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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra : Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat : Lenka Hruba

Skolitel : doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace : Optimalizace metod pro stanoveni kvantového vytézku

produkce singletového kysliku a kvantového vytézku

fluorescence u derivati azaftalocyaninu

Fotodynamicka terapie (PDT), se singletovym kyslikem jakozto hlavnim
cytotoxickym c¢initelem, predstavuje alternativni metodu na poli 1é¢by rakoviny i
dalsich koznich onemocnéni. Principem PDT je excitace fotosenzitizéru absorpci
svételné energie, ndsledovana transferem energie tkanovému kysliku (0,) a naslednou
tvorbou  cytotoxického singletového kysliku (*O,). Schopnost fotosenzitizéru
transformovat absorbovanou energii na produkci singletového kysliku je vyjadiena jako
kvantovy vytézek singletového kysliku (®,).

Cilem této prace byl predev§im vyvoj a optimalizace absolutni metody pro
stanoveni @, V porovnani s metodou relativni zde neni tfteba Zadné referencni latky,
coz umoznuje piesnéj$i vysledky a menSi pocet chyb. Ovéfeni nové metody bylo
provadéno v prostfedi N,N—dimethylformamidu se zine¢natym ftalocyaninem, jakozto
modelovym fotosenzitizérem o znamé hodnoté @, a s 1,3-difenylisobenzofuranem,
jehoz funkci bylo chemické zhaseni *O,,

V praci byly porovnavany rtzné svételné zdroje pro excitaci a také rizné
sestavena technicka zafizeni. Efektivni a pfesna absolutni metoda pro stanoveni @, byla
uspésné vyvinuta. Tato metoda bude pouzivdna pro méfeni @, novych sloucenin
syntetizovanych vyzkumnou skupinou Azaphthalocyanine group na Katedie
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy.

Soucasti prace bylo rovnéz pozorovani vlivu rozpoustédla na kvantovy vytézek
fluorescence (@¢) a stanoveni fotofyzikalnich vlastnosti dvou sérii derivati

ftalocyanintl.



2 ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Lenka Hruba

Supervisor: Assoc. Prof. Veronika Novakova, Ph.D.

Title of Thesis: Optimization of methods for determination of singlet oxygen
production and fluorescence emission of azaphthalocyanine

derivatives

Photodynamic therapy (PDT) with a singlet oxygen as an essential agent is
believed to be an alternative way of cancer treatment or treatment of some cutaneous
diseases. The principle of PDT is based on excitation of a photosensitizer by light
absorption, followed by transfer of energy to tissue oxygen (*0,) forming cytotoxic
singlet oxygen (‘O,). The efficiency by which photosensitizer transforms absorbed
energy to singlet oxygen is characterized by singlet oxygen quantum yields (®,).

The aim of this thesis was to develop and optimize absolute method for
determination of @,. In comparison to a relative method, no reference is needed in this
case, which enables accurate results with lower error. Verification of the new method
was performed in N,N-dimethylformamide with a zinc phthalocyanine as a model
photosensitizer because of its well-known @, and with 1,3-diphenylisobenzofuran as a
chemical quencher of '0,.

Different sources of light for excitation and different set-ups of the
instrumentation were tried and compared. Efficient and accurate method for absolute
determination of @&, was successfully developed. This method will be used for @,
measurements of the new compounds prepared in Azaphthalocyanine group on
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis.

Furthermore the determination of an effect of solvent on a fluorescence quantum
yield (®¢) was also a part of this work as well as determination of photophysical

properties of two series of phthalocyanine derivatives.
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4 CIL PRACE

Cilem moji diplomové prace je vyvinout a optimalizovat absolutni metodu
méfeni kvantového vytézku singletového kysliku (@,) tak, aby bylo mozné tuto metodu
uspeésné pouzivat v nasi vyzkumné skupiné Azaphthalocyanine Group pro hodnoceni
potencidlu nami piipravovanych sloucenin, tzn. fotosenzitizérti ze skupiny derivatl
ftalocyanind, dle jejich schopnosti produkovat singletovy kyslik. Reseni technického
zafizeni a nastaveni podminek méteni by mélo zajistit poskytnuti relevantnich hodnot

@), bez nutnosti porovnavani s referencni latkou.

Néami navrzend metoda bude ovéfovana na modelovém fotosenzitizéru, kterym
bude zine¢naty ftalocyanin (ZnPc) se zndmym kvantovym vytézkem singletového
kysliku. Mé&feni bude probihat v prostfedi N,N-dimethylformamidu (DMF) za pouziti

chemického zhasece singletového kysliku 1,3—difenylisobenzofuranu (DPBF).

Dil¢im cilem diplomové prace bude rovné€Zz zhodnoceni vlivu rozpoustédla na
kvantovy vytézek fluorescence (Pr) ZnPc. V neposledni fadé budou detailné zkoumany
fotofyzikalni vlastnosti dvou sérii derivat ftalocyaninti pfipravenych nasi vyzkumnou

skupinou.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je minimalné invazivni metoda vykazujici
cytotoxicky ucinek proti nadorovym buitkam. Nejvyssi ucinnost byla prokazana
predevs§im v ranych stadiich rakoviny. Do povédomi se PDT jako terapeutickd metoda
dostava predev$im diky mnoha vyhodam, mezi které patii: minimalni tkanova toxicita,
nedostatek pfirozenych mechanismii pro rezistenci, minimalni nezadouci ucCinky a
vyborné kosmetické efekty. PDT, jakoZto u¢inna lécebnd metoda, byla doporucena US

Food and Drug Administration (FDA) jiz pfed dvéma dekadami. [1]

Utinek PDT zavisi na piitomnosti tii zakladnich komponent: fotosensitizéru,
svétla a kysliku. Zadna z t&chto komponent neni sama o sobé toxick4, jejich kombinaci
ale vznikd vysoce reaktivni singletovy Kkyslik (‘O), ktery predstavuje hlavni

cytotoxicky pusobek PDT. [2]

Na destrukci nadoru se podili pfimy cytotoxicky efekt *O,, stejné jako omezeni
vaskularni vyZivy nddoru a indukce zanétu s naslednou systémovou imunitni odpovédi.
Uspésnost PDT je tak podminéna mnoha faktory, jako napt. doba ozafeni a intenzita
svétla, celkova davka PDT i prokysli¢eni tkan€. Z téchto divodd vyzaduje stanoveni

optimalnich podminek pro PDT interdisciplinarni spolupraci. [2] [3]

5.1.1 Pribéh PDT

Vpraxi je do téla nejdiive injekéné aplikovan fotosenzitizér, ktery se
koncentruje v misté¢ nadorové tkané. Poté dochazi k jeho aktivaci svétlem specifické
vinové délky (A). Diky vzniku cytotoxického 'O, kysliku dochazi k destrukci nadoru
(viz. Obrazek 1). [2]
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step? Step 2 Step 3 step 4

Obrazek 1: Popis pribéhu PDT v Kklinické praxi. Po injekéni aplikaci a kumulaci
fotosensitizéru v misté nadoru, nasleduje jeho ozaieni a destrukce. [35]

5.1.2 Faktory ovliviiujici uspéSnost PDT

Saturace tkané kyslikem je povazovana za jeden ze zasadnich faktord PDT, coz
bylo zdiivodnéno objevem rezistence hypoxickych bunék vici PDT. Mnozstvi kysliku
zavisi na intenzité¢ pouzitého svétla a i1 destrukce samotné tkané miiZze byt intenzitou
Kysliku, a proto je tkan singletovému kysliku vystavena pii 1é¢bé po del$i dobu. Navic
nedochazi k tak rozsahlému poskozeni zdravé tkané, a tedy i k jejimu lepSimu hojeni.
Kuplnému zni¢eni nadoru je ale stale zapotfebi zni¢it mikrovaskuldrni zasobeni

tumoru zivinami. [3]

Rychlost produkce singletového kysliku % zavisi na intenzité svétla (),

celkové davce PDT (Dppt) a koncentraci kysliku v zakladnim stavu. Zaroven je funkci
koncentrace (c), extink¢niho koeficientu (g) a kvantového vytézku singletového kysliku
(Dy) fotosenzitizéru. [3]

d[102] _ vy _ DppT
tEp

. Bg AT Pp = k[30,] (rovnice ¢.1)

U¢innost PDT je pfimo ovliviiovana parametry osviceni — tedy celkovou davkou

svétla, dobou expozice a zpuisobem osviceni. [2]

Penetrace svétla zavisi na optickych vlastnostech tkané a vlnové délce svétla.
Cast fotontl pronikajicich do tkané je odraZena povrchem, ¢ast je rozptylena v okolni
tkani nebo pohlcena chromoforem, at’ uz endogenniho (hemoglobin, melanin, atd.) nebo
exogenniho typu (napf. fotosenzitizér). Penetrace svétla je rovnéz snizovana vysokou
pigmentaci tkan¢, z divodu silné absorpce melaninu patficiho mezi endogenni
chromofory. Prinik do tkané muze byt rovnéz sniZovan vysokym & a koncentraci
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fotosensitizéru v nadorové tkani. Nutno dodat, Zze vysoky & fotosenzitizéru piindsi
vyhodu v tom, Ze sta¢i pacientovi podéavat nizsi koncentrace fotosenzitizéru k dosazeni

dostate¢ného PDT téinku. [3]

5.1.3 Biologicky mechanismus u¢inku PDT

Biologicky uc¢inek PDT je kromé& piimého cytotoxického ucinku singletového
kysliku zprostiedkovan také vazokonstrikci a zanétem. Rozsahla vazokonstrikce a
hemostaza po pouziti PDT izoluje nadorové bunky od zdroje zivin a kysliku. Velmi
nizké tkanové koncentrace kysliku, az jeho tplny nedostatek pak zplsobuji apoptdézu
nadorovych bunék. Mechanismus ucinku PDT byva také prirovnavan k zanétlivé
odpovédi nasledujici infekci, poptipadé poranéni. Za medidtory PDT jsou povazovany
eikosanoidy, které jsou bézné produkovany endotelialnimi buitkami za G¢elem udrZeni
normalniho cévniho tonu. V ptipad¢ zasazeni tkané PDT spusti kaskada eikosanoida
vazokonstrikci. Krevni desticky a neutrofily nejen adheruji a agreguji, ale také migruji
do okolnich tkani nésledovany chemokininy. Krevni desticky rovnéz ve velkém

mnozstvi produkuji tromboxan A, ktery piedstavuje dalsi silny stimul k hemostaze. [3]

Z nukleovych bazi se pomoci singletového kysliku v PDT oxiduje pfedevsim

guanin a tim zpusobuje nevratné poskozeni DNA. [3]

5.1.4 Vyuziti PDT

PDT se pouziva pii lécbé koznich melanomi, rakoviny plic, mozku, ustni
dutiny, jicnu, peritonealni dutiny, Zaludku, stfev, jater, mo¢ového méchyie, prostaty a
délozniho ¢ipku. PDT nasla vyuziti rovnéZ pii 1écb€ degenerativnich zmén na sitnici,

nemoci koronarnich cév, chronického zanétu dasni a mikrobialnich infekci. [4]

Vyznam fotodynamické inaktivace bakterii, virli, kvasinek a prvokd roste
predevsim se stale CastéjSim vyskytem antibiotikové rezistence. Vysledny antimikrobni
efekt zavisi jak na povaze fotosenzitizéru tak druhu mikroorganismu. Obecné G¢innéjsi
jsou kationické fotosenzitizéry, nékteré gramnegativni bakterie jsou dokonce citlivé

pouze na tento typ (E.coli, Pseudomonas aeruginosa). [4] [5]
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Perspektivni vyuziti PDT se objevuje i v oblasti dezinfekce krve a krevnich
derivatl pro transfuze. PDT v tomto piipad¢ ni¢i nukleovou kyselinu, kterd na rozdil od

mikroorganismu a bilych krvinek, v plazmé a ¢ervenych krvinkach obsaZena neni. [6]

5.2 Fotosensitizéry

Prvnimi v praxi pouzivanymi fotosenzitizéry byly hematoporfyrinové derivaty.
(HpD). Pfestoze Photofrin® zpilisobuje permanentni senzitizaci kiize, stale zlstava

jednim z nékolika oficialné schvalenych a pouzivanych fotosenzitizérai v PDT. [7]

Po uvedeni HpD nasledovalo hledani molekul intenzivné absorbujicich

v dlouhych A a produkujicich dostateéné mnozstvi 'O, [8]

Ftalocyaniny (Pcs) jsou povazovany za druhou generaci fotosenzitizéri
piedevsim diky podobnosti struktury s porfyriny, avSak s vyhodnéjsimi vlastnostmi.
Syntéza zapocala jiz ve 30. letech 20. stoleti. Tehdejsi slouceniny (komplexy
ftalocyanini) byly =zalozeny na dvojmocné meédi — Cu*, tedy inertnim
nefotosenzitizujicim chromoforu. Postupné byla méd’ nahrazena chloroaluminiem,
popfipad¢ zinecnatym kationtem. V klinické praxi existovala pouze isomerni smés
ziskana sulfonaci chloroaluminiového ftalocyaninu. Tato smés byla pouzivana
predevsim k 16¢bé rakoviny v tehdejsim Sovétském svazu. [8] V klinické praxi zustava
dodnes pod oznacenim Photosens. Experimenty provadéné s touto latkou byly také

soucasti této diplomové prace.

