ftalocyjaniny są potencjalnymi kandydatami do zastosowania  

w PDT, (ii) jak obecność podstawników morfolinoetoksylowych w cząsteczce ftalocyjanin 

wpływa na ich właściwości fizykochemiczne i fotodynamiczne oraz (iii) jaki wpływ 
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wywiera inkorporacja liposomalna ftalocyjanin Pc1-4 na aktywność fotodynamiczną  

w inaktywacji komórek raka kolczystokomórkowego.   
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IV.  APARATURA I MATERIAŁ DO BADA Ń 

1. Aparatura 

- badania fizyko-chemiczne: 

• chromatograf cieczowy model 1200 - Agilent, wyposażony w detektor diodowy – 

Diode Array 1200, Agilent Technologies 

• spektrofotometr UV-160 A, Shimadzu, z oprogramowaniem PC 160 Plus 

• wysokociśnieniowa łukowa lampa ksenonowa z palnikiem XBO-150 W/1, Optel  

• radiometr RD 0,2/2 z sondą TD, Optel  

• luksomierz TES 1335, TES Electrical Electronic Corp. 

• monochromator M 250, Optel  

• spektrofluorymetr Jasco FP-6200 

• filtr szklany odcinający promieniowanie powyżej 450 nm HCC-16  

• kuwety kwarcowe o grubości warstwy l = 1 cm, Hellma 

• cylindryczna kuweta kwarcowa o grubości warstwy l = 1 cm, Hellma 

• waga Mettler-Toledo UMT-2 oraz waga Sartorius M2P do odważania 

mikroodważek – Pracownia Analizy Elementarnej, Środowiskowe Laboratorium 

Unikalnej Aparatury Chemicznej, Wydział Chemii, Uniwersytet im. Adama 

Mickiewicza w Poznaniu. 

 

- badania aktywności biologicznej i technologia liposomów: 

• płytki do hodowli komórek 48-dołkowe, BD FalconTM, Franklin Lakes, NJ, USA 

• płytki 96-dołkowe MICROTEST TM 96, Becton Dickinson Labware 

• mikroskop kontrastowo-fazowy Nikon TMS 

• mikroskop fluorescencyjny Nikon Diaphot z kamerą Jenoptik i oprogramowaniem 

ProgRes Capture 

• czytnik mikropłytek Versa Max 

• aparat do mierzenia wielkości cząstek oparty na technologii dynamicznego 

rozpraszania światła (DLS) – N4Plus Coulter, Beckman 

• ekstruder do ręcznej kalibracji wymiarowej liposomów Avanti Polar Lipids Inc. 

• radiometr Thorlabs PM100A Optical Power Meter 

• spektrofotometr Perkin Elmer Lambda 4B 
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• diody laserowe emitujące promieniowanie o długości fali λmax=690 nm lub 

λmax=735 nm, LED MultiChip Emitter 60 high efficiency AlGaAs, Roithner 

LaserTechnik GmbH, Wiedeń, Austria 

• zestaw filtrów do mikroskopu fluorescencyjnego Chroma 61000v2, Chroma 49006, 

Chroma 61002, ET DAPI Chroma 49000, Chroma Technology Corp, 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 systemu Simplicity UV, Millipore 

• 1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF), Sigma Aldrich  

• ftalocyjanina cynkowa, Sigma Aldrich. 

 

- badania aktywności biologicznej i technologia liposomów: 

a) media i odczynniki do hodowli komórkowych 
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• DME - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose, DME H-21 (glukoza 

4500 mg/l), z (lub bez) dodatkiem soli sodowej czerwieni fenolowej (15mg/l), Cell 

Culture Facility, University of California San Francisco (CCF/UCSF) 

• DME F12 - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose/Ham’s F-12, 1:1 

v/v, DME H-21/F12 (glukoza 3151 mg/l), z (lub bez) dodatkiem soli sodowej 

czerwieni fenolowej (8,12 mg/l), CCF/UCSF 

• penicylina (100 U/ml) - streptomycyna (100 µg/ml), CCF/UCSF 

• L-glutamina, CCF/UCSF 

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

• Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS), CCF/UCSF 

• Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline bez wapnia i magnezu (DPBS), CCF/UCSF 

• Płodowa surowica bydlęca inaktywowana ciepłem, FBS (ang. fetal bovine serum), 

CCF/UCSF 

• dimetylosulfotlenek (DMSO), Sigma Aldrich, BioReagent 

• błękit Trypan 0,4% roztwór, Gibco-Invitrogen Corporation 

• błękit Alamar, Gibco-Invitrogen Corporation 

 

b) markery fluorescencyjne  

• Cell Trace Calcein Red-orange AM, cell-permeant dye, Invitrogen 

• SYTO® Green-Fluorescent Nucleic Acid Stains, Invitrogen 

• Barwnik Hoechst’a, Hoechst stain 33342, trihydrochloride trihydrate, FluoroPure™ 

grade (MW 615.99) (H21492), Invitrogen 

• MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes, Invitrogen 

 

c) odczynniki do preparatyki liposomów 

• 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina (POPC), Avanti Polar Lipids Inc. 

• L-α-fosfatydylo-DL glicerol (żółtko jaja kurzego, PG), Avanti Polar Lipids Inc.  

• chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (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-etanosulfonowy (HEPES, 99,5%), Sigma 

Aldrich.  
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3. Materiał biologiczny 

Badania aktywności biologicznej wykonano na liniach ludzkich komórek raka 

kolczystokomórkowego: 

• komórki HSC3 zostały wyizolowane z nowotworu języka i udostępnione przez  

Dr. R. Kramer’a (University of California San Francisco, USA) 

• komórki H413 zostały wyizolowane z nowotworu języka i udostępnione przez  

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

 

4. Substancje do badań 

 Ftalocyjaniny Pc1-4 zostały zsyntetyzowane przez Pracowników Katedry i Zakładu 

Technologii Chemicznej Środków Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu: 

 

• Cynk(II) 1,4-bis[2-(morfolin-4-ylo)etoksy]ftalocyjanina, określana w pracy jako 

Pc1 

 Wzór sumaryczny: C44H38N10O4Zn 

      Masa molowa: 836,25 g/mol 
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• Magnez(II) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-(morfolin-4 ylo)etoksy]ftalocyjanina, 

określana w pracy jako Pc2 

 Wzór sumaryczny: C80H104N16O16Mg 

Masa molowa: 1570,08 g/mol 

 

 

 

 

• Cynk(II) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-(morfolin-4-ylo)etoksy]ftalocyjanina, 

określana w pracy doktorskiej jako Pc3 

 Wzór sumaryczny: C80H104N16O16Zn 

      Masa molowa: 1611,19 g/mol 
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• Jodek magnez(II) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[2-(4-N-metylomorfolin-4- 

ilo)etoksy]ftalocyjaniny, określany w pracy jako Pc4 

 Wzór sumaryczny: [C88H128N16O16Mg]8+ 8I- 

      Masa molowa: 2705,55 g/mol 
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V. METODYKA I WYNIKI BADA Ń 

1. Ocena czystości chemicznej ftalocyjanin 

1.1. Metodyka badania czystości chemicznej 

Czystość badanych ftalocyjanin Pc1-3 z nieperyferyjnymi podstawnikami  

2-morfolino-4-etoksylowymi określono metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

(HPLC). Do analizy wykorzystano wysokosprawny chromatograf cieczowy Agilent 1200, 

Agilent Technologies Inc. (USA). Rozdział chromatograficzny przeprowadzono  

w odwróconym układzie faz na kolumnie Eclipse XDB-C18, firmy Agilent o długości 150 

mm i średnicy 4,6 mm, wypełnionej złożem o średniej wielkości ziarna 5 µm. Szybkość 

przepływu fazy ruchomej wynosiła 1 cm3/min. W analizie chromatograficznej 

wykorzystano roztwory ftalocyjanin w dichlorometanie. Badania przeprowadzono  

w temperaturze pokojowej, w trzech układach chromatograficznych dla każdej z badanych 

ftalocyjanin. Warunki oraz wyniki analizy chromatograficznej przedstawiono poniżej  

w punktach 1.2-1.4. 
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1.2. Ocena czystości ftalocyjaniny Pc1 

1.2.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 

Analizę czystości ftalocyjaniny Pc1 przeprowadzono w trzech układach 

chromatograficznych w odwróconym układzie faz, z wykorzystaniem gradientu stężeń 

eluentów. Warunki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 przedstawiono  

w Tabelach 3-5: 

 

 

Tabela 3 Skład oraz gradient stężenia fazy ruchomej w układzie chromatograficznym I. 

 
 

 

 

 

 

 

 
Tabela 4 Skład oraz gradient stężenia fazy ruchomej w układzie chromatograficznym II. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5 Skład oraz gradient stężenia fazy ruchomej w układzie chromatograficznym III. 

 

 

 

 

  

Gradient                       Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  CH2Cl2 
0 95 5 
2 95 5 
3 0 100 
15 0 100 

Gradient                       Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  CH2Cl2 
0 95 5 
4 95 5 
5 0 100 
15 0 100 

Gradient                       Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  CH2Cl2 H2O 
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 Pc1 z zastosowaniem 

układów I-III 

Tabela 6 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 z zastosowaniem I układu 
chromatograficznego. 

Detekcja λ=690 nm Detekcja λ=343 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 1,65 19,48 1,09 -     
2 5,01 1763,21 98,91 2 5,01 452,49 100,00 

 

Ryc. 10 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem I układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=690 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc1. 

 

Ryc. 11 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem I układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc1.  
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Tabela 7 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 z zastosowaniem II układu 
chromatograficznego. 
 

Detekcja λ=690 nm Detekcja λ=343 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 1,66 21,39 0,97 -    
2 7,01 2185,77 99,03 2 7,01 549,61 100,00 

 

Ryc. 12 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem II układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=690 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc1. 

 
Ryc. 13 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem II układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc1. 
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Tabela 8 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc1 z zastosowaniem III układu 
chromatograficznego. 
 

Detekcja λ=690 nm Detekcja λ=343 nm 
Pik Czas retencji 

 [min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 1,77 10,27 0,50 -    
2 6,04 2039,10 99,50 2 6,04 564,17 100,00 

 

Ryc. 14 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem III układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=690 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc1. 

 
Ryc. 15 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem III układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc1. 
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1.3. Ocena czystości ftalocyjaniny Pc2 

1.3.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 

Analizę czystości ftalocyjaniny Pc2 przeprowadzono w trzech układach 

chromatograficznych w odwróconym układzie faz, z wykorzystaniem gradientu stężeń 

eluentów. Warunki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 przedstawiono  

w Tabelach 9-11: 

 

Tabela 9 Skład oraz gradient stężeń fazy ruchomej w układzie chromatograficznym I. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 10 Skład oraz gradient stężeń fazy ruchomej w układzie chromatograficznym II. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 11 Skład oraz gradient stężeń fazy ruchomej w układzie chromatograficznym III. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Gradient           Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  TEA H2O 
0 70 0 30 
5 70 0 30 
6 70 5 25 
15 70 5 25 

Gradient           Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  TEA H2O 
0 59 1 40 
4 59 1 40 
5 65 5 30 
15 65 5 30 

Gradient           Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  TEA H2O 
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 

układów I-III 

Tabela 12 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 z zastosowaniem I układu 
chromatograficznego. 

Detekcja λ=735 nm Detekcja λ=343 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 9,00 6733,13 100,00 1 9,00 1000,12 100,00 

 

Ryc. 16 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem I układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=735 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc2. 

 

Ryc. 17 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem I układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc2.  
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Tabela 13 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 z zastosowaniem II 
układu chromatograficznego. 
 

Detekcja λ=735 nm Detekcja λ=343 nm 
Pik Czas retencji  

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 2,53 22,91 0,15 -     
2 3,01 19,58 0,13 -     
3 5,37 15486,9 99,33 3 5,37 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 

 

Ryc. 18 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem II układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=735 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc2. 

 
Ryc. 19 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem II układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc2.  
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Tabela 14 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc2 z zastosowaniem III 
układu chromatograficznego. 
 

Detekcja λ=735 nm Detekcja λ=343 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 6,17 9350,18 99,76 1 6,16 1455,83 100,00 
2 6,97 22,25 0,24 -    

 

Ryc. 20 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem III układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=735 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc2. 

 
Ryc. 21 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem III układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=343 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc2. 
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1.4. Ocena czystości ftalocyjaniny Pc3 

1.4.1. Parametry analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 

Analizę czystości ftalocyjaniny Pc3 przeprowadzono w trzech układach 

chromatograficznych w odwróconym układzie faz, z wykorzystaniem gradientu stężeń 

eluentów. Warunki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 przedstawiono  

w Tabelach 15-17: 

 

 

Tabela 15 Skład oraz gradient stężeń fazy ruchomej w układzie chromatograficznym I. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 16 Skład oraz gradient stężeń fazy ruchomej w układzie chromatograficznym II. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 17 Skład oraz gradient stężeń fazy ruchomej w układzie chromatograficznym III. 

 
 

 

 

 

  

Gradient        Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  CH2Cl2 
0 0 100 
4 0 100 
5 20 80 
15 20 80 

Gradient           Skład fazy ruchomej (v/v) 
Czas [min.] MeOH  CH2Cl2 
0 0 100 
2 0 100 
3 10 90 
15 10 90 

Gradient           Skład fazy ruchomej (v/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 

układów I-III 

Tabela 18 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 z zastosowaniem I układu 
chromatograficznego. 

Detekcja λ=730 nm Detekcja λ=320 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

1 1,39 0,32 0,63  -     
2 7,68 50,36 99,37 2 7,68 13,85 100,00 

 

Ryc. 22 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem I układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=730 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc3. 

 
Ryc. 23 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem I układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=320 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc3.  
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Tabela 19 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 z zastosowaniem II 
układu chromatograficznego. 
 

Detekcja λ=730 nm Detekcja λ=320 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

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 

 

Ryc. 24 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem II układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=730 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc3. 

 
Ryc. 25 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem II układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=320 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc3. 
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Tabela 20 Wyniki analizy chromatograficznej ftalocyjaniny Pc3 z zastosowaniem III 
układu chromatograficznego. 
 

Detekcja λ=730 nm Detekcja λ=320 nm 
Pik Czas retencji 

[min.] 
Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

Pik Czas retencji 
[min.] 

Powierzchnia 
piku 

Zawartość  
[%] 

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 8,48 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 

 

Ryc. 26 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem III układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=730 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc3. 

 
Ryc. 27 Chromatogram uzyskany z zastosowaniem III układu chromatograficznego, przy 
długości fali detekcji λ=320 nm oraz widmo UV-Vis ftalocyjaniny Pc3.  
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2. Wyznaczenie molowych współczynników absorpcji 

2.1. Metodyka wyznaczania molowych współczynników absorpcji 

W kolbkach miarowych o poj. 5,0 cm3 rozpuszczono odważki o masie dokładnie 

około 0,100 mg ftalocyjanin Pc1-4 w odpowiednich rozpuszczalnikach. Elektronowe 

widma absorpcji wykreślono w zakresie 200-900 nm w kuwetach kwarcowych o długości 

drogi optycznej l=1 cm, wykorzystując spektrofotometr Shimadzu UV-160 A, wyposażony 

w oprogramowanie PC 160 Plus. Jednocześnie mierzono wartość absorbancji przy 

długości fali, odpowiadającej maksimum absorpcji i obliczano molowe współczynniki 

absorpcji wg wzoru (1): 

� = 	
�

�	×�
	   (1) 

gdzie: 

A – absorbancja 

ε – molowy współczynnik absorpcji [dm3·mol-1·cm-1] 

l – grubość warstwy absorbującej [cm] 

c – stężenie roztworu [mol·dm-3] 

Elektronowe widma absorpcji ftalocyjanin Pc1-4 przedstawiono na Ryc. 28-31, a wartości 

molowych współczynników absorpcji zestawiono w Tabelach 21-24. 
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2.2. Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc1 

 

Ryc. 28 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc1 w różnych rozpuszczalnikach. 
 

Tabela 21 Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc1. 
 

Rozpuszczalnik λ [nm] A 
Odważka 

[mg] 
105 · c 

 [mol·dm-3] 
ε                    

[mol-1·dm3·cm-1] 
log ε 

DMSO 
347 0,8007 

0,148 1,77 

45243 4,7 

628 0,4550 25710 4,4 

696 2,1606 122081 5,1 

DMF 
347 0,7634 

0,152 1,82 agregacja 624 0,4371 
691 2,1908 

THF 
346 0,8687 

0,109 2,61 

33322 4,5 

620 0,4003 15354 4,2 

687 2,0728 79513 4,9 

0,5% wodny 
roztwór DMSO 

347 0,4940 
0,105 2,51 agregacja 647 0,3786 

695 0,3586 
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2.3. Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc2 

 

Ryc. 29 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc2 w różnych rozpuszczalnikach. 
 

Tabela 22 Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc2. 
 

Rozpuszczalnik 
λ         

[nm] 
A 

Odważka    
[mg] 

105 · c 
 [mol·dm-3] 

ε                     
[mol-1·dm3·cm-1] 

log ε 

DMSO 

335 0,6289 

0,105 1,34 

47020 4,7 
380 0,4078 30489 4,5 
666 0,4892 36575 4,6 
745 2,1251 158885 5,2 

DMF 

331 0,6526 

0,109 1,39 

47002 4,7 
378 0,4529 32619 4,5 
662 0,5163 37185 4,6 
738 2,2309 160674 5,2 

THF 

326 0,6008 

0,107 1,36 

44080 4,6 
392 0,4327 31746 4,5 
658 0,5215 38262 4,6 
732 2,2845 167610 5,2 

H2O 

331 0,4721 

0,101 1,29 

36695 4,6 
400 0,2296 17846 4,3 
673 0,3467 26948 4,4 
751 1,4969 116349 5,1 
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2.4. Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc3 

 

Ryc. 30 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc3 w różnych rozpuszczalnikach. 
 

Tabela 23 Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc3. 
 

Rozpuszczalnik λ [nm] A 
Odważka        

[mg] 
105 · c 

[mol·dm-3] 
ε                          

[mol-1·dm3·cm-1] 
log ε 

DMSO 

331 0,5716 

0,101 1,25 

45592 4,7 
398 0,3026 24136 4,4 
669 0,4802 38302 4,6 
746 2,0836 166192 5,2 

DMF 
330 0,5759 

0,105 1,30 
44185 4,6 

663 0,4886 37487 4,6 
738 2,1389 164104 5,2 

THF 
328 0,6181 

0,104 1,29 agregacja 659 0,4887 
734 2,1629 

H2O 

332 0,6634 

0,105 1,30 

50898 4,7 
460 0,1627 12483 4,1 
676 0,4442 34081 4,5 
755 1,8481 141792 5,2 
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2.5. Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc4 

 

Ryc. 31 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc4 w różnych rozpuszczalnikach. 
 

Tabela 24 Molowe współczynniki absorpcji ftalocyjaniny Pc4. 
 

Rozpuszczalnik 
λ                   

[nm] 
A 

Odważka        
[mg] 

105 · c                   
[mol·dm-3] 

ε                          
[mol·dm-3·cm-1] 

log ε 

DMSO 

328 0,4319 

0,143 1,06 agregacja 
375 0,3298 
673 0,3344 
748 1,4763 

DMF 
 

322 0,3835 

0,145 
 

1,07 
 

35779 4,6 
398 0,3991 37234 4,6 
660 0,3081 28744 4,5 
730 1,3770 128467 5,1 

THF nierozpuszczalny 

H2O 

323 0,4227 

0,146 1,08 agregacja 
398 0,3348 
662 0,3243 
735 1,4691 
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3. Wpływ rozpuszczalników na elektronowe widma absorpcji ftalocyjanin Pc1-4 

3.1. Metodyka badania 

Wpływ rozpuszczalników na przebieg elektronowego widma absorpcji ftalocyjanin 

Pc1-4, analizowano porównując położenie maksimów absorpcji poszczególnych pasm dla 

19 rozpuszczalników (Tabela 25).  

Odważki substancji o masie dokładnie około 0,100 mg odważono w łódeczkach 

aluminiowych i umieszczono w kolbkach miarowych o objętości 5 cm3. Odważki 

rozpuszczano w 19 rozpuszczalnikach (Tabela 25), a następnie wykreślano widma 

absorpcji roztworów ftalocyjanin Pc1-4, w kuwecie kwarcowej o długości drogi optycznej 

l=1 cm, w zakresie 200-900 nm. Uzyskane widma przedstawiono w formie 

znormalizowanej na Ryc. 32-35, natomiast położenie maksimów absorpcji pasm Soret’a  

i Q, w Tabelach 26-29. 
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Tabela 25 Charakterystyka rozpuszczalników zastosowanych w analizie przebiegu widm 
ftalocyjanin Pc1-4. Jako kryterium podziału rozpuszczalników na niepolarne i polarne, 
przyjęto wartość stałej dielektrycznej, ε (niepolarne – ε<15, polarne – ε>15). 
 

Rozpuszczalnik 

Współczynnik 
załamania 
światła  
[n] (20 ºC) 

Stała 
dielektryczna 
[ε] (20 ºC) 

Moment 
dipolowy 
[µ, D] 

(n2-1) 
(2n2+1) 

(n21)(2n2+1)+ 
(2(ε-1)(2ε+1)/ε 

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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Ryc. 32 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc1 wykreślone w 15 
rozpuszczalnikach. 
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Tabela 26 Położenie maksimów absorpcji pasma Soret’a i pasma Q w elektronowych 
widmach absorpcji ftalocyjaniny Pc1 wykreślonych w 15 rozpuszczalnikach. 
 

