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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Kandidat Filip Kostelansky
Skolitel Doc. PharmDr. Petr Zimé&ik, Ph.D.

Nazov diplomovej prace Syntéza nesymetrickych kationickych ftalocyaninti
pro fotodynamickou terapii

Fotodynamicka terapia je lieCebna metdda nadorovych aj nenddorovych ochoreni.
Vyuziva svetlo, kyslik a fotosenzitizér na lieCbu tychto ochoreni. Fotosenzitizér
absorbuje energiu svetla a vyprodukuje singletovy kyslik. Singletovy kyslik napada
bunkové Struktiry, napr. bunkovi membranu, lyzozémy, mitochondrie atd’.
a spdsobuje ich poskodenie veduce k bunkovej smrti. Predchaddzajice Studie v nasej
skupine odhalili, Ze ftalocyaniny s metylovanymi 2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)metyl]-
4-metylfenoxy substituentmi maji excelentnu fotodynamicku aktivitu proti HelLa
bunkam a nizku toxicitu. Preto sme sa rozhodli syntetizovat’ sériu podobnych latok
nestcich tento substituent, ale samfifilnym charakterom. Takéto latky maju
zaujimavé priestorové usporiadanie, vd’aka ktorému st potencidlne schopné sa
zaClenit do lipidovej dvojvrstvy advojvldknovej DNA. Syntéza zacala
kondenzac¢nou reakciou 2,6-bis(hydroxymetyl)-4-metylfenolu a imidazolu, ktorou
sme ziskali 2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)metyl]-4-metylfenol. V nasledujucej reakcii
bol tento fenol podrobeny nukleofilnej substitucii s 4,5-dichlorftalonitrilom, ktorou
sme ziskali prisluSny ftalonitrilovy prekurzor pre cyklotetramerizaciu. Ko-
cyklotetrameriza¢nou reakciou s ftalonitrilom, alebo 4,5-bis(terc-
butylsulfanyl)ftalonitrilom a inicidtorom butanoldtom hore¢natym sme ziskali
prislusné nesymetrické¢ horecnaté komplexy. Horecnaté komplexy boli prevedené
na nekovové formy reakciou s kyselinou para-toluénsulféonovou a nasledne bol
cheldtovany zino¢naty kation. Nakoniec boli dusiky v imidazolovych cykloch
alkylované metyljodidom. Potom bola overovana interakcia kvarternizovanych
ftalocyaninov s lipidovou  dvojvrstvou na  unilamelarnych  lipozomoch.
Fotodynamicka aktivita a toxicita kvarternizovanych ftalocyaninov boli testované

na HeLa bunkach.



ABSTRACT
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Title of Thesis Synthesis of Unsymmetrical Cationic Phthalocyanines for
Photodynamic Therapy

The photodynamic therapy is a curative method of cancerous and non-cancerous
diseases. It uses light, oxygen and photosensitizer to destroy the cancer cells.
Photosensitizer absorbs energy of light and produces singlet oxygen. Singlet oxygen
attacks cellular structures like cellular membrane, lysosomes, mitochondria, etc.
causing thus damage leading to cell death. Previous studies revealed that zinc
phthalocyanine with methylated 2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)methyl]-4-
methylphenoxy substituents had excellent photodynamic activity against HeLa cells
and low toxicity. That is why we decided to synthesize a series of similar
compounds bearing this substituent but with rather amphiphilic character. They bear
interesting spatial features to be potentially incorporated into lipid bilayer or a double
stranded DNA. The synthesis started by condensation of 2,6-bis(hydroxymethyl)-4-
methylphenol and imidazole to obtain 2,6-bis[(imidazol-1-yl)methyl]-4-
methylphenol. In the following reaction, this phenol was subjected to nucleophilic
substitution with 4,5-dichlorophthalonitrile to obtain the corresponding phthalonitrile
precursor for cyclotetramerization. Its co-cyclotetramerization with phthalonitrile or
4,5-bis(tert-butylsulfanyl)phthalonitrile initiated by magnesium butoxide resulted in
the corresponding magnesium complexes. The magnesium complexes were
converted into metal-free phthalocyanines by treatment with para-toluenesulfonic
acid and subsequently zinc cation was incorporated to the molecule centre by zinc
acetate. At the end, imidazole nitrogen was alkylated with methyliodide. Interaction
of quaternized compounds and lipid bilayer was tested at unilamellar liposomes. The
quaternized compounds were tested on HeLa cells for their photodynamic activity

and inherent dark toxicity.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

3T3

5-ALA

A431

ATF

BON

BuOH

CHO
DAMPs/CDAMPs

DLI

DMF
DMSO
EAC
EGF
EtOH
HCT-116
HeLa
HELF
HpD
HT29
H1299
H22

ICso
IL-6, -12, -13
ISC

KB

Kyse-70/-140
MCF-7
MeOH
NIH-3T3

bunkov4 linia nemaligneho mysieho fibroblastu
kyselina 5-aminolevulova

bunkova linia epidermélneho karcinému
aminoterminalny fragment

bunkova linia karcindbmu pankreasu

butanol

bunkova linia vajec¢niku ¢inskeho skrecka
molekulové vzory asociované s poskodenim / poskodenim
bunky

interval medzi podanim PS a ozarovanim (drug-to-light
interval)

dimetylformamid

dimetylsulfoxid

etylacetat

epitelidlny rastovy faktor

etanol

bunkov4 linia kolorektalneho karcindému

bunkov4 linia 'udského cervikalneho karcindému
bunkova linia pl'icneho fibroblastu 'udského embrya
derivat hematoporfyrinu

bunkov4 linia 'udského kolorektalneho adenokarcinému
bunkova linia nemalobunkového karcindmu plic
bunkova linia hepatocelularneho karcinomu

strednd inhibi¢na koncentracia

interleukin-6, -12, -13

medzisystémovy prechod (intersystem crossing)
bunkova linia pozitivna na keratin odvodena od HeLa
bunkovej linie

bunkova linia skvamo6zneho karcinému pazerdku
bunkova linia I'udského adenokarcindmu prsnika
metanol

bunkova linia mysieho embryonalneho fibroblastu



NMR
NR
02(1Ag)
02(1Zg)
OE-33
PBS

Pc
PDT
PpIX
PS

R
ROS
SiPc
SK-MEL-28
TEA
THF
TLC
U937
uPAR

VEGF
/nPc

nukledrna magneticka rezonancia

neutralna Cerven

singletovy kyslik

excitovany singletovy kyslik

adenokarcindém pazeraku

fostatovy pufor

ftalocyanin (phthalocyanine)

fotodynamicka terapia (photodynamic therapy)
protoporfyrin IX

fotosenzitizér (photosensitizer)

retencny faktor

reaktivne formy kyslika

kremicity ftalocyanin

bunkova linia I'udského melanému

trietylamin

tetrahydrofuran

tenkovrstevna chromatografia

bunkova linia histiocytického lymfomu
receptor aktivatoru plazminogénu urokindzového typu
(urokinase-type plasminogen activator receptor)
vaskularny endotelidlny rastovy faktor

zino¢naty ftalocyanin



2. CIEL PRACE

Tato praca sa zaobera syntézou asymetrickych amfifilnych ftalocyaninov a ich
aza-analégov. Pri syntéze sme Cerpali z predchadzajucej prace zaoberajicej sa
hydrofilnymi ftalocyaninmi obsahujucimi na periférii viazané kvarternizované
imidazolové skupiny' (Obr. 1 a)), ktoré vykazali na bunkach velmi dobru
fotodynamicku aktivitu. Nasim cielom bolo syntetizovat amfifilné derivaty (Obr. 1
b)), ktoré by boli schopné, vdaka svojmu vhodnému priestorovému usporiadaniu
(Obr. 2 a)), interagovat’ s membranou bunkovych organel (Obr. 2 b)), a tak umoznit’

bliz$iu interakciu singletového kyslika s miestom ucinku.

Mw '

N——Zn N N
R 4 | \ R
N="~=N N-=-Zn---N
R | R
Na NN
g N
R R R R
I~ CHs
R= =N R=H/ %s«\»
;@NJ
a) b) X=CH/N

Obr. 1 a) hydrofilny ftalocyanin s kvarternizovanymi imidazolovymi skupinami b)
zamyslané amfifilné derivaty ftalocyaninov

Obr. 2 a) 3D model (finalnej latky, b) interakcia s biomembranou
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Sucasne sme ocakévali, ze by bolo mozné vyuzit’ lipozomy ako vhodné nosice pre
takéto latky. Na pripravu tychto derivatov sme sa rozhodli pouzit' dva typy
prekurzorov vychadzajucich Struktarne z vyssie spomenutého UspeSného derivatu
(Obr. 1 a)). Tieto prekurzory boli odvodené od 2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)metyl]-4-
metylfenolu (1). Pyrazinovy a ftalonitrilovy prekurzor, latky 2 a3, predstavovali
hydrofilni zlozku. Do cyklotetramerizaénych reakcii sme pouzili dalSie dva
prekurzory  predstavujuce lipofilnu zlozku, konkrétne 4,5-bis(terc-

butylsulfanyl)ftalonitril (4) a ftalonitril (5) (Obr. 3).

N SN N///\N N/\\ N
N~ ~ N N
CN

OINI o CN NC S NC

| XX X )
0" 'N” CN O CN NC S NC

2

J
)

\

7

2

02

N TN N
N N N N
= &;j/\\w = </

Obr. 3 Hydrofilné (2, 3) a lipofilné (4, 5) prekurzory pre cyklotetramerizacné reakcie
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Fotodynamicka terapia

Fotodynamicka terapia (photodynamic therapy, PDT) je uspesnd, klinicky
schvalena a minimalne invazivna? lie¢ebnd metdda, ktori mozno pouzit' nielen proti
malignym bunkdm. Posobi selektivne, cytotoxickou aktivitou na neziaduce bunky.
V roku 1993 bol Statnymi autoritami Kanady, Holandska, Nemecka, Francuzska,
Japonska a USA schvaleny prvy fotosenzitizér (photosensitizer, PS) na PDT
u pacientov v pociato¢nom alebo pokroCilom S§taddiu rakoviny plic, tradviaceho
a urogenitalneho traktu.> Vyvoj v oblasti PDT napredoval a dnes je PDT mozné
vyuzit aj pri inych typoch rakoviny, napr. v oftalmoldgii,* dermatologii,™®

+9,10,11

gynekologii,””® gastroenterologii, neurolégii,!* av dalsich.!* V sticasnosti st

predmetom vyskumu aj mimo-onkologické aplikécie PDT, napr. lie¢ba mykotickych

14,15 6

ochorent, inaktivacia rezistentnych kmetiov baktérii'® aliecba virusovych

ochoreni.!”!8

PDT pozostava z troch zékladnych komponentov: svetla, PS akyslika® Sami
o sebe su tieto komponenty netoxické alebo toxické len minimélne. Spolo¢ne vSak
vyvolavaji fotochemicku reakciu, ktora vedie k produkcii vysoko reaktivneho
produktu, singletového kysliku.? Klinicky pouZivané PS je mozné aplikovat’ dvoma
spdsobmi, intravendzne alebo topicky. Iba jedna klinicky pouZzivana latka nie je sama
o sebe PS. Tato latka je prekurzorom PS vznikajuceho in situ.'> PS sa uréitd dobu
po aplikacii kumuluje v nddorovom tkanive, ktoré ma zvysené anabolické procesy,'’
permeabilitu ciev aprodukciu vaskularneho endotelidlneho rastového faktoru
(Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF).?® Nasledna lokalna aplik4cia
svetelného ziarenia umoziuje selektivne zasiahnut' len postihnuté tkanivo. Tym
je u PDT dosiahnutd vysoka selektivita, nizka prevalencia systémovych neziaducich

ucinkov a minimalne poskodenie okolitého tkaniva.

3.2. Fotofyzika a fotochémia

Molekula PS je v zdkladnom stave charakterizovana sparovanymi elektronmi tak,
ako drvivd vicsina latok.?! Sparované elektrony majii celkovy spin rovny nule

aspinovu multiplicitu rovni jednej (singlet). Sparované elektrony v tejto
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konfiguracii obsadzuju orbitaly s najnizSou moznou energiou. Tato konfiguracia sa
nazyva zékladny stav, oznaCovany ako So. Molekula kyslika ma v zakladnom,
energeticky najnizSom stave, dva nesparované elektrony s paralelnymi spinmi
a multiplicitu spinu rovnu trom (triplet).?! Absorpciou svetelného kvanta s vhodnou
energiou sa PS dostava do excitovaného singletového stavu S,. Jeden zo sparovanych
elektronov prechddza do volného, energeticky bohatSicho orbitalu. Kazdy
excitovany stav je z energetického hl'adiska menej preferovany ako stav zakladny.??