Z chemického hlediska jsou Pcs tetrabenzo-5,10,15,20—tetraazaporfyriny
(viz.Obrazek 2). Oproti klasickym porfyrinim maji absorpci posunutou blize ervené
Casti spektra, coz je vysvétlovano anelaci 4 benzenovych jader, vedouci k rozsifeni
konjugovaného systému dvojnych vazeb. Diky relativné pfimé cesté syntézy je mozné
ziskat mnoZstvi sloucenin variabilnich z hlediska centrdlniho atomu i1 postrannich
fetézcl. Centralnim atomem muize byt kation kovu i polokov. Kvantovym vytézkem
singletového kysliku pfed¢i ftalocyaniny 1 klasické fotosensitizéry, jako je methylenova
modi (MM). Moznymi centralnimi atomy ftalocyaninti pouzivanych pro PDT mohou

byt také hlinité, zine¢naté, germanité, gallnaté a siliconové kationty. [8]

Vsechny porfyrinové slouceniny maji silny absorpcni pas v oblasti 400 nm tzv.

Lwdoretiv pas. Tento pas neni vhodny pro PDT, nebot” modra oblast svétla nepronika
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efektivné do tkan€. Absorpéni péasy v rozmezi 600 — 800 nm, tzv. ,,Q-pasy®, se pro
terapii pouzivaji. Porfyriny vykazuji bohuzel slab4 absorpni maxima kolem 630 nm,

naopak ftalocyaniny maji Q-pasy obvykle nékolikanasobné silnéjsi. [3]

Ftalocyaniny, jakozto ve vod¢ nerozpustné chromofory mohou byt na misto
ucinku dopraveny diky solubilizujicim skupinam na periferii. Nesubstituovany
zineCnaty ftalocyanin (ZnPc) je rovnéz nerozpustny ve vodé. Do mista nadoru miize byt

dorucen za pomoci rtiznych nosi¢ovych systémii, napt. lipozomu. [8]

Nevyhodou téchto relativné velkych planarnich molekul je sklon k agregaci,
kterd inhibuje svételny pienos a mulze snadno relaxovat jiz excitovanou molekulu.

Agregaci lze zabranit pouzitim objemnych substituentti. [8]

Porfyrin

Ftalocyanin (Pc)

Obrazek 2: Obecna struktura ftalocyaninu a porfyrina (M je centralni kation kovu nebo 2H)

5.2.1 Vlastnosti fotosenzitizéru

V soucasnosti mezi nejvice pouzivané fotosenzitizéry in vivo patii porfyriny,
chloriny a bakteriochloriny. K vyuZzivanym fotosenzitizérim fadime 1 ftalocyaniny a
texafyriny. Uvadéné latky vykazuji absorpni maxima v Cervené oblasti
elektromagnetického spektra a jsou ucinnymi generatory singletového kysliku. Obecné

jsou to planarni aromatické molekuly skladajici se ze Ctyt pyrrolovych jednotek. [3]

Mezi nejzasadnéjsi pozadované vlastnosti fotosenzitizéra patii vhodna absorpce.
Idealni rozsah A pro excitaci je 630 — 800 nm. V tomto rozmezi dochazi k dostate¢nému
priuniku svétla do tkdn¢ a produkci singletového kysliku. Naopak nizka absorpce
v oblasti denniho svétla tzn. 400 — 600 nm zpusobuje senzibilizaci kuze. Pii absorpci
vys§i nez 800 nm, nedochazi k tvorb&é dostatecného mnoZstvi energie a tim ani

singletového kysliku. [2] [9]
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Fotosenzitizér musi samoziejmé vykazovat dostate¢nou produkci singletového
kysliku, fluorescen¢ni vlastnosti téchto molekul pak mohou byt vyhodné pro sledovani
distribuce  fotosenzitizéru v organismu  pomoci  fluorescenéni  endoskopie.
Neodmyslitelnou podminkou priabéhu PDT je také dostate¢na kumulace fotosenzitizéru
v nadorové tkani spojena s nizkou toxicitou a dobrou eliminaci z organismu. Samotna
aplikace fotosenzitizéru je piimo ovlivnéna jeho polaritou. Polarni fotosenzitizéry
mohou byt aplikovany intravendézné. Hydrofoébni senzitizéry je nutné vétSinou aplikovat

pomoci nosicovych systémiti, vykazuji ale obecné vyssi retenci v nadorové tkani. [4]

Schopnost fotosenzitizéru produkovat singletovy kyslik je vyjadfena jako
kvantovy vytézek singletového kysliku (®,) — tedy pocet vzniklych molekul
singletového kysliku ku poc¢tu absorbovanych fotoni. [3]

pocet vzniklych molekul 1o,

Dp = — - - (rovnice ¢.2)
pocet absorbovanych fotoni

Agregace je nezadouci vlastnosti ftalocyanind. Pfinasi problémy s rozpustnosti,
¢iSténim i charakterizaci sloucenin. Agregace fotosenzitizérii dale zkracuje Cas existence
tripletového stavu kysliku, tim sniZzuje 1 @, a zpiisobuje rozptyl energie fotodynamické
reakce smérem ke vnitini konverzi. Tomuto nezddoucimu chovani mizZe byt zabranéno
objemnymi substituenty nebo dlouhymi alkylovymi fetézci na periferii makrocyklu.
Roli hraje ale i vybér vhodného rozpoustédla, popiipadé centralni Kkation kovu
slouCeniny. Centralni kationty kovu s vice koordina¢nimi misty pak p#inasi vyhodu
v podobé véEtsi inhibice agregace pomoci tzv. axidlni substituce. Kompletni
monomerizace ve vodé dale mize byt dosazeno silnou ionizaci molekuly. V in vitro
testech nebo pii studiu vlastnosti fotosenzitizéru v roztoku lze agregaci inhibovat
ptidavkem  N,N-dimethylformamidu (DMF), dodecylsulfatu  sodného, nebo

dimethylsulfoxidu (DMSO). [10]
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5.2.2 Lambert — Beeruv zakon

Diky systému konjugovanych vazeb jsou ftalocyaniny schopny absorbovat

svétlo urcitych A, coz jim dodava barevnosti. [9]

Schopnost latky absorbovat svétlo uré¢ité A je charakterizovana jako absorbance

(A), poptipad¢ transmitance (T). [11]
A1) =log 170 =¢e-c-l (rovnice €.3)

kde & je molarni extinkéni koeficient (L-mol™'-cm™1), ¢ je koncentrace
(mol - L™Y), | je tloustka media (cm). [11]
T(A) = ;—ﬁ (rovnice ¢.4)
p3
kde If a I je intenzita svételného paprsku vstupujictho a vystupujiciho

z média. [11]

Chyby v linearni zavislosti A na koncentraci ¢ se dle Lambert-Beerova zakona
mohou objevit diky agregaci v duisledku vysoké koncentrace roztoku, poptipadé diky

piitomnosti jinych absorbujicich latek. [11]

Schopnost molekuly absorbovat svétlo urcité A v daném rozpoustédle vyjadiuje
molarni absorpéni koeficient (¢). Vysoka hodnota koeficientu pak naznacuje vyssi

pravdépodobnost elektronovych piechodu. ¢ je slabé zavisly také na rozpoustédle. [11]

5.3 Jablonskiho diagram

Zakladem fotodynamické terapie je fotochemicka reakce, diky které vznika
cytotoxicky singletovy kyslik. 'O, miize vznikat mnohymi zpiisoby, obvyklou cestu
predstavuje piedani energie tkanovému kysliku z excitovaného stavu ozarené molekuly

fotosenzitizéru. [12] [3]
S+ hv—3* 535 +3%, > s +'0,
kde S je molekula fotosenzitizéru citlivého na svétlo. [12]

Princip excitace molekuly fotosenzitizéru zachycuje Jablonskiho diagram

(viz.Obrazek 3). [3]
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Absorpci svétla (fotonll) se molekula fotosenzitizéru dostava ze zakladniho stavu

So do stavu excitovaného S, tedy na energeticky vyssi vibra¢ni hladinu. [13]

a) Molekula ve stavu S, se mize vratit do nejnizsiho excitovaného stavu S;
rozptylenim energie do okolniho prostfedi. Tento jev se nazyva vnitini
konverze.
b) Z excitovaného stavu S; do zékladniho stavu Sp se molekula vraci nasledujicimi
zpusoby: [13]
e Vyzafenim fotonu (fluorescence)
e Uvolnénim energie ve formé tepla.
e Piedanim energie jiné molekule, a to bud’ kolizi, poptipadé pfenosem na
dalku.
c) Pro kazdy excitovany stav S existuje také excitovany stav T o niz§i energii.
Ptechodny pohyb elektronli probihd i na Grovni S; — Ti. Proces je nazyvan

,.intersystem crossing‘‘ (mezisystémovy piechod).

d) Dalsi vyzaieni energie probiha z tripletového excitaéniho stavu T; emisi fotonu.

(fosforescence) [13]

Internal
conversion

M,

Lt GEEEEEEE B

Intersystem
crossing

T
i
v

5

Absorption
hy hv,

\ \ Fluorescence
7| \j &) hwy

hwp
Phosphorescence

w2
<

=+
€

=T

Obrazek 3 : Modifikovany Jablonskiho diagram [14]
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Terminologicky je singletovy (Sy) i tripletovy (T,) stav molekuly vysledkem

spinového chovani elektronti. Kazdému elektronu jsou pfisuzovana dvé spinova cisla
1 1 o . . o
(+ S a - 5). Dva elektrony nalezici do stejného orbitalu se tak chovaji jako magnety a

dle Pauliho vylucovaciho principu se musi lisit spinem. [13]
Energie elektrickych pfechodt je pak vyjadiena jako:
E = hv = hc/A (rovnice ¢.5)

kde h je Planckova konstanta (h = 6,63 - 1073%] - 5), v je frekvence svétla (Hz),
c je rychlost svétla a A je vlnova délka (nm). Z rovnice tedy vyplyva, ze kazdy

energeticky posun je zavisly na specifické A. [13]

5.3.1 Fotodynamicka reakce

Princip vzniku 'O, v PDT zachycuje fotodynamické reakce, kterd probiha za
predpokladu excitace fotosenzitizéru (viz.Obrdzek 4). Navazuje tedy na déje popisované

Jablonskiho diagramem.

