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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Mgr. Michaela Beranova

Skolitel: doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.

Nazev: Studie v oblasti ftalocyaninti a tetrapyrazinoporfyrazinli — piiprava, vlastnosti a

potencidlni biologické vyuziti.

Ftalocyaniny (Pc) a od nich odvozené tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPz) jsou uz t¢émét jedno
stoleti predmétem rozsahlého vyzkumu v riznych oblastech védy. Makrocyklus s 18
n-elektronovym systémem konjugovanych dvojnych vazeb je nositelem velmi zajimavych
fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti. Jimi jsou vysoka absorpce, fluorescencni emise
v oblasti blizkého infracerveného zéafeni (600—850 nm) a alternativni zptisoby uvolnéni
excitovaného stavu energie, naptiklad produkce singletového kysliku nebo intramolekularni
pfenos naboje. Tyto charakteristiky a jejich extrémné pfesné ladéni diky rozmanité a
jednoduse pfipravitelné struktufe ucinily zPc a TPyzPz vhodné adepty na uplatnéni
v elektrotechnice, materidlovém primyslu ¢i medicinalnich disciplinach. Ovsem at’ uz se
jednd o fotodynamickou terapii nadorovych a infekénich onemocnéni nebo vyvoj
hybridiza¢nich sond, stile se u nich projevuji nezadouci vlastnosti omezujici jejich
potencidlni vyuziti. Témi jsou pfedevsim nizkd rozpustnost ve vodé a silna agregace ve
veétsSiné rozpoustédel. Vyzkumem téchto latek a jejich vlastnosti se zabyva i tato disertacni
prace, ktera tak navazuje na ptedchozi vyzkum, studia a dlouholeté zkusSenosti nasi vyzkumné

skupiny AzaPc group.

Uvodni ¢ast je vénovana piipravé kiemigitych TPyzPz pomoci templatové a inzeréni metody.
Studuje vliv periferni substituce na podminky syntézy a dale se zabyva i moznosti axidlni

substituce pfipravenych komplexd.

Dalsi cast diskutuje problematiku stability centralniho kationtu hotecnatych komplexa Pc a
TPyzPz. Zkouma detaily mechanismu demetalace a ptesny pribéh s ohledem na podminky
prostfedi molekuly. Kromé popisu rozdilu vlivu polarniho a nepolarniho rozpoustédla a
kyselého prostfedi, zkouma i moznosti protekce molekul pomoci riznych formulaci

(mikroemulze a lipozomy).



Tteti Cast se zabyva svétlem indukovaného rozruSeni lipozomt a fizenym uvolnénim léciva
z jejich kavity pomoci fotosenzitizért z rodiny zine¢natych a hlinitych komplext Pc. Zkouma
vlastnosti molekul (velikost, charakter periferni substituce a schopnost produkce
singletového kysliku) na moznost interkalovat se do lipidové dvojvrstvy riznych druht

pripravenych lipozomu a na schopnost fizeného uvoliiovani jejich obsahu.

V posledni ¢asti se tato prace zabyva post-syntetickou piipravou konjugati organickych
molekul typu TPyzPz, BODIPY, akridinu a indocyaninu s oligonukleotidovym fetézcem
(ON) pomoci strukturnim napétim podporované azid-alkynové cykloadice (SPAAC).
Porovnava kombinace tfi parametrti této reakce (koncentrace znacicich roztoku, pozice
modifikace na ON a pouziti riznych pevnych fazi pii syntéze ON). To je mozné, nebot
SPAAC dovoluje pribéhu znaceni ihned po syntéze ON, tedy pied odstépenim z pevné faze
a deprotekci fetézce. Tim se vyhyba obvykle nutné¢ a zdlouhavé precipitaci z roztoku a

purifikaci pomoci HPLC, coz zvySuje potencidlni vyuziti této metody v praxi.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Mgr. Michaela Beranova

Supervisor: doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.

Title: Studies on phthalocyanines and tetrapyrazinoporphyrazines — preparation,

properties and potential biological applications.

Phthalocyanines (Pc) and their derivatives, tetrapyrazinoporphyrazines (TPyzPz), have been
the subject of extensive research in various fields of science for almost a century. The
macrocycle with its 18 m-electron conjugated double bond system carries very interesting
photophysical and photochemical properties. These are high absorption and fluorescence
emission in the near-infrared region (600 — 850 nm) and alternative ways of excited state
energy release such as singlet oxygen production or fast intramolecular charge transfer. These
characteristics and their extremely precise tuning due to their diverse but easy-to-prepare
structures have made Pc and TPyzPz suitable candidates for applications in electrical
engineering, materials industry, or medical disciplines. However, whether for photodynamic
therapy of cancer and infectious diseases or the development of hybridization probes, they
still exhibit undesirable properties that limit their potential applications. These are mainly low
solubility in water and strong aggregation in most solvents. The research of these substances
and their properties is also the subject of this dissertation, which builds on previous research,

studies and long-standing experience of our AzaPc group.

The first section is devoted to the preparation of silica TPyzPz by template and complexation
methods and the influence of peripheral substitution on the synthesis conditions. The

possibility of axial substitution of the prepared complexes is also discussed.

The second part describes the problem of stability of the central cation of magnesium
complexes Pc and TPyzPz. It examines the details of the demetallation mechanism and the
exact progression with respect to the environmental conditions of the molecule. In addition
to describing the difference in the effect of polar and non-polar solvent and acidic conditions,
it also explores the possibility of protecting the molecules using different formulations

(microemulsions and liposomes).



The third part deals with light-induced disruption of liposomes and controlled drug
release from their cavity by photosensitizers from the Pc family of zinc and aluminum
complexes. It investigates the properties of the molecules (size, nature of peripheral
substitution and ability to produce singlet oxygen) on the ability to intercalate into the
lipid bilayer of different types of prepared liposomes and on the ability of controlled

release of their contents.

In the last part, this work deals with the post-synthetic preparation of conjugates of
organic molecules such as TPyzPz, BODIPY, acridine and indocyanine with
oligonucleotide chain (ON) by structural strain promoted azide-alkyne cycloaddition
(SPAAC). It compares combinations of three parameters of this reaction (concentration
of labeling solutions, position of modification on ON, and use of different solid phases in
ON synthesis). This is possible because SPAAC allows the labeling process to proceed
immediately after ON synthesis, i.e., before chain cleavage and deprotection. This avoids
the usually necessary and lengthy precipitation from solution and purification by HPLC,

increasing the potential use of this method in practice.



Obsah

1

3

SezNam ZKIatek ........oouiiiiiiiiiiiiieeee e 14
UIVOU.. it 16
Soucasny stav poznani dané problematiky ...........cccceeveiieiiiieniiiieieeee e 17
3.1  Ftalocyaniny a azaftaloCyaniny .........cccccecveeviieeiieeeiiie e 17
3.1.1  Struktura @ PrPIAVA.......ccieeieeiieeie ettt ettt ere et e e seaeesaesnaeenseenene 17
3 1.2 VIASNOSH .ottt ettt sttt et 22
3.2 Vyuzti ftalocyanini a tetrapyrazinoporfyrazinll .........c..cccceeeeveevieneeneencnnns 26
3.2.1 Fotosenzitizéry ve fotodynamickeé terapii ........cccceeveeevieenieesiieniieiiecieeeeene 27
3.2.2 Barviva v in vitro a in vivo dia@nostiCe..........cceevueervurenrerieenieenreeieeneeeneenens 29
3.3  Lipozomy a uvoliiovani jejich obsahul ...........ccceeviieiiieiieniieiecieeeee e 30
3.4  Ptiprava modifikovanych oligonukleotidl...........cccovuiriiiniieiiiniiiiieieee 31
3.4.1 Syntéza oligonukleotidl........coccviriiiriiniiiiiiiieeceee e 31
3.4.2 Modifikace oligonukleotidll .........c.eevveieiieriiiniieiieeie e 32
3.5 CHCK CheMIC.....coiiiiiiiiiiiiiee e 33
CHl dISETtaCNT PIACE ...cuvveeueieiiieiieeiee ettt st ettt et st e et seeeateesaeeens 35
EXperimentalnd CAST.......ccoovuiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 36

5.1 Studium syntézy periferné substituovanych kiemicitych komplext

tetrapyrazinopOorfyrazintl..........ccceecieriiiiiiiinieiereeeet e 37
S5.1.1  MetOda INZEICE ....cuveuviiiiiieieniteteete ettt sttt 37
5.1.2  AXiAInI MOAIfIKACE .....cc.eeviiiiiriiiiiiic e 39
5.1.3 Fotofyzikalni monitoring inzerénich reakci .........ccoceevieniiiiiiniiniiinicnieee 39
5.2 Studium stability hotecnatych komplexti ftalocyaninti a
tetrapyrazinoporfyrazinli v kyselém prostiedi ..........cccceeveeveiiinieniiiiniinciieeeee, 39

5.2.1 Ptiprava pufrt ve vodé rozpustnych vzorkll a hodnoceni stability komplexti40



5.2.2 Spektralni métfeni v organickém rozpoustédle, pfiprava vzorkt a hodnoceni

Stability KOMPIEXTL ...couiiiiiiiiiiiieie et et eane e 40
5.2.3 Piiprava mikroemulzi a hodnoceni stability komplext..........cccooovveviieniennnnn 41
5.2.4 Ptiprava lipozomu a hodnoceni stability komplext ........c.cccccveeeeiieiiieeennnenns 41

5.3  Studium vlastnosti ftalocyaninovych fotosenzitizéra pii svétlem indukovaném

uvolnovani lipozomalniho obsahu ...........ceecviiiiiiiiiiniiiii e, 42
5.3.1  FOOSENZILIZETY .....vieiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt et e e beestaesbeesseesnbeessneenseens 42
5.3.2  LIPOZOMIY ..utiiuiiieeiiieeiieeeieeeetteeeteeesveeesaeeessseeessseeessseeessesesseeesseessseesnnseesns 43
5.3.3 Studium inkorporace fotosenzitizériido lipozomui...........cccoeeveeeiiiniieeniennenn. 44
5.3.4 Uvolnéni lipozomalniho obsahu svételnou indukci..........cccveecvveriieiiienieennnn. 44
5.3.5 Fotodegradace fotosenzitizérti inkorporovanych do lipozomdi....................... 45

5.4  Studium efektivity azid-alkynové cykloadice pfi modifikaci oligonukleotidl 45

5.4.1 Syntéza oligonukleotidll .........cocueriiiiiiiiiiinii e 45
5.4.2 Znaceni @ deProteKCe .......ccuieruieriiiriieeiieiieeie et eteeriee e eseeeereesaeeebeessaeesaens 46
5.4.3 Chromatografické podminky ...........cccceerieriiienieiiiieniecieeee e 47

Vysledky @ diSKUZE......cc.ooiiieiiieiiee e 49

6.1 Studium syntézy periferné¢ substituovanych kiemicitych komplext

tetrapyrazinoOPOTTYTAZINTL .......eeeeiiieiiieeiieeetee et et ee e tee et e e e e eeenreeenaeeenaneas 49
6.1.1 Templatova MEtOda .......cccviieiiiieiiieciieeeee et 50
6.1.2 Inzerce kiemicitych kationtli do bezkovovych tetrapyrazinoporfyrazint ......51
6.1.3  AXiAInI MOdIfIKACE ......eouviriiiiiiiiici e 55
6.2  Studium stability hotfecnatych komplexti ftalocyaninti a
tetrapyrazinoporfyrazinli v kyselém prostiedi.........c..ccocevveriiniiiiiniineniiiicnecicnene 57
6.2.1 Demetalace v organickém rozpouStedle ...........ceevieriiniiiniiiiiiiiiieiee e 59

6.2.2 Demetalace v polarnim prostiedi a nosiCovych systémech ...........ccccceeuenneenee. 62



6.3  Studium vlastnosti fotosenzitizéri pifi svétlem indukovaném uvoliovani

lipoZomAINTho ODSANU.......cocuiiiiiiiieiiee e e 66
0.3.1  FOtOSENZILIZETY ...veevieeiieiieeiie ettt ettt ettt et seaeenbaesnaeenneenes 67
6.3.2  Lip0ZOMY @ KATZO......eeeiouiieeiieeeiie ettt e eetee e s taeeeveeessseeeseseeenenes 70
6.3.3 Interakce fotosenzitiz€ri S lIPOZOMY.......eeeviiieiiieeiiieeie e 71
6.3.4 Uvolnovani indukované svetlem...........cceceviiriiiiinieniiicneeeceeeene 74

6.4  Studium efektivity azid-alkynové cykloadice pti modifikaci oligonukleotid 79

6.4.1 Znaceni oligonuKICOtIdU. ........eeeviieriiieciie e e 80
6.4.2 Analyza a VyhodNOCOVANT ......ccueiiiiiiiiiieiieece e 83
0.4.3  VYSIEAKY ZNACENT ...eocuviiiieeiiieiiecie ettt et e ee 87
T ZAVET ettt ettt et she e bt et e enee b etesaeen 93
8  Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci.........cccccoveeveniniininicnnnn 95
8.1  Clanky v impaktovanych EasopiSEch ............ccoeveveriveeieeeeeeeeeereeeeeeeeeneeen. 95
8.2 USHMU PIOZENLACE ... 95
8.3 Plakatova SACIENI......ecuieiiiiiiiieiiee e 96
O GTANLY . st eas 97
9.1  HIavni TeSItelKa .....ooouiiiiieiiee e 97
9.2 Clenka VyzKumného tYMU.............ooviueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 97
10 Staze, ocenéni a dalSi profesni ZKUSENoSti ........cveeevveeeiiieeniiiierie e 98
10.1 VYZKUMNA SEAZ ...ttt 98
10.2 ODbAIZENA OCENENT ...c...oveiuiiiiiiiiiieeiere et 98
10.3 OdDOINE KUIZY ... s 98
10.4 Profesni ClEeNSTVI .......ooiiiiiiiiie e 98

| 23 < 1 1 (oL <R 99



1 Seznam zkratek

AAC azid-alkynova cykloadice

AzaPc azaftalocyanin (z angl. Azaphthalocyanine)

BO14 akridinova oranz zéasadita (z angl. Basic orange 14)

BODIPY 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (z angl. Boron dipyrromethene)
CPG sklenéna pevna faze (z angl. Controlled pore glass)

CuAAC azid-alkynova cykloadice katalyzovand médnymi kationty (z angl. Copper-
catalyzed azide-alkyne cycloaddition)

Cy5 Cyanine 5

DBCO 11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenz[b,f]azocin (trividlné¢ Dibenzoazacyklooktyn)
DBU 1,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-en

DCA kyselina dichloroctova (z angl. Dichloracetic acid)

DCM dichlormethan

DCP 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril

DDS nosicovy systém (z angl. Drug delivery system)

DMSO dimethylsulfoxid

DOPC dioleoylfosfatidylcholin (z angl. Dioleoylphosphatidylcholine)

DOX doxorubicin hydrochlorid

DPBF 1,3-difenylisobenzofuran

EGFR receptor pro epidermalni rastovy faktor (z angl. Epidermal growth factor receptor)
ekv. ekvivalent

EMA Evropska Iékova agentura (z anlg. European Medicine Agency)

FAM 6-karboxyfluorescein

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z angl. Food and Drug Agency)

HPLC vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (z angl. High performance liquid
chromatography)

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (z angl. High resolution mass
spektrometry)

ICT intramolekularni pfenos naboje (z angl. Intramolecular charge transfer)
IR infraCervena spektroskopie (z angl. Infrared spectroscopy)
ISC  mezisystémovy ptechod (z angl. Intersystem crossing)

LCAA-CPG kontrolované porézni sklo modifikované dlouhym alkylaminovym
spojovacim fetézcem (z angl. Long chain alkylamino linker controlled pore glass)
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LUVET extrakéni piiprava velkych unilamelarnich vezikul (z angl. Large unilamellar
vesicules extrusion technique)

MALDI-TOF Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace-doba letu (z angl. Matrix-
assisted laser desorption ionization-Time of flight)

MGB molekuly vazici se do malého zlabku DNA (z angl. Minor Groove Binders)
MeOH methanol

MLV  multilameldrni vezikuly (z angl. Multilamellar vesicles)
NMR nuklearni magnetickd rezonance

ON  oligonukleotid (z angl. Oligonucleotide)

PBS fosfatovy pufr (z angl. Phosphate buffer saline)

Pc ftalocyanin  (z angl. Phthalocyanine)

PDT fotodynamicka terapie (z angl. Photodynamic therapy)
Ph. Eur. Evropsky I€kopis (z angl. European Pharmacopoeia)
Ps fotosenzitizér (z angl. Photosensitizer)

PS polystyren

gPCR kvantitativni polymerazova fetézcova reakce (z angl. quantitative Polymerase
Chain Reaction, pfipadné quantitative real-time PCR)

ROS reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive oxygen species)

RuAAC azid-alkynova cykloadice katalyzovana ruthnatymi kationty (z angl. Ruthenium-
catalyzed azide-alkyne cycloaddition)

rt pokojova teplota (z angl. Room temperature)
SEC gelové chromatografie (z angl. Size exclusion chromatography)

SPAAC vnittnim pnutim podporovana azid-alkynova cykloadice (zangl. Strain
promoted azide-alkyne cycloaddition)

TEAA triethylamonium acetat

TCA kyselina trichloroctové (z angl. Trichloracetic acid)

TFA kyselina trifluoroctova (z angl. Trifluoracetic acid)

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie (z angl. Thin layer chromatography)

TLC-MS tenkovrstva chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (z angl. Thin
layer chromatography — Mass spektrometry)

TPyzPz tetrapyrazinoporfyrazin (z angl. Tetrapyrazinoporphyrazin)

ZnPc nesubstituovany zinecnaty ftalocyanin (z angl. Zinc Phthalocyanine)



2 Uvod

Ftalocyaniny (Pc) a ptfibuzné latky odvozené od porfinu jsou zkoumany v mnoha
technickych 1 biomedicinskych oborech jiz po mnoho let. Struktura obsahujici 18
delokalizovanych m-elektront se vyznacuje unikatnimi fotofyzikalnimi a fotochemickymi
vlastnostmi, ! diky kterym jsou Pc zkoumany po fadu let jiz od prvnich zminek v literatute
z pocatku 20. stoleti. >* Vyrazna fluorescence, fotodynamicky potencial a moznost
vnitiniho pfenosu nédboje z nich ¢ini nepostradatelnou soucast fotodynamické terapie
(PDT), ° senzori pro detekci kationtli kovii® a pH’ nebo zhageni fluorescence. Pfitomnost
rozsahlého elektronového systému 7 vazeb ve struktufe ma ovSem za nasledek i jejich
nezadouci vlastnosti jako naptiklad silné intermolekularni interakce, které jsou pfi¢inou
jejich zvySené agregace. Dal$i nevyhodou je Spatnd rozpustnost v polarnich
rozpoustédlech a nizkd vytéznost v ptipadé ptipravy asymetrickych Pc. PiestozZe jiz bylo
pripraveno velké mnozstvi sloucenin charakteru Pc a jejich dusikatych analogt, existuje
v této oblasti fada vyzev a moznosti, jak zlepsit vlastnosti ptipravovanych molekul a tim

zlepsit jejich stavajici aplikace nebo umoznit zcela nové vyuziti.
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3 Soucasny stav poznani dané problematiky

3.1 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny

3.1.1 Struktura a priprava

Ftalocyaniny (Pc, zangl. Phthalocynines) jsou organické planarni makrocyklické
molekuly s rozsahlym systémem konjugovanych vazeb. Radi se mezi porfyraziny, jez
vychéazi ze struktury cyklotetrapyrrolového porfinu izosterni zaménou methinového
mistku za atom dusiku a vzniku azamethinového piremosténi (obr. 1).® Tyto a odvozené
slouceniny ziskaly svoji nezastupitelnou roli v mnoha metabolickych procesech diky
schopnosti koordinovat kationty kovil, coz dokazuji vyznamni zastupci metaloporfint

jako hem, chlorofyl nebo kobalamin, které jsou esencidlnimi funkénimi molekulami

o e
US| g

ftalocyanin (Pc)

zivych systému.

porfin porfyrazin

azamethinovy
mustek

M = kationt kovu
Obrdzek 1 Struktury obecnych makrocyklii zalozenych na porfinovém jadre.

Pc jsou vy$§im homologem porfyrazinti, jejichZ struktura vznikla pfikondenzovanim
benzenovych jader k jeho pyrrolovym jednotkdm. Pokud je kterykoliv methinovy atom
ve skeletu Pc izosterné nahrazen dusikem, hovofime o tzv. azaftalocyaninech (AzaPc,
z angl. Azaphthalocyanines). Na zékladé polohy a poc¢tu téchto dusiki v jadie rozliSujeme
né€kolik strukturnich derivati AzaPc — tetrapyridoporfyraziny, tetrapyridazinoporfyraziny,
tetrapyrimidoporfyraziny, a tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPz, z angl.

Tetrapyrazinoporphyrazines) (obr. 2). vnaSi védecké skupiné AzaPc group jsou

pfedmétem vyzkumu predevsim Pc a TPyzPz na néZz byla zamétena i tato disertacni prace.
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tetra(3,4-pyrido)porfyrazin tetra(3,4-pyridazino)porfyrazin

REpes
.5

tetra(4,5-pyridazino)porfyrazin  tetrapyrimidinoporfyrazin tetrapyrazinoporfyrazin
(TPyzPz)

Obrdzek 2 Strukturni typy AzaPe.
Zakladni skelet téchto makrocyklii na sobé mize nést dalsi substituenty, které mohou
velmi jemné upravovat vysledné fyzikalné-chemické a rovnéz fotofyzikélni vlastnosti
celé molekuly. U Pc rozliSujeme na benzenovém jadie dvé zakladni polohy substituenti,
témi jsou neperiferni (o poloha) a periferni (B poloha) (obr. 3a,b). TPyzPz Ize modifikovat

pouze v perifernich polohach (obr. 3c¢).

. . .
7 / /

N (a polohy) N (B polohy)
_HN
//\ N/ Y% , \ ~ / N
a) R R

Obrdzek 3 Polohy substituce a) neperiferni (a) u Pc, b) periferni (B) u Pc, c) periferni () u TPyzPz.
Naopak do svého jadra mohou koordinacné vézat rizné ionty kovl i nekovi, které diky
sve velikosti a hmoté ovliviiuji nejen zakiiveni roviny makrocyklu, a tedy 1 miru agregace,
ale i cesty relaxace excitovanych makrocykld (viz déale). Nejbéznéjsi jsou planarni
komplexy s dvojmocnymi kationty kovii (Co*", Ni?*, Cu?** nebo Zn>") (obr. 4a).
Komplexy s vysoce valentnimi kovy, napt. Ti, V, Cr, Mn, Fe, Al, Ga, In, Si, Ge, Ru,
obsahujici jeden nebo vice axidlné koordinujicich ligandi zavadéji do struktury tieti
rozmér. Axialni vazby pak oteviraji moznost dal$i funkcionalizace struktury Pc a TPyzPz

pro Sirs$i aplikace a bez nutnosti syntetizovat asymetrické makrocykly (viz dale).
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V zavislosti na vaznosti a velikosti ionti kovll pak vznikaji rizné typy axialni substituce.
Jedna se bud’ o monoaxialni komplexy nesouci jeden anionicky substituent® (obr. 4b)
nebo diaxialni komplexy u nichZ se rozliduje cis a trans uspoiadani'® ' (obr. 4c.d).
Koordinovat se ale mohou i vicevalentni kovy, jeZ pfijimaji aZ étyfi axialni ligandy. '?
Navic se u kationtd kovi vétSich nez centrdlni kavita makrocyklu setkdvame s tzv.

sendvi¢ovymi komplexy!? (obr. 4e).

X X = CHIN

ﬁ—ﬁj_; Xr\ ,ﬁj—x M_= kationt kovu
X—Q ,\/4\/\’\)]( X—@ ’\;*x Ax = axialni ligand
X=~—

X=—~ —=X
g X—
a) b) NN
Ax N N | N2 N
A X NS o
Ax X §=X 'N”/ ,X
RS
X -
x =X _
f —ﬁj—x r D_X X -/KI”“NL \X?
1 =

N N
X_QN’\;LX —Q 4\;\\ N YN
X=~ <
Ax =
c) d) e)
Obrazek 4 Strukturalni typy metalokomplexii Pc (X = CH) a TPyzPz (X = N).
Podle literatury lze k syntéze Pc pouzit n¢kolik strategii (obr. 5). Obecné plati, Ze Pc

vznikaji procesem reduktivni cyklotetramerizace provedené zahiatim dusikatych derivati

kyseliny ftalové.
0
R.__X 0
R. _X._CN “ [ NH R._X
I ;\E R:E\x]ii ]:\ ]f«o
R Sx” O CONH, o R™ X
o)
\ / R. _X._ _COzH
R Z
I ICN R -« :[\ ]i
pfimé \& \Q/ R. _X__Br

prekurzory

'
 — :[\ | +mecn,
e \ R X Br
R. X e ; N/ 7 X
“ T NH RTN=X ~r
< X NH
R™ X R R R._X
AN
NH X = CHIN I T NH
M= katlor)t kovu R \X
R = substituent 0

Obrazek 5 Prekurzory pro pripravu Pc (X = CH) a TPyzPz (X = N).
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Nejcasteji pouzivanymi prekurzory jsou ftalonitrily (pyrazin-2,3-dikarbonitrily v ptipadé
TPyzPz) a diiminoisoindoly. Jako vychozi material vSak 1ze pouzit i kyselinu ftalovou,
ftalanhydrid, ftalimid, o-kyanobenzamid nebo dibrombenzen, protoze implementace
téchto latek vede obvykle k in situ tvorbé ftalonitrili a diiminoisoindold, které jsou
vlastnimi prekurzory pro proces cyklotetramerizace. '* Celkové miZeme rozlisit tii
metody pfipravy Pc a TPyzPz. Jednd se o metodu dle Listeada, templatovou metodu a

metodu inzerce kovu do bezkovového makrocyklu (obr. 6).

