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aktivity

Ftalocyaniny (Pc) su makrocyklické latky s konjugovanym systémom dvojitych vazieb,
vdaka ktorému absorbuju svetlo z oblasti 650 — 750 nm. Vyznacuju sa aj vysokou produkciou
singletového kyslika, a preto si vhodné na pouzitie pri fotodynamickej terapii ako
fotosenzitizéry. Maju ale planarne aromatické jadro, a preto tvoria vo vodnom prostredi
neucinné agregdaty. Existuje niekolko stratégii na zamedzenie agregacie Pc, pricom tato
dizerta¢na prdca je zamerana na zamedzenie agregdcie pomocou supramolekularnych interakcii
s kukurbiturilom (CB). Subftalocyaniny (SubPc) s podobné makrocyklické latky zloZzené z troch
(namiesto Styroch) izoindolovych podjednotiek s centralnym atémom bédru, ktory viaze aj
axidlny substituent. Vdaka ich kuzelovitému tvaru a axialnej substitucii su sice vo vode menej
agregované, ale casto nerozpustné ainterakcia s CB by mala spdsobit zlepSenie tychto
vlastnosti.

Prvd cast dizertatnej prace je venovanad syntéze Pc saminoadamantylovymi
substituentmi na makrocyklickom jadre v a alebo S polohe, pretoZze 1-aminoadamantan tvori
velmi stabilné supramolekuldarne komplexy s CB[7]. Nasledovalo Studium interakcie najprv
ftalonitrilovych prekurzorov a ndsledne aj Pc s CB[7]. Ftalonitrilovy prekurzor tvori s CB[7]
stabilny komplex v pomere 1 : 1 s asociaénou konstantou okolo 102 M. Tvorba tejto interakcie
bola viditelnd aj pomocou NMR, kde bol viditelny posun signdlov adamantdnu pri tvorbe
komplexu s CB[7]. Interakcia Pc a CB[7] bola sledovana taktieZ pomocou NMR a nasledne aj
pomocou sledovania zmien absorpcnych a fluorescenénych spektier. VSetky Pc boli vo vode
agregované ([ substituované Pc viac ako a) a po postupnom priddvani CB[7] dochddzalo
k ¢iastocnej monomerizacii Pc. Komplex Pc-CB[7] mal niZSie hodnoty log P v porovnani
so samotnym Pc, ¢o znamend zvySenie jeho hydrofility. Biologické in vitro testovanie ale
nepotvrdilo zvysenie fotodynamickej aktivity, ktord mala spdsobit zvySend monomerizacia Pc.
Bolo to sp6sobené nizkym vstupom Pc-CB[7] komplexu do buniek, kedZe tento komplex je prilis
objemny a hydrofilny.

Druha cast dizertaCnej prace je venovana syntéze SubPc s aminoadamantylovymi
substituentmi na makrocyklickom jadre a objemnym lipofilnym substituentom v axidlnej polohe,
ktory je doleZity pre vnorenie SubPc do membrany buniek. Vysledky studia vlastnosti SubPc-
CB[7] pomocou fluorescenénych spektier boli nekonzistentné a aj ked pri jednej latke boli
pozorované zmeny po pridani CB[7], nebolo mozZné jasne uréit za akych podmienok sa tvori
supramolekularny komplex. Biologické testovanie bolo neldspesné, pretoze ani jeden pripraveny
SubPc nevykazoval Ziadnu fotodynamicku aktivitu, ¢i uz samostatne alebo po pridani CB[7].

Tretia Cast dizertatnej prace je venovana syntéze a-aminoftalocyaninov, ktoré maju
absorpéné maximum v blizkej IC oblasti a nasledne $tudiu ich vlastnosti v kyslom prostredi.



V pritomnosti kyseliny dochadza k protonizacii dusikov periférnych aminov a nasledne aj
azometinovych dusikov makrocyklického jadra.

Posledna cast dizertacnej prace je venovana Studiu uvoltiovania latok z lipozémov
po aktivacii svetlom. Systémy na dodavanie lieciv, ako napriklad lipozémy alebo nanocastice,
zlepsuju vlastnosti lieCiv a su stale CastejSie vyuzivané. Uvolnenie lieCiva do organizmu je ale
Casto nespecifické, preto su vyvijané také systémy, ktoré by lieCivo uvolnili na podnet, ako
napriklad svetlo, pH alebo teplota. V mojej dizertacnej praci boli testované 2 typy lipozdmov
(EYPC a DOPC) a2 latky, ktoré boli z nich uvolfiované (akridinova oranz (AO) a doxorubicin
(DOX)). V. membrane lipozdmov boli inkorporované rozne amfifilné Pc, ktoré po oZiareni svetlom
produkuju singletovy kyslik, ktory spésobuje narusenie lipozdmov a uvolnenie AO/DOX. Bolo
zistené, Ze okrem mnozstva produkovaného kyslika zavisi rychlost uvolnenia latky z lipozémov
aj na agregacii Pc ana hodnote absorbancie pri excitaénej vinovej dizke. Obidve latky sa
rychlejSie uvolfiovali z DOPC lipozémov, ktoré obsahuju viac dvojitych vazieb, ktoré su tak
nachylnejsie na oxidaciu singletovym kyslikom.
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Phthalocyanines (Pc) are macrocyclic compounds with conjugated system of double
bonds with absorption maximum around 650 — 750 nm. They are characterized by high singlet
oxygen production which makes them suitable candidates for photosensitizers in photodynamic
therapy. However, they form inactive aggregates in water environment because of their planar
hydrophobic aromatic core. There are many strategies to solve this problem, and this thesis is
focused on fighting aggregation of Pc by their supramolecular interactions with cucurbiturils
(CB). Subphthalocyanines (SubPc) are similar macrocyclic compounds composed of only three
(instead of four) isoindol units with boron as a central atom, which has also axial substituent.
Because of their cone-shape and axial substituent they are less aggregated in water but usually
not very soluble, which could also be solved by interaction with CB.

First part of this thesis was focused on synthesis of Pc with aminoadamantyl substituents
on macrocyclic core in a or f position, because l-aminoadamantane forms strong
supramolecular complexes with CB[7]. It was followed by study of interaction of phthalonitrile
precursors and also Pc with CB[7]. Phthalonitrile precursors formed stable complex with CB[7]
in ratio 1 : 1 with association constants around 10*?> M. This interaction was detected by NMR
titrations where signals of adamantane hydrogens were significantly shifted upon complexation.
Interaction between Pc and CB[7] was monitored by NMR and by changes in absorption and
fluorescence spectra. All Pc were aggregated in water (£ substituted were more aggregated
compared to a substituted Pc) and significant improvement in monomerization of Pc was
observed after gradual addition of CB[7]. Pc-CB[7] complex had lower log P values compared to
just Pc, which indicated higher hydrophilicity of the complex. Biological in vitro studies did not
confirm higher photodynamic activity expected as a result of improved monomerization of Pc-
CB[7] complex. It was due to highly hydrophilic Pc-CB[7] complex which was not able to go into
cells.

Second part of this thesis was focused on synthesis of SubPc with aminoadamantyl
substituents on macrocyclic core and bulky lipophilic substituent in axial position, which was
expected to help in intercalation of SubPc-CB[7] complex into cell membrane. Results of
fluorescence spectroscopic studies of SubPc-CB[7] complex were inconsistent and even though
with one compound there were some changes in its fluorescence spectrum, it was not possible
to determine under what conditions the complex is formed. In vitro biological testing was not
successful, because only no SubPc had any activity against cells, either alone or after addition
of CB[7].

Third part of this thesis was focused on synthesis of a-aminophthalocyanines with
absorption maximum in near IR region and then study of their properties in acid environment.



In the presence of acid there is a protonation of nitrogens of peripheral amines and then also
protonation of azomethine nitrogens of the macrocycle.

The last part of this thesis was focused on light-triggered release of cargo from
liposomes. Drug delivery systems, such as liposomes or nanoparticles, can improve drug
properties and they are being used more and more frequently. Release of the drug from these
systems is often non-specific, therefore new drug delivery systems are developed which could
release drugs after initial impulse such as light, pH or temperature. In this work, two types of
liposomes (EYPC, DOPC) were tested, with two different cargos (basic orange 14 and
doxorubicin). Different amphiphilic Pc intercalated into liposomal membrane were tested. They
produced singlet oxygen after irradiation, which was responsible for disruption of liposomes and
subsequent cargo release. Apart from amount of singlet oxygen, also other factors contributed
to rate of release, such as level of aggregation or absorbance in excitation wavelength of Pc.
Both cargos were released faster from DOPC liposomes due to more double bonds in lipid
structure which are more susceptible to oxidation by singlet oxygen.



Obsah

1 Zoznam POUZILYCH SKIAtiEK......cecicuiieeieiiiee ettt e et e e e bee e e s e raeeeeeanes 15
B O =T I o - ol TSP 17
3 Prehlad sucasného stavu rieSenej problematiky .......cccocoveiieiiiiiicciiee e, 19
3.1 Fotodynamickad tErapia .....ccceeei e 19
I I T Yo N = 0 PSR 19
3.1.2 MEChANIiZMUS PDT . .uiieiiiiiiiieiiee ettt esieessite e steestee s ste e sbe e esateesbeessaseesnbaeenaseesnseeenaseean 20
3.1.3 Faktory ovplyvAujUce UEINNOSE PDT .....ccciveiieiiiieiiecie e e steesttesreere e e steesseessneereenres 21
3.1.4 DalSie moZnosti vyuZitia fotodynamického efektu ...........cccvvueeeveeeveeeereeeeeseeienenn 22
N N o] o 1T o b =T oY TSP 23

3.2 Svetlom aktivované uvolnenie lIeCiVa.......ccueeiieiiei i 28
302 R IR eTo 7.Ze o 11V SRR 28
3.2.2 Mechanizmus uvolfiovania lie€iv po aktivacii svetlom .......ccccccovcveeiiiiieeiiciee e, 28
3.2.3 Vyhody lie€iv inkorporovanych v lipozodmoch..........cceeviiiiieeicieesiee e 31

I I =1 (o TV 2= Yo Y1 o 1SS SR 32
3.3.1 SYNtéza ftaloCYANINOV ...ceiieiiiii it e 33
3.3.2 Agregacia ftaloCyaninOV .........eeicciiii e e e 35

U] o] i =] (e TorY 7= o |11 VPRSP 39
3.4.1 Syntéza subftaloCyaninOV........cocciiiiiiiiiiec e e 39
3.4.2 Vlastnosti sUbftaloCyaninoV .......c.uuiiiiciiiie e e 40
3.4.3 Reaktivita sUbftaloCyaninOV .......c.uuiiiiiiiiiicee e 40

N T U T o T [ (O ] USSR 43

4 VYSIEAKY @ AiSKUSIA....uiiiiiiiiie ittt e et e e e e e e e e abe e e e eareeeeenteeeeennrenas 46
4.1 Studium supramolekuldrnych interakcii ftalocyaninoV............ceuvveveeeeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeenes 47
o O P21V o B A U] G Y] Y PSR 47
B.1.2 SYNTBZA .eiuiiiiiieeeiee ettt ettt et s bt s e s be e e be e s be e s bt e e s beeebbeenabeesbaeenareens 48
4.1.3 StUdium interakeie S CBI7] ..uvuruiueireieeieieieiseieieissse ettt sse s sses s sanens 55
4.1.4 In vitro biologické hodNOtENIE ........ccciiiiiiieiie e e e 66

B 1.5 ZAVEI ittt ettt ettt ettt et sttt et e et e s bt e e bt e e st e e s be e s bbe e s bee e bbeenateesbaeenareenn 70

4.2 Studium supramolekuldrnych interakcii subftalocyaninov.........cccceevceeeeeeeeceeeeeeeeeeene, 71
4.2.1 NAVIN SEUKEUIY .ttt e et e e e e et e e e e ata e e e e abee e e eabaee e e nneeas 71
B.2.2 SYNTBZA .eouiiieiieeeiee ettt ettt ettt s et st s e s be e e s bt e s be e e bte e s be e e bbeenateesbaeenareens 71
4.2.3 StUdium interakci® SUDPC @ CBI7] .ovevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeseneeseeenenes 74
4.2.4 Fotofyzikdlne parametre SUDPC ......cooociiii ittt e 77
4.2.5 In vitro biologické hodNOteNIe ........cceveiiiiiiiiiie e 78
A S - 1YY PR 79

4.3 Priprava a-substituovanych aminoftalocyaninov .........cccceevcieeiiiciiic e 80
4.3.1 Syntéza ftalonitrilovych prekurzoroV........cceeieciecicciiee e 80
4.3.2 SyNtéza ftaloCyaNiNOV ....oeei it e et 83
4.3.3 Studium spektralnych a fotofyziklanych vlastnosti aminoftalocyaninov................... 84
4.3.4 Protonizacia aminoftaloCyaninoV........cceeiieciiic e 85



£,3.5 AV ettt —————————————————————————————————————_—————1——————11t1t_—_—————————_—_—_—_—————————————_. 89

4.4 Svetlom aktivované uvolfovanie eIV .......ccuueirieiiiiiiree e 90
4.4.1 Fotofyzikalne VIAStNOSTI PS.....ccocciiiieeiiieecctee ettt e et 92
4.4.2 Charakterizacia HPOZOMOV ......cocciiiiiiiiiiee ettt e aree e s e 93
4.4.3 Interakcia PS s lipOZOMamMi.....ccccciiiieiiiiiec ettt e et e e e ree e e abae e e 94
4.4.4 Fotostabilita PS v IPOZOMOCH ......ooiiiiiiiieceeece e 97
4.4.5 Tvorba singletového kyslika v ipozOdmoch .......ccceeiiiiiiiiiec e, 101
4.4.6 Svetlom aktivované uvolnenie lieCiv z [ipozOMOV........cccccccveeiecciee e, 103
Ny - VY SO UURRN 107

R4 1= PRSPPI 109
6 EXPErIMENTAING CAST ..veiiveiiiieiecreceie ettt ettt ettt eve et e e ete e eteestaeeaveebeebeenteesteesaeseaneenseen 111

6.1. Syntéza prekurzorov a medziproduktov ftalocyaninov........cccccccveveceiiiccen e, 111
6.1.1 4-(2hydroxyetylsulfanyl)ftalonitril (1) .....cccveeeeeiieeeeeee e e e 111
6.1.2 4-(2-tosyloxyetylsulfanyl)ftalonitril (2a)......cccceeeeeeiieriieceeee e 111
6.1.3 4-(2-mesyloxysulfanyl)ftalonitril (2D) .....c.ccccveevieeeciieeecee e 112
6.1.4 4-(2-jodoetylsulfanyl)ftalonitril (2C) ..c..eeeeeeveeeeeieeeee e 112
6.1.5 2-[(3,4-dikyanofenyl)sulfanyl]etyl trifluorometan sulfonat (2x) .....cccovvveeeereeeeennnenn. 112
6.1.6 4-[2-(aminoadamantan-1yl)etylsulfanyl]ftalonitril (3) ......ccccccoeeivieieiiiieieiee e, 113
6.1.7 N-(adamantan-1-yl)-2-bromoacetamid (4) ......cccoeeeriieieeciieee e 113
6.1.8 N-(2-bromoetyl)adamantan-1-amin (5) ....ccccceeeieeeciierie e 114
6.1.9 N-(adamantan-1-yl)-2-merkaptoacetamid (6) .....ccccccuereeeiiireeiiiiee e e e 114
6.1.10 2-merkaptoacetaldehyd (7).....cccoeeceieeieeeee e 114
6.1.11 2-((adamantan-1-yl)amino)etane-1-tiol (8).......ccccceevrrercreeeiieecciee e 114
6.1.12 2-((bis(4-metoxyfenyl)(fenyl)metyl)tio)etan-1-0l (9) ....cccovereeecireeiecieeeeeee e, 115
6.1.13 (bis(4-metoxyfenyl)(fenyl)metyl)(2-tosyletyl)sulfan (10)........ccccovevirevreeeieeennnenn. 115
6.1.14 (bis(4-metoxyfenyl)(fenyl)metyl)(2-jodoetyl)sulfan (11) ......ccoveeeecrieeecciineeeen. 115
6.1.15 2(adamantan-1-yl)etan-1-0l (12).....ccceeeiiieieeciieee e et 115
6.1.16 S-(2-((adamantan-1-yl)amino)etyl)ester tiooctovej kyseliny (13)......cccceeecrveennenn. 115
6.1.17 (3s,5s,7s)-N-(2-tosylethyl)adamantan-1-amine (14).......ccccceeeceeeeecceeeeeccieee e, 116
6.1.18 2-(((3s,5s,7s)-adamantan-1-yl)amino)ethane-1-thiol (15) .......cccceevvrevreerirveennnenn. 116
6.1.19 2(adamantan-1-yl-metylamino)etan-1-0l (16) ........ccccceeeciireeeiieeeeeciee e, 116
6.1.20 4-{2-[(adamantan-1-yl)Jamino]etoxy}ftalonitril (17)......ccccoceeeeiiireieciiieeeciee e, 117
6.1.21 4-{2-[(adamantan-1-yl)N-metylamino]etoxy}ftalonitril (18)......c..ccccceevrrercrveernnnn. 117
6.1.22 3-{2-[(adamantan-1-yl)Jamino]etoxy}-ftalonitril (19).......ccccceeeerrreieiiieeeeciee e, 117
6.1.23 3-{2-[(adamantan-1-yl)-N-metylamino]etoxy}ftalonitril (20)..........ccceevveercrveennnnn. 118
6.1.24 4-{2-[(adamantan-1-yl)-N,N-dimetylamdnium]etoxy}ftalonitril jodid (21)............ 118
6.1.25 3-{2-[(adamantan-1-yl)-N,N-dimetylamdnium]etoxy}ftalonitril jodid (22)............ 118

6.2 SYNtEza ftaloCYaNINOV.....coiiiiiiii ittt s sbe e e sare s 119
(o3 2 A @ o T=Tol 01V o Yo 1y ] 1 NS 119
(o3 2 @ | Y=ol 01V o Yo 1y (U o 1 - 2SR 119
6.2.3 2,9(10),16(17),23(24)-tetrakis{[2-(adamant-1-yl)Jamino]etylsulfanyl}ftalocyaninato
ZiNOCNAtENO KOMPIEXU (23) .eiiieiiiieeeciee ettt et e e e et e e e e e te e e e e abae e e enraeas 119
6.2.4 2,9(10),16(17),23(24)-tetrakis{[2-(adamant-1-yl)Jamino]etoxy}ftalocyaninato
ZiNOCNATENO KOMPIEXU (24) .veiiereeeieeeeee ettt ettt et be e e eba e e abe e e baeesaree s 120

12



6.2.5 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N-

metylamino]etoxy}ftalocyninato zinocnatého komplexu (25) ..cccceeeecvveeeecieeececiiee e, 120
6.2.6 1,8(11),15(18),22(25)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)amino]etoxy}ftalocyaninato
ZiNOCNAtENO KOMPIEXU (26)...uviiieiieciiie i ecee ettt re e tee e e e e aae e sateeenns 120
6.2.7 1,8(11),15(18),22(25)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N-
metylamino]etoxy}ftalocyanindto zinocnaty komplex (27) ....ccccoeecieeeceeecieesiee e 121
6.2.8 Obecny postup kvarternizacie ftalocyaninov........cccoecveeiieiiee e, 121
6.2.9 2,9(10),16(17),23(24)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N,N-
dimetylammadnium]etoxy}ftalocyaninato zino¢naty komplex tetrajodidu (28) ............... 121
6.2.10 1,8(11),15(18),22(25)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N,N-
dimethylammadnium]etoxy}ftalocyaninato zino¢naty komplex tetrajodidu (29) ............. 121
6.3 Syntéza subftaloCyaninOV........coovciiiiiiiiiic e 122
6.3.1 Metyl-3,4,5-tris(dodecyloxy)benzodt (30) .....cccccveeeeeciieeeiiiiee e e 122
6.3.2 (3,4,5-tris(dodecyloxy)fenyl)metanol (31) ....ccccccvveeieeiceiecieeeee e 122
6.3.3 3,4,5-tris(dodecyloxy)benzaldehyde (32) ....cceeecveeecieeiieeeeeee e 122
6.3.4 3,4,5-tris(dodecyloxy)phenol (33) ...ccccuii i e 123
6.3.5 1-(prop-2-yn-1-yloxy)adamantdn (34) .......cccceeeeeeeciieeiieeeciee e 123
6.3.6 N-(prop-2-yn-1-yl)adamantdn-1-amin (35) ......cccccceeeriireeiiiieeeeciee e eeee e e 123
6.3.7 N-metyl-N-(prop-2-yn-1-yl)adamantdn-1-amin (36).......cccccceeeevcrireeercereeeeriee e, 124
6.3.8 Chlorid 2,9,16(17) trijddosubftalocyanin boru (37) ....ccccveevveeecieecieecee e, 124
6.3.9 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17) trijédosubftalocyanin boru (38) ........ 124
6.3.10 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17)-tris[3-(adamantan-1-yl)oxy)prop-1-yn-
1-y1] subftalocyanin BOrU (39) ....cccuee it e 124
6.3.11 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17)-tris[3-(adamantan-1-yl)(N-
metyl)amino)prop-1-yn-1-yl] subftalocyanin bOru (40)......cccceeeveeecieeecieecieeceee e 125
6.3.12 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17)-tris[3-(adamantan-1-yl)(N,N-
dimetyl)amino)prop-1-yn-1-yl] subftalocyanin boéru trijodid (41) .....ccoveeeecrireeeciieeeennen. 125
6.4 Syntéza a-aminoftaloCyaninOV........ccocciiii it 125
6.4.1 2,3-dikyano-1,4-fenylén bis(trifluorometdnsulfondt) (42)......ccccoceeeeeeieeeeccvieeeenneen. 125
6.4.2 2,3-dikyano-1,4-fenylén bis(4-metylbenzénsulfonat) (43) ....cccoceevvreeeciieecieeecieeenne, 125
6.4.3 3,6-dibromTtalonitril (44) .....oee e e e 125
6.4.4 Metdda nukleofilng] SUDSTITUCIE .....cccveeeieeiiie et 126
6.4.5 Buchwald-Hartwig COUPIING ..eeiieiiieiciee e 126
6.4.6 Kvantifikacia [ATOK 45 @ 46 ...cccueeeceiieeiee ettt see e ste e tee st s e raee e snreeennnas 126

6.4.7 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(dietylamino)ftalocyaninato horecnaty komplex (47) 127
6.4.8 1,8(11),15(18),22(25)-tetrabromo-4,11(8),18(15),25(22)-tetrakis(dietylamino)

FLAlOCYANIN (A8H) .. eieiei et e e et e e e ebte e e e e bt e e e e ebtaeeeebteeeesbaaeaeaanes 127
6.4.9 1,8(11),15(18),22(25)-tetrabromo-4,11(8),18(15),25(22)-tetrakis(dietylamino)
ftalocyaninato zinocnaty KOmplexX (48ZN) ........eeeecciieeieciiee ettt 127
6.5 Fotofyzikalne StUdium VIastnOSti PCS ......ccoccuiiiiiiiiiee ettt e 128
6.5.1 Skimanie interakcie Pcs a CB[7] pomocou UV-vis a fluorescencie .............ccc......... 128
6.5.2 UV-vis skimanie interakcie PCS @ B-CD .....ccueeeeeieieeecieee ettt ettt e 128
6.5.3 StANOVENIE [OZ Pa.veeeeceeee ettt et e e rae e e e earae e e e areeas 128
6.5.4 KVANTOVE VYTAZKY....eeiveerieiteecieeciee et cte et ettt et e eteeeteeeveesbeesteestaesanesabeenbeenbeenreenens 128
6.6 Fotofyzikalne Studium vIastnosti SUDPC.........cceiiiiiii it 129
6.6.1 Skiimanie interakcie VO VO .......c.cooviiiriiiiiiiiecte ettt 129



6.6.2 Skiimanie interakcie vo vode s pridavkom organického rozpustadla.........cc.......... 129

6.6.3 Skiimanie interakcie vo vode $ 30 % THF ......cooviieriiiinieeiecceeccee e 129
LN I UL =Y V1= (o = =PRI 130
6.6.5 Meranie fotofyzikdlnych vIastnosti .........cccveiiiiiiiiiiiie e, 130

6.7 Fotofyzikalne Studium aminoftalocyaninov .........ccoociveiiiiiie e, 130
6.8 BiolOgICKE EXPEIIMENTY ciiieviiei ettt e s s sbee e s e sbee e s s nreeas 130
6.8.1 Bunkové Kultlry @ priprava VZOrieK . ........uueeeeieieiecniees e ssiee e ssvee e s svee e s 130
6.8.2 CytotOXiCKE @XPEIIMENTY.....eiiiiiiiieieciiee ettt ree e et e e e e tee e e e abae e e e nreeas 131
6.8.3 Casovy profil vstupu [4tok do BUNIEK .........cceveveveeieeieieeeieeictceeeceeeeeeeees s 131
6.8.4 SUbCElUIArNa 10KaliZACIa. ... .eiiiurieiieeeiee e 131

Lo T I o To . Zo 11 1 1V AP 131
6.9.1 Priprava liPOZOMOV.......ciiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e s are e e s s bee e s sabee e e snreeas 131
6.9.2 Charakterizacia liPOZOMOV .......c.uuiiiiiiiieeccee et e bae e e 132
6.9.3 Interkalacia PS do lIpOZOMOV .......oiiiiiiieciee ettt 132
6.9.4 Fotostabilita PS v HPOZOMOCH ......ooiiiiiiiicee e 132
6.9.5 ROZKIAA ADPA ...ttt ettt et s e et e e et e e et e e te e eaeeenaaee s 133
6.9.6 Svetlom aktivované uvolnenie AO/DOX z lipOZOMOV ......cccceecveevreerreesieenieeereeveenen 133

7 Zoznam vedeckych a publikovanych Prac .........coccuviioeiiiii e 134
8 Granty @ VYSKUMNE STAZE.....cccuiiiieeiiee ettt et e et e e e abe e e e et e e e e e ntaee e enaeeas 136
9 Z0znam POUZItE] [IEEIratUrY .oooeeiee e s e e e areeas 137
O IVAoY4aF: 1041 o] a1 ] o USSRt 145

14



1 Zoznam pouzitych skratiek

ACN

ADA

ADPA

ADT

AO

CB

CcD

DCM

DDS

DMF

DMSO

DOPC

DOX

DPBF

DPPP

DTT

EtOH

EYPC

FDA

Hela

ICT

LDL

MeOH

NIR

NMR

PBS

Pc

PDT

PS

acetonitril

1-adamantylamin

antracén-9,10-dipropidnova kyselina (z angl. anthracene-9,10-dipropionic acid)
1-adamantyl(trimetyl)amoénium

akridinova oranz

kukurbit[n]uril (z angl. cucurbit[n]uril)

cyklodextrin

dichlédrmetan

systém dodavania lieciv (z angl. drug delivery system)
dimetylformamid

dimetylsulfoxid

1,2-dioleoyl-glycerol-3-fosfatidylcholin  (z angl. 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-
phosphatidylcholine)

doxorubicin

1,3-difenylbenzofurdn (z angl. 1,3-diphenylisobenzofuran)
difenyl-1-pyrenylfosfin (z angl. diphenyl-1-pyrenylphosphine)
ditiotreitol

etanol

fosfatidylcholin z vajeéného #ltka (z angl. egg yolk phosphatidylcholine)
sprdva potravin a lie€iv (z angl. Food and Drug Administration)
bunkové linie nadoru kréka maternice

intramolekuldrny prenos ndboja (z angl. intramolecular charge transfer)
lipoprotein s nizkou hustotou (z angl. low density lipoprotein)

metanol

oblast blizkeho infraéerveného spektra (z angl. near infra-red)
nuklearna magnetickd rezonancia

pufrovany fyziologicky roztok (z angl. phosphate buffered saline)
ftalocyanin (z angl. phthalocyanine)

fotodynamicka terapia (z angl. photodynamic therapy)

fotosenzitizér (photosensitizer)
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SK-MEL-28 bunkové linie ludského melanému

SubPc subftalocyanin (z angl. subphthalocyanine)

TEA trietylamin

TFA kyselina trifluéroctova (z angl. trifluoroacetic acid)

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstvovd chromatografia (thin layer chromatography)
t.t. teplota topenia
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2 Ciel prace
Cielom tejto dizertacnej prace bola priprava réznych derivatov ftalocyaninov (Pc)
a nasledne Studium ich fotofyzikalnych a biologickych vlastnosti. Jednalo sa o 4 projekty:

1) Priprava Pc ktoré su na periférii substituované aminoadamantylom. Vdaka tomuto
substituentu je mozna ich interakcia s kukurbiturilom (CB). Pc su vo vodnom prostredi
Casto agregované atouto interakciou by mala byt zaistend ich monomerizécia
(Obrazok 1). Interakcia medzi Pc-CB bola Studovand pomocou absorpénych
a fluorescenénych spektier predovSetkym vo vode, pomocou fotofyzikdlnych
parametrov. Nasledne boli tieto |atky testované aj in vitro na bunkovych linidch Hela
a SK-Mel-28.

CBI[7]

Obrdzok 1. Obecnd schéma projektu Pc-CB[7].

2) Priprava subftalocyaninov taktiez substituovanych aminoadamantylom na periférii,
ich interakcia s CB nie len vo vode, ale aj v kombinacii vody s pridavkom organického
rozpustadla, a s naslednym in vitro testovanim (Obrazok 2).

Obrdzok 2. Obecnd schéma projektu SubPc-CB[7].

3) Priprava a-substituovanych aminoftalocyaninov (Obrazok 3), ktoré maju maximum
absorpcie posunuté k infracervenej oblasti spektra

17



Obrdzok 3. Pripravovany a-aminoftalocyanin

4) Stadium vplyvu rdznych amfifilnych Pc na uvolnenie liediv z lipozdmov po aktivacii
svetlom (Obrazok 4).

liegiva

NW

-
3.'

U

Obrdzok 4. Schéma uvolriovania lieciv po aktivdcii svetlom.

**
*
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3 Prehfad sucasného stavu rieSenej problematiky

3.1 Fotodynamicka terapia

Fotodynamicka terapia (PDT) je moderna neinvazivna metdda vyuZivana predovsetkym
na terapiu rakoviny. Konvencnda terapia rakoviny (chemoterapia, radioterapia, chirurgické
odstranenie nadoru) sa spaja s velkym mnozZstvom neziaducich Gcinkov, preto je kladeny doraz
na nové terapeutické postupy.! Jednou ztakychto novych moZnosti je aj PDT. PDT zahffia
3 samostatne netoxické zlozky: fotosenzitizér (PS), svetlo (so $pecifickou vinovou diZkou)
a kyslik. Ak sa vsak tieto zlozky skombinuju, tak sa tvoria toxické produkty, ako napriklad
singletovy kyslik alebo radikaly, ktoré spdsobuju smrt buniek.

Modré svetlo prenikd do koZe len minimalne, naopak cervené a infradervené svetlo
prenika hlbsie (Obrazok 5), ale maximalne len do hfbky 1 cm. Preto je potrebné pripravit PS,
ktoré absorbuju v Cervenej ainfraCervenej oblasti, a to aj tak limituje pouZitie PDT len
na povrchovo lokalizované nadory.

light beam

M B ‘1 :'1/ T

~— " srattering 2mm

absorption
10 mm

Obrdzok 5. Penetrdcia svetla v zdvislosti na vinovej dizke do koZe. Prevzaté z ref.?

3.1.1 Princip PDT

Fotosenzitizér (PS) je podany pacientovi lokdlne alebo intravendzne a casom sa
kumuluje v nddorovom tkanive.> Nasledne je oZiarené len miesto, kde sa nachddza nador
pomocou svetla o 3pecifickej vinovej dizke, ¢o vedie k selektivnej aktivacii PS v nadore
a k produkcii reaktivnych foriem kyslika, ktoré spésobuji apoptdzu a/alebo nekrézu, znicenie
ciev a imunitnd odpoved (Obrézok 6).4

Time ps*
delay
PS Non-specific PS localizaion Light
administration PS distribution  in target tissue Activation
(idealized)

Obrazok 6. Princip PDT. Prevzaté a upravené z ref.*
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3.1.2 Mechanizmus PDT

PS absorbuje fotén s vhodnou vinovou dizkou a prechadza zo zakladného stavu (So)
do excitovaného singletového stavu (S:) alebo do sekundarneho excitovaného stavu (S;). S; sa
rychlo deaktivuje cez vnutornd konverziu do S; stavu.®> Takto excitovany PS sa mdZe zbavit
energie emitovanim fluorescencie alebo sa dostdva cez medzisystémovy prechod
do tripletového stavu (T1). Cim je dlhgia Zivotnost tohto tripletového stavu, tym médze excitovany
PS interagovat s okolitymi molekulami, kedZe cytotoxické latky produkované pocas PDT vznikaju
prave pocas tripletového stavu PS.!

Excitovany PS mdze z T; stavu prejst dvoma typmi reakcii. Pocas reakcie typu | reaguje
PS s okolitymi bio molekulami (nukleové kyseliny, bielkoviny, lipidy) a formou elektrénového
prenosu sa vytvaraju volné radikaly, ktoré su velmireaktivne a ndsledne reaguju s molekularnym
kyslikom alebo vodou za tvorby radikdlov OH* and O,*", ktoré spdsobujd smrt buniek.’°> Reakcia
typu ll je zaloZend na prenose energie medzi excitovanym tripletovym stavom PS a molekulovym
kyslikom v zakladnom tripletovom stave, ¢im sa vytvara vysoko toxicka forma kyslika, singletovy
kyslik (10,), ktory spdsobuje smrt buniek (Obrazok 7).! Predpoklada sa, Ze pre funkénost PDT je
dolezitejSia reakcia typu ll, ale pomer akym prispievaju oba typy reakcii k bunkovej smrti zalezi
na viacerych faktoroch: koncentracia kyslika, pH alebo Struktira PS. Ak nie je v prostredi
dostatok kyslika, zagina prevaZovat reakcia typu 1.3

S N Typl
. , . elektrénovy transfer
] tvnitornd konverzia
Sy 1 &
“\[nedzisystémonrechod . .
T ——————— OH"and O, /é. ‘smrt'buniek.‘,ﬂ’ 5\%
T O AR
z 19 [\“O_.J » oY 2
£ N o RIR AL
T .2 Y %Y
svetlo <8
3t
5 < Typ Ii
Zs Yp
LS a
So

Obrazok 7. Mechanizmus PDT.

To, ¢i sa PS zbavuje excitovanej energie emitovanim fluorescencie alebo tvorbou
singletového kyslika, vyjadrujui ich kvantové vytazky. Kvantovy vytaZzok fluorescencie je (®f)
uddva pomer poctu emitovanych foténov k poctu absorbovanych foténov. Kvantovy vytazok
singletového kyslika (®a) vyjadruje pocet vzniknutych molekul singletového kyslika na pocet
absorbovanych foténov. Pomer jednotlivych kvantovych vytazkov sa liSi v zavislosti
na Struktudrnych parametroch PS.

Excitovany PS sa modZe zbavovat energie aj prostrednictvom intramolekularneho
prenosu naboja (ICT). Deje sa to predovsetkym u tetrapyrazinoporfyrazinov (TPyzPz, derivatov
ftalocyaninov), ktoré maja v makrocyklickom jadre viac atdmov dusika v porovnani
s ftalocyaninami (Obrazok 8). TPyzPz maju preto vyrazne elektron-deficitné makrocyklické jadro,
a ak su substituované elektron donorovymi skupinami (napr. alkylaminy), tak dochadza
k rychlemu ICT, ktory spdsobuje zhd$anie excitovaného stavu molekuly (Obrdzok 9).>7 To je
mozné vyuZit napriklad pre vyvoj réznych senzorov alebo aktivovatelhych PS.2
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Obrdzok 8. a) Struktura ftalocyaninu, b) Struktira tetrapyrazinoporfyrazinu.

ICT
R
R \/\ donor
akceptor BN, NS
N Zn_ N
PN N
= N- L
RN ~R
/\f /
R R

Obrdzok 9. Princip ICT.

3.1.3 Faktory ovplyviujuce uéinnost PDT

Délezitym faktorom ucinnosti PDT je lokalizacia PS. V poslednych rokoch boli vyvinuté
rézne PS, ktoré boli selektivne lokalizované, napriklad do nadorovych ciev (Obrazok 10).°
Lokalizacia PS zélezi na velkosti, ndboji a hydrofilite/lipofilite PS, a taktiez na fyziologickych
vlastnostiach ciev ako je ich permeabilita.’® Dal$im faktorom, ktory ovplyviiuje Gcinnost PDT je
¢as medzi podanim PS pacientovi a naslednym oZiarenim svetla. Ak je interval kratsi (cca 15 min),
tak sa PS akumuluje predovsetkym v cievach, ale ak je interval dIhsi (radovo v hodinach), tak sa
PS akumuluje extravazalne (pokial nie je silno hydrofilny).!! Taktiez naviazanie niektorych PS
na bunkové struktury/fyziologické molekuly ovplyviiuje Géinnost PDT, napriklad aniénovo
substituované Pc sa viaZzu na hovidzi sérovy albumin, a tym sa modeluje G&innost PDT.?

Obrdzok 10. Vaskuldrne endotelové bunky (zelené), nevaskuldrne bunky (modré), PS lokalizovany vo vaskularnych
bunkdch (Cervené). Prevzaté a upravené z ref.11
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3.1.4 Daldie moZnosti vyuZitia fotodynamického efektu
Aj ked'je PDT vyuzivana predovsetkym u nddorovych ochoreni, existuju aj dalSie oblasti,
kde by sa fotodynamicky efekt mohol uplatnit.

3.1.4.1 Antimikrobidlna liecba

S narastom rezistencie viacerych bakteridlnych kmenov v poslednych desiatkach rokov
a nedostatkom novych antibiotik a antibakteridlnych chemoterapeutik, sa zvysil zaujem
o alternativne lie¢ebné postupy, medzi ktoré patri aj antimikrobialna fotodynamicka terapia.

KedZe principom fotodynamického efektu je tvorba reaktivnych foriem kyslika
po aktivacii svetom, je malo pravdepodobné, Ze by si baktérie mohli vytvorit rezistenciu.®
Fotodynamicky efekt taktiez neovplyvriuje citlivost klasickych konvenénych antibiotik
a antibakteridlnych chemoterapeutik.'

Antimikrobidlna PDT viac Ucinkuje na grampozitivne baktérie, kedZe ich vonkajsia
bunkova stena (obsahujuca peptidoglykan) je viac pdrovita a preto mébze PS prejst jednoduchsie
do cytoplazmatickej membrany. Na druhej strane gramnegativne baktérie (napr. Escherichia coli
alebo Pseudomonas aeruginosa) su menej citlivé na tento typ terapie, pretoZe maju zlozitejsiu
a komplexnejSiu morfolégiu. Ich bunkovd stena obsahuje okrem peptidoglykanu aj vonkajsiu
membranu s negativne nabitymi molekulami lipopolysacharidov a lipoproteinov, ktoré
predstavuju fyzickd a funkénu bariéru, ktord brani inkorpordacii PS (Obrazok 11).*® Medzi
najucginnejsie PS preto patria tie, ktoré maju vo svojej strukture kladny naboj (katidnové PS)*®
a ktoré ¢iastoéne ucinkuju aj na gramnegativne baktérie.'’

a) b)

Vonkajsia
A
7 7 v
Lipoproteiny
_ T~ Peptidoglykan —

Cytoplazmaticka
A <GG555GG%SG%SGGGGGGG’N%GGGG’J%

' Lipopolysacharidy 2@ Porin Protein
v

Obrdzok 11. Struktira bunkovej steny a) grampozitivnych, b) gramnegativnych baktérii. Prevzaté a upravené z ref.18

Medzi najviac vyuZivané PS v antimikrobidlnej PDT su kladne nabité latky zo skupiny
fenotiazinov (Obrazok 12). Tieto latky su ale vyznamnym substratom efluxnych transportérov,
ktoré sa nachadzaju v bakteridlnych bunkéch, a tym sa zniZuje ich G¢innost.'® Napriek tomu je
mozné pouzitie inhibitorov efluxnych transportérov pred podanim fenotiazinu a zvysit tak
udinnost terapie.?°

a) b)

J@:N:@\ N

) t@: \:©\

NS - -
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Obrdzok 12. Struktiry fenotiazinovych fotosenzitizérov a) metylénovd modrd, b) toluidinovd modrd.
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3.1.4.2. Antivirovd PDT

PDT bola testovana aj na niektorych virusoch, ako napriklad herpes virus alebo
papilomavirus. Ako PS boli pouzité neutrdlna cervena, riboflavin ¢i proflavin. Ide o derivaty
akridinu, takze maju absorpéné maximum v oblasti 500 nm, teda svetlo neprechddza velmi
hiboko do tkaniva. Na beZné virusové ochorenia uz mame ale lepsie a GcinnejSie antivirotika,
takZe sa pravdepodobne antivirusova PDT nerozsiri na pouZitie jednoduchych infekcii.?

