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1 Seznam zkratek

5-ALA
AMD
AzaPc
DBU
HpD
HPPH
PDT
PEG
PpIX
PS
TFA
TPPS

VEGF

5- aminolevulinova kyselina

vékem podminéna makularni degenerace
azaftalocyanin
diazabicyklo-[5,4,0]-undec-7-en
hematoporfyrinové derivaty
2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbid a
fotodynamicka terapie

polyethylenglykol

protoporfyrin IX

fotosenzitizér

kyselina trifluoroctova

meso-tetra(p-sulfofenyl)porfyrin

cévni endotelialni riustovy faktor (vascular endotelial growth factor)



2 Cil prace

Cilem mé diplomové prace byla syntéza nesymetrickych dusikatych analogl
ftalocyanint s riznymi substitucemi na periferii (pf. Obr. 1.). Tyto fotoaktivni latky
maji potencial pouzivat se pii fotodynamické terapii (photodynamic therapy, PDT),
v souasné dob¢ intenzivné studované, nové moznosti terapie nadorovych
I nerakovinnych onemocnéni. Snazila jsem se ptipravit latky, diky nimz by se daly
objasnit zavislosti chemické struktury, resp. periferni substituce, na produkci
singletového kysliku jako ukazateli Gi¢innosti PDT. Syntéza byla zaméfena na latky
s odliSnym poctem dusikatych skupin na periferii azaftalocyaninového makrocyklu.
Protoze tyto slouceniny nebyly jesté piipravovany, bylo mym cilem nalézt nejvhodné;si
postup syntézy.

Soucasti mé diplomové prace bylo i vypracovani reSerSe o pouzivanych

fotosenzitizérech, jejich vlastnostech a struktufe.

I ijH i[ IN“

Obr. 1. Priklad jednoho ze syntetizovanych azaftalocyaninti



3 Teoreticka cast

3.1 Postaveni fotosenzitizéru v procesu PDT

Vyuziti svételné energie jako hnaci sily chemické reakce miizeme nalézt
u nejdokonalejsiho systému, a to ptirody. Svétlo je nezbytné k pteméné oxidu uhli¢itého
a vody na sacharidy. Fotosyntéza je tak dikazem nejjednodussi a velmi efektivni
modifikace svételné energie na energii chemickou. Jeji princip se stal inspiraci pro fadu
oblasti lidské Cinnosti. Terapeuticky ucinek svétla byl jiz pted tisiciletimi vyuzivan
k 1é¢bé nekterych koznich onemocnéni. Poznatky z fototerapie daly zaklad i dne$ni
fotodynamické terapii, kterd vyuziva pti svém ucinku tii zdkladnich komponent. Vedle
svétla je to ptitomnost tkanového kysliku a fotosenzitizujici latky (photosensitizer, PS),
tedy slozek, které jsou (nebo by mély byt) samostatné netoxXické. Az po jejich vzajemné
interakci dochazi ptisobenim svétla k pfeméné kysliku na volné kyslikové radikaly
a singletovy kyslik. Ty napadaji okolni biomolekuly a zplsobuji jejich oxidaci, ktera
vede k destrukci zasazenych bunék.

Fotosenzitizér plni v procesu PDT nejdulezitéjsi ulohu a je pro uc¢innost
fotosenzitizace klicovym faktorem. Jedna se 0 latku, ktera ma schopnost absorbovat
kvanta svételné energie urcité vinové délky a pouzit je k uskute¢néni chemickych reakci
v buiikach. V' pfipadé PDT se jedna o produkci cytotoxickych reaktivnich forem
kysliku, které jsou zhruba tisickrat reaktivnéj$i nez zakladni molekuldrni stav. Po
absorpci svétla dochazi ve fotosenzitizéru ke vzniku excitovanych stavl a k pfesunu
transformované energie na kyslik se vznikem singletového kysliku (fotoproces typu Il,
Schéma 1), ktery vede k oxidaci membranovych lipidd a proteini. Tento proces ma
nejveétsi schopnost poskodit tkan pii fotodynamické terapiil.Déle muze excitovana
forma fotosenzitizéru reagovat pfimo se substratem a pomoci pienosu protonu nebo
elektronu zde vytvofrit volné radikaly substratu nebo radikalové ionty, které mohou
interagovat s kyslikem (fotoproces typu 1). Volné radikaly, pfedevsim radikaly
lipidickych slozek bunéénych membran, jsou pak pficinou destrukce nadoru.
Ptedpoklada se, ze oba mechanizmy mohou probihat pii PDT soucasné€, avsak jejich

relativni podil na destrukci nadoru zavisi na typu a koncentraci PS, na koncentraci



kysliku v nadoru a na vazbé fotosenzitizéru na substrat. Vyslednym terapeutickym
efektem je nekréza, soucasné s apoptdzou nadorovych bunék.

Vyznamnou vlastnosti barviv, ktera vykazuji fotodynamicky efekt, je jejich
fluorescence. Excitovany stav - prvni singletovy, ktery se uplatiiuje pii fluorescenci,
nema pro fotodynamicky uginek vyznam z divodu kratké doby Zivota (107 s).
Fotodynamicky aktivni jsou slouceniny, které mohou tvofit excitované stavy s dlouhou
dobou zivota (10'6 S), tzv. tripletové stavy, vznikajici vnitinim ptechodem ze svych
excitovanych singletovych stavii 2,

Mechanizmus fotodynamické reakce tedy spocivd v absorpci kvanta svételné
energie fotosenzitizérem, ktery vstupuje do vysokoenergetického tripletového stavu.
Tripletovy stav ma relativné¢ dlouhou dobu zivota a vraci se do zékladniho stavu
pfenosem energie na molekularni kyslik, z néhoz vznika cytotoxicky singletovy kyslik
(znazornéno na Schéma 1). Ten nasledné zptisobuje alteraci celularnich membranovych
systémi cestou lipidové peroxidace a poSkozeni proteind, coz se projevi cytolyzou

a tumorozni destrukei.

i | FOTOSENZITIZER | KYSLIK 2 Vnitfni konverze
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zakladni stav Sy

Schéma 1. Zjednoduseny Jablonského diagram

Ne vSechny molekuly absorbujici svétlo se daji povazovat za fotosenzitizéry.
Vétsina svétlopohlcujicich molekul ziskanou energii nasledovné ztrati prostfednictvim
nezafivého rozkladu (vnitini konverze- viz proces 2 na piedchozim schématu), a to
vétSinou v podobé uvolnéného tepla. Fotosenzitizéry na druhé strané spiSe prevadi
excitacni energii dalSim molekuldm, nejcastéji molekulovému kysliku. Ve vétsing

piipadi je divodem vétsi efektivnosti pfenosu elektronu ¢i energie u PS fakt, ze se lépe



konvertuji pfes mezisystémovy prechod ze singletového do tripletového stavu (proces
4)*,

Specifickym mistem zasahu na subcelularni urovni jsou rtizné oblasti pro riizné
tiidy fotosenzitizérii se vztahem k aktualni lokalizaci fotosenzitizéru v bufice v Case
fotoaktivace. Selektivni tumordzni destrukce pii fotodynamické 1é¢bé je dosazeno
piednostnim hromadénim fotosenzitizéru v maligni tkani. Nejcastéji pouzivané
hematoporfyrinové derivaty véetné Photofrinu jsou po i.v. podani nejprve vychytany
vétsinou normadlnich tkani i nadorovych bunék, ale po 24 hodinach zlstavaji selektivné
retinovany v tumor6zni tkéni, kiizi a v parenchymatdznich organech. Na nésledujicim
obrazku je znazornén casovy prubéh saturace nadorovych bunék fotosenzitizérem

vrd
U mysi .

3 hodiny 24 hodin

Obr. 2.

Po ozafeni patologického loziska zafenim piislusné vinové délky svétla postihuje
fotochemicka reakce nejen vlastni nadorové buiiky, ale 1 cévni slozku tumoru, coz vede
k ischemické nekréze. PDT v nizkych davkach naopak ovSem muze stimulovat sekreci
cytokini a rastovych faktort, které mohou mit pro-angiogenni efekt?.

Nadorové bunky nemusi byt ptimym cilem fotodynamické terapie, ale mohou byt
usmrceny nepiimo, jako disledek poskozeni jinych typu bunck, napt. cévnich
endotelialnich bungk®. Citlivost cév na PDT je vysledkem fyziologickych faktord, napf.
vysoké koncentrace jak kysliku, tak PS v krevnim fecisti. Nékdy mohou byt
sousednich normalnich tkanich nez to, jak pronika 1é¢ivo do nadorovych bunék. To plati
Vv ptipadech, je-li primarnim mistem pusobeni fotodynamické terapie cévni systém

nadoru.
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3.2 Fotosenzitizér- jeho vlastnosti a struktura

Fyzikalni, spektralni i farmakokinetické vlastnosti fotosenzitizéru jsou dany jeho
strukturou. Ta urCuje konkrétni uc¢innost, selektivitu k nadoru, zplsob podani, zdroje
zateni a miru dlouhodobé citlivosti na svétlo, ktera je jednim z hlavnich nezadoucich
ucinki PDT. Vybérem vhodnych charakteristik jako je agregace, iontovy naboj,
rozpustnost ve vodé a lipidech, jsme schopni ovlivnit dobu zadrzeni PS v tkanich®.

Obecné plati, ze prostupnost svétla biologickymi tkanémi roste s vyssi vinovou
délkou. Limitujicim faktorem je skute¢nost, ze svétlo potiebné k aktivaci
fotosenzitizéru prochazi maximélné¢ do 3 cm tkané. To je divodem, pro¢ je lécba
U metastazujicich a rozsdhlych malignich lozisek méné 0éinna’.

Podobné jako u vSech barviv dochazi u fotosenzitizéru k ,,photobleachingu®,
neboli vyblednuti. Makrocykl po ozafeni podléha sebedestrukei, ktera ma za nasledek
ztratu intenzity absorpce. Stabilita fotosenzitizéru na svétle se snizuje s absorpci
ve vysSich vinovych délkach. Tato nizkéd stabilita miize byt pfi terapii omezenim,
ale také vyhodou, protoze fotosenzitizér je pak vyluCovan z téla rychleji, coz Snizuje
dlouhodobou fototoxicitu.

Soucasné Usili je soustfedéno k tomu, aby se vlastnosti piiblizily idealnimu
fotosenzitizéru, ktery:

> je chemicky Cistd latka znamého sloZeni

Porfimer sodny, PS prvni generace, je necharakterizovana smés mono-, di-
aoligomert derivatizovaného hematoporfyrinu v rizném stupni purifikace, z ¢ehoz
vyplyvaji i problémy Cistoty, stanoveni konkrétniho mnozstvi a délky zafeni. Stejnorodé
sloZeni je 1 podminkou reprodukovatelnosti vysledk.

> md vysokou absorpCi v éervené oblasti viditelného svétla

S vyssi vinovou délkou svétla roste schopnost penetrace tkanémi, ale klesa jeho
energie, a tim i schopnost excitovat fotosenzitizér®. Optimalni penetrace tkané svétlem
nastava mezi 680 nm do 800 nm, kdy je prostup svétla v poméru k energii nutné
pro u¢innou produkci singletového kysliku nejvyhodnéjsi.

