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ABSTRAKT
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Kandidat Magda Vavreckova

Skolitel Doc. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Nazev diplomové prace Syntéza potencidln¢ fotodynamicky aktivnich derivatt
tetrapyridoporfyrazini

Substituované tetrapyridoporfyraziny ptedstavuji novy strukturni typ potencialnich
fotosenzitizérti se zajimavymi vlastnosti pro oblast fotodynamické terapie. Cilem této
prace bylo ptfipravit dva typy tetrapyridoporfyrazini s hydrofilnimi substituenty jako
potencialni fotosenzitizéry. Fotosenzitizéry jsou latky, které maji schopnost produkovat
po aktivaci svétlem singletovy kyslik, ktery je kliCovou toxickou slozkou

fotodynamické terapie.

V prvnim kroku byl pfipraven kondenzaci tetrakyanoethylenu a butan-2-onu 2-chlor-
5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitril (1). Dale byl nukleofilni substituci pfipojen
hydrofilni substituent. Prvni prekurzor byl ptipraven reakci slouceniny 1 s2-
merkaptoethanolem v pfitomnosti hydroxidu sodného. Podobné byl pfipraven i druhy
prekurzor reakci slou¢eniny 1 s diethylaminoethanolem v ptitomnosti hydridu sodného.
Dalsi krok zahrnoval cyklotetramerizaci, pti které byl jako iniciator reakce pouzit
butanolat hote¢naty, diky kterému byly pfipraveny hofecnaté komplexy ptislusnych
tetrapyridoporfyrazini. Hofe¢naté komplexy byly odkoveny a pfevedeny na zine¢naté
komplexy. Komplex s diethylaminoethoxy substituenty byl nasledné kvarternizovan
pomoci ethyljodidu na finalni slou¢eninu. Finalni zine¢naté komplexy byly testovany na

fotodynamickou aktivitu a toxicitu na HeLa nadorovych buikach.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Candidate Magda Vavreckova

Supervisor Doc. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Title of Thesis Synthesis  of tetrapyridoporphyrazines with  potential

photodynamic activity

Substituted tetrapyridoporphyrazines represent new structural type of potential
photosensitizers with interesting properties for application in photodynamic therapy.
The aim of this work was to synthesize two types of tetrapyridoporphyrazines with
hydrophilic substituents as potential photosensitizers. Photosensitizers are substances
with an ability to produce singlet oxygen after activation by light. Singlet oxygen is the
key toxic species in photodynamic therapy.

2-Chloro-5,6-dimethylpyridine-3,4-dicarbonitrile (1) was prepared in the first step by
condensation of tetracyanoethylene and butan-2-one. In the next step, a hydrophilic
substituent was attached by nucleophilic substitution. The first precursor was prepared
by reaction of compound 1 with 2-mercaptoethanol in the presence of sodium
hydroxide. Similarly, the second precursor was obtained by reaction of compound 1
with diethylaminoethanol in the presence of sodium hydride. The third step involved
cyclotetramerization with magnesium butoxide as initiator that gave magnesium
complexes of corresponding tetrapyridoporphyrazines. Magnesium complexes were
converted to metal-free derivatives and then to zinc complexes. Complex with
diethylaminoethoxy substituents was subsequently quaternized by ethyl iodide to the
final compound. Final zinc compounds were tested for photodynamic activity and

toxicity on HeLa cells.
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1. SEZNAM ZKRATEK

DAMPs
DMF
DMSO

ICso

LT
NMP
PDT
PS
ROS

TCso

THF
TLC

ZnQ2C|2

damage-associated molecular patterns
dimethylformamid
dimethylsulfoxid

koncentrace, ktera usmrti 50 % bun¢k vystavenych ptisobeni fotosenzitizéru

a zafeni

laboratorni teplota
N-methylpyrrolidon
fotodynamicka terapie
fotosenzitizér

reaktivni formy kysliku

koncentrace, ktera usmrti 50 % bunck vystavenych plisobeni fotosenzitizéru

bez ozatfeni
tetrahydrofuran
tenkovrstva chromatografie

chlorid bis(chinolinato) zine¢naty



2. CIL PRACE

Ve vyzkumné skupiné ,,Azaphthalocyanine group® jsou jiz delsi dobu studovany
dusikaté analogy ftalocyaninii jako potencialni fotosenzitizéry. V posledni dobé bylo
zjisténo, ze derivaty tetrapyridoporfyrazinii piedstavuji velice slibny zaklad pro
strukturni obmény. Ur¢itym omezenim pro dalsi vyvoj v této skupiné byla doposud
nizka rozpustnost ve vodé¢, ktera brani rozsahlejsimu testovani novych latek. Cilem mé
diplomové prace proto bylo pfipravit dva typy derivatt tetrapyridoporfyrazint
S hydrofilnimi substituenty. V prvnim pifipadé¢ mél byt periferni fetézec zakoncen
hydroxy skupinou a na makrocyklus mél byt navazan ptes siru. Druhy typ mél mit
periferni fetézec s kvarternim dusikem a na makrocyklus mél byt navazan ptes kyslik
(Obrazek 1). Ob¢ slouceniny mély byt pfipraveny cyklotetramerizaci prekurzoru, na

ktery mél byt navazan poZadovany hydrofilni substituent.

Obriazek 1 NavrZzené struktury tetrapyridoporfyrazint.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy, PDT) je 1é¢ebna metoda, ktera se sklada
se tfi slozek: fotosenzitizéru (PS), svétla a kysliku. Jednotlivé slozky jsou samy o sobé
netoxické, ovsem pokud PS absorbuje svétlo o urcité vinové délce, dochazi k zahajeni
fotochemické reakce, ktera vede ke vzniku singletového kysliku. Ten poskozuje
pfirozené se vyskytujici biomolekuly a tim navozuje bunéénou smrt. Selektivita metody
je dana distribuci PS a plochou tkan¢, ktera je osvétlena. V praxi jsou upfednostiiovany
PS, které se hromadi v rakovinnych buiikach a svétlem je ozafovana jen nadorova
tkai." 2 PDT se vyuziva predevsim pii 1é€be€ nadorovych a prekancer6znich onemocnéni
ktze, dale také pti 1écbé nadort plic, ustni dutiny a hrtanu.® Dal§i moZnosti vyuziti PDT
je diagnostika, kdy PS po absorpci svétla emituje fluorescenci, coz se vyuziva pro

zjisténi polohy, hloubky nebo velikosti nadoru.*
3.2 Historie

Fotochemicka reakce, ktera zptisobuje bunéénou smrt, byla poprvé zaznamenana pied
vice nez 100 lety. Vroce 1900 némecky student Oscar Raab zjistil, ze akridin
Vv kombinaci se svétlem o urCité vlnové délce je toxicky pro nalevniky rodu
Paramecium. Ve stejném roce zaznamenal francouzsky neurolog J. Prime dermatitidu u
pacientl, ktefi byli 1é¢eni eosinem a ktefi byli vystaveni slune¢nimu zafeni. Testovani
kombinaci chemikalii a svétla vedlo ke vzniku PDT. V roce 1913 némecky Iékar
Friedrich Meyer-Betz proved prvni studii PDT, kdy testoval hematoporfyrin na své
ktzi. Nasledovaly studie hematoporfyrinovych derivati, které zahajil roku 1960
Richard Lipson na Mayo clinic. Roku 1975 se podafilo odstranit prsni nddor a nador
mocového méchyfe mysi a roku 1976 J. F. Kelly zah4jil prvni pokusy PDT s derivaty
hematoporfyrinu u pacientli s ndidorem mocového méchyte. Nasledovala studie T.
Doughertyho, ktery 1écil pacienty s nddorovym onemocnénim kiize. Po slibnych
pokusech 1é¢by rakoviny mocového méchyie a kize prisSly snahy 1é¢it pacienty
s nadorem plic, jicnu, Zzaludku a daliich nadorovych onemocnénich. Usp&chy viak byly
limitovany pfedevSim nizkou specifitou a ucinnosti PS, coz vedlo k vyzkumu

vhodné&jsich PS pro PDT.*
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3.3 Princip fotodynamické terapie

3.3.1 Fotofyzika

Zakladni energeticky stav PS je stav singletovy, kdy jsou elektrony uspotfadany
Vv energeticky nejvyhodnéjsim molekulovém orbitalu a celkovy spin elektront
v molekule je roven nule. Absorpci svétla dojde k piesunu jednoho elektronu do vyssi
energetické vrstvy a PS se dostane do singletového excitovaného stavu. Tento stav je
velmi nestabilni a pifebyte¢na energie je uvoliiovana ve formé tepla nebo fluorescence.
Dals$i moznou cestou uvolnéni energie je mezisystémovy prechod, kdy dojde k otoceni
spinu jednoho z vnéjsich elektront a PS se tak dostane do tripletového stavu, ze kterého
je dale wuvolhovana energie formou fosforescence, interakci PS s okolnimi
biomolekulami nebo interakci PS s tkadnovym kyslikem, coz se vyuZziva pii PDT

(Obrazek 2).>°

SINGLETOVY EXCITOVANY STAV

A
4
TRIPLETOVY STAV
7 \ substrat
1 2 3 102

5 6 radikal

e

30:

y y y_ v

ZAKLADNI STAV

Obrazek 2 Jablonského diagram. 1. absorpce svétla, 2. uvolnéni energie ve form¢ tepla
(vnitini konverze), 3. uvolnéni energie ve formé¢ fluorescence, 4. mezisystémovy
piechod, 5. uvolnéni energie ve form¢ fosforescence, 6. fotoproces typu Il., 7.

fotoproces typu .

