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1. Seznam zkratek

AMD
ALA
AzaPc
CSS

CTC

DMF
DMSO
DOPC
HOMO
ICT

Pc
PDT
PET
PS
RET
ROS

LUMO

2,3-TQP

6,7-TQP

akceptor

vékem podminéna makularni degenerace (age-related macular degeneration)
kyselina aminolevulova (M-ALA a H-ALA jsou methyl- a hexylestery kyseliny aminolevulové)
azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

,,charge separate state*

,,charge transfer complex*

donor

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

dioleylfosfatidylcholin

nejvyssi obsazeny molekulovy orbital (highest occupied molecular orbital)
intramolekularni pfenos naboje (intramolecular charge transfer)
ftalocyanin (phthalocyanine)

fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

svétlem vyvolany pfenos naboje (photo-induced electron transfer)
fotosenzitizér (photosensitizer)

,resonance energy transfer*

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

v v

orbital)
tetra[2,3]chinoxalinoporfyraziny

tetra[6,7]chinoxalinoporfyraziny



2. Prehled soucasného stavu rFeSené problematiky

2.1. Ftalocyaniny vs. azaftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) jsou syntetické planarni makrocyklické tutvary odvozené od
pfirodnich porfyrina. Skladaji se ze Ctyf isoindolinovych jednotek spojenych navzijem
azomethinovymi mistky. lzosterni zaménou benzenovych jader za pyrazinova lze odvodit
tzv. tetrapyrazinoporfyraziny pattici do $irsi skupiny azaftalocyanint (AzaPc) (Obr. 1).

neperlfeml ponce

periferni pozice substltuentu (o)

substituentu (B) \
6 10
S N 7
N\
30
31
N \

ftalocyanln, azaftalocyamn,

porfyrin tetrabenzoporfyrazin tetrapyrazinoporfyrazin

Obr. 1. Struktura porfyrinu a od n&j odvozenych syntetickych latek (M je kation kovu nebo 2H). Periferni
a neperiferni pozice substituentli jsou diskutovany nize.

v v

leSpi rozpustnosti a vétSi variabilitou periferni substituce vlivem snazsi dostupnostl
prekurzori (viz dale). Nevyhodou mize byt jejich vyssi tendence k agregaci a posun

4

hlavniho absorp¢niho pasu k niz§im vlnovym délkam (viz dale).

Piiprava Pc 1 AzaPc je zaloZena na shodnych cykliza¢nich postupech, pouze vychozi
latky jsou odlisné. V piipadé Pc se jednd o substituované derivaty kyseliny ftalové
(anhydrid, imid, amid, nitril), pficemz nej¢astéji se vychazi ze substituovanych ftalonitrild.
Prekurzory pro AzaPc maji benzenové jadro vyménéno za izosterni pyrazin. Nitrilové
skupiny se zucastiiuji tvorby makrocyklu, ostatni substituenty zustavaji na periferii
Pc/AzaPc a podili se na jejich finalnich vlastnostech. Vzhledem k tomu, Ze reaktivita
pyrazinu se 1isi od benzenu, jsou i syntetické postupy vedouci k pfislusnym prekurzorim
rozdilné.

Priprava prekurzori

Pro syntézu AzaPc prekurzort rozliSujeme dva zékladni piistupy™ (Obr. 2).
Prekurzory s perifernim substituentem vazanym pies heteroatom (O, S, N) Ize ve vysokych
vytézcich pripravit nukleofilni substituci z 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu® 3.
Dusiky pyrazinového cyklu svym ziapornym indukénim efektem, stejné jako zaporny
mezomerni efekt nitrilovych skupin vazanych v polohdch 2 a 3, vyrazné sniZuji
elektronovou hustotu na uhlicich 5 a 6. Tyto uhliky jsou pak snadno napadany nukleofily



za vzniku 5,6-disubstituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilti. Pokud do reakce vstupuji
vychozi latky Vv ekvimolarnim poméru, lze pfipravit za chlazeni reakéni smési |
monosubstituované slouceniny, které mohou nésledné v dal§Sim kroku reakci s jinym
nukleofilem poskytnout nesymetricky prekurzor[4]. Pro substituenty vazané C-C vazbou
nelze tento postup vyuzit, proto se piipravuji kondenzaci 2,3-diaminomaleonitrilu

s prislusnou vicinalni dikarbonylovou slou¢eninou v kyselém prostfedi[l’ 5

N
\>N ) >L
L I
= baze 12
W& N c N R
R'2 R12
R'X
Na
b \ _
L K/T *5(
baze
NZ R? /Q\ /Q\
N N R12°\
X__NH, O _R! " SN R /
S
2 “ > R2
& NH,  O7TR & NR

AzaPc
Obr. 2. Obecny postup piipravy AzaPc (R, R? je alkyl nebo aryl, X je kyslik, sira nebo dusik, M je
kation kvu nebo 2H.)

Nukleofilni substituci v aprotickém polarnim rozpoustédle (dimethylformamid (DMF),
dimethylsulfoxid (DMSQ), acetonitril, atd.) v pfitomnosti velkého piebytku uhli¢itanu
draselného jako baze lze pouzit i pro syntézu alkyloxy-, aryloxy-, alkylsulfanyl- a
arylsulfanyl- substituovanych ftalonitrilti, prekurzor Pc. Odstupujici skupinou v téchto
ptipadech je vétsinou NO;, Br nebo CI" Nejcastéjsimi vychozimi latkami byvaji
komeréné dostupny 3-nitroftalonitril, 4-nitroftalonitril a 4,5-dichlorftalonitril™®. Alkyloxy a
aryloxyderivaty lze ziskat i alkylaci fenolickych hydroxylovych skupint” ® nebo Diels-
Alderovou™ reakei (Obr. 3). Pro nukleofilni substituci u alkylaminoderivati se jako
odstupujici skupiny osvédéily NO,™ a Bri® %, publikovéan byl i postup, kdy methylaci 3- a
4-aminoftalonitrilu pomoci dimethyl sulfatu v aprotickém polarnim rozpoustédle autofi
ziskali 3- a 4-(N,N-dimethylamino)ftalonitril™. Prekurzory se substitenty vézané C-C
vazbou se nejéast&ji pripravuji pomoci couplingovych reakcil®. Vyse uvedené syntetické
postupy nejsou absolutnim vyctem vSech moznych postupl, ale zahrnuji ty
nejpouzivanéjsi.
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Obr. 3. Obecné postupy ptipravy Pc nukleofilni aromatickou substituci (a), alkylaci fenolickych
hydroxyli (b) a Diels-Alderovou reakei (c); (R' je alkyl nebo aryl, X je kyslik, sira nebo dusik, M je
kation kovu nebo 2H)

Cyklizacni reakce

Pti cyklizacnich postupech Pc/AzaPc se uplatiiuji dva zédkladni mechanismy. V prvnim
ptipadé se vyuziva tzv. templatového efektu centralniho kovu. Prekurzor je zahfivan ve
vysokovroucim rozpoustédle (DMF, chinolin nebo dimethylaminoethanol) se soli ur¢itého
kovu. Tento kation kovu na sebe koordinacné vaze ¢tyfti prekurzory, které se tak dostatecné
piiblizi k sobé a za vyssich teplot dojde K jejich spojeni do makrocyklu. Kation kovu se
zaroven chelatuje do jeho centra. Ve druhém ptipad¢ slouzi jako inicidtor reakce alkoholat
alkalického kovu nebo kovu alkalickych zemin a K vystavbé kruhu dochazi postupnym
spojovanim prekurzorﬁ[13]. | v tomto pfipadé je produktem komplex Pc/AzaPc s kationtem
kovu pouzitym k tvorbé alkoholadtu. Na podobném principu je zalozena 1 cyklizace v
alkoholu se silnou bazi, nejcastéji se pro tento ucel pouzivaji 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-
7-en a 1,5-diazabicyklo[4,3,0]Jnon-5-en*!,

Vstupuje-li do reakce pouze jeden prekurzor, vznika symetricky Pc/AzaPc. V pripadé,
ze jsou pouzity dva ruzné prekurzory (A a B) se srovnatelnou reaktivitou, ziskdme
statistickou smés Pc/AzaPc s rizné¢ nakombinovanymi podjednotkami (AAAA, AAAB,
ABAB, AABB, ABBB, BBBB), v této praci dale oznaované jako tzv. kongenery. Tato
metoda ptipravy nesymetrickych Pc/AzaPc se oznacuje jako statisticka kondenzace (Obr.
4). 1 kdyz se jedna o neselektivni metodu, lze pouzitim vhodného poméru prekurzori

[15]

zvysit podil zddouciho kongeneru' ™ a ten nasledn¢ oddélit chromatografickymi metodami.
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Obr. 4. Schéma vzniku smési kongenert Pc/AzaPc metodou statistické kondenzace ze dvou riiznych
prekurzori A a B

Pro uplnost je potteba dodat, ze nesymetricky Pc/AzaPc lze ziskat i v pfipadé pouziti
jednoho prekurzoru, ktery neni symetricky. Tato reakce vede ke smési polohovych
izomeru s riznymi typy symetrie (Obr. 5).

Obr. 5. Polohové izomery s ozna¢enim pfislu§ného typu symetrie (C4, Cs, C,y @ Dyy) vzniklé cyklizaci
nesymetrického prekurzoru (M je kation kovu nebo 2H; R je libovolny substituent)

V centru makrocyklu Pc je mozno chelatovat pies 70 riznych kationtd kovi (at uz
kovii z hlavnich skupin periodické tabulky nebo ze skupiny lanthanoidl a aktinoidil) a
polokovil (napk. Si, Ge, B)™®. Pokud se v centru nevyskytuje zadny kov, hovofime o tzv.
bezkovovych derivatech. Velikost centralni dutiny Pc je shodnd s AzaPc, 1ze tedy o¢ekavat,
7e i v piipadé AzaPc bude mozno docilit podobné variability. Cetnost praci zabyvajicich se
AzaPc je vSak vyrazné niz$i, a tedy tato oblast zatim neni zdaleka tak prozkoumana.
Centralni kation ma velky vliv na finalni vlastnosti celé molekuly, a tak vybérem ur¢itého
kationtu 1ze vhodné& navrhovat molekuly pro jednotlivé aplikace.

Vhodnym perifernim subtituentem mizZeme jak u Pc tak u AzaPc ovlivnit nésledujici
parametry: objemnosti periferniho substituentu zamezit nezadouci agregaci (viz dale),
zvysit rozpustnost ve vodném nebo organickém rozpoustédle, protoze nesubstituované
makrocykly jsou obecné velice Spatné rozpustné; ovlivnit absorpcni, fotochemické a
fotofyzikalni viastnosti (viz dale).
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Agregace

Pc i AzaPc jsou planarni makrocyklické utvary, které maji vlivem silnych z-7 interakci
tendenci k tvorbé dimert a vyssich agregata!® '™ (Obr. 6)". Agregace je pro vétsinu
aplikaci nezadouci jev, nebot’ v tomto piipadé nedochazi k produkci singletového kysliku
ani emise fotonu (viz nize). Volbou vhodného periferniho substituentu lze agregaci snizit
na minimum. Jednim z moZnych zpisobi je pouZiti objemného substituentul’®, ktery
stericky zabrani pfiblizeni druhé molekuly Pc/AzaPc, a tim i vzniku dimeru ¢i vyssiho
agregatu. Jinou moznosti je zavedeni substituenti nesoucich naboje, které zajisti
monomerizaci Pc/AzaPc vlivem elektrostatickych odpudivych sil™®.

Obr. 6. Prostorové uspotadani molekuly AzaPc: dimer nesubstituovaného AzaPc (a), AzaPc
s objemnymi terc-butylsulfanylovymi skupinami (b) a 2,6-diisopropylfenylsulfanylovymi substituenty
(c) branicimi agregaci molekul

Absorpéni vlastnosti

Absorpéni, fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti Pc a AzaPc jsou vzhledem k
podobné struktufe obdobné. Diky rozsahlému systému konjugovanych vazeb absorbuji
svétlo ve viditelné oblasti a maji tak intenzivni vétSinou modrozelené zbarveni. Absorpcni
spektra Pc maji dva hlavni absorpéni pasy - nizkoenergeticky Q pas v oblasti 650-720 nm a
vysokoenergeticky B pas v oblasti 320-380 nm!*® %!, U AzaPc (Obr. 7) je Q pas vzhledem
k nizsi efektivité konjugace 7z systému posunut k niz§im vlnovym délkam a objevuje se
v rozmezi 620-670 nm™. Zatimco B pas se u Pc 1 AzaPc pftili§ neméni, z tvaru Q pasu lze
vy¢ist mnoho informaci o studované latce. Symetrické Pc/AzaPc s centralnim kationtem
kovu maji jeden ostry Q pas diky tomu, Ze se molekula nachézi ve formé termodynamicky
stabilniho delokalizovaného dianiontu s vysokou mirou symetrie[16]. Nesymetrické
molekuly jsou naopak charakterizovany rozstépenim Q pésu[l’ 71 (Obr. 7). Tvar takovéhoto
spektra pak zavisi na vlastnostech perifernich substituentt, ¢im je rozdilngjsi vliv
substituenttl, tim je i St€peni Q pasu vyraznéjsi. Pc a AzaPc ztraci symetrii také Vv piipadé,
Ze v centru neni vazan zadny kation kovu (bezkovovy derivat). Dva isoindolinové centralni
dusiky vazi u bezkovovych Pc/AzaPc vodikovy atom, zatimco zbylé dva jsou ve formé
iminu. Vysledkem je opét vyrazné $tépeni Q pésu[le]. Vyskytuji-li se pied ¢i za Q pasem
dal§i absorpéni pasy, lze usuzovat bud’ na agregacit®® 2! molekul nebo na protonizaci
azomethinovych dusika?>?! (Obr. 8).