V aerobnim prostfedi chromofor ochotné pfedava svoji energii molekuldrnimu
kysliku v zakladnim stavu (°0;) a umoziuje tak vznik ‘O, ktery poté interaguje
s organickym substratem. V tomto ptipad¢ se jednd o Typ — II fotodynamické reakce,

jez je zavisla na koncentraci kysliku. [3] [15]

V anaerobnim prosttedi reaguje excitovany fotosensitizér (3P*) se substratem (S)
prostiednictvim vymény elektronu. Dochazi tak k oxidaci substratu (S) a redukci
fotosensitizéru (P). Redukovany fotosensitizér mulze zapfiCinit vznik vysoce
reaktivniho superoxidového anionu (03 ). Naproti tomu excitovany fotosenzitizér CP)
reaguje se superoxidovym radikdlem (0,) za vzniku superoxidového anionu (0).

Superoxidovy anion mize dat vznik vysoce reaktivnimu hydroxylovému anionu.

(OH") [3] [19]

Tento Typ-1 fotodynamické reakce je ale v PDT minoritni a je zavisly na

koncentraci substratu. [3]

Vysledkem obou typi fotodynamické reakce je vysoce reaktivni forma kysliku

schopna destrukce nadorovych bunék. [15]
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Ve fotodynamické terapii obvykle pievazuje Typ-II fotodynamické reakce. Ke
zméné na TyP-1 mize dojit v hypoxickém prostfedi nebo pti vysoké koncentraci

fotosenzitizéru. [15]

Type-I photoreactions

pryg ——w P +§"
| ¢ P—— T ¢
ho+'p ——= px gl TN — LY
Type-II photoreaction
:"ipg-'_soz —‘—'—""h |1:|+|c)2
'0,+§ ——= S0

Obriazek 4: Fotodynamicka reakce Typ-1 a Typ-11 [3]

5.3.2 Singletovy kyslik a vysvétleni jeho reaktivity

V zékladnim stavu jsou vSechny molekuly kromé& molekularniho Kysliku v
singletové form&. Naopak O, se b&zné vyskytuje ve své tripletové formé (30,), do

singletové se dostava excitaci. [13]

Singletovy kyslik vznikajici pfi PDT ptredstavuje vysoce reaktivni formu
kysliku, u niz doslo k pfevraceni spinu jednoho z nejvzdalenéjsich elektrontl. Zakladni
stav kysliku povazujeme vzdy za stav tripletovy, a to diky tfem zptisobtim spinového
uspotradani elektronti. V zdkladnim stavu maji elektrony vzdy shodny spin, jejich
kvantova ¢isla jsou rovnéZz shodnd, a proto jsou elektrony nuceny nasledovat Pauliho

vylucovaci princip (viz.Obrazek 6). [16]

Béhem interakce s excitovanym fotosenzitizérem se spin jednoho z elektront
meéni, ¢imz dochézi i ke zméné kvantového Cisla. Tyto zmény dovoli dvéma z elektronii
parovat se v nevazebném orbitalu, coz zpisobi destabilizaci molekuly (viz.Obrdzek 5).

[16]

Extrémni reaktivita singletového kysliku tedy vychazi z parovani dvou elektront do
jednoho z nevazebnych orbitalti 7 2. [16]

21



4 Molecular A Molecular

Q" O
Atomic Atomic Atomic Atomic

2Px 2Py 2Pz

Encrey @< : :0 m Energy ®<®m m

28

W 0' W D * @
18 4 1S @/ls

Obrazek 6: Molekulovy orbital tripletového Obrazek 5: Molekulovy orbital singletového
Kkysliku [16] Kkysliku [16]

5.4 Fluorescence a prehled spekter

Fluorescence je dalsim dulezitym parametrem fotosenzitizérd, a proto ji bude
vénovana nasledujici kapitola. Kazdy fluorofor, tedy latka schopna fluorescence, muze
byt charakterizovan svymi vlastnimi fluorescenénimi vlastnostmi, které jsou zavislé na
prostfedi. Kazdé z mozZznych generovanych spekter uvaZzuje molekulu v jejim

specifickém stavu (viz.Obrdzek 7) [11] [13]

Absorpéni spektrum je graf zavislosti absorbance na vilnové délce a ukazuje
distribuci elektront slou¢eniny v zékladnim stavu. [13] Mé&fi se pomoci absorpéniho
spektrometru. Absorpcni spektrum popisuje schopnost latky absorbovat svétlo riznych

L. Pro Cisté latky je absorbance pti dané A pfimo imérna koncentraci. [17]

Pcs se vyznacuji dvéma charakteristickymi pasy a to v oblasti kolem 360 nm
(tzv. B-pas) a v oblasti nad 600 nm (tzv. Q-pas). Absorpéni spektrometrie je zaméfena
pfedevsim na tvar a polohu Q — pasu, ktery mize odhalit napt. sloZzeni makrocyklického
systému, chovani latek vroztoku i pevné féazi, supramolekularni seskupovani,

protonizaci makrocyklu, interakce s jinymi molekulami nebo agregaci. [9]

Fluorescenéni i fosforescenéni spektra vychazi z excitovaného stavu a jsou tedy

zrcadlovymi obrazy spektra absorpcniho. Fluorescence je obrazem excitacniho stavu S,
fosforescence excita¢niho stavu T. Fluorescence je velmi rychly proces, odehravajici se
v fddech nanosekund, zatimco fosforescence muze trvat mikrosekundy az hodiny.

Fosforescence se rovnéz vyskytuje pii vyssich A. [17] [13]
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Emisni spektrum je specifické pro kazdy typ slouCeniny a je obrazem

fluorescence. Jedna se o graf zavislosti emise na 4. Emise fotonll je nezavisla na

excita¢ni A. [11]

Excita¢ni spektrum charakterizuje elektronovou distribuci molekuly v zakladnim

stavu. Excitacni spektrum Ize povazovat za ekvivalentni spektru absorpénimu a slouzi
proto i k prokazani, ktera ze slozek systému je zodpovédna za danou emisi fluorescence.
Rozdily mezi spektrem excitatnim a absorpnim indikuji pfitomnost dalsi latky ve

vzorku. [13] [17]

M¢tenim za pomoci spektrofluorimetru mizeme ziskat spektrum fluorescencni
emisni 1 excitani. Spektrum emisni je ziskdno fixnim nastavenim excitacni A a
emisniho monochromatoru. Pro spektrum excita¢ni je pouzita jedna emisni A a excitaéni

monochromator. [13]

Je+——»] Stokes
Shift

FExcltaﬁors—

Obrazek 7: Ilustrace poloh jednotlivych
spekter. Maxima absorp¢niho a excita¢niho
spektra se shoduji. Spektrum fluorescen¢ni
emisni se vyskytuje ve vysSich vinovych
délkach (Stokesiv posun). Absorpéni a
emisni spektra se vzdjemné mohou
pi‘ekryvat. [36]

Relative Intensity

300 400 500 600 700
Wavelength (Nanometers)

Stokestiv_posun je rozdil mezi absorpénim a emisnim maximem dané

slouceniny. MnozZstvi energie nutné k absorpci, popiipadé emisi, mize byt vyjadieno
rovnici 5 (viz vyse). [13] Bylo zjisténo, Ze energie nutna k emisi (Eem) je vzdy nizsi, nez

energie absorp¢ni. (Ej,).
E.., < E, (rovnice ¢.6)

Z tohoto diivodu je maximum emisniho spektra vzdy posunuto k vySSim A,
V porovnani s maximem absorp¢niho spektra. [13] [11] Jinymi slovy, ¢ast absorbované
energie je vzdy ztracena riznymi procesy (napf. piechod mezi vibracnimi hladinami
Vv ramci stejného excitovaného stavu), emise probihd z nejnizsi hladiny Si, proto je vzdy

energie emitovan¢ho fotonu niz$i nez energie absorbovaného fotonu.
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Efekt vnitiniho filtru (v_angl. ..inner-filter effect™) je projevem autoabsorpce

vzorku, kdy pfi pouziti siln¢ koncentrovanych roztoki muze dojit k reabsorpci
emitovanych fotonii. V dasledku tohoto efektu dochdzi k poklesu fluorescen¢ni
intenzity. V experimentech se tomuto jevu piedchazi pouzitim nizSich koncentraci

métenych sloucenin. Jev mtize byt také matematicky korigovan. [13]

5.4.1 Kvantovy vytézek fluorescence (@)

Pcs maji obecné o néco vyssi tendenci k produkci singletového kysliku a
relativné malo fluoreskuji. U zine¢natych Pcs pievySuji hodnoty @, nad @g vyrazné. U
téchto sloucenin tak dochazi k preferenci mezisystémového piechodu na ukor emise
fluorescence. Jelikoz soucet vSech kvantovych vytézkti mize byt vzdy maximalné roven

jedné, s ristem @, klesaji hodnoty @r. [9]

Stanoveni @r pomoci referencni metody (tedy srovnani dat namétfenych za

stejnych podminek s latkou o znamé hodnoté @) lze vyjadiit rovnici:

os = PR (::—Z) (ﬂ) (n—s)z (rovnice &.7)

1-10-45 ) \nR

kde F je plocha pod emisnim spektrem, A je absorbance pfi excita¢ni A, n je
index lomu rozpoustédla, R a S odpovidaji referencni latce (z angl. reference) a vzorku

(z angl. sample). [18]

M¢éteni @ musi probihat pfi jedné excitacni A pro vzorek i referencni latku,
mohou se vSak liSit pouZitd rozpoustédla, jejichZz rozdilny vliv je kompenzovéan
piislusnymi indexy lomu n. [11] [13]

5.5 Optické filtry

Optické filtry jsou urceny k vybéru specifickych A a zabranéni priniku

nezadoucich A.

Bandpass filtry jsou pouzivany v oblasti spektroskopie, laserti i selektivni

fotolyzy s cilem odfiltrovani pouze urcitych A ze spektra, bez jejich vétsiho ovlivnéni.
Filtr je tak schopen pfijmout svétlo definovanych A, rozptylit spektrum a mechanickym

zablokovanim prichodu odfiltrovat specifické A. Nasledné dochazi k rekonstituci
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spektra. Vysledkem je tedy plnohodnotné spektrum, kde dojde pouze k vynechani
nezadoucich A. [19] [20]

Neutral density filtry (ND filtry) se pouzivaji ke snizeni intenzity svételného

zdroje a tim k poklesu intenzity svételného paprsku vstupujiciho do ¢ocky. ND filtry

redukuji vSechny A bez vyjimky. Neslouzi tedy k odfiltrovani specifickych . [21]

5.6 Lasery a svételné zdroje v PDT

Jednou z nejvétSich prekazek rozsifeni PDT jsou vysoké pozadavky na lasery a
svételné zdroje slouzici k excitaci riznych typia fotosenzitizéri. Vhodny svételny zdroj
(viditeIného nebo infraderveného svétla), musi zajistit také dodani svétla do oblasti
postizené tkané za pfijatelny ¢asovy interval. Vyvoj v oblasti svételnych zdroji byl
podnicen piedevsim zjisténim, ze do tkani nejlépe pronikaji A delsi nez 620 nm. [22]

[23]