3.1.5 Fotosenzitizéry

PS su latky definovanej $truktury, ktoré absorbuju svetlo o $pecifickej vinovej dizky
a nasledne spustaju fotochemické a fotofyzikdlne reakcie, ktoré vedu k destrukcii buniek.?
Idedlny PS by mal spiiat viaceré charakteristiky, ako napriklad vysoka chemicka ¢istota, stabilita
pri laboratdrnej teplote. Mali by byt lacné, jednoducho syntetizovatelné a lahko dostupné. Mali
by byt cytotoxické len v pritomnosti svetla a mali by mat vysokd rozpustnost vo vode a relativne
rychly clearence z tkaniva na minimalizovanie neZiaducich Gc¢inkov. Maximum absorpcie by mali
mat pri vinovej dizke 630 — 800 nm (svetlo s vinovou dizkou nad 800 nm uZ nema dostatok
energie na tvorbu dostatocného mnozstva singletového kyslika a dalsich reaktivnych molekul).
Toto rozmedzie vinovej dizky je v oblasti terapeutického optického okna (Obrazok 13), v ktorom
nedochddza k absorpcii endogénnych molekul melatoninu, hemoglobinu a oxyhemoglobinu.?
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Obrdzok 13. Terapeutické optické okno. Prevzaté a upravené z ref.??

3.1.5.1 Prvd generdcia fotosenzitizérov

Prvy PS zavedeny do praxe terapie rakoviny bola zmes vo vode rozpustnych
hematoporfyrinovych derivatov (Obrazok 14), pricom tato zmes sa neskor stala znamou
pod oznacenim porfimer sodny (nazyvany aj ako Photofrin®). Napriek tomu, Ze sa pouziva velmi
Casto, ma viaceré nevyhody, ako napriklad nizka chemicka Cistota, kedZe ide o zmes viacerych
derivatov, dlha fototoxicita (6 — 10 tyZdriov po terapii je nutné vyhybat sa slneénému Ziareniu),?
maximum absorpcie ma len pri 630 nm, takZe svetlo prejde do koZe len do hibky niekolko mm.>3

Preto nastal dopyt po novych molekuldch PS druhej generdcie, ktoré by mali lepsie
vlastnosti a menej neziaducich ucinkov ako Photofrin®.
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Obrdzok 14. Struktira porfimeru sodného.

3.1.5.2 Druhd generdcia fotosenzitizérov

Latky, ktoré patria do tejto skupiny PS, maju vysSiu chemickd Ccistotu, su
charakterizované vysokymi kvantovymi vytazkami singletového kyslika, maximum absorpcie
maju v rozsahu 650 — 800 nm, a tym padom dané svetlo prenikd hlbsie do koZe. Maju tieZ menej
neziaducich ucinkov, kedze sa ¢asto selektivnejsie hromadia v nddorovom tkanive a su rychlejsie
eliminované z tela.?

Ich najvdésou nevyhodou je ale ¢asto nizka rozpustnost vo vode, ¢o limituje ich
intravendzne pouZitie, preto sa hladaju a vyvijaju nové metddy na dorucenie lieciv na miesto
ucinku.

Vyznamnym zastupcom druhej generdcie PS je kyselina 5-aminolevulova (ALA,
Obrazok 15). Ide o proliec¢ivo, kedZe po transformdcii vorganizme sa zneho stava
protoporfyrin IX. ALA je pomerne hydrofilna, a tak sa v terapii pouziva ¢asto vo forme esteru
(metyl alebo hexylester).?

0]

HzN/\H/\)J\OH

o

Obrdzok 15. Struktira ALA.

Medzi dalsich zastupcov druhej generacie PS patria derivaty chlorinu, bakteriochlorinu,
texafyrinu a ftalocyaninu. Konkrétne priklady derivatov su uvedené v Tabulke 1.
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Tabulka 1. Struktury druhej generdcie fotosenzitizérov.

AN /
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Texafyriny

Chloriny

4 Na*

Bakteriochloriny

OH O—
padeliporfin
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R=H,S0;  OH

Photosens® (zmes di-, tri- a tetrasulfonovaného
hlinitého ftalocyaninu)

Ftalocyaniny ) N Nﬂé
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kremicity ftalocyanin (s axidlnou substituciou)

3.1.5.3 Tretia generdcia fotosenzitizérov

Vyvoj tretej generacie PS je zaloZzeny na syntéze latok s vy$3Sou afinitou k nadorovému
tkanivu. Takéto latky poskodzuju menej zdravé okolité tkanivo a taktiez je moziné znizit
podévané davky PS, pricom je zachovany dostatoény terapeuticky efekt.?

Molekula PS je najcastejSie konjugovana s dalSou molekulou, vdaka ktorej sa dany PS
dostane Specificky do nddorového tkaniva. NajéastejSie sa ako konjugované molekuly pouZzivaju
napriklad monosacharidy,* peptidy,? LDL &astice,?® %’ protilatky,? nanocastice,? a polyméry.3°

Konjugacia PS a peptidu ma dvojaky ucinok. V prvom rade nastdva vyznamné zvySenie
rozpustnosti a zniZzenie agregacie vo vode po konjugacii s hydrofilnymi peptidovymi ligandami.
V druhom rade peptidové ligandy maju schopnost naviazat sa na urcité receptory v nadorovych
bunkach.?®

LDL castice (low density lipoprotein) sa skladaju z nepolarneho jadra, ktoré tvoria
neutrdlne lipidy, ako napriklad estery cholesterolu a triglyceridy. Toto jadro je obklopené
polarnymi éastami fosfolipidov a neesterifikovaného cholesterolu. Receptory pre LDL ¢astice su
v nddorovych bunkach vysoko exprimované, pretoZe nadorové bunky sa rychlo mnozia
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a potrebuju vela cholesterolu na syntézu bunkovych membran. Na konjugaciu s LDL ¢asticami
bol pouZity napriklad PS pyrofeoforbid a (ide o stabilny analég prirodného chlorofylu a)
substituovany cholesteryl oledatom pomocou primdrneho aminu ako spojovacej Ccasti
(Obrazok 16). Cholesteryl oleat slizi na ukotvenie PS do LDL castice. Takto modifikovany PS sa
prednostne akumuluje v nddorovych bunkach.?’

Obrdzok 16. Struktiira modifikovaného fotosenzitizéru tretej generdcie. Prevzaté a upravené z ref.?’

Iz
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3.2 Svetlom aktivované uvolnenie lieCiva

V poslednych rokoch zacal byt kladeny doéraz na systémy dodavania lieciv (Drug delivery
systems, DDS) v terapii rakoviny, pretoze latky pouZivané v protinddorovej terapii su casto
toxické aj pre zdravé bunky. Pomocou DDS by sa znizila ich toxicita, zlepsila by sa rozpustnost
a znizili by sa ich dalSie neZiaduce ucinky. Ako DDS sa najcastejSie vyuZivaju lipozémy, pripadne
organické alebo anorganické nanocastice.3! Aj ked samotné DDS zlepsili niektoré vlastnosti
poddvanych lie€iv, stale maju nejaké nevyhody, ato napriklad neSpecificki distribuciu
v organizme a nekontrolovatelné uvolnenie lieciva. Tieto nedostatky minimalizuja DDS
reagujuce na rdozne podnety.3? Méze sa jednat o vnitorné podnety, ako napriklad pH, teplota®*
alebo redoxny potencial,® alebo vonkaj$ie podnety ako napriklad svetlo.3®

3.2.1 Lipozémy

Jednymi z naj¢astejSich molekul pouzivanych ako DDS su lipozdmy. SU to sférické
vezikuly o velkosti 50 — 500 nm. Idedlna velkost lipozdmov by mala byt 50 — 100 nm, pretoze
mensie molekuly by mohli ndhodne prechadzat cez cievne steny. Na druhej strane lipozémy
s velkostou 200 nm aviac su rychlejsie vychytavané pomocou RES (retikuloendoteliarny
systém).%’

Lipozomy su zloZzené z hydrofébnej lipidovej dvojvrstvy (napr. fosfatidylcholin alebo
syntetické dialkyl a trialkyl lipidy) avnutornej hydrofilnej dutiny (Obrazok 17). Okrem
fosfolipidov sa do Struktury lipozdmov casto pridava cholesterol, ktory zlepSuje vlastnosti
lipozdémov, ako napriklad zvySuje ich stabilitu v krvi alebo v plazme, zniZuje permeabilitu vo vode
rozpustnych molekudl skrz membranu alebo znizuje interakciu s proteinmi v krvi (napriklad
albuminom).?® Vdaka svojej dvojakej $truktire mézu lipozomy inkorporovat makrocyklické latky
do hydrofébnej membrany alebo do hydrofilnej dutiny v zavislosti na Strukture inkorporovanej
latky (Obrazok 17). Lipozdomy sa vo velkom vyuzivaju v nanomedicine hlavne vdaka ich
biokompatibilite, stabilite, jednoduchej priprave a vysokej biodostupnosti.3 V zavislosti na type
a vlastnostiach méze byt PS inkorporovany v lipofilnej membrane alebo v hydrofilnej dutine
lipozémov.

@  yarofiina tast fosfolipidov

7~ lipofilna ¢ast fosfolipidov

‘ lipofilny PS

. hydrofilny PS

Obrdzok 17. Struktura lipozému s inkorporovanymi lipofilnymi alebo hydrofilnymi PS.

3.2.2 Mechanizmus uvolfiovania lie€iv po aktivacii svetlom
3.2.2.1 Fotochemicka reakcia

Fotochemické reakcie su chemické reakcie, ktoré nastavaju po absorpcii svetla, ¢im
dochadza k modifikacii integrity lipozomalnej membrany a uvolneniu lieciva. V zavislosti
na chemickej Struktire fosfolipidov moze svetlom vyvolana oxidacia spbsobit ich rbzne
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chemické modifikacie, ako je peroxidacia lipidov, fotosStiepenie alkylovych retazcov alebo
oxidativna depegylacia (Obrazok 18).
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Obrdzok 18. Mechanizmy uvoltiovania lieciv z lipozémov, prevzaté z ref. 31

3.2.2.1.1 Peroxidacia lipidov

Najcastejsim mechanizmom po aktivacii svetlom je peroxidacia lipidov. Po oZiareni PS
(inkorporovaného v lipozdmoch) vznika singletovy kyslik, ktory oxiduje dvojité vazby
nenasytenych fosfolipidov. Vytvaraji sa hydroperoxidy, ktoré destabilizuju lipidové retazce
lipozdmov, a tym dochadza k zvySenej permeabilite membrany, o spésobuje uvolnenie lieciva
z lipozému.”® Na Schéme 1 je zobrazena peroxiddcia lipidov DOPC (1,2-dioleoyl-glycerol-3-
fosfatidylcholin) lipozomov. Singletovy kyslik ma dlhsiu Zivotnost v lipidovych membréanach ako
vo vodnom roztoku, preto lepsie reaguje s lipidovou membranou.

29



\/VVM O\\F’/o\/\N{'
_ O/\AO” \ NS

Schéma 1. Peroxiddcia lipidov DOPC lipozémov.

Medzi najznamejsie ciele oxidacie singletovym kyslikom patria
mononenasytené/polynenasytené  fosfolipidy®® acholesterol,*> ktoré sa  vyskytuju
v membranach lipozémov v réznom pomere, ¢im je mozné menit rychlost uvolnenia lieciva
z lipozémov.

3.2.2.1.2 Fotostiepenie alkylovych retazcov

Tento typ chemickej reakcie je mozny ak st v Strukture lipozémov pritomné Stiepatelné
fosfolipidy, ako napriklad plazmalogén. Plazmalogény obsahuju labilné vinyl éterové skupiny,
ktoré je mozné jednoducho odstiepit pomocou singletového kyslika (Schéma 2).#? Rozstiepenim
plazmalogénu dochadza kstrate jeho amfifilného charakteru anaslednej destabilizacii
lipozému.3!
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Schéma 2. Fotooxiddcia singletovym kyslikom éteru plazmalogénu.

Tento mechanizmus je ale neSpecificky, pretoze vinyl éterova funkéna skupina je citliva
na kyslé pH* a k uvolneniu lie¢iva mdZe déjst uz v endozéme. MbZe to predstavovat problém
pre lieCiva (inkorporované v lipozomoch), ktoré su citlivé na kyslé pH.

3.2.2.1.3 Oxidativna depegyldcia

Tento typ oxidacie je zaloZeny na lipozdmoch, zlozenych z kombinacie PEG-
konjugovanych lipidov, ktoré obsahuju vinyl éterova vazbu a DOPE fosfolipidov (1,2-dioleolyl-
sn-glycerolo-3-fosfoetanolamin). Odstiepenie pegylovych retazcov spdsobuje zmenu
usporiadania lipidov z lamelarneho na hexagondlne (Obrazok 19), a to spOsobuje narusenie
membrény a uvolhenie lie¢iva.**
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PEG

lameldrne usporiadanie hexagondlne usporiadanie

Obrdzok 19. Odstiepenie pegylovych retazcov a zmena usporiadania lipidov. Prevzaté a upravené z ref. 44

3.2.2.2 Fotofyzikdlna reakcia

Uvolnenie latky z lipozdmov nie je spdsobené chemickymi zmenami lipidov lipozémov.
Dochadza k fototermickej konverzii absorbovanych foténov svetla, ¢o spésobuje teplotny alebo
mechanicky stres lipidovej membréany a nasledne dochadza k uvolneniu latky z lipozémov.*
Tento typ mechanizmu uvolnenia lie€iva vyZaduje pritomnost PS s nizkym kvantovym vytazkom
singletového kyslika, pretoZe vtom pripade dochadza k relaxdcii excitovanych molekul PS
predovsetkym emitovanim fluorescencie vibraciami, ktoré spésobuju fototermalne rozlozenie
membran lipozémov.*

3.2.3 Vyhody lie€iv inkorporovanych v lipozémoch

Vdaka Strukture lipozdmov je mozné do nich inkorporovat hydrofilné (do dutiny) alebo
hydrofébne lie¢ivd (do membrany).?” Inkorporacia oboch typov lie¢iv sa deje uZ pocas
formulovania lipozémov. Hydrofdébne lieciva je sice mozné inkorporovat aj do uz formulovanych
lipozdmov, ale tento proces trva ovela dlhie.%

Lieciva inkorporované v lipozémoch su chranené pred enzymatickou degraddciou, nie
sU metabolizované skér ako dosiahnu miesto Ucinku a nepOsobia na zdravé tkanivo kym
cirkuluju v krvnom obehu. Tymto sa zvysuje terapeuticky efekt lieCiv a zniZuju sa jeho neziaduce
ucinky.

Priklady pouzivanych lie¢iv inkorporovanych v lipozémoch:

e protinddorové antracyklinové Ilatky (doxorubicin, daunorubicin a epirubicin) —
v porovnani s volnymi lieCivami boli inkorporované lieciva ucinnejSie, mali niZSiu
kardiotoxicitu® a mali menej neZiaducich ucinkov (alopécia, nevolnost, zvracanie).*”

e Vinkristin — jeho lipozomdlna forma cirkuluje dlhsie v plazme a umoZnuje pouzitie
vyssich davok lieciva v porovnani s jeho volnou formou.*®

e Amfotericin B — pouZiva sa na liecbu bakteridlnych infekcii a jeho lipozomalna forma sa
vyznacuje vysSou toleranciou a vy33ou ucinnostou.*!
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3.3 Ftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) su makrocyklické zluceniny (Obrazok 20a) Struktirne odvodené
od porfyrinu (Obrazok 20b), ktory sa vyskytuje napriklad v Struktire hému. Maju konjugovany
systém dvojitych vazieb a planarne aromatické jadro, kvoli ktorému tvoria ¢asto neziadlce
nerozpustné a neu&inné agregdty. PouZivaju sa ako farbivd,® vsolarnych ¢&lankoch,>
fluorescenéné sondy** a taktieZ ako fotosenzitizéry vo fotodynamickej terapii.>

b) c)

Obrdzok 20. (a) Zakladnd struktira Pc, (b) Struktdra porfyrinu.

M = katién kovu

Pc maju konjugovany systém dvojitych vazieb s 18n elektronmi, vdaka ktorému maju
absorpéné maximum okolo 670 nm.>> Vhodnou substiticiou Pc jadra predovietkym
v neperiférnej a polohe (Obrazok 20a) je mozné posundt maximum ich absorpcie aZz do oblasti
infracerveného spektra. Okrem polohy substituentu taktiez zalezi na heteroatéme, cez ktory je
substituent napojeny na makrocyklické jadro Pc. Najviac ovplyviiuju absorpéné maximum prvky
ako 0, S, N, Se a Te (Tabulka 2).%°7 Najviac postvaju absorpéné maxima substituenty naviazané
v o polohe cez selén a teldr, u ktorych je maximum viac ako 800 nm.>® Niektoré substitlcie na Pc
jadre su synteticky problematické, napriklad disubstitucia alkyl/arylaminov v a aj S polohe,
aj ked' sa tieto latky vyznacuju vyssim posunom absorpénych maxim do ervenej oblasti svetla,
ktora je vyhodna pre PDT. Niektoré centrdlne kationy, ako napriklad Si(IV), ma eSte aj axidlne
substituenty, ktoré su orientované nad a pod rovinu makrocyklického jadra (Obrazok 20c).

Tabulka 2. Absorpéné maximd substituovanych Pc. Prevzaté z ref °7-59

Spojovaci o poloha ppoloha
atém monosubstitucia disubstitucia monosubstitucia disubstitucia
0 723 nm 762 nm 703 nm 698 nm
S 733 nm 804 nm 713 nm 729 nm
N 770 nm 721 nm
Se 811 nm
Te 835 nm

Centrédlny katién Pc ovplyvriuje aj jeho vlastnosti. Katiény ako Mg(ll), Al(lll), Si(IV)
spdsobuju vysoky kvantovy vytaZok fluorescencie®® a takéto Pc sa mdZu vyuZivat ako fluorofory
v zobrazovacich technikach.®! Na druhej strane Pc so Zn(ll), Pd(ll), Pt(ll) ako centrdlnym atémom
sa pouZivaju ako PS v PDT, pretoZe na zdklade efektu tazkého atému® produkuju vy3sie
mnozstvo singletového kyslika, ¢o je v pripade PDT Ziadluce. Kvantové vytazky ovplyviiuju aj
substituenty naviazané na makrocyklické jadro, ako napriklad jéd, ktory na zdklade efektu
tazkého atdmu zvySuje kvantové vytazky singletového kyslika. Na druhej strane dialkylamino
tetrapyrazinoporfyraziny maja takmer nulové kvantové vytazky fluorescencie a pouzivaju sa ako
zhéa3ace fluorescencie.®
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3.3.1 Syntéza ftalocyaninov

3.3.1.1 Symetrické ftalocyaniny

Syntéza Pc je moZna viacerymi sp6sobmi. Najcastejsie ide o cyklotetramerizacné reakcie
ich ftalonitrilovych prekurzorov Linsteadovou alebo templatovou metédou (Schéma 3). V prvom
pripade ide o cyklizdciu pomocou alkohatov (napr. litny, horeénaty),®* ktoré podsobia ako
inicidatory reakcie. Litium ako centralny katidn je velmi slabo viazany v centre makrocyklu a aj
velmi mierne kyslé podmienky, dokonca aj voda pri spracovani reakcie, stacia na to, aby vznikol
bezkovovy derivat, do ktorého je nasledne vloZeny katién iného kovu, ktory je v centre
chelatovany. Druhym sposobom cyklotetramerizacie je templatova metdéda pomocou soli
zvolenych kovov (najcastejsie octany) vo vysoko vriacom rozpustadle (napr. pyridin, DMF,
chinolin), pricom okolo katiénu kovu sa postupne spdjaju ftalonitrilové prekurzory
do makrocyklu.

py)

g

py)

Schéma 3. Cyklotetramerizdcia ftalonitrilov za vzniku Pc, priklad reakcnych podmienok: i) Li, BUOH, reflux, 2 h, ii)
Zn(CH3COO),, pyridin, reflux, 16 h.

3.3.1.2 Asymetrické ftalocyaniny

Asymetrické Pc maju aspon dva rozdielne substituenty. Ich najcastejSim sp&sobom
pripravy je metdda Statistickej kondenzacie, pri€om sa pouziju 2 ftalonitrilové prekurzory a moze
vznikat 6 rdznych kongenérov (Schéma 4), ktoré je potrebné od seba rozdelit
chromatografickymi metédami.
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Daldim spdésobom pripravy nesymetrickych Pc je rozdirenie subftalocyaninového
makrocyklu reakciou so substituovanym 1,3-diiminoizoindolinom (Schéma 5).%° Tymto
spbsobom je mozné pripravit AsB ftalocyanin.
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Schéma 5. Priprava asymetrického Pc rozsirenim cyklu SubPc.

Schéma 4. Statistickd kondenzdcia syntézy asymetrickych Pc.

Dal3im sposobom pripravy asymetrického Pc typu AsB je metdda zaloZend na pouiziti
polymérnej pevnej fazy, na ktoru je naviazany ftalonitril B. Tento prekurzor naviazany
na polymér moze reagovat s inak substituovanym ftalonitrilom A za vzniku Pc typu AsB, ktory je
naviazany na pevnu fazu a symetricky Pc A; je jednoducho vymyty z pevnej fazy. Nasledne je
dany asymetricky Pc uvolneny z polymérnej pevnej fazy (Schéma 6).%¢ Tento spdsob ma ale
viaceré nevyhody, ako napriklad casovd narocnost Cistenia aizolacie pozadovaného Pc
a ftalonitril B musi reagovat s polymérnou pevnou fazou.®’
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Schéma 6. Priprava asymetrického Pc pomocou polymérnej pevnej fazy.

Okrem asymetrického Pc typu AsB je moZné aj selektivne pripravit Pc typu A;B; pomocou
litia. Ftalonitril s objemnymi substituentmi v a polohe reaguje s litium hexyloxidom pri 150 °C
za vzniku ,poloviéného” ftalocyninu (Schéma 7). Tetramerizacia prekurzoru za tvorby
symetrického Pc nie je preferovana kvoli stérickemu braneniu objemnych substituentov.
Naslednd reakcia s druhym typom ftalonitrilového prekurzoru dochadza k selektivnej tvorbe
asymetrického Pc typu A;B,.5’

@ P 2
CN Lit
O LiOCgH 13 ;NN
EPTTev N
CN 150°C % N|CI2

DMF 170 °C
O Ph O~

Schéma 7. Priprava asymetrického Pc typu A,B,.

3.3.2 Agregacia ftalocyaninov

Pc maju plandrnu Strukturu, preto Casto agreguju, a tym sa stavaju nelcinnymi, kedze
fluorescencia je zhasana a produkcia singletového kyslika je znizena. Pc, pripadne ich aza-
analdgy (tetrapyrazinoporfyraziny, Obrazok 21b) tvoria 2 typy agregatov. H-agregaty, ktoré sa
tvoria na zaklade r-it interakcii (Obrazok 21a) a velmi vynimoéne J-diméry,%*% ktoré sa tvoria
na zdklade koordinacie centralneho katidnu s periférnym substituentom, ktorym je dusik
v alifatickom amine (Obrazok 21b).
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Obrdzok 21. (a) H-agregadty, (b) J-diméry.

Jednoznacne uPc ale prevaZuje H-agregdcia, ktord je zodpovedna za inaktivaciu
fotofyzikalnich vlastnosti. Existuje viacero U¢innych spdsobov ako zabranit H-agregécii Pc.

a) Objemné substituenty

Pc m6Zu byt substituované na periférii réznymi objemnymi substituentmi, vdaka ktorym
je stéricky znemoznena agregacia molekul Pc. Ako objemné substituenty sa pouzivaju napriklad
terc-butylsulfanyl (Obrazok 22a),%° 2,6-di(terc-butyl)fenoxy,”® 2,6-diizopropylfenoxy’* alebo
napriklad 2,6-difenylfenylsulfanyl (Obrazok 22b).”> Tento spdsob je vyuZivany hlavne
na potlacenie agregdcie v organickych rozpustadlach.

<X

Obrdzok 22. Priklady Struktur s objemnymi substituentmi a) terc-butylsulfanyl, b) 2,6-difenylfenylsulfanyl

b) Substituenty s ndbojom

Kladne”7> alebo zdporne’®” nabité substituenty taktieZ brania agregécii Pc, na zéklade
elektrickych odpudzujucich sil (Obrazok 23). Casto tu tieto nabité funkéné skupiny naviazané
na objemné substituenty, ¢im sa kombinuju 2 rézne principy a zamedzenie agregacie je eSte
uéinnejsie. Toto je jedna z najucinnejsich metdd ako zabranit agregacii vo vodnom prostredi.
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g COO'Na*
Obrdzok 23. Priklady strukttr s (a) kladne alebo (b) zaporne nabitymi substituentmi.

c) Axidlna substitlcia

Pc s kremicitym centralnym katidnom, mozu mat okrem periférnych substituentov aj
axidlne substituenty (Obrazok 24) orientované nad a pod rovinu makrocyklu, ktoré taktiez
ucinne zamedzuju ich agregacii.

Obrdzok 24. Kremicité Pc s axidlnou substittciou.

d) Lipozémy

Planarne Pc sa m6zZu interkalovat do membrany lipozémov, ¢im sa zamedzi ich agregacii
azvysi sa mnozstvo jeho monomérnej formy (Obrazok 25). Pre interkalaciu su vhodné
asymetrické Pc typu AsB, ktoré maju 3 podjednotky bud Uplne bez substituentov, alebo len
s malymi substituentmi, pretoze inak by sa Pc interkaloval do lipozdmu velmi tazko a pomaly.
Podjednotka B ma naopak hydrofilné substituenty na zlepSenie rozpustnosti vo vode, kedZe tato

Cast Pc ostava mimo lipozomov.
Pc liposome
L

Obrdzok 25. Interkaldcia Pc do membrdny lipozému. Prevzaté a upravené z ref. >
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e) Supramolekuladrne interakcie

Vytvorenim komplexu hostitel-host je mozné zvysit rozpustnost hosta a zamedzit jeho
agregacii. Supramolekularne interakcie su tvorené hlavne m-m interakciami, elektrostatickymi
interakciami alebo vodikovymi vizbami.®® Ako hostitelské molekuly st vyuZivané predovietkym
cyklodextriny, pilar[n]arény, kalix[n]arény, crownétery a kukurbit[n]urily (Obrazok 26), ktoré
vytvaraju komplexy s réznymi hostovskymi molekulami a mézu tak zvysit podiel monomérne;j
zlozky jednotlivych Pc napr. pomocou tzv. ,inclusion” komplexov (Obrazok 27).
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HO
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Crown ethers Cyclodextrins Calix[n]arenes

OV

Obrdzok 26. Struktury hostitelskych molekul. Prevzaté a upravené z ref.!

Cucurbit[njurils Pillar[n]arenes

Obrdzok 27. Tzv. ,inclusion” kompex CB[7] a ZnPc. Prevzaté z ref. 82
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3.4 Subftalocyaniny

Subftalocyaniny (SubPc) s makrocyklické zluceniny zloZené ztroch izoindolovych
podjednotiek spojenych azometinovymi mostikmi na rozdiel od ftalocyaninov, ktoré maju Styri
podjednotky. Jedna sa teda o nizSie homoldgy ftalocyaninov. SubPc maju aromaticky systém
so 14 it elektrénmi, vdaka ktorému maju Specialne charakteristiky, ako napriklad, Ze mézu mat
v centre cyklu atom boru, ktory je mozné substituovat aj v axidlnej polohe (Obrazok 28a). SubPc
nie su planarne molekuly, ale maju kuzelovity tvar (Obrazok 28b), vdaka ktorému nie su
v rozpustadlach Uplne agregované a maju aj vyssiu rozpustnost v porovnani s Pc.®® Substittciou
na periférii makrocyklu alebo v axidlnej polohe je mozné ovplyvnit ich fyzikdlne a chemické
vlastnosti.

a) b)

Obrdzok 28. a) Struktura subftalocyaninu, b) kuZelovity tvar SubPc, prevzaté a upravené z ref. 84

3.4.1 Syntéza subftalocyaninov

Syntéza SubPc je zaloZzend na cyklotrimerizacnej reakcii (Schéma 8) ftalonitrilového
prekurzoru a bér trihalogenidu (typu BXs), pricom najcastejsie sa pouZiva BCls v rozpustadle
s vysokou teplotou varu (1-chlérnaftalén, p-xylén) v inertnom prostredi.®

e e
p-xylén, At _B~
Z NTONTN

Schéma 8. Syntéza SubPc.

Pri pouziti monosubstituovaného ftalonitrilu dochddza k syntéze dvoch konstitucnych
izomérov C; a C; (Obrazok 29). Tieto izoméry je mozné v niektorych pripadoch od seba oddelit
pomocou HPLC® alebo aj pomocou stipcovej chromatografie na silikageli.

R4

R1

Obrdzok 29. Konstitucné izoméry SubPc.
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3.4.2 Vlastnosti subftalocyaninov

SubPc sa vyznacuju slabsou absorpciou v oblasti 260 — 370 nm, ¢o zodpoveda Soretovmu
pasu Pc, asilnejSou absorpciou v oblasti 460 — 560 nm, ktord tvarom zodpovedd Q-pdsu Pc
(Obrazok 30).8” Absorpéné maximum nesubstituovanych SubPc v oblasti okolo 570 nm& je
mozné vhodnou substittciou na periférii (napr. aryl-sulfanyly) posunut vyssie az do oblasti viac
ako 620 nm,® &o sa u? blizi k maximu absorpcie niektorych Pc.

0 —
260 360 460 560 660 760
Wavelength (nm)

Obrdzok 30. Absorpéné spektrum SubPc (hrubd Ciara) a Pc (tenkd Ciara). Prevzaté z ref.8”

SubPc sa vyznacuju aj dobrymi fytofyzikdlnymi vlastnostami. Kvantovy vytazok
singletového kyslika ®, dosahuje hodnoty az 0,5 — 0,8 vdaka comu su vhodnymi kandidatmi
na PS v PDT.% % Kvantovy vytaZzok fluorescencie ®¢ dosahuje hodnoty az 0,4 — 0,6%. Vdaka
tymto vyhodnym vlastnostiam je mozné pouZzit SubPc stéasne aj ako PS v PDT a sucasne aj ako
fluorescenéné sondy v ramci diagnostiky.®®

3.4.3 Reaktivita subftalocyaninov

SubPc méZu reagovat viacerymi spdsobmi, a to reakciou v axialnej polohe, periférnej
polohe a rozsirenim marocyklu.

3.4.3.1 Axidlna reaktivita

Reaktivita atdmu boéru nie je velmi vysoka, kedZe je stéricky chraneny izoindolovymi
podjednotkami a axialnym halogénom (Schéma 9). Preto reakcie s nukleofilmi vyZzaduju vacsinou
vys3iu teplotu, ktord ale méZe na druhej strane spdsobit aj otvorenie kruhu a rozloZenie SubPc.%
Chlér- a brom- SubPc reaguju s velkym mnoZstvom nukleofilov naj¢astejsie s alkoholmi, fenolmi
a karboxylovymi kyselinami za tvorby novej vazby B—0. Pri¢om fenoly®® % %> s( reaktivnejSie ako
alkoholy.®® % SubPc s brémom v axidlnej polohe reaguju ochotne, no chlér derivaty SubPc
potrebuju drastickejSie podmienky, aby doslo k axidlnej substitlcii, ako napriklad vysoku
teplotu.®’

— Cl
= O~R/Ar
N NN o-dichlérbenzén N N%

120 °C

Schéma 9 Axidlna substitucia SubPc
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Pri poutziti slabsich nukelofilov, je najprv nutné aktivovat vazbu B—X, a to pomocou
triflatu strieborného/trimetylsilylu alebo pomocou Lewisovej kyseliny (Schéma 10), pricom
aktivovany medziprodukt nie je izolovany.

Ry

Ry

Schéma 10. Axidlna substitucia SubPc cez aktivovanie vizby B-X.

Tvorba vazby B—C nie je a7 taka Castd. Pri jej syntéze sa vyuZivaju Grignardove ¢inidla.%®
Pri tvorbe vazby B—N a B-S sa vyuziva aktivdcia axialneho halogénu najcastejSie pomocou triflatu
strieborného (Schéma 10), pricom amin alebo tiol sa pridd priamo k aktivovanému
medziproduktu SubPc a reakcia je hotova za niekolko hodin pri mierne zvysenej teplote
20— 50 °C. Aromatické aminy a tioly su oproti alifatickym reaktivnejsie a vysledny SubPc je aj
stabilne;jsi.%?

3.4.3.2 Periférna reaktivita

Do tejto skupiny reakcii patria vsSetky chemické modifikdcie, ktoré sa deju
na makrocyklickom jadre SubPc. Ide o reakcie, ktoré nie su charakteristické len pre SubPc, ale
kedZe SubPc s menej stabilné, niektoré reakéné postupy musia byt upravené. Niektoré funkéné
skupiny, ako napriklad aminy, alkyl étery, tioétery, sulfoxidy alebo nenasytené dvojné vazby,
rychlo reaguju s halogénmi na atdme béru, preto je ich pouZitie v periférnej substitucii SubPc
velmi obmedzené.? Najéastej$ie pouZivané reakcie si kovom katalyzované couplingové reakcie.
Najcastejsie je vychodiskovym SubPc trijodosubftalocyanin (Schéma 11), z ktorého je nasledne
mozné pomocou paladiom-katalyzovanych reakcii (Sonogashira, Suzuki a Stille reakcie),
Buchwald-Hartwigovej aminacie alebo borylacie pripravit substituované SubPc.
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Schéma 11. Moznosti periférnej reaktivity. Prevzaté a upravené z ref.%3

Y

3.4.3.3 RozSirenie kruhu

Ide o pripravu asymetrickych Pc (Schéma 5) typu AsB, ktord bola diskutovana uz vyssie
v kapitole 3.3.1.2. Reakcia prebieha v polarnych rozpustadlach, ako napriklad DMSO alebo
dimetylaminoetanol, pricom v niektorych pripadoch sa pouZiva v malom mnoiZstve aj 1-
chlérnaftalén alebo o-dichlérbenzén na zlepSenie rozpustnosti reaktantov. Ako nukleofil sa
pouziva substituovany diiminoizoindolin, pripadne ftalonitrilovy prekurzor aktivovany in situ
pomocou DBU (1,8-diazabicyklo-[5,4,0]undek-7-én).%° Casto je nutnd vy$dia reakéna teplota
(okolo 100 °C), ¢o modze viest k rozpadu SubPc makrocyklu a znizeniu vytaznosti reakcie. SubPc
substituované na periférii elektron odtahujicimi  funkénymi skupinami reaguju
s diiminoizoindolinmi uZ pri laboratérnej teplote, pricom vysledny Pc typu AsB vznika
v prijatelnom vytazku 30 — 40 %.%°
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3.5 Kukurbit[n]urily

Kukurbit[n]urily (CB) su makrocyklické latky tvorené glykolurilovymi monomérmi, ktoré
su spojené methylénovymi mostikmi. Po prvykrat boli syntetizované uZ pred vy$e 100 rokmi®!
kyslo katalyzovanou kondenzaciou glykolurilu a formaldehydu (Schéma 12). Presnd sStruktura CB
nebola zndma aZ do roku 1981, kedy Mock!®? zverejnil neoby&ajni makrocyklickd $truktaru,
ktord pozostavala zo Siestich glykolurilovych jednotiek a dvanastich metylénovych mostikov.

KedZe tato molekula pripominala tekvicu, ktora patri do celade tekvicovité (lat. cucurbitaceae),
pomenoval ju kukurbituril.

»=o

HN NH formaldehyd _
A’;gg“ey N° N-CH,

. SE— .

€I

HN__NH N_ _N-CH,

o=

(o]

Schéma 12. Priprava CB.

NajcéastejSim produktom kondenzicie je CB s 5 — 8 monomérmi, ale boli izolované aj
vy$sie homégy CB.1% Karbonylové skupiny lemujice portal CB zmensuju priemer dutiny, ale
s rasticim poctom monomérov sa priemer dutiny zvacsuje (Obrazok 31). Vyska CB pritom ostava

rovnakd.'® Konkrétne $truktdrne parametre CB hodnoty st zobrazené v Tabulke 3. Vysvetlenie
parametrov a — d s na Obrazku 32.

CBI6]

Obrdzok 31. Zvacsovanie dutiny CB s rastucim po¢tom monomérov. Prevzaté a upravené z ref.>*

Tabulka 3. Struktirne parametre CB[n] (n =5 - 8).

CBI[5] CBI6] CB[7] CBI[8]
Vonkajsi priemer a (A) 13,1 14,4 16,0 17,5
Priemer dutiny b (A) 4,4 5,8 7,3 8,8
Priemer portélu c (A) 2,4 3,9 5,4 6,9
Vyska d (A) 9,1 9,1 9,1 9,1
Objem dutiny (A3) 82 164 279 479
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Obrdzok 32. Vlysvetlenie Strukturnych parametrov. Prevzaté a upravené z ref,104

CB maju hydrofébnu dutinu a poldrne portaly tvorené karbonylovymi funkénymi
skupinami, vdaka ktorym CB ochotne tvoria ién-dipdl interakcie a taktiez vodikové vazby. Preto
CB preferuju hostovské molekuly, ktoré su kladne nabité. Na druhej strane cyklodextriny (CD),
stardie a taktieZ ¢asto vyuZivané hostitelské molekuly preferuju neutrdlne molekuly.’®® Tieto

rozdiely v $truktire CB aCD je mozné vidiet na ich profile elektrostatického potencialu
(Obrazok 33).

Obradzok 33. Elektrostaticka potencidl na povrchu (a) CB[7] a (b) B-CD. Prevzaté z ref. 103

CB s réznym poc¢tom monomérnych podjednotiek méze viazat do svojej dutiny rozdielne
hostovské molekuly s rozdielnou afinitou (Tabulka 4).

Tabulka 4 Priklady vybranych hostovskych molekul ktoré sa dobre viaZzu s danym CB

CB[5] CBJ6] CB[7] CBJ8]
NH,* [ j Q
3 NH HN N)J\
NH,* NHs" — )l\ —
H3+N n NH3+ NH . HN N NH
3

Na*, K* n=47 ;
H,N N

— NH3*
H+N/\\:/>_/ . C\gjw_
_ /

=z
T

Ca?*, Ba?*

Cu?*, Pb2*, Ni2* Ha




V Tabulke 5 su uvedené priklady niektorych hostovskych molekil aich asociacné
konstanty s CB[6], CB[7] a CB[8]. Hodnoty asociaénych konstént sa pohybuju od slabych 102 M
aZ po velmi silné interakcie 10> M. Jedna z najsilnejsich interakcii reportovanych interakcii je
medzi CB[7] a 1-aminoadamantanom, az 102 M1,10

Tabulka 5 Hodnoty asociac¢nych konstdnt (v M) vybranych hostitelskych molekul s CB. Prevzaté a upravené z ref.105

cBI[6] CB[7] CBI[8]

HN ) 3000 + 150 (3,58 +0,57) x 10°

—NT +_ + 7
NQ—@N (1,32 +0,21) x 10

H3+N/\/\/\/N'"3+ (4,49 £0,84) x 108 | (8,97 +1,43) x 107

NN N*— (3,81+0,61) x 107 | (6,37 +1,20) x 108

(4,23 +1,00) x 1012 | (8,19 +1,75) x 108
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4 Vysledky a diskusia

V rdmci mojej dizertacnej prace som sa venovala Styrom réznym projektom:

1.

Ftalocyaniny (Pc) maju vyhodné fotofyzikdlne vlastnosti pre pouzitie v PDT. Ich velkou
nevyhodou je ale agregacia vo vodnom prostredi, kedZe ide o planarne molekuly.
Agregované molekuly strdcaju svoje vyhodné fotofyzikdlne vlastnosti atym aj
fotodynamicku aktivitu. V ramci mojej dizertanej prace sme sa snazili zamedzit
agregacii Pc pomocou tvorby supramolekuldarnych komplexov s CB[7]. Vdaka tejto
komplexacii Pc a CB[7] su ftalocyaniny takmer monomérne vo vodnom prostredi.
Subftalocyaniny (SubPc) su nizsie homoldgy Pc a vdaka axidlnej substitucii su sice menej
agregované, ale ¢asto vo vodnom prostredi nerozpustné a interakcia s CB[7] by mala
spoOsobit zlepSenie tychto vlastnosti.

Priprava astudium vlastnosti a-substituovanych aminoftalocyaninov, ktoré maiju
vyhodne posunuté absorpéné maximum do blizkej IC oblasti.

Svetlom aktivované uvolfiovanie latok zlipozdmov v pritomnosti amfifiiného PS.
LieCiva sa inkorporuju do lipozémov na zlepSenie ucinnosti a zniZzenie neZiaducich
ucinkov. Aktivacia svetlom zaisti uvolnenie lieciva a jeho pésobenie aZz v poZzadovanom
momente. Po oZiareni svetlom $pecifickej vinovej dizky dochadza k tvorbe singletového
kyslika, ktory spésobuje peroxidaciu lipidov lipozémov a nasledné uvolnenie lieciva.
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4.1 Studium supramolekularnych interakcif ftalocyaninov

Vysledky tohto projektu boli publikované v recenzovanom ¢asopise s impakt faktorom:
Kociscakova L, Rando C, Kozlikova M, Machacek M, Novakova V, Sindelar V, Zimcik
P, Monomerization of Phthalocyanines in Water via Their Supramolecular Interactions with
Cucurbiturils, The Journal of Organic Chemistry, 2023, 88, 2, 988-1002.
https://doi.org/10.1021/acs.joc.2c02413. IFy0, = 3,6, Q1(AlS2022).

