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Eljaras szintetikus fémszubsztitualt bakterioklorofillszarmazékok

eléallitasara, a vegyiiletek alkalmazésa és a vegyiileteket tartalmazé
gyogyszerkészitmények

KIVONAT

A taldlméany targya eljaras (I), (II) vagy (III) 4ltal4nos

képletii [M]-BChl szintetikus fémszubsztitualt bakterio-

klorofillszdrmazékok eldallitaséra, ahol az altalanos

képletekben

M jelentése a Cd (1=95 pm)-nal kisebb ionsugart fém-
atom, amely fématom az aldbbiak kéziil valaszthatd:
két vegyértékii fématom, mégpedig Pd, Co, Ni, Cu,
Zn vagy Mn,

Ra
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A leirds terjedelme 18 oldal (ezen beliil 3 lap dbra)

harom vegyértékdi fématom, mégpedig Fe, Mn vagy

Cr, vagy

négy vegyérték( fématom, mégpedig Sn vagy Pt,
R, jelentése 1-25 szénatomos szénhidrogéncsoport,
R, jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy

—COORs 4ltaldnos képletii csoport, ahol Rs jelenté-

se 1-12 szénatomos alkilcsoport vagy 3—12 szén-

atomos cikloalkilcsoport;
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R; jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
1-12 szénatomos alkilcsoport, vagy 1—12 szénato-
mos alkoxicsoport;

R4 jelentése egymastdl fliggetleniil vinilcsoport, etilcso-
port, acetilcsoport, 1-hidroxi-etil-csoport és étereik,
valamint észtereik;

mely eljards soran
(i) valamely, a fenti BChl képletnek megfeleld, dimetil-
formamidban feloldott bakteriofenofitinszdrmazékot ar-
gonatmoszférdban dehidratalt Cd-acetéttal reagiltatjék,
és a [Cd]-BChl komplexet a reakciéelegybél kromato-
grafia segitségével, redukalo reakciokoriilmények ko-
zott izolaljak;

(i1) a szaraz acetonban feloldott és az (i) lépésben nyert
[Cd]-BChl komplexet egy megfeleld dehidratalt fém-
sOreagenssel, amely lehet fém(M)-klorid, -acetat és
-acetil-acetonat, reagéltatjik argonatmoszféréban; és
(iii) a kivant fémszubsztituilt [M]-BChl-szdrmazékot a
reakcioelegybdl kinyerik.

A taldlmény tirgya tovabba a fenti vegyiileteket tar-
talmazé gyoégyszerkészitmények, valamint eljirds az
(I"), (I’) vagy (III") 4ltaldnos képletii fémszubsztitualt
bakterioklorofillszarmazékok elBallitasara az (I), (II) és
(IIT) képletil vegyiiletek atészterezésével.

A talalmény tirgya

A taldlmény targya 1j eljaras (I), (II) és (I1T) képletd
fémszubsztitualt bakterioklorofillszarmazékok elBallita-
sdra, valamint ezeket a vegyiileteket hatéanyagként tar-
talmazo6 gyégyszerkészitmények, amelyek in vivo foto-
dinamikus terapidban (PDT), valamint diagnosztikum-
ként és in vitro mikroorganizmusok és virusok foto-
dinamikus elpusztit6 anyagaként alkalmazhatok.

Meghatdrozasok és réviditések
BChl=bakterioklorofill-a [Mg-tartalmu (I) 4ltalanos kép-
letii 7,8,17,18-tetrahidroporfirin, ahol az 4ltalanos képlet-
ben M jelentése Mg, R, jelentése fitilcsoport vagy
geranil-geranil-csoport, R, jelentése COOCH;-csoport,
R; jelentése hidrogénatom, a 3-as helyzetben talalhaté
R, jelentése acetilcsoport és a 8-as helyzetben talalhat6
R, jelentése etilcsoport].
BChl-szdrmazék=BChl-szarmazék, amelyben a makro-
ciklus, a kozponti fématom és/vagy a periférias rész mé-
dositott, és amely lehet az (I), (II) és (IIT) 4ltalanos kép-
letd szdrmazék, valamint az (I'), (II’), (II’) 4ltaldnos
képleti szdrmazék, amelyeket az aldbbiakban ismerte-
BPhe=bakteriofeofitin-a [BChl, amelyben a kozponti
magnéziumatomot (Mg) két hidrogénatommal helyette-
sitjiik].
Chl=Kklorofill [Mg-tartalmu 17,18-dihidroporfirinszirma-
2¢k, amely 4-pirrolgyiir(ibSl és egy izociklusos gytiribsl
allé ciklus, amelyek egyméshoz konjugilt kotésekkel
kapcsolodnak, és amelyek a magnéziumatomhoz (Mg)
kapcsolodnak]. A klorofill-a az (I) 4ltaldnos képletd ké-
s6bb megadott vegyiilet, ahol az 4ltaldnos képletben R,
jelentése fitilcsoport, R; jelentése COOCH;-csoport, R,
jelentése hidrogénatom, R, jelentése a 3-helyzetben vi-
nilcsoport és R, jelentése a 8-helyzetben etilcsoport.
[M]-BChl=BChl-szirmazék, amelyben a kozponti hely-
zetben magnéziumatomot egy M fématommal helyette-
sitjiik, amelyet a kés6bbiekben adunk meg.
PDT=fotodinamikus terdpia.
Phe=feofitin-a [Chl, amelyben a kdzponti magné-
ziumatomot (Mg) két hidrogénatommal helyettesitjiik].

A talalmdény héttere

A Mg-tartalmi (bakterio)klorofillek [(B)Chl] és
ezek szabad bazisformdi a (bakterio)feofitinek [(B)Phe]
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a fotoszintézisben alapvet§ szerepet jatszanak. Ezek a
reakciocentrumon beliil antennaként vagy redoxpig-
menskeént fejtik ki hatasukat, és lehetdvé teszik a fény 4l-
tal indukalt toltés kialakulisit. Ezen tilmenGen alkal-
mas fotoérzékenyit6 (fotoszenzibilizalo) anyagok is le-
hetnek, példdul a fotodinamikus tumorterapiaban.

A porfirinekr6l kimutattik, hogy ezek a besugarzas
soran a tumorszovetben akkumuldlodnak, és a fényt in
situ abszorbealjak. igy ezek a vegyiiletek eszkéziil szol-
gdlnak a tumorok helyzetének meghatdrozésara vigy,
hogy a fluoreszcencia helyzetét jelzik. A hematoporfi-
rin nyersszirmazéka a hematoporfirinszarmazék vagy a
HPD, amelyr6l leirtdk, hogy alkalmazhat6 detektalis
céljéra, valamint tumorok fotodinamikus terépidjiban.
A HPD egyik formaja hatékonyabb, és ez a forma
olyan HPD-részt tartalmaz, amelynek aggregcids to-
mege 10 Kda feletti, és amelyet leirtak a 4,649,151 sza-
mi amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalomban.
A HPD-vegyiiletet, illetve ennek aktiv komponenseit le-
irtdk a 4,753,958 szAma amerikai egyesiilt 4llamokbeli
szabadalomban, ezeket bérbetegségek topikalis kezelé-
sében tortén6 alkalmazasra irtdk le, tovabba leirtak
a Matthews és munkatarsai, 1988, kézleményiikben.
A vegyiiletekrdl leirtak, hogy alkalmasak fert3z3 szer-
vezeteket, mint példaul baktériumokat és virust tartal-
mazé bioldgiai mintak sterilizalasara.

Abbdl a célbol, hogy a porfirintartalmt hatoéanya-
gok hatasossdgat a terdpidban javitsak, tovabba jobb
diagnosztikumot allitsanak el8, szdmos porfirinszarma-
2€k alkalmazésat javasoltak, olyan szarmazékokat, ame-
lyekben példaul egy kozponti fématom talalhat, amely
komplex kétéssel kot6dik négy pirrolgytirihéz és/vagy
a pirrolgytirtik periferikus szubsztituensei médositottak
és/vagy a makrociklus dihidrogénezett és igy Chl-szér-
mazékokka (klorinokka4) alakitott, vagy tetrahidrogéne-
zett és igy BChl-szarmazékokka (bakterioklorinokka)
alakitott.

A magnéziumtol (Mg) eltérd fémet tartalmazo cik-
lusos tetrapirrolkomplexeket vizsgaltik, amennyiben a
porfirinben és a 17,18-dihidroporfirinekben, illetve szar-
mazékaikban a fémet més fémmel helyettesitették, ab-
bol a célbél, hogy meghatérozzék spektroszkopiai és
redoxjellemzdiket (Hynninen, 1991). A bakteriokloro-
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fillek a klorofillekkel 6sszehasonlitva elényds vegyiile-
tek, mivel ezek erds kozeli-infravords elnyelést mutat-
nak, azaz jelentGsen nagyobb hullimhosszoknal mutat-
nak jeleket, mint a klorofillszirmazékok. Jelenleg azon-
ban igen kevés adat 4ll rendelkezésiinkre a bakterioklo-
rofillekrdl, amelyek a Mg kézponti atomtél eltérd koz-
ponti fématomot tartalmaznak.

Dougherty a WO 90/12573 sz4mii PCT szabadalom-
ban leirta a bakterioklorofill-a vagy -b vegyiiletet vagy
a megfeleld bakterioklorinokat, amelyek nem tartal-
maznak kézponti fématomot, vagy amelyekben a kéz-
ponti fématom egy nem paramégneses fém, amely le-
het Mg2+, Sn2+ és Zn2+, tovabba a C-173-karboxilcso-
port valamely telitett vagy telitetlen 8—25 szénatomos
szénhidrogén-maradékkal észterezett, és igy egy készit-
ményt irt le, amely olyan eljirdsban alkalmazhaté,
amelyben egy nemkivénatos biolégiai szubsztrat lebon-
tsa vagy sériilése érhetd el. Az eljaras soran a szubszt-
rétot hatdsos mennyiségii fenti szarmazék alkalmaz4sa-
val fotoszenzibilizaljak, majd a célszubsztratot besugé-
rozzak olyan hullimhosszisagi fénnyel, amelyet a fen-
ti szarmazék elegends ideig elnyel (abszorbe4l), amely
id8 elegend6 a szubsztrat lebontdsahoz vagy karositass-
hoz. Ezen tilmenGen a vegyiiletekrél leirtak, hogy al-
kalmasak fotodinamikus terdpidban t6rtén6 alkalmazas-
ra, valamint diagnosztikumként térténé felhasznal4sra.
Megjegyzendd, hogy ugyan leirtak az Sn2+ és a Zn2+
bakterioklorofill-a vagy -b komplexeket, ezek a fémsza-
rmazékok a példikban nem szerepelnek, illetve ezek
el6allitasdnak példait sem irtak le a WO 90/12573 sz4-
m fenti szabadalomban.

Losev és munkatarsai, 1990, kézleményiikben leir-
tak a [Pd]-BChl, valamint a [Cu]-BChl komplexek el8-
allitasi eljarasat, amelyeket igy 4llithatunk el§ sorrend-
ben, hogy BPhe-vegyiiletet Pd-benzonitrillel benzol ol-
doszerben nitrogéndramban reagaltatunk, vagy CuCl,
metanolos koncentrélt oldatdval reagiltatunk. A kozle-
ményben azonban az el4llitasi eljaras részleteit nem fr-
tak le, valamint a fémkomplexek jellemzését sem ismer-
tették. Ezen tilmenSen nem sikeriilt kisérleteinkben
reprodukalni a Losev 4ltal leirt [Pd}-BChl komplex eld-
allitasi eljarasat.