V soucasné¢ dobé jsou Sirokospektré lampy nahrazovany lasery, které kromé
monochromatického paprsku o vysokém vykonu, zajist'uji 1 pfimé ozéafeni mista nadoru,
bez nutnosti propojeni zdroje s optickym vlaknem. Diky tomu také lasery snizuji dobu
nutnou k poskytnuti davky PDT. Vzhledem k monochromatickému paprsku svétla se
stava vybér vhodné A, kterd odpovida Gzkému absorpénimu pasu fotosenzitizéru, zcela
zasadni. Jeden typ laseru je pak pouzivan pouze pro excitaci limitovaného poctu
fotosenzitizéri. Lasery jsou Vv soucasné dobé jedinou moznosti 1é¢by malignit
Vv oblastech, které by byly za normalnich okolnosti dosazitelné pouze optickymi vlakny

o pruméru mensim nez 500 um. [22]

Lampy poskytuji Siroké spektrum A o niz§im vykonu. Coz nutné¢ nemusi
znamenat vyznamné prodlouzeni doby Ilécby. Diky tomu mohou byt lampy
univerzalngji pouzivany pro vétsi pocet riznych fotosenzitzérli o riznych absorp¢nich
maximech. Zuzeni spektra A je poté vzdy podminéno aplikaci vhodného bandpass
filtru. V praxi se hodi pfedev§im pro 1écbu vétSich koznich 1ézi, nebot je nelze
kombinovat s optickymi vlakny. V porovnani s lasery jsou lampy rovnéz cenové

dostupné;jsi. [22]
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6 METODICKA CAST

6.1 Meéreni kvantového vytézku singletového kysliku
Metody méfeni @5 mohou byt principidln€ rozdéleny na:

a) fyzikalni - piikladem je metoda luminiscen¢ni sledujici luminiscenci (emisi
fotont1) 10, se specifickou A pfi 1270 nm
Luminiscen¢ni metoda je vhodnd pro meéfeni v micelarnich roztocich, nebot’
nedochézi k tvorbé vedlejSich produkti vlivem pfitomnosti zhaSece. Pouziti
b) fotochemické vyuzivajici zhasede 'O,
Obecné fotochemickd metoda nevyzaduje narocné pfistrojové vybaveni a je
pomérmé jednoduchd. Roztok obsahujici fotosenzitizér, kyslik, substrat a zhasec¢
je osvicen svétlem vhodné A po specifickou casovou periodu. Nasleduje

spektroskopické vyhodnoceni. [1]

Zhaged je latka schopna selektivné reagovat s molekulami 'O, za vzniku
produktu, ktery mé vlastnosti odlisné od pivodniho zhaSece. Zpravidla se sleduji zmény
v absorp¢nich vlastnostech. Nej€astéji pouzivanym zhasecem singletového kysliku je
1,3-difenylisobenzofuran (DPBF) (sledovana A = 415 nm v DMF). DPBF je
povazovano za ucinny indikator vzniku reaktivniho kyslikového radikalu 05~ i kysliku
singletového '0,. V roztoku podstupuje piimou reakci s produkovanym singletovym
kyslikem. Vysledkem je pokles absorbance DPBF pii 415 nm, ktery muze byt
zaznamenavan spektrometrem. Se vzrustajici koncentraci 0, tedy klesa hodnota

absorbance (A) DPBF. [24]

Jako zhase€ lze pouzit i1 dalSi derivaty furanu, antracenu, guaninu, popiipadé
bilirubinu. Vhodny zhage¢ by mél reagovat se 'O, v poméru 1:1 bez vedlejsich reakei.
Rozkladné produkty reakce by rovnéZ nemély zasahovat do stanoveni absorpci ve

viditelné oblasti, popfipadé dalsim zhasenim singletového kysliku. [1]

Stanoveni @, by mélo probihat v rozpoustédle, ve kterém je fotosenzitizér
pfitomen ve své monomerni formé¢. NejCastéji pouzivanym rozpoustédlem je DMF.
V mnoha dal§ich rozpoustédlech dochazi u Pcs k agregaci, ktera silné¢ zavisi na celkové

koncentraci fotosenzitizéru. Stanoveni @, ovliviiuje rozpoustédlo nékolika moznymi
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zpusoby: celkovou koncentraci O, V rozpoustédle, zivotnosti “O; zavisejici na typu

rozpoustédla i sklonem Kk tvorbé agregati mezi fotosenzitizérem a rozpoustédlem. [25]

V organickych rozpoustédlech fotochemickd metoda rozkladu DPBF poskytuje
uspokojivé vysledky. V micelarnich roztocich dochazi ale k mnoha vedlejSim reakcim

a tvorbé endoperoxidu, ktera mize byt omezena piidavkem thiosulfatu. [1]

Jinym hlediskem rozdéleni metod méfeni @, mulze byt nutnost pouziti

referencni latky. Podle toho rozdélujeme metody na:

a) absolutni — poskytujici relevantni hodnoty @®a bez nutnosti porovnavani
s referen¢ni latkou. Podstatou metody je vypocet uvedeny vyse (viz.rovnice ¢.2).
b) relativni — jejichz vyuziti je podminéno porovnanim ziskanych hodnot

s referen¢ni latkou [26]

6.2 Fotofyzikalni luminiscenéni metoda

Fotofyzikdlni luminescen¢ni metoda ptfedstavuje metodu relativni. Pii pouziti
této metody je spravna hodnota @, nalezena porovnanim s hodnotou referencni latky.
Z tohoto ditvodu muze dojit k zavedeni syst¢émové chyby do celého méteni. Vysledek

@p pak zavisi na kvalité stanovené hodnoty u latky referen¢ni. [1]

V praxi tato metoda vyzaduje ozéfeni standardu o znamém @, za shodnych
podminek jako ozafeni vzorku. PouZito je vZdy monochromatické svétlo, nebot’

absorbance dvou roztoku pti shodné A je vzdy ekvivalentni. [27]

K docileni monochromatického svételného paprsku jsou Casto vyuZivany tzv.

bandpassové filtry nebo je nutné pouziti laseru. [28]

Principem metody je pfimé méfeni luminiscence O, pii 1270 nm. Intenzitu

luminiscen¢niho signalu singletového kysliku popisuje nasledujici rovnice: [1]
I=vy-k, 15" Dy -(1-10"°P): I, (rovnice ¢.8)

kde k, je rychlostni konstanta radia¢niho ptechodu, I, je intenzita excitace, y je
konstanta zavisla na vybaveni, 7, je polocas singletového kysliku, OD je opticka hustota
excitované vinové délky a @, je pozadovany kvantovy vytézek 10, V praxi zavisi
intenzita pouze nay, @, , 0D , a I,,.. Zbylé dvé hodnoty jsou konstantami. [1]
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Samotné stanoveni @, poté podléha porovnani intenzity vzorku S referen¢ni

latkou dle rovnice: [1]

I

d) = * Dpref (rovnice ¢. 9)

Iref

6.3 Fotochemicka metoda méreni @, pomoci rozkladu DPBF

102, ktery vznika predevsim fotodynamickou reakci Typu II, rozklada DPBF
oxidaci za vzniku 1,2-dibenzoylbenzenu (viz. Schéma I). Z&asti mize byt ubytek ‘O,

v
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Schéma 1: Rozklad DPBF pomoci singletového kysliku

Ptirozeny pokles singletového kysliku je charakterizovan rychlostni konstantou
k4, zatimco reakce singletového kysliku s DPBF konstantou k,.. Pomér kr /kd muize byt

rovnéz hledanou hodnotou. [26]

Pokles absorbance (-A) DPBF je sledovan ve specifickych intervalech ozafeni,

celkovy pokles by pak mél odpovidat 10 — 15% pocatecni A (piiklad viz.Obrdzek

8).Takovyto pokles za celkovy Casovy interval ozafeni je pak umérny produkci 10,.
[27]
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Obrazek 8: Piiklad absorpé¢nich spekter béhem méieni fotochemickou metodou pomoci
rozkladu DPBF

Metoda predpoklada nulovou existenci piimych reakci mezi fotosenzitizérem a
DPBF, ptedevs§im téch, které by zpiisobily pokles v absorbanci zhaSece. Pfitomnost
podobnych reakci miize byt zkontrolovana Uplnym odstranénim kysliku ze vzorku

pomoci dusiku a naslednym pfeméfenim absorpéni kiivky. [27]

Absolutni metoda méfeni @, matematicky vychazi z nasledujici rovnice: [26]

c1>DlpBF = (L) (:_‘:) ([DplBF]) + 1/®, (rovnice ¢.10)

kde @ppgr je kvantovy vytézek fotoreakce, Kg/kr smérnice primky, [DPBF] je
koncentrace DPBF v ¢ase 0, @, kvantovy vytézek singletového kysliku. Tato zakladni

rovnice absolutni metody se ve zjednodusené formé shoduje s obecnou rovnici ptimky:
[26]

y=kx+q (rovnice ¢.11)

Vytvorime-li tedy zavislost (1/®ppgr) na (1/[DPBF]) ziskame rovnici

ptimky, kde plati nasledujici vztah: [26]

i = @, (rovnice ¢.12)
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Z takto ziskané grafické zavislosti (viz.Obrdzek 9) lze rovnéz uréit pomér

rychlostnich konstant probéhlych chemickych reakci kr/kd . PriseCikem s 0sou X

zavislosti je hodnota (—k,/ky). [26]

dppar
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Obrazek 9: Grafické vyjadieni absolutni metody

Hodnotu 1/®ppgr je mozno vypocitat dle rovnice : [26]

_ (o= co)v

D@pppr = Tt (rovnice ¢.13)

kde c, ac; jsou koncetrace DPBF pied a po osvétlovaci periodé t, V je objem
vzorku, lyp je intenzita absorbovand roztokem za Cas vyjadiend jako pocet fotonil

v jednotce [mol] a Ize ji ziskat z nasledujiciho vztahu: [26]
Iop = [Po /(E,N)|(1 — e723455)  (rovnice ¢.14)

kde E, je energie fotonu (E, = hc/21), ¢ je rychlost svétla a h je Planckova
konstanta. Avogadrova konstanta N, se pouziva k pfevodu poctu fotonti na molarni

jednotky, Py je energie svételného zdroje. [26]
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7 EXPERIMENTALNI CAST

Pro méteni UV/VIS spekter byl pouzit ptistroj SHIMADZU UV 2600 PC: UV-
VIS recording spectrophotometer (Shimadzu Europa, GmbH, Duisburg, Germany).

Fluorescen¢ni spektra (emisni i excitacni) byla méfena na piistroji AMINCO-
Bowman Series 2 Luminescence Spectrometer a FS5 Spectrofluorometer (Edinburg

Instruments).

@, byl méfen na zafizeni, jehoz sestaveni a optimalizace, stejn¢ jako stanoveni
vhodnych méficich podminek, bylo predmétem této diplomové prace. Ozatovaci lampa
a pouzité filtry, jakozto soucasti daného zafizeni, byly zakoupeny od firmy Newport.

Laser (vinova délka 633 nm) byl rovnéz zakoupen od firmy Newport.

Nesubstituovany ZnPc byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich, pouzita
rozpoustédla od firmy Sigma-Aldrich piipadné Acros Organics. Chlornaftalen byl vzdy

pfedem cCerstve predestilovan.

7.1 PreciSténi ZnPc

Pro tvorbu roztoku ZnPc, bylo nutno latku optiméalnim zpisobem piecistit. ZnPc
byl piecistovan sublimaci pies chladici prst (viz.Obrdzek 10). Teplota nutna pro
precisténi ZnPc byla zjisténa experimentalné a vysledky shrnuje Tabulka 1. ZnPc byl

sublimovan pfi teploté 550°C.

Tabulka 1: Experimentalni poznatky ze sublimace ZnPc

Teplota Zavizeni Pozorovani

300°C magnetickd michacka -

500°C horkovzdusna pistole sublimace, tvorba drobnych krystalkt
550°C horkovzdusna pistole sublimace, tvorba vétSich krystalkt
600°C horkovzdusna pistole tani uchycenych krystala
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Ptesublimovany ZnPc byl pro dal$i méfeni rozpoustén pomoci ultrazvuku v
jednotlivych rozpoustédlech, prefiltrovan a nasledné nafedén na cilovou koncentraci na

zéklad¢ prométeni hodnoty absorbance.

