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Abstrakt

Nazev prace. Syntéza nesymetrickych derivati azaftalocyaninii V.

Autor: Marcela Nejedla

Cilem mé diplomové prace byla syntéza nesymetrickych derivata azaftalocyanint (Aza-
Pc), které nesou periferni substituenty karboxylovou ¢&i hydroxylovou skupinu. Ukolem
byla pfiprava vhodnych prekurzori pro syntézu AzaPc, a dale statistickou kondenzaci
ptipravit ze dvou odliSnych prekurzorii pozadovany zinecnaty a hofecnaty komplex,
vyizolovat, vycistit a charakterizovat jej. V ramci prace se podafilo pfipravit prekurzor
kyselinu  6-(3-terc-butylsulfanyl-5,6-dikyanpyrazin-2-ylamino)hexanovou. Cyklizaci
prekurzori  pfipravit Aza-Pc:  3-karboxy[2’,3’-b]chinoxalino-11,12,18,19,25,26-
hexakis(terc-butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porfyrazinato  zine¢naty komplex; 3-
karboxy[2’,3"-b]chinoxalino-11,12,18,19,25,26-hexakis(terc-

butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porfyrazinato hofe¢naty komplex. Modifikace postupu
ptipravy vychozi latky 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu sniZzenim

reakeni teploty se neosvédcila.



Abstract

Title of diploma thesis: Synthesis of usymmetrical derivates of azaphthalocyanines V.
Author: Marcela Nejedla

The aim of diploma thesis was synthesis of unsymmetrical derivates of
azaphthalocyanines (Aza-Pc) with carboxy or hydroxy group, and the preparation of
suitable precursors of Aza-Pc. Required zinc and magnesium complexes were
synthesized using statistical condensation of two different precursors. The desired
complex was isolated from the mixture, purified and characterized. The preparation of
the precursor 6-(3-tert-butylsulfanyl-5,6-dicyanopyrazine-2-ylamino)hexanoic acid was
successful. The cyclization of two precursors yielded the following Aza-Pc: 3-
carboxy[2",3"-b]quinoxalino-11,12,18,19,25,26-hexakis(tert-
butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porphyrazinato zinc (I1); 3-carboxy[2’,3 -b]quinoxalino-
11,12,18,19,25,26-hexakis(tert-butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porphyrazinato
magnesium (11). The modification of the preparation of precursor 5,6-dioxo-1,4,5,6-
tetrahydropyrazine-2,3-dicarbonitrile by decreasing the reaction temperature has shown

to be unsuitable.
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1. Seznam zkratek

ALA
AMD

AzaPc
DMF
DMSO

ISC
Pc
PDT
PS
ROS
SubPc
THF
DEA
TFA

aminolevulinova kyselina

»age-related macular degeneration, vékem podminéna makularni
degenerace

azaftalocyanin

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

,hematoporphyrine derivate*

»intersystem crossing*, inter-systémova pieména

ftalocyaniny

,photodynamic therapy*, fotodynamicka terapie

fotosensitizér

reaktivni formy kysliku

subftalocyaniny

tetrahydrofuran

diethylamin

kyselina trifluoroctova



2. Teoreticka cast

2.1. Uvod

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy — PDT), je neinvazivni metodou
1éCby nejriiznéjSich typti rakoviny a nékterych benignich procesti. Nabizi selektivni
odstranéni patologické tkan¢ bez poskozeni okolnich zdravych bunék. Ve
fotodynamické terapii je spolecné vyuzivano pusobeni svétla (viditelného ¢i blizkého
infraCerveného), kysliku a fotosensitizéru (PS)1’2‘3'4.

PDT je komplexni technologii, kterd zavisi na chemickych a fotochemickych
vlastnostech PS, davkovani PS, vehikulu pro PS, ¢asovém intervalu svétla, vinové
délce, davce energie, vlastnostech svétla, a na okysli¢eni cilené oblasti.

Nenadorové aplikace PDT zahrnuji oc¢ni lékafstvi, kardiovaskularni systém,

imunologii, 16¢bu infekei, fotodetekci®®

2.2.  Princip PDT

Patologicka tkan s akumulovanym fotosensitizérem (PS) je ozafena svétlem s
Vinovou délkou 600—900 nm. Po ozéfeni pfenasi excitovany PS absorbovanou energii
na volng rozpustény kyslik v tkanich za vzniku singletového kysliku 'O,. PS se
prenesenim energie vraci do zdkladniho stavu a d¢j se muze opakovat, pokud trva
svételna excitace a je pritomen kyslik. Oxidativni atak cytotoxického 'O, a volnych
radikali vede k bunéfnému poSkozeni a ndsledné k destrukci rakovinnych buné&k
(dochazi téz k likvidaci nemocnych bunék naprogramovanou smrti, tzv. apoptéozou). Na
retenci PS v tumorech se podili vedle jejich zvySené afinity k rychle rostoucim tkanim
fada faktord, v¢etné odlisné morfologie a metabolismu tumord’.

Lécebny efekt PDT je zéavisly soucasné na hloubce priniku zateni do tkani,
pfitomnosti dostatecného mnozstvi kysliku a na mistni koncentraci podaného PS.
Nadbytecna energie po ozateni PS, kterd neni ptredana kysliku, se z PS uvolni. Pokud
ozafime takto oSetiené loZisko ultrafialovymi paprsky, mizeme jeho fluorescenci,
vzniklou na podkladé kratkodobého uvoltiovani absorbované energie, vyuzit
k diagnostickym ucelim — lokalizaci maligniho bujeni (nadoru, metastaz). DalSim

vyuzitim fluorescen¢ni zobrazovaci techniky je v jeji schopnosti zlepSit dosimetrii.



Fluorescencnim méfenim se stanovi aktualni mnozstvi davky PS v pacientové 1¢€zi pred
nastavenim vhodnych svételnych parametrt.

PDT je predmétem studia na fad¢ Spickovych pracovist’ ve svte® 910

2.3. Historicky pohled

O 1écbe, vyuzivajici svétla a svétlem aktivované slouceniny, jsou zminky az do
starovéku, a byla vyuzivand v Sirokém spektru nemoci**?%, Zajimavym poznatkem
byla aplikace masti na kozni nadory, které byly pak vystavené slune¢nim paprskiim.
Pocatky moderni fototerapie spadaji do devadesatych let 19. stoleti, kdy Niels Finsen
(dansky lékar), uspésné 1é¢il kozni TBC zafenim z obloukové uhlikové lampy, imitujici
sluneéni spektrum. Byl ocenén roku 1903 Nobelovou cenou. Také, Ze svételné zafeni
uspésné pomaha napt. v 1é€bé kiivice a novorozenecké hyperbilirubinemie. V roce 1900
publikoval Tappeiner zkusenosti s uzitim roztoku akridinu usmrcujicim nalevniky jen
za pritomnosti zafeni (ve tmé byl akridin net¢inny). Proto predpokladal, ze bude mozné
pouzit nékteré fluoreskujici latky k 1é¢bé pacienti s koznimi chorobami. Spolu
s Jesionkem zvetejnili zpravu o svych pokusech s 1é¢bou spinaliomu, bazaliomu a kozni
TBC lokéln¢ aplikovanym eosinem a naslednym ozafenim, a uvazovali o moznosti
vyuziti této 1écby u dalSich koznich chorob. V roce 1904 dokazali Tappeiner a
Jodelbauer, ze k dosazeni 1éebného efektu akridinu je nutnd pFitomnost kysliku.
Tappeiner pak zacal pro oSetieni afekci fotoaktivni latkou s naslednym ozafovanim za
piitomnosti kysliku uzivat pojem ,,fotodynamicky efekt®. Fotosenzibilizaci ale popsali
Jiz v roce 1874 Schulz a Baumstark u onemocnéni, které nazvali pemphigus leprosus.
Slo o tehdy jesté nediagnostikovanou kongenitalni porfyrii.

Fotosensibilizaci hematoporfyrinem prokazal pokusem na sobé Meyer-Betz, kdyz
si 1. v. aplikoval hematoporfyrin a nésledné se vystavil plsobeni slune¢nich paprska.
Doslo u né&j k fotosenzibilizaci, otoku celého téla a Sokoveé reakcei, kterd ho stala malem
Zivot®¥1,

Pribéhem fotodynamickych reakci se zabyval na pocatku 20. stoleti Oskar Raab
na kulturach prvoka rodu Paramecium. Kombinace akridinu a svétla méla na protozoa
letalni efekt™.

V roce 1911 Hausmann zjistil, Ze hematoporfyrin v kombinaci se svétlem zabiji

prvoky rodu Paramecium a cervené krvinkyls.
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Syntézou mnohem u&inn&jsich hemotoporfyrinovych derivatd (HpD, Photofrin®)
se zabyval vpolovin¢ 50. let minulého stoleti Richard Lipson se svymi
spolupracovniky. Pokouseli se zlepSit jejich schopnost kumulace v nadorové tkani.
Prvni testovani na lidech zrealizoval Lipson az roku 1972, kdy vylécil pacienta
S metastdzi na hrudniku. V 70. letech provedl Dougherty pomérné uspésnou
preklinickou studii s 25 pacienty. Ze 113 primarnich i sekundarnich nadort kiize se u
111 ptipadut docililo ¢astecné nebo uplné nekrézy nadorovych bun€k, pouze dvé loziska
se ukazala byt k 1é¢bé rezistentni. Tim také dokazal, ze¢ HpD a svétlo z ¢ervené oblasti
svételného spektra mohou selektivné znicit nadorové builky bez poskozeni zdravé
tkang™®,

Problémy s Cistotou HpD, jejich absorpéni vinova délka a opozdéna fototoxicita

vedly v 80. letech 20. stoleti k hledani novych slougenin s lep$imi vlastnostmi’.

