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WSTEP

I.  WSTEP

Porfirazyny (Pz) oraz ftalocyjaniny s azotowymi analogami naturalnie wystepujacych
porfiryn i wchodza w sktad duzej grupy zwigzkéow makrocyklicznych, okreslanej mianem
porfirynoidow. W czasteczkach porfirazyn i ftalocyjanin pierscienie pirolowe polaczone
sg atomami azotu, w miejscach mostkdw metinowych obecnych w strukturze porfiryn.
Poprzez wbudowanie réznych kationdw metali do centrum czasteczki lub przez przylaczenie
podstawnikéw w czesci peryferyjnej, mozna otrzymaé ogromng liczbe makrocykli
porfirynoidowych. Podstawnikami peryferyjnymi sa najczesciej rdzne ugrupowania

w pozycjach B, zawierajace atomy wegla, azotu, tlenu lub siarki, a takze pierscienie taczace

é/ \; N pozyCJa
’}‘ r:l \ ?:l p|erSC|en taczacy pozycje p
| |
e Q--ﬁn---g
N N

obie pozycje B (Ryc. 1) [1].

Ryc. 1. Struktury porfirynoidéw: porfiryna (I), ftalocyjanina (II), porfirazyna (III) oraz
mozliwe modyfikacje peryferyjne porfirazyn, M = kation metalu, X = atomy: wegla, azotu,

tlenu lub siarki.

Podobienstwo strukturalne porfirazyn do porfiryn, ktére pelnia wazne funkcje
biologiczne w $rodowisku naturalnym oraz organizmie czlowieka, niesie ze soba szeroki
wachlarz potencjalnych zastosowan. Porfirynoidy, w tym réwniez porfirazyny, ciesza
si¢ rosngcym zainteresowaniem z uwagi na mozliwos¢ zastosowania w wielu dziedzinach
medycyny, szczegdlnie w terapii fotodynamicznej (ang. photodynamic therapy, PDT), ktora
jest nowa, uzupetniajaca, a niekiedy komplementarng do radioterapii i chemioterapii metoda
leczenia chorob nowotworowych. Ponadto wzrasta wykorzystywanie PDT w leczeniu choréb
nienowotworowych, w tym infekcji bakteryjnych, grzybiczych i wirusowych (terapia
fotodynamiczna skierowana przeciw mikroorganizmom, ang. photodynamic antimicrobial

chemotherapy, PACT), w stomatologii, a takze réznych schorzen dermatologicznych,
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w tym rogowacen stonecznych, ostrego zapalnego tradziku, ropnego zapalenia gruczoléw
potowych oraz przerostu gruczotow tojowych [2-5].

PDT opiera si¢ na kumulacji w tkance docelowej, odpowiedniej substancji leczniczej
zwanej fotouczulaczem lub fotosensybilizatorem, a nastgpnie napromieniowaniu $wiattem
o dlugosci fali dostosowanej do widma absorpcji zastosowanego fotouczulacza.
W  nastepstwie zachodzi aktywowana $wiattem reakcja fotodynamiczna pomigdzy
fotouczulaczem i tlenem, prowadzaca do powstania reaktywnych form tlenu, w tym tlenu
singletowego, uwazanego za gldéwny czynnik cytotoksyczny, powodujacy obumieranie tkanki

docelowej (Ryc. 2) [6].

reaktywne

naswietlanie formytlenu

HO
fotouczulacz

p—1—

Remisja nowotworu

Podanie fotouczulacza Dystrybucja

Ryec. 2. Przebieg terapii fotodynamicznej wraz ze schematem reakcji fotodynamiczne;.

Reakcja fotodynamiczna moze by¢ zastosowana réwniez w celach diagnostycznych
[7]. Diagnostyka fotodynamiczna (ang. photodynamic diagnosis, PDD) wykorzystuje
zdolno$¢ fotouczulaczy do kumulowania si¢ w tkance nowotworowej, ze wzgledu na efekt
zwigkszonej przepuszczalnosci naczyn i zatrzymywania czasteczek (ang. enhanced vascular
permeability and retention, EPR), wynikajacy z bogatego unaczynienia i stabszego drenazu
limfatycznego nowotworéw wzgledem zdrowych tkanek [8]. Nastepnie pod wplywem
naswietlania promieniowaniem o odpowiedniej diugosci fali, fotouczulacz skumulowany

w komoérkach nowotworowych emituje $wiatlo czerwone. Natomiast wystepujace
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w zdrowych tkankach zwigzki naturalne m. in. niektéore aminokwasy i koenzymy emituja
$wiatlo zielone, co umozliwia uwidocznienie zmian nowotworowych. W terapii
fotodynamicznej wykorzystuje si¢ s$wiatlo czerwone o diugosci fali powyzej 630 nm,
natomiast w diagnostyce fotodynamicznej stosuje si¢ najczesciej $wiatlo w zakresie dtugosci
fal 375-400 nm. Nalezy podkresli¢, ze fotouczulacze porfirynoidowe posiadaja zazwyczaj
dwa pasma absorpcji, wystepujace w wymienionych zakresach dlugosci fal, dlatego moga by¢
wykorzystywane zarowno w celach diagnostycznych, jak rowniez terapeutycznych. Ponadto,
Swiatlo o rdéznej dlugosci fali penetruje tkanki na zréznicowana glebokos¢, np. $wiatto
o dhugosci fali 630 nm przenika na glebokos¢ ok. 0,5 cm, podczas gdy swiatto o A=700 nm
na ok. 1,5 cm. Z tego wzgledu badania skupiaja si¢ na poszukiwaniu fotouczulaczy
absorbujacych promieniowanie powyzej 700 nm, z uwagi na mozliwos¢ leczenia glebiej
polozonych tkanek oraz stabsze oddziatywanie ze skladnikami krwi [9,10]. Aktualnie,
pomimo istnienia wielu fotouczulaczy o potencjalnym wykorzystaniu w terapii
fotodynamicznej, nadal najczesciej w praktyce klinicznej stosowany jest Photofrin, ktory
jest mieszaning wielu réznych porfiryn, wymaga stosowania duzych dawek, wykazuje staba
penetracje tkanek, a takze wywotuje dlugo utrzymujaca si¢ nadwrazliwos$¢ na $wiatlo.
Ze wzgledu na powyzsze ograniczenia w stosowaniu  Photofrinu, synteza nowych
fotouczulaczy wzbudza w dalszym ciggu rosnace zainteresowanie [2].

Lipofilno$¢ porfirynoidow powodujaca staba rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz ptynach
biologicznych, a takze wysoka tendencja do agregacji oraz niska biodostepnos¢ ograniczaja
ich zastosowanie w medycynie, w tym w terapii fotodynamicznej. Z tego powodu rosngcym
zainteresowaniem cieszg si¢ systemy dostarczania fotouczulaczy, w tym takze porfirynoidow,
do miejsca docelowego w organizmie. Dotychczas testowano wiele réznych systemow,
miedzy innymi liposomy, emulsje, micele, polimery, lipoproteiny, nanoczastki metaliczne,
krzemowe i ceramiczne, kropki kwantowe, fulereny oraz przeciwciata [11-14]. Sposrod
wymienionych, najczesciej stosowane sg liposomy, ze wzgledu na wysoka biokompatybilnos¢
oraz biodegradowalnos$¢. Ponadto modytfikacja powierzchni liposoméw przy wykorzystaniu
przeciwcial, peptydéw, transferyny oraz folianow, jak rowniez opracowanie liposomow
uwalniajacych inkorporowane czasteczki pod wplywem $wiatla, umozliwia uzyskanie

systemow selektywnie dostarczajacych fotouczulacze do tkanki docelowej [15-18].
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I1.

CEL PRACY

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zaplanowano: (i) synteze nowych porfirazyn,

posiadajacych peryferyjne skondensowane pierscienie diazepinowe, (ii) okreslenie struktury

uzyskanych zwigzkow przy wykorzystaniu metod instrumentalnych, (iii) oceng wlasciwosci

fizykochemicznych oraz (iv) ustalenie aktywnosci fotodynamicznej in vitro wzgledem

komoérek nowotworowych.

Realizacje zaplanowanych badan podzielono na nastepujace etapy:

1.

Synteza porfirazyn, w tym roéwniez tribenzoporfirazyn, posiadajacych peryferyjne,
skondensowane pierscienie diazepinowe z jednym oraz dwoma podstawnikami
styrylowymi.

Opracowanie metod izolacji porfirazyn i oceny ich czystosci przy wykorzystaniu
technik analitycznych, ze szczegolnym uwzglednieniem metod chromatograficznych.
Charakterystyka struktury nowych zwigzkéw metodami analizy instrumentalne;j,
w tym spektroskopii mas, magnetycznego rezonansu jadrowego oraz rentgenowskiej
analizy strukturalnej monokrysztatow.

Ocena wilasciwosci fizykochemicznych otrzymanych porfirazyn, obejmujaca analize
wlasciwosci  absorpcyjnych 1 emisyjnych, tendencji do agregacji, trwalosci
fotochemicznej oraz wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego.

Badania biologiczne zmierzajace do oceny aktywnosci fotodynamicznej porfirazyn
w postaci wolnej oraz po przeprowadzeniu enkapsulacji liposomalnej, wzgledem
dwoch linii komorek raka ptaskonablonkowego jamy ustnej, pochodzacych z jezyka

oraz blony sluzowej policzka.

W czesci teoretycznej niniejszej pracy zaplanowano zebranie oraz opracowanie doniesien

literaturowych obejmujacych nastepujace zagadnienia:

Historia otrzymania pierwszych azotowych pochodnych porfiryn.
Porfirazyny  diazepinowe jako zwigzki o obiecujacych  wlasciwosciach
fotouczulajacych.

Liposomy jako nosniki dla fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamiczne;j.
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III. CZESC TEORETYCZNA

III. 1. Historia otrzymania pierwszych azotowych pochodnych porfiryn

Pierwszymi azotowymi pochodnymi porfiryn byly ftalocyjaniny, jednak obecnie
trudno jest jednoznacznie wskaza¢ date ich otrzymania, poniewaz autorzy prowadzonych
wowczas syntez, w ktorych powstawaty ftalocyjaniny, nie potrafili poprawnie okresli¢
struktury uzyskiwanych zwigzkow. Pierwsze doniesienia pochodza z roku 1927, w ktéorym
Diesbach i van der Weid opisali nowy, nierozpuszczalny, niebieski zwigzek powstajacy
w reakcji cyjanku miedzi(I) z orto-dibromobenzenem i pirydyng. Uzyskanym zwigzkiem byta
ftalocyjanina miedzi(II), jednak autorzy mylnie zidentyfikowali produkt reakcji, jako zwigzek
kompleksowy dicyjanobenzenu z jonami miedzi(Il) i pirydyng. Natomiast w 1928 roku
Dandridge, Dreschr i Thomas opatentowali w Wielkiej Brytanii trudno rozpuszczalne, barwne
kompleksy metali uzyskane w reakcji amoniaku z bezwodnikiem kwasu ftalowego
lub ftalimidem. Jednak wymienieni autorzy nie udokumentowali struktury otrzymanych
zwiazkéw [19]. W tym samym roku w fabryce barwnikow w Grangemouth w Szkocji,
podczas przemystowej produkcji ftalimidu, zauwazono $lady ciemnoniebieskiej, krystalicznej
substancji, jednak réwniez w tym przypadku nie powiodla si¢ préba jej identyfikacji.
Rok po tym odkryciu identyfikacja nowego barwnika zajat si¢ Sir Reginald Patrick Linstead
wraz z grupg wspotpracownikéw z Imperial College of Science and Technology w Londynie.
Stwierdzil, ze otrzymany barwnik zawiera jony zelaza, charakteryzuje si¢ znaczng trwatoscia,
posiada forme krystaliczng oraz jest nierozpuszczalny w popularnych rozpuszczalnikach
organicznych, wodzie oraz rozcienczonych kwasach i zasadach [20]. W dalszych badaniach,
ktére Linstead prowadzit wraz z Byrne i Lowe wykazano, ze mozna uzyskaé¢ barwniki
zawierajace w strukturze inne jony metali, w reakcjach orfo-cyjanobenzamidu lub ftalonitrylu
z odpowiednimi metalami, ich tlenkami lub solami. Otrzymane zwigzki opisano jako pigkne
barwniki o niespotykanej trwalosci i nazwano ftalocyjaninami. Ponadto zaobserwowano,
ze wykazuja podobienstwo strukturalne do naturalnie wystepujacych porfiryn, takich jak hem
i chlorofil. Prowadzone w tym czasie dalsze prace badawcze dotyczyly opracowania
efektywnych metod otrzymywania ftalocyjanin. Jako zwigzki wyjSciowe w reakcjach
makrocyklizacji prowadzacych do uzyskania ftalocyjanin, wybrano orto-cyjanobenzamid oraz
ftalonitryl. Po kilku dos$wiadczeniach poroéwnujacych reaktywnos$¢ obu zwigzkow, uwage
skupiono na wykorzystaniu orfo-cyjanobenzamidu. Ftalonitryl uznany zostal za mniej

reaktywny, co pozniej okazalo si¢ decyzja bledng. Stwierdzono, ze bezposrednim
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prekursorem ftalocyjanin jest izoindolowa pochodna orto-cyjanobenzamidu. Najlepsze
rezultaty osiagnieto w reakcjach orfo-cyjanobenzamidu z magnezem, zelazem, niklem,
kobaltem 1 antymonem. Reakcje prowadzono w wysokie] temperaturze, zazwyczaj
ok. 250 °C, w obecnosci niewielkiej ilosci rozpuszczalnika, naftalenu lub chinoliny.
Uzyskane ftalocyjaniny charakteryzowaty si¢ intensywna niebieska barwa, znaczng
stabilnoscig oraz slabg rozpuszczalnoscia w popularnych rozpuszczalnikach organicznych.
Waznym osiggnieciem prowadzonych badan bylo opracowanie efektywnej metody syntezy
ftalocyjaniny magnezu, umozliwiajacej uzyskanie duzych ilosci tego zwigzku. W reakcjach
orto-cyjanobenzamidu z magnezem oraz jego tlenkiem, otrzymywano jednorazowo
kilkanascie gramow ftalocyjaniny. Zaobserwowano rowniez, ze ftalocyjanina magnezu
pod wpltywem stezonych kwasow, ulegata demetalacji do ftalocyjaniny pozbawionej jonu
metalu, stanowigcej jednoczesnie podstawowg strukture barwnikéw ftalocyjaninowych [21].
Linstead i wsp. [22] podczas kolejnych reakcji syntezy ftalocyjanin zauwazyli, ze wiele
metali 1 ich pochodnych reaguje z ftalonitrylem w s$rodowisku pirydyny, prowadzac
do powstania odpowiednich kompleksow ftalocyjanin z jonami metali m.in. ftalocyjaniny
miedzi(Il). Jak wspomniano wczesniej, podobne reakcje opisali juz w 1927 roku Diesbach
i Weid, jednak nie okreslono wowczas poprawnej struktury otrzymanego produktu.
Przeprowadzone w kolejnych latach dalsze badania wlasciwosci fizyko-chemicznych,
wykazaly nadzwyczajng stabilno$¢ ftalocyjaniny miedzi(Il) w poroéwnaniu ze znanymi
wowczas kompleksami ftalocyjanin z innymi metalami. Z tego powodu barwnik ten uznano
w tym okresie, za jeden z najbardziej niezwyklych zwigzkow organicznych [23].

Kolejne prace prowadzone przez zespol badawczy Linsteada, mialy na celu ustalenie
struktury ftalocyjanin. Wykazano, ze barwniki ftalocyjaninowe zbudowane sa z czterech
pierscieni pirolu polaczonych atomami azotu i skondensowanych z pierscieniami benzenu.
Strukture ftalocyjanin potwierdzity rowniez badania rentgenostrukturalne wykonane
przez Robertsona [24]. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano takze roznice
pomiedzy budowa porfiryn i ftalocyjanin. Zauwazono, ze w czasteczkach porfiryn pierscienie
pirolu nie sg skondensowane z pierscieniami benzenu, a poszczegdlne jednostki pirolowe
polaczone s3 mostkami metinowymi, w przeciwienstwie do mostkoéw azometinowych
wystepujacych we ftalocyjaninach (Ryc. 1). Niemniej jednak obie grupy zwigzkow posiadaja
wiele wspolnych wlasciwosci, np. sg stabilne w srodowisku zasadowym, natomiast wykazuja
duzo mniejsza trwalos¢ w obecnosci kwaséw. Ponadto charakteryzuja si¢ intensywng barwa

i tworza kompleksy z jonami metali [25].
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Dalsze prace badawcze prowadzone w Imperial College London zmierzaty do oceny
wiasciwosci  barwnikéw  ftalocyjaninowych oraz otrzymania nowych zwigzkéw
makrocyklicznych o podobnej strukturze. Wynikiem zaplanowanych badan byto uzyskanie
serii analogow porfirazyn, posiadajacych zamiast skondensowanych pierscieni benzenu,
jak w przypadku ftalocyjanin, inne pierscienie aromatyczne, w tym naftalenu (IV), tiofenu

(V), tionaftenu (VI), pirydyny (VII) oraz pirazyny (VIII) (Ryc. 3) [26,27].

Ryec. 3. Struktury pochodnych porfirazyn, posiadajacych zamiast skondensowanych pierscieni
benzenu, inne pierscienie aromatyczne; naftalen (IV), tiofen (V), tionaften (VI), pirydyne

(VII) oraz pirazyng¢ (VIII).

W kolejnych latach duza uwage poswigcono otrzymaniu zwigzkéw, wykazujacych
strukture posrednig pomiedzy ftalocyjaninami i porfirynami. Zaplanowano wowczas synteze
dwodch rodzajow zwigzkéw makrocyklicznych zbudowanych z (i) czterech pierscieni
pirolowych skondensowanych z pier§cieniami benzenu i polaczonych mostkami metinowymi
(IX, Ryc. 4) oraz (ii) czterech pierscieni pirolowych potaczonych atomami azotu (II1, Ryc. 1).
Hipotetyczne  struktury tych zwigzkow nazwano odpowiednio tetrabenzoporfing
(we wspotczesne] nomenklaturze czesciej okreslanej jako tetrabenzoporfiryna [28])
oraz tetraazaporfing lub inaczej porfirazyng. W tym czasie dostrzezono réwniez mozliwos¢
dalszych modyfikacji czasteczek poprzez (i) wbudowanie jondw réznych metali do centrum

pierscienia makrocyklicznego oraz (ii) wprowadzenie podstawnikéw w czesci peryferyjnej
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makrocykli, czyli w pozycjach B pierscieni pirolu lub do skondensowanych pierscieni
benzenu. Poczatkowo wigkszymi sukcesami konczyly sie proby uzyskania zwigzkow
o strukturze tetrabenzoporfiny (IX). Barrett, Linstead i Tuey opisali syntez¢ zwiazku
zbudowanego z czterech pierscieni pirolowych polaczonych atomami azotu, z ktorych jeden
zastgpiono grupg metinowa. Otrzymany zwigzek nazwano tetrabenzotriazaporfing (X),
a nastepnie otrzymano jego kompleksy z jonami miedzi, magnezu, cynku i zelaza [29]. Dalsze
badania doprowadzity do syntezy pochodnych ftalocyjanin zawierajacych trzy oraz cztery
mostki metinowe zamiast grup azometinowych, a takze ich kompleksow z jonami metali.
Zwigzkami tymi byly odpowiednio tetrabenzomonoazaporfina (XI) oraz tetrabenzoporfina
(IX) (Ryc. 4) [30-32]. Prowadzone rownolegle proby uzyskania zwiazku o strukturze
niepodstawionej porfirazyny, konczyly si¢ w tym okresie mniejszym powodzeniem.
Otrzymano jedynie porfirazyny, zawierajace w czesci peryferyjnej dodatkowe podstawniki.
W 1937 roku Cook i Linstead opisali synteze porfirazyny zawierajacej 8 podstawnikow
fenylowych w pozycjach B pierscieni pirolowych (XII) [33]. Jednoczesnie w tym samym
roku Fisher i Endermann przedstawili metode otrzymywania porfirazyny, posiadajacej
w pozycjach B pierscieni pirolowych, po cztery podstawniki metylowe oraz etylowe, ktorg
nazwali tetraimidoetioporfiryng (XIII). Sukces Fishera i Endermanna zostat doceniony takze
przez Linsteada, ktéry w pozZniejszym okresie podkreslat zashugi tego zespotu w rozwoju
badan dotyczacych porfirazyn [34]. Znacznie lepsze efekty przyniosly proby syntezy
porfirazyn, podjete juz po II wojnie $wiatowej. W 1952 roku Linstead i Whalley [35], opisali
metode otrzymywania niepodstawionej porfirazyny w reakcji maleonitrylu z propanolanem
magnezu Ww propanolu. Metoda ta umozliwita syntez¢ kolejnych porfirazyn
przy wykorzystaniu pochodnych maleonitrylu. W kolejnych latach zsyntetyzowano
porfirazyny z peryferyjnymi podstawnikami alicyklicznymi (XIV) [36] oraz alifatycznymi
(XV) (Ryc. 4)[37,38].
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Ryc. 4. Struktury  zwigzkéw  makrocyklicznych: tetrabenzoporfina  (IX),
tetrabenzotriazaporfina (X), tetrabenzomonoazaporfina (XI), oktafenyloporfirazyna (XII),
tetraimidoetioporfiryna (XIII), tetracykloheksenoporfirazyna (XIV), oktametyloporfirazyna
(XV).

Linstead i wsp. [35,36] poddali otrzymane barwniki porfirazynowe badaniom
okreslajacym wlasciwosci spektralne, ktore pordéwnano z wynikami uzyskanymi dla porfiryn
i ftalocyjanin. Stwierdzono, ze w zakresie $wiatla widzialnego demetalowane porfiryny
i azaporfiryny o nieskomplikowanej strukturze, posiadaja pasmo absorpcji w zakresie
500-620 nm, okreslane jako pasmo Q. Natomiast obecno$¢ skondensowanych pierscieni
benzenu w strukturze ftalocyjanin, a takze innych skondensowanych pierscieni, warunkuje
absorpcje $wiatta o dlugosci fali nawet do 700 nm. Zauwazono, Ze intensywnos$¢ absorpcji
promieniowania wzrasta, jezeli w czasteczkach porfiryn mostki metinowe, zastgpowane
sa grupami azometinowymi. Ponadto w widmie absorpcji porfiryn mozna zaobserwowac
pasmo krotkofalowe, z maksimum dtugosci fali ok. 400 nm, okreslane jako pasmo Soreta.
W przypadku azaporfiryn pasmo to posiada maksimum absorpcji przy ok. 340 nm.
Wyjatkowo intensywna absorpcja promieniowania z zakresu UV-Vis, w polaczeniu
ze szczegllng trwaloscig ftalocyjanin, umozliwita ich wykorzystanie w przemysle

jako barwnikow. Modyfikacja struktury ftalocyjanin polegajaca na wprowadzeniu
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odpowiednich podstawnikow, wptyneta na rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 umozliwita
zastosowanie do barwienia tkanin oraz papieru [34].

Ze wzgledu na przedstawione powyzej wlasciwosci, ftalocyjaniny juz przed II wojna
Swiatowa, byly szeroko wykorzystywane w przemysle. Najwigkszym zastosowaniem cieszyla
sie ftalocyjanina miedzi(Il), wprowadzona do handlu w 1936 roku. Stwierdzono, ze wykazuje
znacznie silniejsze wlasciwosci barwigce niz stosowane wowczas niebieskie barwniki takie
jak bfekit pruski i ultramaryna, dlatego zaczeta zastepowac je w wielu dziedzinach przemystu.
Szczegolne zastosowanie znalazta przy produkcji tuszy drukarskich, farb, lakierow, emalii,
jako barwnik malarski dla artystow oraz do barwienia tkanin, papieru, linoleum, gum
i tworzyw sztucznych. Modyfikacja czgsci peryferyjnej czasteczki ftalocyjaniny miedzi(Il)
poprzez wprowadzenie od 14 do 16 atomdéw chloru, doprowadzita do otrzymania zielonych
barwnikow uzytecznych do wytwarzania tuszy, farb, lakierow, emalii oraz do barwienia
tekstyliow, papieru, linoleum, gumy, a takze jako barwniki uzywane przez artystow. Rowniez
demetalowana ftalocyjanina byla wykorzystywana jako barwnik, jednak w mniejszym
zakresie niz dwa poprzednie, szczegdlnie przy produkcji opakowan do zywnosci,
gdzie zastosowanie barwnika miedziowego nie bylo wskazane, a takze tuszy do barwienia
papieru, tapet oraz gum. Ponadto sulfonowane ftalocyjaniny stosowano przy barwieniu
bawelny, wtokien zwierzecych oraz innych tkanin, a takze przy produkcji tuszy i réznych
barwnych powlok [19]. Nalezy podkresli¢, ze Barnett w artykule opublikowanym w 1949
roku stwierdzil, Zze otrzymanie ftalocyjanin bylo jednym =z najwazniejszych odkry¢
w dziedzinie barwnikow w poprzednich 25 latach, poniewaz zwiagzki te wykazywaly znacznie
lepsze wlasciwosci kryjace niz 6wczesnie stosowane barwniki i farby [39].

Obecnie porfiryny 1 ich azotowe analogi tworza duza grupe zwigzkéw
makrocyklicznych, ktére znajduja zastosowanie w réznych galeziach przemyshu
m.in. przy produkcji barwnikow, farb drukowych, pétprzewodnikéw, katalizatorow, sensorow
chemicznych, ogniw slonecznych oraz materialdéw optycznych [40-42]. Makrocykle
porfirynoidowe moga stuzy¢ takze jako zwiazki budulcowe w chemii materialowe;j
i nanotechnologii, stwarzajagc tym samym niemal nieograniczone mozliwosci dalszych
zastosowan [43]. Porfirynoidy ciesza si¢ rowniez rosngcym zainteresowaniem z uwagi
na mozliwos¢ zastosowania w medycynie, szczegdlnie w terapii fotodynamicznej
i diagnostyce fotodynamicznej [2,6,7]. Porfirynoidy sa rdwniez wykorzystywane jako modele
zwigzkéw naturalnych o udowodnionej aktywnosci biologicznej, takich jak hem, chlorofil,

witamina B12 oraz cytochrom c [44,45].
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III. 2. Porfirazyny diazepinowe jako zwiazki o obiecujacych wlasciwosciach

fotouczulajacych

Pierscien 1,4-diazepiny stanowi element struktury wielu zwigzkow chemicznych

o réznej budowie i aktywnosci biologicznej. Réwniez wiele substancji leczniczych zawiera
w strukturze pierscien 1,4-diazepinowy, ktory zazwyczaj jest skondensowany z pierscieniem
benzenu tworzac uklad 1,4-benzodiazepinowy. Chociaz rdéznorodnos$¢ — struktury
tych zwigzkow jest bardzo duza, wigkszo$¢ mozna przypisa¢ do jednej z czterech grup
pochodnych — Ryec. 5:

A. 1.,4-benzodiazepin-2-onu,

B. 1,4-benzodiazepino-2,5-dionu,

C. dibenzodiazepinonu,

D. pirolobenzodiazepin.
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Ryc. 5. Struktury pochodnych 1,4-benzodiazepiny: 1.4-benzodiazepin-2-on (A),

1,4-benzodiazepino-2,5-dion (B), dibenzodiazepinon (C) oraz pirolobenzodiazepina (D).
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Pochodne 1,4-benzodiazepin-2-onu stanowia najliczniejsza grupg, do ktdrej nalezy ok. 50
substancji leczniczych o dzialaniu przeciwlekowym i uspokajajacym oraz stosowanych
w leczeniu bezsennosci, padaczki, a takze tagodzeniu objawow odstawiennych
w alkoholizmie. Najbardziej znanym przedstawicielem 1,4-benzodiazepin-2-onéw
jest diazepam [46-48]. W grupie pochodnych 1,4-benzodiazepino-2,5-dionéw, znajduja
si¢ rowniez zwigzki wykazujace powinowactwo do receptora GABA, [49]. Ponadto niektore
1,4-benzodiazepino-2,5-diony hamuja interakcje pomigdzy biatkami MDM2 (ang. murine
double minute 2) i p53. W komodrkach nowotworowych czesto obserwuje sie inaktywacje
biatka p53, ktore jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za zabezpieczenie
komorek przed zmianami w genomie, poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego i indukcje
apoptozy. Zaobserwowano, ze zahamowanie aktywnosci biatka p53 w komorkach
nowotworowych, moze by¢ zwigzane ze zwiekszong aktywnoscig bialek regulatorowych,
w tym MDM?2, ktore jest gtownym, negatywnym regulatorem biatka p53. Z tego powodu
hamowanie interakcji pomiedzy tymi biatkami, uwaza si¢ za obiecujaca strategi¢ w leczeniu
nowotworow [50-52]. Laudini i wsp. [53] zsyntetyzowali 1,4-benzodiazepino-2,5-diony
bedace inhibitorami deacetylaz histonow. Zmiany w budowie i ekspresji tych enzymow
sa zwigzane z patogenezg nowotwordw, dlatego inhibitory deacetylaz histonow sa uwazane
za obiecujaca klase nowych chemioterapeutykow. Otrzymano réwniez pochodne
1,4-benzodiazepino-2,5-dionow, ktore dzieki selektywnej aktywnosci wzgledem limfocytow
T, moga znalezé zastosowanie w leczeniu niektorych choréb autoimmunologicznych
np. tocznia rumieniowatego [54]. Ponadto, cyklopenina, naturalny alkaloid o strukturze
1,4-benzodiazepino-2,5-dionu, wyizolowana z pedzlaka Penicilium cyclopium, jest produktem
posrednim w biosyntezie wiridikatyny, inhibitora replikacji wirusa HIV [55,56]. Niektore
zwiazki z kolejnej grupy, pochodnych dibenzodiazepinonéw, posiadaja dzialanie
antagonistyczne do receptorow muskarynowych [57]. Ponadto naturalnie wystepujacy
dibenzodiazepinon TLN-4601, wyizolowany z bakterii rodzaju Micromonospora wykazal
dziatanie antyproliferacyjne in vitro, wzgledem wielu réznych linii komoérek nowotworowych,
w tym phluc, prostaty, piersi, nerek oraz okreznicy, a takze czerniaka i bialaczki. Dodatkowo
badania in vivo potwierdzily aktywnos$¢ wzgledem wszczepionym myszom nowotworom
centralnego ukladu nerwowego [58,59]. Ostatniag grupe 1,4-benzodiazepin stanowia
pirolobenzodiazepiny, ktore ciesza si¢ rosngcym zainteresowaniem z uwagi na obiecujaca
aktywno$¢ przeciwnowotworowsg, wynikajaca z alkilowania specyficznych sekwencji DNA.
Biosynteza naturalnych pirolobenzodiazepin wytwarzanych przez bakterie z rodzaju

Micrococcus 1 Streptomyces, a takze metody uzyskiwania ich syntetycznych pochodnych
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wraz z oceng aktywnosci biologicznej, zostaly podsumowane w artykule przegladowym przez
B. Gerratana [46]. Otrzymano réwniez pochodne benzodiazepin, w ktérych pierscien benzenu
jest zastepowany innym pierscieniem aromatycznym. Huang i wsp. [60] przeprowadzili
synteze serii pochodnych 1,4-tienodiazepino-2,5-dionu o obiecujacych wlasciwosciach
biologicznych, wynikajacych z hamowania interakcji pomiedzy biatkami p53 i MDM2, ktora
moze prowadzi¢ do aktywacji szlaku p53 1 tym samym zahamowania procesu
nowotworowego. Uzyskano réwniez 1,4-diazepino-2,4-diony i 1,4-diazepino-2.4,6-triony,
posiadajace skondensowane pierscienie pirymidyny [61]. Natomiast Eweas i wsp. [62]
otrzymali 1,4-diazepiny, 1.,4-benzodiazepiny oraz 1,4-pirydodiazepiny posiadajace
podstawniki 8-hydroksychinolinosulfanylowe, ktore wykazaty aktywno$¢ przeciw przywrom
Schistosoma mansoni. Ponadto opracowano synteze analogow zasad azotowych nukleotyddw,
zawierajacych uktad 1,3-imidazodiazepin-4,8-dionu i potwierdzono ich dziatanie przeciwko
wirusom zapalenia watroby typu B i C (HBV, HCV). Niektére z nich wykazaty rowniez
obiecujaca aktywnos$¢ wzgledem wirusa HIV [63-65].

Horiguchi i wsp. [66] otrzymali seri¢ nowych barwnikow fluorescencyjnych poprzez
kondensacje  1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli lub ich prekursoréw z aldehydami
aromatycznymi. Uzyskane barwniki charakteryzuja si¢ pofaldowana struktura przestrzenng
pierscienia 1,4-diazepinowego oraz uktadem wielu sprzezonych wigzan nienasyconych, przez
co wykazuja specyficzne wihasciwosci absorpcyjne i emisyjne. Zsyntetyzowane zwigzki
mozna podzieli¢ na dwie grupy: pochodne zawierajace nienasycony podstawnik w pozycji
C6 pierscienia diazepinowego (XVIa-d) oraz zwigzki zawierajace nienasycony podstawnik

etenylowy w pozycji C7 (XVIIa-d) (Ryc. 6).
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Ryec. 6. Struktury pochodnych 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli XVIa-d, XVIla-d.

