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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat Barbora Sidorova

Skolitel prof. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Konzultant PharmDr. Jan Kollar, Ph.D.

Nazov diplomovej prace Priprava neutralnich amfifilnich ftalocyanini

Ftalocyaniny st syntetické plandrne makrocykly, Struktirou podobné porfyrinom.
Obsahuju 18 delokalizovanych =n elektrénov, ktoré davaju tymto latkam jedinecné
fotofyzikalne vlastnosti. Tieto latky nasli bohaté priemyslové vyuzitie. Jednym z nich je
pouzitie ftalocyaninov ako fotosenzitizérov vo fotodynamickej terapii, na lieCbu
nadorovych, ako aj neonkologickych ochoreni. Pri aktivacii fotosenzitizéru Ziarenim
o ur¢itej vlnovej dizke (v oblasti viditeIného svetla) dochddza k zmene jeho stavu na stav
excitovany. Latka sa potom nadbyto¢nej energie zbavuje prenosom na molekulu kysliku

za vzniku reaktivnej molekuly singletového kyslika, ktora spdsobuje poskodenie tkaniv.

Predmetom tejto prace bola syntéza asymetrickych derivatov ftalocyaninov s amfifilnym
charakterom, ktoré¢ by sa vd’aka svojej Struktire dokézali inkorporovat’ do bunkovych
membran a nasledne mohli fungovat’ ako fotosenzitizéry. Prvym krokom syntézy bola
priprava prekurzoru 4,5-bis(3,5-dimetoxyfenoxy)ftalonitrilu nukleofilnou substituciou.
Ftalocyaniny boli potom syntetizované cyklotetramerizdciou, metddou Statisticke;j
kondenzacie dvoch Struktarne rozdielnych prekurzorov: 4,5-bis(3,5-
dimetoxyfenoxy)ftalonitrilu a ftalonitrilu v pomere 1:9. Dal§im krokom bola demetylacia

metoxy skupin za vzniku ftalocyaninu s vol'nou hydroxylovou skupinou.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and

Pharmaceutical Analysis

Candidate: Barbora Sidorova

Supervisor: prof. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Consultant: PharmDr. Jan Kollar, Ph.D.

Diploma thesis: Preparation of neutral amphiphilic phthalocyanines

Phthalocyanines are synthetic planar macrocycles, with structure similar to porphyrins.
They contain 18 delocalized n electrons, which give these substances unique
photophysical features. These substances have many industrial applications. One of these
applications is the use of phthalocyanines as photosensitizers in photodynamic therapy,
for treating both oncological and non-oncological diseases. When photosensitizer is
activated by radiation at a specific wavelength (in the visible light range), it enters its
excited state. It dissipates the absorbed energy by transferring it to an oxygen molecule,

creating thus reactive molecule of singlet oxygen, that causes tissue damage.

The subject of this thesis is synthesis of asymmetric derivatives of phthalocyanines with
amphiphilic character, which, due to their structure, could be incorporated into cell
membranes and subsequently used as photosensitizers. The first step of this synthesis was
preparation of the precursor 4,5-bis(3,5-dimethoxyphenoxy)phthalonitrile by
nucleophilic  substitution. Phthalocyanines were then synthesized through
cyclotetramerization, using a statistical condensation method of two structurally different
precursors: 4,5-bis(3,5-dimethoxyphenoxy)phthalonitrile and phthalonitrile in 1:9 ratio.
The next step was demethylation of methoxy groups, creating phthalocyanine with free

hydroxyl groups.
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1 Z0OZNAM SKRATIEK

ACN

ALA

AzaPc

BuOH

DCM

DMF

DMSO

EAC

EtOH

HR-MS

CHF

ICT

LED

MeOH

MS

NMR

OLED

acetonitril

kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulinic acid)

azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

butanol

dichlormetan

N, N-dimetylformamid

dimetylsulfoxid

etylester kyseliny octovej/etylacetat

etanol

hmotnostna spektroskopia s vysokym rozliSenim (high-resolution mass

spectroscopy)

chloroform

intramolekularny prenos naboja (intramolecular charge transfer)

elektroluminiscen¢na didda (light-emitting diode)

metanol

hmotnostna spektrometria

nukledrna magneticka rezonancia

organicka elektroluminiscen¢na didda (organic light-emitting diode)



Pc

PCI

PDT

PS

ROS

SubPc

THF

TLC

VR

ftalocyanin (phthalocyanine)

fotochemicka internalizécia (photochemical internalization)

fotodynamicka terapia (photodynamic therapy)

fotosenzitizér (photosensitizer)

reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species)

subftalocyanin (subphthalocyanine)

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografia (thin layer chromatography)

vibra¢na relaxacia
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CIEL PRACE

Diplomova praca sa zaobera syntézou nesymetrickych derivatov ftalocyaninov,

s neutralnymi hydrofilnymi skupinami na periférii, ako mozné fotodynamicky aktivne

latky. Ciel tejto prace spocival v syntéze amfifilnych derivatov (Obr.1), ktorych Struktura

by im umoziovala interakciu s bunkovou membranou. Tym by umoznila blizsiu

interakciu singletového kyslika s o€akavanymi miestami pdsobenia, akymi st napr.

membrany lyzozomov. Zaroven sme predpokladali moznost’ vyuZzit lipozémy ako nosice

pre takéto latky, ¢im by sa d’alej zvysila selektivita terapie.

Tato praca sa zaoberala syntézou prekurzorov a nasledne cyklotetramerizacnymi

reakciami tychto prekurzorov, za vzniku nesymetrickych derivatov ftalocyaninov. Do

cyklotetramerizacnych rekcii sme pouzili dva prekurzory, ktoré predstavovali hydrofilnu

a lipofilnua zlozku. Z toho, nasou ciel'ovou Struktirou bol AAAB kongenér.

OH

N
i V4 )
N Zn N
}N,
P
(f/

Obrazok 1: Prehlad cielovych derivatov po cyklotetramerizacnej reakcii.

hydrofilna cast’

molekuly
OH
HO
 {m—|

hydrofobne casti
molekuly




3  TEORETICKA CAST
3.1. Ftalocyaniny

3.1.1. Opis Struktury a Strukturne modifikdcie

Ftalocyaniny (Pcs, zangl. Phthalocyanines), st syntetické planarne aromatické
makrocykly, Struktirou podobné porfyrinom. Oproti porfyrinom je ich jadro rozsirené
o prikondenzované benzénové jadro. Ich Struktura obsahuje Styri izoindolové jednotky,
ktoré su spojené v polohach 1 a 3 azamethinovymi mostikmi. Vd’aka tomu, Ze vo svojej

Struktire maju 18 delokalizovanych nt- elektronov maju jedine¢né vlastnosti.!

Modifikécia ich Struktary, nahradenim niektorych uhlikov v jadre heteroatdbmami, vedie
k Specifickym fyzikalne-chemickym zmenam. Najviac Casté su azaftalocyaniny (AzaPcs,
z angl. Azaphthalocyanines), su to dusikaté analogy Pcs. Hoci Struktiry modifikované

inymi heteroatdémami, boli tieZ opisané (Obr. 2).>

OO0 OO

Porfyrin Porfyrazin Ftalocyanin Azaftalocyanin

Obrazok 2: Odvodenie Struktury Pcs a AzaPcs, kde M oznacuje centralny kation kovu, polokovu

alebo dva atomy vodiku. Prevzaté a upravené z lit. *

V zévislosti od poctu a polohy dusikov, vznika mnoho struktarnych podtypov vyslednych
makroheterocyklov napr. tetrapyridoporfyraziny, tetrapyrazinoporfyraziny,
tetrapyridazinoporfyraziny, tetrapyrimidinoporfyraziny a d’alSie (Obr.3). Pcs a AzaPcs st
schopné koordinovat’ viac ako 70 kovovych anekovovych katiénov, ¢o umoziuje

doladenie ich fyzikalne-chemickych vlastnosti.!*



tetra[2,3]pyridoporfyrazin tetra[3,4]pyridoporfyrazin tetrapyrimidoporfyrazin
o- tetrapyridoporfyrazin- B-tetrapyridoporfyrazin

tetra[4,5]pyridazinoporfyrazin  tetral3.4lpyridazinoporfyrazin - tetrapyrazinoporfyrazin

Obrizok 3: Struktiirne podtypy AzaPcs. Prevzaté a upravené z lit. ’

Dalsiu modifikaciu zdkladnej truktiry ziskame odobranim jednej izoindolovej §truktury,
za vzniku menS$ich analégov, subftalocyaninov (SubPcs, z angl. subphthalocyanines)
(Obr.4). Skupina makrocyklov SubPcs predstavuje zaujimava triedu neplanarnych
aromatickych farbiv. SubPcs su dolezité vychodiskové latky na pripravu nesymetrickych
Pcs. Maju jedine¢ny konicky tvar, ktory obsahuje aromaticky systém so 14-w elektronmi,

,

tvoreny tromi izoindolovymi jednotkami premostenymi cez atomy dusika okolo

tetrakoordinovaného atomu béru. Vd’aka tomu maji nizsi sklon k agregacii.'®

Cl

Obrazok 4: Vseobecna Struktura subftalocyaninu

Vyznamnou modifikaciou je substitlicia aromatickych jadier. Pcs mézu byt substituované
bud’ v polohe a (Ri- neperiférna substiticia) alebo v polohe B (R»- periférna substiticia)
(obr.5).” Désledok n-m interakcii makrocyklickych jadier obmedzuje ich rozpustnost’ v
najCastejSie pouzivanych organickych rozpuStadlach a podliehaji tak molekularnej

agregdcii, za vzniku dimérov, trimérov az oligomérov. Agregacné javy su bezné v chémii
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Pcs aje =zname, ze spOsobuju vyznamné zmeny ich fyzikdlne-chemickych
a fotofyzikalnych vlastnosti. Ftalocyaninové zluCeniny su rozpustné v roéznych

rozpts§tadlach na zdklade vhodnej periférnej substitucie.®

B

\ p
N,

R4 - neperiférna substitucia

- periférna substittcia

Obrazok 5: Moznosti substiticie Pcs. Prevzaté a upravené z lit.”

Spdsoby substitucie aromatickych jadier, mozno rozdelit' na dva pristupy. Prvym je
postsyntetickd modifikacia vysledného makrocyklu, druhym pristupom je modifikacia
prekurzoru a az potom nasledna cyklotetrameriza¢na reakcia.”!° Pcs a AzaPcs mozeme
rozdelit’ z hl'adiska symetrie na symetrické a nesymetrické. Existuje niekol'’ko spdsobov
ako pripravit nesymetrické Pcs a AzaPcs. NajcastejSie pouzivanou metodou je Statisticka
kondenzacia prekurzorov A a B za vzniku Siestich rozdielnych kongenérov (AAAA,
AAAB, AABB, ABAB, ABBB, BBBB), kedy k separacii jednotlivych latok sa vyhodne

pouziva stipcova chromatografia (Obr.6). !

