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Abstrakt

Néazev prace: Syntéza derivati chinoxalinoporfyrazint jako potencialné biologicky
aktivnich latek I

Autor; Jaroslav Svec

Cilem mé diplomové prace bylo ziskat symetricky oktasubstituovany
tetrachinoxalinoporfyrazin (TQP) se specifickymi vlastnostmi — $ absorpénim maximem
v oblasti 750 nm, s centralnim atomem zinkem, s dobrou rozpustnosti ve vod¢. Nejprve
jsem si pripravil prekurzor 2,3-bis[2-(diethylamino)ethylsulfanyl]chinoxalin-6,7-
dikarbonitril, ktery jsem nasledn¢ pouzil do dalSich syntéz. Pfiprava
[2,3,11,12,20,21,29,30-oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra[6,7]chinoxalino-
porfyrazinato] zine¢natého kompexu (ZnTQP) cyklizaci prekurzoru s octanem
zine¢natym vV DMF nevysla. Proto jsem tento pozadovany TQP ziskal ptipravou
hotecnatého komplexu, jeho odkovenim a naslednou reakci s octanem zineCnatym.
Rozpustnou formu ZnTQP piipravil $kolitel (v mé piitomnosti) reakci s ethyljodidem.
Nov¢ latky byly charakterizovany za pouziti standardnich spektralnich metod (UV-vis,
IC, 'H NMR, *C NMR, MS, elementérni analyza).



Abstract

Title of diploma thesis: Synthesis of quinoxalinoporphyrazines as potentially active
substances |

Author: Jaroslav Svec

The aim of my diploma thesis was synthesis of symmetrical octasubstituted zinc
tetraquinoxalinoporphyrazine (TQP) with specific properties. In this work, 2,3-bis[2-
(diethylamino)ethylsulfanyl]-quinoxaline-6,7-dicarbonitrile was chosen as the starting
material.

The synthesis of 2,3,11,12,20,21,29,30-Octakis[2-(diethylamino)ethylsulfanyl]tetra-
[6,7]-quinoxalinoporphyrazine zinc(ll) (ZnTQP) by the cyclization of precursor with
zinc acetate in DMF failed. That is why, | prepared the magnesium complex of TQP
first, then | obtained the metal-free TQP from it using acid (HCI). Incorporation of Zn
ions into the center of TQP was accomplished by treatment of the metal-free derivative
with zinc acetate, Finally, ZnTQP was treated with ethyliodide and the water soluble
ZnTQP, with quaternary ammonium groups, was obtained. The new compounds were
characterized by using standard spectral methods (UV-vis, IR, *H NMR, *C NMR,
mass spectra, elemental analysis).
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1. Seznam zkratek

ALA
CNV
Hp

ISC

Pc
PDT
PS
ROS
THF
TQP
VPMD

kyselina 5-aminolevulinova

choroidalni neovaskularizace

hematoporfyrin

,hematoporphyrine derivate*

»intersystem crossing*, inter-systémova piemeéna
ftalocyaniny

,photodynamic therapy*, fotodynamicka terapie
fotosensitizér

reaktivni formy kysliku

tetrahydrofuran

tetrachinoxalinoporfyrazin

vékem podminéna makularni degenerace



2. Teoreticka cast

2.1. Uvod

Lécba rakoviny byla po celé minulé stoleti zalozena pfedevsim na tfech postupech
a to chemoterapii, radioterapii a chirurgické resekci. Neselektivnost, nezadouci t¢inky,
¢i dokonce psychické trauma pacienta vedly k hledani novych Setrnéjsich metod.

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy — PDT) je od 80. let 20. stoleti
alternativni a Setrnou léCbou nadorovych onemocnéni, ale i fady jinych nemoci,
predev$im koznich projevii a o¢nich chorob. Jedna se o fotochemoterapii, ktera
piedstavuje kombinované pouziti fotodynamicky aktivni latky (fotosensitizéru, PS) a
svétla za pritomnosti kysliku. Kombinuje v sobé& relativné vysokou ucinnost se
selektivnim zasahem cileného mista, coz je zpusobeno afinitou PS k nadorovym
bunkam a smérem elektromagnetického zafeni pouzivaného k aktivaci. PDT nema

1 , v cvr rx 1,2
kromé kratkodobé fotosenzibilizace zdvazné vedlejsi ucinky*.

2.2.  Princip PDT

Principem fotodynamické terapie je aplikace latky (PS), kterd je charakteristicka
tim, Ze se specificky hromadi v rychle se proliferujicich bunikach. Takovou tkan
vytvareji 1 bunky nadorového bujeni. PS je vétSinou podavan intravenozné, U
povrchovych projevi pak lokalné. Farmakologicka distribuce je pfimo zavisla na druhu
pouzité¢ latky, jejiz optimalni koncentra¢ni hladina kulminuje v Sirokém casovém
intervalu od 5 minut do 48 hodin. Po idealnim nasyceni nadorové tkané se aplikuje
viditelné zafeni o vinové délce shodné s absorpénim maximem fotosensitizéru a dochazi
tak k vybuzeni PS do excitovaného stavu. Latka pak spontanné ptechazi do zakladni
energetické hladiny, za pienosu kvanta energie, na kyslik, kterym je kazda buiika bohaté
prosycena. Na principu dovolenych a zakazanych energetickych piechodu tak vznika
velké mnozstvi reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species)®.

Jejich pfimy oxidaéni Gc¢inek zpasobuje zmény v bunécnych membranovych

strukturach a poskozuje biologické molekuly, vcetné lipidd, proteintit a nukleovych



kyselin. Uginnost PDT zavisi na typu a koncentraci PS, na davce ozafeni, na
koncentraci kysliku v nadorové tkani a na vazbé PS na substrat. Vlastni fluorescence PS

byva uzitecna také k detekcei 1éze, k urceni jeji velikosti a k stanoveni koncentrace ps*,

2.3. Historicky pohled

Pocatky PDT sahaji do pfelomu minulého stoleti, kdy v roce 1900 publikoval von
Tappeiner pozorovani svého zaka Raaba, ktery zjistil, Ze akridinovy roztok usmrcuje
nalevniky rodu Paramecium, ale ve tmé je neucinny. V této praci jiz von Tappeiner
ptedpokladal, ze fluoreskujicich latek bude mozno pouzit k 1é€b€ pacientt s koznimi
chorobami®.

Prvni experimenty s hematoporfyrinem jako novym fotosensitizérem byly
popsany Hausmanem v roce 191 1°. K jeho zavedeni ptispél také v roce 1912 némecky
lékat Meyer-Betz hrdinskym pokusem, kdy si sam intraven6zné aplikoval tuto latku,
coz vedlo ke kozni piecitlivélosti na sv&tlo pretrvavajici déle nez 2 mésice’.

Novodobou éru PS v diagnostice a terapii zahajili Lipson a Schwartz na Mayo
Klinice v 60. letech minulého stoleti, ktefi pozorovali fluorescenci neoplastickych 1ézi
po aplikaci hematoporfyrinu, coz umoznovalo jejich vizualizaci v prib&hu operace.
Nasledné za ucelem zlepseni akumulace hematoporfyrinu v nadorové tkani byla
vytvorena smeés porfyrinti oznacovana jako derivaty hematoporfyrinu (HpD). Komeréné
se HpD zacaly vyrabét pod nazvem Photofrin. Tato latka byla v roce 1993 v Kanad¢
ucinkem byla né€kolik dni pfetrvavajici kozni fotosenzitivita. Lokalni aplikace této latky
nebyla mozna pro pomérné velkou molekulu, ktera nepronikla do kaze.

Rozhodujicim pielomem bylo nasledné pouziti 5- aminolevulinova kyseliny
(ALA) jako prekurzoru hematoporfyrinu IX Kennedym a spol. v roce 1990. Relativné
mald molekula ALA snadnéji pronikla pokozkou a akumulovala se v metabolicky
aktivnich buikach®. PDT slokalng aplikovanym PS se presunula z vyzkumnych
laboratoti do klinické praxe v roce 1999, kdy byla tato l1écebna metoda s pouzitim
ptipravku obsahujiciho ALA (Levulan®, DUSA Pharmaceuticals, Wilmington,
Massachusetts, USA) schvilena americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1&&iv

(FDA) k 1é¢be¢ aktinoidnich keratoz. Nasledné¢ byl v mnoha evropskych zemich a
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Vv Australii schvalen methylester 5- aminolevulova kyseliny (Metvix®, Galderma, Pafiz,
Francie) k 1écbé aktinoidnich keratéz a bazaliomt. Dnes tyto dvé latky predstavuji
jedny z nejcastdji pouzivanych PS v dermatologii®.

