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1. SEZNAM ZKRATEK

AKs
ALA
AzaPc
AlPc
ARMD
BCC
BPD
COX
DAMN
DMF
HpD

IL
MAL
MF
MT
mTHPC
Nd:YAG
NMSCs
102

Pc
PDT
Pp

PS
ROS
SiPc
SCC
tetraPyPor
THF
TNF
YLC
ZnPc

aktinick& kerat6za
kyselina 5-aminolevulova
azaftalocyanin
hlinity ftalocyanin
na \&ku zavisla makularni degenerace oka
bazocelularni karcinom (bazaliom)
benzoporfyrinové derivaty
cyklooxygenasa
diaminomaleonitril
dimethylformamid
hematoporfyrin
interleukin
methylester kyseliny aminolevulové
mikrofilamenta
mikrotubuly
tetrahydroxyfenylporfyrin
neodymium-doped yttrium aluminium garnaser
nemelanomové kozni nadory
singletovy kyslik
ftalocyanin
fotodynamicka terapie
protoporfyrin
fotosenzitizer
reaktivni formy kysliku
Kemkity ftalocyanin
spinocelularni karcinom (spinaliom)
tetrapyrazinoporfyrazin
tetrahydrofuran
tumor nekrotizujici faktor
laserové centrum v Yorkshire

zinénaty ftalocyanin



2.CIL PRACE

Na Katede farmaceutické chemie a kontrolgilése jiz delSi dobu provadi vyzkum novych
fotodynamicky aktivnich latek typu azaftalocyahi@zajimavymi latkami se zdaji byt derivaty
s rozSfenym makrocyklickym systémem, které potenciamohou absorbovatipvysSich

vinovych délkéch, coz je ve fotodynamické teragin@dou.

Cilem mé rigor6zni prace proto byla syntéza predurna bazi pyrazino[2,3-b]pyrazin
pro tyto rozSiené makrocyklické systémy a pokusy o syntézu \vielstrrozSfenych

azaftalocyanif.

R N N CN
| AN
R N N CN

Obr. 1: Obecna strukturatjpravovanych derivdt




3. TEORETICKA CAST

3.1. Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je minim&lmvazivni terapeuticka metoda, jeZ sedlia
pro klinickou I&bu rékterych tygi rakoviny a neonkologickych onemagn. Principem této
metody je selektivni akumulace steminy s fotosenzitivnimi vlastnostmi ve zhoubnéntka
Tato slodenina se nazyva fotosenzitizér (PS). Aktivaci Rifte@inym swtlem dojde k tvorb
reaktivnich forem kysliku, zejména singletovéholikys jez je zodpo¥dny za cytotoxicitu
nadorovych bu&k. Vysledky PDT jsoutrzné. U rozvinutych nadémize dojit ke zpomaleni
jeho iistu a tim se fve zlepSit délka a kvalita Zivota pacienbebo niize dojit az

ke kompletni regresi tumatu
Hlavni vyhody PDT oproti jinym &nym metodam by rakoviny jsou:

» Nizk& systémova toxicita (vzhledem ke skutesti, Ze PS jsou aktivovany pouze

za Fitomnosti s¥tla), takze Ize terapii v kratkétiase mnohonasobropakovat.
» NejvyznamgjSi vyhodou je to, Ze gadi mezi neinvazivni metody.

» Schopnost zabijet nadory selektiirDT nii pouze nadoroveé liy a okolni zdravé

buiky zastavaji neporuseny).

» PDT mize byt aplikovana kit samostathh nebo také v kombinaci s ostatnimi

lé¢ebnymi postupy jako chemoterapie, radioterapie nmberapiei chirurgie.

> V zavislosti natypu nadordi najeho lokalizaci l1ze PS aplikovat systéraosi

topicky.



3.2. Princip PDT a poSkozeni nddorovych bun  ék kyslikem

PDT je zaloZena naindukci btmé smrti kombinaci viditelného &la, sloweniny
s fotosenzitivnimi vlastnostmi (PS) a kysliku.cbé se sklada z aplikace PS, jeZ se selektivn
kumuluje v nddorové tkani. Nasleduje expozicétlsm vhodné vinové délky.rBdnosti se
pouzivaji vinovée délky ¥ervené oblasti viditelného spektra nad 600 nm, jkdy tkar vice
propustné pro si#lo. Swtlem indukovana excitace PS ma za nasledekgs absorbované
energie nakyslik § &mz dojde ke vzniku singletového kyslikdiOg) a jinych vysoce
reaktivnich forem kysliku. Tyto cytotoxické fotophakty vznikaji z PS ifp oz&eni s¥tlem a
startuji kaskadu biochemickych pocliodkteré vyvolavaji poSkozeni a smrt nadorovych

bursk?.

Singletovy kyslik vytvéeny fotochemickou reakci ihe @Fimo usmrtit buiky nadoru
indukci apoptézy a nekré2yim, Ze napada okolni biomolekuly (zejména molglkadsazené
v membranach, cholesterol, nenasycené mastné hyseli aminokyseliny, tryptofan,
methionin, histidin a DNA), které potonigstavaji plnit své biologické funkce a tak dochéazi
k poskozeni & smrti buiky?. Je vysoce reaktivni a the pronikat jen do hloubky
0,01-0,02 um, proto by &éhbyt PS lokalizovan v dabozaovani blizko jeho cile. Doba jeho
Zivota je fizna a liSi se v zavislosti na priesti, ve kterém se nachazi (voda 2-4 us, lipidy 50-
100 ps, organickéd rozpoddta 10-100 pus a okolo 0,6-0,004 us v biologickérospedi).
Protoze neni schopen penetrovat higiubez je @iblizné Sitka lipidové bugcné membrany,

je zar&eno, Ze pimym &inkem PDT budou usmrceny pouzaiky obsahujici PS.

Bunky nadoru nemusi byt vZzdyipym cilem, ale mohou byt ngpo usmrceny nasledkem
poskozeni jinych busEnych typi, nagiklad cévnich endotelidlnich b&k? nebo diky
cytokinim a dalSim mediatém zargétu uvolrenych z napadenych bék v disledku aktivace
imunitniho systému. Obeénlze fici, Zze hydrofébni PS gsobi spiSe imym efektem

na buiky a hydrofilni PS spi$e poskozuiji cévy a branipdsunu Zivirs.



3.3. Vliv lokalizace PS na bun ééném poskozeni

Chemické a fyzikale-chemické vlastnosti PS, jehotgob podani a koncentrace, inktiba
doba, davka sila a typ nadorové hiky jsou dilezitymi faktory, jez ovliviuji lokalizaci PS
v buice a buncné poSkozenigsobenim reaktivnich forem kysliku (ROS). Ukazalp &=
pouzitim PDT mohou byt poSkozeny rozdilné organgko plazmatickh membrana,
lysosomy, mitochondrie, Golgiho aparat, endopla&kéatretikulum, jadro a také cytoskelet a

komponenty bu&né adheze.

Byly popsany it hlavni morfologie programované smrti iy (apopt6za, nekréza a
autofagie), jez jsou spojené s lokalizaci PS. Iholykapoptézy jsou PS, jez se lokalizuji
v mitochondriich¢i endoplazmatickém retikulu, naproti tomu PS lakaliané v Golgiho
aparatu, vlysosomech, v cytoplazmatické membramebo jez d#stavaji difuze
distribuovany v cytosolu jsou vice spojeny s nekrdzBylo také popsano, Ze po PDT
s rekterymi PS se vyskytuje v batnych kulturach autofagie. Do mitochondrii se cflen
lokalizuji hlinité (AIPc) a kemkité ftalocyaniny (SiPc), protoporfyrin IX (PplX),ykelina
5-aminolevulova (ALA), tetrahydroxyfenylporfyrin (fHPC), benzoporfyrinové derivaty
(BPD) a porfyceny. Naproti tomu lysosomalni Ilokate byla pozorovana
u fenantroperylenochinonhypericinu, zatimco zieé ftalocyaniny (ZnPc) se akumuluji
zejména v Golgiho aparatu. Lokalizace PpIX byla gdom@m také v cytosolu a v bignych

membranach a Photoffirse lokalizuje v Golgiho aparatu a v plazmatickénhgarg” & 1°
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Obr. 2: Priklady fotosenzitizér™ *°
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3.4. Vliv lokalizace PS na urovni cytoskeletu

Lokalizace PS v cytosolu je nafena na cytoskeletové komponenty a komplexyétué

adheze. Cytoskelet hraje vyznamnou roli ¥&we bunéénych proces, jez souviseji

s nadorovym irstem (nap burg¢na pohyblivost, &eni a transport vezikul), proto je cileni
na cytoskelet @lezitym cilem protirakovinové PDT. Bylo zji&to, Ze po pouziti PDT
s porfyriny (Photofrifi, BPD), ftalocyaniny (ZnPc, AlPc) a porfyceny bylmensny
mikrotubuly. Tyto vysledky ukazaly zavislost davR$ a¢asu na mikrotubularnich zméach

u rakovinovych bugk. K modifikaci mezifazové mikrotubularni &itlochazelo p vystaveni
burek davkédm indukujicich budnou umrtnost okolo 40-60 %. Kramtoho byla PDT
schopna vyvolat zablokovani bitmého cyklu v pechodu metafaze-anafaze, coz vedlo

ke smrti bukk apoptézotf.

