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1 ABSTRAKT 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra   Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv 

Kandidát   Mgr. Veronika Krepsová 

Školitel   PharmDr. Veronika Nováková, Ph.D. 

Název rigorózní práce Příprava a studium spektrálních a fotofyzikálních vlastností nového ve 

vodě rozpustného azaftalocyaninu nesoucího cukerné jednotky na periferii 

 

 

Azaftalocyaniny (AzaPc), aza-analogy ftalocyaninů, jsou makrocyklické molekuly s rozsáhlým 

systémem konjugovaných vazeb se zajímavými spektrálními a fotofyzikálními vlastnostmi vyuţitelnými 

v oblasti fotodynamické terapii. Důleţitou podmínkou pro jejich vyuţití v této aplikaci je zajistit 

rozpustnost ve vodném prostředí, aniţ by se ztratila jejich fotodynamická aktivita. Rozpustnosti ve vodě 

lze dosáhnout zavedením hydrofilních substituentů na periferii makrocyklu. Hydrofilní substituenty 

mohou být nabité (anionické, kationické) nebo nenabité (nesoucí např. hydroxyl).  

Cílem této rigorózní práce bylo připravit a studovat vlastnosti ve vodě rozpustného AzaPc 

nesoucího na periferii nenabité substituenty, konkrétně cukerné jednotky, čímţ lze získat AzaPc s 32 

hydroxylovými skupinami na periferii. Jako centrální kation byl zvolen zinečnatý kationt, protoţe 

zinečnaté komplexy AzaPc jsou stabilní a zaručují výhodné fotofyzikální vlastnosti. 

Nejprve byla podle publikovaných postupů připravena 6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza 

chráněná isopropylidenovými substituenty. Ta následně poskytla nukleofilní substitucí s 5,6-

dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilem poţadovaný prekurzor. Tento prekurzor byl cyklotetramerizován 

pomocí templátové metody s octanem zinečnatým v bezvodém dimethylformamidu. Posledním krokem 

práce byla deprotekce chránících skupin na cukerných jednotkách v silně kyselém prostředí. 

Připravené AzaPc byly studovány z hlediska spektrálních a fotofyzikálních vlastností. 
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2 ABSTRACT 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department  Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control 

Candidate   Mgr. Veronika Krepsová 

Supervisor   PharmDr. Veronika Nováková, Ph.D. 

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. 
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3 Seznam zkratek 

ALA  kyselina aminolevulová, z angl. “aminolevulinic acid“ 

AzaPc  azaftalocyanin, z angl. “azaphthalocyanine“ 

DMAE  dimethylaminoethanol 

DMF  dimethylformamid 

DPBF  1,3-difenylisobenzofuran 

HpD  derivát hematoporfyrinu, z angl. “hematoporphyrin derivate” 

Pc  ftalocyanin, z angl. “phthalocyanine” 

PDT  fotodynamická terapie, z angl. “photodynamic therapy“ 

PS  fotosensitizer, z angl. “ photosensitiser“ 

TFA  trifluoroctová kyselina, z angl. “trifluoroacetic acid” 

THF  tetrahydrofuran 
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4 Cíl práce 

Důleţitou podmínkou pro účinnou fotodynamickou terapii (PDT) je, aby se fotosenitizéry daly 

podat do organismu. Protoţe se organismus skládá převáţně z vodného prostředí, je snaha připravit 

fotosensitizéry ve vodě rozpustné, aniţ by se ztratila jejich fotodynamická aktivita. Rozpustnosti ve vodě 

lze dosáhnout zavedením hydrofilních substituentů na periferii makrocyklu. Hydrofilní substituenty 

mohou být nabité (anionické, kationické) nebo nenabité (nesoucí např. hydroxyl).  

Naše pracovní skupina se zabývá přípravou aza-analogů ftalocyaninů, jako látek vyuţitelných pro 

PDT. Byly jiţ připraveny ve vodě rozpustné azaftalocyaniny (AzaPc) s nabitými hydrofilními 

substituenty na periferii, proto bylo mým cílem připravit a studovat vlastnosti ve vodě rozpustného AzaPc 

nesoucího na periferii nenabité substituenty.  

Byla navrţena struktura poţadovaného produktu (Obr. 1). Jako nenabité hydrofilní substituenty 

byly zvoleny cukerné jednotky, protoţe lze tímto způsobem zavést na periferii aţ 32 OH skupin. Periferní 

spojovacím heteroatomem byla zvolena síra, protoţe nehydrolyzovatelné spojení přes síru, by mělo být, 

více stabilnější v biologickém prostředí. UV/VIS spektrální vlastnosti alkylsulfanylových AzaPc jsou 

navíc výhodnější ve srovnání s odpovídajícími alkoxy deriváty. Kvantové výtěţky singletového kyslíku 

jsou obvykle vyšší u alkylsulfanylových derivátů. Chelatovaný zinečnatý kationt je v centru molekuly 

vázán pevněji neţ např. hořečnatý, a proto je v kyselém prostředí stabilnější. Zinečnatý kation by měl 

zároveň zaručit vysokou fotodynamickou aktivitu finální molekuly. 

Připravené AzaPc budou studovány z hlediska spektrálních a fotofyzikálních vlastností.  