Podiely autorov

Lucia Rychvalska nasyntetizovala, vycistila a charakterizovala vsetky latky. Vykonala
vietky experimenty Studia interakcie Pc s CB[7] pomocou absorpénych a fluorescencnych
spektier, urcila kvantové vytazky fluorescencie a singletového kyslika, namerala hodnoty log P.
TaktieZ vyhodnocovala niektoré data a spolupodielala sa na priprave textu ¢lanku. Carola Rando
mala na starosti NMR experimenty pri Studovani interakcie ftalonitrilov aj Pc s CB[7]. Magdaléna
Kozlikova robila in vitro biologické testovanie. Miloslav Machacek sa podielal na vyhodnocovani
biologickych testov ana pisani ¢lanku. Veronika Novakova sa podielala na pisani ¢lanku
a stanoveni produkcie singletového kyslika fosforescenénou metédou. Vladimir Sindeldi sa
podielal na vyhodnocovani NMR experimentov a na pisani ¢lanku. Petr Zimcik koncipoval
projekt, podielal sa na vyhodnocovani vsetkych dat a predovsetkym na pisani ¢lanku.

4.1.1 Navrh Struktary

Navrh Struktary pripravovanych Pc bol zaloZzeny na raciondlnom zaklade
a na predchadzajucich skusenostiach so syntézou a vlastnostami Pc (Obrazok 34). Pévodné Pc
mali obsahovat siru ako heteroatdém spojujici makrocyklus a substituent, kedZe sira oproti
kysliku postiva maximum absorpcie k vy$§im vinovym dizkam a zvysuje produkciu singletového
kyslika.l® Ale po wvySe roku amnohych nelspesnych pokusoch na optimalizovanie
komplikovanej syntézy s nizkymi vytazkami sme Struktiru Pc ciastoéne obmenili a ako
heteroatém sme zvolili kyslik. Substituenty sme naviazali v a alebo £ polohe. Ako substituent
na periférii makrocyklu sme zvolili aminoadamantyl, pretoze spolu s CB[7] tvori vysoko stabilny
komplex s asociaénou konstantou okolo 10'? M1.2% Aminoadamantyl bol od jadra vzdialeny
3 atomy, ¢im bolo zaistené, aby CB[7] mal dostatok miesta na interakciu. Ako centralny atém
v makrocykle bol zvoleny zinocnaty katién, kedZe oproti inym prvkom ma vysokud produkciu
singletového kyslika, ¢o je vyhodné pre PDT.
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X =8, O Heteroatomy pripojené k makrocyklu
ovplyviiuju fotofyzikalne vlastnosti a poziciu
absorpéného maxima

Zn = vysoka produkcia
singletového kyslika

Vzdialenost’ 3 atémov medzi

adamantylaminom a Pc jadrom /

zaist'uje neprekazanie interakcii /
X

Pozicia substituentu v a alebo 8 polohe
ovplyviiuje fotofyzikalne vlastnosti
a poziciu absorpéného maxima

Obrazok 34. Ndvrh Struktury Pc.

4.1.2 Syntéza

V rdmci syntetickej ¢asti sme pripravili 7 findlnych Pc, ktorym predchadzala syntéza
ftalonitrilovych prekurzorov. V prvom rade sme sa venovali priprave prekurzorov so sirou ako
spojovacim atdmom a optimalizacii jeho syntézy, ktord priniesla mnoho neulspesnych pokusov.
Nasledne pre zjednodusSenie syntézy sme sa venovali priprave prekurzorom s kyslikom ako
spojovacim atémom. Sice vysledné Pc budd mat maximum absorpcie pri nizsich vinovych
dizkach, ich syntéza ale bude prebiehat svy$$im vytazkom as nizéim poctom syntetickych
krokov.

4.1.2.1 Syntéza prekurzorov so sirou ako spojovacim heteroatdmom

Syntéza tychto prekurzorov (Schéma 13) zacala nukelofilnou substiticiou 4-
nitroftalonitrilu a 2-merkaptoetanolu za tvorby latky 1. Nasledne bola hydroxy skupina
substituovand za dobre odstupujuicu funként skupinu. Ako prva odstupujica skupina bol zvoleny
tosylat (latka 2a), ale vytaZok tejto reakcie bol len okolo 27 % (Tabulka 6), preto sme hladali iné
dobre odstupujuce funkéné skupiny, ktoré by mali vyssi vytazok. Nasledne bol zvoleny mesylat
(latka 2b), ktorého vytazok uz bol vyse 70 %, a do tretice bol este pripraveny iodovany derivat
(latka 2c), ktory mal najvyssi vytazok 92 %. Ako poslednut odstupujicu funként skupinu sme
skusili pripravit triflat. Tato reakcia ale nebola Uspesnd, kedZe produktom reakcie bola latka 2x.
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Schéma 13. Syntéza ftalonitrilu so sirou ako spojovacim atémom. Reakcné podmienky: i) 2-merkaptoetanol, K,COs3,
DMSO, lab. teplota; 24 h; ii) p-toluénsulfonyl chlorid, K2COs, acetdn, 60 °C, 2 h, iii) metdnsulfonyl chlorid, TEA, DCM,

lab. teplota, 1 h; iv) jod, trifenylfosfin, pyridin, THF, 70 °C 3 h, potom lab. teplota cez noc; v) 1-aminoadamantdn, K2COs,
DMIF, lab. teplota, 24 h; vi) trifluorometdnsulfondt anhydrid, TEA, -20°C (1 h), potom lab. teplota (cez noc).

Tabulka 6 Vytazky jednotlivych reakcii

Odstupujuca Celkovy vytazok
skusinja 2 3 3x latky 32 I\gtky 1
a -Tos 27 % 29 % 51% 8 %
-Mes 82 % 4,5 % 69 % 1%
C -1 92 % 16 % 70 % 15%

Poslednym krokom pripravy ftalonitrilu bola nukleofilnd substiticia s 1-
aminoadamantanom za vzniku latky 3. VytaZok tejto reakcie sa pohyboval v zavislosti od
odstupujucej funkénej skupiny v rozmedzi 4,5 — 29 %. Tento nizky vytazok bol spbsobeny
eliminacnym produktom 3x, ktory vo vSetkych pripadoch dosahoval vytazok nad 50 %
(Tabulka 6). Celkovy vytaZok latky 3 bol maximalne 15 %, a to v pripade jédu ako odstupujucej
funkénej skupiny.

V rdmci optimalizdcie syntézy a minimalizacie elimina¢ného produktu 3x sme skdusili
rozne podmienky nukleofilnej substittcie. Ako vychodiskovu latku sme poufZili latku 2c, kedZe
prave tato latka poskytovala najviac Ziadaného produktu 3. V Tabulke 7 st uvedené podmienky
nukleofilnej substitlcie, ktoré sme vyskusali. Vymena rozpustadla za acetonitril nebola Gspesng,
kedZe vytazky latky 3 aj 3x boli takmer rovnaké. Taktiez sme skusili reakciu bez 1-
aminoadamantanu v DMF s K,COs;, aby sme zistili, ¢i aj vtomto pripade bude prebiehat
eliminacnd reakcia. Vtomto pripade sme taktieZz pozorovali tvorbu latky 3x v podobnom
vytazku. Poslednym pokusom bola nukelofilna substitlcia bez K,COs, ale v tomto pripade sa sice
znizilo mnozstvo latky 3x, ale vyrazne sa znizil aj vytazok latky 3. Pokusy o optimalizaciu syntézy
teda boli neuspesné.
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Tabulka 7. Reakcné podmienky optimalizdcie syntézy Idtky 3.

Vycf}(;f[:llgkova Rozpustadlo | 1-aminoadamantan K2CO; 3 3x
2c acetonitril v 4 14 % 77 %
2c DMF X 4 X 76 %
2c DMF v X 1,5% 65 %

Kvoli nizkym wvytazkom sme sa snaZili najst alternativny postup syntézy pripravy
prekurzoru so sirou ako spojovacim atdmom. Preto sme zvolili opacny postup syntézy a zamerali
sme sa na pripravu 2-((adamantan-1-yl)amino)etan-1-tiolu (Schéma 14), ktory by nasledne
s r6zne substituovanym ftalonitrilom vznikal poZzadovany prekurzor. Tento pristup este navyse
umoznuje vyssSiu flexibilitu v priprave ftalonitrilov substituovanych vréznych polohach
a do buducna by vyrazne zjednodusil ndvrh novych latok.

BeA v
NG P — @ —
2-((adamantan-1-yl)amino)etane-1-tiol

Schéma 14. Alternativna syntéza prekurzoru.

Vprvom rade bola pripravena latka 4 reakciou 1-aminoadamantanu
a bromacetylbromidu vo vysokom vytazku vyse 80 %. Naslednou redukciou amidu sme sa snazili
ziskat latku 5, v ktorej by sa brém nasledne vymenil za tiol (Schéma 15). Najprv sme ako
redukéné Cinidlo pouzili boran-tetrahydrofurdnovy komplex, pricom reakcia prebiehala v DCM
v argénovej atmosfére. Tato reakcia ale nebola Uspesna, kedZze na TLC (thin layer
chromatography, tenkovrstvovd chromatografia) bola predovsetkym len nezreagovana
vychodiskova latka. V druhom pripade sme skusili pouzit LiAlHs ako redukéné Cinidlo, bohuzial
ani tato reakcia nebola Uspesna. Latku 5 sme sa snaZili pripravit este inym sp6sobom z 1-
aminoadamantanu reakciou s dibrémetdanom. Tato reakcia tiez nebola Uspesna a na TLC bola
viditelnd opat len nezreagovana vychodiskova latka. KedZe redukcia amidu nebola Uspesn3,
pokusali sme sa najprv substituovat brém za tiol a redukcia by nasledovala aZ v dalSom kroku.
Tato reakcia s tiomocovinou (Schéma 15) taktieZ nebola Uspesna.
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Schéma 15. Reakcné podmienky: i) bromacetyl bromid, bezvody dichlometdn, TEA, lab. teplota, 24 h, ii) bordn-
tetrahydrofurdanovy komplex, THF, 60 °C, 24 h, iii) LiAIH4, bezvody THF, lab. teplota, 24 h, iv) dibrémetdn, K,CO3, DMF,
lab. teplota, 24 h, v) tiomocovina, EtOH, 80 °C, 15 h.

v)

KedZe predchddzajuce syntetické reakcie neviedli k ziadanému produktu, zvolili sme inu
synteticku cestu. Reakciou chléracetaldehydu a sulfidu sodného sme pripravili latku 7 v dobrom
vytazku (Schéma 16). Naslednou reakciou s 1-aminoadamntanom sme pomocou redukénej
amindcie chceli pripravit latku 8. Ako redukéné cinidlo bol pouzity kyanobdrohydrid sodny.
KedZe samotny NaCNBHs; nebol ucinny, v dalSich pokusoch sme poutzili ZnCl;, pripadne
izopropoxid titani¢ity ako Lewisovu kyselinul® na zvy$enie Géinnosti reakcie. Ani jeden
z pouzitych spdsobov redukcnej aminacie nefungoval, kedZe podla TLC nevznikla poZadovana
latka 8.

Schéma 16. Reakcné podmienky: i) NaSH, voda, 0 °C, 30 min, ii) 1-aminoadamantdn, NaCNBH3, MeOH, lab. teplota,
24 h, iii) 1-aminoadamantan, NaCNBH3, ZnCl,, MeOH, lab. teplota, 24 h, iv) 1-aminoadamantdn, izopropoxid titanicity,
NaCNBH3;, MeOH, 100 °C 24 h, potom lab. teplota 24 h.

Ako dalSiu synteticku cestu sme si zvolili ochranenie tiolovej skupiny 2-merkaptoetanolu
pomocou dimetoxytritylu (Schéma 17). Tento krok fungoval v dobrom vytazku okolo 75 %.
Nasledne sme hydroxy skupinu chceli substituovat dobre odstupujicou funkénou skupinou.
KedZe pri syntéze latky 3 sa nam osveddil jod a tosylat ako dobre odstupujuce funkéné skupiny,
pouzili sme ich aj vtomto pripade. Ani jedna reakcia nebola Uspe$na alatky 10 a1l sa
nepodarilo pripravit. K dalsim krokom, ako je substiticia 1-aminoadamntanu za jéd/tosylat
a naslednému odchraneniu tiolovej funkénej skupiny, uz nedoslo (Schéma 17).
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Schéma 17 Reakcné podmienky: i) 4,4'-dimetoxytrityl chlorid, TEA, THF, lab. teplota, 2 h, ii) p-toluénsulfonyl chlorid,
K>CO3s, aceton, 60 °C, 24 h, iii) jod, trifenylfosfin, pyridin, THF, 75 °C 3 h, potom lab. teplota 20 h.

Ako dalsi sposob pripravy 2-((adamantan-1-yl)Jamino)etan-1-tiolu sme zvolili ako prvu
pripravu latky 12 ajej naslednu substiticiu hydroxy skupiny za tiolovd funkénud skupinu
(Schéma 18). Priprava latky 12 prebiehala vo vysokych vytazkoch takmer 90 %. Naslednou
reakciou s tiooctovou kyselinou bola pripravend latka 13. Jej redukcia na latku 15 uz ale bola
neuspesnd, aj ked sme skusali rozne redukéné Cinidla. Z latky 12 sme este pripravili [atku 14,
pricom sme znova pouZili tosylat ako odstupujicu funkénd skupinu. Jej reakcia so sulfidom
sodnym uz ale znova nebola Uspesna. Latku 15 sme dalej skusali pripravit Uplne inym spésobom,
a to reakciou 1-aminoadamantanu s troj¢lennym cyklom etylénsulfidu (thiiranu), kde malo dojst
k otvoreniu jeho cyklu spolu so substiticiou aminu. Tato reakcia ale taktiez nevysla, na TLC bola
len vychodiskova latka 1-aminodamantan.

NH,

1288% 1355% 15
m

1425 %

Schéma 18. Reakcné podmienky: i) 2-brémetanol, benzonitril, 120 °C, 2 h, ii) trifenylfosfin, diizopropylazodikarboxyldt,
kyselina tiooctovd, DMF, 0 °C 1 h, potom lab. teplota 3 h, iii) p-toluénsulfonyl chlorid, pyridin, lab. teplota, 15 h, iv)
NaOH/K>COs, MeOH, lab. teplota, 20 h, v) NaSH, DTT, DMF, 80 °C 2 h, potom lab. teplota 24 h, vi) etylénsulfid, benzén,
80 °C, 5 h.
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4.1.2.2 Syntéza prekurzorov s kyslikom ako spojovacim heteroatomom

KedZe optimalizacia syntézy prekurzorov so sirou ako spojovacim heteroatémom nebola
Uspesna a mali sme zatial len jeden prekurzor, rozhodli sme sa pripravit ftalonitrilové prekurzory
s kyslikom ako spojovacim heteroatémom.

Syntéza tychto prekurzorov vychadzala z latky 12, ktora bola metylovand na tercidrny
amin pomocou Eschweiler-Clarkeovej metylacie s kyselinou mravéou aformaldehydom
(Schéma 19) za tvorby latky 16. Tento typ metylacie md vyhodu v tom, Ze prebieha maximalne
do tvorby terciarneho aminu a tvorba kvartérnej amdniovej soli uz nie je mozna. Nasledovali
nukleofilné substitu¢né reakcie so substituovanym ftalonitrilom a uhli¢itanom draselnym v DMF.
Reakciou latok 12 a 16 so 4-nitroftalonitrilom vznikli prekurzory 17 a 18, ktoré boli substituované
v polohe 4. Vyssi vytazok 55 % nukleofilnej substittcie sme pozorovali pri reakcii latky 12, teda
sekundarneho aminu, na rozdiel od terciarneho aminu, kde bol vytazok len 31 %. Reakciou latok
12 a 16 s 3-nitroftalonitrilom vznikali prekurzory 19 a 20, ktoré boli substituované v polohe 3.
Vy$si vytazok reakcie sme mohli opat pozorovat u sekundarneho aminu (Schéma 19). Vsetky
tieto reakcie prebiehali v beznej kyslikovej atmosfére a bez striktne bezvodych podmienok,
pricom ked sme skusali pouZit bezvodé podmienky (bezvody DMF a argdénovu atmosféru),

vytazok reakcii bol priblizne rovnaky a nezvysil sa.
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Schéma 19. Reakcné podmienky: i) 2-brémetanol, benzonitril, 120 °C, 2 h, ii) 84% kyselina mravcia, 37% formaldehyd,
MeOH, 70 °C, 24 h, iii) K2CO3, DMF, lab. teplota, 24 h, iv) metyljodid, lab. teplota, 24 h.

Reakciou latok 18 a 20 s metyljodidom sme ziskali kvarternizované latky 21, respektive
22 (Schéma 19). Tato reakcia prebiehala za laboratérne] teploty bez dalsieho rozpustadla,
pricom vytazok reakcii bol uspokojivy, priblizne 60 — 80 %.
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4.1.2.3 Syntéza ftalocyaninov

Cyklotetramerizacia Pc prebiehala templatovou alebo Linsteadovou metddou
(Schéma 20).

Schéma 20. Reakcné podmienky: i) Zn(CH3COO),, pyridin, 120 °C, 24 h, ii) Li, butanol 120 °C, 2 h, Zn(CH3C0OO),, 120 °C,
24 h, iii) metyljodid, N-metylpyroliddn, lab. teplota, 7 dni.

Pri syntéze latok 23, 24 a 25 (vsetko to boli ftalonitrily substituované v polohe 4) bola
vyuzita templdtova metéda pomocou bezvodého octanu zinocnatého v prostredi pyridinu.
Vytazok reakcii nebol velmi vysoky, ale pri tychto cyklotetramerizaénych reakciach je to typické.
Pri priprave Pc substituovanych v a polohe, teda latok 26 a 27, bolo nutné pouzit Lindsteadovu
metddu, ktord je zaloZzend na poutZiti butanolatu litneho ako iniciatora reakcie. Litne idny su
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nasledne chelatované centralne, ale nie su pevne viazané v cykle atakmer okamzite su
z makrocyklu odstranené aj velmi mierne kyslymi rozpustadlami, ako napriklad voda. Tento
bezkovovy Pc nebol izolovany a hned bol do reakénej zmesi vloZzeny octan zino¢naty, vdaka
ktorému sme ziskali findlne zino¢naté Pc. U tychto latok 26 a 27 bola vyskusana najprv
templatova metdda, ktord ndm ale neposkytla poZzadovany cyklotetramerizacny produkt.

Vsetky vysledné Pc mali 4 substituenty, preto vznikali pocas cyklotetramerizacie
polohové izoméry (Obrazok 35), ktoré aj napriek tomu, Ze separdcia polohovych izomérov je
v niektorych pripadoch publikovana,*® 1% v naom pripade ich nebolo moZné ani detekovat, nie
to este aj od seba oddelit, a preto boli dalej pouzivané ako zmes tychto izomérov.
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Obrazok. 35 Polohové izoméry Pc.

Latky 23, 24, 25, 26 a 27 boli kvoli lepsej rozpustnosti v polarnych rozpustadlach
prevedené do formy hydrochloridu pomocou koncentrovanej kyseliny chlorovodikove;j.

Poslednym krokom syntézy bola tvorba kvartérnych amadniovych soli ftalocyaninov.
Za pouzitia metyljodidu boli za 7 dni ziskané latky 28 a 29. Reakcia trvala preto tak dlho, aby sme
mali istotu, Ze doSlo ku kvantitativnej alkyldcii l1atok obsahujucich Styri aminoskupiny, kedze
nasledné istenie kvartérnych produktov pomocou stipcovej chromatografie uz nebolo mozné.
Vychodiskovymi latkami pre kvarternizaciu boli Pc s tercidarnymi aminmi, teda latky 25 a 27.

4.1.3 Stddium interakcie s CB[7]

Interakciu s CB[7] sme Studovali nielen na findlnych ftalocyaninoch, ale aj na ich
ftalonitrilovych prekurzoroch. Vdaka spolupraci svyskumnou skupinou prof. Sindeldfa
z Masarykovej univerzity v Brne sme interakciu sledovali pomocou NMR titracii a nasledne uz
v nasej vyskumnej skupine pomocou UV-vis a fluorescencnej spektroskopie.
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4.1.3.1 Studium interakcie ftalonitrilov s CB[7]

Vdaka svojej hydrofébnej dutine a hydrofilnym karbonylovym portdlom dokazu CB[7]
ochotne viazat malé organické katiénne molekuly. V naSom pripade ide o 1-aminoadamantan
ako substituent na ftalonitrilovom jadre. KedZe pre interakciu je délezitd kladne nabita molekula
hosta, interakcia bola sledovana na latkach 3, 17, 18, 19 a 20 vo forme hydrochloridu. Kvartérne
amoniové soli 21 a 22 boli taktieZ testované na tuto interakciu. VSetky latky v tejto forme boli
dobre rozpustné vo vode. Studium interakcie prebiehalo pomocou 'H NMR (Obrazok 36)
a postupnym pridavanim CB[7] boli sledované zmeny na NMR spektre. Ako rozpustadlo bola
pouzitd D,0 spolu s pufrom deuterovaného octanu sodného.

Vsetky ftalonitrilové prekurzory vykazovali rovnaké zmeny po pridani CB[7].
Pre ilustraciu je na Obrazku 36A uvedeny NMR zdpis latky 18-HCI. Po pridani 0,5 ekvivalentu
CB[7] (Obrazok 36B) sme na spektre videli dva sety signalov, pricom jeden set patril volnému
hostovi a druhy set signalov patril komplexovanému hostovi v CB[7]. Signaly vodikov (a, b, c)
aromatického cyklu sa po pridani CB[7] posunu do oblasti slabého pola (downfield shift). Naopak
signaly vodikov (g, h, i) adamantanu sa posunu po pridani CB[7] do oblasti silného pola (upfield
shift). Po pridani jedného ekvivalentu CB[7] (Obrazok 36C) signdly volného hosta zmizli
a po pridani nadbytku CB[7] (Obrazok 36D) sa spektrum uZ nijako nemenilo a signaly sa uz
neposuvali. To znamen3, Ze latka 18-HCl (a rovnako aj vSetky ostatné ftalonitrilové prekurzory)
tvoria komplex s CB[7] v stechiometrii 1 : 1.
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Obrdzok 36. THNMR spektrum (500 MHz, 50 mM CD3COONa v D,0, pD = 4,74, 30 °C) A) Idtka 18-HCl, B) pridavok
0,5 ekvivalentu CB[7], C) 1 ekvivalent CB[7], D) 1,5 ekvivalentu CB[7].

Tieto zmeny na NMR spektrach su v sulade s pocitatovym modelom latky 3 a CB[7]
(Obrazok 37a), kde adamantylova cast je umiestnena v hydrofébnej dutine CB[7] a zvysSok
molekuly je orientovany mimo CB[7]. V jednom pripade sa ndm podarilo vypestovat aj krystal
komplexu latky 3 a CB[7], pricom jeho krystalograficka Struktira potvrdila orientaciu molekuly
tak ako ju navrhol pocitatovy model (Obrazok 37b).
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Obrdzok 37 a) pocitacovy model komplexu latky 3 a CB[7], b) kryStalografickd Struktura komplexu Iatky 3 a CB[7]

Pre vSetky latky 3-HCI, 17-HCI, 18-HCI, 19-HCl, 20-HCI, 21 a 22 (Obrazok 38) bola
stanovena aj asociacna konstanta (K.) komplexu s CB[7].
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Obrdzok 38. Struktury Studovanych ftalonitrilov a konkurenénych ldtok (ADA, ADT).

Asociaénl konstantu nebolo mozné urcit priamo zH NMR ako ekvimolarny pomer
hostitela a hosta, kedZe v spektre neboli viditelné signaly volného ftalonitrilu. Preto sme poufzili
kompetitivne 'H NMR experimenty (Obrazok 39) pridanim konkurenénej latky a daného
ftalonitrilového hosta k roztoku CB[7]. Konkurenéné latky boli vybrané podla toho, aby mali
podobnu afinitu k CB[7] ako nasSe Studované latky. Pre latky 3-HCI, 17-HCI a 18-HCI bol ako
konkurencna latka pouzity 1-adamantyl(trimetyl)amdnium (ADT), a pre latky 19-HCI, 20-HCI, 21
a 22 bol pouZity 1-adamantylamin (ADA). ADT bolo pouZité preto, lebo signdly komplexu
CB[7]-ADA sa u niektorych latok prelinali so signalmi komplexu CB[7]-ftalonitril. Asocia¢na
konstanta K, (4,23 + 1) x 10 M™* komplexu CB[7]-ADA uZ bola publikovand.’** Pre komplex
CB[7]-ADT bola asocia¢na konstanta uréena pomocou kompetitivneho experimentu s CB[7]-ADA
a bola stanovena na hodnotu (8,5 + 2) x 102 M. V3etky latky tvoria s CB[7] vysoko stabilné
komplexy (Tabulka 8) s asociaénou kons$tantou vrozmedzi 1,0 x 10%? a 3,7 x 108 M™,
Najstabilnejsie komplexy s CB[7] tvorili latky 19-HCI a 17-HCI. KedZe ide o sekunddrne aminy,
adamantylovd cast je pristupnejsia dutine CB[7] . Pri porovnavani kyslikového a sirového
spojovacieho atdmu sme zistili, Ze latka 3:-HCI, ktord ma ako spojovaci atém siru, ma radovo
nizsiu asociacnu konstantu ako latka 17-HCI, ktora ma ako spojovaci atom kyslik.
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Obrdzok 39. Hornd cast: *H NMR spektrd (500 MHz, 50 mM NaO,CCD3 pufrovand D,0 (pD 4,74) 30 °C) A) latky 20-HCI
(0.6 mM), B) latky 20-HCI (0.6 mM) s 0,5 ekvivalentom CB[7] C) ADA, D) ADA s 0,5 ekvivalentom CB[7], E) zmes
1 ekvivalentu CB[7] a 1,2 ekvivalentu ldtky 20-HCl a ADA. Spodnd cast: pribliZenie Casti spektra E, ktord zobrazuje

signaly h komplexu CB[7]-latky 20°HCI (1,61 ppm) a signdlu 8 komplexu CB[7]-ADA (1,54 ppm).
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Tabulka 8. Asociacné konstanty K, (M) interakcie ftalonitrilov a CB[7]. @

spojovaci alkylaény 3-substitucia 4-substitlcia
atém stupen
S -N* (H),- (3,4 +0,8) x 10'}(3-HCl) ©
o] -N* (H),- (2,1+0,5) x 10%3(19-HCl) © (3,7+0,9) x 10%3(17-HCl) ©
o] -N* (H)CHs- (7,0 £ 1,8) x 10*%(20-HCl) ® (1,0 £0,2) x 10*?(18-HCl) ®
0 -N* (CH3)2- (4,7 £1,1) x 10" (22) ® (2,0+0,5) x 1013 (21) ®

@ Experimenty robené pomocou kompetitivneho *H NMR v50 mM CD3;COONa v D,0O, pD = 4,74. » ADA ako
konkurenc¢na latka [K; = (4,23 £ ) x 1012 M1]. ¢ ADT ako konkuren¢na latka [K, = (8,5 £ 2) x 1022 M-1]. Hodnoty
reprezentuju priemer minimalne dvoch nezavislych merani.

4.1.3.2 Studium interakcie ftalocyaninov s CB[7]
4.1.3.2.1 NMR metdda

Podobne ako u ftalonitrilovych prekurzorov boli sledované interakcie s CB[7] aj u Pc
vo forme hydrochloridov pomocou *H NMR. Ako priklad st na Obrazku 40 uvedené NMR spektra
latky 26-HCI, kde vidime, Ze latka je v D20 agregovand, pretoze na spektre vidime Siroké signaly,
ktoré naznacuju agregaciu Pc. Po pridani CB[7] vidime, Ze signdly su ostrejsSie uz dokonca len
pri jednom ekvivalente CB[7]. Okrem zostrenia signdlov po pridani CB[7] sme eSte pozorovali aj
posun signalov vodikov metylovych skupin smerom do oblasti silného pola (upfield shift). Preto
mozeme skonsStatovat, Ze rovnako ako u ftalonitrilovych prekurzorov aj uPc je
aminoadamantylova ¢ast vo vnutri CB[7] a zvy$ok molekuly je mimo CB[7]. KedZe bola latka
26°HCl vo vode agregovana, nebolo mozné kvantitativne urcit interakciu hostitel-host.
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Obrdzok 40. 'H NMR spektrd (500 MHz, D,O, 30 °C) A) latky 26°HCI v pritomnosti B) 0,5 ekvivalentu CB[7], C)
1 ekvivalentu, D) 2 ekvivalentov, E) 3 ekvivalentov, F) 4 ekvivalentov, G) ekvivalentov, H) 6 ekvivalentov CB[7].
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4.1.3.2.2 UV-vis a fluorescencna spektroskopia

Absorpcné spektrd v DMSO su u vSetkych Pc monomérne, ¢o sa vyznacuje vyraznym
ostrym Q-pasom v oblasti 680 — 710 nm (Obrazok 41). Na druhej strane vo vode je Q-pds
absorpcného spektra Siroky, o znamena3, Ze latky su agregované. Ide o H-typ agregacie, ktora je
sposobena -t interakciou makrocyklickych jadier. Pri postupnom priddvani CB[7] dochadzalo
k ¢iastocnej monomerizacii latok. Najviac viditelné zmeny boli pri latkach 25-HCl a 27-HCI
(substituované v frespektive a polohe), preto budu podrobnejsie opisané zmeny na spektrach
tychto 2 latok (Obrazok 42).
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Obrdzok 41. Absorpcné spektra skimanych Pc v DMSO.

NH* CI"
25-HClI \ 27-HCI

Obrdzok 42. Struktury vybranych Pc.

Vo vode su nase latky agregované a okrem Sirokého Q-pasu je mozné pozorovat aj posun
absorpéného maxima (Obrazok 43a, c) do nizsich vinovych diZok (634 a 655 nm pre latky 25-HCI,
resp. 27-HCl) a nizku hodnotu emisie fluorescencie (Obrazok 43b, d). Po pridani CB[7] dochdadza
k interakcii medzi aminoadamantylovymi substituentmi Pc a CB[7] a cely komplex je ovela
objemnejsi, pricom obidve tieto vlastnosti vyvolavaju monomerizaciu Pc vo vode. Pozorujeme
to zvySenou fluorescenciou a taktiez zvySenim absorpcie Q-pdsu a posun jeho maxima k vy$sim
vinovym dizkam (685 a 706 nm pre latku 25-HCI, resp. 27-HCI).

Proces monomerizacie ma 2 fazy ako mozeme vidiet na inzerte obrazka 43a, b, kedze
tieto zmeny su lepsie ilustrované na latke 25-HCI. Do pridania 2 ekvivalentov CB[7] vidime len
minimalne zmeny absorpcie a fluorescencie. Nasledne po pridani 2 az 4 ekvivalentov CB[7] uz
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vidime vyrazné zmeny a vysoky ndrast absorpcie a fluorescencie. Po pridani 4 ekvivalentov mali
absorpéné spektrd (predovsetkym u latky 27-HCl) porovnatelny tvar ako mali monomérne
spektra v DMSO. Po pridani dalSieho mnoZstva CB[7] uZ neboli pozorované Ziadne dalSie zmeny.

Z vysledkov je zrejmé, Ze predovsetkym u S substituovanych Pc, 2 molekuly CB[7] nie su
dostatoc€né, aby doslo k monomerizacii. Je to preto, Ze substituenty v  polohe su flexibilnejsie,
apreto su potrebné 4 molekuly CB[7], aby doslo k vyraznejSej monomerizdcii. V pripade
a substituovanych Pc su substituenty orientované blizsie k makrocyklu a musia byt orientované
smerom hore a dole od makrocyklu. Tym je obmedzena ich flexibilita, a preto je monomerizacia
o substituovanych Pc vyssia aj pri nizSom pomere Pc : CB[7].
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Obrdzok 43. Zmeny absorpcnych (a, c) a emisnych (b, d) spektier (Aexc = 640 nm) latok 25-HCl a 27-HCI.

Ostatné Pc sa chovali podobne ako vyssie spominané latky, a to tak, Ze £ substituované
Pc 23-HCI, 24-HCI a 28 boli vo vode viac agregované ako a substituované latky 26-HCI a 29.
U a substituovanych Pc malo absorpcné spektrum po pridani CB[7] podobny tvar ako spektrum
v DMSO, v ktorom st Pc monomérne (Obrdazok 44). U S substituovanych Pc nebol az tak vyrazny
rozdiel v monomerizacii v porovnani s a substituovanymi Pc a taktieZ sa u nich absorpéné
spektrum vacsinou nemenilo uz po 2 — 3 ekvivalentoch CB[7] (predovsetkym pri latkach 24-HCI
a 28).
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Obrdzok 44. Absorpcné spektrd Pc vo vode a po pridani CB[7] pre ldtky a) 23-HCI, b) 24-HCI, c) 28, d) 26-HCI, e) 29.

Medzi dalSie hostitelské molekuly, ktoré tvoria komplex s 1-aminoadamantanom patria
aj cyklodextriny (CD), pricom ako najsilnejSia interakcia je uvedend interakcia s /-CD (K, je
5150 M™1).1% CD su taktieZ vysoko poldrne molekuly, ktoré sa takisto pouZivaju na zvy$enie
rozpustnosti hostovskych molekul. Chceli sme porovnat, ¢i aj CD spdsobuji monomerizaciu Pc
tak ako CB. Na studium boli pouZzité len latky 25-HCl a 27-HCI. V tomto pripade sme ale nevideli
Ziadne zmeny v monomerizacii Pc ani po pridavku 1400 ekvivalentov -CD (Obrazok 45). Tvar
spektier sa nemenil a k zniZovaniu absorpcie dochadzalo len kvoli zriedeniu vzorky. Ak dochadza
ku komplexacii Pc s CD, tak to nema vplyv na monomerizaciu Pc v nami Studovanych a pouzitych

koncentraciach.

62



— bez B-CD

QO
~
o
-
N

0.08

Absorbancia

0.04

D*l

0.00 T —1—
300 400 500

T T
600 700 800

VInova dizka, nm

Obrdzok 45. Zmeny absorpénych spektier a) [ substituovanej Idtky 25-HCl a b) o substituovanej ldtky 27-HCI vo vode

po postupnom priddvani -CD.

4.1.3.2.3 Urcenie log P

Okrem monomerizacie Pc pomocou CB[7] vo vode vytvorenim komplexu by malo
dochadzat aj k zvyseniu hydrofility molekuly. To sme chceli dokadzat zmeranim a porovnanim
log P samotného Pc a nasledne Pc-CB komplexu. Experimentalnym uréenim rozdelovacieho
koeficientu v oktanolovej a vodnej vrstve sme vyjadrili ako log P (Tabulka 9), sme dokazali, Ze
po vytvoreni komplexu Pc-CB sa rozpustnost vo vode jednoznacne zvysila. Pc bez CB[7] sa
nachadzali predovsetkym v oktanolovej vrstve, pripadne bolo ich rozloZenie priblizne rovnaké
v oktanolovej aj vodnej vrstve. Po interakcii s CB[7] boli vSetky Pc vo vodnej faze, ¢o sa prejavilo
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zapornymi hodnotami log P, pricom to bolo viditelné aj volnym okom (Obrdazok 46).

Tabulka 9. Namerané hodnoty log P.

. - log P
Latka substitucia Pe Pc+CB7]
23-HCl 55, -NH- 0,08 -0,35
24-Hcl S0, -NH- 0,00 -0,37
25-HCl PO, -NCH;s- 0,10 -0,63
26-HCl a0, -NH- 0,17 -0,54
27-Hcl a0, -NCH3- -0,01 -0,62

28 PO, -N*(CHs),- 0,58 -0,01

29 a0, -N*(CHs),- 0,31 -0,69

Obrdzok 46. RozloZenie v oktanole a vode a) samotny Pc, b) Pc-CB[7] komplex.

63



4.1.3.2.4 Fotofyzikdlne parametre Pc

Fotofyzikalne parametre, ako vinova dizka absorpcie, fluorescencia a kvantové vytazky
singletového kyslika fluorescencie, su uzitocnymi parametrami charakterizacie Urovne agregacie
aj ako zdkladna charakteristika kazdého PS.

Absorpcné spektra vsetkych studovanych Pc (vo forme hydrochloridov) boli v DMSO
monomérne (Obrazok 41), kedZe sa vyznacovali ostrym Q-pasom, ktory je charakteristicky
pre monomérne Pc. Pozicia maxima Q-pdsu odrdzala Strukturne znaky Pc, ako je poloha
substituentu a spojovaci heteroatém. Pc substituované v polohe fa s kyslikom ako spojovacim
heteroatémom (24-HCl, 25-HCl a 28) mali maximum absorpcie okolo 682 nm. Na druhej strane
Pc substituované v a polohe arovnako s kyslikom ako spojovacim heteroatémom (26-HCI,
27-HCl a 29) mali posunuté absorpcné maximum do Cervenej oblasti okolo 704 nm (Tabulka 10).
V pritomnosti siry ako spojovacieho heteroatému (S substitucia, latka 23-HCl) dochadzalo
k miernemu posunu maxima absorpcie do oblasti 695 nm.

Fluorescencné emisné spektra v DMSO boli zrkadlovym obrazom absorpcnych spektier
s malym Stokesovym posunom (okolo 14 nm), ktory je typicky pre Pc (Obrazok 47a).
Fluorescencné excitacné spektra v DMSO kopirovali absorpéné spektra, ¢o taktiez potvrdzuje
Uplnd monomerizaciu Pc v DMSO.
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Obrdzok 47. Normalizované absorpéné (Cierne Ciarkované), emisné (modré) a excitacné (zelené) spektrd
P substituovaného Pc 25-HCl a) v DMSO alebo b) vo vode so 4 ekvivalentami CB[7], ¢) a substituovany Pc 27-HCI
vo vode so 4 ekvivalentami CB[7].

Kvantové vytazky fluorescencie ®r v DMSO dosahovali u vSetkych Pc hodnoty viac ako
0,20, pricom u S substituovanych Pc boli kvantové vytazky fluorescencie vyssie (okolo 0,30)
v porovnani s a substituovanymi Pc (Tabulka 10). VSetky Pc vykazovali vysoké kvantové vytazky
singletového kyslika @, > 0,50, ¢o znamend, Ze nase latky maju dobré predpoklady stat sa
vhodnymi kandidatmi na PS v PDT. V praxi su ale podstatnejsie ich vlastnosti vo vode, aby mohli
Uc¢inkovat na bunkach.
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Tabulka 10. Fotofyzikdlne parametre Studovanych Pc.

Litka | substiticia M A | o.omso | ospmso | P | narast O
(nm) (nm) voda vo vode®
23-HCl S, -NH- 695 708 0,17 0,60 0,0003 7,5
24-HCl SO, -NH- 681 696 0,31 0,63 0,0022 13
25-HCl PO, -NCH3s- 683 697 0,30 0,51 0,0017 27
26-HCI a0, -NH- 705 718 0,19 0,58 0,0031 28
27-HCl | O, -NCH3- 705 718 0,20 0,51 0,0144 10
28 PO, -N*(CHs),- 682 693 0,23 0,51 0,0012 14
29 a0, -N*(CHs)»- 702 717 0,22 0,65 0,0222 3

aNarast ®Or vo vode znamena ndrast fluorescencie po pridani CB[7]

Ako bolo spominané vyssie v kapitole 4.1.3.2.2, absorpéné spektra vietkych Pc vo vode
sa vyznaluju Sirokym Q-pasom ajeho posunom knizéim vinovym dizkam, ¢o znamena
pritomnost H-agregatov (Obrazok 43 a 44 Cervené spektrd). Nizka emisia fluorescencie sa
prejavuje nizkymi kvantovymi vytazkami fluorescencie ®r vo vode (Tabulka 10). Intenzita
fluorescencie sa po pridani 4 ekvivalentov CB[7] niekolkondsobne zvysila, vo vacsine pripadov
viac ako o jeden rad (Tabulka 10 — narast ®f vo vode), pretoZe dochadzalo k Ciasto¢nej
monomerizacii Pc (Obrazok 43 zelené spektra).

Excitatné spektrd latok 25-HClI a27-HCI vo vode odhalili rozdiel v agregacii
8 a a substituovanych Pc. V pripade 8 substituovanej latky 25-HCl sa absorpéné spektrum
vo vode po pridani 4 ekvivalentov CB[7] neprekryva s excitaénym spektrom latky (Obrazok 47b)
a pri 634 nm dochadza k vyssSej absorpcii. Aj ked' je tdto absorpcia ovela nizSia ako u samotného
Pc bez CB[7], tvar spektra znamen3, Ze ani 4 molekuly CB[7] nestacia na monomerizaciu Pc, ktory
stale ostava CiastoCne agregovany. Na druhej strane u a substituovanej latky 27-HCl dochadza
k Uplnému prekrytiu excitacného a absorpcného spektra vo vode (Obrazok 47c) po pridani CB[7].
To potvrdzuje, Ze substituenty v tejto polohe su nutene orientované smerom hore a dole
od makrocyklu, ¢im sa po pridani CB[7] Uplne minimalizuje agregdcia Pc.

