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WYKAZ SKROTOW

Chol - cholesterol

COosy - (ang. Corelation Spectroscopy) — homojadrowa spektroskopia korelacyjna,
wchodzaca w zakres technik 2D NMR

DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundec-7-en

DMF - N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DOTAP - chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy

DPBF - 1,3-difenyloizobenzofuran

ES - (ang. Electrospray lonization)

HMBC - (ang. Heteronuclear Multibond Correlation) — heterojadrowa spektroskopia
korelacyjna, badajaca oddziatywania przez dwa lub wigcej wigzan

HOMO - (ang. Highest Occupied Molecular Orbital) — najwyzszy zajety orbital
molekularny

HPLC - (ang. High Performance Liquid Chromatography) - wysokosprawna
chromatografia cieczowa

HSQC - (ang. Heteronuclear Single Quantum Correlation) — heterojadrowa spektroskopia

korelacyjna badajaca oddzialywania sgsiednich atomow

LUMO - (ang. Lowest Unoccupied Molecular Orbital) — najnizszy wolny orbital
molekularny

MS - (ang. mass spectrometry) — spektrometria mas

MALDI - (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization) - desorpcja laserowa z

udziatem matrycy
NMR - (ang. Nuclear Magnetic Resonance) jadrowy rezonans magnetyczny

PM-g-CD - per-O-metylowana -cyklodekstryna

PG - L-a-fosfatydylo-DL glicerol

PDT - (ang. Photodynamic Therapy) - terapia fotodynamiczna

POPC - 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina

RFT - reaktywne formy tlenu

THF - tetrahydrofuran

TPPS - 5,10,15,20-tetrakis(4’-sulfofenylo)porfiryna

TLC - (ang. Thin Layer Chromatography) — chromatografia cienkowarstwowa
Tt - temperatura topnienia

UV-Vis spektroskopia w zakresie $wiatta ultrafioletowego i widzialnego
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| WSTEP

W dobie wzmozonej walki z chorobami prowadzi si¢ intensywne badania,
zmierzajagce do opracowania lekéw wykorzystujacych nowe mechanizmy dziatania.
Problem dotyczy w szczego6lnosci chorob nowotworowych oraz zakazen bakteryjnych,
wirusowych i grzybiczych. Coraz wigcej uwagi poswigca si¢ metodom leczenia, ktore
moga stanowi¢ uzupelnienie tradycyjnie stosowanej farmakoterapii, chirurgii i radioterapii.
W tym aspekcie, obok lekow o dziataniu receptorowym, biotechnologicznym, szczegdlnie
cenne moga okazac si¢ posiadajace zupelnie odmienny punkt uchwytu, bo dziatajace w
oparciu 0 mechanizm fizyko-chemiczny. Aktywno$¢ fotosensybilizatorow warunkowana
jest mechanizmem reakcji fotodynamicznej, ktora jest podstawg terapii fotodynamiczne;.

Szczegodlne perspektywy dla potrzeb terapii fotodynamicznej, wydaja si¢ stwarza¢
zwigzki z grupy makrocykli porfirynoidowych. Ich struktura wywodzi si¢ wedlug Vogel’a
z Sondheimer’owego [18]annulenu [1]. Wérdd tej grupy makrocykli mozna wyrdznié
wiele odrgbnych podgrup, rézniacych si¢ liczba i sposobem polaczenia pierscieni
pirolowych. W strukturze porfirynoidéw wystepuja najczesciej cztery pierscienie pirolowe.
Budowa porfiryn zostata po raz pierwszy okreslona w 1912 roku przez Wiliama Kiister’a
[2]. Od tamtego czasu obserwuje si¢ intensywny rozwdj badan w zakresie syntezy,
modyfikacji, oceny fizyko-chemicznej oraz aktywnosci biologicznej makrocykli
porfirynoidowych. Wiele nowych uktadéw zostalo w miedzyczasie poznanych w sposob
zupelnie przypadkowy, tak jak to mialo miejsce w odniesieniu do ftalocyjanin
otrzymanych w 1928 r. w fabryce Scottish Dyes Ltd. [2,3]. Porfirynoidy szybko staly si¢
wazng 1 intensywnie rozwijang grupg heterocykli, a informacje na ich temat znalazty sie¢
w wielu akademickich podrecznikach chemii, licznych monografiach naukowych,
doniesieniach na konferencjach, wiodacych czasopismach naukowych, a takze
czasopismach poswieconych wylacznie ich tematyce, jak np. Journal of Porphyrins and
Phthalocyanines.

Najwigksza grupe porfirynoidow stanowig pochodne (i) porfiryny, ktore wystepuja
naturalnie w przyrodzie np. hem - uczestniczacy w transporcie tlenu, cytochrom C -
biorgcy udziat w metabolizmie ksenobiotykow, (ii) chloryny np. chlorofil
i bakteriochlorofil — zwigzki o duzym znaczeniu w procesach fotosyntezy oraz (iii) koryny
np. witamina B, - biorgca udzial w reakcjach biochemicznych [4]. Otrzymywane sg takze

syntetyczne pochodne, ktore mozna traktowa¢ jako uktady wywodzace si¢ od porfiryny



1 poddane ro6znorodnym procesom modyfikacji, jak np. podstawienie mostkow
metinowych, kontrakcj¢ lub rozbudowe pierScienia. W ten sposob otrzymano
m.in. odwrécone porfiryny, subftalocyjaniny, ftalocyjaniny, porfirazyny, norftalocyjaniny,
korolazyny, teksafiryny, szafiryny [5,6].

Zasadniczym  elementem  odrozniajacym  tetraazaporfiryny  (porfirazyny
I ftalocyjaniny) od porfiryn jest pozycja mezo, zawierajaca mostki azametinowe w miejsce
grup metinowych [6]. Porfirazyny skladaja si¢ z czterech pierScieni pirolowych
potaczonych mostkami azametinowymi. Ftalocyjaniny zbudowane sg podobnie, z tym ze
wspomniane mostki tgcza pierscienie izoindolowe. Pomimo podobienstwa strukturalnego,
rézne porfirynoidy syntetyzowane sg odmiennymi sposobami. Porfiryny najczesciej
otrzymuje si¢ poprzez kondensacj¢ pirolu z aldehydami (reakcja Rothemunda) [7],
natomiast porfirazyny i ftalocyjaniny syntetyzuje si¢ odpowiednio z maleonitryli
i ftalonitryli w podwyzszonej temperaturze z wykorzystaniem soli dwuwartosciowego
metalu (makrocyklizacja Linsteada) [8].

Makrocykle porfirazynowe i ftalocyjaninowe mozna modyfikowa¢ na wiele
sposobow. Najwigksza popularnoscia ciesza si¢ reakcje polegajace na zamianie kationu
w rdzeniu i dobudowywaniu podstawnikow peryferyjnych. W rdzeniu makrocyklu
znajdujg si¢ dwa protony grup aminowych (NH), ktore tatwo ulegaja podstawieniu jonami
metali. Ponadto mozna otrzyma¢ rézne pochodne np. poprzez wprowadzenie
podstawnikow peryferyjnych, co prowadzi do analogdw roznigcych si¢ barwg. Ta
wlasciwos¢ jest wykorzystywana w przemys$le barwnikow, gdyz uzyskiwane zwiagzki sa
bardzo stabilne termicznie 1 fotochemicznie oraz nierozpuszczalne w wigkszosci
rozpuszczalnikow [9-11]. Ponadto otrzymywane zwiazki posiadaja unikatowe wlasciwosci
spektroskopowe (wysoki molowy wspotczynnik absorpcji), charakteryzuja si¢
luminescencja (fluorescencja, fosforescencja), wilasciwosciami magnetycznymi (para—
I diamagnetyzm), fotoprzewodnictwem i aktywnoscig powierzchniowg [2]. Porfirynoidy
stanowig wigc wazng grupe zwigzkow, zarowno ze wzgledu na rolg, jaka pelnig
w organizmach zywych, jak 1 mozliwe zastosowania w przemysle, a ostatnio
nanotechnologii [12]. Stwierdzono, ze dzigki oddziatywaniu porfirynoidow z jonami
metali, moga tworzy¢ si¢ roéwniez nowe struktury samoporzadkujace  si¢
i samoorganizujgce, o potencjalnym zastosowaniu w nanotechnologii [13]. Zwigzki z tej
grupy stosuje si¢ m.in. w sensorach zapachu, ogniwach stonecznych, fototranzystorach,

katalizatorach, barwnikach oraz materiatach optycznych [14]. Reasumujac, mozna



stwierdzi¢, ze duza cz¢$¢ badan dotyczacych porfirynoidéw wynika z faktu, ze wiele pelni
wazng rol¢ w przyrodzie, a cz¢$¢ znalazta praktyczne zastosowanie w zyciu codziennym.

Rosngce znaczenie porfirynoidow w medycynie, wynika z coraz czestszego
zastosowania w terapii fotodynamicznej nowotworow (ang. photodynamic therapy, PDT),
diagnostyce fotodynamicznej (ang. photodynamic diagnosis, PDD) oraz terapii
fotodynamicznej skierowanej przeciw drobnoustrojom (ang. photodynamic antimicrobial
chemotherapy, PACT). Obecnic w terapii PDT stosowane sg powszechnie cztery
fotosensybilizatory porfirynoidowe (w Stanach Zjednoczonych trzy), a wicksza liczba
znajduje si¢ w badaniach klinicznych. Niezwykle wazne, zwlaszcza w kontekscie rosnacej
w ostatnich latach liczby szczepoéw bakterii opornych na antybiotyki, w szczegodlno$ci
metycylinoopornych SzczepoOw Staphylococcus aureus (MRSA) oraz
wankomycynoopornych szczepow Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium (VREF),
wydaje si¢ rowniez zastosowanie porfirynoidow w terapii fotodynamicznej skierowanej
przeciw mikroorganizmom, zar6wno bakteriom, wirusom, grzybom, jak i pierwotniakom
[15-17].

Pochodne adamantanu podstawione grupg aminowa, stosuje si¢ juz od
kilkudziesigciu lat w leczeniu grypy wywotanej wirusem typu A. Grupy adamantylowe
okazaly si¢ potencjalnymi nos$nikami lekow przeciwdrgawkowych
1 przeciwnowotworowych. Wcigz duza zachorowalno$¢ 1 $miertelno$¢ na grype,
izolowanie form wirusa groznych dla cztowieka i zwierzat, skomplikowane powiktania
pogrypowe implikuja poszukiwania skutecznego leku i konieczno$¢ opracowywania w
kazdym sezonie nowych szczepionek, co sprzyja zainteresowaniu pochodnymi admantanu
[18-21].

Otrzymywanie koniugatéw adamantanu ze zwigzkami nalezacymi do innych grup
terapeutycznych, wydaje sie jednym ze sposobow potegowania ich wzajemnej aktywnosci,
co udowodniono dla koniugatow 4-tiazolidynowo-adamantanowych, wykazujacych
wzmozong aktywno$¢ przeciwwirusowg [22,23]. Znane z literatury koniugaty
ftalocyjaninowo-adamantylowe, charakteryzuja si¢ silnie batochromowo przesunigtymi
maksimami absorpcji, co ma istotne znaczenie z punktu widzenia potencjalnych
zastosowan w PDT [24]. Wydaje si¢, ze bedace przedmiotem dysertacji doktorskiej
synteza koniugatow porfirynoidowo-adamantylowych, stwarza szanse wzbogacenia tych
potencjalnie aktywnych fotouczulaczy, w nowe wiasciwosci fizykochemiczne uzyteczne z

farmakologicznego i farmakokinetycznego punktu widzenia.
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Brak skutecznej terapii przeciwnowotworowej pozostaje dla medycyny ciagle
aktualnym wyzwaniem. Z tego wzgledu PDT jest jedng z najintensywniej rozwijajacych
si¢ metod leczenia we wspodlczesnej onkologii, zarowno w leczeniu paliatywnym, jak
I w pierwotnym. Jednym z warunkow skutecznej terapii oraz diagnostyki fotodynamicznej,
jest posiadanie odpowiedniego fotouczulacza. Ze wzgledu jednak na ogromne
zroznicowanie wystepujacych jednostek chorobowych, dotychczas nie otrzymano
fotosensybilizatora o uniwersalnym zastosowaniu. Z tego wzgledu wcigz prowadzone sg
badania, ktorych celem jest synteza nowych fotouczulaczy o odpowiednich
wlasciwosciach fotofizycznych, wykazujacych wigkszg selektywno$¢, a tym samym
bezpieczenstwo stosowania. Przeglad pismiennictwa dotyczacy aktualnego stanu badan na
temat PDT, potwierdza, ze poszukiwania idealnych fotouczulaczy, sa bardzo czgsto
prowadzone w grupie metalowanych porfirynoidow, posiadajacych w centrum czasteczki
jony metali. Ze wzgledu na znaczne mozliwo$ci zastosowania — w ostatnim czasie —
podejmowane sa proby zwigkszenia skuteczno$ci dzialania fotouczulaczy, poprzez
projektowanie nowych porfirynoidéw, szczegdlnie z grupy ftalocyjanin i porfirazyn,
a takze opracowanie odpowiednich formulacji.

W ramach niniejszej pracy, zaplanowano otrzymanie na drodze syntezy chemicznej
nowych porfirynoidow z grupy porfirazyn i ftalocyjanin, posiadajacych podstawniki
adamantylowe w czg$ci peryferyjnej. Zatozono, ze sprawdzenie przydatnosci dla potrzeb
terapii fotodynamicznej, zostanie przeprowadzone poprzez szczegétowa oceng wybranych
parametrow: (i) fotofizycznych, w tym solwatochromowych i wiasciwosci emisyjnych,
oraz (ii) fotochemicznych, takich jak zdolno$¢ generowania tlenu singletowego i ocen¢

trwatosci fotochemiczne;j.

Uwzgledniajac dotychczasowe doniesienia pismiennictwa, w ramach niniejszej pracy
ustalono przeprowadzenie nastepujacego programu badan:
1. Opracowanie syntezy i charakterystyka ftalocyjanin z  ugrupowaniem
2-(1-adamantylo)etoksylowym
2. Opracowanie syntezy i charakterystyka ftalocyjanin z  ugrupowaniem

1-adamantylosulfanylowym



3. Opracowanie syntezy i charakterystyka porfirazyn posiadajacych rozbudowane
podstawniki 2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilowe i dimetyloaminowe

4. Okreslenie wlasciwosci emisyjnych i absorpcyjnych otrzymanych ftalocyjanin
i porfirazyny

5. Pomiar wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego

6. Okreslenie podatnosci otrzymanych zwigzkéw makrocyklicznych na fotorozktad

7. Zbadanie aktywnos$ci biologicznej otrzymanych makrocykli wzgledem komorek

nowotworowych i bakteryjnych

W czescei literaturowej pracy postanowiono podsumowacé aktualny stan wiedzy dotyczacy:
1. koniugatow porfirazyn i ftalocyjanin z adamantanem;
2. stosowanych Klinicznie lekow, zawierajacych w czasteczce ugrupowanie
adamantylowe;
3. kompleksow inkluzyjnych i koniugatow cyklodekstryn z porfirynoidami,
wykazujacych ~ wlasciwosci  biomimetyczne, a takze badanych jako

fotosensybilizatory dla potrzeb terapii fotodynamicznej.



111 CZESC LITERATUROWA

111.1 Wprowadzenie do porfirynoidow

Porfirynoidy sa naturalnymi lub syntetycznymi zwigzkami makrocyklicznymi,
zawierajagcymi w czasteczce pierscienie pirolowe [5]. Do naturalnie wystepujacych
W przyrodzie naleza porfiryny (), ktore wchodzg m.in. w sktad hemu bioragcego udziat
w transporcie tlenu. W przyrodzie wystepuja rowniez: pochodne korolu (11), chloryny (111)
I bakteriochloryny (IV). Syntetyczne makrocykle porfirynoidowe réznig si¢ od porfiryny
obecnoscig mostkow azametinowych, liczbg oraz sposobem potaczenia pierScieni
pirolowych. Wsrod syntetycznych porfirynoidow wyroznia si¢ m.in. aza-analogi porfiryny:
ftalocyjaniny (V), subftalocyjaniny (1), porfirazyny (VI1), korolazyny (V1I11), a ponadto
odwrocone porfiryny (X), teksafiryny (XI), szafiryny (XI1) (Ryc. 1).

Vi \ii Vil

X Xl XIl

Ryc. 1. Wzory strukturalne naturalnych i syntetycznych porfirynoidéw; M — jon metalu.



Badania dotyczace syntetycznych porfirynoidow dotycza gtownie mozliwosci ich
zastosowania jako sztucznych enzyméw [25] i katalizatorow, barwnikéw w systemach
fotowoltaicznych i zwigzkéw o charakterze sensoréw [9,10]. W medycynie porfirynoidy sa

wykorzystywane jako fotouczulacze w terapii fotodynamicznej.

111.2 Reakcja fotodynamiczna jako podstawa terapii fotodynamicznej

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy, PDT) jest budzacg nadzieje
metoda leczenia takich stanow chorobowych jak nowotwory, degeneracja plamki zottej,
zakazenia bakteryjne. W PDT wykorzystuje si¢ nietoksyczny fotouczulacz, ktory
selektywnie gromadzi si¢ w zmienionej tkance i po aktywacji $wiattem widzialnym ulega
wzbudzeniu. Przeniesienie energii wzbudzenia na tlen trypletowi, powoduje jego
aktywacje do tlenu singletowgo, ktory prowadzi do apoptotycznej lub nektrotycznej

$mierci komorek [26,27].

e |
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(v)
—————
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(vi)

Ryc. 2. Diagram Jabtonskiego przedstawiajacy mozliwe procesy zwigzane ze

<

I -0,

wzbudzeniem fotouczulacza; (i) wzbudzenie, (i1) konwersja wewnetrzna, (iii) przejscie
bezpromieniste, (iv) fluorescencja, (v) przejscie migdzysystemowe, (vi) fosforescencja,

(vii) wzbudzenie tlenu do stanu singletowego.

