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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie nowych nitroimidazolowych i polieterowo-nitroimida-
zolowych pochodnych ftalocyjanin o ogélnym wzorze 1, do wytwarzania lekéw stosowanych w terapii
fotodynamicznej.

R&éznorodnosé¢ chordb nowotworowych wymusza poszukiwanie nowych, skuteczniejszych metod
terapii i Srodkow leczniczych.

Jednym z kierunkéw rozwoju metod terapeutycznych w onkologii jest terapia fotodynamiczna
(Photodynamic Therapy) — PDT, ktéra umozliwia niszczenia tkanek nowotworowych, bez uszkadzania
tkanek zdrowych, w sposob selektywny. Metoda ta polega na wykorzystaniu reakcji fotochemicznych,
sensybilizowanych specjalnymi barwnikami. W PDT czynnik fotouczulajagcy podaje sie do tkanki nowo-
tworowej, gdzie jest nastepnie aktywowany Swiattem.

Terapia fotodynamiczna stosowana jest réwniez w leczeniu schorzen wywotanych infekcjami bak-
teryjnymi lub pierwotniakowymi. Doniesienia prasy naukowej potwierdzajg rowniez mozliwo$¢ zastoso-
wania terapii fotodynamicznej w przypadku takich schorzen skérnych jak: rogowacenie stoneczne, tusz-
czyca, choroby o podtozu autoimmunologicznym, w okulistyce i stomatologii (1).

Rola fotouczulacza polega na przeniesieniu energii wzbudzenia na tlen czasteczkowy, celem wy-
generowania aktywnych form tlenu lub przez atak wzbudzonego fotouczulacza na biomolekuty obecne
w komorce. Z reaktywnych form tlenu wytwarzanych w procesie fotodynamicznym najwazniejszg role
spetnia tzw. tlen singletowy czyli czgsteczka tlenu wzbudzona do pierwszego stanu singletowego (*Ag).
W literaturze opisano dwa mechanizmy reakcji fotodynamicznej. Oba moga wystepowac jednoczes$nie,
ale o dominacji jednego z nich, decyduje ci$nienie parcjalne tlenu w miejscu zachodzenia reakcji foto-
chemicznej (2).

Reakcja przebiega wg typu I, gdy w tkance poddawanej terapii fotodynamicznej wystepuije niskie
stezenie parcjalne czgsteczek tlenu. Pod wptywem $wiatta czgsteczka fotosensybilizatora jest wzbu-
dzana ze stanu podstawowego So, do pierwszego stanu wzbudzonego Si, a nastepnie przechodzi do
najnizszego stanu trypletowego T1. Przejscie w stan T jest kluczowe, poniewaz to ta wzbudzona forma
czgsteczki odpowiedzialna jest za wszystkie dalsze przemiany fotodynamiczne. Fotouczulacz wzbu-
dzony do stanu trypletowego reaguje bezposrednio z czgsteczkami akceptorowymi, przenoszac wodor
lub elektron na czgsteczki substratéw, ktéorymi sg m.in. réznego rodzaju bioczgsteczki obecne w ko-
morce, co skutkuje uszkodzeniem organelli komorek (3). Uszkodzenie zmienionych chorobowo tkanek
moze tez zachodzi¢ na drodze reakcji czgsteczek wody z fotosensybilizatorem w stanie T1 generujgc
powstanie reaktywnych form tlenu jak rodniki nadtlenkowe, nadtlenek wodoru, oraz rodniki hydroksy-
lowe. Wymienione reaktywne formy tlenu atakujg obecne w komérce biomolekuty takie jak aminolipidy
i biatka (4).

W reakcji typu Il tak jak i w reakcji typu | kluczowg role odgrywajg czgsteczki fotouczulacza
w stanie T1. W reakgcji typu Il stezenie parcjalne tlenu jest na tyle wysokie ze to wtasnie z czgsteczkg
tlenu reaguje fotosensybilizator w stanie T1 co prowadzi do powstania reaktywnej formy tlenu, tlenu
singletowego!Ag. Ta aktywna forma tlenu jest szczegdlnie korzystna w przypadku terapii choréb bakte-
ryjnych gdyz nie odnotowano wyksztatcenia sie w organizmach bakterii lub pierwotniakéw mechani-
zméw odpornosciowych na ten czynnik bojczy.

Reakcje wywotane oboma mechanizmami dziatania fotouczulaczy prowadzg do $mierci komorki,
najczesciej na drodze apoptozy. Badania kliniczne wykazaty, ze in vivo przewage zyskuje mechanizm
typu Il, jednakze jego wywotanie jest uzaleznione od réznych parametréw srodowiskowych, takich jak
pH, stezenie tlenu i inne. Mechanizm typu Il przez zuzywanie w reakcji czgsteczek tlenu powoduje, ze
stopniowo wzrasta stan hipoksji w tkance i coraz wiecej przemian fotodynamicznych zachodzi wedtug
mechanizmu 1.

W dotychczasowej praktyce najczesciej stosowang w PDT grupg zwigzkéw stosowanych jako
fotosensybilizatory sg porfirynoidy, w szczegdélnosci porfiryny i ftalocyjaniny. Porfiryny sg naturalnymi
lub syntetycznymi makrocyklicznymi, aromatycznymi zwigzkami zbudowanymi z czterech pierscieni pi-
rolu potgczonych mostkami metinowymi.

Obecnie w terapii fotodynamicznej stosuje sie najczesciej preparaty porfirynoidowe bedace po-
chodnymi naturalnych porfiryn jak protoporfiryna IX. Najczesciej stosowanym klinicznie fotosensybiliza-
torem jest porfimer sodowy, bedgcy mieszaning ok. 60 oligomeréw otrzymanych na drodze chemiczne;j
obrébki hematoporfiryny. Ponadto kliniczne zastosowanie znalazty prometabolity fotouczulaczy porfiry-
nowych, takich jak kwas 5-aminolewulinowy i 5-aminolewulinian metylu.
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Przyktadami innych stosowanych klinicznie fotouczulaczy jest, temoporfm (3,3',3",3"-(2,3-dihy-
droporfiryn-5,10,15,20-tetrailo)tetrafenol), talaporfin (mono-L-aspartyl chloryna e6) i photochlor (2-(1'-
-heksyloksyetylo)-2-dewinylopirorofeoforbid-a).

Ftalocyjaniny sg aromatycznymi uktadami makrocyklicznymi ztozonymi z czterech pierscieni izo-
indolowych (benzopirolowych), potaczonych mostkami azametinowymi. W odréznieniu od porfiryn sg
zwigzkami nie wystepujgcym w przyrodzie. Dynamicznie rozwijajgcg sie grupg zwigzkoéw charakteryzu-
jacych sie pozadanymi w terapii fotodynamicznej wiasciwosciach sa ftalocyjaniny.

Zwigzki te posiadajg silne pasmo absorpcyjne (tzw. pasmo Q) odpowiedzialne za powstawanie
mechanizmu fotodynamicznego w zakresie od 600 do 800 nm co miesci sie w tzw. oknie biologicznym.
Oznacza to, ze zwigzki te mogg byé bezpiecznie wzbudzane swiattem z tego zakresu dtugosci fali bez
niebezpieczenstwa pochtaniania promieniowania przez obecng w komérkach wode i bioczgsteczki.
W poréwnaniu do ftalocyjanin stosowane obecnie porfiryny posiadajg stabe pasmo Q i sg wzbudzane
przez naswietlanie najczesciej Swiattem o dtugosci fali okoto 400—410 nm w tzw. pasmie Soreta (od 200
do 400 nm). Promieniowanie o tej diugosci charakteryzuje sie mniejszg penetracjg tkanek.

Przyktadem ftalocyjaninowego fotosensybilizatora stosowanego w praktyce klinicznej jest Photo-
sens, bedgcy mieszaning w réznym stopnia sulfonowanej ftalocyjaniny glinu. Zwigzek ten zostat zasto-
sowany z dobrymi rezultatami m.in. w terapii ztosliwych nowotworéw skory i oskrzeli u 36 pacjentow (5).
Badania Hu M. (6) potwierdzity aktywnos$¢ przeciwnowotworowg 2-hydroksyftalocyjaniny cynku (Il), 2,3-
-dihydroksyftalocyjaniny cynku (Il), 2,9-dihydroksyftalocyjaniny cynku (I1) i 2,9,16-trihydroksyftalocyja-
niny cynku (Il) w testach in vitro potwierdzity mozliwo$¢é wykorzystania ich w terapii fotodynamicznej
nowotworow.

Fadel M. (7) wykazat mozliwo$¢ zastosowania jako fotosensybilizatora ftalocyjaniny cynku (Il).
Zwigzek ten charakteryzuje sie jednak stabg rozpuszczalnoscia w wodzie dlatego stosowanie jego
w fototerapii wymaga specjalnych technik. Fadel M., wykazat mozliwo$¢é zastosowania ftalocyjaniny
cynkowej w fototerapii prowadzonej u zwierzat z zastosowaniem cienkich filméw polimerowych jako
nosnikow. Podobne rezultaty uzyskat Larroque C. (8), ktéry w badaniach na myszach potwierdzit sku-
tecznos$c¢ dziatania jako fotouczulacza potgczen ftalocyjaniny cynkowej z albuminami surowicy bydlece;j
wobec nowotworu EMT-6. W przypadku innej pochodnej ftalocyjanin 1-[4-(hydroksymetylo)feno-
ksy]ftalocyjaniny cynku (1) potwierdzono in vitro fotodynamiczng aktywnos$é przeciwgrzybiczng wobec
grzybow Candida albicans (9).

Obecnosé roznych podstawnikéw w pozycjach peryferyjnych i nieperyferyjnych pierscieni ftalocy-
janin pozwala na znaczgcg zmiane witasciwosci w szczegolnosci w zaleznosci od typdéw podstawnikéw
mozna uzyskac zwigzki o roznej rozpuszczalnosci w srodowisku wodnym lub lipidach. Ma to ogromne
znaczenia dla biodostepnosci zwigzkéw i procesu selektywnej kumulacji. Czasteczki ftalocyjanin mozna
poddawac licznym modyfikacjom chemicznym. Jak wykazali Nyokong i Michel (10, 11) ftalocyjaniny
mozna modyfikowaé poprzez podstawienie jonéw metalu w centrum koordynacyjnym oraz poprzez
wprowadzenie roznych podstawnikéw do czesci peryferyjnej.

Obecnie silnie rozwijajgcg sie metodg poprawy parametrow farmakokinetycznych jest pegylacja.
Metoda pegylacji polega na dotgczaniu taricuchéw polietylenoglikolowych opisana m.in. przez Pasuta
(12, 13). Stosowanie tego typu podstawnikow zwigksza stabg rozpuszczalnos¢ w wodzie niemodyfiko-
wanych ftalocyjanin i ich komplekséw z metalami. Lv i wsp. (14) opisali potgczenie ftalocyjaniny cynko-
wej z czterem tancuchami polietylenoglikolowymi. Potwierdzito skuteczno$¢ pegylacji jako czynnika
zwiekszajgcego biodostepnos¢ ftalocyjanin in vivo.

Mozliwos¢é modyfikacji struktury chemicznej ftalocyjanin pozwala na potgczenie tej grupy czaste-
czek z innymi czasteczkami, posiadajgcymi wtasng aktywno$¢ biologiczna. Zgodnie z jedng ze stoso-
wanych zasad projektowania leku medyczng hybrydyzacjg chemiczng (MCH Medicinal Chemical Hybri-
dization) dazy sie do potgczenia dwdch czagsteczek farmakologicznie czynnych. Nowe czgsteczki po-
wstate zgodnie z metodg MHC oprécz cech wynikajgcych z obecnosci obu fragmentéw farmakologicz-
nie czynnych mogg posiada¢ dodatkowe unikalne wiasciwosci (15, 16).

Zwigzki stosowane jako fotosensybilizatory majg zréznicowang selektywno$é wobec tkanek
zmienionych chorobowo tzn. kumulujg sie rowniez w tkankach normatywnych. Istnieje wiec koniecznos¢
takiej modyfikacji budowy czgsteczek aby zwiekszy¢ maksymalnie selektywnosé wchtaniania zwigzkéw
stosowanych w PDT (17).