Také v Ceské republice v 90. letech minulého stoleti vznikla Spolenost pro
fotobiologii, jejiz dusi byl prof. M. Jirsa.

Od té doby probehla fada studii Snovymi fotosensitizéry. Nekteré z nich jiz
uspesné prosly klinickym hodnocenim a jsou uzivani pro 1é¢bu jak kanceroznich
(temoporfin, ALA), tak nekancerdznich (verteporfin, toluidinovd modf) nemoci. Jiné

témito zkouskami teprve prochazeji (ftalocyaniny).

2.4. Mechanismus PDT

Princip probihajiciho fotofyzikalniho procesu, ktery je podstatou PDT, vysvétluje

modifikovany Jablonského diagram (Obr.1).
A

S—™% 1. Absorpce svétla

2. Fluorescence

3. Vnitini konverze

. "intersystem crossing"

Energie

5 6 5. Fosforescence

6. Fotoproces typu II

S, A4 7. Fotoproces typu I

Obr. 1: Modifikovany Jablonského diagram

Popisuje chovani typického fotosensitizéru. Po absorpci svételného kvanta se PS
transformuje ze zakladniho singletového stavu (Sg) do excitovaného singletového stavu
(81)10. Tento stav trva ptili§ kratce (v jednotkdch nanosekund) na to, aby umoznil
efektivni interakci s okolnim prosttedim a vzhledem ktomu se ptedpoklada, ze
zanedbatelné ovliviuje fotodynamickou aktivitu PS. Z této energetické hladiny se PS
muze uvolnit nékolika zptsoby' zahrnujicimi procesy jak radiaéni (fluorescence), tak

neradiacni (vnitini konverze a tzv. ,,intersystem crossing®, ISC, cesta 4 na obr.1).
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Pti vnitini konverzi dochazi ke srazkdm s molekulami rozpoustédla a k uvolnéni
energie ve formé¢ tepla. Ne&ktefi autofi povazuji tento proces také za dilezity pfi
vlastnim ucinku na buflkylz.

ISC ma zvlastni vyznam pro PDT. Je to spinem ,,nepovoleny* proces a vyzaduje
inverzi spinu, ¢imz pfeménuje fotosensitizér do tripletového stavu (T;). Kazda takova
,hepovolend™ cesta je méné pravdépodobnd nez cesta ,povolend™, ale dobry
fotosensitizér se piemeénuje ,,nepovolenou ISC cestou s vysokou pravdépodobnosti.
Molekula pak mize relaxovat z tripletového stavu nékolika zpusoby: mize ztracet
energii tzv. triplet-singlet emisi fotonu znamou jako fosforescence (cesta 5) a bez
vyzafovani spinovou vyménou sjinou molekulou v tripletovém stavu'® — tzv.
,»zhaSenim* excitovaného tripletového stavu.

»ZhéSeci” mechanismus T stavu fotosensitizéru mize byt rozliSen dle prevazujici

cesty na fotoproces typu | a typu 11"

(Obr.2). Oba fotoprocesy se objevuji soucasné a
pomér mezi nimi je silné ovlivnén pouzitym PS, substraitem a koncentraci kysliku.
Vseobecné se pfijimd, ze fotoproces typu II, pfi némz vznika singletovy kyslik, je

zejména odpovédny za vlastni fotodynamicky uginek™.

Oxidované produkty PS Oxidované produkty

o, hv Substrat
Typ 1 Typ II
Radikaly, ionty —<——— PS* —— 10,

Obr. 2

2.4.1. Fotoproces typu |

PS reaguje pfimo se substratem, rozpouStédlem nebo jinym PS. Dochazi
k pfenosu protonu nebo elektronu na radikalovou formu iontu. Tyto radikaly jsou velmi
reaktivni a mohou dale reagovat s molekularnim kyslikem a vytvofit reaktivni formy
kysliku (ROS) nebo zptsobit neopravitelné poskozeni. Tyto reakce zplisobuji oxidativni
poskozeni a mohou eventudlné vést k cytotoxickému efektu pozorovanému Vv pribéhu

PDT*1,
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K tomuto procesu dochédzi predev§im za snizené koncentrace kysliku. Pfi Gplné
anoxii reaguje excitovany (PS*) pfimo s okolnim biologickym substratem (X).

PS" muze dale za hypoxie reagovat s kyslikem za produkce superoxid anion
radikalu (O-"), ktery poskytuje reaktivni hydroxidovy radikal (HO-) a pravé ten se dale
vyznamn¢ ucastni oxidacnich procesii. Samotny superoxid nema piilis velkou oxidacni
aktivitu, ale vzajemnou reakci (dismutaci) mezi jeho molekulami vznikaji peroxid
vodiku a kyslik. V biologickych systémech pak Casto probiha tzv. Fentonova reakce,
ktera zahrnuje pfeménu H,O; na hydroxylovy radikal (HO-) a hydroxylovy iont (HO).
Tato reakce je katalyzovana kovovymi ionty (napf. Fe®), ty jsou pomoci superoxidu
jakozto donoru elektronu redukovany a nasledné schopny §tépit vazbu O-O v peroxidu
vodiku.

Vysoce reaktivni hydroxylovy radikél podobné jako peroxid vodiku velice snadno
prostupuje bunéénymi membranami. Zpusobuje dalsi oxidativni zmény a spolu
s organickymi substraty davd vznik dalSim reaktivnim radikalim, jako napf.
peroxidovému radikélu (ROO"), ktery miiZze dale napadat jiny organicky substrat. Tento
nasledny fetézec reakci vysvétluje, pro¢ hydroxidovy radikéal zplsobuje tak rozséhlé

X 4,1
poskozeni**®.

2.4.2. Fotoproces typu ll

Tento fotoproces prevazuje hlavné pii vysSich koncentracich kysliku ve tkani.
Jedna se o prenos energie z tripletového stavu PS na zdkladni stav molekularniho
kysliku, coz vede k vytvoreni excitovaného stavu kysliku zndmého jako singletovy
kyslik (*O5). Vzniku této formy kysliku pfedchézi inverze spinu jednoho z jeho vn&jsich
elektronii. Diky své vysoké reaktivité milZze singletovy kyslik reagovat s velkym
mnozstvim biologickych substratd, zptisobovat oxidativni poskozeni a buné¢nou smrt™,

Doba Zivota 'O, je riizna a lii se v zavislosti na prostiedi, ve kterém se nachazi.
Piedpoklada se vSak, Ze neni schopen do tkani penetrovat hloubéji nez jen pfiblizné na
Sitku bunécné membrany. Tim je v podstaté zaruCena destrukce vyhradné bunck
obsahujicich PS. Soucasné s tim Ize, diky selektivni kumulaci v nadorové tkani a
naslednému ozéfeni, umoZznit pomérné presné lokalizovany zasah.

Singletovy kyslik reaguje s biologickym materidlem oxidaci nebo cykloadici
(Obr.3). Tercem jsou piedevsim molekuly obsazené v membranach, cholesterol,

nenasycené mastné kyseliny, dale DNA a aminokyseliny, napf. cystein, methionin,
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tyrozin, histidin a tryptofan. Po poSkozeni reaktivnim kyslikem ptestavaji plnit své
biologické funkce a dochazi k celkovému ireversibilnimu poskozeni buiiky, popft. az k
jeji smrti’, Z divodu velké reaktivity a kratkého poloCasu singletového kysliku a
hydroxylovych radikalli jsou zasaZzeny pouze molekuly a struktury v misté jejich
vzniku. Polocas singletového kysliku v biologickém systému je < 40 ns, a proto akéni

radius je v fadu 20 nm®’.

