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ABSTRAKT

Fotodynamicka terapie je 1é¢ebna metoda vyuzivajici klinickou aplikaci fotosensitizéri pro alternativni
1é¢bu onkologickych a zanétlivych onemocnéni. Jednim z dillezitych element pro efektivni prubéh
terapie je pouziti fotosensitizéra, latek vykazujicich absorpéni vlastnosti. Diky konjugovanému systému
mohou flaviny absorbovat svétlo a slouzit tak jako potencialni fotosensitizéry. Piedlozena bakalaiska
prace se zabyva piipravou nového flavinového derivatu, inspirovaného riboflavinem. Strukturni
izomery riboflavinu, alloxaziny, poskytuji snadnou syntetickou modifikovatelnost pro vylepseni
materialovych vlastnosti. V teoretické ¢asti je popsan princip a mechanismus fotodynamické terapie,
moderni trendy jejiho pouziti v medicinskych aplikacich, limitace, vyhody a nepostradatelné elementy
pro efektivni prubéh terapie. V praci je nasledné piedstavena moznost potencialniho vyuziti flavina jako
ptirodou-inspirovanych fotosensitizéri absorbujicich svétlo v infracervené oblasti spektra.
Experimentalni ¢ast popisuje pripravu meziprodukti a finalnich prekurzort, 1,3-dialkylovaného uracilu
a 1,2-diketonu odvozeného ze struktury acenaftenu. Ovéfené syntetické cesty poskytovaly V praci
vysoké vytézky ptipravenych meziproduktd a finalnich prekurzort, coz bude pfinosné pro nasledné
syntetické studie, a naleznou tak uplatnéni pro dalsi piipravu série novych flavinovych derivatu.

ABSTRACT

Photodynamic therapy is a treatment method using the clinical application of photosensitisers for
alternative treatment of oncological and inflammatory diseases. Using photosensitisers, substances with
absorption properties, is a crucial element for the effective therapy process. Flavins can serve as
photosensitisers in photodynamic therapy thanks to their conjugated system. The proposed bachelor
thesis is focused on preparing of a novel, riboflavin-inspired flavin derivative. The structural isomers of
riboflavin, alloxazines, provide simple synthetic modification for material properties enhancement. The
theoretical part deals with the principle and mechanism of photodynamic therapy, modern trends in
medical applications, limitations, benefits and essential elements for the effective therapy process.
Consequently, the possibility of flavin derivatives potential use as infrared-absorbing photosensitisers
is considered. The experimental part aims to prepare the intermediates and final precursors, 1,3-
dialkylated uracil and acenaphthene-based 1,2-diketone. Verified synthetic paths described in the thesis
provided high yields of the prepared intermediates and final precursors. Thus, the approaches will be
utilized in the following synthetic studies to prepare the acenaphthene flavins series.
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CiL PRACE

Cilem této prace je vytvorit literarni reSerSi pojednavajici o vyuziti bio-inspirovanych organickych
molekul pro fotodynamickou terapii, na zakladg literarni reSerSe zah4jit syntézu zakladnich prekurzort
a popsat jejich strukturni charakterizace. V experimentalni ¢asti je cilem zpracovat a vyhodnotit ziskana
data po vykonanych experimentech. Na zavér shrnout dosazené vysledky a popsat smér dal$iho
vyzkumu pro budouci praci.



1 UvoD

Kuze je nejvetsim organem lidského téla, tvoii az 16 % télesné hmotnosti. Sklada se ze dvou primarnich
vrstev, epidermis a dermis, které jsou neustale v kontaktu s vnéjsim prostiedim. Pokozka funguje jako
fyzikalné-chemicka bariéra proti stresovym faktoriim vnéjsiho prostiedi jako jsou patogeny, chemikalie
a UV zéfeni.

MV werw

Chemoterapie a radioterapie jsou nejbéznéjsi metody 1écby rakoviny, nicméné rakovina kiize je méné
citlivd na chemoterapeutika, vi¢i nim a zafeni je silné odolna. Tyto vlastnosti z nich ¢ini extrémné
neuspokojivé protirakovinné terapie pro oSetfeni pokozky. Také nic¢i zdravé builkky a maji slabou
specifitu vi¢i nadorovym buitkam. Fotodynamicka terapie je druh 1é¢by, kterou Ize definovat jako
terapeutickou, klinicky schvalenou techniku s minimalni invazi do téla se selektivnim cytotoxickym
ucinkem na nadorové bunky. Historicky byla fototerapie slunecnim zafenim jiz zndma a vyuzivana
civilizacemi v Egyptg, Indii, Ciné a Recku k 16¢bé a prevenci riiznych koznich onemocnéni.

Fotosensitizéry, jakozto esencialni slozky fotodynamické terapie, se obecné déli na 3 generace podle
jejich vlastnosti, dale mohou byt déleny na piirodni a syntetické. Riboflavin slouzi jako model pro
syntézu modifikovanych flavind, které by svymi vlastnostmi mohly zlepsit efektivitu samotné terapie.
Flaviny se vyznacuji schopnosti absorbovat svétlo a poskytuji tak sirokou chemickou modifikovatelnost.
Aby mohly byt flaviny pouzity ve fotodynamické terapii jako fotosensitizéry a mohly tak podporit
efektivitu terapie, je tfeba odhalit struktury, od kterych se odvijeji klicové vlastnosti, které 1ze chemicky
modifikovat. Alkylaci uracilové c¢asti flavini lze zvysit jejich rozpustnost a vhodné zvoleny
konjugovany systém posune absorpci flavinovych fotosenzitizéri blize k infradervené oblasti
svételného spektra.

Vyssi rozpustnost flavinovych derivati a posun absorpce k infradervené oblasti skytd moznost pro vyvoj
nové generace fotosensitizért aplikovatelnych pro fotodynamickou terapii, s potencidlem pro podporu
1é¢by rakoviny kiize nejen povrchové, ale i hloubéji do tkani. Tato prace se zabyva syntézou prekurzord,
podporujici pozadované vlastnosti flavinového derivatu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fotodynamicka terapie (PDT)

Svétlo je vyuzivano k 1é¢bé onemocnéni uz od starovéku [1]. Egyptské, ¢inské a indické civilizace
vyuzivaly slunecni svétlo k 1é¢bé riiznych koznich onemocnéni, jako je psoriaza (lupénka), vitiligo
(neinfekéni kozni onemocnéni projevujici se ztratou melanocytit) a rakovina kize [2]. V 18. a 19. stoleti
se ve Francii vyuzivalo slune¢ni zafeni k 16¢bé nékolika onemocnéni, jako jsou tuberkuldza, kurdéje,
revmatismus, paralyza a svalova slabost [3]. V roce 1903 byla udélena Nobelova cena za fyziologii a
medicinu Nielsi Finsenovi za pfinos vyznamu svétla v 1ékatstvi. Finsen odhalil, Ze slunecni svétlo mtize
byt vyuzito k 1é¢bé lupus vulgaris, tuberkuléznimu onemocnéni kiize. Tento objev znamenal za¢atek
moderni fototerapie [1; 4; 5].

Fotodynamicka terapie (PDT) je zalozena na interakci fotosenzitizéru (PS), svétla se specifickou
vlnovou délkou, a molekularniho kysliku [6]. Lécba PDT spociva v podani PS, ktery se selektivné
hromadi v nadorové tkani. Nasledné je PS vystaven svétlu o vhodné vinové délce [7]. Samotny PS
nereaguje s molekulami ve svém okoli. Je proto aktivovan svétlem a po ozateni dojde k ptenosu energie
z molekuly PS na molekularni kyslik za vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je singletovy
kyslik (*O2), superoxidovy radikal (O;), hydroxylovy radikal (HO’) a peroxid vodiku (H20.) [1]. Tyto
cytotoxické fotoprodukty spoustéji kaskadu biochemickych d&ji, které mohou vyvolat poskozeni
a zniceni cilové tkané [7].

V roce 1911 W. Hausmann publikoval u¢inky PS, hematoporfyrinu, a svétla na prvocich a krevnich
burikach u mysi, kterym byl podan hematoporfyrin a u kterych se vyskytly kozni reakce [3; 4; 8]. Prvni
zprava o aplikaci PDT na ¢lovéka byla v roce 1913, kdy F. Meyer-Betz aplikoval injekéné sam sobé
200 mg hematoporfyrinu, aby zjistil, zda by mohly byt vyvolany podobné ucinky u lidi. Popsal
dlouhotrvajici bolesti a otoky v mistech vystavenych svétlu [2; 3; 8]. V roce 1960 iniciovali R. Lipson
a S. Schwartz koncept fotodynamické terapie (PDT) na klinice Mayo, kdy Lipson a Schwartz objevili
1é¢ivé ucinky proti zhoubnym onemocnénim injekéni aplikaci derivatu hematoporfyrinu (HpD) [1].
V roce 1975 doslo k vyznamnému pralomu v PDT, kdyz T. Dougherty uvedl, ze podani HpD a jeho
aktivace s cervenym svétlem zcela zamezilo ristu nadortt mlécné zlazy u mysi. Téhoz roku J. F. Kelly
aktivoval HpD pomoci svétla a dokazal tak eliminovat karcinom mo¢ového méchyte u mysi [4]. V roce
1976 doslo k dalsi vyznamné udalosti, kdy J. F. Kelly a M. E. Snell pfistoupili k prvni studii u¢inkt
HpD v PDT pf#i 1é¢bé rakoviné mocového méchyte u lidi [3]. Dougherty a spol. zagali produkovat
Fotofrin (porfimer sodny), coZ byla prvni molekula fotosenzitizéru schvalena organizaci US Food
and Drug Administration (FDA) v roce 1995 pro 1é¢bu rakoviny [2]. Od té doby PDT pokracuje ve
vyvoji a jeji klinicka aplikace byla rozsifena i na dalsi oblasti kromé 1é¢by nadort.