! Struktury vymodelovany v programu HyperCHem"™5.01
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Obr. 7. Absorpéni spektrum symetrického AzaPc Obr. 8. Absorpéniho spektrum monomerniho
s centralnim kovem a odpovidajiciho bezkovového symetrického, agregovaného a castecné protonizovaného
derivatu, nesymetrické¢ho AzaPc s centralnim kovem AzaPc

Posun Q pasu lze ovlivnit né€kolika zplsoby — kationtem kovu komplexovanym
Vv centru, periferni substituci, rozs§ifenim konjugovaného systému vazeb anelaci dalSich
cyklt anebo rozpoustédlem.

Volbou vhodného centrdlniho kationtu kovu mizeme posunout Q pas az v rozsahu 100
nm, ptfi¢emZ roli hraje velikost atomu, jeho koordinac¢ni schopnosti a oxida¢ni stav®],
Kationty kovii s pIn& obsazenymi orbitaly (Li', Mg", Zn") maji u Pc Q pas v oblasti 670
nm. Pokud nejsou viechny orbitaly pln& obsazeny (Fe', Co", Ru") silng interaguji s Pc
kruhem a takovéto komplexy absorbuji pfi niz§ich vlnovych délkach. Vliv oxida¢niho
stavu centralniho kovu doklad4 napf. posun absorpénich maxim Fe''Pc (667 nm) oproti
Fe''Pc (685 nm)?® a Co'Pc (704 nm) oproti Co"Pc (658 nm) a Co""'Pc (673 nm)2" %8,

Periferni substituenty s elektron-akceptorovymi vlastnostmi (sulfonyl, karboxyl, fluor)
zpusobuji posun k cervené oblasti spektra. Elektron-donorové skupiny (amino-, alkoxy-,
alkyl-) ovliviiuji konjugovany systém Pc/AzaPc méné a maji tedy méné vyrazny vliv na
posun Q pasu ve spektru[ls’ 20U Pe lze oproti AzaPc rozliSovat tzv. periferni (f) a
neperiferni (&) pozice substituentu (viz Obr. 1), pficemz substituce v a poloze ma vyrazné
vétsi vliv na posun ve spektru. V ptipadé AzaPc je vtéto poloze dusikovy atom
pyrazinového cyklu, a proto lze AzaPc substituovat pouze ,periferné”. Zajimavymi
substituenty jsou alkylamino skupiny, kde se ve spektru objevuje novy vyrazny pas
voblasti 550 nm, za ktery jsou zodpovédné nevazebné n-z* interakce volného
elektronového paru na dusikul®.

Vyrazné rozsireni konjugovaného systému vazeb, a tim i posun o 80-120 nm k vy$sim
vlnovym délkam, lze docilit anelaci dalSich cykll na periferii. Od Pc 1ze touto cestou ziskat
naftalocyaniny, od AzaPc tetra[2,3]chinoxalinoporfyraziny (2,3-TQP) % 3. Piipadné u
AzaPc vloZenim benzenovych jader mezi pyrazin a porfyrazinovy skelet Ize odvodit
tetra[6,7]chinoxalinoporfyraziny (6,7-TQP) B2 3. Zajimavy je fakt, ze 6,7-TQP se lisi od
izomernich 2,3-TQP posunem k dervené &asti spektra zhruba o 40 nmP3. Vkladani
benzenovych jader ma aditivni charakter. U Pc byl popsan bathochromni posun o 20-30
nm na jedno benzenové jadro®* *!, u AzaPc 0 22 nm[®,
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Mensi vliv na posun Q pasu ma rozpoustédlo pouzité pti méteni absorpcniho spektra.
Tento posun se oznacuje jako solvatochromni a je zavisly na tom, zda rozpoustédlo

interaguje s molekulou Pc/AzaPc. Nezadouci
agregaci Pc a AzaPc lze minimalizovat pouzitim
koordinujicich  rozpoustédel  (pyridin, DMSO,
DMF), ktera zajisti ostry Q pas odpovidajici
monomeru latky. V piipad¢ bezkovovych derivati
AzaPc je pti volbé rozpoustédla potieba vzit v uvahu
i fakt, Ze Vrozpoustédlech charakteru slabych
organickych bazi (pyridin, DMF, DMSO) byl
pozorovan vznik tzv. proton transfer komplexu (Obr.
9), kdy molekula ziskava opét symetricky charakter
a puvodné rozstépeny Q pas se meéni na jeden
ostr}'/[24]. Takovyto komplex ovliviluje pak 1
vysledné chovani molekuly z hlediska
fotofyzikalnich a fotochemickych parametrti.

Obr. 9. Schematické znazornéni
proton transfer komplexu.

Extinkéni koeficienty, které charakterizuji silu absorpce pii dané vlnové délce, jsou u
Pc a AzaPc srovnatelné. Pohybuji se v iadech 1-3x10° mol™dm3cm™, coz vyrazng

ptevysuje hodnoty porfyrint, kde je absorpce V Q pasu nizsi az 0 dva rady’

[20]
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2.2. Fotofyzikalni a fotochemické parametry

Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti slouc¢enin vychazeji z excitovanych stavl
molekul, které nejlépe demonstruje Jablonského diagram. Pivodné znédzornoval pouze
povoleny ptfechod z nejnizSiho excitovaného stavu molekuly zpét do zakladniho stavu
emisi fotonu (tedy fluorescenci) a zakazany pfechod z metastabilniho stavu o nizsi energii
fosforescenci®. V sougasnosti ve své modifikované podobé (Obr. 10) zahrnuje i ostatni
mozné procesy vychazejici z excitovanych stavii molekul. Horizontalni linie odpovidaji
energetickym hodnotdm excitovanych stavii. Excitacni a relaxacni procesy jsou vyznaceny
vertikalnimi Sipkami, pfi¢emz pro zafivé prechody se pouziva rovna Sipka a pro nezativé
vlnita. Zakladni stav (Sp), stejné jako prvni (S;) a druhy (S,) excitovany stav maji jesté tzv.
vibra¢ni energetické hladiny znacené jako 0, 1, 2, atd.