D Gl G TP TP K
G b b 5 b D

AAAA AAAB AABB ABAB ABBB BBBB

Obrazok 6: Produkty cyklotetramerizacnej reakcie.
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3.1.2. Vlastnosti

Struktira Pc, ma velmi stabilnti elektronovi konfiguraciu, vdaka ¢omu nemdze
poskytovat’ niektoré druhy reakcii. Adicie a otvorenie kruhu, su vel'mi zriedkavé pre Pcs,
pretoze by vyzadovali drastické podmienky, ktoré vedu véac¢sinou k naruseniu skeletu Pc.
Na druhej strane s reakciami, ktoré nemenia aromaticky charakter ako napr. acidobazické

reakcie alebo obmeny centralneho atdmu, sa stretdvame Castejsie. '

Fyzikdlne a chemické vlastnosti Pcs s koordinovanym atomom kovu
(metaloftalocyaniny) sa menia podl'a Struktiry makrocyklického ligandu, ako aj podla
centralneho kovu. Vsetky kovové prvky maju moznost’ koordinovat (Obr.7).!* Pokial
makrocyklus koordinuje s kationom kovu, ktory ma zaplnené vSetky molekulové orbitaly
napr. Zn", Mg, AI" zlagenina mi vhodné fotofyzikdlne vlastnosti. Avsak ak
makrocyklus koordinuje s kationom prechodného kovu, ktory nemd Uplne zaplnené
molekulové orbitaly napr. Fe!, Co', Ni", neposkytuju fluorescenciu ani produkciu

singletového kyslika.'*

Metaloftalocyaniny, ktoré obsahuju prili§ vel'ké atomy na to aby sa zmestili do
ftalocyaninového jadra, st nerovinné a vedu k znizeniu interakcii n-m a zlepSuja rychlost’
medzisystémového prechodu. Vedie to k zlepSeniu fotofyzikalnych a fotochemickych
vlastnosti, ako aj k zlepSeniu rozpustnosti, vd’aka znizeniu molekularnej agregacie,

vyplyvajicej zo zmien elektronovej Struktury molekuly, ako aj z dévodu dipdlového

momentu neplanarnej molekuly.®!*
H He
Li pe B C N O F | Ne
Na Mg Al Si P s A Ar

K Ca S T V ¢r Mn Feo Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
Rb St Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag ca In Sn Sb Te 1 Xe
Cs Ba La HI Ta W Re Os I+ Pt Au Hg T ph Bi Po At Ry
Fr Ra Ac Rf Db Sz Bh Hs Mt Ds Rg Cn Nh Fl Mc Lv Ts Og

Ce Pr Nd Pm Sn FEu Gd Th Dv Ho Er Tm Yb Lu
Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cf Es Fm Md No Lr

r v . 4 r v . ) J4 4 . 2
Obrdazok 7: Oznacenie prvkov, ktoré dokdzu koordinovat's Pcs. Prevzaté a upravené z lit.
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Ako uz bolo uvedené vyssie, Pcs obsahuju rozsireny konjugovany aromaticky systém,
vd'aka Gomu dokazu absorbovat’ svetlo o uréitych vinovych dizkach a to sposobuje ich

farebnost’.

Pre Pcs a AzaPcs su charakteristické dva absorpcné pasy. V oblasti okolo 300-450 nm sa
nachddza vysokoenergicky B-pés (Soretov pas) a v oblasti 600-800 nm sa nachadza

nizkoenergicky Q-pas. !>

Polohu hlavného absorpcného pasu Pcs (Q- pas) je mozné ovplyvnit’ napr. anelaciou
(prikondenzovanim benzénového jadra k Pcs) za vzniku naftalocyaninov. Tieto vysSie
homology su charakteristické posunom 80-100 nm do ¢ervenej oblasti. VysSie homology
maju silnejSie m-m interakcie atym je tam aj vysSia Sanca agregicie a zniZenej
rozpustnosti. To vakom stave sa nachddza dand latka, ¢i je agregovand, alebo
neagregovand, vieme urcit’ na zaklade tvaru absorpéného spektra (Obr. 8a). Ak je Q-pas

ostry, tak je latka neagregovana a ak je plosky, je to charakteristické pre agregaty.'®

Dalej ho vieme ovplyvnit povahou apolohou periférnych substituentov.
U nesymetrickych Pcs a AzaPcs pri rozdielnej substitiicii na periférii vidime rozstiepeny
Q-pas. A ¢&iastoéne aj koordinaciou roéznych katidnov do svojho centra. Co sa
tyka bezkovovych derivatov, tam dochddza taktiez k rozstiepeniu Q-pasu, pricinou je

nesymetria molekuly (Obr.8b). Moduléacia polohy a charakteru substituentov je najviac

efektivny spdsob vylepSovania spektralnych vlastnosti.!s 7
—— monomérne —— bezkovovy Pc
agregované — zinoénaty Pc
A) B)
0.4 0,4 1)
0,3 ( )\ ( ) 0.3
B-pas Q-pés '
<
5 0,2 -E 0,24
= =
S <
= 0,14 2 01
2 Jk . A
< 0,0 T T T T T < 0,0 — T T T T
300( 400 Jsoo (600 700 )auu 300 400 500 600 700 | 800
. /
—
Vinova dlzka, nm VInova dizka, nm

Obrazok 8: A) Priklad monomérneho a agregovaného spektra Pcs. B) Priklad spektra, kde sa

porovnava bezkovovy Pc a zinocnaty Pc. Prevzaté a upravené z lit. °
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Typickym problémom Pcs, je ich hydrofébny planarny makrocyklus, vd’aka ktorému
maju tendenciu silno agregovat. Agregacia sa povazuje za neziadlcu, pretoze znizuje
produkciu singletového kyslika a robi Pcs neaktivnymi. Spdsobuje problémy pri Cisteni
a charakterizacii latok. Agregacia zavisi od povahy rozpustadla a substituentov, i6nu
kovu, ktory je koordinovany v Pc makrocykle, teploty, od koncentracie Pc v roztoku atd’.
S cielom znizit' agregaciu sa pouzivaji vo vode solubilizujuce substituenty, napr.
kationické (obsahujuce kvartérne amoniové skupiny) alebo anionické (obsahujuce
karboxy a sulfo skupiny), ktoré pdsobia na zéklade elektrostatickych odpudivych sil.
Dal$imi moZnostami ako zniZit' agregaciu je pouZitie objemnych substituentov na

periférii alebo zavedenie axidlneho ligandu.'® 1’

3.1.3. VyuZitie
Zéaujem o Pcs vyplyva zich zaujimavych vlastnosti ako su elektronické, fotonické
a fotovoltaické, ktoré uz nasli priemyselné vyuzitie v plynovych senzoroch, solarnych

¢lankoch, materialoch generujucich néboj, aktivne maticové displeje, farbiva, atd’.
Solarne ¢lanky

V dneSnej dobe sa tieto komplexy povazuju za vynikajuce chromofory. Oblast
fotovoltaiky zaznamenala rychly pokrok vo vyskume vyuzivania obnovitel'nych zdrojov
energie.?’ Vd’aka vyuzitiu ich aplikacie v dizajne solarnych ¢lankov citlivych na farbivo
(DSC, Dye-sensitized solar cells).?! DSC st zlozené z nanokrystalického solarneho
¢lanku na baze TiO», ktory je naneseny na prichladnom vodivom substrate d’alej z PS
a redoxného elektrolytu. Ich vykon je regulovany absorpciou svetla a dynamikou prenosu
naboja.?°

Katalyzatory

Pcs sa vyuzivaja sa ako elektrokatalyzatory pri redukeii kysliku. Elektrokatalytické alebo
fotosenzibilizaéné (fotokatalytické) vlastnosti komplexov metaloftalocyaninov zavisia od
centralneho kovu. Elektrokatalytické spravanie sa pozoruje v pritomnosti kovu ako je Co,

Mn, Fe. Zatial’ o fotosenzibiliza¢né spravanie sa pozoruje pri diamagnetickych kovoch

ako je Al, Zn, Si.”2
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Farbiva

Pcs st vel'mi dolezitou skupinou farbiv, maji pozoruhodnu chemicku stabilitu a stalost’
voci svetlu. Oproti prirodnym farbivam ako st chlorofyl a hemin, ktoré su vysoko citlivé
zluceniny, 'ahko znicitelné svetlom, teplom a st to mierne chemické ¢inidld. Najviac
vyuzivané Pcs farbivad si modré a zelené pigmenty. Mnoho Pcs pigmentov, vratane
Cu''Pcs vykazuju polymorfizmus, t.j. latky mozu existovat vo viacerych krystalickych
formach. Vyuzitie nasli ako natery pre plasty, farbiva pre tonery alebo ako materialy na

generovanie naboja pre laserové tlagiarne.?
Plynové senzory

Pcs su organické polovodice, ktoré boli identifikované ako sl'ubni kandidati pre plynové
senzory. Su schopné posobit’ ako chemicky citlivé filmy, vdaka réznym fyzikdlnym
efektom, ktoré st vnich indukované interakciou s velkym mnoZstvom plynov.
Konkrétne mozu byt’ pouzité ako polovodicové plynové senzory na detekciu halogénov

ako je chlor alebo na detekciu oxidu dusi¢itého, pripadne aj organickych vyparov.?*
Kvapalné krystaly

Dalgim vyuZitim Pcs je vo forme kvapalnych krystalov. Funkéné materialy s takymto
usporiadanim preukéazali velky potencial ako aktivne komponenty v rdéznych
optoelektronickych zariadeniach. LED (z angl. light-emitting diode) alebo OLED (z angl.
organic light-emitting diode) st elektroluminiscencné zariadenia, ktoré su zlozené
z viacerych organickych vrstiev. Rychly rozvoj poslednych desatroci uz umoznil tispesnu
komercializaciu OLED displejov. Flexibilny tvar a nizka spotreba energie robia OLED

displeje vyhodnejsimi ako konvenéné LCD displeje.?

Velky potencidl Pcs je mozné ilustrovat ich mnohymi priemyselnymi, klinickymi
a biologickymi aplikaciami. V poslednych desatro€iach sa Pcs vyuzivali okrem vysSie
zmieneného aj ako materialy na degradaciu znecistujucich latok a prirodzenych toxinov.
Taktiez ako latky inhibujuce proliferaciu nadorovych buniek a rast baktérii alebo hub.?

VyuZitiu vo fotodynamickej terapii je venovand samostatnd kapitola (kap. 3.2.).
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3.2. Fotodynamicka terapia

Pociatky fotodynamickej terapie (PDT, zangl. Photodynamic therapy) mozno
vystopovat’ v starovekych egyptskych aindickych zdrojoch.?’” Fotosenzibilizaéné
rastlinné extrakty sa aplikovali priamo na kozu a vystavili sa slne¢nému Zziareniu za
vytvorenia terapeutického ucinku.”® Prvy seridzny vedecky dokaz, ze latky ako
fotosenzitivne syntetické farbiva v kombindcii so zdrojom svetla a kyslikom moézu mat’

potencialny terapeuticky u¢inok bol v 20. storo¢i.?’