Okreslono wlasciwosci spektralne otrzymanych barwnikéw (XVIa-d, XVlIla-d).
Zaobserwowano, ze 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryle z nienasyconym podstawnikiem
w pozycji C6 (XVIa-d), posiadajg pasma absorpcji wykazujace maksima w zakresie dtugosci

fal 447-555 nm oraz emisji z maksimami w przedziale 512-613 nm. Zauwazono réwniez,
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ze maksima absorpcji i emisji tych zwigzkow zaleza od rodzaju podstawnika w pozycji para
pierscienia fenylowego, wchodzacego w sktad ugrupowania przy atomie wegla C6 diazepiny.
Wraz ze wzrostem wilasciwosci donorowych tego podstawnika, pasma absorpcji i emisji
ulegaja przesunieciu w kierunku fal dluzszych. Analogiczne wlasciwosci spektralne
stwierdzono w przypadku 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli, zawierajacych podstawnik
etenylowy w pozycji C7 pierscienia diazepiny (XVIIa-d), jednak przesunigcia Stokesa
posiadaly znacznie wigksze wartosci. Na przyktad 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl z grupa
metoksylowa w pierscieniu fenylowym (XVIIa), wykazywal maksimum absorpcji
przy A=410 nm, natomiast maksimum emisji przy A=511 nm. Analog posiadajacy podstawnik
julolidynowy  (XVIId), absorbowal 1 emitowal promieniowanie  wykazujace
Amax» 0dpowiednio 541 nm i 649 nm. Duza rdznica wartosci przesunigcia Stokesa sugeruje,
7ze pochodne podstawione w pozycji C6 (XVIla-d), traca wiece] energii w stanie
wzbudzonym. Wyznaczono roéwniez wartosci molowych wspotczynnikow absorpeji (g)
zsyntetyzowanych barwnikow. Zaobserwowano, ze wigksze wartosci € posiadaja zwigzki
zawierajace nienasycony podstawnik w pozycji C6 pierscienia diazepiny (XVIa-d).
Horiguchi i wsp. stwierdzili, ze struktura tych zwiazkow jest bardziej plaska i sztywna
niz barwnikbw z nienasyconym podstawnikiem w pozycji C7 (XVIla-d),
ktére charakteryzuja sie nizszymi wartosciami € [66]. W dalszych badaniach prowadzonych
przez ten sam zespol, zsyntetyzowano 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryle, zawierajace
dwa podstawniki etenylowe w pozycjach C5 i C7 pierscienia diazepinowego (XVIIIa-e)
(Ryc. 7). W celu okreslenia wptywu drugiego nienasyconego podstawnika na wlasciwosci
spektralne otrzymanych barwnikow, porownano widma UV-Vis dwodch 1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitryli, zawierajacych odpowiednio jedng (XVIIIf) oraz dwie (XVIIIc) grupy
4-dietyloaminostyrylowe (Ryc.7). Widmo UV-Vis zwigzku XVIIIe zawierajacego
dwa podstawniki 4-dietyloaminostyrylowe, wykazalo rozszczepienie pasma absorpcji Q
na trzy sub-pasma, czego nie obserwowano w odniesieniu do pochodnej z jedng grupa

styrylowa (XVIIIf).
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Rye. 7. Struktury pochodnych 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli XVIIIa-f.
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Optymalizacja  struktury obu 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli  (XVIIIe, XVIIIf)
wraz z obliczeniami metoda modelowania molekularnego wykazata, ze absorpcja
promieniowania przez barwnik XVIIIf, zawierajacy jeden podstawnik styrylowy,
jest zwigzana z przejsciem elektronowym pomigdzy orbitalami HOMO (ang. Highest
Occupied Molecular Orbital) 1 LUMO (ang. Lowest Unoccupied Molecular Orbital).
Natomiast rozszczepienie pasma absorpcji w przypadku zwigzku XVIIle, wynika
z wystepowania trzech przej$¢ elektronowych (HOMO-LUMO, HOMO,-LUMO i NHOMO
(ang. Next Highest Occupied Molecular Orbital)}-1LUMO). Ponadto przeprowadzono badania
rentgenograficzne 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu XVIIle, ktore wykazaly pofaldowana
strukture pierscienia diazepinowego. Zaobserwowano rowniez, ze dwa podstawniki
4-dietyloaminostyrylowe nie znajduja sie¢ w jednej ptaszczyznie, a analiza oddziatywan
migdzyczasteczkowych potwierdzita wzajemne nakladanie si¢ jedynie pierscieni fenylowych
sasiadujacych czasteczek. Odlegtos¢ pomiedzy warstwami czasteczek wynikajaca ze sposobu
upakowania sugeruje, ze nie ma wzajemnego, silnego oddzialywania n-n. Otrzymane wyniki
dowiodly, ze pofaldowana struktura pochodnych bisstyrylodiazepinowych, uniemozliwia
silne oddzialywania n-m pomiedzy czasteczkami, zapobiegajac wygaszaniu fluorescencji
w fazie statej [67].

Podczas kolejnych prac dotyczacych 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli Horiguchi i wsp. [68],
zsyntetyzowali seri¢ zwigzkéw zawierajacych podstawnik styrylowy w pozycji C5 pierscienia
diazepiny oraz rézne podstawniki w pozycji C6 (XIXa-e) (Ryc. 8).
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Ryec. 8. Struktury pochodnych 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli XIXa-e.

Otrzymane zwigzki poddano badaniom spektralnym obejmujacym ocene wlasciwosci
absorpcyjnych 1 emisyjnych, ktére okreslono po rozpuszczeniu badanych barwnikow
w chloroformie, a takze w postaci cienkich warstw uzyskanych metoda osadzania z fazy

gazowej (ang. vapour-depozited thin films). W przypadku roztworow chloroformowych
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1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli, nie zaobserwowano duzego wplywu podstawnikow
w pozycji C6 diazepiny, na polozenie pasm absorpcji i emisji. Zwigzki XIXa-¢ i XIXe
posiadaty maksima absorpcji w zakresie dlugosci fal 479-498 nm oraz maksima emisji
w przedziale 586-608 nm. Jedynie barwnik z podstawnikiem tert-butylowym w pozycji C6
pierscienia diazepinowego (XIXd), wykazywal wyraznie batochromowo przesuniete pasma
absorpcji 1 emisji, z maksimami przy dlugosci fali odpowiednio 514 nm i 632 nm.
Zaobserwowano, ze podstawniki w pozycji C6 pierscienia diazepiny, powoduja obnizenie
intensywnosci  fluorescencji  zwigzkéw XIXa-e w roztworach chloroformowych.
1,4-Diazepino-2,3-dikarbonitryl XIXa, niezawierajacy podstawnika w pozycji C6,
wykazywal zdecydowanie najsilniejsza fluorescencje¢, natomiast analog XIXd posiadajacy
rozbudowany przestrzennie podstawnik fert-butylowy, najstabsza. Natomiast maksima pasm
absorpcji 1 emisji zwigzkéw XIXa-e, analizowanych w postaci cienkich filmow, wynosity
odpowiednio 493-551 nm i 640-682 nm i byly zdecydowanie przesunigte w kierunku fal
dluzszych, w porownaniu z wartosciami uzyskanymi dla roztwordw. Réwniez intensywnosé
fluorescencji barwnikéw w postaci cienkich warstw, znaczaco rdéznita sie od uzyskanej
dla roztworéw chloroformowych, a obecno$¢ podstawnikow w pozycji C6 diazepiny,
wyraznie zwiekszata jej warto$¢. Zastosowany w formie cienkiej warstwy, niepodstawiony
w pozycji C6 zwiazek XIXa, posiadat najslabsza fluorescencje, natomiast cienka warstwa
barwnika XIXc¢ z podstawnikiem n-butylowym w pozycji C6, najsilniejsza. Stwierdzono,
ze zaobserwowane zmiany w intensywnosci fluorescencji, sa wynikiem oddziatywan
miedzyczasteczkowych ~w  fazie  stalej.  Zaleznosci te  potwierdzita analiza
rentgenostrukturalna, ktora wykazata, ze czasteczki XIXa tworzg Scisle przylegajace pary,
ulozone jedna nad druga, umozliwiajac nakladanie si¢ chromoforéw. Stwierdzono,
ze oddzialywania miedzyczasteczkowe pomiedzy chromoforami powoduja wygaszanie
fluorescencji 1 sa odpowiedzialne za najnizsza intensywnos$¢ emisji zwigzku XIXa.
W przypadku pozostatych 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli obecnos¢ podstawnikéw w pozycji
C6 pierscienia diazepinowego, uniemozliwia podobne utozenie, co zmniejsza oddzialywania
miedzyczasteczkowe 1 zapobiega wygaszaniu fluorescencji. Zaobserwowano rowniez,
ze podstawniki w pozycji C6 moga przyjmowac pozycje aksjalng lub ekwatorialng,
prowadzac do powstania izomerow, ktore mozna rozr6zni¢ metodg NMR. Ponadto zwiagzki
te ze wzgledu na obecnos$¢ asymetrycznego atomu wegla, wystepuja w formie izomerdw

optycznych R 1 S, ktérych wlasciwosci absorpcyjne i emisyjne sg jednakowe (Ryc. 9).
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Ryec. 9. Mozliwe izomery 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli XIXa-e; R;, R; jak na Ryc. 8.

Widma NMR potwierdzily, ze zwigzki XIXa-c¢ i XIXe wystepuja w roztworze jedynie
w postaci izomeréw ekwatorialnych. Ponadto analiza rentgenostrukturalna wykazata
obecnosé¢ ekwatorialnych izomeréw R i S. Natomiast XIXd, ze wzgledu na oddziatywanie
steryczne grupy fert-butylowej z podstawnikami w pozycji C5 i C7, wystepuje w formie
izomeru aksjalnego. Z obliczen wykonanych metoda modelowania molekularnego wynika,
ze izomery aksjalne wykazuja batochromowe przesunigcie pasm absorpcji o ok. 10-20 nm,
w porownaniu do izomerow ekwatorialnych. Horiguchi i wsp. stwierdzili, ze obliczenia
te Wwyjasniaja zaobserwowane przesunigcia maksimum absorpcji 1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitrylu XIXd, w kierunku fal dtuzszych wzgledem innych analogéow, poniewaz
jako jedyny posiada podstawnik w pozycji aksjalnej [68].

Ponad dziesi¢¢ lat temu zespot badawczy Ercolani i Stuzhina [69,70], przedstawili
synteze 1 wlasciwosci nowej klasy porfirazyn, posiadajacych peryferyjnie skondensowane
pierscienie 1,4-diazepinowe. Stwierdzono, ze pierScien 1,4-diazepiny, zawierajacy
6m-elektronow, sprzgzonych z rdzeniem porfirazyny niepodstawionej w czesci centralnej
lub zawierajacej rézne kationy metali, wystepuje w stabilnej formie 6H-tautomeryczne;j.
Natomiast kompleksy porfirazyn diazepinowych z jonami manganu i litu istnieja w formie
tautomerdw [H. Szczegdlne zainteresowanie badaczy wzbudzily oddziatywania pomiedzy
plaskim rdzeniem porfirazyny oraz rozbudowanym przestrzennie pierscieniem diazepiny.
Udziat pierscieni diazepinowych w delokalizacji elektronéw w rdzeniu makrocyklicznym,
potwierdzita analiza profilu widm UV-Vis. Zaobserwowano rowniez, ze widma absorpcji
kompleksow porfirazyny XX z jonami metali (XXa-d), wykonane w rozpuszczalnikach
o réznych wlasciwosciach kwasowo-zasadowych, wykazuja szerokie pasmo Q rozszczepione

na dwa sub-pasma, w zakresie dtugosci fal 630-640 nm oraz 660-680 nm (Ryc. 10) [69,71].
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Ryec. 10. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XX — XXIV.

Poniewaz wiekszos¢ obecnie stosowanych fotouczulaczy posiada pasmo absorpcji Q
w zakresie 630-650 nm, kluczowa wiasciwoscia uwzgledniang w badaniach dotyczacych
nowych zwiazkéw uzytecznych w terapii fotodynamicznej, jest absorpcja swiatla o dtugosci
fali powyzej 650 nm. Jest to uzasadnione zdolnoscig przenikania tkanek przez $wiatlo,
jak wiadomo promieniowanie o wiekszej dtugosci fali przenika tkanki na wieksza glebokosc,
co umozliwia naswietlenie zmian nowotworowych znajdujacych si¢ w glebszych warstwach
skéry 1 bton Sluzowych. Donzello i wsp. [72] otrzymali tribenzoporfirazyny zawierajace
skondensowany pierscien 6H-1,4-diazepinowy (XXIa, XXIb), ktéorych widma UV-Vis
charakteryzuja sie szerokim rozszczepionym pasmem Q, przesunietym jeszcze bardziej
w kierunku dlugofalowym niz w przypadku komplekséw jonéw metali z symetryczng
porfirazyng XX (Ryc. 10). Demetalowana tribenzoporfirazyna XXIa posiada trzy sub-pasma
absorpcji w zakresie 620-630 nm, 670-680 nm i 705-715 nm, wynikajace z rozszczepienia
pasma Q, natomiast pochodna magnezowa XXIb dwa sub-pasma w obszarze 650-660 nm

i 690-700 nm. Baum i wsp. [73] przedstawili syntez¢ oraz wlasciwosci fotochemiczne
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tetrahydrodiazepinoporfirazyny (XXII), niesymetrycznych porfirazyn (XXIIIa, XXIIIb)
oraz seco-porfirazyny (XXIV) (Ryc. 10). Wykonano widma UV-Vis otrzymanych zwigzkow
makrocyklicznych w dichlorometanie. Porfirazyna XXII, zawierajaca skondensowane
pierscienie tetrahydrodiazepinowe, wykazata szerokie pasmo Q z maksimum absorpcji
przy 551 nm. W przypadku niesymetrycznej porfirazyny magnezowej XXIIIb,
zaobserwowano szerokie rozszczepione pasmo Q z dwoma maksimami absorpcji przy 596 nm
i 648 nm. Natomiast seco-porfirazyna XXIV posiadala w obszarze pasma Q dwa wyraznie
wyksztalcone sub-pasma z maksimami odpowiednio przy 559 nm i 644 nm. Autorzy
sugeruja, ze poszerzenie pasma Q zaobserwowane dla makrocykli XXIT i XXIIIb,
jest spowodowane oddzialywaniem wolnych par elektronowych atoméw azotu pierscieni
diazepinowych, z elektronami rdzenia makrocyklicznego. Ponadto zaobserwowano,
ze utlenienie pierscienia diazepinowego prowadzace do powstania seco-porfirazyny XXIV,
powoduje zniesienie oddziatywania wolnych par elektronowych atoméw azotu z elektronami
rdzenia makrocyklicznego, co prowadzi do zmiany profilu pasma Q. Dodatkowo,
seco-porfirazyna XXIV wykazuje najwyzsza podawang w pismiennictwie dla tej grupy
porfirazyn, warto$¢ wydajnosci kwantowe] generowania tlenu singletowego wynoszaca 0,74.
Tarakanov i wsp. [74] opisali synteze porfirazyny posiadajacej skondensowane pierScienie
diazepinowe z podstawnikami fert-butylofenylowymi (XXV) (Ryc. 11). Autorzy udowodnili,
ze otrzymana porfirazyna istnieje w postaci kompleksow z czasteczkami wody.
Przy wykorzystaniu chromatografii kolumnowej wyizolowano dwa kompleksy porfirazyny
XXYV: jeden zawierajacy cztery czasteczki wody (XXVa) oraz drugi, powstajacy w mniejszej
ilosci, z dwiema czasteczkami wody (XXVb). W dalszych badaniach uwage skupiono
na kompleksie XXVa. Okreslono witasciwosci absorpeyjne porfirazyny XXVa w roznych
rozpuszczalnikach tj. w DMF, DMSO, THF, dichlorometanie i pirydynie. Wykonano réwniez
widma '"H NMR w deuterowanych odpowiednikach wymienionych rozpuszczalnikéw.
Widma UV-Vis porfirazyny XXVa wykazaly silng zalezno$¢ od rodzaju rozpuszczalnika.
W DMF i DMSO zaobserwowano pojedyncze, intensywne pasmo absorpcji w obszarze
dhugofalowym, natomiast w pozostatych rozpuszczalnikach pasmo Q bylo rozszczepione
na dwa sub-pasma. Autorzy przypisali zaobserwowane zmiany obecnosci dwoch form
porfirazyny XXVa, monomerycznej i dimerycznej. Wykazano, ze forma monomeryczna
wystepuje w rozcienczonych rozpuszczalnikach aprotycznych, takich jak DMF i DMSO,
a w roztworach stezonych tych rozpuszczalnikow wystgpuja obie formy, monomeryczna
i dimeryczna. Natomiast w dichlorometanie, benzenie, tetrahydrofuranie i pirydynie,

porfirazyna XXVa istnieje w formie dimerycznej. Ponadto zaobserwowano, ze dodatek wody
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lub metanolu do rozcienczonego roztworu DMSO, wywoluje dimeryzacje rozpuszczonej
porfirazyny. Stwierdzono, ze proces dimeryzacji zachodzi w wyniku tworzenia wigzan
wodorowych, pomiedzy atomami azotu pierscieni diazepinowych sasiadujacych czasteczek
porfirazyn, w ktoérych udzial biorg czasteczki wody i1 rozpuszczalnika. Obecnos¢ formy
monomerycznej 1 dimerycznej porfirazyny XXVa, zostala potwierdzona w badaniach
z wykorzystaniem magnetycznego rezonansu jadrowego. Natomiast dla kompleksu XXVb,
0 mniejsze] zawartosci wody, przeprowadzono jedynie wstepna ocene wlasciwosci
spektralnych. Zaobserwowano, ze XXVb istnieje najczesciej w formie monomerycznej,

lecz w odpowiednich warunkach rowniez moze ulega¢ procesowi dimeryzacji [74].

tBu O O tBu
N N

tBu 9\
2Ll O Lo D
N W N Ne | NS
J:éN—IXIg—Nij N—I¥Ig-N
=~ — — e N’
O N I\l /N —=N N Q "¥ /N —=N /
tBu - 8 O OCH3

N tBu
CH
XXVI Haco  O¢
tBu Bu
XXV

XXVa: XXV x 4H,0 x CH,Cl,
XXVb: XXV x 2H,0

Ryec. 11. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XXV, XXVI.

Badania w dziedzinie syntezy porfirazyn diazepinowych sa réwniez prowadzone
w Katedrze i Zakladzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu przez Goslinskiego i wsp. [75]. Autorzy opracowali metode
otrzymywania nowej grupy porfirazyn diazepinowych, posiadajacych rozbudowane
podstawniki w pozycjach C5 i C7 pierscienia diazepiny. Zsyntetyzowano tribenzoporfirazyne
magnezowa XXVI (Ryc. 11), posiadajaca skondensowany pierscien diazepinowy sprzezony
z grupa styrylowa. Uzyskana pochodna wykazala interesujace wlasciwosci spektroskopowe,
W tym rozszczepienie pasma Q na trzy sub-pasma z maksimum absorpcji w zakresie 645-660
nm, 670-680 nm oraz 690-700 nm, w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika.
Okreslono rowniez w jaki sposob wlasciwosci rozpuszczalnikow, takie jak wspolczynnik
zalamania $wiatla i moment dipolowy, wplywaja na potozenie poszczegolnych sktadowych

pasma Q.
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III. 3. Liposomy jako no$niki fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamicznej

Liposomy sa to sztucznie otrzymane, sferyczne czastki o wielkosci ok. 20-1000 nm,
sktadajace si¢ z podwojnej warstwy fosfolipidow otaczajacej wodne Srodowisko rdzenia
liposomu. Fosfolipidy bedace podstawowym budulcem liposomow, skladajg sie z dwoch
obszaréow: hydrofilowego nazywanego .glowa liposomu”, oraz hydrofobowego, ktory
stanowig dlugie lancuchy weglowodorowe. Duza réznorodnos$é¢ fosfolipidow, zarowno
pochodzenia naturalnego jak i syntetycznego, stosowanych do otrzymywania liposomdw
sprawia, ze moga si¢ znaczaco rozni¢ wielkoscia, ksztattem oraz wlasciwosciami. Ze wzgledu
na unikalng budowe oraz wtasciwosci, w tym mozliwo$¢ wbudowywania zarowno zwigzkoéw
hydrofilowych, jak i hydrofobowych oraz duze podobienstwo do organelli btonowych
wystepujacych w organizmach zywych, sg one czesto stosowane jako nosniki substancji
leczniczych. Zwiazki o charakterze hydrofilowym po inkorporowaniu w liposomy
sa rozpuszczone w wodnym $rodowisku rdzenia, natomiast substancje hydrofobowe

wbudowuja si¢ w hydrofobowy obszar blony lipidowej (Ryc. 12) [76].
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Ryec. 12. Budowa liposomu.

Wprowadzenie do lecznictwa Visudyne, pierwszego preparatu zawierajacego
fotouczulacz w postaci liposomalnej, zwiekszylo zainteresowanie inkorporacja innych
fotosensybilizatorow w liposomy. Wykazano, ze inkorporacja liposomalna znanych
fotouczulaczy o wysokiej lipofilnosci takich jak temoporfiryna oraz ftalocyjanina cynkowa,
doprowadzita do poprawy ich wiasciwosci fizykochemicznych, w tym obnizenia tendencji
do agregacji i zwigkszenia rozpuszczalnosci w wodzie. Ponadto przyczynia si¢ do lepszego
wchianiania przez komorki oraz poprawia selektywnos¢ kumulacji w tkance nowotworowe;j,

co prowadzi do zwigkszenia skutecznosci fotouczulaczy oraz zmniejszenia uszkodzenia
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otaczajacych tkanek. Liposomy wykorzystuje si¢ rowniez jako nosniki dla fotouczulaczy
0 charakterze hydrofilowym, szczegblnie kwasu 5-aminolewulinowego
(ang. 5-aminolevulinic acid, ALA). ALA jest prometabolitem, ulegajacym w organizmie
przeksztatceniu do Protoporfiryny IX, bedacej wlasciwym fotouczulaczem. Zaobserwowano,
ze wbudowanie w liposomy hydrofilowego kwasu S5-aminolewulinowego, zwieksza
jego przenikalno$¢ przez skore, poprawia selektywnos$¢ kumulacji w tkance docelowe;j
oraz wzmaga aktywnos$¢ fotodynamiczng. Ponadto umozliwia obnizenie wymaganej dawki
terapeutycznej, a takze znaczaco zmniejsza czestotliwosé wystepowania efektow
niepozadanych [15,77]. Wykorzystanie liposomow jako nos$nikow przyczynilo sie réwniez
do opracowania wielu nowych porfirynoidéw o potencjalnym zastosowaniu w terapii
fotodynamicznej, ktérych uzyteczno$¢ w formie wolnej, nieinkorporowanej w liposomy
bytaby bardzo ograniczona.

Obecnie prowadzone prace dotyczg formulacji liposomalnych dla nowych zwiazkdéw
makrocyklicznych, wykazujacych obiecujace wiasciwosci fotouczulajace, w tym porfiryn,

porfirazyn, ftalocyjanin oraz chloryn.

II. 3. 1. Liposomalne formulacje porfiryn

Zdecydowanie najwiece] przeprowadzonych dotychczas badan, w dziedzinie
formulacji liposomalnych dla zwigzkéw makrocyklicznych, dotyczy porfiryn. Grupa
badawcza z Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem Nowakowskiej,
okresdlita zalezno$¢ pomiedzy strukturg oraz wilasciwosciami fizycznymi liposomow,
a ich zdolnoscia do wigzania porfiryn. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
hematoporfiryny (XXVII) 1 5,10,15,20-tetrakis(4-hydroksyfenylo)porfiryny (XXVIII).
Przygotowano liposomy na bazie fosfatydylocholiny, zawierajace wbudowane zwiazki
XXVII i XXVIII, natomiast roznigce si¢ zastosowanymi lipidami takimi jak: cholesterol,
kwas oleinowy, oleinian metylu oraz lipidy pegylowane, (Ryc. 13). Zaobserwowano,
ze dodatek cholesterolu obniza zdolnos¢ wigzania btony lipidowej z porfirynami XXVII
i XXVIII, podczas gdy =zastosowanie oleinianu metylu lub lipidow pegylowanych,
powodowal wzrost stalych wigzania obu porfiryn z liposomami. Ponadto stwierdzono,
ze objetos¢ podwojnej warstwy lipidowej ma wigkszy wptyw na zdolno$¢ wigzania porfiryn
niz jej hydrofobowos$¢. Wyniki wskazuja, ze odpowiednia konstrukcja blony lipidowej,
jest niezbedna do skutecznego wigzania oraz kumulacji badanych substancji w liposomach

[78]. Man i wsp. [79] przygotowali liposomy zbudowane z lecytyny jaja kurzego
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oraz dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC), zawierajace inkorporowane porfiryny.
Wykorzystano 5,10,15,20-tetrakis(4-tert-butylofenylo)porfiryne (XXIX) oraz jej kompleksy
z jonami Mg(I), Mn(III), Fe(IIl), Co(II), Ni(Il), Cu(Il), Zn(II). Nastepnie przy zastosowaniu
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego zbadano réznice w strukturze
poszczegolnych liposomdéw. Wykazano, ze regularnie zorganizowana struktura podwodjnej
btony lipidowej, moze zosta¢ zaburzona przez czasteczki zdolne do jej penetracji, a utozenie
sktadnikéw blony jest wynikiem wlasciwosci stereochemicznych, takich jak zawada
przestrzenna, struktura molekularna oraz oddziatywania elektrostatyczne. Niektore porfiryny
po wbudowaniu w btong lipidowa, wykazuja sktonno$é do przemieszczania si¢ i samoczynne;j
organizacji w wigksze struktury. Zjawisko to ma duze znaczenie, poniewaz zaktocenie dobrze
zorganizowanej struktury lipidowej bton komdrkowych, moze w znaczacy sposoéb wplynaé
na funkcje catej komorki. Kontrolowane zmiany przepuszczalnosci blon komérkowych moga
mie¢ duze znaczenie w medycynie, szczegdlnie w leczeniu nowotwordw, ze wzgledu
na sklonnos¢ wielu porfiryn do selektywnej kumulacji w komorkach nowotworowych.
Engelmann i wsp. [80] zbadali wplyw struktury kationowych porfiryn na zdolno$¢ wiagzania
z liposomami oraz mitochondriami. W tym celu wykorzystano kationowe porfiryny
posiadajace  w  pozycjach  mezo  podstawniki  3-N-metylopirydyniowe  (XXX)
lub 4-N-metylopirydyniowe (XXXI), a takze porfiryny amfifilowe, zawierajace
oba podstawniki oraz grupy fenylowe (Ryc. 13). Wyznaczono stale wigzania porfiryn
z liposomami zbudowanymi z 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DSPC)
i kardiolipiny, a takze mitochondriami izolowanymi z watroby szczuréow. Otrzymane wyniki
wykazaly, ze stale wigzania porfiryn z liposomami oraz mitochondriami, sa odwrotnie
proporcjonalne do polarnosci badanych makrocykli, wyrazonej przez wspodtczynnik podziatu
logP. Jednak zalezno$¢ ta nie jest spelniona dla porfiryn amfifilowych, ktore wigza sig
z liposomami i mitochondriami w wiekszym stopniu niz wynika to z obliczen na podstawie
wartosci logP, co wskazuje na obecnos¢ dodatkowych, bardziej specyficznych oddziatywan
[80].  Przeprowadzono  roéwniez  ocen¢  interakcji  liposoméw  zbudowanych
z  dimirystoilofosfatydylocholiny = (DMPC), =z dwiema glikodendrymerycznymi
fenyloporfirynami (XXXII, XXXIII) (Ryc. 13). Zaobserwowano, ze porfiryna XXXIII,
posiadajaca dhuzszy tancuch laczacy czesé¢ cukrowa z pierscieniem makrocyklicznym,
wykazuje wigksze powinowactwo do fosfolipidow blony liposomdéw i wnika w jej strukture,

a czes¢ cukrowa wystaje na zewnatrz oddziatujac z otaczajacym srodowiskiem wodnym [81].

23



CZESC TEORETYCZNA

HO OH tBu tBu

O~ O J

O - Q0 270

HO OH tBu tBu
XXV M = Mg(ll), Mn(lll), Fe(lll),
HG Ni(Il), Cu(ll), Zn(l1), Co(ll)
XXVII XXIX
R R
H&,"}*R HO_ y
R R 0 R=y / OHH /on
9H3 Nﬁ— WwW H H
n H( \-0)
- - R
XXX: R —<\:/) n
/A XXXII: n=1
XXXI: R = —@N'C“S XXXII: n=2

Ryec. 13. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XXVII-XXXIII.

Wspomniany wczesniej zespot autorow Nowakowska i wsp., przeprowadzit réwniez
badania oceniajace mozliwos¢  zwiekszenia rozpuszczalnosci  5,10,15,20-tetrakis-
(4-hydroksyfenylo)porfiryny (XXVIII) w wodzie (Ryc. 13). W tym celu poréwnano
rozpuszczalnos¢ XXVIII, po inkorporacji w sterycznie stabilizowane liposomy oraz
po modyfikacji peryferyjnej polimerami polietylenoglikolu (PEG). Analiza widm absorpcji
i emisji porfiryny XXVIII w stanie wolnym oraz w postaci liposomalnej i pegylowanej,
umozliwila przedstawienie wnioskow, ze inkorporacja liposomalna przeciwdziala agregacji
porfiryny, natomiast modyfikacja polimerami PEGyyy jedynie redukuje ten proces. Ponadto
sprawdzono aktywnos$¢ fotodynamiczng otrzymanych potaczen wzgledem dwoéch linii
komorek nowotworowych, raka okreznicy HTC 116 oraz raka gruczotu krokowego DU 145
i porownano z aktywnoscig wolnej porfiryny rozpuszczonej] w DMSO. Zaobserwowano,
ze obydwa przygotowane systemy dostarczania porfiryny XXVIII, umozliwily
jej wychwytywanie przez komdrki nowotworowe oraz obnizyty cytotoksycznos$¢ bez dostepu
$wiatta. Ponadto liposomalna posta¢ fotouczulacza wykazata wieksza aktywnosc
fotodynamiczna od formy pegylowanej, jednak najwyzsza aktywnos$é uzyskano dla wolnej
postaci porfiryny [82]. W kolejnych badaniach zmodyfikowano strukture XXVIII, poprzez
przytaczenie polimerow PEG o réznej masie czasteczkowej. Nastepnie inkorporowano

otrzymane polaczenia w sterycznie stabilizowane liposomy i oceniono ich wlasciwosci
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fotofizyczne oraz cytotoksycznosé, wzgledem komorek nowotworowych HTC 116 1 DU 145.
Porfiryna zmodyfikowana polimerami PEGyo wykazala najwyzszy wychwyt przez komorki
nowotworowe oraz najwyzsza cytotoksycznos¢, jednak inkorporacja otrzymanego potaczenia
XXVIII-PEGyp00 W liposomy, spowodowala obnizenie zaréwno kumulacji XXVIII
w komorkach, jak i cytotoksycznosci. Jednoczesnie liposomalna posta¢ XXVIII-PEG;o,
charakteryzowala sie¢ najwyzszym stopniem indukcji apoptozy sposrod ocenianych postaci
fotouczulaczy. Ponadto zaobserwowano, ze modyfikacja XXVIII poprzez przylaczenie
polimeréw PEGyg oraz inkorporacje liposomalng, wptywa na rozmieszczenie porfiryny
wewnatrz  komoérek. Badanie lokalizacji  wewnatrzkomoérkowej — przeprowadzono
wykorzystujac komarki raka okreznicy HTC-116, po wybarwieniu poszczeg6lnych organelli
komorkowych odpowiednimi markerami fluorescencyjnymi. Obserwacja fluorescencji
przy wykorzystaniu mikroskopu konfokalnego wykazata, ze wolna posta¢ XXVIII ulega
kumulacji w calej komoérce, a w szczegdlnosci w mitochondriach, retikulum
endoplazmatycznym, aparacie Golgiego, lizosomach oraz blonie komorkowej. Polaczenie
XXVIHI-PEG;pp9 réwniez kumuluje sie¢ w strukturach bloniastych komorki takich
jak mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego i lizosomy, podczas
gdy zwigzek w postaci liposomalnej ulega wybiorczej kumulacji w lizosomach [83].
Hiraka i wsp. [84] opracowali liposomy wrazliwe na srodowisko kwasowe, zawierajace
porfiryne zelazowa (XXXIV), nasladujaca dysmutaze ponadtlenkowa (ang. superoxide
dismutase, SOD). SOD jest enzymem katalizujacym reakcje dysproporcjonowania
(dysmutacji), anionorodnika ponadtlenkowego (O,") do nadtlenku wodoru oraz tlenu.
Komorki nowotworowe ze wzgledu na wysoki poziom przemian metabolicznych oraz czgsto
obserwowang niska aktywnos¢ SOD, maja duzg zawartos¢ O, . Wyniki badan sugeruja,
ze nasladowanie dysmutazy ponadtlenkowej przez porfiryne zelazowa, powoduje przemiang
nagromadzonego w  komodrkach nowotworowych O,°, do nadtlenku wodoru
oraz powstajacego w wyniku jego rozktadu rodnika hydroksylowego ( OH), ktory powoduje
uszkodzenie DNA oraz $mieré¢ komoérki [84,85]. Dowiedziono takze, ze liposomy sktadajace
sic z 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny, bromku dimetyloditetradecylo-
ammoniowego, oleinianu sodu oraz Tweenu 80, uwalnialy porfiryng¢ pod wplywem
kwasowego Srodowiska endosomow. Proces ten zachodzit po wchionieciu liposoméow
przez komoérke na drodze endocytozy, dzieki czemu porfiryny dostawaly si¢ do wnetrza
komorki. Uzyskane wyniki sa bardzo obiecujace i wskazuja, ze porfiryny posiadajace
aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, inkorporowane w liposomy wrazliwe na srodowisko

kwasowe, sg potencjalnymi kandydatami do zastosowania w terapii fotodynamicznej [84].
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Taylor i wsp. [86] opracowali liposomalng posta¢ karbaporfiryn, pochodnych porfiryn
zawierajacych podstawiony ketalami pierscien indolu w miejscu pierscienia pirolu (XXXV,
XXXVI) (Ryc. 14) i ocenili ich skuteczno$é¢ przeciwko réoznym gatunkom pierwotniakdw
Leishmania. Wykazano, ze inkorporacja w liposomy zwigkszyta aktywnos¢ fotodynamiczng
badanych porfiryn, wzgledem L. amazonensis oraz L. panamensis, jednak nie wplynela
W znaczacy sposéb na L. infantum. Ponadto badania przeprowadzone z wykorzystaniem
ludzkiej monocytarnej linii komorkowej U937 wykazaly, ze inkorporacja liposomalna obniza
toksyczno$¢ badanych zwigzkow wzgledem komodrek ssakow. Gardner i wsp. [87]
przygotowali formulacje liposomalne trzech pochodnych porfiryn, posiadajacych pierscienie
acenaftylenowe skondensowane =z pierScieniami pirolu rdzenia makrocyklicznego,
tzw. acenaftylenoporfiryn. Zwiazki te wykazuja korzystne wiasciwosci spektralne, wysoka
zdolno$¢ generowania tlenu singletowego i posiadaja obiecujace wlasciwosci przeciwko
pierwotniakom wywotujacym leishmaniozy. Jednak ze wzgledu na wysoka hydrofobowos¢
wymagaja zastosowania odpowiednich nosnikéw, zwiekszajacych ich rozpuszczalnosé
w $rodowisku wodnym. Sposrdéd badanych zwigzkow porfiryna zawierajaca jeden pierscien
acenaftylenowy (XXXVII), wykazala najwyzsza zdolno$¢ wigzania z liposomami
zbudowanymi z DMPC oraz sktadajacymi sie¢ z  DMPC, cholesterolu
oraz distearoilofosfatydyloglicerolu (DSPG) (Ryc. 14).