»> md znacnou schopnost preferencéné se kumulovat V patologické tkani
oproti tkdani zdravé

Tim by se snizila systémova toxicita i problém hromadéni PS v kizi a podkozi,
jez ma za nasledek velmi omezujici dlouhodobou kozni fototoxicitu (u HpD trvajici az 8

tydni). Selektivita mize byt zptisobena vyssi rychlosti déleni neoplastickych bunék,
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hor$im lymfatickym systémem, déravym krevnim systémem nadoru a lepsi interakci PS
diky naboji, velikosti a struktuie slouceniny®.
[ dosahuje dobrych kvantovych vytéiki tripletového stavu a ndsledné
singletového kysliku
Pro ucinnost 1é¢by je produkce singletového kysliku dulezitym kvantitativnim
aspektem. Naprosta vétSina PS momentalné pouzivanych v klinické praxi nebo
testovanych v PDT dosahuje produkce singletového kysliku v rozmezi od 0,2 do 0,8.
[ je rychle extrahovan, predevsim 7 kitZe a o¢i
Polarita molekuly urcuje rychlost distribuce i1 extrakce. Zatimco polarni charakter
umoznuje molekuldm lepsi transport krvi, rychlejsi vstiebavani i vylu¢ovani, nepolarni
naopak dovoluje pruchod do bun¢k skrz biologické membrany. Na druhou stranu
lipofilita napomaha kumulaci zbylého PS, ktery ziistane v krevnim fecisti a zpusobuje
systémovou toxicitu. Je proto vyhodné, aby PS mél amfifilni charakter.
»> je minimalné toxicky ve tmé
PS i jeho rozkladné metabolity by mély vyvolat toxicitu pouze pfi ozaieni svétlem
vhodné vinové délkylo.
[ je snadno dostupny, finanéné piijatelny a modifikovatelny
Pfednosti je snadna vyroba a syntéza. Modifikace postranniho fetézce slouzi
zejména K vylepSeni farmakokinetickych vlastnosti.
[ vykazuje fluorescenci
Fotoaktivni latku produkujici fluorescenci je mozné vizualné kontrolovat, a to
jednak in vitro nebo in vivo. Makrocykly by za pouziti fluorescencni mikroskopie
mohly byt vyuZity ke znaceni subceluldrnich struktur®,

> je stabilni p¥i skladovdni i aplikaci na svétle

Je zteymé, Ze vSechny z vySe uvedenych kritérii nemize Zadna z latek spliovat.

U novg¢jsich PS se pouze k vlastnostem takového idealu piiblizujeme.

Struktura vétSiny Vv soucasné dob&é pouzivanych fotosenzitizérli vychazi
z porfyrinového kruhu, aromatického systému obsahujiciho 22 n-elektrond, z nichZ jen
18 je delokalizovano. Zakladni skelet tvoii 4 pyrrolové kruhy spojené mustky
do aromatického makrocyklu. Takto vznikly systém konjugovanych dvojnych vazeb

podstatné méni fotofyzikalni vlastnosti (Obr. 3).

12



o

N

17 15 13

3 5 7
2 8
1 WH N
20 1
N HN
18 1 &\ ) 'i

porfyrin chlorin bakteriochlorin ftalocyanin

Obr. 3. Na struktufe vyznamnych PS je tu¢né vyznacen 18 n-elektronovy [18]-

annulenovy systém konjugovanych dvojnych vazeb

Vsechny porfyrinové slouceniny maji dva dilezité absorpéni pasy — Soretiv
(znémy jako B- pés) kolem 400 nm a Q-pés v oblasti 600- 800 nm. Q - pés je pro PDT
pasu, které se ve spektrech objevi, mohou pattit kovovym ligandim nebo pienosu
naboje mezi ligandem a centralnim kovem ¢&i excitaéni vazbé mezi m-systémy
dimerovych komplext'!.Silny Q-absorpéni pas ftalocyaninu je posunut k vys$im
vlnovym délkam 650 — 700 nm, diky tomu makrocyklus vykazuje vyraznou intenzitu
a Cistotu barvy. Zvétsenim ftalocyaninu o dalsi benzenové jadro vznika naftalocyanin
(Obr. 4) s jesté vétsim posunem do ¢erveného absorpéniho spektra (Q- band je v 760—
810 nm)*.

%

porfyrin porfyrazin ftalocyanin naftalocyanin

Obr. 4. Porfyrinovy (PM), porfyrazinovy (PzM), ftalocyaninovy (Pc) a

naftalocyaninovy (Nc) komplex kovového iontu M

3.3 Prehled fotosenzitizérti uzivanych v PDT

V soucasné dobé existuje cela tada fotosenzitizér, které jsou v ruzné fazi
vyzkumu ¢i praxe. Soustfedila jsem se na ty latky, které jiz byli schvalené

ke klinickému pouziti, podstupuji klinické zkouseni nebo jsou piislibem do budoucna.
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Nesnazila jsem se podat vyCerpavajici seznam zastupcl, ale spiSe se zaméfit
na vyznamngéjsi z nich.
Vyvoj postupoval ¢asto soubézné v raznych vyzkumnych skupinach, proto mohou

mit nékteré¢ PS vice nazvii nebo zkratek. Napftiklad talaporfin je znam i pod oznacenimi

Npe6, LS11, MACE, mono-L-aspartyl chlorin e6 nebo Laserphyrin®. Ve vétsing
piipadi se budu fidit mezinarodnimi nechranénymi nazvy (INN), které doporucila
WHO.

Fotosenzitizujici latky mohou existovat prirozené¢ v buiikdch a tkanich (flavin,
bilirubin, chlorofyl, atd.) nebo jsou ziskavany synteticky ¢i biotechnologicky.
Endogenni PS v celularnim prostfedi nevykazuji zjevné potencidlni fotosenzitizacni
efekty. Podobné je tomu i u skupiny porfyrini, ktera je téz pfitomna in vivo,
ale nedokaze produkovat singletovy kyslik a pusobit jako efektivni fotosenzitizér.
Vyznamnéj$i skupina exogennich PS zahrnuje mnoho riznorodych barviv
a biomolekul, které jsou stfedem zajmu dnes$niho vyzkumu.

Na rozhrani mezi obéma kategoriemi stoji latky, které se vyskytuji ve formé
nec¢inného prekurzoru, ktery az poté co je metabolizovan biologickym organismem, se
stava pIn¢ funk¢énim fotosenzitizérem. Tento pfipad je znam napi. u 5-aminolevulinové
kyseliny, prekurzoru, ktery je mnoha rostlinami a zvifaty metabolizovan na Géinny
fotosenzitizér protoporfyrin IX. Jedna se o normélni intermediat v biosyntetickych
drahdch vyskytujici se v cytochromech, hemoglobinu nebo myoglobinu.
Za standardnich podminek je koncentrace volného protoporfyrinu IX pfili§ nizka
K tomu, aby vyvolala fotosenzitizaéni reakce, ale pokud je dodana kyselina 5-
aminolevulinova v nadbytku nebo jsou-li zhor$ené metabolické pochody, protoporfyrin
IX se muze nahromadit a zapfiCinit fotosenzitivni reakci. Podrobnéji je tato

problematika zpracovana v piislusné kapitole.

3.3.1 Porfyriny

3.3.1.1 Porfimer sodny
Dalsi uzivané nazvy: derivat hematoporfyrinu, HpD, Photofrin® (USA),

Photocarcinorin® (Cina), Photosan® (Némecko), Photogem® (Rusko), Haematodrex®
(Bulharsko).

14



HpD a Photofrin® byly prvnimi klinicky uzivanymi fotosenzitizéry a dosud i pres
své zna¢né nezadouci uCinky zastavaji nejrozsifenéjsi. HpD byl poprvé popsan
Lipsonem vroce 1961 a byl pfipraven acetylaci hematoporfyrinu (Hp) s naslednou

neutralizaci a alkalickou hydrolyzou (Obr. 5).

CHs
o~
OH
HyCs CH HyC CH HsC~ O
* et ® CHy 7 CHg
H3C HsC HsC O
i) HBr, kys. octova OH TN
ii) H,0 kys. octova, H,SO,
HsC CHj HiC CHj HsC CHj
HOOC COOH HOOC COOH HOOC COOH
hem hematoporfyrin NaOH
HpD

Obr. 5. Syntéza HpD

Vznikla reak¢éni smés obsahuje hematoporfyrin, hydroxyethylvinyldeuteroporfyrin
(HVD), protoporfyrin (Pp) a slozitou smé&s komplexti dimerti i oligomerd spojenych

esterovou a éterovou vazbou (Obr. 6° a Obr. 7).

2.5 - HpD je tvofen zhruba
21 45 % monomernimi/
HwD— | °
121 \ dimernimi porfyriny a 55 %
14 . , -6 ,
oligomernimi'. Samotny
os Hp\ Diligomer . . .
hematoporfyrin ~ je  sice
]

o s 10 15 =0 =5 30 35 dobrym fotosenzitizérem, ale
Retenéni éas I min

ma nedostate¢nou  selektivitu
Obr. 6. HPLC analyza porfimeru
vychytavani v tumoro6zni
tkani. Ukézalo se, Ze za jeji
zlepseni jsou zodpoveédné oligomerni frakce tvotici se béhem izolace Hp z krve®. Proto

je k PDT pouzivana gelovou chromatografii ¢asteéné vycisténa smés s obsahem 85 %

oligomernich frakci, ktera se stala zdkladem Photofrinu®. Porfimer byl schvéleny
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ve vice nez Ctyficeti zemich a fadi se jako jediny zastupce do prvni generace

fotosenzitizéra.

B R CH 7 H.c. R
NaOZC(CHz)Z CH3 s s
CH; CHsy cH
O+ 3
(H2C)2CO2Na CHj HsC H H
H
HsC O-COC,H; CHs [H5C (H,C),CO,Na
CHs
NaO,C(CH,), CHs HsC  (H,C),CO,Na
R CHy
L —n
R= a) —CH-OH
CH3 n=0 az6
b) —C=cCH,
H

Obr. 7. Obecny vzorec HpD - komplex tvotfeny jednotkami a) hematoporfyrinu ;
b) protoporfyrinu IX

V absorp¢nim spektru HpD ve viditelné oblasti se nachazi 5 pasa. Nejsilngjsi ma
své maximum v 400 nm (Soret). Dal$i absorpéni pasy jsou méné intenzivni S maximy
v 520 nm, 540 nm, 590 nm a 630 nm*“. Pro potiebu PDT je vinovéa délka vhodna pro
aktivaci nizkd a nizky je téZ extinkéni koeficient (3000 M™ecm™ pii 630 nm),
coz pro lécebny ucinek vyzaduje vysoké davky PS 1 svétla.

Metabolismus a zptisob ucinku HpD neni plné objasnény. Vychazime z toho,
ze po i.v. aplikaci HpD vstupuje do vSech somatickych bunék a je metabolizovan
v cytoplazmé. Koncentrace HpD je 2-2,5krat vy$si v nadorové tkani nez vV normalnich
bunikach. OvSem jeho vysoké koncentrace byly nalezeny také v kizi®, kde pretrvava az
8 tydni a zpusobuje dlouhodobou fototoxicitu, ktera u pacientt vylucuje kontakt
s ostrym svétlem. Nejvyssich efekttl bylo dosazeno po i.v. podani v davce 1 az 2 mg/kg
hmotnosti s kompletni inhibici epidermalni DNA, RNA a proteinové syntézy
po ozafeni. Ve snaze odstranit pfipadné nezadouci systémové projevy fototoxicity
nékteti autofi injikuji latku intralezionaln&?. Dalsi nevyhodnou vlastnosti je skutecnost,
e Photofrin® je smési asi Sedesati latek, a tudiz je velice slozité reprodukovat presné
sloZeni.

V dnesni dobé bylo ptipraveno mnoho druhit HpD, které se mohou lisit plivodem
i slozenim. V Ciné byly zkoumany tii latky rozdilného slozeni od réiznych vyrobcii

(BeijingHpD, YangzhouHpD, Photocarcinorin) patiici mezi HpD16. Stejné tak 1 v Rusku
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byl odlisnou technologii pfipraven v roce 1996 Photogem™’. Chceme-li klinické studie

téchto latek korektné posoudit, je nezbytné dbat na jejich spravné korelace.