Aby sme eSte viac potvrdili zlepSenie fotofyzikdlnych vlastnosti Pc po pridani CB[7],
skimali sme produkciu singletového kyslika v D,O okyslenej pomocou DCI. Singletovy kyslik je
najdoéleZitejSou molekulou vo fotodynamickej terapii, ktora spdsobuje smrt buniek. Preto je jeho
produkcia velmi doleZitd. Produkcia singletového kyslika v D,O bola sledovana monitorovanim
jeho fosforescencie pri 1270 nm, ktord je pre molekulu singletového kyslika typicka. Po pridani
4 ekvivalentov CB[7] sme pozorovali priblizne trojndsobny narast fosforescencie u latky 27-HCI
(Obrazok 48), co znamen3, Ze aj tvorba singletového kyslika je po interakcii Pc-CB[7] zvySena.
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Obradzok 48. Fosforescencia singletového kyslika v D,0 produkovaného po excitdcii Iatky 27-HCl samostatne (Cervend)
alebo po pridani 4 ekvivalentov CB[7] (zelend).

4.1.4 In vitro biologické hodnotenie

KedZe predchadzajice experimenty nam ukazali vyrazne zlepSenie fotofyzikdlnych
vlastnosti, dalsSim krokom Studia naSich latok bolo ich in vitro testovanie na fotodynamicku
aktivitu.

4.1.4.1 Subceluldrna lokalizdcia

V prvom rade sme pozorovali subceluldrnu lokalizaciu nasSich Pc (vo forme
hydrochloridov) na rakovinovych bunkach krcka maternice (Hela). Pomocou 3pecifického
znacenia organel sme urcili, Ze vSetky Pc sa lokalizuju predovsetkym v lyzozémoch. To znamen3,
Ze pri fotodynamickej aktivacii si primarnym cielom prave lyzozémy. Takisto aj Pc-CB[7]
komplex bol uvSetkych Studovanych latok lokalizovany predovsetkym v lyzozémoch.
Nepozorovali sme teda rozdiel lokalizacie samotného Pc a Pc-CB[7] komplexu. Pre ilustraciu je
na Obrazku 49 zobrazena lokalizacia latok 24-HCI a 27-HCI. V ¢asti A su Hela bunky inkubované
len so samotnym Pc a v Casti B su s Pc a 4 ekvivalentmi CB[7]. Jedinym rozdielom bola lokalizacia
latok 26-HCl a 27-HCI (ide o a substituované Pc). Obe tieto latky boli lokalizované v lyzozémoch,
ale CiastoCne boli viditelné signdly vychadzajlice z perinukledarneho priestoru (Obrazok 49
vpravo) dalej od jadra, ktoré boli naslednym pokusom potvrdené ako mitochondrie
(Obrazok 50). Tieto 2 latky su lokalizované teda okrem lyzozémov aj v mitochondriach.
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Obrdzok 49. Subceluldrna lokalizdcia vliavo pre latku 24-HCI a vpravo pre latku 27-HCI (Cervend) v HelLa bunkdch
pomocou fluorescencného zobrazovania. HelLa bunky boli inkubované s Pc (A) alebo s Pc a 4 ekvivalentmi CB[7] (B) so
znacenim pre lyzozémy (zelené) a jadro (modré). Biela Ciara zndzorruje Cast, ktord bola pouZitd na urlenie intenzity
lokalizacie a predstavuje 24 um alebo 18 um (pre latku 24-HCI, resp. 27-HCI).
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Obrdzok 50. Subceluldrna lokalizdcia Iatky 27-HCI (Cervend) v HeLa bunkdch pomocou fluorescencného zobrazovania.
HelLa bunky boli inkubované s Pc a znacenie pre mitochondrie (zelené) a jadro (modré). Biela Ciara zndzorfiuje cast,
ktord bola pouZitd na urcenie intenzity lokalizdcie a predstavuje 18 um.

4.1.4.2 Fotodynamicka aktivita

Nasledne boli vSetky Pc testované aj na fotodynamicku aktivitu, ktora bola vyjadrena
ako koncentracia vyvoldvajuca 50% efekt (ECso) a taktieZ boli testované na toxicitu bez oZiarenia,
ktora bola vyjadrena ako koncentrdcia sposobujica 50% toxicitu (,,dark toxicita®, TCso) na dvoch
bunkovych liniach, ato bunkovych liniach rakovinovych buniek kréka maternice (Hela)
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a bunkovych liniach fudského melandomu (SK-MEL-28). Vsetky latky vykazovali po oZiarovani
velmi dobré hodnoty fotodynamickej aktivity ECso v mikromolarnych koncentraciach (okolo
1-5uM). U najucinnejSej latky 27-HCl boli tieto hodnoty ECso dokonca v nanomolarnej
koncentracii (Tabulka 11), 46 nM pre Hela bunky a 123 nM pre SK-MEL-28. Aktivita medzi
réznymi bunkovymi liniami sa prilis neliSila, len u Iatok 25-HCI, 27-HCl, 28 a 29 bola trochu lepsia
aktivita voci SK-MEL-28 bunkam. Co sa tyka $truktury Pc, pozorovali sme niekolkonasobne vyssiu
aktivitu a substituovanych latok 26-HCI, 27-HCl a 29 v porovnani sich koreSpondujucimi
pderivatmi (Obrdzok 51). Nase namerané hodnoty su porovnatelné s podobnymi Pc
substituovanymi alkylsulfanylovymi substituentmi s kvartérnymi amdniovymi skupinami
a dokonca lepsie ako sulfonovany hydroxyhlinity Pc [SsAIOHPc; ECso(Hela) = 2,07 + 0,29 uM],1%®
ktory je schvdleny k klinickému pouzitiu v Rusku.

Tabulka 11. Hodnoty ECsp so Standardnou odchylkou. Podmienky oZiarovania: A > 570 nm, 12,4 mW cm=2, 15 min,
11,2 Jcm=. KaZdy experiment bol robeny 4 krdt.

, . ECso Hela (uM) ECso SK-MEL-28 (uM)
Latka substitucia ;I Pc+CB[7] _ Pc+CB[7]
23-HCl 55, -NH- 0,89+ 0,29 0,36 £ 0,02 0,87 £0,57 0,39+0,01
24-Hcl O, -NH- 1,02 £0,22 19,5 + 15,9 1,08 +0,16 24,7 +£19,2
25-HCl S0, -NCH3s- 0,82+ 0,27 4,28 £0,19 0,18 + 0,06 22,1+9,4
26-HCl a0, -NH- 0,17 £ 0,06 63,1+15,6 0,12 +0,02 14,2 £ 4,65
27-HCl a0, -NCH3- 0,12+0,03 1,46 £0,30 0,046 + 0,02 1,58 £0,33

28 S0, -N*(CHs),- 5,92+2,78 30,0 +21,8 1,04 £0,43 22,6 +25,6

29 a0, -N*(CHs),- 0,18+0,12 24,9 + 21,2 0,072 £ 0,038 8,02+1,74
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Obrdzok 51. Fototoxicita (pIné symboly) a toxicita v tme (prazdne symboly) voci HeLa bunkdam, ktoré boli inkubované
len s Pc (Cervené) alebo s Pc + 4 ekv. CB[7] (modré).

Vsetky latky vykazovali bez oZiarenia nizku toxicitu TCso na HeLa bunkach v rozsahu okolo
20 — 80 uM (Tabulka 12). V pripade latok 23-HCI, 25-HCI a 29 boli dokonca hodnoty TCs, este
vyssie ako 100 pM (Obrazok 51). VysSie koncentracie sme uz nemohli testovat, kedZe
v experimentoch bolo ako pomocné rozpustadlo aj DMSO, ktoré ma vo vys$sich koncentraciach
uZ aj vlastnu toxicitu na bunky. Po pridani CB[7] uz pri takmer vSetkych latkach nebolo mozné
urcit hodnoty TCsp, kedZe boli vyssie ako 100 puM. Vynimkou bola latka 28, ktorej TCso bola
81,1+ 18,7 uM.

Tabulka 12. Hodnoty TCsy toxicity bez oZiarenia pre Studované Pc na Hela burikdch. Podmienky oZiarovania:
A>570nm, 12,4 mW cm=2, 15 min, 11,2 J cm2.

’ - TCso Hela (uM)
Latk
atka substitticia _ Pc+CB[7]

23-HCl S, -NH- >100 >100

24-HCl L0, -NH- 20,5+3,8 >100

25-HCl PO, -NCH3s- >100 >100

26-HCI a0, -NH- 58+1,5 >100

27-HCl a0, -NCH3- 79,4 £22,3 100,3+ 23,4
28 BO, -N*(CHs)- | 30,7+12,2 | 81,8+187
29 a0, -N*(CHs),- >100 >100
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Toxicita samotného CB[7] uZ bola v minulosti stanovend, jej hodnota ICs, bola
0,53 £+ 0,02 mM na CHO-K1 bunkach (bunky vajeénikov samicky &inskeho $kre¢ka).!'® Z toho
vyplyva, Ze CB[7] ma velmi nizku toxicitu a v pouzZivanych koncentraciach na fotodynamicku
aktivitu je prakticky netoxicky. V nasom pripade ani nebolo mozné urdit toxicitu CB[7] na Hela
bunkach, pretoZe ani pri pouziti 1ImM koncentracie nebolo zaznamenané Ziadne zniZenie
Zivotaschopnosti buniek.

Po pridani 4 ekvivalentov CB[7] k nasim Pc doslo necakane kvyrazne zniZenej
fotodynamickej aktivite na oboch bunkovych liniach (Tabulka 11). K zniZeniu aktivity doslo
takmer u vsetkych latok 10-ndsobne (v pripade latky 26-HCl bolo zniZenie aktivity az 100-
nasobné). Jedinou vynimkou vo fotodynamickej aktivite bola latka 23-HCI (latka so sirou ako
spojovacim heteroatémom). V tomto pripade dochadzalo po pridani CB[7] k mierne zvysenej
fotodynamickej aktivite na oboch bunkovych liniach.

Znizenie fotodynamickej aktivity bolo necakané, pretoze predchadzajuce vysledky
naznacovali zvySend monomerizdciu Pc vo vode po komplexacii s CB[7]. Spolu s tym sme
ocakdvali aj zvySenu fotodynamicku aktivitu, ku ktorej ale nedoslo, prave naopak, doslo
k zniZzeniu aktivity. Preto sme dalej viac skimali ako velmi Pc vstupuju do buniek pomocou
intenzity fluorescencie v lyzovanych Hela bunkach. Tieto bunky boli 12 h inkubované s Pc
o koncentrdacii 1 pM a naslednym odstranenim a premytim nenaviazaného Pc. Z vyslednych
hodnot je zrejmé, Ze bunky inkubované s Pc a 4 ekvivalentmi CB[7] vykazovali niekolkonasobne
nizsiu hodnotu fluorescencie voci samotnym Pc (Obrazok 52). Je to pravdepodobne preto, Ze
komplex Pc-CB[7] je uz velmi velky a hydrofilny, a preto je jeho prestup do buniek velmi
obmedzeny. Preto napriek zlepsenym fotofyzikalnym vlastnostiam a zvySeniu monomerizacie Pc
vo vode, dochadza k vyrazne znizenej fotodynamickej aktivite.

B Pc
B Pc + CB[7]
100000 92x 103x
S 60 000- 5 36 42x 37x 3.6%
s = Pc & 10000 o 10%
® BE= Pc + CB[7] ©
4 ‘s 1000
% 40 000 o
2 § 100
g 20 000 o
E S 10
e e
0_

23 24 25 26 27 28 29

Obrdzok 52. Intenzita fluorescencie HeLa buniek inkubovanymi Pc. Na grafe vpravo je osa y v logaritmickom formdte
a &isla nad stipcami znamenaju kolkokrdt je prechod do buniek nizsi u Pc-CB[7] komplexu voci Pc, vypocitané podla
vzorca Fipe)/Fipcta eq. caiz)-

4.1.5 Zaver

Tvorba supramolekuldrneho komplexu Pc-CB[7] sice vyrazne zlepSilo fotofyzikalne
vlastnosti Pc vo vode, ale tento komplex je uz prilis velky a hydrofilny na vstup do buniek. Preto
tato cesta monomerizacie Pc nie je vhodnad, ak vysledné Pc maju byt pouZité v PDT. Tento postup
by ale mohol byt vhodny, ak by boli pouzité len 1 alebo 2 molekuly CB[7], ako napriklad
u amfifilného Pc typu A3B, kde by boli 3 nesubstituované ¢asti Pc zanorené do membrany buniek
a komplex by tym padom nemusel prejst az do vnutra buniek. CB[7] by tvoril komplex len
s Castou Pc, ktora nie je v membrane a tvorbou komplexu by sa zvysila hydrofilita Pc.
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4.2 Studium supramolekuldrnych interakcif subftalocyaninov
Podiel autorov

Lucia Rychvalska nasyntetizovala, vycistila a charakterizovala vetky latky pod vedenim
Marie Victorie Martinez-Diaz v Madride. Studovala interakcie SubPc sCB[7] pomocou
absorpcnych a fluorescencnych spektier, zmerala ich fotofyzikdlne parametre a podielala sa
na vyhodnocovani dat. Magdaléna Kozlikova robila in vitro biologické testovanie. Petr Zimdik
koncipoval a navrhol projekt a podielal sa na vyhodnocovani dat.

4.2.1 Navrh Struktury

Navrh Struktury SubPc prebiehal na podobnych predpokladoch a zakladoch ako u Pc.
Adamantylovy substituent bol na periférii makrocyklu kvéli jednoduchsej syntéze naviazany
v S polohe. Boli pripravené SubPc a adamantylaminom a adamantanolom pre porovnanie ich
interakcie s CB[7] . Tieto substituenty boli od makrocyklického jadra vzdialené 4 atémy
na zamedzenie interakcie CB[7] a makrocyklu. Objemny lipofilny substituent v axidlnej polohe
zabezpecuje zanorenie SubPc do membrany buniek (Obrazok 53).

R1, R2 = CH3
RQ_X'_R1
X=N, 0 f \
Porovnanie interakcie
adamantylaminu a adamantanolu o)

s CB[7]

Lipofilny substituent, vd'aka
\\ ktorému ddéjde k zanoreniu
SubPc do membrany buniek

Dostatoéna vzdialenost od
jadra na zamedzenie interakcie
CBI[7] a makrocyklu

R1_X_R2

Obrazok 53. Ndvrh Struktury SubPc.

4.2.2 Syntéza

4.2.2.1 Syntéza substituentov

V prvom rade sme zacali syntézou axidlneho substituentu (Schéma 21). Prvym krokom
syntézy bola reakcia metylesteru kyseliny gallovej a 1-brdmdodekanu za vzniku latky 30
v relativne dobrom vytazku. Daldim krokom bola redukcia esteru na alkohol za vzniku latky 31
vo vysokom vytazku vyse 90 % a bez nutnosti dalSieho Cistenia, kedZe pri reakcii vznikal len jeden
produkt. Nasledujiucim krokom bola oxidacia alkoholu na aldehyd pomocou 2,3-dichlér-5,6-
dikyano-1,4-benzochinénu (DDQ). Aj tato reakcia vzniku latky 32 prebiehala bez problémov
s vytazkom takmer 80 %. Poslednym krokom pripravy findlneho axidlneho substituentu latky 33
bola kyslo katalyzovana Dakinova oxidacia aldehydu na fenol pomocou peroxidu vodika. Celkovy
vytazok pripravy latky 33 bol takmer 40 %, o je na Stvorkrokovu syntézu dobré.
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Schéma 21. Reakcné podmienky: i) K;COs, Nal, acetonitril, 90 °C, 2 dni, ii) LiAlH,4, THF, lab. teplota, 1 h, ndsledne voda,
H,S0,4, 0 °C, iii) DDQ, dioxan, iv) H;0,, H,SO,4, chloroform, metanol, lab. teplota, 4 dni.

Nasledne sme sa pustili do pripravy periférnych substituentov (Schéma 22). Priprava
latky 34 bola len jednokrokova syntéza reakciou 1-hydroxyadamantanu a propargyl bromidu.
Vytazok tejto reakcie bol len 30 %, a to bolo maximum ¢o sme ziskali, kedZe pri opakovanych
pokusoch boli vytazky tejto reakcie nizsie.

OH Q/\
@ ” @
B —
3430%
ii
NH2 HN/\ \N/\\
i) A v) N
\/ 35 9% 36 77%

iv)

Schéma 22. Reakcné podmienky: i) NaH, THF, 0 °C, 1 h, potom propargy! bromid, 30 °C, 3 dni, ii) propargyl bromid,
K>2COs, DMF, 60 °C, 4 dni, iii) propargyl bromid, K,COs, izopropanol, 70 °C, 16 h, iv) propargyl bromid, benzonitril, 120
°C, 2 h, v) formaldehyd, kyselina mravcia, 100 °C, 16 h.

Priprava druhého periférneho substituentu latky 36 bola dvojkrokova syntéza. V prvom
kroku to bola reakcia 1-aminoadamantanu a propargyl bromidu. VytaZzok tejto reakcie bol velmi
nizky (len okolo 10 %), preto sme sa snazili aj o optimalizaciu tejto syntézy. Najprv sme skusili
pouzit namiesto DMF izopropanol, tato reakcia ale vobec neprebehla. Nasledne sme skusili
pouzit rovnaké podmienky ako pri syntéze latky 12 (Schéma 18), kedZe sa jedna o podobny typ
reakcie, len teraz sme namiesto 2-brémetanolu mali propargyl bromid. PouZili sme teda len
benzonitril bez dalsej bazy, ale ani tato reakcia nebola Uspesna. Poslednym krokom bola
metyldcia sekunddrnej aminoskupiny pomocou Eschweiler-Clarkeovej metylacie s kyselinou
mravcou a formaldehydom (Schéma 19) za vzniku findlneho periférneho substituentu latky 36.
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4.2.2.2 Syntéza subftalocyaninov

Prvym krokom syntézy bola cyklotrimerizacna reakcia 4-jodftalonitrilu v BCl; v p-xyléne
pri teplote 140 °C za vzniku tmavofialového SubPc 37 (Schéma 23).Pri tejto latke sme na TLC
pozorovali polohové izoméry, ktoré boli ale velmi tesne vedla seba a nebolo mozné ich rozdelit
(Obrazok 54). Nasledovala substitu¢na reakcia v axidlnej polohe latky 33 za vzniku SubPc 38
v bezvodom o-dichlérbenzéne. Substitu¢né reakcie fenolov za axidlny chlér su zname
a prebiehaju s relativne vysokym vytazkom, v nasom pripade to bolo 67 %. Dal$im krokom bola
reakcia periférneho jédu pomocou Sonogashirovej reakcie s latkami 34 alebo 36 za vzniku
SubPc 39, respektive 40 (Schéma 23). V oboch pripadoch sme pouzili rovnaké rozpustadla ako
katalyzator poutili bis(trifenylfosfin)palddium dichlorid a Cul. Rozdiel bol len v rychlosti reakcie,
pretoZe priprava latky 39 trvala 16 h a latka 40 bola hotova uZ po 6 h a dokonca s vyssim
vytazkom. Poslednym krokom bola priprava latky 41, teda kvarternizacia tercidarneho aminu
latky 40 pomocou metyljodidu. Reakcia prebiehala 3 dni, aby sme mali istotu, Ze doslo
ku kvarternizacii véetkych troch amino skupin, kedZe &istenie latky 41 uz neprebiehalo stipcovou
chromatografiou.

polohové izoméry

Obrdzok 54. Polohové izoméry ldtky 37.
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3867%

Schéma 23. Reakcné podmienky: i) BCls/p-xylén, 140 °C, 20 min, ii) o-dichlérbenzén, 120 °C, 4 h, iii) ldtka 34,
PdCl,(PPhs),, Cul, THF, TEA, lab. teplota, 16 h, iv) Iatka 36, PdCl,(PPhs),, Cul, THF, TEA, lab. teplota, 6 h, v) metyljodid,
lab. teplota, 3 dni.

4.2.3 Studium interakcie SubPc a CB[7]

4.2.3.1 Fluorescencnd spektroskopia

Pripravené SubPc mali vo vode niZsie a SirSie absorpéné spektrum nez v THF a mali velmi
nizku fluorescenciu, ¢o méze naznacovat tvorbu agregatov. V prvom rade sme skusili nase SubPc
titrovat vo vode postupnym pridavanim CB[7] a rozvolnit tak agregaty. Pri latke 39 sme ani
po pridani desiatich ekvivalentov CB[7] nepozorovali Ziadnu zmenu na absorpénom ani
na emisnom fluorescencnom spektre (Obrazok 55). Pokles hodnoty absorbancie po pridani
desiatich ekvivalentov CB[7] je sp6sobeny len zriedovanim vzorky. Na druhej strane u latky 41
(kvartérny amin) sme pozorovali zmenu tvaru a mierny posun absorpcného spektra a taktiez
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mierny narast hodnoty fluorescencie (Obrazok 56), teda dochadza aspon k nejakej interakcii
medzi latkou 41 a CB[7].

Latka 39 vo vode Latka 39 vo vode
0.15+ N
— THF 15000 A e THF
{i — bez CB[7] 3 i — Oekv
© Pl . P
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Obrdzok 55. Absorpcné (vlavo) a fluorescencné (vpravo) spektrad latky 39 vo vode.
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Obrdzok 56. Absorpcné (vlavo) a fluorescencné (vpravo) spektra Idtky 41 vo vode.

KedZe sme nepozorovali vyznamnu zmenu u SubPc po pridani CB[7] v Cistej vode, skusili
sme sledovat ich interakciu v kombinacii rozpustadiel, a to voda + THF alebo voda + acetonitril
(ACN). V pritomnosti organického rozpustadla by nemali byt vytvorené agregaty tak silné.
V tomto pripade sme sledovali predovietkym fluorescencné spektrd, kedZe u nich je lepsie
viditelna aj mald zmena pritomnosti agregatov. Pri latke 39 sme opat nepozorovali Ziadnu zmenu
ani pri 30% THF alebo ACN. Dochadzalo sice k narastu fluorescencie svy3$Sim pridavkom
organického rozpustadla, ale v porovnani spektra bez a s CB[7] nedochadzalo k Ziadnej zmene.
Pri latke 40 sme uZ pozorovali viditelné zmeny (Obrazok 57). V kombinacii rozpustadiel
voda + THF sme uZ pri 10% THF videli zmenu a zvySenie hodnoty fluorescencie. Pri pouZiti
20% THF sa po pridani CB[7] zvysila fluorescencia a taktieZ doslo k posunu absorpéného maxima.
Pri pouziti 30% THF bol ndrast fluorescencie najvyssi, ale k posunu maxima uz nedoslo. Kedze
latka 40 vo svojej Struktire obsahuje terciarny amin, chceli sme skusit, ¢i po okysleni vody
pomocou HCl d6jde k nejakému zlepseniu, ale k zvySeniu fluorescencie po pridani CB[7] nedoslo.
Co sa tyka kombinacie rozpustadiel voda + ACN, tak opat vysoky narast fluorescencie bol
u 30% ACN. V tomto pripade pouzitim HCI doslo k najvyraznejSiemu zvyseniu fluorescencie, ale
stdle nie menej ako pri pouziti 30% THF. Preto vsetky nasledujice experimenty prebiehali uz
vo vode s pridavkom 30% THF.
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Obrdzok 57. Fluorescencné spektra latok 39 a 40 v kombindcii vody a organického rozpustadla s (pind ciara)
a bez (prerusovanda ciara) CB[7].

Ako dalsi experiment sme spravili titraciu postupnym pridavanim CB[7] vo vode s 30%
THF (Obrazok 58). Maximum fluorescencie sa sice najprv mierne znizZilo, a potom znova
narastalo aj pri 10 ekvivalentoch CB[7]. To naznacuje, Zze dochddza k interakcii s cielovou
StruktUrou a tdto interakcia zvysSuje podiel monomérnej formy vo vode, ale nie je moziné
jednoznaéne urcit asociaéné konsStanty interakcie. Pocas interakcie dochadzalo nielen
k zvySovaniu intenzity fluorescencie, ale aj k miernemu hypsochromnému posunu maxima.
Analyza polohy fluorescenéného maxima (Obrazok 58 vpravo) ukazala, Ze az do 1 ekvivalentu
nedochdadza k Ziadnej zmene a potom az nasledne pri pridani dalSich dvoch ekvivalentov CB[7]
dojde k vyraznému hypsochromnému posunu az o 10 nm. Poloha maxima sa dalej uz nemeni.
Z tychto (dajov je moZné vydedukovat, 7e dochadza k oCakavanej stechiometrii interakcie
1 SubPc ku 3 CB[7] odpovedajicim trom aminoadamantylovym substituentom na periférii.
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Obrdzok 58. Fluorescencné spektrd Idtky 40.

4.2.3.2 Urcenie log P

Rovnako ako v kapitole 4.1.3.2.3 u vyssie popisanych Pc, aj u SubPc sme experimentalne
urdili hodnotu log P (Tabulka 13). Po vytvoreni komplexu SubPc-CB[7] by malo d6jst k zvysSeniu
hydrofility molekuly, a tym k zniZeniu hodnoty log P. V nasom pripade doslo k zniZeniu log P len
u latok 40 a 41, kde ide o terciarny, resp. kvartérny amin. Pri tychto dvoch latkach doslo k 10 az
100-ndsobnému zvyseniu hydrofility. Na druhej strane pri latkach 38 a 39 dochdadzalo
k neocakavanému zvyseniu hodnoty log P, a tym teda aj k zvySeniu lipofility molekuly. V suéasnej
dobe nemdme pre toto chovanie blizsie vysvetlenie.

Tabulka 13. Hodnoty log P SubPc bez a po pridani CB[7].

38 39 40 41
Bez CB[7] 0,5079 0,4516 1,5630 -0,7073
S CB[7] 0,9572 1,4157 -0,5177 -1,5305

4.2 .4 Fotofyzikalne parametre SubPc

Vramci fotofyzikdnych parametrov sme skdmali aurcovali hodnoty kvantovych
vytazkov singletového kyslika a fluorescencie samotnych SubPc. Konkrétne hodnoty st uvedené
v Tabulke 14. Ako rozpustadlo bol pouzity THF, kedZze v DMSO (CastejSie vyuzivané na urcenie
fotofyzikalnych parametrov, je to biokompatiblinejSie rozpustadlo) bola vacsina latok
nerozpustnd. V tomto rozpustadle podla absorpénych spektier st SubPc v monomérnej forme.
Celkovo boli vsetky nami namerané hodnoty velmi nizke, uvacésiny pripadov minimalne
10 a7 100-krat nizsie ako by sme ocakavali pri podobnych latkach. Kvantovy vytaZok
singletového kyslika bol najvy3si pri latke 38, ktora ma na periférii jodo substituenty, ktoré
zvysuju produkciu singletového kyslika na zaklade efektu tazkého atému. Rozdiel v kvantovom
vytazku singletového kyslika medzi ldtkami 39 a 40 bol minimalny. Co sa tyka kvantového
vytazku fluorescencie (stanoveny v integracnej sfére), jeho hodnoty boli pri vietkych latkach
minimalne. Pri latkach 39 a 40 bol mierne vyssi v porovnani s latkou 38, kedZe pri tychto latkach
nie je pritomny efekt tazkého atému.

Vzhladom k tomu, Ze vSetky parametre boli neobvykle nizke, skusili sme pri latke 39 urcit
kvantovy vytazok fluorescencie eSte porovnavacou metddou s vyuZitim rhodaminu ako
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referenénej latky pre potvrdenie, Ze chyba nie je v metdde stanoveni. Dalej sme vyskusali aj iné
rozpustadlo (etanol), ktoré by pripadne mohlo taktieZ ovplyviiovat fotofyzikdlne parametre.
Hodnoty kvantovych vytazkov fluorescencie porovnavacou metédou v oboch rozpustadlach boli
rddovo porovnatelné ako s vyuZitim integracnej sféry. Nizke kvantové vytazky singletového
kyslika aj fluorescencie preto neboli ovplyvnené pouzitou metddou, ale jednd sa o vnutornu
charakteristiku (aj ked velmi neobvyklu) pripravenych latok.

Tabulka 14. Fotofyzikdlne parametre SubPc.

38 39 40 41
®av THF 0,096 0,046 0,046
Of —sféra v THF 0,0014 0,0055 0,006 0,0015
O — porovnavacia
metdda v THF 0,008
O — porovnavacia
metdda v EtOH 0,015

Pre porovnanie SubPc (Obrazok 59) v minulosti pripravené v nasej skupine mali kvantovy
vytaZzok singletového kyslika okolo 0,6 a kvantovy vytaZok fluorescencie okolo 0,2;*° ¢o je
niekolko-nasobne vyssie ako kvantové vytazky latok syntetizovanych v tomto projekte.
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Obrdzok 59. Priklad SubPc s vysokymi kvantovymi vytazkami singletového kyslika a fluorescencie.

4.2.5 In vitro biologické hodnotenie

SubPc boli testované na fotodynamicku aktivitu na Hela a SK-MEL-28 bunkach
(Obrazok 60). V tomto pripade sme ani u jednej z latok nepozorovali Ziadne zmeny v aktivite
po pridani CB[7] ataktieZ neboli aktivne v pritomnosti svetla, takze nemali Ziadnu vlastnu
fotodynamicku aktivitu. Bude to spdsobené pravdepodobne nezvyéajne nizkymi kvantovymi
vytazkami singletového kyslika vsetkych SubPc.
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Obradzok 60. Fototoxicita (pIné symboly) a toxicita v tme (prdzdne symboly) na HelLa a SK-MEL-28 bunkdch, ktoré boli
inkubované so samotnym SubPc (Cervené) alebo so SubPc + 3 ekvivalety CB[7] (modré).

4.2.6 Zaver

Pripravili sme 3 derivaty SubPc, ktoré mali periférne substituovany aminoadamantyl
alebo adamantan viazany éterovou vazbou na makrocyklus. Interakcia s CB[7] bola pozorovana
pomocou fluorescencie velmi tazko a len pri jednej latke 40 sme pozorovali na fluorescenénych
spektrach nejakd zmenu. Podla posunu fluorescenéného maxima sme vedeli urcit stechiometriu
SubPc-CB[7] komplexu, ktora bola 1 : 3, kedZe nase latky obsahovali 3 aminoadamantylové
substituenty. Fotofyzikdlne vlastnosti SubPc (kvantové wvytazky singletového kyslika
a fluorescencie) boli nezvycajne nizke, ¢o sa prejavilo aj na in vitro testovani, kedZe Ziadna latka
nebola na skusanych bunkovych liniach ucinna.
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4.3 Priprava a-substituovanych aminoftalocyaninov

Vysledky tohto projektu boli publikované v recenzovanom casopise s impakt faktorom:
Kociscakova L, Senipek MI, Zimcik P, Novakova V, Non-peripherally alkylamino-substituted
phthalocyanines: Synthesis, spectral, photophysical and acid-base properties, Journal
of Porphyrins and Phthalocyanines, 2019, 23, 427-436.
https://doi.org/10.1142/5108842461950024X. IF2018 = 1,292 (Q3ais2018)

Podiel autorov

Lucia Rychvalska sa venovala syntetickym reakcidam prekurzorov a niektorym Pc,
dohliadala na fotofyzikdlne merania a podielala sa na priprave ¢lanku. Merve Ipek Senipek
merala fotofyzikdlne a spektrdlne vlastnosti Pc. Veronika Novakova sa podielala
na vyhodnocovani dat a pisani ¢lanku. Petr Zimcik sa podielal na vyhodnocovani dat a korekcii
¢lanku.

Pc s a substituentmi maju posunuté maximum absorpcie do cervenej oblasti, ¢o je
vyhodou ich pouZitia ako PS pri PDT. Ak su tieto substituenty naviazané cez dusik, tak posun je
este vyraznejsi. Preto sme sa snazili pripravit Pc, ktoré maji v a polohe dietylamino substituenty
(Obrazok 61).

Obrdzok 61. Struktira zamyslaného Pc.

4.3.1 Syntéza ftalonitrilovych prekurzorov

Prvym krokom syntézy prekurzorov bola priprava ftalonitrilu s dobre odstupujucou
funkénou skupinou: triflat, tosylat alebo brom (Schéma 24). Latky 42 a 43 boli uz v minulosti
pripravené v nasej vyskumnej skupine podla publikovaného postupu.!'? 112
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Schéma 24. Reakcné podmienky: i) trifluérmetdnsulfondt anhydrid, DCM, TEA, lab. teplota, 14 h; ii) p-toluénsulfonyl
chlorid, K;COs, aceton, 60 °C, 12 h, iii) brom, trifenylfosfin, acetonitril, 0 °C pdr minut, 70 °C 30 min, 230 °C1 h

Izolovanie latky 44 bolo komplikované, pretoze ked sme postupovali podla
publikovaného postupu 2 ziskali sme len vedlajsi produkt reakcie trifenylfosfinoxid. Museli sme
preto pouzit iné zlozenie mobilnych faz pocas opakovanej stipcovej chromatografie.

Dal$im krokom bola priprava latky 46 pomocou nukleofilnej substiticie alebo Buchwald-
Hartwig couplingovej reakcie.

4.3.1.1 Nukleofilnd substitucia

Pri pouZiti vychodiskovych latok 42 a 43 sme nepozorovali ani stopové mnozstvo latky
45 alebo 46 a hlavnym produktom reakcie bol vzdy 3,6-dihydroxyftalonitril pravdepodobne kvoli
amidolyze esterovej vazby. Nukleofilnd substitucia slatkou 44 uZ bola CiastoCne Uspesna,
pretozZe sa nam podarilo pripravit monosubstituovanu latku 45. Malé mnoZstvo latky 46 sa nam
podarilo pripravit az pri striktne bezvodych podmienkach, aj ked' len vo vytazku okolo 1 %.
Mierne vyssi vytazok v porovnani s Cs,CO3; sme ziskali pouZitim K,COs3 ako zasady . DIhsi reakény
¢as (7 dni) mierne zvysil vytaZzok oboch latok 45 aj 46. Vo vsetkych pripadoch sme ako
rozpustadlo pouZili DMSO. Konkrétne vytazky st uvedené v Tabulke 15.

Tabulka 15. Reakéné podmienky syntézy Idtok 45 a 46 pomocou nukleofilnej substitucie z Idtky 44 s dietylaminom

Zasada | Rozpustadlo | Reakény éas | Teplota | Vytazok latky 45 | Vytazok latky 46
K,COs DMSO 24 h 80 °C 64 % 0,95%
K,COs DMSO 7 dni 80 °C 73 % 1,3%
Cs,CO3 DMSO 7 dni 80 °C 71 % 0,86 %




4.3.1.2 Buchwald-Hartwig couplingovd reakcia

Ide o tzv. ,cross coupling” reakciu, ktora je katalyzovana pomocou paladia. Produktom
tejto reakcie su aryl aminy, ktoré vznikaju reakciou primarnych alebo sekundarnych aminov
s arylmi s dobre odstupujucimi funkénymi skupinami (latky 42 a43) alebo s arylhalidmi
(latka 44). Pocas optimalizacie syntézy sme menili rézne podmienky reakcii, ato hlavne
katalyzatory, zasady, rozpustadla a teplotu reakcii. V Tabulke 16 si uvedené vsetky reakcné
podmienky, ktoré sme skusali.

Prvé 3 reakcie sme skusili so vSetkymi troma vychodiskovymi latkami 42 — 44. Pri pouziti
latok 42 a 43 sme ale nepozorovali Ziadnu tvorbu poZadovanych produktov a dochddzalo len
k ich rozloZeniu. Pri latke 44 sme az pri tretej reakcii pozorovali aspor malé mnoZstvo produktov
45 a 46, preto sme pri vSetkych nasledujucich reakcii pouzili len vychodiskovu latku 44. Kedze
pouzitie réznych zdsad mdoze menit pomer vyslednych produktov, v reakciach ¢islo 3 — 5 sme
porovnavali rézne zasady. Pouzitie K2COs mierne zvysilo vytaZzok latky 45, ale ziskali sme mensie
mnozstvo latky 46. Na druhej strane pouZitie zasad Cs,COs a KsPO4 poskytovalo vysSsie vytazky
latky 46. KedZe poZadovanym produktom bola predovsetkym latka 46, dalej sme pokracovali uz
len s Cs,CO3 a K3PO4. ZniZenie reakénej teploty zo 110 °C na 80 °C (reakcie 3 vs. 6, a 5 vs. 7) viedlo
k zniZzeniu vytazku latky 46, pricom vyraznejsie zniZenie bolo pri pouziti Cs,COs. Klucovym
parametrom nakoniec bolo pouZité rozpustadlo, pretoze akonahle sme pouZzili DMSO, mnoZstvo
latky 45 sa takmer desatndsobne zvySilo ataktiez doslo aj k miernemu narastu mnozstva
latky 46. V tomto pripade ale neméZeme vylucit, Ze reakcie v DMSO neprebiehali mechanizmom
nukleofilnej substittcie (vid' vyssie), pretoze vytazky latok 45 a 46 su podobné (Tabulka 15).
KedZze podmienky nukleofilnej substitlicie su jednoduchsie, latky 45 a 46 boli pripravené
vo vacSsom mnoistve uz len prave pomocou nukleofilnej substitucie.

Tabulka 16. Reakéné podmienky syntézy Iatok 45 a 46 pomocou Buchwald-Hartwig couplingovej reakcie.?

Cislo . | Pomocny fou
reak- | Latka Amin Katalyzd katalyza- | Zasada Rozpusta- | Teplo- | 45 | 46
) -tor dlo ta % %
cie tor
42/43/ Toluén, o b b
1 a4 DEA Pd(OAc) X-Phos Cs,COs +BUOH 110 °C
42/43/ RuPhos- . b b
2 a4 DBuUA PdG3 Ru-Phos KOtB THF 70 °C
42/43/ RuPhos- Toluén, . . .
3 a4 DEA PdG3 Ru-Phos | Cs,COs3 +BUOH 110°C | 1,6 1
RuPhos- Toluén, .
4 44 DEA PdG3 Ru-Phos K,COs3 +BUOH 110°C | 8,2 | 0,5
RuPhos- Toluén, .
5 44 DEA PdG3 Ru-Phos K3PO4 +BUOH 110°C | 5,4 1
RuPhos- Toluén, .
6 44 DEA PdG3 Ru-Phos | Cs,COs +BUOH 80 °C 1,9 | 0,6
RuPhos- Toluén, .
7 44 DEA PdG3 Ru-Phos K3PO4 +BUOH 80 °C 49 | 0,9
RuPhos- o
8 44 DEA PdG3 Ru-Phos | Cs,CO; DMSO 80 °C 58 0,7
9 44 DEA R‘;ZE‘;S' Ru-Phos | KsPO, | DMSO | 80°C | 79 | 1,4

aDEA — dietylamin, DBUA — dibutylamin, tBuOH — terc-butanol, KOtB — terc-butoxid draselny, bstopové mnozstvo,
cvytazok len s pouZitim vychodiskovej latky 44.
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4.3.2 Syntéza ftalocyaninov

Hlavny Pc pre tento projekt bola Ildtka 47. Bohuzial ani opakované pokusy
o cyklotetramerizaciu tejto latky pomocou Linsteadovej metédy s butoxidom horecnatym alebo
litnym v butanole neboli Uspesné (Schéma 25). Ani zamena rozpustadla za oktanol a zvysenie
reakénej teploty nepriniesli pozadovany Pc. Podobne negativne vysledky cyklotetramerizacie
3,6-bis(diarylamino)ftalonitrilov uZ boli publikovné.’'* Dévodom mdZe byt kladny mezomérny
efekt amino skupiny, ktory zvysuje elektrénovu hustotu ftalonitrilového jadra a zniZuje jeho
reaktivitu.
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Schéma 25. Priprava ldatky 47.

Pokus o cyklotetramerizaciu latky 45 a tvorbu latky 48 pomocou templatovej metédy
sice nebol Uspesny, ale pomocou Linsteadovej metédy sme ziskali pozadovany bezkovovy Pc 48H
(Schéma 26). Pri pouziti butoxidu litneho dochadzalo k tvorbe velkého mnoiZstva vedlajSich
produktov, preto sme namiesto neho radsej zvolili butoxid horecnaty, kde bolo menej vedlajsich
produktov cyklotetramerizacie aziskali sme poZadovany horecnaty Pc. Odstranenie
nadbytoéného butoxidu horeénatého pomocou vody/metanolu/kyseliny octovej viedlo
k Ciasto¢nej demetylacii, ¢o sa prejavilo na TLC. Preto bola zmes hore¢natého a bezkovového Pc
ponechand reagovat s p-toluénsulféonovou kyselinou, aby sme dosiahli kompletnd demetylaciu
za vzniku latky 48H. Pokusy o opatovnu koordinaciu Mg(ll) do makrocyklu boli neldspesné.
Na druhej strane koordinaciou Zn(ll) pomocou octanu zino¢natého v malom mnozstve pyridinu
sme dostali latku 48Zn v takmer kvantitativnom vytazku (Schéma 26). Pc 48H a 48Zn sme ziskali
ako zmesi polohovych izomérov, kedZe sme pouzili asymetricky prekurzor 45.
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Schéma 26. Reakcné podmienky: i) aktivovany horcik, jod, butanol, 120 °C, 20 h, ii) p-toluénsulfonova kyselina, lab.
teplota, 1 h, iii) Zn(COQO),, pyridin, 120 °C, 1 h.
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4.3.3 $tidium spektralnych a fotofyziklanych vlastnosti aminoftalocyaninov

V prvom kroku sme Studovali absorpcné spektra Pc 48H a 48Zn. Ich absorpéné spektrd
vykazovali charakteristicky Q-pds s maximom absorpcie pri 800, resp. 769 nm (Obrazok 62).
Pre porovnanie v minulosti pripravené 1,8,15,22-tetrakis(dibutylamino) ftalocyaniny!'®> maju
absorpéné maxima pri 770 a 746 nm pre bezkovovy, resp. zinoCnaty Pc. Brom v neperiférnej
polohe nami pripravenych Pc teda vyrazne prispieva do systému m-elektréonov a posuva
absorpéné maximum do infracervenej oblasti, ktora je Ziaduca pre PDT.

