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Sazetak

Fotodinamicka terapija (PDT) je klinicki odobren, minimalno invazivan
terapeutski postupak kojeg karakterizira citotoksicna aktivnost protiv
tumorskih stanica i raznih patogena. Temelji se na dinamickim
interakcijama izmedu fotosenzibilizatora (PS), svjetlosti odredene valne
duljine te molekularnog kisika koje dovode do razaranja ciljanog tkiva.
Jedna od klju¢nih komponenti PDT-a je odabir i dizajn PS-a. Veéina PS-a
koji se koriste u PDT-u temelji se na porfirinskoj strukturi zbog njihovih
povoljnih fotofizikalnih svojstava. Za klinicku primjenu vazni su amfifilni
porfirini buduci da se njima omogucava pasivno ciljanje tumora koje je
prethodno dokazano ucinkovitijim nego aktivno. Njihovi hidrofobni dijelovi
omogucavaju im ulazak i akumulaciju u stanice, dok ih hidrofilni dijelovi
¢ine topljivima u vodi sto je vazno kako bi se sprijecila njihova agregacija
te olakSala administracija.

Dokazano je da se hidrofobnost porfirina povecava s duljinom alkilnih lanaca
te da se na isti nacin povecava i njihova akumulacija u tumorske stanice.
Smatra se da bi prisutnost epoksidne jedinice na dugom alkilnom lancu
porfirina mogla povedati njegovu protutumorsku aktivnost buduci da je
prethodno pokazano kako epoksidirane masne kiseline te neki njihovi
metaboliti posjeduju protutumorsku aktivnost.

U ovom radu provedena je optimizacija sinteze N-metiliranog
tripiridilporfirina konjugiranog s dugim alkilnim lancem (18C) koji sadrzi
polarnu skupinu. Usporedena je ucinkovitost novosintetiziranog porfirina te
prethodno sintetiziranog N-metiliranog tripiridilporfirina konjugiranog s
dugim alkilnim lancem (18C) za primjenu u PDT-u na ljudskim epitelijalnim
stanicama adenokarcinoma dojke (MDA-MB-231). Novosintetizirani spoj,
iako je djelotvoran, manje je ucinkovit od prethodno sintetiziranog.
Medutim, on ne posjeduje tamnu toksi¢nost na MDA-MB-231 stanice, za

razliku od spoja koji ne posjeduje polarnu skupinu na alkilnom lancu.
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hidroksisukcinimid, epoksidacija, MTT test



Summary

Photodynamic therapy (PDT) is clinically approved, minimally invasive
therapeutic procedure characterized by cytotoxic activity against tumor
cells and various pathogens. It is based on dynamic interactions between
the photosensitizer (PS), light of a certain wavelength and molecular
oxygen, which lead to the destruction of the target tissue.

One of the key components of PDT is PS selection and design. Most of the
PSs used in PDT are based on porphyrin structure due to their favorable
photophysical properties. Amphiphilic porphyrins are important for clinical
application since they enable passive tumor targeting, which has previously
been proven to be more effective than active targeting. Their hydrophobic
parts enable them to enter and accumulate in cells, while hydrophilic parts
make them soluble in water, which is important to prevent their aggregation
and facilitate administration.

It has been proven that hydrophobicity of porphyrins increases with the
length of the alkyl chains and as a consequence their accumulation in tumor
cells also increases. It is thought that the presence of an epoxy unit on the
long alkyl chain of porphyrin could increase its antitumor activity since it
has previously been shown that epoxidized fatty acids and some of their
metabolites possess antitumor activity.

In this thesis, the optimization of synthesis of N-methylated
tripyridylporphyrin conjugated with long alkyl chain (18C) containing a polar
group was performed. The effectivhess of newly synthesized porphyrin and
previously synthesized N-methylated tripyridylporphyrin conjugated with a
long alkyl chain (18C) for use in PDT on human epithelial breast
adenocarcinoma cells (MDA-MB-231) was compared. The newly synthesized
compound, although effective, is less effective than previously synthesized
one. However, it does not possess dark toxicity on MDA-MB-231 cells, unlike

the compound that does not posess a polar group on the alkyl chain.



Key words: photodynamic therapy, amphiphilic porphyrins, N-
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1. Uvod

1.1. Fotodinamicka terapija

Fotodinamicka terapija (PDT) je klinicki odobren, minimalno invazivan
terapeutski postupak kojeg karakterizira citotoksicna aktivnhost protiv
tumorskih stanica i raznih patogena (1,2). Postupak ukljucuje
administraciju fotosenzibilizatora (PS), njegovu selektivhu akumulaciju u
tumorsko tkivo te osvjetljavanje tumora svjetloS¢u odredene valne duljine.
U prisustvu kisika, prethodno navedeno dovodi do direktne smrti tumora,
oStecenja mikrovaskulature te indukcije lokalne upalne reakcije (2). Moze
se koristiti samostalno ili u kombinaciji s drugim protutumorskim terapijama
kao Sto su kemoterapija, radioterapija ili kirurski zahvati kako bi se povedala
vjerojatnost pozitivhog ishoda (1).

Svjetlost se joS od antickog doba koristila za lijeCenje odredenih bolesti.
Drevne civilizacije poput Egipta, Indije i Kine pomocu nje lijecCile su koZne
bolesti kao Sto su psorijaza, vitiligo i rak koze. U 18. i 19. stolje¢u u
Francuskoj, svjetlost se koristila za lijeCenje tuberkuloze, rahitisa, skorbuta,
reumatizma, paralize, edema i misi¢ne slabosti (3).

Zacetnikom moderne fototerapije smatra se Niels Finsen. On je otkrio da se
sunCeva svjetlost ili osvjetljavanje ugljicnom lampom moze koristiti za
lijeCenje lupus vulgaris-a, najCeSc¢eg oblika tuberkuloze kozZe. Fototerapija
obuhvada uporabu svjetlosti za lijeCenje bolesti, dok fotokemoterapija
ukljucuje administraciju molekule poput primjerice psoralena kako bi se
povecala osjetljivost koZe na svjetlost te omogucila njena dublja penetracija
(3).

Oskar Raab smatra se zasluznim za otkrice PDT-a. On je 1900. godine uocio
da je svijetlost odredene valne duljine smrtonosna za papucicu (lat.
Paramecium) u prisustvu akridinske boje (4). Tvrdio je da je in vitro
toksi¢nost nastala kao posljedica fluorescencije uzrokovane prijenosom
energije sa svjetlosti na kemikaliju (5). Godine 1903. Hermann Von

Tappeiner, profesor Oskar Raab-a, i Albert Jesionek lijecili su kozne tumore
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kombinacijom topikalne administracije eozina i osvjetljavanjem bijelom
svjetlos¢u (4). Hermann Von Tappeiner i Albert Jodlbauer, 1904. godine,
otkrili su da je kisik kljucna komponenta fotosenzibilizacijskih reakcija te su
1907. osmislili termin ,fotodinamicka aktivhost" kako bi opisali ovaj
fenomen (5).

Do danas najistrazeniji fotosenzibilizatori su porfirini koji su identificirani
sredinom 19. stolje¢a (4). W. Hausmann je 1911. godine administrirao
hematoporfirin miSu te uocio reakcije na njegovoj kozi nakon izlaganja
svjetlosti (3). Godine 1913., njemacki znanstvenik Friedrich Meyer-Betz
ispitivao je ucinak porfirina na ljude. Sam sebi administrirao je 200 mg
hematoporfirina te uocio produzeno znojenje i bol na dijelovima tijela koji
su bili izlozeni svjetlosti (3,4).

Znacajan napredak PDT-a zabiljezen je 1975. godine kada je Thomas
Dougherty sa svojim istrazivanjem pokazao da administracija
hematoporfirinskog derivata (HpD) te njegova aktivacija crvenim svjetlom
uniStava tumor dojke u miseva (6). On je zajedno sa svojim suradnicima
procistio HpD te proizveo Photofrin, prvi fotosenzibilizator, koji je Americka
agencija za hranu i lijekove 1995. godine odobrila za uporabu u PDT-u (7).
Do danasnjeg dana PDT nastavlja se znacajno razvijati te se ne koristi samo
za lijeCenje tumora vec je poznata njegova uporaba u lijeCenju bakterijskih,

virusnih i parazitskih bolesti (3).

1.2. Princip djelovanja PDT-a

Princip djelovanja PDT-a temelji se na dinamickim interakcijama izmedu PS,
svjetlosti odredene valne duljine te molekularnog kisika koje dovode do
razaranja ciljanog tkiva. PDT zapocinje topikalnom ili intravenskom
administracijom PS. Zatim slijedi njegova distribucija te selektivna
akumulacija u tumorsko tkivo. Kako bi se PS aktivirao nuzno je
osvjetljavanje ciljanog tkiva svjetloS¢u odredene valne duljine, Sto je jos
jedan od nacdina osiguravanja selektivnosti. Osvjetljavanje se najcesce
provodi pomocu crvene svijetlosti buduéi da ona najdublje prodire u
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organizam te PS poput porfirina dobro apsorbiraju svjetlost u tom dijelu
spektra. Aktivacija PS-a dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) koje uzrokuju nepovratnu Stetu ciljanom tkivu bududi da uzrokuju
stani¢nu smrt (Slika 1.) (2,3,8).

Administradja PS Distribucija PS Osvjetljavanje tumorz Unistavanjetumora

Slika 1. Princip djelovanja PDT-a. Modificirano prema slici iz literature (3).

Fotodinamicka reakcija zapocCinje osvjetljavanjem PS. Apsorpcija svjetlosti
uzrokuje pobudivanje PS iz osnovnog singletnog stanja (S°) u kratkozivuce,
pobudeno singletno stanje (1S*). Ovo pobudeno stanje je vrlo nestabilno te
se PS moze ponovno vratiti u osnovno stanje gubecdi viSak energije
svjetlosnom emisijom, odnosno fluorescencijom ili proizvodnjom topline
(proces unutarnje pretvorbe). Takoder moze doé¢i do medusustavnog
krizanja, odnosno do prelaska PS u stabilnije, dugozivuce pobudeno
tripletno stanje (T"). Prilikom ovog prelaska dolazi do promjene spina
elektrona. Ovakav proces je spinski zabranjen te je zbog toga manje
ucestao. PS se iz pobudenog tripletnog stanja moze vratiti u osnovno stanje
emisijom svjetlosti (fosforescencija) ili moze sudjelovati u tip I i tip II
kemijskim reakcijama koje predstavljaju dva glavna mehanizma djelovanja
PDT-a (3,9). Dijagram Jablonskog koristi se kako bi se opisali prethodno
navedeni fotodinamicki procesi (Slika 2.).