R

R \X
alkoholat hofeénaty \ inecnata sl N s X R
&i lithny tvofeny in situ X F N-M* zinecnata sul, N
R X //N v pFislusném alkoholu = prek‘urzor = vysokovrouci rozp. g I
Ty = - P N
R X/ - N\ _::L—f an*ﬂfé nebo chlorid N7
NN N [ ! ©  bis(chinolinato)zine¢naty
X \ a i o
A OAIK prekurzor . .
Metoda dle Linsteada R/S\/)/( Templatova metoda
R
R R R R R
R\(EX xf%/R
X J /N = X
kyselina (p- octan/chlorid =N N /
toluensulfonova) rt zmecnaty N/
N Zn N
\ N
i
X/ X/ X= =N 7 X
/ \
\ X Xse\R
R horecnaty R R bezkovovy R R zine€naty R
Pc/TPyzPz Pc/TPyzPz Pc/TPyzPz
y Demetalace y Inzerce y

Obrazek 6 Prehled syntetickych metod pripravy Pc (X = CH) a TPyzPz (X = N). Metoda postupné vystavby
cyklotetrameru dle Linsteada (zelené), templatovi metoda (Cervené), demetalace horecnatého komplexu a nasledna
inzerce zinecnatého kationtu — inzerce (cerné).

Metoda dle Linsteada ma ptivod jiz ve tiicatych letech 20. stoleti. > '° Christie a spol.
studovali mechanismus vzniku Pc (obr. 7). '® Ptedpoklada se, Ze vlastni reakce je
iniciovana nukleofilnim atakem alkoholatové skupiny na elektronové deficitni uhlik
dinitrilu za vzniku alkylkarboximidatového aniontu koordinujiciho kation kovu.
Alkylkarboximidatovy aniont atakuje dal$i molekulu dinitrilu za vzniku dimerniho
komplexu. Stejny mechanismus plati pro pfidani dalSich dvou molekul dinitrilu.
Poslednim krokem je pak uzavieni kruhu do cyklotetrameru, ze kterého se po pienosu

dvou elektronit eliminuje ptvodni alkoholat za vzniku ftalocyanatového komplexu

prislugného kationtu kovu. !’
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Obrdzek 7 Schéma Linsteadovy cyklotetramerizace za iniciace alkoholdtem Pc (X = CH) a TPyzPz (X = N).
Reaktivita zavisi pfedevS§im na charakteru substituenti a alkoholatu. Pokud jsou
substituenty periferie elektron-odtahujici, zvySuji elektronovy deficit uhliku nitrilové
skupiny a cyklotetramerizace makrocykll bez centralniho atomu kovu muize probihat uz
za mirné zvysené teploty. Naopak jedna-li se o substituenty, jezZ jsou donorem elektronil,
je nutné vyuzit vysoko vroucich rozpoustédel, jako jsou N,N-dimethylformamid, chinolin
nebo N,N-dimethylacetamid. Vysokd reakéni teplota muze wvyvolat problém u
termolabilnich substituentl, pfedev§im alkylsulfanylovych a alkoholatovych skupin.
Tyto skupiny mohou byt béhem reakce odstépeny a nahrazeny jinou nukleofilni skupinou
pritomnou v reakéni smési, coz vede k nechténému asymetrickému produktu. Kationt
kovu ovliviiuje reakci predevsim velikosti svého atomu a svou valenci, proto se vétSinou
s vyhodou vyuziva lithnych nebo hotfecnatych alkoholatli, které jsou reaktivnéjsi nez
ostatni kationty a poskytuji tedy vyssi vytézky. Pti pouziti lithnych kationtl nebo velmi
slab&é nukleofilnich aZ nenukleofilnich bazi (napf. DBU), dochézi k jejich okamzité
disociaci po dokonéeni reakce a vznikaji bezkovové Pc a TpyzPz (obr. 6). 132 Vysoka
reaktivita lithnych kationti a bazi je nevyhodou u prekurzord s labilnimi perifernimi

funkénimi skupinami (viz vyse), kde se proto preferencné pouziva hofecnaty alkoholat.
21

Hofi¢ik je nejlehéi kov, jenz se po cyklotetramerizacni reakci stabiln€ koordinuje do jadra
vzniklého makrocyklu. OvSem na druhou stranu jej lze z jadra cyklotetrameru relativné
jednoduse disociovat demetalaci pomoci kyselin, napt. p-toluensulfonové, uz za pokojové
teploty (obr. 6). 2>** Bezkovové ligandy se mohou vyuZit samostatné nebo k piipravé
komplext s kationty kovili, jeZ podstupuji neochotné cyklotetramerizace templatovou
metodou. Tyto kationty se daji do struktury jednoduSe inzertovat za zvySené teploty

v piitomnosti vhodné soli. > Nejéastéji se pouzivaji bezvodé octany &i chloridy obsahujici
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pozadovany kation kovu (obr. 6). 8 Nékdy byva zdrojem i kov samotny, zde je oviem
potieba pridat katalyzator (mocovina, molybdenan amonny). 2> 2 V templatové metodé
reaguji Ctyfi ekvivalenty prekurzoru s jednim ekvivalentem kovu / kovové soli. Kationt
soli prislusného kovu koordinuje prekurzory kolem sebe do dostate¢né blizkosti pro vznik
cyklotetrameru. 2’ Tato metoda vyzaduje prostfedi vysoko vroucich rozpoustédel
(chinolin, N,N-dimethylformamid, pyridin apod.) pro dodani potfebné energie. '®

S ohledem na prekurzor mize byt Casto nutny pifidavek zdroje amoniaku (napf.

mocovina), ktery podporuje tvorbu diiminoisoindolt in situ.

Pokud reakce zahrnuje dva rtizné prekurzory, A a B, vznikaji krom¢ standardnich
symetrickych systémt AAAA a BBBB i dalsi kongenery s riznou kombinaci jednotek A
a B. Konkrétné se miiZze jednat o asymetrické¢ kongenery typu AAAB, ABAB, AABB
nebo ABBB (obr. 8).2% % Viechny kongenery se od sebe mohou liit svymi spektralnimi,
optickymi i elektrochemickymi vlastnostmi, a proto je jejich struktura navrhovana vzdy
pro ptesné danou aplikaci. Hlavni nevyhodou metody statistické kondenzace jsou nizsi
vytézky produkti (15-18 %), a to i1 v pfipadé preferencniho poméru vstupujicich

prekurzori, napt. 3:1 pro piipravu kongeneru AAAB.

A~ A A~ — B A~ — B
<X X= <X X= <X X=
S N RN RN )
X N S \ X X A YN\ — X X N A \ X
\ N \ N N= \ N
"
N\ PN /N
N N
\‘ / x XN A X x \‘ / x
4 N )
\;x AAAA x$ EX ARAB X=X, /\;x ABAB X§/\

A B

=X X X =X

¢ /7 q N )¢ /7

X< _ON—X
N\ /M\ /N
{; g} LH - {; g}
N\ PP N\ NS N\
VWS YN X = CHIN

A=X AABB X\\ g "=X ABBB X\\ \’X BBBB X< B M = kationt kovu

Obrazek 8 Schéma vzniku Sesti kongeneri statistickou kondenzaci, Pc (X = CH) a TPyzPz (X = N).
3.1.2 Vlastnosti

Pc a TpyzPz jsou zndmé svymi jedineCnymi optickymi a fotochemickymi vlastnostmi,
dale také tepelnou a chemickou stabilitou vici kyselindm a zdsadam. V absorpénich

spektrech Pc a TpyzPz se diky azamethinovym mustkiim objevuji dva odd€lené pasy
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(obr. 9a). 3% 3! Vysokoenergeticky Soretiiv neboli B-pas pii 200 — 350 nm je vétsinou
strukturnimi zménami ovlivnén jen minimalné na rozdil od nizkoenergetického Q-pasu
pii vinové délce 620 — 700 nm, ktery je zodpovédny za intenzivni modrou, zelenou az
fialovou barvu. 3% 32 Pravé tvar a plocha Q-pasu je velmi citlivym ukazatelem zmény
struktury, kterd odhali i fyzikdlnéchemické zmény v rozpustnosti ¢i interakce s jinymi
molekulami. Pc a TPyzPz s koordinovanym centralnim kationtem se diky Dan symetrii
vyznacuji absorpcnimi spektry s ostrym Q-pasem bez znamek Stépeni (obr. 9a, Cervena).
Oproti tomu bezkovové makrocykly jsou vétSinou charakterizovany vyrazné

roz§tépenym Q-pasem, coz svédéi o symetrii Dan s vy$$i degeneraci orbitald. >

hypsochromni bathochromni

a) posun posun b)
- __ Komplex s centralnim Mg, Al |
Q-pas kationtem kovu 0.8+ - Zn, Ga n
(=X x=N = -# Singletovy kyslik
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Obrazek 9 a) Absorpcni spektra komplexii s a bez centralniho kationtu kovu, b) Zavislost atomového cisla centralniho
kationtu makrocyklii na vytezky fluorescence a singletového kysliku.

Diky své geometrii a planarnimu n-systému dvojnych vazeb mohou po dodani energie
(napf. absorpci svételné energie) prechazet do vysSich energetickych hladin (tzv.
excitovanych stavill). Excitované stavy molekul jsou nestabilni a molekula se proto rychle
vraci zpét do svého zakladniho stavu. Muze tak ucinit nekolika riznymi relaxacnimi
cestami. VSe je prehledné¢ znazornéno v tzv. Jablonského diagramu (obr. 10).
Elektronické singletové stavy So, Si a Sz obsahuji pouze kompletni elektronové pary
(multiplicita = 1). Po absorpci energie svétla o vhodné vlnové délce prechdzi molekula
ze zakladniho stavu So do excitovanych stavii Si, nebo Sz, K uvolnéni prebytecné energie
nestabilni excitované molekuly pfi nédvratu do zakladniho stavu, tzv. relaxaci, mize dojit

nékolika zplisoby v zavislosti na struktuie Pc a TPyzPz. **
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Obrdzek 10. Modifikovany Jablonského diagram, podle 3
Prvnim p¥ipadem je fluorescence (tj. emise fotonu, obr. 10, oranzov4) trvajici = 10~ az
107 s, jejiz vinova délka je vzdy delsi, neZ jaké byla absorbovana tzv. Stokestiv posun. *°
Po excitaci mize rovnéz dojit ke zméné spinu elektronu a mezisystémovému prechodu
do tripletového stavu (ISC, z angl. Intersystem crossing, obr. 10, zelend), v némzZ maji
dva elektrony stejny spin. ** z tohoto energetického mezistupné mize molekula zbytek
energie opét uvolnit jako emisi foton (tj. fosforescenci, obr. 10, modra) nebo miize svoji
energii piedat jiné molekule napt. molekularnimu kysliku (*02), ze kterého tak vzniké
singletovy Kyslik ('O2). Tento proces se oznacuje jako fotochemicka reakce typu II.
Singletovy kyslik je extrémné reaktivni, toxicky a na rozdil od jinych reaktivnich forem
kysliku (ROS, z angl. Reactive oxygen species) ma relativné dlouhy polocas rozpadu,
ktery se méfi v mikrosekundich. 37 V zavislosti na podminkach (okysli¢eni prostiedi)
muze dojit k produkci jinych ROS jako jsou hydroxylové radikaly nebo superoxidové

ionty vznikajici fotochemickou reakci typu 1.

Pravdépodobnost odevzdani energie urcitou relaxacni cestou lze definovat pomoci tzv.
kvantovych vytézkia. Jedna se o mnozstvi jednotek daného procesu (molekul singletového
kysliku, emitovanych foton apod.) na podet absorbovanych fotonii. *® Pokud se
v molekule vyskytuje vhodny donor-akceptorovy systém, mitize se molekula relaxovat

dal§im kompetitivnim procesem — intramolekularnim pfenosem naboje (ICT, z angl.

24



Intramolecular charge transfer, obr. 10, rizova).Tento proces je velice rychly a proto

obvykle pfevazi nad viemi vyse zminénymi. *°

Intenzita a zplisob relaxace jsou ovlivnény strukturou molekuly. TPyzPz maji vyssi
tendenci k fluorescenci nez Pc. Velky vliv na vysledné fotofyzikalni vlastnosti ma i
centralni atom. Komplexy s centralnimi atomy s vys$S§im atomovym ¢islem jako jsou Co,
Ni, Zn, Ga maji vieobecné vyssi hodnotu kvantového vytézku singletového kysliku. 4% 4!
Naopak je tomu u komplexti s prvky o nizsi molekulové hmotnosti (napt. Mg, Si a P),
které ve vétsi mife relaxuji cestou fluorescence (®a ~ 0,20; @ = 0,40-0,89*') (obr. 9b).
vede k vy$§i mife ISC, a tedy i nasledné vyssi produkci singletového kysliku. 8
Bezkovové Pc a TPyzPz maji obvykle nizsi kvantové vytézky jak fluorescence tak
produkce singletového kysliku, piesny diivod zatim neni zndm. ® Nemalou roli
v hodnotach emisi hraje 1 periferni substituent, a predevs§im charakter spojujiciho atomu
periferni substituce. Alkyl/aryl- a alkyloxy/aryloxy substituované derivaty maji obvykle
vys$i emisi fluorescence na ukor produkce singletového kysliku, alkylsulfanyl pak
naopak podporuje produkci singletového kysliku. ® V piipadé alkylamino
substituovanych derivatli dochdzi pouze k minimalni produkci singletového kysliku a
emisi fluorescence nebo nedochazi k t¢émto procesim viibec. Je to zpisobeno relaxaci
pomoci ICT (viz vyse), kde volny elektronovy par dusiku slouzi jako donor a skelet
makrocyklt jako akceptor elektrond. Vzhledem k vice elektron-deficitnimu charakteru
TPyzPz, je tento proces daleko siln€jSi u TPyzPz neZ u Pc. Alkylamino substituované

TPyzPz se proto s oblibou zkoumaji jako tzv. dark quenchers neboli temné zhasece.

Z hlediska acidobazickych vlastnosti Pc a TPyzPz jsou dilezité bazické azamethinoveé
dusiky porfyrazinu a samoziejmé dusiky pfitomné v pyrazinech u TPyzPz. Pokud se
v makrocyklech nevyskytuji centrdlni kationty kovu, chovaji se centrdlni pyrrolové
heterocykly s ohledem na pouZzité rozpoustédlo jako N-kyseliny. Celkové maji tedy Pc a
TPyzPz amfoterni charakter. ® Snadno odstupujici protony z centralnich dusikii u TPyzPz
lze pozorovat pomoci absorpénich spekter (obr. 11b), protoze spektra Uplné
deprotonovanych makrocyklt odpovidaji svym analogiim s centralnim iontem kovu diky
zvysené symetrii Dan. ¥ Protonaci azamethinovych dusiki 1ze naproti tomu monitorovat

vznikem bathochromné posunutého absorp¢niho péasu oproti Q-pésu (obr. 11a).
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Obrazek 11 Absorpcni spektra komplexii a) neprotonovany (plna cdara), monoprotonovany (¢arkovana cara) a
diprotonovany (teckovand cara), inset: struktura monoprotonizovaného komplexu, b) zména absorpcniho spektra pri

deprotonaci centralnich dusikii (pokles rozstépeného Q-pasu — modreé Sipky a vznik ostrého Q-pdsu — cervené Sipky),
inset: struktura deprotonizovaného komplexu. Prevzato a upraveno z*

Rozsahly systém konjugovanych vazeb ma i nezadouci vliv na vlastnosti Pc a TPyzPz,
jelikoz u nich dochazi k silné n-m interakci. > Dusledkem je agregace, ktera mé za
nasledek nerozpustnost v nejbéznéjsich organickych polarnich i nepolarnich
rozpoustédlech, a tedy komplikace procesu izolace a ¢i§téni. ** Navic jsou agregity Pc a
TPyzPz fotofyzikalné neaktivni. Jev agregace a problematiku rozpustnosti lze ¢aste¢né
kompenzovat pomoci charakteru periferni substituce. Stericky objemné substituenty jako
terc-butyl nebo fenoxyskupina jsou velmi u¢inné v organickém prostiedi, ** kde brani
t&snému piiblizeni cykld a tedy tvorbé dimert a vy$sich agregatt. 2! Mnoho aplikaci Pc a
TPyzPz vyZaduje vodné prostfedi, zde se osvédcCila periferni substituce nabitymi
skupinami, napi. kladné nabité aminoskupiny, ¢1 zdporn¢ nabité karboxylové nebo
sulfonové skupiny. Jejich pocet vSak musi byt dostate¢ny (minimaln€¢ osm substituentit).

4 Dalsim moznym zplisobem prevence agregace je axialni vazba substituentu na

centralnim atomu makrocyklu (Al, Si, V, Ru).
3.2 Vyuziti ftalocyaninu a tetrapyrazinoporfyrazini

Obecné jsou Pc a TPyzPz diky svym vlastnostem vyuzivany v mnoha riznych oblastech
jako je materidlova chemie, barviisky primysl, elektro chemie a medicinalni chemie.

Konkrétné je lze vyuzit pro absorpci panchromatického svétla, *

pro tvorbu
Langmuirovych-Shaeferovych filmi*® nebo jako povlaky pro elektrody uhlikovych

nanotrubic, *° senzory plynii, >° polovodic¢ové materialy, >! do fotovoltaickych ¢lankd, >
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53 tekutych krystalfl, >* 5 fotodynamické terapie, 6% diagnostiky a biozobrazovani. >

Posledni tii jmenované oblasti jsou pro ucely této prace v dalSim textu predstaveny blize.

3.2.1 Fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii

Fotodynamicka terapie (PDT, z angl. Photodynamic therapy) je rychle se rozvijejici
1é¢ebnd metoda s riznymi klinickymi aplikacemi ptedev§im u nadorovych a koznich
chorob. %° Spo¢iva v expozici tkani fotosenzibilizujicimu 1é¢ivu, po niz nasleduje ozafeni
svétlem vhodné vinové délky a nasledné produkci singletového kysliku. ©6%
Fotosenzitizéry (Ps, z angl. Photosensitizers) jsou navrhovany tak, aby byly schopné po
excitaci svétlem relaxovat piednostné cestou ISC spojené s vysokou produkci
singletového kysliku, poptipadé dalSich ROS. Tyto radikaly ihned po vzniku oxiduji
blizké biomolekuly (bilkoviny a lipidy), ¢imz se naruSuje primarni funkce bunék a

dochazi k apoptoze ¢i nekroze nadorové/cilové tkang. 64

Aktivace svétlem klade diiraz na absorp¢ni vlastnosti Ps. OvSem i endogenni latky mohou
absorbovat elektromagnetické zafeni predev§im ve vlnovych délkach 200 — 600 nm a
samotna voda naopak absorbuje pii vyssich vlnovych délkach. ®' Pro aktivaci PDT tak
vznikd relativné Uzké rozmezi spektra 600 — 1300 nm nazyvané optické okno
biologickych tkani. To se ovSem dale zuzuje, jelikoz pouze vinové délky do 850 nm
disponuji dostate¢nou energii pro aktivaci tripletového stavu a produkei singletového

kysliku.

Ackoliv je PDT lokalizovana prostiednictvim cileného ozarovani nadoru, svétlo mize
aktivovat i1 Ps v bunikdch kolem mista terapie. Proto se molekuly Ps konjuguji s peptidy
nebo protilatkami, které zajiStuji receptorem zprostiedkovany pienos lé¢iva pouze do
nadorovych bun&k (viz déle). ® Oviem uvolnéné Ps se z organismu vylucuji velmi
pomalu a jsou zdrojem fototoxicity. °® ReSenim jsou tzv. ,,aktivovatelné fotosenzitizéry*
(z angl. activatable photosenzitisers), ** % které jsou konjugované k ON sekvenci spolu
se zhaSe€i. Praveé ty deaktivuji Ps do doby, nez je v cilové buiice naddoru konjugét
rozstépen. Mnoho Ps je uZ schvaleno ke klinickému pouziti americkym Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA, z angl. Food and Drug Agency) a nékteré i Evropskou
1ékovou agenturou (EMA, z angl. European Medicine Agency). Uplné prvnim klinicky
schvalenym ptipravkem byl Protoporfin v roce 1993. Strukturné je pievazna vétSina Ps
odvozena pravé od tetrapyrrolové struktury porfyrinu (porfimer sodny, kyselina
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aminolevulovd, methyl/hexyl-aminolevulat), jeho derivati chlorint (verteprofin,
temoporfin, talaporfin), popi. bakteriochlorini (chlorin €6, p6, purpurin, padoporfin,

padeliporfin, photochlor) (obr. 12).
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padeliporfin - bakteriochlorin

Obrazek 12 Priklady fotosensitizéri riiznych struktur s barevné zvyraznénym zakladem struktury — porfirin (modre),
chlorin (zelené), bakteriochlorin (fialove).

Dalsi strukturné vyznamnou skupinou jsou vyssi homology porfyrinu — Pe predstavitelé
jiz 3. generace Ps. Nejstarsi pfipravek Photosens®, hlinity hydroxyftalocyanatovy
periferné sulfonovany komplex (obr. 13), vykazuje vynikajici klinickou odezvu a
fluorescenci u piirozené se vyskytujicich veterinarnich nadort. 7 Ma také iroké vyuziti
u infekei. ® Usp&ina byla 16¢ba Easnych stadii a recidivujicich 16zi rtu, hltanu, hrtanu a
jazyka, stejné jako priméarnich nadorii plic, recidivujicich nadorii plic a jicnu. - 7
Periferné nesubstituovany AIOHPc¢, neboli hydroxyftalocyanatovy hlinity komplex byl
usp&cné testovan na karcinom prsu. Po lokalni aplikaci bylo provedeno ozareni svétlem
o vlnové délce 600700 nm. Tato studie ukazala, Ze 1écba karcinomu prsu pomoci
AIOHPc vedla k uplnému zmenseni nadori u 90 % pacientti. "' I komplex zine¢natého
ftalocyaninu (ZnPc, obr 13) prokazal pozitivni vliv na iniciaci buné¢né apoptozy u bunék
karcinomu prsu po ozafeni svétlem s vlnovou délkou 680 nm. > Jeho modifikovany
derivat Photocyanine, ktery prokazal svou uéinnost celkem ned4avno, 7 je nyni uz ve fazi
klinického testovani proti nadorfim nosohltanu, hrtanu, jicnu a kize. ”* Velky potencial
prokdézal také kiemicity komplex Pc znamy jako IR750, jeZ je schvalen v Japonsku proti
komplikovanym ptipadim karcinomu hlavy a krku v konjugované forme¢ s protilatkou

cetuximabem zaméfenou na receptor pro epidermdlni rastovy faktor (EGFR, z angl.
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Epidermal growth factor receptor) jako piipravek Akalux® (cetuximab saratolacan,

obr. 13).6>7
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Obrazek 13 Priklady fotosenzitizérii odvozené ze struktury Pc.

3.2.2 Barviva v in vitro a in vivo diagnostice

Fluorescencni spektroskopie je v poslednich letech povazovana za vyznamny Uspéch,
nebot’ umoznila prozkoumat nové cesty v oblasti molekularni dynamiky. 3* 3¢ Stokes a
Forster prokazali uzitecnost fluorescenéni spektroskopie v diileZitych aplikacich, véetné
identifikace bun&k, sekvenovani DNA, detekce a identifikace mutaci. "® Diky své
specifité, vysoké citlivosti k malym zménam ve strukturni dynamice a schopnosti
detekovat velmi nizké koncentrace se fluorescencni spektroskopie stala zdkladnim
analytickym ndstrojem v oborech chemie a biochemie pii monitoringu prabéhu

molekularné biologickych a biochemickych reakei. 3 4477

V téchto metodach dochdzi k vyuziti dvou riznych molekul — donoru fluorescence
(fluoroforu) a akceptoru fluorescence (zhasece). Ty spolu vytvéreji komplex, jenz je
vazan slabymi nevazebnymi interakcemi, jakymi jsou m-m hydrofobni interakce a
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elektrostatické sily. ”® Molekuly fluoroforu a zhaSede jsou navazany na vlakno
oligonukleotidu (ON, z angl. Oligonucleotide) a spolecné tvoti hlavni ¢asti sondy. Téch
je mnoho druhti s riznymi designy a vyuzitim, mezi nejbéznéji vyuzivané patii dvojité
znacené sondy TaqMan, které maji nezastupitelné misto v kvantitativni polymerazové
fetézcové reakci (QPCR, zangl. quantitative Polymerase Chain Reaction, ptipadné
quantitative real-time PCR) pfi identifikaci a kvantifikaci amplifikovanych sekvenci

DNA.”

3.3 Lipozomy a uvolnovani jejich obsahu

Lipozomy jsou sférické castice slozené z fosfolipidové dvojvrstvy, které mohou
obsahovat lipofilni 1é¢iva ve svych lipidovych membranach nebo hydrofilni latky ve
vnitini kavité (obr. 14). Tato kavita miize obsahovat i vice druhti specialnich latek, ovsem
zkoumayji se bézné také lipozomy bez specifického obsahu. Z tohoto diivodu v této praci
zavadime pojem kargo pro odliSeni skutecnosti tykajicich se obecné lipozomt s obsahem
jakychkoliv latek v kavité, tykajicich se lipozomt s pouze konkrétni latkou obsazenou v
kavit€ a tykajicich se lipozomil bez jakychkoliv latek v kaviteé. Kargo je tedy specificky

obsah lipozomalni kavity.