Celem wynalazku byto stworzenie nowych polieterowych, nitroimidazolowych i polieterowo-nitro-
imidazolowych pochodnych ftalocyjanin, opracowanie sposobu ich otrzymywania oraz zastosowanie do
wytwarzania lekéw stosowanych w terapii fotodynamicznej o dziataniu przeciwnowotworowym.



4 PL 235382 B1

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie do wytwarzania lekéw stosowanych terapii przeciw-

nowotworowej nowych nitroimidazolowych oraz polieterowo-nitroimidazolowych pochodnych ftalocyja-
nin o ogélnym wzorze 1,

Ry R,
Ry N== N/ N R1
N—M—N
2 2

(1)

w ktérym

— M oznacza 2H, Mg(ll), Zn(ll), Mn(ll), Mn(lI1)CI, Fe(ll), Fe(ll)CI, Co(ll), Cu(ll)
— w zaleznosci od izomeru, zawsze jeden z podstawnikow R1 i Rz, przy danym pierscieniu
benzenowym, oznacza H a drugi grupe o ogéinym wzorze 2,

R

(2)

w ktérym:

— n przyjmuje warto$¢ od 0 do 20

— co najmniej jeden podstawnik Rz, R4, Rs 0znacza -NO3, a pozostate dwa sg rowne lub rézne

i oznaczajg -H, -CHs, -NOg,

przy czym wszystkie podstawniki o wzorze 2 sg w danym zwigzku réwne lub rézne.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie wszystkich odmian izomerycznych o ogdélnym
wzorze 1.

W drugim aspekcie przedmiotem wynalazku jest zastosowanie do wytwarzania lekéw stosowa-
nych terapii przeciwnowotworowej nowych polieterowo-nitroimidazolowych pochodne ftalocyjanin oraz
ich wszystkie odmiany izomeryczne, o ogélnym wzorze 1,
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(1

w ktorym:

— M oznacza 2H, Mg(ll), Zn(ll), Mn(l1), Mn(lI)CI, Fe(ll), Fe(llI)CI, Cu(ll), Co(ll)

— przy co najmniej jednym ugrupowaniu izoindolowym podstawniki R1 i R2 sg réwne i oznaczajg
grupe o wzorze 2.

O

3 3

— zas$ przy pozostatych ugrupowaniach i izoindolowych podstawniki R1 i Rz, sg rézne i wéwczas
zawsze jeden z podstawnikéw R1 lub Rz 0znacza H a drugi grupe o wzorze 2.

Rj3

(2)

w ktérym:

— n przyjmuje warto$¢ od 0 do 20

— co najmniej jeden podstawnik Rz, R4, Rs 0znacza -NO: a pozostate dwa sg réwne lub rézne

i oznaczajg -H,-CHs,-NO:..

Zwigzki wedtug drugiego aspektu wynalazku zawierajg od 1 do 3 ugrupowan izoindolowo-poli-
eterowych i odpowiednio od 3 do 1 ugrupowan izoindolowo-nitroimidazolowych.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie zwigzkéw wedtug wzoru 1 gdzie M, R1 i R2 majg wyzej
podane znaczenie do wytwarzania lekéw stosowanych w terapii przeciwnowotworowej w szczegdInosci
w terapii PDT, takze w terapii chordb skérnych.

Zwigzki wedtug wynalazku w szczegdlnosci mogg znalez¢ zastosowanie w terapii PDT nowotwo-
réw i stanéw przednowotworowych takich jak: rak pecherza moczowego, raka przetyku, raka jelita gru-
bego, raka sromu, nowotwory skory i bton Sluzowych, rak podstawnokomaérkowy skory, choroba Bo-
wena, ziarniniak grzybiasty, odoskrzelowy rak ptuc, rak sromu, rak kolczystokomérkowy skory, gtowy
i szyi w szczegdlnosci nowotwordéw kolczystokomérkowych skory, gtowy i szyi a najkorzystniej nowo-
twordéw kolczystokomdrkowych jamy ustne;.

Zwigzki wedtug wynalazku w szczegdlnosci mogg znalez¢ zastosowanie w terapii PDT chordb
skory takich jak choroba Pageta (forma skérna), rogowacenie starcze, trgdzik rézowaty, tradzik oporny
na inne formy terapii, tysienie plackowate, swietlne zapalenie czerwieni warg, ktykciny konczyste, tusz-
czyca, liszaj twardzinowy sromu, zapalenie pecherza moczowego
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Aktywnosc¢ zwigzkéw wedtug wynalazku wobec komérek nowotworowych badano w zaréwno pod
katem tzw. toksycznosci ciemnej tzn. bez dostepu swiatta jak i jasnej czyli pod katem przydatnosci tych
zwigzkow w terapii PDT

Toksycznos¢ ciemna

Badanie toksycznosci przeprowadzono dla dwéch typow komoérek nowotworowych raka kolczy-
stokomorkowego jamy ustnej: linii komérkowej HSC-3 oraz linii komérkowej H413.

Kultury komoérek nowotworowych linie komérkowe HSC-3 i H413 umieszczono na plytce
z 48-studzienkami (BD Falcon™, Franklin Lakes, NJ, USA) odpowiednio o gestosci komoérek 1,8 x 10°
i 1,4 x 105w 1 ml podioza Dulbecco's Modified Eagle (D-MEM High Glucose (DME H-21) (4.5 g/L Glu-
cose, 0.584 g/L L-glutamine, 3.7 g/L NaHCO3) z dodatkiem surowicy bydlecej, FBS i czerwieni fenolowej
zwanego dalej w opisie petng pozywkag hodowlang. Nastepnego dnia wszystkie hodowle komorek, za
wyjatkiem préb kontrolnych, przemyto 0,5 ml buforu fosforanowego (PBS) i dodano 1 ml pozywki wzbo-
gaconej o odpowiednig ilos¢ fotouczulacza i DMSO nie przekraczajacego stezenia 0,5% ale bez FBS
(aby unikng¢ wigzania czgsteczek fotosensybilizatora z biatkami surowicy) i czerwieni fenolowej
i kontynuowano inkubacje w temperaturze 37°C, przez 24 godz., w tym czasie nastgpita kumulacja fo-
touczulacza wewngtrz komorek nowotworowych. Nastepnie komorki zostaty przemyte dwukrotnie bufo-
rem fosforanowym w celu usuniecia ze srodowiska hodowli (pozywki) niewchtonietego przez komorki
fotouczulacza, po czym umieszczone zostaty w 1 ml petnej pozywki hodowlanej. Komérki inkubowano
kolejne 24 godz. w temperaturze 37°C. Zywotno$é komorek oceniono testem z uzyciem Alamar Blue.
Kontrolne komorki inkubowano z pozywkg zawierajgcg 0,5% DMSO. DMSO w stezeniu nieprzekracza-
jacym 0,5% stosowano rowniez w pozywce z fotouczulaczem. W tabeli 1 przedstawiono uzyskane wy-
niki. Miarg przezywalno$¢ komoérek procentowy stosunek liczby komoérek inkubowanych z fotosensybi-
lizatorem do liczby komérek probek kontrolnych. Dane przedstawiajg wartosci $rednie £ odchylenie
standardowe.

Dla oznaczenia zwigzkéw podanych badaniom i szczegdtowo opisanych w niniejszym opisie za-
stosowano nastepujgce skroty:

Pc-1 - oznacza — 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine cynku (II)

Pc-2 — oznacza - 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine magnezu (II)

Pc-3 — oznacza - 1,4,8,11,15,18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imida-
zolo)etoksyl]fitalocyjanine magnezu (ll)

Pc-4 — oznacza - 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine.

Tabelal
. Stezenie Procent przezywalnosci

Lwinzek [uM] Komérki HSC-3 H413
0,1 101,8+2,8 BT =77
Pl 1 106,5+ 5,8 64,4+ 6,5
5 67.1+2,1 54.0+10,4

10 51+1,1 00

50 00 0+0
0,1 103,5+7,1 73,6 = 1,0
1 94,5+£2,1 63,2+7,7
Pc-2 5 100,2+ 6,5 66,5+ 1,5
10 65,9+ 4,8 31,1 +£5,6

50 00 0+0
0,01 104531 131774
0,1 101.8+0.6 123.6+04
Pe-3 1 98.2+3.6 85.6+1.8
5 1055+ 04 75.7£0.7
10 95.5£04 55.8+5.6

50 325+ 124 00




PL 235382 B1 7

Wystepujgce w tabeli wartosci wzglednej przezywalnosci komorek po zastosowaniu fotosensybi-
lizatora wieksze od wartosci kontrolnych sg wynikiem tzw. efektu hormetycznego. Efekt ten powoduje
zwiekszenie zywotnosci organizméw w tym przypadku komérek nowotworowych przez stymulowanie
go niskimi dawkami czynnikéw destrukcyjnych.

Uzyskane wyniki aktywnosci cytotoksycznej w fazie ciemnej wobec komoérek raka kolczystoko-
morkowego jamy ustnej HSC-3 jak H413 potwierdzity dziatanie cytotoksyczne nowych ftalocyjanin we-
dtug wynalazku. Najwyzszg aktywnoscig w fazie ciemnej wobec komérek HSC-3 charakteryzowata sie
ftalocyjanina Pc-1, ktorej ICso miescita sie w przedziale od 4,65 pM do 6,90 uM. Wobec komérek nowo-
tworowych raka kolczystokomérkowych jamy ustnej H413 najaktywniejsza okazata sie ftalocyjanina
Pc-3, ktorej ICso wyniosto ~ 5 uM.

Toksycznos¢ jasna

W celu potwierdzenia przydatnosci zwigzkéw wedtug wynalazku w terapii PDT zbadano aktyw-
nos¢ fotodynamiczng wobec modelu biologicznego jakim byly komaérki nowotworowe. Badanie toksycz-
nos$ci jasnej przeprowadzono dla komorek nowotworowych jamy ustnej a mianowicie raka kolczystoko-
morkowego jamy ustnej z wykorzystaniem linii komérkowej HSC-3. Plytke z kulturami linii komérkowej
HSC-3 przygotowano identycznie jak w przypadku badania toksycznosci ciemnej. Nastepnego dnia
wszystkie hodowle komoérek, za wyjatkiem préb kontrolnych, przemyto 0,5 ml buforu fosforanowego
(PBS) i dodano 1 ml pozywki wzbogaconej o odpowiednig ilos¢ fotouczulacza i DMSO nie przekracza-
jacego stezenia 0,5%, bez FBS (aby unikng¢ wigzania czgsteczek fotosensybilizatora z biatkami suro-
wicy i czerwieni fenolowej i kontynuowano inkubacje w temperaturze 37°C, przez 24 godz., w tym czasie
nastagpita kumulacja fotouczulacza wewnatrz komérek nowotworowych. Nastepnie komérki zostaty prze-
myte dwukrotnie buforem fosforanowym w celu usuniecia ze srodowiska hodowli (pozywki) niewchio-
nietego przez komorki fotouczulacza, po czym umieszczone zostaty w 1 ml peinej pozywki hodowlanej
ale bez czerwieni fenolowej. Komoérki inkubowano kolejne 24 godz. w temperaturze 37°C. Nastepnie
komorki zostaty poddane naswietlaniu z zastosowaniem filtra wodnego $wiattem o dlugosci fali A od 650
do 850 nm w odlegtosci 10 cm zrédta swiatta (zaréwka Dura Max 75W Med 120 V A19 CI/LL 20 W;
Philips Electronics North America Corporation, Andover, MA). Irradiancja na poziomie studzienek wy-
nosita 36 m\W/cm2. Czas naswietlania wynosit 20 minut. Po naswietlaniu usunieto pozywke, po czym
dodano 1 ml petnej pozywki hodowlanej. Kontynuowano inkubacje komérek przez kolejne 24 godz.
w temperaturze 37°C. Kontrolne komoérki inkubowano z pozywkg zawierajgcg 0,5% DMSO. DMSO
w stezeniu nieprzekraczajgcym 0,5% stosowano rowniez w pozywce z fotouczulaczem. W tabeli 2
przedstawiono uzyskane wyniki. Miarg przezywalnos¢ komérek procentowy stosunek liczby komérek
inkubowanych z fotosensybilizatorem do liczby komaérek prébek kontrolnych. Dane przedstawiajg war-
tosci srednie + odchylenie standardowe.

