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ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Pavel Cermak

Supervisor: Assoc. Prof. Veronika Novakova, PhD.

Title of Thesis: Preparation and photophysical evaluation of tetra-3,4-

pyridoporphyrazines suitable for the photodynamic therapy

Tetra-3,4-pyridoporphyrazines (TPyPz) are aza-analogues of phthalocyanines. Their
large system of conjugated bonds enables them to absorb light in the red part of the
absorption spectrum. Due to their ability to produce singlet oxygen, they can be
potentially used as photosensitizers in photodynamic therapy (PDT). Its mechanism is
based on co-functioning of three elements - photosensitizer, light and oxygen.
Photosensitizer excited by light absorption transfers its energy into tissue oxygen, thus,
creating cytotoxic singlet oxygen. This method is beneficial for its high selectivity, low
toxicity, minimal invasion and fast effect.

The aim of this work was to synthetize and study water-soluble TPyPz suitable for
PDT. Water solubility was achieved by quarternized amines, forming of salts or using
suitable delivery systems (hydrophilic emulsion). Hydrophilicity was also increased by
introduction of hydrophilic non-charged substituents (OH). At first, appropriate precursors
for TPyPz (i.e., 2-substituted-5,6-dimethylpyridine-3,4-dicarbonitriles) were prepared by
nucleophilic substitution according to the scheme below. Then, cyclotetramerization of 2
a, b, d with butoxide as an initiator of the reaction gave required macrocycles. Obtained
TPyPz were transferred into metal free derivatives under acidic condition and zinc was
then coordinated into the center. At the end water soluble derivatives were prepared. All
obtained TPyPz were characterized by physico-chemical properties and biological activity.

One of the molecules (d) reached excelent effectivity-profile.
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ABSTRAKT
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Katedra: Katedra biofyziky a fyzikdIni chemie

Kandidat: Pavel Cermak

Skolitel: Doc. PharmDr. Veronika Novakova, PhD.

Nazev diplomové prace: Priprava a fotofyzikdlni hodnoceni tetrapyridoporyrazind

vhodnych pro fotodynamickou terapii

Tetra-3,4-pyridoporfyraziny jsou aza-analoga ftalocyaninll. Jejich rozsahly
konjugovany systém dvojnych vazeb jim umoziuje absorbovat svétlo v blizké infra-Cervené
oblasti absorpéniho spektra. Diky jejich schopnosti generovat singletovy kyslik mohou byt
tyto latky potencidlné pouZity jako fotosenzitizéry pri fotodynamické terapii (PDT).
Mechanismus této terapeutické metody je zalozen na soucasném pusobeni tfi slozek-
fotosenzitizéru, svétla a kysliku. Svétlem excitovany fotosenzitizér je schopen predat
nabytou energii tkanovému kysliku, ktery se takto méni v cytotoxicky singletovy kyslik. PDT

je vyhodna diky vysoké selektivité, nizké toxicité, minimalni invazivité a rychlému Gcinku.

Cilem této prace byla syntéza a hodnoceni ve vodé rozpustnych
tetrapyridoporfyrazini vhodnych pro PDT. Rozpustnost ve vodé byla zajisténa kvarternizaci
amind, tvorbou soli (protonizaci) ¢i pfipravou nosi¢ovych systému (hydrofilni emulze). Déle
byla hydrofilita zvySovana navazanim nenabitych hydrofilnich substituentd (OH). Nejdfive
byly pfipraveny dané prekurzory (2-substituované-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrily)
nukleofilni substituci dle schématu pod textem. Poté byly pomoci cyklotetramerizace latek
2 a, b, d s butanoldtem, jakozto inicidtorem reakce, syntetizovany pozadované makrocykly.
Ziskané tetrapyridoporfyraziny byly v kyselém prostifedi prevedeny na bezkové derivaty a
nasledné byl do centra molekul koordinovan zine¢naty kationt. Nakonec byly ptipraveny ve
vodé rozpustné derivaty. VSechny ziskané finalni molekuly byly podrobeny fyzikdlné-
chemickym a biologickym testlm, pficemZz jedna zlatek (d) dosahla vynikajiciho

ucinnostniho profilu.
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TEORETICKA CAST

Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (,the photodynamic therapy”, PDT) je relativné novou
terapeutickou metodou, kterou lze trefné charakterizovat jako neinvazivni, vysoce
selektivni zpUsob destrukce nezadoucich bunék. V devadesatych letech dvacatého stoleti
se oficidlné stala alternativou protirakovinnych lé¢ebnych postupll, a to vedle nosnych

.17vo . . . s v s s o .12
pilitQ boje s touto chorobou- chirurgického odstranéni nadoru, chemo- a radioterapie™ “.

K typlim nadorovému bujeni, u néhoz lze PDT uplatnit, se fadi napfiklad rakovina
kiZze, mocového méchyre, prostaty, jicnu, plic, mozku, novotvary v kréni oblasti Ci

prekancerodzni stavy, jakym je kuptikladu Barrettiv jl'ceng.

S rozvijejicim se vyzkumem PDT a jejiho klinického vyuZiti se ovSsem svizné rozsifilo i

jeji pole pusobnosti, a to i na oblasti kardiologie® °, urologiee, imunologie’, zubniho

lékaFstvi® °, oftalmologie10 a kosmetiky12 B Tuto metodu Ize dle soucasnych poznatkd
dokonce poutzit pro eradikaci bakteridlnich kmenG rezistentnich na antibiotika ** *° &

. , v /1617
VIrOVVCh onemocneni .

PDT je zalozena na soucasném pUlsobeni tfi sloZzek- fotosenzitizéru (PS), tkariového
kysliku a svétla vhodné vinové délky. Ani jedna ztéchto komponent sama o sobé, (i
kombinace dvou z nich, neni cytotoxicky aktivni. Tento fakt poukazuje na jednu z hlavnich
vyhod pouziti této metody, tedy vysokou selektivitu. Ozareni pouze kyZzeného mista vede k
zasadnimu omezeni systémovych nezadoucich ucinkd, jelikoz okolni zdrava tkan zlstava

v 18
zcela neposkozena™.

Po intravendzni Ci lokalni aplikaci fotosenzitizéru je latce ponechan dostatek ¢asu
k dokonalé distribuci. Poté je dand tkan ozarena svétlem urcité vinové délky. Fotosenzitizér
je schopen energii tohoto svételného zareni absorbovat, a tim se dostava do stavu s vyssi
energetickou hodnotou. Takto nabytou energii obratem preddva tkarnovému kysliku ’0,,
z néhoiZ se stava vysoce cytotoxicky singletovy kyslik '0,. Ten spole¢né s taktéz vzniklymi

volnymi radikdly pUsobi smrt bunék ve svém sousedstvi. Vzhledem kvelice kratké



zivotnosti molekul singletového kysliku (<0.04 ps) je akéni radius jejich cytotoxického

efektu omezen pouze na bezprostredni okoli (<0.02 um)lg.

Ke smrti nadorové tkané dochazi bud v disledku primého cytotoxického efektu na
bufiky, poskozenim vaskuldrniho systému nadoru, a tedy prerusenim jeho vyzivy, ¢i
aktivaci mohutné imunitni odpovédi pravé proti burikdm novotvaru®®. PDT mize indukci
imunitniho systému navodit az vznik dlouhodobé protinddorové imunityz. K bunécné smrti
dochazi apoptézou, nekrézou nebo autofagii®’. Pouziti fotosenzitizérl cytotoxicky
pUsobicich zejména skrze apoptdézu je vhodné v prfipadech, kdy je vyvolani masivni
imunitni reakce, tedy zanétu a s nim spojeného otoku, nezadouci, a to napfiklad u nador(
mozku. Cesta nekrézy muize byt na druhou stranu vysoce efektivni pro indukci nejen

kratkodobé, ale zejména dlouhotrvajici protinddorové imunity *°.

Bez zajimavosti taktéZ neni, Ze jsou fotosenzitizéry preferencné distribuovany
v nadorové tkani. Pfesny mechanismus tohoto déje neni znam. Mozna vysvétleni prameni
z odlisnosti zdravé tkané od tkané novotvaru, kterymi jsou napftiklad zvySend exprese LDL-
receptorl (pricemz nékteré fotosenzitizéry pravdépodobné disponuji schopnosti se na LDL
vazat), snizené pH, vétsi intersticidlni prostory, fenestrace endotelu ¢i vysoké mnozZstvi

v . . . v . . . 21222324
nové syntetizovaného kolagenu, jenz je schopen vazat porfyriny .

vvvvv

Pozitivné nabité fotosenzitizéry mnohem Uspésnéji prochdzeji bunécnou

. v er s . v18
membranou nez ty nabité negativné™.

Nékteré studie také poukazuji na fakt, Ze latky intracelularné lokalizované
v mitochondriich maji obecné vyssi u¢innost nez ty distribuované jinde v burce (napfiklad

18
v lysozomech) ™.



Mechanismus fotodynamického déje (Obr. 1)

nebo ’4
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Obr. 1. Schéma fotodynamickych procest probihajicich pfi PDT s inkorporovanym modifikovanym
Jablonského diagramem (popis viz text), kde jsou zarivé procesy vyznaceny rovnou Sipkou, nezafivé

prerusovanou.

Fotosenzitizér ve svém zdkladnim stavu Sy disponuje stejnym usporadanim
elektrond v molekulovych orbitalech jako vétSina latek- pary elektronl s opaénym spinem
se nachazeji v nizkoenergetickych orbitalech. Absorpci fotonu svétla vhodné vinové délky
se ovsem molekula latky dostava do excitovaného stavu S;, dochazi k prechodu elektronu

do vysokoenergetického orbitalu bez zmény spinu. Tato akce trva pfiblizné 10™°s > %°.

Z tohoto excitovaného stavu S; o nizké Zivotnosti (fadové ns) se molekula mlze
vratit zpét do stavu zakladniho Sy nékolika zplsoby, a to bud emisi fotonu, neboli
fluorescenci, ¢i nezafivou relaxaci- odevzdanim tepla. Alternativné mulzZe dochazet
k relativné vzacnému jevu zvanému mezisystémovy prechod, diky némuz se molekula
dostava do tripletového stavu T; za soucasné inverze spinu excitovaného elektronu.
Elektrony tedy zaujimaji paralelni usporadani. Pravé diky nutnosti obraceni spinu jsou
pfechody mezi Sa T stavy pomalé a tripletové stavy disponuji dlouhou Zivotnosti

(mikrosekundy az sekundy). Jev se oznatuje jako spinové zakazany 2’ 8.

9



Pravdépodobnost mezisystémového prechodu roste s atomovym cislem, a proto
Ize volbou vhodného centralniho kationtu kovu docilit vyhodnéjSich fotofyzikalnich a
fotochemickych vlastnosti PS. Tento jev je oznacCovan jako efekt tézkého atomu (,heavy

28 27

atom effect”) . Zatimco horecnaté komplexy vykazuji vysSi miru fluorescence,

zineCnaté komplexy svysSim atomovym (Cislem se wvyznaduji vybornou tvorbou

singletového kysliku 293031

Pomérné dlouha Zivotnost tripletového stavu Ty, dand zakazanosti prechodld mezi
S a T stavy, poskytuje molekule fotosenzitizéru prostor k interakci s okolim, zejména pak
s tkanovym kyslikem. Ten se pfirozené vyskytuje ve svém zakladnim tripletovém stavu Tg a
lehce muiZe prijmout energii excitované molekuly v T, stavu. Takto dochazi ke vzniku
vysoce reaktivniho singletového kysliku 'O, ktery je hlavnim nositelem cytotoxického
Ucinku béhem PDT. Mimo transfer energie na molekuly okoli se muiZe molekula
fotosenzitizéru vratit do zakladniho stavu také emisi svétla- fosforescenci- ¢i neptimo,

v . ’ v v +26 32
znovu pes excitovany stav Sy, zpozdénou fluorescenci *® *2.

Ke ztraté energie fotosenzitizéru muze dojit taktéZ srazkami s molekulami okoli,
zejména s témi kyslikatymi, coZ vede k tvorbé reaktivnich kyslikatych pasobkl (,reactive
oxygen species”, ROS), tedy volnych radikal(l. Ty se spoleéné se singletovym kyslikem
podileji na devastaci bunék ve svém dosahu. Cim del3{ je Zivotnost T, stavu fotosenzitizéru,

tim vy3i je pravdépodobnost jeho kolize s okolnimi molekulami 2.

DuleZité je, Ze relaxace fotosenzitizéru z excitovaného do zdkladniho stavu je
kompetitivnim déjem, ktery zahrnuje vSechny zarivé i nezafivé procesy. Pravdépodobnost
navratu excitované molekuly do zdkladniho stavu urcitou cestou popisuji tzv. kvantové
vytézky. Lze je charakterizovat jako pocet navratl danym zplsobem na celkovy pocet
prijatych fotonl. Kupfikladu pocet emitovanych fotonl k poctu pfijatych je kvantovy
vytézek fluorescence @r. Jednim z klicovych parametrli vysoce ucinného fotosenzitizéru je
poté kvantovy vytézek singletového kysliku @,, ktery vyjadfuje pocet vzniklych molekul ‘o,

na pocet pfijatych foton(.