I CSH17 I EC8H17
HO HO OOH

Cholesterol
NHR
NHR 0 CO,R
\
HNT\ co,r HN=X o
Tryptofan

Obr. 3: Priklad oxidace cholesterolu singletovym kyslikem a cykloadice

singletového kysliku na aminokyselinu tryptofan

2.5. Reakce na lecbu PDT

Existuji tfi hlavni mechanismy, kterymi PDT ni¢i nador. V prvnim pfipadé,
dochazi k ptimé destrukci nadorovych bunék vzniklym singletovym kyslikem. Pfimou
destrukci doprovazi poskozeni cévniho zasobeni nddoru. Tim je vyznamné omezena
vyziva tumoru. Koneéné dokaze PDT aktivovat imunitni systém a vyvolat tak jeho
odpovéd’ na nadorové bunky (diky cytokinim a dal$im mediatorim zanétu uvolnénym
z napadenych bun¢k). Vysledek terapie zavisi na vSech tfech mechanismech, které se

.. .18
navzajem potencuji .
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2.6. Fotosensitizéry

Fotosensitizér je latka, ktera je schopna absorbovat svételnou energii a nasledné ji
predavat molekulam jinym nebo ji vyzafovat. Latek s témito vlastnostmi existuje velké
mnozstvi, avSak pro potieby klinické aplikace musi spliiovat fadu dalSich podminekg.
Mezi pozadavky idedlniho PS patii chemicka cistota, schopnost selektivniho vychytani
v cilovych tkanich, kratky ¢asovy interval mezi jeho aplikaci a maximalni akumulaci
Vv postizené tkani, kratky biologicky polocas, aktivace vinovymi délkami s optimalni
penetraci lidskymi tkanémi, vysoka uc¢innost tvorby singletového kysliku, nizka
toxicita'®?.

Fotosensitizéry milZzeme roz¢lenit podle chemické struktury do néckolika

zakladnich skupin (viz tabulka 1) nebo podle vyvoje do tii generaci.

Tabulka 1. Clenéni fotosensitizérti podle chemické struktury

Skupina porfyrinu
Hp
HpD
BPD (benzoporfyrinové derivaty, napi. verteporfin)
ALA (kyselina 5-aminolevulinova)
Texafyriny (napf. motexafin lutecium)
Skupina chlorofylu
Chloriny (napt. temoporfin, talaporfin)
Bakteriochloriny (napt. m-THPBC)
Purpuriny (napf. cini¢ity komplex etiopurpurinu)
Skupina barviv
Ftalocyaniny

Naftalocyaniny

19
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Prvni generace

Prvni nejstarsi generaci tvoii hlavné hematoporfyrin (Hp) a jeho derivat — smés
oligomert, dimerd a monomert Hp (HpD)lg. Predevsim oligomerni ¢ast je odpovédna
za PDT efekt. HpD nebo-li porfimer sodny (obr. 4) byl prvni oficialné schvaleny PS pro
PDT. Je zaregistrovan pod riznymi firemnimi nazvy - Photofrin (USA),
Photocarcinorin  (Cina), Photosan (Né&mecko), Photogem (Rusko), Haematodrex
(Bulharsko)?!. Viyznacuje se viak nékterymi nevyhodnymi vlastnostmi, kvili kterym

byly vyvijeny PS druhé generace?.

IIIH
HDDC “’ *’
H
31 [
?Yf v W

00H
Obr. 4: Priklad casti HpD

Druha generace

Kromé latek odvozenych od porfyrinli sem patii 1 latky jinych chemickych
struktur napft. ftalocyaniny, naftalocyaniny, chloriny, bakteriochloriny apod. Piednosti
novych PS je nizsi fotosenzitivita ktize po 1é€bé. Maji vyssi aktivacni vinové délky s
hlubsi penetraci svétla do tkani. Jsou chemicky jednotné a snadno charakterizovatelné,

maji lepSi pomé&r kumulace mezi nadorovou a zdravou tkéani.

Fotosensitizéry 5,10,15,20-tetra(4-sulfonatofenyl)porfyrin (p-TPPS,) a 5,10,15,20-
tetra(3-hydroxyfenyl)porfyrin (m-THPP) patii mezi porfyrinové derivaty (obr. 5),
které byly objeveny jako nové potencialni PS fotodynamické terapieZ?’. Pro klinické
lokélni pouziti v dermatologii bylo u néds zkouSen unikatné ¢istény TPPS,, ale zanikem
Lachema Brno skonéily tyto studie. Sir§imu vyuziti TPPS, brani neurotoxické uginky,
které¢ byly popsany po parenterdlni aplikaci PS u laboratornich krys. Pfi lokalni
intralezialni aplikaci nebyla tato neurotoxicita u ¢isténého PS potvrzena. TPPS, je latka,

ktera plisobi piimo senzibilizaci a jeji ucinek je zavisly na vstrebani do buiiky. Vyhodou
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jeho lokalni aplikace. Je dosaZeno podstatné vySsi koncentrace fotosensitizéru Vv
nadorové tkani bez vyssiho celkového fototoxického zatizeni organizmu®,

e e
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Obr.5: Struktura porfyrinu

Fotosensitizérem 2.generace benzoporfyrinového typu je verteporfin (BPD-MA)
(obr.6). Tato hydrofobni latka ma absorpéni maximum pfi vinové délce 690 nm.
Verteporfin, aplikovany ve form¢ lipozémd, je tumordzni tkani rychle vychytavan, ale
zrovna tak je brzy odstranén. Diky tomu je jeho kozni sensitivita minimalni. Tfebaze
jeho selektivita v nadorové tkani neni idealni, je tato latka ve stadiu klinickych zkousek
pro 1é¢bu karcinomu z bazalnich bun¢k kize, psoriazy a revmatoidni artritidy. Nejvétsi
sp&ch zaznamenal verteporfin v oénim 1ékaistvi. Pod obchodnim nazvem Visudyne® je
zaregistrovan jiz v 71 zemich a uziva se k 1é¢bé veékem podminéné makularni

degenerace (VPMD)%.
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Obr. 6: verteporfin

Do druhé generace patii také kyselina 5-aminolevulinova (ALA). V dne$ni dob¢
je snad nejvice vyuzivanym PS K lokalni aplikaci. Tato endogenni latka se podili na
biosyntéze hemu. Jeji exogenni podani vede k syntéze protoporfyrinu IX (PplX) (obr.
7), ktery je u¢innym PS a akumuluje se pfedev§im v nadorech. Nicméné k hromadéni
PS dochdzi i ve zdravé tkdni, coz vyvolava generalizovanou fotosensitizaci, kterd je
vsak prechodna a ustupuje po 3 - 6 hodinach. K eliminaci PpIX z organismu dochazi do

24 hodin, coz umoznuje opakovani 1écby po 48 hodinach bez rizika poskozeni zdravé
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tkan¢. Dalsi vyhodou tohoto proléciva jsou jeho rizné formy podani: lokalné, peroraln¢,
injekéné. ALA se pouziva pro 1écbu koznich nadorovych i nenddorovych onemocnéni
(rakovina kuze, lupénka, aktinoidni keratéza). Vzhledem k nizké penetraci ALA se
pouzivaji jeji estery, které jsou vice lipofilni a 1épe pronikaji tkani (methylester ALA —
Metvix®, hexylester ALA — Hexvix"). P¥i hydrolyze uvoliiuji volnou ALA. Estery ALA

22325 C s , -
ra”~>"°. Nadorova loziska, ve kterych se po podani

jsou také vhodné k fotodetekci nado
esteru ALA nahromadil protoporfyrin IX, se ozafi modrym svétlem. Loziska potom

cervené fluoreskuji a umozni detekovat a lokalizovat nador®.

o WAl
S-arminol esulingva loyseling

HOGC COocH

protoporfirin [X

Obr. 7: Syntéza PplX z kyseliny 5-aminolevulinové

Mezi synteticky pfipravené zastupce druhé generace patii skupina texafyrini.
Jedna se o expandované porfyriny s charakteristickym pétidusikatym makrocyklem™.
Jednim z hlavnich ¢lent této skupiny se stal motexafin lutecium (obr. 8). Jedna se tedy
o derivat texafyrinu s centrdln€ chelatovanym atomem lutecia. Byl registrovan pod
komerénim nazvem Antrin®, Optrin®, Lutrin®. Mezi jeho velké vyhody patii silna
absorpce pii dlouhé vlnové délce 732 nm a dobré selektivita pro maligni tkdné. Je také
rychle vylucovén z krevni plazmy%. Diky témto vyhodam muzeme motexafin lutecium

pouzit k 16¢bé silné pigmentovanych nadort a byl také testovan na fotoangioplastiku27.
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Obr.8: motexafin lutecium

