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1 Seznam zkratek

AzaPc........ azaftalocyanin
CHF........ chloroform

DMF......... dimethylformamid
DMAE...... dimethylaminoethanol

Hp.......... hematoporfyrin
HpD....... hematoporfyrinovy derivat
PCovvverenen ftalocyanin

PDT......... fotodynamicka terapie
PS.......... fotosenzitizér

THF.......... tetrahydrofuran



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Uvod

Fotodynamicka terapie (PDT — photodynamic therapy) je nova perspektivni
metoda 1é¢by kancerdznich i1 nekarceroznich onemocnéni. Pouziti netoxickych
organickych barviv jako fotosenzitizéru (PS) v kombinaci s neskodnym viditelnym
svétlem je zndmo uz pres sto let, ale teprve v poslednich letech se zacala vice
vyuzivat. Prvotné byla metoda vyvinuta k1é¢bé nadorovych onemocnéni, avSak
nékteré z usp&$nych aplikaci miZeme najit i mezi nenadorovymi onemocnénimi’.
PDT ma oproti jiz zavedenym terapiim jako je chirurgie nebo radioterapie fadu
vyhod: je pomérné neinvazivni, cilené zasahuje postizenou tkan a méla by byt bez
vedlejSich efekth klasické 1écby. Diky tomu neexistuji zddné omezeni, které by nam
teoreticky urcovali nejvyssi davku aplikované létkyz. PDT je pouze lécba lokalni
nelze ji vyuzit u nddorovych onemocnéni s metastazami.

Princip PDT zahrnuje kombinaci PS, svétla o vhodné vlnové délce a
molekularniho kysliku. PS je aplikovan do krevniho fecisté¢ a kumuluje se v cilové
tkani. Ta je nasledn¢ ozatena svétlem s vinovou délkou 600-900 nm (oblast tzv.
terapeutického okna), které prochazi tkdni do vétsi hloubky a excituje PS. Po ozateni
prenasi excitovany PS absorbovanou energii na volné rozpustény kyslik v tkanich za
vzniku reaktivnich forem kysliku (pfedev§im singletového kysliku). PS se
pfenesenim energie vraci do zdkladniho stavu a d¢j se mizZe opakovat dokud trva
svételna excitace a je pritomen kyslik. Oxidativni atak cytotoxického kysliku vede
k bunécnému poskozeni a nasledné k destrukcei cilovych bunék. Tato pfima bunééna
destrukce je doprovazena poSkozenim cév vyzivujici tkan a tim je vyznamné omezen

pfisun kysliku a Zivin. Navic PDT miZe aktivovat imunitni systém3.



2.2 Historie PDT

Svétlo bylo vyuzivano k 1é¢bé riiznych nemoci jiz od staroveéku. Jiz stafi
Egyptané, Indové nebo Cinané pouzivali svétlo k 1é¢b& nékterych koZnich
onemocnéni (napf. psoriasis, Vitiligo), infek¢nich nemoci zpusobenych rickettsiemi
nebo i nékterych psychéz. Za otce helioterapie je povazovan fecky 1ékai Hérodotos,
ktery zdaraziioval vliv svétla na obnovu zdravi.

Prestoze 1écebné UCinky svétla jsou znadmy jiz staleti, k rozsifeni této 1écby
doslo az pocatkem 20. stoleti. Jednim z prikopnika fototerapie byl dansky lékar
Niels Finsen, ktery popsal, ze ozafeni Cervenym svétlem zabranuje praskani
nestovicovych pustul. Za pouziti ultrafialového svétla 1€cil také kozni formu
tuberkulozy, za coz obdrzel v roce 1903 Nobelovu cenu. Prvni pozorovani moznosti
indukce bunééné smrti interakci svétla a chemikalii provedl Oscar Raab, student
mediciny v Mnichov¢, v roce 1900. Béhem pozorovani vlivu akridinu na prvoky
rodu Paramecium zjistil, Ze kombinace svétla a akridinové Cervené je pro tato
protozoa letalni. Von Tappeiner spole¢ne s Jesionkem aplikoval kombinaci bilého
svéta a eosinu k 1écbé kozniho nadoru, coz pozdéji vedlo kjeho teorii, Ze pro
ucinnost terapie je zapotiebi také kyslik a jako prvni pouzil vyraz ,,fotodynamicky
efekt™.

V roce 1911 Hausmann zjistil, ze hematoporfyrin (Hp) v kombinaci se svétlem
zabiji prvoky rodu Paramecium a cervené krvinky. V poloving 50.let minulého
stoleti byl pfipraven z HP jeho 0¢ingjsi derivat (hematoporphyrin derivate- HpD),
znamy jako Photofrin™.

Photofrin® byl prvni PS regulémé schvaleny pro 16¢bu rtiznych druhti nadord
v mnohych zemich svéta. KdyZ byly shromaZzdény informace o terapii tumord
pomoci HpD-PDT, zjistilo se, ze ma mnoho nevyhod: dlouhodoba citlivost kiize na
slune€ni zéafeni trvajici po mnoho tydnu, ne zcela dokonala selektivita a také velice
nizkou maximalni vlnovou délku vhodnou pro aktivaci- 630 nm. V poslednich letech
je tedy prace védeckych pracovnikii zaméfena na objeveni novych PS s lepSimi
vlastnostmi jak z hlediska farmakokinetiky tak farmakodynamiky. V soucasnosti uz
je nalezen velky pocet potencidlnich PS pro PDT, ale je obtizné rozhodnout k jaké

aplikaci nebo pro jakou nemoc jsou vhodné™.



2.3 Zakladni principy PDT

2.3.1 Mechanismus PDT

Podstata 1écby je zalozena na fotodynamickém ucinku. Tento jev lze definovat
jako schopnost fotosenzitivnich latek, pfedev§im organickych barviv, vyvolavat za
pfitomnosti svételného zafeni oxidaci nejruznéjSich latek. Zakladem 1écby je
kombinace tii slozek: fotosenzitizéru (PS), svétla a molekularniho kysliku.
Fotodynamicky efekt je zaloZzen na celkovém nebo lokdlnim podani PS.
Fotosenzitizujci latka se selektivné kumuluje v cilové tkdni a poté dojde k ozafeni
svétlem vhodné vinové délky shodné s absorpénim maximem PS. Po absorpci svétla
dochazi v PS ke vzniku excitovanych stavii a k pienosu energie na kyslik. Tak vznika
singletovy kyslik, ktery je mnohem reaktivnéjs$i nez jeho zdkladni molekularni stav,
coz vede k oxidaci membranovych lipidil a proteind, které se projevuje cytolyzou a
tumordzni destrukci. Predpoklada se, Ze oba mechanizmy mohou probihat pti PDT
souCasn¢, avSak jejich relativni podil na destrukci nddoru zavisi na typu a
koncentraci fotosensitizéru, na koncentraci kysliku v nadoru a na vazbé&
fotosensitizéru na substrat. Vyslednym terapeutickym efektem je nekroza, soucasné s

apoptozou nadorovych bungk*®.



Mechanismus PDT (viz obr. 1):

Fotosenzitizér
(excitovany stav)

Tkanovy
T kyslik
svétlo .,
5 Fotosenzitizér
(zékladni stav) ROS
Bunécna
toxicita

Obr. 1: Zjednoduseny princip PDT

2.3.2. Fotofyzika PDT

Zakladem fyzikalniho principu PDT je aktivace fotosenzitizéru svétlem o
vhodné vinové délce. Idedlni rozpéti se pohybuje v oblasti mezi 680-800 nm. Svétlo
0 niz§i vlnové délce pronikd pouze do malych hloubek tkané (fadové nékolika
milimetril) a zasahuji malou plochu. Naopak pti vySSich vinovych délkach energie
zéfeni je nizka, coZ limituje aktivaci PS*.

Zakladni stav PS md dva elektrony sopacnymi spiny (singletovy)
Vv molekularnim orbitalu s nizkou energii. Po absorpci svétla dochazi k excitaci
elektronu na orbital s vy3si energetickou hladinu: 'PS —> 'PS™ = prvni excitovany
singletovy stav. Ten trva pouze nanosekundy a z této hladiny mtze PS prechazet zpét
do energeticky nizsi hladiny vice zpisoby a to bud’ procesy radia¢nimi (emisi svétla-
fluorescenci), anebo vnitini konverzi dochazi k uvolnéni ptebyteéné energie ve
formé tepla (neradiaéni proces).