Jako prvni fotosenzitizér pro PDT byl Photofrin“schvaleny v Kanadé v roce 1993
na lécbu superficidlniho karcinomu mocového méchyte. Od té doby bylo jeho pouziti
rozsifeno na terapii pokroc¢ilého karcinomu jicnu, pokroc¢ilého i pocateéniho stadia
rakoviny plic, karcinomu d&lozniho kréku, 7aludku a Barretova jicnu'®. Navic je dale
V testovani pro 1é¢bu dalSich nadorovych onemocnéni, jako je rakovina hlavy a krku®®,

mozku, nadori centralni nervové soustavy®® a cholangiokarcinom?®.

Fotosenzitizéry druhé generace jsou ovéiovany a vyvijeny od roku 1991. Jejich
prednosti je nevyrazna kozni fotosenzitivita po 1écbé a vySsi absorpcni vinova délka.
Vzhledem ktomu, Ze se jedna o chemicky jednotné latky, jsou i snadno
charakterizovatelné a vysledky reprodukovatelné. Patii sem odvozené latky ze skupiny
porfyrinti, dale ftalocyaniny, naftalocyaniny, chloriny, bakteriochloriny, texafyriny,
porfyceny, purpuriny, feoforbidy, pyrofeoforbidy a mnoho dalsich.

Soubézné se studiem hematoporfyrinovych derivati byl syntetizovan v roce 1962

Winkelmanem meso-tetra(p-sulfofenyl)porfyrin (TPPS,), ktery byl po chemické strance

piesné definovanou latkou, ale ve velkych koncentracich byl neurotoxicky. V Ceské
republice byl Jirsou pfipraven specidln¢ purifikovany TPPS,, u kterého jiz nebyly

zjistény neurotoxické uginky?.

3.3.1.2 5-aminolevulinova kyselina

Dalsi uzivané nazvy: 6-aminolevulinova kyselina, 5-ALA, ALA, Levulan®,
Metvix” (methylester ALA), Hexvix® (hexylester ALA) ,Benzvix” (benzylester ALA).

5-ALA (chemicky kyselina 5-amino-4-oxo-pentanova) ma mezi PS ponékud
odli$né postaveni. Jedna se o endogenni latku, ktera je vychozi slouceninou biosyntézy
hemu u vsSech savci. V eukaryotnich buinkach je produkovana enzymem ALA
syntézy jsou ALA syntetaza a ferrochelataza umoznujici pteménu protoporfyrinu IX
(PpIX) na hem®. Vyssi koncentrace hemu zpétnou vazbou brani konverzi glycinu
asukcinyl CoA na 5-ALA. Pokud je 5-ALA dodana exogenné, muZeme tento
mechanismus obejit a biosyntéza relativné rychle pokracuje az k PpIX, poslednimu

intermediatu pfemény na hem, kterému chybi pouze centralni atom zeleza (Obr. 8).
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Inkorporace kovu do molekuly hemu je katalyzovana ferrochelatdazou, jejiz kapacita
V mitochondriich je limitovana, coz mé& za nasledek nahromadéni PpIX v buiice
v zavislosti na dostupnosti 5-ALAZ. Samotny hem i 5-ALA nejsou fotodynamicky
aktivni, naopak kvantovy vytézek singletového kysliku PplX je okolo 0,56, coz

zaruéuje efektivni podminky pro PDT?,

7 Z
2 2
O N N
H,N %OH—» ferrochelataza
O
HOOC COOH HOOC COOH
5- aminolevulinova Protoporfyrin IX Hem

kyselina

Obr. 8. Kondenzace 5-ALA na PpIX a nasledné pfeména na hem

Oproti ostatnim PS ma 5-ALA tadu vyhod. Jako prolécivo nezptisobuje takovou
toxicitu fotodynamického procesu. Fotosenzitizace je relativné kratka a nizka diky
menS$imu hromadéni PplX v kuzi. Tkan se vraci do normativniho stavu asi za 24-48
hodin®. Dalsi prednosti je selektivita vychytavani v tumordzni tkéni, kterd je zplisobena
nasledujicimi divody. Jednak je v nékterych nadorech zvySena biosyntéza PpIX
v porovnani s normalnimi  buiikami®?’, jednak muze byt niz§i aktivita
ferrochelatdzy®®?® p¥iginou snizeni konverze PpIX na hem, a tim hromadéni PpIX. PpIX
rychle podstupuje photobleaching, proto uréuje u¢inek PDT nikoli svétla davka radiace,
ale koncentrace PS v tkani®. A v neposledni fadé omezena dostupnost Zeleznatych ionté
v rychle se mnozici rakovinné tkani také ptispiva k pomalejsi pfeméné na hem?,

Za hlavni nevyhody pii pouziti 5-ALA v PDT lze oznacit silnou hydrofilitu,
ktera zna¢né omezuje penetraci zvlasté skrz vrchni vrstvy kize, stratum corneum a skrz
bunééné membrany. Proto se uZziva jen pro povrchovou 16¢bu®®. V roztocich mimo
fyziologickych hodnoty pH muze vykazovat nestabilitu. Absorpéni maximum Q-pasu
PpIX (630 nm) také omezuje pouziti S-ALA v PDT jen na povrchové kozni poruchy.
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Navzdory problémuim je 5-ALA uzivana v PDT relativné ¢asto. Od roku 1999 je
schvalena na topickou létbu aktinoidni keratézy pokozky hlavy (USA, Levulan®
Kerastick™®, DUSA Pharmaceuticals).

Velké usili ve védecké praci sméfuje k tomu, aby se vyfesily vySe uvedené
stinné stranky 5-ALA. V nékterych piipadech toto Gsili bylo pfinejmenSim Castecné
uspésné. Hydrofilita mize byt do jisté miry snizena chemickymi modifikacemi nebo
technologickymi postupy piipravy. Jako nejvhodnéjsi obména pro zvysSeni lipofility
a penetrace pii zachovani aktivity se ukazala esterifikace volné karboxylové skupinygl.
Byla pfipravena fada esterti 5-ALA vcetné nerozvétvenych a rozvétvenych alifatickych
esterd®’, halogenovanych alicyklickych, aromatickych estera®, ethylenglykol esterd,
nitrofenyl esterd, thioestert®, dendron a dendrimer esterii. Do Klinické praxe byly
prozatim zavedeny pouze metyl ester (Metvix®, Photocure ASA, Oslo, Norsko)
na terapii aktinoidni keratézy a hexyl ester (Hexvix®™, Photocure ASA, Oslo, Norsko)
uzivany pti fotodiagnostické detekci. Narozdil od 5-ALA je mozno estery podat
systémove, pficemz plazmatickd koncentrace je mnohem nizsi, vzristd bunéény influx i
selektivita vychytavani v rakovinné tkani. Proto byl Hexvix® schvélen také na detekci
rakoviny moc¢ového méchyte.

V dnesni dobé jsou 5-ALA i jeji esterové derivaty schvaleny a indikovany
hlavné v dermatologii (Bowenova choroba, aktinoidni keratdza a bazocelularni
karcinom)®. Vyzkum pokratuje i v mnoha dalsich experimentalnich Ié&ebnych
a diagnostickych aplikacich, naptiklad povrchové plisiiové infekce®, akné®’, svrab®®,

bradavice®® a dalgich koni virové infekce™.

3.3.2 Chloriny

3.3.2.1 Verteporfin

Dals§i uzivané nazvy: benzoporfyrin derivat

H,COOC
A mono acid ring A, BPD-MA, Visudyne®.
Maco0C /N Pres zavadgjici nazev patii benzoporfyrin
do skupiny chlorinti, ktera ma narozdil od porfyrint
o0 jednu konjugovanou vazbu v makrocyklu méné
(Obr. 3). Ziskava se semisynteticky z protoporfyrinu
HOOC COOCH;

Obr. 9. Verteporfin Diels - Alderovou reakci. Chromatografickym
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precisténim a parcialni hydrolyzou ziskdme pozadovany benzoporfyrin derivat mono
acid ring A*'. Absorp&niho maxima dosahuje pfi vinové délce 690 nm (e~35000 M™tem’
1, pii niZ svétlo proniké dvakrat hloub&ji nez pfi 630 nm Photofrinu®. Tato vinova
délka umozZiuje snadny prinik svétla i pfes melanin, krev a fibrotickou tkan
do subretinalnich struktur®®. Verteporfin je $patn& rozpustny ve vods, coz lze zlepsit
podanim ve form¢ liposomul. Velice rychle je absorbovan tumordzni tkani a téz je
i rychle vylucovan z tkani i téla. Diky tomu kozni fotosenzitivita ustupuje zhruba po 48
hodinach.

Ackoli byl verteporfin testovan pro 1é¢bu rakoviny, nejvyssi pozornost ziskal
Vv oftalmologii pfi terapii vékem podminéné makularni degeneraci (AMD). AMD je
onemocnénim s velmi uzkou vékovou vazbou a jeho prevalence roste s veékem.
U pacientii mezi 50-60 rokem véku ¢ini asi 2 %, naproti tomu u pacientd star§ich 75 let
predstavuje jiz tém&f 30 % a u pacienti stargich 90 let je to vice nez 40 %**** Rozlisuji
se 2 formy AMD: such4 a vlhka (Obr. 10)*. Such4 forma znagné prevazuje a je ji
postizeno asi 85 % pacientl. Vlhkou formou je postizeno zbylych 15 %. Co

do zavaznosti postizeni centralni zrakové ostrosti je vSak vlhkd forma zodpovédna

Vv 85 % za t&7kou ztratu zraku®.

Obr. 10. Terminalni stadia suché (vlevo) a vlhké (vpravo) formy AMD

Fotosenzitizér se predilekéné vaze k molekulam lipoproteint, pfedev§sim low-
density lipoproteinim (LDL). Receptory pro LDL jsou expromivany nejvice
na nadorovych bunkéch a endotelidlnich bunikdch neovaskularnich membran. Komplex
fotosenzitizéru, molekuly LDL a receptoru je poté fagocytovan do nitra endotelialni
buiiky a po jeho aktivaci ¢ervenym svétlem 690 nm je vyvoldna pfima bunécna smrt
(nekréza)46. Efekt terapeutického zasahu neni viditelny bezprostiedné, tak jako
u klasické laserové koagulace. Uspé$na cévni okluze je patrna nejdiive po 1-2 tydnech

po PDT. Hlavni vyhodou verteporfinu vici ostatnim fotosenzitizérim je jeho kratky
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sérovy polocas (2-5 h), ktery vyrazné snizuje riziko systémové fototoxicity. U AMD
nastala stabilizace nebo zlepSeni u 52 % nemocnych, u zanétlivych a idiopatickych
membran dokonce u 83% pﬁpadﬁ47. Je studovan téz efekt aplikace protilatky proti
VEGF (cévni endotelialni rastovy faktor) v kombinaci s PDT. VEGF hraje vyznamnou
Glohu v normélni funkei sitnice®®. P poruse rovnovahy mezi produkei a potfebou
VEGF dochazi k nadprodukci VEGF retinou, a tim ke stimulaci tvorby neovaskularniho
komplexu®. Kombinaci obou terapeutickych postupti zéroveii blokujeme rozvoj
neovaskularizace obsazenim receptori pro VEGF a téz ni¢ime proliferujici endotelialni
buniky cév uvniti neovaskularniho komplexu aktivovanymi molekulami verteporfinu.
Protilatka proti VEGF (anti-VEGF aptamer) je ve III. fazi klinického vyzkumu®. Nové
moznosti farmakoterapie zahrnuji také aplikaci verteporfinu se steroidy &i jejich
analogy (triamcinolon, dexamethason, anecortave-acetat) do prostoru sklivce. Podle
poslednich klinickych studii synergii téchto anti-angiogennich latek dochazi
k vyraznému zlepSeni terapeutického efektu®. V Ceské republice jsou 4 centra
zabyvajici se fotodynamickou terapii AMD.

Verteporfin se ukazal G¢inny také v dermatologii na 1é¢bu nemelanoidni

rakoviny kiize® a kapilarnich malformaci®’.