Obrazek 14 Stavba lipozomu s kargem.

Vzhledem ke své velikosti predstavuji lipozomy pasivni cileny systém antineoplastické
1é¢by zaloZzeny na zvyseném permea¢nim a retenénim ucéinku nadorovych bungk. 80 8!
Spolu s nano¢asticemi, nanokapslemi ¢i mikroemulzemi se vyuzivaji ke sniZzeni cetnych

nezadoucich G¢inkl protinadorové 1écby a fadi se mezi technologické formulace podani
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1é¢iv, tzv. nosi¢ovy systém (DDS, z angl. Drug delivery system) > # Zaroven chrani
obsah pfed rozkladem enzymy nebo atakem drsnéjsiho prostiedi, napf.
v endozomech/lysozomech, nebo pted ptisobenim vedlejSich Gcinkt 1é¢iva v necilovych

tkanich. 84-86

Uspé$nost tohoto konceptu zavisi na ¥izeném uvolnéni lipozomalniho obsahu v cilové
tkdni nebo jesté 1épe v cytosolu cilovych bunék. Toto 1ze provést riznymi fyzikalné
chemickymi podnéty (pH, enzymy, teplo nebo svétlo). 878 Uvoliiovani pomoci svételné
indukce jevi velky potencial diky své flexibilité, jelikoz v zavislosti na pouzitych
modifikacich lipozomt spousti celou fadu riznych mechanismti indukovaného
uvoliiovani peroxidace lipidii, svételné stépeni alkylového fetézce, oxidativni depegylace
nebo fototermické premény. 3% °° Z nich nejvice studovana je peroxidace dvojnych vazeb
v alkylovych fetézcich fosfolipid tvoficich lipozomalni sténu. Vzniklé hydroperoxidy
mohou destabilizovat lipidovou dvojvrstvu, coz vede k jeji Iyze a okamzitému uvolnéni

90, 91

lipozomadlniho karga. v této aplikaci byla zkoumana 1 fada Ps z rodiny Pc a dalSich

piibuznych latek. 869293

3.4 Priprava modifikovanych oligonukleotidi

Funkcionalizované syntetické ON?®*® jsou pfedmétem intenzivniho zajmu v piirodnich
védach, nanotechnologiich a ptibuznych oborech. Zkouma se také jejich vyuziti jako
katalytickych &inidel, °* ' nebo napf. nastroji pro ukladani dat. 1% 192 Pispivaji k

103,104 jako7 i k terapeutickym p¥istuptim napt.

postupiim v oblasti genetické diagnostiky,
technologie antisense a SIRNA. 1919 Velky potencial existuje také ve vyvoji konjugath
oligonukleotidovych aptaméri a 1é¢iv. 17 Vyvoj vysoce spolehlivych a u¢innych metod
modifikace syntetickych a nativnich nukleovych kyselin je proto dulezitou

interdisciplinarni otdzkou na pomezi molekularni biologie, chemie a fyzikalni chemie.

3.4.1 Syntéza oligonukleotidu

ON jsou kratké jedno- nebo dvouietézcové useky DNA nebo RNA s délkou do 100
nukleotidl, které jsou tvofeny fetézcem 3,5-(deoxy)ribdzo-fostfatovych jednotek. Na
pentdzu je pak v poloze 1 vazana jedna z péti heterocyklickych dusikatych bazi (A, C, G,
T, U). Nativné vznikaji pfevazn¢ enzymatickou syntézou od 5°- ke 3°-konci. Synteticky

vyrabéné ON se vsak ptipravuji naopak od 3‘- k 5°-konci pomoci vysoce efektivni
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fosforamiditové metody na pevné fazi, '® kterd probiha poloautomaticky na DNA/RNA
syntetizérech. ' B&hem &tyikrokového prodluzovani fetézce ON o dalsi bazi je
vznikajici vlakno opakované vystaveno plsobeni rtizn¢ agresivnim ¢inidlim jako je
kyselina trichloroctova, tetrazol a silné oxida¢ni jod. ' V komerénich syntézach se
pouzivaji hlavn¢ dva strukturni typy pevnych nosi¢ii — sklo modifikované dlouhym
alkylaminovym spojovacim fetézcem (LCAA-CPG, z angl. Long chain alkylamino linker
controlled pore glass) a vysoce zesitovany aminomethylpolystyren (PS). Zatimco LCAA-
CPG ma hydrofilni charakter, PS je pomérné hydrofobni. Dal§im dilezitym parametrem
pevnych nosict pro syntézu ON je velikost pord. PS se obvykle pouziva pouze v jedné
velikosti porit (1000 A), CPG je k dispozici s rtiznou velikosti porii — 500 A, 1000 A,
2000 A, 3000 A. CPG 500 A se pouziva ve vétsing standardnich komer&nich syntéz,

materialy s vétsi velikosti port se doporucuji pro syntézy dlouhych fetézct (>50 bazi).
110, 111

3.4.2 Modifikace oligonukleotidi

Existuje mnoho typt funkénich molekul, které 1ze konjugovat s ptipravenymi ON. Mezi
nejcasteji pouzivané patii fluorescencni znacky, zhasece fluorescence, specifické vazebné
ligandy a molekuly stabilizujici duplexy nukleovych kyselin, jako jsou molekuly vazici
se do malého 71abku DNA (MGB, z angl. Minor Groove Binders), nebo interkalatory. !0
Syntetické nukleové kyseliny mohou byt chemicky modifikovany pifimo béhem syntézy
nebo post-synteticky, a to bud’ jesté¢ vazané na pevnou fazi, nebo volné v roztoku po

odstépeni z pevné faze. Viechny tyto piistupy maji své vyhody a omezeni. !'?

Vzhledem k automatizaci je modifikace pied a béhem syntézy na syntetizéru rozhodné
nejpohodIngjsi a nejrychlejsi. Prvni cesta je ukotveni znacky na pevné fazi pro syntézu
ON, které je vSak omezeno pouze na umisténi na 3'-konec fetézce. Vyrazna vétSina
modifikaci je vyZadovéana a provadi se na 5'-konci ON, proto je komer¢né dostupna fada
fosforamiditovych derivati modifikujicich molekul jako stavebnich jednotek pro syntézu
ON. Pouzitim fosforamiditu lze konjugované molekuly umistit na 5°-konec nebo
jakoukoli jinou pozici ON kromé 3 -konce. Modifikované fosforamidity v§ak mohou byt
velmi nestabilni a neni zcela snadné je ziskat v Cisté form¢e. Oproti jinym metoddm
modifikace ON je nevyhodou vyuziti fosforamiditu jeho pomérné velka spotieba. Navic

po rozpusténi pro syntézu je roztok pouzitelny pouze kratkou dobu (maximalné nékolik
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dni) kvili nizké stabilité. Oba vySe uvedené ptistupy tedy predpokladaji dostatecnou

stabilitu konjugované molekuly ve vSech ¢inidlech a podminkéch syntézy ON.

Post-syntetické znaceni Ize provadét bud’ jesté na pevné fazi, nebo po odstépeni a
deprotekci ON. 12 Oba piistupy maji opét své vyhody i nevyhody. Stru¢né feceno,
v ptipad¢ znaCeni na pevném nosi¢i by konjugovana molekula méla byt stabilni
v podminkach odstépeni z pevné faze a deprotekce. Problémem mize byt jeji potencialni
reaktivita. V pfipadé¢ znaceni v roztoku je limitem rozpustnost znacky v reakénim
rozpoustédle, a to z diivodu vysoce polarniho charakteru ON a pouziti reakéniho prostredi
obsahujiciho vodu.!'® Vyznamnou vyhodou post-syntetického znaceni na pevné fazi je
snadnéd purifikace pomoci dekantace a promyti. Dalsi vyhodou je moznost pouziti
lipofilnich modifikatort, jelikoz lze vyuzit i méné polarni rozpoustédla, nez je voda, napf.
acetonitril, methanol a tetrahydrofuran. VSechny modifikace post-synteticky na pevné
fazi vyzaduji stabilitu konjugované molekuly pouze v deprotekénich ¢inidlech. Bézné
pouzivanymi jsou 32% roztok amoniaku ve vodé, smés 40% methylamin / 32% roztok
amoniaku ve vodé (1:1) a 0,05M roztok uhli¢itanu draselného v methanolu.''® Pokud jde
o mechanismy konjugace funkcénich molekul s ON, je znamo a pouzivano nékolik
piistupli, véetné aktivnich esterf, ''* !5 thiol-thiolovych nebo thiol-maleimidovych
interakci, ''® thiol-reaktivni akrylové skupiny'!” a nékolika typd "click" metod.
Konjugace na pevnou fazi ma ¢asto nizkou reakéni rychlost, ''812° mozn4 pravé proto se

Gi¢innosti této reakce zabyva pouze n&kolik studii. 1!

3.5 Click chemie

Azid alkynova cykloadice (AAC) patii obecné k nejucinngj$im reakcim. '*? Patii do
koncepce "click chemistry", kterou zavedl K. B. Sharpless. '** 12 Pro znageni ON ji lze
pouzit v nékolika variantach, AAC katalyzovana médnymi kationty (CuAAC, z angl.
Copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition), ruthnatymi kationty (RuAAC, z angl.
Ruthenium-catalyzed azide-alkyne cycloaddition), nebo AAC podporované vnitinim
pnutim (SPAAC, z angl. Strain promoted azide-alkyne cycloaddition). %> 126 Agkoli jsou
viechny tyto reakce dobte zavedené a na pevné fazi jiz popsané, 12127 CuAAC a RuUAAC
nejsou zcela bezproblémové a vyzaduji zkusenosti s chemickymi reakcemi nebo specidlni
podminky. V pfipadé CuAAC je k udrzeni médi v aktivni formé& Cu’ nutné bezkyslikaté

prosttedi, redukéni ¢inidlo nebo komplexotvorny ligand. RuAAC vyzaduje homogenni
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aprotické podminky a vys§i teplotu, aby bylo dosazeno vysokych vytézka konjugace. '2

129'V porovnani s nimi je SPAAC (obr. 15), o niz poprvé informovali Blomquist a Liu'*°

1 131

a kterou pro biomolekuly poprvé pouzili Bertozzi a spol. '°*, pIné bioortogonalni, snadno

proveditelna ve vodé 1 v organickych rozpoustédlech, neni nachylna na pfitomnost

kysliku a nevyzaduje jinad Cinidla krom¢ vhodné modifikovaného ON a konjugované

molekuly (modifikatoru). 1’

N—
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N

.= e
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>

Obrazek 15 Obecné schéema SPAAC reakce — vznik triazolového miistku cervené.

modifikator

Velmi pfizniva termodynamika je zaloZena na cyklooktynovém cyklu, ktery je za
béZnych podminek dostatecné stabilni. OvSem vysoké napéti vazby, zplsobené
uzavienim cyklu trojnou vazbou, snizuje aktivaéni energii a zvySuje reaktivitu
cykloadi¢ni reakce do té miry, ze k aktivaci neni nutné ptitomnost katalyzatoru a probiha

za pokojové teploty (rt, z angl. Room temperature). !12 131-134

N H |
N _Po CN
4 (o]

d ° O o e © ODMT
Obrazek 16 Fosforamiditové bloky pro (aza)cyklooktynovou modifikaci ON.
Vzhledem ke komeréné dostupné modifikaci ON pro reakce SPAAC je mozné pouzit dva
typy cyklooktynovych fosforamiditovych modifikatorti. Prvnim z nich je jednoduchy
cyklooktyn (se dvéma riznymi linkery k fosforamiditové casti, obr. 16a, b). Druhym
typem modifikace je dibenzoazacyklooctyn (DBCO), pro znaceni 5’-konce pfipojeny
pfimo k fosforamiditové ¢asti alifatickym fetézcem triethylenglykolu (obr. 16d). Pro
vnitini znaceni sekvence jsou k dispozici dvé stavebni jednotky: nenukleosidovy
monomer na bazi serinolu a monomer na bézi nukleosidu nesouci dibenzoazacykloktyn

na dT fosforamiditu (obr. 16c¢, e).
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4 Cil diserta¢ni prace

Cilem mé disertacni prace bylo studium nékolika kliCovych otdzek vyznamné a
dlouhodob¢ ovliviiujicich praktické vyuziti Pc a TPyzPz jako jsou vysoka mira agregace
a nizkd rozpustnost v polarnim (biologickém) prostiedi, schopnost interakce
s biologickymi molekulami, nizkd vytéZnost cyklotetramerizace asymetrickych
makrocyklu a stabilita centralniho kationtu v kyselém prostiedi. Z tohoto diivodu je prace

¢lenéna na nékolik diléich cilu.

Prvni ¢ast pojednava o problematice syntézy symetrickych kfemicitych komplext
TPyzPz s riznou periferni substituci. Cilem bylo studium vlivu charakteru této substituce
na reaktivitu za vyuziti klasické templatové 1 inzer¢ni metody a moznostech a limitech

axialni substituce tohoto typu komplexu.

Druhd cast této prace se zabyva komplexnim studiem stability centralnich atomi
makrocykli Pc a TPyzPz v kyselém prostfedi se zaméfenim na hotecnaté komplexy.
Cilem bylo porozuménim mechanismiim a vlivu podminek prostfedi na demetalacni

proces a studium moznych zptisobti jeho omezeni.

Treti ¢ast zkoumd asymetrické amfifilni Pc jako mozné Ps pro svétlem indukované
uvolnovani 1é¢iv z jejich lipozomdlni formy. Cilem této studie bylo najit optimalni
sloZeni a vlastnosti lipozomt jako nosicu, zjistit strukturalni pfedpoklady Ps pro efektivni
inkorporaci do lipidové dvojvrstvy lipozomii a nakonec najit podminky pro jejich
fotoaktivaci a tim uvolnéni modelové a aktivni cytotoxické molekuly obsazené v kavité

lipozom.

Pfedmétem posledni €asti disertacni prace bylo studium podminek znac¢eni ON pomoci
SPAAC reakce na pevné fazi. Cilem bylo detailné¢ prozkoumat vliv charakteru a
koncentrace konjugované molekuly, polohy modifikace na fetézci ON, vliv typu pevné
faze, na které byl ON zakotven, doby pribéhu reakce a mozZnosti vyuZziti ziskanych

vysledki pro znaceni v praktickém provozu na DNA syntetizéru.
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5 Experimentalni ¢ast

VSechna organickd rozpoustédla pouzitd pro syntézu a spektrdlni mefeni byla
v analytické kvalité (p.a.). Bezvody butanol byl vysusen pomoci hot¢iku a piedestilovan
v Case potieby. VSechny chemikalie pouzité pro syntézu byly ziskany u certifikovanych
prodejci (Penta, TCI Europe, Merck, Fluorochem, Glen Research) a bez dalSich uprav
pouzity. TLC byla provadéna na hlinikovych deskach Merck potazenych silikagelem 60
F2s54. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit Merck Kieselgel 60 (0,040 — 0,063 mm)
a pro gelovou chromatografii (SEC, z angl. Size exclusion chromatography,) Bio-Beads
SX-1. Infracervena spektra (IR) byla méfena pomoci spektrofotometru Nicolet 6700
vrezimu ATR. TLC-MS spektra byla zaznamenana na hmotnostnim spektrometru
Expression® Compact (Advion, USA) s jednokvadritovym detektorem a APCI jako

zdrojem ionizace.

'H a *C NMR spektra byla zméfena pomoci NMR spektrometru Varian VNMR S500
(Varian, Palo Alto, CA, USA) nebo spektrometru Jeol INM-ECZ600R (Jeol, Peabody,
MA, USA). Chemické posuny jsou uvadény jako hodnoty 6 v ppm a jsou nepiimo
vztazeny k tetramethylsilanu prostfednictvim signalu z rozpoustédla. Hodnoty J jsou

uvedeny v Hz. NMR data byla zpracovana v programu MestReNova 14.3.0-30573.

UV/vis spektra byla zaznamenana pomoci spektrofotometru Shimadzu UV-2600 (Kjoto,
Japonsko) pii 20 °C nebo 25 °C (zabezpeceno drzdkem na kyvety chlazenym Peltierovym

¢lankem). VSechna data byla zpracovana pomoci softwaru UV Probe 2.42.

Fluorescencni spektra byla méfena pomoci spektrofluorimetru FLS1000 (Edinburgh
Instruments, Livingston, Spojené kralovstvi) a zpracovdna v softwaru Fluoracle
V2.11.101. Kvantové vytéZzky fluorescence ®@r byly stanoveny v tetrahydrofuranu (THF)
referen¢ni metodou s pouzitim nesubstituovaného zine€natého ftalocyaninu (ZnPc) jako
referenéni slouteniny (®r = 0,32 v THF*', ) metodou popsanou v literatuie!’

S Aexe = 593 nm.
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5.1 Studium syntézy periferné substituovanych kremicitych

komplexii tetrapyrazinoporfyrazint

Bezkovové TPyzPz 1bN, # 1bS, ¢ 1bO, 7 a 1bC* byly pfipraveny podle
publikovanych postupt (obr. 19, viz 6.1.2).

HRMS spektra byla zaznamenana pomoci UHPLC systému Acquity UPLC 1. tfidy
(Waters, Milford, MA) spojen¢ho s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim
(Synapt G2Si, Waters, Manchester, U.K.) na bazi Q-TOF. Chromatografie pro HRMS
byla provedena pomoci kolony Acquity UPLC Protein BEH C4 (2,1 mm % 50 mm,
1,7 um, 300 A) za pouziti gradientové eluce s acetonitrilem a 0,1% kyselinou mravenci
pti pritoku 0,4 ml/min. Ionizace elektrosprejem byla provedena v rezimu pozitivnich
iontli. Roztoky pro HR MS analyzu byly pfipraveny v 15% roztoku tetrahydrofuranu
(THF) v acetonitrilu a pfed méfenim byla ptfidana kyselina mravenéi pro podporu
ionizace. MS spektra byla zaznamendna na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF

Shimadzu Biotech Axima Confidence.

5.1.1 Metoda inzerce

Postup byl pievzat a poupraven z literatury. *® Vychozi makrocykl bez centralniho atomu
kovu TPyzPz 1bN, 1bS, 1bO nebo 1bC (50 pmol) byl rozpustén v bezvodém
dichlormethanu (DCM) (12 ml) s tributylaminem (1,2 ml, 5 mmol). Smés byla zahtata na
30 °C v atmosféte argonu a byl pfidan trichlorsilan v odpovidajicim mnozstvi (viz nize).
Reakéni smés byla michéna pti 30 °C dalSich 30-300 min. Poté byla zakoncentrovana za
snizen¢ho tlaku, rozpusSténa v ethylacetatu (50 ml), sonikovdna po dobu 10 minut a
filtrovana ptes celit. Filtrat byl ttepan s 1M roztokem HCI (50 ml) a poté vodou (50 ml).
Organickd vrstva byla vysuSena pomoci bezvodého siranu sodného, zfiltrovana a
odparena do sucha na vodni 14zni za snizené¢ho tlaku. Produkt byl pfecistén pomoci gelové
chromatografie (SEC) (Bio-Beads SX-1, 23 g) za pouziti toluenu jako mobilni faze.
Slouceniny béhem zpracovani hydrolyzovaly, proto byly shromazdény tudaje pro
odpovidajici dihydroxy Si(IV)TPyzPz 5N, 5S, 50 a 5C a nikoli pro vznikajici
dichlorderivaty.
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Data pro slouc¢eninu SN: Pfipraveno s 48 ekv. trichlorsilanu, reakéni doba: 240 min;
vytézek 22,4 mg (37 %) 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 4,07 (q, J = 7,0 Hz, 32H, CH>),
1,35 (t, J= 7,0 Hz, 48H, CH3); *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 151,18; 145,18; 139,46;
43,11; 13,16 ppm; IR (ATR): 3420, 2962, 2933, 2873, 2629 cm™'; HR MS vypocteno
[M-OHT" 1133,6789; zmé&ieno 1133,6771; MS (MALDI) nalezeno 1134,9 [M-OH]";
UV/vis (THF): Amax (€) 655 (317 910), 596 (61 860), 512 (87 340), 376 nm
(247 450 L-mol '-cm™).

Data pro slouceninu 5S: Piipraveno s 12 ekv. trichlorsilanu, reakéni doba: 90 min;
vytézek 13 mg (21 %); "H NMR (600 MHz, CDCl3) § 2,14 ppm (s, 72H, CH3); *C NMR
(150 MHz, CDCl3) 6 161,07, 146,06; 141,98; 52,11; 30,60; 30,56; 30,53 ppm; IR (ATR):
2963,2928,2870 cm™; UV/vis (THF): Amax (€) 649 (341 350), 622 (45 990), 587 (43 510),
474 (51 110), 379 nm (194 340 L-mol '-cm™), ®r = 0,37.

Data pro slouceninu 50: Ptipraveno s 24 ekv. trichlorsilanu, reakéni doba: 120 min;
vytézek 15 mg (14 %); '"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7,55 (t, J = 7,8 Hz, 8H, ArH), 7,43
(d, J=17,8 Hz, 16H, ArH), 3,32 (hept, J = 6,9 Hz, 16H, CH), 1,28 ppm (d, J = 6,1 Hz,
96H, CHs); '*C NMR (126 MHz, CDCls) & 151,39; 149,81; 147,98; 142,50; 141,11;
126,52; 124,36; 28,14; 23,49 ppm; IR (ATR): 2957, 2925, 2857 cm™!; UV/vis (THF): Amax
() 619 (81 860), 563 (13 960), 431 (32 240), 356 nm (54 970 L-mol -cm™"), ®r = 0,32.

Data pro slou¢eninu 5C: Piipraveno s 12 ekv. trichlorsilanu, reakéni doba: 30 min;
vytézek 14 mg (29 %); '"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7,58 (t, J= 7,9 Hz, 8H, ArH), 7,45
(d, J=17,9 Hz, 16H, ArH), 3,33 (hept, J = 6,8 Hz, 16H, CH), 1,31 (d, J = 6,4 Hz, 96H,
CHz), 0,90 — 0,85 (m, 12H, CH>), 0,72 (h, J = 7,4 Hz, 12H, CH>), 0,54 (t, J = 7,4 Hz,
18H, CH»), 0,30 (p, /= 7,5 Hz, 12H, CH>»), -0,13 (p, J = 7,5 Hz, 12H, CH>), -1,42 — 1,49
ppm (m, 12H, CH»). 3C NMR (150 MHz, CDCl3) § 152,52; 147,74; 144,21; 141,04;
140,32; 126,67; 124,47; 33,26; 31,89; 31,55; 30,61; 29,69; 28,20; 23,52; 23,03; 22,58;
21,98; 20,86; 15,06; 14,12; 13,76; 11,77 ppm; IR (ATR): 2930, 2870, 1092 and 1065 (Si-
0-Si) em’!; UV/vis (THF): Amax () 617 (110 300), 593 (12 030), 562 (12 910), 417 (11
470) 358 nm (39 100 L-mol "-cm ™), ®r = 0,44.
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5.1.2 Axialni modifikace

Si(IV)TPyzPz 50 (169 mg, 88 nmol) byl rozpustén v suchém toluenu (20 ml)
s pyridinem (5 ml) spolu s trihexylsilanolem (159 mg, 0,53 mmol) a zahfivan pod
zpétnym chladi¢em na bod varu v atmosféte argonu po dobu 3 h. Reakéni smés byla
sledovana pomoci TLC s pouzitim mobilni faze hexan/ethylacetat 15:1. Poté byla reak¢ni
sm¢s trikrat ttepana s 1M HCI (25 ml) a vodou (25 ml). Organické vrstva byla odpatena
za snizen¢ho tlaku a preciSténa sloupcovou chromatografii s mobilni fazi
hexan/ethylacetat 15:1. Pro kone¢né ¢isténi byla pouzita SEC chromatografie (Bio-Beads
SX-1, 23 g) s toluenem jako mobilni fazi, ¢imz bylo ziskdno 179 mg tmavé zeleného
prasku (79 %). '"H NMR (600 MHz, CDCI3) § 7,58 (t, J = 7,9 Hz, 8H, ArH), 7,45 (d,
J=17,9 Hz, 16H, ArH), 3,33 (hept, J = 6,8 Hz, 16H, CH), 1,31 (d, /= 6,4 Hz, 96H, CH3),
0,90 — 0,85 (m, 12H, CH»), 0,72 (h, J = 7,4 Hz, 12H, CH>»), 0,54 (t, J = 7,4 Hz, 18H,
CH2), 0,30 (p, J=17,5 Hz, 12H, CH>), -0,13 (p, J = 7,5 Hz, 12H, CH>»), -1,42 — 1,49 ppm
(m, 12H, CH,). 1*C NMR (150 MHz, CDCI3) § 152.52, 147.74, 144.21, 141.04, 140.32,
126.67, 124.47, 33.26, 31.89, 31.55, 30.61, 29.69, 28.20, 23.52, 23.03, 22.58, 21.98,
20.86, 15.06, 14.12, 13.76, 11.77 ppm; IR (ATR): 2930, 2870, 1092 and 1065 (Si-O-Si)
cm’!; UV-vis (THF): Amax (€) 617 (110 300), 593 (12 030), 562 (12 910), 417 (11 470)
358 nm (39 100 L-mol '-ecm™), ®r = 0,39.