Rozpuszczalnik 
Pasmo Soret’a 

 
λ1 [nm] 

Pasmo Q 
 

λ2 [nm]                        λ3 [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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Ryc. 33 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc2 wykreślone w 16 
rozpuszczalnikach. 
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Tabela 27 Położenie maksimów absorpcji pasma Soret’a i pasma Q w elektronowych 
widmach absorpcji ftalocyjaniny Pc2, wykreślonych w 16 rozpuszczalnikach. 
 

Rozpuszczalnik 
Pasmo Soret’a 

 
λ 1[nm]                 λ2 [nm] 

Pasmo Q 
 

λ3 [nm]        λ4 [nm]         λ5 [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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Ryc. 34 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc3 wykreślone w 17 
rozpuszczalnikach. 
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Tabela 28 Położenie maksimów absorpcji pasma Soret’a i pasma Q w elektronowych 
widmach absorpcji ftalocyjaniny Pc3 wykreślonych w 17 rozpuszczalnikach.  
 

Rozpuszczalnik 
Pasmo Soret’a 

 
λ 1[nm]                 λ2 [nm] 

Pasmo Q 
 

λ3 [nm]           λ4 [nm]         λ5 [nm] 

n-Heksan nierozpuszczalny 

Cykloheksan nierozpuszczalny 

1,4-Dioksan 329 - 661 737 - 

Toluen 328 - 662 737 802 

TEA 393 - 652 727 - 

Eter dietylowy 329 - 655 727  

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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Ryc. 35 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjaniny Pc4 wykreślone w 6 
rozpuszczalnikach.  
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Tabela 29 Położenie maksimów absorpcji pasma Soret’a i pasma Q w elektronowych 
widmach absorpcji ftalocyjaniny Pc4 wykreślonych w 6 rozpuszczalnikach.  
 

Rozpuszczalnik 
Pasmo Soret’a 

 
λ1 [nm]                 λ2 [nm] 

Pasmo Q 
 

λ3 [nm]                λ4 [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 oddziaływań ftalocyjanin Pc1-4 z rozpuszczalnikami 

W celu zbadania natury oddziaływań rozpuszczalnik-ftalocyjanina korzystano  

z metody zaproponowanej przez Bayliss’a-McRae [198]. Wykorzystując widma 

wykreślone wg pkt. 3.1., odczytano wartość absorbancji w maksimum pasma Q,  

a następnie wyznaczono graficzną zależność liczby falowej νmax [cm-1], odpowiadającej 

maksimum pasma Q ftalocyjanin Pc1-4, od wyrażenia (n2–1)/(2n2+1) dla 

rozpuszczalników niepolarnych oraz (n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε dla rozpuszczalników 

polarnych, gdzie n oznacza wartość współczynnika załamania światła, ε – stałą 

dielektryczną rozpuszczalnika [199,200]. 
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3.2.1. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc1 z rozpuszczalnikami 

 

Ryc. 36 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc1 od 
parametru (n2-1)(2n2+1), gdzie n oznacza współczynnik załamania światła 
rozpuszczalników niepolarnych: 1- n-heksan, 2- cykloheksan, 3- 1,4-dioksan, 4- toluen, 5- 
trietyloamina, 6- eter dietylowy, 7- dimetylosulfotlenek, 8- chloroform, 9- octan etylu, 10- 
tetrahydrofuran, 11- dichlorometan, 12- pirydyna. 

 

Ryc. 37 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc1 od 
parametru (n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε, gdzie n oznacza współczynnik załamania 
światła, ε – stałą dielektryczną rozpuszczalników polarnych): 13- izopropanol, 14- aceton, 
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitryl, 18- dimetyloacetamid, 19- woda.  
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3.2.2. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc2 z rozpuszczalnikami 

 
Ryc. 38 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc2 od 
parametru (n2-1)(2n2+1), gdzie n oznacza współczynnik załamania światła 
rozpuszczalników niepolarnych: 1- n-heksan, 2- cykloheksan, 3- 1,4-dioksan, 4- toluen, 5- 
trietyloamina, 6- eter dietylowy, 7- dimetylosulfotlenek, 8- chloroform, 9- octan etylu, 10- 
tetrahydrofuran, 11- dichlorometan, 12- pirydyna. 

 
Ryc. 39 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc2 od 
parametru (n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε, gdzie n oznacza współczynnik załamania 
światła, ε – stałą dielektryczną rozpuszczalników polarnych): 13- izopropanol, 14- aceton, 
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitryl, 18- dimetyloacetamid, 19- woda. 
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3.2.3. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc3 z rozpuszczalnikami 

 
Ryc. 40 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc3 od 
parametru (n2-1)(2n2+1), gdzie n oznacza współczynnik załamania światła 
rozpuszczalników niepolarnych: 1- n-heksan, 2- cykloheksan, 3- 1,4-dioksan, 4- toluen, 5- 
trietyloamina, 6- eter dietylowy, 7- dimetylosulfotlenek, 8- chloroform, 9- octan etylu, 10- 
tetrahydrofuran, 11- dichlorometan, 12- pirydyna. 

 
Ryc. 41 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc3 od 
parametru (n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε, gdzie n oznacza współczynnik załamania 
światła, ε – stałą dielektryczną rozpuszczalników polarnych): 13- izopropanol, 14- aceton, 
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitryl, 18- dimetyloacetamid, 19- woda. 
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3.2.4. Analiza oddziaływań ftalocyjaniny Pc4 z rozpuszczalnikami 

 
Ryc. 42 Zależność liczby falowej νmax [cm-1] maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc4 od 
parametru (n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε, gdzie n oznacza współczynnik załamania 
światła, ε – stałą dielektryczną rozpuszczalników polarnych): 13- izopropanol, 14- aceton, 
15- metanol, 16- dimetyloformamid, 17- acetonitryl, 18- dimetyloacetamid, 19- woda. 
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4. Ocena agregacji 

Badanie tendencji do agregacji badanych ftalocyjanin Pc1-4 analizowano metodą 

spektrofotometryczną. W tym celu wykreślono wykresy zależności A=f(c) badanych 

związków w 19 rozpuszczalnikach (1,4-dioksan, acetonitryl, aceton, chloroform, 

cykloheksan, dichlorometan, eter dietylowy, dimetyloacetamid, dimetyloformamid, 

dimetylosulfotlenek, izopropanol, n-heksan, metanol, octan etylu, pirydyna, trietyloamina, 

tetrahydrofuran, toluen, woda). Odważki substancji o masie dokładnie około 0,100 mg 

odważono w łódeczkach aluminiowych i umieszczono w kolbkach miarowych o objętości 

5 cm3. Odważki rozpuszczano w rozpuszczalniku, otrzymując roztwór wzorcowy,  

z którego następnie uzyskano serię roztworów roboczych. 

 

4.1. Ocena agregacji ftalocyjaniny Pc1 

Elektronowe widma absorpcji wykreślono dla serii roztworów ftalocyjaniny Pc1  

w 16 rozpuszczalnikach w zakresie stężeń 0,78-37,39 · 10-6 mol/dm3. Następnie 

analizowano zależność absorbancji, przy długości fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny 

Pc1, od stężenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zależności A=f(c) 

ftalocyjaniny Pc1 przedstawiono na Ryc. 43-58, a parametry krzywych wzorcowych oraz 

ocenę statystyczną umieszczono w Tabeli 30. 

 

Ryc. 43 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1 
w 1,4-dioksanie (λ=688 nm). 
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Ryc. 44 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w toluenie (λ=691 nm). 

 
Ryc. 45 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w trietyloaminie (λ=683 nm). 

 
Ryc. 46 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w dimetylosulfotlenku (λ=696 nm). 
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Ryc. 47 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w chloroformie (λ=692 nm). 

 
Ryc. 48 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w octanie etylu (λ=686 nm). 

 
Ryc. 49 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w tetrahydrofuranie (λ=687 nm). 
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Ryc. 50 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w dichlorometanie (λ=690 nm). 

 
Ryc. 51 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w pirydynie (λ=695 nm). 

 
Ryc. 52 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w izopropanolu (λ=685 nm). 
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Ryc. 53 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w acetonie (λ=685 nm). 

 
Ryc. 54 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w metanolu (λ=686 nm). 

 
Ryc. 55 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w dimetyloformamidzie (λ=691 nm). 
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Ryc. 56 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w acetonitrylu (λ=687 nm). 

 
Ryc. 57 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w dimetyloacetamidzie (λ=689 nm). 

 
Ryc. 58 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności Aλ1=f(c) ftalocyjaniny Pc1  
w 0,5% wodnym roztworze DMSO (λ1=647 nm, λ2=695 nm). 



METODYKA I WYNIKI BADA Ń 102 
 

Tabela 30 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjaniny Pc1 wraz z analizą statystyczną. 
 
Rozpuszczalnik 102 · a  102 · ∆a 102 · b 102 · ∆b 104 · Sa  104 · Sb  ta tb tα,f r n 

Rozpuszczalniki niepolarne 

n-Heksan nierozpuszczalny 

Cykloheksan nierozpuszczalny 

1,4-Dioksan 7,4200 0,1000 2,6800 1,3283 12,5000 166,0000 925,6242 2,0177 2,4469 0,999 6 

Toluen 3,7300 0,0536 -3,4900 0,7477 6,1100 85,3000 1797,5736 4,6678 2,5706 1,000 5 

Trietyloamina 2,3900 0,0195 1,0700 0,3048 1,9900 31,1000 5005,2197 3,5108 2,7764 1,000 4 

Eter dietylowy nierozpuszczalny 

Dimetylosulfotlenek 12,0000 0,3234 6,5700 2,9539 36,9000 337,0000 272,0779 2,2242 2,5706 0,999 5 

Chloroform 7,1300 0,0629 2,3300 0,7449 7,8600 93,1000 1476,6597 3,1278 2,4469 1,000 6 

Octan etylu 4,8700 0,0347 1,0700 0,4847 3,9600 55,3000 2740,6856 2,2075 2,5706 1,000 5 

Tetrahydrofuran 7,9400 0,1136 2,7400 1,3923 14,2000 174,0000 810,2334 1,9680 2,4469 0,999 6 

Dichlorometan 6,3500 0,5025 16,5000 8,9617 62,8000 1120,0000 186,3699 1,8412 2,4469 0,981 6 

Pirydyna 7,0000 0,0370 1,1700 0,4713 4,6300 58,9000 2510,3223 2,4826 2,4469 1,000 6 

Rozpuszczalniki polarne 

Izopropanol 2,8300 0,0045 0,7330 0,0702 0,4600 7,1600 21555,4094 10,4465 2,7764 1,000 4 

Aceton 6,0600 0,0840 2,7700 1,1042 10,5000 138,0000 1118,1210 2,5086 2,4469 0,999 6 

Metanol 1,2900 0,1928 15,4000 3,2806 24,1000 410,0000 511,8841 4,6942 2,4469 0,937 6 

Dimetyloformamid 11,8000 0,2673 8,2400 2,5069 30,5000 286,0000 329,9177 3,2870 2,5706 0,999 5 

Acetonitryl 2,8100 0,0043 0,4000 0,0595 0,4910 6,7900 23235,6817 6,7209 2,5706 1,000 5 

Dimetyloactamid 7,6600 0,1120 4,0200 1,4323 14,0000 179,0000 824,3077 2,8067 2,4469 0,999 6 

Woda nierozpuszczalny 
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4.2. Ocena agregacji ftalocyjaniny Pc2 

Elektronowe widma absorpcji wykreślono dla serii roztworów ftalocyjaniny Pc2  

w 16 rozpuszczalnikach w zakresie stężeń 0,40-13,88 · 10-6 mol/dm3. Następnie 

analizowano zależność absorbancji, przy długości fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny 

Pc2, od stężenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zależności A=f(c) 

ftalocyjaniny Pc2 przedstawiono na Ryc. 59-74, a parametry krzywych wzorcowych oraz 

ocenę statystyczną umieszczono w Tabeli 31. 

 

 
Ryc. 59 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w 1,4-dioksanie (λ=738 nm). 

 
Ryc. 60 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w toluenie (λ=731 nm). 
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Ryc. 61 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w trietyloaminie (λ=726 nm). 

 
Ryc. 62 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w eterze dietylowym (λ=730 nm). 

 
Ryc. 63 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w dimetylosulfotlenku (λ=744 nm). 
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Ryc. 64 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w chloroformie (λ=739 nm). 

 
Ryc. 65 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w octanie etylu (λ=737 nm). 

 
Ryc. 66 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w tetrahydrofuranie (λ=732 nm). 
  



METODYKA I WYNIKI BADA Ń 106 
 

 
Ryc. 67 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w dichlorometanie (λ1=761 nm, λ2=802 nm). 

 
Ryc. 68 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w pirydynie (λ=738 nm). 

 
Ryc. 69 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w acetonie (λ=733 nm). 
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Ryc. 70 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w metanolu (λ=733 nm). 

 
Ryc. 71 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w dimetyloformamidzie (λ=738 nm). 

 
Ryc. 72 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w acetonitrylu (λ=735 nm). 
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Ryc. 73 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w dimetyloacetamidzie (λ=737 nm). 
 

 
Ryc. 74 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc2  
w wodzie (λ=751 nm). 
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Tabela 31 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjaniny Pc2 wraz z analizą statystyczną. 
 

Rozpuszczalnik 102 · a  102 · ∆a 102 · b 102 · ∆b 104 · Sa  104 · Sb  ta tb tα,f r n 

Rozpuszczalniki niepolarne 

n-Heksan nierozpuszczalny 

Cykloheksan nierozpuszczalny 

1,4-Dioksan 17,4000 0,3761 3,8900 2,2804 47,0000 285,0000 219,6391 1,7058 2,4469 0,999 6 

Toluen 2,7300 0,0076 0,5650 0,0683 0,6750 6,0400 12734,6695 8,2665 3,1824 1,000 3 

Trietyloamina 11,5000 0,3553 1,4000 2,2404 44,4000 280,0000 249,1081 0,6249 2,4469 0,997 6 

Eter dietylowy 3,0900 0,2362 1,0900 1,8228 24,1000 186,0000 410,3302 0,5980 2,7764 0,994 4 

Dimetylosulfotlenek 15,8000 0,3103 4,0400 2,1387 35,4000 244,0000 271,3599 1,8890 2,5706 0,999 5 

Chloroform 16,7000 0,3874 -1,8600 2,7523 44,2000 314,0000 215,0105 0,6758 2,5706 0,999 5 

Octan etylu 7,6600 0,8765 4,1200 6,0568 100,0000 691,0000 105,3481 0,6802 2,5706 0,975 5 

Tetrahydrofuran 16,7000 0,5649 6,8900 3,6247 70,6000 453,0000 147,4578 1,9009 2,4469 0,996 6 

Dichlorometan 10,4000 0,0779 -4,7700 0,5277 8,8900 60,2000 1149,8552 9,0398 2,5706 1,000 5 

Pirydyna 16,2000 0,3241 5,7400 2,0404 40,5000 255,0000 258,5929 2,8132 2,4469 0,999 6 

Rozpuszczalniki niepolarne 

Izopropanol nierozpuszczalny 

Aceton 15,6000 0,3873 6,0200 2,3925 48,4000 299,0000 217,9338 2,5162 2,4469 0,998 6 

Metanol 13,6000 0,1960 1,0600 1,2482 24,5000 156,0000 440,7326 0,8492 2,4469 0,999 6 

Dimetyloformamid 15,8000 0,4339 6,9400 3,1117 49,5000 355,0000 194,0635 2,2303 2,5706 0,999 5 

Acetonitryl 15,4000 0,3243 15,4000 2,3228 37,0000 265,0000 260,8588 6,6300 2,5706 0,999 5 

Dimetyloactamid 16,7000 0,3849 5,3700 2,4245 48,1000 303,0000 216,4350 2,2149 2,4469 0,998 6 

Woda 11,8000 0,3296 0,1400 2,1913 37,6000 250,0000 267,6194 0,0639 2,5706 0,998 5 
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4.3. Ocena agregacji ftalocyjaniny Pc3 

Elektronowe widma absorpcji wykreślono dla serii roztworów ftalocyjaniny Pc3  

w 17 rozpuszczalnikach w zakresie stężeń 0,39-13,53 · 10-6 mol/dm3. Następnie 

analizowano zależność absorbancji, przy długości fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny 

Pc3, od stężenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zależności A=f(c) 

ftalocyjaniny Pc3 przedstawiono na Ryc. 75-91, a parametry krzywych wzorcowych oraz 

ocenę statystyczną umieszczono w Tabeli 32. 

 

 
Ryc. 75 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w 1,4-dioksanie (λ=737 nm). 

 
Ryc. 76 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w toluenie (λ=737 nm). 
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Ryc. 77 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w trietyloaminie (λ=727 nm). 

 
Ryc. 78 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w eterze dietylowym (λ=729 nm). 

 
Ryc. 79 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w dimetylosulfotlenku (λ=746 nm). 
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Ryc. 80 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w chloroformie (λ=739 nm). 

 
Ryc. 81 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w octanie etylu (λ=731 nm). 

 
Ryc. 82 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w tetrahydrofuranie (λ=734 nm). 
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Ryc. 83 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w dichlorometanie (λ1=739 nm, λ2=805 nm). 

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

 
Ryc. 85 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w izopropanolu (λ=731 nm). 
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Ryc. 86 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w acetonie (λ=732 nm). 

 
Ryc. 87 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w metanolu (λ=735 nm). 

 
Ryc. 88 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w dimetyloformamidzie (λ=738 nm). 
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Ryc. 89 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w acetonitrylu (λ=734 nm). 

 
Ryc. 90 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w dimetyloacetamidzie (λ=736 nm). 

 
Ryc. 91 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc3  
w wodzie (λ=755 nm). 
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Tabela 32 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjaniny Pc3 wraz z analizą statystyczną. 
 
Rozpuszczalnik 102 · a  102 · ∆a 102 · b 102 · ∆b 104 · Sa  104 · Sb  ta tb tα,f r n 

Rozpuszczalniki niepolarne 

n-Heksan nierozpuszczalny 

Cykloheksan nierozpuszczalny 

1,4-Dioksan 17,5000 0,2745 0,9230 1,6243 34,3000 203,0000 300,5989 0,5682 2,4469 0,999 6 

Toluen 14,8000 0,2884 -1,8600 2,0160 32,9000 230,0000 295,4477 0,9226 2,5706 0,999 5 

Trietyloamina 9,1800 0,1168 -1,7200 0,7425 14,6000 92,8000 777,4208 2,3164 2,4469 0,999 6 

Eter dietylowy 7,2500 0,5251 -15,4000 4,7074 46,4000 416,0000 176,6479 3,2714 3,1824 0,998 3 

Dimetylosulfotlenek 15,8000 0,3199 4,2400 2,2088 36,5000 252,0000 263,1820 1,9196 2,5706 0,999 5 

Chloroform 18,1000 0,4295 -1,7000 2,8136 49,0000 321,0000 190,6886 0,6042 2,5706 0,999 5 

Octan etylu 12,3000 0,2551 -7,9700 1,7793 29,1000 203,0000 343,8298 4,4792 2,5706 0,999 5 

Tetrahydrofuran 16,6000 0,2152 4,0700 1,3042 26,9000 163,0000 387,4729 3,1206 2,4469 0,999 6 

Dichlorometan 10,3000 0,4856 -9,9100 3,2081 55,4000 366,0000 184,7224 3,0891 2,5706 0,996 5 

Pirydyna 16,0000 0,3177 4,1100 2,0244 39,7000 253,0000 264,4334 2,0302 2,4469 0,999 6 

Rozpuszczalniki polarne 

Izopropanol 16,7000 0,2777 1,0200 1,7763 34,7000 222,0000 300,0151 0,5742 2,4469 0,999 6 

Aceton 15,1000 0,2280 1,2500 1,4003 28,5000 175,0000 372,2977 0,8927 2,4469 0,999 6 

Metanol 15,9000 0,1872 2,8000 1,1362 23,4000 142,0000 449,1668 2,4643 2,4469 1,000 6 

Dimetyloformamid 16,4000 0,2753 3,6200 1,6883 34,4000 211,0000 303,7214 2,1441 2,4469 0,999 6 

Acetonitryl 9,8800 0,1069 -4,7500 0,7074 12,2000 80,7000 842,7490 6,7152 2,5706 1,000 5 

Dimetyloactamid 15,7000 0,2080 3,0900 1,3283 26,0000 166,0000 405,2115 2,3264 2,4469 0,999 6 

Woda 11,8000 0,3278 0,1460 2,1738 37,4000 248,0000 269,0506 0,0672 2,5706 0,999 5 
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4.4. Ocena agregacji ftalocyjaniny Pc4 

Elektronowe widma absorpcji wykreślono dla serii roztworów ftalocyjaniny Pc4 w 6 

rozpuszczalnikach w zakresie stężeń 0,65-10,79 · 10-6 mol/dm3. Następnie analizowano 

zależność absorbancji, przy długości fali maksimum pasma Q ftalocyjaniny Pc4, od 

stężenia. Elektronowe widma absorpcji oraz wykresy zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc4 

przedstawiono na Ryc. 92-97, a parametry krzywych wzorcowych oraz ocenę statystyczną 

umieszczono w Tabeli 33. 