Napriek tomu, Ze latka 48H md asymetricky charakter, nedochadzalo k typickému
rozdeleniu Q-pasu bezkovovych Pc.l'® Je to preto, 7e so zvy$ujucou sa vinovou dizkou
maximalnej absorpcie dochddza k zniZzovaniu energetickych rozdielov medzi dvoma
excitovanymi stavmi nesymetrickej molekuly a u bezkovovych Pc absorbujucich pri 800 nm uz
obecne nedochdadza k Ziadnemu Stiepeniu.®’
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Obrdzok 62. Normalizované absorpcné (Cierne Ciarkované), emisné (Cervené) a excitacné (zelené) spektra Idtok a) 48H,
b) 48Zn.

Okrem absorpcie v infracervenej oblasti je pre PDT dolezZita aj Uroven monomerizacie
PS. Absorpcéné spektra latok 48H a 48Zn v beznych organickych rozpuastadlach (DMF, pyridin
a THF) maju vysoky aostry Q-pds, ktory znamenda monomérny charakter Pc v tychto
rozpustadlach (Obrazok 63). Rozsirenie Q-pasu, a teda miernu agregaciu, sme pozorovali len
pri latke 48Zn v chloroforme a esSte vyraznejsSie v toluéne (Obrazok 63a). Pridavok pyridinu
k latke 48Zn v toluéne viedlo k jej kompletnej monomerizacii. Mierna agregdcia latky 48Zn
v chloroforme atoluéne modzZe byt spdsobend tvorbou J-dimérov. Ide o supramolekuldrne
usporiadanie zaloZzené na prepojeni neperiférneho aminu a centralneho Zn(ll), podobne ako sa
to deje u analégov Pc tetrapyrazinoporfyrazinov.'’
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Obrdzok 63. Normalizované absorpcné spektrd Iatok a) 482Zn, b) 48H v réznych rozpustadlidach (* pind Ciara vyjadruje
spektrd v toluéne, bodkovand ciara v toluéne s 1% pyridinom).

Monomérny charakter Pc potvrdzuje aj prekryvajuce sa fluorescenéné excitaéné spektra
s absorpénymi spektrami (Obrazok 62). Fluorescencné emisné spektra vykazovali pomerne velky
Stokesov posun o0 36 a 33 nm pre latky 48H, resp. 48Zn (typicky Stokesov posun pre Pc je okolo
10 nm).

Tretim faktorom délezitym pre PDT su dobré fotofyzikdlne vlastnosti PS, predovsetkym
dostatocna produkcia singletového kyslika (®a). Ako rozpustadlo bolo zvolené THF, aby bola
zaistend monomeriziacia Pc. Obidve latky (48H aj 48Zn) mali nizke kvantové vytazky
fluorescencie, ale latka 48Zn mala dostato¢ne vysoky @, okolo 0,7 na zaklade efektu tazkého
atomu (Tabulka 17). ®a sme urcovali aj v DMF, kedZe ide o biokompatibilnejsie rozpustadio.
Jeho hodnota bola 0,60, ¢o je neocakdvane menej ako bolo publikované u 1,8,15,22-
tetrakis(dibutylamino) Pc, ktorého hodnota bola 0,67.1%> Na3a latka 48Zn obsahuje vo svojej
Struktire navyse atdmy brému, ktoré by mali prave naopak zvySovat mnozstvo @, na zéklade
efektu tazkého atomu. Rozdiel bol pravdepodobne spdsobeny rozdielnymi experimentélnymi
podmienkami.

Tabulka 17. Fotofyzikdlne parametre studovanych Pc.

Pc O THF ®, THF ®, DMF
48H 0,014 0,017
48Zn 0,027 0,77 0,60

NizSia hodnota @, vDMF moZe taktieZz naznacovat, Ze vo vysoko polarnych
rozpustadlach moze dochadzat kintramolekuldrnemu prenosu naboja (ICT) zvolného
elektrénového paru periférnych aminov na makrocyklické jadro. U&innost ICT, ktora vyrazne
zavisi na polarite rozpustadla bola popisana pre iné aminoftalocyaniny, predovsetkym pre ich
aza-analdgy tetrapyrazinoporfyraziny.’® Preto sme sa rozhodli dalej $tudovat vlastnosti
pripravenych Pc v kyslom prostredi, kde méze dochadzat k protonizacii aminosubstituentov
a tak k inhibicii ICT.

4.3.4 Protonizacia aminoftalocyaninov

Pri zriedeni latky 48Zn sme na jej absorpcnom spektre v chloroforme pozorovali novy
absorpcny pds pri 696 nm (Obrazok 64). To nas priviedlo k myslienke, Ze neperiférne aminy mézu
byt jednoducho protonizované uz aj pri stopovom mnozstve rezidualnej kyseliny v chloroforme,
¢o sa samozrejme prejavi viac v zriedenom roztoku, kde je vysSie mnoZstvo molekul kyseliny
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na molekuly Pc. Takto protonizovany dusik neprispieva do konjugovaného systému makrocyklu,
a preto je Q pas posunuty smerom do modrej oblasti svetla. Tuto tedriu sme potvrdili pridanim
tetrabutylaménium hydroxidu do zriedeného roztoku latky 48Zn, co sp6sobilo zmiznutie
absorpéného pdsu pri 696 nm a obnovenie pasu pri 759 nm, ktory predstavuje monomérnu
formu Pc (Obrazok 65).
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Obrdzok 64. a) Absorpcné spektra, b) normalizované absorpcné spektrd Idtky 48Zn v réznych koncentrdcidach
v choroforme.
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Obrdzok 65. Absorpcné spektra latky 48Zn v chloroforme (Cierna) a v chloroforme s1% tetrabutylamdénium
hydroxidom (Cervend).

Nasledujuce podrobnejSie experimenty protonizacie kyselinou trifluéroctovou (TFA)
prebiehali na oboch latkach 48H aj 48Zn. Pridanim TFA do roztoku 48Zn v chloroforme
dochddzalo k vyraznému hypsochromnému posunu Q pasu (Obrazok 66a). Do 0,3% TFA sme
pozorovali zvySovanie absorpéného pasu pri 700 nm a zniZovanie pasu pri 759 nm. Vyssia
koncentracia TFA spdsobila daldi posun Q pasu aZ na vinovd dizku 684 nm pri pouziti 16% TFA.
Podobné trendy sme pozorovali aj pri latke 48H, ale bazicita dusikov bola vyrazne nizsia. Na
rozdiel od latky 48Zn, bolo absorpcéné spektrum latky 48H v chloroforme takmer Uplne
v neprotonizovanej forme (Obrazok 66b). Prvy posun Q pasu sme pozorovali aZ pri 2,3% TFA.
Vyssia koncentracia TFA spdsobovala rozdelenie Q pasu s maximami absorpcie pri 670 a 707 nm.
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Obradzok 66. Absorpcné spektra latky a) 482Zn, b) 48H v chloroforme pocas postupného priddvania TFA.

V dalsom experimente sme pouzili ¢istd TFA ako rozpustadlo. Pri latke 48Zn sme
pozorovali Q pds pri 680 nm ataktieZ tvorbu nového absorpéného pdsu pri 732 nm
(Obrazok 67a). Tento novy absorpény pas modze predstavovat protonizaciu azometinovych
dusikov makrocyku, ktord sa prejavuje typickym posunom Q pésu do éervenej oblasti spektra.®*
Ndsledne sme latku 48Zn rozpustili v silnejSej kyseline sirovej, ¢o spdsobilo kompletnu
protonizaciu azometinovych dusikov s absorpénym maximom pri 632 nm (Obrazok 67a).
Pri latke 48H v TFA pravdepodobne nedochadza ani k Ciastocnej protonizacii azometinovych
dusikov, pretoze na jej spektre sme pozorovali len rozdelenie Q pdsu s maximami absorpcie
pri 668 a 702 nm (Obrazok 67b). K protonizacii azometinovych dusikov doslo az v SA, pretoze
na absorpénom spektre sme pozorovali znova typicky posun do cervenej oblasti spektra
s maximom absorpcie pri 812 nm (Obrazok 67b). Nedochadzalo ale k Uplne protonizacii
azometinovych dusikov, pretoZe aj v koncentrovanej SA boli stile pritomné absorpéné pasy

pri 668 a 702 nm.
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Obrdzok 67. Absorpcné spektra latky a) 482Zn, b) 48H v chloroforme, kyseline trifludroctovej (TFA) a kyseline sirovej.

Protonizaciu spdsobenu pridanim TFA do roztoku latky 48Zn v chloroforme sme
sledovali aj pomocou 'H NMR spektroskopie ajej spektrd sme porovnavaliso spektrom
neprotonizovanej latky 48Zn v chloroforme s pyridinom (Obrazok 68). So zvysujldcim sa stupriom
protonizacie sme pozorovali vyrazny posun a rozstiepenie signdlov N—CH,. So zvySujlucim sa
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mnozstvom TFA dochadzalo ktvorbe nového Sirokého signalu pri 14,5 ppm, ktory
pravdepodobne patri protonizovanym azometinovym dusikom.
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Obrdzok 68. 1H NMR (500 MHz) spektra ldtky 48Zn (7 mM) v a) CDCls/pyridin-ds, b) CDCls, c) 16% TFA v CDCls, d) 29%
TFA v CDCl3.

Vplyv protonizdcie na fotofyzikdlne vlastnosti latky 48Zn sme sledovali pomocou
fluorescenénej spektroskopie a hodnét kvantovych vytazkov fluorescencie (®f). Vysledné data
su uvedené v Tabulke 18. Mierna protonizdcia spdsobila vyrazné znizenie @f, kedZe sme
namerali hodnoty 0,0026 v chloroforme (ktory je aj samostatne mierne kysly, ako bolo
diskutované vyssie), 0,0035 v chloroforme s0,3% TFA a0,0078 vDMF s1,6% TFA.
Neprotonizovana latka 48Zn vykazovala takmer 10-nasobne vyssie hodnoty ®f v THF, DMF
a chloroforme neutralizovanom tetrabutylamoénium hydroxidom (TBAH).

Tabulka 18. Fluorescencné vlastnosti Idtky 48Zn v r6znych rozpustadldch s pridavkom TFA.

Rozpustadlo O As/nm
THF 0,027 802
CHCl5 0,0026

CHCl; + TBAH 0,031 787
CHCl5 + 0,3% TFA 0,0035

CHCls + 8% TFA 0,033 690
CHCls + 16% TFA 0,040 690
DMF 0,020 806
DMF + 1,6% TFA 0,0078

DMF + 8% TFA 0,021 698
DMF + 25% TFA 0,026 698
kyselina trifluéroctova 0,057 684
kyselina sirova 0,041 734
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Vyssie mnozstvo TFA v roztoku viedlo k miernemu zvyseniu @, o mdze byt sposobené
blokovanim ICT pri kompletnej protonizacii periférnych dietylaminov. Posun fluorescen¢ného
maxima na hodnotu 690 nm znamend, Ze kompletne protonizovana latka 48Zn spdsobuje
fluorescenént emisiu. NajvysSie hodnoty ®f sme namerali v Cistej TFA (0,057), zatial co
vsilnejSej kyseline sirovej sme pozorovali mierne znizenie ®¢ na hodnotu 0,041. Je to
pravdepodobne dbsledok protonizacie azometinovych dusikov.

4.3.5 Zaver

Aj ked sa nam nepodarilo pripravit pévodne zamyslany Pc s ésmimi dietylamino
substituentmi v a polohe, pripravili sme 2 derivaty so Styrmi substituentmi. Tieto derivaty
vykazovali zaujimavé vlastnosti v kyslom prostredi, kde dochadzalo najprv k protonizacii
periférnych aminov a v pritomnosti silnejsich kyselin aj k protonizacii azometinovych dusikov, ¢o
sa prejavovalo posunmi Q pasu a taktiez zmenami v kvantovych vytazkoch fluorescencie.
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4.4 Svetlom aktivované uvolfovanie lieiv
Z vysledkov tohto projektu je pripraveny manuskript, ktory aktualne podlieha reviznemu
konaniu.

Podiel autorov

Lucia Rychvalskda mala na starosti charakterizdciu lipozémov, fotodegradaciu PS
pdsobenim svetla a peroxidaciu lipidov, meranie log P, spolupodielala sa na experimentoch
uvolfiovania inkorporovanych latok z lipozomov a na formalnej Uprave dat. Michaela Beranova
planovala vsetky fotofyzikalne experimenty, analyzovala vysledky experimentov a podielala sa
na texte originalneho draftu ¢lanku, vratane vsetkych grafov. Jan Kollar charakterizoval vsetky
latky, vratane ich inkorporacie do lipozdmov, spravil pilotné experimenty svetlom aktivovaného
uvolnenia latok inkorporovanych v lipozdmoch. Filip Kostelansky syntetizovali niektoré Pc.
Magdaléna Kozlikova a Marie Halaskova sa venovali priprave prazdnych lipozémov aj lipozémom
s inkorporovanou latkou. Miloslav Machdacek vytvoril koncept projektu a vybral metédy, ktoré
boli pouzité, podielal sa na vyhodnocovani dat a pisani ¢lanku. Miroslav Miletin a Veronika
Novakova sa podielali na pisani ¢lanku. Petr Zimcik sa podielal na tvorbe konceptu projektu,
vyhodnocovani dat a pisani ¢lanku.

Svetlom aktivované uvolfiovanie lie€iv z lipozomov vyuZiva pritomnost amfifilného PS,
ktory je inkorporovany v membrane lipozému a po oZiareni svetlom $pecifickej vinovej dizky
(680 nm) dochadza k peroxidacii membran lipozdmov a k uvolneniu latok zlipozémov
(Obrazok 69).

fotosenzitizér

* liecivo

Obrazok 69. Princip svetlom aktivovaného uvoltiovania lieciv.

V rdmci tohto projektu boli ako PS pouzité 3 skupiny Pc, v minulosti pripravené nasou
vyskumnou skupinou??, skupinou prof. Makhseeda z Kuwaitu!®® a jeden komeréne dostupny
hlinity Pc (Obrazok 70). Vsetky latky su asymetrické amfifilné Pc, ktoré ako hydrofilnu zlozku
obsahuiju:

anionické sulfonové funkéné skupiny — latka 49,
anionické karboxylové kyseliny (vo forme sodnej soli) — latky 50 a 51,
kationické kvartérne amodniové soli — latky 52 a 53, pricom jeden kladny naboj u latky 53
je lokalizovany aj na pyridinovom jadre, ¢im sa tato latka odliSuje od ostatnych Pc,
e neionogénne funkéné skupiny: glukdza — latka 54 alebo pegylové retazce — latka 55.
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Vsetky latky obsahuju ako lipofilnd zlozku 3 nesubstituované izoindolinové jednotky
(respektive 2 v pripade latky 49), vdaka ktorym su PS schopné zanorit sa do membrany
lipozoémov.

COO'Na*

51

Obrdzok 70. Struktury pouZitych Pc.

V rdmci tohto projektu sme skimali dve latky, ktoré sa nachadzaju vo vnutri lipozémov
a po aktivacii svetlom su uvolnhené do prostredia. ISlo o akridinovu oranz zasaditu (AO, Basic
Orange 14) alebo doxorubicin (DOX). Ich Struktury su zobrazené na Obrazku 71. Ide o hydrofilné
latky, ktoré su uz v ramci pripravy lipozomov inkorporované do ich dutiny. AO bola p6vodne
pouZita ako modelova latka, DOX mal byt uz konkrétnym lie¢ivom uvolfiovanym z lipozémov.

a) b)

| w
=
ZnCl,
OH
NH,

Obrazok 71. a) struktdra AO, b) Struktura DOX.
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Pre porovnanie sme taktieZ poufzili 2 druhy lipozémov:

e EYPC lipozomy (egg yolk phosphatidylcholine) fosfatidylcholin (Obrazok 72a)
v kombinacii s cholesterolom v pomere 55 : 45. Fosfatidylcholin vaje¢ného Zitka
obsahuje nasytené mastné kyseliny, a to predovsetkym kyselinu palmitova (16 : O,
33 %), stedrovu (18 : 0, 11 %) a taktiez nenasytené mastné kyseliny, ako kyselinu olejovu
(18 : 1, 32 %) alinolovu (18 : 2, 9 %).12° V kombinécii s DOX je schvdlenym lieivym
pripravkom na jeho dorucéenie na miesto ucinku v terapii rakoviny.

e DOPC lipozémy (1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-phosphatidylcholine), ktoré sa skladaju
z dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC) a cholesterolu v pomere 60 : 40. Vo svojej Strukture
obsahuju dve kyseliny olejové, preto obsahuje 2 nenasytené dvojité vazby, a vdaka
ktorym by malo byt uvolnenie lieciv z lipozémov rychlejsie (Obrazok 72b).
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Obrdzok 72 a) struktura EYPC, b) Struktira DOPC
4.4.1 Fotofyzikalne vlastnosti PS
Vsetky PS absorbujui v DMSO v Cervenej oblasti viditelného spektra s maximom Q-pdasu

okolo 680 nm (Obrazok 73). Rozdelenie Q-pasu pri latke 53 je spdsobené nesymetrickym jadrom,
ktory obsahuje jeden kvartérny naboj na pyridinovom jadre.
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Obrdzok 73. Absorpcné spektra Pc v DMSO.

Vsetky latky maju relativne vysoky kvantovy vytazok fluorescencie ®¢. Najvyssi bol
pri latke 49 (0,62), pri ostatnych latkach sa pohyboval v rozmedzi 0,2 — 0,3 (Tabulka 14). Co sa
tyka kvantového vytazku singletového kyslika ®,, tak vSetky zino¢naté Pc ho mali vysoky
0,4-0,5. Na druhej strane hlinity Pc 49 mal ®, len okolo 0,2. Vy3si ®r a sucasne nizsi O,
a naopak, su vsulade s efektom tazkého atomu, na zaklade ktorého dochadza viac k medzi
systémovému prechodu a tvorbe singletového kyslika u tazsich centralnych idnov (zino¢natych)
na ukor fluorescencie.'?* Uroven lipofility sme odhadli uréenim rozdelovacieho koeficientu
vyjadreného ako log P (Tabulka 19). Pri porovnani katiénnych a anidnnych Pc sme zistili, Ze
negativne nabité karboxylové skupiny [atok 50 a 51 zvySuju hydrofilitu Pc viac ako kladné naboje
na Pc 52 a 53. Najlipofilnejsou je latka 55, ktora obsahuje 4 pegylové retazce.

Tabulka 19. Fotofyzikdlne parametre Pc v DMSO.

Latka O [ON log P
49 0,62 0,20 -0,49
50 0,35? 0,42° -2,33
51 0,317 0,417 -2,27
52 0,26 0,38 -0,90
53 0,23 0,44 1,45
54 0,20 0,51 -1,21
55 0,24 0,54 1,62

akvoli problém s rozpustnostou, boli tieto latky v tomto experimente vo forme volnej kyseliny

4.4.2 Charakterizacia lipozémov

Lipozédmy boli pripravené hydrataciou filmu lipidov a ndslednou opakovanou extruziou
cez dva 100 nm polykarbonatové filtre. Po sformulovani lipozémov boli do nich nasledne vlozené
skumané latky (AO a DOX) pomocou difuzie asvyuZitim rozdielneho pH vnutri a mimo
lipozdémov. Tym Ze sa vytvorilo zasaditejSie vonkajsie prostredie lipozémov, doslo k vytvoreniu
ionizac¢ného spadu a skimané latky su aktivne ,nasdvané” do vnutra lipozdmov.

Obidva typy lipozdmov boli charakterizované velkostou a zeta potencidlom pred
a po oZiareni 10 min pomocou laserovej diddy (685 nm, 400 mW/cm?2) pomocou DLS (dynamic
light scattering). Konkrétne hodnoty su uvedené v Tabulke 20. Velkost lipozémov bez AO/DOX
bola priblizne rovnaka okolo 95 nm. Po pridani AO/DOX do lipozomov sa ich velkost mierne
zvysila (u AO) alebo znizila (u DOX). Po pridani PS sa velkost lipozomov velmi nezmenila, stéle
boli lipozémy obsahujice AO trochu vacsie ako tie, ktoré obsahovali DOX. Po oZiareni a uvolneni
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lie¢iva sa velkost lipozdmov taktiez nezmenila, ¢o znamend, Ze po peroxidacii lipidov
dochadza znova k reformulovaniu lipozémov do rovnako velkych Castic ako pred oZiarenim.
U zeta potencidalu sme nepozorovali viditelné rozdiely medzi r6znymi druhmi lipozémov ani
medzi réznymi lie¢ivami ¢i Pc. Stdle sa pohybovali v zapornych hodnotach okolo -10 aZ -20 mV.

Tabulka 20 Velkost, polydisperzny index (Pdl) a zeta potencidl vsetkych kombindcii lipozomov, lieciv a PS

ps Liegivo Lipozémy Velkost / nm, (Pdlv)' ’ Zeta potencial (TV) ’
Tma Po oziareni Tma Po oziareni
EYPC 98,82 (0,071) -16,07
DOPC 94,22 (0,065) -11,50
AO 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
AO EYPC 87,31 (0,063) 88,73 (0,051) -14,37 -14,57
49 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
AO EYPC 102,76 (0,067) 101,56 (0,080) -14,37 -11,63
50 DOPC 113,16 (0,107) 111,9 (0,113) -14,63 -14,87
DOX EYPC 86,73 (0,060) 87,11 (0,046) -20,60 -23,17
DOPC 81,35 (0,073) 82,30 (0,061) -9,84 -9,99
AO EYPC 103,4 (0,065) 102,43 (0,081) -13,03 -12,57
51 DOPC 112,83 (0,117) 110,7 (0,111) -16,07 -16,00
DOX EYPC 86,39 (0,047) 86,63 (0,059) -21,40 -21,43
DOPC 80,91 (0,080) 82,69 (0,053) -8,04 -8,06
AO EYPC 102,16 (0,074) 105,20 (0,094) -5,86 -6,95
52 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
AO EYPC 102,73 (0,067) 101,70 (0,076) -8,77 -8,89
53 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
AO EYPC 122,73 (0,1413) 120,23 (0,1093) -3,62 -3,69
54 DOPC 119,07 (0,903 122,97 (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
AO EYPC 124,13 (0,1637) 119,90 (0,1293 -3,53 -4,76
55 DOPC 119,57 (0,124) 121,67 (0,163) -14,83 -17,50
DOX EYPC 100,15 (0,1043) 100,38 (0,112) -7,08 -6,63
DOPC 94,83 (0,0863 96,9 (0,0713) -23,27 19,30

4.4 .3 Interakcia PS s lipozdmami

Aj ked vsetky PS obsahuju vo svojej Strukture hydrofilné funkéné skupiny, po ich
rozpusteni v PBS (phospate bufferd saline, pufrovany fyziologicky roztok) dochadza k ich silnej
agregacii, o sa prejavuje zmenou tvaru absorpcéného spektra a minimalnou fluorescenciou.
Postupnym pridavanim prazdnych EYPC lipozémov dochadzalo k monomerizacii PS, kedZe tvar
spektra sa podobal na spektrum v DMSO (Obrazok 73) ataktiez narastala intenzita
fluorescencie. Rozdiel bol len pri latke 49, pri ktorej sme pozorovali monomérne absorpcné
spektrum aj bez pridania EYPC lipozdmov (Obrazok 74). Na spektre bol viditelny len
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zanedbatelny hypsochromny posun o 2 nm. TaktieZ uz pociato¢na intenzita fluorescencie bola
pri latke 49 relativne vysoka. Po prvom pridavku EYPC intenzita fluorescencie spadla priblizne
na polovicu, ale postupnym pridavanim EYPC sme pozorovali narast fluorescencie, pricom
koneénd hodnota bola vyssia ako pociato¢nd hodnota fluorescencie. Tym sme potvrdili, Ze aj
pri latke 49 dochadza k interakcii s EYPC lipozdmami.
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Obrdzok 74. Zmeny v absorpcnom a fluorescencnom spektre Pc postupnym priddvanim EYPC lipozomov. Zdvislost

Vinova dizka nm.

640 660 680 700 720 740

Vinova dizka nm.

absorpcného maxima Q-pdsu alebo fluorescencného maxima na pomere EYPC : Pc.
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Vazbové izotermy (Obrazok 75) boli pri latkach 49 — 53 priblizne rovnaké, pricom mierne
sa lisili v tom, kedy bolo dosiahnuté platd, priblizne to bolo v pomere 500 : 1. Vyrazny rozdiel
v interakcii s lipozdmami sme pozorovali ale pri latkach 54 a 55, pri ktorych dochadzalo k faze
platé az pri pomere priblizne 8000 : 1, ateda bolo potrebné vacSie mnoistvo lipozdmov
na dosiahnutie monomerizacie tychto latok.

53

-o- 55

1 1 1 ) 1
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Obrdzok 75. Zdvislost fluorescencného maxima na pomere EYPC : PS v PBS, vpravo zvdcSend cast grafu viavo.

V ramci porovnania katidonnych a aniénnych PS mbZeme povedat, Ze kladne nabité latky
52 a 53 dosahovali monomerizaciu pri nizSej koncentracii EYPC v porovnani so zaporne nabitymi
latkami 50 a 51. Interakcia prebiehala nezavisle na lipofilite latok, kedZe aj najhydrofilnejsie latky
50 a 51 sa interkalovali dobre do lipidovej membréany lipozémov. Na druhej strane, aj ked maju
latky 54 a 55 velky rozdiel v hodnote log P, obidve sa interkalovali do lipozdmov vyrazne horsie
ako ostatné PS a az pri vyssich koncentraciach EYPC. To moze byt spésobené vyrazne vacsou
velkostou hydrofilnej Casti, ktord zostdva mimo lipidovl dvojvrstvu a zrejme neumoznuje
interkaldciu viacerych molekul na povrch.

Pre dalSie experimenty bol zvoleny pomer 50 : 1 pre lipozémy : Pc, kedZe tento pomer
v minulosti viedol k najkrat$iemu poléasu uvolnenia lie¢iva z lipozémov u latky 52.7* Absorpéné
spektra vsetkych latok pri tomto pomere s EYPC s na Obrdzku 76. Latky 49 a 52 su pri tomto
mnozstve lipozdmov monomérne, latka 53 je CiastoCne agregovana, ale ostatné latky 50, 51, 54
a 55 su agregované.

0.254

Absorbancia

1 1 1 |
550 600 650 700 750 800
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Obrdzok 76. Absorpéné spektrd IGtok pri pomere 50 : 1 pre EYPC : Pc, zvisld Ciara reprezentuje vinovi dizku pouZitého
laseru.
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4.4 .4 Fotostabilita PS v lipozdmoch

4.4.4.1 Rozklad PS pésobenim svetla v lipozémoch

Aj ked su Ps povaZzované za stabilné latky, posobenim svetla dochadza kich
neziaducemu rozkladu (tzv. photobleaching). Dévodom rozkladu Pc sa obecne udava
produkovany singletovy kyslik. RozloZzeny Pc uz dalej nemodze produkovat singletovy kyslik,
a preto sa potom stava neucinnym (pri PDT aj pri peroxidacii lipidov lipozomov). Miera rozkladu
Pc zavisi aj na prostredi, v ktorom sa Pc nachadza, preto sme v naSom pripade sledovali ich
rozklad v lipozémoch.

Rozklad PS v oboch typoch prazdnych lipozémoch (bez AO/DOX) sme sledovali ako
zmenu absorpéného spektra po oZiareni laserom (685 nm, 400 mW/cm?). Po ofZiareni
dochéadzalo k znizeniu absorbancie v celej oblasti spektra (Obrazok 77) a nedochadzalo k tvorbe
novych absorpcnych pdsov, ¢o znamend, Ze dochddza k uplnému rozkladu Pc, nie len k jeho
modifikacii Struktary. V priebehu oZiarovania dochddzalo taktiez ku kvalitativnym zmendm
v absorpénom spektre Pc voblasti Q-pasu. Po CdCiastocnom rozklade PS sa zvysil
pomer lipozdmy : Pc, a preto na konci oZiarovania maju PS sice nizSiu absorbanciu, ale zato
monomérnejsie spektrum ako na zaciatku pred oZiarovanim (priklad pre EYPC lipozdomy je na
Obrazku 77 vpravo).

NajrychlejSie prebiehal rozklad latky 52, kde uZ za 2 mindty bola latka takmer Uplne
rozloZzenda (Obrazok 78). Najpomalsie dochadzalo k rozkladu latky 49, pricom rychlejsie to bolo
v DOPC lipozdmoch v porovnani s EYPC. Takisto pri vSetkych ostatnych latkach prebiehal rozklad
rychlejsie v DOPC lipozémoch okrem latky 52, u ktorej sme Ziaden rozdiel nepozorovali a latka
sa rozkladala rychlo v oboch typoch lipozémov.
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Obrdzok 77. Absorpcné spektrda Pc v pritomnosti prdzdnych EYPC alebo DOPC lipozémov po postupnom oZiarovani,
vpravo normalizované absorpcné spektrd pred a po oZiareni v EYPC lipozémoch.
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Obrdzok 78. Rychlost rozkladu Pc v PBS v lipozémoch.

Rychlost rozkladu latok svetlom zavisi okrem stability Pc jadra hlavne na mnoistve
produkovaného singletového kyslika ako sebadesStrukéného agens. To zavisi na viacerych
faktoroch, ako napriklad na kvantovom vytazku singletového kyslika (®Da), jeho dobe Zivota,
agregacii Pc ahodnote absorbancie priexcitatnej vinovej dizke (to suvisi s mnozstvom
absorbovanych foténov). V PBS je vacSina latok agregovana a ajv pritomnosti lipozomov
v pomere 50 : 1 su latky stale zvacsa agregované. Neplati to pre latku 52, ktord je monomérna,
teda produkuje najviac singletového kyslika, a preto sa rozklada najrychlejsie. Latka 49 je taktiez
monomeérna v pritomnosti lipozdémov, ale na zaklade efektu tazkého atdmu maju hlinité Pc nizsi
@, ako zinoc¢naté Pc, preto ani takmer Uplnd monomerizacia latky 49 nestaci na vysoku
produkciu singletového kyslika alatka sa rozkladd pomaly. Latky 50 a 51 su v PBS viac
agregované ako latky 49, preto produkuju menej singletového kyslika a rozkladaju sa pomalsie.
Latka 53 je sice Ciastocne monomérna pri pritomnosti lipozomov, ale jej absorbancia je ovela
nizsia ako u ostatnych Pc, preto produkuje menej singletového kyslika a rozklada sa pomalsie.
Latky 54 a 55 sa v prvych sekunddch rozkladali rychlo, ale od 200 —300 sek. dochadzalo uz k faze
platd a dalej sa tieto latky nerozkladali. Aj po 10 min neboli tieto latky Uplne rozlozené, na rozdiel
od latok 50 — 52.

4.4.4.2 Fotoperoxiddcia lipidov

Hlavnym mechanizmom uvolnhenia obsahu lipozémov je fotoperoxidacia lipidov, ¢o
sposobuje narusenie ich membrany anasledné uvolnenie latok zvnutorného prostredia
lipozdémov. Fotoperoxidaciu sme sledovali len v DOPC lipozémoch, pretoZze maju viac dvojitych
vazieb, ktoré je mozné oxidovat.

Fotoperoxidaciu lipidov DOPC lipozdmov sme sledovali pomocou difenyl(pyren-1-
yl)fosfinu (DPPP). Tato molekula sama o sebe nema Ziadnu fluorescenciu, ale po reakcii
s hydroperoxidmi, ktoré vznikaju po oZiareni lipozémov s inkorporovanym PS a po tvorbe
singletového kyslika, vznikd DPPP-oxid, ktory sa prejavuje vyraznou fluorescenciou pri 380 nm
(Obrazok 79).1%
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Obrdzok 79. OZiarenie PS spdsobuje tvorbu singletového kyslika, ktory spésobuje peroxiddciu lipidov lipozomu
a ndsledne tieto peroxidy reaguju s DPPP za tvorby DPPP-oxidu s vyraznou fluorescenciou.

UZ po 5 sekunddch oziarovania DOPC lipozomov s inkorporovanym DPPP sme pozorovali
prudky narast fluorescencie pri 380 nm, ktora ale po dalSom oZiarovani uzZ len klesala (zrejme
dochéadzalo k rozkladu DPPP-oxidu produkovanym singletovym kyslikom). Preto sme kazdy PS
v DOPC oziarovali len 5 sekind vtroch opakovaniach. Hodnoty fluorescencie dosahovali
priblizne rovnaké hodnoty u vSetkych PS (Obrazok 80b), teda tvorba hydroperoxidov prebieha
nezavisle na pouZitom Pc, teda zrejme doslo uZ k reakcii vSetkych dostupnych molekual DPPP
aj po takto kratkej dobe oZiarovania. Ako kontroly sme spravili oZiarovanie samotnych DOPC
lipozdmov bez PS a kontrolu v tme. Po 5 s oZiarenia prazdnych lipozomov sme tiez pozorovali
maly ndrast fluorescencie, ktory bol ale vyrazne nizsi ako po 5 s oZiarenia lipozémov s PS.
V pripade kontroly v tme (5 min miesto 5 s) fluorescencia sice mierne narastla ale len minimalne
v porovnani s ostatnymi vzorkami.
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Obrdzok 80. a) fluorescencné emisné spektrum DOPC lipozomov s DPPP a PS 52, b) hodnoty fluorescencie DOPC
lipozémov s DPPP s r6znymi PS po oZiareni laserom 5 sekund a kontroly bez PS.
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4.4.5 Tvorba singletového kyslika v lipozémoch

NajéastejSie sa meria mnoistvo singletového kyslika nepriamo pomocou chemickej
pasce (scavengeru) 1,3-difenylbenzofuranu (DPBF, Obrazok 81a), ktory reaguje cykloadi¢nou
reakciou so vznikajucim singletovym kyslikom, a tym dochdadza k otvoreniu furdnového jadra
a k zmene jeho absorpcného spektra. Tento postup je v nasej skupine beziny a vyuzivame ho
na uréenie kvantovych vytazkov singletového kyslika u va&siny latok.1% 6 69123

a) b)
(0] COOH

—
° e®
=

0O~ "COOH

Obrdzok 81. a) struktura DPBF, b) Struktura ADPA

V nasom pripade ale po oziareni lipozdmov s inkorporovanym PS dochadzalo k velmi
rychlemu rozkladu DPBF (Obrazok 82), ktory by bol velmi neprakticky z experimentdlneho
hladiska pre priame porovnanie medzi jednotlivymi latkami, preto sme v tomto pripade zvolili
namiesto neho stabilnejsSiu antracén-9,10-dipropidnovu kyselinu (ADPA, Obrazok 81b). U ADPA
dochadza k cykloadi¢nej reakcii na centralnom kruhu, a tym k poruseni konjugovaného systému
antracénu.
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Obrdzok 82. Rozklad DPBF a ADPA pésobenim singletového kyslika.

Nasledne sme sledovali rozklad ADPA po oZiareni laserom (685 nm) v pritomnosti DOPC
lipozémov s inkorporovanymi PS.
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Obrdzok 83. Rozklad ADPA po ozZiareni PS v DOPC lipozémoch.

ADPA sa rozkladala najrychlejSie prilatkach 50 = 52, kedZe uZ po nieco vySe minuty kleslo
mnozstvo ADPA na 25 % (Obrdzok 83). KedZe dochdadzalo aj k rychlemu rozkladu danych PS
(Obrazok 84), s dalsim ozZiarovanim uz nedochadzalo k dalSiemu rozkladu ADPA, pretoze uz
v lipozdmoch bolo malé mnozstvo PS a nedochadzalo k dalSej tvorbe singletového kyslika. Latka
53 sa sice rozkladala pomalsie, ale kedZe ma nizku absorpciu v maxime Q-pdasu aje viac
agregovana, tak nedochdadza k vysokej tvorbe singletového kyslika a aj po 4 minutach bola ADPA
rozloZzend len na 60 %. Latka 49 je monomérna a rozklada sa pomaly, ¢o by naznacovalo vysoku
produkciu singletového kyslika a rychly rozklad ADPA, ale kedZe ide o hlinity Pc, na zaklade
efektu tazkého atému neprodukuje vysoké mnozstvo singletového kyslika, preto dochadza
k pomalSiemu rozkladu ADPA. Pri latkach 54 a 55 dochadzalo k vyrazne pomalsiemu rozkladu
ADPA v porovnani s ostatnymi PS, ktoré sa rozlozili len na 70 %, respektive 85 %. Je to preto,
lebo PS su viac agregované a taktie? maju nizku absorpciou pri vinovej dizke pouZitého lasera
(685 nm), a preto nedochadzalo k tvorbe vysokého mnoiZstva singletového kyslika. K dalSiemu
oziarovaniu uz nedoslo, pretoze latky boli uz takmer Uplne rozlozené.
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Obrdzok 84. Absorpcné spektrda PS v DOPC lipozémoch a rozklad ADPA po oZiareni v zdvislosti na case.

4.4.6 Svetlom aktivované uvolnenie lie€iv z lipozémov
V prvom rade sme ako modelovl latku zvolili AO anasledne sme experimenty
zopakovali s DOX pre potvrdenie dosiahnutych vysledkov.

4.4.6.1 Viastnosti AO v EYPC lipozémoch

AO je vo vyssich koncentracidch agregovand, o sa prejavuje zmenami absorpéného
spektra a vyraznym znizenim fluorescencie. V nasledujucich experimentoch uvolfiovania lieCiva
svetlom bola AO v lipozdmoch vo vysokej koncentracii a bola teda agregovana (Obrazok 85).
Po uvolneni z lipozémov dochadza k jej monomerizacii, o sa prejavuje zvySenim fluorescencnej

intenzity, ktora bola pouZitd na monitorovanie mnozstva uvolneného lieciva.
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Obrdzok 85. a) absorpcné a b) fluorescencné spektrd AO v EYPC lipozémoch.

Na vyhodnotenie mnoZstva uvolneného lieciva sme k vzorke po 10 minudtach oZiarovania
pridali eSte Triton X-100, ktory sposobil narusenie lipozomov a cely zvySok obsahu bol uvolnheny
do prostredia asucasne dochadzalo k monomerizacii AO. Pri prvotnom experimente
uvolfiovania AO z lipozémov s latkou 52 sme nedosiahli kompletné uvolnenie AO, pretoZe
po pridani Tritonu dosiahla intenzita fluorescencie menej ako 30 % ocakavanej intenzity
(Obrazok 85b). Za 100% uvolnenie bola povaZzovana hodnota intenzity fluorescencie lipozémov
s AO apridavkom Tritonu (bez PS abez ozZiarenia). KedZe oZiarovanim dochadzalo
k fotodegradacii PS (Obrazok 77), nizka hodnota uvolnenia AO mohla byt spésobena tym, ze PS
sa rozloZil eSte skor ako doslo ku kompletnému uvolneniu AO. Ked sme ale po 10 minutach
oZiarovania pridali znovu dalSie mnoZstvo PS, mnoZstvo uvolneného AO sa nezvysilo, ale naopak
zniZilo (Obrazok 86). To naznacuje, Ze AO sa oZiarenim rozklada p6sobenim singletového kyslika
a nedochadza teda k jej nekompletnému uvolneniu z lipozémov.
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Obrdzok 86. Uvolnenie AO z EYPC lipozémov (zeleny graf, lavd os) s ldtkou 52. Sipky oznacuju dalie pridavky
rovnakého mnoZstva ldtky 52 ako na zaciatku. Pre porovnanie modry graf zobrazuje fotodegraddciu latky 52
(pravd os).

