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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Mgr. Jan Kollar

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Ziméik, Ph.D.

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

Disertac¢ni prace: Syntéza  anionickych  derivati ftalocyanini  jako

potencialnich fotodynamicky aktivnich latek

Ftalocyaniny (Pc) a jejich aza-analogy (napf. tetrapyrazinoporfyraziny TPyzPz)
predstavuji nadéjnou skupinu organickych barviv se zajimavymi fotofyzikalnimi
vlastnostmi (silna absorpce v oblasti 650-750 nm, vysoka produkce singletového kysliku)
velmi vhodnymi pro pouZiti ve fotodynamické terapii (PDT) nadorovych onemocnéni.
Maji vsak také né€které nevyhody snizujici jejich potencialni pouziti v PDT (nizka
rozpustnost ve vodé, silna tendence k agregaci).

Téma mé disertacni prace uzce navazuje na téma mé diplomové prace, béhem
které byl pfipraven TPyzPz s 16 karboxylatovymi skupinami v rigidnim uspotadani,
u kter¢ho jsme pozorovali vyrazny negativni vliv pH a sérovych proteini na
fotodynamickou aktivitu.

V prvni ¢asti disertacni prace jsem proto pfipravil novy zineCnaty TPyzPz
s 8 sulfondtovymi skupinami na periferii charakterizovany dobrou rozpustnosti ve vode¢.
Sulfonové kyseliny byly vybrany jako silngjs$i kyseliny neZz karboxylové, takze se
ocekavalo, Ze vliv pH bude vyrazné omezen. K vyznamné agregaci opravdu doslo azZ pfi
pH 2,5 v disledku ztraty odpudivych sil po protonizaci sulfonatovych skupin. Zmény
absorp¢niho 1 fluorescenéniho spektra naznaCovaly také silnou interakci TPyzPz
s hovézim sérovym albuminem (BSA). Vazba na BSA vedla k vyznamnému zhaseni
singletového excitovaného stavu fotosenzitizéru a k prodlouZeni Zivotnosti tripletovych
stavil v disledku omezené difuze kysliku k excitovanému TPyzPz. Fotodynamicka
aktivita sulfonovaného TPyzPz byla také siln¢ ovlivnéna vazbou na BSA; byla ptiblizné
100x niz8i v kultivaénim médiu obsahujicim sérum nez v bezsérovém médiu.
Fluorescen¢ni mikroskopie odhalila lyzosomy jako misto lokalizace TPyzPz a jejich

rupturou po ozateni doslo k uvolnéni TPyzPz do cytoplazmy.



Ve druhé ¢asti této prace jsem se zamefil na sérii anionickych a kationickych Pc
a zkoumal jsem jejich fotofyzikalni, fyzikalné-chemické, vazebné a biologické vlastnosti
s cilem nalézt parametry a/nebo faktory, které mohou pfispét k podstatnému rozdilu
fotodynamické aktivity mezi Pc nesoucimi opac¢né naboje perifernich substituentti. Do
studie pro porovnani jak vlivu typu naboje, tak jeho distribuce na jadru makrocyklu byly
zatazeny Ctyfi rzné skupiny sloucenin, a to anionické hydrofilni, kationické hydrofilni,
anionické amfifilni a kationické amfifilni. VSechny anionické derivaty byly agregovany
pii pH 4,9 (intralyzosomalni pH), zatimco kationické derivaty nebyly hodnotou pH
ovlivnény. Anionické derivaty (nikoliv kationické) také siln€ interagovaly s BSA, coz
vedlo k silnému potlaceni excitovanych stavii. VSechny Pc byly testovany in vitro na
fotodynamickou aktivitu na HeLa, MCF-7 a HCT 116 buiik4ch s rGznou aktivitou pro
anionické Pc (ECso ~ 0,3-10 pM) a mnohem vys$§i aktivitou pro kationické Pc
(ECso ~ 3-50 nM). Fotodynamicka aktivita anionickych Pc se zlepsila, kdyz byly bunky
testovany v bezsérovém médiu, coz naznacuje vyznamny vliv séra. Celkovym srovnanim
vysledkl jednotlivych latek jsme v této praci zjistili, Ze okolni pH, vazba na sérové
proteiny, interakce s biomembrdnami, subcelularni lokalizace a relokalizace po ozareni
jsou hlavnimi faktory pro nizsi fotoaktivitu anionickych Pc v porovnani s kationickymi

Pc.
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Phthalocyanines (Pcs) and their aza-analogues (e.g. tetrapyrazinoporphyrazines,
TPyzPzs) represent a promising group of organic dyes with interesting photophysical
properties (strong absorption in area 650-750 nm, strong singlet oxygen production)
highly suitable for the use in photodynamic therapy (PDT) of cancer. However, they have
also some drawbacks lowering their potential use in PDT (low solubility in water, strong
tendency to aggregate).

The topic of my dissertation thesis closely follows the topic of my diploma thesis,
during which TPyzPz with sixteen carboxylate groups in rigid arrangement was prepared
and in which we have disclosed strong negative effect of low pH and serum proteins
on photodynamic activity.

In the first part of this thesis I prepared new zinc TPyzPz with eight sulfonate
groups on periphery, which was characterised by good solubility in water. Sulfonates
were chosen as stronger acids than carboxylic groups, so they were expected not to be
influenced by pH so much. Significant aggregation occurred at pH 2.5 as a consequence
of loosing repulsion forces after protonation of sulfonate groups. Changes in both
absorption and fluorescence spectra indicated also strong interaction of TPyzPz
with bovine serum albumin (BSA). Binding to BSA led to significant quenching of the
singlet excited state of the photosensitizer and to longer triplet states lifetimes because
of limited diffusion of oxygen to the excited TPyzPz. Photodynamic activity of sulfonated
TPyzPz was also strongly influenced by binding to BSA; it was 100x lower in the cell
culture medium containing serum than in the serum-free medium. Fluorescence
microscopy revealed lysosomes as the localization site of the TPyzPz, their rupture after

irradiation and subsequent relocalization of TPyzPz to the cytoplasm.



In the second part of this work, I have focused on the series of anionic and cationic
Pcs and investigated their photophysical, physicochemical, binding and biological
properties with the aim of finding the parameters and/or factors that may contribute to the
substantial difference in photodynamic activity between Pcs bearing opposite charges
on peripheral substituents. Four different sets of compounds were introduced into
the study, namely anionic hydrophilic, cationic hydrophilic, anionic amphiphilic,
and cationic amphiphilic to compare both the influence of the charge type and its
distribution on the macrocycle core. All anionic derivates were found aggregated at pH
4.9 (intralysosomal pH), while cationic derivatives were not influenced by pH. The
anionic derivatives also interacted strongly with BSA, which led to strong quenching
of excited states, however cationic hydrophilic compounds did not. All Pcs were tested
in vitro on photodynamic activity on HeLa, MCF-7 and HCT 116 cells with different
activity for aninonic Pcs (ECso ~ 0.3-10 uM) and much higher activity for cationic Pcs
(ECs0 ~ 3-50 nM). The photodynamic activity of anionic Pcs improved when the cells
were treated in serum-free medium, suggesting an important effect of serum. The effect
of pH, binding to serum proteins, interaction with biomembranes, subcellular localization
and relocalization after irradiation were disclosed to be the main factors responsible

for lower photoactivity of anionic Pcs.
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2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALA kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulinic acid)

AMD vékem podminénd makuldrni degenerace (age-related macular
degeneration)

AzaPc azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

BR Britton—Robinsontv pufr

BSA hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

DBU 1,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-en

DLI interval mezi podanim 1éCiva a ozaifenim (drug-light interval)

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DOPC dioleoylfosfatidylcholin (dioleoylphosphatidylcholine)

DPPC dipalmitoylfosfatidylcholin (dipalmitoylphosfatidylcholine)

ECso stiedni efektivni koncentrace (zde aktivita po ozafeni)

EMA Evropska 1¢kova agentura (European Medicine Agency)

FBS fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv v USA (Food and Drug Administration)

Hp hematoporfyrin

HpD hematoporfyrinovy derivat

HSA lidsky sérovy albumin (human serum albumin)

IC infracervena spektroskopie

ICT intramolekularni pfenos naboje (intramolecular charge transfer)

ISC mezisystémovy prechod (intersystem crossing)

LC-MS kapalinovd chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (liquid

chromatography—mass spectrometry)

MeOH methanol

mBSA maleylovany hovézi sérovy albumin (maleylated bovine serum albumin)
Nc naftalocyanin

Pc ftalocyanin (phthalocyanine)

PDT fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

PpIX protoporfyrin IX

PS fotosenzitizér (photosensitiser)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

14



SCM
SFM
TCso
THF
TLC
TPyzPz
TPPS
t.t.

VTP

ZnPc

sérové bunééné médium (serum containing medium)

bezsérové bunécné médium (serum-free medium)

sttedni toxicka davka (toxicita bez ozaieni svétlem)

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
tetrapyrazinoporfyrazin

meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin

teplota tani

fotodynamicka terapie zaméiend na cévy (vascular targeted photodynamic
therapy)

nesubstituovany zinecnaty ftalocyanin (unsubstituted zinc

phthalocyanine)
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3. CiL DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace bylo pfipravit nové ftalocyaniny (phthalocyanine, Pc)
a azaftalocyaniny (azaphthalocyanine, AzaPc) s anionickymi skupinami na periferii jako
potencialné fotodynamicky aktivni latky. Tato prace piimo navazuje na mou diplomovou
préci, béhem které jsem ptipravil AzaPc ze skupiny tetrapyrazinoporfyrazint (TPyzPz)
s 16 karboxylatovymi skupinami v rigidnim uspofadéani. Tento TPyzPz byl testovan na
fotodynamickou aktivitu in vitro na HeLa bunkach (lidsky karcinom d€lozniho ¢ipku).
Fotodynamickd aktivita tohoto TPyzPz byla negativné ovlivnéna piitomnosti sérovych
proteinli v bunééném médiu. TPyzPz se také kumuloval po podani v lyzosomech, jejichz
kyselé pH mélo negativni vliv na agregaci TPyzPz kvili protonizaci karboxylatovych
skupin.

V prvni ¢asti disertaéni prace jsem se proto zaméfil na piipravu zine¢natého
AzaPc ze skupiny TPyzPz se sulfonatovymi skupinami na periferii. Sulfonové kyselina
je vyrazné kyselejsi nez karboxylova, tudiz bylo ocekévano, ze TPyzPz bude plné
ionizovany v biologickém prostiedi 1 po lokalizaci v lyzosomech.

V druhé ¢asti disertacni prace jsem se zaméfil na pfipravu novych anionickych
hydrofilnich a amfifilnich Pc. Ftalocyaninové jadro bylo zvoleno z diivodu posunu
absorpéniho pasu k vy$§im vinovym délkam nez u TPyzPz, ¢imz by mélo dochazet
k lepsi penetraci svétla tkani. Na zaklad€ rozdilnych aktivit anionickych a kationickych
latek pro fotodynamickou terapii (photodynamic therapy, PDT) jsem se rozhodl detailngji
prostudovat tyto dvé skupiny latek a najit faktory, které ovliviiuji jejich fotodynamickou
aktivitu.

U vSech nové piipravenych latek byly studovany fotofyzikalni vlastnosti
(kvantovy vytézek fluorescence, kvantovy vytézek singletového kysliku, absorpcni
spektra apod.), které jsou dulezité pro fotodynamickou aktivitu. VSechny latky pak byly

studovany na fotodynamickou aktivitu in vitro na bunéénych liniich.
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4. PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE
PROBLEMATIKY

4.1 Fotodynamicka terapie

PDT je moderni neinvazivni forma 1éCby pouzivand pii 1€cbé nadorovych
1 nenadorovych onemocnéni. Dobré terapeutické vysledky a moznost paralelni aplikace
tohoto zpusobu lécby s dal§imi terapeutickymi protokoly déla PDT dostupnéjsi pro
pouziti 1 rGznych oborech. PDT je uspéSné vyuzivana v dermatologii, onkologii,
gynekologii, urologii a oftalmologii."* 2 PDT je zaloZena na 3 zékladnich komponentech:

fotosenzitizér (photosensitiser, PS), svétlo a kyslik. Tyto komponenty nejsou samy o sob&

.....

v

reaktivnich produkttl, z nichZ nejvyznamnéjsi je singletovy kyslik.?

Lécba pomoci PDT zahrnuje podani PS, ktery se vice ¢i méné akumuluje
v nddorové tkani, nasledné je misto ozafeno svétlem o vhodné vinové délce (obecné
svétlem v Cervené oblasti spektra). PS se svétlem excituje a predava svou energii kysliku
za vzniku singletového kysliku nebo dalSich vysoce reaktivnich forem kysliku (reactive
oxygen species, ROS). Tyto cytotoxické fotoprodukty generované pii ozatreni spoustéji

kaskadu biochemickych procestl, které zptisobuji poskozeni a smrt nadorovych bunék.’

4.1.1 Historie

Svétlo je k 1é¢ebnym u¢eliim uzivano po staleti.* Uz starovéka egyptska, indicka
a ¢inska civilizace pouZzivala svétlo pro 1écbu riznych onemocnéni — lupénka, kfivice,
vitiligo, nddorova onemocnéni kiize.> Kdyz se podivame na izemi Evropy, tak v 18. a 19.
stoleti ve Francii bylo svétlo vyuzivano k 1é¢b¢ tuberkulozy, kiivice, kurdéji, revmatismu,
otokd, ¢i svalové slabosti.*

Historie PDT se zacala psat v roce 1900, kdyZ némecky student mediciny Oscar
Raab pod vedenim prof. Hermana von Tappeinera objevil, ze kombinace svétla a akridinu
je toxicka pro trepky (Paramecium), zatimco samostatné jsou tyto komponenty netoxicke.
Prvni zprava o podani PS ¢lovéku je z roku 1900, kdy Prime, francouzsky neurolog, ktery
pouzil perordln€ eozin pro 1écbu epilepsie, objevil, Ze tato latka vyvolava dermatitidu po
ozéfeni slunecnim svétlem. Tento objev vedl k dal§i medicinalni aplikaci, kdy

von Tappeiner spolecn¢ s dermatologem Jesionkem pouzili kombinaci topického eozinu
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a bilého svétla pro 1écbu koznich nadord. V roce 1904 von Tappeiner spolecné
s Jodlbauerem definovali, ze kyslik je pro ucinek nezbytny a popsali pojem
,fotodynamicky efekt“.* Experimentalni studie provedené poté v 70. letech 20. stoleti
potvrdily, Ze singletovy kyslik je hlavnim cytotoxickym prostiedkem pti PDT.® V letech
1908-1911 Hausmann popsal fluorescenci a fotosenzitizujici ii€inek hematoporfyrinu na
destrukci bunck. Myslenka vyuziti derivatu porfyrinu v mediciné pak vychdzela
z porfyrie, onemocnéni syntézy a metabolismu hemu. Porfyrie je totiz doprovazena silnou
citlivosti na svétlo, ktera je zptisobena produkci vétSiho mnozstvi derivatii porfyrind,
které se v téle kumuluji a po ozéfeni svétlem mohou fungovat jako endogenni PS. To ma
za nasledek nechtény fotodynamicky efekt. V roce 1913 Meyer-Betz sdm sobé podal
efektivni davku hematoporfyrinu (Hp) a nasledné se vystavil svétlu, ¢imz na sobé poprvé
vyzkousSel fotodynamickou reakci. Bohuzel tento riskantni pokus nebyl dlouhou dobu
ocenén. Vroce 1924, francouzsky fyzik Policard popsal zvySenou fluorescenci
nadorovych bun€k po ozafeni, coz naznacilo moznou lokalizaci endogennich porfyrint
v nddorové tkani. Po vice nez 20 letech pak také Figge a spol. a Rasmussen-Taxdal a dalsi
pozorovali selektivni lokalizaci porfyrinti v tumorech, a tim potvrdili Policardovo
tvrzeni.” V 50. letech 20. stoleti Schwartz a Lipson pokracovali v praci Fischera
a Meyer-Betze a vyvinuli ¢istéjsi a ucinngjsi formu Hp, ktery nazvali hematoporfyrinovy
derivat (HpD), a ktery pouzili pro fluorescenéni diagnézu lidskych nadort.® ° Na zakladé
diive zminénych poznatkli a zkuSenosti pouZzil Dougherty v roce 1978 HpD a ozéfeni
svétlem pro 1é€Cbu pacientli s nékterymi typy primarnich a sekundarnich nadort se
znacnym uUc¢inkem. V této klicové studii ze 113 nadorovych 1ézi bylo 98 zcela vyléceno,
13 reagovalo ¢astené a pouze 2 pripady byly rezistentni na uc¢inek PDT.!° Po tomto
uspéchu nasledovalo mnoho studii vyuzivajicich HpD v 1é¢bé nadorti plic, jicnu, stfev, ¢i
mozku. V roce 1993 byl pak HpD zaveden do klinické praxe jako piipravek Photofrin®,

a to i piesto, e neslo o strukturng jednoznaéné definovanou latku.’

4.1.2 Mechanismus PDT

PDT je zalozena na excitaci PS svétlem se specifickou vinovou délkou. PS miiZe
byt aktivovéan svétlem ze zakladniho stavu do kratkodobého excitovaného singletového
stavu. Excitovany PS mulze piejit zpét do zakladniho stavu emisi fluorescence nebo mtize
dojit k mezisystémovému piechodu (intersystem crossing, ISC) do dlouhotrvajiciho

tripletového stavu. PS v excitovaném tripletovém stavu muze piejit do zdkladniho stavu
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emisi fosforescence nebo miize reagovat rovnou s okolnimi substraty (napt. bunéna
membrana nebo biomolekuly) a tvofit radikély, které mohou reagovat s kyslikem za
vzniku ROS jako je superoxidovy aniontovy radikal (O**), hydroxylovy radikal (‘OH)
a peroxid vodiku (H20>). Tento typ fotoprocesu nazyvame typem I. Alternativni cesta,
a mnohem vyznamnéj$i pro PDT, nastane v ptipad¢, Ze energie excitované¢ho PS je
predana rovnou molekule kysliku (°02), ¢imz dochdzi ke vzniku singletového kysliku

('02). Tento fotoproces pak nazyvame typem I1.!! (Obr. 1)
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Obr. 1. Jablonského diagram. So — zakladni stav PS, Si prvni excitovany singletovy stav PS, S druhy excitovany
singletovy stav PS, T1 prvni excitovany tripletovy stav PS, ISC - mezisystémovy piechod, 3Oz, tripletovy kyslik, 102,
singletovy kyslik.

Pravdépodobnost jednotlivych prechodti udava fyzikalni veli¢ina kvantovy
vytézek, coz je obecné definovany pomér urcité vlastnosti k poctu absorbovanych fotoni.
Kvantovy vytéZek fluorescence (@r) vyjadiuje pocet emitovanych fotonl k poctu
absorbovanych fotonti. Kvantovy vytézek singletoveého kysliku (@a) pak vyjadiuje pocet
vytvotrenych molekul singletového kysliku na pocet absorbovanych fotont.

DalSim dilezitym parametrem pro uspéSnou fotodynamickou terapii je svétlo.
Prinik svétla tkani je slozity proces, ktery je zavisly na optickych vlastnostech tkani pfi
dané vinové délce. Dalsi dulezitou roli zde hraje rozptyl svétla a absorpce svétla
endogennimi latkami. Svétlo kratSich viditelnych vinovych délek mize byt absorbovano
endogennimi chromofory (napf. hemoglobinem), zatimco svétlo delSich vinovych délek

muZe absorbovat voda.'?

Oblast mezi 600-1300 nm je nazyvana optické okno
biologickych tkani. AvSak pouze svétlo do vinové délky 850 nm je vyhodné pro PDT,
ato zdlvodu, Ze svétlo delSich vinovych délek uZz nemusi mit dostateCnou energii
aktivovat PS do tripletového stavu, a tim generovat singletovy kyslik. Ale svétlo delSich

vlnovych délek zase pronikd tkani hloubé&ji. Z tohoto divodu je idedlni, aby PS
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absorboval v ¢ervené nebo v blizké infradervené oblasti.!* Naopak modré svétlo pronika
tkani nejméng.?

Mezi dalsi dulezité faktory ovliviiujici Gc¢inek PDT patii interval mezi poddnim
1é¢iva a ozairenim (drug-light interval, DLI). Dlouhy DLI (az 2-4 dny) je vyhodny kvtli
zvySeni koncentrace PS v nadorové tkani vici zdravé tkani. Posledni dobou se vSak
ukazuje, ze kratsi DLI (v fadu minut az hodin) je vyhodny proto, ze PS stale ziistava
pritomen v cévnim fecisti, a po ozaieni tedy zptisobuje znacné poskozeni cév vyzivujicich
nador. Tento princip se vyuziva u fotodynamické terapie zaméiené na cévy (vascular
targeted photodynamic therapy, VTP) nebo pii pouziti verteporfinu u vékem podminéné

makularni degenerace (age-related macular degeneration, AMD).> 14

4.1.3 Biologickad odpovéd’
Byly popséany 3 hlavni mechanismy, jak PDT piisobi zni¢eni nadori:

A. Ptimy €inek singletového kysliku a ROS

ROS a singletovy kyslik reaguji s riiznymi biologickymi cili, které jsou nachylné
k destrukci oxidaci, porusenim homeostdzy, zménami metabolismu lipidd nebo
iontového transportu. Bunécnéd odpoveéd’ na oxidativni stres vede k aktivaci proteinovych
kinaz, expresi transkripcnich faktor a cytokind a uvolnéni vysokého poctu mediatorti
odpovédnych za bunécnou smrt, které mohou vzniknout pfi apoptéze nebo nekrdze.
Mechanismus bunééné smrti ovliviiuji rizné faktory: rychlost fluktuace svételného
zdroje, doba ozéfeni, typ PS a jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, subceluldrni lokalizace
a koncentrace PS v tkani.'* Apoptoza (n&kdy také nazyvana programovana buné¢na smrt)
je normalni fyziologicky proces nezbytny pro tkdfiovou homeostazu. Apoptoza je prisné
regulovany proces bunécné sebevrazdy kontrolovany intraceluldrnimi i extracelularnimi
signaly a zakonceny morfologickymi a biochemickymi zménami vedoucimi k zaniku
buiiky. Cely proces je nastaven tak, Ze nedochazi k tniku intraceluldrniho bunééného
materidlu do okolniho prostfedi, a tim se zabranuje zanétu tkani. Naproti tomu nekroza je
vysledkem vysokého poskozeni bun€k, kdy dochéazi ke ztraté integrity plazmatické
membrany a ke vzniku zdnétu.'> Nekroza pti PDT je ¢asto spojena s vysokymi davkami
svétla a vysokou koncentraci PS. Tieti moznosti je bunécnéd smrt zplisobend autofagii.
Autofagie je proces degradace makromolekularnich sloZzek cytoplasmy a organel, které

jsou obklopeny dvojmembranou a tvoifi autofagosom. Po slouceni lyzosomu
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s autofagosomem dochézi k degradaci obsahu. Je mozné, Ze autogafie neslouzi priméarné

ke smrti buiiky, ale Ze jeji funkci je ochrana bunék a podpora zdravi bunék a organismu.'*

B. Vliv na cévni zadsobeni nadort

PDT cili také efektivné na krevni zdsobeni nadori. Poskozeni endotelialnich bun¢k
zpisobuje naruseni endotelu a vede k vytvofeni srazenin blokujicich pritok krve
v cévach. V dusledku této obstrukce cév dochazi k iplnému nebo vyznamné snizenému
pfisunu kysliku a zivin do nadorovych bunék. Vysledkem celého procesu je smrt

nadorovych bunék.'* Tohoto uginku vyuziva VTP.

C. Aktivace imunitni odpovedi

Aktivace imunitniho systému neni povazovana za priméarni odpovéd na PDT, ale
miiZze slouzit k dlouhodobé kontrole nddoru.” PDT méni mikroprosttedi nadort a aktivuje
rizné¢ druhy imunitni odpovédi. Mechanismus stimulace zahrnuje uvoliiovani
prozanétlivych cytokinli, zvySeni poctu krevnich neutrofilii a jejich aktivaci v nadoru
(spolecné se zirnymi builkami a makrofagy), zvySeni proteinii akutni faze, aktivaci

komplementového systému a naslednou aktivaci protinadorové imunity.'*

4.1.4 Vyhody a nevyhody PDT

Podobné jako ostatni metody pouzivané pti 1€cbé narodtt ma i PDT své vyhody
i nevyhody.'® 17
Vyhody:

e Jedna se o neinvazivni a ve srovnani s chemoterapii selektivni metodu zamétenou
pouze na vybranou cast organismu/tkan€é. Nedochdzi tedy k vlivu na cely
organismus.

e Vedlejsi ucinky jsou mnohem mensi nez v ptipad¢ jinych metod (chemoterapie).

e Mize byt kombinovana s jinymi metodami pro 1é€bu nadorovych onemocnéni.

e Nedochazi zde k vytvéreni rezistence.

e S vyhodou se da pouzit i k fotodiagnostice.

e 'V piipadé nddori rezistentnich na chemoterapii nebo radioterapii, 1ze pouzit PDT

jako paliativni 1écbu.
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Nevyhody:

e Jednim z nejcastéjSich nezddoucich ucinktt PDT je citlivost kiize na slunecni
svétlo po ukonceni 1é¢by (l1éCiva se ¢asto deponuji v kiizi). Tato fotosenzitivita je
jen doc¢asna a po eliminaci PS z organismu se ztraci.

e DalsSim limitujicim faktorem je vysoka selektivita u¢inku jen na ozarené misto.
Z tohoto diivodu neni mozné pouzit PDT pro 1é¢bu metastazujicich nadori.

e PDT neni pfili§ vhodna pro 1é¢bu velkych a objemnych néadori, kdy svétlo
nemuze proniknout do hloubky, a proto je nutné opakovat terapii v nékolika

cyklech.

4.1.5 Klinicky pouzivané fotosenzitizéry

Nejvétsi skupinu klinicky pouzivanych PS tvoii skupina latek s tetrapyrrolovym
jadrem. Tetrapyrrolova struktura se vyskytuje v diilezitych biomolekulach napt. v hemu,
chlorofylu nebo bakteriochlorofylu, proto je miizeme také nazyvat ,,pigmenty Zivota.'8
Tyto piirodni latky se pak staly ptedlohovymi strukturami pro klinicky vyznamné PS.
Mezi nejvyznamngjs$i strukturni typy PS patii: porfyriny a jejich analogy (napf.
benzoporfyriny, chloriny, feoforbid a bakteriochloriny), ftalocyaniny a texafyriny.
Porfyrin obsahuje 22x elektroni, ale pouze 18 z nich je delokalizovano. Porfyriny tvoii
Ctyfi pyrrolova jadra, kterd jsou spojena methinovym mustkem. Porfyriny maji absorpéni
maximum v oblasti okolo 630 nm, ale vyznacuji se velmi slabym extinkénim
koeficientem v této oblasti. Struktura chlorini je odvozena od struktury porfyrinu redukci
jedné dvojné vazby na jedné pyrrolové jednotce. Tato zména symetrie jadra vede
k absorpci Cerveného svétla (650-690 nm) s vySSim extinkénim koeficientem
(g ~ 40 000 M! cm™). Redukce dvou protilehlych dvojnych vazeb ve struktuie porfyrinu
vede k struktufe bakteriochlorinu. Tato zména vede k posunu k vy$§im vinovym délkam
(740-780 nm) a zvySeni extink&niho koeficientu (¢ ~ 50 000 M™! cm™). Ftalocyaniny jsou
syntetické makrocykly odvozené od porfyrinu konjugaci benzenového jadra k pyrrolu
a spojenim isoindolovych jednotek dusikem. Pro tento aromaticky a konjugovany systém
je pak typicka silna absorbance v oblasti 650-700 nm s vysokym extinkénim koeficientem

(e ~200 000 M! cm™).3:7- 19 (Obr. 2)
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Obr. 2. Zakladni strukturni typy fotosenzitizéra

Vedle latek odvozenych od tetrapyrrolového jaddra mizeme najit i PS tricyklické.
Mezi tyto latky patii fenothiazinova barviva (napi. methylenova modt, toluidinova modf)
a derivaty xanthenu (bengalska Cerven). Nevyhodou téchto latek je vSak jejich rychla
enzymatickd pfeména na neaktivni latky, proto nasly uplatnéni pfevazné v dermatologii
nebo v lokalni 1é¢bg.” Tetrapyrrolové PS (s vyjimkou bakteriochlorinu) maji tendenci

produkovat singletovy kyslik pfevazné reakci typu II, PS jinych struktur pak spiSe
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Obr. 3. Struktury klinicky vyznamnych PS

Prvni generaci PS tvoii porfimer sodny (Photofrin®), ktery patii mezi
nejvyznamnéjsi a také nejstarsi PS (Obr. 3). Jedna se o rlznorodou smés latek
(monomerti, dimer( a oligomer( s nepfesnym podilem jednotlivych slozek).” Absorpéni

spektrum porfimeru sodného obsahuje 4 absorp¢ni pésy, ale bohuzel ptfi 630 nm je
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extinkéni koeficient velmi nizky (pouze 2000 M™' cm™), coz znemoziiuje prostup svétla
hloubéji do tkan€. Mezi dal$i nevyhody porfimeru sodného patii dlouhd doba citlivosti
kiZze na slune¢ni svétlo nebo na silné vnitini osvétleni (v fadu tydni).?! Na zakladé
nevyhodnych vlastnosti porfimeru (nejednotna struktura, nizka absorpce cerveného
svétla, vysoka fotosenzitivita), pak byla vyvinuta druha generace PS, jejiz struktury jsou
odvozeny od chlorinti, bakteriochlorinii nebo Pc.