R

_CO(CH2)2

NaOOC(CHz)z - n

R: 2-hydroxyethyl; ethyl
Obrazek 1 Struktura Fotofrinu



2.1.1 Mechanismus PDT

Fotosensitizér je vystaven svétlu o uréité vinové délce, absorbuje energii ze svétla a dojde tak k jeho
excitaci ze zakladniho do excitovaného singletového stavu [9]. PS v singletovém stavu ma piebytek
energie. Bud’ je tato energie vyzafena ve formé¢ fluorescence v momenté, kdy se PS deexcituje do
zékladniho stavu, nebo PS podléha tzv. mezisystémovému prechodu a pfejde ze singletového stavu na
tripletovy stav. PS v tripletovém stavu ma mén¢€ energie nez v singletovém stavu a tato energie mtize
byt vyzarena ve formé fosforescence. Fluorescence a fosforescence jsou charakterizované kvantovym
vytézkem, ktery je definovan jako pomér emitovanych svételnych kvant ku absorbovanym svételnym
kvantim za jednotku ¢asu. Nevyzarena energie muze byt pouzita na dalsi procesy. Po ptechodu PS ze
singletového stavu do tripletového stavu miize dochazet ke dvéma déjim. Bud’ PS reaguje se substratem
za vzniku radikalu, ktery reaguje s kyslikem a vznikaji tak reaktivni formy kysliku (ROS), konkrétné
superoxidovy radikal (O ), hydroxylovy radika (HO) a peroxid vodiku (H20;). ROS se v cilové butice
zapoji do cilového procesu. Druhy zptsob, jakym mize PS v tripletovém stavu reagovat, je s molekulou
kysliku za vzniku reaktivniho singletového kysliku (*O;) [9]. Obé reakce mohou, ale nemusi probihat
zaroven, zalezi na interpretaci celkovém systému. Mechanismus PDT je zobrazen na obrazku 2.

Typ Il

Excitovany singletovy stav %\ -
A Mezisvstémos R\ S -
ezisystémovy - ps_
- PS,

prechod Excitovany tripletovy stav '1:

Fosforescence Typ |

Fluorescence

Svétlo

A\
PS
Zéakladni singletovy stav

Obrazek 2 Modifikovany Jablonskiho diagram; PS: fotosensitizér; PSgs: fotosensitizér v excitovaném
singletovém stavu; PSgi: fotosensitizér v excitovaném tripletovém stavu; ROS: reaktivni formy kysliku;
10,: singletovy kyslik

2.1.2 Aplikace PDT v mediciné

PDT vyuziva minimaln¢ invazivni postup, ktery se pouziva Klinicky pfi 1éébé onkologickych
onemocnéni, jako je rakovina kize, jicnu, hlavy a krku, plic, a mo¢ového méchyte [10]. PDT ma vsak
také nékolik neonkologickych aplikaci [11], jako jsou dermatologickd onemocnéni (akné [12],
bradavice [13], aktinicka keratdza [14], psoriaza [15], cévni malformace [16], hirsutismus (zvySeny rtst
pigmentovanych chloupkii u zen) [17], keloidy [18]), oftalmologicka (neovaskularizace rohovky [19]),
kardiovaskularni (aterosklerdza [20]), zubni (oralni lichen planus [21]), neurologicka (Alzheimerova
choroba [22]), kosterni (revmatoidni artritida [23]) a gastrointestinalni (Crohnova choroba [24]).

Vyuziti PDT mize byt rozsifeno o inaktivaci vird a mikroorganismi, véetné bakterii, kvasinek a hub,
pojmenované jako fotodynamicka inaktivace (PDI) mikroorganismd. Viry nebo mikroorganismy jsou
inaktivovany kombinaci netoxickych barviv (fotosenzitizér) a viditelného svétla. PDI lze pouzit jako
alternativu k antibiotiktim a antivirotikim. Aplikace PDI je mozna v n¢kolika oblastech, véetné humanni
a veterinarni mediciny, agropotravinafstvi, ¢isténi odpadnich vod a biologické bezpecnosti. Nedavno
bylo diskutovano o pouziti postupu PDT k 16¢bé pacientli s onemocnénim COVID-19 [10; 11].
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Dr. M. Weber a kol. [25] provedli studii, ktera se zabyva pouzitim riboflavinu v kombinaci s modrym
svétlem v PDT pro pacienty nakazené akutnim onemocnénim COVID-19. Studie zkoumala pacienty
pozitivni na COVID-19, ktefi dostavali konvenéni péci, a pacienty pozitivni na COVID-19, ktefi byli
podrobeni PDT. Pacienti, kteti byli podrobeni 1é¢bé PDT, vykazovali vyznamné zlepSeni klinickych
ptiznaki a virové zatéze do 5 dnd. Kontrolni pacienti neméli zadné vyznamné klinické zlepSeni ptiznaki
nebo virové zatéze. Vysledky dokazuji potencial postupu PDT k 1é¢bé pacientl infikovanych virem
COVID-19 v ¢asném stadiu infekce s mirnou formou az stfedné zavaznymi klinickymi pfiznaky. Tato
nové aplikace postupu PDT mtiZze zabranit hospitalizaci pacientd a podrobeni intenzivni pé¢i.

V Evropé jsou pro dermatologické 1é¢ebné postupy, konkrétnéji pro topické pouziti na kizi v PDT, jsou
nejbéznéji pouzivany tii fotosensitizéry. Prvni je S-aminolevulova kyselina (5-ALA), znama jako
ptipravek Ameluz®, druhy PS hydrochlorid kyseliny 5-aminolevulové, prodejnim nazvem AlaCare®.
Treti je methylester kyseliny 5-aminolevulové (MAL), nazev pfipravku je Metvix®. 5-ALA Ameluz®
se vyuziva v kombinaci s ervenym svétlem pro 1é¢bu mirné a stfedné t€zké aktinické keratdzy
a povrchového bazocelularniho karcinomu (bazoliomu). 5-ALA AlaCare® je schvélena pro 1é¢bu mirné
aktinické keratdozy v kombinaci scervenym svétlem. MAL Metvix® se pouziva v kombinaci
s Cervenym svétlem pro 1é¢bu aktinické keratozy, Bowenovy choroby a povrchového bazoliomu

[26: 27].
/

HO HO (0]
(0] (0] 0]
(0] (0] (0]
NH, NH, HCI NH,
a b c

Obrazek 3 Struktury fotosensitizéri: kyselina 5-aminolevulova (a); hydrochloriod kyseliny 5-
aminolevulové (b); methylester kyseliny 5-aminolevulové (c)

2.1.3 Vyhody a limitace PDT

PDT ma né¢kolik vyhod oproti konvenénim ptistupiim k 1é¢bé rakoviny. Prvni generace fotosenzitizéra
zpusobuje zvysenou fotosenzitivitu klize. PDT vSak nema pti spraévném pouzivani dlouhodobé vedle;jsi
uéinky. Je méné invazivni nez chirurgické zakroky a lze ji provadét ambulantné [28]. PDT miZze byt
aplikovana ptimo a ptesné v cilové tkani diky jeji dvoji selektivité. Dva hlavni faktory, které ptispivaji
k selektivité PDT, jsou fotosenzitizérti, které se piednostné hromadi v naddorové tkani, a ozafeni PS
svétlem vyhradné v cilové tkani [6; 28]. Selektivni akumulace PS v nadoru je usnadnéna v piipadé
topické aplikace, protoze PS se aplikuje pfimo a pouze na léze, které maji byt 1éCeny. Kdyz je PS
podavan intravendzn¢, musi ztistat v obéhu dlouho v dostate¢ném mnozstvi, aby dosahl do mista nadoru
a mohl se akumulovat [6]. Kromé¢ toho I1ze PDT, na rozdil od ozafeni, opakovat nékolikrat na stejném
misté. Po 1é€bé se mohou vyskytovat na kizi malé jizvy. PDT je ale obvykle cenové dostupnéjsi nez
jiné terapeutické metody v 1é¢bé rakoviny [28; 29].
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Jako kazda terapeuticka metoda ma i PDT urcita omezeni. Okysli¢eni tkani je rozhodujici pro vznik
fotodynamického efektu. Nadory obklopené hustou nadorovou hmotou snizuji obsah kysliku ve tkanich
zvazovani PDT jako o moznosti 1écby. Proto nadory, nachézejici se hluboko v tkanich (nejsou snadno
dostupné bez chirurgického zakroku), jsou obtizné 1é¢itelné kvili nizkému pronikani viditelného svétla
do tkané [28; 30]. Hlavni vyhody a limitace PDT jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1 Shrnuti hlavnich vyhod a nevyhod PDT

Vyhody Limitace

M nizky vedlejsi uc¢inek
fotosenzitivita po 1é¢bé

M ménég invazivni
M kratké doba oSetfeni ucinnost 1éCby zavisi na piesnosti
M pouzitelné ambulantné ozafeni nadoru
M opakovana aplikace na stejném misté B okyslideni tkani je zdsadni pro
M nizs$i ndklady fotodynamicky efekt

2.14 Podstatné elementy PDT

2.1.4.1 Zdroje svétla

Svétlo je nepostradatelnou soucasti pro aplikaci v PDT. Lécba pomoci PDT je zahajena aktivaci PS
pomoci svétla o urcité vinové délce. Zdroj zatfeni je zavisly na pozadované vinové délce svétla podle
polohy nadoru v tkani. Volba PS podléha vybéru vinové délky svételného zdroje. V PDT pievlada volba
svétla s vétsimi vlnovymi délkami, jelikoz Cervené svétlo pronikd hloubéji do tkani nez modré svétlo,
proto je vyvoj PS zaméten na pfipravu PS s maximalni absorpci ve fyziologickém okné (600-1300 nm)
[31]. Svétlo s vétsimi vinovymi délkami tak podpoti efektivitu 1é€by pomoci PDT. Nejpouzivangj§imi
zdroji svétla v PDT jsou lasery, LED diody a lampy [32].