Dale pak do této generace fadime i PS chlorinového typu (obr. 9). Chloriny se od
porfirinu 1li8i pouze redukci jedné dvojné vazby v makrocyklickém systému. Dalsi
Caste¢nou hydrogenaci porfyrinové jednotky lze ziskat bakteriochloriny (obr. 10).
Hlavnim  zastupcem  skupiny chlorini je  temoporfin  (5,10,15,20-tetra(3-
hydroxyfenyl)chlorin, m-THPC) (obr. 11). Jeho absorp¢ni maximum je pii 652 nm.
Diky zvySené absorpci v Cervené oblasti svétla a dalsim faktoram, jako je vazba této
latky na komponenty plazmy, jeho penetrace do bun¢k a subcelularni lokalizace, je z
hlediska pozadované fotodynamické davky (coz je davka zateni x davka Iéku) ptiblizné
stokrat u¢inngjsi nez Photofrin. Jeho nevyhodou jsou jeho farmakologické parametry,
pomérné mala selektivita mezi nadorovou a zdravou tkani a pomérné dlouho
pietrvavajici kozni senzitivita (asi 2-3 tydny). Tento PS pod jménem Foscan® byl
zaveden k 1écbé nadort v oblasti hlavy a krku. V klinickych zkouskach je testovan pro
lécbu nadori jicnu a Barretova jicnu, pfipravuji se dalsi klinické zkouSky u karcinomu
zaludku, prostaty a kiize®.

Fotosensitizér 5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenyl)bakteriochlorin (m-THPBC) je
pln¢ synteticky zastupce bakteriochlorint®.

Rostaporfin (Tin etiopurpurin, SnET2, Purlytin®)(obr. 12) je latka patiici do

skupiny metalochlorinii (mé uprostfed chelatovany kation cinu). M4 silné absorpcni
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maximum (pfi 660 nm), ale piesto jsou pro ucinnou terapii potfebné vysoké davky
svétla (srovnatelné s Photofrinem®™)%. Rostaporfin je testovan firmou Miravant Medical

Technologies jako prostiedek k 1é€bé AMD a treti faze klinickych zkousek je jiz pro

tuto aplikaci ukoncena®.

he b

Obr. 9: chlorin Obr. 10: bakteriochlorin

HO

Obr. 11: temoporfin Obr. 12: rostaporfin

Do druhé generace nalezi dalsi nadéjna skupina - ftalocyaniny (Pc) (obr. 13).
Mezi rozlicnymi Pc mizeme nalézt latky se zakladnim porfyrazinovym kruhem, v jehoz
aktivnim centru je koordina¢né kovalentni a iontovou vazbou piipoutan kov (Zn, Al, Si
apod.) a jako substituenty navazané na benzenova jadra sulfonové, hydroxylové ¢i
obdobné skupiny. Poctem i druhem téchto skupin a centralniho atomu lze ovlivnit
farmakokinetické vlastnosti PS. Ftalocyaniny jsou skupinou PS s rozsdhlou moznosti
vyuziti v primyslu, ekologii i medicingé. Vykazuji nejvétsi absorpci v Cervené Casti
svétla (670 — 700 nm). Tento posun v oblasti ¢erveného svétla je vyhodny pro lepsi
penetraci svétla do tkané. Jejich velkou ptednosti je minimalni kozni fototoxicita a maji
cytotoxicky ucinek na vétsinu nadorovych bunék. Ftalocyaniny mohou byt chelatovany
diamagnetickymi kovy (Zn, Al, Si), které prodluzuji trvani tripletového stavu PS a tim

zvySuji u€innost v PDT. Naproti tomu komplexy s paramagnetickymi kovy (Cu, Co, Fe)
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nebo bez kovu maji kratké doby zivota tripletového stavu a tim jsou méné Ucinné.
Nevyhodou nékterych Pc je jejich Spatna rozpustnost ve vodé 1 V organickych
rozpoustédlech. Zménou substituentd na periferii, ¢i spojenim s pfenaseCem
(lipozomem) lze pozitivné ovlivnit jejich farmakokinetické vlastnosti. Ftalocyaniny
vstupuji do bun¢k endocytdzou a jsou lokalizovany v lysozomech. V soucasné dobé¢ je
ve fazi klinickych testd preparat na bazi zine¢natych ftalocyanina (firma Ciba-Geigy,
Svycarsko; firma QLT PhotoTerapeutics, Kanada), a preparat Photosens na bazi smési
hlinitych sulfonovanych ftalocyanini (NIOPIK, Moskva)®. V Ceské republice byly ve
Vyzkumném ustavu organickych syntéz a.s. v Pardubicich ve spolupraci s Divizi
radiofarmak Ustavu jaderného vyzkumu v ReZi u Prahy a s Ustavem biofyziky 1.
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze ukonceny preklinické testy preparatu na
bazi ¢istého, disulfonovaného hydroxyhlinitého ftalocyaninu3o.

Pfidanim dalsiho benzenového jadra na periferii Pc vznikaji PS typu
naftalocyaninu (obr. 14). I ty se potykaji se Spatnou rozpustnosti z divodu vysoké
lipofility. Naftalocyaniny siln¢ absorbuji pii dlouhych vinovych délkach (770 nm), coz
opét prohlubuje mozny terapeuticky zasah?® a pedpovida tak jejich aplikaci i na vysoce

pigmentované nadory. V Bulharsku je testovan kiemicity naftalocyanin.

Obr. 13: ftalocyanin Obr. 14: naftalocyanin

Tieti generace

Jako latky treti generace se oznacuji konjugaty PS s riznymi biomolekulami. Mezi
latkami tvoficimi fotosenzitivni ¢ast konjugatl zaujimaji vedouci postaveni porfyriny,
zfejm¢ z dlvodu snadné piipravy. Ve farmakokinetice konjugitu dominuje afinita

porfyrinové ¢asti k sérovym proteiniim. Afinita biomolekul k receptorim na povrchu
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bunky je vyjadiena ménég. Porfyriny se konjuguji zejména s protilatkami, steroidy, dale

se sacharidy a polynukleotidy™®. Tato vazba zlepSuje farmakokinetické vlastnosti PS.

Déleni PS do generaci vede obcas k nespravné predstavé o kvalit¢ novych latek.
Nové PS nemuseji byt zrovna vyhodnéjsi pro PDT. Dochdzi naptiklad k vys$Simu
nepohodli pacienta (pocit bolesti po aplikaci latky), PS jsou méné aktivni, nespecificky
napadaji mista v organismu a mohou byt také mén¢ bezpecné nez oveiené starsi latky.
Pacienti, kteti si prosli fadou chemoterapii, radioterapii ¢i chirurgickymi zakroky se
neobavaji pretrvavajici fotosensitivity starSich latek, je to jen mala castka k zaplaceni za

’ v ..19
bezbolestnou a ti¢innou terapii- .

2.7. Zdroje zareni

Rozhodujicim faktorem v 1é€bé rakoviny pomoci PDT je dostupnost svétla pro
oblast postizené tkan¢. Hloubka priniku svétla do tkané zavisi na vinové délce, v oblasti
viditelného svétla se pii vyssi vinové délce penetrace zvysuje. Z tohoto divodu musi
byt vybrana vinova délka tak, aby urc¢eného mista zasahu dosahlo dostate¢né mnozstvi
fotond.

V souvislosti s PDT byla zkoumana hloubka praniku cerveného svétla. Bylo
stanoveno, ze hloubka pruniku je dostatecna k tomu, aby se vyvolala biologicka odezva
v hloubce az 10 mm ve tkani.