Shrnuti

e Starovék — Recko (Herodotus — otec ,,heliotherapie®), Egypt -psoraleny
(vitiligo), Cina, Indie

e 19./20. stol. — Niels Finsen, 1903 udélena Nobelova cena za 1é¢bu kozni
tuberkulozy

e 1900 — Oskar Raab — cytotoxicky efekt kombinace akridinu a svétla = smrt
prvoki rodu Paramecium

e 1903 — H.von Tappeiner a A.Jesionek — topicka aplikace eosinu a bilého svétla =
1é¢ba koznich nadort, ,,fotodynamicky effekt*
N. Finsen — Nobelova cena za fototerapii

e 1913 - F.Meyer-Betz — prvni ,.testy* na ¢lov€ku, pouziti porfyrint
(hematoporfyrin)

e 1955 - S.Schwartz — objev HpD, acetylaci a redukci hematoporfyrinu

e 1960 — Richard Lipson a E. J. Baldes — fotodetekce nadori pomoci HpD a jeho
akumulace v nadorech

e 1975 - T.J. Dougherty a spol. — Gspésna 1é¢ba koznich nadort na pacientech

e 0. léta — dalsi studie s HpD
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1993 - QLT Phototerapeutics (Vancouver, Kanada) — Registrovan porfimer
sodny pod komerénim nazvem Photofrin® a zaveden do klinické praxe k 16&b&
rakoviny ( nddory moc¢ového méchyre)

1999 QLT Phototerapeutics — Registrovan verteporfin pod ndzvem Visudyne®
a zaveden do klinické praxe k 1é¢bé AMD

2000 DUSA Pharmaceuticals, Inc. — Registrovan aminolevulinat pod nazvem
Levulan®

2001 Biolitec pharma, Ltd. — Registrovan temoporfin pod ndzvem Foscan®™
2001 Photocure, ASA —Registrovan methylaminolevulinat pod nazvem
Metvix®

2004 Photocure, ASA — Registrovan hexylaminolevulinat pod nazvem
Hexvix®

2005 Meiji Seika Kaisha, Ltd. — Registrovan talaporfin pod nazvem
Laserphyrin®

20./21. stoleti — nové fotosensitizéry, nové aplikace i mimo nadory

12



2.4. Mechanismus PDT

Princip probihajiciho fotofyzikéalniho procesu, ktery je podstatou PDT, vysvétluje
modifikovany Jablonského diagram (Obr.1).

yy 1. Absorpce svétla

2. Fluorescence

3. Vnitini konverze

. "intersystem crossing"

Energie

5 6 5. Fosforescence

6. Fotoproces typu II

S \ 4 7. Fotoproces typu I
0

Obr. 1: Modifikovany Jablonského diagram

Popisuje chovani typického fotosensitizéru. Po absorpci svételného kvanta se PS
transformuje ze zakladniho singletového stavu (Sp) do excitovaného singletového stavu
(51)18. Tento stav trvad piili§ kratce (v jednotkach nanosekund) na to, aby umoznil
efektivni interakci s okolnim prostiedim a vzhledem ktomu se ptedpoklada, Zze
zanedbatelné ovliviiuje fotodynamickou aktivitu PS. Z této energetické hladiny se PS
muze uvolnit nékolika zpl'isoby19 zahrnujicimi procesy jak radia¢ni (fluorescence), tak
neradiacni (vnitini konverze a tzv. ,intersystem crossing®, ISC, cesta 4 na obr.1).

Pfi vnitini konverzi dochéazi ke sraZkdm s molekulami rozpoustédla a k uvolnéni
energic ve form¢ tepla. Né&ktefi autofi povazuji tento proces také za dulezity pfi
vlastnim uginku na buiiky®.

ISC mé zvlastni vyznam pro PDT. Je to spinem ,,nepovoleny* proces a vyzaduje
inverzi spinu, ¢imz preménuje fotosensitizér do tripletového stavu (T;). Kazda takova
,hepovolend™ cesta je méné pravdépodobna nez cesta ,,povolena“, ale dobry
fotosensitizér se pifeménuje ,,nepovolenou® ISC cestou s vysokou pravdépodobnosti.
Molekula pak muze relaxovat z tripletového stavu né€kolika zplisoby: miZze ztracet

energii tzv. triplet-singlet emisi fotonu znamou jako fosforescence (cesta 5) a bez

13



vyzafovéani spinovou vyménou sjinou molekulou v tripletovém stavu® — tzv.

»zhasenim* excitovaného tripletového stavu.
,»Zhaseci* mechanismus T, stavu fotosensitizéru muize byt rozliSen dle pievazujici

cesty na fotoproces typu | a typu 11?2

(Obr.2). Oba fotoprocesy se objevuji soucasné a
pomér mezi nimi je silné ovlivnén pouzitym PS, substrdtem a koncentraci kysliku.
Vseobecné se piijimd, ze fotoproces typu II, pfi némz vznikd singletovy kyslik, je

zejména odpoveédny za vlastni fotodynamicky i¢inek®®,

Oxidované produkty PS Oxidované produkty
0, hv Substrat
Typl Typ II
Radikaly, ionty =<——— PS* ——— 0,
Obr.2

2.4.1. Fotoproces typu |

PS reaguje pfimo se substratem, rozpoustédlem nebo jinym PS. Dochazi
k pfenosu protonu nebo elektronu na radikalovou formu iontu. Tyto radikaly jsou velmi
reaktivni a mohou déle reagovat s molekuldrnim kyslikem a vytvofit reaktivni formy
kysliku (ROS) nebo zptsobit neopravitelné poskozeni. Tyto reakce zptisobuji oxidativni
poskozeni a mohou eventudlné vést k cytotoxickému efektu pozorovaném v prubchu
PDT225

K tomuto procesu dochéazi predev§im za sniZené koncentrace kysliku. Pfi uplné
anoxii reaguje excitovany (PS*) pfimo s okolnim biologickym substratem (X).

PS*+X - PS + X'

PS" muze dale za hypoxie reagovat s kyslikem za produkce superoxid anion
radikalu (O "), ktery poskytuje reaktivni hydroxidovy radikal (HO-) a prave ten se dale
vyznamné UcCastni oxidacnich procest. Piipadné dochédzi ptenosem elektronu jiz
v prvnim kroku k tvorbé radikali z biologického substratu (X:), nebo okolniho
rozpoustédla. Tyto pak mohou reagovat piimo s kyslikem a poskytovat napiiklad
superoxid anion radikal nebo pfimo zafixuji zménu v biologické molekule jeji oxidaci

(X0). Samotny superoxid nema piili§ velkou oxida¢ni aktivitu, ale vzajemnou reakci
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(dismutaci) mezi molekulami vznikaji peroxid vodiku a kyslik. V biologickych
systémech pak Casto probihd tzv. Fentonova reakce, kterd zahrnuje pteménu H,O, na
hydroxylovy radikal (HO-) a hydroxylovy iont (HO’). Tato reakce je katalyzovana
kovovymi ionty (napf. Fe3+), ty jsou pomoci superoxidu jakozto donoru elektronu
redukovany a nasledné schopny §tépit vazbu O-O Vv peroxidu vodiku.

Tento vysoce reaktivni hydroxylovy radikal podobné jako peroxid vodiku velice
snadno prostupuje bunéénymi membranami. Zptisobuje dalsi oxidativni zmény a spolu
s organickymi substraty dava vznik dal$im reaktivnim radikalim, jako napf.
peroxidovému radikalu (ROO-), ktery muze dale napadat jiny organicky substrat. Tento
nasledny fetézec reakci vysvétluje, pro¢ hydroxidovy radikdl zpasobuje tak rozsahlé

. 124,25
poskozeni®™.

2.4.2. Fotoproces typu ll

Tento fotoproces prevazuje hlavné pifi vysSich koncentracich kysliku ve tkani.
Jedna se o ptenos energie z tripletového stavu PS na zékladni stav molekularniho
kysliku, coz vede k vytvofeni excitovaného stavu kysliku znamého jako singletovy
kyslik (*Oz). Vzniku této formy kysliku piedchazi inverze spinu jednoho z jeho vngjsich
elektronii. Diky své vysoké reaktivit¢ mize singletovy kyslik reagovat s velkym
mnozstvim biologickych substratli, zptisobovat oxidativni poskozeni a bunécnou smrt?°,

Doba Zivota 'O, je rizna a lisi se v zavislosti na prostiedi ve kterém se nachazi.
Predpoklada se vsak, Ze neni schopen penetrovat hloubéji do tkani nez jen piiblizné€ na
Sitku bunééné membrany. Tim je v podstaté zarucena destrukce vyhradné bunéck
obsahujicich PS. Soucasné s tim lze, diky selektivni kumulaci v nédorové tkéani a
naslednému ozafeni, umoznit pomérné piesné lokalizovany zasah.

Singletovy kyslik reaguje s biologickym materidlem oxidaci nebo cykloadici
(Obr.3). Ter¢em jsou piedev§im molekuly obsazené v membranach, cholesterol,
nenasycené¢ mastné kyseliny, ddle DNA a aminokyseliny, napf. cystein, methionin,
tyrozin, histidin a tryptofan. Po poskozeni reaktivnim kyslikem piestavaji plnit své
biologické funkce a dochazi k celkovému ireversibilnimu poskozeni buiiky, popt. aZ k
jeji smrti®®, Z divodu velké reaktivity a kratkého polocasu singletového kysliku a
hydroxyldovych radikalti jsou zasazeny pouze molekuly a struktury v misté jejich
vzniknuti. Polocas singletového kysliku v biologickém systému je < 40 ns, a proto akcni

radius je v Fadu 20 nm?’.
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Obr. 3: Prikad oxidace cholesterolu singletovym kyslikem a cykloadice

singletového kysliku na aminokyselinu tryptofan

2.5. Biologicka odpovéd’

Na zni¢eni nddoru se podili pfima destrukce jednotlivych bunek, které
akumulovaly dostate¢né mnozstvi PS a byly ozafeny dostateénym mnozstvim svétla
potiebného k produkci reaktivni formy singletového kysliku?. Tato pfima bundtna
destrukce je doprovazena poskozenim cév nadoru, a tim je vyznamné omezena vyziva
tumoru (cévni uzavér miize ovlivnit mnozstvi kysliku). Navic miize PDT aktivovat
imunitni systém k ataku na tumorové tkang’, diky cytokinim a dal$im mediatorim
zanétu uvolnénym z napadenych bun&k?. Tato mysSlenka by se mohla vyuZit pro tvorbu
PDT Vakcinyzg.

Obecné se da fict, Ze hydrofobni PS plisobi spiSe pfimym efektem na bunky,
kdezto hydrofilni PS spiSe poSkozuji cévy a brani tak piisunu 7ivin?. Jednotlivé slozky
ovSem nelze od sebe navzajem oddélovat a vysledek je vzdy kombinaci vSech faktort,

C Cr g . i , . v 29
jejichz vliv se méni v zavislosti na pouzitém PS, typu naddoru a zpiisobu ozéteni”.
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2.6. Fotosensitizéry

V soucasnosti znamé fotosensitizéry lze rozdélit do tii generaci. Prvni generaci
tvoti pravdépodobné pouze HpD a vyznacuje se nékterymi nevyhodnymi vlastnostmi,
kvali nimz byly pfipraveny latky druhé generace. Kromé¢ latek odvozenych od porfyrini
sem patii latky jinych chemickych struktur. Tteti generaci tvoii PS generace druhé

s s « R . ERTE , Ve Lt g e . v1 30
spojené s nékterymi biomolekulami, umoznujicimi tak cilenéjsi biodistribuci v téle™.