Podstawa dziatania terapii fotodynamicznej jest szereg proceséw, zachodzacych
w wyniku interakcji §wiatla z fotouczulaczem, ktére schematycznie przedstawiono na
Ryc. 2 i okreslono mianem reakcji fotodynamicznej. Po absorpcji $wiatla fotouczulacz
ulega (i) wzbudzeniu ze stanu podstawowego S, do stanu singletowego S;. Wzbudzony
fotouczulacz moze powr6ci¢ do stanu podstawowego z réwnoczesng emisja $wiatla
(fluorescencja, iv) lub wydzieleniem ciepta w wyniku procesu bezpromienistego (iii), ale
moze tez przejs¢ do stanu trypletowego T; w wyniku przej$cia miedzysystemowego (V). Ze

stanu T; fotouczulacz moze powrdci¢c do stanu Sy z emisjg fosforescencji (vi),



lub z przeniesieniem energii/elektrondw na inne czasteczki. Procesy zachodzace w PDT
moga przebiega¢ wedlug mechanizmu I, w ktéorym nastepuje przeniesienie elektronow
z fotouczulacza na inne czgsteczki, m.in. lipid lub biatko, a nastgpnie dochodzi do
wytworzenia form rodnikowych takich jak rodnik hydroksylowy OH’, czy anionorodnik
ponadtlenkowy O, . W mechanizmie Il - nast¢puje przeniesienie energii z fotouczulacza
na czasteczke tlenu w podstawowym stanie trypletowym O, z wytworzeniem tlenu
singletowego '0,, ktory uwaza si¢ za gtowny czynnik aktywny w terapii fotodynamicznej
[28,29]. Niezaleznie od mechanizmu powstawania reaktywnych form tlenu, dochodzi do
uszkodzenia struktur komorkowych i §mierci komorki na drodze apoptozy badz nekrozy.
Wskazuje si¢ rowniez na wazng role miejscowych reakcji immunologicznych w

zniszczeniu tkanki nowotworowej [30,31].

OH

O Q OH
H
: C
H H;COO0C + HscoocC

H HzCoOoC H,COOC

HO O O COOCH; COOH

HO COOH COOCH;4

XMl XIV

OH

XV XVI XVl

Ryc. 3. Fotouczulacze stosowane klinicznie oraz znajdujace si¢ w badaniach klinicznych;
temoporfina (Foscan®, XIII), werteporfiryna (Visudyne®, XIV). W badaniach
klinicznych znajdujg si¢ ftalocyjanina Pc4 (XV), moteksafina lutetu (Lutex®, XVI) oraz
padoporfina (Tookad®, XVII).



Stosowane klinicznie fotouczulacze z grupy porfirynoidow to m.in. temoporfina
(Foscan®, XII1), werteporfiryna (Visudyne®, X1V). W badaniach klinicznych znajdujg si¢
obecnie m.in. ftalocyjanina Pc4 (XV), moteksafina lutetu (Lutex®, XVI) i padoporfina
(Tookad®, XVII) (Ryc. 3).

Idealny fotouczulacz powinien by¢ nietoksyczny, selektywnie gromadzi¢ si¢
w leczonej tkance i nie moze powodowaé mutagenezy. Powinien rozpuszczaé si¢ w
wodzie (warunek umozliwiajagcy podawanie dozylne), albo przenikaé przez warstwe
rogowg skory (po podaniu miejscowym). Powinien umozliwia¢ terapi¢ w trybie
ambulatoryjnym. Dhlugo$¢ fali $wiatla wykorzystywanego do wzbudzenia powinna by¢
wicksza od 650 nm, gdyz promieniowanie o krotszych falach stabo penetruje tkanki,
a ponadto jest absorbowane przez wystepujace w komorkach naturalne chromofory — hem,
cytochromy. Natomiast po absorpcji $wiatla powyzej 800 nm, stan trypletowy

fotouczulacza ma zbyt niska energie, aby wzbudzi¢ tlen do stanu singletowego [29,31].

111.3 Leki zawierajace w czgsteczce grupe adamantylowg stosowane klinicznie

(@]
NH,
NH, HNJJ\/O\/\N/ NH,
@ |
XVIII XIX XX XXI

e jom

XXII XXl XXIV

Ryc. 4. Stosowane klinicznie leki (XVI11-XXIV) posiadajace w czasteczce podstawnik

adamantylowy.

Grupa adamantylowa wystepuje w lekach stosowanych w takich stanach chorobowych jak
[18,32]:

- infekcje wirusowe: amantadyna (Viregyt K®, XVIII, Ryc. 4), rimantadyna (Rimantin®,
XIX), tromantadyna (Viru-Merz®, XX)

- choroba Parkinsona: amantadyna (Amantix®)



- choroba Alzheimera: memantyna (Ebixa®, XXI)
- tradzik r6zowaty: adapalen (Epiduo®, XXII)
- cukrzyca typu II: wildagliptyna (Galvus®, XXI11), saksagliptyna (Onglyza®, XXIV)

111.4 Koniugaty ftalocyjanin z adamantanem

Ftalocyjaniny zawierajagce podstawniki adamantylowe wykazuja wlasciwosci
korzystne z punktu widzenie PDT, tj. wysoka fotostabilno$¢, efektywne generowanie tlenu
singletowego 1 brak tendencji do agregacji [33]. Jednym z ocenianych zwigzkéw byta
ftalocyjanina podstawiona tetraazaadamantanem (XXV, Ryc. 5), ktérg poddano testom
przeciwko wirusowi HIV [34]. Natomiast ftalocyjaniny cynkowe, posiadajace jeden
(XXVI) lub cztery (XXVII) podstawniki adamantyloetoksylowe, byty badane jako
fotosensybilizatory in vitro. Jako modelowe komorki wybrano ludzkie erytrocyty

i obserwowano ich rozpad hemolityczny [35].

e Qo ol
Gy B &2

XXV

Ryc. 5. Ftalocyjaniny posiadajace w strukturze ugrupowania tetraazaadamantylowe i
adamantylowe XXV — XXVII.

Zespot badawczy Shen i wsp. uzyskal ftlaocyjaniny XXVIII i XXIX zawierajace
centralnie wbudowany jon krzemu(lV), podstawiony grupami adamantyloetoksylowymi
lub adamantylometoksylowymi [33] (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Ftalocyjaniny (XXVII-XXXI) posiadajace w  strukturze  grupy
adamantylometoksylowe, adamantyloetoksylowe  jako podstawniki aksjalne

I skoniugowane peryferyjne pierécienie zawierajace grupg adamantylowa.

Otrzymano réwniez ftalocyjaniny posiadajace skoniugowane pierScienie
adamantanoimidowe (XXX) [36] lub adamantanoacetalowe (XXXI) [37]. Ftalocyjaniny
podstawione pochodnymi adamantanu (XXXII-XXXVII) otrzymano w grupie badawczej
Leznoff’a [24] (Ryc. 7).

R
i R3 R3 2 e
R, 1 _— R4
25N\ /R4 //
| R % \
Rs N_. N 3 /] ™S \
N/
N/ M \N / N \
VAR N
N= R

Z

55 &@

XXXII - XXXVII XXXV, XXXIX XL, XLI
R ‘ R R M f N
(R [’ [® NN
XXXII ‘ -OAd - o
XXX -NHAd Jo—" R4=@ R,=
XXXIV| -NHAd -F Mg |ad :@
XXXVII, XL XXXIX, XLI
XXXV -OCH,Ad
XXXVI -OCH,CH,Ad
XXXV -OAd ‘ -F 2H

/
Ryc. 7. Ftalocyjaniny (XXXII-XLI) zawierajace ugrupowania adamantylowe jako

podstawniki peryferyjne.
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Natomiast Garcia Vior i wsp. otrzymali ftalocyjaniny z ugrupowaniami
2-adamantyloksylowymi (XXXVI11, XL) i 1-adamantylosulfanylowymi (XXXIX, XLI)
jako mieszaniny izomeréw Kkonstytucyjnych [38]. Zwigzek XLI nastepnie zostat
wbudowany w nanoemulsje [39] i liposomy [40]. Oceniono roéwniez wplyw
przeprowadzonej modyfikacji na fotostabilnos¢ i wydajno$¢ generowania tlenu
singletowego w no$nikach. Grupy adamantylowe stanowiag réwniez fragment
podstawnikow amidowych ftalocyjanin XLII i XLIII, otrzymanych przez VVoskuhl i wsp.
[41] (Ryc. 8). Bardzo ciekawy przypadek reprezentowat zwigzek XLIV, otrzymany przez
Novakova i wsp., ktory mozna rozpatrywaé pod wzgledem budowy jako azaftalocyjanine,
ale takze jako porfirazyne ze skoniugowanymi pier§cieniami pirazynowymi [42]. Jest to
jednoczesnie jedyny, odnotowany dotychczas w literaturze przyktad porfirazyny,

posiadajacej ugrupowanie adamantylowe.

Ry Ri \\ ) N<
N v N
Rl Rl R3—< | //
N\ N$N N N
I N l\i_ Y N\ \I<I ~
7z N YOI %
/B
= N /g N

o C4Hg o
XLl XL

Ryc. 8. Ftalocyjaniny (XLII, XLIII) i azaftalocyjanina (XLIV), zawierajace ugrupowania

adamantylowe jako fragmenty rozbudowanych podstawnikéw.
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111.5 Kompleksy inkluzyjne i koniugaty cyklodekstryn z porfirynoidami

111.5.1 Cyklodekstryny w chemii supramolekularnej

Chemia supramolekularna to dziat chemii zajmujacy si¢ strukturami ,,ponad
czasteczky”, a wigc duzymi czgsteczkami zlozonymi z mniejszych jednostek.
Wykorzystuje czasteczki jako sktadniki budulcowe, ktore oddzialuja wzajemnie na
zasadzie sit niewigzacych, co wymusza ,,asocjacj¢” czasteczek. Wytworzone w ten sposob
struktury, posiadaja nowe czesto niezwykle wlasciwosci, rozne od sumy wilasciwosci
poszczego6lnych sktadnikdéw. Struktury supramolekularne pod wzgledem budowy i funkcji,
czegsto przypominajg naturalnie wystepujace czgsteczki, dlatego tez sg przedmiotem
zainteresowania biomimetyki. Kluczowe procesy biologiczne, takie jak fotosynteza
1 transport tlenu, sg zalezne od ztozonych, biatkowych struktur zawierajacych czasteczke
porfirynoidu. Tworzenie supramolekularnych struktur z wykorzystaniem porfiryn, wydaje
si¢ sposobem na uzyskanie materialbw o wlasciwosciach nieosiggalnych innymi
sposobami [13].

Jednymi z czesciej wykorzystywanych w chemii supramolekularnej czasteczek sa
cyklodekstryny (CD). Naturalne CD sg cyklicznymi oligosacharydami, zawierajacymi
odpowiednio 6 (a-CD, XLV), 7 (B-CD, XLVI) Iub 8 (y-CD, XLVII) jednostek
a-D-glukopiranozy, polaczonych  wigzaniami  a-1,4-glikozydowymi  (Ryc. 9).
Cyklodekstryny maja ksztatt Scigtego stozka o otwartych obu koncach. Szerszy z otworow
stozka otoczony jest drugorzedowymi grupami hydroksylowymi, wystepujacymi przy
atomach wegla C2 i C3. Wezszy otwér stozka otoczony jest bardziej polarnymi,
pierwszorzegdowymi grupami hydroksylowymi przy atomach wegla C6 glukozy.
Wewngtrzne zaglebienie zawiera dwa pierscienie grup C-H, pomigdzy ktérymi znajduja
si¢ atomy tlenu wigzan glukopiranozowych. Rozpuszczalnos¢ CD w wodzie jest
uwarunkowana obecnos$cig grup -OH (przy atomach wegla C2, C3 i C6), a takze
wzajemnymi oddziatywaniami pomiedzy grupami hydroksylowymi sasiednich jednostek
glukozy. Obecno$¢ hydrofobowej wneki umozliwia tworzenie kompleksow inkluzyjnych,
a dzieki roznym rozmiarom wnek, cyklodekstryny cechuje selektywno$¢ kompleksowania.
Cyklodekstryny s3 zwigzkami nietoksycznymi i1 niewchtanianymi w goérnym odcinku
przewodu pokarmowego. Cyklodekstryny — zaré6wno natywne jak 1 poddawane
selektywnym modyfikacjom chemicznym — sa wykorzystywane jako nos$niki substancji

leczniczych o ograniczonej rozpuszczalnosci w wodzie [43,44]. Ponadto modyfikowane
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cyklodestryny sa badane jako modele enzymoéw, z uwagi na hydrofobowa wneke
wykazujacg podobienstwo do miejsca aktywnego enzymu [45].

OH)
[
n

HO-6 XLV n=6 o-CD
14 50 — =
XLVI n=7 p-CD
HO3 > 1
OH 97 n 3/ \2 XLVIIin=8 y-CD
HO OH
n n

Ryc. 9. Cyklodekstryny (CD); a-CD XLV, B-CD XLVI, y-CD XLVII.

111.5.2 Nasladowanie enzymow — biomimetyka

Zastosowanie metod syntezy chemicznej jest zalezne od budowy czasteczki, a szczegdlnie
obecnosci okreslonych grup funkcyjnych. W celu uzyskania chemoselektywnosci reakceji
czgsto stosuje si¢ grupy ochronne. Chemia biomimetyczna pozwala na nasladowanie
naturalnej aktywno$ci enzymoéw. Prowadzi to do lepszego zrozumienia mechanizmow
reakcji enzymatycznych, otrzymywania duzych iloSci metabolitow oraz prowadzenia
syntezy chemicznej bez konieczno$ci stosowania grup ochronnych.

Hem, bedacy kompleksem zelaza(Il) z pochodng porfiryny — protoporfiryna IX,
stanowi grupe prostetyczng tak waznych biatek jak hemoglobina, mioglobina, oksydaza
cytochromu c, cytochrom P450. Funkcje tych czasteczek zaleza od apoenzymu,
powodujacego, ze hem petni okreslone funkcje. Cytochrom P450 (CYP450) stanowi jeden
z enzymOw o aktywno$ci monooksygenaz, ktorego funkcja biologiczng w organizmie jest
hydroksylacja takich czasteczek jak hormony sterydowe, leki i inne ksenobiotyki.
Hydroksylacja ksenobiotykow przez CYP450, nie zalezy od obecnosci w utlenianych
czasteczkach grup funkcyjnych, jest mozliwa w obecnos$ci wigzan podwojnych, a ponadto

nie prowadzi do utlenienia grup hydroksylowych, juz obecnych w czasteczkach.
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Ryc. 10. Porfiryny o aktywnosci biomimetycznej (XLVIII-LII) katalizujace reakcje
hydroksylacji steroidow (LIH-LVIII).

Zespot badawczy Breslowa 1 wsp. otrzymal na drodze syntezy chemicznej seri¢
analogow cytochromu P450 (XLVIII - LII), poprzez kowalencyjne przylaczenie od
dwoch do czterech czgsteczek B-CD, do porfiryn zawierajacych jony manganu(IIl) [46-50]
(Ryc. 10). Autorzy ocenili aktywno$¢ katalityczng porfiryn XLVIII - LII w reakcjach
hydroksylacji  steroidow. Gléwnym celem badan bylo zlokalizowanie miejsca
hydroksylacji steroidu, poprzez kontrole geometrii potaczenia substrat-katalizator.
Dodatkowo oceniono efektywnos$¢ katalizatorow, a analizowanym parametrem byla liczba

obrotow katalizatora (ilo$¢ cykli katalitycznych), czyli stosunek liczby moli substratu
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ulegajacego reakcji w odniesieniu do liczby moli katalizatora. Substratem dla reakcji
biomimetycznej byla pochodna estrowa androstan-3,17-diolu (LIII), zawierajaca
ugrupowanie tert-butylofenylowe jako grupe wigzaca si¢ z wneka B-CD. W wyniku reakcji
utlenienia jodozobenzenem, z wykorzystaniem XLVIII jako katalizatora, uzyskano
produkt LIV, zawierajacy grupg¢ hydroksylowa w pozycji C-6 czasteczki steroidu. Nie
zaobserwowano tworzenia si¢ ketonu, ani zachodzenia innych reakcji ubocznych.
Selektywnos¢ hydroksylacji zapewnilo wzajemne utozenie substratu 1 Kkatalizatora
w kompleksie inkluzyjnym. Zmiana struktury Katalizatora, majaca na celu jego ochrone
przed utlenieniem, spowodowata wzrost liczby obrotow katalitycznych z 187 dla
katalizatora XLVIII, do 2000 dla katalizatora XLI1X i 3000 dla L [46]. Katalizator LI
posiadajacy w strukturze ligand tiolowy, zajmujacy piata pozycje koordynacyjng jonu
manganu(IIl), byl aktywny z uzyciem tagodnych utleniaczy (nadtlenek wodoru, chloran(I)
sodu), bez koniecznosci stosowania jodozobenzenu [48].

Hydroksylacja steroidow w pozycji C-9 umozliwia otrzymanie w wyniku dalszych
modyfikacji  9-fluorokortykosteroidow, zwigzkow waznych z punktu widzenia
medycznego. Powyzsza reakcje hydroksylacji wykorzystali Yang i Breslow, wprowadzajac
grupe -OH do pozycji C-9 zwigzku LV, zawierajacego trzy podstawniki wigzace si¢ z
B-CD. Dodatkowa grupa wigzagca w poréwnaniu z wczesniej omowiong pochodng
androstanu LI11, wptywa na inne utozenie substratu w kompleksie, a to warunkuje zmiang
miejsca hydroksylacji [49]. Breslow 1 wsp. uzyskali zwigkszenie liczby obrotow
katalizatora, stosujgc zwigzek LVIl z dwiema grupami wigzacymi. Jako katalizator
wykorzystano porfiryne LII, posiadajaca ugrupowanie B-CD zwigzane z pier§cieniem
pirdylowym w pozycji mezo porfiryny [47].

Zespot Breslowa z powodzeniem wykorzystat katalizator XLVIII do
wprowadzenia grupy hydroksylowej w pozycje C-15 steroidu. Natomiast zmiane
preferowanego miejsca reaktywnego (C-15), osiggnigto stosujac analog substratu LIII,
posiadajacy inne grupy wigzace si¢ z f-CD. Hydroksylacja w pozycji C-15 byta procesem
dominujacym, ale nie uzyskano selektywnos$ci porownywalnej z poprzednimi przykladami
[50].