 

 
Ryc. 92 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc4  
w dimetylosulfotlenku (λ=748 nm). 

 
Ryc. 93 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc4  
w metanolu (λ=729 nm). 
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Ryc. 94 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc4  
w dimetyloformamidzie (λ=730 nm). 

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

 
Ryc. 96 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc4 
w dimetyloacetamidzie (λ=735 nm). 
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Ryc. 97 Elektronowe widma absorpcji oraz wykres zależności A=f(c) ftalocyjaniny Pc4  
w wodzie (λ=735 nm). 
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Tabela 33 Parametry krzywych wzorcowych ftalocyjaniny Pc4 wraz z analizą statystyczną. 
 
Rozpuszczalnik 102 · a  102 · ∆a 102 · b 102 · ∆b 104 · Sa  104 · Sb  ta tb tα,f r n 

Rozpuszczalniki niepolarne 

n-Heksan nierozpuszczalny 

Cykloheksan nierozpuszczalny 

1,4-Dioksan nierozpuszczalny 

Toluen nierozpuszczalny 

Trietyloamina nierozpuszczalny 

Eter dietylowy nierozpuszczalny 

Dimetylosulfotlenek 14,1000 0,0443 -1,3900 0,2410 5,0500 27,5000 1940,6119 5,7666 2,5706 1,000 5 

Chloroform nierozpuszczalny 

Octan etylu nierozpuszczalny 

Tetrahydrofuran nierozpuszczalny 

Dichlorometan nierozpuszczalny 

Pirydyna nierozpuszczalny 

Rozpuszczalniki polarne 

Izopropanol nierozpuszczalny 

Aceton nierozpuszczalny 

Metanol 12,6000 0,3068 3,7700 1,6391 35,0000 187,0000 284,8920 2,3000 2,5706 0,999 5 

Dimetyloformamid 12,8000 0,1848 2,0400 0,9362 23,1000 117,0000 471,7719 2,1791 2,4469 0,999 6 

Acetonitryl 14,2000 0,0920 0,9600 0,4979 10,5000 56,8000 932,2554 1,9282 2,5706 1,000 5 

Dimetyloactamid 15,5000 0,1192 -0,0909 0,6041 14,9000 75,5000 708,7580 0,1505 2,4469 1,000 6 

Woda 13,8000 0,0380 -2,1800 0,2121 4,3400 24,2000 2265,9715 10,2773 2,5706 1,000 5 
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5. Właściwości emisyjne ftalocyjanin Pc1-4 

5.1. Widma fluorescencji ftalocyjanin Pc1-4 

Właściwości emisyjne badanych ftalocyjanin Pc1-4, oceniono wykreślając widma 

fluorescencji w DMSO i DMF. Podczas przygotowania roztworów ftalocyjanin 

uwzględniono, aby wartość absorbancji przy długości fali odpowiadającej maksimum 

pasma Q, mieściła się w zakresie 0,1 – 0,2. Pomiary wykonano w kuwecie kwarcowej o 

długości drogi optycznej l=1 cm. Widma fluorescencji rejestrowane w wyniku wzbudzenia 

promieniowaniem z zakresu pasma Q i Soret’a oraz widma absorpcji badanych związków 

przedstawiono odpowiednio na Ryc. 98-105. Natomiast długość fali wzbudzenia, długość 

fali odpowiadającej maksimum widm fluorescencji oraz wartości przesunięcia Stokes’a 

umieszczono w Tabeli 34 i 35, odpowiednio dla roztworów ftalocyjanin w DMSO i DMF. 

 

Tabela 34 Maksima absorpcji i emisji widm ftalocyjanin Pc1-4 wykreślonych w roztworze 
DMSO, przy długości fali wzbudzenia λWz = 325 nm oraz wartości przesunięcia Stokes’a. 
 

Związek 
λQmax               
[nm] 

νQmax 
[cm-1] 

λEm max              
[nm] 

ν Em max              
[cm-1] 

Przesunięcie 
Stokes’a                 
∆ν [cm-1] 

Pc1 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 ftalocyjanin Pc1-4 wykreślonych w roztworze 
DMF, przy długości fali wzbudzenia λWz = 325 nm oraz wartość przesunięcia Stokes’a. 
 

Związek 
λQmax               
[nm] 

νQmax 
[cm-1] 

λEm max              
[nm] 

ν Em max 
[cm-1] 

Przesunięcie 
Stokes’a 
∆ν [cm-1] 

Pc1 691 14493 701 14265 227 

Pc2 738 13550 748 13369 181 

Pc3 738 13550 749 13351 199 

Pc4 730 13699 741 13495 203 

ZnPc 669 14948 675 14815 133 
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5.1.1. Widma emisji ftalocyjaniny Pc1 

 

Ryc. 98 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze DMSO, uzyskane po 
wzbudzeniu promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=695 nm.  

 
Ryc. 99 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc1 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=690 nm w roztworze DMF. 
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5.1.2. Widma emisji ftalocyjaniny Pc2 

 
Ryc. 100 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc2 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=744 nm w roztworze DMSO. 

 
Ryc. 101 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc2 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=738 nm w roztworze DMSO. 
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5.1.3. Widma emisji ftalocyjaniny Pc3 

 
Ryc. 102 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc3 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=746 nm w roztworze DMSO. 

 
Ryc. 103 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc3 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=738 nm w roztworze DMF. 
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5.1.4. Widma emisji ftalocyjaniny Pc4 

 
Ryc. 104 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc4 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=738 nm w roztworze DMSO. 

 
Ryc. 105 Widmo absorpcji i emisji ftalocyjaniny Pc4 uzyskane przy wzbudzeniu 
promieniowaniem o długości fali λWz=325 oraz λWz=730 nm w roztworze DMF. 
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5.2. Wyznaczenie wydajności kwantowej fluorescencji ftalocyjanin Pc1-4 

Wydajność kwantową fluorescencji (Φf) badanych związków wyznaczono metodą 

porównawczą, korzystając z równania (2): 

 

                                                                                           (2) 

 

 

gdzie: 

Фfp   - kwantowa wydajność fluorescencji substancji badanej 

Фfqc - kwantowa wydajność fluorescencji związku porównawczego 

Fp    - natężenie fluorescencji dla substancji badanej 

Fqc   - natężenie fluorescencji dla wzorca 

Ap    - wartość absorbancji substancji badanej przy długości fali wzbudzenia 

Aqc   - wartość absorbancji wzorca przy długości fali wzbudzenia [201]. 

Jako substancję prorównawczą wykorzystano ftalocyjaninę cynkową, której kwantowa 

wydajność fluorescencji (Фfqc) wynosi 0,20 i 0,17, odpowiednio w roztworze DMSO  

i DMF [202]. Wydajności kwantowe fluorescencji ftalocyjanin Pc1-4, wyznaczono, 

wzbudzając ftalocyjaniny w paśmie Soreta przy długości fali λWz=325 nm. Wartości ФF 

ftalocyjanin Pc1-4 przedstawiono w Tabeli 36. 

 

Tabela 36 Wydajność kwantowa fluorescencji (ΦF) wyznaczona metodą porównawczą dla 
ftalocyjanin Pc1-4 w roztworze DMSO i DMF, przy wzbudzeniu w paśmie Soreta, przy 
długości fali λWz=325 nm. 
 

Związek ΦF DMSO ΦF DMF 

Pc1 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 

  



METODYKA I WYNIKI BADA Ń 127 
 

6. Ocena zdolności generowania tlenu singletowego  

6.1. Metodyka i warunki badania zdolności generowania tlenu singletowego 

(1O2) przez ftalocyjaniny Pc1-4 

Zdolność generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaniny Pc1-4 oceniano 

metodą pośrednią z wykorzystaniem wygaszacza tlenu singletowego, tj.  

1,3-difenylizobenzofuranu (DPBF). Eksperymenty przeprowadzono w roztworach DMSO 

i DMF, w temperaturze pokojowej [202,203].  

W celu oceny zdolności generowania tlenu singletowego przygotowano, przy 

ograniczonym dostępie światła, roztwory robocze DPBF o absorbancji ~1,3 oraz roztwory 

robocze ftalocyjanin o absorbancji ~1,0. Roztwory robocze DPBF oraz ftalocyjanin 

zmieszano w stosunku objętościowym (v/v) 1:1. Otrzymany roztwór naświetlano 

monochromatyczną wiązką promieniowania o długości fali, odpowiadającej maksimum 

absorpcji pasma Q badanego związku. Natężenie promieniowania wynosiło ~ 0,7 mW/cm2 

i było monitorowane przy użyciu radiometru firmy Optel RD 0,2/2 z sondą TD. Jako 

źródło światła wykorzystano zestaw złożony z łukowej lampy ksenonowej o mocy 150 W 

(Optel) oraz monochromatora (Optel). Naświetlany roztwór umieszczono w kuwecie  

o długości drogi optycznej l = 1 cm. Podczas naświetlania mieszaninę DPBF i badanego 

związku mieszano na mieszadle magnetycznym, a w określonych odstępach czasu 

wykreślano elektronowe widma absorpcji. Maksymalny czas naświetlania wynosił 10 min. 

Badanie wykonano dla każdej z badanych ftalocyjanin w trzech powtórzeniach. 

Proces generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaniny Pc1-4 obserwowano poprzez 

monitorowanie zmian absorpcji maksimum pasma DPBF przy długości fali λmax=417 nm, 

zachodzących w czasie naświetlania próbki, co przedstawiono na Ryc. 106, 107, 110, 111, 

114, 115, 118, 119. 

Szybkość rozkładu fotochemicznego DPBF pod wpływem tlenu sigletowego 

wytwarzanego przez ftalocyjaniny Pc1-4 można opisać równaniem (3): 

 

� = −

���



= �	 × ���   (3) 

gdzie: 

d[A] – zmiany absorbancji DPBF przy λmax=417 nm w czasie naświetlania t, 

k – stała szybkości rozkładu DPBF, 

t – czas naświetlania [s].  
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Po przekształceniu, powyższe równanie przyjmuje postać (4) [204]: 

 

��
����

���
= � ×   (4) 

 

Na Ryc. 108, 109, 112, 113, 116, 117, 120, 121 przedstawiono wykresy zależności  

ln(A0/A) = f(t) obrazujące graficznie kinetykę rozkładu DPBF przu udziale ftalocyjanin 

Pc1-4. Parametry prostych wykreślonych na wykresach zależności ln(A0/A) = f(t) 

wyznaczono metodą najmniejszych kwadratów.  

Stałe szybkości procesu rozkładu DPBF obliczono korzystając z zależności (5): 

� =	 � � = 	�              (5) 

gdzie,  

k – stała szybkości reakcji [s-1], 

tg α – kąt nachylenia prostej ln(A0/A) = f(t), 

a – współczynnik kierunkowy prostej ln(A0/A) = f(t). 

Okres półtrwania DPBF w procesie rozkładu obliczono wg wzoru 6-7: 

�,� =	
���

�
      (6) 

�,� =	
�,���

�
   (7) 

gdzie: 

t0,5 – okres półtrwania DPBF. 

Wyznaczone parametry krzywych kinetycznych procesu rozkładu DPBF przedstawiono  

w Tabelach 37-40. 
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6.2. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc1 

6.2.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 

generowanego przez Pc1 

Ryc. 106 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc1 i DPBF  
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=696 nm. 

Ryc. 107 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc1 i DPBF  
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=691 nm. 
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6.2.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas 

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc1 

 
Ryc. 108 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMSO, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=696 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc1 i DPBF. 

 

Ryc. 109 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMF, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=691 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc1 i DPBF. 
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Tabela 37 Parametry kinetyczne rozkładu DPBF podczas generowania tlenu singletowego 
przez ftalocyjaninę Pc1 podczas naświetlania w roztworze DMSO i DMF. 
 

 DMSO DMF 

a 0,0001 0,0046 

b 0,0013 0,0391 

Sa 0,0000 0,0001 

Sb 0,0005 0,0272 

∆a 0,0000 0,0000 

∆b 0,0003 0,0157 

r 0,9991 0,9980 

n 13 14 

k 0,0001 0,0046 

Sk 0,0000 0,0001 

∆k 0,0000 0,0000 

t0,5 6300,0000 150,0000 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

t 84,9263 59,0720 

t (0,05, n) 1,7709 1,7613 
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6.3. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc2 

6.3.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 

generowanego przez Pc2 

Ryc. 110 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc2 i DPBF  
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=745 nm. 

Ryc. 111 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc2 i DPBF  
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=738 nm. 
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6.3.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas 

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc2 

 

Ryc. 112 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMSO, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=745 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc2 i DPBF. 

 

Ryc. 113 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMF, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=738 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc2 i DPBF. 
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Tabela 38 Parametry kinetyczne rozkładu DPBF podczas generowania tlenu singletowego 
przez ftalocyjaninę Pc2 podczas naświetlania w roztworze DMSO i DMF. 
 

 DMSO DMF 

a 0,0011 0,0026 

b 0,0085 -0,0185 

Sa 0,0000 0,0000 

Sb 0,0016 0,0070 

∆a 0,0000 0,0000 

∆b 0,0009 0,0042 

r 0,9999 0,9996 

n 13 13 

k 0,0011 0,0026 

Sk 0,0000 0,0000 

∆k 0,0000 0,0000 

t0,5 653,7736 268,6047 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

t 254,9319 127,4372 

t (0,05, n) 1,7709 1,7709 

  



METODYKA I WYNIKI BADA Ń 135 
 

6.4. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc3 

6.4.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 

generowanego przez Pc3 

Ryc. 114 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc3 i DPBF  
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali  λmax=746 nm. 

Ryc. 115 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc3 i DPBF  
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=738 nm. 
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6.4.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas 

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc3 

 
Ryc. 116 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMSO, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=746 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc3 i DPBF.  

 
Ryc. 117 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMF, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=738 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc3 i DPBF. 
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Tabela 39 Parametry kinetyczne rozkładu DPBF podczas generowania tlenu singletowego 
przez ftalocyjaninę Pc3 podczas naświetlania w roztworze DMSO i DMF 
 

 DMSO DMF 

a 0,0022 0,0055 

b 0,0023 -0,0075 

Sa 0,0000 0,0001 

Sb 0,0010 0,0096 

∆a 0,0000 0,0000 

∆b 0,0006 0,0069 

r 0,9999 0,9999 

n 14 10 

k 0,0022 0,0055 

Sk 0,0000 0,0001 

∆k 0,0000 0,0000 

t0,5 322,3256 125,7713 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

t 264,5553 223,5900 

t (0,05, n) 1,7613 1,8125 
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6.5. Generowanie tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc4 

6.5.1. Spektrofotometryczna analiza rozkładu DPBF pod wpływem 1O2 

generowanego przez Pc4 

Ryc. 118 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc4 i DPBF  
w roztworze DMSO, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=741 nm. 

Ryc. 119 Zmiany w widmie elektronowym mieszaniny ftalocyjaniny Pc4 i DPBF  
w roztworze DMF, w czasie ekspozycji na promieniowanie o długości fali λmax=730 nm. 
  



METODYKA I WYNIKI BADA Ń 139 
 

6.5.2. Wyznaczanie parametrów kinetycznych rozkładu DPBF podczas 

generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaninę Pc4 

 
Ryc. 120 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMSO, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=746 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc4 i DPBF.  

 
Ryc. 121 Wykres zależności lnA0/A=f(t) procesu rozkładu DPBF pod wpływem 1O2,  
w roztworze DMF, podczas naświetlania promieniowaniem o λmax=730 nm mieszaniny 
ftalocyjaniny Pc4 i DPBF. 
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Tabela 40 Parametry kinetyczne rozkładu DPBF podczas generowania tlenu singletowego 
przez ftalocyjaninę Pc4 podczas naświetlania w roztworze DMSO i DMF. 
 
 

 

  

 DMSO DMF 

a 0,0007 0,0015 

b 0,0032 -0,0035 

Sa 0,0000 0,0000 

Sb 0,0010 0,0026 

∆a 0,0000 0,0000 

∆b 0,0006 0,0015 

r 0,9998 0,9998 

n 14 14 

k 0,0007 0,0015 

Sk 0,0000 0,0000 

∆k 0,0000 0,0000 

t0,5 1066,1538 465,1007 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

t 187,0548 187,0548 

t (0,05, n) 1,7613 1,7613 
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6.6. Wyznaczenie wydajności kwantowej generowania tlenu singletowego 

przez ftalocyjaniny Pc1-4 

Wydajność kwantową generowania tlenu singletowego dla badanych ftalocyjanin 

wyznaczono metodą porównawczą wykorzystując ftalocyjaninę cynkową ZnPc jako 

związek porównawczy (standard) [202,203]. Na podstawie danych z piśmiennictwa, jako 

wartość wydajności kwantowej ftalocyjaniny cynkowej przyjęto, odpowiednio 0,67  

w DMF i 0,56 w DMSO [202]. 

 

Tabela 41 Wydajność kwantowa generowania tlenu singletowego Ф∆ ftalocyjanin Pc1-4  
w roztworach DMSO i DMF. 
 

Związek Wydajność kwantowa                                                      
generowania tlenu singletowego 

 
DMSO DMF 

 Ф∆ ∆Ф∆ Ф∆ ∆Ф∆ 

Pc1 0,0224 0,0004 0,4454 0,0090 

Pc2 0,2143 0,0036 0,2487 0,0054 

Pc3 0,4347 0,0070 0,5312 0,0119 

Pc4 0,1247 0,0030 0,1436 0,0030 

ZnPc 0,56 
 

0,67 
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7. Analiza fototrwałości ftalocyjanin Pc1-4 

7.1. Metodyka i warunki fotodegradacji ftalocyjanin Pc1-4 w fazie ciekłej 

Proces fotodegradacji z wyznaczeniem parametrów kinetycznych oceniano metodą 

spektrofotometryczną. Roztwory fotouczulaczy w DMSO i DMF naświetlano 

promieniowaniem obejmującym zakres 450-900 nm. Fotodegradację Pc4 analizowano 

również w roztworze wodnym. Jako źródło światła zastosowano wysokociśnieniową lampę 

ksenonową (150 W) firmy Optel. W celu eliminacji promieniowania o długości fali poniżej 

450 nm wykorzystano szklany filtr barwy żółtej – HCC16. Zmiany zachodzące w czasie 

naświetlania analizowano w fazie ciekłej, w kwarcowej kuwecie cylindrycznej  

o pojemności 2,8 cm3 i długości drogi optycznej l = 1 cm. Próbki eksponowano na 

promieniowanie w temperaturze pokojowej. Intensywność promieniowania wynosiła  

~ 130 klux. Podczas naświetlania, w odpowiednich odstępach czasu, wykreślano widma 

UV-Vis oraz mierzono wartość absorbancji w maksimum pasma Q. Uzyskane zmiany 

przebiegu widm w czasie naświetlania przedstawiono na Ryc. 122, 124, 126, 128, 130, 

132, 134, 136. Badanie wykonano dla każdej z badanych ftalocyjanin w trzech 

powtórzeniach. 

 

Szybkość rozkładu fotochemicznego ftalocyjanin Pc1-4 można opisać równaniem (8): 

 

� = −

���



= �	 × ���    (8) 

gdzie: 

v - szybkość reakcji, 

d[A] - zmiany absorbancji maksimum pasma Q w czasie naświetlania t, 

t - czas reakcji, 

k - stała szybkości reakcji. 

 

W przypadkach, dla których proces fotodegradacji charakteryzował się dwuetapowym 

przebiegiem, krzywe kinetyczne wyznaczono techniką odejmowania i ekstrapolacji 

prostych. Parametry równań opisujących krzywe kinetyczne wyznaczono metodą 

najmniejszych kwadratów [200].  
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7.2. Rozkład fotochemiczny i wyznaczenie parametrów kinetycznych 

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze DMSO i DMF 

Ryc. 122 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 

 
Ryc. 123 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 
  



METODYKA I WYNIKI BADA Ń 144 
 

Ryc. 124 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze 
DMF; czas naświetlania 600 s. 

 
Ryc. 125 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze 
DMF; czas naświetlania 600 s. 
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Tabela 42 Parametry kinetyczne fotodegradacji ftalocyjaniny Pc1 w roztworze DMSO  
i DMF. 
 

 DMSO DMF 

 
Etap I Etap II Etap I Etap II 

a -0,04698 -0,00003 -0,01460 -0,00117 

b -4,52063 -0,01338 -0,66220 -0,54103 

Sa 0,00949 0,00000 0,00177 0,00014 

Sb 0,65263 0,00485 0,60639 0,15729 

∆a 0,01511 0,00000 0,00148 0,00013 

∆b 1,03849 0,00280 0,50695 0,14547 

r -0,98019 -0,99720 -0,99275 -0,99335 

n 4 14 8 7 

k 0,04698 0,00003 0,01460 0,00117 

Sk 0,00949 0,00000 0,00177 0,00014 

∆k 0,01511 0,00000 0,00148 0,00013 

t0,5 14,74979 22114,80543 47,46575 590,27901 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

 
Etap I Etap II Etap I Etap II 

t -9,89711 -49,89769 -23,36831 -22,82220 

t (0,05, n) 2,13185 1,76131 1,85955 1,894579 
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7.3. Rozkład fotochemiczny i wyznaczenie parametrów kinetycznych 

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze DMSO i DMF 

Ryc. 126 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 

 
Ryc. 127 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 
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Ryc. 128 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze 
DMF; czas naświetlania 240 s. 