10



Svétlo

Jednim ze zdkladnich parametrl pro PDT je bez pochyby svétlo, respektive jeho
vinovda délka. Ta urcuje hloubku priniku zafeni do tkané a tedy primo efektivitu celého
procesu. Svétlo disponujici kratSimi vinovymi délkami- modré svétlo- je mohutné
absorbovano tzv. endogennimi chromofory (naptiklad hemoglobin, myoglobin, melanin) a
navic podléha rozptylu. Neni proto schopné dostat se nikterak hluboko pod k(Zi. Na
druhou stranu svétlo pfiliS dlouhych vinovych délek, nad 1300 nm, je pohlcovano
molekulami vody. Rozmezi vhodnych vinovych délek svétla pro pouziti pfi PDT se oznacuje

jako tzv. optické ¢i také fototerapeutické okno a ¢ini ptiblizné 630-1300 nm 3334

Elektromagnetické zareni o vinové délce nad 800 nm jiz ovSem zpravidla nemusi
poskytovat fotosenzitizéru dostatecnou energii k excitaci tkafiového kysliku na singletovy
3336 Prakticky pouzZitelné je tedy Cervené svétlo v rozmezi 630-800 nm, pricemz ¢&im blize

horni hranici, tim efektivnéjiiho praniku do tkdné je mozné dosahnout, a to az do 10 mm °.

Za zcela idealni |ze poté povaZovat svétlo vinové délky asi od 700 do 800 nm- ¢im

blize hodnoté 800 nm, tim lépe.

11



Fotosenzitizér

Fotosenzitizér je latka citliva na svétlo. MUze byt jak endogenniho, tak exogenniho
plvodu. Pfi PDT pfijima energii od svétla a nasledné ji predava tkanovému kysliku. Je tedy

jakymsi motorem celého fotodynamického procesu.
Mezi parametry idealniho fotosenzitizéru patfi:

- chemické

o Cistota (latka by méla byt jednotnou, Cistou entitou, a to nejen kvdli
moznosti snadné analytické kontroly, ale i z hlediska bezpecnosti)

o stabilita

o rozpustnost ve vodé

o schopnost latky zdstat monomerni v hydrofilnim vodném prostiedi
(netvofit nefunkéni agregaty)

- farmakologické, resp. farmakokinetické

o vyhodny a bezpeény ADME profil- zejména pomérné rapidni clearence,
a to hlavné z klze, pro sniZzeni incidence fototoxickych nezadoucich
ucinkd, ale i z celého organismu

- spektrdlni

o absorpcni maximum v intervalu 630-800, resp. 700-800 nm

o vysoka intenzita absorpce vyjadrend extinkénim koeficientem (opravdu
velmi silnou absorpci prestavuji hodnoty € ~ 200 000 cm™ dm>mol™)

- fotofyzikalni a fotochemické

o vysoky kvantovy vytéZzek singletového kysliku (tedy mnoZstvi
fotosenzitizérem vytvorenych molekul singletového kysliku na pocet
vsech prijatych foton()

o nizky ,photobleaching” neboli destrukce fotosenzitizéru svétlem (pozn.
nékteré studie ovsem poukazuji na skutecnost, Ze tento jev nemusi mit
pouze negativni efekt- napfiklad sniZuje tlak na presnost davky svétla,
¢imz omezuje riziko hyperaktivity terapie 37)

- ekonomické a ekologické

o cena

o dostupnost

12



- biologické
o nizka toxicita bez ozareni (,,dark toxicity”)
o vysoka fototoxicita (Ucinnost po ozareni)
o selektivni vychytavani (,up-take”) nadorovou tkani zajistujici vysokou
koncentraci latky v tumoru

o zcela bez mutagenity a kancerogenity >3 .

PFi ndvrhu a ndsledné chemické syntéze nového fotosenzitizéru je zdsadni zaméfrit
se na 4 klicové vlastnosti molekuly- rozpustnost ve vodé, schopnost neagregovat ve
vodném prostredi, vysoky absorpéni posun a kvantovy vytéiek singletového kysliku. Od
nich se poté odviji celkovy Ucinnostni profil latky, tedy mira jeji fototoxické efektivity.

Vétsinu ostatnich parametrd fotosenzitizéru je mozné predem ovlivnit podstatné méné.
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Struktura fotosenzitizéru

Skupina atomG v molekule fotosenzitizéru zodpovédna za absorpci svétla se nazyva
chromofor. Obecné se jedna o planarni, aromatickou ¢ast molekuly disponujici systémem

40

konjugovanych dvojnych vazeb Strukturni zdklad pro vétSinu syntetickych

fotosenzitizérll predstavuje cyklické tetrapyrrolové jadro molekuly a jeho analoga 8 Jedna
se o porfyriny a od nich odvozené chloriny, bakteriochloriny, texafyriny, ftalocyaniny ¢i

také tetrapyridoporfyraziny (Obr. 2). Pfirozené se vyskytujici latka obsahujici porfyrinovy

Porfyriny Chloriny Bakteriochloriny

N =
N
N P N/
VNH N= VNH N=
N N N N
\ I \ !
N HN N HN
b= N NTNCT
N \ ~
= N

Texafyriny Ftalocyaniny Tetrapyridoporfyraziny

skelet je naptiklad hem.

Obr. 2. Zakladni strukturni typy syntetickych fotosenzitizéru.

Porfyriny

Do skupiny porfyrinG patfi historicky nejstarsi PS schvaleny pro klinické poufZiti-
porfimer sodny (Obr. 3). Jeho hlavni prednosti je extrémné vysoky kvantovy vytézek
singletového kysliku (@, = 0,89) **. Na druhou stranu vak disponuje celou fadou vaznych
nedostatkd, a to dlouhotrvajici kozni fotosenzitivitou pacienta po prodélané terapii,
nejednotnym slozenim (latka se sklada pfriblizné z Sedesati oligomert), nizkym absorpénim
posunem (asi 630 nm) & slabou intenzitou absorpce (e ~ 3000 cm™ dm® mol™) *2. Jeho
fototoxicita vyjadiend v LDso(ECso) je pfiblizné 10 uM », Negativa této latky vedla ke

snahdm vyvinout PS bez podobnych limitaci.

Dalsi latkou pattici do strukturni skupiny porfyrinG je aminolevulova kyselina (ALA),
kterd je prolécivem protoporfyrinu IX (Obr. 3). Tato latka je Siroce pouZivana predevsim
pro |é¢bu koznich onemocnéni, zejména aktinické keratdzy. Pri lokdlni aplikaci je ALA a
hlavné poté jeji estery schopna dobie pronikat skrz stratum corneum. Mezi jeji nevyhody
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patii nizkd hodnota absorpéniho maxima (asi 632 nm) a slaba absorpce (€ ~ 5000 cm™ dm?

-1y 4143 44
mol™) .
COONa*
COONa*
COO" Na*
OH
0
o]
o]
Na'0oC  Coona*
COONa*
jeden z mnoha moznych oligomeru porfimeru sodneho
7
N
o]
ROMNHQ -
o]
aminolevulova kyselina nebo jeji estery protoporfyrin IX
HoocC COOH
Obr. 3. Struktury nejznaméjsich porfyrin( pouzivanych v klinické praxi.
Chloriny

Nejznaméjsimi latkami této strukturni rodiny, kterd se vyznacuje redukovanou
jednou dvojnou vazbou oproti porfyrindm, jsou temoporfin (Foscan ®, m-THPC),
talaporfin, verteporfin (Visudyne ®, také nékdy razeny do skupiny benzoporfyrind) ¢i tin
etiopurpurin (Purlytin ®, SnEt2) (Obr. 4). Hodnota jejich absorpéniho maxima je shodné u
vSech okolo 660 nm, kromé verteporfinu, u néhoz dosahuje az 690 nm. Extinkcni

koeficienty chlorind se pohybuiji v oblasti kolem 40 000 cm™ dm?®mol™ **.

H;COO0C O
A CH,00CH,CH3
H3COOC ﬂ

HsCO0C COOH

tin etiopurpurin

temoporfin talaporfin verteporfin

Obr. 4. Priklady chlorinl pouzivanych v klinické praxi.
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Bakteriochloriny

Tyto latky se lisi od chlorinG dal$i redukovanou dvojnou vazbou porfyrinového
skeletu. Vyznatuji se relativné silnou absorpci (¢ ~ 50 000 cm™ dm? mol™) v infratervené

oblasti svétla 720-850 nm *¢ ¥

. Zndmym zastupcem této skupiny je padoporfin, jehoz
absorpcéni maximum dosahuje 762 nm 3 (Obr. 5). Odvracenou strankou téchto latek je
obecné nizkd stabilita, nachylnost k rozkladu svétlem a omezend moZnost chemickych

48 49

modifikaci . Inovativnimi syntetickymi pfistupy vsak Ize do urcité miry tyto limitace

prekonat a pfipravit stabilni derivaty bakteriochlorin( s vysokou tGcinnosti pfi PDT 18

Pfikladem takové chemické strategie je navdzani gemindlni dimethylové skupiny na
kazdy ze dvou redukovanych péticlennych kruht, které poté brani oxidaci ¢i rozkladu
makrocyklu “°. Aplikaci tohoto postupu bylo v neddvné dobé pfipraveno nékolik
bakteriochlorind, pficemz nejlepsi z nich (Obr. 5) vykazoval vynikajici vlastnosti- absorpéni
maximum 715-719 nm, € ~ 120 000 cm™ dm> mol™, LDs, (ECso) = 1,5-5 nM, ,,dark toxicity”
do koncentrace 0,5 uM negativni (dale presné nestanovena). Problémem vlastnimu
bakteriochlorinlim vsak i v pripadé téchto latek z(stava ,photobleaching” (pfi ozareni 8
J/cm®), pFipadné také otazka rozpustnosti ve vodé. Jinak se oviem jedna o velice zajimavé

a nadéjné latky s dosud nevidané nizkou hodnotou LDso v in vitro testech- v fadu nM °.

P4
<‘\

padoporfin

Obr. 5. Struktura bakteriochlorinu pouzivaného v klinické praxi (padopofrin) a molekuly z neddvné studie

vykazujici LDsy v fadu nM (BC-4°) 0
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Texafyriny
Zastupcem této skupiny je motexafin lutetium (Obr. 6) absorbujici pti 732 nm. LDsg

této latky je pfiblizné 1 pm *

OH

motexafin lutetium

OH

Obr. 6. Nejznaméjsi klinicky pouzivany texafyrin.

Ftalocyaniny

Ftalocyaniny standardné absorbuji v oblasti 650-720 nm, a to velice silné € ~

200 000 cm™ dm?® mol™. Uskali t&chto latek tkvi zejména v jejich omezené rozpustnosti ve

dé **. Pfikladem je Photosens (Obr. 7) s absorpénim maximem 675 nm.

Ryl
A

Photosens

VO

*Na‘O3S SOy Na*

SO3'Na"

Obr. 7. Nejznaméjsi klinicky pouZivany ftalocyanin.

Tetrapyridoporfyraziny

Tetrapyridoporfyraziny predstavuji v oblasti fotosenzitizérl zatim velice
neprobadanou kapitolu. Na rozdil od vyse zminénych strukturnich typ( nebyla dosud
zadna latka z této skupiny registrovana pro pouziti v klinické praxi. V tomto strukturnim
zakladu je vsak skryty znacny potencial. JakoZto ftalocyaninlim podobné struktury prejimaji
i jejich vlastnosti, zejména ovSem ty pozitivni, nikoli ve vétsi mife ty negativni. V mnoha

parametrech se navic zcela vymykaji.

Stejné jako ftalocyaniny i tyto latky disponuji velice silnou absorpci svétla.
Absorpcni posun tetrapyridoporfyrazini mulze vsak diky vétsimu mnoZstvi atomU dusiku

v molekule dosahovat aZ k hranici 800 nm. Variabilita periferni substituce je vysoka a
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moznost chemické modifikace je relativné neomezend. Vhodnou periferni substituci Ize

pFipravit ve vodé rozpustné hydrofilni derivaty >*.

Pravdépodobné nejstinnéjsi strankou téchto latek, respektive jejich hydrofilnich
analog, je enormni sklon k agregaci ve vodném prostredi, pticemz shluky molekul jsou poté
zcela neucinné. K tomuto jevu dochazi kvili jejich planarnimu charakteru a Ize mu velice
tézko zabranit. Jedinou mozZnosti prevence tohoto fenoménu se jevi volba vhodného

periferniho zbytku- objemného, pfipadné nabytého >>.

18



CiL. PRACE

Cilem mé diplomové prace byla syntéza a ndslednd evaluace celkem Ctyt zcela
novych, unikatnich derivatu tetra-3,4-pyridoporfyrazinu s vlastnostmi zajistujicimi vysoky

potencial pro pouZiti pfi fotodynamické terapii jako fotosenzitizéra.