Tabela 2
Zwigzek Stezenie Procent przezywalnosci
Komorki HSC-3
0,1 uM 76,1+ 45
Pc-1
I uM 00
0,1 uM 94,1 +6,2
Pc-2 1 pM 20,0 + 4,7
5 uM 00
Peo3 0,01 pM 109,0=3,0
0,1 uM 61,0+ 1,5
1 uM 00
S uM 0£0
10 uM 0+0

Dane o aktywnosci przeciwnowotworowej w fazie jasnej wykazujg, ze juz przy stezeniach niz-
szych od 1 uM przezywalnosé komoérek wynosi 0.
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W tabeli 3 podano wyliczone, na podstawie danych odnoszacych sie do toksycznosci w fazie
jasnej (tabela 1) i ciemnej (tabela 2) wartosci ICso (ICso stezenie powodujgce 50% zahamowanie nam-
nazania komoérek nowotworowych).

Tabela 3
Tok $¢ cf M
Toksycznosé jasna [uM] HSC-3 oksyeznosc ciemna [LM]
. HSC-3 H413
Zwiazek [1Cs0] .
[1Cso] [Cso]
Pec-1 0,111 4,65 — 6,90 -
Pe-2 0,47 ~11,5 ~18,0
Pc-3 0,105 >10 ~5

Badanie cytotoksycznosci w fazie ciemnej na liniach komoérkowych HSC-3 i H413 wykazaty ak-
tywnos¢ przeciwnowotworowg badanych trzech zwigzkéw na poziomie ICso wyzsze niz 4,65 uM. Wobec
komoérek HSC-3 w fazie ciemnej najwyzszg aktywnos$¢ wykazata ftalocyjanina Pc-1. Jej aktywno$¢ okre-
Slona za pomaca ICso miescita sie w przedziale 4,65-6,90 uM. W fazie ciemnej wzrost komaérek linii
H413 hamowata ftalocyajnina Pc-3 — ICso na poziomie ~5 uM. W pozostatych przypadkach 1Cso miato
wartos¢ powyzej 10 uM.

Przebadano aktywnos$é¢ przeciwnowotworowg w tzw. fazie jasnej czyli po naswietleniu hodowli
komorek swiattem z zakresu od 650 do 850 nm co odpowiada zakresowi diugosci fal $wietinych opty-
malnych dla zastosowan w terapii fotodynamicznej. Przeprowadzony eksperyment, w ktérym przeba-
dano aktywnos¢ cytotoksyczng, zwigzkow weditug wynalazku, wobec linii komérek HSC-3 w warunkach
fazy jasnej symuluje warunki terapii fotodynamicznej.

Najaktywniejszy okazata sie ftalocyjanina Pc-3 dla ktérej ICso wyniosto 0,105 uM. Zblizong aktyw-
nos¢ wykazata réwniez — ftalocyjanina Pc-1 — ICso 0,111 puM. Z badanej grupy zwigzkéw najmniej ak-
tywna okazata sie ftalocyajnina Pc-2 z wartoscig ICso rowng 0,470 pM.

Najaktywniejsza w fazie jasnej 1,4,8,11,15,18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-
-nitro-1H-imidazolo)etoksyl]ftalocyjanina magnezu (ll), ktéra charakteryzowata sie réwniez najwyzszym
ilorazem aktywnosci w fazie jasnej wzgledem aktywnosci w fazie ciemnej wnoszacym 0,0105. Ftalocy-
janina Pc-1 wobec badanej linii komoérkowej HSC-3 charakteryzowata sie prawie dwukrotnie wyzszg
wartoscig ilorazu aktywnosci w fazie jasnej do aktywnosci w fazie ciemnej wzgledem ftalocyjaniny Pc-3
i miescit sie w przedziale od 0,0161 do 0,0239. lloraz aktywnosci w fazie jasnej do aktywnosci w fazie
ciemnej dla ftalocyjaniny Pc-2 (Il) osiggngt warto$¢ 0,0409, co swiadczy o mniejszej przydatnosci
w zastosowaniach terapeutycznych tej ftalocyjaniny sposrdd przebadanej grupy. Im mniejsza jest war-
tos¢ ilorazu aktywnosci w fazie jasnej do aktywnosci w fazie ciemnej tym mniejsze jest niebezpieczen-
stwo dziatania cytotoksycznego wobec komérek normatywnych organizmu podczas terapii fotodyna-
micznej i tatwiejsze sterowanie procesem leczenia z zastosowanie PDT.

Fotodynamiczny efekt béjczy wobec komdrek nowotworowych a takze drobnoustrojow chorobo-
tworczych wywotany jest obecno$cig reaktywnych form tlenu (RFT). Najbardziej pozgdang formg RTF
jest czasteczkowy tlen singletowy 'Aq. Zwigzek ten jest generowany pod wptywem sSwiatta i fotouczula-
cza z obecnego w tkankach tlenu w stanie podstawowym — tripletowym. W przypadku zastosowan te-
rapeutycznych procesy fotodynamiczne zachodzg z przewagg fotodynamicznego mechanizmu Il
w ktérym za dziatanie terapeutyczne odpowiedzialny jest powstajgcy tlen singletowy. Nowe ftalocyjaniny
wedtug wynalazku majg zdolnos¢ do generowania tlenu singletowego z rozpuszczonego w roztworze tlenu
tripletowego pod wplywem naswietlania roztworéw nowych ftalocyjanin $wiattem z zakresu 600 do 800 nm.

Zwigzki wedtug wynalazku charakteryzujg sie zdolno$cig generowania tlenu singletowego. Zdol-
nosci generowania tlenu singletowego wyznaczono przy pomocy testu wykorzystujgcego reakcje 1,3-
-difenyloizobenzofuranu (DPBF) z tlenem singletowym Ag.

W wyniku reakgcji tlenu singletowego 'Ag powstatego pod wptywem fotosensybilizatora i $wiatta,
1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF) jest przeksztatcany w o-dibenzoilobenzen (ODB). Wzbudzony do
formy singletowej tlen czgsteczkowy przytgcza sie do czgsteczki DPBF-u tworzgc addukt o charakterze
nadtlenku, ktory dalej przeksztatca sie do ODB.

Ocene zdolnoéci generowania tlenu singletowego przez zwigzki wedlug wynalazku wykonano
w DMSO i DMF. Bez dostepu swiatta przygotowano roztwory DPBF oraz roztwory ftalocyjanin w/w roz-
puszczalnikach o absorbancji 1,0. Nastepnie roztwory DPBF zmieszano z roztworem ftalocyjaniny
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w stosunku 1:1, po czym mieszanine naswietlano, w temperaturze pokojowej, monochromatyczng
wigzkg swiatta o dtugosci fali odpowiadajgcej maksimum absorpcji pasma Q badanego zwigzku i nate-
zeniu ~0,5 mW/cm?2. Jako zrodto $wiatta uzywano zestaw ztozony z tukowej lampy ksenonowej o mocy
150 W (Optel) oraz monochromatora (Optel). Roztwér naswietlano w kuwecie o dtugosci drogi optycznej
1=1cm. W trakcie naswietlania roztwér mieszano mieszadetkiem magnetycznym, z przerwani na czas
pomiaru spektrofotometrycznego. W odstepach sekundowe: 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240,
300, 360, 420, 480, 540 wykreslano widma absorpcyjne UV-Vis.

Na figurze 1 przedstawiono zmiany widm UV-Vis w trakcie przeprowadzania testu z DPBF-em po
wybranych interwatach czasowych dla ftalocyjaniny Pc-2, a na figurze 2 dla ftalocyajniny Pc-1. (dla czy-
telnosci pominieto niektére widma dla posrednich czaséw naswietlania). Parametrem pozwalajgcym
poréwnaé wydajnosc¢ tworzenia tlenu singletowego jest wydajnosé kwantowa generowania tlenu single-
towego (Py). Im wartos¢ ®a jest wyzsza tym dany fotosensybilizator cechuje sie wiekszg zdolnoscig do
generowania tlenu singletowego.

Zdolnos¢ generowania tlenu singletowego wyznaczono jako obnizenie sie intensywnos$ci pasma
absorpcji DPBF dla dtugosci fali 417 nm. Na figurach 3 i 4 (odpowiednio dla ftalocyjaniny Pc-2 i dla
ftalocyjaniny Pc-1. przedstawiono zaleznosci In(Ao/A)=k(t), gdzie A — absorbancja, Ao absorbancja
w czasie to, k — stata szybkoéci zaniku DPBF. Nastepnie z zaleznosci miedzy statg szybko$ci reakcji
rozpadu DPBF i kierunkowa prostej In(Ao/A) = k(t) k = a wyznaczono wydajnosci kwantowe generowania
tlenu singletowego (®x) poréwnujgc nachylenie krzywych kinetycznych standardu — ftalocyjaniny (Il) z na-
chyleniem badanego fotosensybilizatora ftalocyjaninowego wyznaczonych w takich samych warunkach.

W tabeli 4 podano wydajnosci kwantowe generowania tlenu singletowego (®a) w warunkach tle-
nowych dla znanego fotosensybilizatora uznawanego za wzorzec ftalocyjaniny cynku (1) (dane zaczerp-
nieto z Seotsanyana-Mokhosi I., Kuznetsova N., Nyokong T.: Photochemical studies of tetra-2,3-pyridi-
noporphyrazines. J. Photochem. Photobiol A. 2001, 140, 215-222.) oraz wydajnosci kwantowe wybra-
nych ftalocyjanin wedtug wynalazku, a mianowicie dla ftalocyjaniny Pc-1 i ftalocyajniny Pc-2. Nizsze
aktywnosci fotodynamiczne nowych zwigzkéw wedtug wynalazku wobec uznawanej za wzorzec ftalo-
cyjaniny cynkowej sg rekompensowane zwiekszong biodostepnoscig tych pochodnych gdyz charakte-
ryzuje je duzo lepsza rozpuszczalnos¢ w wodzie,.

Wzorcowa ftalocyjanina cynkowa jest nierozpuszczalna w wodzie stad jej zastosowanie kliniczne
wymaga uzycza specjalnych formulacji farmaceutycznych np. liposoméw. Utrudnia to jej 330 penetracje
do tkanek w procesie terapeutycznym.

Na réznice w obserwowanej wartosciach wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego
wptywa réwniez zjawisko tworzenia agregatow przez czgsteczki fotosensybilizatora. Nowe zmodyfiko-
wane pochodne wedtug wynalazku posiadajgce podstawniki o charakterze poliglikoli w mniejszym stop-
niu ulegajg agregacji czy opsonizacji (fagocytowaniu) co skutkuje wiekszg biodostepnoscig i trwato$cig
zwigzkéw w Srodowisku tkanki.