5.1.3 Fotofyzikalni monitoring inzer¢nich reakci

V danych intervalech (10-60 minut) bylo odebrano 10 pl reakéni smési z komplexace
Si(IV) do nekovovych TPyzPz (postup viz vyse). Vzorek byl ziedén v 2,5 ml bezvodého
DCM a sonikovan po dobu jedné minuty. Poté bylo 200 pl tohoto zasobniho roztoku
pfeneseno do kiemenné kyvety s 2,45 ml bezvodého DCM a okam?Zité bylo zméfeno jeho
absorp¢ni a fluorescenéné emisni spektrum (Aexc = 375 nm pro 3S, Aexc = 348 nm pro 30,

Aexc = 343 nm pro 3C).

5.2 Studium stability horeCnatych komplexii ftalocyanini a

tetrapyrazinoporfyrazinu v kyselém prostredi

Latky studované v této Casti (obr. 26, viz kap. 6.2) byly ptipraveny podle publikaci nasi

védecké skupiny. 41> 139 140
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5.2.1 Priprava pufri ve vodé rozpustnych vzorkii a hodnoceni stability

komplexii

Brittontiv-Robinsontiv pufr (obsahujici 0,04 M H3BO3, 0,04 M H3PO4, 0,04 CH;COOH
v celkovém objemu 120 ml) byl upraven na pozadované hodnoty pH (7,4; 4,0; 3,0; 2,0)
smichanim s pfislusSnym objemem 0,2M NaOH (66; 23; 20; 6 ml). Pro pufr o pH 1,0 byl
pouzit pridavek H3PO4 a 98% kyseliny octové. pH bylo méfeno pomoci pH metru pH 8+
DHS (XS Instruments), ktery byl pted pouzitim kalibrovan dvoubodové (pH 7,00 a 4,00).
Pro ptipravu zkoumaného roztoku o koncentraci 1 uM bylo ptfidano 25 ul zasobniho
vodného roztoku (100 uM) hydrofilnich sloucenin (ws-TPyzPzMg, ws-TPyzPzZn,
ws-PcMg a ws-PcZn) k 2,48 ml testované¢ho pufru v kiemenné kyveté. Absorpcni
spektra byla zaznamenéana bezprostiedné po rozpusténi. A poté ve zvolenych ¢asovych
intervalech (30 s az 30 min) v zavislosti na rychlosti procesu demetalace, obvykle az do

24 h.

5.2.2 Spektralni méreni v organickém rozpoustédle, priprava vzorki a

hodnoceni stability komplexii

Zasobni roztok (2ml, 1 puM) lipofilnich sloucenin (TPyzPzMg, TPyzPzZn, PcMg,
PcZn, TPyzPzH: a PcH2) v bezvodém benzenu (Sigma-Aldrich, voda <0,001 %) byl
prenesen do kiemenné kyvety. Pro titraéni experimenty byl pouzit specificky objem
trifluoroctové kyseliny nebo roztoky kyseliny dichloroctové (Carlo-Erba) v bezvodém
benzenu. Absorpéni spektra byla zaznamenana bezprostfedné po kazdém ptidavku

¢inidla.

Pro stanoveni ket bylo pouzito 2,49 ml pfipraveného zasobniho roztoku zkoumané
slouCeniny v benzenu (1 uM) v kiemenné kyveté s 10 pl pfipraveného roztoku kyseliny
dichloroctové v bezvodém benzenu (konecnd koncentrace v kyveté byla 7,17 mM;
9,56 mM; 11,95 mM; 14,34 mM a 16,73 mM). Absorp¢ni spektra byla zaznamenana
béhem 24 h s ¢asovym intervalem 1 h v kyvetovém drzdku temperovaném na 20 °C.
Rychlostni konstanta ke pro demetalaci mgTPyzPzH* na TPyzPzH: v prostiedi
benzenu/ kyseliny dichloroctové byla ur€ena z linearni zavislosti log(co/c) na ¢ase t, kde
co a ¢ jsou koncentrace protonizovaného mgTPyzPzH™" v roztoku na zacatku a v Case t.

VSechna spektra uvedend v ¢lanku byla korigovédna na zfedéni.
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5.2.3 Priprava mikroemulzi a hodnoceni stability komplexu

Zasobni roztok lipofilnich slouc¢enin TPyzPzMg nebo PcMg v THF (100 uM) o objemu
1,25 ml byl pfidan k 72 mg smési polyethoxylovaného hydrogenovaného ricinového
oleje (PEG-35 Hydrogenated Castor Oil, Cremophor® EL, BASF, Ludwigshafen,
Némecko) a 29 mg triacylglyceridi se stiedné dlouhym fetézcem (Ecogreen
oleochemicals, spliujici specifikace Ph. Eur.) rozpusténych ve 4 ml chloroformu.
Rozpoustédlo bylo odpafeno ve vodni 1azni temperované na 40 °C a za snizené¢ho tlaku
udrzované pod 5 mbar 30 min. Nasledné byly pfidany 4 ml Britton-Robinsonova pufru o
pH 7,40 a smés byla 5 min vortexovana. Po homogenizaci, byl objem upraven na 5 ml
v odmérné bance. Pripravend mikroemulze obsahovala barvivo o koncentraci 25 uM
zapracované do olejovych castic. Mikroemulze stimto slozenim jiz byla
charakterizovana pomoci dynamického rozptylu svétla s pfibliznou velikosti ¢astic
piiblizné 300 nm. ’ Béhem nasledujicich experimentti byla zdsobni mikroemulze (100 ul)
pfiddna do kifemenné kyvety s pufrem o daném pH (2,4 ml), pficemz vznikla smés o
konecné koncentraci testované slouceniny 1 uM. Absorpcni spektra byla zaznamenéna
thned po smichéani a poté béhem 24 h ve vhodnych ¢asovych intervalech (2-30 min)

v zévislosti na rychlosti demetala¢niho procesu.

5.2.4 Priprava lipozomi a hodnoceni stability komplexi

Velké unilamelarni vezikuly (LUVET, z angl. Large unilamellar vesicules extrusion
technique) byly piipraveny technikou vytlaCovani ze suspenze multilamelarnich vezikul
(MLV) naésledujicim postupem. Dioleoylfosfatidylcholin (DOPC, 19,7 mg, 25 mol)
(Lipoid GmbH, Némecko) byl rozpustén v chloroformu a k nému ptidan zasobni roztok
TPyzPzMg nebo PcMg (0,25 ml, 100 uM) v THF. Rozpoustédla byla odpatena ve
100 ml destila¢ni baiice na vodni lazni temperované na 37 °C po dobu 30 min pod tlakem
5 mbar. Nésledné byl pfidan 1 ml Britton-Robinsonova pufru o pH 7,4 a lipidy s barvivem
byly ptevedeny do pufru ze stén baiky jemnym krouZivym pohybem. Ptipravena
suspenze byla 5 min vortexovana, aby se vytvorily multilamelarni vezikuly (MLV, z ang].
Multilamellar vesicles), a ponechdna 24 h pii rt a za nepfistupu svétla. Poté byla pfi rt
suspenze 21x protlatena tam a zpét skrze dva nad sebou umisténé polykarbonatové filtry
(velikost p6értt 100 nm) pomoci malého ruéniho extrudéru (LipozoFast Basic, Avestin).

Pfipravend suspenze lipozomii obsahovala slouceninu v koncentraci 25 uM
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inkorporovanou v LUVET s koncentraci lipidi DOPC 25 mM, tedy v poméru
sloucenina:lipidy 1:1000. Lipozomy s timto slozenim jiz byly vnasi laboratofi
charakterizovany pomoci dynamického rozptylu svétla s ptibliznou hodnotou velikosti
piiblizné 128 nm. '*! Nésledné byla do 2,4 ml testovaného pufru v kiemenné kyveté
pfidano 100 pl zasobni lipozomalni suspenze, ¢imz se pfipravila testovand smeés o
kone¢né koncentraci barviva 1 pM. Absorpéni spektra byla zaznamenana vzéapéti

v prub¢hu 24 h s ¢asovymi intervaly 2-30 min.

5.3 Studium vlastnosti ftalocyaninovych fotosenzitizérii pri

svétlem indukovaném uvoliiovani lipozomalniho obsahu

5.3.1 Fotosenzitizéry

Ps1 byl zakoupen od spolecnosti Frontier Scientific (Newark, DE, USA); Ps2-4 byly
piipraveny jiz diive publikovanymi metodami. '**-'* Zasobni roztoky pouzité ve vétsing
experimentl byly pfipraveny ve fosfatovém pufrovaném roztoku (PBS, z angl. phosphate
buffer saline) v 100uM koncentraci a byly skladovany ve tmé pii laboratorni teploté bez
zmén koncentrace po dobu ne€kolika tydnti. Vzhledem k nizsi rozpustnosti Ps3 v PBS byl
zasobni roztok pfipraven v dimethylsulfoxidu (DMSO) o 10mM koncentraci a pted
experimenty vzdy Cerstvé nafedén do PBS na 1uM koncentraci (obsah DMSO tedy ¢inil

0,01 %) nebo na jinou pozadovanou koncentraci.

Kvantové vytézky fluorescence (®r) v DMSO byly stanoveny absolutni metodou
s pouzitim integracni sféry ve spektrofluorimetru FLS 1000 (Edinburgh Instruments)
s absorbanci vzorku v Q-pasmu s Amax < 0,1, aby se zabranilo efektu vnitiniho filtru.

VSechna stanoveni jsou primérem tii samostatnych stanoveni.

Kvantové vytézky produkce singletového kysliku (®a) byly stanoveny v DMSO podle
dtive publikovaného postupu. '** Ten pouzivé ke kvantifikaci zhase¢ singletového kysliku
1,3-difenylisobenzofuran (DPBF) a nesubstituovany zine¢naty ftalocyanin (ZnPc) jako

referenéni sloudeninu (®x= 0,40 v DMSO) '3,

Pro stanoveni log P byl smichan zdsobni roztok (20 ul, 100 uM) Ps s PBS (380 pl) a
n-oktanolem (400 pl), 5 minut vortexovan a poté 10 minut odstfedovan pii 10 000

otackach za minutu. Do kyvety s 2 ml DMSO bylo pfidano 20 pl oktanolové vrstvy a
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bylo zaznamenano fluorescencni emisni spektrum (Aexe = 360 nm). Stfedni ¢ast mezi
vrstvami byla odstranéna a poté do kyvety s 2 ml DMSO ptidano 20 ul PBS vrstvy a za
stejnych podminek zméieno fluorescencni emisni spektrum. v ptipadé Ps3 bylo 400 pl
zasobniho roztoku o koncentraci 1 uM v PBS smichali se 400 ul n-oktanolu. Hodnota log
P byla vypocitana pomoci nasledujici rovnice:

F (n—oktanol)

logP = log FrES)

kde F(n-oktanol) @ F(pBs) jsou intenzity fluorescence v Amax spektra vzorku v oktanolu a PBS.

5.3.2 Lipozomy

Dva typy lipozomt byly pfipraveny v celkové koncentraci lipidi 20 mg/ml v davkéach
10 ml podle publikovaného postupu. % EYPC lipozomy byly piipraveny z L-a-
fosfatidylcholinu vaje¢ného zloutku (EYPC, Sigma-Aldrich) a cholesterolu (Chol,
Sigma-Aldrich) v molarnim poméru 55:45 (EYPC:Chol). DOPC lipozomy byly
pfipraveny z 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-fosfatidylcholinu (DOPC, Lipoid) a Chol
v molarnim poméru 60:40 (DOPC:Chol). Smés lipidt (200 mg) byla rozpusténa ve 2 ml
absolutniho ethanolu pii 60 °C. Nasledn¢ byl k roztoku lipidi pfidan predehtaty pufr
siranu amonného (8 ml, 250 mM, pH 5,5, 60 °C) za vzniku bilé neprihledné lipidové
emulze. Tato emulze byla desetkrat extrudovana pies dvé na sobé polozené
polykarbonatové membrany (velikost portt 100 nm a 80 nm, Genizer, Irvine, CA, USA)
pomoci plastového extrudéru pohanéného stlaCenym dusikem (Genizer, Irvine, CA,
USA) pii 60 °C. Zbytek siranu amonného byl odstranén dialyzou pomoci 800 ml
dialyza¢niho roztoku (10 mM HEPES v 10% sacharéze) s pouzitim dialyza¢ni trubicky
s celul6zovou membranou (Sigma-Aldrich) s dvéma dal§imi vyménami pufru. Dialyza

byla provadéna pii 8 °C.

Slouceniny pouzité jako kargo lipozomi - basic orange 14 (BO14, Carl Roth)
doxorubicin hydrochlorid (DOX; referen¢ni standard Evropského lékopisu, Sigma-
Aldrich) byly zpracovany tak, aby byl ziskdn kone¢ny molarni pomér 10:1 (lipidy:kargo).
Proces inkorporace byl proveden smichdnim pfipravenych lipozomi s ptisluSnym
zasobnim roztokem karga (20 mg/ml nebo 10 mg/ml pro BO14 a DOX) pii rt a

nasledném zahtéti na 60 °C po dobu 30 min. Pfipravené lipozomy byly dialyzovany, jak
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je popséano vyse, a uplny transfer latek do kavity byl potvrzen tim, Ze po kazdém kroku

dialyzy nebyly v dialyzacnim pufru zjiStény zadné zbytky karga.

Velikost a index polydisperzity (PdI) lipozomt byly stanoveny pomoci pfistroje Zetasizer
Nano-ZS (Malvern, UK) prazdné lipozomy, lipozomy s obéma latkami jednotlivé a pro
lipozomy s obsahem latek a s interkalovanym Ps (pomér lipidi a Ps 50:1) pted a po

ozafeni laserem (685 nm, 400 mW-cm™2, 600 s).

5.3.3 Studium inkorporace fotosenzitizériudo lipozomi

Byl piipraven roztok Ps v pufru PBS (1 uM) a 2 ml byly pfeneseny do kiemenné kyvety.
Nasledné byl objem titrovan zasobnim roztokem lipozomi EYPC (33,47 mM). Po
kazdém ptidavku byl roztok michan po dobu 2 minut a ihned poté bylo zaznamenano

absorp¢ni a emisni fluorescencni spektrum Ps (Aex = 608 nm).

5.3.4 Uvolnéni lipozomalniho obsahu svételnou indukei

PBS pufru (2ml) EYPC nebo DOPC lipozomii obsahujicich BO14 nebo DOX
(Clipozomy = 62,5 uM) byl smichéan s 25 pl 100uM roztoku Ps1-2 a Ps4 a michan po dobu
2 minut (resp. 10 min) v kiemenné kyveté, coz vedlo ke kone¢nému cps = 1,25 uM,
Clipozomy = 60 UM a poméru lipidti a Ps 50:1. v ptipadé Ps3 byly 2 ml jeho 1,25uM roztoku
v PBS pufru smichany se zdsobnim roztokem lipozomu (4 pl), aby se ziskal pomér
lipid:Ps 50:1, a michén po dobu 2 minut. Pfipravené vzorky byly kontinualn¢ ozafovany
skrze horni ¢ast kyvety vykonové nastavitelnou laserovou diodou (685 nm,
400 mW-cm) za sou¢asného michani po dobu 10 minut v tepelném drzaku fluorimetru
nastaveném na 23 °C. Emise fluorescence byla méfena pro BO14 (Aem = 533 nm,
Aex = 485 nm) nebo DOX (Aem = 585 nm, Aex = 480 nm) kazdych 8,6 sekundy po celou
dobu ozatovani. Nakonec bylo do smési pfidano 210 pl 10% Tritonu X-100 ve vodé, aby
se lipozomy rozpadly, a opé€t byla zaznamenana emisni fluorescencni spektra karga. Jako
referen¢ni vzorek pro stanoveni 100 % obsahu karga byly pouzity lipozomy obsahujici
odpovidajici kargo, ale bez Ps inkorporovanych do lipozomalni stény, ty byly bez
ozafovani ihned oSetfené Tritonem X-100. Procento uvolnéného karga po ukonceni

ozafovani bylo vypoc¢teno pomoci nasledujici rovnice:

o < F
maximalni uvolnéni (%) = 100 x o
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kde F a Fy jsou intenzity fluorescence vzorkli po zavérecném osetfeni Tritonem X-100
studovaného vzorku (F) a referen¢nich lipozomt s kargem, ale bez Ps a neozétenych (F0).
Procento uvolnéni v kazdém cCase ozafovani bylo extrapolovano z této hodnoty, protoze

fluorescence karga v PBS se 1i$i od jeho fluorescence v PBS s Tritonem-X 100.

5.3.5 Fotodegradace fotosenzitizéru inkorporovanych do lipozomi

Vzorek EYPC nebo DOPC lipozomt nesoucich BO14 nebo DOX (cipiay = 62,5 uM)
v PBS pufru (2 ml) byl smichan s 25 pl 100uM roztoku Ps1-2 a michén po dobu 2 minut
v kiemenné kyveté, coz vedlo ke konecné koncentraci cps) = 1,25 pM, cqipiay = 60 M a
poméru lipidi a barviva 50:1. Pro Ps3 byl jeho 1,25uM roztok v PBS pufru (2 ml)
smichan se zdkladnim roztokem lipozomu (4 pl), aby se ziskal pomér lipid:fotosenzitizér
50:1, a michan po dobu 2 minut. v pfipadé¢ Ps4 byla doba michani prodlouzena na
10 minut. Poté bylo zaznamenano absorpéni spektrum a vzorek byl po danou dobu
ozafovan laserovou diodou s nastavitelnym vykonem (685 nm, 400 mW cm2). Absorpéni

spektrum bylo zaznamenano po kazdé dob¢ ozatovani.

5.4 Studium efektivity azid-alkynové cykloadice pfri

modifikaci oligonukleotidu

Cyanine5 azid (CyS5, kat. ¢. D3030) byl zakoupen u spole¢nosti Lumiprobe (Hannover,
Némecko). Ostatni slou¢eniny byly pfipraveny podle publikovanych metod (ACR!¥,
BDP, *8 TPyzPz'*°) (obr. 49, viz kap. 6.4.1). Oligodeoxynukleotidové sekvence na
pevné fazi byly zakoupeny u spolecnosti Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska
republika). Hmotnostni spektra MALDI-TOF byla zméfena v negativnim reflektronovém
médu pomoci MALDI Autoflex II (Bruker Daltonics, Némecko) vyuzivajicim jako
matrici kyselinu a-kyano-4-hydroxyskoticovou s ptidavkem HCI. Pro ptipravu pufri byl

pouzit pH meter Druopta (Praha, Ceskoslovensko).

5.4.1 Syntéza oligonukleotidi

ON byly syntetizovany na syntetizérech DNA/RNA Perkin Elmer Applied Biosystem
392/394 v pocatecnim mnozstvi 1 mmol za pouziti standardni purifikace s pouzitim bud’
FAST chranénych (pro znaceni AzaPc a BDP), nebo UltraMILD chranénych nukleosid

fosforamiditovych monomert (pro znaceni ACR a Cy5), kterou provedla firma Generi
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Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika). Syntéza probihala na sklenénych nosi¢ich
s definovanou velikosti pord (500 A, 1000 A, 2000 A) zakoupenych od firmy Merck
(Schnelldorf, Némecko) a na polystyrenovych nosicich zakoupenych od firmy Glen
Research Inc. (Sterling, VA, USA). Dibenzoazacyklooktynem modifikované
fosforamiditové stavebni bloky byly zakoupeny od spolecnosti Glen Research Inc.
(Sterling, VA, USA); 5'-DBCO-TEG Phosphoramidite kat. ¢. 10-1941 a DBCO-dT-CE
Phosphoramidite kat. . 10-1539 pro pozice 2 a 10. Cést kazdé arze odpovidajici 30 nmol
ON modifikovaného pomoci DBCO (ON-DBCO) byla izolovana pomoci HPLC a
analyzovana na MALDI-TOF MS k prokézani totoznosti. ON-DBCO 3" MS (MALDI)
vypocteno [M]" 7572,2 nalezeno 7574,550 [M]"; ON-DBCO X MS (MALDI) vypo&teno
[M]" 7572,2 nalezeno 7573,923 [M]"; ON-DBCO 5" MS (MALDI) vypocteno [M]*
7671,7 nalezeno 7674,354 [M]";

5.4.2 Znaceni a deprotekce

Azidové derivaty znacicich molekul byly rozpustény v MeOH (ACR) nebo THF (AzaPec,
BDP, Cy5) pro ptipravu 0,1mM; 1mM; 10mM a 100mM zdsobnich roztokl. Reakce
probihala s mnozstvim pevné faze odpovidajici 30 nmol navdzaného ON. Po piidani
zasobniho roztoku znacek (200 pl, resp. 400 ul v ptipadé 0,1mM roztoku) byla reakéni
sm¢és tiepana ve sklenéné vialce o objemu 1,5 ml po dobu 24 h pii 23 °C. Poté byl znadici
roztok odstranén odpipetovanim, pevna faze 3x promyta ptisluSnym rozpoustédlem a
nasledné vysuSena za atmosférického tlaku. Meziprodukt byl zpracovan naslednym
ttepanim bud’ pomoci 500 pl 32% roztoku amoniaku ve vodé (Merck, Schnelldorf,
Némecko) po dobu 24 h (AzaPc-ON, BDP-ON), nebo pomoci 0,05M K>CO3 v MeOH
po dobu 8 h (Ac-ON), resp. 2 h (Cy5-ON). Vysledna smés byla piefiltrovana ptes
gelovou filtra¢ni kolonu (CentriPure N10 Zetadex Gel Filtration columns, Emp Biotech
GmbH, Berlin, Némecko). Odebrana frakce 1-2 ml byla odpatena do sucha ve vysokém
vakuu (4 mbar) pomoci SpeedVac 2030 (ThermoFisher, USA). Nakonec byly vSechny
vzorky rekonstituovany v 60 pl ¢isténé vody, dikladné vortexovany a pievedeny do

vialek s inzerty.
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5.4.3 Chromatografické podminky

Chromatograficka analyza a separace byly provedeny pomoci chromatografu Shimadzu
LC20 Prominence (Kjoto, Japonsko), ktery se sklada z odplyiiovace mobilni faize DGU-
20A3, dvou binarnich gradientovych cerpadel LC-20 AD, autosampleru SIL-20 AC se
smyckou na 100 pl vzorku, kolonového prostoru CTO-20 AC, detektoru SPD-M20A
s fotodiodovym polem (PDA) a komunika¢niho modulu CBM-20 AC.

Acetonitril a methanol (MeOH) v gradientové kvalit¢ pro HPLC byly zakoupeny od
spoleénosti VWR (Praha, Ceska republika). Kyselina octova (Ph. Eur. reagent) byla
ziskéna od firmy Merck (Schnelldorf, Némecko). Triethylamin (TEA) byl zakoupen od
spole¢nosti Fluorochem (Hadfield, Velka Britanie). Voda Milli-Q byla vyrobena pomoci
purifika¢niho systému Millipore (Schwalbach, Némecko). 50mM pufr TEAA byl
pfipraven vzdy v ¢ase potfeby z 2M zdsobniho roztoku upraveného na pH 7 a filtrovan

na nylonové membrané 0,22 pm, 47 mm (GVS North America, USA).

Byla pouzita kolona Clarity Oligo-RP™, 3 um, 4,6 x 100 mm (Phenomenex, USA)
zalozend na technologii Geminy Two-In-One Technology™ s jaddrem z oxidu

kfemicitého (IV) s ptivodni kiemicito-organickou vrstvou.

Stabilita této kolony je v rozmezi pH 0-12 a teploty do 60 °C a je vhodna pro analyzu a
¢isténi barvivem znacenych a modifikovanych syntetickych ON do délky 60 mert.
Termostat byl nastaven na 40 °C a pritok mobilni faze byl nepfetrzit€¢ 1 ml/min;
vstfikovany objem vzorku byl 1 pl. Mobilni faze byla pfipravena smichanim iontové
parovaciho rozpoustédla (50 mM TEAA) a acetonitrilu v gradientové metodé od
10 % organické faze az po 46 % (ACR-ON) nebo 85 % (AzaPc-ON, BDP-ON a
Cy5-ON) béhem 10 min a poté isokraticky eluovana po dobu 3 min a 2 min v ptipade
ACR-ON. v obou metodéach pak béhem 5 minut probéhla ekvilibrace.