Preto molekula excitovaného PS pomerne rychlo prechadza vibra¢nou relaxaciou

vwe

A
S..
&
VR
IC -
- VR -
X
E - ISC YR
absompiion
ISC
3 VR
%f%‘%,,r %%
¢ % VR
Gﬁ"%
{0
e | .

Obr. 4 Jablonského diagram zakladnych fotofyzikalnych procesov. IC internal
conversion — vnutorna konverzia, ISC intersystem crossing — medzisystémovy
prechod, S, singlet states — singletové stavy, T, triplet states — tripletové stavy.
Prevzaté z: Plaetzer, K, et al, Photophysics and photochemistry of photodynamic
therapy: fundamental aspects, Lasers Med. Sci., 2009, 24, 259-268

Tento prechod je sprevadzany uvolnenim tepla. Excitovany PS sa potom dostava
do zékladného stavu So vyZiarenim sekundarneho fotonu (fluorescencia, Obr. 4)
alebo uvol'nenim tepla. PS méze zo singletového Si stavu prejst’ do izoenergetického
tripletového stavu T1, v ktorom st dva nesparované elektrony s rovnakymi spinmi.?
Tento proces sa nazyva medzisystétmovym prechodom (intersystem crossing, ISC).

Pri tomto prechode dochadza k poruSeniu pravidla o nemeniacom sa spine pri zmene
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elektronového stavu. Pri prechode PS z T stavu do So stavu méze dojst’ k vyziareniu
elektromagnetického kvanta (fosforescencia). Tripletové stavy s charakterizované
relativne dlhou dobou Zivota, preto moze dochadzat’ k bimolekularnym interakcidm
ako alternative fosforescencie. PS v Ti stave moze indukovat chemické zmeny
okolitych molekul. To sa deje dvoma kompetitivnymi cestami nazvanymi typ I a typ
I fotochemickej reakcie.?? V reakcii prvého typu prenasa excitovany PS elektron
alebo proton na kyslik, alebo iny akceptor,® ¢o vedie k tvorbe anidnového alebo
kationového radikalu®®. Tieto radikdly moézu dalej reagovat s molekularnym
kyslikom, atym tvorit' reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species, ROS).
V reakcii druhého typu prendsa excitovany PS energiu priamo na kyslik. Poc¢as tohto

procesu dochadza k tvorbe singletového kyslika (Obr. 5).

{ (Primary) Photochemical Reactions Secondary (photochemical) Reactions |
[ g +spg' » PS™ + PS” 0; + 0 —¥ = HO,
m;g?;[ 1 *PS" + Substrate » Substrate™ + PS™ '—3 0; + H,0, Haber-Weiss R. D;(‘E;) + OH" + OH™
[ PS™+ 02(32;)—- PS + OF oy +Fe(n) —EmeR_, o () + Fe(il)
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] | Cytotoxic reactions

oH™ | o
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Obr. 5 Prehlad fotochemickych reakcii pocas PDT. Niekolko typov primarnych
a sekundarnych fotochemickych reakcii sposobuje vznik ROS a na davke zavislé
poskodenie bunky. H>O,, peroxid vodiku;, O: ('4,), singletovy kyslik (excitovany
stav); 02(°Y), tripletovy kyslik (zakladny stav); O:", superoxidovy anion radikal;
OH™, hydroxylovy radikal;: SOD, superoxid dismutiza; X'*, anion/kation; X,
radikal. Prevzaté z: Plaetzer, K, et al, Photophysics and photochemistry of
photodynamic therapy: fundamental aspects, Lasers Med. Sci., 2009, 24, 259 — 268

Reakcia prvého typu casto vedie k produkcii superoxidového anidén radikalu.
V biologickych systémoch nie je superoxidovy anion radikal zvlast reaktivny a sdm
o sebe nespdsobuje velké oxidacné poskodenie.?* Superoxidovy anién radikal moze
pomocou enzymu superoxid dismutdzy tvorit’ peroxid vodika. Naslednou reakciou
s d’alsim superoxidovym aniénom za katalyzy Fe*'/Fe** kationov vznika z peroxidu
vodiku hydroxidovy radikal (OH") a hydroxidovy anion (OH). Fe*" kation sa
reakciou s O™ redukuje na Fe?" kation, ktory katalyzuje Stiepenie vizby medzi

kyslikmi v H>O,. Pri prenose energie v druhom type reakcie, v zavislosti
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na rozpustadle a dodanej energii, vznika singletovy kyslik O»('A,) a excitovany
singletovy kyslik O»('X). Energeticky bohat§i O»('X,) néasledne prechidza
na O2('A,). Singletovy kyslik teda vznikéa priamo a nepriamo cez energeticky bohatsi

medziprodukt.?!

3.3. Mechanizmus fotodynamického ucinku

Vyhodou PDT je, ze PS mdze byt aplikovany réznymi cestami, napr. i.v. alebo
topicky na kozu.”> Priamy fotodynamicky uc¢inok proti naddorovym bunkdm
je sposobeny interakciou ROS s rdéznymi bunkovymi S$truktirami a molekulami
nachylnymi na poskodenie oxidacnymi procesmi, rozvratom homeostazy, zmenami
lipidového metabolizmu a transportu i6nov.?>?> Uginok zavisi na subcelularnej
lokalizécii PS. Fotodynamické poSkodenie sa objavuje vel'mi blizko subcelularnej
lokalizéacie PS, ked’ze doba Zivota singletového kysliku je v biologickych systémoch
vel'mi kratka, menej ako 0,04 us (pribliznel0 — 320 ns). Preto je radius ucinku
singletového kyslika typicky mensi ako 0,02 pum (priblizne 10 — 55 nm).2%?’
Z klinicky pouzivanych PS je miestom ucinku lipidova membrana u porfiméru,
lyzozoémy u talaporfinu, mitochondrie u derivatu benzoporfyrinu, mitochondrie
a endoplazmatické retikulum u temoporfinu.?® Dominujiuci mechanizmus bunkove;j
smrti urcuje subceluldrna lokalizécia PS, ale aj iné faktory ako celkova davka PDT
a doba medzi podanim PS a oZiarenim (drug-to-light interval, DLI).?’ PDT vyvolava
tri hlavné cesty bunkovej smrti: apoptoézu, nekrozu a s autofagiou spojentt bunkovu
smrt’.?

Apoptoza (programovana bunkovd smrt’) je komplexny fyziologicky proces,
ktory urcuje spravne fungovanie tela prostrednictvom elimindcie neziaducich buniek
bez poskodenia ich integrity alebo vyvolania zapalovej odpovede.** Apoptdza moze
prebiehat’ rdznymi cestami, v zavislosti na organele zahrnutej v tomto procese.

Nekréza je patologicky proces vedaci k strate membranovej integrity
a kompletnej degradacii bunky. Dochadza kuvolneniu bunkového obsahu
do medzibunkového priestoru, ¢o vyvola silni imunitni odpoved’ a zapal. Nekroza
prebiecha nad prahom rezistencie buniek oSetrenych nefyziologickymi zasahmi,
¢o je casto viditeIné po PDT s vysokymi svetelnymi ddvkami a vysokymi davkami

PS.
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Autofagia je proces degradacie makromolekuldrnych komponentov cytoplazmy
a organel, ktoré si obklopené dvojitou membranou tvoriacou autofagozom. Moze
byt stimulovana réznymi stresovymi signalmi, vratane oxidaéného stresu.’! Uloha
autofagie spustenej PDT, v rezistencii alebo vnimavosti vo¢i protinadorovej terapii,
je v sucasnosti skimand. Je mozné, Ze autofagia nie je vzdy cestou bunkovej smrti,

ale jej priméarna funkcia je cytoprotekcia a podpora bunkového a telesného zdravia.>?

3.4. Efekt PDT na cievy

Po prvykrat bolo fotodynamické porusenie tkanivovej mikrocirkuldcie
pozorované v roku 1963.3 Mnoho §tudii oznaduje endotel ako priméarny ciel PDT
in vivo.? PDT vyvolava $iroké rozpitie cievnych odpovedi, napr. narusenie krvného
toku v podkoznom urotelidlnom tumore, prerusenie hematoencefalickej bariéry
v zdravom mozgu mysi a poskodenie endotelidlnych buniek a organel v tumore
anormalnom tkanive.**3% Poskodenie endotelidlnych buniek spdsobi narusenie
stavby endotelu a vytvorenie zrazeniny, ktora blokuje prietok krvi cievou. To ma
za nasledok inhibiciu alebo signifikantnu redukciu zasobovania buniek tumoru
zivinami. To vedie k neadekvatnej dodavke Zivin a kyslika, ¢o mé& za nasledok

bunkovi smrt.?

Liecba tumoru pomocou PDT zavisi na vytvoreni zoény
bez cirkulacie krvi, ktord zabrani dodavke Zivin bunkdm tumoru, ktoré prezili

ozarovanie.>®

3.5. Imunitna odpoved’ vyvolana PDT

PDT casto vyvolava silnu akGtnu zapalova reakciu, ktora sa vyznacuje
lokalizovanym edémom v mieste ozarovania.’ T4to reakcia je dosledkom oxidaéného
stresu vyvolaného PDT.? Hlavnou ulohou akutnej zapalovej reakcie je obnovenie
porusenej homeostazy, odstranenie poskodenych buniek, néasledné lokalne hojenie
a obnovenie normalnej funkcie tkaniva. Zapal dramaticky meni cievy v tumore. Tie
sa stavaju priepustnejsie pre krvné proteiny a proadhezivne pre zapalové bunky.’’
Zapalové bunky (neutrofily, zirne bunky, monocyty — makrofagy) rychlo a masivne
zaplavuju tumor podstupujici PDT.?*® PDT indukuje proteiny aktitnej fazy, aktivuje
komplement® a zvysuje expresiu interleukinu 6, 12, 13.3%%%4! Proteiny tepelného

Soku su tiez vo zvySene] miere exprimované. PDT je zvlast’ efektivna v produkecii
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molekulovych ~ vzorov  asociovanych s poskodenim/poskodenim  bunky
(DAMPs/CDAMPs), ktoré mozu byt zachytené vrodenou imunitou.?” Ich hlavnou
tlohou je umoZnit stimuldciu dendritickych buniek.*** Dendritické bunky st
aktivované v odpovedi na PDT.*! Su najsilnej$imi zndmymi antigén prezentujucimi
bunkami a s efektivnym induktorom ziskanej imunity.”> Avsak, pozorovanim
sa zistilo, ze posilnenie protinddorovej imunitnej odpovede inverzne koreluje
s velkostou liecenej plochy a pouzitou davkou svetla.** PDT moézZe, v zavislosti
na ozarovanej ploche a pouzitej davke svetla, imunitni odpoved’ posilnit’ alebo

aj tlmit’.

3.6. Fotosenzitizéry

PS st molekuly schopné absorpcie svetla uréitej vinovej dizky. Molekula PS sa
po absorpcii dostava do excitovaného stavu a prijati energiu prendsa na pritomny
kyslik. Kyslik sa po prijati energie od PS dostdva do excitovaného stavu a vytvéra
svoje reaktivne formy. ROS poSkodzuju okolité biomolekuly alebo organely. Takéto

oxida¢né poskodenie bunky vedie k apoptoze alebo nekroze bunky.

3.6.1. Ideadlny fotosenzitizér

e Chemicky cista latka
e Silnd absorpcia v oblasti 600 — 800 nm (prienik svetla do tkaniva pri tejto
vinovej dizke je maximalny a fotény maju dostatok energie na produkciu
ROS)
e Minimalna alebo Ziadna toxicita v tme
e Rychla elimindcia PS z organizmu
e Rapidna klirens z normalneho tkaniva
e Cielend akumulacia v tkanive tumoru
e Vysoky kvantovy vytazok singletového kyslika
e Fluorescencia — ul'ah¢i identifikédciu postihnutého tkaniva
V sucasnosti  sa skimané PS len priblizujd vlastnostiam idealneho PS.
Je vynakladana snaha zlepsit' oblast’ cielenia distribucie PS do nadorového tkaniva

a znizenia fotosenzibilizacie koze.
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3.6.2. Generdcie fotosenzitizérov

PS su rozdelené do generacii podl'a toho, kedy boli pripravené a aké maju
vlastnosti.