Tabela 4
Dthugos¢ fali §wiatha Wydajnosé
Pochodna rozpuszcezalnik wzbudzajgcego kwantowa tlenu
[nm] singletowego @,
Pod DMF 757 0,0097 + 0,0003
DMSO 764 0,0070 + 0,0007
el DMF 731 0,4644 £ 0.0161
DMSO 740 0,3397 % 0,0081
pen DMF 732 0,3182 £ 0,0070
DMSO 766 0,0100 £ 0,0009
pes DMF 724 0,1548 £ 0,0038
DMSO 756 0,0113 £ 0,0008
Substancje odniesienia
ftalocyjanina cynku (11) DDI\I/\IQZ) 2;2 g’gZi

* ) Seotsanyana-Mokhosi T

Nowe pochodne ftalocyjanin posiadajg zdolnos¢ generowania tlenu singletowego. Zwigzki mogg
zatem dziata¢ zgodnie z Il mechanizmem terapii fotodynamicznej. Jest to korzystne poniewaz mecha-
nizm ten jest bardziej wydajny i nie ma doniesieh dotyczgcych powstania opornosci na tlen singletowy
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w terapii dotyczacej infekcji drobnoustrojami chorobotwérczymi. Z danych literaturowych wiadomo,
ze zwigzki posiadajgce zdolnos¢ generowania tlenu singletowego z reguty wykazujg dziatanie przeciw-
bakteryjne. McCluskey i wsp. (18) wykazali na podstawie badan zaleznosci pomiedzy generowaniem
tlenu singletowego przez fotouczulacze, ktérymi byty cynowe pochodne fulerenéw C60, C70 i C80 pro-
cesie fotodynamicznym, a aktywnoscig przeciwbakteryjng takg aktywnos$é wobec bakterii Gram-ujem-
nych i Gram-dodatnich naswietlajgc $wiattem z zakresu fal widzialnych. Kluczowa role w dziataniu prze-
ciwbakteryjnym tlenu singletowego wobec E. coli potwierdzili réwniez Bagchi i Basu (19). Réwniez Ba-
dania dotyczace aktywnosci przeciwpierwotniakowej przeprowadzone przez Barbosa (20) potwierdzajg
skutecznos¢ terapii fotodynamicznej wobec Trypanosoma cruzi co ttumaczy sie obecnoscig tlenu sin-
gletowego wygenerowanego w procesie fotodynamicznym.

Dzieki aktywnosci tlenu singletowego generowanego przez zwigzki wedtug wynalazku moga one
znalez¢ zastosowanie rowniez jako srodki bakteriobdjcze zaréwno do dezynfekcji jak i jako $rodki tera-
peutyczne do zwalczania nastepujgcych infekcji: bakteryjnych, pierwotniakowych, grzybiczych, wiruso-
wych. Generowanie tlenu singletowego przez zwigzki wedtug wynalazku umozliwia ich zastosowanie
w dezynfekcji pola operacyjnego, narzedzi chirurgicznych i aparatury medycznej i jako preparatow przy-
Spieszajgcych gojenie ran operacyjnych.

Istotnym parametrem decydujgcym o biodostepnosci i selektywnym transporcie do tkanki, ktéra
poddawane jest terapii fotodynamicznej jest rozpuszczalno$¢ w wodzie. Rozpuszczalnos$¢ nowych fta-
locyjanin w wodzie ustalono na podstawie widm UV-Vis dla réznych stezen. Widma UV-Vis dla wybra-
nych stezen w zakresie od 1,24x10°%¢ do 2,21x10° dla 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksano-
nylo]ftalocyjaniny magnezu (Il) przedstawia figura 5, a dla chlorku 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-
-trioksanonylo]ftalocyjanina manganu (l11) figura 6. Wzorcowa ftalocyjanina cynku (ll) nie rozpuszcza sie
w wodzie w wyzej wymienionym zakresie stezeh i nie mozna wykresli¢ dla tego zwigzku widm absorp-
cyjnych UV-Vis. Nowe ftalocyjaniny wedtug wynalazku wykazujg przewage nad wzorcem poniewaz roz-
puszczajg sie w wodzie w wyzej wymienionym zakresie stezeh. Pozwala to na stosowanie ich w terapii
w formie roztworéow wodnych w przeciwiefstwie do ftalocyjaniny cynku (ll), ktéra musi by¢ stosowana
w specjalnych formach postaci leku np. mikroemulsjach.

Na podstawie serii widm wyznaczono warto$ci molowych wspétczynnikéw ekstynkcji, ktore dla
1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanina magnezu (Il) wynoszg: imax (loge) 327
(4,61), 502 (4,14), 775 (4,78), 812 (4,80), a dla chlorku 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksano-
nylo]ftalocyjanina manganu (l11): Amax(loge): 358 (4,56), 552 (4,18), 748 (4,34), 837 (4,88).

Ftalocyjaniny wedlug wynalazku charakteryzujg sie zdolno$cig do fluorescencji pod wptywem
wzbudzenia Swiattem zewnetrznym. Dzieki czemu mogg znalez¢ zastosowanie w diagnostyce. Obecnie
w diagnostyce fluorescencja porfiryn jest wykorzystywana do oceny kumulacji endogennych porfirynoi-
déw np. protoporfiryna IX czy prolekéw, np. 5-aminolewulinian heksylu czy kwas 5-aminolewulinowy,
ktére sg metabolizowane w tkance nowotworowej do porfiryn. Zastosowanie ftalocyjanin pozwala na
wykorzystanie w diagnostyce absorpcji promieniowania zakresu pasma Soreta i pasma Q, ktore jest
znacznie silniejsze niz przypadku porfiryn. Vasilchenko i wsp. potwierdzajg mozliwosé wykorzystani gli-
nowych pochodnych ftalocyjanin w dentystyce i autotransplantologii skéry (21).

W wyniku naswietlania Swiattem o dtugosci fali odpowiedniej dla pasma Q danej ftalocyjaniny
wykreslono widmo fluorescencji, odpowiednie warto$ci maksimum podano w tabeli 5.

Tabelab
Diugosé fali Kwantowa
. L. wydajnosé
Pochodna rozpuszczalnik Swiatla Stezenie fluor it
P wzbudzajgcego | [mol/dm’])* voreseencyt
Dr
[nm]
Pt DMF 757 4,03*10° 0,0108
DMSO 764 4,11%10° 0,0080
Pl DMF 731 3,36%10° 0,1013
DMSO 740 4,16*10° 0,0223
e DMF 732 2,91%10° 0,0539
DMSO 766 3,23%10° 0,0233
| Substancja odniesienia
ftalocyjanina cynku DMF 670 0,17
(I} DMSO 672 0,20
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Przyktadowo na figurze 7 przedstawiono widmo emisyjne w DMF dla ftalocyjaniny Pc-1 przy dtu-
gosci fali wzbudzajgcej zblizonej do pasma Q — 660 nm, a na figurze 8 przy dtugosci fali wzbudzajgcej
w pasmie Soreta — 325 nm. Pochodne ftalocyjanin wedtug wynalazku charakteryzujg sie zdolnoscig
fluoryzowania w wyniku wzbudzania swiattem w szerokim zakresie widma w tym w zakresie fal $wietl-
nych okna biologicznego przez co sg potencjalnie uzyteczne jako markery stosowane w diagnostyce
medycznej. Fluorescencje tych zwigzkéw w bliskie podczerwieni te mozna wzbudzaé stosujgc zrédta
Swiatta z zakresu od 300 do 400 nm tzn. w zakresie dtugosci fal emitowanych przez wiekszos¢ urzgdzen
diagnostycznych jak i zrédet swiatta o dtugosci fali od 600 do 800 nm, W tabeli 2 podano wartosci kwan-
towej wydajnosci fluorescenciji (®r) (parametr opisujgcego stosunek wyemitowanych w procesie fluore-
scencji fotondw w stosunku do liczby fotonédw pochtonietych). Dla wybranej grupy zwigzkéw w DMF-ie
uzyskano wartosci ®r w zakresie od 6,35% do 59,59% wartosci wzgledem wzorcowej ftalocyjaniny
cynku (II). W przypadku fluorescencji w DMSO wartosci te miescity sie miedzy 4,00% a 11,65% ®r
wzgledem wzorcowej ftalocyjaniny cynku (1) zjawisko fluorescenciji jest wykorzystywane w celach dia-
gnostycznych w szczegdlnosci do oceny kumulacji zwigzkéow w tkankach. Kumulacja jest zalezna od
typu tkanki (normatywna czy zmutowana) oraz od biodostepnosci, ktéra z kolei zalezy od rozpuszczal-
nosci w wodzie. Obserwowane wartosci ®r sg nizsze niz dla ftalocyjaniny cynkowe;j (II), co jest zrekom-
pensowane dzieki dobrej rozpuszczalnosci w wodzie nowych pochodnych ftalocyjanin, co wykazano
W niniejszym opisie.

Obecne w czgsteczkach nowych ftalocyjanin fragmenty ftalocyjaninowe i nitroimidazolowe posia-
dajg uzupetniajgcy sie mechanizm dziatania. W czasie terapii fotodynamicznej nastepuje proces zuzycia
obecnego w tkance tlenu czgsteczkowego ktory ulega przemianom w ramach mechanizmu |l terapii
fotodynamicznej. Nastepuje zatem stopniowa hipoksja leczonej tkanki co dodatkowo wzmaga dziatanie
obecnego w czgsteczce fragmentu nitroimidazolowego. Oba obecne fragmenty nitroimidazolowy i fta-
locyjaninowy posiadajg dziatanie synergistyczne.

Niektoére z nowych ftalocyjanin uzyskanych wedtug wynalazku posiadajg jako podstawniki — ni-
troimidazole potagczone linkerem alkilowym. Nitroimidazole sg grupa zwigzkéw posiadajgcg swojg wia-
sng aktywnos$¢ przeciwnowotworowg i przeciwbakteryjng o innym niz ftalocyjaniny mechanizmie dzia-
tania.

Polieterowe oraz nitroimidazolowe lub polieterowo-nitroimidazolowe pochodnych ftalocyjanin
i ich izomeréw o ogélnym wzorze 1, w ktérym M oznacza Mg zas R1 i R2 majg wyzej podane znaczenie
otrzymuje sie w procesie makrocyklizacji (cyklotetrameryzacji) odpowiednich dinitryli o ogéinym wzorze 4

Ry "
=
X
Re (4)
w ktorym podstawniki R1 i Rz, sg rowne i oznaczajg grupe o wzorze 2
lub wzorze 5
Ra
Rs
el
N
= M
0
\( n XN
h I
N (3)
w ktorym:

— n przyjmuje warto$¢ od 0 do 20
— co najmniej jeden podstawnik Rz, R4, Rs oznacza -NO2, a pozostate dwa sg rowne lub
rézne i oznaczajg -H, -CHs, -NOz,
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metodg Linsteda w obecnosci alkoholanu magnezowego, korzystnie otrzymywanego bezposred-
nio w srodowisku reakcji w wyniku reakcji rozdrobnionego magnezu metalicznego z alkoholem. Sposob
z wykorzystaniem metody Linsteda otrzymywania magnezowych komplekséw ftalocyjanin polega na
rozpuszczeniu lub zawieszeniu w rozpuszczalniku, pierwszorzedowych alkoholanéw magnezu o dtugo-
Sci tancucha od C:1 do Cio i odpowiedniego dinitryla lub odpowiednich dinitryli. Reakcje prowadzi sie
w temperaturze wyzszej niz 70°C, silnie mieszajac w czasie od 30 minut do 30 dni, w atmosferze gazu
obojetnego uniemozliwiajgcego dostep tlenu z powietrza Alkoholany magnezowe mozna stosowacé go-
towe lub generowaé bezposrednio przed dodaniem dinitryla lub dinitryli. Reakcje prowadzi sie alkoholu
pierwszorzedowym o diugosci taricucha od C4 do Caso. Alkoholan magnezowy otrzymuje sie w znanymi
metodami korzystnie bezposrednio przed reakcjg cyklizacji. Proces makrocyklizacji prowadzi sie w tem-
peraturze wyzszej niz 70°C, korzystnie w temperaturze od 110 do 200°C. Z wzgledu na mozliwosé
rozktadu powstajgcych produktéw makrocyklizacji proces nalezy prowadzic¢ przy jak najmniejszej eks-
pozycji na swiatto.

Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng schtadza sie do temperatury pokojowej, sgczy sie
od wytrgconych produktéw ubocznych i nieprzereagowanych substratéw np. przez ziemie okrzemkowa.
Po odparowani rozpuszczalnika, najlepiej pod zmniejszonym cisnieniem, produkty oczyszcza sie i izo-
luje metodami chromatografii kolumnowej. Jako rozpuszczalniki i eluenty stosuje sie w szczegdlnosci
mieszaniny takich rozpuszczalnikéw jak: octan etylu, metanol, tetrahydrofuran, dichlorometan, chloro-
form, trietyloamina. Jako faze stacjonarng stosuje sie zel krzemionkowy i zel krzemionkowy do odwré-
conego uktadu faz.