B-Karoten LXI jest waznym skladnikiem diety, posiada wlasciwosci
antyoksydacyjne. W organizmach zwierzecych p-karoten jest przeksztalcany w retinal
LXIl przez odpowiedniag oksygenazeg, posiadajaca nichemowe jony zelaza w centrum

aktywnym [51] (Ryc. 11).
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French 1 wsp. otrzymali porfiryng¢ LIX, zawierajaca dwie czasteczki B-CD na
przeciwlegtych pozycjach mezo i sprawdzili mozliwo$¢ uzycia do katalitycznego ,,cigcia”
B-karotenu [52]. Reakcja zachodzita w obecnosci wodoronadtlenku tert-butylu jako
utleniacza. W wyniku katalitycznego utlenienia oprécz retinalu LXII, otrzymywano
réwniez dwa inne apokarotenale LXIII i LXIV. Wyniki potwierdzity, ze porfiryna LIX
nie katalizowata utlenienia [-karotenu selektywnie. Aby wyjasni¢ to zjawisko
zaproponowano 1 przetestowano dwie hipotezy, w ktérych zatozono, ze:

(I) jednostki B-CD porfiryny LIX znajdujg si¢ w konformacji, w ktorej karoten jest
wiazany tylko przez jedno ugrupowanie -CD

(II) karoten wigze si¢ z dwoma jednostkami B-CD porfiryny LIX, ale moze si¢
przemieszcza¢ w obrebie ugrupowan B-CD, co umozliwia utlenienie innych niz centralne
wigzania podwojne

Celem przetestowania hipotezy I otrzymano porfiryng LX, w ktérej przeciwleglte
grupy fenylowe potaczono tancuchem alkilowym, wymuszajacym konformacje, w ktorej
obie jednostki B-CD znajduja si¢ po tej samej stronie plaszczyzny pierScienia
porfirynowego i sg dostgpne dla P-karotenu. W reakcji Kkatalitycznego utlenienia z
zastosowaniem porfiryny LX uzyskano mieszaning produktow, co zaprzeczyto hipotezie 1.

Aby przetestowaé hipotezg¢ II, jako substrat dla reakcji biomimetycznej
zastosowano analog karotenu LXV, w ktérym jedna z grup cykloheksenowych zastgpiono
grupa 2,6-dimetylofenylowa. Produktami reakcji biomimetycznej LXV z porfiryng LIX
jako katalizatorem, byty retinal LXII i aldehyd LXVI, co potwierdzito selektywng reakcje
utlenienia, tylko centralnego wigzania podwojnego w analogu karotenu LXV. Przyczyny
tej selektywno$ci mozna si¢ dopatrywaé w silniejszym wigzaniu terminalnej grupy
aromatycznej zwigzku LXV do wngki B-CD, w poréwnaniu do grupy cykloheksenowej, O

stabilizuje powstajacy kompleks.
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Ryc. 11. Porfiryny o aktywnosci katalitycznej (LI1X, LX) i katalizowane przez nie procesy
utlenienia karotenoidéw (LXI do LXII-LXIV, LXV do LXII i LXVII).

Dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD), peroksydaza glutationu
(ang. glutathione peroxidase, GPx) i katalaza sa waznymi enzymami chronigcymi komorke
przed stresem oksydacyjnym. SOD Kkatalizuje rozpad anionu ponadtlenkowego O, do
nadlenku wodoru H,O, i molekularnego tlenu O,. Nadtlenek wodoru jest rozktadany na
wodg 1 tlen przez katalazg lub do wody przez GPx, z wytworzeniem dimeru glutationu.

Anion ponadtlenkowy silnie wptywa na fizjologi¢ komorki, dlatego tez sztuczne enzymy o

18



aktywno$ci SOD ciesza si¢ duzym zainteresowaniem [53]. Wsrdd czgsto stosowanych
biomimetycznych enzymoéw sa organiczne kompleksy manganu(Ill). Zespot badawczy
Oliveri’ego  przylagczyl  kowalencyjnie  B-CD do  mangan(lll)  tetrakis(4-
hydroksyfenylo)porfiryny, otrzymujac zwigzek LXVIlI (Ryc 12). W pordéwnaniu z
niemodyfikowang porfiryng, LXVIl wykazala 15-krotnie wyzszg aktywno$¢

enzymatyczng, a ponadto byta lepiej rozpuszczalna w wodzie [54].
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Ryc. 12. Porfiryny (LXVII i LXVII) o aktywnosci enzymatycznej dysmutazy
ponadtlenkowej i cyklodekstryny (LXIX-LXXI) o aktywnoéci peroksydazy glutationu.

Zespot badawczy Yu 1 wsp. otrzymal supramolekularny kompleks, wykazujacy zaréwno
aktywnos¢ SOD, jak i GPx [55]. Kompleks ten tworzyta porfiryna LXVIII zawierajaca w
centrum koordynacyjnym jon manganu(Ill), a w czgsci peryferyjnej ugrupowania
1-(1-adamantoilometylo)-4-pirydyniowe  oraz B-CD modyfikowana  kwasem
tellurowym(lV) LXIX (Ryc. 12). Kompleks LXVIIlI z czterema czasteczkami
modyfikowanej B-CD LXIX, byt stabilny z powodu silnego oddzialywania pomiedzy -
CD, a ugrupowaniem adamantylowym. W otrzymanym kompleksie porfiryna odpowiadata
za aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i w pordwnaniu z naturalnym enzymem

wykazata aktywno$¢ na poziomie 2,56%. Cyklodekstryna LXIX wykazywata aktywno$¢
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peroksydazy glutationu. Aktywnos$¢ enzymatyczna otrzymanego kompleksu byta 27 razy
wyzsza niz dla ebselenu, znanego zwigzku o aktywnosci GPx [55]. W kolejnym badaniu -
CD zmodyfikowano chemicznie, przylaczajac grupe poli(N-izopropyloakrylamidowg)
zawierajacg mostek tellurkowy, otrzymano zwigzek LXX. Przylagczona grupa jest
polimerem wykazujacym odwracalne przejscia fazowe w wodzie, w odpowiedzi na zmiany
temperatury. Supramolekularny kompleks porfiryny LXVIII i wspomnianej pochodnej
LXX, posiadal biomimetyczng aktywno$s¢ SOD i1 GPx. Ze wzgledu na obecnos¢
ugrupowania polimerowego zaréwno wielkos¢ czastek, jak 1 aktywno$¢ enzymatyczna
byta zalezna od temperatury [56]. W kolejnym badaniu uzyto dimeru B-CD LXXI
zawierajagcego mostek tellurkowy. W wyniku oddziatywania z porfiryng LXVIII,
otrzymano rozgat¢ziony supramolekularny polimer, ktéry w poroéwnaniu do wyjéciowych

sktadnikéw uzytych do syntezy, wykazywat wyzsza aktywnos$¢ GPx, a nizszag SOD [57].

111.5.3 Procesy biomimetyczne pochodnych hemoglobiny

Wigzanie tlenu przez hem, stanowiacy grupe prostetyczng hemoglobiny
1 mioglobiny, jest jednym z kluczowych procesow biologicznych. Pomimo, ze za proces
odpowiada hem, odpowiednia struktura biatka hemo- i mioglobiny jest niezb¢dna, aby
zapewni¢ wymagang selektywnos$¢ wigzania tlenu w porownaniu do tlenku wegla(Il),
a takze zapobiega¢ tworzeniu si¢ p-okso dimerdw, ztozonych z porfiryn zawierajacych
jony zelaza(Il). Zwiazki stanowigce funkcjonalne analogi powyzszych biatek, stanowia
intensywny przedmiot badan i aby uzyskaty status funkcjonalnych analogbw hemoglobiny,
muszg charakteryzowaé si¢ odwracalnym wigzaniem tlenu, bez ubocznych procesow
prowadzacych np. do utlenienia jonéw zelaza(Il) do zelaza(Ill). Ponadto w badaniach
uwzglednia si¢ powinowactwo zwigzkéw do tlenu 1 tlenku wegla(Il). Warto zauwazy¢, ze
wlasciwosci wigkszosci syntetycznych analogéw hemoglobiny sg oceniane w $rodowisku
bezwodnym. Jak dotad uzyskano zaledwie kilka zwigzkéw odwracalnie wigzacych tlen w
srodowisku wodnym [25]. Jednym z przyktadow takiego zachowania jest jodek zelazo(II)
tetrakis[2-(N-metylo)pirydynio]porfiryny, polaczony z a-CD, za pomoca czasteczki
2-metylo-1-(fenyloetylo)imidazolu. Cze$¢ imidazolwa zwigzku koordynuje jon zelaza(Il)
porfiryny, a fragment fenyloetylowy jest zwigzany we wnece o-CD. Otrzymany
supramolekularny kompleks LXXII, odwracalnie wigzat O, w roztworze woda-
dimetyloformamid (DMF) [58] (Ryc. 13). Inny model hemoproteiny (LXXIII) zostat
skonstruowany z zelazo(Il) 5,10,15,20-tetrakis(4’-sulfofenylo)porfiryny (Fe(I1)TPPS)

1 PB-CD modyfikowane; ugrupowaniami pirydylometylenowymi 1 lancuchami
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polieterowymi. Obecna w strukturze grupa pirydylowa koordynuje jon zelaza(Il),
a tancuchy polieterowe (PEG) ostaniaja powierzchni¢ pier§cienia porfirynowego, chronigce
miejsce wigzania tlenu. Proces wigzania czasteczek O, oraz CO byl monitorowany
spektrofotometrycznie, poprzez obserwacj¢ charakterystycznego przesunigcia pasma

Soreta [59].

LXXI LXXII

Ryc. 13. Kompleksy porfiryn z cyklodekstrynami (LXXII i LXXIII) wigzace odwracalnie

tlen w $rodowisku wodnym.

Kano i wsp. [60-67] otrzymali seri¢ modeli hemoprotein, ztozonych z dimeréw
O-metylowych pochodnych B-CD (LXXIV — LXXIX, Ryc. 14) i porfiryn zelaza(II).
Otrzymane kompleksy zbadano w roztworach wodnych, ustalajac ich zdolno$¢ do
wigzania tlenu, odwracalno$¢ tego procesu i1 trwatos¢ komplekséw z tlenem. Ponadto
okreslono powinowactwo kompleksow do tlenku wegla(Il). Pierwszy z uzyskanych
kompleksow, sktadat si¢ z Fe(II)TPPS i dimeru czesciowo metylowanej B-CD z linkerem
pirydynowym (LXXIV). W kompleksie tym dwie grupy sulfofenylowe porfiryny
znajdowaly si¢ wewnatrz wngk B-CD, a linker pirydynowy koordynowal centralny jon
zelaza(Il) porfiryny [60]. Kompleks ten odwracalnie wigzal tlen w roztworach wodnych,
co potwierdzono roéznymi technikami badawczymi, w tym spektroskopia Ramana
i 'H NMR. Paramagnetyczny kompleks po przytaczeniu czasteczki O, lub CO, stawal si¢
diamagnetyczny, co potwierdzono metoda *H NMR, a obserwowane zmiany przypisano
przejsciu  jonu zelaza z formy wysokospinowej do niskospinowej, zawierajacej
odpowiednio pig¢ oraz sze$¢ ligandow [60,61,63]. Jak wykazano, aby mozliwe byto
efektywne wigzanie tlenu przez porfiryny zelaza(Il), niezb¢dne jest bezwodne otoczenie

pierscienia porfiryny. W kompleksach Fe(II)TPPS ze zwigzkami LXXIV-LXXIX, B-CD

21



spelnia rolg oslaniajaca pierScien porfiryny przed czasteczkami wody. Z tego wzgledu
kompleksy wigza tlen takze w roztworach wodnych [61]. Zwigzek LXXV bedacy
analogiem LXXIV, wykazywal wyzsze powinowactwo do tlenu. Badano réwniez
odwracalno$¢ wigzania tlenu, poprzez przepuszczanie przez badany roztwdr gazowego
azotu. W tym badaniu nie zaobserwowano dysocjacji zwigzanego tlenu, poniewaz
dochodzito do autoutlenienia kompleksu Fe(II)TPPS-LXXV. Ponadto stabilno$¢ uktadu w
formie zwigzanej z tlenem, byla nizsza niz w przypadku Fe(II)TPPS-LXXIV [63].
Kolejnym badanym analogiem LXXIV byl zwigzek LXXVI. Modyfikacja
strukturalna kompleksu supramolekularnego, spowodowala zmniejszenie powinowactwa
do czasteczki O,, przy jednoczesnym wzroscie stabilnosci adduktu [64]. W podsumowaniu
przeprowadzonych badan, zespét Kano 1 wsp. pordwnali powinowactwo do tlenu i okres
pottrwania szesciu kompleksow, zawierajagcych mostki pirydynowe lub imidazolowe.
Najwigksze powinowactwo do tlenu wykazywal kompleks Fe(II)TPPS:LXXVII, a
najbardziej stabilny w formie zwigzanej z tlenem byt Fe(II)TPPS:LXXVI [68].
Jednocze$nie badania Kano 1 wsp. wykazaly mozliwo$¢ zastosowania kompleksu
Fe(INTPPS:LXXIV, w celu wigzania tlenku wegla(Il) bedacego naturalnym produktem
rozpadu hemu. W przeprowadzonych doswiadczeniach podano szczurom dozylnie
kompleks Fe(I)TPPS:LXXIV, ktory byt wydalany z moczem w postaci zwigzanej z
tlenkiem wegla(II). Pomiar ilosci wydalonego kompleksu, umozliwil oszacowanie
szybkosci wytwarzania CO w organizmie szczurow, bez zaburzania funkcji Zyciowych.
Zastosowanie Fe(I)TPPS:LXXIV moze umozliwi¢ usuni¢gcie CO z organizmu, a takze
utatwi¢ badanie funkcji fizjologicznych tlenku wegla. Autorzy sugeruja rowniez
mozliwo$¢ zastosowania kompleksu do detoksykacji w przypadku zatru¢ tlenkiem

wegla(Il) [65].
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LXXVIII LXXIX

Ryc. 14. Dimery cyklodekstryn (LXXIV-LXXIX), ktorych kompleksy z porfiryng
Fe(ITPPS stanowig funkcjonalne modele hemoglobiny, np. LXXIV-Fe(ll)TPPS;
zelazo(II) 5,10,15,20-tetrakis(4’-sulfofenylo)porfiryna — Fe(11) TPPS.

Methemoblogina jest utleniong forma hemoglobiny, zawierajaca w hemie jony
zelaza(Ill). Methemoglobina efektywnie wigze aniony cyjankowe, dlatego przy zatruciu
cyjankami jako odtrutke podaje si¢ poszkodowanym azotany(IIl), w celu utlenienia czesci
hemoglobiny i1 zwigzania cyjankow. Jako odtrutka do zastosowania przy zatruciach
cyjankami, zostal przetestowany charakteryzujacy si¢ duzg stabilnoscig kompleks
Fe(IINDTPPS:LXXIX, zawierajacy jony zelaza(Ill). W badaniu na modelu zwierzecym
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(szczury) wykazano, ze zaaplikowanie kompleksu Fe(II)TPPS:LXXIX, przed podaniem
cyjanku potasu, zapobiegato $mierci zwierzgcia [66]. Nalezy jednak podkresli¢, ze
ewentualne zastosowania medyczne Fe(llII)TPPS:LXXIX w leczeniu zatru¢, wydajg si¢
mocno ograniczone, z uwagi na konieczno$¢ podania kompleksu przed zatruciem i duza
szybko$¢ wydalania z moczem. W celu przedluzenia czasu zycia kompleksow w ustroju,
zespol badawczy Kano sfunkcjonalizowat Fe(II)TPPS polietylenoglikolami (PEG).
Koniugaty PEG-Fe(III)TPPS skompleksowano nastepnie ze zwigzkiem LXXIX,
a otrzymane polgczenia podano szczurom. Masa czgsteczkowa otrzymanych kompleksow

determinowata ich czas krazenia w krwioobiegu [67].

111.5.4 Transfer energii w ukladach antenowych

Fotosynteza to proces lezacy u podstaw zycia na naszej planecie. Chlorofil,
naturalny sktadnik fotosystemoéw jest pochodng chloryny. Syntetyczne pochodne
porfirynoidowe sa intensywnie badane pod katem uzycia w sztucznej fotosyntezie,
poniewaz charakteryzuja si¢ wysokimi wspotczynnikami absorpcji w zakresie $wiatta
widzialnego 1 w ultrafiolecie, znaczng stabilno$cia chemiczng oraz dlugim czasem zycia
stanu wzbudzonego [9].

Najciekawsze przyktady kompleksow inkluzyjnych, w ktoérych zachodza procesy
transferu elektronow 1 energii, zostaly zaprezentowane przez Ermilova 1 wsp. [69], ktorzy
otrzymali potaczenia inkluzyjne TPPS i permetylo-p-CD (PM-B-CD) skoniugowanych
z ftalocyjaninami lub subftalocyjaninami. Czg¢$¢ z tych uktadow poddano testom in vitro,
jako potencjalne fotouczulacze w PDT. Leng 1 wsp. otrzymali krzem(IV) ftalocyjaning
podstawiong aksjalnie dwiema czasteczkami PM-B-CD (LXXX), a nastgpnie poddali
oddziatywaniu z TPPS (Ryc. 15). W otrzymanym kompleksie stwierdzono wystgpowanie
zwigzkow TPPS 1 LXXX w proporcji 1:1, co pozwolito na wysnucie hipotezy o tworzeniu
si¢ liniowych uktadéw, z naprzemiennym utozeniem ftalocyjaniny i porfiryny. Ponadto
potwierdzono, ze w uzyskanym kompleksie TPPS:LXXX, zachodzi transfer elektronow ze
wzbudzonej porfiryny do ftalocyjaniny [70]. Natomiast Ermilov i wsp. otrzymali
ftalocyjaniny LXXXI — LXXXIV, zawierajace linker pomigdzy centralnym atomem
krzemu i PM-B-CD, ktore rowniez tworzyty z TPPS kompleksy o stechiometrii 1:1 [69].

24



r N
B
NN
\ N L/
R;—N-.
LXXX - LXXXIV LXXXV LXXXVI
LXXX R,=R,
NH
LXXXl R,= 3“\/\/\/ Ry :
NH R, =
oo 7= oM, 109y
3
6 14

LXXXII R, = f\/\NH/ Re

LXXXIV R, = 5\/\0/\/0\/\0/\/NH\R2

Ryc. 15. Zwiazki (LXXX-LXXXVI) skoniugowane z czgsteczkami PM-B-CD tworzace
kompleksy inkluzyjne.