Lasery se v PDT pouzivaji pti 1éCeni povrchu kiize nebo pro penetraci svétla hloubé&ji do tkani. Generuji
monochromatické svétlo, které je koherentni, a ma vysokou zafivost. Laser se muze kombinovat
s cockami pro rozptyl vyzafovaného svétla dopadajiciho na kizi, aby byl pokryt co nejvétsi povrch
pokozky. Nevyhodou lasert je jejich pofizovaci naklady a naro¢na udrzba [33].

LED diody jsou polovodi¢ova zafeni generujici svétlo [33]. Oproti laserim nevyzatuji koherentni
svétlo. Jsou levné, prenositelné a pouzivaji se pii 16€bé povrchu kuze [34]. Svétlo nevykazuje tak velkou
zativost jako u laser a emituje fotony ve vétsi oblasti vinovych délek [35].

Lampy byly pouzivany jako prvni zdroj svétla v PDT [36; 37]. Svétlo emituje fotony ve vétsi oblasti
vlnovych délek, nejcastéji se pouzivaji pro ozafovani povrchu kiize a ustni dutiny. Jedna se o levné
zafizeni, které se mize kombinovat s optickymi filtry, které propousti svétlo o vinové délce, ktera
odpovida absorpéni oblasti pouzitého PS [38].

2142 Kyslik

Pro uspésnou aplikaci PDT je dilezita pritomnost kysliku v misté, kde se nachazi nadorové bunky.
Mechanismem PDT vznikaji z kysliku bud’ reaktivni formy kysliku (ROS; typ I) nebo singletovy kyslik
(*0z: typ 11). ROS (O, ™, HO', H,0,) zpiisobuji apoptdzu nadorovych bunék, singletovy kyslik zptisobuje
jejich apoptozu i nekrozu. Metoda PDT je lokalni metodou, proto jsou zni¢eny pouze buiiky nadorové
[39].
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2.1.4.3 Fotosensitizéry

Fotosensitizér je latka, kterd dokaze absorbovat svétlo o ur€ité vinové délce ve forme energie a tuto
energii dokaze vyzatit ve formé svétla [40]. Fotosensitizéry mohou mit bud’ ptirodni ptivod (porfyrin,
riboflavin, bakteriochlorin) nebo je lze pfipravit syntetickou cestou (eosin, 5-ALA, benzoporfyrin) [41].
Zakladni klasifikaci fotosensitizérti 1ze definovat tfemi generacemi: prvni, druhou a teti [42; 43; 44].

Do prvni generace fotosensitizéru se fadi ptirodni porfyrin a jeho derivat hematoporfyrin [45; 46]. Byly
pouzity jako fotosensitizéry pro prvni klinické pokusy pro aplikaci v PDT [47]. I kdyz se vyznacuji
fotodynamickou aktivitou, maji fadu nevyhod jako je cytotoxicita, fototoxicita kiize, nizké absorpéni
koeficienty v Cervené oblasti viditelného svétla. V téle pacienta pretrvavaji 2 az 3 mésice a nesmi byt
vystaveny piimému sluneénimu svétlu [48]. Tyto negativni vlastnosti poslouZily jako model pro vyvoj
fotosensitizért druhé generace [49].

HO OH

d e
Obrazek 4 Struktury porfyrinu (d) a hematoporfyrinu (e)

Mezi fotosensitizéry druhé generace patii napt. tetrabenzoporfyrin, chlorin, ftalocyanin, 5-ALA,
chlorofylové derivaty (puriny), boron-dipyrromethen BODIPY, methylenova modi a bakteriochlorin
[50]. Tyto fotosensitizéry poskytuji vysoky vytéZzek singletového kysliku a jsou dobfe rozpustné ve vodé
[51]. Navzdory témto vyhodam mohou poskodit tkan v disledku toxicity, jsou méné stabilni a zpasobuji
signifikantni bolest [52]. Proto byly chemicky modifikovany za vzniku fotosensitizéru treti generace.
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Obrazek 5 Struktury fotosensitizéri druhé generace: tetrabenzoporfyrin (f); chlorin (g); ftalocyanin (h);
BODIPY (i); methylenova modr (j); bakteriochlorin (k)

.....

burniky. Fotosensitizéry druhé generace byly modifikovany pomoci nosi¢t, do kterych mohou byt
enkapsulovany, za vzniku fotosensitizért téeti generace [53]. Cilem této modifikace je, aby PS pusobil
pouze na cilovou oblast, a nikoliv na jeji okoli [54], dale byla snaha o vylepseni farmakokinetickych
vlastnosti PS (absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace) [55; 56]. Funkce nosi¢l je zajistit
hromadéni PS v cilové tkani. Jako nosi¢ se vybird takova nanocastice, kterd zvysi selektivitu PS a
podpoii tak jeji efektivitu. Mohou to byt liposomy, micely, polymery (dendrimery), nanocastice uhliku,
ktemiku nebo zlata [57].

2.1.5 Flaviny jako potencialni fotosensitizéry v PDT

Flaviny jsou biologicky aktivni latky, které se ptirozené vyskytuji v lidském organismu. Hraji dilezitou
roli v metabolismu ve formé koenzymu a jsou omezené rozpustné ve vod¢ [58; 59]. Zakladem flavinové
struktury je isoalloxazinové jadro, které diky konjugovanému systému dvojnych vazeb absorbuje svétlo
[60]. Jednim ze zastupcu flavint je riboflavin (RF), znamy také jako vitamin B,.

Riboflavin (RF) je esencialni vitamin, ktery nevykazuje toxicitu, je velmi dobfe biokompatibilni,
biodegradabilni, ale slabé rozpustny ve vodé [61; 62]. Slouzi jako prekursor kofaktori
flavinmononukleotidu (FMN) a flavinadenindinukleotidu (FAD), které se podili v metabolismu na
oxidaéné-redukénich procesech [63; 64]. RF podléha v mechanismu PDT jak typu I, tak typu Il RF a
jeho derivaty se pouzivaji jako PS v terapeutické 1é¢bé pro zniCeni a deaktivaci riznych virti a bakterii
[65]. Diky svym vlastnostem je RF slibnym kandidatem na PS, ktery lze pouzit v PDT k léceni
nadorovych onemocnéni.

Vyhoda syntetickych fotosensitizérti oproti piirodnim je moznost jejich modifikace dle potieb a zlepSeni
jejich vlastnosti, které jsou klicové pro moznou aplikaci v PDT. Muze byt zvySena jejich rozpustnost
alkylaci uracilové ¢asti, nebo zlepSeny optické vlastnosti prodlouzenim konjugovaného jadra pro
absorpci ve vinovych délkach odpovidajici infra¢ervené oblasti spektra.
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Obrazek 6 Struktura riboflavinu

Skupina flavinovych latek nepopisuje jenom riboflavin (isoalloxazin) a jeho derivaty, ale také isomerni
struktury alloxaziny, lumaziny atd. Alloxaziny jsou synteticky dostupnéjsi a maji vyssi fotostabilitu.
Obecné je lze ptipravit dvéma zpusoby, které podrobné popsal Richtar a kol. [59].

Piistup A se pouziva zejména pro piipravu kondenzovanych aromatickych flavini z aromatickych
1,2-diamind. Zahrnuje kondenzaci 1,2-diaminu s alloxanem v neutralnim nebo kyselém prostiedi
(kyselina octova, kyselina trihydrogenboritd). Byly pouzity komer¢ni 1,2-diaminy, zatimco alloxan lze
pripravit oxidaci kyseliny barbiturové s oxidem chromovym v kyselém prostiedi ledové kyseliny
octove.

Ptistup B je nejvhodnéjsi pro pfipravu nekondenzovanych aromatickych flavini pomoci 1,2-diketonit
a 5,6-diaminouracild, protoze syntéza 1,2-diketont je snadnéji dostupna nez syntéza odpovidajicich
1,2-diamind. Syntéza zahrnuje kondenzaci 1,2-diketonu s 5,6-diaminouracilem za kyselych podminek
(kyselina octové, methanol/voda/tetrahydrofuran).