2.6.1.Fotosensitizéry 1. generace

Tyto PS maji pro aplikacni pouziti nékteré nevyhody. Mezi nevyhodné vlastnosti
patii zejména jak velmi nizkd vinova délka vhodna pro aktivaci (630 nm), tak i nizky
extinkéni koeficient pfi této vinové délce (1170 Mem™), takZe je zapotiebi docela
vysoka davka PS a zaroven i vysoka davka svétla. DalSimi problémy jsou neznalost
detailni chemické struktury (viceslozkové preparaty) a vedlejsi ucinek aplikace
preparatu, zpisobujici senzibilizaci pokozky pacienta, ktery musi byt chranén po fadu
dni pfed dennim svétem. Prikladem nejrozsitenéjSiho PS 1. generace v klinické praxi je

1,32
porfimer sodny®"?

- prvni oficialné schvaleny PS pro PDT. Je to nejasné definovana
smé&s hematoporfyrinu (HpD) (1-hydroxyethyl)vinyldeuteroporfyrinu, protoporfyrinu a

sloZité dimerni a oligomerni frakce®.

Obr.4: Priklad casti porfimeru
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2.6.2. Fotosensitizéry 2. generace

0Od 90. let jsou predmétem védeckého zajmu PS 2. generace, které jsou jiz dobie
definovanymi chemickymi individui. Vykazuji vys$$i retenci v tumorové tkani a
absorpci svétla pii delSich vinovych délkach nez HpD, absorpcni maximum je v oblasti
650 az 800 nm a fotochemicky proces ma vysoky kvantovy V}'/téiekgz. Radi se sem
napf. latky ze skupiny porfyrind (Obr.5), jim piibuznych chlorind (Obr.6) a
bakteriochlorinii (Obr. 7), ftalocyanind (Obr. 8), naftalocyanini (Obr. 9), porfycent
(Obr. 10), texafyrini (Obr. 11) a dalsich (Obr.12)%.

Obr.5: porfyrin Obr.6: chlorin Obr.7: bakteriochlorin

Obr.8: ftalocyanin Obr.9: naftalocyanin
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Obr. 10: porfycen Obr. 11: texafyrin Obr.12: sapphyrin

2.6.3. Fotosensitizéry 3. generace

Jako latky tfeti generace se oznacuji konjugaty PS s riznymi biomolekulami.
Mezi latkami tvoficimi fotosensitivni ¢ast konjugdtl zaujimaji vedouci postaveni
porfyriny, ziejmé z dlivodu snadné piipravy. Ve farmakokinetice konjugatu dominuje
afinita porfyrinové casti k sérovym proteinim. Afinita biomolekul k receptorim na
povrchu bunky je vyjadfena méné. Porfyriny se konjuguji zejména s protilatkami,

steroidy, dale se sacharidy a polynukleotidy21.

2.6.4.Pouzivané fotosensitizéry

Vétsina PS je odvozena od tetrapyrrolového aromatického jadra, jez miizeme najit
Vv mnoha pfirozené se vyskytujicich barvach jako hem, chlorofyl a bakteriochlorofyl (z
nich se PS pfipravuji ¢asteCnou syntézou). Tetrapyrroly maji obvykle relativné velké
absorpéni pasmo v rozsahu 400 nm, znamé jako Skietliv pas a fadu postupné se
zmensSujicich pasem nazyvanych Q-pasma v oblasti nad 600 nm.

Pfirozené se vyskytujici porfyriny (obr.5) jsou plné konjugované tetrapyrroly a
1i$1 s v poctu a typu postranich skupin zejména v karboxylovych skupinach. Porfyriny
maji maximalni vlnovou délku absorpce v oblasti 630 nm. Chloriny (obr.6) jsou
tetrapyrroly sredukci dvojné vazby v jednom pyrrolovém kruhu. To znamena, Ze
maximalni vinova délka absorpce se posouva do oblasti 650-690 nm a vzrista intenzita

absorpce pii této vinové délce. Oba tyto faktory jsou velice zadouci v PDT.
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Bakteriochloriny (obr.7) maji dva kruhy s redukovanou dvojnou vazbou, a to vede k
posunu absorp¢éniho pasma dokonce jesté dal, do Cervené ¢asti spektra, a roste dale na
intenzit¢. Bakteriochloriny se mohou ukazat jako efektivnéjsi PS nez chloriny, ale je jen
par kandidati na PS a jsou pii uchovavani nestabilni.

Je tada klasickych chemickych derivati obecné ziskanych z pfirozené se
vyskytujicich porfyrinii, chlorinti a zahrnuji takové struktury jako purpuriny, feoforbidy,
pyrofeoforbidy, feofytiny a forbiny.

Druhou $iroce studovanou tiidou PS jsou ftalocyaniny (PC), a v mensi mife jejich
obdoba naftalocyaniny®. S posunutou maximalni vinovou délkou absorpce smérem
k Cervené cCasti spektra (670-700 nm) a zesilenou absorpci pii této vinové délce (¢ az
200 000 M cm™) jsou PC velice perspektivni. Dillezité pro PDT uginek je piitomnost
chelatovanych centralnich kovli a polokovi. Nékteré prodluzuji trvani tripletového
stavu PS, a tim i zvySuji ucinnost v PDT (napf. Zn, Al, Si). Pfitomnost Ctyf
pfikondenzovanych benzenovych jader (¢i hiife naftalenovych) zapficinuje Spatnou
rozpustnost a agregacni problémy. Rozpustnost ve vod¢ se dafi dosdhnout naptiklad
sulfonaci, vznikd ovSem velice Spatné separovatelna smés sulfonovanych produktt. Pti
sledovani vlivu poctu sulfonovych skupin, bylo zjisténo, ze asymetrickd substituce

v ;oo . . s v v+vr36 v . v 1.0 vroo7
dvéma sulfonovymi skupiny je nejucinnéjsi™. OvSem i1 smés derivatii se vyuziva.

Dalsi ttfida potencialnich PS zahrnuje také upln€ syntetické, v pfirodé se
nevyskytujici, systémy konjugovanych pyrrolovych jader. Napf. texafyriny37,
porfyceny®®, sapfyriny*°.

Posledni tfida studovanych barviv jako PS neni odvozena od tetrapyrrolického
jadra. Barviva se vyskytuji volné v ptirod¢, Ci se synteticky Vyrébi40. Tyto slouceniny
nabyvaji na vyznamu V souvislosti se stale ¢astéjSim vyskytem bakteridlnich kmenti
resistentnich k antibiotikiim. Fotodynamick4 inaktivace bakterii, viri, kvasinek a
prvokd (photodynamic antimicrobial chemotherapy, PACT) je zalozena na stejném
principu jako PDT®. Vlastnost PS zpusobujici fotoinaktivaci in vitro i in vivo se
souhrnné oznacuje jako fototoxicita nebo fotocytotoxicita. Zatimco pii PDT se
pouzivaji téméf vyhradné porfyrinoidni PS, pro fotodynamickou dezinfekci se pouzivaji
1 fenothiazinova barviva (methylenovd modi), aminoakridinova barviva a xanthenova

barviva (bengalska cCervenl). Fenothiazinovd a akridinovd barviva nabizeji vyhodu
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dvojiho uc¢inku — jako konvencni dezinfekéni ¢inidla a jako fotodynamické PS se
Sirokym spektrem antibakteridlni a antivirové aktivity. Zatim je nejvice pouzivana
methylenova modf, ktera ma delsi tradici riznych lékarskych aplikaci. Nové PS
odvozené od fenothiazinového skeletu vykazuji vysokou antimikrobialni aktivitu*t4% 3,

Nasly uplatnéni v zubnim lékaistvi pi 16¢b& paradentozy®.

2.6.5. Vlastnosti idealniho PS

Chemicka cistota

PS by mél byt chemicky Cisty a znamého slozeni, coz je problém u HpD. U
novéjsich PS se jedna jiz o dobie charakterizované latky ( snad s vyjimkou nékterych

sulfonovanych ftalocyanintl ).

Minimalni toxicita ve tmé

PS by mél byt toxicky pouze po ozafeni svétlem vinové délky vhodné pro jeho

aktivaci. Bez této aktivace jsou jakékoliv jeho biologické ti¢inky nezéddouci.

Dobreé spektralni viastnosti

Zivé tkané jsou pro elektromagnetické zafeni prostupné pouze v omezené mife,
pfiCemZ hloubka prostupnosti se zvySuje se zvySujici se vlnovou délkou. Proto je
potiebna silnd absorpce s vysokymi extinkénimi koeficienty v oblasti 650 aZz 800 nm,
kde penetracni schopnosti svétla jsou maximalni a energie je stdle dostacujici pro
ucinnou produkci singletového kysliku44. PS by méli pohlcovat svétlo v Cervené oblasti
nebo vzdalené cervené oblasti za ucelem dobrého priniku svétla tkani. Svétlo o kratsi
vinové délce ma mensi penetraci a pravdépodobnéji vede K vétsi citlivosti kize na
svétlo (A < 600 nm). Absorpcni pasma o delsi vinové délce (A > 800 nm) zpusobi, Ze
fotony nemaji dostateCnou energii pro tripletovy stav PS a ke zméné zékladniho stavu
kysliku na singletovy. PS by mély mit relativné vysoké extinkéni koeficienty (¢ >

20 000-30 000 M cm ™) ke zmenseni davky PS potiebné k dosaZeni efektu®.
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Selektivni kumulace

PS by m¢l vykazovat vyrazné zvysenou kumulaci v nadorové tkani oproti jinym
tkdnim. Selektivni cil, jako napiiklad mitochondrialni membrana, povede
Kk naprogramované smrti-apoptoze.

Rychla exkrece zbylého PS (méné nez jeden den) z krevniho fecisté je zadouci,

aby nedochazelo k mozné systémové toxicite.

Kvalitni fotochemické viastnosti

Pro PS je zadouci vysoky kvantovy vytézek triplexového stavu (@r) a jeho dlouha
doba zivota (rr), umoziujici nasledn¢ vysokou produkei cytotoxického agens

singletového kysliku®.

Dalsi vyhody

Kratky interval mezi aplikaci injekce a osvétlenim je zadouci pro compliance
pacienta, ekonomicky vyhodny.

PS by nemél nadmérné agregovat v biologickém prostiedi, protoZe to snizuje jeho
fotochemickou efektivitu. Dale stabilni slozeni PS, skladovatelnost, rozpustnost ve vodé
& v neskodném vodném prostredi®.