Kompleksy te roéznity si¢ znacznie pod wzglegdem wlhasciwosci optycznych.
W kompleksach TPPS:LXXX i TPPS:LXXXIV zachodzit transfer elektronow, a obecno$é
TPPS wygaszata fluorescencj¢ ftalocyjaniny. Natomiast w kompleksach TPPS
z ftalocyjaninami LXXXI - LXXXIII, zachodzit transfer energii pomigdzy TPPS
1 ftalocyjaning. Procesowi kompleksowania z TPPS poddano rowniez bor(III)
subftalocyjaning, podstawiong aksjalnie PM-B-CD (LXXXV). W przypadku tego
kompleksu, obserwowano transfer energii z czasteczki subftalocyaniny do porfiryny [71].
Menting 1 wsp. otrzymali kompleks zawierajacy ftalocyjaning LXXX, subftalocyjaning
LXXXV i TPPS, w ktorym obserwowano transfer energii z LXXXV do LXXX poprzez
czasteczke TPPS [72]. Shi i wsp. otrzymali réwniez koniugat aza-BODIPY z czasteczkami
PM-B-CD (LXXXVI), ktory poddano oddziatywaniu z porfirynami ZnTPPS i H,TPPS,
otrzymujac kompleksy supramolekularne. Nastgpnie badano procesy fotochemiczne
zachodzgce w kompleksach. W przypadku ZnTPPS:LXXXVI, dochodzito do transferu
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elektronéow z czasteczki porfiryny do czasteczki aza-BODIPY. W kompleksie
H,TPPS:LXXXVI, zaobserwowano transfer energii z czasteczki HoTPPS do LXXXVI
[73].

Ryc. 16. Porfiryny LXXXVII i LXXXVIII tworzace supramolekularny polimer.

Zespot badawczy Fathalla 1 wsp. uzyskal porfiryny posiadajace ugrupowania
PM-B-CD (LXXXVII) i adamantylowe (LXXXVIII). W wyniku wzajemnego
oddziatywania zwigzkéw otrzymano polimer, utrzymywany przez supramolekularne
oddziatywanie jednostek B-CD i grup adamantylowych. Polimer poddano badaniu
metodami mikroskopii elektronowej (TEM) 1 sit atomowych (AFM), stwierdzajac ze
wystepuje w formie nanoprzewodu o Srednicy 3 nm. W obrebie polimeru dochodzito do
transferu energii z porfiryny LXXXVII do LXXXVIII. Kompleks byt stabilny i proces

transferu energii zachodzit nawet w temperaturze 80 °C [74].

111.5.5 Terapia fotodynamiczna

Uktady porfirynoidowe sa stosowane w terapii fotodynamicznej jako fotouczulacze.
Skutecznos¢ porfirynoidow jako fotouczulaczy obniza staba rozpuszczalnos¢ i zjawisko
agregacji w roztworze, ktéra prowadzi do wygaszenia stanu trypletowego
1 w konsekwencji obnizonej zdolno$ci generowania tlenu singletowego. Jedng z metod

zwiekszenia rozpuszczalnosci fotouczulacza w wodzie jest skoniugowanie lub utworzenie
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kompleksow inkluzyjnych z CD. Zastosowanie CD w bardzo wielu przypadkach zwigksza
rozpuszczalno$¢ i zapobiega agregacji fotouczulacza, a ponadto fotouczulacz znajdujacy
si¢ we wnece CD, moze wydajniej generowac tlen singletowy, z uwagi na jej hydrofobowe
otoczenie [75]. Potwierdzeniem takich zaleznos$ci sg wyniki badan Tau i wsp., ktorzy
poddali ftalocyjaniny cynkowe kompleksowaniu z B-CD oraz hydroksypropylo-y-CD,
obserwujac wzrost wydajno$ci generowania tlenu singletowego i Spowolnienie procesu
fotodegradacji [76]. Natomiast Mosinger i wsp. podobnym badaniom poddali porfiryny
ZnTPPS, PATPPS i tetrakis(4-karboksyfenylo)porfiryne (TPPC), wykorzystujac natywne
oraz hydroksypropylowe pochodne a-, B- i y-CD. Zastosowanie modyfikowanych CD
spowodowato wzrost wydajnosci generowania tlenu singletowego, natomiast naturalnych
nie wptyneto znaczaco na ten parametr [77].

Dentuto i wsp. [78] oraz Cosma i wsp. [79] nie zaobserwowali fototoksycznosci
chlorofilu a w obecnosci réznych CD, przeciwko limfocytom T ludzkiej biataczki
(komoérki Jurkat). Natomiast Kolarova i wsp. oceniali aktywno$¢ fotodynamiczna
porfiryny ZnTPPS zwiazanej z hydroksypropylo-B-CD 1 wykazali obecnos$¢ uszkodzen
DNA w badaniach in vitro, na linii komoérek czerniaka G361. Badanie prowadzono po
ekspozycji komorek na $wiatto, jednocze$nie stwierdzono brak toksycznosci w fazie

ciemnej [80].

Ryc. 17. Sktadniki supramolekularnego kompleksu (LXXXIX - XCI).
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Mazzaglia i wsp. otrzymali modyfikowana, amfifilowg CD LXXXIX, posiadajaca
hydrofobowe grupy heksylosulfanylowe i hydrofilowe 2-w-amino-O-oligo(etoksylowe)
[81] (Ryc. 17). Wykazano, ze modyfikowana CD LXXXIX moze tworzy¢ micele,
agregaty lub dwuwarstwowe pecherzyki i z tego wzgledu byta testowana jako nosnik
réznych porfiryn. Jednocze$nie udowodniono, ze wlasciwosci otrzymanych potaczen
kompleksowych, sg $ci$le zalezne od stosunku molowego porfiryny do CD LXXXIX.
W przypadku TPPS, przy zastosowaniu proporcji porfiryna:LXXXIX (1:50), porfiryna jest
umiejscowiona w fazie amfifilowej. Natomiast przy proporcji 1:2, anionowa porfiryna
TPPS oddziatluje elektrostatycznie z powierzchnig nanopecherzykow kationowej CD, co
prowadzi do zmniejszenia produkcji tlenu singletowego. Jednoczes$nie jednak jak
wykazano w badaniu na komorkach HEP-2, zwigksza ilo§¢ porfiryny dostarczonej do
komorek [81]. Otrzymane nanopecherzyki LXXXIX z wbudowana TPPS, przetestowano
nastepnic na komorkach Hela w  kierunku aktywnosci fotodynamicznej.
Najefektywniejsze okazaty si¢ nosniki zawierajace TPPS i LXXXIX w proporcji 1:10. Nie
stwierdzono natomiast efektu toksycznego w fazie ciemnej [82]. W kolejnym badaniu,
oddziatywaniu z LXXXIX poddano chlorek 5-[4-[1-dodekanylopirydynio]-10,15,20-
trifenyloporfiryny (XC). Nanoczastki zawierajace XC i LXXXIX w proporcji 1:10,
okazaty si¢ szczegolnie efektywne jako fotouczulacze w zwalczaniu metycylinoopornego
gronkowca ztocistego (MRSA). W badaniu z wykorzystaniem Gram-ujemnych bakterii
Escherichia coli (szczep 04), uzyskano stabszy efekt fotodynamiczny. Skutecznosé
porfiryny XC zwigzanej z LXXXIX, poréwnano z aktywno$cig nieskompleksowanej
porfiryny 1 jej formulacji liposomalnej. Najkorzystniejsze wlasciwosci wykazata forma
zwigzana z LXXXIX [83]. Jako rozwini¢cie powyzszych badan wprowadzono do
nanoczgstek zwigzek XCI, wigzacy si¢ z LXXXIX dzigki oddziatywaniu grupy
adamantylowej z wngka B-CD. Zaobserwowano uwalnianie z XCI pod wptywem $§wiatta
tlenku azotu(Il). Otrzymano nanoczastki, ztozone z LXXXIX, TPPS i XCI, ktore pod
wpltywem $wiatta uwalniaty NO 1 generowaty tlen singletowy. W badaniach biologicznych
na komodrkach HeLa, wykazano synergistyczny efekt cytotoksyczny, pochodzacy od

uwolnionych jednoczes$nie NO i tlenu singletowego [84].
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Ryc. 18. Zwiazki wykorzystane przy tworzeniu supramolekularnych kompleksow XCII-
XCIV.

W ramach dalszych badan Fraix i wsp. otrzymali nanoczastki ztozone z polimeru
zawierajacego jednostki B-CD, cynk(ll) tetrasulfonoftalocyjaniny XCII i zwigzku XCIII
(Ryc. 18). Nanoczastki efektywnie wnikaly do komorek czerniaka, ich obecno$¢ w
komorkach stwierdzono przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, obserwujac czerwong
fluorescencje ftalocyjaniny i zielong fluorescencje XCIII. Zwigzki XCIl i XCIII
w nanoczgstkach generowaly réwniez tlen singletowy i tlenek azotu(Il) pod wplywem
swiatla biatego [85].

Zespot Yu 1 wsp. [86] uzyskat supramolekularny kompleks, zlozony z trzech
sktadnikéw: PM-B-CD przytaczonej do chinoliny (XCIV), ZnTPPS i jonéw cynku(II).
Podatnos¢ kompleksu na rozpad badano z uzyciem komorek drozdzy (S. cerevisiae),
1 stwierdzono, ze w kontakcie z komoérkami doszto do rozpadu kompleksu
XCIV:Zn?*:ZnTPPS. Autorzy sugeruja, ze proces ten zachodzi w blonie komorkowej,
w wyniku konkurencyjnego wigzania si¢ z jednostka PM-B-CD, cholesterolu i ZnTPPS.
Nalezy zaktada¢, ze kompleks XCIV-ZnTPPS-Zn**, moze shuzy¢ do efektywnego
dostarczenia fotouczulacza do komorek.

Zespot Dong i wsp. opracowal nanosystem zlozony z a-CD modyfikowanej
bezwodnikiem maleinowym i polimerem szczepionym - etyloceluloza-graft-poli(e-
kaprolakton). Nanoczastki utrzymywane byty przez oddziatywania typu gosc¢-gospodarz.
W nanoczastki wbudowano tetrakis(4-hydroksyfenylo)porfiryn¢ (THPP) i oceniano jej
uwalnianie pod wplywem fenyloalaniny. W obecnos$ci fenyloalaniny w ciggu 6 godzin,
z nanosystemu uwolnito si¢ ponad 85% THPP, a przy braku aminokwasu w ciaggu 300
godzin uwolnito si¢ tylko 26% porfiryny. Skuteczno$¢ systemu w dostarczaniu leku,
przetestowano nast¢pnie na komorkach raka piersi linit MCF-7. Stwierdzono, ze efekt

fototoksyczny byl zalezny od stezenia zarowno nanoczgstek, jak 1 fenyloalaniny [87].
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Ryc. 19. Chloryna (XCV) i porfiryny (XCVI-XCIX) zawierajace ugrupowania CD.

Silva i wsp. opublikowali syntezg chloryny XCV, ktora zawierata cztery jednostki -CD
i generowala tlen singletowy z 40% wydajnoscia. Fototoksycznos¢ XCV oceniono testem
z wykorzystaniem keratynocytow linii NCTC 2544, stosujac stezenie 5 pM 1 naswietlanie
w ciagu 30 minut ($wiatlo czerwone, moc $wiatla = 152 mW-cm™). Stwierdzono
przezywalnos¢ komorek na poziomie ~40% [88] (Ryc. 19).

Kralova i wsp. [89,90] otrzymali seri¢ porfiryn (XCVI — XCIX), posiadajacych od
jednego do czterech ugrupowan cyklodekstrynowych, a nastgpnie oceniono ich aktywnos¢
jako fotouczulaczy oraz no$nikéw leku. Porfiryny posiadajace jedna (XCVI) lub dwie
(XCVII) grupy B-CD-pentafluorofenylowe, zostaly przetestowane jako fotouczulacze
na komorkach ludzkiej biataczki HL-60 i mysiego raka sutka 4T1. W testach in vitro
zwigzek XCVI, okazal si¢ skuteczniejszy niz XCVII. Odwrotna zalezno$¢
zaobserwowano w badaniu na modelu zwierzgcym (myszy BALB/c z podskornie
wszczepionym nowotworem 4T1), a mianowicie zwigzek XCVII wykazatl efektywniejsze
dziatanie niz XCVI. Badano aktywnos$¢ zwigzkow w zalezno$ci, od czasu pomiedzy
podaniem fotouczulacza, a naswietlaniem. Najwicksza efektywno$¢ stwierdzono przy
dawce $wiatta 100 J-cm? i przy zastosowaniu XCVI w ilosci 5 mgkg’ m.c. oraz
zachowaniu 6 godz. odstepu pomiedzy podaniem a naswietlaniem. Osiggnieto catkowity
eradykacje nowotworu w ciggu 3 dni, bez nawrotu choroby do konca badan (35 dni).

Zwiazek XCVI tylko czasowo hamowal wzrost guza [89].
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W dalszych badaniach przetestowano zwigzki XCVI - XCIX, jako potencjalne
nos$niki lekéw, poddajac je kompleksowaniu z serig lekow przeciwnowotworowych
1 wyznaczajagc wartosci statych kompleksowania. W przypadku pochodnych XCVII
i XCIX, state wigzania lekow uzyskiwaly znaczne warto$ci w $rodowisku o pH = 7,34
1 drastycznie spadaty przy warto$ciach pH = 5,50. Obserwowana zalezno$¢ jest korzystna
poniewaz umozliwia uwolnienie leku wewnatrz komorek rakowych, ktorych pH jest nizsze
od fizjologicznego. Wstepne testy in vitro przeprowadzono z wykorzystaniem linii
mysiego raka sutka 4T1 1 ludzkiej biataczki szpikowej K562. Jako fotouczulacze
zastosowano kompleksy porfiryn XCVII - XCIX z lekami przeciwnowotworowymi, a
wyniki poréwnano w odniesieniu do porfiryn i lekéw nieskompleksowanych. Potaczenie
terapii fotodynamicznej z dostarczaniem leku, bylo skuteczniejsze niz zastosowanie terapii
fotodynamicznej lub samego leku. Badania kontynuowano z uzyciem modelu zwierzgcego
— myszy BALB/c z wszczepionymi podskoérnie komorkami linii 4T1. Jako fotouczulacze
zastosowano kompleksy XCVII-paklitaksel i XCIX-doksorubicyna, ktorych skuteczno$é
porownano z toksyczno$cig kompleksu w fazie ciemnej i1 efektywno$cig terapii
fotodynamicznej z wykorzystaniem wylacznie XCVII i XCIX. Sposrod wymienionych
metod, najbardziej skuteczna okazata si¢ terapia fotodynamiczna z wykorzystaniem
kompleksow. W celu uzyskania jeszcze korzystniejszych efektow, przeprowadzono
eksperyment, w ktorym myszy poddano terapii dwukrotnie, w odstepie jednego tygodnia.
Pozwolilo to na niemal catkowitg eradykacje nowotworu [90].

W celu rozwinigcia powyzszych badan, Kejik 1 wsp. [91], uzyskali cynkowe
kompleksy porfiryn XCVII i XCIX, ktore nastgpnie poddano oddziatywaniu z biatkiem
IgG. Zatozono, ze przylaczenie biatka nastgpilo poprzez koordynacj¢ centralnego jonu
cynku, przez imidazolowa grupe histydyny. Supramolekularne kompleksy metalowanych
porfiryn XCVII i XCIX z endoglobuling, zostaly uzyte jako nosniki, odpowiednio dla
paklitakselu i doksorubicyny. Myszy atymiczne (Nude mice) z wszczepionymi komorkami
ludzkiego czerniaka bezbarwnikowego linii C32, poddano terapii trojsktadnikowej
(immonglobulina, PDT, lek) poréwnujac jej skuteczno$¢ z efektami stosowania:
(i) wyltacznie PDT, (ii)) PDT wspomaganego lekiem, (iii) PDT wspomaganego
endoglobuling i (iv) brakiem terapii. Dawka porfiryn wynosita 5 mg'kg™ m.c., przy
zachowaniu odstepu miedzy podaniem leku a naswietlaniem wynoszacego 6 godzin

2

1 dawce S$wiatta 100 J-cm™. Zastosowanie terapii wykorzystujacej trojskladnikowy

kompleks 1gG:porfiryna:lek, spowodowato spadek objetosci guza [91].
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Ryc. 20. Krzem(1V) ftalocyjaniny (C-CI1) z ugrupowaniem PM-B-CD.

Leng i wsp. przetestowali ftalocyjaning LXXX, TPPS oraz ich kompleks pod katem
aktywnosci fotodynamicznej, na komorkach ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego linii
HT29. Zastosowano $wiatlo o dlugosci fali A > 610 nm, w dawce 48 J -cm?. Ze wzgledu na
znikoma absorpcje $wiatta czerwonego, TPPS byla nieefektywna. Stezenie hamujace
wzrost w 50% (IC50) wynosito 0,15 uM i 0,09 uM, odpowiednio dla ftalocyjaniny LXXX
1 kompleksu. Kompleks byl rozpuszczalny w wodzie, natomiast ftalocyjanina byta badana
w postaci formulacji z Cremophorem EL [70]. W dalszych badaniach Lau i wsp. testowali
aktywnosc¢ biologiczng serii ftalocyjanin krzemu(IV) (LXXXI - LXXXIV), posiadajacych
dwa podstawniki PM-B-CD oraz zwigzkow XC - Cll, zawierajacych jedno ugrupowanie
PM-B-CD (Ryc. 20). Do oceny aktywnosci fotodynamicznej wykorzystano linie
komorkowe ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego HT29 i ludzkiego raka
watrobowokomdrkowego HepG2, stosujac warunki naswietlania opisane powyzej.
Sposrod zwigzkéw zawierajacych dwie grupy PM-B-CD, najaktywniejszy okazal sig
zwigzek LXXXI, uzyskano wartosci IC50 rowne 0,04 1 0,05 uM, odpowiednio dla linii
HT29 1 HepG2. Wykazano roéwniez, ze ftalocyjanina LXXXI kumulowata sig¢
w lizosomach, a nie w mitochondriach oraz ze $§mier¢ komorkowa nastgpowata na drodze
apoptozy. Testy in vivo przeprowadzono na myszach szczepu Balb/c, z wszczepionymi
komoérkami linii HT29. Dawka ftalocyjaniny wynosita 1 pmol-kg™ m.c., a naswietlanie
(A = 675 nm, dawka 30 J-cm?®) prowadzono po 12 godzinach od podania, skuteczno$§¢
terapii monitorowano mierzac objetos¢ nowotworu. Stwierdzono, ze zwigzek LXXXI
redukowatl wzrost guza - w 15-tym dniu badania w grupie leczonej - $rednia objetos¢

wynosita mniej niz potowe wartosci, w poréwnaniu z grupg kontrolng. Sposrod zwigzkdéw
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zawierajacych jedno ugrupowanie B-CD, najefektywniejsza okazata si¢ pochodna C,
posiadajaca jako drugi podstawnik izopropylidenowa pochodng galaktozy. W tym
przypadku wartosci ICsp dla linii komérkowych HT29 1 HepG2, wynosity odpowiednio
0,021 i 0,026 uM. Pochodng C poddano rowniez badaniu in vivo, wedlug protokotu dla
zwigzku LXXXI. Pomimo wyzszej aktywnosci in vitro, zwigzek C wykazal podobna
skuteczno$¢ jak LXXXI, redukcja objetosci guza wynosita okoto 50% [92,93].