Normiilis kérillmények kozott, azaz oxigén jelenlé-
tében szobahSmérsékleten és normalis fényviszonyok
mellett a BChl-egységek labilisak, és péld4ul a hemato-
porfirinszdrmazékkal (HPD) &sszehasonlitva valami-
vel alacsonyabb kvantumhozammal rendelkeznek a
triplett 4llapot képzésében. Azonban a bioldgiai redox-
reakcidk lehetséges inicidldsa az elényds spektralis jel-
lemz6k, valamint in vivo kénnyd lebonthatésaguk
miatt a bakterioklorofillek potencialisan eldnydsebbek,
mint egyéb vegyiiletek, péld4ul a porfirinek és a kloro-
fillek, a PDT-terdpidban torténd alkalmazasban, vala-
mint diagnosztikumként, valamint sejtek, virusok és
baktériumok mintékban és €16 szovetekben torténd el-
pusztitdsaban. A bakterioklorofillek kémiai médosita-
sa esetén virhatoan jellemzGik tovabb javulnak, azon-
ban ez a javithatésig limitalt, mivel az ilyen médosi-
tott bakterioklorofillek alkalmas el4llitasi eljarasa
nem ismert (Hynninen, 1991).
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A 0584552 szamu kozzétett eurdpai szabadalmi le-
irds ismerteti a Chl és a BChl aminosavakkal képzett 4j
konjugalt vegyiileteit a peptidekkel és proteinekkel kép-
zett 0 konjugéltjait, amelyeket PDP-terapiaban és diag-
nosztikumként alkalmazhatunk. Az aminosav-, a pep-
tid- vagy a proteinmaradék kozvetleniil kapcsolodik a
molekuldhoz, vagy egy tavtarté csoporton keresztiil
kapcsolodik a Chl- vagy BChl-molekula C-173-karbo-
xilcsoportjihoz. Ezek a konjugitumok olyan enyhe
reakciokoriilmények kozott allithatok el, hogy a savra
érzékeny kozponti magnéziumatom a molekuldban ma-
rad. A szabadalomban leirtik tovabba a klorofill-a-173-
szerin-metil-észter Zn- és Cu-komplexeit, azonban
nem firtak le bakterioklorofill-fémszarmazékokat, vala-
mint az el§allitasi eljarasokat sem ismertették.

A DE 4121876 szami németorszagi szabadalom is-
mertet bakterioklorofillszdrmazékokat, amelyekben C-
132- és C-173-helyzetekben médositott észtereket 4lli-
tottak el enyhe reakciokoriilmények kozott nagy reak-
ciésebességl alkalikus dtészterezés segitségével. Ez le-
hetGvé tett mas véltoztatasokat az izociklusos gy(irii-
ben, mikdzben a kozponti magnéziumatom a rendszer-
ben marad. Ezzel az 4talakitdssal a pigmens abszorpcio-
ja 800 nm feletti értékre tolhaté el. A szabadalomban to-
vabbi megemlitették a BChl-szarmazékok Zn- és Ni-
fémekkel képzett komplexeit, azonban ezeket a példak-
ban nem ismertették, és nem ismertették ezek elB4llita-
si eljarasat sem.,

Kivénatos lenne BChl-fémkomplexek eldallitssa,
amely 0j komplexek PDT-terapidban alkalmazhatok
ugy, hogy a BChl-vegyiiletek elényés optikai és fiziol6-
giai jellemzgit fenntartsuk, ugyanakkor fotoszenzibili-
zal6 hatdsosségukat optimaljuk, valamint kémiai stabili-
tasukat javitsuk, és fiziologiai élettartamukat optimél-
juk. A transzmetalldlés jelentSs valtozdsokat eredmé-
nyez a BChl-molekulak kémiai reaktivitdsiban és stabi-
litasaban. Ezek a véltozasok jelentds szerepet jatszanak
a makrociklus 4j médositasaiban, illetve a periférias
szubsztituensek médositasaiban, és kiilondsen javitjak
€s optimaljak ezek atvitelét, a szubsztrathoz vald kots-
dését, illetve bioldgiai élettartamat, valamint minim4lis-
ra csokkentik a toxikus mellékhatasokat. A transzmetal-
lalas tovabba jelentSs valtozast eredményez a gerjesz-
tett dllapot jellemzGiben, beleértve a triplett hozamot, il-
letve az élettartamot, a magasabb gerjesztett 4llapotok
elérhetdségét, illetve a citotoxikus oxigénrészecskék
képzését.

Szamos eljarast leirtak a porfirinekben a kozponti
fématom véltoztatdsira (Bucher, 1975). A porfirinek
konnyen rendelkezésre allnak és kémiailag stabilak, azon-
ban spektralis és fiziologiai jellemz&ik nem elnydsek.

Kevés eljaras ismert a klorofillek kézvetlen vagy koz-
vetett metalldldsara. Strell és Urumow, 1977 kézlemé-
nyiikben leirtak [Cr]-Chl és [Mn]-Chl komplexeket, ame-
lyeket ugy éllitottak el8, hogy [Cd]-Chl komplexet (ame-
lyet fémmentesitett Chl-szirmazékbol kadmium-acetét,
metanol vagy piridin olddszerben késziilt oldataval torté-
né reakcidjaval allitottak el8) Cr++- vagy Mn++-acetét
metanolban késziilt oldatdval, nitrogénatmoszféraban
reagiltattak. A fenti transzmetallalasi eljaras alkalmazha-
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t6 tovabba Cu-, Zn-, Co- és Pb-komplexek elGallitisara

klorofillszarmazékok esetében, azonban nem alkalmas

Fe3+-, Ni- és Mg-komplexek elSallitasara. Azonban mi-

vel a Cu-, Zn-, Co- és Pb-komplexek kozvetlen Phe-

metallldssal is elGallithatok, ez az eljards elénydsen

csak a Cr- és a Mn-komplexek el84llitasdban alkalmazha-
t6. A szerzSk tovabba leirtak a [Mg]-Chl komplex el84lli-
tasi eljardsat Phe kozvetlen metallaldsaval aceton oldé-
szerben, amely metalldldst magnézium-acetst dimetil-
szulfoxidban késziilt elegyével végeztek.

A szakirodalomban kevés adat 4ll rendelkezésre
olyan bakterioklorofillekr8l, amelyek kézponti fém-
atomként Mg-t6l eltérd fématomot tartalmaznak. A bak-
terioklorofillek metallalésa a szakirodalom szerint nehe-
zebb, mint a klorofillek metalldlasa, mivel ezek kisebb
reaktivitdst mutatnak a metalléldsi reakcioban, és reakti-
vitdsuk a mellékreakciokban a klorofillekénél maga-
sabb. A bakteriofeofitinbe torténd Mg-bevezetési eljs-
rést irtak le a Wasielewsky, 1977 kdzleményben. Kisér-
leteink sordn megprobalkoztunk a Strell és Urumow 4l-
tal leirt klorofillszdrmazék transzmetallalasi és kozvet-
len metalllasi eljérasaival, és igy bakterioklorofillszar-
mazékok fémkomplexeit kivantuk eldallitani, azonban
kisérleteink sikertelenek voltak. A bakteriofeofitinszar-
mazékok kozvetlen metalldlasara végzett kisérleteink
semmilyen fém esetében nem voltak sikeresek, kivéve
a Cu és a Zn esetét. A reakcidban el nem reagilt
bakteriofeofitin és metallalt oxidaciés termékek keveré-
ke keletkezett, amely utobbiak 3-acetil-klorofill-a tipu-
st anyagok.

A taldlmany ésszefoglalisa

Vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy bakteriokloro-
fillszarmazékok fémkomplexeit elallithatjuk ugy,
hogy modositjuk a Strell és Urumow 4ltal kdzzétett
transzmetallalasi eljarast, amelyben klorofillszarmazé-
kokat metalldlnak, ugy, hogy megfeleld fémsokat és ol-
dészereket alkalmazunk.

A talalmény targya tehét 0j eljaras (1), (II) vagy (III)
altalénos képletii [M]-BChl szintetikus fémszubsztituilt
bakterioklorofillszirmazékok el84llitasara, ahol az alta-
lanos képletekben
M jelentése a Cd (r=95 pm)-nal kisebb ionsugari fém-

atom, amely fématom az alabbiak koziil valaszt-

hat6:

két vegyértéki fématom, mégpedig Pd, Co, Ni, Cu,

Zn vagy Mn,

harom vegyértéki fématom, mégpedig Fe, Mn vagy

Cr, vagy

négy vegyértéki fématom, mégpedig Sn vagy Pt,

R, jelentése 1-25 szénatomos szénhidrogéncsoport,

R, jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
—COOR; éltalanos képletd csoport, ahol R; jelenté-
se 1-12 szénatomos alkilcsoport vagy 3—12 szén-
atomos cikloalkilcsoport;

R; jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
1-12 szénatomos alkilcsoport, vagy 1-12 szén-
atomos alkoxicsoport;

R, jelentése egymastol fiiggetleniil vinilcsoport, etil-
csoport, acetilcsoport, 1-hidroxi-etil-csoport és éte-
reik, valamint észtereik.
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A taldlmany szerinti eljaras sorin

(i) valamely, a fenti BChl képletnek megfeleld, dimetil-
formamidban feloldott bakteriofenofitinszarmazékot ar-
gonatmoszféraban dehidratalt Cd-acetattal reagalta-
tunk, és a [Cd]-BChl komplexet a reakciéelegybdl kro-
matografia segitségével, redukalé reakcidkoriilmények
kozott izolaljuk;

(i) a széraz acetonban feloldott és az (i) 1épésben nyert
[Cd]-BChl komplexet egy megfelels dehidratalt fémsé-
reagenssel, amely lehet fém(M)-klorid, -acetat és -ace-
til-acetonét, reagaltatjuk argonatmoszféraban; és

(iii) a kivant fémszubsztitualt [M]-BChl-szarmazékot a
reakcibelegybdl kinyerjiik.

Az (1), (I) és (III) altaldnos képletd fenti [M]-BChl-
szarmazékokbol tovabbi szarmazékokat llithatunk el6
tigy, hogy ezeket a 173-helyzetben 4tészterezési reakcid-
ban reagaltatjuk, igy a taldlmany tovabbi targya eljaras
az (I), (II’) és (IIT") 4ltalanos képletli vegyiiletek elal-
litasara, ahol az 4ltaldnos képletekben
R’; jelentése az alabbi csoportokbdl vélaszthatd:

(i) 1-25 szénatomos szénhidrogéncsoport, amely
kivént esetben halogénatom, oxocsoport, hidro-
xilcsoport, —CHO-csoport, karboxilcsoport
vagy aminocsoport szubsztituenst tartalmazhat,
vagy ugyanilyen csoport, amelyet egy vagy tobb
heteroatom szakit meg, amely lehet oxigénatom,
kénatom vagy —NH-csoport, illetve a megsza-
kitécsoport lehet fenilcsoport is;

(ii) valamely aminosav- vagy peptidcsoport, amely
egy hidroxilcsoportot tartalmaz, vagy ezek szar-
mazéka, amely lehet C,_, alkil-észter vagy N-
védett szarmazék, ahol az N-véddcsoport terc-
butoxi-, karbobenzil-oxi- vagy tritilcsoport, és
ahol a hidroxilezett aminosav vagy ennek szar-
mazéka a —COO-csoporthoz hidroxilcsoporton
keresztiil kapcsol6dik;

(iii) a (ii) pontban megadott peptidcsoport, amely
—COO-csoporthoz egy 1-25 szénatomos
szénhidrogéncsoporton keresztiil kapcsoldodik,
amely kivant esetben halogénatom, oxocsoport,
hidroxilcsoport, formilcsoport, karboxilcsoport
vagy aminocsoport szubsztituenst tartalmazhat,
vagy ugyanilyen csoport, amelyet egy vagy tobb
heteroatom szakit meg, ahol a heteroatom lehet
oxigénatom, kénatom vagy —NH-csoport, vagy
a megszakitocsoport fenilcsoport is lehet, tovab-
ba egy vég-funkcidscsoporttal szubsztitualt,
amely lehet hidroxilcsoport, karboxilcsoport
vagy aminocsoport; és