Bezbolestna terapie - PS je aplikovan ambulantng, a bolestiva 1é€ba by mohla
ohrozit toto podani

Cena, dostupnost, modifikovatelnost - Nezanedbatelnymi vlastnosti PS je také
jejich cena, snadnéd dostupnost vychozich latek a piipadna jednoducha modifikace pro
zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti.

Dtlezitou vlastnosti je rovnéz polarita PS. Polarni, hydrofilni fotosenzitizéry
mohou byt aplikovany intravendézné piimo po rozpusténi ve vodé. Hydrofobni PS

vyzaduji aplikaci na nosicich®,
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Priklady PS

Tyto slouCeniny byly jiz schvaleny pro lé¢ebné ucely nebo jsou v rtizném stupni

klinickych testd™.

Lék

Léciva latka

Vyrobce

Lécené nemoci

Aktivacni
A (nm)

Photofrin®

porfimer sodny

Axcan Pharma

Rakovina jicnu,
kaze, plic, krve;
Barrettliv jicen;
Karcinom délozniho
kréku; Kolorektalni

tumor

630 nm

Visudyne®

verteporfin

(benzoporfyrinovy

derivat)

Novartis

Pharmaceuticals

AMD;
NMSC;

Patologicka myopie

690 nm

Foscan®

Temoporfin

Biolitec Pharma
Ltd

NMSC hlavy a krku

(zmirnéni pfiznak)

652 nm

Antrin®

Lutex®

motexafin

lutecium

Pharmacylics

Tumor prostaty,
hlavy, délozniho

kréku

732 nm

Purlytin®

Rostaporfin

Miravant
Medical

Technologies

Kozni metastazy;
Rakovina prsu,
prostaty;
Bazocelularni
karcinom;
Kaposiho sarkom;
AMD

664 nm

LS11,

Laserphyrin®

talaporfin sodny

Light Sciences

Solidni tumory
ruzného piivodu,;
AMD

664 nm

Photochlor®

HPPH

RPCI

Bazocelularni

karcinom

665 nm
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Photosens® | sulfonovany hlinity | General Physics | Kozni a podkozni | 670 nm
ftalocyanin Institute 1éze rtiznych
solidnich nadorta
Pc4® kiemi¢ity | - Solidni tumory 670 nm
ftalocyanin rtizného pivodu
Levulan® 5-aminolevulinova | DUSA Zhoubna 632 nm
kyselina (ALA) Pharmaceuticals | onemocnéni kize;
Bazocelularni
karcinom;
Bowenova nemoc
Metvix® ALA-methylester Photocure ASA | Prekancerdzni kozni | 632 nm
Galderma léze
Hexvix® ALA-hexylester Photocure ASA | Detekce rakoviny 632 nm
krve
Benzvix" ALA-benzylester Photocure ASA | Detekce rakoviny 632 nm
krve
AMD - Age-related macular degeneration (vékem podminéna makularni
degenerace)

NMSC - Non-melanoma skin cancor (nemelanomatozni rakovina ktize)

RPCI - Roswell Park Cancer Institute

HPPH - Hexyl-ether derivat pyrofeoforbidu-a

2.7.

Vékem podminéna makularni degenerace

Vékem podminénd makularni degenerace (diive nazyvanad senilni makularni

degeneraci, VPMD) je o¢ni onemocnéni, které je v rozvinutych zemich nejCastéjsi

pficinou praktické slepoty lidi starSich 55 let. Postihuje centrdlni ¢ast ocni sitnice,

kterou nazyvame zlutd skvrna neboli macula lutea, zkracené makula. VPMD ma dvé

formy, suchou (atrofickou) a vlhkou (exsudativni). Sucha forma VPMD je pfitomna u

vewr

Suchd forma VPMD spociva v atrofii (zaniku) pigmentovych i svétlo¢ivnych bunc€k

sitnice (ty¢inek a Cipkl) s naslednym vznikem vypadu zorného pole, které postupuji
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relativné pomalu. Vlhk4 forma se vyskytuje u 10% pacienti s VPMD, ale u 90 %
nemocnych plisobi zavaznou ztratu zraku. Je charakterizovana proristanim
novotvofenych cév ze spodnich vrstev pod sitnici, spojenym s jejich prosakovanim s
naslednym otokem sitnice, jejim centralnim odchlipenim a neziidka krvacenim pod
sitnici. Pribéh onemocnéni je rychly az dramaticky a vede k praktické slepoté béhem
nékolika mésicti. Novotvorené cévy vytvareji pod sitnici membranovity utvar, nazyvany
choroidalni neovaskularizaci (CNV). Tato CNV je odpovédna za prosakovani tekutiny
¢1 krve. Pozdé&ji je proces ukonCen vznikem vazivové jizvy az kolacovitého utvaru,
podobného néadoru, zrak je zhorSen na praktickou slepotu. V nékterych piipadech miize
nastat i masivni krvaceni pod sitnici i do sklivce, plsobici uplnou slepotu. VPMD
vznikd zpravidla asymetricky v jednom oku, druhé oko byva postizeno v pribéhu
dalSich let s mirou rizika, nartstajici kazdym rokem o 10 %. Po péti letech je tedy druhé
oko postizeno u poloviny nemocnych a po deseti letech je oboustranné postizenti jisté.

Podstatou VPMD je zfejmé poskozeny gen, ktery fidi metabolismus sitnice a
chrani ji pfed poskozenim. Dal§imi vlivy, podporujicimi vznik VPMD, jsou koufeni,
strava chuda na ochranné prvky a ultrafialové svétlo. Jelikoz kli€¢ovou soucésti vyvoje
vlhké formy VPMD je novotvorba cév, nové vyzkumy se zaméfuji na potlaceni ristu
novych cév a na zanik jiz existujicich patologickych cév. Optimalni 1¢k proti
choroidalni neovaskularizaci by byl takovy, ktery by potlacil rist patologickych cév,
stimuloval zéanik existujicich neovaskularizaci, odstranil otok sitnice a krvaceni
snizenim cévniho prosakovani, branil jizveni a odchlipeni sitnice, a navic by byl snadno
aplikovatelny.

Na rozdil od situace pied nckolika lety, kdy proti vlhké formé VPMD
neexistovala G¢inna 1é¢ba, v poslednich letech mame k dispozici 1é¢ebné postupy (mezi
né patii PDT), kterymi lze postup choroby zpomalit ¢i zcela zastavit a odvratit tak
praktickou slepotu.

PDT spociva v nitroZilnim podani barviva na bazi porfyrinu, ktery se vychytd v
novotvofenych cévach, a nasledné aplikaci laseru. V duasledku sraZeni krve v cévach je
navozen uzavér novotvorenych cév, vedouci k zastaveni progrese CNV a k Ustupu
prosakovani. Jelikoz vétSinou dochdzi k opétnému otevieni cév a k obnoveni
prosakovani, aplikace fotodynamické terapie se opakuje po tfech mésicich, primérny
pocet aplikaci je Sest. NejuzivanéjSim porfyrinem pro fotodynamickou lécbu je

verteporfin.
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PDT ma i nezadouci uc€inky v podobé postupné atrofie makuly. Nezddoucim
ucinkiim 1écby se snazi Celit kombinovand 1écba, pti niz se PDT doplituje nitroocni
injekci steroidniho hormonu (ovSem jedna se o experimentdlni postup). Obecné je

vvvvvv

o w7 v ’ W 7o+ 45
prosakovanim a s mensim poSkozenim bungk sitnice™.

2.8. Prunik svétla skrz tkané

Soucasn¢ s pokroky Vv oblasti chemie se vyviji nové svételné zdroje; lasery,
svételné diody, Sirokopasmové svétlo™. Pokroky ve tkafiové optice piinesly obrovské
zlepseni v 1écbé. Piedpovédi a naplanovanim distribuce svétla v cilené tkani se
optimalizoval klinicky vysledek. Zjistilo se, Ze rizné tkdn¢ maji velmi odlisné optické
vlastnosti, a dokonce stejny typ tkan& se znaéné 1isi mezi jedinci®’.

Svétlo je bud’ rozptylené ¢i absorbované po pruniku do tkané. Rozsah obou
procesti zavisi na typu tkdn¢ a vlnové délce svétla. Rozptyl svétla je zplsobeny

prunikem zateni skrze zakalené prostiedi a zpusobuje ztratu jeho sméru. Rozptyl je

wevr

Mrwe

chromofory jako je hemoglobin, myoglobin a cytochromy a zavisi na jejich koncentraci
v dané tkani. Ttetim parametrem nezbytnym k stanoveni optickych vlastnosti tkani je
anizotropie. Ta m&fi smér rozptylu svétla.

Kombinace absorpce niz8i vinové délky tkanovymi  chromofory (oxy a
deoxyhemoglobin, melanin) spolu s redukovanym svételnym rozptylem v delSich
vlnovych délkéch a absorpce vody ve vinovych délkach nad 1300 nm vedla ke konceptu
"optického okna" (Obr.12). V ramci PDT je primérna ,,efektivni hloubka penetrace (=
intenzita snizend na 37%) 1-3 mm pii 630 nm.

Pro 1é¢ebné ucely pomoci PS se vyuziva vinové délky v rozsahu 650-700 nm, kde
je penetrace pfiblizné dvojnésobné48'49. Rostouci hloubka priniku pfi delsi vinové délce
je vyznamnym stimulem pro rozvoj PS s témito absorpCnimi vlastnostmi. Do této
kategorie PS spadaji naftalocyaniny (776 nm)™ a bakteriochloriny (780 nm)>".

Absorpce svétla samotnymi PS mize omezit prinik svétla tkani. Tento fenomén
ma termin ,,Self shielding” (samostinéni) a je obzvlast vyrazny u PS, které absorbuji

’ URZ 14X r Loz 2
vyrazné pii dané 1é¢ebné vinové délce™.
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Obr.12: Optické okno

Mnoho PS ma sklon k svételné sebedestrukci, tento proces je nazyvany tzv.

“>3 neboli vyblednuti. Je to jedna z obecnych vlastnosti PS. PS riiznych

»photobleaching
chemickych struktur maji i odliSné miry photobleachingu. V nékterych ptipadech
(obzvlast’ protoporfyrin IX) je prvni produkt photobleachingu dokonce lepSi nez
vychozi PS™.

Ve fotobiologii a fotochemii je photobleaching definovéan jako ztrata intenzity
absorpce ¢i emise zptusobené svétlem. U barviv dochazi ptisobenim svétla k chemickym
zménam (at’ uz fotoadici, fotocyklizaci, ireverzibilni fotoredukci nebo nejcastéji
oxidaci)™, v jejichz dusledku dochazi k naruseni chromoforu. Jsou znamy dva typy
ireversibilnich chemickych zmén, fotomodifikace a tzv. ,,pravy photobleaching*.

