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ALA
AMD
DBU
DCM
DMF
DMSO
DPBF
HpD
ISC
LDL
MAb
Pc
PDT
PpIX
PS
PUVA
ROS
THF

1. SEZNAM ZKRATEK

kyselina 5-aminolevulinova

,,age-related macular degeneration, senilni makularni degenerace
1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en

dichlormethan

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

1,3-difenylisobenzofuran

,hematoporphyrin derivative*

»intersystem crossing‘

,,Jow-density lipoproteins*

,monoclonal antibody*

ftalocyanin

,,photodynamic therapy*

protoporfyrin IX

fotosensitizér

1écba pomoci psoralenti aktivovanych UV A svétlem
,reactive oxygen species

tetrahydrofuran



2. TEORETICKA CAST

21. UVOD

Fotodynamické terapie (angl. photodynamic therapy, PDT) je slibnd metoda 1€cby
nekolika onemocnéni, predevsim nadorovych. Nejedna se o zadnou novinku, vyuziti svétla a
fotosenzitivni latek je znam jiz stovky let, historicky prvni zminéni bychom nasli u starych
Egyptanti, Reki, Indi a Cifiand (napf. rostlinné extrakty obsahujici furokumariny slouZily
k 16¢b& vitiliga)'. V&tsi rozvoj viak nastal az pocatkem 20.stoleti zasluhou lékate Finsena,
ktery popsal GspeéSnou lécbu kozni formy tuberkul6ézy pomoci ultrafialového svétla®, za coz
mu byla roku 1903 udélena Nobelova cena. Lécba byla nazvédna fototerapii, protoze vyuziva
pouze svétlo. Jinou metodu vystihuje nazev fotochemoterapie, kterd vyuziva vlastnosti
fotosenzitizujici slouCeniny (,,fotosenzitizér”, z angl. photosensitiser (PS)) po ozéfeni.
Uplatnéni této kombinace nalezneme pfi 1é€bé Vitiliga3 a lupénky (PUVA terapie)’. PDT je
v podstaté podskupinou fotochemoterapie, avSak s tim rozdilem, Ze pro ucinek je nezbytné
nutnd pritomnost kysliku. Principem je pfedani energie absorbované PS molekularnimu
kysliku, z néhoz vytvari vysoce reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species, ROS)
jako napf. volné radikaly a singletovy kyslik. Reakci okolnich biomolekul s ROS dochazi ke
ztraté jejich bun&énych funkei a nasledné k likvidaci buiiky®.

PS blizké jsou fluorescencni slouceniny bez destrukéniho vlivu na tkan, jejich silna
fluorescence a zvySena kumulace v nadorovych tkanich je fadi k latkim vhodnych pro

fotodiagnostiku®.

2.2.  HISTORIEPDT

Prvni pozorovani PDT se datuje rokem 1900 a svou roli sehrala nahoda. Student
mediciny Oscar Raab provadél experiment vlivu akridinu na prvoky rodu Paramecium,
svételné efekty béhem silné boure byly dostacujicim impulsem pro aktivaci PS, ktery mél
letdlni nasledky na protozoas. V témze roce zjistil francouzsky neurolog Prime, Ze po
peroralni aplikaci eosinu, jez pouzival pro 1ébu epilepsie, se na téle takto 1éCenych pacientl
objevila dermatitida na mistech exponovanych slunenimu zéateni’.

Roku 1903, jako reakci na ptedchozi dvé udalosti, provedli von Tappeiner a dermatolog

Jesionek pokus s topickou aplikaci eosinu a svétla pii 16¢b& nadoru kize®. Od roku 1907 je

znam pojem ,,fotodynamicky efekt“, ktery zavedl von Tappeiner, kdyz zjistil, Ze pro G€inny



efekt je nezbytny takeé kyslikg. Ve stejném roce se zasluhou Hausmanna dostaly do popiedi
zajmu porfyriny. Hausmann pozoroval kozni reakce u mysi, kterym podal hematoporfyrin a
poté vystavil svétlu. Podobnym pokusim neunikli prvoci rodu Paramecium ani cervené
krvinky, které usmrtil kombinaci chlorofylu a svétla®®. Prvni experiment na lidech provedl
roku 1913 Meyer-Betz sam na sob¢, kdy si injekéné aplikoval 200 mg hematoporfyrinu a
nasledn& zaznamenal silné svédéni a bolest v mistech, jeZ byla vystavena svétlu*'. Schopnost
kumulace porfyrini v nadoru poprvé popisuje Policard v roce 1924 po pozorovani
fluorescence ptirodnich porfyrint v nadorech™”.

Vroce 1960 piipravili Lipson a Baldes z hematoporfyrinu jeho derivat (angl.
hematoporphyrin derivative, HpD), jez se vyznacoval daleko vyssi uc¢innosti. Piipravou vSak
vznika smés mono-, di- a oligomert, kterou nelze prakticky separovat. Piesto se po ¢aste¢ném
vyCisténi stava tato smés zdkladem pro v soucasné dobé nejrozsifenéjsi fotosensitizér —
sodnou siil porfimeru (pod obchodnim nazvem Photofrin®) 12,

O cilené 1é¢bé nadorti pomoci PS lze hovotit od roku 1972, kdy Diamond a kolektiv
dokazali Gsp&ing 16¢it gliom krys™®. Testy in vitro vykazaly 100 % usmrceni nadorovych
bunék. U krys se stejnym typem nadorovych bunék vSak doSlo pouze k zastaveni jejich ristu
asi na 10-20 dni.

Rok 1975 se zapsal uspéchem Doughertyho kolektivu, jejich kombinace HpD a
Gerveného svétla vylécila nador prsnich 7laz u mysi'®. V tom samém roce Kellyho kolektiv
provedl podobné uspésné pokusy u mysi s transplantovanymi bunikami lidského nadoru
mocového méchyie™.

Nasledovaly humanni pokusy, prvni pozitivni vysledek zvetejnil Kelly, kdy se mu
podafilo vyléCit nador mocového méchyie u pacienta, u néhoz ostatni zplsoby léCby
(radioterapie, chemoterapie, transuretralni resekce) selhalym. Prvni rozséahlejsi studii s 25
pacienty s celkem 113 primarnimi i sekundarnimi nadory kize pfinesl Dougherty. Z téchto
113 lozisek se 98 zhojilo uplné, u 13 byla pozorovana pouze Castecnd odpovéd’ a 2 se ukéazala
byt k 1écbé rezistentni'’. V Kanadg je od roku 1993 zavedena sodna sl HpD (Photofrin®) do
klinické praxe k terapii nddoru mo€ového méchyie. Po sérii téchto uspéchli se rozbehly dalsi
studie na uziti PDT nejen k 16¢b& nadord ke a moového méchye, ale i plic'®, jicnu®,

koneéniku?®.



2.3. PRINCIP PDT

Zakladnim mechanismem fotodynamické terapie je aktivace fotosensitizéru svétlem
vhodné vinové délky a naslednd produkce singletového kysliku, ktery zni¢i okolni tkan.
VInova délka svétla rozhoduje o hloubce priniku tkanémi, pii nizSich vlnovych délkach
dochazi k pohlcovani svétla endogennimi chromofory (hemoglobin), priinik se omezuje do
hloubky n¢kolika milimetri a zasazena oblast je mald. Optimalni vlnové délky se nachazeji
v rozmezi 680-800 nm, vyss$i hodnoty nad 800 nm jiz nemusi stacit k aktivaci PS z divodu
nizsi energie zareni.

Po absorpci kvanta zéareni vhodné vinové délky se PS excituje ze zakladniho
singletového stavu (Sp) do excitovaného stavu (S3), ktery trva velmi kratce (jednotky
nanosekund)” a tudiZ se nepfedpoklada jeho vyznamngjsi vliv na fotodynamickou aktivitu PS.
Navrat z energeticky bohat§iho stavu PS do zékladniho se miZe uskutecnit nékolika
zpﬁsoby21 zobrazenych na modifikovaném Jablonského diagramu (obr.1). Proces fluorescence
je zcela bez u¢inku na bunky, zatimco pfi vnitini konverzi nelze vyloucit podil na

cytotoxickém Gginku vlivem lokalng zvysené teploty®.
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Obr. 1 Modifikovany Jablonského diagram

v

Mnohem vyznamnéjsi je mezisystémovy piechod (angl. ,,intersystem crossing* (ISC)),
kterym se PS dostane do svého tripletového stavu (T;), pficemz dochazi k inverzi spinu
jednoho elektronu (pfechod ,,spinem-zakazany*). V ptipadé¢ dobrého PS je tento jev vysoce
pravdépodobny. Nasledny ptechod T1 — Sp je taktéz ,,spinem-zakazany“, z toho plyne, Ze
stav Ty trvd pomérné dlouho pro interakci s okolim (mikro az milisekundy). Mnozstvi PS

prechazejiciho po aktivaci do stavu Tj (,.triplet state quantum yield” (&7)) a doba, po kterou



je schopen PS se udrzet ve stavu T; (,triplet state lifetime* (z7)) se staly dulezitou
charakteristikou PS. Vy$§i hodnoty téchto parametrti ukazuji na kvalitngjsi PS (v PDT
hodnoty &1 = 0,2-0,7 a zr > 500 ns®).

Prechod Ti — Sp predstavuje fosforescence «

PS + X — PS + X'
(vyzateni fotonu) nebo fotoproces I a 1. Oba PS + 0O, — PS + O,
fotoprocesy probihaji soucasné avislosti na PS a x .
procesy. probihajl sou vz PS" + X — PS + X
mnozstvi kysliku. Fotoproces I nastava pfi nizkych X' + 0, — X + Oy
koncentracich kysliku21 (obr. 2). Pfi anoxii dochazi - X0
Obr.2 Reakce probihajici pii fotoprocesu

Kk pfenosu elektronu mezi excitovanym PS” a okolni typu |
biomolekulou (X), vysledkem je oxidovany substrat

(X") a redukovany fotosenzitizér (PS"), za hypoxie miize reagovat PS™ s kyslikem za vzniku
superoxidového aniontu (O, ), ktery poskytuje hydroxidovy radikal (OH), jez se dale vyrazné

1?*. Vznik radikalu (X") lze piedpokladat i z pienosu elektronu

ucastni pti oxidaci biomoleku
mezi excitovanym PS” a biosubstratem (X) nebo okolnim rozpoustédlem. Radikaly (X)
reakci s kyslikem poskytuji superoxidovy aniont (O, ) nebo pusobi oxida¢ni zmény na

biomolekulach (XO)?.

Vyssi koncentrace kysliku umoziuje
o O fotoproces typu II, dochazi k pfenosu
) t 1 Ty Tope n,, cnergie na zékladni tripletovy stav

N N molekularniho kysliku (*0;) a naslednd
px — Ty

k inverzi spinu jednoho elektronu (obr. 3).

Energie
—>
|-
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2py

. v t

Gy i

Vysledkem je siln€ reaktivni singletovy
0, ‘0, kyslik (*0,), kterému je prisouzen

Obr.3 Modely molekulovich orbitalit tripletového o 0iodegradaéni  ucinek v PDT.  Doba
singletového kysliku existence "0, je zavisla na okolnim prostiedi
(voda 24 us?, lipidy 50100 ps*, organicka

rozpoustédla 10-100 ps®* a okolo 0,6-0,04 ps v biologickém prostfedi®®). Diky kratké
existenci 'O, Ize PDT povaZovat za selektivni metodu 1é&by solidnich nadord, protoze

zasahuje pouze ozéafenou oblast tumoru obsahujici PS. Singletovy kyslik vyfadi svym

ucinkem (oxidace, cykloadice) okolni biomolekuly z jejich biologické funkce (obr. 4).



Zdroje zareni

Na pocatku PDT se kozni nadory ozarovaly konvencnimi lampami, jejichz svétlo bylo
nutné filtrovat z dlivodu zahtivani tkan¢ zpiisobené infraervenou oblasti svételného spektra.
Dalsimi nevyhodami téchto zdroju svétla bylo jejich komplikované zavadéni na nepfistupna
mista, slozit¢ ovladani a intenzita osvétleni (typicky SOmW/CmZ)ZG. Soucasna technologie
pouziva k produkci zafeni lasery, ale existuji se i jiné zdroje, napf. LED diody. Laditelny
argonovy laser na bazi barviva produkuje zafeni v rozpéti vinovych délek od 350 do 700 nm,
ovSem za cenu naro¢né¢ obsluhy a vysokych pofizovacich nadkladi. Kombinaci laseru a

optického vldkna Ize ozarit prakticky kteroukoliv ¢ast lidského téla, véetné pojiva Ci kosti®’.
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2.4. BIOLOGICKA ODPOVED

Konec¢ny efekt PDT je vysledkem spoluprace nékolika procest, které nelze od sebe
navzajem oddélovat. Jde o spoluptisobeni mnoha faktort, jejichz vliv se méni v zavislosti na
pouzitém PS, zplUsobu ozafeni a typu nddoru. V soucCasnosti se predpokladaji tfi hlavni
mechanismy zni¢eni nadoru. ROS nic¢i buiiky piimo v nadoru, zptisobuje zmény v cévnim
zasobovani nadorové tkan¢ nebo prostiednictvim cytokiniim a jinych medidtorim zanétu

uvolnénym z napadenych bunék aktivuje imunitni systém?®,

24.1.  Primy efekt

Piimym efektem se povazuje ucinek ROS na bun&fnou i mitochondridlni membranu,
lysozomy a z Casti i DNA?. Poskozeni DNA neni hlavnim efektem pfi piimém poskozeni, jak
se predpokladalo dfive, avSak zmény DNA hraji roli béhem pozdé&jsi aktivace apoptotické
odpov&di®. Existuji diilkazy o napadeni zejména guaninovych bazi v DNA®, pozdgjsi prace
vSak poukazuji na nevyznamné poSkozeni DNA néckterymi PS¥. Lysozémy jsou mistem
ucinku zejména hydrofilnich PS, po jejich aktivaci dochazi k uvolnéni hydrolasy a kyselé¢ho
obsahu, ktery mize nigit okolni organely®’. Uvoln&né enzymy zprosttedkuji vznik meditort
apoptdzy. Timto zpisobem indukovand apoptéza je vSak daleko pomalejsi nez ta indukovana
po napadeni mitochondrii®’, pii které do cytosolu builkky uvolnény cytochrom c aktivuje
kaspasu 9 a kaspasu 3**. Membrana mitochondrii je cilem pro mnoho hydrofébnich PS.
Vzhledem k tomu, ze ATP nutné k fadé energetickych pochodu v buiice je produkovano pravé
v mitochondriich, bylo jejich poskozeni studovano a prokdzéna inhibice velkého mnozstvi
enzymu v nich obsaien)'Ich24’34. PoSkozeny jsou zejména enzymy v membranach, cytosolové
enzymy jsou mnohem méné dotleny. Tento jev souvisi pravdépodobné s velice kratkou
zivotnosti singletového kysliku ve vodném prostiedi oproti lipidoveé vrstve.