CoHs

HsC;  CoHg

XXXV: R =CH;, XXXVII
XXXVI: R = C,Hy

Ryec. 14. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XXXIV-XXXVII.

Badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej potwierdzily, ze otrzymane liposomy
skutecznie transportujg wbudowane porfiryny do promastigot L. tarantolae. Ponadto badania
in vitro wykazaly fotocytotoksycznos$¢ opracowanych liposomalnych postaci porfiryn,
przeciwko pierwotniakom L. panamensis. Zaobserwowano wigksza aktywnos$¢ uzyskanych
liposoméw po naswietleniu, niz bez dostgpu s$wiatta. Dodatkowo okazaly si¢ one

skuteczniejsze niz antymonian megluminy, lek stosowany przeciwko leiszmaniozie [87].
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III. 3. 2. Liposomalne formulacje porfirazyn

Dotychczas w literaturze znajduje sie tylko kilka doniesien dotyczacych
liposomalnych formulacji porfirazyn. Sa to badania prowadzone przez wloska grupe
Ricciardi’ego, ktora opracowala synteze porfirazyn zawierajacych  podstawniki
polikarboranylowe, z przeznaczeniem zastosowania w PDT oraz w terapii boronowo
neutronowej (ang. Boron Neutron Capture Therapy, BNCT) [88]. BNCT jest innowacyjng
forma radioterapii, polegajaca na zastosowaniu zwiazkoéw zawierajacych izotopy boru '°B,
ktére nie wykazuja naturalnej promieniotworczosci, ale pod wplywem wiazki neutronow
ulegaja rozpadowi promieniotworczemu. Powstale w wyniku tego procesu jony litu
oraz czastki alfa wykazuja wysoki liniowy transfer energii, a ich oddziatywanie
jest ograniczone do obszaru odpowiadajacego pojedynczej komorce. Z tego wzgledu terapia
BNCT umozliwia selektywne niszczenie komorek nowotworowych, ktore wchtonety atomy
9B [89]. W pierwszym etapie prac zespodt Ricciardi’ego otrzymat demetalowana porfirazyne
zawierajacg podstawniki polikarboranylowe (XXXVIII), ktéra wbudowano w liposomy
sktadajace si¢ z 1,2-dioleoilo-sn-glicero-fosfocholiny (DOPC) oraz 1,2-dioleoilo-sn-glicero-
fosfoetanolaminy (DOPE) (Ryc. 15). Wilasciwosci uzyskanych liposoméw oceniono
przy wykorzystaniu metod spektrofotometrycznych, dynamicznego rozpraszania $wiatta
(DLS) oraz matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS). Wyniki
badan eksperymentalnych, jak réwniez rezultaty obliczen wykorzystujacych teorig
funkcjonalow gestosci (DFT), potwierdzity oddziatywanie pomiedzy otrzymanym zwigzkiem
makrocyklicznym oraz lipidowymi sktadnikami liposoméw. Badania wykazaly obiecujace
wlasciwosci  liposoméw jako nosnikéw porfirazyn [90]. W kolejnym etapie prac
przeprowadzono enkapsulacje liposomalng demetalowanej porfirazyny XXXVIII w liposomy
o réznym ladunku tj. kationowe, anionowe oraz liposomy dipolarne (ang. zwitterionic
liposomes), obdarzone zarowno tadunkiem dodatnim, jak i ujemnym. Najwyzsza zawartos¢
porfirazyny zaobserwowano w przypadku liposoméw dipolarnych zbudowanych z DOPC
i DOPE [91]. Nastepnie zsyntetyzowano magnezowa porfirazyn¢ z podstawnikami
polikarboranylowymi (XXXIX), ktora poddano inkorporacji w trzy rodzaje liposomdw
sktadajacych si¢ z chlorku N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowego
i dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (DOTAP/DOPE), 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-
fosforanu i dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (DOPA/DOPE) oraz 1,2-dioleoilo-sn-
glicero-3-fosfocholiny i dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (DOPC/DOPE),
posiadajace rézny tadunek [92].
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Ryec. 15. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XXXVIII-XLI.

W kolejnych badaniach sprawdzono skuteczno$¢ liposoméw jako nosnikéw zwiazkow
boronowych dla potrzeb BNCT, wykorzystujac dwa zwiazki karboranylowe, o-closo-
karboranylo B-laktozyd (closo — kompletny deltahedron) i 1-metylo-o-closo-karboranylo-2-
heksylotioporfirazyne (XL) oraz liposomy o réznym tadunku powierzchniowym. Badania
przeprowadzono na komorkach szczurzej linii nowotworu okreznicy DHD/K12/TRb
oraz komorkach czerniaka mysiego B16-F10, wykorzystywanych do badan kumulacji
w  komodrkach nowotworowych standardowych lekéw stosowanych w BNCT,
w tym borofenyloalaniny. Pomiary przy uzyciu spektrometrii alfa wykazaty, ze zastosowanie
kationowych liposoméw (DOTAP/DOPC/DOPE) zawierajacych zwigzki karboranylowe,
zwigksza ponad 30-krotnie stezenie boru w komdrkach, w poréwnaniu do kompleksu
borofenyloalaniny, standardowo uzywanego w BNCT. Ponadto nie zauwazono, zadnych
znaczacych efektow ubocznych zastosowanych formulacji liposomalnych [93]. Innym
przyktadem liposomalnych formulacji porfirazyn sa badania dotyczace tiadiazoloporfirazyn,

przeprowadzone przez Donzello 1 wsp. [94]. Otrzymano seri¢ kompleksow

28



CZESC TEORETYCZNA

tetrakis(tiadiazolo)porfirazyny z réznymi jonami metali, w tym Mg(I), Zn(Il), AI(II),
Ga(III), Cd(II), Cu(Il), a takze pochodna demetalowang. Nastepnie okreslono wlasciwosci
spektralne otrzymanych porfirazyn oraz wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu
singletowego. Ze wzgledu na wysoka warto$¢ wydajnosci kwantowej fluorescencji
oraz generowania tlenu singletowego, tiadiazoloporfirazyne cynkowa XLI, w dalszych
badaniach poddano inkorporacji w liposomy zbudowane z fosfatydylocholiny (Ryc. 15).
Pomiary absorpcji oraz emisji otrzymanych liposoméw wykazaty wysoka, ponad
40-procentowa, wydajnos¢ inkorporowania badanego makrocyklu w formie monomerycznej,

co ma istotne znaczenie dla zachowania jego wlasciwosci.

III. 3. 3. Liposomalne formulacje ftalocyjanin

Liposomy wykorzystuje si¢ réwniez jako nosniki dla ftalocyjanin wykazujacych
obiecujace  wlasciwosci  fotouczulajace, przede wszystkim w celu zwigkszenia
rozpuszczalnosci w srodowisku wodnym, co znacznie lepiej rokuje zastosowanie w terapii
fotodynamicznej. Nombona 1 wsp. [95] pordwnali skutecznos$¢ nanoczastek zlota
oraz liposomoéw na bazie lecytyny zoltek jaj, jako systemow dostarczania ftalocyjaniny XLII,
wzgledem ludzkiego ztosliwego nowotworu piersi MCF-7 (Ryc. 16). Wykazano,
ze oba zastosowane systemy dostarczania ftalocyjaniny XLII spowodowaly poprawe
jej aktywnosci fotodynamicznej, jednak formulacja liposomalna wykazata wyzsza
fotocytotoksycznos¢. Longo 1 wsp. [96] okreslili aktywnos¢ fotodynamiczng ftalocyjaniny
chloroglinowej (XLIII), inkorporowanej w liposomy zbudowane z DMPC, wzgledem
mysiego nowotworu jezyka. Badanie przeprowadzono na 16 myszach z wywolanym
nowotworem, podzielonych na 4 grupy, w tym trzy kontrolne: (i) z nowotworem
nieleczonym, (ii) poddang jedynie naswietlaniu nowotworu oraz (iii) ktorej wstrzyknieto
w okolice guza liposomalng posta¢ XLIII, nie stosujac naswietlania. Natomiast czwarta
tzw. grupa badawcza, zostala poddana terapii fotodynamicznej po uprzednim podaniu
liposomdéw zawierajacych ftalocyjaning XLIII oraz ekspozycji na promieniowanie o dlugosci
fali 670 nm. W tej grupie zaobserwowano 90% nekrozy nowotwordéw, wynikajacej zaréwno
z bezposredniej cytotoksycznosci, jak 1 uszkodzenia naczyn krwionosnych. Natomiast
w grupie kontrolnej, ktorej podano liposomy z XLIII, stwierdzono jedynie 15% nekrozy.
W dalszych badaniach Longo i wsp. [97] zastosowali dodatnio natadowane liposomy
zawierajace ftalocyjaning chloroglinowa XLIII, w celu eradykacji bakterii prochnicy.

Liposomalna formulacja ftalocyjaniny XLIII wykazata in vitro 82% redukcji zywotnosci
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bakterii wywotujacych prochnice. Natomiast nie zaobserwowano aktywnosci wzgledem linii
komorkowych ludzkich komorek miazgi zebowej oraz mysich fibroblastow, co sugeruje brak
szkodliwosci wzgledem komorek jamy ustnej. Ponadto badania kliniczne aktywnosci
fotodynamicznej liposomalnej formy XLIII, wykazaty jej aktywnos$¢ przeciwbakteryjng
oraz brak efektow niepozadanych w trakcie leczenia oraz po przeprowadzonej terapii

fotodynamicznej.
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Ryec. 16. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XLII-XLIV.

Vittar i wsp. [98] przygotowali dwa rodzaje liposomow jako systemy dostarczania
2,3.9,10,16,17,23,24-oktakis[(N,N-dimetylamino)etylosulfanylo]ftalocyjaniny cynku(II)
(XLIV) (Ryc. 16). Pierwsze liposomy sktadaty si¢ z dipalmitoilofosfatydyloetanoloaminy
i cholesterolu, natomiast drugie byly zbudowanie z DMPC i cholesterolu. Przeprowadzono
badania stopnia wchtaniania ftalocyjaniny XLIV inkorporowanej w liposomy, przez ludzkie
komoérki nowotworu piersi MCF-7¢3. Zaobserwowano lepsze wchianianie w przypadku
liposoméw zawierajacych DMPC, dlatego zostaly wybrane do dalszych badan dotyczacych
oceny aktywnosci fotodynamicznej in vitro wzgledem komorek nowotworowych MCF-7¢3.
Uzyskano ok. 70% $miertelnosci komoérek przy stezeniu ftalocyjaniny 0,5 uM oraz ok. 100%
dla stezenia 1,0 puM. Badanie lokalizacji wewnatrzkomdrkowej DMPC-liposomow
zawierajacych XLIV, wykazalo réwniez cze$ciowa kumulacje ftalocyjaniny w lizosomach,
ktérych uszkodzenie po PDT moze wywolywacé apoptoze. Ponadto badania in vivo
z wykorzystaniem gruczolakoraka LM2, wszczepionego podskornie myszom Balb/c

wykazaly, Ze terapia jest dobrze tolerowana i nie powoduje znaczacych efektow ubocznych.
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II. 3. 4. Liposomalne formulacje chloryn

W pismiennictwie z okresu ostatnich pieciu lat, znaleziono jedynie dwa doniesienia
dotyczace formulacji liposomalnych chloryn. Szurko i wsp. [99] przeprowadzili badania
aktywnosci fotodynamicznej nowej chloryny (XLV), po wbudowaniu w liposomy skladajace
sie¢ z fosfatydylocholiny i cholesterolu, wzgledem komodrek raka ptuc Lewisa (LLC)
(Ryc. 17). Wykazano, ze inkorporacja w liposomy zredukowala zywotno$¢ komorek

nowotworowych po terapii z 70,6% do 20,3%.

CHs

(HaC)Noc 1557

H3C <

H,C

HOOC COOH
XLV XLVI

Ryec. 17. Struktury zwigzkow makrocyklicznych XLV-XLVI.

Natomiast Zhang i wsp. [100] przygotowali liposomy sktadajace si¢ z fosfatydyloglicerolu,
DMPC oraz chloryny BCPD-18MA (XLVI) (Ryc. 17). Badania wchianiania otrzymane;j
liposomalnej postaci chloryny wykazaty, ze posiada zdolno$¢ kumulacji w komoérkach
ludzkiego gruczolakoraka sutka MDA-MB-231, juz w ciaggu 4 godzin. Ponadto zastosowanie
liposomow jako systemu dostarczania chloryny XLVI, spowodowalo wzrost aktywnosci

fotodynamicznej, jednoczesnie obnizajac toksycznos¢ w ciemnosci.
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IV. WYNIKI I DYSKUSJA

IV. 1. Synteza porfirazyn z peryferyjnymi skondensowanymi ugrupowaniami

styrylodiazepinowymi

IV. 1. 1. Synteza tribenzoporfirazyny ze skondensowanym ugrupowaniem

styrylodiazepinowym

W pierwszym etapie pracy przeprowadzono synteze tribenzoporfirazyny magnezowej (8),
posiadajacej skondensowany pierscien diazepinowy z jednym podstawnikiem styrylowym,
zgodnie z opracowang wczesniej procedura (Schemat 1) [75]. W tym celu diaminomaleonitryl
(1) zostal poddany dwuetapowej reakcji kondensacji z 1-fenylobutano-1,3-dionem (2),
prowadzacej do otrzymania 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu, podstawionego w pozycjach C5
i C7 pierscienia diazepiny, odpowiednio grupami fenylowa i metylowa (4). Otrzymany
zwigzek poddano reakcji z 3,4,5-trimetoksybenzaldehydem (5), w ktdrej uzyskano pochodng
1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu z podstawnikiem (2F)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylowym
(6), dostosowujac procedure Horiguchi i wsp. [66]. Nastepnie przeprowadzono reakcje
mieszane] makrocyklizacji typu Linsteada diazepiny 6 z 1,2-dicyjanobenzenem (7),
otrzymujac tribenzoporfirazyne ze skondensowanym pierscieniem styrylodiazepinowym 8

oraz ftalocyjaning magnezowa, jako uboczny produkt reakcji [35,75].

Schemat 1. Reagenty i warunki reakcji: (i) (COOH),, benzen, temp. wrzenia, 3,5 godz.
(i1) P,0s, etanol, temp. wrzenia, 4 godz. (iii) piperydyna, benzen, temp. wrzenia, 24 godz.

(iv) n-butanolan magnezu, n-butanol, temp. wrzenia, 17 godz.
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Tribenzoporfirazyne 8 wyizolowano 1 oczyszczono chromatograficznie. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzono chromatografie kolumnowa w normalnym uktadzie faz, uzywajac
jako fazy ruchomej mieszaniny dichlorometanu i metanolu, w stosunku objetosciowym 50:1.
Przemywanie kontynuowano do momentu usuniecia pozostalosci nieprzereagowanego,
zottopomaranczowego substratu. Nastepnie wykorzystano faze ruchoma o wzrastajacej
polarnosci, poprzez zwigkszanie zawartosci metanolu, stosujac proporcje 35:1, a nastepnie
20:1. W celu oddzielenia pozostatosci ftalocyjaniny magnezowej od tribenzoporfirazyny 8,
zastosowano chromatografi¢ w odwrdéconym ukladzie faz, wykorzystujac mieszaning

metanolu i tetrahydrofuranu w stosunku objetosciowym 20:1.

IV. 1. 2. Synteza porfirazyn posiadajacych skondensowane ugrupowania

bisstyrylodiazepinowe

W kolejnym etapie pracy zaplanowano synteze porfirazyn, posiadajacych skondensowane
pierscienie diazepinowe z dwoma podstawnikami styrylowymi. W tym celu przeprowadzono
synteze 5,7-dimetylo-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu (10) W reakcji
diaminomaleonitrylu (1) z pentano-2,4-dionem (9) w benzenie, przy udziale kwasu

szczawiowego, zgodnie z metodg literaturowa (Schemat 2) [101].
NX_ _NH, Ng Ne(CTs
)I 3* B,
~
NZ R, NZ Ny,
10

Schemat 2. Reagenty i warunki reakcji: (i) (COOH),, benzen, temp. wrzenia, 5 godz.

Otrzymany 5,7-dimetylo-6H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl 10, poddano reakcjom
kondensacji z aldehydami aromatycznymi, prowadzacym do uzyskania nowych pochodnych
1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli, posiadajacych w pozycjach C5 i C7 pierscienia diazepiny
dwa podstawniki styrylowe — Schemat 3. Reakcje przeprowadzono dostosowujac warunki
opracowane przez Horiguchi i wsp. [66,102]. Substraty reakcji kondensacji, 1,4-diazepino-
2,3-dikarbonitryl 10 oraz 3.4,5-trimetoksybenzaldehyd (5) ogrzewano przez 7 godzin
w benzenie w temperaturze wrzenia, w obecnosci katalitycznej ilosci piperydyny. Otrzymany
1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl podstawiony w pozycjach C5 i C7 grupami (2E)-(3,4.5-

trimetoksyfenylo)etenylowymi ~ (11),  wyizolowano z  mieszaniny  poreakcyjnej
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przy wykorzystaniu chromatografii kolumnowej z wydajnoscia 42%. Nastepnie otrzymany
produkt wykrystalizowano uzywajac mieszaniny dichlorometanu i n-heksanu. W analogicznej
reakcji 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu 10 z 1-metyloimidazolo-2-karbaldehydem (12),
prowadzone] w tych samych warunkach przez 6 godzin, otrzymano z wydajnoscia 78%
1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl podstawiony w pozycjach C5 i C7 grupami (2E)-(1-metylo-
1 H-imidazol-2-ilo)etenylowymi (13). Przeprowadzono réwniez reakcje kondensacji zwigzku
10 z 4-trifluorometylobenzaldehydem (14), mieszajac substraty oraz Kkatalityczng ilosé
piperydyny, w temperaturze wrzenia benzenu przez 15 godzin. Uzyskano 1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitryl posiadajacy dwie grupy (2E)-(4-trifluorometylofenylo)etenylowe (15) z 7%
wydajnoscia. W tych samych warunkach przeprowadzono reakcje 1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitrylu 10 z 4-dietyloaminobenzaldehydem (16), otrzymujac z wydajnoscia 98%
uprzednio zsyntetyzowany przez Horiguchi 1 wsp., produkt zawierajacy jedng grupe
(2E)-(4-dietyloaminofenylo)etenylowa (17) [66]. We wspomnianych wyzej warunkach
reakcja nie prowadzita do produktu kondensacji 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu 10 z dwoma
czasteczkami 4-dietyloaminobenzaldehydu (16), oczekiwanego ze wzgledu na mozliwos¢

dalszego zastosowania w reakcji makrocyklizacji prowadzacej do uzyskania porfirazyny.
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Schemat 3. Reagenty i warunki reakcji: (i) (COOH),, benzen, temp. wrzenia, 6—15 godz.
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W  kolejnym etapie pracy przeprowadzono reakcje makrocyklizacji otrzymanych
1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli 11, 13 i 15. Zwiazek 11 poddano reakcji makrocyklizacji
stosujac warunki Linsteada z wykorzystaniem n-butanolanu magnezu w n-butanolu [35].
W pierwszej kolejnosci przygotowano n-butanolan magnezu ogrzewajac przez 6 godzin opitki
magnezu we wrzacym n-butanolu, w obecnosci Kkatalitycznej ilosci jodu. Nastepnie
do mieszaniny reakcyjnej dodano zwigzek 11 i reakcje kontynuowano kolejne 20 godzin,
ochtodzono i przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowa w celu usunie¢cia nieprzereagowanego
magnezu. Po  odparowaniu  rozpuszczalnika  suchg  pozostalo$¢  oczyszczono
chromatograficznie w normalnym ukladzie faz, uzywajac jako fazy ruchomej mieszaniny
dichlorometan—metanol (50:1 do 10:1) oraz w odwrdéconym uktadzie faz stosujgc mieszanine
metanol—tetrahydrofuran  (20:1). Otrzymano porfirazyn¢ magnezowa posiadajaca
skondensowane pierscienie bisstyrylodiazepinowe (18) z 9% wydajnoscia, w postaci
ciemnozielonego osadu (Schemat 4). W celu uzyskania porfirazyny pozbawionej jonu
magnezu W centrum makrocyklicznym, porfirazyne 18 poddano reakcji demetalacji
w $rodowisku kwasu trifluorooctowego, zgodnie z procedurami literaturowymi [103,104].
Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjna wylano do wody z lodem, zobojetniono
nasyconym roztworem wodoroweglanu(IV) sodu, a nastepnie faze organiczng
wyekstrahowano dichlorometanem. Po odparowaniu rozpuszczalnika, sucha pozostatosé
oczyszczono chromatograficznie w normalnym ukladzie faz, stosujac jako faze ruchoma
mieszaning dichlorometan—metanol (50:1 do 20:1) oraz w ukladzie odwroconym przy uzyciu
mieszaniny metanol—tetrahydrofuran (25:1), uzyskujac z wydajnoscia 14% demetalowang

porfirazyne 19 w postaci zielonoczarnego osadu.
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19: M = 2H

Schemat 4. Reagenty i warunki reakcji: (i) (n-BuO),Mg, n-butanol, temp. wrzenia, 20 godz.,
(i) CF;COOH, temp. pok. 30 min.

Nastepnie przeprowadzono reakcje makrocyklizacji 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli
13 i 15, stosujac warunki analogiczne jak w przypadku makrocyklizacji zwigzku 11. Jednak
nie otrzymano oczekiwanych analogéw magnezowej porfirazyny 18. Podjeto rowniez proby
alternatywnych reakcji makrocyklizacji przy wykorzystaniu:
1) octanu cynku w pentanolu w obecnosci 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu
(DBU) — synteza porfirazyn cynku(Il) [105],
(i1))  dimetyloaminoetanolu — synteza porfirazyn demetalowanych [106].
Powyzsze proby reakcji makrocyklizacji nie doprowadzily do wuzyskania kolejnych
porfirazyn, zawierajacych cztery skondensowane pierscienie diazepinowe. Z tego wzgledu
zaplanowano synteze tribenzoporfirazyn, zawierajacych jeden skondensowany pierscien
diazepinowy. W tym celu przeprowadzono reakcje mieszanej makrocyklizacji 1,4-diazepino-

2,3-dikarbonitryli 11 i 13 z 1,2-dicyjanobenzenem (7) (orto-ftalonitryl) (Schemat 5).
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Schemat. 5. Reagenty i warunki reakcji: (i) (n-BuO),Mg, n-butanol, temp. wrzenia,

24 godz. (20) lub 13 godz. (21).

Reakcje makrocyklizacji 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu 11 z 1,2-dicyjanobenzenem (7),
przeprowadzono w n-butanolu, przy udziale n-butanolanu magnezu, w temperaturze wrzenia
w ciagu 24 godzin. W celu zwigkszenia wydajnosci syntezy oczekiwanej tribenzoporfirazyny,
w reakcji zastosowano 10-krotny nadmiar 1,2-dicyjanobenzenu (7). Jak wiadomo reakcja
mieszane] makrocyklizacji dwoch maleonitryli lub ftalonitryli prowadzi do mieszaniny
produktow makrocyklicznych. W' celu unikniecia powstawania mieszaniny szesciu réznych
izomeréw Hoffman i wsp. [103,107] opracowali procedury selektywnego uzyskiwania
oczekiwanego izomeru. Zastosowanie 10-krotnego nadmiaru 1,2-dicyjanobenzenu w reakcji
mieszane] makrocyklizacji uznano za najlepsza procedure syntezy tribenzoporfirazyn,
poniewaz gtownym produktem ubocznym jest jedynie powstajaca w przewazajacej ilosci
ftalocyjanina. Uzyskang tribenzoporfirazyne zawierajaca pierscien bisstyrylodiazepinowy 20,
poprzez  powtarzang  kilkukrotnie = chromatografi¢ =~ kolumnowa w  normalnym
oraz odwroconym uktadzie faz, oddzielono od ftalocyjaniny magnezowej powstajacej jako
produkt uboczny. Nastepnie przeprowadzono analogiczng reakcje mieszanej makrocyklizacji
1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu = 13  z  1,2-dicyjanobenzenem  (7), otrzymujac
tribenzoporfirazyne 21. Pz 20 i 21 scharakteryzowano metoda spektrometrii mas
(MS MALDI), ktora potwierdzita uzyskanie zwigzkéw o oczekiwanej masie czasteczkowe;j.
Niska trwalo$¢ obu zwigzkéw, uniemozliwita przeprowadzenie pelnej charakterystyki
ich struktury, w tym przy wykorzystaniu technik spektroskopii NMR. Z tego wzgledu
w dalszych badaniach uwzgledniono tribenzoporfirazyng 8 oraz porfirazyny 18 i 19, ktorych

nazwy systematyczne oraz wzory podano ponizej:
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magnez(Il) {S5-fenylo-7-[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino}[2,3-

q]tribenzo[b,g,l]porfirazyna (8) — okreslana w pracy jako tribenzoporfirazyna magnezowa 8

magnez(Il) tetrakis|S,7-bis{(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo}-6 H-1,4-diazepino] [2,3-
b;2',3"'-g;2",3"-1;2",3"-q]porfirazyna (18) - okreslana w pracy jako porfirazyna magnezowa 18

tetrakis|S,7-bis{(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo}-6 H-1,4-diazepino][2,3-b;2',3'-

g;2",3"-1;2",3"-q]porfirazyna (19) - okreslana w pracy jako porfirazyna demetalowana 19

OCH,
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IV. 2. Ocena czystoSci

Waznym parametrem determinujacym  wykorzystanie zwigzkow w  PDT,
jest ich czysto$¢ chemiczna, tj. odpowiednio wysoka zawartos¢ w probce. Najczesciej
stosowang metodg oceny jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), powszechnie
wykorzystywana w przemysle farmaceutycznym. W przypadku preparatu Tookad,
znajdujacego si¢ w badaniach klinicznych aktywnosci fotodynamicznej wzgledem raka
prostaty, zawarto$¢ fotouczulacza, ktorym jest padoporfin, okreslono na poziomie >95%
[2, 108]. Natomiast w odniesieniu do innego z fotouczulaczy — verteporfinu, stosowanego
w lecznictwie w postaci preparatu Visudyne, monografia Farmakopei Amerykanskiej (USP)
podaje, ze wymagana czysto$¢ powinna by¢ zawarta w przedziale 94-102% [109]. Jednak
wykorzystanie metody HPLC do okreslania czystosci fotouczulaczy porfirynoidowych
przysparza wiele trudnosci, poniewaz wigkszo$¢ porfirynoidow stabo rozpuszcza
si¢ w rozpuszczalnikach, powszechnie stosowanych jako fazy ruchome, a takze wykazuje
duze powinowactwo do faz stacjonarnych. Z tego wzgledu jak podaje Kashiyama i wsp.,
moze dochodzi¢ do wytrgcania fotouczulaczy po nastrzyknieciu na kolumng
chromatograficzna,
co niekorzystnie wplywa na warunki rozdzielania oraz powtarzalno$¢ wynikow [110,111].

Czystos¢ porfirazyn 8, 18 i 19 okreslono metoda HPLC, przy wykorzystaniu
chromatografu Agilent 1200, wyposazonego w detektor spektralny z matryca diodowa
(UV-DAD). Analize chromatograficzng przeprowadzono w odwrdéconym uktadzie faz,
stosujac kolumne Eclipse XDB-C18 (Agilent), wypetniong zlozem o $redniej wielko$ci ziarna
5 um, przy zachowaniu zarowno izokratycznych, jak i gradientowych warunkow elucji. Sktad
fazy ruchomej wykorzystywanej w analizie poszczegdlnych porfirazyn podano w Tabelach 1,
3 1 5, natomiast wuzyskane chromatogramy przedstawiono na Ryc. 18-23.
Na chromatogramach Pz 8 i 18 (Ryc. 18-21) mozna zaobserwowa¢ po dwa sygnaly
generowane przez zwigzki, ktore posiadaja analogiczne widma UV-Vis. Obecnos¢ dwoch
sygnatéw na chromatogramach przypisano wystepowaniu formy monomerycznej
i zagregowanej porfirazyn 8 i 18, poniewaz przy wykorzystaniu spektroskopii NMR
wykluczono obecno$¢ innych zwigzkéw makrocyklicznych, a takze izomerycznych
porfirazyn. Analogiczne obserwacje i zaleznosci zostaly zauwazone takze w odniesieniu
do innych porfirazyn, zawierajacych skondensowane pierscienie diazepinowe. Na przyktad
Stuzhin i Ercolani zaobserwowali, ze porfirazyny diazepinowe tworza rézne kompleksy

z czasteczkami wody oraz rozpuszczalnika. Powstale kompleksy ulegaja procesowi
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dimeryzacji w wyniku tworzenia wigzan wodorowych, pomiedzy atomami azotu pierscieni
diazepinowych sasiadujacych czasteczek porfirazyn [74,112]. Z tego wzgledu oceniajac
zawarto$¢ porfirazyn 8 i 18 na podstawie chromatograméw badanych probek, wynik
podawano jako sume procentowego udziatu powierzchni pikdéw, odpowiadajacych formie
monomerycznej i zagregowanej. Otrzymane wyniki analizy HPLC przedstawione w Tabelach

2,41 6 wykazaly, ze zawarto$¢ Pz 8, 18 1 19 w badanych probkach wynosita > 95%.

Tabela 1. Skiad fazy ruchomej w analizie HPLC Pz 8

: Rozpuszczalnik [% v/v]
Czas [min] :
metanol acetonitryl
0 50 50
15 50 50
% === sygnat 1
% —sygnat 2
o]
S
3
10 - © .
2 A
! A
8 _ E’ hocﬂ"“-"" ‘\J\‘_ ‘fvv" ‘|‘-
— 2 ' ' '
- 250 450 650 850
< dtugos¢ fali [nm]
E 6 -
‘Q
@
€ 4
3
Fy 2
g 2
1= 1
O I I I I 1
0 3 6 9 12 15
Czas [min]

Ryec. 18. Chromatogram oraz widma UV-Vis Pz 8, detekcja przy A=360 nm.
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Rye. 19. Chromatogram oraz widma UV-Vis Pz 8, detekcja przy A=655 nm.

