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ABSTRAKT 

Fotodynamická terapie je léčebná metoda využívající klinickou aplikaci fotosensitizérů pro alternativní 
léčbu onkologických a zánětlivých onemocnění. Jedním z důležitých elementů pro efektivní průběh 
terapie je použití fotosensitizérů, látek vykazujících absorpční vlastnosti. Díky konjugovanému systému 
mohou flaviny absorbovat světlo a sloužit tak jako potenciální fotosensitizéry. Předložená bakalářská 
práce se zabývá přípravou nového flavinového derivátu, inspirovaného riboflavinem. Strukturní 
izoméry riboflavinu, alloxaziny, poskytují snadnou syntetickou modifikovatelnost pro vylepšení 
materiálových vlastností. V teoretické části je popsán princip a mechanismus fotodynamické terapie, 
moderní trendy jejího použití v medicínských aplikacích, limitace, výhody a nepostradatelné elementy 
pro efektivní průběh terapie. V práci je následně představena možnost potenciálního využití flavinůjako 
přírodou-inspirovaných fotosensitizérů absorbujících světlo v infračervené oblasti spektra. 
Experimentální část popisuje přípravu meziproduktů a finálních prekurzorů, 1,3-dialkylovaného uracilu 
a 1,2-diketonu odvozeného ze struktury acenaftenu. Ověřené syntetické cesty poskytovaly v práci 
vysoké výtěžky připravených meziproduktů a finálních prekurzorů, což bude přínosné pro následné 
syntetické studie, a naleznou tak uplatnění pro další přípravu série nových flavinových derivátů. 

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. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
fotodynamická terapie, flaviny, přírodou-inspirovaný fotosensitizér, 1,3-dialkylovaný uracil, 
1,2-diketon, acenaften 

KEYWORDS 
photodynamic therapy, flavins, nature-inspired photosensitizer, 1,3-dialkylated uracil, 1,2-diketone, 
acenaphtene 
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CÍL PRÁCE 

Cílem této práce je vytvořit literární rešerši pojednávající o využití bio-inspirovaných organických 
molekul pro fotodynamickou terapii, na základě literární rešerše zahájit syntézu základních prekurzorů 
a popsat jejich strukturní charakterizace. V experimentální části je cílem zpracovat a vyhodnotit získaná 
data po vykonaných experimentech. Na závěr shrnout dosažené výsledky a popsat směr dalšího 
výzkumu pro budoucí práci. 
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1 ÚVOD 
Kůže je nej větším orgánem lidského těla, tvoří až 16 % tělesné hmotnosti. Skládá se ze dvou primárních 
vrstev, epidermis a dermis, které jsou neustále v kontaktu s vnějším prostředím. Pokožka funguje jako 
fyzikálně-chemická bariéra proti stresovým faktorům vnějšího prostředí jako jsou patogeny, chemikálie 
a U V záření. 

Chemoterapie a rádioterapie jsou nejběžnější metody léčby rakoviny, nicméně rakovina kůže je méně 
citlivá na chemoterapeutika, vůči nim a záření je silně odolná. Tyto vlastnosti z nich činí extrémně 
neuspokojivé protirakovinné terapie pro ošetření pokožky. Také ničí zdravé buňky a mají slabou 
specifitu vůči nádorovým buňkám. Fotodynamická terapie je druh léčby, kterou lze definovat jako 
terapeutickou, klinicky schválenou techniku s minimální invazí do těla se selektivním cytotoxickým 
účinkem na nádorové buňky. Historicky byla fototerapie slunečním zářením již známá a využívaná 
civilizacemi v Egyptě, Indii, Číně a Řecku k léčbě a prevenci různých kožních onemocnění. 

Fotosensitizéry, jakožto esenciální složky fotodynamické terapie, se obecně dělí na 3 generace podle 
jejich vlastností, dále mohou být děleny na přírodní a syntetické. Riboflavin slouží jako model pro 
syntézu modifikovaných flavinů, které by svými vlastnostmi mohly zlepšit efektivitu samotné terapie. 
Flaviny se vyznačují schopností absorbovat světlo a poskytují tak širokou chemickou modifikovatelnost. 
Aby mohly být flaviny použity ve fotodynamické terapii jako fotosensitizéry a mohly tak podpořit 
efektivitu terapie, je třeba odhalit struktury, od kterých se odvíjejí klíčové vlastnosti, které lze chemicky 
modifikovat. Alkylací uracilové části flavinů lze zvýšit jejich rozpustnost a vhodně zvolený 
konjugovaný systém posune absorpci fiavinových fotosenzitizérů blíže k infračervené oblasti 
světelného spektra. 

Vyšší rozpustnost fiavinových derivátů a posun absorpce k infračervené oblasti skýtá možnost pro vývoj 
nové generace fotosensitizérů aplikovatelných pro fotodynamickou terapii, s potenciálem pro podporu 
léčby rakoviny kůže nejen povrchově, ale i hlouběji do tkání. Tato práce se zabývá syntézou prekurzorů, 
podporující požadované vlastnosti flavinového derivátu. 
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Světlo je využíváno k léčbě onemocnění už od starověku [1]. Egyptské, čínské a indické civilizace 
využívaly sluneční světlo k léčbě různých kožních onemocnění, jako je psoriáza (lupénka), vitiligo 
(neinfekční kožní onemocnění projevující se ztrátou melanocytů) a rakovina kůže [2]. V 18. a 19. století 
se ve Francii využívalo sluneční záření k léčbě několika onemocnění, jako jsou tuberkulóza, kurděje, 
revmatismus, paralýza a svalová slabost [3]. V roce 1903 byla udělena Nobelova cena za fyziologii a 
medicínu Nielsi Finsenovi za přínos významu světla v lékařství. Finsen odhalil, že sluneční světlo může 
být využito k léčbě lupus vulgaris, tuberkulóznímu onemocnění kůže. Tento objev znamenal začátek 
moderní fototerapie [1; 4; 5]. 

Fotodynamická terapie (PDT) je založena na interakci fotosenzitizéru (PS), světla se specifickou 
vlnovou délkou, a molekulárního kyslíku [6]. Léčba PDT spočívá v podání PS, který se selektivně 
hromadí v nádorové tkáni. Následně je PS vystaven světlu o vhodné vlnové délce [7]. Samotný PS 
nereaguje s molekulami ve svém okolí. Je proto aktivován světlem a po ozáření dojde k přenosu energie 
z molekuly PS na molekulární kyslík za vzniku reaktivních forem kyslíku (ROS), jako je singletový 
kyslík ( ' 0 2 ) , superoxidový radikál ( 0 2 ~ ) , hydroxylový radikál (HO) a peroxid vodíku ( H 2 O 2 ) [1]. Tyto 
cytotoxické fotoprodukty spouštějí kaskádu biochemických dějů, které mohou vyvolat poškození 
a zničení cílové tkáně [7]. 

V roce 1911 W. Hausmann publikoval účinky PS, hematoporfyrinu, a světla na prvocích a krevních 
buňkách u myší, kterým byl podán hematoporfyrin a u kterých se vyskytly kožní reakce [3; 4; 8]. První 
zpráva o aplikaci PDT na člověka byla v roce 1913, kdy F. Meyer-Betz aplikoval injekčné sám sobě 
200 mg hematoporfyrinu, aby zjistil, zda by mohly být vyvolány podobné účinky u lidí. Popsal 
dlouhotrvající bolesti a otoky v místech vystavených světlu [2; 3; 8]. V roce 1960 iniciovali R. Lipson 
a S. Schwartz koncept fotodynamické terapie (PDT) na klinice Mayo, kdy Lipson a Schwartz objevili 
léčivé účinky proti zhoubným onemocněním injekční aplikací derivátu hematoporfyrinu (HpD) [1]. 
V roce 1975 došlo k významnému průlomu v PDT, když T. Dougherty uvedl, že podání HpD a jeho 
aktivace s červeným světlem zcela zamezilo růstu nádorů mléčné žlázy u myší. Téhož roku J. F. Kelly 
aktivoval HpD pomocí světla a dokázal tak eliminovat karcinom močového měchýře u myší [4]. V roce 
1976 došlo k další významné události, kdy J. F. Kelly a M . E. Snell přistoupili k první studii účinků 
HpD v PDT při léčbě rakovině močového měchýře u lidí [3]. Dougherty a spol. začali produkovat 
Fotofrin (porfimer sodný), což byla první molekula fotosenzitizéru schválena organizací US Food 
and Drug Administration (FDA) v roce 1995 pro léčbu rakoviny [2]. Od té doby PDT pokračuje ve 
vývoji a její klinická aplikace byla rozšířena i na další oblasti kromě léčby nádorů. 