1. Generacia
Do prvej generdcie patri na porfyrine zaloZzeny derivat
hematoporfyrinu (hematoporphyrine derivative, HpD) a porfimér.
HpD bol pripraveny reakciou hematoporfyrinu s 5% H>SO4 v kyseline
octovej. Doughertyho vyskumnej skupine sa podarilo HpD precistit’
a ziskali porfimér. Prva generacia ma niekol’ko nevyhod:

nizka absorpcia pri 630 nm, pri tejto vinovej dizke nie je

prienik svetla do tkaniva dostatocny (2 — 5 mm)
- neselektivna akumulacia v tkanive tumoru
- fotosenzibilizacia koze pretrvavajica 2 — 3 mesiace (vd’aka
neselektivnej akumuldcii v koZznom tkanive)
- HpD i porfimér st tazko separovatelné zmesi mono-, di-,
a oligomérov
2. Generacia
Nevyhody HpD viedli kdalSiemu vyskumu ahladaniu PS
s vhodnej§imi vlastnostami. Hl'adali sa najmd PS s absorpénym
maximom posunutym k vy$§im vinovym dizkam (650 — 850 nm)
avysSou produkciou singletového kyslika Do druhej generacie sa
radia ftalocyaniny, naftalocyaniny, benzoporfyriny, chloriny,
bakteriochloriny, texafyriny, purpuriny, feoforbidy a porfycény.
Vyhodou tychto PS je moznost’ ziskat’ ich ako chemicky c¢isté latky.
Fotosenzibilizacia koze je vyrazne nizsia ako u prvej generacie.
3. Generacia
Konjugéciou PS druhej genericie s biomolekulami (monoklonalne
protilatky, steroidné latky, albumin, transferin, lipoproteiny ai.)
vznikli fotosenzitizéry tretej generacie. V sucCasnosti sa na cielenie
lieCiva do tkaniva tumoru vyuzivaju aj Specidlne technologické
upravy, napr. lipozomélna forma alebo nanomaterialy. Ich hlavnou

vyhodou je cielena distribucia do nddorového tkaniva.
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3.6.3. Klinicky pouZivané PS

V stucasnosti  klinicky pouzivané PS patria chemicky do réznych skupin
(porfyriny, chloriny, bakteriochloriny, ftalocyaniny). VSetky sa vyznacuju

pritomnostou tetrapyrolovej truktiry (Obr. 6).%

G iy oty

porfyrin chlorin bakteriochlorin ftalocyanin

Obr. 6 Tetrapyrolové Struktury pouzivanych PS

Porfimér sodny (Photofrin®) je dobre znamy PS prvej generacie. Je to zmes
dimérov a oligomérov hematoporfyrinu, v ktorej st porfyrinové jednotky spojené
éterovou, esterovou, alebo C-C vizbou.*> Prvykrat bola ohldsena priprava porfiméru
Doughertym z hematoporfyrin dihydrochloridu v roku 1983.%¢ Absorpéné maximum
porfiméru je pri 630 nm. Kvantovy vytazok singletového kyslika vo fosfatovom
pufri (phosphate buffered saline, PBS) je nizky, priblizne 0,01. Preto sa porfimér
podava v relativne vysokych davkach (2 — 5 mg/kg). Podava sa intravendznou
injekciou. Po nej nasleduje ozarovanie (DLI = 24 — 48 h) v davke 100 — 200 J.cm™.
Prvykrat bol porfimér schvaleny Statnou autoritou v Kanade vroku 1993
na profylaktickli lieCbu rakoviny mocového mechura. V sucasnosti je porfimér
celosvetovo schvéleny na klinické pouzitie proti skorému a neskorému Stadiu
rakoviny  pltc, rakoviny  paZeraka, rakoviny mocCového  mechura,

malignemu, benignemu a skorému Stadiu rakoviny krcka maternice.

Temoporfin (Foscan®) je PS druhej generacie, ktory sa kumuluje v nddore
vo vysokej koncentracii a ma vynikajicu fotocytotoxicitu. Temoporfin, ako cista
zli€enina, bol pripraveny v roku 1989 diimidovou redukciou 5,10,15,20-tetrakis(3-

hydroxyfenyl)porfyrinu.*’

Absorpéné maximum temoporfinu je pri 652 nm
v metanole a kvantovy vytazok v prevzdusinovanom metanole je 0,43. Temoporfin sa
podava intraven6znou injekciou, v zmesi vody, polyetylénglykolu 400 a etanolu
(5:3:2 — viviv). Podavana davka je 0,15 mg/kg. DLI je 24 — 96 h a davka svetla je 5 —

20 J.cm™. Temoporfin je v porovnani s porfimérom priblizne 100 x u&innejsi pri
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pouziti rovnakej fotodynamickej davky (davka lie¢iva x déavka svetla). Preto
je mozné pouzivat' niz$iu davku lieCiva a kratSie ozarovacie Casy na dosiahnutie
porovnatelnych vysledkov s porfimérom.*® Temoporfin bol schvaleny na klinické

pouzitie pri rakovine hlavy a krku.

Verteporfin (Visudyne®) ma 20 x vy$$iu akumulaciu a klirens ako temoporfin.
Prvykrat bol pripraveny vroku 1998 Diels-Alderovou reakciou dimetylesteru
protoporfyrinu  a dimetylesteru  acetyléndikarboxylovej kyseliny.* Absorpéné
maximum verteporfinu v metanole je pri 686 nm a kvantovy vytazok v metanole
je 0,7. Verteporfin sa podava intravendznou injekciou v davke 0,3 mg/kg. DLI je 3 —
5 h po injekcii a divka svetla je 50 J.cm? pri 690 nm. Verteporfin sa podiva
v lipozomalnej formulécii, ktora sa akumuluje v neovaskuldrnom tkanive oka. Preto
bol verteporfin schvaleny Statnymi autoritami na klinické pouzitie pri makularnej

degeneracii spojenej s vekom.

Talaporfin (Laserphyrin®) je vo vode rozpustny PS druhej generécie s kratkym
c¢asom akumulédcie v nddorovom tkanive. V porovnani s porfimérom ma rychlejsiu
klirens a lep$iu dostupnost’ pre hlbsie poloZené bunky tkaniva.*® Bol pripraveny
amidaciou chlorinu-es di-#-butylaspartatom pri pouziti aktivatoru
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dicyklohexylkarbodiimidu.”® Absorpéné maximum talaporfinu je pri 654 nm
a kvantovy vytazok v PBS je 0,77.! Talaporfin sa poddva intravendznou injekciou
v niz§ich davkach (0,5 — 3,5 mg/kg) ako porfimér. Svetelnd davka je 150 J.cm™. DLI
talaporfinu je 4 h po injekcii, a vdaka jeho nizkej kumulécii v koZznom tkanive

a rychlej klirens zniZuje riziko koZnej fototoxicity.

Padeliporfin (Tookad®) je lipofilny komplex bakteriofeoforbidu s paladiom.
Jeho vyhodou, v porovnani s verteporfinom, je rychla klirens z cirkulacie bez koznej
fototoxicity. Padeliporfin sa vyluci z krvného rieciska za 20 minut, preto je jeho
kozné fototoxicita po 1,3 h po podani injekcie zanedbatel'na. Absorpéné maximum
padeliporfinu je pri 762 nm. Kvantovy vytaZzok singletového kyslika
je v organickom rozpustadle 0,99 vd’aka efektu tazkého atomu (Pd) chelatovaného
v centre molekuly. Pod4dvana davka (2 — 4 mg/kg) asvetelna davka su podobné
ako pri porfimére. DLI je 0,5 h po injekcii. Padeliporfin je v suCasnosti registrovany

na klinické pouzitie pri rakovine prostaty v Mexiku.
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Sulfénovany hlinity ftalocyanin (Photosens®) je zmes hlinitych ftalocyaninov
nesucich 2 alebo 3 zvysky kyseliny sulfonovej. Bol vyvinuty v Rusku (Institat
vSeobecne] fyziky Ruskej akadémie vied). V Rusku je komercéne dostupny
od spolocnosti NIOPIC. Absorpéné maximum sulfénovaného hlinitého ftalocyaninu
je pri 675 nm. V porovnani s ostatnymi PS druhej generdcie ma najvacsi molarny
absorpény koeficient (¢ = 2 x 10° Mlem™'). PDT sulfénovanym hlinitym
ftalocyaninom je podobna ako u porfiméru. Pouzitd davka PS je nizsia (0,5 — 0,8
mg/kg), pouzitd svetelna davka je tiez nizsia (150 J.cm™2 pri 672 nm). DLI je 24 — 72
h po injekcii. Je vysoko u¢inny pri liecbe roznych druhov, histologickych typov
astadii rakoviny ako je skvamocelularny karcindm koze, rakovina prsnika,
orofaryngealna rakovina, rakovina pltc, rakovina mocového mechuara, krcka
maternice, atd. PouZiva sa aj pri liecbe zdvaznych hnisajicich rdn, trofickych

vredov, a niektorych d’alSich nemalignych ochoreni.

Kyselina  5-aminolevulovi/5-ALA  (Levulan®  Kerastick®,  Ameluz®)
je endogénnym prekurzorom v biosyntéze hemu. Biosyntéza 5-ALA je rychlost
urcujuca reakcia v tejto syntetickej ceste. Pri prebytku prekurzoru 5-ALA dodaného
exogénne dochadza k tvorbe fotodynamicky aktivneho protoporfyrinu IX (PpIX)
vo zvySenej miere. Vychytavanie 5-ALA bunkami nie je plne selektivne, akumulacia
PpIX v rakovinnych bunkach moéze byt selektivna vd’aka zmene aktivity enzymov
v biosyntetickej ceste hemu.’? Pripravok Levulan® je 20% roztok hydrochloridu
kyseliny 5-aminolevulovej. Podava sa topicky pri aktinickej keratdze tvare a hlavy.
Je registrovany v USA. Pripravok Ameluz® je 7,8% gél hydrochloridu
aminolevulovej kyseliny. Pouziva sa pri liecbe aktinickej keratézy tvare a hlavy

a pri plosnej kancerizécii. Je registrovany v EU.

Metylester kyseliny aminolevulovej (Metvix®) je lipofilnejsim prekurzorom
v biosyntéze PpIX, ktory do buniek prenika pasivnou difuziou a transportérom
pre nepolarne aminokyseliny. Bol vyvinuty pre lepsi prienik do tkaniva. Pripravok
Metvix® je registrovany v USA a EU. Pouziva sa pri lie¢be aktinickej keratozy,

povrchového a/alebo noduldrneho bazaliomu a Bowenovej choroby.
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3.6.4. V sucasnosti skumané ftalocyaninové PS

Vzhl'adom na zameranie nasej prace na syntézu potencidlnych, fotodynamicky
aktivnych ftalocyaninov by sme radi prezentovali niekol’ko §tadii, ktoré sa zaoberaju

tymito latkami a popisuju taktiez ich biologické hodnotenie s ohl'adom na PDT.

Jiang et al. skumali devdt SiPc substituovanych rdéznymi polyaminovymi
zvySkami v axidlnych polohach (Obr. 7). Tieto SiPc boli hydrofilné a vo vodnom
prostredi neagregované, pretoze axidlne aminoskupiny boli protonizované. Vsetky
latky vykazali relativne nizke kvantové vytazky singletového kyslika pri merani
v DMF v porovnani s nesubstituovanym ZnPc ako dodsledok fotoindukovaného
prenosu naboja znenabitych aminoskupin (v organickom prostredi neboli

aminoskupiny protonizované).
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Obr. 7 SiPc s roznymi polyaminovymi substituentmi v axidalnych polohach.

SiPcs boli testované na dvoch bunkovych linidch, HT29 a CHO. SiPc
konkrétne ~ 1 nM. SiPc so substituentmi b a e mali v bunkovej linii HT29 vysoku
selektivitu k lyzozbmom a indukovali vo zvySenej miere apoptéozu. Oba SiPc
efektivne inhibovali rast tumoru in vivo, u mysi nestcej tumor (HT29). Davka oboch
testovanych latok b a e bola 1 pmol.kg™, svetelna ddvka bola 30 J.cm™. Mysi boli
rozdelené do Styroch skupin: bez latky a ozarovania, bez latky a ozarované, s latkou

a bez ozarovania (toxicita v tme), s latkou a ozarované.>?
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Tabulka 1. Hodnoty ICso pre SiPc so substituentmi b a e

SiPc | ICso na HT29 (nM) | ICs0 na CHO (nM)

b 1,1 35,0

e 31,1 25,8

Mei-Rong et al. sa zaoberali dvoma ZnPc, jeden s viazanym peptidovym
retazcom (ZnPc-konjug.), druhy bez peptidového retazca (ZnPc-nekonjug.). Oba
ZnPc mali viazané 2 hydrofilné trietylénglykolové ret'azce v polohach 1 a 4 (Obr. 8).