Dalsim mistem kumulace hydrofébnich PS je bunéénd membrama. Dochazi
k fotoperoxidaci lipida v ni obsazenych a miize dojit az k jejimu protrZeni. Prubéh ov§em neni
rychly, mnohem dfiv dojde k inhibici mitochondridlnich proteini. Pi#imé poSkozeni
membranovych lipidl neni sice letalni, ale oxidované fosfolipidy slouzi jako startovni signal
pro buiiku k jeji smrti. Dochdzi také k aktivaci fosfolipasy A2 a fosfolipasy C produkujicich

kyselinu arachidonovou, ktera je dilezitym prekurzorem pro syntézu mediatori zanétu.

11



24.2. Zmény v cévnim zasobeni

Pro nadorové buiky je charakteristicky zvySeny pfisun zivin a kysliku. Pferuseni
cévniho spojeni ma na kontrolu nadoru podle poslednich poznatkii vétsi vliv nez piima
cytotoxicita. PDT indukuje uzavieni cév v ozafené oblasti a omezuje tim okysli¢eni nadoru®.
Kuzavéru cév dochazi témét okamzité diky vazokonstrikci jako dusledek porusené
rovnovahy mezi vasoaktivnimi a vazokonstrikénimi faktory24. Po né¢kolika hodinach dochazi
k druhé fazi cévniho uzavéru charakterizované tvorbou trombu®. Lokalni nedostatek kysliku
vSak muze omezit cytotoxicky Gc¢inek. Pfinos obou efektt (piimy efekt x cévni zasobeni) se
li$i v zavislosti na pouzitém PS a intervalu mezi podanim PS a ozafenim. Kratky interval

postaci na cévni uzavéry, dlouhé intervaly poskytuji ¢as pro kumulaci PS ve tkani.

2.4.3.  Imunitni system

PDT ma vliv na imunitni systém jak aktivacni, tak supresivni. Suprese imunitniho
systému se dd vyuzit v 1écbé nékterych autoimunitnich onemocnéni (napf. arthritis®), ale na
druhou stranu muze omezovat efekt specifické imunitni odpovédi na PDT?. Indukce
specifické imunitni odpovédi byla piedlozena v roce 1996 Korbelikem®. Napadena tkan
uvolnuje velké mnozstvi bunécnych zbytkli ze zni¢enych bunék, cytokind a dalSich
prozanétlivych signalli. Po né€kolika minutdch po ozéfeni lze pozorovat velké mnozstvi
neutrofild vnikajicich do poskozeného mista. Ty vylu€uji lysozomalni enzymy a produkuji
ROS, které nic¢i endothelové a nadorové builky a déle zesiluji zanétlivy proces. Po smrti
neutrofilii se uvolni jejich bunéény obsah, ktery dale ptisobi jako chemotakticky signal pro
dal$i viny zanétlivych bunék. Nasledné se do poskozené tkané dostavaji Zirné bunky a
uvoliiuji granule obsahujici vasoaktivni slozky a cytokiny38. Také monocyty a makrofagy
pronikaji do téchto mist, proliferuji, sbiraji zbytky bunck a nici kapsy pfeZivSich tumordznich

bun¢k.
Zajimavym experimentem je pouziti lyzatu z nadorovych bunék izolovanych po PDT

k vakcinaci mysi proti dal§imu rozvoji nadoru®. Zaveéry umoziuji predpoklad, ze se indukuje

specifickd protinadorova imunita.
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2.5. FOTOSENZITIZERY

Fotosenzitizéry jsou slouceniny riznych struktur, které maji spolecnou vlastnost
absorpce svétla specifické vinové délky a néslednou pfeménu na jinou vyuzitelnou energii
(napt. pro PDT produkce cytotoxickych agens). V soucasnosti existuji stovky pfirodnich a
syntetickych barviv, u kterych lze najit tento spolecny jmenovatel. Vyuziti v PDT maji a
budou mit vSak jen ty PS, které splni nebo se vyznamné pfiblizi specifickym podminkam,

které byly definovany postupné s vyvojem této 16¢ebné metody>’.

2.5.1. Viastnosti idedlniho fotosenzitizéru

Minimalni toxicita ve tmé& - PS a jeho pfipadné metabolity jsou netoxické, toxicita je
zadouci pouze po aktivaci zafenim pftislusné vinové délky.

Nizka fotosenzitizace kuze - vSechny PS se dostavaji do kuze, kde zpusobuji
fototoxicitu po vystaveni slunecnimu svétlu. U idedlniho PS trva tenhle negativni efekt hodiny
nebo maximalné dny (ne tydny ¢i mésice).

Chemicka cistota — PS ptedstavuje jednotnou chemicky ¢istou slou¢eninu

Selektivni kumulace — vyrazné vyssi koncentrace PS v cilové tkani nez ve zdravé je
nutna vzhledem k mechanismu uc¢inku.

Rychlé eliminace — pro zamezeni systémové toxicity je pozadovéana rychlé eliminace
volného PS. Selektivné vazany PS miiZe zistat ve tkani déle pro opakovani fotodynamického
procesul.

Vyhodné fotochemické vlastnosti — PS by mé¢l mit vysokou produkci singletového
kysliku, hodnotici parametry ,triplet state quantum yield” (&) a ,triplet state lifetime™ (zr)
dosahuji vyssich hodnot.

Vyhodné spektralni vlastnosti — PS mé mit silnou absorpci s vysokymi extinkénimi
koeficienty pfi delSich vlnovych délkach (650-800 nm), které dosahuji maximalni tkanové
prostupnosti a energie staci pro dostatecnou produkci singletového kysliku. Naopak ma
nizkou absorpci v oblasti spektralniho maxima denniho svétla (400-600 nm) z divodu mozné
fotosenzitizace kiize.

Dostupnost, cena, modifikace — Také tyto hlediska je nutné akceptovat, naro¢na
syntéza se odrazi v cené PS, kterd ndsledné brani rozSifeni do ambulantni 1écby, pacienty
vétsinou preferované pred hospitalizaci. Modifikace PS umozni zlepseni farmakokinetickych

vlastnosti, ptipadné rozsifi rozsah pouziti.
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Bezbolestna 1é¢ba — PS by mély zarucit bezbolestnou ambulantni 1écbu, kterou Ize

aplikovat soucasné s ostatnimi lé¢ebnymi postupy jako ozatovani, chemoterapie a chirurgie.

2.5.2. , Photobleaching “

Zakladem naprosté¢ vétSiny PS je porfyrinovy skelet jako u chlorofylu nebo
hemoglobinu. Systém konjugovanych m—vazeb vytvari chromofor. PS mizeme tadit mezi
barviva. U barviv se obecné¢ setkdvame sjevem, ktery zplsobuje jich vyblednuti
(,,photobleaching®) a taktéz postihuje i PS. Photobleaching Ize definovat jako ztratu intenzity
absorpce a emise zptuisobenou svétlem (fotoadice, oxidace, fotoredukce, fotocyklizace).

RozliSujeme dva typy ireverzibilnich zmén chromoforu, fotomodifikaci a tzv.* pravy
photobleaching®. Pti fotomodifikaci dochazi ke ztraté absorpce nebo fluorescence pii urcité
vlnové délce, avSak chromofor zistava zachovan v modifikované formé.

Pti pravém photobleachingu je chemicky zasah hluboky a chromofor se rozpada na malé
fragmenty, jez nemaji vyznamnéjsi absorpci ve viditelné oblasti*.

Dusledkem pro PDT (dochazi vétSinou k pravému photobleachingu) je to, ze PS uz poté
neabsorbuje svétlo, kterému je tak umoznéno proniknout do hlubsich vrstev. Na druhou stranu
ovsem rozlozeny PS je jiz neaktivni a nemuize vykazovat zadné cytotoxické ucinky.
Photobleaching se mtize také podilet na rychlejsim vylu¢ovani PS z téla diky jeho rozkladu

v kazi*t,
2.6. TYPY FOTOSENZITIZERU

V soucasné dob¢ tvoii skupinu PS stovky sloucenin, do klinickych zkousek a

nasledného komer¢niho vyuziti postoupilo vSak jen né€kolik slou¢enin (tab. 1). Pocetna
skupina PS se dé rozdé&lit podle chemické struktury do t¥{ kategorii **:
PS s porfyrinovym chromoforem
HpD
BPD
ALA
PS s castecne redukovanym
porfyrinovym chromoforem
Chloriny chlorin
Bakteriochloriny
Purpuriny
Synteticka barviva
Ftalocyaniny
Naftalocyaniny
Texafyriny
porfyrin bakteriochlorin
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Kategorie Nazev Substance Vyrobce
porfyrin  Photofrin® porfimer sodny  Axcan Pharma, Inc.
porfyrin  Levulan® ALA DUSA Pharmaceuticals, Inc.
porfyrin  Metvix®™ M-ALA PhotoCure ASA
chlorin Visudyne® verteporfin Novartis Pharmaceuticals
texafyrin  Antrin® motexafin Pharmacyclics
lutecium
texafyrin  Xcytrin® motexafin Pharmacyclics
gadolinium
chlorin Foscan® temoporfin Biolitec Pharma Ltd.
chlorin Laserphyrin® talaporfin Light Sciences
chlorin Photochlor HPPH RPCI
barvivo  Photosens” ftalocyanin General Physics Institute

Tab. 1 Fotosenzitizéry v klinickém a komerénim pouZiti

Jind kategorizace PS zohlediiuje vyvojem zlepsené fotochemické vlastnosti a vyssi
selektivitu k cilové tkani. Existuji tii generace PS, které se lisi stupném pfiblizeni k idealnimu
PS. Déleni na kategorie vS§ak mnohdy vzbuzuje dojem, Ze nové&jsi generace jsou lepsi nez
star§i, coz neni zcela spravné. Nov¢jsi PS Casto zatézuje bolestiva aplikace, silngjsi
fotosenzibilita nuti k vys$si opatrnosti pii 1é¢be, slunecni fototoxicita se vyrazné nesnizuje,

molekuly jsou méné selektivni a aktivni nez predpoklddany biochemicky profil.

Prvni  generaci  zastupuje PS Aonax (M) e (Mem™)
HpD  jako jediny  zéstupce. hematoporfyrin 630 3500
Photofrin I ~ 630 ~ 2000
Nevyhodné vlastnosti HpD daly meso-substituovany
. , . . porfyrin 650 18000
vznik druhé generaci PS. Patii sem texafyrin 732 42000
loudeni d L od forinu i benzoporfyrin 685 118000
slouCeniny odvozené od porfyrinu i chloriny 680 40000
létky JlnyCh struktur. PS druhé bakterlochlorlny ) 780 150000
Zn komplex etiopurpurinu ~ 690 ~ 70000
generace jsou chemicky jednotné ftalocyaniny 700 200000
naftalocyaniny 780 350000
slouceniny, které aktivuje svétlo porfycen 630 52000

vysSich  vlnovych délek s hlubsi
Tab. 2 Porovnani Amay a € soucasnych PS

tkanovou prostupnosti (tab. 2).

Tieti generaci tvofi PS druhé generace, které pro zlepSeni farmakokinetickych
parametrl vyuZivaji spojeni s biologicky aktivnimi molekulami (steroidy, insulin,
monoklonélni protilatky) nebo syntetickymi polymery (polyethylenglykol). Vice je uvedeno

v dalsi kapitole.
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2.6.1. PS s porfyrinovym chromoforem

Porfimer sodny (HpD, Photofrin®, Photohem®, Photosan®)

HpD je prvni latka pouzivana v PDT. HpD neni chemicky ¢istou substanci, jde o smés
produktl, smes dimert a oligomerti hematoporfyrinu, ktery se izoluje z hemu (barevné casti
hemoglobinu)*2. Na hematoporfyrin izolovany z krve se nejdiive necha pusobit kyselina
sirova v prostfedi kyseliny octové, smés se odfiltruje a neutralizuje hydroxidem sodnym (obr.
5). Tato slozitd smés, jejiz jednotky jsou pospojovany esterovymi nebo éterovymi vazbami, se
stala zdkladem porfimeru, ktery je ve form& sodné soli obsazen v piipravku Photofrin®.
Nevyhodnych vlastnosti ma porfimer sodny nékolik. Nizkd vinova délka vhodna pro aktivaci
(630 nm) a velice nizky extinkéni koeficient pii tomto maximu (1170 M*lem™) vyzaduji
vysoké davky jak PS, tak svétla. Jedna se o smés asi 60 latek, coZ komplikuje urceni pesného
slozeni. Neni piili§ selektivni, kumuluje se v jatrech, ledvinach, slezing a kazi''. Zejména
v kiizi pak pretrvava az 6 tydnt, coz zptusobuje dlouhodobou fotosenzitivitu a pacienti nesmi

ptijit do kontaktu s ostrym svétlem.