PDT je moderna neinvazivna forma terapie, vyuzivana pri lie¢be neonkologickych, ako
aj nadorovych ochoreni rozneho typu a lokalizacie. Dobré terapeutické vysledky
a moznost’ paralelnej aplikécie s réznymi terapeutickymi protokolmi, ju robia beznejSou
v mnohych oblastiach mediciny. Pri PDT sa zlicenina s fotosenzibilizaCnymi
vlastnostami (fotosenzitizér, PS) selektivne akumuluje v malignych tkanivach. Nasledna
aktivacia PS viditelnym svetlom, prednostne v cervenej oblasti viditeI'ného svetla, kde st
tkaniva priepustnejSie pre svetlo, vytvara reaktivne formy kyslika, hlavne singletovy

kyslik. Ten je zodpovedny za cytotoxicitu neoplastickych buniek.?% 32

PDT mozno povazovat za uU¢inni abezpetni moznost pri liecbe niekolkych
dermatologickych stavov napr. prevencia a liecba nemelanomovej rakoviny koze,
aktinickd keratéza, Bowenova choroba, akné vulgaris atd.?! PouZivaju ju taktieZ
pneumologovia, urologovia, oftalmoldgovia a iné medicinske obory. Antibakterialne a
fungicidne vlastnosti PS st vyuzivané k dosiahnutiu lepSich vysledkov pri lieCbe

korefiovych kanalikov, paradontalnej terapii a eradikacii kandidozy v protetike. 3
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3.2.1. Fotofyzika a fotochémia
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Obrazok 9: Jablonského diagram primarnych fotofyzikdlnych procesov. Os Y znazornuje rasticu
energiu elektronickych stavov, ktoré su zdruzené na osi X, podla spinovej multiplicity. IC
(internal conversion) — vnutornd konverzia, ISC (intersystem crossing) — medzisystémovy
prechod, S, (singlet states) — singletoveé stavy, Tk (triplet state) — tripletové stavy, VR (vibrational

relaxation) — vibracnd relaxdcia. Prevzaté z lit. %*

Fotofyzikéalne procesy v ramci PDT najlepSie popisuje Jablonského diagram (Obr.9).
Molekula PS je vo svojom zdkladnom stave charakterizovana sparovanymi elektronmi
s celkovym spinom S=0 a spinovou multiplicitou 1. Tato konfiguracia sa nazyva
singletovy stav. Je to konfiguracia so vSetkymi elektronmi v ich najnizSom energetickom
stave So. Po absorpcii svetelného kvanta s prislusnou energiou, sa jeden z tychto
elektronov posunie na predtym neobsadeny orbital s vys$Sou energiou. V zévislosti od
odovzdanej energie PS prechadza do excitovaného singletového stavu Su(n=1, 2, 3, ....).
Akykol'vek exitovany stav je energeticky menej vyhodny ako zdkladny stav. Molekula
sa po kratkom case vrati do So. Tato deaktivacia moZe nastat’ viacerymi mechanizmami.
Elektron vo vysokej vibracnej hladine excitovaného stavu, rychlo klesa na energeticky
najnizsiu hladinu. Tento proces sa nazyva vibra¢na relaxacia (VR) a energia sa rozptyli
ako teplo. Molekulovéd relaxacia na So nastane bud emisiou sekundarneho fotonu

(florescencnou emisiou) alebo rozptylom tepla. Fluorescencnd emisia bude vzdy od
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najnizsej vibracnej urovne Si1. Z S1moze PS prejst’ na izoenergetickl troven tripletového
stavu T1, kde dva elektrony nie st sparované a maji rovnaky spin. Tento neradiacny
proces na nazyva medzisystémovy prechod (ICS). Vac¢sina PS ma vysoku kvantova
ucinnost’ v tomto prechode. Po rychlej vibracnej relaxacii v ramci energetickej hladiny
T1, moze dojst’ k radiacnej relaxécii na So, procesom nazyvanym fosforescencia (emisia
elektromagnetického kvanta). Tripletové stavy su vSak vo vSeobecnosti charakterizované

dlhou Zivotnostou (niekol’ko stoviek nanosektind az milisekundy).*’

Molekuly PSs maji vysoku pravdepodobnost’ vzniku tripletového stavu po excitécii.
Aktivovany PS v stave excitovaného tripletu moze vyvolat chemické zmeny na
susednych molekulach prostrednictvom dvoch konkuren¢nych drah, nazvanymi typ
I a typ II fotochemickej reakcie (Obr. 10). Reakcia typu I je radikalovy proces a zahfna
excitovany stav PS v procesoch prenosu elektronov. Tato reakcia znamena prenos
elektrénov alebo protonov na kyslik alebo iné susedné molekuly, za vzniku radikalového
anionu alebo kationu. Tieto radikaly pravdepodobne reaguji s molekularnym kyslikom
za vzniku reaktivnych foriem kyslika (ROS, z angl. Reactive Oxygen Species).
Fotochemické reakcie typu I vedu cCasto k tvorbe superoxidovych aniénov prenosom
elektronu z PS na molekuldrny kyslik. Superoxidové aniony nie st v biologickych
systémoch vel'mi reaktivne, ale mdzu reagovat’ za vzniku peroxidu vodika, ktory moze
I'ahko prechddzat’ biologickymi membranami. Reakcia typu II nie je radikdlovym
procesom, ale zahffia prenos energie z excitovaného tripletu PS na zékladny tripletovy
dikyslik, pricom vznika singletovy kyslik. Fotochemické reakcie typu I aj II prebichaju
paralelne a ich vzajomny pomer zavisi od viacerych parametrov, pricom najdolezitejsi je

pouzity PS a koncentracia kyslika.’* 3°

Singletovy kyslik 'O2, je oznagenie pre molekulu kyslika v jeho excitovanom stave, kedy
su vSetky jeho elektrony sparované a multiplicita spinu je 1 (singlet). V zdkladnom
energeticky najnizSom stave, ma molekula kyslika multiplicitu 3 (triplet). VSetky reakcie
singletového kyslika maju velmi vysoka aktivaéni energiu. Reakcie, ktoré generuju

singletovy kyslik (nazyvané ako fotodynamicky efekt), pontikaju $iroké uplatnenie.*®
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Obrazok 10: Schematické zndzornenie reakcii typu I a typu Il po aktivacii PS pri osvetleni.

Prevzaté a upravené z lit.

3.2.2. Mechanizmus fotodynamickej terapie

PDT spociva v aplikdcii PS obvykle intraven6znou formou, ale aj topickou ¢i
intraperitonealnou. Po uplynuti doby k selektivnej akumulacii PS v tumore, je oblast’ jeho
lokalizacie oziarena viditelnym svetlom. Singletovy kyslik, pripadne d’alSie reaktivne

Castice vznikaju priamo v tumore a spdsobuju jeho oxidativnu destrukciu, bez toho aby

boli poskodené zdravé tkaniva (Obr.11).%
ozarovanie tumoru
vhodnou davkou
vidite'ného svetla cez
tumor optické vlakna
. nekrotizovany

drug- light tumor

inteval

(3-96 h)

e -
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Obrdzok 11: Schéma nadorovej PDT. Prevzaté a upravené z lit. **
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Molekularny mechanizmus PDT je zalozeny na troch netoxickych zlozkach ako je PS,
svetlo (Ziarovky, lasery, svetelné diddy atd’.) a kyslik (O rozpusteny v cytoplazme).?’
Poskodenie tkaniva stvisi s koncentraciou PS a kyslika v tkanivach, ktoré sa ozaruju.
Priamy fotodynamicky ucinok na nadorové bunky je vysledkom interakcie ROS
s roznymi biologickymi ciel'mi, ktoré si nachylné na desStrukciu v dosledku oxidacie,

naru$enia homeostazy a zmien metabolizmu.*®

KTIacové je, v ktorom kompartmente sa PS hromadi. V zavislosti od struktary PS to moze
byt’ na makroskopickej trovni napr. peceni, nador alebo koza. A na urovni bunkovej to
moze byt napr. plazmaticki membrana, lyzozémy alebo mitochondrie. Specificka
lokalizacia a kinetika intracelularnej distribucie kazdého PS zavisi od jeho lipofility, type
a po¢tu nabojov, od typu makrocyklického jadra a substituentov. Podl'a toho budu
vstupovat’ do bunky mechanizmom diftzie alebo endocytézy. Nasledna bunkova smrt’
moze byt vysledkom bunkovej nekrozy, apoptozy alebo autofagiou spojena bunkova

smrt’ 32,37

3.2.3. Fotosenczitizéry

PSs su farbiva definované ako latky schopné absorbovat’ svetlo so Specifickou vinovou
dizkou, spustajic fotochemické alebo fotofyzikéalne reakcie.?” Va¢sina syntetickych PSs
skimanych, za ufelom PDT nadorovych ochoreni, st porfyriny, chloriny,

baktériochloriny, alebo Pcs.*

3.2.3.1. Idealny fotosenzitizér
Ako v kazdej skupine lie€iv, mozno rozliSit' sibor charakteristik a podmienok, ktoré

popisuju idealny PS.

Nizsie uvedené teoretické tivahy umoziuji definovat idedlne fotosenzibilizacné ¢inidlo.

Skuto¢ne pouzivana latka, nemusi spifiat’ vietky podmienky.33

e Vysoky stupent chemickej Cistoty
e Stabilita pri izbovej teplote

e Fotosenzitivita iba v pritomnosti $pecifickej vinovej dizky
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e Vysoké fotochemicka reaktivita, pricom maximalna absorpcia svetla by
mala byt pri vinovych diZkach od 600 nm do 800 nm. Absorpcia svetla pri
vlnovej diZke nad 800 nm neposkytuje dostatok energie, na produkciu
reaktivnych foriem kyslika.

e Absorp¢né minimum v rozsahu od 400 nm do 600 nm. Predchédza sa tak
moznej nadmernej fotosenzitivite spdsobenej slne¢nym Ziarenim.
Absorpcné pasy by sa nemali prekryvat’ s absorpénym pasom inych latok
v tele, vratene endogénnych farbiv ako melatonin, hemoglobin atd’.

e Minimalna cytotoxicita v tme

e Lahka rozpustnost’ v tkanivach tela

e Vysoka selektivita pre neoplastické tkaniva

e Lacnd a jednoducha syntéza

e Dahka dostupnost ?’

3.2.3.2. Generdcie fotosenzitizérov

Prva generacia PSs sa opiera ordzne formy derivatov hematoporfyrinu, ktoré sa
pouzivaju utisicok pacientov v klinickych Stadidch viac ako 30 rokov.
Hematoporfyrinovy derivat je zmes obsahujica vel'ké mnozstvo zluCenin (monoméry,
diméry a oligoméry), ktora sa extrahuje zo susSenej krvi, nasledujucimi syntetickymi
krokmi (Obr. 12). Prvy klinicky schvaleny PS bol porfimér sodny, komercne znamy ako
Photofrin®, ktory sa vyuziva na lie¢bu niekol’kych typov nadorovych ochoreni ako je
rakovina mocCového mechura, pazeraka, mozgu. Napriek Sirokému vyuzitiu maji PSs
prvej generacie radu nevyhod. Maju nizku chemicku Ccistotu a moézu byt ucinne
aktivované iba s pouzitim vinovych dizok pod 640 nm, ¢o obmedzuje penetraciu svetla
tkanivom. NavySe dlhy biologicky pol¢as PSs sposobuje, Ze pokoZka je citliva na svetlo
az niekol’ko tyzdiov, ¢o vyZaduje aby pacienti, ktori su nimi lie¢eni, zostali v tmavej
miestnosti az 6-tyziov. Na prekonanie tychto obmedzeni sa vyvoj novej generacie stal

nevyhnutnou.**3°
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Obrazok 12: Vseobecna synteticka metodologia pre hematoporfyrinovy derivit. Prevzaté a

upravené z lit.%

PSs druhej generacie pozostavaju z Cistych syntetickych zlucCenin s aromatickym
makrocyklom (porfyriny, benzoporfyriny, chloriny, bakteriochloriny a Pcs). Na rozdiel
od prvej generdcie PSs tieto porfyrinoidné zluceniny umoznuju lepSiu Specifickost” k
nadoru a penetraciu svetla do hlboko umiestnenych tkaniv, pretoze ich absorpcné
spektrum je v rozsahu 650-800 nm. NavysSe sa rychlejSie vylucuju z tela, ¢o ma za
nasledok menej neziaducich ucinkov. Ich hlavna nevyhoda, vSak spociva v ich Casto zlej
rozpustnosti vo vode. Tato vlastnost’” sposobuje ich agregiciu za fyziologickych
podmienok, ¢im sa znizuje vytazok produkcie ROS. Hydrofébna povaha, je tiez
limitujucim faktorom pre i.v. (intravendznu) aplikaciu, ¢o nati hl'adat’ nové sposoby

podavania lie¢iv. Preto bolo potrebné vyvinut d’alsiu generaciu PSs. 2732

Vyvoj tretej generacie PSs sa primarne zameriava na syntézu Struktdr s vySSou afinitou
k cielovym bunkdm. Tieto PSs sa zvycajne skladajo z PS druhej genericie alebo
fotoaktivovatelného lie¢iva konjugovaného s biomolekulou alebo zapuzdreného
v biodegradovatel'nych alebo biokompatibilnych nanocasticiach (Obr.13). ZvySuje sa
stabilita, hydrofilnost PS azlepSuje sa farmakokinetika, farmakodynamika
a biodistribucia in vivo. Znizuji sa vedlajsie neziadice ¢inky.** Vyvoj budicich PS
tretej genericie je stile v poliatoénom §tadiu. PS novej generacie by mal spliat:

selektivnu akumulaciu v nddorovych bunkach, mal by sa rychlo metabolizovat’ a byt’
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vyltieny z tela, mal by mat’ optimalnu vinova diZku pre excitaciu dlhsiu ako 650 nm, ¢o
umoziuje hlbsi prienik svetla do tkaniva a mal by byt hydrofilny, ¢o je lepsie pre klinické
vyuzitie.*?