Pti fotomodifikaci dochazi ke ztraté absorpce nebo fluorescence pii urcité vinové
délce, avSak chromofor zistava zachovan v modifikované forme.

Pii pravém photobleachingu je chemicky zasah hluboky a chromofor se rozpada
na malé fragmenty, jeZ nemaji vyznamné;j$i absorpci ve viditelné oblasti.

Dusledkem pro PDT (dochazi vétSinou k pravému photobleachingu) je to, ze PS
uz poté neabsorbuje svétlo, kterému je tak umoznéno proniknout do hlubsich vrstev. Na
druhou stranu ovSem rozlozeny PS je jiZz neaktivni a nemize vykazovat Zadné
cytotoxické vlastnosti>. Hlavnim vysledkem je tedy, 7e mize byt docileno vétsi §ite
nekrozy nddoru pii zachovani zdravé tkané€. Photobleaching se mize také podilet na

rychlej$im vylougeni PS z t&la diky jeho rozkladu v kazi®'.
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2.8.1.Zdroje zareni pouzivané pro PDT

Svételnym zdrojem byvaji lasery, ale pouzivaji se i jiné zdroje napi. LED diody.
V piipadé vnitinich nadord je nutno vést svétlo k tumorové tkani optickymi vlakny’.

Hloubka priniku laserového svétla zavisi na jeho vinové délce, na tom, zda laser
pracuje v pulsnim rezimu a jaky je jeho vykon, ale také na technické konstrukci
piistroje a na zpusobu prace s laserem. Dilezitym prvkem je zde také kompresivni
odstranéni krve z cilové tkang, protoze hemoglobin v krvi je velkou mérou odpovédny
za absorpci.

Pokud jde o prinik svétla, neexistuje zde Zadna presna hranice. Cim hloubéji od
povrchu svétlo pronikd, tim vice se zeslabuje. Existuje zda vSak hranice, za kterou je
intenzita svétla uz tak nizka, ze nelze pozorovat jeho zadnou biologickou tc¢innost. Tuto
hranici, za niz pfestava ucinnost, nazyvame nejvetsi aktivni hloubkou. Stoji za zminku,
ze laserové svétlo mize dokonce proniknout i kosti (stejné jako pronikd svalovou tkani).
Tukova tkan je propustnéjSi nez tkan svalova (vysoky obsah hemoglobinu).

Terapeutické lasery vzdy vyzafuji Cervené (PDT) nebo infradervené svétlo™.
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3. Cil prace

Cilem této prace byla syntéza nesymetrickych derivati azaftalocyanint (AzaPc) s
perifernimi substituenty karboxylovou ¢i hydroxylovou skupinou. Nové piipravené
AzaPc by mohly byt pouzity jako cast potencidlnich fotosensitizér tfeti generace s
vylepSenou biodistribuci.

Mym tkolem bylo pfipravit vhodné prekurzory pro syntézu AzaPc, dale statistickou
kondenzaci piipravit ze dvou odlisSnych prekurzorii pozadovany AzaPc (ptiklad viz

struktura dole), vyizolovat, vycistit a charakterizovat jej.

HOOC

N/ \N
‘ N= 7 N +
s \ N S
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4. Metodicka ¢ast

4.1. Syntéza derivatu pyrazinu

Mezi nejpouzivanéjsi prekurzory v syntéze AzaPc patii riizné derivaty pyrazin-
2,3-dikarbonitrilti. Jejich piipravu Ize provadét napt. reakei substituovaného diketonu
s prebytkem diaminomaleonitrilu v prostiedi ledové kyseliny octové. Vytéznost reakce

se pohybuije okolo 85 % (Obr. 13)°°.

NC  CN
ﬁ ﬁ H,N NH, R N\ CN
R—C—C—R —>
AcOH ~
R N CN
Obr. 13

Pokud ptipravujeme derivat pyrazin-2,3-dikarbonitrilu z diaminomaleonitrilu a
oxalylchloridu v prostfedi dioxanu, ziskame 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-
dikarbonitril, ktery lze pfevést plsobenim thionylchloridu na reaktivni 5,6-

dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (Obr. 14)°>".

Cl
H ‘s=o
C NH, Cl_ O NC N (0] o NC N Cl
N
X+ T — XX —IX
C NH, cl” No NC H ) NC N Cl

Obr. 14

N

N

4.2. Substitucni reakce pyrazinu

Pyrazin, podobn¢ jako ostatni diaziny, nepodléhda snadno elektrofilnim
substitucim. Pfimy elektrofilni atak je ztizen induktivnim efektem dusikovych atomu
pyrazinu a tedy existenci rezonancnich struktur, které jsou pfi¢inou kladného naboje na

v

atomech uhliku heterocyklu. Vyhodnéjsi jsou z tohoto diivodu substituce nukleofilni®®,
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Dtlezitou skupinu sloucenin v chemii derivath pyrazinu piedstavuji
halogenpyraziny, protoze mohou diky snadné vyméné atomu halogenu za nukleofil
poskytovat fadu jinak nedostupnych derivatu.

Vyména halogenu v halogenpyrazin za aminoskupinu, resp. za sulfanyl-,
alkylsulfanyl- ¢i arylsulfanyl skupinu vyzaduje obecné tvrdé reakéni podminky. Reakcei
zna¢nou mérou usnadiluje pfitomnost elektronegativnich skupin (napt. -NOy, -CN, -
CONHj,, -COOH), zejména v polohach ortho a para. Snadnost substituce halogenu

vzrusta dale s poctem téchto aktivizujicich skupinSg.
4.2.1. Nukleofilni substituce typu aminodehalogenace

Vyse zminéné obecné zakonitosti hraji vedle snizeného aromatického charakteru
pyrazinového jadra dulezitou tlohu v pfipadé nukleofilni substituce na pyrazinovém
jadfe. Velmi dobfe probiha napt. reakce 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu (Obr.15) s
ptebytkem alifatického nebo heterocyklického aminu, kterou pouzil pro ptipravu 6-

aminopyrazin-2,3-dikarbonitrili Foks®®. Haider a kol.®*

provadél obdobnou reakci
rovnéz v nevodném prostiedi, avSak s uhli¢itanem draselnym pro vychytani vznikajici

kyseliny chlorovodikové.

R
I
Cl N CN N N CN
AN R, R” AN
I + NH — — |
Z / ¥/
N R N
Obr. 15

Pti syntéze arylaminoderivati dusikatych Sesticlennych heterocykll lze vyuzit

nukleofilni substituci v provedeni podle Bankse®. Ptipravu téchto latek provadél Banks

ve vodném prostiedi pii kyselém pH (Obr. 16). Kyselina chlorovodikova zde vystupuje

jako katalyzator.

NH,
H

cl N NH, N N NH,

\\l/ " \\|/

\E/ + |
=N =N
R R
Obr. 16
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V pripad¢ pouziti 5,6-dichlor-2,3-pyrazindikarbonitrilu jsou uhlikové atomy
nesouci atomy chloru jiz dostatecné elektrondeficitni a nukleofilni substituce na nich
probiha 1 bez katalyzy kyselym prostfedim. Pfiprava aminoderivati probihd velice

rychle a takika kvantitativné a reakci do prvniho stupné je tieba provadét za chlazeni®,

IIW s L - II

4.2.2. Nuklefilni substituce typu alkyl(aryl)sulfanyldehalogenace

Pro syntézu alkylsulfanyl- ¢i arylsulfanylpyrazini se casto vyuziva reakce
halogenovaného derivatu pyrazinu s ptislusnym alkyl- ¢i arylthioldtem. Reakce vétSinou
vyzaduje dlouhodobé zahiivani, Casto v autoklavu. Takto ptipravil Asai® z thiofenolu a

6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu v prostfedi ethanolatu sodného 5-fenylsulfanylpyrazin-2-
karbonitril (Obr. 17).

NC Ny Cl  Na's: NC_Ng_-S
| + —> |
~ ~
N N
Obr. 17

Foks a spol.® ziskali fadu alkylsulfanyl- a arylsulfanylderivati

pyrazinkarbonitrilu reakci 6-chlorpyrazin-2-karbonitrilu s pftislusnym alkyl- resp.
arylthiolatem sodnym v prostfedi dioxanu za normadlniho tlaku (Obr. 18). Z téchto

sloucenin pak syntetizovali celou fadu na jadie substituovanych funkénich derivati

pyrazinkarboxylové kyseliny.

NC N cl
\E \j/ R-S Na* \( j/
N/ dioxan, 100 °C, 15 min

Obr. 18
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Dalsi moznosti je reakce 5,6-dichlor-pyrazin-2,3-karbonitrilu s butan-1-thiolem v
prostiedi THF a za ptitomnosti NaOH (Obr. 19) a nebo v ptitomnosti pyridinu. Reakce
s pyridinem trva piiblizn¢ 12 hodin®. Naproti tomu reakce za piitomnosti vodného
NaOH probiha velmi rychle (i za bézného tlaku a pii bézné teploté) a je hotova téméert

ihned®’.

ClINICN butan-L-thiol SONNUS CN
_ NaOH, THF
c” N e AN CN

Obr. 19

4.3. Selektivni syntéza nesymetricky substituovanych

ftalocyaninu

Védci pracujici v oblasti chemie ftalocyanini (Pc) se po mnoho let snazi vyvinout
selektivni metody syntézy  nesymetricky substituovanych ftalocyanini, protoze
vykazuji Casto lepsi fyzikalni vlastnosti. Specifické postupy jsou vyuZity v zavislosti na

typu produktu, ktery chceme ziskat®.

Kdyz je pfiprava nesymetricky substituovanych Pc provedena smiSenou

kondenzaci dvou riznych ftalonitrild A a B, ziska se smés Sesti riznych sloucenin
(AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB. BBBB).

5 5 om 6§ B

A A
+ —>|A M+|A A|+|A B|+|A Al + | A BJ"'B BJ

Pozadovany Pc musi byt izolovan prostiednictvim chromatografickych technik.
Tyto neselektivni metody obvykle vedou k velmi nizkym vytézkim pozadovaného

nesymetrického Pc, a proto se mnohé pokusy snazi fesit tento problémﬁs.
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4.3.1. Syntéza A;B ftalocyanint

Statisticka kondenzace

Nejjednodussim postupem piipravy Pc nesouciho rizné substituenty je smiSena
kondenzace dvou rizné substituovanych prekurzortit A a B. V zasad¢ jde o neselektivni
metodu, kterd poskytuje smés Sesti sloucenin (AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB,
BBBB), coz vyzaduje pouziti chromatografickych technik k izolaci pozadovanych
makrocykld. Takto vzniklou smés je Casto obtizné separovat v disledku tendence Pc
molekul k agregaci. I kdyz pouzitim této metody neni dosazeno selektivity, nékteré
postupy se zaméfily na zvySeni vytézku pozadované slouéeninyss. Statisticka
kondenzace je zpravidla uzita pro ptipravu Pc obsahujicich jednu odliSnou a tfi

identické isoindolové podjednotky (A3B)**(obr.20).