Piedpoklada se, ze pii PDT pievlada interakce PS stkanovym kyslikem, pii které
molekularni kyslik pfechazi do velmi reaktivniho singletového stavu, ktery oxiduje
okolnimi biomolekuly. Tento proces je oznacovan jako fotoproces typu II.
Fotoprocesem typu I je nazyvan déj, kdy PS v tripletovém stavu interaguje se
substratem (napf. okolni biomolekuly, rozpoustédlo) za vzniku radikalii. Pomoci téchto
radikalti vznikaji nasledné reaktivni formy kysliku (ROS). Vysledkem obou cest je

oxidace biomolekul a nasledné vyvolani apoptdzy &i nekrozy.’
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3.3.2 Biologicka odpovéd®

Existence singletového kysliku je velice kratka. Jeho doba Zivota je niz$i nez 0,04 ps a
difzni pomér je tak mensi nez 0,02 um. Z toho vyplyva, ze k poskozeni bun¢k dochazi
jen v okoli PS. Pii PDT se PS vaze zpravidla na plazmatickou membranu, membranu
mitochondrie, do lysozomd nebo endoplazmatického retikula. Naopak je mensi
pravdépodobnost, ze dojde k poskozeni DNA, protoze PS se nekumuluje v bunécném
jadru.® Typ bun&éné smrti zavisi, mimo koncentrace PS a davce svétla, na typu
struktury, kterda je poSkozena. Pokud se PS hromadi v mitochondriich nebo
endoplazmatickém retikulu jsou zpravidla inaktivovany proteiny rodiny Bcl-2
zodpovédné za propustnost vnéjSi mitochondridlni membrany. Nasledkem je uvolnéni
cytochromu C do cytoplazmy a aktivace kaspaz vedoucich k apoptoze bunky.
Nekrotické draha je nastartovana pii poSkozeni buné¢né membrany nebo lysozomu jako
dasledek ztraty integrity bunéné membrany. Pii poskozeni lysozomu dochazi také
K uvolnéni proteaz, které mohou interakci s proteiny rodiny Bcl-2 rovnéz aktivovat

apoptozu.” S

Rakovinnd bunka se brani poSkozeni né€kolika mechanismy. Bylo zjisténo, ze
Vv nddorovych bunkach kolisa mnozstvi antioxidantd jak hydrofilnich (nékteré
aminokyseliny, glutathion, vitamin C) tak lipofilnich (vitamin E), coZ zpusobuje
rozdilnou citlivost nddorovych bunék k PDT. Druhym ochrannym mechanismem je
schopnost syntetizovat enzymy, které detoxikuji ROS. Nebyl sice objeven zadny
enzym, ktery inaktivuje singletovy kyslik, ale jsou znamy enzymy, které se zapojuji do
metabolismu ROS a které ovliviiuji cytotoxicky uc¢inek PDT. Tteti mechanismus je
zalozen na schopnosti nadorové bunky syntetizovat proteiny, které reguluji apoptdzu

nebo které opravuji molekuly poskozené oxida¢nim stresem.”

3.3.3 Cévni odpovéd’

Pii PDT dochazi ve tkani k hypoxii. Je to vysledek oxida¢niho stresu a také

mikrovaskularniho poSkozeni (zzeni cév, tvorba trombu), které je pro PDT typické.
Toxicky tc¢inek na cévy je zavisly na typu PS a na ¢ase mezi podanim PS a ozafovanim.
Snizeny piisun kysliku vede k indukeci angiogennich rlstovych faktorti, hlavné
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru, cyklooxygenazy 2 a metaloproteinazy.
Vysledkem této indukce je zvySené riziko recidivy nadoru. Bylo potvrzeno, Ze pfi
kombinaci PDT s inhibitory angiogeneze se zvysuje terapeuticky efekt Iécby. Nejsou

tim viak blokovany viechny mozné cesty tvorby metastaz.>
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Vysledkem mikrovaskularniho poskozeni je v nékterych ptipadech také vyssi
permeabilita cév. Proto mize byt PDT vyuzivana také k usnadnéni distribuce

makromolekularnich latek z krve do tkang. *°

3.3.4 Imunitni odpovéd’

K protinadorovému uc¢inku PDT patii také aktivace imunitniho systému. Prvni reakce
tkan¢ poskozené singletovym kyslikem je vystaveni ligandu DAMPs (Damage-
associated molecular patterns) potifebného pro zahajeni imunitni odpovédi. Tento dé&j je
charakteristicky hlavné pro nekrézu ovSem uvadi se, Ze pii apoptdze nddorovych bunck
dochazi také ke spusténi imunitni odpovédi stejnym mechanismem jako u nekrdzy.
V tomto ptipadé je proces oznacovan jako imunogenni apoptdza. Dale dochéazi vlivem
oxida¢niho stresu k uvolnéni prozanétlivych mediatord a k rozvoji zanétu. Mezi
nejvyznamngj$i prozanétlivé mediatory pafi tumor nekrotizujici faktor, interleukin-1,
interleukin-6 a proteiny komplementu. Nasledné jsou do tkané infiltrovany monocyty,
neutrofily a dendritické burnky, které zahajuji nespecifickou imunitni odpovéd’. Pfechod
bunék imunitniho systému do tkdn€¢ miize byt umocnén poskozenim cév, které je
popsano vyse. Pti zanétlivé reakci dochéazi k aktivaci dendritickych bungk, které patii
mezi antigen prezentujici bunky. Poté, co se dostanou do lymfatickych uzlin, zacne
proliferace T-lymfocytd, které zprostiedkovavaji specifickou imunitni reakci. Bylo

dokéazano, ze butiky a mediatory zanétu jsou dileZité pro G&innost PDT.™" 12

3.4 Fotosenzitizéry

3.4.1 Vlastnosti fotosenzitizéra

Fotosenzitizér ovlivituje ucinnost PDT a nezddouci ucinky terapie. Mezi pozitivni
vlastnosti PS patfi mj. vy$§i kumulace v nadorové tkani, ktera zajistuje selektivitu
terapie a minimalizuje poSkozeni zdravé tkang, které mize nastat, kdyz dojde k aktivaci
PS mimo nador. Dale je poZadovano, aby PS nebyl toxicky a aby nebyly toxické ani
jeho metabolity. Vhodné je také rychla eliminace, kterd rovnéz omezuje poskozeni

r ;oW oo ’ £ v 13
zdravé tkdné€ a usnadnuje cely proces lécby.

Dalsi dilezitou vlastnosti PS je pozice absorpéniho maxima. PDT je omezena
schopnosti svétla proniknout tkanémi. Lépe prostupuje svétlo s vyssi vinovou délkou,
proto je pro PDT vhodnéjsi PS s absorpcnim maximem v ¢ervené az blizké infracervené

oblasti. Pokud je vSak hodnota vlnové délky vyssi nez 800 nm, svétlo jiz nemusi mit
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dostatecnou energii k produkci singletového kysliku. Absorpéni maximum by tedy mélo

byt v rozmezi 630 — 800 nm.*

Je také pozadovdna vhodna chemicka struktura PS. Pfitomnost hydrofilnich skupin
zajist'uje distribuci krevnim obéhem. Ovsem molekula musi byt také dostate¢né lipofilni
pro piechod PS pies membranu do buiiky a pro navazani na cilovou strukturu.** Pokud
ma molekula ve vodném prostiedi tendenci k agregaci, je tfeba tomu zabranit vhodnou

substituci, protoZe pii agregaci molekul ztraci PS svou fotodynamickou aktivitu. *°

Idealni PS by tedy mél byt distribuovan do cilové tkan€, po aktivaci svétlem by mél
produkovat potiebné mnozstvi singletového kysliku a ndsledné by mél byt eliminovan,
aby nedoSlo k poskozeni zdravé tkané. PS by rovnéz nemél branit pouziti dalSich

1é¢ebnych metod jako je chirurgie, ozafovani nebo chemoterapie.*®

3.4.2 Rozdéleni fotosenzitizéru

PS se déli do tii generaci. Prvni objeveny PS hematoporfyrin (Obrazek 3) a jeho
derivaty se fadi do prvni generace. Tyto latky maji hodnotu absorpcniho maxima okolo
630 nm a vyznacuji se nizkou clearance. Fotosenzitivita kiize trva 6 az 8 tydni. Tyto
faktory omezuji jejich vyuziti pfi PDT. Druhou generaci piedstavuji PS
s modifikovanym tetrapyrrolovym jadrem, jako jsou ftalocyaniny, naftalocyaniny,
chloriny nebo bakteriochloriny (Obrazek 4). Tyto molekuly maji absorpéni maximum
posunuté k vy$sim vlnovym délkdm (650 — 850 nm). Také byly pfipraveny jejich
komplexy s riznymi kationty kovii, u kterych byla pozorovana vyssi afinita k nadorové
tkéani. Jako tfeti generace jsou oznacovany PS druhé generace, které jsou navazany na

nosice umoznujici selektivni vychytavani PS nadorovymi buiikami. Témito nosici jsou

napf. monoklonalni protilatky nebo liposomy.*? ¢ %/
HO
OH
0™ “oH Ho™ ©

Obrazek 3 Hematoporfyrin.
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ftalocyanin

tetrapyrrol

bakteriochlorin

chlorin
Obrazek 4 Struktury odvozené od tetrapyrrolu.

3.4.3 Priklady fotosenzitizéru

Porfimer sodny R

Jedna se o PS ze skupiny hematoporfyrinovych derivata.