Mezi chloriny fadime temoporfin, verteporfin a talaporfin (Obr. 3). Temoporfin

(Foscan®

, m-tetrahydroxyfenylchlorin (mTHPC)) byl schvalen Evropskou lékovou
agenturou (European Medicine Agency, EMA) vroce 2001 pro paliativni 1écbu
u pacientli s karcinomem v oblasti hlavy a krku.?> Mezi jeho nevyhody patii poskozeni
zdravé tkan€ v okoli nadoru. Navic je zde riziko popaleni zpusobené extravazaci, tj.
tinikem tekutiny mimo cévni fe¢isté do okolni tkang, v misté infuze.?

Verteporfin (Visudyne®) byl schvalen Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
v USA (Food and Drug Administration, FDA) vroce 2000 pro lécbu vlhké formy
choroidalni neovaskularizace AMD. AMD je jednou z hlavnich pfi¢in oslepnuti lidi
a agresivngjs$i. Neovaskularni AMD se vyznacuje abnormalnim rstem cév v centralni
Casti sitnice, coz vede ke ztraté vizu v pribéhu 2-3 let.?* Verteporfin byl Siroce vyuzivan
pro 1é&bu AMD az do doby zavedeni monoklonalnich protilatek proti VEGF,? je viak
stile pouzivan pii 1é¢bé jinych chorioretindlnich onemocnéni.??

Talaporfin je semisynteticky derivat chlorinu e6, ktery je pfimo dostupny
z chlorofylu (izoluje se zrodu Spirulina)?® Chemicky se jednd o tetrasodnou stil
mono-L-aspartyl chlorinu e6, znamého také pod nazvem NPe6.?* Talaporfin byl v roce
2004 registrovan v Japonsku pro 1écbu ¢asného karcinomu plic pod obchodnim nazvem
Laserphyrin®.?’

Mezi bakteriochloriny patii padoporfin, padeliporfin a redaporfin (Obr. 3), které
jsou odvozené od bakteriochlorofylu (bakterialni ekvivalent chlorofylu). Padoporfin
a padeliporfin obsahuji jako centralni atom paladium.?® Padoporfin méa nizkou
rozpustnost ve vod¢, proto se musi pro i.v. podani pouzivat v kombinaci s Cremophorem
EL. Cremophor EL je farmakologicky a biologicky aktivni latka a jeji vyuziti jako
vehikula neni idealni z divodu moznych nezadoucich ucinkii — akutni reakce
(precitlivélost) a periferni neuropatie.?” Z tohoto divodu byl piipraven novy PS,

padeliporfin (Tookad soluble®, WST11), ktery je ve vodé rozpustny. Padeliporfin byl
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pfipraven aminolyzou padoporfinu taurinem (2-aminosulfonovou kyselinou).?® Obé tyto
latky se vyznacuji rychlym nastupem ucinku uvniti krevniho fecisté a fotoprocesem typu
I, ktery je typicky pro VTP.2?? Padeliporfin byl vroce 2017 pfijat EMA pro 1é¢bu
dospélych pacientii s unilateralnim adenokarcinomem prostaty.

NejmladSim zastupcem je pak redaporfin, fluorovany sulfonamidovy
bakteriochlorin, ktery byl pfipraven na univerzité¢ v portugalské Coimbie ve skupiné
Luise Arnauta.’? V roce 2016 obdrzelo 1é¢ivo od EMA oznaceni ,,Orphan Drug® pro
1é¢bu nadori zlucovych cest.*

Vyjimku mezi (semi)syntetickymi PS tvoii kyselina 5-aminolevulova
(5-aminolevulinic acid, ALA), kterd je pfirozené se vyskytujici aminokyselinou
a klicovym meziproduktem v syntéze protoporfyrinu IX (PpIX) (Obr. 3). ALA vznika
v mitochondriich ze sukcinyl-CoA a glycinu.!” Chelataci Zelezitych iontl
prostiednictvim ferrochelatazy je pak vznikly PpIX pfeveden na hem. Hem je kli¢ova
struktura v pfirodnich  molekulach  hemoglobinu, myoglobinu a ostatnich
hemoproteinech. Biosyntéza hemu je regulovéna prostfednictvim zpétné vazby, pfi¢emz
nadbytek hemu blokuje syntézu ALA. Exogenni podani ALA do buiky vede
k nadprodukci PpIX, ktery kviili omezené kapacité ferrochelatdzy nemiize byt kompletné
preveden na hem. ALA v tomto piipad¢ slouzi jako prolécivo, ze kterého az v téle vznika
fotoaktivni latka PpIX.3! Endogenné vznikly PpIX je v cilovych tkanich vyuzivan jak
k samotné PDT, tak i k fluorescen¢ni diagnostice. Vyhodou je jeho rychld metabolizace
(pfiblizng 48 hodin), a tim sniZena koZni fotosenzitivita.>> Z diivodu nizké lipofility ALA
byly pro lepsi penetraci do tkdné ptipraveny jeji estery (methyl a hexyl ester). Esterova
vazba je pak v cilovych tkanich rozitépena esterdzami.’®> Methyl ester ALA (Metvix®,
Metvixia®) byl vroce 2004 schvalen FDA pro 1é¢bu nehyperkeratotické aktinické
keratozy obli¢eje a hlavy** a je také registrovan v Evropské unii pro PDT 1écbu
povrchového bazaliomu a nepigmentovou aktinickou keratézu oblieje a hlavy.*
Hexylester ALA (Hexvix®, Cysview®) byl schvélen v roce 2010 FDA pro diagnostiku
karcinomu moc¢ového méchyie.*

Posledni skupinu fotosenzitizéri tvoii ftalocyaniny. Mezi klinicky pouzivané
ftalocyaniny patii Photosens® (Obr. 3). Jedna se o ve vodé rozpustnou smés hlinitych
sulfonovanych ftalocyanind s riznym stupném sulfonace (n = 2, 3 nebo 4). Photosens® je
od roku 2001 pouzivan v Rusku pro 1écbu naddort zaludku, kiize, rtd, dutiny Gstni, jazyka
a karcinomu prsu. Jeho nevyhodou je vSak relativné dlouha fotosenzitivita po podani

(4-6 tydni).”

25



4.2 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny

4.2.1 Struktura a jejich viastnosti

Pc jsou syntetické planarni aromatické makrocykly, které obsahuji 4 isoindolové
kruhy spojené atomem dusiku. Jejich jadro je va¢i porfyrinim rozsifeno
o prikondenzované benzenové jadro. Ve své struktufe obsahuji 18 delokalizovanych
m-elektrondl, které davaji Pc jejich jedine¢né fyzikalni a optické vlastnosti.’” Pc mohou

byt substituovany bud’ v a poloze (neperiferné, Ri) nebo v B poloze (periferné, R»)

(Obr. 4).
% Ry R4 - neperiferni substituce
/&k % R, - periferni substituce

Obr. 4. Neperiferni a periferni substituce ftalocyaninu

AzaPc je obecny nazev pro dusikaté analogy Pc, u kterych doslo k izosterni
zamén¢ methinovych skupin na benzenovém jadie za azamethinové. Podle poctu

a umisténi dusikli mizeme popsat n¢kolik skupin AzaPc (Obr. 5).
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tetrapyrazinoporfyrazin

Obr. 5. Strukturni typy azaftalocyanind

Pc a AzaPc maji potencidl koordinovat uvnitt svého jadra vice nez 70 kovovych
a nekovovych iontd. Centralni atom ovliviiuje polohu absorpéniho maxima, schopnost
emitovat fotony ve forme fluorescence, schopnost produkovat singletovy kyslik, pfipadné

jiné zajimavé oxidoredukéni vlastnosti, a do uréité miry miize ovlivnit i agregaci.®®
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Diky rozsifenému systému m-elektronli dochazi u Pc a AzaPc v roztocich k silné
tendenci k i iku dimert, trimerti a oli 040 A liviiuje vy &
endenci k agregaci za vzniku dimert, trimeri a oligomerd.™ Agregace ovliviiuje vyrazné
spektroskopické, fotofyzikalni, elektrochemické vlastnosti a snizuje rozpustnost ve vode

a organickych rozpoustédlech.’® 3°

Agregace zplusobuje problémy pii CiSténi
a charakterizaci Pc a AzaPc. Pti agregaci dochazi ke zkraceni doby Zivota excitovanych
stavil, ¢imz dochézi ke snizeni kvantového vytézku fluorescence a singletového kysliku.
Agregaci je mozno ovlivnit jak pouzitym rozpoustédlem, tak koncentraci Pc nebo

AzaPc.*! Dal§imi moznostmi, jak sniZit agregaci a zaroven zvysit rozpustnost téchto

2 43-46

latek ve vodé jsou objemné substituenty na periferii*’, axialni ligandy, zavedeni

54,55 56

pozitivné nebo negativné nabitych substituentii,*’>* B-cyclodextrind, ¢i glycerinu

do molekuly Pc nebo konjugace s ve vodé rozpustnymi latkami napf. oligopeptidy,®’
sacharidy,*® albuminem.>’

Absorp¢ni vlastnosti Pc a AzaPc. Pc a AzaPc se vyznacuji dvéma typickymi
absorpénimi pasy. V oblasti okolo 360 nm je vysokoenergeticky B-pas, v oblasti
600-750 nm pak nizkoenergeticky Q-pas (Obr. 6a). Poloha a tvar absorpéniho maxima
Q-pasu jsou dany také centralnim atomem. U bezkovovych derivath dochazi k rozStépeni
Q-pésu (Obr. 6b) z divodu asymetrie molekuly vzniklé na zdklad¢ pfitomnosti dvou
isoindolovych dusikil vazajicich vodik a dalSich dvou dusikt, které jsou zapojeny do
iminové funkéni skupiny. Z tohoto diivodu dochézi k rozdilné polarizaci v ose x a vy.
Rozstépeny Q-pas pak miizeme vidét i u nesymetrickych Pc nebo AzaPc s rozdilnou
substituci na periferii. Na zakladé tvaru absorpéniho spektra lze uréit, v jakém stavu se
nachazi dana latka (agregovand x neagregovana). Ostry Q-pas je typicky pro monomerni
formu, zplostély tvar je pak typicky pro latky agregované (Obr. 6a). Vyskytuji-li se pred
nebo za Q-pasem né&jaké dalsi pésy, jednd se bud o agregaci nebo o protonizaci

azomethinovych dusik.6!
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Obr. 6. a) Priklad agregovaného (Cervend) a monomerniho spektra (modra) Pc. b) Piiklad spekter Pc s centralnim

zine¢natym kationtem (Cervena) a bezkovovych Pc (modra).

Fotofyzikalni vlastnosti Pc a AzaPc. Fotofyzikalni vlastnosti, které vychazeji
z excitovanych stavii molekul, nejlépe popisuje Jablonského diagram (Obr. 1). V této
¢asti bych se zaméfil na popis vlivu chemické struktury na fotofyzikalni jevy. Centralni
atom makrocyklu (Pc nebo AzaPc) ovliviiuje vyznamné fotofyzikalni vlastnosti.
Hote¢naté nebo kiemicité komplexy se obecné vyznacuji vys$Sim kvantovym vytézkem
fluorescence. Zato zinecnaté, palladnaté nebo indité komplexy se vyznacuji vysSSim
kvantovym vytézkem singletového kysliku. Tento rozdil je zalozen na tzv. ,efektu
tézkého atomu“. Tento jev je dan substituci nebo chelataci kationtu kovu s vyssim
atomovym Cislem v centru makrocyklu, kdy dochdzi k vyssi preferenci mezisystémového
prechodu na tkor emise fotonu fluorescenci.> Efekt t&zkého atomu byl sledovéan
1u AzaPc, kde byla prokdzdna linedrni zavislost mezi atomovym c¢islem centralniho
kationtu a kvantovymi vytézky fluorescence a singletového kysliku (Obr. 7). Pti
porovnani AzaPc a Pc makrocykll u latek se stejnym centralnim atomem a se stejnou
substituci na periferii mizeme pozorovat, Ze Pc maji mirn€ vyssi produkci singletového

kysliku a niz§i produkci fluorescence, zatimco u AzaPc je tomu naopak.®
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Obr. 7. Grafické znazornéni zavislosti kvantovych vytézka fluorescence a singletového kysliku na protonovém cisle

centralniho atomu

4.2.2  Zpiisob pripravy prekurzorii a makrocyklu

Ftalocyaniny jsou tradi¢né pripravovany ze substituovanych derivati kyseliny
ftalové — ftalonitrily, 1,3-diiminoisoindoliny, anhydridy kyseliny ftalové, ftalimidy,
ftalamidy — z nich jsou vSak absolutné nej€astéjSimi vychozimi latkami substituované

ftalonitrily.%> (Obr. 8)

Obr. 8. Piprava ftalocyaninového makrocyklu

Priprava prekurzori. Vhodné¢ substituované ftalonitrily jsou nejéastéji
pfipravovany  z komerén€¢  dostupnych  halogenovanych  ftalonitrili  (napf.
4,5-dichlorftalonitril, 2-jodftalonitril, 3-jodftalonitril) nebo ftalonitrili substituovanych
nitroskupinou (2-nitroftalonitril, 3-nitroftalonitril). Tyto vychozi latky jsou pak
vyuZzivany k pfipojeni zamyslenych substituentl na ftalonitrilové jadro né€kolika zplisoby
zahrnujicimi velmi ¢asto nukleofilni substituci,®® ¢’ &i couplingové reakce.%® Substituenty
v polohach 3-6 ftalonitrilu se po syntéze Pc nachdzeji na obvodu makrocyklu, zatimco
nitrilové skupiny jsou zodpovédné za vznik porfyrazinového skeletu.

Pro ptipravu prekurzoru TPyzPz je moZné vyuzit komeréné¢ dostupny
4,5-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril a ten rizn¢ substituovat opét bud nukleofilni

substituci® nebo couplingovymi reakcemi.’® 7' Alternativni cestou je kondenzace
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diaminomaleonitrilu s vhodné€ substituovanymi vicinalnimi diketony nebo ketoaldehydy

v kyselém prostiedi za vzniku substituovaného pyrazin-2,3-dikarbonitrilu.”? (Obr. 9)
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Obr. 9. Postupy pro ptipravu prekurzort pro Pc a TPyzPz

Symetrické Pc. Nejstar§im zptsobem pro piipravu symetrickych Pc je pouziti
Linsteadovy metody, kdy je reakce iniciovana alifatickym alkoholatem alkalickych kovt
nebo kovii alkalickych zemin.” Nejéastéji jsou vyuzivany alkoholaty hote¢naté a lithné.
Dalsi moznosti je pouziti alkoholatu indukovaného silnou bazi (napft.
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) nebo 1,5-diazabicyklo[4.3.0]non-5-en).”*
Alkoholat napada elektrondeficitni uhlik nitrilové skupiny ftalonitrilu za vzniku
intermediatu, ktery reaguje s dal§i molekulou ftalonitrilu. Dochdzi tak k postupnému

uzavieni cyklu Pc (Obr. 10). Nevyhodou alkoholatové metody miiZze byt nezadouci
47,7577

RO;

transalkylace (u ethertl) nebo transesterifikace (u estertl) perifernich substituent.
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Obr. 10. Mechanismus vzniku makrocyklu cyklotetrameriza¢ni reakei s alkalickym alkoholatem

Druhou moznosti je templatova reakce, kdy je prekurzor zahtivan ve vysoko
vroucim rozpoustédle (napf. chinolin, dimethylformamid, pyridin,
dimethylaminoethanol) v pfitomnosti soli pfislusného kovu. Prekurzory se za vysoké
teploty k sob& dostate¢né priblizi za vzniku makrocyklu.”® 7

Nesymetické Pc. Statisticka kondenzace je jednou =z nejstarSich metod
pouZzivanych pro ptipravu nesymetrickych Pc ze dvou riiznych prekurzorii (A a B). Tato
metoda neni obecné selektivni a pfi pouziti dvou riznych prekurzorii A a B s podobnou

reaktivitou v ekvimolarnim mnozstvi bychom dostali smés 6 kongenerti (Obr. 11)
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v poméru Az (8,33 %), AsB (25 %), AABB (25 %), ABAB (8,33 %), AB3 (25 %) a B4
(8,33 %) Tato metoda se nehodi pro cilenou p¥ipravu vsech 6 kongenert
z diivodu Casto obtizné separace jednotlivych kongenert. Metoda je vhodna pro pfipravu
nesymetrického kongeneru A3;B. Pokud je reaktivita obou prekurzori podobna a reaguji
spolu v poméru 3:1 pro A a B, tak by teoretické vytézky mély byt A4 (33 %), cilovy
asymetricky produkt AsB (44 %) a zbyvajici kongenery dohromady tvoti zbylych 23 %.5°
V praxi se pak ukazalo, Ze vytézky jsou mnohem niZsi (typicky 10-20 % pro kongener
A3B.?8 Nékteré vyzkumné skupiny pouzivaji i pomér 9:1 pro omezeni vzniku vedlejsich
kongeneri a usnadnéni separace z reakéni smési. Vytézek kongeneru A3B lze ocekavat
1 vys§i v piipad€ substituce ftalonitrilu v poloze 3 a 6, kdy je pomér produktii ovlivnén

i stérickymi vlastnostmi.*
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Obr. 11. Struktury kongeneri po reakci dvou riiznych prekurzorii A a B

4.2.3  Vyuziti ftalocyaninii

Historicky nejstarsi uplatnéni je vyuZiti jejich barevného charakteru a pouziti jako
barviv pro inkousty, textil a papir.’! Zde nagly uplatnéni predevsim Pc s centralnim
méd’natym kationtem.®! Postupem ¢asu nasly Pc a AzaPc diky svym vyjime¢nym
vlastnostem uplatnéni v mnoha dal$ich oborech od mediciny az po technické obory.

Jednim z moZnych vyuZiti Pc a AzaPc je pouziti v PDT. Pc a AzaPc maji vyborné
pfedpoklady pro PDT. Absorbuji v oblasti 600-800 nm, maji vysoky extinkéni koeficient
v oblasti Q-pasu a vyznacuji se vysokymi kvantovymi vytézky singletového kysliku. Pc
a jejich rozsifené konjugované derivaty naftalocaniny neabsorbuji viditelné svétlo

v rozmezi 400-600 nm, ¢imZ je citlivost kiize na slune¢ni zafeni niz§i neZ u porfyrini.*?
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Z klinického hlediska je zajimavy Photosens®, ktery byl schvalen v Rusku pro klinické
pouziti. Pc a AzaPc (TPyzPz) naSly uplatnéni i v mnoha dal$ich aplikacich jako jsou napf.
katalyzatory chemickych reakci®, nelinearni optické materialy®®, tekuté krystaly®,

vodivé a polovodivé materialy®® 8687

a v mnoha dalSich oborech a aplikacich.
Pritomnost atomi dusiku v jadru TPyzPz davé celému makrocyklu elektronové
deficitni charakter v porovnani s matefskym Pc.®® Proto TPyzPz substituované
substituenty obsahujicimi donory elektronii (napf. aminy) podléhaji snadno
ultrarychlému intramolekuldrnimu pfenosu naboje (intramolecular charge transfer, ICT),
ktery je silng kompetitivni k jinym relaxa¢nim cestdm excitovanych stavii u TPyzPz.%
ICT je u TPyzPz natolik G¢inny, Ze uz ptitomnost jednoho donoru (typicky aminoskupina
nebo fenolat) v konjugaci s jaddrem makrocyklu vede k u¢innému zhéseni excitovanych
stavil. ICT lze blokovat riznymi faktory, které mohou piepinat fluorescenci mezi stavy
,ON“ a OFF“, ¢ehoz lze vyuzit pro vyvoj novych pH senzitivnich senzor®® nebo

senzort citlivych na piitomnost kovovych kationtdl v analytech.%*!
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4.3 Fotosenzitizéry a jejich interakce s proteiny
4.3.1 Charakterizace lidského a hovéziho albuminu

Po aplikaci do téla miize PS interagovat s rliznymi biomolekulami. Jednou

vvvvvv

v

in vivo, je albumin, nejhojnéjsi sérovy protein.

Lidsky sérovy albumin (human serum albumin, HSA) (Obr. 12) je nejcastéjsi
sérovy protein, jehoz koncentrace v lidské krvi je pruimérné 0,63 mM (= 4 %). Albumin
je univerzalni transportni protein, jehoz podil je okolo 60 % z celkového mnoZstvi
krevnich proteint. UGastni se transportu hormontl, vitamint, mastnych kyselin,
xenobiotik, 1é¢iv, kovovych iontl véetné fyziologickych kationtd (Ca?*, Zn**, Co?*, Cu*")
a toxickych kovovych iontii. Mezi dalsi funkce HSA patii podil na osmotickém tlaku, ¢i
antioxida¢ni G¢inek (vychytdva ROS).”> HSA obsahuje ve své struktuie
585 aminokyselinovych zbytki a ma molekulovou hmotnost okolo 66 kDa.”?

Hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA) (Obr. 12) je protein
o molekulové hmotnosti 66,5 kDa a obsahuje 583 aminokyselinovych zbytkli. Mé tfi
homologni domény (I — III) a ve své struktuie obsahuje dva tryptofany (Trp-134,
Trp-212). Sekundarni struktura obsahuje volny cystein Cys-34, ktery je nevazany, ostatni
cysteiny tvofi 17 disulfidickych mustki tvoficich tercialni strukturu. Tento volny cystein
byl studovén pro antioxidaéni vlastnosti.** BSA predstavuje 76 % strukturniho homologu
HSA, oba albuminy maji podobnou 3D strukturu a kompatibilitu.”* BSA je vzhledem
k nizké cené, dobré dostupnosti a vlastnosti vazat ligandy €asto pouZivan jako model pro
studium interakce 1é¢ivo-protein in vitro.”>

BSA je hlavni proteinovou sloZkou fetalniho hovéziho séra (fetal bovine serum,
FBS), které se pouzivd na pfipravu kultivaéniho média obsahujiciho sérum (serum
containing medium, SCM) pro buiiky. FBS neni jednotn4 smés a jeho slozeni se do urcité

miry li$i v jednotlivych Sarzich. Celkové mnozstvi BSA v SCM je piiblizné 35 uM.”

33



Obr. 12. Struktura hovéziho albuminu s vyzna¢enim jednotlivych domén. Obrazek pievzat z publikace.”’

Navazani na proteiny ovlivituje distribuci, metabolismus a molekularni formu PS
napf. jejich protonizaci, agregacni a disagregacni chovani a koncentraci volnych molekul.
Vazba na proteiny ovliviiuje i fotofyzikalni vlastnosti.

Nekovalentni interakce jsou zodpovédné za seskupovani molekul. Jsou tvofeny
slabymi vazebnymi silami, pficemz vznika nové seskupeni, ale ne nova molekula jako pfi
chemické reakci. PS tvofi fadu komplexii s biomolekulami nekovalentné vazanymi
elektronovymi nebo hydrofobnimi silami. Béhem komplexace dochédzi ke zménam
fotofyzikalnich vlastnosti z divodu zmény prostiedi (vétSinou za mén¢ poldrni) v okoli
PS. Komplexace s biomolekulami muize zvysit rozpustnost, chemickou nebo
fotochemickou stabilitu a fotodynamickou aktivitu. Fotodynamicka aktivita je vyznamné
ovlivnéna lokalizaci PS — maximdalniho ucinku je docileno v pfipadé, Ze PS je
v monomerni form¢ a nachdzi se blizko cilové struktury. Fyzikdlni vlastnosti
(fluorescence, tvorba a kvantovy vytézek singletového kysliku, tripletové stavy) jsou
nezbytné pro reakci excitovaného PS s cilovymi strukturami (reakce typu I) nebo
s kyslikem (reakce typu II). Znalost nekovalentni interakce mezi PS (Pc a porfyriny) je
nezbytna pro porozuméni mechanismu a efektivité fotoreakci na bunécné trovni.

Sérové proteiny, tj. albumin, HDL, VLDL, ale i1 protilatky mohou slouzit jako
piirodni transportéry. Mohou transportovat Pc do nadorovych bunék a tkani.”® Z tohoto
divodu byla v literatuie vénovana velkd pozornost sérovému albuminu a jeho interakci

se syntetickymi porfyriny a Pc>% %°-111
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4.3.2 Vv vazby mezi PS a albuminem na fotofyzikalni vlastnosti

V této casti se zaméiim na typické zmény fotofyzikalnich vlastnosti PS po
navazani na proteiny. Vzhledem k zaméfeni mé prace se budu orientovat zejména na Pc,
ale vzhledem k tomu, ze interakce s proteiny byla v literatufe daleko vice studovana
u porfyrintl, budou zde uvedeny i ptiklady z této strukturni skupiny. Rada zmén mtize byt
velice podobna u obou strukturnich typt.

Absorpéni spektra jsou ovlivnéna vazbou na proteiny a v roztoku lze u nich
pozorovat rozdil mezi navdzanym a nenavazanym porfyrinem. Tento efekt je dan
interakci mezi rozpoustédlem a rozpusténou latkou (solvent-solute interakci), kdy polarita
proteinového prostiedi je nizsi nez vody. Vazba na protein se proto projevi Cervenym
posunem Soretova pasu u porfyrind a u Pc je obvykle doprovdzena hypochromicitou
(snizenim absorbance). Tyto vazebné indukované spektroskopické zmény jsou casto
pouzivany ke kvantifikaci afinity monomerniho PS k vazebnym mistim v proteinech,
kterou lze popsat vazebnou konstantou (Ky). Pfikladem miize byt vazba porfyrinti Porf 1,
2,3 a HSA, kdy doslo k posunu Soretova pasu z 414 nm pfiblizné k 420 nm.'®! Viechny
3 porfyriny Porf 1, 2, 3 se vyznacuji vysokou afinitou k HSA (K» = 2,5 x 10° M pro
meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin (TPPS); 9,8 x 10*M ! pro Porf1; 1,7 x 10° M
pro Porf2 a 7,7 x 10° M ! pro Porf 3. (Obr. 13)
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Obr. 13. a) Zména Soretova pasu po piidani HSA k latce Porf 1. Sipka znazorituje zménu absorbance po pridani HSA.

b) Vazebné izotermy latek Porf 1-3 a TPPS. ¢) Struktury latek Porf 1-3 a TPPS. Pfevzato a upraveno z ¢lanku.!!

Fluorescen¢ni vlastnosti jsou také velmi citlivé na zménu prostiedi, a jsou proto
vyhodné pro studium vazebnych procesu. Fluorescence v ustdleném stavu je doprovazena
cervenym posunem emisniho maxima. Také dochazi k piekryvu emisniho spektra
proteinovych aromatickych aminokyselinovych zbytkl a absorpéniho spektra porfyrinu
navazaného na protein, ktery podporuje pienos energie fluorescence k navazanému

112, 113 py . . o . . v
porfyrinu. Pfenos energie z proteinu na navazany porfyrin umoznuje detailné;jsi

studium vazebnych mist proteinu.
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Vazba na proteiny se mtize projevit na molekularni Grovni. Mnoho porfyrinti a Pc
ma tendenci agregovat ve vodnych roztocich s vysokou iontovou silou. Po piidani
nadbytku proteinu k tomuto roztoku dochdzi krozdéleni agregati na monomery
anasledné k vazbé monomerti na molekuly proteinu.>® % 105 107-109 14 115 a7k
monomerl na proteiny pak mize byt popsana pomoci absorpcni nebo fluorescencni
spektroskopie, protoze spektralni vlastnosti jsou zavislé na forme PS v roztoku.

Déle se vazba PS na proteiny projevi v oblasti doby zivota fluorescence.
Navazanim porfyrinu a Pc na proteiny se prodluzuje doba zivota excitovanych
singletovych stavil.!'? 113 116117 Casové rozlisena fluorescence je b&zné po vazbé na

proteiny charakterizovdna monoexponencialni zavislosti s prodlouzenou dobou Zivota''*

3 nebo zobrazuje kinetiku, kterou lze charakterizovat dvéma nebo az tfemi
exponencialnimi funkcemi.!'*!'® To by mohlo naznacovat, Ze ptislugné fluorofory jsou
umistény v riznych ¢astech uvnitf proteinové matrice, coz naznacuje existenci nékolika
populaci navazanych PS.