N — absorpce fotonu
S j ~~  vnitini konverze

~ne mezisystémovy pfechod

canw

a

fosforescence
~~~ 1 zpoZdéna fluorescence

~~.  nezéfiva relaxace
(napf. odevzdanim tepla)

odirZeni &= E
T, A —»
n L

Fotopreoces typu |
' Fotopreoces typu Il
0,

Obr. 10. Modifikovany Jablonského diagram (popis viz text).

3
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psi 18
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ocanw
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Molekuly nachazejici se v zakladnim Sy stavu piijmou absorpci fotonu energii a
dostavaji se do nckteré z vibra¢nich hladin excitovaného stavu S;, pficemz je dodrZeno
pravidlo zachovani energie (energie absorbovaného fotonu musi byt rovna rozdilu energii
energetickych hladin). Tento prechod trva fadové 10 s. Molekuly nasledné ztréceji Cast
Sy stavu. Tento d&j trva priblizng 10 s a nazyva se vnitini konverze. Molekuly mohou
v S; stavu pfijmout absorpci fotonu dalsi energii a dostat se tak do S, stavu, ze kterého se
pfevazné vnitini konverzi vraceji opét za 10™? s do n&které vibra¢ni hladiny S; stavu a za
dalsich 10% s pak do nejnizs§i vibracni hladiny S; stavul®l. Z'S; stavu miize molekula
relaxovat do zakladniho Sy stavu nékolika nasledujicimi mechanismy.

e Emise fotonu (tj. fluorescence):

’ v - . v v v -8 v rox s
Diky tomu, Ze doba Zivota fluorescence je vyssi (fddov€ 10 s) nez zminéna vnitini

v v
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Fluorescenci se tak dostava do rtznych vysSich vibrac¢nich hladin Sy, ze kterych se
nasledné opét vnitini konverzi (za 10"2 5) dostava az na nejniz$i vibraéni hladinu Sy. Tento
proces je zodpovédny za Siroka emisni spektra fluorofort. Dal§im zajimavym disledkem je
skutecnost, ze emisni spektrum je vétSinou zrcadlovym obrazem absorpcniho spektra
piechodu 80981[36‘ 871,

Emise fotonu probiha pii niz$i energii (a tedy vyss$i vinové délce) nez puvodni
absorpce fotonu. Tento jev se oznacuje jako tzv. Stokesiiv posun (tj. rozdil vinovych délek
absorp¢niho a emisniho maxima). Energeticka ztrata mezi excitaci a emisi je déna
predevSim ztratou energie vnitini konverzi z vysSich vibracnich hladin S; na nejnizsi
hladinu S;. Vliv na Stokesiv posun mohou mit i pouzité rozpoustédlo, reakce
v excitovanych stavech, tvorba komplexii a prenos energie!®.

Kromé¢ emisniho spektra je mozné zméfit i tzv. excitacni spektrum, coz je zavislost
intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vlnoctu, ¢i frekvenci) pti konstantni
vlnové délce emitovaného zatfeni. Toto spektrum je vétSinou totozné s absorpénim
spektrem a lze jim neptimo potvrdit, ktera ze slozek emituje pozorovanou fluorescenci.

e Nezarivé procesy
a) ztrata energie ve formé tepla
b) ztrata energie srazkami/interakcemi s okolnimi molekulami

Okolni molekuly (rozpoustédla ¢i jiné latky) mohou zplsobit navrat excitovanych
molekul do Sy stavu riznymi mechanismy. Muze se jednat o fotochemické reakce, reakce
excitovanych stavii, tvorbu komplexu v zdkladnim stavu (statické zhaseni), kolizni zhdSeni
nebo o prenos energie[%]. Posledni dva zminované d¢je se n€kdy souhrnné oznacuji jako
tzv. dynamické zhaseni®®. P¥i statickém zhaseni dochdzi k tvorbé intramolekularniho
dimeru excitované latky a zhasece. Takovyto dimer se svymi vlastnostmi 1i$i od vlastnosti
obou slozek a ziistava i po absorpci svételné energie v zakladnim Sy stavu. Pfi zhaseni
oznacovaném jako Dextrovo (kolizni zhaseni) dochazi po excitaci molekuly donoru k
zhaSe¢ (akceptor), ktery nasledné¢ pteda svij elektron znejvysSiho obsazeného
molekulového orbitalu (HOMO) zpét na donor. Akceptor tak zistava v excitovaném stavu.
Jinym zpiisobem pienosu energie je tzv. ,,resonance energy transfer (RET), kdy dochazi
Kk pfenosu energie na malou vzdalenost. Elektron donoru se absorpci svételné energie
dostava z HOMO do LUMO, interakci s akceptorem se vraci do zdkladniho stavu, pfi¢emz
elektron akceptoru se posune do orbitalu s vyssim excitovanym stavem. Pokud je akceptor
fluoroforem, dochazi nasledné k emisi fotonu, v opacném ptipadé je energie vyzarena
jinak, napriklad ve forms teplal®. Jak v piipadé kolizniho, tak v piipadd RET zhaseni je
nezbytny prekryv emisniho spektra donoru s absorpénim spektrem akceptorut®®!,

Dal§im dulezitym mechanismem vedoucim ke zhdSeni excitovanych stavi je svétlem
vyvolany prenos elektronu (,,photo-induced electron transfer, PET) a intramolekularni
prenos nadboje (,,intramolecular charge transfer, ICT), o kterych pojednava detailnéji
kapitola 2.3.
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€) mezisystémovy piechod (,,Intersystem crossing®)

Mezisystéemovy prechod je pomérné vzacny jev, kdy se molekula dostava ze
spinové zakdzany dej (Obr. 10). Elektrony lezici v nejvyssich energickych hladinach
singletovych stavlii Sp, S; a S; maji opac¢ny spin. Mezisystémovym piechodem se spin
jednoho zelektroni méni a T; stav ma tak elektrony orientované paralelné.
Pravdépodobnost spinové zakdzaného mezisystémového prechodu je zavisla na tzv. spin-
orbitalovych interakcich mezi vinovou funkci singletového a tripletového stavul®.
Velikost spin-orbitalovych interakci roste s rostoucim atomovym ¢islem, a tim se zvySuje i
pravdépodobnost piechodu ze S; do T; stavu. Jako piiklad bychom mohli uvést fadu
Mg<Ca<Zn<Sr<Cd<Ba<Hg, kde hoif¢ik méa nejniz8i a rtut naopak nejvyssi
pravdépodobnost piechodu z S; do T, stavul®. Tento jev byl poprvé popsan McClurem*”!
a je oznacovan jako tzv. efekt tezkeho atomu (,,heavy atom effect)® %1, Z tohoto diivodu
1ze volbou vhodného centralniho kationtu kovu posunout fotofyzikalni a fotochemické déje
u Pc/AzaPc zaddoucim smérem. U hotec¢natych komplexii je zpravidla pozorovana vyssi
fluorescence a naopak zine¢naté komplexy jsou znamé jako vyborni producenti
singletového kysliku[gz’ 4.42]

Diky tomu, ze ptechody mezi Sa T stavy jsou zakdzané, maji tripletové stavy
pomérné dlouhou dobu zivota (mikrosekundy az sekundy)[37]. Béhem této doby mulize dojit
k interakci s okolnim prosttedim, napiiklad molekularnim kyslikem, ktery ma zakladni
tripletovy Ty stav a miize tak snadno pfijmout energii excitované molekuly nachazejici se
v Ty stavu. Vznika tak velice reaktivni singletovy kyslik (*Oy), ktery je hlavni cytotoxickou
slozkou fotodynamické terapie (PDT, viz kapitola 2.4.). Z tripletového T; stavu se miize
molekula vratit do svého zakladniho stavu dale i fosforescenci (107 az 10% s), piipadng
miuize piijetim tepelné energie dojit k prechodu zpét na S; a k naslednému vyzareni fotonu
(tzv. zpozdenda ﬂuorescence)[37‘ 43,

Relaxace z excitovaného S; stavu je kompetitivnim procesem, ktery zahrnuje vsechny
vyse zminéné zativé 1 nezafivé procesy. Pravdépodobnost navratu dané¢ molekuly ur¢itym
mechanismem popisuji tzv. kvantové vytézky, které 1ze definovat jako pocet d&jti na pocet
ptijatych fotont. Naptiklad pocet emitovanych fotonti na pocet absorbovanych fotonu je
oznalovan jako kvantovy vytézek fluorescence (Pg) nebo jako poget molekul 'O, na podet
absorbovanych fotont jako kvantovy vytézek singletového kysliku (@,).
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2.3. Prenos elektronu: PET a ICT

Jednou z moznosti zhaseni excitovanych stavii molekuly je pienos elektronu z donoru
(D) na akceptor (A). V piipadé svétlem vyvolaného prenosu elektronu (PET) se tvori
komplex mezi D a A nazyvany ,,charge transfer complex“ (CTC). Takovyto komplex se do
zékladniho stavu muze vratit jinymi mechanismy nez vyzarenim fotonu, i kdyz i takova
moznost neni vyloucena. Latka ptivodné excitovana do S; nemusi byt pouze donorem pro
PET, vysledny smér ptenosu elektronu je dan oxidoredukénim potencidlem zakladniho a
excitovaného stavu. Tak napf. elektronové bohaté aminy (dimethylanilin, indol) majici roli
zhaseCl jsou donorem a aromatické latky (antrachinon, 2-kyannaftalen) akceptorem,
zatimco ve dvojici indol (D) a RCOOH (A) nebo karbazol (D) a elektronegativni
halogenuhlovodik (A) je donorem elektronu zhaseé. V ptipad¢ procesu PET dochazi vzdy
k ,,preskoku* elektronu na urcitou vzdalenost, ¢imz se lisi od intramolekularniho prenosu
naboje (ICT), kde je D a A vevzajemné
konjugaci (Obr. 11). Misto CTC se pii ICT
tvoii tzv. ,,charge separate state” (CSS), tedy
stav, kdy dojde ke zvyseni elektronové hustoty
U A na ukor D. I kdyz se ICT a PET odlisuje
mechanismem  vzniku  naboji/parcialnich
nabojl v excitovaném stavu, disledkem je vzdy
zhaSeni excitovanych stavii. Diky této
podobnosti budou tyto dva dé&je v dalSim textu

@ akceptor <"1 elektronova hustota

. donor mmm konjugovany systém vazeb

diskutovany spole¢né pod oznacenim ,,ptenos Obr. 11 Zjednodusené schéma pienosu

elektronu‘. elektronu PET vs. ICT

Energeticka hladina, na které lezi CTC a CSS, je niz$i nez S; stav, nebot’ ¢ast energie
Si stavu je pouzita pravé na tvorbu CTC a CSSPL Uginnost pfenosu elektronu miliZze byt
ovlivnéna riznymi faktory, z nichZ nejvyssi pozornost si zaslouZi polarita rozpoustédla,
vzdalenost D-A a teplota. Vyrazné polarni rozpoustédla (methanol, acetonitril, DMF,
DMSO) jsou schopna stabilizovat nabité komplexy CTC a CSS a vyrazné tim podporuji
prenos elektronu® **!. Naopak v toluenu a benzenu je tento proces silné inhibovéan!*.
Vyraznéjsi vliv rozpoustédla je pozorovan u ,,ultrafast™ pfenosu elektronut® 47, Rychlostni
konstanta pienosu elektronu exponencialné klesa s rostouci vzdalenosti mezi D a A. Pienos
elektronu na vzdalenost vétsi nez 5 A je oznaovana uz jako ,,long-range“[48]. Na
vzdalenost vétsi nez 20 A prenos elektronu nebyva bézné pozorovén[46], 1 kdyZ specialni
systémy s jesté vét§imi vzdalenostmi pienosu elektronu byly popsany. V pfipadé pienosu
elektronu na vétsi vzdalenost se ¢asto mezi donor a akceptor vklada rigidni spojovaci
¢lanek, ktery umozni spravnou orientaci donoru a akceptoru v prostoru, a usnadni tak
pienos elektronul®® %%, Vliv teploty na prenos elektronu byl popsan u biologickych systémi

uz pomerné davnol®Y, ale pri¢iny a pfesny mechanismus jSou stale zkoumény[46].
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2.4, Fotodynamicka terapie

Stale vétsi incidence nadorovych onemocnéni vyzaduje neustalé hledani novych
metod pro jejich 1é¢bu. Chirurgické odstranéni nadorové tkané spolu sradio- a
chemoterapii jsou tfemi zékladnimi postupy bézn¢ uzivanymi v praxi, kazdy z nich majici
vyrazné vedlejsi nezadouci ucinky. Fotodynamickd terapie (PDT) je mlada rychle se
rozvijejici metoda, ktera se od roku 1993 stala dal$i moznosti terapie nékterych
kanceroznich stavil®® %l Tato metoda je zaloZena na soudasném pasobeni tii slozek —
fotosenzitizéru (PS), svetla a kysliku (Obr. 12). Po aplikaci PS do organismu je oblast
nadoru ozafena svétlem vhodné vinové délky, které excituje PS na vysSi energetickou
hladinu. PS je schopen svoji energii nasledng predat tkafiovému kysliku 0., ze kterého se
tak tvoii vysoce cytotoxicky singletovy kyslik *O, (viz kapitola 2.2.). Vysoka selektivita
ucinku, kterd je zarukou minimalnich vedlejSich uc¢inka, je dana tim, Ze k terapeutickému
ucinku dochazi az in situ v pfitomnosti vSech tii slozek. Kombinace pouze dvou slozek
nevede k zadnému Géinku.

Excited singlet

state
m Iriplet

Tumour cell necrosis |

and apoptosis
\ - 7
NN \ Dendritic
NS . cell
NS = 4’\
Non-thermal red light P
\ R \.kw,v
\ /S w
" S
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o :\ /7 ‘(
Shutdown of P, °@o ej’
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Obr. 12. Princip PDT (s dovolenim autorti pfevzato z CASTANO A. P., MROZ P., HAMBLIN M. R. Photodynamic
therapy and anti-tumour immunity. Nature Reviews Cancer, 2006, vol. 6, no. 7, p. 535-545.)

Dulezitym parametrem pro PDT svétlo, zejména pak jeho vinova délka pouzita
k excitaci PS. Svétlo kratSich vinovych délek (modré svétlo) je vyrazné€ pohlcovano
endogennimi chromofory (hemoglobin, myoglobin a melanin) a zarovenl podléha ve vétsi
mife rozptylu. Tim je vyrazné zhorSen jeho prinik tkanémi (Obr. 13). Naopak cervené
svétlo (4 > 630 nm) pronika do tkani hloubéji, a to v rozsahu od 1-3 mm (pii 630 nm) az 2-
6 mm (700-850 nm)©* %1, \/ oblasti nad 1300 nm vyrazn¢ roste absorpce vody, a proto se