U tip I reakcijama dolazi do prijenosa atoma vodika ili elektrona izmedu PS

u pobudenom tripletnom stanju i supstrata (stani¢cna membrana ili druge
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bioloSke molekule) Sto dovodi do stvaranja slobodnih radikala i radikal-
aniona PS-a te supstrata. Ovi radikali stupaju u interakcije s molekulama
kisika Sto uzrokuje stvaranja ROS-ova kao Sto su superoksidni anion (027),
hidroksilni radikal (HO) i vodikov peroksid (H202). Ovaj niz reakcija dovodi
do oksidativnog stresa koji je odgovoran za unistavanje tumorskih stanica
(3,9).

U tip II reakcijama dolazi do prijenosa energije s PS-a u pobudenom
tripletnom stanju na molekule kisika (0O2) koje se nalaze u osnovnom
tripletnom stanju. Direktan prijenos energije izmedu ovih molekula je
moguc bududi da imaju iste spinove. Ovom reakcijom dolazi do pobudivanja
molekula kisika u osnovhom triplethom stanju te one prelaze u pobudeno
singletno stanje (102). Singletni kisik iznimno je reaktivan te uzrokuje
oStecenje proteina, masti i drugih molekula Sto posljedi¢no dovodi do
stani¢ne smrti. Tip II reakcije dominantne su tijekom PDT-a te je singletni

kisik glavni citotoksi¢ni agens odgovoran za bioloske ucinke (Slika 3.) (3,9).

—F IC
S X U
$ T,
ic : ' ISC
S;
: T,
A r ;
;
¢
SU Y +7

A = apsorpcija

F = fluorescencija

P = fosforescencija

|C = unutarnja pretvorba

ISC = medusustavno krizanje

% = vibracijsko opustanje

Slika 2. Dijagram Jablonskog (10).
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(transfer
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ROS
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ps*

tip IT reakcije
(transfer
energije)

'

singletni kisik
(102)

Slika 3. Tip I i Tip II reakcije. Modificirano prema slici iz literature (3).

Postoje tri glavha mehanizma koja PDT koristi za unistavanje tumora.
Reaktivni kisikovi spojevi koji nastaju kao posljedica fotokemijskih reakcija
mogu direktno unistiti tumore inducirajuci apoptozu ili nekrozu (3). Takoder
moze doci do uniStavanja tumorske vaskulature Ssto dovodi do nedostatka
kisika i hranjivih tvari u tumorskom tkivu te posljedi¢no stani¢ne smrti (11).
Bududi da ROS-ovi imaju kratak zivotni vijek pod najveéim utjecajem PDT-
a su stanice koje se nalaze u blizini njihove proizvodnje (3). Nadalje, PDT
utjece i na imunoloski sustav. Moze inducirati upalu, regrutirati leukocite na
ciljano mjesto te aktivirati T-limfocite Sto posljedi¢no dovodi do unistavanja
tumorskog tkiva. Smatra se da su citotoksi¢ne T stanice glavne imunoloske
efektorske stanice odgovorne za uniStavanje tumorskog tkiva (11).

Ucinkovitost PDT-a ovisi o nekoliko c¢imbenika kao Sto su primjerice
lokalizacija tumora, koncentracija kisika, period osvjetljavanja te doza
svjetlosti. Lokalizacija tumora je od velikog znacaja bududi da je stupanj
oksigenacije tumora koji se nalaze duboko u organizmu nizi Sto kao
posljedicu ima smanjenu proizvodnju ROS-ova. Takoder takve tumore teze
je osvijetliti. Vazan ¢imbenik koji utjeCe na ucinkovitost PDT-a je i odabir

PS-a koji se koristi o Cemu ¢e vise biti reCeno u idu¢em poglavlju (3).



1.3. Fotosenzibilizatori

Odabir i dizajn fotosenzibilizatora jedne su od klju¢nih komponentni PDT-a.
Kako bi bili Sto ucinkovitiji trebaju imati visoku selektivnhost za tumorsko
tkivo te visok prinos singletnog kisika buduéi da se smatra glavnim
citotoksi¢nim agensom odgovornim za biolosSke ucinke. Pozeljno je da su
amfifilni kako bi se mogli akumulirati u tumorskome tkivu, ali i istovremeno
Sto lakse administrirati. Maksimum apsorpcije svjetlosti trebali bi imati na
valnim duljinama od 680 do 800 nm buducdi da ta svjetlost prodire dovoljno
duboko u organizam, a istovremeno ima dovoljno energije kako bi pobudila
PS. Idealan PS ne smije biti toksiCan u mraku te se mora brzo eliminirati iz
zdravog tkiva kako bi se smanjila vjerojatnost nuspojava. Takoder mora biti
stabilan na sobnoj temperaturi te imati visok stupanj kemijske Cistoce
(2,9,12).

Prvi PS koji je dobio odobrenje FDA bio je Photofrin. On spada u prvu
generaciju PS-a. Iako su se pomocéu njega uspjesno lijeCile neke vrste
tumora, ima brojne nedostatke. Neki od njih su otezana sinteza, maksimum
apsorpcije pri nizim valnim duljinama te dugacak poluzivot zbog cega je
prisutna nezeljena fototoksi¢nost (13).

Vecina PS-a druge generacije temelji se na strukturi porfirina. Ovoj skupini
pripadaju benzoporfirini, bakterioklorini i klorini. Pripadnici ove generacije
imaju mnoge prednosti u odnosu na PS prve generacije. Mogu se aktivirati
svjetloséu vedih valnih duljina Sto znacdi da prodiru dublje u tkiva. Imaju
vece kvantne prinose singletnog kisika, selektivniji su za tkiva te se mogu
brzo metabolizirati Sto smanjuje nuspojave. Njihov glavni nedostatak je
slaba topljivost u vodi Sto je limitiraju¢i faktor prilikom intravenske
administracije te su zbog toga nuzne nove metode dostave lijeka (9,13,14).
Razvoj PS-a tre¢e generacije temelji se na sintezi molekula koje imaju vedi
afinitet za tumorsko tkivo sto smanjuje osteéenje okolnog, zdravog tkiva
(9). Kako bi se povecala akumulacija PS-a na ciljanim mjestima, PS-i druge
generacije konjugiraju se sa specificnim molekulama kao Sto su protutijela,
ugljikohidrati, aminokiseline i peptidi ili se inkapsuliraju u nosace kao Sto su
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liposomi, micele i nanocestice. Ovime se postize aktivno ciljanje tumora

koje je jedna od glavnih karakteristika PS-a trece generacije (13).

1.4. Porfirini kao fotosenzibilizatori

Vecina fotosenzibilizatora koji se koriste u PDT-u temelji se na porfirinskoj
strukturi (2). Porfirini su makrociklicki spojevi koji su nuzni za biolosku
aktivnost svih zivih organizama (12). Imaju vaznu ulogu u procesima
prijenosa kisika, fotosintezi, stanicnom disanju, oksidaciji masnih kiselina,
stani¢noj smrti i mnogim drugima (15,16).

Porfirinska struktura sastoji se od 4 pirolna prstena povezana s metinskim
mostovima. Upravo zbog toga porfirini su visoko konjugirane molekule koje
sadrze 22 n-elektrona, od Cega ih je 18 delokalizirano po Huckel-ovom
pravilu aromatic¢nosti (4n+2). Njihova aromatska struktura omogudava
elektrofilne supstitucijske reakcije kao Sto su primjerice halogenacija,
nitracija, sulfonacija i acilacija. U porfirinima se ove reakcije odvijaju na
dvije razliCite pozicije, a to su meso-pozicije na metinskim mostovima te B-
pirolne pozicije (Slika 4.). Kemijske karakteristike supstituenata odreduju
njihovu topljivost u vodi ili drugim otapalima. Takoder, manipulacija
razliCitim supstituentima omogucéava Siroku raznolikost biokemijskih
funkcija porfirina (15,16). Kada su supstituenti na meso-pozicijama i -
pirolnim pozicijama iskljucivo vodikovi atomi, a dva od Cetiri makrociklicka

dusSika protonirana, tetrapirolna struktura naziva se porfin (16).

f Meso

3 4, 5 ¢ 7
2 8
1 9
20 10
19 11fﬂ
18 12

17 1615 14 13

Slika 4. Struktura porfirina (16).



1.5. UV-Vis i fluorescencijski spektar porfirina

Jedna od glavnih karakteristika porfirina je visoko konjugirani n-elektronski
sustav. On je odgovoran za njihovu dobru apsorpciju svjetla te
karakteristi¢nu ljubicastu boju. Upravo su zbog svoje boje dobili ime prema
grckoj rijeCi purpura sto znaci ljubicasta (15)(17).

Elektronski apsorpcijski spektar tipicnih porfirina sastoji se od dvije razliCite
regije. Prva ukljucuje prijelaz iz osnovnog u drugo pobudeno stanje (S° u
2S™) koji je prikazan Soret-ovom ili B-vrpcom. Ovaj pik nalazi se u rasponu
od 380 do 500 nm ovisno o tome ima li porfirin supstituente na meso- ili B-
pozicijama te koji su to supstituenti. Druga regija ukljucuje slabe prijelaze
iz osnovnog u prvo pobudeno stanje (S° u 1S*) koji su prikazani Q-vrpcama.
Ovi pikovi naj¢esce se nalaze u rasponu od 500 do 750 nm te se oznacavaju
rimskim brojevima I, II, III, IV (Slika 5.) (15). Porfirini slobodne baze imaju
Cetiri Q-vrpce (18). Na apsorpcijski spektar porfirina utjecu ligandi te

centralni metalni atom porfirina (16).

Soret-ova ili B-vrpca

Q-vrpce

1,5 4

Apsorbancija

0,5

250 350 450 550 650 750

Valna duljina/nm

Slika 5. UV-Vis spektar porfirina. Modificirano prema slici iz literature (15).

Za fluorescencijski spektar porfirina karakteristicna su dva pika koja se
javljaju u rasponu od 600 do 730 nm, prilikom pobudivanja porfirina
elektromagnetnim zrac¢enjem valne duljine na kojoj se nalazi Soret-ova

vrpca (19).



1.6. Sinteza porfirina

Rothemund je 1935. godine uspjesno proveo sintezu porfirina u jednom
koraku. U reakciji su sudjelovali benzaldehid i pirol u piridinu. Odvijala se u
zatvorenoj posudi 24 sata na 220 °C. Glavni produkt reakcije bio je meso-
supstituirani klorin te je zbog toga iskoristenje reakcije bilo nisko, oko 5%
(Slika 6.) (15,20,21).

H H 0
1 T
piridin, 220 °C
7 * -
zatvorena posuda

Slika 6. Sinteza tetrafenilporfirina (TPP-a) Rothemund-ovom metodom. Modicificrano

prema slici iz literature (21).