Neni to jednotnd latka, jednd se o smés dimera a vysSich o
oligomera. I pfes nevyhody, jako je nizkd selektivita a o

ctyftydenni fotosenzitivita, je porfimer sodny pouzivan e 00C

k 1é¢bé rakoviny mocového méchyfe.13 Také byla h

provedena studie, do které byli zapojeni pacienti s dlazdicovym karcinomem jicnu, u
kterych selhala pfedchozi chemoterapie. Z 25 pacienti lé¢enych porfimerem sodnym

reagovalo 19 a u 11 pacientl nebyla zaznamenéna recidiva po dobu dvou let.*®

Kyselina 5-aminolevulovi

(0]
Kyselina 5-aminolevulova se in vivo méni na fotodynamicky ’ NWOH
2

aktivni protoporfyrin IX, ktery je dale pfeveden na hem, ktery jiz o)

aktivni neni. Pfeména protoporfyrinu IX na hem je saturabilni, coz je vyhodné pro PDT,
protoZe dochazi ke kumulaci PS v naddorovych butikach. Pro hlubsi prinik do tkané jsou
vhodné lipofilngjsi verze 5-aminolevulové kyseliny — methyl nebo hexyl estery.
Penetrace se zvysi z 1 mm na 2 mm.** Dle vysledki studii je kyselina 5-aminolevulova

9

vhodna piedeviim pro pacienty s koznim onemocnénim jako napiiklad akné'® nebo

aktinick4 kerat6za°.
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Verteporfin

Verteporfin se fadi mezi benzoporfyrinové derivaty. Jedna
se 0 hydrofilni PS (po hydrolyze esterd in vivo), ktery je
diky své nizké rozpustnosti ve vod¢ podavan ve formée

liposomi. Vzhledem k tomu, ze jeho absorp¢ni maximum je

pii 690 nm, mize K aktivaci dojit i hloubé&ji ve tkani.

0
Vyhodou je také jeho rychld eliminace. Fotosenzitivita trvd jen nckolik hodin.

Verteporfin v misté aktivace ovliviiuje neovaskularizaci. Toho lze vyuzit u lécby
stafecké makularni degenerace, kterd muze vést az ke slepoté. Predpoklada se, ze by
tento PS mohl byt vhodny také pro 1é¢bu nadord organti s vysokou turovni
prokrveni.l3’ " Klinick4 studie potvrdila bezpe&né pouziti verteporfinu u pacientt

s nadorem pankreatu.”*

Temoporfin OH
Temoporfin je PS odvozeny od chlorinu. Po absorpci

svéta s vlnovou délkou 652 nm ma velky kvantovy Ho
vytézek singletového kysliku, coz je vyhodné pro PDT,
ale vyplyvaji ztoho i nékteré nevyhody. Pii osvétleni

nadoru musi byt dasledné odstinéna zdrava tkan, aby

nedoslo k aktivaci PS mimo nador. Vzhledem k HO

fotosenzitivité, by pacient nemél byt vystaven svétlu po dobu 2 — 4 tydnu, protoze i
minimalni mnozstvi PS mtze pii aktivaci ve zdravé tkani zplsobit vyznamné
poskozeni. Dobrda reakce na léCbu temoporfinem byla zaznamenana u pacientl
s rakovinou kaze, hlavy, krku a dale také plic a jicnu.™ ** V klinickych studiich je
kladen diraz na mnozstvi PS, ktera je potieba pro lé¢bu a které zaroven nezpusobuje

, Ry Cose 122
vyznamné nezadouci U€inky.

3.4.4 Fotosenzitizéry tieti generace

Treti generace PS se vyznacuje konjugaci fotodynamicky aktivni molekuly s nosic¢em,
ktery ma za ukol zlepSit selektivitu terapie a umoznit intravendzni podani lipofilnich
PS.' Mezi PS, se kterymi byly vytvofeny konjugaty, patfi i temoporfin. Ten byl
konjugovan s polyethylenglykolem a s lipozomy. Bylo zjisténo, ze ptedevs§im
lipozomalni struktury poskytuji lepsi biologickou dostupnost 1é€iva a vyraznéji se
akumuluji v nddorové tkani. Jako vhodnd cesta se také jevi konjugace porfyrinil

s proteiny.”® Mezi dalsi zastupce PS treti generace mizou v budoucnu patfit 1 hlinité
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komplexy ftalocyanini konjugované s kopolymerem methylvinyletheru a anhydridu
kyseliny maleinové. Ftalocyaniny jsou dobrymi PS, ovSem jejich pouziti limituje
agregace ve vode. Studie konjugati ale potvrzuje fotodynamickou aktivitu i ve vodném
prostiedi.?* Dal§im zptsobem, jak zajistit distribuci PS je vytvofeni polymerni
nanokapsle. Byly studovany PS cyaninového typu, které tvofily olejova jadra
v nanoemulzi olej ve vodé. Utinnost PS zavisela na piesné struktufe nanoemulze.
Tvorba nanokapsli byla zhodnocena jako vhodnd metoda distribuce PS S$patné

’ x 2
rozpustnych ve vods. ?
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4. METODICKA CAST

Ve své experimentdlni praci se zabyvam syntézou tetrapyridoporfyrazinti. Proto bych se
rada v Metodické casti vénovala jiz publikovanym informacim o riznych fazich jejich

ptipravy — od adi¢ni reakce tetrakyanoethylenu az po cyklotetramerizacni reakce.
4.1 Syntéza 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu

4.1.1 Adic¢ni reakce tetrakyanoethylenu

Dvojna vazba tetrakyanoethylenu muze podstoupit ¢tyfi typy adi¢nich reakei (Obrazek
5). Jedna se o Diels-Alderovu adici konjugovanych dienti na tetrakyanoethylen, pro
kterou je typické, ze probiha velmi dobie i pfi nizké teploté. Dalsim typem reakce je
hydrogenace, ktera je vhodna pro pfipravu tetrakyanoethanu. Osvédcila se predevsim
redukce tetrakyanoethylenu kyselinou thioglykolovou. Dale byla popsana adice volného
radikalu, ktery byl pfipraven tepelnym rozkladem a poslednim typem je pak adice
slouceniny s aktivnim vodikem. Tento typ adice byl UspéSny pouze pii reakci
tetrakyanoethylenu s ketony disponujicimi vodikem na a-uhliku a pfi reakci s kyselinou
sifi¢itou. Pokusy se sulfanem, jodovodikem nebo sthioly vedly ke vzniku
tetrakyanoethanu.?®

Diels-Alderova reakce

NC._ _CN CN

I + \/\ CN
NC” CN CN
CN
Hydrogenace
NCICN 2 HSCH,COOH NC__CN
\ -
NC” CN - (SCH,COO0H), NC” “CN

Adice volného radikalu

CH3C‘)N CN CH,

NC CN

\ |

I + H3C+N=N+CH3 E— NC—(‘:—(‘:—C‘)—?—CN + Ny
H3C CH

NC™ CN 3 3 CHsCN CN CHs

Adice molekuly s aktivnim vodikem

o)
NC. CN ° NG NC_ CN

I : )K/R2 Ri
NC” CN Ry CN R,

CN

NCICN SOzH

‘ + Hp,S0, ——> NC

CN

NC” “CN

CN

Obrazek 5 Adice tetrakyanoethylenu.
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4.1.2 Syntéza substituovaného pyridinu

Vyznam pro syntézu 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu ma piedev§im
adice ketonu na tetrakyanoethylen. Produkty této adice byly zkoumany pii reakci
s mineralnimi a halogenvodikovymi kyselinami. Pti zahfati ketonu s 50% kyselinou
sirovou neni mozné charakterizovat produkt, protoze vznikaji dehtovité smési, ze
kterych neni mozné produkt izolovat. Reakei ketonu s kyselinou chlorovodikovou nebo
bromovodikovou je vSak mozné ptipravit pyridin-3,4-dikarbonitril s halogenem
Vv poloze 2. Vytézek této reakce se pohybuje v rozmezi 60 — 80 %. Iniciatorem reakce je
halogenovodik, ktery se vaze na jednu z kyanoskupin. Nasledné dojde k cyklizaci
molekuly a odstépeni kyseliny kyanovodikové (Obrazek 6). Pokud reakce probihd pti
vyssi teploté (100 °C) dochazi opét ke vzniku dehtovité smési, proto je tato reakce

béZné provadéna za laboratorni teploty.27

NC CN CN
NC_ CN () R O AN Ry CN Ry CN
NC 2 —_— N
WJ\& + HX —> s R, ho | P
| "0 g ONT X
O H,N OH

Obrazek 6 Reakce ketonu s halogenvodikem.