 

Obr. 1: Schéma zamýšleného ve vodě rozpustného AzaPc nesoucího cukerné jednotky na periferii 
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5 Teoretická část 

5.1 Fotodynamická terapie  

 Fotodynamická terapie (z angl. „photodynamic therapy“, PDT) je klinicky schválená, minimálně 

invazivní léčebná metoda, která má selektivní cytotoxickou aktivitu na maligní buňky
1
. PDT je vyvíjena 

k léčbě rakoviny jícnu
2
, průdušek

3
 a močového měchýře

4
, stejně tak i k neonkologickým aplikacím jako 

je léčba věkem podmíněné makulární degenerace
5
. Tato metoda se skládá ze tří nezbytných sloţek: 

fotosensitizer (z angl. „photosensitiser“ PS), světlo a kyslík
1
. Samostatně není ţádná sloţka toxická, ale 

společně zahajují fotochemickou reakci, která vede k tvorbě vysoce reaktivního produktu označovaného 

jako singletový kyslík (
1
O2). Ten můţe způsobit výraznou toxicitu vedoucí k buněčné smrti 

prostřednictvím apoptózy nebo nekrózy. Protinádorové účinky PDT odvozujeme ze tří vzájemně 

propojených mechanismů: přímé cytotoxické účinky na nádorové buňky, poškození cévního zásobení 

nádoru a zahájení silné zánětlivé reakce, které vede k aktivaci imunitního systému. Relativní podíl těchto 

mechanismů do značné míry záleţí na typu a dávce pouţitého PS, času mezi podáním PS a světelnou 

expozicí a na celkové dávce světla. 

5.1.1 Základní složky PDT 

Fotodynamická terapie je dvoustupňový proces. Nejprve je do organismu podán fotosezitizer a 

následně je nádorové loţisko ozářeno světlem vhodné vlnové délky (Obr. 2). To můţe být doručeno 

prakticky do jakéhokoliv orgánu v těle pomocí flexibilních optických přístrojů.  

 

Obr. 2: Princip fotodynamické terapie 
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Selektivita PDT je dána schopností PS lokalizovat se v neoplastických lézích a v přesné dodávce 

světla na poţadované místo. Paradoxně tato vysoká selektivita je jedním ze současných omezení léčby, 

protoţe léčba je neúčinná na metastazující léze, které jsou nejčastější příčinou smrti u pacientů 

s rakovinou. Výzkum je nyní zaměřen na hledání optimálních podmínek PDT, aby mohl být tento 

problém alespoň do určité míry odstraněn.  

PDT lze pouţít před nebo po chemoterapii, radioterapii nebo operaci, aniţ by byly tyto léčebné 

postupy ohroţeny. Ţádný z klinicky schválených PS se nehromadí v buněčném jádře, proto nedochází 

k poškození DNA a k rozvoji rezistentních klonů. Navíc se zde nevyskytují neţádoucí účinky 

chemoterapie a ozařování. Radiorezistence a chemorezistence nemají vliv na účinnost PDT. Úţasné 

kosmetické výsledky dělají PDT vhodnou pro pacienty s koţními nádory. Při léčbě je pojivová tkáň 

chráněna a k fibróze dochází minimálně, proto všechny orgány podléhající PDT si zachovávají funkční 

anatomii a mechanickou integritu. Vybraní pacienti s neoperovatelnými nádory, kteří vyčerpali jiné 

léčebné postupy, mohou dosáhnout zlepšení kvality ţivota prostřednictvím PDT. Některé postupy mohou 

být provedeny ambulantně, coţ sniţuje náklady na léčbu a také je to příjemnější volba pro pacienty. 

Jediné neţádoucí účinky se týkají bolestivosti při některých výkonech a dlouhodobá koţní fotosensibilita, 

která můţe být obcházena pouţitím novějších látek. 

Fotosensitizer 

Většina PSs, pouţívaných v léčbě nádorů, mají tetrapyrrolovou strukturu podobnou porfyrinu 

obsaţeném v hemoglobinu. Ideální PS by měla být čistá sloučenina poskytující kvalitní analýzu s nízkými 

výrobními náklady a dobrou stabilitou při skladování. Absorpční maximum by mělo být mezi 

600 - 800 nm, protoţe absorpce fotonu s vlnovou délkou větší neţ 800 nm neposkytuje dostatečnou 

energii potřebnou k excitaci kyslíku do jeho singletového stavu a tvorbě reaktivního singletového 

kyslíku
6
. Interval mezi podáním léčiva a ozářením je obvykle dlouhý, aby PS měl dostatečný čas na 

koncentraci z normálních zdravých tkání do místa nádoru. Některé zprávy nyní naznačují, ţe nádorová 

odpověď můţe být někdy lepší, kdyţ je světlo dopravováno v krátkých intervalech, kdy PS je ještě 

přítomen v krevních cévách a dochází tak k cévnímu poškození
7
.  