Adler, Longo i suradnici, 1960.-ih godina ponovno su istrazivali sintezu
meso-supstituiranih porfirina te razvili alternativhu metodu. Ovaj pristup
uklju¢ivao je kondenzaciju pirola i aldehida uz prisustvo kiseline kao
katalizatora te atmosferskog kiska. Reakcija se odvijala na visokoj
temperaturi. Nastajanje klorina bilo je znacajno manje u usporedbi s
Rothemund-ovom sintezom te je posljedi¢no i iskoriStenje reakcije bilo
vece, oko 20% (Slika 7.) (15,21,22).

H H (0]
l*»ll + propanska kiselina
\ 7
140 °C, refluks

Slika 7. Sinteza TPP-a Adler-Longo metodom. Modicificrano prema slici iz literature (21).
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Bududi da se pomoc¢u Adler-Longo metode nisu mogli kondenzirati mnogi
aldehidi te posljedi¢no dobiti raznovrsni porfirini, tijekom 1980.-ih, Lindsey
je razvio novu metodu. Ona se sastojala od dva koraka, kondenzacije te
oksidacije, koji su se odvijali na sobnoj temperaturi. Reakcije su se odvijale
pod blagim uvjetima kako bi se postigla ravnoteza tijekom kondenzacije te
kako bi se smanjila proizvodnja nusprodukata u svim koracima sinteze
porfirina. Prednost ove reakcije je vele iskoriStenje, 30-40%, te

jednostavnije procis¢éavanje produkata (Slika 8.) (15,21,23).

1. TFA, BF,.O(Et),/

H— =0
CH,CL,, r.t., Ar
+ 22 ~
2.DDQ

Slika 8. Sinteza TPP-a Lindsey metodom (21).

o
Z-T
o

1.7. Amfifilni porfirini

Hidrofobni porfirini uspjeSno prolaze kroz staniche membrane te se
akumuliraju u tumorska tkiva, medutim nemaju klinicku primjenu bududi
da se agregiraju u vodi. Agregacija porfirina sprjecava njihovu cirkulaciju
kroz krvotok te posljedi¢no akumulaciju u tumorska tkiva. Takoder, agregati
imaju smanjenu sposobnost stvaranja singletnog kisika te su posljedi¢no i
slabije ucinkoviti u PDT-u. Upravo zbog toga istrazuju se amfifilni porfirini
(24,25).
Amfifilni porfirini imaju hidrofilne i hidrofobne dijelove. Tetrapirolna jezgra
porfirina je hidrofobni dio molekule. Hidrofobni dio ¢esto ukljucuje i alkilne
lance koji su konjugirani na porfirine. Hidrofobnost se moZze povecati
povecanjem brojem ugljika u alkilnim lancima. Hidrofilni dijelovi potjecu od
nabijenih ili nenabijenih glava polarnih skupina. Jedan od nacina
povecavanja hidrofilnosti molekule je kvaternizacija dusSika. Primjerice
10



piridilni duSici na meso-pozicijama porfirina cdesto se koriste za
kvaternizaciju pomocu N-alkilacije (25).

Amfifilni porfirini imaju vaznu ulogu u PDT-u zato Sto ih hidrofilni dijelovi
¢ine topljivima u vodi, sprjeCavaju agregaciju te olakSavaju njihovu
administraciju, dok hidrofobni dijelovi olakSavaju ulazak i akumulaciju u
stanice (25). Jedan su od nacina pasivnog ciljanja tumora koji je prethodno
dokazan ucinkovitijim u PDT-u nego aktivni. Njihov hidrofobni dio
odgovoran je za vezanje na lipoproteine niske gustoce (LDL). Bududi da LDL
receptori imaju povecanu aktivnost u tumorskim stanicama posljedi¢no
dolazi do selektivne akumulacije porfirina u tumorskom tkivu. Tumorska
tkiva imaju nizi pH nego normalna tkiva kao posljedicu brzeg metabolizma.
Normalna tkiva imaju pH oko 7,00-8,00, dok tumorska tkiva imaju pH 5,85-
7,68. Ova razlika u pH takoder potice selektivhu akumulaciju porfirina u
tumorska tkiva. Hidrofilni dijelovi porfirina mogu stvarati stabilne
komplekse s albuminom, medutim pH tumorskog tkiva moZe smanijiti
vjerojatnost vezanja za albumin i povedati za LDL Sto kao posljedicu ima

povecano zadrzavanje porfirina u tumorskom tkivu (25,26).

1.7.1. N-metilirani tripiridilporfirin konjugiran s dugim alkilnim lancem

(18C) koji sadrzi epoksidnu jedinicu

Prethodno istrazivanje pokazalo je da se lipofilnost ortho Zn(II) N-
alkilpiridilporfirina povecava s promjenom duljine alkilnih lanaca od 1C do
6C atoma te se na isti nacin povecava i njihova akumulacija u tumorske
stanice. Kod porfirina s duzim alkilnim lancima uolena je i veca
fotodinamicka aktivnost (27). Nadalje, uoceno je da N-metilirani
tripiridilporfirin s konjugiranim alkilnim lancem od 18C atoma posjeduje
znacajno vecu fototoksi¢nost na Hela stani¢nu liniju, nego gotovo identi¢an
porfirin koji nema konjugiran dugi alkilni lanac. Ovime se dokazalo da
lipofilnost molekule, koja se u ovim slucajevima mijenjala duljinom

konjugiranih alkilnih lanaca, znacajno utjece na bioraspolozivost lijeka (28).
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N-metilirani tripiridilporfirini pokazali su se ucinkovitiji u PDT-u od N-
oksidiranih  tripiridilporfirina. = Medutim, dva metilirana amfifilna
tripiridilporfirina, s alkilnim lancem od 18C atoma, pokazala su znacajnu
tamnu toksi¢nost dok ju niti jedan ispitivani oksidopiridilporfirin nije (1).

Smatra se da bi daljnje modifikacije alkilnog lanca (18C) N-metiliranog
tripiridilporfirina  mogle poboljSati njegov fotodinamicki ucinak te
potencijalno smanjiti tamnu toksi¢nost. Jedan nacin je epoksidacija alkilnog
lanca bududi da su prethodna istrazivanja pokazala da epoksidirane masne
kiseline te neki njihovi metaboliti posjeduju protutumorsku aktivnost (29).
Primjerice uoCeno je da w-3 epoksi-masne kiseline utjeCu na vijabilnost
MDA-MB-231 stanica raka dojke. NarusSavaju stani¢nu proliferaciju te
aktiviraju apoptozu tako Sto smanjuju proizvodnju ATP-a te povecavaju
aktivnost kaspaze 3 (30). Takoder, u jednom istrazivanju pokazano je kako
administracija c¢is-9,10-epoksi stearinske kiseline HepG2 stanicama
uzrokuje ostecenje DNA, oksidativni stres te apoptozu. Smatra se da u
ovom sluc¢aju ROS-ovi imaju vaznu ulogu u indukciji DNA osteéenja i

oksidativnog stresa in vitro (31).
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2. Cilj rada

Cilj ovog diplomskog rada je optimizacija protokola za sintezu N-metiliranog
tripiridilporfirina konjugiranog s dugim alkilnim lancem (18C) koji sadrzi
epoksidnu jedinicu na poziciji 9,10 te analizirati njegova (foto)fizikalna
svojstva (apsorpcijski i fluorescencijski spektri te kvantni prinos
fluorescencije).

Testom citotoksi¢nosti (MTT  test, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolijev.  bromid test) wusporedit c¢e se ucinkovitost
novosintetiziranog porfirina i prethodno sintetiziranog N-metiliranog
tripiridilporfirina s konjugiranim dugim alkilnim lancem (18C) za primjenu u

PDT-u na ljudskim epitelijalnim stanicama adenokarcinoma dojke.
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3. Materijali i metode

3.1. Opée napomene

Kemikalije i reagensi: U reakcijama su koristeni komercijalno dostupni
reagensi, bez prethodnih manipulacija, proizvodaca VWR chemicals (SAD),
Sigma-Aldrich (SAD), Thermo Fisher Scientific (SAD), GRAM-MOL d.o.o0.
(Hrvatska), Acros Organics (Belgium), Alfa Aesar GmbH&Co (SAD), CARLO
ERBA Reagents (Italija).

Tankoslojna kromatografija (TLC): Tijek reakcija pratio se pomocu
tankoslojne kromatografije na TLC plocdicama presvucenim slojem silika-
gela (Macherey-Nagel (Njemacka), 0,20 mm silika-gel 60 A s

fluorescentnim indikatorom UV2s4) uz UV lampu (A = 254 nm i A = 365 nm).

Kromatografija na stupcu: Dobiveni produkti prociS¢avali su se pomocu
kromatografije na stupcu prilikom Cega se koristio silika-gel (Macherey-
Nagel (Njemacka) silika-gel 60 A, 0,04-0,063 mm) te za eluciju otopine
diklometan (DCM)/metanol (MeOH) i n-heksan (Hex)/etil-acetat (EtOAc) u

razli¢itim omjerima.

UV-Vis spektroskopija: UV-Vis spektri snimljeni su pomocu Agilent Cary
60 UV-Vis (SAD) spektrofotometra prilikom c¢ega su koristene kvarcne
kivete (Hellma Analytics, Njemacka) (A = 350 - 700 nm).

Fluorescentna spektroskopija: Fluorescentni spektri snimljeni su
pomocu Agilent Cary Eclipse (SAD) spektrofotometra prilikom cega su
koriStene kvarcne kivete (Hellma Analytics, Njemacka) (A = 550 - 800 nm).

. . e . v . 2 LI A
Kvantni prinos fluorescencije izradunat je formulom: ¢r =@rer *——*-*_reL
n:%ef A Iref

e drer - kvantni prinos fluorescencije referentnog spoja koji se moze
pronadi u literaturi; referentni spoj koriSten u radu je TPP otopljen u
toluenu ¢r. = 0,11 (32)
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e 1 - indeks loma koriStenog otapala

e nrer— indeks loma otapala koriStenog za referentni spoj (toluen)
e [ - integracija intenziteta fluorescencije

e Irer — integracija intenziteta fluorescencije za referentni spoj

e A - apsorpcija spoja pri valnoj duljini ekscitacije*

e Arer- apsorpcija referentnog spoja pri valnoj duljini ekscitacije*

* Intenzitet apsorpcije ispitivanih te referentnog spoja bio je izmedu 0,20 i
0,25 pri Aex = 420 nm.

FTIR spektroskopija: Infracrveni spektri snimljeni su pomocu Agilent
Cary 630 (SAD) FT-IR spektrofotometra.

NMR spektroskopija: NMR spektri snimljeni su pomoc¢u Bruker Avance III
HD 600 MHz/54 mm NMR spektrofotometra u Laboratoriju za NMR
spektroskopiju na Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog

fakulteta u Zagrebu. KoriStena su otapala deuterirani kloroform i metanol.