7z HO AcO
OH OAc
N y
i il
—_— —_—
HOOC COOH HOOC COOH HOOC COCH
hem hematoporfyrin
il
OH
HOOC HO
HOOC
[©)
HOOC o
(6]

piiklad &asti HpD coor

OH
COCH

Obr. 5 Syntéza HpD. Reakéni podminky: i) HBr, k. octova, H,0, ii) H,SOy, k. octova, iii) NaOH
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Porfimer pies veskeré vySe uvedené nezadouci vlastnosti zistava nejrozsifenéjSim PS,
byl zaveden v mnoha zemich k 1é¢bé prekancerdznich stavi (Barrettiv jicen, cervikalni
dysplazie) 1 vlastnich nddorG (karcinom cervixu, jicnu, mocového meéchyte, zaludku a
bronchialni karcinom)3g. Déle je testovan i pro 1écbu dalSich nadorovych onemocnéni jako je
rakovina hlavy a krku, stfev, klize, prsu a nekancer6zni onemocnéni jako je psoridza nebo
k prevenci arteridlni restendzy. Derivat porfimeru Photohem® se zatal pouZivat k 16b&
rakoviny ktize, prsu, jicnu, plic, hrtanu a zaludku. Také se pouziva k 1é€b€ psoridzy a jako

profylaxe zakalu kornealniho §tépu42.

5-aminolevulinova Kyselina (ALA, Levulan®, Metvix®, Hexvix®, Benzvix®)

Elegantni metoda v PDT spociva ve vytvéieni senzitizatoru piimo v buiice nebo
organismu. ALA je endogenni substrat pro syntézu protoporfyrinu IX (PpIX), ktery funguje
jako u€inny PS. Inkorporaci atomu Zeleza enzymem ferrochelatasou vznika pfirozenou cestou
z PpIX fotodynamicky neaktivni hem. Biosyntéza hemu je kontrolovana zpétnou vazbou, kdy
zvySend koncentrace hemu mé negativni vliv na biosyntézu ALA. Vysoké exogenni davky
ALA potom zpiisobi kumulaci PbIX. Selektivitu k nddorové tkani a ucinnost ALA zajist'uje
zvySena permeabilita abnormalniho keratinu (v piipad¢ topickych aplikaci), zvySenéd hladina
porfobilonogendeaminasy, snizena koncentrace Zeleza a snizena aktivita ferrochelatasy.
Nizkou lipofilitu ALA ftesi ptiprava estert, které 1épe pronikaji do tkéni (zejména pii aplikaci

na kiizi) a po hydrolyze uvoliiuji volnou ALA.

COOH
HN HOOC
o > HN [\ >
N
H COOH
COOH

5-aminolewlinova kyselina porfobilinogen protoporfyrin IX COOH

Jako kazdy PS se ALA zkousi pro rtizné lécebné aplikace, ve kterych je v rizném
stadiu klinickych zkousek (l1écba akné, nemelanotické rakoviny klize, endometrialni ablace,
rakoviny Zaludku a jicnu, Barretova jicnu a psoriézy)gg. Povoleni k pouziti ALA k 1écbé
aktinoidni keratozy vydal FDA v roce 2000. Methyl ester kyseliny 5-aminolevulinové byl
jako Metvix® zaveden v roce 2001 k 1é¢bé& aktinoidni keratézy a karcinomu bazalnich bungk

ktize. Homologicky hexyl ester kyseliny 5-aminolevulinové je jako Hexvix® vyvijen pro
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fotodetekci rakoviny mocového méchyte. Piipravuji se také klinické zkousky benzyl esteru

kyseliny 5-aminolevulinové (Benzvix®) pro fotodetekci a 1é¢bu rakoviny jicnu43.

2.6.2.  PSs dastecné redukovanym porfyrinovym chromoforem

Temoporfin (MTHPC, Foscan®™)
Temoporfin (tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, mMTHPC, Amax = 652 nm, &gz = 22400

M'lcm'l) vynika nizkym davkovanim (cca 0,1 mg kg’l) pro efektivni ucinek, coz stokrat

pfevySuje ucinnost HpD. Selektivni kumulaci vSak

neoplyvéd, navic kozni fotosenzitivita tohoto PS pfetrvava OH

2-3 tydny. Foscan” je indikovan pro paliativni 1é¢bu

pacientii s pokro¢ilym skvamoéznim karcinomem v oblasti

hlavy a krku, pii kterém selhaly ptedchozi zpisoby 1écby, a

ktery je nevhodny pro radioterapii, chirurgicky zakrok ¢i

syst¢émovou chemoterapii. Dale se PS zkousi pro 1écbu

rakoviny jicnu a dysplazie u Barrettova jicnu, u karcinomu

zaludku, prostaty, kize, hyperplasie prostaty, sterilizace Ho

okoli zasahu po chirurgické 1é¢bé nadoru nebo proti
11,39

temoporfin

bakteriim rezistentnim na antibiotika

Verteporfin (BPD-MA, Visudyne™)

Verteporfin (zkratka BPD-MA pochazi z angl. benzoporphyrin-derivative monoacid
ring A, Amax = 690 nm) je velmi rychle absorbovan nadorovou tkani. Nejlepsi pomér mezi
nadorovymi a ostatnimi tkdnémi je dosaZen pfiblizné po 30—150 minutach, av§ak koncentrace
Vv tumorech a organismu velice rychle klesa. Selektivita neni idealni vzhledem ke stéle
velkému mnoZstvi cirkulujici latky v krevnim ob&éhu. Komer¢ni pouziti nalezl verteporfin pii

1é¢bé AMD (piipravek Visudyne™ je registrovan i v Ceské
H,CO0C

republice). Latka se nachazi ve III. fazi klinickych zkousek
pro lécbu karcinomu basalnich bunék kize, vII. fazi COOCH;C

klinickych zkouSek pro lécbu nemelanotickych kozni

3

, o 4 e © e ’ . , .-
nadord™, psoridzy, psoriatické a revmatoidni artritidy.

Ptipravuje se také pro autotransplanta¢ni 1écbu u nadorovych

39,44

onemocnéni kostni dfené™™, pro zkousky na terapii

HoOoC COOCH,
Barrettova jicnu (prekancerdza) a k endometrialni ablaci. verteporfin
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Rostaporfin (Etiopurpurin-komplex s cinem, SnET2, Purlytin®, Photrex®)

Tento PS je velmi nestabilni ve vodném prostifedi a pro u¢innou PDT jsou potiebné

vysoké davky svétla (srovnatelné s HpD), kozni fotosenzitivita pretrvava asi 10—14 dni po

podani. Pfesto pod obchodnim nazvem Photrex® dokonéil tieti fazi
klinickych zkousek pro lécbu AMD firmou Miravant Medical
Technologies (Santa Barbara, CA, USA)™. SnET2 podstupuije dru-
hou fazi klinickych zkousek pro 1écbu koznich metastdz rakoviny
prsu a Kaposiho sarkomu u pacienti s AIDS. Piipravuji se
preklinické zkousky na 1é¢bu rakoviny mozku, plic, kiize, hlavy a

, e . . o (45
krku a nenadorové indikace jako psoridza a cévni restendza ™.

Talaporfin (LS11, MACE, Laserphyrin)

Talaporfin (Amax = 664 nm, geq = 38000 M™'cm™) je
synteticky chlorin (mono N-aspartyl chlorin €6), ktery je rozpustny
ve vodném prostiedi ve formé& sodné soli. Uginn&jsi terapie nastava
po vyssich davkach PS i svétla, poté se viak vytraci selektivita®.
Eliminace Zlu¢i je rychla, a proto k ozateni dochazi po 4 hodinach
po intravendzni aplikaci. Po aplikaci PS nebyla pozorovana
nezadouci fotosenzibilita. Laserphyrin obdrzel povoleni k 1é¢bé
Casného staddia rakoviny plic (Meiji Seika Kaisha, Tokyo,
Japonsko), déale pokracuji prvni faze testdt lécby AMD a

preklinické zkousky pro 1écbu aterosklerézy39.

Photoclor

Photoclor je hexyleter feoforbidu-a (HPPH) (Amax = 665
nm, eees = 50000 M?em™), vklinickych testech pro 1é&bu
karcinomu jicnu vykazuje dobrou selektivni kumulaci a nizkou

kozni fototoxicitu'®.
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2.6.3.  Synteticka barviva

Motexafin lutecium (Lutex, Antrin®, Xcytrin®)
Tento derivat texafyrinu s centraln¢ chelatovanym atomem Ilutecia ma dobrou
selektivitu, slabou fotosenzibilitu a rychlou eliminaci z krevni plasmy, coz umoziuje
opakovanou aplikaci, jejiz vyhodnost potvrzuji pokusy na zvitatech. PS se silnou absorpci pfi
dlouhé vilnové délce 732 nm je vhodny k 1écbé siln¢ pigmentovanych nadortt (maligni
melanom), do kterych svétlo nizsich vinovych délek nepronika.

Motexafin lutecium (Antrin®) je testovan pro prevenci
arteridlni restendzy a 1écbu aterosklerdzy, protoze se kumuluje
v aterosklerotickych platech (vazba na LDL). Fotoangioplastika se
pokousi aktivaci PS odstranit aterosklerotické plétyll‘ 39,

Motexafin gadolinium (Xcytrin®) vznikl umisténim atomu
gadolinia do centra texafyrinu. Nizkd toxicita a vysoka retence
klinickych zkouSek u pacientd s mozkovymi metastazemi>. V druhé
fazi je zkousen u tumort plic a ledvin. Piekvapujici jsou vysledky
experimentt in vivo, ve kterych byla Géinnost tohoto PS vyssi nez
v pokusech in vitro. Xcytrin® neni PS v pravém smyslu slova, jeho

mechanismem u¢inku je zasah do bunééného metabolismu inhibici

kli¢ového enzymu thioredoxinreduktazy s naslednou produkci ROS.

Navic pfitomnost paramagnetického gadolinia umoziuje zobrazeni

motexafin lutecium

kumulace PS pomoci magnetické rezonance. Pfi anooxii vznikaji

hydroxylové radikaly v misté ozareni RTG-paprsky”’.

Ftalocyaniny (Pc4, Photosense)

Barviva tvofi historicky zéklad fotosenzitivnich latek (viz Historie), fotodynamicky
nejaktivnéjsi slouceniny se nachazeji ve skupiné ftalocyaninti a naftalocyanint.

Ftalocyaniny (angl. phthalocyanine, Pc) maji strukturu podobnou porfyrinu, rozSiteni
chromoforu vede k posunu maximalni vinové délky absorpce (670-700 nm). Chelatované
centralni kovy a polokovy prodluzuji trvani tripletového stavu PS a tim 1 zvySuji jeho Gi€¢innost
v PDT (napf. Zn, Al, Si). Spatna rozpustnost t&chto komplexti vede k modifikacim na periferii
Pc nebo inkorporaci Pc do lipozomi. Photosense (smés riizn€é sulfonovaného hlinitého

komplexu ftalocyaninu) se dostal do tieti faze zkouSek pro 1écbu karcinomu plic, kiize, prsu a
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GITH, Spatné rozpustny zine¢naty komplex
nesubstituovaného ftalocyaninu byl ve formé lipozomu v /11
fazi klinickych zkouSek pro 1é¢bu karcinomu skvamoéznich
bunék kiize™.

Kiemicity komplex ftalocyaninu (Pc4) se zkousi ke

sterilizaci krevnich produktd (V. I. Technologies, Melville,
NY, USA), pti které cilené zasahuje patogeny — viry (HIV), ftalocyaniny
bakterie, kvasinky, prvoky (Plasmodium malariae) a pfitom neohroZzuje Cervené krvinky.
Krevni plasma a erytrocyty totiz neobsahuji DNA, do které se interkaluji planarni kationické
senzitizatory. Ftalocyaniny navic absorbuji zéafeni mimo
absorpci hemovych pigmentd (nad 600 nm)*.
Experimenty na mySich odhalily imunosupresivni uc€inky
n¢kterych Pc®.

Ftalocyaninim strukturné podobné naftalocyaniny
charakterizuji pfikondenzovana benzenova jadra na skelet Pc,

vznikly roz$iteny chromofor dosahuje absorpce az pti 770 nm,

coz ho ptedurcuje pro 1écbu vysoce pigmentovanych koznich

naftalocyaniny

nadorti (melanom).

2.6.4.  Dalsi fotosensitizéry

Methylénova mod¥ (Ayax = 668 nm, €563 = 95000 M'lcm'l)

N
se uplatnila pfi dekontaminaci Cerstvé zmrazené plasmy, Q \jij\
-
N s’ N
| cl |

inaktivuje extracelularné pfitomné viry a je prakticky netoxicka

v v1,..50 H : : Lo “x s 7
pro clovéka™. In vivo aplikaci brani bunécné enzymy, které methylénova mods

redukuji barvivo na fotodynamicky neaktivni leukoformu.