3.3.2.2 Temoporfin
Dal3i uZivané nazvy: m-tetrahydroxyfenylchlorin, mTHPC, Foscan®; chemicky:

5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyfenyl)chlorin.
Temoporfin je ptipravovan diimidovou redukci dvojné vazby mMTHPP

pripraveného kondenzaci jednotek pyrrolu a 3-hydroxybenzaldehydu®* (Obr. 11).

OH
QL o
\/ +
CHO
B =
v 0
HO
mTHPP Temoporfin

Obr. 11. Syntéza temoporfinu
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Polohovy ortho- izomer THPP se pro vyraznou kozni fotosenzitivitu v klinické
PDT neuplatiiuje®™. PH srovnani meta- a para- substituovanych derivati
hydroxyfenylchlorinu se meta- izomer ukazal mnohem lep$i VvV poméru poskozeni
normalni a tumordzni tkan&™,

Absorpéni maximum temoporfinu je jen 652 nm, ale pii extinkénim koeficientu

¢~30000 Mecm™ dosahuje zhruba 10x vyssi fototoxicity oproti Photofrinu®. Spatnou
rozpustnost ve vodé¢ lze fteSit podanim mTHPC ve smési vody, ethanolu a PEG.
Nevyhodu pouziti v PDT v minulych let znamenala nizka selektivita vychytavani
nadorovou tkani (pomér rakovinna/zdrava tkan 1,3 — 2,9)*° a téz pomémé dlouha doba
k dosaZeni tohoto poméru (4 dny). Nedavné vyzkumné prace ukazaly, Ze liposomalnim
podanim temoporfinu Ize pii zachovani stejné ucinnosti>® zvysit selektivitu vychytavani
a taktéZ snizit interval mezi dobou podani a ozéafenim na nékolik malo hodin®’.
Temoporfin se podava ve velmi malych davkach (0,15 mg/kg) a diky takto silnému
ucinku patii mezi jedny z nejucinngjsi PS. Kozni fotosenzitivita pfetrvava nejméné 15
dnti.

Poprvé byl temoporfin schvalen roku 2001 jako jediné PS na 1écbu rakovinu
hlavy a krku®®. V klinickych studiich dosahuje dobrych vysledkd pii terapii

bazocelularniho karcinomu®, fotodetekci mozkovych nadora® a rakoviny prostaty®’.

3.3.2.3 Talaporfin
Dalsi uzivané nazvy: mono-L-aspartyl chlorin e6, Npe6, LS11, MACE,

Laserphyrin®, Litx™.

Talaporfin je semisynteticky derivat chlorinu e6. Ten je syntetizovan piimo
z chlorofylu a v silng bazickém prostiedi*’. Reakci chlorinu e6 s kyselinou asparagovou
vznika mono-L-aspartyl chlorin e6 ®* (Obr. 12). Béhem syntézy mohou byt amidovany
3 karboxy skupiny. Zpo&atku byla struktura prisuzovana 17°-aspartyl derivétu, a to
hlavné diky teoretickym progndzam reaktivity a sterického branéni. Pozdéji 2D NMR
studie®® a v nove&jsi dobé také monokrystalovéd rentgenova analyza® potvrdily, Ze
struktura odpovida 15%-aspartyl derivatu. Ten byl také pifijat WHO a INN nazev
talaporfin byl prisouzen pravé 15%regioizomeru.

Q- absorpéni pas je posunut je§td vySe na 664 nm s ¢~40000 M*cm™.
Talaporfin ve formé tetrasodné soli je dobie rozpustny ve vodé a muze byt aplikovan
I.v. v davce 40 rng/rn2 bez potieby pfidani zvlastni solubiliza¢ni latky. Ozéateni nadort

v

se provadi 15- 60 minut po aplikaci PS. Nejoptimalnéjsi interval byl uréen z vyzkumu
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plazmatické hladiny PS ne? hromadéni v nadorové tkani®®. Kozni fotosenzitivita je

minimalni, obvykle kolem 3- 7 dni® s kompletnim vymizenim po 2 t}'/dnechm.

H,Cx

CHs CHs

HaC HaC
_
H H
HaC™ CHs oo\,

H
FytyloOC"H,cooc  ©  HOOC HOOC

— —~
HOOC COOH HOOC COOH

chlorofyl a chlorin e6

2 .o
15%-aspartyl derivat 173-aspartyl derivat

talaporfin

Obr. 12. Syntéza talaporfinu

Sodna sil talaporfinu, pod nazvem Laserphyrin®, byla schvalena v Japonsku
k 1é€bé casného stadia bronchopulmonarni rakoviny. Spoleénost Light Sciences
Oncology pouziva talaporfin v Litx™ technologii k terapii rakoviny jater, a to jednak
rakoviny primérni, a téz metastdz kolorektalniho karcinomu do jater®. Ve fazi
klinickych pokusu je talaporfin indikovan pfi terapii gliomu (nadoru mozku), riznych
rakovinovych koZnich onemocnénich®, povrchnich spinocelularnich karcinoma plic®,

kde se ukazuje do budoucna jako ucinny a bezpe¢ny fotosenzitizér. Nejnovejsi in vitro

testy ukéazaly moznou kombinaci této latky se sonodynamickou terapii’.

3.3.2.4 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbid a

Dalsi uzivané nazvy: HPPH, Photochlor.

Tento fotosenzitizér je prikladem semisyntetické latky piipravené z ptirozené se
vyskytujiciho porfyrinoidu™. HPPH je vysoce hydrofobni slougenina, kterou se podafilo
vyselektovat pti kvantitativni studii vztahu struktury a aktivity. Byl tak nejefektivnéjsim
fotosenzitizérem mezi homology s ruznym mnozstvim methylenovych skupin
na éterové vazb&'2. Pivodni pétistupfiova syntéza vychazi z prekurzoru methyl
feoforbidu a, ktery je izolovan ze Spirulina maxima a pfevedeny na methyl

pyrofeoforbid. Jeho vinylova skupina je v dal§im kroku hydrobromidovana a ihned
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poskytnuta do reakce s hexanolem. Metylester je pak hydrolyzovan LiOH (Obr. 13-
A)”. Tato star§i metoda byla nedavno nahrazena jednodussi a rychlejsi (Obr. 13- B)™.
Je zalozena na Dieckmannov¢ kondenzaci snadno dostupného trimethylester chlorinu €6
s naslednou dekarboxylaci, ktera zaru¢uje vysoké vytézky HPPH.

Fotosenzitizér ma silné absorpéni maximum (pii 665 nm) s e~47000 M™*cm™
aje obvykle aplikovan v davkach 2-6 mg/m?. Nizkd rozpustnost ve vods vyzaduje
pfitomnost solubilizatorti, a proto je podavan v 5% roztoku dextrézy ve sterilni vodée
obsahujici 2 % acetaldehydu a 1 % polyoxyethylen sorbitan monooleatu (Tween 80).
Nedavno byly tuspé$né testovany také nové nanokrystalické suspenze HPPH
bez ptidanych stabilizatora a jejich in vitro a in vivo G¢innost byla porovnatelna s vyse
uvedenym zptisobem aplikace se solubilizatory’. Kvili vysoké lipofilité dosahuje

farmakokinetika pomalych biologickych poloc¢ast 7,7 hod a 596 hod a HPPH se muze

H,Cx
A
H5;C
extrakce ze Spiruliny
H D
H;C”

HH")
HsCOOCH cooC

methyl feoforbid a methyl pyrofeoforbid a

THF CHs

HZC\ HZC\ CH3
B M ch, CH
HaC HsC  HsC
o kys. octova,
KOt Bu, kollidin, A HBr, hexanol
—_—
H o b
HSC\‘ CH3 H3C\ CH3 H3C\‘
COOCH;3 o)
H3COOC COOCH;z HOOC HOOC

trimethylester chlorinu e6 pyrofeoforbid a
Obr. 13. Metody piipravy HPPH
v plazmé& vyskytovat dokonce n&kolik mésicti po jedné infuzi’®. Navzdory tak pomalé
exkreci je kozni fotosenzitivita jen minimalni’’.
HPPH se dostal do prvni faze klinickych zkousek v Roswell Park Cancer Institute
pro 1é&bu Casného i pozdniho stadia rakoviny plic’. Pokracuji také klinické pokusy

na terapii karcinomu jicnu, hlavy a krku a nemelanoidni rakoviny kaze™.
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3.3.3 Bakteriochloriny

3.3.3.1 Padoporfin

Dalsi uzivané nazvy: WSTO09, palladium bacteriofeoforbid a, Pd-BPheid,
Tookad”.

Padoporfin vznika semisyntetickou modifikaci pfirozen¢ se vyskytujiciho
bakteriochlorinu. V prvnim kroku je bakteriochlorofyl izolovany z lyofilizovanych
bakterii Rhodovolum sulfidophilum pfeveden na bakteriofeoforbid a v podminkach
kyseliny trifluoroctové (TFA) nebo enzymu chlorofylazy. TFA zaroven hydrolyzuje
fytyl ester a z komplexu odstrafiuje centralni atom kovu, zatimco chlorofyldza pouze
hydrolyzuje fytyly a je jesté¢ nutné provést nasledné acidické odkoveni. Palladium se
obvykle zavadi pouzitim acetatu palladia v piitomnosti kyseliny askorbové (Obr. 14.)%.

Padoporfin jako zastupce bakteriochlorin ma narozdil od porfyrini v [18]-
annulenovém makrocyklu o 2 konjugované dvojné vazby méné (Obr. 3.). Absorpce je
koeficient (¢~88000 M cm™). Padoporfin neni rozpustny ve vodsg, aplikuje se specialni
formou obsahujici Cremophor, kdy ¢&ast 1é¢iva je pii podani agregovana, ale
v organismu se rychle monomerizuje. Bézna davka pro lidskou i zvifeci terapii je

2 mg/kg.

. | H3C H3C / CH3 H3C
izolace ~CH — Pd acetét,
z bakterii * TFA CHa k.askorbova
H., H. H..
H3C o CH3 H3C o CHS HSC
Fytylooc~ HH'; o Hooc— HHY, o HOOC
H3COOC H5COOC
bakteriochlorofyl a bakteriofeoforbid a padoporfin

Obr. 14. Syntéza padoporfinu

Biologicky polocas u lidi je asi 20 minut, poté je PS rychle z téla vyloucen bez
vyrazného hromadénim. U zkoumanych mySich nebylo 1é¢ivo objeveno v kiazi ani
svalstvu ab&hem 3 hodin dochéazi k celkovému ocisténi plazmy®!. Pravdépodobng
nasledkem toho, ze nedochazi k zadnému hromadéni v kuzi, nebyla v ramci prvni faze

klinickych studii pozorovéana 7adna fotosenzitivita®. Kvili rychlé exkreci z téla za¢ina
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ozéfeni obvykle jiz béhem podani PS. Misto ptsobeni PDT je téméf vylucné na cévni
slozku®.

Padoporfin je testovan jako potencialni fotosenzitizujici latka pro rakovinu
prostaty a nachazi se v /111 fazi klinickych pokusii™. Jeho Gginnost a bezpednost byly
jiz potvrzené na lidskych® a psich® studiich. Pro sviij vaskularni efekt zpiisobujici

e . v TAXLX . 85
cévni okluzi je také nadéjny v 1é¢bé chorioidealni neovaskularizace *.