A)

Linker

PS druhej cieliaca zapuzdrenie PS
generacie skupina do nosiéov

Obrazok 13: Vseobecny navrh PS tretej generdcie: A) konjugdcia PS druhej generacie s cieliacou

skupinou; B) zapuzdrenie PS druhej generdcie do nosicov (lipozomy, micely, nanocastice).

Prevzaté a upravené z lit. ¥’

3.2.3.3. Priklady klinicky vyuZivanych fotosenzitizérov
Klinicky pouzivané PSs patria chemicky do réznych skupin (porfyriny, chloriny,

bakteriochloriny, Pcs) (Obr.14).
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Obrazok 14: Absorpcné spektra zobrazujuce porfyriny, chloriny, baktériochloriny, Pcs. Prevzaté

— ]

300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

z lit.

PSs, ktoré su beZne pouZzivané v terapii rakoviny, maji svoju Struktaru zaloZenli na

tetrapyrolovom jadre (kostra simulujtica protoporfyrin nachadzajici sa v hemoglobine).
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Prirodzene sa vyskytujice tetrapyrolové Struktury sa nachddzaju v heme, chlorofyle

a baktériochlorofyle. Syntetizované tetrapyroly zahfiiaju Pcs. *!

Porfimér sodny (Photofrin®) je derivat hematoporfyrinu. Bol to prvy senzitizér,
schvaleny americkym Food and Drug Administration (FDA). Priniesol povzbudivé
vysledky pre liecbu uréitych druhov nddorovych ochoreni, ale lekarska obec to nevnimala
prelomovo. Nedostatocné vysledky mozu stuvisiet’ s niektorymi jeho vlastnost’ami, ako je
nizky molarny absorp¢ny koeficient pri 630 nm, ktory znizuje pravdepodobnost’ excitacie
a vyzaduje pomerne vysoké davky, aby dosiahol terapeutické uc¢inky. Dalej sa objavuje
nizka selektivita medzi nadorovym a zdravym tkanivom a dlhy polcas eliminécie

(21,5 dia), ktory sposobuje 6-tyzditova koznu fototoxicitu.>® 42

Temoporfin (Foscan®) ma intenzivne absorpéné pasy pri dlhsich vinovych dizkach, ¢im
prenika svetlo do vigsej hibky. Terminalny plazmaticky poléas temoporfinu je 65 hodin,
¢o vedie k 15-dilovej karanténe bez denného svetla. Klinické protokoly predpisuju davky
lieCiva 0,1-0,15 mg/kg a osvetl'ovanie nadorov ¢ervenym svetlom (652 nm) s celkovou
davkou 10-20 J/cm? po 4-6 ditoch. Vo vSeobecnosti sa syntetické derivaty porfyrinu
eliminuji z nadoru pomalSie ako zo zdravych tkaniv. Je to jeden z najstarsich prikladov

PS, pouzivanych na lie¢bu rakoviny hlavy a krku.*

Verteporfin (Visudyne®) bol pripraveny reakciou esteru protoporfyrinu a esteru
acetyléndikarboxylovej kyseliny. Je vysoko hydrofébny, je priblizne Styrikrat aktivnejsi
in vitro ako hematoporfyrin, pri absorpcii svetla vo vlnovych dizkach, ktoré najlepsie
prenikaju tkanivom okolo 700 nm. LieCba verteporfinom selektivne nici oblasti
neovaskularizacie v oku. Verteporfin je indikovany v pripadoch rakoviny koze,

pankreasu a strate zraku vekom podmienenou makularnou degradaciou. 3+ 4

S-aminolevulova kyselina (Levulan®, 5-ALA) je prirodna aminokyselina, nachddzajuca
sa v zivo¢ichoch a rastlinach. Je sucast'ou syntézy hemu ako jeho endogénny prekurzor.
Je prekurzorom PS protoporfyrinu IX, na ktory sa konvertuje ako sti¢ast’ endogénneho
hemového cyklu. Dodanim exogénnej ALA sa protoporfyrin IX Specificky akumuluje
v nadorovych bunkéach. Pri akumuldcii protoporfinu IX st molekuly excitované
$pecifickymi vinovymi dizkami svetla od 450-740 nm. Peroralne poddvana vykazuje
vysoku nddorovi selektivitu a uspeSne sa pouziva na fluorescenciou riadent resekciu

malignych gliomov.** Ako lie¢ivo PDT je ALA schopna ni¢it povrchové lézie napr.
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bazocelularny karcindm, spinocelularny karcindbm a pouziva sa taktiez pri aktinickej

keratoze. ¥

Metylester Kyseliny aminolevulovej (Metvix®) je v porovnani s 5-aminolevulovou
kyselinou jej lipofilnejsi prekurzor protoporfyrinu IX. Metvix® je registrovany v EU aj
v USA. Pouziva sa na liecbu aktinickej keratézy, povrchového alebo nodularného

bazaliému a Bowenovej choroby.*®

Talaporfin (Laserphyrin®) je PS druhej generacie, ktory sa vyznacuje rychlejsim
vylu€ovanim z tela. Bol vyvinuty na znizenie fototoxicity koze a mdze byt excitovany
dIh§imi vinovymi dizkami v porovnani s konvenénym PS. Endoskopicka PDT s pouzitim
sodnej soli talaporfinu bola pévodne vyvinuta na kurativnu lie€bu v€asnej rakoviny pl'ic
v Japonsku a bola schvalend zaciatkom 21. storocia. Podla priaznivych vysledkov
klinickych §tadii bol schvaleny na rakovinu pazeraka, ako endoskopicka liecba pre

pacientov po chemoterapii.*’

Padeliporfin (Tookad®) je lipofilny komplex s palddiom odvodeny od
baktériochlorofylu. Padeliporfin je PS druhej generacie. Svetlo absorbuje v blizke;j
infradervenej oblasti 763 nm, ¢o umoziuje hibkovy prienik do tkaniva. PS sa rychlo
vylucuje z obehu v priebehu niekol’kych hodin a nehromadi sa v tkanivach. V sucasnosti

je registrovany na klinické pouzitie v Mexiku.*® 4°

Sulfénovany hlinity ftalocyanin (Photosens®) je zmes hlinitych Pcs, ktoré nesu dva
alebo tri zvysky kyseliny sulféonovej. Bol vyvinuty v Rusku k terapii karcinomu pltc,

prsnikov, hlavy, krku, kréka maternice atd’. Absorbuje svetlo s vinovou dizkou 675 nm.>

3.2.4. Vyhody a nevyhody terapie

Hlavnou vyhodou PDT je jej vysoka Gi¢innost’, minimdalna invazivnost’ a Ziadne zdvazne
neziaduce ucinky v porovnani s chemoterapiou alebo radioterapiou. Obvykle je vSak
vyzadovand opakovatelnost’ tejto liecby. Medzi hlavné neziaduce Uc¢inky patri bolest’
a opuch v mieste oSetrenia, najcastejsie sa objavuje do 24-48 hod od ukoncenia pésobenia
svetla. Daldim &astym neZiadtcim uéinkom je zostatkova fotosenzitivita, ktord moze

trvat’ az 6-tyzdiiov v zavislosti na pouZitom PS.3'2
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3.3. Svetlom spust’ané uvol’nenie lieciva (light triggered release)

Systémy podévania liekov (Drug delivery systems) mozu nielen Specificky transportovat’
lieciva do nddorovych miest, mézu taktiez niest’ diagnostické a zobrazovacie ¢inidla pre
kombinacnu terapiu, ktora zlepsSuje bezpecnost’ a ucinnost’. Lipozémy st jednou z mala
schvalenych platforiem nanocastic pre klinicku lie¢bu rakoviny. Vodny lumen a lipidova
dvojvrstva umozinuju enkapsulaciu hydrofilnych a hydrofébnych molekul (Obr.15). Vo
vSeobecnosti lipozémy dodéavaji protirakovinové ¢inidla do néadorového tkaniva
pasivnym cielenim pomocou efektu zvySenej permeability a retencie (EPR efekt, z angl.

Enhanced permeability and retention effect).>

Cielom je kontrola Casu a miesta uvolneného terapeutického ¢inidla na dosiahnutie
vysokej lokalnej koncentracie, ¢im znizime celkovi davku a systémovu toxicitu.
V sucasnosti sa aktivne skimaju rdzne vnutorne a vonkajsie spustace uvolnenia ako je
pH, Specifické enzymy, magnetické pole. Svetlo je obzvlast’ atraktivne, pretoze ho mozno
aplikovat’ na dialku. Okrem toho je mozné upravit’ Siroky rozsah parametrov (vlnova
dizka, intenzita svetla, trvanie expozicie atd’.) na modulaciu profilov uvoltiovania.
Svetlom spustané uvolnovanie lieCiva z lipozomov, generovanim singletového kyslika
PSs, je jednym =z perspektivnych pristupov ako obmedzit' toxicitu cytostatickych

chemoterapeutik.’*

Obrazok 15: Schéema lipozomov citlivych na svetlo. Fosfolipidova dvojvrstva obklopuje vodné
jadro, ktoré moze enkapsulovat’ hydrofilné lieciva. Lipofilny priestor je zapuzdreny lipidovou

dvojvrstvou a umoznuje prijem hydrofdbnych lieciv. Prevzaté z lit.
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Lipozémy boli Siroko Studované ako vehikuld na doddvanie lie¢iv a nedavny vyskum
za¢ina ukazovat potencidl svetlom riadeného otvarania lipozémov. Lipozoémy
s fotoaktivnymi molekulami mézu uvolnit’ svoj ,,ndklad“ po oziareni svetlom v mieste,

kde sa ma dané lie¢ivo uvolnit (Obr.16). >

Photosensitizer

Cargo (calcein)

Obrazok 16: Schematicky znazorneny proces uvolfiovania kalceinu po oZiareni. PS je zapuzdreny
v hydrofobnej casti lipozomu a excitovany viditelnym svetlom. Kalcein je umiestneny do
lipozomov v samozhasajucich koncentrdaciach. Excitdaciou PS vznika singletovy kyslik, ktory vedie

k destrukcii lipozomdlnej membrany. S uvolniovanim enkapsulovaného kalceinu sa intenzita

fluorescencie zvySuje. Prevzaté z lit. >’

VloZenie PSs do lipozomovych dvojvrstiev umoziuje svetlom spistané uvolnenie
velkého mnozstva roznych latok. Na inicidciu uvolnenia bola skiimana rada r6znych PS
(Obr.17). Vzniknuty singletovy kyslik v dvojvrstve mdze oxidovat’ nenasytené lipidy, ¢o
vedie k membranovej permeabilizdcii. Hydrofilné zli¢eniny mo6zu byt inkorporované
bud’ pasivne alebo aktivne pomocou koncentra¢ného spadu. Inkorporacia hydrofébnych
molekul prebieha pocas formovania lipozémov, kde sa zaclenia ako sti¢ast’ hydrofobne;j

dvojvrstvy, tento proces mdze byt ¢asovo naro¢ny.*°
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Pheophorbide-a Bacteriochlorophyll-a HPPH

Obrazok 17: Chemické Struktury niektorych porfyrinovych derivatov, ktoré su inkorporované do

lipozému pre svetlom spustané uvoliovanie lieciva. Prevzaté a upravené z lit. >’