Obr.20

Aby reakce vedla k vytvoteni A3B derivati je zapotfebi vhodny stechiometricky
pomér pouzitych reaktanti A a B. Statistickd uvaha pfedpokladd, Ze reakce dvou
ruznych derivati ftalonitrilu stejné reaktivity v poméru 3:1 poskytne smés produkta
V nasledujicim procentualnim zastoupeni: As (33 %), AsB (44 %), dalsi kondenzaéni
produkty (23 %). Bézné¢ se pouzivd moldrni pomér 3:1, ktery vede k pozadované
slouGening ziskané ve vyt&zcich pohybujicich se v rozmezi 10-20 %

Je vyhodné&j$i pouzit ftalonitrily S riiznymi charakteristikami rozpustnosti, coz

usnadiiuje oddéleni nesymetrickych Pc diky odliSnym chromatografickym vlastnostem
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a mj. 1 odlisné rozpustnosti sloucenin ve vysledné statistické smési. Vazba terc-
butylovych skupin nebo uhlovodikového fetézce v poloze 3 a 6 jedné z vychozich latek
(obvykle té v nadbytku) (obr.20) usnadniuje izolaci A3B produktu. Tyto substituenty ¢ini
Pc také dobfe rozpustnym a zabranuji agregaci makrocyklﬁ70’7l'72.

Lze vyuzit také stechiometrického poméru 9:1. Vysledkem je pak smés prakticky
pouze dvou latek A4 a A3B, které 1ze snadnéji separovat, ovSem za cenu, Ze jsou sniZzeny
vytézky produktu AsB na ukor A" Tento pomér mize byt vyhodny Vv piipad¢ vyssi

reaktivity B nez AT,

Subftalocyaninovy postup

Originalni metoda pro selektivni syntézu nesymetricky substituovanych Pc typu
A3B byla vyvinuta v 80, letech 20. stol. Kobayashim a kol.”. Dochazi k rozsiteni kruhu
subftalocyaninu (SubPc) plisobenim sukcinimidu nebo diiminoisoindolinového derivatu
(obr.21). Vysledky této selektivni metody, dovolujici syntézu diive nedostupnych

ftalocyanintl, zavisi na reakénich podminkéch a vlastnostech vychoziho materidlu.

Obr.21: Expanze SubPc kruhu

V roce 1995 bylo navrzeno’’, 7e reakce bude probihat &aste¢nou a nebo uplnou
fragmentaci subftalocyaninového kruhu s naslednym uzavienim fragmentti do kruhu.
To ovSem vede nakonec také ke smési vSech moZnych ftalocyanini obsahujicich
vSechny kombinace diiminoisoindolovych jednotek pfitomnych jako vychozich latek

(obr.22) a ztraci se tak selektivita reakce.
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Obr.22: Fragmentace SubPc kruhu

Tato metoda byla provedena Wohrlem a jeho spolupracovniky. Bylo prokazano,
ze SubPcs mohou reagovat s méné reaktivnimi ftalonitrilovymi derivaty v pfitomnosti
siln¢j$i baze jako je napt. DBU. Tento zplisob vede k dobrym vytézkim A3zB
ftalocyanini’,

Pti srovnavani vytézku stejnych A3B nesymetricky substituovanych Pcs ziskanych

roz§ifenim kruhu a ziskanych statistickou kondenzaci se zda, Zze prvni metoda je

GEinngjs. I presto vyt&zky obou metod jsou dosti nizké (<15 %)"°.

Metoda s vyuzitim pevné faze

Tento postup vyvinuty predev§im Leznoffem je vicefazova syntéza. Tato metoda
zahrnuje vazbu vhodné substituovaného ftalonitrilu (B) na polymerni nosi¢. Tento
nerozpustny polymer-prekurzor mize byt pak dale podroben chemickému ptlisobeni
dalsiho odlisn¢ substituovaného volného ftalonitrilu (A), coz dava vzniknout polymer-
A3B ftalocyaninu (obr.23). Ten muze byt jednoduse oddélen od A4 makrocyklu, ktery
muze byt vymyt. Dilezité je, aby Pc A4 byl dobfe rozpustny a tudiz snadno
odstranitelny promyvanim pevné faze. Poté je zadany A3B Pc uvolnén zvazby na
polymer®. Tato metoda je omezena pouzitim jen funkénich skupin ftalonitrild
schopnych se navazat a nasledovné odtrhnout z polymerniho nosi¢e. Nicméné diky
expanzi technologie polymernich nosic¢li a jejich Siroké dostupnosti je tato metoda
slibnou cestou k selektivni syntéze nesymetricky substituovanych AsB Pcs®’. Otazkou

zustava dale cena polymernich nosicl a tim 1 provadéni syntéz ve vétSim mnozstvim.

36



OiPr
L}

NH NH N7 E\N; N
(4 S
Nt N — PO NH  HN
P =——TrO(CH,)nO . \ Cl O(CHo)nOTr=—P
NH2 iPrO NH2 N N_ N 2
8
|

OiPr

Obr.23: Syntéza Pc vazaného na polymer

4.3.2.Syntéza A,B. ftalocyaninu

AyB; derivaty jsou ziidka izolovany ze statistické smési. Jsou slozeny ze smési
dvou isomert — ABAB a AABB, které vykazuji podobné charakteristiky rozpustnosti a
jsou Casto eluovany ve stejné frakcei. I kdyz v n€kterych ptipadech se daji i tyto izomery
od sebe 0dd&lit** %, Behem poslednich desetileti se vyviji specifické metody pro piimou

syntézu pouze jednoho ze dvou makrocykla®®,
4.3.3.Syntéza ABAB ftalocyanint

DalS§im postupem pouzZitelnym k ziskdni nesymetrickych Pc je tzv. ,cross
coupling® (obr. 24), coz je zamérna syntéza pii niz vznika téméf pouze produkt typu
ABAB (vedlejsim produktem je AAAB). Vtomto piipadé se vyuziva reakce
substituovaného 1,3,3-trichlorisoindolu s 1,3-diiminoisoindolinem®. Tato syntéza
probiha za velmi mirnych podminek za pfitomnosti baze a redukéniho €inidla, pfi¢emz
vytézek byvad pomérné vysoky (az 50 %)%. Dalsim ptikladem je reakce 1,3-
diiminoisoindolinu a 1H-isoindol-1,3(2H)-dithionu v molarnim poméru 1:1%, ale v

tomto ptripadé byl vysledny produkt znecistény stopami vSech ostatnich ftalocyanind.

37



NO,

NH
R
NH =
NZNE N
NH R \
| N Ny |
+ — ( \ -
Cl N /N —N
O2N —
B
Cl
cl O2N

Obr.24: Cross coupling

4.3.4. Syntéza AABB ftalocyanint

K ziskani AABB izomeru (podle Leznoffa®®) se pouZiva tzv. "half-Pc" intermediat
(obr.25). Tento reaktant nasledné kondenzuje s "klasickym" ftalonitrilem za velmi
mirnych podminek. Nevyhodou tohoto pfistupu je fakt, Ze stabilni a izolovatelny "half-
Pc" intermedidt musi byt substituovan pouze siln¢ elektronegativni skupinou. Dalsi
varianta jak ziskat pouze izomer AABB je metoda, kdy pouzijeme 2 stejné jednotky

(napt. AA) spojené "spacerem"87.

R R
R CN |
H,c—C—
R=
R CN ||
A N= N =N
LiOMe | MeOH R |
\N ----- Zn ----- N/

R R Zn(OAc), |
R
N — C 1)
CN \ /
, @ AABB
N .
R / NLi o
OQ half-Pc B

R
OMe

Obr.25: Pouziti half-Pc intermediatu
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5. Experimentalni ¢ast

Teploty tani byly stanoveny na digitdlnim pfistroji pro stanovovani teplot tani
Electrothermal IA9200 a nejsou korigovany.

Pribeh reakci a Cistota produktii a meziprodukta byly kontrolovany tenkovrstvou
chromatografii na deskach Merck Silikagel 60 F254 s detekci UV svétlem vinové délky
254 nm a 366 nm. Vyvijeci soustavy jsou uvedeny u jednotlivych ptiprav. Sloupcova
chromatografie byla provadéna na silikagelu Merck 60 (40-63 um).

NMR spektra byla naméfena na pfistroji Varian Mercury VxBB 300. Méfeni bylo
provadéno pii frekvenci 299,95 MHz (*H NMR a 75,43 MHz *C NMR). Posuny jsou
vztazeny k vnitinimu standardu Si (CH3)s.

Spektra ve viditelné oblasti byly méfeny na pfistroji Shimadzu UV 240 1 PC: UV-
VIS recording spectrophotometer.

Infradervena spektra (IC) byla métena IC spektrofotometrem Nicolet Impact 400
IR-Spectrometer (USA).

MALDI-TOF hmotnostni spektra byla naméfena v positivnim moédu na
hmotnostnim spektrometru Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham, MA,
USA).

Latky pripravené jiz diive na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv dle

publikovanych postupii:

kyselina 6-(3-chlor-5,6-dikyanpyrazin-2-ylamino)hexanova®;

kyselina 6-(3-terc-butylsulfanyl-5,6-dikyanpyrazin-2-ylamino)hexanova®:;
[9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2-(2-karboxyethylsulfanyl)-3-methyl-
1,4,8,11,15,18,22,25 oktaazaftalocyaninato] zinecnaty komplex®;
5,6-bis(2-karboxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril®*;
kyselina 2,3-dikyanochinoxalin-6-karboxylova®

5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril®.
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5.1. Schéma provadénych reakci
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5.2. Priprava prekurzoru AzaPc

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

H
0] Cl H,N CN o) N CN
I - 1 — JX
o) H,N CN o) H CN

Cl

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 pfikapavani ¢inila 3 hodiny, teplotu jsem nezvySovala. Po
smiseni obou reaktantil jsem smés michala dalsi 3 hodiny p#i pokojové teploté. Pak
jsem obsah baiiky zahustila na rota¢ni vakuové odparce a odfiltrovala. Nasledné jsem
provedla ptekrystalovani produktu z vody (cca 200 ml). I po zahfati zlstavalo ve
vodném roztoku velka spousta nerozpusténé svétlé latky, kterou jsem odfiltrovala. Z
vodného roztoku poté vykrystaloval produkt. Nerozpusténa latka na filtru byla promyta
vodou, ethanolem, acetonem a vysuSena. Po NMR analyze byla identifikovana jako

produkt 1a.