Vsechny chromatogramy byly zaznamenany pii vlnovych délkach odpovidajicich
absorpcnim maximim jednotlivych analyti (Cy5-ON — 260 a 650 nm; ACR-ON — 260
a 450 nm, BDP-ON — 260 a 500 nm, AzaPc-ON — 260 a 650 nm). VSechna ziskana data
byla zpracovana pomoci softwaru LabSolution, verze 5.3 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).
Kazdy typ modifikovaného ON byl izolovan pomoci HPLC a analyzovan na
MALDI-TOF MS k prokazani totoznosti.
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AzaPc-ON 3~ MS (MALDI) vypocteno [M]" 9164,99 nalezeno 9166,893 [M]';
AzaPc-ON X MS (MALDI) vypocteno [M]" 9164,99 nalezeno 9166,313 [M];
AzaPc-ON 5” MS (MALDI) vypocteno [M]* 9265,49 nalezeno 9267,032 [M]';

Cy5-ON 3° MS (MALDI) vypoc¢teno [M]" 8136,56 nalezeno 8144,349 [M]*; Cy5-ON X
MS (MALDI) vypoéteno [M]"™ 8136,56 nalezeno 8150,510 [M]"; Cy5-ON 5"~ MS
(MALDI) vypocteno [M]" 8237,06 nalezeno 8239,665 [M]";

BDP-ON 3’ MS (MALDI) vypocteno [M]* 7981,4 nalezeno 7972,090[M]*; BDP-ON X
MS (MALDI) vypocteno [M]* 7981,4 nalezeno 7973,92 [M]*; BDP-ON 5" MS (MALDI)
vypocteno [M]" 8081,9 nalezeno 8093,920 [M]";

ACR-ON 3" MS (MALDI) vypoéteno [M]" 8004,46 nalezeno 8005,233 [M]"; ACR-ON
X MS (MALDI) vypoc¢teno [M]" 8004,46 nalezeno 8005,745 [M]"; ACR-ON 5" MS
(MALDI) vypocteno [M]" 8104,96 nalezeno 8106,281 [M]";
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6 Vysledky a diskuze

Ve své disertani praci jsem se zabyvala nékolika riznymi tématy, ktera jsou vSak
propojena jednim spolenym jmenovatelem a tou je praktické vyuziti Pc a TPyzPz
v oblasti molekularné biologické a biochemické diagnostiky, a potencialné i terapie
nadorovych onemocnéni. Nase vyzkumna skupina AzaPc group se jiz celou fadu let
vénuje vyzkumu téchto latek s velkym a rozmanitym potencidlem v Iékatskych védach
at uz v piimé terapii prostfednictvim PDT nebo v diagnostice diky fluorescenci a
schopnosti zhaseni excitovanych stavii pomoci ICT. Nicméné béhem této doby
opakované nardzi na limity v jejich praktickém vyuziti zapti¢inéné jejich nizkou polaritou
a vyraznou agregaci. I kdyz od objeveni Pc v roce 1907 uplynulo uz vice nez 100 let, jsou
zde stale neobjasnéné aspekty téchto struktur, coz skyta velky prostor pro dalsi vyzkum.
Tato prace je proto pfehledem nékolika samostatnych projektt zabyvajicich se riznymi
problémy, na které nejen naSe skupina pii svém vyzkumu nardzela. Mym ukolem bylo
posunout znalosti v téchto oblastech dale a pfispét tak k lepSimu pochopeni jejich

chovani.

6.1 Studium syntézy periferné substituovanych kiemicitych

komplext tetrapyrazinoporfyrazinu

Prvni ¢ast této disertatni prace pojedndva o problematice pfipravy symetrickych
kfemicitych komplexti TPyzPz s rtiznou periferni substituci a studiem vlivu charakteru
této substituce na jejich reaktivitu. Zkouma vyuziti dvou syntetickych postupti — klasické
templatové i modernéjsi inzeréni metody. Déle se zabyva moZznostmi a limitacemi axialni
substituce kiemicitého TPyzPz komplexu. Do této doby se veskera literatura zabyvala

150-152

pouze piipravou kiemicitych Pc komplext , ale zminky o kiemicitych komplexech

TPyzPz se objevovaly pouze sporadicky. 133156

Vysledkem tohoto projektu byla publikace P1. >’ Na tomto ¢lanku jsem se podilela
vyvojem syntéz, monitoringem reakci, zpracovanim dat a spolupraci na manuskriptu.
Veronika Novakova se podilela finalnim zpracovanim dat a tvorbou manuskriptu. Petr
Zimcik a Svétlana Ivanova se podileli editaci manuskriptu, Miroslav Miletin navrhem

koncepce projektu, metodik reakci a na ptipravé manuskriptu.
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Pivodnim zamérem tohoto projektu byla piiprava periferné i axialn€¢ modifikovanych
kfemicitych komplexti TPyzPz, které by slouzily k fluorescenc¢nimu, potencialné az
teranostickému znac¢eni ON podobné jako Pc. 1°% 18 Tedy TPyzPz s periferni substituci
vhodnou pro vysoké vytézky fluorescence nebo singletového kysliku a zaroven skupinou

vhodnou pro konjugaci s ON (azidova skupina) nesenou na axidlni pozici.
6.1.1 Templatova metoda

Nejprve byl pro piipravu cilovych TPyzPz pouzit postup zalozeny na konverzi
5,6-disubstituovanych  pyrazin-2,3-dikarbonitrild na pfislusné diiminoisoindoly
probublavanim amoniakem v pfitomnosti methoxidu sodného jako baze (obr. 17). Tyto
reaktivnéj§i meziprodukty by v nédsledném kroku mély ochotnéji poskytnout cilovy
cyklotetramer. V ramci série byly pozorovany vyznamné rozdily pfi pfipravé zminénych
diiminoisoidnolinti. Prekurzor 1-C byl téméf upln¢ preveden na 3-C (ovéfeno pomoci
TLC-MS) béhem 45 minut uz pti pokojové teploté. Mirné zvyseni teploty, at’ uz béhem
reakce nebo bcéhem nasledného zpracovani, vyustilo v okamzitou a plnou
cyklotetramerizaci na pfisluSny bezkovovy TPyzPz. Naopak slouceniny 1-S a 1-N
vyzadovaly zvysenou teplotu 60 °C a reakéni dobu 3,5, resp. 60 h. V souladu s podobnym
pozorovanim v literatufe'® substituce alkylsulfanylovou a alkylaminoskupinou zlepsila
stabilitu vznikajicich intermedidth 2-S a 2-N natolik, Ze tyto derivaty byly pozorovany
béhem reakce pomoci TLC. Zatimco meziprodukt 2-S se okamzité pfeménil na kone¢ny
3-S, pfeména meziproduktu 2-N na 3-N byla vyrazné pomalejsi, takZe jej bylo mozné
pozorovat i po 12 hodinach reakce, kdy jsme jej vyizolovali ve vytézku 20 %. Dodatecné
mnozstvi methoxidu sodného nebo charakter rozpoustédla (bezvody methanol nebo

butanol) nemély na pribéh reakce Zadny vliv. Prekurzor 1-N byl termolabilni, takze

zahtivanim dochazelo k vyraznému rozkladu.
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Obrazek 17 Schéma syntézy reaktivnéjsich meziproduktii templatovou metodou pro pripravu TPyzPz.
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Po zahtati prisluSnych diiminoisoindolt (3-N, -S, -O) v pyridinu v pfitomnosti templatu
SiCls se reakéni smés zbarvila do tmavé zelené barvy, coz svédéi o vzniku
cyklotetrameru. Piitomnost velkého mnozstvi amorfni hmoty, vSak zna¢n¢ komplikovalo
uspokojivé zpracovani této reakce. Ke znacnym ztratdm produktu dochézelo i pfi
purifikaci produktu pomoci sloupcové chromatografie. Pfi rliznych obménach a
kombinaci riiznych postupi'>!: 153 159161 (obr, 18) jsme narazeli na stale stejné problémy
pii zpracovani a komplikace analyz vSudypfitomnymi siloxanovymi necistotami, které
byly ve znacné miie patrné na NMR spektru produktu i po mnohondsobném cisténi.
Z dtvodu popsanych komplikaci jsme se rozhodli zaméfit na druhou metodu piipravy

makrocyklu, a to inzerci kfemicitého kationtu do bezkovového TPyzPz.
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Obrazek 18 Pokusy o pripravu kremicitého TPyzPz pomoci templatové metody i) chinolin/pyridin, tetrachlorsilan,
ii) pyridin, trichlorsilan, iii) tetralin, tributylamin, urea, trichlorfenylsilan, 120 °C, iv) DCM, tributylamin,
allyldichlorsilan, v) toluen, pyridin, allyldichlorsilan, 110°C.

6.1.2 Inzerce kiemicitych kationtu do bezkovovych

tetrapyrazinoporfyrazini

Teorie této metody byla popsana vyse (viz kap. 3.1.1), nicméné pro syntézu kiemikovych

Pc byla v praxi popsana jen vyjimecng'®® 162

a pro TPyzPz zatim vibec ne. Vzhledem k
podobnosti struktury téchto makrocykli jsme tedy vychozi podminky pro piipravu
kfemicitych TPyzPz ptevzali podle ptfipravy kiemicitych komplext Pc. Jako vychozi
latky byly pouZzity bezkovové TPyzPz 1bN, 1bS, 1bO a 1bC (obr 19). Ty byly pfipravené
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Lindsteadovou cyklotetramerizaci prostiednictvim butanoldtu hofecnatého, po které
nasledovala demetalace piislusnych hotecnatych komplexii pomoci kyseliny
p-toluensulfonové (viz kap. 3.1.1). 3% 136163 Bezkovové TPyzPz byly podrobeny reakci

s trichlorsilanem v prostfedi dichlormethanu s tributylaminem.
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Obrazek 19 Syntéza kiemicitych TPyzPz i) trichlorsilan, tributylamin, bezvody DCM, Ar, 30 °C; ii) H20. Celkové
vtezky 14-37 %.

Sledovani inzerce pomoci TLC bylo zkomplikovano hned n¢kolika ptekazkami z ditvodu
silného chvostovani produkti reakce. Vznikajici dichlor-derivaty navic samovolné
hydrolyzovaly na dihydroxy derivaty ptisobenim vzdusné vlhkosti. Jednozna¢ny dikaz o
inkorporaci kiemicitého kationtu ndm dala pouze UV/vis spektroskopie na zaklad¢
rozdilfi v Q-pasu (obr.19, modelové spektra) (viz kap. 3.1.2). 4% %4 Tato skutecnost a
zkuSenosti z templatové metody nas primély prozkoumat rozdily reaktivity makrocykli

s riznou periferni substituci a porovnat jejich reaktivitu.

Uvodem kazdého experimentu jsme ovéfili, zda pfitomnost tributylaminu nezptisobuje
deprotonaci centralnich atomi dusiku makrocyklu. Ta by mohla mit velmi podobny vliv
na absorpcni spektra komplext jako inzerce centralniho atomu. Nasledné byl pribéh
reakce sledovan poklesem pastt s niZ§i energii v rozstépeném Q-pasu a soucasnym
vznikem nového nerozstépené¢ho Q-pasu odpovidajiciho kifemicitému komplexu TPyzPz
(obr. 20). V literatute se pro piipravu SiPc touto metodou pouziva nadstandardni piebytek
trichlorsilanu (obvykle 24 ekv.), '*® my jsme vSak jeho mnoZstvi sniZili pouze na 12
ekvivalenti. Vysledkem bylo zpomaleni reakéni rychlosti a lepsi monitoring prubéhu
reakce a rozdily v rdmci studované série. Kromé toho poloviéni mnozZstvi reagujiciho

trichlorsilanu  vyrazn€ snizilo mnozstvi vznikajicich polymerujicich siloxana
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z nezreagovan¢ho silanu a tim vyrazné zjednoduSilo postup Cisténi. Zjistili jsme, Ze

periferni skupiny vyznamné ovliviiuji pribéh reakce (obr. 20).

0.129 -— Si(lV) 0.044
L 0.10
0.104 coordinating & 652 nm g 849 nm & 0.10 629 nm
9 TPyzPz < < 0.034 <
2 0.08+ ® ® ®
© @ @ @
-.g 0.06- metal-free 2 0.054 2 0.02 2
@ TPyzPz § s 5 0.05
2 0.04- 5 5 [
< 8 3 0.014 622 nm 8
0.024 g 673 nm g g 647 nm
0.00 T T 1 0.00 0.00
550 600 650 700 0 0 50 100 150
Wavelength, nm Time, min
0.03 0.10+ )
0.10 -+ 0min
™~ © 0.08 0.084 —— 200 min °
@ A @
g 002 4 g g g
© \ Y, S (06 © 0.06- 649 min ©
o A7 2 T Q2 2
5 = 9 S 004 s
§ 0.014 ‘ é 0.044 § ' é 0.04-
o ) 0.02- 0.02+
0.00 0.00-
550
Wavelength, nm Wavelength, nm Wavelength, nm Wavelength, nm

Obrazek 20 Graf vievo nahore: bezkovovy (fialova) a kiemicity TPyzPz 50 (¢ernd) v DCM. Horni Fada kromé
prvntho grafu: Zmeny absorpcnich maxim odpovidajicich bezkovovym formam (modré tecky) a kiremicitym
komplexiim (Cerveny ctverec) zkoumanych TPyzPz v case béhem inzercni reakce. Spodni rada: Zmeny absorpcnich
spekter (v DCM) béhem inzercni reakce v case. Reakcni podminky: TPyzPz bez kovu (1 ekv.), trichlorsilan (12 ekv.),
tributylamin, DCM, Ar, 30 °C.

Podobné jako u templatové metody TPyzPz 1bC projevil zvySenou ochotu reagovat a
koordinoval centrdlni atom témét okamzité — viditelna zména typického spektra ligandu
byla patrna jiz béhem prvniho odbéru vzorku z reakéni smési po deseti minutach od
pfidani trichlorsilanu. Béhem 20. — 60. minuty uZ nebyly pozorovany vyraznéjs$i zmény
pii vzniku Q-pasu a reakce byla ukoncena. TPyzPz 1bS reagoval velmi podobné
s viditelnym postupnym nérlistem v absorpénim maximu vznikajictho Q-pasu 652 nm.
Naopak u 1bN nebyly pozorovany z4dné zmény v absorpcnich spektrech po dobu 2 h
reakce a 1bO reagoval jen velmi neochotné, jak je viditelné na spektru s minimalnim
nartistem ve vinové délce 622 nm béhem tii hodin (obr. 20 O). Tento jev pfipisujeme
siln¢ elektron-donorovym alkylaminovym (1bN) a aryloxy (1bO) skupindm na periferii

TPzyPz.

Inzerce kiemicitého kationtu do TPyzPz byla pro dvoji kontrolu pozorovana i pomoci
fluorescenéni spektroskopie (obr. 21). Pro bezkovové TPyzPz ligandy je typické slaba

fluorescen¢ni emise s Q-pasem ve vyssich vinovych délkach. 4 Nase zavéry podpotil

pokles emisniho pasu pfi 679 nm, 658 nm a 656 nm pro 1bS, 1bO, resp. 1bC (obr. 21,
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modra) pti soucasném nartistu siln€jSitho hypsochromné posunutého emisniho pasu
kfemicitych TPyzPz komplexti (obr. 21, cervend) pozorovany béhem reakce.
Alkylaminosubstituovany derivat 1bN byl z téchto experimentti vyloucen, protoze jeho
excitované stavy jsou uéinné zhaseny pomoci ICT** %° bez ohledu na centralni atom, a

proto nelze pozorovat emisi fotoni.
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Obrdzek 21 Zmény fluorescencnich emisnich spekter (v DCM) béhem inzerce kiemicitych kationtii. Jsou zobrazena
pouze pocitecni a konecnd fluorescencni emisni spektra odpovidajici TPyzPz bez kovu (modrd) a TPyzPz s Si(IV)
(Cervend) (Gexe = 375 nm pro S, Jexe = 348 nm pro O, Aese = 343 nm pro C).

Role prebytku trichlorsilanu byla zkoumana jesté podrobnéji. Jelikoz 12 ekv. nevedlo k
plné koordinaci kifemicitych kationtd do centra 1bO, byl podobny experiment proveden
s pouzitim 24 a 48 ekv. (obr. 22¢, d). Zvyseni piebytku trichlorsilanu na 24 ekv. bylo
v ptipad¢ 1bO dostacujici, coz je zfejmé z pribéhu absorpéniho maxima Amax = 622 nm
vznikajiciho komplexu (obr. 22a, c). Pouziti 24 ekv. se vtomto piipadé jevilo jako
optimalni, protoze vétsi piebytek trichlorsilanu sice jesté urychlil ibytek bezkovového
ligandu (obr. 22d), ovSem nevedl k narastu absorbance odpovidajicimu absorpcnimu
maximu produktu (obr. 22¢, zelend). Tuto ostrou hranici stagnace az mirného poklesu si
vysvétluyjeme zvySenou koncentraci vedlejSitho polymerniho produktu, ktery do své
struktury navazal vznikajici komplexy. Tuto teorii potvrdil i samotny vizualni prib&h
reakce, kde se v Case vytvaii barevna kasovita hmota, ze které nelze komplex — polymer
Zadnym zptisobem vymyt ¢i rekrystalizovat (obr. 22e). Neochota 1bN koordinovat Si(IV)
byla jest¢ vyrazné€j$i a pouze dal§i zdvojnasobeni piebytku trichlorsilanu (48 ekv.)

umoznilo ziskat pozadovany produkt SN v rozumném vytézku 37 %.
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Obrazek 22 VIiv mnozstvi trichlorsilanu v inzeréni metodé s pouzitim 1bO: Zmény absorpcnich (a) a emisnich
fluorescencnich (b) spekter s 24 ekv. trichlorsilanu (spektra porizend v DCM). Nariist absorpcniho maxima
odpovidajiciho Si(IV) TPyzPz 50 (c) a pokles absorpcniho maxima odpovidajiciho bezkovovému ligandu 1bO v case
(d). Reakcni podminky: 1b0O (1 ekv.), trichlorsilan (12, 24 nebo 48 ekv.), DCM, tributylamin, Ar, 30 °C. Vznikajict
nerozpustny vedlejsi produkt (e)

Po optimalizaci podminek reakce byly nakonec izolovany a plné charakterizovany
kifemicité komplexy TPyzPz (viz kap. 5.1.1). MS analyza potvrdila, ze axialni
chlorskupiny se béhem zpracovani rychle hydrolyzovaly na dihydroxyskupiny. Pfi této
analyze byl vzdy detekovan pouze fragment [M-OH", ktery ztratil jednu axialni
hydroxylovou skupinu. Tyto fragmenty byly detekovany bez ohledu na typ periferni
substituce a byly potvrzeny dvéma zpiisoby ionizace (MALDI, ESI). V'H NMR
spektrech po inzerci zmizel ze zaznami signal centralnich NH vodikli objevujici se
v zépornych hodnotach ppm u bezkovovych derivati. Axialni hydroxylové skupiny vSak

pozorovany nebyly.
6.1.3 Axialni modifikace

Hlavni vyhodou kiemicitych komplext je jejich schopnost vazat axialni ligandy. Toho

jsme chtéli plivodné vyuzit pro zavedeni azidové funkéni skupiny, kterd by umoznila

post-syntetickou modifikaci ON pomoci SPAAC reakce. Pfi pouziti postupl

publikovanych u kiemigitych Pc!® byl pozorovan v piipadé kiemigitych TPyzPz vznik
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pfevazné disubstituovaného produktu oproti monosubstituovanému. OvSem po
zpracovani reakce se opakované pomoci MS analyzy potvrdila pouze struktura vychoziho
dihydroxylového komplexu, nebylo vSak jednozna¢né, zda reakce neprobihd nebo zda
dochazi ke Stépeni pfi MS analyze. Nakonec pii snaze axidlni pozici substituovat
alifatickymi alkoholem ¢i fenolem (obr. 23), jsme dosli k zavéru, ze vznikajici produkty
s vazbou axialniho ligandu charakteru Si-O-C maji velmi nizkou stabilitu bez ohledu na
periferni substituci makrocyklu a jiz béhem purifikace pomoci sloupcové chromatografie

se produkty zpétné hydrolyzuji na vychozi dihydroxylovy derivat kiemicitzch TPyzPz.

%N NN,
EYy Jon
ﬁ% ’

HO

3N, 38, 30, 3C

Obrdzek 23 Nepovedené axidini substituce v toluenu s pyridinem.
Nasledné¢ jsme tedy zkusili k substituci pouzit trihexylchlorosilan, nebot jsme
predpokladali vyssi stabilitu produktu diky vzniku vazby Si-O-Si mezi centralnim
kationtem a axidlnim ligandem (obr. 24). Pro tuto reakci byly aplikovany podminky

pouzivané v literatuie pro podobné kemicité Pc, 1%

ale s pyridinem jako rozpoustédlem
misto 3-pikolinu. Zahtivani dihydroxy ktemicit¢é TPyzPz ve smési toluen:pyridin
v poméru 4:1 s trihexylchlorosilanem tak vedlo k vazbam Si-O-Si obsahujicim 60
vdobrém  vytéZku 79 %. Analogické  vysledky poskytly 1  produkty

s tritsopropylchlorsilanem a tributylsilanolem.

Ovéfeni struktury pfipravené slouceniny 60 pomoci HRMS nebylo moZzné vzhledem k
nemoznosti tuto slouceninu ionizovat. Struktura vSak byla jednoznaéné prokdzana NMR
analyzou. Axialni ligandy kiemicitych komplexli se totiZ vyzna€uji vysoce stinénymi
signaly v zaporné ¢asti spektra magnetického posunu (obr. 25), pficemz lze pfifadit jasné
patrné signaly nejvice stinénych vodikl ethynylovych skupin v poloze Al (-1,5 ppm,
obr. 25), A5 (0,71 ppm) a A6 (0,53 ppm). Siloxanova vazba byla potvrzena i pfitomnosti
charakteristickych pikti v IR spektrech (1065 cm™).
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Obrazek 25 Priblizend ¢dast 'H NMR spektrum axidlné substituovaného kiemicitého TPyzPz.

6.2 Studium stability horeCnatych komplexi ftalocyanini a

tetrapyrazinoporfyrazina v kyselém prostredi

Druhé c¢ast mé disertani prace se zabyva komplexnim studiem stability centralnich

kationtl cyklotetramerti Pc a TPyzPz v kyselém prostiedi, se zamé&fenim na hofecnaté
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komplexy; porozuméni mechanismt a vlivu podminek prostfedi na demetalacni proces a
moznych zplsobl jeho omezeni. Demetalaci rozumime disociaci centralniho kationtu
kovu z kavity tetrapyrrolového jadra. A ackoliv je jev demetalace u hote¢natych
komplexti dlouhodobé znamy?? a v syntetickych postupech i hojné vyuzivany,'®’” nikdo
jej detailnéji v ptipadé¢ Pc a TPyzPz nestudoval. Pfitom se mirn¢ az stfedné kyselé
prostfedi bézné vyskytuje v zivych systémech (lysozomy) nebo pravé v naddorovych
tkdnich ¢i oblastech zanétu, coz miize mit pfimy vliv na vyuzitelnost t€chto komplexa
v praxi. Proto jsme se v této praci zaméfili na ucelené zhodnoceni procesu demetalace
lipofilnich i hydrofilnich hote¢natych komplexii PeMg a TPyzPzMg na jejich bezkovové
analogy PcHz a TPyzPzH:.

Vysledkem bylo publikovani vysledkii v €lanku P2. 1% Na tomto ¢lanku jsem se podilela
ptipravou struktur a formulaci, provedenim fotofyzikdlnich experimentl, formalni
analyzou a vizualizaci ziskanych dat, podilem na pfipravé originalniho textu publikace a jeho
recenze a editace. Petr Zimc¢ik piispél koncepci a metodikou experimentti, formalni analyzou
dat, zajisténim zdrojii a sepsanim puvodniho textu prace. Miroslav Miletin a Veronika
Novakova prispéli validaci dat, recenzi a editaci manuskriptu. Anita Mulaku se podilela

na fotofyzikalnich experimentech s DSS k ziskani preliminary dat.
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TPyzPzZn M=27Zn, X=N
TPyzPzH2 M=2H,X=N

PcMg M=Mg, X=CH ws-TPyzPzMg M= Mg, X=N

PcZn M=2Zn, X=CH ws-TPyzPzZn M=2Zn, X=N

PcH2 M=2H,X=CH ws-TPyzPzH2 M=2H,X =N
ws-PcMg M= Mg, X=CH
ws-PcZn M=2Zn X=CH
ws-PcH2 M= 2H,X =CH

Obrazek 26 Schematické zndzornéni studovanych systémii: (a) organické rozpoustédlo (bezvody benzen)
s rozpustenymi lipofilnimi barvivy, (b) vodné prostredi (pufr) s rozpusténymi hydrofilnimi barvivy, (c) mikroemulze
s lipofilnimi barvivy inkorporovanymi do olejovych castic; (d) lipozomy s lipofilnimi barvivy inkorporovanymi do
lipidové dvojvrstvy; a (e) struktury prislusnych sloucenin znazornéné vpravo.

Pro studium lipofilniho prostiedi byly vybrany latky s objemnou nepolarni

terc-butylsulfanylovou substituci na periferii, ktera efektivné brani agregaci (viz
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kap.3.1.2). Lipofilni komplexy byly déale zkoumany ve dvou dalSich formach,
zabudovany do mikroemulzi a lipozomil pro ovéfeni zda je tyto systémy mohou chranit
proti demetalaci ve vodném prostiedi (obr. 26a,c,d). Pro srovnani ziskanych dat
z vodného prostfedi jsme vybrali ve vodé snadno rozpustné Pc a TPyzPz s kationicky
nabitymi triethylamoniumethylsulfanylovymi skupinami (obr. 26b). Diky vyraznému
rozdilu absorpcnich spekter kovovych komplexti oproti bezkovovym ligandim, bylo
mozné proces demetalace sledovat spektroskopicky prostfednictvim zmén v Q-pasu

(obr. 10a, viz kap. 3.1.2).