V literatuie!'*!® bylo popsano napiiklad né&kolik populaci sulfonovanych
hlinitych Pc (AlP¢Sn, n = 1-4) vazanych na HSA. Analyza ¢asové rozliSené fluorescence
vedla k identifikaci tii populaci v zavislosti na tom, v jakém prostiedi se molekuly AlPcS,
nachazeji: (i) excitované molekuly AIPcS, jsou ve volném kontaktu s vodou (tr = 5,0 ns);
(1)) molekuly vody jsou vyloueny nebo ptednostné solvatuji slozky proteinu
(tr = 6,7 ns); (ii1) lokalizace, kde se vyskytuje dalsi zhaseni (tr = 0,4-1,2 ns). Ptispévky
pfisluSnych slozek zavisi na poctu sulfonatovych skupin a mohou korelovat
s hydrofilnosti molekul rostouci od AlPcS1 k AlPeS4. V disledku toho se nejvice
hydrofobni AIP¢S1 molekuly nachdzi mezi vodnou a proteinovou fazi (pfevazuje i a iii),
méné hydrofobni AlPcS2 a AIPcS3 jsou vazany na povrchu proteinu v hydrofobnich
mistech chranénych pied vodou (pfevlada i a ii) a hydrofilni AIPcS4 je navazan na povrch
proteinu (proces 1).

Vliv vazby PS na proteiny se mize projevit i u tripletovych stavi. Triplet-triplet
absorp¢ni pasy porfyrinu navdzaného na protein jsou SirSi a podobné volnému porfyrinu
a doba Zivota tripletovych stavil je po navazdni mnohem delSi neZ u volné molekuly
v roztoku.”® 11611 Diivodem je, Ze PS je navazan v prostfedi, kde je rychlost deaktivace
tripletovych stavii niz8i nez ve vodném prostiedi. Pfikladem miiZze byt doba tripletovych
stavi u TPPS a AlPcSn vdzaného na BSA, kdy dochézi k nartistu z 510 ps a 440 ps na
2400 ps a 1160 ps.!1%-120
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4.3.3  Vliv vazby mezi PS a albuminem na biologické vlastnosti

V ramci PDT byly zkoumény interakce riznych Pc s BSA nebo s HSA jako
s potencialnimi transportnimi systémy,'?! cilovymi strukturami'?> nebo pro potencialni
zvyseni fotodynamické aktivity.** 123 Uginky interakce proteinu s Pc na PDT jsou velmi

rozdilné od vysoce pozitivniho efektu, vedouciho k vy$si aktivité po navazani®® '2°

pies
neutralni G¢inek!?* 12* a7 po silné negativni u¢inek.!% 113123

Vyuzitim BSA jako transportniho systému se zabyva publikace Garcii et al.,!?!
ktera porovnava rozdil pri podani nesubstituované¢ho ZnPc
v dipalmitoylfosfatidylcholinovych (dipalmitoylphosfatidylcholine, DPPC) lipozomech
nebo aduktu s BSA. V ptipad¢ ZnPc v aduktu s BSA je dle absorpcniho spektra latka
agregovana, v DPPC lipozomech je naopak monomerni. Fotodynamicka aktivita na HeLa
bunkach byla rozdilna, pfestoze vychytavani obou latek bylo v obou piipadech podobné.
Vyssi fotodynamicka aktivita byla pozorovana u aduktu s BSA, kde rozdil v aktivité byl
dan rozdilnou lokalizaci v bunikach. Adukt ZnPc s BSA se lokalizoval v blizkosti
bunécného jadra, zato ZnPc v DPPC lipozomech v bunécné membrang.

Mnoho hydrofilnich Pc (napt. AIP¢S4 - tetrasulfonovany hlinity Pc) se vaze na
sérové proteiny vice nez na LDL nosice, které jsou vice preferované hydrofobnimi
latkami (napf. nesubstituovanym ZnPc). Tyto nosiCové systémy mohou zlepSovat
fotodynamicky ucinek in situ na zdklad¢ zvySeni intracelularni koncentrace latek diky
receptorem zprostiedkované endocytoze a vést k lepsimu zacileni PDT.'?> Mj. i naptiklad
makrofagy asociované s nddorem vychytavaji mnohem vice PS neZ norméalni bunky.

Silva et al.,*

studovali tetraizothiokyanatovy zinecnaty Pc kovalentné vazany
k molekule BSA scilem ovéfit vyssi Ucinnost na HepG2 bunikach (bunky lidského
karcinomu jater). V této praci byla porovnana fotodynamicka aktivita jak konjugované¢ho
(ZnPc-NCS-BSA), tak nekonjugovaného Pc (ZnPc-NCS) (Obr. 14). Konjugovany
ZnPc-NCS-BSA se dostaval do bunék ve veétsi koncentraci a zaroven
v lyzosomech bunék dochézelo k degradaci jeho vazby na albumin a uvolnéni PS. Po
ozafeni svétlem byly PS uvolnény z lyzosomu a relokalizovany do dalSich citlivych
organel (napft. jadro, endoplazmaticke retikulum, Golgiho aparat). Tetraizothiokyanatovy

ZnPc-NCS-BSA konjugat tak byl mnohem uc¢inn€j§i na HepG2 bunkach nez

nekonjugovana sloucenina z divodu lepsiho vychytavani PS v nadorovych buiikéch.
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Obr. 14. Struktura tetraizothiokyanatového zine¢natého Pc

K podobnym vysledkim dosli ve svych pracich i autofi Jiang et al., !¢

a Huang et al.'?

. Béhem téchto praci bylo pfipraveno 6 kiemicitych ftalocyanint,
u kterych byla fotodynamicka aktivita vyssi u aduktu (nekovalentni vazba) nez
u nekonjugovanych latek.'?

Huang et al.'”® se ve své praci vénovali piipravé nekovalentnich adukti
kiemicitych Pc, které ve struktufe obsahuji axialng vazané
1,3-bis(dimethylamino)-2-propoxy skupiny, srozdilnymi sérovymi albuminy (BSA,
mBSA (maleylovany hovézi sérovy albumin)(Obr. 15). VSechny molekuly byly
testovany na fotodynamickou aktivitu na HepG2 bunikach ve formé jak samotnych Pc,
tak aduktl s BSA nebo mBSA. U molekuly SiPc 1 doslo pfi tvorbé aduktu s mBSA
ke zvySeni fotodynamické aktivity — ECso z 0,23 uM na 0,07 uM. Vyssi aktivita byla
dana pravdépodobné vyssim prostupem PS do bunck. U latky SiPc 2, ktera byla
nejsilnéj$im PS v této sérii, nebyl u aduktu pozorovan lepsi t¢inek — hodnoty ECso byly
podobné v rozmezi 0,05-0,08 uM nezévisle na pfitomnosti nékterého ze studovanych
albumin®. Nejvétsi zménu v €inku na HepG2 bunky autofi pozorovali v pfipadé latky
SiPc 4, kdy doslo v ptipadé aduktu s mBSA ke zvySeni u¢inku a zméné ECso z 0,40 uM
na 0,08 uM a v piipadé aduktu s BSA na 0,05 uM. Na druhou stranu bylo pozorovano,
ze u aduktu slatkou SiPc 3 nedoSlo vibec k ovlivnéni fotodynamické aktivity po
navazani na albumin. Autofi tyto vysledky pfipisuji dvéma protichidnym efektim. Po
vazbé na albumin dochdzi ve vSech ptipadech ke zvySenému vstupu vSech latek do bunék,
ale u SiPc 3 byla pozorovana agregace v kavité bilkoviny. Tato agregace pak sniZzovala

potencidlné zvySeny efekt dany vétsSim mnozstvi Pc v buiikéach.
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Obr. 15. Struktury kiemi&itych Pc (SiPe 1-4)

V praci Zhu et al.'** byly p¥ipraveny dalsi nové kiemicité Pc SiPe¢ 5 a SiPc 6
(Obr. 16). Ob¢ latky byly axialn€ modifikovany 2-morfolinoethoxy skupinou (SiPc 5)
nebo jejim N-methylovanym analogem (SiPe¢ 6). Latky vykazuji nizkou vlastni toxicitu
na B16 bunkéch (mysi nadorové bunécné linie pouzity pro vyzkum jako model lidského
karcinomu ktize), ale po ozafeni Cervenym svétlem jejich aktivita roste. Z divodu
zajimavych fotodynamickych aktivit byly pfipraveny nekovalentni adukty s BSA, HSA
a apo-transferinem, a to kvuli zlepSeni selektivity vii¢i nadorovym buinkam. AvSak
nedoslo k zddnému ovlivnéni fotodynamické aktivity u SiPc¢ 5-BSA aduktu
(ECso = 1,52 uM) v porovnani se samotnou latkou SiPc¢ 5 (ECso =1,02 uM). K tomu doslo
pravdépodobné z diivodu, Ze B16 buiiky nemaji zvySenou afinitu k vychytavéani albuminu
do nadorovych bunck. Autofi této prace navrhli jako feSeni pouzit tento adukt na jiné
bunécné linii. Zajimavosti bylo, Ze latka SiPc 6 netvofila nekovalentni adukt s proteiny,
i1kdyz vykazovala vysokou schopnost zhaSet excitované stavy BSA
(Ksy = 1,26 x 10°M™). Po provedeni gelové chromatografie nebyly pozorovany zadné
frakce obsahujici produkt jako konjugat, ani pti poméru 10:1 latka vici BSA).

//\o N Co

Obr. 16. Struktury kiemicitych Pc s 2-morfolinoethoxy skupinami
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V praci od Li et al.*® zkoumali vliv vazby anionickych a kationickych Pc na
albumin a jeho funkci jako pfirozeného transportéru ( Obr. 17). Kationické derivaty se
vazi selektivnéji na dimer BSA nez na monomer BSA. U anionickych Pc dochazi k vazbé
jak na monomer, tak na dimer BSA. Vsechny tyto Pc siln¢ se vazici na albumin byly
studovany in vivo na mysich s nddorem (SSC7, myssi spinocelularni karcinom). Po i.v.
podani Pc byla sledovana biodistribuce pomoci fluorescence, ptficemz ihned po podani
doslo k distribuci do celého organismu a postupnému hromadéni v misté nadoru. Tato
schopnost cileni na nador byla pravdépodobné zptsobena cilenym transportem in vivo po
navazani na albuminy. Stejny efekt byl pozorovan i u dalSich xenograftovych mysich
modell s buitkami HT-29 (buiky lidského kolorektalniho adenokarcinomu). Tento jev
vSak nebyl popsan u methylenové modie, které se jen ¢astecné vaze na proteiny. V rdmci
této prace byla poté porovnana fotodynamicka aktivita dvou latek (ZnPcSs a ZnPcNy)
invivo na myS$ich snadorem tvofenym HT-29 bunkami s rozdilnymi vysledky.
U ZnPcN4 doslo k potla¢eni nadoru, naopak u ZnPcSs k potlaceni nadoru nedoslo
a nador se dale zvétSoval. A to i pfesto, Ze ob¢ latky mély stejnou koncentraci v tkanich

in vivo 1 ex vivo.
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Obr. 17. Struktury zkoumanych zine¢natych Pc
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Vsechna organicka rozpoustédla pouzita pro syntézu byla v analytické kvalité.
Bezvody butanol pro cyklotetramerizaci byl suSen hoicikem a pod zpétnym chladi¢em
byl pii teploté varu oddestilovan v Cas potfeby. Nesubstituovany zinecnaty ftalocyanin
(ZnPc) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. VSechny ostatni chemikalie pro syntézu
byly zakoupeny u certifikovanych dodavatelt (napt. Sigma-Aldrich, TCI Europe, Acros,
nebo Merck) a byly pouzity tak, jak byly dodany. Pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)
byly pouzity hlinikové folie pokryté silikagelem 60 F254 (Merck). Pro ¢isténi produktu
sloupcovou chromatografii byl pouzit Merck Kieselgel 60 (0,040—0,063 mm). Teplota
tani (t.t.) sloucenin byla méfena pomoci digitalniho pfistroje Electrothermal 1A9200.
Infradervend spektra byla méfena na Nicolet 6700 spektrofotometru v ATR modu. 'H
a >*C NMR spektra byla méfena na piistroji VNMR S500 NMR. Zapsané chemické
posuny jsou vztazeny relativné k vnitinimu standardu Si(CH3)s. Hodnoty J jsou uvadény
v Hz. UV-Vis spektra byla méfena na pfistroji Shimadzu UV-2600 spektrofotometr.
HR MS spektra byla métena pomoci UHPLC systému Acquity UPLC I-class (Waters,
Millford, USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim (HR MS)
Synapt G2Si (Waters, Manchester, Velka Britanie) zalozeném na Q-TOF (Quadrupole
Time-of-Flight). Chromatografie pro toto HR MS méfeni byla provedena na Acquity
UPLC Protein BEH C4 (2,1 x 50 mm; 1,7 um, 300 A) s vyuzitim kolony s gradientovou
eluci acetonitrilem a 0,1% kyselinou mravenci pfi pritoku 0,4 ml/min. K detekci byla
pouzita ionizace elektrosprejem (ESI) v pozitivnim moédu. ESI spektra byla zaznamenana
v rozmezi 500-5000 m/z s vyuzitim leucin-enkefalinu jako referen¢ni latky a jodidu
sodného k externi kalibraci, nebo v rozmezi 50-2000 m/z s vyuzitim leucin-enkefalinu
jako referen¢ni latky a mravencanu sodného pro externi kalibraci. MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight) hmotnostni spektra byla méfena
v negativnim a pozitivnim reflektronovém modu na pfistroji 4800 MALDI TOF/TOF
mass spectrometer (AB Sciex, Framingham, USA) vyuZivajicim jako matrici kyselinu
a-kyano-4-hydroxyskoticovou s ptidavkem HCI (pro negativni mod) nebo trans-2-[3-(4-
terc-butylfenyl)-2-methyl-2-propenyliden]malononitril (pro pozitivni méd). Pristroj byl
kalibrovén za pouZiti externiho pétibodového kalibracniho standardu Peptide Calibration
Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie). Elementarni analyza byla provedena

pomoci Vario Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH,
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Hanau, Némecko). Gelovd chromatografie byla provddéna na pfiistroji Amersham
Pharmacia AKTA fast protein liquid chromatography system, jako kolona byla pouzita
XK kolona s naplni Superdex 30 (GE Healthcare). Fluorescence byla méiena na FS5
spektrofluorimetru (Edinburgh Instruments).

Vychozi latky: zine¢naty TPyzPz (3, vytézek 35 %),'?” 5-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)isoftalat (6, vytézek 86 %),!28 4,5-[(3,5-
bismethoxykarbonyl)fenoxy]ftalonitril (9, vytézek 59 %),*” 2-(2,6-bis[(1H-imidazol-
I-yl)methyl]-4-methylfenoxy)-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitril (10,  vytézek
73 %)'?° byly ptipraveny podle literatury. Sloudeniny 1, 2, 13, 14 a 17 byly dostupné
v laboratofi z predeslych publikovanych projektt.*$:4% %6129 130 Cistota novych sloudenin

5,11, 12, 15, 16 a 18 byla stanovena pomoci HPLC a ve vSech pfipadech byla > 96 %.
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5.1 Syntéza
5.1.1 Priprava sodné soli 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(sulfonatofenyl)

tetrapyrazinoporfyrazinato zinecnatého komplexu (5)

Zinecnaty komplex 3 (0,48 g, 0,40 mmol) byl rozpustén v kyselin€ chlorsulfonové
(2,5 ml, 37,5 mmol) a tato smés byla zahiivana za teploty varu 1 hodinu. Obsah reak¢ni
banky byl nasledné pielit do nasyceného roztoku chloridu sodného ve vodé za chlazeni
ledem, pficemz vznikla zelend sraZenina. Srazenina 4 byla odfiltrovana a promyta
studenou destilovanou vodou do neutralniho pH. K zelenym krystalim byl pfidan 5%
roztok NaHCO3 (10 ml) a par krystalkii NaHCO3. Smés byla poté rozsuspendovana
v ultrazvukové 1azni a michana pies noc pii pokojové teploté. Nasledné byl zeleny roztok
latky 5 odparen do sucha na rota¢ni vakuové odparce, pevny produkt byl rozsuspendovan
v ethanolu, prefiltrovan a dikladn€ promyt ethanolem. Surovy produkt 5 byl déle ¢istén
pomoci gelové permeacni chromatografie se staciondrni fazi Superdex 30 a vodou
jako mobilni fazi za téchto podminek: objem kolony 130 ml, rychlost pritoku 0,5 ml/min,
velikost frakei po 1 ml. Cistota kazdé frakce byla hodnocena na zakladé absorpéniho
spektra ve vod¢ v oblasti 200-800 nm. Kvalita spektra byla ur€ovana v oblasti 250-400
nm a jako ¢isté frakce byly pak povazovany frakce s pomérem Aszes/Az06 VELSImM nez 2.
Cisté frakce byly odpafeny do sucha a nasledné promyty ethanolem za zisku tmavé zelené
latky (77 mg, 10 %).
MALDI-TOF: m/z vypo¢itano pro C72H4oN16024SsZn [M — H']" (volna kyselina) 1832,0.
Nalezeno 1830,0. HRMS (ESI): m/z vypo&itano pro C72HaN16024SsZn + H™: [M + H]":
1832,9542. Nalezeno: 1832,9475. '"H NMR (500 MHz, D>O/pyridin-ds) § 7,93 (bs, 16H);
7,78 (bs, 8H); 7,54 ppm (bs, 8H). Elementarni analyza: pocitano pro molekulu
C72H3:N16NasO24SsZn + 8H,0; C, 40,13; H, 2,25; N, 10,40; S, 11,90 %. Nalezeno: C,
40,36; H, 2,85; N, 10,62; S, 12,26 %. Amax (voda, 1 uM, po 2 dnech od natfedéni)/nm 649
(e/dm® mol ™' em™', 123 300), 588 (19 100), 369 (84 100). Amax (voda + pyridin (5% v/v),
1 uM)/nm 654 (¢/dm* mol ™! cm™" 133 700), 592 (19 210), 373 (80 910).
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5.1.2  Priprava 4,5-bis[3,5-bis(methoxykarbonyl)fenyl]ftalonitrilu (7)

Sloucenina 6 (5,02 g, 15,7 mmol), 4,5-dichloroftalonitril (1,05 g, 5,3 mmol),

K3PO4 (3,27 g, 15,4 mmol), octan palladnaty (56 mg, 0,25 mmol), XPhos (362 mg,
0,76 mmol) byly rozpustény v bezvodém tetrahydrofuranu (THF) (110 ml) a michany
24 hodin pod argonovou inertni atmosférou pii pokojové teplote. Poté byla ptfidana voda
(5 ml) a pokracovalo se v michani dalSich 24 hodin. Organickd rozpoustédla byla
odparena a vodny zbytek byl vytfepan 3x s ethyl-acetaitem. Oddélena organicka faze byla
vysusena bezvodym siranem sodnym, ptefiltrovana a odpafena do sucha. Produkt byl
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Jako mobilni fiaze byla pouzita smés
hexan/ethyl-acetat (2:1, Rr= 0,28). Precistény produkt byl rekrystalizovan ze smeési
chloroform/methanol za vzniku bilych krystalt. Vytézek: 2,25 g (82 %).
t. t. = 207,8-208,4 °C (chloroform/MeOH). 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,60 (s, 2H);
7,96 (d, J = 1,6 Hz, 4H); 7,93 (s, 2H); 3,89 (s, 12H). *C NMR (125 MHz, CDCl;) §
165,06; 143,79; 137,51; 135,43; 134,22; 131,33; 130,80; 115,66; 114,69; 52,60. IC
(ATR) v = 2957 (C-Haif), 2235 (CN), 1716 cm™! (C=0).

5.1.3 Priprava 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[3,5-bis(butoxykarbonyl)fenyl]
ftalocyaninato zinecnatého komplexu (11Bu)

Do baiky byly navazeny hot¢ikové hobliny (65 mg, 2,7 mmol), piidan bezvody
butanol (20 ml) a maly krystalek jodu a po dobu 5 hodin se tato smés zahtivala za teploty
varu rozpoustédla, dokud vSechen hot¢ik nezreagoval na butanolat hotecnaty. Ftalonitril
7 (185 mg, 0,36 mmol) byl pfidan a reakéni smés se dale zahtivala za teploty varu dalSich
20 hodin. Reak¢ni smés pak byla ochlazena a zahuSténa pod snizenym tlakem na polovinu
objemu. Tmava suspenze byla nasledné vlita do smési voda/methanol/kyselina octova
(25:25:1, 100 ml) a michana 60 minut pti pokojové teploté do odstranéni nezreagovaného
butanolatu hote¢natého. Zelena srazenina byla zfiltrovana a krystaly promyty vodou
a methanolem. Hofecnaty komplex byl charakterizovan pomoci MALDI-TOF
(m/z pocitano pro CieoHi76MgNgO32 [M]™: 2745,2. Nalezeno: 2745,0) a byl rovnou
pfeveden na bezkovovy derivat. Hofecnaty komplex (240 mg) a monohydrat kyseliny
p-toluensulfonové (166 mg, 0,87 mmol) byly rozpustény v THF (20 ml). Roztok byl
michan 1 hodinu pfi pokojové teploté a poté byl THF odparen na vakuové odparce za
snizen¢ho tlaku. Pevny produkt byl rozsuspendovan ve vod¢ a zfiltrovan, zelené krystaly

byly promyty vodou a methanolem. Produkt reakce byl ptecistén sloupcovou
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chromatografii na silikagelu, kdy jako mobilni faze byla pouzita smés toluen/THF (20:1,
Rr = 047). Cisté frakce byly spojeny a odpafeny do sucha. Cisty produkt byl
krystalizovan po piidani vysoce koncentrovaného roztoku bezkovového derivatu
v chloroformu do methanolu. Zelené krystaly bezkovového derivatu byly odsaty, usuSeny
a charakterizovany pomoci MALDI-TOF (m/z po¢itano pro Ci60H17sNsO32 [M]": 2723,3.
Nalezeno: 2723,0). Bezkovovy derivat (142 mg, 0,052 mmol) byl rozpustén v pyridinu
(30 ml) a byl ptidan octan zine¢naty (26 mg, 0,142 mmol). Smés byla zahtivana za teploty
varu rozpoustédla pod zpétnym chladi¢em 6 hodin. Poté byla smés odpatrena na vakuové
odparce do sucha. Ziskany produkt byl rozsuspendovan ve vod¢ a odsat na frité. Krystaly
byly promyty vodou a methanolem. Produkt reakce byl ¢istén sloupcovou chromatografii,
kdy jako mobilni faze byla pouzita smés chloroform/ethyl-acetat (50:1, R¢= 0,20). Cisty
produkt byl piekrystalizovan pomalym pifidavanim roztoku zine¢natého komplexu
v chloroformu do methanolu. Krystaly byly odsaty a vysuseny za zisku tmavé zelenych
krystali. Vytézek 112 mg (45 % z latky 7).

MS MALDI-TOF: m/z poé&itano pro CieoH176NsO32Zn [M]": 2785,2. Nalezeno: 2784,9.
"H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds) ¢ 9,88 (s, 8H); 8,85 (t, J = 1,6 Hz, 8H); 8,61 (d,
J=1,6 Hz, 16H); 4,41 (t,J = 6,6 Hz, 32H); 1,83 — 1,75 (m, 32H); 1,55 — 1,46 (m, 32H);
1,04 (t, J = 7,4 Hz, 48H). *C NMR (126 MHz, CDCls/pyridin-ds) § 165,61; 154,47;
142,19; 140,72; 138,74; 131,41; 129,57; 125,52; 65,32; 30,76; 19,31; 13,80. Jeden
aromaticky signal byl prekryt signdlem rozpoustédla. Amax (DMF, 1 pM)/nm
694 (g/dm* mol™! ecm™ 325 240), 625 (49 170), 368 (105 550). Amax (THF, 1 uM)/nm
687 (¢/dm® mol™! cm™ 368 200), 619 (55 780), 363 (134 500). IC (ATR) v =2960 (C-Hai),
2873 (C-Haiif), 1723 cm ™! (C=0).

5.1.4 Priprava sodné soli  2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(3,5-dikarboxylatofenyl)

ftalocyaninato zinecnatého komplexu (11).

Zinecnaty Pc 11Bu (112 mg, 40 pumol) byl rozpustén v THF (7 ml) a byl pomalu
pfidavan do nasyceného roztoku NaOH ve vodé/methanolu (1:5) (50 ml). Smés byla
michana 4 hodiny pii 40 °C a vysledné krystaly byly odfiltrovany a promyty opakované
methanolem a chloroformem. Produkt reakce byl rozpustén ve vode¢ a okyselen 1M HC1
na pH 1. Vznikld sraZenina byla zcentrifugovdna a tekutina nad produktem byla
dekantovana. Tento proces se opakoval dvakrat. Po odstranéni tekutiny byla zelena

srazenina rozsuspendovana ve smési methanol, aceton, pyridin, suspenze byla
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ultrazvukovéna, prevedena do baniky a odpafena do sucha. Pevny produkt byl
rozsuspendovan v diethyletheru a odsatim byly ziskany zelené krystaly (79 mg, 89 %).
I po diikladném promyti diethyletherem a vysuseni vzorku (podle NMR vcetné 2D NMR)
obsahoval Pc pfiblizné ¢tyfi molekuly pyridinu na jeden Pc. Pc s volnymi kyselinami byl
poté pfeveden na sodnou stl 11. Latka 11COOH (65 mg, 34 pmol) byla rozpusténa
v 1,0 M roztoku NaOH (544 pl, 544 umol) a voda byla odpatena do sucha.

Data pro 11COOH: vytézek: 79 mg (89 %).

MS MALDI-TOF: m/z vypoéteno pro CosHasNsO32Zn [M]": 1888,2. Nalezeno: 1888.0.
"H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 13,31 (s, 16H); 9,66 (s, 8H); 8,47 (t, J= 1,6 Hz, 8H);
8,32 (d, J = 1,6 Hz, 16H) + signdly pro pyridin 8,68-8,64 (m, 8H); 8,03-7,97 (m, 4H);
7,59-7,54 (m, 8H). Pomér mezi Pc a pyridinovym signalem ukazuje ptitomnost 4 molekul
pyridinu na 1 molekulu Pc. '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166,82; 154,04; 148,00,
142,15; 140,65; 138,55; 135,61; 131,81; 125,28 + signaly pro pyridin 139,42; 129,12;
124,73. Amax (DMF, 1 pM)/nm 693 (e/dm* mol! cm™ 213 010), 626 (39 240), 368
(79 100). IC (ATR) v = 3068 (C-Haiif), 1704 cm™! (C=0).

Data pro 11:

'H NMR (500 MHz, D,0) 6 9,60 (d, J = 2,5 Hz, 8H); 8,23-8,19 (m, 8H); 8,14-8,10 (m,
16H). °C NMR (126 MHz, D,0) & 174,63; 154,53; 142,34; 141,09; 137,23; 136,62;
133,36; 128,02; 124,72. Jmax (PBS, 1 uM)/nm 698 (¢/dm® mol! ecm™ 22 1910), 628
(35 300), 362 (92 440). Jmax (DMF, 1 pM)/nm 696 (g/dm* mol! cm™ 203 740), 627
(36 340), 367 (80 280). IC (ATR) v = 1611 (C=0), 1563 cm' (C=0). HPLC analyza:
.= 18,41 min; Cistota 96.4 %.

5.1.5 Priprava 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[3,5-bis(butoxykarbonyl)fenoxy]

ftalocyanindto zinecnatého komplexu (12Bu)

Smeés ftalonitrilu 9 (915 mg, 1,68 mmol), octanu zine¢natého (150 mg, 0,68 mmol)
a par kapek DBU byla zahifivana v n-butanolu (20 ml) pii teploté¢ 140 °C po dobu
18 hodin. Obsah baniky byl odpafen za snizené¢ho tlaku za vzniku zelenomodrého
pevného produktu, ktery byl €istén sloupcovou chromatografii na silikagelu, jako mobilni
faze byla pouzita smés chloroform/ethyl-acetat (100:1, Re= 0,62). PteciStény produkt byl
piekrystalizovan pomalym pfiddvanim koncentrovaného chloroformového roztoku 12Bu
do methanolu za vzniku tmavé zelené srazeniny. Srazenina byla odsata a vysuSena.

