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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat Lucia Kocis¢akova
Skolitel Doc. PharmDr. Petr Zimcik, PhD.

Nazov diplomovej prace Nové syntetické postupy pro neperiférné substituované

ftalocyaniny

Ftalocyaniny su makrocyklické zla€eniny Struktirne podobné porfyrinom, ktoré sa
pouzivaji ako fotosenzitizéry vo fotodynamickej terapii v liecbe predovsetkym
nadorovych ochoreni. Principom fotodynamickej terapie je aktivacia fotosenzitizéru
pomocou uréitej vinovej dizky svetla (v oblasti viditel'ného spektra), ktoré fotosenzitizér
absorbuje a dochddza k zmene jeho stavu na excitaény s vysSou energiou. Takto
excitovany fotosenzitizér sa potom zbavuje energie, pricom sa vytvara reaktivna

molekula singletového kyslika, ktory spdsobuje poskodenie nadorovych buniek.

V mojej diplomovej praci sme syntetizovali predovSetkym prekurzory ftalocyaninov,
teda derivaty ftalonitrilu. Boli to 3,6-disubstituované ftalonitrily, pretoze substiticiou
v tychto polohach dochadza k zlepSeniu vlastnosti finalnych ftalocyaninov ako je
napriklad posun vlnovej dizky absorbovaného svetla do infraderveného spektra. Ako
postup syntézy sme zvolili nukleofilnt substitiuciu a coupling podl'a Buchwald-Hartwiga,
pricom sme menili podmienky, pri ktorych reakcie prebiehali. Potom sme porovnavali

vysledné mnozstva produktov v danych reakciach.



ABSTRACT
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department Department of Pharmaceutical Chemistry and

Pharmaceutical Analysis

Candidate Lucia KociS¢akova
Supervisor Doc. PharmDr. Petr Zimcik, PhD.
Title of Thesis Novel Synthetic Approaches Toward Non-Peripherally

Substituted Phthalocyanines

Phthalocyanines are macrocyclic compounds structurally related to porphyrins, which are
used as photosensitizers in photodynamic therapy in the treatment of tumor diseases. The
principle of photodynamic therapy is based on activation of photosensitizer by specific
wave lenght of light (in the area of visible spectrum), that is absorbed by photosensitizer.
The excited photosensitizer releases the absorbed energy by generation of reactive

molecule of singlet oxygen that causes damage to cancer cells.

In my diploma thesis, we synthesized precursors for phthalocyanines, derivates of
phthalonitrile. I was focused on the 3,6-disubstitued phthalonitriles because with the non-
peripheral substitution of the final phthalocyanines leads to better, such as significant red
shift of the main absorption band. We chose nucleophilic substitution and Buchwald-
Hartwig coupling as the main synthetic approaches and we compared different reaction

conditions to optimize them.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

BuOH

DAMPs

FDA

HPV

ICAM 1

ICD

IL

PDD

PDT

PS

BuOH

TLC

TNF

butanol

damage-associated molecular patterns (molekuldrne vzory asociované

s poskodenim)

intenzita fluorescencie

Food and Drug Administration (Sprava potravin a lie¢iv)
Gram negativne

Gram pozitivne

hematoporphyrin derivates (hematoporfyrinové derivaty)
human papilloma virus (l'udsky papilloma virus)
intercellular adhesion molecule 1 (vnutrobunkova adhezivna molekula 1)
immunologic cell death (imunologick4 smrt’ bunky)
interleukin

atom kovu

photodynamic diagnosis (fotodynamické diagnéza)
photodynamic therapy (fotodynamicka terapia)
photosensitizer (fotosenzitizér)

terciarny butanol

thin layer chromatography (tenkovrstvova chromatografia)

tumor nekrotizujuci faktor



2. CIEL PRACE

Hlavnou tlohou v rdmci mojej diplomovej prace bolo vyskusat’ nové postupy v syntéze
neperiférne amino substituovanych ftalocyaninov. Nasledne sme tieto syntetické postupy

optimalizovali, aby sme ziskali produkty v ¢o najvicSom moznom vytazku.

Neperiférnou substituciou ftalocyaninovych zlucenin ziskame potencidlne posun
absorpéného spektra nad vinova dizku 800 nm, &o je uZ oblast’ infraterveného spektra
adand latka by mohla byt vyuzitd ako potencidlny fotosenzitizér vo fotodynamicke;j

terapii s lepSimi vlastnost’ami.



3. TEORETICKA CAST

3.1 FTALOCYANINY

Ftalocyaniny (Obr. 1) si makrocyklické zlaceniny odvodené od porfyrinu, ktoré¢ su
vyuzivané ako fotosenzitizéry vo fotodynamickej terapii (photodynamic therapy, PDT).
Vdaka konjugovanému systému dvojitych vizieb maji modré, zelené az fialové
sfarbenie. Azaftalocyaniny (Obr. 2) st analégy ftalocyaninov, ktoré maju
v makrocyklickom kruhu namiesto atomu uhlika atéom dusika. Dalich osem atomov
dusika na periférii azaftalocyaninov zvySuje ich rozpustnost a preto maju vécsie
mnozstvo spdsobov pouzitia.! Ftalocyaniny aj azaftalocyaniny obsahuju centralne

viazany atom kovu (M), najcastejSie je to zinok, hor¢ik alebo hlinik.

Obr. 1 zakladna Struktura ftalocyaninu Obr. 2 zakladna Struktura azaftalocyaninu

Nesubstituované ftalocyaniny st malo rozpustné vo vode ato limituje ich pouZitie.
Pomocou substituicie na miestach R; aR; (Obr. 3) je mozné menit ich
fyzikélno-chemické vlastnosti, ako napriklad rozpustnost vo vode, acidobazické

vlastnosti alebo vinova dizku, pri ktorej absorbuju svetlo.
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Obr. 3 Priklady substitucie ftalocyaninov

Vyhody ftalocyaninov spoc¢ivajui v intenzivnej absorpcii svetla v cervenej oblasti spektra,
teda 600-700 nm, su vel'mi U¢inné v produkcii singletového kyslika a ich chemicka

modifikacia je relativne jednoduch4.?

Ftalocyaniny boli pdvodne pouzivané ako priemyselné modro-zelené farbiva.’?
V poslednych desiatkach rokov sa zacali hlbsie skumat’ ich vlastnosti a ich pouZitie

v inych oblastiach, okrem inych aj vo fotodynamickej terapii ako fotosenzitizéry.

3.2 FOTODYNAMICKA TERAPIA

Fotodynamicka terapia je neinvazivna metdda liecby predovSetkym nadorovych
ochoreni, ktora predstavuje velky prislub v tejto oblasti.*> Ide o selektivnu destrukciu
a cytotoxické pdsobenie na neziadiuce nadorové bunky na zéklade fotochemickej reakcie
svetlom aktivovanej molekuly fotosenzitizéra.® Terapeuticky potencial svetla bol
vyzivany tisicky rokov. Uz staroveké civilizacie v Egypte, Cine alebo Indii pouZivali
svetlo v kombinacii s uréitymi chemikaliami na lie¢bu vitiliga, psoridzy a rakoviny koze.
Prvy fotosenzitizér (porfimer) bol schvaleny v roku 1993 v Kanade na profylakticku
liecbu rakoviny mocového mechura. Nasledne bol porfimer schvéaleny v Holandsku
a Francuzsku na lie¢bu pokro¢ilého $tadia rakoviny pazerdka a plac.®’ Postupom &asu

pribudali d’alSie krajiny, kde boli fotosenzitizéry schvalené a taktiez sa rozSirovali aj
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okruhy ich pouzitia. V sucasnosti sa fotodynamickd terapia vyuziva na liecbu rakoviny

oka®’, prostaty'?, zl¢ovodu'!, pfs'2, nemelanémovej rakoviny koze!'® a podobne.

Pre priebeh PDT su dolezité tri zlozky: svetlo, fotosenzitizér (photosenzitiser, PS)
a singletovy kyslik.* PS je netoxicky, pripadne minimalne toxicky a moze byt aplikovany

lokalne alebo systémovo.'*

PDT ma oproti klasickej chemoterapii viaceré¢ vyhody, ako napriklad nizsia systémova
toxicita a relativne selektivna desStrukcia naddoru, vd’aka preferovanému umiestneniu PS
v ramci tumoru a oziareni len v pozadovanej oblasti. V porovnani s ostatnymi postupmi
liecby rakoviny je uPDT vysokd pravdepodobnost vylieCenia anizka mozZnost
opakovaného navratu rakoviny."® Dalsou vyhodou PDT je, Ze PS sa vi&§inou nedostane
do jadra bunky a z tohto dovodu je poskodenie DNA a mutagenita takmer zanedbatelné.'*
Pouzitim cervené¢ho svetla sa taktiez minimalizuje riziko poSkodenia DNA, pretoze
energia fotonu je na to prili§ nizka - na rozdiel od UV svetla alebo rentgenového a gama

7iarenia, ktoré sa pouzivaji v klasickej radioterapii.'*

Nevyhodou PDT je fototoxicita, preto je dolezité ju minimalizovat. Okrem toho, jedna
Studia ukazala, ze pri liecbe PDT rakoviny koze, boli pozorované neziaduce G¢inky ako
bolest’ a zapalové reakcie.'® Intenzita bolesti korelovala s anatomickou lokalizaciou
nadoru. Pacienti s lokalizovanym nadorom v oblasti hlavy alebo krku sa stazovali na
silnej$iu bolest, v porovnani s nddormi lokalizovanymi v oblasti trupu a konéatin.!”
Dal3ou nevyhodou klasickej PDT je, Ze svetlo neprenikne do hlbich vrstiev koze, preto

je mozné ju pouzit’ len pri povrchovo lokalizovanych nadoroch.'®

3.2.1 MECHANIZMUS PDT

Uplne presny mechanizmus PDT je este stile predmetom vyskumov.®!® Zakladom na
molekularnej Grovni je skutoénost, Ze svetlo $pecifickej vinovej dizky (ktora odpoveda
absorpénému spektru PS) aktivuje PS a to vedie k sérii fotochemickych reakcii, ktoré
sposobuju destrukciu idealne len neziadicich buniek, bez poskodenia zdravého
tkaniva.!”?® Aktivovanim PS svetlom dochadza k zmene jeho stavu na excitovany
s vySSou energiou (excitovany singletovy stav), ktoré¢ho zivotnost’ je vel'mi kratka
(nanosekundy).>?! Aktivovany PS sa zbavuje energie viacerymi sposobmi. MozZe to byt

uvolnenim energie vo forme svetla (fluorescencia) alebo tepla.?! Tymto sposobom sa d4
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uréit ohranidenie tumoru, ktoré je vyhodné pre diagnostiku nadoru.®!° Singletovy stav PS
moze prejst’ cez medzisystémovy prechod do excitovaného tripletového stavu,?? ktory sa
zbavuje energie vytvorenim radikalu, oznacované ako fotochemicka reakcia I. typu alebo
tvorbou singletového kyslika, oznacované ako fotochemicka reakcia II. typu, ktord je pre
PDT najvyznamnejsia (Obr. 4).! Singletovy kyslik ma kratku Zivotnost, ktord sa
pohybuje rddovo v nanosekundach, apreto ma aj velmi kratky dosah, radovo v
desiatkach nanometroch.!” PDT je toxicka pre nadorové bunky troma spdsobmi: priama
fototoxicka aktivita sposobujuca nekrozu, apoptdzu alebo autofagiu (Obr. 5), destrukcia
cievneho systému nddoru (Obr. 6) alebo zapalové poskodenie buniek, ktoré je

sprostredkované imunitou (Obr. 7).2°
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Obr. 4 Schéma aktivacie fotosenzitizéru a mechanizmus tvorby reaktivneho singletového
kyslika. Prevzaté z BENOV, L. Photodynamic therapy: Current Status and Future
Directions. Med. Princ. Pract, 2015, 24(1), 14-28

3.2.1.1 NEKROZA, APOPTOZA, AUTOFAGIA

Nekroza je patologicky proces, ktory je Casto sposobeny vonkajSimi faktormi, ako
napriklad infekcia, toxiny alebo trauma. Pre nekrozu je charakteristickd dezintegracia
organel a napokon lyza bunky.?®> PS je ¢asto lokalizovany v membrane bunky alebo
v lyzozoéme, ato pravdepodobne blokuje cesty apoptézy a ndsledne nastdva nekrdza

bunky.!”
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Apoptdza je programovand smrt’ bunky a je pre fiu charakteristické kondenzovanie jadra
a celkové zmrstenie bunky, ktorého sa zucastiiuji kaspazy, endonukledzy a d’alSie
enzymy.'%?* Je to jeden z hlavnych mechanizmov smrti bunky pri PDT. Ak nenastane

okam?Zite nekrdza, apoptdza je druha najéastejsia forma smrti bunky.?*

Autofagia doslovne znamena seba-pojedanie aje to deStrukcia intracelularnych
componentov bunky lyzozémami, ktoré obsahuju degradaéné enzymy.!® Dnes st zname
tri formy autofagie: makroautofagia (deStrukcia organel), mikroautofagia (destrukcia
makromolekul) a autofagia sprostredkovand chaperonmi.”® Viaceré $tadie ukazali, Ze

smrt’ bunky pri PDT je uzko spojena s aktivaciou autofagie.!’
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Obr. 5 Grafické zndzornenie moznosti smrti bunky po PDT a zakladné vlastnosti, ktoré
si pre nich charakteristické. Prevzaté z ESCOBAR-SANCHEZ, M. L.; SANCHEZ-
SANCHEZ, L.: SANDOVAL-RAMIREZ, J. Steroidal Saponins and Cell Deaths in Cancer.
In: Tobias M. Ntuli (Ed.) Cell Death: Autophagy, Apoptosis and Necrosis. InTech, 2015.,
ISBN 978-953-51-2236-4
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3.2.1.2 POSOBENIE NA CIEVY