(iv) egy sejtspecifikus ligandumcsoport, amely lehet
peptidcsoport és proteincsoport, amely kozvetle-
niil kapcsolédik a ~COO-csoporthoz vagy egy
1-25 szénatomos szénhidrogéncsoporton ke-
resztill kapcsolddik, mely kivant esetben halo-
génatom, oxocsoport, hidroxilcsoport, formilcso-
port, karboxilcsoport vagy aminocsoport szubsz-
tituenst tartalmazhat, vagy egy vagy tobb hetero-
atommal megszakitott, ahol a heteroatomok le-
hetnek oxigénatom, kénatom vagy —NH-cso-
port, vagy fenilcsoport megszakitécsoportot is
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tartalmazhat, tovabba egy végcsoport funkcids
csoport szubsztituenst tartalmaz, amely lehet
hidroxilcsoport, karboxilcsoport vagy aminocso-
port;

R; jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
—COOR; éltaldnos képletii csoport, ahol Rs jelenté-
se 1-12 szénatomos alkilcsoport vagy 3—12 szén-
atomos cikloalkilcsoport,

R; jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
1-12 szénatomos alkilcsoport, vagy 1-12 szén-
atomos alkoxicsoport;

R, mindegyikének jelentése egymastol fiiggetleniil vi-
nilcsoport, etilcsoport, acetilcsoport, 1-hidroxi-etil-
csoport €s ezek éterei, valamint észterei; és

M jelentése fématom, amelynek ionsugara kisebb,
mint a Cd (r=95 pm) ionridiusza, és az M fém lehet
két vegyértékid fématom, mégpedig lehet Pd, Co,
Ni, Cu, Zn és Mn, hirom vegyértéki fématom, még-
pedig Fe, Mn és Cr, valamint négy vegyértékd fém-
atom, mégpedig Sn és Pt,

oly médon, hogy
(i) az (I), (I) vagy (lII) altalanos képletii bakterio-

klorofillszirmazékbol leszarmaztatott bakteriofeofitint,
amely a 173-helyzetben —COOR, 4ltalanos képletdi cso-
portot tartalmaz, ahol R; jelentése 1-25 szénatomos
szénhidrogéncsoport, dimetil-formamidban oldunk,
majd az elegyet argonatmoszférdban dehidratalt Cd-ace-
tattal reagéltatjuk, és a reakcidelegyb6l redukald reak-
ciokdriilmények kozott a nyert [Cd]-BChl komplexet
kromatogrifia segitségével izolaljuk;

(ii) az igy el6allitott [Cd]-BChl komplexet szaraz ace-
tonban oldjuk, és megfelelé dehidratalt fém(M)-s6val,
amely lehet fém(M)-klorid, -acetdt és -acetil-acetonat, ar-
gonatmoszférdban reagaltatjuk; és

(iii)) a kapott metallalt [M]-BChl-szdrmazékot a
reakcidelegybGl R’ —OH-reagens segitségével atész-
terezési reakcidkoriilmények kozott kinyerjik, és igy
az (I’), (II’) vagy (III’) altaldnos képletii vegyiileteket
nyerjiik, ahol R’ jelentése az éltalinos képletre a fent
megadott.

A taldlméany egy el6nyds valtozata szerint az eljaras-
ban olyan [M]-BChl-szdrmazékot alkalmazunk, melynél
R, jelentése fitilcsoport vagy geranil-geranil-csoport, R,
jelentése COOCH;-csoport, R; jelentése hidrogénatom,
R, jelentése a 3-helyzetben acetilcsoport és a 8-helyzet-
ben etilcsoport, valamint M fématom jelentése Pd, Cu,
Ni, Co, Zn és Mn. Mas elGnyos eljaras soran olyan ve-
gyiiletet alkalmazunk, amelyben M-soként a (ii) reak-
ciélépésben valamely fém-kloridot alkalmazunk.

A taldlmény egy tovabbi véltozata olyan eljarasra
vonatkozik, amelyben az (i) reakciélépést és a (ii) reak-
ciolépést egy lépésben kombinaljuk, azaz a feleslegben
alkalmazott bakteriofeofitinszarmazékot megfelel de-
hidratalt M-séval, példiul fém-kloriddal reagaltatjuk
katalitikus mennyiségl dehidratalt Cd-s6, példaul Cd-
acetdt jelenlétében, és a reakciét dimetil-formamidban
vagy acetonban hajtjuk végre.

A taldlmany egy mas valtozata szerint az (I), (II)
és (III") éltalanos képletdi fent megadott bakteriokloro-
fillszdrmazékokat gy allitjuk el6, hogy olyan (1) 4ltala-
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nos képletd vegyiiletet, ahol az altalanos képletben R,
Jjelentése COOCH;-csoport, R; jelentése hidrogénatom,
R, jelentése a 3-helyzetben acetilcsoport és a 8-helyzet-
ben etilcsoport, valamint R, jelentése fitilcsoport vagy
etilcsoport és M jelentése Pd vagy R, jelentése fitilcso-
port és M jelentése Cu, nem alkalmazhatunk.

Az (), (Il és (III") fent megadott altaldnos képle-
ti metallobakterioklorofillszdrmazékok alkalmazhatok
fotoszenzibilizalészerként terdpiss hatdanyagként és
diagnosztikumként, valamint mintdkban és é16 szove-
tekben, sejtek, virusok és baktériumok elpusztitisara,
tovabba a szakirodalomban ismertek HPD-ter4pia alkal-
mazasban t6rténd felhasznaldsra, valamint egyéb foto-
szenzibilizalo anyagként torténd felhasznalisra.

Az dbrdk rovid leirdsa

Az 1.4bra a [Pd]-BChl-173-szeril-metil-észter
({Pd]-BChl-Ser) és a BChl-173-szeril-
metil-észter (BChl-Ser) fitotoxicitasa-
nak bemutatisa S. aureus baktérium
szuszpenzidban.
bemutatjuk a [Pd]-BChl-Ser fitotoxicit4-
sat M2R melanoma-sejttenyészetekben,
amelyeket [3H]-timidinbevezetéssel ké-
szitettiink.

A talalmany részletes leirasa

A porfirinekkel és a klorofillekkel szemben a bakte-
rioklorofillek kozvetlen metalldldsa nehéz. A taldlmany
szerinti eljarassal lehetGvé valik metallalt bakteriokloro-
fillszarmazékok elGallitasa, amelyek javitott jellemzs-
jiek és jobban alkalmazhatok fotoszenzibilizaloszer-
ként, és ezeket nigy allitjuk el5, hogy a megfeleld [Cd]-
BChl-szdrmazékokat transzmetallaljuk.

A taldlmany szerinti eljarasnak megfelelen a
konnyen el6éllithaté [Cd]-BChl komplexek, amelyeket
acetat/dimetil-formamid eljaréssal allitunk el6, kivald
termeléssel, enyhe reakci6kériilmények kozott més
fémkomplexekké transzmetallalhaték. A [Cd]-BChl-
prekurzort alkalmazé transzmetallalasi eljarss konnyen
végrehajthaté. Ez valésziniileg amiatt 411 fent, mivel a
reakcioban nagy ionsugart (ry) Cd2+-t (95 pm) alkal-
mazunk a kisebb ionsugari Mg2+-ionnal szemben
(ry=72 pm). A reakcié tovabbd azért hajthatd végre,
mivel aceton oldészert alkalmazunk a fémion partner-
ionjaival (kloridokkal) kombinalva. A transzmetallalési
reakci6 sordn a redukalt termékekkel egyenstlyban
CdCl, és [M]-BChl keletkezik, és a CdCl, az acetonban
igen alacsony oldhatosagi, igy az egyensilyt ez a ter-
mékek irdnyaba tolja el.

A taldlmany szerinti egyik eljardsban olyan anya-
gokat alkalmazunk, ahol az 4ltalanos képletben R, je-
lentése eldgazd vagy egyenes szénldncu telitett vagy te-
litetlen csoport, amely lehet aromés csoport, szénhidro-
géncsoport, elénydsen 1-25 szénatomos csoport, mint
példaul alkilcsoport, alkenilcsoport, fenilcsoport, el-
nydsen 1-4 szénatomos kis szénatomszamu alkilcso-
port, legelényGsebben etilcsoport vagy természetes
BChl-vegyiiletekb6l leszarmaztathat6é csoport, példaul
geranil-geranil-(2,6-dimetil-2,6-oktadienil)-csoport
vagy fitil-(2,6,10,14-tetrametil-hexadec-14-en-16-il)-
csoport; és R’ jelentése az R, jelentésére megadott

A 2. dbrén
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vagy olyan szénhidrogéncsoport, amely halogénatom,
amely lehet példaul fluoratom, brématom, klératom és
jodatom vagy hidroxilcsoport, oxocsoport, formilcso-
port, karboxilcsoport vagy aminocsoport szubsztituenst
tartalmazhat, vagy ilyen, kivant esetben szubsztitualt
szénhidrogéncsoport, amely oxigénatommal, kénatom-
mal vagy NH-csoporttal, elénydsen oxigénatommal
megszakitott, példaul R’; jelentése oligooxi-etiléngli-
kol-csoport, amely 410 szénatomot tartalmaz, elényo-
sen pentaoxi-etilénglikol-csoport. Amennyiben peptid
vagy protein esetében R’ jelentése tivtarté csoport, ez
egy vég-funkcidscsoportot tartalmaz, amely lehet hid-
roxilcsoport, karboxilcsoport és aminocsoport, amely
vég-funkcidscsoporton keresztiil a peptid vagy a pro-
tein észter- vagy amidkétéssel kapcsolodik.

A taldlmény szerinti mésik eljarasban olyan vegyii-
letet alkalmazunk, ahol az 4ltalanos képletben R, jelen-
tése aminosavmaradék-csoport vagy peptidcsoport,
amely hidroxilcsoportot tartalmaz, mint példaul szerin,
treonin vagy tirozin vagy peptid, amely ilyen csopor-
tokat tartalmaz, vagy ilyen aminosavszirmazéka vagy
peptidszdrmazéka, amely lehet észter, példaul alkil-ész-
ter és N-védett szdrmazék, ahol az N-védBesoport lehet
példaul terc-butoxi-csoport, karbobenzoxi-csoport
vagy tritilcsoport, és ahol a hidroxilezett aminosav
vagy peptid vagy ezek szdrmazéka a —COO-csoport-
hoz a hidroxilcsoporton keresztiil kapcsolodik. Ilyen
aminosavszdrmazékok lehetnek példaul a szerin-metil-
észter, az N-tritil-szerin-metil-észter, a tirozin-metil-
észter és az N-terc-butoxi-tirozin-metil-észter, tovabba
ilyen peptid lehet az N-karbobenzoxi-szeril-szerin-me-
til-észter, amelyeket az EP 0584552 sz4mu szabadalom-
ban leirt eljdrdsnak megfelelGen allithatunk el8. Legel6-
nydsebb esetben olyan [M]-BChl-szdrmazékot alkalma-
zunk, amely [Pd]-BChl-vegyiilet, amely L-szerin-me-
til-észterrel észterezett.

A taldlmany szerinti eljarasban més esetben olyan
anyagot alkalmazunk, ahol az 4ltalinos képletben R’,
jelentése valamely sejtspecifikus ligandum, amely le-
het peptid és protein, amely lehet nem limitaltan hor-
monpeptid, példaul melanocitastimuldlé hormon (mela-
notropin) és antitest, példaul immunoglobulin és tu-
morspecifikus antitestek.

Az (I’) 4ltalanos képletl vegyiiletek [M]-Bchl-szar-
mazékai, ahol M jelentése Zn vagy Cu, kozvetlen me-
talldldssal llithatok el a nem metallalt BChl-szarma-
z€kbol, amely eljarast az alabbi 1-4. példdkban muta-
tunk be.