Vytézek: tmave zelené krystaly (502 mg, 41 %).
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MS MALDI-TOF: m/z vypoéteno pro Ci60H176NsO40Zn [M]": 2913,1. Nalezeno: 2913,1.
"H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds 3:1) 6 8,89 (s, 8H); 8,37 (t, J = 1,5 Hz, 8H); 8,17
(d, J = 1,5 Hz, 16H); 4,31-4,23 (m, 32H); 1,75 — 1,68 (m, 32H); 1,45 — 1,36 (m, 32H),
0,83 (t,J = 7,4 Hz, 48H). *C NMR (126 MHz, CDCls/pyridin-ds 3:1) 6 164,85; 158,02;
150,97; 148,78; 132,66; 125,43; 122,52; 115,87; 65,42; 30,71; 19,27; 13,76. Jeden
aromaticky signal se prekryval se signalem rozpoustédla. Amax (THF, 1 uM)/nm 671
(e/dm® mol! em 120 900), 640 (91 630), 350 (107 730). Amax (DMF, 1 uM)/nm 640
(e/dm® mol! ecm™ 92 660), 350 (98 910). IC (ATR) v = 3088 (C-Harom), 2960 (C-Haii),
2874 (C-Haiif), 1723 cm™! (C=0).

5.1.6 Priprava hexadekasodné soli 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(3,5-dikarboxylato-
fenoxy)ftalocyaninato zinecnatého komplexu (12)

Zinecnaty Pc 12Bu (290 mg, 100 umol) byl rozpustén v THF (7 ml) a pomalu
pfidavan do nasyceného roztoku NaOH ve smési voda/methanol (1:5) (90 ml). Smés byla
michéana pii 40 °C po dobu 4 hodin, vysledna srazenina byla odfiltrovana a promyta
opakované methanolem a chloroformem. Modra srazenina byla rozpusSténa ve vodé
a okyselena 1 M HCI na pH 1, zcentrifugovéana a opatrné dekantovéna. Nasledné byla
srazenina rozsuspendovana v okyselené vodé¢ s kapkou 1% HCI, zcentrifugovana
a opatrn¢ dekantovana. Tento postup byl opakovan dvakrat. Po odstranéni kapalné faze
byla pevné latka rozsuspendovana v acetonu, ultrazvukovéana (malé¢ mnozstvi produktu
se rozpustilo), pfevedena do baiiky a odpatfena. Tento postup byl opakovan jesté dvakrat,
dokud aceton nezlistal bezbarvy. Poté byla pevna latka promyta diethyletherem
a vysuSena. Vytézek reakce: modré krystaly 103 mg (51 %). Volna kyselina byla
prevedena kvantitativné na sodnou sil. Produkt 12COOH (103 mg, 51 pmol) byl
rozpustén v 1,0 M NaOH roztoku (816 pl, 816 umol) a voda byla odpaiena do sucha. 'H
NMR spektrum v €isté D20 indikovalo rovnovahu mezi ionizovanou a neionizovanou
formou stejné jako bylo publikovano diive.*’

Data pro 12COOH:

MS MALDI-TOF: m/z vypocteno pro CosHasNgOsoZn [M]": 2016,1. Nalezeno: 2016,0.
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 12,94 (s, ~13H); 8,91-8,61 (m, 8H); 8,00-7,90 (m,
8H); 7,85 — 7,66 (m, 16H). 1*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166,02; 157,51; 150,56;
148,37; 135,28; 133,16; 125,65; 121,70. Z ditvodu Spatného signalu nebylo mozné
spektrum spravné a Uplné€ analyzovat, chybi jeden signdl uhliku. Amax (DMF, 1 uM)/nm
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674 (¢/dm® mol™' cm™ 216 950), 610 (35 070), 361 (76 970). IC (ATR) v = 3090 (C-Haif),
1701 cm™! (C=0).

Data pro 12:

'"H NMR (500 MHz, D;0) 6 9,22 (s, 8H); 7,98 (s, 8H); 7,62 (d, J = 1,5 Hz, 16H). *C
NMR (126 MHz, D>O) ¢ 174,61; 157,74; 154,21; 149,65; 139,09; 136,07; 124,96;
120,56; 117,24. Amax (PBS, 1 uM)/nm 680 (¢/dm* mol™! cm™ 193 260), 613 (32 060), 355
(81 780). Amax (DMF, 1 pM)/nm 674 (¢/dm® mol! cm™ 205 950), 610 (33 240), 362 (72
930). IC (ATR) v = 1614 cm™' (C=0). HPLC analyza: t, = 20,34 min; &istota 99,2 %.

5.1.7 Priprava  2,3-bis[3,5-bis(butoxykarbonyl)fenyl]ftalocyanindato  zinecnatého
komplexu (15Bu)

Hot¢ikové piliny (394 mg, 16,2 mmol) s malym krystalem jodu byly
suspendovany v bezvodém butanolu (20 ml). Suspenze byla zahtivana pii teploté varu
rozpouStédla 5 hodin, dokud vSechen hoi¢ik nezreagoval na butanolat hotecnaty.
Ftalonitril 7 (300 mg, 0,59 mmol) a ftalonitril (225 mg, 1,76 mmol) byly pfidany a smés
byla zahtivéna za teploty varu rozpoustédla dal$ich 20 hodin. Poté byla smés ochlazena
a butanol byl ¢aste¢né odpafen za sniZzeného tlaku, zahustény obsah byl poté pfidan ke
smési voda/methanol/kyselina octova (25:25:1, 100 ml). Suspenze byla michéna pfi
pokojové teploté 60 minut, dokud se neodstranil nezreagovany butanolat hotfecnaty.
Srazenina byla odfiltrovana a surovy hotecnaty komplex byl ¢iStén sloupcovou
chromatografii, pfi které byla pouzita jako mobilni faze smés chloroform/THF (20:1,
R¢=0,30) za eluce pozadovaného AAAB kongeneru jako druhé nejintenzivnéj$i modré
frakce. Surovy produkt byl rekrystalizovan z chloroformu a methanolu za vzniku modré
srazeniny (123 mg, 19 %), ktera byla charakterizovana pomoci MALDI-TOF (m/z
vypoéteno pro CesHssMgNgOsg [M]": 1088,4. Nalezeno: 1088,3), a ktera byla rovnou
pfevedena na bezkovovy derivat. Hofe¢naty komplex (123 mg, 113 pmol) a monohydrat
kyseliny p-toluensulfonové (214 mg, 1,13 mmol) byly rozpuStény v THF (10 ml). Roztok
byl michén pfi pokojové teploté 2 hodiny a nasledné bylo rozpoustédlo odpareno za
snizeného tlaku. Pevny produkt byl promyt vodou a methanolem. Surovy produkt byl
ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi chloroform/toluen/THF
(25:25:1, R¢=0,3). Ptecistény produkt byl rekrystalizovan z chloroformu a methanolu za
vzniku modré pevné latky (62 mg, 51 %). Bezkovovy derivat byl charakterizovan pomoci

MALDI-TOF (m/z vypoéteno pro CesHssNgOg [M]": 1066,4. Nalezeno: 1066,4) a rovnou
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pfeveden na zine¢naty komplex 15Bu. Bezkovovy derivat (62 mg, 58 pmol) byl
rozpustén v pyridinu (7 ml), poté byl pfidan octan zinec¢naty (76 mg, 0,41 mmol). Smés
byla zahfivdna za teploty varu rozpoustédla 6 hodin. Nasledné byl pyridin odpatfen za
snizen¢ho tlaku na vakuové odparce. Pevny produkt byl promyt vodou a methanolem.
Surovy produkt byl CiStén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni féazi
chloroform/THF/ethyl-acetat (30:1:1, R¢= 0,52). Precistény produkt byl piekrystalizovan
pomalym pfidavanim koncentrovaného chloroformového roztoku 15Bu do methanolu za
vzniku modrych krystala (58 mg, 88 %).

MS MALDI-TOF: m/z vypocitano pro CesHssNsOgZn [M]": 1128,4. Nalezeno: 1128,3.
HRMS (ESI): m/z vypogitano pro CesHseNgOgZn + H" [M + H']: 1129,3590. Nalezeno:
1129,3547. "H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds 3:1) § 9,35 — 9,29 (m, 4H); 9,25 9,17
(m, 4H); 8,95 (s, 2H); 8,72 (d, /= 1,6 Hz, 4H); 8,18 (dd, J = 5,6, 2,8 Hz, 2H); 8,16-8,11
(m, 4H); 4,53 (t, J = 6,6 Hz, 8H); 1,91 (q, J = 8,0; 7,4 Hz, 8H); 1,65-1,56 (m, 8H); 1,12
(t, J = 7,4 Hz, 12H). *C NMR (126 MHz, CDCls/pyridin-ds 3:1) § 165,88; 153,80;
153,53; 152,73; 151,38; 142,67; 139,14; 138,64; 138,31; 138,29; 137,86; 135,97; 131,42,
129,47; 129,30; 129,15; 129,09; 124,85; 122,89; 122,77; 122,68; 65,45; 30,94; 19,46;
13,94. Jmax (DMF, 1 uM)/nm 681 (¢/dm® mol™! cm™ 176 200), 609 (31 570), 352 (64 150).
Jmax (THE, 1 pM)/nm 676 (¢/dm® mol™' cm™ 223 680), 607 (41 020), 351 (96 220). IC
(ATR) v = 3063 (C-Harom), 2961 (C-Haiif) 2873 (C-Haii), 1723 cm™! (C=0).

5.1.8 Priprava  tetrasodné  soli  2,3-bis(3,5-dikarboxylatofenyl)ftalocyanindto

zinecnatého komplexu (15)

Zine¢naty komplex 15Bu (58 mg, 51 umol) byl rozpustén v THF (5 ml) a byl
pomalu pfidavan k nasycenému roztoku NaOH ve smési voda/methanol (1:5) (30 ml).
Smés byla michdna 4 hodiny pfi teploté 40 °C. Poté byla vznikla sraZzenina odfiltrovana,
rozpus$téna ve vodé a okyselena IM HCl na pH 1. Vznikla sraZenina byla odfiltrovana,
rozsuspendovana ve vodé¢ s kapkou 1% HCI, zcentrifugovana a opatrné dekantovana.
Tento proces byl opakovan jesté¢ dvakrat. Po vysuseni byl pevny Pc rozpustén v malém
mnozstvi pyridinu a po kapkach nakapan do diethyletheru. Modré krystaly byly odsaty
a vysuseny za zisku 15SCOOH (37 mg, 80 %). Volna kyselina byla pfevedena na sodnou
sul. Latka 1I5SCOOH (37 mg, 1 pmol) byla rozpusténa v 0,1 M NaOH (1,63 ml, 163 pmol)
a voda byla odpafena do sucha. Modré krystaly latky 15 byly rozsuspendovany

v ethanolu, zcentrifugovany a promyty Cistym ethanolem, odsaty a ususeny.
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Data pro 15COOH:

MS MALDI-TOF: m/z vypoéteno pro CagH24NgOsZn [M]": 904,1. Nalezeno: 904.,0.
HRMS (ESI): m/z vypocteno pro CasH24NgOgZn +[M]": 904,1003. Nalezeno: 904,0987.
"H NMR (500 MHz, pyridin-ds) J 9,95 (s, 2H); 9,79 (dd, J = 5,5; 3,0 Hz, 2H); 9,73 (d,
J=6,3 Hz, 2H); 9,67 (d, J = 6,4 Hz, 2H); 9,57 (d, J = 1,7 Hz, 2H); 9,20 (d, J = 1,6 Hz,
4H); 8,30 (dd, J = 5,6; 2,9 Hz, 2H); 8,25 (tt, J = 7,2; 3,6 Hz, 4H). '*C NMR (126 MHz,
pyridin-ds) 0 168,48; 154,76; 154,66; 154,30; 153,52; 142,88; 141,20; 139,30; 139,20;
139,16; 138,68; 133,52; 130,50; 130,01; 129,95; 129,89; 125,47; Nekteré aromatické
signaly byly prekryté se signalem rozpoustédla. Amax (DMF, 1 uM)/nm 676 (¢/dm® mol™!
cm™! 158 130), 610 (29 680), 345 (49 820). IC (ATR) v = 3063 (C-Harom), 1711 cm™
(C=0).

Data pro 15:

'HNMR (500 MHz, DMSO-ds /D0 1:1) 8 8,97 (dd, J = 5,4; 2,9 Hz, 2H); 8,78 (d,J = 7.3
Hz, 2H); 8,69 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 8,63 (s, 2H); 8,39 (s, 2H); 8,35 (s, 4H); 8,06 (t, 4H);
7,96 (t, J = 7,1 Hz, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO-des/D20 1:1) § 172,74; 152,26;
152,02; 151,76; 151,00; 141,57; 141,41; 137,80; 137,24; 136,90, 136,82; 136,08; 133,25;
129,71; 129,52, 128,56, 124,49; 122,82; 122,62; 122,57. Jeden signal nebyl detekovan
z diivodu prekryti signalu se signalem rozpoustédla. Amax (PBS, 1 uM)/nm 640 (¢/dm?
mol! cm™ 69 530), 339 (53 980). Amax (DMF, 1 uM)/nm 677 (¢/dm* mol! cm™ 167 840),
610 (29 010), 354 (60 050). IC (ATR) v = 1558 (C=0) 1614 cm™' (C=0). HPLC analyza:
t: = 16,83 min; Cistota 99,3 %.

5.1.9 Priprava 2,3-bis[3,5-bis(butoxykarbonyl)fenoxy|ftalocyanindto  zinecnatého
komplexu (16Bu)

Hot¢ikové piliny (1,95 g, 81,25 mmol) s malym krystalem jodu byly
suspendovany v bezvodém butanolu (50 ml). Suspenze byla zahfivana pii teploté varu
rozpoustédla 4 hodiny, dokud vSechen hoi¢ik nezreagoval na butanolat hotec¢naty.
Ftalonitril (1,12 g, 8,73 mmol) a latka 9 (1,58 g, 2,91 mmol) byly ptfidany a smés byla
zahfivana za teploty varu rozpoustédla dalSich 20 hodin. Poté byla reakéni smés
ochlazena na pokojovou teplotu a zakoncentrovdna na vakuové odparce pod sniZzenym
tlakem. Tmava smés byla poté nalita do smési voda/methanol/kyselina octova (10:10:1,
300 ml) a suspenze byla michana pfi pokojové teploté pies noc do doby nez zreagoval

vSechen butanolat hotfe¢naty. Zelend sraZenina byla odfiltrovdna a promyta vodou
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a malym mnozstvim methanolu. Smés hotfec¢natych komplext byla ¢isténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu a jako mobilni faze byla pouzita smés chloroform/THF
(20:1, R¢=0,55). Pozadovany AAAB kongener byl izolovan jako druha nejintenzivnéjsi
modra frakce. Cisté frakce byly spojeny a odpafeny za snizeného tlaku a vysuseny.
Vytézek: 857 mg (26 %) jako tmava pevna latka. HotfeCnaty komplex byl rovnou
pfeveden na bezkovovy derivat. Hotecnaty komplex (857 mg, 0,764 mmol)
a p-toluensulfonova kyselina monohydrat (1451 mg, 7,64 mmol) byly rozpustény v THF
(100 ml). Roztok byl 3 hodiny michan pfi pokojové teploté. Nasledné byl THF odpaten
do sucha za snizeného tlaku na vakuové odparce. Pevny produkt byl promyt vodou a
methanolem. Surovy produkt z reakce (okolo 600 mg) byl rozpustén v pyridinu (50 ml)
a byl pfidan octan zine¢naty (700 mg, 3,81 mmol). Smés byla zahtivana za teploty varu
smési pres noc, druhy den byl pyridin odpafen za snizeného tlaku. Pevny produkt byl
promyt vodou a methanolem. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu, jako mobilni faze byla pouzita sm&s chloroform/THF (100:1, R¢=0,71). Cisty
produkt byl krystalizovan pomalym ptfidavanim koncentrovaného chloroformového
roztoku 16Bu do methanolu. Krystaly byly odsaty, vysuSeny a spojeny za zisku tmavych
krystali (514 mg, 15 % z ptivodniho ftalonitrilu 9).

HRMS (ESI): m/z vypoéteno pro CesHssNsOi19Zn + H' [M + H']: 1161,3484. Nalezeno:
1161,3455. '"H NMR (500 MHz, CDCls-d) 6 9,21 (dd, J = 5.5; 3,0 Hz, 2H); 9,18-9,16
(m, 2H); 9,13-9,10 (m, 2H); 8,99 (s, 2H); 8,67 (t, J = 1,5 Hz, 2H); 8,28 (d, /= 1,5 Hz,
4H); 8,19-8,14 (m, 2H); 8,14-8,06 (m, 4H); 4,41 (t, J= 6,7 Hz, 8H); 1,83—1,76 (m, 8H);
1,52-1,42 (m, 8H); 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 12H). 3*C NMR (126 MHz, CDCls) § 165,37;
158,32; 153,69; 153,50, 152,81; 151,05; 148,32; 138,50; 138,31; 138,30; 133,00; 129,25;
129,14; 129,09; 125,54; 122,93; 122,80; 122,69; 122,65; 115,77, 65,56; 30,80; 19,35;
13,80. Jeden aromaticky signal byl piekryty signdlem rozpoustédla. Amax (DMF,
1 uM)/nm 673 (¢/dm® mol! ecm™ 227 220), 605 (37 830), 350 (72 940). Amax (THF,
1 uM)/nm 669 (g/dm® mol' cm™ 213 900), 602 (35 320), 346 (76 290). IC (ATR)
v = 3063 (C-Harom), 2959 (C-Haiif), 2873 (C-Haif), 1725 cm™! (C=0).
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5.1.10 Priprava tetrasodné  soli  2,3-bis(3,5-dikarboxyldtofenoxy)ftalocyaninato

zinecnatého komplexu (16)

Zinecnaty komplex 16Bu (392 mg, 0,337 mmol) se rozpustil v THF (12 ml) a byl
pomalu pfidavan k nasycenému roztoku NaOH ve smési voda/methanol (1:5) (100 ml).
Tato smés byla michana pfi teploté 40 °C po dobu 4 hodin za vzniku srazeniny. SraZzenina
byla zahusténa za snizeného tlaku. Pevny produkt byl rozpustén ve vod¢ a okyselen 1 M
HCl na pH 1. Vznikla srazenina byla odfiltrovdna a rozsuspendovéana ve vod¢ s kapkou
1% HCI, zcentrifugovana a opatrné¢ dekantovéna. Tento postup byl opakovan dvakrat.
Pevny produkt byl vysuSen a rozpustén v malém mnozstvi pyridinu a pomalu pfidavan
do diethyletheru. Modré krystaly byly odsaty a vysuseny. Vytézek 16COOH (220 mg,
70 %). Volnad kyselina byla pfevedena na sodnou stl. Pevny 16COOH (220 mg,
234 pumol) byl rozpustén v 0,1 M NaOH (9,36 ml, 936 umol) a voda byla odpafena do
sucha. Modré krystaly byly rozsuspendovany v ethanolu, zcentrifugovany a promyty
Cistym ethanolem, odsaty a vysuSeny.

Data pro 16COOH: Vytézek: 220 mg (70 %).

HRMS (ESI): m/z vypocteno pro CagH24NgO10Zn + H' [M + H']: 937,0980. Nalezeno:
937,0981. '"H NMR (500 MHz, pyridin-ds) § 9,63-9,57 (m, 6H); 9,56 (d, J= 7,3 Hz, 2H);
9,37-9,34 (m, 2H); 8,84-8,79 (m, 4H); 8,26-8,14 (m, 6H). °C NMR (126 MHz, pyridin-
ds) 0 168,04; 158,70; 154,47; 154,45; 154,03; 152,69; 150,28; 139,10; 139,08; 139,01;
136,31; 136,00; 129,85; 129,74; 126,72; 124,04; 123,08; 116,35. Nekteré signaly byly
piekryté se signaly rozpoustédla. Amax (DMF, 1 uM)/nm 681 (¢/dm> mol™! cm™ 174 120),
673 (185 470), 608 (28 880), 353 (46 380). IC (ATR) v=13072 (C-Harom), 1719 cm™!
(C=0).

Data pro 16:

"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢/D-0 1:1) 6 9,01 (dd, J = 5.5, 2.9 Hz, 2H); 8,73 (d,
J=5,2 Hz, 2H); 8,45 (d, /= 5,0 Hz, 2H); 8,28 (s, 2H); 8,25-8,19 (m, 2H); 8,06—7,99 (m,
8H); 7,93 (s, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-d¢/D,0 1:1) 6 171,80; 156,53; 152,24;
151,89; 151,39; 149,89; 149,31, 140,23; 137,37, 136,80; 132,81; 129,77; 129,48; 129,44,
125,68; 122,89; 122,51; 121,74; 112,53. Dva signaly nebyly detekovany. Amax (PBS,
1 uM)/nm 635 (g/dm* mol' cm™ 68 410), 337 (51 000). Amax (DMF, 1 pM)/nm
672 (¢/dm> mol! cm™ 156 920), 608 (30 150), 345 (48 130). IC (ATR) v =1614 (C=0),
1567 cm™!' (C=0). HPLC analyza: ¢ = 17.24 min; &istota 98,6 %.
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5.1.11 Priprava 1-(2,6-bis[(3-methyl-1H-imidazol-3-ium-1-yl)methyl]-4-methylfenoxy)-
3,4-dimethyl-tribenzo[g,l,q]-N-methylpyridino[3,4-b]porfyrazinato zinecnatého
komplexu trijodidu (18)

Hoft¢ikové hobliny (680 mg, 29,0 mmol) a par krystalkli jodu byly zahfivany

k teploté varu v Cerstvé nadestilovaném butanolu (30 ml) po dobu 3 hodin nez vSechen

hot¢ik zreagoval na butanolat hotfecnaty. Sloucenina 10 (423 mg, 1,0 mmol) a ftalonitril

(384 mg, 3,0 mmol) byly pfidany do reakcni smési a zahfivany za teploty varu dalSich 20

hodin. Butanol byl poté odpaien z reakéni smési za snizeného tlaku. Smés chloroformu

aTHF (2:1) byla ptfiddvana ke zbytku v banice. Obsah banky byl ultrazvukovén,
nerozpustny zbytek byl odfiltrovan a opatrné promyt chloroformem, THF a pyridinem.

Organicka rozpoustédla byla odpafena do sucha za sniZzeného tlaku. Surovy produkt byl

¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu, jako mobilni faze byla pouzita smés

chloroform/pyridin/methanol (10:1:1, Rf = 0,40). Pozadovany AAAB kongener byl
eluovan jako druha nejintenzivnéjsi zelend frakce s vytézkem 240 mg. Hofecnaty
komplex byl charakterizovan pomoci MALDI-TOF (m/z vypocéteno pro

CasH33sMgN 30 [M]": 831,3. Nalezeno: 831,2). Hofe¢naty komplex (240 mg, 0,29 mmol)

a p-toluensulfonova kyselina monohydrat (544 mg, 2,86 mmol) byly rozpustény ve smési

rozpoustédel methanol/THF/chloroform (15 ml, 1:1:1) a michény 2 hodiny pii pokojové

teploté. Rozpoustédla byla odpatfena do sucha a zbytek byl rozsuspendovan v 5% roztoku

NaHCOs (40 ml). Suspenze byla zfiltrovana, srazenina byla promyta vodou a vysusena.

Ziskany bezkovovy ligand (231 mg) byl charakterizovan pomoci MALDI-TOF (m/z

vypocteno pro CasHssN 130 [M]: 809,3. Nalezeno: 809,3). Bezkovovy derivat (231 mg,

0,29 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml) a poté byl pfidan octan zine¢naty (524 mg,

2,86 mmol). Reak¢ni smés byla zahtivana pfi teploté¢ varu 2 hodiny. Po ochlazeni na

pokojovou teplotu byl pyridin odpatfen z reakéni smési za snizen¢ho tlaku. Produkt byl

rozsuspendovan ve vodeé, odfiltrovan a nékolikrat promyt vodou. Zine¢naty komplex byl
extrahovan ze sraZeniny smési rozpoustédel (methanol, chloroform, pyridin). Roztok

organickych rozpoustédel byl piefiltrovan a odpafen do sucha za sniZzeného tlaku a

promyt hexanem, ¢imZ bylo ziskdno 70 mg tmavé modrého komplexu. Zinecnaty

komplex byl charakterizovan pomoci MALDI-TOF (m/z vypolteno pro

CasH33N130Zn [M]": 871,2. Nalezeno: 871,2). Zine¢naty komplex (57 mg, 65 umol) byl

rozpustén v bezvodém DMF (4 ml) pod inertni argonovou atmosférou. Methyljodid

(205 pL, 3,29 mmol) byl piidan do reakéni smési a reakce byla zahtivana pfti teploté 80 °C
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po dobu 20 hodin. Reakéni smés byla odpatena do sucha za sniZzeného tlaku a promyta
diethyletherem. Vytézek: 45 mg tmavych krystalti (4 % z pocatecniho ftalonitrilu 10).
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 9,48 (d, J= 7,5 Hz, 1H); 9,42 (d, J = 6,8 Hz, 1H); 9,34
(d, J=6,7 Hz, 1H); 9,31-9,26 (m, 1H); 9,22-9,17 (m, 1H); 9,07 (d, J="7,7 Hz, 1H); 8,98
(d, J= 6,0 Hz, 1H); 8,94 (s, 2H); 8,39-8,33 (m, 1H); 8,33-8,25 (m, 2H); 8,22-8,16 (m,
2H); 8,16-8,09 (m, 1H); 7,87 (s, 2H); 7,77 (s, 2H); 7,36 (s, 2H); 5,63 (d, J = 14,7 Hz,
2H); 5,50 (d, J= 14,6 Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 3,31 (s, 3H); 3,10 (s, 6H); 2,72 (s, 3H); 2,57
(s, 3H). °C NMR (126 MHz, DMSO-ds) J§ 155,63; 155,12; 154,94; 154,67; 154,55;
153,97; 153,47; 151,98; 151,18; 150,03; 149,28; 145,70; 145,39; 144,96; 138,49; 138,29;
138,26; 138,17; 138,09; 137,71; 136,85; 136,54; 133,46; 130,48; 130,41; 130,12; 129,98;
128,68; 127,86; 123,88; 123,80; 123,17; 122,96; 122,72; 122,48; 122,34; 116,49; 54,57;
48.,40; 35,62; 22,53; 20,81; 14,42. Jeden aromaticky signdl nebyl detekovan. Amax (voda,
1 uM)/nm 636 (¢/dm* mol! ecm™ 37 560), 334 (34 630). Amax (PBS, 1 pM)/nm
630 (¢/dm® mol! cm™ 25 050), 341 (27 730). Zmax (DMF, 1 uM)/nm 689 (¢/dm® mol'cm!
96 190), 671 (71 310), 612 (16 680), 354 (27 110). IC (ATR) v =3014 cm™ (C-Hai).
HPLC analyza: # = 20,69 min; Cistota 98,6 %.
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5.2 Stanoveni ¢istoty pomoci HPLC

Cistota novych slou¢enin (11, 12, 15, 16 a 18) byla hodnocena systémem LC 20A
Prominence (Shimadzu, Duisburg, Némecko). Chromagraf se skladal z n€kolika ¢asti:
odplynovace DGU-20A3, Cerpadla LC-20 AD, autosampleru SIL-20AC, kolonové pece
CTO-20AC, detektoru fotodiddového pole SPD-M20A a komunika¢niho modulu
CBM-20AC. Data byla zpracovana pomoci softwaru LabSolutions, verze 5.85.

Anionicka latka 5 byla analyzovana na kolon¢ Hypersil Gold C18 (100 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 3 mm; ThermoFisher Scientific). Separace byla provedena za pouziti
triethylaminu jako iontové-parového Cinidla. Latka 5 byla analyzovana za pouziti mobilni
faze — triethylamino-acetat (50 mM, pH 6,3, mobilni faze A) a methanolu (mobilni faze
B). Casovy program piechodu byl nastaven takto: 0—3 min 30 % B; 3-23 min 30 — 70 %
B; 23-25 min 70 % B; 25,5-30 min 30 % B a kolona byla znovu ekvilibrovana po dobu
3,5 minuty za poc¢ate¢nich podminek.

Anionické vzorky (11, 12, 15, 16) byly analyzovany na kolon& Hypersil BDS C18
(100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,4 mm; ThermoFisher Scientific). Separace byla
provedena za pouZiti triethylaminu jako iontové-parového Cinidla. Latky 11 a 12 byly
analyzovany za pouziti mobilni faze — triethylamino-acetat (50 mM, pH 6,3, mobilni faze
A) a methanolu (mobilni fize B). Casovy program piechodu byl nastaven takto:
0-20 min 20 — 40 % B; 20-30 min 40 % B; 30-30,5 min 40 — 20 % B a kolona byla
znovu ekvilibrovana po dobu 4 minut za pocate¢nich podminek.