Sposobem tym otrzymuje sie wytgcznie pochodne magnezowe ftalocyjanin.

Polieterowe oraz nitroimidazolowe lub polietreowo-nitroimidazolowe pochodne ftalocyjanin i ich
izomeréw o ogolnym wzorze 1, w ktérym M, R1 i R2 majg wyzej podane znaczenie otrzymuje sie
w procesie makrocyklizacji (cyklotetrameryzacji) odpowiednich dinitryli o ogélnym wzorze 4 lub 5,
w ktérych podstawniki R1, Rz, R3, R4 i Rs majg wyzej podane znaczenie, w rozpuszczalniku lub w stopie
(w formie stopionej) w obecnosci zasady heterocyklicznej najkorzystniej 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-
-7-en (DBU) a w przypadku gdy M oznacza Mg (Il), Zn (II), Mn (1), Fe(ll), Mn(lI)CI, Fe(lI)CI, Cu(ll),
Co(ll) jako substrat stosuje sie dodatkowo sole tych pierwiastkow, korzystnie chlorki lub octany. Jako
rozpuszczalnik stosuje sie alkohole pierwszorzedowe o diugosci fancucha od C4 do Cio, korzystnie wy-
brane z grupy: n-pentanol, n-heksanol, dimetyloaminoetanol lub ich mieszaniny, w srodowisku zasado-
wym. W przypadku zastosowania w syntezie innych soli niz chlorki manganu i zelaza dla pochodnych
Mn(l11) i Fe(lll) dokonuje sie wymiany anionu przez mieszanie rozpuszczonej ftalocyjaniny w rozpusz-
czalniku organicznym, nie mieszajgcym sie z wodg, z nasyconym roztworem chlorku sodu. W innym
wariancie w przypadku syntezy pochodnych ftalocyjanin Fe(lI)CI i Mn(lII)Cl, pochodne ftalocyjanin
Fe (Il) i Mn (ll) rozpuszcza sie kompleksy ftalocyjanin w rozpuszczalniku organicznym niemieszajgcym
sie z wodg, a nastepnie miesza z nasyconym wodnym roztworem chlorku sodu przy dostepie tlenu
Z powietrza.

W przypadku wolnych ftalocyjanin (M oznacz 2H) proces polega na rozpuszczeniu lub zawiesze-
niu w rozpuszczalniku, dinitryla lub dinitryli oraz zasady heterocyklicznej, a nastepnie silnym mieszaniu
w temperaturze wyzszej niz 70°C w czasie od 30 minut do 30 dni, w srodowisku gazu obojetnego unie-
mozliwiajgcego dostep tlenu z powietrza. W przypadku kiedy produktem majg by¢ kompleksy metaliczne
ftalocyjanin stosuje sie dodatkowo sole pierwiastka metalicznego, tworzagcego kompleks, w stosunku
sél: dinitryl co najmniej 0,25:1, korzystnie w stosunki 0,5:1. Jako rozpuszczalniki stosuje sie w alkohole
pierwszorzedowe o dtugosci tancucha od Cs do Cao, korzystnie 1-pentanol i 1-heksanol, lub aminoalko-
hole (aminowe pochodne alkoholi I-rzedowych) o dlugosci tarncuch od C1 do Czo, korzystnie dimetyloa-
minoetanol. Reakcje prowadzi sie w temperaturze wyzszej niz 70°C, a korzystnie w temperaturze od
110 do 200°C. Korzystne jest prowadzenie reakcji przy jak najnizszej ekspozycji na swiatlo gdyz moze
to prowadzi¢ do rozktadu powstajgcych produktéw makrocyklizacji. Jako sole pierwiastka metalicznego
stosuje sie jego sole nieorganiczne i organiczne, przy czym korzystne jest stosowanie weglanéw, chlor-
kéw i octanow.

Niezaleznie czy synteze prowadzi sie metodg Linsteda czy metodg makrocyklizacji w obecnosci
soli metalu i zasady, w przypadku syntezy pochodnych ftalocyjanin zawierajgcych r6zne podstawione
ugrupowania izoindolowe stosuje sie mieszanine dwéch lub wiecej réznych dinitryli. W zaleznosci od
oczekiwanej budowy pochodne;j ftalocyjaniny stosuje sie bgdz to réwny udziat poszczegdlnych dinitryli
lub nadmiar molowy jednego dinitryla nad pozostatymi np. aby uzyskaé ftalocyjanie typu AsB (trzy pod-
stawione ugrupowania izoindolowe pochodzg od dinitryla A a jeden od dinitryla B) stosuje sie dinitryle
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w stosunku molowym co najmniej 3:1 lub wyzszym przy czym korzystne jest stosowanie nadmiaru od
7:1do 10:1.

W przypadku syntezy podstawionych ftalocyjanin zawierajgcych r6zne podstawione ugrupowania
izoindolowe otrzymuje sie od jednego do kilkunastu produktéw i ich réznych izomeréw konstytucyjnych,
w ktérych wystepuje rézna ilos¢ fragmentéw izoindolowych zalezna od skfadu wyjSciowej mieszaniny
réznych dinitryli, przy czym nie wszystkie produkty powstajg w ilosciach mozliwych do wyizolowania.
llos¢ poszczegodlnych izomerycznych produktéw oraz konfiguracja fragmentéw pochodzgcych od da-
nego dinitryla zalezy od relatywnej reaktywnosci zastosowanych w mieszanine dinitryli, symetrii dinitryli,
zawady przestrzennej spowodowanej obecnoscig podstawnikéw w dinitrylach oraz temperatury.

Przyktadowo w przypadku syntezy monopodstawionych dinitryli monoeterowych mogg powsta-
wac cztery izomery konstytucyjne. Ze wzgledu na zawade przestrzenng najczesciej w takim przypadku
obserwuje sie powstawanie w przewadze izomeru A o symetrii C4h ale mozliwe jest rowniez otrzymanie
jako gtownego produktu reakcji izomeru B o symetrii C1, izomeru C o symetrii D2 i D o symetrii C2:

N = N R = R
A
rR B
R
R R
R NZZN 7 N N:—-’\N/ﬂ"\m‘
N—M—N N—M—N
Ms e
No .’ N R R Nz~ _-N R
R R
C D

gdzie R oznacza podstawnik monoeterowy.

Wynalazek ilustrujg, ale nie ograniczajg jego zakresu, przykfady.

Reakcje syntezy przedstawione w przyktadach byty prowadzone w naczyniach reakcyjnych, ktére
w czasie trwania reakcji byty odizolowane od Swiatta, ktére moze powodowac¢ rozktad powstajgcych
produktéw lub substratéw.

W przykfadach (o ile nie podano inaczej) do rozdziatu chromatograficznego stosowano 40, 50
i 100 cm kolumny szklane wypetnione zelem krzemionkowym 60 H (40—60 pum) firmy Merck jako fazg
stacjonarna.

W przyktadach stosowane sg skréty oznaczajgce:
THF — tetrahydrofuran,
DMF — N,N-dimetyloformamid,
EtOAc — octan etylu
DBU - 1,8-Diazabicyklo(5.4,0)undek-7-en
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Przyktad 1

W osuszonej kolbce o poj. 100 cm?3 umieszczono 146 mg $wiezo otrzymanego butanolanu ma-
gnezu, 20 cm? 1-butanolu, i dodano 0,600 g (1,5 mmol) 2,3-dicyjano-1,4-bis(1,4,7-trioksanonylo)ben-
zenu. Catos¢ ogrzewano przez 24 h w temperaturze wrzenia 1-butanolu, intensywnie mieszajac, w at-
mosferze azotu. Po zakonczeniu reakcji, mieszanine przesgczono pod obnizonym cisnieniem, przez
ziemie okrzemkowa, a nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem odparowano 1-butanol. Surowy produkt
wstepnie oczyszczano na 100 cm kolumnie, a jako eluentu uzyto mieszaniny octan etylu: heksan
w stosunku 20:1. Zbierano frakcje zawierajaca 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocy-
janiny magnezu (1) po czym po oddestylowaniu rozpuszczalnikéw ponownie oczyszczano na 100 cm
kolumnie, eluentem byla mieszanina 4:1 CH2Cl2:CH3OH. Z eluatu oddestylowano rozpuszczalniki.
Otrzymano 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine magnezu (1) w postaci ciem-
nego brazowo-zielonego osadu w ilosci 200 mg (33,46%); tt>50°C,

R¢ (10:1 THF:CH30H) 0,78;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [nm] (log €): 799 (4,52), 758 (4,32), 326 (4,16);

MS (MALDI-TOF): m/z [M+2H*] 1595,8;

HPLC (CH3sOH:H20 95:5) 99,89%, (CHsOH) 98,09%, (CH3OH:THF 70:30) 100%;

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 7,97 (s, 1H), 5,38 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 4,33 (t, J = 5,0 Hz, 2H),
3,87 (dd, J = 5,6, 4,1 Hz, 2H), 3,63 (dd, J = 5,6, 4,2 Hz, 2H), 3,41 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1.09
(t, .J =7,0 Hz, 3H);

3C NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 152,33, 150,17, 149,90, 149,63, 135,77, 135,52, 135,27,
123,76, 123,52, 123,27, 120,74, 72,49, 71,20, 70,66, 70,32, 66,51, 15,48.

Przyktad 2

W osuszonej kolbce o poj. 50 cm3 umieszczono 117 mg $wiezo otrzymanego butanolanu ma-
gnezu, 30 cm? 1-butanolu i dodano 0,350 g (1,2 mmol) 1-[2-(2,3-dicyjanofenyloksy)etylo]-2-metylo-5-
-nitro-1H-imidazolu. Cato$¢ ogrzewano przez 24 h w temperaturze wrzenia 1-butanolu, intensywnie
mieszajgc w atmosferze azotu. Po zakonczeniu reakcji w celu usuniecia osadu butanolanu magnezu
mieszanine przesgczono przez warstwe ziemi okrzemkowej, nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem
odparowano 1-butanol. Uzyskany surowy produkt rozpuszczono w 2 ml mieszaniny CH2CI2CH3OH 7:1,
wstepnie oczyszczono na 100 cm kolumnie, a jako eluentu uzyto mieszanina CH2Cl2:CH30H 7:1. Po
odparowaniu rozpuszczalnikdéw z eluatu zawierajgcego 1,8,18,25-tetrakis[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imida-
zolo)etoksyl]fitalocyjanine magnezu (Il) przeprowadzono drugi rozdziat chromatograficzny z zastosowa-
niem takiej samej kolumny i eluentu o sktadzie CH2CIl.CHsOH 4:1. Z eluatu oddestylowano rozpuszczal-
niki. Uzyskano 45 mg (13%) 1,8,18,25-tetrakis[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazolo)etoksy]ftalocyjaniny
magnezu (I). tt>350°C,

R#(20:1 CH2Cl2:CHsOH) 0,19,

MS (MALDI-TOF): m/z [M+H]* 1213,1,

IH NMR (400 MHz, pirydyna d5) & 9,52-9,39 (m, 4H), 8,34 (s, 2H), 8,22-8,06 (m, 4H), 8,16
(s, ukryty, 2H), 7,80-7,70 (m, 4H), 5,44 (t, J = 80.7 Hz, 16H), 2,92 (s, 6H), 2,66 (s, 6H),

3C NMR (101 MHz, pirydyna d5) § 156,21, 156,09, 154,78, 154,46, 154,13, 153,97, 152,65,
152,54, 152,34, 142,51, 139,41, 139,39, 134,00, 133,85, 132,62, 131,35, 131,23, 131,08, 130,98 127,83,
127,71, 127,33, 127,27, 118,28, 117,73, 117,48, 117,19, 115,35, 71,04, 69,30, 69,22, 14,87, 14,51.