Tabela 2. Wyniki analizy HPLC Pz 8

Detekcja przy A=360 nm

Detekcja przy A=655 nm

sygnal | czas retencji|min]

zawartos$¢ [%)] | sygnat

czas retencji [min] | zawartos$¢ [%]

1 1,5

32,2 1

1,5 5.9

2 6,6

67,8 2

6,6 94,1

Tabela 3. Sklad fazy ruchomej w analizie HPLC Pz 18

: Rozpuszezalnik [% v/v]
Czas [min]
metanol woda
0 95 5
100 0
15 100 0
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Ryec. 20. Chromatogram oraz widma UV-Vis Pz 18, detekcja przy A=370 nm.
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Ryec. 21. Chromatogram oraz widma UV-Vis Pz 18, detekcja przy A=660 nm.
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Tabela 4. Wyniki analizy HPLC Pz 18

Detekcja przy A=370 nm Detekcja przy A=660 nm
sygnal | czas retencji [min] | zawarto$¢ [%)] | sygnat | czas retencji [min] | zawartos¢ [%o]
1 1,1 1,5 1 1,1 0,7
2 1,7 0,5 2 8,2 3,3
3 2,1 0,3 3 8.4 11,5 96.0
4 8.4 15,7 977 4 8.7 84,5
5 8.7 82.0 ’ —
Tabela S. Sktad fazy ruchomej w analizie HPLC Pz 19
: Rozpuszczalnik [% v/v]
Czas [min] :
metanol acetonitryl tetrahydrofuran
0 50 50 0
3 50 50 0
4 100
15 0 0 100
5
500 -
§ © —Sygnat 5
é, 400 - g
\o —
‘% 300 - 2
= ©
2,
@ 200 - ' ' '
c 250 450 650 850
9 dtugos¢ fali [nm]
£ 100 -
12 3 4
O 1 I 1 1
0 3 6 9 12 15
-100 - Czas [min]

Ryec. 22. Chromatogram oraz widma UV-Vis Pz 19, detekcja przy A=360 nm.
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Ryec. 23. Chromatogram oraz widma UV-Vis Pz 19, detekcja przy A=660 nm.

Tabela 6. Wyniki analizy HPLC Pz 19

Detekcja przy A=360 nm Detekcja przy A= 660 nm
sygnal | czas retencji [min] | zawarto$¢ [%] | sygnal | czas retencji [min] | zawartos$¢ [%]
1 1,1 0,7 1 1,5 0,9
2 1.4 1.9 2 5,6 1,0
3 1,6 0,6 3 5.8 95,0
4 5,6 1,5 4 6.5 3.1
5 5.8 95,3 ---
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IV. 3. Charakterystyka struktury otrzymanych zwigzkow

Otrzymane porfirazyny 18 i 19 oraz ich prekursor 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl 11,
zostaly poddane chemicznej analizie strukturalnej przy wykorzystaniu réznych metod
instrumentalnych, w tym magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), spektrometrii mas,
spektrofotometrii UV-Vis, analizy elementarnej, rentgenowskiej analizy strukturalnej
monokrysztalow, a takze chromatografii cienkowarstwowej. Analiza wynikow podanych w
Rozdz. VL. 3., ze szczegdlnym uwzglednieniem widm NMR (widma "H i *C NMR zataczono

w formie suplementu), umozliwita okreslenie dokladnej struktury zwigzkow 11, 18 1 19.

IV. 3.1.5,7-bis[(2E)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl
(11)

1,4-Diazepino-2,3-dikarbonitryl 11 scharakteryzowano wykorzystujac spektrometri¢
mas z jonizacja przez elektrorozpylanie (MS ES), r6zne techniki NMR, analiz¢ elementarna,
analize rentgenostrukturalng oraz spektrofotometric UV-Vis. Wyznaczono roéwniez
wspotczynnik opoznienia (Rf) metoda chromatografii cienkowarstwowej, a takze temperature
topnienia. Jak przedstawiono na Ryc. 24, szczegdlnie wiele cennych danych potwierdzajacych
strukture 11 dostarczyla analiza widm NMR, w tym dwuwymiarowych 'H-'"H COSY, 'H-"*C
HMBC i 'H-"*C HSQC, ktére umozliwily przypisanie sygnatéow widm 'H i *C NMR,
poszczegélnym atomom. W widmie 'H NMR zaobserwowano charakterystyczne sygnaty
atomow wodoru grup etenylowych, w postaci dwoch dubletow przy 7,55 ppm oraz 6,79 ppm,
o stalej sprzezenia *J=16 Hz. Na podstawie wartosci stalej sprzezenia atoméw wodoru
obecnych przy wiazaniu podwojnym (*J), mozna wnioskowaé o wystepowaniu zwiazku
w postaci odpowiedniego izomeru geometrycznego cis-trans. Jak wynika bowiem z danych
literaturowych warto$¢ *J dla cis-alkenéw wynosi 10-12 Hz, natomiast w przypadku trans-
alkenéw 14-18 Hz [113]. Z powyzszych informacji oraz analizy widm NMR, mozna
stwierdzi¢, ze uzyskana warto$é J rowna 16 Hz, stanowi potwierdzenie wystepowania 1,4-
diazepino-2,3-dikarbonitrylu 11 w postaci izomeru trans. Na widmie 'H NMR
zaobserwowano rowniez czg¢sciowe nakladanie si¢ sygnatu polozonego przy 6,77 ppm,
odpowiadajacego czterem atomom wodoru grup fenylowych, z sygnatem pochodzacym
od atoméw wodoru grupy etenylowej, o przesunieciu chemicznym réwnym 6,79 ppm.
Ponadto zauwazono dwa intensywne, pojedyncze sygnaly przy 3,87 ppm oraz 3,86 ppm,

pochodzace od atoméw wodoru grup metoksylowych, odpowiednio w potozeniu para
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oraz meta pierscienia fenylowego. Zaobserwowano rowniez dwa mato intensywne, stabo
wyksztalcone sygnaty od geminalnych atomow wodoru grupy CH; w pozycji C6 pierscienia
diazepinowego, przy 4,96 ppm oraz 1,83 ppm. Analogiczne zrdéznicowanie geminalnych
atomow wodoru w widmach "H NMR, zauwazyli réwniez Ercolani i Horiguchi, w przypadku
analizy innych 5,7-dipodstawionych 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli. Wymienieni autorzy
wykazali, ze sygnaly od dwdch atoméw wodoru w pozycji C6 pierscienia diazepiny, stanowia
potwierdzenie tautomerii 6H tego pierscienia. Ponadto stwierdzili, Zze polozenie
i multipletowo$¢ wspomnianych sygnatow silnie zalezg od temperatury, w ktorej wykonano
widmo. Zgodnie z danymi uzyskanymi przez wspomnianych badaczy, na widmach
wykreslonych w temperaturze pokojowej jeden z sygnatow wystepuje w przedziale 1,5-2,5
ppm, natomiast drugi 4,0-6,0 ppm. Pierwszy z tych sygnaléw, przy wyzszych wartosciach
pola magnetycznego, przypisano atomowi wodoru w pozycji aksjalnej, natomiast drugi,
przy nizszym polu magnetycznym, atomowi W pozycji ekwatorialne] pierscienia
diazepinowego [67,69,102]. W kolejnym etapie prac przeprowadzono analiz¢ widma
'H-'H COSY 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu 11, ktéra ujawnita sprzezenie pomiedzy
nierdwnocennymi atomami wodoru grupy etenylowej. Natomiast w widmie 'H-"C HMBC
zaobserwowano sprzezenie atoméw wodoru grupy etenylowej przy 7,55 ppm, z atomami
wegla w pozycji C5 i C6 pierscienia diazepinowego. Natomiast drugi atom wodoru grupy
etenylowej, o przesunigciu chemicznym 6,77 ppm, sprze¢ga si¢ z atomami wegla pierscienia
fenylowego. Zaobserwowano réwniez sprzezenie pomiedzy atomami wodoru grup
metoksylowych oraz atomami wegla pierscienia fenylowego. Ponadto atomy wodoru
pierscieni fenylowych sprzegaja si¢ z atomami wegla tych pierscieni oraz atomami wegla

grupy etenylowe;j.

46



WYNIKI I DYSKUSJA

(56,2)

(61,0)
386H;,CO . OCH53,87
OCH3386
N
~
‘ — "H-"H COSsY

—> 'H-"*C HMBC

NE

HCO

Ryec. 24. Analiza widm NMR 11 z przypisaniem przesunie¢ chemicznych [ppm] dla "H NMR
(®C NMR) oraz sprzezen obserwowanych w widmach 'H-"H COSY i 'H-""C HMBC.

Cenng metoda umozliwiajaca doktadne okreslenie struktury substancji chemicznych
jest analiza rentgenostrukturalna, wymaga jednak uzyskania badanego zwigzku w formie
monokrysztalu. W przypadku 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu 11, wykorzystujac metode
powolnego odparowania mieszaniny rozpuszczalnikOw otrzymano dwie rozne formy
monokrystaliczne. 7 ukladu rozpuszczalnikéw dichlorometan—propanol uzyskano 11a,
W postaci ciemnopomaranczowych krysztaldow o temperaturze topnienia 236-237 °C
(z rozktadem), natomiast z roztworu octan etylu—n-heksan 11b, w postaci zottych krysztatow
o temperaturze topnienia 232-233 °C (z rozkladem). Analiza krystalograficzna wykazata,
ze otrzymane krysztaly sa dwiema formami polimorficznymi zwigzku 11, a réznice struktury
wynikaja ze zmian konformacyjnych dotyczacych pojedynczych wigzan w podstawnikach
styrylowych. Na Ryc. 25 przedstawiono struktury krystalograficzne obu form
polimorficznych, wraz z oznaczeniem atomow. Ponadto zaznaczono wigzania laczace grupy
styrylowe z pierScieniem diazepinowym, wokot ktorych zaobserwowano zmiany
konformacyjne. W formie polimorficznej 11a, obie grupy styrylowe wykazuja podobna
orientacje wzgledem pierscienia diazepinowego, z katami torsyjnymi C2A-C1A-C5-N4
oraz C2B-C1B-C7-N1 réwnymi odpowiednio 166,6(2)° oraz 167,8(2)°. Natomiast w formie
11b katy torsyjne sg zréznicowane i wynosza 163,0(1)° i -6,2(2)°, potwierdzajac zmiane
orientacji obu podstawnikow styrylowych. Katy dwuscienne pomiedzy dwoma ptaszczyznami
pierscieni benzenu, wynikaja gldwnie ze zmian wartosci katow torsyjnych drugiego wigzania
pojedynczego w podstawniku styrylowym i wynosza 39,7° 1 88.,9°, odpowiednio dla 11a
i 11b.
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Rye. 25. Struktury krystalograficzne dwoch form polimorficznych 1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitrylu 11 wraz z oznaczeniami atomow. Strzatki wskazuja wigzania, wokot ktérych

zaobserwowano zmiany konformacji obu form polimorficznych.

IV. 3.2. magnez(Il) tetrakis[5,7-bis{(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo } -6 H-1,4-
diazepino][2,3-b;2',3"-g;2",3"-1;2",3"-q]porfirazyna (18)

Charakterystyke  struktury porfirazyny = magnezowej 18, przeprowadzono
wykorzystujac spektrometrie¢ mas z jonizacja przez desorpcje promieniowaniem laserowym
z uzyciem matrycy (MS MALDI), a takze roézne techniki NMR, spektrofotometrie UV-Vis
oraz chromatografie cienkowarstwowa. W widmie 'H NMR, przedstawionym na Ryc. 26,
zaobserwowano dwa charakterystyczne podwdjne sygnaly (dublety) przy 8,46 ppm i 8,20
ppm, o stalej sprzezenia 16 Hz, nalezace do atomow wodoru 8 grup etenylowych,
z podstawnikami w polozeniu trans. Zauwazono réwniez pojedynczy sygnatl przy 7,07 ppm,
od 16 atomdéw wodoru grup fenylowych. Ponadto dwa szerokie, stabo wyksztatlcone dublety
przy 6,68 ppm i 6,05 ppm, pochodzace od 8 atoméw wodoru grup CH, w pozycji C6
pierscieni diazepinowych, sugeruja forme tautomeryczng 6H diazepiny. Dwa kolejne,
pojedyncze sygnaly przy 3,99 ppm i 3,88 ppm pochodza od 72 atoméw wodoru grup
metoksylowych.
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Ryec. 26. Widmo "H NMR porfirazyny (18) w pirydynie-ds, wykonane w temp 25 °C (298K).
W ramce przedstawiono widma 'H NMR wykreslone w réznych temperaturach dla zakresu

5,9-6,8 ppm. Symbole * i * wskazuja resztkowe sygnaly pirydyny i wody.

Wiele cennych informacji umozliwiajacych okreslenie struktury porfirazyny 18 uzyskano
analizujac widma dwuwymiarowe 'H-'"H COSY, "H-"*C HSQC oraz 'H-"*C HMBC. Strukture
porfirazyny 18 oraz przyporzadkowanie wartosci przesunie¢ chemicznych poszczegolnym
atomom wegla i wodoru, zaobserwowanych na widmach 'H i *C NMR przedstawiono
na Ryc. 27. Na widmie 'H-'"H COSY zauwazono sprzezenie pomiedzy atomami wodoru grup
etenylowych. Natomiast w widmie 'H-C HMBC zaobserwowano sprzezenie atomow
wodoru grupy etenylowej, ktérym odpowiada sygnal przy 8,20 ppm, z atomami wegla
w pozycji C5 pierscienia diazepinowego. Stwierdzono réwniez, ze drugi sygnat pochodzacy
od atoméw wodoru grupy etenylowej o przesunieciu chemicznym 8,46 ppm, wykazuje
sprzezenie z atomami wegla pierscienia fenylowego. Ponadto zaobserwowano sprzezenie
pomiedzy atomami wodoru grup metoksylowych oraz atomami wegla pierscienia
fenylowego, a takze sprzezenie atomow wodoru pierscieni fenylowych z atomami wegla tych
pierscieni. Natomiast analiza widma HSQC wykazata, ktére atomy wodoru zwigzane

sa z poszczegdlnymi atomami wegla (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Analiza widm 'H NMR i *C NMR porfirazyny 18 z przypisaniem przesunigc
chemicznych [ppm] oraz sprzezen obserwowanych w widmach 'H-'H COSY i 'H-"C

HMBC.

Badania struktury porfirazyny 18 z wykorzystaniem spektroskopii NMR, zostaty rozszerzone
poprzez analize widm 'H NMR wykonanych w réznych temperaturach z zakresu 273-333 K
(060 °C). Najwieksze zmiany multipletowosci oraz wartos$ci przesunie¢ chemicznych
zaobserwowano dla sygnaléw pochodzacych od atoméw wodoru grup CH,, w pozycji C6
pierscieni diazepinowych. Sygnaly zwigzane z obecnoscia tych atoméw wystepowaly
w przedziatach 6,61-6,72 ppm oraz 5,59-6,07 ppm, w zaleznosci od temperatury rejestracji
widma. Na Ryc. 26 przedstawiono widmo 'H NMR porfirazyny 18 wykonane w temperaturze
298 K, a takze fragmenty widm wykonanych w temperaturach 273 K, 293 K, 313 K, 333 K,
obejmujacych zakres 5.,8-6,9 ppm. Na widmie wykonanym w temperaturze 273 K
zaobserwowano dwa ptlaskie, szerokie sygnaty przy 6,72 ppm i 6,07 ppm, ktore ulegly
przesunigciu i przeksztalceniu w dublety wraz ze wzrostem temperatury rejestracji widma.

Natomiast na widmie wykonanym w temperaturze 333 K wspomniane sygnaty byty polozone
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przy 6,61 ppm i 594 ppm. Ponadto otrzymane wartosci przesunie¢ chemicznych
wymienionych sygnatéow, pochodzacych od geminalnych atoméw wodoru grup CHa,
w pozycji C6 pierscieni diazepinowych, poréwnano z warto$ciami otrzymanymi
dla 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu 11 (Rozdz. IV. 3. 1). Zaobserwowano, ze sygnaly
pochodzace od geminalnych atoméw wodoru grupy CH; w pozycji C6 pierscienia diazepiny
zwigzku 11, wystepowaly przy 1,83 ppm i 4,96 ppm. Nalezy podkresli¢, ze zagadnienie
poltozenia sygnatéw 'H NMR pochodzacych od atoméw wodoru grupy CH,. w pozycji C6
pierscienia diazepiny, analizowali Donzello i wsp. [69] na przyktadzie tetrakis-2,3-(5,7-
difenylo-6H-1,4-diazepino)porfirazyny oraz jej prekursora 5,7-difenylo-1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitrylu. Autorzy zaobserwowali na widmie 'H NMR porfirazyny, sygnaly
o zblizonych wartosciach 5,18 ppm i 6,08 ppm, pochodzace od atoméw wodoru grupy CH,
w pozycji C6 pierscienia diazepiny. Natomiast w przypadku widma 1,4-diazepino-2,3-
dikarbonitrylu, bedacego prekursorem porfirazyny, sygnaly te byly znacznie oddalone
1 wystepowaly odpowiednio przy wartosciach przesunie¢ chemicznych wynoszacych 1,98
ppm i 5,74 ppm. Ponadto stwierdzono, ze opisane zaleznosci $wiadczg o ,,wyptaszczeniu”
pierscieni diazepinowych w wyniku reakcji makrocyklizacji 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitrylu,
prowadzacej do syntezy porfirazyny. Zaobserwowane zjawisko wyjasniono efektem
odekranowania atoméw wodoru, spowodowanym oddziatywaniem uktadu sprzezonych

elektrondéw  pierscienia makrocyklicznego.

IV. 3. 3. tetrakis[5,7-bis{(2E)-(3.,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo } -6 H-1,4-diazepino]|
[2,3-b;2",3"-g;2".3"-1;2" 3"-q]porfirazyna (19)

Kolejny etap badan dotyczyl okreslenia struktury demetalowanej porfirazyny 19.
W tym celu wykorzystano spektrometri¢ mas z jonizacja przez desorpcje promieniowaniem
laserowym z uzyciem matrycy (MS MALDI), a takze r6zne techniki NMR, spektrofotometri¢
UV-Vis oraz chromatografie cienkowarstwowa. Na Ryc. 28 przedstawiono strukture
porfirazyny 19, wraz 2z zaznaczonymi wartosciami przesunie¢ chemicznych,
dla poszczegdlnych atomdéw wodoru i wegla oraz sprzezeniami obserwowanymi na widmach
'H-'H COSY i 'H-"C HMBC. Widmo 'H NMR 19 wykazato duze podobiefistwo do widma
porfirazyny magnezowej 18. Zaobserwowano dwa dublety przy 8,52 ppm i 8,17 ppm o statej
sprzezenia 16 Hz, pochodzace od atomdéw wodoru grup etenylowych posiadajacych
podstawniki w potozeniu trans, analogicznie jak w przypadku Pz 18 (Rozdz. IV. 3. 2).

Zauwazono réwniez pojedynczy sygnat przy 7,04 ppm od geminalnych atoméw wodoru grup
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fenylowych oraz dwa dublety przy 6,75 ppm i 5,86 ppm o statej sprzezenia 12 Hz, od atoméw
wodoru grup CH,, w pozycji C6 pierscieni diazepinowych. Kolejne dwa pojedyncze sygnaty
przy 3,99 ppm i 3,85 ppm naleza do atoméw wodoru grup metoksylowych w pierscieniach
fenylowych. Natomiast pojedynczy, silnie ekranowany sygnal przy -3,63 ppm jest
charakterystyczny dla porfirazyn demetalowanych, zawierajacych dwa atomy wodoru typu

pirolowego w centrum makrocyklicznym.

N N
i
&
R R ocH, d |
OCH, %
rR= —/
OCH,

— 'H-"H COSY
— > HMBC

Ryc. 28. Analiza widm 'H NMR oraz *C NMR porfirazyny 19 z przypisaniem przesunigc
chemicznych [ppm] oraz sprzezen obserwowanych na widmach 'H-'H COSY i 'H-"C

HMBC.

Na widmie 'H-'H COSY zaobserwowano sprzezenie pomiedzy atomami wodoru grup
etenylowych oraz geminalnymi atomami wodoru grup CH,, w pozycji C6 pierscieni
diazepinowych. Natomiast analiza widma 'H-"C HMBC przedstawionego na Ryc. 29a,

wykazala sprzezenie atomow wodoru grup etenylowych o wartosci przesuniecia chemicznego
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8,17 ppm, z atomami wegla w pozycjach C5 i C6 pierscienia diazepinowego. Zauwazono
rowniez sprzezenie atomow wodoru grup etenylowych o przesunigciu chemicznym 8,52, ppm
z atomami wegla pierscieni fenylowych. Ponadto zaobserwowano sprzezenia atoméw wodoru
grup metoksylowych z atomami wegla pierscienia fenylowego oraz atoméw wodoru
pierscieni fenylowych z atomami wegla tych pierscieni. Nalezy podkresli¢, ze na widmach
dwuwymiarowych '"H-*C HMBC i 'H-">C HSQC, przedstawionych na Ryc. 29, zauwazono
sprzezenia atoméw wegla w  pozycji C6 pierScienia diazepiny, dla ktdérych
nie zaobserwowano sygnatu na widmie *C NMR. Fakt ten potwierdza duza uzytecznosé
heterojadrowych widm korelacyjnych '"H-*C NMR, w okreslaniu struktury zwiazkow
makrocyklicznych.
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Ryce. 29. Widma 'H-"C HMBC (a) i 'H-”C HSQC (b) Pz 19 w pirydynie-ds.

Symbole " i * wskazuja resztkowe sygnaty pirydyny i n-heksanu.
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IV. 4. Ocena wlasciwosci fizykochemicznych

IV. 4. 1. Wiasciwosci absorpcyjne i emisyjne

Waznym etapem analizy nowych fotouczulaczy jest charakterystyka spektralna,
poniewaz zakres absorbowanego promieniowania, ma znaczacy wplyw na efekt
terapeutyczny. Jak wiadomo wlasciwosci fotochemiczne barwnikéw, wynikaja z roznych
stanow wzbudzenia czasteczek. Natomiast rodzaj wzbudzenia, zalezy gtoéwnie od dtugosci fali
absorbowanego promieniowania. Ponadto dlugos¢ fali $wiatta jest powigzana ze zdolnoscia
przenikania tkanek. Wykazano, ze $wiatto o dlugosci fali 630 nm penetruje tkanki
na gltebokos$¢ ok. 0,5 cm, natomiast o A=700 nm na ok. 1,5 cm. Z tego wzgledu poszukuje
si¢ fotouczulaczy, posiadajacych zdolno$¢ absorbowania promieniowania dlugofalowego
[9,114]. Niezbednych informacji w tym zakresie, dostarcza przede wszystkim ocena
przebiegu elektronowych widm absorpcji. Szczegolnie istotne jest uzyskanie absorpcji
powyzej 650 nm, co generuje wlasciwe potozenie pasma Q w widmie UV-Vis.

W odniesieniu do badanych porfirazyn 8, 18 i 19, wlasciwosci absorpcyjne oceniono
analizujac przebieg widm UV-Vis, wykonanych w roztworach DMF (Ryc. 30) oraz DMSO
(Ryc. 31).
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Ryc. 30. Widma UV-Vis porfirazyn 8, 18 i 19 w DMF.
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Ryc. 31. Widma UV-Vis porfirazyn 8, 18 i 19 w DMSO.

Poréwnanie widm na Ryc. 30 i 31 umozliwia identyfikacje dwoch charakterystycznych pasm
absorpcji, tj. Soreta oraz pasma Q, ktorych obecnos$¢ w widmie elektronowym jest wymagana
w odniesieniu do wszystkich sensybilizatorow porfirynoidowych. W przypadku widma
tribenzoporfirazyny magnezowej 8, stwierdzono obecno$¢ pasma Soreta z maksimum przy
dlugosci fali 364 nm oraz 358 nm, odpowiednio dla roztworéw w DMF i DMSO. Natomiast
drugie szerokie pasmo Q, wystepujace w zakresie fal dluzszych, w roztworach DMF jest
podzielone na dwa sub-pasma, z maksimami absorpcji A=658 nm i A=689 nm; dla roztworow
w DMSO wartosci te wynosity 658 nm i 692 nm. W odniesieniu do porfirazyny magnezowej
18 pasma absorpcji sa przesuniecte w kierunku fal dluzszych, a maksima absorpcji
obserwowano przy 381 nm, 661 nm i 695 nm w DMF. Dla roztworow w DMSO uzyskano
wartosci odpowiednio 378 nm, 661 nm i 689 nm. Natomiast demetalowana porfirazyna 19
w roztworach obu rozpuszczalnikdéw, posiada pasmo Soreta z maksimum przy 368 nm
oraz szerokie plaskie pasmo Q z Ama przy 662 nm i 664 nm, odpowiednio w DMF i DMSO.
Rozszczepienie pasma absorpcji Q jest najczesciej] wynikiem tworzenia agregatéw
lub zaburzenia symetrii czasteczki, np. w procesie demetalacji. Jednak Donzello i wsp.
[69,71] wykazali, ze w przypadku porfirazyn diazepinowych, rozszczepienie pasma Q moze
mie¢ inng przyczyng. Autorzy przeprowadzili ocen¢ wiasciwosci absorpeyjnych porfirazyny
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zawierajace] skondensowane pierScienie  5,7-difenylo-6H-1,4-diazepinowe oraz jej
kompleksow z jonami Mg(Il), Zn(Il), Cu(Il). Zasugerowano, ze pasmo w zakresie dlugosci
fali 630-640 nm jest wynikiem wzbudzenia elektronéw w obrebie orbitali 1 — n* 1 moze by¢
uznane za ,,normalne” pasmo Q. Natomiast dodatkowe pasmo w zakresie 660-680 nm,
powstaje w wyniku przejs¢ elektronowych w obregbie orbitali n — w*. Ze wzgledu
na konformacje todkowa pierscieni w formie tautomerycznej 6/, wolna para elektronowa
atomow azotu pierscieni diazepinowych, jest potozona w orientacji umozliwiajacej czgsciowe
sprzezenie z m-chromoforem rdzenia makrocyklicznego. Ponadto orbital tej pary elektronowe;j
tworzac kat z ptaszczyznag rdzenia porfirazyny, ma wyzsza energi¢ niz orbital HOMO,
w wyniku czego pasmo absorpcji wynikajace z przejscia n — m* wystepuje w obszarze
dlugofalowym.

Intensywnos¢ absorpcji  $wiatta okreslono wyznaczajac molowe wspotczynniki
absorpcji (g). Jak wynika z Tabeli 7, najwyzsze wartosci € wykazuje magnezowa porfirazyna
18, natomiast najmniejszg intensywnos¢ absorpcji zaobserwowano dla porfirazyny
demetalowanej 19. Zmniejszenie intensywnosci absorpcji w wyniku demetalacji czasteczki,
zostato zauwazone réwniez w przypadku innych makrocykli porfirynoidowych. Bayir i wsp.
[115] badajac  wlasciwosci  spektralne  ftalocyjaniny  podstawionej  grupami
hydroksyetylosulfanylowymi, zaobserwowali znacznie mniejsza intensywnos¢ absorpcji
ftalocyjaniny demetalowanej niz komplekséw z jonami Ni(Il), Co(Il) i Zn(II). Takze Sobotta
i wsp. [116] wykazali, ze porfirazyna demetalowana zawierajaca podstawniki
2,5-dimetylopirolilowe i dimetyloaminowe, posiada mniejsze wartosci € w porownaniu
do pochodnej magnezowej. Ponadto, Donzello i wsp. [69] zaobserwowali stabsza
intensywnos$¢ absorpcji demetalowanej porfirazyny zawierajacej skondensowane pierscienie
5,7-difenylo-1,4-diazepinowe, niz kompleksu z jonami Mg(I). W kolejnych badaniach
Donzello i wsp. [72] otrzymali tribenzoporfirazyne demetalowang oraz kompleks z jonami
Mg(II), zawierajace jeden skondensowany pierscien 5,7-difenylo-1,4-diazepinowy.
Porownanie wartosci € tribenzoporfirazyn ze wspolczynnikami molowymi porfirazyn
zawierajacych cztery pierscienie diazepinowe wskazuje, ze wprowadzenie kolejnych
pierscieni diazepinowych do czasteczek makrocykli prowadzi do zmiany intensywnosci
absorpcji. Rowniez w przypadku analizowanych porfirazyn 8 i 18 stwierdzono analogiczna
zalezno$é, poniewaz tribenzoporfirazyna magnezowa 8 posiadajaca jeden pierscien
diazepinowy wykazala mniejsza intensywnos$¢ absorpcji. Otrzymane wyniki oraz dane
literaturowe pozwalaja wnioskowaé, ze liczba skondensowanych pierscieni diazepinowych

. . ;e .o *
wplywa na zmian¢ intensywnosci absorpcji pasma Q oraz n—m . Zaobserwowano,
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ze ze zwigkszeniem liczby skondensowanych pierscieni diazepinowych z rdzeniem
porfirazynowym, zwicksza sie intensywnosé pasma n—7 , co wynika z elektronodonorowego
wplywu pierscieni diazepinowych.

Najkorzystniejsze wlasciwosci  absorpcyjne z punktu wymagan stawianych
fotouczulaczom wykorzystywanym w PDT, posiada tribenzoporfirazyna magnezowa 18
oraz porfirazyna magnezowa 8, wykazujace intensywng absorpcje $wiatla o dtugosci fali
z zakresu 600-750 nm. Podsumowujac wyniki dotyczace wlasciwosci absorpeyjnych
porfirazyn 8, 18 i 19 nalezy podkresli¢, ze intensywnos$¢ absorpcji w maksimum pasma Q
wszystkich badanych zwiazkéw (Tabela 7), jest znacznie wigksza niz powszechnie
stosowanego fotouczulacza — Photofrinu (loge=3,48 w roztworze PBS). Ponadto
intensywnos$¢ absorpcji najbardziej obiecujacej Pz 18, jest porownywalna z fotouczulaczami
stosowanymi w praktyce szpitalnej i badaniach klinicznych, charakteryzujacych sie duzymi
wartosciami wspolczynnikow absorpcji, tj. Motexafin lutetium (loge=3,48 w roztworze

CH30H) 1 NPe6 (loge=4,60 w roztworze PBS) [117,118].

Tabela 7. Parametry charakteryzujace wlasciwosci absorpcyjne porfirazyn 8, 18 1 19

: Maksima pasm absorpcji Amax [nm] (loge)
Rozpuszcezalnik
Pz 8 Pz 18 Pz 19
DMF 689(4,58); 658(4,55) 695(4,77); 661(4,71) 662(4,14)
364(4,72) 381(5,08) 368(4,58)
DMSO 692(4,55); 658(4,52) 689(4,77), 661(4,80) 664(4,14)
358(4,69) 378(5.15) 368(4,56)

Kolejny etap pracy obejmowat analize wlasciwosci emisyjnych porfirazyn 8, 18 i 19,
ktéra umozliwia ocen¢ przydatnosci danego zwiazku, jako fotouczulacza w diagnostyce
fotodynamicznej. Jest to metoda polegajaca na emisji czerwonej fluorescencji przez
fotouczulacz, selektywnie skumulowany w tkance nowotworowej. Natomiast zwigzki
naturalnie wystepujace w zdrowych tkankach, emituja zielong fluorescencje, co ulatwia
okreslenie obszaru objetego zmianami nowotworowymi [10].