A

H,N NH\[éo 0 0 0 NH\fo N \H
LA+ A I W

H,N R, R, 0 . .
e} 0 2 2
5,6-diaminouracil 1,2-diketon alloxan 1,2-diamin

v X

Obrazek 7 Zobrazeni piistupu A a ptistupu B pro pfipravu flavinového derivatu

Nesubstituované aromatické derivaty flavini jsou Vv bé&Znych organickych rozpoustédlech slabé
rozpustné kvuli silné interakci intramolekularnich vodikovych mistki, coz omezuje praci pro jejich
zpracovani. Richtar a kol. zvysili rozpustnost téchto derivati pfipojenim alkylovych substituentd na
atomy dusiku v polohach N1 a N3 alloxazinového jadra, coz zamezi interakci intramolekularnich
vodikovych mustka [66].
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2.1.6 Priprava flavinového derivatu s acenaftenovym systémem

Kvuli $patné rozpustnosti flavint jsou ze syntetickych reakci izolovany jejich nizké vytézky. Piistup B,
ktery by pravdépodobné poskytoval vysoké vytézky, je vhodny pro ptipravu flavini kondenzaci uz
alkylovaného uracilu s diketonem. Literatura uvadi vice moznych fetézcti pro substituci uracilu,
butylové fetézce jsou obecné vyuzivany a slouzi jako modelové alkylové fetézce pro pfipravu
substituovaného uracilu.

Prekurzory pro pfipravu doposud publikovanych diketonovych derivatd byly jednoduché
nekondenzované diketony (napf. 2,2'-thenil, 2,2'-pyridil) nebo kondenzované aromaty
(9,10-fenanthrendion) [59]. 1,2-diketon s pokro¢ilym konjugovanym systémem obsahujicim
heteroatom nebyl doposud zkoumany. Pro studii bakalaiské prace byl vybran acenaftenovy diketonovy
prekurzor 7, jehoz syntéza je popsana v literatufe a poskytuje vysoké vytézky. Aromatické jadro
acenaftenu rozsiti konjugovany systém flavinového derivatu, coZ zajisti posun absorpéniho maxima do
Cervené oblasti spektra. Zavedené alkylové skupiny zvysi rozpustnost cilového flavinového derivatu.

O
N N o)
N els e 048
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Obrazek 8 Naznaceni piipravy flavinového derivatu 1

2.1.6.1  Piiprava uracilového prekurzoru

Piiprava uracilové casti se skladd ze Cctytkrokové syntézy. Syntéza zacina ptipravou N,N ‘-
dibutylmocoviny 5, ktera vznika reakci butylaminu 6 a karbonyldiimidazolu 12 (CDI) [67]. 6-amino-
1,3-dibutyluracil 4 vznika kondenzaci N,N ‘-dibutylmocoviny a kyanooctové kyseliny v pfitomnosti
acetanhydridu, nasledné dojde ke katalyzované cyklizaci pomoci baze NaOH. Nitrosaci 6-amino-1,3-
dibutyluracilu vznikne 6-amino-1,3-dibutyl-5-nitrosouracil 3, ktery se redukuje za vzniku 5,6-diamino-
1,3-dibutyluracilu 2 [68].
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Obrazek 9 Retrosynteticka cesta uracilové ¢asti flavinového derivatu

2.1.6.2 Piiprava diketonového prekurzoru

Ptiprava diketonové casti flavinového derivatu se sklada ze ctytkrokové syntézy. Prvni krok syntézy
probiha mechanismem Friedel-Craftsovy acylace za pfitomnosti Lewisovy kyseliny chloridu hlinitého
(AICI3), vstupni latka acenaften 11 reaguje s dimethylkarbamoyl chloridem za vzniku N°N° NS NE-
tetramethyl-1,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamidu 10, ktery se rozpusti v koncentrované kyseliné
octové, vznika tak anhydrid kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9 [69]. Anhydrid podléha aminaci za
vzniku 2-butyl-6,7-dihydro-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-1,3(2H)-dionu 8, ktery je oxidovan
oxidem chromovym na 2-butyl-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-1,3,6,7(2H)-tetron 7, coz je finalni
struktura 1,2-diketonu [70].

R~ X =~ -

7 8 9 10 11

Obrazek 10 Retrosynteticka cesta pro piipravu diketonové ¢asti flavinového derivatu

2.2 Pouzité analytické metody
2.2.1 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)
Nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie, nebo-li NMR spektroskopie (z angl. Nuclear magnetic

resonance spectroscopy), je fyzikalné-chemicka metoda, ktera se pouziva pro analyzu molekul. Jedna
se o kvalitativni analyzu, urCuje sloZeni a strukturu analyzovanych molekul.

Na spiny atomového jadra molekuly pisobi konstantni magnetické pole 0 indukci Bo, které vyvola
roz§tépeni zakladniho energetického stavu jadra na dvé hladiny. Atomova jadra se nasméruji podle
sméru tohoto pole. Hladiny se energeticky 1isi od zakladniho stavu, jedna ma nizsi energii, druha naopak
vy$$i. Hladina s nizsi energii bude mit vétsi pocet jader, zatimco na hlading s vyssi energii bude ubytek
jader. Cim bude magnetické pole silngjsi, tim bude vétsi roz§tépeni hladin. Jestlize na takto rozdéleny
spinovy systém bude pisobit radiofrekvencni zafeni, dochazi k absorpci tohoto zafeni a k excitaci
jednotlivych spinti na vy$$i hladinu. Jakmile je ozafovani systému ukonéeno, dochazi k deexcitaci, ktera
je méfena. Pro méfeni jsou nejvyhodnéjsi jadra s nenulovym spinem, napt. *H nebo **C [71].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 VSeobecné informace k provedenym experimentiim a pouZitym pristrojim

Veskeré experimenty byly provedeny podle postupti uvedenych v literatufe. Pro provedeni experimentt
byly pouzity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla v takovém stavu, v jakém byly doruéeny od
vyrobcti AcroSeal®, Erba Lachema, a. s., Lach-Ner, s. r. 0., Penta, s. r. 0., Sigma-Aldrich, Thermo
Scientific, pokud nebylo v postupu napsano jinak. Latky byly chranény proti vlhkosti ve vysuSenych
bankach naplnénych argonovou atmosférou s teflonovym uzavérem, gumovym septem, sklenénou ¢i
plastovou zatkou. Rozpoustédla a latky v kapalném skupenstvi byly od vlhkosti a kysliku chranény
pomoci injekéni stiikacky. Organické latky byly suSeny siranem sodnym Na;SO., rozpoustédla byla
odpafovana pomoci rota¢ni odparky HeidolphHei-VAP Precision (Heidolph, Schwabach, Némecko).

Retenc¢ni faktory byly méfeny na destiCkach Supelco 60 TLC Plates (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) s 254 nm fluorescentnim indikatorem. Skvrny byly
monitorovany lampou s UV svétlem o vinovych délkach 254 a 354 nm. Pro sloupcovou chromatografii
byl pouzit jako stacionarni faze Silikagel 60 A (220-440 mesh).

'H a 3C spektra nuklearni magnetické rezonanéni spektroskopie (NMR) byly méfené piistrojem Bruker
Avance 111 500 MHz (Bruker, Billerica, MA, USA) s frekvenci 500 MHz a 126 MHz pfi teploté 30 °C
Vv deuterovaném chloroformu (CDCl3). Chemicky posun ¢ je popsan v jednotkach [ppm], vztahuji se na
referen¢ni signal CDCls. Interakéni konstanta J je popsana v jednotkach [Hz]. Jednotlivé interakce jsou
popsany nasledovné: s — singlet, d — dublet, d — dublet tripletu, t — triplet, m — multiplet. Body tani byly
namétfeny pomoci Koflerova bodotavku v kombinaci s mikroskopem Nagema PHMK 05 (Nagema,
Drazd’'any, Némecko).

Pro vyhodnoceni namétenych dat byly pouzity programy MestreNova (NMR), jako textovy editor byl
pouzit Microsoft Word 365 a reakéni schémata i struktury byly vytvofeny v programu
ACD/ChemSketch.
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3.2 Seznam pouzitych chemikalii
Acenaften (7); 97%; Thermo Scientific

Anhydrid kyseliny octové Cisty; Erba Lachema, a. s.
Butylamin (6); 99,5%; Sigma-Aldrich

Celit®; Merck KGaA

Dichlormethan (DCM); 99,8%; p. a.; Penta, s. r. 0.
Difenylkarbonat (13); ReagentPlus®; 99%; Sigma-Aldrich
Dimethylkarbamoy!l chlorid (DMCC); 96%; Thermo Scientific
Dithioni¢itan sodny; Sigma-Aldrich

Dusitan sodny; Erba Lachema, a. s.

Ethanol (EtOH); 99%; p. a.; Penta, s. r. 0.

Hydrazin hydrat Cisty; Penta, s. 1. 0.

Hydroxid amonny — vodny roztok; min. 25%; p. a.; Lach-Ner, s.r. 0.

Hydroxid sodny mikroperlicky; p. a.; Lach-Ner, s. r. 0.
Chlorid hlinity bezvody; Sigma-Aldrich

Chlorbenzen; 99,5%; Extra suchy s molekulovym sitem; AcroSeal®
Chloroform (CHCls); 99,8%; p. a.; Penta, s. 1. 0.
Karbonyldiimidazol (CDI, 12); Fluorochem Ltd.
Kyselina chlorovodikova; 35%; Cista; Penta, s. r. o.
Kyselina kyanooctova; 99%; Sigma Aldrich

Kyselina octova; 99,8%; ledova; Penta, s. 1. 0.
Methanol (MeOH); Penta, s. r. 0.