Przyktad 3

W wysuszonej kolbce pojemnosci 100 ml umieszczono 1,80 g (4,59 mmol) 2,3-dicyjano-1,4-
-bis(1,4,7-trioksanonylo)benzenu, 0,42 g (2,29 mmol) octanu cynku, 0,69 g (4,53 mmol) DBU, oraz 9 ml
1-pentanolu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano, w temperaturze 130°C, przez 24 godziny, w atmosferze
azotu. Nastepnie zawarto$¢ kolby ochtodzono i pod zmniejszonym cisnieniem oddestylowano 1-penta-
nol. Surowy produkt rozdzielono na 100 cm kolumnie. Do, wstepnego rozdziatu a jako eluent zastoso-
wano mieszaning CH2Cl2:CHsOH 30:1. Z eluatu zawierajgcego produkt gtéwny odparowano pod zmniej-
szonym cisnieniem metanol i dichlorometan, a uzyskang pozostatos$¢é zawieszono w 2 ml eluentu, ktéry
byt octan etylu i natozono na 30 cm kolumne. Po usunieciu nieprzereagowanych substratéow i produktow
ubocznych, zmieniono eluent na mieszaning CH2Cl2:CHsOH 4:1, zbierajac frakcje, w ktorej znajdowata
sie 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjaniny cynku (Il) (10,63%); tt>50°C;

Rf (30:1 CH2Cl2:CH30H) 0,5;

UV-Vis (C2HsOH): Amax (log €): 725 nm (4,72), 653 (4,07), 332 (4,12);

HPLC (CHsOH:H20 95:5) 99,87%, (CHsOH:H20:CH2Cl2 85:10:5) 100,00%,

(CH3OH:H20:CH2Cl> 80:5:15) 98,75%;
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MS (MALDI-TOF): m/z [M+H*] 1633,7;

'H NMR (400 MHz, pirydyna-d5) § 7,98 (s, 8H), 5,41 (t, J = 5,0 Hz, 16H), 4.34 (t, J = 5,0 Hz, 16H),
3,88 (dd, J =5,6, 4,3 Hz, 16H), 3,63 (dd, J = 5,6, 4,2 Hz, 16H), 3.41 (q, J = 7,0 Hz, 16H), 1,09 (t,J=7,0
Hz, 24H);

13C NMR (101 MHz, pirydyna d5) & 153,13, 152,30, 129,27, 120,75, 72,58, 71,16, 70,70, 70,30,
66,48, 15,47.

Przyktad 4

W kolbce o pojemnosci 100 ml umieszczono: 0,098 g (0,328 mmol) 1-[2-(2,3-dicyjanofeny-
loksy)etylo]-2-metylo-5-nitro-1H-imidazolu; 0,239 g (1,312 mmol) octanu cynku; 0,900 g (2,293 mmol)
2,3-dicyjano-1,4-bis(1,4,7-trioksanonylo)benzenu; 0,389 cm? (0,397 g, 2,621 mmol) DBU oraz 5 cm?3
1-pentanolu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w temp. 130°C, mieszajgc pod chtodnicg zwrotng w at-
mosferze azotu przez 24 h. Po zakonczeniu reakcji pod zmniejszonym cisnieniem odparowano 1-pen-
tanol. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 2 ml mieszaniny CH2Cl2:CHsOH w stosunku 10:1 i poddano
wstepnemu rozdziatowi chromatograficznemu. Rozdziat prowadzono z zastosowaniem 100 cm ko-
lumny, a jako eluent zastosowano mieszanine 10:1 CH2Cl2:CH3OH. W wyniku przeprowadzonego roz-
dzialu wyizolowano dwie frakcje chromatograficzne zawierajgce dwa gldwne produkty reakcji
1,4,8,11,15,18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-nitro- 1H-imidazolo)-etoksy]ftalocyjaniny
cynku (Il) oraz 1,4,8,11,15,18,22,25-0ktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny cynku (ll). Pozostatych
teoretycznie mozliwych izomeréw ftalocyjanin nie udato sie wyizolowaé¢ najprawdopodobniej z powodu,
ze powstaty w ilosciach nie dajgcych sie wyizolowac¢ lub byty nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach
organicznych lub tworzyly silne potgczenia z nierozpuszczalnymi produktami ubocznymi.

A. Oczyszczanie 1,4,8,11,15,18,22 25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny cynku (1) po

wstepnym rozdziale.

Przeprowadzono szesciokrotnie procedure oczyszczania chromatograficznego na 40 cm kolum-
nie polegajgca na odparowaniu rozpuszczalnikbw 2z poprzedniego eluatu Zzawierajgcego
1,4,8,11,15,18,22,25-0ktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny cynku (Il), rozpuszczeniu pozostatosci
w 2 ml eluentu, natozeniu na kolumne i przepuszczaniu przez kolumne jako eluent mieszaniny
CH2Cl2:CH3OH w stosunku 17:1, Po odparowaniu z ostatniego eluatu rozpuszczalnikéw otrzymano
260 mg (27,73%) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny cynku (Il) ; tt>50°C,

Rf 0,536 (10:1 CH2CIl2CH30H) 0,53;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [nm] (log €): 800 (4,67), 757 (4,49), 327 (4,31);

MS (MALDI- TOF): m/z [M+2H*] 1634;

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) § 7,98 (s, 8H), 5,41 (t, J = 5,0 Hz, 16H), 4,34 (t, J = 5,0 Hz, 16H),
3,88 (dd, J = 5,6, 4,3 Hz, 16H), 3,63 (dd, J = 5,6, 4,2 Hz, 16H), 3,41 (q, J = 7,0 Hz, 16H), 1,09
(t, J = 7,0 Hz, 24H);

3C NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 153,13, 152,30, 129,27, 120,75, 72,58, 71,16, 70,70, 70,30,
66,48, 15,47.

B. Oczyszczaniel,4,8,11,15,18-heksakisl[1,4,7-trioksanonylo]22-metylo-5-nitro-1H-imidazo)-

etooksylftalocyjaniny cynku (II) po wstepnym rozdziale.

Z eluatu odparowano rozpuszczalniki, rozpuszczono w 2 ml eluentu o skfadzie 17:1
CHzCl2:CH30OH, natozono na 40 cm kolumne i przemywano eluentem. Procedure powtorzono cztero-
krotnie. Po zakohczeniu czwartego cyklu z eluatu odparowano rozpuszczalniki i zawieszono w 2 ml
octan etylu, natozono na 40 cm kolumne i, przemywano eluentem, ktérym byt octanem etylu do czasu
catkowitego usuniecia pozostatosci substratow i produktéw ubocznych, a nastepnie 630 octan etylu za-
mieniono na mieszaning 17:1 CHzCl2:CHsOH. Po odparowaniu z eluatu rozpuszczalnikéw otrzymano
12 mg (2,36%) 1,4,8,1 [,15,18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imida-
zolo)etoksyl]ftalocyjaniny cynku (ll); tt>50°C

Rf (15:1 CH2Cl2:CHsOH) 0,357;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [Nm] 966, 877, 581, 314;

MS (MALDI-TOF): m/z [M-Zn?*] 1476, [M+3Na*] 1608;

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 8,50-8,46 (s, 1H), 8,02-7,93 (q, 2H), 7,40-7,38 (d, 2H),
6,99-6,97 (d, J = 3,2 Hz, 2H), 5,46-5,38 (t, 2H), 4,74-4,69 (t, 2H), 4,68-4,64 (t, 2H), 4,41-4,36 (m, 2H),
4,36-4,31 (t, 2H), 3,91-3,85 (t, 2H), 3,64-3,59 (t, 2H), 3,44-3,39 (q,2H), 2,35-2,33 (s, 1H), 1,09-1,06
(t, 3H);
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3C NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 153,15, 152,35, 152,30, 150,42, 150,18, 149,91, 149,64,
149,36, 136,04, 135,79, 135,54, 135,29, 135,01, 129,69, 124,02, 123,78, 123,53, 123,28, 122,99
120,76, 74,07, 72,61, 71,15, 70,72, 70,32, 66,82, 66,50, 64,33, 61,78, 41,15, 15,50, 14,31.

Przyktad 5

W kolbce o poj. 100 cm? umieszczono 273 mg (2,8 mmola) $wiezo otrzymanego butanolanu ma-
gnezu, 50 cm?® 1-butanolu, i dodano 1,000 g (2,548 mmol) 2,3-dicyjano-1,4-bis(1,4,7-trioksanonylo)ben-
zenu oraz 0,076 g (0,255 mmol) 1-[2-(2,3-dicyjanofenyloksy)etylo]-2-metylo-5-nitro-1H-imidazolu. Ca-
to$¢ ogrzewano przez 24 h w temp. wrzenia 1-butanolu, intensywnie mieszajgc w atmosferze azotu. Po
zakonczeniu reakcji mieszanine przesgczono pod zmniejszonym ciSnieniem przez warstwe ziemi
okrzemkowej i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem 1-butanol.

Suchg pozostatos¢ zawieszono w 2 ml mieszaniny CH2Cl2:CH3OH w stosunku 10:1 i poddano
wstepnemu rozdziatowi chromatograficznemu na 100 cm kolumnie, a jako eluent stosowano mieszanine
CH2CI:CH3OH w stosunku 10:1. Wyizolowano dwie frakcje chromatograficzne zawierajgce
1,4,8,11,15,18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazolo)-etoksy]ftalocyja-
niny magnezu (ll) oraz 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]-ftalocyjanine magnezu (II) Po-
zostatych teoretycznie mozliwych izomeroéw ftalocyjanin nie udato sie wyizolowaé najprawdopodobnie;j
z powodu, ze powstaty w ilosciach nie dajgcych sie wyizolowaé lub byly nierozpuszczalne w rozpusz-
czalnikach organicznych lub tworzyty silne potgczenia z nierozpuszczalnymi produktami ubocznymi.

A. Z frakcji zawierajacej 1,4,8,11,15,18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-
-imidazolo)etoksy]ftalocyjanine magnezu (llI) oddestylowano pod zmniejszonym cisnieniem dichlorome-
tan i metanol, zawieszono w 2 ml EtOAc, naniesiono na kolumne poddano rozdziatowi chromatograficz-
nemu na 50 cm kolumnie a jako eluent zastosowano EtOAc, ktérym przemywano do momentu wymycia
z kolumny substratéw i produktéw ubocznych a nastepnie eluent zmieniono na mieszanine 10:1
THF:CH3OH. Z eluatu oddestylowano rozpuszczalniki. Uzyskano ciemnozielony osad 1,4,8,11,15,
18-heksakis[1,4,7-trioksanonylo]-22-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazolo)etoksyi]ftalocyjaniny magnezu (ll)
w ilosci 57 mg (14,88%); tt>50°C,

R¢ (10:1 THF:CH30OH) 0,85;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [nm] (log ¢€): 836 (4,59), 542 (3,86), 320 (4,28);

MS (MALDI TOF): m/z [M+H*] 1500;

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 8,21-8,20 (s, 1H), 8,04-7,92 (q, 6H), 7,80-7,73 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 7,71-7,66 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,24-7,15 (s, 2H), 7,85-7,82 (g, 1H), 7,35-7,29 (d, 2H),
5,72-5,64 (t, 2H), 5,54-5,48 (t, 1H), 5,48-5,34 (t, 2H), 4,42-4,3 (t 2H), 4,22-4,14 (t, 2H), 3,94-3,85 (t,
2H), 3,68-3,61 (t, 2H), 3,48 3,39 (q, 2H), 2,85-2,83 (s, 3H), 1,14-1,07 (t, J = 7,0 Hz, 21H);

3C NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 153,90, 153,16, 152,51, 151,85, 150,18, 149,91,
149,64,142.99,139,38, 135,80, 135,55, 135,30, 133,90, 13029, 128,96, 127,84, 123,79, 123,00, 120,77,
116,64, 116,45, 72,72, 71,56, 71,19, 70,77, 70,36, 66,81, 66,65, 47,27, 15,52, 14,84.

