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AzaPc
AzaNc
DMF
Hp
HpD
ISC

Pc
PDT
PS
PUVA
ROS
THF
TLC
TQP

Seznam zKkratek

azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

azanaftalocyanin (azanaphthalocyanine)
dimethylformamid

hematoporfyrin

derivaty hematoporfyrinu (hematoporphyrin derivatives)
mezisystémova preména (intersystem crossing)
naftalocyanin (naphthalocyanine)

ftalocyanin (phthalocyanine)

fotodynamicka terapie (photodymaic therapy)
fotosenzitizér (photosensitizer)

psoralen + UVA (metoda fotochemické terapie)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)

tetrachinoxalinoporfyrazin (tetraquinoxalinoporphyrazine)



3. Cil prace

Svou rigorozni praci jsem navazal na svou diplomovou praci, ve které jsem
ptipravil oktasubstituovany derivat 2,6-diisopropylfenoxy azaftalocyaninu (AzaPc)!. V
predkladané praci jsem se zaméfil na pfipravu stejné substituovaného derivatu, avSak
tentokrat zakladni skelet tvofil tetrachinoxalinoporfyrazin (TQP). Cilem mé rigor6zni
prace bylo tedy pripravit 2,3,11,12,20,21,29,30-oktakis(2,6-diisopropylfenoxy)-tetra
[6,7]chinoxalinoporfyrazinato zine¢naty komplex (obr. 1).

TQP maji oproti AzaPc posunut Q-pas (viz. nize) k vysSim vinovym délkam.
Tato vlastnost je z hlediska fotodynamické terapie (PDT) vyhodna, nebot” miizeme pro
aktivaci fotosenzitizéru (PS) pouzit svétlo vétSich vinovych délek, které je schopno

proniknout hloubé¢ji do tkani.
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Obr. 1: Cilova struktura



4. QObecna ¢ast

Slune¢ni paprsky dopadajici na zemsky povrch jsou nezbytné pro existenci
zivota. Mezi zakladni procesy, které umoznily vznik zivota na Zemi, patii bezpochyby
fotosyntéza. Jednd se o biochemicky proces, pfi kterém se méni energie slune¢niho
zéafeni na energii chemickych vazeb. Obdobn¢ jako pfiroda vyuzila energie slunec¢nich
paprski ke vzniku zivota, tak se i ¢lovék naucil pouzivat tuto energie ke svému
prospéchu. Jednim z mnoha smérti bylo vyuziti v medicing. Lé€ebné procedury, jejichz
nezbytnou soucasti je svétlo, mizeme rozd€lit na fototerapii a fotochemoterapii.

Ve fototerapii je svétlo hlavnim lécebnym Ccinitelem. Tato metoda spociva ve
vystaveni pacienta viditelnému, UVA nebo UVB zéfeni. Blahodarné ucinky svétla
pozorovali uz ve starovékém Egypté, Indii nebo Cing, kdyz za jeho pomoci 1é¢ili
vitiligo, lupénku a dokonce i psychozy?2 Ve starovékém Recku se o rozvoj fototerapie
zaslouzil Herodotus. Ten ji oznacoval jako helioterapii a pouzival ji k 1é€bé mnoha
onemocnéni’. K prikopnikiim fototerapie v moderni historii patii dansky fyzik Niels
Finsen. Tomu se na zacCatku 20.stoleti podafilo pomoci Cerveného svétla vylécit
nestovice a kozni formu tuberkul6zy, za coz obdrzel v roce 1903 Nobelovu cenu®.

V dnesni dob¢ se fototerapie vyuziva piedevSim v dermatologii a psychiatrii pii 1é€be
depresi, poruch spanku a cirkadiannich rytmt.

Naproti tomu fotochemoterapie vyuziva kromé svétla jest¢ chemickou latku,
tzv. fotosenzitizér (PS). Tato latka je aktivovdna neionizujicim zafenim, tedy stejnym
jako se vyuziva ve fototerapii a tim dochazi k pozadovanému ucinku’. I tato 1é¢ba byla
vyuzivana ve starovékém Egypté 4000 let pf. n. 1. Egyptané pouzivali peroralné
podavané rostliny s obsahem psoralenu k 1é¢bé koznich nemoci®. Obdoba této metody,
znamé jako PUVA, se pouziva dodnes pii 1é¢bé lupénky a v imunoterapii.

Z fotochemoterapie lze vyclenit dalsi lécebnou metodu, pro kterou je kromé
svétla a PS nezbytny jesté kyslik, tzv. fotodynamickou terapii (PDT). Pii PDT je
energie elektromagnetického zafeni (svétla) absorbovana PS a ten ji pfeda kysliku, z
n¢hoz se vytvoii reaktivni formy (ROS) a singletovy kyslik. Tyto formy kysliku
napadaji okolni biomolekuly, oxiduji je a dochazi k poruseni jejich funkce, coz vede ke

smrti takto zasazené bunky.



4.1. Historie fotodynamické terapie

Zakladni poznatek o PDT je neodmyslitelné spjat s objevem, ktery ucinil Oscar
Raab pred vice nez sto lety. Tento student profesora Hermanna von Tappeinera
publikoval na ptelomu 20.stoleti zpravu o smrticim efektu akridinové ¢ervené (obr. 2)
a svétla na prvoky rodu Paramecium’. O tento pozoruhodny objev se zaslouZzila nejen
vnimavost O. Raaba, ale také samotna ptfiroda, nebot’ potfebné svétlo bylo v tomto
ptipadé reprezentovano bleskem behem bourky. V prubéhu dalSiho pozorovani Raab
zjistil, Ze uCinek akridinu ozéafeného az po podani, je mnohondsobné vétsi nez
samotného akridinu, svétla nebo akridinu ozdfeného pied podanim®. Soubézné
s O. Raabem publikoval francouzsky neurolog Prime zpravu o pacientech s epilepsii,
u kterych byla pozorovana silna fotosenzibilizace po podani eosinu (Obr. 2)°. V roce
1903 von Tappeiner s francouzskym dermatologem Jesionkem popsali 1é€bu koznich
nadortt pomoci lokalné podavaného eosinu s naslednym ozafenim bilym svétlem!?.
O necely rok pozdéji von Tappeiner s Jodlabuerem dokazali, ze k fotodynamické reakci
je zapotiebi kyslik. Tt roky na to von Tappeiner poprvé pouzil vyraz “fotodynamicky
efekt™!!,

Spojenim poznatkd, které byly uvetejnény zacatkem 20.stoleti a jiz zndmymi
vlastnostmi hematoporfyrinu (Hp) (Obr. 2) vznikly dalsi studie, které byly u zrodu PDT.
Prvni zndmy zdznam o pouziti Hp jako potencidlni latky pro PDT se datuje do roku
1911, kdy videnisky védec Hausmann popsal kozni reakci u mysi, kterym podal Hp
a nasledné je ozafil svétlem!2. Na zakladé jeho poznatki byla v nasledujicich letech
objasnéna podstata onemocnéni zvaného porfyrie. Pacienti s timto onemocnénim mayji
vrozenou poruchu tvorby ¢erveného krevniho barviva, jehoz zékladni sloZzkou je hem.
Dochazi pak vétSinou ke kumulaci fotosenzitizujicich porfyrini, jez jsou
biosyntetickymi prekurzory hemu, ¢imz se vysvétluje fotosenzibilizace pacientd. Tyto
poznatky shrnul ve svych pracich Fischer!3 a byl za né roku 1943 ocenén Nobelovou
cenou. Fischer upozornil také na to, ze by se Hp dal pouzit v klinické praxi pro PDT,
avsak nikdy se o to sdm nepokusil. Tento riskantni krok ucinil v roce 1913 jeho kolega
Meyer-Betz. Sdm sob¢ si injekéné podal 200 mg Hp. Vysledkem byla dlouhotrvajici

bolest a otok mista exponovanych svétlu'4.



Béhem dalsich studii, které ucinil francouzsky fyzik Policard, bylo zjisténo, ze
Hp se kumuluje v nadorové tkani, ktera po ozafeni UV svétlem Cervené fluoreskuje's.
Policard inspiroval mnoho dalSich védcl a vznikla tak novad diagnostickd metoda
k detekci naddorove tkan€. V 50. letech téhoz stoleti se podatilo Schwartzovi s Lipsonem
ptipravit latky s daleko vétsi ucinnosti nez mél hematoporfyrin. Nazvali je derivaty
hematoporfyrinu (HpD), nebot se jednalo o latky s podobou chemickou strukturou
vzniklé pii ¢isténi Hp. Tyto latky byly nejprve pouzity k diagnostickym Gcéelim!®,
nasledovala 1é¢ba nddori u mysi a konecné pozitivni 1écba pacienta s nadorem
mocového méchyie, kterou zvetejnil Kelly 7.

Za otce moderni PDT miizeme pradvem oznacit Thomase Doughertyho. Nejenze
zdokonalil postupy pii syntéze a Cisténi HpD, které mohly byt ndsledné pouzity pro
primyslovou vyrobu, ale také v roce 1977 uspofddal mezindrodni symposium, které
25 pacientt trpicich nejriiznéj$Simi formami rakoviny s celkem 113 primarnimi nebo
sekundarnimi loZisky. Z téchto 113 loZisek se mu jich podatilo 98 kompletné vylécit, 13
vylécit ¢astecné a pouze 2 nevykazovala zndmky zlepSeni.