Racunalne metode: Molekulske strukture te reakcijski mehanizmi nacrtani
su pomoc¢u ChemDraw Professional 17,0 (PerkinElmer Informatics, SAD).
Za prikaz UV-Vis i fluorescentnih spektara koristio se program Origin 2022
(OriginLab corporation, SAD). Programom SpinWorks 4 analizrani su NMR
spektri. MS Excel (Microsoft Corporation, SAD) koristen je za analizu

rezultata testa citotoksi¢nosti.
Stanicna kultura: Za uzgajanje stanicnih kultura i bioloSke eksperimente

koristeni su medij i dodaci mediju proizvodaca PAN Biotech (Njemacka) te

Lonza (Svicarska).
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3.2. Sinteze spojeva
3.2.1. Adler-Longo sinteza

1) 5,10,15,20-tetrakis(3-piridil)porfirin

Molekulska formula: CsoH26Ns

Molekulska masa: 618,69 g/mol

2) 5-(4-acetamidofenil)-10,15,20-tris(3-piridil)porfirin

Molekulska formula: Ca3zH3oNsO

Molekulska masa: 674,75 g/mol
16



3-piridinkarboksialdehid (1,79 g, 0,02 mol, 3 ekv.) i 4-
acetamidobenzaldehid (0,92 g, 5,64 mmol, 1 ekv.) otopljeni su u
propanskoj kiselini (70 mL). Otopina se postepeno zagrijavala te mijesala.
Tijekom 10 minuta u nju je dodavan prethodno destilirani pirol (1,55 mL,
0,02 mol, 4 ekv.) Nakon Sto je dodan sav pirol, reakcijska smjesa se
zagrijavala (90 °C) 45 minuta uz prisustvo zraka i svjetlosti. Dobiveni
produkti potvrdeni su TLC-om, a otapalo je uklonjeno in vacuo. Reakcijska
smjesa procisc¢ena je dvjema kolonskim kromatografijama. Kao mobilna
faza koristena je smjesa otapala DCM/MeOH 30:1.

Prva porfirinska frakcija, produkt 1, potvrdena je TLC-om. Dobiveni produkt
otopljen je u DCM-u te je zatim dodan n-heksan u suviSku kako bi se
potaknula njegova precipitacija. Dobiveni precipitat skupljen je filtracijom i
izoliran kao ljubicasta krutina (210,8 mg, 6%).

Druga porfirinska frakcija, produkt 2, takoder je potvrden TLC-om. Otopljen
je u DCM-u te je zatim dodan n-heksan u suvisku kako bi se potaknula
njegova precipitacija. Dobiveni precipitat izolirao se filtracijom kao
ljubic¢asta krutina (84,5 mg, 2%).

UV-Vis (CH2Cl2): Amax/nm (&/M-tcm-tx103) = 419 (310,0), 515 (15,0), 551

(6,8), 590 (4,6), 647 (3,0).
Fluorescencija (CH2Clz, Aex = 419 nm): Aem/nm = 651, 717; ¢r. = O, 1.

17



3.2.2. Hidroliza produkta 2

3) 5-(4-aminofenil)-10,15,20-tris(3-piridil)porfirin

Molekulska formula: Cs1H2sNsg

Molekulska masa: 632,71 g/mol

Produkt 2 (84,5 mg, 0,12 mmol) otopljen je u 18% vodenoj otopini
klorovodi¢ne kiseline (HCI-a) (30 mL). Reakcijska smjesa zagrijavala se 2
sata (uz refluks) zasti¢ena od svjetla. Nakon Sto se reakcijska smjesa
ohladila, otapalo je uklonjeno in vacuo. Dobivena krutina otopljena je u
smjesi otapala DCM/trietilamin (TEA) (9:1) te je mijeSana 30 minuta na
sobnoj temperaturi, zasti¢ena od svjetla. Zatim se reakcijska smjesa isprala
destiliranom vodom (3x50 mL) te zasi¢enom otopinom natrijeva klorida
(NaCl) (50 mL). Organski sloj suSio se pomocu natrijeva sulfata (Na;S04)
30 minuta, nakon cega je otopina filtrirana, a otapalo uklonjeno in vacuo.
Dobiveni produkt 3 dokazan je TLC-om te prociS¢éen kolonskom
kromatografijom uz mobilnu fazu DCM/MeOH (30:1). Otopljen je u DCM-u
nakon ¢ega je dodan n-heksan u suviSku kako bi se potaknula njegova
precipitacija. Dobiveni precipitat skupljen je filtracijom i izoliran kao
ljubicasta krutina (69,7 mg, 88%).
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UV-Vis (CH2Cl2): Amax/nm (¢/M-1cm- x103) = 420 (200,0), 518 (9,9), 555
(5,2), 593 (2,8), 650 (1,8).
Fluorescencija (CH2Clz, Aex = 420 nm): Aem/nm = 656, 721; ¢r. = 0,1.

3.2.3. Kloriranje oleinske kiseline

4) (Z)-oktadec-9-enoil klorid (oleoil-klorid)

e}

ch/VW\/’\/VV\)LCI

Molekulska formula: CigH33CIO
Molekulska masa: 300,91 g/mol

Oleinska kiselina (164,3 mg, 0,58 mmol, 1 ekv.) otopljena je u suhom DCM-
u (15 mL). Reakcijska smjesa zasticena je od svjetla te stavljena pod
dusikovu atmosferu (N2 atm). Zatim je u nju dodano nekoliko kapi piridina
te tionil-klorid (SOCI2) (210 pL, 2,90 mmol, 5 ekv.). Reakcija je ostavljena
preko noci te je iduéi dan zaustavljena. Otapalo je uklonjeno in vacuo, a
dobivena krutina otopljena je u DCM-u (20 mL). Zatim je provedeno
ispiranje pomocu destilirane vode (4x20 mL). Organski sloj susio se 30
minuta pomocu NazS0s4, nakon cega je otopina filtrirana, a otapalo
uklonjeno in vacuo. Produkt 4 izoliran je kao Zuta uljasta tekucina (144,1
mg, 82%).

IH NMR (600 MHz, CDsCl): 8/ppm 0,88 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3), 1,39 - 1,21
(m, 20H, preklapanje C*H., C>H,, C0H>, C’H>, C'2H,, C13H,, Cl4H,, Cl5H,,
Cl6H,, C17H), 1,76 — 1,60 (m, 2H, C3Hz), 2,05 - 1,97 (m, 4H, C8Ha, C11H.),
2,88 (t, J = 7,2 Hz, 2H, C2Hs), 5,39 - 5,29 (m, 2H, COH=C0H),
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3.2.4. Epoksidacija oleoil-klorida

5) Cis-9,10-epoksistearol klorid

0 0]

Hac\/\/\/\/A\/\/\/\‘/U\
Cl

Molekulska formula: CigH330>Cl

Molekulska masa: 316,90 g/mol

Produkt 4 (30 mg, 0,10 mmol, 1 ekv.) otopljen je u suhom DCM-u (15 mL).
Reakcijska smjesa mijesSala se na sobnoj temperaturi te je stavljena pod N:
atm. U nju je postepeno dodavana meta-kloroperoksibenzojeva kiselina (m-
CPBA) (35,6 mg, 0,20 mmol, 2 ekv.). Napredak reakcije provjeravan je
TLC-om uz Hex/Et0/HAc 80:20:1,5 kao smjesu otapala. 26 sati od pocetka
reakcije dodan je TEA u suvisku (0,5 mL, 3,60 mmol, 24 ekv.) te je reakcija
mijeSana jos 1 sat na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa se potom
isprala s destiliranom vodom (5x20 mL). Organski sloj suSio se preko
Na>S04, otopina je zatim filtrirana, a otapalo uklonjeno in vacuo. Reakcijska
smjesa procis¢ena je trima kolonskim kromatografijama s mobilnim fazama
Hex/EtOAc (8:2 i 9:1). Produkt 5 izoliran je kao bijela krutina (8,2 mg).

Napomena: ATR-FTIR spektroskopijom pokazano je da produkt 5 nije

produkt od interesa.
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3.2.5. Aktivacija oleinske kiseline N-hidroksisukcinimidom

6) Sukcinimidil-oleat

H°c\/\/\/\/\\/\/\/\/\ﬂ/i

Molekulska formula: C22H37NO4

Molekulska masa: 379,50 g/mol

Oleinska kiselina (2,5 g, 8,85 mmol, 1 ekv.) i N-hidroksisukcinimid (NHS)
(1,53 g, 0,01 mol, 1,5 ekv.) otopljeni su u suhom DCM-u (140 mL).
Reakcijska smjesa ohladena je na 0 °C te je dodan piridin (0,3 mL, 3,71
mmol, 0,42 ekv.). Potom je tijekom 40 minuta dodavan N,N'-
dicikloheksilkarbodiimid (DCC) (2,68 g, 0,01 mol, 1,5 ekv.). Nakon sto je
sav DCC dodan, reakcijska smjesa nastavila se mijeSati na sobnoj
temperaturi. Napredak reakcije pratio se TLC-om (Hex/Et2O/HAcC
80:20:1,5). Bududi da sav reaktant nije izreagirao, reakcija je ostavljena
preko nodi. Idudi dan zavrsetak reakcije potvrden je TLC-om te je otapalo
uklonjeno in vacuo. Reakcijska smjesa prociscena je dvjema kolonskim
kromatografijama s mobilnim fazama Hex/EtOAc (9:1 i 85:15). Produkt 6
izoliran je kao bijela krutina (2,59 g, 77%).

Napomena: Dobiveni produkt nije se mogao u potpunosti procistiti, sadrzi i

oleinsku kiselinu.

IH NMR (600 MHz, CDsCl): 8/ppm 0,88 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3), 1,47 - 1,09
(m, 22H, preklapanje C*H,, C°H,, C°H>, C’H,, C2H,, C13H,, Cl4H,, Cl3H,,
Cl6H,, CY’H3), 1,74 (q, J = 7,2 Hz, 2H, C3H2), 2,08 - 1,96 (m, 4H, C8H,,
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C!H,), 2,60 (t, J = 7,2 Hz, 2H, C2Hz), 3,02 - 2,69 (m, 4H, sukcinimid-2,3-
H), 5,40 - 5,30 (m, 2H, C9H=CIoH).

Napomena: Na 'H NMR spektru uocena je prisutnost viSka atoma vodika na
multiplitetu 1,47 - 1,09 koji bi mogao odgovarati zaostalom NHS-u il

oleinskoj kiselini.