3.3.4 Ftalocyaniny

Dalsi uzivané nazvy: Pc, Pc4, Photosense
Ftalocyaniny pfedstavuji dal§i velmi nadé&jnou

— /R skupinu PS. Delokalizaci m-elektroni celého makrocyklu

ziskdvaji mnoho jedine¢nych optickych a elektrickych

vvvvvv

vlastnosti. Mezi nejdilezitéjsi patii moznost Vvysoké

polarizovatelnosti a  rychlé nabojové  redistribuce

konjugovanych molekul®. Bezkovovy Pc byl poprvé

R//

Obr. 15. Ftalocyanin 2- kyanobenzamidu®’. Pozdgji, v roce 1927, byl syntetizovéan

ptipraven Vv roce 1907 jako vedlejsi produkt béhem piipravy

méd’naty komplex ftalocyaninu reakci 1,2-dibrombenzenu
s kyanidem m&dnym v pyridinu ve 23% vyt&zku®. Objasnénim struktury a zptisobu
pfipravy se zabyval Linstead®, ktery také slouc¢eninu poprvé pojmenoval ftalocyaningo,
odvozenim z feckych slov nafta- (ropa) a cyanin (modry). Ctvereéna planarni struktura
Pc s koordina¢nim ¢islem 4 dovoluje vazbu mnoha kovli majicich vyssi koordina¢ni
&isla'. Cistota a intenzita barvy ftalocyaninu je ddna izolovanym a intenzivnim Q-
absorpcénim pasem na konci Cervené oblasti viditelného spektra svétla, mezi 650 a 720
nm (Obr. 16.). Pfi této vinové délce dosahuje silné absorpce (e az 200 000 M cm™).
Ftalocyaniny vstupuji do bun¢k endocytdzou a jsou lokalizovany v lysozomech. Poté se
akumuluji v mikrozomech a mitochondriich. PDT ma cytotoxicky ucinek na vétSinu
nadorovych bunck, bez ohledu na to, o jaky druh nadoru se jednéz. Centralng
chelatované kovy a polokovy (napf. Zn, Al, Si) mohou prodlouzit trvani tripletového
stavu, a tim zvySuji G€innost Pc v PDT. Né&které ftalocyaniny maji velice Spatnou
rozpustnost ve vod¢ 1 v organickych rozpoustédlech. Tomu se lze vyhnout at’ jiz
relativné snadnou moZznosti substituce na periferii, inkorporaci do lipozomi nebo micel

¢i vazbou na vhodny nosi¢ (cukry, polylysinové fetézce atd.) Jednu z moznosti jak
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zvysit rozpustnost ve vodé
predstavuje sulfonace, pfi
niz vznika pomérné obtizné
separovatelna smes
sulfonovych produktti.

Zjistilo se, ze disulfonované

absorbance

derivaty maji  ucinnost

0.0 - : : = =

=00 400 500 E00 TO0 ] 00

nejvyssi.  Neseparovanou

vinova délka n m . o, R
‘ ! smés vzniklych produkti

Obr. 16. UV/Vis spektrum (RO)sPcMg (R = 2- testuji v Rusku pod nézvem

ethylhexyl) Photosens proti rakoviné

plic, klize, prsu a gastrointestinalniho traktu®’. Pc4 (kfemicity komplex ftalocyaninu)

byl testovan ke sterilizaci krevnich produkti™, 16¢b& kutannich a subkutannich 1ézi
zpuisobenych riiznymi solidnimi nadory® nebo jako imunosupresivum®.

Vedle vyuziti vPDT jsou Pc zajimavou a Siroce pouzivanou slouceninou

z hlediska svych elektrickych a optickych vlastnosti. Pivodni uplatnéni ftalocyaninu

jako pigmentd v textilnim zboZi, polymerech a barvach je stale vysoké™. V dnesni dobé

o 95,96. Je

vyzkum sméfuje také K aplikaci v oboru materiald studovano pouZiti

ftalocyanini  jako kapalnych krystalﬁ97, plynnych senzort®®, molekulovych

polovodiéﬁgg, pti elektrofotografickych aplikacichloo, v optickém ukladani dat™™,
Vv palivovych &lancich'®, ve fotoelektrochemickych buiikach'®, ve foto¢lancich'®,

95,105

jako organické polovodice a v nelinearni optice'®.

3.3.5 Naftalocyaniny

Dalsi benzenového kruhy na periferii  molekuly
naftalocyaninu posunuji vinové délky, pii nichz absorbuji,
Kk jest¢ vy$§im hodnotdm (770 nm). Proto je lze pouzit
pii lécbeé vysoce pigmentovanych nadord, jako jsou
melanomy. Stejné jako u Pc zistava nevyhodou jejich velmi

Spatna rozpustnost.

Obr. 17. Naftalocyanin
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4 Metodicka cast

4.1 Syntéza ftalocyaninu a azaftalocyaninu

Molekula ftalocyanin i1 jejich azaanalogli je tvofena Ctyimi isoindolovymi
jednotkami spojenymi v polohach 1 a 3 dusikovym mitstkem.
Obecné vychazi syntéza ftalocyanini z jednokrokovych reakci, vétSinou

cyclotetramerizaci kyseliny ftalové nebo jejich derivatd, napiiklad ftalanhydridu,

ftalimidu, o-kyanbenzamidu, ftalonitrilu nebo isoindolindiiminu'**%" s riiznymi vytzky
(Schéma 2.).

NH Q 0

[ﬁ [ I “NH, [ ﬁ
NH — —_— 0
CN
NH 0
ftalimid 0-kyanbenzamid ftalanhydrid

S Qe el
Sy SR

PcH, PcLi,
0
CN
- CQNH
CN
o)
ftalonitril isoindolindiimin

Schéma 2. Obecné schéma ptipravy ftalocyanind
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Nejcasteji pouzivanym prekurzorem syntézy Pc je substituovany ftalonitril, nebo
v nékterych ptipadech, kdy brani nizka reaktivita prekurzoru vzniku makrocyklu,
vychazi ptiprava z 1,3-diiminoisoindolinu. Cyklotetramerizace se provadi rtiznymi
postupy. Ptikladem muze byt reakce ftalonititrilu za silného pusobeni katalyzatoru 1,8 -
diazabicyklo-[5,4,0]-undec-7-enu (DBU). Siln¢ bazicky DBU v roztoku (napf.
pentanolu nebo oktanolu) s kovovym iontem pomaha vzniku ftalocyaninu s centralné
vazanych kovovem™.

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou dusikatymi analogy Pc. Narozdil od ftalocyanint
jsou na prikondenzovanych benzenovych jadrech nahrazeny methinové skupiny
izosternimi  atomy dusiku. Vramci své diplomové prace jsem pracovala

s tetrapyrazinoporfyraziny, které se od ostatnich azaftalocyanini 1i§i pozici dusiku
(polohy 1 a 4) na periferii (Obr. 18.).

Seae
pEs

Tetrapyrazinoporfyrazin a-tetrapyridoporfyrazin B-tetrapyridoporfyrazin

Obr. 18. Ukazka dusikatych derivatd ftalocyaninu

Vzhledem k strukturalni i reakéni podobnosti vychazi syntéza AzaPc zjiz
prostudované skupiny ftalocyaninli. Nejvice pouzivanymi prekurzory jsou 5,6-
disubstituované derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Ty za pouziti riznych postupt
tetramerizuji a vytvaii makrocyklicky systém AzaPc.

Siroce popsana piiprava nesubstituovanych nebo symetricky substituovanych
azaftalocyaninti a Pc je zalozena na cyklizaci pouze jedné vychozi latky. Zatimco
pii nesymetrickych syntézach spolu reaguji minimalné dva odlisné prekurzory nebo
jeden nesymetricky substituovany prekurzor bez roviny zrcadlové soumérnosti
k aromatickému kruhu (napf. monosubstituovany pyrazin-2,3-dikarbonitril u AzaPc

¢i monosubstituovany ftalonitril u Pc). V obou piipadech vede nesymetricka
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kondenzace ke vzniku smési izomerd. Pozadovany AzaPc je poté nutné izolovat,
nejCastéji s vyuzitim chromatografickych metod. Tyto neselektivni metody obvykle
vedou k zisku velkého poctu vedlejSich produkti a sou¢asnému snizeni vytézki. Bylo
vyvinuto zna¢né usili k vyfeSeni tohoto problému a vyftesit se ho Castecné podatilo

zavedenim specifickych postupi syntézy nesymetrickych Pc'®

. Jak jiz bylo uvedeno
vySe, priprava azaftalocyaninii je uzce spjata s piipravou Pc, proto budu vychazet

Z metod uzivanych u ftalocyanint.

4.1.1 Syntéza nesymetrickych Pc — metoda nesymetrického

prekurzoru

Obecné maji nesymetrické Pc oproti symetrickym derivatim fadu vyhodnéjsich
fyzikalnich a chemickych vlastnosti napt. vyssi rozpustnost, bathochromni posun Q-
pasu a zejména moznost specificky vdzat molekulu Pc na dany nosic.

Geometrickou kombinaci ¢tyt shodnych nesymetrickych diiminoisoindolinovych
podjednotek ve struktute
ftalocyanini  se ziskaji

R
Q\ Ctyfi konstituéni izomery
R se symetriemi Cs, Dop, Cyy
CQN M— NQ@L J@Q Q\j\ a Cs (Obr. 19).
¢ Statistickd smés téchto
\5 \6 Ctyt izomert by teoreticky
R Can R Cs obsahovala 12,5 % Dap
R Qi izomeru, 125%  Cup

izomeru, 25 % C,, a 50 %

C, izomeru.

Obr. 19. Mozné polohové izomery cyklizace nesymetrického prekurzoru
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Pro selektivni pfipravu pouze jednoho ze Ctyt konstitu¢nich izomert se ukazaly

ptinosné nasledujici dvé metody syntézy:

» STATISTICKY PRISTUP (,,statistical approach*)
Pti této metod¢ 1ze upravenim reakénich podminek, volbou vhodného centralniho atomu
kovu ¢i pozic substituentd na diiminoisoindolonovych jednotkdch smétfovat syntézu
pouze K jednomu ze ¢tyf moznych izomeri (obzvlasté Cgh). Toho lze dosahnout napf.
pridanim alkoholatu lithného jako katalyzatoru, pouzitim kovového nosice (Zn2+, Ni?*,

Cu”") nebo zménou reakéni teploty™®.

» PRIMY PRISTUP (,directed approach*)
Timto zplsobem lze ziskat pfedev§im Djn izomery. Metoda spociva v symetrickém
spojeni dvou ftalonitrilovych jednotek pfisluSnym mustkem, tzv. ,spacerem®.
Na nasledujicim Obr. 20 je uveden piiklad struktury D izomeru tvofeného dimerem
slozenym z dvou ftalonitril spojenych v pozicich 3 mistkem, 2,2-disubstituovanym

propan-1,3-diolem™°.

Obr. 20. Dimer slozeny z dvou Dy, ftalonitrilt

4.1.2 Syntéza nesymetrickych Pc — metoda dvou riaznych prekurzori

Selektivni syntéza, do niZ vstupuji jako prekurzory dvé odliSné substituované
isoindolové jednotky (oznacované A a B), vede na zdkladé¢ zvolené metody
a prekurzor ke vzniku ftalocyanini strukturniho typu A3B nebo A;B,, ale i dalSich

moznych kombinaci.
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4.1.2.1 Syntéza A3B ftalocyaninii

» STATISTICKA KONDENZACE (,statistical condensation*)
Vzhledem ke své jednoduchosti se jedna se o Siroce uzivanou metodu syntézy Pc
i AzaPc. Proto jsem také tento piistup zvolila pii cyklizaci svych latek. Jedna se
V podstaté o neselektivni metodu, pti niz vznika smés 6-ti odlisnych latek znazornénych

na zjednoduseném Schéma 3.

Schéma 3. Metoda statistické kondenzace

Reakce se provadi za katalyzy kovu nebo silné baze (napi. DBU) a vysledkem
jsou "kongenery" strukturalniho typu AAAB, AABB, ABAB, ABBB a symetrické
molekuly AAAA a BBBB. Odlisny typ symetrie zaujimaji kongenery ABAB a AABB,
které ptedstavuji dva rizné izomery A;B; ftalocyanind. Pokud jsou stejné jednotky proti
sob¢ (ABAB), oznacuje se tento izomer jako "opposite" (trans izomerie), pokud spolu
stejné jednotky sousedi (AABB), nazyvame tento izomer jako "adjacent" (cis izomerie).
Oba maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, tudiz jejich separace probiha velmi
obtizné, vétSinou s vyuZitim chromatografickych metod. Kromé toho maji makrocykly
tendenci k agregaci, ktera znehodnocuje kone¢ny vysledek syntézy. Vyzkum byl
zaméfen k nalezeni novych postuptt vramci této metody, které by zvysily vytézek
pozadovanych kongenera.