Po Doughertyho uspéchu se PDT zacalo vénovat mnoho dalSich védct, kteti
provedli a dodnes provadi klinické studie zaméfené na nejriznéjsi tkané zasaZené
nadorovym bujenim. Jind skupina védci se zaméfila na pouziti PDT pii1 lécbe
nenadorovych onemocnéni jako napft. senilni makularni degenerace. Dalsi skupina se
snazi pfipravit nové latky, které budou mit z hlediska PDT lepsi vlastnosti neZ dlouho

pouzivany Photofrin® (HpD).
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Obr. 2: A: Akridin B: Eosin C: Hematoporfyrin
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Tabulka 1.: Pfelomové momenty pro rozvoj fotodynamické terapie

Rok Osoba Udalost
Cytotoxicky efekt (smrt prvoki rodu
1900 O. Raab Paramecium) kombinace akridinu a svétla
) Pomoci eosinu a bilého svétla se podatilo vylécit
H. von Tappeiner . o
1903 A Jesionek kozni nador.
- Jesione Poprvé pouzit termin “fotodynamicky efekt”
1903 F. Niels Nobelova cena za lévébu kozni tuberkulozy
svétlem
1911 Hausmann Pokus s Hp na mySich
1913 F. Meyer-Betz Prvni pouziti hematoporfyrinu na ¢lovéku
1955 S. Schwartz Syntéza HpD
1960 R. Lipson Fotodetekce nadori pomoci HpD a jeho
E. J. Baldes akumulace v nadorech
1975 T. J. Dougherty Lécba tumort krys pomoci HpD
1975 Kely Lécba lidského nadoru ‘cvr.atrrlsplantovaného mysSim
za pouziti HpD
1978 T. J. Dougherty Rozséhl¢ klinické zkousky pouziti HpD v PDT
Registrovan porfimer sodny pod komerénim
1993 QLT Inc. nazvem Photofrin® a zaveden do klinické praxe
k 1é¢be rakoviny

4.2. Principy fotodynamické terapie

PDT je nejmén¢ invazivni metodou 1écby nadort a jinych benignich procesti. Ve

srovnani s ostatnimi metodami (chirurgie, chemoterapie) nedochazi k vyraznému

poskozeni okolni tkdné. Mezi dalsi vyhody patii Casova nezavislost na ostatnich

lécebnych metodach. Miize byt aplikovana dokonce i béhem chirurgického zakroku.

Jak je demonstrovano na obr. 3 pribéh PDT muze byt rozdélen do 4 krokd.

Nejprve injekéné aplikujeme PS do téla pacienta. Poté dochazi po urCitou dobu ke

kumulaci PS v neoplastické tkani. Kumulace PS muze trvat v fddu minut nebo také dni.
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V nasledujici fazi je pacient ozdifen svétlem o urCité vinové délce, ¢imz dochazi k

aktivaci PS, vzniku ROS a nasledné destrukci nadorové tkan¢.

aplikace PS kumulace PS

ozareni uzdraveni

Obr. 3: Pribéh fotodynamickeé terapie

PDT funguje na principu predavani energie mezi jednotlivymi slozkami.

Elektromagnetické zareni ur¢ité vinové délky (energie) je pohlceno fotosenzitizérem

(latkou schopnou absorbovat svétlo), ¢imz se dostava do excitovaného stavu. Nasledné

dochazi k ptedani energie molekularnimu kysliku,

ktery se pfeméni na ROS a singletovy

kyslik!®. Tyto vysoce reaktivni molekuly jsou schopné oxidovat fadu biomolekul, ¢imz

dochazi k usmrceni bunék a destrukci nadorové tkdné. Kromé ptimého efektu PDT

zpisobuje zmény v krevnim zdsobeni a aktivaci imunitniho systému. Tyto tfi

mechanizmy umoziuji ziskat kontrolu nad ristem nddoru a podili se 1 na jeho

koneéném zniceni.

4.3. Fotodynamicky efekt

Princip fotodynamického efektu nejlépe

diagram (obr. 4).

Sn

S

8

ENERGY
iy
<
'

N N L AW N~

Sy %0, —

vystihuje modifikovany Jablonského

. Absorpce svétla

. Fluorescence

. Vnitini konverze

. Mezisystémova premeéna (ISC)
. Fosforescence

. Fotoproces typu II

. Fotoproces typu I

Obr. 4: Modifikovany Jablonského diagram?®
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PS absorbovanim svételného kvanta piechdzi ze singletového stavu (S,) do
excitovaného stavu (S;-S,). Tento stav trva velice kratkou dobu, proto se predpoklada,
ze téméf neovliviiuje fotodynamickou aktivitu PS. Z excitovaného stavu se PS muzZe
uvolnit tfemi zpasoby: fluorescenci, vnitini konverzi a mezisystémovou pieménou °!.

U vnitini konverze dochézi ke srazce molekul PS s molekulami rozpoustédla za
soucasného uvolnéni energie ve form¢ tepla. Teplo uvolnéné b&hem tohoto pfechodu
muZe mit také u¢inek na bunku.??
premény (ISC, intersytem crossing). PS se dostava do tripletového stavu (7). Pfechod
do tripletového stavu vyzaduje inverzi spinu jednoho z elektront. Jedna se tedy o
spinem zakazany proces. Dobré PS vSak prechdzeji do tripletového stavu pomérné
snadno. V tripletovém stavu se PS nachazi pomérné dlouhou dobu a to jim umozZiuje
interakci s okolnimi molekulami. Ze stavu 7; se miize PS uvolnit nejméné¢ dvéma
cestami. Jednou z nich je radiacni fosforescence a druhou je neradiacni vymeéna spinu
s jinou molekulou. Pfi anoxii je pfeddn molekule biologického substratu elektron
(fotoproces typu 1) a v opatném piipad¢ pfevazuje prenos energie na molekularni kyslik

(fotoproces typu II) *. Oba fotoprocesy jsou zakladem vlastni PDT.

4.3.1. Fotoproces typu I

Pti1 fotoprocesu typu I dochdzi k odstépeni vodiku nebo k piesunu elektronu
mezi excitovanym fotosenzitizérem (PS*) a substratem, rozpoustédlem nebo jinym PS.
Vznikaji vysoce reaktivni radikdly a radikdlové ionty, které mohou reagovat s
molekularnim kyslikem a vytvafet ROS (napt. superoxid, O:*) nebo ireverzibilné

poskodit biologicky substrat (Obr. 5)2!.

PS* + PS* —> PS*+PS-

PS* + sub —— sub® +PS- sub - substrat
PS-+0, — PS+0y PS - fotosenzitizér
sub* + O ——— oxidace sub

sub + O ——— oxidace sub

Obr. 5: Reakce probihajici pti fotoprocesu typu I
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4.3.2. Fotoproces typu II

Pti fotoprocesu typu II dochazi k pienosu energie z PS* na zakladni stav
kysliku. U ného dojde k inverzi spinu jednoho z elektronti a tvorb¢ singletového kysliku
(102). '02 je silné reaktivni Castice a je schopna oxidovat fadu biomolekul napt.:

cholesterol, nenasycené mastné kyseliny a nékteré aminokyseliny (Obr. 6 a 7)?!.

PS* +30, —— PS+10; X - biomolekula
10,+X  —— oxidace PS - fotosenzitizér

Obr. 6: Reakce probihajici pti fotoprocesu typu II

CgHyz CgHyz
I > 1 >
0,
—
OOH

Cholesterol

o] o]
N o) N
HN N 2 HN — >\
| —
)\\ NS
HoN N NH HAN N NH
2 2 00

Guanin

Obr. 7: Oxidace a cyklooxidace biomolekul

Singletovy kyslik zpisobuje bunéénou smrt béhem fotodynamického efektu. Fotoproces
typu I ziskava na dulezitosti v hypoxickém prostiedi napf. solidni tumory. ROS se
kromé piimé destrukce nadorovych bun¢k podileji také na zmeéndch v krevnim zasobeni

nadorové tkané a imunitni odpovédi, které se spoluucastni pii destrukei nadoru.

4.3.3. Zmény v krevnim zasobeni
Zivotaschopnost vech tkani, tedy i nddorové, je zavisla na mnozstvi kysliku a
zivin dodavanych cévami. V roce 1989 bylo zjisténo, ze PDT vyvolava uzavieni cév

v misté ozafeni!”. Uzavéry cév jsou vyvolany téméf okamzité vazokonstrikci cév. Po
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nekolika hodinach dochazi k tvorbe trombi, které ptispivaji k dlouhodobé kontrole nad
nadorem popft. k jeho zni¢eni. Nedostatek kysliku v prvnich fazich terapie, zplisobeny
pfedevsim vazokonstricnim efektem, miliZze spiSe omezovat 1écbu, proto se zaind spise
s malymi davkami svétla po delSich ¢asovych intervalech. Vliv plisobeni na cévy je také
zavisly na typu pouzit¢ého PS. U porfimeru sodného a hydrofobnich Pc ptevazuje
vazokonstri¢ni efekt, kdezto u talaporfinu (Laserphyrin®) dominuje tvorba trombu?3.
Uzavéry krevnich cest hraji v PDT dilezitou roli, pfedev§im u PS s nizkou
selektivitou k nadorové tkani nebo kratkym biologickym polo¢asem. U téchto latek se

wewvr

destrukce nadorové tkané**.