Podla literatury sa AO rozkladd reaktivnymi formami kyslika adochadza bud
k dealkylacii, ¢co vedie k malému posunu absorpéného spektra, alebo k rozkladu na mensie
molekuly, ktoré nemaju ziadnu absorpciu v pdvodnej vinovej dizke.'2* 125 Aby sme potvrdili tento
rozklad AO, skusili sme oZiarovat AO slatkou 52 vchloroforme, pretoze latka 52 je
v chloroforme monomeérna a doba Zivota singletového kyslika v chloroforme je vyrazne dlhsia
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(t=2-5x10"%5).12 V priebehu par mindt sme pozorovali velmi rychly rozklad AO, dokonca este
rychlejsi ako rozklad latky 52 (Obrazok 87b), ¢o znamena, Ze AO je velmi nachylna vocdi
singletovému kysliku a jej nasledkom dochadza k rozkladu akridinového jadra.
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Obrdzok 87. a) Zmeny absorpcného spektra pocas rozkladu latky 52 a AO v chloroforme po postupnom oZiarovani. b)
Zavislost fotodegraddcie AO (Cervend) a latky 52 (modrd) na Case oZiarovania

Pre potvrdenie rozkladu AO sme spravili dalSie experimenty v oboch typoch lipozémov
a rovnaké experimenty sme vyskusali aj pre DOX, aby sme zistili, ¢i nie je taktiez nachylny
na singletovy kyslik. V tomto experimente sme zaznamenavali emisné spektra EYPC alebo DOPC
lipozdmov s AO alebo DOX (Obrazok 88) a po pridani Tritonu v 3 réznych podmienkach:

1. oZiarenie a v pritomnosti latky 52 = — =
2. oiZiarenie (bez PS) = = =
3. bezoziarenia, lenvtme — = =
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Obrdzok 88. Fluorescencia AO (a,c ) alebo DOX (b, d) v EYPC (a, b) alebo DOPC (c, d) lipozémoch v tme bez PS (modrd),
bez PS po ozZiareni (Cervend) alebo po oZiareni s pritomnou ldtkou 52. Ku vsetkym vzorkdm bol nakoniec pridany
Triton X-100 (1%).
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Zistili sme, Ze mnozstvo AO je znizené singletovym kyslikom produkovanym latkou 52
pribliZne na tretinu. Pre porovnanie, ked sme pouZili DOX namiesto AO, Ziadne zniZenie
mnozstva DOX sme nepozorovali (Obrdzok 88b, d) apo oZiareni svetlom dochadzalo
ku kompletnému uvolneniu DOX z lipozémov.

AO teda nie je vhodnou modelovou ldtkou na monitorovanie uvolnenia lieciv
z lipozémov, kvoéli svojej citlivosti na singletovy kyslik a dalSie reaktivne formy kyslika. DOX sa
preto javi ako vhodnejsi na monitorovanie uvolnenia obsahu lipozomov. Napriek tomu bola AO
pouzitd aj v nasledujucich experimentoch s dalsimi PS na potvrdenie trendov v uvolfiovani
obsahu lipozémov.

4.4.6.2 Porovnanie vplyvu réznych Pc na uvolnenie lieciv z lipozdmov

Uvolnhenie AO/DOX z oboch typov lipozémov (EYPC alebo DOPC) sme sledovali ako
zmeny fluorescenéného maxima (533 nm pre AO, 585 nm pre DOX) v redlnom Case pocas
kontinualneho oZiarovania (Obrazok 89). Pomer lipozémy : PS bol 50 : 1 a polcas uvolnenia
(Tabulka 21) bol vypocitany z kriviek na Obrazku 89.
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Obrdzok 89. Svetlom aktivované uvolnenie AO (a, c) a DOX (b, d) z EYPC (a, b) alebo DOPC (c, d) lipozémov s réznym
PS.

U DOX sme dosiahli u latok 49-53 kompletné uvolnenie z oboch typov lipozémov, ale
u AO sme dosiahli len priblizne 30% uvolnenie AO, kvoli dovodom uvedenych v kapitole 4.3.5.1.
U Iatok 54 a 55 bolo uvolnenie z lipozdmov takmer nulové, nezavisle na type lipozémov a liecive
a nie su preto dalej diskutované. Je to pravdepodobne preto, lebo pri pomere lipozémy : PS
50 : 1 su tieto latky stdle vyrazne agregované a produkuju malo singletového kyslika.
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Tabulka 21. Pol¢asy (v sekunddch) uvolnenej AO/DOX z lipozémov a rézneho PS.

AO DOX
P> EYPC DOPC EYPC DOPC
49 300.6 292.0 299.1 199.9
50 168.9 100.9 150.2 83.8
51 180.0 97.4 172.8 92.7
52 112.8 108.3 127.4 84.0
53 209.1 147.0 301.2 230.8
54 -# -8 -8 -2
55 -2 -2 -2 -2

ayvolnenie lie€iva bolo zanedbatelné, preto nebolo mozné urcit ich pol¢asy

Pol¢asy uvolneného DOX boli pre danud latku v tomto poradi 52 > 50 ~ 51 > 53 ~ 49
v EYPC, Co zodpovedd aj poradiu rychlosti degradacie ADPA ateda aj s mnoZstvom
produkovaného singletového kyslika. V DOPC lipozdmoch uz bol len nepatrny rozdiel v rychlosti
uvolnenia DOX pri latkach 50 — 52 a najpomalsie sa DOX uvoltfioval pri latke 53. Suvisi to s malou
produkciou singletového kyslika a najpomalsSieho rozkladu ADPA (z latok 49 — 53). Celkovo sa
DOX v DOPC lipozdmoch uvolfioval jednoznacne rychlejSie uvSetkych PS ako vEYPC
(Obrazok 89). Je to preto, lebo DOPC lipozdmy maju viac dvojitych vazieb v alkylovych retazcoch,
ktoré moZu byt oxidované, atym dochddza k rychlejsiemu uvolneniu DOX. Co sa tyka
uvolfiovania AO, videli sme podobné trendy v uvolfiovani ako v DOX, ale vzhfadom k rozkladu
AO singletovym kyslikom, nie je moZné vysledky povaZovat za Uplne presné. Napriklad pri latke
52 sa AO uvolfiovala najrychlejSie z EYPC lipozdmov a najpomalSie pri latke 49. AO sa z DOPC
lipozdmov opéat uvolfiovala rychlejsie (takisto ako DOX) a rozdiely v uvolfiovani AO boli u PS
50 —-53 uZ takmer zanedbatelné. Na Obrazku 90 je pre porovnanie znazornené uvolnenie
AO/DOX z EYPC/DOPC lipozédmov v pritomnosti latky 50.
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Obrdzok 90. Uvolnenie AO/DOX v EYPC/DOPC lipozémoch v pritomnosti ldtky 50.

4.4.7 Zaver

Fotooxidacia a uvolnenie latok z lipozémov zavisi hlavne na produkcii singletového
kyslika. MnoZstvo produkovaného singletového kyslika zavisi na type PS ajeho schopnosti
produkovat singletoy kyslik, kedZe Zn(ll) Pc ho produkuju viac ako Al(lll) Pc na zéklade efektu
tazkého atomu. Okrem typu PS zavisi mnozstvo produkovaného singletového kyslika aj na Grovni
agregacii PS a jeho intenzite absorpcie v excitaénej vinovej dizke. Preto najrychlejsie uvolnenie
AO/DOX bolo pri pouziti PS 52, ktory ma vysoky kvantovy vytazok singletového kyslika,
v pritomnosti lipozémov je takmer monomérny a jeho intenzita absorpcie je relativne vysoka.
Na druhej strane pri latkach 54 a 55 nedochadzalo takmer k Ziadnemu uvolneniu AO/DOX, kedZe
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tieto latky boli vyrazne agregované a boli s nizkou absorpciou v excitatnej vinovej dizke, a tym
padom produkovali malé mnoZstvo singletového kyslika.

Uvolnenie latok zdvisi aj na type pouzitych lipozémov, pretoze lipozdmy, ktoré obsahuju
mastné kyseliny s viacerymi nenasytenymi dvojitymi vdzbami maju viac cielov, kde méze nastat
peroxiddcia lipidov, a tym sa uvolfiuju latky rychlejsie.

Aj ked' je AO modelovou latkou vyuZivanou vo viacerych experimentoch, v pritomnosti
singletového kyslika sa vyznamne rozklada, a preto sme nedosiahli jej kompletné uvolnenie
z lipozémov. Nie je teda vhodnym modelom na dalSie experimenty uvolfiovania lie€iv. Na druhej
strane DOX bol po cely ¢as experimentov stabilny.
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5 Zaver

Tato dizertacnd praca sa zaoberala syntézou derivatov Pc a nasledne Studiom ich
vlastnosti po interakcii s CB[7] alebo po ich aktivacii svetlom v lipozdmoch. Praca bola rozdelend
do Styroch samostatnych projektov.

V prvom projekte sme sa zamerali na mozZnosti supramolekularnych interakcii zvySovat
monomérny charakter lipofilnych PS. Bolo pripravenych 7 derivdtov Pc so Styrmi
adamantylaminovymi substituentmi na periférii, 1 so sirou ako spojovacim heteroatémom
a 6 Pc s kyslikom ako spojovacim heteroatdmom. V projekte bol porovnavany alkylacny stupen
aminoadamantanu (sekundarny/terciarny amin akvartérna amodniova sol) a poloha
substituentu v a alebo f polohe makrocyklického jadra Pc aich interakcia s CB[7] vo vode.
Interakcia bola sledovand pomocou H NMR, absorpénych a fluorescenénych spektier. Bolo
zistené, Ze a substituované Pc su po interakcii s CB[7] monomérnejsie ako [ derivaty, pretoze
o substituenty su orientované hore a dole vo¢i makrocyklickému jadru a nie je tam az taka volna
rotdcia substituentov ako u g derivatov. In vitro testovanie Pc na dvoch bunkovych liniach
ukazalo ich vysoku fotodynamickd aktivitu, ale po pridani CB[7] sa aktivita neocakavane
niekolkonasobne znizila. Bolo to kvéli nizkemu vstupu latok do buniek, kedZe komplex Pc-CB[7]
je uz velmi velky a hydrofilny. Pouzitie vysSieho pocétu CB teda nie je vhodné na zlepSenie
monomerizacie Pc, ak ma byt nasledne pouZity v PDT. V budicnosti by bolo mozné pripravit
asymetrické derivaty Pc, ktoré by mali len jeden alebo dva adamantylaminové substituenty,
a tym padom by komplex Pc-CB[7] nebol tak hydrofilny na vstup do buniek.

V nasledujucej casti boli pripravené 4 SubPc substituované aminoadamantdnom
na periférii s lipofilnym axidlnym substituentom, vdaka ktorému by mohlo déjst k zanoreniu
SubPc-CB[7] komplexu do membrany buniek. Zmeny na fluorescenénych spektrach ukazali, ze
len jeden SubPc tvori komplex s CB[7], ale interakcia bola viditelna az po pridavku THF do vody,
nie v Cistej vode. Tvorba komplexu SubPc s CB[7] bola nekonzistentnd a nebolo mozné urdcit
pri akom mnoZstve CB[7] dochadza k Uplnej monomerizacii SubPc. In vitro biologické testovanie
bolo nelspesné, pretoze ani jeden SubPc nevykazoval Ziadnu aktivitu, ¢i uz samostatne, alebo
po pridani CB[7], ¢o bolo pravdepodobne spdsobené nizkym kvantovym vytazkom singletového
kyslika.

V tretom projekte sme pripravili 2 derivaty Pc so Styrmi dietylamino substituentmi.
Syntéza povodne zamyslaného derivatu s 6smimi substituentimi nebola UspesSna. Syntézu
prekurzorov sme skusali roznymi postupmi (nukleofilnd substiticia a Buchwald-Hartwig
coupling) asroéznymi podmienkami. Bezkovovy aZn(ll) Pc vykazovali zaujimavé vlastnosti
v kyslych podmienkach. KedZe latka 48Zn je viac bazicka ako latka 48H, zndmky protonizacie sme
mohli sledovat uz aj v ¢istom chloroforme. Protonizované amino skupiny nemozu prispievat
do konjugovaného systému, preto dochadza k posunu absorpéného maxima Q pdsu do modrej
oblasti spektra. Mierne okyslenie roztoku viedlo k vyraznému znizeniu @, no na druhej strane
pouZitie vacsieho mnoiZstva kyseliny zvysilo @ pravdepodobne kvoli blokovaniu ICT periférnych
aminov.

V poslednej ¢asti bolo skimanych 7 amfifilnych Pc na uvolnenie AO/DOX z lipozémov po
aktivacii svetlom. Uvolnenie AO bolo len okolo 30 %, kedZe sa AO pdsobenim singletového
kyslika, ktory je produkovany po ozZiareni Pc, rychlo rozklada. Uvolnenie DOX uZ prebiehalo
na 100 % a uvolnenie oboch latok prebiehalo rychlejsie z DOPC lipozdmov, ktoré maju viac
dvojitych vazieb, ktoré su nachylné na singletovy kyslik. Z hladiska pouzitého PS, dochadzalo
k najrychlejSiemu uvolneniu AO/DOX pri latke 52, ktord ma vysoky kvantovy vytaZzok
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singletového kyslika av pritomnosti lipozdmov sa vyskytuje hlavne v monomérnej forme.
Pri latke 49 bolo uvolnenie AO/DOX pomalsie, kedZe AL(ll) Pc maju nizky Qa. Pri latkach 54 a 55
nedochadzalo takmer k Ziadnemu uvolneniu AO/DOX, kedZe tieto latky boli vyrazne agregované
a mali nizku absorpciu v excitaénej vinovej dizke, a tym padom produkovali malé mnoZstvo
singletového kyslika. Svetlom aktivované uvolnenie lieciv je komplexny proces, ktory zavisi
na mnohych faktoroch, ktoré je potrebné brat do uUvahy pri navrhovani vhodnych PS
a lipozémov.
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6 Experimentalna Cast

Chemikalie a rozpustadla pouZité pri syntéze zlG¢enim boli zakipené u nasledujtcich
doddavatelov: Sigma-Aldrich, Lach-Nech, Acros, Fluorochem, Penta Chemicals, Merck, VWR a TCI
Europe. Tieto komeréne dostupné latky boli pouzité vtakom stave v akom boli dodané.
Na tenkovrstvovd chromatografiu boli pouzité hlinikové dosky pokryté silikagélom 60 F254
(Merck). Na preparativne TLC boli pouZité sklenené dosky SIL G-200 20x20 cm (Macherey-Nagel,
Nemecko). Detekcia latok prebiehala pod UV lampou UV240 (KRUSS Optronic GmbH)
privinovych di?kach 254 a 366 nm, alebo aj pomocou Dragendorffovho ¢inidla. Cistenie
produktov prebiehalo pomocou stipcovej chromatografie, kde ako staciondrna faza bola pouzita
Merck Kiesegel 60 (0,040 — 0,063 mm). *H NMR a *3C NMR spektra boli zmerané na pristrojoch
Jeol INM-ECZ600R (Jeol, AkiSima, Japonsko) alebo Varian VNMR S500 (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA). Teploty topenia (t.t.) boli stanovené na pristroji Electrothermal I1A9200 Series
Digital Melting Point apparatus (Electrothermal Engineering Ltd, Southend-on-Sea, Essex, UK).
IC spektra boli zmerané v peletach KBr na spektrofotometri Nicolet 6700 v ATR méde. UV/vis
spektra boli zmerané pomocou spektrofotometra Shimadzu UV-2600 (Shimadzu, Kyoto,
Japonsko). Fluorescencné spektra boli zmerané na spektrofluorometri FLS1000 (Edinburgh
Instruments Ltd, Edinburgh, UK) alebo na fluorescencnom spektrofluorometri FS5 (Edinburgh
Instruments Ltd, UK). HRMS spektra boli zmerané na pristroji UHPLC system Acquity UPLC I-class
(Waters, Millford, USA) spojenym s hmotnostnym spektrometrom s vysokym rozlisenim (high-
resolution mass spectrometer, HRMS) Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK) zalozenom na Q-
TOF. Hmotnostné spektra kvartérnych zliéenin boli zmerané na UHPLC system Acquity UPLC
instrument (Waters, Milford, MA) spojenym strojito kvadrupdlovym hmotnostnym
spektrometrom Quattro Micro (Waters, Manchester, UK). Velkost, plydisperzny index a zeta
potencial boli zmerané pomocou Zetasizeru Nano-ZS (Malvern, UK).

6.1. Syntéza prekurzorov a medziproduktov ftalocyaninov

6.1.1 4-(2hydroxyetylsulfanyl)ftalonitril (1)

K2COs (5,1 g, 37,1 mmol) v DMSO (15 ml) bol ponechany v ultrazvukovom kupeli 15 min
a nasledne bol pridany 2-sulfanyletan-1ol (3,2 g, 2,9 ml, 40,7 mmol). 4-nitroftalonitril (5,0 g,
28,9 mmol) bol pridany v desiatich castiach pocas 2 h. Reakéna zmes bola miesSana
pri laboratérnej teplote 24 h a potom bola naliata do vody (80 ml). Produkt bol vytrepany
s chloroformom (3x100 ml), nasledne bola organicka faza vysusena bezvodym siranom sodnym,
prefiltrovana cez filtraény papier a odparend do sucha. Produkt bol preéisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli s toluénom/acetéonom 2 : 1 ako mobilnou fazou (R¢(1) = 0,49). Bolo
ziskanych 3,7 g bielej praskovej latky. VytaZzok reakcie bol 63 %.

T.t.87,5-89,6 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCls): § 7,67 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,65 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 7,59 (dd, J = 8,3, 1,9 Hz, 1H), 3,91 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,25 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,06 (s, 1H).
1BC{*H} NMR (150 MHz, CDCls): 6 146,5, 133,4, 130,7, 130,5, 116,4, 115,6, 115,2, 111,4, 60,7,
34,9. IC (ATR): Vmax (cm™) 3330, 2932, 2226, 1582, 1068. HRMS (m/z) vypocitané pre C1oHsN,0S-
H,O + H*: 187,0324, namerané: 187,0336 [M - H,0 + H*]*.

6.1.2 4-(2-tosyloxyetylsulfanyl)ftalonitril (2a)

K2COs (2,5 g, 18,0 mmol) a p-toluénsulfonyl chlorid (1,9 g, 10,0 mmol) boli pridané
k latke 1 (1,7 g, 8,3 mmol) rozpustenej v acetone (20 ml) a reakéna zmes bola miesana pri teplote
varu rozpustadla 2 h. Reakéna zmes bola naliata do vody (100 ml) a miesana pri laboratérnej
teplote 2 h. Vytvorena zrazenina bola odfiltrovana, premytad vodou a pretistena stipcovou
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chromatografiou na silikageli s toluénom/aceténom 15 : 1 ako mobilnou fazou (R«(2b) = 0,35).
Bolo ziskanych 0,8 g svetlozltej olejovitej latky, ktora cez noc stuhla. Vytazok reakcie bol 27 %.

T.t. 118,5 — 121,4 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 7,73 (m, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,63
(dd, J=8,4,0,5 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,52 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H), 7,34 (m, 1H), 7,33
(m, 1H), 4,22 (t, ) = 6,7 Hz, 2H), 3,31 (t, ] = 6,7 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H). 3C{*H} NMR (150 MHz, CDCls):
6 145,6, 144,6, 133,5, 132,6, 131,1, 130,9, 130,1, 128,0, 116,6, 115,3, 114,9, 112,1, 67,0, 30,9,
21,8. IC (ATR): vmax (cm™) 2233, 1589, 1348, 1172. HRMS (m/z) vypocitané pre
C17H14N203S; + Na*: 381,0338, namerané 381,0342 [M + Na]*.

6.1.3 4-(2-mesyloxysulfanyl)ftalonitril (2b)

TEA (0,2 g, 0,3 ml, 2,0 mmol) a metansulfonyl chlorid (1,8 g, 1,2 ml, 15,6 mmol) boli
pridané klatke 1 (0,2 g, 0,98 mmol) rozpustenej v bezvodom DCM (15 ml) v argénovej
atmosfére. Reakénd zmes bola mieSana 1 h pri laboratdrnej teplote. Nasledne bola zriedena
pomocou DCM (50 ml), premytd nasytenym roztokom chloridu sodného (2 x 50 ml). Organicka
faza bola vysusend bezvodym siranom sodnym, prefiltrovana cez filtracny papier a odparend
do sucha. Produkt bol preéisteny stipcovou chromatografiou na silikageli s toluénom/aceténom
5 :1 ako mobilnou fazou (R¢2c) = 0,44). Bolo ziskanych 0,23 g svetloZltej olejovitej latky, ktora
cez noc stuhla. Vytazok reakcie bol 83 %.

T.t. 87,8 — 88,9 °C. *H NMR (600 MHz, CDCls): § 7,71 (dd, J = 8,4, 0,5 Hz, 1H), 7,68
(dd, J = 2,1, 0,5 Hz, 1H), 7,61 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H), 4,40 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,41 (t, ) = 6,8 Hz,
2H), 3,05 (s, 3H). *C{*H} NMR (150 MHz, CDCls): 6 144,5, 133,7,131,1, 130,8, 116,7, 115,3, 115,0,
112,3, 66,4, 38,0, 31,2. IC (ATR): Vmax (cm™?) 2231, 1581, 1341, 1167. HRMS (m/z) vypocitané
pre C11H10N203S; + Na*: 305,0025, namerané 305,0033 [M + Na]*.

6.1.4 4-(2-jodoetylsulfanyl)ftalonitril (2c)

Jéd (1,73 g, 6,8 mmol) a trifenylfosfin (1,79 g, 6,8 mmol) boli v THF (70 ml) miesané
pri teplote varu rozpustadla 5 min. Nasledne bol pridany pyridin (0,72 g, 0,73 ml, 9,1 mmol)
areakénad zmes bola miesana pri teplote varu rozpustadla dalSich 5 min. Latka 1 (0,76 g,
3,72 mmol) bola rozpustena v THF (10 ml) a pridana do reakcnej zmesi, ktorad bola nasledne
miesana pri teplote varu rozpustadla 3 h a potom cez noc pri laboratdrnej teplote. Reakéna zmes
bola prefiltrovand cez Celite a matersky Iuh bol odpareny do sucha. Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s toluénom/aceténom 60 : 1 ako mobilnou fazou
(R¢(2a) = 0,49). Bolo ziskanych 1,1 g Zltej olejovitej latky, ktord cez noc stuhla. VytaZzok reakcie
bol 94 %.

T.t. 88,9-90,7 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,72 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 2,0 Hz,
1H), 7,56 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H), 3,54-3,47 (m, 2H), 3,37-3,30 (m, 2H). 3C{*H} NMR (125 MHz,
CDCls): § 144,5, 133,7, 131,0, 130,6, 116,7, 115,3, 114,9, 112,1, 34,7, -0,7. IC (ATR): Vmax (cm™)
2236, 1581, 1163, 836. HRMS (m/z) vypocitané pre CioH;IN; — HI + H*: 187,0324, namerané
187,0338 [M — HI + H]*.

6.1.5 2-[(3,4-dikyanofenyl)sulfanyl]etyl trifluorometan sulfonat (2x)

Latka 1 (0,2 g, 1,0 mmol) bola rozpustena v bezvodom DCM (15 ml) a TEA (0,2 g, 0,3 ml,
2,0 mmol) v argdnovej atmosfére a schladena na -20 °C. K reakénej zmesi bol po kvapkach
pridany anhydrid trifluérmetansulfonovej kyseliny (0,28 g, 0,17 ml, 1,0 mmol) a zmes bola
miesSanad pri -20 °C 1 h a nasledne cez noc pri laboratérnej teplote. Reakéna zmes bola zriedena
pomocou DCM (50 ml), premyta vodou, vysusena bezvodym siranom sodnym, prefiltrovana cez
filtratny papier aodparend do sucha. Produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou
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na silikageli s toluénom/aceténom 5 : 1 ako mobilnou fazou (R¢(2x) = 0,38). Bolo ziskanych 57 mg
svetlohnedej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 30 %.

T.t. 156,2 — 158,9 °C. *H NMR (600 MHz, CDsSOCDs): 6 8,00 (d, J = 1,8 Hz, 2H), 7,91
(d, ) =8,4Hz, 2H), 7,72 (dd, ) = 8,3, 1,8 Hz, 2H), 3,66 (t, ) = 5,9 Hz, 4H), 3,32-3,27 (m, prekryva sa
so signdlom vody). 3C{*H} NMR (150 MHz, CDsSOCDs): 6 147,1, 134,1,131,2,131,0, 116,6, 116,2,
115,6, 110,2, 68,9, 31,4. IC (ATR): Vmax (cm™) 2926, 2863, 2229, 1581, 1121, 1070. HRMS (m/z)
vypocitané pre C;oH1aN4OS; + H*: 391,0682, namerané 391,0679 [M + H]".

6.1.6 4-[2-(aminoadamantan-1yl)etylsulfanyl]ftalonitril (3)

Latka 2a (0,312 g, 1 mmol), 2b (0,357 g, 1 mmol) alebo 2c¢ (0,282 g, 1 mmol) bola
rozpustena v DMF (3 ml) a k zmesi bol pridani K,CO3 (0,253 g, 1,8 mmol) a 1-aminoadamantdn
(0,303 g, 2 mmol). Reakéna zmes bola miesana pri laboratérnej teplote 24 h, potom bola naliata
do vody (40 ml) a produkt bol extrahovany chloroformom (2 x 50 ml) a etylacetatom (2 x 50 ml).
Organické vrstvy boli spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym, prefiltrované cez filtracny
papier a odparené do sucha. Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
s toluénom/aceténom 60 : 1 ako mobilnou fazou, aby bol eliminovany produkt 3x a nasledne
acetonom ako mobilnou fazou (R¢(3) = 0,43), aby bol ziskany produkt 3, svetloZlta pevna latka.
Vytazky latky 3 boli 0,054 g (16 %), 0,095 g (29 %) a 0,016 g (5 %) z vychodiskovych latok 2a - 2c,
Latka 3 (t.t. rozklad od 205 °C) bola kvoli lepsej stabilite prevedena na hydrochlorid (3-HCI).
Vytazky latky 3x boli 0,13 g (70 %), 0,095 g (51 %) a 0,128 g (69 %) z vychodiskovych latok 2a — 2c.

3-HCI: T.t. 250 °C rozklad. *H NMR (600 MHz, CDs0D): & 7,95 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,89
(d,)=8,4Hz, 1H), 7,81 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H), 3,44 (t, ) = 7,2 Hz, 2H), 3,27 (t, ) = 7,2 Hz, 2H),
2,21 (s, 3H), 1,934 (s, 3H), 1,930 (s, 3H), 1,75 (g, ) = 14,0 Hz, 6H). 3C{*H} NMR (150 MHz, CD3;0D):
& 144,2, 133,8, 131,3, 131,2, 116,3, 115,2, 114,9, 111,9, 58,0, 38,4, 38,2, 35,2, 29,3, 28,0. IC
(ATR): Vmax (cm™) 2906, 2754, 2232, 1584, 1080, 838. HRMS (m/z) vypocitané pre CyoH23NsS + H*:
338,1685, namerané 338,1696 [M + H]".

3x: T.t. 77,9 — 80,6 °C. *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,71 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,64
(d,J=1,9Hz, 1H), 7,58 (dd, ) = 8,3, 1,9 Hz, 1H), 6,53 (dd, J = 16,6, 9,2 Hz, 1H), 5,85-5,78 (m, 2H).
13C{*H} NMR (125 MHz, CDCls): 6 145,3, 133,4, 130,9, 130,8, 125,8, 125,0, 116,4, 115,3, 114,9,
112,0. HRMS (m/z) vypocitané pre CioHgN>S + H*: 187,0324, namerané 187,0332 [M + H]*.

6.1.7 N-(adamantan-1-yl)-2-bromoacetamid (4)

Adamantan-1-amin (1 g, 6,5 mmol) bol rozpusteny v bezvodom DCM (10 ml) v argénovej
atmosfére a nasledne bol pridany TEA (1,8 ml). Bromacetylbromid (1,7 ml, 19,5 mmol) bol
rozpusteny v bezvodom DCM (5 ml) atento roztok bol postupne priddvany kroztoku
adamantan-1-aminu za chladenia na 0 °C. Nasledne bola reakénd zmes miesSana pri laboratérnej
teplote 24 h. Zmes bola naliata do vody (30 ml) a produkt bol extrahovany do DCM (3 x 30 ml).
Organické vrstvy boli spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym, prefiltrované cez filtracny
papier a odparené do sucha. Produkt bol preisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
s aceténom ako mobilnou fazou (R{4) = 0,47). Bolo ziskanych 1,52 g svetloZltej pevnej latky.
Vytazok reakcie bol 86 %.

IH NMR (500 MHz, (CD3).0): & 6,94 (s, 1H), 3,77 (d, J = 0,6 Hz, 2H), 2,07 — 2,01 (m, 9H),
1,70 (t,J = 3,0 Hz, 6H), 3C{*H} NMR (126 MHz, (CDs),0): & 165,63, 52,43, 41,77, 37,02, 30,84,
29,80.
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6.1.8 N-(2-bromoetyl)adamantan-1-amin (5)

Postup A: latka 4 (0,3 g, 1,1 mmol) bola rozpustend vTHF (10 ml) aboran-
tetrahydrofuranovy komplex (4 ml, 4 mmol) bol postupne pridany do reakénej zmesi. Reakéna
zmes bola zahrievana 24 h pri 60 °C. Nasledne bola zmes naliata do vody (30 ml) a produkt bol
extrahovany do etylacetatu (3 x 30 ml). Produkt bol predisteny stipcovou chromatografiou
na oxide hlinitom s chloroformom/metanolom 30 : 1 ako mobilnou fazou. PoZzadovany produkt
nebol potvrdeny.

Postup B: latka 4 (0,3 g, 1,1 mmol) bola rozpustena v bezvodom THF (5 ml) v argdénovej
atmosfére. Nasledne bol pridany LiAIH, (0,095 g, 2,5 mmol) areakénd zmes bola miesana
pri laboratérnej teplote 24 h. Za chladenia na 0 °C bola pridand voda (20 ml) a produkt bol
extrahovany do etylacetatu (3 x 30 ml). Podla TLC ale poZzadovany produkt nevznikol.

Postup C: K»COs (0,138 g, 1 mmol) v DMF (1,5 ml) bol vystaveny ultrazvuku na 15 min.
Nasledne bol pridany dibrémetan (57 uL, 6,6 mmol) a postupne po €astiach pocas 1 h bol pridany
1-aminoadamantan. Reakénd zmes bola mieSana pri laboratdrnej teplote 24 h. Zmes bola naliata
do vody (20 ml) a produkt bol extrahovany do etylacetatu (3 x 30 ml). Podla TLC reakcia
neprebehla.

6.1.9 N-(adamantan-1-yl)-2-merkaptoacetamid (6)

Latka 4 (0,3 g, 1,1 mmol) bola rozpustena v etanole (20 ml). Nasledne bola pridana
tiomocovina (0,084 g, 1,1 mmol) a reakénd zmes bola miesana pri teplote varu rozpustadla cez
noc. Na druhy den bol pridany NaOH vo vode (55 mg) a reakéna zmes bola miesana dalej
pri teplote varu rozpustadla 2 h. Etanol bol odpareny za zniZzeného tlaku. Zvy$ok bol naliaty
do vody (20 ml) a produkt bol extrahovany do DCM (3 x 30 ml). Produkt bol pregisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli s chloroformom/metanolom 5 : 1 ako mobilnou fazou
(R¢#(6) = 0,48). Bolo ziskanych 12 mg svetlohnede]j pevnej latky. Vytazok reakcie bol 5 %.

6.1.10 2-merkaptoacetaldehyd (7)

Chléracetaldehyd (8 ml, 63 mmol) bol rozpusteny vo vode (10 ml). NaSH (2,2 g, 30 mmol)
bol rozpusteny vo vode (10 ml), schladeny na 0 °C a tento roztok bol postupne pridany k roztoku
chléracetaldehydu. Vytvorena zrazenina bola odsatd, premyta vodou a vysusena. Bolo ziskanych
4,3 g bielej olejovitej latky. VytaZok reakcie bol 72 %.

6.1.11 2-((adamantan-1-yl)Jamino)etane-1-tiol (8)

Postup A: latka 7 (0,12 g, 1,28 mmol) bola rozpustena v metanole (8 ml). Nasledne bol
pridany 1-aminoadamantan (0,166 g, 1,07 mmol) a NaCNBH; (0,241 g, 3,84 mmol) a reakénd
zmes bola miesana pri laboratdrnej teplote 24 h. Zmes bola naliata do vody (40 ml) a produkt
bol extrahovany do etylacetatu (3 x 50 ml). Podla TLC ale poZadovany produkt nevznikol.

Postup B: latka 7 (0,3 g, 3,2 mmol) bola rozpustena v metanole (20 ml). Nasledne bol
pridany 1-aminoadamantan (0,48 g, 3,2 mmol), NaCNBHs (0,201 g, 3,2 mmol) a ZnCl; (0,4 g,
1,6 mmol) areakénd zmes bola miesana pri laboratérnej teplote 3 h. Potom bol pridany
nadbytok NaCNBHs (0,4 g, 6,4 mmol) a mieSanie pokracovalo pri laboratérnej teplote 24 h. Zmes
bola naliata do vody (50 ml) a produkt bol extrahovany do etylacetatu (3 x 60 ml). Podla TLC ale
pozadovany produkt nevznikol.

Postup C: 1-aminoadamantan (1,335 g, 8,83 mmol) alatka 7 (1 g, 10,6 mmol) boli
rozpustené v MeOH (10 ml). K roztoku bol pridany izopropoxid titanicity (10 ml, 33,78 mmol)
a reakénd zmes bola zahrievand 24 h pri 100 °C. Zmes bola schladena na 0 °C, bol pridany MeOH
(15 ml) a postupne pocas 10 min bol pridany NaCNBHs (2,218 g, 35,32 mmol). Reakéna zmes
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bola dalej miesana pri laboratérnej teplote 24 h. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku.
K zvysku po odpareni bola pridana voda (40 ml) a produkt bol extrahovany do etylacetatu
(3 x 50 ml). Podla TLC ale poZadovany produkt nevznikol.

6.1.12 2-((bis(4-metoxyfenyl)(fenyl)metyl)tio)etan-1-ol (9)

K 2-merkaptoetanolu (0,18 ml, 2,56 mmol) a TEA (0,35 ml, 2,56 mmol) bol pridany THF
(3 ml). 4,4'-dimetoxytrityl chlorid (0,78 g, 2,3 mmol) bol rozpusteny v THF (5 ml) a postupne bol
pridavany do reakcie. MieSanie reakénej zmesi pokracovalo prilaboratérnej teplote 2 h. Reakénd
zmes bola prefiltrovand a filtrat bol odpareny za znizeného tlaku. K zvysku po odpareni bola
pridana voda (30 ml) a zmes bola extrahovana do etylacetatu (3 x 40 ml). Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s chloroformom/metanolom 10 : 1 ako mobilnou fazou
(R#(9) = 0,56). Bolo ziskanych 0,659 g jasnozltej olejovitej latky. Vytazok reakcie bol 75 %.

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,45 (d, 2H), 7,32 (m, 12H), 6,84 (d, 4H), 3,81 (s, 6H), 3,43
(d, 2H), 2,52 (t, 2H). 3C{*H} NMR (150 MHz, CDCls): 158,1, 145,3, 137,1, 130,6, 129,3, 127,9,
126,6, 113,1, 65,7, 60,9, 55, 2, 35,3.

6.1.13 (bis(4-metoxyfenyl)(fenyl)metyl)(2-tosyletyl)sulfan (10)

Latka 9 (0,1 g, 0,26 mmol) bola rozpustena v acetdne (3 ml). Nasledne bol pridany K;COs;
(96 mg, 0,7 mmol), p-toluénsulfonyl chlorid (76 mg, 0,4 mmol) a reakéna zmes bola miesana
pri teplote varu rozpustadla 24 h. Podla TLC reakcia neprebehla, kedZe v zmesi bola len
nezreagovana latka 9.

6.1.14 (bis(4-metoxyfenyl)(fenyl)metyl)(2-jodoetyl)sulfan (11)

Trifenylfosin (0,123 g, 0,47 mmol) a jod (0,119 g, 0,47 mmol) boli rozpustené v THF (2 ml)
a reak¢énda zmes bola zahrievana 5 min pri 75 °C. Potom bol pridany pyridin (50 pl, 0,624 mmol)
a zmes bola znova zahrievana 5 min pri 75 °C. Latka 9 (0,1 g, 0,26 mmol) bola rozpustend v THF
(1 ml) a pridana do reakcnej zmesi. Zahrievanie pokracovalo dalSie 3 h pri 75 °C a nasledne 20 h
pri laboratérnej teplote. Podla TLC reakcia neprebehla.

6.1.15 2(adamantan-1-yl)etan-1-ol (12)

Adamantan-1-amin (10,3 g, 68,1 mmol) a 2-bromoetanol (9,3 g, 5,2 ml, 74,16 mmol) boli
rozpustené v benzonitrile (40 ml) areakéna zmes bola mieSana 2 h pri 120 °C. Vytvorena
zrazenina bola odfiltrovand, premytd dietyl éterom a nasledne rozpustend vo vode. Pridanim
vodného roztoku hydroxidu sodného (10%, 20 ml) sa vytvorila zrazenina, ktora bola extrahovana
do chloroformu. Organicka faza bola vysusena bezodym siranom sodnym, prefiltrovana cez
filtratny papier aodparend do sucha. Produkt bol predisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli s metanolom ako mobilnou fazou (R¢{12) = 0,24). Bolo ziskanych 11,76 g bielej
pevnej latky. VytaZzok reakcie bol 88 %.

T.t.93,3-96,4 °C. *H NMR (600 MHz, CDCls3): 6 3,58 (t, ) = 5,1 Hz, 2H), 2,73 (t,J = 5,1 Hz,
2H), 2,06 (br s, 3H), 1,67-1,54 (m, 12H). 3C{*H} NMR (150 MHz, CDCls): § 61,9, 50,3, 43,1, 43,0,
43,0, 41,9, 36,8, 36,8, 29,7. IC (ATR): Vmax (cm™) 3323, 3231, 2907, 1064. HRMS (m/z) vypoéitané
pre C12H21NO + H*: 196,1695, namerané 196,1704 [M + H]".

6.1.16 S-(2-((adamantan-1-yl)amino)etyl)ester tiooctovej kyseliny (13)

Trifenylfosfin (0,3 g, 1,14 mmol) bol rozpusteny v DMF (2 ml) a roztok bol schladeny
na 0 °C. Po kvapkach bol pridany diizopropylazodikarboxylat (0,22 ml, 1,14 mmol, DIAD)
a reakéna zmes bola miesand 1 h pri 0 °C. Latka 12 (0,15 g, 0,76 mmol) a kyselina tiooctova
(0,08 ml, 1,14 mmol) boli rozpustené v DMF (1,5 ml) a postupne bol tento roztok po kvapkach
pridany do reakcie za staleho chladenia na 0 °C. Reakéna zmes bola miesand 3 h pri laboratérnej
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teplote. Rozpustadlo bolo odparené a produkt bol preéisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli s chloroformom/MeOH 30 : 1 ako mobilnou fazou (R¢(13) = 0,32). Bolo ziskanych
100 mg bielej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 55 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 3,38 (t, 2H), 3,09 (t, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 1,96
(s, 6H), 1,68 (s, 6H). **C{*H} NMR (150 MHz, CDCls): 6 195,3, 39,7 35,6, 30,5, 29,1, 29,0, 27,1.

6.1.17 (3s,5s,7s)-N-(2-tosylethyl)Jadamantan-1-amine (14)

Latka 12 (0,35 g, 1,77 mmol) bola rozpustena v pyridine (5 ml) a zmes bola schladena
na 0 °C. Postupne bol pridany p-toluénsulfonyl chlorid (0,404 g, 2,12 mmol). Reakéna zmes bola
miesana pri laboratdérnej teplote cez noc. Potom bola zmes naliata do vody (20 ml) a produkt bol
extrahovany do etylacetdtu (3 x 30 ml). Organickd faza bola vysusend bezvodym siranom
sodnym, prefiltrovana cez filtraény papier a odparena do sucha. Produkt bol predisteny
stipcovou chromatografiou na oxide hlinitom s chloroformom ako mobilnou fazou
na odstranenie necistot a nasledne bola pouzitd mobilna faza chloroform/MeOH 1 : 1 na ziskanie
produktu (R¢(14) = 0,82). Bolo ziskanych 150 mg Zltej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 25 %.

IH NMR (500 MHz, CD;0D): § 9,02 — 8,98 (m, 2H), 8,60 (tt, ) = 7,8, 1,4 Hz, 1H), 8,15 — 8,07
(m, 2H), 4,67 — 4,57 (m, 2H), 3,36 (s, 3H), 3,15 (dd, J = 6,5, 5,0 Hz, 2H), 2,06 — 1,95 (m, 3H),
1,75—1,54 (m, 6H), 1,50 (d, J = 2,9 Hz, 6H).

6.1.18 2-(((3s,5s,7s)-adamantan-1-yl)amino)ethane-1-thiol (15)

Postup A: 1-adamantanamin (0,5 g, 3 mmol) bol rozpusteny v benzéne (5 ml) a roztok
bol zahriaty na 80 °C. Postupne bol do reakénej zmesi prikvapkdvany etylénsulfid (7,5 ulL,
0,5 mmol, thiiran) v benzéne (1 ml) pocas 1 h. Reakéna zmes bola dalej miesana 5 h pri 80 °C.
Rozpustadlo bolo odparené a produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
s aceténom ako mobilnou fazou. PoZadovany produkt nebol potvrdeny.

Postup B: latka 13 (85 mg, 0,35 mmol) bola rozpustenda v MeOH (5 ml). Nasledne bol
pridany NaOH (130 uL, 3,5 mmol, 10%). Reakénad zmes bola mieSana 20 h pri laboratérnej
teplote. Zmes bola okyslend 1% HCl na pH 7 apotom bola extrahovand do etylacetatu
(3 x 20 ml). Reakcia neprebehla. Na TLC bola len vychodiskova latka 13.