A bakterioklorofillek néhany fémkomplexe igen sta-
bil, és igy ezek alkalmazhatok tovabbi médositésok
végrehajtisira a tetrapirrol-gytirirendszer periféridjan,
amely modositasi reakcidkoriilményei erds reakcidko-
riilmények lehetnek, és a reakciokban alkalmazhatunk
példaul ecetsavat vagy erds dsvanyi savat, mint példaul
sosavat vagy kénsavat is. Igy példaul észtereket, pél-
diul kivant esetben szubsztitult alkil- vagy aril-ész-
tereket allithatunk el8 a hidroxilcsoportok reakcidjaval,
amelyek példaul a 3!- vagy 132-helyzetekben taldlha-
tok. Az észterezési reakciot a megfeleld alifas vagy aro-
mas savakkal, savkloridokkal vagy aminosavakkal hajt-
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hatjuk végre, tovabba étereket nyerhetiink ugyanezen
helyzetekben uigy, hogy a megfelel§ alifis vagy aromas
alkoholokkal végziink reakciot. A 31-helyzetben hid-
roxilcsoportot tartalmazd vegyiiletek példéul a 3-hid-
roxi-etil-BChl-szdrmazékok vagy a 132-helyzetben hid-
roxilcsoportot tartalmazé vegyiiletek, példiul a 132-
OH-BChl-szarmazékok, szokasos eljarasokkal allitha-
tok el6 (l4sd Struck és munkatérsai, 1992, és Hynninen,
1991, kozleményét). Ezen tilmenGen a természetben
eléfordulo fitil- és geranil-geranil-észterek a 173-hely-
zetben savkatalizis alkalmazasaval atészterezhetSk mas
észterekkeé, példaul etil-észterré. A reakcidt a megfeleld
alkohollal hajtjuk végre. A makrociklusos gyfiriibe mas
szubsztituensek is bevezethet8k Wittig-reakci6 segitsé-
gével, amely reakciot a természetes CO-csoportokon
végziink, példaul a BChl a vegyiilet 3-acetilcsoportjan
hajtjuk végre, vagy ezek a csoportok kémiailag bevezet-
hetk, keto-ketoalkoholok alkalmazisival, amelyek a
C-173-helyzetben észtercsoportot képeznek, valamint
az OH-csoportok oxidativ kapcsolaséval, amelyek a
C132-helyzetben éterkotést képeznek, vagy savkatali-
zAlt észterezéssel az OH-csoportokon, példaul a C-31-
helyzetben, a C-13!-helyzetben, a C-132-helyzetben,
amely reakciot karbonsavakkal hajtunk végre.

Mas eljarasban a periférids csoportok médositasat a
tetrapirrol-gytrirendszerben természetes Mg-tartalmi
BChl-szdrmazékon végezziik a fémmentesités el6tt.

A (IT) altalanos képleti és (IIT) 4ltalanos képletd
BChi-szarmazékokat a megfeleld természetesen eléfor-
dulo (I) altaldnos képletd BChl-szarmazékokbél 4llithat-
juk el6 (lasd Struck, 1990).

A taldlmany szerinti vegyiileteket, ahol az 4ltalanos
képletben R’; jelentése valamely aminosavmaradék-cso-
port, valamely peptidcsoport vagy egy proteincsoport,
példaul antitest, a taldlmény szerinti transzmetallalasi el-
Jjérds utin végzett reakcidval Allitjuk eld enzimes 4tész-
terezési reakcioval, amelyben klorofilldzenzimet alkalma-
zunk, vagy katalitikus kondenziciés reakcibval, amely-
ben a megfeleld bakterioklorofillidet reagaltatjuk (szabad
sav BCh-173-COOH) hidroxilezett aminosavval, pep-
tiddel vagy proteinnel, diciklohexil-karbodiimid (DCC)
¢€s N-hidroxi-szukcinimid (NHS) vagy 4-dimetil-amino-
piridin (DMAP) alkalmazisaval az EP 0584552 szAmu
szabadalomban leirtak szerint, vagy savkatalizalt reakcié-
ban reagiltatjuk, amelyet a Mg-komplexek, mint példdul
a természetes BChl nem viselnek el.

A taldlmény szerinti 4j fémbakterioklorofill-szarma-
z€kok alkalmasak fotoszenzibilizaloszerként terapias és
diagnosztikumcélra torténé felhasznalasra, valamint sej-
tek, virusok és baktériumok elpusztitdsira mintakban és
€16 szovetekben, amely folyamatok a szakirodalomban
a HPD-vegyiiletre és egyéb fotoszenzibiliz4lé anya-
gokra ismertek. Ezek a vegyiiletek példaul alkalmasak
arra, hogy a daganatos sejteket vagy egyéb abnormalis
szoveteket szenzibilizdljanak és lebontsanak \igy, hogy
ezeket vagy in vivo vagy ex vivo modon a megfelel® hul-
lamhosszisagn fény alkalmazasaval besugarozzuk. Fel-
tételezhetd, hogy a fotoaktivalas energidja atkeriil az en-
dogén oxigénbe és ezt szinglett oxigénné alakitja,
amely szinglett oxigén felelés a citotoxikus hatasért.
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Ezen tilmenden a bakterioklorofill fluoreszkalé vegyii-
let fotoaktivalt formai keletkeznek, és fluoreszcenciaje-
lenség tapasztalhaté. Ez segit abban, hogy a tumorokat
lokalizdljuk, illetve az olyan helyzeteket meghatiroz-
zuk, ahova a fémbakterioklorofilleket adagoltuk.

A szakirodalomban ismert betegségek, amelyet az
4j taldlméany szerinti fémbakterioklorofill-szirmazé-
kokkal kezelhetiink, a tumorszovet lebontasa szilard tu-
morokban, a véredényekben a plakk oldasa (lasd pél-
déul a 4,512,762 szdmh amerikai egyesiilt llamokbeli
szabadalmat); a topikalis betegségek kezelése, mint pél-
déul az acne, az epidermaphytosis, a szemolcs, a papil-
loma és a psoriasis kezelése, valamint a biolégiai termé-
kek (mint példaul a vératomlesztés céljara késziilt vér)
fert6z8 anyagokbol valé mentesitése.

A taldlméany szerinti fémbakterioklorofill-szarmazé-
kokat a betegnek t6rténd alkalmazas céljara gyégyszer-
készitménnyé alakitjuk vagy in vitro alkalmazhatjuk
ilyen formaban, és ezt az 4talakitdst a szakirodalomban
ismert eljarasokkal végezhetjilk, példaul amelyeket leir-
tak a Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, Penna, kozleményben. A talal-
many szerinti készitmények igy adagolhatok sziszté-
mas uton, kiilondsen injekcié formajaban, vagy topika-
lis uton is alkalmazhatok.

Diagnosztikai célokra a talalmény szerinti fémbakte-
rioklorofill-szdrmazékokat onmagukban alkalmazhat-
juk vagy radioizotdppal jelolt formaban hasznalhatjuk,
vagy egyéb detektdloeszkozoket is alkalmazhatunk,
amelyek a szakirodalomban ismertek.

Az adagolandé fémbakterioklorifill-szirmazék
mennyisége a PDT-terapidban alkalmazott més porfiri-
nek kapcsén nyert tapasztalatok alapjan véltozhat az al-
kalmazott szarmazék tipusat6l figgSen, amelyet aktiv
hat6anyagként hasznélunk, a kezelt betegség tipusatol,
az adagolas Utjatol, a beteg koratdl és allapotatol fig-
gben, és ezt a kezelGorvos hatirozza meg.

A besugarzo fény hullamhosszat el6nyosen ugy va-
lasztjuk meg, hogy ez a fémbakterioklorofillt fotoszen-
zibiliz4l6 maximalis abszorpcidérték legyen. A taldl-
many szerinti vegyiiletek barmelyike esetében az alkal-
mas hulldmhossz az abszorpciéspektrum alapjan
konnyen meghatarozhato.

Az in vivo felhasznélason kiviil a taldAlmany szerinti
fémbakterioklorofill-szdrmazékok alkalmazhatok in
vitro kezelésben is abbol a célbél, hogy a kéros viruso-
kat vagy fert6zé anyagokat, mint péld4ul kiros bakté-
riumokat, kiilénb6z6 anyagokban elpusztitsuk. Péld4ul
a vératomlesztésre alkalmazott vér- vagy vérplazmaké-
szitmény a taldlméany szerinti vegyiilettel kezelhet3 és
besugarozhato, és igy sterilizalhato.

A taldlmany trgya tovabba gyogyszerkészitmé-
nyek, amelyek az (I'), (I') és (III") 4ltaldnos képletii
fémbakterioklorofill-szdrmazékokat tartalmazzik, és
fotodinamikus terdpidban, valamint diagnosztikumként
rosszindulati daganatok vagy elvaltozasok jelzésére, il-
letve sejtek, baktériumok és virusok fotodinamikus el-
pusztitdsara alkalmazhatok.

Ilyen célra a készitményeket szokédsos eljarasokkal
allitjuk el6 és adagoljuk, amint ezt leirtdk példaul a
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4,649,151 szamn, a 4,753,958 szamy, az 5,256,840 sza-
mu és az 5,238,940 szamu amerikai egyesiilt 4llamokbe-
li szabadalmakban, valamint a 0584552 szami eur6pai
szabadalomban, valamint a WO 90/12573 szami PCT
szabadalomban, amelyeket referenciaként adunk meg.

A talalmény szerinti eljarast és készitményt az alab-
bi példdkon részletesen bemutatjuk. A példik nem je-
lentik a taldlmany targykorének korlatozasat.

Példak
A példékban és az 1. tdblazatban a kiinduldsi vegyii-
leteket és a nyert fémkomplexeket az alabbi vastag be-
titkkel jeloljiik:
la — BPhe
2a — [Pd])-BChl
3a — [Co]-BChl

1b — BPhe-132-OH
2b - [Pd}-BChl-132-OH
3b — [Co]-BChl-132-OH

4a - [Nil-BChl  4b — [Ni]-BChl-132-OH

5a— [Cu]-BChl  5b — [Cu]-BChl-132-OH
6a - [Zn}-BChl  6b — [Zn]-BChl-132-OH

7a — BChl 7b — BChl-132-0H

8a — [Cd]-BChI  8b - [Cd]-BChI-132-OH
9a — [Mn]-BChl  9b — [Mn]-BChl-132-0H

Anyagok és eljardsok

(i) BChl izoldldsa: A BChl- (7a vegyiilet) vegyiile-
tet fotoszintetikus baktériumokb6l, mint példaul Rho-
dobacter (Rb) sphaeroides vagy Rhodospirillum rub-
rum baktériumokboél izolaljuk a Scherz és Parson,
1984, Struck és munkatarsai, 1992 vagy Svec, 1991,
kozleményekben leirt eljarasokkal. A tisztitist DEAE-
Sepharose-on végezziik az Omata és Murata, 1983, koz-
leményében leirtaknak megfelelGen.

(ii) /BChi-132-OH] 132-hidroxi-bakterioklorofill-a
eléallitisa: BChl-132-OH- (7b vegyiilet) vegyiiletet,
amely az (I) altalanos képletd anyag, ahol az Altals-
nos képletben R, jelentése fitilcsoport, R, jelentése
COOCH;-csoport, R; jelentése hidroxilcsoport, R, je-
lentése a 3-helyzetben acetilcsoport és a 8-helyzetben
etilcsoport, allitunk el5 a BChl- (7a) vegyiilet hidroxi-
lezésével a C-132-helyzetben. A reakcidt igy végez-
ziik, hogy a (7a) vegyiiletet metanolban 5—7 napon 4t
s6tétben 4 °C hdmérsékleten taroljuk (Struck és
Scheer, 1990). Mas eljaras szerint a LiBr-eljarast alkal-
mazzuk a Schaber és munkatarsai, 1984, kézleményé-
ben leirtaknak megfeleléen, amely eljaris kevesebb
mellékterméket eredményez. Mindkét esetben a tiszti-
tast preparativ (20x20 cm?) szilikagél lemezeken
(Silica gel 60 H, Merck) vagy oszlopokon végezzik to-
luol/aceton 9/1 térfogat/térfogat eluens alkalmazasa-
val. A cimbeli vegyiiletet tartalmaz6 z6ldeskék savot
(R~0,4) mechanikusan eltavolitjuk, majd az el nem
reagalt BChl-vegyiiletet a SiO,-adszorbensrd] aceton-
nal extrahéaljuk.