udava tzv. ,,optické okno* pro biologické tkang 630-1300 nm (Obr. 14)*°. Vinové délky
vy$$i nez 800 nm jsou vSak pro PDT casto nepouzitelné, nebot tripletovy stav PS nemusi
mit dostate¢nou energii pro pieménu tripletového kysliku na singletovy (AE, = 94 kJ mol™*
= 0,97 eV)[57]. Z uvedenych dtvodu se optické okno pro PDT zuzuje na rozsah 630-800
nm, ¢im blize k 800 nm tim 1épe. Intenzita svétla miize také CasteCné€ ovlivnit vysledny
terapeuticky efekt PDT. Vzhledem k tomu, Ze tkdnovy kyslik spottebovavany v PDT se
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dopliuje pouze difazi, mohlo by pfi uziti pfili§ velkych intenzit svétla dochazet k depleci
kysliku a PDT efekt by se snizil nebo aplné ztratil®® >,

light be:
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Obr. 13. Prinik svétla tkanémi (s dovolenim
autor( prevzato z Agostinis, P. et al, (2011), Obr. 14. Optické okno biologickych tkani.
Photodynamic therapy of cancer: An update. CA: A
Cancer Journal for Clinicians, 61: n/a.

doi: 10.3322/caac.20114.)

Tvorba singletového kysliku se oznacuje jako fotoproces typu Il a je povazovana za
hlavni mechanismus cytotoxického pusobeni pti PDT. ZvySend reaktivita singletového
kysliku je dana tim, Ze se jedna o vysoce polarizovany zwitterion. Dusledkem jeho vysoké
reaktivity je i velmi kratka doba zivota, ktera se pohybuje 10-100 ps v organickych
rozpouétédlech[ssl. Ve vodném, tedy i biologickém, prostiedi se tato doba zkracuje az na
2 ps[58]. Z tohoto divodu je jeho G¢inek vazan na velmi kratkou vzdalenost (akéni radius
priblizné 155 nm). Dal§im mechanismem zodpovédnym za poskozeni nadorovych bunék je
tvorba radikalt prenosem elektronu z excitovaného PS na okolni biomolekuly a molekuly
rozpoustédla. Tyto procesy se souhrnné oznacuji jako fotoproces typu I. Radikalova reakce
se kaskadovité Sifi na dal§i molekuly a vysledkem je intenzivni tvorba tzv. reaktivnich
forem kysliku, napt. peroxidu vodiku, hydroxylového radikalu nebo superoxid anion
radikélu. I v tomto ptipad¢ je vysledkem poSkozeni biomolekul a smrt nddorové buriky.

Fotosenzitizér mize byt endogenni nebo exogenni latka, ktera je zodpovédnad za
citlivost na svétlo a hraje tak pfi PDT klicovou roli. Dosud znamé PS Ize rozdélit podle
nékolika hledisek!®”, nejcastéji se uziva tfidéni do generaci. Prvni generace PS je odvozena
od latek pfirozené se vyskytujicich v ptirod¢, jejich strukturnim zakladem je porfyrinové
jadro. Nejznaméj$im zastupce je porfimer sodny, coz je smés asi Sedesati riznych
oligomeru, které vznikaji béhem syntézy. Kromé nejednotného slozeni je nevyhodou této
skupiny latek nizkd vlnova délka excitace (okolo 630 nm), slaba absorpce
(¢ ~ 3000 cm?*dm®mol™) a vysokd retence PS vkiazi zpasobujici dlouhodobou
fotosenzitivitu pacienta na denni svétlo®. Ve druhé generaci PS se objevuji kroms
porfyrinovych derivatd i dalsi strukturni typy latek s rozsifenym konjugovanym systémem
vazeb (ftalocyaniny, porfyceny, texafyriny), které maji vyrazné¢ vylepSené spektralni
vlastnosti a lze k jejich excitaci pouzit tkanémi 1épe pronikajici cervené svétlo (670-800
nm)®Y. Z nejznamejsich latek sem patii verteporfin, temoporfin, talaporfin, kys.
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aminolevulova (ALA) a Photosens. Prvni tfi zminéné latky patfi do skupiny chlorint, které
se vyznacuji absorpci v oblasti 650-690 nm s extink¢énimi koeficienty okolo 40 000 cm’
Ydm3mol™. Strukturng podobné bakteriochloriny, odvozené od chlorind redukci jedné
dvojné vazby, maji posunutou absorpci az k 740-800 nm s extink¢énimi koeficienty 50 000
cmdm®mol™. ALA je zajimava z hlediska toho, Ze se jedna o prolégivo, ze kterého se az
po biosyntéze tvofi v organismu G¢inny PS protoporfyrin IX. Photosens patii do skupiny
ftalocyanind, pro které je typickd velmi silna absorpce (¢ ~ 200 000 cm™*dm®mol™) v
oblasti 650-720 nm. Do tfeti generace se pak fadi PS konjugované s dalsi slozkou
(biomolekula, monoklonalni protilatka, nanocastice, atd.), ktera ma zajistit cilen&jsi
distribuci do nadorové tkan&®. 1 kdyz se v poslednich letech intenzivné pracuje na vyvoji
novych PS, zatim jesté nebyl vyvinut optimalni PS. Pozadavky na ideélni PS je potieba
posuzovat z n&kolika hledisek!®?:

a) spektralni parametry - vyhodou je silna absorpce (miru absorpce vyjadiuje
extinkéni koeficient, € [cm™dm®mol™]) v oblasti 630-800nm. Takovéto parametry
zajisti dostateCny prinik svétla tkdnémi a U¢innou fotodynamickou reakei pfi
malych koncentracich PS. Porfyriny absorbuji pfi vySSich vlnovych délkach
vyuzivanych pro excitaci pouze slab& (¢ ~ 2 000 cm™dm?>mol™), naopak chloriny
(¢ ~ 40000 cm™dm3mol™) a ftalocyaniny (¢ ~ 200 000 cm™dm®mol™) zde
absorbuji velice silng.

b) fotochemické a fotofyzikalni parametry — vysoky kvantovy vytézek singletového
kysliku (®,) pro dobry terapeuticky ucinek PDT; schopnost fluorescence pro
vizualizaci naddoru; nizky ,,photobleaching® (tj. rozklad PS svétlem) pro zachovani
ucinnosti po dobu celé terapie.

C) Chemické — vysoka stabilita, jednotné sloZeni, chemicky cista latka, jednoducha a
levna ptiprava, rozpustnost ve vodé, aby nebylo potieba specialnich nosi¢ovych
systému (liposomy, emulze).

d) biologické — nizka toxicita ve tmé (tj. ,dark toxicity), rychla eliminace
Z organismu, selektivni vychytavani v naddorovych tkanich.

Po aplikaci do organismu pronikd PS do bun€k bud’ endocyt6zou nebo pasivni difiizi.

V zavislosti na jeho rozdélovacim -
koeficientu se pak kumuluje
Vv piislusnych organelach!®®, :'\\' J_.r'l
Obecné plati, ze lipofilni PS jsou =
Castéji lokalizovany o
V intraceluldrnich organelach jako /lyL -}ﬁm,-
mitochondrie, Golgiho aparat a " 22 - HMGBE
endoplazmatické retikulum, "‘5 ';"\:'.' Hicenapsemes
zatimco hydrofilni PS se orientuji

APOPTOSIS MNECROSIS lUTDP::'IEﬁ:.'E'Fn-\.::EECIlTED

vice do lysozomu. Lokalizace PS Obr. 15. Zakladni moznosti smrti buiiky jako odpovédi na

uzce  souvisi s mechanismem  PDT (s dovolenim autori pievzato z Agostinis, P. et al, (2011),
d k bundéné i (Ob Photodynamic therapy of cancer: An update. CA: A Cancer Journal for
estrukce na bunécné urovni (Obr.  cjinigians, 61: n/a. doi: 10.3322/caac.20114.)

15)[% ¢ Zadoucim vyslednym
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efektem pti PDT je apoptdza nddorovych bungk, tedy programovana smrt buiniky. Poprvé
byla tato cesta ve vztahu k PDT popsana az v roce 1991[°! kde byla nalezena spojitost
mezi fragmentaci DNA vyvolanou PDT a endonukledzovym $tépenim, charakteristickym
pravé pro apoptozu. Pozdéji se tento zplisob bunétné smrti po aplikaci PDT potvrdil i
dalSimi experimenty[66'68]. Je-1i PDT Iécba pftilis intenzivni, miize dochdzet i k nekroze
nadorovych bunék, ktera je spojena s nezadoucimi zanétlivymi procesy[sg]. Zajimavou
variantou odpovédi na PDT je autofagie, ktera se také mize podilet na destrukci nadorové
tkangl®® ™,

Kromé¢ terapie nadorovych onemocnéni nachdzi PDT uplatnéni také v 1écbé
prekancer6znich stavii (Barretav jicen, aktinicka keratza), Vv dermatologii nebo
v oftalmologii k 1écbé¢ vékem podminéné senilni makularni degenerace (,,age-related
macular degeneration, AMD)®3. AMD je nejcastdj§i pricina slepoty starich lidi
Vv zépadnich civilizacich. Za zminku stoji pfedevsim to, Ze pro 1écbu AMD, konkrétné jeji
vlhkou formu, az donedavna neexistoval jiny zpusob 1éCby, ktery by vedl k zastaveni
progrese nemoci. V souc¢asné dobé& jsou pro terapii AMD pouzivany kromé PDT i latky
ovliviiujici cévni ristovy faktor jako naptiklad ranibizumab a pegaptanib. Dalsi probihajici
klinické testy zalozené na PDT se tykaji napt. 1écby revmatoidni artritidym] a prevence
restendzy arterii po angioplasticel™!. PS pouzivané v praxi shrnuje Tab. 1 a Obr. 16:

Tab. 1 Fotosenzitizéry uzivané v klinické praxi[GO]
Fotosenzitizér (;E,Erll(ltijgé ex] O%giigﬁ%]n/mrl] Terapeutické vyuziti
porfimer sodny (HpD) porfyrin 633/3 rakovngggsi;ihgigic}gﬁ’ (gliflnu’ plic,
kys. aminolevulové (ALA) porfyrin 630%/ 3* basaliom, aitinoidni keratza, Bowenova
M-ALA / H-ALA porfyrin 630* / 3* aktinoidni kerat6za / fotodiagn6za

verteporfin chlorin 690/ 35 senilni makularni degenerace (ADM)
temoporfin chlorin 652 /30 rakovina v oblasti hlavy a krku
talaporfin chlorin 664 / 40 bronchopulmonalni nadory
Photosens ftalocyanin 675 /200 nadory 23133:?;;/1(&6 ustni

* data po biosyntéze na protoporfyrin 1X; M-ALA a H-ALA jsou estery (methyl- a hexyl-) kyseliny aminolevulové

Na038 (= 8
OH L AN /
N
e
N AN
N\ SN g
(\1 N
N AN
/ N \\
=50, Na*

%
Na0,8

Oz Na*

HOOC COOH

talaporfin temoporfin Photosens

HO

Obr. 16. Struktury klinicky pouzivanych PS
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Obr. 16. Struktury klinicky pouzivanych PS — pokra¢ovani.

Z principu PDT lze odvodit jeji hlavni vyhody oproti konvenénim terapeutickym
metodam. Jedna se predev§im 0 minimalni vedlejsi ucinky diky vysoké selektivité ucinku,
ktera je dana jednak nezbytnosti pfitomnosti vSech tii aktivujicich slozek, a jednak tim, Ze
nékteré PS maji schopnost se vyrazné¢ kumulovat v nddorové tkani®. Dalsi vyhodou je
fakt, ze vétSina PS si zachovavéd alespoit minimalni fluorescenci, kterou lze vyuzit
Kk vizualizaci nadorové tkané¢ a k jejimu naslednému chirurgickému odstranénil’.,
Podstatnou vyhodou je i to, Ze pfi terapii infekc¢nich onemocnéni pomoci PDT nebyl
pozorovan vyskyt rezistencel’. Abychom byli objektivni, musime zminit 1 nevyhody
PDT. Jednou z nich je mozna jediny nezadouci ucinek, fotosenzitivita pacienta na denni
svétlo, kterd je ovSem pouze docasna a eliminaci PS zorganismu se ztradci. Hlavni
limitujici faktor PDT vyplyva z vysoké selektivity u¢inku. PDT neni moZné pouZzit na
metastazujici nadory, nebot’ je velice obtizné najit vS§echna nadorova loZiska, kterd museji
byt ozéafena. Problematickd je 1 lécba vétSich a hlubSich nddord, kdy svétlo nemiize
proniknout celou nadorovou tkan a terapie se proto musi opakovat v n€kolika cyklech.
Komplikaci mize byt i potieba specialniho pfistrojového vybaveni, tedy zdroje svétla a
dalsiho ptislusenstvi.
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3. Cil disertacni prace

Jak jiz bylo naznaCeno vySe, PDT je vedle chirurgické, radio- a chemoterapie
perspektivnim doplitkem pro 1é¢bu né€kterych nadorovych onemocnéni. I kdyz z principu
svého mechanismu pfinasi PDT vyrazné¢ vyssi selektivitu terapie s niz§imi nezaddoucimi
ucinky, nebyl doposud piipraven idealni fotosenzitizér majici optimalni fotofyzikalni,
fotochemické a farmakokinetické parametry.

Azaftalocyaniny (AzaPc) diky rozsahlému systému konjugovanych vazeb absorbuji
svétlo v oblasti 620-680 nm s vysokymi extinkénimi koeficienty 2-3 x 10° dm® mol™ cm™.
Jejich vyhodou je vysoka variabilita periferni substituce, ¢imz lze snadno modulovat
zminéné parametry. Jejich pomérné vysoké kvantové vytézky singletového kysliku a
fluorescence napovidaji, Ze by se mohly stat nadéjnymi slouc¢eninami pro klinickou praxi.
Z tohoto duvodu jsou v nasi pracovni skupin¢ dlouhodobé studovany jako potencialni
pstel

ZnaSich pfedchozich praci bylo patrné, Ze heteroatom spojujici periferni fetézec
s AzaPc makrocyklem hraje zasadni roli pro fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti
AzaPc?. Zmingné vysoké hodnoty kvantovych vytézkl byly pozorovany u alkylsulfanyl a
alkyloxy derivati AzaPc. Zavedeni alkylamino substituentu vedlo vSak ke ztraté¢ G¢inku
AzaPc ve smyslu PDT. Z rozboru literatury jsme dosli k zavéru, Ze by mohlo dochazet ke
zhéaSeni excitovanych stavll na zdklad¢ prenosu elektronu. Mym hlavnim cilem bylo tedy
ptipravit AzaPc, na kterych bude mozno tento proces dukladné studovat a pomoci
vhodnych experimentl odhalit pfesny mechanismus uvedeného jevu.

V dalsi casti své prace jsem se zamétila na nékteré syntetické problémy u AzaPc. Mym
cilem bylo najit postup pro piiprava vysSich homologi  AzaPc, tzv.
tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazint, které by mély mit Q pas bathochromné posunuty do
oblasti optimalni pro PDT. Dal§im cilem bylo vyvinout metodu piipravy jak symetrickych
tak nesymetrickych aryloxy- a alkyloxy substituovanych AzaPc, které piedstavuji jisty