V endotelovych bunkach kardiovaskuldrneho systému, podobne ako v bunkach nadoru
méze byt kumulovany PS. Ten je aktivovany vhodnou vinovou dizkou svetla a nasleduje
tvorba singletového kyslika. Nastava naruSenie cievnej steny a krv nepradi do nadoru,
ktory kvoli tomu trpi nedostatkom kyslika.!” PDT taktiez moze sposobit’ poskodenie
cytoskeletu endotelu a stiahnutie endotelovych buniek, ¢o spOsobuje zvdcSenie
medzibunkovych priestorov endotelu.?® Kvoli hypoxii nastdva uvolnenie toxickych
chemikalii, prebytku vapnika a d’alSich bunkovych zvyskov. Dochadza k zablokovaniu
a totAlnemu kolapsu cievneho systému zasobujiiceho nador a nastava nekréza.'® Po lie¢be
sa ale moZe stat’, ze nddorové cievy a bunky mézu znovu vyrast’. Hypoxia totiz podporuje
tvorbu signalizanych kaskad ako napriklad VEGF (vascular endothelial growth factor),
cyklooxygenéza 2, metaloproteindzy a d’alSie cytokiny, ktoré podporuju rast ciev. Z tohto
dovodu je snaha o optimalizaciu PDT pouzitim anti-angiogenéznych latok, ktoré inhibuju

angiogenetické rastové faktory, podporujiice tvorbu ciev (Obr. 6).?
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(a) vVascular targeted PDT {b) PDT and Anti-angiogenesis

Vascular targeting Photodynamic Therapy
Photosensitizer
rd -
Light of % j ) o, QDA L )
appropriate o) Tumor destruction

wavelength ,oo
T Tumor cells in *
umor - P
vasculature hypoxic condition Targeted therapy
with anti-angiogenic
agents
ROS Sy Ay
. 5 %
production w l < \/ / ?
)r
I 6’? -
&
J , \ / Vessel ( 06‘ ™
- /I‘L\ constriction, (TNFep
=Sy blood flow stasis .
i * and thrombus F.’rodUF:tlon of g ]
formation proagiogenic molecules Angiogenesis
- Mecrosis A g
of the ) \ l -’ )
tumor Endothelial cell migration and proliferation

Obr. 6 a) ucinok PDT na cievy, b) PDT a sucasné pouzitie anti-angiogenéznych latok.
Prevzaté z OLIVIO, M. et al. Targeted Therapy of Cancer Using Photodynamic Therapy
in Combination with Multi-faceted Anti-tumor Modalities. Pharmaceuticals, 2010, 3,
1507-1529

3.2.1.3 IMUNITNA ODPOVED BUNIEK

PDT liecba v mieste podania spdsobuje okrem vysSie spominanych u¢inkov aj zapalova
reakciu, ktora spdsobuje imunitni odpoved’.?® Akutny zapal je charakterizovany
zvysenou expresiou pro-zapalovych cytokinov, vratane TNF-a, IL-1p a IL-6, adhéznych
molekul E-selektin a ICAM-1, a rychlu akumulaciou leukocytov.?-** Oxidativny stres,
kvoli masivnej produkcii reaktivneho kyslika, spdsobuje na povrchu buniek expresiu
a sekréciu DAMPs (damage-associated molecular patterns). Tieto molekuly signalizuja

zranenie alebo smrt bunky.?8

Rozpoznanie DAMPs cez ich Specifické receptory
imunitnymi bunkami pomaéha signalizovat’ hrozbu pre imunitny systém a umoziuje

vhodnt imunitna odpoved.?®
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Odpoved’ na akutny zapal po PDT zahffia aj migraciu neutrofilov na miesto zapalu. Na
efektivnu protinadorovi odpoved je potrebna rychla a silna migracia neutrofilov.’! Je
taktiez zname, Ze po nizkych davkach PDT su aktivované makrofagy, ale pri vysokych
davkach PDT st naopak zabijané.’! Makrofagy fagocytujii rakovinové bunky poskodené
po PDT a prezentuju bielkoviny z nddoru pomocnym CD4 T-lymfocytom, ktoré potom
aktivuju cytotoxické CD8 T-lymfocyty.

Tato imunitna reakcia nastdva nie len v oblasti lieCenej PDT, ale moze nastat’ aj vo
vzdialenejSich oblastiach lymfatického tkaniva. Cytotoxické T-lymfocyty spdsobuju
nekrozu, ale mozu indukovat’ aj cestu apoptézy, kdekol'vek sa vyskytnu nadorové bunky,

dokonca aj ked’ je PDT ukondena.'®

U pacientov lieCenych PDT sa vyskytuji zvySené hladiny viacerych cytokinov
a hystologické hodnotenie lieCeného nadorového tkaniva vykazuje jeho infiltraciu

imunitnymi bunkami, ¢o taktieZ poukazuje na imunomodulaény efekt PDT.

Excited singlet

state

NS
Non-thermal red light

Tumour cell necrosis

Triplet and apoptosis

state

Dendritic
cell

i |

Shutdown of
microvessels

Obr. 7 Mechanizmy posobenia PDT na nador. Prevzaté z CASTANO, A. P.; MROZ, P.;
HAMBLIN, M. R. Photodynamic therapy and anti-tumor immunity. Nat. Rev. Cancer,
2006, 6(7), 535-545
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3.2.2 DALSIE VYUZITIE PDT

3.2.2.1 PROTINADOROVE VAKCINY

PDT ma potencial generovat’ protinddorové vakciny. Gollnick et al*?

prehlasil, ze lyzaty
nadorovych buniek po PDT su silno imunogénne asu to efektivne protinddorové
vakciny.?” Tieto vakciny boli nadorovo $pecifické, vyvolali odpoved cytotoxickych

T-buniek a nevyzadovali podavanie d’al§ich pomocnych latok aby boli efektivne.*

Chirurgicky odstranené nadorové tkanivo vystavené fotodynamicke;j terapii ex vivo, sluzi
ako velmi dobry zdroj autolognych terapeutickych protinadorovych vakein.>® Tieto
vakciny, pozostavajuce z rakovinovych buniek, ktoré podstupuju ICD (immunologic cell
death), pritiahnu hostitel'ské fagocytové bunky Specializované na odstranenie zvyskov,
ktoré spracuju a prezentujii nadorovy antigénovy material obsiahnuty v rakovinovych
bunkach a optimalnym spdésobom poméahaji rozvoju adaptivnej imunitnej odpovede proti

povodnému nadoru.*’

3.2.2.2 ANTIMIKROBIALNA LIECBA

Aj ked PDT nie je prvou volbou antimikrobidlnej liecby, v poslednych rokoch, sa
objavuje narast baktérii rezistentnych na antibiotika a antibakteridlne chemoterapeutika.
Z tohto dovodu sa v sucasnosti obnovil zdujem o alternativne lokalizované

antimikrobialne terapie.>*

Antimikrobidlna PDT je ucinnejSia v inaktivacii G+ baktérii v porovnani
s G- baktériami. Této rozdielna citilivost’ baktérii na PDT je pravdepodobne sposobena

rozdielmi v §truktire bunkovej steny baktérii (Obr. 8).34*

Vicsina PS na antimikrobidlnu PDT su zatial’ testované len in vitro a in vivo na zvieracich
modeloch. Znaéné tsilie je vynakladané do optimalizacie tychto zlucenin, ako napriklad
selektivita  bakteridlnych  buniek nad  hostitel'skymi  bunkami  cicavcov
a maximalizacia absorpcie vo vzdialenej Cervenej a blizkej infracervenej oblasti spektra.
Niektoré PS sa pouzivaju aj v klinickych hodnoteniach, st to napriklad fenotiazinové

farbiva, porfyrinové a hematoporfyrinové derivaty.>*
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Klinicky sa antimikrobidlna PDT testuje na liecbu akné, koznych infekcii a taktiez

v zubnom lekarstve.?

Peptidogycan =

Cytoplasmic
membrane

Quter membrane

[ Lipoprotein
90

i }_Peptidogycan

«— Periplasm

Inner membrane ‘[

Obr. 8 A: G+ baktérie, cytoplazmaticka membrana je obklopena relativne porovitou

Cytoplasm

Gram negative bacteria

vrstvou peptidoglykanu a lipoteichovej kyseliny, ktora umoziuje prechod fotosenzitizéru
do vnutra bunky;, B: G- baktérie, povrch pozostava z vnutornej cytoplazmatickej
membrany a vonkajSej membrany, ktoré su oddelené vrstvou peptidoglykanu
v periplazmatickom priestore, vonkajSia membrana brani naviazaniu a penetrdcii
fotosenzitizéra do vnutra bunky. Prevzaté z KHARWAL, G. B. et al. Photodynamic
Therapy for Infections. Clinical Application. Lasers Surg. Med., 2011. 43(7), 755-767

3.2.2.3 LIECBA VIRUSOVYCH INFEKCII

Vel'a povodnych klinickych $tudii o pouziti PDT pri infekénych chorobach bolo

namierenych na virové infekcie. Topicky bola PDT casto testovana na liecbu herpes
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simplex virus. Topicka aplikdcia niektorych PS odstranila genitdlny herpes, ale uz

nezabranila navratu infekcie.>*

V poslednych rokoch sa uskutocnili viaceré klinické Studie zaoberajuce sa virusovymi
infekviami, predovSetkym tykajuce sa l'udského papilloma virusu (HPV). PDT bola
pouzivand systémovo aj topicky pri lieCbe papilomatdéz na roznych castiach tela,
sposobenych HPV. U¢inok lie¢by proti HPV pomocou PDT je pravdepodobne sposobeny

jeho protizapalovym a antiproliferativnym t¢inkom.>*

Odpoved’ na liecbu pomocou PDT u genitalnych 1ézii je pravdepodobne zavisla na
imunitnej odpovedi.*® Velké riziko HPV infekcii a nedostatok bunkami sprostredkovane;
imunity méze hrat’ vyznamnu tlohu v slabej odpovedi na genitalne 1ézie po topickej

PDT.*

3.3 FOTOSENZITIZERY

PS su predovsetkym farbiva a pigmenty, ktoré absorbuju a odrazaju uréiti vinova dizku
svetla atym vznikd dojem, ze su to farebné latky. Rozdiel medzi molekulou PS
a ostatnymi farebnymi latkami je schopnost’ PS preniest’ energiu absorbovaného svetla

do blizkych molekil alebo moze byt pouzita v fotochemickych reakciach.?’

3.3.1 IDEALNE VLASTNOSTI PS

PS by mal mat’ nizku Groven toxicity na bunky l'udi aj experimentalnych zvierat a nizku
pravdepodobnost’ neziaducich farmakologickych uc¢inkov, ako napriklad hypotenzia
alebo alergické reakcie. PS by mal absorbovat’ svetlo z Cervenej oblasti svetelného
spektra, aby sa dosiahol ¢o najhlb$§i mozny prienik svetla do tkaniva. Absorpcné pasy
kratsich vinovych dizok (A < 600 nm) neprenikaju do tkaniva dostatoéne hlboko a je
u nich vyssia pravdepodobnost’ koznej fotosenzitivity. Na druhej strane, pri absorpénych
pasoch vysokych vinovych dizok (A > 800 nm) fotén nemusi mat’ dostatodnti energiu na
dosiahnutie tripletového stavu PS, na presun energie a vytvorenie singletového kyslika.
Syntéza PS by mala byt relativne jednoduché a vychodiskové materialy I'ahko dostupné

na uskuto¢nenie vel’kovyroby.?? Molekula PS by mala byt &ist4, s konstantnym zloZenim
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astabilna pri izbovej teplote.*® PS by sa nemal v biologickom prostredi nadmerne
zhlukovat’, pretoze to znizuje fotochemickt G€innost’. Farmakokinetickd eliminécia z tela
pacienta by mala byt rychla, teda menej ako jeden def, aby bola vyludena prediZena
kozna fotosenzitivita a systémova toxicita. Pri liecbe rakoviny by sa PS mal po
intravendznej injekcii selektivne kumulovat’ v nadore. Niektoré PS sa dokdzu kumulovat’
v nadore v pomere 5:1 pripadne aj viac, v porovnani s okolitym normalnym tkanivom.??
Taktiez by mal byt’ relativne lacny a komer¢ne dostupny, aby bolo mozné jeho masivne

vyuzitie.*8

3.3.2 PRVA GENERACIA FOTOSENZITIZEROV

Medzi prvia generaciu PS patria porfimer sodny (Photofrin®) a d’al$ie hematoporfyrinové
derivaty (HpD). Vyraznou nevyhodou porfimeru je jeho absorpcia svetla iba pri 630 nm.
Pri tejto vinovej dizke je prienik svetla do tkaniva len 2-3 mm, &o vyrazne limituje lie¢bu
hlbsich a vécsich naddorov. Kozna fototoxicita je 6-10 tyzdilov a pocas tejto doby je
potrebné vyhnut sa priamej expozicii slneéného Ziarenia.** Nevyhodou porfimeru je
taktiez jeho zlozena Struktura (Obr. 9), ktord je nepriazniva pre selektivitu tkaniva

a stabilitu intenzity fotodynamického poskodenia.!”