R 

- - C O ( C H 2 ) 2 

NaOOC(CH 2) 2 n 

R: 2-hydroxyethyl; ethyl 

Obrázek 1 Struktura Fotofrinu 
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2.1.1 Mechanismus PDT 
Fotosensitizér je vystaven světlu o určité vlnové délce, absorbuje energii ze světla a dojde tak k jeho 
excitaci ze základního do excitovaného singletového stavu [9]. PS v singletovém stavu má přebytek 
energie. Buď je tato energie vyzářena ve formě fluorescence v momentě, kdy se PS deexcituje do 
základního stavu, nebo PS podléhá tzv. mezisystémovému přechodu a přejde ze singletového stavu na 
tripletový stav. PS v tripletovém stavu má méně energie než v singletovém stavu a tato energie může 
být vyzářena ve formě fosforescence. Fluorescence a fosforescence jsou charakterizované kvantovým 
výtěžkem, který je definován jako poměr emitovaných světelných kvant ku absorbovaným světelným 
kvantům za jednotku času. Nevyzářená energie může být použita na další procesy. Po přechodu PS ze 
singletového stavu do tripletového stavu může docházet ke dvěma dějům. Buď PS reaguje se substrátem 
za vzniku radikálu, který reaguje s kyslíkem a vznikají tak reaktivní formy kyslíku (ROS), konkrétně 
superoxidový radikál ( 0 2 ~ ) , hydroxylový radiká (HO) a peroxid vodíku ( H 2 O 2 ) . ROS se v cílové buňce 
zapojí do cílového procesu. Druhý způsob, jakým může PS v tripletovém stavu reagovat, je s molekulou 
kyslíku za vzniku reaktivního singletového kyslíku ( ' 0 2 ) [9]. Obě reakce mohou, ale nemusí probíhat 
zároveň, záleží na interpretaci celkovém systému. Mechanismus PDT je zobrazen na obrázku 2. 

Excitovaný singletový stav 

Světlo 

PS 

Mezisystémový 
přechod 

Typ II 

^ = > ' 0 2 

Excitovaný tripletový stav 

Fluorescence 

Fosforescence 

(f—ROS 

substrát 

T y p l 

Základní singletový stav 

Obrázek 2 Modifikovaný Jablonskiho diagram; PS: fotosensitizér; P S E s : fotosensitizér v excitovaném 
singletovém stavu; P S E I : fotosensitizér V excitovaném tripletovém stavu; ROS: reaktivní formy kyslíku; 
' 0 2 : singletový kyslík 

2.1.2 Aplikace PDT v medicíně 
PDT využívá minimálně invazivní postup, který se používá klinicky při léčbě onkologických 
onemocnění, jako je rakovina kůže, jícnu, hlavy a krku, plic, a močového měchýře [10]. PDT má však 
také několik neonkologických aplikací [11], jako jsou dermatologická onemocnění (akné [12], 
bradavice [13], aktinickákeratóza [14], psoriáza [15], cévní malformace [16], hirsutismus (zvýšený růst 
pigmentovaných chloupků u žen) [17], keloidy [18]), oftalmologická (neovaskularizace rohovky [19]), 
kardiovaskulární (ateroskleróza [20]), zubní (orální lichen planus [21]), neurologická (Alzheimerova 
choroba [22]), kosterní (revmatoidní artritída [23]) a gastrointestinální (Crohnova choroba [24]). 

Využití PDT může být rozšířeno o inaktivaci virů a mikroorganismů, včetně bakterií, kvasinek a hub, 
pojmenované jako fotodynamická inaktivace (PDI) mikroorganismů. Viry nebo mikroorganismy jsou 
inaktivovány kombinací netoxických barviv (fotosenzitizérů) a viditelného světla. PDI lze použít jako 
alternativu k antibiotikům a antivirotikům. Aplikace PDI je možná v několika oblastech, včetně humánní 
a veterinární medicíny, agropotravinářství, čištění odpadních vod a biologické bezpečnosti. Nedávno 
bylo diskutováno o použití postupu PDT k léčbě pacientů s onemocněním COVID-19 [10; 11]. 
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Dr. M . Weber a kol. [25] provedli studii, která se zabývá použitím riboflavinu v kombinaci s modrým 
světlem v PDT pro pacienty nakažené akutním onemocněním COVID-19. Studie zkoumala pacienty 
pozitivní na COVID-19, kteří dostávali konvenční péči, a pacienty pozitivní na COVID-19, kteří byli 
podrobeni PDT. Pacienti, kteří byli podrobeni léčbě PDT, vykazovali významné zlepšení klinických 
příznaků a virové zátěže do 5 dnů. Kontrolní pacienti neměli žádné významné klinické zlepšení příznaků 
nebo virové zátěže. Výsledky dokazují potenciál postupu PDT k léčbě pacientů infikovaných virem 
COVID-19 v časném stadiu infekce s mírnou formou až středně závažnými klinickými příznaky. Tato 
nová aplikace postupu PDT může zabránit hospitalizaci pacientů a podrobení intenzivní péči. 

V Evropě jsou pro dermatologické léčebné postupy, konkrétněji pro topické použití na kůži v PDT, jsou 
nejběžněji používány tři fotosensitizéry. První je 5-aminolevulová kyselina (5-ALA), známá jako 
přípravek Ameluz®, druhý PS hydrochlorid kyseliny 5-aminolevulové, prodejním názvem AlaCare®. 
Třetí je methylester kyseliny 5-aminolevulové (MAL), název přípravku je Metvix®. 5 -ALA Ameluz® 
se využívá v kombinaci s červeným světlem pro léčbu mírné a středně těžké aktinické keratózy 
a povrchového bazocelulárního karcinomu (bazoliomu). 5 -ALA AlaCare® je schválena pro léčbu mírné 
aktinické keratózy v kombinaci s červeným světlem. M A L Metvix® se používá v kombinaci 
s červeným světlem pro léčbu aktinické keratózy, Bowenovy choroby a povrchového bazoliomu 
[26; 27]. 

/ 

a b c 

Obrázek 3 Struktury fotosensitizérů: kyselina 5-aminolevulová (a); hydrochloriod kyseliny 5-
aminolevulové (b); methylester kyseliny 5-aminolevulové (c) 

2.1.3 Výhody a limitace PDT 
PDT má několik výhod oproti konvenčním přístupům k léčbě rakoviny. První generace fotosenzitizérů 
způsobuje zvýšenou fotosenzitivitu kůže. PDT však nemá při správném používání dlouhodobé vedlejší 
účinky. Je méně invazivní než chirurgické zákroky a lze j i provádět ambulantně [28]. PDT může být 
aplikována přímo a přesně v cílové tkání díky její dvojí selektivitě. Dva hlavní faktory, které přispívají 
k selektivitě PDT, jsou fotosenzitizérů, které se přednostně hromadí v nádorové tkáni, a ozáření PS 
světlem výhradně v cílové tkáni [6; 28]. Selektivní akumulace PS v nádoru je usnadněna v případě 
topické aplikace, protože PS se aplikuje přímo a pouze na léze, které mají být léčeny. Když je PS 
podáván intravenózne, musí zůstat v oběhu dlouho v dostatečném množství, aby dosáhl do místa nádoru 
a mohl se akumulovat [6]. Kromě toho lze PDT, na rozdíl od ozáření, opakovat několikrát na stejném 
místě. Po léčbě se mohou vyskytovat na kůži malé jizvy. PDT je ale obvykle cenově dostupnější než 
jiné terapeutické metody v léčbě rakoviny [28; 29]. 
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Jako každá terapeutická metoda má i PDT určitá omezení. Okysličení tkání je rozhodující pro vznik 
fotodynamického efektu. Nádory obklopené hustou nádorovou hmotou snižují obsah kyslíku ve tkáních 
a mohou vést k neúčinnému efektu PDT. Přesnost ozáření cílové tkáně je nej důležitějším bodem při 
zvažování PDT jako o možnosti léčby. Proto nádory, nacházející se hluboko v tkáních (nejsou snadno 
dostupné bez chirurgického zákroku), jsou obtížně léčítelné kvůli nízkému pronikání viditelného světla 
do tkáně [28; 30]. Hlavní výhody a limitace PDT jsou shrnuty v Tabulce 1. 

Tabulka 1 Shrnutí hlavních výhod a nevýhod PDT 

Výhody Limitace 

0 nízký vedlejší účinek 
IH1 fotosenzitivita po léčbě 

0 méně invazivní 
IH1 fotosenzitivita po léčbě 

0 krátká doba ošetření IH1 účinnost léčby závisí na přesnosti 
ozáření nádoru 0 použitelné ambulantně 

IH1 účinnost léčby závisí na přesnosti 
ozáření nádoru 

0 opakovaná aplikace na stejném místě IH1 okysličení tkání je zásadní pro 
fotodynamický efekt 0 nižší náklady 

IH1 okysličení tkání je zásadní pro 
fotodynamický efekt 

2.1.4 Podstatné elementy PDT 
2.1.4.1 Zdroje světla 
Světlo je nepostradatelnou součástí pro aplikaci v PDT. Léčba pomocí PDT je zahájena aktivací PS 
pomocí světla o určité vlnové délce. Zdroj záření je závislý na požadované vlnové délce světla podle 
polohy nádoru v tkáni. Volba PS podléhá výběru vlnové délky světelného zdroje. V PDT převládá volba 
světla s většími vlnovými délkami, jelikož červené světlo proniká hlouběji do tkání než modré světlo, 
proto je vývoj PS zaměřen na přípravu PS s maximální absorpcí ve fyziologickém okně (600-1300 nm) 
[31]. Světlo s většími vlnovými délkami tak podpoří efektivitu léčby pomocí PDT. Nej používanějšími 
zdroji světla v PDT jsou lasery, L E D diody a lampy [32]. 