Prvni excitovany stav muze také vést k procesu zndmému jako ,,intersystem
crossing®, pfi némz dochazi k inverzi spinu jednoho elektronu. 'PS* prechazi do
stavu relativné déle trvajiciho (fddové mikrosekundy) - do excitovaného tripletového

stavu (°PS*). Relativng dlouhotrvajici tripletovy stav PS je tzv. proces ,,spinem-



zakazany“. Tento proces je preferovany mnohem mén¢ nez ,,povolené* procesy. Ale
dobry PS prochézi touto ,,nepovolenou* cestou pomérné s velkou pravdépodobnosti,

coz je pro fotodynamickou aktivitu velmi dalezite™.

2.3.4 Fotochemie

Z tripletového stavu se PS mtize uvolnit bud’ vyzaienim protonu ve formé
fosforescence, nebo dvéma procesy, které jsou pro PDT zéisadni. Jedna se o
fotoproces typu I a hlavné fotoproces typu II, ktery je zejména odpovédny za
fotodynamicky ucinek. Oba dva zminéné fotoprocesy se objevuji soucasné a pomér

Ce e oy . v Vel , r 1,..4
mezi nimi je silné ovlivnén pouzitym PS, substratem a koncentraci kysliku".

2.3.4.1 fotoproces typu I (prenos elektronu)

1a.°PS"+R — PS + R"
2a. PS + 0, — PS + O,
1b.°PS"+R — PS+R’
2b. R+0,— R+0,"

Obr.2. Reakce probihajici pri fotoprocesu I

Ve fotoprocesu typu I mize PS reagovat jak se substratem, tak i s bunéénymi
membranami nebo molekulami. Dochézi k ptenosu protonu ¢i elektronu a vznika
radikal dané ¢astice. Tyto radikdly mohou pozdéji reagovat s molekuldrnim kyslikem
a produkovat vysoce reaktivni formy kysliku, které jsou zodpovédné za nasledné
poskozeni tkang'.

k fotoprocesu I dochazi vétSinou za snizené koncentrace kysliku. Pii uplné
anoxii reaguje excitovany fotosenzitizér (°PS’) pfimo s okolnim biologickym
substitem (R), dochazi k pienosu elektronu a vznikd oxidovany substrat (R*) a

redukovany fotosenzitizér (PS") (viz obr.2 1la ). Za snizené koncentrace mize PS
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reagovat dale a pii jeho rekci s kyslikem vznika superoxid anion radikal (O, ™) (viz
obr.2 2a).

Miize nastat i druha varianta, kdy jiz v prvnim kroku dochazi k tvorbé radikalu
z biologického substratu (R) nebo rozpoustédla (viz obr.2 1b ) a ten miZe reagovat
s kyslikem za vzniku superoxid aniont radikalu (O, °) (viz obr.2 2b ) nebo pfimo
zafixuji zmé&nu v biologické molekule jeji oxidaci RO,

Superoxid neni mimotadné reaktivni v biologickych systémech a nezpiisobuje
sam o sob¢ velké oxidativni poskozeni, ale mizou spolu reagovat jeho dvé molekuly
za vzniku peroxidu vodiku a kysliku (dismutace). Casto dochézi k tzv. Fentonové
reakci, kdy diky superoxidu vznika z peroxidu vodiku (H20,) reaktivni hydroxylovy
radikal (HO') a hydroxidovy iont (HO"). Reakce je katalyzovana kovy obsazenymi
v bunikach (napft. zelezo, méd’ a jiné), ty jsou superoxidem redukovany a mohou
Stépit vazbu O-O peroxidu vodiku.

Hydroxylovy radikal (HO) je vysoce reaktivni, zpisobuje oxidativni zmény
V substratech a dava vznik dal§im reaktivnim iontim. Jedna se o fetézovou reakci a
ta demonstruje pro¢ hydroxylovy radikal (HO') zptsobuje takové rozsahlé

poskozeni.

2.3.4.2 Fotoproces typu II (prenos energie)

3. °PS"+30, »P S +'0,

Obr.3. Reakce probihajici pri fotoprocesu Il

Pii zvySené koncentraci kysliku dochazi k fotoprocesu Il. Energie se pienasi
Z excitovaného PS (3PS*) na zakladni stav molekularniho kysliku, diky inverze spinu
v jednoho z elektronu ve vn&jsi vrstvé vznika velmi reaktivni singletovy kyslik (*O,,
viz obr. 3). Doba Zivota 'O, je riizna a je zavisla na prostiedi ve kterém se nachazi
(napt. voda 2-4 ps, lipidy 10-100 ps, organicka rozpostédla 10-100 ps). Oxidativni
atak cytotoxického 'O, vede k bunéénému poskozeni a nasledné destrukci

rakovinnych bunék 4
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Singletovy kyslik ma maly difuzni polomér (< 0,1 pm), panuje jednotny nazor,
7e O, neni schopny prostoupit hloubéji nez je Sitka lipidové bunééné membrany.
Diky tomuto malému difiznimu poloméru lze PDT povazovat za selektivni metodu
tumorové 1éCby, protoze zasahuje pouze ozafenou oblast tumoru obsahujici
senzitizator™”,

Teréem 0, jsou predevsim molekuly obsazené v membranach, dile DNA,
nenasycené mastné kyseliny, cholesterol a aminokyseliny napft. cystein, methionin,
tyrozin, histidin a tryptofan. Aktivovany kyslik reaguje s biologickym materidlem
oxidaci nebo cykloadici. Po poskozeni reaktivnim kyslikem ptestavaji biomolekuly
plnit své biologické funkce a dochazi k celkovému ireversibilnimu poSkozeni bunky

a v kone¢ném dusledku az k jeji smrti.

Radikaly, superoxid

Excitovany singletovy PS

97 Cytotoxické 1. elektronovy
5 puisobeni prechod
2. fluorescence
0, Excitovany

3. vnitini
2

Irrl'[er—i . singletovy konverze
: ::esmg kyslik 4. fosforescence
3| ¥ 5

° - e
e

2
N %0,  Zakladni . fotoproces
6 (tripletovy) typu |
Excitujici 4 stav kysliku 6. fotoproces
svétlo ftopr
W svétlo teplo

svétlo

Obr.4. Graficka ilustrace fotofyzikdainiho a fotochemického mechanismu PDT



2.3.5. Biologické mechanismy PDT

Na zni¢eni nadorti se nepodili pouze destrukce kazdé jednotlivé molekuly, ale
dochazi ke spolupiisobeni nékolika mechanizmt, které vedou ke smrti bunky
apoptdzou nebo nekroézou. Za hlavni mechanismy jsou v soucasnosti povazovany:

a) pfimy efekt PDT na cilové buiiky
b) zmény v cévnim zasobeni tkané
¢) aktivace imunitniho systému

Subcelularni lokalizace PS se zda byt kliCovym faktorem pro vysledné
pusobeni. Hydrofobni PS se vétSinou inkorporuji do mitochondrii a diky inhibici
enzymi v nich obsazenych velmi rychle iniciuji apoptéozu. Pro hydrofilni PS jsou
mistem zisahu v buiice spiSe lysozoémy, kdy po ozafeni dochédzi k uvolnéni
enzymatického obsahu (hydrolaz).

Jestli bude preferovan primy efekt destrukce nebo vaskularni zmény zavisi na
distribuci PS vkazdém kompartmentu, coz je ovlivnéno fakmakokinetickymi
vlastnostmi PS a miZzeme je ovlivnit podanim PS, zménou svételného intervalu nebo
molekularni struktury. PDT uzivajici kratsi svételné intervaly vede k vazokonstrikci
a omezeni cévniho zéasobeni, kdezto pifi dlouhych intervalech je PS viceméné
kumulovan v cilové tkani a vétina bungk umira p¥imo po ozafeni*®.

PDT také velmi vyznamné ovliviiuje imunitni systém, ve vétSim poctu piipadi
dochdzi k jeho aktivaci a napadena tkan wuvoliluje mnoZstvi cytokininli a
prozanétlivych signali. To odstartuje kaskadu procest, do kterych je zapojena
vétsina bun€k imunitniho systému, dochazi Kk zesileni zanétlivého procesu a smrti

buiiky *.
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2.4. Fotosenzitizéry

Fotosenzitizéry jsou piirodni nebo syntetické latky, jejichz zakladni vlastnosti
je, ze po absorpci svétla o vhodné vinové délce, jej dokazi pfeménit na energii
uzite¢nou, v piipadé¢ PDT cytotoxickou vici cilenym buiikdm. Mnoho produktl se
chova jako PS, avSak velmi maélo se dostane do stadia klinickych zkousek a jen
zlomek je komeréné vyuzit. Lze fict, Ze vétSina latek PS vyuZzivanych v praxi je
zaloZena na porfyrinovém cyklu.