Jako zdroje pro PDT se mohou pouzivat koherentni i nekoherentni zdroje svétla,
které mohou byt aplikovany na postizené misto pfimo nebo pomoci optického vlakna.
Zdrojem svétla mohou byt Sirokopasmové lampy, jejichZ pouziti je vyhodné v ptipadé,
kdy se svétlo aplikuje piimo na nador (kozni nadory, nadory v duting Gstni atd.). Jejich
zafivé vykony v aktiva¢nich vlnovych délkach nemusi byt dostate¢né pro navozeni
fotodynamického jevu v celém objemu nadoru a z tohoto davodu se jako zdroj velmi
intenzivniho koherentniho, monochromatického a linearné polarizovaného svétla
pouzivaji lasery. Pii PDT je tieba zajistit co nejkrats$i ozafovaci ¢asy a velkou intenzitu
zafeni na relativné malych plochach a proto laser vyhovuje jako vhodny zdroj zafeni.
Stale vice se pouzivaji lasery polovodi¢ove, které maji mensi rozméry a nizsi potizovaci

o 21
a provozni naklady”".
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2.8. Uplatnéni PDT

Fotodynamicka terapie byla poprvé schvalena roku 1993 v Kanadé pro lécbu
rakoviny moc¢ového méchyfe pomoci fotosensitizéru Photofrin. Dodnes je jednim
Z nejvice pouzivanych PS v klinické praxi. Jeho objev byl prilomovy. Postupné doslo k
schvaleni 1é&by riznych typi nador a premalignich 16zi*". PDT také nasla uplatnéni
Vv paliativni a podpturné péci o pacienta, lze ji pouzit i jako doplikovou 1é¢bu pri
chirurgickém feSeni rozsahlych tumora riznych systému.

PDT je zejména vyhodna pro terapii nékterych koznich projevi. Lécba, je-li
provedena peclivé, je zdatild a 1 kdyz vyslednd odpoveéd’ pfichazi pomaleji, ma slusny
kosmeticky efekt. Pii spravném provedeni terapie nedochazi ani K jizveni, ani k jinym
vedlejSim 0¢inkGm?®,

V o¢nim 1€kafstvi zaznamenala fotodynamicka 1écba velky uspéch. Byla prvni
skute¢né c¢innou terapii vlhké formy vékem podminéné makularni degenerace
(VPMD)*. VPMD je nejcastdjsi pricinou t&7ké ztraty zraku ve vyspélych zemich
V populaci nad 65 let véku®®. Vlhka forma je charakterizovdna proristanim
novotvorenych cév ze spodnich vrstev pod sitnici (tvoii zde utvar tzv. ,,choroidalni
neovaskularizaci® - CNV). Po podani PS a nasledné aplikaci laseru dochazi v disledku
srazeni krve v cévach k jejich uzavéru, jez vede k zastavé progrese CNV a k tstupu
prosakovani. Vzhledem k opétnému otevieni cév a k obnovenému prosakovani dochazi
k opakovani PDT. Primérny pocet aplikaci je Sest™,

PDT je dale standardné vyuzivana k Ccisténi kostni diené, Kk odstranéni
leukemickych bun¢k z autonomnich $tépt kostni diené. PDT se zacala pouzivat i u
nékterych nemalignich onemocnéni, napiiklad u kardiovaskularnich aterosklerotickych
zmén a revmatoidni artritidé. Ve stadiu preklinického vyzkumu je vyuziti antivirového
efektu PDT, proti HIV, herpes simplex viru a cytomegaloviru®.

Uplatnéni fotodynamické terapie v klinické praxi je limitovdno velikosti tumoru

(PDT je ur&ena pro nadory mensich rozméra) a je také omezeno lokalizaci tumoru®.

Fotodynamického jevu lze s prospéchem vyuzit v nékterych ptipadech, kde je
obtizné klinicky ovéfit pfesny rozsah nadorového procesu a vzhledem Kk tomu, ze
nadorové bunky zvysené akumuluji molekuly PS, lze toho vyuzit k jejich fotodetekci a

k rozpoznani &asné recidivy™.
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Tabulka 2. Typ nemoci a schvaleného 1éku

Nemoc Fotosensitizér
Aktinoidni keratdza ALA

Basaliom ALA

Barrettiv jicen porfimer sodny
Rakovina délozniho ¢ipku porfimer sodny
Rakovina plic porfimer sodny
Rakovina jicnu porfimer sodny
Rakovina zaludku porfimer sodny
Rakovina krku a hlavy mTHPC
Rakovina moc¢ového méchyte porfimer sodny
VPMD verteporfin

31

PDT mutzeme povazovat za dal$i vhodnou formu 1éceni, kterou jsme si rozsitili
Skalu dosavadnich terapeutickych postupi. Jeji vyhodou je selektivnost, nevyrazné
subjektivni obtiZe pacienta, dale pak mozZnost opakovani 1écby a také eventualné

kombinace s ostatnimi 1é¢ebnymi postupy.

2.9. Spojeni PDT s jinymi postupy lécby

Efekt n¢kterych monoterapii na nddorové bunky byl srovnan s vysledky ziskanymi
zlécby pomoci dvou riznych  terapii napt. PDT se  specifickym
chemoterapeutikem®’®%%%%° A opravdu cilené lokalizovany PS a pfimé&fena davka
svétla kombinovana s nizkou davkou chemoterapeutika pfinesla slibnou strategii 1é€by
rakoviny. Spojeni PDT a chemoterapeutika nejen 1épe ni¢i nadorové bunky, ale také
snizuje vyskyt nezadoucich u¢inkli samotné chemoterapie, diky niz§i davce
chemoterapeutika pottebného k ziskani pozadovaného efektu. Timto zpusobem byl
aditivni a synergicky u¢inek kombinované 1é¢by pozorovan v nékolika studiich®".

Nizka davka cisplatiny spole¢né pouZita s radioterapii ¢i PDT je povazovana za
vyznamnou novou formu 1é&by v onkologii**?. PDT je také povaZovana nékterymi

autory za dopliujici 1écbu k radioterapii a bylo by ji tak mozné vyuzit k 1é¢bé vétsich
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nadorii®®, Tento zpiisob spojeni je velmi vhodny, nebot’ PDT piedstavuje 1é¢bu s nizkou
morbiditou a komplikacemi, a dosahuje se tak zvySené pravdépodobnosti preziti, i
zlep3eni kvality Zivota, dokonce i u pacientii s malou Sanci*.

PDT muzeme dale pouzit spolu s jinymi typy 1é¢by napf. s hypertermii. Byly
prokdzany synergické letalni ucinky PDT a hypertermie. Jinym postupem je napiiklad
aplikace gluk6zy za ucelem snizeni pH néadoru. Diky nizkému pH dochazi také
k selektivnéjSimu vychytani PS v nadoru, jako napiiklad Photofrin Il. Rovnéz zajimavy
synergicky efekt byl dosazen kombinaci Photofrinu a elektrického pole.

Vyse popsané metody otviraji nové moznosti vyuziti PDT a umoziuji i cilenéjsi a

s 1axe 45
bezpecnéjsi 1écbu™.

25



3. Cil prace

Cilem mé prace byla syntéza ve vod¢ rozpustného tetrachinoxalinoporfyrazinu
(TQP), s absorbci pii vysokych vinovych délkach (750 nm). Tato latka je potencialné
vhodna pro pouziti ve fotodynamické terapii. Rozpustnost ve vod¢ je jednou
z vyhodnych vlastnosti, jez usnadnuje aplikaci Iéku a absorpce pii 750 nm umoznuje
prinik do hloubéji polozenych tkani. Absorpce pfi této hodnoté se dosahuje pouzitim
chinoxalinovych derivati jako syntetickych prekurzort.

Molekula TQP byla koncipovana tak, aby méla v postranich fetézcich
diethylaminoethylsulfanylova seskupeni. Tercidrni aminoskupinu lze nasledné
kvarternizovat a umoznit tak rozpustnost ve vod¢, pfi¢emz nabité skupiny navic
odpuzuji elektrostaticky molekuly TQP navzajem od sebe a tim snizuji agregaci ve
vodném prostiedi. Alkylsulfanyl skupinu jsme zvolili proto, Ze ma nejlepsi produkci

singletové kyslikuso.
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4. Metodicka ¢ast

4.1. Prekurzory pro syntézu tetrachinoxalinoporfyrazint

Pii vybéru prekurzoru klademe diraz zejména na urCité vlastnosti, mezi Které
patfi: snadna a nendkladna syntéza s vysokymi vytézky, stabilita, jednoducha substituce
postrannich fetézcii. Diky variabilit€¢ substituci téchto fetézcl, ziskdvame zajimavy
stavebni material pro pfipravu rtiznych makrocykli s odliSnymi vlastnostmi (napf.
spektralni vlastnosti, rozpustnost, lipofilita atd.)