synteticky ofiSek. Prvni symetrické aryloxy AzaPc byly publikovany teprve nedéavno,
nesymetrické nebyly zatim pfipraveny vibec. Poslednim cilem bylo najit vhodné
konjugacni reakce pro vazbu Pc/AzaPc na biomolekuly, které budou nadorovymi buiikami
prednostné vychytavany, a ziskat tak latky s cilengjsi distribuci v organizmu.

Vsechny piipravené slouceniny byly studovany také z hlediska svych fotofyzikalnich a
fotochemickych vlastnosti a vysledky Siroce diskutovany v kontextu s diive publikovanymi
slou¢eninami podobné struktury.
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4. Vysledky a diskuse

V ramci svého doktorského studia jsem se zabyvala piipravou, fotofyzikalnimi a
fotochemickymi vlastnostmi AzaPc. Stézejni publikace, na kterych jsem uvedena jako
prvni autor, jsou V nasledujicim textu pro piehlednost citovany jako [P1-P6]. Dalsi tii
prace [P7-P9], kde jsem také hlavnim autorem, byly v dobé vzniku této disertacni prace
VvV oponentnim fizeni. Krom¢ zminénych praci jsem spoluautorem dalSich jedenacti
publikacith # 5 24 29 7781 ere jsou zde citovany jiz b&Znym zpiisobem spole¢nd
s ostatnimi odkazy na ptivodni literaturu. Déle pak jsem spoluautorem jednoho piijatého

patentu®!,

Kapitola Vysledky a diskuze je rozdélena na dvé hlavni témata. Prvni ¢ast zahrnuje
komentat k publikacim zabyvajicimi se studiem ICT u AzaPc. Druha ¢ast pak komentuje
prace, které byly zaméfeny zejména na hledani vhodnych syntetickych cest pro
alkyloxy/aryloxy derivaty AzaPc, rizn¢ substituované vyssi homology AzaPc a konjugaty
AzaPc s biomolekulami. U piipravenych Pc a AzaPc jsou také vzdy popsany vztahy mezi
strukturou a ti¢inkem z hlediska spektralnich, fotofyzikdlnich a fotochemickych parametra.

4.1. Intramolekuliarni prenos naboje u AzaPc

Jak bylo naznaceno v teoretickém tvodu, periferni substituce Pc a AzaPc hraje zasadni
roli pro vysledné fotofyzikalni (fluorescence) a fotochemické (produkce singletového
kysliku) vlastnosti t&chto latek!"®). Systematicka pozorovani kolegii nasi pracovni skupiny
vedla k zavéru, ze alkylamino derivaty AzaPc maji vyjime¢né postaveni v této skupiné
latek, protoze na rozdil od alkysulfanyl- a alkyloxy- derivati vykazuji prakticky nulové
kvantové vytézky jak fluorescence, tak singletového kysliku[z‘ v prvni fazi bylo toto
zjisténi velkym zklamanim, nebot’ alkylamino AzaPc nemohly byt déale zkoumany pro
vyuziti v. PDT. Zahy se vSak objevila zcela nova aplikace pro tyto latky jako zhaSece
fluorescence v DNA sondach, ktera byla nasi skupinou popséana a dale rozvijena[zg’ 82-84]
Jedna se 0 Gplné novy strukturni typ zhasect fluorescence, jejichZ univerzalnost a vysoka
ucinnost je nadéji, Ze by se takovéto latky mohly dostat z vyzkumné laboratofe az do
praxe.

Pro lepsi pochopeni celého zhaSeciho procesu bylo potieba odhalit, jak alkylamino
AzaPc ztraceji energii po jejich excitaci do S; stavu, co tento proces ovlivituje a jaké jsou
vztahy mezi strukturou a zpisobem zhéaSeni. Z literatury bylo zjiSténo, Ze by se mohlo
jednat o svétlem vyvolany pienos elektronu (PET). V naprosté vétsiné publikovanych praci
bylo Pc jadro donorem procesu PET (Pc-fulleren®®"1 pc-perylent®® 81 pc-flavint® a Pc-
porfyrin®). Pouze nekolik praci uvadélo Pc jadro jako akceptor[gz'%]. Mezi nimi Daraio a
kol. navrhli, Ze excitované stavy Pc jsou zhaSeny alifatickymi a aromatickymi aminy
pfitomnymi v roztoku nebo micelach procesem PETI® 9 ve skupiné AzaPc a Pc
s kovalentné vazanymi aminoskupinami se dosud touto problematikou nikdo systematicky
nezabyval. Z pocatku jsme se domnivali, ze se 1 v pfipad¢ alkylamino AzaPc jednd o PET
mezi donorem (volny elektronovy par periferniho dusiku) a akceptorem (makrocyklicky
systétm AzaPc). Ztohoto divodu jsme Vprvni praci [P1] pouzili termin PET. Po
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detailn¢j$im prozkoumani ptenosu elektronu u AzaPc jsme zacali pouzivat terminologicky
ptesngjsi termin - intramolekularni pfenos naboje (ICT)[P2]. O procesu PET hovoiime,
pokud neni donorové centrum v konjugaci s akceptorem a dochazi tedy k ,,pfeskoku‘
elektronu na urcitou vzdalenost. U derivati s donorovym aminem konjugovanym
s akceptorovym aromatickym systémem, se jedna spise o proces ICT (viz kapitola 2.3.).

Potvrzeni procesu ICT

Na teoretickém zaklad¢ popsaném V uvodu piredchoziho odstavce byla piipravena série
AzaPc 1-7 nesouci na periferii zadnou, jednu, dvé, ¢tyii, Sest a osm N,N-diethylaminovych
skupin (Obr. 17) [P2], u kongenert typu A;B; se dokonce podafilo odseparovat i polohové
izomery ABAB (4Zn) a AABB <
(5Zn), coz neni v literatufe bézné s>< /Q: R R
popisované. Jednotlivé latky série S—¢ =N N=N_s RE_/=N N=\__Rt
pak byly zkouméany znékolika X \'(L/ N/N\@/'/“ X {ﬁ/"\' /?l/
hledisek. Pocate¢ni experimenty NoOM N §

. NN M
byly zaloZzeny na jednoduchém - e "}/ y NN
- y T >( N \ >< N =y AN
predpokladu, ze probiha-li S/S’ N \ ¥\S I 9
v molekule ICT, jsou excitované s>< ><°, RS k2
stavy ucinn¢ zhaseny a naméfené

2H M=2H 1 R'=R2=R3=R*= S-tBu
, ’ox - 3 R'=R2=R3= S-tBu, R*= N(CH,CH,)
kvantové vytézky fluorescence a 2Zn M=2n 4 R'=Ro= S4By, RE-Ré= N(CH.CH)
. . , < , 2Mg M=M 7 asmt B3 2732
singletového kysliku by mély byt 9ue 5 RI=R?= S-tBu, R=R'= N(CH,CHy),
) . o 6 R'= S-tBu, RZ=R3=R*= N(CH,CHj),
nulové. Naopak pii zablokovani 7 R'=R2=R3=R%= N(CH,CHa),
pienosu elektronu, by se kvantové HGaMg ™ MINe
;v v v 1Zn, 3Zn - 7Zn M=2Zn
vytézky mély dostat zpét K

vysokym hodnotam typickym pro Obr. 17. Struktury AzaPc 1-7
tuto skupinu latek.

V prvni fad€ byla zkoumana ucinnost zhdseni excitovanych stavii v zavislosti na poctu
donorovych skupin pro ICT [P2]. Bylo zjisténo, Ze uZ jedno donorové centrum pro ICT je
zodpovédné za vyrazny pokles kvantovych vytézkl (©,=0,66 a @¢=0,31(1Zn); ®»=0,13 a
@¢=0,0025 (2Zn) v pyridinu). Vice donorovych center (3Zn-7Zn) pak zajistilo hodnoty
blizici se nule (@,=0,02-0,01; & < 0.0005 v pyridinu). Z tohoto divodu byly pro dalsi
experimenty vybrany zine¢naté komplexy AzaPc s zadnym (1Zn), jednim (2Zn) a osmi
(7Zn) donorovymi centry, kde jsou rozdily nejmarkantnéjsi. Zine¢naté komplexy byly
vybrany z divodu optimalnich kvantovych vytézkl singletového kysliku a fluorescence
AzaPc 1Zn (bez ICT), diky kterym byly jakékoliv zmény vlivem zhaSeni ICT dobie
pozorovatelné.

Utinnost prenosu elektronu je silng ovlivnéna polaritou rozpoustédla, pii¢emz
V polarnim prostiedi probihd snadnéji, v nepoldrnim naopak*!l. Mgfenim kvantovych
vytézkt fluorescence u 2Zn v rozpoustédlech o rizné polarité byla patrny vyrazny pokles
fluorescence u rozpoustédel s vyssi polaritou (Obr. 18a). Na druhou stranu u kontrolniho
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AzaPc 1Zn bez donorovych N,N-diethylaminovych skupin (tedy bez moznosti ICT)
zustala hodnota kvantového vytézku neovlivnéna.

xx® ® » - » 15-
0.14
[ ] 124
w ® [ ] e o4 b
5] ° a) E )
0.014
° 61
°
° 31
0.0014 o "
° 0 —n t "—— _
0 10 20 30 40 50 0 2 4 6 8 10 12
relativni permitivita rozpoustédla (g,) % H,SO,4 Vv roztoku

Obr. 18. a) Vliv polarity rozpoustédla na @ 2Zn (e) (s donorem pro ICT) a 1Zn (x) (bez ICT); b)
Zména fluorescence v zavislosti na procentuelnim obsahu kyseliny sirové v DMSO roztoku 2Zn (e) a
1Zn (x) (Fy poc¢ateéni fluorescence bez H,SOy, F fluorescence pii daném mnozstvi H,SO,).

Titrace DMSO roztoku 2Zn kyselinou sirovou vedla k protonizaci N,N-
diethylaminovych donorovych skupin pro ICT. Vysledkem byl vysoky narust fluorescence
aZ na patnactindsobek pavodni hodnoty diky blokovani zhaSeciho procesu ICT
zablokovanim jeho donoru (volného elektronového paru na dusiku) (Obr. 18b). Kontrolni
AzaPc 1Zn si v uvedeném rozsahu koncentraci kyseliny sirové podle o¢ekavani zachoval
svoji hodnotu @¢ beze zmény.

Oba tyto neptimé dikazy potvrdily zasadni roli volného elektronového paru na
perifernim dusiku a naznacily, ze by se skute¢né¢ mohlo jednat o zhaSeni excitovanych
stavil pomoci pienosu elektronu. Ve spolupraci s kolegy z Akademie véd Ceské republiky
(dr. Lang) a JihocCeské Univerzity (prof. Polivka) byla tato domnénka jednoznaéné
potvrzena pomoci Casové rozlisenych fluorescencnich experimentt (1Zn, 2Zn a 7Zn) a
zmé&fenim oxido-redukéniho chovani 1Zn a 7Zn[P2].

J-dimery a ICT

0.4+

Hotfecnat¢ a zinecnat¢ komplexy monomer

o
w
1

nesouci  vice  N,N-diethylaminovych
skupin (6Mg, 6Zn a ptedevsim 7Mg,
7Zn) vykéazaly zajimavé agregacni
chovani v nekoordinujicich
rozpousStédlech  (toluen,  chloroform,
dichlormethan), které bylo podrobeno
detailnéjSimu zkoumani a ovlivnilo také
proces ICT (viz dale) [P1 a P2]. V
absorpcnim spektru 7Zn v toluenu se
kromé znaéné zeslabeného Q pasu (658
nm) objevila dvé nova absorpéni maxima
pii nizsi (636 nm) a vyssi (700 nm) vinové délce (Obr. 19).
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Obr. 19. Absorp¢ni spektrum 7Zn v pyridinu
(monomer) a v toluenu (dimer)
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Takovéto chovani je u Pc a AzaPc obvykle pfisuzovano tvorbé dimert ¢i vysSich
agregatl.. Rozlisuji se dva zékladni typy agregatt, tzv. H- a J-dimery (Obr. 20). V ptipadé
H dimert maji molekuly ,head-to-head* uspotadani, absorpéni spektrum je posunuto
hypsochromné¢ a fluorescence je zeslabena. U J-dimerti se molekuly orientuji jako ,,head-to
tail“, absorp¢ni spektrum je posunuto bathochromné a fluorescence byva naopak zvysSena.

Zatimco H-dimery se vyskytuji u Pc a \ g
AzaPc pomémé b&zné a obvykle se v eﬁ@

rozvolni nafedénim roztoku, J-dimery se  H-dimer J-dimer J-dimer u AzaPc
tvoii velice ziidka a byvaji vazany daleko  opr. 20. Obecné znazorneni H-, J-dimeru a J-
pevnéjSimi  silami.  Vysokd  stabilita dimeru u AzaPc

agregatll tvofenych 7Mg a 7Zn poukézala

na skute¢nost, ze by v naSem piipadé mohlo \N> L o
dochazet K tvorb& neobvyklych J-dimeri. N¢N /\/ N
Supramolekularni struktura J-dimert 7Zn a ﬁ/

7Mg zaloZzena na koordina¢ni interakci /Q Q\ —

centrdlniho kationtu kovu jedné molekuly /j\; N <,>,\ ‘\4
s diethylaminovou skupinou jiné molekuly :/\ : N;N\iNK
byla jednozna¢né¢ potvrzena pokrocilymi \Qf ;\@/N
NMR experi . . Zéroveh ~ M=7Me Ny M

experlmentxr(Obr 21) [P1] ;arove? N&NZ&N
byla odhalena pfitomnost dvou izomerQ NS N=ANT
oznacovanych jako ,parallel” a ,,oblique* % <M
v poméru 2:3 (Obr. 22) [P1]. Obr. 21. Dimer 7Zn a 7Mg.

PR N\

\

>, N%ﬁo 3 ﬁ A

—N
— Q Q N\\ //

parallel obllque

Obr 22. Prostorové uspofadani izomer dimerd (pro vétsi pfehlednost nejsou uvedeny ostatni N,N-
diethylaminové skupiny netcastnici se vazby mezi molekulami)

Diky ptitomnosti osmi N,N-diethylaminovych skupin by kvantové vytézky singletového
kysliku 1 fluorescence mély byt u 7Zn a 7Mg témét nulové, protoze by u nich mélo
dochéazet k efektivnimu zhaSeni excitovanych stavii procesem ICT. Tyto latky vSak
vykazovaly v toluenu pomémné vysoky @, (0,29 (7Zn) a 0,10 (7Mg)) i ¢astenou
fluorescenci (@ 0,0071 (7Zn) a 0,0099 (7Mg)) [P1, P2]. Mohlo to byt zptusobeno
stérickym branénim pienosu elektronu diky tvorbé J-dimert. Jako mozné vysvétleni se
vSak nabizela i moznost niz$i ucinnosti pienosu elektronu vlivem nizsi polarity
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rozpoustédla (toluen & 2.4). Tato varianta byla vyvracena stanovenim @, a @¢ v toluenu
S 1% pyridinu, ktery zajistil plnou monomerizaci AzaPc, ale vyrazné nezvysil polaritu
prostfedi. Kvantové vytézky se v tomto piipad¢é dostaly opét k nulovym hodnotdm diky
efektivnim ICT, nebot vlivem monomerizace AzaPc nebyl stéricky branén pienos
elektronu z donorového centra na makrocykl [P1].
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Blokovani ICT protonizaci

Pro detailngjsi studium blokovani ICT protonizaci donorového dusikového atomu byla
navrzena struktura dal$i skupiny latek. Bazicita N,N-diethylaminovych skupin vazanych
pfimo na pyrazinové jadro je zna¢né snizena diky piimému zapojeni volného
elektronového paru donorového dusiku do konjugovaného systému celého makrocyklu a
dosud popsané latky 2-7 jsou pro tento ucel méné vhodné (pK,(diethylamin)=10,76;
pKa(5,6-bis(diethylamino)-pyrazin-2,3-dikarbonitril) = - 0,75)*. Byly proto pfipraveny
takové AzaPc (Obr. 23), kde je mezi AzaPc jadro a donorové centrum vlozen linker, ktery