3.2.6. Epoksidacija sukcinimidil-oleata

7) Ester 9,10 epoksistearinske kiseline i N-hidroksisukcinimida

Molekulska formula: C22H37NOs

Molekulska masa: 395,30 g/mol

Produkt 6 (1,33 g, 3,50 mmol, 1 ekv.) otopljen je u suhom DCM-u (20 mL).
Reakcijska smjesa nalazila se pod N2 atm te konstantno mijesala. m-CPBA
(0,91 g, 5,25 mmol, 1,5 ekv.) takoder je otopljen u suhom DCM-u (10 mL)
te dodavan u reakcijsku smjesu tijekom 15 minuta. Tijek reakcije provjeren
je TLC-om (Hex/EtOAc 8:2). Nakon 2 sata dodan je TEA (1 mL, 7,17 mmol,
2 ekv.) te se reakcijska smjesa mijeSala joS sat vremena na sobnoj
temperaturi. Otapalo je uklonjeno in vacuo, a dobiveni produkt susio se
preko nodéi u eksikatoru. Potom je procis¢en kolonskom kromatografijom s
mobilnom fazom Hex/EtOAc 85:15. Produkt 7 izoliran je kao prozirna
uljasta tekucina (979,5 mg, 71%).

1H NMR (600 MHz, CDsCl): 3/ppm 0,88 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHs), 1,57 - 1,09
(m, 24H, preklapanje C*Hz, CS5Hz, CSHs, C’Ha, C8H, CiH,, CI2H,, C13H,,
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Cl4H,, CISH,, Cl6Hs, CY7H»), 1,75 (q, J = 7,2 Hz, 2H, C3H2), 2,61 (t, J =
7,2 Hz, 2H, C?Hz), 2,96 - 2,69 (m, 6H, preklapanje epoksid C*!°H,
sukcinimid-2,3-H).

3.2.7. Konjugacija produkta 7 na 5-(4-aminofenil)-10,15,20-tris(3-
piridil)porfirin

8) Epoksi-9,10 steariltripiridilporfirin

Molekulska formula: Cs9HeoNsO2

Molekulska masa: 913,18 g/mol

Produkt 3 (30 mg, 0,05 mmol, 1 ekv.) otopljen je u suhom DCM-u (9 mL)
te je potom dodan TEA (0,12 mL, 0,85 mmol, 18 ekv.). Reakcijska smjesa
propuhivana je s N2 15 minuta. Produkt 7 (827,6 mg, 2,09 mmol, 44 ekv.)
otopljen je u suhom DCM-u (5 mL) te dodavan u reakcijsku smjesu tijekom
30 minuta pri sobnoj temperaturi. Napredak reakcije pratio se TLC-om
(DCM/MeOH 9:1). Tri dana od pocetka reakcije dodano je joS produkta 7
(145,7 mg, 0,37 mmol, 7 ekv.) otopljenog u suhom DCM-u (4 mL). Reakcija
je zaustavljena 5 dana od pocetka te je otapalo uklonjeno in vacuo.

Reakcijska smjesa prociS¢ena je dvjema kolonskim kromatografijama za
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koje je koristena mobilna faza DCM/MeOH (40:1 i 35:1). Produkt 8 izoliran

je kao ljubicasta krutina (7,1 mg).

UV-Vis (CH2Cl2): Amax/nm = 419, 516, 551, 591, 647.
Fluorescencija (CH2Clz, Aex = 419 nm): Aem/nm = 651, 717; ¢ = 0,009.

!H NMR (600 MHz, CD3Cl): 8/ppm -2,78 - (-87) (m, 2H, pirol NH), 0,92 -
0,81 (m, 3H, CH3), 1,62 - 1,09 (m, 24H, preklapanje C*H>, C°H2, C®H>, C’H>,
C8H, C11H,, C12H,, C13H,, Cl4H,, C1°H,, C1®H,, C17H>), 1,88 (q, J = 7,0 Hz,
2H, C3H.), 2,55 (t, J = 7,0 Hz, 2H, C2H), 2,98 - 2,91 (m, 2H, epoksid
C910H), 7,59 (s, 1H, amid NH), 7,82 - 7,75 (m, 3H, Py-5-H), 8,21- 8,15
(m, 2H, Ar-2,6-H), 8,58 - 8,46 (m, 3H, Py-6-H), 8,87 - 8,66 (m, 8H, B-H),
9,11 - 9,06 (m, 3H, Py-4-H), 9,50 - 9,41 (m, 3H, Py-2-H).

Napomena: 'H NMR spektroskopijom pokazano je da produkt 8 nije Cist,

odnosno da je prisutan jos jedan porfirin.

3.2.8. Metilacija produkta 8

Produkt 8 (4,4 mg) otopljen je u suhom N,N-dimetilformamid-u (DMF-u) (8
mL) te je reakcijska smjesa propuhivana s N> 15 minuta. Zatim je dodan
metil-jodid (CH3I) (0,06 mL, 0,96 mmol) te je reakcija pustena preko nodi,
zasticena od svjetla i na sobnoj temperaturi. Iduc¢i dan reakcija je
provjerena  TLC-om uz sljede¢e smjese otapala: acetonitril
(ACN)/H20O/kalijev nitrat (KNO3) 8:1:1 te DCM/MeOH 9:1. Kako bi se
reakcija zaustavila otapalo je uklonjeno in vacuo. Zatim je uslijedila
zamjena protuiona (I" u CI) koja je napravljena dvjema razli¢itim

metodama.

Metoda 1: Produkt konjugacije otopljen je u vodi te je zatim dodana
zasi¢ena otopina amonijeva heksafluorofosfata (NH4PFs) kako bi se

potaknula precipitacija. Dobiveni talog ispran je vodom tri puta te sakupljen
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filtracijom. Nakon Sto se preko nodi osuSio u eksikatoru, otopljen je u
acetonu te je dodana zasi¢ena otopina tetrabutilamonijevog klorida (TBAC)
kako bi se potaknula precipitacija. Talog je tri puta ispran acetonom te
sakupljen filtracijom. U zadnjem koraku, talog je otopljen u metanolu, a
njegova precipitacija potaknuta je dodatkom dietil-etera (Et20). Nakon Sto
je talog ispran tri puta pomocu Et,0, sakupljen je filtracijom. Produkt 9

izoliran je kao ljubic¢asta krutina (1,4 mg).

Metoda 2: Produkt konjugacije otopljen je u MeOH (10 mL) te je potom u
reakcijsku smjesu dodan Amberlite IRA-402(CI) (1 g). Reakcijska smjesa
mijesSala se 2 sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je provedena filtracija,
a otapalo uklonjeno in vacuo. Dobiveni produkt otopljen je u nekoliko
kapljica MeOH te je njegova precipitacija potaknuta pomoc¢u Et>0. Produkt

10 sakupljen je filtracijom te izoliran kao ljubicasta krutina (4,4 mg).

UV-Vis (MeOH): Amax/nm = 422, 515, 550, 588, 645.
Fluorescencija (MeOH, Aex = 422 nm): Aem/nm = 650, 714; ¢r. = 0,06.

1H NMR (600 MHz, MeOD): &/ppm 0,87 - 0,79 (m, 3H, CH3), 1,66 - 1,14
(m, 24H, preklapanje C*H,, C°H, COH, C’H>, C8H,, C1H,, C12H,, C!3H,,
Cl4H,, C>H>, C®H,, C17H>), 1,85 (q, J = 7,5 Hz, 2H, C3H2), 2,52 - 2,43 (m,
3H, neodredeni pik, moguce protoni koji su dio tercijarnog amina), 2,57 (t,
J =7,5Hz, 2H, C2H>), 4,77 (s, 9H, piridin N-CH3), 8,12 — 8,04 (m, 2H, Ar-
2,6-H), 8,22 - 8,15 (m, 2H, Ar-3,5-H), 8,60 - 8,54 (m, 3H, Py-5-H), 9,34
- 8,78 (m, 8H, B-H), 9,41 - 9,34 (m, 3H, Py-6-H), 9,48 - 9,41 (d, J =7
Hz, 3H, Py-4-H), 9,98 - 9,88 (s, 3H, Py-2-H).

Napomena: 'H NMR spektroskopijom pokazano je da produkt 9 nije produkt

od interesa bududi da ne sadrzi epoksidnu jedinicu.
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3.3. Stanic¢na kultura

3.3.1. Odrzavanje stanica

Za potrebe ovoga rada koristena je stani¢na linija MDA-MB-231. To su
ljudske epitelijalne stanice adenokarcinoma dojke. Uzgajane su u bocama
(T75) s ventiliranim ¢epom za stanic¢ne kulture u Dulbecco modificiranom
Eagle mediju (DMEM) obogac¢enom s 10%-tnim fetalnim govedim serumom
(FBS), 1%-tnim L-glutaminom i 1%-tnom otopinom antibiotika
penicilin/streptomicin (Pen/Strep). Stanice su se inkubirale na 37 °C te 5%
CO,. Kako bi se omogucio njihov daljni rast, pasazirale su se pri
konfluentnosti od najmanje 80%. Prvo se uklonio medij te su se zatim
stanice isprale s fosfatnim puferom (PBS) za uklanjanje zaostalog medija.
Potom se dodaje tripisin uz inkubaciju od 1 do 2 minute na 37 °C. Dodaje
se svjezeg medija te potom vadi dio kako bi se smanjio broj stanica u boci.

Na samom kraju ponovno se dodaje svjezeg medija za daljni rast stanica.

3.3.2. Test citotoksi¢nosti (MTT test)

Kako bi se mogao provesti MTT test stanice su prvo prebrojane koristeci
Neubauer komoricu uz tripansko modrilo kako bi se razlikovale mrtve od
zivih stanica. Napravljen je izracun volumena medija i stanica koji su
potrebni da u svakoj jazici bude po 5000 stanica te su stanice nasadene na
dvije 96-well plocice. Stanice su se dva dana inkubirale na 37 °C i 5% CO..
Napravljen je izraCun potrebnih koncentracija porfirina kojima e se tretirati
stanice. Testirane koncentracije bile su u rasponu od 0,01 mg/L do 100
mg/L. Jedan dio stanica tretiran je metiliranim stearoil-konjugiranim
tripiridilporfirinom (spoj A) Cija je struktura prikazana na Slici 9., a drugi dio
stanica produktom 9. Sva mjerenja provedena su u kvadriplikatu. U jazice
koje su koristene kao slijepa proba (SP) samo su dodani MTT i DMSO, a u
jazice koje su koristene kao kontrola (C) nasadene su stanice koje se nisu

tretirale porfirinima. Na Slici 10. prikazan je izgled 96-well plocica. Nakon
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24 sata inkubacije stanica ovim spojevima, izvaden je medij te zamijenjen

sa svjezim medijem.

Slika 9. Struktura spoja A.
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Slika 10. Shematski prikaz 96-well plocica.