Lasery se v PDT používají při léčení povrchu kůže nebo pro penetraci světla hlouběji do tkání. Generují 
monochromatické světlo, které je koherentní, a má vysokou zářivost. Laser se může kombinovat 
s čočkami pro rozptyl vyzařovaného světla dopadajícího na kůži, aby byl pokryt co největší povrch 
pokožky. Nevýhodou laserů je jejich pořizovací náklady a náročná údržba [33]. 

L E D diody jsou polovodičová záření generující světlo [33]. Oproti laserům nevyzařují koherentní 
světlo. Jsou levné, přenositelné a používají se při léčbě povrchu kůže [34]. Světlo nevykazuje tak velkou 
zářivost jako u laserů a emituje fotony ve větší oblasti vlnových délek [35]. 

Lampy byly používány jako první zdroj světla v PDT [36; 37]. Světlo emituje fotony ve větší oblasti 
vlnových délek, nejčastěji se používají pro ozařování povrchu kůže a ústní dutiny. Jedná se o levné 
zařízení, které se může kombinovat s optickými filtry, které propouští světlo o vlnové délce, která 
odpovídá absorpční oblasti použitého PS [38]. 

2.1.4.2 Kyslík 
Pro úspěšnou aplikaci PDT je důležitá přítomnost kyslíku v místě, kde se nachází nádorové buňky. 
Mechanismem PDT vznikají z kyslíku buď reaktivní formy kyslíku (ROS; typ I) nebo singletový kyslík 
( '02 ; typ II). ROS ( 0 2 ~ ' , H O , H 2 O 2 ) způsobují apoptózu nádorových buněk, singletový kyslík způsobuje 
jejich apoptózu i nekrózu. Metoda PDT je lokální metodou, proto jsou zničeny pouze buňky nádorové 
[39]. 
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2.1.4.3 Fotosensitizéry 
Fotosensitizér je látka, která dokáže absorbovat světlo o určité vlnové délce ve formě energie a tuto 
energii dokáže vyzářit ve formě světla [40]. Fotosensitizéry mohou mít buď přírodní původ (porfyrin, 
riboflavin, bakteriochlorin) neboje lze připravit syntetickou cestou (eosin, 5-ALA, benzoporfyrin) [41]. 
Základní klasifikaci fotosensitizérů lze definovat třemi generacemi: první, druhou a třetí [42; 43; 44]. 

Do první generace fotosensitizérů se řadí přírodní porfyrin a jeho derivát hematoporfyrin [45; 46]. Byly 
použity jako fotosensitizéry pro první klinické pokusy pro aplikaci v PDT [47]. I když se vyznačují 
fotodynamickou aktivitou, mají řadu nevýhod jako je cytotoxicita, fototoxicita kůže, nízké absorpční 
koeficienty v červené oblasti viditelného světla. V těle pacienta přetrvávají 2 až 3 měsíce a nesmí být 
vystaveny přímému slunečnímu světlu [48]. Tyto negativní vlastnosti posloužily jako model pro vývoj 
fotosensitizérů druhé generace [49]. 

d e 

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

Mezi fotosensitizéry druhé generace patří např. tetrabenzoporfyrin, chlorin, ftalocyanin, 5-ALA, 
chlorofylové deriváty (puriny), boron-dipyrromethen BODIPY, methylenová modř a bakteriochlorin 
[50]. Tyto fotosensitizéry poskytují vysoký výtěžek singletového kyslíku a jsou dobře rozpustné ve vodě 
[51]. Navzdory těmto výhodám mohou poškodit tkáň v důsledku toxicity, j sou méně stabilní a způsobuj í 
signifikantní bolest [52]. Proto byly chemicky modifikovány za vzniku fotosensitizérů třetí generace. 
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Obrázek 5 Struktury fotosensitizérů druhé generace: tetrabenzoporfyrin (f); chlorin (g); ftalocyanin (h); 
BODIPY (i); methylenová modř (j); bakteriochlorin (k) 

Fotosensitizéry třetí generace se specificky vážou na cílovou buňku a zničí j i , aniž by poškodily zdravé 
buňky. Fotosensitizéry druhé generace byly modifikovány pomocí nosičů, do kterých mohou být 
enkapsulovány, za vzniku fotosensitizérů třetí generace [53]. Cílem této modifikace je, aby PS působil 
pouze na cílovou oblast, a nikoliv na její okolí [54], dále byla snaha o vylepšení farmakokinetických 
vlastností PS (absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace) [55; 56]. Funkce nosičů je zajistit 
hromadění PS v cílové tkání. Jako nosič se vybírá taková nanočástice, která zvýší selektivitu PS a 
podpoří tak její efektivitu. Mohou to být liposomy, micely, polymery (dendrimery), nanočástice uhlíku, 
křemíku nebo zlata [57]. 

2.1.5 Flaviny jako potenciální fotosensitizéry v PDT 
Flaviny jsou biologicky aktivní látky, které se přirozeně vyskytují v lidském organismu. Hrají důležitou 
roli v metabolismu ve formě koenzymů ajsou omezeně rozpustné ve vodě [58; 59]. Základem flavinové 
struktury je isoalloxazinové jádro, které díky konjugovanému systému dvojných vazeb absorbuje světlo 
[60]. Jedním ze zástupců flavinů je riboflavin (RF), známý také jako vitamín B 2 . 

Riboflavin (RF) je esenciální vitamín, který nevykazuje toxicitu, je velmi dobře biokompatibilní, 
biodegradabilní, ale slabě rozpustný ve vodě [61; 62]. Slouží jako prekursor kofaktorů 
flavinmononukleotidu (FMN) a flavinadenindinukleotidu (FAD), které se podílí v metabolismu na 
oxidačně-redukčních procesech [63; 64]. RF podléhá v mechanismu PDT jak typu I, tak typu II RF a 
jeho deriváty se používají jako PS v terapeutické léčbě pro zničení a deaktivaci různých virů a bakterií 
[65]. Díky svým vlastnostem je RF slibným kandidátem na PS, který lze použít v PDT klečení 
nádorových onemocnění. 

Výhoda syntetických fotosensitizérů oproti přírodním je možnost jejich modifikace dle potřeb a zlepšení 
jejich vlastností, které jsou klíčové pro možnou aplikaci v PDT. Může být zvýšena jejich rozpustnost 
alkylací uracilové části, nebo zlepšeny optické vlastnosti prodloužením konjugovaného jádra pro 
absorpci ve vlnových délkách odpovídající infračervené oblasti spektra. 
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Obrázek 6 Struktura riboflavinu 

Skupina flavinových látek nepopisuje jenom riboflavin (isoalloxazin) a jeho deriváty, ale také isomerní 
struktury alloxaziny, lumaziny atd. Alloxaziny jsou synteticky dostupnější a mají vyšší fotostabilitu. 
Obecně je lze připravit dvěma způsoby, které podrobně popsal Richtár a kol. [59]. 

Přístup A se používá zejména pro přípravu kondenzovaných aromatických flavinů z aromatických 
1,2-diaminů. Zahrnuje kondenzaci 1,2-diaminu s alloxanem v neutrálním nebo kyselém prostředí 
(kyselina octová, kyselina trihydrogenboritá). Byly použity komerční 1,2-diaminy, zatímco alloxan lze 
připravit oxidací kyseliny barbiturové s oxidem chromovým v kyselém prostředí ledové kyseliny 
octové. 

Přístup B je nejvhodnější pro přípravu nekondenzovaných aromatických flavinů pomocí 1,2-diketonů 
a 5,6-diaminouracilů, protože syntéza 1,2-diketonů je snadněji dostupná než syntéza odpovídajících 
1,2-diaminů. Syntéza zahrnuje kondenzaci 1,2-diketonu s 5,6-diaminouracilem za kyselých podmínek 
(kyselina octová, methanol/voda/tetrahydrofuran). 