111.5.6 Rozpad kompleksow porfirynoidow z cyklodekstrynami pod wplywem $wiatla

Szczegodlnie interesujgca z punktu widzenia wykorzystania w terapii fotodynamicznej
kompleksow inkluzyjnych porfirynoidow z CD, jest mozliwo$¢ uwolnienia porfirynoidu z
kompleksu pod wpltywem S$wiatta. Po rozpadzie kompleksu dochodzi do wytracenia
fotouczulacza w naswietlonym miejscu. Kompleksowanie z CD ma zazwyczaj na celu
poprawe rozpuszczalnosci potencjalnego fotouczulacza.

Ditienyloeteny s3 zwigzkami, ktore ulegaja odwracalnej izomeryzacji,
a mianowicie pod wptywem promieniowania ultrafioletowego, forma otwarta przeksztatca
si¢ w zamknieta, a odwrotny proces jest obserwowany pod wplywem $wiatta widzialnego.

NH\[(“’-:,_ZI
cm [¢]

H 2

o_ N
)y RS 5 R
@ ¢ ci-cvi
cv
T
/Nuj-r@/
@ 0
cv
‘1’"”51
0. oMM
cvi Hay;
0

Ryc. 21. Ditienyloeteny (CIlII-CVI) zawierajace grupy P-CD. Pokazano schemat

zachodzenia reakcji odwracalnej izomeryzaciji.

Mulder 1 wsp. otrzymali zwigzki CIIl — CVI, bedace potaczeniem dwodch ugrupowan
B-CD oraz pochodnych ditienyloetenu, ktore ze wzgledu na mozliwo$¢ izomeryzacji moga
w rozny sposob oddziatywaé z czasteczka ,goscia” (Ryc. 21). Naswietlenie

promieniowaniem UV powodowalo fotochemiczne przeksztalcenie w forme zamkniets.
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W stanie rownowagi 75% zwiazkow CIII i CIV oraz 92% CV i CVI, wystepowato
w formie zamknietej. Natomiast ekspozycja na promieniowanie widzialne powodowata
otwarcie pierscienia, a kilkukrotne powtarzanie cyklu naswietlania, nie powodowato
rozktadu zwigzkoéw. Nastepnie sprawdzano wptyw geometrii czasteczki ditienyloetenu, na
proces tworzenia kompleksow inkluzyjnych. Zwiazki CIlII - CVI poddano
kompleksowaniu z TPPS i wyznaczono stale wigzania, po czym poddano naswietlaniu
promieniowaniem ultrafioletowym. Stwierdzono, ze dla zwigzkow CIII i CV
przeksztalcenie formy otwartej w zamknietg, powoduje zmniejszenie stalej wigzania
odpowiednio 35 i 8 razy. Natomiast zwigzki CIV i CVI, nie wykazywaty tak znacznej
réznicy warto$ci statych wigzania, co wynika z obecnosci tancuchéow propylowych
umozliwiajacych rotacj¢ jednostek B-CD. Poddanie kompleksow CIII-TPPS i CV-TPPS
naprzemiennemu naswietlaniu promieniowaniem UV 1 widzialnym, spowodowato
naprzemienny rozpad i odtworzenie kompleksow. Warto dodac, ze kompleksy zawierajgce

zwigzki CIV i CVI nie posiadaly takich wlasciwosci [94,95].
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Ryc. 22. Ftalocyjanina z podstawnikiem azobenzenowym CVII, o wlasciwosciach

fotochromowych.
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Wiasciwosci fotochromowe wykazuje rowniez azobenzen i jego pochodne, ktore po
naswietleniu promieniowaniem UV, przechodzg z izomeru trans w cis. Odwrotny proces
zachodzi pod wplywem §$wiatla widzialnego. Chen i wsp. otrzymali ftalocyjaning CVII
z ugrupowaniem azobenzenowym, ktorej forma trans wydajnie wigzata si¢ z a-CD,
natomiast forma cis nie tworzyta kompleksu. Jak wykazano w badaniach metoda NMR,
naswietlanie promieniowaniem UV formy trans CVII w kompleksie z a-CD, prowadzito
do rozpadu kompleksu, a ponowna ekspozycja na promieniowanie widzialne powodowata

jego odtworzenie [96].
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Ryc. 23. Sktadniki supramolekularnego kompleksu o wilasciwosciach fotochromowych

(CVIII - CX).

Inny przyktad rozpadu struktur supramolekularnych pod wplywem §$wiatla, zostat
zaprezentowany przez zespdt badawczy Li 1 wsp. [97,98]. Ftalocyjanina CVIII
z przylaczonymi o$mioma grupami PM-B-CD, tworzyta kompleks z TPPS (Ryc. 23).
W obrebie kompleksu zaobserwowano efektywny transfer energii, a po ekspozycji na
promieniowanie o dtugosci fali A = 514 nm, pojawita si¢ fluorescencja z maksimum przy
A=692 nm. Badanie metodg DLS (ang. dynamic light scatering, dynamicznego
rozproszenia $wiatla) wykazalo powstawanie agregatéw o S$rednicy ok. 130 nm.
Obrazowanie przy uzyciu mikroskopu elektronowego, zaréwno technikg sit atomowych
(AFM) jak 1 transmisyjng (TEM), potwierdzito obecnos¢ struktur supramolekularnych

[97]. Supramolekularny kompleks o wtasciwosciach fotochromowych, uzyskano poddajac
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ftalocyjaning CVIII, kompleksowaniu z porfiryng CIX oraz pochodng CX
1,5-naftalenodiolu zawierajacg dwie czasteczki a-CD. Podstawniki karboksyfenylowe
porfiryny CIX taczyly sie z ugrupowaniem B-CD ftalocyjaniny CVIII, natomiast
podstawnik azobenzenowy wigzal si¢ z grupami a-CD zwigzku CX. Badanie metodg DLS
wykazalo, ze kompleks CVIILCIX:CX ma $rednice 154 nm. Pod wpltywem
promieniowania o dtugosci fali A = 365 nm, nastepowal proces izomeryzacji ugrupowania
azobenzenowego, forma trans przeksztalcala si¢ w cis, co bylo przyczyng rozpadu
kompleksu CVIII:CIX:CX. Natomiast wykorzystanie promieniowania o dlugosci fali

A=450 nm, powodowato odtworzenie kompleksu [98].
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Ryc. 24. Supramolekularny kompleks dimeru B-CD z ftalocyjaning CXI, ulegajacy

rozpadowi pod wplywem $wiatla.

Dotychczas przytoczone przyktady uwolnienia porfirynoidu z kompleksu z CD pod
wpltywem $wiatta, wymagaly uzycia promieniowania ultrafioletowego. Nieodwracalny
rozpad kompleksu pod wpltywem $wiatla widzialnego, bylby korzystniejszy z punktu
widzenia PDT (terapia ta wykorzystuje $wiatlo o dtugosci fali od 600 do 800 nm). Takie
wymagania spetnia supramolekularny kompleks opracowany przez zespdt Breslowa
[37,99]. Autorzy otrzymali seri¢ dimeréw B-CD, roznigcych sie dlugoscia tacznika
pomiedzy jednostkami B-CD 1 miejscem podstawienia jednostki cyklodekstryny.
Zsyntezowano roéwniez seri¢ ftalocyjanin, posiadajacych podstawniki tert-butylofenylowe
lub adamantylowe, zapewniajace efektywne wigzanie si¢ z f-CD. W wyniku naswietlania
kompleksu ftalocyjanina-dimer (np. CXI, Ryc. 24), powstajacy tlen singletowy

powodowat utlenienie i rozpad dimeru w miejscu wigzania podwojnego. O selektywnosci
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procesu $wiadczy fakt, ze ,cigcie” dimeru (rozpad wigzania podwojnego wskutek
utlenienia przez tlen singletowy wygenerowany przez skompleksowang ftalocyjaning),
prowadzito tylko do jednego rodzaju produktu. Gdy dimer poddano dziataniu tlenu
singletowego, generowanego przez blekit metylenowy, powstawato wigcej produktow.
W wyniku utlenienia dimeru dochodzito do rozpadu kompleksu supramolekularnego.
Autorzy sugeruja, ze uzycie kompleksu CXI in vivo, a nastepnie jego naswietlanie,
spowodowatoby wytracenie hydrofobowego fotouczulacza w miejscu naswietlania 1
wnikni¢cie do komorki. Jest to potencjalny mechanizm deponowania fotouczulacza w

miejscu naswietlania.
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IV WYNIKI | DYSKUSJA

W ramach czgéci eksperymentalnej niniejszej pracy, przeprowadzono synteze
i charakterystyke nowych adamantylo- funkcjonalizowanych makrocykli z grupy
porfirazyn i ftalocyjanin. Biorgc pod uwage znaczenie adamantanu i makrocykli
porfirynoidowych w chemii lekéw, badane zwiazki mozna réwniez rozpatrywac jako
koniugaty ftalocyjanino- 1 porfirazyno-adamantylowe. W celu realizacji zadania,
otrzymano odpowiednie adamantylowe pochodne maleonitrylu i ftalonitrylu, ktore
postuzyly jako substraty w reakcjach makrocyklizacji prowadzacych do docelowych
koniugatow.

Zagadnienia zostang omoOwione ponizej w nastepujacej kolejnosci: (i) synteza
i charakterystyka ftalocyjanin posiadajacych ugrupowanie 2-(1-adamantylo)etoksylowe w
pozycji nieperyferyjnej; (ii) synteza 1 charakterystyka ftalocyjanin zawierajacych
ugrupowanie l-adamantylosulfanylowe w pozycji nieperyferyjnej (pozycja o) wraz z
badaniami fotochemicznymi; (iii) synteza i charakterystyka ftalocyjanin zawierajacych
ugrupowanie 1-adamantylosulfanylowe w pozycji peryferyjnej (pozycja PB) wraz z
badaniami fotochemicznymi i biologicznymi; (iv) synteza i charakterystyka porfirazyny
posiadajacej ugrupowanie 2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilowe wraz z badaniami

fotochemicznymi i biologicznymi.

IV.1 Synteza i charakterystyka ftalocyjanin posiadajacych ugrupowanie
2-(1-adamantylo)etoksylowe w pozycji nieperyferyjnej

Substratami do syntezy ftalocyjanin sa pochodne kwasu ftalowego, sposrod ktorych
najczesciej wykorzystywane sg pochodne ftalonitrylu (1,2-dicyjanobenzenu). Pierwszym
etapem na drodze do otrzymania ftalocyjaniny, posiadajacej podstawniki
2-(1-adamanylo)etoksylowe w pozycji nieperyferyjnej, byla synteza odpowiedniej
pochodnej ftalonitrylu. W tym celu zastosowano reakcje typu podstawienia grupy nitrowej
(ang. nitro group displacement), ktora zachodzi wedtug mechanizmu reakcji substytucji

nukleofilowej w pier§cieniu aromatycznym [100-102].
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Schemat 1. Reagenty i warunki: (i) NaH, DMF, temp. pokojowa.

Reakcje przeprowadzono stosujgc komercyjnie dostepne substraty: 3-nitro-1,2-
dicyjanobenzen 1 i 2-(1-adamantylo)etanol 2 w temperaturze pokojowej, w
dimetyloformamidzie (DMF) jako rozpuszczalniku, wykorzystujac wodorek sodu jako
zasade. Reakcje zakonczono wylewajac mieszaning na wode z lodem. Po odsgczeniu, osad
zawierajacy zwigzek 3 oczyszczono na drodze krystalizacji z metanolu. Uzyskana
pochodng ftalonitrylu 3 scharakteryzowano wyznaczajagc temperatur¢ topnienia,
wykorzystujac chromatografie cienkowarstwowa (Rs), jedno- i dwuwymiarowe techniki *H
i °C NMR oraz ES MS.
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Ryc. 25. Widmo *H™*C HMBC zwiazku 3. Podano warto$ci przesunie¢ chemicznych dla

atoméw wodoru i wegla oraz sprzezenia zaobserwowane w czasteczce.

Celem przypisania sygnatow przesuni¢¢ chemicznych odpowiednich atoméw wodoru
i wegla, zastosowano techniki dwuwymiarowego NMR, takie jak 'H'H COSY, H3c
HSQC i *H®C HMBC (Ryc. 25). W widmie *H**C HMBC zaobserwowano sprzezenie
pomiedzy atomami wodoru o przesunigeciach chemicznych 7,64; 7,41 1 4,14 ppm,

a atomem wegla o przesunigciu 161,5 ppm, co umozliwito przypisanie sygnatow protonow
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w pierScieniu aromatycznym czasteczki. Obserwacja sprzezen pomigdzy protonami jednej
z grup metylenowych (4,14 ppm), a atomami we¢gla grupy adamantylowej (31,6; 42,4
ppm), pozwolita na przypisanie przesuni¢¢ odpowiednim atomom wegla. Do interpretacji
sygnatow pochodzacych od atoméw wodoru 1 wegla w alifatycznej grupie adamantylowej,
bardzo uzyteczne okazalo si¢ zastosowanie techniki 'HH COoSsY, vt HSQC, HBc
HMBC. W widmie "H NMR zaobserwowano naklfadanie si¢ sygnaléw protonéw grupy
adamantylowej (1,51 ppm) i jednej z grup metylenowych tancucha etoksylowego (1,56
ppm). W celu dodatkowego potwierdzenia poprawnos$ci interpretacji tej czgsci widma,
wykonano analize 'H'H COSY (Ryc. 26). Zaobserwowano sprzezenia pomiedzy
protonami grup metylenowych o przesunigciach chemicznych 4,14 i 1,56 ppm oraz
sprzezenia protondéw grupy adamantylowej, ktorym odpowiadaly sygnaty przy 1,87, 1,56
oraz 1,51 ppm.
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Ryc. 26. Widmo *H'H COSY zwiazku 3 (fragment).
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Reaktywnos$¢ nowego ftalonitrylu 3 oceniono w reakcji makrocyklizacji wedtug procedury
literaturowej, stosowanej w syntezie ftalocyjanin, a przedstawionej m.in. przez Vacus
I wsp. [103]. Zwigzek 3 poddano reakcji makrocyklizacji w obecnosci octanu cynku
I 1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundec-7-enu (DBU), w n-pentanolu w czasie 23 godzin,
utrzymujac temperatur¢ powyzej 116 °C (Schemat 2). Po zakonczeniu reakcji,
rozpuszczalnik odparowano azeotropowo z toluenem, a nastgpnie suchg pozostatos¢
poddano kilkakrotnie chromatografii kolumnowej w normalnym i odwroconym uktadzie
faz. Wyizolowany zwiazek 4 poddano charakterystyce metoda spektroskopii UV-Vis.

Uzyskane wyniki potwierdzily powstanie zwigzku makrocyklicznego, poniewaz w widmie
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obserwowano pasmo B (Soreta) z maksimum absorpcji przy A = 318 nm oraz pasmo Q

Z hmax = 700 nm, ktore odpowiada przejéciom n— .

? bae

N\N

(I)
N—>Zn<—N \/
@wg

Schemat 2. Reagenty i warunki reakcji: (i) octan cynku, 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-

3

en (DBU), n-pentanol, temp. wrzenia, 23 godz.
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Ryc. 27. Widmo MS MALDI ftalocyjaniny 4; przedstawiono przebieg fragmentacji jonu
molekularnego [M+H]" m/z 1290.

W widmie MS MALDI stwierdzono wystepowanie jonu molekularnego m/z 1290 [M+H]"
oraz jonoéw fragmentacyjnych m/z 1127, 964, 802, 640 (Ryc. 27), powstajacych wskutek
eliminacji grup adamantyloetylowych. Analiza czysto$ci probki zostata wykonana metoda
HPLC (Ryc. 28). Na chromatogramie stwierdzono wystepowanie sygnalow pochodzacych
od zwigzku 4 (t. = 6,8 min) oraz jego formy zagregowanej (t. = 7,6 min). Dowodem
potwierdzajacym agregacj¢ ftalocyjaniny 4, jest identyczny przebieg widm UV-Vis
wykreslonych dla zwiazkow, wykazujacych czas retencji t; = 6,8 min oraz t, = 7,6 min
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(Rys. 28). Jednoczes$nie wyniki analizy HPLC nie wskazywaly na powstanie w reakcji

makrocyklizacji réznych regioizomerow.
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Ryc. 28. Chromatogram HPLC makrocyklu 4 otrzymany z zastosowaniem fazy ruchomej
THF:acetonitryl:woda (56:37:7); wstawki przedstawiaja widma UV-Vis zwigzkéw

wykazujacych czas retencji t, = 6,8 oraz t, = 7,6 min.

Problemy preparatywne przy izolacji makrocyklu 4 przyczynity si¢ do zastosowania
innych rozwigzan syntetycznych. Postanowiono uzy¢ pochodnej ftalonitrylu 3 w reakcjach
makrocyklizacji prowadzacych do ftalocyjanin, posiadajacych zréznicowane otoczenie
peryferyjne. Zatozono, ze zmniejszenie liczby grup peryferyjnych
2-(1-adamantylo)etoksylowych z czterech do jednej, przyczyni si¢ do zmniejszenia
tendencji makrocykli do agregowania. W zwiagzku z tym, w dalszych badaniach podjeto si¢
syntezy ftalocyjanin z wykorzystaniem dwoch réznych ftalonitryli (pochodnej ftalonitrylu
3 oraz 1,2-dicyjanobenzenu 5), przy czym uzycie w nadmiarze 1,2-dicyjanobenzenu, miato
prowadzi¢ do ftalocyjnin typu A3B oraz A, Ftalocyjanina typu AsB zawiera trzy
niepodstawione jednostki izoindolowe i jedng jednostke izoindolu z podstawnikiem 2-(1-
adamantylo)etoksylowym, natomiast ftalocyjanina A, zawiera w strukturze tylko jednostki
izoindolowe. W reakcji mieszanej makrocyklizacji uzyto zwigzku 3 i 1,2-dicyjanobenzenu
(5), we wrzacym n-butanolu, stosujac n-butanolanu magnezu jako zasadg. Zastosowane
warunki odpowiadaly makrocyklizacji Linsteada, z modyfikacja wprowadzong pdzniej
przez Schramma i Hoffmana, oraz Barretta i Hoffmana polegajaca na zastosowaniu reakcji

mieszanej makrocyklizacji z uzyciem dwoch maleonitryli (Schemat 3) [8,104-106].
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Natomiast w przeprowadzonych badaniach w miejsce oryginalnie uzytego n-propanolu,

jako rozpuszczalnik zastosowano n-butanol.
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Schemat 3. Reagenty i warunki reakcji: (i) n-butanolan magnezu, n-butanol, temp.
wrzenia, 23 godz. We wstawce przedstawiono mozliwe, powstajace ubocznie

regioizomery.