(iii) BChl és BChl-132-OH fémmentesitése: BPhe-
(1a vegyiilet) és BPhe-132-OH- (1b vegyiilet) vegyiile-
teket nyeriink a BChl- (7a) és a BChl-132-OH- (7b) ve-
gyiiletek sorrendben torténé fémmentesitésével, ame-
lyet a Rosenbach—Belkin, 1988, kézleménye szerinti el-
Jjardsnak megfeleléen végziink. Ezt kis mennyiségd
ecetsav reakcidjaval hajtjuk végre (csak a pigmens oldo-
dik). A fémmentesités utan, amely azonnal megtorté-



1 HU 223 379 B1 2

nik, az ecetsavat nitrogénarammal eltavolitjuk, és a
BPhe-, valamint a BPhe-132-OH-vegyiileteket szilard
anyagként kinyerjik.

(iv) Klorofillaz (Chlase): A Chlase acetonport Melia
azedarach L. kinafalevelekbdl nyerjiikk az EP 0584552
szamn szabadalomban leirtak szerint.

(v) Sejttenyészet: M2R egér-melanomasejteket te-
nyésztettiink egy rétegben Dulbecco modositott Eagle
taptalajon/F12, amely 25 mM HEPES-, pH=7,2, 10%
magzati marhaszérum-, 2 mM glutamin-, 0,06 mg/ml
penicillin- és 0,1 mg/ml sztreptomicintartalmy. Az inku-
balast nedvesitett 8% CO,-tartalmi atmoszféran 37 °C
hémérsékleten végeztiik a kordbban leirt Gerst és mun-
katérsai, 1986, eljarasanak megfelelGen.

(vi) Sejtfotocitoxicitis vizsgdlatok: M2R egér-mela-
nomasejteket (1x 105 sejt/iireg) tenyésztettiink 24 iire-
ges mikrolemezeken 24 6ran 4t egészen kb. 2x105
sejt/lireg mennyiség kialakulasig, amely kb. 70—80%-
os egybefolyast eredményezett, Az [M]-BChl-szarma-
zékot taptalajban oldottuk, majd ultrahanggal diszper-
géltuk. A téptalajkozegben Photosan-3 (kereskedelem-
ben kaphaté HPD) anyagot végkoncentraciéra higitot-
tunk. A taptalajt szérummentes kozeggel helyettesitet-
tiik, majd a sejteket kivant mennyiségii fotoszenzibiliza-
tor alkalmazésaval s6tétben inkubaltuk. 2 6ra elteltével
a sejteket szobahOmérsékleten 5 percen 4t a lemez aljé-
16l besugaroztuk. A kozeget ezutin kozeget tartalmazo
szérummal helyettesitettiik, majd a tenyésztdlemezeket
24 orara ismét az inkubatorba helyeztiik. A citotoxici-
tas hatisossagat a sejtkultirdn (i) a sejtmorfologia mik-
roszképos vizsgélataval, (ii) egy vitélis festékkel vald
kezelés utan (propidium-jodid [PID] [2,7-diamino-9-fe-
nil-10-(dietil-amino-propil)-fenatridinium-jodid-metil-
jodid]) a sejtek fluoreszcenciamikroszképos vizsgalata-
val vizsgaltuk, amely festék szelektiven akkumulélodik
a sériilt sejtek magjiban, és (iii) [3H]-timidinbeépii-
léssel vizsgaltuk az alabbiak szerint. A kontrollvizsgala-
tokban (1) nem kezelt sejteket, amelyeket sotétben tar-
tottunk, alkalmaztunk, (2) nem kezelt sejteket, amelye-
ket besugiroztunk és megvilagitottunk, hasznaltunk, és
(3) hatoanyaggal kezelt, de sotétben tartott sejteket al-
kalmaztunk.

(vii) Fényforrds: A besugirzas fényforrasa hazilag
készitett 250 W halogénldmpa, amely 10 cm-es vizszi-
6n 4t fokuszalt egy iivegtarton talalhatd és folyékony
szfirvel ellatott (klorofill-a O. D.=10,00, 660 nm mel-
lett). A fénydézist minden kisérlet soran 45 m W/cm?2
értékre allitottuk be.

(viil) SH]-timidinbeépités: A PDT-kezelést kovetd
20 6raval a sejttenyészeteket 1 uCi/ml [3H]-timidinnel
pulzaltuk 2 éra idGtartamon at, a pulzalast 37 °C hémér-
sékleten végeztiik. Ezt kovetden a tenyészeteket két-
szer foszfatpufferelt fiziologias sboldattal mostuk,
majd 30 percen at 4 °C hémérsékleten 7,5%-o0s hideg
triklér-ecetsav-oldattal kezeltiik. Ezutén az elegyet két-
szer etanollal mostuk. Az elegyhez nétrium-hidroxidot
(1 n, 300 pl/iireg) adagoltunk, majd a lemezeket 10 per-
cen 4t 37 °C hémérsékleten tartottuk. 100 pl térfogata
mintakat szcintilldciés ampullaba vittiink, majd ezeket
100 pl 1 n HCl-oldattal semlegesitettiik, és a ra-
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dioaktivitast folyadékszcintillaciés szamlaldssal 4 ml
(20/8 térfogat/térfogat) xilol szcintillator lumax
eleggyel mértiik a Chen és munkatérsai, 1988, kozlemé-
nyében leirtak szerint.

1. példa

[Zn]-BChl és [Zn]-BChi-132-OH elédllitisa kozvet-

len metallaldssal

[Zn]-BChl- (6a vegyiilet) és [Zn]-BChl-132-OH- (6b
vegyiilet) vegyiileteket llitunk el BPhe (1a) BPhe-132-
OH (1b) sorrendben végzett kozvetlen metallalasaval,
amely metallalast acetat/ecetsav vagy acetit/dimetil-for-
mamid eljarassal végezziik.

1a. Acetat/dimetil-formamid (DMF) eljards

[Zn}-BChl-, illetve [Zn}-BChl-132-OH- (6a, 6b) ve-
gyiileteket allitunk el8 gy, hogy kiilon-kiilon BPhe- és
BPHI-132-OH- (1a, 1b) vegyiileteket koriilbeliil 70 uM
mennyiségben dimetil-formamidban 1000-szeres feles-
leg vizmentes Zn(OAc), jelenlétében visszafolyatis
mellett forralunk 60 (75) percen at 110 °C hémérsékle-
ten (a 163 °C hémérsékleten végzett visszafolyatis mel-
letti forrds a reakci6 idejét 5 percre csokkenti). A reak-
cid eldrehaladdsat spektroszkopia segitségével kovet-
jik, és a teljes végbemenetelig végezziik. A termékek
izolalasat és tisztitasat a (8a), illetve (8b) vegyiiletek, a
Cd-komplexek esetében a késGbbiekben leirt eljardsnak
megfelelGen végezziik (termelés: kb. 80%).

1b. Acetat/ecetsav eljaras

[Zn]-BChl-, illetve [Zn]-BChl-132-OH- (6a, 6b) ve-
gyiileteket allitunk el6 (1a), (1b) vagy (7a), (7b) vegyiile-
tek visszafolyatds melletti forraldsdval. A forralast kb.
70 uM jégecetes oldatban végezzilk, amely 250-szeres
felesleg vizmentes Zn(OAc),-tartalmi, valamint 50 uM
natrium-aszkorbatot tartalmaz. A melegitést 120 (30)
percen 4t 100 °C hémérsékleten végezziik. Ezt kvetéen
az ecetsavat nitrogéndramban elpérologtatjuk, majd a
Zn-komplexet dietil-éterrel extrahaljuk, majd preparativ
ModCol HPLC oszlopon (250 x 25,4 mm) tisztitjuk. Az
oszlop Bakerbond Silica NP toltettel rendelkezik (ré-
szecskeméret 10 um; porusatmérd: 150). A (6a) vegyii-
letet izokratikus médon eludljuk (10 ml/perc) 2-propa-
nol (5%), metanol (5%) és n-hexan (90%, térfogat/térfo-
gat) eleggyel, a retencids id6 kb. 17 perc, és ~75% terme-
léssel a tisztitott vegyiiletet nyerjiik. A (6b) vegyiiletet
oszlopkromatografia segitségével szilikagélen azonos
eluens alkalmazasaval, mint a HPLC kromatografiaban
alkalmazott, tisztitjuk, és igy 90—95% termeléssel a ki-
vant anyagot nyerjik.

2. példa

[Zn]-BChl-3-vinil és [Zn]-BChi-3-vinil-132-OH eld-

allitdasa kozvetlen metalldlassal

Az la. fenti példa szerinti eljarasnak megfeleld ace-
tat/DMF eljarassal metallalast végziink, és ezt mas
BPhe-szérmazékokon is végrehajthatjuk Ugy, hogy a
reakci6 koriilményeit enyhén megvaltoztatjuk. Példaul
a 3-vinil-BPhe vagy a 3-vinil-132-hidroxi-BPhe metal-
lalasat Zn(OAc), segitségével azonos korillmények ko-
zott végezziik, és ez korlilbeliil 40 percen beliil 120 °C
hémeérsékleten megtorténik.
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3. példa

[Zn]-BChl-132-dekarbometoxi elddllitasa kozvetlen

metallalassal

132-dekarbometoxi-BPhe (vagy 132-dekarbome-
toxi-BChl) Zn-komplexeket allitunk el az 1b. példa
szerinti eljarasnak megfelelGen. A reakci6idd 30 perc, a
reakcio-hémérséklet 100 °C. Az izolalast és a tisztitst
a 6b vegyiiletre leirtaknak megfeleléen végezziik.

4. példa

[Cuj-BChl, [Cu]-BChl-132-OH és [Cu]-BChl-132-

dekarbometoxi eléallitasa kozvetlen metalldldssal

[Cu]-BChl-t (5a) allitunk el (la) vegyiilet vagy
(7a) vegyiilet visszafolyatas melletti forralasaval. A for-
ralast koriilbelil 70 uM jégecetes oldatban végezziik
250-szeres felesleg vizmentes Cu,O és 50 mM nét-
rium-aszkorbét jelenlétében. A melegitést 15 percen
100 °C hoémérsékleten hajtjuk végre. [Cu]-BChl-132-
OH- (5b vegyiilet) vegyiiletet allitunk el szobahdmér-
sékleten Ggy, hogy az (1b) vagy (7b) vegyiiletet
(~70 uM) jégecetes oldat 250-szeres felesleg vizmentes
CuyO-vegyiilettel és 50 mM nétrium-aszkorbattal ele-
gyitjiik. A 132-dekarbometoxi-BPhe (vagy 132-dekar-
bometoxi-BChl) Cu-szdrmazékokat az (5b) vegyiiletre
leirt koriilmények ko6zott allitjuk eld. A Cu,O alkalma-
zésa ellenére minden esetben Cu-komplexek képzGd-
nek, mivel a maradék oxigén jelen van a reakcidelegy-
ben, vagy diszproporcionalodés torténik. A termékeket
az 1b. fenti példa szerinti eljarasnak megfelelGen izolal-
juk és tisztitjuk, amely eljarast ott a Zn-komplexekre ir-
tunk le, amelyeket jégecetes eljarassal allitottunk elG.
Igy kb. 75% termeléssel (5a) vegyiiletet és kb. 90% ter-
meléssel (5b) vegyiiletet, illetve kb. 90% termeléssel
(132-dekarbometoxi-BChl Cu-szarmazék) vegyiiletet
nyeriink.