 
Ryc. 129 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze 
DMF; czas naświetlania 240 s. 
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Tabela 43 Parametry kinetyczne fotodegradacji ftalocyjaniny Pc2 w roztworze DMSO  
i DMF. 
 

 DMSO DMF 

 
Etap I Etap II 

 
a -0,07414 -0,00001 -0,01289 

b -2,76745 -0,04464 0,00049 

Sa 0,01564 0,00000 0,00079 

Sb 1,07507 0,00487 0,26994 

∆a 0,02489 0,00000 0,00066 

∆b 1,71067 0,00281 0,22567 

r -0,97846 -0,98644 -0,99813 

n 4 14 8 

k 0,07414 0,00001 0,01289 

Sk 0,01564 0,00000 0,00079 

∆k 0,02489 0,00000 0,00066 

t0,5 9,34759 48794,91270 53,77556 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

 
Etap I Etap II 

 
t -9,48044 -22,48628 -46,23147 

t (0,05, n) 2,13185 1,76131 1,85955 
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7.4. Rozkład fotochemiczny i wyznaczenie parametrów kinetycznych 

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze DMSO i DMF 

Ryc. 130 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 

 
Ryc. 131 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 
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Ryc. 132 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze 
DMF; czas naświetlania 360 s. 

 
Ryc. 133 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze 
DMF; czas naświetlania 360 s. 
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Tabela 44 Parametry kinetyczne fotodegradacji ftalocyjaniny Pc3 w roztworze DMSO  
i DMF. 
 

 DMSO DMF 

 
Etap I Etap II Etap I Etap II 

a -0,07953 -0,00004 -0,02574 -0,00327 

b -2,82014 -0,03888 -0,11300 -0,88351 

Sa 0,01675 0,00000 0,00509 0,00033 

Sb 1,15144 0,00462 1,24286 0,18085 

∆a 0,02665 0,00000 0,00534 0,00052 

∆b 1,83220 0,00310 1,30430 0,28777 

r -0,97853 -0,99423 -0,98101 -0,99510 

n 4 11 6 4 

k 0,07953 0,00004 0,02574 0,00327 

Sk 0,01675 0,00000 0,00509 0,00033 

∆k 0,02665 0,00000 0,00534 0,00052 

t0,5 8,71407 19120,92795 26,91888 211,76140 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

 
Etap I Etap II Etap I Etap II 

t -9,49513 -30,74575 -12,38925 -20,13759 

t (0,05, n) 2,13185 1,79588 1,94318 2,13185 
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7.5. Rozkład fotochemiczny i wyznaczenie parametrów kinetycznych 

fotodegradacji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze DMSO i H2O 

Ryc. 134 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 

 
Ryc. 135 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze 
DMSO; czas naświetlania 600 s. 
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Ryc. 136 Zmiany przebiegu elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze 
wodnym; czas naświetlania 40 s. 

 
Ryc. 137 Zależność ln A/A0 = f(t) podczas fotodegradacji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze 
wodnym; czas naświetlania 40 s. 
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Tabela 45 Parametry kinetyczne fotodegradacji ftalocyjaniny Pc4 w roztworze DMSO  
i roztworze wodnym 
 

 DMSO H2O 

 
Etap I Etap II 

 
a -0,02710 -0,00010 -0,08050 

b -1,78910 -0,17150 -0,08888 

Sa 0,00101 0,00001 0,00753 

Sb 0,24638 0,01489 0,51642 

∆a 0,00093 0,00001 0,00630 

∆b 0,22786 0,01245 0,43174 

r -0,99931 -0,98608 -0,99565 

n 7 8 8 

k 0,02710 0,00010 0,08050 

Sk 0,00101 0,00001 0,00753 

∆k 0,00093 0,00001 0,00630 

t0,5 25,57196 6930,00000 8,60853 

Badanie istotności współczynnika korelacji r 

 
Etap I Etap II 

 
t -71,04126 -16,77227 -30,22690 

t (0,05, n) 1,89458 1,85955 1,85955 
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8. Otrzymywanie i charakterystyka liposomów z inkorporowanymi ftalocyjaninami 

Pc1-4 

Podstawowym składnikiem fosfolipidowym wykorzystanym do otrzymania 

liposomów była 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina (POPC); dodatkowo 

użyto L-α-fosfatydylo-DL-glicerol (PG) lub chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-

N,N,N-trimetyloamoniowy (DOTAP) i cholesterol (chol). Skład uzyskanych formulacji 

liposomalnych przedstawiono w Tabeli 46. Stosunek objętościowy roztworów ftalocyjanin 

oraz składników lipidowych pozwolił uzyskać 100% enkapsulację badanych związków. 

Stężenie ftalocyjanin Pc1-4 w zawiesinie liposomów wynosiło 100 µM. 

Liposomy otrzymano metodą hydratacji cienkiego filmu lipidowego. W tym celu 

przygotowano roztwory ftalocyjanin Pc1-4 w chloroformie o stężeniu 0,4 mg/cm3  

i zmieszano w odpowiednim stosunku objętościowym (v/v) z roztworami roboczymi 

poszczególnych lipidów (Tabela 46), w loży z nawiewem laminarnym. Następnie 

chloroform odparowano na wyparce próżniowej, a probówkę z filmem lipidowym 

umieszczono w suszarce próżniowej w temperaturze pokojowej i pozostawiono na 24 h  

w celu usunięcia wszelkich pozostałości chloroformu. Wysuszony film lipidowy poddano 

hydratacji roztworem buforowym (pH = 7,49), zawierającym HEPES w stężeniu 10 mM 

i chlorek sodu o stężeniu 140 mM. Film lipidowy intensywnie wytrząsano z buforem przez 

ok. 5-10 min., uzyskując zawiesinę dużych wielolamelarnych liposomów (MLV). 

Liposomy przetłaczano stopniowo, 21 razy przez filtry poliwęglanowe zawierające pory  

o średnicy 100 nm, w temperaturze pokojowej. Kalibracja wymiarowa metodą ekstruzji 

ręcznej umożliwiła otrzymanie liposomów jednolamelarnych, homogennych pod 

względem rozmiarów o średnicy ok. 100-200 nm (Tabela 46). Liposomy  

z inkorporowanymi ftalocyjaninami charakteryzowano metodą dynamicznego rozpraszania 

światła przy użyciu analizatora wielkości cząstek N4 Plus Coulter, Beckman, USA. Próbki 

przechowywano w temperaturze 2–8 °C, chroniąc przed dostępem światła. 
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Tabela 46 Skład lipidowy i charakterystyka liposomów wykorzystywanych do 
inkorporowania ftalocyjanin Pc1-4 
 

 Skład formulacji Stosunek molowy 
po przygotowaniu po kalibracji  

Ø ± ∆Ø [nm] PDI Ø ± ∆Ø [nm]  PDI 

Liposomy puste 

POPC : PG 8 : 2 962,1 ± 427,2 0,932 346,7 ± 146,4 0,620 

POPC : PG : chol 5,34 : 1,33 : 3,33 981,8 ± 433,5 0,885 432,2 ± 184,7 0,678 

POPC : DOTAP 8 : 2 1129,8±504,0 0,976 331,4 ± 141,4 0,669 

POPC : DOTAP : chol 5,34 : 1,33 : 3,33 1301,5±566,6 0,908 806,8 ± 355,9 0,779 

Liposomy z inkorporowaną ftalocyjaniną 

Pc1 : POPC : PG 0,1 : 8 : 2 922,3 ± 414,7 1,057 126,8 ± 34,8 0,108 

Pc1 : POPC : PG : chol 0,1 : 5,34 : 1,33 : 3,33 887,2 ± 395,0 0,975 121,6 ± 39,2 0,177 

Pc1 : POPC : DOTAP 0,1 : 8 : 2 925,0 ± 409,8 0,913 147,0 ± 45,7 0,158 

Pc1 : POPC : DOTAP :chol 0,1 : 5,34 : 1,33 : 3,33 848,1 ± 373,9 0,874 120,6 ± 35,3 0,130 

      Pc2 : POPC : PG 0,1 : 8 : 2 764,3 ± 347,1 1,179 272,4 ± 113,6 0,570 

      Pc3 : POPC : PG 0,1 : 8 : 2 888,7 ± 408,0 1,341 271,6 ± 109,2 0,458 

      Pc4 : POPC : PG 0,1 : 8 : 2 1050,0±472,9 1,075 263,7 ± 98,1 0,311 

Roztwory robocze składników lipidowych w chloroformie: 

1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina (POPC) – 20 mg/cm3 

L-α-fosfatydylo-DL-glicerol (PG) - 25 mg/cm3 

chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (DOTAP) - 10 mg/cm3 

cholesterol (chol) - 10 mg/cm3 
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9. Badanie aktywności przeciwnowotworowej – ocena aktywności biologicznej 

9.1. Przygotowanie hodowli komórkowej 

W badaniach biologicznych wykorzystano ludzkie linie komórkowe raka 

kolczystokomórkowego (ang. human squamous cell carcinoma - HSCC). Linia komórek 

HSC3 została wyizolowana z nowotworu języka [205] i udostępniona przez Dr. R. 

Kramer’a (University of California San Francisco (UCSF), San Francisco USA), natomiast 

komórki H413 pozyskano z nowotworu ślinianek większych [206] dzięki uprzejmości Dr. 

R. Jordan’a (UCSF). Hodowle komórkowe prowadzono na pożywce Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DME), odpowiednio suplementowanej, zgodnie z zaleceniami dla każdej 

linii - Tabela 47. 

 

Tabela 47 Skład pożywek do hodowli komórkowych linii HSC3 i H413 
 
Suplement         DME/10 – HSC3 DME/10 F12 – H413 
Płodowa surowica bydlęca (FBS) 
– inaktywowana ciepłem 

10% 10% 

penicillinum  100 j./ml 100 j./ml 

streptomycinum  100 µg/ml 100 µg/ml 

L-glutamina  4 mM 4 mM 

Ham’s Nutrient Mixture F12 - + 

 

Komórki zostały pozyskane z banku komórek, przechowywanych w ciekłym azocie  

(-196 °C). Po wyjęciu komórek z ciekłego azotu, zawartość fiolki rozpuszczano w medium 

ogrzanym do temperatury 37 °C, a następnie zawiesinę komórek umieszczano w medium 

wzbogaconym w FBS. Komórki inkubowano w temperaturze 37 °C w wilgotnej 

atmosferze nasyconej ditlenkiem węgla o stężeniu 5%. Po upływie 24 h, komórki 

sprawdzano pod mikroskopem; inkubowano przez kolejne dni aż do uzyskania 

konfluentnej hodowli, monitorując rozwój hodowli mikroskopowo każdego dnia. Komórki 

pasażowano 2-3 razy w tygodniu w stosunku 1:4 (HSC3) i 1:6 (H413) w celu zapewnienia 

ciągłości linii komórkowej. 
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9.2. Przygotowanie roztworów ftalocyjanin Pc1-4 

Ftalocyjaniny Pc1-3 rozpuszczano w dimetylosulfotlenku (DMSO) uzyskując 

roztwór o stężeniu 10 mM, a następnie rozcieńczano odpowiednim medium DME lub 

DME F12 bez dodatku FBS i czerwieni fenolowej uzyskując roztwór roboczy o stężeniu 

50 µM. Ftalocyjanina Pc4 była rozpuszczona bezpośrednio w medium. Roztwory 

ftalocyjanin o stężeniu 50 µM rozcieńczano, odpowiednią odżywką do hodowli 

komórkowych, uzyskując serie rozcieńczeń niezbędne do przeprowadzenia badań 

biologicznych. 

 

9.3. Ocena przeżywalności komórek 

W badaniach biologicznych obejmujących badanie toksyczności ciemnej i jasnej, 

morfologię komórek analizowano stosując mikroskop kontrastowo-fazowy (powiększenie 

100x). Liczbę żywych komórek do przygotowania hodowli oznaczono testem wchłaniania 

błękitu trypanu (Gibco-Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).  

Przeżywalność komórek w badaniach aktywności biologicznej wyznaczano przy użyciu 

zmodyfikowanego testu błękitu Alamar [51,52]. Po usunięciu medium, do każdej 

studzienki dodano 1,0 cm3 10% (v/v) roztworu błękitu Alamar, w odpowiednim dla każdej 

linii komórkowej, pełnowartościowym medium. Płytkę inkubowano w temperaturze 37 °C 

przez 2-3 h, a następnie pobierano 0,2 cm3 supernatantu i mierzono absorbancję przy 

długości fali 570 nm i 600 nm za pomocą czytnika mikropłytek. Przeżywalność komórek 

(CV, ang. cell viability) wyrażano jako procent kontroli i obliczano wg wzoru (9): 

 

CV = 	
���� !	"	���#!!		

���� !	"	���#!!	
	× 100  [%], (9) 

gdzie:  

CV      - przeżywalność komórek badanych, wyrażona w procentach, 

Atc570 - wartość absorbancji przy λ=570 nm zmierzona dla komórek badanych 

Atc600 - wartość absorbancji przy λ=600 nm zmierzona dla komórek badanych 

Acc570 - wartość absorbancji przy λ=570 nm zmierzona dla próby kontrolnej,  

Acc600 - wartość absorbancji przy λ=600 nm zmierzona dla próby kontrolnej 

[203,207,208].  

W celu zobrazowania zmian morfologii komórek HSC3, komórki wybarwiano 

znacznikami fluorescencyjnymi. W tym celu, po upływie 24 h od zakończenia naświetlania 
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hodowli, inkubowanej z ftalocyjaninami Pc1-4, z wybranych studzienek usuwano medium, 

i przepłukiwano komórki dwukrotnie 0,5 cm3 roztworu PBS. Następnie, do studzienek 

dodawano markery fluorescencyjne, tj. SYTO Green barwiący kwasy nukleinowe  

w żywych i martwych komórkach (zielona fluorescencja) oraz Cell Trace Calcein red-

orange AM (pomarańczowa fluorescencja) służący do barwienia żywych komórek. Po 15-

20 min. inkubacji, wybrane studzienki poddawano wizualizacji w mikroskopie 

fluorescencyjnym (powiększenie obiektywu 20x) z zastosowaniem filtru Chroma 61000v2. 

 

9.4. Badanie toksyczności ciemnej 

Komórki HSC3 i H413 o konfluencji ok. 80% posiano do 48-dołkowych płytek do 

hodowli komórkowych (BD FalconTM, Franklin Lakes, NJ, USA), odpowiednio w gęstości 

1,8·105/cm3 medium i 1,4·105/cm3 medium. Następnego dnia usunięto medium, komórki 

przemywano dwukrotnie roztworem buforu fosforanowego (PBS) o obj. 0,5 cm3 i dodano 

1 cm3 medium, pozbawionego FBS i czerwieni fenolowej, zawierające określone stężenie 

fotouczulacza, z wyjątkiem kontroli. Komórki inkubowano 24 h w temperaturze 37 °C  

w wilgotnej atmosferze o 5% zawartości CO2. Po upływie 24 h usunięto medium, komórki 

ponownie przemyto dwukrotnie roztworem buforu fosforanowego (PBS) o obj. 0,5 cm3  

i dodano świeży roztwór medium z dodatkiem FBS i czerwieni fenolowej. Komórki 

inkubowano ponownie 24 h. Następnego dnia oceniano przeżywalność komórek stosując 

test Alamar Blue. Komórki inkubowane w medium lub medium z 0,5% dodatkiem DMSO, 

służyły jako kontrola. Eksperyment wykonano w trzech powtórzeniach. Wyniki badania 

toksyczności ciemnej ftalocyjanin Pc1-4 w formie wolnej i liposomalnej przedstawiono  

w Tabeli 48. 
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Tabela 48 Przeżywalność komórek raka kolczystokomórkowego HSC3 i H413 w badaniu 
toksyczności ciemnej ftalocyjanin Pc1-4 w formie wolnej (Pc) i liposomalnej (lipPc) 
 

Związek 
Stężenie 
ftalocyjaniny                        
[µM] 

HSC-3                        H413                               
Pc lip Pc Pc lip Pc 

     
Pc1 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 ± 3,4 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 ± 5,7 

 
1,0 104,0 ± 3,5 94,5 ± 9,1      104,8 ± 8,9 86,8 ± 7,2 

 
10,0 101,2 ± 5,2 101,7 ± 3,4      93,9 ± 2,7 78,2 ± 0,6 

      
Pc3 0,1 100,9 ± 1,3 108,9 ± 0,7 92,3 ± 4,1 95,3 ± 7,4 

 
1,0 102,2 ± 3,2 105,6 ± 8,6 96,0 ± 2,5 97,6 ± 4,6 

 
10,0 102,8 ± 8,9 115,4 ± 4,3      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 94,9 ± 0,4 87,0 ± 9,8 87,0 ± 9,8 
10,0 105,4 ± 0,1 101,7 ± 6,6 104,8 ± 1,1 104,8 ± 1,1 

            

*bb – brak badań 

9.5. Badanie toksyczności jasnej 

Komórki HSC3 i H413 o konfluencji ok. 80% posiano do 48-dołkowych płytek do 

hodowli komórkowych (BD FalconTM, Franklin Lakes, NJ, USA), odpowiednio w gęstości 

1,8·105/cm3 medium i 1,4·105/cm3 medium. Następnego dnia usunięto medium i komórki 

przemywano dwukrotnie roztworem PBS o obj. 0,5 cm3, dodano 1 cm3 medium, 

pozbawionego FBS i czerwieni fenolowej, zawierające określone stężenie fotouczulacza  

(z wyjątkiem kontroli). Komórki inkubowano 24 h w temperaturze 37 °C w wilgotnej 

atmosferze o 5% zawartości CO2. Po upływie 24 h usunięto medium, komórki przemyto 

dwukrotnie roztworem PBS o obj. 0,5 cm3. Następnie, komórki poddano naświetlaniu w 

0,5 cm3 PBS promieniowaniem o długości fali z zakresu absorpcji pasma Q. Jako źródło 

światła zastosowano diody laserowe wysokiej mocy (LED MultiChip Emitter 60 high 

efficiency AlGaAs, Roithner LaserTechnik GmbH, Wiedeń, Austria). Komórki 

naświetlano przez 20 min. promieniowaniem o długości fali 690 nm lub 735 nm  

i natężeniu 3 mW/cm2. Natężenie światła padającego na komórki mierzono radiometrem 
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PM 100A (Thorlabs, Newtown, NJ, USA). Po zakończeniu naświetlania, PBS został 

usunięty ze studzienek, dodano 1 cm3 medium zawierającego 10% FBS i czerwień 

fenolową. Komórki inkubowano ponownie 24 h. Przeżywalność komórek oceniano testem 

Alamar Blue. Komórki inkubowane z medium lub medium z 0,5% zawartością DMSO, 

służyły jako kontrola. Eksperyment wykonano w trzech powtórzeniach. Wyniki badania 

fotocytotoksyczności ftalocyjanin Pc1-4 w formie wolnej i liposomalnej przedstawiono  

w Tabeli 49.  

 

Tabela 49 Przeżywalność komórek raka kolczystokomórkowego HSC3 i H413 w badaniu 
toksyczności jasnej ftalocyjanin Pc1-4 w formie wolnej (Pc) i liposomalnej (lipPc) 
 

Związek 
Stężenie 
ftalocyjaniny                        
[µM] 

HSC-3                      
  

H413                             
  

Pc lip Pc Pc lip Pc 

      
Pc1 0,01 bb* bb 98,0 ± 5,6     bb 

 
0,1 10,8 ± 2,3 12,4 ± 2,9 91,2 ± 7,2     bb 

 
0,5 bb bb 11,6 ± 1,2     bb 

 
1,0 1,4 ± 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     81,3 ± 9,9     

 
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 ± 2,3 

 
1,0 95,9 ± 1,1 103,5 ± 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 ± 8,9      

 
10,0 100,3 ± 7,4 87,5 ± 7,8 74,7 ± 6,1   92,2 ± 4,7   

            
*bb – brak badań 
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Tabela 50 Przeżywalność komórek raka kolczystokomórkowego HSC3 i H413 w badaniu 
toksyczności ciemnej i jasnej dla kontroli 0,5% DMSO i liposomów bez inkorporowanych 
ftalocyjanin. 
 

 Kontrola 
HSC-3 H413 

toksyczność 
ciemna 

toksyczność 
jasna 

toksyczność 
ciemna 

toksyczność 
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 badań 

 

9.6. Internalizacja komórkowa 

W celu zbadania stopnia internalizacji fotouczulaczy Pc1-4 z komórkami HSC3, 

zastosowano zmodyfikowaną metodę zaprezentowaną przez Lau i wsp. [209]. 

Komórki HSC3 o konfluencji ok. 80% posiano do 48-dołkowych płytek do hodowli 

komórkowych (BD FalconTM, Franklin Lakes, NJ, USA), w gęstości 1,8·105/cm3 medium. 