Bromovany analog rhodaminu (Amax = 511 nm, €533 = O
20000 M*cm™) se dostal do prvni faze klinickych zkousek pro COOR
autotransplantacni 1é¢bu chronické myeloidni leukémie. Pti ex XN ‘
VIVO probihajici 1é¢bé se zni¢i nemocné bunky kostni dieng, HN o NH, CI
normdlni zdravé bunky piezivaji a jsou poté pouzity Br Br
k autotransplantaci®®. bromovany thodamin
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Z rostlin izolovany hypericin (Amax = 590 nm, €590 = 44000
M™cm™) se nachazi v prvni fazi klinickych zkousek na 16¢bu ‘

HO
.oy . . ov Bl
psoridzy, bradavic a rakoviny kiize™". HO “

OH O OH
hypericin

He™O Oony Porfyceny - ATMPn (9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-
(B-methoxyethyl)-porfycen)  patii ~mezi nejrychleji
O\H/CH3 vychytavané PS v in vitro studiich vibec. Aplikuje se
© pouze topicky, pro 1é¢bu koznich nemoci (psoridza,

nemelanoticky karcinom kize)®.

HC~o o—CH;

porfycen (AT MPn)

U  nékterych  slou¢enin  ze  skupiny  safyrini
(expandovanych porfyrind s Amax okolo 675 nm) byl zjistén
vysoky pomér rozdéleni mezi nadorovou a okolni svalovou tkan,
ovSem hodnoty maximalni koncentrace v nddoru byly naméteny

az za 3-6 dny po aplikaci®®.

R R

safyrin

2.7. ZLEPSENI BIODISTRIBUCE PS

Dtlezitou podminkou pro efektivni PDT je mnohondsobné vyssi koncentrace PS
v cilové nddorové tkani neZ v okolni zdravé. Soucasné PS se do urcit¢ miry selektivné
hromadi v cilové tkani vici zdravé, ale pomér koncentraci PS v obou mistech je velmi nizky.
Snaha o zlepSeni této skutecnosti se déje rliznymi cestami. Syntéza novych PS, jejichZz
selektivita bude vlastnosti samotné molekuly PS, neprobihda snadné, vyhodnéjsi
farmakokinetické vlastnosti Casto znamenaji zhorSeni fotofyzikalnich parametrii (absorpéni
spektrum, produkce singletového kysliku). Déle se vyviji aplika¢ni formy jiz znamych PS
zlepSujici biodistribuci (PS v lipozomech, olejovych disperzich) a pfipravuji se PS ,treti

generace*.
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2.7.1.  Pasivné cilena biodistribuce

Do této kategorie spadaji lipozomy, olejové disperze, micelarni systémy,
biodegradabilni polymerni castice a konjugaty PS s hydrofilnimi polymery. K selektivni
biodistribuci vyuzivaji pfirozené mechanismy (fagocytoza, pasivni difiize), proto lze hovofit o
,pasivné cilené biodistribuci“. Podle studii®® zvysenou nadorovou kumulaci umoZiuje
nekompletni endotelialni bariéra, zvySend cévni permeabilita a snizena lymfatickd drenaz
zpusobena niz§im rozvinutim lymfatického systému v tumordzni tkani.

Lipozémy ptedstavuji efektivni pfenaSe¢ PS pouzivany jiz v klinické praxi (verteporfin
pro 1é¢bu AMD)*. Disperze Cremophoru-EL (neionogenni tenzid typu polyethoxylovaného
ricinového oleje) s PS zlepsuje efekt PDT pfi nizSich koncentracich PS. Avsak ptipady akutni
anafylaktické reakce po podani 1é¢iv v Cremophoru-EL brani rozsifeni tohoto systému56.
Nadéjné pH-sensitivni polymerni micely obsahujici PS uvolni 1é¢ivo az po svém rozpadu pfi
niz8im pH, které je Casto v nadorovém intersticiu, lysozomech a endozémech. V in vivo
studiich maji aktivitu srovnatelnou s Cremophorem-EL, ale s daleko rychlejsi clearence
z krevniho ob&hu®’. Biodegradabilni polymerni &astice transportuji vysoké koncentrace PS
s moznosti jeho postupného uvoliiovani. Tyto nanocastice vykazuji vysokou fototoxicitou in
vitro a zvySenou biodistribuci. Prodlouzit intravaskularni polocas, zvySit nadorovou
selektivitu se dafi konjugatim, které vznikly spojenim PS s hydrofilnimi polymery
obsahujicimi N-(2-hydroxylpropyl) metakrylamid nebo s poly-L-lysinem, polyethylenglyko-
lem, polyvinylalkoholem®®.

2.7.2.  Dlouhocirkulujici systémy

Terapeutické koloidni systémy jsou pomérmn¢ rychle eliminovany z ob&hu
mononukledrnim fagocytarnim systémem a v cilové tkani nedoséhnou patficnych koncentraci.
Omezit fagocytdozu dokdze metoda modifikace povrchu koloidnich systémt hydrofilnimi
vrstvami. Vychazi ze znalosti, Ze opsonizace cizich téles (iniciace fagocytdzy) probihé daleko
lépe na hydrofobni nez hydrofilni castice. PotaZzenim povrchu c¢éstic napf. poloxamery,
poloxaminy®®, polyethylenglykolem nebo inkorporaci gangliosidﬁ60 do lipidové dvojvrstvy

dochazi k redukci jejich clearence z krevniho obéhu.
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2.7.3.  Aktivneé cilena biodistribuce

Metoda spociva v piipravé tieti generace PS, spojeni PS s ligandy pro specifické

receptory vynika vyssi selektivitou a pouzitim nizSich efektivnich davek PS.

Lipoproteiny

NejvyznamnéjSim lipoproteinem je LDL (low-density lipoproteins). Jednotky LDL
jsou hlavnimi nosi¢i cholesterolu, ktery je esencidlni strukturou vSech plazmatickych
membran. Rychlejsi proliferace nadorové tkdné vyzaduje vyssi piisun cholesterolu, a proto
LDL-receptory jsou exprimovany ve zvySeném mnoZstvi na nadorovych buitkach™.
Hydrof6bni PS se ukladaji do lipofilniho jadra LDL a neméni jejich vné&jsi vlastnosti. Dulezita
je kovalentni vazba na LDL, nebot’ pti nekovalentnich vazbé dochazi k redistribuci PS mezi
ostatni plasmatické proteiny, které vykazuji mnohem mensi afinitu k cilové tkani. LDL jsou
velmi perspektivnimi pro cileny zdsah PDT, avSak vysledky experimentli na zvifatech nelze
pfimo extrapolovat na lidsky organismus vzhledem k vyraznym rozdilim zejména ve sloZeni

plasmatickych proteini mezi zivociSnymi dlruhy61 .

Monoklonalni protilatky

Charakteristického rozdilu mezi zdravymi a nddorovymi buitkami v expresi nékterych
antigenll nebo onkoproteini® se snai vyuzit konjugaty PS s monoklondlnimi protilatkami
(angl. monoclonal antibody, MAb). Tahle slibnd vysoka specifickd distribuce nizkych
koncentraci PS vSak nar4dZi na né€kolik problémi. Molekula PS pfimo vdzand na MAb méni
fyzikaln¢ chemické vlastnosti protilatky, coz se projevuje sniZenim aﬁnity63. V piipadé
nekovalentni vazby PS na MAb dochazi k uvolnéni PS po aplikaci do Zivého organismu.
Reseni mozna nabidne vazba PS na MADb pies polymerni nosic® (dextran, polyglutamova
kyselina, polyvinylalkohol, poly-L-lysin). Nadorova tkan je velmi heterogenni a neexprimuje
odpovidajici mnozstvi antigenli vzhledem ke své velikosti. Méné nez 1 % velkych proteind

MAD se skutecné dostane do tumoru, v&tSina ziistava v cévnim fedisti nadoru™.

Ligandy ruznych struktur

Nadorovou tkan charakterizuje zvySeny metabolismus a rychld proliferace. Pro
zajisténi téchto procest je nezbytny vyssi pfisun substratd, ktery nadorové bunky obstaraji
zmnoZenim receptorti specifickym pro konkrétni substrat. Spojeni PS a patficného ligandu

vznikd substrat s vyznamnou selektivitou. V experimentech in vitro vykazuji nékteré
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konjugaty mnohondsobn¢ vétsi fototoxicitu nez samotné molekuly PS. Jako ligand se zkousi
inzulin, transferin, epidermdlni rdstovy faktor, annexiny, bifosfonaty, cholesterol,
hemoglobin, pohlavni hormony>. Vazba PS na oligonukleotidy obohacuje metodu genové
terapie. Oligonukleotidy po vazbé na RNA (antisense) necbo DNA (antigene) vytvareji
s nativni nukleovou kyselinou $patné rozpojitelné duplexy (s RNA) nebo triplexy (s DNA) a

., . e e 65
brani expresi vybranych cilovych genti™.

Fotosensitizujici adenovirus

Pouziti fotosensitizujiciho adenoviru ptedstavuje zcela jiny pfistup ke zvySeni
selektivity. Geneticky upraveny adenovir obsahuje enzym ALA synthasu, ktera syntetizuje 5-
aminolevulinovou kyselinu (prekurzor PpIX). Regulacni mechanismy pro ALA synthasu jsou
zdmérné poruseny, coz vede k nadmérné produkci tohoto enzymu. Metoda vSak musi dofesit

o : : . 4 14 10:55,66
zvySeni afinity adenoviru k nadorové tkani™>™".
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3. CIL PRACE

Vzhledem k perspektivnim  vyhlidkdm PDT se
neustale hledaji nové druhy fotosenzitizérli a rozsituji jiz
znamé kategorie PS o nové slouceniny. Cilem prace je
syntéza a charakteristika novych derivata ftalocyanint, které
by se svymi vlastnostmi pfiblizily kritériim idedlniho
fotosenzitizéru a jejich chemickd struktura by umoznila

tvorbu tfeti generace PS.
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4. METODICKA CAST

41. SYNTEZA FTALOCYANINU

Molekula ftalocyaninu (Pc) je stejné jako u nejrozsitenéjSich porfyrind sloZena ze Ctyf
pyrrolovych jader, ovSem s tim rozdilem, Ze pyrrolové jednotky jsou spojeny pies atom
dusiku misto methinovych mistkii. Navic jsou ke vSem pyrolovym jadrim piikondenzovany
benzenové cykly, ¢imz se posunuje maximalni vlnovou délku absorpce smérem k cervené
casti spektra (670-700 nm) a jednak zesiluje absorpce pii této vlnové délce (¢ az
200000 Mtecm™).

Syntézy ftalocyaninii a jejich derivatl jsou v podstaté nepftili§ slozité reakce, vychazi
se z rizné substituované kyseliny ftalové, anhydridu kyseliny ftalové (obr. 8), ftalimidu, 2-
kyanbezamidu (obr. 6), 1,2-dibrombenzenu (obr. 7), ftalonitrilu (obr. 9) nebo
isoindolindiiminu (kondenza¢niho produktu ftalonitrilu a amoniaku). Jednotlivé druhy
prekurzoru reaguji za odlisnych podminek, nicméné u vSech probiha tetramerizace za vyssi
teploty a vyzaduje piitomnost baze napi. mocoviny, DBU (1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-
en). Cyklizaci prekurzorii vznikaji planarni skelety Pc charakteristické svou schopnosti
agregace a Spatnou rozpustnosti v béznych rozpoustédlech, coz sice nevylucuje, ale znaéné
omezuje dal$i pouziti. Vhodné€ substituovany prekurzor pak tetramerizuje na periferné
substituovany Pc s niZsi tendenci k agregaci a mnohem vyssi rozpustnosti. Pfipadné funkéni
skupiny na periferii makrocyklu lze vyuzit k dalSi modifikaci PS. Derivaty ftalonitrilu 1ze
oznacit za nejpouzivanéjsi prekurzory Pc pro nenaro¢né reakéni podminky a lepsi vytézky.

Ponékud jiny pfistup nabizi pfiprava nesymetrického substituovaného Pc rozsitenim

skeletu subftalocyaninu (obr. 10).

1. naftalen, 1h

CN 2. extrakce, HOAc
+ RhCl,
CONH, 60 %

Obr. 6 Tetramerizace 2-kyanbenzamidu o7
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Oﬁ chinolin, N, =N.__ 7/ N
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0 Br 220 °C, 16h Na N/c N —
— o) o
Br 38 % N j

Obr. 7 Tetramerizace derivatu 1,2-dibrombenzenu68

1. Cu(OAc), urea CoSQ, x 7H,0
(NH,),M00, (kat.) R R urea, NHCI, PhNQ

Na,SO, (NH,),Mo, (kat.)
170°C, 1h NaOH
o} 2. 210°C, 3h 180°C, 6h
R R COOH
° U
COOH
o
R=0Ph 32%
R=SPh 26% R R R=SO,Na 80 %
M =Cu M = Co

Obr. 8 Tetramerizace substituovaného anhydridu kyseliny fralove®® a kyseliny ftalove'°

Zn(OAc),
CN butanol, DBU NH DMF / toluen \
N Zn
reflux /&\ /%\ "
R CN

. ., o ur T . 71
Obr. 9 Tetramerizace derivatu ftalonitrilu a pfiprava Pc s centralnim atomem zinku
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1-chloronaftalen, DMSO
NH 80-90 °C, 5-27 h

Obr. 10 Ptiprava nesymetrického substituovaného Pc rozsifenim skeletu subftalocyaninu 68

Do centra makrocyklu Pc lze umistit atom kovu nebo polokovu, ktery vyznamné
ovlivituje spektralni a fotodynamické vlastnosti. Pfitomnost vhodného centralniho atomu
prodluzuje trvani tripletového stavu PS a tim i zvySuje jeho G€innost v PDT (napt. Zn, Al, Si).
Molekula Pc dokéaze chelatovat pravdépodobné vSechny kovy a nekteré polokovy periodické
tabulky prvki’?. Centralni kovy mohou podléhat oxidacim’, redukcim’ a ménit svoje
mocenstvi, v jadfe jsou vazany koordinacné-kovalentni vazbou, jejiz stabilita je variabilni
u rznych prvka. Uz slabsi kyseliny odstranuji slabou vazbou vazané alkalické kovy a kovy
alkalickych zemin za vzniku bezkovovych Pc. Ptiprava Pc s t€émito kovy je pak moznd pouze

prostfednictvim alkoholatt ptislusnych kovi (obr. 11).