Jedna plocica (light) osvjetljavana je 30 minuta lampom crvenog
osvjetljenja (A = 645 nm, 2 mW/cm?, ukupna doza svjetlosti = 3,6 J/cm?),
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dok je druga (dark) bila u mraku cijelo vrijeme. 36 sati nakon osvjetljavanja
uklonjen je medij te je dodano 40 pL MTT-a. Nakon dodatka MTT-a plocice
su inkubirane 3 sata zamotane u alu-foliju. Nakon inkubacije dodano je po
160 uL DMSO-a u sve jazice. Kako bi se plocice analizirale mjerena je
njihova apsorbancija na valnoj duljini formazana (A = 570 nm) pomocu
monokromatora Tecan Sunrise. Dobiveni podaci analizirani su u programu
MS Excel.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Sinteza pocetnih porfirina

Pocetni porfirini sintetizirali su se pomoc¢u modificirane Adler-Longo metode
prikazane na Slici 11. (22). Reakcija se odvijala uz propansku kiselinu kao
katalizator na 90 ©C. Prisustvo zraka i svjetlosti bilo je nuzno kako bi se
porfirinogen mogao oksidirati u porfirin. Kako bi se dobili meso supstituirani
porfirini u reakcijsku smjesu su uz pirol dodani i 3-piridinkarboksialdehid te
4-acetamidobenzaldehid. 3-piridinkarboksialdehid vazan je zato Sto ima
dusik na meta poziciji koji se moze alkilirati kako bi se povecala hidrofilnost
dobivenog porfirina. 4-acetamidobenzaldehid vazan je zato Sto sadrzi
amidnu skupinu pogodnu za hidrolizu u amino skupinu koja je dalje dobar
nukleofil za reakcije nukleofilne acilne supstitucije (28).

Nedostatak Adler-Longo metode je otezano prociS¢avanje posebice kada je
viSe aldehida ukljuceno u reakciju. Reakcijska smjesa prociS¢ena je dvjema
kolonskim kromatografijama. Kao prva frakcija izoliran je simetricni
porfirin, odnosno 5,10,15,20-tetrakis(3-piridil)porfirin (produkt 1) s
iskoristenjem od 6%. Kao druga frakcija izoliran je asimetri¢ni porfirin,
odnosno 5-(4-acetamidofenil)-10,15,20-tris(3-piridil)porfirin (produkt 2)
uz iskoristenje od 2%. 4-acetamidobenzaldehid manje je reaktivan te je
zbog toga manje iskoristenje asimetricnog porfirina. Produkt 2 bio je
produkt od interesa buduci da sadrzi amidnu skupinu koja je modificirana u

idu¢im koracima (28).
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Slika 11. Shematski prikaz sinteze produkta 1 i produkta 2.

Amido skupina produkta 2 hidrolizirala se pomoc¢u 18%-tne vodene otopine
HCl-a. Dobivena je amino skupina koja je pogodna za reakcije nukleofilne
acilne supstitucije Sto je vazno kako bi se na porfirin u iduéim koracima
mogli konjugirati derivati masnih kiselina dugih lanaca (33). Dobiveni
produkt 3 dokazan je TLC-om te je iskoriStenje reakcije bilo 88%. Dodatak
HCl-a uzrokovao je i protonaciju pirolnih jedinica u porfirinu. Kako bi se one
deprotonirale dodan je DCM/TEA (9:1) Sto je dovelo do nastanka
trietilamonijevog klorida (CsHisNH*CI"), soli koja je topljiva u vodi te se
ekstrakcijom moze odvojiti od organske frakcije u kojoj se nalazi porfirin.
Na Slici 12. shematski je prikazana hidroliza produkta 2 ¢ime nastaje
produkt 3.

18% HCI, refluks, 2h

¢

DCM/TEA,RT, 30 min  /“—\  / ) N/ \

j @ ff)_\:/}
e

Slika 12. Shematski prikaz sinteze produkta 3.
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4.2. Priprema derivata epoksidirane oleinske kiseline

Nakon sinteze produkta 3 uslijedila je sinteza derivata epoksidirane oleinske
kiseline kako bi se mogli konjugirati na prethodno sintetizirani porfirin. Cilj
je bio konjugirati dugacki alkilni lanac od 18C atoma koji na sredini sadrzi
epoksidnu skupinu kako bi se istovremeno povecala akumulacija porfirina u
tumorsko tkivo te njegova protutumorska aktivnost. Za pripremu alkilnog
lanca od 18C atoma koji sadrzi epoksidnu skupinu koristena je oleinska
kiselina (18C atoma) s dvostrukom vezom izmedu 9C i 10C atoma bududi
da su dvostruke veze podlozne epoksidaciji. Kako bi se alkilni lanci uspjesno
konjugirali na amino skupinu porfirina bilo je nuzno aktivirati karboksilnu
skupinu oleinske kiseline. Derivati epoksidirane oleinske kiseline pokusali
su se sintetizirati pomocu dvije metode opisane u nastavku (Slika 13. i Slika
14.).

I SOCIZ, piridin J
N N e i T’ }‘,_//\\/\b//\w/“%//“\\/“w/\xz ¢
N_atm
2

1) mCPBA, 26 h, RT, N2 atm
2) TEA, 60 min, RT
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Slika 13. Shematski prikaz sinteze derivata epoksidirane oleinske kiseline pomocu

metode 1.

NHS, piridin, DCC
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" RT, 15 h, N2 atm

1) mCPBA, 2 h, RT, Nz atm
2) TEA, 45 min, RT

Slika 14. Shematski prikaz sinteze derivata epoksidirane oleinske kiseline pomocu

metode 2.
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Koriste¢i metodu 1 oleinska kiselina aktivirala se pomocu SOCI; prilikom
¢ega je nastao produkt 4, odnosno oleoil-klorid. Aktivacija oleinske kiseline
prvo je provedena na ovaj nacin buduéi da su acil-kloridi najreaktivniji
derivati karboksilnih kiselina te su podlozni reakcijama nukleofilne acilne
supstitucije. Buduci da SOCI; reagira s vodom prilikom ¢ega nastaje plinoviti
HCI te sumporov dioksid (SO2) reakcija se odvijala pod N atm te je koristen
suhi DCM. U reakcijsku smjesu dodaje se piridin kako bi reagirao sa
suviskom SOCI; prilikom Cega nastaje piridinijev klorid koji se moze ukloniti
ekstrakcijom s vodom (34). Iskoristenje reakcije bilo je 82% te je dobiveni
produkt dokazan 'H NMR i ATR-FTIR spektroskopijom. Na ATR-FTIR spektru
vidljivo je C=0 istezanje oko 1800 cm! koje je karakteristi¢cno za acil-
kloride (Slika 15.) (35).
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Slika 15. ATR-FTIR spektar produkta 4.

U idu¢em koraku provedena je epoksidacija dvostruke veze oleoil-klorida
pomocu m-CPBA. To je peroksi kiselina koja se Cesto koristi za epoksidaciju
alkena bududi da je jak oksidans (36). Higroskopna je te se zbog toga
reakcija provodila pod N> atm. Tijek reakcije pratio se TLC-om. Kako bi se
zaustavila daljnja oksidacija dodan je TEA. On reagira s m-CPBA prilikom
c¢ega nastaje trietilamonijev oksid koji se moze odvojiti od reakcijske smjese

ekstrakcijom s vodom. Kako bi se provjerilo je li dobiven produkt od
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interesa, napravljena je ATR-FTIR spektroskopija (Slika 16.). Uoceni su
pikovi na oko 1300 cm koji su karakteristi¢ni za epoksid Sto znaci da je
epoksidacija dvostruke veze uspjesno provedena. Medutim, nestao je pik
na 1800 cm™! koji je karakteristiCan za C=0 istezanje u acil-kloridima te se
pojavio pik na 1700 cm™ koji je karakteristiCan za C=0 istezanje u
karboksilnim kiselinama. Takoder, prisutan je pik koji se proteze od 2400
cm! do 3400 cm! karakteristiCan za O-H istezanje u karboksilnim
kiselinama (35). Iz ovoga se moze zakljuditi da nije dobiven produkt od
interesa bududi da je doslo do hidrolize acil-klorida te je ponovno nastala
karboksilna kiselina koja je u ovom slucaju imala epoksid za razliku od

oleinske kiseline koja je koristena kao ishodiSni materijal za sintezu.
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Slika 16. ATR-FTIR spektar produkta 5.

Budu¢i da se pomocu ove metode nije uspio dobiti zeljeni derivat
epoksidirane oleinske kiseline, isprobala se druga metoda.

Koriste¢i metodu 2 oleinska kiselina aktivirala se pomoc¢u NHS-a bududi da
NHS esteri mogu reagirati s nukleofilima poput amino skupina prilikom ¢ega
nastaju alkilirani produkti. NHS esteri nastaju kemijskom reakcijom
karboksilne skupine i NHS-a u prisustvu DCC-a. Bududi da je esterska veza
podlozna hidrolizi u vodenom okruzenju, kako bi nastali stabilni derivati

NHS estera, reakcija se odvijala u odsustvu vode te pod N> atm. Reakcijska
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smjesa ohladena je na 0 °C te je u nju dodan piridin kako bi se postignuli
optimalni uvjeti za NHS aktivaciju (37). Na ovaj nacin dobiven je produkt
6, odnosno sukcinimidil-oleat. Reakcija se pratila TLC-om te je zaustavljena
nakon sSto u reakcijskoj smjesi vise nije bio prisutan reaktant (Slika 17.).
Reakcijska smjesa procis¢ena je dvjema kolonskim kromatografijama
Hex/EtOAc (9:1 i 85:15) te je uoceno da se dio NHS-estera hidrolizirao.
Razlog tome moze biti prociS¢avanje na koloni koja sadrzi lagano kiseli
silika-gel. Produkt 6 dokazan je 'H NMR spektroskopijom. Iskoristenje
reakcije bilo je 77%, medutim zbog hidrolize produkt se nije mogao u

potpunosti procistiti te je sadrzavao i oleinsku kiselinu.

Slika 17. TLC kromatogram aktivacije oleinske kiseline NHS-om.

U idu¢em koraku provedena je epoksidacija sukcinimidil-oleata pomoc¢u m-
CPBA. Reakcija se provodila pod N> atm bududi da je m-CPBA higroskopan
te kako bi se minimizirala hidroliza NHS estera. Reakcija se pratila TLC-om
te nakon Sto je sav sukcinimidil-oleat izreagirao reakcija je zaustavljena
dodatkom TEA (Slika 18.). Reakcijska smjesa prociS¢ena je kolonskom
kromatografijom Hex/EtOAc (85:15) kako bi se procistile necistoce vidljive
na TLC-u. Dobiven je produkt 7, odnosno ester 9,10 epoksistearinske
kiseline i N-hidroksisukcinimida. Iako se dobiveni produkt cuvao u
eksikatoru uocCena je njegova hidroliza Sto potvrduje podloznost esterske
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veze hidrolizi. Iskoristenje reakcije bilo je 71% te je produkt dokazan 'H
NMR spektroskopijom.