5. példa

[Cd]-BChl eléallitasa BPhe kozvetlen

metalldlasaval

[Cd]-BChl-vegyiiletet allitunk elé ugy, hogy
70 .uM BPhe dimetil-formamidban késziilt elegyét
300-szoros feleslegti vizmentes Cd(OAc), jelenlétében
visszafolyatds mellett forraljuk. A melegitést 130 °C
hdmérsékleten 40 percen at végezziik. A reakcio elére-
haladasat spektroszkopia segitségével kovetjiik, és tel-
jes végbemenetelig végezziik. A nyerstermékeket izo-
laljuk ugy, hogy az elegyet dietil-éter és telitett vizes
natrium-hidrogén-karbonat-oldat koz6tt megosztjuk.
A terméket szilikagélen redukalo korilmények kozott
(1,5% natrium-aszkorbat adagolasaval) tisztitjuk. To-
luol/aceton/trietil-amin 88/10/2 térfogat/térfogat/térfo-
gat eluenst alkalmazunk. A reakcidt, illetve a feldolgo-
zast szigorian Ar-védatmoszféraban hajtjuk végre.
A tiszta [Cd]-BChl (R~0,7) kék szinii savot mecha-
nikusan eltdvolitjuk, majd az anyagot dietil-éter/viz
eluens segitségével a nyerstermékre leirtak szerint ext-
rahdljuk. A tiszta terméket valamennyi késGbb leirt
transzmetallalasi eljarasban alkalmazzuk. A tiszta ter-
mék spektralis jellemzdit a (8a) vegyiiletre az 1. tdbla-
zatban adjuk meg.
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6. példa

[M]-BChl és [M]-BChl-132-OH Pd-, Co-, Ni-, Cu-,

Zn-, Cd- és Mn-komplexeinek eléallitisa a [Cd]-

BChl és [Cd]-BChi-132-OH transzmetallaldsaval

A [Pd]-BChl-szarmazékot (2a vegyiilet) ugy allitjuk
el6, hogy az 5. példiban nyert [Cd]-BChl- (82 vegyiilet)
vegyiletet oldjuk szigori argonatmoszfériban sziraz
acetonban (A770=5 cm-1, ~50 uM). fgy megakadalyoz-
zuk a C-7- és C-8-helyzetekben a nem szabalyozott oxi-
dicié végbemenetelét. Koriilbeliil 15 perc elteltével az
elegyhez kb. 30 mg/100 ml oldat mennyiségd PdCl,-
(Merck, p. a.) reagenst adagolunk, majd az elegyet 40 per-
cen 4t visszafolyatds melletti forrdsh6mérsékletre mele-
gitjiik. A reakcio el6rehaladésat spektroszkdpia segitségé-
vel kévetjiik (Qx-sav kb. 590 nm értékrdl kb. 530 nm ér-
tékre tolodik a termék keletkezése sordn). A lényegében
tiszta terméket dietil-éter/viz eleggyel torténd extrakcio-
val izoldljuk az 5. példa szerinti [Cd]-BChl izol4lasara le-
irt eljaras szerint. Amennyiben sziikséges, tovabbi tiszti-
tast végziink szilikagél lapokon a [Cd]-BChl-vegyiiletre
leirtaknak megfeleléen. A Pd-BChl (2a vegyiilet) spekt-
rumadatait az 1. tiblazatban adjuk meg.

Hasonl6 eljarassal [Pd]-BChl-132-OH- (2b vegyii-
let) vegyiiletet allitunk el6 a [Cd]-BChl-132-OH-
vegyiilet transzmetallaldsaval, illetve a BChl-vegyiilet
Co, Ni, Cu, Zn és Mn fémkomplexeit (3a, 4a, 5a, 6a és
9a vegyiiletek) allitjuk eld, valamint a BChl-132-OH-
vegyiilet komplexeit allitjuk el§ (3b, 4b, 5b, 6b és 9b ve-
gyiiletek) a [Cd]-BChl-, illetve a BChl-132-OH-vegyii-
letek reakcidjaval, amelyet a megfelel6 fém-kloridok-
kal végziink. A vizmentes fém-kloridokat 10-szeres mo-
laris feleslegben alkalmazzuk (Cu: 5a, 5b; Zn: 6a, 6b
vegyiiletek), 100-szoros molaris feleslegben alkalmaz-
zuk (Co: 3a, 3b vegyiiletek) vagy a Pd-komplexre leirt
telitett értéken alkalmazzuk (Ni: 3a, 3b; Mn: 9a, 9b ve-
gyliletek). A reakcidk 25 °C hémérsékleten gyakorlati-
lag azonnal lezajlanak, kivéve a Pd, illetve a Ni esetét
(kb. 30—40 perc visszafolyatds melletti forralas), és
ezek elbrehaladaséat spektroszkopia segitségével kovet-
Jikk. Kis mennyiségi C7—-C8 oxidalt termék keletkezik
(Amax. ~680 nm), mivel az elegyben maradék oxigén ta-
lalhat6. Ezt natrium-aszkorbat (telitett) adagolasaval
csokkenthetjitk. A termékek izolalasat és tisztitisat az
5. példaban a [Cd]-BChl-vegyiiletre leirtaknak megfele-
16en végezziik. A termékeket abszorpcid-, fluoreszcen-
cia-, lTH-NMR-spektrum és FAB—MS-spektrum segit-
ségével jellemezzilk, amint ezt az 1. tiblazatban bemu-
tatjuk. Az UV/VIS abszorpciéspektrumot Perkin Elmer
Lambda 2 spektrofotométeren, a fluoreszcencia-
emisszio-intenzitast Spex Fluorolog 221 berendezésen,
amely 450W xenonlampaval ellatott, végezziik és a
fotomultiplikalé cs6 érzékenységére normaljuk, vala-
mint a gerjesztési energidra norméljuk. A fluoreszcen-
ciamérés maximalis optikai sfirisége >0,1 cm-! volt,
és a gerjesztés a Q,-abszorpcié sdvon tortént, az (la),
(1b)-(9a), (9b) vegyiileteken. A cirkularis dikroizmus
spektrumokat (CD) Dichrograph CD6 (Jobin Yvon)
berendezésen mérjiikk. A FAB-MS-spektrumokat
CH7a/SS tomegspektrofotométeren (Varian MAT)
vagy Finigan MAT 9000 spektrofotométeren, amely
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Cs-agyut tartalmaz, és a folyadékfeliilet-ionizalds
m-hidroxi-benzil-alkoholban végzett, mérjik. Az
ITH-NMR-spektrumot 360 MHz-Bruker AM360 mo-
dell késziiléken mérjitk. Oldoszerként altaldban piridin-
ds oldoszert alkalmazunk, a kémiai eltolodast ppm-ér-
tékben trimetil-szilan bels§ standarddal szemben mér-
jik. Az extinkcids koefficienst ICP/ICPMS atom ab-

szorpcids spektrummal (AAS) mérjiik, amelyben a koz-
ponti fématomra végezziik a mérést; az égetés elbtt az
(1a), (1b)—(9a), (9b) vegyiiletek mintaiban az oldoszert
optikai slirGség alapjan mennyiségileg mérjiik, és ezt az
oldoszert el8szor kvarciiveg csévekben elparologtat-
juk, majd a mintédkat tomény salétromsavval kezeljiik,
€s igy a fém teljes felszabaduldsat biztositjuk.

1. tablazat
(1a), (1b)—(9a), (9b2) vegyiiletek spektrumadatai

Vegyiilet Abszorpciéb Emisszio® M/rd FAB-MS
Mgy [nm)(e[10-3M~1cm-1]) Aax, [nm] molekularis
Ion By B, Q, Qy
12 (+) 356 (113) 383 (62,7) 525 (28,3) 750 (67,5) 759
a(+)
362 (92,3) 389 (49,3) 532 26,2) 754 (56,4)
331(18,1) 383 (15,49 529 (6,0) 753 (38,1) 764 (755)
2a (+) [3,44] 992 (106pd)
334(10,4) 388(11,5) 535(5,6) 763 (25,5)
336 (34,8) 388 (27,1) 351 (8,9) 766 (63,7) —f
3a(-) [3,2]¢ 945 (%9Co)
355 (40.6) 386 (27,5) 562 (10,2) 767 (56,3)
355 (45,7) 390 (30,4) 531(11,4) 779 (63,0) -f
4a (-)b [3,18] 944 (58Ni)
366 (49,2) 391 (30,3) 598 (16,1) 771 (71,8)
2,86
342 (53,3) 390 (42,9) 538 (14,5) 771 (64,1) —f
5a(-) [3,06] 949 (63Cu)
358 (44,7) 395 (31,9) 573(12,2) 780 (56,1)
353 (58,9) 389 (39,7) 558 (18,0) 762 (67,7) 782 (772)
6a (+) [2,48] 950 (4Zn)
364 (52,4) 390(31,7) 579 (16,5) 773 (57,1)
357 (73,3) 390 (48,0) 573 (20,8) 771 (91,0) 788 (778)
Ta(+) 1,82 910 (*Mg)
374(57,7) |nemreszolvilt| 612 (16,9) 781 (76,0)
359 (80,3) 389 (53,5) 575(22,3) 761 (88,3) 778 (774)
8a(+) 1,78 1000 (14Cd)
386 (65.,6) 391 (44,1) 593 (19,4) 773 (69,6)
362 (71,8) 392 (43,0) 587 (18,0) 770 (76,7) ~f
9a (-) 1,89 941 (°Mn)
373 (64,4) |nemreszolvilt| 601 (16,4) 780 (66,0)

2 A 132-OH pigmensek (1b-9b vegyiiletek) abszorpciéja és fluoreszcenciaspektruma egymasra helyezhet6 a 132-H alapvegyiiletek spektrumaival,
kivéve a Q,-abszorpci6 (530600 nm értékhatir) kékeltolodasat, amely koriilbeliil 5 nm értékkel eltolédik. A témegspektrum minden esetben

16 egységgel magasabb érték felé tolodott el. Valamennyi hulldmhosszat [nm} értékben adtunk meg.

b Az abszorpei6 és extinkci6 koefficiensek (AAS) 298 K értéknél dietil-éterben (felsd vonal) és piridinben (alsé vonal, italics).

¢ A fluoreszcencia dietil-éter/petroléter/izopropanol 5/5/2 térfogat/térfogat/térfogat elegyben 298K (77K) értéknél.