Pii syntéze vhodného prekurzoru lze postupovat tak, ze se nejprve piipravi
vychozi diketon jiz substituovany skupinami, které hodlame zavést na periferii
vysledného makrocyklu. Po kondenzaci s 4,5-diaminoftalonitrilem se pak dostane ptimo
pozadovany prekurzor.

Takto  postupovali  napf.  Mitzel skolektivem ve své  syntéze
tetrachinoxalinoporfyrazini. Ptiprava prekurzoru chinoxalin-5,6-dikarbonitrilu byla
provedena v jednom kroku kondenzaci diketonu hexa-1,5-diyn-3,4-dionu s 4,5-
diaminoftalonitrilem v prostfedi kyseliny octové za pokojové teploty (obr. 15)*.
Nicméné tato cesta zavisi na naro¢né syntéze pozadovaného diketonu a nelze pouzit pro

syntézu derivatl chinoxalinil substituovanych heteroatomy.

R . R S
SN0 HN CN  pcon N Ms CN
e Y
] =0 HoN CN ] = N CN

R= Si(i-Pr);
R= 3,5-di(terc-butyl)fenyl
R= 4-[(i-Pr)3SiO]fenyl
Obr. 15

Podobnou ptipravu prekurzoru chinoxalin-5,6-dikarbonitrilu si zvolil Haas.

Kondenzaci 1,2-di(pyridin-2-yl)ethan-1,2-dionu s 4,5-diaminofthalonitrilem v prostfedi

ledové kyseliny octové a ethanolu. Vyt&zky se pohybovaly na Grovni 89% (obr. 16)*'.
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Obr. 16

Na Katedie farmaceutické chemie FaFUK byl vyvinut alternativni postup
vychazejici z 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu. Syntéza prekurzoru 2,3-
dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu  byla rozdélena do dvou krokd: piipravu

dioxoderivatu a jeho pfevedeni na reaktivni dichlorderivat pisobenim thionylchloridu
(obr. 17)®

H
NCI;[NHZ diethyl oxalat NC N.__O
NC NH, NC ” O

140 °C, 8 h

jio socl, NC NjiC|
-di —~
H o) 1,2 dgmgrethan NCI IN Cl

Obr. 17
Tento prekurzor 1ze pak velmi jednodusSe nukleofilné substituovat a ménit tak

periferni fetézce. Napiiklad reakci s diethylaminem v prostiedi THF, za pokojové

teploty byl ziskan 2,3-bis(diethylamino)chinoxalin-6,7-dikarbonitril (obr. 18)*.
NC N.__Cl (
Obr. 18
Chemické vlastnosti prekurzoru 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu  jsou
velmi podobné 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu, ktery je Siroce vyuzivan v syntéze

tetrapyrazinoporfyrazinti. U téchto latek se pouzivaji fetézce vazané pies dusik (reakce

s aminy), kyslik (reakce s alkoholaty) nebo siru - reakce s thiolaty (obr. 19)*°*°.
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N~ CN

i) C4HoNH,, THF
i) C4HgSH, NaOH, THF/H,0
i) butanol, triethylamin
Obr. 19

4.2. Cyklizacni postupy pri syntéze ftalocyaninu

Jednou z nejcastéjSich syntetickych cest piipravy Pc je cyklotetramerizace
prekurzora. Tetrachinoxalinoporfyraziny (TQP) reaguji obdobné.

Do centra makrocyklickych systémi lze zavést kov nebo polokov, jez poté muze
vhodné meénit jejich vlastnosti, zejména co se tyce spektrélnich, oxida¢nich nebo
pfidanim soli vhodného kovu nebo vlozZeni kovového kationtu do centra ptipraveného
bezkovového makrocyklu®.

Makrocykly bez centralniho kovu lze pfipravit cyklizaci za pouziti alkoholati
alifatickych alkohold (methanol aZ oktanol). Pro pfipravu alkoholatl se vyuziva bud’
silné baze 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-enu (DBU)** nebo alkalickych kovi
(vétSinou lithium)53. Alkalické kovy jsou jako centralni kovy velmi slabé chelatovany a
pusobenim slabych kyselin se snadno méni za atomy vodiku (dokonce i1 v pfitomnosti
vody). Tato vlastnost je s vyhodou pouzita pfi syntéze zine¢natého komplexu TQP, tim

ze do reak¢ni smési je pfidan octan zinecnaty a jeho kov nahradi lithium (obr. 20).
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(i-Pr)sSi 1. Li, pentanol
X N CN 2. (CH;COO),Zn
(o —
= N CN

(i-Pr)5Si

Si(i-Pr)q

Obr. 20

X D?N”Z"“/ @ X,

Kovy alkalickych zemin (naptiklad hoi¢ik) jsou vazany silnéji v centru molekuly,

a proto je nutné je vytésnit za pomoci silngjsi kyseliny (napt. p-toluensulfonové, nebo

trifluoroctové)(obr. 21). Teprve bezkovovy komplex reaguje v nové syntéze s octanem

zine&natym (obr. 22)>*

1. Mg, butanol

2. Kys. p-toluensulfonova

_—

Obr. 21
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Obr. 22

Bylo pozorovano, ze pii syntéze tetrapyrazinoporfyrazinii, mize dochazet vlivem
pouzitého alkoholatu k odtrzeni perifernich fetézci. Nedéje se tak v piipadé fetézcl
vazanych pies dusik. Dany problém nastava, kdyz ma prekurzor postranni fetézec
vazany pres kyslik nebo siru. Pokud je postranni fetézec s alkoxy skupinou shodny
s pouzitym alkoholatem (butoxy, butanolat) je problém vyfeSen (obr. 23). V jiném
ptipadé dochazi na periferii k transetherifikaci pouzitym alkoholatem. U alkylsulfanyl
derivat je nevhodné provést cyklizaci za pomoci alkoholatu lithného, nebot’ nastava
nahrada alkylsulfanyl fetézcti za alkoxy substituenty shodné s pouzitym alkoholatem.
Zde se osveédcil alternativni postup piipravy. Bylo zjisténo, ze pfi pouziti butanolatu

hofe¢natého, nedochazi k témto nezadoucim vedlejim reakcim (obr. 24)%°
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5. Experimentalni ¢ast

Teploty tani byly stanoveny na digitdlnim pfistroji pro stanovovani teplot tani
Electrothermal 1A9200 a nejsou korigovany.

Pribéh reakei a Cistota produktii a meziproduktti byly kontrolovany tenkovrstvou
chromatografii na deskach Merck Silikagel 60 F254 s detekci UV svétlem vinové délky
254 nm a 366 nm. Vyvijeci soustavy jsou uvedeny u jednotlivych piiprav. Sloupcova
chromatografie byla provedena na silikagelu Merck 60 (40-63 um).

NMR spektra byla naméfena na pfistroji Varian Mercury VXBB 300 na KAOCH.
Mgfeni bylo provadéno pii frekvencich 299,95 MHz (*H NMR) a 75,43 MHz (¥*C
NMR). Posuny jsou vztazeny k vnitinimu standardu Si (CHg)s.

Spektra ve viditelné oblasti byly méfeny na ptistroji Shimadzu UV 240 1 PC: UV-
VIS recording spectrophotometer na KFCHKL.

Infratervena spektra (IC) byla méfena IC spektrofotometrem Nicolet Impact 400
IR-Spectrometer (USA) na KAOCH.

Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji CHNS-O Elemental Analyzer
1110 (Carlo Erba Instruments) na KFCHKL.

MALDI-TOF hmotnostni spektra byla naméfena v positivnim moéddu na
hmotnostnim spektrometru Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham, MA,
USA\) na Univerzité obrany, Fakulté vojenského zdravotnictvi..

Testy toxicity a fotodynamické aktivity na bunikach Hep2 byly provedeny ve firmé
Generi-Biotech, Hradec Kralové.