HpD su ziskavané kyslou hydrolyzou hemu, ktory je prostetickou skupinou hemoglobinu,

myoglobinu  a cytochromov.*® Medzi HpD patria napriklad ~Photogem®

®

a Photosan-3®. Photogem® pozostdva z monomérov, dimérov a oligomérov aje

schvaleny na klinické pouZitie v Rusku a Brazilii. Photosan-3® bol schvaleny aj

v Eurdpskej tnii. >
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Obr. 9 Struktura porfimeru, n = 0-6. Prevzaté z BRESKEY, J. D. et al. Photodynamic
Therapy: Occupational Hazards and Preventative Recommendations for Clinical

Administration by Healthcare Providers. Photomed. Laser Surg., 2013, 31(8), 398-407

3.3.3 DRUHA GENERACIA FOTOSENZITIZEROV

V porovnani s prvou generaciou PS ma druhd genericia zlepSené vlastnosti, ako
napriklad ¢isté zloZenie a Struktara, kratSia kozna fotosenzitivita, lepSie absorpéné

spektrum a vys3ia selektivita nadorového tkaniva.!’

3.3.3.1 PORFYRINOVE DERIVATY

Charakteristicka Struktira porfyrinovych derivatov je zaloZend na Styroch pyrrolovych
kruhoch spojenych metylidénovym mostikom.?* Porfyriny si nevyhnutné pre biologicku
aktivitu vetkych Zivych organizmov.*! Prirodzene sa vyskytujice porfyriny maja tplne
konjugované dvojité vizby a absorbuji svetlo s vinovou diZkou okolo 630 nm. Chloriny
su tetrapyrrolové derivaty s jednou redukovanou dvojitou vdzbou, to znamena, Ze
absorbuji svetlo s vinovou dizkou v rozmedzi 650-690 nm. Bakteriochloriny maju dva
pyrrolové kruhy s redukovanou dvojitou védzbou ato znamend opédt posunutie
absorpného spektra eSte viac do infraCervenej oblasti. V tomto ohlade sa javia
bakteriochloriny efektivnejSie ako chloriny, ale v tejto skupine zatial nie je vel'a zndmych
molekul a taktieZ je otdzna ich stabilita poc€as skladovania. Preto nie je pouZivanie

bakteriochlorinov rozsirené v praxi.?? Ich chemické $truktiry st zobrazené na Obr. 10.
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parphyrin chlorin bacteriochlorin

Obr. 10 Zdkladna struktura porfyrinu a jeho derivatov, chlorinu a bakteriochlorinu.
Prevzaté z PINILLOS BAYONA, A. M.; MROZ, P.;, THUNSHELLE, C.; HAMBLIN, M.
R. Design features for optimalization of tetrapyrrol macrocycles as antimicrobial and

anticancer photosenzitizers. Chem. Biol. Drug Des., 2017, 89(2), 347-364

Dalsie §truktary odvodené od porfyrinu st zobrazené na Obr. 11.
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Texaphyrin Pheophorbide
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Benzoporphyrin Phthalocyanine

Obr. 11 Dalsie porfyrinové derivaty. Prevzaté z MALATESTI, N.; MUNITIC, I.; JURAK,
1. Porphyrin-based cationic amphiphilic photosensitisers as potential anticancer,
antimicrobial —and immunosupresive agents. Biophys. Rev., 2017, 9(2),

149-168
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Klinicky schvalené fotosenzitizéry:

temoporfin  (m-THPC, meso-tetra(hydroxyphenyl)chlorin, Foscan®) — jeho
aktivacia svetlom prebieha pri 652 nm*? a pri efektivnej lie¢be st u¢inné aj nizke
davky PS ataktiez slabsia intenzita svetla.*! Jeho nevyhodou je vys§ia kozna
fotosenzitivita u niektorych pacientov, ktord trva aj niekol’ko tyzdiov.>** Tieto
nevyhody vyplyvaju z vysokej lipofility temoporfinu a v désledku toho sa I'ahko
viaze na bunkové membrany a plazmatické proteiny po intravendznej injekcii.
Taktiez ide o hydrofobnu molekulu a teda je slabo rozpustny vo vode a v cievnom
systéme dochadza k jeho agregacii.** Mechanizmus u¢inku temoporfinu spo¢iva
v priamej toxicite nadorovych buniek a taktiez v poskodzovani ciev.*!
V Eurdpskej tnii je schvaleny na lie¢bu nadorov v oblasti krku a hlavy,** taktiez

bol ispesne testovany na lie¢bu rakoviny pfs, prostaty a pankreasu.>’

Obr. 12 Chemicka Struktura temoporfinu. Prevzaté z ORMOND, A. B.;, FREEMAN,
H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy. Materials, 2013, 6, 817-840

1,5-aminolevulova kyselina (5-ALA) — je to aminokyselina prirodzene sa
vyskytujlca v Zivo¢ichoch a je to prekurzor protoporfyrinu IX a hému.*¢*® Je to
hydrofilnd molekula, ktoréa sa pouziva na lie€bu len povrchovych 1ézii kvoli slabej

koZnej penetracii.*’

Endogénne sa vyskytujica 5-ALA je syntetizovana zo
sukcinyl koenzymu A a aminokyseliny glycinu v mitochondridch pomocou
enzymu ALA-syntazy.*>*’ Endogénna aj exogénna 5-ALA podstupuje rovnaké

chemickeé reakcie a cez viaceré prekurzory z nej vznika protoporfyrin IX, ktory sa
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vo fyziologickych normalnych bunkach viaze so Zelezom pomocou
ferrochelatazy a vznika hém.*® Protoporfyrin IX sa kumuluje v nadorovych

bunkach pravdepodobne kvoli mensiemu mnozstvu ferrochelatazy,*’*

zvysenej
proliferativnej aktivite atvorbe ciev nadorovych buniek.* Na Obr. 13 je
znazorneny princip fotodynamickej diagnostiky (photodynamic diagnosis, PDD),
na ktoru je ALA casto vyuzivand, napriklad v diagnostike rakoviny mozgu,
mocového mechura a gastrointestinlneho traktu.*® OZarovanim éerveného svetla
(600-740 nm) alebo modrého svetla (450-580 nm) dochadza k excitacii
protoporfyrinu IX a k ¢ervenej fluorescencii (vyuzitelnej v PDD) ako aj k tvorbe
reaktivneho singletového kyslika, ktory spdsobuje smrt’ nadorovych buniek (Obr.
14) predovsetkym cestou apoptdzy, preto bunky a tkanivo v okoli nadoru su
takmer bez poskodenia. Takéato lie¢ba m4a minimum neZiaducich u¢inkov.*¢ Pod
obchodnym nazvom Levulan® sa pouziva ako 20% topicky roztok na lie¢bu
aktinickej keratozy*!' a je schvaleny v USA, Kérei, Mexiku, Brazilii, Argentine,
Cile a v Kolumbii.* Pod obchodnym ndzvom Ameluz® sa pouziva 5-ALA ako
10% gel nanoemulzie®® v kombindcii s Cervenym svetlom na lie¢bu aktinickej

keratdzy v USA aj Eurdpskej tnii.*»>*

5-ALA

HoN OH Protoporphyrin IX(PplX)

Mw 131.13
(o] Hy
CHs

Excitation H4C Emission
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405 nm 635 nm
H3C CH3
HO
O
Ho” ©

Obr. 13 Chemicka Struktura 5-ALA a protoporfyrinu IX, po excitdcii pri 405 nm
protoporfyrin IX vyzaruje cervenu fluorescenciu pri 635 nm, pouZitie v diagnostike.
Prevzaté z YONEMURA, Y. et al. Photodynamic Detection of Peritoneal Metastases
Using 5-Aminolevulinic Acid (ALA). Cancers, 2017, 23, 1-13
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Obr. 14 Mechanizmus PDT a PDD pri pouziti 5-ALA ako PS. Prevzaté z INOUE, K.

5-Aminolevulinic acid-mediated photodynamic therapy for bladder cancer. Int. J. Urol.,

2017, 34, 97-101

e metyl aminolevulat (MAL, Metvix®) — je to metyl ester 1,5-aminolevulovej

kyseliny (Obr. 15), ktory bol vyvinuty na zlepSenie prieniku 5-ALA do kozného

tkaniva.** Vyhodou MAL je slabsia intenzita bolesti po oZiareni svetlom

v porovnani s 5-ALA. Je to pravdepodobne spdsobené tym, ze 5-ALA je

transportovana neselektivnym GABA transportom do nervovych buniek.* Pod

obchodnym nazvom Metvix® sa pouziva ako 16,8% krém a v USA je schvéleny

na lie¢bu aktinickej keratézy.** V Eurépskej tnii je schvaleny na lie¢bu aktinickej

keratozy, povrchového aj nodularneho bazocelularneho karcinomu a Bowenovej

choroby.*%-!
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Obr. 15 Chemicka Struktura MAL. Prevzaté z BRESKEY, J. D. et al. Photodynamic
therapy: occupational hazards and preventative recommendations for clinical

administration by healthcare providers. Photomed. Laser Surg., 2013, 31(8), 398-407

e verteporfin (Visudyne®) — je to benzoporfyrinovy derivat (Obr. 16),%? ktory sa
klinicky pouziva predovSetkym na lieCbu choréb oka, a to s vekom spojenej
makularnej degradacie*!"> (ktora je ¢asto spojend so stratou zraku u starsich Iudi)
a polypoidnych choréb cievovky.>® Pod4dva sa intravendznou infuziou.*! Jeho
vyhodou je, Ze absorbuje svetlo s vinovou dizkou 689 nm, je lipofilny a mé kréatky

plazmaticky pol¢as, rychlo sa vylidi z tela a jeho fotosenzitivita netrva dlho.3%>*

Obr. 16 Chemicka Struktura verteporfinu. Prevzaté z BRESKEY, J. D. et al.
Photodynamic therapy: occupational hazards and preventative recommendations for

clinical administration by healthcare providers. Photomed. Laser Surg., 2013, 31(8),
398-407

e talaporfin sodny (N-aspartyl chlorin €6, NPe6, TS, Laserphyrin®) — je to derivat

chlorinu (Obr. 17). PouZiva sa na intraoperativhu PDT lie¢bu malignych
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mozgovych nadorov. Je klinicky U€inny a bezpetny, preto je schvéaleny na
klinické pouZivanie v Japonsku.> S absorpciou svetla s vinovou dizkou 664 nm
je potencidlnym PS v liecbe rakoviny pecene atstnej dutiny,”® ma kratky
plazmaticky polcas, preto je z tela rychlo odstraneny a tym padom sa skracuje

6V porovnani sprvou generaciou PS sa rychlo

jeho kozna fototoxicita.
akumuluje v naddorovom tkanive.’’  Talaporfin sodny absorbuje aj svetlo
s vinovou dizkou 400 nm (Obr. 18) apo excitacii taktieZ vyZaruje Gervenu
fluorescenciu. Z tohto dovodu bola vedena klinicka stadia, ktorej cielom bolo
ukdzat’ moznost’ intraoperativnej PDT a sucasne PDD. Pomocou fluorescencie
talaporfinu sodného, ktory sa kumuluje v nadorovom tkanive, by bolo mozné

diagnostikovat’ tspesnost’ resekcie nadoru ateda aj detekcia jeho zvysku po

terapii.>

CO,Na
COyNa

Obr. 17 Chemicka Struktura talaporfinu sodného. Prevzaté z AWASTHI, K. et al.
Fluorescence Characteristics and Lifetime Images of Photosensitizers of Talaporfin
Sodium and Sodium Pheophorbide a in Normal and Cancer Cells. Sensors, 2015, 15(5),
11417-11430
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Obr. 18 Absorpcné spektrum talaporfinu. Prevzaté z YOSHIDA, T. et al. Therapeutic
effects of a new photosensitizer for photodynamic therapy of early fead and neck cancer

in relation to tissue concentration. Auris, Nasus, Larynx, 2008, 35(4), 545-551

e tetrasulfonovany hlinity ftalocyanin (Photosens®) — je to ftalocyaninovy derivat
(Obr. 19), ktory absorbuje svetlo s vinovou dizkou 676 nm. Je schvaleny v Rusku
apouziva sa predovSetkym na liecbu rakoviny zaludka, koze a pfs. Jeho

nevyhodou je ale vyssia kozn4 toxicita, ktora trva niekol’ko tyzdiov.**->

HO,S SO;H

HO,S SO;H

Obr. 19 Chemicka Struktura tetrasulfonovaného hlinitého ftalocyaninu. Prevzaté
a upravené z ORMOND, A. B.;, FREEMAN, H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic
Therapy. Materials, 2013, 6, 817-840

e padeliporfin (palladium bacteriopheophorbide monolysotaurine,
TOOKAD® Soluble, WST11) — ide o vo vode rozpustny derivat padoporfinu
(Obr. 20).%° Utinkuje predovietkym na cievy, sposobuje v nich trombdzu

a nedostatok kyslika a Zivin v nadorovych bunkach. Je rychlo odstraneny zo
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systémového obehu hepatdlnymi a rendlnymi mechanizmami. Preklinické Stadie
na zvieracich modeloch ukazali, ze uzavretie celého cievneho systému nadoru
nastava v ramci niekol’kych minut.>® PouZiva sa na lie¢bu lokalizovanej rakoviny

prostaty.60

KO,C

Obr. 20 Chemicka Struktura padoporfinu (vlavo) a padeliporfinu (vpravo). Prevzaté
z ORMOND, A. B.;, FREEMAN, H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy.
Materials, 2013, 6, 817-840