Statistickd kondenzace se obecné uziva pro pripravu ftalocyaninli obsahujicich
ve své molekule jednu odlignou a tfi shodné isoindolové podjednotky (AsB)™* . Syntéza
snahy soustfedily na pfipravu makrocykld, jejichz podjednotky A nesly donorové
skupiny a podjednotky B elektron-akceptorové skupiny, a naopak™?3. Pouzitim

vhodného stechiometrického poméru reaktantii A a B docilime pfednostniho vytvoreni

32



sloucenin s uspotadanim AzB. Statistickym vypoctem lze zjistit, Ze reakce dvou riznych
ftalylderivati stejné reaktivity v poméru 3:1 poskytne smés produktd v nasledujicim
procentualnim zastoupeni: A4 (33 %), AsB (44 %) a dalsi kondenzaéni produkty (23 %).
V praxi pii bézném molarnim poméru 3:1 se pohybuji vytézky pozadované slouceniny
AsB pouze vrozmezi 10-20 %™, Upiednostiuje se pouziti ftalonitrildi s riiznym
stupném rozpustnosti, coz usnadituje oddéleni nesymetrickych Pc diky odlisnym
chromatografickym vlastnostem. Vazba objemnych terc-butylovych skupin nebo
uhlovodikového fetézce v poloze 3 a 6 na jednom z prekurzort (obvykle tom
v nadbytku) usnadiiuje izolaci A3B produktu. Substituci se jednak zvySuje rozpustnost
Pc a diky sterickému branéni se také znemozni agregace makrocykla**,

V dalsich vyzkumnych pracich bylo zjisténo, Ze pfi chromatografické separaci je
dosazeno vynikajicich vysledki u smési latek sriznym stupném alkylové a
oligo(oxyethylenové) substituce, ktera zptisobuje rozdilnou polaritu™. Pfitomnost
rozvétvenych substituentd také umozituje oddéleni AsB ftalocyaning*®®.

ZvySenim stechiometrického poméru reaktantli na 9:1 sice vzroste mnozstvi Ay
a poklesne vytézek pozadovaného AszB, ale netvoii se jiz zddné dal§i kondenzacni
produkty a latky A, a AsB lze snadngji separovat'’. Tento pomér miiZe byt pouZit
i v piipadg, ma-li B vys§i reaktivitu nez A2

Dalsi zpusob, jak omezit mnozstvi vzniklych strukturalnich typi a potlacit
agregaci, predstavuje pouziti ftalonitrilu (A) nesouciho v polohach 3 a 6 objemné
arigidni skupiny, napt. fenyl spole¢né s ftalonitrilem bez substituci (B)™®. Protoze

dasledkem sterického branéni spolu nemohou dvé podjednotky A sousedit ani byt

Vv jedné roviné, tvoii se pfevazné slouceniny typu BBBB, BBBA a BABA.

» SUBFTALOCYANINOVA METODA
(,,The Subphthalocyanine Approach*)
Tato selektivni syntéza nesymetricky substituovanych Pc typu AsB byla

119 ., wre s
. Dochazi k rozSifeni

vyvinuta v 80. letech 20. stol. Kobayashim a dal$imi chemiky
kruhu subftalocyaninu (SubPc) pisobenim sukcinimidu nebo diiminoisoindolinu.
Uvnitt struktury SubPc dochazi ke geometrickému pnuti, které ma Vv pfitomnosti
diiminoisoindolinu za nasledek snadné rozstépi vazeb, nacez je diiminoisoindolin

vélenén do makrocyklu (Schéma 4.). Vznika tak Pc, jehoz struktura odpovida typu
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A3B. Tato reakce je na rozdil od predchozi metody vysoce selektivni a umoznila

piipravu Pcs, které byly diive nedosazitelné?.

N— HN N \N ~N
/ J\I / N !
~N \ ~
4\7: P N_Q‘C}N + HN —_— ~\—I _ :\jH HN _
\ ,>l HN N N_~-N
N . 7

l‘i

Schéma 4. Expanze SubPc kruhu

Pozdéji bylo zjisténo, ze prubeh syntézy je ovlivnén reakénimi podminkami*?.,
Expanze kruhu probihd nejlépe, reaguje-li derivat diiminoisoindolinu v 6 — 9-ti
nasobném nadbytku oproti roztoku SubPcs ve smési DMSO/1-chlornaftalen nebo
dichlorbenzenu (1:4 az 4:1) nebo dimethylaminoethanolu pii teplot¢ 80 — 100 °C
po dobu 5-12 hodin. Vytézek se pak pohyboval mezi 3 — 90%.

I pfesto ze se jedna o selektivni metodu, vznikaji béhem syntézy vedlejsi
produkty, protoze muze dojit k ¢astecné nebo uplné fragmentaci kruhu SubPc
anasledné statistické kondenzaci jednotlivych fragment poskytujici smés vSech Sesti

moznych kongenert (viz Schéma 5.).

Schéma 5. Fragmentace SubSb béhem subftalocyaninové syntézy a statisticka

kondenzace
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Vytézek reakce a selektivita mohou byt zvyseny, pokud na SubPc navazeme
elektron odtahujici substituenty a na diiminoisoindolin substituenty poskytujici

elektrony.

» METODA SVYUZITIM PEVNE FAZE (,Polymeric Support
Method*)
V roce 1982 publikoval Leznoff praci, v niz piedstavil jednofazovou syntézu

122 Vhodng substituovany ftalonitril (B) navazany na nerozpustny

S vyuzitim polymeru
polymerni nosi¢ podrobil reakci s odlisné substituovanym volnym ftalonitrilem (A),
¢imz ziskal A3B ftalocyanin navazany na pevné fazi (Schéma 6). Reakci vzniklé
vedlejsi produkty Ay ftalocyaniny mohou byt jednoduse ze smési odstranény promytim
pevné faze ve vhodné zvoleném rozpoustédle. Poté je A3zB Pc odstépen z polymerni
faze.

Tato metoda je omezena pouzitim funkénich skupin ftalonitrili schopnych se
navazat a nasledovné oddélit z polymerniho nosice. Nicméné diky expanzi technologie
polymernich nosi¢i a jejich Siroké dostupnosti je tato metoda slibnou cestou
k selektivni syntéze nesymetricky substituovanych AzB Pcs. Nevyhodu muze
pfedstavovat ekonomickd naro¢nost polymernich nosi¢li a tim i provadéni syntéz
ve vEétSim mnoZstvim.

Ostatni vyzkumné skupiny, které se snazily zdokonalit tento postup, pouzivaly

specidlné modifikované pevné faze pro zvySeni selektivity a vytéZznosti reakce™?,

NH OiPr
jg e
@—TrO(CHg)nO
NHZ N \N \N
S ! B
¥ — iPrO@QNH HNi;'ij\
\ O(CH,)nOTr
NH N NN erznoTe)
N
iPrO
NH, OiPr

Schéma 6. Syntéza Pc s vyuZitim pevné faze
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4.1.2.2 Syntéza ABAB ftalocyanini
» SYNEZA PRiICNE SUBSTITUOVANYCH PC

(,,Crosswise-Substituted Pc*, ,,Cross condensation*)

2OREX oo

Schéma 7. Metoda ,,cross condensation®

Jednda se o prvni skupinu A;B, derivati tvofenou pii¢né€ substituovanymi
jednotkami. Daji se jen velmi obtizn¢ izolovat ze statistické smési, protoze jejich AABB
izomery vykazuji podobné charakteristiky rozpustnosti a jsou Casto eluovany ve stejné
frakci. Ptesto byly v poslednich desetiletich nalezeny specifické metody ptipravy pouze
jednoho ze dvou polohovych izomert.

Vroce 1990 patentoval Young a kol.** metodu selektivni syntézy Doy
symetrickych derivatt, zniz vychazela i piiprava ABAB makrocyklt tzv. ,,cross
couplingem**?*. Jako prekurzory pouzili ekvivalentni mnozstvi 1,3-diiminoisoindolinu
(A) a 1,3,3-trichlorisoindoleninu (B) (Schéma 8.). Pii mirnych reakénich podminkach
Vv piitomnosti baze a redukéniho cinidla se vytézek pohyboval pomérné vysoko

(a2 50 %).

R
NH
R NO,
NH N=
A NH Y
—_— N\ /

+

Cl N HN

02N \ /
\N N
O,N
Cl ABAB

B ¢ R

Schéma 8. Ptiprava ABAB Pc
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Leznoff a kol. popsali dal§i zplsob syntézy zalozeny na reakci 1,3-
diiminoisoindolinu a 1H-isoindol-1,3(2H)-dithionu v molarnim poméru 1:1** (Schéma
9.). V tomto ptipadé¢ vzniklo krom¢ pozadovaného ABAB typu malé mnoZstvi

vedlejSich produktl z fady ostatnich kongenert.

R, NH -
N
| N
P
A NH
+ _—
R, S
\¢
NH
N
B S R2

Schéma 9. Ptiprava ABAB Pc

4.1.2.3 Syntéza AABB ftalocyanini
» SYNEZA SOUMERNE SUBSTITUOVANYCH PC (,,Adjacent Pc%)

Schéma 10. Metoda pfipravy ,,adjacent Pc*

Leznoff a jeho spolupracovnici127 se zabyvali 1 pfipravou Pc typu AABB.
Pro jejich ptipravu pouzili meziprodukt tzv. polovi¢ni ftalocyaninu (AA) (z angl. ,,half-
Pc®), ktery byl podroben reakci s odlisné substituovanym ftalonitrilem (B) za velmi
mirnych podminek (Schéma 11.). Ptiprava stabilniho a izolovatelného meziproduktu
vyzaduje pouziti ftalonitrild se substituenty siln¢ odtahujici elektrony. Reakci takto
substituovaného ftalonitrilu s LiOMe v prostfedi metanolu ziskal AABB produkt ve

vysledném vytézku okolo 20 %.
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Schéma 11. Ptiprava AABB Pc z half-Pc intermediatu

Dal§im zptsobem, jak ziskat pouze izomer AABB, zaved| Kobayashi'?®. Podobn&
jako u syntézy ,directed approach®“ (viz kapitola 4.1.1.) pouzil 2 jednotky spojené
»Spacerem®. Vychazel z prekurzoru bis(ftalonitrilu) (A) spojeného pfies fetézec (napf.
2,2’-dihydroxy-1,1"-binaftyl). Po pfidani odlisné substituované¢ho ftalonitrilu (B)
dochazelo vlivem velkého pnuti v molekulach reaktanti k tvorbé energeticky

vyhodnéjsiho Pc typu AABB ve vytézku asi 20-25 % (Schéma 12.).

Schéma 12. Piiprava AABB Pc
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Meérici pristroje a chemikalie

Pro identifikaci, ovéfeni struktury, ¢isténi produkti a meziproduktii byly vyuzity
nasledujici méfici pristroje a chemikalie.

Teplota tani byla méfena na digitalnim pfistroji ELECTROTHERMAL 1A9200
a nebyla korigovéna.

Pribéh reakci, Cistota produktt a meziproduktii byly kontrolovany tenkovrstvou
chromatografii na deskach Silikagel Merck 60 F254. Detekce byla provadéna UV
svétlem vinové délky 254 nm a 366 nm. Vyvijeci soustavy jsou uvedeny u jednotlivych
reakci.

Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu Merck Kieselgel 60
(0,040-0,063 mm).