4.3.4. Imunitni odpovéd’

Po aplikaci PDT dochazi velice ¢asto k aktivaci imunitniho systému v mistech
ozateni. Napadena tkan produkuje mnoho bunécnych zbytkli ze znicenych bunék. Ty
jsou signalem pro neutrofily, které vnikaji do poskozené tkané, uz po n¢kolika minutach
po ozafeni. Neutrofyly vylucuji lysozomalni enzymy, které ni¢i okolni buiky a je
zahajen zéanétlivy proces. Po smrti neutrofyly uvolni svlij obsah, ktery pisobi jako
chemotakticky signal pro dalsi prozanétlivé bunky. Do posSkozené tkané se dostavaji
zirné bunky, monocyty a makrofdgy a rozviji se tak silné zanétlivy proces, ktery
ptispiva ke kone¢nému zni¢eni nadoru?.

Velice zajimavou studii provedla skupina kolem Hendersonové, kterd pouzila
lyzat z nddorovych bunék izolovanych po PDT k vakcinaci mys$i proti dalSimu rozvoji
nadoru?¢. Pokud by jejich piedpoklady byly spravné, znamenalo by to, Ze bychom se
jednou mohli dockat ockovani proti rakoviné. K potvrzeni této domnénky bude vSak

zapotiebi mnoho dalsi studii.

4.4. Kyslik

Jak bylo popsdno v piedelSlych kapitolach hraje kyslik a predev§im jeho
reaktivni formy v PDT rozhodujici roli. Jsou hlavnimi cytotoxickymi agens
zpiisobujicimi nekrézu a apoptdzu postizené tkan€. Soucasné je kyslik také limitujicim

faktorem. Neoplasticka tkan je obecné méné zasobena krvi, coz vede k lokalni hypoxii.
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Béhem PDT dochazi k vaskularnimu poskozeni, coz piisun kysliku jesté zmenSuje.
Nedostatek krevniho zasobeni omezuje pouziti PDT hlavné u solidnich tumora?’.

Na dilezitost kysliku pro PDT upozornil v poloviné minulého stoleti Moan se
svymi kolegy. Ten se také zaslouzil o zdokonaleni metod k detekci singletového
kysliku. Jeho metoda je zalozena na reakci singletového kysliku se stericky chranénym
aminem. Z 2,2,6,6,-tetramethylpiperidin-4-onu vznikne stabilni nitroxidovy radikal (obr.
8), ktery lze méfit pomoci elektronové resonance’®. S pouzitim této techniky byl
schopen naméfit koncentrace singletového kysliku okolo 10-® M. Dale poukazal na
extrémné kratkou dobu Zivota singletového kysliku, kterd se pohybuje fadové v setinach
mikrosekund. Maximalni vzdalenost, kterou muze 'O, urazit b&hem své kratké
existence, je ptiblizn¢ 0,01-0,02 pm®. Pii tloust’ce cytoplazmatické membrany
0,025-0,05 um je jasné, ze singletovy kyslik, ktery vznikne v extraceluldrnim prostoru,
nemuze proniknout do bunky. Pokud chceme poskodit organely bunky, musi PS

proniknout do intracelularniho prostoru3?

o] (o]

Obr. 8: Vznik stabilniho nitroxidového radikalu

4.5. Svétlo a priinik svétla tkanémi

Pokroky v PDT nejsou zavislé pouze na vlastnostech PS. Ve stejné mife zavisi i
na pokrocich v tkanové optice, véd¢ zabyvajici se prunikem svétla tkanémi. Abychom
spravné pochopili prinik svétla tkdnémi, musime si nejprve popsat svétlo samotné.

Svétlo je viditelna ¢ast elektromagnetického zateni. V celkovém spektru zaujima
jen zanedbatelnou ¢ast, kterd ma vSak pro ¢lovéka rozhodujici vyznam. Nachazi se v
rozmezi 390 - 770 nm. Jak je vidét na obr. 9, plati mezi vlnovou délkou a energii
nepiima uméra.

Pfi vlnovych délkach vysSich nez 800 nm vznika tripletovy stav PS, ktery se
miZe od zakladniho stavu liSit o méné nez 94 kJ/mol, coZ je minimalni energie potiebna

ke vzniku singletového kysliku3!.
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Obr. 9: Zavislost energie elektromagnetického zafeni na jeho vinové délce

Ve vysokych vinovych délkach je tedy limitujicim faktorem nizka energie
elektromagnetického zareni. Na opacném konci hraje rozhodujici roli v praniku svétla
tkanémi absorpce a rozptyl svétla. Pfi nizsich vlnovych délkach dochazi k pohlcovani
svétla endogennimi chromofory (hemoglobin, melanin) a také k vétSimu rozptylu svétla.
To znamend, ze svétlo nizSich vinovych délek ma sice vysokou energii, ale neni

schopno proniknout dostate¢né hluboko do tkani (obr. 10).

VNN

nm 800700 600 500 400

Membrane

1cm

Obr. 10: Zavislost vinové délky na hloubce pruniku svétla

Z vyse uvedenych vlastnosti svétla a lidské tkané vyplyvéa idealni rozsah
vinovych délek 680-800 nm pouzitelny v PDT. Zde je snaha syntetizovat PS, ktery by
absorboval pfi co mozna nejvyssich vinovych délkach.

Zvlastnim jevem pii PDT je tzv. samostinéni. Timto pojmem se oznacuje jev,
kdy samotny PS omezuje prinik svétla do dalSich tkdni. Tento fenomén mizeme

pozorovat piedevsim u PS, které vyrazné absorbuji pii 1é¢ebné vinové délce’?.
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Jako zdroje svételného zéafeni se nejCastéji pouzivaji lasery, ale daji se pouzit
napi. i LED diody. U vnitinich nadorti je nutné svétlo k néadoru pfivést pomoci
optickych vlaken. Jak bylo popsano v pfedchozich odstavcich, hloubka priniku svétla
z4visi predev§im na jeho vlnové délce. Schopnost svétla pronikat tkanémi je dale
ovlivnéna vykonem laseru, technickou konstrukci, pracovnim rezimem pfistroje a
samoziejmé také zplisobem prace s laserem. Hloubka priiniku svétla také zavisi na typu
tkan¢. Svétlo nejlépe pronikd tukovou tkani. Svalova tkan je na tom o poznani hufe,
nebot’ obsahuje vysoké procento hemoglobinu. Je znamo i laserové svétlo, které je
schopno proniknout kosti. Obecné vSak plati, Ze kostni tkan je pro svétlo nejméné

propustna.

4.6. Fotosenzitizér

Jednim z nejvétsich problémi u prvniho klinicky pouzivaného PS - Photofrinu®
(HpD) byla jeho chemicka nejednotnost. U novéjSich PS se jedna o Cisté a dobie
charakterizovatelné latky.

Zakladni vlastnosti idedlniho PS by méla byt vysoka kumulace v neoplastické
tkani. Vétsina latek, které se dnes pouzivaji jako PS, se vice ¢i méné¢ kumuluji v
neoplastické tkéni. Toto chovani PS se dodnes nepodatilo zcela objasnit. Existuji rizné
predpoklady, pro¢ tomu tak je. PS jsou vétSinou latky bazické, a proto se koncentruji v
prostfedi s niz§im pH (tumor). DalSim vysvétlenim miize byt zvySend propustnost
cévnich stén nebo zvysena fagocytdéza v nadorové tkani3. HpD se vyznacuji velikou
afinitou k lipoproteinim a vzhledem k tomu, ze v neoplastické tkani je zvysené
mnozstvi LDL-receptort, dochazi k jich kumulaci?*.

Vzhledem k vlastnostem elektromagnetického zareni je dilezité, aby PS mél
maximalni absorpci ve vysSich vinovych délkach viditelného svétla. Svétlo ma jeste
dostate¢nou energii a zarovei je schopné proniknout hloubéji do tkané¢.

Dalsim vyznamnym faktorem v pouziti latky jako PS je jeji toxicita za tmy.
Jakékoliv ucinky, které ma latka bez aktivace svétlem, se povazuji za nezadouci. Mezi
dalsi ptedpoklady patii kratky biologicky polocas. VétSina PS maé tendenci se
kumulovat v kizi a vzhledem ke svym vlastnostem zpiisobuji nezadouci fotosenzitivitu,

ktera maze trvat az nékolik tydnda.
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Vzhledem k tomu, ze pro PDT je rozhodujici vysoky kvantovy vytézek
singletového kysliku, mél by byt tento vytézek co mozna nejvetsi.

Pokud si PS zachova svou fluorescenci, mize byt vyuzit k diagnostickym
uceltim v onkologii nebo také pti kontrole lokalizace PS.

Ideélni PS by mél mit vlastnosti shrnuté v tabulce 2. Zaroven by mél byt snadno
pfipravitelny z bézn¢ dostupnych latek s moznosti automatizace vyroby. Jeho vyroba by

byla levnéjsi a PS by se stal dostupnéjsi pro §irsi verejnost.

