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1 ABSTRAKT
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Kandidat Mgr. Veronika Krepsova

Skolitel PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.

Nazev rigorozni prace Ptiprava a studium spektralnich a fotofyzikalnich vlastnosti nového ve

vodé rozpustného azaftalocyaninu nesouciho cukerné jednotky na periferii

Azaftalocyaniny (AzaPc), aza-analogy ftalocyanint, jsou makrocyklické molekuly s rozsahlym
systémem konjugovanych vazeb se zajimavymi spektralnimi a fotofyzikalnimi vlastnostmi vyuzitelnymi
Vv oblasti fotodynamické terapii. Dulezitou podminkou pro jejich vyuziti v této aplikaci je zajistit
rozpustnost ve vodném prostfedi, aniz by se ztratila jejich fotodynamické aktivita. Rozpustnosti ve vodé
lze dosahnout zavedenim hydrofilnich substituenti na periferii makrocyklu. Hydrofilni substituenty

mohou byt nabité (anionické, kationické) nebo nenabité (nesouci napt. hydroxyl).

Cilem této rigordézni prace bylo pfipravit a studovat vlastnosti ve vod¢ rozpustného AzaPc
nesouciho na periferii nenabité substituenty, konkrétné cukerné jednotky, ¢imz lze ziskat AzaPc s 32
hydroxylovymi skupinami na periferii. Jako centralni kation byl zvolen zine¢naty kationt, protoze

zinecnaté komplexy AzaPc jsou stabilni a zarucuji vyhodné fotofyzikalni vlastnosti.

Nejprve byla podle publikovanych postupt piipravena 6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza
chranénd isopropylidenovymi substituenty. Ta nasledné¢ poskytla nukleofilni substituci s 5,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilem pozadovany prekurzor. Tento prekurzor byl cyklotetramerizovan
pomoci templatové metody s octanem zinenatym v bezvodém dimethylformamidu. Poslednim krokem

prace byla deprotekce chranicich skupin na cukernych jednotkach v siln€ kyselém prostiedi.

Pripravené AzaPc byly studovany z hlediska spektralnich a fotofyzikalnich vlastnosti.



2 ABSTRACT
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Title of Rigorous Thesis Synthesis and Study of Spectral and Photophysical Properties of a New
Water-soluble Azaphthalocyanine Bearing Saccharide Units on the Periphery

Azaphthalocyanines (AzaPc), the aza-analogues of phthalocyanines are macrocyclic compounds
with large conjugated system giving them interesting spectral and photophysical properties useable in
photodynamic therapy. An important condition for their use in this application is to provide solubility in
an aqueous medium without losing their photodynamic activity. Water solubility can be achieved by the
introduction of hydrophilic substituents on the periphery of the macrocycle. Hydrophilic substituents may

be charged (anionic, cationic) or uncharged (e.g. hydroxyl-bearing).

The aim of this thesis was to prepare and to study the properties of the water-soluble AzaPc
bearing uncharged substituents on periphery, concretely saccharide unit, leading to AzaPc with 32
hydroxyl groups on the periphery. Zinc was chosen as the central metal because the zinc AzaPc are stable

and responsible for good photophysical properties.

Isopropylidene protected 6-deoxy-6-thio-D-galactopyranose was prepared according to published
procedure in the first part of this work. It subsequently provided desired precursor by nucleophilic
substitution with 5,6-dichloropyrazine-2,3-dicarbonitrile. This precursor was cyclotetramerized using
template method with zinc acetate in anhydrous dimethylformamide. The last step of this thesis was

deprotection of the protecting groups on the saccharide units under highly acidic conditions.

Prepared AzaPcs were studied in terms of spectral and photophysical properties.



3 Seznam zkratek

ALA kyselina aminolevulova, z angl. “aminolevulinic acid*
AzaPc azaftalocyanin, z angl. “azaphthalocyanine*

DMAE dimethylaminoethanol

DMF dimethylformamid

DPBF 1,3-difenylisobenzofuran

HpD derivat hematoporfyrinu, z angl. “hematoporphyrin derivate”
Pc ftalocyanin, z angl. “phthalocyanine”

PDT fotodynamicka terapie, z angl. “photodynamic therapy*
PS fotosensitizer, z angl. “ photosensitiser

TFA trifluoroctova kyselina, z angl. “trifluoroacetic acid”
THF tetrahydrofuran



4 Cil prace

Dulezitou podminkou pro ucinnou fotodynamickou terapii (PDT) je, aby se fotosenitizéry daly
podat do organismu. Protoze se organismus skladd pfevazné z vodného prostiedi, je snaha pfipravit
fotosensitizéry ve vodé rozpustné, aniz by se ztratila jejich fotodynamicka aktivita. Rozpustnosti ve vodé
1ze dosdhnout zavedenim hydrofilnich substituentii na periferii makrocyklu. Hydrofilni substituenty

mohou byt nabité (anionické, kationické) nebo nenabité (nesouci napt. hydroxyl).

Nase pracovni skupina se zabyva pfipravou aza-analogt ftalocyanint, jako latek vyuzitelnych pro
PDT. Byly jiz pfipraveny ve vodé rozpustné azaftalocyaniny (AzaPc) s nabitymi hydrofilnimi
substituenty na periferii, proto bylo mym cilem pfipravit a studovat vlastnosti ve vodé rozpustného AzaPc

nesouciho na periferii nenabité substituenty.