9 Elektronegativitas (x,) és hatisos ionradiusz (r, 10-14m oldatban) hatszoros koordinacié esetében (a szogletes zérojelben talalhaté adatok a ra-

diuszt négyszeres koordinacioban adjik meg) Buchler, 1975, kézleménye szerint.
¢ IH-NMR-spektrum piridin-ds oldoszerben; (+): éles jelek, (-): széles kiterjedt jelek, mivel paraméagneses kozponti fématom van a vegyiiletben.

fNem fluoreszcens anyag (Spex fluorolog 221).
h Eles IH-NMR-jelek C2H,CN oldészerben.
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7. példa

[Pd]-BChl és periferikusan médositott BChl-

vegyiiletek dtészterezése 173-etil-észterré

A Pd-bakteriofeoforibid-a etil-észtert dgy allitjuk
el6, hogy 1 mg/ml koncentraciéju [Pd]-BChl klorofor-
mos oldatot képeziink, majd az oldathoz egyenlé térfo-
gatd 5% kénsav térfogat/térfogat tartalmi etanolt ada-
golunk. A reakcioelegyet argonatmoszféraban 90 per-
cen 4t visszafolyatas melletti forrdsh6mérsékletre mele-
gitjiik. Ennek sorén a [Pd]-BPhe (100 mg) 4tészterez8-
dik 50 ml kénsav etanol/kloroformos (1: 1/térfogat: tér-
fogat) oldatban argonatmoszfériban tigy, hogy az 4tész-
terezést 2,5 6ran at végezzilk. Ezutén a reakcidelegyet
éterrel higitjuk, majd tobbszor 10%-os vizes nétrium-
hidrogén-karbonat-oldattal mossuk. Ezutin a szerves
fazist megszaritjuk, majd bepéroljuk. Preparativ VRK
(kromatografia) segitségével szilikagélen nitrogénat-
moszféridban 8% aceton/toluol eluens alkalmazisaval
a terméket tisztitjuk, és a két savbol a lassabban moz-
g6 savot kinyerjiik, igy a cimbeli vegyiiletet kapjuk
(Rs=0,75). .
VIS-spektrum barmelyikben: A, [nm] (relativ intenzi-
tas) 329 (0,45); 385 (0,39); 527 (0,13); 755 (0,1).
IH-NMR-spektrum [ppm]: 9,25, 8,80, 8,70 (mind-
egyik s, 1H, 5-, 10-, 20-H); 4,55 (q, 1H, 18-H); 4,45 (d,
1H, 17-H); 4,10 (g, 2H, 8-CH,CH,); 3,85 (s, 3H, 132-
CO,CH3); 3,7 (d, 1H, 7H); 3,6 (q, 3H, 173-CH,CH,);
3,50, 3,32 (mindegyik s, 3H, 2-, 12-CH,); 3,30 (m, 1H,
8-H); 3,06 (s, 3H, 3-COCH,); 3,04 (d, 3H, 7-CH,);
2,65 (2H, 17'-Hy); 2,45 (2H, 172-H,); 1,75 (d, 3H, 18-
CH;); 1,65 (t, 3H, 8 CH,CH;); 1,38 (t, 3H, 173-
CH,CHj3); 0,10 és —1,90 (s, 2H, 2 NH).
FAB-MS-spektrum Pd-C;,H,ON,O; képlet alapjan

szamitott: 742,38 (M+1),

mért: 742,2 (M +1).

Az alkalmas savra stabil mas fémkomplexek, mint
példaul Ni, Cu, Zn BChl-szarmazékok etil- és més ész-
tereit hasonl6 eljarasokkal allithatjuk el8.

8. példa

[Pd]-BChl-173-szeril-metil-észter [Pd]-BChi-1753-

L-Ser-OMe ([Pd]-BChl-Ser) elédllitisa

A fenti 6. példiban elGéllitott [Pd]-BChl éatész-
terezési enzimes reakciojat hajtjuk végre L-szerin me-
til-észter-hidrokloriddal (Sigma) és klorofilldz aceton-
por segitségével, amely utébbit az EEP 0584552 szamt
szabadalomban irtak le. fgy a cimbeli vegyiiletet nyer-
jiik, amely a [Pd]-BChl-Ser (I’) altalanos képletii vegyii-
let, ahol az éltalanos képletben R’; jelentése szeril-me-
til-észter-csoport, amely a szerin hidroxilcsoportjan ke-
resztiil a COO-csoporthoz kapcsolodik.

Ugyanilyen enzimes atészterezési eljarassal mas
[M]-BCHl taldlmany szerinti fémkomplexek 173-szeril-
metil-észterei 4llithatok eld, valamint [M]-BChl-172-
észterei allithatok el mas szerinszdrmazékok, példaul
N-tritil-L-szerin-metil-észter és N-karbobenzoxi-sze-
ril-szerin-metil-észter vagy tirozinszarmazékok, pél-
déaul N-terc-butoxi-karbonil-tirozin-metil-észter alkal-
mazisaval, amint ezt az EP 0584552 szamu szabada-
lomban leirtak.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

11

9. példa

[Pd]-BChl-Ser fototoxicitdsa in vitro kérilmények

kozott

9a. Baktérium és virus

A fototoxicitas-tesztvizsgalat harom elkiiloniil 1é-
pésre oszthatd: a bakteridlis oldat inkubélasa szenzibi-
lizAloszerrel egyiitt, a besugarzas, illetve a fototoxicitas
mérése.

Friss S. aureus foszfatpufferelt fiziologias séol-
dat (PBS)-szuszpenziot (koriilbeliil 1x107 bakté-
rium/200 pl) inkubalunk adott koncentriciéji [Pd]-
BChl-Ser vagy BChl-Ser adott koncentricioban alkal-
mazott mennyiségével 1 6ran at s6tétben. Ezt kovetben
centrifugildssal pigmensmentesre mossuk, majd PBS-
oldatban ujra szuszpendaljuk. A mosott baktériumszusz-
penzibkat 5 percen 4t besugarozzuk. Fényforrasként sa-
jat magunk altal készitett xenonldmpat alkalmaztunk,
amelynek fiigg6leges emisszidja 1000 lux/cm? a célszin-
ten, és folyadéksziir6t (klorofill-a O. D.=10,00 660 nm
érték mellett) tartalmaz. A fotodinamikus kairosodést
ugy mértilk, hogy a baktérium-talélést meghatéroztuk:
a besugarzott baktériumszuszpenzié 30 pl-es mintdit
3 ml agy-sziv infizi6ban (BHI), amely folyékony bakté-
rium téptalaj, tenyésztettiik 2 6rdn 4t 37 °C hdmérsékle-
ten. A tenyésztést razatas kozben végeztiik, majd a bak-
tériumsiiriséget A=660 nm értéken turbiditisméréssel
hatéroztuk meg.

Valamennyi kisérlet esetében (a) egy kisérleti (a tel-
jes kezelésnek alavetett) baktériumcsoportot és hirom
kontrollcsoportot alkalmaztunk; (b) szenzibilizalé nél-
kiil besugérzott baktériumot alkalmaztunk, (c) szenzi-
bilizdloval kezelt, de nem besugérzott baktériumot al-
kalmaztunk, és (d) nem kezelt baktériumot alkalmaz-
tunk (100% talélés).

Amint az 1. 4br&n bemutatjuk, a [Pd]-BChl-Ser foto-
toxicitasa dozisfliggd, és fligg a szenzibilizdlokoncent-
raci6tol (LDsy~0,6 pM), és sGtétben nem tapasztaltunk
toxicitast. Hasonl6 eredményeket nyertiink BChl-Ser al-
kalmazésa esetében, amelyet ugyanilyen koriilmények
kozotti tesztvizsgalatnak vetettiink ald. Ez a vegyiilet
kissé alacsonyabb LDsy-értéket mutatott, azonban az el-
térés nem volt jelentGs.

A tesztvizsgalatot megismételtiik B. subtilis és Pro-
pionibacterium acnes, valamint Herpes Simplex Virus 1
(HSV-1) alkalmazisaval szuszpenziéban és fertdzott
sejtekben, és hasonlé fototoxicitaseredményeket nyer-
tiink (a tablazatban €s &4brén nem mutatott).

9b. Melanomasejtek

A tesztvizsgalatot az ,,Anyagok és eljarasok” pont-
ban leirtak szerint a (iv)—(viii) pontoknak megfelelGen
végeztitk. Monoréteges M2R sejteket inkubéltunk adott
koncentraci6jit [Pd]-BChl-Ser jelenlétében 1 6rdn 4t
Ezt kovetben a fentiek szerint fotodinamikus kezelés-
nek vetettiik ald. A fotocitotoxicitast [3H]-timidinbeépii-
léssel mértiik, és a kezelt sejtek tilélési szazalékaval,
valamint a megfelel6 kontrollok szdzalékdval adtuk
meg a 2. dbran. A tulélés szazalékat a nem kezelt sejtek
esetében 100%-nak vettiik.

A 2. abra adataib6l kitlnik, hogy a [Pd]-BChl-Ser
esetében a fototoxicitds dozisfiiggd, és az anyag kon-
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centraciojatol fiigg. Az LDs, értéke kb. 0,05 pM. Nem
tapasztaltunk fototoxicitast s6tét kontrollcsoportok ese-
tében.

Referenciak

1. Buchler, J. W, 1975, ,Static coordination che-
mistry of metalloporphyrins” (Metalloporfirinek stati-
kus koordinacios kémidja), Porphyrins and Metallopor-
phyrins, Smith, K. M., 157-232, Elsevier, New York.

2. Chen, L, Y. Mory, A. Zilberstein és M. Revel,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85., 8037-41.

3. Delordy, J. O., P. Bendel, A. Horowitz, Y.
Salomon és H. Degani, 1992, J. Magn. reson. Imag., 2,
695-700.

4. Gerst, J. E., J. Sole, J. P. Mather és Y. Salomon,
1986, Mol. Cell. Endocrinol., vol. 46, 137—47.

5. Hynninen P. H.: Scheer, 1991, 145-209.

6. Loves és munkatérsai, 1990, Opt. Spektrosk., 69,
97-101.

7. Matthews, J. L. és munkatarsai, 1988, Trans-
fusion, 81--83.

8. Ofmata, T. és N. Murata, 1983, ,,Preparation of
Chlorophyll a, Chlorophyll b and Bacteriochlorophyll a
by column chromatography with DEAE-Sepharose
C1-6B and Sepharose C1-6B” (Klorofill-a, kloro-
fill-b és bakterioklorofill elgallitdsa oszlopkromatogra-
fia segitségével DEAE-Sepharose C1-6B és Sepha-
rose C1-6B segitségével), Plant Cell Physiol., vol. 24,
1097-1100.

9. Rosenbach—Belkin, V., 1988, , The primary
reactants in bacterial photosyntheis modelling by in
vitro preparation” (Bakteriélis fotoszintézis modellben
in vitro preparatum esetében az elsGdleges reaktansok),
Ph. D. Thesis, Weizmann Institute of Science, Israel.

10. Schaber, P. M., J. E. Hunt, R. Fries és J. J. Katz,
1984., J. Chromatogr. 316, 25—41.

11. Scheer, H., 1991, Chlorophylls, CRC Press,
Boca Raton, Florida.

12. Scherz, A. és W. W. Parson, 1984, Biochim.
Biophys. Acta, 766, 653-55.

13. Strell, M. és Urumow, T., 1977, Liebigs Ann.
Chem., 970-974.

14, Struck, A., 1990, ,,Chemisch modifizierte Bak-
teriochlorophylle und -phaeophytine in den Bindungs-
stellen B, g und H, g von photosynthetischen Reak-
tionszentren aus Rhodobacter sphaeroides R26: Pig-
mentsynthese, Pigmentaustausch und Spektroskopie”
(Ba g ¢és H, p fotoszintézisében a kémiailag modositott
bakterioklorofill és faeofitin szerepe, példaul amelye-
ket szeroidokbél R26 nyertiink: pigmentszintézis,
pigmentallapot €s spektroszkopia), Ph. D. Thesis, Uni-
versity of Munich, Germany.

15. Struck, A. és munkatarsai, 1992, Bacteriochloro-
phylls modified at position C-3: Long-range intramo-
lecular interaction with position C-13.2 (C-3 helyzet-
ben moédositott bakterioklorofillek: a C-13.2 helyzettel
valo hosszi idGtartamu intramolekularis kolcs6nhatas),
Biochim. Biophys. Acta, 1101:321-328.

16. Struck, A. és Scheer, H., 1990, ,Modified
reaction centers from Rhodobacter sphaeroides R26.1.
Exchange of monomeric bacteriochlorophyll with 132-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

12

hydroxi-bacteriochlorophyll” (Médositott reakcio-
centrumok, amelyeket Rhodobacter sphaeroidokbol
R26 nyertiink. 1. monomer bakterioklorofill kicseréls-
dése 132-hidroxi-bakterioklorofillel), FEBS Lett. 261,
385-388.