R R
N
N "
R CN Mg, I,, butanol, DBU R _—
:@: - N—Mg—nN
=
R CN R N R
N Ns_N
R R

Obr. 11 Ptiprava hofe¢natého komplexu ftalocyaninu
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Pc s ostatnimi chelatovanymi prvky vznikaji pfimou reakci substituovaného prekurzoru a soli
daného kovu ve vySe vroucich rozpoustédlech (chinolin). Inkorporace nékterych prvka (Si,
Al) probiha obtizng, proto se pro cyklizaci pouZivaji reaktivngjsi isoindolindiiminy™ (obr.
12). Jinou moznost ptipravy chelatovanych Pc ptfedstavuje vlozeni pozadovaného atomu kovu
do jiz ptipravené¢ho bezkovového pc’t

Dalsi modifikace ptipravené molekuly Pc probihaji na periferii cyklu (elektrofilni

substituce, oxidace, redukce) nebo vazbou ligandii na vicevazné centralni atomy (Al, Si)’

R R
- NH sicl,, DBU
R CN NH,(9) '
7 NH N"S-"_N
. N methanol R chinolin, 200°C R "

NH N~ N

Cl OH )
H,SO, R,SiCl
—_— —_—
pyridin
Cl OH

Obr. 12 Tetramerizace isoindolindiiminu a modifikace ligandii na centralnim atomu kiemiku

OSiR, R

OSIR,

4.2.  MERENI PRODUKCE SINGLETOVEHO KYSLIKU

Mnozstvi vyprodukovaného singletového kysliku je dulezitym parametrem kazdého
PS. Pro jednoduché srovnani latek se pouZiva bezrozmérnd veli¢ina ,,singlet oxygen quantum
yield (®,). Jeji hodnota je zavisla na zplisobu méfeni a hlavné na rozpoustédle, v némz ke
stanoveni ®, dochazi. Méfeni je vétSinou nepfimé, tzn. s vyuZzitim standartu latky o znamém
@, v daném rozpoustédle, a proto seznamy hodnot pro PS uvadeji také zplisob méfeni,

77,78

rozpoustédlo a pouzity standart’”"". Hodnotu ®, lze ziskat tfemi metodami: fosforescenci

v blizké IC oblasti, fototermalni technikou a chemickym vychytavanim scavangerem79.
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Fosforescence v blizké IC oblasti

Charakteristickou emisi fotonu singletovym kyslikem pfi 1270 nm detekuje
germaniovy fotodiodovy detektor. Srovnavaci metoda vyzaduje dobfe definované standarty o
znamém @,. Produkce fosforescence je ovSem slabad a proménliva v riznych rozpoustédlech,

pricemz voda je nejmén¢ vhodna.

Fototermalni metody

Metody detekuji teplo vydané neradia¢nimi procesy vedoucimi k produkci a rozkladu
singletového kysliku. Zahrnuji fotoakustickou kalorimetrii, ,,thermal lensing* a ,,photothermal
beam deflection®. Thermal lensing je jedind pfima metoda pro absolutni urceni @, S vyuzitim

pii pfesném stanoveni hodnot u standardi.

Chemické metody

Obecné jde o zachyceni singletového kysliku reakci s vhodnym akceptorem a sledovat
vznik novych produkti nebo ubytek akceptoru. K monitorovani chemickych zmén se
pouzivaji analytické metody jako je absorp¢ni a fluorescencéni spektrofotometrie, NMR, ESR,
chromatografie. Jednim z nejpouzivanéjsich akceptortu je 1,3-difenylisobenzofuran (DPBF),
ktery je selektivné ménén pouze singletovym kyslikem, ne jinymi piipadnymi reakcemi a
nezhasi singletovy kyslik fyzikalnimi procesy. Reakci se singletovym kyslikem dochazi velice
rychle k cykloadici s naslednym otevienim furanového kruhu za vzniku 1,2-dibenzoylbenzenu
(obr. 13). Mé&fti se ubytek DPBF jako pokles absorbance pfi jeho absorpénim maximu (Amax =
417 nm). Produkt oxidace pfi této vinové délce neabsorbuje a tudiz nedochazi ke zkresleni

vysledkda.

DPBF 1,2-dibenzoylbenzen
Amax = 417 nm Amax = 265 hm

Obr. 13 Oxidace DPBF singletovym kyslikem na 1,2-dibenzoylbenzen
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Obecné vlastnosti ftalocyanini

Experimentalni ¢ast popisuje piipravu novych derivati Pc, které by svymi vlastnostmi
roz§ifily skupinu PS vhodnych pro PDT. Jedno z hodnoticich kritérii PS je jeho produkce
singletového kysliku, a proto volba centralniho atomu ukazala na Zn, Mg, Si a Al, o jejichz
pozitivnim vlivu na tvorbu ROS u ftalocyaninli dnes neni pochyb (zvysuji zr -,triplet state
lifetime*- fotosensitizéru)®*®. Syntézy zarovenn smérovaly k posunu absorpéni maxima Pc
Kk vy$§im vinovym délkam zajist'ujici hlubsi prunik svétla do tkani. Zna¢na pozornost byla
vénovana také perifernim substituentim Pc skeletu, které jednak uspéSné zabraiiuji agregaci
molekul Pc a nékteré z nich jsou zakonceny funkéni skupinou vhodnou ke konjugaci s dalsimi
molekulami pro vznik PS tieti generace. Charakteristickd agregace planarnich molekul Pc
omezuje z chemického hlediska nasledné reakce Pc a komplikuje proces ziskavani chemicky
Cistych sloucenin. Z hlediska fotofyzikalniho zpiisobuje agregace vyznamné snizeni napf.
kvantového vytézku singletového kysliku, kvantového vytézku fluorescence apod., coz je
samoziejme v aplikaci PDT nezadouci.

Pro Pc je charakteristické jejich UV-vis spektrum. Vzhledem k makrocyklickému
systému konjugovanych m vazeb se vyznacuji absorpci pfi vysSich vlnovych délkach, coz
zpisobuje charakteristické modré nebo zelené zbarveni latek. V absorpénim spektru téchto
latek rozeznavame dva charakteristické pasy. Jeden v oblasti asi 350 nm zvany Sorrettiv nebo
také B pas. Druhy je v oblasti piiblizné 600-800 nm a oznacuje se jako Q pés. Q pas je u
bezkovovych Pc rozstépen na dva pasy, kdezto kovové Pc jsou charakteristické pouze jednim

pasem (obr. 14). Tento jev je dilezitym rozliSovacim faktorem pti kontrole pribéhu syntéz.

1,5
——2HPc
o) Q pas —MgPc
C 1 i
®
2
2 B pas
Q0
<
0,5 -
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

VInova délka (nm)

Obr.14 Ptiklad UV-vis spektra bezkovového a kovového Pc s charakteristickym B a Q pasem.
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Soucasné se syntézou ftalocyaninii probihd na naSem
pracovisti intenzivni rozvoj makrocykl typu azaftalocyanind
(AzaPc)®?. Strukturu AzaPc lze velice snadno odvodit od
piedlohové struktury Pc izosterni nahradou methinové skupiny
(-CH=) v benzenovych podjednotkach dusikovymi atomy.
ZkuSenosti a poznatky o skupiné¢ AzaPc jsou cennymi zdroji

informaci pro skupinu Pc, coz plati pfirozené¢ i naopak. Oba

typy makrocykli se dockaly i vzdjemného pfimého srovnani

X=CH ftalocyanin
=N azaftalocyanin

v inhibici agregace a v produkci singletového kysliku (viz

kapitola 5.2.3.-Vliv perifernich substituentii na agregaci).

5.2.  Vysledky a diskuse

5.2.1.  Syntéza ftalocyaninii s axidlnimi substituenty na centralnim atomu kiremiku a hliniku

Uvodnimi experimenty jsem se snaZil navazat na centralni atom uprostied
ftalocyaninového skeletu objemny substituent, jenZ by ucinn¢ inhiboval agregaci a soucasné
nesl vhodnou funkéni skupinu pro dalSi reakce. Pro nasledné konjugacni reakce byla
pozadovana amino-, hydroxy- nebo karboxylova funkéni skupina. Jako centralni atomy byly
vybrany atomy kiemiku a hliniku, jenz svou pfitomnosti v Pc vyznamné zvysuji produkci
singletového kysliku a zaroven umoziuji axidlné vazat objemné ligandy. Atom hliniku v Pc
vaze pouze jeden ligand, atom kiemiku nabizi 2 mista pro axialni ligandy. Vyhodou je pak
omezeny pocet ligandi nesoucich funkéni skupinu a tim 1 snadnéj$i CiSténi v pripadé smési
konjugét. Zdrojem hliniku byl komeréné zakoupeny trimethylaluminium a kifemicitym
reaktantem se stal také komercéné zakoupeny tetrachlorsilan a propyltrichlorsilan. Sou¢asné se
syntézami Pc probihaly snahy o pfipravu dal$ich derivati silanu, které by agregaci Pc vice
eliminovali. Pokusy byly vSak neuspésné a nejsou v této praci popsany.

Syntéza Pc s centralnim atomem kiemiku (SiPc) je popsana v literatuie’, stejné jako
nasledna tvorba axialné substituovaného derivatu®®. Tetramerizaci nesubstituovaného 1,3-
isoindolindiiminu vznika Spatné rozpustna molekula SiPc (obr. 15). Zaménu hydroxylovych
skupin na misto atomti chloru provazi posun v Q pasu k nizsi vinovym délkam. Rozpusténim
v 2,4,6-kolidinu dosahuje dichlorderivat SiPc hodnoty Amax pii 695 nm zatimco
dihydroxyderivat SiPc mé& Amax pii 668 nm. Dihydroxyderivat SiPc byl vychozi latkou pro

. 7 7 . vevr . r v s “ s T ve
nasledné reakce’ s objemné&jsim ligandem, ktera se uskutetnila spoleénym zah¥ivanim pfi
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vysoké teploté bez izolace produkti (obr. 15). VéEtsi rozpustnost Pc, prubézné odebraného
Z reakéni smési, signalizovala pozitivni prib¢h reakce. Nicméné ani po delSi dobé nebyla
reakce uspokojivé kvantitativni a pfi praci s malym mnozstvim reaktantd se nepodatilo
izolovat produkt. Vzhledem knesnadné kontrole prabéhu reakce a piedpokladanému

komplikovanému ¢isténi jsme pozastavili dalsi experimenty této metody.

cl
%N _ ‘
=N Yy
~N
N _si =
200°C N | —™
NS 4
N Cl
cl
i AQ_\#OH
OH OR
R
. . NO,
0]
OH OR 4@_{

Obr. 15 Schéma syntézy ftalocyanind s axialnimi substituenty na centralnim atomu kiemiku

Bylo zfejmé, ze Pc skelet musi byt substituovany na periferii, aby se rozpustnost Pc
zvySila a umoznila tak reakce probihajici v roztoku. Vychozi slouc¢eninou se stal 4,5-
dichlorftalonitril, ktery byl nejprve substituovan v poloze 4 a 5 alifatickym alkylsulfanylovym
fetézcem® (1) a poté pieveden na reaktivngjsi derivat 1,3-isoindolindiiminu (2). Vazba
substituentu pifes heteroatom siry méla své opodstatnéni v posunu absorpcni maxima Q
pasma Pc k vy$§im vinovym délkam. Podle paralelnich pokusl na jinych Pc lze dosdhnout
posunu o 30 nm Vv ptipad¢ vazby pfes atom siry v porovnani s atomem kysliku (obr. 17 a 18).
K zacykleni na oktasubstituovany SiPc vSak nedochazelo (obr. 16). Béhem reakce ziejmé
dochazi k rozkladu prekurzoru (2), coz signalizovalo Cervené zbarveni reakéni smési.

V ptipadé€ pozitivniho pribéhu reakce se zbarvuje reakéni smés do temné zelené barvy.

Z

JC— 0 — o

=n C7H15

Obr. 16 Schéma syntézy SiPc s perifernimi substituenty vazané pies atom siry
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Obr. 17 Absorpéni spektrum Pc s perifernimi
substituenty vazanymi pies atom siry (7, 17, 18)
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Obr. 18 Absorpéni spektrum Pc s perifernimi
substituenty vazanymi pies atom kysliku (14, 15, 16)

Jiny pfistup nabizi inkorporace centralniho atomu hliniku do jiz pfipraveného Pc.