Komórki inkubowano 24 h w temperaturze 37 °C w wilgotnej atmosferze o 5% zawartości 

CO2. Następnego dnia usunięto medium i komórki przemywano dwukrotnie roztworem 

PBS o obj. 0,5 cm3, dodano 1 cm3 medium pozbawionego FBS i czerwieni fenolowej, 

zawierające fotouczulacz Pc1-Pc4 o stężeniu 10 µM, za wyjątkiem kontroli. Komórki 

inkubowano w czasie od 30 min. do 5 h. Po upływie określonego czasu, medium usuwano, 

a komórki przemywano dwukrotnie roztworem PBS o obj. 0,5 cm3. Komórki HSC3 

poddano następnie trypsynizacji przez ok. 5 min., a uzyskaną zawiesinę komórek 

przeniesiono do fiolki typu Eppendorf, przepłukując każdą studzienkę dwukrotnie 0,25 

cm3 PBS w celu przeniesienia maksymalnej liczby komórek i rozcieńczenia trypsyny. 

Zawiesinę komórek odwirowano w czasie 3 min. przy obrotach 2400 rpm. Supernatant 

zdekantownano znad osadu komórek i przepłukano dwukrotnie 0,5 cm3 PBS. Następnie 

osad komórek poddano 20 min. sonikacji z dodatkiem 0,5 cm3 DMF i ponownie 

odwirowano. Supernatant przeniesiono do kuwety kwarcowej i mierzono wartość 

absorbancji przy długości fali, odpowiadającej maksimum absorpcji pasma Q ftalocyjaniny 

Pc1-4 w DMF, wobec odnośnika uzyskanego ze studzienki kontrolnej. Stężenie 
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fotouczulacza Pc1-4 oznaczono wykorzystując krzywą wzorcową A=f(c), wyznaczoną 

metodą najmniejszych kwadratów. 

 

9.7. Wizualizacja wewnątrzkomórkowa 

Wizualizację wewnątrzkomórkową fotoczulaczy w komórkach HSC3 wykonano 

metodą mikroskopii fluorescencyjnej (powiększenie obiektywu 20x). Komórki HSC3  

o konfluencji ok. 80% posiano do 48-dołkowych płytek do hodowli komórkowych (BD 

FalconTM, Franklin Lakes, NJ, USA), w gęstości 1,8·105/cm3 medium. Komórki 

inkubowano 24 h w temperaturze 37 °C w wilgotnej atmosferze o 5% zawartości CO2. 

Następnego dnia usunięto medium, komórki przemywano dwukrotnie roztworem PBS  

o obj. 0,5 cm3 i dodano 1 cm3 medium pozbawionego FBS i czerwieni fenolowej, 

zawierającego fotouczulacz Pc1-Pc4 o stężeniu 10 µM (za wyjątkiem kontroli). Po 

upływie 24 h usuwano medium, komórki ponownie przemyto dwukrotnie roztworem PBS 

o obj. 0,5 cm3 i dodano roztwory markerów fluorescencyjnych w PBS. Komórki 

inkubowano ok 10-15 min., następnie usunięto roztwory markerów i dodano 0,5 cm3 PBS.  

Znaczniki fluorescencyjne barwiące określone organella komórkowe w żywych 

komórkach HSC3 zastosowano w celu zaobserwowania wewnątrzkomórkowej lokalizacji 

fotouczulacza. MitoTracker Green FM (Invitrogen Ltd, UK) w stężeniu 20 nM 

wykorzystano do wybarwienia aktywnych mitochondriów, natomiast 16 µM barwnik 

Hoechst’a posłużył do znakowania jąder komórkowych. Obserwowano czerwoną 

fluorescencję badanych związków stosując filtr Chroma 49006, zieloną dla Mitotracker 

Green FM stosując potrójny filtr Chroma 61002, a niebieską dla barwnika Hoechst’a 

zwizualizowano filtrem ET DAPI Chroma 49000 (Chroma Technology Corp, USA). 

 

9.8. Analiza statystyczna 

 Wyniki obejmujące badania biologiczne przedstawiano jako wartość średnią, 

obliczoną z trzech pomiarów (± odchylenie standardowe). Różnice wartości średnich 

porównano testem t-Studenta (p<0,05) z zastosowaniem oprogramowania StatView 

(BrainPower Inc., Calabas, CA). 
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VI.  OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Fotouczulacze to związki posiadające zdolność absorpcji promieniowania  

o specyficznej długości fali, a następnie przeniesienia uzyskanej energii na inne molekuły. 

Proces ten stanowi podstawowy mechanizm przemian fotodynamicznych i determinuje 

efekt leczniczy uzyskiwany w terapii fotodynamicznej. Fotouczulacze wykorzystywane  

w PDT to związki pochodzenia naturalnego (np. PPIX, hiperycyny) oraz uzyskiwane 

syntetycznie porfirynoidy, tj. pochodne porfiryn, chloryn, ftalocyjanin i porfirazyn [3]. 

Wiele niekorzystnych właściwości związków fotouczulających pierwszej generacji, 

przyczyniło się do sformułowania cech idealnego fotouczulacza oraz intensyfikacji badań 

mających na celu otrzymanie związków spełniających większość z określonych kryteriów 

[22]. Ftalocyjaniny jako związki o silnej absorpcji promieniowania w zakresie 600-800 

nm, oraz wykazujące możliwość modyfikacji w części centralnej i peryferyjnej, cieszą się 

szczególnym zainteresowaniem naukowców [188]. 

Materiałem do badań w przedstawionej pracy były ftalocyjaniny Pc1-4, posiadające 

ugrupowania morfolinoetoksylowe w pozycji nieperyferyjnej α. Są to związki autorskie, 

zsyntetyzowane i udostępnione do badań przez Pracowników Katedry Technologii 

Chemicznej Środków Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu [210]. 

Substratem wyjściowym do syntezy ftalocyjanin był dinitryl, 3,6-di[2-(morfolin-4-

ylo)etoksy]-1,2-dicyjanobenzen (1). W reakcji cyklizacji dinitrylu (1) oraz 1,2-

dicyjanobenzenu (2), uzyskano ftalocyjaninę Pc-1 z jonem cynku(II) w centrum 

koordynacyjnym. Natomiast ftalocyjaniny z ośmioma podstawnikami morfolino-

etoksylowymi, tj. Pc-2 oraz Pc-3 posiadające wbudowane jony, odpowiednio magnezu(II) 

lub cynku(II) w części centralnej, zostały zsyntetyzowane w reakcji makrocyklizacji 

Linstead’a. Ftalocyjaninę Pc-2 poddano działaniu jodku metylu i uzyskano ftalocyjaninę 

Pc-4 w postaci czwartorzędowej soli. Podstawowe reakcje prowadzące do otrzymania 

ftalocyjanin Pc1-4 przedstawiono na Ryc. 138. Związki zostały wyizolowane z mieszaniny 

reakcyjnej i oczyszczone metodą klasycznej chromatografii kolumnowej, a następnie ich 

tożsamość została potwierdzona metodami analitycznymi, takimi jak: spektroskopia UV-

Vis, 1H NMR, 13C NMR oraz spektrometria mas [210]. 

Morfolina i jej pochodne to grupa związków heterocyklicznych, występujących  

w substancjach biologicznie czynnych pochodzenia naturalnego, które są wykorzystywane 

w procesie otrzymywania wielu leków o zróżnicowanym działaniu terapeutycznym jak np. 

reboksetyna, aprepitant, linezolid [211–213].  
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W piśmiennictwie można spotkać doniesienia dotyczące ftalocyjanin z ugrupowaniami 

morfolinowymi, m. in. Roncucci i wsp. [214] zaproponowali szereg struktur zawierających 

w centrum koordynacyjnym jony cynku(II) oraz podstawniki morfolinowe w pozycjach 

peryferyjnych (β) i nieperyferyjnych (α). Natomiast Zhu i wsp. [215] jako pierwsi, 

przeprowadzili syntezę ftalocyjaniny krzemowej (SiPc), z dwoma ligandami 

morfolinowymi koordynującymi apikalnie do atomu krzemu, co umożliwiło otrzymanie 

związków wykazujących lepszą rozpuszczalność w wodzie oraz zmniejszoną tendencję 

formowania agregatów.  

 

Ryc. 138 Schemat przedstawia syntezę ftalocyjanin Pc1-Pc4, przeprowadzoną przez 
Pracowników Katedry i Zakładu Technologii Chemicznej Środków Leczniczych, 
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (DBU – 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en, PeOH 
– 1-pentanol, Mg(BuO)2 – 1-butanolan magnezu, BuOH – 1-butanol) [210]. 
 

Ftalocyjaniny Pc1-4, zostały poddane badaniom weryfikującym ich potencjalne 

zastosowanie jako fotouczulaczy w PDT. Z tego względu właściwości fotochemiczne i 

fotodynamiczne ftlaocyjanin Pc1-4, analizowano uwzględniając kryteria zdefiniowane dla 

idealnego fotouczulacza. Optymalny fotouczulacz powinien być związkiem o znanej, 

ściśle określonej i potwierdzonej strukturze chemicznej oraz wysokim stopniu czystości, 

wymaganym od substancji leczniczych. Dlatego charakterystykę badanych związków  
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Pc1-4, rozpoczęto od oceny czystości chemicznej metodą wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej (HPLC). Ustalenie i opracowanie warunków analizy chromatograficznej 

ftalocyjanin i innych porfirynoidów jest zadaniem trudnym, z uwagi na silne 

oddziaływanie makrocykla z niepolarnymi fazami stacjonarnymi oraz ograniczoną 

rozpuszczalność w rozpuszczalnikach polarnych [216]. Zagadnieniem optymalizacji 

metody HPLC z przeznaczeniem do analizy porfirynoidów, zajmowała się m.in. Brykina 

 i wsp. [217], wykazując, że retencja i inne parametry chromatograficzne ftalocyjanin 

zależą od rodzaju makrocykla, rodzaju i liczby podstawników alifatycznych, jonu metalu 

w centrum koordynacyjnym. Podobne wnioski wynikają także ze szczegółowej analizy 

tego zagadnienia, przeprowadzonej przez Uvarovą i wsp. [218], którzy omówili wpływ 

wielu czynników m.in. budowy cząsteczki ftlocyjanin, rodzaju fazy stacjonarnej  

i ruchomej oraz temperatury na wynik analizy chromatograficznej. 

Optymalizacja warunków analizy chromatograficznej ftalocyjanin Pc1-3, polegała na 

wyborze odpowiedniej fazy stacjonarnej oraz składu i szybkości przepływu fazy ruchomej. 

Rozdział chromatograficzny prowadzono w odwróconym układzie faz (RP), 

wykorzystując jako fazę stacjonarną zmodyfikowany żel krzemionkowy z grupami 

oktadecylosilanowymi, podobnie jak zaproponowała Brykina i wsp. [217]. W odniesieniu 

do związków Pc1-3 zastosowano elucję gradientową, ze względu na możliwość 

występowania w otrzymanych próbkach nie tylko ftalocyjanin morfolinoetoksylowych, ale 

także zanieczyszczeń poreakcyjnych o zróżnicowanej polarności. Ponadto zawartość 

każdej z ftalocyjanin Pc1-3, oceniano stosując trzy rodzaje fazy ruchomej, których skład 

przedstawiono w Tabelach 3-5, 9-11, 15-17. Jak przedstawiają zamieszczone na  

Ryc. 10-27 chromatogramy, otrzymane z zastosowaniem faz ruchomych o różnym 

składzie, w wyniku rozdziału roztworów ftalocyjanin, uzyskano zróżnicowane parametry 

chromatograficzne (czas retencji, liczba pików). Stopień czystości ftalocyjanin Pc1-3, 

wyrażono jako procent powierzchni piku na chromatogramie, w odniesieniu do 

sumarycznej powierzchni wszystkich pików. Wyniki zamieszczone w Tabelach 6-8, 12-14, 

18-20, wskazują, że zawartość ftalocyjanin Pc1-3 w próbkach otrzymanych do badań, 

wynosiła ponad 95%. Uzyskany wysoki stopień czystości potencjalnych fotouczulaczy jest 

właściwością bardzo korzystną, odpowiadającą wymaganiom farmakopealnym. Metoda 

HPLC jest jedną z metod farmakopealnych stosowaną w przemyśle farmaceutycznym, do 

oceny stopnia czystości oraz tożsamości substancji leczniczych i pomocniczych. Na 

przykład w monografii verteporfinu w Farmakopei Amerykańskiej (USP), wymagana 
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zawartość substancji powinna być zawarta w granicach 94-102% [219], a jedną  

z zalecanych technik analitycznych jest RP-HPLC.  

Wymóg dostarczania związków porfirynoidowych wysokiej czystości, zarówno  

w dziedzinach medycznych, jak i technologicznych, sprawia, że metoda HPLC jest szeroko 

stosowana do kontrolowania i oceny właściwości nowych związków fotouczulających. 

Mieszanina poreakcyjna otrzymywana podczas syntezy ftalocyjanin, może zawierać formy 

izomeryczne porfirynoidu, a jedną z zalet metody jest możliwość zastosowania HPLC do 

rozdzielenia powstałych izomerów. Na przykład Sommerauer i wsp. [220] opracowali 

metodę HPLC, wykorzystującą oddziaływania π-π do rozdziału izomerów alkoksylowych 

ftalocyjanin. W grupie technik chromatograficznych stosowanych do izolacji 

porfirynoidów, podkreśla się istotną rolę metod preparatywnych i półpreparatywnych 

[218]. HPLC jest także jedną z podstawowych metod wykorzystywanych w badaniach 

farmakokinetycznych, m.in. Oliveir’a i wsp. [221] zaproponowali HPLC z zastosowaniem 

detekcji fluorescencyjnej do oznaczania stężenia ftalocyjaniny glinowej, w osoczu  

i tkankach. 

Kolejną ważną właściwością idealnego fotouczulacza jest zdolność silnej absorpcji 

światła czerwonego, a optymalny zakres obejmujący maksimum pasma Q, powinien 

znajdować się w przedziale 650-800 nm, aby zapewnić maksymalną zdolność penetracji 

tkanek i zminimalizować zjawisko rozpraszania światła [8]. Dlatego też kolejny etap 

badań, dotyczył analizy właściwości spektralnych pochodnych Pc1-4. Widmo absorpcyjne 

ftalocyjanin ściśle odzwierciedla strukturę elektronową i cząsteczkową związków, dzięki 

czemu spektroskopia UV-Vis stanowi podstawowe narzędzie analityczne, wykorzystywane 

w chemii ftalocyjanin, zarówno na etapie syntezy, jak też analizy [2]. Powstanie 

elektronowego widma absorpcji ftalocyjanin, związane jest z przejściami elektronów 

walencyjnych (σ i π) oraz wolnych par elektronowych (n). W wyniku wzbudzenia 

elektronów, następuje przejście z molekularnych orbitali wiążących (σ, π) na orbitale 

antywiążące (σ*, π*) o wyższej energii. W przypadku ftalocyjanin będących kompleksami 

metali d-elektronowych, w widmie absorpcji można zaobserwować pasma przejść d → d 

dla chromoforów d-d oraz przejść d → π, w przypadku wzajemnego oddziaływania 

elektronów d jonu metalu z elektronami π ligandu (CT, ang. charge transfer) [222]. 

Przejścia typu charge transfer odpowiadają przejściom elektronów od ligandów do 

kationów metali (LMCT, ang. ligand to metal charge transfer) lub odwrotnie, od kationów 

metali do ligandów (MLCT, ang. metal to ligand charge transfer). Przejścia tego typu są 
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możliwe, gdy kation metalu zawierający elektrony d, może występować na zmiennych 

stopniach utlenienia, różniących się o jednostkę. Pasma przejść CT pojawiają się  

w zakresie 250-900 nm [223]. 

Jak zobrazowano na Ryc. 28-31, elektronowe widma absorpcji ftalocyjanin Pc1-4, 

posiadają właściwości charakterystyczne dla widm absorpcji tego rodzaju związków,  

z pasmem Soret’a o niskiej intensywności w zakresie krótkofalowym 300-400 nm, oraz 

intensywnym pasmem Q w regionie fal dłuższych 680-760 nm. Dodatkowo w sąsiedztwie 

pasma Q ftalocyjanin Pc1-4, można zaobserwować pasmo o bardzo niskiej intensywności, 

które przypisuje się wibracjom cząsteczki i opisuje jako Qvib [222]. Jak przedstawiono  

w Tabelach 21-24, ftalocyjaniny Pc1-4 absorbują promieniowanie szczególnie intensywnie 

w zakresie 685-755 nm i posiadają wysokie współczynniki molowe absorpcji rzędu  

105-106. Pasma absorpcji Q i Soret’a ftalocyjanin, powstają w wyniku przeniesienia 

elektronów w obrębie orbitali π → π*, do stanu S1 i S2. Pasmo Q powstaje w wyniku 

przejścia dozwolonego π (a1u, HOMO) → π* (eg, LUMO), natomiast pasmo Soret’a  

w wyniku przejścia π (a2u, HOMO) → π* (eg, LUMO). Znaczne oddzielenie pasma Q  

i Soret’a w widmie ftalocyjanin, wynika z różnicy energii pomiędzy orbitalami a1u i a2u, 

spowodowanej obecnością mostków azowych w strukturze ftalocyjanin [222]. Pierścień 

makrocykliczny niepodstawionej ftalocyjaniny, można rozpatrywać jako anion 

dwuwartościowy, o symetrii cząsteczki D2h, co w widmie UV-Vis odzwierciedla 

rozszczepione pasmo Q. W wyniku inkorporacji jonu metalu, następuje termodynamiczna 

stabilizacja układu, czemu towarzyszy wzrost symetrii cząsteczki (D4h) [2]. W widmach 

elektronowych pasma Q ftalocyjanin Pc1-4, zaobserwować można bardzo ostre, 

intensywne i pojedyncze pasmo Q, co świadczy o symetrycznej strukturze związków. 

Ftalocyjanina Pc1 w porównaniu do ftalocyjanin Pc2-4, charakteryzuje się obniżoną 

symetrią. 

Oddziaływania ligandu z kationem metalu typu charge transfer, wpływają na kształt pasma 

Soret’a [2]. Związki Pc1-4 posiadają w centrum koordynacyjnym dwuwartościowe jony 

cynku Zn(II) lub magnezu Mg(II), odpowiednio dla ftalocyjanin Pc1 i Pc3 oraz Pc2 i Pc4. 

Cynk należy do grupy metali przejściowych, posiada konfigurację elektronów 

walencyjnych 3d104s2, a więc zapełnione orbitale walencyjne (ang. closed-shell metal ion), 

dlatego ftalocyjaniny zwierające jony Zn(II), w tym także Pc1 i Pc3, nie wykazują efektu 

CT [224]. Efektu CT również nie obserwuje się w przypadku porfirynoidów zawierających 

jony berylowców, do których należy magnez [2], co ma miejsce w odniesieniu do Pc2  

i Pc4. 
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Maksimum absorpcji niepodstawionych ftalocyjanin koordynujących jony typu closed-

shell, jak Mg(II) lub Zn(II), jest zlokalizowane ok. 670 nm. Jak można zaobserwować na 

Ryc. 139, widma absorpcji ftalocyjanin Pc1 i Pc3 oraz Pc2 i Pc4, wykazują batochromowe 

przesunięcie maksimów absorpcji względem niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej 

(ZnPc) i magnezowej (MgPc). Dla ftalocyjanin zawierających jony cynku(II) oraz dwa 

(Pc1) lub osiem podstawników morfolinoetoksylowych (Pc3), przesunięcie pasma Q 

wynosi odpowiednio 23 i 70 nm. Natomiast maksimum absorpcji ftalocyjanin Pc2, Pc4, tj. 

posiadających jony magnezu(II) oraz osiem podstawników morfolinoetoksylowych, uległo 

przesunięciu odpowiednio o 70 i 62 nm, względem związku niepodstawionego (MgPc).  

 

Ryc. 139 Elektronowe widma absorpcji ftalocyjanin w roztworach DMF. Lewy panel: 
ZnPc - niepodstawiona ftalocyjanina cynkowa. Prawy panel: MgPc - niepodstawiona 
ftalocyjanina magnezowa. 
 

Zgodnie z doniesieniami wielu autorów, znaczne przesunięcie batochromowe pasma Q, 

następuje wskutek podstawienia pozycji nieperyferyjnych α ftalocyjanin, ugrupowaniami 

posiadającymi heteroatomy o właściwościach elektronodonorowych [2,225,226]. 

Wykazano m.in., że w przypadku oktaalkoksylowych pochodnych ftalocyjanin, w wyniku 

wprowadzenia ośmiu podstawników w pozycje peryferyjne i nieperyferyjne pierścienia 

makrocyklicznego, następuje obniżenie energii pasma Q, które ulega przesunięciu o ok. 

60-90 nm [2]. Zaobserwowany efekt batochromowy w widmach elektronowych 

analizowanych ftalocyjanin Pc1-4, przypisać można obecności grup alkoksylowych, który 

może być dodatkowo nasilony ze względu na charakter elektronodonorowy grupy 

morfolinowej, posiadającej właściwości drugorzędowej aminy. Wpływ grup aminowych 

na przebieg widma różnych pochodnych ftalocyjaniny, był analizowany przez zespół 
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Lukyanets`a [2], który podaje że, podstawniki aminowe i dialkiloaminowe w pozycji orto 

ftalocyjanin, wywierają jeszcze silniejszy efekt na przesunięcie pasma Q w obszar fal 

dłuższych. 