Slika 18. TLC kromatogram epoksidacije sukcinimidil oleata.

1H NMR spektrima produkata 6 i 7 (Slika 19. i Slika 20.) pokazano je kako
su dobiveni produkti od interesa. 'H NMR spektrom produkta 7 dokazana je
prisutnost epoksida ¢ime se potvrduje da je epoksidacija sukcinimidil-oleata
uspjesno provedena. Na 'H NMR spektru produkta 6 uocen je visak H atoma
na multiplitetu 1,47 - 1,09. Ovaj visak H atoma moze biti posljedica
zaostalog NHS-a bududi da je dodan u suvisku prilikom aktivacije oleinske
kiseline ili posljedica zaostale oleinske kiseline buduci da dobiveni produkt

nije u potpunosti dist.
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4.3. Konjugacija produkta 7 na 5-(4-aminofenil)-10,15,20-
tris(3-piridil)porfirin

NHS esteri poput estera 9,10 epoksistearinske kiseline i N-
hidroksisukcinimida mogu reagirati s nukleofilima kao Sto je amino skupina
prisutna na 5-(4-aminofenil)-10,15,20-tris(3-piridil)porfirinu prilikom c¢ega
dolazi do nastanka amidne veze (Slika 21.). Ona je stabilnija te manje
podlozna hidrolizi nego esterska veza te su zbog toga i dobiveni konjugati
stabilniji (37).

Bududi da je za ovu reakciju konjugacije optimalni pH izmedu 7 i 9 (37), u
reakcijsku smjesu dodan je TEA. Reakcija se odvijala pod N2> atm kako bi se
minimizirala hidroliza produkta 7. Ukoliko dode do hidrolize, reakcija
konjugacije nec¢e se modi odviti buduéi da karboksilna kiselina mora biti
aktivirana kako bi doslo do nukleofilne acilne supstitucije. Napredak reakcije
pratio se TLC-om. Tri dana od pocetka reakcije u reakcijsku smjesu dodano
je jos produkta 7, bududi da sav produkt 3 nije izreagirao. Reakcija je
zaustavljena pet dana od pocetka. Konjugacija se odvijala znacajno sporije,
nego da je koristen acil-klorid, buduéi da su esteri slabije reaktivni u
usporedbi s acil-halogenidima. TLC-om je pokazan nastanak produkta koji
je nepolarniji od pocetnoga spoja Sto je bilo ocekivano bududi da se na
porfirin konjugirao dugi alkilni lanac. Takoder je pokazana i prisutnost
produkta 3 u reakcijskoj smjesi, iako je produkt 7 dodan u suvisku (51
ekv.), te je zbog toga procis¢ena dvjema kolonskim kromatografijama
DCM/MeOH (40:1 i 35:1) (Slika 22.). Nakon prvog prociS¢avanja, na TLC-u
su bile vidljive necistoée znacajno polarnije od produkta od interesa, ali su

se uspjesno uklonile prilikom drugog procis¢avanja.
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Slika 21. Shematski prikaz konjugacije estera 9,10 epoksistearinske kiseline i N-
hidroksisukcinimida na 5-(4-aminofenil)-10,15,20-tris(3-piridil)porfirin.

Slika 22. TLC kromatogram nukleofilne acilne supstitucije.
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1H NMR spektroskopijom (Slika 23. i Slika 24.) pokazano je kako je nastao
zeljeni produkt nukleofilne acilne supstitucije, medutim on nije u potpunosti
Cist. Prisutan je joS jedan porfirin Sto se moze uoditi iz 'H NMR spektra
buduci da su prisutna ,ramena" uz pikove. Reakcija konjugacije dugo je
trajala te postoji mogucénost da je prilikom same reakcije dosSlo do

djelomicne degradacije produkta.
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Slika 23. 'H NMR spektar alifatskog dijela produkta 8.
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Slika 24. 'H NMR spektar aromatskog dijela produkta 8.

4.4. Metilacija produkta 8

Kako bi se poboljsala hidrofilna svojstva dobivenog konjugata provedena je
N-metilacija porfirina pomocu CHsI. CHsI dodan je u suvisku (200 ekv.)
kako bi doslo do metilacije svih piridilnih duSika. Reakcija se odvijala u

suhom DMF-u pod Nz atm. Ostavljena je preko nodi te je iduéi dan TLC-om

(ACN/H20/KNOs3 8:1:1) dokazan produkt (Slika 25.).
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Slika 25. TLC kromatogram metilacije produkta 8.

Buduci da se ranije pokazalo kako trijodidni produkti nisu jako topljivi u
vodi, jodidni ioni (I") zamijenili su se kloridnima (Cl-) pomo¢u dvije metode
(28).

Metodom 1 ioni su zamijenjeni dodatkom zasicene otopine NH4PFs te
zasi¢ene otopine TBAC-a. Izoliran je produkt 9 te je iskoristenje reakcije
bilo 27%. Metodom 2 ioni su zamijenjeni koriStenjem Amberlite IRA-
402(Cl). Izoliran je produkt 10 te je iskoriStenje reakcije bilo je 86%.
Ovim dvjema metodama dobiveni su isti produkti. Metoda 2 pokazala se
puno boljom zbog znacajno veleg iskoriStenja. Velik dio produkta se
metodom 1 izgubio prilikom viSe ponovljenih koraka ispiranja i filtriranja.
1H NMR spektroskopijom (Slika 26. i Slika 27.) pokazano je kako nije
dobiven produkt od interesa. Metilacija produkta 8 uspjesno je provedena,
medutim novonastali produkt 9 ne sadrzi epoksidnu jedinicu. Nestao je pik
na 2,95 ppm-a koji je bio prisutan na 'H NMR spektru produkta 8. Pojavio
se pik na oko 2,50 ppm-a koji bi mogao odgovarati protonima koji su dio
tercijarnog amina (35). Iz ovoga se moze pretpostaviti da je prilikom
metilacije doSlo do reakcije izmedu produkta 8 i TEA koji je potencijalno

zaostao prilikom procis¢avanja produkta 8.
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Slika 27. 'H NMR spektar aromatskog dijela produkta 9.
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4.5. Spektrofotometrijska analiza sintetiziranih porfirina

Kako bi se napravila karakterizacija svih sintetiziranih porfirina snimljeni su

njihovi UV-Vis i fluorescencijski spektri. Za produkte 2, 3 i 8 snimljeni su u
DCM-u, a za produkt 9 u MeOH. UV-Vis spektri prikazani su na Slikama 28.,

29., 30. i 31., a fluorescencijski spektri na Slikama 32., 33., 34. i 35.
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Slika 28. UV-Vis apsorpcijski spektar produkta 2 u rasponu koncentracija od 1 uM do 10

UM,
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Slika 30. UV-Vis apsorpcijski spektar produkta 8 u rasponu koncentracija od 1 mg/L do
4 mg/L.
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Slika 31. UV-Vis apsorpcijski spektar produkta 9 u rasponu koncentracija od 1 mg/L do

10 mg/L.

Kod sva cetiri porfirina prisutan je karakteristicni apsorpcijski spektar.
Vidljiva je Soretova vrpca na priblizno 420 nm (produkt 2: 419 nm, produkt
3: 420 nm, produkt 8: 419 nm, produkt 9: 422 nm) te Cetiri Q-vrpce u
rasponu od 500 do 650 nm.

Za produkte 2 i 3 izracunati su molarni apsorpcijski koeficijenti (g). Oni
opisuju koliko jako neki spoj apsorbira svjetlost pri odredenoj valnoj duljini.
Bududi da za produkte 8 i 9 nisu poznate molarne mase, a time i molarne
koncentracije, € nije se mogao izracunati. U Tablici 1. prikazani su ¢ za

produkte 2 i 3 pri valnim duljinama Soretove i Q-vrpci.
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Tablica 1. Molarni apsorpcijski koeficijenti izracunati za produkte 2 i 3 pri valnim

duljinama Soretove i Q-vrpci.

/M- /M- /M- /M- /M-
Produkt | A/nm | cm? | A/nm | icm? | A/nm | ‘cm? | A/nm | Icm™? | A/nm | Icm!
x103 x103 x103 x103 x103
2 419 310,0 515 15,0 551 6,8 590 4,6 647 3,0
3 420 200,0 518 9,9 555 5,2 593 2,8 650 1,8
—_ DCM
5
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Slika 32. Fluorescencijski spektar produkta 2 pri koncentraciji 1 pM, DCM, Aex = 419 nm.
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Slika 33. Fluorescencijski spektar produkta 3 pri koncentraciji 1 uM, DCM, Aex = 420
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Slika 34

. Fluorescencijski spektar produkta 8 pri koncentraciji 1 mg/L, DCM, Aex = 419

nm.
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Slika 35. Fluorescencijski spektar produkta 9 pri koncentraciji 1 mg/L, MeOH, Aex = 422

nm.

Na fluorescencijskim spektrima vidljiva su dva emisijska pika
karakteristiCna za porfirine na oko 650 nm (produkt 2: 651 nm, produkt 3:
656 nm, produkt 8: 651 nm, produkt 9: 650 nm) te na oko 715 nm (produkt
2: 717 nm, produkt 3: 721 nm, produkt 8: 717 nm, produkt 9: 714 nm).
Pik na oko 650 nm je znacajno intenzivniji od pika na oko 715 nm, osim
kod produkta 9, gdje su oba pika slicnog intenziteta.

Usporedujuci apsorpcijske spektre produkta 8 (Slika 30.) i njegovog
metiliranog para, produkta 9 (Slika 31.), moze se uociti da je kod produkta
9 prisutan slabiji intenizitet apsorpcije pri svim koncentracijama.
Usporedbom fluorescencijskih spektara ovih porfirina (Slika 34. i Slika 35.)
uocen je znacajan pad intenziteta pika pri 650 nm te posljedi¢no smanjenje
razlike intenziteta pikova pri 650 nm i 720 nm.

Za sve sintetizirane porfirine izracunat je i kvantni prinos fluorescencije

(¢rL). To je omjer broja molekula koje fluoresciraju i ukupnog broja
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molekula koje su apsorbirale fotone. Govori koliki se dio pobudenih

molekula vraca iz 1S u osnovno stanje S° emisijom fotona. Maksimalna

vrijednost je 1 kada se sve molekule koje se nalaze u pobudenom 1S* stanju

vrate u osnovno SO stanje emisijom fotona. U Tablici 2. prikazani su ¢r

sintetiziranih porfirina.

Tablica 2. Izracunati kvantni prinosi fluorescencije za sintetizirane porfirine.