Pfripravované latky Ize rozdélit na dvé skupiny dle atomu, pres ktery jsou periferni
substituenty vazany k centralnimu skeletu- jednd se o N- a O- série molekul (Obr. 8).
Zatimco u N- derivatl bylo primarnim cilem dosdhnout posunu jejich absorpéniho maxima
co nejblize k hranici 800 nm, tedy hluboko do blizké IC oblasti svétla, v pfipadé molekuly O-
série byl kladen dliraz nejen na jednotlivé, izolované dllezZité vlastnosti, ale na optimalizaci

pokud mozno vsech klicovych parametru.

Jak bylo patrné z dfivéjsich vyzkumnych projekt >*, periferni substituenty vazané
pres atom dusiku k centralnimu skeletu umoznuji latce absorbovat svétlo hluboko v blizké
oblasti IC svétla. Na zdkladé téchto zkudenosti byla navrzena N- série molekul, celkem tfi

derivaty tetra-3,4-pyridoporfyrazinu-a, b a c.

Objemny, rigidni a nakonec i kladné nabity fenolicky substituent (d) je schopen
latky s tetrapyridoporfyrazinlm podobnou strukturou ve vodném prostredi ochranit pred
agregaci. Samotna schopnost molekuly zlstat monomerni bez excelence v dalSich
kruciadlnich vlastnostech, zejména pak vysokém absorpénim posunu, ovsem nevede
k vysoké Gcinnosti fotosenzitizéru >*. Zakladni ideou v pfipadé designu O- série, tedy latky
d, bylo spojeni fenolického substituentu, s potencidlem zabranit shlukovani finalnich
molekul, s tetrapyridoporfyrazinovym centralnim skeletem, ktery fotosenzitizéru umozni
udrzet vysoky absorpcni posun. Takto bude vytvoren potencidl pro uplatnéni ni¢im

nelimitovaného ucinku molekuly.

U vsech findlnich molekul bylo také cilem zajistit jejich rozpustnost ve vodé, a to
bud kvarternizaci aminl (alkylaci), tvorbou soli (protonizaci) ¢i pouZitim nosic¢ovych
systému (hydrofilni emulze). V pfipadé latky b bylo zamérem zvysit hydrofilitu finalni latky

nenabitymi hydrofilnimi substituenty (hydroxy- skupinami).
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N - substituenty: O - substituenty:

R: N
N 2 N//\/)
OH 0
d
b
AN~on N

Obr. 8. Nazorné schéma vsech syntetizovanych latek a jejich rozdéleni do dvou skupin dle typu

periferniho substituentu.
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EXPERIMENTALNI CAST

Vychozi latky a rozpoustédla pro reakce byly zakoupeny od firem Lach-Ner, Penta,

Sigma-Aldrich ¢i Acros. Byly pouzity bez dalsiho ¢isténi.

Prabéh reakci a Cistota vyslednych produktd byly sledovany pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC) na deskach Merck Kieselgel 60 F254. Detekce UV lampou probihaly
pfi vinové délce 254 nm nebo 366 nm. Teplota tani sloucenin byla méfena pomoci
digitalniho pFistroje ELECTROTHERMAL 1A9200. Cisténi produktd reakci bylo provadéno
pomoci sloupcové chromatografie na stacionarni fazi Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063
mm). Mobilni faze pouzZité pro jednotlivé reakce jsou popsany nize. Infracervena spektra
byla méfena IC spektrofotometrem Nicolet 6700 v ATR médu na Katedfe anorganické a
organické chemie. 'H NMR a *C NMR spektra byla mérena na pfistroji Varian Mercury Vx
BB 300 nebo VNMR S500 na Katedfe anorganické a organické chemie. Elementdarni analyza
byla provedena na pfistroji Automatic Microanalyzer EA1110CE (Fisons Instruments,
Milan, Italy) nebo vario Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme
GmbH, Hanau, Germany). UV/Vis spektra byla mérena pomoci pfistroje Shimadzu UV-
2401PC spectrophotometer a fluorescencni spektra na FS5 Spectrofluorometer (Edinburg
Instruments). Hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF) byla provedena na pfistroji 4800
MALDI TOF/TOF mass spectrometer (AB Sciex, Framingham, MA, USA) s pouZitim trans-2-
[3-(4-terc-butylfenyl)-2-metyl-2-propenyliden]-malononitrilu  jako matrice. Pfistroj byl
kalibrovan externé pétibodovou kalibraéni metodou pomoci Peptide Calibration Mix 1

(LaserBiolabs, Sophia-Antipolis, France).
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Schéma provadénych reakci

CN

N - substituenty: O - substituenty:

R:
g AN
N a N j Zn(CH;C0OO0),
%10 pyridin
OH X
d
b
=Non
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protonizace

4a o
37% HCI

a/ky/a ce

5a IV (hydrofilni emulze) 5a Il (methyl- derivat)

alkylace
5d >
CHasl

23

6d

Cr H

| H
e
N

w|v

5al (sul)

X CH3OSO3-




Priprava 2-chloro-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu (1)

Cl
CN o HCI NC | SN
N — >
Nc)\( c + )J\/ NG N
CN 1,4-dioxan, 70°C, 3 hod
1

Pfiprava elementarniho prekurzoru, latky 1, byla zaloZzena na postupu popsaném jiz
dfive v literatufe ', K butan-2-onu (3,38 g, 0,047 mol) rozpusténému v 1,4-dioxanu (100
ml) byl ptidan tetrakyanoethylen (5,00 g, 0,039 mol). K tomuto Zluté zbarvenému roztoku
byla pfikapana 36% kyselina chlorovodikova (v/v) (39 ml), pficemz takrka okamzité byla
patrnd zména zbarveni na tmavé ¢ervenou. Smés byla zahtivdna v olejové 1azni o teploté
70°C a michana po dobu 3 hodin v aparatufe se zpétnym chladi¢em. Kvili moznosti vzniku
a Uuniku toxického kyanovodiku béhem reakce byl unikajici plyn probublavan a
neutralizovan roztokem 20% siranu Zeleznatého. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci

TLC, pricemZ jako mobilni faze byl pouzit chloroform (R¢= 0,65).

Posléze byla pridana voda (400-500 ml) a produkt byl nechan krystalizovat po
dostate¢né dlouhou dobu (18 hodin). Suspenze tmavé fialovych krystal( byla vakuové
zfiltrovédna. Vzhledem k tomu, Ze ve filtratu byl stale detekovan produkt, byla provedena
nékolikanasobna extrakce do CHF. Prebyte¢ny CHF byl ze spojenych vytrepk(i odpafen na
vakuové odparce. Obé frakce produktu, jak krystaly na filtracnim papiru, tak extrahovana

¢ast, byly smichany.
Smés byla precisténa sloupcovou chromatografii s mobilni fazi CHF.

Vyslednym produktem byla nar(Zovéld krystalickd latka lehce voskovitého

charakteru.

Vytéiek: 4,20 g (56%). Molekulova hmotnost 191,62. T.t. 75,4-76,3°C (literatura
75,7-76,6°C>*)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz): &4 2,56 (3H, s, CHs); 2,66 (3H, s, CH3); >*C-NMR (CDCls,
75 MHz): 6¢ 17,3; 23,7; 109,2; 112,4; 112,7; 125,8; 134,3; 150,1 a 164,4. 1€ (ATR, cm™):
2358, 2335, 2206 (CN), 1587, 1562, 1503, 1439, 1402, 1387, 1369, 1275, 1235, 1181, 1123,

1085, 991 a 889. Naméfena data odpovidaji publikovanym datam *.
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N- SERIE LATEK

Latka a:
Priprava 2-diethylamino-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu
(2a)

cl SN NS
H NC
NG N NG

THF, reflux, 18 hodin

1 2a

Piprava latky 2a byla zaloZena na postupu popsaném jiz d¥ive v literatufe >*.

K elementarnimu prekurzoru 1 (2,02 g, 10,47 mmol) rozpusténému v THF (71 ml) byl po
kapkach pridan diethylamin (5,40 g, 73,83 mmol). Jiz za okamzik byl patrny prechod
zbarveni na Zlutou. Smés byla michdna pfi teploté varu rozpoustédla po dobu 18 hodin.

Prabéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC s mobilni fazi CHF.

Po ochlazeni reakéni smési byla srazenina diethylamonium chloridu odfiltrovana

pomoci vakuové filtrace. Filtrat byl odpafen za sniZzeného tlaku na vakuové odparce.

Latka byla precisténa pomoci sloupcové chromatografie, jako mobilni faze byl
pouzit CHF. Vyslednym produktem byla syté Zluta, olejovitd latka, chladnutim krystalizujici

na svétleji Zlutou, krystalickou latku voskovitého charakteru.

Vytézek: 1,92 g (80%). Molekulovd hmotnost 228,30. T.t. 66,4-67,1°C (literatura
66,2-67,0°C).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz): 8y 1,26 (6H, t, J=7,0 Hz, CH,CHs); 2,35 (3H, s, CHs); 2,43
(3H, s, CHs); 3,68 (4H, g, J=7.0 Hz, CH,); *C-NMR (CDCls, 75 MHz): 8¢ 13,4; 16,3; 23,9; 44,2;
86,6; 114,8; 117,0; 122,3; 126,7; 155,5 a 162,2. IC (ATR, cm™"): 2982, 2883, 2201 (CN),
1578, 1543, 1497, 1470, 1448, 1434, 1408, 1376, 1358, 1313, 1294, 1261, 1215, 1172,
1109, 1075, 1013 a 931. Namérena data odpovidaji publikovanym datim >,
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Priprava  symetrického bezkového tetrapyridoporfyrazinu

z prekurzoru 2a cyklotetramerizacni reakci (3a)

AN

NG A LiOBu

NC 7 BUOH, reflux, 18 hod
2a

Piiprava latky 3a byla zalozena na postupu popsaném jiz dive v literatuie >*.

K vychozi latce 2a (1,477 g, 6,47 mmol) rozpusténé v Cerstvé predestilovaném BuOH (21
ml) bylo pfidéano kovové Li® (314 mg, 45,24 mmol). Byla patrna okamzitd zména zbarveni
na tmavé zelenou. Reakéni smés byla michana pfi teploté zajistujici var rozpoustédla po
dobu 18 hodin. Kvdli udrzeni bezvodého prostredi reakce byl vrchol zpétného chladice

opatren silikagelovym uzdvérem.

Rozpoustédlo z reakéni smési bylo posléze odpafeno na vakuové odparce. Do
mixtury byla dale pfidana voda a 96% kyselina octova v poméru 1:1 (celkem 106 ml). Byla
detekovdna zména zbarveni na tmavé fialovou a vznik suspenze. Suspenze byla posléze
zfiltrovana pomoci prosté filtrace, produkt na filtracnim papire byl dikladné promyt vodou

a vysusen v horkovzdusné susarné (114°C, 1 hod).

Nasledné byl produkt precistén pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi
TOL/CHF/THF nejprve v poméru 10:5:1, poté 10:5:0,1. Tento krok pfipravy latky 3a byl
nevyhodny, protoZe latka zlstdvala zachycena na silikagelu, a pro pfipadnou budouci
syntézu je nutno doporucit ¢isténi sloupcovou chromatografii provadét az po nasledujicim

kroku.

Vétsina produktu zachycena na startu silikagelové kolony byla extrahovana do
pyridinu, jenZ byl poté za snizeného tlaku odpafen na vakuové odparce. Takto ziskany

produkt byl poté bez dalSiho pfecisténi pouzit jako vychozi latka dalsi reakce.

Vytéiek: 662,8 mg (45%). Molekulova hmotnost 915,21. MS (MALDI): 914.5 [M]*

26



Priprava tetrapyridoporfyrazinu se zineCnatym Kkationtem

koordinovanym v centru molekuly odvozeného od latky 3a (4a)

Zn(CH3COO)2

Y

3a

pyridin, reflux, 30 min

Syntéza latky 4a byla zalozena na postupu popsaném jiz dfive v literatuie >*.

Vychozi latka 3a (650 mg, 0,71 mmol) byla smichana s octanem zine¢natym (910 mg, 4,97
mmol) v pyridinu jako rozpoustédle. Komponenty reakce byly ponechany k vzajemné
interakci po dobu 30 minut pfi teploté varu rozpoustédla. Zpétny chladi¢ byl opatfen
silikagelovym uzdvérem. Prlbéh reakce byl kontrolovdn pomoci TLC o mobilni fazi

TOL/CHF/THF v poméru 10:5:0,5.

Po vychladnuti reakéni smési byla vétsi ¢ast rozpoustédla odparfena na odparce a
reakéni mixtura takto zahusténa. Ddle byl do tohoto koncentratu pfidan nadbytek vody.
Ihned byl detekovan vznik suspenze. Ta byla nasledné zfiltrovana prostou filtraci a filtracni

membrana promyta dostateénym mnozstvim vody, nakonec i malym mnozstvim MeOH.