Wilasciwoscei emisyjne porfirazyn 8, 18 i 19 oceniano w roztworach DMF i DMSO
(Ryc. 32-34). Wyznaczono réwniez wydajnosci kwantowe fluorescencji (®r), stosujac metode
poréwnawczg z ftalocyjaning cynkowa (ZnPc) jako odnosnikiem, ktorej @ w DMSO wynosi

0,20, a w DMF 0,17. Do obliczen wykorzystano wzor:

(DF = (DF ZnPc X (Fbadanego zwigzku / FZnPc) x (AZnPc / Abadanego zwiqzku)
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gdzie:
F odpowiada polu powierzchni pod sygnalem emisji, natomiast A wartosci absorbancji

przy dlugosci fali odpowiadajacej wzbudzeniu (360 nm) [119].
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Rye. 32. Widma absorpcji i emisji w zakresie pasma Q Pz 8 w: a) DMF, b) DMSO.
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Rye. 33. Widma absorpcji i emisji w zakresie pasma Q Pz 18 w a) DMF, b) DMSO.
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Ryec. 34. Widma absorpcji i emisji w zakresie pasma Q Pz 19 w a) DMF, b) DMSO.
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Tabela 8. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji porfirazyn 8, 181 19

. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji (®@r)
Rozpuszczalnik .
Pz 8 Pz 18 Pz 19 ZnPc
DMF 2,6:102 4,1:10° 3,1-107 0,17
DMSO 4,510 1,810 5,5:107 020"

"zwiazek odniesienia; * warto$ci referencyjne [120]

Zgodnie z uzyskanymi i przedstawionymi w Tabeli 8§ wartosciami @, zdecydowanie
najintensywniejszg fluorescencje wykazata tribenzoporfirazyna 8, zaréwno w DMF
jak i DMSO, z maksimum odpowiednio przy dtugosci fali 707 nm i 708 nm. Dla porfirazyny
magnezowe] 18 zaobserwowano mniej intensywng fluorescencj¢, a maksimum pasma emisji
wystepowato przy 716 nm dla obu rozpuszczalnikow. Natomiast najstabsza emisj¢ wykazata
demetalowana porfirazyna 19, z maksimum przy 671 nm oraz 675 nm, odpowiednio w DMF
i DMSO. Sposréd znalezionych w piSmiennictwie doniesien dotyczacych zaleznosci
intensywnosci fluorescencji od budowy porfirynoidow, jedynie praca Knyukshto i wsp. [121]
dotyczyta porfirazyn diazepinowych. Wymienieni badacze przeprowadzili ocene wlasciwosci
emisyjnych porfirazyny magnezowej, posiadajacej cztery skondensowane pierscienie
5,7-difenylo-1,4-diazepinowe oraz tribenzoporfirazyny magnezowej zawierajacej jeden
pierscien. Wymienieni autorzy jako zwigzek referencyjny przyjeli ftalocyjaning magnezowa
1 zaobserwowali, ze tribenzoporfirazyna magnezowa wykazuje intensywna fluorescencje,
lecz mniejsza niz w przypadku wzorca. Na tej podstawie stwierdzono, ze zastgpienie
pierscienia benzenu pierscieniem 5,7-difenylo-1,4-diazepiny, powoduje ostabienie
wlasciwosei emisyjnych. Ponadto stwierdzono, Ze porfirazyna magnezowa zawierajaca cztery
pierscienie diazepinowe nie wykazuje fluorescencji, a jej wygaszanie wynikajace z obecnosci
skondensowanych pierscieni 1,4-diazepinowych, moze by¢ skutkiem dodatkowych proceséw
bezpromienistej dezaktywacji wzbudzonego stanu singletowego. Wspomniane procesy
powodujace powrdt czasteczki ze stanu wzbudzonego do stanu podstawowego, bez emisji
fluorescencji, moga by¢ uwarunkowane wewnatrzczasteczkowym przeniesieniem tadunku
oraz oddziatywaniami solwatacyjnymi [121]. Wnioski z badan opisanych przez Knyukshto
i wsp., wykorzystano przy okresleniu zaleznosci pomigdzy liczba pierscieni
styrylodiazepinowych, a wlasciwosciami emisyjnymi makrocykli 8, 18 i 19. Poréwnujac
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji porfirazyn 8 1 18, z wartoscia ®r=0,76 podana

w piSmiennictwie dla ftalocyjaniny magnezowej, mozna zauwazy¢, ze wprowadzenie
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skondensowanych pierscieni styrylodiazepinowych powoduje znaczne ostabienie wlasciwosci
emisyjnych.  Tribenzoporfirazyna magnezowa 8 posiadajagca jeden podstawnik
styrylodiazepinowy, w poréwnaniu z ftalocyjaning magnezowa wykazata znacznie stabsza
fluorescencje. A jeszcze slabsze wlasciwosci emisyjne obserwowano w przypadku
porfirazyny magnezowej 18, zawierajace] cztery pierScienie styrylodiazepinowe.
Na wlasciwosci emisyjne porfirynoidéow duzy wpltyw ma réwniez obecnos¢ oraz rodzaj jonu
centralnego w pierscieniu makrocyklicznym. Powyzsza zalezno$¢ zaobserwowano takze
w odniesieniu do analizowanych zwigzkow, poniewaz porfirazyna magnezowa 18 posiadata
znacznie wyzsze wartosci @ niz pochodna demetalowana 19. Podobne wnioski wynikaja
z badan przeprowadzonych przez Sobotte i wsp., dotyczacych porfirazyn z podstawnikami
2,5-dimetylopirolilowymi i dimetyloaminowymi, w ktorych rdwniez potwierdzono znacznie
wieksza intensywnos¢ fluorescencji porfirazyny magnezowej niz pochodnej demetalowane;j

[116].
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IV. 4.2. Wlasciwosci agregacyjne

Porfirynoidy ze wzgledu na wysoka lipofilowos¢ 1 plaska strukture rdzenia
makrocyklicznego, posiadaja mozliwos¢ wzajemnego oddzialywania czasteczek, co przektada
sie na duza tendencje¢ do tworzenia agregatow. Zjawisko to jest niekorzystne poniewaz obniza
rozpuszczalnos$¢ zwigzkow, powoduje problemy podczas syntezy i wyodrebniania zwigzkow
z mieszanin poreakcyjnych, a takze pozniejszej identyfikacji. Ponadto zgodnie z licznymi
doniesieniami literaturowymi, tworzenie agregatoéw ogranicza mozliwos¢ zastosowania
w terapii fotodynamicznej. Wykazano, ze powoduje skrocenie czasu zycia stanu trypletowego
oraz obniza wydajno$¢ generowania tlenu singletowego, a przez to oslabia aktywnos¢
fotodynamicznga. Wplywa takze na zmniejszenie rozpuszczalnosci w $rodowisku wodnym,
w tym w plynach ustrojowych, co utrudnia dystrybucj¢ w organizmie 1 przenikanie
przez blony biologiczne [122-126]. Jedng z metod wykorzystywanych do oceny wlasciwosci
agregacyjnych, jest metoda spektrofotometryczna polegajaca na analizie zmian przebiegu
widm UV-Vis, w zaleznosci od stezenia badanego zwiazku. Jezeli zalezno$¢ absorbancji
od stezenia fotouczulacza ma charakter liniowy i spelnia prawo absorpcji, mozna wnioskowac
o braku tendencji do agregacji. Natomiast powstawanie, zanikanie lub przemieszczanie pasm
absorpcji oraz brak liniowej zaleznosci absorbancji od stezenia, wskazuje na tworzenie

agregatow [123,127,128]

W celu okreslenia wlasciwosci agregacyjnych, przygotowano roztwory o réznych
stezeniach porfirazyn 8, 18 i 19, stosujac jako rozpuszczalniki DMF oraz DMSO i wykreslono
widma UV-Vis, przedstawione na Ryc. 35-40. Nie zaobserwowano zmian w profilu widm
ze wzrostem stezenia badanych zwigzkow. Nastepnie wyznaczono zalezno$¢ absorbancji (A),
mierzone] W Amax pasma Q, od stezenia porfirazyn (c). Zaobserwowano liniowa korelacje
zaleznosci A=f(c). W celu potwierdzenia, czy w analizowanym zakresie stezen porfirazyny
spelnialy prawo Lamberta-Beera, przeprowadzono analize statystyczna. Parametry
statystyczne zaleznosci absorbancji od stezenia roztworow Pz 8, 18 i 19 w DMF, podano
w Tabeli 9, natomiast dla roztworow w DMSO w Tabeli 10. Wieksza bezwzgledna wartos¢
parametru t obliczonego dla odcietej (b), od wartosci tabelarycznej parametru t, potwierdza
istotno$¢ parametru b, co swiadczy, ze prawo Lamberta-Beara nie jest zachowane. Jak wynika
z Tabel 9 i 10 prawo absorpcji jest spelnione dla Pz 8 w DMF i DMSO. Mozna zatem
wnioskowac, ze tylko tribenzoporfirazyna magnezowa 8 nie ulega agregacji w ocenianym

zakresie stezen, w przeciwienstwie do porfirazyn 18 i 19. W pismiennictwie istnieje wiele
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doniesien dotyczacych agregacji porfirynoidow. Silne wiasciwosci agregacyjne
zaobserwowano réwniez w przypadku innych porfirazyn, zawierajacych cztery
skondensowane pierscienie diazepinowe. Tarakanov i wsp. stwierdzili, ze w wyniku agregacji
powstaja najczesciej dimery, poprzez tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy atomami
azotu pierscieni diazepinowych, sasiadujacych czasteczek porfirazyn [74,112].
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Ryec. 35. Widma absorpcji w zakresie pasma Q roztworéw Pz 8 w DMF (c=1,53-10°-1,53-10"
> mol/dm?®) oraz zaleznos¢ stezenia i absorbancji odpowiadajacej maksimum absorpcji pasma

Q (A=689 nm).
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Ryc. 36. Widma absorpcji w zakresie pasma Q roztworéw Pz 8 w DMSO (c=1,48-10°-
1,48-10° mol/dm?) oraz zalezno$é stezenia i absorbancji odpowiadajacej maksimum absorpcji

pasma Q (A=692 nm).

63



WYNIKI I DYSKUSJA

stezenie
1 - [mol/dm® x 10°%] .
—0,15
0,30
c 08 —0,45 0,8 -
c=_>' —0,60 .%
© 0,6 - 0,75 c |
£ ——0,90 8 0,6
2 1,05 5
o i _
204 1,20 2 04
©
0,2 - 0,2 -
0 0 T T T
550 600 650 700 750 800 0,0E+00  5,0E-06 ~ 1,0E-05  1,5E-05
ditugosé fali [nm] stezenie [mol/dm?]

Ryc. 37. Widma absorpcji w zakresie pasma Q roztworéw Pz 18 w DMF (c=1,51-10"-
1,51-10"° mol/dm®) oraz zalezno$¢ stezenia i absorbancji odpowiadajacej maksimum absorpcji

pasma Q (A=695 nm).
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Ryc. 38. Widma absorpcji w zakresie pasma Q roztworéw Pz 18 w DMSO (c=1,47-10°-
1,47-10"° mol/dm®) oraz zalezno$¢ stezenia i absorbancji odpowiadajacej maksimum absorpcji

pasma Q (A=689 nm).
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Ryc. 39. Widma absorpcji w zakresie pasma Q roztworéw Pz 19 w DMF (c=4,02:10°-
4,02-10° mol/dm?) oraz zalezno$¢ stezenia i absorbancji odpowiadajacej maksimum absorpcji

pasma Q (A=662 nm).
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Ryc. 40. Widma absorpcji w zakresie pasma Q roztworéw Pz 19 w DMSO (c=4,05-10°-
4,05-10” mol/dm’) oraz zaleznos¢ stezenia i absorbancji odpowiadajacej maksimum absorpcji

pasma Q (A=664 nm).
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Tabela 9. Parametry statystyczne zaleznosci absorbancji od stezenia Pz 8, 18 1 19 w DMF

Porfirazyna 8 18 19
Stezenie [mol/dm”] 1,53-10°-1,53-107 1,51-10°-1,51-10°  4,02:10°-4,02-107
Dhugosé fali [nm] 689 695 662

n 10 10 10

a 38705 57071 13712
S, 219,40 190,78 36,668
Aa 505,94 439,93 84,556
b -0,00465 0,0137 0,00550
Sh 0,00208 0,00178 0,00091
Ab 0,00480 0,00410 0,00211
ta 176.4 299,16 373,96
ty* 2,229 -7,682 6,020
ty ¢ 2,306 2,306 2,306
1’ 0,9997 0,9999 0,9999

n — liczba pomiaréw, a — wartos¢ wspdtczynnika kierunkowego prostej, Sa - btad
standardowy wspotczynnika kierunkowego prostej, Aa — przedzial ufnosci wspotczynnika
kierunkowego prostej, b — warto$¢ y dla x=0 w réwnaniu prostej y=ax+b, Sb - biad
standardowy wspotczynnika b, Ab - przedzial ufnosci wspolczynnika b, t, — parametr t
obliczony empirycznie dla wspotczynnika b, t, ¢ — warto$¢ tabelaryczna parametru t dla
poziomu ufnosci 0,95, r* — wspotezynnik determinaci;

*wigksza bezwzgledna warto$¢ parametru t, od t, r oznacza, ze parametr b jest istotny, co
wskazuje na wystepowanie agregacji, poniewaz prawo absorpcji Lamberta-Beara nie jest
zachowane
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Tabela 10. Parametry statystyczne zaleznosci absorbancji od stezenia Pz 8, 18 1 19 w DMSO

Porfirazyna 8 18 19
Stezenie [mol/dm”] 1,48-10°-1,48-107 1,47-10°-1,47-10°  4,05-10°-4,05-107
Dhugosé fali [nm] 692 689 664

n 10 10 10

a 35921 57591 13508
S, 173,86 246,40 65,565
Aa 400,9 568,20 151,19
b -0,00229 0,0137 0,00669
Sh 0,00159 0,00224 0,00165
Ab 0,00367 0,00516 0,00380
t, 206.,6 233,73 206,02
ty* -1,439 6,130 4,063
tq, £ 2,306 2,306 2,306
1’ 0,9998 0,9998 0,9998

n — liczba pomiarow, a — warto$¢ wspotczynnika kierunkowego prostej, Sa - biad
standardowy wspotczynnika kierunkowego prostej, Aa — przedzial ufnosci wspotczynnika
kierunkowego prostej, b - wartos¢ y dla x=0 w rownaniu prostej y=ax+b, Sb — blad
standardowy wspolczynnika b, Ab — przedzial ufnosci wspolczynnika b, t, — parametr t
obliczony empirycznie dla wspotczynnika b, t, ¢ — warto$¢ tabelaryczna parametru t dla
poziomu ufnosci 0,95, r* — wspotezynnik determinacii,

*wicksza bezwzgledna warto$¢ parametru t, od t, f oznacza, ze parametr b jest istotny, co
wskazuje na wystepowanie agregacji, poniewaz prawo absorpcji Lamberta-Beara nie jest
zachowane
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IV. 4. 3. Fotodegradacja

Ocena trwalosci fotochemiczne] stanowi istotny etap analizy nowych zwiazkow,
o potencjalnym zastosowaniu jako fotouczulaczy. Zaklada si¢, ze wlasciwos¢ ta zalezy
w znacznym stopniu od stabilno$ci wigzan w pierscieniu makrocyklicznym, jak rowniez
od zastosowanego rozpuszczalnika. Wigkszo$¢ fotouczulaczy wykorzystywanych w terapii
fotodynamicznej, ulega rozkladowi pod wplywem $wiatla, co wplywa na zmniejszenie
intensywnosci absorpcji i fluorescencji. Proces ten, jest zwykle okreslany jako fotodegradacja
lub fotowybielanie i zachodzi najczescie] w wyniku reakcji fotouczulacza z tlenem
singletowym, innymi reaktywnymi formami tlenu lub wolnymi rodnikami. Zdolnos$¢ rozktadu
fotochemicznego substancji wykorzystywanych w PDT, moze stanowi¢ zaréwno wade,
jak 1 zalete. Zbyt szybki rozklad fotouczulacza podczas naswietlania, spowoduje niecatkowite
zniszczenie tkanki docelowej. Z drugiej strony w wyniku rozktadu fotochemicznego obniza
si¢ stezenie sensybilizatora w zdrowych tkankach, w szczegdlnosci w skorze, a przez
to maleje mozliwo$¢ nieodwracalnych uszkodzen zdrowych tkanek. Zjawisko fotodegradacji
jest rowniez uwzgledniane przy ustalaniu odpowiedniej dawki fotouczulacza, poniewaz jego
stezenie w tkankach ulega zmniejszeniu w wyniku naswietlania [129,130]. Ponadto
zaobserwowano, ze ekspozycja niektorych fotouczulaczy na $wiatlo, np. pochodnych
hematoporfiryny, powoduje powstawanie produktow fotodegradacji, wykazujacych zdolnosé¢
absorpcji $wiatla czerwonego. 7Z tego powodu przy ustalaniu intensywnosci oraz czasu
naswietlania podczas PDT, nalezy uwzgledni¢ dawke promieniowania pochlanianego przez
powstajace produkty fotorozktadu [131].

Jedng z metod oceny fotodegradacji jest spektrofotometria UV-Vis, a analiza
jakosciowa zachodzacych procesow fotochemicznych, polega na obserwacji zmian
w przebiegu widm elektronowych [129,130,132]. Metoda UV-Vis zostatla zastosowana takze
do oceny trwalosci fotochemicznej porfirazyn 8, 18 i 19, a takze ftalocyjaniny cynkowe;j

(ZnPc), ktoéra stanowila substancje odniesienia (Ryc. 41-48).
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Ryec. 41. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu Pz 8

w DMF oraz wykres przedstawiajacy zaleznos$¢ InA/A=f(t).
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Ryec. 42. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu Pz 8

w DMSO oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InA/A=f{(t).
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Ryec. 43. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu Pz 18

w DMF oraz wykres przedstawiajacy zaleznos$¢ InA/A=f(t).
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Ryec. 44. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu Pz 18

w DMSO oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InA/A=f{(t).
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Ryec. 45. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu Pz 19

w DMF oraz wykres przedstawiajacy zaleznos$¢ InA/A=f(t).
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Ryec. 46. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu Pz 19

w DMSO oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InA/A=f{(t).
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Ryec. 47. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworu ZnPc

w DMF oraz wykres przedstawiajacy zaleznos$¢ InA/A=f(t).
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Ryc. 48. Zmiany w widmie UV-Vis w zakresie pasma Q roztworu ZnPc w DMSO podczas

naswietlania oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InA/Ay=1(t).

W czasie ekspozycji na $wiatto, w widmach wszystkich analizowanych porfirazyn 8,
18 i 19, niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika, obserwowano zmniejszenie
intensywnosci pasm absorpcji, a jednoczesnie nie zauwazono wyksztatcania nowych. Zgodnie
z danymi literaturowymi, zmniejszenie absorpcji fotouczulaczy pod wplywem $wiatla,
ktoremu nie towarzyszy powstawanie nowych pasm, jest skutkiem rozpadu czasteczek
na mniejsze fragmenty, nieabsorbujace promieniowania z zakresu $wiatta widzialnego [133].
Istotnych informacji dostarczyta réwniez ocena ilosciowa procesu fotodegradacji, polegajaca
na wyznaczeniu zaleznosci pomiedzy wartoscig absorbancji (A), odpowiadajacej maksimum
absorpcji pasma Q, od czasu ekspozycji na promieniowanie (t). Zaobserwowano,
ze dla wszystkich badanych zwigzkéw, zarowno w DMF jak i DMSO, proces fotodegradacji
zachodzit zgodnie z rownaniem reakcji kinetycznej pierwszego rzedu. Zmiany w widmach
UV-Vis w zakresie pasma Q podczas naswietlania roztworéw Pz 8, 18 1 19, a takze wykresy
przedstawiajace zalezno$¢ InA/A,=f(t), zamieszczono na Ryc. 41-48. Analiza zaleznos$ci

InA/A¢=f(t) wykazala, ze w przypadku roztworow w DMF proces fotorozktadu porfirazyn 8
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i 18, zawierajacych jon magnezu w centrum makrocyklicznym (Ryc. 41, 43), zachodzit
w dwoch etapach, natomiast dla demetalowanej porfirazyny 19 byt procesem jednoetapowym
(Ryc. 45). Analogiczne zaleznosci zaobserwowali Sobotta i wsp. [116], ktérzy badali serig
porfirazyn  posiadajacych  podstawniki 2,5-dimetylopirolilowe i1 dimetyloaminowe.
Wymienieni autorzy stwierdzili, ze w roztworach DMF proces fotodegradacji porfirazyn
zawierajacych jony metali zachodzi dwuetapowo, podczas gdy porfirazyny demetalowane;j
jest procesem jednoetapowym. Natomiast fotodegradacja roztworéw w DMSO, w odniesieniu
do wszystkich porfirazyn zachodzita w dwéch etapach (Ryc. 42, 44, 46).

Ocena trwatosci fotochemicznej porfirazyn 8, 18 i 19 obejmowala roéwniez
wyznaczenie parametrow Kinetycznych, ktére obliczono na podstawie zaleznosci InA/A=f(t)
1 zamieszczono w Tabeli 11 dla roztworow w DMF oraz Tabeli 12 dla DMSO. Uzyskane
wartosci stalych szybkosci reakcji (k) oraz czasu poéttrwania (tos) wskazuja, ze proces
fotodegradacji zachodzi znacznie szybciej w roztworach DMF niz w DMSO. Ponadto
pierwszy etap rozktadu wszystkich badanych porfirazyn, w przypadku obu rozpuszczalnikdéw
byl znacznie szybszy, niz etap drugi. Wyjatek stanowila fotodegradacja Pz 19 w roztworze
DMF, zachodzaca jednoetapowo. Poroéwnanie przedstawionych w Tabeli 11 parametrow
kinetycznych dotyczacych pierwszego etapu, wskazuje na szybszy przebieg w przypadku
porfirazyny 8 niz Pz 18. Podczas gdy drugi etap rozkladu Pz 8, przebiegal juz wolniej
niz analogiczny etap dla Pz 18. Jednak zdecydowanie najwolniej fotorozkladowi ulegata
porfirazyna 19, pozbawiona jonu centralnego. Natomiast jak wynika z Tabeli 12, szybkos¢
rozktadu fotochemicznego porfirazyn w roztworach DMSO, maleje w przypadku obu etapow
zgodnie z zaleznoscia: Pz 8 > Pz 18 > Pz 19. Ilosciowa oceng¢ procesu fotodegradacji
okreslono rowniez jako procent rozkladu porfirazyn 8, 18 i 19 oraz ftalocyjaniny cynkowej
(ZnPc), po 20 minutach naswietlania roztworow w DMF i DMSO. Z poréwnania danych
zamieszczonych w Tabeli 11 wynika, ze w roztworach DMF w jednakowym czasie rozklada
sie¢ ok. 30% porfirazyn 8 1 18, a tylko ok. 10% Pz 19. Réwniez w DMSO Pz 19 okazata
si¢ najbardziej stabilna. W tym przypadku po 20 minutach naswietlania rozktadowi uleglo
4,7% Pz 8, 4,3% Pz 18 1 3,5% Pz 19 (Tabela 12). Oceniono rowniez procent rozktadu ZnPc,
bedacej zwigzkiem porownawczym i obliczono, ze po 20 minutach ekspozycji na $wiatlo,
uleglo rozktadowi odpowiednio 72,4% w roztworze DMF oraz 10,1% w DMSO. Uzyskane
wyniki potwierdzajg wigksza trwalo$¢ fotochemiczng wszystkich analizowanych porfirazyn 8,
18 1 19 niz ZnPc. W pis$miennictwie mozna znalez¢ doniesienia wskazujace wigksza trwalosé
porfirynoidéw demetalowanych w poréwnaniu do inkorporowanych jonami metali. Miedzy

innymi Sobotta i wsp. analizujac porfirazyny zawierajace podstawniki 2,5-dimetylopirolilowe
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i dimetyloaminowe, podkreslali znacznie wickszg szybko$¢ fotorozkltadu porfirazyny
magnezowe] w poréwnaniu z formg demetalowang. Wymienieni autorzy stwierdzili,
ze szybkos¢ fotodegradacji porfirazyny magnezowej, jest ok. 40-krotnie wigksza niz

pochodnej demetalowanej [116].

Tabela 11. Parametry kinetyczne zaleznosci InA/A=f(t) dla Pz 8, 18, 19 w DMF

Zwiazek Pz 8 Pz 18 Pz 19 ZnPc
Etap I

10%(k + Ak) 9.4+0,6 7,9+0,3 0,085+ 0,001 10,0+ 0,3

10%(b + Ab) -1,0£3,2 2.4x1,7 -0,22+ 0,05 30,8+3,3

to.s [s] 73,4 87.5 8140 69,4

10*Sa 2,73 1,27 0,0063 1.33

10%Sb 1,45 0,775 0,027 1,41

r 0,996 0,999 0,999 0,999

n 12 13 22 9

ta 34,6 -62.4 -134,0 -75.4

th -0,72 -3,1 -8.3 21,8

to £ 2,228 2,201 2,086 2,365
Etap II

10%(k + Ak) 1,5+0,2 1,8+0,1 7,6+0,3

10%(b + Ab) -14,6+ 1,4 -12,2+ 1,3 -37,0+ 2,4

to,s [s] 4700 3900 914

10°Sa 6,60 4,65 10,9

10°Sb 5,17 3,93 Nie zaobserwowano 8,53

r 0,996 0,999 etapu II 0,999

n 6 5 6

ta 22.4 38,2 -69.7

th 28,2 -30,9 -43.4

to £ 2,776 3,182 2,776

Oz/zvrizzlliad“ 27,3403 28,3+0,4 9,4+0,4 72,4432

k — stala szybkosci, rowna ujemnej wartosci wspotczynnika kierunkowego prostej, Ak -
przedzial ufnosci stalej szybkosci, b - wartos¢ y dla x=0 w réwnaniu proste] y=ax+b, Ab -
przedziat ufnosci wspétczynnika b, tos — okres poltrwania, Sa - blad standardowy
wspotczynnika kierunkowego prostej, Sb - blad standardowy wspdlczynnika b,
r - wspotczynnik regresji, n - liczba pomiarow, t, - parametr t obliczony empirycznie dla
wspodtczynnika b, t, r— wartos¢ tabelaryczna parametru t dla poziomu ufnosci 0,95
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Tabela 12. Parametry kinetyczne zaleznosci InA/A (=f(t) dla Pz 8, 18, 19 w DMSO

Zwigzek Pz 8 Pz 18 Pz 19 ZnPc
Etap I

10%(k + AK) 44.6+6,1 11,5+0,9 3,6+0,5 5,7+0,4

10%(b + Ab) 6,9+10,1 1,9+2.4 -26,7+6,6 13,7+ 3.9

tos [s] 15,5 60,3 195.,0 122,0

10*Sa 22,1 3,72 2,28 2,03

10%Sb 3,66 1,00 3,08 1,81

r 0,995 0,997 0,972 0,993

n 6 8 16 13

ta -20,2 -30,9 -15.6 -7.6

i 1,89 1,89 -8.7 -28,0

to ¢ 2,776 2,447 2,145 2,201
Etap II

10°(k + Ak) 2,5+0,2 2,140,1 0,18+0,03 6,6+ 0.6

10%(b + Ab) 2,0£1,2 2,4+0,1 -1,4+0,2 22,8404

tos [s] 30400 33500 37400 10500

10°Sa 0,86 0,42 0,58 2,02

10°Sb 0,53 0,22 0,53 1,58

r 0,995 0,999 0,999 0,998

n 10 9 4 6

ta -29.,6 -48.8 -31,9 -32,7

ty -37.8 -111,0 -25.6 -17.8

to ¢ 2,306 2,365 4,303 2,776

;/ivri‘;f;iadu 4.7+0.1 43402 3,501 10,1£0.5

k — stala szybkosci rowna ujemnej wartosci wspolczynnika kierunkowego prostej, Ak -
przedzial ufnosci stalej szybkosci, b - wartos¢ y dla x=0 w réwnaniu prostej y=ax+b, Ab -
przedziat ufnosci wspdtczynnika b, tos — okres poltrwania, Sa - blad standardowy

wspotczynnika kierunkowego prostej, Sb
wspotczynnik regresji, n - liczba pomiardw,

- blad standardowy wspotczynnika b, r -
ty - parametr t obliczony empirycznie dla

wspoétezynnika b, t, f— warto$¢ tabelaryczna parametru t dla poziomu ufnosci 0,95
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IV. 4. 3. Generowanie tlenu singletowego

Tlen singletowy jest uwazany za gldéwny czynnik powodujacy obumieranie tkanki
docelowe] po przeprowadzeniu terapii fotodynamicznej [6]. Z tego wzgledu wyznaczenie
wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego (®,), stanowi istotny etap
przy ocenie potencjalnych wlasciwosci fotouczulajacych. Obecnie istnieje wiele sposobow
oceny generowania tlenu singletowego, a jedna z metod stosowanych do wyznaczania
wydajnosci kwantowej @,, jest pordwnawcza metoda spektrofotometryczna. Metoda
ta polega na analizie zmian w widmie UV-Vis barwnych zwigzkow, ktére pod wptywem tlenu
singletowego ulegaja rozkladowi, powodujac stopniowy zanik pasm absorpcji. Zwigzek
o takich wlasciwosciach jest okreslany mianem chemicznego wygaszacza tlenu singletowego,
a do najczesciej stosowanych nalezy 1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF), dimetyloantracen
oraz luminol. W celu wyznaczenia wydajnosci kwantowej ®, porfirazyn 8, 18 i 19
wykorzystano DPBF, ktory jako wygaszacz tlenu singletowego ulega utlenieniu i rozktadowi,
zgodnie z liniowym réwnaniem reakcji kinetycznej pierwszego rzedu (Ryc. 49) [134].
Odnosnikiem byla ftalocyjanina cynkowa (ZnPc), ktérej wartosci @, zgodnie z danymi
z pismiennictwa wynosza 0,67 w DMSO oraz 0,56 w DMF [135]. Proces generowania tlenu
singletowego monitorowano w DMSO oraz DMF, doswiadczenie prowadzono w atmosferze

powietrza.

O & g

Ryec. 49. Reakcja rozktadu 1,3-difenyloizobenzofuranu pod wptywem tlenu singletowego.

Szybkos¢ rozktadu DPBF podczas naswietlania, okreslono poprzez sledzenie zmian
absorbancji (A) przy 417 nm. Pomiary przeprowadzono przy uzyciu wigzki S$wiatla
monochromatycznego o dlugosci fali, odpowiadajacej maksimum absorpcji danego
fotouczulacza [136-138]. Zmiany przebiegu widm UV-Vis w wyniku naswietlania porfirazyn

8, 18 1 19 oraz wykresy przedstawiajace zaleznos¢ In(A¢/A)=f(t) zamieszczono na Ryc. 50-57.
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Ryc. 50. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego Pz 8

i DPBF w DMF oraz wykres przedstawiajacy zalezno$¢ InA/A=f{(t).

czas |s
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Ryc. 51. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego

Pz 8 i DPBF w DMSO oraz wykres przedstawiajacy zaleznos$¢ InAy/A=f(t).
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Ryc. 52. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego Pz 18

i DPBF w DMF oraz wykres przedstawiajacy zalezno$¢ InA/A={{(t).
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Ryc. 53. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego

Pz 18 i DPBF w DMSO oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InAy/A=f{(t).
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Ryc. 54. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego

Pz 19 i DPBF w DMF oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InAy/A=f{(t).
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Ryc. 55. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego

Pz 19 i DPBF w DMSO.

77



WYNIKI I DYSKUSJA

czas [s]

0,8 —0 3
© —30 2,5 -
()

g —60
g °° —90 < 24
5 —120 <.,
< 5
é 0.4 —180 =
—240 1
0,2 —360
—480 0,5 1
0 0

250 350 450 550 650 750 850 0 100 200 300 400 500
dtugosé fali [nm] czas [s]

Ryc. 56. Zmiany w widmie UV-Vis DMF podczas naswietlania roztworu zawierajacego ZnPc
i DPBF w oraz wykres przedstawiajacy zaleznos$¢ InA/A=f(t).
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Ryc. 57. Zmiany w widmie UV-Vis podczas naswietlania roztworu zawierajacego ZnPc

i DPBF w DMSO oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ InAy/A=f(t).

Parametry kinetyczne zaleznosci InA/A=f(t), opisujacej szybkos¢ rozkladu DPBF,
wykorzystane przy obliczaniu wartosci @, porfirazyn 8, 18 i 19 w roztworach DMF podano
w Tabeli 13, natomiast w DMSO w Tabeli 14. Zgodnie z uzyskanymi wynikami,
tribenzoporfirazyna magnezowa 8 posiada najwigksza zdolno$¢ generowania tlenu
singletowego, o czym $wiadcza wartosci @, wynoszace odpowiednio 0,28 w DMF oraz 0,31
w DMSO. Porfirazyna 18 charakteryzowata si¢ znacznie mniejsza wydajnoscia generowania
tlenu singletowego, w odniesieniu do obu rozpuszczalnikow. Zdecydowanie najstabiej
generowala tlen singletowy porfirazyna demetalowana 19, a w roztworach DMSO zmiany
stezenia DPBF podczas naswietlania byly tak niewielkie, ze uniemozliwily ocene ilosciowa,
w tym wyznaczenie ®@,. Porownujac otrzymane wyniki z danymi literaturowymi stwierdzono,
ze znacznie mniejsza zdolnos¢ generowania tlenu singletowego porfirazyny demetalowane;j
19 niz pochodnej magnezowej 18, zgadza si¢ z wynikami otrzymanymi dla porfirazyn
posiadajacych podstawniki 2,5-dimetylopirolilowe i dimetyloaminowe [116]. Zaobserwowane

zaleznosci sg takze zgodne z doniesieniami Sekullariou i wsp. [139], ktorzy w badaniach
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dotyczacych seco-porfirazyn, uzyskali znacznie wicksze wartosci @, dla zwigzku
zawierajacego jony cynku(Il), niz dla formy demetalowane;.