17. Svec, W. A., 1991, , The distribution and extrac-
tion of the Chlorophylls” (Klorofillek eloszlasa és extra-
hélasa): Scheer, 1991, 89-102.

18. Wasielewsky, M. R., 1977, ,,A mild method for
the introduction of Magnesium into bacteriopheophy-
tin-a” (Enyhe reakcié magnézium bevezetésére bakterio-
feofitin-a vegyiiletben), Tetrahedron Letters, 1373—76.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés (I), (II) vagy (III) altalanos képletii [M]-
BChl szintetikus fémszubsztituélt bakterioklorofill-
szarmazeékok eldallitdsara, ahol az altalanos képle-
tekben
M jelentése a Cd (r=95 pm)-nal kisebb ionsugari fém-

atom, amely fématom az aldbbiak koziil valaszt-

hato:

két vegyértékd fématom, mégpedig Pd, Co, Ni, Cu,

Zn vagy Mn,

héarom vegyértékii fématom, mégpedig Fe, Mn vagy

Cr, vagy

négy vegyértekl fématom, mégpedig Sn vagy Pt,
R, jelentése 1-25 szénatomos szénhidrogéncsoport,
R, jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy

—COOR; altaldnos képletl csoport, ahol R; jelenté-

se 1-12 szénatomos alkilcsoport vagy 3—12 szén-

atomos cikloalkilcsoport;

R; jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
1-12 szénatomos alkilcsoport, vagy 1-12 szén-
atomos alkoxicsoport;

R, jelentése egymastdl fliggetleniil vinilcsoport, etil-
csoport, acetilcsoport, 1-hidroxi-etil-csoport és éte-
reik, valamint észtereik;

azzal jellemezve, hogy
(i) valamely, a fenti BChl képletnek megfelel6, dimetil-
formamidban feloldott bakteriofenofitinszarmazékot ar-
gonatmoszféraban dehidratalt Cd-acetattal reagalta-
tunk, és a [Cd]-BChl komplexet a reakcibelegyb6l kro-
matogréafia segitségével, redukalo reakcidkoriilmények
kozott izolaljuk;

(ii) a széraz acetonban feloldott és az (i) lépésben nyert

[Cd]-BChl komplexet egy megfeleld dehidratalt fémso-

reagenssel, amely lehet fém(M)-klorid, -acetat és -ace-

til-acetonat, reagéltatjuk argonatmoszféraban; és

(iii) a kivant fémszubsztitualt [M]-BChl-szarmazékot a

reakcioelegybdl kinyerjiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (1), (II) vagy (III) altalanos képletd {M]-BChl-
szarmazékot — melyeknél a szubsztituensek jelentése
az 1. igénypontban megadott — a tovabbiakban R’—OH
képletii vegyiilettel, a 173-helyzetben atészterezési reak-
ciokoriilmények kozott reagaltatjuk, és igy az (I’), (II')
vagy (III’) &ltalanos képletli [M]-BChl-szdrmazékot al-
litjuk eld, ahol az altalanos képletekben
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R’; jelentése

(1) 1-25 szénatomos szénhidrogéncsoport, amely
kivant esetben halogénatom, oxocsoport, hid-
roxilesoport, —~CHO-csoport, karboxilcsoport
vagy aminocsoport szubsztituenst tartalmazhat,
vagy ugyanilyen csoport, amelyet egy vagy t6bb
heteroatom szakit meg, amely lehet oxigénatom,
kénatom vagy —NH-csoport, illetve a megsza-
kitocsoport lehet fenilcsoport is;

(ii) valamely aminosav- vagy peptidcsoport, amely
egy hidroxilcsoportot tartalmaz vagy ezek szar-
mazéka, amely lehet C;_, alkil-észter vagy N-
védett szarmazék, ahol az N-védéesoport terc-
butoxi-, karbobenzil-oxi- vagy tritilcsoport, és
ahol a hidroxilezett aminosav vagy ennek szér-
mazéka a —COO-csoporthoz hidroxilcsoporton
keresztiil kapcsolodik;

(iii) a (ii) pontban megadott peptidcsoport, amely
—COO-csoporthoz egy 1-25 szénatomos
szénhidrogéncsoporton keresztiil kapcsolodik,
amely kivant esetben halogénatom, oxocsoport,
hidroxilcsoport, formilcsoport, karboxilcsoport
vagy aminocsoport szubsztituenst tartalmazhat,
vagy ugyanilyen csoport, amelyet egy vagy tébb
heteroatom szakit meg, ahol a heteroatom lehet
oxigénatom, kénatom vagy —NH-csoport, vagy
a megszakitocsoport fenilcsoport is lehet, tovab-
bé egy vég-funkcidscsoporttal szubsztitualt,
amely lehet hidroxilcsoport, karboxilcsoport
vagy aminocsoport; és

(iv) egy sejtspecifikus ligandumcsoport, amely lehet
peptidcsoport és proteincsoport, amely kozvetle-
niill kapcsolodik a —COO-csoporthoz vagy egy
1-25 szénatomos szénhidrogéncsoporton keresz-
till kapcsolédik, mely kivént esetben halogén-
atom, oxocsoport, hidroxilcsoport, formilcsoport,
karboxilcsoport vagy aminocsoport szubszti-
tuenst tartalmazhat, vagy egy vagy tobb hetero-
atommal megszakitott, ahol a heteroatomok lehet-
nek oxigénatom, kénatom vagy -NH-csoport,
vagy fenilcsoport megszakitdcsoportot is tartal-
mazhat, tovabbé egy végcsoport funkcids csoport
szubsztituenst tartalmaz, amely lehet hidroxilcso-
port, karboxilcsoport vagy aminocsoport;

R, jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
—COOR; éltalanos képletli csoport, ahol R jelenté-
se 1-12 szénatomos alkilcsoport vagy 3—12 szén-
atomos cikloalkilcsoport,

R; jelentése hidrogénatom, hidroxilcsoport vagy
1-12 szénatomos alkilcsoport, vagy 1-12 szén-
atomos alkoxicsoport;

R, mindegyikének jelentése egymastol fiiggetleniil vi-
nilcsoport, etilcsoport, acetilcsoport, 1-hidroxi-etil-
csoport és ezek éterel, valamint észterei; és

M jelentése fématom, amelynek ionsugara kisebb,
mint a Cd (r=95 pm) ionradiusza és az M fém lehet
két vegyértékd fématom, mégpedig lehet Pd, Co,
Ni, Cu, Zn és Mn, hérom vegyértéki fématom, még-
pedig Fe, Mn és Cr, valamint négy vegyértékd fém-
atom, mégpedig Sn és Pt.
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3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras olyan
[M]-BChl-szarmazék elGallitasara, amelyben az M fém
Pd, Cu, Ni, Co, Zn vagy Mn, és a BChl bakteriokloro-
fillesoport olyan (I) altalinos képletit csoport, ahol az
altaldnos képletben R, jelentése fitilcsoport vagy ge-
ranil-geranil-csoport, R, jelentése —COOCH; képletii
csoport, R; jelentése hidrogénatom vagy hidroxilcso-
port, R, jelentése a 3-helyzetben acetilcsoport és a 8-
helyzetben etilcsoport, azzal jellemezve, hogy a megfe-
lel6 kiindulési anyagokat alkalmazzuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a (ii) reakcidlépésben fém(M)-
soként valamely fém-kloridot alkalmazunk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az (i) reakciolépést és a (ii) reak-
ci6lépést kombinaltan egy 1épésben hajtjuk végre, és a
bakteriofeofitinszirmazékot a megfelelé dehidratalt
fém(M)-s06 feleslegben vett mennyiségével reagéltatjuk
katalitikus mennyiségli dehidratilt Cd-acetat jelenlété-
ben dimetil-formamid vagy aceton oldészerben.

6. Az (I’), (I") vagy (III’) altaldnos képletd, a 2.
igénypont szerinti eljarassal eléallitott fémszubsztitualt
bakterioklorofillszarmazék, kivéve azokat az (I’) altala-
nos képletli vegyiileteket, ahol az éltalanos képletben
R, jelentése —COOCH; képletii csoport, R; jelentése
hidrogénatom, R, jelentése a 3-helyzetben acetilcso-
port és a 8-helyzetben etilcsoport, R’; jelentése fitilcso-
port vagy etilcsoport és M jelentése Pd, vagy ahol R’;
jelentése metilcsoport vagy fitilcsoport és M jelentése
Cu vagy Zn.

7. A 6. igénypont szerinti (I’) altalanos képlet( fém-
szubsztitualt bakterioklorofillszarmazék, ahol az altala-
nos képletben R’; jelentése fitilcsoport vagy geranil-
geranil-csoport, R, jelentése ~COOCH;-csoport, R; je-
lentése hidrogénatom, R, jelentése a 3-helyzetben ace-
tilcsoport és a 8-helyzetben etilcsoport és M jelentése
Co, Ni vagy Mn.

8. A 6. igénypont szerinti (I') altalanos képlet(i fém-
szubsztitualt bakterioklorofillszarmazék, ahol az 4ltala-
nos képletben R’ jelentése fitilcsoport vagy geranil-
geranil-csoport, R, jelentése —COOCH;-csoport, R, je-
lentése hidroxilcsoport, R4 jelentése a 3-helyzetben ace-
tilcsoport és a 8-helyzetben etilcsoport és M jelentése
Pd, Co, Ni vagy Mn.

9. A 6. igénypont szerinti (') altaldnos képletl fém-
szubsztitualt bakterioklorofillszarmazék, ahol az altala-
nos képletben R’; jelentése etilcsoport, R, jelentése
—COOCH;-csoport, R; jelentése hidrogénatom, R, je-
lentése a 3-helyzetben acetilcsoport és a 8-helyzetben
etilcsoport és M jelentése Ni, Zn vagy Cu.

10. A 6. igénypont szerinti (I’) &ltaldnos képlet
fémszubsztitualt bakterioklorofillszarmazék, ahol az 4l-
taldnos képletben R’ jelentése szeril-metil-észter, R, je-
lentése —~COOCHj;-csoport, R, jelentése hidrogénatom,
R, jelentése a 3-helyzetben acetilcsoport és a 8-helyzet-
ben etilcsoport és M jelentése Pd.

11. Gyogyszerkészitmény, amely a 6. igénypont sze-
rinti (I’), (II’) vagy (III’) altaldnos képletii fémszubszti-
tudlt bakterioklorofillvegyiiletet és gyogyszerészetileg
elfogadhat6 hordozbanyagot tartalmaz.
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12. A 11. igénypont szerinti gyogyszerkészitmény,
amely a 10. igénypont szerinti fémszubsztitualt bakte-
rioklorofillvegyiiletet tartalmazza.

13. A 6. igénypont szerinti (I’), (II’) vagy (1IT’) alta-
lanos képletii fémszubsztitualt bakterioklorofillvegyii-
letek alkalmazisa gyogyszerkészitmény eldallitasara,
amely gyogyszerkészitmény fotodinamikus terapidban
alkalmazhatd.

14. A 6. igénypont szerinti (I'), (I") vagy (III’) alta-

let alkalmazisa gyogyszerkészitmény elallitasara,
amely tumordiagnozisban alkalmazhato.

15. A 6. igénypont szerinti (I'), (II’) vagy (II’) alta-
lanos képletli fémszubsztitualt bakterioklorofillvegyiilet
alkalmazasa gyogyszerkészitmény elGallitisara, amely
sejtek vagy fert6z6 hatbanyagok, mégpedig baktériu-
mok vagy virusok elpusztitasira alkalmazhato.

16. A 15. igénypont szerinti alkalmazas biologiai
termékekben talalhato fert6z6 hatoanyagok elpusztitisa-

lanos képletii fémszubsztitualt bakterioklorofillvegyii- 10 ra hasznalhat6 gyogyszerkészitmények elallitasdra.
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