Mikrotubuly (MT) a mikrofilamenta (MF) jsou velmiittivé na slodeniny, jeZz ovliviuji
jejich polymeriz&ni-depolymerizéni dynamiku, jako nap faloidin (toxicky alkaloid
obsazeny v muchoimce zelen®) a cytochalasin. Vystaveni keratinotyg fibroblast
fotosenzitizaci Photofrinefh BPD, ALA nebo ZnPc vyvolava perturbaci MF, kteje
doprovazena ztratou b&né adheze, jez iie byt disledkem depolymerizace MF, stéjiak
jako poklesem exprese aktinem asociovanych adhezmimteiri a-aktininu nebo
B-katenind® 2 Specifické mechanismy, podle kterych jsou MF a Idskozeny jsou
nejasné. PS nachazejici se v cytosolu by mohl piSRdT nebo MF pimo produkci
singletoveho kysliku. Vipacdt lokalizace PS uvnitorganel vyvolava poskozeni riépé.
V kazdém pipads je u &chto cytoskeletalnich komponérgfekt PDT zejmyP.

-12 -



3.5. Princip vaskularniho poskozeni nadoru

Rakovinové biiky se &fi do vzdalenych orgdncévnim usptadanim nadoru a pro jejich
Zivotaschopnost je nezbytnyigun Zivin a molekularniho kysliku. Z tohéwbdu se povazuje
zanefovani cévniho zasobeni nadoru za slibiifstpp v I€b¢ rakoviny. Bylo zjiS¢no, ze
k vaskularnimu poskozenfigpivaji PS jako je HpD, Photoffin BPD. Tyto PS vyvolavaiji
vazokonstrikci a vznik trombotickych uz&v a tim omezuji zasobeni nadorovych &un

kyslikem, co? je spojeno s inhibici nebo zpomaleriistu tumord® 4

PoSkozenim endotelidlnich biknv Iééeném nadoru se aktivuje kaskada udalosti, jez vede
k dilataci cév, k agregaci krevnich deéek, k mistnimu za&iu a ma také modulai efekt

na imunitni systéft *°

Nasledné akutni cévni poSkozeni je zodpoe zasmrt
neoplastickych buik. V dasledku akutni zaitlivé odpowdi se spousti infiltrace granulodyt
a makrofag, jez jsou schopny rychle zlikvidovat nekrotick@poptické biiky. Mrtvé buiky

mohou také stimulovat mikropr@sti nddol a gispst tak k aktivaci faktar jako je: cévni
endotelidlni #stovy faktor, cyklooxygenasa (COX-2), prostaglagditumor nekrotizujici

faktor a (TNF-o)), matrixové metaloproteinasy a cytokiny ([,116 a IL8).

Zatimco rakovinové terapie jako je chemoterapiergzujici z&eni jsou imunosupresivni a
jsou toxické ke kostni idni (jako zdroji vSech bwk imunitniho systému), fitze PDT
spol&né s jinymi lokalnimi rakovinovymi terapiemi (kryotmpie a hypertermie) spotitt

imunitni systérh

-13 -



3.6. Klinické pouziti PDT

PDT je uzivana pro &bu endoskopicky ifstupnych naddr plic, matového ngchyfe,
gastrointestinalnino traktu a gynekologickych néda také v dermatologii prodBu
nemelanomnich rakovinike (karcinom bazalnich bék) a prekancerdznich stiaykeratéza
z ozaeni). Pro I&bu cetnych rakovin byly vyvinuty za poslednich 30 léhické protokoly.
Velmi vysoké procento pacieantma na PDT dokonalou odpad (citlivost) acetnost recidiv
neni \&tSi, nez bylo zaznamenano u jinycidbnych metod. Byly také zkoumany procedury

ex Vivo pro I&bu pacieni s leukémii kostniigns a transplantaci kmenovych hikn

PDT je také pouzivana proiliu nekancerdznich stayako je psoridza a naku zavisla
makularni degenerace oka (ARMD). Donedavna bylngdirealnou moznosti pro snizeni
rizika ztraty zraku u ARMD fotokoagulai laser, ale ten se hodil jen pro asi 15 % patient
Bylo zjisttno, Ze PDT je mnohem vice tolerovanébk jeZ stabilizujeii zpomali ztratu
zrakové ostrosti u dosglych pacieni a je vhodnou kbou pro 30-40 % ze vSechipadi
ARMD.

PDT je také usfsna v |€éb¢ arteriosklerozyi arterialnich plai. Kombinace PS a cévnich
katetfi k doruweni sétla se nazyva fotoangioplastika, jez je beénge s minimalnim

poskozenim cév v oewanych oblastech a je velmi dettolerovan¥.

Navic je PDT sedem zajmu novych rozvojv oblastech jako genova terapie a sterilizace
krve. PDT je také &inna proti lok&lnim virovym nemocim jako herp&sg byla také pouZita

pro odstrasni virovych a bakterialnich patogen krve a krevnich produkt®,

-14 -



3.7. Aplikace PDT v praxi

PDT je spiSe mistni nez systémové i@Sdf proto je vhodna pouze pro lokalizované
onemocgni. Swtlo vinovych délek pouzité k excitaci ¢étnych PS mze podnitit
fotochemickou indukci nekrosu tk&mZ do maxima 10 mM To znamena, Ze byda byt
primarre indikovana pro povrchové oavani malych, dostupnych nadomMuze byt roviz
pouzita v kombinaci s chirurgickym zmenSenim (aa®mim) nadoru pro paliativni é&u

vétdich nadai®®.

PDT je l&ba zahrnujici jednorazové injekce latky, které jsmhsledovany po jistém
casovém intervalu jednordzovym oeaim. Toto je velmicasto vykonano ambulantn
Naopak v porovnani s jinymi débnymi rezimy nmZeme fici, Ze radioterapie zahrnuje
kazdodenni ozavani po dobu 6-7 tydn(opst ambulants), rozvrhy chemoterapie séani,
ale typicky trvaji po dobu dkolika mesial a operace vyZzaduje na druhou stranu celkovou

anestézii a hospitalizaci po jeden akalik tydna®" %

Velkou vyhodou je omezena penetracétlsy jeZ ma za nasledek ochranu normalni zdravé
tkare v blizkosti nadoru i®d fototoxicitou. Moderni technologie pouZivajigtioka viakna
usnadiuje dordeni svtla pozadované vinové délkyiimo k nadoim lokalizovanych
prakticky kdekoliv v &le. Toto lokalizované oZavani spoléné se stignim citlivych tkéni
v okrajovych oblastech umtije specifické oS&tni nadoru. Naproti tomu operace a
radioterapie nadérmuze byt velmi poSkozujici a ime vézt ke ztréttkanove funkce. PDT
méa vyhodu minimalni fibrézy tkén jez ma za nasledek fustk zotaveni bez zjizveni. $et
strukturu tkas, protoZze neni poSkozen subepitelidlni kolagenastiel a jsou zachovany

neburgéné podiirné elementy jako matrice pro regeneraci normétist> 2.

-15 -



3.7.1. Karcinom hlavy a oblasti krku

Patateini stadia karcinoiin v oblasti hlavy a krku jsou normédlnétena operativéi nebo
radioterapii, zatimco pro pokiit¢ onemocgni je standardnim o%enim chemoradiace.
Progndza vyléeni je dobra zejména péasna stadia nemoci, aleibe byt spojena s vysokou
morbiditou. Chirurgicka resekcetie byt gicinou funkiniho poskozeniifdéhajicich struktur
a ma také za nasledek vznik nezadoucighkii jako jsou polykaci potize a porucheti.
Radioterapie je také spojena s rizikem suchostivastikem Kkeci Zvykacich sval a dokonce
osteonekrozou. PDT je sté&nacinna jako kurativni operaceéi radioterapie pro malé
povrchové nadoryi paliativni I&bu recidivujicich onemoeni, ale ma vyhodu zachovani

tkarg pod nadorem a vynikajici dlouhodobé fanka kosmetické vysledky.

Patateini PDT studie zagtené na pacienty s karcinomem hlavy a krku pouZijadg PS
derivaty hematoporfyrinu (HpDdi porfimer sodny a davky stla 100-200 J/cf; ale dnes je
vice pouzivanym PS v této aplikaci mTHPC v kombiisat0-20 J/crh?* %,

U pacienti s nadory hlavy a krku jefipradikalni l&€bé primarniho nadoru celozivotni riziko
20-30 % rozvoje sekundarni¢ih mnohonasobnych rakovin. Opakovana operace jerudti
kvili progresivni ztr&t tkart a opakované oravani byva spojeno s toleranci tkan
Ve srovnani stim se po PDT nevyskytuje Zadna kativali tk&ova toxicita, kterd riwe
vzniknout po radioterapiti operact® ?. PDT mize byt také efektivni jako zachrann&bé

opakuijicich se rakovin hlavy a krku u pacierkde selhala konveni terapie® 2% 29

3.7.2. Lécéba rakoviny jicnu

Standardni k&bou karcinomu jicnu byla ektomie jicnu, jez je apojend s vysokou
morbiditou a mortalitou. To vedlo k vyvoji mé&nnvazivnich procedur, jako endoskopicka
mukdzni resekce, koagulace a PDT. Pro PDTisezpiovani pouZzivaji flexibilni cylindrické
rozptylovae, které se prosgtdnictvim endoskopu zavedou do blizkosti nadorul DXinna
jako kurativni Iéba malych povrchovych nadojicnu® a jako paliativni 18ba obstruknich
nadoii®!. Ve skupir se 123 pacienty é&nych porfimerem sodnym jako B®ylo dosaZeno
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z 87 % celkové odp@di na l&bu po 6-ti nésicich a celkovéhoipZiti po f&ti letech z 25 %.
Srovnatelné vysledky byly také ziskané pouZitim rACHako P&

VedlejSi &inky Iéby tohoto tenkoghného dutého organu mohou byt navzdaotinmdosti
PDT v l&b¢ karcinomu jicnu nefiznivé. Az u 57 % pacietitlécenych PDT s pouzitim
cerveného sitla se k pechodné fotosenzitivit kize miZze Fipojit stendza, fistule a
perforacé® 3% 3! Nicméré bylo zji&no, Ze @i pouziti mTHPC v kombinaci s mén
pronikajicim zelenym silem nebyly pozorovany zadné fistuleperforace, ficemz nebyla

oslabena &innost>.