Pro slouceniny 15 a 16 byl pouzit acetonitril jako mobilni faze B a gradientovy
program byl upraven nasledujicim zptisobem: 0-20 min 20 — 45 % B; 20-25 min 45 %
B; 25-30 min 45 — 85 % B, 30-35 min 85 % B, 35-36 min 85 — 20 % B a kolona byla
znovu ekvilibrovana po dobu 4 minut za pocate¢nich podminek. Teplota kolony byla
nastavena na 40 °C a prutok byl nastaven na 0,75 ml/min pro methanolickou mobilni fazi
ana | ml/min pro mobilni fazi obsahujici acetonitril.

Chromatografické podminky pro separaci kationické latky 18 byly zménény. Tato
sloucenina byla analyzovana na stacionarni f4zi modifikované zirkoniem modifikovanym
polybutadienem (150 x 4,6 mm; velikost ¢astic 5 um; ZirChrom Separations, Inc).
Separace byla provedena za kyselych podminek za pouziti mobilni faze A - 25 mM
kyseliny chlorovodikové (pH 2,1 upravené pomoci Tris) a methanolu jako mobilni faze
B. Eluce gradientu byla stanovena nésledujicim zpisobem: 0-10 minut 20 % B;

10-15 min 20 — 65 % B, 15-25 min 65 % B; 25-25,5 min 65 — 20 % B a poté byla
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kolona znovu ekvilibrovana po dobu 4 minut za poc¢ate¢nich podminek. Teplota kolony
byla nastavenana 40 ° C a pritok byl 0,5 ml/min.

Vsechny slouceniny byly analyzovany detektorem diodového pole
a chromatogramy byly zaznamenany pti vinovych délkach odpovidajicich absorpénim
maximim jednotlivych vzorkl (5 — 649 nm; 11 - 697 nm; 12 a 15— 677 nm; 16 —673 nm;
18 — 690 nm). Cistota byla ve vech p¥ipadech > 96 %.
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5.3 Fotofyzikalni studium TPyzPz a Pc

5.3.1 Mereni fotofyzikalnich viastnosti pro TPyzPz §

Fotogenerace singletového kysliku po excitaci TPyzPz 5 a TPPS laserem Quantel
Nd YAG (Aexe = 355 nm, pulsni Sitka ~ 5 ns) byla méfena pomoci ¢asove rozliSené blizké
infraCervené luminiscencni spektroskopie. Luminiscence singletového kysliku pfi
1270 nm byla zaznamendna pomoci interferencnich filtri a Ge detektoru. Kinetika
tripletovych stavli TPyzPz 5 a TPPS byla méiena na laserovém kinetickém spektrometru
LKS 20 po excitaci barvivovym laserem (Aexc = 658 nebo 420 nm, Sitka pulzu ~ 28 ns)
¢erpaného excimerovym laserem COMPEX 102.

Kvantovy vytézek fluorescence byl stanoven porovnavaci metodou s referencni
latkou ZnPc v THF (@ = 0,32).13! Vzorek a referenéni latka byly excitovany pii 600 nm.
Pro porovnani dat po navazani na BSA byl pfidan BSA v pevném stavu do kyvety, kdy
finalni koncentrace BSA byla vyssi nez 200 uM.

5.3.2  Fotofyzikalni méreni pro latky 1, 2, 11-18
Kvantovy vytézek singletového kysliku a kvantovy vytézek fluorescence byly
stanoveny v DMF nebo PBS na zidkladé¢ publikované porovnavaci metody

s nesubstituovanym ZnPc jako referenéni latkou.!*? Ve vypoctech byly pouzity tyto

hodnoty pro ZnPc ®@r = 0,32 (THF)"*! a &, = 0,56 (DMF).!3

5.3.3 Vazba TPyzPz 5 na BSA

Roztok TPyzPz 5 (2,5 ml, 1 uM) ve vodé byl pfipraven v kiemicité kyveté
a ponechan k monomerizaci po dobu 2 dnli ve tmé pfi pokojové teploté. Nésledné byl
pfidavan po malych ptidavcich (5 pl) zadsobni roztok BSA ve vodé (20 pM). Roztok byl

michan par sekund a poté byla méfena absorp¢ni a emisni spektra (Aexc= 600 nm).

5.3.4 Priprava TPyzPz 5 inkorporovaného do lipozomii

Lipidy (dioleoylfosfatidylcholin, DOPC (Lipoid GmbH, Némecko), 20 mg,
2,56 uM) byly rozpustény v chloroformu (20 ml) a ten byl odpafen za snizené¢ho tlaku
v destilacni bafice (100 ml) na vodni 14zni, kdy teplota nepiesahla hodnotu 37 °C. Tenky
lipidovy film byl dale ponechan ve vodni 1azni po dobu 30 minut pii tlaku 5 mbar, aby se

odstranily zbytky chloroformu. TPyzPz 5 (15 mg) byl rozpustén v destilované¢ vodée
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(1 ml) a byl pfidan k tenkému filmu lipidd. Lipidy byly smyty ze stény banky jemnymi
krouzivymi pohyby. Vznikl4d smés byla 5 minut vortexovéana za vzniku multilamelarnich
lipozomt, které se nechaly 24 hodin bobtnat ve tmé za pokojové teploty. Velké
unilamelarni lipozomy byly nésledné pfipraveny z této smeési pouzitim malého ru¢niho
extruderu LiposoFast Basic (Avestin, Canada). Suspenze byla protlacena ptes
2 polykarbonatové filtry (primér pora 100 nm) tam a zpét 21 x za pokojové teploty. Tento
roztok byl Cistén pomoci gelové chromatografie za pouziti PBS jako mobilni faze na
koloné¢ naplnéné stacionarni fazi Superdex 30. Podminky separace: objem kolony 130 ml,
rychlost priitoku 0,5 ml/min, velikost frakci 1 ml). Cisté frakce s lipozomy byly spojeny
(objem okolo 8 ml) a zakoncentrovany na vakuovém koncentratoru (Eppendorf) pfi
pokojové teploté na 1 ml. Tento roztok byl uzavien do dialyzacni celul6zové membrany
(Sigma-Aldrich) a dialyzovan v PBS (500 ml) pfes noc v temné chladné mistnosti.
Naésledujici den byl PBS pufr vyménén za Cerstvy roztok PBS (500 ml) a dialyzovéno
opét pies noc. Koncentrace latky 5 uzaviené v lipozomech byla uréena meéfenim
absorbance pfi 652 nm. Lipozomy byly charakterizovany pomoci fotonového korelacniho
spektroskopu Zetasizer Nano-ZS (Malvern, UK), prumérné velikost byla 158 nm, index

polydisperzity 0,15.

5.3.5 Urceni stability lipozomii s TPyzPz § po ozdreni

Zasobni roztok obsahujici lipozomy latky 5 byl nafedén PBS pufrem na
koncentraci 55,5 uM a nasledné ozafen za stejnych podminek jako buiiky (vzorek byl
umistén do 96-ti jamkové desticky a ozafovan 15 minut). Déale byly pfipraveny tyto
vzorky: negativni kontrolni vzorek (rozpustény v PBS, ale neozafovany), pozitivni
kontrolni vzorek (rozpustény v PBS s 1% Tritonem X-100 a ozafovany) a roztok latky 5
neuzaviené v lipozomech (v odpovidajici koncentraci a neozafovany). Petriho miska
(6 cm primér) byla naplnéna 2,5% agarosovym roztokem (10 ml), vSechny vzorky
(100 pl) byly umistény do jamky v centru Petriho misky (jamka byla vytvofena béhem
tvrdnuti gelu). Néasledujici difuzni experiment probihal béhem 48 hodin ve tmé pfii
pokojové teploté. Fotografie byly potizeny za pouziti 100 mm makro objektivu s APSC

kamerou se zabudovanym bleskem v manudlnim modu.
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5.3.6 Urceni log P

Zasobni roztoky studovanych Pc byly pfipraveny v koncentraci 100 uM v DMF
(2, 17, 18) nebo ve vodé (1, 11, 12, 15, 16). Pro kationické Pc (2, 17 a 18) byl do
zkumavky napipetovan PBS (400 pl), n-oktanol (400 pl) a nasledné byl pfidan zasobni
roztok Pc v DMF (20 pl). Pro anionické latky 1, 11, 12, 15, 16 byl do zkumavky
napipetovan PBS pufr (380 ul) n-oktanol (400 ul), DMF (20 ul) a nasledné byl piidan
zasobni roztok Pc ve vodé (20 pl). Smés byla vortexovana 5 minut pti pokojové teploté
a nasledn¢ centrifugovana (10 000 rpm, 10 min, pokojova teplota). Oktanolové a vodna
faze se rozdélily (prostfedni ¢ast mezi fazemi byla odstranéna) a 20 ul kazdé faze bylo
nafedéno do DMF (2 ml). Nasledn¢ byla zmétena emisni spektra (Aexc = 360 nm) téchto
DMF roztokt. Log P byl poté vypocitan jako: log P = log (Fokwon/Fpas), kde Fokion a Fras

jsou integrovana emisni spektra v DMF z n-oktanolové nebo vodné vrstvy.

5.3.7 Priprava prazdnych DOPC lipozomii

Lipidy DOPC (Lipoid GmbH, Némecko) (39,3 mg, 50 pumol) byly rozpustény
v chloroformu (40 ml) a ten byl odpafen za snizeného tlaku v destila¢ni baice (100 ml)
na vodni lazni, kdy teplota neptesdhla hodnotu 37 °C. Tenky lipidovy film byl dale
ponechédn ve vodni 14zni po dobu 30 minut pfi tlaku 5 mbar, aby se odstranily zbytky
chloroformu. Poté byl pfidan PBS (2 ml) a lipidy byly smyty ze stény baiky jemnymi
krouzivymi pohyby. Suspenze byla vortexovdna 5 minut za vzniku multilamelarnich
vackl, které byly nechany 24 hodin bobtnat ve tmé za pokojové teploty. Velké
unilamelarni lipozomy byly nasledné pfipraveny z této smeési pouzitim malého ru¢niho
extruderu LiposoFast Basic (Avestin, Canada). Suspenze byla protlaCena pftes
2 polykarbonatové filtry (primér pori 100 nm) tam a zpét 21 x za pokojové teploty. Takto
byl pfipraven zasobni roztok lipozoml o koncentraci 25 mM. Lipozomy byly
charakterizovany pomoci fotonového korelaéniho spektroskopu Zetasizer Nano-ZS
(Malvern, UK) nafedénim na 1 mM roztok: primérna velikost byla 127,7 £ 1,32 nm,

index polydisperzity = 0,075 + 0,020 (pramér ze 3 mé&feni).

5.3.8 Stanoveni asociacni konstanty s DOPC lipozomy

Roztoky vsech Pc (1, 2, 11-16) (2 ml, 1 uM) v PBS pufru byly pfipraveny
v kiemicité kyveté. V ptipadé latek 17 a 18 byl pouzit zasobni roztok v DMSO (10 mM),
ktery byl natedén PBS na findlni koncentraci 1 pM. Nasledné byl pfidavan malymi
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ptidavky (2-10 ul) DOPC lipozomalni zasobni roztok (25 mM) v PBS pufru. Roztok byl
nékolik minut michan a po kazdém ptidavku byla méfena absorpéni a emisni spektra
(Aexc= 350 nm (15), 350 nm (16), 335 nm (17) a 370 nm (18)). Vazebna konstanta Kp.
byla stanovena nelinearni regresi (Prism 8 pro Windows, GraphPad Software) z grafu
zavislosti navdzané frakce na koncentraci lipidii. Navéazana frakce byla vypoctena
z intenzity emise (F-Fmin)/(Fmax-Fmin), kde F je intenzita fluorescence pii dané
koncentraci. Fumin je fluorescence bez lipidl, Fmax je fluorescen¢ni intenzita pii plném
nasyceni. Fmin byla rovna nule pro siln€ agregované slouceniny 15, 16 a 18, které nem¢ly

fluorescenci v PBS.

5.3.9 Viiv pH a pH-BSA na fotofyzikalni vlastnosti

Spektralni a fotofyzikalni data pro Pc (1, 2, 11-18) byly stanoveny
v Britton-Robinsonové pufru (BR) (0,04 M H3BOs3, 0,04 M H3PO4 a 0,04 M CH;COOH
upraveném na vybrané pH (4-11) pomoci 0,2 M NaOH) s iontovou silou upravenou NaCl
na I = 0,15 M. M¢teni pH bylo provadéno na pH metru (pH 8+ DHS pH meter, XS
instruments), ktery byl pred méfenim kalibrovan na 3 rtzna pH = 4,00; 7,00 a 10,00.

Zasobni roztoky Pc 1, 2, 11-16 (25 uM) byly pfipraveny v BR pufru o pH 6,00.
V ptipadé ve vodé malo rozpustnych Pc 17 a 18, byl roztok pfipraven ze zasobniho
roztoku v DMSO (10 mM). Do kyvety byly napipetovany 2 ml vybraného pufru a 80 ul
zasobniho roztoku Pc 1, 2, 11-18 (finalni koncentrace Pc byla 1 uM). Nasledné byly
zmé&feny absorp¢ni a emisni spektra (Aexe = 595 nm pro TPyzPz 1, Aexc = 610 nm pro latky
2,11-18).

V piipadé€, kdy byl zkoumén vliv pH 1 BSA, byl z4sobni roztok Pc smichan
s roztokem BSA v BR pufru (500 uM) a po natfedéni do kyvety byla findlni koncentrace
v kyveté 20 uM BSA a 1 uM Pe.

5.3.10 Interakce s DOPC lipozomy a BSA

V kiemicité kyveté byl pfipraven roztok Pc 15-18 (2 ml, 1 uM) v PBS pufru
ak tomu byl pfidan DOPC lipozomdlni zasobni roztok (25 mM) (100 pL; findlni
koncentrace lipidu 1,2 mM). Roztok byl par sekund michén a nasledn¢ byla zméfena
absorp¢ni a emisni spektra. Poté byl pfidain BSA v PBS pufru (finalni koncentrace BSA
35 uM) a byla zméfena absorp¢ni a emisni spektra. V ptipadé opacného pokusu byl BSA
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v PBS ptidéan nejdiive (finalni koncentrace 35 uM) a poté byly pfidany DOPC lipozomy

(finalni koncentrace lipidta 1,2 mM).

5.3.11 Stanoveni asociacni konstanty s BSA

V kiemicité kyveté byl ptipraven roztok Pc 1, 2, 11-18 (2,5 ml, 1 uM) v PBS
pufru. Nasledn¢€ byl po malych objemech pfidavan zasobni roztok BSA v PBS pufru
(2 mg BSA v 1 ml PBS nebo 30 mg BSA v 1 ml PBS). Roztok byl n€kolik sekund michan
a poté byla zmétena absorp¢ni a emisni spektra (Tabulka 1). Asociacni konstanta Kb byla
urcena nelinedrni regresi (program Prism 8 for Windows, GraphPad Software) ze
zavislosti vazané frakce na koncentraci BSA. Vazana frakce byla vypocitana ze zmény
absorbance (AA4) v Q-pasu pii vinové délce s maximalni zménou v absorbanci
(Tabulka 1). Pro latky 2, 13 a 14 nebyly detekovany zddné zmény v absorp¢nich
spektrech, coz svédc¢i o zadné nebo velmi omezené interakei. Emisni spektra byla pouzita

pro vypocet @r a pro stanoveni ptipadného zhaseni excitovanych stavii Pc vlivem BSA.

Tabulka 1 Excitacni a monitorované vlnové délky pro jednotlivé Pc

Sloucenina Aexc Monitorovana vlnova délka
1 607 647
11 635 694
12 618 676
15 612 676
16 612 680
17 605 635
18 605 635

5.3.12 LC-MS analyza interakce BSA se singletovym kyslikem
Zasobni roztok BSA v PBS (2 ml, 1 mg/ml, 15 pM) byl smichan se zdsobnim

roztokem 12 a 2 v PBS (findlni koncentrace ve vzorku 5 uM). Roztok byl rozdélen na
polovinu a 1 ml byl ozafovan na Petriho misce za stejnych podminek jako pfi
fototoxicitnich experimentech (A > 570 nm, 12,4 mW cm?, 15 min, 11,2 J cm™). Druh4
polovina byla uchovana striktn€ ve tmé a pouzita jako kontrola bez ozéateni. Roztoky BSA
v PBS (1 mg/ml, 15 pM) samostatné, ozareny (1 ml) nebo neozateny (1 ml), byly pouzity
jako dalsi kontroly. VSechny roztoky byly pfipraveny ad hoc v temné mistnosti bez

pritomnosti svétla. Experiment byl provadén v kvadruplikatu.
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Bezprostifedné po ozafeni byl BSA ze 100 pl kazdého vzorku ptecistén gelovou
filtraci za pouziti kolon Zeba Spin s mezni molekulovou hmotnosti 7 kDa. Vzorky byly
pufrovany ptidanim 5 pl 1 M Tris-HCI pufru o pH 7,5. Disulfidické miistky v BSA byly
redukovany 5 mM tris(2-karboxyethyl)fosfinem pfti teploté 37 °C po dobu 60 min. Poté
byl pfidan trypsin v hmotnostnim poméru 1:50 a BSA se nechal $tépit pfi teploté 37 °C
ptes noc. Nésledujici den byla redukéni reakce zopakovana a volné thiolové skupiny byly
thiomethylovany 20 mM S-methylmethanthiosulfonatem pti pokojové teploté po dobu 30
minut.

LC-MS analyza byla provddéna pomoci Vanquish Horizon UHPLC systému
spojeného s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive HF-X. Jako mobilni faze byla
pouzita voda (A) a acetonitril (B). Obé mobilni faze byly okyseleny 0,1% kyselinou
mravenci. Peptidy z 5 pl kazdého vzorku byly separovany pomoci kolony Acquity UPLC,
1,7 um CSH C18, 130 A, 2.1 x 150 mm udrzované pfi 60 °C za pouziti gradientu 1-34 %
mobilni faze B béhem 23 min pfi prutoku 250 pL/min. Pied zacatkem gradientu byl tok
pted ioniza¢nim zdrojem odklonén do odpadu a nezadrZené necistoty byly vymyty 1%
mobilni fazi B po dobu 2 minut. Peptidy eluované gradientem byly ionizovany
elektrosprejovou ionizaci pii napéti 3 kV. MS spektra byla méfena pfi rozliSeni 60 000
v rozmezi m/z 325-2000 s maximéalné 3 x 10° naboji v orbitalni pasti a maximalnim
plnicim ¢asem 100 ms. T¥i nejintenzivnéjsi prekurzory z kazdého MS spektras>2a <5
néboji a prahovou intenzitou 2,5 x 10° byly vybrany pro kolizni disociaci s vy$§i energii.
Pouze nabojovy stav peptidu s nejvyssi intenzitou byl podroben disociaci. Disociované
prekurzory byly po dobu 10 s vylou¢eny z vybéru prekurzori. Prekurzory byly vybirany
s izolaénim oknem 2,6 m/z posunutym o 0,3 m/z a disociovany normalizovanou kolizni
energii 27. MS/MS spektra byla zaznamenévéna s rozliSenim 15 000 s maximalné 2x10°
nabojil v orbitalni pasti a maximalnim plnicim ¢asem 200 ms. Analyzy vSech vzorki byly
provedeny v duplikatu.

Data z LC-MS byla pfifazena tryptickym peptidim BSA pomoci Proteome
Discoverer ver. 2.3 (Thermo Fisher Scientific) pouzivajicim integrovany vyhledéavac
Byonic ver. 3.5. (Protein Metrics). Bylo pouzito uplné tryptické Stépeni, pficemz bylo
povoleno maximaln¢ jedno vynechané §té€peni. Tolerance hmot byla stanovena na 10 ppm
pro prekurzory a 20 ppm pro fragmenty. Pro detekci a kvantifikaci oxidacnich zmén na
BSA indukovanych ozafenymi Pc 12 a 2 byly dfive popsané modifikace iniciované

singletovym kyslikem povazovany za dynamické modifikace: His + 14, His + 16,
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His + 32, Met + 16, Met + 32, Cys + 32, Cys + 48, Trp + 16, Trp + 32 a Tyr + 16. Nebyla
nalezena zadnd modifikace Tyr. Peptidy identifikované se skore >200 spolu
s chromatografickou plochou piku jejich prekurzora byly exportovany do Prism pro

Windows ver. 8.4.0 (software GraphPad) pro statistickou analyzu.
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5.4 Biologicka aktivita

Studium biologické aktivity probihalo na Katedfe biochemickych véd pod vedenim
RNDr. Miloslava Machacka, Ph.D. a postgradudlnimi studentkami Mgr. Marii
HalaSkovou a Mgr. Monikou Steklou. V této casti budou zminény pouze zakladni

v

informace, podrobné;jsi informace jsou obsazeny v jednotlivych publikacich.

5.4.1 Bunécné kultury a priprava vzorkii

Vétsina experimentll byla provadéna na bunééné lini HeLa (karcinom délozniho
¢ipku). V nékterych ptipadech vsak doslo k vyuziti i dalSich malignich bunéénych linii —
HCT 116 (karcinom tlustého stteva) a MCF-7 (adenokarcinom prsu). Zasobni roztoky
latek byly pfipraveny v kultivacnich médiich s obsahem séra (SCM) nebo bez né&ho
(serum free-medium, SFM) v zavislosti na experimentu. Koncentrace latek v zdsobnim
roztoku byla 1,0 mM (pro 2, 11, 13, 15, 16), 1,5 mM (1, 12, 14), 2,5 mM (S3AIOHPc).
U latek se Spatnou rozpustnosti ve vodném prostiedi byly zasobni roztoky ptipraveny
v DMSO v koncentraci 10 mM (17 a 18). Vzorky byly sterilizovany filtraci ptes 0,22 pm
filtr (MCE membrana). Kontrola koncentrace byla provedena zméfenim absorpéniho

spektra pied a po filtraci, pfi¢emz nebyla pozorovana zadna zmeéna.

5.4.2 Fototoxita a toxicita bez ozdreni

Fotodynamicka aktivita po ozafeni byla ur€ena jak pro linii HeLa, tak i1 pro dalsi
bunééné linie (MCF-7, HCT 116). Bunky byly 12 hodin inkubovany s danou latkou
v ruznych koncentracich. Poté byly bunky oplachnuty, bylo ptfidano cerstvé médium
a byly ozafovany Cervenym svétlem na 96-ti jamkové desticce pomoci 450 W Xe-lampy
osazené vodnim a cut-on filtrem (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cm?). Po
dal§ich 24 hodinach byla urcena zivotaschopnost bun€k testem s neutralni Cerveni.
Vlastni toxicita (toxicita bez ozafeni) byla urena po 24 hodinové inkubaci s HelLa
buiikami. Zivotaschopnost bundk byla opét urdena testem s neutralni &erveni.
Koncentrace studovanych slou¢enin, které vyvolaly 50% pokles Zivotaschopnosti bun€k
bez ozateni (TCso, stiedni toxicka koncentrace) nebo po ozateni (ECso, stfedni efektivni
koncentrace), byly vypocteny pomoci softwaru GraphPad Prism (verze 8.0.1; GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA) pro kazdy nezavisly experiment.
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5.4.3 Casovy profil vstupu latek do bunék

HeLa bunky byly nasazeny na Petriho misky a ponechany rtst 24 hodin. Poté bylo
bunécné médium odstranéno a k buitkam byly piidany 4 uM roztoky latek 1, 2, S5, 11-18
v kultivaénim médiu na dobu 0-12 hodin. Poté byly bunky oplachnuty,
seSkrabnuty, centrifugovany a zlyzovany opakovanym zmrazenim na -80 °C.
Fluorescence latek byla méfena po pfidani 2 obj. % monomerizacni ptisady (Tabulka 2).
Excitacni a emisni vlnové délky jsou doplnény v Tabulka 2. Kalibracni kiivka byla
pfipravena piiddvanim zasobniho roztoku PS o znamé koncentraci do bunééného lyzatu.

Vsechny experimenty byly provedeny v duplikatu a bez pfitomnosti svétla.

Tabulka 2 Excitacni a emisni vinové délky a ptidavky monomerizaéni ptisady

Sloucenina Aexc Aemi Monomeriza¢ni piidada
1 375 663 1M NaOH
11 361 710 1M NaOH
12 361 693 IM NaOH
2 360 691 1M HCI1
13 620 690 1M HCI1
14 630 726 1M HCI1
15 352 690 10% Triton-X 100
16 352 684 10% Triton-X 100
17 608 684 -
18 613 698 -
S;AIOHPc 608 675 IM NaOH

5.4.4 Subcelularni lokalizace a relokalizace po ozareni

Subcelularni lokalizace a relokalizace po ozateni byla testovdna na HeLa bunikach
pomoci fluorescencniho a konfokalniho mikroskopu na Petriho miskach se sklenénym
dnem vhodnych pro konfokalni mikroskopii (WilCo Wells, Nizozemsko). Buniky byly
znaceny fluorescencnimi sondami A) LysoTracker Blue DND-22 (znaceni lyzosomil)
a MitoTracker Green FM (znaceni mitochondrii), nebo B) Hoechst 33342 (barveni jader)

a CellMask Green (znaceni membran).
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5.4.5 Morfologické zmény na burnkach
Morfologické zmény zpiisobené PDT byly na HeLa buiikach sledovany pomoci

konfokalniho a fluorescen¢niho mikroskopu na fixovaném i nativnim, fluorescencné
znaeném preparatu. Pro znaceni jader byla vyuzita sonda Hoechst 33342, pro znaceni
mitochondrii byla pouzita fluorescen¢ni sonda MitoTracker Red CMXRos (fixovany
preparat) nebo MitoTracker Green FM (nativni preparat) a k oznaceni aktinového
cytoskeletu byla pouzita sonda Actin Green. Celkové morfologické zmény byly

pozorovany v diferencidlnim interferenénim kontrastu.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

Tématem piipravy novych PS ze skupiny TPyzPz jsem se zabyval uz béhem své
diplomové prace!?. Po nastupu na doktorské studium jsem v priibéhu prvnich mésicti
dokongil praci na tomto projektu a vysledky prace byly publikovany.’® Vysledky tohoto
projektu se pak staly zakladem pro muj dalsi projekt realizovany v ramci doktorského
studia. Vzhledem k tomu, Ze nové vysledky logicky navazuji na nékterd ma zjisténi
publikovana v této praci, uvadim zde v prvni podkapitole i kratky souhrn téchto vysledkd,

piestoze je nelze pln€ pouzit jako podklad pro ziskani titulu Ph.D.

6.1 Studium zine¢natého hexadekakarboxylato TPyzPz 1

Béhem diplomové prace jsem pfipravil TPyzPz 1 s 16 karboxylatovymi
skupinami na periferii v rigidnim uspofadani (Obr. 18). Karboxylatové skupiny byly
zvoleny z divodu zvySeni rozpustnosti ve vod¢ a také z divodu snizeni agregace.
Periferni karboxylatové skupiny byly umistény na fenylech, které jsou v ortho usporadani
vyrazng€ vytoceny z roviny TPyzPz makrocyklu, coz vede k umisténi negativné nabitych
skupin nad a pod cyklem. V tomto rigidnim uspotadani tak inhibuji agregaci ve vod¢ na
zaklade elektrostatickych odpudivych sil mezi molekulami nesoucimi stejné naboje.
TPyzPz 1 byl proto ve vod¢ rozpustny a nevykazoval Zadné znamky agregace ve vodée
nebo v pufru pii pH > 5,7. Pii niz§im pH doslo k postupné protonizaci karboxylatovych
skupin a pti pH < 4,8 byla latka pln¢ agregovana, protoze volné karboxylové skupiny jiz
nepiispivaly kinhibici agregace (Obr. 19). TPyzPz 1 byl dale studovan na
fotodynamickou aktivitu in vitro na HeLa bunikach. Zde bylo zjiSténo, Ze se latka 1
lokalizuje v lyzosomech, které maji nizké pH (okolo 4,9). Fotodynamicka aktivita latky
1 byla velmi nizka (ECso = 5,7 £ 1,1 uM) v porovnani s kationickym Pc 2 nesoucim
16 stabilnich kladnych nabojti (ECso = 0,037 uM), ktery v této praci slouzil pro porovnani
(Obr. 18).*8 Pti hlubsim studiu bylo déle potvrzeno, Ze fotodynamicka aktivita tohoto
anionického TPyzPz 1 je siln€ negativné ovlivnéna piitomnosti sérovych proteint
v bunééném médiu. To bylo néasledné potvrzeno na rozdilné fotodynamické aktivité na
HeLa bunikach v SCM (ECso = 5,7 + 1,1 uM) a SFM (ECso = 0,55 + 0,09 uM) (Obr. 20).
U kationického Pc 2 jsme nepozorovali Zddnou vazbu na sérové proteiny, ani ovlivnéni
fotofyzikalnich parametrii. Ze zminénych vysledkl jsme vyvodili, Ze béhem interakce
s proteiny dochazi ziejmé ke zhaseni excitovanych stavill, coz se negativné projevi jak na

fotofyzikalnich vlastnostech, tak nasledné na fotodynamické aktivité.
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Z tohoto tivodniho ¢lanku tedy vyplynulo, Ze na aktivitu anionického TPyzPz 1
ma negativni vliv jak kyselé¢ prostfedi lyzosomu, tak i vazba na sérové proteiny.
V kyselém prostiedi dochazi k protonizaci karboxylatovych skupin a tim k agregaci,
ktera se negativné projevi na fotofyzikalnich vlastnostech TPyzPz a tim i na celkové
fotodynamické aktivité. Pfi vazbé na sérové proteiny pak dochéazi ke zhaSeni

excitovanych stavii TPyzPz, které se opét projevi negativné na fotodynamické aktivité.
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Obr. 19. Zmény v absorpcnim spektru TPyzPz 1 (¢ = 1 uM) v citrato-fosfatovém pufru pti riznych hodnotach pH.