5,6-diaminouracil 1,2-diketon alloxan 1,2-diamin 

Obrázek 7 Zobrazení přístupu A a přístupu B pro přípravu flavinového derivátu 

Nesubstituované aromatické deriváty flavinů jsou v běžných organických rozpouštědlech slabě 
rozpustné kvůli silné interakci intramolekulárních vodíkových můstků, což omezuje práci pro jejich 
zpracování. Richtár a kol. zvýšili rozpustnost těchto derivátů připojením alkylových substituentů na 
atomy dusíku v polohách NI a N3 alloxazinového jádra, což zamezí interakci intramolekulárních 
vodíkových můstků [66]. 
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2.1.6 Příprava flavinového derivátu s acenaftenovým systémem 
Kvůli špatné rozpustnosti flavinů jsou ze syntetických reakcí izolovány jejich nízké výtěžky. Přístup B, 
který by pravděpodobně poskytoval vysoké výtěžky, je vhodný pro přípravu flavinů kondenzací už 
alkylovaného uracilu s diketonem. Literatura uvádí více možných řetězců pro substituci uracilu, 
butylové řetězce jsou obecně využívány a slouží jako modelové alkylové řetězce pro přípravu 
substituovaného uracilu. 

Prekurzory pro přípravu doposud publikovaných diketonových derivátů byly jednoduché 
nekondenzované diketony (např. 2,2'-thenil, 2,2'-pyridil) nebo kondenzované aromáty 
(9,10-fenanthrendion) [59]. 1,2-diketon s pokročilým konjugovaným systémem obsahujícím 
heteroatom nebyl doposud zkoumaný. Pro studii bakalářské práce byl vybrán acenaftenový diketonový 
prekurzor 7, jehož syntéza je popsána v literatuře a poskytuje vysoké výtěžky. Aromatické jádro 
acenaftenu rozšíří konjugovaný systém flavinového derivátu, což zajistí posun absorpčního maxima do 
červené oblasti spektra. Zavedené alkylové skupiny zvýší rozpustnost cílového flavinového derivátu. 

Obrázek 8 Naznačení přípravy flavinového derivátu 1 

2.1.6.1 Příprava uracilového prekurzoru 
Příprava uracilové části se skládá ze čtyřkrokové syntézy. Syntéza začíná přípravou N,N'-
dibutylmočoviny 5, která vzniká reakcí butylaminu 6 a karbonyldiimidazolu 12 (CDI) [67]. 6-amino-
1,3-dibutyluracil 4 vzniká kondenzací Af,Af'-dibutylmočoviny akyanooctové kyseliny v přítomnosti 
acetanhydridu, následně dojde ke katalyzované cyklizaci pomocí báze NaOH. Nitrosací 6-amino-l,3-
dibutyluracilu vznikne 6-amino-l,3-dibutyl-5-nitrosouracil 3, který se redukuje za vzniku 5,6-diamino-
l,3-dibutyluracilu2 [68]. 
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Obrázek 9 Retrosyntetická cesta uracilové části flavinového derivátu 

2.1.6.2 Příprava diketonovéhoprekurzoru 
Příprava diketonové části flavinového derivátu se skládá ze čtyřkrokové syntézy. První krok syntézy 
probíhá mechanismem Friedel-Craftsovy acylace za přítomnosti Lewisovy kyseliny chloridu hlinitého 
(AICI3), vstupní látka acenaften 11 reaguje s dimethylkarbamoyl chloridem za vzniku N5,l^,hŕ,l<ŕ-
tetramethyl-l,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamidu 10, který se rozpustí v koncentrované kyselině 
octové, vzniká tak anhydrid kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9 [69]. Anhydrid podléhá aminaci za 
vzniku 2-butyl-6,7-dihydro-i//-indeno[6,7,l-def]isochinolin-l,3(2/f)-dionu 8, který je oxidován 
oxidem chromovým na 2-butyl-i//-indeno[6,7,l-def]isochinolin-l,3,6,7(2//)-tetron 7, což je finální 
struktura 1,2-diketonu [70]. 

7 8 9 10 11 

Obrázek 10 Retrosyntetická cesta pro přípravu diketonové části flavinového derivátu 

2.2 P o u ž i t é ana ly t i cké metody 
2.2.1 Nukleární magnetická rezonance (NMR) 
Nukleární magnetická rezonanční spektroskopie, nebo-li N M R spektroskopie (z angl. Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy), je fyzikálně-chemická metoda, která se používá pro analýzu molekul. Jedná 
se o kvalitativní analýzu, určuje složení a strukturu analyzovaných molekul. 

Na spiny atomového jádra molekuly působí konstantní magnetické pole o indukci B o, které vyvolá 
rozštěpení základního energetického stavu jádra na dvě hladiny. Atomová jádra se nasměrují podle 
směru tohoto pole. Hladiny se energeticky liší od základního stavu, jedna má nižší energii, druhá naopak 
vyšší. Hladina s nižší energií bude mít větší počet jader, zatímco na hladině s vyšší energií bude úbytek 
jader. Čím bude magnetické pole silnější, tím bude větší rozštěpení hladin. Jestliže na takto rozdělený 
spinový systém bude působit radiofrekvenční záření, dochází k absorpci tohoto záření a k excitaci 
jednotlivých spinu na vyšší hladinu. Jakmile je ozařování systému ukončeno, dochází k deexcitaci, která 
je měřena. Pro měření jsou nej výhodnější jádra s nenulovým spinem, např. ' H nebo 1 3 C [71]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 V š e o b e c n é informace k p r o v e d e n ý m e x p e r i m e n t ů m a p o u ž i t ý m p ř í s t r o j ů m 
Veškeré experimenty byly provedeny podle postupů uvedených v literatuře. Pro provedení experimentů 
byly použity komerčně dostupné chemikálie a rozpouštědla v takovém stavu, v jakém byly doručeny od 
výrobců AcroSeal , Erba Lachema, a. s., Lach-Ner, s. r. o., Penta, s. r. o., Sigma-Aldrich, Thermo 
Scientific, pokud nebylo v postupu napsáno jinak. Látky byly chráněny proti vlhkosti ve vysušených 
baňkách naplněných argonovou atmosférou s teflonovým uzávěrem, gumovým septem, skleněnou či 
plastovou zátkou. Rozpouštědla a látky v kapalném skupenství byly od vlhkosti a kyslíku chráněny 
pomocí injekční stříkačky. Organické látky byly sušeny síranem sodným Na2S04, rozpouštědla byla 
odpařována pomocí rotační odparky HeidolphHei-VAP Precision (Heidolph, Schwabach, Německo). 

Retenční faktory byly měřeny na destičkách Supelco 60 TLC Plates (Sigma-Aldrich, St. Louis, M O , 
USA) pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) s 254 nm fluorescentním indikátorem. Skvrny byly 
monitorovány lampou s U V světlem o vlnových délkách 254 a 354 nm. Pro sloupcovou chromatografii 
byl použit jako stacionární fáze Silikagel 60 Á (220-440 mesh). 

' H a 1 3 C spektra nukleární magnetické rezonanční spektroskopie (NMR) byly měřené přístrojem Bruker 
Avance III 500 M H z (Bruker, Billerica, M A , USA) s frekvencí 500 MHz a 126 MHz při teplotě 30 °C 
v deuterovaném chloroformu (CDCI3). Chemický posun ti je popsán v jednotkách [ppm], vztahují se na 
referenční signál CDCI3. Interakční konstanta 7je popsána v jednotkách [Hz]. Jednotlivé interakce jsou 
popsány následovně: s - singlet, d - dublet, d - dublet tripletu, t - triplet, m - multiplet. Body tání byly 
naměřeny pomocí Koflerova bodotávku v kombinaci s mikroskopem Nagema P H M K 05 (Nagema, 
Drážďany, Německo). 

Pro vyhodnocení naměřených dat byly použity programy MestreNova (NMR), jako textový editor byl 
použit Microsoft Word 365 a reakční schémata i struktury byly vytvořeny v programu 
ACD/ChemSketch. 
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3.2 Seznam p o u ž i t ý c h c h e m i k á l i í 

Acenaften (7); 97%; Thermo Scientific 

Anhydrid kyseliny octové čistý; Erba Lachema, a. s. 

Butylamin (6); 99,5%; Sigma-Aldrich 

Celit®; Merck KGaA 

Dichlormethan (DCM); 99,8%; p. a.; Penta, s. r. o. 

Difenylkarbonát (13); ReagentPlus®; 99%; Sigma-Aldrich 

Dimethylkarbamoyl chlorid (DMCC); 96%; Thermo Scientific 

Dithioničitan sodný; Sigma-Aldrich 

Dusitan sodný; Erba Lachema, a. s. 

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

Hydrazin hydrát čistý; Penta, s. r. o. 

Hydroxid amonný - vodný roztok; min. 25%; p. a.; Lach-Ner, s. r. 

Hydroxid sodný mikroperličky; p. a.; Lach-Ner, s. r. o. 

Chlorid hlinitý- bezvodý; Sigma-Aldrich 

Chlórbenzén; 99,5%; Extra suchý s molekulovým sítem; AcroSeal 

Chloroform (CHCh); 99,8%; p. a.; Penta, s. r. o. 

Karbonyldiimidazol (CDI, 12); Fluorochem Ltd. 

Kyselina chlorovodíková; 35%; čistá; Penta, s. r. o. 

Kyselina kyanooctová; 99%; Sigma Aldrich 

Kyselina octová; 99,8%; ledová; Penta, s. r. o. 