V současné době můţeme PS rozdělit do tří generací. První zahrnuje směs porfyrinů, které 

absorbují v nízkých vlnových délkách (λmax ~ 630 nm), coţ způsobuje zhoršený průnik světla tkáněmi a 

nízké extinkční koeficienty (ε ~ 2000 M
-1

cm
-1

). Prvním klinicky pouţívaným PS pro léčbu nádorů byla 
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ve vodě rozpustná směs porfyrinů zvaná jako HpD (z angl. „hematoporphyrin derivate) (Obr. 3). Tato 

směs po vyčištění poskytla porfimer sodný, později známý pod názvem Photofrin. I kdyţ je Photofrin 

stále široce pouţívaným, má značné nevýhody zahrnující dlouhotrvající koţní fotosenzitivitu, relativně 

nízkou vlnovou délku vhodnou pro aktivaci (630 nm) a velmi nízký extinkční koeficient při tomto 

maximu
8
.  Proto je i doba léčby relativně dlouhá. Léčba probíhá tak, ţe se aplikuje HpD do cévního 

řečiště a rychle se ozáří světlem, coţ upřednostňuje cévní poškození. 48 hod po infuzi se léčivo 

koncentruje v rychle proliferujících tkáních jako je nádor a v menší míře i v kůţi. HpD zůstává v tkáních 

po dobu 4-6 týdnů, coţ způsobuje dlouhodobou fotosenzitivitu. Osvětlení je bezbolestné a umoţňuje 

jednoduchou ambulantní léčbu. V mnoha zemích byl schválen pro léčbu rakoviny močového měchýře, 

kůţe, plic a jícnu
9
.  

 

Obr. 3: Příklad části HpD 

 

Druhá generace sloučenin jsou jiţ chemicky definované sloučeniny s absorpcí ve vyšších 

vlnových délkách (λmax ~ 700 nm). Bylo navrţeno několik set potenciálně vhodných sloučenin v léčbě 

nádorů. Nejperspektivnější PS, které byly klinicky pouţity ať uţ schválené nebo ve studiích shrnuje 

tabulka
10

 (Tabulka 1). Mezi PS jejichţ základem je porfyrin patří kyselina aminolevulová 

(z angl. „aminolevulinic acid“ ALA), která je proléčivem a účinná forma PS protoporfyrin IX vzniká 

enzymatickou přeměnou in vivo
11

. Methylester ALA má zvýšenou lipofilitu a lépe proniká do hlubších 
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vrstev tkání
12

. Chlorinový základ mají Talaporfin, Temoporfin a Verteporfin (Obr. 4). Ačkoliv jejich 

spektroskopické vlastnosti se zdají mnohem lepší, problémem je cílená distribuce v těle a jejich 

farmakokinetické vlastnosti. Proto byla vyvinuta třetí generace, ve které PS druhé generace je kovalentně 

napojen na některé biomolekuly nebo přenašeče, které ovlivňují výše zmíněné charakteristiky
10

. 

 

Obr. 4: Chemická struktura Talaporfinu, Temopofrinu, Verteporfinu 

 

 

Fotosenzitiser 
Chem. 

struktura 
Q pás [nm]  Terapeutické využití 

Porfimer sodný HPF Porfyrin 630 Rakovina plic, jícnu, močového měchýře, děloţního čípku 

Kys. aminolevulenová ALA Porfyrin 635 Rakovina kůţe, močového měchýře, mozku, jícnu 

ALA estery Porfyrin 635 Rakovina kůţe, močového měchýře 

Temopofrin Chlorin 652 Rakovina v oblasti hlavy a krku, plic, mozku, kůţe 

Verteporfin Chlorin 690 Věkem podmíněná makulární degenerace 

Talapofrin Chlorin 660 Rakovina jater, střeva, mozku 

 

Tabulka 1: Seznam používaných fotosenzitizerů v praxi 
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Světelné zdroje 

Jednou ze základních sloţek PDT je světlo, zvláště jeho vlnová délka vhodná pro aktivaci PS. 

Světlo niţších vlnových délek (modré světlo) proniká minimálně skrz tkáně a dochází k jeho pohlcování 

endogenními chromofory, jako je např. hemoglobin. Zatímco světlo vyšších vlnových délek (červené a 

infračervené světlo; λ > 630 nm) proniká daleko hlouběji do tkání od 1-3 mm (při 630 nm) aţ do 2-6 mm 

(700-850 nm) (Obr. 5). Oblast mezi 600-1200 nm je často nazývána optickým oknem tkáně. Nicméně 

světlo nad 800 nm nemůţe účinně vytvářet 
1
O2, protoţe delší vlnové délky nemají dostatečnou energii na 

to, aby zahájily fotodynamickou reakci
13, 14

.  

Jediný zdroj světla není ideální pro všechny indikace PDT. Volba světelného zdroje by proto měla 

být zaloţena na absorpci PS, druhu nádoru (lokalizace, velikost, přístupnost a charakteristika tkáně) a 

s ohledem na náklady
15

. Pro PDT lze pouţít dva světelné zdroje – laserové a barvivové
16

. Oba vykazují 

podobnou účinnost. Výhodné se však jeví diodové lasery, které jsou malé, nákladově efektivní, 

jednoduché na instalaci a mají relativně dlouhou ţivotnost. Tyto lasery jsou speciálně navrţeny pro PDT. 

Světlo emitující diody (LED) jsou alternativní světelné zdroje s relativně úzkými spektrálními pásy a 

vysokou „fluence rate“
17, 18

. Lasery mohou být spojeny do vláken s rozptylovými hroty k léčbě nádorů 

močového měchýře a zaţívacího traktu. Komerčně dostupné jsou také nafukovací balónky, které jsou 

z vnitřní strany pokryty vysoce rozptylovým materiálem a vytvořeny tak, aby se vydali do orgánu
19

.  