Fotosenzitizéry v klinickych testovaniach

o rostaporfin (tin ethyl etiopurpurin, SnET2, Purlytin™) — je to derivat chlorinu
(Obr. 21) aktivovany svetlom pri 644 nm, ktoré prenika hlbSie do koze ako
u porfimeru. PreSiel prvou adruhou fazou klinického hodnotenia na lieCbu
metastatického adenokarcinomu pfs, bazocelularneho karcindmu a Kaposiho
sarkomu. Tato latka taktieZ preSla tretou fazou klinického hodnotenia na liecbu
vekovo spojenej makularnej degradacie, ale zatial nebola schvélena kvoli
d’alSiemu posudeniu jeho ucinnosti a bezpecnosti. Nevyhodou tejto latky je

pravdepodobnost’ vyssej koznej fotosenzitivity.>
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Obr. 21 Chemicka struktura rostaporfinu. Prevzaté z ORMOND, A. B.; FREEMAN,
H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy. Materials, 2013, 6, 817-840

o HPPH (2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide, Photochlor®) — je
odvodeny od chlorofylu (Obr. 22), absorbuje svetlo pri 665 nm.**>! M4 taktiez
niz8ie riziko fototoxicity a vyhybanie sa slnku po oZiareni je potrebné len 7-10
dni’! Bol testovany v prvej adruhej faze klinického hodnotenia na lie¢bu

rakoviny paZeraka, koze, ustnej dutiny, hitanu, hlavy a krku.*”

HO,C

Obr. 22 Chemicka Struktura HPPH. Prevzaté z ORMOND, A. B.; FREEMAN, H. S. Dye
Sensitizers for Photodynamic Therapy. Materials, 2013, 6, 817-840

o lutecity motexafin (Lu-Tex, Lutrin®) — ide o porfyrinovy derivat (Obr. 23), ktory
absorbuje svetlo s vinovou dizkou 732 nm, je rozpustny vo vode ajeho
plazmaticky polcas je len 7 hodin, ¢o vyrazne znizuje jeho koznl fotosenzitivitu.

Jeho nevyhodou je silné bolest, ktord sa objavila u niektorych pacientov pocas
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fototerapie.®! Podava sa intravendzne a posobi predovsetkym na nadorové cievy.

Presiel prvou fazou klinického hodnotenia lie¢by rakoviny prostaty.®

Obr. 23 Chemicka Struktura lutecitého motexafinu. Prevzaté z CONOR, A. E.;
GALLAGHER, W. M.; BYRNE, A. T. Porphyrin and Nonporphyrin Photosensitizers
in Oncology: Preclinical and Clinical Advances in Photodynamic Therapy. Photochem.
Photobiol., 2009, 85, 1053-1074

3.3.3.2 NEPORFYRINOVE DERIVATY

Tvoria vyrazne mensiu skupinu pouzivanych fotosenzitizérov, predovsetkym preto, ze
ich absorpéné maximum je v oblasti 420-670 nm (u porfyrinovych derivatov je to
630-760 nm). Preto je potrebny d’alsi vyskum v modifikovani tychto latok a rozsireni ich
absorp¢ného spektra nad hranicu 700 nm. VécSina tychto derivatov sa pouziva v medicine

kvoli ich antibakterialnym a antivirusovym vlastnostiam.*’
Antrachinény

e hypericin — ide o prirodzene sa vyskytujici antrachninénovy derivat (Obr. 24),
extrahovany z rastliny Hypericum perforatum (CLubovnik bodkovany). Pouziva sa
predovsetkym v liecbe depresie ale ma potencidlne vyuzitie aj vo fotodynamicke;j
terapii. Maximum v absorpcnom spektre ma pri 599 nm a ma kratky plazmaticky
polcas aj po podani vysokych davok. Viaceré Studie ukdzali vysoki nddorovo
Specificku cytotoxicitu a minimum neZiaducich G¢inkov.®® Prebehli rozne $tudie

ti¢inku hypericinu, napriklad na leukémiu® alebo rakovinu koze.®®
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Obr. 24 Chemicka Struktura hypericinu. Prevzaté z CONOR, A. E.;, GALLAGHER,
W. M.; BYRNE, A. T. Porphyrin and Nonporphyrin Photosensitizers in Oncology:
Preclinical and Clinical Advances in Photodynamic Therapy. Photochem. Photobiol.,
2009, 85, 1053-1074

Fenotiaziny

e metylénovd modrd — je to hydrofilnd molekula (Obr. 25), s maximalnou
absorpciou pri 660 nm.* Jej vyhodou je nizka cena, malé toxicita a mé taktie?
antifungalne a antibakterialne vlastnosti.®®’ Je schvalena FDA (Food and Drug
Administration) na liecbu methemoglobinémie.®® Ako sl'ubny fotosenzitizér bola

+69,70

tato latka testovana na lie¢bu ochoreni spdsobenych kvasinkami®®, baktériami

a taktieZ na lie¢bu niektorych druhov rakoviny.”!

1
:.1.=_~_1.§1f 5 NMe,
N

Obr. 25 Chemicka struktura metylénovej modrej. Prevzat¢ z ORMOND, A. B.;
FREEMAN, H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy. Materials, 2013, 6,
817-840

Xantény

e Dbengalska ruzova — je to vo vode rozpustny xanténovy derivat (Obr. 26), ktory

absorbuje pri 549 nm.*° Pouziva sa v o¢nej diagnostike na hodnotenie poskodenia
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rohovky a spojivky.” V ramci fotodynamickej terapie sa zatial len testuje na

3

lie¢bu rakoviny pfs a koze.’

Obr. 26 Chemicka Struktura bengalskej ruzovej. Prevzaté z ORMOND, A. B.; FREEMAN,
H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy. Materials, 2013, 6, 817-840

Cyaniny

e merocyanin 540 — tento cyaninovy derivat (Obr. 27) ma absorpéné maximum pri
540 nm.” Cielom jeho pdsobenia s leukemické bunky a bunky lymfému.
Pouziva sa v preklinickych testovaniach aprvej adruhej faze klinického
testovania na mimotelové preCistovanie autolégnych Stepov kmenovych

buniek.”>76

o} \n—C4Hg

Obr. 27 Chemicka Struktura merocyaninu 540. Prevzaté z TRAUL, D. L.; SIEBER, F.
Inhibitory effects of Merocyanine 540-mediated photodynamic therapy on cellular

immune functions: A role in the prophylaxis of graft-versus-host disease? J. Photochem.

Photobiol. B, 2015, 153, 153-163
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Kurkuminoidy

e kurkumin — je to prirodné farbivo (Obr. 28), izolované z korena rastliny Curcuma
longa (Kurkumovnik dlhy) a tradiéne sa pouziva ako korenie.”” Absorpéné
maximum ma pri 420 nm.* Jeho nevyhodou je nizka biodostupnost’, kvoli
nizkemu vstrebavaniu z gastrointestindlneho traktu, zlej rozpustnosti a rychlej
metabolizacii. Preto aj po podani vysokych davok kurkuminu, nie je dosiahnuty
relevantny farmakologicky ucinok.”” Aby sa minimalizovali tieto nevyhody, boli
navrhnuté rozne postupy ako zvysit’ biodostupnost’ kurkuminu. Je to napriklad
priprava nanoemulzii’® alebo enkapsulacia.”’ Pouziva sa ako antimikrobidlny

fotosenzitizér a v zubnom lekarstve na ni¢enie patogénov v Ustnej dutine.

0o OH
o 0.

M G = N G Me
HO OH

Obr. 28 Chemicka Struktura kurkuminu. Prevzaté z ORMOND, A. B.; FREEMAN, H. S.
Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy. Materials, 2013, 6, 817-840

3.3.4 TRETIA GENERACIA FOTOSENZITIZEROV

Tretia generacia fotosenzitizérov zahfiia niektoré PS druhej generdcie, ktoré st
konjugované na molekulové nosice, ktoré dodavaji dany fotosenzitizér do nadorového
tkaniva. Ako molekulové nosie sa pouzivaju sacharidy®', peptidy®?, lipozomy®,
polyméry®* a nanocastice.®®> Aby sa PS tispesne dostal do nadorovych buniek, je potrebné
vyuzit' urcité vlastnosti nddorovych buniek, ktoré ich odliSuju od normélnych zdravych
buniek.*® Sugasny vyskum sa ststredi na dve oblasti — génové inZinierstvo

a nanotechnologiu v PDT.!”

Chlorin e6 ajeho derivaty patria medzi druhti generdciu PS. Chlorin e6 ma viaceré
vyhody, ako napriklad maximum jeho absorpcie je v 400 nm a 660 nm (Obr. 18), preto

je mozné ho pouzit’ v terapii aj diagnostike a svetlo v oblasti 660 nm prenikne aZ do hibky
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7 mm. Na druhej strane ma aj nevyhody a to napriklad nizku rozpustnost’ vo vode. Jeho
molekula obsahuje tri r6zne karboxylové skupiny, ktoré mézu byt’ potencidlne vyuzité na
konjugéciu s biomolekulami.®® Z tohto dovodu boli uskutoénené rozne pokusy o syntézu

konjugatov chlorinu e6 s cielom zlepsit’ jeho vlastnosti.

Kostryukova ef al. vyvinuli nanosystém na dodanie lieCiva, zalozeny na sojovych
fosfolipidoch s Casticami mens$imi ako 20 nm. Po intraveno6znej aplikacii chlorinu €6 vo
fosfolipidovych nanocasticiach sa v tejto forme chlorin e6 akumuloval v nadorovom
tkanive vo vd¢Som mnozstve ako samotny chlorin e6 a taktiez bol z tela eliminovany

5-krét rychlejsie.?’
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4. METODICKA CAST

V mojej diplomovej praci som vyuzivala okrem iného aj couplingovll reakciu podla
Buchwald-Hartwiga (Obr. 30). T4 patri medzi cross-couplingové reakcie katalyzované
pomocou paladia medzi aminmi a arylhalogenidovymi zlic¢eninami alebo zluc¢eninami
s dobre odstupujucimi skupinami (tosylat, triflat). Vyslednym produktom je aminoderivat

naviazany na aromatické jadro (Obr. 31).

R . R /—

\\“\-‘ 1 paladiovy katalyzator, zdsada \-‘\ 2
R =alkyl, CN, COR R! = alkyl, aryl

X =CLBr. 1 OTf OTos

Obr. 30 Reakcna schéma Buchwald-Hartwig couplingu

redukoia

PAL X3 —— = PdI 1 ()

AJ.\R'\ axidativoa adicia
>/ PdL (0)
p-hydrid elimmacia NR,H
Pd

L —Pd
ArH -l
\‘/ k }HN%
)\ Pd NR,H
R H

Obr. 31 Mechanizmus Buchwald-Hartwigovho couplingu: Pd(Il) je najprv redukované
na Pd(0). Po odstraneni jedného ligandu (L) z Pd dochddza k oxidativnej adicii a tvorbe
Pd(1l) komplexu. V dalsom kroku je v komplexe X vymeneny za amin, za pomoci zasady.
Poslednym krokom je redukcna elimindcia, pri ktorej sa uvolni aromaticky aminoderivat

a PdL, ktory opdt vstupuje do oxidativnej adicie.
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Takyto postup syntézy aromatickych aminov ma oproti tradi¢nym postupom (nukleofilna
substitucia, redukénd amindcia) viaceré vyhody, ako napriklad lepSia kompatibilita
funkénych skupin, reakcia pozostava len z jedného kroku a relativne mierne reakéné

podmienky.®®

Podstatou paladiovej katalyzy je tvorba aktivneho katalyzatora Ligand-Pd(0) (Obr. 29).
Na tvorbu Pd(0) je potrebny zdroj paladia, ktory vie rychlo a efektivne generovat’ Pd(0).
Za najucinnejSie zdroje palddia su povazované palddiové prekatalyzatory: Pd G3
a PEPSI™ (Obr. 30). Pd G3 je G¢inny v kombindcii s fosfinovymi ligandami, PEPSI™

sa pouziva v kombinacii s N-heterocyklickymi karbénovymi ligandami.

zdroj paladia (prekatalyzator) + ligand —— LPd(0)

Obr. 29 Tvorba aktivneho katalyzatoru

Obr. 30 Struktiira prekatalyzdatorov Pd G3 (vlavo) a PEPSI™ (vpravo)

Pouzivané ligandy je moZné rozdelit’ do troch generacii:

1. generécia — patria tu fosfiny s jednym donorovym atdémom, napriklad P(o-tol)s

(Obr. 31)
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CH; CH;

PD
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Obr. 31 Struktiira P(o-tol);

2. generacia — su to predovsetkym fosfiny s dvoma donorovymi atomami. U tychto

ligandov je vyrazne zlepSeny rozsah ich pouzitia v aminaénych reakciach. Patria
tu napriklad BINAP (2,2'-bis(difenylfosfino)-1,1'-binaftalén), DPPF
(1,1 bis(difenylfosfino)ferrocén) (Obr. 32).