3.7.3. Barret Gv jicen

Barretiv jicen je prekancer6zni stav vznikajici dstbdku dlouhotrvajiciho
gastroezofagealniho refluxu,fipémz dochazi ke zémam na sliznici jicnu (jde o typ
metaplazie, kdy je normalni epitel nahrazovan &pite obdobného charakteru jako
v Zaludku). V této oblasti je zvySené riziko vznikvacejiciho yedu¢i zhoubného nadoru.
Tato metaplasticka tka se niize vyvinout z pothdného stavu az k vysokému stupni
dysplazie (ozngni histologickych zrn, jez mohou fedchazet vzniku nadoru) a nakonec
invazivnimu adenokarcinomu (zhoubny nador ze Zléhovepitelu). Z Barretova jicnu se
vyviji kolem 50 % vSech karcinaimjicnu s velmi Spatnou prognozou, proto ma efektivn
lé¢ba Barrettova jicnu majoritni vyznam. PDT je zwagtodna pro l&u premalignich stav

Barretova jicntr °2

Swtové randomizované kontrolované studie demonstypvaé porfimer sodny bie
odstranit v 77-96 % ifjppadech Barrells jicen s vysokym stugm dysplazie, ve srovnani
s 39 % pipadi po terapii samotnym omeprazol&@mTyto studie doloZily vyznamné snizenf

rizika karcinomu jicnu u pacieintécenych s porfimerem sodnym.

U 58 % pacienit, ktei procklali peclivou endoskopickou kontrolu, byly objeveny oblasti
trvalé Barrettovy mukézy' % V klinické praxi jsou tyto oblasti trvalé Barretty glandularni
mukozy znéeny pouzitim Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluimim garnet) laseru
nebo koagukniho paprsku tak, aby sa&euchazelo ofiovnému rozvoji dysplazii anebo
karcinomi®. Ukazalo se, e kombinace PDT s endoskopickou mnikésekci byla tés tak

efektivni jako ektomie jicnu, ale s mnohem mensihiatitou*.
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3.7.4. Karcinom pr udusek

Jiz mnoho publikaci poukédzalo na terapeutickou g®sost PDT viznych stupnich
onemocgni priduSek. Paliativni Eba obstruktivni rakoviny s pouzitim Hp8 porfimeru
sodného jako PS byla bezpa a n¢la za nasledek ulevu odipnalka ténmei u vSech pacient
VedlejSi &inky zahrnuji krond koZni fotosenzitivity také kaSel, vykaSlavani roglaké tkar
a dusnost po dobwkolika dni po PDT. RileZitostre bylo hlaSeno vazné& dokonce fatalni
krvaceni, jez se ale takéude samovolé vyskytovat u tohoto onemoéni a proto se toto

krvaceni nedaigsuzovat PDT.

PDT byla také pouZzita jako kurativni¢lia casnych stadii rakoviny plic. EBu pacieni
s rozséhlym centralnim karcinomem plic¢ala v roce 1990 laserové centrum Yorkshire laser
centre (YLC) v Goolu v Anglfi.

3.7.5. Karcinom mo €¢ového m échyre

Pro I&bu recidivujici rakoviny mé&oveho néchyke byla jiz v roce1975 pouzita metoda PDT
s vyuzitim HpD jako P& a o par let pozgi byl jako PS pro I&8bu karcinomu mé&ového
méchyre poprvé pouzit porfimer sodny. V roce 198kalik klinickych studii prokazalo, ze
PDT s pouzitim HpXi porfimeru sodnéeho byla¢inna pro povrchové, recidivujici rakoviny
mocového nichyie™ ** > Ve srovnani s odpéd'mi po transuretrélni resekdii 16¢bs
s pouzitim bakterii Calmette-Guerin byly gddesni odpowdi na l&bu velmi vysoké
(70-100 % veiech ngsicich) s dlouhodobou odp#ini reakci 30-60 %. AvSak pro cely
mocovy mechyk znamenala PDT velmi vysoky vyskyt vedlej$inki (opakované mieni,
bolesti a trvale sniZzena kapacita dmeeho néchyfe). Tyto komplikace byly ¥asnych
studiich spojené s nadmymi swtelnymi davkami a nerovho¥fmym dodavanim sdla.
Nseyo U. O. ukazal, ZefippouZiti niz8ich davek & a swtla*® by mohla byt odposdni
reakce nadoru dosaZzena bez transmuralniho @gdramoiového nmEchyfe ¢i morbidity
souvisejici s lébou'’. V nowjsi dok® miZe byt pouZita pro opakujici se povrchové rakoviny
mocového néchyfe ALA. PDT s pouzitim ALA,¢i v kombinaci s mitomycinem C &a
za nasledek 40-52 % kompletni odpdvv 18-24 ngsicich bez trvalého sniZzeni kapacity

mosového nichyre® 49 0
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3.7.6.

Pouziti PDT v dermatologii

PDT uz byla Usgn® pouzita pro lébu:

Aktinické dermatitidy :* onemocini kize vzniklé v dsledku oz&enf?.

Bowenovy dermatézy’ nadorové onemoéni kiZe, i némZ nadorové hiky

zastavaji ohrarsieny na pokozku, dkdy v&ak mohou ifechazet ve spinalioth

Keratoakantomu:! kozni vyvySeny, rychle rostouci nadorek, jez dogatvelikosti
nekdy az rekolika centimetii, miZze @ipominat spinaliom, po obdobi rychléhistu
do rekolika meésici sam ustupuje se zanechanim gRyi odstrauje se

pii pochybnosti o jehoivoduci z kosmetickych tvodi®2
Aktinického zanétu rtu *

Lymfomu® jde o zhoubné onemoam lymfatické tka® vychazejici obvykle
z lymfocyti, miZze vychazet obvykle z T neldastji B bunck a maligni biikou mize

byt lymfocyt v izném stadiu vyvofé.

Extramamarni Pagetovy nemoci rakovinné onemoemi kiZe prsu a prsni

bradavky, vzhledemijpomina ekzém, ktery se pomalu ramfe">.

Kaposiho sarkomu® difve vzacné koZni onemaam nadorového charakteru
s pongrné benignim piibéhem, dnes se vyskytuje v mnohem zhaijfin podok
u nemocnych s AIDS. Projevuje seervenofialovymi koznimi uzly, které sefisi

na kiZi celého &la, postizeny byvaji i vnihi organy>

Gorlinova syndromu:' didicné ¢ novou mutaci  vzniklé  onemoeni
charakterizované mnobetnym vyskytem bazalioinna kizi a znénami na dalSich

organecf?.

Bazaliomu uzlikového a povrchového podtypt

NejrozsfergjSi a celoswtove uznavané pouziti PDT vdBe rakoviny je v klinické

dermatologii pro I&u nemelanomovych koZnich nadak (NMSCs), aktinické kerat6zy,

akné vulgaris, fotorejuvenaci ahnisavé hydradenitidy’* (hnisavy zat potnich Z1a%).
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V Evropské unii je pro PDT registrovany jako PS my&gster kyseliny 5-aminolevulové.
Jeho indikace je prodéu nehyperkeratotické aktinické keratdézy (AKs) &fjie a pokozky
hlavy, bazocelularniho karcinomu a Bowenovy chorolby Spojenych statech je schvéleny
pouze jeden PS a to 20 % kyselina-5-aminolevulgi&je schvalena organizaci Food and

Drug Administration pro kbu AKs",

NEMELANOMOVE KOZNi NADORY (NMSCs)

NMSCs jsou nejastjsi kozni nadory vychazejici z keratinogdft Vyskytuji se u bilé
populace v Evrofy USA, Australii a Kanagl a jejich vyskyt se celogtové stabilré zvySuje
v m&fitku o 3-8 % réns od roku 1966°. Ze zhoubnych nadbk nim pati:

H Bazocelularni karcinom (bazaliom) (BCC): nador vychazejici ze zakladni-bazalni
vrstvy pokozky. Jde o n&gsejSi kozni nador postihujicitedevsim starSi osoby. Byva
zejména na ohigji, hlaw a hornich partiich trupu, aletire byt prakticky kdekoliv. Miva
razny vzhled, projevuje se napjako nehojici a &ici se wed, rekdy s mokvanim a
hnisanim, jindy jako nehojici se uzitk

H Spinocelularni karcinom (SCC) je dlazdicovy karcinom, zhoubny nador vychazejici
Z epitelové tka&r Byva v tiznych oblastechéla, predevsim v izZi (zde se oznrauje jako
spinaliom), v plicich, jicni&i na dloZnim ¢ipku. Nazyva se téz epidermoidni karcinom,
jeZ vychazi v pokoZce z békspinalni vrstvy, ktera je nad bazalni vrstou

NejrozsfergjSi podtypy jsou uzlinaty a povrchovy BCC s patog@n jez je podmina
faktory jako je: vystaveni UV s¥u, mutace regulmich germ a zneny vimunitnim

systéma*.