Produkt na filtracni membrané byl kvantitativné preveden do bariky, nacez byl
precistén pomoci sloupcové chromatografie nejprve s mobilni fazi TOL/THF v poméru

100:1, po odstranéni velké ¢asti necistot poté TOL/CHF/THF v poméru 10:5:0,5.
Produktem je temné fialova latka jemnych krystal(.
Vytézek: 358 g (52%). Molekulovda hmotnost 978,58.

'H-NMR (CDCl3/pyridin-ds 3:1, 300 MHz): & 1,24-1,34 (24H, m, CH,CH); 3,00 (12H,
br s, CHs); 3.76 (12H, br s, CHs), 3.87 (12H, br s, CHs), 4.37-4.57 (16H, m, CH,); *C-NMR
(CDCls/pyridin-ds 3:1, 75 MHz): &¢ 12,9, 13,4, 23,0; 29,75; 45,65; 46,74, 153,7 a 156,2; IC
(ATR, cm™): 2973, 2933, 2867, 1558, 1481, 1443, 1422, 1379, 1337, 1252, 1210, 1172,
1124, 1088, 1062, 990 a 937. MS (MALDI): 976.4 [M]"
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Priprava hydrochloridu tetrapyridoporfyrazinu 4a (5al)

37% HCI

4a >
THF/MeOH 5:1, reflux, 2 hod

8 CrI

Vychozi latka 4a (30 mg, 30,7 umol) byla rozpusténa ve smési THF/MeOH,
objemovym pomérem 5:1, celkem 120 ml. Do smési bylo poté pfidano 30 ml 37% kyseliny
chlorovodikové (v/v). Reakce byla provadéna pfi teploté varu rozpoustédla po dobu 2
hodin. V pribéhu reakéniho procesu byla patrnd zména zbarveni smési z hnédé na

zelenou.

Byl pfidan TOL (50 ml) a reakéni mixtura byla nasledné za snizeného tlaku odparena

do sucha na vakuové odparce.

Latka 5a | byla nasledné ihned pouzita k fotofyzikalnim mérenim.
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Priprava alkylovaného derivatu tetrapyridoporfyrazinu 4a pomoci

ethyljodidu (5aII)

SN

Y

4a

24°C, 7 dni

K vychozi latce 4a (13 mg, 13,3 umol) byl pfidan ethyljodid (1 ml), ktery byl zaroven
reaktantem i rozpoustédlem. Po nékolika okamZicich byla patrna tvorba drobné temné
fialové suspenze. Reakce probihala za michani pti pokojové teploté. V reakénim case 48
hodin byl do reakéni smési ptidan NMP (2 ml). Reakce dale probihala za michani pfi

pokojové teploté 5 dni, celkova reakéni doba tedy Cinila 7 dni.

Produkt reakce, ve vodé rozpustny ethyl- derivat tetrapyridoporfyrazinu (5a Il),

nebyl Uspésné pripraven.
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Priprava alkylovaného derivatu tetrapyridoporfyrazinu 4a pomoci

dimethylsulfatu (5a III)

O\\ /O*
O// \O_
4a

Y

140°C, 72 hodin

X CH3OSO3_

Tetrapyridoporfyrazin 4a (26 mg, 26,6 pmol) byl smichan s dimethylsulfatem (2
ml), jenz v této reakci plnil jak Ulohu reaktantu, tak rozpoustédla. Po 24 hodinach michani
za teploty 140°C byl do reakcni smési pfidan NMP (2 ml), pti¢emz na tuto akci byla patrna
boufliva odpovéd tmavé zelené reakéni smési. Reakce dale pokradovala 48 hodin pfi stejné

teploté, tedy 140°C.

Cisté&ni produktu bylo zapoéato pfidanim acetonu, co? bylo doprovézeno vznikem
tmavé srazeniny produktu. Dale byla provedena prosta filtrace a ndsledné promyti filtracni
membrany acetonem. Cisténi produktu pokracovalo trojndsobnym presrazenim produktu
z MeOH do diethyletheru. Jakozto finalni krok Cisticiho procesu byl produkt vytfepan mezi
vodu a CHF. Vodna vrstva byla odpafena do sucha. Methylovany tetrapyridoporfyrazin 5a

Il byl nakonec seskraban do acetonu a suspenze byla prostou filtraci zfiltrovana.
Produktem je tmavé hnéda krystalicka pevna latka.

Vytézek: 27 mg (51,1%). Molekulovd hmotnost 1986,85.
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Priprava hydrofilni emulze tetrapyridoporfyrazinu 4a (5a IV)

HYDROFILNI EMULZE

CREMOPHOR EL hydrofobni prostredi

% % vhodne pro latku
- e
hydrofobni konce
MCT
% hydrofilni hlavicky
\ voda

5alv

Pro pfipravu hydrofilni emulze o koncentraci 50 umol/I byla pouzita latka 4a (0,245
mg, 0,25 umol), hydrofilni emulgator CREMOPHOR EL (50 mg), MCT (20 mg) a médium (5

ml).

Slozky byly navazeny do banky, rozpustény v CHF a odpareny do sucha (20 min, 5
mbar) na rotacni vaukové odparce. Nasledné bylo pfiddno médium (5 ml) a vznikld emulze

dikladné protfepana pomoci vortexu (5 min).

Vznikla mikroemulze byla ihned podrobena fotofyzikalnim a biologickym testim.
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Latka b:

Priprava  2-(bis(2-hydroxyethyl)amino)-5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (2b)

cl HO\/\N/\/OH HO_ -~ O
NC | SN H NC | SN
NG NG
THF, reflux, 72 hodin
1 2b

K elementarnimu prekurzoru 1 (2,01 g, 10,49 mmol) rozpusténému v THF (80 ml)
byl po kapkach pridan diethanolamin (15,32 g, 145,71 mmol). Vzhledem k husté
sirupovitému charakteru této latky bylo pfikapavani provedeno po predchozim rozpusténi
reaktantu v malém mnoistvi THF. Bylo moZné pozorovat postupnou zménu zbarveni
reakéni mixtury do Zluta. Smés byla dale michana pfi teploté varu rozpoustédla po dobu 72

hodin. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC s mobilni fazi CHF/aceton v poméru 5:1.

Latka odpovidajici produktu byla precisténa pomoci sloupcové chromatografie, a to
dvakrat. Jako mobilni faze prvni kolony byl pouzit CHF/aceton 5:1, druhé CHF/aceton 5:2.

Vyslednym produktem byla nahnédle Zlutd krystalicka latka.
Vytézek: 1,48 g (54%). Molekulova hmotnost 260,13.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz): &4 2,37 (3H, s, CHs); 2,45 (3H, s, CHs); 3,95 (8H, s, CH,);
3C-NMR (CDCls, 75 MHz): 16,4; 23,8; 54,2; 61,5; 88,6; 114,4; 116,7; 124,0; 127,0; 156,1 a
162,4. IC (ATR, cm™): 3292, 2926, 2854, 2613, 2208 (CN), 1625, 1580, 1546, 1494, 1453,
1396, 1376, 1255, 1178, 1077, 1048, 1029, 1008, 982, 891 a 831.
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Priprava  symetrického bezkového tetrapyridoporfyrazinu

z prekurzoru 2b cyklotetramerizacni reakci (3b)

HO OH HO
NC_ LiOBu N I
P >
NC BUOH, reflux, 3,5 hod
2b

3b

K vychozi latce 2b (0,491 g, 1,888 mmol) rozpusténé v Cerstvé predestilovaném
BuOH (20 ml) bylo pfidano kovové Li®(118,8 mg, 17,12 mmol). Byla patrnd okamZzitd zména
zbarveni na temné fialovou. Reak¢ni smés byla michana pfi teploté zajistujici var (145°C)
po dobu 3,5 hodiny. Kvili udrZeni bezvodého prostiedi reakce byl vrchol zpétného chladice

opatren silikagelovym uzavérem.

Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC o mobilni fazi CHF/THF/MeOH

v poméru 5:2:1.

Tmavé fialova latka byla po odpareni prebytecného rozpoustédla (BuOH) do sucha

pouzita bez dalsiho ¢isténi do ndsleduijici reakce.

Vytézek: 600 mg neprecisténé reakéni smési. Molekulova hmotnost 1043,20.
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Priprava tetrapyridoporfyrazinu se zineCnatym Kkationtem

koordinovanym v centru molekuly odvozeného od latky 3b (4b)

Zn(CH5C0O0),
3b >

pyridin, reflux, 90 min

Vychozi latka 3b (600 mg neprecisténé smési z predchozi reakce, priblizné 0,575
mmol) byla smichana soctanem zineénatym (660 mg, 3,60 mmol) v pyridinu jako
rozpoustédle. Reakce byla po dobu 90 minut zahfivdna pfi teploté varu rozpoustédla.
Zpétny chladi¢ byl opatfen silikagelovym uzavérem. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci

TLC o mobilni fazi CHF/THF/MeOH v poméru 5:2:3.

Po ¢aste¢ném vychladnuti reakéni smési bylo rozpoustédlo odpareno do sucha za

snizeného tlaku na vakuové odparce.

Produkt reakce byl precistén nasledujicim zplsobem. Nejdfive byla smés produktu
a necistot rozpusténa ve smési rozpoustédel (voda, MeOH, CHF, aceton a THF), poté byl
v malém mnoizstvi pfidan silikagel a nasledné byla rozpoustédla odparena na vakuové
odparce do sucha. Takto byla reakéni smés na silikagel adsorbovana. Dale byla provedena
sloupcovd chromatografie o kratké délce kolony. Jako mobilni faze byla pouZita
v nasledujicim poradi tato rozpoustédla: hexan-TOL-aceton-THF-MeOH-CHF. Prvni Ctyfi
slouzila k odstranéni oranzové zbarvenych necistot, MeOH a CHF k vymyti produktu ze

silikagelové vrstvy.

Prabéh cisténi byl kontrolovan zejména pomoci méreni absorbance a absorpcnich

spekter frakci, dale také pomoci TLC s mobilni fazi CHF/THF/MeOH v poméru 5:2:5.
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Latka 4b byla nasledné rozpusténa v MeOH a pfesrazena nakapanim do acetonu.
Vzhledem ke stdle se vyskytujici ¢asti necistot byl produkt dale precistén pomoci reverzni
sloupcové chromatografie nejprve s mobilni fazi DMF/voda v poméru 2:1, poté s Cistym
DMF. Frakce po precisténi byly kontrolovdny pomoci stanoveni absorpénich spekter a

reverzni TLC s mobilni fazi DMF/voda 5:1.
Produktem je tmava, modra, lehce nahnédla a nafialovéla krystalicka latka.
Vytézek: 46 mg (2,2%). Molekulova hmotnost 1106,57.

'H-NMR (CDCls/pyridin-ds 3:1, 300 MHz): &4 2,32 (12H, s, CHs); 2,44 (12H, s, CHs);
3,37 (28H, s, CH,); 3,62 (4H, s, CH,); 4,32 (4H, s, OH) a 4,62 (4H, s, OH); **C-NMR (CDCls, 75
MHz): signdly nebyly patrné vlivem silné agregace a $patné rozpustnosti vzorku. IC (ATR,
cm™): 2924, 2853, 1659, 1573, 1418, 1388, 1258, 1197, 1140, 1057 a 841. MS (MALDI):
1104,4 [M]*
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Latka c:

Priprava 2-diisopropylamino-5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (2c)

UL

NC
| N N | SN
NG NP
THF x DMF x aceton
1 . 2c
\\\\0/14/(\
. \N/
NC
)
NC =

Experimentdlni syntéza latky 2c¢ byla provedena ndsledujicim zplsobem. Do tfi
banék byl navadzen elementdrni prekurzor 1 (50 mg, 0,261 mmol) a pfidan nadbytek
diisopropylaminu (132 mg, 1,31 mmol). Do kazdého vzorku bylo pfidano jiné rozpoustédio,
a to THF, DMF a aceton. Smési byly michany pfi teploté varu rozpoustédla. Pribéh reakce
byl kontrolovan pomoci TLC s mobilni fazi CHF, CHF/TOL poméru 1:1 a CHF/aceton
v poméru 5:1. Po uplynuti 21 hodin nebyl v Zadné z reakénich smési detekovan produkt.
Dale byl proveden obdobny pokus reakce se stejnym mnoZstvim vychozich latek, jako je
uvedeno vyse, s rozpoustédly THF v prvnim vzorku a ACN ve druhém. Tyto reakéni smési
byly podrobeny mikrovinnému zareni. Ani v tomto pfipadé nebyly detekovany zadné stopy
po produktu. Dalsim pokusem pftipravy latky 2c bylo pouziti vysokého molarniho nadbytku,
dvacetinasobku, diisopropylaminu vici elementarnimu prekurzoru 1. Jako rozpoustédlo
byl pouzit ACN, reakéni ¢as byl 12 hodin. Produkt nebyl detekovan. Latka 2c tedy nebyla
navzdory mnozstvi syntetickych pokust Uspésné pripravena. Nicméné v reakénich smésich,

u nichz byl jako rozpoustédlo pouzit DMF, byl detekovan dimethylamino- derivat latky 1.