Tabulka 2: Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru

Vlastnosti specifické pro PS Vlastnosti idealniho 1é¢iva
kumulace v neoplastické tkani minimalni toxicita
nejvyssi absorpce pii 680-800 nm kratky biologicky polocas

vysoky kvantovy vytézek tripletového ' o
moznost modifikovat kinetiku
stavu

fluorescence snadna snytéza

vysoky kvantovy vytézek singletového

dostupnost
kysliku

chemicka Cistota

4.6.1. Struktura fotosenzitizéru

Vétsina dnes pouzivanych PS je odvozena od tetrapyrrolového aromatického
jadra. Toto jadro se vyskytuje v mnoha piirodnich barvivech (hem nebo chlorofyl).
Zakladni strukturu tedy tvofi Ctyfi pyrrolova jadra, ktera jsou spojena pires methinové
mustky. Pfirozen¢ se vyskytujici porfyriny (obr. 11) jsou tvofeny aromatickym
systtmem z 18 m-elektronti. Pyrrolové kruhy se oznacuji pismeny A, B, C a D.
Methinové mustky v polohach 5, 10, 15 a 20 se nazyvaji téz meso uhliky.

Porfyriny maji maximalni vinovou délku absorpce v oblasti 630 nm. Redukci
jedné dvojné vazby na pyrrolovém kruhu vznikaji chloriny (obr. 11) a redukci dvou
takovychto vazeb vznikaji bakteriochloriny (obr. 11). Maximalni vinova délka absorpce

chlorinii se posouva do oblasti 650-690 nm, u bakteriochlorinti do oblasti 740-800 nm.
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Také vzrhsta intenzita absorpce pii této vinové délce. Oba tyto faktory jsou pro PDT
velice zadouci. Bakteriochloriny jsou vsak pfi skladovani zna¢né nestabilni.

Latky odvozené od tetrapyrrolit maji obvykle Siroké absorpcni pasmo v oblasti
400 nm, znamé jako Sorettiv pas nebo-li B-pas. Druhd, pro PDT vyznamné;jsi absorpce,
vlnovych délkach (630 nm) s nizkym extinkénim koeficientem.

Izosterni nahradou meso uhliki za atomy dusiku a ptikondenzovanim
benzenového jadra na kazdy pyrrolovy kruh vznikaji ftalocyaniny (Pc). Tyto latky maji
Q-pas v Cervené oblasti viditelného svétla (670-700 nm) a vyrazné zesilenou absorpci
pii této vinové délce. Prave tyto vlastnosti jsou zadkladem idealniho PS a proto jim byla
v poslednich letech vénovéana velka pozornost. Kvantovy vytézek singletového kysliku
je u Pc zavisly na délce Zivota tripletového stavu. Pfitomnost centralné chelatovanych
kovli a polokovil (napt.: Si, Zn nebo Al) miize tento stav prodlouzit a tim zvysSit
ucinnost PS.

Vyse zmitlované latky nebo jejich derivaty se v PDT pouzivaji nejvice. Ve
vyzkumu je fada dalSich latek, at’ jiz ptirodniho charakteru nebo syntetickych. Védci se
je pokouseji testovat na PDT a ptipadné modifikovat jejich vlastnosti, aby se co mozna
nejvice piiblizili vlastnostem idedlniho PS. Mezi tyto latky patii napt.: fenothiazinova
barviva (methylénova modf), xanthenova barviva (bengalska Gervei) nebo hypericin3’

(obr.11).
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Obr. 11: Vybrané struktury fotosenzitizérii
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4.6.2. Rozdéleni fotosenzitizéri

Na zakladé vyse zminénych vlastnosti miizeme fotosenzitizéry rozdé€lit do tii
generaci. Prvni generaci tvofi pouze HpD, které se vyznacuji nékterymi nevyhodnymi
vlastnostmi, kvili nimZ byly pfipraveny latky druhé generace. Latky druhé generace
jsou chemicky jednotnéj$i a maji posunutou maximalni absorpci do vyssich vinovych
délek nez HpD. Do posledni generace patii PS druhé generace spojené s nékterymi

biomolekulami, coZ umoziuje cilengjsi distribuci v t&le3®.

Prvni generace

HpD (porfimer sodny, Photofrin®) jsou prvni skupinou PS, které byly v roce
1993 v Kanadé zavedeny k 1écb¢ rakoviny mocového méchyie. Mezi hlavni nevyhody
porfimeru patii chemické nejednotnost. Nejedna se o chemicky jasné definovanou latku,
ale spiSe o sm&s dimerd (obr. 12) a oligomert. Dals§i nevyhodou je nizk4 aktivacni
vlnova délka, takZe svétlo nemiiZze pronikat hloubéji do tkani. HpD ma nizky extinkéni
koeficient, a tim padem je potieba podavat vysoké davky. Navic jeho selektivita k
nadorové tkani neni pfili§ vysokd a ma dlouhy biologicky polocas, takZe neumoziuje
pacientovi brzky navrat do bézného zivota - vysoka fotosenzibilizace ktize pretrvava az

2 mésice.

HO OH

COOH COOH

COOH COOH

Obr. 12: Ptiklad ¢asti HpD
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Druha generace

Struktura latek druhé generace byla popsdna v predchozi kapitole.
Od 1. generace se lisi pfedevs§im absorpci svétla pii vysSich vinovych délkéach, vysokym
extinkénim koeficientem, minimélni toxicitou za tmy a v neposledni fad¢ se jedna
o chemicky jednotné a snadno charakterizovatelné latky3’. Popisem jednotlivych PS
jsem se vénoval ve své diplomové pracil. Na toto téma bylo také uvefejnéno mnoho
odbornych praci*!33, a proto zde uvadim pouze piehled klinicky vyznamnych PS

soucasnosti (tabulka 3).

Treti generace

Jako tfeti generace byvaji ozna¢ovany konjugaty, které jsou tvofeny PS 1. nebo
2. generace s biomolekulou. NejcastéjSimi latkami tvofici fotosenzitivni Cast byvaji
porfyriny. Jejich vyhodou je snadnd pfiprava a také fakt, ze o nich mame nejlepsi
znalosti, ale prosazuji se vyrazn¢ i dalsi derivaty, zejména Pc. Biomolekulou byvaji
nejcastéji steroidy, sacharidy (obr. 13), polynukleotidy, peptidy atd. Hlavni vyhodou PS
3.generace je cilena distribuce, napt.: steroidy se vazi na své receptory?’. Tyto latky jsou

zatim ve vyvoji a jejich pouzitelnost v PDT ukéze az cas.
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Obr. 13 Derivat ftalocyaninu konjugovany s cyklodextrinem
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Tabulka 3: Klinicky vyznamné fotosenzitizéry3!-33

Léciva latka Onemocnéni Aktivacéni A [nm]
Nazev
Ex.k. [M -lem™] Ozareni po inj. Délka senzibilizace
, karcinom jicnu, ktize, plic
porfimer sodny R o 630
Photofrin® a dé€lozniho krc¢ku
3,0x103 24-48 hod. 2-3 mésice
verteporfin pat. myopioev, karcinom 690
Visudyne™ kiize
9,5x10* 30-150 min. 3-5 dni
temoporfin karcinom kize na hlavé a 652
Foscan® krku
3,0x10* 24-48 hod. 6 tydnt
ALA karcinom k?ie, ) 632
Levulan® fotodetekce mo¢. méch.
<5,0x103 - 1-2 dny
methylester-ALA p rekancer()zyvkui?, 632
Metvix® fotodetekce mo€. méch.
<5,0x103 - 1-2 dny
- ® hexylester-ALA fotodetekce moc. méch. 632
C€XV1X
<5,0x103 - 1-2 dny
B ® benzylester-ALA fotodetekce jicnu 632
€nzvix
<5,0x103 - 1-2 dny
karcinom prsu, prostaty,
Purlityn® rostaporfin kize, AIDS 664
2,8x104 24 hod. 1 mésic
talaporfin solidni tumory, AMD 664
Laserphyrin®
3,8x104 4 hod. 3-7 dni
lutecium motexafin karcmomvprvorstaty, hlavy, 732
Antrin® dél. ¢ipku
4,2x104 3-5 hod. minimalni
lutecium motexafin karcmomvpr(v)’staty, hlavy, 732
Lutex® dél. ¢ipku
4,2x104 3-5 hod. minimalni
sulfcglcivany l.lhmty solidni tumory v podkozi 670
Photosens alocyanin
2,5%10* 24-72 hod. 8-10 dni
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5. Metodicka Cast

5.1. Ftalocyaniny, naftalocyaniny a jejich azaanaloga

Stejné¢ jako se ftalocyaniny (Pc) lisi od azaftalocyaninti (AzaPc) izosterni
nahradou jednoho nebo vice atomi uhliku za dusik, mizeme fici, Ze z naftalocyaninti
(Nc) vznikaji azanaftalocyaniny (AzaNc) (obr. 14). Do této skupiny patii
1 tetrachinoxalinoporfyraziny (TQP) (obr. 14). Zatimco studiem Pc a AzaPc se zabyvalo
nespocet studii, je situace u Nc znatelné hor$i. O skupiné AzaNc, pfedev§im pak tetra

[6,7]chinoxalinoporfyrazint, jsem v odbornych periodicich nasel pouze 2 studie’®-3,

o r\/—:\r\
\ 7/ \_/

r\ N N/ N N
oo od e
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r\ N - r\ N N N
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<\ /> \_/
Ftalocyanin Tetrapyrazinoporfyrazin
(¢ervené - porfyrazinovy kruh) (azaftalocyanin)

0 7N

/ \

cord oo eod T ben

Naftalocyanin Tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazin
(azanaftalocyanin)

Obr. 14: Ftalocyanin, naftalocyanin a jejich azaanaloga
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Cisté AzaPc a AzaNc jsou syté zbarvené pevné latky. Pitomnost atomi dusiku
podminuje snizeni lipofility AzaPc (AzaNc) oproti ptisluSnym Pc (Nc), coz je z hlediska
PDT povazovano za vyhodu*.