Produkt bR
2 0,10
3 0,10
8 0,09
9 0,06

Produkti 2, 3 i 8 imaju slicne ¢r., dok novosintetizirani porfirin, produkt 9,

ima nesto manji. Iz ovoga se moze zakljuciti da kod njega postoji veca

vjerojatnost nastanka tripletnog stanja buduéi da se manje molekula iz

pobudenog stanja vraca u osnovno stanje putem fluorescencije.
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4.6. Test citotoksic¢nosti (MTT test)

MTT test koristi se za ispitivanje vijabilnosti stanica te zbog toga ima vaznu
ulogu prilikom ispitivanja citotoksi¢nosti lijekova pri razlic¢itim
koncentracijama. Temeljni princip ovoga testa je taj Sto je mitohondrijska
aktivnost vecine zivih stanica konstantna te je smanjenje broja Zivih stanica
linearno povezano sa smanjenom mitohondrijskom aktivnoscu.
Mitohondrijska aktivnost stanica ocituje se u pretvorbi tetrazolijeve soli
MTT-a u kristale formazana. Zbog toga se bilo kakav porast ili smanjenje
broja stanica moze detektirati mjerenjem apsorpcije formazana. Pomocu
MTT testa moze se izraCunati koncentracija 50%-tne inhibicije (ICso),
odnosno koncentracija lijeka pri kojoj dolazi do 50%-tne inhibicije rasta u
odnosu na netretiranu kontrolu (38).

U ovome radu MTT testom usporedivala se ucinkovitost spoja A (metilirani
stearoil-konjugirani tripiridilporfirin) te produkta 9 za primjenu u PDT-u.
Proucavana je njihova ucinkovitost pri razli¢itim koncentracijama te su
odredene ICso vrijednosti.

Buduc¢i da se proucavala njihova ucinkovitost u PDT-u jedna plocica
tretirana je 30 minuta lampom crvenog osvijetljenja (A = 645 nm, 2
mW/cm?2, ukupna doza svjetlosti = 3,6 ]/cm?) te je 36 sati nakon,
napravljen MTT test. Druga plocica nije se tretirala svjetloS¢u kako bi se
vidjelo ukoliko su ovi spojevi aktivhi u mraku, odnosno ukoliko posjeduju
tamnu toksi¢nost. Tamna toksi¢nost opisuje se kao smanjenje vijabilnosti
stanica u prisustvu PS-a koji nije tretiran svjetlom te je nepoZeljna u PDT-

u.
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4.6.1. Stanice tretirane svjetlom (light)

Ucinkovitost porfirina ispitivana je pri rasponu koncentracija od 0,01 mg/L,
do 100 mg/L. Spoj A pokazao se ucinkovitijim od produkta 9 (Slika 36.).
Spoj A pri koncentraciji od 0,1 mg/L smanjuje proliferaciju MDA-MB-231
stanica za oko 20%, dok produkt 9 pri toj koncentraciji nije toksican za
stanice. Pri koncentraciji od 0,5 mg/L spoj A je gotovo u potpunosti toksi¢an
za stanice, dok produkt 9 pri istoj koncentraciji smanjuje proliferaciju
stanica za oko 40%. On je gotovo u potpunosti toksi¢an za stanice pri
koncentraciji od 5 mg/L. ICso vrijednost za spoj A iznosi 0,26 mg/L, a za
produkt 9 0,80 mg/L.
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Slika 36. Ovisnost proliferacije MDA-MB-231 stanica (%) o koncentracijama spoja A i

produkta 9 nakon tretiranja svjetlom.

MTT test pokazao je da su oba spoja ucinkovita za primjenu u PDT-u,
medutim prethodno sintetizirani spoj Ciji konjugirani alkilni lanac ne sadrzi
polarnu skupinu (spoj A) ima nizu ICso vrijednost, odnosno potrebna je

manja koncentracija spoja kako bi se proliferacija stanica smanjila za 50%.
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4.6.2. Stanice netretirane svjetlom (dark)

Rezultati MTT testa upucuju na potencijalnu tamnu toksi¢nost spoja A. Pri
koncentracijama od 50 mg/L te 100 mg/L uoceno je znacajno smanjenje
proliferacije MDA-MB-231 stanica. Pri koncentraciji od 50 mg/L proliferacija
stanica smanjena je za gotovo 50%, dok je pri 100 mg/L smanjena za cak
90%. Kod produkta 9 nije uoCena tamna toksi¢nost. Prezivljenje MDA-MB-
231 stanica koje su tretirane produktom 9 je visoko, 90%-100%. Vece
smanjenje proliferacije (oko 40%) uoceno je jedino kod stanica koje su

tretirane s produktom 9 koncentracije 100 mg/L (Slika 37.).
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Slika 37. Ovisnost proliferacije MDA-MB-231 stanica (%) o koncentracijama spoja A i

produkta 9 u mraku.
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4.6.3. Usporedba stanica tretiranih i netretiranih svjetlom

Iz usporedbe tretiranih i netretiranih stanica moze se uociti da je spoj A
ucinkovitiji od produkta 9 pri koncentraciji od 0,5 mg/L te da oba spoja ne
posjeduju tamnu toksi¢nost. Pri ovoj koncentraciji vrlo malo stanica
tretiranih spojem A (uz osvjetljavanje) je prezivjelo. Medutim, vise od 50%
stanica tretiranih produktom 9 iste koncentracije (uz osvjetljavanje) je
prezivjelo. Pri ovoj koncentraciji vec¢ina stanica tretiranih spojem A i

produktom 9 u mraku je prezivjela (Slika 38.).
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40%
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Dark Light

W Spoj A Produkt 9

Slika 38. Usporedba proliferacije MDA-MB-231 stanica (%) tretiranih spojem A i

produktom 9 koncentracije 0,5 mg/L u mraku (dark) i nakon tretiranja svjetlom (light).

Usporedbom stanica tretiranih i netretiranih svjetlom pokazano je da su
spoj A i produkt 9 jednako ucinkoviti pri koncentraciji od 50 mg/L, ali spoj
A posjeduje tamnu toksi¢nost, za razliku od produkta 9. Pri ovoj
koncentraciji vrlo malo stanica tretiranih spojem A i produktom 9 je
prezivjelo nakon tretiranja svjetlom. Oko 50% stanica tretiranih spojem A
iste koncentracije nije prezivjelo u mraku, dok je vecina stanica tretiranih
produktom 9 prezivjela u mraku (Slika 39.). U Tablici 3. prikazane su ICsg
vrijednosti spoja A i produkta 9 koje su jedan od pokazatelja ucinkovitosti

ovih spojeva.
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Slika 39. Usporedba proliferacije MDA-MB-231 stanica (%) tretiranih spojem A'i

produktom 9 koncentracije 50 mg/L u mraku (dark) i nakon tretiranja svjetlom (light).

Tablica 3. ICso vrijednosti spoja A i produkta 9 nakon tretiranja stanica svjetlom i bez

tretiranja svjetlom.

ICso (mg/L)
Nakon tretiranja svjetiom Bez tretiranja svjetiom
Spoj A 0,26 50,53
Produkt 9 0,80 > 100

Rezultati MTT testa pokazuju da novosintetizirani produkt koji sadrzi
polarnu skupinu na konjugiranom dugom alkilnom lancu nije ucinkovitiji od
prethodno sintetiziranog porfirina bez polarne skupine na konjugiranom
dugom alkilnom lancu. Medutim, on ne posjeduje tamnu toksi¢nost (osim
pri koncentraciji od 100 mg/L) na MDA-MB-231 stanice, za razliku od
prethodno sintetiziranog porfirina koji je pokazao tamnu toksi¢nost pri

koncentraciji od 50 mg/L.
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5. Zakljucak

Cilj ovog diplomskog rada bio je optimizacija protokola za sintezu N-
metiliranog tripiridilporfirina konjugiranog s dugim alkilnim lancem (18C)
koji sadrzi epoksidnu jedinicu na poziciji 9,10.

Provedena je optimizacija protokola za sintezu derivata masnih kiselina
dugog lanca koji sadrze epoksidnu jedinicu kako bi se reakcijom nukleofilne
acilne supstitucije mogli konjugirati na produkt 3. KoriStene su dvije
metode. Prva je ukljucivala aktivaciju oleinske kiseline pomoc¢u SOCI;, a
druga NHS-om. Bududi da su acil-halogenidi reaktivniji nego esteri u
reakcijama nukleofilne acilne supstitucije, prvo je provedena aktivacija
pomocu SOCI,. Oleoil-klorid uspjesno je sintetiziran Sto je i pokazano 'H
NMR spektroskopijom. Medutim, epoksidacija oleoil-klorida bila je
neuspjesna. DoSlo je do njegove hidrolize te je nastala epoksidirana
oleinska kiselina. Aktivacija oleinske kiseline NHS-om te zatim i epoksidacija
sukcinimidil-oleata uspjeSno su provedene Sto je pokazano 'H NMR
spektroskopijom. Bududi da su esteri podlozni hidrolizi, produkt 7 nije se u
potpunosti uspio procistiti te je sadrzavao tragove oleinske kiseline.
Nukleofilnom acilnom supstitucijom sintetiziran je produkt 8 te potvrden H
NMR spektroskopijom. Kako bi se poboljSala njegova hidrofilna svojstva
provedena je metilacija, medutim dobiveni produkt 9 nije bio produkt od
interesa. Bio je metiliran, ali nije sadrzavao epoksidnu jedinicu na dugom
alkilnom lancu. Njegova to¢na struktura nije odredena, ali se pretpostavlja
da je na dugom alkilnom lancu prisutna polarna skupina.

Analizirani su ¢r. produkata 8 i 9 te je uoceno da produkt 9 ima nizi ¢r.. 1z
ovoga se moze zakljucliti da kod njega postoji veéa vjerojatnost nastanka
tripletnog stanja bududéi da se manje molekula iz pobudenog stanja vraca u
osnovno stanje putem fluorescencije Sto je vazno za primjenu u PDT-u.
Testom citotoksi¢nosti usporedila se ucinkovitost spoja A i produkta 9 za
primjenu u PDT-u na MDA-MB-231 stanicama. Novosintetizirani spoj, iako

je djelotvoran, manje je ucinkovit od prethodno sintetiziranog. Medutim, on
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ne posjeduje tamnu toksi¢nost na MDA-MB-231 stanice, za razliku od spoja
A.

Bududi da nije dobiven produkt od interesa daljnje istrazivanje trebalo bi se
usredotoCiti na optimizaciju protokola za sintezu N-metiliranog
tripiridilporfirina konjugiranog s dugim alkilnim lancem (18C) koji sadrzi
epoksidnu jedinicu na poziciji 9,10. Sinteza ovoga spoja omogudila bi

daljnje ispitivanje njegove ucinkovitosti za primjenu u PDT-u.
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