Byla navrzena struktura pozadovaného produktu (Obr. 1). Jako nenabité hydrofilni substituenty
byly zvoleny cukerné jednotky, protoZe lze timto zplisobem zavést na periferii az 32 OH skupin. Periferni
spojovacim heteroatomem byla zvolena sira, protoZe nehydrolyzovatelné spojeni pies siru, by mélo byt,
vice stabilnéjsi v biologickém prostiedi. UV/VIS spektralni vlastnosti alkylsulfanylovych AzaPc jsou
navic vyhodnéjsi ve srovnéani s odpovidajicimi alkoxy derivaty. Kvantové vytézky singletového kysliku
jsou obvykle vyssi u alkylsulfanylovych derivatd. Chelatovany zine¢naty kationt je v centru molekuly
vazéan pevnéji neZ napi. hofecnaty, a proto je v kyselém prostiedi stabilngj$i. Zine¢naty kation by mél

zéaroven zaruCit vysokou fotodynamickou aktivitu finalni molekuly.

Pipravené AzaPc budou studovany z hlediska spektralnich a fotofyzikalnich vlastnosti.

ﬁ@
ﬁ{f?@
Qﬁ%%@ﬁ

N7

nenabity hydrofilni substituent

Obr. 1: Schéma zamysleného ve vodé rozpustného AzaPc nesouciho cukerné jednotky na periferii



5 Teoreticka Cast

5.1 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (z angl. ,,photodynamic therapy*, PDT) je klinicky schvalend, minimalné
invazivni 1é&ebna metoda, ktera ma selektivni cytotoxickou aktivitu na maligni buiiky®. PDT je vyvijena
k 1é¢b¢ rakoviny jicnuz, prﬁduéek?’ a moc¢ového méch}'ffe4, stejné tak 1 k neonkologickym aplikacim jako
je 1lécba vékem podminéné makuldrni degeneraceS. Tato metoda se skladd ze tii nezbytnych slozek:
fotosensitizer (z angl. ,,photosensitiser PS), svétlo a kyslik*. Samostatn& neni 7adn4 slozka toxick4, ale
spole¢n¢ zahajuji fotochemickou reakcei, kterd vede k tvorbé vysoce reaktivniho produktu ozna¢ovaného
jako singletovy kyslik (*Oz). Ten mize zpisobit vyraznou toxicitu vedouci k bundéné smrti
prostiednictvim apoptdézy nebo nekrozy. Protinddorové ucinky PDT odvozujeme ze tii vzajemné
propojenych mechanismii: ptimé cytotoxické ucinky na nadorové buiiky, poSkozeni cévniho zasobeni
nadoru a zahajeni silné zanétlivé reakce, které vede k aktivaci imunitniho systému. Relativni podil téchto
mechanisml do zna¢né miry zéalezi na typu a davce pouZitého PS, ¢asu mezi podanim PS a svételnou

expozici a na celkové davce svétla.

5.1.1 Zdkladni sloZky PDT

Fotodynamicka terapie je dvoustupniovy proces. Nejprve je do organismu podan fotosezitizer a
nasledné je nadorové lozisko ozateno svétlem vhodné vinové délky (Obr. 2). To mlze byt doruceno

prakticky do jakéhokoliv organu v té€le pomoci flexibilnich optickych pfistroja.

S%/\«/—\4’9

Aplikace PS Akumulace PS v nadoru

PDT

Distribuce PS v organismu

Obr. 2: Princip fotodynamické terapie
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Selektivita PDT je dana schopnosti PS lokalizovat se v neoplastickych 1ézich a v pfesné dodavce
svétla na pozadované misto. Paradoxné tato vysoka selektivita je jednim ze soucasnych omezeni 1éCby,
protoze léCba je neuCinna na metastazujici 1éze, které jsou nejcastéjs$i pfiCinou smrti u pacientl
s rakovinou. Vyzkum je nyni zaméfen na hledani optimalnich podminek PDT, aby mohl byt tento

problém alespon do urcité miry odstranén.

PDT lze pouzit pred nebo po chemoterapii, radioterapii nebo operaci, aniz by byly tyto 1é¢ebné
postupy ohrozeny. Zadny z klinicky schvélenych PS se nehromadi v bundéném jadfe, proto nedochazi
k poskozeni DNA a krozvoji rezistentnich kloni. Navic se zde nevyskytuji nezadouci ucinky
chemoterapie a ozafovani. Radiorezistence a chemorezistence nemaji vliv na u¢innost PDT. UZzasné
kosmetické vysledky délaji PDT vhodnou pro pacienty s koznimi nadory. Pfi 1é¢b¢ je pojivova tkan
chranéna a k fibroze dochdzi minimalné, proto vSechny organy podléhajici PDT si zachovavaji funkéni
anatomii a mechanickou integritu. Vybrani pacienti s neoperovatelnymi nadory, ktefi vycerpali jiné
1écebné postupy, mohou dosahnout zlepSeni kvality zivota prostfednictvim PDT. N&které postupy mohou
byt provedeny ambulantné, coz snizuje naklady na 1écbu a také je to pfijemnéjs$i volba pro pacienty.
Jediné nezadouci ucinky se tykaji bolestivosti pti nékterych vykonech a dlouhodoba kozni fotosensibilita,

ktera miZe byt obchazena pouZzitim novéjsich latek.

Fotosensitizer

Vétsina PSs, pouzivanych v 1é¢bé nadort, maji tetrapyrrolovou strukturu podobnou porfyrinu
obsazeném v hemoglobinu. Idedlni PS by méla byt ¢ista slouc¢enina poskytujici kvalitni analyzu s nizkymi
vyrobnimi ndklady a dobrou stabilitou pii skladovani. Absorpéni maximum by mélo byt mezi
600 - 800 nm, protoze absorpce fotonu s vinovou délkou vétsi nez 800 nm neposkytuje dostateCnou
energii potfebnou k excitaci kysliku do jeho singletového stavu a tvorbé reaktivniho singletového
kysliku®. Interval mezi podanim lé&iva a ozafenim je obvykle dlouhy, aby PS mél dostateény Gas na
koncentraci z normalnich zdravych tkani do mista nadoru. Nékteré zpravy nyni naznacuji, Ze nadorova
odpovéd’ muze byt né€kdy lepsi, kdyz je svétlo dopravovano v kratkych intervalech, kdy PS je jesté

piitomen v krevnich cévach a dochazi tak k cévnimu poskozeni’.