Oxid chromovy; p. a.; Penta, s. 1. 0.

Siran sodny bezvody cisty; Penta, s. r. 0.

Toluen; Penta, s. r. 0.

Uhli¢itan sodny bezvody ¢isty; Erba Lachema, a. s.
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3.3 Syntéza substituovaného uracilového motivu
3.3.1 Priprava N,N‘dibutylované mocoviny 5

O
13 Il
SN SNH ————— X 7 NH ONHN
? Toluen
70 °C
6 5
16 h

Schéma 1 Syntéza latky 5

Pro tento experiment byla butylmoéovina 6 (2 g, 27,35 mmol) rozpusténa v 15 ml toluenu, poté se
ptidala latka 13 (3,52 g, 16,41 mmol). Reakéni smés byla michana pti 70 °C po 16 hodin. Bé&hem
michani pte§la reak¢ni smés z bezbarvé na Zlutou barvu, pozdéji az zEervenala. Po ukonceni reakce byla
smés ochlazena na laboratorni teplotu, promyta vodou (2x5 ml), 15% kyselinou chlorovodikovou
(15 ml), znovu vodou (15 ml), solankou (15 ml), vysuSena siranem sodnym a rozpoustédlo bylo
odpafeno pomoci vakuové odparky. Ziskand pevné latka byla zfiltrovana. Nepodatilo se izolovat
produkt 5, experiment byl vyhodnocen jako neuspésny, a proto byl vykonan dle zménénych podminek.

12 O
/\/\NH2 > /\/\NHJJ\NH’\/\
Toluen
70 °C
6
16 h °

Schéma 2 Syntéza latky 5 (optimalizované podminky)

Butylmocovina 6 (2 g, 27,34 mmol) byla rozpusténa v bezvodém toluenu (15 ml). Poté byla latka 12
(2,66 g, 16,40 mmol) piidana pod argonem Kk reakéni smési. Byla pozorovana exotermicka reakce, kdy
se smés samovolné zahfala. Smés byla michana ptes noc pii 70 °C. Reak¢ni smés byla ochlazena na
laboratorni teplotu, promyta vodou (2x5 ml), 15% kyselinou chlorovodikovou (15 ml), znovu vodou
(15 ml), solankou (15 ml), vysu$ena siranem sodnym a rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci vakuové
odparky. Pevna latka byla zfiltrovana a po 4 hodinach promyta acetonem. Pevny produkt 5 byl ziskan
ve formé bilé latky (1,47 g, 62,4 %).

N,N*-dibutylovana mocovina 5

@)

/\/\NH”\NH\/\

Molekulovy vzorec: C;H,,N,O
Molekulova hmotnost: 172,27 g-mol™

Bod téni: 70,6-72,1 °C (lit. 65-75 °C [72])
Rf: 0,91 (CHCIls/MeOH, 95:5)
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3.3.2 Priprava 6-amino-1,3-dibutyluracilu 4

o 0
I Na NN
ZNSNH ONH TN ) YA
absolutni EtOH H NMO
70 °C 2
5 22 h 4

Schéma 3 Syntéza latky 4

Sodik (10,2 g, 16,25 mmol) byl rozpustén v absolutnim ethanolu (220 ml). K této smési byl pfidan
ethyl-2-kyanoacetat (0,86 ml, 8,13 mmol) a latka 5 (1,4 g, 8,13 mmol). Smés byla michana pti 70 °C po
dobu 22 hodin. Reakéni smés postupné ménila barvu ze Zluté na oranzovou az tmavé hnédou. Reakce
byla ukoncena, rezidua byla rozpusténa ve vodé a pH bylo upravenou koncentrovanou HCI na
hodnotu 7. Po filtraci byla ziskana nazloutla pevna forma, promyta destilovanou vodou a suSena pod
vakuem. Byla izolovana bila pevna latka. Byl zméfen bod tani, ktery ukazal, 7e se nejedna
0 meziprodukt 4, ale vychozi latku 5. Reakce tudiz neprobéhla, experiment byl prohlasen za neuspésny,

podminky byly optimalizovany.

0
L o LK
. a
/\/\NHJJ\NH\/\ . > o
acetanhydrid H NMO
80 °C 2
5 2h A

Schéma 4 Syntéza latky 4 (optimalizované podminky)

Do 100 ml bariky byla dana latka 5 (4,24 g, 24,61 mmol), kyselina kyanooctova (2,4 g, 28,30 mmol)
a anhydrid kyseliny octové (9,31 ml, 98,45 mmol). Smés byla zahtivana pti 80 °C 2 hodiny.
Po 2 hodinach se smés zménila ze zluté na tmavé Cervenou. Reakéni smés byla zakoncentrovana
odpatenim rozpoustédla, surova smés byla rozpusténa v methanolu (12 ml), ochlazena v ledové lazni
a dale byl ptidan 4 M roztok hydroxidu sodného (12 ml), kdy doslo k pozorovani vylouc¢ené pevné latky.
Reakéni smes byla michana 30 minut za neustalého chlazeni. Pevny podil byl zfiltrovan a vysusSen za

vzniku bilé pevné latky (5,37 g, 91,8 %).
kL . J)
M
AN

6-amino-1,3-dibutyluracil 4

N

H NMO

2

Molekulovy vzorec: C,,H,,N,O,
Molekulova hmotnost: 239,31 g-mol™*

Bod tani: 72,9-80,0 °C (lit. 90,1-92,4 °C [68])
Rf: 0,65 (EtOH/Toluen; 50:50)
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3.3.3 Piiprava 6-amino-1,3-dibutyl-5-nitrosouracilu 3

g g

HN___N__O ag. 6 M HCI H,N__N__O
| \Nlé ag. NaNO, j;(\lf
o) CH,COOH o
0°C
4 30 min 3

Schéma 5 Syntéza latky 3

Latka 4 (5 g, 20,89 mmol), ledova kyselina octova (2,25 ml) a 6 M kyselina chlorovodikova (4,25 ml)
byly chlazeny v ledové lazni. Dusitan sodny (1,44 g, 20,89 mmol) byl ptidavan ke smési po kapkach.
Reakéni smés byla michana 30 minut, zménila barvu z bilé na fialovou, dale byla zfiltrovdna, promyta
vodou (2x20 ml). Produkt 3 (> 99%) byl pouzZit do daliho experimentu pro pfipravu 5,6-diamino-1,3-

dibutyluracilu 2.

H,N__N__O
B4

ON ~ N
(@]

6-amino-1,3-dibutyl-5-nitrosouracil 3

Molekulovy vzorec: C,,H,N,O,
Molekulova hmotnost: 268,31 g-mol™

Bod tani: 199,7-201,5 °C (lit. 199-205 °C [68])
Rf: 0,81 (EtOH/Toluen, 50:50)

22



3.3.4 Priprava 5,6-diamino-1,3-dibutyluracilu 2

H.N N (0]
2 H.N N (@]
Iﬁf Na,5,0, : IX
ON TN > N~
3 aq. NH,OH H,N i
25 °C
3 30 min 2

Schéma 6 Syntéza latky 2

Latka 3 (5,61 g, 20,91 mmol) byla za laboratorni teploty rozpu$téna ve vodném roztoku hydroxidu
amonného (35 ml). Reak¢éni smés zmenila barvu z fialové na oranzovou. Dithioni¢itan sodny (10,92 g,
62,73 mmol) byl pfidan k reakéni smési behem 30 minut. Po pfidani veskerého dithionic¢itanu sodného
zménila reakéni smés barvu na tmavé zelenou. Reak¢ni smés byla extrahovana dichlormethanem
(3%x20 ml), promyta nasycenym roztokem NaCl, vysusena siranem sodnym a zfiltrovana pies celit.
Rozpoustédlo bylo odpateno za vzniku tmavé zeleného oleje. Latka 2 (4,22 g) byla za laboratorni teploty
prilita ke koncentrované kyseliné chlorovodikové (70 ml). Reak¢ni smés zménila barvu na bilou za
vzniku hydrochloridové soli, ktera byla zfiltrovana a opatrné promyta vodou. Po zpracovani byl izolovan
produkt 2 (4,17 g, 68,6 %).

5,6-diamino-1,3-dibutyluracil 2

H. N N (@]

2
1

H,N ~
O

Molekulovy vzorec: C ,H,,N,O,
Molekulova hmotnost: 290,79 g-mol™

Bod tani: 190,1-193,0 °C (lit. 235 °C [73])
Rf: 0,73 (EtOH/Toluen, 50:50)
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3.4 Syntéza diketonového prekurzoru
3.4.1 Priprava N° N° N6 NEé-tetramethyl-1,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamidu

10
0 N '~
O’ (CH),NCOCI
O

chlorbenzen

0°C > 80°C .