W pismiennictwie wskazuje si¢ na decydujacy wptyw tlenu singletowego na fotodegradacje
wielu fotouczulaczy, m.in. szczegdélowo analizowali ten problem Hadjur i wsp. w odniesieniu
do meso-tetra(hydroksyfenylo)chloryny (mTHPC) [129,140]. Z tego wzgledu analizowano
zdolnos$¢ generowania tlenu singletowego (®,) przez Pz 8, 18 i 19, w powiazaniu z oceniong
wczesniej trwaloscig fotochemiczng (Rozdz. IV. 3. 3). Nie zaobserwowano proporcjonalne;j
zalezno$ci pomiedzy zdolnoscig generowania tlenu singletowego, a szybkoscia fotodegradacji
porfirazyn 8, 18 i 19. Tribenzoporfirazyna magnezowa 8, pomimo, ze posiadala trzykrotnie
wigkszg warto§¢ @, niz porfirazyna magnezowa 18, w roztworach w DMF ulegala
fotodegradacji z podobng szybkoscig. Takze w DMSO Pz 8 ponad 20-krotnie skutecznej
generuje tlen singletowy niz Pz 18, jednak procent rozktadu obu porfirazyn po 20 minutach
naswietlania, byl zblizony i wynosit odpowiednio 4,7% i 4,3%. Ponadto pomimo, ze warto$¢
®, Pz 8 w DMSO byla wigksza niz w DMF, to jednak rozklad fotochemiczny zachodzit
znacznie wolniej. Podsumowanie uzyskanych wynikéw pozwala wnioskowaé, ze tlen
singletowy nie ma decydujacego wplywu na trwatos¢ fotochemiczng porfirazyn Pz 8, 181 19.
Mozna zaktadaé, ze zgodnie z sugestig Georgakoudi i wsp., Yang i wsp., Das i wsp., szybkos¢
rozktadu moze by¢ uwarunkowana obecnoscia wolnych rodnikéw lub dzialaniem innych

reaktywnych form tlenu [130,132,141].
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Tabela 13. Wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego przez Pz 8, 18 i 19 w

DMF oraz parametry kinetyczne zaleznosci InA/A=f(t) opisujacej szybkos¢ rozktadu DPBF

Zwiazek Pz 8 Pz 18 Pz 19 ZnPc’
DpEAD 0,281+0,006 = 0,109+0,006  0,0039+0,0003 0,56
10*(k+Ak) 22,9+0,2 8,9+0.6 0,32+0,05 45,8+1,5
10°(b+Ab) -3,743.,8 13,3+13,0 1,0£0,1 6,2+0,4
10°Sa 7,0 23,9 2,0 65,3
10°Sb 1.6 5,5 0,46 15,0
r 1,000 0,997 0,987 0,999
n 9 9 9 9

ta 327.8 37,3 15,9 70,1
ty 2,32 2,42 2,088 0,41
to ¢ 2,365 2,365 2,365 2,365

®, — wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego, A®, — blad pomiaru ®,, k —
stata szybkosci rowna ujemnej wartosci wspotczynnika kierunkowego prostej, Ak - przedziat
ufnosci stalej szybkosci, b - warto$¢ y dla x=0 w rownaniu prostej y=ax+b, Ab - przedzial
ufnosci wspotczynnika b, Sa - blad standardowy wspdtczynnika kierunkowego prostej, Sb -
btad standardowy wspodlczynnika b, r - wspolczynnik regresji, n - liczba pomiaréow, t, -
parametr t obliczony empirycznie dla wspolczynnika a, t, - parametr t obliczony empirycznie
dla wspoétczynnika b, t, r— wartos¢ tabelaryczna parametru t dla poziomu ufnosci 0,95

"zwiazek odniesienia; ~ warto$é referencyjna [135]
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Tabela 14. Wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego przez Pz 8, 18 w DMSO

oraz parametry kinetyczne zaleznosci InA/A=f(t) opisujacej szybkos¢ rozktadu DPBF

Zwigzek Pz8 Pz 18 ZnPc’
Op+AD, 0,31120,003 0,013+0,001 0,67
10*(k+AKk) 8,1+0,1 0,33+0,05 17,402
10%(b + Ab) 5,043,1 2.3+£1,5 2,0£4.6
10°Sa 4,6 2,2 7,0
10°Sb 1.3 0,63 2,0

r 1,000 0,983 1,000
n 10 10 10

ta 1752 15,2 249,6
th 3,73 3,60 0,97
to ¢ 2,306 2,306 2,306

@, — wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego, A®, — blad pomiaru ®,, k —
stata szybkosci rowna ujemnej wartosci wspotczynnika kierunkowego prostej, Ak - przedziat
ufnosci stalej szybkosci, b - warto$¢ y dla x=0 w réwnaniu prostej y=ax+b, Ab - przedzial
ufnosci wspotczynnika b, Sa - btad standardowy wspotczynnika kierunkowego prostej, Sb -
btad standardowy wspodlczynnika b, r - wspolczynnik regresji, n - liczba pomiarow,
parametr t obliczony empirycznie dla wspdtczynnika a, t, - parametr t obliczony empirycznie
dla wspoétczynnika b, t, r— wartos¢ tabelaryczna parametru t dla poziomu ufnosci 0,95

"zwiazek odniesienia; ~ warto$¢é referencyjna [135]

ta'
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IV. S. Badania biologiczne aktywnosci fotodynamicznej porfirazyn w postaci wolnej

oraz po enkapsulacji liposomalnej wzgledem komoérek nowotworowych

IV. 5. 1. Badanie toksycznosci bez dostepu swiatta

Aktywno$¢ fotodynamiczng porfirazyn 8, 18 i 19 okreslono in vitro, wykorzystujac
dwie linie komorek raka plaskonabtonkowego jamy ustnej (ang. oral squamous cell
carcinoma, OSCC),

e HSC-3 pochodzace z jezyka oraz
e H413 z blony $luzowej policzka.
W pierwszym etapie badan okreslono toksyczno$¢ porfirazyn 8, 18, 19 bez dostepu $wiatla.
Jeden dzien przed doswiadczeniem, osadzono komorki HSC-3 lub H413 na plytkach
do hodowli komorkowych i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37 °C, w wilgotne;j
atmosferze zawierajacej 5% CO,. Nastepnie do komdrek dodano pozywke z badanym
fotouczulaczem w trzech réznych stezeniach, w zakresie 0,1-10 pmol/dm® i komérki
inkubowano w tych samych warunkach przez kolejne 24 godziny. Nie stosowano wigkszych
stezen, ze wzgledu na zaobserwowang intensywna agregacje Pz 18 i 19 przy stezeniach
przekraczajacych 10 pmol/dm’. Stezenia poszczegdlnych zwiazkéw zastosowane podczas
badan przedstawiono w Tabeli 15. W celu rozpuszczenia porfirazyn w wodnym srodowisku
pozywki, podczas sporzadzania roztworéw dodawano DMSO w takiej objetosci, zeby
stezenie nie przekraczato 0,5%. Aby wykluczy¢ wptyw DMSO na zywotno$¢ komorek, jako
proby kontrole, niezawierajace fotouczulaczy, stosowano komorki inkubowane jedynie
w pozywce oraz w pozywce z dodatkiem 0,5% DMSO. Zywotnos¢ komorek okreslono
spektrofotometrycznie przy wykorzystaniu testu Alamar Blue. Badanie przeprowadzono
w dwoch powtorzeniach dla kazdego stezenia oraz prob kontrolnych. Otrzymane wyniki
przedstawione w Tabeli 15, wykazaly brak toksycznosci porfirazyny 18 wzgledem komorek
HSC-3 i H413 w badanym zakresie stezen 0,1-10 pmol/dm’. Porfirazyna 19 réwniez nie byta
toksyczna wzgledem komorek HSC-3, lecz spowodowata redukcje zywotnosci komorek
H413 o ok. 13% i 20%, odpowiednio przy stezeniu 1,0 pmol/dm’® i 10 pmol/dm’.
Tribenzoporfirazyna magnezowa 8, analogicznie jak Pz 19, wykazata toksyczno$é jedynie
wzgledem komorek H413, redukcja ich zywotno$ci przy zastosowaniu stezen 5 pmol/dm’
i 10 pmol/dm’® wyniosta ponad 35%. Zaobserwowana wicksza wrazliwo$é¢ komoérek H413
niz HSC-3 jest zgodna z wczesniej otrzymanymi wynikami przez Wierzchowskiego i wsp.

[142], ktorzy przeprowadzili badania aktywnosci fotodynamicznej serii ftalocyjanin
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zawierajacych  podstawniki

nitroimidazolowe,

wzgledem  tych

samych  komorek

nowotworowych, HSC-3 i H413. Zauwazono, ze badane ftalocyjaniny wykazuja wigksza

toksycznos¢ bez dostepu $wiatta wzgledem komoérek H413 niz HSC-3.

Tabela 15. Zywotno$¢ komorek HSC-3 i H413 inkubowanych z Pz 8, 18 i 19 bez dostepu

Swiatla
Zywotno$é komorek [%]
Porfirazyna S Srki T
it e (ol Komorki 413

0,1 113,2+8,1 1,0 93,3+6,3

8 1,0 128,7+8.5 5,0 64,9+8.4
10,0 111,0+8.3 10,0 63,2+3,2
0,1 109,7+4.4 1,0 99,8+4,6

18 1,0 115,4+7,7 5,0 98,9+3.,2
10,0 107,3+1,1 10,0 116,2+9,7
0,1 120,4+3.4 0,1 103,3+£7,1

19 1,0 113,3+1,2 1,0 86,6+2.6
10,0 96,5+1,0 10,0 80,5+2,6

"wyniki podano jako wartosci srednie z dwoch réwnoleglych prob + odchylenie standardowe

IV. 5.2.Badanie aktywnosci fotodynamicznej

W kolejnym etapie badan przeprowadzono ocene aktywnosci fotodynamicznej
porfirazyn 8, 18 i 19. W tym celu komérki HSC-3 1 H413 inkubowano przez 24 godziny
w pozywce zawierajacej roztwor Pz 8 o stezeniach 0,05 pmol/dm’, 0,25 pmol/dm?,
1,0 pmol/dm’. Natomiast Pz 18 i 19 byly stosowane w stezeniach 0,1 pmol/dm® 1,0 pmol/dm’
i 10 pmol/dm®. Nastepnie tak przygotowane komorki zostaly poddane 20-minutowej
ekspozycji na $wiatto o dlugosci fali 690 nm, przy uzyciu diod LED (9,8 V, Roithner
Lasertechnik). Intensywnos¢ promieniowania padajacego na powierzchnie ptytki wynosita 3,0
mW/cm?, natomiast faczna dawka $wiatta byta réwna 3,6 J/em®. Wszystkie do$wiadczenia
przeprowadzono przygotowujac dwie oddzielne ptytki do hodowli komorkowych. Kazda
zawierala komorki nowotworowe inkubowane z roztworami porfirazyn o okreslonym stezeniu
oraz dwie préby kontrolne. Jedna z prob kontrolnych zawierata sama pozywke, a druga
pozywke z dodatkiem 0,5% DMSO. Dla kazdego roztworu porfirazyn oraz préb kontrolnych

réwnoczes$nie prowadzono trzy analizy. Jedna plytka w kazdym doswiadczeniu nie byla
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poddawana naswietlaniu i shuzyla jako proba kontrolna toksycznosci bez dostepu $wiatla.
Zywotno$é komérek okreslono spektrofotometrycznie przy wykorzystaniu testu Alamar Blue,

a uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 16 dla komorek H413 oraz Tabeli 17 dla HSC-3.

Tabela 16. Zywotno$¢ komoérek H413 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej
z udzialem Pz 8, 181 19

- 3 Zywotno$é komérek” H413 [%]
Porfirazyna | Stezenie [umol/dm’] : :
Fotocytotoksycznosc Kontrola (w ciemnosci)
0,05 90,9+6,3 120,2+6,1
8 0,25 58,8+4,1 91,6+3,5
1,00 9,8+4,0 96,6+0,5
0,1 88,7+3,5 117,3+1,3
18 1,0 90,8+4,5 97,0+8.3
10,0 76,2+3,0 99,8+7.,5
0,1 95,1+4,1 96,9+3,8
19 1,0 88,539 86,5+3.9
10,0 86,1+0.4 84,7+1,6

"wyniki podano jako wartodci $rednie z trzech rownolegltych prob + odchylenie standardowe
wartosci dla zwigzkdw aktywnych zostaly wyttuszczone.

Tabela 17. Zywotno$¢ komoérek HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej
z udzialem Pz 8, 181 19

- 3 Zywotno$é komorek [%]
Porfirazyna | Stezenie [umol/dm’] : :
Fotocytotoksycznos¢ Kontrola (w ciemnosci)

0,05 91,2+6,9 91,2482

8 0,25 18,0+1,3 87,5+2.7
1,00 5,4+0,5 101,2+3,2
0,1 103,1£3,1 105,0+6,9

18 1,0 105,3+5.3 105,5+4,6
10,0 113,9+1,6 97,2452
0,1 103,4+4,9 103,4+7.,5

19 1,0 91,8+1,8 95,0+3,1
10,0 13,0+1,0 84,7+1,6

"wyniki podano jako wartodci srednie z trzech rownolegtych prob + odchylenie standardowe

wartosci dla zwigzkdw aktywnych zostaly wyttuszczone.

84



WYNIKI I DYSKUSJA

Jak wynika z Tabeli 16, tribenzoporfirazyna magnezowa 8, po przeprowadzeniu procedury
fotodynamicznej, spowodowata redukcje zywotnosci komoérek H413 o ponad 40%
przy stezeniu 0,25 pmol/dm’ i az o 90% przy stezeniu 1 umol/dm?. Porfirazyna magnezowa
18 wykazata nizsza aktywnos$¢ fotodynamiczna, co potwierdza ok. 25% redukcja zywotnosci
komorek H413 przy najwyzszym stezeniu 10 pmol/dm’. Natomiast porfirazyna
demetalowana 19 nie posiadata fotocytotoksycznosci wzgledem komoérek H413.

Ponadto wyniki aktywnos$ci fotodynamicznej zwigzkoéw 8, 18 i 19 wzgledem drugiej linii
komoérek nowotworowych HSC-3, przedstawione w Tabeli 17, potwierdzily ponownie
najwieksza fotocytotoksyczno$é tribenzoporfirazyny magnezowej 8. Zywotno$¢ komorek
HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej z udzialem Pz 8, zostala
zredukowana o ponad 80% przy stezeniu 0,25 pmol/dm’ i 0 95% przy stezeniu 1 pmol/dm’.
Natomiast trzeci z ocenianych zwigzkow, porfirazyna demetalowana 19 spowodowala
redukcje zywotnoscei komoérek HSC-3 o 8% przy stezeniu 1,0 pmol/dm® i o 87% przy stezeniu
10 pmol/dm’. Natomiast porfirazyna magnezowa 18 nie wplynela w istotny sposob

na zywotnos¢ komorek HSC-3.

IV. 5. 3. Badanie aktywnosci fotodynamicznej porfirazyn inkorporowanych w liposomy

Ze wzgledu na slaba rozpuszczalnos¢ badanych zwiazkéw 8, 18 1 19
oraz zaobserwowang podczas badan aktywnosci fotodynamicznej silng tendencje
do tworzenia agregatow, postanowiono zastosowa¢ jeden z systeméw dostarczania
fotouczulaczy. Dotychczas testowano wiele roznych nosnikow, sposrdd ktérych najczesciej
stosowane sg liposomy. Jak opisano w czesci teoretycznej (Rozdz. III. 3), liposomy
zwigkszaja rozpuszczalnos$¢ lipofilowych fotouczulaczy w Srodowisku wodnym i obnizaja
tendencje do agregacji, a takze moga wplywa¢ na poprawe aktywnosci fotodynamicznej
oraz redukowac uszkodzenia otaczajacych tkanek [15,143].

W pierwszej kolejnosci zaplanowano wstepne badania aktywnosci fotodynamiczne;j
liposomow zawierajacych porfirazyny 8, 18 i 19. W tym celu wykorzystujac metode
hydratacji cienkiego filmu lipidowego przygotowano liposomy zbudowane z L-a-fosfatydylo-
DL-glicerolu (PG), 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC), zawierajace
inkorporowane porfirazyny 8, 18 i 19 [144]. Ponadto przygotowano wolne liposomy,
niezawierajgce porfirazyn, jako proby kontrolne do badan aktywnos$ci fotodynamicze;j.
Otrzymane liposomy scharakteryzowano przy wykorzystaniu metody dynamicznego

rozpraszania $wiatla, stosujgc analizator wielkosci czastek Coulter N4 Plus (Beckman).
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W Tabeli 18 przedstawiono podstawowe parametry przygotowanych liposomow, tj. srednice,
odchylenie standardowe $rednicy oraz indeks polidyspersyjnosci. W celu uzyskania
jednowarstwowych liposomow o jednorodnym rozkltadzie wielkosci, zawiesiny liposomdw
ekstrudowano przez poliwegglanowe membrany o Srednicy poréw wynoszacej 100 nm, przy
uzyciu ekstrudera strzykawkowego (Avanti Polar Lipids). Nastepnie okreslono s$rednice
otrzymanych w ten sposob liposomow. Jak wynika z Tabeli 18 proces ekstruzji spowodowat
znaczne zmniejszenie $rednicy wszystkich przygotowanych liposomow. Wartos¢ $rednia
srednicy czastek formulacji nie poddanych ekstruzji miescita si¢ w zakresie 337,9-891,5 nm,
natomiast po ekstruzji byla zawarta w przedziale 123,4-275,7 nm. Najwieksze zmiany
zaobserwowano dla liposomow wolnych (PG : POPC) oraz zawierajacych
tribenzoporfirazyne 8 (Pz 8 : PG : POPC), ktorych $rednica po ekstruzji zmalata niemal

7-krotnie.

Tabela 18. Srednica oraz indeks polidyspersyjnosci liposoméw zbudowanych z L-o-

fosfatydylo-DL-glicerolu i 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny oraz Pz 8, 18 1 19

: Przed ekstruzja Po ekstruzji
Liposomy . T w , .
Srednica [nm] PI Srednica [nm] PI
Pz 8 : PG : POPC 857,24385,4 1,055 123,4+32.0 0,092
Pz 18 : PG : POPC 337,9+144,7 0,689 228,4+96.,9 0,629
Pz 19 : PG : POPC 406,1+£176,7 0,780 275,7£117,1 0,647
PG : POPC 891,54+395,0 0,915 129,1+43,5 0,208

“srednice liposomow podano jako wartosé srednia + odchylenie standardowe; PI — indeks
polidyspersyjnosci

Nastepnie okreslono aktywnos$¢ fotodynamiczng liposomalnych formulacji Pz 8, 18 i 19,
wzgledem komoérek HSC-3. Badania obejmowaty zaréwno liposomy nie poddane ekstruzji,
jak 1 ekstrudowane, stosujac te same warunki jak w badaniu aktywnosci fotodynamiczne;j
porfirazyn nieinkoroporowanych w liposomy (Rozdz. IV. 4. 3). Przygotowano roztwory
liposoméw Pz 8 : PG : POPC w pozywce, zawierajace Pz 8 w stezeniu 0,05 pmol/dm’,
0,25 pmol/dm’ oraz 1 pmol/dm?®. Natomiast roztwory liposoméw Pz 18 : PG : POPC 1Pz 19 :
PG : POPC, zawieraly fotouczulacze w stezeniach 0,1 pmol/dm’, 1 pmol/dm® i 10 pmol/dm”.
Jako proby kontrolne stuzyly komorki HSC-3 wylacznie z sama pozywka oraz z liposomami
bez fotouczulaczy. Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono przygotowujac dwie oddzielne
ptytki do hodowli komorkowych, z ktérych jedna nie byta poddawana naswietlaniu i stuzyta

okresleniu toksycznosci bez dostepu $wiatla. Jak wynika z danych przedstawionych w Tabeli
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19, zawiesiny wszystkich liposomow nie poddanych ekstruzji, nie posiadaty aktywnosci
fotodynamicznej. Natomiast sposrdd ekstrudowanych liposomow, jedynie Pz 8: PG : POPC
wykazaly aktywnos$¢ fotodynamiczng wzgledem komoérek HSC-3. Otrzymane wyniki
potwierdzaja, ze wielko$¢ liposomow ma znaczacag role dla ich aktywnosci biologicznej.
W zwigzku z tym w dalszych badaniach ekstrudowano wszystkie otrzymane liposomy.
Jak wiadomo wielkos¢ liposomow wplywa na ich wlasciwosci farmakokinetyczne
1 biodystrybucj¢ w organizmie, a takze na uwalnianie inkorporowanej substancji czynne;.
Ponadto szybkos$¢ wchtaniania oraz kumulacja fotosensybilizatorow w komorkach, zaleza
od adsorpcji liposoméw na ich powierzchni. Mniejsze liposomy tatwiej ulegaja wbudowaniu
w blone komdrkowa poprzez wymiang lipidow, a przez to moga by¢ wchloniete na drodze
endocytozy [16]. Kosobe i wsp. [145] okreslili wplyw wielkosci liposomoéw zawierajacych
kwas S5-aminolewulinowy (ALA) na aktywnos$¢ fotodynamiczng. W tym celu przygotowano
liposomy zawierajace ALA, o rdéznej wielkosci w zakresie 37-331 nm. Badanie
przeprowadzono in vitro wzgledem mysich komorek chloniaka EL-4, poprzez pomiar
zawartosci protoporfiryny IX (PpIX), powstajacej w komorkach w wyniku metabolizmu
ALA. Wykazano, ze ilo$¢ PpIX wzrasta proporcjonalnie ze zmniejszaniem si¢ rozmiaru
liposoméw. Nagayasu i wsp. [146] w artykule przegladowym dotyczacym wptywu wielkosci
liposoméw  na  aktywno$¢  terapeutyczng  liposomalnych  formulacji  lekow
przeciwnowotworowych stwierdzili, ze optymalna wielkos$¢ liposoméw wynosi ok. 100 nm.
Liposomy o tej wielkosci sa efektywnie wchlaniane z krwioobiegu przez komorki

nowotworowe, a takze zatrzymywane w tkance nowotworowej ze wzgledu na efekt EPR.
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Tabela 19. Zywotno$¢ komoérek HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej
z udziatem liposoméw zbudowanych z L-a-fosfatydylo-DL-glicerolu (PG) i 1-palmitoilo-2-
oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC) oraz Pz 8, 181 19

Zywotno$é komérek [%]
\ Aseseiy Stc;Zenie3 Fotocytotoksycznos¢ Kontrola (w ciemnosci)
[wmol/dm’] Przed Po Przed Po

ekstruzja ekstruzji | ekstruzja | ekstruzji

0,05 112,4+4,5 45,8+3,3 | 133,16+5,3 | 111,6+4,2

Pz 8: PG : POPC 0,25 108,2+9,0 3,0£0,5 | 103,74+2,6 | 108,0+5,6
1,00 94,6+2,9 2,6+0,5 | 111,34+1,4 | 107,7+6,1

0,1 106,3+6,2 88,4+3,8 | 107,0+£0,7 | 100,0+3,1

Pz 18 : PG : POPC 1,0 112,0£4,0 | 91,4+3,5 | 102,9£2,1 | 105,345,3
10,0 121,4+3,3 98,7+4,6 | 111,745,0 | 113,9+1,6

0,1 96,5+5,8 101,2+3.5 | 106,2+1,7 | 103,4+7.,5

Pz 19 : PG : POPC 1,0 98,4+1,1 97,2+4,0 | 105,5£3,2 | 95,043,1
10,0 102,4£6,3 | 111,6£2,7 | 116,4£1,9 | 96,0+1,7

"wyniki podano jako wartodci Srednie z trzech rownolegltych prob + odchylenie standardowe
wartosci dla zwigzkow aktywnych zostaty wytluszczone.

Ze wysoka  aktywnos$¢

tribenzoporfirazyne 8 (Pz 8: PG :

wzgledu na

fotodynamiczna

liposomow

zawierajacych

POPC), wzgledem komorek HSC-3 (Tabela 19),

zaplanowano przygotowanie oraz ocen¢ aktywnosci kolejnych rodzajow liposoméw,
réznigcych si¢ tadunkiem powierzchniowym. Badania przeprowdzono z zastosowaniem
8 oraz porfirazyny demetalowanej 19. Natomiast

tribenzoporfirazyny magnezowe;j

nie wykorzystano porfirazyny magnezowe] 18, poniewaz nie wykazala aktywnosci
fotodynamicznej zardwno w postaci wolnej (Tabela 17), jak 1 po inkorporowaniu w liposomy
PG : POPC (Tabela 19).

Przygotowano trzy kolejne rodzaje liposoméw zawierajace Pz 8 i 19, sktadajace sie z:

(1) PG : POPC : cholesterolu (Chol) — natadowane ujemnie

(i1) chlorku N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowego (DOTAP) :
POPC — naladowane dodatnio
(iii)  DOTAP : POPC : Chol — naladowane dodatnio

Otrzymane liposomy ekstrudowano przez membrany o $rednicy porow wynoszacej 100 nm
i scharakteryzowano przez pomiar srednicy, odchylenia standardowego s$rednicy oraz indeksu

polidyspersyjnosci (Tabela 20). Srednica ekstrudowanych liposoméw zawierajacych Pz 8
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miescita sie, w zaleznosci od rodzaju liposoméw, w zakresie 123,4-167,5 nm, natomiast

dla Pz 19 byta wigksza i wynosita 199,8-330,3 nm.

Tabela 20. Srednica oraz indeks polidyspersyjnosci liposoméw zawierajacych Pz 8 i 19

Liposomy Srednica [nm] PI
Pz 8: PG : POPC : Chol 127,3+24,1 0,042
Pz 19 : PG : POPC : Chol 256,7+106,1 0,540
Pz 8 : DOTAP : POPC 135,7+44,2 0,181
Pz 19 : DOTAP : POPC 199,8+78.5 0,403
Pz 8 : DOTAP : POPC : Chol 167,5+£54,2 0,180
Pz 19 : DOTAP : POPC : Chol 330,3+138.7 0,597
PG : POPC : Chol 136,8+58,1 0,373
DOTAP : POPC 145,0+£51,7 0,252
DOTAP : POPC : Chol 141,2+51,0 0,296

"$rednice liposoméw podano jako srednia wartosé srednicy liposomow % odchylenie standardowe;
PI — indeks polidyspersyjnosci

Nastepnie oznaczono aktywnos¢ fotodynamiczng otrzymanych formulacji liposomalnych
wzgledem komoérek HSC-3. W tym celu przygotowano roztwory liposomow w pozywce
o stezeniu Pz 8 réwnym 0,05 pmol/dm®, 0,25 pmol/dm® i 1,0 pmol/dm?®, natomiast stezenie
Pz 19 w roztworach liposoméw wynosito 0,1 pmol/dm?, 1,0 pmol/dm® i 10,0 pmol/dm’.
Badania przeprowadzono stosujac analogiczne warunki jak podczas oznaczania aktywnosci
fotodynamicznej Pz 8, 18 i 19 w postaci formulacji liposomalnych zbudowanych
z PG : POPC. Wyniki przedstawione w Tabeli 21 wskazuja, ze wszystkie formulacje
liposomalne zawierajace Pz 8 posiadaja wysoka aktywnos$¢ fotodynamiczng wzgledem
komoérek HSC-3, w przeciwienstwie do liposomoéw zawierajacych Pz 19, ktore

nie spowodowaly istotnej redukcji zywotnosci komorek.
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Tabela 21. Zywotno$¢ komoérek HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej

z udzialem liposomdéw zawierajacych Pz 81 19

Zywotnos¢ komorek [%]
. 3 liposomy
Porfirazyna | Stezenie [pumol/dm’]
PG:POPC:Chol DOTAP:POPC DOTAP:POPC:Chol
0,05 56,1+3,4 76,3+4,5 87,3+3,3
8 0,25 7,1+0,7 18,4+2,8 29,7+1,7
1,00 0,3+0,2 1,6+1,0 0,6+0,8
0,1 105,8+6,1 103,6+10,0 98,0+8.6
19 1,0 96,1+4,6 102,3+5,4 99,6+3,0
10,0 101,7+2.6 121,1£1,6 112,2+1,0
Kontrola (w ciemnosci)
- 3 Zywotno$é komorek [%]
Porfirazyna | Stezenie [pumol/dm’]
PG:POPC:Chol DOTAP:POPC DOTAP:POPC:Chol
0,05 89,6+3,8 102,8+3,7 105,5+4,0
8 0,25 101.,4+1.4 101,8+3,7 100,2+7,2
1,00 101,9+4,0 103,6+2,6 97,3+4,2
0,1 91,3+2,7 96,6+5,0 112,7+0,6
19 1,0 90,0+3,6 94,2+6,1 112,4+0,8
10,0 111,4+5.6 98,2+0,7 103,1+3,5
"wyniki podano jako wartoéci $rednie z trzech rownolegltych prob + odchylenie standardowe
wartosci dla zwigzkow aktywnych zostaty wytluszczone.

Dalsze badania biologiczne obejmowaty porownanie aktywnosci badanych porfirazyn

8 1 19, poprzez wyznaczenie wartosci 1Csy (ang. inhibitory concentration). Jest to parametr
okreslajacy wartos¢ stezenia zwigzku, przy ktorym proliferacja komorek zostaje zahamowana
w 50%, w odniesieniu do uktadu kontrolnego, dlatego im nizsza warto$¢ 1Csy tym wieksza
jest aktywnos$¢ zwigzku. Analizie poddano porfirazyny 8 i 19 oraz liposomy, ktore
we wczesniejszych badaniach wykazaty fotocytotoksycznos¢:

(1) Pz 8 : PG : POPC,

(i) Pz 8:PG:POPC: Chol,

(iii) Pz 8:DOTAP : POPC oraz

(iv) Pz 8:DOTAP : POPC : Chol.
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Przygotowano po 6 roztworéw Pz 8 i 19 o roznych stezeniach jak podano w Tabeli 22 oraz po
6 roztwordw wszystkich czterech rodzajéow liposoméw zawierajacych Pz 8 1 oceniono

ich aktywnos¢ fotodynamiczng wzgledem komorek HSC-3 (Tabela 22).

Tabela 22. Zywotno$é¢ komoérek HSC-3 oraz warto$é ICso dla Pz 8 i 19 oraz formulacji

liposomalnych zawierajacych Pz 8

Porfirazyna Pz8 3
ICs50— 129 nmol/dm
Stezenie [pmol/dm?’] 0,01 0,05 0,10 0,25 0,50 1,0
Zywotnos$é komérek” [%] | 102,8+4,1 | 88,6+5,2 | 53,8+4,8 | 17,3+0,5 | 12,4+0,8 | 5,2+0,2
Porfirazyna Pz19 3
IC50— 4590 nmol/dm
Stezenie [pumol/dm’] 0.1 1,0 2.5 5,0 7.5 10,0

Zywotnosé komorek” [%] | 109,8+4,0 | 104,0+1,6 | 79,6+3.4 | 44,4+0,0 | 29,8+5.5 | 20,2+1,8
Pz8:PG : POPC (0,1 :2: 8)
ICs0— 45 nmol/dm’

Stezenie [pumol/dm’] 0,01 0,025 0,05 0,10 0,25 0,5
Zywotno$é komérek” [%] | 106,3+3,0 | 83,7+2,4 1 48,7+1,6 | 11,5£3,3 | 4,214 | 2,6+0,4
Pz 8 : PG : POPC : Chol (0,1 : 1,33 : 5,34 : 3,33)

ICs50—52 nmol/dm’

Stezenie [pumol/dm’] 0,01 0,025 0,05 0,10 0,25 0,5
Zywotno$é komérek” [%] | 105,9+£3.6 | 97,5£5,2 | 56,1+3,4 | 13,3£1,9 | 7,1£0,7 | 0,6+0,2
Pz 8 : DOTAP : POPC (0,1 :2:8)

ICso— 126 nmol/dm’®

Stezenie [umol/dm’] 0,01 0,025 0,05 0,10 0,25 0,5
Zywotno$é komérek” [%] | 110,0+5,0 | 104,6+5,2 | 78,4+5,5 | 55,0+4,6 | 23,7+2,8 | 11,0+0,3
Pz 8 : DOTAP : POPC : Chol (0,1 : 1,33 : 5,34 : 3,33)
ICso— 150 nmol/dm’®

Stezenie [umol/dm’] 0,01 0,025 0,05 0,10 0,25 0,5
Zywotnosé komorek” [%] | 94.2+1,2 | 100.8+1,0 | 88,6+2.7 | 69,1+1,1 | 29,7+1,7 | 10,0+1.4

"wyniki podano jako wartoéci srednie z trzech réwnoleghych prob + odchylenie standardowe.

Liposomy

Liposomy

Liposomy

Liposomy

Otrzymane wartosci 1Cs, podane w Tabeli 22 wskazuja, ze ujemnie naladowane liposomy
zawierajace fosfatydyloglicerol (PG) tj. Pz 8 : PG : POPC (ICs5,=45 nmol/dm?), posiadaja
prawie 3-krotnie wigksza aktywnos$¢ fotodynamiczng niz wolna posta¢ Pz 8 (ICs50=129
nmol/dm?). Natomiast aktywno$¢ dodatnio naladowanych liposoméw zawierajacych DOTAP
(Pz 8 : DOTAP : POPC oraz Pz 8 : DOTAP : POPC : Chol), byla rowna lub nizsza od wolnej

postaci Pz 8, o czym $wiadcza wartosci 1Cso wynoszace odpowiednio 126 nmol/dm® i 150
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nmol/dm’. Poréwnanie fotocytotoksycznosci Pz 8 w postaci wolnej oraz po inkorporowaniu

w cztery rodzaje liposomow przedstawiono na Ryc. 58.

120 —-Pz 8
100 _§ —-Pz8: PG: POPC
N ——Pz 8: PG : POPC : Chol
80 + - ——-Pz 8 : DOTAP : POPC

Pz 8 : DOTAP : POPC : Chol

y 7

zywotno$¢ komorek [%]
(0}
o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
stezenie [umol/dm?]

Ryc. 58. Poréwnanie fotocytotoksycznosci Pz 8 w postaci wolnej oraz inkorporowane;j
w réznego rodzaju liposomy.