6.2.1 Demetalace v organickém rozpoustédle

v

Jiz dtive byly publikovany prace tykajici se niz§ich analogti Pc, které navrhly v procesu
demetalace hotciku nékolik meziprodukti, i kdyz je jejich vyskyt velmi kratky,
v zavislosti na typu organického rozpoustédla. V ptipad¢ aprotickych rozpoustédel autoii
navrhli acidoprotolyticky mechanismus, kdy kyselina ptsobi jako donor protonu a
zéaroveii jako aniont. 1% 70 Jako prvni charakteristicky krok tohoto mechanismu navrhli
protonaci azomethinového dusiku (obr. 27, meziprodukt I) s koordinaci aniontu

s centralnim hot¢ikem.
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Obrazek 27 Acidoprotolyticky mechanismus demetalace horecnatych komplexii v organickém rozpoustédle
v piitomnosti kyseliny. Prevzato z 1%

Abychom tento mechanismus potvrdili, zkusili jsme nejprve monitorovat proces u
komplexti v prosttedi bezvodého THF pomoci titrace kyselinou trifluoroctovou (TFA,
z angl. trifluoric acid, obr. 28a). Ta sice ukazala mirné zmény spektra ve vyssich vinovych
délkach kolem 750 nm, avSak celkové zmény spektra ukazaly, Ze rozklad makrocyklu
probiha rychleji neZ proces demetalace i1 pfi nizkych pfidavcich TFA. Ani zména kyseliny
za slabsi kyseliny trichloroctovou a dichloroctovou (TCA a DCA) proces rozkladu
nezpomalila, proto jsme se rozhodli pro pouziti rozpoustédla s niz§im indexem polarity,
které by mohlo proces demetalace vyrazné zpomalit a mohlo by zaznamenat jednotlivé
faze procesu. Pridavani TCA do roztoku TPyzPzMg v bezvodém benzenu vedlo
k postupnému poklesu intenzity Q-pasu (658 nm) a k vyskytu nového bathochromné
59



posunutého péasu v pfiblizn¢ 702 nm. Na zaklad¢é dostupné literatury lze tento pas pfipsat
vzniku monoprotonované formy makrocyklu (TPyzPzMgH™") na azamethinovém dusiku
(obr. 27, meziprodukt I). 43171173 Ze zavislosti poklesu absorbance v Amax na koncentraci
TCA (obr. 28b, inset) byla stanovena ptislusna asociacni konstanta v benzenu K, -4,24 +

0,20 - 10* M"!. Titrace PcMg vedla opét k rozkladu, coz naznacilo vys§i bazicitu Pc

komplexu.
0.3 0.03
a) v b) (5. o 658
8 002
g 802
8 0.24 gom 8 < oA 702
8 2021 °
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5 " avelength, -g 00 05 10 15
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Obrazek 28 a) Zmény absorpcnich spekter PcMg v THF béhem titrace s TFA (do 10 % (v/v)), inset: Absorpcni
spektrum PcMg v THF s 2,5 % TFA (v/v), b) Protonace TPyzPzMg v benzenu (Cbarvivo = 1 uM) po pridani TFA, inset:
Pokles absorbance pri vinové délce maxima Q-pasu neprotonizované formy, modrd ¢ara = nelinedrni regrese
ziskanych dat vypoctena pomoci programu GraphPad Prism. Viechny udaje byly korigovany na ziedeni.

Pii titraci roztoku PcMg a TPyzPzMg v benzenu pomoci DCA uz dochazelo u obou
komplexii k pomalejSimu poklesu intenzity Q-pasu (706 resp. 658 nm, obr. 29 a, b) za
soucasné protonace azamethinovych dusikll (vznik a nérast pasu 756 resp. 701 nm).
Pomalejsi proces protonace v prostiedi slabsi kyseliny byl potvrzen i niz§imi hodnotami
asocia¢nich konstant K, = 4,33 £ 0,31 - 10> M pro PeMg a 1,67 + 0,026 - 10> M™! pro
TPyzPzMg. Navic tak byla i potvrzena nizsi bazicita druhého makrocyklu v dasledku
pritomnosti elektron-odtahujicich pyrazinovych kruhd. Dalsi pridavky DCA kvalitativni

charakteristiku spekter jiz neménily a dochazelo pouze k natedéni roztoku, coZ je patrné

z plato taze zavislostnich kiivek (obr. 29a, b insety).
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Obrazek 29 Zmeny absorpcnich spekter pri protonaci (a) PeMg a (b) TPyzPzMg v benzenu (Charvive = 1 uM) po

pridavku DCA; insety: Pokles absorbance pri vinové délce maxima Q-pdsu neprotonizované formy, cervend
cara = nelinearni regrese ziskanych dat vypoctena pomoci programu GraphPad Prism. VSechna data byla
korigovdna na ziedéni. Zmény absorpcnich spekter protonovanych komplexii (zelend ¢dra) ¢) PeMgH* a d)
TPyzPzMgH™ (Coarvivo = 1 uM) béhem 24 h v roztoku DCA (cpca = 4,75 mM) v bezvodém benzenu pri 25 °C.
Normalizovana absorpcni spektra (e) PcMg, (f) TPyzPzMg demetalovaného pomoci DCA (modra cara) v benzenu
(cpca = 4,75 mM, 24 h piisobeni, data z grafii (c,d)). Pro srovnani jsou rovnéz zobrazena spektra (b) PcHz a (d)
TPyzPzH>v benzenu (Cervend cara) a benzenu s DCA (cpca = 4,75 mM, cerna carkovana cara).
Na druhou stranu se u takto protonovanych hote¢natych komplext projevil vliv ¢asu
zménou charakteru spekter (obr. 29¢c, d, zelend). Lépe byly zmény pozorovatelné u
TPyzPz koplexu. Pas protonizovaného TPyzPzMgH* (meziprodukt I) pti 701 nm
postupné klesal, zatimco se objevily dva nové pasy s hypsochrom¢ posunutymi maximy
v 675 nm a 645 nm (obr. 29d). Tato zména byla nevratna. Na tvaru spektra po 24 h
pusobeni 4,75mM DCA lze pozorovat jeSt¢ maly zbytek nedemetalovaného
TPyzPzMgH" (malé rameno pii 701 nm), jinak se ale celé spektrum dokonale prekryvalo
se spektrem bezkovového ligandu TPyzPzH: (obr. 29f, Cervend). Toto zjisténi bylo
v naprostém souladu s navrzenym mechanismem (obr. 27). Pfitomnost jasnych
isosbestickych bodu v prabéhu prechodu spekter (obr. 29d) naznacuje transformaci jedné
formy na druhou, cozZ jen dale podpofilo sprdvnost navrzeného mechanismu. Vysoka
bazicita PcMgH* (obr. 29c) ovlivnila pozorované zmény spektra v Case, jelikoz
demetalace byla provdzena i postupnou dekompozici celého komplexu. Piesto byly

trendy v kvalitativnich zménéach podobné tém u TPyzPz komplexu a kone¢ny produkt se

61



po 24 h vyznacoval absorpénimi maximy ve stejnych polohéch jako u bezkovového PcHz

(obr. 29¢, e modra)

Tabulka 1 Hodnoty efektivni disociacni konstanty a koncentrace DCA

R iy S P . cpca [mM] ket [s']
0.6 '
-+ Egir:]m 6 . 7,17 2,98 - 10°°
—_— N i '» L
S 0447 16 =, ® 9,56 4,90 - 10
g L . 11,95 6,00 - 10°
0.2 X 2] -6
14,34 5,41 - 10
0.0 T 0 | T : 16,73 7.54 - 10°°
O ® & O & © 5 10 15 20

Obrazek 30 a) Graf zavislosti log(co/c) na case pro disociaci TPyzPtMgH™ v benzenu pii riiznych koncentracich DCA
pri 20 °C a b) Graf zavislosti efektivni rychlostni konstanty ke (vipoctené z uidajii v grafu (a)) na koncentraci DCA.

Kineticka data z obrazku 29d byla pouzita k vypoctu rychlosti demetalace TPyzPzMgH*
v benzenu s DCA. Ta se fidila kinetikou prvniho fadu (obr. 30a). Rychlostni konstanty
demetalace ket linearné rostly se zvySujici se koncentraci DCA (obr. 30b, Tab. 1). z téchto
udajii byla vypoctena skutecné rychlostni konstanta kv = kef/cCpca, pfiCemz kv = 4,52 +
0,57 -10%s!- M. Tyto udaje skonetnou platnosti podpofily navrhovany
acidoprotolyticky mechanismus pro tento typ disociace. !’ Analyza disociace PcMgH*

byla znemoznéna z diivodu jeho probihajici dekompozice.

6.2.2 Demetalace v polarnim prosti‘edi a nosicovych systémech

Pro pozorovani procesu demetalace v poldrnim prostiedi jsme zvolili Britton-
Robinsonovy pufry v kyselych hodnotdch pH (1-4) a pii fyziologickém pH = 7.4.
Zkoumani analogii Pc ws-PeMg bylo ztiZzeno jejich zietelnou agregaci v pufru pii1 pH
vy$§im nez 2 (obr. 31a). I tak byly ale v case vidét zfetelné kvalitativni zmény
absorp¢nich spekter pii pH 2-4. Naopak pii pH 1 byl ws-PeMg monomerni a doslo k jeho
okamzité (1 min) demetalaci. V ptfipadé¢ TPyzPz komplexu ws-TPyzPzMg byla spektra
s niz8i aciditou od pH 7,4 az do pH 3 bud’ Upln€ nebo alespoit Castené monomerni
(obr. 31b). Také zde byl na prvni pohled patrny trend zrychlujiciho se procesu disociace
hot¢iku v zavislosti na niz§im pH prostiedi diky vzniku typicky rozstépeného Q-pasu ws-
TPyzPzH:. Demetalace byla dokoncena za 30 min pfi pH 4 a za 10 min pfi pH 3. Thned

po ptidani vzorku do roztoku o pH 2 byly pozorovany uz pouze zbytky hotecnatého
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komplexu a proces disociace byl do minuty kompletni. Pfi pH 1 byla demetalace
dokoncena témét okamzit€é po pfidani vzorku do pufru bez jakychkoliv rezidui
hotecnatého komplexu. Data ws-PcMg naznacovala pomalejsi pribéh demetalace ve
srovnani s odpovidajicim TPyzPz (napt. pfi pH 3 demetalace ws-TPyzPzMg trvala
10 min, zatimco u ws-PcMg byl prubéh pozorovatelny i po 24 h). Pravdépodobnym
vysvétlenim by mohlo byt, ze agregované molekuly jsou méné nachylné k protonaci

kyselinou v diisledku omezeného ptistupu protonti k agregatiim.
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Obrazek 31 Zmeny absorpcnich spekter (a) ws-PcMg a (b) ws-TPyzPzMg v pufiech o riiznych hodnotach pH
(Cbarvivo = 1 uM). Graf napravo nahore ukazuje absorpcni spektra tésné po pridani zasobniho roztoku komplexii do
pufru pro porovnani vychozich stavii. Graf napravo dole ukazuje normalizovany pokles absorbance v Amax pitvodnich
komplexui v case.

Béhem experimentl v polarnim prostfedi nebylo mozné, na rozdil od vyse uvedenych
pozorovani v organickych rozpoustédlech, pozorovat protonizovanou formu makrocykl
ws-PcMgH™ a hlavné pak ws-TPyzPzMgH™*. To naznacuje, ze mechanismus demetalace
mize byt ve vodé odlisny, nejspise solvoprotolyticky. '® V tomto mechanismu je
komplex hot¢iku pfimo pfeveden na ligand bez kovu bez jakychkoli meziproduktt
podobné, jako bylo pozorovdno v naSich experimentech. V neutrdlnim pH 7,4 byl
pozorovan jak v pfipadé hote¢natych komplext Pc, tak 1 TPyzPz mirny pokles intenzity
spektra bez jakékoliv kvalitativni zmény absorp¢niho spektra. Rozhodli jsme se tento jev
blize prozkoumat, 1 kdyZ naznacuje plnou stabilitu makrocyklu béhem studovanych 24 h
(obr. 31). Jako standardy k porovnani jsme se rozhodli vyuzit zineCnaté analogy
studovanych makrocyklti PcZn a TPyzPzZn, jakoZto stabilnéjsi komplexy tézsiho kovu.
174,175 Ty jsou obecné v ptipadé Pc a AzaPc vici kyselému prostiedi nete¢né a jsou tedy
vhodnym prostftedkem k odhaleni pfipadnych doprovodnych procest. U ws-PcZn byla

také pozorovéana silnd agregace (obr. 32a). I tak byl dokumentovén proces sniZovani
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intenzity absorpce, a to predevsim pii pH 7,4. Naopak pod pH 4 nebyly zjistény témér

zadné¢ zmény. A pii pH 1 bylo dokonce pozorovano zieteln¢ monomerni spektrum

s vyskytem typického, Cervené posunutého pasu odpovidajiciho malému mnozstvi

azamethin-protonované formy 750 nm. U ws-TPyzPzZn, ktery je v tomto pufru plné

monomerni, nebyly pii pH < 3 béhem 24 h pozorovany zadné zmény, zatimco pii pH 4 a

jesté vyraznéji pii pH 7,4 byl zjistén opét vyrazny pokles absorbance pii vSech vinovych

délkach, aniz by se zménil tvar spekter (obr. 32b, modra).

0.15+

0.104

0.054

o
o

o
=)

o

pH1
a
) 24h
802 3
c ¢
N £ 2
O &oi H
o < <
0.0-1
550 600 650 700 750 800
b) Wavelength, nm
0.25
(= 24h
N §0.20 3
N 50.10 §
> 005
0. oo
= 550 600 650 700 750

Wavelength, nm

pH 2

24h

Absorbance

0.159

0.104

0.054

pH 3 pH 4
0.15
24h A
@ ®
2 0.10 H
H y H
o o
3005 3
< <

pH 7.4
015 * 24h
0.10 *
0.054 *

0.00: T T T
550 600 650 700 750 800

Wavelength, nm

0.20 ¢

24h

&

v

0.00+4
550 600 650 700 750

Wavelength, nm

0.20 ¢

o
o

Absorbance
o
3

o
=3
&

0.00 — T T T 1
550 600 650 700 750 800

Wavelength, nm

24h

0.00+
550 600 650 700 750

0.20

Absorbance
o o ©°
> 5 4
& o o

0.00 — T T T 1
550 600 650 700 750 800

Wavelength, nm

v 24h

0.00+
550 600 650 700 750

Absorbance

Wavelength, nm Wavelength, nm

0.00 — T T
550 600 650 700 750 800
Wavelength, nm

0.20:
'

o
o

o
=)

=4
o
5

Y\

0.00-
550 600 650 700 750
Wavelength, nm

o
)

o

Absorbance
i

0.0
550 600 650 700 750 800

Wavelength, nm

1.04
€
< 0.8

— pH1
— pH2 — pH4
— pH3 — pH7.4

0.0+———————
0 5 10 15 20 25

Time, h

Obrazek 32 Zmény absorpcnich spekter (a) ws-PcZn a (b) ws-TPyzPzZn v pufrech o riznych hodnotach pH
(Cbarvivo = 1 uM). Graf napravo nahore ukazuje absorpcni spektra tésné po pridani zasobniho roztoku komplexii do
pufru pro porovnani vychozich stavii. Grafy napravo dole ukazuje normalizovany pokles absorbance v Amax piivodnich

komplexii v case.

Nase podezieni na adsorpci na povrch sklenéné kyvety jsme ovéfili jednoduchym

experimentem. Zine¢naty komplex ws-TPyzPzZn byl ponechan v kyveté po dobu 24 h

v pufru o pH = 7,4; kyveta byla poté vyprazdnéna; tiikrat promyta vodou a naplnéna

destilovanou vodou do stejného objemu, jaky byl pouzit béhem experimentd.
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Obrazek 33 10 Absorpcni spektrum ws-TPyzPzZn v pufiu o pH 7,4 tésné po smichani roztokii (modra), po 24 h
(Cervena) a po promyti (kyveta byla trikrat promyta destilovanou vodou a doplnéna destilovanou vodou do
puivodniho objemu — oranzova,).

64



Absorpéni spektrum ukazalo, Ze kationtova sloucenina adsorbovana na povrchu skla se
uvolnila zpét do roztoku (obr. 33).Toto chovani lze vysvétlit fenoménem adsorpce
kationtovych sloucenin na zéporn€¢ nabitou povrchovou plochu skla diky kyselym
silanolovym skupinam (pKa = 4,8), !7¢178 které jsou pfi pH < 4 téméF zcela protonované,

tudiz k adsorpci nedochézi. '”°

Aktivni molekuly je mozné pted podobnymi vlivy prostiedi ochranit nosiCovymi systémy
(DDS, z angl. drug delivery systém). Mikroemulze jsou ¢iré, termodynamicky stabilni
systémy tvofené obvykle casticemi oleje stabilizovanymi ve vod¢ pridavkem vhodné
povrchové aktivni latky (obr. 26¢). Castice maji hydrofobni jadro, které mize rozpoustst
lipofilni molekuly, v naSem ptipad¢ lipofilni komplexy makrocykli PcMg a TPyzPzMg.
Lipozomy jsou vezikuly sférického tvaru tvotfené lipidovou dvojvrstvou s hydrofilni
vnitinim prostorem (obr. 26d). Lipofilni dvojvrstva mize hostit lipofilni slouc¢eniny a

miZe také slouzit jako jednoduchy model biomembran. 180 18!

Hotecnaté komplexy TPyzPz se jevily pln¢ stabilni v mikroemulzich nad pH > 4 a pfi
pH 3 a 2 byl pozorovan pouze maly pokles absorbance Q-pasu v disledku demetalace
(obr. 34a). Data ziskana pti pH 1 nemohla byt fadn¢ analyzovana, protoze toto pH ziejmé

vedlo k destrukci aplika¢ni formy, jak naznacuje zvysujici se pozadi béhem meéteni.
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Obrazek 34 Zmeny absorpcnich spekter (a) TPyzPzMg a (b) PcMg v mikroemulzi (Coarvivo = 1 uM) pFi riznych

hodnotdch pH pufru. Rostouci hodnoty pozadi pri pH = 1 jsou zpiisobena nestabilitou mikroemulze v silné kyselém
pH. Grafy napravo ukazuji normalizovany pokles absorbance v Amax ptivodnich horecnatych komplexii v case.

V pripadé PecMg (obr. 34b) je situace témeét opacnd a stabilni komplex je v tomto DSS
pouze pii pH 7,4. vniz§im pH zmény v absorpénich spektrech naznacovaly proces
demetalace na bezkovovy ligand s rychlosti zavislou na pH. Pii pH 1 rovnéz doslo
k destrukci mikroemulze, ale PcMg se témét okamzite viditelné demetaloval.
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Na rozdil od mikroemulze byly lipozomy jako DSS stabilni i pfi pH 1. Pozorovani

absorpcnich spekter TPyzPzMg v lipozomech nenaznacovalo Zzadnou zménu
absorp¢niho spektra a sloucenina byla tedy pln¢ chranéna pied atakem kyselého prostredi
(obr. 35a). Pokles absorpce v Q-pasu PcMg pii pH 4 a typicky narast absorpce PcHz pii
delsich vinovych délkach pti pH 2 a pH 3 béhem 24 h naznacovaly, ze doslo k procesu
demetalace. To bylo potvrzeno uplnou demetalaci pfi pH 1 béhem 1,5 h po oSetfeni. Pc

komplex byl tak pIné stabilni pouze pfi fyziologickém pH 7.,4.
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Obrazek 35 Zmeny absorpcnich spekter (a) TPyzPtMg a (b) PcMg v lipozomech (cdye = 1 uM) pri riiznych
hodnotach pH pufru. Zvysené hodnoty pozadi jsou zpiisobeny rozptylem svétla v lipozomalni suspenzi. Grafy napravo
ukazuji normalizovany pokles absorbance v Amax ptivodnich horecnatych komplexii s casem.

Ptimé srovnani obou makrocykli (PcMg a TPyzPzMg) v mikroemulzich také jasné
ukéazalo mnohem nizsi stabilitu PcMg. To koresponduje s vyssi bazicitou téchto analogti
(viz vySe). Ovsem celkové lze konstatovat, ze zfetelné lepsi ochranu inkorporovanych
lipofilnich slou€enin pted kyselym prostiedim poskytuji lipozomy oproti mikroemulzim

a to v pripad¢ obou typt komplext.

6.3 Studium vlastnosti fotosenzitizéru svétlem

pri
indukovaném uvoliiovani lipozomalniho obsahu

Tieti cast disertacni prace se zameétfuje na potencidlni vyuziti latek v biologickych
aplikacich. VSechny testované latky byly pfipraveny nasi skupinou nebo partnerskymi
pracovisti. Konkrétngji zkoumame asymetrické amfifilni Pc jako mozné Ps pro svétlem
indukované uvolilovani 1é¢iv zjejich lipozomdlni formy; hleddme jejich optimalni
vlastnosti a zabyvame se jejich vlivem na lipozomalni obsah neboli kargo (viz kap. 3.3)

stejné jako na lipozomy samotné.
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Ziskana data byla shrnuta v pfipravované publikaci, ktera je vystupem grantu Univerzity
Karlovy a Ministerstva Skolstvi, mladeze a t€lovychovy — START, jehoZz jsem byla hlavni
fesitelkou. Mym podilem byla koordinace a administrativni zastita celého projektu,
planovani vsech fotofyzikalnich experimentl s kolegy, vyhodnoceni experimenti po
jejich provedeni a finalni analyza dat z nich plynoucich. Déle jsem se podilela na textu
originalniho draftu ¢lanku vcetné vSech grafl. Jan Kollar charakterizoval vSechny latky,
vcetné jejich inkorporace do lipozomalni stény a provedl pilotni experimenty svétlem
indukovaného uvolnéni lipozomalniho karga a podilel se na experimentech sledovani
uvoliovani lipozomalniho karga v realném case. Lucie Rychvalskd provadéla méteni
velikosti a zeta potencidlu lipozomd, stanoveni log P, fotodegradaci Ps plisobenim svétla,
peroxidaci lipida, podilela se na experimentech sledovani uvoliiovani lipozomalniho
karga v redlném cCase a formalni upravé dat. Piiprava lipozomi s kargem i bez néj byla
provadéna kolegy na Katedie biochemickych véd Monikou Rohlickovou, Magdalénou
Kozlikovou a Marii Halaskovou a vtéto praci nebude blize diskutovana. Filip
Kostelansky pfispél piipravou zkoumané latky Ps3. Miroslav Miletin a Veronika
Novakova ptispéli revizi a editaci manuskriptu. Miloslav Machacek piispél konceptem a
metodikou experimentd, odbornym dohledem, revizi a editaci manuskriptu. Petr Zim¢ik
ptispél konceptem a metodikou experimentt, odbornym dohledem, validaci dat, tvorbou

originalniho textu, revizi a editaci manuskriptu.

6.3.1 Fotosenzitizéry

Zkoumané struktury Ps byly zastoupeny asymetrickymi amfifilnimi Ps obsahujicimi
jednu vysoce hydrofilni jednotku (maximalné vSak dvé jednotky). Zkoumané slouceniny
se skladaly z latek periferné substituovanych kationickymi funkénimi skupinami, nebo
hydrofilnimi skupinami. Druhd ¢ast struktury makrocyklu byla zastoupena tfemi

planarnimi hydrofobnimi isoindolovymi jednotkami bez jakékoliv substituce (obr. 36).

Jiz dtive bylo prokazano, ze vysoce hydrofilni Ps (nesouci hydrofilni periferni substituci
na vSech ctyfech isoindolovych jednotkach) neinteragovaly s biomembranami, a tudiz
byly pii indukci uvoliiovani karga z lipozoma neucinné. Je tomu tak kvili extrémné
kratké dobé Zivota singletového stavu kysliku ve vodném prostiedi. Singletovy kyslik
jednoduSe nestihne interagovat s lipozomem, a tedy pouze Ps inkorporovany do

lipozomalni dvojvrstvy mize zptsobit Iyzu lipidové dvojvrstvy a uvolnit lipozomalni
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kargo. '*? Hydrofilni jednotka umoziiuje ¢aste¢nou rozpustnost v hydrofilnim prostiedi a
ucinnou interakci s lipozomalnim povrchem. Diky lipofilni ¢asti je pak mozné
makrocyklus do lipozomalni lipidové dvojvrstvy ukotvit, a to do pfedem piipravenych,
kargem naloZenych lipozomii. Inkorporace byla provedena jednoduchym smisenim
jednotlivych slozek (lipozomi s kargem a Ps), coz je vyrazny technologicky posun oproti

fotosenzitivnim strukturdlnim modifikacim fosfolipidi pfed samotnou piipravou

lipozomi. %
O, oH Ps1 Ps3
=5 1.0
%/N\ \/
N N\\A\/N N E E
N N i g EOS-
SN N \ z z
~X 0
Ps1 O//S\OH 0.0

<

+2Z

/
Normalized

0.0

T T
600 700
Wavelength, nm

Ps2

d
N
N7

T T 1
600 700 800

Wavelength, nm

Ps4

Normalized

0.0

T T
600 700
Wavelength, nm

T T 1
600 700 800

Wavelength, nm

1
800

Ps4

Obrazek 36 Struktura zkoumanych Ps a jejich normalizovand absorpcni (Cernd carkovana), emisni (modra) a
excitacni (zelenda) fluorescencni v DMSO.

Pro ucely této prace se zamé&fim na Ctyii nejzajimavéjsi zkoumané slouceniny (obr. 36).
Ps2 a Ps3 jsou makrocykly nesouci kladny naboj a byly jiz diive pfipravené nasi
vyzkumnou skupinou. '** 182 Pozoruhodné je rozvrstveni naboji, kterym se tito zastupci
1i§1 mezi sebou, kationtovy Ps3 obsahuje pouze tii naboje misto ¢tyf nébojii obsazenych
ve struktufe symetrické periferie Ps2. Naopak jeden znaboji makrocyklu Ps3 patii

pyridinu v jadie asymetrického Pc, coz ¢ini slou¢eninu Ps3 unikatni. Dal§im specifickym
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komplex Psl. Ten je substituovan vysoce hydrofilnimi sulfonatovymi funkénimi
skupinami a to na dvou isoindolinovych podjednotkach. '} Posledni zkoumany Ps4 byl
substituovan Ctyfmi objemnymi a silné hydrofilnimi skupinami glukézy nedavno

publikovany ve spolupréci nasi skupiny s vyzkumnou skupinou profesora Makhseeda. '44

Vsechny Ps byly pln¢ fotofyzikalné charakterizovany a prokdzaly intenzivni absorbci
v zadané Cervené Casti viditelného spektra s maximy v Q-pasu kolem 678 nm v DMSO
(obr. 36 a tab. 2, £ > 150 000 M!-cm™). Tvar spekter vSech slou¢enin naznadoval
pritomnost ¢ist¢ monomernich forem v roztoku, coz bylo potvrzeno jejich shodou
s fluorescen¢nimi excitaénimi spektry (obr. 36). Viditelné atypické rozstépeni Q-pasu
Ps3 se prisuzuje asymetrickému charakteru jadra zptisobenému kvarternizovanym

dusikem v pyridinovém kruhu. 43

Tabulka 2 Fotofyzikalni data studovanych Ps v DMSO.*?