Vlozeny obrézek: zavislost @ TPyzPz 1 v pufiu na pH (Aexc = 594 nm). Sipka pii pH 4,9 naznaéuje pH v lyzosomech.

Pfevzato a upraveno z publikace.”
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Obr. 20. Fototoxicita (A > 570 nm, 12,4 mW cm™2, 15 min, 11.2 J cm™?) latky 1 in vitro na HeLa butikich v SFM

(zelend) nebo SCM (Cervend). Pfevzato a upraveno z publikace.”¢

6.2 Studium zine¢natého oktasulfonato TPyzPz S

Prvni projekt v ramci disertacni prace byl zaméten na piipravu nového zine¢natého
TPyzPz, ktery obsahuje na periferii sulfonitové skupiny. Sulfonové kyseliny byly
navrzeny do této struktury, protoze se jedna o vyrazné siln¢jsi kyseliny nez karboxylové
kyseliny, a proto jsme ocekavali, Zze nebudou ovlivnény nizkym pH v lyzosomech jako
v ptedchozi préci.

Syntéza. Sulfonovany TPyzPz S5 byl pfipraven néckolikakrokovou syntézou
(Obr. 21). Vychozi TPyzPz 3 byl piipraven podle diive publikovaného postupu.'?’
Nejprve byl pfipraven prekurzor, 5,6-difenylpyrazin-2,3-dikarbonitril, kondenzacni
reakci diaminomaleonitrilu s benzylem. Tento prekurzor pak déle v cyklotetrameriza¢ni
reakci reagoval s octanem zineCnatym v 2-(dimethylamino)ethanolu za vzniku
zine¢natého TPyzPz 3. Zinec¢naty TPyzPz 3 poté reagoval s kyselinou chlorsulfonovou
za vzniku chlorsulfonovaného produktu 4. Nésledna hydrolyza je v literatuife obvykle
popisovana pomoci vody.'** 13° Pouziti vody k hydrolyze u latky 4 vedlo viak k destrukci
TPyzPz jadra a naslednému odbarveni produktu ze zeleného na Zluty po rozpusténi
pevného produktu ve vodé. Vysvétlenim rozpadu jadra muZze byt nizka stabilita TPyzPz
jadra vaci HCI, kterd vznikd béhem hydrolyzy vodou in situ. Proto byl pro hydrolyzu
pouzit vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného, ktery zneutralizoval HCl a zaroven
doslo ke vzniku pozadovaného produktu 5 ve formé sodné soli bez jakéhokoliv rozpadu.
Ve vodé dobie rozpustny TPyzPz 5 byl ¢istén od nizkomolekularnich necistot a nadbytki
soli gelovou permeaéni chromatografii na stacionarni fazi Superdex® 30 (Obr. 22a).
Odstranéni nizkomolekularnich latek a ptebytkli soli bylo sledovdno méfenim

absorpCnich spekter a vodivosti jednotlivych frakci. Spektra byla hodnocena v oblasti
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250-450 nm a to bylo pouzito jako kritérium cistoty. TPyzPz 5 absorbuje pii 366 nm
v B-pasu a nizkomolekularni latky absorbuji v oblasti 300 nm, a proto byl k urceni ¢istoty
frakci zvolen pomér Ases/Azos > 2. Absorpcni spektrum cCisté latky bylo nasledné
porovnano s excitatnim spektrem (Aw= 730 nm), kdy doslo ke shod¢ téchto spekter

1 v UV oblasti (Obr. 22b).
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306 366
a) 047  — absorbance pfi 650 nm - 10 b) § ool 1
g .. P ] ’
— konduktivita PC) 2 8
8 0,31 g' 8 g 1,54
= £ 83"
'S TPyzPz 5 N R s 2
o 0,2 = = 1.0
e \ L, P % 2
3 3 N3
5 0,14 7] T @ 0,51
@ F2 & I
a 3 5 :
< Z  0,01— r T T T ]
0.0 y y - y 0 300 400 500 600 700 800

0 20 40 60 80 100 120

i Vinova délka, nm
Eluéni objem, ml

Obr. 22. a) Elu¢ni diagram z gelové chromatografie se stacionarni fazi Superdex® 30 (objem kolony 130 ml; pritok
0,5 ml/min; objem frakei 1 ml) pfi ¢isténi TPyzPz 5 po syntéze (mobilni faze: voda). b) Absorpéni spektra Cistého
TPyzPz 5 (Cerna), excitacni spektrum (Ae, = 730 nm) Cistého TPyzPz 5 (modrd) a absorpéni spektrum frakce obsahujici
nizkomolekularni neéistoty (Eervena). Spektra byla normalizovana na hodnotu 1 pii 366 nm. Cistota frakci byla
hodnocena na zakladé absorpéni intenzity v UV oblasti jako pomeér Asss/Asos. Jako Cisté frakce byly pak povazovany

frakce s pomérem > 2. Rozdil v oblasti Q pasu (okolo 650 nm) je dan riiznou trovni agregace TPyzPz 5 a nebyl
136

posuzovan pii hodnoceni &istoty. Prevzato a upraveno z publikace.

Absorp¢ni vlastnosti. TPyzPz 5 je vysoce rozpustny ve vodé s absorpénimi pasy
typickymi pro TPyzPz — nizkoenergeticky Q-pas pti 648 nm a vysokoenergeticky B-pas
pii 366 nm. Po nafedéni z koncentrovaného vodného roztoku (100 uM) na 1 uM roztok
byl pozorovén Siroky Q-péas pfi 612 nm znacici silnou agregaci. Postupem c¢asu vSak
dochazelo k poklesu pasu pii 612 nm a postupnému nartistu pasu pii 648 nm s nekolika

1sosbestickymi body ve spektru, coz dokazuje postupnou monomerizaci z dimeru na
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monomer (Obr. 23a). Proces monomerizace byl pomaly a nebyl uplny ani po 2 hodinach.
Absorpéni spektrum 1 uM roztoku po 2 dnech stdni ve tm¢ se podobalo spektru
monomerni latky, ale stale 1ze ocekéavat pritomnost minimalniho mnozstvi agregati na
zaklad¢ mirné odliSného absorpcniho spektra pii porovnani se spektrem excitaCnim.
Takto pomalé rozvoliiovani agregati (dimert) je netypické, protoze oddéleni dimerti na
monomery je obvykle v literatufe popisovano bezprostiedné po natedéni roztokii. Pouze
v pifipadé komplexi oktapyridyl TPyzPz byla monomerizace v organickych
rozpoustédlech pozorovana v ¢ase.3*

Postupné ptidavani pyridinu k agregovanému vodnému roztoku latky 5 (par minut
po natfedéni na 1 uM roztok) vedlo k postupné monomerizaci obdobné jako ve vyse
popsaném piipadé. V tomto ptipad€ bylo plné¢ monomerni spektrum ziskano po ptidavku
3 % pyridinu (v/v). Obdobné vysledky byly pak ziskany po ptfidani THF k vodnému
roztoku latky 5, v tomto ptipadé bylo potfeba vyssiho mnozstvi THF (okolo 20 % (v/v)).
V obou piipadech byla pln¢ monomerni forma latky 5 potvrzena stejnymi excitacnimi
spektry. Na druhou stranu byl pozorovan negativni vliv zvySeni iontové sily jak v PBS
pti fyziologickém pH, tak 1 v ptipadé¢ SFM, kdy byla pozorovana agregace, ktera se

v zavislosti na ¢ase nemeénila (Obr. 23b).
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Obr. 23. a) Absorp¢ni spektra TPyzPz 5 ve vodé (¢ = 1 uM) po nafedéni ze 100 uM vodného roztoku (Cervené
spektrum) a zména v ¢ase (modré spektrum = 90 min). VloZeny obrazek: Zména absorbance pti 648 nm v zavislosti na
Case. b) Absorpéni spektra TPyzPz 5 pfti koncentraci 1 uM ve vodé po 2 dnech stani (modra), ve vod¢ s pridavkem

5 % pyridinu (Cervend), v PBS (zelend) a v SFM (oranzova). Pfevzato a upraveno z publikace.'3¢

Vliv pH na absorpc¢ni vlastnosti. Sulfonatové skupiny v molekule 5 jsou
dostatecné kyselé, aby nebyly ovlivnény pH ve fyziologickém rozmezi. To bylo
potvrzeno monitorovanim absorpcnich spekter v zavislosti na pH ve vodnych roztocich
kyselin o rizném pH. Spektra ziistala nezménéna az do pH 2,5, pfi niz§im pH dochazi ke
zmeéné tvaru Q-pasu, ktera indikuje agregaci. K agregaci dochdzi z divodu snizeni

elektrostatickych odpudivych sil kviili protonizaci nékterych sulfondtovych skupin.
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Hodnoty pH, pfi kterych k tomu dochazi jsou mnohem nizsi nez u TPyzPz 1 nesouciho
16 karboxylatovych skupin, a navic jsou tyto hodnoty mimo fyziologické rozmezi pH
v bunice. Z tohoto divodu by intracelularni pH nemélo mit vliv na fotodynamickou

aktivitu z pohledu zvysené agregace (Obr. 24).
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Obr. 24. a) Vliv pH na absorp¢ni spektra TPyzPz 5 (1 uM, voda). Vlozeny obrazek: zména absorbance pii 648 nm
v zé&vislosti na pH. b) Porovnani zmény absorbance pii 650 nm v zavislosti na pH pro TPyzPz 1 (zelend) a TPyzPz 5
(Cervend). Intralyzosomalni pH 4,9 je vobou obrazcich zobrazeno teCkovanou carou. Prevzato a upraveno

z publikace.!36

Fotofyzikalni vlastnosti. Fluorescen¢ni emisni spektrum TPyzPz 5 ve vodé ma
typicky tvar pro tento typ latek s maximem pii 656 nm. Excitacni spektrum ve vodé ani
po 2 dnech od nafedéni neodpovidalo zcela absorpcnimu spektru, coz naznacuje nizké
mnozstvi agregatll v roztoku. Excita¢ni spektrum ve vod¢ s ptidavkem 5 % pyridinu (v/v)
dokonale piekryvalo odpovidajici absorpéni spektrum, tim mizeme prokazat, ze pyridin
pln€ monomerizuje latku 5. Také nizsi kvantovy vytézek fluorescence @r = 0,24 ve vodé
oproti @r = 0,31 ve vodé s 5 % pyridinu ukazuje, ze je latka Castecné agregovana v Cisté
vodé. Silnd agregace v PBS naznaCena jiz vySe tvarem absorpCnich spekter byla
potvrzena také velice nizkym & = 0,0005 pro PBS.

Meéteni kvantového vytéZzku singletového kysliku a méfeni tripletovych stavii ve
vodg probihalo ve spolupraci s RNDr. Pavlem Kubatem, CSc. z Ustavu fyzikalni chemie
J. Heyrovského Akademie véd CR. Fotogenerace singletového kysliku po ozafeni latky
5 ve vodé byla méfena pomoci luminiscence singletového kysliku pifi ~1270 nm, kdy byl
TPPS pouzit jako standard (Pa = 0,62)."*” Latka 5 ma nizsi kvantovy vytézek
singletového kysliku ve vodé (@a ~ 0,30 ve vodé€) nez standard TPPS. To je ¢astecné
ovlivnéno agregaci, ktera vede k rychlé deaktivaci tripletovych stavii. Déle byla

stanovena 1 doba Zivota tripletovych stavi (tr) pro TPyzPz 5 a TPPS pomoci
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exponencialni funkce z dat pro transientni absorp¢ni spektroskopii, kterd dosahovala
hodnoty tr = 2,1 ps (TPyzPz 5) a 11 = 1,8 us (pro TPPS).

Interakce s BSA. Dalsi ¢asti projektu bylo studovani interakce BSA s latkou 5§
(1 uM roztok) ve vode (po 2 dnech od nafedéni z koncentrovaného roztoku pro omezeni
piipadné agregace). Interakce byla studovana pomoci zmén absorp¢nich a emisnich
spekter. Po pfidani BSA do vodného roztoku TPyzPz 5 az do poméru BSA:5 = 1:3 byla
pozorovana snizend absorbance v maximu Q-pasu (648 nm) a zaroven doslo k posunu
maxima Q-pasu k vyssim vinovym délkam (659 nm) s nékolika isosbestickymi body.
Tato zména byla doprovéazena vyraznym poklesem @r (z 0,24 na 0,013) a posunem
emisniho maxima z 656 nm na 663 nm (Obr. 25). Dalsi zmény byly pozorovany i pii
vyssich ptidaveich BSA, kdy doslo ke zvySeni intenzity absorbance a flourescence bez
jakékoliv zmény tvaru nebo polohy téchto maxim. Tyto zmény probihaly az do poméru
BSA: 5 =1:1 a pfi dal§im pfidani BSA uZ nebyly pozorovany zZadné vyznamné zmeény.
Na zékladé vyznamnych zmén az do pomeéru 1:3, nésledovanych malymi zménami do
poméru 1:1, jsme dosli k zavéru, ze pfi nadbytku TPyzPz interaguji 3 molekuly latky 5
s jednou molekulou BSA. Ve chvili, kdy je naopak BSA v nadbytku, dochazi k jeho
prerozdélovani na jiné molekuly BSA az do poméru 1:1. Interakce 3 molekul Pc s BSA
je zcela atypicka. V literatuie jsou vétSinou uvadény jen interakce v poméru 1:1,'%8: 138

nebo 2 molekul sulfonovanych nebo vysoce lipofilnich Pc s 1 molekulou BSA.!0% 111,139
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Obr. 25. Zména absorp¢nich (a-d) a emisnich (e-h, Aexe = 600 nm) spekter TPyzPz 5 (1 pM, voda) po pridani BSA.
Spektralni zmény po piidani BSA v poméru BSA: TPyzPz 5 mezi 0:1 az 1:3 (a, ), spektralni zmény po pfidani BSA
v poméru BSA: TPyzPz 5 mezi 1:3 az 3:2 (b, f), zavislost rozdilu absorbance pfi 648 nm na poméru BSA: TPyzPz 5
(c, d), zavislost @r na poméru BSA: TPyzPz 5 (g, h). Zvyseni absorp¢niho pasu 278 nm (a, b) je z diivodu pfidavku

BSA. Obrazky d) a h) jsou zvétSené &asti obrazki c) a g). Pfevzato a upraveno z publikace.'3°
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Vazba TPyzPz 5 (a také standardu TPPS) na BSA vedla také ke snizeni produkce
singletového kysliku o vice nez polovinu a k pomalejsi kinetice rozkladu. Po vazbé na
BSA bylo u obou latek pozorovano prodlouzeni doby zivota tripletovych stavii
(trz2,1na 5,9 us u TPyzPz 5 a tr z 1,8 na 9,7 us u TPPS). Tyto zmény mohou byt
pficitdny pomalejsi difuzi kysliku v zdkladnim stavu smérem k tripletovym stavim PS
a v dusledku toho dochazi k jejich méné efektivnimu zhaSeni kyslikem. Podobné se
ocekava, ze bude také stericky branéna difuze singletového kysliku produkovaného
z TPyzPz § navazaného na BSA k cilovym bunéénym strukturam, které maji byt zniceny
fotodynamickym uc¢inkem. Omezend difuze a malé koncentrace singletového kysliku
mohou proto ve finale branit u¢inné fotooxidaci bunéénych struktur, a tim snizovat
fotodynamickou aktivitu.

Fotodynamicka aktivita. Fotodynamicka aktivita byla studovdna in vitro na
HeLa bunkach. Prvnim krokem pro in vitro studie bylo studovani rychlosti vstupu latky
5 do HeLa bunék. Bunky byly 12 hodin inkubovany s latkou 5 v SCM nebo v SFM, a po
tuto dobu bylo sledovdno mnoZstvi latky, které vstupuje do bunék. V obou ptipadech
doslo k rychlému vychytavani v prvnich 30 minutach a pak k pozvolng&j§imu vychytavani
dalsiho mnozstvi latky 5. Kone¢né hodnoty byly 0,10 nmol na mg proteinu v SCM
a 0,37 nmol na mg proteinu v SFM po 12 hodinach inkubace. Rozdil mezi SCM a SFM
je pravdépodobné dan v disledku horsi difuze a absorpce latky 5 vdzané na velkou

molekulu BSA (Obr. 26).
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Obr. 26. Priklad casovych profilti prostupu TPyzPz S do HeLa buné¢k po inkubaci v SCM (¢ernd) a v SFM (Cervena).
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Pfevzato a upraveno z publikace.
Subcelularni lokalizace byla urena na zakladé vlastni fluorescence latky S
a dalSich fluorescenc¢nich sond specifickych pro jednotlivé organely. Pfekryvem signalu

pro LysoTracker a signdlu latky 5 bylo urCeno, ze latka 5 se primarné lokalizuje
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v lyzosomech (Obr. 27). Po ozafeni mikroskopickym fluorescenénim LED svétlem
dochazi k fotodestrukci lyzosomalnich vacki obsahujicich latku 5 a nésledné relokalizaci
latky 5 zlyzosomti do bunécné cytoplasmy. Dale byly zjiStény morfologické zmény
v HeLa buiikach (velké vystupujici membranové puchyte, zkraceni mitochondrii, ztrata
fluorescence LysoTrackeru). Vsechny tyto zmény naznacuji rozsadhlé oxidativni
poskozeni a rychlou indukci bunécné smrti pravdépodobné prostiednictvim nekrozy

(Obr. 28).
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Obr. 27. Subcelularni lokalizace TPyzPz 5 (Cervena) v HeLa buikach vizualizovand pomoci fluorescenéniho
mikroskopu za vyuziti specifickych sond pro mitochondrie (zelend) a lyzosomy (modra). Spojeny obrazek je zobrazen

v a) a odpovidajici fluorescenéni profil intenzit je v obrazku b). P¥evzato a upraveno z publikace.'3°

DIC spojené 5 LysoTracker MitoTracker

d ozarenim

pre

ozarovani

o~ r

po ozafeni

Obr. 28. Morfologické zmény pied, béhem a po ozafeni HeLa bun€k slatkou 5 (Cervend). HeLa burniky byly
vizualizovany pomoci fluorescenéni mikroskopie za pouziti specifickych sond pro mitochondrie (MitoTracker, zelend)
a lyzosomy (LysoTracker, modra). DIC = diferencialni interferen¢ni kontrast. Métitko je 20 pm. Pfevzato a upraveno

z publikace.!?®
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Fotodynamicka aktivita in vitro byla stanovena na HeLa bunkéach po ozafeni
svétlem (A > 570 nm, 11,2 J cm) a byla vyjadiena jako stfedni efektivni koncentrace
ECso=99,8 + 23,5 uM. Toxicita latky bez ptitomnosti svétla byla vyjadiena jako stfedni
toxicka koncentrace TCso > 1000 uM, coz naznacuje velice nizkou toxicitu bez aktivace
svétlem. Z divodu negativniho w¢inku vazby latky 5 na BSA byly provedeny
fotodynamické experimenty také na HeLa bunkach v SFM. V tomto ptipadé byla
fotodynamicka aktivita o dva fady vyssi (ECso = 0,83 + 0,31 uM), coz potvrzuje extrémni
vyznam vazby na sérové proteiny pro fotodynamickou aktivitu této latky (Obr. 29).
Podobné vysledky byly ziskany i v ptipadé¢ TPyzPz 1 s 16 karboxylatovymi skupinami
na periferii v mé prvni praci, kde byly ziskany tyto hodnoty - ECso = 5,7 = 1,1 uM pro
SCM a ECsp = 0,55 + 0,09 uM v SFM.”¢
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Obr. 29. Vlastni toxicita bez ozafeni svétlem (Cernd), fotoxicita (A > 570 nm, 11,2 J cm™2) pro TPyzPz 5 na HeLa
bunkach v SFM (Cervend) nebo v SCM (modra). Byly provedeny 4 nezavislé experimenty, kazdy v kvadruplikatu. Kli¢:

* p<0,05; **, p <0,01; *** p <0,001. Pfevzato a upraveno z publikace.'3¢

Za tucelem ochranéni TPyzPz S5 pied negativnim vlivem BSA na jeho
fotodynamickou aktivitu bylo navrzeno inkorporovat latku 5 do lipozomt. Lipidovy film
(DOPC) byl hydratovan roztokem latky 5 a vzniklé lipozomy byly extrudovany pies
polykarbonatovy filtr za vzniku unilamelarnich lipozomt s velikosti pfiblizn€ 158 nm.
Lipozomy obsahujici latku S byly pak efektivn€ odseparovany od volné latky S v roztoku
pomoci gelové chromatografie. (Obr. 30). Lipozomalné chranény TPyzPz S byl testovan
na fotodynamickou aktivitu na HeLa buitkdch v SCM. Nebylo vSak pozorovano zadné
vyrazné zvyseni fotodynamické aktivity a hodnota ECso ~ 100 pM byla podobna jako
v ptipad¢ samotné latky 5§ v SCM (ECsp = 99,8 = 23,5 uM).
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Obr. 30. Elu¢ni diagram z gelové chromatografie se stacionarni fazi Superdex® 30 (objem kolony 130 ml; pritok

0,5 ml/min; objem frakci 1 ml). Separace TPyzPz 5 v lipozomech od TPyzPz 5 mimo lipozomy. (mobilni faze: PBS).
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Pievzato a upraveno z publikace.

Na zdkladé tohoto vysledku jsem se zaméfil na hlubsi zkoumani osudu latky 5
inkorporované do lipozomt v bunikdch a jejich chovani po ozatfeni. Pro zkoumani
svételné stability lipozomt byl pouzit systém agarozového gelu. Sloucenina 5 zachycena
v lipozomech a udrZovana bez ptfitomnosti svétla zlstala v agaroze v misté aplikace
a nedifundovala do okoli kvili velkému priméru lipozomt. Stejny vysledek byl ovSem
ziskan 1 pro lipozomy ozafené svétlem za stejnych podminek, které byly pouzity pii
stanoveni fotodynamické aktivity. Z toho vyplyva, ze lipozomy neuvolfiuji sviij obsah po
ozéateni. Jako kontrola byla aplikovana samotnéd latka S5, kterd difundovala z mista
aplikace zcela. Stejného efektu bylo pak dosazeno i1 v ptipadé, kdy byl k lipozomim
s latkou 5 ptidan Triton X-100, ktery narusuje strukturu lipozomi. Timto experimentem
bylo potvrzeno, ze lipozomy nejsou béhem ozafovani poSkozeny. Podobné vysledky byly
popsany také pro vysoce hydrofilni kationicky ftalocyanin, ktery po ozafeni nebyl
uvolnén z lipozomt."*® Déle byla sledovéana i subcelularni lokalizace a relokalizace
lipozomalné chranéné¢ho TPyzPz 5 na HeLa bunikach ve srovnani s daty pro samotnou
latku 5. Po inkubaci byl Cerveny fluorescencni signal lipozomalné chranéného TPyzPz 5
kolokalizovan modrym signdlem LysoTrackeru, podobné jako v pfipad€, kdy byl
TPyzPz § aplikovan samostatné. Po ozareni se ovSem morfologické zmény projevily
pomaleji a poSkozeni bunék bylo pozorovano az po ozafeni, nikoli uz pfi samotném
ozatreni. Dal$im rozdilem je neschopnost latky 5 v lipozomech uvolnit se z lyzosomt po
ozateni. Po ozafeni nedochdzi k relokalizaci do cytoplasmy, TPyzPz 5 je v téchto
lipozomalnich vaccich stale zachycen i po ozareni a jeho ¢erveny signal je stale v buiikach

dobfe zietelny jako bodova fluorescence v lyzosomech, nikoliv jako signal difundovany
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do celé cytoplasmy, jak bylo pozorovano pii aplikaci bez lipozomi. Proto, i kdyz je
lipozomalni TPyzPz 5 chranén pted vazbou na albumin, produkuje zfejmé singletovy
kyslik pouze lokalné ve vezikuldch a nedochazi k jeho dostatecné difuzi k lyzosomalni
membran¢, kde by mohl vykonavat svou destrukéni aktivitu. Aktivita ovSem neni zcela
odstranéna, protoze vzdalenost, kterou musi singletovy kyslik od lipozomti dosahnout
k cili (lyzosomalni membrang), je stale v ramci aktivniho poloméru singletového kysliku
ve vod¢ (aktivni polomér singletového kysliku je pfiblizné 220 nm, typicka velikost
lyzosomil je piiblizn¢ 100—1000 nm, velikost lipozomil v této studii je ptiblizné 158 nm).
V dusledku toho byl sice TPyzPz 5 pted albuminem inkorporaci do lipozomt ochranén,
ale finaln¢ to nevedlo ke zlepSeni fotodynamické aktivity, kvili limitovanému dosahu
pouze lokalné produkovaného singletového kysliku.

Zavér. V této casti disertacni prace byl ptipraven sulfonovany TPyzPz 5, jehoz
aktivita, jak jsme pfedpokladali, nebyla ovlivnéna zménou pH okoli. Lze ovSem
predpokladat, ze diky nizkému poctu sulfonovanych skupin mize ve vysSich
koncentracich dojit k agregaci. Pii vazbé na BSA doSlo ke zhorSeni fotofyzikalnich
vlastnosti (pokles fluorescence), a tim doslo k negativnimu ovlivnéni fotodynamické
aktivity. Vliv vazby na sérové proteiny byl potvrzen rozdilnou fotodynamickou aktivitou
v SCM (ECso = 99,8 + 23,5 uM) a v SFM (ECso = 0,83 £+ 0,31 uM). Fotodynamicka
aktivita je u této latky v SFM o dva fady vyssi. Dale byly ptipraveny DOPC lipozomy
s TPyzPz 5 z diivodu ochrany TPyzPz pfed vazbou na proteiny. BohuZel tato modifikace
nevedla ke zvySeni fotodynamické aktivity (ECso ~ 100 pM).

Vysledky tohoto projektu byly publikovany v €asopise Dyes and Pigments jako
publikace: Kollar, J.; Machacek, M.; Jancarova, A.; Kubat, P.; Kucera, R. Miletin, M.;
Novakova, V.; Zimcik, P., Effect of bovine serum albumin on the photodynamic activity

of sulfonated tetrapyrazinoporphyrazine. Dyes Pigm. 2019, 162, 358-366.
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6.3 Porovnani anionickych a kationickych ftalocyanini

Béhem dlouhodobého pozorovani fotodynamické aktivity nové pripravenych Pc
vnasi nebo 1 v jinych védeckych skupinach jsme zaznamenali vyznamny rozdil ve
fotodynamické aktivité anionickych (obsahujicich karboxylatové nebo sulfonatové
skupiny) a kationickych (obsahujicich kvarterni amoniové skupiny) Pc. Pii analyze
fotodynamické aktivity in vitro u vice nez 60 raznych PS obsahujicich anionické nebo
kationické funk¢ni skupiny publikované v literatuie riznymi vyzkumnymi skupinami,
muzeme pozorovat vyrazné nizsi fotodynamicky ti¢inek anionickych Pc nez kationickych
Pc (Obr. 31).
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Obr. 31. Porovnani fotodynamické aktivity in vitro anionickych (Cervena) a kationickych (modra) Pc publikovanych
v literatui'e. Pro ucely srovnani je aktivita vyjadiena hodnotou ECso (uM) vynasobenou fluence (J cm2) pro korekci
heterogenity dat kvili rozdilnym podminkdm ozafovani. Primér a smérodatna odchylka jsou zobrazeny cerné.

Statistick4 analyza byla provedena Welchovym t-testem. Graf byl piejat z publikace.!4°

Vramci této casti disertacni prace jsem se zaméfil na pfipravu novych
anionickych ftalocyaninli nesoucich karboxylatové skupiny na periferii a porovnani
téchto latek s kationickymi Pc s cilem najit parametry a faktory, které mohou byt
zodpoveédné za rozdily v G¢innosti mezi Pc nesoucimi opacné nabité substituenty na
periferii.