5
I

Obriazek 10: Model aparatury pro sublimaci ZnPc. ¢.1-chladici prst, 2-odvod vody,
3-pfivod vody, 4-piivod vakua, 5-horkovzdus$na pistole, 6-stojan, 7-vzorek
ZnPc, 8-uchycené krystaly ZnPc

7.2 Fluorescence

7.2.1 Méreni absorpéniho spektra ZnPc v riiznych rozpoustédlech

Pro méteni absorpénich spekter byl pfipraven zakladni roztok ZnPc tak, aby jeho
hodnota absorbance v maximu Q pasu odpovidala po pfiblizné 100x nafedéni hodnoté
0,1.

Absorpéni spektra byla méfena v riznych rozpoustédlech v rozsahu 900 — 300
nm. Do kyvet bylo vzdy pipetovano 2,5 ml daného rozpoustédla. Nejprve byla
promé&fenim ¢istého rozpoustédla proti porovndvacimu roztoku stejného rozpoustédla
ziskana zakladni linie. Poté byl do kyvety pfidan zakladni roztok ZnPc (obvykle 20-80
ul) tak, aby absorbance v maximu Q pasu odpovidala hodnoté¢ 0,1. Nasledovalo

prométeni absorpcniho spektra proti porovnavacimu roztoku ¢istého rozpoustédla.

Tyto roztoky v kyvetach byly rovnou pouzity pro meéfeni fluorescencnich

emisnich spekter popsanych v nésledujici podkapitole. Absorpéni spektra byla
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promé&fovana S cilem ziskani hodnoty A pii A excitaniho maxima a mimo jiné také
z divodu moznosti porovnani s fluorescencnimi excitacnimi spektry a sledovani

nékterych nezadoucich aspektt (agregace) (viz Diskuze).

7.2.2 Méreni fluorescencniho emisniho spektra ZnPc v rozpoustédlech

Po proméfeni pfislusnych absorpénich spekter byly tyto vzorky v kyvetach
rovnou pouzity na méfeni spekter emisnich. Méteni probihalo vzdy pfi excitacni A 365
nm a 598 nm, odpovidajici B- a Q-pasu ZnPc. Pro méteni Aggsnm bylo nutné vzdy pouzit
oranzovy filtr typu OG 530. Experiment byl provadén v triplikatu pro obé excitaéni

vinové délky.

Zasadnim bodem méfeni bylo nastaveni pfistroje, tedy Sitka Stérbiny 2 nm,
rychlosti skenovani 2,5 nm/s a spravné A (365 nm/598 nm). Parametry nastaveni

spektrofluorimetru shrnuje Tabulka 2.

Tabulka 2 : Nastaveni fluorimetru pi#i méieni fluorescenénich spekter

Parametr Nastaveni piistroje
Sitka $térbiny 2 nm

Rychlost skenovani 2,5 nm/s

A 365/598 nm

Z naméfenych spekter bylo odec¢itano emisni maximum a plocha pod kiivkou
(AUC), jejiz hodnota byla ziskana matematickou integraci. Pomoci AUC a hodnoty
absorbance pti dané excitacni vinové délce byly nasledné vypocitany @ pro ZnPc
s ohledem na index lomu (n) konkrétniho rozpoustédla (viz rovnice ¢.7). Jako referenéni
hodnota byla pouzita hodnota @ ZnPc v chlornaftalenu, ktera je znama z literatury (@¢
=0,30). [29]

7.2.3 Méreni excitacniho spektra ZnPc v rozpoustédlech

V kazdém rozpoustédle bylo navic proméieno excitacni spektrum zkoumané
latky, jez by se mélo shodovat se spektrem absorpcnim (viz Diskuze). Pro meéteni
excita¢niho spektra byl rovnéz pouzivan oranzovy filtr OG 530. Excitace byla métena

v rozsahu absorpce latky, tedy od 350 — 670 nm pii vinovych délkach volenych pro

33



kazdé rozpoustédlo v misté klesajici ¢asti daného emisniho spektra (obvykle kolem 690-
710 nm). Volba vlnové délky probihala tak, aby pfi jeji hodnoté byla zachovéana
dostateCna emise, a zaroven dana vinova délka lezela za Q-pasem ZnPc, tak aby rozptyl

svétla béhem méteni neovlivitoval tvar ziskaného excitacniho spektra.

7.2.4 Méreni kvantovych vytézku fluorescence u série derivati
pripravenych nasi vyzkumnou skupinou

Pro stanoveni @ u dvou sérii derivati ftalocyaninii pfipravenych nasi
vyzkumnou skupinou byla pouzita stejna metoda popsana v kapitolach 7.2.1-7.2.3. Jako
referenéni latka byl pouzit ZnPc v THF, ktery ma za téchto podminek & = 0,32. [30]

7.3 Méreni kvantového vytézku singletového kysliku relativni
metodou
Tato metoda byla pouzita pro stanoveni @, dvou sérii derivatii ftalocyanint
pfipravenych nasi vyzkumnou skupinou (viz Diskuze). Nesubstituovany ZnPc byl
pouzit jak referencni latka (@apwmr) = 0,56, D@acrur) = 0,53 a Papyr)=0,61) a DPBF jako
zhase¢ singletového kysliku. Metoda je dukladné popsana v literatufe [31] [30] a je

rutinn€ pouzivana nasi vyzkumnou skupinou.

7.4 Meéreni kvantového vytézku singletového kysliku absolutni
metodou

7.4.1 Stanoveni extink¢niho koeficientu DPBF v DMF

Prvnim krokem pii vyvoji absolutni metody bylo stanoveni extinkéniho
koeficientu (¢) DPBF v DMF v jeho absorpénim maximu (415 nm). Pro toto stanoveni
byl pfipraven 3 mM zakladni roztok DPBF v DMF. Pro méfeni bylo pipetovano 25 pl
tohoto zakladniho roztoku do 2,5 ml DMF. U tii takto pfipravenych vzorkd bylo
zméefeno absorpéni spektrum. Prislusny extinkéni koeficient byl poté vypocitan dle
rovnice 3 (viz vyse), kde A je absorbance pii 415 nm, ¢ koncentrace (tedy 0.03 mmol/l),

¢ hledany extinkéni koeficient (I-mol*em™) a | objem kyvety (1 cm).
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7.4.2 Méreni kvantového vytézku singletového kysliku v DMF

Experiment byl provadén za pomoci dvou ozafovacich zafizeni — lampy a laseru.
Metodika pokusu se pak liSila v zdsadé¢ pouze zménou ozaiovaci periody, dle typu

pouzitého zafizeni, ostatni parametry byly shodné a postup je tedy popséan spolecné:

Rozpusténim DPBF v DMF byl pfipraven 100 pM zékladni roztok. Dale byl
pfipraven zékladni roztok ZnPc v DMF, u kterého bylo experimentalné zjisténo, ze pii
pipetovani 80ul tohoto roztoku do 2,5 ml DMF ziskame roztok ZnPc s absorbanci

Vv maximu Q-pasu 0,1.

Do kyvety bylo pipetovano vzdy 2,5 ml zékladniho roztoku 100 nM DPBF,

ktery se nechal po dobu 60s probublavat kyslikem (°0,) za pomoci kyslikové bomby.
Poté byla zméfena zakladni linie absorpcniho spektra roztoku DPBF proti 2,5 ml ¢istého
DMF, jakoZto porovnavaciho roztoku. Do takto pfipravené kyvety, obsahujici roztok
DPBF, bylo ptipipetovano 80ul zakladniho roztoku ZnPc, tak aby A v maximu Q-pasu
dosahovala pfiblizn¢ hodnoty 0,1. Nasledovalo prométeni absorpéniho spektra v ¢ase 0
(bez osvitu). Poté byl vzorek ozafovan fokusovanym paprskem svételného zdroje po
specifickou ¢asovou periodu. Laser ma fokusované svétlo sam o sob¢, pii pouziti lampy

bylo potieba pouzit Cocku.

Pro osvit lampou byl stanoven ¢asovy interval - 120s, 240s, 360s a 480s. Pro
osvit laserem, ktery ma vyssi intenzitu zafeni, intervaly 15s, 30s, 45s, 60s, 75s, 90s.
V obou ptipadech byly tyto intervaly voleny vzdy tak, aby celkovy pokles DPBF
odpovidal pfiblizné 15%. Po ukonceni kazdé jednotlivé ozatovaci periody dochazelo

k proméfovani absorpéniho spektra roztoku.

Stejnym zplsobem byla zmétena 1 absorpéni spektra pro 60uM, 40uM, 30uM,
20uM a 15uM roztoky DPBF v DMF.

Celé mefeni s vyjimkou cileného ozafovani vzorku lampou nebo laserem,
probihalo ve tm¢ (temna komora). Roztoky DPBF i ZnPc byly navic chranény pted
svétlem hlinikovou folii. Kyvety byly béhem experimentu promichavany za pomoci

miniaturniho magnetického michadla.
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Vyhodnoceni pokusu bylo realizovano odec¢tem poklesu absorbance DPBF pii 415
nm. Takto odectené hodnoty A byly navic korigovany hodnotou zakladni linie ¢istého

roztoku DPBF.

7.4.3 Model technického zarizeni s ozarovaci lampou

Pred kazdym méfenim byla pfiblizné 30 minut zahfivdna ozafovaci lampa
(ozone-free xenonova lampa, 100W, Newport), u niz bylo nutné nasledné
Vv pravidelnych Casovych intervalech proméiovat energii pfi nastaveném vykonu 120 W.
Energie ozatrovaci lampy, kterd se pouziva jako jeden z parametrl pfi vypoctech (viz
dale), byla métfena pred zahdjenim pokusu, v prubéhu pokusu vzdy po 3 vzorcich a také

po jeho ukonceni.

Pfi pouziti tohoto modelového zafizeni (viz. Obrdzek 11, Obrdazek 12) byl start
ozatovéani vzorku regulovan zaklopkou, nasedajici na svételny zdroj lampy. Tepelné
zateni, které by mohlo zpiisobit nespecificky rozklad DPBF nebo ZnPc, bylo odstranéno
pomoci vodniho filtru. Cocka slouzila nejen k zacileni paprsku do kyvety, ale i
K usmérnéni pruchodu svétla filtrem, v tomto pfipadé nezbytnym, pro ziskani pouze

jedné zadouci A, konkrétn€ 633,2 nm (£3 nm).

kyveta filtr pro 1A Cocka

T ﬂ o

Obriazek 11 : Model technického zafizeni s ozafovaci lampou
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Obrazek 12 : Realné zarizeni s lampou

7.4.4 Model technického zarizeni s laserem

Vzhledem K technickym nedostatkim ozafovaci lampy (viz Diskuze), byl
Katedrou farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy zakoupen ozafovaci laser a
doslo tak k obméné uskupeni celého zafizeni. Svételnym zdrojem tohoto technického
zafizeni byl laser svitici svétlem vinové délky 633 nm. Zatizeni bylo dale doplnéno o
filtr ND 03, pozdé&ji ND 10 (viz Diskuze). Nasledovala kyveta se vzorkem (viz. Obrdzek
13, Obrazek 14)

kyveta filtr ND 03/ND 10 laser 633 nm

Obrazek 13 : Model ozarovaciho zarizeni s laserem
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Obrazek 14 : Realné zarizeni s laserem

7.5 Meéreni logP u série derivati ftalocyanini

Do ependorfky bylo napipetovano piesné 400 ul vody a 400ul oktanolu.
Nasledné bylo piidano 30 pl vzorku (jehoz A=0,1). Takto piipravené vzorky byly
dikladné protfepany s pouZzitim vortexu (5 minut), nasledné centrifugovany (10 min,
10 000 otacek/minutu, 21 °C), aby se dostate¢n¢ oddélily jednotlivé vrstvy. Organicka a
vodna vrstva byly od sebe oddéleny pomoci Pasteurovy pipety, ¢ast na styku obou fazi
byla odstranéna. Vyhodnoceni probihalo pomoci spektrofotometrického stanoveni
koncentrace, kdy bylo odebrano vzdy 20 ul vzorku z dané faze do 2 ml DMF v kyveté.
Meéfieni bylo pro kontrolu opakovano za pouziti PYR jako rozpoustédla v absorpéni
kyveté. Znaméfenych maxim Q pasu byly stanoveny koncentrace vzorkl
Vv jednotlivych fazich podle Lambert-Beerova zakona a vypocteny piislusné rozdélovaci
koeficienty P = co/cy, respektive logP. Hodnoty uvedené v Tabulka 5 v diskuzi

predstavuji primérné hodnoty ziskané z obou méteni.