V soucasné dob& miizeme PS rozdélit do tii generaci. Prvni zahrnuje smés porfyrint, které
absorbuji v nizkych vinovych délkach (Amax ~ 630 nm), coZ zptisobuje zhorSeny prunik svétla tkanémi a
nizké extink¢éni koeficienty (¢ ~ 2000 M'lcm'l). Prvnim klinicky pouzivanym PS pro 1é¢bu nadori byla
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ve vod¢ rozpustnd smés porfyrinii zvana jako HpD (z angl. ,,hematoporphyrin derivate) (Obr. 3). Tato
smés po vycisténi poskytla porfimer sodny, pozdéji zndmy pod nazvem Photofrin. I kdyz je Photofrin
stale Siroce pouzivanym, ma zna¢né nevyhody zahrnujici dlouhotrvajici kozni fotosenzitivitu, relativné
nizkou vinovou délku vhodnou pro aktivaci (630 nm) a velmi nizky extink¢ni koeficient pifi tomto
maximu®. Proto je i doba 1é¢by relativng dlouha. Lécba probihé tak, Ze se aplikuje HpD do cévniho
reCisté a rychle se ozafi svétlem, coz upiednostiuje cévni poskozeni. 48 hod po infuzi se lécCivo
koncentruje v rychle proliferujicich tkanich jako je nador a v mensi mife i v kizi. HpD ztstava v tkanich
po dobu 4-6 tydni, coz zpusobuje dlouhodobou fotosenzitivitu. Osvétleni je bezbolestné a umoziuje
jednoduchou ambulantni 1é¢bu. V mnoha zemich byl schvalen pro 1écbu rakoviny mocového méchyte,

kiize, plic a jicnu®.

HOOC HOOC

HOOC @) HO

OH
Priklad ¢asti HpD
COOH

COOH

Obr. 3: Priklad ¢asti HpD

Druha generace sloucenin jsou jiz chemicky definované slouceniny s absorpci ve vyssich
vinovych délkach (Amax ~ 700 nm). Bylo navrzeno nékolik set potencialné vhodnych sloucenin v 1écbé
nadort. Nejperspektivnéjsi PS, které byly klinicky pouzity at’ uz schvéalené nebo ve studiich shrnuje
tabulka'® (Tabulka 1). Mezi PS jejichz zakladem je porfyrin patii kyselina aminolevulova
(z angl. ,,aminolevulinic acid“ ALA), ktera je proléCivem a ucinna forma PS protoporfyrin 1X vznika

enzymatickou pfeménou in vivo'. Methylester ALA ma zvySenou lipofilitu a 1épe pronika do hlubsich
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vrstev tkani'?. Chlorinovy zéklad maji Talaporfin, Temoporfin a Verteporfin (Obr. 4). A&koliv jejich
spektroskopické vlastnosti se zdaji mnohem lepsi, problémem je cilend distribuce v téle a jejich
farmakokinetické vlastnosti. Proto byla vyvinuta tieti generace, ve které PS druhé generace je kovalentné

napojen na nékteré biomolekuly nebo prenasece, které ovliviiuji vyse zminéné charakteristiky™.

= OH

OH
HOR80c
HN™ O
\)\ HOOC COOCH3
HO
HOOC COOH Verteporfin
Temoporfin
Talaporfin

Obr. 4: Chemicka struktura Talaporfinu, Temopofrinu, Verteporfinu

Fotosenzitiser Chem. Q pas [nm] | Terapeutické vyuZiti
struktura

Porfimer sodny HPF Porfyrin 630 Rakovina plic, jicnu, mo¢ového méchyie, délozniho ¢ipku
Kys. aminolevulenova ALA | Porfyrin 635 Rakovina kize, mo¢ového méchyie, mozku, jicnu
ALA estery Porfyrin 635 Rakovina kuze, mo¢ového méchyie
Temopofrin Chlorin 652 Rakovina v oblasti hlavy a krku, plic, mozku, ktize
Verteporfin Chlorin 690 Vékem podminéna makularni degenerace
Talapofrin Chlorin 660 Rakovina jater, stfeva, mozku

Tabulka 1: Seznam pouzivanych fotosenzitizerd v praxi
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Svételné zdroje

Jednou ze zakladnich slozek PDT je svétlo, zvlasté jeho vinova délka vhodna pro aktivaci PS.
Svétlo nizsich vinovych délek (modré svétlo) pronika minimalné skrz tkan¢€ a dochazi k jeho pohlcovani
endogennimi chromofory, jako je napf. hemoglobin. Zatimco svétlo vysSich vinovych délek (Cervené a
infraervené svétlo; A > 630 nm) pronika daleko hloubéji do tkani od 1-3 mm (pii 630 nm) az do 2-6 mm
(700-850 nm) (Obr. 5). Oblast mezi 600-1200 nm je Casto nazyvana optickym oknem tkané. Nicméné
svétlo nad 800 nm nemiize u&inné vytvaiet 'O,, protoze delsi vinové délky nemaji dostate¢nou energii na

to, aby zah4jily fotodynamickou reakei®® .