Data pro vedlejsi produkt: '"H-NMR (CDCl3, 300 MHz): 64 2,36 (3H, s, CHs); 2,45 (3H,
s, CHs); 3,29 (6H, s, NCHs); “>C-NMR (CDCls, 75 MHz): 16,4; 23,8; 40,2; 87,9; 114,6; 116,8;
122,9; 126,5; 157,3 a 162,0. IC (ATR, cm_l): 2948, 2203 (CN), 1578, 1550, 1502, 1403, 1376,
1261, 1178, 1102, 1064, 1009, 958 a 881.
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O- SERIE LATEK

Latka d:

Priprava 2,6-bis((1H-imidazol-1-yl)methyl)-4-methylfenolu,
fenolického substituentu (1d)

H

£r<17 OH

E—— \// \\/
1,4-dioxan
reflux, 22 hodin

Fenolicky substituent
1d

2,6-bis(hydroxymethyl)-4-methylfenol

Priprava fenolického substituentu byla inspirovana postupem, jenz byl jiz dfive

32 33 yiychozi fenolickd latka, 2,6-bis(hydroxymethyl)-4-methylfenol

popsan v literature
(5,02 g, 29,85 mmol), byla smichana s 1H-imidazolem (5,40 g, 79,32 mmol). Jako
rozpoustédlo byl pouzit 1,4-dioxan (50 ml). Reakéni smés byla ponechana k interakci, a to
za podminek zajistujici var rozpoustédla po dobu 22 hodin. Ihned po kratkém casovém
Useku od zacatku reakce byla jasné patrnd zména zbarveni z nazloutlé na méné zbarveny,

vice Ciry odstin zluté az bilé.

Prabéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC s ethylacetatem jako mobilni fazi a déle

pomoci Dragendorffova ¢inidla detekujiciho tercidrni aminy.

Po uplynuti reakéni doby bylo prebytecné rozpoustédlo odpafeno do sucha na
vakuové odparce. Takto upravena reakéni smés byla za horka rozpusténa v ethanolu. Poté
byla do banky pridana voda (160 ml), pricemz byl pozorovan vznik bilého zdkalu. Barnka

s reakéni smési byla uloZzena do chladnicky, a takto ponechana 24 hodin pfi teploté 2-8°C.

Dalsim krokem cCisténi a tedy izolace produktu byla vakuova filtrace. Produkt
zachyceny na filtrani membrané byl rekrystalizovan opétovnym rozpusténim
v minimalnim mnozstvi ethanolu a nakapanim do vody (500 ml). Poté byl zopakovan

postup obsahujici uloZeni bilé suspenze v chladniéce s naslednou filtraci.
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Vytézek: 2,78 g (35%). Molekulovd hmotnost 268,32.

'H-NMR (aceton-ds, 300 MHz): &, 2,10 (3H, s, CHs); 5,14 (4H, s, CH,); 6,77 (2H, s,
ArH); 6,86 (2H, s, imidazol); 7,11 (2H, s, imidazol) a 7,66 (2H, s, imidazol); *C-NMR (aceton-
ds, 75 MHz): 20,3; 45,2, 119,7; 125,9; 128,5; 129,1; 129,6, 137,6 a 149,9. IC (ATR, cm_l):
3103, 2912, 1508, 1491, 1448, 1431, 1393, 1353, 1336, 1308, 1289, 1273, 1259, 1224,
1157, 1107, 1084, 1071, 1033 a 989. Namérena data odpovidaji datim v literature 2
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Priprava 2-(2,6-bis((1H-imidazol-1-yl)methyl)-4-methylfenoxy)-5,6-
dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu (2d)

OH
N_J \Q\ N7 N
Cl N \?f
NC. A\ o
| N > NC N N
= | N N \N
NC NaH > \/
NC
DMF, argon, 24°C, 18 hodin
1 2d

K fenolickému substituentu 1d (2,697 g, 10,01 mmol) byl pfiddn NaH (0,241 g,
10,01 mmol). Od této chvile az do konce byla reakce provadéna v argonové atmosfére.
Pomoci injekéni jehly bylo pfidano rozpoustédlo, tedy bezvody DMF (40-50 ml). Po chuvili
michani za pokojové teploty byl do reakéni smési pridan elementarni prekurzor 1 (1,600 g,
8,35 mmol). Byla pozorovana okamzitd zména zbarveni na ¢ervenou. Celkovy reakéni cas,

béhem néhoz byla reakéni smés michana za pokojové teploty, Cinil 18 hodin.

Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC s mobilni fazi ethylacetat/triethylamin/
MeOH v diléim poméru 30:1:5 a pomoci Dragendorffova c¢inidla. Produktem je latka

s reten¢nim faktorem 0,4-0,5, ktera interaguje s Dragendorffovym Cinidlem.

Produkt byl precistén sloupcovou chromatografi o mobilni fazi
ethylacetat/triethylamin/MeOH v poméru 30:1:5. Vizudlné byla frakce produktu tmavé
modra a predchazela ji Zluté zbarvena frakce patfici jedné z nelistot. Prebytecné

rozpoustédlo bylo z produktové frakce odpareno do sucha na vakuové odparce.
Produktem je tmavé modrd, nafialovéla pevna latka.
Vytézek: 2,57 g (72,5%). Molekulovd hmotnost 423,48. T.t. 164,4-167,8°C.

'H NMR (500 MHz, Aceton-ds): oy 7,43 (2H, s, imidazol); 7,22 (2H, s, ArH); 6,96 (2H, t, J =
1,3 Hz, imidazol); 6,76 (2H, t, J = 1,1 Hz, imidazol); 5,14 (4H, s, CH,); 2,46 (3H, s, CHs); 2,37
(3H, s, CHs); 2,28 (3H, s, CHs). 3C NMR (126 MHz, Aceton-de): dc 164,2; 160,9; 146,8;
138,1; 138,0; 131,6; 131,5; 130,9; 129,5; 126,5; 120,0; 114,5; 113,6; 95,9; 46,1; 23,4; 209 a
16,8. IC (ATR, cm_l): 3113, 2359, 1574, 1560, 1507, 1474, 1442, 1417, 1399, 1330, 1281,
1240, 1205, 1142, 1106, 1077, 1034, 1001 a 948. MS (ESI): 424,2 [M+H]".

39



Priprava tetrapyridoporfyrazinu s horecnatym Kkationtem

koordinovanym v centru molekuly z prekurzoru 2d (3d)

NN

= o Mg(OBu),
NC | N N/\\N JE——
NC 7 BuOH

reflux, 6 hodin

2d

3d

Do bariky byl navazen kovovy Mgo (1,00 g, 41,15 mmol), k némuz byl posléze prilit
Cerstvé predestilovany BuOH (85 ml). Tato dvojice latek byla ponechdna kvzajemné
interakci za michani pfi teploté varu rozpoustédla po dobu 2 hodin. Takto doslo ke vzniku
butanolatu hofecnatého in situ. Poté byl do reakce pridan prekurzor 2d (2,5 g, 5,90 mmol)
a ta dale pokracovala za michani pfi stejné teploté po dobu 6 hodin. Po chvili byl patrny

prechod zbarveni reakéni smési na syté zelenou.

Produkt byl z reakéni smési izolovdn mnohondsobnou extrakci pomoci CHF a THF.
Nasledovala filtrace, a to nejdfive vakuovd, poté prosta. Pribéh reakce a chovani latky 3d
bylo pozorovano pomoci TLC s mobilni fazi CHF/MeOH 1:1 a TLC se stacionarni fazi
obsahujici Al,O3; a mobilni fazi CHF/THF 1:1. Dokonalejsi precisténi produktu nebylo po
tomto syntetickém kroku provedeno vzhledem k chovani a vlastnostem latky- zejména

kvUli ulpivani na silikagelu. Hruby produkt byl pouzit do dalsi reakce.
Produktem je syté zelena krystalicka latka.
Vytézek: 3 g hrubého produktu. Molekulova hmotnost 1718,23.

MS (MALDI): 1717,6 [M+H]"
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Priprava  symetrického bezkového tetrapyridoporfyrazinu
odstranénim horecnatého kationtu z koordinacniho centra latky 3d

(4d)

1% HCI

3d _—

24°C, 1 hodina

4d

K neprecisténému produktu predchozi reakce, tedy k latce 3a (3 g, pfiblizné 1,75
mmol) bylo pfidéano pfimérené mnozstvi 1% kyseliny chlorovodikové (v/v). Reakéni smés
byla michana za pokojové teploty po dobu jedné hodiny. Poté bylo pH reakéni smési
ovlivnéno pridanim takového mnoistvi 10% roztoku NaOH (m/m), aby vysledkem byla
mirné zasaditd reakce. lhned byla patrnd tvorba sraZeniny produktu. Ten byl poté

zfiltrovan a filtra¢ni membrana byla promyta vodou az do neutrdlni reakce.
Reakce probéhla bez zmény zbarveni.

Chovani latky 4d bylo zkoumano pomoci TLC s mobilni fazi

CHF/THF/triethylamin/MeOH v poméru 10:3:3:5.

Dokonalejsi precisténi produktu nebylo po tomto syntetickém kroku provedeno
vzhledem k chovdni a vlastnostem latky (ulpivani na vrstvé silikagelu). Hruby produkt byl

pouzit do dalsi reakce.

Produktem je syté zelend krystalicka latka. Vytéiek: 2,43 g hrubého produktu.
Molarni hmotnost 1695,94.

MS (MALDI): 1695,7 [M+H]*
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Priprava tetrapyridoporfyrazinu se zinecnatym Kkationtem

koordinovanym v centru molekuly odvozeného od latky 4d (5d)

Zn(CH3COO)2

4d —_—

pyridin, reflux, 30 minut

5d

Vychozi latka 4d (2,43 g, 1,43 mmol) byla rozpusténa v optimalnim mnoZstvi
pyridinu (80ml). Poté byl pfidan octan zinec¢naty (1,84 g, 10,05 mmol). Reakce probihala 30
minut pfi teploté zajistujici var rozpoustédla. Zpétny chladi¢ byl opatfen silikagelovym

uzdvérem. Byla detekovatelna zména odstinu zelené barvy reakéni smési na tmavsi.

Po ukonceni reakéniho procesu byla smés zahusténa za snizeného tlaku na vakuové
odparce. Nasledné bylo pfidano relativné velké mnoiZstvi vody (180-200 ml). Vzhledem
ktomu, Ze ocekdvany vznik suspenze produktu neprobéhl, dalsim krokem byla

mnohondsobnad extrakce latky 5d do CHF. Béhem extrakce byla patrna tvorba jak vodné a

chloroformové vrstvy, tak tvorba prostfedni, tézko definovatelné, ,emulzni vrstvy. Proto
bylo do smési pfiddno vhodné mnoiZstvi EDTA a nasyceného roztoku NaCl (,brine“).
VSechny chloroformové frakce byly spojeny a rozpoustédlo bylo nasledné kompletné

odpareno.

Celd vodna vrstva a vrstva ne zcela zndmého sloZeni byly vakuové zfiltrovany a
promyty vodou. Na filtraéni membrané bylo zachyceno znatelné mnozstvi pevnych castic,
plasticky-voskovitého charakteru, v barvé produktu, tedy tmavé zelené. Po vyschnuti

tohoto pevného podilu byla pfidana voda a 3% kyselina chlorovodikova (v/v). Za pomoci
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tohoto média byl produkt postupné rozpoustén. Proces probihal pozvolna, velice dlouho, a
to do té doby, nez pevné Castice zcela neztratily zelené zbarveni. Poté byla provedena jak
vakuova tak prosta filtrace a filtracni membrany byly promyty vodou a 3% kyselinou

chlorovodikovou (v/v) v dostateéném mnozstvi.

Tato produktova frakce byla spojena s frakci produktu ziskanou odparenim
chloroformové vrstvy po plvodni mnohonasobné extrakci, kterd byla predtim rozpusténa

ve stejném médiu (voda, 3% HCl) a zfiltrovana.

Nasledné byl tento kysely roztok s rozpusténym produktem nékolikrat vytfepan
s CHF pro odstranéni necistot organického plvodu. Poté byla vodna vrstva zneutralizovadna
10% roztokem NaOH (m/m) do zmény pH na lehce zasadité. Byla patrnd tvorba suspenze
produktu. Produkt byl v nasledujicim kroku nékolikandsobné vytfepan do CHF. Opét byla
pfidana EDTA a nasyceny roztok NaCl. VSechny organické frakce byly smichany a odpareny

na vakuové odparce do sucha.

Finalnim krokem c¢isténi latky 5d bylo nakapani produktu z CHF do hexanu. Vznikla

suspenze byla vakuové zfiltrovana.

Chovani produktu, latky 5d, bylo také analyzovdno pomoci TLC s mobilni fazi
CHF/THF/triethylamin/MeOH 10:3:3:5 a CHF/THF/triethylamin/MeOH 10:3:0,5:3. Na
zakladé vysledk(l tohoto zkoumani byl stanoven jednoznacny zavér, ze sloupcova

chromatografie je nevhodnou metodou pro cisténi nejen latek 3d a 4d, ale taktéz latky 5d.
Produktem je tmavé zelend, krystalicka latka.