7.6 Studium vazby fotosenzitizéri na bilkoviny v bunééném

médiu

Vazba na bilkoviny byla studovana u dvou fotosenzitizéri (300Zn-Me a
Photosens, viz Diskuze) za pouZiti spektrofotometrickych metod a stanoveni
kvantovych vytézkl fluorescence. Do kyvety bylo napipetovano bunééné médium (2
ml) obsahujici vSechny standardni latky kromé bilkovin, stejné tak do porovnavaci
kyvety. Byla proméfena zdkladni linie pro ,,Cista rozpoustédla“. Nasledné bylo ptidano
20 pl fotosenzitizéru ve vodé ze zasobniho roztoku o koncentraci 100 pM (findlni

koncentrace fotosenzitizéru v kyveté byla tedy 1 pM). Bylo prométeno piislusné
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absorp¢ni a emisni spektrum (excitacni vinova délka 606 nm pro Photosens a 638 nm
pro 300Zn-Me). Nasledné¢ bylo do kyvety postupné ptidavano definované mnozstvi
bilkovin (obvykle 10-100 ul), po kazdém piidani bylo proméfeno absorpcni a emisni
spektrum. Bilkoviny byly pfidavany i do porovnavaci kyvety ve spektrofotometru, aby
nedochazelo k ovlivnéni absorpéniho spektra. Za stejnych podminek excitace byl
prométen ZnPc v THF (pouze zakladni roztok bez titrace bilkovinami) a pouzit jako
referenCni latka pro vypocet @r podle metody popsané vySe (kap. 7.2.) a popsané

rovnici 7.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast mé diplomové prace by se dala rozdé€lit na tii hlavni
podcasti — studium fotofyzikalnich vlastnosti dvou sérii derivat ftalocyaninu
ptipravenych nasi vyzkumnou skupinou, studium &g ZnPc v rtiznych rozpoustédlech a
optimalizace metody stanoveni @a. Divodem prvni ¢asti bylo detailni seznameni
s fotofyzikalnimi vlastnostmi derivati ftalocyanini a seznameni se s metodami
zabéhnutymi v naSi pracovni skupin€é. Druha a tieti cast pak jiz slouzila k hledani
novych moznosti v oblasti fotofyzikélniho hodnoceni derivatt ftalocyanint. Nejvice do
detailu se budu vénovat &sti zabyvajici se vyvoji absolutni metody méfeni *O,, ktera

tvorila hlavni naplin mé diplomové prace.

8.1 Studium fotofyzikalnich vlastnosti derivati ftalocyanina

pripravenych Azaphthalocyanine group

Jak bylo zminéno vySe, seznameni se se zab&hnutymi moznostmi sledovani
fotofyzikalnich parametri Pcs bylo nezbytné pro dalsi Casti planované v ramci mé
diplomové prace. Pro tyto experimenty byly vybrdny dv€ rozdilné série derivatl

ftalocyanint.
a) Porovnani vlastnosti arylsulfanylovych Pcs s jejich aza-analogy

Prvni skupina slouZila mimo jiné k porovnani @ a @, ftalocyanini a jejich aza-
analogli ze skupiny tetrapyrazinoporfyrazini (AzaPc) nesoucich arylsulfanylové
substituenty (viz Obrdzek 15). Slouceniny byly piipraveny Annou Malkovou V ramci

jeji diplomové prace vypracované pod vedenim doc. Zimcika.
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Ph Ph
ZIP284Zn (M = Zn)
ZIP284Mg (M =Mg)

ZIP284H2 (M= 2H)

Ph\‘i } /;z _Ph
S
Ph Ph 3

Ph S\%N N;S/S Ph
parae
N/ Ph

Q#% J?#Q

Ph Ph
ZIP282Zn (M = Zn)
ZIP282Mg (M =Mg)

ZIP282H2 (M= 2H)

Obrazek 15: Struktury AzaPc a Pc studované v ramci této diplomové prace

Ze zméfenych absorpénich spekter roztoki o koncentraci 1 uM
v tetrahydrofuranu (THF), za pouziti metodiky zminéné u stanoveni extink¢énich
koeficienti DPBF, byly zjiStény a porovnany piisluSné extink¢éni koeficienty celé
studované série. Zjisténa data shrnuje Tabulka 3. Tetrahydrofuran byl zvolen jako
rozpoustédlo, nebot diky svému koordinujicimu charakteru zabranuje tvorbé
nezadoucich agregatl, které by znemoznily spravnou interpretaci ziskanych vysledkd.
@r byl zméfen pomoci referencni metody se ZnPc jako referenéni latkou (@Prznpe)= 0,32
v THF). Metodika experimentu odpovida metodice popsané v ¢asti 7.2 a je vystizné

popsana i v piedchozich publikacich nasi vyzkumné skupiny. [32] [31]

Tabulka 3: Spektralni a fotofyzikalni data Pc a AzaPc méfena v THF za pokojové teploty

Slou¢. Jamax (£) / NM (Mem™) Jemax | De* 7=/ ns D,
284Zn Pc 720 (301 000) 725 0,26 2,64 0,56
284Mg Pc 720 (332 000) 725 0,51 5,01 0,25
284H2 | Pc_ | 747 (217 000)a 717 (173000) | 751 | 0,35 4,62 0,21
2827n AzaPc 661 (270 000) 668 0,21 1,85 0,72
282Mg | AzaPc 663 (300 000) 670 | 0,40 3,58 0,49

282H2 | AzaPc | 682 (143 000) a 657 (107 000) | 688 | 0,018 | 0,27/2,01 | 0,20

* Aexc = 646 nm (pro Pc) a 602 nm (pro AzaPc)

Ze ziskanych dat je patrné, ze Pc maji vyrazn€ posunuty Q-pas k delSim
vlnovym délkam (tj. k Cervené €asti spektra), coz je vyhodné pro PDT jak bylo zminéno
Vv Teoretické Casti. Z hlediska extinkénich koeficienti dosahuji Pc 1 AzaPc
srovnatelnych hodnot okolo 300 000 M™*cm™, takto vysoké hodnoty jsou velice

vyhodné pro pouziti v PDT. Ze série je patrné, ze zineCnaté komplexy maji vyssi
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kvantové vytézky singletového kysliku, zatimco hofecnaté komlexy relaxuji s vétsi
pravdépodobnosti cestou fluorescence. Tyto vysledky jsou v souladu s tzv. efektem
tézkého atomu, podle kterého zavedeni atomu s vy$$i molekulovou hmotnosti zvysi
pravdépodobnost mezisystémového prechodu dané molekuly, a tim se nasledn€ zvysi 1
produkce singletového kysliku. Jelikoz soucet vsech relaxacnich procest je nejvyse
100%, dojde u takovychto sloucenin k poklesu relaxace cestou fluorescence. DalSim
parametrem fluorescence je tzv. doba Zivota fluorescence (), ktera se pohybovala u
studované série slouCenin v fadech nanosekund. Hodnoty byly piimo Uumérné

naméfenym kvantovym vytézkaim fluorescence.

Je zajimavé, ze soucet obou kvantovych vytézka u zine¢natych a hotecnatych Pc
i AzaPc je vzdy blizky hodnoté 1, tedy ze produkce singletového kysliku spole¢né
s emisi fluorescence predstavuje dvé hlavni cesty relaxace téchto sloucenin. Zamétime-
li se v8ak na bezkovové derivaty ZIP282H2 a ZIP284H2, mzeme si v§Simnout, Ze ob&
slouceniny nedosahuji v souctu @g+®, hodnoty 1. Tento fakt je vyrazné prohlouben u
AzaPc 282H2. Podle tvaru absorp¢nich spekter je mozné vyloucit agregaci jako pti¢inu
niz8§ich kvantovych vytézkl. 1 kdyz pfi¢ina tohoto jevu nebyla zatim jednoznaéné
potvrzena, domnivame se, Ze u bezkovovych derivatl probiha intramolekularni pfenos
naboje, ktery zplsobuje zhaSeni excitovanych stavi a pisobi tak jako kompetitivni déj

k fluorescenci a produkeci singletového kysliku.
b) Studovani fotofyzikalnich vlastnosti tetrapyridoporfyrazini

Druhou sérii  sloucenin tvorily strukturné odlisné aza-analogy ftalocyanind,
konkrétné¢ se vtomto piipadé jedna o izosterni zaménu benzenovych jader za
pyridinova, ¢imz ziskame tzv. tetrapyridoporfyraziny (TPyPz). Sloueniny byly
pfipraveny Jirkou Demuthem, Pavlem Cermakem a Magdou Vavre¢kovou V ramci
jejich diplomovych praci. Struktury studovanych sloucenin shrnuje Obrdzek 16. Na
rozdil od ptedchozi série sloucenin se jedna o vyrazné hydrofilnéjsi slouceniny diky
kvartérnim amino- substituentim (ZIP252Zn-Et, ZIP252Zn-Me, ZI1P280Zn-Et,
ZIP300Zn-Me), karboxylovym (ZIP253Zn), respektive hydroxy skupinam
(Z1P276Zn) na periferii makrocyklu. Slou¢eniny ZIP252Zn-Me a ZIP252Zn-Et se lisi
pouze alkylem pouzitym ke kvarternizaci, ktery tak slouzil k porovnani jeho vlivu na
fotofyzikalni vlastnosti a pfedev§im pak pro studium fotodynamické aktivity na urovni

in vitro. Kromé téchto sloucenin nasyntetizovanych nasi vyzkumnou skupinou, byly do
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série zafazeny dalsi dvé slouceniny, které slouzily jako srovnavaci standardy pouzivané

Vv praxi v oblasti fotodynamické terapie (Photosens a methylenova modr).

L/ \ ZIP253Zn COONa

—N*
s S -
NS>

N
ZIP252Zn-Me < ZIP252Zn-Et < 7

\ \
) @ Q Methylenova modf
038 .