/ H \
H
N

N< —N O\/\O/\/O\/\O/\[N\‘N
2 ; NROR

(0]
R = H/ Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val

Obr. 8 Struktiira dvoch skimanych ZnPc

Peptidovy retazec bol viazany na jeden trietylénglykolovy retazec cez triazolovy
cyklus. Oba ZnPc vykazali relativne vysoké kvantové vytazky singletového kyslika
pri merani v DMF v porovnani s nesubstituovanym ZnPc. Latky boli testované
vo formulacii s Tweenom 80 na bunkovej linii HT29. Oba ZnPc vykazali vysoku
in vitro fotodynamickt aktivitu s nizkymi hodnotami ICso (Tabulka 2). U oboch
latok bola pozorovand subceluldrna lokalizdcia. ZnPc-konjug. vykdzal urcita
selektivitu k bunkovej membrane. /n vivo bola testovana distribicia v tkanivach
u bezsrstej mysi nesucej tumor (HT29). ZnPc-konjug. v porovnani s ZnPc-nekonjug.

preukazal nadejnu retenciu v nadorovom tkanive.>*

Tabulka 2. Hodnoty ICso na HT29 bunkach

ZnPc ICsona HT29 bunkéch (uM)

konjug. 0,21

nekonjug. 0,39

Chen et al. skamali ZnPc konjugovany s terminadlnym fragmentom urokinazy

(amino terminal fragment, ATF, ATF-ZnPc, Obr. 9). Fotofyzikalne vlastnosti ATF-
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ZnPc boli merané¢ v DMSO. Absorpéné maximum bolo pri 682 nm. Kvantovy
vytazok singletového kyslika bol 0,62. Nekonjugovany ZnPc mal vel'mi podobné
hodnoty kvantového vytazku (0,63) a absorpéného maxima (678 nm). In vitro bola
skimana selektivna akumulacia ATF-ZnPc na troch bunkovych liniach s réznou
expresiou povrchového receptoru aktivatoru plazminogénu urokindzového typu
(urokinase-type plasminogen activator receptor, uPAR). Boli pouzit¢ dve bunkové
linie so zvysSenou expresiou uPAR (U937, H1299) a jedna bunkova linia bez expresie
uPAR (HELF). Vstup ATF-ZnPc do buniek bol zavisly na koncentracii,
so zvySujucou sa koncentraciou rastol. V bunkovych linidch U937 a H1299 bol
vel'mi podobny, ale vyrazne vyssi ako v bunkovej linii HELF. Fototoxicky uc¢inok
bol v bunkovych liniach U937 a H1299 vyssi ako v kontrolnej bunkovej linii HELF.
Na bunkovej linii H1299 bola zistovana subceluldrna lokalizacia. ATF-ZnPc bol
lokalizovany prevazne v cytoplazme, ale aj v lyzozomoch. In vivo bola zistovana
distribucia v tkanivaich na mySom modeli (Kunming mice) s inokulovanym
hepatocelularnym karcinomom (H22). ATF-ZnPc bol distribuovany prevazne
v tkanive tumoru. PDT tohto tumoru pomocou ATF-ZnPc spdsobila vyrazné zmeny

v tkanive tumoru, zniZenie poétu buniek a zvysent apoptdzu.>

Obr. 9 Predpokladana Struktura ATF-ZnPc. Prevzaté z CHEN, Z, et al., Zinc
phthalocyanine conjugated with the amino-terminal fragment of urokinase for
tumor-targeting photodynamic therapy. Acta Biomater., 2014, 10.10: 4257 — 4268

Li et al. skamali 6 ZnPc. Dva symetrické boli rozne substituované
trietylénoxidovymi alebo 2,3-dihydroxypropoxy skupinami, Styri asymetrické

obsahovali naviac cez 4-hydroxybenzoovu kyselinu viazany amid lyzinu a dva z nich
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naviac kyselinu listovi na lyzinovy zvySok (Obr. 10). Kvantové vytazky
singletového kysliku boli merané¢ v DMSO a u vSetkych Siestich ZnPc boli vel'mi
podobné (0,45 — 0,55). Absorpcné maxima boli tiez ve'mi podobné, v rozsahu 682 —
686 nm. U ZnPci-lys-FA a ZnPco-lys-FA bol in vitro testovany vstup do bunky
na dvoch bunkovych linidch, HeLa a NIH-3T3. Folat moze sluzit ako cieliaca
molekula na bunky so zvySenou expresiou folatového receptoru. Obe latky po troch
hodinach inkubécie vykazali vysokua distribuciu v bunkach, ¢o indikovalo efektivny
vstup do buniek. /n vivo bola zistovana distribacia ZnPci-lys-FA a ZnPc»-lys-FA
v tkanivach mysi nesucej tumor (KB bunky). ZnPc>-lys-FA mal vysokt akumuléaciu
v tkanive tumoru v porovnani so ZnPci-lys-FA. 2,3-dihydroxypropoxy skupiny

pravdepodobne znizuji nespecifickli afinitu k normalnym tkanivam.¢

R

N /; ;\ N
/ '\‘l \ (o) o
R N--Zn---N H
% \ N N
NH,
N= ENE/ o
R OH

o
R (ZnPerlys-FA) = 500 O

HN
R (ZnPc,-lys-FA) = %o\)\/OH 0
HO H)K@\ OH
L
N7 N/)\NH2

Obr. 10 Struktiira ZnPc;-lys-FA a ZnPc>-lys-FA

Isci et al. sa zaoberali jednym ZnPc srdzne viazanymi metylsulfonylovymi
skupinami (Obr. 11). Kvantovy vytaZzok singletového kyslika bol merany v DMSO.
Metylsulfonyl ZnPc mal kvantovy vytazok 0,71. Absorpéné maximum tohto ZnPc
bolo pri 681 nm. In vitro bola testovana fototoxicita na bunkovej linii A431. Bol
pozorovany na davke zavisly fototoxicky efekt. Dalej bolo zistené zniZenie

fototoxického i¢inku v pritomnosti séra.>’
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Obr. 11 Struktiira metylsulfonyl ZnPc

Li et al. sa zaoberali Styrmi asymetrickymi ZnPc substituovanymi
trietylénoxidovymi a 2,3-dihydroxypropoxy skupinami. Dva ZnPc mali viazany
D4-konjugat EGF (epithelial growth factor — epitelidlny rastovy faktor) receptor-
cieliaceho peptidu (EGF receptor-targeting peptide D4-conjugate) cez
4-hydroxybenzoovu kyselinu (Obr. 12). Kvantovy vytazok singletového kyslika
a absorpéné maximum danych ZnPc boli merané v DMSO (Tabulka 3). Vsetky
skimané ZnPc boli vel'mi dobre rozpustné vo vode. ZnPcy a ZnPcs mali vysSiu
absorbanciu a fluorescenciu ako nekonjugované ZnPci a ZnPcs. In vitro
fotodynamické aktivita ZnPc, a ZnPcs4 bola merand na dvoch bunkovych liniach
(A431 svysokou expresiou EGF a MCF-7 snizkou expresiou EGF). Namerana
hodnota ICsp u ZnPc4 bola na bunkovej linit MCF-7 zna¢ne vysSia ako na bunkovej
linii A431 (Tabulka 4). In vivo bola zistovand distribucia v tkanivach mysi nestcej
tumor (A431). ZnPc4 vykézal vysoktl akumuléciu v nddorovom tkanive v porovnani
so ZnPco. 2,3-dihydroxypropoxy substituenty zvySuji hydrofilitu, atym

pravdepodobne znizuji nespecifické interakcie s rakovinnymi bunkami.*®

Tabulka 3 Absorpcné maxima a kvantove vytazky danych ZnPc v DMSO

ZnPc Aabs (NM) Da
ZnPc; 686 0,51
ZnPc; 686 0,50
ZnPc; 683 0,51
ZnPc4 682 0,51
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Tabulka 4 Hodnoty ICsona A431 a MCF-7 bunkach

ZnPc ICso na A431 (uM) ICsona MCF-7 (uM)
ZnPc; 0,15 0,3
ZnPc4 0,65 20

R X
)
i/ \i
NN N 9 o o
/ ‘ \ ZnPcy; R= 2O O
R N--Zn---N =
; | N X=H
N N =N
ZnPc, R=  EON "o O
X = Lys-Ala-Arg-Leu-Leu-Thr
R

X

Ro
/ \
N T N OH
,Z|n,,
N

(e)

i \ (0]

(0] OH

RJ@E?N *Ni\D/ ZnPc3 R, = % \/K/
y
X=H

N="=N OH

O OH
6 ZnPc, R, = % \/‘\/

R, X = Lys-Ala-Arg-Leu-Leu-Thr

Obr. 12 Struktiiry asymetrickych ZnPc; _ 4

Kuzyniak et al. skimali tetra-trietylénoxysulfanyl ZnPc (Obr. 13). Tento ZnPc
mal absorpéné maximum pri 694 nm. Bol testovany na fotodynamicku aktivitu
na piatich bunkovych linidch, BON, Kyse-70, Kyse-140, OE-33, HCT-116. Hodnoty
ICs0 na tychto bunkovych linidch boli nizke, v rozmedzi 1,3 — 3,75 uM. In vitro bol
na BON aKyse-70 zistovany apoptoticky efekt aefekt na bunkovy cyklus.
Po oziareni bola v oboch bunkovych liniach zistend zvySena aktivita kaspazy-3
v zéavislosti na davke ZnPc. V oboch bunkovych liniach bolo pozorované zastavenie
bunkového cyklu v G1 faze, potvrdené zvySenou koncentraciou cyklinu D1
aznizenym poctom buniek v Salebo G2 faze. In vivo bol testovany ucinok
na cievnom rieCisku kuracej chrioalantoickej membrany. Bola pozorovana

degeneracia ciev a kapildrneho plexu so zniZzenou perfuziou krvi.>’
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Obr. 13 Struktiira tetra-trietylénoxysulfonyl ZnPc

Machacek et al. skamali 3 zino¢naté PS (Obr. 14). Absorpéné maxima tychto
zino¢natych PS merané v DMF boli: J — 704 nm, K — 756 nm, L. — 656 nm. Meranim
absorpénych spektier vo vode sa zistilo, ze latka J je vo vode agregovand a latky
K a L st vo vode neagregované. Bolo zistené, ze aza substiticia makrocyklu a posun
substituentov  do neperiférnych  poloh  vyrazne napoméha k udrziavaniu
neagregovanej formy vo vode. Kvantové vytazky singletového kyslika merané
v DMF boli: J - 0,68; K- 0,91; L — 0,20. ICso bola zistovana na bunkovych liniach
3T3, SK-MEL-28, HeLa, HCT 116 (Tabul'ka 5). TCso bola zistovana na bunkovej

vwe

cv v

Najviac citliva bola bunkova linia SK-MEL-28, nasledovand HelLa bunkami.
Prekvapivo, aj napriek agregacii latky J vo vode, bola jej fotodynamickd aktivita
vysokd. Subceluldrna lokalizacia bola zistovana na HeLa bunkach. Latky J a K boli
lokalizované v lyzozémoch.%°

Tabulka 5 porovnanie hodnot TCso a ICsg skumanych PS J, K, L na roznych
bunkovych liniach

TCa (uM) 1Ca (uM)

latka 3T3 HeLa 313 SK‘%EL' HeLa HCT 116 T(%‘gfg)”
J 1510 + 14 16394110 | 0,340,088 %,30%1:; %ﬁ)é %’%i;‘ 3035
K 147 11 19214 | 0,66+0,108 %,202; %311; lo’jl%i 619
L 249 + 34 22619 | 2,46+ 0465 2(’)3’3635; %’3()9; %392; 61
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Obr. 14 Struktiiry skiimanych zinocnatych PS

Machacek et al. sa zaoberali Siestimi aza-analégmi Pc, tetra(3,4-
pyrido)porfyrazinmi (Obr. 15). Absorpéné maxima vSetkych Studovanych
porfyrazinov v DMF boli nad 700 nm. Vel'mi dobry kvantovy vytazok singletového
kyslika \% porovnani s klinicky pouiivanymi PS mali latky A3, A4 a B2. TCso a ECso
aj v porovnani s klinicky pouzivanymi PS (Tabul’ka 6). Subcelularna lokalizacia bola
zistovana unajucinnejSej latky B2 na bunkovej linii Hela. Latka B2 bola

lokalizovana v lyzozémoch.®!
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Obr. 15 Struktiry Studovanych latok Al — 4 a BI — 2
Tabulka 6 Hodnoty z merani: Jmax, @4, ECs0, TCso
. Amax Dx ECso TCso
latka (nm) (DMF) (LM) (LM) TCs0/ECso
Al 728 0,42 > 50 > 50 -
A2 718 ~ 0,09 > 50 > 50 -
A3 722 0,72 0,26 + 0,089 105+9,5 400
A4 722 0,72 0,15+0,041 154+45 1000
B1 711 0,43 0,87 = 0,068 115+ 46 130
B2 710 0,69 0,0038 + 0,0002 435+ 26 110000
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4. EXPERIMENTALNA CAST

Vychodiskové latky a rozpuastadla pre reakcie boli zakapené od firiem Lach-Ner,
Penta, Sigma-Aldrich alebo Acros. Teplota topenia zlucenin bola merand pomocou
digitalneho pristroja ELECTROTHERMAL 1A9200. Priebeh reakcii a Ccistota
vyslednych produktov boli sledované pomocou tenkovrstevnej chromatografie (thin
layer chromatography, TLC) na doskach Merck Kieselgel 60 F254, detekcie UV
lampou prebichali pri vinovej dizke 254 nm alebo 366 nm. Cistenie produktov bolo
realizované pomocou stipcovej chromatografie na stacionarnej fize Merck Kieselgel
60 (0,040 — 0,063 mm). Mobilné fazy, ktoré boli pouzité pri Cisteni, su uvedené
pri jednotlivych reakciach nizsie. IC spektra boli merané na IC spektrofotometri
Nicolet 6700 v ATR mdde na Katedre anorganické a organické chemie. 'H NMR
a!3C NMR spektra boli merané na pristroji Varian VNMR S500 na Katedre
anorganické a organické chemie. Elementarna analyza bola realizovand pomocou
pristroja Vario Micro Cube elemental analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH,
Hanau, Germany). Spektra UV/Vis boli merané pomocou pristroja Shimadzu UV-
2600 spectrophotometer na Katedre farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv.
Hmotnostna spektrometria (MALDI-TOF) bola realizovana na pristroji AB Sciex
4800 MALDI TOF/TOF spectrometer. Pristroj bol kalibrovany externe patbodovou
kalibra¢nou metdodou pomocou Peptide Calibration Mix1 (LaserBioLabs, Sophia-
Antipolis, France). Roztok meranej vzorky v dichlérmetane (priblizne 10 uM, 1,5 ul)
bol zmieSany s matricou (trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-metyl-2-propenyliden]-
malononitril) v dichlormetdne, naneseny na dosticku a ddkladne vysuSeny.
Subcelularna lokalizacia bola urc¢ena pomocou Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japan)
fluorescenéného mikroskopu vybaveného Andor Zyla chladenym digitdlnym sCMOS
monochromatickym fotoaparatom (Andor Technology, United Kingdom) a NIS
Elements AR 4.20 software (Laboratory Imaging, Czech Republic).