Latka 1:

Sumarni vzorec: CeH,O,N4

Vytézek: 4,42 g (29 %)

Popis: nazloutlé drobné krystalky

Molekulova hmotnost: 162,0

Latka 1a: N,N’-bis[(Z)-3-amino(dinitril)but-2-en-2-ylJoxamid

3C NMR (DMSO-dg) 6 (ppm): 87,4; 113,8; 117,0; 128,3; 157,8.

'H NMR (DMSO-ds) 5 (ppm): 7,50 (s; 4H; NH,): 10,10 (s; 2H; NH).

(NMR spektra odpovidaji posuniim publikovanym v literatufe pro tuto latku®")
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5.2.2.Priprava 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)
H
Os__N_ _CN cl Ol Ny CN
X - = — XX
’ ~
o) H CN cl cl” N CN

5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitril (1) (4,42 g, 27 mmol) jsem
pomalu sypala do smési bezvodého dioxanu (200 ml) s thionylchloridem (11 ml, 151
mmol) a dikladné¢ rozmichala. Po dobu jedné hodiny jsem smés zahtivala pfi teploté
60 °C pod zpétnym chladi¢em opatfenym suSici rourkou. K suspenzi jsem ptidala
dimethylformamid (4 ml) a vzniklou tmavou smés jsem zahtivala dalSich 90 minut. Poté
jsem odpatila rozpoustédlo na vakuové rotacni odparce. Vznikly tmavy roztok jsem
zbavila rozpoustédla na vakuové odparce a zbytek ttikrat extrahovala 100 ml horkého
toluenu. Toluen jsem odpafila za snizeného tlaku a produkt jsem pétkrat

ptekrystalizovala z chloroformu.

Vytézek: 3,51 g (65 %)

Sumarni vzorec: CgHoCloN4

Popis: nazloutlé drobné krystalky

Molekulova hmotnost: 199,0

T.t.: 180-181 °C (1it.**179-180 °C; 1it.%* 188-190 °C).
13C NMR (aceton-ds) & (ppm): 113,1; 131,2; 152,2.
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5.2.3. Priprava 6-(3-terc-butylsulfanyl-5,6-dikyanpyrazin-2-

ylamino)hexanové kyseliny) (3)

CHs

CH,
H HS H

HOOC _~ NN CN HOOC _~__-N_ Ny CN

I \j: CHs I j:
—

P/ 7~
cl CN NaOH S N CN

2,2-dimethylpropan-1-thiol (0,34 ml, 3 mmol) jsem nakapala do roztoku NaOH (c

=1,0 M; £=1,0442; 2,87 ml). Po 30 minutich michani za laboratorni teploty jsem ke

smési pridala kyselinu 6-(3-chlor-5,6-dikyanpyrazin-2-ylamino)hexanovou (0,294 g; 1

mmol) rozpusténou v tetrahydrofuranu a michala pfi pokojové teploté. Pribéh reakce

jsem kontrolovala na TLC benzin:ethyl-acetat:kyselina octova (8:3:1). Reakce byla

ukoncéena po 3 hodinach. Pak jsem pridala 1,5 ml ledové kyseliny octové, smés jsem

odpatila, rozpustila v chloroformu a vytfepala s vodou. Organicka faze byla vysuSena

Na,SO,4 Organickou fazi jsem pak prefiltrovala ptes skladany filtr a ten promyla

chloroformem. Pak fazi odpatila. Nakonec jsem provedla sloupcovou chromatografii na

silikagelu, pficemz jsem pouzila mobilni fazi benzin:ethyl-acetat:kyselina octova

(8:3:1).

Vytézek: 0,313 g (90 %)

Sumarni vzorec: C16H21N50,S

Popis: naZloutlé krystalky

Molekulova hmotnost: 347.4

T.t.: 116-119, (lit.** 117-119 °C).

3C NMR (DMSO-dg) 6 (ppm): 174,7; 150,6; 148,9; 127,1; 116,9; 115,8; 115,2;
50,9; 41,2; 33,7; 29,7; 27,7; 26,0; 24,3.

'H NMR (DMSO-dg) J (ppm): 11,98 (s; 1H; COOH); 7,96 (t; 1H;J=5,8 Hz;
NH);3,44-3,23 (m; 2H; N-CHy); 2,18 (t; 2H; J=7,5 Hz;CH,-COOH); 1,59 (s; 9H;
CHj3); 1,56-1,41 (m; 4H; CHy); 1,32-1,17 (m; 2H; CH,).

IC (KBr) v (cm™): 3375; 3338; 2970; 2934; 2229 (CN):1705 (CO);1565.
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5.2.4.Priprava 5,6-bis(hydroxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (4)

NC N\ al N N aOH
| _ o\ oH
CN N cl /\/

2-Sulfanylethanol (1,1 mmol, 76,7 ul) jsem smichala s NaOH (1,0 M; f = 1,051;
2,1 ml). Do smési jsem piidala 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (2) (0,5 mmol; 100
mg) predem rozpustény v THF. Reakce probé¢hla rychle. Provedla jsem detekci na TLC
smobilni fazi ethyl-acetat:methanol (5:1). Detekce byla nejasna kvuli vzniklym
smésim. Pfidala jsem znovu smés NaOH a 2-sulfanylethanolu, ale nic se nezménilo.
Smés byla piili§ komplikovand na detekci. Ani dal$i elu¢ni smési benzin:ethyl-
acetat:octova kyselina (6:3:1; 5:5:1); aceton; ethyl-acetat:methanol (5:1), ethyl-
acetat:octova kyselina (9:1) neumoznily rozhodnout co se v reakci déje. Reakce byla

ukoncena kviili komplikovanosti vznikajici smési.
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5.3. Priprava nesymetrickych derivati AzaPc

5.3.1.1zolace [9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2-(2-
karboxyethylsulfanyl)-3-methyl-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato] zineénatého komplexu

COOH

Reakce byla pfedem provedena na katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv.
Mym tkolem bylo vznikly produkt piecistit pomoci sloupcové chromatografie. Jako
mobilni faze v prvni koloné byl pouzit chloroform:aceton:methanol (15:1:1). Po izolaci
pozadované frakce jsem s ni provedla dalsi dvé sloupcové chromatografie s mobilnimi
fazemi v druhé koloné chloroform:aceton:methanol (30:1:1) a v tfeti koloné
chloroform: THF (2:1).

Vysledny pie¢istény produkt je dobie rozpustny v chloroformu, acetonu, THF.

Nerozpustny ve vod¢, benzinu.

Vytézek: 17 mg
Molekulova hmotnost: 1290,35

Sumarni vzorec: C56H74N160287Zn
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IC (KBr) v (cm™): 2961, 2919, 2861 (alkyl CH), 1711(C=0), 1522, 1455, 1363,
1258, 1233, 1145.

'H NMR (pyridin-ds) & (ppm): 4,42 (t; 2H; J= 6,8 Hz; S-CH,); 3,77 (t; 2H;
J=6,7 Hz; CH,—COO0); 2,99 (s; 3H; CH3); 2,40-2,11 (m; 54H; SCCH3).

3C NMR (pyridin-ds) & (ppm): 174,76; 159,54; 158,94; 158,89; 158,74; 158,71;
158,57; 158,15; 153,18; 151,86; 151,83; 151,76; 151,63; 151,43; 150,99;
149,00; 148,68; 145,95; 145,40; 145,23; 145,06; 145,02; 144,98; 51,44; 51,38;
51,30; 51,06; 35,09; 30,83; 30,75; 30,66; 26,64; 22,65.

MS (MALDI-TOF) m/z 1253 [M+Na'], 1231 [M+H"], 1189, 1175, 1119, 1063.
Elementarni analyza. Vypocitano pro Cs;HezN1602S7Zn-3H,0: C 48,53; H 5,33;
N 17,41; %. Nalezeno: C 48,26; H 5,45; N 17,10.

UV-Vis (DMF) Amax (nm) (g): 654 (228 300); 594 (31 000); 387 (127 200).

5.3.2. Priprava[9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-
2,3-bis(2-karboxyethylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato] zineénatého komplexu (5)

Hooc—/_s>—<S

N/ \N
S G
s N\ A | \ N\ S
U1K
\ ’L N S

N Y 4 —N

Rozpustila jsem 5,6-bis(2-karboxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (30
umol; 0,0107 g) a octan zinecnaty (630 pmol; 0,116 g) v 1 ml bezvodého DMF v malé
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baiice. Baiiku jsem zahtivala pfi 160 °C na olejové lazni se vzduSnym chladicem, po 30
minutach a caste¢ném ochlazeni jsem piidala 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitril (60 umol; 0,0182 g). Banku jsem dale zahiivala po dobu 2 hodin, ale

reakce neprobéhla.

5.3.3. Priprava [9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-
2,3-bis(2-karboxyethylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato] horeénatého komplexu (6)

COOH
HOOC

Hoi¢ik (617 pumol; 0,015 g) a krystalek jodu jsem zahtivala v bezvodém butanolu
(2 ml) pod zpétnym chladi¢em pfi teploté 130 °C se susici rourkou po dobu 3 hodin za
vzniku butanolatu hofec¢natého. Pak jsem ptidala 5,6-bis(2-
karboxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (30 umol; 0,011 g) a zahtivala 1 hodinu,
pak jsem ptidala 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (60pmol; 0,0183 g)
a zahiivala 4 hodiny. Vse probihalo za stejnych podminek. Po ukonceni reakce jsem
produkt odpatila do sucha. K odpafenému produktu jsem pfilila kyselinu octovou (50
% v/v, 50 ml) a nechala ptl hodiny michat. Z ptebyte¢ného butanolatu hofecnatého

vznikl octan hofecnaty. Produkt jsem piefiltrovala ptes skladany filtr, vymyla vodou a
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kyselinou octovou (50 % v/v, 50 ml) a nechala vyschnout. Produkt byl po rozpusténi
v chloroformu analyzovan na TLC s mobilni fazi chloroform:aceton:methanol (15:1:2),
(15:1:1), (15:1,5:1), (15:1:0,5), ale v oblasti ocekavanych Rs hodnot byly jen nepatrné

znamky produktu.