Jediny zdroj svétla neni idealni pro vSechny indikace PDT. Volba svételného zdroje by proto méla
byt zalozena na absorpci PS, druhu nadoru (lokalizace, velikost, ptfistupnost a charakteristika tkang) a
s ohledem na naklady™. Pro PDT lIze pouzit dva svételné zdroje — laserové a barvivové'®. Oba vykazuiji
podobnou ucinnost. Vyhodné se vSak jevi diodové lasery, které jsou malé, nikladové efektivni,
jednoduché na instalaci a maji relativn¢ dlouhou Zivotnost. Tyto lasery jsou specidlné navrzeny pro PDT.
Svétlo emitujici diody (LED) jsou alternativni svételné zdroje s relativné uzkymi spektralnimi pasy a
vysokou ,.fluence rate«!” '8, Lasery mohou byt spojeny do vlaken s rozptylovymi hroty k 16&b& nadort
mocového méchyie a zazivaciho traktu. Komeréné dostupné jsou také nafukovaci balonky, které jsou

Z vnitini strany pokryty vysoce rozptylovym materidlem a vytvoreny tak, aby se vydali do orgénulg.

1 s0-150 um
1 mm
‘~2mm

10 mm

Obr. 5: Priinik svétla tkainémi — Sipky znazornuji svételny paprsek
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6 Metodicka cast

Jednim z omezeni PDT v 1écbé rakoviny je obvykle nedostatecna selektivita fotosenzitizert
Z hlediska bunééné lokalizace a cytotoxicity. Idedln¢ by se po podani PS do organismu mél PS selektivné
akumulovat do nadorové tkané a mél by se minimalné¢ nebo vibec vychytavat ve zdravych tkanich.
Bohuzel vétSina PSs se neselektivné akumuluje nejen v nadorové tkani, ale i v normalnich zdravych
buiikach. Tato selektivita akumulovat se v nadorové tkani zavisi na druhu PS?. Dnesni vyzkum je
zaméfen na nalezeni idedlniho selektivniho PS bez ztraty Gi¢innosti. Jednim z postupi, jak této selektivity

docilit, je konjugace sacharidii na makrocykl porfyrinu?! %

. Nadorové tkané€ maji totiz vyssi energetickou
potfebu vlivem rychlého ristu tkdné, a proto jsou zde vice exprimovany cukerné receptory. Timto

zptisobem by mohly byt specificky vychytavany molekuly PS nesouci cukerné jednotky ve své struktute.

Od prvni publikace syntézy sacharidem substituovaného Pc (Obr. 6) z roku 1989% se objevilo
pouze nékolik podobnych publikaci. ZvySeny zajem o syntézu téchto sloucenin se objevuje aZz nyni,
protoze se jevi jako perspektivni slouceniny pro vyuziti v PDT. Vétsina z téchto konjugati je symetricky
substituovand, obvykle Ctyfmi sacharidovymi jednotkami a jen malo znich je asymetrickych.

Sacharidova jednotka muze byt pfipojena na ftalocyanin bud’ glykosidickou vazbou, nebo pies jednu

%@@5

H

z jejich dalSich funkénich skupin24.

OH

OH
OH HO O

Obr. 6: Prvni sacharidem substituovany ftalocyanin23
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V posledni dobé¢ bylo dosazeno syntézy Pc S konjugovanymi osmi sacharidovymi jednotkami,
ktery je ve vod¢ rozpustny. K jeho ziskani se pouzivaji dva postupy. V prvnim ptipadé je chranéna
sacharidova jednotka konjugovana s ftalonitrilem a vysledny Pc ziskava rozpustnost ve vod¢ az po
odstranéni chranicich skupin. Piesto vSak zavisi na celkové struktute a substituci molekuly. Pokud jsou
pfitomny vysoce hydrofobni substituenty, zvlast¢ na asymetricky substituovaném Pc, pfitomnost
sacharidu nemusi byt dostatecnd pro rozpustnost ve vod¢. V druhém piipadé je sacharid piimo

substituovan na ftalonitril a vznik makrocyklu je poslednim krokem syntézyzs’ 26.27,28

6.1 Symetricka substituce

6.1.1 Tetrasubstituce ne-glykosidickou vazbou

2 ,
1.2% ve dvou krocich

Prvni sacharidem substituovany Pc byl syntetizovan Maillardem a ko
z ftalonitrilu 1. Diastereoizomerni smés (Obr. 6) vznikne po cyklotetramerizaci a kyselé hydrolyze

chrénicich acetalovych skupin.

6.1.2 Tetrasubsituce glykosidickou vazbou

Syntéza prvniho glykosilovaného ftalonitrilu, kde sacharidova jednotka, glukoza, je spojena
prostiednictvim glykosidické vazby, byla provedena roku 2006. Metoda zalozena na cyklotetramerizaci
latky 2 snéslednym odstranénim chranicich skupin (acetyl, benzoyl nebo benzyl) se ukazala jako
nedostate¢nd. Bud’ nebyly chranici benzylové skupiny upln¢ odstépeny nebo acylové skupiny byly
degradovany bshem tvorby Pc?. Tato metoda byla upravena tak, e chranici skupiny byly odstranény
z glykosilovaného ftalonitrilu a vysledny ftalonitril 3 byl pfeveden na ve vod¢ rozpustny Pc za mirnéjsich
podminek. Reakce probihala s octanem zine¢natym ve smési dimethylacetamid/n-butanol (2:1) pti 100 °C

(Schéma 1).
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Nova metoda vytvofena Hanackem a Zieglerem pro pfipravu chranénych 3.,4-dikyanofenyl
D-glykopyranosy vyuziva aromatickou nukleofilni substituci, kdy je nitro skupina atakovana
alkoholatovou skupinou chranéného sacharidu, coz nasledné vede k pozadovanym prekurzortiim. Autofi
optimalizovali metodu piipravy prekurzort volbou vhodné baze (K,CO3, NaH) a ziskali produkty v témét
kvantitativnich vyt&zcich®. Tyto sloudeniny byly pouZity do cyklotetramerizace, kdy metodou
templatového efektu kovu (konkrétné s octanem zineCnatym) byly pfipraveny pozadované

tetra-substituované ftalocyaniny.