4.1.3 Syntéza 2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitrila z tetrakyanoethylenu in situ

Na zakladé vySe uvedenych poznatki lze predpokladat, ze syntéza 2-chlorpyridin-3,4-
dikarbonitrilu z tetrakyanoethylenu je mozna v ramci jednoho kroku. V roce 2010 byla
publikovana tiislozkova syntéza 2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitrilu, kterd zahrnovala
pouze jeden krok a to reakci tetrakyanoethylenu s alifatickym, aromatickym nebo
heterocyklickym ketonem, disponujici vodikem na a-uhliku, a kyselinou

chlorovodikovou. Tato reakce probihd v prostfedi 1,4-dioxanu a jeji vytézek se

pohybuje v rozmezi 86 — 97 % (Obrazek 7).%8

CN
NC._CN O 60 - 70 °C Ro - CN
R
R1 2 —
NC CN R, N Cl

Obrazek 7 Syntéza substituovanych 2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitrili: a) R; = R, =
CHs, (89 %), b) R; = CHj3, R, = CoHs (93 %), C) RiR, = (CH2)4 (97 %), d) RiR, = (CHz)G
(94 %); e) Ry = fenyl, R, = H (87 %); f) Ry = 2-thienyl, R, = H (86 %).
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4.2 Derivaty 5,6-dialkylpyridin-3,4-dikarbonitrilu

Molekula 2-chlor-5,6-dialkylpyridin-3,4-dikarbonitrilu obsahuje nékolik reaktivnich
center. Pro pfipravu derivatl tetrapyridoporfyrazint, kterou se tato prace zabyva, je
nejdalezitéj$i uhlik v poloze 2. Tento uhlik je vlivem kyanoskupin, sousedniho dusiku a
atomu chloru silné elektrondeficitni. Diky tomu je mozné pfipravit rizné jeho obmény
pomoci nukleofilni substituce Vv pfitomnosti baze. Obecné je vytézek této nukleofilni
substituce vysoky. Na uhlik v poloze 2 se vazou aminy, fenolaty i thiolaty (Obrazek 8).
Mezi baze, které byly pouzity pro ptipravu derivata 5,6-dialkylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu, patii hydroxid sodny, fluorid cesny, uhliitan draselny, triethylamin nebo

hydrogenuhli¢itan sodny. 29,30

N S)<

IN\ Cl . NaOH | N
_—
ZNCN HS THF, LT (92 %)

CN

D;): )\©/k DMF, argon, LT :g/\[ (68 %)

N._Cl N N
| = + /\N/\ - o | AN ~

7 eN H THF, reflux N

0,
N L (95 %)
ZNeN HS”>">" puso,LT Non L
0,

L L (90 %)

Obrazek 8 Schéma piipravy derivata 5,6-dialkylpyridin-3,4-dikarbonitrilu.

4.3 Cyklotetramerizace

Syntéza  makrocyklu  spo¢iva v cyklotetramerizaci ~ vhodného  prekurzoru.
Cyklotetramerizacni reakce jsou pouzivané pro piipravu azaftalocyaninii a dalSich
porfyrazinii a obecné informace ztéchto syntéz je mozZné vyuzit i pro piipravu
tetrapyridoporfyrazini. Reakce mtiZze probihat dvéma mechanismy a to templatovou
metodou nebo pomoci alkoholatii alifatickych alkohol. Jako vhodny prekurzor pro

cyklotetramerizaci je aromat obsahujici dvé nitrilové skupiny Vv ortho uspotadani, ze
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kterych makrocyklus vznika. Jedna molekula makrocyku pak vznikd ze 4 molekul
prekurzoru. Cyklotetrameriza¢ni reakci vyse uvedenych derivata 5,6-dialkylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu  byly v minulosti jiz pfipraveny prvni latky ze skupiny
tetrapyridoporfyrazini.®

4.3.1 Cyklotetramerizace pomoci alkoholatu alifatickych alkoholu

Cyklotetramerizace pomoci alkoholatu predstavuje vhodnou metodu pro piipravu
nékterych komplexd. E. H. Merkved publikovala vroce 1999 piipravu
oktaalkoxyazaftalocyaninl, v ramci které byl popsan meziprodukt cyklotetramerizaéni
reakce. V jeji praci bylo zvoleno nékolik typa prekurzoru, ale u vétSiny z nich nebyl
piipraven pozadovany derivat. Usp&$né byly ty reakce, kdy periferni substituent
prekurzoru odpovidal alkoholatu, ktery inicioval cyklotetramerizaci. Konkrétné¢ byl
piipraven oktamethoxyazaftalocyaninatovy komplex 2z 5,6-dimethoxypyrazin-2,3-
dikarbonitrilu a to v pfitomnosti methanolatu sodného (Obrazek 9). Methanolat,
piipraveny z methanolu pisobenim hydridu sodného, napada kyanoskupinu prekurzoru
a vznika methylkarboximidat, ktery je potvrzenym meziproduktem této reakce. Cely
makrocyklus pak vznika postupné. Methylkarboximidat napada dal$i volné
kyanoskupiny dokud nedojde k zacykleni molekuly. Nevyhodou této metody
cyklotetramerizace je, Ze pti reakci mize dochazet k vyméné perifernich substituentii za
alkoxy skupiny. Je to také divod pro¢ se nepodatfilo ptipravit nékteré derivaty

oktaalkoxyazaftalocyanint v praci E. H. Morkved.®

o/ \

|
NaH, MeOH NC | Nj:o Mg, MeOH
I I NH3 reflux HNﬁIN/ o reflux
|
/O N/

\ /O

Obriazek 9 Schéma piipravy oktamethoxyazaftalocyaninatového komplexu.

Metoda cyklotetramerizace pomoci alkoholatu byla zvolena i1 pfi ptipravé derivati
tetrapyridoporfyrazinti. Pfi reakcich, které byly publikovany, byl jako iniciator reakce
pouzit butanolat hofe¢naty nebo butanolat lithny (Obrazek 10). Vybér iniciatoru reakce

zavisi na vlastnostech molekuly. Hotfecnaté alkoholaty paifi mezi mirné inicidtory
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cyklotetramerizaci a pravdépodobnost vymény perifernich substituentli béhem reakce je

u nich vyrazné snizena. Lithné alkoholaty jsou siln€jSimi iniciatory a jsou vhodné pii
9

cyklotetramerizaci, kdy je periferni substituent silnym donorem elektroni.

CN
| SN CN Mg, BuOH
e
N/ S reflux
CN
SN CN Li, BuOH

| >
N/ INEERN reflux

<

Obrazek 10 Schéma piipravy derivati tetrapyridoporfyrazint.

4.3.2 Templatova metoda cyklotetramerizace

Cyklotetramerizace templatovou metodou piedstavuje reakci, kdy se molekuly
prekurzoru seskupi kolem kationtu kovu, diky tomu se zkrati vzdalenosti mezi
molekulami prekurzorti a pti vyssi teploté vznikne makrocyklus. Obecné ma tato
metoda niz$i vytézky a reakce probihd pii vyssi teploté, nez u cyklotetramerizace
iniciované alkoholatem. Vyhodou ovSem je, Ze pfi templatové metod¢ nedochazi
K vyménam perifernich substituentii, a proto je tato metoda vhodna pro piipravu
makrocykli s aryloxy nebo alkoxy substituenty.® Reakce byla popsana v publikaci pii
syntéze Oktaazaftalocyaninii s objemnymi fenoxy substituenty (Obrazek 11). Derivat
pyrazin-2,3-dikarbonitrilu reagoval v prostfedi chinolinu a v pfitomnosti octanu
zine¢natého, octanu nikelnatého nebo chloridu kobaltnatého. Pti 160 °C smés reagovala

24 hodin a po ukon&eni reakce byly izolovany poZadované komplexy azaftalocyanini.
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=0

M = H, (a), Zn (b), Ni (c) Co (d)

>\_/<

Obrazek 11 Schéma syntézy oktaazaftalocyaninii s objemnymi fenoxy substituenty: i)
pro a: chinolin, 160 °C; ii) pro b: Zn(CHsCOO),, chinolin, 160 °C; iii) pro c:
Ni(CH3COO),, chinolin, 160 °C; iv) pro d: CoCly, chinolin, 160 °C.

Metoda templatové cykotetramerizace byla dale vylepsena diky objevu nového
iniciatoru. Jedna se o chlorid bis(chinolinato) zineénaty (ZnQ,Cl,), diky kterému byla
templatova cyklotetramerizace zjednodusena. Hlavni vyhodou je, Ze ZnQ,Cl,
nevyzaduje bezvodé podminky jako je tomu u chinolinu. Byly opét studovany piipravy
zine¢natych aryloxy nebo alkoxy substituovanych azaftalocyanini (Obrazek 12) a také
byla zjisténa zavislost prubéhu cyklotetramerizace na teploté reakce. Vysledky ukazaly,
7e pii nizké teplotd cyklotetramerizaéni reakce viibec nepobiha. Cim je pak teplota
vys§i, tim rychleji makrocyklus vznika. OvSem pouze do teploty tani produktu, protoze
poté dochazi k jeho rozkladu. Nevyhodou pfipravy zineCnatych azaftalocyanini v

prostiedi ZnQ,Cl, je niz8i vytéZzek reakce, na druhou stranu ale umoziiuje rychlejsi a
vvvvvv 5 33,34

R R
R
N e ]
R R N =N\ N /@
O__N__CN  ZnQ,Ch, R \=N N / R
1L o NN
0~ N eN 260 °C R N l\/l R
R R N=\ A= LN
oJ\rKl Nﬁ/‘ko
R R R R

Obrazek 12 Schéma syntézy zineCnatych azaftalocyanint s aryloxy substituenty.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Vychozi latky a rozpoustédla pro reakce byly zakoupeny od firem Lach-Ner, Penta,
Sigma-Aldrich nebo Acros. Teplota tani sloucenin byla méfena na digitadlnim pfistroji
ELECTROTHERMAL IA9200. Pribéh reakci a cCistota vyslednych produktt byly
sledovany pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na deskdch Merck Kieselgel 60
F254 nebo Merck Aluminium oxide 60 F254, neutral. Detekce UV lampou probihaly
pii vlnové délce 254 nm nebo 366 nm. Cisténi produktd bylo provadéno pomoci
sloupcové chromatografie na stacionarni fazi Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm)
nebo byl pouzit oxid hlinity — neutralni Brockmann I (Sigma-Aldrich). Mobilni faze,
které byly pouzity, jsou popsany u jednotlivych reakci dale. Infracervena spektra byla
méfena IC spektrofotometrem Nicolet 6700 v ATR modu na Katedfe anorganické a
organické chemie. '"H NMR a *C NMR spektra byla m&fena na pristroji Varian
Mercury Vx BB 300 nebo VNMR S500 na Katedie anorganické a organické chemie.
Elementarni analyza byla provedena pomoci pfistroje Automatic Microanalyser
EA1110CE nebo pomoci piistroje Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar
Analysensysteme GmbH, Hanau, Germany) na Katedfe farmaceutické chemie a
kontroly 1é¢iv. Spektra UV/VIS byla méfena pomoci ptistroje Shimadzu UV-2600
spectrophotometer na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv. Hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF) byla provedena na piistroji AB Sciex 4800 MALDI
TOF/TOF spectrometer. Pfistroj byl kalibrovan externé pétibodovou kalibraéni metodou
pomoci Peptide Calibration Mix1 (LaserBioLabs, Sophia-Antipolis, France). Roztok
méfeného vzorku v dichlormethanu (pfiblizné 10 uM, 1,5 ul) byl smichan s matrici
(trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-metyl-2-propenyliden]malononitril) v dichlormethanu,

nanesen na desticku a dikladné vysusSen.