4.1. Priprava 2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)metyl]-4-metylfenolu (1)

2,6-bis(hydroxymetyl)-4-metylfenol (8,405 g, 49,97 mmol) bol s 1H-imidazolom
(8,873 g, 130,33 mmol) rozpusteny v 1,4-dioxane (20 ml). Po rozpusteni latok bola
zmes zahrievana pocas 2 h pri teplote varu rozpustadla pod spitnym chladi¢om.
Dioxan bol nasledne oddestilovany pri tlaku 312 mBar a zmes bola d’alej zahrievana

pri 150 °C a tlaku 280 mBar pocas 3 h. Po ukonceni reakcie bola zmes rozpustena
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v etanole (EtOH) a prekrystalizovana pridanim vody. Krystaly boli ndsledne eSte raz
prekrystalizované z nasyteného EtOH roztoku (100 ml). Nasledne boli
odfiltrované, premyté ladovym EtOH a vysusené. Bolo ziskanych 8,7 g bielej
krystalickej latky, ¢o zodpovedd vytazku 85 %. Latka bola uz predtym pripravena

a publikovan4.! Latka bola neskor pripravend vo vi¢Som mnozZstve.

T.t. 183,1 — 186,0 °C. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm) 9,23 (s, 1H, OH),
7,68 (s, 2H, ImH), 7,12 (s, 2H, ImH), 6,88 (s, 2H, ImH), 6,77 (s, 2H, ArH), 5,15 (s,
4H, CHy), 2,11 (s, 6H, CH3). 3C NMR (125MHz, DMSO-ds) § (ppm) 150,0; 137,6;
129,6; 129,1; 128,5; 125,9; 119,8; 45,2; 20,3.

4.2. Priprava 5,6-bis{2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)metyl]-4-
metylfenoxy}pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)

2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)metyl]-4-metylfenol 1 (5,10 g, 18,85 mmol) bol
rozpusteny v tetrahydrofurane (THF — tetrahydrofuran, 15 ml) a bol pridany vodny
IM hydroxid sodny (18,85 ml, 18,85 mmol). Po premieSani bol pridany
5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1,52 g, 7,54 mmol) rozpusteny v THF (10 ml).
Zmes reagovala pri laboratdrnej teplote (25 °C) za staleho mieSania, pocas 30 minut.
Po ukonceni reakcie bol THF z reakénej zmesi oddestilovany na rotacnej vakuove;j
odparke. Po oddestilovani THF bol pridany etylester kyseliny octovej (ethyl-acetat,
EAC, 90 ml) a voda (50 ml) s rozpustenym hydrogenuhli¢itanom sodnym (0,5 g,
5,95 mmol). Zmes bola vytrepand trikrat s EAC (90 ml) priCom bola zbierana
organicka vrstva. Organické vrstvy boli spojené a zahustené na rotacnej vakuovej
odparke za znizeného tlaku. Zo zahustenej zmesi vypadli ruzové krysStaly. Tato zmes
bola ponechana v mraznicke pocas 24 h. Ruzovy krystalicky produkt bol odsaty.

Bolo ziskanych 2,53 g, ¢o zodpoveda vytazku 51 %.

T. t. 179 °C za rozkladu. IC (ATR): vmax = 3112, 2240, 1551, 1508, 1431, 1397,
1356, 1218, 1107, 1076 cm™. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7,69 (s,
4H, ImH), 7,13 (s, 4H, ImH), 6,96 (s, 4H, ArH), 6,88 (s, 4H, ImH), 5,20 (s, 8H, CH»)
2,27 (s, 6H, CH3). 3C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) § (ppm) 150,4; 143,9; 137,9;
137,8; 130,6; 129,8; 129,0; 124,3; 119,9; 113,5; 44,6; 20,8. Elementarna analyza (%)
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vypocitané pre CicH3oN1202: C 61,88; H 4,9; N 24,06; zistené C 62,40; H 4,8; N
23,93.

4.3. Priprava 4,5-bis{2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)metyl]-4-
metylfenoxy}ftalonitrilu (3)

4,5-dichlorftalonitril (2,30 g, 11,70 mmol) bol s 2,6-bis[(1H-imidazol-1-
ylDmetyl]-4-metylfenolom 1 (6,61 g, 24,63 mmol) rozpusteny v bezvodom
dimetylformamide (DMF, 25 ml). Postupne po Castiach bol do roztoku pridavany
bezvody uhli¢itan draselny (10 g, 72,36 mmol). Zmes bola zahrievand (90 °C) pod
spatnym chladi¢om v argdnovej atmosfére pocas 24 h. Po ukonceni reakcie zmes
vol'ne vychladla a bola prenesena do destilovanej vody (500 ml). Bola ziskana zmes
produktov vo forme Cciernej amorfnej hmoty, ktorda bola odfiltrovana. Ziskany
produkt bol preisteny stipcovou chromatografiou na silikageli v sustave
aceton/metanol 4:1. Produkt bol rozpusteny v acetone a vyzraZzany n-hexdnom.
Produkt bol nésledne prekrystalizovany z EtOH a vody. Bolo pripravenych 1,86 g
bledo-oranzovej krystalickej latky, ¢o zodpoveda vytazku 24 %.

T. t. 258,2 — 260,0 °C. IC (ATR): Vmar = 3115, 2974, 2233 (CN), 1590, 1500, 1472,
1400, 1336, 1284, 1230, 1203, 1132, 1106, 1076 cm™. "H NMR (500 MHz, DMSO-
ds) & (ppm) 7,62 (s, 4H, ImH), 7,12 (t, 4H, J = 1,3 Hz, ImH), 6,99 (s, 2H, ArH), 6,95
(s, 4H, ArH), 6,86 (s, 4H, ImH), 5,13 (s, 8H, CH,), 2,28 (s, 6H, CH3). '*C NMR (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm) 149,3; 145,0; 137,8; 137,2; 131,0; 130,1; 129,0; 119,9;
118,5; 115,6; 110,1; 44,6; 20,9. Elementarna analyza (%) vypocitané
pre C3sH32N1902: C 67,24; H 5,05; N 20,64; zistené C 67,62; H 5,25; N 20,58.

4.4. Priprava 9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2,3-
bis{2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)metyl]-4-metylfenoxy,-1,4-
azaftalocyaninu (6)

Do destilacnej banky bol k bezvodému butanolu (10 ml) pridany hor¢ik (0,359 g,

15 mmol) azrnko joédu. Reakcia prebiechala 3 h pri teplote varu rozpusStadla
pod spatnym chladi¢om, pokial’ vSetok hor¢ik nezreagoval na butanolat horecnaty.

Po 3 hodinach bol do destilacnej banky pridany prekurzor 2 (0,35 g, 0,528
mmol), prekurzor 4 (0,482 g, 1,58 mmol) a BuOH (10 ml). Reakcia prebiehala 24 h
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za rovnakych podmienok. Po ukonceni reakcie bol z reakénej zmesi oddestilovany
zvySny butanol na rotac¢nej vékuovej odparke za znizeného tlaku. Produkt bol
extrahovany do THF, ktory bol néasledne oddestilovany. Zmes horec¢natych
komplexov bola pre lepSiu separaciu prevedena na nekovovu formu kyselinou para-
toluénsulféonovou (1 g, 5,28 mmol) v THF (10 ml). Zmes bola 2 h mieSana
pri laboratornej teplote. Zo zmesi bol oddestilovany THF, produkt bol premyty
vodou a odfiltrovany. Zmes bola c¢iastocne izolovand pomocou preparativne]
chromatografie na doskéach tenkovrstevnej chromatografie (TLC, SiO») a vyvijana
v sustave 1 toluén/CHCI3/THF 30:10:1 alebo sustave 2 CHCls/THF/MeOH 50:3:2.
Boli izolované 3 latky ako hlavné produkty reakcie. Skvrna A (R¢= 0,93)a B (R¢ =
0,8) v sustave 2 a Skvrna C (Rf=0,15) v ststave 1 (Obr. 17). Latky boli analyzované
na MS a jednotlivé skvrny boli identifikované ako produkty 7 (Skvrna A), 8 (Skvrna
B) a9 (Skvrna C). Zamyslany produkt 6 sme neziskali.

4.5. Priprava 9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2,3-
bis{2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)metyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyanindto horecnatého komplexu (10Mg)

Do destila¢nej banky bol k bezvodému butanolu (80 ml) pridany hor¢ik (1,08 g,
44 mmol) azrnko jodu. Reakcia prebiehala 3 h pri teplote varu rozpustadla
pod spiatnym chladi¢om, pokial’ vSetok hor¢ik nezreagoval na butanolat hore¢naty.
Po 3 hodinach bol do destilacnej banky pridany prekurzor 3 (1,04 g, 1,6 mmol)
a prekurzor 4 (1,44 g, 4,7 mmol). Reakcia prebiehala 24 h za rovnakych podmienok.
Po ukonceni reakcie bol z reakénej zmesi oddestilovany zvysny butanol na rotacnej
vakuovej odparke za znizeného tlaku. Produkt bol extrahovany do THF (250 ml).
Extrakt bol prefiltrovany a THF bol oddestilovany na rota¢nej vékuovej odparke.
Produkt bol preisteny na stipcovej chromatografii najskor sustavou 1. CHCls/THF
4:1 apo elucii symetrického horecnatého Pc vymyty =z kolony sustavou 2.
CHCI3/MeOH/TEA 10:2:0,25. Bolo ziskanych 0,702 g zelenej vlockovitej latky,
¢o zodpoveda vytazku 28 %.
MS (MALDI-TOF): m/z 1596,5 [M]" latka bola charakterizovana iba MS spektrom

a d’alej pouzita ako medziprodukt v d’alSej reakecii.
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4.6. Priprava 2,3-bis{2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)metyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyanindto horecnatého komplexu (11Mg)

Do destilacnej banky bol k bezvodému butanolu (80 ml) pridany hor¢ik (1,33 g,
55 mmol) azrnko jodu. Reakcia prebichala 3 h pri teplote varu rozpustadla
pod spatnym chladi¢om, pokial’ vSetok horcik nezreagoval na butanolat horecnaty.
Po 3 hodindch bol do destilacnej banky pridany prekurzor 3 (1,32 g, 2 mmol)
a prekurzor 5 (0,776 g, 6 mmol). Reakcia prebiehala 24 h za rovnakych podmienok.
Po ukonceni reakcie bol z reakénej zmesi oddestilovany zvys$ny butanol na rotacnej
vakuovej odparke za zniZeného tlaku. Produkt bol extrahovany do zmesi THF/CHCl;3
1:1 anasledne do pyridinu. Extrakty boli spojené a na rotacnej vakuovej odparke
za znizeného tlaku oddestilované. Produkt bol predisteny 2-krat stipcovou
chromatografiou v ststave THF/CHCls/pyridin 1:1:1, pyridinom bol z kolony
vymyty &isty produkt po elicii symetrického kongenéru. Cisté frakcie s produktom
boli oddestilované a premyté EAC, THF a hexanom. Bolo ziskanych 0,712 g zelenej
vloc¢kovitej latky, ¢o zodpoveda vytazku 33 %.