Dulezitou charakteristikou kazdého PS je cilena kumulace v nemocné tkani a
uvolnéni produktd toxickych pro nemocnou bufiku a nasledna indukce produkce
pozadovanych biologickych efektl. Bohuzel nejrozsifenéjsi a v praxi stale nejcastéji
pouzivany PS - Photofrin® ma mnoho nezadoucich vlastnosti a proto je stale snaha o

vyvoj PS, ktery se svymi vlastnostmi bliZi idealnimu PS’.

2.4.1. Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru

Nizka toxicita: PS by mél byt toxicky pouze po ozafeni a jeho metabolické

produkty musi byt také toxicky neaktivni.

Dobra selektivita: PS by se mél kumulovat ve zvySené mitfe v nadorovych

tkanich na rozdil od jinych tkéni.

Rychla exkrece: Zbyly PS by vkrevnim fecisti mohl zpisobit krevni

systémovou toxicitu, proto je rychla exkrece PS zadoucim jevem.

Vhodna absorpce PS: Vyhodou je vyssi absorpce v oblasti vinovych délek

terapeutického okna“ a naopak nizk4 absorpce v oblasti spektrdlniho maxima

denniho svétla 400-600 nm z dtvodu mozné fotosenzitizace kize. Proto se jako
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nejvhodnéjsi jevi absorbance v oblasti 650- 800 nm, kdy jsou penetra¢ni schopnosti

svétla maximalni pfi energii dostacujici k produkei singletového kysliku.

Chemicka cistota: PS by mél byt chemicky ¢isty a zndmého slozeni. Dnesni

PS jsou jiz dobfe charakterizované latky, na rozdil od HpD, kde se jednd o smés

mono-, di- a oligomeri derivatizovaného hematoporfyrinu.

Kvalitni fotochemické vlastnosti: Pro PS je zadouci vysoky kvantovy
vytézek tripletového stavu (®t) a jeho dlouha doba Zivota (t1), umoziujici nasledné

vysokou produkci hlavniho cytotoxického agens singletového kysliku.

Vhodné fyzikdlné-chemické vlastnosti: Polarni, hydrofilni senzitizatory

mohou byt aplikovany intravendzné. Hydrofobni senzitizatory vyzaduji aplikaci na

nosicich a vykazuji vétSinou vyssi retenci v tumorovych tkéanich.

Cena, dostupnost, modifikovatelnost: ~ PS by mél byt snadno dostupny,

MR ’ v v v . , 7
cenové priméfeny a v piipadé potieby snadno modifikovatelnym’®.

Jednou z obecnych vlastnosti barviv stejné tak fotosenzitizérd je jejich
vyblednuti tzv. ,,photobleaching®. Dle fotochemické a fotobiologické definice se
jedna o ztratu intenzity absorpce ¢i emise zpisobenou svétlem. Dochazi
k chemickym zménam (napf. fotoadici, fotocyklizaci, ireverzibilni fotoredukei,
nejcastdji viak oxidaci) vchromofor’. Znamy jsou dv& ireverzibilni chemické
zmény: fotomodifikace a tzv. ,,pravy photobleaching*.

Pii fotomodifikaci dochazi ke ztraté absorpce nebo fluorescence pii ur€ité
vlnové délce, ovSem chromofor zistava zachovan.

Pii pravém photobleachingu uz je zasah tak hluboky, ze dochazi k rozpadu
chromoforu na malé fragmenty, bez vyznamné absorpce ve viditelné oblasti.

Dusledkem téchto dvou jevu (vice se uplatiuje pravy photobleaching) je to, ze
poté uz PS neabsorbuje svétlo a to mize proniknout do hlubsich vrstev. Na druhou

stranu ovSem rozlozeny PS je jiz neaktivni a nemize vykazovat zadné cytotoxické
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vlastnosti. Photobleaching se muze také podilet na rychlejsSim vylucovani PS z téla

diky jeho rozkladu v kazi®®.
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2.4.2 Prehled fotosenzitizéru

Fotosenzitizéry muZzeme rozdélit do téi generaci. Prvni generaci zastupuje
pouze HpD, stalé jeden s nejrozsifenéjsich a nejpouzivanéjSich PS. Mé vSak mnoho
negativnich vlastnosti a nezddoucich ucinkl a proto je vyzkum zaméfen na vyvoj PS
s lepSimi vlastnostmi. Tak vznikla druhd generace zahrnujici jak derivaty porfyrinu,
tak latky s odlisnou strukturou. Tieti generaci tvofi derivaty porfyrini konjugované

napft. S biomolekulami umoziujici lepsi distribuci v téle.

2.4.2.1 Prvni generace

Photofrin® (porfimer sodny, HpD, Photohem®, Photosan®)

Photofrin® je hematoporfyrinovy derivat, ktery byl vibec jako prvni latka
PDT pouzit vroce 1993 v Kanadé pii 1é¢bé karcinomu mocového méchyte. Byl
vyvinut firmou QLT Phototerapeutics (Vancouver, Canada) a jeho prava jsou od
roku 2000 ve vlastnictvi AxcanPharmy (Montreal, Kanada). HpD je slozita smés
mono-, di- a oligomerd, jejichz jednotky jsou spojeny esterovymi nebo éterovymi
vazbami*'. Vznikd chemickymi reakcemi z hematoporfyrinu (viz obr. 5).
Hematoporfyrin je izolovan z hemu, ktery se pusobenim HBr v kyseliné octové
zbavuje centralniho kovu. HBr se také aduje na periferni dvojné vazby, potom se ve
vodném prostiedi brom od$tépi a vznikne hematoporfyrin, z né¢hoZ dalsi Gpravou
reakénich podminek vznika smés, kterd po vycisténi pomoci gelové chromatografie

dava vzniku Photofrinu®.
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Obr. 5: Syntéza HpD. Reakcni podminky: i) HBr, k. octova, H,O, ii) H,SO,, k. octova, iii) NaOH

Jakozto prvni latka uvedena do praxe ma HpD mnoho nevyhod, jmenovité je to nizka
vlnova délka vhodna pro aktivaci (630 nm) a nizky extinkéni koeficient pii této
vinové délce (1170 M'lcm'l). Z téchto udaji vyplyva, Ze pro ucinek je zapotiebi jak
vysokd davka svétla, tak 1 PS. Také vychytavani v cilové tkani neni optimalni,
jednim z Castych a pro pacienta omezujicim problémem je ukladani HpD v kiiZi a

z toho plynouci fotosenzitivita, ktera miize pretrvavat az 6 tydni®2.

Klinické aplikace: Fotodynamicka terapie s vyuzitim HpD vykazuje slibné vysledky

v 1é€bé Barretova jicnu. Jednd se o prekancerdzni stav, kdy dochdzi k pfertstani
zaludec¢niho epitelu do distalniho jicnu. HpD je aplikovan injekéné a trva 2 dny nez
se vytvoii optimalni koncentrace v cilové tkani*®, Z dalgich prekancerdznich stavi

1é€enych pomoci PDT lze zminit cervikalni dysplazii.
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V Italii probihala od roku 1989 do roku 2004 studie, kde bylo zjisténo ze
PDT s Photofrinem® jako PS je efektivni pii 16¢b& ¢asného nebo recidivujiciho stadia
nemalobunécéného plicniho karcinomu (odpovéd’ na 1écbu byla 72%)14.

Tento PS lze také pouzit pii kancer6znich onemocnéni cervixu, jicnu,
mocového méchyte, zaludku a bronchialniho karcinomu. V testovani jsou i dalsi

aplikace v nadorovych onemocnénich nebo jinych nenadorovych napk. psoriazy’.

2.4.2.2 Druhda generace

Obr. 6: porfyrin chlorin bakteriochlorin

Do druhé generace se tadi napt. latky ze skupiny porfyrint, jim ptibuznych
chlorini a bakteriochlorinti, ftalocyanini, naftalocyaninti, porfycenti, texafyrinli a
dalSich. U latek druhé generace se absorpcni maximum posouva k vy$§im hodnotdm
vlnové délky (650-800 nm). To znamend, Ze je lze aktivovat svétlem, které pronika

mnohem hloubgji do tkani’.
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Verteporfin (BPD-MA, Visudyne™)

Verteporfin se sestava ze smési stejné aktivnich
H,CO0C ‘ regioizomertt BPD-MAC a BPD-MAD v poméru
H,CO0C N\ 1:1.