Foto-spastané lipozomy mozno vo vSeobecnosti rozdelit na dve hlavné skupiny
v zavislosti od mechanizmu interakcie medzi porfyrinovym derivatom a lipozémovou
dvojvrstou. Prva skupina pozostava z lipozomov, ktoré uvoliiuju svoje enkapsulované
latky fotochemickou reakciou (medzi osvetlenym PS a lipidovou dvojvrstvou), druha

skupina na zéklade procesu fotofyzikalnej aktivacie.®’

Mechanizmus uvolfiovania je potrebny pre funkény systém dodévania lieciv.
Fotochemickd aktivacia uvolfiovania obsahu z lipozomov vyuziva napr. destabilizaciu
lipidovej membrany pomocou svetlom indukovanej lipidovej peroxidacie, fotoStiepenia

alkylovych retazcov, oxidativnej depegylacie a.i.>®

Fotofyzikalne uvolfiovanie z lipozomov nezavisi na chemickych zmenach Struktur, ktoré

si vo vnutri alebo asociované s membranou. Princip fotofyzikdlneho uvolfiovania
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vyuziva konverziu absorbovaného svetla s naslednymi tepelnymi a/alebo mechanickymi
procesmi v lipidovej membrane a okolitom médiu snaslednym uvolnenim

,,hakladu“.>” 38

3.4. Fotochemicka internalizdcia

Fotochemicka internalizacia (PCI, zangl. Photochemical Internalization) je
technologicky postup, ktory sa pouziva k ulah¢eniu dodévania biologickych aktivnych
latok do cytosolu bunky. PCI je zalozena na pouziti PSs, napr. disulfonovany hlinity
ftalocyanin (AlPcSz.), umiestnenych do endocytovanych vezikul. Po aktivécii svetlom sa
tvoria ROS, ¢o vedie k prasknutiu vezikul a uvolneniu obsahu do cytoplazmatickej

matrice. Princip mechanizmu PCI je opisany na (Obr.18).5%¢0

A

*Amino acids
=Linsat. fatty acids
scholesterol

Obrazok 18: Schematicky popis technologie PCI. A) Obrdzok ukazuje endocyticku vezikulu s PS
umiestnenym v membrdane vezikuly, ktory po vystaveni svetlu vytvara reaktivne formy kyslika,
predovsetkym singletovy kyslik, ktory oxiduje biomolekuly v membrdne, ¢im ju robi permeabilnou
pre lieciva v matrici endocytovanych vezikul. B) Lieciva, ktoré siu endocytozované sa mozu
akumulovat v lyzozomoch. Ak budu podrobené enzymatickej hydrolyze, nebudii uvolnené tak
nebudu schopné uplatnit Ziadny terapeuticky ucinok (cesta a na obrazku). Alternativne mozu byt
lieciva uvolnené do cytosolu pomocou PCI (cesta b na obrazku). C) V postupe ,, light first* sa PS
najskor podava do buniek (krok I) a potom nasleduje vystavenie svetlu. Po ukonceni expozicie
svetlu sa poda liecivo, ktoré sa transportuje do endolyzozomalnej casti buniek (krok II) a fuizuje

s fotochemicky roztrhnutymi endolyzozémami a tym sa uvolni do cytosolu.

PCT ako liecba zavisla od svetla je atraktivnym pristupom k cielenému dodévaniu lieciva,
pretoze v zésade iba miesta, ktoré budii vystavené svetlu o $pecifickej vinovej dizke napr.
nadory, budl vystavené ucinkom lieciva. UmozZiuje dodavanie Sirokej Skély zlucenin

a vd’aka tomu je technika PCI vSestrannym nastrojom. Vyuziva sa hlavne pre molekuly,
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ktoré maji nevyhodné farmakokinetick¢é a biodistribu¢né vlastnosti a st vysoko

nachylne k enzymatickej degradacii.®!

Dodévanie lie¢iva pomocou PCI je obmedzené na zénu osvetleného tkaniva a preto je
technika Specificka pre danu lokalitu. Vyvoj PCI ako techniky podédvania lieciv ¢iasto¢ne
pochadza z PDT, ktora zahiiia aj podavanie PS. Excitacia vedie k produkcii ROS, najméa
singletového kyslika, ktory moéze oxidovat dolezité subcelularne substraty vratane
membranovych zloziek, ako st nenasytené lipidy a cholesterol. Ako PDT tak PCI sa pri
tvorbe ROS spolieha na pritomnost” molekularneho kyslika. AvSak tieto dve liecby sa
v kl'icovych aspektoch lisia. Fotooxidacné poskodenie pri PCI, je navrhnuté tak, aby bolo
subletdlne, ale dostatoné, na uvolnenie endozomalne zachytenych lieciv, aby mohli
dosiahnut’ svoje zamyslané intracelularne ciele. Na rozdiel od PDT sa PSs, pouzivané
v PCI nepouzivaji k priamej bunkovej smrti. Zdmerom PCI je totiZ usmrtit’ nddorové

bunky, podavanym makromolekularnym lie¢ivom a nie fotochemickou reakciou.®' %>

Terapeutické Cinidla pre fotochemické dodavanie lie¢iv mdzeme rozdelit’ do Styroch
hlavnych  skupin: proteiny, nukleové kyseliny, syntetické polyméry pre
chemoterapeutické latky ainé molekuly, ktoré sa tazko dostdvaji cez bunkovi
membranu. Predpokladom pre PCI je, Ze sa molekula hromadi v endocytickych
vezikulach. Prostredie vezikul moze stanovit’ limity terapeutického ucinku PCI v tom
zmysle, ze hydrolytické enzymy v endocytickych vezikulach moézu degradovat’
terapeutické ¢inidlo. Dalej ROS vytvorené fotochemickym oSetrenim moZu inaktivovat
terapeutické Cinidlo oxidacnym procesom a taktiez to zavisi od endocytickej aktivity

cielovych buniek.®
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4 EXPERIMENTALNA CAST

Vsetky organické rozpustadla, pouzité pre syntézu boli v analytickej kvalite. Bezvody
butanol (BuOH) pre cyklotetramerizaciu bol suseny hor¢ikom a pod spétnym chladi¢om
bol oddestilovany v ¢ase potreby. VSetky vychodiskové latky a rozpustadla boli
zakupené od certifikovanych dodavatelov napr. Sigma-Aldrich, Penta, Acros, TCI
Europe alebo Merck a boli pouzité, tak ako boli dodané. Teplota topenia latok bola
namerana pomocou digitalneho pristroja ELECTROTHERMAL [A9200. Priebeh reakcii
a Cistota produktov boli monitorované na doskach 60 F254 (Merck), pomocou
chromatografie na tenkej vrstve. Cistenie vyslednych produktov reakcii bolo uskutoénené
pomocou stipcovej chromatografie na stacionarnej fize Merck Kieselgel 60
(0,040 - 0,063 mm). Pouzit¢ mobilné¢ fazy st uvedené pri jednotlivych reakciach. Pri
odparovani rozpustadiel bola pouzivana vakuova rota¢na odparka Hei-VAP Value od
firmy Heidolph. Detekcia pod UV lampou prebichala pri vlnovej dizke 366 nm, pripadne
254 nm, UV lampa bola od firmy A.KRUSS Optronic GmbH. 'H NMR a '3*C NMR
spektra boli merané na pristroji VNMR S 500 NMR. IC spektra boli merané na IC
spektrofotometri Nicolet 6700 v ATR mode. Hmotnostné spektra s vysokym rozlisenim
(HR-MS) boli merané pomocou UHPLC systému Acquity UPLC 1-class (Waters,
Millford, USA) v spojeni s hmotnostnym spektrometrom s vysokym rozliSenim Synapt
G2Si (Waters, Manchester, UK) pracujicim na principe detektoru Q-TOF (Quadrupole
Time-of-Flight). Chromatografia pre toto HR-MS meranie bola vykonana s vyuzitim
kolény Acquity UPLC Protein BEH C4 (2,1 x 50 mm; 1,7 pm, 300 A) s gradientovou
elticiou acetonitrilom (ACN) a 0,1% kyselinou mravc¢iou pri prietoku 0,4 ml/min.
K detekcii bola pouzitd ionizacia elektrosprejom (ESI) v pozitivnom modde, pri¢om
spektra boli zaznamenané v rozmedzi 500-5000 m/z s vyuzitim leucin-enkefalinu ako
referencnej zluceniny a jodidu sodného k externej kalibracii, alebo v rozmedzi
50- 2000 m/z s vyuzitim leucin-enkefalinu ako referencnej zlu¢eniny a mravencanu

sodného pre externt kalibraciu.
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4.1 Syntéza prekurzorov

4.1.1. Priprava 4,5-bis(3,5-dihydroxyfenoxy)ftalonitrilu (1)

NC cl
OH NC cl
K,COs3
DMSO NG o
HO OH 90 °C Di
24 h NC 0
HO OH
1

Benzén-1,3,5-triol (0,2 g; 1,59 mmol) bol s 4,5-dichlérflalonitrilom (0,082 g; 0,4 mol)
rozpusteny v bezvodom dimetylsulfoxide (DMSO, 20 ml). Postupne po castiach bol
pridavany bezvody uhlic¢itan draselny (0,436 g; 3,17 mmol). Zmes bola zahrievana
(90 °C) pod spatnym chladi¢om v argénovej atmosfére za staleho mieSania pocas 24 h.
Po ukonceni reakcie bol DMSO z reak¢nej zmesi oddestilovany na vakuovej rotacnej
odparke. Po oddestilovani DMSO bol pridany etylester kyseliny octovej (EAC, 30 ml)
avoda (50 ml). Zmes bola vytrepana celkom trikrat s EAC (30 ml) a bola zbierana
organicka vrstva. Organické frakcie boli spojené a odparené do sucha. Produkt bol
vyéisteny pomocou stipcovej chromatografie. Ako mobilna faza bola pouzita ststava
EAC a kyselina octova v pomere 20:1. Produkt bol tymto spésobom zbaveny hrubych
necistot. Bolo ziskanych 17 mg zeleno-hnedej praskovitej latky. Nuklearna magneticka
rezonancia (NMR) ani hmotnostna spektrometria (MS) vSak nepotvrdili pritomnost’

pozadovaného produktu.

4.1.2. Priprava 3,5-bis(2-hydroxyetoxy)fenolu (2)

e Nukleofilna substitucia s vyuZitim 2-brometanolu

OH
OH Br/\/ OH
K,CO3
ACN /@\
- HO L~ ~_-OH
HO OH reflux 0 0
24 h

2
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Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi pod plynnym argéonom. Do dvojhrdlej reakéne;j
banky s benzén-1,3,5-triolom (0,2 g; 1,59 mmol) bol pridany bezvody acetonitril (ACN,
20 ml) zmes bola zahrievana pod spdtnym chladi¢om k teplote varu rozptstadla. Potom
cez vzduchotesny uzaver za pomoci injekcnej striekacky bol pridany 2-brometanol
(0,59 g; 4,76 mmol; 0,33 ml), za staleho mieSania. Postupne po Castiach bol pridavany
bezvody uhli¢itan draselny (1,31 g; 9,51 mmol) proti argéonu. Pre nerozpustnost’

uhli¢itanu draselného v ACN bol pridany pridavok bezvodého DMSO (2,5 ml).

Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou chromatografie na tenkej vrstve (TLC), ako
mobilnd faza bola pouzita sustava EAC a kyselina octova v pomere 10:1. Reakcia
prebiehala 24 h. Pomocou analytickej metédy MS-TLC boli detegované hmotnosti, ktoré

zodpovedali vychodiskovej latke a substituovanym derivatom.

Po ukonceni reakcie bol DMSO z reak¢nej zmesi oddestilovany na vakuovej rotacnej
odparke. Po oddestilovani DMSO bol pridany EAC (30 ml) a destilovana voda (50 ml)
s kvapkou 5% HCIL.