Reakce vyzaduje rozpustny Pc, praci pod argonovou atmosféru, pfisn¢ bezvodé prostredi,

které zaruci stabilitu hlinikového reaktantu (trimethylaluminium). Pfipravy prekurzorii Pc (3,

4) se zamé&fily opét na substituenty vazané pies atom siry, jejichz velikost by mohla stacit pro

inhibici agregace. Substituenty neobsahovaly zdmérné jakékoliv alkylové fetézce, které mély

byt soucasti ligandu pozdéji vazaného na centralni atom hliniku (obr. 19). Tim by se

zjednodusila interpretace NMR spekter finalnich Pc, kterd neni vzdy zcela jasna. Pfipravené

ftalocyaniny (5, 6) vSak prokazaly velmi omezenou rozpustnost a byly dale nepouzitelné,

zatimco makrocyklus Pc 7 vznikly tetramerizaci slou¢eniny 1 branil agregaci spolehlivé.

R R
1,3,4 56,7 R
s R OH R
\ < > 4,6 N R
o) s ’ — =
N A ¢
\ N/ N P N
AN NS 1,7 N
R N

Obr. 19 Inkorporace centralniho atomu hliniku do jiz R R

pfipraveného Pc R
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Ackoliv se proces inkorporace atomu hliniku jevil dle dostupnych informaci
jednoduse, nepiinesl opakované ocekavany vysledek. Nutno zminit, Zze kontrolou UV-vis
spektra byla zjisténa pravdépodobna piitomnost Pc s centralnim kovem hliniku (AlPc)
Vv reakéni smési (Amax (THF) 734 nm), avSak v mnozstvi, které se nedalo izolovat. Po
odstranéni rozpoustédla za snizené¢ho tlaku doslo piekvapivé u AlPc k posunu Amax smérem
k niz§im vlnovym délkam (714 nm). Tuto zménu vysvétlujeme uskuteénénou hydrolyzou
methylové skupiny za vzniku hydroxyderivatu AlPc, ke které dochazi okamzité po kontaktu
se vzdusnou vlhkosti pfi manipulaci. Samotna hydrolyza neni negativni nebot’ hydroxyderivat
AlPc by byl ur¢ité vychozi slou¢eninou pro nasledné reakce na centralnim atomu (analogicky
jako v pfipad¢ SiPc).

Jak je patrné z predchozich odstavct, schématicky jednoduché syntézy SiPc a AlPc
provazi mnohdy néaro¢né reakéni podminky a piipadné mnozstvi produktu neni zatim
z ekonomického pohledu vyhodné. Lze vSak oc¢ekavat dalsi vyvoj v oblasti syntéz periferné a
soucasn¢ axialné substituovanych SiPc a AlPc, které nabidnou tc¢innou blokadu agregace a

dobrou produkci singletového kysliku.

NC Cl NC R
I;[ . i:[ — > 9,14, 20— 10, 16, 22
NC NC R T

cl 11, 15,21
8,13, 19

/" °
o>/'_\—©7 13 14 15 16

N
}/—Q 9] 20 21 22
0

Obr. 20 Syntéza oktasubstituovanych ftalocyaninti s centrdlnim atomem zinku a hof¢iku

5.2.2.  Syntéza oktasubstituovanych ftalocyaninii s centrdlnim atomem zinku a horciku

DalSim tématem byla pfiprava oktasubstituovanych Pc s centralnim atomem zinku a

hoi¢iku. Vybér substituentll se orientoval na struktury s funkéni skupinou, kterd by néasledné

36



byla vyuzita pro konjugaci s biosubstratem’®, pripadné umoznila rozpustnost ve vodném
prostiedi (obr. 20). Zaroven jsme chtéli srovnat produkci singletového kysliku hotfecnatych a
zineCnatych komplext ftalocyaninii a zda-li je riznymi funkénimi skupinami ovlivnéna.
Slouceniny 9, 10, 11 se odliSovaly od ostatnich Pc dobrou rozpustnosti v ethanolu (diky
snizené lipofilit¢ molekuly zpiisobené piitomnosti hydroxylovych skupin), ktery u ostatnich
Pc slouzil pfi purifikaci k odstranéni nékterych balastnich latek. Roztoky latek 10, 11, 15, 16,
21, 22 v THF maji vyraznou fluorescenci pii excitaci svétlem vlnové délky 366 nm, coz
spole¢né¢ s monomernim spektrem dokazuje pfitomnost pievazné monomert v roztoku.
Produkce singletového kysliku byla u latek s hydroxylovymi skupinami (10, 11) ptekvapive

nizka ve srovnani s Pc, jejichz periferni ¢ast zakoncuji esterové skupiny (obr. 21).

1600 -

1400 i A9

1200 11
= 1000 / x 14
é 800 = e 15
S
= 600 / + 16

+
400 / - 22
200 /
0 %./

T T T T T T (

0 20 40 60 80 100 120 140
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Obr. 21 Linearizované zavislosti rozkladu DPBF singletovym kyslikem na dobé ozatfeni. Smérnice takto
linearizovanych vztahi lze pouzit pro jednoduché srovnani u¢innosti ptipravenych Pc (viz kapitola 5.3.2.-
Meéreni produkce singletového kysliku).

Pc s esterovymi vazbami byly piivodné pfipravovany jako methylestery (z vychozich
latek 13 a 19). Jak jsme ovSem zjistili, dochdzi pfi tetramerizaci prekurzord 13 a 19 v
prostfedi bezvodého butanolu u sloucenin 14 — 16 a 20 — 22 k reesterifikaci na perifernich
substituentech. Reesterifikace vSak neni zcela kompletni a tak Ize nalézt v NMR spektrech
takto pfipravenych Pc signdly vychoziho methylesteru vii¢i butylesteru v poméru piiblizné
1:9. Ptitomnost delSich i kratSich alifatickych fetézcli ovSem nijak nenaruSuje srovnani téchto
latek mezi s sebou. Po hydrolyze esterovych vazeb a vytvoreni sodné soli na substituentech se
makrocykly Pc dobte rozpoustély ve vodé€, avSak fluorescence se ztratila. PfiCinou je ziejmé

tvorba dimert t&chto slougenin ve vodném prostiedi. Pozoruhodna byla i mensi produkce 0,
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Obr.22 Rozklad DPBF v roztocich komplexii Pc
substituovanych pies kyslik (15, 16) a siru (17, 18)

5.2.3. Viiv perifernich substituentii na agregaci

hotecnatych komplexi 11, 15 nez
odpovidajicich bezkovovych Pc 9
a 14 (obr. 21), pro kterou zatim
nezname odpovéd. Provedena
meéieni potvrdila obecné vyrazné
lepsi produkci ‘O, zine¢natymi
komplexy  Pc nez  jejich

hotfeCnatymi analogy (obr.22).

V ramci piipravy novych PS jsme se zaméfili 1 na problematiku agregace planarnich

molekul ftalocyanini a azaftalocyaninii. Vliv postranni substituce na tvorbu dimerii a na

produkei singletového kysliku byl sledovan na Pc a jeho analogu AzaPc, jejichz periferii

tvotilo osm n-oktylsulfanyl nebo tert-butylsulfanyl skupin (obr. 23) (syntéza, charakteristika a

metodika méfeni a vypoctl je obsazena v publikaci — viz Pfiloha €. 1). Pfitomnost dimert

ovliviluje vyraznym zpiisobem produkci singletového kysliku. PS v agregované formé¢ je sice

excitovan do stavu S;, ale z této energetické hladiny se vraci do zakladniho stavu Sy pfevazné

tzv. vnitini konverzi za vydani absorbované energie ve form¢ tepla. Nedochazi proto

k zativym procesim (fluorescenci) nebo ,,mezisystémovému piechodu® (ISC) a tudiz ani

k procesiim vychazejicich z tripletového stavu Ty (fosforescence, fotoprocesy typu I a Il).

NC Cl NC SR
o, —
NC Cl NC SR

|Mg Zn

-n-oktyl 17 18

tertbutyl| 23 24

Obr 23 Ptiprava Pc pro urceni vlivu postranni substituce na tvorbu dimerd.
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Vznik dimerti se projevuje vyraznym poklesem extinkénich koeficienta v oblasti Q
pasu, ktery méni sviyj tvar diky jinému UV-vis spektru pfitomnych dimert (obr. 24). Na
tvorbu dimerti mé negativni vliv vyssi teplota a nizs$i koncentrace slouc¢eniny. Dilezity je i

4 vybér rozpoustédla. Z nami zkousenych

rozpoustédel byl pro naSe meéfeni
—=— Dimer

nejvhodnéjsi  toluen.  Z experimentu
—— Monomer

vyplynulo, Ze pro dostatecnou inhibici
agregace neni tfeba piiliS§ dlouhych
alifatickych substituentd. Lepsi vysledky

inhibice agregace byly dosazeny u

e Mem™) x 10°

rozvétvené periferni substituce.
V pfimém srovnani zabranéni tvorby Pc

a AzaPc agregatl sice vitézi skupina Pc,

of _ o e kterou vSak znacné zatézuje pozorovany
600 650 700 750 800
VInova délka (nm)

rozklad makrocyklu vlivem pravého

photobleachingu (pfiblizné¢ 30-40 %
Qbr. 24 Ro%dllpa UV-vis spektra monomeru a behem 4 hodin).
dimeru slou¢eniny 17

53. PRAKTICKA CAST

BC a'H NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Mercury VxBB 300 pti 75 MHz a 300
MHz s vnitinim standardem TMS. UV-vis spektra poskytl spektrofotometr Shimadzu
UV 2401 PC. Infradervena spektra (IC) byla naméfena na spektrometru Nicolet Impact 400
v KBr tabletach (vinoéty jsou udany v cm™). Teploty tani byly stanoveny na digitalni pfistroji
pro stanovovani teplot tani Electrothermal 1A9200 a nejsou korigovany. Pii sloupcoveé
chromatografii byl pouzit silikagel Merck 60, 230-400 mesh. Kontrola prubéhu reakci a
Cistota produktii byly kontrolovany TLC na deskach Silufol UV 254 a detekovany UV
svétlem o vlnové délce 254 a 366 nm. Rozpoustédla byla pouzita ve stavu v jakém byla
komercn€ zakoupena. Bezvody butanol byl skladovan nad hoi¢ikem a potiebnd mnozstvi
nadestilovana v Case potteby. Hydrid sodny byl pouzivan ve form¢é¢ 60 % suspenze

V mineralnim oleji.
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5.3.1.  Synteticka cast

Slouceniny 2 a 12 postradaji udaj o teploté¢ tani, nebot’ se jedna pouze meziprodukty,
jejichz struktura byla potvrzena bud® NMR spektry nebo byly pouzity bez zdlouhavé
purifikace do dalSich reakci. V ptipad¢ ftalocyaninii nastaly obtize s interpretaci NMR spekter
v aromatické oblasti makrocyklli v podobé chybéjicich nebo obtizné identifikovatelnych
signal. Pfitomnost signalt perifernich substituentl, dobra rozpustnost, zbarveni roztokl a
charakteristické spektrum v UV-vis oblasti svétla nam popisuji vznik pfisluSného chromoforu
Pc. Chromatografické cisténi ftalocyaninli na koloné neni vzdy plné uspokojivé a praci
komplikuje nestalost Pc v roztocich v ptitomnosti svétla. Rozkladné produkty ftalycyanint se
objevuji pomérné rychle a negativné ovliviiuji jiz tak nizkou vytéznost syntéz.

Slouceniny 19, 20 jsou jiz popsany v literature®, ptipravy kovovych komplextu 21 a 22 jsou

provedeny stejnym postupem jako u sloucenin 15 a 16.
Ptipravy 17, 18, 23, 24 jsou popséany v Ptiloze €. 1%,

Priprava ftalocyaninatodichlorokremicitého komplexu bez perifernich substituentii

Do 5 ml bezvodého chinolinu se pod dusikovou atmosférou vpravi injekéni jehlou
0,58 g (3,44 mmol; 0,39 ml) tetrachlorsilanu, smés se zakaluje a po dosazeni ptiblizn€¢ 200 °C
se ptida 0,50 g (3,44 mmol) isoindolindiiminu. Reakce se udrzuje pii 220 °C jednu hodinu. Po
vychladnuti se vznikly Pc promyva na frit¢ methanolem, acetonem do odbarveni protékajicich
rozpoustédel, piipadné se procisti v Soxhletové extraktoru. Vysledkem je temné modra
sloucenina (75 mg) s omezenou rozpustnosti.

Ftalocyaninatodihydroxykiemicity komplex se ziska po dvouhodinovém michéni

dichlorderivatu v koncentrované kyseliné sirové”™ pii 50 °C.

Priprava a substituce na SiPc a AlPc

4,5-bis(heptylsulfanyl)ftalonitril (1)

0,426 g (17,77 mmol) hydridu sodného se suspenduje do bailky s 20 ml bezvodého DMF a
postupné se ptikapava 1,975 g (14,93 mmol) heptanthiolu. Po dokonceni vyvoje vodiku se
prisype smés 1,400 g (7,11 mmol) 4,5-dichlorftalonitrilu a 2,033 g (14,22 mmol) oxidu
méd’ného. Pak se reakéni smes intenzivné micha pii 90 °C po dobu 3 hodin pod dusikovou

atmosférou. Po ukonceni reakce se odfiltruje katalyzator, ptida se voda a vznikly precipitat se
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rozpusti v chloroformu. Odd¢lena organicka Cast se protfepe s amoniakem a po odstranéni
rozpoustédla se nanese na chromatografickou kolonu. Jako mobilni fiaze se pouzije
chloroform. Vytézek 2,51 g (91 %) jemné nazelenalych krystald, t.t. 62-63 °C. IC 3076 (arom.
C-H); 2951; 2927; 2857 (alif C-H); 2229; 2238 (CN). *H NMR (CDCls) & 7,40 (s; 2H; arom
CH); 3,01 (t; J = 7,4 Hz; 4H; CHy); 1,47 (p; J = 7,4 Hz; 4H; CH,); 1,53 — 1,41 (m; 4H; CHy);
1,40 — 1,21 (m; 12H; CH,); 0,89 (t; J = 6,9; 6H; CHs). *C NMR (CDCl3) & 144.2; 128,0;
115,7; 111,0; 32,6; 31,6; 28,8; 28,7, 28,0; 22,5; 14,0.