B. Z frakcji zawierajacej 4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine magnezu (Il)
oddestylowano pod zmniejszonym cisnieniem dichlorometan i metanol, zawieszono w 2 ml mieszaniny
CH2Cl2:CH3OH 4:1 i poddano rozdziatowi chromatograficznemu na 50 cm kolumnie a jako eluent sto-
sowano mieszaning CH2Cl:CH3OH 4:1 Z eluatu oddestylowano rozpuszczalniki. Uzyskano
1,4,8,11,15,18,22,25-0ktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine magnezu (lI) w postaci ciemnego brg-
zowo-zielonego osadu w ilosci 315 mg (31,03%), tt>50°C,

R (10:1 THF:CHsOH) 0,78;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [nm] (log €): 799 (4,52), 758 (4,32), 326 (4,16);

MS (MALDI-TOF): m/z [M+2H*] 1595,8;

HPLC (CHsOH H20 95:5) 99,89% (CHsOH) 98,09% (CH3OH:THF 70:30) 100%

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 7,97 (s, 1H), 5,38 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 4,33 (t, J = 5,0 Hz, 2H),
3,87 (dd, J =5,6, 4,1 Hz, 2H), 3,63 (dd, J = 5,6, 4,2 Hz, 2H), 3,41 (9, J = 7,0 Hz, 2H), 1,09 (t, J = 7,0 Hz, 3H);

BC NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 152,33, 150,17, 149,90, 149,63, 135,77, 135,52, 135,27,
123,76, 123,52, 123,27, 120,74, 72,49, 71,20, 70,66, 70,32, 66,51, 15,48.

Przyktad 6

W wysuszonej kolbce o pojemnosci 100 ml umieszczono 272 mg (2,80 mmol) butanolanu ma-
gnezu, 50 ml 1-butanolu i dodano 1,00 g (2,55 mmol) 2,3-dicyjano-1,4-bis(1,4,7-trioksanonylo)benzenu
oraz 76 mg (0,26 mmol) 1-[2-(2,3-dicyjanofenyloksy)etylo]-2-metylo-4-nitro-1H-imidazolu, i mieszano
w temperaturze wrzenia przez 24 godziny, w atmosferze azotu. Po tym czasie zawartos¢ kolbki ostu-
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dzono i odparowano 1-butanol pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie suchg pozostatosé rozpusz-
czono w metanolu i przesgczono przez ziemie okrzemkowg, pod zmniejszonym ci$nieniem, nastepnie
metanol odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskang suchg pozostatos¢ zawieszono w 2 ml
octanu etylu, i naniesiono na kolumne chromatograficzng. Rozdziat chromatograficzny prowadzono
z zastosowaniem 100 cm kolumny a jako eluent stosowano octan etylu, ktory przepuszczano do mo-
mentu kiedy substraty i produkty uboczne nie zostaty wymyte. Nastepnie eluent zamieniono na miesza-
nine THF:CHsOH w stosunku 20:1. Uzyskano dwie frakcje chromatograficzne zawierajgce dwa gtowne
produkty makrocyklizacji 1-[2-(2-metylo-4-nitro-1H-imidazolo)etoksy]-8,11,15,18,22,25-heksakis(1,4,7-
-trioksanonylo)ftalocyjanine magnezu (ll) oraz 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocy-
janine magnezu (Il).

Pozostatych teoretycznie mozliwych izomeréw ftalocyjanin nie udato sie wyizolowac.

A. Z wstepnie wyizolowanej frakcji zawierajgcej 1-[2-(2-metylo-4-nitro-1H-imidazolo)etoksy]-
-8,11,15,18,22,25-heksakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjaniny magnezu (Il) oddestylowano pod zmniej-
szonym ci$nieniem tetrahydrofuran i metanol, rozpuszczono w 2 ml metanolu i poddano oczyszczaniu
metodg chromatografii kolumnowej. W 30 cm kolumnie szklanej jako faze stacjonarng zastosowano zel
do odwroéconej fazy 90 C18 — Reversed phase firmy Merck, a jako eluent stosowano metanol. Z eluatu
oddestylowano rozpuszczalnik. Otrzymano 14 mg (3,53%) czystej 1-[2-(2-metylo-4-nitro-1H-imida-
zolo)etoksy]-8,11,15,18,22,25-heksakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjaniny magnezu (I1), tt >350°C,

Rf (20:1 THF:CH3OH) 0,87,

UV-Vis (C2HsOH) Amax [nm] (log €): 722 (4,55), 651 (3,90), 324 (4,32);

MS (MALDI-TOF): m/z [M] 1498,9;

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 8,35-7,68 (m, 10H), 5,59-5,26 (m, 12H), 5,18-4,80 (m, 1 2H),
4,69-4,50 (m, 4H), 447-4,13 (m, 12H), 4,05-3,75 (m, 12H), 3,56-3,33 (m, 12H), 1,17-1,02 (m, 18H);

3C NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 160,00, 152,20, 151,69, 151,23, 144,02, 142,00, 140,40,
130,81, 129,21, 127,90, 119,41, 115,42, 71,50,71,39, 70,40, 70,07, 69,98, 69,91, 69,80, 69,67, 69,52,
69,37, 69,14, 65,49, 65,37, 14,38, 14,29, 13,14, 12,87.

B. Z frakcji zawierajgcej 4,8,11,15,18,22,25-0ktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjanine magnezu
(I oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem rozpuszczalniki, rozpuszczono w 2 ml eluentu i pod-
dano rozdziatowi chromatograficznemu na 50 cm kolumnie a jako eluent stosowano mieszanine
CH2Cl2:CH3OH 4:1. Z eluatu oddestylowano dichlorometan i metanol. Otrzymano 300 mg (29,18%)
1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjaniny magnezu (Il) — tt>50°C,

Rf(10:1 TH:CHsOH) 0,78;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [nm] (log €): 799 (4,52), 758 (4,32), 326 (4,16);

MS (MALDI-TOF): m/z [M+2H*] 1595,8;

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 7.97 (s, 1H), 5.38 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 4.33 (t, J = 5.0 Hz, 2H),
3.87 (dd, J=5.6, 4.1 Hz, 2H), 3.63 (dd, J = 5.6, 4.2 Hz, 2H), 3.41 (9, J = 7.0 Hz, 2H), 1.09 (t, J = 7.0 Hz, 3H);

3C NMR (101 MHz, pirydyna-75) S 152.33, 150.17, 149.90, 149.63, 135.77, 135.52, 135.27,
123.76, 123.52, 123.27, 120.74, 72.49, 71.20, 70.66, 70.32, 66.51, 15.48.

Przyktad 7

W osuszonej kolbce o poj. 100 cm?® umieszczono 836 mg (8,60 mmol) swiezo przygotowanego
butanolanu magnezowego, 50 cm? 1-butanolu i dodano 1,000 g (7,8 mmol) 1,2-dicyjanobenzenu oraz
0,232 g (0,78 mmol) 1-[2-(2,3-dicyjanofenyloksy)etylo]-2-metylo-5-nitro-1H-imidazolu. Catos¢ ogrze-
wano przez 24 h w temperaturze wrzenia 1-butanolu, intensywnie mieszajgc w atmosferze azotu. Po
zakonczeniu reakcji i ochtodzeniu do temperatury pokojowej mieszanine przesgczono przez warstwe
ziemi okrzemkowej pod zmniejszonym ciSnieniem, odparowano rozpuszczalnik do sucha i ponownie
rozpuszczono w octanie etylu. Roztwor przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem przez warstwe ziemi
okrzemkowej i odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem do sucha. Otrzymang suchg po-
zostatos¢ zawieszono w 2 ml eluentu i poddano wstepnemu rozdziatowi chromatograficznemu na 100 cm
kolumnie, a jako eluent zastosowano mieszaning CH2Cl>:CHsOH 10:1.

Frakcji zawierajacej — ftalocyjanie magnezu (1) nie oczyszczano i nie badana jako zwigzku znanego.

Z eluatu zawierajgcego 1-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazolo)etoksy]ftalocyjaniny magnezu (ll) od-
parowano pod zmniejszonym cisnieniem rozpuszczalniki. Suchg pozostato$¢ zawieszono w 3 ml mie-
szaniny CHsOH:THF 20:1 i naniesiono na 30 cm kolumne wypetniong zelem 90 C18 — Reversed phase
firmy Merck a nastepnie przemywano eluentem o sktadzie CHsOH:THF 20:1. Z eluatu odparowano roz-
puszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem. Suchg pozostato$¢ zawieszono w 3 ml mieszaniny
CH3OH:THF 20:1, naniesiono na 30 cm kolumne wypetniong zelem 90 C18 — Reversed phase firmy
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Merck i przemywano eluentem o sktadzie CH3sOH:THF 20:1. Z eluatu odparowano rozpuszczalniki pod
zmniejszonym cisnieniem. Suchg pozostato$¢ zawieszono w 3 ml mieszaniny CHsOH:THF 25:1, nanie-
siono na 30 cm kolumne wypetniong zelem 90 C18 — Reversed phase firmy Merck i przemywano elu-
entem o sktadzie CH3:OH:THF 25:1. Z eluatu odparowano rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnie-
niem. Otrzymano zielononiebieski osad 1-[2-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazolo)etoksy]ftalocyjaniny ma-
gnezu (ll) wilosci 10 mg (1,81%); tt>350°C,

Rt (50:1 CH2Cl2:CHsOH) 0,66;

MS (MALDI TOF): m/z [M+H*] 707;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax[nm]: 721, 692,318.

Przyktad 8

W osuszonej kolbce o poj. 100 cm3 (umieszczono 0,100 g (0,06 mmol) 1,4,8,11,15,18,22,25-
-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny magnezu (ll) i zawieszono w 25 cm? 98% kwasu trifluoroocto-
wego, a nastepnie intensywnie mieszano w atmosferze azotu przez 3 h. Po zakonczeniu procesu de-
metalacji zawarto$¢ kolbki wylano na 200 cm? lodu i matymi porcjami podczas mieszania w wysokim
naczyniu mieszanina reakcyjna zobojetniana byta stezonym roztworem wodoroweglanu sodowego do
zaniku wydzielania pecherzykéow dwutlenku wegla podczas dodawania. Uzyskany roztwoér ekstraho-
wano 30 cm?3 porcjami dichlorometanu do zaniku zabarwienia warstwy organicznej po wytrzgsaniu
(7 razy). Potgczone przesacze dichlorometanowe ekstrahowano jednokrotnie 100 ml wody destylowa-
nej, nastepnie roztwor dichlorometanowy osuszano bezwodnym siarczanem magnezowym. Naczynie
z roztworem dichlorometanowym podczas trwania reakcji izolowano od dostepu swiatta. Po odparowa-
niu dichlorometanu suchg pozostatos¢ rozpuszczono w 2 ml eluentu i oczyszczano na 100 cm kolumnie,
jako eluent zastosowano mieszaning CH2Cl2:CHsOH 15:1. Po odparowaniu z eluatu rozpuszczalnikow
otrzymano 34 mg (34%) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny; tt>50°C,

Rf (15:1 THF:CH3OH) 0,65;

UV-Vis (CH2Cl2): Amax [nm] (log €): 853 (5,43), 515 (4,69), 320 (5,10);

MS (MALDI TOF): m/z [M+H*] 1572.7,

IH NMR (400 MHz, pirydyna-d5) & 7,24— 7,15 (d, 2H), 5,39-5,31 (t, 2H), 4,43-4,33 (t, 2H),
3,97-3,88 (t, 2H), 3,68-3,60 (t, 2H), 3,46-3,36 (q, 2H), 1,13-1,03 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 0,13-0,01 (s, 1H);

13C NMR (101 MHz, pirydyna-d5) & 151,27, 148,48, 126,32, 122,37, 71,41, 70,08, 69,54, 69,21,
65,35, 14,33.

Przyktad 9

W osuszonej kolbce o pojemnosci 50 ml umieszczono 95 mg (0,0596 mmol)
1,4,8,11,15,18,22,25-0ktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny oraz 57 mg (0,0573 mmol) czterowod-
nego chlorku manganu (Il), 20 ml N,N-dimetylofromamidu i nastepnie intensywnie mieszano w atmos-
ferze azotu, w temperaturze 70°C przez 24 h. Po zakonczeniu reakcji zawartos¢ kolbki ostudzono
i odparowano N,N-dimetyloformamid pod zmniejszonym ciSnieniem, uzyskano surowy produkt.