Methanol (MeOH); Penta, s. r. o. 

Oxid chromový; p. a.; Penta, s. r. o. 

Síran sodný bezvodý čistý; Penta, s. r. o. 

Toluen; Penta, s. r. o. 

Uhličitan sodný bezvodý čistý; Erba Lachema, a. s. 



3.3 S y n t é z a s u b s t i t u o v a n é h o u r a c i l o v é h o motivu 
3.3.1 Příprava JV,JV'-dibutylované močoviny 5 

13 
o 

Toluen 
70 °C 
16 h 

Schéma 1 Syntéza látky 5 

Pro tento experiment byla butylmočovina 6 (2 g, 27,35 mmol) rozpuštěna v 15 ml toluenu, poté se 
přidala látka 13 (3,52 g, 16,41 mmol). Reakční směs byla míchána při 70 °C po 16 hodin. Během 
míchání přešla reakční směs z bezbarvé na žlutou barvu, později až zčervenala. Po ukončení reakce byla 
směs ochlazena na laboratorní teplotu, promyta vodou (2x5 ml), 15% kyselinou chlorovodíkovou 
(15 ml), znovu vodou (15 ml), solankou (15 ml), vysušena síranem sodným a rozpouštědlo bylo 
odpařeno pomocí vakuové odparky. Získaná pevná látka byla zfiltrována. Nepodařilo se izolovat 
produkt 5, experiment byl vyhodnocen jako neúspěšný, a proto byl vykonán dle změněných podmínek. 

12 ° 

Toluen 

6 7 0 ° C 5 
16 h 

Schéma 2 Syntéza látky 5 (optimalizované podmínky) 

Butylmočovina 6 (2 g, 27,34 mmol) byla rozpuštěna v bezvodém toluenu (15 ml). Poté byla látka 12 
(2,66 g, 16,40 mmol) přidána pod argonem k reakční směsi. Byla pozorována exotermická reakce, kdy 
se směs samovolně zahřála. Směs byla míchána přes noc při 70 °C. Reakční směs byla ochlazena na 
laboratorní teplotu, promyta vodou (2x5 ml), 15% kyselinou chlorovodíkovou (15 ml), znovu vodou 
(15 ml), solankou (15 ml), vysušena síranem sodným a rozpouštědlo bylo odpařeno pomocí vakuové 
odparky. Pevná látka byla zfiltrována a po 4 hodinách promyta acetonem. Pevný produkt 5 byl získán 
ve formě bílé látky (1,47 g, 62,4 %). 

A^/V'-dibutylovaná močovina 5 

O 

Molekulový vzorec: C 9 H 2 0 N 2 O 
Molekulová hmotnost: 172,27 g mol 1 

Bod tání: 70,6-72,1 °C (lit. 65-75 °C [72]) 

Rf: 0,91 (CHCl 3 /MeOH, 95:5) 
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3.3.2 Příprava 6-amino-l,3-dibutyluracilu 4 

o 

absolutní E t O H 
70 °C 
22 h 

Na 

H 2 N O 

5 4 

Schéma 3 Syntéza látky 4 

Sodík (10,2 g, 16,25 mmol) byl rozpuštěn v absolutním ethanolu (220 ml). K této směsi byl přidán 
ethyl-24íyanoacetát (0,86 ml, 8,13 mmol) a látka 5 (1,4 g, 8,13 mmol). Směs byla míchána při 70 °C po 
dobu 22 hodin. Reakční směs postupně měnila barvu ze žluté na oranžovou až tmavě hnědou. Reakce 
byla ukončena, rezidua byla rozpuštěna ve vodě a pH bylo upravenou koncentrovanou HC1 na 
hodnotu 7. Po filtraci byla získána nažloutlá pevná forma, promyta destilovanou vodou a sušena pod 
vakuem. Byla izolována bílá pevná látka. Byl změřen bod tání, který ukázal, že se nejedná 
o meziprodukt 4, ale výchozí látku 5. Reakce tudíž neproběhla, experiment byl prohlášen za neúspěšný, 
podmínky byly optimalizovány. 

Schéma 4 Syntéza látky 4 (optimalizované podmínky) 

Do 100 ml baňky byla dána látka 5 (4,24 g, 24,61 mmol), kyselina kyanooctová (2,4 g, 28,30 mmol) 
aanhydrid kyseliny octové (9,31 ml, 98,45 mmol). Směs byla zahřívána při 80 °C 2 hodiny. 
Po 2 hodinách se směs změnila ze žluté na tmavě červenou. Reakční směs byla zakoncentrována 
odpařením rozpouštědla, surová směs byla rozpuštěna v methanolu (12 ml), ochlazena v ledové lázni 
a dále byl přidán 4 M roztok hydroxidu sodného (12 ml), kdy došlo k pozorování vyloučené pevné látky. 
Reakční směs byla míchána 30 minut za neustálého chlazení. Pevný podíl byl zfiltrován a vysušen za 
vzniku bílé pevné látky (5,37 g, 91,8 %). 

6-amino-l,3-dibutyluracil 4 

5 2 h 
4 

Molekulový vzorec: C 1 2 H 2 1 N 3 0 2 

Molekulová hmotnost: 239,31 g-mol i - i 

Bod tání: 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 Příprava 6-amino-l,3-dibutyl-5-nitrosouracilu 3 

^ ^ ^ x x ŕ 0 aq. 6 M HC1 
|1 J aq. N a N 0 2 

6 C H 3 C O O H 
o ° c 

30 min 

H 2 N 

ON 

3 

Schéma 5 Syntéza látky 3 

Látka 4 (5 g, 20,89 mmol), ledová kyselina octová (2,25 ml) a 6 M kyselina chlorovodíková (4,25 ml) 
byly chlazeny v ledové lázni. Dusitan sodný (1,44 g, 20,89 mmol) byl přidáván ke směsi po kapkách. 
Reakční směs byla míchána 30 minut, změnila barvu z bílé na fialovou, dále byla zfiltrována, promyta 
vodou (2x20 ml). Produkt 3 (> 99%) byl použit do dalšího experimentu pro přípravu 5,6-diamino-l,3-
dibutyluracilu 2. 

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

O 

Molekulový vzorec: C 1 2 H 2 0 N 4 O 3 

Molekulová hmotnost: 268,31 g-mol i - i 

Bod tání: 199,7-201,5 °C (lit. 199-205 °C [68]) 

Rf: 0,81 (EtOH/Toluen, 50:50) 
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3.3.4 Příprava 5,6-diamino-l,3-dibutyluracilu 2 

25 °C 
3 30 min 2 

Schéma 6 Syntéza látky 2 

Látka 3 (5,61 g, 20,91 mmol) byla za laboratorní teploty rozpuštěna ve vodném roztoku hydroxidu 
amonného (35 ml). Reakční směs změnila barvu z fialové na oranžovou. Dithioničitan sodný (10,92 g, 
62,73 mmol) byl přidán k reakční směsi během 30 minut. Po přidání veškerého dithioničitanu sodného 
změnila reakční směs barvu na tmavě zelenou. Reakční směs byla extrahována dichlormethanem 
(3x20 ml), promyta nasyceným roztokem NaCl, vysušena síranem sodným a zfiltrována přes celit. 
Rozpouštědlo bylo odpařeno za vzniku tmavě zeleného oleje. Látka 2 (4,22 g) byla za laboratorní teploty 
přilita ke koncentrované kyselině chlorovodíkové (70 ml). Reakční směs změnila barvu na bílou za 
vzniku hydrochloridové soli, která byla zfiltrována a opatrně promyta vodou. Po zpracování byl izolován 
produkt 2 (4,17 g, 68,6%). 

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

Molekulový vzorec: C 1 2 H 2 2 N 4 0 2 

Molekulová hmotnost: 290,79 g mol 1 

Bod tání: 190,1-193,0 °C (lit. 235 °C [73]) 

Rf: 0,73 (EtOH/Toluen, 50:50) 
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3.4 S y n t é z a d i k e t o n o v é h o prekurzoru 
3.4.1 Příprava A^5,A^5,A^6,A^6-tetramethyl-l,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamidu 

10 

(CH , ) 9 NC0C1 \ 

A1C1 

11 

chlórbenzén 
0 °C 80 °C 

12 h 10 

Schéma 7 Syntéza látky 10 

V trojhrdlé baňce, naplněné argonem, byla látka 11 (2,0 g, 12,97 mmol) rozpuštěna v bezvodém 
chlórbenzénu (20 ml). Dimethylkarbamoyl chlorid (DMCC) (6,68 g, 34,24 mmol) byl přidán po 
kapkách. Chlorid hlinitý (4,64 g, 34,76 mmol) byl přidán po částech při 0 °C. Reakční směs byla 
zahřívána při 80 °C na reflux 12 hodin. Po 12 hodinách byla směs ochlazena na 0 °C, byl přidán D M C C 
(2,33 g, 21,66 mmol) apo částech chlorid hlinitý (3,20 g, 23,99 mmol). Tmavě hnědá reakční směs byla 
zahřívána při 80 °C na reflux dalších 12 hodin. Poté byla směs ochlazena na laboratorní teplotu a nalita 
do studené, 5% kyseliny chlorovodíkové (150 ml). Organická fáze byla extrahována chloroformem, 
promyta roztokem uhličitanu sodného, vodou, nasyceným roztokem chloridu sodného a sušena síranem 
sodným. Chlórbenzén byl ze směsi odpařen. Produkt 10 byl získán rekrystalizací z chlórbenzénu ve 
formě bílé pevné látky (1,09 g, 54,60 %). 