5.3.4. Priprava 3-karboxy[2°,3"-b]chinoxalino-11,12,18,19,25,26-
hexakis(terc-butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porfyrazinato

horfeé¢natého komplexu (7)

CN N COOH
| - 01 R
Z Z
><s N CN CN N Butanol

HOOC

Hot¢ik (28 mmol; 0,6815 g) a krystalek jodu jsem zahtivala v bezvodém butanolu
pod zpétnym chladi¢em pfi teploté¢ 130 °C se susici rourkou po dobu 135 minut. Pak
jsem piisypala do reakce 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (3 mmol;
0,9183 g) a 2,3-dikyanochinoxalin-6-karboxylovou kyselinu (1 mmol; 0,2242 g). A dale

jsem zahiivala 3 hodiny. Pak jsem reakci ukoncila. Bariku s produktem jsem odpatila.
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Do ni nalila kyselinu octovou (50 % v/v, 80 ml) a nechala 30 minut michat. Produkt
jsem prefiltrovala ptes skladany filtr a promyla vodou. Nechala vyschnout. Dala jsem si
stranou 0,200 g produktu. Zbytek byl dale podroben reakci na zine¢naty komplex.

0,200 g produktu jsem precistila sloupcovou chromatografii se soustavou
chloroform:aceton:methanol (15:1:3) a ziskala hotfecnaty komplex. Ziskané frakce
z chromatografie jsem odpafila do sucha a provedla druhé piecisténi se soustavou

chloroform:aceton:methanol (15:1:2).

Vytézek: 11 mg (5,2 %)
Molekulova hmotnost: 1196,38
Sumarni vzorec: CssHgsMgN1602Ss

UV-Vis (THF) Amax (NM): 678; 654; 626; 595; 364.
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5.3.5. Priprava 3-karboxy[2°,3"-b]chinoxalino-11,12,18,19,25,26-
hexakis(terc-butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porfyrazinato

zine€natého komplexu (8)

><S N CN CN N COOH
| N . | N CH3C00Zn
— — -
N CN CN N

S

Zbytek produktu (0,900 g) z ptedchozi reakce jsem rozpustila v baiice v THF a
chloroformu (v poméru 1:1, v/v), a pak pfidala kyselinu p-toluensulfonovou (26 mmol,
5,0 g ) rozpusténou v THF a nechala michat. Po 90 minutach jsem baiiku odpatila do
sucha, promyla vodou a vymyla tak zbytky kyseliny a tosylatu hote¢natého. Rozpustila
v chloroformu, acetonu a toluenu, a odpatila do sucha. Pak jsem obsah baiiky rozpustila
v pyridinu a nechala s octanem zine¢natym (22 mmol; 4,0 g) zahtivala pod zpétnym
chladicem pti 130 °C, 120 minut. Pak odpafila, promyla vodou a 1% HCI. Ptefiltrovala
jsem a nechala produkt uschnout. Provedla jsem dv¢ piecisténi pies kolonu se soustavou

chloroform:aceton:methanol (15:1:2).
Vytézek: 27 mg (2,8 %)
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Molekulova hmotnost: 1236,3

Sumarni vzorec: CssHgaN1602SgZN

'H NMR (pyridin-ds) & (ppm): 9,96 (bs; 1H; aromH); 8,98 (bs; 2H; aromH); 2,28
(bs; 36H; CHj3); 2,09 (bs; 18H; CHy).

3C NMR (pyridin-ds) & (ppm): 51,5; 30,7; aromatické signaly nedetekovatelné.
UV-Vis (DMF) Amax (nm): 681; 656; 629; 598; 383.

Pro odkoveny derivat:

UV-Vis (THF) Amax (nm): 690; 648; 631; 588; 475; 358.
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6. Diskuse

V prvni reakci jsem se pokousSela modifikovat reakéni podminky pfi ptipraveé
zakladniho prekurzoru 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Provedla
jsem reakci oxalylchloridu s diaminomaleonitrilem za pokojové teploty, oproti
pivodnim 50.°C. Zménou reak¢nich podminek vznikal ovSsem ve vétsi mife produkt
N,N’-bis[(Z)-3-amino(dinitril)but-2-en-2-ylJoxamid ~ (1a), ktery snizil vytézek
pozadovaného produktu 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu  (1).

Potvrdili jsme si, ze piivodni syntéza je optimalni.

Podle jiz ovéfenych postupi jsem dale pripravila vychozi latku, 5,6-

dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril, potfebnou pro syntézu prekurzorti AzaPc.

Priprava prekurzoru, s hydroxylovou funkci, vhodného pro naslednou cyklizaci
neprobihala podle mych pfedstav. Problémy se vyskytli pii syntéze 5,6-
bis(hydroxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu  (4). Vznikla bila latka neSla
detekovat pomoci TLC. Pokusila jsem se upravit reakéni prostiedi pridanim dals§iho
mnozstvi hydroxidu sodného a sulfanylethanolu. Opét jsem provedla sadu TLC, ale

detekce byla nejasna. Reakce byla ukoncena kviili komplikovanosti vzniklé smési.

Pfiprava prekurzoru s karboxylovou funkci, kyseliny 6-(3-terc-butylsulfanyl-5,6-
dikyanpyrazin-2-ylamino)hexanové (3), probéhla s velkym vytézkem a bez problému
podle jiz dtive publikovanych postupi.

Problémy téz nastaly pfi ptipravé zine¢natého komplexu (5) kondenzaci 5,6-bis(2-
karboxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu a 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu. Divod netspéchu mohl spocivat ve vlhkém octanu zine¢natém.
Reakci jsem proto provedla znovu za pouziti reaktivnéj$iho butanolatu hote¢natého
pfipraveného in situ. Ale v oblasti o¢ekavanych R¢ hodnot byly jen nepatrné znamky

hofe¢natého komplexu (6).
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Statistickou kondenzaci kyseliny 2,3-dikyanochinoxalin-6-karboxylové a 5,6-
bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu vznikl hote¢naty komplex (7) a smés
dalsich produktu statistické kondenzace. Tato metoda poskytuje smés Sesti slou¢enin
(AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB, BBBB). Aby reakce vedla k vytvoieni co
nejveétsiho mnozstvi  pozadovaného derivatu AzB  (7) je zapotiebi vhodny
stechiometricky pomér pouzitych reaktantd A a B, tedy 3:1 (viz metodicka cast).
Reakce probihala bez vétSich problémt a separace na chromatografické kolon¢ pii
vybéru vhodné mobilni faze probihala velmi pékné [chloroform:aceton:methanol
(15:1:2)]. S casti produktu jsem provedla méfeni reakéni doby potiebné k odkoveni
hofe¢natého komplexu (viz graf 1) Kkyselinou p-toluensulfonovou. Odkoveni
hotecnatého komplexu je potiebné jako mezistupen pii piipravé aktivnéjSich
zine¢natych komplexd. Z méfeni vyplynulo, ze k uplnému odkoveni sta¢i 90 minut (viz
graf 2). Absorbance pfi vinové délce 690 nm, pii které byl priabéh reakce monitorovan,

odpovida vznikajicimu bezkovovému komplexu.
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—P7-0
12 —P7-2
P7-Al
P7-A2
—P7-A3
—P7-A4
—P7-A5
—P7-A6
P7-A7
P7-A8
P7-A9
P7 - A10
P7-All
P7 - A12
P7-A13
P7 - Al4
—P7-A15
P7 - A16
P7 - A17

Absorbance

0,1 v
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-0,1

vinovéa délka (nm)

Graf 1: Zmeéna absorpcniho spektra horecnatého komplexu pri jeho odkovovani

kyselinou p-toluensulfonovou v case (rozsah 0-90 minut).

55



1,2

0,8 **

06 +*
TS

0,4

Ahbsorbance pfi 690 nm

0,2

0] 20 40 60 80 100

€as / min

Graf 2: Zména absorbance pti vinové délce 690 nm v zavislosti na ¢ase odkovovani

Cast hoteénatého komplexu (7) jsem pouzila na pfipravu zine¢natého komplexu
(8). Zinecnaté komplexy maji lepsi vlastnosti-ptiblizné dvojnasobnou produkci
singletového kysliku nez komplexy hotfecnaté. Pfidanim kyseliny p-toluensulfonové se
vytésnil centralni atom hotc¢iku a néslednou reakci se zinecnatymi ionty vznikl zadany

komplex.

Zine¢naty komplex (8) jsem se pokusila pfipravit i jinou metodou. Navazila jsem
do dvou banék vzdy octan zine¢naty (0,931 mmol; 0,170 g), 5,6-bis(terc-
butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (0,1 mmol; 3,06 mg ), 2,3-diisocyanochinoxalin-
6-karboxylovou kyselinou ( 0,033 mmol; 0,74 mg). Do 1. banky jsem pfidala 1,5 ml
dimethylaminoethanolu. Do 2. baniky 1,5 ml bezvodého dimethylformamidu. Ob¢ banky
jsem zahftivala pti 160 °C pod vzdusnym chladi¢em. 1. banku jsem po 1 hodiné vyndala,
reakéni smés nalila do kadinky s vodou a nechala vypadnout produkt. Pak ptefiltrovala
ptes skladany filtr. To samé jsem ucinila s 2. barikou, ale az po tfech hodinach. Filtraty
jsem nechala vyschnout a produkty pak rozpustila v chloroformu. Vzniklé produkty

jsme po sérii TLC nevybrali.
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7. Zavér

V ramci mé diplomové prace jsem pripravila:

1. podle jiz ové&fenych postupii vychozi latky pro syntézu potiebnych prekurzort.
Modifikace postupu se neosvédcila.
e 5,6-dioxo-1,4,5,6-tetrahydropyrazin-2,3-dikarbonitril
e 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril

2. prekurzor AzaPc s jednou karboxylovou funkci
e kyselinu 6-(3-terc-butylsulfanyl-5,6-dikyanpyrazin-2-ylamino)hexanovou
3. cyklizaci prekurzoru 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu a 2,3-
dikyanochinoxalin-6-karboxylové kyseliny nesymetrické AzaPc
e 3-karboxy[2’,3"-b]chinoxalino-11,12,18,19,25,26-hexakis(terc-
butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porfyrazinato zine¢naty komplex (P7-1Zn)
e 3-karboxy[2’,3’-b]chinoxalino-11,12,18,19,25,26-hexakis(terc-
butylsulfanyl)tripyrazino[g,l,q]porfyrazinato hoieé¢naty komplex (P7-1MQ)

V ramci mé diplomévé priace se mi nepodarilo pripravit:

1. prekurzor AzaPc
e 5,6-bis(hydroxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril

2. cyklizaci prekurzoru 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu a
5,6-bis(2-karboxyethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril nesymetrické AzaPc
e [9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2,3-bis(2-
karboxyethylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninato] zine¢naty
komplex
e [9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2,3-bis(2-
karboxyethylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-0ktaazaftalocyaninato]

hotec¢naty komplex
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