Ps Amax (nm)  Ar (nm) Dr D log P
Ps1 678 679 0,62 0,20 -0,49
Ps2 675 685 0,26 0,38 -0,90
Ps3 692 697 0,23 0,44 1,45
Ps4 675 684 0,20 0,51 -1,21

2Absorpcni maximum, Amax, emisni maximum fluorescence, Ar, kvantovy vytézek fluorescence, O, kvantovy vytézek
singletového kysliku, ®a, dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu (n-oktanol / PBS), log P. "®r stanoven
absolutni metodou pomoci integracni sféry, ®a stanoven rozkladem DPBF s ZnPc jako referen¢ni latkou
(Papwmiso) = 0,40).

Vsechny slouceniny se vyznacovaly vysokymi fluorescencnimi kvantovymi vytézky (®r)
0,62 pro Ps1 a mezi 0,20 — 0,30 pro Ps2-4. Singletovy kyslik ('02) produkovany Ps po
v lipozomech a tim 1 jejich nasledny rozpad. Kationické zine¢naté komplexy Ps2 a Ps3
byly schopny silné& produkovat 'O, s kvantovymi vytézky (®a) kolem 0,40 (tab. 2), hlinity
komplex Ps1 pak vykézal zhruba poloviéni hodnotu (®a = 0,20) v souladu s efektem
tézkého atomu, kdy koordinace tézSich kationti zvySuje ISC na tkor fluorescence a
naopak. *® Nejvyssi hodnotu pres 0,50 vykazal zine¢naty Ps4, coZ naznacovalo vysoky
potencial pro aplikaci svétlem indukovaného uvolnéni lipozomalniho karga. Ochota
inkorporace Ps do lipidové dvojvrstvy byla odhadnuta stanovenim lipofility pomoci
rozdélovaciho koeficientu log P mezi PBS a n-oktanolem. Ziskané hodnoty (tab. 2)

potvrdily vysokou hydrofilitu kationického Ps2, disulfonovaného Ps1 a Ps4 s periferni

69



substituci nesouci glukoézu (log P = -1,21). Nizs§i pocet nabitych hydrofilnich ¢asti

v trikationickém Ps3 z néj Cinily nejlipofilnéj$i makrocykl.
6.3.2 Lipozomy a kargo

Pro studii byly vybrany dva typy slozeni lipozomd, jelikoz nékolik praci poukdzalo na
vyznam zvySeného poctu dvojnych vazeb v acylovych fetézcich lipidi pro lepsi
uvoltiovani. *°! Prvni z nich predstavuje autoritami schvaleny lipozomalni preparat pro
podani doxorubicinu (Myocet®),'® 185 ktery jiz byl zkouman z hlediska svétlem
indukovaného uvolnéni karga pomoci riznych Ps a slouZil pro nas jako standard. *% 136
Sklada se ze dvou klicovych komponent; z fosfatidylcholinu vaje¢ného zloutku (EYPC)
a cholesterolu v poméru 55:45 (dale jen EYPC lipozomy). Druhé lipozomy byly
obohaceny o acylové fetézce s dvojnymi vazbami ve slozeni 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-
fosfatidylcholin (DOPC) s cholesterolem v poméru 60:40 (dale jen DOPC lipozomy).
EYPC obsahuje ve své struktuie acyly vice nez deseti riznych mastnych kyselin
vrizném poméru s prumérnym niz$im zastoupenim nenasycené vazby na jednu
molekulu fosfatidylcholinu'®” nez DOPC, které ma v kazdé molekule dvé nenasycené
vazby. Pfitomnost cholesterolu ve slozeni lipozomil je nezbytna, protoze pfimo umoziuje
aktivni inkorporaci doxorubicinu do lipozomalni dutiny. !4

Pro sledovani uvoliiovani karga pomoci svételné indukce byly pouzity dva typy
slougenin. Doxorubicin (DOX) jakoZto zastupce protinidorového 1é¢iva'*® a jako
netoxicky fluorescen¢ni standard k ptipravé vSech experimentt byla kvili bezpecnosti

pouzita akridinova oranz zasadita®* (BO14, z angl. Basic orange 14) (obr. 37).

NH, HCI

BO14 DOX OH
N

(@] (6] OH O (0]
\S

N N N~

| ZnCl, |
HCI

Obrézek 37 Struktury sloucenin pouzitych jako karga.
U obou lipozomalnich formulaci s obéma zkoumanymi laitkami (BO14 a DOX) byla
stanovena velikost a index polydisperzity (PdI). Ve vSech pfipadech byly parametry
sledovany pied a po ozafovani laserovou diodou (685 nm, 400 mW-cm™, 600 s). Velikost

extrudovanych lipozomil bez karga byla velmi podobna (pfiblizné¢ 95 nm) s nizkym
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PdI ~ 0,07. Po inkorporaci karga do kavity lipozomii'*® nebyly zjistény zadné vyznamné
zmény Pdl u Zadné kombinace a bylo pozorovdno pouze malé zvétSeni obou typl
lipozomt s inkorporovanym BO14 a naopak zmenSeni téch, které obsahovaly DOX
(tab. 3). Rozdil téchto trend je dan krystalickou formou sloucenin, jelikoz u DOX byla
pozorovana tvorba monokrystalu vkazdém jednotlivém lipozomu. !#4¢ Zakotveni
jednotlivych Ps do stény lipozomid nezmeénilo zaddny parametr a hodnoty zistaly
nezménény 1 po 10 minutach ozatrovani, které plné€ uvolnilo obsazené kargo. Lipozomalni

Castice zustaly oddé€lené a organizované stejnym zpusobem jako pied ozéaifenim, coz

potvrdilo stabilitu lipozomalni formulace i po fotoperoxidaci lipidii a uvolnéni karga.

Tabulka 3 Velikost a index polydisperzity (Pdl) lipozomii s riznym kargem, pred a po ozdreni laserem (685 nm,
400 mW-cm?, 10 minut)

Velikost / nm, (PdI) Zeta (mV)
Ps  Kargo Lipozomy Neozaiené Ozatené  Neozarené Ozafené
EYPC 98,82 (0,071) -16, 07
DOPC 94,22 (0,065) -11, 50
BOl14  EYPC 100,73 (0,059) 102,33 (0,082) -10,97 -11,00
DOPC 110,16 (0,101) 106,93 (0,089) -10,25 -8,89
DOX EYPC 85,43 (0,055) 85,58 (0,049) -19,17 -19,70
DOPC 93,29 (0,045) 92,82 (0,071) -14,37 -15,40
Ps1 BOl4  EYPC 87,31 (0,063) 88,73 (0,051) -14,37 -14,57
DOPC 84,53 (0,073) 84,71 (0,092) -8,02 -8,48
DOX  EYPC 86,93 (0,057) 85,78 (0,072) -18,57 -16,77
DOPC 82,24 (0,073) 82,49 (0,077) 9,72 -9,22
Ps2 BOl4  EYPC 102,16 (0,074) 105,20 (0,094) -5,86 -6,95
DOPC 110,56 (0,071) 108,13 (0,105) -6,10 -7.81
DOX  EYPC 86,95 (0,075) 87,78 (0,065) -15,77 -15,07
DOPC 93,34 (0,056) 94,61 (0,061) -10,34 -12,90
Ps3 BOl4  EYPC 102,73 (0,067) 101,70 (0,076) -8,77 -8,89
DOPC 115,53 (0,070) 109,63 (0,041) -10,12 -11,53
DOX  EYPC 86,96 (0,112) 87,51 (0,113) 21,13 -20,70
DOPC 94,81 (0,056) 94,33 (0,040) -14,13 -13,47
Ps4 BOl4 EYPC 122,73 (0,1413) 120,23 (0,1093) -3,62 -3,69
DOPC 119,07 (0,1903 122,97 (0,1467) -13,70 -7,33
DOX  EYPC 87,98 (0,0873) 87,16 (0,058) -18,83 -18,67
DOPC 99,71 (0,0513) 100,66 (0,075) -5,28 -5,35

6.3.3 Interakce fotosenzitizéri s lipozomy

Prestoze vSechny Ps maji ve své struktufe hydrofilni ¢asti, jejich rozpusténi v PBS
zpisobilo silnou agregaci Ps2-4, coZz bylo jasné prokazano typickymi zménami
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absorpcnich spekter a eliminovanou fluorescen¢ni emisi (obr. 38, ¢arkovan¢). Obecné se

uvadi, ze interakce lipofilnich Ps s lipidovou dvojvrstvou zplisobuje jejich monomerizaci

a ¢ini je fotochemicky aktivnimi. 18 To bylo ovéfeno titraci roztoku agregovanych Ps

v PBS

roztokem EYPC lipozomu, piicemz byly pozorovany typické zmény

v absorp¢nich spektrech s opétovnym vznikem ostrého Q-pasu u Ps2 a Ps3 (obr. 38, prvni

sloupec grafli) spolu s jasnym nartstem fluorescencni emise, coz svéd¢i o monomerizaci

Ps a tedy interakci, piesnéji interkalaci Ps do lipidové dvojvrstvy (obr. 38, druhy a ctvrty

sloupec grafi).
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Obrazek 38 Zmény absorpcnich spekter pri riiznych pomérech lipidit a Ps (prvni sloupec); zmény intenzity emise

fluorescence v PBS (¢ = 1 uM, dex =

608 nm) po pridani EYPC lipozomui pri riiznych pomérech lipidit a Ps (druhy

sloupec); zavislosti absorbance v pasu Q Amax pii riiznych pomeérech lipidii a Ps (treti sloupec); a zavislosti
fluorescencniho maxima na poméru lipidit a Ps (ctvrty sloupec).

U Ps4 byla vidét pouze castecnd monomerizace Q-pasu, co

v

7 se odrazilo 1 na intenzité

fluorescen¢nich emisnich spekter, kterd jsou o dva fady nizsi. Celkové byla interakce

s Ps4 podstatné pomalejsi a pro Uplnou inkorporaci se smes musela michat 6 min misto
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standardnich 2 min po kazdém ptidavku lipozomi. Odlisné chovani bylo pozorovano i u
Ps1, nebot’ ten mél ostry Q-pdas a vysokou fluorescenci jiz v ¢istém PBS, coz ukazuje na
pfitomnost pouze monomerni formy v roztoku (obr. 38). Pridavek lipozomi sice
nezmenil tvar absorp¢niho spektra, ale interakci Ps1 s lipozomy bylo mozné sledovat
pomoci intenzity fluorescencnich emisnich spekter podobné jako bylo nedévno
publikovano ve studii o stabilizaci lipidové dvojvrstvy pomoci chlorohlinitého komplexu
Ps1. '** Intenzita fluorescence Ps1 se po prvnim ptidavku sniZila pfiblizné na polovinu,
zatimco s rostouci koncentraci lipidi byl pozorovan nasledny narlst, coz potvrzuje
interkalaci do lipidové dvojvrstvy. Vazebné izotermy byly podobné pro vSechny
studované derivaty. Ps1-3 s malymi rozdily dosahly faze plateau piiblizné pti poméru
lipid:Ps 500:1 (obr. 39b). Coz neplatilo pro Ps4, kde se latka interkalovala se znatelnym
zpozdénim a faze plateau bylo doszeno az pii desetindsobném poméru lipid:Ps 5000:1
(obr. 39a). U studovanych Ps nebyly pozorovany zadné jasné vztahy mezi strukturou a
hodnotou log P. Tento experiment potvrdil o¢ekavané trendy dobré inkorporace vsech
amfifilnich Ps do lipidové dvojvrstvy bez ohledu na centralni kationty a po¢tu naboje ¢i
charakteru v hydrofilni ¢asti struktury. Vyraznym, i1 kdyz ne piekvapivym limitujicim
parametrem se ukazala velikost makrocyklu, ktera omezila schopnost Ps4 ukotvit se do

lipidové dvojvrstvy.
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Obrazek 39 a) Interkalace studovanych Ps v PBS (1 uM) do EYPC lipozomii studovand pomoci zmén intenzity jejich
fluorescence po pridani lipozomii. b) Zvétsena cast a) az do poméru lipid: Ps 500. 1. c-f) Absorpcni spektra
zkoumanych sloucenin v PBS (c = 1,25 uM) s pridanymi DOPC (¢ervena) nebo EYPC (modra) lipozomy v pomeéru
50:1 lipid: Ps. Zelené jsou znazornéna spektra Ps po uplném navazani na EYPC (pri poméru lipid:Ps 1000:1 pro
Ps1, 2000:1 pro Ps2 a Ps3, a 10 000:1 pro Ps4.

73



Pro dalsi studie byl zvolen pom¢ér lipidt a Ps 50:1 z dvodu nejkratSiho polocasu svétlem
indukovaného uvolnéni karga v ndvaznosti na pfedchozi studii se samotnou latkou Ps2.
182 Pro piehlednost jsou v tomto poméru zobrazena absorpéni spektra na obrazku 39 c-f
pro oba typy lipozoml a pro porovnani jest¢ spektrum v poméru, pii némz byl Ps

monomerni.

6.3.4 Uvolnovani indukované svétlem

Uvolnovani karga indukované svétlem bylo provadéno pozorovanim zmén v emisnim
maximu fluorescence (BO14 — 533 nm; DOX — 585 nm) v realném case kazdych 8,6 s pfi
kontinudlnim ozafovani laserovou diodou (685 nm). Ob¢ karga se uvoliiovala ze dvou
ruznych typt lipozomi s pomérem lipidi a Ps 50:1 (obr. 40). Ze zavislostnich kiivek
uvolnovani byl vypocten polocas uvoliiovani karg pro jednotlivé kombinace

Ps : lipozom : kargo (tab. 4).
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Obrazek 40 Svetlem indukované uvoliiovani BO14 (a, ¢) nebo DOX (b, d) z EYPC (a, b) nebo DOPC (c, d) lipozomii
s interkalaci riiznych Ps. Podminky ozarovani: 685 nm, 400 mW cm™.
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Tabulka 4 Polocas® uvoliiovani karga z lipozomii za pouZziti riiznych Ps.

BO DOX
EYPC DOPC EYPC DOPC
Ps1 300,6 292 299,1 199,9
Ps2 112,8 108,3 1274 84

Ps3 2091 147 3012 2308
Psd - - - -

? Polocas predstavuje ¢as v sekundach, kdy je uvolnéna polovina z maximalné uvolnéného lipozomalniho obsahu.

Poloc¢asy uvolnovani pro DOX nastinili nasledujici u€innosti jednotlivych Ps v potadi:
Ps2 > Ps3 ~ Ps1 >> Ps4 v EYPC lipozomech (obr. 40b). Co se DOPC lipozomu tyce,
projevil se rychlejsi polocas uvolnéni u Ps1 a Ps3 (Obr. 40c, d). Tento trend byl v mén¢
znatelné mife zaznamenan i u BO14 (tab. 4). Tato pozorovani byla v souladu s literaturou
1 nasimi ocekdvanimi v souvislosti s vétSim poctem dvojnych vazeb v alkylovych
tetézcich DOPC lipozomi (viz vySe). Vzhledem k tomu, Ze u Ps2 ke snizeni polocasu
nedoslo ani v ptipadé¢ BO14 ani DOX, je mozné, Ze jsme nenarazili na limit tohoto
procesu a neni jisté, zda by dal$i ndsobné vazby pomohly proces svétlem indukovaného
uvolnéni lipozomalniho karga urychlit. Naopak Ps4 neprokazal v tomto sméru zZadnou
aktivitu. Ackoliv trendy u obou karg lipozomi byly podobné, v pfipadu DOX bylo po
dosazeni faze plateau dosazeno i1 uplného uvolnéni karga, zatimco pfi procesu uvoliiovani
BO14 z lipozomil bylo pfi dosazeni faze plateau uvolnéno mnohem nizsi procento tohoto

karga bez ohledu na typ lipozomu (obr. 40a, b).
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Obrazek 41 a) Zmeny fluorescence BO14 béhem experimentii uvoliiovani z EYPC lipozomii s Ps2. Neozdrené
lipozomy pouze s kargem (modra), lipozomy s Ps2 a ozdrené po dobu 600 s a po piisobeni Tritonu X-100 (Cervend),
neozarené referencni lipozomy s kargem, bez Ps2 a po puisobeni Tritonu X-100 (zelend). b) Svétlem spousténé
uvoliiovani BO14 z EYPC lipozomii (zelend, levad osa y) s interkalovanym Ps2 (pomer lipidii a Ps 50:1). Dalsi davka
slouceniny Ps2 (stejné mnozstvi jako na zacatku) byla pridana po 600 s a 1200 s (oznaceno Sipkami). Pro srovnani je
pFidana fotodegradace Ps2 (modie) (prava osa y). Podminky ozarovani v obou piipadech: 685 nm, 400 mW cm?.
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Rozhodli jsme se tento neocekdvany vysledek prozkoumat blize. Pro vyhodnoceni
celkového mnozstvi uvolnéného karga po skonceni experimentu byly lipozomy naruSeny
pfidanim Tritonu X-100, aby se uvolnil veskery zbytkovy obsah BO14 (obr. 41la,
¢ervend). OvSem uz béhem prvnich pokusti se nam uplného uvolnéni nedatilo dosahnout
a konecna fluorescence napiiklad s Ps2 dosahla méné nez 30 % ocekavané hodnoty.
Teoretickda hodnota maximalniho uvolnéni karga byla naméfena jako intenzita
fluorescence BO14 uvolnéného po pilisobeni Tritonu X-100 na lipozomy obsahujici
BO14 bez jakéhokoliv Ps a bez ozafeni (obr. 41a, zelend). Vzhledem k vysokému
vytézku singletového kysliku Ps2 v lipozomech (tab.2) se nabizelo vysvétleni uplného
rozkladu Ps2 piedtim, nez byl schopen uvolnit cely obsah karga z kavity lipozomt. Proto
jsme pitistoupili k opakovanym ptidavkim Ps2 k jiz ozafenym lipozomim. Uvolnéné
mnozstvi BO14 se vSak nezvysilo, ale naopak snizilo (obr. 41b). To poukdzalo spiSe na
rozklad BO14 vyprodukovanym singletovym kyslikem nez na nedokonceny proces
uvolnovani karga z lipozomu. NasSe teorie byla potvrzena literarnimi zdroji, ve kterych se
uvadi, Ze BO14 je dealkylovana ROS, coz v prvni fad¢ vede k malému hypsochromnimu
posunu absorpcniho spektra (a tedy poklesu absorpce v misté excitace a niz§i emisi
fluorescence), ale navic se také rozklada na mensi molekulérni produkty bez jakékoliv

absorpce ve viditelné oblasti. 1

Finalni experiment stability BO14 s Ps2 po ozafeni v roztoku chloroformu potvrdil jeho
rychly rozklad (obr. 42). Chloroform byl zvolen ztoho divodu, Ze Ps2 je v ném
monomerni a doba zivota singletového kysliku je mnohem del§i nez v PBS

(t=2-5-10*s v chloroformu'®!), takZe se cely proces mohl lépe monitorovat.
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Obrazek 42 a) Spektralni zmeny béhem fotodegradace slouceniny Ps2 a BO14 v chloroformu po ozareni laserovou
diodou (685 nm, 400 mW cm™). b) Fotodegradace BO14 (oranzova, 498 nm) a Ps2 (modra, 678 nm) v zavislosti na
dobé ozarovani.
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V dal$im experimentu jsme se rozhodli studovat stabilitu lipozomi s obéma kargy. Proto
jsme porovnali emisni spektra lipozomi po rozruseni Tritonem X-100 ve tfech riznych
piipadech — po inkorporaci Ps2 a ozatreni (obr. 43, zelend); pouze po ozareni (bez Ps2)
(obr. 43, Cervend); a bez ozafeni i inkorporace Ps2 (obr. 43, modrd). Kromé diive
komentované nestability BO14 bylo nutné zjistit stabilitu DOX v totoznych podminkach.
v kontrolnich experimentech nebyly zjiStény zadné vyznamné rozdily mezi fluorescenci
DOX uvolnéného z ozarenych lipozomi s Ps2 a témi, které ozafeny nebyly, coz
naznacuje uplné uvolnéni z obou typti lipozomt bez jakéhokoli rozkladu (obr. 43b, d).
Jako dulezity zavér z téchto experimentd se jevi, ze BO14 neni vhodnou modelovou
slouceninou pro sledovani uvolfiovani karga indukovaného svétlem zdavodu své

citlivosti na singletovy kyslik a ROS, kter¢ jej rozkladaji.

BO DOX
a) b)
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« i --- Dark S 4x105 FAl 4x105
O ¢1.5x1084 /% i 1.5x106 @ [
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Obrazek 43 Fluorescence BO14 (a, c) nebo DOX (b, d) nalozenych v lipozomech EYPC (a, b) nebo DOPC (c, d)
(c = 62,5 uM) ve tmé bez Ps (modra), ozarenych bez Ps (Cervena) nebo ozarenych v pritomnosti interkalovaného Ps2
(zelend, ¢ = 1,25 uM, pomeér lipidit a barviva 50:1). Vzorky byly nakonec naruseny Tritonem X-100 (1 %,). Podminky

ozarovani: 685 nm, 400 mW cm™2, 600 s.

Tyto stabilitni experimenty navic odhalily dalsi klicovy faktor ovliviiujici rychlost
svétlem indukovaného uvoliovani lipozomalniho karga. Nasim pivodnim piedpokladem
byl jasny vliv produkce singletového kysliku, a tedy jasny vliv periferni substituce
makrocyklu Pc. Data ale takhle jednoduché teorii neodpovidala. Hlinity komplex Ps1 byl

sice ve vSech kombinacich obecné nejpomalejsim Ps se svou témét dvakrat nizsi
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hodnotou ®a (tab.2), ale hodnoty polocasu uvoliiovani u Ps3 a jeho minimalniho

zrychleni v pfipadé DOPC lipozomii, tomuto vysvétleni odporovaly.
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Obrazek 44 Fotodegradace sloucenin Ps1-4 (c = 1,25 uM) v PBS v pritomnosti EYPC anebo DOPC lipozomii
(pomér lipidii a barviva 50:1) po ozdieni laserovou diodou (685 nm, 400 mW cm™).

Béhem experimentu s opakovanym uvolnovanim karga (obr 41b) se ukézal opomenuty
vliv fotodegradace Ps. Pro kompletni piehled byl jeji vliv testovan u obou lipozomalnich
formulaci v poméru lipidi a Ps 50:1 po ozafeni laserovou diodou (685 nm,
400 mW-cm™), tj. za stejnych experimentalnich podminek, jaké byly pouzity pro
uvolnovani karga (obr. 44). Experimenty potvrdily Uplny rozklad makrocykld Ps.
Mnozstvi Ps v lipozomech bylo zkouméno v zavislosti na dobé ozafovani a odhalilo, Ze
nejrychlejsi rozklad byl pozorovan u Ps2 spolu s Ps4, pficemZ rychlost byla témér stejna
bez ohledu na sloZeni lipozomii. Nejstabilnéj$im se ukazal Ps1(obr. 45).

EYPC DOPC

-# Ps1-© Ps1
- Ps2 -©- Ps2
Ps3 Ps3
Ps4 Ps4

100

50

A/A;x100

0 200 400 600
time, s

Obrazek 45 Fotodegradace studovanych Ps (c = 1,25 uM) v PBS v pritomnosti lipozomui (pomeér lipidit a Ps 50:1)
v zavislosti na dobé ozareni. Zbytkové nerozloZené mnoZstvi je vypocteno z udajii o absorbanci. Oteviené
symboly = DOPC, plné symboly = EYPC.
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Fotodegradace Pc je zplisobena generovanym singletovym kyslikem!®? (stejné jako
fotooxidace lipidii a uvoliiovani karga), a proto je kromé chemické stability makrocyklu
fizena predevSim schopnosti Pc produkovat singletovy kyslik. Tato schopnost
makrocyklu je ovlivnéna kvantovym vytézkem singletového kysliku dané struktury (®a),
urovni jeji momentalni agregace (agregaty singletovy kyslik neprodukuji) a poctem
absorbovanych fotonii v dané chvili (tj. absorbance pifi dané excitacni vinové délce).
Vsechny tyto faktory ovlivnily i ndmi ziskana data svétlem indukovaného uvoliiovaného

lipozomalniho karga.