^^^^-tetramethyl- ljž-dihydroacenafthylen-Sjó-dikarboxamid 10 

Molekulový vzorec: C 1 8 H 2 0 N 2 O 2 

Molekulová hmotnost: 296,36 g-moľ1 

Bod tání: 132,6-134,0 °C 

Rf: 0,77 (DCM) 

lH NMR (CDC13, 500 MHz): ô 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 Příprava anhydridu kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9 

Schéma 8 Syntéza látky 9 

Látka 10 (2 g, 13,5 mmol) byla nalita do koncentrované kyseliny chlorovodíkové (30 ml). Reakční směs 
byla zahřívána k reíluxu 5 hodin, potom byla zchlazena na 0 °C. Vyloučený precipitát byl zfiltrován 
a promyt studenou vodou. Surový produkt byl rekrystalizován v horké kyselině octové (70 ml, reílux) 
za vzniku bílého produktu ve formě jehliček (1,09 g, 72 %). 

Anhydrid kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9 

Molekulový vzorec: C 1 4 H g 0 3 

Molekulová hmotnost: 224,21 g mol 1 

Bod tání: 277,7-280,1 °C 

Rf: 0,55 (DCM) 

*H NMR (CDC13, 500 MHz): ô 8,50 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 7,61 (dt; J = 7,6; 0,9 Hz; 2H); 3,61 (s; 4H) 
1 3 C NMR (CDCb, 126 MHz): ô 160,93; 155,83; 138,17; 135,03; 129,31; 121,69; 115,59; 32,03 
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3.4.3 Příprava 2-butyl-6,7-dihydro-/H-indeno[6,7, l-def]isochinolin-l ,3(2íT)-dionu 8 

Schéma 9 Syntéza látky 8 

Látka 9 (0,355 g, 1,583 mmol) a butylamin 6 (0,133 g, 1,821 mmol) byly rozpuštěny v absolutním 
ethanolu (14 ml). Roztok byl zahříván k refluxu 12 hodin. Poté byl roztok ochlazen na laboratorní 
teplotu, pro ukončení reakce byla k roztoku přidána voda. Organická fáze byla extrahována 
dichlormethanem, promyta vodou, nasyceným roztokem chloridu sodného a sušena síranem sodným. 
Rozpouštědlo bylo odpařeno a surový produkt byl přečištěn sloupcovou chromatografií na koloně, 
dichlormethan byl použit jako eluent. Produkt 8 byl odebírán ve frakcích, rozpouštědlo bylo odpařeno 
a byl získán výtěžek (0,41 g, 93,4 %). 

2-butyl-6,7-dihydro-7//-indeno[6,7,l-defJisochinolin-l,3(2//)-dion 8 

/ = \ O , 

Bod tání: 137,2-137,9 °C 

Rf: 0,47 (DCM) 

*H NMR (CDC13, 500 MHz): ô 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) 
1 3 C NMR (CDCb,126 MHz): ô 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 

12 h 
9 8 

Molekulový vzorec: C 1 8 H 1 7 N 0 2 

Molekulová hmotnost: 279,33 g-moľ 1-1 
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3.4.4 Příprava 2-butyl-/H-indeno[6,7,l-defJisochinolin-l,3,6,7(2H)-tetronu 7 

— ° ' o. / = 0 

CrC> 

acetanhydrid 
110 °C 
30 min. 

Schéma 10 Syntéza látky 7 

Látka 8 (0,41 g, 1,47 mmol) byla rozpuštěna v anhydridu kyseliny octové (40 ml). Ke směsi byl přidán 
oxid chromový (0,73 g, 7,34 mmol). Reakční směs byla zahřívána při 110 °C po dobu 30 minut. Do 
reakční směsi byl přidán led a celý systém byl smíchán s kyselinou chlorovodíkovou (5 ml), kdy se 
začala precipitovat pevná fáze. Surový produkt byl zfiltrován a promyt vodou. Produkt byl přečištěn 
sloupcovou chromatografií na koloně, dichlormethan byl použit jako mobilní fáze za zisku žlutého 
produktu 7 (0,25 g, 55,2 %). 

2-butyl-7//-indeno[6,7,l-defJisochinolin-l,3,6,7(2//)-tetron7 

/ = \ O 

Molekulový vzorec: C 1 8 H 1 3 N 0 4 

Molekulová hmotnost: 307,30 g-mol1 

Bod tání: 228,2-228,9 °C 

Rf: 0,35 (DCM) 

*H NMR ( C D C 1 3 , 500 MHz): ô 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) 
1 3 C NMR (CDCI3,126 MHz): ô 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 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Prekurzory flavinového derivátu pro PDT 
Flavinový derivát, molekula 1, byl zvolen pro pokračování studie zabývající se možnostmi syntetických 
cest pro přípravu alkylovaného alloxazinového jádra. 

O 
2 7 

Obrázek 11 Struktura cílového flavinového derivátu pro PDT a jeho prekurzorů 

Pro přípravu flavinového derivátu je nutné nejprve syntetizovat alkylovaný uracilový a acenaftenový 
prekurzor. Tato práce je zaměřena na přípravy obou těchto látek podle postupů vyhledaných v literatuře. 
Struktura cílového flavinového derivátu pro PDT a jeho prekurzorů jsou zobrazeny na obrázku 11. 

4.1.1 Příprava alkylovaného uracilového motivu 
Butylová skupina byla vybrána jako alkylační činidlo. Z hlediska menšího sterického bránění, oproti 
jiným postranním řetězcům, slouží jako model pro další studie. Pro přípravu látky 2 byly použity 
komerčně, cenově dostupné chemikálie. Příprava probíhá podle schématu 11, syntézy jsou podrobně 
popsány v následujících kapitolách. 

3 2 

Schéma 11 Příprava alkylovaného uracilového prekurzorů 
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4.1.1.1 Příprava N,N'-dibutylované močoviny 5 
Výchozí látkou pro přípravu alkylované močoviny byl komerčně dostupný butylamin 6, který reagoval 
s látkou 12 při 70 °C. První přístup syntézy dibutylované močoviny byl reakcí látky 6 
s difenylkarbonátem 13. Během reakce bylo pozorováno menší uvolnění tepla než u reakce s 
karbonyldiimidazolem, meziprodukt se nepodařilo izolovat [67]. 

O 

5 

Schéma 12 Syntéza látky 5, zobrazeny dva přístupy 

Tabulka 2 Shrnutí reakčních podmínek pro přípravu látky 5 

Vstup Reakční podmínky Výtěžek [%] 
1 6 (1 ekv.); 13 (0,6 ekv.); Toluen; 70 °C; 16 hod neizolováno 
2 6 (1 ekv.); 12 (0,6 ekv.); Toluen; 70 °C; 16 hod 62 

Tabulka 2 zobrazuje reakční podmínky pro obě syntetické cesty. Byly vyzkoušeny 2 přístupy pro 
syntézu N, V-dibutylované močoviny 5. První přístup využívá látku 13, po zpracování se reakční směs 
zbarvila do červena a látka nebyla izolována (Tabulka 2, vstup 2). Pro syntézu látky 5 byl proto vybrán 
přístup 2 [67]. Druhý přístup využívá reakci butylaminu s karbonyldiimidazolem, poskytující výtěžek 
62 % (Tabulka 2, vstup 1). Močovina ve formě pevné, bílé látky byla rekrystalizována z acetonu. 

Reakce s látkou 13 byla provedena podle literatury [74], kde byla látka 13 použita pro připojení 
glykolových řetězců na močovinu. O připojení glykolových řetězců na močovinu bude uvažováno 
v budoucí diplomové práci pro syntézu dalších flavinových derivátů. 

V,V-dibutylovaná močovina 5 je známá látka a její identita byla potvrzena změřením bodu tání, který 
odpovídal literatuře [72]. Po úspěšném dokončení syntézy byla močovina použita do dalšího 
experimentu jako výchozí látka pro syntézu 6-amino-l,3-dibutyluracilu 4. Produkt 5 byl identifikován 
změřením bodu tání. 

4.1.1.2 Příprava 6-amino-l,3-dibutyluracilu 4 
Pro tuto reakci byla použita látka 5, syntetizovaná v předchozím experimentu. Reakce probíhá 
mechanismem nukleofilní adice. Nejprve byl proveden postup využívající sodík pro přípravu 
nesubstituovaného uracilu. Tento postup nefungoval pro přípravu substituovaného uracilu, proto byla 
vyhledána další literatura využívající kyanooctovou kyselinu. 