OR
%g?
K,CO;
RO S
OR NO, CN 0 CN
° +
2-%
OR OH CN CN
R: acyl 2
OH
o HO

\\ //
HO ¢ Zn(OAc),
ﬁ:gﬁa 1) CN DMAE - n-butanol
_— \©:
CN
3
/ —

HO o
OH 4 O

HO

Schéma 1: Tetrasubstituce glykosidickou vazbou
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6.1.3 Okta-substituce

Mnohem nov¢jsi metoda je syntéza ftalocyanina substituovanych osmi sacharidovymi jednotkami,

ktera byla publikovana Hanackem a Torresem (latka 8 a 9)%" %2,

Octasubstituovany ftalocyanin 8 byl pfipraven reakci 4,5-difluorftalonitrilu s latkou 5 (chranénym
sacharidem) za vzniku disubstituovaného ftalonitrilu 6, jako meziproduktu, ktery byl nasledné¢ podroben

cykliza¢ni reakci. Reakce probihala s vysokymi vytézky, témeét kvantitativns®,

Vychozimi  latkami  pro  piipravu  okta-subsituovaného  ftalocyaninu 9 byl
4,5-bis(brommethyl)ftalonitril a chranény sacharid 5, ktefi spolu reagovaly za vzniku disubstituovaného

ftalonitrilu 7. Ten byl podroben cyklizaéni reakci. Cel4 reakce probihala s vytézkem 27 %>** (Schéma 2).
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Schéma 2: Syntéza ftalocyaninii substituovanych osmi sacharidovymi jednotkami
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31,32

19



6.2 Nesymetricka substituce

Byla publikovana i pfiprava nékolika nesymetricky substituovanych ftalocyaninii nesoucich
sacharidové jednotky na periferii. Syntézy byly zaméfeny na vytvoreni amfifilnich molekul, které jsou
z hlediska distribuce v organismu vyhodné&jsi. V zavislosti na povaze perifernich substituenti mize byt

vysledny ftalocyanin ve vodé nerozpustny.

Substituovany ftalonitril 10 byl podroben cyklotetrameriza¢ni reakci metodou statistické
kondenzace dvou ruznych prekurzoru s ftalonitrilem v piitomnosti ZnCl,. Ocekavany ftalocyanin 11 typu
ABj3 byl ziskan v 30 % vytézku a byl pteveden kyselou hydrolyzou chranicich acetali na ve vodé

rozpustnou latku 12% (Schéma 3).
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7 Experimentalni ¢ast

Chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich a pouzity do reakci bez dalSiho ciSténi.
Teploty tani byly stanoveny pomoci digitalniho pfistroje pro stanovovani teplot tani Electrothermal

[IA9200 a nejsou korigovany.

Cistota produktd a meziprodukti, véetnd pribshu reakci byla kontrolovana tenkovrstvou
chromatografii na deskach Merck Silikagel 60 F254 s detekci UV svétlem vinové délky 254 nm a
366 nm. Vyvijeci faze jsou uvedeny u jednotlivych postupii piiprav. Sloupcovd chromatografie pro

¢isténi produktl byla provadéna na stacionarni fazi Merck-Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm).

Infracervend spektra byla méfena pfistrojem Nicolet 6700 v ATR moédu na KAOCH FaF

UK v Hradci Kralové. VInoéty jsou uvedeny v cm™.

Elementarni analyza byla provedena na pfistroji Automatic Microanalyser EA1110CE (Fisons
Instruments S.p.A., Milano, Italy) na KFCHKL FaF UK v Hradci Kralové.

Hmotnostni spektra (MALDI-TOF) byla métfena na pfistroji Voyager-DE STR mass spectrometer
(Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). Pfistroj byl kalibrovan externé 5-ti bodovou kalibra¢ni
metodou pomoci Peptide Calibration Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, France). Roztok méteného
vzorku v dichlormethanu (piiblizn¢ 10 uM, 1,5 pul) byl smichan s matrici (trans-2-[3-(4-tert-butylfenyl)-

2-metyl-2-propenyliden]-malononitril) v dichlormethanu a nanesen na desticku.

NMR spektra byla métfena na piistrojich VARIAN MERCURY VxBB 300 nebo na VNMR S500
NMR Spectrometer na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové. Posuny jsou vztazeny k vnitfnimu standardu
Si(CHa)4.

UVI/VIS spektra byla zmétena na pristroji SHIMADZU UV 240 1 PC: UV-VIS recording

spectrophotometer (Shimadzu Europa, GmbH, Duisburg, Germany).

Vychozi sloucenina slouzici jako periferni substituent na zamysleném findlnim ftalocyaninovém
jadre, tj. 6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza chranéna isopropilidenovymi substituenty byla

piipravena podle dfive publikovanych postupi®® %',
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7.1 Syntézy

7.1.1 Priprava Produktu 1

inx
XX ﬁ*

Mr = 678,77

6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza chranéné isopropilidenovymi substituenty®® 3" (300 mg,
1,05 mmol) byla rozpusténa v THF (1 ml) a michana s 1 M roztokem hydroxidu sodného (1,1 ml,
1,1 mmol) pii pokojové teploté 40 min. Poté byl po kapkach ptidavan 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril
(100 mg, 0,5 mmol) v THF (5 ml) a michan pti pokojové teploté nasledujicich 24 hodin. Reakéni smés
byla zakoncentrovana na rotacni vakuové odparce za sniZzené¢ho tlaku. Nasledné byla smés extrahovana
dichlormethanem a n¢kolikrat promyta vodou. Organické faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym

a odpafena do sucha na rota¢ni vakuové odparce.

Ziskany produkt byl pfecisten sloupcovou chromatografii na silikagelu v soustavé

chloroform/aceton 50:1. Bylo ziskdno 340 mg Zluté pevné latky, coz odpovida vytézku 65 %.
T.1.178,9-179,8 °C
Elementarni analyza vypocteno (%) pro CsoHssN4O10S2: C, 53,08; H, 5,64; N, 8,25; nalezeno:
C, 52,96; H, 5,75; N, 8,22.