Ph
DOIEE=—NEy
P |
> P
oo @{@
Ph
Obr. 32 Struktiira BINAP (vlavo) a DPPF (vpravo)

. generacia — ide o elektrébnovo bohaté a stéricky branené fosfinové (Obr. 33)
ligandy (XPhos, RuPhos, BrettPhos, XantPhos, SPhos) a taktiez nefosfinové
ligandy (iPent). Vdaka tymto ligandom je mozZzné pouzit ako substraty

aminacnych reakcii aj inak nereaktivne ale lacné arylchloridy.
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Obr. 33 Struktiira fosfinovych ligandov

a: XPhos (2-Dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropylbiphenyl),

b: RuPhos (2-Dicyclohexylphosphino-2',6'-diisopropoxybiphenyl),

c¢: BrettPhos (2-(Dicyclohexylphosphino)3,6-dimethoxy-2'"4",6"-triisopropyl-1,1'-
biphenyl),

d: XantPhos (4,5-Bis(diphenylphosphino)-9,9-dimethylxanthene),

e: SPhos (2-Dicyclohexylphosphino-2',6"-dimethoxybiphenyl)
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Aminy sa m6zu chovat’ k prekatalyzatoru taktiez ako ligandy, preto je vhodné pridat’
nadbytok fosfinového ligandu, aby sa predislo deaktivacii prekatalyzatora. Vel'mi
dodlezita je Cistota pouzivanych aminov, ked’ze necistoty v aminoch mézu spdsobit’

zlyhanie reakcie.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

Vychodiskové latky a rozpustadla pouzité v uskutoénenych reakciach boli zakiipené od
nasledujucich firiem: Lach-Ner, Sigma-Aldrich, Penta, Acros. Teplota topenia latok bola
namerand pomocou digitalneho pristroja ELECTROTHERMAL 1A9200. Priebeh reakcii,
Cistota produktov ahodnotenie vytazku reakcii bolo realizované pomocou
chromatografie na tenkej vrstve na doskdch Merck Kiesegel 60 F254. Detekcia pod UV
lampou prebiehala pri vinovej dizke 366 nm, pripadne 254 nm. Cistenie vyslednych
produktov reakcii bolo uskuto&nené pomocou stipcovej chromatografie na stacionarne;
faze Merck Kieselgel 60. Hmotnostné spektrum bolo merané na hmotnostnom
spektrometri Advantage Max ion-trap LCQ s ESI zdrojom (Thermo Finnigan, San Jose,
CA, USA). IC spektra boli merané na IC spektrofotometri Nicolet 6700 v ATR méde.
Spektra '"H NMR a '*C NMR boli merané pomocou pristroja Varian VNMR S500.
Vychodiskova latka 3,6-bis(p-toluénsulfonyloxy)ftalonitril (3) bola pripravena

v minulosti v laboratériu podl'a publikovaného postupu.®

5.1 PRIPRAVA 3,6-DIBROMFTALONITRILU (1)

OH Br
& G0
@ . Bra -
acetominl
L CN
OH

K roztoku trifenylfosfinu (4,5 g; 17,1 mmol) v acetonitrile (15 ml) bol postupne po
kvapkéch pridavany brém (2,8 g; 17,1 mmol) za chladenia pri 0 °C a neustaleho mieSania.
Zmes bola ohriata na izbova teplotu za stidleho mieSania. Potom bol pridany
2,3-dikyanohydrochinén (1,0 g; 6,2 mmol) a reakéna zmes bola zahrievana 30 mint pri
70 °C pod vzdusnym chladicom. Rozpustadlo bolo odparené a odparok bol zahrievany
pri 220-240 °C jednu hodinu. Potom bola este na chvil'u zvySena teplota na 330 °C, kym

sa prestal vytvarat plynny bromovodik. Vzniknutd pevna latka bola rozpustena
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v dichlormetane (priblizne 60 ml). Roztok bol premyty s 5% NaHCOs3 a organicka faza
oddelend a vysuSena bezvodym NaSOs, prefiltrovand aodparena do sucha.
Krystalizaciou z tetrahydrofurdnu bola zmes zbavend vacSiny trifenylfosfinu, ktory
vykrystalizoval. Mate¢ny luh z krystalizacie bol odpareny a produkt bol vycisteny
pomocou stipcovej chromatografie. Ako mobilna fizu sme pouzili toluén/hexan
v pomere 3:1. Produkt bol tymto spdsobom zbaveny hrubych necistot. Na Uplné
vycistenie bolo k produktu pridané malé mnozstvo chloroformu, v ktorom sa zvysné
necistoty rozpustili, ale naS produkt nie, a rozpustadlo bolo odsaté. Ziskali sme 1,11 g
(15 %) jemne préaskovitého produktu takmer bielej farby. Produkt bol pripraveny podla
publikovaného postupu a analytické data (NMR) zodpovedaju datam uvedenym

v literatare.”®

t.t. 245,9-247,1 °C. 'H NMR (500 MHz, DMSO) & (ppm) 8,1 (s, 2H. ArH). '3C NMR
(125 MHz, DMSO) & (ppm) 138.7; 125,3; 120,0; 114,7. IC ATR: Vmax = 3105, 3063,
2234, 1959, 1556, 1445, 1394, 1204 cm’.

5.2 PRIPRAVA
3,6-BIS(TRIFLUROMETYLSULFONYLOXY)FTALONITRILU (2)

CF,

O—=5——=0

OH 0

[ F
ARy /I<L CN

:;';‘- T H\\o
j

dichlormetan. trietylamin

CIN

[
[

CN CN

OH

O—=5——=0

CF,
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Reakcia  prebichala v bezvodom  prostredi  pod  plynnym argonom.
3,6-dihydroxyftalonitril (3,2 g; 20 mmol) bol rozpusteny v zmesi bezvodého
dichlérmetanu (20 ml) a trietylaminu (6 ml, 44 mmol). Roztok bol ochladeny na teplotu
-10 °C pomocou zmesi 'ad+NaCl. Do reak¢nej zmesi bol po kvapkéch pridavany roztok
anhydridu trifluormetylsulfénovej kyseliny (10 ml, 60 mmol). Zmes bola zahriata na
izbovu teplotu a mieSana 14 hod pod argébnom. Zmes bola potom 2 krit vytrepana
s vodou. Izolacia produktu prebichala stipcovou chromatografiou. Ako mobilna fiza bola
pouzita zmes chloroformu a metanolu v pomere 10:1. Naslednou krystalizaciou
z metanolu bol ziskany vysledny produkt: 5,17 g (61 %) bielej krystalickej latky. Latka
bola pripravend podla uz publikovaného postupu’ atotoznost bola overena

porovnavanim na TLC so $tandardom®? uz ddvnejgie pripravenym v laboratériu.

t.t. 106,5-107,5 °C (literatira®® 106-107 °C)

5.3 VSEOBECNY POSTUP NUKLEOFILNEJ SUBSTITUCIE

Br ,-/\\h

CN CH,CH,
HN  zésada (K2CO03/Cs:C03)

CH.CH; ]
DMSO

CN
}
CN CN
4

X

5

Br N

/\\I\'/A\\
CN
CN
\\/ Br
Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi, pod plynnym argénom. VSetko laboratorne
sklo, potrebné v priebehu reakcie (mald sklenena flasticka s pryZovym uzéaverom,
2 sklenené striekacky s ihlou, destilatna banka), bolo najprv suSené¢ 2 hodiny pri
127 °C, aby bola minimalizovana vSetka vlhkost. Potom bolo do fl'asti¢ky pridané malé
mieSadlo, fTasticka bola vzduchotesne uzavretd a bol v nej vymeneny vzduch za argon.
Do sklenenej banky boli cez vzduchotesny uzaver napichané striekacky s ihlou a taktiez
v nej bol vymeneny vzduch za argdén. Takto vSetko sklo vychladlo. Do malej sklenenej
flasticky so Srubovacim pryzovym uzadverom boli navazené 3,6-dibromftalonitril

(0,07 g; 0,25 mmol) a zésada (0,75 mmol, KoCOs 0,10 g alebo Cs2CO3 0,24 g). Flasticka
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bola uzavretd a opdt’ bol vymeneny vzduch za argén. Striekackou s ihlou bol pridany
bezvody dimetylsulfoxid (1,5 ml) a dietylamin (0,182 g; 2,5 mmol). Flasticka bola
vlozena do pieskového kupela predhriateho na 80 °C na 24 hodin, poc¢as neustaleho
mieSania. Na druhy den prebiehalo hodnotenie, ktorého postup je uvedeny nizSie

(kapitola 5.5).

Po hodnoteni boli reakcie spojené a bol vyizolovany majoritny produkt 5 na Struktirnu
analyzu. Izoléacia produktu prebiehala nasledovne: spojené reakcie boli dané do vody
a produkt bol extrahovany do etylacetatu. Cistenie prebichalo pomocou stipcove;
chromatografie a ako mobilnd faza bola pouzitd kombinacia chloroformu a toluénu

v pomere 3:1. Ziskali sme ZIt krystalickt latku 5.

t.t. 114,0-115,5 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCL) § (ppm) 7.56 (d, J = 9.4 Hz, 1H, ArH),
6.97 (d,J=9.4 Hz, 1H, ArH), 3.51 (q,J= 7.1 Hz, 4H, NCH2), 1.24 (t, J= 7.1 Hz, 6H,
CH3). 13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm) 151,9; 136,7; 122,4; 120,3; 116,0; 115,1;
113,0; 102,0; 46,1; 12,8. IC (ATR): vmax = 3101, 2980, 2934, 2231, 2211, 1585, 1534,
1467, 1414, 1383, 1357, 1317, 1289, 1210.

5.4 VSEOBECNY POSTUP BUCHWALD-HARTWIGOVHO

COUPLINGU
- P P i ™
CN . :
ﬁ?ﬂkﬁﬁm CN CN
o 4
N rozpuitadlo
CN CN
Br
W \-V Br
1 i &
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Reakcia prebiehala v bezvodom prostredi, pod plynnym argénom. VSetko potrebné
laboratorne sklo (malé sklenena fTasticka s pryZovym uzaverom, 2-3 sklenené striekacky
s thlou-podl'a poc¢tu pouzitych rozpustadiel, destilacnd banka), bolo najprv susené 2
hodiny pri 127 °C, aby bola minimalizovana vSetka vlhkost. Potom bolo do fl'asticky
dané malé miesadlo, flasticka bola vzduchotesne uzavreta a bol v nej vymeneny vzduch
za argon. Do sklenenej banky cez vzduchotesny uzaver boli napichané striekacky s ihlou
a taktiez bol v nich vymeneny vzduch za argén. Takto sklo vychladlo. Do malej sklenene;j
flasticky so Srubovacim pryZovym uzaverom bola navazena vychodiskova latka 1, 2
alebo 3 (0,25 mmol), zasada (1,25 mmol), paladiovy katalyzator (0,005 mmol) a druhy
pomocny katalyzator (0,0125 mmol). Flasticka bola uzavreta aopit’ bol vzduch

vymeneny za argon. Striekackou a ihlou bol pridany amin (1,5 mmol) a rozpustadla
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(toluén 0,5 ml + /BuOH 0,1 ml alebo dimetylsulfoxid 1,5 ml). Fl'asticka bola umiestnena
do pieskového kupela predhriateho na 110 °C na 24 hodin, pocas neustaleho mieSania.

Potom prebehla kvantifikacia produktov podl'a postupu uvedeného nizsie (kapitola 5.5).