5,6-bis(heptylsulfanyl)isoindolin-1,3-diimin (2)

1,2 g (3,09 mmol) 4,5-bis(heptylsulfanyl)ftalonitrilu se rozpusti v 30 ml bezvodého
methanolu, pfida se methanolat sodny (6,18 mmol), ktery slouzi jako katalyzator. Smés se
probublava suchym NHj nejprve 1 hodinu pii laboratorni teploté a poté 2 hodiny pfi varu.
Methanol se odpaii za snizené¢ho tlaku a pfidanim vody vznikd precipitat, ktery se
prekrystalizuje v methanolu a vysusi v exsikatoru. Produkt ma nazelenalou barvu, vytézek byl

0,7 g (56 %). Produkt nebyl dale ¢istén a po krystalizaci byl ptimo pouzit do dalsich reakci.

4,5-bis(benzylsulfanyl)ftalonitril (3)

Postup je shodny s pfipravou slouceniny 1. 0,14 g (1,12 mmol; 0,13 ml) fenylmethanthiolu se
ptikape do suspenze 0,58 g (2,4 mmol) hydridu sodného v 6 ml bezvodého DMF, nésleduje
ptidani 0,10 g (0,51 mmol) 4,5-dichlorftalonitrilu a 0,15 g (1,02 mmol) Cu,O. Pro ¢isténi na
chromatografické koloné postaci samotny dichlormethan. Vytézek 0,132 g (71 %), t.t. 186-
188 °C. Anal. kalk. (C22H16N2S;) C 70,94; H 4,33; N 7,52; S 17,21, nalez. C 70,81; H 4,42; N
7,53; S 16,17. 'H NMR (CDCl3) § 7,42 (s; 2H; Ar-H); 7,36-7,30 (m; 10H; Ar-H); 4,22 (s; 4H;
-S-CH,). °C NMR (CDCl5) & 143,9; 141,3; 129,0; 128,9; 128,2;126,4; 115,3; 113,2; 37,5.

4,5-bis-(4-methoxyfenylsulfanyl)ftalonitril (4)

Syntéza se provadi analogicky jako v ptipadé ptipravy slouCeniny 1 za ptidani 1,63 g (11,56
mmol) (4-methoxyfenyl)methanthiolu do suspenze 0,42 g hydridu sodného v 50 mi
bezvodého DMF. Po ptidavku 1,04 g (5,26 mmol) 4,5-dichlorftalonitrilu a 1,50 g Cu,O se
smés zahiivd 2 hodiny pifi 90 °C. Vytézek 1,45 g (68 %), tt. 194 °C. Anal. kalk.
(C22H16N20,S,) C 65,32; H 3,99; N 6,93; O 7,91; S 15,85; nalez. C 65,09; H 4,02; N 6,95; O
8,13; S 14,06. 'H NMR (CDCls) & 7,49 (d; 4H; J = 8,2 Hz; Ar-H); 7,04 (d; 4H; J = 8,9 Hz;
Ar-H); 6,86 (s; 2H; Ar-H): 3,90 (s; 6H; -O-CHj). *C NMR (CDCl3) & 161,6; 144,5; 137.4;
128,7; 118,0; 116,3; 115,6; 111,0; 55,5.
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2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(benzylsulfanyl)ftalocyanin (5)

0,1 g (0,268 mmol) 4,5-bis(benzylsulfanyl)ftalonitrilu se zahtiva k varu v 10 ml bezvodého
butanolu s pridavkem 0,06 ml 1,8-diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-enu (DBU). Reakce v dusikové
atmosfére byla po 36 hodinach ukoncena. Produkt se promyva methanolem pro odstranéni
necistot a vysledkem je 0,031 g tmavé zelené pevné latky. Vzhledem k nerozpustnosti nebylo

mozné strukturu blize analyzovat.

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(4-methoxyfenylsulfanyl)ftalocyanin (6)
Stejny postup piipravy jako u latky 5 se stejnym vysledkem.

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(heptylsulfanyl)ftalocyanin (7)

0,05 g (12,86 mmol) 4,5-bis(heptylsulfanyl)ftalonitrilu se rozpusti v 6 ml bezvodého butanolu
a prida se 0,02 g (12,86 mmol) DBU. Smés se pod zpétnym chladi¢em zahtiva k varu po dobu
24 hodin. Vznikly produkt se odfiltruje, promyje methanolem a poté se precisti sloupcovou

chromatografii s chloroformovou mobilni fazi. Vytézek 0,019 g (38 %) zelené pevné latky.

UV-vis Amax (pyridin) 375; 700; 720 (nm).

4,5-bis-[4-(3-hydroxypropyl)fenoxy ftalonitril (8)

1,0 g (5,076 mmol) 4,5-dichloroftalonitrilu a 2,32 g (15,23 mmol) 4-(3-hydroxypropyl)fenolu
se michaji pfi 90 °C v 10 ml bezvodého DMSO, kazdych 5 minut se do smési pfisype 1,4 g
(10,15 mmol) vysusené¢ho K,COs3, celkem osmkrat. Po poslednim ptidani K,CO3 se reakéni
smés jeSt¢ 30 minut zahiiva. Po ochlazeni se nalije do vody s ledem, vznikld sraZenina se
odsaje a promyva nékolikrat vodou. Produkt se rozpusti v methanolu, nanese na silikagel a
pieCisti na chromatografickém sloupci za pouzZiti nejprve diethyléteru a nasledné
ethylacetatemu jako mobilni faze. Vytézek 2,0 g (78 %), t.t. 99-102 °C. IC 3483 (OH); 3043
(arom. CH); 2938:; 2862 (alif. CH); 2228 (CN). *H NMR (aceton-d6) & 7,53 (s; 2H; arom.
CH); 7,30 (d; 4H; J = 8,7 Hz; arom. CH); 7,07 (d; 4H; J = 8,7 Hz; arom.CH); 3,56 (t; 4H; J =
4,9 Hz; -CH»-0); 2,71 (t, 4H; J = 8,0 Hz; -CH,-arom.); 1,86-1,75 (m; 4H; -CH,-). **C NMR
(aceton-d6) ¢ 153,8; 152,9; 140,5; 131,1; 124,3; 120,0; 116,0; 111,4; 61,5; 35,4; 32,0.

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[4-(3-hydroxypropyl)fenoxy] ftalocyanin (9)

Po rozpusténi 0,15 g (0,35 mmol) latky 8 v 10 ml horkého bezvodého butanolu se prida 12,7

ml (1,05 mmol) DBU a reakcéni smés se se zahtiva k varu pod zpétnym chladicem po dobu 20
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hodin pod argonovou atmosférou. Produkt reakce se odcentrifuguje a zbavi neistot
promyvanim methanolem a acetonem. Vyt&zek 0,058 g (39 %). *H NMR (pyridin-d5) & 7,61-
7,46 (m; 16H; arom. CH); 7,42-7,30 (m; 16H; arom. CH); 7,20 (s; 8H; arom. CH); 6,28-5,76
(bs; 8H; -OH); 4,05-3,90 (m; 16H; O-CH,); 3,00-2,85 (m; 16H; -CH,-arom.); 2,20-2,05 (m;
16H; -CH,-). ©*C NMR (pyridin-d5) & 156,0; 154,2; 151,2; 138,2; 130,4; 118,6; 116,1; 111,5;
61,4; 35,5; 32,1. UV-vis Amax (pyridin) 345; 676; 703 (nm).

{2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[4-(3-hydroxypropyl)fenoxy] ftalocyaninato}zinecnaty — komplex
(10)

0,060 g (0,035 mmol) latky 9 se rozpusti v 8 ml bezvodého DMF, poté se pfida vysuseny
octan zine¢naty (0,032 g; 0,175 mmol) a reakce se udrzuje 2 hodiny ve varu V inertni
atmosféfe. Po ukonceni reakce se rozpoustédlo oddestiluje za snizeného tlaku a precipitat
promyvé vodou a poté ethanolem. Vyt&zek 0,045 g (72 %). *H NMR (pyridin-d5) & 7,42-7,24
(m; 32H; arom. CH); 7,10 (s; 8H; arom. CH), 6,14-6,05 (m; 8H; -OH); 4,00-3,85 (m; 16H; -
CH,-0); 2,95-2,80 (m; 16H; -CH,-arom.); 2,14-1,96 (m; 16H; -CH,-). **C NMR (pyridin-d5)
d 156,5; 153,5; 150,8; 137,9; 130,3; 118,2; 115,7; 111,2; 61,3; 35,5; 32,0. UV-ViS Amax (THF)
354; 676 (nm).

{2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[4-(3-hydroxypropyl)fenoxy]ftalocyaninato}horecnaty  komplex
11)

0,2 g aktivovaného hoi¢iku se zahtiva spolecn€ s malym krystalkem jodu v 10 ml bezvodého
butanolu po dobu pfiblizné 5 hodin pii teploté 140 °C. Ke vzniklému butanolatu hofe¢natému
se pfisype 0,15 g (0,35 mmol) latky 8 a zahfivani k varu pokracuje dalsi 4 hodiny. Po
vychladnuti smési se butanolat rozpusti ve ziedéné kyselin€ octoveé, produkt se odfiltruje

a nasleduje Cisténi na chromatografické kolon€ nejprve samotnym DCM a poté soustavou
DCM/methanol (8:1). Vytézek 0,049 g (32 %) temné zeleného Pc dobfe rozpustného
v pyridinu, ale i v ethanolu. 'H NMR (pyridin-d5) & 7,36-7,24 (m; 16H; arom. CH); 7,22-7,14
(m; 16H; arom. CH); 6,27-5,84 (bs; 8H; OH); 3,95-3,75 (m; 16H; O-CH,); 2,92-2,70 (m;
16H; -CH,-arom.); 2,11-1,88 (m; 16H; -CH,-). *C NMR (pyridin-d5) & 156,6; 154,1; 150,8;
137,7; 130,5; 118,1; 116,0; 112,1, 61,3; 35,5; 31,9. UV-Vis Amax (pyridin) 358; 682 (nm).
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Methylester kyseliny 3-(4-hydroxyfenyl)propanové (12)

3,2 g (27 mmol) chloridu thionylu se prikape do 2 ml bezvodého methanolu, reakéni smés se
udrzuje na teploté¢ 0 °C, doplni se odpatfeny methanol a reakce se necha hodinu michat pfi
laboratorni teploté. Pfida se 3,0 g (18 mmol) kyseliny 3-(4-hydroxyfenyl)propanové
rozpusténé v bezvodém methanolu, smés se micha 30 minut, poté se zneutralizuje roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného a extrahuje do chloroformu. Vytézek 3,24 g (99 %) lehce
nazloutlych krystali. 'H NMR (CDCl3) 6 7,04 (d; 2H; J = 8,4 Hz; arom. H); 6,75 (d; 2H; J =
8,2 Hz; arom. H); 5,60 (bs; 1H; OH); 3,68 (s; 3H; CH3); 2,88 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CHy,); 2,60 (t;
2H; J = 7,5 Hz; CH,). *C NMR (CDCls) & 173.,9; 154,1; 132.,3; 129,4; 115,3; 51,8; 36,0;
30,0.

Methylester kyseliny 3-(4-{4,5-dikyano-2-[4-(2-methoxykarbonylethyl)fenoxy]fenoxy}fenyl)
propanové (13)

0,82 g (4,16 mmol) 4,5-dichlorftalonitrilu a 3,00 g (16,65 mmol) slouceniny 12 se rozpusti
v 10 ml bezvodého DMSO a micha pii 90 °C, po rozpusténi se pridava bezvody uhlicitan
draselny 0,68 g (5,55 mmol) po 5 minutich, celkem osmkrat. Po zreagovani smési (po 30
minutach) se produkt nalije na ledovou tist. VysraZzena smés se rozpusti v chloroformu a
protiepe s vodou. Organicka frakce se precisti sloupcovou chromatografii smési rozpoustédel
benzin/diethylether (1:1). Vytézek 1,81 g (90 %) bezbarvych krystalt, t.t. 134,5-135,5 °C.
Anal. kalk. (C2sH24N206) C 69,41; H 4,99; N 5,78; nalezeno C 69,40; H 5,23; N 5,84. IC
3039 (arom. C-H); 2949 (alif C-H); 2229 (CN); 1731 (ester C=0). *H NMR (CDCl3) & 7,43 —
7,39 (m; 6H; arom. CH); 7,15 (d; J = 8,1 Hz; 4H; arom. CH); 3,82 (s; 6H; CH3); 3,13 (t; J =
7,7 Hz; 4H; CH,); 2,80 (t; J = 7,7 Hz; 4H; CH,). *C NMR (CDCls) § 173,0; 152,3; 152,0;
138,4; 130,4; 121,5; 120,1; 115,0; 110,1; 51,7; 35,5; 30,2.