Postup C: latka 13 (50 mg, 0,21 mmol) bola rozpustena v MePH (5 ml). Néasledne bol
pridany K,COs (58 mg, 0,42 mmol). Reakéna zmes bola miesana 3 h pri laboratérnej teplote.
Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku. Potom bola pridand voda (10 ml) a zmes bola
okyslena na pH 5. Produkt bol nasledne extrahovany do dichlémetdnu (3 x 20 ml). Reakcia
neprebehla, na TLC bola len vychodiskova latka 13.

Postup D: latka 14 (0,12 g, 0,34 mmol) bola rozpustena v DMF (2 ml). Nasledne bol
pridany sulfid sodny (64 mg, 0,86 mmol) a reakénd zmes bola miesana 2 h pri 80 °C. Zmes bola
schladena na laboratérnu teplotu a do reakcie bol pridany ditiotreitol (0,157 g, 1,02 mmol).
MieSanie pokracovalo 24 h pri laboratérnej teplote. Reakcia neprebehla, na TLC bola len
vychodiskova latka 14.

6.1.19 2(adamantan-1-yl-metylamino)etan-1-ol (16)

Kyselina mravcia (84%, 3,45 ml, 46,5 mmol) a formaldehyd (37%, 1,1 ml, 38 mmol) boli
pridané k latke 12 (1,5 g, 7,68 mmol) rozpustenej v MeOH (7 ml) a reakénd zmes bola miesana
priteplote varu rozpustadla 24 h. Potom bolo rozpustadlo odparené a bola pridana voda (50 ml).
Roztok bol zalkalizovany roztokom NaOH (10%, ~20 ml). Vytvorena zrazenina bola extrahovana
chloroformom (3 x 70 ml). Organickd faza bola vysuSend bezvodym siranom sodnym,

116



prefiltrovana cez filtraény papier a odparenad do sucha. Produkt bol pretisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli s MeOH ako mobilnou fazou (R«{16) = 0,35). Bolo ziskanych 1,4 g
bielej pevnej latky. VytaZzok reakcie bol 87 %.

T.t. 51,9-54,7 °C. *H NMR (500 MHz, CDCls): & 4,05 (bs, 1H), 3,53 (t, ) = 5,5 Hz, 2H), 2,61
(t,J=5,4 Hz, 2H), 2,24 (s, 3H), 2,07 ( s, 3H), 1,70-1,53 (m, 12H). *3C{*H} NMR (125 MHz, CDCls):
558,2,50,1, 8,8, 36,7, 33,0, 29,7. IC (ATR): Vmax (cm™) 3149, 2903, 1075. HRMS (m/z) vypo¢itané
pre Ci3H23sNO + H*: 210,1852, namerané 210,1859.

6.1.20 4-{2-[(adamantan-1-yl)amino]etoxy}ftalonitril (17)

K2COs (0,272 g, 2,0 mmol) v DMF (5 ml) bol ponechany v ultrazvukovom kupeli 15 min.
K tejto suspenzii bola pridanad latka 12 (0,6 g, 3,07 mmol) rozpustend v DMF (2 ml). Nasledne bol
pridany 4-nitroftalonitril (0,262 g, 1,51 mmol) pocas 2 h v desiatich ¢astiach. Potom bola reakéna
zmes miesana pri laboratérnej teplote 24 h a nasledne bola naliata do vody (40 ml). Produkt bol
extrahovany do chloroformu (3 x 50 ml), organickd faza bola vysusena bezvodym siranom
sodnym, prefiltrovana cez filtrany papier a odparend do sucha. Produkt bol predisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s aceténom ako mobilnou fazou (R{17) = 0,41). Bolo
ziskanych 0,268 g Zltej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 55 %. Latka 17 bola kvoli stabilite
prevedend na hydrochlorid (17-HCI).

17-HCl: T.t. rozklad od 258 °C. *H NMR (500 MHz, CDs0D): & 7,93 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,64
(d,J=2,6 Hz, 1H), 7,49 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 4,45 (t, ) = 5,0 Hz, 2H), 3,52 (t, J = 5,0 Hz, 2H),
2,25 (brs, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,01 (s, 3H), 1,78 (q, J = 11 Hz, 6H). *C{*H} NMR (125 MHz, CD;0D):
8§ 162,6, 136,9, 121,2, 121,2, 118,5, 116,7, 116,4, 109,1, 66,2, 59,1, 40,1, 39,2, 36,5, 30,6. IC
(ATR): Vmax (cm™) 2932, 2224, 1598, 1306, 834. HRMS (m/z) vypoditané pre CyH23NsO + H*:
322,1913, namerané 322,1924 [M + H]".

6.1.21 4-{2-[(adamantan-1-yl)N-metylamino]etoxy}ftalonitril (18)

K2COs5 (0,46 g, 3,38 mmol) v DMF (8 ml) bol ponechany v ultrazvukovom kupeli 15 min.
K tejto suspenzii bola pridand latka 16 (1,1 g, 5,26 mmol) rozpustend v DMF (2 ml). Nasledne bol
pridany 4-nitroftalonitril (0,445 g, 2,57 mmol) pocas 2 h v desiatich ¢astiach. Potom bola reakéna
zmes mieSana pri laboratérnej teplote 48 h a nasledne bola naliata do vody (30 ml). Produkt bol
extrahovany do chloroformu (3 x 50 ml), organickd faza bola vysusena bezvodym siranom
sodnym, prefiltrovana cez filtraCny papier a odparend do sucha. Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s aceténom ako mobilnou fazou (R{18) = 0,46). Bolo
ziskanych 0,27 g Zltej pevnej latky. VytaZok reakcie bol 31 %. Latka 18 (t.t. 114,5—-117,1 °C) bola
kvoli stabilite prevedend na hydrochlorid (18-HCl).

18-HCI: T.t. rozklad od 215 °C. *H NMR (600 MHz, CDs0D): § 7,94 (d, ) = 8,8 Hz, 1H), 7,65
(d,)=2,6Hz,1H), 7,48 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 4,57-4,47 (m, 2H), 4,08-4,03 (m, 1H), 3,29-3,27
(m, 1H), 2,92 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 2,1-1,99 (m, 6H), 1,79 (g, J = 11,0 Hz, 6H). 3C{*H} NMR
(150 MHz, CDs0OD): & 161,1, 135,5, 120,0, 119,9, 117,1, 115,5, 115,1, 107,8, 65,3, 64,1, 49,2,
35,9, 35,1, 33,8, 29,7. IC (ATR): Vmax (cm™) 2913, 2450, 2230, 1595, 1289. HRMS (m/z) vypocitané
pre C;1HsN3O + H*: 336,2070, namerané 336,2076 [M + H]".

6.1.22 3-{2-[(adamantan-1-yl)amino]etoxy}-ftalonitril (19)

K2COs5 (0,34 g, 2,5 mmol) v DMF (5 ml) bol ultrazvukovany 15 min. K tejto suspenzii bola
pridand latka 12 (0,75 g, 3,82 mmol) rozpustena v DMF (2 ml). Nasledne bol pridany 3-
nitroftalonitril (0,327 g, 1,89 mmol) pocas 2 h v desiatich ¢astiach. Potom bola reakéna zmes
miesand pri laboratérnej teplote 24 h a nasledne bola naliata do vody (40 ml). Produkt bol
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extrahovany do chloroformu (3 x 30 ml), organickd faza bola vysusenad bezvodym siranom
sodnym, prefiltrovana cez filtracny papier a odparena do sucha. Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s aceténom ako mobilnou fazou (R¢(19) = 0,27). Bolo
ziskanych 0,31 g Zltej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 51 %. Latka 19 (t.t. 141,7 — 144,2 °C) bola
kvoli stabilite prevedend na hydrochlorid (19-HCl).

19-HCI: T.t. rozklad od 220 °C. *H NMR (600 MHz, CDs0D): 6§ 7,82 (dd, J = 8,9, 7,7 Hz, 1H),
7,58 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,56 (dd, J = 7,6, 0,9 Hz, 1H), 4,47 (t, ) = 4,8 Hz, 2H), 3,53 (t, ) = 4,8 Hz,
2H), 2,23 (br's, 3H), 1,991 (s, 3H), 1,987 (s, 3H), 1,77 (g, J = 13,0 Hz, 6H). *C{*H} NMR (150 MHz,
CDs0D): 6 160,3, 135,4, 126,2, 117,8, 116,5, 115,1, 113,1, 104,4, 65,6, 57,9, 39,0, 38,0, 35,2,
29,2. IC (ATR): vmax (cm™) 2916, 2709, 2659, 2233, 1578, 1293, 1066, 796. HRMS (m/z)
vypocitané pre CyoH23N30 + H*: 322,1913, namerané 322,1922 [M + H]*.

6.1.23 3-{2-[(adamantan-1-yl)-N-metylamino]etoxy}ftalonitril (20)

K2C05 (0,42 g, 3,12 mmol) v DMF (6 ml) bol ultrazvukovany 15 min. K tejto suspenzii bola
pridana latka 16 (1,0 g, 4,78 mmol) rozpustenda v DMF (2 ml). Nasledne bol pridany 3-
nitroftalonitril (0,4 g, 2,31 mmol) pocdas 2 h v desiatich ¢astiach. Potom bola reakéna zmes
miesSand pri laboratérnej teplote 48 h a nasledne bola naliata do vody (50 ml). Produkt bol
extrahovany do chloroformu (3 x 30 ml), organicka faza bola vysusend bezvodym siranom
sodnym, prefiltrovanad cez filtracny papier a odparena do sucha. Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s aceténom ako mobilnou fazou (Ri(20) = 0,37). Bolo
ziskanych 0,21 g Zltej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 27 %. Latka 20 (t.t. 144,2 — 146,3 °C) bola
kvoli stabilite prevedend na hydrochlorid (20-HCl).

20-HCI: T.t. rozklad od 223 °C. *H NMR (600 MHz, CDs0D): 6 7,82 (dd, J = 8,9, 7,7 Hz, 1H),
7,57 (d, J =1,9 Hz, 1H), 7,56 (s, 1H), 4,64-4,59 (m, 1H), 4,52-4,48 (m, 1H), 4,17- 4,11 (m, 1H),
3,32-3,30 (m, 1H), 2,96 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,07 (q, J = 13,0 Hz, 6H), 1,77 (q, ) = 11,0 Hz, 6H).
1C{*H} NMR (150 MHz, CDs0D): & 160,4, 135,4, 126,2, 117,6, 116,4, 115,1, 113,1, 104,3, 65,5,
65,1, 49,8, 36,1, 35,1, 34,7, 29,7. I (ATR): vmax (cm™) 2913, 2451, 2234, 1579, 1290, 808. HRMS
(m/z) vypocitané pre C1HasNsO + H*: 336,2070, namerané 336,2080 [M + H]".

6.1.24 4-{2-[(adamantan-1-yl)-N, N-dimetylamdnium]etoxy}ftalonitril jodid (21)

Latka 18 (120 mg, 0,36 mmol) a metyl jodid (1,02 g, 0,42 ml, 7,2 mmol) boli spolu
mieSané pri laboratérnej teplote cez noc. Potom bol pridany dietyléter (5 ml) a vytvorena
zrazenina bola pozbierana filtraciou, premytd éterom a pouZivana bez dalSieho Cistenia. Bolo
ziskanych 138 mg Zltej pevnej latky. VytaZzok reakcie bol 81 %.

T.t. rozklad od 204 °C. 'H NMR (600 MHz, CDsOD): & 7,94 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,67
(d,J=2,3 Hz, 1H), 7,50 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H), 4,69 (t, ) = 4,5 Hz, 2H), 3,84 (t, J = 4,5 Hz, 2H),
3,09 (s, 6H), 2,37 (brs, 3H), 2,203 (s, 3H), 2,198 (s, 3H), 1,81-1,75 (m, 6H). *C{*H} NMR (150 MHz,
CD5s0D): 6 160,9, 135,5, 120,1, 120,096, 117,1, 115,4, 115,1, 107,9, 76,6, 63,3, 56,6, 44,0, 34,8,
34,3, 30,7. IC (ATR): Vmax (cm™) 2917, 2222, 1591, 1348, 1261, 857. LRMS (ESI) vypotitané
pre C2;H2sN30*: 350,2, namerané 349,9 [M]".

6.1.25 3-{2-[(adamantan-1-yl)-N, N-dimetylamdnium]etoxy}ftalonitril jodid (22)

Latka 20 (78 mg, 0,232 mmol) a metyl jodid (0,61 g, 0,25 ml, 4,28 mmol) boli spolu
mieSané prilaboratdrnej teplote cez noc. Potom bol pridany dietyléter (5 ml) a vytvorena
zrazenina bola pozbierana filtraciou, premytd éterom a pouzivana bez dalSieho Cistenie. Bolo
ziskanych 71 mg Zltej pevnej latky. VytaZok reakcie bol 64 %.
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T.t. rozklad od 212 °C. *H NMR (600 MHz, CDsOD): 6 7,86 (dd, J = 8,7, 7,7 Hz, 1H), 7,64
(dd, ) =8,8, 0,8 Hz, 1H), 7,59 (dd, J = 7,7, 0,8 Hz, 1H), 4,77 (t, ) = 4,6 Hz, 2H), 3,90 (t, ) = 4,6 Hz,
2H), 3,15 (s, 6H), 2,38 (br s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,80-1,73 (m, 6H). C{*H} NMR
(150 MHz, CDs0D): 6 160,2, 135,5, 126,3, 117,7, 116,3, 115,0, 113,2, 104,3, 76,7, 63,9, 56,7,
44,0, 34,8, 34,3, 30,7, 29,7. IC (ATR): Vmax (cm™) 2913, 2234, 1476, 1291. LRMS (ESI) vypoéitané
pre CoHasNsO*: 350,2, namerané 350,0 [M]*.

6.2 Syntéza ftalocyaninov

6.2.1 Obecny postup A

Latka 3, 17 alebo 18 vo forme volnej bazy (1 ekvivalent) a bezvody octan zino¢naty
(1 ekvivalent) v bezvodom pyridine (1 ml) boli miesané pri teplote varu rozpustadla v argdnovej
atmosfére 24 h. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku a zvySok po odpareni bol
predisteny stipcovou chromatografiou na silikageli. MnoZstva reaktantov a prisluiné zlozenie
mobilnej fazy s uvedené pre kazdu latku nasledujucich kapitolach.

Produkt bol prevedeny na hydrochlorid pomocou nasledujiceho postupu. Volna baza
zino¢natého ftalocyaninu bola rozpustena v THF (1 — 2 ml) kde bolo pridanych par kvapiek
koncentrovanej HCl. Zmes bola pomaly nakvapkanad do dietyléteru (20 ml), co viedlo
k vytvoreniu zrazeniny vytvoreného hydrochloridu. Rozpustadla boli dekantované a zvysna
zrazenina bola premyta dietyléterom (20 ml) a aceténom (2 x 20 ml), pricom po kazdom premyti
bolo rozpustadlo dekantované. Zrazenina bola rozpustena v malom mnozstve MeOH (0,5 —1 ml)
a nakvapkand do dietyléteru, pricom sa vytvorila jemnd zrazenina produktu, ktory bol
pozbierany filtraciou.

6.2.2 Obecny postup B

Latka 19 alebo 20 vo forme volnej bazy (1 ekvivalent) bola rozpustena v Cerstvo
nadestilovanom butanole (2 — 3 ml) a zahriata na teplotu varu rozpustadla. Potom bolo pridané
litium (7 ekvivalentov) a zmes bola mieSana pri teplote varu rozpustadla 2 h, ¢im sa vytvoril
bezkovovy ftalocyanin, ¢o sa prejavilo intenzivnym sfarbenim roztoku do tmavozelena. Nésledne
bol do reakénej zmesi pridany bezvody octan zinoc¢naty (2,5 ekvivalentov) a zmes bola miesana
pri teplote varu rozpustadla 24 h. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku. Zvysok
po odpareni bol rozpusteny v THF (1 ml) a nakvapkany do zmesi voda/metanol 1 : 1 (20 ml).
Vytvorend zrazenina bola pozbierand filtraciou, vysudend a predistend stipcovou
chromatografiou na silikageli. MnoZstva reaktantov a prislusné zlozenie mobilnej fazy su
uvedené pre kazdu latku v nasledujucich kapitolach.

Produkt bol prevedeny na hydrochlorid pomocou nasledujiceho postupu. Volna baza
zino¢natého ftalocyaninu bola rozpustena v THF (1 — 2 ml) kde bolo pridanych par kvapiek
koncentrovanej HCl. Zmes bola pomaly nakvapkanad do dietyléteru (20 ml), ¢o viedlo
k vytvoreniu zrazeniny vytvoreného hydrochloridu. Rozpustadla boli dekantované a zvysna
zrazenina bola premytd dietyléterom (20 ml) a acetonom (2 x 20 ml), pricom po kazdom premyti,
bolo rozpustadlo dekantované. Zrazenina bola rozpustena v malom mnozstve MeOH (0,5 —1 ml)
a nakvapkand do dietyléteru, pricom sa vytvorila jemnd zrazenina produktu, ktory bol
pozbierany filtraciou.

6.2.3 2,9(10),16(17),23(24)-tetrakis{[2-(adamant-1-yl)amino]etylsulfanyl}ftalocyanindto
zino¢natého komplexu (23)

Bol pouzity obecny postup A, latka 3 (100 mg, 0,297 mmol), bezvody octan zinoCnaty
(53mg, 0,296 mmol) abezvody pyridin (1 ml). Produkt bol pretisteny stipcovou
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chromatografiou na silikageli s mobilnou fazou chloroform/MeOH/TEA 100 : 20 : 1. Bolo
ziskanych 15 mg tmavozelenej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 14 %.

23-HCI: T.t. rozklad od 310 °C. 'H NMR [500 MHz, (CDs),SO]: & 9,54-9,37 (m, 6H),
9,35-9,15 (m, 10H), 8,27-8,14 (m, 4H), 4,00-3,92 (m, 4H), 3,85-3,76 (m, 4H), 3,48- 3,37 (m, 8H),
2,10 (br s, 12H), 2,04 (br s, 12H), 1,99 (br s, 12H), 1,61 (br s, 24H). 3C{*H} NMR [125 MHz,
(CDs),S0]: 6 57,37, 57,36, 57,29, 57,27, 38,9, 38,17, 38,12, 35,6, 31,2, 29,0. IC (ATR): Vmax (cm™?)
2913, 2853, 1339, 1075, 744. UV-vis (DMSO): Amax (nm) (g) 364 (78 700), 625 (42 200), 693
(214 800). HRMS (m/z) vypocitané pre CgoHoaN12S4Zn + H*: 1413,5814, namerané 1413,5781
[M + H]".

6.2.4 2,9(10),16(17),23(24)-tetrakis{[2-(adamant-1-yl)amino]etoxy}ftalocyaninato
zino¢natého komplexu (24)

Bol pouzity obecny postup A, latka 17 (50 mg, 0,156 mmol), bezvody octan zino¢naty
(28 mg, 0,156 mmol) abezvody pyridin (700 pl). Produkt bol pregisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli najprv s mobilnou fazou metanol/chloroform 10 : 1 a nasledne
s mobilnou fazou chloroform/MeOH/TEA 100 : 20 : 1. Bolo ziskanych 15 mg tmavozelenej pevnej
latky. Vytazok reakcie bol 29 %.

24-HCI: T.t. rozklad od 310 °C. 'H NMR [500 MHz, (CDs),SO]: & 9,37-9,28 (m, 4H),
9,25-9,06 (m, 8H), 9,01-8,88 (m, 4H), 7,90-7,82 (m, 4H), 4,90- 4,78 (m, 8H), 3,67-3,56 (m, 8H),
2,26-2,17 (m, 12H), 2,12-1,99 (m, 24H), 1,78-1,64 (m, 24H). 3C{*H} NMR [125 MHz, (CD3),SO]:
6 65,2, 57,3, 38,0, 35,7, 29,0 (signaly aromatickych vodikov neboli detekované kvoli agregacii
latky v rozpustadle). IC (ATR): vmax (cm™) 2916, 1609, 1456, 1239, 1061. UV-vis (DMSO):
Amax (nm) (g) 357 (95 700), 615 (44000), 684 (203 400). HRMS (m/z) vypocitané
pre CgoHs2N1204Zn + H*: 1349,6728, namerané 1349,6688 [M + H]".

6.2.5 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N-
metylamino]etoxy}ftalocyninato zino¢natého komplexu (25)

Bol pouZity obecny postup A, latka 18 (270 mg, 0,8 mmol), bezvody octan zinoCnaty
(143mg, 0,8 mmol) abezvody pyridin (2,5 ml). Produkt bol pretisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli najprv s mobilnou fazou metanol/chloroform 5 : 1 a nasledne
s mobilnou fazou chloroform/MeOH/TEA 100 : 20 : 1. Bolo ziskanych 48 mg tmavozelenej pevnej
latky. VytaZzok reakcie bol 17 %.

25-HCl: T.t. rozklad od 310 °C. *H NMR [600 MHz, (CD3),SO]: & 10,09-9,62 (br s, 4 H),
9,37-9,30 (m, 4H), 9,08-8,90 (m, 4H), 7,87-7,80 (m, 4H), 4,98 (br s, 8H), 4,14 (br s, 4H), 3,46
(br's, 4H), 3,00 (s, 6H), 2,996 (s, 6H), 2,28 (br s, 12H), 2,19-2,13 (m, 12H), 2,10-2,05 (m, 12H),
1,77-1,67 (m, 24H). ¥C{*H} NMR [150 MHz, (CDs),SO]: & 64,3, 57,3, 35,9, 29,5 (signaly
aromatickych vodikov neboli detekované kvéli agregdcii latky v rozpustadle). IR (ATR): Vimax (cm™2)
2913, 2858, 2640, 1610, 1482, 1225, 1046, 765. Amax (nm) (€) 357 (86 100), 615 (37 900), 683
(184 800). HRMS (m/z) vypocitané pre CgsHi00N1204Zn + H*: 1405,7354, namerané 1405,7323
[M + H]*.

6.2.6 1,8(11),15(18),22(25)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)Jamino]etoxy}ftalocyaninato
zino¢natého komplexu (26)

Bol pouzity obecny postup B, latka 19 (120 mg, 0,372 mmol), litium (21 mg, 2,6 mmol)
abezvody octan zino¢naty (172 mg, 0,93 mmol). Produkt bol pretisteny stipcovou
chromatografiou nasilikageli najprv s mobilnou fazou MeOH/chloroform 3 : 1 anasledne
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s mobilnou fazou chloroform/MeOH/TEA 100 : 20 : 1. Bolo ziskanych 20 mg tmavozelenomodrej
pevnej latky. Vytazok reakcie bol 16 %.

26-HCI: T.t. rozklad od 290 °C. *H NMR [500 MHz, (CDs),SO]: & 9,50 (br s, 8H), 8,94
(brs, 4H), 8,02 (br s, 4H), 7,80 (br s, 4H), 5,15 (s, 8H), 3,86 (s, 8H), 2,15 (s, 12H), 2,09 (s, 24H),
1,66 (g, J = 8 Hz, 6H). 3C{'H} NMR [125 MHz, (CD3),SO]: 6 155,0, 142,9, 130,9, 124,8, 117,0, 66,4,
57,3, 38,2, 35,7, 29,0. I (ATR): Vmax (cm™) 2912, 2854, 1593, 1488, 1335, 1267, 1237, 1067, 761.
Amax (nm) (g) 320 (48 800), 634 (43 400), 704 (237 800). HRMS (m/z) vypocitané
pre CgoHgaN1204Zn + H*: 1349,6728, namerané 1349,6707 [M + H]".

6.2.7 1,8(11),15(18),22(25)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N-
metylamino]etoxy}ftalocyaninato zino¢naty komplex (27)

Bol pouzity obecny postup B, latka 20 (100 mg, 0,3 mmol), litium (17 mg, 2,1 mmol)
abezvody octan zino¢naty (139 mg, 0,75 mmol). Produkt bol preéisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli najprv s mobilnou fazou MeOH/chloroform 5 : 1 a nasledne
s mobilnou fazou chloroform/MeOH/TEA 100 : 20 : 1. Bolo ziskanych 20 mg tmavozelenomodrej
pevnej latky. Vytazok reakcie bol 19 %.

27-HCI: T.t. rozklad od 310 °C. *H NMR [500 MHz, (CD3),SO]: 6 10,60-10,30 (m, 4H), 9,08
(brs, 4H), 8,17-8,11 (m, 4H), 7,83-7,78 (m, 4H), 5,17 (s, 8H), 4,49-3,88 (m, 20H), 2,27-2,15
(m, 36H), 1,71 (m, 24H). *C{*H} NMR [125 MHz, (CDs),SO]J: § 154,9, 153,2, 153,0, 141,2, 130,9,
125,2,116,1,113,5, 65,5, 64,2, 49,2, 48,8, 35,7, 35,2, 29,2. IC (ATR): Vmax (cm™) 2913, 2855, 1589,
1235, 1045, 761. Amax (nm) (€) 323 (51 000), 376 (45 000), 634 (46 500), 705 (263 000). HRMS
(m/z) vypocitané pre CgsHi00N1204ZNn + H*: 1405,7354, namerané 1405,7335 [M + H]".

6.2.8 Obecny postup kvarternizacie ftalocyaninov

Zinoc¢naty ftalocyanin 14 alebo 16 (1 ekvivalent) a metyljodid (1000 ekvivalentov) boli
miesSané pri laboratétnej teplote 24 h, chranené pred svetlom pomocou alobalu. Nasledne bol
pridany N-metylpyrolidén (1 ml) a miesanie pri laboratdrnej teplote pokracovalo 7 dni. Potom
bol pridany dietyléter (5 ml) a vytvorena zrazenina bola pozbierana filtraciou. Zrazenina bola
rozpustena v MeOH (5 ml) s par kvapkami DMSO a tento roztok bol filtrovany cez ru¢ny PTFE
membranovy filter. Filtrat bol nakvapkany do dietyléteru (20 ml) a vytvorena zrazenina bola
pozbierana filtraciou. MnoZstva reaktantov su uvedené pre kazdu latku v nasledujucej kapitole.

6.2.9 2,9(10),16(17),23(24)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N, N-
dimetylammanium]etoxy}ftalocyaninato zino¢naty komplex tetrajodidu (28)

Latka 25 (35 mg, 0,025 mmol) a metyljodid (2,84 mg, 1,25 ml, 20 mmol). Bolo ziskanych
43 mg tmavozelenej pevnej latky. VytaZzok reakcie bol 87 %.

T.t. rozklad od 300 °C. 'H NMR [600 MHz, (CDs),SO]: & 9,41-9,33 (m, 4H), 9,07-8,99
(m, 4H), 7,97-7,91 (m, 4H), 5,14 (s, 8H), 4,01 (s, 8H), 3,26-3,21 (m, 24H), 2,36 (br s, 12H), 2,24
(s, 24H), 1,75 (q, J = 10,0 Hz, 24H). 3C{*H} NMR [150 MHz, (CDs),SO]: & 160,2, 132,5, 75,7, 57,4,
45,1, 40,6, 35,2, 34,4, 30,5. IC (ATR): Vmax (cm™2) 2917, 2855, 1607, 1483, 1226, 1049. Amax (nM)
(€) 358 (79 100), 614 (33 600), 682 (163 700).

6.2.10 1,8(11),15(18),22(25)-tetrakis{2-[(adamantan-1-yl)-N, N-
dimethylammaonium]etoxy} ftalocyaninato zino¢naty komplex tetrajodidu (29)

Latka 27 (23 mg, 0,016 mmol) a metyljodid (2,37 mg, 1,04 ml, 16,67 mmol). Bolo
ziskanych 28 mg tmavozelenej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 89 %.
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T.t. rozklad od 290 °C. 'H NMR [500 MHz, (CDs),SO]: 6 9,14 (d, J = 7,4 Hz, 4H), 8,19
(t,J=7,6 Hz, 4H), 7,96 (d, J = 8,0 Hz, 4H), 5,31 (s, 8H), 4,40 (s, 8H), 3,32 (br s, 24H, prekryva sa
so signalom vodikov vody), 2,40 (s, 12H), 2,37 (s, 24H), 1,78 (q, J = 14,0 Hz, 24H). 3C{*H} NMR
[125 MHz, (CDs),SO]: & 154,9, 153,1, 140,8, 131,2, 124,8, 116,3, 114,3, 75,5, 63,5, 57,2, 44,7,
34,8, 34,2, 30,3. IC (ATR): Vmax (cm™) 2925, 2855, 1488, 1235, 1091, 742. Amax (nm) (g) 323
(55 600), 377 (51 800), 634 (50 800), 704 (290 500).

6.3 Syntéza subftalocyaninov

6.3.1 Metyl-3,4,5-tris(dodecyloxy)benzoat (30)

Metyl ester kyseliny gallovej (1,86 g, 10,1 mmol), 1-bromododekan (15,1 g, 14,55 ml,
60,6 mmol), K,COs (9,76 g, 70,7 mmol) a Nal (0,151 g, 1,1 mmol) boli rozpustené v acetonitrile
(100 ml). Reakénad zmes bola mieSand pri teplote varu rozpustadla 2 dni, nasledne bola
schladend na laboratérnu teplotu arozpustadlo bolo odparené. Zvysok bol zriedeny
dichlérmetanom a prefiltrovany cez Celite. Rozpustadlo bolo odparené a zvysok po odpareni bol
pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli s hexdnom/etylacetatom 10 : 1 ako mobilnou
fazou (R¢(30) = 0,66). Bolo ziskanych 4,7 g bielej pevnej latky. VytaZok reakcie bol 68 %.

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 4,00 (td, ) = 6,5, 4,7 Hz, 2H), 3,87 (s, 1H), 1,87 — 1,78 (m, 1H),
1,80 — 1,69 (m, 1H), 1,50 — 1,41 (m, 2H), 1,34 (dd, J = 10,2, 5,0 Hz, 1H), 1,26 (d, J = 10,2 Hz, 15H),
0,87 (t, J = 7,0 Hz, 3H). 3C{*H} NMR (151 MHz, CDCl): 6 167,04, 152,92, 142,49, 124,75, 108,10,
77,31, 77,10, 76,89, 73,58, 69,27, 52,17, 34,10, 32,94, 32,02, 30,42, 29,83, 29,79, 29,72, 29,66,
29,48, 29,40, 28,86, 28,28, 26,17, 22,78, 14,19.

6.3.2 (3,4,5-tris(dodecyloxy)fenyl)metanol (31)

Latka 30 (8,05 g, 11,68 mmol) bola rozpustena v bezvodom THF (40 ml) pod argénovou
atmosférou. Tento roztok bol po kvapkach pridany do suspenzie LiAlH, (1,08 g, 22,86 mmol)
v bezvodom THF (22 ml) pri laboratérnej teplote. Po 1 h bola reakéna zmes schladend na 0 °C.
Pomaly po kvapkach bola pridand voda (100 ml). Bola to burliva reakcia, pricom sa vytvorila
zrazenina. Reakénd zmes bola zneutralizovand 2M H,SO4 (5 — 10 ml). THF bolo odparené
za znizeného tlaku a zvysok po odpareni bol extrahovany chloroformom (3 x 70 ml). Organické
vrstvy boli spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym, prefiltrované cez filtracny papier
a odparené do sucha. Latka 31 bola pouZivana bez dalSieho Cistenia. Bolo ziskanych 7,46 g
svetloZltej olejovitej latky, ktord cez noc stuhla. VytaZzok reakcie bol 96 %.

14 NMR (600 MHz, CDCl3): & 6,54 (s, 2H), 4,58 (s, 2H), 3,96 (t, J = 6,5 Hz, 4H), 1,49 — 1,42
(m, 6H), 1,37 — 1,22 (m, 53H), 0,87 (t, J = 7,0 Hz, 10H). 3C{*H} NMR (151 MHz, CDCl3): § 153,37,
137,72, 136,10, 105,46, 77,31, 77,10, 76,88, 73,52, 69,21, 65,77, 32,02, 30,42, 29,84, 29,80,
29,74, 29,51, 29,46, 26,23, 26,20, 22,78, 14,20.

6.3.3 3,4,5-tris(dodecyloxy)benzaldehyde (32)

Latka 31 (4 g, 6,04 mmol) bola rozpustena v dioxane (100 ml) a postupne bolo pridané
DDQ (1,368 mmol). Reakéna zmes bola miesana pri laboratdrnej teplote 1 h. Rozpustadlo bolo
odparené za znizeného tlaku a zvy$ok po odpareni bol pretisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli s hexdnom/etylacetatom 10 : 1 ako mobilnou fazou (R¢(32) = 0,64). Bolo ziskanych
3,26 g zltej olejovitej latky, ktora po par hodinach stuhla. Vytazok reakcie bol 79 %.

'H NMR (600 MHz, CDCl5): & 9,81 (s, 1H), 7,07 (s, 2H), 4,09 — 3,96 (m, 6H), 1,81
(dt, ) =14,3, 6,7 Hz, 4H), 1,76 — 1,72 (m, 2H), 1,50 — 1,43 (m, 6H), 1,36 — 1,21 (m, 54H), 0,87
(t,J=7,0 Hz, 9H). C{'H} NMR (151 MHz, CDCls): & 191,38, 153,63, 143,98, 131,55, 107,97,

122



77,31, 77,10, 76,89, 73,73, 69,34, 32,02, 30,43, 29,81, 29,78, 29,74, 29,71, 29,64, 29,46, 29,35,
26,16, 26,12, 22,78, 14,19.

6.3.4 3,4,5-tris(dodecyloxy)phenol (33)

Latka 32 (2 g, 2,92 mmol) bola rozpustena v zmesi chloroformu (40 ml) a MeOH (15 ml).
Nasledne bol pridany peroxid vodika (0,68 ml, 7,3 mmol, 33%) a koncentrovand H,SO,4 (0,065 ml,
1,17 mmol, 95 — 98%) a reakéna zmes bola mieSana pri laboratérnej teplote 4 dni. Potom bolo
pridané také mnozstvo vody, aby sa vytvorili 2 oddelené fazy (cca 60 ml). Organicka faza bola
oddelend a vodna faza bola extrahovana chloroformom (3 x 50 ml). VSetky organické vrstvy boli
spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym, prefiltrované cez filtracny papier a odparené
do sucha. Produkt bol nésledne preéisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
s hexanom/etylacetatom 10 : 1 ako mobilnou fazou (R#(33) = 0,41). Bolo ziskanych 1,44 g
svetlozltej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 76 %.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6,01 (s, 2H), 3,86 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 6H), 1,81 - 1,63 (m, 6H),
1,48 — 1,40 (m, 6H), 1,34 — 1,21 (m, 49H), 0,87 (t, J = 7,0 Hz, 9H). *C{*H} NMR (151 MHz, CDCls):
6 153,63, 151,87, 132,07, 94,35, 77,30, 77,09, 76,88, 73,74, 69,07, 32,03, 30,34, 29,85, 29,80,
29,75, 29,52, 29,49, 29,46, 29,42, 26,24, 26,18, 22,79, 14,19.

6.3.5 1-(prop-2-yn-1-yloxy)adamantan (34)

1-adamantanol (1,67 g, 11 mmol) bol rozpusteny v bezvodom THF (30 ml). NaH (1,8 g,
45 mmol, 60% disperzia v minerdlnom oleji) bol premyty hexdnom, aby bol zbaveny mineralneho
oleja a nasledne bol pridany do reakénej zmesi pri 0 °C a reakéna zmes bola mieSana 1 h pri 0 °C.
Propargyl bromid (2 ml, 19 mmol, 80% v toluéne) bol po kvapkach pridany do reakénej zmesi,
ktora bola nasledne zahrievana 3 dni pri 30 °C. Pomaly bola pridana voda (okolo 50 ml), THF bolo
odparené za zniZzeného tlaku a zvySok po odpareni bol extrahovany etylacetdtom (3 x 50 ml).
Organické vrstvy boli spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym, prefiltrované cez filtracny
papier a odparené do sucha. Produkt bol nasledne pretisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli s hexdnom/etylacetdtom 5 : 1 ako mobilnou fazou (R¢(34) = 0,52). Bolo ziskanych
0,62 g Zltej olejovitej latky. VytaZok reakcie bol 30 %.

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 4,13 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,36 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,16
(d, ) = 4,4 Hz, 3H), 1,79 (d, J = 3,0 Hz, 6H), 1,72 — 1,55 (m, 6H). 3C{*H} NMR (151 MHz, CDCl):
6 151,35, 84,45, 77,30, 77,09, 76,88, 76,16, 72,10, 41,25, 36,29, 36,08, 31,67, 31,02, 22,74,
14,20.

6.3.6 N-(prop-2-yn-1-yl)adamantan-1-amin (35)

Adamantan-1-amin (2,5 g, 16,5 mmol) bol rozpusteny v DMF (7 ml). K roztoku bol
pridany K,COs (3 g, 24,7 mmol) a propargyl bromid (1,5 ml, 7 mmol) a reakénd zmes bola
zahrievana 4 dni pri 60 °C. Potom bola zmes naliata do vody (20 ml) a produkt bol extrahovany
do chloroformu (3 x 30 ml). Organické vrstvy boli spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym,
prefiltrované cez filtracny papier a odparené do sucha. Produkt bol nasledne precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s chloroformom/MeOH 10 : 1 ako mobilnou fizou
(R#(35) = 0,49). Bolo ziskanych 0,56 g bielej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 18 %.

IH NMR (600 MHz, CDCl3): & 3,39 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 2,15 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 2,07 — 2,03
(m, 3H), 1,68 — 1,55 (m, 12H). 3C{*H} NMR (151 MHz, CDCls): & 84,01, 77,33, 77,12, 76,91, 70,65,
51,04, 42,67, 36,69, 30,19, 29,70, 29,61, 29,49.
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6.3.7 N-metyl-N-(prop-2-yn-1-yl)Jadamantan-1-amin (36)

Latka 35 (85 mg, 0,45 mmol) bola rozpustend v MeOH (2 ml). Nasledne bola pridana
kyselina mravcia (0,018 ml, 0,45 mmol, 96%) a formaldehyd (0,017 ml, 0,225 mmol, 37%)
a reakéna zmes bola mie$ana pri teplote varu rozpustadla cez noc. Potom bola reakéna zmes
naliata do vody (20 ml) a bol pridany roztok 10 % NaOH v takom mnozZstve, aby pH vody bolo
zasadité, ¢im sa vytvorila zrazenina. Zmes bola extrahovand do chloroformu (3 x 30 ml).
Organické vrstvy boli spojené, vysusené bezvodym siranom sodnym, prefiltrované cez filtracny
papier a odparené do sucha. Produkt bol nasledne pretisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli s chloroformom/MeOH 20 : 1 ako mobilnou fazou (R¢(36) = 0,67). Bolo ziskanych
70 mg bielej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 77 %.

'H NMR (600 MHz, CHCl3): 6 3,39 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,39 (s, 3H), 2,16 (t, ) = 2,3 Hz, 1H),
2,09 -2,04 (m, 3H), 1,73 (d, J = 3,0 Hz, 6H), 1,66 — 1,55 (m, 6H). *C{*H} NMR (151 MHz, CHCls):
6 82,82,77,33,77,12, 76,90, 71,88, 54,56, 39,08, 38,90, 36,80, 33,73, 29,71, 29,60.

6.3.8 Chlorid 2,9,16(17) trijédosubftalocyanin béru (37)

4-jédftalonitril (0,762 g, 3mmol) bol rozpusteny v BCl; (3 ml, 3 mmol, 1M v p-xyléne)
v argénovej atmosfére. Banka sreakénou zmesou bola vloZené do predhriateho hniezda
na 150 °C a reakéna zmes bola miesana 20 min. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku
a zvy$ok po odpareni bol preéisteny stipcovou chromatografiou na silikageli s toluénom ako
mobilnou fazou (R¢(36) = 0,76). Bolo ziskanych 330 mg tmavofialovej pevnej latky. Vytazok
reakcie bol 40 %.

6.3.9 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17) trijddosubftalocyanin béru (38)

Latka 37 (100 mg, 0,124 mmol) a latka 33 (400 mg, 0,618 mmol) boli rozpustené
v bezvodom o-dichlérbenzéne (1 ml). Reakénd zmes bola mieSand 4 h pri 120 °C v olejovom
kdpeli. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku a zvysok po odpareni bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s hexanom/etylacetatom 10 : 1 ako mobilnou fazou
(R#(38) = 0,52). Bolo ziskanych 117 mg tmavofialovej pevnej latky. Vytazok reakcie bol 67 %.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & 9,20 (s, 3H), 8,54 (dt, J = 8,3, 2,6 Hz, 3H), 8,22
(dd, ) =8,3,1,5 Hz, 3H), 4,54 (s, 2H), 3,65 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 3,53 (t, J = 6,6 Hz, 4H), 1,59
(g, ) = 8,9 Hz, 12H), 1,27 (d, J = 26,2 Hz, 66H), 0,89 (dt, J = 8,7, 6,9 Hz, 9H). 3C{*H} NMR (126 MHz,
CDCls): & 152,60, 151,39, 151,20, 151,00, 150,25, 150,08, 150,04, 149,87, 147,87, 138,80,
138,77, 132,95, 132,34, 132,27, 132,21, 131,41, 131,38, 129,86, 129,82, 123,52, 123,47, 123,45,
97,49, 96,20, 96,18, 77,25, 77,20, 77,00, 76,74, 73,16, 68,71, 31,95, 31,93, 30,15, 29,76, 29,73,
29,70, 29,69, 29,67, 29,55, 29,40, 29,38, 29,12, 26,03, 25,99, 22,71, 22,69, 14,14, 14,11.