5.1 Syntéza 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu (1)

Cl
NC
B
NC =

Tetrakyanoethylen (10 g, 78 mmol) byl rozpustén v 1,4-dioxanu (200 ml). Dale byl
pridan butan-2-on (5,159, 6,4 ml, 71 mmol, 0,805 g/ml) a koncentrovana kyselina
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chlorovodikova (80 ml). Roztok ménil barvu do Cervena a postupné tmavnul. Reakce
probihala pii 65 °C pod zpétnym chladi¢em, jehoz vyvod byl umistén do kédinky s 20%
siranem zeleznatym obazi¢ténym roztokem NaOH Kk detoxikaci vznikajiciho HCN.
Reakce byla ukonéena po 2,5 hodinach, kdy byla nalita na led. Po rozpusténi ledu bylo
vs§e vlozeno do lednice na cca 15 hodin, kde produkt vykrystalizoval. Pomoci filtrace
byly odd¢€leny krystaly a filtrat byl 3x vytiepan smési voda/chloroform. Chloroformové
vrstvy byly spojeny, vysuseny bezvodym siranem sodnym a po piefiltrovani bylo
odpareno rozpoustédlo. Produkt ziskany krystalizaci a vytfepavanim byl spojen a dale
¢istén sloupcovou chromatografii za pouziti chloroformu jako mobilni faze. Bylo
ziskano 7,1 g (47 %) nartzovélé pevné latky. Syntéza byla provedena dle
publikovaného pos‘[upu28 a produkt byl porovnan na TLC se standardem pfipravenym a

charakterizovanym diive na katedre.

5.2 Syntéza 2-(2-hydroxyethylsulfanyl)-5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (2)

OH
S/\/
NC
B
NG~
2

V prvnim kroku syntézy byl smichan 1 M roztok hydroxidu sodného (7,8 ml, 7,8 mmol)
s 2-merkaptoethanolem (562 mg, 0,5 ml, 7,2 mmol, 1,12 g/ml). Po 15 minutach byl
piidan prekurzor 1 (1149,6 mg, 6 mmol) rozpustény v tetrahydrofuranu (THF) (15 ml).
Reakce probihala dale 1 hodinu za laboratorni teploty. Poté byla ke smési pfidana voda
a produkt byl vytiepan do ethyl-acetatu. Organicka vrstva byla oddélena, vysuSena
bezvodym siranem sodnym, piefiltrovana a odpafena. Produkt byl nasledné ¢istén
sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/aceton 9 : 1. Bylo pfipraveno
950 mg (68 %) pevné latky, ktera méla po rekrystalizaci z metanolu s aktivnim uhlim

bilou barvu.

T. t. 106,8 — 108,2 °C. IC (ATR): vmax = 3519 (OH), 2952, 2893, 2233 (CN), 1556,
1531, 1438, 1393, 1364, 1269, 1235, 1154, 1048, 1023 cm™. Elementarni analyza (%)
vypoc¢itano pro Ci1H11N3OS: C 56,63; H 4,75; N 18,01; nalezeno C 56,66; H 4,74; N
17,73. 'H NMR (500 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 3,93 (t, 2 H, J = 5,7 Hz, OCH,), 3,48 (t, 2
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H, J = 5,8 Hz, SCH>), 2,63 (s, 3 H, CH3), 2,56 (s, 1 H, OH), 2,49 (s, 3 H, CH3). **C
NMR (125 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 162,8; 160,4; 130,3; 124,6; 113,0; 113,2; 106,1; 61,9;
33,7; 23,8; 17,0.

5.3 Syntéza 2-(2-(diethylamino)ethoxy)-5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (3)

O/\/
NC
B
NG N
3

V 2-(diethylamino)ethanolu (6 ml) pod argonem byla rozpusténa 60% suspenze hydridu
sodného v mineralnim oleji (460 mg, 11,5 mmol). Tato smés reagovala 15 minut pod
argonem za laboratorni teploty. Poté byl ptidan prekurzor 1 (2 g, 10,4 mmol) a reakce
probihala dalSich 30 minut za stejnych podminek. Po ukonceni reakce byla ke smési
piidana voda a produkt byl vytfepan do ethyl-acetatu a organickd faze byla oddé€lena.
Nasledn¢ byla k organické fazi ptfidana voda okyselena nékolika kapkami Kyseliny
chlorovodikové do kyselé reakce a produkt byl vytfepan do vody. Pokud po vytfepani
vodna faze nedédvala kyselou reakci, byla pfidana dalsi HCl a vytfepano znovu.
K oddélené¢ vodné vrstvé byl poté pfidan jednomolarni roztok hydroxidu sodného do
zésadité reakce a produkt byl vytfepan do ethyl-acetatu. Organicka vrstva byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym, piefiltrovana a odpafena. Dale byl produkt ¢istén
sloupcovou chromatografii. Nejprve byla jako mobilni fize pouzita smés
diethylether/triethylamin 30 : 1. Pomoci Dragendorffova c¢inidla byly na TLC
identifikovany frakce, ve kterych byl pfitomen produkt (oranzové skvrny po detekci).
Pti prvni sloupcové chromatografii bylo ziskano 563 mg ¢isté latky. Frakce, ve kterych
byl obsaZen produkt a zarovenn obsahoval jesté necistoty, byly dale chromatograficky
CiSté€ny za pouZiti mobilni faze ethyl-acetat/triethylamin 30 : 1 a bylo ziskdno dalSich
426 mg produktu. Celkovy vytézek reakce byl 989 mg (35%). Produktem byla pevna

latka oranzové barvy.

T.t. 60,9 — 62,5 °C. IC (ATR): vmax = 2976, 2938, 2796, 2227 (CN), 1559, 1425, 1331,
1290, 1248, 1131, 1071, 1021. Elementarni analyza (%) vypocitano pro: C 66,15; H
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7,40; N 20,57; nalezeno: C 66,02; H 7,57; N 20,60. *H NMR (500 MHz, CDCls) ¢
(ppm) 4,51 (t, 2 H, J = 6,3 Hz, OCH>), 2,87 (t, 2 H, J = 6,3 Hz, NCHy), 2,63 (9, 4 H, J =
7,2 Hz, NCHy), 2,54 (s, 3 H, CHg), 2,44 (s, 3 H, CH3), 1,06 (t, 6 H, J = 7,2 Hz, CHs).
3C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm) 162.,4; 161,8; 126,8; 125,8; 113,5; 112.8; 95.2;
66,5; 50,9; 48,0; 23,6; 16,5; 12,0.

5.4 Syntéza 6-(tert-butyl)-2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitrilu

Cl
NC
B
N

Pii  syntéze tohoto prekurzoru sobjemnym substituentem byl rozpustén
tetrakyanoethylen (200 mg, 1,6 mmol) v dioxanu (5 ml). Dale byl do reakce ptidan 3,3-
dimethylbutan-2-on (184 mg, 0,23 ml, 1,8 mmol, 0,8 g/ml) a koncentrovana kyselina
chlorovodikova (1,6 ml). Roztok béhem 15 minut zménil barvu pies ¢ervenou do Cerna.
Reakce probihala pii 60 °C a byla hodnocena po 2,5 hodinach pomoci TLC za pouziti
chloroformu jako mobilni faze. Na desce bylo patrné, Ze vychozi latky jiz v reakci
nejsou, ale nebyla zde ani skvrna, ktera by odpovidala pozadovanému produktu. Teplota
byla jesté zvySend na 130 °C a po 1 hodin€ bylo provedeno dalsi TLC. Vysledek reakce

se vSak nezménil.

Syntéza byla také zkousena v mikrovinném reaktoru pii teploté 70 °C, 120 °C a 170 °C.
Ve v8ech tfech ptipadech reagoval tetrakyanoethylen (100 mg, 0,8 mmol) v dioxanu
(5 ml) s 3,3-dimethylbutan-2-onem (104 mg, 0,13 ml, 1,4 mmol, 0,8 g/ml) v pfitomnosti
koncentrované kyseliny chlorovodikové (0,8 ml). Po 30 minutach byly reakce
hodnoceny na TLC za pouziti chloroformu jako mobilni faze. Ani v jednom piipadé

nebyl identifikovan poZadovany produkt.
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5.5 Syntéza 2-chlor-6-methylpyridin-3,4-dikarbonitrilu

Cl
NC
B
NC Z

Syntéza tohoto prekurzoru byla zkouSena tfemi zplsoby. V prvnim ptipadé byl
Vv reak¢éni smési tetrakyanoethylen (100 mg, 0,8 mmol), aceton (2 ml) a koncentrovana
kyselina  chlorovodikova (0,8 ml). Dale byla syntéza zkouSena pouze
s tetrakyanoethylenem (100 mg, 0,8 mmol) rozpusténym v acetonu a posledni variantou
byla smés tetrakyanoethylenu (100 mg, 0,8 mmol), acetonu (2 ml) a diethyletheratu
fluoridu boritého (57 mg, 50 ul, 0,4 mmol, 1,15 g/ml). VSechny reakce probihaly za
laboratorni teploty a byly hodnoceny po 48 hodindch pomoci TLC za pouziti
chloroformu jako mobilni faze. Na desce vSak nebylo moZzné identifikovat

predpokladany produkt.