Vytézek: 1,50 g (14,4% - pocitano z plivodniho mnoZstvi prekurzoru pro cyklizaci).

Molekulovd hmotnost 1759,30.

Na 'H-NMR je mozno rozeznat 2 polohové izomery — G4, and C,, v poméru pfiblizné

3:1, pfitomnost ostatnich izomer( je sice minimalni, ale nemUze byt vyloucena:
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ZIP300Zn-§_H
Z1P300Zn-§
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f1 (ppm)

Data pro Csn_isomer: '"H-NMR (300 MHz, CDCl3/Pyridin-ds 3:1) &4 7,46 — 7,32 (8H,

m); 7,16 (8H, s); 7,01 — 6,94 (8H, m); 6,76 — 6,61 (8H, m); 5,48 — 5,29 (16H, m, CH,); 3,65
(12H, s, CHs); 2,75 — 2,63 (12H, m, CHs); 2,47 — 2,35 (12H, m, CH).

Data pro G, isomer: '"H-NMR (300 MHz, CDCl3/Pyridin-ds 3:1) &4 7,59 — 7,55 (4H,

m); 7,55 — 7,52 (4H, m); 7,27 — 7,24 (4H, m); 7,23 — 7,19 (4H, m); 6,89 — 6,80 (8H, m); 6,60 —
6,50 (8H, m); 5,29 — 5,14 (16H, m, CH,); 3,84 (6H, s, CHs); 3,81 (6H, s, CHs); 2,83 (6H, s,
CHs); 2,78 (6H, s, CHs) a 2,34 — 2,25 (12H, m, CHs).

Data pro smés izomer(: °C-NMR (75 MHz, CDCls/Pyridin-ds 3:1) &¢ 157,4; 155,3;

154,7; 152,4; 148,2; 146,3; 139,2; 137,2; 136,4; 133,5; 130,7; 130,6; 128,5; 124,9; 119,6;
117,2; 46,6; 22,6; 21,1 a 13,9.

IC (ATR, cm™): 3112, 2919, 1596, 1506, 1477, 1441, 1416, 1383, 1332, 1273, 1229,
1197, 1140, 1078, 1034, 1002 a 926.

MS (MALDI): 1756,5 [M]*
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Priprava alkylovaného derivatu tetrapyridoporfyrazinu 5d pomoci

methyljodidu (6d)

CHl

Y

5d

DMF, argon
80°C, 24 hodin

121

6d

Tato reakce byla zaloZena na postupu popsaném jiz dfive v literatufe pro podobnou

molekulu 3

. Latka 5d (400 mg, 0,227 mmol) byla navdzena do bariky a rozpusténa
v bezvodém DMF (5ml). Celd operace jiz probihala v argonové atmosfére. Poté byl pridan
methyljodid (510 pl = 1162 mg, 8,185 mmol. Reakéni smés byla michdna a zahfivana 24

hodin pfi teploté 80°C.

Po ukonceni reakce bylo rozpoustédlo peclivé odparfeno na vakuové odparce do
sucha. Poté byl ptidan aceton, coz vedlo k vysrdZeni suspenze produktu. Ta byla zfiltrovana

a dbkladné promyta acetonem.
Produktem je tmavé zelend pevna krystalicka latka.
Vytézek: 118 mg (15%). Molekulova hmotnost 3462,57.

'H NMR spektrum ma komplexni charakter a neni mozné ho pouzit k

jednoznaénému potvrzeni struktury:
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Z1P300Zn-Me_D20-Py_H 19
ZIP300Zn-Me
18
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‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
1 (ppm)

C NMR (126 MHz, D,0/pyridin-ds 3:1) 8c 158.07, 154.83, 154.61, 152.17, 148.29,
145.98, 138.30, 135.76, 133.59, 127.45, 125.34, 123.25, 122.26, 116.67, 55.05, 48.84,
35.56, 21.93, 20.07, 13.47.

Elementdrni analyza: vypocteno pro Cig7H117111N2304Zn: N 11,33; C 37,46; H 3,49;
nalezeno: N 11,74; C 38,43; H 4,17 (po prvni alkylaci: N 11,88; C 38,67; H 3,96).
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FOTOFYZIKALNI MERENI

Stanoveni absorpcnich spekter latek:

Absorpéni spektra byla méfena na roztocich latek o presné koncentraci 1 pmol/I,

pricemz postup k ziskani takto koncentrovanych roztokt byl nasledujici:

Bylo navaZieno priblizné 0,5 mg mérené latky s presnosti na tisiciny miligramu. Poté
bylo pfidano takové mnoiZstvi rozpoustédla, aby cilova koncentrace latky byla 100 pmol/I.

Toto mnozstvi bylo vypocteno ze vztahu:

Do kyvety bylo poté pomoci pipety ptidano 2,475 ml rozpoustédla a pomoci

transferpetoru 25 pl pfipraveného 100 uM zasobniho roztoku dané slouceniny.

Méreni byla provddéna proti standardu predstavovym kyvetou s Cistym

rozpoustédlem.

Stanoveni extink¢éniho koeficientu latek:
Extinkéni koeficienty € [cm™ dm® mol™] byly vypo&itany pomoci Lambert-Beerova

zakona:

A - absorbance, c - koncentrace [mol/l], d - tloustka kyvety [cm]
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VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem mé diplomové prace bylo syntetizovat zcela nové, potencidlné vysoce ucinné
fotosenzitizéry pouzitelné pro PDT. Struktura kazdé z pfipravovanych latek byla predem
peclivé navriena tak, aby v maximadlni mire pfispivala ke zlepSeni ucinnostniho profilu

findIni molekuly.

Klicovymi ¢tyfmi pfedem ovlivnitelnymi vlastnostmi zajistujicimi vysokou Gcinnost

PS jsou:

- schopnost absorpce svétla v IC oblasti 700-800 nm

- rozpustnost ve vodé (v pripadé planovaného systémového podani PS)

- schopnost latky zlstat monomerni ve vodném prostiedi a netvofit nefunkéni
agregaty

- vysoky kvantovy vytéZzek singletového kysliku neboli schopnost pfemeénit
velkou ¢ast energie nabyté svétlem na tvorbu vysoce cytotoxickych molekul

singletového kysliku

Pro celou sérii molekul pfipravovanych vramci této mé prace byl zvolen
tetrapyridoporfyrazinovy zakladni skelet. Tato volba byla provedena naprosto raciondlné a
s jasnou vizi- dosahnout vysokého absorpcniho posunu. Oproti skeletu ftalocyaninovému
(¢i azaftalocyaninovému) je tento zaklad schopen umoznit findlni latce absorpci svétla
v jesté vysSim horizontu vinovych délek, optimalné pravé az v blizkosti ,idealni“ hranice
800 nm. Dale také tato strukturdini kostra nabizi i dostatecnou variabilitu periferni

substituce.

JakoZzto kationt kovu koordinovany v centru molekul byl zcela zdmérné poufzit
kationt zinecnaty, a to z divodu jeho efektu na zvyseni kvantového vytézku singletového

kysliku a minoritné také kv(li jeho dobré dostupnosti a cené.

Naprosto krucialni pro vysledné vlastnosti latek, a tedy miru jejich Uéinnosti jakozto
fotosenzitizér, byla volba perifernich substituent( k centralnimu

tetrapyridoporfyrazinovému skeletu. Dle struktury a také urcitého dlrazu na jednotlivé
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findIni vlastnosti Ize syntetizované latky zahrnuté v této praci rozdélit do dvou skupin, a to

na latky s N-substituenty a O-substituenty, jak jiz bylo zminéno vyse (Obr. 8).

N - substituenty: O - substituenty:
R:
N
4 ~
N ? N
OH %0
d
b
ENon N
0

Obr. 8. (opakovani) Nazorné schéma vsech syntetizovanych latek a jejich rozdéleni do dvou skupin dle

typu periferniho substituentu.
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Tetra-3,4-pyridoporfyraziny s N-substituenty

Prvni skupina, derivaty tetrapyridoporfyrazinu s N-substituenty, sestavala ze tfi
puvodné navrzenych molekul- a, b a c. Tyto latky byly designovany s primarnim cilem
dosahnout u nich absorpéniho posunu tak vysoko v tzv. blizké IC oblasti (,near infra red
region”, NIR), jak jen to bude mozZné. Z predchozich vyzkumnych projektd a zkusenosti
vyplyva, Ze pravé molekuly s perifernimi substituenty vdzanymi pfes atomy dusiku vynikaji
svou schopnosti vysokého absorpéniho posunu >* Vzhledem k obecnému charakteru a
reaktivité aminl bylo predpokladano, Ze nasledna pfiprava ve vodé rozpustnych derivatd
findlnich latek zaloZzenad zejména na alkylaci (tvorba kvarternich amoniovych soli) i
pfipadné protonizaci (tvorba soli) by méla byt relativné snadno proveditelna. Timto by bylo
mozné zajistit dalsi z klicovych vlastnosti- rozpustnost ve vodé. V ptipadé latky rady b bylo
dale zdmérem zvysSit hydrofilitu findlni molekuly pomoci hydroxylovych skupin

diethanolaminovych perifernich zbytka.

Syntéza vsech tetrapyridoporfyrazinovych derivatl bez rozdilu zacind pripravou
elementarniho prekurzoru, latky 1. Mechanismus reakce je upfesnén v tomto schématu >

(Obr. 9):

SN HCI
NC)\/CN )H/}\(

Obr. 9. Reakéni mechanismus vzniku elementarniho prekurzoru.

Nejdfive dochazi k adiénimu procesu tetrakyanoethylenu a butan-2-onu, zde z pozice beta
uhliku. Poté se vaze chlor kyseliny chlorovodikové na uhlik okrajové karbonitrilové skupiny
a zaroven dochazi k elektronovému prelivu. Nakonec molekula cyklizuje za odstoupeni

vody a kyanovodiku ve finalni [atku 1.

Prekurzory pro cyklotetramerizaéni reakci byly pfipraveny nukleofilni substituci
elementarniho prekurzoru a pfislusného aminu, tedy budouciho N- substituentu. Jak latka
23, tak 2b byly Uspésné syntetizovany za pftislusnych reakénich podminek uvedenych vyse.

Avsak ptiprava prekurzoru 2c Uspésna nebyla, a to i pfes mnoho rlznych syntetickych
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pokusll. Mezi tyto snahy patfilo vyzkouseni celkem Ctyf rozpoustédel (THF, DMF, ACN,
aceton), podrobeni reakéni smési mikrovinnému zareni, velice dlouhé reakéni casy Ci
pouziti enormniho nadbytku, aZ dvacetinasobku, diisopropylaminu vici elementarnimu

prekurzoru. Ani jeden z téchto experimentd nevedl byt k minimalnimu vytézku latky 2c.

Pouze v pfipadé reakce s DMF jako rozpoustédlem byl ve smési detekovan nikoli
diisopropylamino- , ale dimethylamino- derivat (Obr. 10). Tento jev lze pfisoudit vysoké
reakéni teploté spolu s dlouhym reakénim ¢asem, coz pravdépodobné vedlo k tomu, Ze se
rozpoustédlo samotné stalo donorem dimethylaminovych skupin pro elementarni

prekurzor.

vrve

objemnosti diisopropylaminového substituentu a prostorové inkompatibility celého

potencialniho findlniho utvaru.

//A\N/A\\

PN
N
NC ‘ SN H NC | SN
> P
NG N NC
a

2

Obr. 10. Schéma pripravy prekurzord pro cyklotetramerizaci N- fady latek nukleofilni substituci a

nezamérny vznik dimethylamino- derivatu béhem snahy o pfipravu latky 2c.

Tetrapyridoporfyrazinovy skelet latek a a b byl zformovan prostfednictvim reakce
zvané cyklotetramerizace. Mechanismem je v pfipadé poufZiti alkoholatu alkalického kovu
¢i kovu alkalickych zemin jakoZto iniciatoru reakce vZdy postupné spojovani prekurzord do
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vysledného skeletu . Produktem je tetrapyridoporfyrazinovy derivat s koordinovanym

kationtem kovu, jenz byl pouZit pfi reakci, tedy vtomto pripadé kation lithny (resp.
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v pfipadé jednomocnych kationtd jsou do centra molekuly koordinovany kationty dva,
nikoli pouze jeden). Ten byl nasledné zcentra molekuly odstranén pouZitim smési

voda/koncentrovana kyselina octova v poméru 1:1.

V dal$im kroku byl do centra bezkovych tetrapyridoporfyrazinli koordinovan

zinecnaty kation reakci s octanem zinec¢natym v pyridinu (Obr. 11).