 

Obr. 5: Průnik světla tkáněmi – šipky znázorňují světelný paprsek 
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6 Metodická část 

Jedním z omezení PDT v léčbě rakoviny je obvykle nedostatečná selektivita fotosenzitizerů 

z hlediska buněčné lokalizace a cytotoxicity. Ideálně by se po podání PS do organismu měl PS selektivně 

akumulovat do nádorové tkáně a měl by se minimálně nebo vůbec vychytávat ve zdravých tkáních. 

Bohuţel většina PSs se neselektivně akumuluje nejen v nádorové tkáni, ale i v normálních zdravých 

buňkách. Tato selektivita akumulovat se v nádorové tkáni závisí na druhu PS
20

. Dnešní výzkum je 

zaměřen na nalezení ideálního selektivního PS bez ztráty účinnosti. Jedním z postupů, jak této selektivity 

docílit, je konjugace sacharidů na makrocykl porfyrinu
21, 22

. Nádorové tkáně mají totiţ vyšší energetickou 

potřebu vlivem rychlého růstu tkáně, a proto jsou zde více exprimovány cukerné receptory. Tímto 

způsobem by mohly být specificky vychytávány molekuly PS nesoucí cukerné jednotky ve své struktuře. 

Od první publikace syntézy sacharidem substituovaného Pc (Obr. 6) z roku 1989
23

 se objevilo 

pouze několik podobných publikací. Zvýšený zájem o syntézu těchto sloučenin se objevuje aţ nyní, 

protoţe se jeví jako perspektivní sloučeniny pro vyuţití v PDT. Většina z těchto konjugátů je symetricky 

substituovaná, obvykle čtyřmi sacharidovými jednotkami a jen málo z nich je asymetrických. 

Sacharidová jednotka můţe být připojena na ftalocyanin buď glykosidickou vazbou, nebo přes jednu 

z jejich dalších funkčních skupin
24

.   

 

Obr. 6: První sacharidem substituovaný ftalocyanin23 
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V poslední době bylo dosaţeno syntézy Pc s konjugovanými osmi sacharidovými jednotkami, 

který je ve vodě rozpustný. K jeho získání se pouţívají dva postupy. V prvním případě je chráněná 

sacharidová jednotka konjugována s ftalonitrilem a výsledný Pc získává rozpustnost ve vodě aţ po 

odstranění chránících skupin. Přesto však závisí na celkové struktuře a substituci molekuly. Pokud jsou 

přítomny vysoce hydrofobní substituenty, zvláště na asymetricky substituovaném Pc, přítomnost 

sacharidu nemusí být dostatečná pro rozpustnost ve vodě. V druhém případě je sacharid přímo 

substituován na ftalonitril a vznik makrocyklu je posledním krokem syntézy
25, 26, 27, 28

.  

6.1 Symetrická substituce 

6.1.1 Tetrasubstituce ne-glykosidickou vazbou 

První sacharidem substituovaný Pc byl syntetizován Maillardem a kol.
23

 ve dvou krocích 

z ftalonitrilu 1. Diastereoizomerní směs (Obr. 6) vznikne po cyklotetramerizaci a kyselé hydrolýze 

chránících acetalových skupin.  

 

6.1.2 Tetrasubsituce glykosidickou vazbou 

Syntéza prvního glykosilovaného ftalonitrilu, kde sacharidová jednotka, glukóza, je spojena 

prostřednictvím glykosidické vazby, byla provedena roku 2006. Metoda zaloţená na cyklotetramerizaci 

látky 2 s následným odstraněním chránících skupin (acetyl, benzoyl nebo benzyl) se ukázala jako 

nedostatečná. Buď nebyly chránící benzylové skupiny úplně odštěpeny nebo acylové skupiny byly 

degradovány během tvorby Pc
29

. Tato metoda byla upravena tak, ţe chránící skupiny byly odstraněny 

z glykosilovaného ftalonitrilu a výsledný ftalonitril 3 byl převeden na ve vodě rozpustný Pc za mírnějších 

podmínek. Reakce probíhala s octanem zinečnatým ve směsi dimethylacetamid/n-butanol (2:1) při 100 °C 

(Schéma 1). 
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 Nová metoda vytvořená Hanackem a Zieglerem pro přípravu chráněných 3,4-dikyanofenyl 

D-glykopyranosy vyuţívá aromatickou nukleofilní substituci, kdy je nitro skupina atakována 

alkoholátovou skupinou chráněného sacharidu, coţ následně vede k poţadovaným prekurzorům. Autoři 

optimalizovali metodu přípravy prekurzorů volbou vhodné baze (K2CO3, NaH) a získali produkty v téměř 

kvantitativních výtěţcích
30

. Tyto sloučeniny byly pouţity do cyklotetramerizace, kdy metodou 

templátového efektu kovu (konkrétně s octanem zinečnatým) byly připraveny poţadované 

tetra-substituované ftalocyaniny. 

 

Schéma 1: Tetrasubstituce glykosidickou vazbou 
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6.1.3 Okta-substituce 

Mnohem novější metoda je syntéza ftalocyaninů substituovaných osmi sacharidovými jednotkami, 

která byla publikována Hanackem a Torresem (látka 8 a 9)
31, 32

.  

Octasubstituovaný ftalocyanin 8 byl připraven reakcí 4,5-difluorftalonitrilu s látkou 5 (chráněným 

sacharidem) za vzniku disubstituovaného ftalonitrilu 6, jako meziproduktu, který byl následně podroben 

cyklizační reakci. Reakce probíhala s vysokými výtěţky, téměř kvantitativně
33

.  