IC (ATR): Vmar = 1507, 1481, 1458, 1404, 1336, 1285, 1083, 1057 cm’'. '"H NMR
(500 MHz, CDCls/pyridin-ds) & (ppm) 9,64 — 9,57 (m, 4H, PcH), 9,36 (d, 2H, J = 7,3
Hz, PcH), 8,43 (s, 2H, PcH), 8,29 — 8,14 (m, 6H, PcH), 7,07 (s, 4H, ArH), 6,93 (s,
4H, ArH), 6,86 (s, 4H, ArH), 6,46 (s, 4H, ArH), 5,02 (s, 8H, CH>), 2,34 (s, 6H, CH3).
B3C NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds) & (ppm) 155,37; 154,90; 153,85; 151,96;
148,00; 147,11; 139,31; 139,25, 139,07, 137,54; 137,12; 134,01; 130,80; 130,31;
129,69; 129,48; 129,25; 123,22; 122,87; 119,25; 107,20; 45,50; 21,16.

4.7. Priprava 9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2,3-
bis{2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)methyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyaninu (10H)

Hore¢naty komplex 10Mg (0,34 g, 0,211 mmol) bol rozpusteny v THF (5 ml)

a MeOH (1 ml). Kyselina para-toluénsulféonova (0,56 g, 2,95 mmol) bola rozpustena
v THF (10 ml) a pridana k rozpustenému komplexu 10Mg. Reakcia prebiehala 2 h

za laboratornej teploty. THF bol oddestilovany na rotacnej vékuovej odparke.

Produkt bol premyty vodou a odfiltrovany. Produkt bol rozpusteny v CHCls
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a vytrepany vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného. Organicka faza bola
vysu$ena bezvodym NaxSOs a oddestilovana. Produkt bol predisteny na stipcove;
chromatografii sustavou CHCI3/THF/MeOH 5:5:1 avymyty zkolony sustavou
CHCI/MeOH/TEA 8:2:0,25. Bolo ziskanych 0,156 g zelenej vlockovitej latky,
¢o zodpoveda vytazku 46 %.

IC (ATR): Vimax = 3295 (NH), 2960, 2895, 2863, 1600, 1506, 1456, 1417, 1397, 1364,
1270, 1159, 1074, 1017 cm™. MS (MALDI-TOF): m/z 1574,6 [M]"; 1597,5 [M +
Na]*. 'TH NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds) & (ppm) 9,58 (s, 2H, PcH), 9,51 (s, 2H,
PcH), 9,43 (s, 2H, PcH), 8,59 (s, 2H, PcH), 7,83 (s, 4H, ArH), 7,30 (s, 4H, ArH),
7,28 (s, 4H, ArH), 7,13 (s, 4H, ArH), 5,54 (s, 8H, CH>), 2,59 (s, 6H, CH3), 1,76 (s,
18H, CCH3), 1,74 (s, 18H, CCH3), 1,73 (s, 18H, CCHa), -0,89 (bs, 2H, NH). '*C
NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds) & (ppm) 147,15; 142,92; 142,47; 142,08;
138,04; 137,84; 134,35; 131,72; 130,92; 130,88; 130,35; 129,60; 119,49; 107,55;
49,03; 48,98; 48,90; 45,98; 31,57; 31,53; 31,48; 21,43.

4.8. Priprava 2,3-bis{2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)methyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyaninu (11H)

Horec¢naty komplex 11Mg (0,512 g, 0,473 mmol) bol rozpusteny v THF (2 ml).
Kyselina para-toluénsulfénova (0,9 g, 4,74 mmol) bola rozpustend v THF (8 ml)
a pridana k rozpustenému komplexu 11Mg. Reakcia prebiehala 2 h za laboratorne;j
teploty. THF bol oddestilovany na rotacnej vakuovej odparke. Do zmesi bola pridana
voda a produkt bol odfiltrovany. Cast’ rozpustena vo vode bola zmiesana s CHCl;
aroztokom hydroxidu sodného a vytrepand do chloroformovej vrstvy. Organicka
faza bola vysuSena bezvodym Na>SOs, prefiltrovana a oddestilovana. Bolo ziskanych

0,441 g zelenej vlockovitej latky, co zodpoveda vytazku 89 %.

MS (MALDI-TOF): m/z 1046,3 [M]" latka bola charakterizovana iba MS spektrom

a d’alej pouzita ako medziprodukt v d’alSej reakecii.
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4.9. Priprava 9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-2,3-
bis{2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)methyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyanindto zinoénatého komplexu (10Zn)

Ftalocyanin 10H (0,140 g, 0,089 mmol) bol rozpusteny v pyridine (30 ml).
K rozpustenému 10H bol pridany octan zinocnaty (0,163 g, 0,89 mmol). Zmes bola
pocas 2,5 h zahrievand pri teplote varu rozpustadla pod spitnym chladicom.
Po ukonceni reakcie bol zo zmesi oddestilovany pyridin na rota¢nej vakuovej
odparke. Nasledne bola do zmesi pridanéd voda a produkt bol odfiltrovany a premyty
vodou. Produkt bol pregisteny stipcovou  chromatografiou v sustave
CHCI3/THF/MeOH 5:5:1 avymyty zkolony pyridinom. Produkt bol rozpusteny
v malom mnoZstve CHCI3 a vyzraZzany hexdnom. Bolo ziskanych 0,105 g zelenej

vloc¢kovitej latky, ¢o zodpoveda vytazku 71 %.

IC (ATR): vimax = 2959, 2862, 1597, 1507, 1471, 1458, 1398, 1369, 1267, 1205,
1161, 1108, 1066 cm™. MS (MALDI-TOF): m/z 1636,4 [M]*. '"H NMR (500 MHz,
CDCls/pyridin-ds) & (ppm) 9,88 (s, 2H, PcH), 9,84 (s, 2H, PcH), 9,58 (s, 2H, PcH),
8,26 (s, 2H, PcH), 7,25 (bs, 4H, ArH), 7,12 — 6,88 (m, 8H, ArH), 6,60 (bs, 4H, ArH),
2,44 (s, 6H, CH3), 1,75 (s, 36H, CCH3), 1,70 (s, 18H, CCHs). '3C NMR (125 MHz,
CDCls/pyridin-ds) & (ppm) 165,92; 154,42; 154,06; 153,49; 152,86; 148,26; 147,37;
141,77; 141,36; 137,71; 137,62; 137,53; 137,41; 137,11; 133,72; 131,13; 130,70;
130,50; 130,25; 129,81; 129,04; 119,22; 107,14; 48,81; 48,74; 45,72; 31,57; 31,55;
21,23.

4.10. Priprava 2,3-bis{2,6-bis[(1 H-imidazol-1-yl)methyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyaninato zinoc¢natého komplexu (11Zn)

Ftalocyanin 11H (0,441 g, 0,42 mmol) bol rozpusteny v pyridine (15 ml).
K rozpustenému 11H bol pridany octan zino¢naty (0,773 g, 4,21 mmol). Zmes bola
zahrievana 2,5 h pri teplote varu rozpustadla pod spdtnym chladi¢om. Po ukonceni
reakcie bol zo zmesi oddestilovany pyridin na rota¢nej vdkuovej odparke. Nasledne
bola do zmesi pridana voda a produkt bol odfiltrovany a premyty vodou. Produkt bol
predisteny stipcovou chromatografiou v sustave CHCl3/MeOH 5:1 avymyty

z kolony sustavou pyridin/MeOH 10:1. Produkt bol rozpusteny v malom mnozZstve
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zmesi CHCI3 apyridinu a vyzrazany hexanom. Bolo ziskanych 0,22 g zelenej

vlockovitej latky, co odpoveda vytazku 47 %.

IC (ATR): Vmax = 1610, 1485, 1462, 1406, 1334, 1286, 1230, 1161, 1089, 1058 cm™.
MS (MALDI-TOF): m/z 1108,2 [M]". '"H NMR (500 MHz, pyridin-ds) & (ppm) 9,74
—9,65 (m, 4H, PcH), 9,24 (d, 2H, J = 7,4 Hz, PcH), 8,98 (s, 2H, PcH), 8,20 (dd, 2H,
J=15,7; 2,8 Hz, PcH), 8,14 (t, 2H, J = 7,3 Hz, PcH), 7,94 (t, 2H, J = 7,3 Hz, PcH),
7,69 (s, 4H, ArH), 7,31 (s, 4H, ArH), 7,01(s, 4H, ArH), 6,89 (s, 4H, ArH), 4,96 (s,
8H, CHz), 2,09 (s, 6H, CH3). '*C NMR (125 MHz, pyridin-ds) § (ppm) 155,0; 154.8;
154,2; 153,0; 147,7; 139,21; 139,12; 138,95; 138,15; 137,69; 134,36; 131,36;
131,17; 130,11; 129,99; 129,87; 129,78; 128,75; 126,86; 119,95; 107,91, 45,80;
20,99; 20,88. Elementarna analyza (%) vypocitané pre Ce2H44N1602Zn: C 63,94; H
4,33; N 19,24; zistené C 64,4; H 4,07; N 18,88.

4.11. Priprava jodidu 9,10,16,17,23,24-hexakis(terc-butylsulfanyl)-
2,3-bis{2,6-bis[(3-metyl-1H-imidazolium-1-yl)metyl]-4-
metylfenoxy}ftalocyaninadto zinocénatého komplexu (12)

Komplex 10Zn (0,093 g, 0,057 mmol) bol rozpusteny v bezvodom DMF (2 ml).
Roztok bol umiestneny pod spétny chladi¢ a argdnova atmosféru. Nasledne bol
do roztoku pridany metyljodid (150 pl; 0,342 g; 2,4 mmol) areakcia prebichala
pri teplote 80 °C pocas 24 h. Zo zmesi bol oddestilovany DMF a zvySny CHsl
narotatnej vakuovej odparke. Produkt bol rozpusteny v acetone s malym
mnozstvom MeOH a naliaty do éteru (200 ml), v ktorom sa produkt vyzrazal.
Zrazenina bola odfiltrovana. Tento postup bol zopakovany este 3-krat. Nakoniec bola
zrazenina premyta éterom. Bolo ziskanych 0,094 g zelenej latky. Bolo zmerané 'H-
NMR spektrum tejto latky, ktoré ukazalo, Ze doSlo k vymene niektorych terc-
butylovych skupin za metylové skupiny.

IC (ATR): Vimax = 3079, 2974, 2926, 1592, 1408, 1375, 1336, 1263, 1207, 1160, 1070
cm™'. "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 9,32 — 9,01 (m, 8H, PcH), 8,98 (s, 2H,
ImH), 8,10 (s, 2H, ImH), 7,80 (s, 4H, ArH), 7,66 (s, 4H, ArH), 7,53 (s, 4H, ArH),
5,70 (s, 8H, CH>), 3,55 (s, 12H, N'CHz), 3,06 (s, 6H, SCH3), 3,03 (s, 6H, SCH3),
2,98 (s, 6H, SCH3), 2,61 (s, 6H, CH3). Elementarna analyza (%) vypocitané
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pre CooHgolsN1602S¢Zn + 10 HO: C 45,28; H 5,24; N 9,39 (6 x SfBu);
pre C78H10414N1602S6Zn + 4 H,O: C 44,38; H 4,20; N 10,62 (2 x StBu, 4 x SMe);
zistené C 44,57; H 3,85; N 9,73.

4.12. Priprava jodidu 2,3-bis{2,6-bis[(3-metyl-1H-imidazolium-1-
ylh)metyl]-4-metylfenoxy}ftalocyanindto zinocénatého komplexu
(13)

Komplex 11Zn (0,2 g, 0,18 mmol) bol rozpusteny v bezvodom DMF (2 ml).
Roztok bol umiestneny pod spitny chladi¢ a argénovi atmosféru. Nasledne bol
do roztoku pridany metyljodid (150 pl, 0,342 g, 2,4 mmol) areakcia prebichala
pri teplote 80 °C pocas 24 h. Zo zmesi bol oddestilovany DMF a zvySny CHsl
na rotacnej vakuovej odparke. Produkt bol rozpusteny v zmesi aceton/MeOH 1:1
a po kvapkach pridavany do éteru (200 ml). Vlockovity produkt bol odfiltrovany
a premyty éterom 4-krat. Produkt bol opatrne premyty vodou, rozpusteny v MeOH
a MeOH bol oddestilovany. Bolo ziskanych 0,237 g zelenej vlockovitej latky,
¢o zodpoveda vytazku 78 %.