Byly prověřeny 2 přístupy. První přístup využíval rozpuštění sodíku v absolutním ethanolu za vzniku 
ethanolátu sodného, ve kterém byly rozpuštěny ethyl-2-kyanoacetát spolu s butylovanou močovinou. 
Reakce byla ukončena neutralizací kyselinou chlorovodíkovou. Po filtraci byla získána nažloutlá pevná 
látka, která byla promyta destilovanou vodou a sušena pod vakuem. (Tabulka 3, vstup 1) [75]. Získaný 
světle žlutý pevný produkt byl podroben identifikaci změřením bodu tání. Naměřený bod tání prokázal, 
že z reakce byla vyizolována nezreagovaná vstupní látka 5. 

^NH 2 

13 
Toluen 

70 °C, 16 h 

nebo 
12 

Toluen 
70 °C, 16 h 
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o 

k 

N a 
abs. E t O H 

70 °C 
22 h 

nebo 
C N C t L C O O H , 4 M N a O H 

acetanhydrid 
80 °C 

2 h 

Schéma 13 Syntéza látky 4, zobrazeny dva přístupy 

Tabulka 3 Shrnutí reakčních podmínek pro přípravu látky 4 

Vstup Reakční podmínky Výtěžek \%] 

1 5 (1 ekv.); Na (2 ekv.); C N C H 2 C 0 2 ( 1 ekv.); 78 °C; 22 hod Nevznikl produkt 

2 
5 (1 ekv.); CNCH3COOH (1,15 ekv.); C N C H 2 C 0 2 E t (4 ekv.); 

80 °C; 2 hod 
92 

Druhý přístup využívá reakci látky 5 s kyanooctovou kyselinou v anhydridu kyseliny octové při 80 °C 
po dobu 2 hodin. Došlo k barevné změně ze žluté na tmavě červenou apo zpracování směsi byl izolován 
meziprodukt s 92% výtěžkem (Tabulka 3, vstup 2). Identifikace molekuly 4 byla provedena pomocí 
změření bodu tání. 

4.1.1.3 Příprava 6-amino-l,3-dibutyl-5-nitrosouracilu 3 
Výchozí látkou pro přípravu látky 3 byla použita látka 4 z předchozího experimentu, reakce probíhá 
mechanismem elektrofilní substituce [68]. Jedná se o reakci, při které je elektrofil nahrazen jiným 
elektrofilem, v tomto případě je vodík nahrazen nitrosylovým kationtem. Nitroso skupina se zavádí na 
volnou pozici C(5) molekuly uracilu. 

aq. 6 M HC1 
aq. N a N 0 2 

CH3COOH 

0 ° C 
30 min 3 

>99 % 

Schéma 14 Syntéza látky 3 

Látka 4 (1 ekv.) a 6 M HC1 (1 ekv.) byly míchány v ledové kyselině octové při 0 °C, dusitan sodný byl 
přidáván po kapkách (1 ekv.). Reakce byla chlazena při 0 °C, protože během rozpouštění dusitanu 
sodného bylo uvolňováno velké množství tepla, jedná se o exotermní reakci. Z izolovaného výtěžku 
bylo menší množství odebráno pro pozdější analýzu, zbytek meziproduktu byl ihned použit do 
následujícího experimentu pro přípravu finálního produktu, 5,6-diamino-l,3-dibutyluracilu 2. Látka 3 
byla identifikována změřením bodu tání. 
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4.1.1.4 Příprava 5,6-diamino-l,3-dibutyluracilu 2 
Redukce nitroso skupiny u 6-amino-l,3-dibutyl-5-nitrosouracilu 3 byla provedena dithioničitanem 
sodným, který byl použit jako redukční činidlo [68]. Dithioničitan sodný byl vybrán pro svou 
rozpustnost ve vodě, dostupnost a příznivou pořizovací cenu. Dalším redukčním činidlem může být 
sulfid amonný. 

N a 2 S 2 0 4 

H N N .O 

aq. N H 4 O H 
25 °C 
30 min 

2 
69 % 

Schéma 15 Syntéza látky 2 

Látka 3 (1 ekv.) byla rozpuštěna ve vodném roztoku hydroxidu amonného. Dithioničitan sodný (3 ekv.) 
byl přidáván postupně během 30 minut. Reakční směs změnila barvu na tmavě zelenou, byla 
extrahována pomocí D C M , promyta nasyceným roztokem NaCl a zfiltrována přes celit. Rozpouštědlo 
bylo odpařeno a produkt byl získán ve formě zeleného oleje, který byl přilit do koncentrované HC1. 
Diaminy jsou nestabilní, proto byl produkt pomocí koncentrované HC1 převeden na hydrochlorid, který 
je stabilnější. Po zfiltrování měl produkt světle žlutou barvu, jeho vystavením vlhkosti po delší době 
změnil produkt barvu na růžovou, proto je uchován pod argonovou atmosférou v lednici. Látka 2 byla 
identifikována změřením bodu tání. 

4.1.2 Příprava 1,2-diketonového prekurzoru 
Acenaften 11 byl vybrán jako vhodný prekurzor pro přípravu flavinového derivátu, protože jeho 
konjugovaný systém umožní prodloužit flavinový derivát, což zajistí posun k vyšším vlnovým délkám. 
Navíc příprava finálního diketonu je popsána v literatuře a reakce poskytují vysoké výtěžky [76]. 
Příprava diketonového prekurzoru probíhá podle schématu 16, syntézy jsou podrobně popsány 
v následujících kapitolách. 

(CH 3 ) 2 NC0C1 
A1CL 

11 

kone. HC1 
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4.1.2.1 Příprava Ns,Ns,N6,N6-tetramethyl-l,2-dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamidu 10 
První krok syntézy probíhá mechanismes Friedel-Craftsovy acylace. Friedel-Craftsova acylace je typ 
elektrofilní aromatické substituce, kdy se na aromatické jádro napojuje acylační činidlo, nejčastěji se 
používá acylchlorid. Pro reakci je dále důležitá Lewisova kyselina, nej používanější je chlorid hlinitý. 
Friedel-Craftsova acylace se běžně používá ve výrobě některých barviv, např. triarylmethanových 
barviv [77]. Friedel-Craftsova acylace probíhá na aromatickém jádře za přítomnosti Lewisovy kyseliny, 
v tomto případě chloridu hlinitého. Dochází k připojení acylové skupiny na volné pozice aromatického 
jádra acentaftenu 11. Friedel-Craftsova acylace je exotermická reakce, proto se při přidávání D M C C 
snižuje teplota, je tím zajištěna selektivita reakce. [69]. 

(CH3)2NCOC, 
A1CL 

11 

Schéma 17 Syntéza látky 10 

chlórbenzén 
0 ° C - ^ 80 

°C, 12 h 10 
55 % 

Nejprve byl vyzkoušen postup dle literatury [76], ale po vyhodnocení ' H N M R spektra bylo zjištěno, že 
substituce proběhla pouze do 1. stupně. Proto byla vyhledána další literatura, která uvádí větší množství 
reagentů, aby proběhla substituce do 2. stupně. Acenaften 11 (1 ekv.) reagoval s chloridem hlinitým 
(2,64 ekv.), a s acylačním činidlem D M C C (2,64 ekv.), směs byla ponechána 12 hodin reagovat, byla 
znovu ochlazena a poté se znovu přidal chlorid hlinitý (1,85 ekv.) s D M C C (1,67 ekv.). Reakční směs 
byla zahřívána dalších 12 hodin při refluxu. Reakce byla ukončena přídavkem 5% HC1. Po zpracování 
a rekrystalizaci v chlórbenzénu byl získán výtěžek 55 %. 

Opakované přidání chloridu hlinitého a D M C C zajistí obsazení na obou volných pozicích aromatického 
jádra acylovými skupinami. Vyšší teplota podporuje substituční reakci. Produkt 10 byl potvrzen 
' H spektroskopií. Acenaften je toxický pro vodní prostředí, po ukončení reakce byl náležitě zpracován 
dle bezpečnostních norem. 

4.1.2.2 Příprava anhydridu kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 9 
Příprava meziproduktu 9 vedla k zavedení anhydridové funkční skupiny kondenzační reakcí, která je 
významná pro následné zavedení butylového řetězce podporujícího rozpustnost [69]. 

kone. HC1 

10 

reflux 
5h 

Schéma 18 Syntéza látky 9 

Látka 10 byla rozpuštěna v koncentrované kyselině chlorovodíkové (3 ekv.) za vzniku látky 9 [69]. 
Reakce probíhá při refluxu po dobu 5 hodin. Po filtraci a rekrystalizaci byl izolován pevný meziprodukt 
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s výtěžkem 72 %. Po opakování reakce byl izolován obdobný výtěžek, 73 %. Anhydrid byl 
charakterizován ' H a 1 3 C N M R spektroskopií. 