IC (ATR): v 2992, 2939, 2897, 2880, 2239, 1480, 1457, 1384, 1373, 1346, 1306, 1287, 1254,
1211, 1158, 1139, 1097, 1067, 1039, 1005, 988, 975, 915, 878, 854, 815, 799 a 759 cm™.

'H NMR (300 MHz, CDCl3, 25 °C, TMS): 6 = 1,32 (s, 6 H, CH3), 1,37 (s, 6 H, CHs), 1,43 (s, 6 H,
CH3), 1,48 (s, 6 H, CHs), 3,45-3,54 (M, 4 H, CHO v Gal), 4,65 (dd, J; = 7,9 Hz, J, = 2,4 Hz, 2 H, CHO
v Gal), 5,53 ppm (d, J = 5,0 Hz, 2 H, OCHO v Gal). *C NMR (75 MHz, CDCls, 25 °C, TMS):
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0 =160,47; 126,18; 113,45; 109,74, 108,88, 96,47; 71,75; 70,86; 70,41; 65,58; 31,58; 26,16; 25,95; 24,86
a 24,45 ppm.

7.1.2 Priprava Produktu 2

o
og
oS

X

J?

paves
Reeh ?
3

Produkt 1 (200 mg, 0,3 mmol) a bezvody octan zine¢naty (108 mg, 0,6 mmol) byly rozpustény
v bezvodém DMF (5 ml) pod argonovou atmosférou a vlozeny do pifedem zahiaté olejové lazné€ na
160 °C a michany pfi této teploté po dobu 7 hodin. Tmavé zeleny roztok byl na rota¢ni vakuové odparce
zahustén a nalit do studené vody. Vznikla srazenina byla odfiltrovana a promyta malym mnozstvim

methanolu.

Ziskana pevna latka byla preciSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu v soustavé

chloroform/aceton/THF 10:1:1 a poté jeste jednou precisténa v soustaveé chloroform/THF 15:1. Produkt

vvvvv

Bylo ziskano 90 mg pevné zelené latky, coz odpovida vytézku 44 %.
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Elementarni analyza vypocteno (%) pro C120H15oN16040SsZn: C, 51,84; H, 5,51; N, 8,06;
nalezeno: C, 52,00; H, 5,72; N, 8,38.

IC (ATR) vimax /cm™* 2987, 2936, 1513, 1382, 1307, 1251, 1236, 1212, 1165, 1096, 1067, 1038,
1000, 975, 917, 901, 880, 849, 780, 747 a 693.

'H NMR (300 MHz, CDClg/pyridin 3:1, 25 °C, TMS): & = 1,28 (s, 24 H, CHs), 1,43 (s, 24 H,
CHa), 1,55 (s, 24 H, CHs), 1,66 (s, 24 H, CHa), 4,38-4,57 (m, 24 H, gal-H), 4,82-4,85 (m, 16 H, SCH,),
4,90-4,97 (m, 8 H, gal-H), 5,79 ppm (d, J = 4,8 Hz, 8 H, gal-H). **C NMR (75 MHz, CDCl4/[Ds]pyridin
3:1, 25 °C, TMS) & = 156,75; 149,92; 144,69; 108,66; 108,09; 95,91; 71,31; 70,36; 70,21; 65,89; 30,56;
28,99; 25,48; 24,44 a 23,82 ppm.

UV/VIS (DMF) Amax (€) = 654 (261 700), 626sh, 593 (34 600), 467sh, 387 nm (142 200 mol*dm’

cm™).

MS (MALDI) m/s: 2776,73 [M+H] ",

R
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7.1.3 Priprava Produktu 3
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Produkt 2 (110 mg, 0,04 mmol) byl rozpustén ve smési TFA/voda 9:1 (10 ml) a michan pfi
pokojové teploté 4 hodiny. Roztok byl nasledné neutralizovan koncentrovanym roztokem uhli¢itanu
sodného. Vysrazena latka byla poté vy¢isténa pomoci reverzni chromatografie v soustavé voda/acetonitril
4:1. Nakonec byla latka rozpusténa ve vodé a po kapkach nakapana do ethanolu. Vysrazeny produkt byl

odfiltrovan a vysusen do sucha.
Bylo ziskano 61 mg pevné zelené latky, coz odpovida vytézku 72 %.
UV/IVIS (H20) hmax (€) = 621, (12 400), 362 nm (33 300 mol™*dm3cm™).

IC (ATR) vmax/cm™? 3350, 1604, 1426, 1232, 1172, 1122, 1047, 1008, 879 a 702.
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7.2 Produkce singletového kysliku a kvantovy vytézek fluorescence

7.2.1 Mgéieni produkce singletového kysliku

Kvantovy vytézek singletového kysliku (@,) byl ur¢en v DMF podle diive popsanych metod™®
pouzitim rozkladu 1,3-difenylisobenzofuranu (DPBF) s nesubstituovanym zinenatym ftalocyaninem
jako referen¢ni latkou (Papmr) = 0,5639' 40). Postup byl nasledujici: 2,5 ml zasobniho roztoku DPBF
v DMF (5 x 10° M) byl pfesunut do kiemenné kyvety o rozméru 10 x 10 mm a byl probublavéan
kyslikem po dobu 1 minuty. Poté bylo ptfidano definované mnozstvi zasobniho roztoku testovaného
vzorku v THF (obvykle 30 pl). Finalni roztok vzorku mé¢l absorpéni maximum v Q-pasu vzdy kolem 0,1.
Roztok byl poté michan a ozafovan v definovanych ¢asovych intervalech halogenovou lampou (Tip, 300
W). Dopadajici svétlo se filtrovalo pies vodni filtr (6 cm) a pies oranzovy HOYA G filtr k odstranéni
tepla a svétla s vinovou délkou pod 506 nm. Ubytek DPBF v roztoku s dasem ozafovani byl monitorovan

pii vlnové délce 415 nm. @, AzaPc byla vypocitana pomoci rovnice (Rovnice 1):