Výchozími látkami pro přípravu okta-subsituovaného ftalocyaninu 9 byl 

4,5-bis(brommethyl)ftalonitril a chráněný sacharid 5, kteří spolu reagovaly za vzniku disubstituovaného 

ftalonitrilu 7. Ten byl podroben cyklizační reakci. Celá reakce probíhala s výtěţkem 27 %
34

 (Schéma 2).  
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Schéma 2: Syntéza ftalocyaninů substituovaných osmi sacharidovými jednotkami31, 32 
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6.2 Nesymetrická substituce 

Byla publikována i příprava několika nesymetricky substituovaných ftalocyaninů nesoucích 

sacharidové jednotky na periferii. Syntézy byly zaměřeny na vytvoření amfifilních molekul, které jsou 

z hlediska distribuce v organismu výhodnější. V závislosti na povaze periferních substituentů můţe být 

výsledný ftalocyanin ve vodě nerozpustný.   

Substituovaný ftalonitril 10 byl podroben cyklotetramerizační reakci metodou statistické 

kondenzace dvou různých prekurzorů s ftalonitrilem v přítomnosti ZnCl2. Očekávaný ftalocyanin 11 typu 

AB3 byl získán v 30 % výtěţku a byl převeden kyselou hydrolýzou chránících acetalů na ve vodě 

rozpustnou látku 12
35

 (Schéma 3).  
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Schéma 3: Syntéza nesymetricky substituovaného ftalocyaninu 
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7 Experimentální část 

Chemikálie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich a pouţity do reakcí bez dalšího čištění. 

Teploty tání byly stanoveny pomocí digitálního přístroje pro stanovování teplot tání Electrothermal 

IA9200 a nejsou korigovány.  

Čistota produktů a meziproduktů, včetně průběhu reakcí byla kontrolována tenkovrstvou 

chromatografií na deskách Merck Silikagel 60 F254 s detekcí UV světlem vlnové délky 254 nm a 

366 nm. Vyvíjecí fáze jsou uvedeny u jednotlivých postupů příprav. Sloupcová chromatografie pro 

čištění produktů byla prováděna na stacionární fázi Merck-Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm).  

Infračervená spektra byla měřena přístrojem Nicolet 6700 v ATR módu na KAOCH FaF 

UK v Hradci Králové. Vlnočty jsou uvedeny v cm
-1

.  

Elementární analýza byla provedena na přístroji Automatic Microanalyser EA1110CE (Fisons 

Instruments S.p.A., Milano, Italy) na KFCHKL FaF UK v Hradci Králové. 

Hmotnostní spektra (MALDI-TOF) byla měřena na přístroji Voyager-DE STR mass spectrometer 

(Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). Přístroj byl kalibrován externě 5-ti bodovou kalibrační 

metodou pomocí Peptide Calibration Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, France). Roztok měřeného 

vzorku v dichlormethanu (přibliţně 10 µM, 1,5 µl) byl smíchán s matricí (trans-2-[3-(4-tert-butylfenyl)-

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

NMR spektra byla měřena na přístrojích VARIAN MERCURY VxBB 300 nebo na VNMR S500 

NMR Spectrometer na KAOCH FaF UK v Hradci Králové. Posuny jsou vztaţeny k vnitřnímu standardu 

Si(CH3)4.  

UV/VIS spektra byla změřena na přístroji SHIMADZU UV 240 1 PC: UV-VIS recording 

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

Výchozí sloučenina slouţící jako periferní substituent na zamýšleném finálním ftalocyaninovém 

jádře, tj. 6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza chráněná isopropilidenovými substituenty byla 

připravena podle dříve publikovaných postupů
36, 37

. 
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Schéma prováděných reakcí 
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7.1 Syntézy 

 

7.1.1 Příprava Produktu 1 

Mr = 678,77 

6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza chráněná isopropilidenovými substituenty
36, 37

 (300 mg, 

1,05 mmol) byla rozpuštěna v THF (1 ml) a míchána s 1 M roztokem hydroxidu sodného (1,1 ml, 

1,1 mmol) při pokojové teplotě 40 min. Poté byl po kapkách přidáván 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril 

(100 mg, 0,5 mmol) v THF (5 ml) a míchán při pokojové teplotě následujících 24 hodin. Reakční směs 

byla zakoncentrována na rotační vakuové odparce za sníţeného tlaku. Následně byla směs extrahována 

dichlormethanem a několikrát promyta vodou. Organická fáze byla vysušena bezvodým síranem sodným 

a odpařena do sucha na rotační vakuové odparce.  

Získaný produkt byl přečištěn sloupcovou chromatografii na silikagelu v soustavě 

chloroform/aceton 50:1. Bylo získáno 340 mg ţluté pevné látky, coţ odpovídá výtěţku 65 %. 

T. t. 178,9-179,8 °C 

Elementární analýza vypočteno (%) pro C30H38N4O10S2: C, 53,08; H, 5,64; N, 8,25; nalezeno: 

C, 52,96; H, 5,75; N, 8,22. 