Mezi dalsi vyhody azaanalogii patii relativné snadnd piiprava libovolné
substituovanych prekurzorti, které po cyklizaci daji vzniknout rlizné substituovanym
derivatim. Syntéza takto substituovanych derivati Pc je Casto velmi obtiZzna a nékdy az
nemozna (napt. alkylamino substituované Pc)38.

Na druhé stran¢ AzaPc maji oproti Pc posunut Q-pas k niz§im vinovym délkam,
pfiblizn€ o 30-40 nm. Tato neZadouci vlastnost muize byt odstranéna piidanim
aromatického kruhu do makrocyklu molekuly. Tim z tetrapyrazinoporfyrazinu vznikne
tetra[2,3]chinoxalinoporfyrazin nebo jeho izomer tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazin.
Posun Q-pasu k vy$§im vlnovym délkam je vyraznéjsi pravé u posledné zminovaného
izomeru?3®,

Dalsi nevyhodou AzaPc oproti Pc je jejich snazsi shlukovani za tvorby dimert
popf. oligomerl.. Tato agregace je pro vyuziti AzaPc v PDT neZadouci. Jednim
z vysvétleni, pro¢ jsou AzaPc nachylnéjsi k agregaci, by mohl byt fakt, ze zvySena
hustota m-elektroni na atomu dusiku vede k snaz$im interakcim mezi molekulami.
Oligomery jsou méné rozpustné, coz vede k problémm pfi €isté€ni. SniZi se tim jejich
pohyblivost na silikagelu, a tudiz musi byt ¢iStény méné i¢innou metodou promyvanim
organickymi rozpoustédly pomoci Soxhletova piistroje*!. K dal§im nepiesnostem muze
dochazet béhem metod, které maji za ukol charakterizovat molekulu. U dimert dochézi
ke zkraceni doby zivota tripletového stavu, a tim padem snizeni produkce singletového
kysliku . Tato nezadouci vlastnost AzaPc muize byt potlacena pomoci dlouhych nebo
rozvétvenych substituentd na periferii molekuly. Tyto objemné substituenty stericky
brani agregaci molekul. Pro zachovani monomerniho stavu se ukéazaly vyhodnéjsi
rozvétvené substituenty*!.

Z pohledu produkce singletového kysliku jsou na tom nejlépe Pc. AzaPc se jim
téméf vyrovnaji*!. Naproti tomu Nc maji v porovnani s Pc piiblizné Sestkrat mensi
kvantovy vytézek singletového kysliku*?. Pokud je mi znamo, studie ktera, by
porovnavala AzaNc s Nc, zatim nebyla publikovana. Udaje v tomto odstavci je nutné
brat pouze jako orientacni, nebot’ hodnoty se mohou vyrazné liSit v zavislosti na typu

derivatu a agregacnich vlastnostech.
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5.2. Syntéza 4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitrilu

4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitril je zdkladnim stavebnim kamenem nejen
pro piipravu TQP, ale také napt. pro benzimidazoporfyraziny. Pii pfipravé této latky
muZzeme vychazet z 1,2-diamino-4,5-dibrombenzenu®® nebo z 1,2-diamino-4,5-
dijodbenzenu®. Limitujicim krokem v piipravé pozadovaného prekurzoru je pravé
nitrilace téchto dvou latek. VysSich vytézki je dosazeno, pokud budeme postupovat

podle Youngblooda®, tedy ptes 1,2-diamino-4,5-dijédbenzen (obr.15).

NO, | NO, | NH, CuCN/NMP NC NH,
@[ ? 1,/H,50, D: Fe /HCI/EtOH I;[ 120 °C, 3h Di
B — _— > T
39%
NO, | NO, bb% | NH, 55% NC NH,
Obr. 15: Ptiprava 4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitrilu

V prvnim kroku této syntézy dochdzi k reakci o-dinitrobenzenu s jédem v
prostiedi olea. Pokud budeme tuto smés zahtivat 75 minut pii 120 °C, tak dojde k jodaci
o-dinitrobenzenu v polohdch 4 a 5. V dalSim kroku jsou nitroskupiny redukovany
pomoci Fe/HCL. V poslednim kroku dochazi k ndhradé atomi jodu za nitrilové skupiny.
Této substituce docilime zahtivanim 1,2-diamino-4,5-dijodbenzenu s CuCN v prostiedi

N-methylpyrrolidinonu po dobu 3 hodin pti 120 °C.
V roce 2008 byla uvefejnéna studie** popisujici ptipravu pozadovaného

prekurzoru z 1,2-diamino-4,5-dibrombenzenu. Jedna se o tfikrokovou syntézu, kterd

dosahuje nejvétsich vytézka. Prabeh reakce je zndzornén na obr. 16.
Br NH, NC N
D[ SOCI,/EtN;/CH,Cl, :@: _CuCN/OMF =\,
> D

Br NH, 2h/66% 3h/66% . ’

NC NH,

NaBH, /EtOH
24h/53%
NC NH,

Obr. 16: Priprava 4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitrilu
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Zahtivanim 1,2-diamino-4,5-dibrombenzenu s thionyl chloridem pod zpétnym
chladicem pomérné snadno vznikd 5,6-dibrom-2,1,3-benzothiadiazol v 66 % vytézku.
Pfidanim kyanidu mé&d’ného dochézi k nitrilaci, ale zaroven nedochazi k chelataci atomu
médi, a tak nevznikaji problémy s preciSténim. V poslednim kroku dochdzi pomoci

borohydridu sodného k redukéni desulfuraci za vzniku pozadovaného produktu.

5.3. Syntéza substituovaného chinoxalin-6,7-dikarbonitrilu

Z 4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitrilu  miZeme pfipravit substituovany
chinoxalin nékolika zptsoby. Prvni z nich je syntéza podle Mitzela®. Zakladem této
syntézy je kondenzace odpovidajiciho diketonu s 4,5-diaminobenzen-1,2-
dikarbonitrilem (obr. 17).

R R
% 0 H,N CN % N N
j@i CH,COOH = ji:[
, __CHiCooH |
X
é o HEN CN é N CN

R R

R = 3,5-di(terc-butyl)fenyl

Obr. 17: Ptiprava substituovaného chinoxalinu podle Mitzela

Jedna se tedy o jednokrokovou reakci, ktera u derivatu zminiovaného na obr. 17,
probiha za pokojové teploty pouhym 20 minutovym michanim vzniklé smési. Této
jednoduché reakci v§ak musi pfedchazet ptiprava pozadovanych diketoni, tim zdanlivé
jednoduchy postup ziskdva na slozitosti. V nékterych piipadech neni piiprava
pozadovaného diketonu mozné a tudiz nemiizeme ani pfipravit libovolné substituovany

chinoxalin-6,7-dikarbonitril.

Druhy zptisob, jak pfipravit pozadované chinoxaliny, se mize na prvni pohled
umoziuje piipravit derivaty chinoxalinu substituované pies heteroatom. Zakladnim
meziproduktem tohoto postupu je 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril. O vyhodnych
vlastnostech chlorovaného derivatu chinoxalinu se zminim pozd&ji. Nejprve bych se

vsak rad vénoval jeho ptiprave.
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Pokud budeme vychazet z 4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitrilu, je potieba
nejprve pfipravit 2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrochinoxalin-6,7-dikarbonitril, ktery je

nasledné chlorovan za vzniku 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu®® (obr. 18).

O—f‘\

1,2-dichlorethan  NC N cl

SOCI2 DMF N

140 °C, 8h 110 °C, 3h =
NC N cl

JHg

n—o

Obr. 18: Priprava 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu

V  prvnim kroku je 4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitril zahiivam s
diethyloxalatem v prostiedi ethanolu. Po 8 hodinach vznikd 2,3-dioxo-1,2,3,4-
tetrahydrochinoxalin-6,7-dikarbonitril. Tato latka se vyskytuje ve dvou tautomernich
formach (laktamova a laktimova). Na zakladé IR a NMR spekter bylo zjisténo, zZe
pfevazuje laktamovy izomer. K chloraci dochazi pii zahiivani meziproduktu s
thionylchloridem a dimethylformamidem (DMF) v 1,2-dichlorethanu. Reakce s
thionylchloridem v jinych rozpoustédlech (dioxanu a tetrahydrofuranu - THF) nebo
pouziti jinych reaktantd k chloraci (POCI3) nevedlo k pozadovanému produktu33.