IC (ATR): vmax = 3145, 3084, 1607, 1512, 1484, 1407, 1333, 1286, 1262, 1160,
1092, 1058 cm!. MS (MALDI-TOF): m/z 1548,9 [M — I']". 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 9,50 — 9,44 (m, 4H, PcH), 9,37 — 9,32 (m, 2H, PcH), 9,26 (s, 4H,
PcH), 8,34 — 8,25 (m, 6H, PcH + ArH), 8,11 (s, 2H, ArH), 7,79 (t, 4H, J = 1,8 Hz,
ArH), 7,65 (s, 4H, ArH), 7,48 (t, 4H, J = 1,8 Hz, ArH), 5,71 (s, 8H, CH>), 3,56 (s,
12H, N"CH3), 2,63 (s, 6H, CH3). '*C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 154,23;
153,91; 153,10; 151,31; 148,38; 147,40; 138,30; 138,19; 137,95; 137,80; 137,19;
132,86; 132,52; 130,32; 130,12; 128,61; 124,17; 122,94; 122,72; 106,70; 47.51;
36,08; 21,11. Elementarna analyza (%) vypocitané pre CssHsslsN1602Zn + 1 H2O: C
46,73; H 3,45; N 13,21; zistené C 46,82; H 3,56; N 12,93.
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4.13. Reakcia 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(terc-
butylsulfanyl)ftalocyanindto zinocénatého komplexu (14)
s metylacnym Cinidlom (CH;l)

Komplex 14 (53,4 mg, 0,042 mmol) bol rozpusteny v bezvodom DMF (2 ml).
Bol pridany metyljodid (150 pl, 0,342 g, 2,4 mmol) a reakcia prebiehala pri teplote
80 °C pocas 24 h. Zo zmesi bol oddestilovany DMF a zvySny CH3l na rotacnej
vakuovej odparke. Na TLC (v sustave toluén: THF:CHCI3 10:10:1) bolo potvrdenych
viacero produktov. Zmes produktov bola analyzovana na hmotnostnej spektrometrii

(Obr. 20).

4.14. Priprava bunkovej linie (HeLa) a zasobného roztoku latky 12
al3

Vsetky biologické testy boli realizované na Katedre biochemickych vied Mgr.
Miloslavom Machackom, Ph.D. Fotodynamicka aktivita bola testovana na Hela
bunkovej linii. Bunkova linia bola kultivovana v Dulbecco's Modified Eagle Medium
bez fenolovej cervene (Lonza, Belgia) doplnenom o 10% teplom inaktivované
fetadlne bovinné sérum (Sigma), 1% penicilin/streptomycin roztok (Lonza), 10 mM
HEPES pufor (Sigma, Nemecko), a 4 mM L-glutamin (Lonza). Bunkova linia bola
kultivovand v 75 cm? banke na tkanivové kultiry a ponechana v CO inkubatore
pri 37 °C a zvlh¢enej atmosfére 5% CO,. Bunky boli pasdZované kazdé 3 — 4 dni.
Pri testoch cytotoxicity (fototoxicita a toxicita v tme) boli bunky nasadené do 96-
jamkovej dosti¢ky v hustote 7,5 x 10* buniek na jamku pocas 24 h. Zasobny DMSO
roztok latky 13 bol pripraveny v koncentracii 10 mM a sterilizovany bakteridlnou

filtraciou cez 0,22 um filtraénit membranu injekéného filtru.

4.15. Meranie cytotoxicity

Toxicita v tme (vlastna toxicita Studovaného PS bez pritomnosti akéhokol'vek
svetla) bola testovana v Sirokom koncentraénom rozpéti po 24 h inkubdcii s HeLa
bunkami. Viabilita buniek bola urena pomocou neutralnej Cervene (neutral red,
NR), tj. metédy zaloZzenej na schopnosti zivych buniek kumulovat NR

do neposkodenych lyzozémov. Rozpustena NR bola merana ako absorbancia pri A =
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540 nm pomocou Tecan Infinite 200 M plate reader. Viabilita skasanych buniek bola
vyjadrend ako percento neosetrenych kontrolnych buniek inkubovanych v rovnakych
podmienkach (100%). Pri testovani fotodynamickej aktivity (fototoxicity) boli HeLa
bunky inkubované s réznymi koncentraciami Studovanych latok 12 a 13 pocas 12 h.
Bunky boli potom premyté zahriatym bezsérovym médiom. Nové médium
pre bunkové kultury bolo pridané a bunky boli ozarované pocas 15 min 450 W
ozone-free Xe lampou (Newport) s intenzitou znizenou na 400 W vybavenou long-
pass filtrom (NewportOG570) a 8 cm vodnym filtrom na odstranenie neziaducich
vlnovych dizok atepelného Ziarenia (A > 570 nm, 12,4 mW/cm? 15 min, 11,2
J/em?). Bunkové viabilita bola zmerand po d’alsich 24 h s NR ako bolo vyssie
uvedené. Koncentracie testovanych latok indukujicich 50% pokles viability,
po oSetreni pri podmienkach v tme (stredna toxickd koncentracia, TCso) alebo
po fotodynamickej liecbe (stredna efektivna koncentracia, ECsp), boli spocitané
pouzitim GraphPad Prism software (verzia 6.07; GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA) pre kazdy nezavisly pokus.

4.16. Urlenie subceluldarnej lokalizdcie

Priblizne 7.5 x 10* HeLa buniek bolo nasadenych do Petriho misiek vhodnych
pre konfokalnu mikroskopiu (WillCo Wells, The Netherlands) v bunkovom médiu
a inkubovanych poc¢as 12 h s 5 uM latky 13 v inkubatore (37 °C, 5% CO» atmosfére,
konStantnej vlhkosti). Médium bolo odstrdnené a bunky boli premyté 2-krat
zohriatym PBS a Cerstvym médiom. LysoTracker Blue DND-22 (Molecular Probes,
0,25 uM) a MitoTracker Green FM (Molecular Probes, 0,2 pM) boli pridané a bunky
boli inkubované dalSich 15 minit. Po inkubdacii boli bunky premyté 2-krat
predhriatym PBS. Cerstvé bezsérové médium bolo pridané a vzorky boli okamzite
umiestnené¢ do CO; inkubatora (Okolab, Italy) a vySetrené pod Nikon Eclipse Ti-E
(Nikon, Japan) fluorescenénym mikroskopom vybavenym Andor Zyla chladenym
digitalnym sCMOS monochromatickym fotoaparatom (Andor Technology, United
Kingdom) a NIS Elements AR 4.20 software (Laboratory Imaging, Czech Republic).
DAPI, FITC, a CyS filtrové sety boli pouzité pre vizualizaciu. Nikon Al+
konfokalny systém bol zapojeny na vizualizdciu Lysotracker Blue DND-22
a MitoTracker Green FM a 13 v zivych bunkach pouzitim 405 nm, 488 nm a 640 nm

laserov. Jedna konfokalna rovina (priemer priezoru = 26,8 um) bola odfotena a NIS
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Elements AR 4.20 software bol tiez pouzity na vytvorenie profilu fluorescencnej

intenzity.

4.17. Priprava lipozomov

Velké unilameldrne lipozémy boli pripravené extruziou zo suspenzie
multilamelarnych lipozémov. Lipidy (dioleoylfosfatidylcholin 40 mg, T. = -18 °C)
boli rozpustené¢ v CHCI3 (20 ml) a ten bol oddestilovany z destila¢nej banky (100 ml)
za znizeného tlaku na vodnom kupeli pri teplote 37 °C. Vzniknuty tenky lipidovy
film bol nasledne ponechany na vodnom kupeli pri tlaku 5 mBar na odstranenie
zvySkov CHCIls. Britton-Robinsonov pufor (2,4 ml, pH 7,4) bol pridany do banky
a lipidy boli jemnym kriZivym pohybom odstranené zo steny banky. Vzniknuta
suspenzia bola mieSand 5 min, aby vznikli multilamelarne lipozémy, a ponechand 4 h
pri laboratornej teplote napucat’. Velké unilamelarne lipozémy boli pripravené z tejto
suspenzie pouZzitim malého ru¢ného extrudéra LiposoFast Basic (Avestin, Canada).
Suspenzia bola pretlaand tam a spat’ 21-krat cez 2 polykarbonatové filtre (priemer
porov 100 nm) pri laboratornej teplote. Bol ziskany zasobny 25 mM roztok
unilameldrnych lipozémov s pribliznym priemerom 130 nm. Priprava prebiehala

podla publikovaného postupu.®?

4.18. Meranie absorpCnych spektier roztoku latky 13 po postupnom
pridavani roztoku lipozomov
Zo zasobného roztoku latky 13 (DMSO, 100 uM) bolo do kyvety s pufrom (2 ml,
Britton-Robinsonov, pH 7,4) pridanych 20 pl, tohto roztoku, aby bol ziskany 1 pM
roztok latky 13. Do tohto roztoku bolo pridanych 10 pl zasobného roztoku

lipozémov (25 mM). Bolo zmerané absorpcné spektrum proti slepej vzorke (pufor +

lipozomy). Tento postup bol zopakovany celkom 10-krat.
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5. DISKUSIA

Vo vseobecnosti syntéza ftalocyaninovych latok vychédza z cyklotetramerizacie
vhodnych prekurzorov, aromatickych ortho-dikarbonitrilov. Preto v tejto préaci boli
hlavnymi krokmi priprava vhodnych prekurzorov a ich néslednd cyklotetramerizécia.
Prvym krokom pri syntéze bola priprava hydrofilnych prekurzorov. Na ich pripravu
sme potrebovali 2,6-bis[(1H-imidazol-1-yl)metyl]-4-metylfenol (1), ktory bol
pripraveny kondenza¢nou reakciou imidazolu s 2,6-bis(hydroxymetyl)-4-

metylfenolom (Schéma 1). Téato reakcia bola realizovana podla publikovaného
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Schéma 1 Priprava prekurzorov 2 a 3

Hydrofilny pyrazinovy prekurzor 2 sme pripravili nukleofilnou substitiiciou
5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s pripravenym fenolom 1 (Schéma 1).
Substitiicia prebiehala v polohe 5 a 6 pyrazinového cyklu vdaka silne
elektrondeficitnym uhlikom v tychto polohach. V pritomnosti 1M hydroxidu
sodného vznikal zo substituovaného fenolu 1 fenolat, ktory ako silny nukleofil
napadal tieto elektrondeficitné uhliky v polohdch 5 a 6 pyrazinového cyklu.
Prekurzor 2 bol pripraveny vo vytazku 51 %. Ftalonitrilovy prekurzor 3 bol
pripraveny obdobne, nukleofilnou substiticiou 4,5-dichlorftalonitrilu. Substiticia

prebichala v polohe 4 a5 benzénového cyklu, opdt vdaka elektrondeficitnym
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uhlikom s naviazanymi chlorsubstituentmi, iked’ v tomto pripade bol parcidlny
negativny naboj vyrazne mensi nez v pripade pyrazinového analdogu. Reakcia preto
prebiehala v bezvodom prostredi za pouzitia bezvodého uhli¢itanu draselného ako
bazy a vytazky ftalonitrilu 3 boli vyrazne nizsie (24 %). Relativne nizSie vytazky
produktov 2 a3 vporovnani sinymi pripravami aryloxy- substituovanych
ftalonitrilov®® alebo pyrazin-5,6-dikarbonitrilov®* boli prevazne sposobené vyraznym

zachytavanim silne bazického produktu na silikageli v stipcovej kolone.

5.1. Cyklotetramerizacné reakcie

Na cyklotetramerizaciu bola pouzitd metdda Statistickej kondenzéacie dvoch
prekurzorov, ked’ze nasim cielom bolo syntetizovat” asymetricky ftalocyanin alebo
jeho aza-analdg. Statisticky vznika vzdy 6 produktov (Obr. 16). Nagim pozadovanym
produktom bol ftalocyanin alebo jeho aza-analog typu ABs.