Istotnym problemem większości ftalocyjanin jest hydrofobowy charakter i ograniczona 

rozpuszczalność [188]. Idealny fotouczulacz powinien rozpuszczać się w środowisku 

polarnym, najlepiej w środowisku wodnym, oraz w rozpuszczalnikach wykorzystywanych 

do sporządzania leków. Zdolność solubilizacji fotouczulaczy stanowi kluczowy aspekt 

opracowania i przygotowania postaci farmaceutycznej [22,25]. Z tego względu w celu 

uzyskania pochodnych o lepszym profilu rozpuszczalności, ftalocyjaniny poddawane są 

różnym modyfikacjom w obrębie części centralnej, jak również zewnętrznej pierścienia. 

Szczególną rolę w poprawie właściwości solubilizacyjnych ftalocyjanin, można uzyskać 

wprowadzając do cząsteczki porfirynoidów peryferyjne i nieperyferyjne podstawniki.  

Z doniesień literaturowych m.in. Ogunsipe i wsp. [202] wynika, że obecność 

podstawników prowadzi do zwiększenia odległości pomiędzy płaszczyznami pierścieni, 

wpływa na rozmieszczenie elektronów π, ułatwia solwatację, a tym samym zwiększa 

zdolności solubilizacyjne fotouczulaczy. Analogiczne zależności można zauważyć także  

w przypadku analizowanych morfolinoetoksylowych ftalocyjanin Pc1-4. Porównując 

związki zawierające dwa (Pc1) oraz osiem podstawników (Pc3), zauważono, że ze 

wzrostem liczby podstawników, wzrasta zdolność rozpuszczania w rozpuszczalnikach 

polarnych. Natomiast w wyniku przekształcenia Pc2 w czwartorzędową sól amoniową, 

otrzymano pochodną Pc4, która bardzo dobrze rozpuszczała się jedynie  

w rozpuszczalnikach polarnych. Ciekawym przypadkiem jest zachowanie Pc4 w DMSO, 

co może wynikać z właściwości koordynacyjnych tego rozpuszczalnika. Zdolność 

solubilizacji ftalocyjanin zależy od rodzaju jonu centralnego, np. rozpuszczalniki  

o właściwościach koordynacyjnych, koordynują apikalnie do jonu cynku(II) i magnezu(II), 

co przyczynia się do wzrostu rozpuszczalności ftalocyjanin [2]. 

W licznych badaniach poświęconych ftalocyjaninom i innym porfirynoidom, podkreśla się 

wpływ różnych rozpuszczalników na elektronowe widma absorpcji [227,228]. Zmiany 

położenia, niekiedy także intensywności pasm absorpcji w widmie UV-Vis, generowane 

polarnością rozpuszczalnika, określa się terminem solwatochromizmu. Wyróżnia się 

solwatochromizm negatywny, gdy ze wzrostem polarności rozpuszczalnika, pasmo ulega 

przesunięciu w kierunku krótszych fal (efekt hipsochromowy). Natomiast, 

solwatochromizm pozytywny występuje, gdy wzrastającej polarności rozpuszczalnika 

towarzyszy przesunięcie batochromowe [229]. Analizując elektronowe widma absorpcji 
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roztworów ftalocyjanin Pc1-4, w rozpuszczalnikach o różnej polarności, obserwowano 

zmiany położenia maksimum oraz intensywności pasma Q, a niekiedy także ich kształtu. 

Stwierdzone różnice wynikają z fizycznych oddziaływań pomiędzy cząsteczkami 

fotouczulacza i rozpuszczalnika, które powodują zmianę energii pomiędzy stanem 

podstawowym, a wzbudzonym cząsteczki [229]. Analizując dane zamieszczone  

w Tabeli 29 oraz widma absorpcji ftalocyjaniny Pc4, przedstawione na Ryc. 35, można 

zauważyć, że wzrost polarności rozpuszczalnika powoduje przesunięcie maksimum pasma 

Q w kierunku fal dłuższych. W związku z powyższym można stwierdzić, że ftalocyjanina 

Pc4 wykazuje zjawisko solwatochromizmu pozytywnego. W odniesieniu do pozostałych 

badanych ftalocyjanin Pc1-3, nie zauważono zależności pomiędzy położeniem maksimum 

pasma Q a polarnością rozpuszczalnika. Natomiast w widmach absorpcji wszystkich 

ftalocyjanin (Pc1-4), obserwowano znaczne przesunięcie pasma Q w kierunku fal 

dłuższych, w rozpuszczalnikach o silnych właściwościach koordynujących, takich, jak np. 

DMSO czy pirydyna. 

Wpływ rozpuszczalnika na przebieg widma absorpcji, dostarcza informacji dotyczących 

oddziaływania substancji rozpuszczonej z cząsteczkami rozpuszczalnika [229].  

W odniesieniu do badanych ftalocyjanin Pc1-4, ten rodzaj zależności analizowano metodą 

graficzną. W interpretacji efektów solwatochromowych wykorzystano założenia metody 

Bayliss’a i McRae, dotyczące oddziaływania cząsteczek niepolarnej substancji  

z rozpuszczalnikami o zróżnicowanej polarności [198]. W celu oceny powyższych 

zależności, zastosowane rozpuszczalniki podzielono na dwie grupy, przyjmując jako 

kryterium podziału wartość stałej dielektrycznej ε. Do rozpuszczalników niepolarnych 

zaliczono takie, których wartość stałej dielektrycznej wynosiła ε<15, natomiast dla 

polarnych przyjęto wartość ε>15 [199]. W roztworach ftalocyjanin w rozpuszczalnikach 

niepolarnych i polarnych, oddziaływania międzycząsteczkowe wynikają z istnienia 

dyspersyjnych sił Londona. Zakłada się, że tego rodzaju oddziaływania odpowiadają za 

proces solwatacji cząsteczek ftalocyjanin oraz niewielkie przesunięcia batochromowe 

pasma Q [229]. Bayliss i McRae przyjęli założenie, że wielkość przesunięcia 

batochromowego substancji niepolarnych zależy przede wszystkim od współczynnika 

refrakcji rozpuszczalnika (n), co graficznie zostało opisane parametrem (F), zgodnie  

z równaniem Fn=(n2-1)(2n2+1) [198,199,229]. Yousaf i wsp. analizując analogiczne 

zależności w odniesieniu do rozpuszczalników polarnych, dodatkowo uwzględnili wartość 

stałej dielektrycznej, zgodnie z wyrażeniem Fp=(n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε [199,200]. 
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W przeprowadzonych badaniach w ocenie wpływu rozpuszczalników niepolarnych na 

widmo ftalocyjanin Pc1-4, korzystano z zależności Bayliss’a i McRae. Natomiast  

w odniesieniu do rozpuszczalników polarnych, uwzględniono parametr Fp zaproponowany 

przez Yousafa’a i wsp. Jak wynika z Ryc. 39 i 41, zależność νmax=f(Fp), wyznaczona dla 

roztworów ftalocyjanin Pc2 i Pc3 w rozpuszczalnikach polarnych, wykazuje wysoki 

współczynnik korelacji, tj. powyżej 0,970. Oznacza to, że przesunięcie maksimum pasma 

Q ftalocyjanin Pc2 i Pc3, w tego rodzaju rozpuszczalnikach, jest uwarunkowane przewagą 

efektów solwatacyjnych nad koordynacyjnymi. Jak podano na Ryc. 36, 37, 40, mniejszą 

korelację (r>0,800) uzyskano dla Pc1, zarówno w rozpuszczalnikach niepolarnych, jak  

i polarnych oraz w przypadku Pc2 i Pc3 w środowisku niepolarnym. Nie zaobserwowano 

natomiast liniowej zależności przesunięcia pasma Q, od parametru  

(n2-1)(2n2+1)+(2(ε-1)(2ε+1)/ε dla czwartorzędowej soli Pc4. W tym przypadku brak 

korelacji możne być spowodowany silniejszymi niż siły dyspersyjne, oddziaływaniami 

pomiędzy polarnym rozpuszczalnikiem, a cząsteczką obdarzoną ładunkiem dodatnim  

(Ryc. 42). 

W odniesieniu do wielu ftalocyjanin obserwowano tendencję do formowania agregatów, 

szczególnie w rozpuszczalnikach o charakterze polarnym [230–232]. Agregacja jest 

zjawiskiem niekorzystnym w przypadku fotouczulaczy, ponieważ zmniejsza zdolność 

generowania tlenu singletowego, a także może wpływać na parametry farmakokinetyczne 

[165,168]. Dlatego idealny fotouczulacz powinien agregować w ograniczonym stopniu. 

Niemniej jednak zjawisko agregacji ftalocyjanin i innych porfirynoidów, jest również 

przedmiotem wielu badań, ponieważ agregaty wykazują unikalne właściwości spektralne, 

cenne z punktu widzenia nauki i technologii. Agregaty stanowią formę przejściową 

pomiędzy strukturą cząsteczkową a ciałem stałym, dlatego znajdują zastosowanie jako 

materiały mezoskopowe. Ponadto mogą być wykorzystane w fotoelektronice, do 

otrzymywania układów biofotonowych, urządzeń do przechowywania informacji, czy 

warstw Langmuira-Blodgett dla optyki nieliniowej [232]. 

Zwykle wyróżnia się trzy typy agregatów formowanych przez związki porfirynoidowe,  

w tym także ftalocyjaniny, tj. agregaty typu J, agregaty typu H i agregaty niespecyficzne 

[230]. Szczególna tendencja ftalocyjanin do tworzenia agregatów, jest skutkiem 

intensywnych oddziaływań płaskich pierścieni, posiadających zdelokalizowane elektrony 

π. Formowanie struktur zagregowanych wynika z istnienia sił van der Waalsa, 

oddziaływań typu π i wpływu rozpuszczalnika [231]. Tworzenie aglomeratów jest przede 

wszystkim rezultatem ograniczonej rozpuszczalności [232,233]. W przypadku 
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analizowanych związków Pc1-4, do wykazania obecności form zagregowanych 

wykorzystano metodę spektroskopową. W tym celu przeanalizowano elektronowe widma 

absorpcji, wykreślone dla ftalocyjanin Pc1-4, w rozpuszczalnikach o zróżnicowanych 

właściwościach (Tabela 25). 

W odniesieniu do ftalocyjaniny Pc1, obserwowano zwiększoną tendencję do agregacji  

w rozpuszczalnikach polarnych. Jak przedstawiają Ryc. 43-58, w zakresie 683-696 nm 

pojawia się ostre, intensywne pasmo Q. Natomiast, pasmo występujące przy długości fali 

ok. 620 nm, przypisano wibracjom cząsteczki (Qvib). Widmo ftalocyjaniny Pc1 w wodnym 

roztworze DMSO, wykazywało szerokie pasmo Q o niskiej intensywności, posiadające 

λmax = 647 i 695 nm (Ryc. 28). Sessler i wsp. oraz Bıyıklıoglu i wsp. wyjaśniają, że 

szerokie pasmo Q powstaje w następstwie formowania agregatów typu H [231,234]. 

Kolejnym etapem oceny właściwości agregacyjnych ftalocyjanin Pc1-4, była analiza 

zależności wynikającej z prawa Lamberta-Beer’a. Analiza istotności parametru b, 

opisującego graficzną zależność A=f(c) dla ftalocyjaniny Pc1 w toluenie, trietyloaminie, 

chloroformie, izopropanolu, acetonie, metanolu i acetonitrylu (Tabela 30), sugeruje 

obecność form zagregowanych w roztworach. Jednocześnie śledząc przebieg widm 

roztworów Pc1 w wymienionych rozpuszczalnikach (Ryc. 44,47,52-54,56), nie 

stwierdzono wyraźnego poszerzenia pasma Q, a jedynie zmniejszenie intensywności. 

Natomiast widmo Pc1 w rozpuszczalnikach o właściwościach koordynujących, np. 

pirydynie, DMF (Ryc. 51, 55), wykazuje obecność bardzo intensywnego pasma Q. Należy 

jednocześnie podkreślić, że zaobserwowano znaczne nasilenie barwy ftalocyjaniny Pc1  

w rozpuszczalnikach koordynujących. 

Ftalocyjaniny Pc2 (Ryc. 59-74, Tabela 31) i Pc3 (Ryc. 75-91, Tabela 32), zawierające 

osiem podstawników morfolinoetoksylowych oraz odpowiednio jon magnezu(II)  

i cynku(II) w centrum koordynacyjnym, wykazywały podobną rozpuszczalność i zdolność 

agregacji. Stwierdzono, że Pc2 i Pc3 rozpuszczają się w większości zastosowanych 

rozpuszczalników i nie wykazują agregacji w rozpuszczalnikach o właściwościach 

koordynujących (TEA - Ryc. 61, Ryc. 77, DMSO - Ryc. 63, Ryc. 79, DMF - Ryc. 71,  

Ryc. 88, DMA - Ryc. 73, Ryc. 90), dioksanie - Ryc. 59, Ryc. 75 i wodzie - Ryc. 74,  

Ryc. 91. Ponadto w odniesieniu do Pc2 nie stwierdzono agregacji w eterze dietylowym 

(Ryc. 62) i THF (Ryc. 66), a w przypadku Pc3 także w pirydynie i izopropanolu (Ryc. 84, 

Ryc. 85). Brak agregacji Pc2 i Pc3, szczególnie w rozpuszczalnikach o wysokiej 

polarności, jest bardzo korzystny z punktu widzenia PDT. W widmach absorpcji Pc2 i Pc3 

w rozpuszczalnikach wykorzystanych do badań, maksimum absorpcji pasma Q znajduje 
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się w zakresie odpowiednio 730-761 nm i 729-751 nm. Na elektronowych widmach 

absorpcji niektórych roztworów Pc2 i Pc3 (m.in. w toluenie - Ryc. 60, Ryc. 76, 

chloroformie - Ryc. 64, Ryc. 80, dichlorometanie - Ryc. 67, Ryc. 83, acetonie - Ryc. 69, 

Ryc. 86, acetonitrylu - Ryc. 72, Ryc. 89), zauważono wykształcenie nowego pasma  

w sąsiedztwie pasma Q. To nowe pasmo zlokalizowane w rejonie długofalowym (ok. 800 

nm), wykazywało największą intensywność w przypadku widm Pc2 i Pc3  

w dichlorometanie (Ryc. 67, Ryc. 83). W oparciu o dane literaturowe, pasmo to przypisać 

można tworzeniu agregatów typu J. Huang i wsp. [235,236] wykazali, że α arylowe  

i alkoksylowe pochodne ftalocyjanin, posiadają zdolność tworzenia agregatów typu J,  

w rozpuszczalnikach niewykazujących właściwości koordynujących. W/w autorzy 

wykazali, że tak modyfikowane pochodne posiadają zdolność tworzenia struktur,  

w których jon centralny jednej cząsteczki ftalocyjaniny np. Zn(II), jest koordynowany 

przez atom tlenu, obecny w podstawniku cząsteczki sąsiedniej. Struktury te opisane zostały 

jako agregaty J i znacznie różnią się właściwościami od agregatów typu H. Jak podaje  

Niu i wsp. [232], w przypadku agregatów H płaszczyzny makrocykli różnych cząsteczek 

nakładają się wzajemnie bezpośrednio tworząc „stos” (face-to-face), natomiast 

ftalocyjaniny organizujące się w formy J, mają płaszczyzny przesunięte, przypominające 

strukturę schodów (side-to-side). Analizując widma ftalocyjanin Pc2 i Pc3, powstawanie 

agregatów J zaobserwować można w roztworze dichlorometanu, jak również toluenu, 

chloroformu, acetonu i acetonitrylu, a ponadto w metanolu (Ryc. 70) dla Pc2 i eterze 

dietylowym (Ryc. 78) dla Pc3. Należy podkreślić, że występowanie agregatów typu J, nie 

zawsze związane jest z odstępstwem od praw Lamberta-Beer’a. Ocena korelacji zależności 

A=f(c), zamieszczona w Tabelach 31 i 32, dla roztworów Pc2 i Pc3 w chloroformie, nie 

wskazuje na obecność agregatów; jednak obserwowano zanik pasma związanego z 

obecnością agregatów J, wraz z rozcieńczaniem roztworów (Ryc. 64, Ryc. 80). 

Przekształcenie ftalocyjanin w czwartorzędowe sole amoniowe, prowadzi do zwiększenia 

rozpuszczalności w środowisku polarnym [2]. Pc4 praktycznie nie rozpuszcza się  

w środowisku niepolarnym, a zależność A=f(c) wykazuje wysoką korelację dla roztworów 

w rozpuszczalnikach polarnych i DMSO (Ryc. 92-97, Tabela 33).  

Kolejny etap pracy dotyczył oceny właściwości fotochemicznych  

i fotodynamicznych ftalocyjanin Pc1-4, która obejmowała analizę zdolności emisji 

promieniowania, generowania tlenu singletowego i fotostabilności. 
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Zdolność potencjalnych fotouczulaczy do emisji promieniowania ma wiele praktycznych 

zalet. Pomiar natężenia fluorescencji jest stosowany w badaniach przedklinicznych 

fotouczulaczy: (i) in vitro – do oceny działania na poziomie komórkowym oraz (ii) in vivo 

– w celu oceny selektywnego gromadzenia fotouczulacza w tkance docelowej oraz 

monitorowania PDT [13,171,180]. 

Zjawisko emisji promieniowania ftalocyjanin, jest jednym z procesów związanych ze 

zdolnością wzbudzonej cząsteczki do uczestniczenia w określonych rodzajach przejść 

elektronowych. Ocena właściwości fluorescencyjnych ftalocyjanin Pc1-4, obejmowała 

wykreślenie widm emisji w DMSO i DMF, po wzbudzeniu cząsteczki promieniowaniem  

z zakresu pasma Soret’a (λmax=325 nm) i pasma Qmax. Wszystkie ftalocyjaniny Pc1-4 

wykazywały, typową dla tego rodzaju związków, czerwoną fluorescencję w zakresie  

705-755 nm, a pasma fluorescencji były przesunięte w stronę długofalową względem pasm 

absorpcji. Jak przedstawiają Ryc. 98-105, widma absorpcji i emisji ftalocyjanin Pc1-4 

wzajemnie się nakładają. W przypadku widm absorpcji i emisji związków Pc2 (Ryc. 100, 

Ryc. 101) i Pc3 (Ryc. 102, Ryc. 103), wykreślonych w DMF i DMSO oraz Pc1 (Ryc. 98) 

w roztworze DMSO, są one lustrzanymi odbiciami. Symetria lustrzana widma absorpcji  

i emisji ftalocyjaniny Pc4 (Ryc. 104, Ryc. 105) oraz Pc1 (Ryc. 99) w środowisku DMF 

jest zaburzona, co można tłumaczyć obecnością form zagregowanych [232]. Jak 

zaprezentowano w Tabeli 34 i 35, przesunięcia Stokes’a przyjmują niewielkie wartości, 

niezależnie od zastosowanego rozpuszczalnika i wynoszą od 133-227 cm-1. Mała wartość 

przesunięcia maksimum fluorescencji względem maksimum absorpcji, wynika  

z niewielkiej różnicy energetycznej pomiędzy stanem podstawowym i wzbudzonym 

cząsteczek [222,237,238]. 

Kolejnym parametrem charakteryzującym właściwości emisyjne, jest wydajność 

kwantowa fluorescencji (ΦF), która zależy od stopnia i natury zjawiska agregacji, 

charakteru rozpuszczalnika i budowy wzbudzanych cząsteczek, pH, fotoindukowanego lub 

elektronowego transferu energii. Wydajność kwantową fluorescencji (ΦF) ftalocyjanin 

Pc1-4, wyznaczono metodą porównawczą, stosując jako związek referencyjny 

ftalocyjaninę cynkową (ZnPc). Obliczone wartości ΦF ftalocyjanin Pc1-4, przedstawione 

w Tabeli 36, potwierdzają założenia przedstawione przez Kobayashi i wsp. [239], którzy 

założyli, że podstawione ftalocyjaniny posiadające maksimum pasma fluorescencji przy 

długości fali λ=750 nm, charakteryzują się jednocześnie bardzo małą wartością ΦF. 