SR
RkIaT

ALRyS
kIaT

O =D

Rovnice 1: Méfeni produkce singletového kysliku

kde k je smérnice zavislosti In(Ao/A;) na dob& ozatovani t; Ag a A; jsou hodnoty absorbanci pii 415 nm
pfed ozafenim a v Case t. la1 je celkové mnozstvi svétla absorbované vzorkem. Indexy R a S oznacuji
referencni a mérny vzorek. l,1 je vypocitan jako soucet intenzit absorbovaného svétla I, pfi vinové délce
od 506 nm do 800 nm. Svétlo pod 506 nm je kompletné odfiltrovano pomoci HOY A G filtru a svétlo nad
800 nm neni méfenymi latkami absorbovano. I, pii dané vinové délce je vypocitana pomoci Beerova

zakona (Rovnice 2):
la = lo(I — 3%
Rovnice 2: Beeruv zakon
kde lo propustnost filtru pfi dané vinové délce a A absorbance pii stejné vinové délce. Vsechny
experimenty byly provedeny 3x. Uvedené udaje piestavuji primérné hodnoty téchto tii experimentd.

Odhadovana chyba méteni + 15%.
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71.2.2 Méreni kvantového vytéiku fluorescence

Kvantovy vytézek fluorescence (@¢) byl uréen v DMF porovnavaci metodou pouzitim ZnPc jako

referencni latky (@r chiomaftalen) = 0.3041). @¢ byl vypocitan pomoci rovnice (Rovnice 3):

FSY1-10" Y n® Y’
(D.f = 45? (FJ[—l—lo‘As j(n—RJ

Rovnice 3: Méfeni kvantového vytézku fluorescence
kde F je integrovana plocha pod kiivkou emisniho spektra, A je absorbance pii excita¢ni vinové délce
(605 nm), n je index lomu rozpoustédla. Indexy R a S odpovidaji referencni latce a vzorku. Excita¢ni
vlnova délka byla nastavena na 605 nm. Emisni vinova délka pro ziskani excita¢niho spektra Produktu 2
byla 716 nm. VSechny experimenty byly provedeny 3x. Uvedené udaje piestavuji primérné hodnoty

téchto tii experimentli. Odhadovana chyba méfeni + 15%.
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8 Diskuze

Cilem moji prace bylo pfipravit AzaPc s tficeti dvéma hydrofilnimi substituenty. Sira jako

periferni spojovaci heteroatom byla vybrana z né€kolika divodi:

a) O-glykosidicka vazba miZze byt enzymaticky hydrolyzovana lysosomalni degradaci. Proto

nehydrolyzovatelné spojeni pfes siru, by mélo byt, vice stabilnéjsi v biologickém prostiedi.

b) UV/VIS spektralni vlastnosti alkylsulfanylovych AzaPc nebo Pc jsou vyhodnéjsi vzhledem
k ¢ervenému posunu hlavniho absorp¢niho pasma téméf o 25 nm ve srovnani s odpovidajicimi alkyloxy
derivéty42. Svétlo delSich vlnovych délek pronikd hloubé&ji do tkani, protoZe neni absorbovéno

endogennimi chromofory.

¢) Kvantové vytézky singletového kysliku jsou obvykle vyssi u alkylsulfanyl derivata®.

8.1 Priprava AzaPc s osmi hydrofilnimi substitueny

Vychozi latkou pro piipravu 5,6-disubstituovaného pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (Produkt 1) byla
6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza chranéna isopropilidenovymi substituenty. Tuto latku bylo
potieba nejprve pfipravit nékolika krokovou syntézou podle publikovanych postupﬁ36’ 3 Nasledna
piiprava Produktu 1 probihala nukleofilni substituci za pouziti thiolatu sodného pfipraveného in situ (viz
nasledujici schéma). Po vycisténi pomoci sloupcové chromatografie jsme ziskali poZadovany prekurzor

Vv pomérné dobrém vytézku 65 %.
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Makrocykl majici AzaPc jadro nesouci 0sm stejnych substituentt vazanych pies siru (Produkt 2),
v jehoz centru je zaveden zineCnaty kation, byl ziskan symetrickou cykliza¢ni reakci Produktu 1 s
bezvodym octanem zinecnatym V bezvodém DMF. Jedné se o templatovou metodu, kdy zinecnaty kation
slouzi jako templat, na ktery se navazou ¢étyfi jednotky prekurzoru. Dostanou se tak do své blizkosti a
Vv nasledném kroku dojde k jejich spojeni za vytvoieni makrocyklického jadra AzaPc. Vytézek této reakce
byl 44 %. Tato metoda byla zvolena z toho diivodu, Ze pfi jiné mozné metodé¢, tedy reakci s alkoxidem
jako iniciatorem reakce, by mohlo dojit k vyméné nekterych perifernich substituenti za alkoxy skupiny
iniciatoru.

Finalni Produkt 3 byl pfipraven z Produktu 2 v siln¢ kyselém prostiedi, kde doslo k rozstépeni
acetylovych chréanicich skupin za vzniku hydrofilnich OH skupin. Vznikly produkt se jevil jako vysoce
hydrofilni, nebylo ho tedy mozno dCistit béZnymi metodami. Na jeho purifikaci byla proto vyuzita
sloupcova chromatografie s reverzni fazi. Jak bylo zminéno, Produkt 3 je snadno rozpustny ve vodé
(105 mg/ml), ale ma omezenou rozpustnost v jakychkoliv jinych rozpoustédlech, coz brani analyze
produktu. Hlavnim problémem je jeho silna agregace ve vodném prostiedi, ktera znesnadiuje provedeni
béznych analyz. Z tohoto diivodu nemohla byt Cistota derivatu zcela potvrzena vSemi bézné€ pozivanymi
metodami. Nicmén¢ tato vyrazna zména rozpustnosti znaci odstranéni lipofilnich chranicich acetylovych

skupin.