Jde o fotosenzitivni latku s optimem pfi
vinové délce svétla 680-695 nm, pii niz svétlo
pronikd dvakrat hloub&ji nez pifi 630 nm.
Optimélni koncentrace Verteporfinu je dosazeno

HOOC COOCH, T utdch Se e iak
Obr. 7: verteporfin piiblizné po 30-150 minutach, protoze je ja
rychle absorbovan, tak rychle vylucovan. Tim klesa i fotosenzitivita kiize na slune¢ni

zéfeni asi na 2 dny’.

Klinické aplikace: Nejvétsi uspéchy dosahuje tento PS v oftalmologii, pti

terapii stafecké makuldrni degenerace (AMD) nebo rakoviny. Byl uveden na trh jiz
roku 2000 pod obchodnim ndzvem Visudyne™ firmou QLT PhotoTherapeutics.
Prvni pfiznaky pocinajici AMD lze zjistit u cca 15% vSech osob, star§ich 50 let.
Patogeneze AMD je dosud nejasnd. Vime, ze sviij podil maji genetické faktory,
koufeni, hypertenze, vysoky cholesterol, zvySené expozice svétlu, dokonce 1 barva
duhovky. Dilezitou vlastnosti verteporfinu je, Ze se vaze na LDL cholesterol, s nimz
tvoifi komplexy. Receptory pro LDL cholesterol jsou zvlast€ cetné pravée v
neovaskularnim komplexu a tim je dand kumulace PS v cilové tkéni. Uplatnéni
fotodynamické 1é¢by vyznamné snizuje riziko mirné az tézké ztraty zraku v
porovnani s placebem, nejde vSak o ucinek absolutni. Dochdzi k zastaveni vyvoje
onemocnéni ne vSak kjeho uplnému vyléCeni. Nevyhodou metody je, ze v
soucasném stadiu vyvoje nepiisobi trvale a je ji tfeba po par mésicich opakovat™>.

Kontraindikovan je u nemocnych s porfyrii nebo pfi piecitlivélosti na tuto
latku. U déti dosud nebylo davkovani stanoveno.

Dale byl objeven potencial verteporfinu pii terapii lokalnich mykobakteridlnich

infekei. Zatim byl testovan pouze in vitro nebo in vivo na mysich®,
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Dale probihaji studie, které zkoumaji moznost kombinace verteporfinu pro
1é¢bu AMD napi. s bevacizumabem ' (Il. faze testovani) nebo triamcinolonem®®

(111, faze testovani).

Temoporfin (NMTHPC, Foscan®)

Temoporfin (tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, mMTHPC) patii do skupiny chlorint.

I kdyz jeho absorpéni maximum je nizké
652 nm, je to jeden z nejefektivnéjSich
fotosenzitizérd, diky  jeho extinkénimu
koeficientu, ktery je asi 10x vyss§i nez u HpD. Pro
dostate¢ny ucinek jsou potiebné nizké davky
svétla (10-20 J/cm?) i PS (0.1-0.3 mg/kg)™®.

Nevyhodou ovSem je pomérn¢ mala

selektivita vychytavani mezi nadorovou a zdravou
Obr. 8: temoporfin tkani. Také fotosenzitivita se u pacientll vyskytuje
pomérné dlouho — doba mezi parenterdlnim podanim a ozéatfenim je zpravidla néco

kolem 3-4 dnii®®, nasledujici 2 tydny je pacient vysoce citlivy na sluneéni svétlo.

Klinické aplikace: Pro komeréni éely byl pod ndzvem Foscan® uveden na trh

roku 2001 firmou Biolitec Pharma (Edinburgh). Hlavni indikace Foscanu je
paliativni 1écba pacientii s pokrocilym skvaméznim karcinomem v oblasti hlavy a
krku (druh nadoru, ktery vznika v burikach vystylajicich tsta, nos, hrdlo nebo ucho),
pii kterém selhaly piedchozi zpisoby 16&by*.

Mén¢ se vyuziva u rakoviny broncht, Zaludku nebo jicnu. Ukézal se u¢inny i
pii Barettové jicnu®%. Dale probihaji studie 1é¢by rakoviny prostaty, slinivky a jinych

zhoubnych onemocnéni.
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Rostaporfin (Photrex®, Tin etiopurpurin, SnET2, Purlytin®)

Q  — Tento PS patii do skupiny chlorini, resp.

‘ metalochlorinti (uprostied skeletu je vazany kation cinu).
~ Rostaporfin je aktivovan pfi vinové délce 664 nm, 24 h
po aplikaci 1étky23. I pies silné absorpéni maximum ma

latka nevyhodné farmakodynamické vlastnosti podobné

porfimeru: vysoké davky svétla potifebné pro terapii a

kozni senzitivita trvajici az 14 dni.
Obr. 9: SnET?2

Pod obchodnim nazvem Photrex®

zaregistrovala
rostaporfin farmaceuticka firma Miravant Medical Technologies (USA). Ta zkouma

vyuziti rostaporfinu v 16¢b& ADM (I11. faze testovani)®*,

Klinické aplikace: Rostaporfin se testuje jako prostiedek 1é¢by koznich nadort,

také byla ukoncena druhd faze zkouSek u Kaposiho syndromu u pacienti s AIDS.
Probihaji studie zaméfené na vyuziti rostaporfinu v terpii endometrialni ablace a

karcinomu prostaty®.

Talaporfin (talaporfin sodium, Npe6, LS-11, MACE)

= Mono-L-aspartyl chlorin e6 (Npe6) je ve vodé
dobfe rozpustny PS naleZici do skupiny chlorint.
Absorpéni maximum se pohybuje okolo 664 nm (ggg4=
40 000 M em™). Pozitivem je nizké kozni fototoxicita,

ool dana rychlou exkreci latky z téla, z tohoto diivodu se
HOOC

také cilova tkan ozafuje 4h po aplikaci latky.
NH O

HOOC\V/L\COOH

Klinické aplikace: Na trh byl uveden firmou Meiji
Obr. 10: talaporfin

Seika Kaisha (drzitel licence, Tokyo) pro 1écbu
casného stadia broncho-pulmonélniho karcinomu pli026. Probihaji klinické

studie vyuziti talaporfinu u karcinomu jater (IIl. faze testovani), rektalniho
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karcinomu s metastazemi V jatrech ( IIl. faze testovani) a zkouma se

v v % ¥ r roor r o n\27
prospéSnost 1écby u stafecké makularni degenerace (I. faze testovani)”'.

Probihaji dalsi testy pro 1écbu pokrocilych stavii rakoviny napi. neoperativniho

maligniho nadoru mozku, skvamoéznich nadort (krku, prsu)zs.

Motexafin lutecium (LuM, Lutex, Optrin®, Antrin®, Xcytrin®)

LuM je strukturou odlisny od ptedeslych latek, je to derivat texafyrinu s

charakteristickym pétidusikatym makrocyklickym jadrem. Uprostfed makrocyklu ma

centralné vazany atom lutecia.

i3
2

Obr. 11: motexafin lutecium

Je to Ccisty, ve vodé rozpustny PS s vysokym
absorpénim maximem ( 732 nm). Je prokdzana dobra
selektivita Kk nadorové tkani. Zkrevni plazmy je
vylucovan celkem rychle, nejvyS$i koncentrace latky
Vv cilové tkani je po 3h, po 5h uzZ je to jen 50 %. Diky
rychlé exkreci trva kozni fotosenzitivita 24-48 h?°.

Klinické aplikace: Pod komerénim nazvem Antrin® zadala

firma  Pharmacyclics  (Sunnyvale, USA) testovat
motexafin lutecium. Nyni se nachazi ve druhé fazi
klinického testovani uc¢inku na nemalobunéény plicni
karcinom (NSCLC). Byla ukoncena také 3. faze
klinického zkouSeni aplikace motexafinu lutecia u nadort
mozku, ale FDA vprosinci 2007 neschvalila

marketingovy clearence®.

Testuje se prospésnost latky v kardiologii pfi terapii aterosklerdzy, kdy princip

ucinku spocivd v kumulaci lé¢iva v aterosklerotickych platech, kde po ozafeni

dochdzi keliminaci makrofagh a bunc¢k svaloviny, které se na tvorbé

aterosklerotického platu podileji*".