Jak jiz bylo zminéno, zine¢naté komplexy Ps2-4 v monomerni formé v DMSO jsou
silnymi producenty singletového kysliku (tab. 2) V dusledku efektu tézkych atomi
centralniho zine¢natého kationtu, jelikoz tyto komplexy vSak mohou v PBS agregovat,
jejich produkce 'O: (a tedy i fotodegradace) byla podstatné nizsi. z toho diivodu byl jako
nejefektivnéjsi Ps vyhodnocen Ps2, ktery byl v obou lipozomalnich formulacich ptevazné
monomerni. Naopak druhy kationickych Ps3 byl pfevazné monomerni, ale diky jeho
rozs§tépenému absorpcnimu spektru v Q-pasu (obr. 36), absorboval mnohem mén¢ fotoni
pii pouzité excitaéni vlnové délce 685 nm, coz vyustilo v niz$i produkci 'O2, jeho
pomalejSimu rozkladu a niz§imu uvoliiovdni karga bez ohledu na typ lipozomi.
Sulfonovany Ps1 je pti poméru lipidi a Ps 50:1 monomerni, ale diky své ptfirozené nizsi
hodnoté ®a je rychlost jeho fotodegradace i rychlost jeho svétlem indukovaného
uvolnovani lipozomalniho karga také nizsi. Objemny Ps4 byl navzdory nejvyssi produkci
singletového kysliku nepouZitelny pro ucely uvoliiovani lipozomalniho karga diky své
nizké interakci s lipozomy, a silné agregaci pii pouzitém poméru lipidy:Ps 50:1. Z toho
vyplyva, jak komplexnim jevem je svétlem indukované uvolhiovani a Ze je potieba

navrhovat struktury s vyvazenymi fyzikalnéchemickymi charakteristikami.

6.4 Studium efektivity azid-alkynové cykloadice pfri

modifikaci oligonukleotidu
Finalni ¢ast disertacni prace porovnava vliv strukturniho charakteru potencidlnich, nebo
jiz prakticky vyuzivanych ON modifikatort (TPyzPz, BODIPY, akridin, indocyanin) na

konjugacéni reakci. Zaméfili jsme se na vyuziti potencidlu termodynamicky vyhodné

strukturnim pnutim podporované azid-alkyn cykloadice (SPAAC), pattici mezi tzv. click
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reakce, které umoziuji vysoce selektivni a efektivni post-syntetické zna¢eni ON vlakna
na pevné fazi. Moznost zvysené vytéznosti konjugace ON fetézcli pomoci SPAAC reakce
s jakymikoliv molekulami nesouci ve své struktufe snadno inkorporovatelnou azidovou
funk¢ni skupinu vyznamné rozsifuje potencial téchto latek. Pres velky potencial nebyly
dosud podrobnéji studovany moznosti a limity SPAAC reakce v oblasti konjugace ON
s organickymi molekulami. V nasi studii jsme proto optimalizovali reakéni podminky a
zkoumali vliv velikosti, charakteru a koncentrace ¢tyt konjugovanych molekul, dale vliv
typu pevné faze pouzité pro syntézu ON, polohy modifikace v feté¢zci ON vici pevné fazi
a Casu prubéhu reakce. Tato data byla casteCné¢ prezentovana na konferencich a

v soucasné dobé¢ jsou podkladem pro pfipravu manuskriptu.

6.4.1 Znaceni oligonukleotidt

Zkoumana nespecifickd sekvence 5'-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG TT-3’
predstavuje ON vldkno bez siln€é konformnich sekundarnich struktur s délkou obvyklou
pro molekularné biologické sondy v rozmezi 20-25 bazi. V ptipadé znaceni na pevné fazi
muze hrat velkou roli vzdalenost mista znaceni od 3"-konce ON, ktery je vazan na pevnou
fazi, a to z divodu moznych sterickych piekazek, hydrofilnich/hydrofobnich interakei a
podobnych vlivii. Proto jsme pro zkoumdani vlivu polohy mista znaceni zvolili vzdy jednu
ze tfi moznosti — 2. (dale 3"), 10. (dale X) a na 23. bazi (dale 5”) (obr. 46). Toto oznaceni
bylo zvoleno na zdklad¢ sméru syntézy ON, tedy od 3’-konce a posledni zminovana

poloha se opravdu nachézi na 5’-konci.

3'-konec X 5'-konec

OO

O = pevna faze M =3"-TTG TGC TTG TCG ACC AGT AGG TG-5'

Obrazek 46 Schéma modifikovanych pozic ON od 3"-konce.

10. baze

Nase skupina jiz v minulosti pomoci SPAAC reakce piipravila funkéni ON konjugaty. 4
Jelikoz jak komercné dostupnd barviva, tak i vlastni laboratorné ptipravené molekuly jsou

velmi nékladné, je zadouci, aby jejich spotieba pii znaceni byla co nejmensi. Nasim
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hlavnim cilem bylo proto najit optiméalni podminky pro co nejlepsi vytéznost znaceni ON
fetézce ruznymi malymi organickymi molekulami s ohledem na jejich velikost,
koncentraci, polohu v fetézci, a typ pevného nosice pouzitého pii syntéze. Jakmile byly
tyto vlivy podrobn¢ prozkoumany, byla sledovana role ¢asu znaceni a bylo provedeno i

znaceni na syntetizéru za vyuziti standardniho znaciciho programu z realného provozu.

Retézec ON byl upraven pomoci molekuly dibenzoazacyklooktynu (DBCO), vhodného
pro reakce SPAAC. Ten je komercné dostupny jako substituovany nukleosidovy
monomer dT fosforamidit uzivany pro interni modifikace (obr. 47a) i jako samotny

fosforamidit pro znaceni 5’-konce pii syntéze ON (obr. 47b).
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Obrazek 47 Pouzité fosforamiditoveé stavebni jednotky pro syntézu azacyklooktynem modifikovanych ON
a) dT fosforamidit, b) fosforamidit.

3'-konec X 5'-konec
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Obrazek 48 Prehled vsech kombinaci poloh modifikace pomoci DBCO a pouzité pevné faze.

81



Jelikoz znac¢ici SPAAC reakce probihala s ON pted odstépenim z pevné faze, bylo nutné
porovnat vliv materidlli pouzitych pro syntézu ON. Sekvence byla pfipravena na dvou
ruznych typech nosi¢li — na polystyrenové pevné fazi slozené z vysoce zesitovaného
aminomethylpolystyrenu (PS) a na skle s definovanou velikosti pért modifikovaném
dlouhym aminoalkylovym fetézcem (CPG). Pevna faze CPG se pro béznou syntézu
23merové sekvence pouziva v provedeni s velikosti por 500 A, my jsme vsak pouzili
jeste dalsi dostupné velikosti, 1000 A a 2000 A, kvili ovéieni vlivu mozného sterického
branéni porua pii znaceni. V experimentech tak bylo zkoumano celkem 12 riznych vzorka

na pevné fazi vazanych ON fetézct (obr. 48)

a) AzaPc

P W
gN N3 d)  ACR
H
o HN O N

Obrdzek 49 Struktury modifikitorii a) AzaPe, b) Cy5, ¢) BDP, d) ACR.
Existuje mnoho typi funkcnich molekul konjugovanych se syntetickymi ON. Mezi
nejcasteji pouzivané patii fluorescencni znacky, zhésece fluorescence, specifické vazebné
ligandy a stabilizatory duplext. Proto jsme do na$i studie vybrali zastupce nékterych
téchto skupin s riiznou velikosti a polaritou. Pouzili jsme pomérné velkou, vysoce
lipofilni  fluorescenci zhdSejici molekulu struktury azaftalocyaninu (AzaPc,
MW = 1596,19; obr. 49a), > komeréné dostupny fluorofor indocyaninového typu znidmy
jako Cyanine 5 (Cy5, MW =601,24; obr. 49b), fluorofor typu BODIPY (BDP,
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MW = 409,25; obr. 249¢c) ¥ a interkalujici derivat akridinu (ACR, MW =433,56;
obr. 49d). 147

Pti standardni syntéze ON pomoci fosforamiditové chemie se koncentrace stavebnich
jednotek pohybuje vrozmezi 0,07 — 0,1 M. Pro post-syntetické znaceni ON se
koncentrace znacicich ¢inidel v riznych postupech 1i$i v rozmezi jednotek az stovek mM,
ale vzdy se zachovanim molarniho poméru znadeni ke zna¢enému ON alesponi 2:1. '°
Velka vétsina publikovanych protokoldi je uréena pro reakce v roztoku. Udaje o
post-syntetickém zna&eni kliknutim na pevné fazi jsou k dispozici jen zfidka, '** pti¢emz
pouze jedna studie hloubé&ji zkouma vyuziti chemie méd’nymi ionty katalyzované azid-
alkynové cykloadice (CuAAC). '?! Abychom prozkoumali vliv koncentrace, provedli
jsme nasi studii se ¢tyfmi koncentracemi vybranych modifikatord 0,1 mM, 1 mM, 10 mM
a 100 mM. Celkové byly tedy od kazdé kombinace pevné faze a polohy modifikace ON
fetézce (obr. 48) provedeny konjugace se Ctyfmi riznymi molekulami, s kazdou ve
¢tyfech koncentracich. Kazda ze 192 reakci (4 pevné faze x 3 pozice modifikace x 4
modifikatory x 4 koncentrace modifikatord, tab. 5) byla provedena v trojim opakovani

pro zajisténi robustnosti vysledka.

Tabulka 5 Prehled zohlednénych charakteristik a parametri.

Pevna faze CPG 2000/ 1000 / 500/ PS 1000
Pozice modifikace 3°/X/5
Modifikator AzaPc/Cy5/BDP/ACR
Koncentrace modifikatoru 0,1/1/10/100 mM

Abychom zajistili uplnou konjugaci a zabranili vlivu variability reakénich podminek,
provadéli jsme hlavni linii reak¢nich experimentl po dobu 24 hodin. V dalsi fazi projektu
jsme monitorovali vliv zkracovani doby reakce na vytéznost SPAAC. Ziskané poznatky

byly nésledné vyuzity pro stanoveni ¢asu pouzitého pii znaceni na syntetizéru.
6.4.2 Analyza a vyhodnocovani

BéZzné pouzivanou metodou purifikace ON je HPLC na reverzni fazi s DAD detekci
s UV/vis detekci. '1° Tato metoda detekce se jevila jako idealni i v naSem piipadg, jelikoZ
vznikajici konjugaty (AzaPc-ON, Cy5-ON, BDP-ON a ACR-ON) ve svém absorpcnim
spektru obsahuji pasy vSech pouzitych chromofora (obr. 50c). Pouzité modifikatory maji
ve svém absorpcnim spektru charakteristické pasy s maximy ve stiednich az vysSich

vlnovych délkach na rozdil od ON s typickym maximem piti 260 nm (obr. 50a). Dokonce
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i ON modifikované pomoci DBCO (DBCO-ON) v jakékoliv poloze je jednoznaéné
odlisitelné na zaklad¢ absorpéniho spektra obsahujiciho navic drobny bathochromné

posunuty absorpcni pas kolem 320 nm (obr. 50b).
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Obrazek 50 a) Absorpcni spektrum neznacené sekvence ON, b) absorpcni spektrum DBCO-ON, c) absorpcni spektra
vSech konjugatit ACR-ON, BDP-ON, AzaPc-ON a Cy5-ON, d) modelovy chromatogram, kde A je pik neznaceného
ON, B je pik DBCO-ON a C je pik konjugatu.
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Vyvoj zakladnich metod probihal v ramci rigorézni prace PharmDr. Tomése Semleje pod
vedenim doc. PharmDr. Radima Kucery, Ph.D. a nebude v ramci disertacni prace blize
diskutovan. Kromé charakteristickych absorp¢nich spekter bylo samoziejmé vyuzito i
nemodifikované ON sekvence a DBCO-ON na vSech zkoumanych pozicich jako
vnéjSich standardl. Na téchto zakladech byly identifikovany piky ptedstavujici vzniklé
konjugaty a residua zbyla ze syntézy sekvence a znaceni (DBCO-ON a nemodifikovany
ON) (obr. 50a, b). S retencnimi ¢asy pohybujicimi se okolo 4 min pro nemodifikovany
ON a 6 min pro DBCO-ON (obr. 51). Reten¢ni ¢as konjugata se pohyboval v rozmezi
7,5 — 10 min. U konjugatu typu ACR-ON bylo z diivodu vyssi polarity znacici molekuly
potadi piki opacné oproti ostatnim a konjugét se eluoval dtive (7,5 min) nez vychozi
DBCO-ON (8,5 min). Identita pikti konjugati pak byla navic ovéfena pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI (viz kap. 5.4.3.).

Kazdy vzorek z triplikatu provedeni reakce byl analyzovan tfikrat pro potvrzeni plné
rekonstituovaného stavu vzorku a ovéfeni vysledku. U plné¢ homogennich vzorkl jsme
podle ocekavani nepozorovali mezi jednotlivymi nésttiky zadny rozdil. U pika konjugati
mensich molekul si Ize v§imnout ¢astecné nastépeného tvaru, nebo piku s SirSi bazi
(obr. 51, napt. BDP-ON X, ACR-ON 5’). Tento jev byl vnasi skupiné pii znaceni
pomoci SPAAC jiz sledovan a bylo prokazano pomoci hmotnostni spektrometrie, ze se
jedna o polohové izomery SPAAC reakce. '?” %7 Z tohoto divodu jsme neusilovali o

uplnou separaci téchto piki.
6.4.3 Vysledky znaceni

Po integraci kazdého zdznamu byla zploch pod pikem modifikovaného ON a

nezreagovaného DBCO-ON vypocitana procentualni efektivita reakce dle rovnice:

AUCg

——— x 100,
AUCoN + AUCs

vytézek % =

kde AUCs je plocha pod pikem modifikovaného ON a AUCon je plocha pod pikem
nezreagovaného DBCO-ON.

Hodnoty kazdého nastfiku a stejnych vzorki byly zprimérovany a vysledkem jsou tii
jednotlivé grafy pro kazdou pozici u kazdého modifikétoru. Z vysledka zna¢enim pomoci

AzaPc l1ze pozorovat vysokou variabilitu vytézka (obr. 52). Zatimco SPAAC na 5’-konci
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vykazuje konzistentni efektivitu kolem 90 % 1 pfi nejnizSich koncentracich na vSech
typech pevnych fazi, interni znaceni na 10. bazi jiz vyrazné¢ poukazuje na vliv pouzité
pevné faze. Nosi¢ PS a predevSim CPG 500 zde prokézaly ve vétSiné koncentraci vice
nez dvojnasobny vytézek znaceni oproti CPG 1000 a CPG 2000. Vysoka vytéznost se
projevila uz pii pouziti 10mM znaciciho roztoku. Pfi této koncentraci na pevné fazi CPG
1000 a 2000 byly vytézky pod 50 %, a jesté vice byl tento rozdil viditelny v pozici
nejblize k pevné fazi. Zde CPG nosice s vétsi porozitou — 1000 A a 2000 A neposkytly
ve vétsiné koncentraci zadny vytézek a v koncentraci 100 mM pouze vytézky v fadu

jednotek procent. Efektivita CPG 500 a PS byla tedy o vice nez fad vyssi.
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Obrazek 52 Vysledky znaceni ON pomoci riiznych koncentraci AzaPec.
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Obrazek 53 Vysledky znaceni ON pomoci riznych koncentraci CyS.
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pouzitd koncentrace 0,1 mM pii znaceni uprostied a na 5'-konci fetézce reagovala
s minimalnimi rozdily mezi jednotlivymi nosici. Na 3’-konci kopirovaly vytézky trendy
vychézejici u predchoziho modifikatoru, tedy nizsi vytézky pii pouziti pevné faze
CPG 2000 a nejlepsi vyteézky u PS. Podobné jako u ACR (viz dale) se zde vyznamné
projevil pozitivni vliv tohoto materialu. Vytézky na CPG 1000 byly v ptfipadé této znacky
srovnatelné s CPG 500.

\ .
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Obrdzek 54 Vysledky znaceni ON pomoci riiznych koncentraci BDP
Ve vysledcich BDP modifikatoru (obr. 54) lze €ist ve vSech pozicich obdobné 1 kdyz
méné vyrazné trendy jako v piipadé AzaPc. Cim blize se SPAAC nachazel k nosiéi, tim
vice byl sniZen jeji vytézek, a to predevsim u pevné faze CPG 2000. Z experimentii na
CPG 1000 se neziskala konzistentni a jasné €itelna data. Na 3’-konci 1 uprostied fetézce
byl jasné¢ viditelny vliv koncentrace, pfi¢emz 100 mM poskytlo srovnatelnou vytéznost
jako v ostatnich pozicich fetézce. Vytézky na 5’-konci ovSem vykazuji velky rozptyl
smérodatné odchylky, coz indikuje chybu v prubéhu jedné ze tii sérii experimentil, ktera
vyrazn¢ ovlivnila vysledné hodnoty. Ackoliv by se nabizelo vysvétleni v podobé
Spatn¢ho natedéni modifikatoru, je to nepravdépodobné. Tato odchylka by se musela
projevit v celé sérii dané koncentrace modifikatoru, nebot’ byl vzdy pfipravovan jeden
zasobni roztok pro znaceni na vSech pozicich. Podobné¢ jako u CyS5 i v ptipadé¢ BDP se
zvyraznila prevaha vytéZnosti na PS pevné fazi nad ostatnimi materidly. Ve vSech

pozicich byla u této pevné faze patrna vyraznd koncentracni zavislost, nejvice vSak pfti
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znaceni u 3’-konce. Pro dosazeni uspokojivé vytéznosti bylo mozné pouzit na vSech
pozicich 10mM roztok modifikatoru i v ptipadé CPG 500, aleu PS pevné faze byla pro

vysoky vytézek dostacujici uz ImM koncentrace.

ACR modifikator se podle vysledkii jevi jako nejucinn€jsi znacici molekula, jelikoz
vytéznost SPAAC reakce je ovlivnéna riznymi podminkami jen minimalné (obr. 55). I
ImM koncentrace naznacila velmi vysoké vytézky na vSech pozicich bez ohledu na druh

pouzité pevné faze. Pouze v piipadé 0,1mM koncentrace modifikatoru jsou vysledky

méneé konzistentni.
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Obrazek 55 Vysledky znaceni ON pomoci riiznych koncentraci ACR.
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Obrdazek 56 Vliv ¢asu na SPAAC vsech modifikdtorii na 5'-konci, pevné fizi CPG 500 4 v koncentraci ImM ve dvou
provedeni

Z prufezu vSech vysledkil jsme zvolili kombinaci polohy modifikace, pevnou fazi a

nejnizsi koncentrace modifikatoru, na které jsme vyzkouseli vliv ¢asu znacici reakce

SPAAC ve dvou opakovanich (obr. 56). AzaPc-ON a BDP-ON byly naznafeny uz
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béhem deseti minut, i kdyz v ptipadé AzaPc s proménlivym vysledkem. Naopak Cy5-
ON se naznacilo az po hodiné¢ a ACR-ON po 6 h.

Kombinace 1mM koncentrace modifikatoru a 1 h byla aplikovdna i na experiment
v redlném provozu (obr. 57), kdy bylo 30 nmol navazeno do kolony a naznaceno
upravenym znacicim cyklem na syntetizéru ABI 394 s celkovou dobou piisobeni 1 h.
Viditeln¢ odchylené hodnoty vytézku oproti laboratornim experimenttim byly ocekavany.
Pii znaCeni za vyuziti pfistroje je tieba pro optimalni vysledek pfizptisobit mnoho
parametrd, jako je doba promyvani reagenciemi a acetonitrilem, optimalni koncentracni
rozsah pii couplingu a dalsi. Toto nejspiSe ovlivnilo vysledky BDP-ON na vSech
pozicich. Tento experiment m¢l za kol potvrdit koncept proveditelnosti znaceni
v redlnych podminkach ve vSech polohach modifikace fetézce v co nejmensi koncentraci
na dvou bézné pouzivanych pevnych fazich. Zajimavy je vysoky vytézek v ptipad¢ PS
pevné faze u Cy5-ON 3¢, ktery odpovida vysledkiim na ostatnich pozicich. Jelikoz
fluorofor CyS5 je ve formé fosforamiditu pro pfimé znaceni oligonukleotidii komeréné
dostupny pouze pro znaceni na 5’-konci, vysledky tohoro experimentu naznacuji

skute¢n¢ vysoky potencial této metody, realizované na PS pevné fazi v praxi.
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Obrazek 57 Znaceni na ABI 394 syntetizéru.
Prifezem vSech vysledkt I1ze konstatovat vysokou efektivitu SPAAC ve vyrazné vétsing
kombinaci charakteru modifikatoru, pozice v fetézci a povaze pevné faze v koncentraci o
jeden tad nizsi, nez je doporucovana znacici koncentrace komercénich modifikétort.
Jedinou vyjimku tvoii objemny AzaPc, u n¢hoz reakce v pozicich blize u pevné faze

probiha uspokojivé pouze na PS a CPG pevnych fazich s nizsi velikosti pora. Tento jev
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se nam nepodafilo uspokojivé vysvétlit. Mlze souviset s tim, ze v pripadé CPG se jedna
o pomé&rné silné polarni material se skupinami SiOH, kter¢ jsou v neutralnim pH zaporné
nabité. U pevnych fazi s vétsSimi poéry jsou 3’-konce oligonukleotidi ukotvené hloubéji
uvnitt ¢astic pevné faze a relativné velkad, siln¢ lipofilni molekula k nim hufe pronika.
Jedna se ale prozatim pouze o teorii, v literatui'e jsme nenalezli studie, které by popisovaly
tuto problematiku. Tato teorie je ale podpofena i trendy chovani ostatnich modifikatord,
které se ve své struktufe 1iSi pravé nabojem, resp. polaritou. BDP je jakozto zwiterion
povrchovymi zipornymi naboji ovlivnén nejvice, a proto jsou i jeho vysledky
nekonzistentni. ACR a Cy5 jakozto kationické latky jsou timto zdpornym nébojem
naopak pfitahovany, a proto vykazuji vyrazné vyssi vytézky i v nejnizsich koncentracich
pti pouziti pevné faze CPG 1000 a GPG 2000. Polystyrenova pevna faze je na druhou
stranu vyuzivadna i1 v organické syntéze a piipravé peptidi pravé pro svou vynikajici
stabilitu a inertnost, 1> ¢ a proto se v jejim piipadé vytéznosti SPAAC takové rozdily

ve struktufe modifikdtortt nedotknou. Tato problematika bude podrobena dalSim

experimentlim, které snad jasn¢ prokazou vlivy uplatitujici se v této reakei.
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7T Zavér
Tato prace se zabyvala studiem struktury a fotofyzikalnich vlastnosti Pc a TPyzPz.

Prvni ¢ast se zabyva ptipravou kiemicitych komplexti TPyzPz. Vyzkouseny byly dvé
metody pfipravy, pficemz byly popsany kliCové parametry ovliviiujici komplexaci
kiemicitych kationti do bezkovovych derivati TPyzPz nesoucich rtzné periferni
skupiny. Pravé elektronovy charakter periferie ma velky vliv na potfebné mnozstvi
trichlorsilanu, a dobu ¢i proveditelnost reakce. Blize byla provéiena i axidlni substituce,

jeji labilita a nutnost silikonové vazby.

Druhd ¢éast zkoumala hotfecnaté komplexy Pc a TPyzPz, stabilitu jejich centralniho
kationtu kovu od neutralnich po siln¢ kyselé podminky. Do detailu zkoumala a potvrdila
acidoprotolyticky mechanismus demetalace v organickych rozpoustédlech a solvolyticky
mechanismus v polarnim prostfedi. Bylo potvrzeno, ze proces demetalace podléha
kinetice prvniho fadu a jeho rychlost je pfimo umérna sile acidity prostiedi. Z porovnani
dvou ochrannych systémti mikroemulzi a lipozomi vysSla najevo vys$i stabilita
lipozomadlnich systémi, a navic bylo mozné pozorovat vyssi stabilitu TPyzPz v obou

studovanych DSS.

V dal§i casti byla provedena rozsahld studie svétlem indukovaného uvoliovéni
lipozomalniho obsahu se zaméfenim na rtizné sloZeni lipidi, Ps a karga. Byla potvrzena
teorie singletového kysliku produkovaného Ps jako hlavniho hnaciho motoru rozpadu
lipozomii. Avsak také byla prokazana vysoka soucinnost dalSich faktort, které je tteba
zohlednit pfi pfimém porovnani riznych Pc, t€mi je pfedevsim urovein jejich agregace
v roztoku a intenzita absorpce svétla pii dané excita¢ni vinové délce. Pfredevsim vSak byla
prokézana dilezitost uvodnich stabilitnich test jakéhokoliv karga pravé vici
fotooxida¢nim dé&im probihajicich vramci svétlem indukovaného uvolilovani
lipozomalniho obsahu. Potvrdila se vyssi citlivost k uvolnovani u lipozoma s vétSim
poctem dvojnych vazeb v alkylovych fetézcich v disledku intenzivnéjsi fotoperoxidace
fosfolipidii. Celkové studie potvrdila vysoky potencial amfifilnich Pc jako Ps pfi svétlem
indukovaném uvoliiovani z lipozomt, zejména téch s vysokou tvorbou singletového

kysliku a dobrou interkalaci do lipidové dvojvrstvy.
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Posledni cast této prace se zabyvala studiem SPAAC jako metodou post-syntetické
modifikace ON na pevné fazi a v rozsahlé studii byl porovnan vliv koncentrace a povaha
modifikatoru, pozice modifikace v fetézci viuci pevné fazi a také typ pouzité pevné faze
pii syntéze ON na vytéznost této modifikacni reakce. Vyslo najevo, ze charakter
modifikatoru miize mit vyrazny vliv na vytéznost v pozicich blize povrchu pevné faze
v z&visloti na materidlu pouzité pevné faze. Dale byl zkouman vliv ¢asu na reakci a také

probéehly pilotni zkouSky na syntetizéru potvrzujici vysoky potencial SPAAC v praxi.
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