NMR spektra byla méfena na piistroji VARIAN MERCURY VxBB 300
na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové. Méfeni bylo provadéno pti frekvenci 299.95
MHz pro 'H NMR a 75.43 MHz pro *C NMR. Posuny jsou vztazeny k vnitfnimu
standardu Si(CHs)s.

Spektrum ve viditelné oblasti bylo zméfeno na piistroji SHIMADZU UV 240 1
PC: UV-VIS recording spectrophotometer.

Hmotnostni spektra MALDI-TOF byla méfena na hmotnostnim spektrometru
Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) .

Prekurzory 1, 3, 7 a standard latky 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(terc-
butylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato zine¢natého komplexu byly
ptipraveny dfive na KFCHKL FaF UK v Hradci Kralové. Butanol byl ptedestilovan
asuSen hot¢ikem. Chemikalie 2-methylaminoethanol a 2-methyl-2-propanthiol byly

zakoupeny u firmy Fluka. Bezvody dimethylformamid byl zakoupen u firmy Acros.
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5.2 Schéma pripravy
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Schéma 14. Cyklizace latek 1 a 7 metodou statistické kondenzace
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5.3 Syntéza

5.3.1 Priprava 2,9,16,23-tetrakis(terc-butylsulfanyl)-3,10,17,24-
tetrakis (diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-

(oktaaza)ftalocyaninato zine¢natého komplexu (2)

2 7
=

N N

LA
I = \ NN
S )N \NZ%&:;:E Nj[s%

N N
\  /
Sumarni vzorec: CsgH7gN20S4Zn
S N

% < Molekulova hmotnost: 1222,99

5-(terc-butylsulfanyl)-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (1) (96 mg)
vV molarnim poméru 1:2 s bezvodym octanem zine¢natym (122 mg, M = 183) jsem
zahiivala pod vzdusnym chladicem po dobu dvou hodin v prostfedi bezvodého
dimethylformamidu (1 ml) pfi teplot¢ 160 °C. Reakéni smés jsem nalila do vody,
ze které vypadla zelenomodrd srazenina. Tu jsem nasledné odfiltrovala, vysusSila
a promyla methanolem.

Produkt jsem po reakci vycistila sloupcovou chromatografii, jako mobilni fazi
jsem pouzila soustavu chloroform/tetrahydrofuran 30:1. Vytézek 10 mg zelenomodré
pevné latky (tj. 11,6 % teoretického vytézku).

MS MALDI-TOF m/z 1221,5 [M+H]"

UV-Vis Amax 657; 598; 374.
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5.3.2 Priprava 5-chlor-6-(2-hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (4)

NC N N
N \/\OH Sumarni vzorec: CogHgCINsO
' _ Molekulova hmotnost: 237,65
NC N Cl

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril  (3) (1,0 g, 5 mmol) jsem rozpustila
Vv tetrahydrofuranu (50 ml), smés jsem ochladila pomoci smési led/stl na piiblizné
-10 °Ca po kapkach injekci ptidavala 2-methylaminoethanol (0,82 ml, 9,37 mmol)
Vv tetrahydrofuranu (15 ml). Smés jsem nechala za stalého michani jednu hodinu
reagovat, dokud nevypadly ze smési krystalky soli hydrochloridu pouzitého aminu.
Pribéh reakce jsem sledovala pomoci tenkovrstvé chromatografie s mobilni fazi
dichlormethan/aceton 20:1. Produkt ma Rf hodnotu 0,23, vznikd i vyrazny vedlejsi
produkt s Rf hodnotou 0,52. Vzniklou stl jsem odfiltrovala ptes fritu a roztok jsem
odpatila. Produkt nebyl izolovén, ale smés byla pouzita pfimo do dalsi reakce.

Z4dna data.

5.3.3 Priprava 5-(terc-butylsulfanyl)-6-(2-
hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (6)

NC N\ NV\OH Sumarni vzorec: C13H17N50S
| I Molekulova hmotnost: 291,37
=
NC N S

A

2-methyl-2-propanthiol (0,675 ml, 6 mmol) jsem michala s1-M vodnym
roztokem hydroxidu sodného (5,5 ml). Poté jsem ke smési ptidala diive pfipraveny
roztok latky (4) (vSe z ptedchozi reakce) v tetrahydrofuranu (40 ml). Pribéh reakce
jsem sledovala pomoci tenkovrstvé chromatografie s mobilni fazi dichlormethan/aceton

20:1. Z jejiho vysledku bylo patrné, zZe veskera vychozi latka zreagovala na produkt s Ry
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hodnotou 0,4. Latka s Ry hodnotou 0,52 z ptedchozi reakce se nezménila. Rozpoustédlo
jsem odpatila na vakuové rota¢ni odparce a vzniklou Zlutou olejovitou latku jsem
promyla vodou. Sloupcovou chromatografii jsem vyizolovala jednotlivé latky
(s hodnotami R¢ 0,4 a 0,52, oznaené jako latky X6 a X5). Jako mobilni fazi jsem

pouzila soustavu dichlormethan/aceton v poméru 30:1 a obé€ latky jsem vyizolovala.

Latka X6 (Rs0,4):

Vytézek: 730 mg (tj. 50 % teoretického vytézku)

T.t. 68,5-69,5 °C za rozkladu

'H NMR (CDCls) & (ppm) 3,98 (t; 2H; J = 5,6 Hz; CH,0H), 3,81 (t; 2H; J = 5,0 Hz;
CH3N), 3,29 (s; 3H; NCH3), 1,58 (s; 9H; CCH3)

3¢ NMR (CDCI3) 6 (ppm) 29,9; 39.,8; 52,0; 54,4; 60,0; 113,9; 114,4; 119,3; 125,0;
150,6 a 153,1

Potvrzena jako latka (6)
5-(terc-butylsulfanyl)-6-(2-hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril.

Latka XS (R 0,52):

Vytézek 170 mg (17 % pocitano na latku 3)

T.t. 192,3 - 193,7 °C za rozkladu

'H NMR (aceton dg) & (ppm) 4,63 (t; 2H; J = 4,8 Hz; O-CH,), 3,85 (t, 2H; J = 4,8 Hz;
N-CH,) a 3,25 (s, 3H, CH3)

3C NMR (aceton dg) & (ppm) 149,6; 146,2; 126,4; 117,1; 115,3; 65,5; 47,6 a 35,9
Potvrzena jako latka (5)
4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril.

NC N\ N Sumarni  vzorec: CgH;N50
I I j Molekulova hmotnost: 201,18
=
NC N O
Pti reakci 4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-

dikarbonitrilu (5) (30 mg, 0,15 mmol) s acetanhydridem (1,5 ml, 15 mmol) v prostiedi
tetrahydrofuranu (10 ml) za ptidavku pyridinu (1 ml) za laboratorni teploty nedoslo
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k zadné reakci (monitorovano TLC), coz dokazalo, ze se v molekule nevyskytuji volné

hydroxylové skupiny.

5.3.4 Syntéza latek (8) — (22)

Priprava butanolatu horeénatého

Bezvody butanol (50 ml) jsem v ldzni pod zpétnym chladicem a susici rourkou
zahiala na teplotu 130 °C. Po ohtéti butanolu jsem pfidala na kousky nakrajeny
hoi¢ik(69,1 mg, 28,44 mmol) aktivovany 10 % kyselinu sirovou, promyty vodou
a ethanolem. Ptidala jsem par zrnek jodu. Smés jsem zahfivala za stejnych podminek po

dobu dvou hodin a ihned pouzila k cyklizaci.

Cyklizace latek (8) — (23)
Do horkého butanolatu hote¢natého jsem ptidala 5-(terc-butylsulfanyl)-6-

(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (1) (58,7 mg, 0,2 mmol) a 5,6-bis(terc-
butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (7) (62,3 mg, 0,2 mmol) v molarnim poméru
1:1. Smés jsem zahtivala pod zpétnym chladicem pfti teploté¢ 130 °C osm hodin. Poté
jsem butanol odpaftila na vakuové odparce za pozvolna snizovaného tlaku pfti teploté 65
°C do sucha. Ke zbytku jsem piidala 50% kyselinu octovou a nechala hodinu michat,
aby doSlo k odstranéni veSkerého nezreagovaného hoiciku. Po odsati pies fritu mi
zlstala zelend srazenina, kterou jsem rozpustila v chloroformu, odpafila a promyla
vodou a methanolem pro odstranéni balastnich latek. Filtr a na ném ulpény produkt
jsem vylouhovala v chloroformu, rozpoustédlo jsem odpatila, pfidala k hlavnimu podilu

produktu a vSe rozpustila v chloroformu.

Odkovovani

K odstranéni hoic¢iku jsem pouzila reakci s kyselinou p-toluensulfonovou.
Hofecnaty komplex jsem rozpustila v chloroformu, pridala stejné mnozstvi
tetrahydrofuranu a nechala s kyselinou p- toluensulfonovou (380 mg, 2 mmol) reagovat
tiicet minut. Produkt jsem na vakuové odparce odpatila, nékolikrat promyla
hydrogenuhli¢itanem sodnym, vodou, dostate¢cnym mnoZstvim methanolu, ptefiltrovala

a rozpustila v malém mnozstvi chloroformu.
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Preparativni chromatografie TLC

Bezkovovy komplex AzaPc jsem nanesla na 2 chromatografické desky
o rozmérech 20 x 20 cm. Jako nejvhodné€j$i mobilni fazi pro oddéleni jednotlivych
derivatat AzaPc se jevila soustava chloroform/toluen/ethylacetait v poméru 30:6:1.
Jednotlivé skvrny (viz Obr. 21.) jsem vystiihala, seSkrabala spole¢né se silikagelem

a vyextrahovala do tetrahydrofuranu.

Frakce A
MS MALDI TOF m/z 1227,44 [M+H]", pogitano pro latku 8 1227,4 [M+H]"
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (nm) 671; 640; 615; 588; 477; 366.

Frakce B
MS MALDI TOF m/z 1210,49 [M+H]", po¢itano pro latku 9 1210,45 [M+H]"
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (nm) 672; 646; 619; 593; 477; 366.

Frakce C

MS MALDI TOF m/z 1193,49 [M+H]", po&itano pro latky 10-14
1193,49 [M+H]"

UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (Nm) 674; 650; 618sh; 591sh; 478; 365.

Frakce D

MS MALDI TOF m/z 1193,45 [M+H]", pogitano pro latky 10-14
1193,49 [M+H]"

UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (nm) 674; 646; 618sh; 590sh; 476; 365.

Frakce E
MS MALDI TOF m/z 1176,55 [M+H]", po¢itano pro latky 15-18 1176,53 [M+H]"
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (NmM) 676; 653; 620sh; 594sh; 507; 365.

Frakce F

MS MALDI TOF m/z 1176,56 [M+H]", pogitano pro latky 15-18 1176,53 [M+H]"
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (nm) 675; 649; 621sh; 590sh; 499; 360.
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Frakce G
MS MALDI TOF m/z 1176,52 [M+H]*, po&itano pro latky 15-18 1176,53 [M+H]*
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (nm) 674; 651; 620sh; 592sh; 505; 365.

Frakce H

MS MALDI TOF m/z 1159,53 [M+H]*, po&itano pro latky 19-22 1159,57 [M+H]*
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (nm) 679; 651; 621sh; 593sh; 495; 365.

Frakce |

MS MALDI TOF m/z 1159,53 [M+H]", pogitano pro latky 19-22 1159,57 [M+H]*
UV-vis (tetrahydrofuran) Amax (Nm) 677; 652; 620sh; 593sh; 503; 364.