Ackoliv pro BCC #istava zlatym standardem chirurgick&ba, je PDT také povazovana
za efektivni a spolehlivou terapii pro rozsahlé ommnasobné nebo extenzivni |éze a pro léze

u imunosupremovanych paciéfft

Pro I&bu NMSCs metodou PDT mohou byt pouzity dviené topické PS: kyselina
5-aminolevulova (ALA) a jeji methylester Metvix® @L). PS je lokalg aplikovan tak, aby
se dostat¢ kumuloval v cytoplasgh zmutovanych keratinocyta poté se na léze aplikuje

swtlo®. Pro pacienty pouze skolika malo lokalizovanymi 1ézemi neni vhodné pdiZi
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systémoveho PS Zidodu prodlouzené doby indukované fotosenzitivi. AAmize byt
aplikovana lokalts nkolik hodin pred oz&enim nadortf. Nasledkem selhani penetrace ALA
nadorem niZe byt vznik recidiv. PouZiti slabého roztoku dimgsulfoxidu ¢i desferoxaminu
aplikovaného fed ALA zvySuje penetraci asiinost I&iva®” °® Nevyhodou pouZiti ALA je,
Ze prvnich gkolik malo minut ozgovani mize byt velmi bolestivé. Pro zmimi tohoto
problému niZze byt pouZita mistni anestéze studeny vzduch. Prodbu velkych ploch
sc¢etnymi malymi lézemi je vice vhodné pouzZiti systegyoh PS (porfimer sodnyi
mTHPCY®.

PSORIAZA (PSORIASIS VULGARIS)

Psoriaza-lupénka je chronické kozni onengoéns poruchou keratinizace povrchovych
vrstev Kize. Ricina jejiho vzniku neni znama, zZimy vyznam ma é&dicnost a imunitni
procesy Vv KZi. Projevuje se s\divym vysevem drobnychiervenych pupink které pozdji
splyvaji ve ¥tSi loZziska pokrytd sibritymi Supinkami. Tyto projevy mivajéasto tiznou
velikost¢i tvar. Psoridzu nelze aglrvylé&it, alefada postup ji mize n&as zklidnit. Jednou
z l&ebnych metod je vyuziti kombinace psoréléiatky zvysujici citlivost kiZze k UV zdeni)

a pisobeni UVA zéenf?

Lécbu lupénky metodou PDT popisuje velké mnoZstvirditgry, jeZz secasténé tyka
vyslediii a casténé toho, zdali je PDT pouzitelnodi efektivni alternativni metodou
pro l&bu. Bissonette R podal psoriatickym pacieith ALA peroralni cestou a zjistil, Ze
fluorescence protoporfyrinu IX (PpIX) je stejna eSgozené i normalnitke steji tak, jako
u zargtlivych bunsk. Boehncke W. H. zjisfif, Ze PDT terapie s poutZititterveného sitla a
psoralenu s UVA Z&nim zmsobuji u psoriatickych pacient pokles v cytokinovych
sekretech (interleukir{IL]-6, [IL]-1b, TNF-a) jednojadernych butk. Nakonec aut®®®
zZjistili, Ze systémova PDT vyvolava apoptdézu u f@estych T lymfocyt psoriatického
povlaku.

Rozdil mezi topickym a systémovym podanim PS jedawini. Kron¢ toho je témit
nemozné podavat ALA peror&lrv kazdodenni praxi zisodu obav tykajicich se clearence
ALA, fotoexpozice, perzistentni fluorescence a @dsé dlouhotrvajici fotosenzitizace. Tudiz
byly zahajeny klinické testy, jez ukazaly velkémeni u psoriatickych poviak ®* nicmér
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bolest a diskomfort éhem I&by vedly casto k peruSeni &by, proto zagrem €chto tesh
bylo, Ze PDT neni praktickou metodou prébé psoridzy. Zarem lzeftici, Ze PDT neni
prvorada terapie pro &du psoridzy, ale Ze existuji dobrékdzy o vyhodyjsi absorpci PS

u psoriatickych povlaka Ze Bhem PDT probihaji specifické antipsoriatickésmyt™,

SKLERODERMA A LISEJNIKOVA SKLEROZA

Jde o systémové onemean postihujicic¢asgji zeny. Projevuje se tuhnutimike (nap.
v obliceji kolem rti, na prstech rukou, aj.). Podstatou jso@mynvaziva, které narusuji stavbu

kiZze. Onemooini sefadi k revmatickym chorobam s autoimunitnifivadent?.

Lokalizovana skleroderma odolnd UVAfeai dolle reaguje na tdbu PDT. Zd4 se, Ze
kultivované keratinocyty vystavené vlivu PDT prodiikzvySené hladiny [IL]-1, TNFe,
matrixové metaloproteinasy 1 a°°3 Tento vliv by mohl byt zodpadny za zjidny
antiskleroticky efekt PDT. &ktefi autdi vypozorovali v neoficidlnich testech, ze tyto
studie objevily, Ze PDT Zsobuje redukci kolagenové hustoty bez poskozerdtikercyti,
coz mize byt prospiné jako pomocna dba keloidi® (zbytrela tuha jizva nepravidelného

tvaru, jeZ vzniké u &kterych disponovanych jedifigpo poragni, popalenti operacich?).

Obr. 3: Keloidni jizva
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VIROVE INFEKCE

Pomoci PDT mohou byt dény s dobrymi vysledky bradavice nebo kondylortateozni
vyrastek podobny bradavi), molluscum contagiosuth (koZni virové onemoami, jeZ se
muze objevovat naiznych castech dla jako drobné vyvySeniny s vkleslymiedem,
obsahujici bilou vytkitelnou hmotd® a herpes simplék (onemocini zpisobené
herpetickymi viry, jeZz se projevuje jako mistni &dkize, sliznicei rohovky se swdivymi Ci
pakivymi puchyiky, které postuph praskaji a zasychadfj. PDT miZe byt také Gs@ne
pouZita k inaktivaci patogérz krevnich produkt pred jejich podanim pacientddi

Lécba bradavic byvé&asto zrazujici jak pro pacienta tak pro ié&arerapeutické moznosti
téchto klinickych obtizi se obvykle zaituji na fyzikalni destrukci 1éze (tj. Bly infikované
viry) a zahrnuji: kryoterapii, kyretaz, resekciséaovou ablaci C§€) pulzni laserovou terapii,
elektrochirurgii a topickou aplikaci kyselin. Nicm€ nékteré bradavice stavaji Emto

terapiim odolné.

Vyskyt koznich virovych infekci se uvadi az z 5 %déti a z 5-18 % u jedincs oslabenou
imunitou a HIV. L&ebné moznosti pro kozni infekce jsou podobné matogapsanych
u bradavic. U HIV pozitivnich jediric byly popsany jako uzitmé metody antiretrovirova
terapie a injekce streptokové protilatky OK-432.vkidory €mto moznostem se&asto
vyskytuji nepoddajné 16Z& V |ésbé nepoddajnych bradaiiatych |ézi a koZnich 1ézi se deset
let uplatiuje s dobrymi vysledky PDT s pouzitim emulze olejwod obsahujici PS, jez je
jeS€ obohacena aditivy jako je 2 % kyselina ethylendidetraoctovda a 2 %

dimethylsulfoxid®.
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STARNUTI A FOTOREJUVENACE

Starnuti je komplex multifaktorialnich prodesjez nastava uvSech jedino/ rizném
mefitku ovlivnéném genetickymi a hormonalnimi faktory a faktorygiredi, které vedou
k funkénim a estetickym ztmam na kZi’*, jeZ miZze byt stejt tak pred sluncem chré&na i
sluncem exponovana. Fotostarnuti j@sgbeno chronickym slutieim poskozenim skutaé
zastarlé kZe, jez se projevuje Klinicky jako o#sjna vrasitost, nerovnost, vysuseni,
ochablost, pigmentové skvrny a &kterych gipadech preneoplastick& neoplastické
zmeény’>. Jako koneéné stadium procesu starnutiie miZe byt povazovana aktinicka
keratdza, ktera je jiz po léta @Spe |écena pomoci PDT, a proto byla také dogena
pro pouziti u omlazovaniike (fotorejuvenace). Toto takzvané ,,fotodynamiokdélazeni,,
bylo v literatde poprvé uvedeno vroce 2002, kdy Ruiz-Rodriguesdl |&7 pacient

s aktinickou kerat6zdf

V roce 2008 léil Buggiani G. 25 pacieiitZenského pohlavi ¢kové rozmezi 37-69 let),
s iznymi znaky fotostarnuti jako jsou vrasky, koZzngwalova ochablost, slué skvrny,

povrchoveé zminy a aktinicka kerat6za podle nasledujiciho profiwko
1) pedl&ba peelingovou maskou obsahujici 70 % kyselinuabrkou
2) oplach poitch minutach
3) aplikace 5 % kyseliny 5-aminolevulové
4)  zakryti pouzitim polyethylenoveého filmu
5) celkové ggsobenii hodiny

6) ozd&ovani po dobu osmi minut lampou, jez vydavéeravinovych délek 636 nm
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Pacientky byly léeny na druhém sezeni, které se korddi tydny od prvniho sezeni a
tieti sezeni se konalo @tyrech tydnech od druhého sezeni. Celkové trvétyldylo tedy
dvanact tydf. Zhodnoceni vysledkbylo ziskano klinicky s pouzitim optické tomogeafcoz
je neinvazivni diagnostickd metoda, ktera poskyhiggomorfologické zhodnoceniike a

umoZziuje vyvarovat se biopsii.