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[4-(2-butoxykarbonylethyl)fenoxy]ftalocyanin (14)

0,50 g (1,03 mmol) prekurzoru 13 se za horka rozpusti v 50 ml bezvodého butanolu, piida se
0,47 g (3,09 mmol) DBU a smés se zahiivd pod zpétnym chladicem po dobu 48 hodin.
Vznika suspenze, kterd se odfiltruje a promyje methanolem. Produkt se na sloupci precisti
chloroformem. Vytézek 0,38 g (64,8 %) tmavé zelenych krystalki. *H NMR (CDCl3) & 8,58
(bs; 8H; arom. CH); 7,37 — 7,11 (m; 32H; arom. CH); 4,12 (t; J = 6,5 Hz; 16H; O-CH,); 3,71
(s; 3H; CH3); 2,95 (t; J =7,6 Hz; 16H; CHy); 2,64 (t; J = 8,0 Hz; 16H; CHy); 1,69 — 1,57 (m;
16H; CH,); 1,47 - 1,31 (m; 16H; CH,); 0,93 (t; J = 7,4 Hz; 24H; CHs). *C NMR (CDCls) &
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173,0; 155,7; 150,5; 148,0; 135,7; 132,0; 129,6; 118,3; 114,3; 64,4; 51,6; 36,0; 30,7; 30,3;
19,1; 13,7. UV-vis Amax (pyridin) 344; 675; 702 (nm).

{2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[4-(2-butoxykarbonylethyl)fenoxy]ftalocyaninato } horecnaty
komplex(15)

Stejné jako u latky 11 se reakce zah4ji tvorbou butanolatu hotec¢natého, pro ktery se pouzije
0,25 g (10,30 mmol) kovového hot¢iku a jod. Po ptidavku 0,50 g (1,03 mmol) slouceniny 13
se smes refluxuje 2 hodiny. Vznikla suspenze se odstiedi na centrifuze, promyje methanolem,
acetonem a ziedénou kyselinou octovou. Produkt se ptecisti na sloupci pomoci chloroformu
jako mobilni faze. Vyt&zkem bylo 0,17 g (29 %) tmavé zelenych krystalt. *H NMR (CDCl3) &
9,37 — 9,01 (m; 8H; arom. CH); 7,93 — 6,81 (m; 32H; arom. CH); 4,32 — 3,95 (m; 16H; O-
CHy); 3,19 (s; 3H; CHj3); 3,10 — 2,80 (m; 16H; CH,); 2,78 — 2,46 (m; 16H; CH,); 1,73 — 1,48
(m; 16H; CH,); 1,48 - 1,16 (m; 16H; CH,); 1,02 — 0,64 (m; 24H; CHs). *C NMR (CDCls) &
173,0; 156,2; 150,0; 135,2; 132,2; 129,5; 117,8; 114,5; 64,4; 36,1, 30,7; 30,3; 19,1; 13,7. UV-
vis Amax (pyridin) 358; 682 (nm).

{2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis[4-(2-butoxykarbonylethyl)fenoxy]ftalocyaninato }zinecnaty
komplex (16)

0,050 g (21,4 mmol) slouceniny 14 a 0,004 g (21,4 mmol) octanu zinecnatého se zahtivaji
kvaru ve smési rozpoustédel toluen/DMF (3:2) pfiblizné 2 hodiny. Poté se odpafi
rozpoustédla za snizeného tlaku. Produkt se piecisti na sloupci pomoci chloroformu jako
mobilni faze. Bylo ziskano 0,045 g (89 %) tmavé modré slouceniny. *H NMR (CDCl3) § 9,82
— 8,03 (m; 8H; arom. CH); 8,03 — 6,38 (m; 32H; arom. CH); 4,23 — 3,75 (m; 16H; O-CHy);
3,17 (s; 3H; CHy); 3,07 2,63 (m; 16H; CHy); 2,63 - 2,09 (m; 16H; CHy); 1,76 — 1,42 (m;
16H; CH,); 1,42 — 1,00 (m; 16H; CH,); 1,00 — 0,55 (m; 24H; CH3). **C NMR (CDCls) &
172,9; 156,2; 149,9; 135,2; 129,3; 117,8; 113,8; 64,3; 51,0; 36,1; 30,7; 30,6; 19,1; 13,7. UV-
vis Amax (pyridin) 354; 682 (nm).

{2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)ftalocyaninato }horecnaty komplex (17)
{2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)ftalocyaninato}zinecnaty komplex (18)
{2,3,9,10,16,17,23,24- oktakis(tert-butylsulfanyl)ftalocyaninato }horecnaty komplex (23)
{2,3,9,10,16,17,23,24- oktakis(tert-butylsulfanyl)ftalocyaninato }zinecnaty komplex (24)
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5.3.2.  Méreni produkce singletového kysliku

Produkce singletového kysliku byla méfena chemickou metodou s DPBF jako
akceptorem. Vznikajici singletovy kyslik okamzité reaguje s piitomnym DPBF a rozklada ho.
Ubytek DPBF se stanovi jako pokles absorbance pii 417 nm (absorpéni maximum DPBF).
Pro odfiltrovani niz§ich vlnovych délek jsme pouzili Hoya-G filtr, ktery odstranil ze spektra
svétlo pod 520 nm. DPBF tudiz neabsorbuje zadné elektromagnetické vinéni a nedochazi
k jeho fotodestrukci bez ptitomnosti PS. Na druhou stranu je transmitance filtru od 580 nm
konstantni a dosahuje takika 100 % hodnot, coz umoznuje aktivaci PS v oblasti jeho Q-
pésu87.

Vlastni méfeni probiha z vétsi ¢asti ve tmé, aby nedochazelo k ovlivnéni vysledki po
ozateni méfeného roztoku svétlem v laboratofi. Pfipravi se roztok Pc v pyridinu o pfesné
koncentraci 100 uM, ktery se tésné pted pouzitim ziedi na 2 uM (roztok A). Dale se piipravi
roztok DPBF v pyridinu o pfesné koncentraci 100 uM (roztok B), coZz je dvojnasobna
koncentrace nez bude v méteném roztoku. Ptipraveny roztok B je nutné uchovavat ve tmé. Ve
tm¢ se smisi ekvivalentni dily pfipraveného roztoku A a B, aby vznikl roztok v dostatecném
mnozstvi pro vSechna méteni daného PS (roztok C). Také tento roztok je nutno uchovavat
disledné ve tmé (konc. Pc 1 uM; konc. DPBF 50 uM v méfeném roztoku).

Opét ve tmé se prevedou 3,5 ml pfipravené¢ho roztoku C do sklenéné zkumavky
s magnetickym michadlem. Zkumavka se vlozi do temného boxu opatfeného magnetickou
michackou a otvorem s filtrem a piikryje neprisvitnym krytem. Poté se stanovovany roztok
ozatuje pres filtr ze zdroje svétla (halogenova lampa OSRAM 200W) po zvolenou dobu. Po
ukonceni ozarovani se roztok ve tmé pfevede do kyvety a zméii se jeho absorbance pii 417
nm. Méfeni se opakuje s novymi 3,5 ml roztoku C pro dal$i ozafovaci doby. Méfeni se
provadéji prevazné pro Casy 30 s, 60 s, 90 s, 120 s, 240 s a 360 s, ale ozafovaci doby lze
modifikovat dle rychlosti rozkladu DPBF fotosensitizérem. Z hodnot absorbanci pii 417 nm
pro jednotliva méfeni poté dostavame hodnoty A4 *t. Pfi 417 nm je nutno zmé&fit také absorbanci
roztoku C bez ozafeni (hodnota 4 p) a hodnotu absorbance roztoku A o polovi¢ni koncentraci

(A*"55). Hodnoty Ag a A; nezatizené chybou absorbance PS pfi 417 nm obdrime z rovnic:
Ao=A'o- Aps A=A - A

Vysledky Ize zpracovat do grafti dvéma zdkladnimi zptsoby.
Jednou z moznosti je zakreslit zavislost procentualniho mnozstvi zbylého DPBF v roztoku

na ozafovaci dobé t (zavislost 100*A;/ Ag na t).
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Druhou moznosti je linearizovat zavislost na ozafovaci dob¢ vztahem log(Ag / Ay).
Smérnice K takto linearizovanych vztaht lze poté pouzit k pfimému srovnani jednotlivych
latek mezi sebou. Tato metoda je pouze komparativni a k vyjadieni absolutni hodnoty ®, by

bylo potieba porovnat latky s vhodnym standardem o znamé hodnoté ®, v pyridinu.

6. SOUHRN

V pribéhu prace se mi podafilo pfipravit nékolik sloucenin ftalocyaninové struktury a
zmeéfit jejich produkci singletového kysliku. Pfiprava Pc obecné neni nikterak slozita,
komplikace vSak nastavaly az pozdé&ji pfi ziskavani chemicky Cistého produktu, jenz je zndm
svou vnitini nestabilitou na svétle a agregaci svych molekul v koncentrovanéjSich roztocich.
Casta nizka vytéznost reakci znamenala praci s omezenym mnozstvim sloudenin, které také
ovlivnilo dalsi rozhodovani o sméru syntéz. Celou praci se tdhne snaha o vytvotreni novych Pc
s vhodnymi funkénimi skupinami pro konjugaci s biomolekulami.

Prvni experimenty se odehraly ve skupiné kiemicitych komplexti Pc, kde se pies veskeré
usili nepodatily syntézy axialné substituovanych SiPc bez periferni substituce. Jes§t¢ hif
dopadly pokusy o ptipravu SiPc periferné¢ obohacené¢ho o substituenty vdzané pies atom siry.
Pozorovany rozklad reaktantli znamenal opusténi tohoto sméru. Jinou metodou jsem se snazil
umistit centralni atom hliniku do jiz ptipraveného Pc skeletu s periferni substituci zajist'ujici
snadnou rozpustnost, ne v§echny zvolené substituenty vSak vyhovovaly (5, 6). Ac¢koliv zamér
nebyl po nékolika pokusech docilen, z prib¢hu reakce bylo zfejmé, Ze lze v této metodé
spatfit moznou ptipravu hlinitych komplexti Pc, avSak az po dal§im propracovani postupu.

Po sérii netspéchll s centralnimi atomy hliniku a kiemiku jsme obratili pozornost na
atomy zinku a hoi¢iku. Syntézy jsou propracované a reakéni podminky mirnéj8i v srovnani
pfedchozimi reakcemi. V piipravach jsme se zabyvali vlivem periferni substituce na posun Q
pasu, produkci 10, a agregaci. Téz funk¢ni skupiny na periferii mély umoznit rozpustnost ve
vodg, kterd byla poZzadovana pro testovani na bunkéach.

Ptipravy rozpustnych ZnPc a MgPc, u nichZ jsou postranni substituenty napojeny pies
atom kysliku, probihaly ve srovnani s SiPc mnohem lépe. Objemné substituce umoznily
zadouci rozpustnost v organickych rozpoustédlech, ve ktery maji tyto Pc vyraznou
fluorescenci pii vinové délce 366 nm. V pyridinu byla pak zmétena jejich schopnost produkce
singletového kysliku chemickou metodou rozkladu DPBF, pii které se potvrdila dilezitost

pfitomnych centralnich kovii. Vysokd produkce 'O, zinenatych komplexii Pc dvakrat
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pievySovala hofecnaté analogy ve vSech uskute¢nénych métenich. Dalsi postup na vytycené
trase zastavila néslednd solubilizace Pc ve vodé, ve které zcela vymizela charakteristicka
fluorescence Pc makrocyklii. Soucasné i velmi nizkd produkce singletového kysliku u
oktahydroxylového Pc (9, 10, 11) znamenala zménu v planovani biodistribuce (smér
k distribuci Pc v liposdémech — experimenty v souc¢asné dobé probihaji). Pti sledovani vlivu
postranni substituce na agregaci Pc a AzaPc ve skupiné nearomatickych substituentd (n-oktyl
vs. tert-butyl) se ukdzala vyhodnéjsi substituce rozvétvenym kratkym substituentem ve

srovnani s dlouhym alifatickym fetézcem™.
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7. SUMMARY

During the dissertation | have managed to prepare various compounds of phthalocyanine
(Pc) structures and measure their production of singlet oxygen. The synthesis of Pc is not
overly problematic, however complications arise during purification. Phthalocyanines are
known for their instability in visible light spectrum and their aggregation in more
concentrated solutions. The singlet oxygen quantum yield is usually low at the aggregates,
thus further work is limited. The aim of my work was to create new Pcs with both increased
solubility and functional groups suitable for conjugation with biomolecules.

First experiments were performed with silicon complex of Pc (SiPc). However, synthesis
of axialy substituted SiPc was not successful. Similar compounds with peripheral
alkylsulphanyl substitution were also not obtained. These compounds disintegrated during
synthesis. Another method that | have tried to insert a central aluminium atom into a Pc
platform that was soluble into common organic solvents. Not all peripheral substituents were
suitable (5, 6). Even by this method I haven’t achieved satisfactory reactions yields.

We have then turned our attention to zinc and magnesium complexes of Pc (ZnPc, MgPc).
These synthesis methods are already known. Their reaction conditions are less aggressive. We
have studied the influence of subtituent on shift in Q band, the production of singlet oxygen
and aggregation. Periferal substitution should ensure water solubility, required for cell testing.
Preparation of compounds with peripheral sulphur bound substituents resulted in better
quantum yields. The singlet oxygen quantum yield (®,) was measured by the method of
decomposition of DPBF in pyridine. The singlet oxygen production of ZnPc was twice as
high as that of MgPc. The solution of (9, 10, 11) resulted in very low quantum yield. During
the studies of peripheral substituent influence on prevention of aggregation and increase of the

solubility the bulky substituents were found more effective than the long aliphatic chains.
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