Latky pripravené jiZ drive na Katedie farmaceutické chemie a kontroly léciv dle

publikovanych postupi:

2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril (1)*
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5.1. Schéma provadénych reakci
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5.2.  Priprava prekurzoru

5.2.1. Priprava 2,3-bis[2-(diethylamino)ethylsulfanyl]

chinoxalin-6,7-dikarbonitrilu (2)

»
neqedd

Vodny roztok diethylaminoethanthiol hydrochloridu (42,3 mg; 0,3 mmol)
jsem smichal s 1M roztokem hydroxidu sodného (0,5 ml; 0,5 mmol) a nechal
reagovat pii pokojové teploté po dobu 15 minut. Poté jsem do reakce pridal latku
1 (25 mg; 0,1 mmol) suspendovanou v THF (10 ml). Smés zménila okamzité
barvu na zlutou. Reakce probihala jednu hodinu pii pokojové teploté, poté jsem
odpatil THF. Do zbylé vodné suspenze jsem piidal par kapek NaOH (do zasadité
reakce) a oddélil ptes filtr produkt, ktery jsem nékolikrat promyl vodou.
Zlutohnédé krystalky jsem rozpustil v diethyletheru a vytfepal vodou s par
kapkami NaOH. Potom jsem produkt v diethyletheru vytiepal HCI okyselenou
vodou a odd¢lil. K okyselené vodé jsem opét piidal NaOH do bazické reakce a
vytiepal nékolikrat s diethyletherem a organicka faze byla vysuSena (Na,SOy).
Nakonec byl odparen diethylether.

Vytézek: 28 mg (62 %)

Popis: Zluté krystalky

T.t.: 127,8-128,7 °C

'H NMR (CDCls)  (ppm) 8,23 (2H, s, aromH); 3,45 (4H, t, J=7Hz, S-CH,);
2,83 (4H, t, J=7THz, N-CHy,); 2,65 (8H, g, J=7Hz, N-CH,), 1,09 (12H, t, J=7Hz,
CHy).

13C NMR (CDCls) & (ppm) 161,0; 140,2; 134,3; 115,3; 112,2; 50,9; 47,1; 28.9;
12,0.

IC (KBr) v (cm™) 3097; 3073; 3027; 2970; 2934; 2874; 2798; 2237 (CN); 1507;
1470; 1386; 1290; 1265; 1195; 1124; 1069; 1030.
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Latka 2 byla ptevedena na dihydrochlorid po rozpusténi ve smési

aceton/diethylether (1:3), probublanim plynnym HCI.

5.3. Priprava tetrachinoxalinoporfyrazinu
5.3.1. Priprava latky 2 pred reakci

Pied reakci musela byt latka 2 uvolnéna z formy hydrochloridu, proto jsem ji
rozpustil ve vod¢ a do roztoku ptidal po kapkach 1M roztok NaOH aZz do zmény
prostiedi na alkalické. Latku 2 jsem vytfepal v tfepaci baice do diethyletheru. Poté jsem
organickou fazi vysuSil pomoci Na,SO4. Obsah kadinky jsem zfiltroval. Do
rozpusténého produktu jsem jesté ptidal toluen, aby se tak azeotropné odstranili i

ptipadné posledni zbytky vody. Ve vakuové odparce jsem nakonec produkt odpafil do
sucha.

5.3.2. Priprava[2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra[6,7]chinoxalin

oporfyrazinato] zineénatého komplexu (3)
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Rozpustil jsem bezvody octan zine¢naty (46 mg; 0,25 mmol), latku 2 (21 mg;
0,05 mmol) v dimethylformamidu (1 ml). Reakéni smés jsem nechal zahfivat na
olejové lazni pii teploté 130 °C. Reakce vSak neprobehla, proto byla ukoncena.

Tento postup neptinesl pozadovany vysledek.

5.3.3. Priprava[2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra[6,7]chinoxalin

oporfyrazinato] horeénatého komplexu (4)
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V cCerstvé predestilovaném suchém butanolu (20 ml) jsem nechal 3 hodiny
reagovat hot¢ik (228 mg; 9 mmol) za piidavku malého krystalku jodu. Reakce probihala
pti 130 °C pod zpétnym chladicem opatfenym suSici rourkou. Po vytvofeni butanolatu
hofe¢natého jsem k reakéni smési piidal latku 2 (401 mg; 0,9 mmol). Za stejnych
podminek jsem smés nechal reagovat dalSich 24 hodin. Po ukon¢eni reakce jsem odpatil
butanol, produkt byl extrahovan pomoci THF. Po odpafeni THF byl produkt promyt
horkym methanolem.

Vytézek: 158 mg (39 %)
Popis: tmavé modre krystalky
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'"H NMR (CsDsN) & (ppm) 9,59 (8H, s, aromH); 4,25-3,95 (broad, 16H, S-CH,); 3,32
(16H, t, J=6Hz, N-CH,); 2,95 (32H, g, J=7Hz, N-CHy); 1,37 (48H, t, J=7Hz CHs).
13C NMR (CsDsN) & (ppm) 12,6; 29,9; 47,4; 52,0; 120,7; 137,4; 140,0; 152,6; 156,0.

Sledovani Kinetiky reakce

Smichal jsem 17 mg hot¢iku se 4 ml butanolu. Po vytvofeni butanolatu hofe¢natého
jsem do reakce ptidal 30 mg latky 2. Pravideln€ jsem po 15 minutdch odebiral 20 ul
z reakéni smési a rozpustil je v 5 ml THF. Absorpci jsem méfil pii 742 nm v prostiedi
THEF. Pro kontrolu jsem odebiral po dvou vzorcich od kazdého méfeni. Od 165 minuty
jsem intervaly méfeni prodlouzil na 30 minut. Po 10 hodinach jsem reakci nechal jesté
probihat dalSich 10 hodin a pak jsem namé&fil tf1 posledni dvojice vzorki. Grafy kinetiky

jsou v diskuzi.

5.3.4. Priprava 2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra[6,7]chinoxalin

oporfyrazinu (5)
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Latku 4 (75 mg; 0,04 mmol) jsem rozpustil ve 2% roztoku HCI (20 ml) za
pouziti ultrazvuku a nechal michat jednu hodinu pfi pokojové teploté. Reakce byla
monitorovana pomoci TLC pyridin:THF (1:3). Poté byla reakce ukonéena a roztok
zneutralizovan potfebnym mnozstvim koncentrovaného NaHCO3; a zménén na zasadity
pomoci par kapek NaOH. Zeleny precipitat jsem odfiltroval, promyl vodou a horkym
methanolem.

Produkt nebyl déle ¢istén, ale pouzit do dalsi reakce

Vytézek: 69 mg (93 %)

5.3.5. Priprava[2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra[6,7]chinoxalin

o-porfyrazinato] zineénatého komplexu (3)
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Latku 5 (38 mg; 0,02 mmol) jsem rozpustil v pyridinu (10 ml). Nasledné jsem
do reakce pridal bezvody octan zinecnaty (360 mg, 2 mmol) a smés jsem nechal
reagovat pii teplot¢ 130 °C. Reakce byla ukoncena po 45 minutach. Odpatil jsem
pyridin a smés promyl vodou. Zelena pevna latka byla poté rozpusSténa ve 2% roztoku
HCI, prefiltrovana. Prefiltrovany roztok jsem zneutralizoval pomoci NaOH. Zeleny

produkt, vznikly vysrazenim, jsem sesbiral, promyl vodou a horkym methanolem.
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Vytézek: 35 mg (95 %)

'H NMR (CsHsN) & (ppm) 9,81 (8H, s, aromH); 4,54-3,83 (broad 16H, S-CH,); 3,44-
3,26 (broad 16H, N-CHy); 2,95 (32H, q, J=7 Hz, N-CH,); 1,37 (48H, t,;J=7 Hz, CH3).
B3C NMR (CsHsN) & (ppm) 156,6; 152,5; 140,3; 136,9; 121,3; 52,1; 47,4; 30,0; 12,6,

IC (KBr) v (cm™) 2996; 2800; 1633; 1568; 1515; 1452; 1384; 1340; 1309; 1255; 1131;
1022.

MS (MALDI-TOF) m/z 1832 [M]"

UV-vis (pyridin) A (g) 752 (164000), 693 (87000), 382 (150000).