Po dvou lébach aktinické keratozy byla zj$ta Uplna odezva nadéu u 85 % aast&na
odezva pouze u 15 %ripadi. Behem posledni kontroly péech sezenich (tj.fit mésice
po za&atku I&by) byla zjis€na kompletni odezva u 63 ¥ast&na odezva u 17 % paciérda
zadna odezva u 20 % paci@nii posledni kontrole byl podstatrzlepSen povrch e
s napadnym zlepSenim v 70 ¥asténym zlepSenim v 13 % a se Zaddnym efektem v 17 %
piipadi. Zawrem lzefici, Ze topicka aplikace kyseliny 5-aminolevulovéstedovana ddab
tolerovanym s¥telnym zdrojem riZze byt pokladana za novou neinvazivni metodu piioué

starnouci kZe s minimalnimi vedlejsimicinky>".
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4. METODICKA CAST

4.1. Priprava a-diketon G z oxalylchloridu

a-diketony jsou slogeniny s velmi uzitenymi funkénimi skupinami s moznosti rozsahlych
chemickych pemen. Prvni experiment tykajici séipravy €chto slodenin byl uskuténeny
s Grignardovym¢inidlem v gitomnosti Ni, Pd nebo Fe kompliexjako katalyzatar a
organicky vazané w#di, ale neposkytl ¢&ekavanou substituci v jakémkoli vyznamném
rozsah®’. Lepsi pemsna byla ziskana s organicky vazanym Ginidlem tvaenym
Grignardovym ¢inidlem a Cul, ale a-diketony byly izolovany v nizkém w§tku'".
Pro optimalizaci &chto vysledk byly pro gipravucinidel organicky vazané &di zkouSeny
razné soli ikdi (nag. CuBr, CuBr-Me@S, CuCN). Nakonec bylo zji&to, Ze jednoduchou a
pitimou metodou syntézy symetrickycirdioni s velmi dobrymi vysledky je metoda
,cross-coupling“ z oxalylchloridu reakci¢midly organicky vazané i, jez jsou odvozené
od Grignardovych¢inidel, CuBr a LiBr. Grignardovainidlo je transformovano do latky
organicky vazané #dli, jeZz za pitomnosti LiBr umoauje predpokladanou ,cross-coupling”

reakci v ijatelném stuprif.

Rozhodujici je pouZiti LiBr, jeho n&pomnost vede k velmi nizkymi@ménam davajicich
smes a-diketoni, ketori a velkého mnoZstvi produkthomocouplingu®“. Bylo zji&no, Ze
nejvhodrjSi podminky pro vzniki-diona ve vysokém vyiZzku je pouziti slodenin organické
medi pripravenych z ekvivalentniho mnozstvi Grignardéwadla, CuBr a 2 ekvivaleitLiBr

(viz. Schéma 1).

O o)

Cl RMgBr, CuBr, LiBr R
THF

O o)

Schéma 1:Pripravac-diketonu z oxalylchlorid{{

Reakce je velmi jednoducha a Siroce pouZiteln&inhd maZze byt pouzito alifatické,
aromaticke, alicyklické a heterocyklickénidlo organicky vazané &dli. ,,Cross-coupling”
reakce vede v zasad cistym symetrickyma-dionim, jez jsou zn&Stény pouze malym

mnoZstvim produkt ,homocouplingu®’.
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4.2. Vyuziti a-diketon G pro p Fipravu PS
oktaalkynyltetra[6,7]chinoxalinoporfyrazinu

ProtoZe oktaalkynyltetra[6,7]chinoxalinoporfyrazimykazuji intenzivni absorpci v blizkém
IR spektru, maji fotooxidai vlastnosti a daji sefipravit kratkou a doke pizptsobivou

syntézou, Ize tyto sl@eniny z&adit mezi potenciabhvyuZitelné PS v PD.

Tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazin substituovany adetem Ize ziskat ve dvou krocich
z dialkynyl-1,2-dionu  a  4,5-diaminobenzen-1,2-ddauitrilu, jez byl gipraven
z 4,5-dibrombenzen-1,2-diaminu v piesti DMF a zafitomnosti katalyzatoru CuCN.
Klicovym krokem v pipraw novych nenasycenych chromaioe kondenzace s dialkynyl-
1,2-dionem v fitomnosti kyseliny octove, jeZ je nasledovana cigtlamerizaci vzniklého
substituovaného chinoxalin-6,7-dikarbonitrilu nat&yn porfyrazinu. Vzniklé chromofory
jsou syt modré (, 4) nebo zelené 2( 3), doke rozpustné vdZnych organickych
rozpousdtdlech (CHCl,, THF)'®. Syntéza tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazinu viz. Sofa 2.
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Schéma 2:Syntéza tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazifiu
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4.3. Vyuziti diketon G pro p Fiprava tetrapyrazinoporfyrazin G

(tetraPyPor)

4.3.1. Odvozeni struktrury tetraPyPor

Strukturu azaftalocyaninu (AzaPc) (Obr. 4(a-c)) ¢tzkvodit substituci CH skupin atomem
dusiku uvnit ¢ty benzenovych jednotek struktury ftalocyninu (PchO4(d)). Substituci
pouze jednim dusikovym atomem na vSeétyiech benzenovych jadrech vznikaji
tetrapyridoporfyraziny, jez jsou zobrazeny na Obfa) a 4(b). Zavedenim dvou dusik
do pozic 1,4 na benzenovém kruhu Pc vede k temamoporfyrazinu viz. Obr. 4(c).

7 N
N _N = = _N — N _N —N _N
N/H “n N/H N N/H N N/H
N N = N N= N N N
\I N\\ N\I \N\ &/{\j NJ
)

a) izomer tetra(2,3-pyrido)porfyrazin b) izomer tetra(3,4-pyrido)porfyrazin c) tetrapyrazinoporfyrazin d) ftalocynanin

z=

\

N
\

ZI Z=—

ZT

ZTI Z=—
/ ZI Z=—

/
4
/

Obr. 4: Struktury azaftalocyanina), b), c) a ftalocyaninu &)

TetraPyPor mohou byt substituovany na periferniehigich v polohach 2,3 pyrazinovych
jader. Tim mohou vznikat tetraPyPor (a jejich ka¥okomplexy), jeZz jsou rozpusisi
v organickych rozpou&tllech. Jako substituenty mohou byt pouzity inaplkylové,

alkoxykarbonylové a alkylthio skupiny.
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4.3.2. Syntéza Si tetraPyPor

Kleinwachter J. ppravil dva typy oktaalkylsubstituovanych tetraPyPs centralnim
atomem Si (viz Schéma 4). Syntéza je odvozena wi@sy @FislusSnych SiPc. Vychozi
sloweninou je 1,3-dihydro-1,3-diiminoisoindol  (2,3-digl-6-amino-8-imino-pyrrolo
[3,4-b]pyrazin). Syntéza prdipravu isoindolu5 a 6 viz Schéma 3. Reakcifiplusnych
1,2-diketori 11 a 12 s diaminomaleonitrilem (DAMN) v kyselinoctové byly pipraveny
vychozi 5,6-dialkylpyrazinyl3 a 14, jejichz reakci s amoniakem v methanolu vznikly
diiminoisoindoly 5 a 6. Pokusy s femenou pyrazifi 5, 6, 13 a 14 na g@islusné oktaalkyl
Si-tetraPyPor slateniny 7 a 8 zalfivanim s SiC vede k neidentifikovatelnym vedlejSim
produktfim. Nicmér, pii zahfivani5 a6 s SiCh v pyridinu a pi hydrolyze meziprodukt7 a
8 s vodou, se ziskaji derivé®ya 10 kazdy v asi 5-22% vg¥ku.

Je zajimavé si povSimnout, Ze snadno hydrolyzovateieziprodukty Si tetraPyP@ra 8
(neizolované) jsou tueny za mirgjSich podminek (120-130 °C) nez SiPc, které poZaduj
vySSi teploty (~220-240 °C). W§itek Si tetraPyPor zavisi na pouzitém rozp&dlét jak bylo
pozorovano u SiPc. UZiti SiBa Sil, poskytuje pouze malé \§tky produke.’.

N—CHO R OH R 0] DAMN

Mg/ Et,0 : : katalyzator

R-Br — R-MgBr ——> R-CHO ———> :\[ - I -
R (@) R 0]

11: R= n-C,H,,

12: R= Et-CH,,

NH
R N\ CN NH,/ MeOH R
| _— N
_ /
R N CN R
NH,
13: R= n-C,H,, 5: R= n-CH,,
14: R= Et-CH,, 6: R= Et-CH,,

PY S
katalyzator:HO ( W DAMN: H,N___CN
" Cr :[

Me  + H,N" ~CN

Schéma 3:Priprava vychozich diiminoisoindif®
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Schéma 4:Syntéza tetrapyrazinoporfyrazinu s centrainim atorsé®
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4.3.3. OktaalkynyltetraPyPor

Oktaalkynyltetrapyrazinoporfyraziny lze iaait jako PS pro pouziti v PDT diky jejich
dobré rozpustnosti a lepSim optickym vlastnostertalk@ pro jejich snadnouikrokovou

syntézu z oxalylchloridf.