Navrh a syntéza. V tomto projektu jsem se zaméfil na sérii Pc (Obr. 32), kterou
tvoti 4 skupiny latek, a to latky anionické hydrofilni (1, 11, 12), kationické hydrofilni (2,
13, 14), anionické amfifilni (15 a 16) a kationické amfifilni (17 a 18).
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Obr. 32. Struktury Pc porovnavanych v ramci této ¢asti projektu.

Ptiprava latek 1, 2, 13, 14, 17 byla v literatufe uz popsana, latky 11, 12, 15, 16, 18
byly piipraveny de novo nebo modifikaci publikovanych postupti (Obr. 33).48 4996, 129,130
Ftalonitrilovy prekurzor 7 byl pfipraven Suzuki-Miyaurovou cross-couplingovou reakci
4,5-dichlorftalonitrilu s latkou 6 pfipravenou postupem popsanym v literatuie.'?8
Couplingova reakce byla optimalizovana s ohledem na riizna rozpoustédla (dioxan, voda,
toluen, THF), katalyzatory (Pd(AcO),, Pd(PPh3)s, PdCl(PPh3),) a kokatalyzatory
(SPhos, XPhos). Nejlepsi vysledek s vytézkem 82 % byl ziskan pii pouziti PA(AcO)y,
XPhos, s K3PO4 ve smési THF a voda. Naslednou cyklotetramerizaci prekurzoru 7
s butanolatem hotfe¢natym, jako inicidtorem reakce, byl pfipraven hofe¢naty Pc. Béhem
této reakce byly methyl estery transesterifikovany na butyl estery, coz bylo popsano uz
v minulosti v literatufe.*”- 7677

Hofecnaty komplex byl rovnou ptfeveden na bezkovovy derivat reakci
s p-toluensulfonovou kyselinou v THF a ten nasledné reakci s octanem zine¢natym
v pyridinu na zinecnaty complex 11Bu scelkovym vytéZkem 45 % (pocitano
z prekurzoru 7). Alternativni pfima syntéza 11Bu z prekurzoru 7 reakci s DBU a octanem
zine¢natym v butanolu vedla k nizkému vytézku okolo 3 %. Poslednim krokem byla
bazickd hydrolyza esterovych vazeb 11Bu sNaOH ve smési rozpoustédel
(voda/MeOH/THF) za vzniku ve vod¢ vysoce rozpustného Pc 11. Syntéza symetrického

Pc 12 byla modifikovana oproti ptivodnimu postupu.*’ Prekurzor 9 byl pfipraven
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nukleofilni substituci 4,5-dichlorftalonitrilu fenolem 8 v DMF za ptitomnosti K>COs.
Ftalonitril 9 reagoval s octanem zine¢natym a katalytickym mnozstvim DBU v butanolu
za vzniku zine€natého Pc 12Bu (41% vytézek z vychoziho prekurzoru 9) s butyl estery
na periferii, ktery byl nasledn¢ hydrolyzovan na Pc 12. Nesymetrické Pc 15 a 16 byly
pfipraveny statistickou kondenzaci ftalonitrilu (prekurzor A) slatkami 7 nebo 9
(prekurzor B) reakci s butanolaitem hotfe¢natym jako inicidtorem. Obdobné jako
u symetrickych Pc doslo k transesterifikaci methyl esteri na butyl estery. Statisticka
kondenzace vede ke smési 6 rozdilnych kongenert, odpovidajici AAAB kongener byl
izolovan ze smési kongenerti sloupcovou chromatografii jesté¢ ve formé hotecnatych
komplexti. Hofe¢naté komplexy byly poté prevedeny na odpovidajici bezkovové ligandy
a nasledné na zinec¢naté komplexy s vytézky 9 % pro 15Bu a 15 % pro 16Bu (pocitano
na vychozi ftalonitrily). Takové vytézky jsou typické pro syntézu nesymetrickych Pc typu
AAAB pomoci piistupu statistické kondenzace.*® '*! Nakonec byly esterové vazby
hydrolyzovany za vzniku 15 a 16. Nesymetricky kationicky Pc 18 byl pfipraven
statistickou kondenzaci ftalonitrilu (prekurzor A) s latkou 10 (prekurzor B) reakci
s butanolatem hote¢natym v butanolu. Odpovidajici hofe¢naty AAAB kongener byl
izolovan sloupcovou chromatografii a nasledn¢ pieveden na bezkovovy derivat reakci
s p-toluensulfonovou kyselinou v THF a ten na zineCnaty komplex 18Zn reakci
s octanem zineCnatym Vv pyridinu s vytéZkem 8 %. Finalni reakci byla alkylace
imidazolovych a pyridinovych dusikl reakci s jodmethanem v bezvodém DMF pod

inertni argonovou atmosférou (83% vytézek) (Obr. 33).
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Obr. 33. Postup pfipravy symetrickych a nesymetrickych Pc. Podminky reakce: i) K3POs, Pd(AcO)2, XPhos,
THF/voda, tt; ii) Mg, BuOH, reflux; dale p-toluensulfonova kyselina, THF rt; dale Zn(AcO)2, pyridin, reflux; iii)
NaOH, voda/MeOH/THF, rt; dale HCL, rt; iv) ekvimolarné NaOH, voda, rt; v) K2CO3, DMF, 60 °C; vi) Zn(AcO)z,
DBU, butanol, reflux; vii) Mg, butanol, reflux; dale p-toluensulfonova kyselina, THF/CHCl3/MeOH rt; dale Zn(AcO)a,
pyridin, reflux; viii) CHsl, DMF, 80 °C.

Rozpustnost a absorpéni vlastnosti. VSechny hydrofilni latky (1, 2, 11-14)
a anionické amfifilni Pc (15, 16) byly dobfe rozpustné ve vodé nebo v PBS ve vysokych
koncentracich (>> 1 mM). Naopak relativné nizk4d rozpustnost (~ 100 uM) byla
pozorovana u amfifilnich kationickych latek 17 a 18, které nad tuto koncentraci ve vodé
precipituji. Tato data byla dale podpotena i stanovenim rozd€lovaciho koeficientu mezi
oktanolem a vodou (PBS, pH 7,4) kde latky 1, 2, 11-16 byly distribuovany téméf
vyhradné do vodné faze (log P <-2, Tabulka 3), zatimco 17 a 18 byly vice lipofilni s log P
-0,07 (17) a 0,72 (18). Pfimé porovnani hodnot log P pro latky 15 (nebo 16) s hodnotou
pro latku 17 ukazalo (pfestoze pocet naboju byl stejny a molekuly mély velmi podobnou
strukturu), Ze zavedeni karboxylatovych skupin vede k vyssi rozpustnosti ve vodé nez

zavedeni kvarternich amoniovych skupin.
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Tabulka 3 Log P, fotofyzikalni data pro slouceniny 1, 2, 11-18 v DMF a asocia¢ni konstanty s BSA a DOPC lipozomy

v PBS?
Slou¢enina | Log P Jimax/DM Jpmm | &g LN Ky x 10° | K x 103
(log¢) M (M)

1 -2,15 647° 657¢ -, (0,36)° 0,234 0,712 -

2 -2,42 681 683 0,15 (0,15) 0,61f - -

11 -2,45 693 702 0,12 (0,27) 0,45 1,24 -

12 -2,68 674 681 0,19 (0,25)° 0,42¢ 2,80 -

13 3,08 680 687 0,158 (0,18) | 0,49t | - -

14 -1,99" 710 721 0,13 (0,10) 0,69" - -

15 -2,45 676 686 0,17 (0,23)! 0,33 0,0514 4,76
16 -2,44 672, 681 682 0,09 (0,33)! 0,41 0,527 13,2
17 -0,07 673 681 0,251 (0,25)" | 0,57 0,0435 7,07
18 0,72 671, 689 694 0,20 (0,22)! 0,66 - 11,6

2Rozdélovaci koeficient mezi 1-oktanolem a PBS v logaritmickém méfitku (Log P), absorpéni maximum (Zmax), emisni
maximum (4r), kvantovy vytézek fluorescence (@r), kvantovy vytézek singletového kysliku (@a), asociacni konstanta
s BSA (Kbv), asocia¢ni konstanta s DOPC lipozomy (KL). Z diivodu problému s rozpustnosti, byla data pro anionické
slouceniny 1, 11, 12, 15, 16 v DMF urcena pro jejich neionizované analogy obsahujici volné karboxylové kyseliny.
"Hodnoty v zavorkéach jsou pro stanoveni v PBS. °V Hx0, odkaz’®. ¢V D0, odkaz®®. °ref.*. PPodobné hodnoty
(Dr = 0,26 (voda, pH >7), @s = 0,40 (DMF)) byly publikovény pro latku 12COOH v literatuie!¥2. & ref.*. href.1?°,
'V PBS s lipozomy (cpe) = 1 pM, pomér Pc:DOPC = 1:1200). iref.!3°,

Absorpcni spektra vSech studovanych latek v DMF méla tvar charakteristicky pro
monomerni stav s intenzivhimi Q-pasy vrozmezi 670-690 nm a B-pasy okolo
350370 nm. Vyjimku tvofila latka 1 s TPyzPz jadrem, které zptisobilo hypsochromni
posun Q-pasu k 647 nm, a neperifern¢ substituovana latka 14 s bathochromnim posunem
Q-pasu k 710 nm. Nesymetricky charakter amfifilnich latek 15-18 miiZe potencidlné vést
k rozstépeni Q-pasu, to vSak bylo pozorovano pouze u latky 18. ZvySeni polarity prostiedi
a iontové sily v PBS vedlo k agregaci vSech amfifilnich latek (15-18), avSak plné
monomerni charakter byl zachovéan u vSech hydrofilnich Pc 1, 2, 11-14 1 v PBS (Obr. 34).
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Obr. 34. Absorp¢éni spektra 1,2, 11-18 v DMF (plna ¢ara) a v PBS (¢arkovana ¢ara) v koncentraci 1 uM. Vzorky byly

pfipraveny ze 100 pM zasobniho roztoku pfipraveného v PBS (1, 2, 11-16) nebo v DMF (17, 18). Anionické latky

(Gervena), kationické latky (modrd). P¥evzato a upraveno z publikace.!*

Vliv pH. Na rozdil od stabilniho pozitivniho naboje na kvartérnich amoniovych
skupinach, ionizace karboxylatovych skupin miize byt ovlivnéna zménami pH.*" %% 142
Protonizace karboxylatovych skupin v nizkém pH u latek 1, 11, 12 vede k silné agregaci,
kterd se projevila sniZenim intenzity, rozsifenim a hypsochromnim posunem Q-pasu
(Obr. 35a). Tento efekt 1ze snadno zdivodnit ztratou elektrostatickych odpudivych sil
mezi jednotlivymi makrocykly ve chvili, kdy jsou karboxylové skupiny neionizované.

143 v molekule 1 vedl ke zvyseni

Vysoce elektrondeficitni charakter TPyzPz jadra®:
kyselosti karboxylovych skupin a zména agregace byla proto pozorovana pii mnohem
nizsich hodnotach pH nez u Pc 11 a 12. Amfifilni anionické latky 15 a 16 jsou agregovany
bez ohledu na pH, ale agregace se zvySuje pii niz§ich hodnotach pH (Obr. 35a). Celkové
1ze konstatovat, Ze vSechny anionické latky bez ohledu na makrocyklické jadro byly silné
agregovany pii pH 4,9, které odpovida intralyzosomalnimu prosttedi buiiky.*” * Po
agregaci jsou tyto latky fotofyzikalné inaktivni, protoZe kvantovy vytézek fluorescence
byl vyrazné¢ snizen (Obr. 35¢c, Obr. 37a). Naopak vliv pH na kationické derivaty 2, 13, 14,

17, 18 byl minimalni. Doslo pouze k malému zvySeni intenzity Q-pasti a kvantového

vytézku fluorescence pfi nizSich hodnotach pH (Obr. 36, Obr. 37b).
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Obr. 35. Anionické Pc. a) Zména absorp¢nich spekter pro latky 1, 11, 12, 15, 16 (c = 1 uM) v BR pufru o rozdilném

pH (I = 0,15 M). b) Zména absorpénich spekter pro latky 1, 11, 12, 15, 16 (c = 1 uM) v BR pufru o rozdilném pH
(I=0,15 M) v pfitomnosti BSA (20 uM). ¢) Zména &r pro latky 1, 11, 12, 15, 16 (c = 1 pM) v BR pufru o rozdilném

pH (I=0,15 M) v neptitomnosti (fialovd) nebo piitomnosti BSA (¢ernd, 20 uM). Pfevzato a upraveno z publikace.
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Obr. 36. Kationické Pc. a) Zména absorp¢nich spekter pro latky 2, 13, 14, 17, 18 (c = 1 uM) v BR puftru o rozdilném
pH (I = 0,15 M). b) Zména absorpénich spekter pro latky 2, 13, 14, 17, 18 (c = 1 uM) v BR pufru o rozdilném pH
(I=0,15 M) v pfitomnosti BSA (20 uM). ¢) Zména @r pro latky 2, 13, 14,17, 18 (c = 1 pM) v BR pufru o rozdilném

pH (I1=0,15 M) v nepfitomnosti (fialova) nebo pfitomnosti BSA (¢erna, 20 uM). Pfevzato a upraveno z publikace.

85

140



b) 025  eH5 pH 7.4
0,201 ' '
0,151

¢
0,104
0,054

0,00-

Obr. 37. Vliv pH na kvantovy vytézek fluorescence: a) anionické Pc b) kationické Pc. Prevzato a upraveno
140

z publikace.

Fotofyzikalni vlastnosti. U vSech studovanych latek byla pozorovana Cervena
fluorescence s typickym tvarem emisniho spektra pro Pc s malym Stokesovym posunem.
Hodnoty @r v DMF byly obvykle nad 0,10 a v fadé ptipadi dokonce vzrostly ve chvili,
kdy byla data zmétena v PBS (Tabulka 3). Pro méfeni v PBS musely byt amfifilni
slouceniny 15-18 formulovany v DOPC lipozomech pro monomerizaci vzorki (pomér
latky k lipidu 1:1200 byl dostate¢ny pro uplnou monomerizaci vzorkl). Pouze latka 17
meéla slabou fluorescenci v ¢istém PBS, &r ~ 0,01.
stanovena v DMF  pomoci  latky  vychytavajici  singletovy  kyslik,
1,3-difenylisobenzofuranu. Hodnoty singletového kysliku se pohybovaly v rozmezi 0,4
a7 0,7. To zapada do obecné publikovanych hodnot pro zine¢naté Pc.!” Ziskan4 data pak
naznacuji maly rozdil mezi anionickymi a kationickymi Pc uz na fotofyzikalni urovni.
Hodnoty @4 byly pro anionické latky niZsi nez 0,45, ale hodnoty pro kationické latky
byly vyss$i nez 0,5 (Tabulka 3).

Interakce s BSA. V literatufe je velmi dobfe popsana zejména vazba anionickych

59.107. 111 ale i interakce kationickych Pc s timto proteinem byly zminény.>*

Pc na albumin,
10 po zkusenostech z mych piedchozich dvou praci,’® *¢ kde vazba na proteiny vyrazné
snizovala fotodynamicky ucinek, jsme se i u této nové skupiny latek zaméfili na interakci
s BSA.

Po pfidani BSA v PBS k hydrofilnim kationickych Pc 2, 13, 14 jsme nepozorovali

zadné kvalitativni zmény v absorbanci a emisnich spektrech, a ani hodnoty @r

nenaznacovaly zadné detektovatelné interakce s timto proteinem (Obr. 38, Obr. 39).
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Obr. 38. Kationické derivaty a) Zména absorpénich spekter pro latky 2, 13, 14, 17, 18 v PBS (c = 1 uM) po ptidani
zvysujiciho se mnozstvi BSA —koncentrace od 0 uM (zelend) do 120 uM (fialova). b) Detail Q-pasu jednotlivych latek.

Pfevzato a upraveno z publikace.'4?
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Obr. 39. Zavislost kvantového vytézku fluorescence na koncentraci BSA pro kationické hydrofilni latky 2, 13, 14.

Teckovana ¢ara znazoriuje koncentraci BSA v SCM.

Na druhou stranu postupné piidavani BSA k anionickym hydrofilnim Pc 1, 11, 12
(monomerni v PBS) zpisobilo maly cerveny posun Q-pasu a emisniho maxima (okolo
7 nm) s jasnymi isosbestickymi body v absorpcnich spektrech (Obr. 40), které indikuji
vazbu Pc na albumin.”® Zmény absorpce vynesené proti koncentraci BSA byly pouzity
pro vypocet hodnot vazebné konstanty (Kb), u kterych bylo zjisténo, ze jsou piiblizné
v fadu 10 M (K = 7,12 x 10° M!, 1,24 x 10° M 22,80 x 10° M pro latky 1, 11 a 12,
Obr. 41b, Tabulka 3). Tyto hodnoty byly zhruba na stejné trovni jako pro jiné anionické
hydrofilni zine¢naté Pc, nebo anionické porfyriny uvedené v literatufe, a naznacovaly
silnou interakci s BSA.101 199 114 Intenzita fluorescence latek 1 a 12 (Obr. 41c¢) se sniZila
po pifidani BSA v duasledku potlaceni excitovanych stavii a emisni maximum se
posunovalo bathochromné v souladu s malym ¢ervenym posunem absorpcniho maxima.
Je zajimavé, Ze BSA nemél Zadny vliv na intenzitu fluorescence latky 11, doSlo pouze
k bathochromnimu posunu emisniho maxima o 4 nm. Zhéseni excitovanych stavl bylo

pouze mirné pro Pc 12 (~ 80 % zbytkové fluorescence pfi plné vazb¢) na druhou stranu
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bylo velmi silné pro TPyzPz 1 (< 10 % zbytkové fluorescence pfi plné vazbé, Obr. 41d).
Podobny vliv byl popsén uz vyse u oktasulfonovaného TPyzPz § (< 5 % zbytkové
fluorescence!®). Z téchto vysledkd lze predpokladat, Ze interakce BSA s timto typem
aza-analogu Pc zptisobuje silné zhaseni excitovaného stavu TPyzPz, a ma spiSe omezeny
efekt na excitované stavy Pc. U amfifilnich latek 15-18, které jsou siln¢ agregovany
v PBS, dochazi po pfidani BSA k monomerizaci (Obr. 4le, f). Tento jev byl dobie
pozorovan zejména u anionickych Pc s Ky = 5,14 x 10* M (15) a K = 5,27 x 10° M!
(16). Doslo také k vyraznému nariistu fluorescence, ktera byla v PBS snizena u téchto
latek agregaci (Obr. 41g). Fotofyzikalni vlastnosti v§ak nebyly plné obnoveny na hodnoty
typické pro monomery v PBS s lipozomy (~ 40% a ~ 75% aktivita pii 35 uM BSA pro
15 a 16, Obr. 41h), coZ naznaCuje zhaSeni excitovanych stavli po vazbé na albumin.
Naproti tomu interakce kationickych amfifilnich 17 a 18 s BSA byla mnohem slabsi
(Kb =4,35 x 10* M! pro 17, K, nebylo mozné stanovit pro 18), a i pii vysokych
koncentracich BSA (> 100 pM), latky zlstaly agregované castecné (17) nebo prevazné
(18) s velmi nizkou fluorescenci (Obr. 41h).
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latek. Pfevzato a upraveno z publikace.'4°
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Obr. 41. a, ) Zména absorpcnich spekter 12 (a) a 16 (e) (c = 1 uM) po pfidani BSA v koncentraci zacinajici od 0 pM
(zelend) do finalni koncentrace (fialova) (vlozeny obrazek: detail Q-pasu). b, f) Vazebné izotermy latek 1, 11, 12 (b)
a 15-18 () pti vazbé na BSA. ¢, g) Zména fluorescence latky 12 (c) a 16 (g) (c = 1 uM) po piidani BSA (exc = 618 nm
a 612 nm). Vlozeny obrazek: normalizovana flourescence. d, h) Zména intenzity fluorescence po ptidani BSA
vyjadieno jako @r/Prmax) (jako Prmax) pro 15-18 byla pouzita hodnota @k v PBS s DOPC lipozomy (pomér latka: lipid

1:1200)). Typické koncentrace BSA v sérovém médiu (SCM) (35 pM) je znazornéna teCkovanou Carou. Pfevzato
140

a upraveno z publikace.

V névaznosti na vyznamnou vazbu na BSA a na zaklad¢ znalosti toho, Ze cilovou
organelou jsou lyzosomy (viz biologicka data nize) s kyselym prostfedim (pH ~ 4,9), byl
proveden experiment na sledovani spektralnich a fotofyzikalnich zmén pii nizkém pH
v pritomnosti BSA (20 uM) (Obr. 35b, ¢, Obr. 36b, c). Pro hydrofilni latky 2, 11-14 byl
efekt zmény pH v pfitomnosti BSA stejny jako v pfipadé bez BSA. V piipadé¢ latky 1
s TPyzPz jadrem doSlo v pfitomnosti BSA pii pH 7,4 ke sniZeni aktivity pfiblizné na
jednu desetinu, ta se vSak jiz dale neménila v zavislosti na hodnoté pH. Tento jev, popsany
jiz v predchozim ¢&lanku,”® dale zdiraziuje rozdil mezi Pc a TPyzPz jadrem v interakci
s BSA, coZ naznacovalo jiZ vyrazné zhaSeni excitovanych stavli u TPyzPz zmitiovaného
vyse. Pridani BSA (20 uM) k plné agregovanym amfifilnim derivatim 15 a 16 vedlo
k ¢astecné nebo uplné monomerizaci pfi pH 7,4. Pii nizkém pH vSak doslo k agregaci
spojené pravdépodobné s protonizaci karboxylatovych skupin, a tim ke sniZeni interakce
mezi Pc a bazickymi skupinami BSA (Obr. 35b, c). V piipad¢ kationickych amfifilnich
slouCenin 17 a 18 byla interakce s BSA niz$i, latky byly vyrazné agregovany pii pH 7.4
a agregace se prohloubila v ptipad¢ nizkého pH. V tomto ptipadé¢ by mohlo dochazet
k protonizaci karboxylatovych skupin aminokyselin v BSA, jejichZz negativni néboje

mohou podporovat slabé interakce s amfifilnimi kationickymi Pc pti pH 7,4 (Obr. 36b,c¢).
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LC-MS analyza vlivu singletového kysliku na BSA. Proteiny jsou obecnymi
cili pro singletovy kyslik. Z tohoto divodu byl zkouman vliv oxidativniho poskozeni
BSA pti PDT (A > 570 nm, 12,4 mW cm™, 15 min, 11,2 J cm™) v pfitomnosti latek 11 a 2
jako zastupct anionickych a kationickych derivati s pomoci LC-MS a naslednou
kvantitativni analyzou identifikovanych proteinti. Data byla porovnavana s vysledky
kontrolnich experimentli s neozafenym BSA s PS, ozafenym BSA bez PS a nakonec
s neozafenym BSA. Screening byl zaméten na aminokyseliny, u kterych bylo v minulosti
popsano, ze mohou byt napadany singletovym kyslikem napt. Cys (cystein), His
(histidin), Met (methionin), Tyr (tyrozin) a Trp (tryptofan).'**147 V ozatenych vzorcich
obsahujicich PS bylo nalezeno mnozstvi peptidi s oxidativnimi zménami (His + 14,
His + 16, His + 32, Met + 16, Met + 32, Cys + 32, Cys + 48, Trp + 16, Trp + 32)
(Obr. 42).
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Obr. 42. Modifikace aminokyselin sledované v molekule BSA.

Vyskyt téchto modifikaci byl vyrazné vysSi neZ v kontrolnich vzorcich bez
ozéfteni, ozatfenych vzorcich bez PS nebo v neozafeném vzorku BSA (Obr. 43). His byl
nejcitlivéjsi aminokyselinou, protoZze témét vSechny His byly oxidativné modifikovany.
Ze vsech His v molekule BSA jsou '“*His, **'His, 3"®His a °»His aminokyseliny
nejdostupné€j$i pro oxidativni plsobeni singletového kysliku (Obr. 43), s vyskytem
modifikaci i pfes 30 %. Byla pozorovana také typicka oxidace sulfidu na sulfoxid u Met
zbytki (3’Met, **Met, >*"Met). V piipadé >*’Met byl vyskyt této modifikace okolo 35 %
(Obr. 43). Dalsi oxidace Met na sulfon byla zanedbatelnd a nepiesahla 0,5 % vyskytu
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v Met zbytcich. Oxidace Cys na sulfinovou a sulfonovou kyselinu byla signifikantni
pouze pro **Cys, ktery je pouze jedinym volnym Cys v BSA. U ostatnich Cys
stabilizujicich slozitou strukturu BSA disulfidickymi mustky, nebyla oxidace viibec
pozorovana nebo hojnost vyskytu byla pod 0,5 % bez signifikantniho rozdilu mezi
ozafenymi a neozafenymi vzorky. Hydroxylace Trp (Trp + 16) a nasledna tvorba
formylkynureninu (Trp + 32) byla detekovana pouze v piipadé 2!3Trp, ostatni Trp zbytky

144, 146

zustaly nezménény. Na rozdil od literatury nebyly pozorovany zadné zmény na Tyr.
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Obr. 43. Oxidativni zmény na Cys, Met His, Trp aminokyselinovych zbytcich v BSA po ozafeni s Pc 12 a 2. Byly
provedeny Ctyfi opakovani experimentu, data byla analyzovana Welchovym t-testem .*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***,
p <0.001; **** p <0.0001. Pfevzato a upraveno z publikace.'*
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Interakce s lipozomy. Lipozomy jsou €asto pouzivany jako jednoduchy model
biomembrany, kterda mtze byt cilem mnoha lipofilnich a amfifilnich PS nebo jinych
16¢iv.!*®  Vtéto praci nebyly pozorovany zadné zmény v absorpénich nebo
fluorescencnich spektrech po pridani DOPC lipozomu k hydrofilnim slou¢eninam 1, 2,
11-14 v PBS, coz naznacuje prakticky zadnou interakci (Obr. 44). Na druhou stranu,
pfidani lipozomii k PBS roztoku agregovanych Pc 15-18 (1 uM) jednoznac¢né indukuje
monomerizaci, kterd byla sledovana na absorp¢nich spektrech. Po plném navazani téchto
latek do lipozomt doslo také k plnému obnoveni fluorescenc¢nich vlastnosti. Na rozdil od
vazby na BSA, doslo i v pfipad¢ kationickych amfifilnich latek 17 a 18 po piidéani

lipozomt k plné monomerizaci.
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Obr. 44. Zména absorpcnich spekter pro latky 1, 2, 11-18 v PBS (1 uM) po piidani DOPC lipozomt v koncentraci od

0 mM (zelend) do 1,2 mM (fialovd). Zmeéna pozadi u latek 2 a 13 je dana rozdilnym rozptylem svétla v lipozomalni
140

suspenzi. Pievzato a upraveno z publikace.

Fluorescencni data z titraci byla poté pouzita pro vypocet asociacnich konstant
té&chto Pc s DOPC lipidy (K1), které byly uréeny jako Ki. =4,76 x 10° M1, 1,32 x 10* M,
7,07 x 10° M1 a 1,16 x 10* M pro latky 15, 16, 17 a 18 (Obr. 45, Tabulka 3). Ve srovnani
s publikovanymi udaji jsou tyto hodnoty typické pro asociaci zine¢natych Pc
s lipozomy.'*-1° Hodnoty K. nekoreluji zcela s hodnotami log P, coz naznaduje, Ze i jiné

faktory (napf. agregacni sily v agregatech) mohou ovlivnit interakci s lipozomy. !4 131
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Obr. 45. a) Zména emisnich spekter 15 (¢ = 1 uM, Aexe = 350 nm) po piidani DOPC lipozomil. b) Vazebné izotermy
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latek 15-18 (c = 1 wM) pii interakci s DOPC lipozomy. Pfevzato a upraveno z publikace.