Byla ukoncena I. faze klinického zkouSeni karcinomu prostaty a cervikalni

intraepitealni neoplazie. Zkouma se i prospésnost 1é€by u karcinomu prsu.
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Photochlor (HPPH)

HPPH (2-[1-hexyloxyethyl]-2-devinyl pyropheophorbide-a) je hydrofobni,
lipofilni PS patfici také do skupiny chlorinii (piesnéji se jedna o derivat feoforbidu).
Ma lepsi selektivitu v nadorové tkani i rychlejsi exkreci oproti porfimeru, tkan se
ozafuje 48h po aplikaci Photochloru (Amax= 665nm, ggg6= 50 000 M cm™)%,

Klinické aplikace: Probiha druhd faze klinickych zkousek photochloru na 1écbu

nemalobunééného karcinomu plic. Testuje se prospesnost (prvni faze klinickych

zkousek) pro 1é¢bu nadora krku, hlavy a kize.

FTALOCYANINY (Pc)

Ftalocyaniny jsou syntetické porfyriny vykazujici
nejvétsi absorpci v dlouhovinné oblasti viditelného
spektra (670-700 nm), coz je dusledkem 4 benzenovych
jader ptikondenzovanych k porfyrazinovému cyklu,

stejné jako silnd absorpce pii této vinové délce (¢ =

200000 M™cm™). Uvnitk cyklu se jsou chelatovany kovy
Obr. 12: ftalocyaniny — neho polokovy (Zn, Al), diky nimZ je prodlouzen
tripletovy stav PS a tim 1 jeho G¢innost.

Ftalocyaniny jsou vétSinou hydrofobni, Spatné rozpustné slouceniny (jak ve
vodé, tak v organickych rozpoustédlech). Jejich rozpustnost lze zvysit substituci
perifernich cykli sulfonovou kyselinou, karboxylovou kyselinou nebo amino
skupinou. Problémem byva separace a Cistota takovychto produktd, finalni produkt je

smés napf. mono-, di-, tri-, tetrasulfonovych derivatu®,

Klinické aplikace: Smes sulfonovanych derivatu je v Rusku uzivan v praxi pod

nazvem Photosens, hlavné pro 1écbu nadorovych onemocnéni kiize a prsu. Také byla

prokazana prospéSnost Photosens v oftalmologii, probiha druhd faze testovani jeho
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vyuziti pti 1é¢be subretinalni neovaskularni membrény, kterd byva casto pricinou
nemoci jako stafecké makularni degenerace, myopatie a jinych®.

Dalsim zkouSenym PS je Pc4 (kfemicity komplex ftalocyaninu), ktery se
nachazi v prvni fazi klinickych testti (pod zastitou National Cancer Institute) u¢inku
pii 16¢b& malignich i nemalignich onemocnéni kiize®.

Pfidanim dal§iho benzenového jadra na periferii ziskame naftalocyaniny,
které¢ absorbuji pii dlouhych vilnovych délkach (az 770 nm). Tim je zvySena
terapeuticka hloubka, Ize je tedy vyuzit i pro vysoce pigmentované nadory

(melanom).

5-AMINOLEVULINOVA KYSELINA (ALA, Levulan® Metvix®, Hexvix®,

Benzvix®)

@) ALA je metabolicky prekurzor v biosyntéze
WNHz hemu. Prostfednictvim negativni zpétné vazby, kdy
OH . HCI hladina hemu je zvySena, dochazi k inhibici konverze

obr. 13: 5-aminolevulinova kyselina - olycinu a sukcinylCoA na ALA. Tim, ze je ALA
dodana exogenng, se obejde tento kontrolni mechanismus a protoporfyrin IX (PpIX),
ktery funguje jako spolehlivy PS, je mozno nadale syntetizovat. Ve zdravé tkani
vznikd z PpIX pomoci ferrochelatasy fotodynamicky neaktivni hem, kdeZto ve tkani

nadorové k této inkorporaci nedochézi a PpIX se tady kumuluje.

74
o A\
HZNW oH — >
(6]
S-aminolevulinova kyselina
HOOC COOH
protoporfyrin IX

obr. 14: Syntéza PplX z kyseliny 5-aminolevulinové
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ALA ma né¢kolik vyhod oproti HpD: doba mezi podanim latky a ozafenim se
pohybuje okolo 2-4h, diky rychlé exkreci latky z téla (24h) je mozno 1écbu opakovat
jiz za 48h bez naruSeni normalni tkdné. ALA muze byt podana jak systémové tak
topicky, uspéchy jsou zaznamenany spise v lokalni 1é¢bé kuze.

Prestoze ALA nabizi jisté vyhody oproti HpD, stale je to porfyrinovy derivat
se svymi nedostatky. Absorpéni maximum se nachazi pti 630 nm, coz neptesahuje

hloubku penetrace u HpD.

Klinické aplikace: Pod nazvem Levulan® Kerastick® je firmou DUSA

Pharmceuticals (Toronto, Kanada) pouZivan k 16¢bé aktinoidni keratozy™.

Déle je zkoumdno vyuziti ALA v mnoha aplikacich: 1é¢ba akné vulgaris,
prekancer6zy ustni dutiny, nddoru mocového méchyte, cervikdlni dysplazii a
lupénky.

Hydrofilni povaha ALA omezuje prinik pokozkou, a proto byly do terapie
uvedeny jeji estery, které zlepSuji penetraci pokozkou a po hydrolyze uvoliuji
volnou kyselinu 5-aminolevulinovou. Metvix® (methylester ALA) je pouZivan
k 1é¢b¢ karcinomu bazalnich bunék kiize a aktinoidni keratézy. Zkouma se vyuziti u
akné vulgaris, cervikalni dysplazii a Bowenovy nemoci®’.

Hexvix® (hexylester ALA) je uzivan k detekci rakoviny mogového méchyie.
V klinickém testovani (II. faze) je fotodetekce polypl a rakoviny tlustého stieva.
Metvix® a Hexvix® jsou produkty firmy Photocure (Oslo, Norsko)®. Benzyl ester
kyseliny 5-aminolevulinové Benzvix® je zkoumam pro vyuziti ve fotodiagnostice

rakoviny jicnu a tlustého stfeva.
DALSI FOTOSENZITIZERY

Rhodaminy — jsou specificky vychytavany mitochondriemi a vyuzivaji se jako
fluorescenéni barviva®. Pro zvyseni fotodynamického u&inku jsou substituovany

t&zkymi atomy. Po substituci se absorpéni maximum pohybuje mezi 500 a 600 nm™.

Bromovany analog zaznamenal Gspéchy v testech autotransplantacni 1€¢by myeloidni

26



4

leukémie. Nejznaméjsi latkou pattici do této skupiny je Rhodamin 123 (viz obr.15),
testuje se jeho mozné vyuziti v terapii rakoviny prostaty*".
H,N

obr. 15: Rhodamin 123

Methylénova modr — je derivat fenothiazinu, vyuzivan k dekontaminci Cerstvé
zmrazené plazmy. Inaktivuje viry, pro ¢lovéka je vSak netoxicka. In vivo je redukci
enzymy pfitomnych Vv bunkach inaktivovdna na fotodynamicky neaktivni

leukoformu’.

Porfyceny — maji maximum absorpce pii 600-650 nm, modifikaci na periferii
lze dosdahnout velmi dobrych farmakokinetickych vlastnosti. 9-acetoxy-2,7,12,17-
tetrakis-(beta-methoxyethyl)-porphycene ~ (ATMPn) patfi mezi  nejrychleji
vychytavané PS v in vitro studiich. Je aplikovan pouze topicky a umoziuje 1é¢bu

koznich nemoci vazanych na keratinocity ¢&i fibroblasty™.

Hypericin - je latka s antibakteridlnimi, antivirovymi a antidepresivnimi
uc¢inky. Zdrojem hypericinu je tfezalka te¢kovana (Hypericum perforatum). Po poziti
latky a vystaveni se sluneCnimu zateni se projevi tvz. hypericismus (kozni drézdéni a
zvySena teplota). Probihaji studie vyuziti v terapii premalignich zmén a karcinomu

mocového méchyie®.
Safyriny — byly objeveny jako nahodny produkt syntézy vitaminu B12 a patii

do skupiny expandovanych porfyrinii (max absorbance okolo 675 nm). Maji dobrou

selektivitu v tkanich, ovSem pomalé dosazeni cmax ve tkanich (n€kolik dnﬁ)44.
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace byla syntéza nesymetrickych azaftalocyanini
(AzaPc) s riznym poctem pyridylovych substituentll na periferii makrocyklu. Tyto
pyridylové cykly je mozno pozdé&ji kvarterizovat, ¢imz je lze do molekuly vnést
rizny pocet naboju a tim 1 zvysit rozpustnost nesymetrickych AzaPc ve vodé. Mym
ukolem bylo statistickou kondenzaci pfipravit ze dvou odliSnych prekurzorti smés
Sesti riznych molekul AzaPc, tyto slouceniny izolovat, vycistit a charakterizovat

(ptiklad jednoho AzaPc viz obr. 16).

obr. 16: ukazka jednoho AzaPc
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4 Metodicka cast

4.1 Syntéza nesymetrickych ftalocyaninu (Pc)

Ftalocyaniny (phthalocyanines, Pcs) jsou aromatické makrocykly. Ve své
molekule obsahuji ¢tyfi isoindolinové jednotky spojené v polohach 1 a 3 dusikovymi
mustky. Diky delokalizovanym = elektroniim maji tyto latky jedinecné fyzikalni
vlastnosti, které se vyuzivaji v mnoha oblastech. V posledni dobé& stoji v popiedi
syntéza nesymetrickych Pc z diivodd zlepSeni fotodynamickych vlastnosti latky:
napt. zlepseni rozpustnosti, posun k ¢ervené oblasti svétla.