8.2 UV/VIS spektrofotometrie

U finalnich AzaPc (Produkt 2 a 3) byla méfena UV/VIS spektra v DMF, resp. DMF s vodou,
DMSO a voda.

Absorpcni spektrum Produktu 2 ma typicky tvar pro AzaPc. Siln¢ absorbuje v oblasti 380 nm
(B-pas) a nad 650 nm (Q-pas). Monomerni charakter latky je patrny z tvaru Q-pasu absorpéni kiivky.
Dokladé to jeho ostry nabéh v oblasti 690 nm a ostry pokles v oblasti 600 nm. U latek agregovanych je
patrny pozvolnéjsi ndbéh Q pasu s novymi absorpénimi maximy pii niz$ich vlnovych délkach nez je
maximum Q-pasu. Tento monomerni charakter byl zjistén v Sirokém rozsahu koncentraci v riznych

rozpoustédlech (DMF, THF, chloroform, pyridin).
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Vyrazné snizeni a rozsifeni Q-pasu je patrné u Produktu 3, kde jako rozpoustédlo byla pouzita
voda, DMF se 2 % vody (v/v) a DMSO, coz znadi silnou agregaci tohoto derivatu. Desagregace se
neobjevila ani po ptidani pyridinu (Obr. 7). Zavérem lze tedy fici, Ze k agregaci dochazi vzdy u vodnych

roztokl 1 v pfipadé, Ze slouc¢enina obsahuje Sestnact galaktozovych skupin.

Data z méteni shrnuje tabulka (Tabulka 2).

Absorbance, a.u.

400 500 600 700 800

Vinova délka, nm

Obr. 7: Absorpéni spektra piipravenych AzaPc (éerna — Produkt 2 v DMF, modra —Produkt 3 ve vodé&, ¢ervena — Produkt
3 v DMSO, zelena — Produkt 3 v DMF s 2 % vody (v/v))

Produkt Aans(log &) / nm D, ()3 Jem  NM
(dm°mol*cm™)
2 654 (5,15) 0,58 0,23 660
3 621 (4,08) @ 0,0073® | nebyl zjistén @ | nebyl zjisten @

Tabulka 2: Absorpce, fotofyzikalni a fotochemické data z méieni v DMF (a — méfeno ve vodé, b — méireno v DMF s2 %
vody)

Nejdilezitejsi ¢asti PDT je produkce singletového kysliku zodpovédnd za poskozeni bunék.

Zatimco méteni kvantového vytézku fluorescence miize byt vyuzito k zobrazovani nadoru.
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Produkt 2 schranénymi sacharidovymi skupinami na periferii patii mezi dobré producenty
singletového kysliku (@, je 0,58). Odchranény AzaPc (Produkt 3) byl nerozpustny v DMF, teprve
piidavkem 2 % (v/v) vody doslo k jeho Gplnému rozpusténi, coz umoznilo méteni. Kvantovy vytézek
singletového kysliku nepfesahl hodnotu 0,01 v dusledku silné agregace. ProtoZe stejna agregovana

spektra byla ziskana i pii méfeni ve vode¢, lze tuto slouc¢eninu povazovat za fotodynamicky neaktivni.

Protoze se absorbovana energie uvoliiuje zejména prostfednictvim produkce singletového kysliku,
fluorescence Produktu 2 byla nizsi (®g 0.23), nicméné poiad dostateéna pro piipadné vyuziti v oblasti

fotodetekce nadort. U Produktu 3 nebyla zadna emise zjisténa z dtivodu silné agregace.

Obecné 1ze shrnout, ze Produkt 2 vykazoval spektralni i fotofyzikalni chovani shodné s jinymi
zineCnatymi AzaPc substituovanymi alkylsulfanylovymi jednotkami na periferii. Fotofyzikalni data
ziskana pro Produkt 3 nejsou Gplnym zklamanim, protoze V literatufe se uvadi, ze i latky v roztoku silné
agregované se mohou v biologickém prostiedi desagregovat, a timto by se z Produktu 3 mohla stat latka

fotodynamicky aktivni az na mist¢ svého ucinku.
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9 Zavér

V ramci této rigordzni prace byly pifipraveny tyto slouceniny:

e Produktl
e Produkt 2
e Produkt3

Zjistili jsme, ze dobré rozpustnosti ve vodé€ je dosaZeno pii substituci osmi galaktosylovych skupin
na makrocykl AzaPc (105 mg/ml). Ovsem tato vysoka rozpustnost neznamena i dobré fotodynamické
vlastnosti. Bylo zjisténo, ze Produkt 3 je siln¢ agregovan vV jakékoliv koncentraci ve vodé i
v organickych rozpoustédlech. Kvantovy vytézek singletového kysliku je z toho divodu velmi nizky,
proto se latka za téchto podminek chova jako fotodynamicky neaktivni. Nadéji by mohla byt desagregace

a navrat dobrych fotodynamickych parametrt po jeji aplikaci do biologického prostredi.

Vysledky mé rigordzni prace se staly soucasti publikace uvedené nize, kde jsem spoluautorem.

Novakova V, Uslu Kobak RZ, Kucera R, Kopecky K, Miletin M, Krepsova V,
Ivincova J, Zimcik P, The effect of number of carbohydrate moieties on the
azaphthalocyanine properties, Dalton Transactions, 2012; 41 (35): 10596-10604.
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