6.3.10 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17)-tris[3-(adamantan-1-yl)oxy)prop-1-
yn-1-yl] subftalocyanin béru (39)

Latka 38 (65 mg, 0,046 mmol), bis(trifenylfosfin) paladium chlorid (6,4 mg, 0,008 mmol)
a Cul (1,55 mg, 0,008 mmol) boli rozpustené v bezvodom THF (5 ml) a bezvodom TEA (1 ml)
v argdnovej atmosfére. Nasledne bola pridana latka 34 (39 mg, 0,205 mmol) a reakéna zmes bola
miesSana pri laboratérnej teplote cez noc. Reakéna zmes bola zriedenad pomocou THF (15 ml)
a prefiltrovana cez Celite. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku a zvysok po odpareni
bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli s hexanom/etylacetdtom 10 : 1 ako
mobilnou fazou (R#(39)=0,41) anasledne gélovou chromatografiou pomocou gélovej
chromatografie na BioBeads v chloroforme. Bolo ziskanych 19 mg tmavofialovej olejovitej latky.
VytaZok reakcie bol 26 %.

124



IH NMR (600 MHz, CHCs): 6 8,87 (d, J = 3,3 Hz, 3H), 8,74 — 8,67 (m, 3H), 7,92 (ddt, ) = 8,2,
2,9, 1,5 Hz, 3H), 4,53 (s, 2H), 4,48 — 4,45 (m, 6H), 3,62 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,55 — 3,49 (m, 4H), 2,21
(d, J = 3,5 Hz, 9H), 1,89 (t, ) = 4,0 Hz, 21H), 1,71 — 1,62 (m, 22H), 1,60 — 1,54 (m, 18H), 1,33 - 1,21
(m, 72H), 0,87 (dt, J = 9,7, 6,9 Hz, 9H).

6.3.11 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17)-tris[3-(adamantan-1-yl)(N-
metyl)amino) prop-1-yn-1-yl] subftalocyanin béru (40)

Latka 38 (29 mg, 0,02 mmol), bis(trifenylfosfin) paladium chlorid (2,7 mg, 0,004 mmol)
a Cul (0,65 mg, 0,004 mmol) boli rozpustené v bezvodom THF (3 ml) a bezvodom TEA (1 ml)
v argénovej atmosfére. Ndsledne bola pridana latka 36 (18,3 mg, 0,09 mmol) a reakéna zmes
bola miesana pri laboratdrnej teplote 6 h. Reakéna zmes bola zriedend pomocou THF (10 ml)
a prefiltrovana cez Celite. Rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku a zvySok po odpareni
bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli s hexanom/etylacetatom/TEA 20 : 10 : 1
ako mobilnou fazou (R#{40) = 0,42) a nasledne gélovou chromatografiou pomocou gélovej
chromatografie na BioBeads v THF. Bolo ziskanych 25 mg tmavofialovej olejovitej latky, Vytazok
reakcie bol 76 %.

IH NMR (600 MHz, CDCls): & 8,84 (s, 3H), 8,70 (d, J = 8,2 Hz, 3H), 7,89 (d, J = 8,1 Hz, 3H),
4,54 (s, 2H), 3,78 (s, 6H), 3,62 (t, ) = 6,6 Hz, 2H), 3,52 (t, J = 6,7 Hz, 4H), 2,57 (d, J = 3,2 Hz, 9H),
2,15 (s, 12H), 1,87 (s, 20H), 1,74 — 1,64 (m, 36H), 1,33 — 1,21 (m, 96H), 0,87 (qd, ) = 6,9, 4,4 Hz,
9H). 3C{*HS NMR (151 MHz, CDCl3): 6 152,68, 133,05, 125,50, 122,13, 97,59, 77,31, 77,10, 76,89,
73,26, 68,78, 39,95, 39,18, 36,82, 34,07, 32,05, 32,02, 30,27, 29,87, 29,79, 29,66, 29,51, 29,48,
29,24, 26,13, 26,09, 22,80, 14,22.

6.3.12 B-[tris(3,4,5-dodecyloxy)fenoxy]-2,9,16(17)-tris[3-(adamantan-1-yl)(N, N-dimetyl)
amino)prop-1-yn-1-yl] subftalocyanin béru trijodid (41)

Latka 40 (8 mg, 0,005 mmol) a metyljodid (0,5 ml, 8 mmol), ktory bol pouzity aj ako
rozpustadlo, boli miesané pri laboratdrnej teplote 3 dni. Potom bol pridany dietyléter (5 ml)
a vytvorenad zrazenina bola odsatd a pouzitd bez dalSieho Cistenia. Boli ziskané 4 mg Ciernej
pevnej latky. VytaZzok reakcie bol 39 %.

6.4 Syntéza a-aminoftalocyaninov

6.4.1 2,3-dikyano-1,4-fenylén bis(trifluorometansulfonat) (42)
Latka bola pripravend podla publikovaného postupu.!!

6.4.2 2,3-dikyano-1,4-fenylén bis(4-metylbenzénsulfonat) (43)

Latka bola pripravend podla publikovaného postupu.l?

6.4.3 3,6-dibrémftalonitril (44)

Trifenylfosfin (22,5 g, 0,858 mol) bol rozsupendovany v acetonitrile (100 ml) pomocou
ultrazvuku na 10 min pri laboratdrnej teplote a nasledne bola suspenzia schladena na 0 °C.
Potom bol pridany brom (14 g, 4,49 ml, 0,0876 mol) a reakéna zmes bola zahriata na laboratérnu
teplotu. Dalej bol pridany 3,6-dihydroxyftalonitril (5,0 g, 0,0313 mmol) a reakénd zmes bola
zahriata na 70 °C na 30 min. Acetonitril bol odpareny za zniZzeného tlaku a zvySok po odpareni
bol mieSany esSte 1 h pri 230 °C a potom pri 330 °C s otvorenou reakénou bankou, az kym sa
neprestal vytvarat plynny HBr. Produkt bol rozpusteny v DCM, premyty 5% NaHCOs a vysuseny
bezvodym siranom sodnym. Produkt bol pretisteny dvakrat stipcovou chromatografiou
na silikageli s toluénom/hexdanom 3 : 1 ako mobilnou fazou. Bolo ziskanych 3,53 g bielej
krystalickej latky. VytaZok reakcie bol 40 %.
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T.t. 245,9 — 247,1 °C; *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 8,1 (s, 2H, ArH); 13C NMR
(126 MHz, DMSO-d6) d (ppm) 138,7, 125,3, 120,0, 114,7; IC (ATR): Vmax (cm’!) 3105, 3063, 2234
(CN), 1959, 1556, 1445, 1394, 1204.

6.4.4 Metdda nukleofilnej substiticie

Latka 42, 43 alebo 44 (1 ekvivalent) a zdsada (3 ekvivalenty) boli rozpustené pod
argonovou atmosférou v DMSO. Do reakénej zmesi bol pridany dietylamin (10 ekvivalentov)
a zmes bola zahrievana na 80 °C 24 h alebo 7 dni. MnoiZstvo vzniknutych produktov bolo
kvantifikované metddou popisanou nizSie v kapitole 6.4.6. lzolacia produktov prebiehala
nasledujucim spésobom: bola pridand voda a produkt bol extrahovany do etylacetdtu
a do chloroformu (2x). Organické vrstvy boli spojené a vysusené bezvodym siranom sodnym.
Produkty 3-bromo-6-(dietylamino)ftalonitril (45) a 3,6-bis(dietylamino)ftalonitril (46) boli
izolované pomocou stipcovej chromatografie na silikageli s mobilnou fazou chloroform/toluén
1:1 (R¢(45) =0,42) alebo hexan/etylacetat 3 : 1 (R¢ (46) = 0,29). Vytazky jednotlivych reakcii su
uvedené v Tabulke 15.

45: 7|t pevna latka, T.t. 114,0 — 115,5 °C (MeOH); *H NMR (500 MHz, CDCls): 6 (ppm)
7,56 (d,J=9,4 Hz, 1H, ArH), 6,97 (d, ] = 9,4 Hz, 1H, ArH), 3,51 (q, J = 7,1 Hz, 4H, NCH>), 1,24
(t,J=7,1 Hz, 6H, CHs); 3C NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) 151,9, 136,7, 122,4, 120,3, 116,0,
115,1, 113,0, 102,0, 46,1, 12,8; IC (ATR): Vmax (cm™) 3101, 2980, 2934, 2231 (CN), 2211 (CN),
1585, 1534, 1467, 1414, 1383, 1357, 1317, 1289, 1210; HRMS (ESI) vypocitané
pre Ci2H12BrNs + H* 278,0287, namerané 278,0294 [M + H]*.

46: 7Ita olejovitd latka, ktord postupne zatuhla, T.t. 94,6 — 95,7 °C; *H NMR (500 MHz,
CDCls): & (ppm) 7,12 (s, 2H, ArH), 3,30 (g, 8H, J = 7,2 Hz, NCH>), 1,14 (t, 12H, J = 7,0 Hz, CH3); IC
(ATR): Vimax (cm™) 2975, 2933, 2870, 2212 (CN), 1604, 1504, 1468, 1446, 1417, 1383, 1358, 1333,
1319, 1272, 1245, 1215, 1187, 1170, 1148, 1098, 1082, 1027, 986; HRMS (ESI) vypocitané
pre CigH22N4 + H* 271,1917, namerané 271,1920 [M + H]*.

6.4.5 Buchwald-Hartwig coupling

Latka 42, 43 alebo 44 (1 ekvivalent), zasada (5 ekvivalentov), Pd katalyzator (0,02
ekvivalentu) a pomocny Pd katalyzator (0,05 ekvivalentu) boli navdZzené do vopred vysusenej
banky, ktora bola ndasledne naplnend argdénovou atmosférou. Striekackou bolo pridané
rozpustadlo (toluén/tBuOH 5 : 1 alebo DMSO) a dietylamin (6 ekvivalentov). Reakéna zmes bola
zahrievana (konkrétne teploty su uvedené v Tabulke 16) po dobu 24 h. MnoZstvo ziskanych
produktov 45 a 46 bolo kvantifikovanych pomocou metddy opisanej niZsie v kapitole 6.4.6.

6.4.6 Kvantifikacia latok 45 a 46

Reakénd zmes bola kvantitativne prenesena do destilacnej banky a vietky rozpustadla
boli odparené do sucha. Zvysok po odpareni bol rozpusteny v THF (2 ml) a 5 pl tohto roztoku
bolo nanesenych na TLC dosku (5 x 5 cm). Produkty 45 a46 boli izolované
z dvojdimenzionalneho TLC s mobilnymi fazami hexan/etylacetat 3 : 1 a chloroform/toluén1: 1.
Prislusné skvrny produktov boli kvantitativne vyskrabané z TLC dosky, extrahované do THF (2 ml)
a prefiltrované priamo do fluorescencnej kyvety. Mnoistvo produktu bolo vypocitané
pomocou kalibra¢nej krivky na zaklade intenzity fluorescencie pri 472 a 505 nm pre |atku 45,
resp. latku 46 (Aexc = 400 nm). Merania boli robené v duplikate a data prezentované v Tabulkach
15 a 16 predstavuju priemer tychto dvoch merani.
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6.4.7 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(dietylamino)ftalocyaninato hore¢naty komplex (47)

Postup A: latka 46 (10 mg, 0,037 mmol) bola rozpustena v bezvodom Cerstvo
nadestilovanom butanole a zmes bola zahrievana na 130 °C 10 min. Do reakcénej zmesi bolo
pridané litium (1 mg, 0,148 mmol) a zahrievanie pokracovalo 1 h. Na TLC sme ale nepozorovali
pozadovanu zelenu Skvrnu produktu.

Postup B: k aktivovanému horciku (6 mg, 0,247 mmol) bol pridany bezvody cerstvo
nadestilovany butanol a reakéna zmes bola zahrievana pri 130 °C pocas 2,5 h. Latka 46 bola
rozpustena v malom mnozstve butanolu a tento roztok bol pridany do reakénej zmesi, ktora bola
nasledne dalej zahrievana pri 130 °C 24 h. Na TLC sme ale nepozorovali pozadovanu zelenu
Skvrnu produktu.

6.4.8 1,8(11),15(18),22(25)-tetrabromo-4,11(8),18(15),25(22)-tetrakis(dietylamino)
ftalocyanin (48H)

Aktivovany horcik (0,478 g, 19,6 mmol) a krystalik jédu boli v bezvodom butanole (4 ml)
zahrievané pri teplote 130 °C 3 h, kym sa nevytvoril butoxid hore¢naty. Ndsledne bola pridana
latka 45 (0,793 g, 2,85 mmol) a reakéna zmes bola dalej zahrievana pri 130 °C cez noc. Potom
bola do reakénej zmesi pridand zmes vody/MeOH/kyseliny octovej 10 : 10 : 1,5 (20 ml)
na odstranenie nadbytocného butoxidu hore¢natého. Produkt bol z tejto zmesi extrahovany
do chloroformu a precisteny stipcovou chromatografiou na silikageli s chloroformom/THF 5 : 1
ako mobilnou fazou. Stipcova chromatografia bola zopakovand, tentoraz s chloroformom/THF
8: 1 ako mobilnou fdzou. Nakoniec bol produkt premyty metanolom a pevna latka bola
pozbierana filtraciou. Bolo ziskanych 126 mg tmavej pevnej latky. VytaZzok reakcie bol 16 % (ako
zmes izomérov).

'H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-d5 3 : 1): 6 (ppm) 8,13 — 8,32 (m, 4H, ArH), 7,49 - 7,61
(m, 4H, ArH), 3,98 — 4,40 (m, 16H, NCH,), 0,63 — 1,53 (m, 24H, CHs); *C NMR (126 MHz,
CDCls/pyridin-d5 3 : 1): 6 (ppm) 148,3, 148,0, 147,5, 130,9, 129,8, 122,7, 122,6, 122,3, 122,2,
108,6, 108,4, 48,4, 48,2, 12,4; I1C (ATR): Vmax (cm™) 2968, 2930, 2867, 1574, 1563, 1558, 1488,
1446, 1372, 1299, 1255, 1230, 1207, 1180, 1148, 1129, 1095, 1041, 1018, 953, 868; HRMS (ESI)
vypocitané pre CagHsoBraN12 + H* 1111,1086, namerané 1111,1082 [M + H]*.

6.4.9 1,8(11),15(18),22(25)-tetrabromo-4,11(8),18(15),25(22)-
tetrakis(dietylamino)ftalocyaninato zino¢naty komplex (48Zn)

Latka 48H (30 mg, 26,9 mmol) a octan zino¢naty (49,4 mg, 269 mmol) v pyridine (5 ml)
boli zahrievané na 120 °C 1 h. Nasledne bolo rozpustadlo odparené, zvysok po odpareni bol
premyty vodou a produkt bol pretisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli
s chloroformom/THF 1 : 1 ako mobilnou fazou. Nakoniec bol produkt premyty metanolom
a hexanom a pevna latka bola pozbierana filtraciou. Bolo ziskanych 30 mg tmavej pevnej latky.
Vytazok reakcie bol 95 % (ako zmes izomérov).

'H NMR (500 MHz, CDCls/pyridine-d5 3 : 1): 6 (ppm) 8,18 — 8,27 (m, 4H, ArH), 7,49 - 7,62
(m, 4H, ArH), 4,12 — 4,44 (m, 16H, NCH,), 0,89 — 1,48 (m, 24H, CHs); 3C NMR (126 MHz,
CDCls/pyridin-d5 3 : 1): & (ppm) 152,41, 152,39, 152,14, 152,11, 151,9, 151,8, 151,7, 1483,
148,1, 147,9, 147,81, 147,78, 147,02, 146,98, 146,8, 137,9, 137,80, 137,77, 137,62, 137,58,
135,1, 135,0, 134,9, 134,6, 130,1, 130,0, 129,9, 129,8, 129,6, 122,0, 121,8, 121,5, 108,6, 108,5,
108,4, 108,3, 108,2, 48,83, 48,76, 48,7, 48,42, 48,37, 48,2 12,38, 12,36, 12,34, 12,29, 12,26; IC
(ATR): vmax (cm™) 2968, 2929, 2869, 1569, 1482, 1446, 1373, 1299, 1254, 1217, 1180, 1148, 1117,
1092, 1063, 1021, 963; HRMS (ESI) vypocitané pre CissHagBraNiZn + H* 1179,0168 namerané
1179,0168 [M + H]".
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6.5 Fotofyzikalne Studium vlastnosti Pcs

6.5.1 Skimanie interakcie Pcs a CB[7] pomocou UV-vis a fluorescencie

Boli pripravené zasobné roztoky studovanych Pcs (200 uM) v ultracistej vode s 2% DMSO
a CB[7] (200 uM) v ultracistej vode. Do fluorescencnej kyvety s DMSO (2 ml) bolo pridanych 20 pl
zasobného roztoku Pc a bolo zmerané absorpéné spektrum v rozsahu 300 — 850 nm, aby bolo
ziskané Uplne monomérne spektrum. Nasledne do druhej fluorescencnej kyvety s ultracistou
vodou (2 ml) bolo pridanych 20 ul zasobného roztoku Pc a bolo zmerané absorpéné spektrum
v rozsahu 300 — 850 nm, a emisné spektrum po excitacii pri 640 nm. Dalej bolo pridanych 10 ul
zasobného roztoku CB[7] a bolo zmerané absorpcné a emisné spektrum. Nasledovali dalsie
pridavky CB[7] (12 x 10 pl, potom 4 x 20 ul), pricom po kazdom pridavku bolo zmerané
absorpéné a emisné spektrum az do celkového pridavku 10 ekvivalentov CB[7] k danému Pc.
Data boli analyzované ako zmena absorpéného maxima Q-pasu alebo emisného maxima
vzhladom k poctu ekvivalentov CB[7].

6.5.2 UV-vis skimanie interakcie Pcs a B-CD

Boli pripravené zasobné roztoky studovanych Pcs (200 uM) v ultracistej vode s 2% DMSO
a B-CD (8 mM) v ultracistej vode. Do fluorescencnej kyvety s DMSO (2 ml) bolo pridanych 20 ul
zasobného roztoku Pc a bolo zmerané absorpcné spektrum v rozsahu 300 — 850 nm, aby bolo
ziskané Uplne monomérne spektrum. Nasledne do druhej fluorescenénej kyvety s ultracistou
vodou (2 ml) bolo pridanych 20 pl zdsobného roztoku Pc a bolo zmerané absorpcné spektrum
v rozsahu 300 — 850 nm. Nasledne bolo pridanych 20 pl zdsobného roztoku B-CD a bolo zmerané
absorpcné spektrum. Nasledovali dalsie pridavky B-CD (10 x 20 pl, potom 13 x 40 ul), pricom po
kazdom pridavku bolo zmerané absorpéné spektrum az do celkového pridavku 1440
ekvivalentov B-CD k danému Pc.

6.5.3 Stanovenie log P

Do plastovej vialky, v ktorej bola zmes oktanolu (400 ul) a ultracistej vody (400 pl) boli
pridané 4 ul zasobného roztoku Pc v DMSO (500 uM). Tato zmes bola vortexovana 5 min
pri laboratdrnej teplote a nasledne centrifugovana (10 000 ot/min, 5 min, laboratérna teplota).
Bolo odobratych 50 ul z kazdej vrstvy, ktoré boli zriedené s 2 ml DMSO a boli zmerané emisné
spektrd (Aexc = 360 nm). Hodnota log P bola vypocitana podla vzorca log P = log(Foktanol/ Fvoda), kde
Foktanol @ Fvoda SU hodnoty fluorescencie vo fluorescenénom maxime vroztoku DMSO
z oktanolovej, respektive vodnej vrstvy. V pripade stanovenia log P pre komplex Pc-CB[7] bol
pouzity rovnaky postup, ale okrem 4 pl zasobného roztoku Pc v DMSO (500 uM) bolo pridanych
este 8 pl zasobného roztoku CB[7] v ultradistej vode (1 mM).

6.5.4 Kvantové vytazky

Kvantovy vytaZok fluorescencie (®f) v DMSO bol stanoveny absolUtnou metddou
s pouzitim integracnej sféry v FLS 1000 spektrofluorimetri (Edinburgh Instruments)
(Cvzorku =1 MM)

Kvantovy vytaZok fluorescencie (®f) vo vode bol stanoveny porovnavacou metédou
s pouzitim nesubstituovaného zinoc¢natého ftalocyaninu (ZnPc, Sigma-Aldrich) ako referencnu
latku (®Or = 0,32 v THF®?). Do ultradistej vody (2,5 ml) bolo pridanych 25 pl zasobného roztoku Pc
(100 uM) a bolo zmerané emisné spektrum (Aex = 635 nm). Hodnota @O bola zmerana podla
nasledujucej rovnice:

s A ESY1 = 107 )
(DF:(DFE PRSPV Y
1—10 n
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pricom F je integrovana plocha pod krivkou emisného spektra, A je absorbancia pri excitacnej
vinovej dizke a n je index lomu rozpustadla. Horné indexy R a S predstavuju referenénd latku
avzorku (sample, S). Vsetky experimenty boli robené v triplikdte a prezentované data
predstavuju priemer tychto 3 merani.

Kvantovy vytaZok produkcie singletového kyslika (®,) bol stanoveny v DMSO podla uz
publikovaného postupu®?® pomocou rozpadu chemickej pasce (1,3-difenylizobenzofuran, DPBF)
a ZnPc ako referenénej latky (Da(ZnPc) = 0,67 v DMS0?’). Zasobny roztok DPBF (2,5 ml) v DMSO
(o takej koncentrdcii, aby absorbancia pri 417 nm bola ~1,0) bol v kyvete prebublany kyslikom
1 min. Nasledne bol pridany zasobny roztok Pc v DMSO tak, aby maximum absorbancie v Q-pase
bolo priblizne 0,1. Roztok bol mieSany a oZiarovany pomocou xendénovej lampy (100 W,
Newport) po Specificky ¢as. Dopadajuce svetlo preslo cez vodny filter (6 cm) a OG530 filter, aby
bolo odstranené teplo, respektive svetlo s vinovou dizkou pod 523 nm. Nasledne bol pouzity
filter NBS-ND10 (Newport) na zvysenie intenzity svetla. Pokles hladiny roztoku DPBF po danych
oziarovacich ¢asoch bol sledovany pri 417 nm. VSetky experimenty boli robené v triplikate a data
prezentované v tejto praci predstavuju priemer tychto troch merani.

Signdl singletového kyslika v deuterovanej vode: v kyvete bola deuterovana voda
(2,5 ml) okyslena deuterovanou kyselinou chlorovodikovou (2 pl) a prebublana kyslikom 1 min.
Potom bol pridany roztok 16-HCI v D,O tak, aby bola vyslednd koncentrécia v kyvete 8 uM.
Roztok bol excitovany VPL laserom pri 371,3 nm a ndsledne bolo zmerané fosforescencné
spektrum v oblasti 1250 — 1290 nm pomocou NIR PMT detektora (FLS1000 spektrofluorometer,
Edinburgh Instruments). Potom bol pridany zasobny roztok CB[7] v D,0O tak, aby koncentracia
v kyvete bola 32 uM, a pri rovnakych podmienkach bolo zmerané fosforescencné spektrum.

6.6 Fotofyzikalne Studium vlastnosti SubPc

6.6.1 Skimanie interakcie vo vode

Boli pripravené zasobné roztoky Studovanych SubPc (200 uM) v THF pre latku 39
avDMSO prelatku 41. Roztok CB[7] (200 uM) bol pripraveny v ultracistej vode.
Do fluorescencnej kyvety s 2 ml THF alebo DMSO (pre latku 39, resp. 41) bolo pridanych 20 pl
zasobného roztoku SubPc a bolo zmerané absorpéné spektrum v rozsahu 300 —750 nm, aby bolo
ziskané Uplne monomérne spektrum a emisné spektrum po excitacii pri 530 nm v rozsahu
540 — 750 nm. Nasledne do druhej fluorescenénej kyvety s ultradistou vodou (2 ml) bolo
pridanych 20 pl zasobného roztoku SubPc a bolo zmerané absorpéné spektrum v rozsahu
300 — 750 nm, a emisné spektrum po excitacii pri 530 nm v rozsahu 540 — 750 nm. Pre latku 39
bolo ndsledne pridanych 60 pul zdsobného roztoku CB[7] a bolo zmerané absorpéné a emisné
spektrum. Nakoniec bolo pridanych 200 pl zasobného roztoku CB[7] a bolo zmerané absorpcéné
a emisné spektrum. Pre latku 41 boli pridavky CB[7] 5 x 20 pl, potom 1 x 40 ul a nakoniec
1 x 60 pl.

6.6.2 Skumanie interakcie vo vode s pridavkom organického rozpustadla

Boli pripravené zmesi vody a organického rozpustadla 10 %, 20 % a 30 % THF alebo
acetonitrilu. Do fluorescencnej kyvety s2 ml zmesi vody a organického rozpustadla bolo
pridanych 20 pl zasobného roztoku SubPc (200 uM v THF) a bolo zmerané emisné spektrum
po excitacii pri 530 nm v rozsahu 540 — 750 nm. Nasledne bolo pridanych 80 pl zasobného
roztoku CB[7] a znova bolo zmerané emisné spektrum.

6.6.3 Skimanie interakcie vo vode s 30 % THF
Do fluorescenénej kyvety s 2,5 ml zmesi vody s 30 % THF bolo pridanych 25 pl zdsobného
roztoku SubPc (200 uM v THF) a bolo zmerané emisné spektrum po excitacii pri 530 nm
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v rozsahu 540 — 750 nm. Postupne bol pridavany zdsobny roztok CB[7] (200 uM v ultradistej
vode) v nasledujucich pridavkoch: 6 x 12,5 pl, 1 x 25 pl, potom 1 x 50 pl a nakoniec 1 x 100 pl.
Po kazdom pridavku bolo po 10 min zmerané emisné spektrum po excitacii pri 530 nm v rozsahu
540 - 750 nm.

6.6.4 Urcenie log P

Do plastovej vialky, v ktorej bola zmes oktanolu (400 pl) a ultracistej vody (400 pl) boli
pridané 10 pl zasobného roztoku SubPc (200 uM v THF). Tato zmes bola vortexovanad 5 min
pri laboratdrnej teplote a nasledne centrifugovana (10 000 ot/min, 5 min, laboratérna teplota).
Bolo odobratych 50 pl z kazdej vrstvy, ktoré boli zriedené s THF (2 ml) a boli zmerané emisné
spektrd (Aexc = 525 nm). Hodnota log P bola vypoditana podla vzorca log P = log(Foktanol/ Fvoda), kde
Foktanol @ Fvoda SU hodnoty fluorescencie vo fluorescencnom maxime v roztoku THF z oktanolovej,
respektive vodnej vrstvy. V pripade stanovenia log P pre komplex Pc-CB[7] bol pouZity rovnaky
postup, ale okrem 10 pl zasobného roztoku SubPc (200 uM v THF) bolo pridanych este 6 pl
zasobného roztoku CB[7] v ultracistej vode (1 mM).

6.6.5 Meranie fotofyzikalnych vlastnosti

Kvantovy vytaZok fluorescencie (®f) v DMSO bol stanoveny absolitnou metddou
s pouzitim integracnej sféry v FLS 1000 spektrofluorimetri (Edinburgh Instruments)
(Cvzorku = 1 pM).

Kvantovy vytaZok fluorescencie (®f) vo vode bol stanoveny porovnavacou metdédou
s pouzitim rodaminu 6G (Sigma-Aldrich) ako referenént latku (O = 0,94 v etanole). Dalej bol
postup rovnaky ako v pripade urcenia kvantového vytazku fluorescencie v ¢asti 6.5.4.

Kvantovy vytaZok produkcie singletového kyslika (®4) bol stanoveny v THF rovnakou
metddou ako bola popisana v ¢asti 6.5.4.

6.7 Fotofyzikdlne studium aminoftalocyaninov

Kvantovy vytaZok fluorescencie (®f) v THF bol stanoveny porovndvacou metddou
s nesubstituovanym zino¢natym ftalocyaninom (ZnPc, Sigma-Aldrich). Podrobny postup je
popisany v Casti 6.5.4.

Kvantovy vytaZok produkcie singletového kyslika (®a) bol stanoveny v THF. Podrobny
postup je popisany v Casti 6.5.4.

Protonizacia: 2,5 ml roztoku Pc v chloroforme (1 uM) bolo danych do absorpcnej kyvety
a bolo zmerané absorpcné spektrum vrozsahu 500 — 900 nm. Nasledne bolo postupne
pridavané definované mnozstvo TFA (5 — 50 pl) a po kazdom pridavku TFA bolo zmerané
absorpcné spektrum.

6.8 Biologické experimenty

6.8.1 Bunkové kultlry a priprava vzoriek

Bunkova linia fudského karcindmu krcka maternice (Hela) a bunkova linia melanému
[udskej koze (SK-MEL-28) boli zakipené od American Type Cell Culture Collection. Zasobné
roztoky Studovanych Pcs (4-HCI, 13-HCl - 16-HCl, 17 a 18) boli rozpustené v DMSO o koncentracii
10 mM a nasledne zriedené vodou alebo 1mM roztokom CB[7] vo vode tak, aby vysledny pomer
PS : CB[7] bol 1 : 4. Nariedené zadsobné roztoky boli sterilizované filtraciou cez 0,22 um (pred
a po filtracii neboli pozorované Ziadne zmeny v koncentrdcii). Tieto zdsobné roztoky boli
nariedené ad hoc bunkovym kultivacnym médiom na poZadovanu koncentraciu.
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6.8.2 Cytotoxické experimenty

Experimenty na bunkovu toxicitu (fototoxicita a toxicita bez oZiarenia) boli robené
v 96 jamkove] dosticke (ploché dno, TPP) s oboma bunkovymi liniami. Na urcenie fototoxicity
boli bunky inkubované s Pc (bez alebo s CB[7]) 12 h v r6znych koncentracidch. Potom boli bunky
oplachnuté, bolo pridané cerstvé médium a nasledne boli bunky oZiarené 15 min pomocou
450 W Xe-lampy (Newport) s vodnym a cut-on filtrom (A > 570 nm, 11,2 J/cm?). Po dal$ich 24 h
bola uréena Zivotaschopnost buniek testom s neutralnou ¢ervenou. Bunky s letdlnou davkou
H,0- boli pouZité ako pozitivna kontrola. Vlastna toxicita (bez oZiarenia) bola uréena po inkubdcii
Hela buniek s Pc (bez a's CB[7]) po 24 h a Zivotaschopnost buniek bola opat uréena testom
s neutralnou cervenou. Koncentracie Studovanych latok, ktoré wvyvolali 50 % pokles
Zivotaschopnosti buniek po oZiareni (ECso, stredna efektivna koncentracia) a bez oZiarenia (TCsy,
strednd toxicka koncentracia) boli vypocitané pomocou softwaru GraphPad Prism (verzia 10.1.0;
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) pre kazdy nezavisly experiment.

6.8.3 Casovy profil vstupu latok do buniek

Hela bunky boli nasadené do Petriho misiek, ktoré rastli 24 h. Potom bolo odstranené
bunkové médium a k bunkam boli pridané Pc (1 uM, bez alebo s CB[7]) a zmes bola inkubovana
12 h. Potom boli bunky premyté, zoskrabnuté, centrifugované a zlyzované opakovanym
zmrazenim a rozmrazenim (-80 °C/37 °C). Fluorescencia roztoku bola merana na fluorimetri
FLS100 po excitacii Aexc = 630 nm. Emisné vinové dizky st uvedené v Tabulke 22.

Tabulka 22 Emisné vinové dizky Studovanych Pc

Aem (nmM)

Pc Pc + CB[7]
23-HcCl 701 700
24-Hcl 693 700
25-HClI 693 694
26-HCI 711 711
27-HcCl 710 712
28 692 693
29 711 714

6.8.4 Subcelularna lokalizacia

Boli pouZité Hela bunky na Petriho miskach so sklenenym dnom vhodnymi
na konfokalnu mikroskopiu (35 mm priemer, WilCo Wells, Holandsko). Bunky boli inkubované
najprv 12 h a nasledne k nim boli pridané studované Pc (1 uM, bez alebo s CB[7]). Bunky boli
znacené fluorescencnymi sondami MitoTracker Green FM (znacenie mitochondrii), LysoTracker
Blue DND-22 (znacenie lyzozdmov) alebo Hoechst 33342 (znacenie jadier). Obrazky boli ziskané
pomocou softwaru NIS Elements AR 4.20.01 (Laboratory Imaging) a epifluorescenéného
mikroskopu Nikon Ti-E (Nikon).

6.9 Lipozémy
6.9.1 Priprava lipozémov

Lipozémy boli pripravené v celkovej konec¢nej koncentracii 20 mg/ml podla
publikovaného postupu.'?® EYPC lipozémy boli pripravené z vaje¢ného itka L-a-fosfatidylcholinu
(EYPC, Sigma-Aldrich) a cholesterolu (Chol, Sigma-Aldrich) v pomere 55 : 45 (EYPC : Chol). DOPC
lipozdmy boli pripravené z 1,2-dioleolyl-sn-glycerol-3-fosfatidylcholinu (DOPC, Lipoid) a Chol
v pomere 60 : 40 (DOPC : Chol). Zmes lipidov (200 mg) bola rozpustena v absolitnom etanole
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(2 ml) pri teplote 60 °C. Nasledne bol k tomuto roztoku lipidov pridany timivy roztok sulfatu
amoénneho (dopredu nahriaty na 60 °C) za vzniku zakalenej lipidovej emulzie. Tato emulzia bola
10-krat extrudovana cez 2 na seba naskladané polykarbonatové membrany (velkost pdrov
100 nm a 80 nm, Genizer, Irvine, CA, USA) pomocou plastového extrudéru pohananého dusikom
(Genizer, Irvine, CA, USA) pri 60 °C. Zvysny timivy roztok siranu amdnneho bol odstraneny
dialyzou pomocou 800 ml dialyzacného roztoku (10 mM HEPES v 10 % sukrdze) a dialyzacnej
celulézovej membrany (Sigma-Aldrich). Dialyzacny roztok bol nasledne este 2-krat vymeneny.
Dialyza prebiehala pri 8 °C. Do oboch druhov lipozémov boli nasledne vlozené AO (Carl Roth)
alebo DOX (European Pharmacopoeia Reference Standard, Sigma-Aldrich) tak, aby bol vysledny
pomer lipidov alatky 10 : 1. VloZenie do lipozémov prebiehalo zmiesanim lipozémov
a zasobného roztoku latky (20 mg/ml AO, 10 mg/ml DOX) pri laboratérnej teplote a naslednym
zahriatim na 60 °C na 30 min. Takto naloZené lipozoémy boli znova dialyzované rovnakym
spbsobom, aky bol popisany vyssie. VloZenie celého mnozstva AO/DOX bolo potvrdené tym, Ze
v dialyzaénom tlmivom roztoku uz nebolo Ziadne mnozstvo AO/DOX po opakovanej vymene
dialyza¢ného roztoku.

6.9.2 Charakterizacia lipozémov

Velkost, polydisperzny index (Pdl) a zeta potencial boli zmerané pre Cisté lipozdmy,
lipozdmy s AO/DOX, lipozomy s AO/DOX a sucasne interkalovanym PS 49 — 55 (50 : 1
lipozdmy : PS). VSetky kombindcie boli zmerané pred apo oZiareni laserom (685 nm,
400 mW/cm?, 600 s).

6.9.3 Interkalacia PS do lipozémov

Boli pripravené 1 uM roztoky PS vPBS.2 ml tohto roztoku boli prevedené
do fluorescencnej kyvety a bolo zmerané absorpcéné spektrum v rozsahu 550 — 750 nm a emisné
spektrum v rozsahu 640 — 740 nm (Aex = 608 nm). Ndasledne boli do roztoku postupne pridavané
EYPC lipozomy (zasobny roztok 33,47 mM) a po kazdom pridavku boli zmerané absorpcné
a emisné spektra.

6.9.4 Fotostabilita PS v lipozdmoch

6.9.4.1 Degraddcia PS v lipozdmoch pbsobenim svetla

K PBS (2 ml) vo fluorescencnej kyvete boli pridané EYPC alebo DOPC lipozémy s AO/DOX
(tak aby c(ipo) = 62,5 uM) a 25 pl zadsobného roztoku latky 49 — 52 a latky 54 (100 uM, pricom
vysledna cps) = 1,25 UM, C(ipo) = 60 UM a pomer lipidy : PS bol 50 : 1). Pre latky 53 a 55 bol
pripraveny 1,25 uM zasobny roztok v PBS a k nemu boli pridané 4 pul lipozomov aby bol
dosiahnuty pomer 50 : 1. Latky 49 — 53 boli po zmiesani s lipozdmami miesané v kyvete 2 min,
latka 54 5 min alatka 55 30 min. Kazda latka bola postupne oZairovana laserom (685 nm,
400 mW cm) po $pecificki dobu, maximalne ale 10 min a po kazdom oZiareni bolo zmerané
absorpéné spektrum.

6.9.4.2 Fotoperoxiddcia lipidov

DOPC lipozédmy boli pripravené podla postupu 6.7.1, ale okrem lipidov bol do zmesi
navazeny eSte 1 mg DPPP (difenyl-1-pyrenylfosfin). Vysledna koncentracia bola 5mM DOPC
a 0,25mM DPPP. K PBS (2,5 ml) vo fluorescencnej kyvete bolo pridanych 10 ul DOPC lipozémov
s DPPP a 10 pl zdsobného roztoku Iatok 49 — 52 alebo latky 54 (pricom vyslednd cps) = 0,4 UM,
Clipo) = 20 UM a pomer lipidy : PS bol 50 : 1). Pre Iatky 53 a 55 bol pripraveny 1 uM roztok
a ku 1000 pl tohto roztoku vo fluorescencnej kyvete bolo pridanych 1500 pl PBS a 10 ul DOPC
lipozémov s DPPP. Vzorka bola oZiarovana laserom (685 nm, 400 mW cm™) 5 s a naslednej bolo
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zmerané fluorescencné emisné spektrum v rozsahu 367 — 450 nm (Aem = 380 NM, Aex = 357 nm).
Meranie kazdej vzorky bolo opakované 3-krat.

6.9.5 Rozklad ADPA

K PBS (2 ml) v kyvete bolo pridanych 5 pl prazdnych DOPC lipozémov, 20 ul roztoku ADPA
(5 mM v DMSO) a 25 ul latky 49 — 52 alebo latky 54 (100 uM zasobny roztok v PBS, pricom
vysledna cps) = 1,25 UM, C(iipo) = 60 UM a pomer lipidy : PS bol 50 : 1). Latky 53 a 55 boli pripravené
ako 1 pM zasobné roztoky v PBS a k 2 ml tohto roztoku boli pridané 4 ul prazdnych DOPC
lipozdémov a 20 ul roztoku ADPA (5 mM v DMSO). Kazda latka bola postupne oZiarovana laserom
(685 nm, 400 mW cm2) po $pecificki dobu, kym nedoslo k rozloZeniu PS, maximalne ale 5 minat,
a po kazdom oziareni bolo zmerané absorpéné spektrum, na ktorom sme pozorovali rozklad
ADPA (znizovanie absorpcie pri 399,5 nm).

6.9.6 Svetlom aktivované uvolnenie AO/DOX z lipozdmov

K PBS (2 ml) vo fluorescenénej kyvete boli pridané EYPC alebo DOPC lipozémy s AO/DOX
(tak aby cyiipo) = 62,5 UM) @ 25 pl zasobného roztoku latky 49 —52 alebo latky 54 (100 puM, pricom
vysledna cps) = 1,25 UM, Ciiipo) = 60 UM a pomer lipidy : PS bol 50 : 1). Pre latky 43 a 55 bol
pripraveny 1,25 uM zasobny roztok v PBS a k nemu boli pridané 4 pul lipozdmov aby bol
dosiahnuty pomer 50 : 1. Latky 49 — 53 boli po zmiesani s lipozdmami miesané v kyvete 2 min,
latka 54 5 min a latka 55 30 min. Takto pripravené vzorky boli kontinualne oziarované z vrchu
kyvety laserom (685 nm, 400 mW cm™) 10 min. Podas oZiarovania sa obsah v kyvete miesal
v teplotnom drziaku fluorimetra pri 23 °C. Fluorescencéné emisné spektrum bolo zmerané
kazdych 8,6 s pre AO (Aem = 533 nm, Aex = 485 nm) alebo DOX (Aem = 585 nm, Aex = 480 nm) pocas
celého oZiarovania. Po 10 min oZiarovania bolo pridanych 210 ul 10 % Tritonu X-100 vo vode
na rozrusenie lipozdmov a uvolnenie zvy$ného AO/DOX a znovu boli zmerané emisné spektra
za rovnakych podmienok. Lipozomy s AO/DOX, ale bez PS a s pridavkom Tritonu bez oZiarovania
boli pouZité ako referenéna vzorka ktora udava 100 % uvolnenie AO/DOX.

Uvolnenie AO/DOX v % bolo vypocitané podla nasledujuceho vzorca:
% uvolnenia = 100 x (F/Fo), pricom F a Fo su intenzity fluorescencie vzorky s PS, po oZiarovani
a po pridani Tritonu X-100 (F) a referenc¢nej vzorky lipozémov bez PS, bez oZiarenia a po pridani
Tritonu X-100 (Fo).
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