Z vySe uvedenych vysledki vyplyvéa, ze amfifilni molekuly 15-18 mohou
interagovat jak s BSA, tak s lipozomy, proto bylo zajimavé urcit jejich preferenci pro
dany typ biomolekuly. Pozice emisniho maxima latek 15, 17 a 18 se mirné¢ lisily v ptipadé
interakce s BSA nebo s lipozomy (v ptipadé¢ latky 16 emisni spektrum bylo mnohem $irsi
v lipozomech neZ v BSA), coZ umoznilo identifikovat, se kterou biomolekulou jsou latky
asociované. Emisni spektra Pc v PBS byla méfena nejprve po piidani lipozomut
(coorc) = 1,2 mM, koncentrace, pfi které byly vSechny Pc 15-18 pln¢ spojené s DOPC
jako ve vySe uvedeném experimentu) a poté byl pfidavan roztok BSA (35 uM,
odpovidajici mnoZstvi BSA v SCM pouzivaném pii in vitro testech). Tato spektra byla
nasledné porovnéana se spektry méfenymi pouze po pridani BSA (Obr. 46). V dalSim
experimentu byly pfiddvany biomolekuly inverzné (prvni BSA a poté lipozomy), ale
vysledny efekt byl stejny. Z vysledki (Obr. 46) je patrné, Ze anionické Pc 15 a 16 preferuji
vazbu na BSA. V pfipad¢, Ze byl k lipozomalni suspenzi pfidan BSA, doslo k navazani
téchto latek na BSA. V piipad¢ opacného experimentu nedoslo k odstranéni z BSA po
pfidani lipozomti. Opacné chovani bylo pozorovano u kationickych Pc 17 a 18, které
preferovaly lipozomy pied BSA; tj. zlistavaly spojeny s lipidy bez ohledu na pfitomnost
nebo nepfitomnost BSA. Toto bylo v souladu s jejich ponékud niz$i afinitou k BSA

a soucasn¢ vyssi lipofilitou stanovenou jako log P, jak bylo ukazano vyse.
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Obr. 46. Normalizovana emisni spektra (lexc = 608 nm, ¢ = 1 uM in PBS) Pc 15, 16, 17 a 18 v BSA (35 uM, zelena),
v DOPC lipozomech (1,2 mM, ¢ervend), a v ptitomnosti DOPC po ptidani BSA (¢erna ¢arkované). Vlozeny obrazek:

detail emisniho maxima. P¥evzato a upraveno z publikace.'*?

Fotodynamicka aktivita. Nejprve byl testovan prostup zkoumanych Pc do HeLa
bunék v zavislosti na ase (Obr. 47a). Zavislost méla typicky profil dosahujici ustaleného
stavu pfiblizn€ po 12 hodinach. Tento ¢as byl pouzit také jako inkubacni Cas pfi
hodnoceni fotodynamické aktivity. Celkové mnozstvi latek se obvykle pohybovalo mezi
0,1 a 0,2 nmol na mg proteinu (Tabulka 4) a nemélo vyznamny vztah ke struktuie Pc.
Nasledné byla vyhodnocena fotodynamicka aktivita (vyjadiena jako ECso) vSech Pc po
aktivaci svétlem (A > 570 nm, 11,2 J cm™) na HeLa buiikich (Obr. 47b), buiikach lidského
kolorektalniho karcinomu (HCT 116) a bunécné linii lidského karcinomu prsu (MCF-7)
(Tabulka 4). Anionické hydrofilni Pc 1, 11, 12 byly nejméné aktivni v této sérii,
s hodnotami ECso (HeLa) piiblizné 5-10 uM, zatimco hydrofilni kationické Pc 2, 13, 14
mély o tfi fady niz8i hodnotu ECso v rozmezi 3,8-38 nM (HeLa). Podobné anionické
amfifilni slouceniny 15 a 16 (ECso ~ 350 nM) byly pfiblizné fadové méné aktivni nez
odpovidajici kationické derivaty 17 a 18 (ECso ~ 38 nM), coZ potvrzuje obecny trend
vysS$i aktivity pro kationické Pc (Obr. 47b). Fotodynamické aktivita ziskana na HelLa
bunkach byla také potvrzena stejnymi tendencemi i na jinych bunéénych liniich (MCF-7

a HCT 116). Vlastni toxicita latek, tzn. bez aktivace Pc svétlem, byla stanovena na HeLa
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bunkach. Tato toxicita vSech sloucenin byla velmi nizké a byl pozorovéan obecny trend
nizsi toxicity pro anionické Pc (TCso> 1 000 uM) neZz pro kationické Pc (TCso~ 500 uM).
Prestoze kationické latky jsou o néco toxictéjsi bez ozatreni nez anionické, tak maji vyssi
fotodynamickou aktivitu a také mnohem lepsi terapeuticky pomér TCso/ECso, ktery
doséahl hodnoty vyssi nez 100 000 pro nejlepsi slouceninu 14 (Tabulka 4). Pro porovnani
aktivity hydrofilnich anionickych Pc 1, 11, 12 byl testovan také S3AIOHP¢ (Photosens®,
sulfonovany Pc klinicky pouzivany pro PDT) za stejnych podminek. Fotodynamicka
aktivita 1 toxicita S3SAIOHPc byla srovnatelné s fotodynamickou aktivitou hydrofilnich
anionickych Pc 1, 11, 12, coz dobie koreluje s jeho hydrofilni anionickou povahou.

S ohledem na silnou vazbu nékterych studovanych Pc na BSA byla
fotodynamické aktivita vSech Pc stanovena také v SFM na HeLa buikéch. Pfiblizné
10x lepsi aktivita v SFM neZ v SCM byla pozorovéana pro anionické hydrofilni derivaty
1, 11, 12 a témé&f o dva fady lepsi aktivita byla nalezena u anionickych amfifilnich latek
15 a 16. (Obr. 47c, Tabulka 4). Na druhou stranu nebyly zjiStény zadné signifikantni
rozdily u kationickych latek (2, 13, 14, 17, 18) pfi pouziti SCM nebo SFM.
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Obr. 47. a) Priklad Casovych profili prostupu Pc 11, 16 a 17 do HeLa bun¢k po inkubaci s4 uM PS.
b) Fotodynamické aktivita sloudenin 1, 2, 11-18 na HeLa buiikdch v SCM (A > 570 nm, 12,4 mW cm™, 15 min,
11,2 J em?). ¢) ECso hodnoty pro 1, 2, 11-18 a S3AIOHPc na HeLa butikach v SCM (prazdny sloupec) a v SFM (plny

sloupec). Byly provedeny nejméné 4 nezavislé experimenty, kazdy ve Ctyfech provedenich. n.s., p > 0,05; ***,

p <0,001; **** p <0,0001. Kationické derivaty jsou nakresleny modte, anionické derivaty jsou nakresleny Cervené

ve vSech grafech. Pfevzato a upraveno z publikace.'4?
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Tabulka 4 Porovnani toxicity bez ozareni svétlem (TCso) a fotodynamické aktivity (ECso) studovanych Pc na rozdilnych bunéénych liniich?

ECso (uM) TCso (uM) | TCso/ECso

Sloucenina ?ﬁr?l%zljxigl;foteinu) Pomér
HeLa HeLa® SCM/SFM HCT 116 MCF-7 HeLa HeLa

1 0,07 5,7+ 1,1 (0,55 £ 0,09)° 10,36 4,04 +0,59 3,01 £0,74 > 1500 >263
2 0,29 0,037¢ (0,038 + 0,013) 0,97 0,014 £ 0,001 0,011 £ 0,003 6284 16 972
11 0,15 10,31+ 1,02 (0,98 + 0,56) 10,52 16,7 £ 2,65 5,09 £ 1,24 1043 £ 169 101
12¢ 0,027 5,16+ 1,03 (0,31 £0,18) 16,49 6,35+0,45 3,47 +£0,67 > 1500 > 291
13 0,20 0,012 + 0,0041(0,013 £ 0,005) 0,92 0,0087 + 0,0002| 0,0053 + 0,0008" | 369 + 50° 29916
14 0,20 0,0038 + 0,0002¢(0,0049 + 0,0019) | 0,76 0,0068 = 0,0035 | 0,0028 £ 0,000088 | 435 + 268 114 473
15 0,09 0,41 £ 0,156 (0,0077 + 0,0036) 51,5 0,615+0,078 0,584 £ 0,088 > 1000 >2427
16 0,10 0,29 + 0,078 (0,0032 + 0,0009) 95,67 0,453 +£0,019 0,453 £ 0,026 > 1000 >3 484
17 0,18 0,048 £ 0,019 (0,12 + 0,029) 0,27 0,082 + 0,005 0,021 £ 0,008 > 150h > 3125
18 0,48 0,027 £ 0,009 (0,044 + 0,004) 0,61 0,042 £ 0,002 0,035 £ 0,002 > 100" >3703
S3AI0HPc | 0,11 2,07 £ 0,29¢ (0,49 £ 0,07) 4,24 1,61 +£0,12 2,04+0,31 > 1500 > 725

3Data jsou prezentovana jako hodnoty TCso nebo ECsp % standartni odchylka. Podminky ozafovani: A > 570 nm, 12,4 mW cm™2, 15 min, 11,2 J cm 2. V§echna data jsou stanovena
v SCM. PHodnoty ECsov zavorce jsou v SFM. “Data z ref. . “Data z 1it.*}. °Dalsi data ziskana pro tuto slouceninu v literatuie: ECso ~ 1 uM (J774 buiiky, A > 600 nm, 48 J cm 2,
1it.'#?), ECso = 4,5 pM (Hep2 cells, A > 610 nm, 1 J cm 2, 1it.*"), TCso > 400 uM (V79, Hep2 buiiky, 1it.*"). fData z lit. %. #Data z lit.'?°. "Limit rozpustnosti. Slou¢eniny

precipitovaly nad touto koncentraci.
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Po urceni aktivity byl za pomoci fluorescenéni mikroskopie sledovan osud
studovanych PS uvnitt HeLa bunék. VSechny studované slouceniny byly po 12 hodinové
inkubaci nalezeny lokalizované v endolyzosomalnich vaccich, coz je v souladu s diive
publikovanymi studiemi zaméfenymi na in vitro hodnoceni PS na bazi Pc.*% 31 9 136
Zatimco anionické a kationické hydrofilni slouceniny byly lokalizovany v lyzosomech,
amfifilni latky byly lokalizovéany také v bunééné membrané. Po ozareni byly hydrofilni
kationické Pc 2, 13 a 14 relokalizovany do cytoplazmy a poskodily jadernou membranu
jiz po kratké dob¢ od zacatku ozatovani (Obr. 48). Fluorescencni signal pro anionické
hydrofilni latky 1, 11, 12 byl v buiikdch slaby v porovnédni se signalem kationickych
hydrofilnich latek z divodu vazby na BSA a zhaseni excitovanych stavi (pro latku 1)
ataké nizkého pH vtéchto kyselych organelach vedouciho k protonizaci
karboxylatovych skupin a agregaci (pro latky 1, 11, 12). Vliv kyselého prostiedi byl dobie
patrny u latky 11 pii sledovani v Case, kde signal v buiikach byl zpocatku velmi nizky,
ale béhem prvnich minut ozafovani dosSlo k nardstu Cervené fluorescence z diivodu

prasknuti lyzosomt a zvySeni pH v lokalnim prostfedi tohoto Pc.

A) Mitochondrie « Lyzosomy « Fotosenzitizér B) Membrany « Jadra « Fotosenzitizér
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Obr. 48. Subcelularni lokalizace latek 11, 14, 15 a 18. Buiky byly obarveny specifickymi fluorescenénimi sondami:
A) mitochondrie a lyzosomy B) membrany a jadra. Pruhy na fotografiich oznacuji méfené ¢asti pfislusnych snimki

pro profily intenzity. Pfevzato a upraveno z publikace.'4
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Z divodu amfifilniho charakteru latek 15-18 byly tyto detekovany nejen
v endolyzosomech, ale také v bunééné membrané. Béhem a po ozatfovani se subcelularni
lokalizace amfifilnich kationickych latek nezmeénila, a i po ozafeni byly latky 17 a 18
lokalizovany primarné v membrandznich strukturach (jako tenka vrstva). Toto bylo plné
v souladu s jejich vySe nalezenou vysokou afinitou k lipozomalnim membranam. Pro
latky 15 a 16 byl po ozafeni fluorescencni signal nalezen krom& membrandznich struktur
také difundované v cytoplazmé (po jejich uvolnéni z lyzosomii). Diky vySe popsané silné
interakci s BSA (silnéjsi nez s lipidy) predpokladame, zZe tyto latky jsou uvnitt lyzosomi
lokalizovany priméarné na BSA, a tim padem po rozbiti lyzosomli nemaji tak velkou
afinitu k lipofilnim membranéznim strukturam. Po del$im ozafovani vzorku dochdzelo
k blednuti signdlu diky rozkladu svétlem. Propidium jodid, fluorescen¢ni interkalacni
¢inidlo, které neprostupuje bunécnou membranou, bylo pouZito pro vyhodnoceni
rychlosti a rozsahu poskozeni ozarenych bunék v priabéhu ozarovani a béhem prvnich
minut po ozafeni (Obr. 49). Anionicky hydrofilni Pc 11 nezpisobil dostatecné poskozeni
bunéénych membran, protoZze PI neobarvil buiiky ani jadra ve vétSiné€ bunék ani 45 minut
po ozafeni. Mnohem vyss$i poSkozeni bylo pozorovéano u anionického amfifilniho Pc 16.
Barveni propidium jodidem bylo detekovano po 15 minutich od ozafeni bunck.
V disledku zpozdéni vyskytu signalu je tento tcinek pravdépodobné zplisoben procesy
indukované bunécéné smrti nikoli pfimym ucinkem singletového kysliku. Na druhou
Pc 13 a amfifilni 18 vyvolaly oxida¢ni pozkozeni membrany, které umoznilo propidium
jodidu proniknout do cytoplazmy béhem prvnich 5 minut ozafovani s naslednym
barvenim jader béhem dalSich 5 minut ozatfovani. To ukazuje na dusledek piimého

vyznamného fotodynamického efektu.
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Obr. 49. Casovy pribsh barveni HeLa bungk propidium jodidem v déisledku poskozeni mebran po aktivaci latek 11,
13, 16, 18 ozafenim. VSechna jadra bunék jsou obarvena modrym barvivem Hoechst 33342. Cytoplazma a nasledné

také jadra v buiitkach s narusenymi membranami jsou barvena ¢erven¢ propidium jodidem. Métitko je 100 pm. Prevzato

a upraveno z publikace.'4

ro~r

Zavér. V ramci této druhé ¢asti disertacni prace byla porovnavana fotodynamicka
aktivita n€kolika skupin anionickych a kationickych Pc in vitro. Aktivita mezi témito
skupinami latek se liSila, coZ je zpiisobeno n¢kolika faktory. Kationické Pc maji mirné
vys$i produkci singletového kysliku nez anionické Pc. Negativni naboj u anionickych
latek neni stabilni, karboxylatové skupiny mohou byt v kyselém pH protonizovany, a tim
dochazi k potlateni monomerizace na zéklad¢ elektrostatickych odpudivych sil. Pfi pH
4,9, které je typické pro lyzosomy, byly vSechny anionické Pc agregovany s vyraznym
sniZzenim fotodynamickeé aktivity bez ohledu na to, zda byly navazany nebo nenavazany
na BSA. To bylo potvrzeno i slabou fluorescenci v lyzosomech in vitro, kdy zvySeni
fluorescence nastalo az po ruptufe lyzosomu, ¢imz doSlo ke zméné pH v disledku
neutralizace ptitokem cytoplazmy. Kationické derivaty se stabilnim ndbojem nebyly nijak
signifikantn¢ ovlivnény zménou pH.

Vazba testovanych Pc na BSA velmi vyznamné ovlivnila aktivitu. Silnd vazba
s vysokou vazebnou konstantou byla priméarné pfitomna u anionickych hydrofilnich latek

1, 11, 12, o néco nizsi vazba na BSA byla pozorovana u anionickych amfifilnich latek 15
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a 16. Naopak nebyla nalezena zadn4 interakce mezi BSA a kationickymi hydrofilnimi Pc
2, 13, 14 a jen velmi slaba interakce byla u amfifilnich kationickych Pc 17 a 18. Navic
posledni dvé latky mély mnohem vétsi preferenci k biomembrandm nez k BSA, a proto
se dalo ocekavat ze se budou primarn¢ lokalizovat v biomembranach nez interagovat
s BSA v biologickém prostiedi. To bylo také potvrzeno in vitro, kdy se signal
kationickych amfifilnich latek 17 a 18 po ozafeni relokalizoval z lyzosomli do membran.
Na druhou stranu, signal pro anionické amfifilni Pc 15 a 16 difundoval po uvolnéni
z lyzosomt do cytoplasmy . Z toho vyplyva, ze anionické amfifilni latky zlstaly stale
navazany na BSA. Vazba na BSA vedla k vyrazné nizsi aktivité vSech anionickych
derivatu 1, 11, 12, 15, 16 na bunkach, kdy vyrazné vyssi hodnoty ECso byly pozorovany
v SCM (obsahujicim 35 uM BSA) nez v SFM. Tento rozdil v aktivité je dan nékolika
faktory. Zaprvé pti vazbé na BSA dochazi ke zhaSeni excitovanych stavii anionickych Pc.
Vyznamné lze tento jev pozorovat u anionického TPyzPz 1. Zadruhé vazba na BSA muze
stericky branit difuzi kysliku v zdkladnim stavu na excitovany makrocyklus a vede
k niz§imu zhaSeni tripletovych stavii kysliku, jak bylo popsano na sulfonovaném TPyzPz
5, na TPPS'® nebo na dalich Pc a porfyrinech.”® P¥i navazani Pc na BSA muize také dojit
ke zhaSeni singletového kysliku molekulou BSA, kterd je v nejblizsim okoli.”® Fyzikélni
zhaseni singletového kysliku molekulou BSA bylo také dobfe popsano v literatuie. !4 152
Z toho divodu se singletovy kyslik neuvoliiuje do okoli v dostate¢ném mnozstvi, a tim
padem dochazi k redukci poSkozeni biomolekul a organel v buiice. Tento jev lze prokazat
omezenym oxida¢nim poSkozenim bunécné membrany anionickymi Pc, coZ je potvrzeno
pomalym prostupem propidium jodidu do bunky/bunécného jadra. Ve chvili, kdy bylo
BSA eliminovano z inkuba¢niho média (napt. u SFM) doSlo ke zvySeni mnoZstvi
a schopnosti difuze singletového kysliku, ¢imZ se stal fotodynamicky efekt mnohem
destruktivnéj$i. To lze také podpofit dobrymi vazebnymi vlastnostmi anionickych
derivatt 15 a 16 na biomembranu v neptitomnosti BSA, kdy singletovy kyslik mize nic¢it
pfimo biolomolekuly v nejbliz§im okoli a po delsi dobu — doba Zivota singletového
kysliku je ve vodé ta = 3,5 us,'>* zatimco v dimyristoylfosfatidylcholinu a v lecitinu
(slozkach biomembran), je uvadéna piiblizné o jeden fad delsi (ta = 36,4 pus, nebo 12,2 us)
154 Touto tivahou Ize vysvétlit extrémné vyssi fotodynamickou aktivitu latek 15 a 16
in vitro na buiikky v SFM, nez v SCM. Navic u kationickych latek mize dojit ke zdvojeni
ucinku — poskozeni biomembran, vcetné¢ poSkozeni jader. Po rychlém uvolnéni

z lyzosomil jsou tyto Pc relokalizovany do cytoplazmy a dalSich organel, a dochézi

102



k poskozeni jaderné membrany, coz bylo dokézano barvenim jader pomoci propidium
jodidu.

Vysledky této prace byly sepsany do publikace: Kollar, J.; Machacek. M.;
Halaskova, M.; Lenco, J.; Kucera, R.; Demuth, J.; Stekla, M.; Hasonova, K.; Miletin, M.;
Novakova, V.; Zimcik; P., Cationic versus anionic phthalocyanines for photodynamic
therapy: what a difference the charge makes. J. Med. Chem. 2020, ktera v dobé odevzdani

disertacni prace mé¢la status ,,revision®.
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7. ZAVER

Tato disertatni prace navazuje na mou diplomovou prici, kterd se zabyvala
pfipravou anionického TPyzPz 1 s 16 karboxylatovymi skupinami na periferii. V prubéhu
disertacni prace pak byly pfipraveny nové anionické Pc s karboxylatovymi skupinami
a sulfonovany TPyzPz. Soucasn¢ byly vtéto praci zkoumdny rtzné vlastnosti
(fotofyzikalni, fyzikalné-chemické, vazebné a biologické), které mohou zpiisobovat
rozdilnou fotodynamickou aktivitu u hydrofilnich a amfifilnich anionickych
a kationickych PS.

Vsechny anionické latky v této disertacni préci se vyznacovaly silnou vazbou na
sérové proteiny — BSA. Pii vazbé na protein dochazi ke zhéseni excitovanych stavi
makrocyklu, a to zejména pokud se jedna o TPyzPz makrocyklus. Navic vazba na BSA
stericky brani difuzi kysliku v zdkladnim stavu k excitovanému makrocyklu, a to vede
k niz8imu zhaSeni tripletovych stavii kysliku. Pfi navazdni makrocyklu na BSA miiZe také
dojit ke zhaseni singletového kysliku (at’ jiz fyzikaln¢ nebo chemicky) molekulou BSA,
ktera je v nejbliz§im okoli. Z tohoto diivodu se singletovy kyslik nemusi uvoliiovat do
okoli v dostatecném mnozstvi, a tim padem dochazi k redukci poskozeni biomolekul
a organel v burice.

Fotodynamicka aktivita in vitro na HeLa bunikach byla u vSech anionickych Pc
a TPyzPz siln¢ negativné ovlivnéna ptitomnosti sérovych proteinid v bunééném médiu.
V ptipadé pouziti SFM se fotodynamickd aktivita u anionickych latek zvysila o jeden az
dva tady oproti aktivit¢ v SCM. Naopak aktivita kationickych latek nebyla nijak
ovlivnéna ptitomnosti sérovych proteini. VSechny hydrofilni anionické i kationické latky
se lokalizovaly v lyzosomech. Pouze amfifilni latky se nachazely jak v lyzosomech, tak
v bunééné membrang, a proto byla jejich aktivita mnohem vys§i nez u hydrofilnich.
DalSim faktorem, ktery ovliviiuje fotodynamickou aktivitu, je vliv pH prostiedi. VSechny
latky nesouci na periferii karboxylatové skupiny byly plné€ agregovany pti pH niz$im nez
5 (odpovida intralyzosomdlnimu pH), ¢imz doSlo k potlaceni vynikajicich
fotofyzikalnich vlastnosti. Jedin¢ sulfonovany TPyzPz 5 nebyl negativné ovlivnén pH
prostiedi v lyzosomech, k agregaci u néj totiz dochézi az pti pH okolo 2, coz je mimo
fyziologické rozmezi. U kationickych Pc nedoSlo zménou pH prostfedi k zddnému
ovlivnéni fotofyzikalnich vlastnosti.

V obou dil¢ich €astech disertacni prace jsme vidéli silny negativni vliv vazby

anionickych latek na sérové proteiny, ktery se projevil jak na tGrovni fotofyzikalnich

104



vlastnosti (zhasenim excitovanych stavil), tak i nizsi fotodynamickou aktivitou in vitro
v porovnani s kationickymi latkami. Pfestoze naSe vysledky ukazaly jasné negativni vliv
vazby PS na sérové proteiny, v literatuie byly sérové proteiny velmi Casto diskutovany
spise jako nosi¢e PS vedouci ke zvyseni fotodynamické aktivity. Negativni vliv této
vazby vSak prozatim nebyl popsan detailngji.

V budoucich pracich je proto potieba zohlednit pti hledani novych ucinnych PS
nejen jejich strukturni a fotofyzikalni vlastnosti, ale také vazebné vlastnosti na endogenni
biomolekuly napt. na sérové proteiny, které mohou vyznamné ovlivnit fotodynamickou
aktivitu jak pozitivné, tak i negativn€. Pro hodnoceni fotodynamické aktivity je dilezité
v budoucnu provést také testovani fotodynamické aktivity na arovni in vivo, a tim potvrdit

zavery, které jsme ziskali pro anionické latky v in vitro studiich.
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photodynamic and photophysical properties of sulfonated azaphthalocyanines.” Liblice
2017, Lazné Bélohrad, Ceskd republika, 3. - 5. 9. 2017

Kollar J., Jan¢arova A., Machagek M., Ziméik P. Ustni prezentace: ,,Synthesis of new
sulfonated azaphthalocyanine and its photophysical and photodynamic proterties.*
8. Postgradudlni a 6. postdoktorandskd konference, Hradec Krdalové, Ceskd republika,
24.-25.1.2018

Kollar J., Jancarova A., Machacek M., Miletin M., Novakova V., Zimc¢ik P. Poster:
»Synthesis and study of photophysical properties and photodynamic activity of new
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sulfonated tetrapyrazinoporphyrazine as photosensitizer.” /0. International Conference

on Porphyrins and Phthalocyanines (ICPP-10), Mnichov, Néemecko, 1. — 6. 7. 2018

Kollar J., Zim¢ik P. Poster: ,,Synthesis of symmetrical and unsymmetrical anionic
phthalocyanines for photodynamic therapy.” Liblice 2018, Ldzné Bélohrad, Ceska
republika, 2.- 4. 9. 2018

Kollar J., Machacek M., Ziméik P., Ustni prezentace: ,,Synthesis of symmetrical and
unsymmetrical anionic phthalocyanines for photodynamic therapy.”“ 9. Postgradualni

a 7. postdoktorandska konference, Hradec Krdlové, Ceskd republika, 23. - 24. 1. 2019

Kollar J., Machacek M., Zimcik P., Poster: ,Effect of bovine serum albumin on
photodynamic activity of new anionic and cationic phthalocyanines. XIII. International
Conference "Synthesis and Application of Porphyrins and Their Analogues”, Kostroma,
Rusko, 24. — 27. 6. 2019

Kollar J., Machacek M., Halaskova M., Demuth J., Zimcik P. Poster: ,,Effect of bovine
serum albumin on photodynamic activity of new symmetrical and unsymmetrical

phthalocyanines”. Liblice 2019, Spindlerﬁv Mlyn, Ceskd republika, 6. — 8. 11. 2019

Kollar J., Halagkova M., Macha¢ek M., Zim¢ik P. Ustni prezentace: Anionic and cationic
phthalocyanines for photodynamic therapy and their interaction with bovine serum
albumin. /0. Postgraduadlni a postdoktorandska védecka konference, Hradec Kralové,

Ceskd republika, 22. — 23. 1. 2020

108



9. GRANTY, VYZKUMNE STAZE A OCENENI

Grantova agentura Univerzity Karlovy Cislo projektu: 1060216
Hlavni fesitel: Mgr. Jan Kollar
Nazev projektu: ,,Syntéza anionickych derivatia ftalocyaninii jako potencialnich

fotodynamicky aktivnich latek.*

Grantova agentura Univerzity Karlovy Cislo projektu: 1182313
Hlavni fesitel: Mgr. Antonin Cidlina

Spolufiesitel: Mgr. Jan Kollar

Nazev projektu: ,,Studium vlivu strukturdlnich faktorti na ucinnost intramolekularniho

prenosu naboje u azaftalocyanint.*

Grantova agentura Univerzity Karlovy Cislo projektu: 1620219
Hlavni fesitel: Mgr. Marie Halaskova

Spolufesitel: Mgr. Jan Kollar

Nézev projektu: ,,Komplexni analyza biologickych vlastnosti originalnich fotodynamicky

aktivnich hydrofilnich a amfifilnich anionickych ftalocyaninovych derivati.

Grantova agentura Ceské republiky Cislo projektu: 13-27761S
Hlavni fesitel: prof. PharmDr. Petr Zimcik, Ph.D.

Clen kolektivu: Mgr. Jan Kollar

Nézev projektu: ,,Vyvoj novych fotosenzitizéri pro fotodynamickou terapii a vyzkum

jejich mechanismu ptisobeni na bunééné trovni.*

Grantova agentura Ceské republiky Cislo projektu: 17-19094S
Hlavni fesitel: prof. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Clen kolektivu: Mgr. Jan Kollar

Nazev projektu: ,,Azaftalocyaniny - nefluoreskujici zhaSe¢e pro DNA hybridizacni

sondy.*
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Grantové agentura Ceské republiky Cislo projektu: 19-14758Y
Hlavni feSitel: RNDr. Miloslav Machacek, Ph.D.
Clen kolektivu: Mgr. Jan Kollar

Nazev projektu: Nové fotosensitizéry pro fotodynamickou terapii zaméfenou na cévy

Grantové agentura Ceské republiky Cislo projektu: 20-092128
Hlavni fesitel: prof. PharmDr. Petr Zimcik, Ph.D.

Clen kolektivu: Mgr. Jan Kollar

Nazev projektu: Vyuziti supramolekuldrnich interakci ke zlepseni fotodynamickych

vlastnosti fotosensitizéru

Vyzkumné staze

2018 ,,Universitdt Kassel, Institute of Chemistry ” (Kassel, Némecko) — Ptiprava
azaftalocyanini ze skupiny dibenzochinoxalinoporfyrazind s objemnymi substituenty na
periferii (tri(p-tolyl)propynylové skupiny)

Vedouci prace: Prof. Riidiger Faust (1. 2. 2018 - 16. 7. 2018 - 5,5 mé&sice)

Ocenéni

2019 - Cena za nejlepsi studentsky poster na konferenci — XIII. International Conference
"Synthesis and Application of Porphyrins and Their Analogues v Kostromé&, Rusko
Prezentace vysledk s ndzvem: ,Effect of bovine serum albumin on photodynamic

activity of new anionic and cationic phthalocyanines
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