Elementarni analyza vypocitdno pro CggHi20N24SgZn+3H,0: C 55,92; H 6,72; N 17,79;
nalezeno: C 55,82; H 6,49; N 17,83.

5.3.6. Priprava oktajodidu 2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(triethylammonioethylsulfanyl)tetra-

[6,7]chinoxalinoporfyrazinato zine€natého komplexu
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Latka 5 (10 mg; 0,005 mmol) byla rozpusténa ve 3 ml ethyljodidu a za laboratorni
teploty se nechalo michat dva dny. Poté se do reakce k zelenému precipitatu pridal N-

methylpyrrolidinon (2 ml). Reakéni smés se michala jesté dalSich pét dni pii pokojové
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teploté. Nasledné byla zelend smés prelita do diethyletheru a precipitat byl sesbiran,
promyt acetonem a diethyletherem. Poté byl produkt rozpustén v methanolu,
prefiltrovan a odpaien.

Vytézek: 15 mg (90 %)

Popis: tmavé zelené krystalky

'H NMR (D,0-CsHsN) & (ppm) 10,0 (8H, s, aromH); 5,08-4,85 (broad 16H, , S-CHy);
4,16-3,57 (64H, m, N-CHy); 1,77-1,46 (72H, m, CHjs).

B3C NMR (D,0-CsHsN) & (ppm) 153,8; 151,8; 140,0; 121,4; 55,5; 53,4; 30,2; 7,5.

IC (KBr) v (cm™) 2974; 1630; 1452; 1384; 1339; 1255; 1131; 1022.

UV-vis (DMF) A (g) 748 (372000), 712 (43000), 669 (43000), 389 (154000).
Elementarni analyza vypocitano pro CiosHie0lsN24SsZn+4H,0: C 39,58; H 5,37; N
10,65; nalezeno: C 39,19; H 5,28; N 10,50.
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6. Diskuse

Kone¢ny produkt TQP jsem piipravil cyklizaci prekurzoru 2,3-bis[2-
(diethylamino)ethylsulfanyl]chinoxalin-6,7-dikarbonitrilu. Pouzil jsem pravé tento
prekurzor, nebot’ mé vlastnosti potiebné pro aplikaci TQP v PDT, které se odrazeji
v samotném kone¢ném produktu. Jednak je to objemna diethylamino skupina (viz dale)

a alkylsulanyl skupina, ktera ma pozitivni vliv na produkci singletového kysliku.

Vychozi prekurzor, 2,3-bis[2-(diethylamino)ethylsulfanyl]chinoxalin-6,7-
dikarbonitril, jsem pfipravil nukleofilni substituci atomu chloru 2,3-dichlorchinoxalin-
6,7-dikarbonitrilu (1) reakei s diethylaminoethanthiolatem. Uhliky v poloze 2 a 3 latky
1 jsou silné elektrondeficitni kviili silnému zapornému indukénimu efektu atomt dusiku
Vv chinoxalinovém jadie a perifernim atomtm chléru. Diky témto podminkdm se vytvaii
moznost pro nukleofilni atak thiolatem. Reakce probihala jednu hodinu za pokojové
teploty.

Ptipraveny prekurzor 2,3-bis[2-(diethylamino)ethylsulfanyl]chinoxalin-
6,7-dikarbonitril je pomérné nestabilni latka a Spatné by se uchovavala. Abych ptredesel
danému problému, pfevedl jsem latku snadno a kvantitativn€é na stl. Pfimo pted
cykliza¢ni reakci jsem pak latku uvolnil do formy volné baze. Homolog prekurzoru,
tedy 5,6-bis(2-diethylaminoethylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril, byl pfipraveny
podobnou metodou, ale s lepsim vyt&zkem (84 %)™,

Pro vlastni cyklizaci prekurzoru jsem pouzil nejprve postup pomoci octanu
zine¢natého Vv dimethylformamidu, tato reakce vibec neprobéhla. Proto jsem si zvolil
druhy postup pomoci butanolatu hofe¢natého. Reakce se zdafila, avSak vyzadovala
dlouhy ¢as. Proto jsme pro zjisténi doby potiebné k zreagovani veskerého prekurzoru
provedl| kinetiku reakce. Kinetiku reakce jsem sledoval spektrofotometricky v Q — pasu,
protoze produkt narozdil od vychozi latky zde velmi intenzivné absorbuje. Kiivka

kinetiky jasn€ ukazuje, ze reakce je po 12 az 13 hodinach ukoncena.
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Zména absorbanci vychozi latky a produktu
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Nasledné jsem hotecnaty komplex odkovil pomoci kyseliny chlorovodikové.
Reakce prob¢chla kvantitativng.
Koneéné reakci bezkovového TQP s octanem zineCnatym v prostiedi pyridinu

vznikl poZadovany zine¢naty komplex. Reakce probihala 45 minut. ZNnTQP ma lepsi
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vlastnosti, téméetf dvojnasobnou produkci singletového kysliku nez hofecnaty komplex,

proto byl zvolen jako findlni produkt.

Purifikace komplexi pomoci sloupcové chromatografie se neosvéd¢ila a byla i
shledana nepotfebnou. Vznikly produkt TQP jsem piecistil promytim vodou a horkym

methanolem.

Jelikoz jsou molekuly TQP planarni struktury, maji jednu nevyhodnou vlastnost-
agregaci. Dusledkem toho je Spatna rozpustnost, a nasledné i problém s ¢isténim, isolaci
a charakterizaci syntetizovanych produktti. Zavedenim perifernich fetézcti s objemnymi
substituenty, v mém ptipadé diethylamino skupin, by mélo zajistit monomerizaci
plochych molekul. Vypozoroval jsem vsak, ze jak zine¢naté (i v pyridinu) tak hofe¢naté
komplexy agregovaly (ty méng).

Agregaci lze pozorovat v UV-VIS absorpénich spektrech (viz graf). Je znamo, Ze
u agregovanych derivati dochazi k vyraznému poklesu extinkéniho koeficientu Q-pésu
a k objeveni se nového maxima pii nizSich vlnovych délkach (v mém ptipadé v oblasti

cca 690 nm).

Graf zavislosti absorbance na vinové délce
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Z grafu je patrny monomerni stav MgTQP 4 a vyrazny pokles absorbance

Vv oblasti Q pasu zpsobeny agregaci zine¢natého komplexu 3.
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Kvarternizaci pomoci ethyljodidu jsme pfipravili ve vod¢ rozpustny TQP, pficemz
nabité skupiny odpuzuji elektrostaticky molekuly TQP navzéajem od sebe a tim snizuji

agregaci ve vodném prostiedi.

Rozpustny TQP byl testovan na fotodynamickou ucinnost na bunkach karcinomu
délozniho ¢ipku (Human Negroid cervix carcinoma) Hep2. Bylo zjisténo, ze nema
detekovatelnou toxicitu ve tmé az do koncentrace ¢ = 200 mmol (maximalni pouzita
v testech). Po ozafeni svétlem vinové délky > 640 nm byla zjisténa ICsp= 25 nmol. 1Csg
je definovana jako koncentrace, pii niz zahyne pravé polovina testovanych bunék.

Z téchto 0idajii vyplyva, ze by tato latka mohla byt velice perspektivni pro PDT.
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7. Zavér

V ramci mé diplomové prace jsem pripravil:

1. prekurzor:
2,3-bis[2-(diethylamino)ethylsulfanyl]chinoxalin-6,7-dikarbonitril

2. cyklizaci prekurzoru 2:
e [2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra[6,7]chinoxalino-porfyrazinato]

hotec¢naty komplex

e 2,3,11,12,20,21,29,30-oktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra-
[6,7]chinoxalinoporfyrazin

¢ [2,3,11,12,20,21,29,30-0ktakis(diethylaminoethylsulfanyl)tetra-

[6,7]chinoxalinoporfyrazinato] zine¢naty komplex

3. Kvarternizaci perifernich aminoskupin zine¢natého komplexu pomoci
ethyljodu byl pFipraven:
e oktajodid 2,3,11,12,20,21,29,30-
oktakis(triethylammonioethylsulfanyl)tetra-

[6,7]chinoxalinoporfyrazinato zine¢natého komplexu
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