Mozné konstituéni izomery azaftalocyaninii jsou znadzornény na Schéma 14..
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6 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem se snazila nalézt nejvhodnéjs$i postup syntézy
azaftalocyaninii s riznym poctem dusikatych substituentli na periferii. Pfipravit tak
statistickou kondenzaci Skalu latek od dusikem nesubstituovanych po mono-, di-, tri-
a tetra-substituované cykly, u nichz by se dal sledovat vliv mnozstvi dusikatych
substituenttl na produkci singletového kysliku. V pfedchozich pracich na KFCHKL bylo
zjisténo, ze pritomnost dusiku jako heteroatomu vazajiciho periferni fetézec vyrazné
snizuje produkci singletového kysliku — hlavniho cytotoxického agens v PDT. Cilem
mély byt zineCnaté komplexy, u kterych by byly rozdily mezi produkei singletového
kysliku nejvice patrné.

V prvnim kroku jsem se pokousela zjistit, zda se krajni produkty statistické
cyklizace budou od sebe liSit a zda umozni separaci i ostatnich kongenert. Pro praci
jsem jako prekurzor pouzila 5-(terc-butylsulfanyl)-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-
dikarbonitril (1) s jednou terc-butylsulfanylovou a jednou diethylaminovou skupinou.
Cyklizaci vznikl zine¢naty komplex (2) slozeny ze ¢étyf jednotek tohoto prekurzoru.
AzaPc ovSem svou hodnotou Ry piesné odpovidal symetrickému 2,3,9,10,16,17,23,24-
oktakis(terc-butylsulfanyl))-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza) ftalocyaninato zine¢natému
komplexu, ktery je substituovan pouze terc-butylsulfanylovymi skupinami a stoji
Vv pomyslné ftadé¢ planovanych AzaPc podle poctu dusikd na opacném konci.
Pfinasledné separaci na chromatografické koloné by tak bylo nemozné oddélit
jednotlivé skupiny latek od sebe.

Bylo nutné zvysit hydrofilitu jednoho prekurzoru, ¢imz by se zarovenn zvysily
rozdily hodnot Rt jednotlivych produkt. Tak bychom dosahli jejich snadnéjsi izolace
z pomérn¢ slozité smési latek. Proto jsem diethylaminovou skupinu v latce 1 nahradila
2-hydroxyethylmethylamino skupinou ve stejné pozici. Z 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (3), vychozi latky pro ptipravu vétSiny substituovanych pyrazin-2,3-
dikarbonitrild, jsem nukleofilni substituci jednoho chloru ziskala 5-chlor-6-(2-
hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril ~ (4).  Jednalo se  pouze
0 meziprodukt, ktery jsem kvuli vysoké nestabilit¢ neizolovala a pouzila pifimo
do nasledujici reakce. V dalsim kroku syntézy jsem na misto druhého chloru
substituovala terc-butylsulfanylovou skupinu. Pfipravila jsem tak 5-(terc-butylsulfanyl)-
6-(2-hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (6) pro naslednou cyklizaci.
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Pfi rekci prekurzoru (6) Sbezvodym octanem zineCnatym V prostiedi bezvodého
dimethylformamidu se mi bohuzel molekulu nepodaftilo zacyklit.

Z prubézné potizovanych TLC béhem syntézy latky 4, ale i 6 jsem zjistila
pritomnost jesté dalsi latky, kterd vznikala jiz pfi prvnim kroku piipravy. Podle NMR
spekter a elementarniho slozeni jsme ji identifikovali jako 4-methyl-3,4-dihydro-2H-
pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril (5). Terminalni hydroxylova skupina
hydroxyethylmethylaminu se po navazani aminoskupinou zacyklila za vzniku
morfolinového kruhu jak je patrné na Schéma 15. Kovéfeni struktury jsem se
pokousela vzniklou latku acetylovat, ¢imz by se piipadné zjistila pfitomnost
hydroxylové skupiny. Reakce podle o¢ekavani neprobihala, ¢imz se dale potvrdila

predpokladana struktura produktu 5.

77N

NC._ N _N
STO"0H HN

T X o
=

Ne” N a4

NC NS NP ®H2N\/\ NC_ _N_ _N
LA T— 11
=
=
NC N Cl NC N 0
5
Schéma 15. Mechanismus vzniku morfolinového kruhu

Tuto cestu pfipravy jsem opustila. Mezitim se diky ndhodnému objevu podafilo
zjistit, Ze u bezkovovyh derivath dochéazi k vyraznym rozdilim v R¢ hodnotach u latek
podobnych moji sérii. Rozhodla jsem se proto provést cyklizaci metodou statistické
kondenzace dvou ruznych prekurzort - 5,6-(terc- butylsulfanyl)-2,3-dikarbonitrilu (7)
ajiz diive pouzitym prekurzorem (1) — pomoci butanolatu hotfe¢natého s naslednym
odkovovanim vzniklé smési. Vychdzela jsem z pfedpokladu, Ze prekurzory maji
srovnatelnou reaktivitu, proto jsem pouzila vychozi latky v molarnim poméru 1:1.
AzaPc scentralnim atomem zinku vykazuji sice vysokou produkci singletového
kysliku, ale nizkou fluorescenci. Naopak hotecnaté komplexy dosahuji nizké produkce
singletového kysliku, ale naproti tomu vysoké fluorescence. Pro lepsi meéfeni

fluorescence jsem k cyklizaci pouzila hofe¢naté ionty. Vznikla velmi slozita smés
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reak¢nich produkt (8) — (22) véetné jejich izomerd. Smés hofecnatych komplext se

diky blizkym Rt hodnotdm nedala na TLC rozd¢lit, bylo nutné prevést ji na bezkovové

derivaty. K odstranéni hoi¢iku jsem pouzila reakci s kyselinou trifluoroctovou (TFA).

Z potizeného TLC byly patrné fluorescencni skvrny za startem, proto jsem odkovovani

zopakovala, tentokrate jsem pro polovinu produktu pouzila reakci s TFA a pro druhou

reakci s kyselinou p-toluensulfonovou za stejnych reakénich podminek. Jako vyhodné;si

se ukézala kyselina p-toluensulfonova, s kterou jsem odkovovani veSkerého produktu

zopakovala .

Obr. 21. TLC chromatografie latek
8-22

Pro identifikaci jednotlivych skvrn jsem
provedla preparativni TLC. Jednotlivé frakce
jsem poté vySkrabala z desky a extrahovala
do tetrahydrofuranu. Pfifazeni jednotlivych
kongenert  danym  frakcim  probéhlo
na zakladé MALDI-TOF spektroskopie.

Zvlastnosti byl ptfechod skvrny D
na TLC desce pod skvrnu E nebo nad ni podle
koncentrace.  Je-li skvrna D vice
koncentrovana neptfejde pres E a zistava
pod ni. V opaéném piipade, je-li koncentrace
niz8i, zustava D nad E (jako je tomu i na Obr.
21.).

Pro rozliSeni polohovych izomerd bylo
nutné provést separaci pomoci sloupcové
chromatografie, kterou jsem z ¢asovych

davodii nedokoncdila. Z dalSich vysledkt

ovSem vyplynulo, Ze jednotlivé kongenery nebude nakonec potieba separovat.

50



7 Zaver

V ramci mé diplomové prace jsem piipravila tyto prekurzory AzaPc:

o 4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril (5)

o 5-(terc-butylsulfanyl)-6-((2-hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-
dikarbonitril) (6)

Tetramerizaci prekurzoru se mi podafilo syntetizovat AzaPc:

o 2,9,16,23-tetrakis(terc-butylsulfanyl)-3,10,17,24-tetrakis(diethylamino)-
-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninatozine¢naty komplex (2)

Ze sloucenin 5-(terc-butylsulfanyl)-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
(1) a 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (7) jsem cyklizaci piipravila
smés nesymetrickych AzaPc (8-22) s riznym poctem perifernich aminoskupin, ze které

jsem vyizolovala preparativni TLC 8 frakci a charakterizovala je pomoci MALDI-TOF.
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UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE ,
FARMACEUTICKA FAKULTAN HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE A KONTROLY LECIV

SYNTEZA NESYMETRICKYCH DERIVATU
AZAFTALOCYANINU VI.

Vachova Lenka

Cilem bylo nalézt nejvhodné&jsi postup syntézy azaftalocyanini (AzaPc) s riznym
poctem dusikatych substituenti na periferii. Cyklizaci prekurzoru 5-(terc-
butylsulfanyl)-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (1) s jednou terc-
butylsulfanylovou a jednou diethylaminovou skupinou vznikl zine¢naty komplex (2)
slozeny ze Ctyf jednotek tohoto prekurzoru. Jeho R hodnota se pohybovala okolo
hodnot symetrického 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(terc-butylsulfanyl))-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninatozine¢natého komplexu, coz by znemoznilo
jejich izolaci ze smési. Dvoustupniovou syntézou byl pfipraven vice hydrofilni prekurzor
5-(terc-butylsulfanyl)-6-(2-hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (6)
pro naslednou cyklizaci. Pii jeho syntéze vznikl také vedlejsi produkt s novym
morfolinovym  kruhem  4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-
dikarbonitril (5). K cyklizaci prekurzoru s bezvodym octanem zine¢natym V prostiedi
bezvodého dimethylformamidu nedos§lo. Vzhledem k tomu, Ze u bezkovovyh derivat
podobnych latek  dochdzi k vyraznym rozdilim v Rs hodnotach, byly
k cyklizaci metodou statistické kondenzace pouzity dva vhodné prekurzory - 5,6-(terc-
butylsulfanyl)-2,3-dikarbonitril (7) a (1) v molarnim poméru 1:1. V prostiedi
butanolatu hofe¢natého vznikla velmi slozita smés 15ti hotfeénatych komplexi (8-22)
véetné jejich izomerd. Po odstranéni centralniho kovu pomoci kyseliny trifluoroctové
dochézi k snadnéjsi izolaci jednotlivych latek. Pro rozliSeni polohovych izomert bylo

nutné provést separaci pomoci sloupcové chromatografie.

Kli¢ova slova: Azaftalocyanin, tetrapyrazinoporfyrazin, statisticka kondenzace,
singletovy kyslik.

52



CHARLES UNIVERSITY IN PRAGUE
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL CHEMISTRY AND DRUG CONTROL

SYNTHESIS OF UNSYMMETRICAL DERIVATES OF
AZAPHTALOCYANINES VI.

Vachova Lenka

Aim of the work was to find optimal synthesis of azaphtalocyanines (AzaPcs)
with different number of nitrogen-containing peripheral substituents. Zinc complexes
(2) of AzaPc of tetrapyrazinoporphyrazine type were prepared by cyclization
of precursor 5-(tert-butylsulfanyl)-6-(diethylamine)pyrazine-2,3-dicarbonitrile (1). Its
Rs value corresponded exactly to the symmetrical 2,3,9,10,16,17,23,24 oktakis(tert-
butylsulfanyl))-1,4,8,11,15,18,22,25-(octaaza)phtalocyaninato zinc(1) complex
and they will not be isolatable from statistical mixture in future. Therefore, more polar
precursor 5-(tert-butylsulfanyl)-6-(2-hydroxyethylmethylamine)pyrazine-2,3-
dicarbonitrile (6) was synthesized for tetramerisation. Side product containing new
morpholine ring was also isolated - 4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-
b][1,4]oxazine-6,7-dicarbonitrile (5) during preparation of (6). The cyclization of (6)
in anhydrous zinc acetate and anhydrous dimethylformamide was unsuccessful.
Serendipitously, we have uncovered that metal-free derivatives similar to my differ
in R¢ values. Therefore, mixture of 15 magnesium phtalocyanines complexes (8-22)
including their isomers was obtained from the statistical synthesis of 5,6-(tert-
butylsulfanyl)-2,3-dicarbonitrile (7) and dicarbonitrile (1) in magnesium butoxide at the
1:1 ratio. The central magnesium can be removed in acidic media (TFA) and several
metal-free derivatives can be isolated by preparative TLC. The mixture of positional

isomers is necessary to separate by column chromatography on silica.

Keywords: Azaphthalocyanine, tetrapyrazinoporphyrazine, statistical condensation,

singlet oxygen.
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