IČ (ATR): ν 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
-1

. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3, 25 °C, TMS): δ = 1,32 (s, 6 H, CH3), 1,37 (s, 6 H, CH3), 1,43 (s, 6 H, 

CH3), 1,48 (s, 6 H, CH3), 3,45-3,54 (M, 4 H, CHO v Gal), 4,65 (dd, J1 = 7,9 Hz, J2 = 2,4 Hz, 2 H, CHO 

v Gal), 5,53 ppm (d, J = 5,0 Hz, 2 H, OCHO v Gal). 
13

C NMR (75 MHz, CDCl3, 25 °C, TMS): 
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δ = 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 Příprava Produktu 2 

 

Produkt 1 (200 mg, 0,3 mmol) a bezvodý octan zinečnatý (108 mg, 0,6 mmol) byly rozpuštěny 

v bezvodém DMF (5 ml) pod argonovou atmosférou a vloţeny do předem zahřáté olejové lázně na 

160 °C a míchány při této teplotě po dobu 7 hodin. Tmavě zelený roztok byl na rotační vakuové odparce 

zahuštěn a nalit do studené vody. Vzniklá sraţenina byla odfiltrována a promyta malým mnoţstvím 

methanolu.  

Získaná pevná látka byla přečištěna sloupcovou chromatografii na silikagelu v soustavě 

chloroform/aceton/THF 10:1:1 a poté ještě jednou přečištěna v soustavě chloroform/THF 15:1. Produkt 

byl následně ještě jednou promyt methanolem.  

Bylo získáno 90 mg pevné zelené látky, coţ odpovídá výtěţku 44 %. 
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Elementární analýza vypočteno (%) pro C120H152N16O40S8Zn: C, 51,84; H, 5,51; N, 8,06; 

nalezeno: C, 52,00; H, 5,72; N, 8,38. 

IČ (ATR) max /cm
-1

 2987, 2936, 1513, 1382, 1307, 1251, 1236, 1212, 1165, 1096, 1067, 1038, 

1000, 975, 917, 901, 880, 849, 780, 747 a 693. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin 3:1, 25 °C, TMS):  = 1,28 (s, 24 H, CH3), 1,43 (s, 24 H, 

CH3), 1,55 (s, 24 H, CH3), 1,66 (s, 24 H, CH3), 4,38-4,57 (m, 24 H, gal-H), 4,82-4,85 (m, 16 H, SCH2), 

4,90-4,97 (m, 8 H, gal-H), 5,79 ppm (d, J = 4,8 Hz, 8 H, gal-H). 
13

C NMR (75 MHz, CDCl3/[D5]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) λmax (ε) = 654 (261 700), 626sh, 593 (34 600), 467sh, 387 nm (142 200 mol
-1

dm
-

3
cm

-1
). 

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

 

7.1.3 Příprava Produktu 3 

 



27 

 

 

 

Produkt 2 (110 mg, 0,04 mmol) byl rozpuštěn ve směsi TFA/voda 9:1 (10 ml) a míchán při 

pokojové teplotě 4 hodiny. Roztok byl následně neutralizován koncentrovaným roztokem uhličitanu 

sodného. Vysráţená látka byla poté vyčištěna pomocí reverzní chromatografie v soustavě voda/acetonitril 

4:1. Nakonec byla látka rozpuštěná ve vodě a po kapkách nakapaná do ethanolu. Vysráţený produkt byl 

odfiltrován a vysušen do sucha.  

Bylo získáno 61 mg pevné zelené látky, coţ odpovídá výtěţku 72 %.  

UV/VIS (H2O) λmax (ε) = 621, (12 400), 362 nm (33 300 mol
-1

dm
-3

cm
-1

). 

IČ (ATR) max /cm
-1

 3350, 1604, 1426, 1232, 1172, 1122, 1047, 1008, 879 a 702. 
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7.2 Produkce singletového kyslíku a kvantový výtěžek fluorescence 

7.2.1 Měření produkce singletového kyslíku 

Kvantový výtěţek singletového kyslíku (ΦΔ) byl určen v DMF podle dříve popsaných metod
38

 

pouţitím rozkladu 1,3-difenylisobenzofuranu (DPBF) s nesubstituovaným zinečnatým ftalocyaninem 

jako referenční látkou (ΦΔ(DMF) = 0,56
39,

 
40

). Postup byl následující: 2,5 ml zásobního roztoku DPBF 

v DMF (5 × 10
-5

 M) byl přesunut do křemenné kyvety o rozměru 10 × 10 mm a byl probubláván 

kyslíkem po dobu 1 minuty. Poté bylo přidáno definované mnoţství zásobního roztoku testovaného 

vzorku v THF (obvykle 30 µl). Finální roztok vzorku měl absorpční maximum v Q-pásu vţdy kolem 0,1. 