by ,,odfiltroval“ vliv pyrazinového jadra a celého makrocyklu na bazicitu donorového
centra[P3]. Pro zachovani ICT bylo nezbytné zachovat konjugaci volného elektronového
paru donoru s AzaPc makrocyklem, proto bylo vybrano benzenové jadro jako linker.
Zaroven byly pfipraveny dva AzaPc podobné struktury bez donorového centra (10 a 11)
slouzici jako kontroly bez ICT. Postupna protonizace perifernich dusiki 8 a 9 (titrace DMF
roztokd kyselinou sirovou) byla sledovana pomoci zmén v absorpcnich spektrech (pokles
Q pasu 654 a 660 nm a nartst absorpce v 682 a 684 nm). Zaroven byly béhem této titrace
méfeny kvantové vytézky fluorescence a singletového kysliku AzaPc 8-11 (Tab. 2).
V DMF bez ptidani kyseliny sirové byly hodnoty @, a @ latek 8 a 9 mensi nez 0,005 diky
zhaSeni excitovanych stavi vlivem ICT. Zménou pH do kyselé oblasti doslo k jejich
nartstu az o dva fady (viz Tab. 2) a vyrovnaly se tak hodnotam kontrol 10 a 11, které na
pH prostiedi nereagovaly. SN—
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N SN
{\1 N
\ — =N
X | N™ ™,
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h 9,11 X=N

Obr. 23. Struktury AzaPc 8-11.

Tab. 2. Fotofyzikalni a fotochemicka data AzaPc 8-11.

@, DF
AzaPe Dy (DMF+ narust Dy D (DMF+ Narast D
(DMF) 10 % Dy (pyridin) (DMF) 10 % D (pyridin)
H,S0,) H,S0.)

8 0,0024 0,23 96 0,0030 0,00095 0,13 137 n.d.
9 0,0016 0,14 88 0,0048 0,0014 0,14 100 n.d.
10 - 0,49 0,12 0,12 1,0 0,24
11 0,47 0,77 1,6 0,51 0,11 0,12 1,1 0,19

i hodnoty vypodéteny v ACD/Labs Software V11.02, © 1994-2011 ACD/Labs
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PH senzitivni PS a senzory

Z vysledkl publikovanych praci P1-P3 tedy vyplynulo, ze alkylamino derivaty AzaPc
po excitaci z Sp do S; stavu podléhaji prechodu na tzv. ,,charge separate state, ze kterého
relaxuji zpét do Sp stavu pienosem elektronu z dusiku (donor) na AzaPc makrocyklus
(akceptor). Cely proces ICT je velice rychly (ftadové pikosekundy), takze konkurenéni déje
(emise fotonu, mezisystémovy piechod, apod.), nejsou preferovany pro navrat do
zakladniho stavu [P2]. Jak bylo ukézano, ICT lze zablokovat stérickym branénim ptfenosu
elektronu [P1] nebo protonizaci donorového centra [P2, P3], kdy se kvantové vytézky @,
a ®r vyrovnaji strukturné podobnym latkdm bez moznosti ICT. Uginnost zhageni
excitovanych stavii AzaPc je pii ICT vysoka natolik, Ze uZz jedno donorové centrum
v molekule zajisti pokles @, a @ V polarnich rozpoustédlech prakticky k nulovym
hodnotam [P2].

Na ziskanych poznatcich byla navrzena nova skupina AzaPc emitujicich v Cervené
oblasti spektra s fotofyzikalnimi a fotochemickymi vlastnostmi kontrolovanymi pH
prosttedim (Obr. 24) [P7]. Odhalenim vztahl struktura-G¢inek a pochopenim celého
procesu ICT jsme tak dosli k iplné nové dalsi aplikaci AzaPc derivati. Takovéto latky
totiz mohou najit uplatnéni v oblasti senzori a zobrazovacich technik, pfedevSim pfi
vizualizaci tumord™ nebo k vyssi selektivitd nadorové terapie pomoci PDT. V nedavné
dob¢ byla publikovana prace™, kde byla testovana moznost zvyseni selektivity PDT
pomoci pH senzitivity. Tato teorie je zaloZena na piedpokladu, ze pH v nadorové tkani je
posunuto lehce do kyselejsi oblasti (6,8) oproti pH zdravé tkané (7,4). Podobné jini autofi
vyuzili vlivu nizkého pH v lysosémech na donorové centrum modifikovancych barviv
BODIPY (z anglického ,,boron-dipyrromethene) pro vizualizaci Zivych nadorovych
bunék in vivo a jejich odliseni od bun&k mrtvych™®,
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Obr. 24. Struktury pH senzitivnich AzaPc (12-16) a kontrol bez moznosti ICT (17-18). Hodnoty pK,
stanoveny inkorporaci 12-18 do liposomi a sledovanim intenzity fluorescence v prostiedi o rizném pH.
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V praci P7 bylo pfipraveno pét nesymetrickych AzaPc nesoucich jedno donorové
dusikaté centrum o rizné bazicité. Rozdilné bazicity bylo dosazeno jednak riznou
substituci na dusiku (dimethyl vs. diethyl) a jednak nahradou pyrazinového cyklu v AzaPc
za benzenovy kruh. Zbylé periferni substituenty, konkrétné terc-butylsulfanylové skupiny,
diky své objemnosti zajiStovaly plnou monomerziaci ve vSech zkousenych organickych
rozpoustédlech. Sira jako spojovaci heteroatom a zineCnaty kation chelatovany v centru
molekuly zajistily vysoké hodnoty @, a @¢ po aktivaci molekuly v kyselém pH. Krom¢é pH
sensitivnich AzaPc byly pfipraveny i dvé latky obdobné struktury bez perifernich
dusikovych atomu slouzici jako kontroly bez moznosti zhaseni excitovanych stavi vlivem
ICT. Acidobazicka citlivost latek 12-18 byla nejprve otestovana v organickych
rozpoustédlech (titrace DMF roztokli kyselinou sirovou), kdy byl pozorovan nartst
fluorescence i produkce singletového kysliku az o dva tady (Obr. 25) [P7] podobné jako
v piedchozi praci [P3]. Pro ovéfeni ucinnosti pH sensitivity v biologicky relevantnim
prostiedi a stanoveni pfislusnych pK, byly AzaPc 12-18 inkorporovany do liposomt, které
jsou povazovany za jednoduchy model biologické membrainy[ml] a byl pozorovén vliv pH
v rozmezi 2,6-7.4 na intensitu fluorescence. Podle piedpokladu, latky 12-16 reagovaly na
nizs$i pH vyraznym zvys$enim intenzity fluorescence. Hodnoty pK,, latek 12-16, které byly
zjistény ze zavislosti intensity fluorescence na pH za pomoci Henderson-Haselbalchovy
rovnice se pohybovaly vrozmezi 2,2-4,2, kontrolni latky 17 a 18 na zménu pH
nereagovaly (Obr. 26). Témito experimenty bylo potvrzeno, Ze takovéto AzaPc by bylo
mozné vyuzit jako pH sensitivni senzory nebo fotosenzitizéry v oblastech, kde je
selektivita pfi niz§im pH upfednostiiovana (napt. v lysoS(')mech)[IOO]. Velkou vyhodou
AzaPc pak je jejich silnd emise v Cervené oblasti spektra (dem = 660-680 nm), coz je Cini
velice perspektivnim pro pouziti v in vivo aplikacich, kde je svétlo delSich vinovych délek
prednosti diky niz§imu rozptylu a niz§imu pohlcovani endogennimi chromofory.
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F/Fmax
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Obr. 25 Zavislost @ 12 (A), 14 (m), 16 (¢) 217 (A) Obr. 26. Zména intenzity fluorescence 14 (m), 15 (*),
v DMF na pfidavek H,SO,. Inset: zvétsena oblast grafu. 16 (e)a 18 (A) v DOPC v pufrech o rtiznvch pH.

Vysoka variabilita perifernich substituenti u AzaPc spolu s neobvykle vysokou
ucinnosti zhaSeni excitovanych stavii diky ICT je velkou nadéji do budoucna. Z poznatkad,
které jsme doposud nashromazdili, je patrné, Ze vhodnym navrZenim cilové molekuly
AzaPc je mozné kontrolovat jejich fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti a zadoucim
smérem tak ménit findlni vlastnosti AzaPc vzhledem k pozadavkim kladenym v riznych
aplikacich.
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4.2. Syntetické problémy u AzaPc

V této kapitole bych se nejprve rada zminila obecnéji o jednotlivych syntetickych
postupech pouzitych pro pfipravu AzaPc a Pc. Samostatné kapitoly pak budou vénovany
piiprave aryloxy/alkyloxy substituovanym AzaPc, piipravé rozsifenych homologti AzaPc a
piiprave konjugati AzaPc pomoci ,,click® chemie.

Priprava AzaPc a Pc

Jako vychozi latky pro cyklizace byly nejcastéji pouzity prislusné 5,6-disubstituované
pyrazin-2,3-dikarbonitrily ptipravené bud’ nukleofilni substituci z 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu [P1, P2, P5, P6, P7] nebo kondenzaci diaminomaleonitrilu s pfisluSnym
diketonem [P3, P5, P7] za pouziti reakci zminénych jiz v Teoretické ¢asti (Obr. 2 nahote).
Diketony byly ziskany né¢kolika krokovou syntézou =zacinajici obvykle Vilsmeier-
Haackovou formyla¢ni reakci, nasledovanou benzoinovou kondenzaci aromatickych
aldehydd a oxidaci acyloinu na pfislusny diketon pomoci médnatych kationtd [P3, P7]
(Obr. 27) V jedné z praci bylo potieba ptipravit i prekurzory odvozené od ftalonitrilu [P7].
Tyto latky byly ziskany pomoci Suzukiho couplingu, kterému ptedchazela bromace
substituovaného anilinu, a dale pak ptiprava boronové kyseliny (Obr. 27).
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Obr. 27. Postupy pouzivané pro ptipravu prekurzort (R je ethyl nebo methyl)

Pro podrobngjsi studium vlastnosti U AzaPc bylo potfeba kromé v literatute CastéjSich
symetrickych cyklotetramerizaci vychazejicich pouze z jednoho prekurzor [P1, P3, P4, P5]
pouzit i syntézy vedouci k nesymetrickcym AzaPc [P2, P6, P7, P9]. Bylo zjisténo, Ze
metoda vyvinuta Linsteadem ve 40. letech 20. stoleti vyuzivajici alkoholatu kovu jako
inicidtoru reakce (v nasem piipad¢ butanolatu hotfe¢natého) je pro nesymetrické syntézy
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vyhodnéjsi nez metoda templatového efektu kovu [P2]. Dal§im dulezitym poznatkem byl
fakt, ze hotecnaté komplexy kongenerii vzniklych pifi nesymetrické cyklizaci vykazovaly
Casto téméer identické R hodnoty ve vSech zkousenych mobilnich fazich, jejichz disledkem
byla nemoznost oddéleni jednotlivych hotecnatych kongeneri pomoci sloupcové
chromatografie [P2, P7]. Ztohoto divodu se ukazalo vyhodné nejprve odstranit slabé
vazany centralni hofeCnaty Kkation z centra vSech kongenerd pusobenim kyseliny (p-
toluensulfonové nebo trifluoroctové) a az poté pomoci sloupcové chromatografie oddélit
pozadovany bezkovovy nesymetricky kongener. V poslednim kroku pak byl do centra
makrocyklu chelatovan zine¢naty Kkation zahtivanim bezkovového AzaPc ve vhodném
rozpoustédle (DMF, pyridin, CHCl3) sbezvodym octanem zineCnatym. Zinecnaté
komplexy Pc/AzaPc byly vybrany z diivodu vyhodnych fotofyzikalnich a fotochemickych
parametra diky tzv. efektu tézkého atomu (viz kapitola 2.2).

Aryloxy- a alkyloxy substituované AzaPc

Aryloxy a alkyloxy substituované Pcli02104 se v literatute vyskytuji pomérné casto, na
rozdil od stejné substituovanych AzaPc. Divodem je nestabilita etherové vazby na
pyrazinovém jadfe za podminek -cyklotramerizace dle Linsteada. Uhliky 5 a 6
pyrazinového cyklu prekurzoru jsou siln¢ elektron deficitni a jsou napadany
alkoholatovym aniontem pouzitym jako iniciatorem reakce. Vysledkem je nezadouci
transetherifikacni reakce a vznik AzaPc s perifernimi substituenty odpovidajicimi
alkoholatu pouzitého na cyklotetramerizaci. Tento problém Ize fesit shodou alkoholatu a
periferniho fetézce. Aryloxy AzaPc takto pfipravit nelze. Teprve neddvno bylo
publikovano nékolik praci popisujicich usp&nou piipravu aryloxy a alkyloxy
substituovanych AzaPc zahfivanim pyrazin-2,3-dikarbonitrili se soli kovu v chinolinu pod
inertni  atmosférout® 1% pebo cyklotetramerizaci v taveniné s chloridem
bis(chinolinéto)zineénatym[log]. Ob¢ tyto metody jsou zalozeny na templatovém efektu
kovu.

Cyklotetramerizace v taveniné s chloridem bis(chinolinato)zine¢natym komplexem byla
usp&Sné pouzita na ptipravu série symetrickych AzaPc zahrnujici jak alkyloxy, tak aryloxy
substituované derivaty ve vytézcich 14-44 % (19-22) (Obr. 28) [P4]. Jedna z pfipravenych
latek (22) nesla na periferii volnou funkéni skupinu (konkrétné hydroxylovou). Zavadéni
funkénich skupin je dulezité z hlediska mozné dalsi vazby AzaPc na biomolekuly
Kk zajisténi napft. cilengj$i distribuce v organismu ¢i zlepSeni rozpustnosti v biologickém
prostiedi. Pro tento ucel je vSak vyhodné, aby byla na periferii AzaPc pouze jedna nebo
dve takovéto skupiny, ¢imz omezime mozné polymeriza¢ni reakce.

Z tohoto diivodu byly stejné podminky nalezené v predchozim ptipadé pro 19-22
aplikovany na reakci dvou rtiznych prekurzorii s cilem pfipravit nesymetricky aryloxy
AzaPc nesouci pouze dvé funkcni skupiny na periferii [P8]. Vznikly vSak pouze
symetrické AzaPc 21 a 22, coz mohlo byt zpisobeno tim, Ze reakce probihala v tavening a
ne v roztoku, kde dojde k lepsimu promiseni reaktanti. Byla proto vyzkousena cyklizace
Vv chinolinu pod inertni atmosférou s octanem zinecnatym. V tomto piipadé hmotnostni
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spektrometrie a TLC analyza ukazaly vznik pozadovaného nesymetrického kongeneru typu
AAAB, vytézky vsak nebyly dostatecné pro pouziti tohoto postupu ve vétsim métitku [P8].

Koncept zavedeni jedné funkéni skupiny do molekuly alkyloxy/aryloxy AzaPc byl proto