Periferni alkynylovd substituce se stava stdle wvatsibenou strukturni modifikaci
chromofofi (mezi ez pati porfyriny a Pc) hlavé ze dvou dvoda. Prvni je, Ze nenasycené
jednotky roz&ené orn systéemy chromofdr vyvolavaji bathochromni posun v absorpci
elektroni a emisnich spekter. Za druhé, koncové alkynyldudpiy mohou slouzit jako
kovalentni spojovadflanky pro tvorbu delokalizovanych multichromoforattettzci nebo
dvourozngérnych siti polymar. Alkynylovd substituce daného chromoforu j&asto
komplikovana slozitou ifpravou vhodnych prekurzibra nizSi stupe alkynylové substituce
ma c¢asto za nasledek tvorbu &sn izomefi. Proto byla pro rychly vznik alkynylovanych

chromofofi prozkoumana moZnost pouZiti nenasycenych stavielpmis’.

Klicovy meziprodukt proippravu perifernich alkynylovanych tetraPyPor z gicdloridu
je triisopropylsylil-hexa-1,5-diyn-3,4-dion, jez lbyfipraven alkynylaci z oxalylchloridu
za @itomnosti LiBr, CuBr pi teplog 0 °C (viz. Schéma 5). Reakce tohoto meziproduktu
s diaminomaleonitrilem v pragdi kyseliny octové poskytne 2,3-dialkynylpyrazi3-2
dikarbonitril v 81% vy&Zku. Cyklotetramerizaci pouZzitim &uMg(OBu), v butanolu nebo
zahivanim s roztokem chinolinu, Zn(OAchebo NiC} a maoviny piteplog 140 °C
po dobu 5 minut poskytneriglusny kovovy tetraPyPdl5 a 16 ve vye&zku 30 %. Pouzitim
vhodnych kovovych soli lze snadno ziskat v gemit ma@ovina/chinolin jiny kovovy
tetraPyPor. Bezkovovy tetraPyPor reakci pentanoliéituného v pentanolu se nepdiia
vyrobit pravé&podobré nasledkem od&peni alkynylu a naslednym rozloZzenim materialu.
Nicmére, Mg derivat 16 muze byt lehce odkoven pouzitim nadbytku kyseliny
p-toluensulfonové v THF ippokojové teplat po dobu 5 minut za vzniku tetraPyP&B8
ve vyizku 70 9%5°.
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Schéma 5:Priprava oktaalkynyltetrapyrazinoporfyrazffiu

-33-




4.3.4. OktakarboxytetraPyPor

Syntéza novéiidy ve vod rozpustnych PS, jeZ maji na makrocyklu vazané dzaibvé
substituenty, je zaloZzena nakondenzaci 5,6-digterbonylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
se soli kovu a poskytuje tetra[2,3-(5,6-diethoxikenylpyrazino)]porfyrazin, jehoz mirnou
hydrolyzou vznikaji ve vodl rozpustné komplexy tetra-[2,3-(5,6-
dikarboxypyrazino)]porfyraziin (viz. Schéma 6). Tyto oktaazaanalogy Pc maji msiZno

pouZiti v oblasti PDT rakoviny.

5,6-diethoxykarbonylpyrazin-2,3-dikarbonitril byl fipraven kondenzaci
diaminomaleodinitrilu s diethyldioxosukcinatem #itpmnosti kyseliny octové. Diethyl-
dioxosukcinat byl fipraven z dihydroxyvinanu disodnéfro.
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Schéma 6:Priprava oktakarboxytetrapyrazinoporfyraZiiu
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Teploty tani byly stanoveny na digitalnimtigiroji pro stanovovani teplot téni
ELECTROTHERMAL [A9200 a nejsou korigovany. tiPh reakci acistota produki
a meziprodukt byly kontrolovany tenkovrstvou chromatografii neslach Merck Silikagel
60 F254. Detekce byla provéith s¥tlem vinové délky 254 nm a 366 nm. Vyvijeci sougtav
jsou uvedeny u jednotlivych reakci. Sloupcova chatmgrafie byla provasha na silikagelu
Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). Infemvena spektra () byla nsiena €
spektrofotometrem NICOLET IMPACT 400 na KAOCH FaKR W Hradci Kralové. Vinéty
jsou uvedeny v cih NMR spektra byla #fena na fistroji VARIAN MERCURY VxBB 300
na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové. &ileni bylo provasno pi frekvenci 299,95 MHz'H
NMR) a 75,43 MHz {C NMR). Posuny jsou vztazeny k vmifmu standardu Si(CH.
Spektrum ve viditelné oblasti bylo 2beno na pistroji SHIMADZU UV 2401 PC: UV-VIS
recording spectrophotometer. Elementarni analyZa pyovedena naffstroji Automatic
Microanalyser EA1110CE (Fisons Instruments S.@vAlano, Italy) na KFCHKL.
Vychozi latky a rozpou8tila pro syntézy &isténi byly zakoupeny u firem Sigma-Aldrich,

TCI Europe, Acros, Lach-Ner nebo Penta.

6,7-dichlorpyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-dikarbonitrjako vychozi latka byl igpraven jiz

diive na katete (dosud nepublikovano).

2,3-dineopentylchinoxalin-6,7-dikarbonitril byl fkxipraven jiz dive na katete®”.
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5.2. Reakce

5.2.1. Priprava 5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu

H,N N CN

AN
T X

H,N N CN

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (3,29, 16,Jmol) se rozpustil ve 150 ml
dimethylformamidu (DMF) a za stalého michani sehaéprobublavat amoniakem. Reakce
probihala p pokojové teplat asi 1,5 hodiny. Odfiltroval se precipitat (WEl) a z filtratu
se odpél DMF za snizeného tlaku. Vznikly produkt se prdmgdou, gefiltroval pres fritu a
nechal ®kolikrat prekrystalizovat z acetonitrilu. V§tek 5,6-diaminopyrazin-2,3-
dikarbonitrilu byl 472,3 mg bilych krystal tj. 15 % teoretického v§Zku. Latka byla

piipravena dle publikovaného postlipua porovnana na TLC (aceton/chloroform 2:1)
se standardentyipravenym dive v laboraté.

5.2.2. Priprava dibutylesteru kyseliny vinné

X

HO™ ~COOC,H,

HO.__COOC,H,

Tetrahydrat vinanu sodno-draselného (7 g, 24,8 ms®lnechal reagovat s kyselinpu
toluensulfonovou (14,1 g, 74,4 mmol) podtryym chladéem asi 3 hodinyipteplog 140 °C
v prostedi bezvodého butanolu (60 ml). Po ukemi reakce se butanol odpana vakuové
odparce. Odparek se vgpal 100 ml chloroformu a 100 ml vody a spodni aiftrmova
vrstva se naslednvytiepala dvakrat vodou, vysuSila a ofilza VytéZzek dibutylesteru
kyseliny vinné byl 5,7 g, tj. 82 % teoretického &&ku. Latky byla pipravena analogicky
publikovanému postufti(pro diethylester) a pouZita hned do dalsi reakce.
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5.2.3. Priprava dibutylesteru dioxovinné kyseliny

OICOOC4H9

0~ ~COO0C,H,

Dibutylester kyseliny vinné (5,7 g, 0,02 mol) se i cimal
s N-bromsukcinimidem (10,6 g, 0,06 mol) a nechal d#izat v bezvodém tetrachlormethanu
(250 ml) pod zptnym chladtem gi teplo€ 108 °C. Po &ervenani reaki smesi se nechal
zahivat jeSt 2,5 hodiny. Po ukafeni reakce a zchladnuti se ré&akprodukt pefiltroval a
filtracni papir se promyl éterem. Odja se rozpougtlla a produkt (Zluty olej) se wgpal
chloroformem a vodou. Chloroformova vrstva se vilfaul8aS0O, a grefiltrovala. Po odpani
rozpoustdel se produkt rozpustil v minimélnim mnozZstvi éherechal ochladit na -20 °C,
sraZzenina se odfiltrovala a éter zfiltratu adpa/ytézek byl 2,95 g sitle Zlutého oleje
dibutylesteru dioxovinné kyseliny, tj. 56,7 % tetického vyEZzku. Latka byla fipravena
dle publikovaného postuptia porovnana na TLC (chloroform) se standardéipravenym

na katede jiz drive.

5.2.4. Priprava 1,2-dineopentylethan-1,2-dionu

O

Nejprve se fipravil komplex katalyzatoru LiBr-CuBr tak, Ze seBL (7,0 g, 80 mmol)
rozpustil v bezvodém THF (140 ml) pod argonem &baratorni teploty seflal k suspenzi
CuBr (5,8 g, 40 mmol) v bezvodém THF (140 ml) podoaem. Tato sis se michala do té
doby, dokud se teplota nesnizila na teplotu -7{&4< 30-40 min.). Ke katalyzatoru se poté
piidal 1M roztok neopentylmagnesiumchloridu v dieétlgeru (40 ml, 40 mmol) a postupn
se pikapaval oxalylchlorid (1,68 ml, 20 mmol) v bezvodéTHF (60 ml). Reakni snts
se michala fyreakéni teplot -70 °C asi 30 min. a poté se postépmechala ofivat az
na laboratorni teplotu. Poté sidal nasyceny roztok NI ve vod a oddlila se organicka

faze. Vodna faze se poté igpala s ethyl-acetatem, organické faze se spojiysausSily
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NaSO;. Vysledny produkt serpéistil sloupcovou chromatografii s mobilni fazi bawethyl-
acetat (30:1). Vyek byl 1,4 g Zlutého oleje 1,2-dineopentylethadipnu tj. 65 %
teoretického vyizku.