Chemické vlastnosti  2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu ~ jsou  velmi
podobné vlastnostem 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu, ktery se velmi casto
pouziva pii ptipravé AzaPc. Vzhledem k pfitomnosti dvou atomt dusiku v
heterocyklické struktute a negativniho indukéniho efektu karbonitrilovych skupin spolu
s atomy chloru, jsou atomy uhliku v polohach 2 a 3 chinoxalinového jadra silné
elektrondeficitni. Halogen derivaty chinoxalinu jsou idedlnimi vychozimi slou¢eninami
pro dalSi substituce, protoze dochazi ke snadné vyméné halogenu za nukleofilni
skupinu®®. Diky nukleofilni substituci lze pomémé snadno pfipravit nejriznéji
substituované derivaty chinoxalinu, coz bylo demonstrovino na piikladu bis

(diethylamino) substituovaného derivatu (obr.19).
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NC N cl NC N N
+ B
\ =
NC N7 cl NC N (\
Obr. 19: Priklad nukleofilni substituce 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu

5.4. Cyklotetramerizace prekurzoru

tetrachinoxalinoporfyrazinu

Zatimco cykliza¢nich metod u AzaPc je v odbornych publikacich popséna cela
fada, obdobné studie u TQP chybi. Jednou z nej¢astéji pouzivanych cykliza¢nich metod
u AzaPc je reakce prekurzorii s alkoholdtem hofecnatym. Obdoba této reakce byla
popsana i u derivati chinoxalinti®. Mitzel zahfival pod zpétnym chladi¢em prekurzory s
butanolatem hotecnatym ptiblizné 1 hodinu. V zévislosti na typu pouzitého prekurzoru

byly vytézky mezi 18-43 %. Schéma cykliza¢ni reakce je na obr. 20.

R R

\\ A

R

R
A
:@[ C,HyOH, Mg N_Mg—N
=

R = 3,5-di(terc-butyl)fenyl

// \\

R R

Obr. 20: Tetramerizace chinoxalinového derivatu
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5.5. Cyklotetramerizace aryloxyprekurzoria AzaPc

Na problém pfi cyklizaci aryloxy derivatl AzaPc upozornila E. Markved. Ve své
studii*® poukazuje na skute¢nost, ze pfi reakci methoxy a fenoxy derivati pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu s propanolatem hotfecnatym dochazi k nahrazeni perifernich substituentd
skupinou propoxylovou. U fenoxy derivati se to projevi mj. silnym dehtovym
zédpachem unikajiciho fenolu. Bézné cykliza¢ni postupy u téchto derivati tedy nelze
pouzit.

Snadno odstépitelna aryloxy skupina byla nejvétSim problémem pii pokusech
syntetizovat fenoxy derivaty AzaPc. S nezadouci transetherifikaci se setkdvame i v dalsi
z moznych cyklotetramerizaci nekovovych AzaPc, za pouziti pentanolatu lithného nebo
sodného. Ve stejné studii*’ S. Makhseed popisuje piipravu nekovovych a kovovych
fenoxy derivati AzaPc. Zakladem této syntézy bylo zahtivani prekurzoru v bezvodném
chinolinu v atmosféte dusiku. Pro pfipravu bezkovového AzaPc byla smés zahtivana
24 hodin na 160 °C. V ptipadé kovovych AzaPc byl do smé&si pfidan octan daného kovu

a zahfivan pii stejnych podminkach.

Ve své diplomové praci' jsem se snazil najit nejefektivnéjsi zpusob syntézy
2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis-(2,6-diisopropylfenoxy)-1,4,8,11,15,18,22,25-
oktaazaftalocyaninato zine¢natého komplexu. Ze série vice ¢i méné uspésnych pokust
jsem dosel k zavéru, Ze nejlepsi zplisob piipravy vyse zminované latky je reakce 5,6-di
(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu se zineCnatymi solemi v taveniné
chloridu bis(chinolinato) zinecnatého. Tuto smés jsem zahiival 60 minut pii 260 °C
a dosahl jsem 81% vytézku. U dané latky se mi tak podaftilo, oproti S. Makhseedovi,

dosahnout vyssich vytézkl v kratSim reakénim Case (viz. tab.4).

Tabulka 4: Srovnani vysledki

Vytézek Reakéni €as Reakéni teplota
S.Makhseed 15% 24 hod. 160 °C
P.Vijtéch 81% 1 hod. 260 °C
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6. Experimentalni ¢ast

Teploty tani byly stanoveny na digitdlnim pfistroji pro stanovovani teplot tani
Electrothermal IA9200 a nejsou korigovany.

Pribéh reakci a Cistota produkti a meziprodukti byly kontrolovany
tenkovrstvou chromatografii na deskdch Merck Silikagel 60 F254 s detekci UV svétlem
vinové délky 254 nm a 366 nm. Vyvijejici soustavy jsou uvedeny u jednotlivych
priprav. Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu Merck 60 (40-63 um).

NMR spektra byla namétfena na pfistroji Varian Mercury VxBB 300. M¢feni
bylo provadéno pfi frekvenci 299,95 MHz ('"H NMR) a 75,43 MHz (*C NMR). Posuny
jsou vztazeny k vnitinimu standardu Si (CHz3)a4.

Spektra ve viditelné oblasti byly méfeny na pfistroji Shimadzu UV 240 1 PC:
UV-VIS recording spectrophotometer.

Spektra v infracervené oblasti byly méfeny v tabletdich z KBr na IR-
Spectrometru Nicolet Impact 400.

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

Béhem experimentli jsem pouzival horkovzdu$nou pistoli Steinel HL 2305 LCD.
Pti pouziti horkovzdusné pistole byla reak¢ni teplota odecitana z displeje pistole.

Rozpoustédla byla zakoupena u firmy Penta a chemikalie od firmy Sigma-

Aldrich. Clorid zine¢naty byl vysusen pii 78 °C, 20 mbar nad P>Os po dobu 5 hodin.
Latka pripravovana jiz dfive na Katedie farmaceutické chemie a kontroly lé¢iv

dle publikovanych postupii:

4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitril3®
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6.1. Schéma provadénych reakci

C,H;
NC NH, o o o 1,2-dichlorethan  NC N cl
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6.2. Priprava 2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrochinoxalin-6,7-
dikarbonitrilu (1)

H

NC N 0 Mr=212,16
;@i I C10H4N4O2

NC N 0

4,5-diaminobenzen-1,2-dikarbonitril (1 g, 6,3 mmol) jsem suspendoval v malém
mnozstvi ethanolu (10 ml). Banku se suspenzi jsem dal do ultrazvuku, aby doslo k
dokonalému rozdrobnéni. Suspenzi jsem smichal s diethylesterem kyseliny stavelové
(26,9 g, 184 mmol). Takto pfipravenou smés jsem zahtival v oteviené bance pfi teploté
140 °C 8 hodin. Vytézek 0,8739 g hnédych krystalt (tj. 65,17 % teoretického vytézku).

Reakce byla provadéna dle jiz publikovaného postupu?®.

6.3. Priprava 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu (2)

NC N Mr = 249,06
_ Ci1oH2CbN
NC N cl

2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrochinoxalin-6,7-dikarbonitril (1) (0,8739 g 4,1 mmol)
jsem dal do baniky a ptfidal 1,2-dichlorethan (25,12 g, 254 mmol), thionylchlorid (5 g, 42
mmol) a dimethylformamid (942 mg, 12,8 mmol). Smés jsem zahtival pii 110 °C pod
zpétnym chladicem 3 hodiny. NedoSlo k rozpusténi, proto jsem piidal dalsi
thionylchlorid (5 g, 42 mmol) a dimethylformamid (942 mg, 12,8 mmol) a zahtival
dalsi 2 hodiny. Ani tentokrat se vSe nerozpustilo, proto jsem opét ptidal thionylchlorid

(5 g, 42 mmol) a dimethylformamid (942 mg, 12,8 mmol) a zahfival dalsi 2,5 hodiny.
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Provedl jsem kontrolu pomoci tenkovrstvé chromatografie, jako vyvijejici soustavu
jsem pouzil toluen/chloroform 1:1. Pfi porovnani se standardem jsem zjistil, Ze v barce
je pozadovany produkt. Rozpoustédla jsem odpafil na vakuové rota¢ni odparce. Produkt
jsem 3% extrahoval horkym THF. Znovu jsem odpafil za snizené¢ho tlaku a pevnou latku
proplachl benzinem. Vytézek 880 mg (tj. 86,11 % teoretického vytézku). Reakce byla

provadéna dle jiz publikovaného postupu?®.