Zmes bola vytrepana celkom trikrat s EAC (30 ml) a bola zbierana organicka vrstva.
Organické frakcie boli spojené, vysusené pomocou bezvodého Na,SOs, prefiltrované
a odparené do sucha. Produkt bol vy&isteny pomocou stipcovej chromatografie. Ako
mobilnéd faza bola pouzitd sustava EAC a kyselina octova v pomere 20:1. Produktom
reakcie bolo 30 mg hnedej latky. Na zaklade TLC, bolo vidno zvysky vychodiskovej latky

a tri-substituovany derivat, ani NMR analyza nepotvrdila o¢akavanu Struktaru.

Reakecia bola skusana druhykrat so zmenou v pouzitej baze, pricom bol pouzity 1M vodny
roztok NaOH (15 ml), zvySny postup reakcie nebol meneny. Produktom reakcie bolo
25 mg bledo-hnedej latky. NMR analyza taktiez nepotvrdila ocakdvant Struktaru.

o Syntéza podl’a Mitsunobu

HO/\/OH
oH PPh; OH
Q IEL
" HO OH
HO OH . \/\O O/\/
0°C 2h
25°C 24 h 2

Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi, pod argénom. Banka s benzén-1,3,5-triolom

(0,2 g; 1,59 mmol) a trifenylfosfinom (PPhs, 0,85 g; 3,18 mmol) bola vzduchotesne
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uzavretd a bol v nej vymeneny vzduch za argén. Striekackou s ihlou cez vzduchotesny
uzaver bol pridany etylénglykol (0,5 ml; 3,18 mmol). Reakcia prebichala za staleho
mieSania a bola chladena pomocou I'adu na 0 °C. V druhej banke bol pripraveny roztok
diizopropylazodikarboxylatu (DIAD, 0,323 g; 3,18 mmol) v bezvodom tetrahydrofurane
(THF, 10 ml), banka bola vzduchotesne uzavreta a opét’ bol vymeneny vzduch za argén.
Pomocou injekénej striekacky bol roztok DIAD v THF postupne po kvapkéch pridavany
do reakénej zmesi pri teplote 0 °C (kvoli minimalizacii tvorby vedl'ajSich produktov), po
roztopeni ladu reakcia prebiechala pri laboratornej teplote. Priebeh reakcie bol

monitorovany, reakcia prebiehala 24 h.

Po odpareni rozpustadla na vakuovej odparke, bola pridana destilovana voda (40 ml).
Vodny roztok bol trikrat vytrepany s EAC (20 ml). Organické frakcie boli spojené,
vysusené¢ pomocou bezvodého Na>SOs, prefiltrované a odparené do sucha. Produkt bol
vyéisteny pomocou stipcovej chromatografie. Ako mobilna faza bola pouZita sistava
EAC akyselina octova v pomere 20:1. Vyslednym produktom bol 1g bledo-hnedej latky.
Na zéklade TLC bolo vidiet’ Ze reakcia neprebehla. Boli viditeI'né intenzivne Skvrny pre

vychodiskovu latku a pre stale eSte vel'’ké mnozstvo PPhs.

e Syntéza s vyuZitim 3,4-dihydro-2H-pyranu ako chrdaniacej skupiny
0}
(6]
() oo
-/
oH DCM K.CO
p-TSA HO 0__0 BME. )0\/)
0,00
HO OH
OH

25°C
4h

OH p-TSA

HOV\OQO/\/OH

2

Reak¢énd aparatlira spolu s mieSadlom bola susend za pomoci teplovzdusnej pistole, za
ucelom minimalizovania pritomnej vlhkosti. Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi

pod inertnou argénovou atmosférou. Benzén-1,3,5-triol (1 g; 7,9 mmol) bol rozpustany
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v bezvodom dichlérmetane (DCM, 10 ml), za staleho mieSania, pri laboratdrnej teplote.
Pridala sa p-toluénsulfonova kyselina (p-TSA, 0,16 g; 0,65 mmol) a potom bol po
kvapkadch pomocou injekénej striekacky pridany 3,4-dihydro-2H-pyran (0,5 ml;
6,5 mmol). Pre zIi rozpustnost’ vychadzajtcej latky bol do reakcie ako kosolvent pridany
bezvody THF (10 ml). Priebeh reakcie bol kontrolovany pomocou TLC, ako mobilna faza
bola pouzitd ststava hexdn a EAC v pomere 1:1. Reakénd zmes sa mieSala pri

laboratérnej teplote pocas 4 h.

Rekénd zmes bola premyta nasytenym roztokom hydrogénuhli¢itanu sodného (10%
roztok) a extrahovala sa trikrdt DCM. Organické frakcie boli spojené, vysuSené pomocou

bezvodého Na;SO4a odparené do sucha na vakuovej rota¢nej odparke.

Produkt reakcie bol vy&isteny pomocou stipcovej chromatografie, za pouzitia mobilnej
faze hexan a EAC v pomere 1:1. Vysledkom bolo 58,4 mg bielej praskovanej latky. Latka
bola stale znecistend, analyza MS-TLC nepotvrdila o¢akdvanu hmotnost’ produktu, NMR
analyza nepotvrdila ocakavanu Strukturu. Pre netspeSnost prvého kroku reakcie sa

zamySlanym sposobom d’alej nepokracovalo.

4.1.3. Priprava 5-hydroxy-1,3-fenylen-diacetdtu (3)

OH o O

OH
)]\o)]\
pyridin 0] O
HO OH reflux )J\o o)K
24 h
3

K roztoku benzén-1,3,5-triolu (1,04 g; 8,25 mmol) v pyridine (15 ml) bol za mieSania
pridavany acetanhydrid (2,12 g; 20 mmol). Zmes bola zahrievana pod spitnym chladicom
k teplote varu rozpustadla. Reakcia prebiehala 24 h. Po ukonceni reakcie bol pyridin

odpareny za znizeného tlaku. Nésledne bola pridana destilovana voda (50 ml).

Vodny roztok bol trikrat vytrepany s EAC (30 ml). Organické frakcie boli spojené,
vysuSené pomocou bezvodého Na>SOys, prefiltrované a odparené do sucha. Produkt bol

vyéisteny pomocou stipcovej chromatografie, ako mobilna fiza bola pouZitd sistava
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hexdn a EAC 5:1. Bolo ziskanych 1,5 g (88 %) bielej latky. NMR analyza potvrdila

Struktiru.
Data pre latku 3:

t.t.: 116-120 °C. IC (ATR): Vinax = 3350, 1750, 1726, 1618, 1600, 1494 cm™. '"H NMR
(500 MHz, CDCl3) § 6.44 (s, 3H), 2.28 (s, 6H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 169.63,
168.79, 159.39, 151.45, 151.04, 107.04, 104.02, 58.57, 21.08, 21.02. HRMS (m/z):
[M+H]" vypocitané pre CioH100s, 211,0601; namerané: 211,0600.

4.1.4. Priprava [(4,5-dikyano-1,2-fenylen)bis(oxy)]bis(benzén$, 1,3triyl)
tetraacetdtu (4)

e Za pouZitia uhlic¢itanu draselného
OY YO
NC Cl
oH K,CO3
)J\o o)K NC o
O
o}\

Y

24h i
0
Ao

4
Latka 3 (0,133 g; 0,63 mmol) bola s 4,5-dichlorflalonitrilom (0,05 g; 0,25 mmol)
rozpustend v bezvodom DMSO (20 ml). Postupne po castiach bol pridavany uhli¢itan
draselny (0,088 g; 0,63 mmol). Zmes bola zahrievana (90 °C) pod spiatnym chladi¢om
v inertnej argoénovej atmosfére za staleho mieSania pocas 24 h. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou TLC, ako mobilna fadza bola pouzitd sustava EAC a kyselina
octova 20:1. Po ukonceni reakcie bol DMSO z reakénej zmesi oddestilovany na vakuovej
rota¢nej odparke. Potom bola pridana destilovana voda (30 ml) a chloroform (30 ml).

Zmes bola vytrepana trikrat s chloroformom (30 ml) bola zbierana dolné vrstva a bola

odparend do sucha. Produkt bol vygisteny pomocou stipcovej chromatografie, bola
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pouzitd mobilna faza EAC a kyselina octova v pomere 20:1. Vysledkom bolo 120 mg

hnedej latky, avSsak NMR spektrum, ani MS nepotvrdili Struktiru kone¢ného produktu.

e Za pouiitia fluoridu cezného

N |
NC cl
OH
CsF
o) o) NC 0
© © 120 °C NC o
48 h
3
0 0

) /go

4

Y

Reak¢éna aparatara spolu s mieSadlom bola suSena pomocou teplovzdusnej pistole za
ucelom zbavenia sa vlhkosti. Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi pod inertnou
argoénovou atmosférou. Do banky s 5-hydroxy-1,3-fenylen-diacetditom (0,133 g;
0,63 mmol) a 4,5-dichlorflalonitrilom (0,05 g; 0,25 mmol) bol pridany bezvody N, N-
dimetylformamid (DMF, 10 ml). Reak¢né zmes bola zahrievané pod spatnym chladicom
za staleho mieSania (120 °C). Po 30 min bol pridavany 0,5 ekvivalentu CsF po dobu
90 min. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou TLC, ako mobilna faza bola pouzita

sustava hexan a EAC v pomere 1:1. Reakcia bola zahrievana 48 h.

Po ukonceni reakcie bol DMF zreakénej zmesi oddestilovany pomocou vakuovej
rotacnej odparky. Nasledne bola pridana destilovand voda (50 ml). Vodny roztok bol
trikrat vytrepany s EAC (30 ml). Produkt bol zbaveny rozpustnych soli a nadbytku
fenolatu. Organické frakcie boli spojené, vysuSené pomocou bezvodého NaxSOg,
prefiltrované a odparené do sucha. Produkt bol vy&isteny pomocou stipcovej
chromatografie, pricom ako mobilna fdza bola pouzitd ststava hexan a EAC 3:1.
Vysledok reakcie bol posudzovany pomocou TLC, avSak ani po 48 hodinach nebol
pozorovany vznik zamyslaného produktu, pricom MS taktieZ nepotvrdila hmotnost,

ktora by zodpovedala o¢akavanej latke.
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4.1.5. Priprava dietyl 2,2 -[(5-hydroxy-1,3-fenylen)bis(oxy)]diacetdtu (5)

0]

)k/Br
OH o OH

K,CO4
[ :l o ~_© o
HO OH 60°C 0 0
o s o

24 h

Reak¢éna aparatara spolu s mieSadlom bola suSena pomocou teplovzdusne; pistole za
ucelom zbavenia sa vlhkosti. Do banky s benzén-1,3,5-triolom (0,25 g; 1,98 mmol) bol
pridany bezvody ACN (5 ml) a Stipka KI. Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi pod
inertnou argoénovou atmosférou, pod spitnym chladicom za zahrievania na teplotu
(60 °C). Potom bol do reakcie pridany etylbromacetat (0,76 ml; 4,55 mmol) a po Castiach
bol pridavany uhlicitan draselny (1,09 g; 7,92 mmol) za stdleho mieSania a zahrievania.
Reakcia bola zahrievana na 60 °C a prebiehala 24 h. Priebeh reakcie bol monitorovany
pomocou TLC. Produkt bol vy¢isteny pomocou stipcovej chromatografie ako mobilna
faza bola pouzita sustava hexan a EAC v pomere 2:1. Na zdklade NMR analyzy nebol
potvrdeny naS ocCakavany produkt, ale Struktura zodpovedala tri-substituovanému
derivatu. Reakcia bola optimalizovand pouzitim polovicného mnozstva K>COs,
skratenim reakcnej doby, znizenim teploty, avSak Struktira stidle nezodpovedala

ocakévanému produktu.