Obserwacje przedstawione przez Kobayashi i wsp. znalazły potwierdzenie w uzyskanych 

wynikach. Oktamorfolinoetoksylowe pochodne ftalocyjanin Pc2, Pc3 i Pc4, których 
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pasmo fluorescencji położone jest ok. 750 nm, posiadały małe wartości ΦF. Ponadto 

Kobayashi i wsp. wykazali, że podstawione ftalocyjaniny posiadające maksimum 

fluorescencji przy krótszych długościach fal, charakteryzuje większa wydajność kwantowa 

fluorescencji ΦF. W tym przypadku także uzyskano potwierdzenie przedstawionych 

założeń. Natomiast porównanie wartości ΦF wyznaczonych dla Pc2 i Pc3, pozwoliło 

wykazać wpływ jonu metalu na wydajność kwantową fluorescencji. Pochodna magnezowa 

Pc2 w porównaniu ze związkiem Pc3, charakteryzuje się, większą wartością ΦF. Podobne 

zależności można odnaleźć w doniesieniach literaturowych [222]. Ftalocyjaniny 

demetalowane lub posiadające w centrum pierścienia jony metali należących do III okresu 

układu okresowego pierwiastków (np. Mg(II), Al(III)), charakteryzują się wysokimi 

wartościami wydajności kwantowej fluorescencji, w granicach 0,57-0,85, co 

uwarunkowane jest długim czasem życia fluorescencji (3,8-9,0 ns). Natomiast pochodne 

zwierające jony pierwiastków należących do IV okresu (Zn (II), Ga(IV), charakteryzują się 

krótszym czasem życia fluorescencji (3,1-4,7 ns), co przekłada się na uzyskiwanie 

znacznie mniejszych wartości ΦF = 0,3-0,37 [222]. Wydajność kwantowa fluorescencji, 

zależy również od zdolności związku do dezaktywacji w wyniku przejścia 

międzysystemowego (ang. intersystem crossing), ze stanu S1 do stanu T1. Obecność jonu 

metalu o właściwościach paramagnetycznych, np. Zn(II) zwiększa prawdopodobieństwo 

przejścia międzysystemowego, prowadząc do zmniejszenia ΦF [2], co zaobserwowano  

w przypadku Pc1 i Pc3. Jednocześnie wymienione związki, charakteryzują się wysoką 

wydajnością kwantową generowania tlenu singletowego. Duże różnice wydajności 

kwantowej fluorescencji ΦF, wyznaczone w zależności od rozpuszczalnika (DMSO  

i DMF), uzyskano dla ftalocyjaniny dwupodstawionej Pc1 i czwartorzędowej soli Pc4.  

W przypadku ftalocyjaniny Pc1 bardzo duża wartość ΦF uzyskana w DMSO, może 

wynikać ze specyficznego oddziaływania jonu Zn(II), podstawnika i rozpuszczalnika. 

Ponadto duża wartość ΦF świadczy o długim czasie życia fluorescencji, co ogranicza 

transfer energii w procesie przejścia międzysystemowego ze stanu S1→T1, któremu 

towarzyszy zjawisko generowania tlenu singletowego [222]. 

Wydajność kwantowa fluorescencji zależy także w dużym stopniu od rodzaju 

rozpuszczalnika. W odniesieniu do ftalocyjanin Pc1-Pc4 można zauważyć, że większe 

wydajności kwantowe fluorescencji ΦF, uzyskano w roztworach DMSO niż DMF, co 

można wyjaśnić różną lepkością η rozpuszczalników, która wynosi odpowiednio 1,987 

oraz 0,794 mPa·s (25 oC) [240]. Obserwowane zależności znajdują uzasadnienie  

w piśmiennictwie, a wielu autorów dowiodło, że lepkość roztworu otaczającego fluorofor, 
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wpływa na właściwości fluorescencyjne [241], m.in. Ogunsipe i wsp. oraz Durmus i wsp. 

wykazali, że im większa lepkość rozpuszczalnika tym większa wartość ΦF [202,242]. 

Idealny fotouczulacz powinien charakteryzować się wysoką wydajnością 

generowania tlenu singletowego Φ∆ i/lub innych reaktywnych form tlenu. Z tego względu 

jednym z celów pracy, była ocena zdolności ftalocyjanin Pc1-4 do generowania tlenu 

singletowego, który jest uważany za główny czynnik odpowiedzialny za efekt 

terapeutyczny uzyskiwany w terapii fotodynamicznej [7]. Podobnie jak w przypadku 

fluorescencji, zdolność generowania tlenu singletowego przez metaloftalocyjaniny Pc1-4, 

jest uzależniona od zmiany stanów elektronowych wzbudzonej cząsteczki. Ilościowo, Φ∆ 

określa liczbę cząsteczek 1O2, wygenerowaną przez fotouczulacz wzbudzony w wyniku 

absorpcji jednego fotonu. Zdolność generowania tlenu singletowego zależy od wielu 

czynników, m.in. energii stanu wzbudzonego fotouczulacza, obecności wygaszaczy 1O2, 

rozpuszczalnika, czasu życia stanu trypletowego, efektywnego transferu energii pomiędzy 

fotouczulaczem w stanie wzbudzonym T1, a tlenem cząsteczkowym w stanie 

podstawowym (T0), rodzaju jonów metalu koordynującego, tendencji fotouczulacza do 

agregacji [243]. 

Zdolność generowania tlenu singletowego przez ftalocyjaniny Pc1-Pc4, oceniano metodą 

pośrednią w roztworze DMSO i DMF, w warunkach tlenowych. DPBF zastosowano jako 

chemiczny wygaszacz tlenu singletowego, który posiada wymagane właściwości tj. reakcja 

zachodzi w stosunku stechiometrycznym 1:1 i ma szybki przebieg [244]. Mieszaninę 

roztworów ftalocyjanin Pc1-4 z DPBF, naświetlano promieniowaniem o długości fali 

odpowiadającej λmax pasma Q, a przebieg reakcji monitorowano spektrofotometrycznie, 

analizując zmiany absorbancji w maksimum pasma DPBF przy λ=417 nm. Jak podaje 

Spiller i wsp. [244] do zalet DPBF zaliczyć należy także fakt, że produkty jego 

fotodegradacji nie reagują z cząsteczką wygaszacza oraz z 1O2 i nie wykazują absorpcji 

promieniowania w zakresie widzialnym. Natomiast wadą DPBF jest brak selektywnej 

zdolności wygaszania tlenu singletowego, gdyż posiada także zdolność reagowania  

z innymi rodnikami i utleniaczami (poza rodnikiem nadtlenkowym). Ponadto w bardziej 

stężonych roztworach DPBF, w obecności 1O2, może zachodzić wolnorodnikowa reakcja 

łańcuchowa [244], dlatego podczas badania ftalocyjanin Pc1-4, stosowano roztwory DPBF 

o stężeniu ok. 3·10-5 mol/dm3 [244,245]. Reakcji wolnorodnikowej DPBF można 

zapobiegać również poprzez dodatek związków 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, 119, przedstawiających rozkład DPBF, pod 

wpływem tlenu singletowego generowanego przez ftalocyjaniny Pc1-4, nie obserwowano 

zmian absorpcji pasma Q. Wydajność kwantową generowania tlenu singletowego 

ftalocyjanin Pc1-4, wyznaczono względem ftalocyjaniny cynkowej, a wyniki 

przedstawiono w Tabeli 41. Wszystkie badane związki Pc1-4 wykazywały zdolność 

generowania tlenu singletowego, a najbardziej efektywna okazała się ftalocyjanina Pc3. 

Jak wynika z Tabeli 41, ftalocyjaniny posiadające w centrum koordynacyjnym jon Zn(II) - 

Pc1 i Pc3 - wykazywały znacznie większe wartości Ф∆. Z doniesień literaturowych 

wynika, że ftalocyjaniny demetalowane generują tlen singletowy bardzo słabo lub wcale. 

Natomiast kompleksowanie ftalocyjanin jonami metali przejściowych pozwala uzyskać 

związki o krótkim czasie życia stanu trypletowego, a tym samym niskiej wartości Ф∆ [1]. 

Szczególną rolę w stabilizacji stanu trypletowego fotouczulaczy, odgrywają jony metali 

przejściowych o właściwościach paramagnetycznych i zapełnionych orbitalach 

walencyjnych, jak np. jony Zn(II) [2], co uzasadnia wysokie wartości Ф∆ otrzymane dla 

ftalocyjanin cynkowych Pc1 i Pc3. Zgodnie z przewidywaniami, mniejszą zdolność 

generowania 1O2 wykazywały ftalocyjaniny zawierające jony magnezu(II), tj. Pc2 i Pc4. 

Ponadto, w przypadku ftalocyjaniny Pc4, na zmniejszenie wydajności generowania 1O2 

wpływa także jonowy charakter czwartorzędowej soli amoniowej. Postać jonowa, tj. Pc4 

słabiej generowała tlen singletowy w porównaniu do Pc2. Wydajność kwantowa 

ftalocyjanin Pc2 i Pc4, wynosiła odpowiednio w roztworze DMSO Ф∆Pc2=0,21 oraz 

Ф∆Pc4=0,12, a w środowisku DMF Ф∆Pc2=0,25, Ф∆Pc4=0,14. Analogiczne zależności 

obserwowali, Bıyıklıoglu i wsp. [246], którzy analizowali efekty przekształcenia tetra-  

i oktapodstawionych chinolinowych pochodnych ZnPc w czwartorzędowe sole amoniowe. 

Innym parametrem wpływającym na generowanie tlenu jest lepkość rozpuszczalnika, co 

można zauważyć na przykładzie ftalocyjaniny Pc1 w DMSO, gdzie obserwowano 

niewielką wartość Ф∆. Podobne uzasadnienie można znaleźć w pracach Ogunsipe i wsp. 

oraz Durmus i wsp. [202,242]. Suhling i wsp. [241] wyjaśniają, że w przypadku większej 

wartości η, następuje redukcja możliwych zderzeń cząsteczki fotouczulacza z tlenem 

singletowym. 

Tlen singletowy, wygenerowany w wyniku wzbudzenia fotouczulacza, posiada zdolność 

utleniania różnych substratów, np. lipidów błon komórkowych, białek, kwasów 

nukleinowych itp., w tym również cząsteczek fotouczulacza. W odniesieniu do wielu 

ftalocyjanin w czasie naświetlania, obserwowano zanik barwy roztworu oraz zmniejszenie 

intensywności pasma Soret’a i Q, co określa się terminem autooksydacyjnego 
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fotowybielania (ang. photobleaching). Stabilność fotouczulaczy w czasie naświetlania jest 

bardzo istotna z punktu widzenia PDT. Związki efektywnie generujące tlen singletowy, 

szczególnie zaś ftalocyjaniny, zwykle wykazują wysoką podatność na fotoutlenianie [247]. 

Zależność taką zaobserwowano również w odniesieniu do badanych ftalocyjanin Pc1-4. 

Ponadto rozkład fotochemiczny fotouczulacza, sprzyja jego szybkiej „eliminacji”, 

zmniejszając ryzyko wystąpienia działań niepożądanych związanych z fototoksycznością, 

pod warunkiem, że nie towarzyszy temu powstanie toksycznych produktów.  

W przeciwnym razie zjawisko fotodegradacji jest procesem wysoce niepożądanym w PDT 

[247]. 

Z tego względu w ramach realizowanych zadań przewidziano także badania fotodegradacji 

ftalocyjanin Pc1-4. Podatność ftalocyjanin na rozkład pod wpływem światła, zależy od 

wielu czynników, a w tym od budowy cząsteczki, stężenia, właściwości rozpuszczalnika, 

natężenia promieniowania. W wielu pracach dowiedziono, że metaloftalocyjaniny są 

bardziej podatne na rozkład pod wpływem promieniowania o krótszych długościach fali 

światła widzialnego i UV [242,247,248]. Fotodegradacja fotouczulaczy, zachodzić może 

według różnych mechanizmów, np. fotomodyfikacji lub fotowybielania [247]. Jak 

przedstawiono na Ryc. 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, naświetlaniu ftalocyjanin 

Pc1-4, promieniowaniem z zakresu 450-900 nm, nie towarzyszyła zmiana kształtu ani 

wykształcanie nowych pasm, co świadczy o występowaniu zjawiska fotowybielania. 

Schnurpfeil i wsp. [249] badając proces fotodegradacji ftalocyjanin dowiódł, że zjawisko 

fotowybielania jest skutkiem fragmentacji pierścienia na bezbarwne cząsteczki, a głównym 

fotoproduktem są pochodne ftalimidu. 

Proces fotodegradacji ftalocyjanin Pc1-Pc4 analizowano w roztworze DMSO i DMF.  

W tym celu w odstępach czasu wykreślano widma absorpcji roztworu poddawanego 

naświetlaniu. Jak zobrazowano na Ryc. 124, Ryc. 128, Ryc. 132, w wyniku ekspozycji 

świetlnej ftalocyjanin Pc1-3 w roztworze DMF, obserwowano zmiany intensywności pasm 

absorpcji. Natomiast stabilność związków w DMSO była zdecydowanie większa i, jak 

przedstawiono na Ryc. 122, Ryc. 126, Ryc. 130, Ryc. 134, nie obserwowano istotnych 

zmian przebiegu widm. Według doniesień literaturowych, DMSO wykazuje silne działanie 

koordynujące względem metaloftalocyjanin, a tym samym chroni cząsteczkę przed 

oksydacyjnym atakiem tlenu singletowego [250]. 

Kolejny etap zakładał wyznaczenie parametrów kinetycznych fotodegradacji. W tym celu 

analizowano zmiany absorbancji w maksimum pasma Q i wykreślono zależności  

lnA/A0 = f(t). Obserwowane zmiany przedstawione graficznie na Ryc. 123, 125, 127, 129, 
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131, 133, 135, 137, wskazują, że rozkład fotochemiczny ftalocyjanin miał przebieg jedno- 

lub dwuetapowy. Zależność lnA/A0 = f(t) obrazująca rozkład Pc2 (Ryc. 129) w DMF i Pc4 

(Ryc. 137) w roztworze wodnym, obrazuje reakcje jednoetapowe, natomiast 

fotodegradacja ftalocyjanin Pc1-4 w DMSO (Ryc. 123, 127, 131, 135) oraz Pc1 (Ryc. 125) 

i Pc3 (Ryc. 133) w DMF, przebiegała dwuetapowo. Poszczególne etapy miały charakter 

reakcji kinetycznej pierwszego rzędu. Dla poszczególnych zależności kinetycznych 

rozkładu ftalocyjanin Pc1-4, wyznaczono stałą szybkości reakcji oraz czas połowicznego 

fotorozkładu t0,5. Jak przedstawiono na Ryc. 123, 127, 125, 131, 133, 135, w przypadku, 

procesów charakteryzujących się przebiegiem dwuetapowym, można zaobserwować, że 

etap pierwszy przebiegał ze znacznie większą szybkością. Jednocześnie porównanie 

parametru t0,5 wykazywało znacznie szybszy przebieg procesu fotodegradacji w roztworze 

DMF. 

Ostatni etap oceny aktywności fotodynamicznej ftalocyjanin Pc1-4, zakładał zbadanie 

aktywności in vitro fotouczulaczy na komórkach wyizolowanych z tkanki nowotworowej. 

Badania biologiczne ftalocyjanin Pc1-3 wykonano na związkach „wolnych”  

i enkapsulowanych w nośniki liposomalne, które otrzymano metodą hydratacji cienkiego 

filmu lipidowego. Charakterystykę uzyskanych liposomów przedstawiono w Tabeli 46. 

Materiał biologiczny stanowiły komórki raka kolczystokomórkowego nowotworów głowy 

i szyi (ang. human squamous cell carcinoma, HSCC), wyizolowane z tkanki 

nowotworowej zlokalizowanej na języku (HSC3) i w obrębie ślinianek większych (H413). 

HSCC jest szóstym, najpowszechniej występującym typem nowotworu na świecie, 

diagnozowanym u ok. 600 tys. pacjentów rocznie. Oszacowano, że w USA każdego roku 

przybywa 50 tys. nowych zachorowań na HSCC, a jednocześnie rak kolczystokomórkowy 

głowy i szyi jest przyczyną ok. 10 tys. zgonów. Pomimo wspólnego pochodzenia, 

nowotwory HSCC charakteryzują się dużym zróżnicowaniem w zależności od 

anatomicznego umiejscowienia tkanki nowotworowej i dlatego wymagają 

zindywidualizowanej terapii [251]. Terapia fotodynamiczna jest metodą o obiecującym 

zastosowaniu w leczeniu nowotworów, co potwierdzają zarówno badania jak też praktyka 

kliniczna, gdzie preparat Foscan jest stosowany w paliatywnym leczeniu nowotworów 

głowy i szyi [252,253]. Zastosowanie PDT w leczeniu nowotworów HSCC w obrębie 

głowy i szyi, jest możliwe z uwagi na lokalizację zmiany nowotworowej, łatwo dostępnej 

do naświetlania przy wykorzystaniu obecnie dostępnych źródeł promieniowania. Ponadto, 

możliwość stosowania różnych dróg podania fotouczulacza, np. dożylnej w postaci 

iniekcji, miejscowej w formie opatrunku okluzyjnego, sprzyja selektywnemu działaniu  
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w obrębie tkanki nowotworowej i zmniejszaniu ryzyka występowania działań 

niepożądanych [21]. 

Badanie aktywności biologicznej fotouczulaczy realizowano w dwóch etapach, oceniając 

tzw. toksyczność ciemną i jasną ftalocyjanin Pc1-4 w formie wolnej oraz po wbudowaniu 

w liposomy lipPc1-4. Ftalocyjaniny Pc1-4 badano w liposomach o składzie fotouczulacz, 

1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina i L-α-fosfatydylo-DL-glicerol w stosunku 

molowym 0,1:8:2, w których stężenie fotouczulacza wynosiło 100 µM. W pierwszym 

etapie oceniano aktywność fotouczulaczy Pc1-4 i lipPc1-4 w fazie ciemnej, dla trzech 

podstawowych stężeń 0,1, 1,0 i 10 µM, w celu wykluczenia potencjalnej toksyczności per 

se. Na podstawie wyników zestawionych w Tabeli 48, uzyskanych po 24 h inkubacji 

ftalocyjanin Pc1-4 i lipPc1-4 z komórkami HSC3 bez dostępu światła, nie zaobserwowano 

działania toksycznego. Kontrola zawierająca 0,5% DMSO w medium oraz liposomy bez 

wbudowanych ftalocyjanin nie wykazywały działania toksycznego w ciemności (Tabela 

50). Podobne wyniki uzyskano w przypadku ftalocyjaniny Pc2-3 w formie wolnej  

i liposomalnej, odnośnie komórek H413. Natomiast w fazie ciemnej ftalocyjanina Pc1  

w stężeniu 1 i 10 µM, spowodowała zahamowanie wzrostu linii H413, odpowiednio o ok. 

20 i 60%. W kolejnych etapach badań, zastosowano niższe stężenia związku Pc1, tj. 0,01, 

0,1 i 0,5 µM, dla których nie stwierdzono działania cytotoksycznego. Już na etapie oceny 

toksyczności ciemnej, można zauważyć zróżnicowaną wrażliwość komórek 

nowotworowych, na działanie związków fotouczulających.  

W kolejnym etapie analizy aktywności przeciwnowotworowej, tzw. toksyczności jasnej, 

komórki inkubowane z ftalocyjaninami Pc1-4 i lipPc1-4, po upływie 24 h poddano 

naświetlaniu. W celu aktywacji odpowiednio ftalocyjaniny Pc1 oraz Pc2-4, jako źródło 

światła zastosowano diody, emitujące promieniowanie o długości fali λmax=690 nm  

i λmax=735 nm. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 49. Ftalocyjaniny Pc2-4  

i lipPc2-3 nie wykazały aktywności fotodynamicznej, zarówno względem komórek HSC3, 

jak też H413. Nie obserwowano również działania toksycznego liposomów bez 

wbudowanych ftalocyjanin względem badanych linii komórkowych ani kontroli 0,5% 

DMSO (Tabela 50). Natomiast w przypadku komórek HSC3, zaobserwowano bardzo silne 

działanie fotocytotoksyczne związku Pc1 oraz jego liposomalnej postaci, które już przy 

stężeniu 0,1 µM, spowodowały spadek przeżywalności komórek do 10%.  

Podjęto próbę wyjaśnienia braku aktywności Pc2-4, badając wchłanianie komórkowe 

związków. W tym celu komórki HSC3, inkubowano z ftalocyjaninami Pc1-4 o stężeniu  

10 µM przez 24 h. Część hodowli komórkowej wykorzystano w badaniu wizualizacji 
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komórek przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Przygotowanie prób do obrazowania 

fluorescencyjnego, polegało na dodaniu do studzienek zawierających komórki HSC3 

markerów fluorescencyjnych: MitoTracker Green - barwiącego aktywne mitochondria oraz 

barwnika Hoechst’a - markera kwasów nukleinowych. Następnie stosując odpowiednie 

filtry, obserwowano intensywną czerwoną fluorescencję ftalocyjaniny Pc1, zieloną 

MitoTrackera oraz niebieską barwnika Hoechst’a. Czerwoną fluorescencję uzyskano 

wyłącznie w przypadku ftalocyjaniny Pc1 (Ryc. 140). 

 

Ryc. 140 Zdjęcia uzyskane techniką mikroskopii fluorescencyjnej. Wizualizacja 
wewnątrzkomórkowa ftalocyjaniny Pc1: panel 1) komórki wybarwione barwnikiem 
Mitotracker Green i Hoechst; panel 2) czerwona fluorescencja ftalocyjaniny Pc1; panel 3) 
nałożone fotografie panelu 1 i 2 (powiększenie obiektywu 20x). 
 

Pozostałe komórki HSC3, niewykorzystane w badaniu wizualizacji komórkowej, poddano 

ekstrakcji DMF w celu oceny zdolności wchłaniania fotouczulaczy Pc1-4. Po zakończeniu 

ekstrakcji, wykreślano widma absorpcji wyekstrahowanych roztworów. Intensywną 

absorpcję wykazywał jedynie ekstrakt wyizolowany z komórek inkubowanych  

z ftalocyjaniną Pc1, pozostałe ekstrakty nie wykazywały obecności chromoforów 

ftalocyjanin. Na podstawie badania wizualizacji komórkowej i oceny stopnia wchłaniania 

fotouczulaczy Pc1-4 przez komórki HSC3 stwierdzono, że ftalocyjaniny Pc2-4, nie 

wiązały się z komórkami, co może uzasadniać brak fotocytotoksyczności. 