Surowy produkt rozpuszczono w 2 ml eluentu, natozono na kolumne 50 cm, jako eluent zastoso-
wano mieszanine CHzCl>:CHsOH 15:1. Eluat zawierajacy 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(1,4,7-trioksano-
nylo)ftalocyjaniny manganu (Ill) odparowano do sucha, pozostatos¢ rozpuszczono w 20 ml CH2Clz:
i mieszano z 20 ml stezonego roztworu NaCl w wodzie, w temperaturze pokojowej przez 30 min. Na-
czynie w czasie trwania mieszania bylo odizolowane od Swiatta. Nastepnie mieszanine pozostawiono
na 30 minut w celu rozdzielenia fazy wodnej i organicznej, bez dostepu Swiatta. Faze organiczng odse-
parowano i przeniesiono do rozdzielacza, dodano 20 ml wody, wytrzgsano przez 20 minut, pozosta-
wiono do momentu rozdzielenia faz. Nastepnie warstwe organiczng oddzielono od warstwy wodnej
i osuszono bezwodnym MgSOa. Dichlorometan odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, a suchg
pozostatosé poddano trzyetapowym doczyszczaniu na kolumnie chromatograficznej.

Surowy produkt zawieszono w 2 ml mieszaniny CH2Cl2:CH3OH 15:1, naniesiono na 50 cm ko-
lumne, jako eluent zastosowano mieszaning CH2Cl:CHsOH 15:1, nastepnie z eluatu zawierajacego
produkt oddestylowano rozpuszczalniki, suchg pozostato$¢ zawieszono w 2 ml eluentu (EtOAc), nato-
zona na 50 cm kolumne, jako eluent stosowano octan etylu, ktéry przepuszczano prze kolumne do
momentu usuniecia z niej produktéw ubocznych a nastepnie zmieniono eluent na mieszanine
CH2Cl2:CH3sOH 15:1. Z eluatu oddestylowano rozpuszczalniki i uzyskano 66 mg (69,47%) chlorku
1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjaniny manganu (lll); tt>80°C;

Rf = 0,08 (faza: CH2Cl2:CHsOH 15:1);

Uv-Vis (CH2Cl2: Amax [nm] (log €) 812 (5,00), 729 (4,41), 558 (4,26), 485 (4,21), 344 (4,64), 279 (4,72);

MS [m/z] M+ 1658,09, [M-CI]* 1624,32;
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IR [cm-1] 754, 1070, 1116, 1213, 1274, 1309, 1503, 1601, 2866, 2930, 2974;

Raman [cm-1] 84, 120, 300, 645, 755, 780, 948, 1091, 1264, 1318, 1343, 1390, 1517.

Przyktad 10

W osuszonej kolbce o pojemnosci 50 ml umieszczono 128 mg (0,08 mmol) 1,4,8,11,15,18,22,25-
-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny oraz 57 mg (0,0573 mmol) chlorku miedzi (Il) i 20 ml N,N-
dimetyloformamidu i nastepnie intensywnie mieszano w atmosferze azotu, w temperaturze 70°C przez
24 h. Po zakonczeniu reakcji zawartos¢ kolbki ostudzono do temperatury pokojowej i oddestylowano
N,N-dimetyloformamid pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskano surowy produkt, ktéry oczyszczano
chromatograficznie. Surowy produkt rozpuszczono w 2 ml eluentu, natozono na kolumne 50 cm, jako
eluent zastosowano mieszanine CH2Cl2:CH3OH 20:1. Z eluatu zawierajgcego 1,4,8,11,15,18,22,25-
-oktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjanine miedzi (Il) odparowano rozpuszczalniki i ponownie zawie-
szono w 2 ml octanu etylu i natozono na 50 cm kolumne, jako eluent zastosowano octan etylu, ktéry
przepuszczano przez kolumne do momentu usuniecia z niej produktéw ubocznych po czym zmieniono
eluent na mieszaning, CH2Cl2:CH3OH 15:1. Po odparowaniu z eluatu rozpuszczalnikdw otrzymano
19 mg (wyd.: 14,84%) 1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjanina miedzi (ll); tt=50°C;

R=0,16 (faza: CH2Cl2:CHs 15:1);

Uv-Vis (CH2Ci2) Amax [Nm] (log €) 739 (5,39), 662 (4,77), 326 (5,00);

MS [m/z] M* [1633,3], [M+H]*1634,3, [M+K]* 1672,4;

IR [cm1] 618, 755, 1073, 1114, 1213, 1267, 1501, 1601, 2867, 2975.

Przyktad 11

W wysuszonej kolbce o pojemnosci 50 ml umieszczono 105 mg (0,066 mmol)
1,4,8,11,15,18,22,25-oktakis[1,4,7-trioksanonylo]ftalocyjaniny oraz 79 mg (0,33 mmol) szesciowodnego
chlorku kobaltu i 20 ml N,N-dimetylofromamidu. Nastepnie intensywnie mieszano w atmosferze azotu,
w temperaturze 70°C przez 24 h, kolbke ostudzono i odparowano N,N-dimetyloformamid pod zmniej-
szonym ci$nieniem. Surowy produkt rozpuszczono w 2 ml eluentu, natozono na kolumne 50 cm, jako
eluent zastosowano mieszanine CH2Cl2:CHsOH 15:1. Z eluatu odparowano rozpuszczalniki i ponownie
rozpuszczono w 2 ml eluentu i natozono na 50 cm kolumne, jako eluent zastosowano octan etylu, ktory
przepuszczano prze kolumne do momentu usuniecia z niej produktéw ubocznych po czym zmieniono
eluent na mieszanine, CH2Cl2:CHsOH 4:1. Po odparowaniu z eluentu rozpuszczalnikéw otrzymano
56 mg (wyd.: 53,33%)1,4,8,11,15,18,22,25-0ktakis(1,4,7-trioksanonylo)ftalocyjaniny kobaltu (ll);
tt>40°C;

Rf= 0,18 (faza: CH2Cl2:CH3OH 15:1);

Uv-Vis (CH2Clz) Amax [nm] (log €) 726 (5,06), 654 (4,50), 319 (4,80);

MS [m/z] M* 1628,3, [M+H]* 1629,3, [M-H] 1627,6;

IR [cm1] 813, 1098, 1115, 1214, 1268, 1350, 1499, 1601, 1727, 2869;

Raman [cm™] 86, 118, 647, 751, 780, 961, 1012, 1100, 1156, 1237, 1273, 1324, 1351, 1392,
1455, 1540.

Przyktad 12

Preparat zawierajgcy nowe ftalocyjaniny podaje sie od 1 do 100 godzin przed naswietlaniem,
(korzystnie miedzy 24 a 72 godziny) w formie iniekcji dozylnych. Jest to czasu na selektywng kumulacje
w tkance nowotworowej i eliminacje z tkanek normatywnych. Preparat zawierajgcy ftalocyjanie w steze-
niu od 0,001 mg/ml do 100 mg/ml stosuje sie w formie roztworu izotonicznego (np.: roztworu soli fizjo-
logicznej lub roztworu dekstranu). Nastepnie po uptywie czasu niezbednego na selektywng kumulacje,
tkanka poddawana jest naswietlaniu swiattem o dtugosci fali $wietlnej od 600 do 750 nm, np.: pompo-
wanym argonem laserem barwinkowym (barwnik rodamina B) o dtugosci fali promieniowania emitowa-
nego 630 nm. Catkowita dawka stosowanego promieniowania swietinego zmienia sie w zaleznosci od
sposobu leczenia i traktowanych tkanek, a ogdlnie miesci sie w zakresie od 50 do 1000 J/cm?, korzystnie
pomiedzy 100 i 350 J/cm?

Przyktad 13

Mozliwe jest stosowanie terapii fotodynamicznej z zastosowaniem nowych ftalocyjanin na po-
wierzchnie tkanki w formie masci, emulsji lub Zelu, w ktérym preparat stanowi niemniej niz 0,001% wa-
gowego, a jego stezenie zalezne jest od typu tkanki, umiejscowienia zmian chorobowych i biodostep-
nosci ftalocyjaniny. W przedziale czasowym od natychmiastowego po natozeniu do 100 godzin po na-
tozeniu preparatu, tkanke naswietla sie Zrodtem Swiatta o dtugosci fali od 600 do 750 nm, np.: pompo-
wanym argonem laserem barwinkowym (barwnik rodamina B) o dtugosci fali promieniowania emitowa-
nego 630 nm. Catkowita dawka stosowanego promieniowania $wietlnego zmienia sie w zaleznoéci od
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sposobu leczenia i traktowanych tkanek, a ogélnie miesci sie w zakresie od 50 do 1000 J/cm?, korzystnie
pomiedzy 100 i 350 J/cm?
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Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie nitroimidazolowych lub polieterowo-nitroimidazolowych pochodnych ftalocyja-
nin i ich izomeréw o ogélnym wzorze 1,

R, Ry
{
R N= N/)\N R4
= N
N—M—N |

\ N
Ry N s Sy

(M

w ktérym:

— M oznacza 2H, Mg(ll), Zn(Il), Mn(ll), Mn(lII)CI, Fe(ll), Fe(lll)CI, Co(ll), Cu(ll)

—a w zaleznosci od izomeru, zawsze jeden z podstawnikow R1 i Rz przy danym pierscieniu
benzenowym, oznacza H a drugi grupe o ogélnym wzorze 2,

Ra

Rs @)

w ktorym:

— n przyjmuje warto$¢ od 0 do 20

— co najmniej jeden podstawnik Rs, -R4, Rs oznacza -NO3, a pozostate dwa sg réwne lub
rézne i oznaczajg -H,-CHzs,-NO,

— przy czym wszystkie podstawniki o wzorze 2 sg w danym zwigzku réwne lub rézne lub gdy.
— przy co najmniej jednym ugrupowaniu izoindolowym, podstawniki R1 i Rz, sg rowne i ozna-
czajg grupe o wzorze 3

\0/\\/0\/\0/\0%
(3)

—zas$ przy pozostatych ugrupowaniach izoindolowych podstawniki R1 i Rz, sg rézne woéwczas
zawsze jeden z podstawnikow R1 lub Rz oznacza H a drugi grupe o wzorze 2.

R,

Rs )

w ktorym:

—n przyjmuje warto$¢ od 0 do 20

— co najmniej jeden podstawnik Rs, R4, Rs 0znacza -NOz, a pozostate dwa sg réwne lub
rézne i oznaczajg -H,-CHs,-NO>

znamienne tym, ze zwigzki te stosuje sie w do wytwarzania preparatéw w terapii przeciw-
nowotworowej.
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2. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze zwigzki stosuje sie do wytwarzania pre-
paratéow stosowanych w terapii nowotworow i stanéw przednowotworowych takich jak: rak pe-
cherza moczowego, raka przetyku, raka jelita grubego, raka sromu, nowotwory skory i bton
Sluzowych, rak podstawnokomodrkowy skéry, choroba Bowena, rak kolczystokomorkowy
skory, gtowy i szyi, ziarniniak grzybiasty, odoskrzelowy rak ptuc, rak sromu.

3. Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze zwigzki stosuje sie do wytwarzania pre-
paratéw stosowanych w terapii nowotwordw kolczystokomdrkowych jamy ustnej.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze zwigzki stosuje sie do wytwarzania pre-

paratéw stosowanych w terapii PDT nowotworéw i stanéw przednowotworowych takich jak:
rak pecherza moczowego, raka przetyku, raka jelita grubego, raka sromu, nowotwory skoéry
i bton $luzowych, rak podstawnokomérkowy skoéry, choroba Bowena, rak kolczystokomérkowy
skory gtowy i szyi, ziarniak grzybiasty, odoskrzelowy rak ptuc, rak sromu.
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Rysunki
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