Na rozdil od syntézy symetrickych prekurzort, kdy se cyklizace u¢astni pouze
jedna latka, pfi nesymetrickych syntézach spolu reaguji minimalné dva prekurzory
(A a B) nebo lze pro cyklizaci vyuzit jednoho substituovaného prekurzoru, ktery neni

symetricky soumérny (napf. monosubstituovany ftalonitril).

4.1.1 Nesymetricky prekurzor

Cyklizace nesymetricky substituovaného prekurzoru vede ke smési 4
polohovych (konstitu¢nich) izomerti, které¢ ukazuje obr. 17. Ve vétSiné ptipada
vznikd smé&s produktl, které se Casto té¢Zko charakterizuji a separuji na zaklade jejich

Spatné rozpustnosti, sklonu k tvorbé agregatt a velice podobnym vlastnostem.
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Obr. 17: mozné polohové izomery

Pro vznik pouze jednoho konstituéniho izomeru lze vyuzit dvé metody
selektivni syntézy:

Statisticky pristup — pii statistickém pfistupu lze upravenim reakénich
podminek napf. pfidanim katalyzatoru alkoholatu lithného, pouzitim kovového
nosi¢e (Zn", Ni", Cu" ) nebo zménou teploty reakce, vyprodukovat pouze jeden

o 45

Zz moznych izomert .

Primy pristup — spo€iva v racionalni konstrukci molekuly prekurzoru, kdy jsou

dvé jeho molekuly spojeny pomoci mistku tzv. ,,spacer* (viz obr. 18)
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obr. 18: Dimér slozeny ze dvou molekul ftalonitrilu

4.1.2 Dva ruzné prekurzory

Zakladni reakci je tzv. statisticka kondenzace (statistical condensation), coz je
neselektivni metoda, kterd poskytuje smés Sesti produktli rizné nakombinovanych
prekurzori A a B: (AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB, BBBB)46. Vznikla smés
se deli pomoci chromatografickych metod. To byva ¢asto problém, protoze se jedna
0 molekuly s planarnim usporadanim, které maji tendenci k tvorbé dimérti a vyssich
agregatl. Tomu se predchazi zavedenim objemnych substitunet na periferii (terc-

butylové skupiny, dendritické substituenty).
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Obr. 19: 6 riznych kongeneri

I kdyZ je to metoda neselektivni, 1ze pouzitim vhodného poméru mnozstvi
vychozich prekurzorii vyrazné posunout reakci ve prospéch pozadovaného produktu
napi: pii poméru produktii 3:1 (A:B), reakce probiha ve prospéch A3B, ktery obvykle
tvoii 44 % celkového vytézku, pfi poméru 9:1 sice dochazi ke snizeni zisku AzB
(vznika vétsi mnoZstvi Ay), ale uz témét nevznikaji jiné produkty a lze jej snadnéji
separovat.

Kromé¢ vyuziti vhodného poméru produktii, je tieba zminit dal$i metody, které

nam umoznuji dominantni syntézu pozadované latky ve smési.
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<> Metoda s vyuzitim pevné faze (Polymeric Support Method)

Metoda byla objevena Leznoffem*’. Princip spocivd v navazani vhodng
substituovaného prekurzoru B na polymerni pevnou fazi. K tomuto pevné vazanému
prekurzoru je pridan volny prekurzor A, tim ziskdme A3B ftalocyanin navazany na
pevnou fazi. Ten je nasledné z polymeru odstépen. Podminkou pro uspéch reakce je

vhodna funk¢ni skupina k navazani na pevnou fazi a snadné odstépeni z pevné faze.

NH,
(CH2)nOTrO
\E’_ Ny OR OR
N
NH \\ =
NH N=
+ —_— N N
\ /
NH, N HN
OR W
\ N

NH o(cH2noT— P|

Obr. 20: Syntéza Pc s vyuzitim pevné faze

% Subftalocyaninova metoda (The Subphthalocyanine Approach)

Je daldi metodu pripravy AsB, objevenou Kobayashim a kol.*. Je zaloZena na
rozSiteni kruhu subftalocyaninu (SubPc) jeho reakci se sukcinimidem nebo
derivatem diiminoisoindolinu (viz obr. 21). Tato reakce je vysoce selektivni a

umoznila piipravu Pcs, které byly diive nedosazitelné*.
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Obr. 21: Expanze SubPc kruhu

Vysledek celé reakce zavisi predevSim na reak¢nich podminkach a na
charakteru vychozich prekurzori. Tento mechanismus dikladné prozkoumali T.
Torres a kol a zjistili, Ze reakce probihd nejlépe reaguje-li derivat
diiminoisoindolinu v 6 - 9-ti nasobném nadbytku oproti roztoku SubPc ve smési
DMSO/1-chlornaftalen nebo  dichlorbenzenu  (1:4 az 4:1) nebo
(dimethylamino)etanolu za stalého michani pti 80-100 °C po dobu 5-12 h. Vytézek
se pak pohybuje mezi 3 - 90%.

Ptestoze se jedna o selektivni metodu, mizou zde vzniknout vedlejsi produkty,
diky castecné nebo uplné fragmentaci subftalocyaninového kruhu. Staticka

kondenzace téchto fragmenti poskytuje 6 moznych derivati Pc (viz obr. 22).
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@ |ABA| |ABB
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B B
SubPc
A B B B

Pcs
Obr. 22: Fragmentace SubPc kruhu

< Cross condesation

Toto je cilena metoda k ziskani produktu typu ABAB. Pii reakci se pouziva
ekvivalentni mnozstvi prekurzord 1,3-diiminoisoindolinu a 1,1,3-trichlorisoindolu,

reakce probiha za mirnych podminek v pfitomnosti baze a redukéniho ¢inidla (viz
obr. 23).

o e
ol

Cl

/

Obr. 23: cross condesation
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o ‘Half-P¢’ intermidiate method

Tato metoda byla popsdna Leznoffem a kol. pro piipravu produkti typu
AABB*. Vyuziva se meziproduktu tzv. polovi¢niho ftalocyninu (z angl. ,,half-Pc*),
ktery je nasledné podroben reakci s odlisné substituovanym ftalonitrilem za velmi
mirnych podminek. Aby byl meziprodukt stabilni, musi byt ftalonitril substituovan
pouze silné elektronegativni skupinou. Leznoff pouzil 4,5-bis(3,3-dimethyl-1-

butynyl)ftalonitril v reakci s methanolatem lithnym v prostiedi methanolu.