Mieszaning reakcyjng przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowa, a przesacz odparowano
azeotropowo z toluenem do suchej pozostatosci. Rozdzial chromatograficzny wykonano
kilkakrotnie metoda krotkiej kolumny z uzyciem zelu krzemionkowego. Wyizolowana
frakcj¢ poddano analizie metoda MALDI MS, a uzyskane wyniki potwierdzily powstanie
zwiazku 6, posiadajacego m/z 715,6 [M+H]*. Pojawienie si¢ dodatkowego sygnatu przy
m/z 893,7 i jonu fragmentacyjnego przy m/z 731,6 wskazuje na powstanie ftalocyjaniny
typu A,B,, zawierajacej dwie niepodstawione jednostki izoindolowe i dwie jednostki

izoindolu z podstawnikiem 2-(1-adamantylo)etoksylowym (Ryc. 29).
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Ryc. 29. Widmo MS MALDI makrocyklu 6, obrazujace przebieg fragmentacji jonu
molekularnego [M+H]" m/z 715,6 i ftalocyjaniny typu A,B, m/z 893,7 [M+H]"

(przedstawiono jeden z mozliwych izomerow).
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Ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowania podjednostek izoindolu w tzw. potozeniu cis-

I trans-A;B,, mozliwe jest wystepowanie pieciu regioizomerow, do identyfikacji ktorych

. B8
& o - Ao ol
Re S 1

3 5 7 cynk(ll) ftalocyjanina

niezbe¢dne sg wyniki analizy rentgenostrukturalne;.

Schemat 4. Reagenty i warunki reakcji: (i) octan cynku, DBU, n-pentanol, temp. powyzej
106 °C, 23 godz.

Przeprowadzono rowniez reakcj¢ mieszanej makrocyklizacji z uzyciem reagentow 3 i 5,
adaptujac procedurg syntezy ftalocyjanin wg. Vacus i wsp. [103]. W tym celu zastosowano
octan cynku w obecnosci DBU w pentanolu, w temp. powyzej 106 °C w czasie 23 godz.
(Schemat 4). Nastgpnie mieszaning reakcyjng odparowano azeotropowo z toluenem
1 poddano kilkakrotnie chromatografii kolumnowej metoda krotkiej kolumny
w normalnym i odwrdéconym ukladzie faz. Wyniki analizy MALDI MS potwierdzity
obecno$¢ zwigzku 7, obserwowano pojawienie si¢ jonu m/z 755,6 [M+H]" i jonu
fragmentacyjnego m/z 592.4; powstatego w wyniku eliminacji grupy adamantyloetylowej,
analogicznie jak w przypadku zwigzku 4. Zaobserwowano réwniez jon m/z 576,4 [M]"
potwierdzajacy powstanie niepodstawionej cynk(II) ftalocyjaniny (Ryc. 30). Rozdziat
uzyskane] mieszaniny poreakcyjnej sprawial duzy problem preparatywny i1 pomimo
wielokrotnej chromatografii w normalnym 1 odwrdéconym ukladzie faz, nie udato si¢
wydzieli¢ jednorodnego produktu 7, poniewaz zawsze zawieral domieszke cynk(Il)

ftalocyjaniny.
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Ryc. 30. Widmo MS MALDI makrocyklu 7. Przedstawiono przebieg fragmentacji jonu
molekularnego [M+H]" m/z 755,6 i cynk(11) ftalocyjaniny m/z 576,4 [M]".

Nalezy podkreslic, ze pochodna ftalonitrylu 3 w obu wyzej omoéwionych reakcjach
wykazata zr6znicowang reaktywnos¢. W reakcji prowadzacej do 6, ftalonitryl 3 wykazat
znaczng aktywnos¢, co umozliwito uzyskanie makrocyklu typu A;B,. Z kolei w reakcji
prowadzacej do 7, reaktywno$¢ byla bardzo mata, dlatego jako gléwny produkt
otrzymywano niepodstawiong cynk(II) ftalocyjaning.

IV.2 Synteza i charakterystyka ftalocyjanin posiadajacych ugrupowanie
l-adamantylosulfanylowe w pozycji nieperyferyjnej wraz =z badaniami

fotochemicznymi

Modyfikujac  procedur¢ literaturowa otrzymano  3-(1-adamantylosulfanylo)-1,2-
dicyjanobenzen (9) w reakcji 3-nitro-1,2-dicyjanobenzenu 1 z 1-admantanotiolem (8) [38]
(Schemat 5). Proces prowadzono w srodowisku DMF, wykorzystujac weglan potasu jako
zasade. Mieszaning reakcyjng wylano na wode z lodem, odsaczono osad zwiazku 9, ktory
nastgpnie 0czyszczono przez ogrzewanie z metanolem. Zastgpiono w ten sposdb podang
w literaturze metode oczyszczania, opartag o chromatografie kolumnowa [38]. Tozsamo$¢

zwigzku 9 potwierdzono wyznaczajac warto$¢ Rs i oznaczajac temperature topnienia.
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Schemat 5. Reagenty i warunki reakcji: (i) K,CO3;, DMF; (ii) n-butanolan magnezu,

n-butanol, temp. wrzenia, 17 godz.

Zwigzek 9 poddano reakcji mieszanej makrocyklizacji z 1,2-dicyjanobenzenem 5,
w obecnosci n-butanolanu magnezu, we wrzacym n-butanolu (Schemat 5) wedtug
procedury opisanej w rozdz. 1V.1 [8,104]. Nastepnie mieszaning reakcyjng przesgczono
przez ziemi¢ okrzemkowa, a rozpuszczalnik odparowano azeotropowo do suchej
pozostatosci. Rozdzial chromatograficzny wykonano metoda krotkiej kolumny z uzyciem
zelu krzemionkowego, stosujac dwa rozne uktady rozpuszczalnikow (CH,Cl:CH30H 50:1
do 4:1, n-heksan:octan etylu 7:1 do 7:2) w normalnym uktadzie faz. Ponadto wykonano
rozdzial chromatograficzny w odwréconym uktadzie faz (CH3OH:THF 10:1 do 5:1).
Zwiazek 10 otrzymano z 3% wydajnoscia 1 scharakteryzowano technikami spektrometrii
mas (MS MALDI) i NMR (*H, *H'H COSY, *C). W widmie MS MALDI stwierdzono
wystepowanie jonu molekularnego [M+H]" m/z = 703,4 oraz jonu fragmentacyjnego
m/z = 568,3 (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Wdimo MS MALDI ftalocyjaniny 10. Pokazano przebieg framentacji jonu
molekularnego [M+H]" m/z = 703,4.
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W widmie *H NMR obserwowano sygnaty pochodzace od protonéw grupy adamantylowej
przy 2,53, 1,86 i 1,45-1,55 ppm. Sygnaly protonow aromatycznych wystepujacych
w cze$ci nieperyferyjnej (w potozeniu a) zaobserwowano w zakresie 9,70-10,10 ppm,
a w czeSci peryferyjnej ftalocyjaniny (w potozeniu ) w zakresie 8,20-8,60 ppm.
W widmie *C NMR obecnos¢ grupy adamantylowej potwierdzaja sygnaty przy 50,7; 44,6;
36,4; 30,5 ppm. Dla atoméw wegla w makrocyklicznym fragmencie czasteczki, uzyskano
sygnatly wystepujace W trzech zakresach, tj. 153,4-155,1; 139,5-141,2; 125,9-130,12 ppm.
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Ryc. 32. Fragment widma *H*H COSY NMR zwiazku 10 w zakresie 8,00-10,30 ppm wraz

z przesuni¢ciami chemicznymi przypisanymi sygnalom odpowiednich protonow.

Analiza 'H'H COSY NMR pozwolita na przypisanie sygnaléw do odpowiadajacych im
atomow wodoru (Ryc. 32). Zgodnie z danymi literaturowymi [107], sygnaty protonoéw
W pozycji a maja wigksze przesunigcia chemiczne niz sygnaty protonéw w pozycji f.
Sposrod sygnatow odpowiadajacych atomom Hw potozeniu B, jedynie dla sygnatu
8,56 ppm nie zaobserwowano sprzezenia z atomem “H w polozeniu o (Ryc. 32). Dlatego
warto$¢ tego przesunigcia przypisano atomowi wodoru, obecnemu w pozycji
2 ftalocyjaniny. Z kolei sygnal 8,56 ppm, przypisano atomowi wodoru potozonemu
w pozycji 3 pierScienia ftalocyjaniny, z uwagi na sprzezenie z jednym z protondéw
multipletu 8,20-8,29 ppm. Z protonem multipletu przy 8,20-8,29 ppm, sprz¢ga si¢ proton
0 przesunieciu 9,87 ppm, znajdujacy si¢ w pozycji 4 pierScienia ftalocyjaniny. Sygnat przy
10,11 ppm, odpowiada silnie odstanianemu atomowi wodoru w poloZeniu o pier§cienia
ftalocyjaniny, w jednostce izoindolowej sgsiadujacej z grupa 1-adamantylosulfanylowa.
Nalezy zaktada¢, ze obserwowana warto$¢ przesunigcia sygnatu tego protonu, jest
skutkiem wystepujacego oddzialywania przez przestrzen z grupa adamantylosulfanylows.

Natomiast z protonem posiadajagcym przesunigcie 10,11 ppm, sprzega si¢ proton dajacy
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sygnal przy 8,37 ppm, odpowiadajacy sasiedniemu atomowi w polozeniu . Pozostale
sygnaly atomoéw w potozeniach a i f makrocyklu, wystepuja w zakresach odpowiednio
9,74-9,82 i 8,20-8,29 ppm.

Wykorzystujac metode HPLC z zastosowaniem jako fazy ruchomej mieszaniny
rozpuszczalnikéw CH3OH:THF:CH,Cl, (90:5:50), okres$lono czysto$¢ uzyskanego
makrocyklu i stwierdzono zawarto$¢ ftalocyjaniny 10 na poziomie 97,5% (Ryc. 33).
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Ryc. 33. Chromatogram HPLC zwiazku 10.

Badano zdolno$¢ ftalocyjaniny 10 do generowania tlenu singletowego, a uzyskane wyniki
poréwnano z warto$ciami zwigzku referencyjnego, ktorym byta cynk(ll) ftalocyjanina
[108-110]. Wykorzystano 1,3-difenylizobenzofuran (DPBF) jako chemiczny wygaszacz
tlenu singletowego (Ryc. 34).

o o C
O — - O — O
o O Q

Ryc. 34. Schemat procesu utlenienia DPBF przez tlen singletowy.

Roztwory 10 i DPBF eksponowano na promieniowanie o dlugosci fali, odpowiadajacej

maksimum absorpcji pasma Q ftalocyjaniny — odpowiednio A = 674 nm oraz 677 nm,
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dla roztworow w DMF i DMSO. Proces utleniania DPBF monitorowano
spektrofotometrycznie, obserwujac zanik absorpcji przy 417 nm (Ryc. 35, 36). Proces
utlenienia DPBF zachodzil zgodnie z procesem kinetycznym I-go rzedu. Kazdorazowo
wykre$lano zalezno$¢ In(Ay/A) od czasu, w celu wyznaczenia parametru k. Do obliczenia

wydajnosci kwantowej wykorzystano metodyke literaturowa [109]:

ZnP
ZnPc k A e
anPc A

(DA = CDA
gdzie:
®, — wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego ftalocyjaniny 10
@, — wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego cynk(ll) ftalocyjaniny
[110]
k — stata rozktadu DPBF w obecnosci badanej ftalocyjaniny 10
k“"P® _ stata rozktadu DPBF w obecnosci cynk(l1) ftalocyjaniny
A — absorbancja ftalocyjaniny 10
A?"P¢_ absorbancja cynk(l1) ftalocyjaniny

Wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego dla zwigzku 10 wyniosta @, = 0,32

w DMF i @, = 0,25 w DMSO.
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Ryc. 35. Zmiany widma absorpcji mieszaniny 10 i DPBF w DMF podczas ekspozycji na
promieniowanie 0 Amax = 674 nm, we wstawce przedstawiono zalezno$¢ In(Ag/A) od czasu;

pomiary wykonano przy A =417 nm.
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Ryc. 36. Zmiany widma absorpcji mieszaniny 10 i DPBF w DMSO podczas ekspozycji na

promieniowanie 0 Amax = 677 nm, we wstawce przedstawiono zaleznos$¢ In(Aq/A) od czasu;

pomiary wykonano przy A =417 nm.

Ftalocyjaning 10 poddano studiom solwatacyjnym, polegajacym na wykresleniu
widm absorpcji UV-Vis w rozpuszczalnikach protycznych i aprotycznych. Analiza
przebiegu widm UV-Vis wykazala obecnos$¢ szerokich pasm Q, z maksimum absorpcji
(Amax) W zakresie 669-682 nm i pasm Soreta z Amax W zakresie dtugosci fal 344-350 nm
(Ryc. 37). Dla roztworéw ftalocyjaniny 10 w dichlorometanie, chlorobenzenie,
1-propanolu i chloroformie zaobserwowano powstawanie dodatkowego pasma absorpcji
z maksimum przy A = 710 nm, ktore moze S$wiadczy¢ o powstawaniu agregatow
typu J [111]. Sposrdéd pozostatych rozpuszczalnikow, najwicksza warto$¢ maksimum
pasma Q ftalocyjaniny 10 (Amax = 681 nm) zaobserwowano w chloronaftalenie,
najmniejszg — 669 nm w acetonie. WartoSci Amax korelowano z parametrem 1/F,
obliczonym wedlug wzoru F = (n?-1)/(2n°+1), gdzie n to indeks refrakcji rozpuszczalnika
[112-114]. Dla pigtnastu rozpuszczalnikow stwierdzono liniowa zalezno$¢ pomigdzy Amax,
a parametrem 1/F (R? = 0,812) (Ryc. 38). Podobnej zaleznosci nie stwierdzono pomiedzy
warto$ciami Amax, @ wartoSciami momentu dipolowego. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze zmiany w widmie UV-Vis s3 skutkiem procesu solwatacji, a wlasciwosci

koordynacyjne rozpuszczalnika nie wptywaja znaczaco na Amax pasma Q [112].
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Ryc. 37. Przebieg widm absorpcji ftalocyjaniny 10 w roznych rozpuszczalnikach,
przedstawiono zakres pasma Q.
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Ryc. 38. Korelacja pomigdzy Amax pasma Q ftalocyjaniny 10 i parametrem 1/F.
Rozpuszczalniki: (1) 1-chloronaftalen, (2) pirydyna, (3) benzen, (4) toluen, (5) DMSO, (6)
DMF, (7) 1,4-dioksan, (8) THF, (9) trietyloamina, (10) 2-propanol, (11) octan etylu, (12)
etanol, (13) aceton, (14) acetonitryl, (15) metanol.
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Schemat 6. Reagenty i warunki reakcji: (i) octan cynku, DBU, n-pentanol, temp. wrzenia,
16 godz.

Przeprowadzono rowniez reakcje mieszanej makrocyklizacji, adaptujac procedure syntezy
ftalocyjanin wg Vacus i wsp. [103]. Zastosowano octan cynku w obecno$ci DBU
w n-pentanolu, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika (Schemat 6). Nastepnie
mieszaning reakcyjng odparowano azeotropowo z toluenem i poddano kilkakrotnie
chromatografii kolumnowej metoda krétkiej kolumny w normalnym i odwréconym

ukladzie faz.
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Ryc. 39. Widmo MS MALDI makrocyklu 11. Przedstawiono przebieg framentacji jonu
molekularnego [M+H]" m/z 743,6 i ftalocyjaniny typu A,B, m/z 909,8 [M+H]"

(przedstawiono jeden z mozliwych izomerow).

Wyniki analizy MALDI MS wskazaty na powstanie zwigzku 11, co potwierdza obecno$¢
jonu molekularnego [M+H]" m/z 743,6; jonu fragmentacyjnego m/z 608. Zaobserowowano
takze jon m/z 911,8 [M+H]" zwiazku A,B, ktéory moze wystgpowaé w postaci
regioizomeréw (Ryc. 39). Wydzielenie produktu 11 z mieszaniny reakcyjnej stanowito

duzy problem preparatywny, gdyz mimo wielokrotnie powtarzanej chromatografii
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w normalnym i odwroconym uktadzie faz, nie udato si¢ uzyska¢ czystej ftalocyjaniny 11,

ktéra zawsze zawierala domieszke zwigzku typu A,B..

IV.3 Synteza i charakterystyka ftalocyjanin posiadajacych ugrupowanie
1-adamantylosulfanylowe w pozycji peryferyjnej wraz z badaniami fotochemicznymi
I biologicznymi

4,5-Dichloro-1,2-dicyjanobenzen (12) poddano reakcji substytucji nukleofilowej
z 1-adamantanotiolem (8), w obecnosci weglanu potasu jako zasady, w DMF jako
rozpuszczalniku (Schemat 7). W tym celu zaadaptowano literaturowg procedure Wohrle
I wsp. [115]. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 20 godzin, po czym
mieszaning reakcyjng wylano na wode z lodem. Zebrano 13 w postaci jasnozottego osadu,

ktory przemyto metanolem na goraco, uzyskujac koncowy produkt z wydajnoscig 99%.

SH / {i ;
N
CIII// @ () Sj : i/N
—_—
“ Sh S N
12 8 13

Schemat 7. Reagenty i warunki reakcji: (i) K,CO3, DMF, temp. pokojowa, 20 godz.

Zwiazek 13 scharakteryzowano wyznaczajac temperatur¢ topnienia, wspolczynnik Ry,
przeprowadzajac analize elementarna, wykorzystujac spektrometric mas oraz techniki
'H i *C NMR. W widmie 'H NMR stwierdzono wystepowanie sygnalu pochodzacego
od protonéw pierScienia aromatycznego przy 8,15 ppm, a takze trzech sygnatow
zwigzanych z obecnos$cia protonéw grupy adamantylowej przy 2,02; 1,89; 1,63 ppm.
W widmie **C NMR odnotowano wystepowanie o$miu sygnalow.