Po kvantifikacii boli obsahy vsetkych fT'asti¢iek zliate do jednej banky, rozpustadla boli
oddestilované a pozadovana latka 4 bola izolovana na Struktirne analyzy a potvrdenie
totoznosti. Izolovanie produktu prebiehalo pomocou stipcovej chromatografie. Ako prva
mobilna faza bola pouzita zmes chloroformu a hexanu v pomere 3:1. Tymto spdsobom
bol produkt zbaveny hrubych necistot. Za pouzitia zmesi hexan a etylacetat v pomere 3:1
ako mobilnej fazy, bola izolovana latka 4. Bola to jasnozIta olejovita latka, ktord po ¢ase

stuhla.

t.t. 94,6-95.7 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 7,12 (s, 2H, ArH), 3,30 (q, SH,
J=17,2 Hz, NCHy), 1,14 (t, 12H, J = 7,0 Hz, CHz). MS (ESI): m/z (%) 293 (30) [M +
Na'], 271 (100) [M + H']

5.5 KVANTIFIKACIA PRODUKTOV

Obsah fTasticky (vid® vysSie kapitoly 5.3 a5.4) bol nariedeny tetrahydrofuranom
a prefiltrovany do destila¢nej banky. Fl'asticky boli dokladne premyté tetrahydrofurdnom,
aby sa cely ich obsah dostal do banky. Potom bolo rozptstadlo odparené a nasledne
rozpustené v2 ml tetrahydrofurdnu. Na chromatograficki dosku 5x5 cm bolo
mikropipetou nanesenych 5 pl roztoku do jedného rohu. Doska bola vyvijana najprv v
mobilnej faze hexan a etylacetat v pomere 3:1, potom bola doska vybrata, vysusend a
otocend o 90° a vyvijana tentoraz v mobilnej faze chloroform a toluén v pomere 1:1.
Z dosky (Obr. 34) bola kvantitativne vySkrabana Skvrna latky 4 aj 5 do osobitnych
skimaviek. Do kazdej skimavky boli pridané 2 ml tetrahydrofurdnu. Obsah skiamavky
bol pretrepany a prefiltrovany cez ru¢ny teflonovy filter priamo do fluorescencnej kyvety.
Emisné spektrum bolo merané pri 420-600 nm po excitécii pri 400 nm. Hodnotili sme
intenzitu fluorescencie pri 505 nm (pre latku 4) a 472 nm (pre latku 5). Stanovenie pre

kazdu reakciu bolo urobené dvakrat.
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hexan/etylacetat chloroform/toluén
—_—

latka 5

latka 4

Obr. 34 2D-TLC doska s latkami 4 a 5

5.6 ZOSTROJENIE KALIBRACNEJ KRIVKY

Latka 4 (0,561 mg) alebo latka 5 (1,539 mg) bola rozpustend v 1 ml tetrahydrofuranu. Na
chromatograficku dosku 5x5 cm bolo mikropipetou nanesenych 5 pl roztoku do jedného
rohu. Doska bola vyvijana najprv v mobilnej faze hexan a etylacetat v pomere 3:1, potom
bola doska vybratd, vysuSena a otoCena o 90° avyvijanad tentoraz v mobilnej faze
chloroform atoluén v pomere 1:1. Z dosky boli kvantitativne vyskrabané Skvrny
skimanej latky a boli dané do skimaviek. Do kazdej skimavky boli pridané 2 ml
tetrahydrofuranu. Obsah skiimavky bol pretrepany a prefiltrovany cez ruény teflonovy
filter priamo do fluorescencnej kyvety. Emisné spektrum bolo merané pri 420-600 nm po
excitacii pri 400 nm. Postup bol rovnaky pri naneseni 10 pl, 15 pul a 20 pl roztoku.
Z nameranych hodnét intenzity fluorescencie bola zostrojend kalibracnd krivka

(Graf' 1, 2).
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Kalibracna krivka latky 4
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Graf 1 Kalibracna krivka latky 4

Kalibracna krivka latky 5
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Graf 2 Kalibracna krivka latky 5
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5.7 CYKLIZACIA S POUZITIM LITIA

Latka 4 (10 mg, 0,037 mmol) bola rozpustena v butanole a kratky ¢as zahrievana pri
138 °C, za chladenia vodnym chladi¢om. Do reakcie bolo pridané litium (1 mg,
0,148 mmol) a zahrievanie pokracovalo eSte 1 hodinu. Potom bola reakcia ukoncena,
reakénd zmes nariedena tetrahydrofuranom a bolo zmerané absorpéné spektrum.
Absorpéné  spektrum neindikovalo vznik pozadovaného produktu, v oblasti

600-900 nm nebol Ziaden absorpcny pas.

5.8 CYKLIZACIA S POUZITIM HORCIKA

LyvMg

butanol

K hor¢iku (6 mg, 0,247 mmol) bol pridany butanol a zmes bola zahrievana 2,5 hodiny pri
138 °C, pod vzdusnym chladi¢om. Latka 4 (10 mg, 0,037 mmol) bola rozpustena v malom
mnozstve butanolu a pipetkou bola pridana po kvapkach k butanolatu hore¢natému.
Reakcia bola zahrievana 24 hodin. Potom bola reakcia ukoncena, reakéna zmes nariedena
tetrahydrofurdanom abolo zmerané absorpéné spektrum. Absorpcéné spektrum
neindikovalo vznik poZadovaného produktu, v oblasti 600-900 nm nebol Zziaden

absorpény pas.
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6. VYSLEDKY

Syntéza ftalocyaninov je zalozend na cyklotetramerizacii vhodne substituovanych
ftalonitrilov. = V naSom  pripade bol tymto pozadovanym  prekurzorom
3,6-bis(dietylamino)ftalonitril (4). Latka tohto typu, teda 3,6-disubstituovany ftalonitril,
zatial’ nebola pripravena, pretoze klasické metddy nukleofilnej substitucie boli neti¢inné.
Preto sme sa v mojej diplomovej praci snazili ndjst’ a optimalizovat’ vhodni metédu na
pripravu  takychto zliCenin. Bolo to pomocou nukleofilnej substiticie

a Buchwald-Hartwigovho couplingu.

6.1 PRIPRAVA VYCHODISKOVYCH LATOK

Ako vychodiskové latky sme pouzili zIu€¢eniny s dobre odstupujicimi skupinami:

e 3,6-dibromftalonitril (1)
e 3.6-bis(trifluormetylsulfonyloxy)ftalonitril (2)
e 3.6-bis(p-toluénsulfonyloxy)ftalonitril (3)

Syntéza latok 2 a 3, s triflaitom a tosylatom ako odstupujiicimi skupinami, prebiehala po

esterifikacii dihydroxyftalonitrilu dobre, s vysokymi vytazkami.

Na druhej strane syntéza latky 1 bola s komplikaciami, hoci podl'a postupu® to malo byt
jednoduché. Po krystalizacii z tetrahydrofuranu podla literatiry”® sme ziskali len

trifenylfosfinoxid, teda vedlajsi produkt reakcie.

Izolovanie nasho produktu, latky 1, bol dlhy a naro¢ny proces. Vzorku sme dvakrat
vyéistili stipcovou chromatografiou. Tymto postupom sme oddelili mnoho negistot
a ziskali tak relativne Cistl latku. ZvySnych necistot sme sa zbavili ich rozpustenim
v malom mnozstve chloroformu, v ktorom sa nas produkt nerozpustil. Rozpustadlo sme

odsali a ziskali ¢istu latku 1.
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6.2 PRIPRAVA 3,6-DIETYLAMINOFTALONITRILU (4)

Nasledujacim krokom bola priprava prekurzoru 3,6-dietylaminoftalonitrilu, z ktorého
sme neskor vyskuSali cyklotetramerizaciou nasyntetizovat' ftalocyaninovy derivat.
Syntéza tohto prekurzoru bola vel'mi zlozita, pretoze je velmi komplikované dostat’
aminy do poloh 3 a6 ftalonitrilu. V minulosti bolo mnoho neuspesnych pokusov

o syntézu takychto latok.*?

Na syntézu latky 4 sme zvolili tieto dva postupy: nukleofilné substiticia a coupling podl'a

Buchwald-Hartwiga.

6.2.1 NUKLEOFILNA SUBSTITUCIA

Pri nukleofilnej substiticii sme ako vychodiskovii latku pouzili len latku 1. Dalej sme
pouzili dietylamin, uhli¢itan draselny alebo uhli¢itan cézny ako bazu
a bezny dimetylsulfoxid ako rozpustadlo. Tymto sposobom sme ziskali len

monosubstituovany derivat ftalonitrilu.

Pri pouziti bezvodého diethylaminu, bezvodého dimetylsulfoxidu a striktne bezvodych
podmienok, sme ziskali aj malé mnozZstvo disubstituovaného derivatu ftalonitrilu. Taktiez

sa vyrazne zvysilo aj mnozstvo monosubstituovaného derivatu.

V tomto pripade sme predovSetkym menili zdsadu a cas, pocCas ktorého reakcia

prebiehala. Vsetky kombinécie, ktoré sme vyskusali, sit uvedené v tabul’ke 1.

Tabulka 1 Podmienky, za ktorych prebiehali reakcie pomocou nukleofilnej substitucie.
Vychodiskova latka 1

Cislo reakcie amin zéasada rozpustadlo teplota °C cas
1 dietylamin | K>COs; |dimetylsulfoxid 80 24 hod
2 dietylamin | KyCOs; |dimetylsulfoxid 80 7 dni
3 dietylamin | Cs2CO3 | dimetylsulfoxid 80 7 dni
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6.2.2 BUCHWALD-HARTWIG COUPLING

V tejto reakcii st velmi dolezité podmienky, teda pouzité katalyzatory, zésady,
rozpustadlad a teplota, pri ktorej reakcia prebieha, a ich vzajomné kombindcie. My sme

vyskusali kombinacie, ktoré si uvedené v tabul’ke 2.

Tabulka 2 Podmienky, za ktorych prebiehali reakcie couplingu podla

Buchwald-Hartwig
Cislo teplota

reakeic katalyzator amin zasada rozpustadlo oC
1 Pd(OAc): X-Phos |dietylamin |Cs2COs3 |toluén+tBuOH 110

2 RuPhos-PdG3 |Ru-Phos |dibutylamin | K-O-/Bu |tetrahydrofurdn | 70

3 RuPhos-PdG3 | Ru-Phos |dietylamin |Cs>CO3  |toluén+tBuOH | 110

4 RuPhos-PdG3 | Ru-Phos |dietylamin |Cs>CO3  |toluén+tBuOH | 110

5 RuPhos-PdG3 |Ru-Phos |dietylamin |K2COs toluén+tBuOH | 110

6 RuPhos-PdG3 | Ru-Phos |dietylamin |K3PO4 toluén+tBuOH | 110

7 RuPhos-PdG3 | Ru-Phos |dietylamin |Cs>CO3 | toluén+tBuOH 80

8 RuPhos-PdG3 |Ru-Phos |dietylamin |K3PO4 toluén+tBuOH 80

9 RuPhos-PdG3 |Ru-Phos |dietylamin |Cs,COs3 | dimetylsulfoxid | 80

10 RuPhos-PdG3 | Ru-Phos |dietylamin |K3PO4 dimetylsulfoxid | 80

Ako vychodiskové latky sme v prvych troch reakciach pouzili vSetky tri latky s réznymi
odstupujucimi skupinami, teda latky 1, 2 aj 3. V nasledujtcich reakcidch sme pouzili uz
len latku 1, pretoze jedine z tejto vychodiskovej latky sa nam podarilo nasyntetizovat

pozadovany produkt, teda 3,6-dietylaminoftalonitril.

53



6.3 HODNOTENIE

Hodnotenie vytazku reakcii bolo na zacCiatku problematické, kedze sme pracovali

s vel'mi malymi mnoZstvami latok. Preto &istenie pomocou stipcovej chromatografie bolo

prili§ zdihavé na rychle hodnotenie u¢innosti reakcie a naviac by mohlo byt stratové, ¢o

by viedlo ku skreslenym interpretaciam vysledkov. Nakoniec sme vytvorili vlastny

postup, pricom hodnotenie prebiehalo fluorimetricky. Pomocou kalibracnej krivky sme

nasledne vypocitali priblizné mnozstva produktov v kazdej reakcii, ¢o umoZznilo

porovnanie u¢innosti jednotlivych reakcii.

Prvym krokom hodnotenia bolo ziskanie intenzity fluorescencie pre kazda vzorku. Ich

hodnoty st uvedené v tabul’kach 3 a 4.

Tabulka 3 Namerané hodnoty fluorescencie (count per second, cps) pri pouZziti

nukleofilnej substitucie. Vychodiskova latka 1

Cislo Latka 5 [10%] Latka 4 [10°]
reakcie | l.meranie | 2.meranie | priemer | l.meranie 2.meranie | priemer
1 24,05 25,50 24,78 1,40 1,15 1,28
2 25,60 30,60 28,10 1,25 1,52 1,39
3 27,70 27,10 27,4 1,08 1,24 1,16
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Tabulka 4 Namerané hodnoty fluorescencie (count per second, cps) pri pouZiti

Buchwald-Hartwig couplingovej reakcie. Vychodiskova latka 1.

Cislo Latka 5 [10%] Latka 4 [10°]
reakcie l.meranie 2.meranie | priemer | l.meranie | 2.meranie | priemer
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0,43 0,8 0,62 1,43 1,25 1,34
5 2,7 3,66 3,18 0,71 0,6 0,66
6 1,37 2,85 2,11 1,28 1,3 1,29
7 0,6 0,83 0,72 0,8 0,81 0,81
8 1,42 2,35 1,89 1,2 1,25 1,23
9 20,6 24,7 22,65 1,08 0,83 0,96
10 28,8 32,7 30,75 1,76 1,95 1,86

V d’alSom kroku hodnotenia sme zostrojili kalibracnu krivku pre latky 4 a 5 a potom

podl’a nej vypocitali mnozstva latok v kazdej reakcii.