4.1.2.3 Příprava 2-butyl-6,7-dihydro-lH-indeno[6,7,l-def]isoquinolin-l,3(2H)-dionu 8 
Látka 9 podléhá nukleofilní substituci s butylaminem na aromatickém jádře acenaftenu 11 [70]. 

9 8 
93 % 

Schéma 19 Syntéza látky 8 

Látka 9 (1 ekv.) a látka 11 (1,15 ekv.) byly rozpuštěny v absolutním ethanolu a reakce probíhala za 
refluxu po dobu 12 hodin. Pevný podíl byl přečištěn sloupcovou chromatografií (silikagel, 
dichlormethan). Byl izolován pevný produkt 8 nažloutlé barvy s tyrkysovou emisí (při ozařování U V 
světlem) s výtěžkem 93 %. Charakterizace produktu proběhla pomocí ' H a 1 3 C N M R spektroskopie. 

4.1.2.4 Příprava 2-butyl-lH-indeno[6,7,l-def]isochinolin-l,3,6,7(2H)-tetronu 7 
Příprava finálního prekurzoru pro tvorbu flavinového skeletu 1 vyžaduje zavedení ketonových skupin 
do pozic C(6) a C(7) prostřednictvím oxidační reakce. Jako oxidační činidla lze použít: CrC>3 
a fenylseleninyl benzenseleninát. 

30 min 
8 7 

55 % 

Schéma 20 Syntéza látky 7 

Oxidace látky 8 probíhá pomocí oxidu chromového jako oxidačního činidla, který byl zvolen pro svou 
dostupnost, cenu a stabilitu [70]. Látka 8 (1 ekv.) byla rozpuštěna v acetanhydridu, poté se přidal oxid 
chromový (5 ekv.). Reakční směs byla zahřívána za současného míchání při 110 °C po dobu 30 minut, 
směs byla ochlazena a smíchána s kyselinou chlorovodíkovou pro odstranění anorganických solí. Po 
zpracování byl izolovaný pevný podíl přečištěn sloupcovou chromatografií (silikagel, dichlormethan). 
Produkt, finální 1,2-diketon, byl izolován s výtěžkem 55 % ve formě žluté pevné látky. Potvrzení 
struktury produktu 7 proběhla pomocí ' H a 1 3 C N M R spektroskopie. Oxid chromový je karcinogenní, 
veškerá manipulace s ním probíhala v digestoři za zvýšené opatrnosti. 
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4.1.3 Příprava flavinového prekurozu 
Požadovaný flavinový prekurzor nebyl z časových důvodů syntetizován, avšak syntéza je plánována 
další práci. 

1 

Obrázek 12 Struktura cílového flavinu 



5 ZÁVĚR 
Předložená bakalářská práce pojednává o zavedení nových fotosensitizérů, které by mohly být použity 
pro aplikaci ve fotodynamické terapii zejména pro léčbu rakoviny kůže, přičemž všechny zadané cíle 
práce byly splněny. 

První část poskytuje historický pohled na využití světla v léčbě různých nemocí a sleduje vývoj trendu 
fotodynamické terapie napříč 20. a 21. stoletím. Teoretická část se dále zabývá popisem mechanismu, 
možnostmi klinických aplikací a limitacemi této alternativní léčby. Nej důležitějšími komponenty 
fotodynamické terapie jsou světlo, kyslík a fotosensitizér. Fotosensitizéry lze rozdělit na základě jejich 
vlastností na tři generace. První generace zahrnuje přírodní porfyrin, hematoporfyrin a jejich deriváty, 
druhá generace se řadí mezi optimalizované fotosensitizéry první generace. Fotosensitizéry třetí 
generace jsou modifikované fotosensitizéry druhé generace s použitím nosičů nebo nanočástic. 

Pro účely experimentální části byly zvoleny riboflavinem inspirované deriváty. Druhá část rešerše se 
zaměřovala na literární postupy pro přípravu klíčových prekurzorů. 

V experimentální části práce jsou popsány syntézy všech připravených meziproduktů pro získání 
finálních prekurzorů flavinového derivátu, alkylovaného 5,6-diaminouracilu a 1,2-diketonu. Byl 
odhalen jednoduchý, rychlý a spolehlivý způsob pro přípravu substituovaného diaminouracilu, který 
sestával ze čtyř kroků. Příprava diketonové části byla časově náročnější než u uracilové části a bylo 
třeba zacházet s acenaftenem a oxidem chromovým dle bezpečnostních pokynů kvůli jejich toxicitě. 
Samotná syntéza dle literatury je úspěšná, jednoduchá a čtyřkroková. V rámci bakalářské práce bylo 
připraveno a charakterizováno 8 meziproduktů. 

Bakalářská práce představuje platformu pro budoucí syntézu přírodou inspirovaných fotosensitizérů. 
Výzkum bude pokračovat v magisterském studiu, kde je plánováno zavádění dalších skupin 
podporujících samoorganizaci molekul (adamantanové řetězce) nebo rozpustnost (triethylenglykolové, 
oktylové řetězce). Dále je plánovaná příprava dalších uracilových derivátů se zaměřením na polární 
skupiny podporujících rozpustnost flavinových derivátů. Připravené flavinové deriváty budou 
zpracovány externě, zavedením do liposomů, atestovány in vitro. 

Z důvodů limitujících faktorů může v místě s větší koncentrací nádorových buněk dojít k hypoxii ve 
tkáních, a tím se sníží efektivita fotodynamické terapie. Proto je do budoucna uvažováno o změně směru 
výzkumu aplikací fotosensitizérů z fotodynamické terapie na fototermální terapii. 
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7 SEZNAM PŘIPRAVENÝCH MOLEKUL 

Název, vlastnosti Struktura 

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

Molekulový vzorec: C12H22N4O2 

Molekulová hmotnost: 290,79 g-mol 1 

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

Molekulový vzorec: C12H20N4O3 

Molekulová hmotnost: 268,31 g m o l 1 

Molekula 4 
6-amino-l,3-dibutyluracil 

Molekulový vzorec: C12H21N3O2 

Molekulová hmotnost: 239,31 g m o l 1 

HJSL ^NL / O 

Molekula 5 
TV'-dibutylovaná močovina 

Molekulový vzorec: C9H20N2O 

Molekulová hmotnost: 172,27 g m o l 1 

O 

Molekula 7 
2-butyl-i//-indeno[6,7,l-def]isochinolin-

l,3,6,7(2fl)-tetron 

Molekulový vzorec: C18H13NO4 
Molekulová hmotnost: 307,30 g m o l 1 
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Název, vlastnosti Struktura 

Molekula 8 
2-butyl-6,7-dihydro-i//-indeno[6,7,l-

defjisochinolin-1,3(2/f)-dion 

Molekulový vzorec: C 1 8 H 1 7 N O 2 

Molekulová hmotnost: 279,33 g m o l 1 

Molekula 9 
anhydrid kyseliny 5,6-acenaftendikarboxylové 

Molekulový vzorec: CuH&O?, 
Molekulová hmotnost: 224,21 g m o l 1 

O. 0 ^ . 0 

Molekula 10 
A ^ . / V 6 , M-tetramethyl-1,2-

dihydroacenafthylen-5,6-dikarboxamid 

Molekulový vzorec: C 1 8 H 2 0 N 2 O 2 

Molekulová hmotnost: 296,36 g m o l 1 

1 0 0 / 

N~V/ \ V - N 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLU 

Zkratka/symbol Význam 

lo2 

5-ALA 

S 

CDI 

D C M 

D M C C 

EtOH 

F A D 

F M N 

H 2 O 2 

HO 

HpD 

J 

L E D 

M A L 

MeOH 

N M R 

o ř 

PDT 

PS 

RF 

Rf 

ROS 

TLC 

U V 

singletový kyslík 

kyselina 5-aminolevulová 

chemický posun 

karbonyldiimidazol 

dichlormethan 

dimethylkarbamoyl chlorid 

ethanol 

flavinadenindinukleotid 

flavinmononukleotid 

peroxid vodíku 

hydroxylový radikál 

derivát Hematoporfyrinu 

interakční konstanta 

dioda emitující světlo (z angl. light-emitting diode) 

methylester kyseliny 5-aminolevulové 

methanol 

nukleární magnetická rezonance 

superoxidový radikál 

fotodynamická terapie 

fotosensitizér 

riboflavin 

retenční faktor 

reaktivní formy kyslíku 

tenkovrstvá chromatografie 

ultrafialové záření 
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Obrázek 16 'H NMR spektrum látky 8 
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Obrázek 17 'H NMR spektrum látky 8, detail na aromatickou část 
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Obrázek 18 [H NMR spektrum látky 8, detail na alifatickou část 
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Obrázek 21 ! H NMR spektrum látky 7, detail na aromatickou část 
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Obrázek 22 *H NMR látky 7, detail na alifatickou část 
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