5.6 Syntéza 1,8,15,22-tetrakis(2-hydroxyethylsulfanyl)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazinato
hore¢natého komplexu (4Mg)

I

O

(

4Mg

Pii ptipravé komplexu byl nejprve do banky navazen hoi¢ik (729 mg, 30 mmol), dale
byl pridan cerstvé nadestilovany bezvody butanol (10 ml) a krystalek jodu. Smés

reagovala za teploty varu rozpoustédla pod zpétnym chladicem 4 hodiny, poté byl do
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reakce pridan prekurzor 2 (989 mg, 4,2 mmol) a reakce probihala za stejnych podminek
dalsich 15 hodin. Po ukonceni reakce bylo odpafeno rozpoustédlo. Do banky byla
priddna 50% kyselina octova, ve které se rozpustil produkt, a cela smes byla
prefiltrovana. Kyselina octova byla z filtratu odpafena a produkt byl promyvan
acetonem, vodou a THF a to vzdy za laboratorni teploty a poté i horkym rozpoustédlem.
Déle byl produkt rozpustén za laboratorni teploty v malém mnozstvi pyridinu a
vysrazen pridavkem acetonu. Poslednim krokem ¢isténi byla sloupcova chromatografie.
Nejprve byl jako mobilni faze pouzit methanol, kterym byly vymyty necistoty, zatimco
produkt ziistaval na startu. Poté byla mobilni faze vyménéna za smés pyridin/ethyl-
acetat 3 : 1, ve které se produkt eluoval. Bylo ptipraveno 167 mg (16 %) pevné, zelené
latky rozpustné v 50% Kyselin¢ octové, pyridinu a dimethylsulfoxidu (DMSO). Produkt

byl charakterizovan pomoci IC a MS spektra a pouzit pro naslednou reakci.

IC (ATR): vmax = 2929, 2857, 1557, 1466, 1405, 1330, 1267, 1228, 1184, 1105. MS
(MALD|-TOF): m/z 957,2 [M+H]+, Vypoéiténo pro C44H44MQN1204S4: 956,23.

5.7 Syntéza 1,8,15,22-tetrakis(2-hydroxyethylsulfanyl)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazinu
(4H2)

4H2

Komplex 4Mg (167 mg, 0,17 mmol) byl rozpustén v 80% kyseliné octové (30 ml) a

byla pfidana kyselina p-toluensulfonova (323 mg, 1,7 mmol). Reakce probihala za
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laboratorni teploty 4 hodiny. Nasledné byla odpafena kyselina octova a produkt byl
promyvan vodou a acetonem. Byla ptipravena pevnd, zelena latka, kterd byla rozpustna
v pyridinu a methanolu. Po charakterizaci pomoci MS spekter byl produkt pouzit pro

naslednou reakci.

MS (MALDI-TOF): m/z 9352 [M+H]", 917,2 [M-OH]’, vypoéitino pro

C44H46N1204S4Z 934,26.

5.8 Syntéza 1,8,15,22-tetrakis(2-hydroxyethylsulfanyl)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazinato

zine¢natého komplexu (4Zn)

T

O

(

4Zn

Bezkovy derivat 4H2 z piedchozi reakce byl rozpustén v pyridinu (10 ml) a byl k nému
ptidan octan zine¢naty (329,4 mg, 1,8 mmol). Tato smés reagovala 4 hodiny za teploty
varu rozpouStédla pod zpétnym chladicem. Po ukonceni reakce bylo odpatfeno
rozpoustédlo a produkt byl promyvan vodou, acetonem a po naneseni produktu na
silikagel byly neéistoty vymyvany také methanolem. Dale byl produkt C¢istén
sloupcovou chromatografii s mobilni fazi pyridin/ethyl-acetat 3 : 1. Bylo pfipraveno
90 mg pevné, zelené latky. Celkovy vytézek reakce (pocitano na vychozi latku 2) byl
9 %.

IC (ATR): vmax = 2922, 2855, 1553, 1472, 1406, 1266, 1229, 1185, 1109, 1023.
UVIVIS (pyridin): Amax (€) = 739 (170 200), 663 (45 100), 365 (48 000). MS (MALDI-
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TOF): m/z 997,1 [M+H]", vypo¢itano pro CasHasN1204S4Zn: 996,18. Elementarni
analyza (%) vypocitdno pro CasHasN1204S4Zn + 2H,0: C 51,08; H 4,68; N 16,25;
nalezeno: C 51,76; H 4,52; N 15,56.

5.9 Syntéza 1,8,15,22-tetrakis(N,N-diethylaminoethoxy)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazinato
hore¢natého komplexu (5MgQ)

5Mg

Na zacatku syntézy byl navazen hoié¢ik (207 mg, 8,5 mmol), ke kterému byl piidan
Cerstvé nadestilovany bezvody butanol (10 ml) a krystalek jodu. Tato reakce probihala
4 hodiny za teploty varu rozpoustédla pod zpétnym chladicem. Poté byl piidan
prekurzor 3 (368 mg, 1,2 mmol) a reakce probihala dal§ich 15 hodin za stejnych
podminek. Po ukonceni reakce byl odpafen butanol, produkt byl extrahovan do THF a
smés byla prefiltrovana. Z filtratu byla odpaiena vétSina rozpoustédla. K zahusténému
roztoku byl pfidan aceton a hexan, pti¢emz doslo k vysrazeni produktu. Srazenina byla
odfiltrovana a na filtru intenzivné promyta acetonem. Byla pfipravena zelena pevna
latka, ktera byla rozpustna v ethanolu a chloroformu. Produkt byl charakterizovan

pomoci MS spektra a pouzit ihned pro dalsi reakci.

MS (MALDI-TOF): m/z 1040,6 [M — NC,Hs]*, vypogitano pro CgoHsoMgNsO4:
1112,64.
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5.10 Syntéza 1,8,15,22-tetrakis(N,N-diethylaminoethoxy)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazin
(5H2)

5H2

Produkt z ptipravy komplexu 5Mg vyse byl rozpustén v 1% kyseliné chlorovodikové
(50 ml). Zeleny roztok byl dale michan za laboratorni teploty 2 hodiny. Po ukonceni
reakce byl produkt z rozpoustédla vysrazen ptidanim 10% hydroxidu sodného (cca
5 ml) do bazické reakce a krystalky byly oddéleny filtraci a dukladné promyty vodou.
Bylo pripraveno 70 mg latky rozpustné v chloroformu a ¢asteéné také v acetonu.

Produkt byl charakterizovan pomoci MS spektra a pouzit do dalsi reakce.

MS (MALDI-TOF): m/z 10916 [M+H]", 10185 [M-NC,Hs]", vypoitino pro
CeoHs2N1604: 1090,67.
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5.11 Syntéza 1,8,15,22-tetrakis(N,N-diethylaminoethoxy)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazinato

zine¢natého komplexu (5Zn)

)

()

5Zn

Bezkovy derivat 5H2 (70 mg, 0,06 mmol) byl rozpustén v pyridinu (7 ml). Dale byl
piidan octan zine¢naty (110 mg, 0,6 mmol) a 4 hodiny probihala reakce za teploty varu
rozpoustédla pod zpétnym chladi¢em. Po ukonceni reakce bylo odpateno rozpoustédlo a
k produktu byla pfiddna voda, ve které se latka Caste¢né rozpustila. Do smési byly
piidany ti1 kapky triethylaminu, diky kterym doslo k vysrazeni zelenych krystalkt. Ty
byly oddéleny filtraci. Dale byly tyto krystalky rozpuStény v 1% kyseliné
chlorovodikové a produkt byl nasledné vysraZzen po pfidani 5% hydrogenuhli¢itanu
sodného. Produkt byl také ¢istén sloupcovou chromatografii. Jako stacionarni faze byl
pouzit oxid hlinity. Mobilni fazi byla nejprve smés chloroform/THF 3 : 1, pomoci které
se z produktu vymyly necistoty. Nasledn¢ byla mobilni fize vyménéna za smés
chloroform/methanol 5 : 1, ktera eluovala produkt. Bylo ptipraveno 40 mg (54 %)
zelené latky mazlavé konzistence. Po charakterizaci pomoci MS spektra byl produkt

pouzit pro dalsi reakci.

MS (MALDI-TOF): m/z 1153,5 [M+H]", vypo¢&itano pro CeoHgoN16042Zn: 1152,58.
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5.12 Alkylace 1,8,15,22-tetrakis(N,N-diethylaminoethoxy)-
3,4,10,11,17,18,24,25-oktamethyltetra(3,4-pyrido)porfyrazinato

zine¢natého komplexu

5Zn-Et

K zine¢natému komplexu 5Zn (40 mg, 0,03 mmol) z piedchozi reakce byl piidan
ethyljodid (3,9 mg, 2 ml, 0,02 mmol, 1,94 g/ml) a N-methylpyrrolidon (NMP) (2 ml), ve

kterém se rozpustila vychozi latka. Smés reagovala 7 dni za laboratorni teploty

V uzaviené bance. Po ukonceni reakce byla smés nalita do diethyletheru, produkt byl

odfiltrovan a dikladné promyt diethyletherem. Nasledné byl produkt nékolikrat

piesrazen z nasycen¢ho methanolového roztoku piidanim diethyleteru. Bylo piipraveno

50 mg (60 %, pocitano pro oktakationickou latku) zelené latky mazlavé konzistence

rozpustné vV metanolu. Celkovy vytézek reakce (pocitano z vychozi latky 3) byl 6 %

(pro oktakationickou latku).