R R
R CN
LiOMe
II NIV E

R CN MeOH R /

N

R
OMe
R

©iCN
CN
_—

Zn(OAc),

Obr. 24: Pouziti half-Pc intermedidatu

Dalsi varianta jak ziskat pouze izomer AABB je metoda, kdy pouZijeme 2

stejné jednotky spojené "spacerem" (viz. "piimy piistup”).
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5 Experimentalni ¢ast

Seznam pouzitych chemikalii

2-methyl-2-propanthiol, >98 %, Fluka

N,N-dimethylformamid, extra suchy, voda < 50 ppm, Acros Organics
2,3-diaminomaleonitril, 98 %, Aldrich

dioxan, Cisty, absolutni, >99 %, Fluka

2,2-pyridyl, 97 %, Aldrich

octan zine¢naty, bezvody, Lachema

oxalyl chlorid, >96 %, Fluka

Material a pristroje

Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) pro sloupcovou chromatografii

TLC — Kieselgel — Silicagel Merck 60 Fys4

bodotavek Electrothermal 1A9200 Series Digital Melting point Apparatus
(Electrothermal Engineering Ltd., Southend-on-Sea, Essex, Great Britain)
IR-Spectrometer Nicolet Impact 400

'H and *C NMR spektra Varian Mercury-Vx BB 300 (299,95 MHz, 1H; 75,43 MHz,
13C)

MALDI-TOF Voyager-DE STR mass spectrometer (Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA)

Flash chromatograf FlashMasterPersonal, Argonaut

Latky pripravené drive

Latka (5) - Kostka et al.*%.
Latka (10) - Eva H. Markved z NTNU Trondheim, Norsko™.
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5.1 Schéma provadénych reakci
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5.2 Priprava prekurzoru

5.2.1 Priprava 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu (1)

NC H (0]
| M=162,11
C6H2N402
NC H (0]

Oxalylchlorid (20 ml, 233 mmol) jsem rozpustila v bezvodém dioxanu (200 ml) a
velmi pomalu piikapavala suspenzi diaminomaleonitrilu (10 g, 93 mmol) v
bezvodém dioxanu (400 ml). Doba ptikapavani €inila 3 hod, pfi¢emz jsem postupné
zvySovala teplotu az na 50 °C. Po smiseni obou reaktantli jsem smés michala dalsi 3
hodiny pfi teploté 50 °C. Po kratkém vychladnuti, jsem obsah baiky zahustila na
rotacni vakuové odparce a odfiltrovala. Produkt jsem piecistila krystalizaci z vody
s aktivnim uhlim a vysuSila. Vytézek 7,21 g nazloutlych krystala (tj. 41 %
teoretického vytézku). Latka nebyla dale cisténa a byla pouzita pfimo do dalsi
reakce.

T.t. 245-278 °C za rozkladu (lit.>* 240-280 °C).

5.2.2 Priprava 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)
NC N cl
N
I j: M = 199,00
NC N/ cl CeClaNq

5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitril (1) (7,21 g, 57 mmol) jsem
pomalu za stalého michani sypala do smési bezvodého dioxanu (300 ml)

s thionylchloridem (17 ml, 303 mmol). Po dobu jedné hodiny jsem smés zahtivala pti
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teploté 60 °C pod zpétnym chladi¢em opatienym suSici rourkou. K suspenzi jsem
poté pridala dimethylformamid (5 ml) a vzniklou tmavou smés jsem zahiivala
dalSich 90 minut. Poté jsem odpafila rozpoustédlo na vakuové rotani odparce.
Produkt jsem dale dvakrat extrahovala do horkého toluenu (300 ml). Toluen jsem
odpatila, vznikly produkt piekrystalizovala z chloroformu a =ziskané krystaly
vysusSila. Odpatila jsem rozpoustédlo mate¢ného louhu a smés (krystaly i zbytky z
mate¢ného louhu zvlast) rozdé€lila pomoci flash chromatografie se smési toluenu a
chloroformu (1:1) jako mobilni fazi. Frakce s ¢istym produktem jsem odpaiila na
vakuové rotacni odparce. Ziskala jsem 4,2 g drobnych nazloutlych krystala (tj. 47 %
teoretického vytézku).

T.t. 180,2 °C (lit.>* 179-180).

3C NMR (CDsCOCD3) 6 (ppm) 113,1; 131,2; 152,2.

5.2.3 Priprava 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (3)

M=306,45

S N CN
I C14H18N4S2
CN

X

S N

%

K 34,5 ml vodného roztoku hydroxidu sodného (1 mol/l) jsem za stdlého michani

7\

ptilévala 4,0 ml 2,2-dimethyl-propan-1-thiolu (35,5 mmol) a ptl hodiny nechala
reagovat pii pokojové teploté. Poté jsem k tomuto roztoku pomalu piidala roztok 5,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2) (3,0 g, 10 mmol) v tetrahydrofuranu (80 ml).
Reakéni smés jsem nechala michat dalSich 30 minut. Pomoci dé€lici baiky jsem
oddélila vodnou a organickou fazi. Z organické faze jsem za sniZeného tlaku odpatila
rozpoustédlo a ziskané krystaly jsem precistila na flash chromatografu za pouZiti
toluenu jako mobilni faze. Z produktu jsem za sniZeného tlaku odpatila rozpoustédlo.

Vytézek 4,23 g zlutych krystala (tj. 91 % teoretického vytézku).
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T.t.: 161-162 °C (lit.°*161-162 °C)
13C NMR (CDCl3) & (ppm) 29,6; 52,3; 113,8; 125,0; 161,0
'H NMR (CDCl3) & (ppm) 1,64 (s, 9H, CH3)

5.2.4 Priprava 5,6-dipyridin-2-yl-pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (4)

M=248,28
C16H8NG

2,2-pyridil (2,12 g, 10 mmol) a diaminomaleonitril (1,08 g, 10 mmol) jsem
rozpustila v acetonitrilu (40 ml) a nechala vafit pfi teploté¢ 100 °C pod zpétnym
chladi¢em po dobu 3 hodin. Pribéh reakce jsem sledovala pomoci tenkovrstvé
chromatografie s mobilni fazi chloroform/aceton 15:1. Roztok jsem pfefiltrovala,
srazeninu promyla acetonitrilem a za snizeného tlaku jsem odpatila rozpoustédlo.
Produkt jsem pfecistila pomoci sloupcové chromatografie za pouziti
chloroformu/acetonu 15:1. Ziskala jsem 1,74 g bilych krystalki (tj. 60 %
teoretického vytézku).

T.t.:174,5-175,5 °C (1it.>® 174-176)

13C NMR (CDCls) & (ppm) 112,9; 124,6; 124,7; 130,1; 137,1; 148,8; 153,8;
154,8.

'H NMR (CDCls) & (ppm) 7,31 (ddd; 2H; J;=7 Hz; J,=5 Hz; J;=1 Hz; pyridyl
H-5); 7,89 (td; 2H; J1=8 Hz; J,=2 Hz; pyridyl H-4); 8,05 (d; 2H; J=8 Hz;
pyridyl H-3); 8,31 (d; 2H; J=5 Hz; pyridyl H-6).
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5.3 Syntéza asymetrickych AzaPc — obecny postup

Smés 0,613 g (2 mmol) (3) a 0,569 g (2 mmol) (4) a 2,5 g (14 mmol)
bezvodého octanu zine¢natého jsem rozpustila v bezvodém DMF (20 ml) a vlozila
do olejové 1azné predem vyhiaté na 160°C. Za stalého michani pii konstantni teploté,
uz bylo po 10 minutach mozno pozorovat zezelenani roztoku. Reakci jsem nechala
probihat za stejnych podminek jesté dveé hodiny.

Poté jsem roztok vlila do smési methanolu a vody (1:1), roztok zfiltrovala,
srazeninu produktu dikladné promyla destilovanou vodou a methanolem a vysusila.

Smés Sesti AzaPc jsem délila pomoci sloupcové chromatografie za pouziti
mobilni faze CHF/pyridin/THF 10:0,15:0,6. Jako prvni se vymyval AzaPc (5),
nasledné jsem zménila mobilni fazi na CHF/pyridin 16:1 a ziskala jsem AzaPc (6).
Po vyméné mobilni faze na CHF/pyridin 6:1 se eluovala spole¢né smés izomeru (7) a
(8) a nasledn¢ AzaPc (9). AzaPc (10) jsem ze smési neizolovala, byl identifikovan

pouze pomoci tenkovrstevné chromatografie.

5.3.1 [2,3,9,10,16,17-Hexakis(terc-butylsulfanyl)-23,24-bis(pyridin-2-yl)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato] zineénaty komplex
(6)

N >jir M = 1271,03
=N N=N_s CsgHesN18SeZn
3

‘N

X X
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Tato frakce byla izolovana pouze v minimalnim mnozstvi. Cast Gistého
produktu byla nasledné vyizolovana z TLC. Jako soustava byla pouzita mobilni faze
toulen/pyridin v poméru 7:1, reten¢ni faktor (Rf) byl 0,23. Z desky byla latka
extrahovana do pyridinu. Totoznost byla potvrzena pomoci hmotnostniho
spektrometru.

MALDI-TOF m/z 1267 [M+H]"; 1211 [M-56+H]".
UV-vis (pyridin) A (nm) 657; 596; 385.