6.4. Priprava 2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)chinoxalin-6,7-
dikarbonitrilu (3)

NC N o)
:@1 \I Mr = 532,68
NC N/ o) C34H36N402

6.4.1. V tetrahydrofuranu s uhli¢itanem draselnym

V destilacni banice jsem rozpustil 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril (2)
(940 mg, 3,8 mmol) v THF. Poté jsem ptidal 2,6-diisopropylfenol (1,55 g, 8,7 mmol) a
pfedem rozetfeny bezvody uhli¢itan draselny (3,04 g, 21,6 mmol). Smés jsem zahiival
pod zpétnym chladi¢em 24 hodin pii 90 °C. Druhy den jsem proved] kontrolu pomoci
tenkovrstvé chromatografie a zjistil jsem, zZe nezreagoval veskery prekurzor. Proto jsem
pridal 2,6-diisopropylfenol (473 mg, 2,6 mmol) a pfedem rozetfeny uhlicitan draselny
(745 mg, 5,3 mmol) a smés jsem zahiival za stejnych podminek dalSich 24 hodin. Z
produktu jsem odpafil rozpoustédla a banku jsem promyl vodou. Suspenzi jsem

ptefiltroval za snizeného tlaku. Pevny podil na filtru jsem rozpustil v acetonu. Filtrat
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(vodna c¢ast po filtraci) byl zakaleny, proto jsem ho vytfepal 3x do chloroformu.
Chloroformové frakce jsem spojil a vysusil siranem sodnym bezvodym a zfiltroval do
acetonového roztoku. Ze vzorku jsem na vakuové rotacni odparce odstranil
rozpousStédla a dany produkt jsem vycistil pomoci sloupcové chromatografie, jako
mobilni fazi jsem pouzil toluen. Vycistény vzorek jsem piekrystalizoval z methanolu.

Vytézek 1,06 g (tj. 52,26 % teoretického vytézku). T.t. 248,6-249,1 °C

6.4.2. V tetrahydrofuranu s hydroxidemsodnym

V jedné baiice jsem smichal roztok hydroxidu sodného (5 ml, koncentrace 1 M)
a 2,6-diisopropylfenol (890 mg, 5 mmol) a v druhé banice jsem suspendoval 2,3-
dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril (2) (470 mg, 1,9 mmol) do THF. Obsah obou banck
jsem spojil a michal 30 minut pfi laboratorni teploté. Na tenkovrstvé chromatografii
byly stopy vychozi latky, proto jsem michal smé&s dal§ich 40 minut. Po 70 minutach
celkového casu jsem pii kontrole na tenkovrstvé chromatografii pozoroval pouze
produkt. Odpafil jsem rozpoustédlo na vakuové rotacni odparce. Do barky jsem ptidal
vodu a vSe 3x vyttepal do chloroformu. Chloroformové frakce jsem spojil, vysusil
siranem sodnym a poté jsem smes prefiltroval a odpaftil. Produkt jsem vy¢istil pomoci
sloupcové chromatografie, jako soustavu jsem pouzil toluen. PieCistény produkt jsem
prekrystalizoval z methanolu. Vytézek 0,57 g (t. 56 % teoretického vytézku) T.t.
248,5-249,0 °C. Produkt odpovidal charakteristikami 1 Rf hodnotou produktu
z predchozi reakce.
'H NMR (300 MHz, CDCl3, 25 °C) ¢ (ppm) 7,29-7,41 (6 H, m, aromH); 2,97 (8H, sept,
J=6,7 Hz, CH3CHCH3); 1,23 (24 H, br s, CH3); 8,08 (2 H, s, aromH). '3C NMR (75
MHz; CDCls; 25 °C) 6 (ppm) 151,67; 146,76, 140,13; 139,70; 133,37; 127,25; 124,46;
115,12; 112,36; 27,98; 23,55.
IC (KBr) v (cm™!) 3474; 2965; 2930; 2870; 2238 (CN); 1617; 1588; 1567; 1502; 1456;
1393; 1363; 1346; 1330; 1252; 1230; 1211; 1173; 1157; 1144; 1092; 1062.
Elementarni analyza vypocitano pro C3zsH3sN4O2: C 76,66; H 6,81; N 10,52; nalezeno
C 76,44; H 7.06; N 10.57.
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6.5. Priprava 2,3,11,12,20,21,29,30-oktakis(2,6-
diisopropylfenoxy)-tetra[6,7]chinoxalinoporfyrazinato

zine¢natého komplexu (5)

N X N
;o N O Mr = 2196,16
(o] /N : = \I
N— Zn —N
-0
\N : N (o]
(o] \ /N K

6.5.1. Priprava chloridu bis(chinolinato) zine¢natého (ZnQ:Cl) (4)

Chinolin (3,28 g, 25 mmol) jsem smichal s vysuSenym chloridem zine¢natym
(680 mg, 5 mmol) a zahtival 20 minut pfi 200 °C pod zpétnym chladicem. Vzniklou
srazeninu jsem promyl etherem a zfiltroval za nizkého tlaku. Reakce byla provedena dle
postutu popsaného v literatuie*®, kde je uveden 96 % vytéZzek a teplota tani 237-240 °C.
Vytézek 1,837 g (1. 92,15 % teoretického vytézku). T.t. 234-240 °C
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6.5.2. Optimalizace reakénich podminek
2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)chinoxalin-6,7-dikarbonitril  (3) (20 mg, 0,038
mmol) jsem smisil s ZnQxCl» (4) (14,8 mg, 0,038 mmol). Smés jsem zahiival pfi
riznych teplotach 260 °C (olejova lazen) a 310 °C (horkovzdus$na pistole Steinel HL
2305 LCD). Pii teploté 260 °C jsem smés zahiival 30 minut, pfi vysSi teploté¢ jsem
zkoumal kinetiku reakce, takze jsem smés zahfival 20 a 40 minut. Takto vzniklé
produkty jsem kazdy zvlast promyl smési methanol/voda/kyselina octovd v poméru
5:5:1. Suspenzi jsem pfefiltroval a produkt z filtraéniho papiru jsem rozpustil v
chloroformu. Roztok jsem pftefiltroval a odpafil pomoci vakuové rotani odparky.
Obsah barky jsem rozpustil v 1 ml chloroformu. 17,8 pl tohoto roztoku jsem smisil s 10
ml chloroformu a 5 pl pyridinu, vysledny roztok jsem pouzil na méfeni absorbance viz
tabulka 5. Z naméfenych absorbanci vyplynuly reakéni podminky pro dalsi postup. Za

optimalni Ize povazovat zahtivani smési 60 minut pii 310 °C.

Tabulka 5: Srovnani reakénich podminek

Teplota Cas A (730 nm)
260 °C 30 min 0,5247
310 °C 20 min 3,0532
310 °C 40 min 3,4307

Chloroformovy roztok jsem pouzil také k hledani idedlni mobilni soustavy pomoci
tenkovrstvé chromatografie. Nejlepsi se béhem tenkovrstvé chromatografie jevila

soustava toluen/hexan/pyridin v poméru 100:30:1.

6.5.3. Priprava 2,3,11,12,20,21,29,30-oktakis(2,6-diisopropylfenoxy)-
tetra|6,7]chinoxalinoporfyrazinato zineCnatého komplexu (5)
2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)chinoxalin-6,7-dikarbonitril  (3) (500 mg, 0,94

mmol) jsem smisil s ZnQ2Cl> (4) (370 mg, 0,94 mmol). Smés jsem zahfival nad

horkovzdus$nou pistoli Steinel HL 2305 LCD 60 minut pfii teploté 310 °C. Produkt jsem

promyl smési methanol/voda/kyselina octovd v poméru 5:5:1 a piecistil pomoci
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sloupcové chromatografie, kde jsem jako mobilni soustavu pouzil toluen/hexan/pyridin
v poméru 100:30:1. Po piekrystalizovani z methanolu vznikly bledé zelené krystalky.
Vytézek 120 mg (tj. 23 % teoretického vytézku).

'"H NMR (300 MHz, CDCl3, 25 °) J (ppm) 7,48— 7,58 (24 H, m, aromH); 3,63 (16 H,
sept, J=6,8 Hz, CH3:CHCH3); 1,45 (96 H, s, CHz3); 9,88 (8 H, s, aromH). 3C NMR (75
MHz; CDCls, 25 °C) ¢ (ppm) 153,78; 148,24; 141,36; 139,30; 137,58; 127,74; 125,32;
121,37, 28,54; 24,00; 23,19.

IC (KBr) v (cm™!) 3433; 2964; 2930; 2870; 1421; 1324; 1229; 1183; 1164; 1145; 1092;
1041.

Elementarni analyza vypocitano pro Ci3sH144N160sZn+3H>0: C 72,59; H 6,7; N 9,96;
nalezeno: C 72,63; H 6,7; N 10,05.

MS (MALDI-TOF): m/z 2193 [M]*.
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7. Diskuse

Z literarni reSerSe vyplyva, ze pro piipravu libovolné substituovanych TQP je
zakladnim kamenem 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril (2). Mezi hlavni vyhody
této molekuly patfi snadnd vyména atomti chlorti za nukleofilni skupiny, ¢imz se daji
pripravit nejriiznéji substituované TQP. Pii piipravé tohoto prekurzoru jsem vychazel
z diive uvefejnéné studie®®. Pii ptipravé z latky (1) nedoslo po smichani vSech reaktanti
a zahifivani po ptedepsanou dobu k dokonalému rozpusténi vSech reaktantl (jak bylo
popsano v publikované praci), a proto jsem piidaval dalsi reak¢ni Cinidla. I ptesto, ze
jsem piidal dalsi reaktanty, tak se pii kontrole na TLC nic nezménilo. Z toho lze
predpokladat, Ze pfidavani nadbytecného mnozstvi reaktanti nepfispiva dal k prubc¢hu
reakce a je tedy zbytecné a produkt vznika i v suspenzi. Proto bych pro ptipravu 2,3-
dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitrilu  doporucil postup podle vysSe zminované studie
1 pfesto, Ze reakéni smés vypada, Ze neni zcela rozpusténa.