IV. 5.4. Okreslenie lokalizacji wewnatrzkomodrkowej porfirazyn

Smier¢ komoérek po przeprowadzeniu terapii fotodynamicznej zachodzi najczesciej
w wyniku apoptozy lub nekrozy. Poczatkowo uwazano, ze obumieranie komoérek w wyniku
PDT jest procesem nekrotycznym, wynikajacym z fragmentacji blon komoérkowych, jednak
péznie] zaobserwowano, ze moze rowniez zachodzi¢ apoptoza, czyli naturalny,
zaprogramowany proces $Smierci komorki. Chociaz istnieje wiele szlakéw indukceji apoptozy
uwaza sie, ze proces ten po PDT zachodzi w wyniku uwolnienia cytochromu c¢
z mitochondriow. Zaobserwowano, ze fotouczulacze gromadzace si¢ w mitochondriach
prowadza do indukcji apoptozy, natychmiast po naswietleniu komorek, natomiast
sensybilizatory gromadzace si¢ w blonie komodrkowej moga hamowaé lub zapobiegad
apoptozie. Z tego wzgledu lokalizacja wewnatrzkomorkowa fotouczulaczy moze decydowac
o efekcie terapeutycznym PDT. Fotouczulacze kumulujace si¢ w okolicach mitochondriéw

sg uwazane za najskuteczniejsze [147-149].
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Lokalizacja wewnatrzkomorkowa porfirazyn 8, 18 1 19 zostala oznaczona
przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej poprzez inkubacje komorek HSC-3
z roztworami porfirazyn oraz markeréw fluorescencyjnych, specyficznych dla okreslonych
organelli komoérkowych [150,151]:

o MitoTracker Green FM — mitochondria

e Alexa Fluor 350 WGA - blona komoérkowa

e Syto 13 — kwasy nukleinowe

e LysoTracker Red — organelle o srodowisku kwasowym np. lizosomy

e Hoechst 33342 — jadro komorkowe
Przy wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Diaphot, wyposazonego w filtry
firmy Chroma Technology Corporation, wykonano zdjecia obrazujace fluorescencje
pochodzaca od tribenzoporfirazyny 8 oraz demetalowanej porfirazyny 19, skumulowanych
w komorkach HSC-3. Natomiast nie zaobserwowano wewnatrz komorek fluorescencji
pochodzacej od porfirazyny magnezowej 18. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zaobserwowany
we wcezesniejszych badaniach brak aktywnosci fotodynamicznej Pz 18 (Rozdz. IV. 4. 2),
moze wynika¢ z niewielkiego wchtaniania i kumulacji w komoérkach nowotworowych.
Nastepnie poréwnano fotografie obrazujace fluorescencje pochodzaca od Pz 8 i 19
ze zdjeciami komoérek wybarwionych markerami fluorescyjnymi specyficznymi dla réznych
organelli komorkowych. Zaobserwowano, ze czerwona fluorescencja pochodzaca od Pz 8
i 19, naklada si¢ ze zdjeciami komorek wybarwionych markerem dla mitochondriow,
natomiast nie naktada si¢ z fotografiami komoérek wybarwionych przy wykorzystaniu
pozostalych markerow fluorescencyjnych. Otrzymane wyniki przedstawione na Ryc. 59
pozwalaja stwierdzi¢, ze Pz 8 1 19 kumulujg si¢ we wnetrzu komoérek HSC-3. Ponadto
zaobserwowano, ze Pz 19 jest zlokalizowana gléwnie w poblizu mitochondriéw, podczas

gdy Pz 8 jedynie czgsciowo kumuluje sie w obszarze mitochondrialnym.
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a)
b)

Ryec. 59. Fluorescencja komorek HSC-3 inkubowanych z: a) Pz 8 i b) Pz 19 wybarwionych

przy uzyciu MitoTracker Green; (i) Pz 8 lub Pz 19, (ii) MitoTracker Green, (iii) nalozone
fotografie (i) 1 (ii).
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IV. 5.5. Obrazowanie zywotnosci komorek przy wykorzystaniu mikroskopii

fluorescencyjnej

Zywotno$¢ komorek HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej

z udzialem Pz 8 i 19, zobrazowano przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjne;j.
W tym celu komoérki HSC-3 zostaly wybarwione przy uzyciu trzech réoznych barwnikow:

(1) Calcein Green AM,

(i1) Calcein Red-Orange AM,

(iii))  Wheat Germ Agglutinin Alexa Fluor 350 (WGA, Alexa Fluor 350).
Calcein Green AM jest barwnikiem, ktéry moze by¢ zastosowany w celu okreslenia
zywotnosci wigkszosci komodrek eukariotycznych. W zywych komorkach niewykazujacy
fluorescencji barwnik, pod wpltywem wewnatrzkomorkowych esteraz, katalizujacych reakcje
hydrolizy wigzan estrowych, jest przeksztalcany w barwnik wykazujacy silng zielong
fluorescencje. Calcein Red-Orange AM réwniez moze by¢ stosowany w celu okreslania
zywotnosci komorek eukariotycznych, lecz posiada odmienny mechanizm dzialania.
W przeciwienstwie do  Calcein Green AM, natychmiast wykazuje silng
pomaranczowoczerwong  fluorescencje, bez koniecznosci przechodzenia przemian
w komorkach zywych. Jednak calcein Red-Orange AM, kumuluje si¢ jedynie w komorkach
zywych, ktorych blona komorkowa nie jest uszkodzona. Natomiast WGA Alexa Fluor 350
jest barwnikiem wykazujacym niebieska fluorescencje, ktory wigze si¢ ze sktadnikami bton
komoérkowych, kwasem sialowym oraz resztami N-acetylglukozaminy. Z tego wzgledu
réwniez moze by¢é wykorzystywany do obrazowania zywych komorek, ktorych blona
komoérkowa nie zostala uszkodzona [152]. Obrazowanie zywotnosci komorek
przy wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego przeprowadzono wzgledem komorek
HSC-3, poddanych procedurze fotodynamicznej z uzyciem Pz 8 w stezeniach 0,01 pmol/dm®,
0,25 pmol/dm?®, 1 umol/dm® (Ryc. 60) oraz Pz 19 w stezeniach 1 umol/dm?, 5 pmol/dm® i 10
pumol/dm® (Ryc. 61). Na uzyskanych zdjeciach mozna zaobserwowaé, ze ze wzrostem

stezenia Pz 8 1 19, zmniejsza si¢ liczba komdrek nowotworowych (Ryc. 60 i 61).
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[umol/dm?3]

Ryc. 60. Komodrki HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej z udzialem Pz 8
w stezeniu (i) 0,01 pmol/dm{ (i1) 0,25 umol/dm{ (iii) 1,0 pmol/dm’, wybarwione przy
uzyciu: a) Calcein Green AM, b) Calcein Red-Orange, c) WGA Alexa Fluor 350.
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1,0 5,0 10,0
[umol/dm3]

Ryec. 61. Komérki HSC-3 po przeprowadzeniu procedury fotodynamicznej z udzialem Pz 19
w stezeniu (i) 1,0 umol/dm{ (i) 5,0 umol/dm{ (iii) 10,0 pmol/dm’, wybarwione przy uzyciu:
a) Calcein Green AM, b) Calcein Red-Orange, c) WGA Alexa Fluor 350.
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V.  PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przeprowadzono synteze porfirazyn posiadajacych peryferyjne skondensowane pierscienie
diazepinowe z podstawnikiem styrylowym. Okreslono struktur¢ oraz wlasciwosci
fizykochemiczne otrzymanych zwigzkow. Oceniono réwniez wiasciwosci fotochemiczne oraz
aktywno$¢ fotodynamiczng wzgledem komodrek nowotworowych. Oceng przeprowadzono
dla porfirazyn w postaci wolnej oraz po przeprowadzeniu enkapsulacji liposomalne;j.

Analiza otrzymanych wynikéw oraz danych literaturowych, pozwolita stwierdzié, ze:

1. Zastosowana procedura syntetyczna umozliwita otrzymanie nowej grupy porfirazyn,
posiadajacych skondensowany pierscien 1,4-diazepinowy z dwoma podstawnikami

styrylowymi w pozycjach C5 i C7.

2. W czasteczkach porfirazyn pierscien 1,4-diazepiny wystepuje w formie tautomeryczej
6H, natomiast konfiguracja podstawnikéw przy grupach etenylowych odpowiada

izomerii trans.

3. 1,4-Diazepino-2,3-dikarbonitryl 11 krystalizuje w dwoch formach polimorficznych,
a roéznice strukturalne wynikaja ze zmian konformacyjnych wokdt wigzan

pojedynczych przy grupach etenylowych o zdefiniowanej izomerii geometrycznej

4. Obecno$¢ skondensowanych pierscieni diazepinowych w czasteczkach porfirazyn
wplywa na zmiane intensywnosci absorpcji w obszarze dlugofalowym; ze wzrostem

. . . . rr *
ich liczby w rdzeniu porfirazyny wzrasta intensywnos¢ pasma n—m .

5. Porfirazyny 8, 18 i 19 posiadaja korzystne wlasciwosci absorpcyjne, z punktu
widzenia potencjalnego zastosowania w terapii fotodynamicznej m.in. intensywna

absorpcje $wiatta o dlugosci fali z zakresu 600-750 nm.
6. Skondensowane pierscienie 1,4-diazepinowe w strukturze porfirazyn wplywaja

na ostabienie wlasciwosci emisyjnych; wbudowanie jonu magnezu(Il) prowadzi

do wzrostu intensywnos$ci emitowanego promieniowania.
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10.

11.

12.

Najwyzsza zdolno$¢ generowania tlenu singletowego wykazuje tribenzoporfirazyna

magnezowa 8.

Tlen singletowy nie wywiera decydujacego wplywu na trwalo$¢ fotochemiczng

badanych porfirazyn.

Tribenzoporfirazyna magnezowa 8 przy niskich nanomolowych stezeniach, posiada
bardzo wysoka aktywnos$¢ fotodynamiczng in vitro wzgledem komorek

nowotworowych jamy ustne;j.

Inkorporacja tribenzoporfirazyny magnezowej 8 w ujemnie naladowane liposomy
prowadzi do trzykrotnego wzrostu aktywnosci fotodynamicznej, w poréwnaniu

z forma wolna.

Dla  uzyskania  aktywnosci  fotodynamicznej  liposoméw  zawierajacych
tribenzoporfirazyng magnezowej 8, niezbedny jest proces ekstruzji prowadzacy do

otrzymania czgstek o $rednicy ponizej 200 nm.

Tribenzoporfirazyna 8 i porfirazyna demetalowana 19 kumulujg si¢ we wnetrzu
komoérek nowotworowych; Pz 19 jest zlokalizowana gltownie w okolicach
mitochondriow, podczas gdy Pz 8 jedynie czesciowo kumuluje sie w obszarze

mitochondrialnym.
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VI. CZESC DOSWIADCZALNA

VI. 1. Ogélne procedury

Wszystkie reakcje wykonano w atmosferze argonu w aparaturze szklanej uprzednio
wygrzane] w piecu w temperaturze 140 °C. Chromatografi¢ kolumnowa typu flash
przeprowadzano w normalnym uktadzie faz, przy uzyciu zelu krzemionkowego Merck 60
o wielkosci czastek 40-63 pum oraz w odwrdéconym ukladzie faz, wykorzystujac zel
krzemionkowy C-18 Fluka 90. Chromatografie cienkowarstwowa (TLC) przeprowadzono
technikg wstepujaca na plytkach Merck Kieselgel 60 F254 (normalny uktad faz) oraz DC
Kieselgel 60 RP-18 Fjs4s (odwrécony uktad faz) i wizualizowano w $wietle UV
(Amax 254 1 365 nm).

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) wykonano przy uzyciu
spektrometru Bruker AVANCE II przy czestotliwosci 400 MHz dla widm 'H oraz 100 MHz
dla widm "C. Warto$ci wszystkich przesunie¢ chemicznych podano w skali & (ppm) wobec
sygnatu rozpuszczalnika, natomiast state sprz¢zenia (J) wyrazono w hercach (Hz). Dla opisu
multipletowosci sygnatow zastosowano nastepujace skréty: s — singlet, b — szeroki, d — dublet,
t — triplet, m-multiplet, ax — aksjalne, eq — ekwatorialne. Techniki dwuwymiarowe
(‘"H-'"H COSY, 'H-"C HSQC, 'H-">C HMBC) zastosowano w celu przypisania wartosci
przesunie¢ chemicznych odpowiednim atomom wodoru i wegla.

Widma spektrometrii mas (ES, MALDI) oraz analiz¢ elementarng wykonano
w Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej przy Uniwersytecie
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Czystos¢ badanych zwigzkow makrocyklicznych oceniono metoda HPLC,
przy wykorzystaniu chromatografu Agilent 1200 i kolumny Eclipse XDB-C18 o dlugosci
150 mm i $rednicy 4,6 mm, wypelnionej ztozem o $redniej wielkosci ziarna 5 pm. Analizy

przeprowadzono w temperaturze 25 °C, przy szybkosci przeptywu fazy ruchomej 1 cm*/min.
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VI. 2. Stosowane rozpuszczalniki i reagenty

Reagenty handlowe

Pelng informacje na temat charakterystyki substancji chemicznych uzyskano na stronach

internetowych producentow.

e diaminomaleonitryl (Aldrich)

e |-fenylobutano-1,3-dion (benzoiloaceton) (Aldrich)

e kwas szczawiowy (POCH)

o tlenek fosforu(V) (Aldrich)

e 3.4,5-trimetoksybenzaldehyd (Alfa Aesar)

e piperydyna (BDH Chemicals)

e jod (POCH)

e magnez — wiodrki (Aldrich)

e pentano-2.,4-dion (Aldrich)

e 1-metylo-2-imidazolokarbaldehyd (Aldrich)

o 4-(trifluorometylo)benzaldehyd (Aldrich)

e 4-dietyloaminobenzaldehyd (Aldrich)

e 1,2-dicyjanobenzen (Aldrich)

e kwas trifluorooctowy (Aldrich)

e pirydyna (POCH)

e bis(cyjanobenzeno)dichlorek palladu(Il) (Aldrich)

e benzen (Fluka, Alfa Aesar)

e 1,3-difenyloizobenzofuran (Aldrich)

e I-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-fosfocholina (Avanti Polar Lipids Inc)

e L-o-fosfatydylo-DL-glicerol (Avanti Polar Lipids Inc)

e chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (Avanti Polar
Lipids Inc.)

e cholesterol (Avanti Polar Lipids Inc)

e HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]etanosulfonowy) (Aldrich)

e chlorek sodu (Aldrich)
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Rozpuszczalniki

bezwodny metanol i etanol - przygotowywano przez ogrzewanie rozpuszczalnikow
z jodem i widrkami magnezowymi az do otrzymania bialej zawiesiny, a nastepnie
oddestylowano alkohol

dimetyloformamid, eter dietylowy, n-butanol, chloroform, chlorek metylenu, etanol,
octan etylu, n-heksan, toluen, dimetoksyetan, tetrahydrofuran, propan-2-ol (POCH) —
wykorzystywano w postaci dostarczonej przez producenta

aceton — osuszono K,COj3 i przedestylowano
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VI. 3. Synteza porfirazyn posiadajacych peryferyjne skondensowane ugrupowania

styrylodiazepinowe
2-amino-3-[(E)-(4-fenylo-4-oksobut-2-ylideno)amino]-(2Z)-buteno-1,4-dinitryl A3
(wg [66])

NS N o N _NH,

L2 — X

NF 1NH2 o} NE ON=

o
2 3

Diaminomaleonitryl (1; 4,324 g; 40 mmol), 1-fenylobutano-1,3-dion (2; 6,488; 40 mmol),
kwas szczawiowy (0,125 g; 1 mmol) oraz benzen (130 cm®) mieszano w temperaturze
wrzenia przez 3,5 godziny, w kolbie okragltodennej z nasadka Dean-Starka. Po ochtodzeniu
mieszaniny reakcyjnej otrzymany zottobragzowy osad odsaczono 1 oczyszczono
chromatograficznie, uzywajac jako poczatkowej fazy ruchomej mieszaniny n-heksanu
i octanu etylu, w stosunku objetosciowym 7:1. Nastepnie faze ruchomg zmieniono na bardziej
polarna, poprzez stopniowe zwiekszenie zawartosci octanu etylu, uzyskujac proporcje 7:3,
7:5, a ostatecznie 1:1 (m-heksan—octan etylu 7:1 do 1:1). Otrzymany produkt
przekrystalizowano z mieszaniny »n-heksanu i octanu etylu, uzyskujac zolty osad zwiagzku 3

(5,64 g; wyd. 56%).

5- fenylo-7- metylo-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (4) (wg [66])
N NH, Nx_ N=
—_— |
NE N= ;[N/
0 4
3

7

Zwiazek 3 (1,0 mg; 4 mmol) rozpuszczono w bezwodnym etanolu (20 cm’) i mieszano w
temperaturze pokojowej przez 15 minut, stopniowo dodajac w tym czasie tlenek fosforu(V)
(207 mg; 1,45 mmol). Nastepnie mieszaning reakcyjng ogrzano do temperatury wrzenia
i mieszano przez kolejne 5,5 godziny. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik odparowano,
a stalg pozostalos¢ rozdzielono chromatograficznie, wykorzystujac jako faze ruchoma
mieszanine n-heksanu i octanu etylu (7:3 do 7:5). Otrzymany produkt przekrystalizowano
zZ mieszaniny octanu etylu, n-heksanu 1 metanolu, otrzymujac diazeping 4

(233 mg; wyd. 25%).
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S-fenylo-7-[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (6)
(wg [75])

HyCO

Zwigzek 4 (351 mg; 1,5 mmol), 3.,4,5-trimetoksybenzaldehyd (294 mg; 1,5 mmol),
piperydyne (6 kropli) oraz benzen (30 cm’®) mieszano w temp. wrzenia przez 24 godziny.
Zaobserwowano zmian¢ barwy mieszaniny reakcyjnej z zdltej na czerwonobrunatng.
Po odparowaniu rozpuszczalnika, pozostaly osad oczyszczono chromatograficznie
wykorzystujac dichlorometan jako faze ruchoma. Uzyskany produkt przekrystalizowano

z mieszaniny dichlorometanu i n-heksanu, otrzymujac 6 (87 mg; wyd. 14%).

magnez(Il) {5-Fenylo-7-[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]|-6 H-1,4-diazepino}[2,3-
q|tribenzo[b,g,l]porfirazyna (8) (wg [75])

J

Opitki magnezu (53 mg; 2.2 mmol), n-butanol (40 cm®) oraz katalityczna ilosé¢ jodu
ogrzewano mieszajac w temperaturze wrzenia przez 4 godziny. Nastepnie dodano 6 (83 mg;
0,2 mmol) oraz 1,2-dicyjanobenzen (7) (256 mg; 2,0 mmol) i reakcje prowadzono
przez kolejne 24 godziny w 100 °C. Po odparowaniu n-butanolu z toluenem, pozostalosé
rozpuszczono w dichlorometanie i przesgczono przez ziemi¢ okrzemkowa. Po odparowaniu
rozpuszczalnika, suchg pozostatos¢ oczyszczono chromatograficznie. W pierwszej kolejnosci
zastosowano normalny uktad faz z mieszaning dichlorometanu i metanolu (50:1 do 20:1),
jako faza ruchoma. Nastepnie wykorzystano chromatografie kolumnowa w odwroconym
ukladzie faz, uzywajac mieszaniny metanolu i tetrahydrofuranu (20:1), co umozliwito

uzyskanie tribenzoporfirazyny 8 (15 mg; wyd. 9%).
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2,3-dicyjano-5,7-dimetylo-6 H-1,4-diazepina (10) (wg [101])
NS NH, Ns N
" |
NZ  NH; N; N=

1

Diaminomaleonitryl (1) (10,8 g; 100 mmol), pentano-2.4-dion (9) (10,3 cm’; 100 mmol),
kwas szczawiowy (125 mg; 1 mmol) oraz benzen (130 cm) mieszano w temperaturze
wrzenia przez 5 godzin. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej odparowano rozpuszczalnik
azeotropowo z toluenem. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow
dichlorometan—metanol (10:1). Do uzyskanej zawiesiny dodano wegiel aktywny, ogrzano
do temperatury wrzenia i przesaczono. Po odparowaniu rozpuszczalnika z otrzymanego
roztworu, suchg pozostalo$§¢ przekrystalizowano z acetonitrylu na goraco, otrzymujac

jasnobezowe krysztaly zwigzku 10 (7,48 g; wyd. 43%).

5,7-bis[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (11)

Zwigzek 10 (2,15 g; 12,5 mmol) 3.4,5-trimetoksybenzaldehyd (5) (4,90 g; 25 mmol),
piperydyne (8 kropli) oraz benzen (100 cm’) ogrzewano w temperaturze wrzenia
przez 7 godzin. Kolor mieszaniny reakcyjnej zmienit si¢ z zéltego na czerwonobrazowy.
Po ochlodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej, rozpuszczalnik
odparowano azeotropowo z toluenem. Sucha pozostalo$¢ rozdzielono chromatograficznie,
stosujac jako fazg ruchomg dichlorometan—metanol (50:1 do 20:1). Otrzymany produkt
przekrystalizowano  z  mieszaniny  dichlorometanu i  m-heksanu,  otrzymujac
ciemnopomaranczowy (zottopomaranczowy po rozpuszczeniu w dichlorometanie),
krystaliczny zwiazek 11 (2,76 g; wyd. 42%): R=0,89 (dichlorometan—metanol 10:1). UV-Vis
(dichlorometan) Amax nm (log €) 359 (4,69), 425 (4,42). MS (ES) m/z 527 [M-H |, 529
[M+H]", 551 [M+Na]", 563 [M+CI]. 'H NMR (400 MHz, CDCls): &y, ppm 7,55 (d, 2H,
3J=16Hz, C5(7)-CH=CH, 6,79 (d, nalozony, 2H, *J=16Hz, C5(7)-CH=CH), 6,77 (s, nalozony,
4H, 4xArH), 4,96 (s, 1H, N=C-CH*), 3,87 (s, 6H, 2xOCHj3), 3,86 (s, 12H, 4xOCHj), 1,83
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(s, 1H, N=C-CH™). *C NMR (100 MHz, CDCL3): 8¢, ppm 153.6; 149,5; 144,5; 141,2; 129,7;
123,7; 123,1; 115,4; 105,7; 61,0; 56.2; 39,8. Analize elementarng obliczono dla Cy9H,gN4Og:
C 65.90; H 5,34; N 10,60. Znaleziono: C, 65,69; H 5,40; N 10,98%.
Przy wykorzystaniu metody powolnego odparowania rozpuszczalnika uzyskano dwie formy
polimorficzne 11:
e 1la: ciemnopomaranczowe krysztaly o temperaturze topnienia 236-237 °C
(z rozktadem), powstate w trakcie odparowywania dichlorometanu i propanolu (1:1),
e 11b: zo6tte krysztaly o temperaturze topnienia 232-233 °C (z rozkladem), otrzymane
Z mieszaniny octanu etylu i n-heksanu (1:1)
Dane krystalograficzne:
11a: CoHxgN4Og; M=528.55, tréjskosny, P-1, a=9,6434(7) A, b=11,3819(6) A, c=12,4798 (9)
A, a=88,093(5)°, B=74,017(7)°, y=89.538(5)°; V=1316,1(2) A’; Z=2, Dc=1,334 g cm™;
w(MoK,)=0,095 mm™, T=130 K; 4641 niezaleznych refleksji; 3661 refleksji z > 20(]);
Rin=0,030; 0max=25,0°; R1(obs.)=0,039; wR2(wszystkie)=0,092; 358 parametrow. CCDC
858633.
11b: CyoHxgN4Os, M=528.55, jednoskosny, P21/n=13.47903) A, b = 14,5163(3) A,
¢=13.8322(3) A, p=101,363(2)°, V=2653.4(1) A*, z=4, D:=1,323 g cm™", p(MoK,)=0.094mm"
1, T=130 K, 4671 niezaleznych refleksji, 3830 refleksji z I> 20(I); Rin=0,032; Omax=25,0°;
R1 (0bs.)=0,036; wR2 (wszystkie)=0,087; 358 parametrami. CCDC 858634.

5,7-bis[(2E)-(1-metylo-1 H-imidazol-2-ilo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl
(13)

CH
Y
— — —
NN CH, H  CH, N NTA—= N,CHs
]
10 12 13 N

Diazeping 10 (0,861 g; 5,0 mmol), 1-metylo-2-imidazolokarbaldehyd (12) (1,10 g; 10 mmol)
oraz piperydyne (8 kropli) ogrzewano w benzenie (30 cm’) w temperaturze wrzenia
przez 6 godzin. Kolor mieszaniny reakcyjnej zmienit si¢ z z6ttego na czerwonobrazowy.
Po ochlodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej, rozpuszczalnik
odparowano azeotropowo z toluenem. Suchg pozostalo$¢ oczyszczono chromatograficznie,
stosujac jako faze ruchoma dichlorometan—metanol (50:1 do 20:1). Nastepnie otrzymany
produkt wykrystalizowano z mieszaniny dichlorometanu i n-heksanu, uzyskujac czerwony
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(z6ttopomaranczowy po rozpuszczoniu w dichlorometanie), krystaliczny osad zwigzku 13
(1,40 mg; wyd. 78%): t.top. 228-230 °C (z rozkladem), R; 0,35 (dichlorometan—metanol,
10:1). MS (ES) m/z 355 [M-HJ, 357 [M+H]", 379 [M+Na]’, 391 [M+CI]. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d¢): &y, ppm 7.87 (d, *J=16 Hz, 2H, 2 x =CH), 7.40 (s, 2H), 7,14
(d, natozony, *J=16 Hz, 2H, 2 x =CH), 7,12 (s, ukryty, 2H), 5,62 (1H, N=C-CH®), 3,86
(s, 6H, 2 x NCH3), 2,15 (1H, N=C-CH™). *C NMR (100 MHz, DMSO-d¢): 8¢, ppm 151.8;
143,1; 130,7; 129,5; 125,7; 125,0; 122,8; 116,0; 39,5 (ukryty); 32.8. Analize¢ elementarng
obliczono dla C;9H;¢Ng: C 64,03; H 4,53; N 31,44 . Znaleziono: C 63,76; H 4,53; N 31,52%.

5,7-bis[(2E)-(4-trifluorometylofenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (15)

N.
Nx N o S|
\ + }—@ca —
N§ N= H NZ
10 14

Zwiazek 10 (860 mg; 5 mmol), 4-trifluorometylobenzaldehyd (14) (1,37 cm’; 10 mmol),
piperydyne (8 kropli) oraz benzen (30 cm’) ogrzewano w temperaturze wrzenia
przez 15 godzin. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej,
rozpuszczalnik odparowano azeotropowo z toluenem. Nastepnie suchg pozostatos¢ poddano
chromatografii kolumnowej, stosujac jako faze ruchoma dichlorometan—metanol (50:1)
oraz octan etylu—n-heksan (7:1 do 7:5). Otrzymany produkt przekrystalizowano z mieszaniny
dichlorometanu i n-heksanu, uzyskujac ciemnoczerwong substancje 15 (170 mg, wyd. 7%):

t.top. 170 °C (z rozktadem), R=0,41 (dichlorometan). MS (ES) m/z 483 [M-H], 485 [M+H]".

5-[(2E)-(4-dietyloaminofenylo)etenylo]-7-metylo-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (17)

(wg [66])
r<:H3
N._CHs
NS N 9 /CHs Njwj_g
H }N —_— |
N;Nz T \—cH, NE NT
17

10 16

Zwigzek 10 (860 mg; 5 mmol) 4-dietyloaminobenzaldehyd (16) (1,77 g; 10 mmol),
piperydyne (8 kropli) oraz benzen (30 cm?’) ogrzewano w temperaturze wrzenia
przez 15 godzin. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej,

rozpuszczalnik odparowano azeotropowo z toluenem. Suchg pozostalos¢ poddano
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chromatografii  kolumnowej, stosujac jako faze ruchoma dichlorometan—metanol
(50:1 do 20:1). Otrzymany produkt przekrystalizowano z mieszaniny dichlorometanu

1 n-heksanu, uzyskujac zwigzek 17 (1,62 g; wyd. 98%).

magnez(Il) tetrakis[5,7-bis{(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo}-6 H-1,4-diazepino][2,3-
b;2',3'-g;2",3"-1;2",3"-q]porfirazyna (18)

18

Opilki magnezu (48 mg; 2,0 mmol), n-butanol (100 cm?) i katalityczna ilo$¢ jodu, ogrzewano
w temp. wrzenia przez 6 godzin. Nastepnie dodano diazeping 11 (1,06 g; 2,0 mmol)
i ogrzewano w temperaturze wrzenia przez nastepne 20 godzin. Mieszaning reakcyjng
przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowa i przemyto dichlorometanem. Po odparowaniu
rozpuszczalnika suchg pozostatos¢ oczyszczono chromatograficznie w normalnym ukladzie
faz, stosujac jako faze ruchoma dichlorometan—metanol (50:1 do 10:1) oraz w odwroconym
ukladzie faz uzywajac mieszaniny metanolu i tetrahydrofuranu (20:1). Otrzymano
ciemnozielong porfirazyne 18 (97 mg; wyd. 9%): R=0,74 (dichlorometan—metanol 10:1),
R¢ (odwrdcona faza), 0,41 (metanol—tetrahydrofuran, 20:1). UV-Vis (dichlorometan): Apy, nm
(log €) 383 (5,10), 703 (4,76). MS (MALDI) m/z 2140 [M+H]". MS (MALDI) m/z 2138 [M-
H]. '"H NMR (500 MH, pirydyna-ds) &y, ppm 8,46 (d, 8H, *J=16 Hz, 8xC5-(7)-CH=CH),
8,20 (d, 8H, *J=16 Hz, 8xC5(7)-CH=CH ), 7,07 (s, 16H, 16xArH), 6,68 (d, 4H, *J=10 Hz,
4xN=C-CH), 6,05 (d , 4H, 2J=10 Hz, 4xN=C-CHj), 3,99 (s, 24H, 8xOCHj3), 3,88
(s, 48H, 16xOCHj;). BC NMR (126 MHz, pirydyna-ds ): ¢, ppm 154,5; 153.,9; 147,6; 142,3;
140,1; 139,1; 132,3; 129,1; 105,6; 60,5; 56,0; 39.2.
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tetrakis|S,7-bis{(2FE)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo}-6 H-1,4-diazepino][2,3-b;2',3'-
g;2",3"-1;2",3"-q|porfirazyna (19)

18 19

Porfirazyng¢ magnezowa 18 (232 mg, 0,1 mmol) rozpuszczono w kwasie trifluorooctowym
(15 cm?) i mieszano przez 30 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta. Nastepnie
mieszanine reakcyjna wylano do wody z lodem (300 cm®) i zobojetniono nasyconym
roztworem NaHCO;. Fazg organiczng wyekstrahowano dichlorometanem, po czym
rozpuszczalnik odparowano, a sucha pozostalo§¢ oczyszczono chromatograficznie
w normalnym uktadzie faz, uzywajac jako fazy ruchomej mieszaniny dichlorometan—metanol
(50:1 do 20:1). Nastepnie przeprowadzono chromatografie kolumnowa w odwroconym
uktadzie faz, przy uzyciu mieszaniny metanolu i tetrahydrofuranu (25:1), uzyskujac
porfirazyne 19 (33 mg, wyd. 14%): R=0,35 (dichlorometan—metanol 20:1), UV-Vis (DMF):
Amax (log €)=368 (4,14), 662 nm (4,58); (DMSO): Anax (log £)=368 (4,14), 664 nm (4,56). MS
(MALDI) m/z 2117 [M+H]". "H NMR (400 MHz, pirydyna ds): 8y, ppm 8,52 (d, 8H, *J=16
Hz, 8xC5 (7)-CH=CH), 8,17 (d, 8H, *J=16 Hz, 8xC5 (7)-CH=CH), 7,04 (s, 16H , 16xArH ),
6,75 (d , 4H, /=12 Hz, 4xN=C-CH,), 5.86 (d, 4H, *J=12 Hz, 4xN=C-CH,), 3,99 (s, 24H,
8xOCH3), 3,85 (s, 48H, 16xOCH3), -3,63 (s, 2H, 2xNH). *C NMR (100 MHz, pirydyna ds)
dc, ppm 154.2; 154,0; 150,2; 142,9; 140,7; 140.4; 132,0; 128.,6; 105.8; 60,5; 56,0; 38.8
(zaobserwowany na widmach "H-"C HSQC oraz 'H-"*C HMBC) ppm.
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magnez(Il) {5,7-bis[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino}[2,3-
q]tribenzo[b,g,l]porfirazyna (20)

Magnez (132 mg, 5,5 mmol), n-butanol (80 cm’®) oraz Katalityczna ilo¢ jodu ogrzewano
mieszajac w temperaturze wrzenia przez 4 godziny. Nastepnie dodano 11 (264 mg; 0,5 mmol)
oraz 1,2-dicyjanobenzen (7) (640 mg; 5,0 mmol) i reakcje prowadzono przez kolejne 24
godziny w temperaturze wrzenia. Po odparowaniu n-butanolu z toluenem, pozostatos¢
rozpuszczono w dichlorometanie i przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowa. Po odparowaniu
rozpuszczalnika suchg pozostatos¢ oczyszczono chromatograficznie w normalnym uktadzie
faz, stosujac dichlorometan—metanol (50:1 do 20:1) jako faz¢ ruchomg. Nastepnie
przeprowadzono chromatografie kolumnowa w odwréconym ukladzie faz, uzywajac
mieszaniny metanolu i tetrahydrofuranu (10:1 do 5:1), otrzymujac tribenzoporfirazyne 20.