Vysledné hodnoty ziskanych produktov v jednotlivych reakcidch su vyjadrené v grafoch

3a4.
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7. DISKUSIA

Pri nukleofilnej substitucii sme ziskali mnohondsobne viac monosubstituovaného
derivatu nez disubstituovaného derivatu (Graf 3). Jeho mnozstvo bolo priblizne rovnaké
vo vSetkych troch sktiSanych reakciach. Ked’ sme ale nechali reakciu prebiehat’ 7 dni, tak
sme ziskali mierne vySSie mnozstvo monosubstituovaného derivatu. V porovnani zasad
pouzitych v reakcidch bola uc¢innejsia KoCOs, pretoze sme ziskali viacSie mnozstvo

monosubstituovaného derivatu.

Na zisk disubstituovaného derivatu pri nukleofilnej substiticii nemala diZka priebehu
reakcie vyznamny vplyv (Graf 4), rozdiel bol este menSi ako v pripade
monosubstituovaného derivatu. Dizka priebehu reakcie ma teda na vytazok iba mierny
vplyv areakcia pravdepodobne po 24 hodindch uz d’alej neprebieha. Ako ucinnejSia
zasada bola vyhodnejSia KoCOs, pri ktorej sme ziskali vd¢Sie mnozstvo produktu ako pri

pouziti Cs2COs.

Pri couplingu podl'a Buchwald-Hartwiga sme v prvych troch reakciach (podmienky 1-3)
pouzili vSetky tri vychodiskové latky 1, 2 a 3.

Po kontrole pomocou TLC, sme ale zistili, ze v tychto reakciach vobec ni¢ nevzniklo,
tosylat aj triflat sa Uplne rozlozili. Len pri vychodiskovej latke 1 bol mierny ndznak

produktu. Preto sme v d’alSich reakciach pokracovali uz len s vychodiskovou latkou 1.

V tretej reakcii sme konec¢ne ziskali aj minimalne mnozstvo disubstituovaného produktu

4. Na doske TLC sme videli ndznak produktu pri pouziti vychodiskovej latky 1.

V reakciach 4 az 6 sme pouzili rovnaké rozpustadla (toluén a terc-butanol) aj teplotu
(110 °C), pri ktorej reakcia prebiehala, menili sme len pouzitl zasadu. Najviac
monosubstituovaného derivatu sme ziskali pri pouziti zdsady KoCOs, ale mnoZstvo
disubstituovaného derivatu bolo v tomto pripade najmenej. Ked'’Ze sme sa snazili ziskat’
predovsetkym disubstituovany derivat, v nasledujucich reakciach sme pouzili ako zasady
uz len Cs2CO;3 a K3PO4. Mnozstvo disubstituovaného derivatu bolo pri pouZiti tychto

dvoch zésad a pri teplote 110 °C takmer rovnaky.

V nasledujtcich dvoch reakcidch 7 a 8 sme skusili vplyv teploty na vytazok reakcie
a znizili sme ju na 80 °C. V pripade monosubstituovaného derivatu, bol mierny pokles

ziskaného produktu. V pripade disubstituovaného derivatu bol pokles vyraznejsi, ked’
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sme pouzili ako zadsadu Cs2CQOs, ale pri K3POs bol pokles miernejsi. Teplota ma teda na
priebeh reakcie vyznamny vplyv apri vySSej teplote sme ziskali vdcSie mnozstvo

produktu.

Pri reakciach 4 az 8, kde sme ako rozpustadlo pouzili toluén a ‘BuOH bolo mnozstvo
monosubstituovaného derivatu a disubstituovaného derivatu priblizne rovnaké. Ked’ sme
uz ale v reakciach 9 a 10 pouzili ako rozpustadlo dimetylsulfoxid, takmer 100 nasobne
nam stuplo mnozstvo monosubstituovaného derivatu. Mnozstvo disubstituovaného
derivatu bolo taktiez mierne vyssie. Pri pouziti K3POs ako zésady bol rozdiel este
vyraznej$i ako pri zdsade Cs>COs. Preto ako vyhodnejSie rozpustadlo sa javi
dimetylsulfoxid. Tu ale nie je mozné vylucit, ze reakcie neprebiehali mechanizmom
nukleofilnej substitucie, pretoze vytazky oboch latok boli priblizne rovnaké pri
Buchwald-Hartwigovom couplingu, ako aj pri pouziti podmienok nukleofilnej substitucie

bez pouzitia katalyzatorov.

Hmotnost’ ziskaného disubstituovaného derivatu sa vyraznejsie neliSila medzi reakciami
(Graf 4). Teplota mala mierny vplyv na vytazky. Ale ako najucinnej$ia zasada sa takmer
vzdy ukazala K3POs4 apri pouziti dimetylsulfoxidu ako rozpustadla bola ziskana

najvyssia hmotnost’ 3,6-dietylaminoderivatu.

V poslednom kroku sme vyskusali aj dva postupy cyklizacnych reakcii, jednu s pouzitim
litia adruht s butanoldtom hore¢natym. Podrobné postupy reakcii st popisané

v experimentalnej Casti mojej diplomovej préce.

Pomocou tychto postupov nam ale ziaden produkt nevznikol. Zistovali sme to meranim
absorbéného spektra v tetrahydrofurane, na ktorom bolo vidiet’ len vychodiskovu latku

a Ziaden absorpcny pas v oblasti 600-900 nm.
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8. ZAVER

V ramci mojej diplomovej prace boli pomocou nukleofilnej substitucie a couplingu podla
Buchwald-Hartwiga pripravené prekurzory ftalocyaninov: 3,6-bis(dietylamino)ftalonitril
a 3-dietylaminoftalonitril. Zistili sme, ze su vel'mi doélezité podmienky, pri ktorych
reakcie prebiehaju, ako napriklad typ rozpustadla a teplota. Pri Buchwald-Hartwigovom
couplingu boli taktiez ddlezité druhy pouzitych palddiovych katalyzatorov. Aj ked’ sme
pouzili dva postupy syntézy, nebolo mozné jednoznacne vylucit, ze pri pouziti
paladiovych katalyzatorov reakcia neprebichala taktiez mechanizmom nukleofilnej

substiticie.

Nasledné cyklotetramerizacné reakcie, za vzniku neperiférne substituovanych
ftalocyaninov tychto prekurzorov uz neboli Gspe$né. Ak by sa v budicnosti podarilo
nasyntetizovat’ ftalocyaniny z neperiférne substituovanych prekurzorov, mohli by byt

pouzité vo fotodynamickej terapii ako fotosenzitizéry s lepSimi vlastnostami.

59



9.

10

POUZITA LITERATURA

KANTAR, G. K. et al. Phtalocyanine and azaphtalocyanines containing eugenol:
synthesis, DNA interaction and comparison of lipase. J. Chem. Sci., 2017, 129(8),
1247-1256.

MANOTO, S. L. et al. Modes of Cell Death Induced by Photodynamic Therapy
Using Zinc Phthalocyanine in Lung Cancer Cells Grown as a Monolayer and Three-
Dimensional Multicellular Spheroids. Molecules, 2017, 22(5), 1-15.

MORKVED, E. H. et al. Unsymmetrical zync azaphtalocyanines, peripherally
substitued with thiophen-2-yl and 2-functionalized phenoxy groups. Polyhedron,
2010, 29, 3229-3237.

WU, W. et al. Controllable Photodynamic Therapy Implemented by Regulating
Singlet Oxygen Efficiency. Adv. Sci., 2017, 4, 1-21.

MLKVY, P. Postavenie a moznosti fotodynamickej terapie v onkologii. Onkolégia,
2007, 2, 299-301.

VAN STRATEN, D. et al. Oncologic Photodynamic Therapy: Basic Principles,
Current Clinical Status and Future Directions. Cancers, 2017, 9(2), 1-54.

DOUGHERTY, T. J., et al. Photodynamic therapy. J. Natl. Cancer Inst., 1998,
90(12), 889-905.

RUNDLE, P. Photodynamic Therapy for Eye Cancer. Biomedicines, 2017, 5(4), 1-7.

KONSTANTINIDIS, L., DAMATO, B. Intraocular metastases-A Review.
Asia-Pac. J. Ophthalmol., 2017, 6(2), 208-214.

GHEEWALA, T.; SKWOR, T.; MUNIRATHINAM, G. Photosenzitizers in prostate
cancer therapy. Oncotarget, 2017, 8(18), 30524-30538.

MOOLE. H., et al. Succes of photodynamic therapy in palliating patients with
nonresectable cholangiocarcinoma: A systematic review and meta-analysis. World J.
Gastroenterol., 2017, 23(7), 1278-1288.

BANERIJEE, S. M., et al. Photodynamic therapy: Inception to application in breast
cancer. Breast, 2017, 31, 105-113.

GRIFFIN, L. L.; LEAR, J. T. Photodynamic Therapy and Non-Melanoma Skin
Cancer. Cancers, 2016, 8(10), 1-13.

MANSFIELD, R.; BOWN, S.; McEWAN, J. Photodynamic therapy: shedding light
on restenosis. Heart, 2001, 86, 612-618.

60



15

16

17

18

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

TANAKA, M., et al. Immunogenic cell death due to a new photodynamic therapy
(PDT) with glycoconjugated chlorin (G-chlorin). Oncotarget, 2016, 7(30),
47242-47251.

BLANCO, K. C., et al. A Multicenter Clinical Study of Expected and Unexpected
Side Reactions During and After Skin Cancer Treatment by Photodynamic Therapy.
Skinmed, 2017, 15, 113-118.

KOU, J.; DOU, D.; YANG, L. Porphyrin photosensitizers in photodynamic therapy
and its applications. Oncotarget, 2017, 8(46), 81591-81603.

GAO, W. et al. Photodynamic Therapy Induced Enhancement of Tumor Vasculature
Permeability Using an Upconversion Nanoconstruct for Improved Intratumoral
Nanoparticle Delivery in Deep Tissues. Theranostics, 2016, 6(8), 1131-1144.

ALLISON, R. R.; MIGHISSI K. Photodynamic Therapy (PDT): PDT Mechanisms.
Clin. Endosc., 2013, 46, 24-29.

KATAOKA, H., et al. New photodynamic therapy with next-generation
photosensitizers. Ann. Transl. Med., 2017, 5(8), 1-7.

BENOV, L. Photodynamic therapy: Current Status and Future Directions. Med.
Princ. Pract., 2015, 24(1), 14-28.

PINILLOS BAYONA, A. M. et al. Design features for optimalization of tetrapyrrol
macrocycles as antimicrobial and anticancer photosenzitizers. Chem. Biol. Drug Des.,
2017, 89(2), 347-364.

WANG, K. Molecular mechanisms of liver injury: Aopptosis and necrosis. Exp.
Toxicol. Pathol., 2014, 66, 351-356.

LOPEZ-MARIN, N.; MULET, R. In silico modelling of apoptosis induced by
photodynamic therapy. J. Theor. Biol., 2018, 436, 8-17.

NGABIRE, D.; KIM, G. D. Autophagy and Inflammatory Response in the Tumor
Microenvironment. Int. J. Mol. Sci., 2017, 18(9), 1-15.

NOWAK-SLIWINSKA, P. et al. Vascular regrowth following photodynamic therapy
in the chicken embryo choryoallantoic membrane. Angiogenesis, 2010, 13, 281-292.

OLIVIO, M. et al. Targeted Therapy of Cancer Using Photodynamic Therapy in
Combination with Multi-faceted Anti-tumor Modalities. Pharmaceuticals, 2010, 3,
1507-1529.

MAEDING, N.; VERWANGER, T.; KRAMMER, B. Boosting Tumor-Specific
Immunity Using PDT. Cancers, 2016, 8(91), 1-14.

BRACKETT, C. M.; GOLLNICK, S. O. Photodynamic Therapy Enhancement of
Anti-Tumor Immunity. Photochem. Photobiol. Sci., 2011, 10(5), 649-652.

61



30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

CASTANO, A. P.; MROZ, P.; HAMBLIN, M. R. Photodynamic therapy and
anti-tumor immunity. Nat. Rev. Cancer, 2006, 6(7), 535-545.

ANZENGRUBER, F. et al. T-cell mediated anti-tumor immunity after photodynamic
therapy: Why does it not always work and how we can improve it? Photochem.
Photobiol. Sci., 2015, 14(8), 1492-1509.

GOLLNICK, S. O.; VAUGHAN, L.,; HENDERSON, B. W. Generation of effective
antitumor vaccines using photodynamic therapy. Cancer Res., 2002, 62,
1604-1608.

KORBELIK, M.; BANATH, J.; SAW, K. M. Immunoregulatory Cell Depletion
Improves the Efficacy of Photodynamic Therapy-Generated Cancer Vaccines. Int. J.
Mol. Sci., 2015, 16, 27005-27014.

KHARWAL, G. B. et al. Photodynamic Therapy for Infections: Clinical Application.
Lasers Surg. Med., 2011. 43(7), 755-767.