Pti ptipravé 2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)chinoxalin-6,7-dikarbonitrilu (3) jsem
vyzkousel dva zptisoby. V prvnim piipadé jsem jako reakéni prosttedi pro prekurzor (2)
a propofol zvolil KoCO3/THF, v druhém piipad€ jsem z propofolu nejprve piipravil
fenolat, ktery jsem nasledné nechal reagovat s prekurzorem (2) v THF. Oba tyto postupy
jsem jiz popsal ve své diplomové praci!, kde jsem ptipravoval 5,6-di(2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril. Tedy molekulu se stejnym substituentem,
avSak zdkladem nebyl chinoxalin, ale pyrazin. U pyrazinového i chinoxalinového
derivatu se oba postupy liSily v reak¢nich ¢asech (viz. tabulka 6) a vytézcich. Zatimco u
pyrazinového derivatu je rozdil mezi vytézky u pouzitych postupli velmi vyrazny, jsou

vytézKky u chinoxalinového derivatu podobné (viz tabulka 6).

Tabulka 6: Porovnani reakéniho prostiedi

Derivat Reakce Cas Vytézek
Pyrazinovy 24 hod 25%
K2CO3/THF
Chinoxalinovy 48 hod 52%
Pyrazinovy 30 min 83%
NaOH/H20/THF
Chinoxalinovy 70 min 56%
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Z tabulky vyplyva, Ze pro ptipravu 2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)chinoxalin-6,7-
dikarbonitrilu (3) je vhodnéjsi pouzit postup ptes fenolat sodny vzhledem k tomu, ze
cely postup je jednodus$si a reakéni doba je kratS$i. Tento postup se osvédcil jak u
pyrazinovového derivatu tak u chinoxalinového derivatu.

Nejvétsim problémem u aryloxy derivatii je tetramerizace. Pfi pouziti béznych
cykliza¢nich metod dochézi k neZadouci transetherifikaci, ¢imz dojde ke vzniku jiného
produktu. Pro aryloxy derivaty se mi nejvice osvédéila! reakce prekurzoru s ZnQxCl»
(4). Tuto metodu jsem tedy pouzil i pro cyklizaci 2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)
chinoxalin-6,7-dikarbonitril (3) a studoval kinetiku a vliv teploty na pribéh reakce viz.
tabulka 5 (str. 38).

Pti teploté 260 °C nedochdzi k uplnému zreagovani prekurzort, a tudiz jsou
vytéZky v porovnani s reakci provadénou pii 310 °C malé. Teplota nesmi byt ani pfilis
vysokd, nebot’” AzaPc a TQP jsou latky, které se spontanné rozkladaji pii teplotach
vyS$8ich nez 350 °C%. Za idealni lze povazovat teplotu okolo 310 °C. Pfi této teploté
nedochazi k rozkladnym procesim a zaroveil dochazi ke zreagovani veSkerych
prekurzori.

Ze studia kinetiky vyplyva, ze reakce pii 310 °C probihd pomérné rychle.
Hodnoty absorbanci (vyjadfujici mnozstvi vznikajiciho TQP) se po 20 min a 40 min jiZ
prilis nelisi, a proto Ize ocekavat, ze reakce je takika u konce. Pro pribéh reakce je

proto dostacujici 60-ti minutové zahiivani pii 310 °C.
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8. Zavér

Svou rigorozni praci jsem navazal na experimenty, které jsem provadél béhem
své praktické casti k diplomové praci. Cilem obou praci bylo najit nejefektivnéjsi
zpusob piipravy téhoz aryloxyderivatu AzaPc (diplomova prace) a TQP (rigordzni
prace). Mezi hlavni ptednosti téchto derivati patii téméef nulova agregace, vysoka
rozpustnost v ogranickych rozpoustédlech, vysoky extink¢ni koeficient a silna absorpce
v ¢ervené oblasti viditelného svétla. TQP (730 nm) maji oproti AzaPc (628 nm) posunut
Q-pas k vyssim vinovym délkam a zesilenou absorpci pii této vinové délce (viz. graf 1 a
tabulka 7), coz je z hlediska PDT Zadouci. U obou latek byly pozd€ji na Katedre
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv stanoveny zakladni fotofyzikélni a fotochemické
parametry>’. Kvantové vytézky singletového kysliku (¢a) obou zmitovanych derivati
jsou podobné AzaPc (0,61) a TQP (0,69). Z hlediska fluorescence jsou na tom o poznani
Iépe AzaPc (¢r = 0,29) nez TQP (¢r = 0,075). To znamena, ze TQP nebude snadné
vyuzit k detekci nadorové tkané. VSechny zminéné vlastnosti délaji z téchto derivatu

AzaPc a zejména pak TQP ideédlni kandidaty pro PDT.

Tabulka 7: Vlastnosti AzaPc a TQP

Amax [nm] Pnlel #rla/AF [nm]
AzaPc 628 0,61 0,29/ 637
TQP 730 0,69 0,075/735
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Graf 1: Absorp¢ni spektra AzaPc a TQP
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Ve své rigordzni praci jsem se zaméfil na syntézu derivatu tetrachinoxalinoporfyrazint
(TQP). TQP maji oproti azaftalocyaninim (AzaPc) posunut absorpcni Q-pas k del§im
vlnovym délkam, coz je z hlediska fotodynamické terapie, pro kterou jsou derivaty
planované, vyhodné. AzaPc i TQP jsou ploché konjugované systémy. Kvili témto
vlastnostem mayji sklon k seskupovani za tvorby dimera a oligomert. Snadné agregace
TQP je z hlediska fotodynamické terapie nezddouci, protoze snizuje produkci
singletového kysliku. Jednou z mozZnosti, jak potlacit agregaci, je navazani objemného
substituentu na makrocyklus. Z tohoto divodu jsem zvolil pfipravu
2,3,11,12,20,21,29,30-oktakis(2,6-diisopropylfenoxy)-tetra[6,7]
chinoxalinoporfyrazinato zinecnatého komplexu. JelikoZ pfi syntéze aryloxy derivati
TQP nelze pouzit alkoholaty z divodu transeterifikace, je nutné najit jiné prostiedi. Ve
své diplomové praci jsem doSel k zavéru, ze aryloxy derivaty AzaPc lze nejlépe
pfipravit v taveniné chloridu bis(chinolinato) zinec¢natého. Proto byla tato metoda
uspésné aplikovéana i1 u aryloxy derivati TQP. Rigor6zni prace popisuje kinetiku této
reakce a vliv teploty na priubéh reakce. Déle je rozebirana ptiprava prekurzort. Zakladni
slouceninou pro piipravu TQP je 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril. Z této latky
1ze pomoci nukleofilni substituce piipravit nejriznéjsi prekurzory TQP. V praci jsou
popsany  dva ruzné zpusoby piipravy 2,3-di(2,6-diisopropylfenyl)chinoxalin-6,7-
dikarbonitrilu. V prvnim piipadé reaguje 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril s
propofolem v suspenzi KoCOs; v THF, v druhém ptipadé je z propofolu nejprve
pfipraven fenolat, ktery néasledné reaguje s vyse zminovanou latkou v THF. Druhy z

téchto zplsobi je efektivné;si.
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Title of Thesis: Synthesis of Zinc (II) Aryloxy Tetraquinoxalinoporphyrazines

The aim of my master thesis was synthesis of tetra[6,7]quinoxalinoporhyrazine
derivative (TQP). Advantage of TQP is bathochromic shift when compared to
azaphthalocyanines (AzaPc), which is more appropriate for PDT. AzaPc and TQP
derivatives are large planar and conjugated systems, which tend to form aggregates. The
aggregation is unfavorable property of TQP derivatives that reduces the singlet oxygen
quantum yield. The most effective strategy to increase the ratio monomer/aggregates
involves the use of bulky substituents attached to the TQP periphery. That is the reason
why I focused on synthesis of 2,3,11,12,20,21,29,30-octa(2,6-diisopropyphenoxy)-tetra
[6,7]qinoxalinoporphyrazinato  zinc(Il). Alkoxides cannot be used for
cycloteramerization of aryloxy derivatives due to the well-described transetherification
problems. As was shown in my diploma thesis the best way to synthesis of aryloxy
derivatives of AzaPc is reaction with Zn(quinoline):Cl> in a melt. That is why this
method was applied also for TQP derivatives. Kinetic of this reaction and the influence
of temperature is described. Preparation of precursors was also studied. The basic
building block for TQP is 2,3-dichloroquinoxaline-6,7-dicarbonitrile, which undergoes
simple nucleophilic substitution and thus is an excellent substrate for the syntheses of
various TQP precursors. There are two ways how to prepare 2,3-bis(2,6-
diisopropylphenoxy)quinoxaline-6,7-dicarbonitrile described in this thesis. The first one
involves addition of 2,6-diisopropylphenol into suspension of 2,3-
dichloroquinoxaline-6,7-dicarbonitrile and K>COs in THF. In the other reaction 2,6-
diisopropylphenol was added to water solution of NaOH and the mixture was dropped
portionwise into a THF suspension of 2,3-dichlorquinoxaline-6,7-dicarbonitrile. The

second reaction was found more effective.
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