MS (MALDI) 938 [M+H"].

magnez(Il) {5,7-bis[(2E)-(1-metylo-1H-imidazol-2-ilo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino}[2,3-
q]tribenzo[b,g,l]porfirazyna (21)

Y
N\

13

21

Magnez (132 mg, 5,5 mmol), n-butanol (50 cm’®) oraz Katalityczna ilo¢ jodu ogrzewano
mieszajac w temperaturze wrzenia przez 6 godzin. Nastepnie dodano 13 (178 mg; 0,5 mmol)
oraz 1,2-dicyjanobenzen (7) (640 mg; 5,0 mmol) i reakcje prowadzono przez kolejne 13
godzin w temperaturze wrzenia. Po odparowaniu n-butanolu z toluenem, pozostatosé
rozpuszczono w dichlorometanie i przesgczono przez ziemi¢ okrzemkowa. Po odparowaniu
rozpuszczalnika suchg pozostato$¢ oczyszczono chromatograficznie w normalnym uktadzie

faz, stosujgc dichlorometan—metanol (50:1 do 10:1) jako faz¢ ruchomg. Nastepnie
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przeprowadzono chromatografiec kolumnowa w odwroconym ukladzie faz, uzywajac
mieszaniny metanolu i tetrahydrofuranu (25:1) i otrzymano tribenzoporfirazyne 21.

MS (MALDI) 766 [M+H]".
VI. 4. Metodyka badan wlasciwosci fizykochemicznych

VI. 4. 1. Wlasciwosci absorpcyjne i emisyjne

Widma UV-Vis wykreslono w zakresie 200-900 nm przy uzyciu spektrofotometru Shimadzu
UV-160A z oprogramowaniem PC160 PLUS. Molowe wspdtczynniki absorpcji wyznaczono
zgodnie z réwnaniem: e=A/(c'l), gdzie A odpowiada absorbancji przy badanej dlugosci fali,

¢ — stezeniu badanego roztworu [mol/dm?], 1 — dtugosci drogi optyczne;.

Widma fluorescencji wyznaczono przy uzyciu spektrofluorymetru Jasco 6200. Wydajnos¢
kwantowa fluorescencji wyznaczono stosujac wzor:

DOr=Drodnicsicnia’(Foadanego zwiazku/F odniesienia) (Aodniesienia/ Abadancgo zwiazku)s

gdzie F odpowiada polu powierzchni pod pikiem emisji, natomiast A wartosci absorbancji
przy dtugosci fali wzbudzenia (360 nm) [119]. Ftalocyjanina cynkowa zostata zastosowana

jako zwiazek referencyjny, posiadajacy @ z,p=0,17 w DMF i 0,20 w DMSO [120].

VI. 4.2. Wlasciwosci agregacyjne

W celu okreslenia tendencji badanych zwigzkéw do agregacji, przygotowano seri¢ 10
roztwordéw kazdej z porfirazyn 8, 18 1 19 w DMF i DMSO w zakresie stezen:

e 1,53-10°-1,53-10” mol/dm’ dla Pz 8 w DMF

e 1,51:10°-1,51-10” mol/dm’ dla Pz 18 w DMF

o 4,02:10°-4,02:10” mol/dm’ dla Pz 19 w DMF

o 1.4810°-1,48-10” mol/dm’ dla Pz 8 w DMSO

o 1,47-10°-1,47-10” mol/dm’ dla Pz 18 w DMSO

o 4,0510°-4,05-10° mol/dm’ dla Pz 19 w DMSO
Nastepnie wykreslono widma UV-Vis przygotowanych roztworéw oraz wyznaczono
zalezno$¢ absorbancji (A) przy dhugosei fali odpowiadajacej maksimum absorpcji pasma Q,
a stezeniem porfirazyn (c). Przeprowadzono analize statystyczng zaleznosci A=f(c) i okreslo

stuszno$¢ absorpcji Lamberta-Beera.
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VI. 4. 3. Fotodegradacja

Ocene fototrwalosci przeprowadzono po ekspozycji badanych zwigzkow na $wiatlo
o dlugosci fali powyzej 450 nm, przy wykorzystaniu wysokocisnieniowej lampy ksenonowej
(150 W, Optel) oraz szklanego filtra odcinajacego (HCC16). Przygotowano roztwory Pz 8, 18
i 19 oraz ZnPc w DMF i DMSO wykazujace wartos¢ absorbancji ok. 0,7, przy dtugosci fali
odpowiadajacej maksimum pasma Q. Nastepnie uzyskane roztwory naswietlano w kuwetach
cylindrycznych o diugosci drogi optycznej 1 cm oraz objetosci 2.8 cm®. Natezenie $wiatta
padajacego na probke wyznaczone przy uzyciu luksomierza TES-1335 wynosito 130 klux
[116,138].

VI. 4. 4. Generowanie tlenu singletowego

Wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego wyznaczono metoda porownawcza,
przy wykorzystaniu reakcji fotoutleniania 1,3-difenyloizobenzofuranu (DPBF) wzgledem
ftalocyjaniny cynkowej (ZnPc) jako odno$nika [136-138]. Roztwory badanych porfirazyn
oraz ZnPc w DMF i DMSO, w obecnosci DPBF naswietlano w kuwetach kwarcowych
(3 cm?) o dlugosci drogi optycznej 1 cm, $wiatlem monochromatycznym o dlugosei fali
dostosowanej do maksimum absorpcji pasma Q fotouczulacza (absorbancja fotouczulaczy
w maksimum pasma Q wynosila ~ 0,5). Jako zrodla swiatla uzyto wysokocisnieniowej lampy
ksenonowej (150 W, Optel) oraz monochromatora M250/1200/U. W celu unikniecia reakcji
fancuchowych zachodzacych w obecnosci tlenu singletowego, stezenie DPBF ustalono
na poziomie ok. 3,0:10° mol/dm’® [153]. Intensywno$¢ $wiatla zmierzona przy uzyciu
radiometru RD 0,2/2 (Optel) wynosita 0,5 mW/cm? Badania przeprowadzono w atmosferze

powietrza w temperaturze pokojowe;j.

VI. 6. Metodyka badan biologicznych
VI. 6. 1. Hodowla komorek

Komorki HSC-3, pochodzace z raka plaskonablonkowego jamy ustnej [154] zostaly
dostarczone przez dr. R. Kramera (University of California, San Francisco, USA, UCSF).
Komorki H413 wywodzace si¢ z raka plaskonablonkowego blony sluzowej policzka [155]
otrzymano od dr. R. Jordana (UCSF). Komdrki HSC-3 hodowano w zmodyfikowane;j
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pozywce Eagle Dulbecco (DMEM), z dodatkiem 10% (v/v) inaktywowanej cieptem plodowej
surowicy bydlecej (FBS), penicyliny (100U/cm’), streptomycyny (100 ng/cm’) oraz
L-glutaminy (4 mmol/dm?®) (DMEM/10). Natomiast komérki H413 hodowano w DMEM/10 z
dodatkiem mieszanki odzywczej Ham F12 (DMEM/10/F12). Komdrki inkubowano
w butelkach do hodowli tkankowych w 37 °C w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5% CO;
1 pasazowano dwa razy w tygodniu, w stosunku objetosciowym 1:6, stosujac roztwor
trypsyny i EDTA. Wszystkie roztwory, w tym penicyliny, streptomycyny, L-glutaminy, FBS,
trypsyny, EDTA, soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) oraz roztwor soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami Dulbecco (DPBS), zakupiono w Pracowni Hodowli
Komorek Uniwersytetu UCSF. Porfirazyny 8, 18 i 19 rozpuszczono w DMSO (Aldrich),
a nastepnie rozcienczono roztworem DMEM Ilub DMEM/F12 (bez FBS i czerwieni
fenolowej) do wuzyskania odpowiedniego stezenia fotosensybilizatora, stosowanego
w badaniach aktywnosci fotodynamicznej oraz toksycznosci bez dostepu Swiatla.

Stezenie DMSO w koncowym roztworze nie przekraczato 0,5%.

VI. 6. 2. Badanie toksycznosci bez dostepu $wiatta

Jeden dzien przed eksperymentem, przygotowano roztwory komoérek HSC-3 i H413
w pozywce DMEM lub DMEM/F12 o gestosci 1,8-10° (HSC-3) lub 1,4-10° (H413) komorek
na 1 ecm’ pozywki. Nastepnie otrzymane roztwory komoérek osadzono w 48-dotkowych
plytkach. Komérki przemyto dwukrotnie uzywajac po 0,5 cm® roztworu PBS i do kazdej
studzienki, z wyjatkiem prob kontrolnych, dodano po 1 cm’ pozywki zawierajacej
fotosensybilizator, bez FBS (Zeby uniknaé wigzania fotosensybilizatoréw do biatek surowicy)
i czerwieni fenolowej. Po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37 °C, komorki przemyto
dwukrotnie roztworem PBS, nastepnie do kazdej studzienki dodano po 1 cm’ pozywki
DMEM lub DMEM/F12 i komoérki inkubowano przez kolejne 24 godziny w temperaturze 37
°C. Zywotno$¢ komoérek oceniano ilosciowo testem Alamar Blue. Komoérki inkubowane
jedynie w pozywce DMEM lub DMEM/F12 oraz w pozywce z dodatkiem 0,5% DMSO

niezawierajacej fotouczulaczy, wykorzystano jako probe kontrolng.
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VI. 6. 3. Badanie aktywnosci fotodynamicznej

Jeden dzien przed eksperymentem, przygotowano roztwory komoérek HSC-3 i H413
w pozywce DMEM lub DMEM/F12 o gestosci 1,8:10° (HSC-3) lub 1,4-10° (H413) komorek
na 1 cm’ pozywki. Nastepnie otrzymane roztwory komorek osadzono w 48-dotkowych
plytkach. Komérki przemyto dwukrotnie uzywajac po 0,5 cm® roztworu PBS i do kazdej
studzienki z wyjatkiem prob kontrolnych dodano po 1 cm’® pozywki zawierajacej
fotosensybilizator, bez FBS i czerwieni fenolowej. Po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze
37 °C, komorki przemyto dwukrotnie roztworem PBS, nastepnie dodano do kazdej studzienki
po 1 em® pozywki DMEM lub DMEM/F12 bez FBS i czerwieni fenolowej. Przygotowane
w ten sposob komorki naswietlano przez 20 minut przy wykorzystaniu diod LED,
emitujacych promieniowanie o dtugosci fali 690 nm (9,8 V, High Power LED Multi Chip
Emitter, Roithner Lasertechnik). Intensywnos$¢ $wiatla padajacego na powierzchnie ptytki,
ktéra okreslono przy wykorzystaniu miernika mocy optycznej Thorlabs TM100A wynosita
3,0 mW/cm?. Natomiast catkowita dawka promieniowania byta rowna 3.6 J/em®. Jedna ptytka
z kazdego doswiadczenia nie byla poddawana naswietlaniu i stuzyla jako proba kontrolna.
Bezposrednio po ekspozycji na $wiatlo pozywke bez FBS i czerwieni fenolowej, zastagpiono
kompletng pozywka i komorki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37 °C.

Zywotno$¢ komorek oceniano testem Alamar Blue.

VI. 6. 4. Okreslenie zywotnosci komorek

Morfologie komorek oceniano przy wykorzystaniu mikroskopu Nikon TMS, z odwréconym
kontrastem fazowym przy 100-krotnym powiekszeniu. Liczbe zywych komérek wyznaczono
testem Tryptan Blue (Gibco-Invitrogen Corporation). Zywotno$¢ komorek oceniano
ilosciowo stosujac zmodyfikowany test Alamar Blue [156,157]. W tym celu do kazdego dotka
dodano 1,0 cm® 10% (v/v) roztworu barwnika Alamar Blue w odpowiedniej pozywce.
Po inkubacji przez 2-3 godziny w 37 °C, po 0.2 cm’ roztworu z kazdej studzienki
przeniesiono do 96-dotkowej plytki i oznaczano absorbancje przy 570 nm i 600 nm
wykorzystujac  spektrofotometr  ptytkowy  Versa ~max  (Molecular  Devices).

Zywotnos$¢ komérek obliczono wedlug nastepujacego wzoru:
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VI. 6. 5. Przygotowanie liposoméow

Lipidy, 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (POPC), L-a-fosfatydylo-DL-
glicerol (PG), chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (DOTAP)
i cholesterol (Chol) zakupiono w Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, USA). Przygotowano
4 rézne formulacje liposomalne metoda hydratacji cienkiego filmu lipidowego [144].
Odpowiednie ilosci roztworéw lipidow w chloroformie (POPC - 20 mg/cm’, PG - 25 mg/em’,
DOTAP - 10 mg/cm3, Chol - 10 mg/cm3) oraz fotouczulacza (0.4 mg/cm3) umieszczono
w probdwkach szklanych, wymieszano i odparowano do sucha. Warstwe lipidoéw wytworzong
na dnie probowki wysuszono w piecu proézniowym Ww temperaturze pokojowej
przez ok. 20 godzin. Nastgpnie lipidy uwodniono roztworem HEPES wykazujacych pH=7,5
o skladzie: (10 mmol/dm®> HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-
yloJetanosulfonowy), 140 mmol/dm® NaCl). Tak przygotowana probe mieszano przy
wykorzystaniu  wytrzasarki Vortex Genie 2 przez 5-10 minut. W celu uzyskania
jednowarstwowych liposoméw o jednorodnym rozkladzie wielkosci, otrzymane zawiesiny
liposomow przepuszczono 21 razy przez poliwgglanowe membrany o Srednicy poroéw
100 nm, przy uzyciu ekstrudera strzykawkowego (Avanti Polar Lipids).
Stosunki molowe sktadnikow w otrzymanych liposomach wynosity:

(1) Pz 8/Pz 18/Pz 19 (0,1), PG (2), POPC (8);

(i)  Pz8/Pz19 (0,1), PG (1.33), POPC (5.34) Chol (3.33);

(iii) Pz 8/Pz19 (0,1), DOTAP (2) POPC (8);

(iv) Pz 8/Pz19 (0,1), DOTAP (1,33) POPC (5,34), Chol (3,33).
Wielko$¢ otrzymanych liposoméw okreslono metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla,
stosujac analizator wielkos$ci czastek Coulter N4 Plus (Beckman). Liposomy przechowywano
w temperaturze 2-8 °C, w atmosferze argonu bez dostepu $wiatla. Stezenie
fotosensybilizatora w zawiesinach liposomow wynosito 100 pmol/dm’. Otrzymane liposomy
przed badaniem aktywnosci biologicznej wzgledem komodrek HSC-3, rozcienczano pozywka
DME (bez FBS i czerwieni fenolowej) do osiagnigcia odpowiedniego stezenia. Przygotowano

réwniez wolne liposomy bez fotouczulaczy jako probki kontrolne.
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VI. 6. 6. Oznaczenie lokalizacji wewnatrzkomorkowej oraz zywotnosci komorek przy

wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego

Przygotowano roztwory komdrek HSC-3 i H413 w pozywce DMEM o gestosci 1.8:10°
komorek na 1 cm’ pozywki. Nastepnie otrzymane roztwory komoérek osadzono
w 48-dotkowych ptytkach i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37 °C. Komorki
przemyto dwukrotnie uzywajac po 0,5 cm® roztworu PBS i do kazdej studzienki dodano 1 cm’
pozywki (bez FBS i czerwieni fenolowej), zawierajacej Pz 8 w stezeniu 1 pmol/dm® lub Pz 19
w stezeniu 10 pmol/dm’. Po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37 °C, komérki przemyto
dwukrotnie roztworem PBS. Nastepnie dodano roztwory barwnikéw fluorescencyjnych
(Molecular Probes) o okreslonym stezeniu w PBS i inkubowano z: MitoTracker Green FM
(0,4 pmol/dm?) 15 minut, Alexa Fluor 350 WGA (5 pg/cm’) 15 minut, Syto 13 (5 pmol/dm?)
30 minut oraz Hoechst 33342 (6 umol/dm’®) 30 minut. Komérki przemyto roztworem PBS i
obrazowano przy wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Diaphot oraz aparatu
Jenaoptik z oprogramowaniem Capture ProgRes, uzywajac obiektywu fazowego
o powigkszeniu 20-krotnym. Zastosowano filtry firmy Chroma Technology Corporation
(Bellows Falls , USA): filtr 49006 dla porfirazyn, filtr 61000v2 dla MitoTracker Green i Syto
13, filtr 49000 dla Alexa Fluor 350 i Hoechst 33342.

Obrazowanie zywotnosci komodrek pod mikroskopem fluorescencyjnym przeprowadzono
na komorkach HSC-3, poddanych procedurze fotodynamicznej z uzyciem Pz 8 w stezeniu
0,01 umol/dm3, 0,25 umol/dm3, 1,0 umol/dm3 oraz Pz 19 w stezeniu 1,0 umol/dm3, 5,0
pumol/dm® i 10,0 pmol/dm®. Po odczytaniu wynikéw metoda spektofotometryczna testem
Alamar Blue, komorki przemyto dwukrotnie roztworem PBS. Nastepnie do kazdej z trzech
studzienek dodano roztwor PBS zawierajacy jeden z barwnikow: Calcein Green AM
(5 umol/dm®), Calcein Red-Orange AM (5 pmol/dm®) oraz WGA Alexa Fluor 350
(5 pg/em?). Komérki inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37 °C, po czym przemyto
dwukrotnie roztworem PBS i ponownie inkubowano 30 minut w celu odmycia barwnika
znajdujacego  si¢ w  przestrzeni  miedzykomorkowej.  Komorki  obrazowano
przy wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Diaphot z filtrem 61000v2
dla Calcein Green AM i Calcein Red-Orange AM oraz filtrem 49000 dla WGA Alexa Fluor

350 oraz aparatu Jenaoptik za pomoca oprogramowania Capture ProgRes.
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VII. STRESZCZENIE

W czesci teoretycznej pracy dokonano przegladu literatury dotyczacego nastepujacych
zagadnien: (i) historii otrzymania pierwszych azotowych pochodnych porfiryn, (ii) porfirazyn
diazepinowych jako zwigzkow o obiecujacych wilasciwosciach  fotouczulajacych,
(iii) liposomow jako no$nikow fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamiczne;.

W czesei eksperymentalnej przeprowadzono synteze, ocene wiasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych porfirazyn, posiadajacych skondensowane ugrupowania styrylodiazepinowe.
Otrzymano siedem nowych zwigzkéw chemicznych w tym cztery porfirazyny (18, 19, 21, 22)
oraz trzy zwiazki (11,13,15), ktore wykorzystano jako substraty w reakcjach makrocyklizacji,
prowadzacych do docelowych makrocykli.
1. 5,7-bis[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (11)
2. 5,7-bis[(2E)-(1-metylo-1H-imidazol-2-ilo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-

dikarbonitryl (13)

3. 5,7-bis[(2E)-(4-trifluorometylofenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl

(15)

4. magnez(Il) tetrakis[5,7-bis{(2E)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo}-6H-1,4-diazepino]

[2,3-b;2",3"-g;2",3"-1;2",3"-q]porfirazyna (18)

5. tetrakis[5,7-bis{(2F)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo }-6 H-1,4-diazepino][2,3-b;2',3'-

g;2".3"-1;2",3"-q|porfirazyna (19)

6. magnez(II) {5,7-bis[(2E)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino }
[2,3-q]tribenzo[b,g,l]porfirazyna (20)
7. magnez(II) {5,7-bis[(2E)-(1-metylo-1 H-imidazol-2-ilo)etenylo]-6 H-1,4-

diazepino}[2,3-q]tribenzo[b,g.l]|porfirazyna(Il) (21)

Budowe chemiczng zwigzkéw 11, 13, 18, 19 okreslono przy wykorzystaniu
spektrofotometrii UV-Vis, spektrometrii mas (ES, MALDI), a takze réznych technik
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H-'H COSY, 'H-"C HMBC i 'H-"C
HSQC). Ponadto dla 1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryli 11 i 13 wykonano analiz¢ elementarna.
Dwie rozne formy polimorficzne zwigzku 11, otrzymano w postaci monokrysztalow, ktore
scharakteryzowano metodg analizy rentgenostrukturalnej. Natomiast tozsamos¢ zwigzkoéw 15,

20, 21 potwierdzono przy zastosowaniu spektrometrii mas. Synteze magnez(Il) {5-fenylo-7-
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[(2E)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino } [2,3-q]tribenzo[b,g,l|porfirazyny
(8), przeprowadzono zgodnie z opracowang wczesniej procedura.

Porfirazyny 8, 18 i 19 poddano badaniom fizykochemicznym i biologicznym.
Czystos¢ zwigzkow potwierdzono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe;,
a nastepnie okreslono wlasciwosci absorpcyjne i emisyjne, tendencje do agregacji, trwatos¢
fotochemiczna, a takze wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego. Sposréd
badanych zwiazkéw — najkorzystniejsze wiasciwosci jako potencjalny fotouczulacz —
wykazywata tribenzoporfirazyna magnezowa 8, w tym (i) intensywna absorpcje
promieniowania z zakresu 600-750 nm, (ii) najwyzsza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji,
(ii1) najmniejsza tendencje do tworzenia agregatéw, (iv) najwicksza wydajnos¢ kwantowa
generowania tlenu singletowego réwna 0,28 w DMF 1 0,31 w DMSO. Formulacje
liposomalne porfirazyn przygotowano przy wykorzystaniu metody hydratacji cienkiego filmu
lipidowego. Liposomy natadowane dodatnio oraz ujemnie uzyskano poprzez zastosowanie
odpowiednio, chlorku N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowego
oraz L-a-fosfatydylo-DL-glicerolu.

Aktywnos¢ fotodynamiczng in vitro porfirazyn 8, 18 i 19, okreslono wzgledem dwoch
linii komdrek nowotworowych jamy ustnej, tj. HSC-3 i H413. Badania obejmowatly inkubacje
komorek nowotworowych z porfirazynami, zardwno w postaci wolnej, jak i inkorporowane;j
w liposomy, a nastgpnie ekspozycje na Swiatlo czerwone z zastosowaniem diod LED.
Oceniono réwniez cytotoksycznosé fotouczulaczy bez dostepu $wiatta. Najwyzsza aktywnos¢
fotodynamiczng wzgledem obu linii komdrek nowotworowych wykazata tribenzoporfirazyna
magnezowa 8. Natomiast porfirazyna demetalowana 19, posiadata aktywnos¢ wzgledem
komoérek HSC-3, podczas gdy porfirazyna magnezowa 18, nie wplywala na zywotnos¢
badanych komorek nowotworowych. Wykazano, ze wbudowanie tribenzoporfirazyny 8
w ujemnie natladowane liposomy, powoduje niemal trzykrotny wzrost aktywnosci
fotodynamicznej. Swiadcza o tym wyznaczone wartosci ICso, ktore wynosza 129 nmol/dm?
i 45 nmol/dm® odpowiednio dla Pz 8 w postaci wolnej oraz po inkorporacji w liposomy
zbudowane z  L-a-fosfatydylo-DL-glicerolu i 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-
fosfocholiny. Uzyskane wyniki oraz analiza danych z pismiennictwa, pozwala zaklasyfikowac
liposomalng posta¢ tribenzoporfirazyny magnezowej 8, jako jeden z najbardziej obiecujacych
fotouczulaczy porfirazynowych, ze wzgledu na zaobserwowang fotocytotoksycznosé

na poziomie nanomolowym.
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Porphyrazines possessing annulated diazepine ring: synthesis, physicochemical

properties and photodynamic activity against cancer cells

Theoretical part of the dissertation concerns the following subjects (i) the synthesis,

properties and applications of azaanalogs of porphyrins, (ii) diazepinoporphyrazines
possessing promising photosensitizing properties and (iii) liposomes as vehicles
for photosensitizers used in photodynamic therapy.
In the experimental part synthesis, physical-chemical and biological properties
of porphyrazines with annulated styryldiazepine groups are presented. Seven novel
compounds were synthesized including four porphyrazines (18, 19, 21, 22) and three
compounds (11, 13, 15), which were used as substrates for the macrocyclization reactions
leading to the desired macrocycles:

1. 5,7-bis[(2E)-(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethenyl]-6 H-1,4-diazepine-2,3-dicarbonitrile

(11)

2. 5,7-bis[(2E)-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)ethenyl]-6 H-1,4-diazepine-2,3-dicarbonitrile
(13)

3. 5.7-bis[(2E)-(4-trifluoromethylphenyl)ethenyl]-6 H-1,4-diazepine-2,3-dicarbonitrile
(15)

4. magnesium(II) tetrakis[5,7-bis{(2F)-(3.4,5-trimethoxypheny)ethenyl }-6 H-1,4-

diazepine][2,3-b;2",3'-g;2",3"-1;2",3"-q]porphyrazine (18)

5. tetrakis[5,7-bis{(2F)-(3.4,5-trimethoxyphenyl)ethenyl } -6 H-1,4-diazepine][2,3-b;2',3'-
g;2".3"-1;2",3"-q|porphyrazine (19)

6. magnesium(Il) {5,7-bis[(2E)-(3.,4,5-trimethoxyphenyl)ethenyl]-6 H-1,4-diazepine }
[2,3-q]tribenzo[b,g,l]porphyrazine (20)

7. magnesium(Il) {5,7-bis[(2E)-(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)ethenyl]-6 H-1,4-
diazepine}[2,3-q]tribenzo[b,g,l]porphyrazine (21)

The structure of compounds 11, 13, 18, 19 was determined using UV-Vis
spectrophotometry, mass spectrometry (ES, MALDI), as well as various techniques
of Nuclear Magnetic Resonance (‘H-'H COSY, 'H-"*C HMBC i 'H-">C HSQC). Moreover,
elemental analyses were performed for the 1,4-diazepine-2,3-dicarbonitriles 11 and 13. Single

crystals for two different polymorphic forms of the compound 11 were obtained and
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characterized by X-ray crystallography. On the other hand, the identities of the compounds
15, 20, 21 were confirmed using mass spectrometry. In addition, a synthesis of magnesium(II)
{5-phenyl-7-[(2E)-(3.4,5-trimethoxyphenyl)ethenyl]-6H-1,4-diazepine } [2,3-
qJtribenzo[b,g,l]porphyrazine (8) was elaborated, according to the procedure previously
developed at the Department of Chemical Technology of Drugs.

Porphyrazines 8, 18 and 19, were subjected to physical-chemical and biological
studies. The purity of these compounds was confirmed by HPLC analysis and then absorption
and emission properties, a tendency to form aggregates, photochemical stability,
and the quantum yield of singlet oxygen generation were evaluated. Magnesium
tribenzoporphyrazine 8, showed the best properties for potential application in photodynamic
therapy among the tested compounds, including (i) intensive absorption of radiation
in the range of 600-750 nm, (ii) the highest fluorescence quantum yield, (iii) the smallest
tendency to form aggregates and (iv) the highest ability to generate singlet oxygen equals 0,28
in DMF and 0,31 in DMSO. Liposomes containing incorporated porphyrazines were prepared
by a thin film hydration method. Four different types of liposomes carrying embedded
porphyrazines were obtained, including positively charged due to the presence of N-[1-(2,3-
dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride and that negatively charged
with L-a-phosphatidyl-DL-glycerol.

Photodynamic activity of porphyrazines 8, 18, 19 was determined in vifro against two oral
cancer cell lines (HSC-3 and H413). These studies included incubation of cancer cells with
porphyrazines, both in free form and incorporated into liposomes, and then irradiation with
red light using LED diods. Moreover, cytotoxicity of photosensitizers without irradiation was
also examined. Tribenzoporphyrazine 8 showed the highest photodynamic activity against
both cancer cell lines. Demetalled porphyrazine 19 exhibited activity against HSC-3 cells,
whereas magnesium porphyrazine 18, did not affect the viability of examined cancer cells.

It was found that the incorporation of tribenzoporphyrazine 8 in negatively charged liposomes
resulted in an almost threefold increase of its photodynamic activity. This was evidenced
by 1Cso values of 129 nmol/dm® and 45 nmol/dm? for Pz 8 in free form and after incorporation
in liposomes composed of L-a-phosphatidyl-DL-glycerol and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine, respectivelly. The results of research and analysis of the literature
data concerning the porphyrazines of potential usage in photodynamic therapy, allow
to classify the magnesium tribenzoporphyrazine 8, incorporated into liposomal formulation,
as one of the most promising photosensitizers, due to the observed photocytotoxicity

at nanomolar level.
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ALA -
BNCT -
Chol -
COSY -

DLS -
DMEM -

DMF -
DMPC -
DMSO -
DOPC -
DOPE -
DOTAP —
DPBF -
DPBS -

EDTA -
EPR -

ES -

FBS -

HMBC -

HPLC -

HSQC -

ICsy -

(ang. 5-aminolevulinic acid) — kwas 5-aminolewulinowy

(ang. Boron Neutron Capture Therapy) — terapia boronowo neutronowa
cholesterol

(ang. Corelation Spectroscopy) — homojadrowa spektroskopia korelacyjna,
nalezaca do technik 2D NMR

(ang. Dynamic Light Scattering) — metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) - podtoze hodowlane Dulbecco
zmodyfikowane przez Eagle’a

N,N-dimetyloformamid

1,2-dimirystoilo-sn-glicero-fosfatydylocholina

dimetylosulfotlenek

1,2-dioleoilo-sn-glicero-fosfocholina

1,2-dioleoilo-sn-glicero-fosfo-etanolamina

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

(ang. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) — buforowany roztwdr soli
fizjologicznej Dulbecco

kwas etylenodiaminotetraoctowy

(ang. enhanced vascular permeability and retention) — efekt zwigkszonej
przepuszczalnosci naczyn i zatrzymywania)

(ang. electrospray) - jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym

(ang. Fetal bovine serum) — inaktywowana cieptem ptodowa surowica bydleca
(ang. Heteronuclear Multibond Correlation) — heterojadrowa spektroskopia
korelacyjna, badajaca oddziatywania przez dwa lub wigcej wigzan

(ang. High Performance Liquid Chromatography) — wysokosprawna
chromatografia cieczowa

(ang.  Heteronuclear Single Quantum Correlation) — heterojadrowa
spektroskopia korelacyjna badajaca oddziatywania sgsiednich atomow

(ang. inhibitory concentration) — st¢zenie badanego zwiagzku, przy ktorym
proliferacja komorek zostaje zahamowana w 50% w odniesieniu do uktadu

kontrolnego
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LED
MALDI

MS
NMR

OSCC

PACT

PBS

PDD
PDT
PEG
PG
POPC
Pz

Ry
SAXS

SOD
t.top.
TLC
TOF
UV-DAD
WGA
ZnPc

Dr

N

(ang. light-emitting diode) — dioda elektroluminescencyjna

(ang. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization) — desorpcja laserowa z
udzialem matrycy

(ang. mass spectrometry) — spektrometria mas

(ang. Nuclear Magnetic Resonance) — spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego

(ang. oral squamous cell carcinoma) - komorki raka ptaskonabtonkowego
jamy ustnej

(ang. Photodynamic Antymicrobial Therapy) — terapia fotodynamiczna
skierowana przeciw mikroorganizmom

(ang. Phosphate Buffered Saline) — roztwor soli fizjologicznej buforowany
fosforanami

(ang. Photodynamic Diagnosis) — diagnostyka fotodynamiczna

(ang. Photodynamic Therapy) — terapia fotodynamiczna

polietylenoglikol

L-a-fosfatydylo-DL-glicerol
1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

porfirazyna

(ang. retardation factor) — wspdtczynnik opoZnienia

(ang. Small-angle X-ray scatering) — metoda matokatowego rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego

(ang. superoxide dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa

temperatura topnienia

(ang. Thin-layer chromatography) — chromatografia cienkowarstwowa

(ang. Time of Flight) — analizator czasu przelotu

detektor spektralny z matryca diodowa

(ang. Wheat Germ Agglutinin) — aglutynina kietkdw pszenicy

ftalocyjanina cynkowa

wydajnos$¢ kwantowa fluorescencji

wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego
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SUPLEMENT

XII. SUPLEMENT
5,7-bis[(2E)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenylo]-6 H-1,4-diazepino-2,3-dikarbonitryl (11)
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SUPLEMENT

magnez(II) tetrakis[5,7-bis{(2F)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo } -6 H-1,4-diazepino][2,3-

b;2',3"-g;2",3"-1;2",3"-q]porfirazyna (18)
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SUPLEMENT

tetrakis[5,7-bis{(2F)-(3.4,5-trimetoksyfenylo)etenylo } -6 H-1,4-diazepino][2,3-b;2',3"-g;2",3"-

1;2".3"-q]porfirazyna (19)
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ZALACZNIK NR 1

OSWIADCZENIE

Wyrazam zgode na udostgpnienie mojej rozprawy doktorskiej w Czytelni
Naukowe;j Biblioteki ~ Gléwnej Uniwersytetu ~ Medycznego  im.
K.Marcinkowskiego w Poznaniu oraz w formie elektronicznej w Wielkopolskiej
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ZALACZNIK NR 2

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej p.t.:

" Porfirazyny posiadajgce skondensowany pierscien diazepinowy: synteza, wlasciwosci

fizykochemiczne oraz aktywnos$¢ fotodynamiczna wzgledem komoérek nowotworowych".

Praca ta zostata przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu oséb
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materialéw
zroédtowych, stanowi ona pracg oryginalng, nie narusza praw autorskich oraz dobr osobistych

0sob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaly uzyskane w sposéb niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas przedmiotem
zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem stopnia naukowego: doktor nauk
farmaceutycznych, a zlozona przeze mnie pltyta DVD zawiera elektroniczny zapis
przedstawione] przeze mnie pracy.

Jednoczesnie oswiadczam, ze nieodplatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej wymienionej pracy
bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu nosnikami, na ktérych prace
utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub najem egzemplarzy w postaci
elektronicznej a nadto upowazniam Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej
do pamieci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostepniania w formie elektroniczne;j

oraz drukowane;.
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