W związku z powyższym, dalsze badania aktywności biologicznej analizowano  

w odniesieniu do ftalocyjaniny Pc1. Przygotowano cztery rodzaje liposomów  

z enkapsulowaną Pc1, tj. POPC:PG, POPC:PG:chol, POPC:DOTAP, POPC:DOTAP:chol 



OMÓWIENIE WYNIKÓW 183 
 

100 nm 

(Tabela 46). W wyniku kalibracji wymiarowej uzyskano małe liposomy jednolamelarne  

z inkorporowaną Pc1 o wielkości średnicy 100-150 nm (Ryc. 141). 

Ryc. 141 Fotografia liposomów Pc1:POPC:PG uzyskana 
metodą transmisyjnej mikroskopii elektronowej  
z zastosowaniem techniki barwienia negatywnego. 

 

 

 

 

Następnie dla ftalocyjaniny Pc1 w zakresie stężeń 0,01-1,0 µM, w formie wolnej i czterech 

liposomalnych formulacji, wyznaczono parametr IC50, czyli stężenie hamujące wzrost 

komórek HSC3 w 50% (Ryc. 142). Wykazano, że największą zdolnością inhibicji wzrostu 

komórek HSC3, charakteryzuje się Pc1 w formie wolnej i w liposomach o ładunku 

ujemnym PG:POPC, dla których wartość IC50, wynosiła odpowiednio 0,022 i 0,029 µM. 

Jak wynika z Ryc. 142, wprowadzenie cholesterolu do błony liposomu, spowodowało ok. 

10-krotne zmniejszenie aktywności cytotoksycznej Pc1. Obserwowane zależności mogą 

wynikać ze zmniejszonego uwalniania Pc1 z nośnika, na skutek stabilizacji i zmniejszenia 

płynności błony liposomalnej, wynikającej z obecności cholesterolu. Należy także 

podkreślić, że zmiana ładunku błony liposomu na dodatni, poprzez wprowadzenie 

DOTAP, również nie wpłynęła korzystnie na działanie fotocytotoksyczne Pc1. 

 

Ryc. 142 Zależność przeżywalności komórek raka kolczystokomórkowego HSC3 od 
stężenia ftalocyjaniny Pc1 w formie wolnej i enkapsulowanej w liposomy. 
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Można zakładać, że powyższy efekt jest skutkiem zmniejszonego powinowactwa 

liposomów obdarzonych ładunkiem dodatnim, względem komórek nowotworowych 

HSCC.  

Ze wzrostem stężenia ftalocyjaniny Pc1 obserwowano spadek przeżywalności komórek 

HSC3, czemu towarzyszyły zmiany morfologiczne hodowli, obserwowane, po upływie 24 

godzin od zakończenia naświetlania. Komórki HSC3 to tzw. komórki adherentne, które 

wykazują zdolność adhezji, tj. w trakcie podziałów tworzą pojedynczą warstwę komórek, 

które ściśle do siebie przylegają. Analizując metodą mikroskopową następstwa działania 

fotocytotoksycznego ftalocyjaniny Pc1, zauważono, że komórki HSC3 odseparowują się 

od siebie, następuje obkurczanie błony komórkowej i zmiana kształtu komórek (Ryc. 143). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ryc. 143 Zmiany morfologii komórek HSC3 po upływie 24 h od zakończenia naświetlania 
hodowli, inkubowanej z Pc1 o stężeniu 0,01, 0,05 i 0,5 µM: A) fotografie uzyskane za 
pomocą mikroskopu fluorescencyjnego w wyniku wybarwienia komórek markerami 
SYTO Green (zielona fluorescencja) i Cell Trace Calcein red-orange AM (czerwona 
fluorescencja) B) fotografie uzyskane w trybie kontrastowo-fazowym (powiększenie 
obiektywu 20x). 
 

W końcowym etapie badań biologicznych, analizowano stopień internalizacji ftalocyjaniny 

Pc1 przez komórki HSC3. Komórki inkubowano z ftalocyjaniną Pc1 o stężeniu 10 µM  

w czasie 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 i 24 h. Po upływie wyznaczonego czasu komórki poddano 

  0,01µM                            0,05 µM                          0,5µM 

B 

A 
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ekstrakcji DMF, a następnie mierzono wartość absorbancji przy długości fali λ=691 nm. 

Uzyskane wyniki wskazują, że po upływie 5 h i 24 h, z komórkami związało się 

odpowiednio 11,85% i 13,87% początkowej ilości ftalocyjaniny Pc1 (Ryc. 144).  

Lau i wsp. [209] oceniając stopień wchłaniania koniugatu ftalocyjaniny cynkowej  

z oksaliplatyną przez komórki HT29, uzyskali dla dwóch różnych koniugatów wynik na 

poziomie ok. 3 i 16%. 

 

Ryc. 144 Zmiany wartości absorbancji ekstraktów wyizolowanych z komórek, po upływie 
0,5, 1, 2, 3, 4, 5 i 24 h inkubacji ftalocyjaniny Pc1 z komórkami HSC3. 
 

Podsumowując, uzyskane wyniki badań jednoznacznie wskazują, że budowa 

cząsteczki porfirynoidu, determinuje właściwości fizykochemiczne oraz fotodynamiczne 

badanej grupy związków Pc1-Pc4. Największy potencjał jako fotouczulacz do 

zastosowania w terapii fotodynamicznej posiada ftlaocyjanina Pc1. O potencjalnej 

skuteczności terapeutycznej Pc1 mogą decydować właściwości hydrofobowe oraz budowa 

cząsteczki (układ podstawników, obniżona symetria, rozkład ładunku), ułatwiające 

oddziaływanie Pc1 z lipidami błon komórkowych. Opracowane dla Pc1 nośniki 

liposomalne, nie spowodowały nasilenia aktywności fotodynamicznej. Liposomy pełnią 

rolę czynnika solubilizacyjnego dla hydrofobowego, nierozpuszczalnego w środowisku 

wodnym związku Pc1, przy czym najlepszy efekt biologiczny uzyskano stosując liposomy 

POPC:PG.  
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VII.  WNIOSKI 

Przeprowadzono ocenę właściwości fizykochemicznych i fotodynamicznych 

czterech morfolinoetoksylowych pochodnych ftalocyjaniny Pc1-4, w odniesieniu do 

właściwości idealnego fotouczulacza wraz z oceną zdolności inaktywacji komórek raka 

kolczystokomórkowego w formie wolnej i liposomalnej. Analiza otrzymanych wyników  

w odniesieniu do dostępnego piśmiennictwa, pozwala sformułować następujące wnioski: 

 

1. Ftalocyjaniny Pc1-4 spełniają kryterium czystości chemicznej oraz posiadają 

odpowiednie właściwości spektralne, założone w wymaganiach dla potencjalnych 

związków fotouczulających. Widma posiadają charakterystyczne pasma absorpcji, 

tj. pasmo Soret’a i Q oraz wykazują intensywną absorpcję promieniowania  

w zakresie 600-800 nm (ε=105-106 mol-1·dm3·cm-1). 

 

2. Położenie maksimum absorpcji pasma Q zależy od liczby podstawników 

morfolinoetoksylowych. Związek zawierający dwa podstawniki (Pc1) posiada 

maksimum absorpcji przy ok. λmax=690 nm, natomiast związki posiadające osiem 

podstawników (Pc2-4) wykazywały położenie λmax w zakresie 740-750 nm. 

 

3. Przesunięcie batochromowe pasma Q ftalocyjanin (Pc1 i Pc3), jest funkcją 

współczynnika refrakcji rozpuszczalnika niepolarnego. Natomiast ftalocyjanin  

Pc1-3 w rozpuszczalnikach polarnych, jest funkcją parametru uwzględniającego 

współczynnik refrakcji oraz stałą dielektryczną rozpuszczalnika. 

 

4. Podstawniki morfolinoetoksylowe w pozycjach nieperyferyjnych zwiększają 

zdolności solubilizacyjne ftalocyjanin. 

 

5. Zwiększenie liczby podstawników morfolinoetoksylowych zmniejsza tendencję do 

agregacji ftalocyjanin. 

 

6. Ftalocyjaniny Pc1-4 wykazują zdolność generowania tlenu singletowego; 

największe wartości wykazywały ftalocyjaniny zawierające w centrum 

koordynacyjnym jony cynku(II).  
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W rozworach DMF wydajność kwantowa generowania tlenu singletowego rośnie  

w szeregu: 

Pc4  <  Pc2  <  Pc1  <  Pc3  <  ZnPc 

 

7. Ekspozycja ftalocyjanin Pc1-4 na promieniowanie widzialne generuje jedno- lub 

dwuetapowy proces fotowybielania, zachodzący zgodnie z reakcją kinetyczną 

pierwszego rzędu. Związki wykazujące większą wydajność kwantową generowania 

tlenu singletowego, wykazują większą podatność na proces fotodegradacji. 

 

8. Komórki raka kolczystokomórkowego nowotworów głowy i szyi wykazują 

zróżnicowaną wrażliwość na inaktywację metodą PDT z zastosowaniem różnych 

stężeń ftalocyjaniny Pc1. 

 

9. Ftlaocyjanina Pc1 posiada najbardziej obiecujące właściwości jako potencjalny 

fotouczulacz do zastosowania w terapii fotodynamicznej. 

 

10. Opracowane formulacje liposomalne dla ftalocyjaniny Pc1, stanowią dogodny 

nośnik pełniący rolę czynnika solubilizacyjnego dla hydrofobowego, 

nierozpuszczalnego w środowisku wodnym fotouczulacza.  
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VIII.  STRESZCZENIE 

W pracy doktorskiej pt. „Fotochemiczna oraz fotodynamiczna aktywność wybranych 

porfirynoidów o potencjalnym działaniu przeciwnowotworowym inkorporowanych  

w nośniki liposomowe” przedstawiono analizę właściwości fizykochemicznych  

i fotodynamicznych ftalocyjanin Pc1-4 wraz z oceną aktywności biologicznej w formie 

wolnej i liposomalnej. Badane ftalocyjaniny to związki autorskie, które zostały 

zsyntetyzowane w Katedrze Technologii Chemicznej Środków Leczniczych Uniwersytetu 

Medycznego w Poznaniu, modyfikowane nieperyferyjnie ugrupowaniami morfolino-

etoksylowymi. Dwa z analizowanych związków, zawierały w centrum koordynacyjnym 

jony cynku(II) oraz odpowiednio dwa (Pc1) lub osiem podstawników (Pc3). Natomiast 

ftalocyjaniny Pc2 i Pc4, posiadały wbudowane jony Mg(II) oraz osiem podstawników. 

Ftalocyjanina Pc4 miała postać czwartorzędowej soli amoniowej, i była jonową formą 

związku Pc2. 

W pierwszym etapie pracy dokonano oceny czystości chemicznej otrzymanych 

ftalocyjanin Pc1-3 metodą HPLC. Optymalizacja procesu chromatograficznego polegała 

na ustaleniu składu fazy ruchomej oraz warunków rozdziału w trzech układach. 

Stwierdzono, że analizowane próbki spełniają kryterium czystości chemicznej wymagane 

od potencjalnych fotosensybilizatorów w PDT, a zawartość ftalocyjanin wynosiła >95%. 

Następnie analizowano właściwości absorpcyjne ftalocyjanin Pc1-4 metodami 

spektroskopowymi i wyznaczono molowe współczynniki absorpcji. Przebieg 

elektronowych widm absorpcji ftalocyjanin Pc1-4, wykazał obecność charakterystycznych 

pasm, tj. pasma Soret’a i Q oraz silną absorpcję promieniowania w zakresie 600-800 nm 

(ε=105-106 mol-1·dm3·cm-1). Wykreślono widma związków Pc1-4 w rozpuszczalnikach  

o zróżnicowanych właściwościach, które wykorzystano do oceny wpływu 

rozpuszczalników na widmo UV-Vis i oddziaływania rozpuszczalników ze związkami. 

Zjawisko solwatochromizmu pozytywnego obserwowano w odniesieniu do ftalocyjaniny 

Pc4 w rozpuszczalnikach polarnych. Największy wpływ na przesunięcie batochromowe 

maksimum pasma Q, wywierała woda i rozpuszczalniki o właściwościach 

koordynacyjnych (DMSO, pirydyna). W procesie solwatacji ftalocyjanin Pc1 i Pc3  

w rozpuszczalnikach niepolarnych oraz Pc1-3 w środowisku polarnym, dominującą rolę 

odgrywały siły dyspersyjne. Kolejny etap dotyczył analizy właściwości agregacyjnych 

ftalocyjanin w rozpuszczalnikach o różnej polarności; określono zakres stężeń dla postaci 

monomerycznej. Największe powinowactwo względem rozpuszczalników polarnych 
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wykazała ftalocyjanina Pc2, Pc3 oraz Pc4. Ftalocyjaniny Pc1-4 wykazywały niewielką 

zdolność emisji promieniowania, a wydajność kwantowa fluorescencji, którą wyznaczono 

metodą pośrednią, z wyjątkiem wartości uzyskanej dla Pc1 w roztworze DMSO, była 

niższa w porównaniu ze wzorcem niepodstawionej ftalocyjaniny cynkowej. 

Zdolność generowania tlenu singletowego badano metodą pośrednią z wykorzystaniem 

difenyloizobenzofuranu, jako wygaszacza tlenu singletowego. Wszystkie ftalocyjaniny 

Pc1-4 generowały tlen singletowy w rozpuszczalnikach organicznych. Największe 

wartości wydajności kwantowej generowania tlenu singletowego, wykazywały 

ftalocyjaniny posiadające w centrum koordynacyjnym jony cynku(II), tj. Pc3 i Pc1. 

Fotodegradacja ftalocyjanin Pc1-4, którą określono jako tzw. proces fotowybielania, była 

procesem jedno lub dwuetapowym i przebiegała zgodnie z kinetyką rekacji pierwszego 

rzędu. Proces fotodegradacji ftalocyjanin zależał od środowiska, a związki które 

wykazywały wysoką wydajność kwantową generowania tlenu singletowego, posiadały 

większą podatność na proces fotochemicznego rozkładu. 

W badaniach aktywności biologicznej w warunkach in vitro, z wykorzystaniem linii 

komórkowych raka kolczystokomórkowego HSC3 i H413, fotocytotoksyczną aktywność 

wykazała ftalocyjanina Pc1. Zaobserwowano zróżnicowaną odpowiedź linii komórek 

nowotworowych na inaktywację fotodynamiczną, przy czym Pc1 wykazywała efekt 

toksyczny względem komórek H413, także bez naświetlania. Dla ftalocyjaniny Pc1 

opracowano i przygotowano cztery formulacje liposomalne. Szczególnie obiecujący efekt 

uzyskano dla liposomów o ładunku ujemnym, zbudowanych z 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-

glycero-3-fosfocholiny (POPC) i fosfatydyloglicerolu (PG). Otrzymano porównywalną 

wartość stężenia IC50, wyznaczoną dla ftalocyjaniny Pc1 w „formie wolnej” oraz 

inkorporowanej w liposomy POPC-PG. Wykazano, że ftalocyjanina Pc1, w porównaniu do 

związków Pc2-4 wykazuje powinowactwo względem komórek HSC3, co zadecydowało o 

skutecznej inhibicji wzrostu hodowli komórek raka kolczystokomórkowego. 

Uzyskane wyniki badań wykazały, że budowa cząsteczki porfirynoidu, determinuje 

właściwości fizykochemiczne oraz fotodynamiczne. Największy potencjał jako 

fotouczulacz do zastosowania w terapii fotodynamicznej posiada ftlaocyjanina Pc1. 

Opracowany dla Pc1 nośnik liposomalny POPC:PG, nie powoduje nasilenia aktywności 

fotodynamicznej, a pełni rolę czynnika solubilizacyjnego dla hydrofobowego, 

nierozpuszczalnego w środowisku wodnym fotouczulacza.  
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IX.  ABSTRACT 

Title: Photochemical and photodynamic activity of selected porphyrinoids possessing 

potential anticancer activity incorporated into liposome carriers 

The scope of the dissertation was to evaluate physicochemical and photodynamic 

properties and determine biological activity of phthalocyanines Pc1-4, non-incorporated 

and incorporated into liposomes. Novel phthalocyanine derivatives Pc1-4 endowed non-

peripherally with 2-(morpholin-4-yl)ethyloxy substituents were synthesized in the 

Department of Chemical Technology of Drugs, Poznan University of Medical Sciences. 

Two out of four studied compounds were coordinated by zinc(II) ion and possessed two 

(Pc1) and eight substituents (Pc3), respectively. Whereas, Pc2 and Pc4 phthalocyanines, 

had inserted Mg(II) ion and eight substituents. Phthalocyanine Pc2 was quaternized what 

resulted in quaternary ammonium salt, Pc4. 

In the first step, purity of Pc1-3 samples was assessed by HPLC chromatography. 

Conditions of chromatographic process were optimized by selection of mobile phase ratio 

and elution mode. It has been found that the porphyrinoids have met the purity criteria 

required for potential photosensitizers in PDT, as the content of phthalocyanines Pc1-3 in 

the studied samples was higher than 95 %. 

Spectral properties of phthalocyanines Pc1-4 were studied by spectroscopic technique and 

molar absorption coefficients were determined. Absorption spectra of the derivatives Pc1-4 

are typical of the phthalocyanine chromophor and possess less intense Soret band at 300-

400 nm and sharp and intense Q (680-750 nm) band with molar coefficient of  

ε = 105-106. Spectra of the compounds Pc1-4 were plotted in a variety of solvents and used 

for solvent effects study. Positive solvatochromism was observed with respect to the Pc4 in 

polar solvents. The highest impact on Q band bathochromic shift was exerted by water and 

coordinating solvents (DMSO, pyridine). Dispersion forces contribute to the solvation of 

phthalocyanines Pc1 and Pc3 in non-polar solvents and Pc1-3 in polar ones. Aggregation 

of phthalocyanines Pc1-4 was analyzed in solvents of different polarity. The aim of the 

study was to identify the range of concentrations, where the monomeric form of the 

compound prevails. The greatest affinity for polar solvents showed phthalocyanine Pc2, 

Pc3 and Pc4.  

Furthermore, physical and photochemical properties of phthalocyanines Pc1-4 were 

studied. Pc1-4 showed poor emission properties and fluorescence quantum yield 

(determined by the comparative method) was lower compared with the standard 
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unsubstituted zinc phthalocyanine (ZnPc), with the exception of the value determined for 

Pc1 in DMSO. The singlet oxygen quantum yield for Pc1-4 was determined in DMSO and 

DMF, by relative method using ZnPc as a standard and 1,3-diphenylisobenzofuran as a 

singlet oxygen quencher. All phthalocyanines Pc1-4 showed the ability to generate singlet 

oxygen effectively in organic solvents. The highest values of singlet oxygen quantum yield 

was obtained for phthalocyanines possessing zinc(II) ion, i.e. Pc3 and Pc1. Subsequently, 

photostability of Pc1-4 was studied upon illumination with a visible light beam (450-900 

nm) in DMSO, DMF, and in case of Pc4 also in water. Photodegradation of 

phthalocyanines Pc1-4 was characterized by a decrease in the intensity of both the Soret 

and Q bands, without a shift in maxima or formation of new bands in the visible region. 

This scheme of photodegradation is called photobleaching. To study kinetic parameters of  

Pc1-4 photodegradation, changes of the absorbance at the maximum of the Q band 

(lnA/A0) were plotted against the time of irradiation. Kinetic curves have shown that 

photodegradation of Pc1-4 is one or two stage process, and each of the first order kinetics. 

Photodegradation of Pc1-4 was highly influenced by the solvent and compounds with high 

singlet oxygen quantum yield had greater susceptibility toward photochemical degradation. 

Finally, biological activity of Pc1-4 was studied against human squamous cell carcinoma 

(HSCC), HSC3 and H413. Cancer cell lines expressed different sensitivity toward 

photodynamic inactivation by Pc1. The Pc1 inhibited the growth of H413 cells in the dark 

and generally showed highest photocytotoxic activity against both cell lines. Therefore, 

Pc1 was submitted for additional liposomal encapsulation into four formulations. 

Negatively charged liposomes composed of 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (POPC) and phosphatidylglycerol (PG) have been found to be most 

promising vesicle for Pc1. The IC50 values determined (using HSC3 cells) for Pc1 non-

incorporated and incorporated into liposomes POPC:PG, were comparable. Cellular uptake 

and fluorescent micoroscopy experiments have shown that, to the contrary to Pc2-4, 

phthalocyanine Pc1 had good affinity toward HSC3 cells. Additionally Pc1 was active 

despite of its highly hydrophobic character. 

The results have shown that the structure of phthalocyanine molecule is crucial for the 

physico-chemical properties and photodynamic activity of potential photosensitizer. The 

most promising properties as a potential photosensitizer for PDT have been found for Pc1. 

Liposomal carrier, developed for Pc1 and composed of POPC and PG, does not potentiate 

photodynamic activity of the compound but plays an important role as a solubilizing 

matrix for the hydrophobic, insoluble photosensitizer.  
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Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie 

wprowadzania jej do pamięci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostępniania w 

formie elektronicznej oraz drukowanej. 

 

Imię i nazwisko ................................................................. 
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