SO,

Photosens

Obrazek 16: Struktury TPyPz studované v ramci této diplomové prace

Spektralni vlastnosti celé série byly studovany ve tfech riznych rozpoustédlech —
DMF, voda a pyridin. VétSina slou¢enin vykazovala monomerni spektrum v pyridinu
(PYR), ktery siln¢ koordinuje centralni zine¢naty kation a zamezuje moznost piiblizeni
dvou plandrnich makrocykli k sobé a tim i moznost tvorby agregati. DMF ma také
zachovanu koordina¢ni schopnost, nicméné slabsi nez PYR. Ve vSech téchto
rozpoustédlech byly stanoveny extinkéni koeficienty studovanych sloucenin. Tabulka 4
uvadi néktera z téchto dat. Zamétime-li se tedy nejprve na spektralni vlastnosti TPyPz
série, zjistime, Ze tyto slouCeniny maji oproti Pc (a tedy i Photosensu) silné
posunuty Q-pas do Cervené casti spektra. Pro fotodynamickou terapii se tyto slouceniny
proto zdaji tedy byt velice vyhodné. Z namétfenych extinkénich koeficientl je patrné, Ze
TPyPz vykazuji hodnoty podobné ftalocyaninim a jejich derivatim, konkrétné se
pohybuji okolo 200 000 M em™. Vyjimku tvoii sloudenina 253Zn, kterd ma Q-pas

tvaru typického pro agregované derivaty (tj. pokles maximu Q-pésu, tvorba novych
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maxim pii krat$ich i delSich vlnovych délkach nez je Q-pas, celkové ,,Siroky*“ charakter
Q-pasu) s extinkénimi koeficienty v fadech pouze 30000 M™em™. Nizsi hodnotu
extinkéniho koeficientu vykazuje 1 280Zn, pravdépodobné je tedy také casteCné
agregovany. Spektralni vlastnosti jsme studovali také v bunééném médiu, abychom
mohli porovnat nachylnost k agregaci u jednotlivych derivati v biologicky relevantnim
prostiedi. V bunécném médiu (viz.Graf 1) byly v§echny slouc¢eniny krom¢ ZIP300Zn a
Photosensu siln¢ agregované. Lze tedy piedpokladat, Ze tato slouCenina bude mit
nejvyhodnéjsi fotofyzikalni vlastnosti a nasledné i fotodynamickou in vitro aktivitu.
Pomoci spektralnich méteni jsem dale potvrdila, Ze pH nema vliv na agregacni chovéni

této slouceniny (viz.Graf 2).
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Graf 1: Absorp¢ni spektra studované série TPyPz v bunééném médiu
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Graf 2: Absorp¢ni spektra 300Zn-Me v pufrech o rizném pH
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Fotofyzikalni vlastnosti (&, ®,) byly i v tomto ptipad¢ studovany za pouziti ZnPc
jako referen¢ni latky, diky svému hydrofilnimu charakteru byly vlastnosti nékterych
derivatt popsany nejen v organickém rozpoustédle (DMF), ale i ve vodé€. Sloucenina
276Zn vykazovala CasteCnou agregaci, a proto byla pfeméiena i v PYR. Naméfené
fotofyzikalni parametry shrnuje Tabulka 4. Ja jsem v tomto pfipadné méfila vSechna
spektralni a fluorescencni data. @, byly naméfeny RNDr. Pavlem Kubatem, CSc.

(Heyrovského institut fyzikalni chemie, AV CR Praha) a jsou zde uvedeny pro tplnost.

Tabulka 4: Fotofyzikalni parametry TPyPz a srovnavacich standardi

Slou¢enina | Rozp. Anmax (€)1 NM | Apmax | PP e/ ns AR
(M*ecm™)
252Zn-Me DMF 722 (211 400) 734 0,10 1,56 0,72
2527Zn-Et DMF 722 (257 400) 734 0,10 1,51 8’67%[[,/]
718 (31 000) 1,84 (96%), | _
253Zn DMF 678 (31 500)* 741 | 0,008 4,15 (4%) 0,09
280Zn-Et DMF 711 (76 000) * 722 | 0,087 1,92 0,43
0,69/
300Zn-Me DMF 710 (190 000) 721 0,13 1,97 050!
300Zn-Me voda 711 (162 700) 724 0,17 2,19 0,58
276Zn DMF 729 (145 000) 744 | 0,089 1,75 0,42
276Zn pyridin | 739 (165100) | 754 | §q04 181 0,52
Photosens DMF 681 (178 800) 687 0,54 5,98 -
Photosens | voda | 679(149600) | 684 | cq 5 08 0,37
0,40 (86%) a
MM voda - 685 | 0,048 4,99 (14%) 0,52

el \exc= 645 nm, s vyjimkou Photosensu a MM, u kterych byla Aexc= 606 nm; ™ data naméfena fyzikalni
luminiscenéni metodou (viz kap. 6.1) RNDr. Pavlem Kubatem, CSc. (Heyrovského institut fyzikalni chemie, AV CR

Praha); ! data naméfen4 fotochemickou metodou v nasi laboratofi za pouziti DPBF; * agregace

Zvysledkt je patrné, ze kromé 253Zn, ktera silné agreguje, maji vSechny
slouceniny pomérné vysoké @, Vrozmezi 0,43-0,72. Hodnoty jsou srovnatelné
s methylenovou modii (MM) nebo dokonce ¢aste¢né vyssi nez u sloucenin pouzivanych
v praxi. Z hlediska fluorescencnich parametrt plati stejné zavislosti jako u ptfedchozi
série sloucenin, tedy, vyssi hodnoty &, diky efektu tézkého atomu vedou k niz§im
hodnotam @g. Doby zivota fluorescence jsou i1 vtomto piipad¢ pifimo-uimérné
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naméfenym Pe. Z dat je patrné, Ze sloucenina 276Zn agreguje v DMF pouze nepatrné,
nebot’ rozdily oproti PYR nejsou piilis vysoké, daji se povazovat za srovnatelné. Alkyl
pouzity na kvarternizaci perifernich diethylaminovych substituenti nemé vliv na
fotofyzikalni vlastnosti, protoze vysledky pro derivaty 252Zn-Et a 252Zn-Me jsou

srovnatelné.

Kromé zminénych spektralnich a fotofyzikalnich parametrii jsem se u této série
sloucenin vénovala jest¢ dalsim dvéma parametrim predurcujicim potencialni
fotodynamickou ucinnost, a to jejich lipofilit¢ a interakci s bilkovinami v buné¢ném
médiu. [ kdyZ se nejedné o fotofyzikalni vlastnosti a netyka se tedy pifimo tématu zadéni

diplomové prace, chtéla bych velice kratce tyto vysledky zminit.

Stanoveni lipofility/hydrofility bylo provedeno na zaklad¢é stanoveni logP pomoci
extrakéni metody a vyhodnoceni pomoci absorpéni spektroskopie (viz Experimentalni
¢ast). Vysledky shrnuje Tabulka 5. Slou¢enina 253Zn se béhem méfeni vysrazela a
nemohla byt spravné vyhodnocena. Slou€enina 280Zn-Et vykazuje Ccastecné
agregované spektrum, coZ mohlo ¢aste¢né negativné ovlivnit vysledky méteni. Podle
oc¢ekavani, kvartérni slouceniny i Photosens se rozdéluji predev§im do vodné faze,
naopak hydroxy-substituovany 276Zn spiSe do organické. Nenabité substituenty nejsou

tedy dostate¢né ucinné k zajisténi hydrofility TPyPz.

Tabulka 5: Vyhodnoceni lipofility/hydrofility a logP TPyPz

Sloudenina | Co/Cy LogP
300Zn-Me | 0,010 -1,99

276Zn 8,01 0,90
252Zn-Me 0,16 -0,81
252Zn-Et 0,20 -0,71
Photosens | 0,0082 -2,12
280Zn-Et 8,09 0,91

Interakce s bilkovinami mize byt na jednu stranu vyhodnd, nebot v nékterych
pfipadech mliize monomerizovat piipadné agregaty makrocyklii, na druhou stranu mize
vSak vyrazn¢ snizit fotodynamickou aktivitu fotosenzitizéri. [33] Z ptedchozich
vysledkl bylo patrné, Ze 300Zn-Me je nejslibnéjsi sloucenina z celé série, a proto byla
pouzita pro tento experiment. Ze ziskanych dat (viz.Graf 3) je patrné, ze ani 300Zn-Me

ani v praxi pouzivany Photosens nejevi znamky interakce s bilkovinami, ktera by se
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pfipadné projevila silnym poklesem kvantovych vytézkt fluorescence po piidani

bilkoviny.

0.6
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Graf 3: Titrace 300Zn-Me a Photosensu bilkovinami v prostiedi bunééného média

8.2 Fluorescence

Jak bylo zminéno vySe, v dal$i ¢asti prace jsem se zaméfila na studovani vlivu

rozpoustédla na kvantové vytézky ZnPc.

8.2.1 Méreni absorpc¢niho spektra a excita¢niho spektra ZnPc

Po naméfeni absorpCnich spekter ZnPc v riznych rozpoustédlech byla
zhodnocovana jejich spravnost na zaklad€ ,,nasedani* spektra na zakladni linii ¢istého
rozpoustédla. Nespravné ,,naseddni“ spektra na zakladni linii bylo zplisobeno agregaci
ZnPc v daném rozpoustédle. V téchto piipadech jsme se snazili eliminovat agregaci
Vv rozpoustédle ptidanim 25 pl PYR (tj. findlné 1% PYR v/v). Pokud vzorek stale

vykazoval agregaci, bylo nutné navic jeho zahtati na magnetické michacce.

Absorpéni spektra ZnPc byla proméfovana v ethanolu (EtOH), chlornaftalenu
(CHNF), benzenu, tetrahydrofuranu (THF), pyridinu (PYR), toluenu (TOL), acetonu
(ACE), N,N -dimethylformamidu (DMF), dimethylsulfoxidu (DMSO), dichlormethanu
(DCM) a acetonitrilu (ACN).
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Tabulka 6: Prehled agregace ZnPc a jejiho FeSeni v raznych typech rozpoustédel

Agregace pozorovana v: Zpisob FeSeni agregace
TOLUEN 25 ul PYRIDINU + zahtati
ETHANOL 25 ul PYRIDINU + zahtati
BENZEN 25 ul PYRIDINU + zahtati
DICHLORMETHAN zahrati

ACETONITRIL vyfazen z méteni

Postup k eliminaci agregace (viz.Tabulka 6) byl nutny pouzit u TOL, EtOH a
benzenu. Absorpéni spektrum v DCM se podafilo pies silnou agregaci proméfit bez
PYR, ¢ehoz bylo dosazeno pouhym zahiatim. ACN byl z divodu silné agregace ZnPc
v rozpoustédle z méfeni uplné vyfazen. U ostatnich rozpoustédel se agregace

neprojevila.

Tvar a polohy B- a Q-pasu absorp¢nich spekter ZnPc v rozpoustédlech byly dale
porovnavany se spektry excitacnimi. Vzijemna shoda tvaru spekter je dikazem
monomerniho charakteru ZnPc v rozpoustédle. Tato vlastnost je zcela zasadni pro
zméfeni spravnych hodnot @ri @,. VSechna nami naméfena absorpéni spektra a spektra

u kterych byla eliminovana agregace, vykazovala shodu se spektry excita¢nimi.

8.2.2 Méreni emisnich spekter a stanoveni &¢

Emisni fluorescencni spektra ZnPc byla primarné méfena za ucelem ziskani .
Mimoto byly na spektrech sledovany posuny emisnich maxim v zavislosti na typu
rozpoustédla (viz.Tabulka 7) Rozpoustédla, ve kterych ZnPc podléhal agregaci byla

proméfovana dvakrat. Poprvé v ¢istém stavu, poté s 1% PYR (v/v) a po zahfati.
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Tabulka 7: Emisni maxima ZnPc v jednotlivych rozpoustédlech

Rozpoustédlo Emisni max A [nm] Rozpoustédlo Emisni max A [nm]
EtOH 672 TOL 675
EtOH + PYR 673 TOL +PYR 677
CHNF 683 ACETON 670
BENZEN 676 DMF 675
BENZEN + PYR 677 DMSO 678
THF 671 DCM 677

PYR 679

8.2.3 Stanoveni @

Hodnoty @ ZnPc v rozpoustédlech byly ziskany za pouziti obecného vzorce pro
vypocet @k (Viz rovnice ¢.7). Vzorec byl upraven tak, aby nam umoznil lepsi orientaci
ve vysledcich a snadnéjsi vypocet. Nékteré parametry vypoctu tak byly zahrnuty do tzv.
korek¢niho faktoru standardu. Standardni hodnotou byl stanoven @ ZnPc v CHNF,
diky jeho tabelované hodnoté. Samotné vyhodnoceni bylo rozdéleno do dvou ¢éasti. V
prvni Casti byl stanoven korekéni faktor ZnPc v . CHNF. V druhé c¢asti byly timto
faktorem korigovany jednotlivé @¢ ZnPc v konkrétnich rozpoustédlech.