11 12 h 10

Schéma 7 Syntéza latky 10

V trojhrdlé bance, naplnéné argonem, byla latka 11 (2,0 g, 12,97 mmol) rozpusténa v bezvodém
chlorbenzenu (20 ml). Dimethylkarbamoyl chlorid (DMCC) (6,68 g, 34,24 mmol) byl pfidan po
kapkach. Chlorid hlinity (4,64 g, 34,76 mmol) byl pfidan po castech pii 0 °C. Reakéni smés byla
zahiivana pii 80 °C na reflux 12 hodin. Po 12 hodinach byla smés ochlazena na 0 °C, byl ptidan DMCC
(2,33 g, 21,66 mmol) a po ¢astech chlorid hlinity (3,20 g, 23,99 mmol). Tmavé hnéda reakéni smés byla
zahtivana pii 80 °C na reflux dalsich 12 hodin. Poté byla smés ochlazena na laboratorni teplotu a nalita
do studené, 5% kyseliny chlorovodikové (150 ml). Organicka faze byla extrahovana chloroformem,
promyta roztokem uhli¢itanu sodného, vodou, nasycenym roztokem chloridu sodného a susena siranem
sodnym. Chlorbenzen byl ze smési odparen. Produkt 10 byl ziskan rekrystalizaci z chlorbenzenu ve
formé bilé pevné latky (1,09 g, 54,60 %).

NS5, N° N8 Né-tetramethyl-1,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamid 10

FWEW

C

Molekulovy vzorec: C,;H,N,O,
Molekulova hmotnost: 296,36 g-mol™

AN

Bod téni: 132,6-134,0 °C
Rf: 0,77 (DCM)

!H NMR (CDCls, 500 MHz): 6 7,72 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 7,21 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 3,52 (s; 2H); 3;00
(s; 6H)
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3.4.2 Priprava anhydridu kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9

|
|\\1 00 _N_ o. _0__O
/
CO konc. HCI OO
' reflux .
10 S5h 9

Schéma 8 Syntéza latky 9

Latka 10 (2 g, 13,5 mmol) byla nalita do koncentrované kyseliny chlorovodikové (30 ml). Reakéni smés
byla zahtivana k refluxu 5 hodin, potom byla zchlazena na 0 °C. Vylouceny precipitat byl zfiltrovan
a promyt studenou vodou. Surovy produkt byl rekrystalizovan v horké kyselin€ octové (70 ml, reflux)
za vzniku bilého produktu ve formé jehlicek (1,09 g, 72 %).

Anhydrid kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9
@) 0] @)

Molekulovy vzorec: C,,H,0,
Molekulova hmotnost: 224,21 g-mol™

Bod tani: 277,7-280,1 °C
Rf: 0,55 (DCM)

IH NMR (CDCls, 500 MHz): § 8,50 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 7,61 (dt; J = 7,6; 0,9 Hz; 2H); 3,61 (s; 4H)
13C NMR (CDCls, 126 MHz): § 160,93; 155,83; 138,17; 135,03; 129,31; 121,69; 115,59; 32,03
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3.4.3 Priprava 2-butyl-6,7-dihydro-1H-indeno[6,7 1-deﬂisochino|in-l 3(2H)-dionu 8

o
: -
O absolutni EtOH
o) 90 °C —110 °C

12 h
9 8

Schéma 9 Syntéza latky 8

Latka 9 (0,355 g, 1,583 mmol) a butylamin 6 (0,133 g, 1,821 mmol) byly rozpustény v absolutnim
ethanolu (14 ml). Roztok byl zahiivan k refluxu 12 hodin. Poté byl roztok ochlazen na laboratorni
teplotu, pro ukonéeni reakce byla kroztoku pfidana voda. Organicka faze byla extrahovana
dichlormethanem, promyta vodou, nasycenym roztokem chloridu sodného a susena siranem sodnym.
Rozpoustédlo bylo odpafeno a surovy produkt byl predistén sloupcovou chromatografii na kolong,
dichlormethan byl pouzit jako eluent. Produkt 8 byl odebiran ve frakcich, rozpoustédlo bylo odpaieno
a byl ziskan vytézek (0,41 g, 93,4 %).

2-butyl-6,7-dihydro-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-1,3(2H)-dion 8

0
/Nﬁ

0]

Molekulovy vzorec: C,;H,,NO,
Molekulova hmotnost: 279,33 g-mol™*

Bod téni: 137,2-137,9 °C
Rf: 0,47 (DCM)

!H NMR (CDCls, 500 MHz): § 8,46 (d; J = 7,3 Hz; 2H); 7,52 (dt; J = 7,4; 0,8 Hz; 2H); 4,21-4,14 (m;
2H); 3,54 (s; 4H); 1,76-1,66 (m; 2H); 1,44 (dt; J = 14,8; 7,5 Hz; 2H); 0,98 (t; J = 7,4 Hz; 3H)

13C NMR (CDCl3,126 MHz): § 164,50; 153,77; 137,90; 132,77; 126,54; 120,99; 119,44; 77,41; 77,16;
76,91; 40,24; 38,31; 31,80; 31,38; 30,53; 29,84, 20,57; 14,01
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3.4.4 Priprava 2-butyl-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-1,3,6,7(2H)-tetronu 7

o]
o A
O acetanhydrid O
0 O )

110 °C

30 min.
8 7

Schéma 10 Syntéza latky 7

Latka 8 (0,41 g, 1,47 mmol) byla rozpusténa v anhydridu kyseliny octové (40 ml). Ke smési byl pfidan
oxid chromovy (0,73 g, 7,34 mmol). Reakéni smés byla zahiivana pii 110 °C po dobu 30 minut. Do
reak¢ni smési byl pridan led a cely systém byl smichan s kyselinou chlorovodikovou (5 ml), kdy se
zacala precipitovat pevna faze. Surovy produkt byl zfiltrovan a promyt vodou. Produkt byl precistén
sloupcovou chromatografii na kolon¢, dichlormethan byl pouzit jako mobilni faze za zisku zlutého
produktu 7 (0,25 g, 55,2 %).

2-butyl-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-1,3,6,7(2H)-tetron 7

A
230!
HO,

Molekulovy vzorec: C,;H,,NO,
Molekulova hmotnost: 307,30 g-mol™

Bod tani: 228,2-228,9 °C
Rf: 0,35 (DCM)

!H NMR (CDCls, 500 MHz): § 8,80 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 8,34 (d; J = 7,3 Hz; 2H); 4,26-4,18 (m; 2H);
1,79 - 1,68 (m; 2H); 1,52-1,40 (m; 2H); 1,00 (t; J = 7,4 Hz; 3H)

13C NMR (CDCls, 126 MHz): § 186,35; 162,68; 143,91; 132,21; 126,96; 126,39; 123,02; 41,06; 30,33;
20,49; 13,93
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Prekurzory flavinového derivatu pro PDT
Flavinovy derivat, molekula 1, byl zvolen pro pokracovani studie zabyvajici se moznostmi syntetickych
cest pro ptipravu alkylovaného alloxazinového jadra.

(@)
N N 9]
\_\*NNL(\I\T\/\/
(@]
S\
(@]
H,N__N__O \—\; O ©
L j0gse
7

Obrazek 11 Struktura cilového flavinového derivatu pro PDT a jeho prekurzorii

Pro ptipravu flavinového derivatu je nutné nejprve syntetizovat alkylovany uracilovy a acenaftenovy
prekurzor. Tato prace je zaméfena na ptipravy obou téchto latek podle postupt vyhledanych v literatute.
Struktura cilového flavinového derivatu pro PDT a jeho prekurzori jsou zobrazeny na obrazku 11.

4.1.1 Priprava alkylovaného uracilového motivu

Butylova skupina byla vybrana jako alkylaéni ¢inidlo. Z hlediska mensiho sterického branéni, oproti
jinym postrannim fetézctim, slouzi jako model pro dalsi studie. Pro pfipravu latky 2 byly pouzity
komeréné, cenové dostupné chemikalie. Piprava probihd podle schématu 11, syntézy jsou podrobné

popsany v nasledujicich kapitolach.

1. CNCH,COOH H)N__N__O
3 | b

12 o 2.4 M NaOH
: N
/\/\NH2 P— . /\/\NH”\NH’\/\ i » ~ N
o}
6 5 4
aq. 6 M HCI H/ H/
ag. NaNO, N N\(O Na,S,0, N NYO
—_— | N I | N\/\/
ON ~NS H,N
o)
3 2

Schéma 11 Piiprava alkylovaného uracilového prekurzoru
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4.1.1.1 Priprava N,N‘-dibutylované mocoviny 5

Vychozi latkou pro ptipravu alkylované mocoviny byl komeréné dostupny butylamin 6, ktery reagoval
slatkou 12 pti 70 °C. Prvni pristup syntézy dibutylované mocoviny byl reakci latky 6
s difenylkarbonatem 13. Béhem reakce bylo pozorovano mensi uvolnéni tepla nez u reakce s
karbonyldiimidazolem, meziprodukt se nepodatilo izolovat [67].

13
Toluen 0
70°C,16h
/\/\NH2 > /\/\NH”\NH’\/\
nebo
6 12 5
Toluen
70°C, 16 h
Schéma 12 Syntéza latky 5, zobrazeny dva pfistupy
Tabulka 2 Shrnuti reakénich podminek pro pfipravu latky 5
Vstup Reakéni podminky Vytézek [%]
1 6 (1 ekv.); 13 (0,6 ekv.); Toluen; 70 °C; 16 hod neizolovéano
2 6 (1 ekv.); 12 (0,6 ekv.); Toluen; 70 °C; 16 hod 62

Tabulka 2 zobrazuje reakéni podminky pro obé syntetické cesty. Byly vyzkouSeny 2 pfistupy pro
syntézu N, N ‘-dibutylované mocCoviny 5. Prvni piistup vyuziva latku 13, po zpracovani se reakéni smés
zbarvila do Cervena a latka nebyla izolovana (Tabulka 2, vstup 2). Pro syntézu latky 5 byl proto vybran
ptistup 2 [67]. Druhy pfistup vyuziva reakci butylaminu s karbonyldiimidazolem, poskytujici vytézek
62 % (Tabulka 2, vstup 1). Mocovina ve formé pevné, bilé latky byla rekrystalizovana z acetonu.