zmeénén a byla vytvorena uplné nova teorie pro piipravu nesymetrickych alkyloxy/aryloxy
AzaPc, ktera doposud vchemii Pc a AzaPc nemad obdoby. Bylo zde vyuzito
transetherifikacni reakce, piivodné povazované za nezddouci jev u AzaPc. Metoda je
zalozena na predpokladu, ze u libovolného alkyloxy nebo aryloxy substituovaného
pyrazin-2,3-dikarbonitrilu dojde v prostfedi butanolatu hofe¢natého k postupné vyméné
perifernich substituentti za butoxy skupinu/y a zaroven k zacykleni molekuly za vzniku
nesymetrického AzaPc.
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Obr. 28. Struktury pipravenych symetrickych (19-22) a nesymetrickych (24-25)
aryloxy/alkyloxy AzaPc.

Tato teorie byla detailn¢ studovana s vyuzitim prekurzoru 23 (Obr. 29). Oc¢ekavali jsme,
ze dojde k postupné vymeéné 4-(hydroxymethyl)fenoxylovych skupiny za butoxy skupiny a
k soucasné cyklizaci za vzniku pfislusnych nesymetrickych kongener. Hmotnostni
spektrometrie reakéni smési ukazala na ptitomnost symetrického AzaPc 19 nesouciho osm
butoxy skupin, ale zaroven i signifikantni podil nesymetrickych AzaPc majicich jednu 4-
(hydroxymethyl)fenoxylovou a sedm

bytoxy skupin (24), spole¢né s AzaPc o
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23a a 23b (Obr. 29). Tyto dvé& latky Obr. 29. Navrie'n}’/ mechanismus vzniku
nesymetrického AzaPc 24.

nasledné podléhaji statistické
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kondenzaci za vzniku symetrické 19 (ve vytézku 25 %) a nesymetrické 24 (ve vytézku 10
%) [P8]. Jedna se o prvni UspéSné piipraveny nesymetricky AzaPc nesouci
alkyloxy/aryloxy substituenty na periferii makrocyklu. Z nesymetrického AzaPc 24 byly
nasledné pfipraveny bezkovovy derivat 25 a zine¢naty komplex 26.

Vsechny symetrické i nesymetrické AzaPc (19-22 a 24-26) byly studovany z hlediska
fotofyzikalnich a fotochemickych parametri. V§echny tyto AzaPc absorbuji siln¢ v oblasti
620 az 640 nm, (e ~ 1,5-2,2x10" dm®mol™ cm™). Kvantové vytézky singletového kysliku
(zine¢naté komplexy ~ 0,44-0,61; hofecnaté komplexy ~ 0,26) a fluorescence (zineCnaté
komplexy ~ 0,30-0,51; hote¢naté komplexy ~ 0,65-0,90) ukazuji na Sirokou moznost
uplatnéni takovychto latek v raznych oblastech [P4, P§].
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Homology s rozsiFenym systémem konjugovanych vazeb

Svétlo vyssich vinovych délek je méné pohlcovano endogennimi chromofory a 1épe
tedy pronikéd tkanémi, zaroven podléhd v mensi mife rozptylu svétla. Z téchto divodu je
pro PDT zadouci posunout vinovou délku, pii které fotosenzitizér absorbuje k cervené
casti spektra (az k 800 nm) (viz kapitola 2.4.). Nejlepsi moznosti jak toho dosahnout je
roz$ifeni konjugovaného systému vazeb prikondenzovanim dalSich benzenovych jader (viz
kapitola 2.1). Anelaci benzenovych  jader na periferii ziskame
tetra[2,3]chinoxalinoporfyraziny (2,3-TQP), vloZenim mezi pyrazinové cykly a zakladni
porfyrazinovy skelet pak tetra[6,7]chinoxalinoporfyraziny (6,7-TQP) (Obr. 30). 6,7,-TQP
se vyznacuji posunem asi o 40 nm k vysSim vinovym délkam oproti izomernim 2,3-TQP,
které byly popsany v nékolika pracich™ * 3. Na druhou stranu 6,7-TQP, které¢ se zdaji
byt ze spektralnich hledisek vyhodngjsi, byly donedavna publikovany pouze dvakrat®* 3
a proto se staly pfedmétem naSeho zajmu. NaSim cilem bylo pfipravit sérii 6,7-TQP
S perifernimi substituenty vazanymi na makrocykl ptes heteroatom (O, S, N) nebo C-C
vazbou a sledovat vliv téchto substituentli na absorpcni, fotofyzikalni a fotochemické
parametry v této skupiné latek. Zaroven jsme chtéli porovnat tyto vlastnosti s AzaPc, tedy
niz8imi homology, nesoucimi shodné substituenty. Takovéto systematické sledovani
vlastnosti 6,7-TQP nebylo do té doby publikovano.
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Obr. 30. Obecna struktura 2,3-TQP a 6,7-TQP (M je centralni kation kovu)

Divodem pro maly pocet praci na toto téma byla problematickd syntéza
4,5-diaminoftalonitrilu, klicového meziproduktu pro ptipravu prekurzorti 6,7-TQP. Tento
problém byl nedavno vyfeSen a 4,5-diaminoftalonitril byl pouzit na pfipravu 2,3-
dichlorchinoxalinu-5,6-dikarbonitrilu®®. Tato latka méa obdobné vlastnosti jako 5,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril a nukleofilni substituci poskytla prekurzory 27-29 [P5].
Obdobn¢ jako pii pripravé pyrazinovych prekurzoru, kondenzaci 4,5-diaminoftalonitrilu
s prislusnou vicinalni dikarbonylovou slouceninou byly pfipraveny prekurzory 30-31 (Obr.
31).
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Obr. 31. Schéma piipravy prekurzort pro 6,7-TQP

Z prekurzora 27-31 byly cyklotetramerizaci pfipraveny finalni 6,7-TQP (32-36) (Obr.
32). Aby bylo mozno porovnat vlastnosti 6,7-TQP, byly do série zahrnuty i AzaPc
s odpovidajici substituci (37-41). Ze syntetického hlediska se i vtomto piipadé jako
nejvyhodnéjsi ukazala Linsteadova metoda s alkoholatem hofe¢natym jako iniciatorem
reakce, odstranéni hofecnatého kationtu v kyselém prostiedi a chelatace centralniho
zine¢natého kationtu v poslednim kroku (vytézky kolem 20 %, pocitdno na prekurzor).
Tato metoda nemohla byt pouzita pro piipravu 36 a 41 vzhledem k nezadouci
transetherifika¢ni reakci (viz vyse). Tyto latky byly pripraveny ve vytézku 23% (36) a 60%
(41) cyklotetramerizaci v tavening s chloridem bis(chinolinato)zine¢natym.

Porovnanim fotochemickych a fotofyzikalnich vlastnosti latek 32-41 bylo zjisténo (Tab.
3), ze rozsiftenim konjugovaného systému vazeb bylo docileno silného batho- (pfiblizné o
100 nm) a hyperchromniho (hodnoty ¢ 1,3 az 2x vys$§i) posunu oproti odpovidajicim
AzaPc. Pozitivni vliv byl patrny na produkci singletového kysliku (&, 0,50-0,74 oproti
AzaPc 0,020-0,65), coz bylo na tkor niz$i emise fotonl (D¢ < 0,08). Jako zajimavy se
ukazal fakt, Ze 6,7-TQP 34 nesouci N,N-diethylaminové skupiny na periferii vykazal
kvantové vytézky singletového kysliku (@, 0,63) i fluorescence (@ 0,032) srovnatelné
s ostatnimi latkami v sérii, na rozdil od AzaPc 39 (@, 0,020, fluorescence nedetekovana
vibec), kde jsou excitované stavy ucinné zhaseny vlivem ICT. Pravdépodobnym
vysvétlenim mize byt rozdilné uspotadani energetickych hladin 6,7-TQP oproti AzaPc,
kdy v pfipadé 6,7-TQP neni tvorba ,.charge separate state” termodynamicky vyhodnym
déjem.
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Obr. 32. Struktura ptipravenych 6,7-TQP (32 - 36) a odpovidajicich AzaPc (37 - 41)

Tab. 3 Fotofyzikalni, fotochemické a spektroskopické parametry latek 32-41 zm&tené v pyridinu [P5]

: . Amax [ NM AL
Substituce Latka e/ dm3mol'1cm'1) am D, @ (Ag/ nm)
32 770 (247 000) 0,50 0,015 (780)
C (CO0BY) 37 658 (158 400) U2 1 o500 0,11 (672)*
33 750 (174 000) 0,64 0,039 (755)
C (neopentyl) 38 642 (227 400) 108 | 56 0,24 (648)
N 34 754 (223 600) % 0,63 0,032
39 664 (183 100) 0,020° n.d>®
S 35 754 (510 000) o7 0,74 0,042 (759)
40 657 (298 000) 0,65° 0,30 (663)°
o 36 730 (411 000) 102 0,69 0,075 (735)
41 628 (200 200) 0,61 0,29 (637)

# data publikovana uz diivel™™; ® data publikovana uz dfive[P1]; ¢ nedetekovatelné

Silna absorpce 6,7-TQP v oblasti 730-770 nm se stala spole¢né s vysokou produkci
singletového kysliku slibnym zacatkem pro vyvoj fotosenzitizérii zalozenych na jejich
struktufe. Prace na téchto latkach pokracovala v nasi laboratoii dale. Byly pfipraveny ve
vodé rozpustné AzaPc (42) a odpovidajici 6,7-TQP (43) (Obr. 33) ™. Testy na in vitro
fotodynamickou aktivitu na rakovinnych butikach hrtanu (Hep2) ukazaly vysokou aktivitu
(ICso = 104 nM (42) a 220 nM (43)) s nizkou toxicitou ve tmé (ICsg>200uM)!"?. Zaroven

byly provedeny testy na subcelularni lokalizaci, které odhalily, Ze se tyto latky pfednostné
(791

orientuji do lysosomu

/N N—/
)
N
\/R* N=

Obr. 33. AzaPc a 6,7-TQP testované na in vitro fotodynamickou aktivitu na Hep2 buiikach.

40




Konjugacni reakce AzaPc s biomolekulami

Vazba fotosenzitizéru na vhodny nosi¢ mtize zajistit lepsi farmakokinetické parametry
(napf. cilenéjsi distribuci v organismu vazbou na monoklonalni protilatky, oligonukleotidy,

>< steroidy) nebo fyzikalné-chemické parametry (napft. lepsi
HOOC s rozpustnost v biologickém prostiedi vazbou na sacharidy).
QN\ N A S>< Takovéto konjugaty jsou oznaCovany jako fotosenzitizéry
\ 0 N= tieti generace. Pro tento ucel byl pfipraven nesymetricky
NS . .
N zn N Pc (44)[78] (Obr. 34) nesouci jednu modifikovatelnou

P >< funkéni  skupinu  (karboxylovou) pro vazbu na
s biomolekuly.  terc-Butylsulfanylové  substituenty a

3>< ><S zine€naty kation v centru zajistily optimalni fotofyzikalni
a fotochemické parametry tohoto derivatu (@,=0,80 a
Obr. 34. Pc s optiméalnimi @¢=0,06). Diky Pc jadru rozsifeného navic vlozenim

fotofyz. a fotochem. vlastnostmi ~ jednoho pyrazinového jadra se absorpce v Q pasu
posunula az k 726 nm{’®,

Piiprava stavebnich jednotek pro ..click® reakce

Uvedeny Pc 44 slouzil jako vychozi latka pro piipravu derivatu vhodného pro konjugaci
s mestranolem. Takovyto konjugat by mohl byt selektivnéji vychytavan v estrogen-
dependentnich nadorovych tkanich tato latka by se tak mohla stat fotosenzitizérem tieti
generce [P6]. Pc 44 byl v prvnim kroku modifikovan tak, aby mohl byt pouzit pro 1,3-azid
alkyn cykloadi¢ni reakce podle Huisgena, nékdy nazyvané jako ,,click® chemie (Obr. 35).
Izolace nesymetrické 44 pomoci sloupcové chromatografie je diky volné karboxylové
skupiné problematicka vzhledem k silné vazbé na silikagel a vytézek 44 je pouze 11 %
(pocitano na prekurzory)[78]. I kdyZ néslednd amidace na Pc 45 probihd kvantitativné,
ukdzalo se zhlediska vytéZnosti Pc 45 vyhodnéjsi zavedeni azidové skupiny uZ na
prekurzor 2,3-dikyanchinoxalin-6-karboxylovou kyselinu (46) za vzniku N-(3-
azidopropyl)-2,3-dikyanchinoxalin-6-karboxamid ~ (47). Jeho nasledna  statisticka
kondenzace s 4,5-bis(tert-butylsulfanyl)ftalonitrilem (48) poskytla smés kongenerti 49Mg,
45Mg, 50Mg-53Mg, ze kterych byly pomoci sloupcové chromatografie odseparovany
symetricky Pc 49Mg, kongener typu AAAB 45Mg a dale pak smés izomerua 51Mg
(ABAB) dohromady s 52Mg (AABB). (Obr. 36). Dalsi kongenery (52Mg-53Mg) nesouci
tf1 a Ctyf1 azidové skupiny se bohuzel nepodafilo timto postupem ziskat, nebot’ se silné
vazaly na silikagel. Z Pc 45Mg a smési 50Mg+51Mg byly poté piipraveny bezkovové
derivaty (45H2, 50H2+51H2) a z nich nasledné piislusné zine¢naté komplexy. Polohové
isomery 50Zn a 51Zn byly od sebe rozdéleny az jako zinecnaté komplexy a ziskany
v celkovém vytézku 2 % (50Zn) a 5 % (51Zn) (pocitano na prekurzory). Vytézek 45Zn
ziskany timto postupem byl 26 % [P9].

Symetricky Pc 53Zn byl pfipraven ve vytézku 26 % piimou cyklotetramerizaci
prekurzoru 47 s vyuzitim templatového efektu kovu. V sérii tedy chybi pouze Pc 52Zn

41



nesouci tfi azidové skupiny, ktery nelze pfipravit jinak nez nesymetrickou cyklizaci a
naslednou separaci pomoci sloupcové chromatografie (Obr. 35).

Obr. 35. Piiprava Pc 45 vhodného pro ,,click reakce.

+ o)
N N
X S X N\ N/\/\N
3
+ | _ H — 45Mg, 49Mg-53Mg —>  45H2, 49H2-53H2
= S pz N
N7 48 N7 47 ‘

‘ N3 45Zn, 49Zn-53Zn N3

53Zn M = Mg, 2H, Zn %

HN.

s s N=N g N
>< >< 7 Nﬁ/N N\@ NN
N N N N
™ ./ 7 o/ \
N N M. N NooM N
N ) N I/N/ ) N //l/\lé
N\ Y N A ~N NS A A /N
/ s>< ) YN \ / N $ \

—N _ — —N =
o= ><5 o= ‘=0 0
éNH 51 H 52 H 0\ 53 H
N3 N3 N3 i N3

N3

Obr. 36. Piiprava Pc nesoucich vice reaktivnich skupin vhodnych pro ,,click* reakce.
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Zinecnat¢ komplexy 45Zn a 50Zn-53Zn maji diky rozSifenému systému
konjugovanych vazeb oproti AzaPc Q pas posunuty pies 700 nm, tedy na vinovou délku
vhodnou pro excitaci PS v PDT (Obr. 37 a Tab. 4). Vlivy chinoxalinovych a tert-
butylsulfanylovych skupin vadzanych na benzenové jadro jsou podobné, a proto maji
vSechny latky v sérii velice podobny posun Q pasu. Diky nesymetrii molekuly maji Pc
45Zn a 50Zn Q pasy rozstépeny na dva pasy (typ symetrie Cy,, viz Obr. 5). U izomeru
51Zn je pouze jeden nestépeny Q pas, 1 kdyZ ma molekula také nesymetricky charakter
(typ symetrie Cyy, viz Obr. 5). Podobny tvar spekter byl pro ,,adjacent™ izomery popsan uz

““““““ 33 110, 111 stejn¢ jako v pracich zabyvajicich se