IC (ATR): vmax = 2933, 1590, 1448, 1380, 1275, 1200, 1131, 1098, 1063, 1002.
UV/IVIS (pyridin): Amax (£) = 716 (44 600), 645 (11 400), 350 (13 100).

Elementérni analyza (%)

C H N
nalezeno 38,68 5,05 6,98
vypocitano pro CrzgHi20lgN1604Zn 37,99 5,03 9,33
vypocitano pro CegHigolaN1604Zn 45,92 5,67 12,6
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6. DISKUZE

Tato prace byla zamétena na syntézu dvou typl tetrapyridoporfyrazinu S hydrofilnimi
Substituenty. Dale byly méfeny jejich absorpéni spektra a byla zjisténa jejich biologicka
praci vyzkumné skupiny, kdy se studovaly ftalocyaniny a jejich aza analogy, u kterych
byla zaznamenana vyznamna produkce singletového kysliku a hodnota absorpéniho
maxima byla vyssi nez 680 nm. Latky s témito vlastnostmi nasledné vykazovaly velice

dobrou fotodynamickou aktivitu na nddorovych buiikach pti zachovani nizké toxicity. %
6.1 Syntéza prekurzoru

Komplexy studované v mé diplomové praci byly pfipraveny cyklotetramerizaci
hydrofiln¢  substituovaného  prekurzoru. Syntézu jsme =zacali kondenzaci
tetrakyanoethylenu a 2-butanonu v pfitomnosti kyseliny chlorovodikové, pii které
vznikal 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitril (1)®, ktery se stal vychozi
slou¢eninou pro syntézu obou typi hydrofilnich prekurzorti (Obrazek 13). Vytézek této
reakce byl 47 %.

Cl
dioxan;, NC
I )J\/ HCL; 70 °C | =N
NC =
1(47 %)

Obrazek 13 Piiprava prekurzoru 1.

V dal§im kroku syntézy jsme na prekurzor 1 navazali nukleofilni substituci pozadovany
hydrofilni substituent. V prvnim ptipadé jsme pouzili 2-merkaptoethanol rozpustény v
THF v ptitomnosti hydroxidu sodného (Obrazek 14). Pomoci hydroxidu sodného vznikl
z 2-merkaptoethanolu nukleofiln¢ aktivni thiolat, ktery poté napadal elektrondeficitni
uhlik na pyridinovém cyklu v poloze 2. Takto jsme ptipravili prekurzor 2 s vytézkem
reakce 68 %.

Pii ptipravé druhého prekurzoru s hydrofilnim substituentem jsme nechali reagovat
prekurzor 1 s 2-(diethylamino)ethanolem v piitomnosti hydridu sodného (Obrazek 14).
Opét se jednalo o nukleofilni substituci, kdy pomoci hydridu sodného vznikal alkoholat,
ktery napadal elektrondeficitni uhlik v poloze 2 na pyridinovém cyklu. Mimo hydrid

sodny jsme jako bazi pro vznik alkoholatu nejprve zkouseli pouzit také fluorid cesny
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(pomér alkohol/baze byl 1 : 1) nebo uhli¢itan draselny (pomér alkohol/baze byl 1,5 : 2),
ale ani  vjednom pfipadé nevznikal pozadovany produkt (v  prostiedi
dimethylformamidu (DMF) pod argonem za laboratorni tepoty). Reakci jsme také
zkouseli modifikovat pouzitim riznych rozpoustédel. Sledovali jsme reakci v prostiedi
THF, DMF, DMSO (s hydridem sodnym pod argonem za laboratorni teploty, pomeér
alkohol/baze byl 1:1). Nejlépe vSak reakce probihala Vv ptebytku 2-(N,N-
diethylamino)ethanolu, ktery byl soucasné pouzit jako rozpoustédlo. I pies optimalizaci
podminek, byl vytézek reakce pouze 35 %.

d

N
S/\/OH o >IN
OH
= =
NC NaOH; THF NaH; argon NC
2 (68 %) 3 (35 %)

Obrazek 14 Ptiprava prekurzorii s hydrofilnim substituentem.

Pii navrhu derivatu tetrapyridoporfyrazini jsme se pokouseli pfipravit také prekurzor
s objemnym tert-butylovym substituentem v poloze 6. Objemnost tohoto substituentu
by vyrazné omezila agregaci finalnich makrocyklu, a tim padem by usnadnila jejich
CiSténi a snizila negativni dopady agregace na fotofyzikalni parametry. Postupovali jsme
podobn¢ jako pii piipravé prekurzoru 1. Tetrakyanoethylen s 3,3-dimethylbutan-2-onem
Vv pritomnosti kyseliny chlorovodikové jsme nejprve nechali reagovat pii 70 °C, produkt
ale pii této teploté nevznikal, proto jsme teplotu zvysili na 130 °C (Obrazek 15). Reakci
jsme hodnotili pomoci TLC, kde bylo zfetelné, Ze vychozi latky jiz v reakci nejsou, ale
na desce nebyla patrna skvrna, ktera by svym Rf odpovidala pozadovanému produktu.
Reakci jsme provadéli také v mikrovinném reaktoru pii 70 °C, 120 °C a 170 °C.
Pozadovany produkt sobjemnym substituentem nam ovSem ani Vv jednom piipadé
nevznikl. Také jsme se pokouSeli piipravit prekurzor reakci tetrakyanoethylenu
s acetonem. V tomto piipadé jsme také nebyli uspés$ni. Produkt nebyl identifikovan, ani
kdyz jsme do reakce pridali koncentrovanou kyselinu chlorovodikovou nebo

diethyletherat fluoridu boritého.

Cl
NC

:[ dloxan HCI | XN
NG N

Obriazek 15 Piiprava prekurzoru s objemnym substituentem.
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6.2 Cyklotetramerizace

Priprava latek pokracovala cyklotetramerizaci. Jedna se o reakci, kdy ze ¢ty molekul
prekurzoru vznik4 jedna molekula makrocyklu.®

Pfi cyklotetramerizaci prekurzoru 2 jsme K iniciaci reakce pouzili butanolat hofecnaty
(Obrazek 16). Pti této reakci typicky napada alkoholat elektrondeficitni uhlik nitrilové
skupiny za vzniku alkylkarboximidatu, ktery dale napada dalsi nitrilové skupiny a
postupné vznika makrocyklus.® Hofetnaty kation pak zistava chelatovan v centru
makrocyklu. V prvnim kroku jsme takto pfipravili hote¢naty komplex 4Mg, ktery jsme
dale odkovili kyselinou p-toluensulfonovou. Odkoveni hofe¢natych komplext
analogickych latek probiha standardn& v prostfeni THF.® Nase latka se v THF ale
nerozpoustéla, proto jsme pi1 odkoveni zvolili prosttedi ziedéné kyseliny octové.
Nésledné byl do komplexu chelatovan zine¢naty kationt, protoZe zine¢naté komplexy
maji obecné¢ vysSi produkci singletového kysliku.6 Vytézek cyklotetramerizace S
naslednym pievedenim na zine¢naty komplex byl 9 % (pocitano na vychozi latku 2).
Finalni latka (4Zn) byla hydrofilni, dobfe rozpustnd v polarnich rozpoustédlech
(ztedéné kyseliné octové, pyridinu, DMSO).

I

o

8 HO
S

N
OH \
s> =N
NC SN Mg; butanol; —N y;

‘ 140 °C

ST\ oH

p-toluensulfonova kys.;

= octova kys. 80% (v/v)

Ne HO™ s HO_s
2
aMg  OH
\ N
=N STN\_OH
Zn(CH3COO),, N

pyridin; 140 °C HO™\__g
_ =

4Zn (9 %) OH

Obrazek 16 Cyklotetramerizace prekurzoru 2.
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Diky malé objemnosti perifernich substituentli jsme narazeli na problémy s dostate¢nou
charakterizaci kvili agregaci. Hodnoceni vysledkt navic komplikovala pfitomnost ¢tyt
potencialnich polohovych izomerd (Obrazek 17). NMR spektra nebyla dostatecné
prikaznd a nejvyrazngjsi charakterizaci byla proto hlavné hmotnostni spektra, ktera
vzdy potvrdila spravnou hmotu produktu. Vice charakterizovan byl pouze zine¢naty
komplex, ktery byl pouzit k in vitro testim, u hotfecnatého a bezkového derivatu byla

naméifena pouze MS spektra k potvrzeni struktury.

CZv 2 h

Obrazek 17 Typy potencialné piipravenych polohovych izomert.

U cyklotetramerizace prekurzoru 3 jsme vyuzili podobny postup. Iniciatorem reakce byl
opét butanolat hoteénaty (Obrazek 18). Makrocyklus tedy vznikal pomoci alkoholatu
obdobné jako u cyklotetramerizace prekurzoru 2. Ptipraveny hoife¢naty komplex 5Mg
byl dale pteveden na bezkovy derivat 5H2 pomoci kyseliny. Pii odkoveni jsme ani
vV tomto piipadé nemohli vyuzit standardné pouzivané rozpoustédlo (THF), protoze by
dochazelo k precipitaci soli vznikajici na perifernich aminech a reakce by probihala
v suspenzi. Konverze na bezkovy derivat by proto nemusela byt kompletni. Z tohoto
divodu byla reakce provedena v prostiedi 1% vodné kyseliny chlorovodikové, ktera
kromé¢ odkoveni slouzila 1 k rozpusténi v roztoku tim, Ze byla vytvofena stil na aminech.
Nasledné jsme reakci bezkového derivatu s octanem zineCnatym ptipravili zine¢naty

komplex 5Zn. Obdobné jako vyse, MS spektra potvrdila spravnou hmotu produktu.
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Obrazek 18 Cyklotetramerizace prekurzoru 3.