Velice dulezitym poznatkem béhem snahy o c¢isténi latek 3a, 3b a 4a, 4b byl rozdil v
jejich chovani pfi sloupcové chromatografii. Zatimco purifikace latek rady 3 touto metodou
vykazovala velké problémy, protoZe produkty zlstavaly zachycené na silikagelové vrstvé, u
latek rady 4 zadné podobné nedostatky pozorovany nebyly a tento Cistici proces probihal
dobre. Z této zkusenosti plyne doporuceni pro pfipadnou budouci syntézu téchto latek-
pomoci sloupcové chromatografie necistit bezkové tetrapyridoporfyraziny 3a a 3b, ale
aplikovat tuto purifikacni metodu az po nakoordinovani zinecnatého kationtu do centra
molekul (4a a 4b). Bude tak dosazeno snizeni ztrat produktl a dojde k zjednoduseni a

zlevnéni syntézy.

Obr. 11. Schéma pfipravy tetrapyridoporfirazinového skeletu N-fady latek a nasledné koordinace

zine¢natého kationtu do centra molekuly.

Zatimco vytézek latky 4a dosahl relativné uspokojivé hodnoty, efektivita pripravy
latky 4b nabyvala pouze jednotek procent a bylo ziskano jen minimalni mnozstvi produktu.
Ten navic nejevil rozpustnost ve vodé, i pfes zvySenou hydrofilitu diky hydroxylovym
skupinam perifernich substituentl. Celkové byla manipulace se sérii latek b, zejména poté
proces Cisténi, velice narocné, a to jak Casové, tak metodicky. Z téchto dlvodd nebylo

pristoupeno k nasledujicim pokusiim o pfipravu ve vodé rozpustnych derivat( této latky
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fady b. V pfipadé latky fady a tyto experimenty provedeny byly a hydrofilni derivaty byly

Uspésné syntetizovany. Jedna se o sul, alkylovany derivat a hydrofilni emulzi.

Stl 5al byla pripravena protonizaci latky 4a koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. Alkylace pomoci ethyljodidu neprobihala (5all), protoze latka 4a v ném
nebyla dokonale rozpustnd a zlstavala spise ve formé suspenze. OvSem syntéza
methylovaného derivatu diky dimethylsulfatu jiz Uspésna byla (5alll). Vtomto pfipadé
mohla pomoci i vyssi reakéni teplota, kterd v pripadé alkylace ethyljodidem nepftipadala v
tvahu kvili jeho tékavosti. Pro pripravu hydrofilni emulze byl pouZzit CREMOPHOR EL,
jeden z makrogolll s hodnotou HLB 12-14, jakoZto hydrofilni neionicky emulgator, a MCT
neboli tuk se stfedni délkou retézce mastnych kyselin (,medium-chain triglycerides®)

(5alV) (Obr. 12).

[¢]]
H
37% HCI \ \ H
4a > \

Q
b
Z
2\%
“\3
bs)
Y\ﬁ

HYDROFILNI EMULZE

&
%é% ©

5alV 5alll

Obr. 12. Schéma pfriprav ve vodé rozpustnych derivat(l série 5a.

U vSech syntetizovanych tetrapyridoporfyrazini s N-substituenty na periférii byla
mérena absorpéni spektra. U lipofilnich latek 4a a 4b bylo jako rozpoustédlo pouzito THF, u
hydrofilnich derivati frady 5a voda (Obr. 13). Ddale byl u latky 4a stanoven extinkéni

koeficient € a kvantovy vytézek singletového kysliku @, (Tab. 1).

Prehledné finalni fotofyzikalni a fotochemické vysledky tetrapyridoporfyrazin(i s N-

substituenty shrnuji nasledujici schémata:
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- P,
l [
BN~ AN~on
4a (THF) 4b (THF)
A nm] 781 768
€ [M1cm] 94 000
CIDA 0.41

Tab. 1. Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti latek 4a a 4b.

THF Voda
OH
768 781 ' w‘(f‘/
N S~ Sa: A
N on hydrofilni emulze AGREGACE

KN~ hydrochlorid

alkylovany derivat

N\

400 500 600 700 800
Vinova délka [nm]

Absorbance / a.u.
Absorbance / a.u.

400 500 600 700 800
Vinova délka [nm]

Obr. 13. VLEVO- absorpéni spektra latek 4a (Cervené) a 4b (zelené) mérena v THF. VPRAVO- absorpéni

spektra ve vodeé rozpustnych derivatd rady 5a mérena ve vodé.

Z vysledk(l méreni je patrné, Ze skute¢né nejvétsi vyhodou N- série molekul je jejich
absorpéni posun maxima absorpce velice hluboko do blizké IC oblasti spektra, ktery
v pfipadé latky 4a cini 781 nm a u latky 4b 768 nm. Tyto hodnoty se blizi idedlu a
potencialné pfislibuji 1atkdm dostatecny ptisun aktivujictho svétla béhem PDT. Extinkéni
koeficient latky 4a 94000 cm™ dm?® mol™ predstavujici silu absorpce odpovid4d dobré
hodnoté. Spise prliimérnych ¢i lehce podprlimérnych hodnot tato latka dosahuje v pfipadé

kvantového vytézku singletového kysliku, jenz ¢ini 41%.

Co se tyCe derivatd rozpustnych ve vodé, at hovofime o soli (hydrochloridu),
methylované latce nebo hydrofilni emulzi, vSechny podobné vykazuji charakteristicky
Siroky (,broad”), nemonomerni Q-pds v absorpcnim spektru. Toto shodné a neomylné u
vsech tfi latek poukazuje na fakt, Ze ve vodném prostiedi tyto molekuly nezlstavaji
monomerni, nybrz podléhaji agregaci. Vzhledem k tomu, Ze nositelem schopnosti absorpce

svétla je u téchto latek systém konjugovanych dvojnych vazeb plandrniho centra molekuly,
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ktery je shlukovanim ve zméti komplex( ireverzibilné narusen, nemohou byt agregujici

latky acinné (Obr. 14).

——= Z7ADNY singletovy kyslik generovan —= BEZ EFEKTU

Obr. 14. Znazornéni negativniho efektu agregace na ucinnost latky.

Biologické in vitro testy provedené Mgr. Miloslavem Machackem zkatedry
Biochemickych véd, Faf, UK, se vSemi tfemi ve vodé rozpustnymi derivaty fady 5a pouze
potvrdily hypotézy o pravdépodobné nelcinnosti téchto latek. Zadnd z nich skuteéné

nevykazovala ani minimalni aktivitu ¢i uéinnost.

Za tento neblahy fakt je snejvyssi pravdépodobnosti zodpovédny periferni
dimethylaminovy substituent, jenz neni v prostoru dostatecné objemny a rigidni na to, aby

shlukovani molekul zabranil.
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Tetra-3,4-pyridoporfyraziny s O-substituenty

Do této skupiny navrienych a ndsledné pfipravovanych latek patfi pravé jeden
fotosenzitizér. Ten byl vyvinut s vizi ziskat latku s vlastnostmi bliZzicimi se optimu v co

mozna nejvice parametrech pro idealni fotosenzitizér.

Vzhledem  kplandrnimu  charakteru tetrapyridoporfyrazinového, ale i
ftalocyaninového a azaftalocyaninovému skeletu, dochazi u molekul derivatd téchto latek
ve vodném prostfedi velice ¢asto k agregaci, jak tomu mimo jiné bylo pravé i v pfipadé
l[atek fady 5a zminénych vySe. ProtoZe tento fenomén zcela zbavuje latku jakéhokoliv
fotodynamického ucinku, predstavuje naprosto klicovy problém. Jinymi slovy bez prevence
agregace nelze pfipravit fungujici fotosenzitizér, byt by ve vSech ostatnich parametrech
exceloval. Bylo tedy naprosto zasadni tomuto jevu zabranit, ne vSak na ukor ostatnich

vyhodnych vlastnosti, ale pravé naopak- s nimi v kooperaci.

Struktura latky fady d byla zaloZena na tetrapyridoporfyrazinové kostte, vyrazné
zlep3ujici absorpéni posun findlni molekuly do blizké IC oblasti, a perifernim fenolickém
substituentu (Obr. 15), jehoz objemnost v prostoru, rigidita a nakonec i kladny naboj
atom0 dusiku maji dohromady vyrazny potencial udrzet PS v monomernim stavu ve

vodném prostiedi. Kladné naboje navic zajistuji latce rozpustnost ve vodé.

/
—N*
w

Bio

N
]
/

Obr. 15. Fenolicky periferni substituent.

Prvni krok syntézy spocival pravé v pfipravé fenolického substituentu 1d, 2,6-
bis[(1H-imidazol-1-yl)methyl]-4-methylfenolu (Obr. 16), jenZ neni komeréné dostupny. Ze
zkusenosti nabytych béhem tohoto reakéniho procesu a nasledného cisténi produktu
vyplyvaji velmi cenné poznatky a doporuceni pro pfipadnou budouci repetici této pripravy.
Je vyhodnéjsi reakci provadét do Uplného spotfebovani fenolické vychozi latky, éehozZ Ize
s nejvysSi pravdépodobnosti dosdahnout pouZitim vétSiho molarniho nadbytku 1H-

imidazolu ¢i prodlouzenim reakéniho casu. Bude tak docileno vyssiho vytézku reakce a
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vyrazného zjednoduseni Cistictho procesu vzhledem kvlastnostem a charakteru jak
vychozich latek, tak produktu reakce. Vychozi fenol, stejné jako fenolicky produkt, neni
rozpustny ve vodé ani ve smési voda/EtOH, na rozdil od 1H-imidazolu, jenZ ve vodé
rozpustny je. Béhem ¢isténi tedy 1H-imidazol snadno odchazi s vodnou frakci, ale oba
fenoly jsou vysrazeny v podobé tvorby suspenze. Vychozi fenol tedy muize, byt v malé
mife, znecistit produkt a ztiZit jeho purifikaci. Tomuto Ize predejit pravé dokonalym

spotfebovanim této vychozi latky béhem reakce.

H
N7 l . ¢]
/ N X
&N ‘ N Né\N
OH NG Y =
1 ¢} Mg(OBu),
>N N NC - =
N N X A
=/ \/ NoONTRy BUOH
NaH . P
DMF, argon N
Fenolicky substituent
1d 2d

. Zn(CH4COO0), N N N
_ |

D R-0 _ NH N /N

44 7"

pyridin

Obr. 16. Kompletni schéma ptipravy tetrapyridoporfyrazinu 6d.

Dalsim krokem syntézy byla pfiprava prekurzoru pro cyklotetramerizaci 2d
z fenolického substituentu a elementdrniho prekurzoru 1. Stejné jako u N-fady latek je zde
reakénim mechanismem nukleofilni substituce, ovsem v tomto ptipadé katalyzovana silnou
bazi, konkrétné hydridem sodnym. Nejdfive dochdzi k odtrzeni vodiku fenolického
hydroxylu hydridem, coZz vede ke vzniku fenolatu sodného, tedy mnohem silnéjsSiho
nukleofilu (Obr. 17). Takto je vytvofen znacny potencidl pro takika kvantitativni ¢i alespon

velice efektivni pribéh reakce.

®
Na
‘\
no R o
> cl Ve i
NC { o \ NC o+ o~ A
N 2 A\
SN, /N N, G NN — > 2d
\ + N N + NaH ! l—/
NG = =/ “H2 o N - NaCl

Obr. 17. Reakéni mechanismus vzniku prekurzoru 2d.
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Reakce byla experimentdlné provedena také s fluoridem cesnym jakoZto silnou
aktivujici bazi, pricemz byl stanoven jasny zavér, Ze pouZiti tohoto katalyzatoru nepfrinasi
reakci Zzadné vyhody, spiSe naopak. Latka se hlre rozpousti, nezajistuje vyssi vytéiek a

navic je znatelné drazsi.

Ze tfi rGznych vysoko vroucich rozpoustédel- THF, DMSO (dimethylsulfoxid) a DMF,
se kterymi byla reakce zkusebné provedena, byl zvolen DMF. V THF nedochazelo k pfilis
dobrému rozpousténi latek a ve zbylych dvou rozpoustédlech reakce probihala podobné,

pricemz Uplné nejlépe pravé v DMF.

Jak bylo také zjisténo, pro vytéiek reakce je zcela klicovy molarni nadbytek

fenolického substituentu a hydridu sodného k elementarnimu prekurzoru.

Nasledné byla provedena cyklotetramerizaéni reakce, zde nikoli pomoci butanolatu
litného, ale horecnatého, a to z dlivodu mensi agresivity této slouceniny vici syntetizované
latce. Vazba periferniho substituentu pres atom kysliku vykazuje nizsi odolnost vUci
Stépeni, neZz vazba pres atom dusiku. Proto by pfi pouZiti butanolatu lithného hrozilo, Ze
bude dochéazet ke vzniku hybridnich slouéenin, kdy ¢ast perifernich substituentl bude

spravna, ale ¢ast bude obsahovat butoxy- skupinu butanolatu (Obr. 18).

Obr. 18. Priklad hybridni molekuly, ktera by teoreticky mohla vzniknout pfi pouZiti agresivnéjsiho

butanolatu lithného jako inicidtoru cyklotetramerizace.