'H NMR (CDCk) 5 0.99 (s, 18 H, CH}, 2.63 (s, 4 H, Ch) ppm.

13C NMR (CDCb) ¢ 29,6; 31,2; 46,8; 200,2 ppm.

5.2.5. Priprava 2,3-di-neopentylpyrazin-5,6-dikarbonitrilu

NC N
N
:]: ;%Eizj
NC N

METODA A

1,2-dineopentylethan-1,2-dion (857,9 mg, 4,5 mnes, yozpustil v kyselihoctové (15 ml)
a pireakni teplot 140°C se ké&mu zastadleho michani postédpnprikapaval
diaminomaleonitril (324 mg, 3 mmol). Reakce prokdhgod zgtnym chladéem asi
10 hodin. Po ukafeni reakce se odfila rozpou&tdla. Produkt se igcistil sloupcovou
chromatografii s mobilni fazi toluen/benzin (1:MytéZek produktu byl 147,6 mg bilé
krystalické latky, tj. 18,2 % teoretického ¥¥ku. Teplota tani byla 96-97 °C.

'H NMR (CDCk) 6 1,01 (s, 18 H, CH), 3,09 (s, 4 H, Ch) ppm.
13C NMR (CDCb) ¢ 159,79; 129,51; 113,31; 46,89; 34,08:; 29,69 ppm.

IC (KBr) 3478, 2961, 2904, 2869, 2241, 1524, 1473014396, 1378, 1320, 1229, 1199,
1129, 851, 670 ci.

Elementarni analyza: vypitano C 71,08; H 8,20; N 20,72; nalezeno C 71,08,64#; N
20,51.
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METODA B

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (39,8 mg, y#mol) se rozpustil v bezvodém THF
(10 ml) pod argonem a smichal se s 1M roztokem emgpnagnesiumchloridu
v diethylétheru (0,45 ml, 0,45 mmol). Reakce praldh @i pokojové teplat za stalého
michani pod argonemfiAmonitorovani na TLC (toluen, toluen/benzin 1:4¢m zjistila, Zze

reakce neprathla.

5.2.6. 1.5 Priprava 6,7-dineopentylpyrazino[2,3-blpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu

NC N N
| N N
I/:[/
NC N N

METODA A

2,3-dineopentylethandion (162 mg, 1,5 mmol) se ustipv kyselir¢ octové (5 ml) a zatl
se zastalého michani naréak teplotu 140 °C. Postupnse krmu pikapaval
5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitril (160 mg, 1 mina vychozi latky se nechalyigeakeni
teplo€ reagovat po dobu asi 9 hodin. Monitorovanim realecd LC (toluen) jsem zjistila, Ze

reakce nepraihla.

METODA B

6,7-dichlorpyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-dikarbonitr{60 mg, 0,2 mmol,) se smichal s 1M
roztokem neopentylmagnesiumchloridu v diethyléthef@45 ml, 0,45 mmol). Reakce
probihala pi pokojové teplat za stalého michani asi 40 minut pod argonem. Momiinim

reakce na TLC (toluen) jsem zjistila, Ze reakceroleihla.
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METODAC

6,7-dichlorpyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-dikarbonitril (50 mg, 0,2 mmol) se rozpustil
v bezvodém THF (10 ml) pod argonem a po ochlazeni2@ °C se smichal 1M roztok
neopentylmagnesiumchloridu v diethylétheru (0,45 nd,45 mmol). Reakce probihala
pii teplog -20 °C za stalého michani asi 30 minut pod argonktonitorovanim reakce

na TLC (toluen) jsem zjistila, Ze reakce negitdb.

5.2.7. Priprava dibutylesteru 6,7-dikyanpyrazino[2,3-blpyraz in-2,3-

dikarboxylové kyseliny
NC N N
| AN AN
TIXx
NC N N

Dibutylester dioxovinné kyseliny (1162 mg, 4,5 minae rozpustil v kyselih octové
(10 ml) a dal zatét na reaéni teplotu 140 °C pod Zmym chladéem. 5,6-diaminopyrazin-

COOC,H,

COOC,H,

2,3-dikarbonitril (480 mg, 3 mmol) se rozpustil yskliné octové (10 ml) a pomalu
se rikapaval do reakce. Reakce probihala asi 10 haditeplo® 140 °C za stalého michani
pod zgtnym chladéem. Detekce produktu byla provedena na TLC s mbbiiazi
benzin/ethyl-acetat (4:1). Po ukami reakce se odfila rozpou&tdla a produkt se rozpustil

v chloroformu a vyitepal vodou. Organicka faze se élild, vysusSila (NaSQy), prefiltrovala a
chloroform se odpgd. Produkt se pecistil sloupcovou chromatografii s mobilni fazi
benzin/ethyl-acetat (4:1). W8Zek byl 378 mg dibutylesteru-6,7-dikyanpyrazinofB]3
pyrazin-2,3-dikarboxylové kyseliny jak&erveny praSek. Teplota tani produktu byla 202,3-
204,9 °C.

'H NMR (CDCk) 6 4,17 (t, 4H, J=7 Hz, O-CH}, 1,62 (p, 4H, J=7 Hz, CBi 1,35 (sext, 4H,
J=7 Hz, CH), 0,93 (t, 6H, J=7 Hz, C}}

13C NMR (CDCb) 6 159,5; 148,5; 125,6; 120,7; 113,4; 67,0; 30,2; 18396.

-43 -



5.2.8. Priprava 2,3,11,12,20,21,29,30-

oktakis(butoxykarbonyl)tetra(pyrazino[2.3-b]pyrazin o)porfyrazinato

horeénatého komplexu

HoC,00C™ N\ =N

H,C,00C

Nejprve se fpravil butanolat htecnaty reakci higiku (30 mg, 1,2 mmol) a bezvodého
butanolu (5 ml). Reakce probihaldi feplo# 138 °C asi 2 hodiny. Po uk&eni reakce
se k butanolatu  Ke¢natému  pidal  butylester-6,7-dikyanpyrazino[2,3-b]pyrazir82,
dikarboxylové kyseliny. V reaki snesi se na chvilku po fiddni objevilo nazelenalé
zbarveni, ale poté rea&ki smés ihned zhidla. Na UV-vis spektrech ze vzorku z reakce nebyl

indikovan zadny absoépi pas v ¢éekavané oblasti (okolo 700 nm).
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5.2.9. Syntéza a izolace nesymetrickych azaftalocyanin u

(priklad jedné latky ze sési)

Nejprve se fipravil butanolat hte¢naty reakci hixiku (266 mg, 11 mmol) a butanolu
(40 ml). Reakce probihala figgeplog# 138 °C asi 2 hodiny pod &mym chladtem.
Po ukorteni reakce se kému pidal 2,3-dineopentylpyrazin-5,6-dikarbonitril (14,
0,52 mmol) a 2,3-dineopentylchinoxalin-6,7-dikarlioh(260 mg, 0,81 mmol). Po ukéeni
reakce se odpda rozpoustdla. Dale se z meziproduktu odstranil centralni keakci
s kyselinoup-toluensulfonovou. Kyselinp-toluensulfonova (632 mg, 3,3 mmol) se rozpustila
v THF (8 ml) pod ultrazvukem aigal se k ni zmi#gny roztok snisi AzaPc v chloroformu a
THF (1:1). Tato reakni smés se michala ippokojové teplot asi 2 hodiny. Po uk@eni
michani se rozpouXtla odpéila, produkt promyl vodou a ipfiltroval. Filtratni papir
se nechal vyschnout a suchy produkt jsem se polkopEgistit sloupcovou chromatografii
s mobilni fazi toluen/pyridin/THF (50:1:1). Bohuzakdoslo k odé&eni jednotlivych frakci a
ani po dalSim testovani jinych mobilnich fazi naCTjlsme nedosgi k lepSim vysledim.
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

V této praci jsem se zaifila na syntézu prekurzbrAzaPc s perifernimi substituenty
vazanymi pes uhlik. Zavedenim dlouhého alkylovélettzce nebo objemného substituentu
na periferii se snizi jejich agregace, ktera jeadezicim djem, jenZ sniZuje rozpustnost Pc a
zt¢Zuje jejich separaci &isteni na chromatografické kolén Kvili rozSireni systémun
konjugovanych vazeb jsem pouzila strukturu pyrg2i8b]pyrazinu s navazanou skupinou
neopentylovouci butoxykarbonylovou. Reakce vychazely z kondenzd@aminopyrazinu

s diketony, které jsem musela nejprigmvit.

H Priprava diketonu

1,2-dineopentylethan-1,2-dion jsem  gipravila reakci  Grignardova ¢inidla

(neopentylmagnesiumchloridu) a oxalylchloridu zaiyi katalyzy néd’nymi kationty.