Makrocyklizacja zwigzku 13 - z uwagi na symetryczng budowe czasteczki -
pozwala na otrzymanie ftalocyjaniny typu A, o zdefiniowanej strukturze, bez mozliwo$ci
powstawania izomerow konstytucyjnych. Reakcje makrocyklizacji zwigzku 13
przeprowadzono w roznych warunkach w oparciu o procedury literaturowe [8,104,116]:

(i) n-butanolan magnezu, n-butanol, temp. wrzenia, 19 godz.

(i) octan cynku, DBU, n-pentanol, temp. wrzenia, 18 godz.

(iii) octan cynku, DBU, n-heksanol, temp. wrzenia, 13 godz.
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Mimo ze, mieszanina reakcyjna przyjmowalta kolor ciemnozielony podczas reakcji

makrocyklizacji, co jest wskaznikiem posrednim zachodzenia reakcji, t0 powstaty produkt

g@ﬁ
sy

ulegat fotodegradacji (ang. photobleaching).

L,
24 8

Schemat 8. Reagenty i warunki reakcji: (i) n-butanolan magnezu, n-butanol, temperatura

13 5

wrzenia, 19 godz.

Z uwagi na powyzsze trudno$ci, pochodng ftalonitrylu 13 poddano reakcji mieszanej
makrocyklizacji z 1,2-dicyjanobenzenem (5), w n-butanolu, stosujgc n-butanolan magnezu
jako zasad¢ (Schemat 8). Reakcje prowadzono przez 19 godzin, w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Nastepnie mieszaning reakcyjng przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowsa
1 odparowano. Suchg pozostato§¢ poddano rozdzialowi chromatograficznemu metoda
kolumnowa, w normalnym i odwroconym uktadzie faz. Ftalocyjaning 14, ktora otrzymano
z 5% wydajnos$cia, scharakteryzowano wyznaczajac parametr Ry, metodami spektrometrii
mas, *H i *C NMR, spektrofotometrycznie i fluorymetrycznie.

W widmie *H NMR, przypisano odpowiednie sygnaty pochodzace od protondéw o
pierscienia ftalocyjnaniny multipletom 9,79-9,80; 9,70-9,73; 9,67-9,70 ppm. Protonom f
przypisano jeden szeroki multiplet 8,17-8,24 ppm, a obecno$¢ protonéw w potozeniu 1 i 4
ftalocyjaniny, sgsiadujacych z grupami adamantylosulfanylowymi, byta sygnalizowana
jako singlet przy 10,32 ppm. Atomy wodoru grup adamantylowych generowaty trzy
sygnaty przy 2,35; 1,92 1 1,54 ppm. Dzigki zastosowaniu technik HSQC i HMBC, mozliwe
bylo przypisanie przesuni¢¢ chemicznych atomom wegla grup adamatnylowych

i niektorych atomoéw pierscienia makorcyklicznego (Ryc. 40).
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Ryc. 40. Wartosci przesuni¢¢ chemicznych dla jader HiBCw czasteczce zwigzku 14,

oraz fragmenty widma *H**C HMBC.

Widma absorpcji i fluorescencji 14 zarejestrowano w dimetyloformamidzie (DMF),
dimetylosulfotlenku (DMSQO) i tetrahydrofuranie (THF) (Ryc. 41-43). Wydajno$é
kwantowg fluorescencji ®; wyznaczono metoda pordwnawcza, stosujac cynk(Il)
ftalocyjaning (ZnPc) jako zwigzek referencyjny, o znanej wydajnosci kwantowej

fluorescencji (Tabela 1) [112].

Wydajnos¢ kwantowa ¢
Zwiazek DMF DMSO THF
14 0,28 0,31 0,33
ZnPc [112] 0,17 0,20 0,23

Tabela 1. Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji ®¢ ftalocyjaniny 14 i cynk(ll) ftalocyjaniny

jako zwiazku referencyjnego, w réznych rozpuszczalnikach.
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Ryc. 41. Widma absorpcji, emisji 1 wzbudzenia zwigzku 14 w DMF.
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Ryc. 42. Widma absorpcji, emisji i wzbudzenia zwigzku 14 w DMSO.
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Ryc. 43. Widma absorpcji, emisji i wzbudzenia zwigzku 14 w THF.

Badania zaniku fluorescencji zwigzku 14 wykonano w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej
(Uniwersytet Warszawski). Pomiar zostal wykonany w trzech rozpuszczalnikach: THF,
DMF, DMSO. We wszystkich przypadkach, uzyskane wyniki wskazaly na
monoeksponencjalny zanik fluorescencji. Czas zaniku fluorescencji zr  wynosit
odpowiednio 5,2+0,1 ns; 4,8+0,1 ns; 4,7+0,1 ns dla THF, DMF i DMSO. Niewielkie
roéznice wynikoéw uzyskane dla trzech rozpuszczalnikéw, wskazuja na stabe oddziatywania
czasteczki ftalocyjaniny 14 z rozpuszczalnikiem. Otrzymane czasy fluorescencji sg dluzsze
niz w przypadku niepodstawionej cynk(Il) ftalocyjaniny, ktory np. w DMSO wynosit
3,3 ns [117]. Nalezy jednocze$nie podkresli¢, ze analizujac wydajno$¢ kwantows
fluorescencji zwiazku 14, takze uzyskano wieksze wartosci w poréwnaniu do cynk(II)

ftalocyjaniny.
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Ryc. 44. Wykres zaniku fluorescencji zwiagzku 14 w DMF i THF (wykresy dla DMSO i
DMF pokrywaja sig).

W odniesieniu do zwigzku 14 przeprowadzono badania generowania tlenu
singletowego, wykorzystujac procedur¢ jak dla zwigzku 10 [108-110]. Roztwory
ftalocyjaniny 14 i DPBF, na$wietlono promieniowaniem o dtugosci fali odpowiadajace;
maksimum absorpcji pasma Q ftalocyjaniny — odpowiednio 685 nm w DMF i 688 nm w
DMSO. Proces utleniania DPBF monitorowano spektrofotometrycznie, obserwujac zanik
absorpcji przy 417 nm (Ryc. 45, 46). Porownujac parametry kinetyczne procesu utlenienia
DPBF, obliczono wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego, ktéra wynosita

@, = 0,49 zar6wno w DMF, jak i w DMSO.
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Ryc. 45. Widmo absorpcji mieszaniny 14 i DPBF w DMF podczas ekspozycji
na promieniowanie o dlugosci fali Amax = 685 nm, we wstawce przedstawiono zalezno$¢

In(Ao/A) od czasu naswietlania; pomiary przeprowadzono dla dtugosci fali A =417 nm.
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Ryc. 46. Widmo absorpcji mieszaniny 14 i DPBF w DMSO podczas ekspozycji
na promieniowanie o dlugosci fali Amax = 688 nm, we wstawce przedstawiono zalezno$¢

In(Ao/A) od czasu naswietlania; pomiary przeprowadzono dla dtugosci fali A =417 nm.
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Ryc. 47. Przebieg widm absorpcji ftalocyjaniny 14 w réznych rozpuszczalnikach.

Ftalocyjaning 14 poddano studiom solwatacyjnym, polegajacym na wykresleniu widm
absorpcji UV-Vis w rozpuszczalnikach protycznych i aprotycznych (Ryc. 47). Analiza
widm UV-Vis wykazata obecno$¢ szerokich pasm Q, z maksimum absorpcji (Amax)
w zakresie 680-692 nm i pasm Soreta z Amax W zakresie dlugosci fal 346-353 nm.
Najwickszg warto$¢ Amax = 692 nm zaobserwowano dla roztworu 14 w chloronaftalenie,
najmniejszg — 680 nm w acetonitrylu. Wartosci Amax korelowano z parametrem 1/F,
analogicznie jak dla zwigzku 10 (Rozdziat 1V.2). Dla dwunastu rozpuszczalnikow
stwierdzono liniowa zalezno$¢ pomiedzy Amax, @ parametrem 1/F. Podobnej korelacji nie
stwierdzono pomigdzy Amax, a wartosciami momentu dipolowego. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze zmiany w widmie UV-Vis sa skutkiem procesu solwatacji, a wlasciwosci

koordynacyjne rozpuszczalnika nie wptywajg znaczaco na polozenie Amax pasma Q [112].

60



694

692 {1 y=-6,013 x + 713,770
? =0,925

680 -

688

686

M max [nm]

684

682 -

680 -

678

4:0 4:5 5:0 5‘,5

1/F
Ryc. 48. Korelacja pomiedzy Amax pasma Q ftalocyjaniny 14 i parametrem 1/F.
Rozpuszczalniki: (1) 1-chloronaftalen, (2) chlorobenzen, (3) toluen, (4) DMSO,
(5) dichlorometan, (6) DMF, (7) 1,4-dioksan, (8) THF, (9) trietyloamina, (10) octan etylu,
(11) aceton, (12) acetonitryl.

Ftalocyjanina 14 zostala rowniez uzyta do modyfikacji powierzchniowej zelu
krzemionkowego i w tej formie poddana badaniom fotochemicznym [118].

Ftalocyjaning 14 poddano badaniom biologicznym z wykorzystaniem linii
komorkowych CEM i HelLa, we wspotpracy z Rega Institute for Medical Research
(Leuven, Belgia). Aktywnos$¢ zwigzku okreslono bez dostgpu Swiatla 1 po naswietleniu
promieniowaniem 0 Amax = 690 nm (Tabela 2). Dla linii komorkowych CEM i HeLa
zaobserwowano stabg aktywno$¢ fotodynamiczng zwiazku, uzyskujac wartos¢ I1Cso = 21

uM.

ICs0 (uM)
CEM HelLa
faza . faza .
. faza jasna| . faza jasna
ciemna ciemna
14 > 25 21+3 > 50 21+4

Tabela 2. Wartosci ICs uzyskane dla ftalocyjaniny 14 w fazie jasnej i ciemnej.
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IV.4 Synteza i charakterystyka porfirazyny posiadajacej ugrupowanie
2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilowe wraz =z badaniami fotochemicznymi

i biologicznymi

W $wiatowym pismiennictwie znane sg doniesienia na temat koniugatéw ftalocyjaninowo-
adamantylowych, natomiast koniugat porfirazynowo-adamantylowy zostal otrzymany po

raz pierwszy, w ramach badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskie;j.

o}
Br o O

o™

@/‘K)LO/\ + @) o (i) o

15 16 17 18

Schemat 9. Reagenty i warunki reakcji: (i) wodorek sodu, THF, -10 °C; (ii) wodny

roztwor wodorotlenku sodu, etanol.

Modyfikujac procedure literaturowa [119], w wyniku dwuetapowej syntezy uzyskano
pochodng 1,4-butanodionu 18 (Schemat 9). W tym celu benzoilooctan etylu (15) poddano
reakcji alkilowania 1-adamantylo-bromometyloketonem (16) w THF, stosuja wodorek
sodu jako zasade. Po zakonczeniu reakcji, rozpuszczalnik czgsciowo odparowano na
wyparce, dodano wody i ekstrahowano octanem etylu. Po odparowaniu rozpuszczalnika
uzyskano produkt posredni 17 w postaci zottego oleju, ktéry poddano reakcji hydrolizy
i nastgpczej dekarboksylacji w wodno-etanolowym roztworze wodorotlenku sodu.
Docelowy produkt 18 wyekstrahowano nastepnie z mieszaniny reakcyjnej octanem etylu,
ktory odparowano na wyparce i oczyszczono przez krystalizacje w metanolu.

Jak wiadomo z piSmiennictwa [117,120-122], reakcja typu Paala-Knorra byta
stosowana przez wielu autorow w celu uzyskania pochodnych diaminomaleonitrylu,
zawierajacych pierécien pirolu, podstawiony w pozycji 2 i 5 grupami metylowymi,

fenylowymi, bifenylilowymi lub tienylowymi.
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Schemat 10. Reagenty i warunki reakcji: (i) tlenek fosforu(V), metanol, temp. wrzenia,
24 godz.; (ii) wodorek sodu, siarczan(VI) dimetylu, THF, temp. od -12 °C do temp.

pokojowe;j.

W przeprowadzonych badaniach wzorowano si¢ na doniesieniach z piSmiennictwa
- zgodnie z ktorymi - w celu syntezy pochodnej maleonitrylowej 20, zwiazek 18 poddano
reakcji typu Paala-Knorra z diaminomaleonitrylem (19) w metanolu. Jednak opisang
procedure [123,124] zmodyfikowano, a optymalizacja polegala na zastosowaniu jako
katalizatorow substancji o wlasciwosciach kwasowych, tj. kwasu szczawiowego, kwasu
p-toluenosulfonowego, kwasu trifluorooctowego, tlenku fosforu(V) (Schemat 10).
Najkorzystniejsze wtasciwosci wykazal tlenek fosforu(V), z uwagi na wlasciwosci
zardwno kwasowe, jak 1 higroskopijne. Reakcje prowadzono we wrzacym metanolu przez
24 godziny. Nastepnie mieszaning reakcyjng odparowano do suchej pozostatosci, dodano
dichlorometanu i1 odsaczono nieprzereagowany 19 oraz produkty uboczne. Przesacz
zaggszczono 1 poddano chromatografii kolumnowej otrzymujac pochodng maleonitrylowa
20, ktora scharakteryzowano wyznaczajac temperature topnienia, wspotczynnik Ry,
przeprowadzajac analiz¢ elementarng, technikami spektrometrii mas oraz technikami
'H i ®C NMR.

Pochodng maleonitrylowa 20, poddano reakcji metylowania przy uzyciu siarczanu
dimetylu w tetrahydrofuranie, stosujac wodorek sodu jako zasad¢ wg procedury
Beall i wsp. [125]. Po zakonczeniu reakcji, mieszaning reakcyjng wylano na wodg¢ z lodem,
a nastepnie ekstrahowano produkt 21 octanem etylu. Roztwér odparowano, a suchg
pozostato$¢ chromatografowano. Wyizolowano 21 w postaci krystalicznego, zottego osadu
1 scharakteryzowano wyznaczajac temperatur¢ topnienia, przeprowadzajac chromatografie
cienkowarstwowa (wspotczynnik Rf), wykonujac analize¢ elementarng, spektrometrig mas

oraz technikami *H i 3C NMR.
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W widmie '"H NMR zaobserwowano sygnaly protonéw piericienia fenylowego
przy 7,67; 7,43 i 7,31 ppm. Sygnaly atomow wodoru zwigzanych z pier§cieniem pirolu,
wystepowaty przy 6,25 1 6,38 ppm jako charakterystyczna para dubletow, z widocznym
efektem dachowym. Sygnatl protondw grup metylowych zaobserwowano przy 2,55 ppm
jako singlet, a sygnaly protonéw grupy adamantylowej odnotowano przy 2,30; 2,14; 2,00;
1,70 ppm. Interesujace jest, ze protony grup metylenowych sasiadujacych
z czwartorzedowym atomem wegla, wystepuja jako dwa dublety przy 2,30 1 2,14 ppm.
W celu przypisania przesuni¢¢ chemicznych poszczegdlnym atomom, wykorzystano
techniki dwuwymiarowego NMR. W widmie 'H-"*C HMBC zaobserwowano
m.in. sprzezenie pomiedzy atomem wodoru w pierscieniu pirolowym (o przesunieciu
chemicznym 6,25 ppm), a czwartorzgdowym atomem wegla przy 35,5 ppm. Ponadto
zaobserwowano sprzezenie pomiedzy atomami wodoru grup metylowych (8 = 2,55 ppm),
a jednym z atoméw wegla grupy nitrylowej (6 = 120,9 ppm), co umozliwito rozréznienie

grup nitrylowych.

— | (6,25, 35,5) b i 0

f1 tpm)

i i | 40
. : B - 1,70 (36,7)

20
s y 7,67 (129,0)
100
105
[ 09 oo ° 110

7,43 (128,9)

/ N\
H3C CH3 7,31(128,1)

b)
ﬁ 0 oo - 2,55 (40,9)
| = ]

(2,55;120,9) |
0 1.

f1 (ppm)

135
140

8
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Ryc. 49. Widmo 'H™®C HMBC NMR zwiazku 21 w zakresie **C NMR: a) 26-46 ppm;

b) 90-155 ppm; oraz zaobserwowane przesuniccia chemiczne dla jader *H (**C).
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Na drodze powolnego odparowywania roztwordw dichlorometanu otrzymano

monokrysztaly zwigzkéw 20 1 21, ktore przekazano do badan rentgenostrukturalnych.

Ryc. 50. Struktury krystalograficzne zwigzkow 20 i 21.

W strukturze pochodnych 20 i 21 wyr6zni¢ mozna ptaski fragment maleonitrylowy.
Pierscien pirolowy ustawiony jest prawie prostopadle do ptaszczyzny wyznaczanej przez
atomy N1-C1-C2-C3-C4-N4 (Ryc. 50). Struktura maleonitrylu byta przedmiotem badan
prowadzonych m.in. przez Dwyer i wsp., ktore byty oparte na pracach obliczeniowych
[126,127]. Uwzgledniajac znaczne podobienstwo strukturalne zwigzkéw analizowanych
przez Dwyer i wsp. oraz otrzymanych pochodnych maleonitrylu 20 i 21, mozna zaktada¢,
ze wolna para elektronowa grupy aminowej w 20 oraz grupy dimetyloaminowej w 21, jest

skoniugowana z mostkiem etenowym maleonitrylu.