Roztok byl poté míchán a ozařován v definovaných časových intervalech halogenovou lampou (Tip, 300 

W). Dopadající světlo se filtrovalo přes vodní filtr (6 cm) a přes oranţový HOYA G filtr k odstranění 

tepla a světla s vlnovou délkou pod 506 nm. Úbytek DPBF v roztoku s časem ozařování byl monitorován 

při vlnové délce 415 nm. ΦΔ AzaPc byla vypočítána pomocí rovnice (Rovnice 1): 

S

aT

R

R

aT

S
RS

Ik

Ik

 

Rovnice 1: Měření produkce singletového kyslíku 

kde k je směrnice závislosti ln(A0/At) na době ozařování t; A0 a At  jsou hodnoty absorbancí při 415 nm 

před ozářením a v čase t. IaT je celkové mnoţství světla absorbované vzorkem. Indexy R a S označují 

referenční a měrný vzorek. IaT je vypočítán jako součet intenzit absorbovaného světla Ia při vlnové délce 

od 506 nm do 800 nm. Světlo pod 506 nm je kompletně odfiltrováno pomocí HOYA G filtru a světlo nad 

800 nm není měřenými látkami absorbováno. Ia při dané vlnové délce je vypočítaná pomocí Beerova 

zákona (Rovnice 2): 

  Ia = I0(l – е
-2.3A

) 

Rovnice 2: Beerův zákon 

kde I0 propustnost filtru při dané vlnové délce a A absorbance při stejné vlnové délce. Všechny 

experimenty byly provedeny 3×. Uvedené údaje přestavují průměrné hodnoty těchto tří experimentů. 

Odhadovaná chyba měření ± 15%.  
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7.2.2 Měření kvantového výtěžku fluorescence 

Kvantový výtěţek fluorescence (ΦF) byl určen v DMF porovnávací metodou pouţitím ZnPc jako 

referenční látky (ΦF (chlornaftalen) = 0.30
41

). ΦF byl vypočítán pomocí rovnice (Rovnice 3): 

2

101

101
R

S

A

A

R

S
R

F

S

F
n

n

F

F
ΦΦ

S

R

 

Rovnice 3: Měření kvantového výtěžku fluorescence 

kde F je integrovaná plocha pod křivkou emisního spektra, A je absorbance při excitační vlnové délce 

(605 nm), n je index lomu rozpouštědla. Indexy R a S odpovídají referenční látce a vzorku. Excitační 

vlnová délka byla nastavena na 605 nm. Emisní vlnová délka pro získání excitačního spektra Produktu 2 

byla 716 nm. Všechny experimenty byly provedeny 3×. Uvedené údaje přestavují průměrné hodnoty 

těchto tří experimentů. Odhadovaná chyba měření ± 15%.  
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8 Diskuze 

Cílem mojí práce bylo připravit AzaPc s třiceti dvěma hydrofilními substituenty. Síra jako 

periferní spojovací heteroatom byla vybrána z několika důvodů:  

a) O-glykosidická vazba můţe být enzymaticky hydrolyzována lysosomální degradací. Proto 

nehydrolyzovatelné spojení přes síru, by mělo být, více stabilnější v biologickém prostředí.  

b) UV/VIS spektrální vlastnosti alkylsulfanylových AzaPc nebo Pc jsou výhodnější vzhledem 

k červenému posunu hlavního absorpčního pásma téměř o 25 nm ve srovnání s odpovídajícími alkyloxy 

deriváty
42

. Světlo delších vlnových délek proniká hlouběji do tkání, protoţe není absorbováno 

endogenními chromofory. 

c) Kvantové výtěţky singletového kyslíku jsou obvykle vyšší u alkylsulfanyl derivátů
43

.  

 

8.1 Příprava AzaPc s osmi hydrofilními substitueny 

Výchozí látkou pro přípravu 5,6-disubstituovaného pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (Produkt 1) byla 

6-deoxy-6-sulfanyl-D-galaktopyranoza chráněná isopropilidenovými substituenty. Tuto látku bylo 

potřeba nejprve připravit několika krokovou syntézou podle publikovaných postupů
36, 37

. Následná 

příprava Produktu 1 probíhala nukleofilní substitucí za pouţití thiolátu sodného připraveného in situ (viz 

následující schéma). Po vyčištění pomocí sloupcové chromatografie jsme získali poţadovaný prekurzor 

v poměrně dobrém výtěţku 65 %. 
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Makrocykl mající AzaPc jádro nesoucí osm stejných substituentů vázaných přes síru (Produkt 2), 

v jehoţ centru je zaveden zinečnatý kation, byl získán symetrickou cyklizační reakcí Produktu 1 s 

bezvodým octanem zinečnatým v bezvodém DMF. Jedná se o templátovou metodu, kdy zinečnatý kation 

slouţí jako templát, na který se naváţou čtyři jednotky prekurzoru. Dostanou se tak do své blízkosti a 

v následném kroku dojde k jejich spojení za vytvoření makrocyklického jádra AzaPc. Výtěţek této reakce 

byl 44 %. Tato metoda byla zvolena z toho důvodu, ţe při jiné moţné metodě, tedy reakci s alkoxidem 

jako iniciátorem reakce, by mohlo dojít k výměně některých periferních substituentů za alkoxy skupiny 

iniciátoru. 

Finální Produkt 3 byl připraven z Produktu 2 v silně kyselém prostředí, kde došlo k rozštěpení 

acetylových chránících skupin za vzniku hydrofilních OH skupin. Vzniklý produkt se jevil jako vysoce 

hydrofilní, nebylo ho tedy moţno čistit běţnými metodami. Na jeho purifikaci byla proto vyuţita 

sloupcová chromatografie s reverzní fází. Jak bylo zmíněno, Produkt 3 je snadno rozpustný ve vodě 

(105 mg/ml), ale má omezenou rozpustnost v jakýchkoliv jiných rozpouštědlech, coţ brání analýze 

produktu. Hlavním problémem je jeho silná agregace ve vodném prostředí, která znesnadňuje provedení 

běţných analýz. Z tohoto důvodu nemohla být čistota derivátu zcela potvrzena všemi běţně poţívanými 

metodami. Nicméně tato výrazná změna rozpustnosti značí odstranění lipofilních chránících acetylových 

skupin.  