teoretickymi vypocty spektralnich vlastnosti®!. Jeden nestépeny Q pas u 53Zn je pak
v souladu se symetrii molekuly. Mezi zine¢natymi komplexy 45Zn a 50Zn-53Zn nebyl
pozorovan signifikantni rozdil v produkci singletového kysliku a intenzity fluorescence.
VSechny latky v sérii jsou vybornymi producenty singletového kysliku (&, 0,63-0,79) na
ukor niz$i emise fotoni (@ 0,029-0,061)[P6, P9].

< 0.154
§ — 45
E — 50
. 0.10 — 51
i=] - 53
©
o
~ 0.05-]
X
@

0.00 == , ,

600 700 800

vinova délka / nm

Obr. 37. Absorpéni spektrum (oblast Q pasu) Pc 45 a 52-54 vhodnych pro ,,click® reakce

Tab. 4. Fotofyzikalni, fotochemické a spektroskopické parametry latek 45 a 52-54 v DMF

Litka (¢ 110° ﬁqnglfr:jn;ﬁ cm) Pa P G
45 723 (1,29), 698 (1,31) 0,63 0,029 733
50 737 (1,47), 694 (1,06) 0,79 0,037 742
51 716 (1,78) 0,69 0,061 728
53 717 (1,58) 0,68 0,037 724
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Vlastni ..click reakce

Latka 45 se stala vychozi
stavebni jednotkou pro konjugacni
reakce s mestranolem a hept-1-ynem
metodou 1,3-azid alkyn cykloadice.
Principem této reakce je médnymi
ionty katalyzovand adice azidové
skupiny na terminalni alkynylovou
skupinu za vzniku 1,2,3-triazolového
cyklu (Obr. 38). Jedna se o vysoce
ucinnou, regioselektivni  metodu

vhodnou i pro pomémé slozité
makromolekuly. | Vnasem pflpadé fotosenzitizér linker biomolekula
bylo dosaZeno téméf kvantitativnich Obr. 38. Schematické znazornéni ,,click® reakce

vytézkd konjugace 86 % (54) a

97 % (55) (Obr. 39). Konjugaty 54 a 55 dosahly srovnatelnych nebo i vyssich kvantovych
vytézka singletového kysliku a fluorescence oproti vychozim latkdm 44 a 45, absorp¢ni
vlastnosti ztistaly beze zmény [P6]. V budoucnu by tyto dvé latky mély byt otestovany na
selektivitu k estrogen- dependentnim nadorovym tkanim, kdy druha ze jmenovanych latek
by méla slouzit jako negativni kontrola pro cilenou distribuci. Nejprve vSak bude potieba
vyresit aplika¢ni formu pro podavani do biologického prostiedi, nebot’ ptipravené derivaty
jsou vysoce lipofilni.

Obr. 39. Struktury Pc ptipravenych ,click” reakci

Latka 45Zn spole¢né s ostatnimi ze série (50Zn, 51Zn a 53Zn) jsou v soucasné dobé
vyuzivany pro piipravu konjugati s galaktézovymi jednotkami na periferii opét pomoci
zminénych cykloadi¢nich reakci. Piiklad dvou takovych latek (56 a 57) ukazuje Obr. 40.
Vysledkem tohoto projektu by mely byt konjugity Pc nesouci rizny pocet cukernych
jednotek v molekule, z ¢ehoz vyplyvaji i rizné rozdélovaci koeficienty mezi organickym a
vodnym prostitedim. Vzhledem Kk vyssi metabolické aktivit¢ nadorovych bunék jsou
cukerné jednotky nadorovymi bunikami ve vyssi mife vychytavany jako zdroj energie pro
bunécné procesy. Touto cestou bychom tedy chtéli ziskat nejen latky cilenéji distribuované
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k nadorovym tkanim, ale i latky rozpustné ve vodném prostiedi. Druha ze zminovanych
vyhod je ocekavana az u konjugatu 57 nesouciho vice polarnich hydroxylovych skupin.
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Obr. 40. Piiklad pfipravovanych konjugatii s cukernymi jednotkami
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5. Zavér

Tato disertacni prace shrnuje v Teoretické ¢asti souCasny stav studované problematiky.
Je zde popsana piiprava a vlastnosti Pc/AzaPc, déle pak fotofyzikalni a fotochemické déje
vychazejicich z excitovanych stavii molekul. Jedna kapitola je vénovana fotodynamické
terapii jako hlavni aplikace mnou pfipravovanych sloucenin. Cast Vysledky a diskuze je
pak komentafem k publikovanym védeckym pracim.

V ramci této prace byla piipravena fada AzaPc i Pc, na nichZ byly studovany
fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti této skupiny latek. V prvni Casti jsem se zabyvala
pti¢inou nulovych kvantovych vytézka singletového kysliku a fluorescence u alkylamino
derivati AzaPc. Bylo zjisténo, Ze u téchto AzaPc probihd intramolekularni pienos naboje
(ICT), ktery je zodpovédny za relaxaci excitovanych stavi zpét do zékladniho stavu Sy
[P2]. Bylo také zjisténo, ze ICT lze u AzaPc zablokovat bud’ stéricky (tvorba J-dimerd,
[P1]) nebo protonizaci periferniho dusikového atomu [P2, P3], ktery je donorem pro proces
ICT. Velice vysokou ucinnost zhaseni dokazuje fakt, Zze uz jedno donorové centrum
zpusobi pokles kvantovych vytézkt v polarnim prostiedi prakticky K nulovym hodnotam
[P2]. Na uvedenych poznatcich byla pfipravena séric AzaPc, jejichz fotofyzikalni a
fotochemické vlastnosti lze tidit pH prosttedim [P7].

Druha ¢ast prace teSila nékteré syntetické problémy u AzaPc. Byl nalezen vhodny
obecny postup piipravy jak symetrickych aryloxy a alkyloxy AzaPc [P4], tak
nesymetrickych alkyloxy/aryloxy AzaPc, jejichz piiprava byla popsana tplné poprvé [P8].
Rozsiteni konjugovaného systému vazeb vedoucimu k vyraznému posunu absorp¢niho
maxima bylo dosaZzeno pfipravou 6,7-TQP [P5]. V této praci byl studovan i vliv periferni
substituce 6,7-TQP na jejich fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti. V neposledni tadé
byly nalezeny podminky pro piipravu konjugéath AzaPc s biomolekulami pomoci 1,3-
dipolarni azid alkyn cykladice, které by jako fotosenzitizéry treti generace mély byt
cilengji distribuované v organismu [P6]. Zaroven byly pfipraveny dal$i AzaPc vhodné jako
vychozi latky pro 1,3-azid alkyn cykloadice, na které jsou v soucasné dob¢ vazany cukerné
jednotky [P9]. U téchto latek by se kromé cilenéjsiho vychytavani v nadorovych tkanich
méla vyrazné zlepsit i rozpustnost v biologickém prostiedi.

Prace na Pc, AzaPc a dalSich strukturné podobnych latkach rozhodné nekonci.
V budoucnu bude porovnana ucinnost ICT (donor je v konjugaci s akceptorem) s procesem
PET (elektron ,,pieskakuje na urcitou vzdalenost). Principu blokovéani ICT by mélo byt
vyuzito pii pripravé nesymetricych AzaPc nesoucich aza-crown na periferii, slouZzicich
jako fluorescenéni senzory pro kationty kovi. Bude pokracovano v ,.click® reakcich na
pfipravé jiz zminénych konjugati se sacharidy. V neposledni fad¢ bude ve spolupraci
s kolegy z Katedry anorganické a organické chemie vénovana velka pozornost piiprave
uplné novych AzaPc odvozenym od 3,8-disubstituovanych [1,2,4]triazolo[4,3-a]pyrazin-
5,6-dikarbonitrilu.
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Néazev disertani prace ~ PFiprava a studium vlastnosti azaanalogii ftalocyanini

Ftalocyaniny (Pc) a jejich azaanalogy azaftalocyaniny (AzaPc) jsou ploché makrocyklické tutvary s
vyraznym absorpcnim pasem v oblasti 620-720 nm nachazejici uplatnéni napi. v oblasti fotodynamické
terapie, chemické katalyzy a solarnich c¢lankd. Pro tyto aplikace jsou dulezité jejich fotofyzikalni
(fluorescence) a fotochemické (produkce singletového kysliku) parametry. Periferni substituenty Pc/AzaPc
hraji v tomto piipadé kliCovou roli. Alkylsulfanyl a alkyloxy derivaty Pc/AzaPc vykazuji vysoké kvantové
vytézky jak fluorescence (@), tak singletového kysliku (@,). Na druhou stranu u alkylamino derivata se tyto
hodnoty blizi nule, a proto tyto slouc¢eniny nalezly uplatnéni v oblasti DNA sond jako zhasece fluorescence.

V prvni ¢asti této disertacni prace bylo popsano, ze divodem nulovych kvantovych vytézkt alkylamino
AzaPc je tzv. intramolekularni ptenos naboje (ICT), kde volny elektronovy par periferniho dusiku je
donorem tohoto procesu a makrocyklické jadro AzaPc akceptorem. Absorpci svételné energie je AzaPc
excitovan na vyssi energetickou hladinu, velice rychle se tvofi tzv. ,,charge separated state” a z n¢ho se pak
molekula vraci zpét do zakladniho stavu. Tento d€j kompetuje s ostatnimi moznymi relaxacnimi
mechanismy, a proto jsou @ i @, nulové. Uéinnost ICT je u AzaPc vysoka, nebot’ uz jedno donorové
centrum na periferii je zodpovédné za pokles kvantovych vytézkia téméf k nulovym hodnotam. Proces ICT
lze zablokovat bud’ stéricky (tvorbou J-dimerd) nebo protonizaci donorového dusiku. V obou pfipadech se
@ a D, skokoveé zvysi a vyrovnaji se hodnotam strukturné podobnym AzaPc bez moznosti ICT. Ve finale
této Casti studované problematiky pak byla ptiprava série AzaPc, jejichz @ a @, jsou fizeny pH prostredim.
Tyto latky by mohly byt vyuzitelné v oblasti zobrazovacich bunécnych technik, predevsim tam, kde je vyssi
citlivost k niz§im pH Zzadouci (napt. lysosomy).

Druha cast prace se zabyvala nékterymi syntetickymi problematikami u Pc/AzaPc a jejich vyssich
homologti, 6,7-tetrachinoxalinoporfyrazini (6,7-TQP). Byly nalezeny metody pro syntézu symetrickych
aryloxy/alkyloxy AzaPc a zejména pak nesymetrickych aryloxy/alkyloxy AzaPc, které byly pfipraveny upIné
poprvé. Vliv periferniho substituentu na vlastnosti 6,7-TQP (®g, @y, Amax, €) @ srovnani téchto parametri s
odpovidajicimi AzaPc byly publikovano také uplné poprvé. U dalsi skupiny studovanych latek pak byla
popsana 1,3-dipolarni azid alkyn cykloadice jako vhodna metoda konjugace Pc/AzaPc s biomolekulami.
Vsechny pripravené Pc/AzaPc byly studovany z hlediska svych spektralnich, fotofyzikalnich a
fotochemickych parametrti a vysledky porovnany se strukturné podobnymi slouc¢eninami.
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Phthalocyanines (Pc) and their azaanalogues azaphthalocyanines (Azapc) are planar macrocyclic
compounds with significant absorption band at 620-720 nm finding application in the areas such as
photodynamic therapy, chemical catalysis and solar cells. Photophysical (fluorescence) and photochemical
(singlet oxygen production) parameters are important in above mentioned applications. Peripheral
substituents of Pc/AzaPc play key role in this case. Alkylsulfanyl and alkyloxy derivatives exerted high
fluorescence quantum vyields (@¢) as well as quantum yields of singlet oxygen (@,). On the other hand,
alkylamino substitution led to almost zero values of both @ and @,. These derivatives have recently found
new application as dark quenchers in DNA hybridization probes.

The first part of this thesis demonstrated that intramolecular charge transfer (ICT) is responsible for zero
values of quantum vyields of alkylamino AzaPc and that the lone electron pair of peripheral nitrogen is a
donor for ICT in AzaPc. Absorbing the energy of light, the AzaPc is excited to higher energy state from
which the charge separated state is formed very rapidly followed by relaxation into the ground state. This
process significantly competes with the other possible relaxation mechanisms, thus @ and @, are of zero
values. The efficacy of ICT is very high, because only one donor centre is responsible for almost complete
quenching of the excited states. ICT can be blocked either sterically (J-dimer formation) or by protonation of
donor nitrogen. In both cases @ a @, increase of several orders and reached values of similar AzaPc without
ICT. The final part of the thesis deals with a series of pH sensitive AzaPc, whose @ a &, were controlled by
pH of environment. These compounds can find their application in the area of cell imaging, especially where
the higher sensitivity to lower pH is desired (i.e. lysosomes).

The second part of the thesis was focused on some synthetic problems at Pc/AzaPc and their higher
homologues, 6,7-tetraquinoxalinoporphyrazines (6,7-TQP). The suitable general methods for symmetrical
aryloxy/alkyloxy AzaPc and unsymmetrical aryloxy/alkyloxy AzaPc were found. The latter ones were
published for the first time. The effect of peripheral substituents on the properties of 6,7-TQP (@g, P, Amax,
&) was described also for the first time. 1,3-dipolar azide alkyne cycloaddition was showed as a suitable
method for the conjugation reactions of Pc/AzaPc with biomolecules. All prepared final Pc/AzaPc were
studied from the spectroscopic, photophysical and photochemical point of view and the results were
compared with structurally similar compounds.
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této disertaéni prace odeslany k posouzeni do védeckych Casopisi [P7-P9]. Prace jsou fazeny
V poradi, ve kterém jsou uvedeny v kapitole 9. Seznam védeckych a odbornych praci.
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