5.3.2 2,3,16,17-Tetrakis(terc-butylsulfanyl)-9,10,23,24-terakis(pyridin-2-
yl)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato] zine¢naty
komplex (7)

M = 1248,86
CeoHs4N20S4Zn

2,3,9,10-Tetrakis(terc-butylsulfanyl)-16,17,23,24-terakis(pyridin-2-
y)- 1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza) ftalocyaninato] zinec¢naty
komplex (8)

M = 1248,86
CeoHs4N20S4Zn
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Ob¢ slouceniny byly izolovany ze smési spole¢né. Pro sloupcovou chromatografii
byla pouzita mobilni faze CHF/pyridin 10:1, poté ndsledovala dalSi sloupcova
chromatografie izolované frakce s mobilni fazi CHF/pyridin 6:1. Ziskany AzaPc
jsem prefiltrovala a odpafila rozpoustédlo. Dale jsem produkt promyla methanolem,
a zfiltrovala. Srazeninu jsem rozpustila v pyridinu, zfiltrovala a odpatila
rozpoustédlo. Vytézek byl 5 mg (0,4 %).

MALDI-TOF m/z 1245 [M+H]"; 1189 [M-56+H]".

UV-vis (pyridin) A (nm) 658; 596; 383

IR (KBr) v (cm™) 3065; 2965; 2922; 2864; 1508; 1361; 1252; 1142; 1106; 1049;
980; 961.

13C NMR (C¢DsN) & (ppm) 30,72; 30,79; 51,24; 51,34; aromatické signaly
nedetekovatelné.

'H NMR (CsDsN) & (ppm) 8,94 (d; 2H; J=7 Hz; pyridyl H-3); 8,67-8,62 (m;
2H; pyridyl H-3); 8,58 (d; 4H; J=5 Hz; pyridyl H-6); 8,15 (td; 4H; J;=8 Hz;
J,= 1 Hz; pyridyl H-4); 7,38 (dd; 2H; J,=7 Hz; J,=5 Hz; pyridyl H-5);
7,30-7,21 (m; 2H; pyridyl H-5); 2,27 (s; 18H; CH3); 2,03 (s; 18H; CH3).
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5.3.3 2,3-Bis(terc-butylsulfanyl)-9,10,16,17,23,24-hexakis(pyridin-2-yl)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato] zineénaty komplex
(9)

M =1226,69
Ce2HaaN22S2Zn

Tento AzaPc jsem precistila po izolaci ze smési (viz obecny postup) pomoci
sloupcové chromatografie za pouziti mobilni fdze CHF/pyridin 6:1. Ziskany AzaPc
jsem prefiltrovala a odpafila rozpoustédlo. Poté promyla methanolem stejné jako
U ptedchozi latky. Srazeninu jsem rozpustila v chloroformu, zfiltrovala a odpaftila
rozpoustédlo. Vytézek byl 8 mg (0,65 %).

MALDI-TOF m/z 1223 [M+H]"; 1167 [M-56+H]".

UV-vis (pyridin) A (nm) 657; 595; 378

13C NMR (C¢DsN) & (ppm) 30,72; 51,19; 125,30; 125,46; 125,58; 136,70;
136,76; 137,17; 145,75; 148,89; 149,11; 151,70; 151,72; 151,99; 152,79;
153,63; 154,52; 154,58; 154,62; 158,53; 159,20; 159,58.

'H NMR (C¢DsN) &(ppm) 8,97 (d; 2H; J=8 Hz; pyridyl H-3y): 8,68-8,62 (m;
4H; pyridyl H-3a,B); 8,59 (d; 2H; J=4 Hz; pyridyl H-6y); 8,35-8,21 (m; 4H;
pyridyl H-6a,B); 8,16 (td; 2H; J,=8 Hz; J,=1 Hz; pyridyl H-4a); 7,73-
7,61 (m; 4H; pyridyl H-40,B); 7,40 (ddd; 2H; J;=8 Hz; J,=5 Hz; J3=1
Hz; pyridyl H-5y); 7,33-7,23 (m; 4H; pyridyl H-5a,B); 2,08 (s; 18H;
CHay).

46



6 Diskuze

Jako vychozi latky pro syntézu prekurzord jsem pouzila diaminomaleonitril a
oxalylchlorid. Jejich reakci jsem ptipravila 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-
dikarbonitril, ktery se podatil pfipravit v pomérn¢ dobrém vytezku (41 %). Tuto
latku jsem nechala reagovat s thionylchloridem za vzniku 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (1). Reakce probéhla bez problémi, opét s dobrym vytézkem. Piiprava
této latky uz byla podrobné popséana v jinych pracech54.

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril jsem podrobila reakci se smési 2-methyl-
propanthiolu a hydroxidu sodného za vzniku 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (3) jako prvniho prekurzoru. Druhy prekurzor 5,6-di(pyridin-2-
yl)pyrazine-2,3-dikarbonitril ~ (4)  jsem  pfipravila  reakci  pyridilu a
diaminomaleleonitrilu dle literatury®® s modifikaci &isténi pomoci sloupcové
chromatografie. Pti piiprave tohoto prekurzoru nenastaly také zadné vétsi potize.

Statistickou cyklizaci prekurzoru (3) a (4) vznikla smés Sesti riznych AzaPc.
Cyklizaci jsem zkousela ve dvou riznych prostiedich — DMAE a DMF. Cyklizace
probéhla v obou piipadech uspésné, avsak pii pouziti DMAE bylo ve smési dost
nezadoucich necistot, pravdépodobné zplsobené nukleofilni substituci terc-
butylsulfanylovych substituentli za dimethylaminoethoxy substituenty. Proto se jako
vhodnéjsi prostiedi pro reakci ukazal DMF. Na to jak cyklizace probéhla hladce,
nasledoval problém s rozpustnosti smési. Smés se ukazala jako nerozpustnd v
béznych rozpoustédlech, pouze tézce rozpustnda v CHF. Po ptfidani THF se
rozpustnost mirné¢ zvysila. Nerozpustnosti smési v methanolu bylo pozdéji vyuzito
Kk predbéznému piecisténi produkti.

Jednotlivé latky (5) — (9) jsem ziskala délenim smési pomoci sloupcové
chromatografie. Jako prvni v ¢ele se pohyboval produkt (5), ktery jsem dale necistila,
pouze byla potvrzena jeho totoznost porovnanim s piislusnym standardem
pfipravenym v laboratofi na TLC, stejné jako produkt (10), ktery byl ziskan dfive od
dr. Merkved z Trondheimu. Produkty (6)-(9) byly postupné izolovany, ovSem pouze
s minimalnim vytéZkem, pficinou mohl byt nejspiS zachyt AzaPc na koloné v
disledku agregace kvili nahrazeni objemnych substituent (terc-butyl) na periferii

pyridyly. Latka (6) byla vyizolovana po sloupcové chromatografii ve velice malém
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mnozstvi neumoznujicim dal$i purifikaci pomoci sloupcové chromatografie. Proto
byla tato latka vycisténa v minimalnim mnozstvim pomoci TLC a charakterizovana
pouze hmotnostni spektrometrii a UV-vis spektry. Latky (7) a (8) vykazovali
naprosto shodné Rf hodnoty a ani na TLC nebyl poznat néjaky naznak separace. To
7e se jedna o smés obou izomerd bylo mozné poznat z komplikovaného 'H NMR
spektra.

Problém nastal opét s rozpustnosti AzaPc se dvémi subtitovanymi pyridyly (7),
(8), zkousela jsem ho rozpustit v riznych rozpoustédlech (CHF, aceton, THF), ale
nakonec se ukdzalo, ze produkt je rozpustny pouze v pyridinu. Piekvapivé lepsi
rozpustnost v chloformu vykazoval produkt (9).

Izolované latky byly déle pouzity na katedie k dal§im testli — méteni produkce

singletového kysliku a fluorescence.
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{ Zavér

V ramci mé diplomové prace byly pripraveny tyto prekurzory AzaPc:

. 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (3)
. 5,6-dipyridin-2-yl-pyrazin-2,3-dikarbonitril (4)

Cyklizaci téchto prekurzora jsem pripravila tyto AzaPc se Zn jako

centralnim kovem:
V minimalnim mnozsvi:

. [2,3,9,10,16,17-Hexakis(terc-butylsulfanyl)-23,24-bis(pyridin-2-yl)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato] zine¢naty komplex (6)

. 2,3-Bis(terc-butylsulfanyl)-9,10,16,17,23,24-hexakis(pyridin-2-yl)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato] zinecnaty komplex (9)

SMES:

. 2,3,16,17-Tetrakis(terc-butylsulfanyl)-9,10,23,24-terakis(pyridin-2-
yl)- 1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato] zine¢naty komplex
(7 a

2,3,9,10-Tetrakis(terc-butylsulfanyl)-16,17,23,24-terakis(pyridin-2-

yl)- 1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza) ftalocyaninato] zine¢naty komplex
(8)
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