Obr. 16 Sest typov kongenérov

V prvej cyklotetramerizaénej reakcii bol pouzZity pyrazinovy prekurzor 2
v kombinécii s 4,5-bis(ferc-butylsulfanyl)ftalonitrilom (Schéma 2). Ako iniciator
reakcie bol pouzity butanoldt horecnaty, vdaka ktorému bola ziskand zmes
produktov vo forme hore¢natych komplexov. Pre vSeobecne lepSiu separaciu
na tenkovrstevne] chromatografii (silikagel) boli tieto komplexy prevedené
na nekovové derivaty reakciou s kyselinou para-toluénsulfonovou. Nasledne boli
na tenkovrstevnej chromatografii separované. Na TLC doske sa objavilo viac ako
predpokladanych 6 Skvin, o znacilo vd¢Sie mnoZstvo produktov. Bolo vyskuSanych
niekol’ko separanych sustav. S dvoma ststavami sa nam podarilo separovat’ 3
hlavné produkty reakcie ako Skvrny A, B aC (vid. Obr. 17). Rozhodli sme sa

izolovat’ latky z tychto skvin.
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Obr. 17 TLC zmesi produktov reakcie prekurzoru 2 a4 sustava I:
CHCI3:THF:MeOH 50:3:2, sustava 2: toluen:CHCI3:THF 30:10:1

Latky sme nasledne identifikovali pomocou hmotnostnej spektrometrie. Zistili sme,
ze pri cyklotetrameriza¢nej reakcii doSlo k vymene substituovanych fenoxyskupin
za butoxyskupiny z inicidtora reakcie. Uhliky v polohach 5 a 6 pyrazinového jadra st
stale silne elektrondeficitné, preto butanolat ako silny nukleofil napadol polohy 5 a 6
a doSlo k vymene fenoxysubstituentov za butoxyskupiny (Schéma 3). Latka
zo Skvrny A bola identifikovana ako produkt 7, latka zo Skvrny B ako produkt 8
alatka zo Skvrny C ako produkt 9. Preto sme sa rozhodli v d’alSej syntéze
pokraovat’ uz len s ftalonitrilovym prekurzorom 3, u ktor¢ho k tejto vymene

vSeobecne nedochadza.
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Schéma 3 Produkty reakcie prekurzoru 2 a 4

V dalSej cyklotetramerizacnej reakcii sme vychadzali z ftalonitrilového prekurzoru 3
a prekurzoru 4 v pripade produktu 10Mg a prekurzoru S v pripade produktu 11Mg
(Schéma 4). Inicidtorom reakcie bol opdt butanolat horec¢naty. Obdobne ako
vo vysSie diskutovanej reakcii sme ziskali zmes produktov vo forme horec¢natych
komplexov. V tomto pripade sa hore¢nat¢ komplexy na tenkovrstevnej
chromatografii (silikagel) dali dobre separovat. Nasledne sme na stipcovej
chromatografii (silikagel) za pouzitia dvoch separacnych sustav ziskali pozadované
frakcie s vytazkom reakcie 28 % pre ftalocyanin 10Mg a 33 % pre ftalocyanin
11Mg. Horecnaté komplexy ftalocyaninov 10Mg a 11Mg boli podrobené reakcii
s kyselinou para-toluénsulfonovou. Hore¢naté komplexy ftalocyaninov nie su
v kyslom prostredi stabilné a prechadzaju na nekovové derivaty, ktoré tak boli
ziskané vo vytazku 46 % pre ftalocyanin 10H a 89 % pre ftalocyanin 11H (Schéma

4). Tieto nekovové derivaty boli pouzité na d’alSiu syntézu zino¢natych komplexov,
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ktoré boli pripravené za pouzitia bezvodého octanu zino¢natého v pyridine

vo vytazku 71 % pre ftalocyanin 10Zn a 47 % pre ftalocyanin 11Zn (Schéma 4).

NC R
! v T ! Q
N~ ~7 NC R 4,5
o CN BuOH, Mg R
. N— Mg—
o N 24 h, 140 °C j@ iﬁR

10Mg (28 %)  11Mg (33 %)

4,10.R = %S+

5,11.R=H p-toluensulfonova k.
THF, 2 h

Q@:R pyridin, Zn(CH;COO0), OJCQ R
N Zn— ~
N

R R R
10Zn (71 %) 10H (46 %)
1Zn (47 %) 11H (89 %)

Schéma 4 Cyklotetramerizacia prekurzorov 3, 4 a 5, prevedenie produktov 10Mg
a 1IMg na nekovové 10H a I1H derivaty, chelatacia centralneho zinocnatého
kationu do komplexov 10Zn a 11Zn

5.2. Alkylacia periférne viazanych imidazolovych skupin

Zinoc¢naté komplexy 10Zn a 11Zn boli pouzité v d’alSej syntéze. Aby sa zvysila
hydrofilita imidazolovych jednotiek, bol metyljodidom alkylovany dusik v polohe 3
tohto cyklu. Alkylacia prebiehala v prostredi bezvodého DMF, pri 80 °C. Alkylacia
ftalocyaninu 11Zn prebehla bez problémov a s vytazkom 78 % (Schéma 5). Ziskali
sme findlnu latku 13. Pri alkylacii ftalocyaninu 10Zn (Schéma 5) sme sa najprv

na zéklade '"H NMR spektra (Obr. 18) domnievali, Ze nedoslo k uplnej alkylacii
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polohy 3 imidazolovych skupin, ¢o sme si vysvetlovali nedostatkom alkylaéného

¢inidla.
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Schéma 5 Alkyldacia periférne viazanych imidazolovych skupin produktu 10Zn
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Obr. 18 'H NMR spektrum v DMSO-ds po prvej alkylacii latky 10Zn, merané
na Varian VNMR S500, 500 MHz
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Preto sme sa rozhodli zvySit mnozstvo alkylacného cinidla na 40 ndsobok.
Pri analyze '"H NMR spektra po alkylacii nadbytkom alkyla¢ného ¢inidla sa ale
prakticky uplne stratil signal pre ferc-butyl pri 1,55 ppm (Obr. 19) a objavili sa nové
signaly pri 3,00 ppm. Po dokladnej spitnej analyze 'H NMR spektra po prve;
alkylacii sme zistili, Zze pocet terc-butylovych skupin uz po prvej alkylacii
nezodpovedal poctu Siestich skupin v predpokladanej Strukture, a ze tento novy

signal pri 3,0 ppm uz bol zretel'ny, i ked’ nie tak intenzivny.
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1 (ppm)

Obr. 19 'H NMR spektrum v DMSO-ds po druhej alkylacii latky 10Zn, merané na
Varian VNMR S500, 500 MHz

Na zdklade tohto zistenia sme sa domnievali, Ze doslo k vymene terc-butylovych
skupin za metylové skupiny. Tuto hypotézu sme overovali na modelovom
symetrickom ftalocyanine 14 s ferc-butylovymi skupinami (Schéma 6). Pri pouZiti
rovnakych reakénych podmienok ako pri alkylacii ftalocyaninu 10Zn sme
na tenkovrstevnej chromatografii pozorovali zmes produktov, ktorti sme analyzovali
na hmotnostnej spektrometrii. Ako sa ukdzalo, produkty boli rézne substituované
metylsulfanylovou a terc-butylsulfanylovou skupinou (Obr. 20). Pri alkylacii
ftalocyaninu 11Zn k podobnej vymene nedochddzalo, ked'ze ferc-butylsulfanylovia
skupinu neobsahoval. Latka 13 bola dobre rozpustnd v polarnych rozpustadlach
(DMSO, DMF, metanol, etanol) a vel'mi slabo vo vode. Nasledné fotofyzikalne
merania boli realizované s latkou 13, ktora bola chemicky definovana, zatial’ ¢o latka

12 nemala definované chemické zlozenie.
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Obr. 20 MS-spektrum ftalocyaninu 14 po reakcii s Mel

5.3. Fotofyzikalne merania — Vis spektrofotometria
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Graf 1 Absorpcné spektrum latky 13 v prostredi Britton-Robinsonovho pufru (pH
7,4) a v DMSO

U latky 13 bolo zmerané absorpcné spektrum v prostredi Britton-Robinsonovho
pufru (pH 7,4) avprostredi DMSO. Zmerané absorpcné spektrd naznacovali
agregaciu®' latky 13 v prostredi pufru. V prostredi DMSO bola podl'a absorpéného

spektra latka 13 v monomérnej forme (Graf 1). Absorbancia agregovanych molekul
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ftalocyaninov je typicky znizena v oblasti maxima absorbancie monomérnej formy.
Maximum absorbancie agregovanej formy sa oproti monomérnej posuva do nizsich

vlnovych dizok.

5.4. Interakcia latky 13 s lipozomami

Aby sme overili schopnost’ interakcie latky 13 s biomembréanami, zvolili sme
unilameldrne lipozémy, ktoré mézu byt povazované za ich zjednoduseny model.
Unilamelarne lipozomy boli pripravené extriziou. Na fotofyzikdlne merania bol
pouzity pufor shodnotou pH 7,4 (Britton-Robinsonov). Predpokladali sme,
ze po pridani vodného roztoku latky 13 k biomembréane dojde k zmene agregovane;j
formy na monomérnu formu, a to zac¢lenenim samostatnych molektl do membrany.
Tato hypotézu sme overili zmeranim absorp¢nych spektier. Postupne sme k pufru
s latkou 13 pridavali 10 pL 25mM roztoku unilamelarnych lipozémov. Absorbancia
sa postupne zvySovala v oblasti maxima absorbancie monomérnej formy pri 675 nm
(Graf 2). Pri pomere lipidy : latka 13 priblizne 800 : 1 bola pritomna uz len

monomeérna forma.
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Graf 2 Absorpcné spektra latky 13 (I uM) v pufri po postupnom pridavani 25uM
roztoku unilamelarnych lipozomov

5.5. Biologické testy

Po uspesnej syntéze latky 13 a overeni interakcie s biomembranami bola latka 13
testovand na Katedre biochemickych vied na fotodynamicka aktivitu. Testy boli

realizované na rakovinovych HelLa bunkach. Bunky boli ozarované¢ 15 minut
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xenonovou lampou s nasledujicimi parametrami: 450 W A> 570 nm, 12,4 mW cm?,
11.2 J em™. Latka 13 vykazala vyborni fotodynamickua aktivitu (ECsp = 20,9 nM;
Graf 3). Obdobne bola merand fotodynamickd aktivita latky 12 aj ked’ nebola
chemicky jednotna. Namerana hodnota ECso (94,4 nM; Graf 4) u latky 12 rovnako
poukazuje na jej dobru fotodynamicku aktivitu, ktora je porovnatelnd alebo vyssia
ako u klinicky pouzivanych PS testovanych na HeLa bunkédch v rovnakych
podmienkach (vertepofrin ECso = 36 nM, Photosens® ECso = 2,07 uM).®! Nasledne
sme pozorovali subcelularnu lokalizaciu latky 13 konfokalnym mikroskopom.
Zamerali sme sa na dve najocakdvanejsie organely, tj. lyzozomy a mitochondrie.?*
Obe organely boli znacené prislusSnymi sondami (LysoTracker a MitoTracker). Latka
13 sa po prieniku do bunky lokalizovala v lyzozémoch (Obr. 21). Lyzozémy su teda

hlavnym miestom zasahu singletového kyslika.

13 ECgp = 0,0209 + 0,0052 yM
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Graf 3 Zavislost viability HeLa buniek na koncentracii latky 13 po ozZiareni svetlom
(A>570nm, 12,4 mWem™2, 15 min, 11,2 Jcmfz)

12 ECsg = 0,0944 + 0,0052 yM
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Graf 4 Zavislost viability HeLa buniek na koncentracii latky 12 po oZiareni svetlom
(> 570 nm, 12,4 mW cm™2, 15 min, 11,2 J cm™)
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LysoTracker

MitoTracker

Obr. 21 Lokalizacia latky 13 v bunke (Cervend), znacené lyzozomy (modra)

a mitochondrie (zelena)
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6. ZAVER

Tato diplomova préca si kladla za ciel’ syntetizovat’ amfifilné ftalocyaniny a ich
aza-analégy, ktoré by boli schopné interagovat s biomembranami. Boli
syntetizované amfifilné ftalocyaniny vo forme horecnatych komplexov, ktoré boli
prevedené cez nekovové derivaty na stabilnejSie zino¢naté komplexy. Aza-analogy
amfifilnych ftalocyaninov sa nepodarilo syntetizovat z dovodu nestability
fenoxysubstituentov, v polohe 5 a 6 pyrazinového jadra, v pritomnosti iniciatoru
butanolatu horecnatého. Nasledna priprava kvarternizovanych derivatov prebehla
uspesne u ftalocyaninu odvodeného od ftalonitrilového prekurzoru. U ftalocyaninu
odvodeného od 4,5-bis(terc-butylsulfanyl)ftalonitrilu doslo pocas alkylacie k vymene
terc-butylovych skupin za metylové skupiny. Ktejto vymene dochéadzalo
aj u symetrického ftalocyaninu s periférne viazanymi terc-butylovymi skupinami.
Pripravené latky vykazali dobri fotodynamicku aktivitu, vyrazne lepSiu ako latky
klinicky pouZzivané a porovnatelnu s najucinnejSimi doteraz publikovanymi latkami.
Derivat odvodeny od ftalonitrilového prekurzoru bol testovany na interakciu
s biomembranou na unilamelarnych lipozomoch ako zjednoduSenom modeli.
V prostredi pufru 7,4 sa nachadzal v agregovanej (fotodynamicky neaktivnej) forme,
po pridani lipozémov preSiel na monomérnu (fotodynamicky aktivnu) formu.
Lipozémy su teda potencialne vhodnym nosi¢ovym systémom. Dalsou vyhodou
lipozémov je, Ze ich je mozné d’alej upravit’ pripojenim cieliacich molekul, ¢o by

d’alej zvysilo selektivitu terapie.
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