CARRERA, E. T. et al. The application of antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) in dentistry: a critical review. Laser Phys., 2016, 26(12), 1-23.

ABDEL-HADY, E. S. et al. Immunological and Viral Factors Associated with the
Response of Vulval Intraepithelial Neoplasia to Photodynamic Therapy. Cancer Res.,
2001 61, 192-196.

MEHRABAN, N.; FREEMAN, H. S. Development in PDT Photosenzitizers for
Increased Selectivity and Singlet Oxygen Production. Materials, 2015, 8, 4421-4456.

YOON, L; LI, J. Z.; SHIM, Y. K. Advance in Photosenzstizers and Light Delivery
for Photodynamic Therapy. Clin. Endosc., 2013, 46, 7-23.

ORMOND, A. B.; FREEMAN, H. S. Dye Sensitizers for Photodynamic Therapy.
Materials, 2013, 6, 817-840.

MALATESTI, N.; MUNITIC, I.; JURAK, I. Porphyrin-based cationic amphiphilic
photosensitisers as potential anticancer, antimicrobial and immunosupresive agents.
Biophys. Rev., 2017, 9(2), 149-168.

BRESKEY, J. D. et al. Photodynamic therapy: occupational hazards and preventative
recommendations for clinical administration by healthcare providers. Photomed.
Laser Surg., 2013, 31(8), 398-407.

KROEZE, S. G. C. et al. Photodynamic therapy as Novel Nephron Sparing Treatment
Option for Small Renal Masses. J. Urol., 2012, 187, 289-295.

SENGE, M. O.; BRANDT, J. C. Temoporfin (Foscan® 5,10,15,20-Tetra
(m-hydroxyphenyl)chlorin) — A Second-generation Photosensitizer. Photochem.
Photobiol., 2011, 87, 1240-1296.

62



44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

XIE, H. et al. Pharmacokinetic and biodistribution study following systemic
administration of Fospeg® - a Pegylated liposomal mTHPC formulation in a murine
model. J. Biophotonics, 2015, 8(1-2), 142-152.

KANG-HSIN WANG, K.; MITRA, S.; FOSTER, T. H. Photodynamic dose does not
correlate with long-term tumor response to mTHPC-PDT performed at several
drug-light intervals. Med. Phys., 2008, 35(8), 3518-3526.

INOUE, K. 5-Aminolevulinic acid-mediated photodynamic therapy for bladder
cancer. Int. J. Urol., 2017, 34, 97-101.

YONEMURA, Y. et al. Photodynamic Detection of Peritoneal Metastases Using
5-Aminolevulinic Acid (ALA). Cancers, 2017, 23, 1-13.

HALANI, S. H.; ADAMSON, D. C. Clinical utility of 5-aminolevulinic acid HCI to
better visualize and more completely remove gliomas. OncoTargets Ther., 2016, 9,
5629-5642.

COHEN, D. K.; LEE, P. K. Photodynamic Therapy for Non-Melanoma Skin Cancers.
Cancers, 2016, 8(90), 1-9.

WAN, M. T.; LIN, J. Y. Current evidence and applications of photodynamic therapy
in dermatology. Clin., Cosmet. Invest. Dermatol., 2014, 7, 145-163.

DHILLON, S. S. et al. A Phase I Study of Light Dose for Photodynamic Therapy
(PDT) Using 2-[1-hexyloxyethyl]-2 devinyl Pyropheophorbide-a (HPPH) for
Treatment of Non-small Cell Carcinoma in situ or Non-small Cell Microinvasive
Bronchogenic Carcinoma. A Dose Ranging Study. J. Thorac. Oncol., 2016, 11(2),
234-341.

KONSTANTINOU, E. K. et al. Verteporfin-induced formation of protein cross-
linked oligomers and high molecular weight complexes is mediated by light and leads
to cell toxicity. Sci. Rep., 2017, 7, 1-11.

JAIN, M. et al. Intra-Arterial Drug and Light Delivery for Photodynamic Therapy
Using Visudine®: Implication for Atherosclerotic Plaque Treatment. Front. Physiol.,
2016, 7(400), 1-13.

NEWMAN, D. K. Photodynamic therapy: current role in the treatment of
chorioretinal conditions. Eye, 2016, 30, 202-210.

SHIMIZU, K. et al. Intraoperative Photodynamic Diagnosis Using Talaporfin Sodium
Simultaneously Applied for Photodynamic Therapy Against Malignant Glioma:
A Prospective Clinicla Study. Front. Neurol., 2018, 9(24), 1-9.

YANO, T. et al. A multicenter phase II study of salvage photodynamic therapy using
talaporfin sodium (ME2906) and a diode laser (PNL6405SEPG) for local failure after

63



57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

chemoradiotherapy or radiotherapy for esophageal cancer. Oncotarget, 2017, 8(13),
22135-22144.

KASUYA, K. et al. Photodynamic therapy for biliary tract organ via a novel
ultra-small composite optical fiberscope. Exp. Ther. Med., 2017, 14, 4344-4348.

SEKKAT, N. et al. Like a Bolt from the Blue: Phthalocyanines in Biomedical Optics.
Molecules, 2012, 17, 98-144.

AZ70UZI, A. R. et al. TOOKAD® Soluble focal therapy: pooled analysis of three
phase II studies assessing the minimally invasive ablation of localized prostate cancer.
World J. Urol., 2015, 33, 945-953.

AZZOUZI, A. R. et al. Vascular-targeted photodynamic therapy with TOOKAD®
Soluble in localized prostate cancer: standardization of the procedure. World J. Urol.,
2015, 33, 937-944.

CONOR, A. E.; GALLAGHER, W. M.; BYRNE, A. T. Porphyrin and Nonporphyrin
Photosensitizers in Oncology: Preclinical and Clinical Advances in Photodynamic
Therapy. Photochem. Photobiol., 2009, 85, 1053-1074.

GHEEWALA, T.; SKWOR, T.; MUNIRATHINAM, G. Photosensitizers in prostate
cancer therapy. Oncotarget, 2017, 8(18), 30524-30538.

ZHANG, K. et al. Hypericin-photodynamic therapy inhibits proliferation and induces
apoptosis in human rheumatoid arthritis fibroblastlike synoviocytes cell line MH7A.
Iran. J. Basic Med. Sci., 2018, 21(2), 130-137.

XU, Y. et al. Hypericin-mediated photodynamic therapy induces apoptosis in K562
human leukemia cells through JNK pathway modulation. Mol. Med. Rep., 2015, 12,
6475-6482.

KLEEMANN, B. et al. St John’s Wort (Hypericum perforatum L.) Photomedicine:
Hypericin-Photodynamic Therapy Induces Metastatic Melanoma Cell Death. PLoS
One, 2014, 9(7), 1-20.

COSTA DOS SANTOS, M. S. et al. Nanographene oxide-methylene blue
as phototherapies platform for breast tumor ablation and metastasis prevention in a
syngeneic orthotopic murine model. J. Nanobiotechnol., 2018, 16(9), 2-17.

SBEGHEN, M. R. et al. Topical and Intradermal Efficacy of Photodynamic Therapy
with Methylene Blue and Light-Emitting Diode in the Treatment of Cutaneous
Leishmaniasis Caused by Leishmania braziliensis. J. Lasers Med. Sci., 2015, 6(3),
106-111.

HOSSEINI, N. et al. Susceptibility of Candida albicans and Candida dubliniensis to
Photodynamic Therapy Using Four Dyes as the Photosensitizer. J. Dent. Shiraz Univ.
Med. Sci., 2016, 17(4), 354-360.

64



69

70

71

72

73

74

75

76

71

78

79

80

81

RAMOS, R. R. et al. Photodynamic action of the red laser on Propionibacterium
acnes. An. Bras. Dermatol., 2017, 92(5), 622-625.

BRIGGS, T. et al. Antimicrobial photodynamic therapy—a promising treatment for
prosthetic joint infections. Lasers Med. Sci., 2018, 33, 523-532.

DOS SANTOS, A. F. et al. Methylene blue photodynamic therapy induces selective
and massive cell death in human breast cancer cells. BMC Cancer, 2017, 17(194),
1-15.

SONG, L. et al. O2 and Ca2 + Fluxes as Indicators of Apoptosis Induced by Rose
Bengal-Mediated Photodynamic Therapy in Human Oral Squamous Carcinoma
Cells. Photomed. Laser Surg., 2015, 5(33), 258-265.

TOOMEY, P. et al. Intralesional Injection of Rose Bengal Induces a Systemic Tumor-
Specific Inmune Response in Murine Models of Melanoma and Breast Cancer. PLoS
One, 2013, 8(7), 1-6.

WANG, W. et al. Magnetic-luminescent YbPOj4 :Er,Dy microspheres designed for
tumor theranostics with synergistic effect of photodynamic therapy and
chemotherapy. Int. J. Nanomed., 2014, 9, 4879-4891.

TRAUL, D. L.; SIEBER, F. Inhibitory effects of Merocyanine 540-mediated
photodynamic therapy on cellular immune functions: A role in the prophylaxis of
graft-versus-host disease. J. Photochem. Photobiol. B, 2015, 153, 153-163.

TSUJINO, 1. et al. Potentiation of the Anti-Tumor Effect of Merocyanine
540- Mediated Photodynamic Therapy by Amifostine and Amphotericin B.
Photochem. Photobiol, 2006, 82(2), 458-465.

BEYER, K. et al. Photodynamic Treatment of Oral Squamous Cell Carcinoma Cells
with Low Curcumin Concentrations. J. Cancer, 2017, 8, 1271-1283.

DE MATOS, R. P. A. et al. Effect of Curcumin-Nanoemulsion Associated with
Photodynamic Therapy in Cervical Carcinoma Cell Lines. Biomed Res. Int., 2018,
2018, 1-11.

TRIGO GUTIERREZ, J. K. et al. Encapsulation of curcumin in polymeric
nanoparticles for antimicrobial Photodynamic Therapy. PLoS One, 2017, 12(11),
1-34.

VIEIRA LEITE, D. P. et al. Effects of Photodynamic Therapy with Blue Light and
Curcumin as Mouth Rinse for Oral Disinfection: A Randomized Controlled Trial.
Photomed. Laser Surg., 2014, 32(11), 627-632.

AGGELIDOU, CH. et al. A versatile d-aminolevulinic acid (ALA)-cyclodextrin
bimodal conjugate-prodrug for PDT applications with the help of intracellular
chemistry. Beilstein J. Org. Chem., 2014, 10, 2414-2420.

65



82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

LIU, Q. et al. Potent peptide-conjugated silicon phthalocyanines for tumor
photodynamic therapy. J. Cancer, 2018, 9, 310-320.

LIN, M. W. et al. A Formulation Study of 5-Aminolevulinic Encapsulated in DPPC
Liposomes in Melanoma Treatment. Int. J. Med. Sci., 2016, 13(7), 483-489.

WANG, B. et al. Polymer-drug conjugates for intracellar molecule-targeted
photoinduced inactivation of protein and growth inhibition of cancer cells. Sci. Rep.,
2012, 2(766), 1-8.

MUEHLMANN, L. A. et al. Aluminum—phthalocyanine chloride associated to
poly(methyl vinyl ether-co-maleic anhydride) nanoparticles as a new third-generation
photosensitizer for anticancer photodynamic therapy. Int. J. Nanomed., 2014, 9, 1199-
1213.

WARUNA JINADASA, R. G. et al. Syntheses and Cellular Investigations of
Di(aspartate) and Aspartate-lysine Chlorin e6 Conjugates. Org. Biomol. Chem., 2016,
14(3), 1049-1064.

KOSTRYUKOVA, L. V. et al. Comparison of a new nanoform of the photosensitizer
chlorin e6, based on plant phospholipids, with its free form. FEBS Open Bio, 2018, 8,
201-210.

URGAONKAR, S. Proazaphosphatranes: a highly effective class of
triaminophosphine ligands in palladium-catalyzed cross-coupling reactions.
Retrospective Theses and Dissertations, 2004, 1707, 1-520.

MBAMBISA, G. et al. Synthesis and electrochemical properities of purple
manganese (III) and red titanium (IV) phtalocyanine complexes octa-substitued at
non-peripheral positions with phenylthio gropups. Polyhedron, 2007, 26(18),
5355-5364.

WANG, R. et al. New Synthesis of 3,6-Dibromophtalonitrile and Phtalocyanine
Having Eight Thienyl Substituents at Peripheral a-Positions. J. Heterocycl. Chem.,
2015, 52(4), 1230-1233.

AL-RAQA S. Y. Synthesis, Photochemical and Photophysical Properties of Novel
Unsymmetrically Substituted Zinc(II) Phthalocyanine. J. Porphyr. Phthalocyanines,
2006, 10(1), 55-62.

BURSIKOVA, H. Syntéza 3,6-bis(dialkylamino)substituovanych ftalonitrild.
Diplomové prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Hradec Kralové 2014.

KOBAYASHI, N. et al. Effect of Peripheral Substitution on the Electronic Absorption
and Fluorescence Spectra of Metal-Free and Zinc Phtalocyanines. Chem. Eur. J.,
2003, 9, 5123-5134.

66