8.2.4 Vyhodnoceni korekéniho faktoru chlornaftalenu

Korekéni faktor ZnPc v CHNF byl vypocitan dle vzorce:

R —AS
»R.1-10 L
fznpcvcunr = BT (rovnice ¢.15)

kde ®F je kvantovy vytézek fluorescence ZnPc v CHNF, A5 je absorbance
ZnPc v CHNF pii excitaéni A, FS plocha pod emisnim spektrem standardu. Tento vztah

vychazi z rovnice pro @ruvedené vyse. (viz.rovnice ¢.7)

Korekeni faktor byl vyhodnocovan pii excitaéni A 365 a 598 nm vzdy ze 3 méteni
pro kazdou z A a byl stanoven jako 1,10 - 107° (pro 365 nm) a 1,16 - 1076 (pro 598

nm).
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8.2.5 @& ZnPc v ruznych rozpoustédlech

Teoreticky by méla byt hodnota @ ZnPc nezavisla na A, proto by se méla vzdy
v daném rozpoustédle shodovat (viz.Tabulka 8 ). Nicméné u nékterych rozpoustédel se
hodnoty pomérné 1isi, coz mtze byt zpisobeno necistotami, které absorbuji pti kratsich
A. Odectenda A pak nemusi odpovidat spravné hodnoté. Z tohoto diivodu se obvykle
preferencné¢ vyuziva excitace v Q-pasu Pcs, kterd je charakteristickd pouze pro
studované slouceniny. Z namétenych dat je patrné, ze rozpoustédlo ma pomérné velky
vliv na &g, Lze tedy fici, ze volba rozpoustédla bude mit velky vliv pii studovani
fluorescencnich vlastnosti pfipadnych fotosenzitizérd, a je proto vzdy nutné dasledné
zvazit volbu pfislusného rozpoustédla. Stejné tak Ize jednoznacné doporucdit excitaci
Vv Q-pasu, nebot’ nebude ovlivnéna piipadnymi necistotami absorbujicimi pii kratSich

vinovych délkach.

Tabulka 8:Kvantové vytézky fluorescence ZnPc v rozpoustédlech

Rozpoustédlo Excitace pri 598 nm Excitace pri 365 nm
THF 0,43 0,60
PYR 0,37 0,40
TOL 0,32 0,42
TOL + 1% PYR 0,37 0,38
ACETON 0,40 0,46
DMF 0,44 0,50
DMSO 0,47 0,52
DCM 0,57 0,62
EtOH 0,81 0,82
EtOH + 1% PYR 0,50 0,50
Benzen 0,50 0,55
Benzen + 1%PYR 0,49 0,62
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8.3 Kvantovy vytézek singletového kysliku

Zaverecna cast mé diplomové prace se tykala jiz hledani a optimalizace absolutni

metody stanoveni kvantového vytézku singletového kysliku. Prvnim krokem bylo

stanoveni extink¢éniho koeficientu DPBF v DMF, poté nésledovala méfeni za pomoci

ozafovaci lampy (celé spektrum svételného zéafeni) a laseru (jedna excitacni vlnova

délka).

8.3.1 Stanoveni extink¢niho koeficientu DPBF v DMF

Experimentalné zjisténa hodnota ¢ DPBF v DMF byla ¢ = 22490 M~!-cm™1,

Tato hodnota byla dale pouzivana v matematickych operacich stanoveni ®,. Hodnota

slouzila ke korekci piesné koncentrace roztoku DPBF dle Lambert-Beerova zakona (viz

rovnice 3) (I =1 cm).

8.3.2 Optimalizace metody stanoveni @,

Nami hledana a v literatufe deklarovana hodnota @, ZnPc v DMF byla:

@, = 0,56 [34]

V pribéhu experimentu a vyvoje absolutni metody méteni @, byly uvazovany

nasledujici faktory ovliviujici méteni:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

typ technického zatizeni

vzdalenost a pouZiti komponent technického zatizeni
ozafovaci perioda vzorku

Casova perioda méfeni energie ozafovaciho zdroje
hodnota energie ozatovaciho zdroje

svételné spektrum ozatovaciho zdroje a pouziti vhodnych filtri

Hodnota @, byla ziskavana zrovnice linearni zavislosti 1/®pppr Na 1/[DPBF] .

(viz.Teoreticka ¢ast, kapitola 6.3)
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8.3.3 Stanoveni @, pomoci technického zarizeni s ozarovaci lampou

Pribéznd méteni vykonu Py ozafovaci lampy ukdzala nedostatky ve stanoveni
této veli¢iny. Pfi shodném nastaveni vykonu lampy (120 pW), stanovené hodnoty

Vv pribéhu méfeni kolisaly (viz.Tabulka 9).
Priklad zdznamu méteni vykonu Py je uveden nize (viz.Obrdzek 17).

Tabulka 9: Pfehled hodnot vykonu ozafovaci lampy

Méreni Py ozarovaci 5
rano v poledne veler
lampy [pW]
1. 525 545 527
2. 565 559 556
3. 280 270 253
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Obrazek 17: Priklad zaznamu méfeni vykonu ozaiovaci lampy. Horni zaznam naméi'en na zac¢atku
méteni, spodni zaznam na konci stanoveni @,.
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Z grafu zavislosti 1/@ppgr Na 1/[DPBF] (viz.Obrdzek 18) je patrné, ze
vzhledem ke kolisani vykonu ozafovaci lampy dochdzelo i k nerovnomérnému
snizovani koncentrace DPBF. Jednim z negativnich faktort ovliviiujicich méteni byla i
schopnost lampy zafit svétlem celého spektra, tedy vSech A. Z tohoto divodu muselo
nami navrzené technické zafizeni obsahovat bandpass filtr, schopny odfiltrovat pouze 1
A ozafujici vzorek, konkrétn¢ 633 nm. K dal$im energetickym a svételnym ztratdm
mohlo dochézet vlivem Cocky, kterda slouzila k fokusaci paprsku lampy do mérmné
kyvety. Souhrn vSech téchto negativnich efektdi mél pravdépodobné za nasledek
nelinearni pribéh zavislosti 1/@ppprnal/[DPBF] a tim i nepiesnou hodnotu @,

ziskanou za pomoci této metody:
@, = 0,69

Srovnanim s definovanou hodnotou @, ZnPc v DMF (0,56) je patrné, ze méfeni

bylo zatiZeno velkou chybou a neni vhodné pro pouziti pro nové fotosenzitizéry.

4,5
3,5 )

U®ppge 2°

1,5

1 y = 4E-05x + 1,4479
R2=0,9188
0,5

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
1/[DPBF]

Obrazek 18: Zavislost ziskana pomoci ozaiovaciho zafizeni s lampou
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8.3.4 Stanoveni @, pomoci laseru

Hlavnim impulsem pro zménu ozafovaciho zatizeni bylo zajisténi svételného
zdroje, ktery by byl schopen ozafit vzorek jedinou definovanou A svétla bez nutnosti

pouziti bandpass filtru a fokusovani pomoci ¢ocky.

Pii pilotnim méfeni @4 pomoci laseru bylo zjisténo, ze vlivem silného vykonu
zatizeni dochazi k velmi rychlému ubytku koncentrace DPBF. Celkového 15% poklesu

koncentrace DPBF bylo dosazeno jiZz v pribéhu prvni osvétlovaci periody.

Z tohoto divodu byl pouzit filtr typu NDO3 (jeho opticka hustota je 0,3 pfi
vinové délce 632,8 nm). Vzhledem Kkrychlému ubytku cppgr byla upravena i
osvétlovaci perioda tak, aby celkovy pokles cppgr na konci méfeni stale odpovidal
ptiblizné 15%. Vzorek byl osvétlovan po 15s, tj. byla sbirana data v ¢ase 15s, 30s, 45s,
60s, 75s, 90s.

Vykon laseru byl méten pred zacatkem méfeni, vzdy rano po 30 min zahtivani

ptistroje. Poté znovu odpoledne po dokonéeni méfeni (viz.Tabulka 10)

Tabulka 10: Ukazka hodnot P, laseru za pouZiti filtru ND03

Méfeni Py laseru za pouziti NDO3 filtru [pW] | rano | odpoledne
533 570

I pfes moznost piesnéjSiho méteni vykonu laseru bylo zjisténo, Ze hodnoty stéale
kolisaji. (viz.Obrazek 19). Pro vypocet kvantového vytézku byla pouzita primérna

hodnota ze vSech ziskanych méteni Py.
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Obrazek 19: Zavislost ziskana za pouziti laseru a filtru ND03

Ani tuto zavislost nelze povazovat za dostatecné linedrni pro vypocet @p

Hodnota &, ziskana pomoci technického zatizeni s laserem a filtrem NDO3 byla:
@, =0,76

Vzhledem Kk uvedenym vysledkim byl filtr NDO3 obménén za filtr NDI10
(opticka hustota ND10 je 1,0 pii 632,8 nm) (viz.Tabulka 11)

Tabulka 11: Ukazka hodnot vykonu laseru za pouZiti filtru ND10

Méfeni Py laseru za pouziti ND10 filtru [mW] | rano | odpoledne
1,88 1,61

Zavislost 1/®pppr Nal/[DPBF] vykazuje v tomto ptipadé dostate¢nou linearitu
(viz.Obrazek 20).
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Obrazek 20: Zavislost ziskana za pouziti laseru a filtru ND10

Hodnota ziskana na zaklad¢ této absolutni metody méfeni @p se témét shoduje
s hodnotou deklarovanou v literatufe:
®, =0,58
Zavérem lze tedy fici, Ze pouziti laseru jako ozatfovaciho zdroje spolecné
s filtrem ND10 se jevi jako optimalni pro budouci vyuziti pfi stanovovani @, novych

fotosenzitizéra piipravovanych v ramci nasi vyzkumné skupiny.
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9 ZAVER

V ramci mé diplomové prace byly nejprve stanoveny fotofyzikalni parametry
dvou sérii riznych derivatl ftalocyaninli a dosazené vysledky byly diskutovany ve
vztahu K jejich struktufe. Cilem této ¢asti bylo seznameni se s metodami doposud

pouzivanymi v nasi vyzkumné skupin¢.

Dalsi c¢ast prace se zabyvala porovnanim kvantovych vytézki fluorescence
ZnPc v ruznych typech rozpoustédel. Bylo zjisténo, Ze hodnoty se v riznych
rozpoustédlech znacné lisi, a je proto vzdy nutné disledné zvazovat volbu vhodného
rozpoustédla. Dale 1ze shrnout, ze je vzdy vyhodnéjsi excitovat ftalocyaniny v jejich Q-
pasu, abychom se vyvarovali chybdm vzniklym v disledku ptfitomnosti

nizkomolekuldrnich neéistot.

Ve stézejni Casti prace byla vyvinuta a optimalizovana absolutni metoda
stanoveni @a vyuzivajici laser jako zdroj monochromatického svétla. Metoda je plné
funk¢ni v naSich laboratornich podminkach a bude tak pouzivana pro stanoveni @a
dalsich ftalocyanini a jejich analogl, jakozto potencidlnich fotosenzitizért

syntetizovanych na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy.
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