Reakce s latkou 13 byla provedena podle literatury [74], kde byla latka 13 pouzita pro pfipojeni
glykolovych fetézcli na mocovinu. O pfipojeni glykolovych fetézci na mocovinu bude uvaZovano
v budouci diplomoveé praci pro syntézu dalsich flavinovych derivatt.

N,N “-dibutylovana mocovina 5 je znama latka a jeji identita byla potvrzena zméfenim bodu tani, ktery
odpovidal literatute [72]. Po uspé$ném dokonleni syntézy byla mocovina pouzita do dalSiho
experimentu jako vychozi latka pro syntézu 6-amino-1,3-dibutyluracilu 4. Produkt 5 byl identifikovan
zméfenim bodu tani.

4.1.1.2 Priprava 6-amino-1,3-dibutyluracilu 4

Pro tuto reakci byla pouzita latka 5, syntetizovana v pfedchozim experimentu. Reakce probiha
mechanismem nukleofilni adice. Nejprve byl proveden postup vyuzivajici sodik pro pFipravu
nesubstituovaného uracilu. Tento postup nefungoval pro piipravu substituovaného uracilu, proto byla
vyhledana dalsi literatura vyuzivajici kyanooctovou kyselinu.

Byly provéieny 2 ptistupy. Prvni pfistup vyuzival rozpusténi sodiku v absolutnim ethanolu za vzniku
ethanolatu sodného, ve kterém byly rozpustény ethyl-2—kyanoacetat spolu s butylovanou mo¢ovinou.
Reakce byla ukoncena neutralizaci kyselinou chlorovodikovou. Po filtraci byla ziskana nazloutla pevna
latka, ktera byla promyta destilovanou vodou a susena pod vakuem. (Tabulka 3, vstup 1) [75]. Ziskany
svétle Zluty pevny produkt byl podroben identifikaci zméfenim bodu tani. Naméfeny bod tani prokazal,
ze Z reakce byla vyizolovana nezreagovana vstupni latka 5.
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Na
abs. EtOH

o 70 °C H,N__N__O
L 221 Y
SN SNH ONH YN p_—— > N~
CNCH,COOH, 4 M NaOH ©
5 acetanhydrid 4
80 °C
2h

Schéma 13 Syntéza latky 4, zobrazeny dva pfistupy

Tabulka 3 Shrnuti reakénich podminek pro pfipravu latky 4

Vstup Reakéni podminky Vytézek [%]
1 5 (1 ekv.); Na (2 ekv.); CNCH2CO; (1 ekv.); 78 °C; 22 hod Nevznikl produkt
9 5 (1 ekv.); CNCH3COOH (1,15 ekv.); CNCH,CO-Et (4 ekv.); 92
80 °C; 2 hod

Druhy piistup vyuziva reakci latky 5 s kyanooctovou kyselinou v anhydridu kyseliny octové pii 80 °C
po dobu 2 hodin. Doslo k barevné zméné ze zluté na tmavé ervenou a po zpracovani smési byl izolovan
meziprodukt s 92% vytézkem (Tabulka 3, vstup 2). Identifikace molekuly 4 byla provedena pomoci
zm¢éreni bodu tani.

4.1.1.3 Priprava 6-amino-1,3-dibutyl-5-nitrosouracilu 3

Vychozi latkou pro ptipravu latky 3 byla pouzita latka 4 z pfedchoziho experimentu, reakce probiha
mechanismem elektrofilni substituce [68]. Jedna se o reakci, pfi které je elektrofil nahrazen jinym
elektrofilem, v tomto pfipad¢ je vodik nahrazen nitrosylovym kationtem. Nitroso skupina se zavadi na
volnou pozici C(5) molekuly uracilu.

H,N_ _N__O agq. 6 M HCI HN__N__O
| \,f aq. NaNO, | \l\f
~ t ON ~
CH,COOH o
4 0°C
30 min 3
>99 %

Schéma 14 Syntéza latky 3

Latka 4 (1 ekv.) a6 M HCI (1 ekv.) byly michany v ledové kyseliné octové pii 0 °C, dusitan sodny byl
ptidavan po kapkach (1 ekv.). Reakce byla chlazena pii 0 °C, protoze b&hem rozpousténi dusitanu
sodného bylo uvoliiovano velké mnozstvi tepla, jedna se o exotermni reakci. Z izolovaného vytézku
bylo men$i mnozstvi odebrano pro pozdéjsi analyzu, zbytek meziproduktu byl ihned pouzit do
nasledujiciho experimentu pro pfipravu finalniho produktu, 5,6-diamino-1,3-dibutyluracilu 2. Latka 3
byla identifikovana zméfenim bodu tani.
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4.1.1.4 P#iprava 5,6-diamino-1,3-dibutyluracilu 2

Redukce nitroso skupiny u 6-amino-1,3-dibutyl-5-nitrosouracilu 3 byla provedena dithioni¢itanem
sodnym, ktery byl pouzit jako redukéni ¢inidlo [68]. Dithioni¢itan sodny byl vybran pro svou
rozpustnost ve vodg, dostupnost a ptiznivou pofizovaci cenu. Dal§im redukénim ¢inidlem muze byt
sulfid amonny.

- | NYO Na,S.0 2 | \rf
ON N\/\/ 822" - H,N N
o) ag. NH,OH O
25 °C 5
30 min 69 %

Schéma 15 Syntéza latky 2

Latka 3 (1 ekv.) byla rozpusténa ve vodném roztoku hydroxidu amonného. Dithioniéitan sodny (3 ekv.)
byl pfidavan postupné béhem 30 minut. Reakéni smés zmeénila barvu na tmavé zelenou, byla
extrahovana pomoci DCM, promyta nasycenym roztokem NaCl a zfiltrovana pfes celit. Rozpoustédlo
bylo odpaieno a produkt byl ziskan ve formé zeleného oleje, ktery byl prilit do koncentrované HCI.
Diaminy jsou nestabilni, proto byl produkt pomoci koncentrované HCI pfeveden na hydrochlorid, ktery
je stabilngj§i. Po zfiltrovani mél produkt svétle Zlutou barvu, jeho vystavenim vlhkosti po delsi dobé
zménil produkt barvu na rizovou, proto je uchovan pod argonovou atmosférou v lednici. Latka 2 byla
identifikovana zméfenim bodu tani.

4.1.2 Priprava 1,2-diketonového prekurzoru

Acenaften 11 byl vybran jako vhodny prekurzor pro piipravu flavinového derivatu, protoze jeho
konjugovany systém umozni prodlouzit flavinovy derivat, coz zajisti posun k vy$§im vinovym délkam.
Navic ptiprava finalniho diketonu je popsana v literatufe a reakce poskytuji vysoké vytézky [76].
Ptiprava diketonového prekurzoru probiha podle schématu 16, syntézy jsou podrobné popsany
Vv nésledujicich kapitolach.
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Schéma 16 Syntéza 1,2-diketonového prekurzoru
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4.1.2.1 Priprava N° N° N° N°-tetramethyl-1,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamidu 10

Prvni krok syntézy probiha mechanismes Friedel-Craftsovy acylace. Friedel-Craftsova acylace je typ
elektrofilni aromatické substituce, kdy se na aromatické jadro napojuje acyla¢ni ¢inidlo, nejéastéji se
pouziva acylchlorid. Pro reakci je dale dulezita Lewisova kyselina, nejpouzivanéjsi je chlorid hlinity.
Friedel-Craftsova acylace se béZné pouzZiva ve vyrobé nékterych barviv, napf. triarylmethanovych
barviv [77]. Friedel-Craftsova acylace probiha na aromatickém jadfe za ptitomnosti Lewisovy kyseliny,
Vv tomto ptipad¢ chloridu hlinitého. Dochézi k pfipojeni acylové skupiny na volné pozice aromatického
jadra acentaftenu 11. Friedel-Craftsova acylace je exotermicka reakce, proto se pfi pfidavani DMCC

snizuje teplota, je tim zajiSténa selektivita reakce. [69].
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Schéma 17 Syntéza latky 10

Nejprve byl vyzkousen postup dle literatury [76], ale po vyhodnoceni *H NMR spektra bylo zjisténo, ze
substituce prob¢hla pouze do 1. stupné. Proto byla vyhledéna dalsi literatura, kterd uvadi vétsi mnozstvi
reagentu, aby probé&hla substituce do 2. stupné. Acenaften 11 (1 ekv.) reagoval s chloridem hlinitym
(2,64 ekv.), a s acylaénim ¢inidlem DMCC (2,64 ekv.), smés byla ponechdna 12 hodin reagovat, byla
znovu ochlazena a poté se znovu pridal chlorid hlinity (1,85 ekv.) s DMCC (1,67 ekv.). Reak¢ni smés
byla zahtivana dalSich 12 hodin pfi refluxu. Reakce byla ukon¢ena pridavkem 5% HCI. Po zpracovani
a rekrystalizaci v chlorbenzenu byl ziskan vytézek 55 %.