8.2 UV/VIS spektrofotometrie 

U finálních AzaPc (Produkt 2 a 3) byla měřena UV/VIS spektra v DMF, resp. DMF s vodou, 

DMSO a voda.  

Absorpční spektrum Produktu 2 má typický tvar pro AzaPc. Silně absorbuje v oblasti 380 nm 

(B-pás) a nad 650 nm (Q-pás). Monomerní charakter látky je patrný z tvaru Q-pásu absorpční křivky. 

Dokládá to jeho ostrý náběh v oblasti 690 nm a ostrý pokles v oblasti 600 nm. U látek agregovaných je 

patrný pozvolnější náběh Q pásu s novými absorpčními maximy při niţších vlnových délkách neţ je 

maximum Q-pásu. Tento monomerní charakter byl zjištěn v širokém rozsahu koncentrací v různých 

rozpouštědlech (DMF, THF, chloroform, pyridin). 
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Výrazné sníţení a rozšíření Q-pásu je patrné u Produktu 3, kde jako rozpouštědlo byla pouţita 

voda, DMF se 2 % vody (v/v) a DMSO, coţ značí silnou agregaci tohoto derivátu. Desagregace se 

neobjevila ani po přidání pyridinu (Obr. 7). Závěrem lze tedy říci, ţe k agregaci dochází vţdy u vodných 

roztoků i v případě, ţe sloučenina obsahuje šestnáct galaktózových skupin.  

Data z měření shrnuje tabulka (Tabulka 2). 
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Obr. 7: Absorpční spektra připravených AzaPc (černá – Produkt 2 v DMF, modrá –Produkt 3 ve vodě, červená – Produkt 

3 v DMSO, zelená – Produkt 3 v DMF s 2 % vody (v/v)) 

 

Produkt λabs(log ε) / nm 

(dm
3
mol

-1
cm

-1
) 

ΦΔ ΦF λem / nm 

2 654 (5,15) 0,58 0,23 660 

3 621 (4,08) 
(a) 

0,0073
(b) 

nebyl zjištěn 
(a, b) 

nebyl zjištěn 
(a, b) 

 

Tabulka 2: Absorpce, fotofyzikální a fotochemické data z měření v DMF (a – měřeno ve vodě, b – měřeno v DMF s 2 % 

vody) 

 

Nejdůleţitější částí PDT je produkce singletového kyslíku zodpovědná za poškození buněk. 

Zatímco měření kvantového výtěţku fluorescence můţe být vyuţito k zobrazování nádoru.  

  



33 

 

 

 

Produkt 2 s chráněnými sacharidovými skupinami na periferii patří mezi dobré producenty 

singletového kyslíku (ΦΔ je 0,58). Odchráněný AzaPc (Produkt 3) byl nerozpustný v DMF, teprve 

přídavkem 2 % (v/v) vody došlo k jeho úplnému rozpuštění, coţ umoţnilo měření. Kvantový výtěţek 

singletového kyslíku nepřesáhl hodnotu 0,01 v důsledku silné agregace. Protoţe stejná agregovaná 

spektra byla získána i při měření ve vodě, lze tuto sloučeninu povaţovat za fotodynamicky neaktivní.  

Protoţe se absorbovaná energie uvolňuje zejména prostřednictvím produkce singletového kyslíku, 

fluorescence Produktu 2 byla niţší (ΦF 0.23), nicméně pořád dostatečná pro případné vyuţití v oblasti 

fotodetekce nádorů. U Produktu 3 nebyla ţádná emise zjištěna z důvodu silné agregace. 

Obecně lze shrnout, ţe Produkt 2 vykazoval spektrální i fotofyzikální chování shodné s jinými 

zinečnatými AzaPc substituovanými alkylsulfanylovými jednotkami na periferii. Fotofyzikální data 

získaná pro Produkt 3 nejsou úplným zklamáním, protoţe v literatuře se uvádí, ţe i látky v roztoku silně 

agregované se mohou v biologickém prostředí desagregovat, a tímto by se z Produktu 3 mohla stát látka 

fotodynamicky aktivní aţ na místě svého účinku. 
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9 Závěr 

V rámci této rigorózní práce byly připraveny tyto sloučeniny: 

 Produkt 1 

 Produkt 2 

 Produkt 3 

 

 

Zjistili jsme, ţe dobré rozpustnosti ve vodě je dosaţeno při substituci osmi galaktosylových skupin 

na makrocykl AzaPc (105 mg/ml). Ovšem tato vysoká rozpustnost neznamená i dobré fotodynamické 

vlastnosti. Bylo zjištěno, ţe Produkt 3 je silně agregován v jakékoliv koncentraci ve vodě i 

v organických rozpouštědlech. Kvantový výtěţek singletového kyslíku je z toho důvodu velmi nízký, 

proto se látka za těchto podmínek chová jako fotodynamicky neaktivní. Nadějí by mohla být desagregace 

a návrat dobrých fotodynamických parametrů po její aplikaci do biologického prostředí. 

Výsledky mé rigorózní práce se staly součástí publikace uvedené níţe, 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. 

 

 

  

http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2012/dt/c2dt30971h
http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2012/dt/c2dt30971h
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