FindIni upravou komplexu 5Zn byla kvarternizace dusiku na perifernim fetézci. Reakce
probihala v prostiedi NMP a jako alkyla¢ni Cinidlo jsme pouzili ethyljodid. Po
kvarternizaci maji latky typu ftalocyanini a jim podobnych makrocykli obecné vyssi
rozpustnost ve vodé a nizsi tendenci K agregaci na zakladé elektrostatickych odpudivych
sil."® V nagem pripad¢ vznikla latka, ktera se pouze mirné rozpoustéla ve vodé a dobre
V polarnich rozpoustédlech, ¢imz se lisila od vychozi 5Zn, kterd byla dobfe rozpustna
zejména v mén¢ polarnich rozpoustédlech. Predpokladame, Ze pti kvarternizaci této
latky doslo k alkylaci nejen dusiku na perifernim fetézci, ale i na dusiku pyridinu. Také
vysledky elementdrni analyzy odpovidaly spiSe molekule s osmi alkylovanymi dusiky,
ovSem hodnota pro dusik se i zde liSila o vice nez 2 %, a proto Cistota neni zcela
uspokojivd. Na zdklad¢ obdobnych vysledki ziskanych v na8i pracovni skupiné
(alkylace i na pyridinovém dusiku u tetrapyridoporfyrazint se siln¢ donorovymi aryloxy
substituenty) v souc¢asné dobé proto usuzujeme, ze se jedna o latku oktaalkylovanou. Pti
cyklotetramerizaci mohlo také teoreticky dojit Kk vyméné nékterych perifernich
substituentli za butoxy skupiny z iniciatoru. NMR spektrum bylo v tomto piipadé

nejednoznacné, ovSem analyza MS spekter tuto vyménu nepotvrdila a u hote¢natého,
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bezkovového i zine¢natého komplexu byla ptfitomna vzdy spravnd hmota. Vytézek
cyklotetramerizace, prevedeni na zine¢naty komplex a kvarternizace byl 6 % (pocitano

na vychozi latku 3).
6.3 Absorp¢ni spektra

Absorp¢éni spektrum obou finalnich tetrapyridoporfyrazini V monomernim stavu (v
pyridinu) vykazovalo dva hlavni pasy, tzv. B-pas pfi nizSich vlnovych délkach a Q-pas
pii vyssich vinovych délkach (Graf 1). Zejména poloha a tvar Q-pasu jsou ovlivnény
substituci na pyridinovém cyklu a ptipadnou agregaci.29

Jako rozpoustédla pro méteni absorpénich spekter jsme pouzili pyridin a DMSO. Pii
méfeni komplexu 4Zn jsme dostali dva rGzné tvary absorpéniho spektra (Graf 1).
Dtvodem rozdilnych spekter byla koordinace pyridinu na centralni zine¢naty kationt.
Pyridin navazany na komplex branil agregaci molekuly, a proto jsme pfi méfeni
komplexu 4Zn v pyridinu dostali klasické monomerni spektrum s ostrym a vysokym Q-
pasem. V DMSO nedochazelo ke koordinaci na centralni kationt. Vzhledem Kk tomu, Ze
periferni substituenty byly pomérné malé, molekuly agregovaly a to zptisobilo zménu
tvaru absorpcni kiivky (pokles hlavniho Q-pésu a zvySeni intenzity absorpce pii nizSich

vinovych délkach okolo 670 nm).

A 0,18

0,16 Q-pas

014 Amax =739 NM
0,12

0,1
0,08

B-pas
0,06 p

AN

0 w
340 440 540 640 740 840

pyridin DMSO A (nm)

Graf 1 Absorpéni spektrum komplexu 4Zn o koncentraci 1 pM v pyridinu (modré) a
DMSO (oranzova).
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Druhou méfenou latkou byl komplex 5Zn-Et. U této latky jsme dostali monomerni
spektrum v prostieni pyridinu i v prostfedni DMSO (Graf 2). Diky elektrostatickym
odpudivym silam perifernich substituenti nedochazelo k agregaci ani Vv jednom
rozpoustddle.” Absorpéni maximum jsme naméfili op&t v Cervené oblasti spektra,

konkrétné pifi 716 nm.

A 0,05

0,045 Q-pas
Amax =716 nm
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01 /N

0,005 —\

0 .
340 440 540 640 740 840

pyridin DMSO A (nm)

Graf 2 Absorp¢ni spektrum komplexu 5Zn-Et o koncentraci 1 uM v pyridinu (modra)
a DMSO (oranzova).

U naSich dvou latek byl periferni substituent vdzan na makrocyklus pies atom s volnymi
elektronovymi pary, které se mohou zapojit do konjugace, a diky tomu doslo k posunuti
absorpéniho maxima, podobné jak bylo pozorovano u jinych derivatd ftalocyanini.”® U
latky 4Zn s alkylsulfanylovymi substituenty se Q-pas nachazel pti 739 nm, u latky 5Zn-
Et salkoxy substituenty pouze pii 716 nm, coz odpovida podobnym latkam

publikovanym diive.”
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6.4 Biologické hodnoceni

Findlni latky jsme dale nechali testovat na vlastni toxicity ve tmé (TCsp) a
fotodynamickou aktivitu (ICsp) na katedfe biochemickych véd Mgr. Miloslavem
Machackem. Testy probihaly na HeLa bunkach, které byly pro stanoveni
fotodynamické aktivity ozafovany za nasledujicich podminek: A > 570 nm,
12,4 mW cm 2, 15 min, 11,2 J cm 2. Obé latky diky tomu, Ze nebyly dobie rozpustné ve
vodé, bylo nutné aplikovat na buiky po zfedéni zasobniho roztoku v DMSO o
koncentraci 10 mM. Tento fakt poté limitoval pouziti maximalni testovatelné
koncentrace na 100 pM diky vlastni toxicit¢ DMSO (netoxicky pro HeLa bunky je az
1% roztok DMSO). Experimenty byly provadény analogicky jiz publikovanym
po stupﬁng' 3

U latky 4Zn nebyla zaznamenana zadna fotodynamicka aktivita ani toxicita ve tmé az
do maximalni testované koncentrace 100 uM. Tento vysledek byl pravdépodobné
zptisoben agregaci molekuly, pii které komplexy ztraci fotodynamickou aktivitu.'®
Agregace pro 4Zn byla pozorovanu uz v DMSO (viz vySe) a lze oCekavat, ze bude jesté
siln€j§i ve vodném prostiedi. U latky 5Zn-Et, ktera neagregovala v DMSO, byly
namétené hodnoty 1Csp = 0,869 + 0,068 uM a TCsp = 114,8 + 46,39 uM (Graf 3), coz
jsou hodnoty srovnatelné s jinymi kationickymi derivaty ftalocyanind a jejich aza-
analogt (Tabulka 1) s podobnym perifernim substituentem. Bohuzel, i pies tuto dobrou
fotodynamickou aktivitu, nelze latku doporucit pro dalsi hlubsi testovani kvili nizsi
Cistoté, kterd muze mirn¢ zkreslovat vysledky. Zajimavym zjisténim je fakt, Ze obé
testované latky 4Zn i 5Zn-Et produkuji v organickém rozpoustédle singletovy kyslik ve
stejné mife (Tabulka 1). Vyrazné rozdily v jejich fotodynamické aktivité lze proto

pritknou zejména agregaci ve vodném prostiedi.
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Graf 3 Fototoxicita a toxicita ve tm¢ komplexu 5Zn-Et na HeLa burikach.
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Tabulka 1 Fotofyzikalni data kationickych derivati ftalocyaninti a jejich aza analog.

laitka | @2 | ICso (HeLa) (uM) | TCso (HeLa) (nM) zdroj
4Zn |0,42° > 100 > 100 -
5Zn-Et [ 0,43° [ 0,869 = 0,068 114,8 + 46,39 -

6 0,68 0,54 + 0,090 1639 + 110 Ref®

7 0,91 0,31 £0,121 192 + 14 Ref®

8 0,20 3,70 0,192 226 + 19 Ref®

9 0,61 0,26 + 0,089 105+ 9,5 Ref.”

% DMF. "Mgteno na Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR (dr. Pavel Kubat)

pomoci ¢asove rozliSené fosforescence singletového kysliku.
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7. ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo piipravit dva typy derivati ze skupiny
tetrapyridoporfyrazint s hydrofilnimi substituenty. V prvnim ptipadé u latky s 2-
hydroxyethylsulfanylovymi substituenty byla pfipravena latka pozadované struktury,
kterd se dobfe rozpoustéla v polarnich rozpoustédlech (ne ve vodé) diky pfitomnosti
hydroxylovych skupin ve struktufe. U tohoto typu derivatu ovSem nebyla zaznamenana
zadna fotodynamicka aktivita (maximalni testovana koncentrace byla 100 uM) kvuli
vysoké agregacti ve vodném prostiedi U druhého typu obsahujiciho
triethylammonioethyloxy substituenty nebyla pfesné uréena struktura. Latka byla ovSem
mirné rozpustna ve vodé a dobfe vDMSO, a nepodléhala v DMSO agregaci.
Fotodynamicka aktivita této latky byla podobna diive studovanym ftalocyaninim a

jejich aza-analogi.
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