Opakované piidani chloridu hlinitého a DMCC zajisti obsazeni ha obou volnych pozicich aromatického
jadra acylovymi skupinami. Vys§i teplota podporuje substituéni reakci. Produkt 10 byl potvrzen
'H spektroskopii. Acenaften je toxicky pro vodni prostiedi, po ukonéeni reakce byl naleZité zpracovan
dle bezpec¢nostnich norem.

4.1.2.2  P#iprava anhydridu kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9
Piiprava meziproduktu 9 vedla k zavedeni anhydridové funkéni skupiny kondenzaéni reakci, ktera je
vyznamna pro nasledné zavedeni butylového fetézce podporujiciho rozpustnost [69].
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Schéma 18 Syntéza latky 9

Latka 10 byla rozpusténa v koncentrované kyseliné chlorovodikové (3 ekv.) za vzniku latky 9 [69].
Reakce probiha pti refluxu po dobu 5 hodin. Po filtraci a rekrystalizaci byl izolovan pevny meziprodukt
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svytézkem 72 %. Po opakovani reakce byl izolovan obdobny vytézek, 73 %. Anhydrid byl
charakterizovan *H a *C NMR spektroskopii.

4.1.2.3  Priprava 2-butyl-6,7-dihydro-1H-indeno[6,7,1-def]isoquinolin-1,3(2H)-dionu 8
Latka 9 podléha nukleofilni substituci s butylaminem na aromatickém jadie acenaftenu 11 [70].
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Y 90 °C —=110 °C b
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Schéma 19 Syntéza latky 8

Latka 9 (1 ekv.) a latka 11 (1,15 ekv.) byly rozpustény v absolutnim ethanolu a reakce probihala za
refluxu po dobu 12 hodin. Pevny podil byl pfecistén sloupcovou chromatografii (silikagel,
dichlormethan). Byl izolovan pevny produkt 8 nazloutlé barvy s tyrkysovou emisi (pii ozafovani UV
svétlem) s vytézkem 93 %. Charakterizace produktu prob&hla pomoci *H a **C NMR spektroskopie.

4.1.2.4  Priprava 2-butyl-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-1,3,6,7(2H)-tetronu 7

Piiprava findlniho prekurzoru pro tvorbu flavinového skeletu 1 vyzaduje zavedeni ketonovych skupin
do pozic C(6) a C(7) prostfednictvim oxidaéni reakce. Jako oxidaéni ¢inidla lze pouzit: CrOs
a fenylseleninyl benzenseleninat.
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Schéma 20 Syntéza latky 7

Oxidace latky 8 probiha pomoci oxidu chromového jako oxida¢niho ¢inidla, ktery byl zvolen pro svou
dostupnost, cenu a stabilitu [70]. Latka 8 (1 ekv.) byla rozpusténa v acetanhydridu, poté se ptidal oxid
chromovy (5 ekv.). Reakéni smés byla zahiivana za souc¢asného michani pti 110 °C po dobu 30 minut,
smes byla ochlazena a smichana s kyselinou chlorovodikovou pro odstranéni anorganickych soli. Po
zpracovani byl izolovany pevny podil ptecistén sloupcovou chromatografii (silikagel, dichlormethan).
Produkt, finalni 1,2-diketon, byl izolovan s vytézkem 55 % ve formé Zluté pevné latky. Potvrzeni
struktury produktu 7 probéhla pomoci *H a *C NMR spektroskopie. Oxid chromovy je karcinogenni,
veskera manipulace s nim probihala v digestofi za zvySené opatrnosti.
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4.1.3 Priprava flavinového prekurozu
Pozadovany flavinovy prekurzor nebyl z asovych dtivoda syntetizovan, avSak syntéza je planovana pro

dalsi praci.
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Obrazek 12 Struktura cilového flavinu
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5 ZAVER

Predlozena bakalarska prace pojednava o zavedeni novych fotosensitizéri, které by mohly byt pouzity
pro aplikaci ve fotodynamické terapii zejména pro 1écbu rakoviny kiize, pfiCemz vSechny zadané cile
prace byly splnény.

Prvni ¢ast poskytuje historicky pohled na vyuziti svétla v 1é¢bé riznych nemoci a sleduje vyvoj trendu
fotodynamické terapie napii¢ 20. a 21. stoletim. Teoreticka ¢ast se dale zabyva popisem mechanismu,
fotodynamické terapie jsou svétlo, kyslik a fotosensitizér. Fotosensitizéry lze rozdélit na zakladé jejich
vlastnosti na tii generace. Prvni generace zahrnuje piirodni porfyrin, hematoporfyrin a jejich derivaty,
druhd generace se fadi mezi optimalizované fotosensitizéry prvni generace. Fotosensitizéry treti
generace jsou modifikované fotosensitizéry druhé generace s pouzitim nosi¢t nebo nanocastic.

Pro tcely experimentalni ¢asti byly zvoleny riboflavinem inspirované derivaty. Druhd cast reSerSe se
zameétovala na literarni postupy pro piipravu klicovych prekurzort.

V experimentédlni Casti prace jsou popsany syntézy vSech pfipravenych meziprodukti pro ziskani
findlnich prekurzord flavinového derivatu, alkylovaného 5,6-diaminouracilu a 1,2-diketonu. Byl
odhalen jednoduchy, rychly a spolehlivy zplsob pro pfipravu substituovaného diaminouracilu, ktery
tteba zachazet s acenaftenem a oxidem chromovym dle bezpecnostnich pokynl kvili jejich toxicité.
Samotna syntéza dle literatury je Gisp&$nd, jednoducha a étyfkrokova. V ramci bakalaiské prace bylo
ptipraveno a charakterizovano 8 meziproduktu.

Bakalaiska prace predstavuje platformu pro budouci syntézu ptirodou inspirovanych fotosensitizéra.
Vyzkum bude pokracovat v magisterském studiu, kde je planovano zavadéni dalSich skupin
podporujicich samoorganizaci molekul (adamantanové fetézce) nebo rozpustnost (triethylenglykolové,
oktylové fetézce). Dale je planovana pfiprava dalSich uracilovych derivatl se zaméfenim na poldrni
skupiny podporujicich rozpustnost flavinovych derivati. Pfipravené flavinové derivaty budou
zpracovany externé, zavedenim do liposomt, a testovany in vitro.

Z davodu limitujicich faktori muze v misté s vétsi koncentraci nadorovych bunék dojit k hypoxii ve
tkanich, a tim se snizi efektivita fotodynamické terapie. Proto je do budoucna uvazovano o zméné sméru
vyzkumu aplikaci fotosensitizérti z fotodynamické terapie na fototermalni terapii.
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SEZNAM PRIPRAVENYCH MOLEKUL

Nazev, vlastnosti

Struktura

Molekula 2
5,6-diamino-1,3-dibutyluracil

Molekulovy vzorec: C12H22N4O;
Molekulova hmotnost: 290,79 g-mol™

HN_ _N_ _0O
Y

N\/\/
H,N

Molekula 3
6-amino-1,3-dibutyl-5-nitrosouracil

Molekulovy vzorec: C12H20N4O3
Molekulova hmotnost: 268,31 g-mol™

HN_  _N_ 0O
Y

N\/\/
ON

Molekula 4
6-amino-1,3-dibutyluracil

H,N N o)
Molekulovy vzorec: C1oH21N30, | \f
Molekulova hmotnost: 239,31 g-mol™ N~
)
Molekula 5
N, N *-dibutylovana moc¢ovina o)
/\/\NH”\NH’\/\

Molekulovy vzorec: CoHzoN2O
Molekulova hmotnost: 172,27 g-mol™

Molekula 7
2-butyl-1H-indeno[6,7,1-def]isochinolin-
1,3,6,7(2H)-tetron

Molekulovy vzorec: C1gH13NO4
Molekulova hmotnost: 307,30 g-mol™
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Nazev, vlastnosti

Struktura

Molekula 8
2-butyl-6,7-dihydro-1H-indeno[6,7,1-
deflisochinolin-1,3(2H)-dion

Molekulovy vzorec: C1gH17NO-
Molekulova hmotnost: 279,33 g-mol™

Molekula 9
anhydrid kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové

Molekulovy vzorec: C14HgOs
Molekulova hmotnost: 224,21 g-mol™

Molekula 10
N® N° N N°-tetramethyl-1,2-
dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamid

Molekulovy vzorec: Ci1sH20N20-
Molekulova hmotnost: 296,36 g-mol™
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka/symbol Vyznam

o, singletovy kyslik

5-ALA kyselina 5-aminolevulova

) chemicky posun

CDI karbonyldiimidazol

DCM dichlormethan

DMCC dimethylkarbamoyl chlorid
EtOH ethanol

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

H.0; peroxid vodiku

HO hydroxylovy radikal

HpD derivat Hematoporfyrinu

J interak¢ni konstanta

LED dioda emitujici svétlo (z angl. light-emitting diode)
MAL methylester kyseliny 5-aminolevulové
MeOH methanol

NMR nuklearni magneticka rezonance
0, superoxidovy radikal

PDT fotodynamicka terapie

PS fotosensitizér

RF riboflavin

Rf retencni faktor

ROS reaktivni formy kysliku

TLC tenkovrstva chromatografie

uv ultrafialové zafeni
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