4.1.6. Priprava 4,5-bis(3,5-dimetoxyfenoxy)ftalonitrilu (6)
NCI;[CI (l) (|)

NC (¢]] \©/

/O\Q/O\ iy NC: : :o
90 °C - NC (0]

O/©\O

6 |

OH 24 h

Reak¢nd aparatira spolu s mieSadlom bola susend pomocou teplovzdusnej pistole za
ucelom zbavenia sa vlhkosti. Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi pod inertnou

argonovou atmosférou. Do banky s 4,5-dichlorflalonitrilom (1,02 g; 5,17 mmol) s
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3,5- dimetoxyfenolom (2,5 g; 15,51 mmol) bol pridany bezvody DMF (20 ml) . Reak¢éna
zmes bola zahrievana pod spitnym chladi¢om za stdleho mieSania na teplotu 90 °C, po
dobu 24 h. Po ukonceni reakcie bol DMF pomocou vékuovej rotacnej odparky
oddestilovany a do odparku bola pridana voda za vzniku suspenzie. Produkt bol
z reak¢énej zmesi vakuovo odsaty na frite a dokladne premyty etanolom (EtOH). Priebeh
a Cistota reakcie bola monitorovana pomocou TLC ako mobilna faza bola pouzita sustava
hexan a etyl-acetat v pomere 2:1. Latka eSte stale nebola ¢ista, tak sa produkt rozpustil
zahrievanim v DMSO (20 ml), po ochladeni bolo pridanych 25 ml EtOH a banka sa dala
na noc do chladnicky. Zo zmesi bola potom odsdvana biela kryStalicka latka, za
sustavného premyvania EtOH. Vyslednym produktom bolo 1,9 g bielej latky. Reakcia

bola opakovana s priemernym vytazkom 86 %.
Data pre latku 6:

t.t.: 268- 273,3 °C. IC (ATR): Vmax = 3545, 3045, 2945, 2840, 2232, 1748, 1748, 1713,
1697,1681, 1670, 1621, 1573, 1503 cm™'. 'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds, 90 °C) § 7.74
(s, 2H), 6.37 (t, J= 2.2 Hz, 2H), 6.24 (d, J = 2.1 Hz, 4H), 3.74 (s, 12H). 3C NMR (151
MHz, DMSO-Ds,90°C) 6 161.26, 156.33, 150.49, 124.83, 114.73, 110.62, 97.13, 96.93,
55.14. HRMS (m/z): [M+H]" vypocitané pre C2aH20N2Os, 433,1394; namerané:
433,1401.
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4.2. Cyklotetramerizdcia

4.2.1. Priprava 2,3-bis(3,5-dimetoxyfenoxy)ftalocyanindto horecnatého
komplexu (7TMg)

O O NCD
Q .
o BUOH

NC
NC o reflux
f 24 h
(0] (0]
6

Do destilacnej banky bol k bezvodému BuOH (20 ml) pridany hor¢ik (0,3 g; 12,48 mmol)

7Mg

a par krystalov jodu. Zmes bola mieSana a zahrievana pod spédtnym chladi¢om na teplotu
varu rozpust'adla, pokial’ vSetok horc¢ik nezreagoval na butanolat hore¢naty (reakcia trvala
priblizne 4 h). Po 4 h bol do destilacnej banky pridany prekurzor 6 (0,2 g; 0,45 mmol)
a ftalonitril (0,17 g; 1,34 mmol). Reakcia prebiehala 24 h za rovnakych podmienok.

Po 24 h bola banka ochladend a po ukonceni reakcie bol BuOH oddestilovany na
vakuovej rotacnej odparke a bola pridana zmes voda:metanol (MeOH):kyselina octova
(20:4:1, 125 ml). Suspenzia bola mieSana 1 h pri laboratornej teplote. Po premieSani sa
produkt prefiltroval, premyl vodou a MeOH. Pevna latka bola nasledne rozpustena
v chloroforme. Bolo ziskanych 0,58 g latky, ktora bola pomocou stipcove;
chromatografie vycistend od hrubych necistot, za pouzitia mobilnej faze chloroform a
MeOH v pomere 50:1. AvSak nepodarilo sa najst’ takit mobilntl fazu, vd’aka ktorej by sa

od seba dobre odseparovali jednotlivé kongenéry.
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4.2.2. Priprava 2,3-bis(3,5-dimetoxyfenoxy)ftalocyaninu (7H2)

O/
Q)
o}
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o
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o
T O
HN
N/ \
- N N
p-TSA / NH N=
THF ZNNT
2h

Dalgim krokom bola snaha zli¢eninu odkovit, pre lepsiu separaciu. Hore¢naty komplex
(0,29 g; 0,34 mmol) bol rozpusteny v THF (5 ml). Nasledne bol pridany monohydrat
kyseliny p-toluénsulténovej (0,05 g; 0,24 mmol) a zmes bola mieSand 2 h za ucelom
odkovenia zmesi. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou TLC, chloroform a MeOH
v pomere 80:1. Podla TLC reakcia neprebehla dostatocne a bola pridana dalSia
p- toluénsulfonova kyselina (0,05 g; 0,24 mmol) a zmes bola stale mieSana. Potom bola
reakcia odparend na vakuovej odparke. Do odpareného zbytku, bola pridand voda, zmes
bola prefiltrovand a vyextrahovana pomocou chloroformu (3%30 ml). Organicka faza
bola pozbierana, vysusend pomocou bezvodého Na>SOs, opét prefiltrovana a potom
odparena na vakuovej odparke. Zmes bola &istena pomocou stipcovej chromatografie,
pouzila sa mobilna faza chloroform a MeOH v pomere 80:1. Podl'a TLC sa nepodarilo

odseparovat’ kongenéry a bola detegovana iba jedna velké Skvrna.
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4.2.3. Priprava 2,3- bis(3,5- dimetoxyfenoxy)ftalocyanindto zinocnatého
komplexu (7Zn)

O/

S > NC
AN
o
NC °
BuOH
NC o Zn(ChsCO0),
II DMF, DBU

NC o) o

reflux
24 h

Do destilacnej banky bol k bezvodému BuOH (20 ml) pridany prekurzor 6 (1 g;
2,23 mmol) a ftalonitril (2,58 g; 20,07 mmol). Zmes bola mieSana a zahrievana pod
spatnym chladicom na teplotu varu rozpuStadla. Do reakcnej zmesi bol pridany
DMF (5 ml), katalytické mnoZzstvo DBU (1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en) a octan
zino¢naty (4 g; 22,3 mmol). Reakcia bola zahrievana po dobu 24 h.

Po 24 h bola banka ochladend a po ukonceni reakcie bol BuOH oddestilovany na
vakuovej rotacnej odparke, potom bola pridana destilovand voda (50 ml) a reakénéa zmes

bola rozsuspendovana, prefiltrovana a nasledne rozpustena v THF.

Reaké&na zmes bola predistena stipcovou chromatografiou v sustave toluén, THF a pyridin
v pomere 25:1:2,5, ¢im sa podarilo vyseparovat’ o¢akavanu latku. Produkt bol néasledne
rozpusteny v chloroforme (3 ml), prekvapkany do hexanu (150 ml) a bol uschovany

v chlade. Vyzrazany produkt bol odsaty na frite a vysuSeny.

Bolo ziskanych 0,8 g modrej praskovanej latky. Reakcia bola opakovana viackrat s 40%

priemernym vytazkom.
Data pre latku 7Zn:

IC (ATR): Vimax = 3524, 3502, 3205, 1867, 1773, 1724, 1697, 1682, 1669, 1647, 1555,
1542, 1522, 1508 cm™. '"H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds 3:1) § 9,50-9,27 (m, 6H);
9,23-9,13 (m, 2H); 8,21-8,11 (m, 6H); 6,65-6,62 (m, 4H); 6,44 (t, J = 2,2 Hz, 2H); 3,82
(s, 12H). 3C NMR (126 MHz, CDCls/pyridin-ds 3:1) & 161,65; 159,80; 149,64; 149,57,
138,27; 135,66; 135,46; 129,05; 129,01; 123,50; 115,00; 96,93; 95,56; 55,20. HRMS
(m/z): [M+H]" vypocitané pre C4sH32NsOsZn, 881,1809; namerané: 881,1804.
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4.2.4. Priprava 2,3-bis(3,5-dihydroxyfenoxy)ftalocyanindto zinoc¢natého
komplexu (8Zn)

Do destilacnej banky s prekurzorom 7Zn (0,1 g; 0,11 mmol) bol pridany bezvody DCM
(10 ml) pomocou injek¢nej striekacky cez vzduchotesny uzaver. Do reakcie bol pridany
bromid bority (1 ml; 0,9 mmol), ktory bol pomaly prikvapkavany, reakcia prebiehala za
staleho mieSania pri teplote -80 °C pocas 1 h, potom za laboratérnej teploty 36 h. Do

vzduchotesného uzaveru bol pridany balonik s ihlou pre unikajuci plyn.

Po ukonceni reakcie bola reakénd zmes prevedend do destilovanej vody, ktora bola
ochladena za pouzitia 'adu a NaCl (150 ml). Vzniknutd suspenzia bola prefiltrovana
a nasledne rozpustena v MeOH a vysuSend na vakuovej rota¢nej odparke. Produkt bol
d’alej &isteny pomocou stipcovej chromatografie, kde sa na za¢iatku pouzila mobilna faza
toluén, THF a pyridin v pomere 25:1:2,5, ¢im sme odseparovali vychadzajiacu latku,
potom sa mobilna faza zrychlila pouzitim zmesi toluén, THF, pyridin a MeOH v pomere
5:1:20:1 a nakoniec bola latka vymyta pyridinom. Vyslednym produktom bolo 0,03 g

modrej latky, reakcia bola skuSand opakovane, s priemernym vytazkom 30 %.
Data pre latku 8Zn:

IC (ATR): vmax = 3502, 3270, 2929, 1868, 1771, 1716, 1698,1681, 1671,1647,
1601 cm '. '"H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 9,55 (s, 4H); 9,40 — 9,35 (m, 4H); 9,32
(d, J= 7,0 Hz, 2H); 8,96 (s, 2H); 8,27 — 8,17 (m, 6H), 6.21 (d, J = 2.1 Hz, 4H), 6.15
(t, J =2.1 Hz, 2H). HRMS sa nepodarilo namerat’, preto nie je uvedené v tejto praci.
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5 DISKUSIA

Ciel'om mojej diplomovej prace bola priprava neutrdlnych amfifilnych Pcs. Ako cielové
zlt€eniny boli navrhnuté neionogénne nesymetrické zino¢naté derivaty Pcs, ktoré by mali
na svojej periférii hydrofilné skupiny. Vo vSeobecnosti syntéza ftalocyaninovych latok
vychadza z cyklotetramerizacie vhodnych prekurzorov, aromatickych ortho-
dikarbonitrilov. Preto bola tito praca zalozend na priprave vhodnych prekurzorov,

nasledne ich tetramerizécii a izolacii nesymetrického Pc typu AAAB.

5.1. SYNTEZA PREKURZOROV

Syntéza prekurzorov vychadzala z komerc¢ne dostupného 4,5-dichlérftalonitrilu, ktory
bol v elekrondeficientnych polohdch 4 a 5 modifikovany pomocou aromaticke;j
nukleofilnej substitucie. Vdaka zapornému mezomérnemu efektu nitrilovych skupin

a zapornému indukénému efektu chléru, bol ulahc¢eny priebeh reakcie.

Syntéza zamyslanych prekurzorov bola rozdelend na dve skupiny. V prvej skupine latka
podlichala hned v prvom  kroku reakcie nukleofilnej substiticii  so
4,5- dichlorftalonitrilom (Obr. 19). Do druhej skupiny potom patrili latky, ktoré bolo
treba najskor upravit’ a potom by podliehali nukleofilnej substitucii (Obr. 20).

o U
Redlls o4
D

| A Ao

O
O\Q/O
NC (0]
(0] f (6]
Obrazok 19: Schéma zamyslanych prekurzorov, ktoré boli pripravované nukleofilnou

substituciou so 4,5-dichlorftalonitrilom.
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Obrazok 20: Schéma zamyslanych prekurzorov, ktoré boli pripravované z benzén-1,3,5-triolu.
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Obrazok 21: Schéma pripravy zluceniny 1.