Hofec¢naty kationt byl poté zcentra molekuly odstranén reakci se
ztfedénou kyselinou chlorovodikovou, naceZz byl na jeho misto nakoordinovdn kation

zine€naty pomoci octanu zine€natého a pyridinu jako rozpoustédla.
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Nakonec byl syntetizovdn ve vodé rozpustny derivat alkylaci methyljodidem.
Vzhledem k tomu, Ze dle CHN analyzy probéhla alkylace latky napoprvé netplné (1:11), byl

cely reakéni postup zopakovan. Vytézek reakce odpovida této dvojndsobné alkylaci.

Avsak ani poté nebylo dosaZzeno Uplné alkylace, data z elementarni analyzy byla
témér shodna. Tento jev lze wvysvétlit moZnosti vzniku Ctyf izomer( pri tvorbé
tetrapyridoporfyrazinového skeletu, pficemz u nékterych z nich mize dojit k takovému
prostorovému usporfadani, Ze methylova skupina pti alkylaci nemize proniknout
k nékterému z atom0 azomethinového dusiku. | presto, Ze pravdépodobnost vzniku
izomeru s pravidelnym usporadanim je z prostorovych a termodynamickych davodi
nejvy$si, nelze se zcela vyhnout utvéfeni i ostatnich tfi. Z podrobné analyzy "H-NMR
spekter bylo zjiSténo, Ze se jedna o smés dvou takovychto izomer( v poméru pfiblizné 3:1.
Vétsi podil tvofi izomer zobrazeny vlevo, druhym pak je pravdépodobné izomer zobrazeny
jako treti v poradi (Obr. 19). Z toho dlvodu lze predpokladat, Ze prvni izomer bude plné
alkylovan, na rozdil od druhého, ktery bude na makrocyklu alkylovan jen ¢astec¢né vlivem
sterického branéni azomethinového dusiku. V souctu se pak alkylace dle CHN analyzy

projevi jako 1:11.

Obr. 19. Ctyfi mozné izomery vznikajici béhem utvareni tetrapyridoporfyrazinového skeletu

Cisténi tetrapyridoporfyrazind 3-5d je velice specifickym procesem a zasluhuje si
pozornost. Metodu sloupcové chromatografie pro purifikaci téchto latek nelze pouzit, a to
z dlivodu znac¢ného zachytdvani a ulpivani molekul produktl na silikagelové vrstvé sloupce.
Dochdzelo by k naprosto fatdlnim ztratdm. NejvyhodnéjSim feSenim se ukdzalo provedeni

série reakci bez dokonalého precistovani latek 3d a 4d a dUsledna purifikace az latky 5d.

Fakt, Ze cCiSténi tetrapyridoporfyrazini série d zcela vyluCuje pouZiti sloupcové

chromatografie, osobné nepovazuji za zaporny, spiSe naopak. Alternativné vyvinuty proces

vevs
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financné nakladny. Pro teoretickou hromadnou vyrobu této latky by neptedstavoval

limitaci, ale spiSe vyhodu.

Béhem C(isticiho procesu dale dochazelo k velice zvlastnimu jevu, kdy byl produkt
5d zakomponovan do urcitého makrokomplexu tvofeného pravdépodobné produktem a
urcitym zplUsobem modifikovanym produktem svazanym zine¢natym kationtem nejen
v centru molekuly, ale i na periferii. Tento makrokomplex vykazoval odliSné a necekané
vlastnosti ve srovnani s Cistou latkou zejména v oblasti rozpustnosti, kdyz byl ¢astecné
rozpustny ve vodé. K vytrzeni periferné vazanych zinecnatych kationtl byla pouzita EDTA.

Vzhledem k mnohem vétsi stabilité centralné vazanych kationtd kovu tyto nebyly

ohroZeny.

U findlnich molekul 5d a 6d byla méfena absorpcni spektra, pficemz u prvni
zminéné, lipofilni latky v THF a u druhé, ve vodé rozpustné, ve vodé (Obr. 20). U latky 6d

byl dale stanoven extinkéni koeficient € a kvantovy vytézek singletového kysliku (Tab. 2).

= — = 2\ -\
GO 80D
50 %0
5d (THF) 6d (voda) 6d (DMF)
A [nm] 704 711
€ [M-t.cm] 201 200
D, 0,58 0,69

Tab. 2. Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti latek 5d a 6d (kvantové vytézky @, méFeny fyzikdlni
luminiscenéni metodou RNDr. Pavlem Kubatem, CSc., Heyrovského institut fyzikalni chemie, AV CR Praha)

MONOMERNI
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Obr. 20. VLEVO absorpcni spektrum latky 5d (Cerné) mérené v THF. VPRAVO absorpcni spektrum latky

6d (modre) méreno ve vodé.
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Maximum absorpce o vinové délce 711 nm latky 6d, respektive 704 nm u latky 5d,
predstavuje vynikajici vysledek, byt se nejedna o hodnotu bezprostfedné atakujici hranici
800 nm. Extinkéni koeficient 201 200 cm™ dm? mol™ molekuly 6d je vyjimecné vysokou
hodnotou miry absorpce, které dosahuji nejsilnéji absorbujici fotosenzitizéry. Kvantovy
vytézek singletového kysliku 0,58 ve vodé, respektive 0,69 v DMF, latky 6d predstavuje
velice dobrou hodnotu (v DMF vybornou). Fotosenzitizér je schopen 58% (pfipadné 69%)

vsech prijatych fotonud transformovat v kreaci molekul cytotoxického singletového kysliku.

Zcela klicovou byla otazka chovani latky 6d ve vodném prostredi, respektive zda se
jeji molekuly budou shlukovat ¢i nikoliv. Zjisténi, Ze lipofilni |atka 5d vykazuje idedlni,
monomerni tvar kfivky v THF nebylo velkym prekvapenim. Ovsem fakt, Ze i latka 6d, byt ve
vodé, dosahuje minimalné stejné optimalniho, naprosto monomerniho, ostrého (,,sharp“)
tvaru kfivky v oblasti Q-pasu, bylo velkym uUspéchem. Molekuly latky 6d zlstavaji
v hydrofilnim, vodném prostifedi monomerni, k agregaci vlibec nedochazi. Fotosenzitizéru
6d tedy nic nebrani vtom, aby mohl ve fyziologickém prosttedi lidského organismu v

pfipadé systémového podani plné uplatnit sv{j Uc¢innostni potencial.

Timto byla potvrzena nase plvodni hypotéza, Ze objemny, rigidni a nabity fenolicky
substituent by mohl byt schopen tetrapyridoporfyrazinovy derivat pred tvorbou agregatu
ochranit. V prostoru substituent pravdépodobné zaujima vertikdlni, kolmé postaveni
vUci plandrnimu centrdlnimu skeletu (Obr. 21) a zcela znemoZinuje agregacni interakci

s dalSimi molekulami Iatky.

Obr. 21. Orientacni 3D modely latky 6d (shora a z boku) znazornujici jeji mozné usporadani v prostoru,

respektive vertikalni postaveni perifernich substituentl k zakladu molekuly.

Klicovymi vlastnostmi potenciadlné ,idedlniho” fotosenzitizéru latka 6d témér beze
zbytku disponuje- relativné vysoky absorpéni posun maxima absorpce, vyjimecné vysoky

extinkéni koeficient, dobry kvantovy vytézek singletového kysliku a krucidlni schopnost
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zUstat monomerni ve vodném prostredi, tedy teoreticky i v krevnim obéhu. | pres tyto

skutecnosti zlstavalo otazkou, zda PS bude ¢i nebude ucéinny v testech na Zivych

nadorovych bunkach, popfipadé v jaké mire.

Biologické in vitro testy byly opét provadény Mgr. Miloslavem Machackem

pracujicim pod zastitou katedry Biochemickych véd, Faf, UK. Pro testy byla pouZita Hela

linie nadorovych bunék. Vysledky mnohokrat opakovanych méreni znazornuje nasledujici

graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci fotosenzitizéru (Obr. 22):

Cellular viability (% of control)

-
o
d

a
Q

TCs/ECs, = 100 000 N

Q

Phototoxicity ECg = 0.0048 uM
Dark toxicity TCsy = 480 uM '

0.1 1 10 100
Concentration (pM)

Obr. 22. Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na koncentraci fotosenzitizéru 6d.

ECso — ,effective concentration”, koncentrace latky, kterd po ozareni vede k

usmrceni 50% nadorovych bunék

TCso — ,,toxic concentration”, koncentrace latky, kterd bez ozareni vede ke smrti

50% nadorovych bunék

ECso / TCso — terapeuticky index

,Phototoxicity” — toxicita latky po jejim ozareni vyjadiena hodnotou ECs,, tedy

terapeuticka ucinnost

,Dark toxicity” — toxicita latky bez ozareni vyjadfend hodnotou TCsq, tedy

jedovatost samotné latky pro bunky
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ECso (~ LDso) latky 6d je 4,8 nM. Tato hodnota je pfiblizné o dva fady nizsi nez
v pripadé dosud nejefektivnéji fotosenzitizujicth molekul. Fotosenzitizér 6d je tedy asi
stokrat ucinnéjsi nez nejlépe funguijici latky, které kdy byly popsany- s vyjimkou nékolika

nedavno objevenych derivatd bakteriochlorind, které takté? vykazuji ECso v fadu nM >°.

TCs latky 480 uM, neboli 480 000 nM, predstavuje o pét radd vyssi koncentraci
nez ECsq. Terapeuticky index latky je tedy enormné Siroky, prfesné 100 000. Fotosenzitizér

6d v tomto sméru predstavuje velice bezpeénou terapeutickou alternativu.

Je tfeba zdlraznit, Ze tyto vysledky biologickych test(l se vztahuji k chovani latky in
vitro, jak je deklarovano vysSe. Analyza chovani fotosenzitizéru in vivo dosud nebyla

provedena.

Co se tyce intracelularni lokalizace molekul PS 6d, nachazi se prevainé
v lysozomech (Obr. 23). Vzhledem kenormni ulinnosti se PS takto zcela vymyka
predpokladiim o obecné nizsi efektivité latek distribuovanych v lysozomech oproti tém

s s s . . 18
nachdzejicich se v mitochondriich ™.

Obr. 23. Intraceluldrni lokalizace PS 6d- pficemz molekuly latky jsou znazornény cervené,
lysozomy modfie a mitochondrie zelené. (Fotografie potizena epifluorescené¢nim mikroskopem

Mgr. Miloslavem Machackem, Katedra Biochemickych véd, Faf, UK)
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ZAVER

V rdmci mé diplomové prace byly ptipraveny a evaluovany tfi derivaty tetra-3,4-
pyridoporfyrazinl ze Cctyr plvodné navrzenych. Obé latky z N- série, a a b, dosahly
vynikajicich spektralnich parametr(, kdyz jejich absorp¢ni maxima byla 781 (a), respektive
768 nm (b), coz bylo také primarnim cilem jejich syntézy. BohuZel agregace ve vodném
prostfedi a nizké vytézky ptipravy (b) predstavuji fatalni limitaci pfipadného praktického
vyuziti téchto latek. Fotosenzitizér d, pracovné nazyvany ZIP300Zn-Me, plné dostal vsem
cilim a ocekavanim, pro néz byl syntetizovan- a co vic, zcela je preddil. Dle vsech dosud
provedenych analyz predstavuje idedlu tak blizkou fotosenzitizujici molekulu jako témér
zadna jina latka, kterd kdy byla uvedena do klinické praxe ¢i popsana v literature. Struktura
latky je jakousi mozaikou, skladackou (viz ,Pfiloha”, Obr. 24), kde vse do sebe vyborné
zapada- centrdlni tetrapyridoporfyrazinovy skelet posunujici absorpéni maximum do blizké
IC oblasti a zarovenr poskytujici molekule enormni silu absorpce, zineénaty kationt v centru
molekuly zvysujici @, a periferni fenolicky substituent chranici pfed agregaci a zajistujici
rozpustnost ve vodé. Jako celek se jednd o jeden ze suverénné nejefektivnéjsich PS,
s efektivni koncentraci viadu nM (4,8 nM), které kdy byly popsany, a to navic
s terapeutickym indexem v fadu statisicl (100 000) (Tab. 3). Navic neni zndmo, ze by
tetrapyridoporfyraziny podléhaly rozkladu svétlem, jako je tomu napfiklad u derivatd
bakteriochlorinll. Jak bylo deklarovano vyse, zatim byly provedeny pouze biologické testy
in vitro. Budoucim cilem by mél byt vyvoj vhodného zvifeciho modelu pro in vivo analyzy,

které by jisté prozradily o u¢innostnim a bezpecnostnim profilu latky vice.

Aiom] | gmtem?] | Dy | ECoM] | TCoy M) Tl
6d (ZIP300Zn-Me) 711 201 200 0,58 4,8 480 000 100 000

Tab. 3. Findlni prehled fyzikalné-chemickych, spektralnich a fotodynamickych vlastnosti latky 6d (detaily

analyz byly uvedeny vyse).

Vysledky mé diplomové prace se staly soucéasti publikace, které jsem spoluautorem

(viz , PFiloha®).
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Obr. 24. Znazornéni jednotlivych komponent fotosenzitizéru 6d.
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