Druhy diketondibutylester kyseliny dioxovinné jsem gipravila oxidaci hydroxyskupin
v esterifikované kyseli vinné. Ripravy obou dvou diketdn probihaly bez problétna

s dobrymi vyEzky.

H Priprava pyrazinia

5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitril  jsem gipravila nukleofilni substituci typu
aminodehalogenace z 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikaitbittn pomoci amoniaku. Tato reakce

probihala bez probléim

2,3-dineopentylpyrazin-5,6-dikarbonitril  jsem  gipravila  nejprve  kondenzaci
diaminomaleonitrilu a 1,2-dineopentylethan-1,2-diodako alternativni metodu préiravu
toohoto pyrazinu jsem zkusila také nukleofilni ditbsi 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
Grignardovymc¢inidlem. Tato reakce vSak nepidita, takze z toho vyplyva, Ze nukleofilni
substituce Grignardovyriinidlem na chlorpyrazinech nejspiSe fungovat nebude

H Priiprava pyrazinopyrazina

Dibutylester  6,7-dikyanpyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-dkarboxylové kyseliny jsem
pripravila reakci dibutylesteru dioxovinné kyseliny5@-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu.
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Tento pyrazinopyrazin se paidla pripravit, proto jsem ho pouzila do cyklizace nidppavu
AzaPc.

6,7-dineopentylpyrazino[2,3-b]pyrazin-dikarbonitril jsem gipravovala celkem iemi
reakcemi. Ani jedna z reakci vSak neptlola. Kondenzace 1,2-dineopentylethan-1,2-dionu
s 5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilem v prigssti kyseliny octové (analogickyiipraw
neopentylem substituovanému pyrazinu) negintdo Bohuzel ani vyuZiti Grignardowénidla
v reakci s 6,7-dichlorpyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3ibonitrilem nevedlo k&kavané reakci.
Tyto produkty jsem nechala reagovat jak gokojové teplat tak i @i -70 °C. Rozdil
v piipraw nebyl Zadny, reakce probihaly naprosto skioda vznikucerné reakni snesi.
Na TLC v toluenu jako mobilni fazi bylo Wt Ze vznika sis minimal® 6-7 produki,
ze kterych bylo aleékko odhadnutelné, zda produkt vznikl a pokud aak,kty @dekavané

vyteézky byly velice nizké. Tzn., Ze tyto kroky nevedaivzniku poZzadovaného produktu.

H Syntéza AzaPc

K cyklizaci jsem tedy pouzila dibutylester 6,7-dipyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-
dikarboxylové kyseliny, ale symetricky AzaPc se aoudgilo z tohoto prekurzoru ifpravit.
Po jeho pidani k butanolatu Hecnatému se okaméitvytvorila zelena bareika, ktera vsak
byla nestabilni a ihned se v reakci rozlozila. ®tw® chovani bylo jiz itve pozorovano
u rekterych jinych derivat pyrazino[2,3-b]pyrazinu, cozZ iwe vést k doménce, Ze tyto
systémy budou sithnestabilnf.

Vzhledem k neusfghu gredchozich reakci jsme zkusili statistickou kondenzz dvou
raznych prekurzar, abychom ziskali s&s AzaPc siznym pdtem pyrazid a
chinoxalinovych jader. | zde by byl posun absorpceySSim vinovym délkam. Prvni
prekurzor 2,3-dineopentylpyrazin-5,6-dikarbonitjlem gipravila jiZz zmirénou reakci a
druhy 2,3-dineopentylchinoxalin-6,7-dikarbonitrylhiz ptipraveny na kate@. Vznikla vSak
smeés Sesti komplek ktera se ovSem nedal&lil Nepodd&ilo se oddlit jak horecnaté
komplexy (dle TLC bylo pozorovano silné chvostovganotlivych latek a jejich vzdjemny
piekryv), tak ani bezkovové, které sgkdy chovaji [épe a Iépe separuji od sebe.

-47 -



7.ZAVER

V ramci mé rigorézni prace jsem se snazitgpnavit derivaty pyrazino[2,3-b]pyrazinu

kondenzanimi reakcemi z diaminopyrazinu a diketonu.
Nejprve jsem fipravila vychozi latky pro fipravu pyrazino[2,3-b]pyrazin

o 5,7 g dibutylesteru dihydroxy kyseliny vinné a & roxidaci hydroxyskupin 2,95 g
dibutylesteru dioxovinné kyseliny.

o Reakci Grignardovacinidla (neopentylmagnesiumchloridu) s oxalylchlema jsem
pripravila 1,4 g 1,2-dineopentylethan-1,2-dionu, &tgslem pouzila proifpravu 147,6 mg
2,3-dineopentylpyrazin-5,6-dikarbonitrilu kondenzaadiaminomaleonitrilem.

o Pripravit 2,3-dineopentylpyrazin-5,6-dikarbonitril aleci Grignardova ¢inidla s 5,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilem se nepdiia

0 Substit¢ni reakci jsem ifipravila 472,3 mg 5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarboihit z 5,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu.

Podd&ilo se mi gipravit 378 mg dibutylesteru 6,7-dikyanpyrazinofb[pyrazin-2,3-
dikarboxylové kyseliny kondenzai reakci dibutylesteru dioxovinné kyseliny a 5,6-
diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Tento dibutylestjsem dale podrobila cyklizaci, ale
symetricky AzaPc se nepdila pripravit, i kdyz jsem to zkouSela¢kolikrat. Dale jsem
se pokouSela o syntézu 6,7-dineopentylpyrazindpPp$razin-dikarbonitrilu reakci 1,2-
dineopentylethan-1,2-dionu a 5,6-diaminopyrazindikarbonitrilu  a dale vyuzitim
Grignardovacinidla v reakci s 6,7-dichlorpyrazino[2,3-b]pyraZZ3-dikarbonitrilem. Tento
pyrazinopyrazin se mi nepadla piipravit ani jednou reakci. V zéw Ize shrnout, Ze i kdyz
se podélo pripravit pouze jeden pyrazinopyrazin, nakonec se&jzepovedla cyklizace
na symetricky AzaPc, proto se pro jejich syntézddaumuset hledat jiné postupy.
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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE A KONTROLY LECIV

Kandidat: Mgr. Vendula Stara
Konzultant: PharmDr. Petr Zimcik, PhD.

Nazev rigordzni prace: Syntéza prekurzérdusikatych analagftalocyaniri

Fotodynamicka terapie (PDT) je vyznamna metodaldifiou fady nemoci, fedevsim vSak
rakoviny. Kombinaci sitla, kysliku a fotosenzitizéru (PS) dochazi k pa&kd nadorové
tkarg. Dulezitym krokem vyzkumu PDT je hledani novych P&pakeni jejich fotofyzikalnich

a optickych vlastnosti, ar@devsim také moznosti jejich syntézy a syntézghgprekurzoi.

V mé rigorézni praci jsem se zéfila na syntézu prekurzbtypu pyrazino[2,3-b]pyrazinu
kondenzaci diaminopyrazinu s diketony. Zavedenimopastylové ¢i butoxykarbonylové
skupiny na strukturu pyrazinopyrazinu by mohly wrraut vhodné vychozi latky pro syntézu
novych PS. Kondenzai reakci dibutylesteru dioxovinné kyseliny a 5jéndinopyrazin-2,3-
dikarbonitrilu ~ jsem  fpravila  dibutylester  6,7-dikyanpyrazino[2,3-b]pgna-2,3-
dikarboxylové kyseliny, jeZ jsem dale podrobila lzdci na symetricky AzaPc, ktera oviem
nevedla k poZzadovanému produktu. Dale jsem se @ek®u o syntézu 6,7-
dineopentylpyrazino[2,3-b]pyrazin-dikarbonitrilu ateci 1,2-dineopentylethan-1,2-dionu a
5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu a dale vyudit Grignardovacinidla v reakci s 6,7-
dichlorpyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-dikarbonitrilem.
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ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY IN PRAGUE
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL CHEMISTRY AND DRUG COWROL

Candidate: Mgr. Vendula Stara
Consultant: PharmDr. Petr Zimdcik, PhD.

Title of thesis: The synthesis of aza-analogues of phthalocyanines precursors

Photodynamic therapy (PDT) is a new significanatimeent modality for several diseases,
particularly cancer. Light, oxygen and photosensig drug (PS) are combined to produce a
selective therapeutic effect. An important breadtigh in PDT is searching for a new PS,
modification of their photophysical and optical peoties and modification of their synthesis

and synthesis of their precursors.

| focused on the synthesis of precursors of typ@azpgo[2,3-b]pyrazine by condensation
of diaminopyrazine with diketones in my thesis. Iregared dibutylester of 6,7-
dicyanopyrazino|[2,3-b]pyrazin-2,3-dicarboxylic adig condensation reaction of dibutylester
dioxotartaric acid and 5,6-diaminopyrazin-2,3-diozaritril. Prepared precursor was
subsequently used in cyclization reaction toenlkhrgeaphthalocyanine but the reaction
failed. Further, | tried to prepare 6,7-dineopepyyhzino[2,3-b]pyrazin-2,3-dicarbonitril by
reactions of 1,2-dineopentylethan-1,2-dione and-dgéninopyrazin-2,3-dicarbonitril and
using Grignard reagents in the reaction with 6¢hidiropyrazino[2,3-b]pyrazin-2,3-
dicarbonitril either.
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