Ako prvu reakciu sme skusali nukleofilnu substiticiu priamo s benzén-1,3,5-triolom
(Obr. 21). Benzén-1,3,5-triol bol s 4,5-dichlorftalonitrilom rozpusteny v bezvodom
DMSO (vznikajuci fenolat je stabilnejsi v bezvodom prostredi). Po ¢astiach bol pridavany
bezvody uhli¢itan draselny, zmes bola zahrievana na 90 °C pod spédtnym chladi¢om
v argonovej atmosfére za staleho mieania 24 h. Po vy&isteni stipcovou chromatografiou,
sme vysledny produkt analyzovali pomocou NMR, ktoré vsak nepotvrdilo pozadovani
Struktaru. Pri¢ina neuspechu reakcie mohla byt nukleofilnd substiticia za vzniku

éterového mostika medzi vol'nymi hydroxylovymi skupinami.

Dal§imi reakénymi pristupmi sme cheeli nasyntetizovat’ prekurzory, ktoré by mali dve
hydroxylové skupiny chranené, tym zamedzit’ ich nechcenej reaktivite. Odchranenie by
prebehlo az po tetramerizacnej reakcii s moznost'ou postsyntetickej modifikacie na d’alSie

derivaty.

45



NC Cl
L . '
CsF 0 0
DMF

Y

OH

120 °C
PPN X

3 NC cl
K,CO3 o o
A K
> 0 o)
90 °C 4
24 h

Obrazok 22: Schéma pripravy zluceniny 4.

Prvym krokom reakcie bola priprava latky 3 (5-hydroxy-1,3-fenylen-diacetatu). Priprava
latky 3 prebiehala acetylaciou benzén-1,3,5-triolu acetanhydridom v pyridine. Od
ostatnych substituovanych derivatov bola latka odseparovand pomocou stipcove;

chromatografie s findlnym vytazkom 88 %.

Druhym krokom bola reakcia latky 3 s 4,5-dichlérftalonitrilom (Obr. 22). Latky boli
rozpustené v DMSO postupne po Castiach bol pridany uhli¢itan draselny. Priebeh reakcie
bol monitorovany pomocou TLC. Zmes bola zahrievana na 90 °C pod argdénovou
atmosférou 24 h. Produkt reakcie bol vy&isteny pomocou stipcovej chromatografie. Na
zéklade TLC bolo vidiet vel'ké mnozstvo nezreagovanej vychadzajucej latky. Tuto
reakciu sme sa snazili optimalizovat este predizenim reakéného &asu, Zial' bez

pozitivneho vysledku.

V druhom pripade reakcie sme zvolili dlhsi reakény €as a zmenili sme bazu. V tomto
pripade sme pouzili ako bazu CsF (vd’aka nizkej nukleofilite fluoridu predstavuje
uzito¢nu bazu v organickej syntéze). Vysledok reakcie bol posudzovany pomocou TLC
a MS-TLC, avSak nebola potvrdena ocakdvand hmotnost’, pricom tam bolo stale pritomné
velké mnozZstvo vychadzajice; latky. Nukleofilnd substiticia medzi latkou 3

a 4,5- dichlorftalonitrilom neprebehla.
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Obrazok 23: Schéma pripravy zluceniny 6.

Ako dal$iu moznost sme vyskuSali metylaciu ako mozné chranenie hydroxylovych
skupin (Obr. 23). Ako reaktant bol vyuzity komercne dostupny 3,5-dimetoxyfenol.
Nukleofilna substitticia s tymto fenolom prebiehala v bezvodom prostredi v DMF, pod
inertnou atmosférou za pouzitia KoCO3 ako baze. Reakcia prebehla podl'a TLC celkom
Gspesne ale problémom latky 6 je zla rozpustnost, ktorda neumoznila stipcova
chromatografiu. Latku sme preto rozpustili zahrievanim v DMSO, po ochladeni bol
pridany EtOH a latka sa dala sa na noc do chladu. Zo zmesi bola potom odsavana biela
krystalicka latka, za sustavného premyvania EtOH. Reakcia bola skusana opakovane

s priemernym vytazkom 86 %.
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Obrazok 24: Schéma pripravy zluceniny 2.

Ako d’alsiu moznu substituciu pre buduci Pc sme zvolili 2-hydroxyetoxy substituenty na
fenole, ¢o vyzadovalo najskor pripravu odpovedajiceho fenolu 2 (Obr. 24). Reakcie A),
B), C) mali viest k zamySl'anému produktu latky 2. Ako prva bola pouzitd nukleofilna
substiticia s vyuzitim 2-brémetanolu (reakcia A). K benzén-1,3,5-triolu bol pridany
pomocou injekénej striekacky 2-brometanol, za staleho mieSania, po Castiach bol
pridavany uhli¢itan draselny. Problémom tejto reakcie bola nizka selektivnost’ voci
disubstituovanému produktu. Tuto reakciu sa nepodarilo optimalizovat’” v prospech
o¢akavaného produktu. Dalsou reakciou bola syntéza podl'a Mitsunobu, ktora prebiehala
v bezvodom prostredi za pouzitia etylénglykolu (reakcia B). Pomocou MS-TLC boli po
reakcii zanalyzované hmotnosti, ktoré patrili vychadzajicej latke a trifenylfosfinu.
V tomto pripade reakcia zial’ nevysla. Na priebeh Mitsunobovej reakcie mé velky vplyv

to v akom poradi st do reakcie pridavané jednotlivé reaktanty. Reakcia bola vyskusana
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druhykrat v inom poradi pridavania reagencii, aviak netspesne. Daldim postupom sme
cheeli jednu fenolickt skupinu ochranit’ pomocou 3,4-dihydro-2H-pyranu ako chréniacej
skupiny (reakcia C). Produkt prvého kroku reakcie po vyéisteni pomocou stipcove;
chromatografie bol analyzovany pomocou MS-TLC, ktora nepotvrdila ocakavani

hmotnost’. Zamyslanym postupom sa d’alej nepokracovalo.

OH OH

0 o)
60 °C ~~ ~
HO OH 24 h jﬁo O/ﬁ(
o) o)

5

Obrazok 25: Schéma pripravy zluceniny 5.

Ako d’alsi prekurzor sme si zvolili karboxylovu skupinu na fenole, ktort sme sa pokusili
na fenol naviazat’ pomocou etylbromacetatu v pritomnosti K>CO3 (Obr. 25). Nevyhodou
tejto reakcie bola nizka selektivita voci disubstituovanému produktu a nukleofilna
substitucia prebieha kompletne. Reakcia bola optimalizovana v prospech ocakéavaného
produktu polovicnym mnozstvom uhli¢itanu, d’alej znizenim teploty (teplota reakcie bola
laboratorna teplota) a kombinaciou oboch mozZnosti. Zial' ani optimalizacia reakcie

nepriniesla zamyslany produkt.
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5.2. CYKLOTETRAMERIZACNE REAKCIE
Na cyklotetramerizaciu bola pouzitd metdda Statistickej kondenzacie dvoch prekurzorov,
priCom Statisticky vznikd vzdy Sest’ produktov. Nasim pozadovanym produktom bol

ftalocyanin typu A3B so zino¢natym centralnym katiénom.

BuOH

NC 0]
NC @)

reflux
24 h

Obrazok 26: Schéma pripravy zluceniny 7Mg.

Najskor sme zacali pripravou horecnatého derivatu, ktory je mozné potom previest’ na
zino¢naty Pc (Obr. 26). V reakcii bol pouzity ftalonitril a latka 6 za inicidcie pomocou
butanolatu horeénatého. Po reakcii bol produkt predisteny pomocou stipcove;
chromatografie, ktora ho zbavila hrubych necistot. AvSak zmes kongenérov mala vel'mi
malé rozdiely v retencnych faktoroch (Obr. 27). A po niekolkondsobnom Ccisteni sa

nepodarilo néjst’ vhodni mobilnu fazu na oddelenie jednotlivych kongenérov.

Obrazok 27: TLC latky 7Mg. Vyznaceny AAAB kongenér.

50



o)
o 0
N o
o r = \
AN N HN
/ \
o) > N N ©
AN
NH =
N p-TSA 74 N
THF ZNNT
2h
7H2

Obrazok 28: Schéma pripravy zluceniny 7H2.

Pre lepSiu separaciu zlu€eniny bola d’alsim krokom snaha zltc¢eninu odkovit’ (Obr. 28).
Horec¢naty komplex bol rozpusteny v THF, bola pridand p-TSA a zmes bola mieSana 2 h.
Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou TLC. Na TLC bolo vidiet’ iba jednu Skvrnu,

nebolo mozné kongenéry odseparovat’ vobec. Oc¢akavany produkt nebol preto izolovany.

o/
5 5 NC
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o
NC
BuOH
NC o Zn(ChsCO0),
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NC 0 reflux
24 h
o 0
6
OH
-80°C, 1h
HO 25°C , 36 h
o

Obrazok 29: Schéma pripravy latok 7Zn a 8Zn.
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Ako d’al§iu moznost’ sme sa pokusili pripravit’ priamo zino¢naty komplex 7Zn (Obr. 29).
K bezvodému BuOH bol pridany prekurzor 6 a ftalonitril a nasledne bol pridany DMF,
katalytick¢ mnozstvo DBU a octan zino¢naty. Vzhl'adom od predoslych reakcii sme sa
rozhodli zmenit’ pomer prekurzorov z 1:3 na 1:9, pre lepSiu separaciu AAAB latky. Po
ukonéeni reakcie bol produkt predisteny opakovanou stipcovou chromatografiou, kde sa
podarilo odseparovat’ chcenti Strukturu. Reakcia bola pripravovana opakovane
s priemernym vytazkom 40 %. Reakcia d’alej pokracovala postsyntetickou modifikéaciou
latky 7Zn (odchranenie metyléteru) pomocou BBr3. Problémom produktu 8Zn bolo
&istenie, pretoze pre svoje hydroxylové skupiny sa nachadzal stale na Starte pri stipcove;
chromatografii. Tak na zaciatku bol Cisteny pomocou mobilnej faze pre latku 7Zn
apotom sme za pomalého zrychlovania mobilne; fdze vymyli latku zo silikagélu.
Vysledkom bola latka 8Zn. Reakcia bola skiSand opakovane s priemernym vytazkom

30 %.
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6 ZAVER

Tato diplomovd praca si kladla za ciel syntetizovat amfifilné Pcs, obsahujuce
neionogénne polarne skupiny. Pomocou nukleofilnej substitiicie bol syntetizovany
prekurzor 4,5-bis(3,5-dimetoxyfenoxy)ftalonitril. Amfifilny charakter Pc zavisi od
vyberu prekurzorov, ktoré budu vstupovat do cyklotetramerizanej reakcie. Do
cyklotetramerizacnej reakcie vstupovali prekurzory, ktoré reprezentuju hydrofilnu zlozku
4,5-bis(3,5-dimetoxyfenoxy)ftalonitril a hydrofébnu zlozku ftalonitril v pomere 1:9.
Dalsim krokom bola postsynteticka uprava demetylaciou za vzniku volnej hydroxylovej
skupiny na periférii. Tato zli€enina moze byt v budiicnosti pouZitd na syntézu d’alSich
neutralnych amfifilnych derivatov Pcs. Boli syntetizované dva amfifilné ftalocyaniny vo

forme zino¢natych komplexov (Obr. 30).
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Obrazok 30: Syntetizované ZnPc.
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