2 a

H
N

e

I\
Swe YN R
N N ~
NN (i) Y _>,\|/| <N | R= N
—_— / |g N\ N/ =
N N
/N R
21 22

Schemat 11. Reagenty i warunki reakcji: (i) n-butanolan magnezu, n-butanol, temperatura

wrzenia, 16 godz.
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Pochodna maleonitrylowag 21 poddano 16-godzinnej reakcji makrocyklizacji,
wykorzystujac n-butanolan magnezu w n-butanolu (Schemat 11). Po odparowaniu
mieszaniny azeotropowej n-butanolu z toluenem i oczyszczeniu na drodze chromatografii
kolumnowej, uzyskano porfirazyn¢ 22 z wydajnoscig 15%. Na chromatogramie HPLC
stwierdzono wystepowanie 3 pikow, odpowiadajacych obecnosci zwigzkdéw posiadajacych
identyczne widma UV-Vis, co sugeruje podatnos¢ makrocyklu 22 do agregacji. Analiza
NMR 22 potwierdzita naprzemienny uklad podstawnikow  peryferyjnych,
z diagnostycznym sygnatem pochodzacym od protondw czterech grup dimetyloaminowych
przy 3,03 ppm. Sygnal ten ma duze znaczenie diagnostyczne w ustalaniu potozenia
podstawnikéw, gdyz obecno$¢ innych regioizomeréw generowataby wystepowanie dwoch
lub czterech sygnatéw. Taki wuklad podstawnikéw obserwowano dla opisanych
w literaturze porfirazyn, zawierajagcych grupy dimetyloaminowe i 2,5-ditienylo-1H-
pirolilowe [121]. W celu dalszej identyfikacji poréwnano widma '"H NMR porfirazyny 22
i maleonitrylu 21 (Ryc. 51). W widmie porfirazyny stwierdzono wystgpowanie
charakterystycznych sygnatow, pochodzacych od protondw pierscienia pirolu w formie
dwoch dubletéw przy 6,49 1 6,32 ppm. Obserwowane przesunig¢cia chemiczne sg zblizone
do stwierdzonych w dinitrylu 21, ktére wynosity odpowiednio 6,38 i 6,25 ppm. Natomiast
sygnaty protondéw grupy fenylowej w porfirazynie 22, wystepowaty przy 8,21; 7,80; 7,55;
7,44, 7,32 ppm.

a)
# #
557,44 6,49 6,32
8,21 7,80 '
SR L NS SN WY VU b W Y Mt S e
b)

6,38 6,25

HH

83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 ‘7.’2 7\.1 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 ¢

Ryc. 51. Fragmenty widm *H NMR a) porfirazyny 22 b) maleonitrylu 21 w zakresie
6,0-8,3 ppm; symbole # wskazuja na sygnaly resztkowe pirydyny.
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Ryc. 52. Fragmenty widm *H NMR a) porfirazyny 22 b) maleonitrylu 21 w zakresie
1,55-2,45 ppm.

Analiza fragmentu widma 'H NMR dotyczaca grup adamantylowych porfirazyny 22
(Rye. 52), wykazata obecno$¢ dwodch dubletéw przy 2,37 i 2,21 ppm, odpowiadajacych
sygnatlom w widmie dinitrylu 21 przy 2,30 i 2,14 ppm. Ponadto zaobserwowano sygnaty
przy 1,981 1,67 ppm, analogiczne do sygnatéw przy odpowiednio 2,00 1 1,70 ppm.

Wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego wyznaczono metoda
opisang w rozdziale IV.2. Roztwér porfirazyny 22 i DPBF w DMF, naswietlono
promieniowaniem o dtugosci fali Amax=729 nm, odpowiadajacym maksimum absorpcji
pasma Q. Obliczona wydajno$¢ kwantowa generowania tlenu singletowego porfirazyny 22
w DMF, wynosita ®, = 0,17 (Rys. 53).

Widma fluorescencji makrocyklu 22 wykreslono w DMF i THF (Ryc. 54 i 55).
Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji obliczono stosujac cynk(II) ftalocyjaning jako zwigzek
referencyjny, zgodnie z metodyka podang w rozdziale IV.2. Uzyskane wydajno$ci
kwantowe (®f) wynosity 0,031 oraz 0,039, odpowiednio dla roztworow w DMF oraz THF.
Jednoczesnie stwierdzono niewielkie przesunigcia Stokesa, ktore przyjmowaly wartosci
240 cm™ i 223 cm™, odpowiednio dla roztworow w DMF oraz THF i stanowia
potwierdzenie niewielkich zmian geometrii czasteczki makrocyklu, podczas przejécia ze

stanu podstawowego Sy do wzbudzonego S;.
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Ryc. 53. Widmo absorpcji mieszaniny 22 i DPBF w DMF podczas ekspozycji na

promieniowanie Amax = 729 nm, we wstawce przedstawiono zalezno$¢ In(Ay/A) od czasu

naswietlania; pomiary przy dlugos$ci fali A =417 nm.
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Ryc. 54. Widma absorpcji, emisji i wzbudzenia zwigzku 22 w DMF.

- 1,0

- 0,8

- 0,6

- 0,4

- 0,2

0,0

fluorescencja [znormalizowana]

68



1,0 -
—— widmo absorpciji
—— widmo fluorescencgji
0,8 - —— widmo wzbudzenia

0,6 -

0,4 1

0,2 1

absorbancja [znormalizowana]

0,0 T T T T
400 500 600 700

dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 55. Widma absorpcji, emisji i wzbudzenia zwigzku 22 w THF.

absorbancja

- 1,0

- 0,8

- 0,6

- 04

- 0,2

0,0

fluorescencja [znormalizowana]

300 400 500 600 700
dtugosc fali [nm]

800

Ryc. 56. Zmiany widm absorpcji porfirazyny 22 w DMF po ekspozycji ha promieniowanie

w czasie od 0 do 600 s; warunki swobodnego dostepu tlenu.
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Ryc. 57. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ kinetyczng In(A/Ag)= f(t) dla porfirazyny 22;

warunki swobodnego dostgpu tlenu.
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Ryc. 58. Zmiany widm absorpcji porfirazyny 22 w DMF po ekspozycji ha promieniowanie

w czasie od 0 do 600 s; po odtlenowaniu.
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Ryc. 59. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ kinetyczng In(A/Ag)= f(t) dla porfirazyny 22;

warunki ograniczonego dostgpu do tlenu.

Fototrwato$¢ 22 oceniono w DMF (Ryc. 56-59) zaré6wno w warunkach tlenowych,
jak 1 przy ograniczonym dostepie tlenu. W obu przypadkach stwierdzono, ze proces
zachodzi w dwoch etapach, zgodnie z reakcja kinetyczng I rzedu. Parametry kinetyczne
procesow przedstawiono w Tabeli 3. Zaobserwowano, ze odtlenowanie roztworu

powoduje zwolnienie I etapu reakcji rozktadu fotochemicznego.

Etap
Warunki I II
10% (k+AK) [s] 10° (k+AK) [s]
tlenowe 0,90 £ 0,06 1,26 £ 0,06
ograniczony dostep 1.00 = 0.08 1.20 + 0.07
tlenu ’ ’ ’ ’

Tabela 3. Parametry kinetyczne fotorozktadu porfirazyny 22.

Elektrochemiczne wiasciwosci 22 zbadano przy uzyciu cyklicznej woltamperometrii
(ang. cyclic voltammetry, CV) 1 réznicowe] pulsowej woltamperometrii (ang. differential

pulse voltammetry, DPV). Wyniki zmieszczono w Tabeli 3 i na Rye. 60. Wyniki uzyskane
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przy szybkos$ci skanowania 100 mV-s™ wskazuja, ze makrocykl ulega dwoém procesom
redukcyjnym przy Eip, = -1,96 V (1) i Ejp = -1,75 V (2), jak rowniez dwom procesom
oksydacyjnym przy E;» = -0,23 V 3) 1 E;» = 0,28 V (4) (Ryc. 60). Na podstawie
szerokosci sygnalu w metodzie DPV stwierdzono, ze zachodzgce procesy redoks sg

przemianami jednoelektronowymi, co jest zgodne z danymi literaturowymi [128,129].

a o6
— 25mV/s
— 50mV/s
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— 150 mV/s
— 200 mV/s
021 — 250 mvss
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g_ 0,00
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_2I,0 -1I,5 -1',0 -0L5 0:0 0:5
E [V] vs. Fc/Fc*

Ryc. 60. a) cykliczne woltamogramy porfirazyny 22 przy roéznych predkosciach
skanowania; 1, 2 — procesy redukcyjne; 3, 4 — procesy oksydacyjne; b) roznicowe pulsowe
woltamogramy (DPV) porfirazyny 22, paramtery DPV: amplituda modulacji 20 mV,

predko$¢ przemiatania 10 mV-s™; Fc — ferrocen.

W przypadku komplekséw porfirynoidow zawierajacych nieaktywne elektrochemicznie
jony metali, takie jak Mg®", procesy utleniania i redukcji beda prowadzity do form,
odpowiednio r-kationorodnikowych i z-anionorodnikowych [128—130]. Dla zwigzku 22
oba procesy redukcyjne wykazuja staba odwracalnos¢ elektrochemiczna, co potwierdza
brak sygnatow anodowych przy zmianie potencjatu od wartosci ujemnych do dodatnich.
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Stwierdzono liniowa zalezno§¢ pomigdzy wartosciag pradu piku, a pierwiastkiem
kwadratowym z predkosci skanowania, co stanowi potwierdzenie, Zze proces jest
kontrolowany dyfuzjg. Wzrost szybkosci skanowania nie powodowat zmiany potozenia
sygnatow, ktore pozostawaty state nawet dla duzych szybkosci skanowania. Pomimo braku
odwracalnych pikéw anodowych w analizie CV, w badaniu DPV mozna zaobserwowac
dobrze wyksztalcone sygnaty, o stosunku pradéw bliskim jednosci.

Porfirazyna 22 wykazuje dwa odwracalne procesy redukcyjne. Stosunek wartosci
pradow pikow anodowych do katodowych (i,/ic), jest bliski jednosci dla obu proceséw
oksydacyjnych i nie zmienia si¢ znaczaco przy zwigkszeniu predkosci skanowania.
Roéznica pomiedzy pikami zmierzona przy szybkosci skanowania 100 mV-s' wynosi
66 mV i 73 mV, odpowiednio dla proceséow utlenienia [Mg(I)Pz(-2)]/[Mg(II)Pz(-1)]"
1 [Mg(H)PZ(—1)]+/[Mg(II)Pz(0)]2+ 1 jest bliska wartosci teoretycznej 60 mV dla uktadow
odwracalnych. Prady anodowe i katodowe dla uktadéw [Mg(I)Pz(-2)]/[Mg(II)Pz(-1)]"
i [Mg(I)Pz(-1)]"/[Mg(I1)Pz(0)]*" zaleza linowo od pierwiastka kwadratowego z predkosci
skanowania, wskazujac na reakcje kontrolowane dyfuzja. Uzyskane dane wskazuja,
ze zwigzek 22 tatwo si¢ utlenienia, z pierwszym procesem utlenienia przy -0,23 V
(w stosunku do ferrocenu - Fc/Fc).

Mozna zaktadaé, ze obserwowane korelacje sa skutkiem obecnosci podstawnikow
pierScienia porfirazynowego poniewaz grupy dimetyloaminowe posiadaja wlasciwosci
elektronodonorowe, co ufatwia tworzenie si¢ kationorodnikdw 1 obniza potencjal
oksydacyjny. Podobne zaleznosci dla porfirazyn podstawionych grupami aminowymi
zostaly opisane w literaturze przez m.in. Nie 1 wsp.; Lange 1 wsp. [131-134].
W poréwnaniu do porfirazyn o podstawnikach sulfanylowych [128,135-137], pofirazyna
22 trudniej ulega procesom redukcji. Oceniajac wlasciwosci porfirazyny 22, stwierdzono,
ze roznica pomigdzy pikami utlenienia i redukcji wynosi 1,52 V 1 mozna ja przypisaé
zroznicowaniu poziomow energetycznych HOMO-LUMO. Uzyskana warto$¢ jest zgodna
z wartoscig przerwy energetycznej HOMO-LUMO rownej 1,70 eV dla Ap,x widma
UV-Vis porfirazyny 22 , obliczonej przy wykorzystaniu rdwnania E = Ac/A. Jest to zgodne

z doniesieniami literaturowymi [138].
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[Me(IDP2(-3))/" | [Me(DPz(2))/ | [Meg()Pz-1)]"/ | [Mg(ID)Pz0)/
[Mg(IDPz(-4)]* | [Mg(I)Pz(-3)]" [Mg(IDPz(-2)] | [MgDPz(-1)]"
Ein[V] -1,96 -1,75 -0,23 0,28
AEp [mV] - - 66 73
ina / ipe i i 0,94 0,82

Tabela 4. Wyniki woltamperometryczne dla porfirazyny 22, zarejestrowane dla predkos$ci
skanowania 100 mV-s™.

Badania spektroelektrochemiczne

Poniewaz wyniki pomiarow woltamperometrycznych byly bardzo obiecujace, zwigzek
zostal przekazany do dalszych pomiaréw spektrowoltamperometrycznych w Zaktadzie
Chemii Ogolnej 1 Analitycznej, Politechniki Poznanskiej. Zastosowana technika polegala
na rejestracji przebiegu widm UV-Vis w czasie przytozenia potencjatu.

Zmiany w przebiegu widma UV-Vis porfirazyny 22 (Ryc. 61a), zarejestrowane
podczas przylozenia statego potencjatu 0,14 V, wykazaly spadek intensywnosci pasma Q
posiadajacego Amax = 729 nm, z jednoczesnym wyksztalceniem nowego pasma
z maksimum przy 823 nm. Zaobserwowano punkty izosbestyczne przy A = 368 i 760 nm.
Podobne zmiany w przebiegu widm UV-Vis zwigzku 22 zaobserwowano podczas
przytozenia potencjatu 0,66 V (Ryc. 6la, wstawka). Otrzymane wyniki, w tym brak
przesuni¢gcia maksimum pasma Q, wskazuja na zachodzenie proceséw utlenienia
porfirazyny do form [Mg(11)Pz(-1)]** i [Mg(I1)Pz(0)]**. Natomiast podczas przylozenia
potencjatow -1,79 V i -2,1 V (Ryc. 61b) zaobserwowano m.in. pojawienie si¢ nowego
pasma przy A = 513 nm, ktére mozna przypisaé przejsciom n — 7~ . Powstanie tego pasma

jest charakterystyczne dla form zredukowanych porfirazyn [136].
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Ryc. 61. Zmiany widm UV-Vis porfirazyny 22 po przylozeniu potencjalu

Wyniki badan biologicznych
Porfirazyna 22 — w ramach wspolnie wykonanych badan - zostala poddana badaniom
biologicznym w Katedrze 1 Zakladzie Genetyki i Mikrobiologii Farmaceutycznej UMP.
Poniewaz porfirazyna 22 nie rozpuszczata si¢ w DMSO, makrocykl zostal wbudowany
w liposomy, w oparciu o opublikowang procedure [139], metoda hydratacji filmu
lipidowego.

Przy wyborze liposomow jako nos$nikéw, uwzgledniono, ze sa powszechnie

stosowane jako nos$niki substancji leczniczych, w tym réwniez fotosensybilizatorow. Dwie
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postacie liposomalne fotouczulaczy tj Visudyne, Foslip, znalazly juz zastosowania

komercyjne w terapii fotodynamicznej [140].
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Ryc. 62. Rozktad wielkosci liposomow zawierajacych porfirazyne 22 i wolnych; Chol —
cholesterol, DOTAP - chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-
trimetyloamoniowy; PG — L-a-fosfatydylo-DL glicerol; POPC — 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-

glycero-3-fosfocholina.

Porfirazyna 22 po enkapsulacji w liposomy, zostala poddana badaniom fototoksycznos$ci
ukierunkowanej przeciw mikroorganizmom (Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy,
PACT) na szczepach S. aureus NCTC 4163 1 P. aeruginosa NCTC 6749. Jednak zaréwno
w fazie ciemnej, jak 1 jasnej, badania nie wykazaty fototoksycznosci formulacji

liposomalnych zwigzku 22 (Tabela 5).
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Formulacja liposomalna

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

NCTC 4163 ATCC 6749
Faza Po Faza Po
ciemna naswietleniu ciemna naswietleniu
22, DOTAP, POPC -0,49 -0,16 -0,24 0,05
DOTAP, POPC -0,18 -0,13 -0,08 -0,32
22, DOTAP, POPC, Chol 0,30 0,26 -0,08 -0,23
DOTAP, POPC, Chol 0,40 0,27 -0,11 -0,32
22, PG, POPC 0,03 0,10 -0,29 -0,28
PG POPC 0,10 0,15 -0,18 -0,16
22, PG, POPC, Chol 0,16 0,15 -0,11 -0,30
PG POPC CHOL free 0,25 0,27 -0,33 -0,25

Tabela 5. Wartosci wspotczynnika redukcji (logip) w stosunku do proby kontrolnej dla

formulacji liposomalnych porfirazyny 22.
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\Y WNIOSKI

1. Opracowane metody syntezy zwigzkéw makrocyklicznych, pozwalajg na otrzymanie
nastepujacych porfirynoidow ftalocyjanino-adamantylowych i porfirazyno-adamantylowych:
a. cynk(ll) {1(4),8(11),15(18),22(25)-tetrakis[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjaniny}
(4)
b. magnez(Il) {1-[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjaniny} (6)
c. cynk(1l) {1-[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjaniny} (7)
d. magnez(Il) [1-(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjaniny] (10)
e. cynk(I1) [1-(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjaniny] (11)
f. magnez(I1) [2,3-bis(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjaniny] (14)
g. magnez(ll) {2,7,12,17-tetrakis-[2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilo]-3,8,13,18-
tetrakis(dimetyloamino) pofirazyny} (22)

2. Reakcja typu Paala-Knorra byla stosowana jak dotad w celu uzyskania pochodnych
diaminomaleonitrylu, zawierajacych pierscien pirolu, podstawiony w pozycji 2 1 5 grupami
metylowymi, fenylowymi, bifenylilowymi lub tienylowymi. W pracy zaprezentowano
metodyke prowadzaca do uzyskiwania pochodnych diaminomaleonitrylu, zawierajacych
pierScien pirolu, podstawiony w pozycji 2 1 5, odpowiednio grupa adamantylowa i

fenylowa.

3. Duzy podstawnik adamantylowy wchodzacy w skiad ftalonitryli 1 maleonitrylu wywiera
wplyw na ich reaktywno$¢ w reakcjach makrocyklizacji prowadzacych do pochodnych
ftalocyjanin 1 porfirazyny. Podstawnik adamantylowy wywiera réwniez wplyw na
przesuni¢cia chemiczne sgsiadujacych protonéw w widmach NMR. Obecnos¢ grup
adamantylowych w strukturze makrocykli przektada si¢ takze na kierunek drog

fragmentacji w widmach MS.

4. Widma absorpcyjne wszystkich ftalocyjanin i porfirazyny wykazywaly obecnos¢ dwoch
charakterystycznych pasm, Soreta oraz pasma Q. Maksimum absorpcji pasma Q znajduje
sic w przedziale 600-800 nm, co pozwala rozpatrywaé¢ je jako potencjalne

fotosensybilizatory w terapii fotodynamicznej.
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5. Zmiany elektronowych widm absorpcji ftalocyjaniny 10 i 14, s3 skutkiem procesu
solwatacji, a wlasciwosci koordynacyjne rozpuszczalnika, nie majg istotnego wptywu na

potozenie maksimum pasma Q.

6. Proces fotodegradacji porfirazyny 22 zostat zbadany na podstawie zmian elektronowych
widm absorpcji. Stwierdzono, ze zachodzi w dwoch etapach, zgodnie z reakcja kinetyczng
I-rzedu. Obserwowano zjawisko ,,photobleachingu”, ktéremu towarzyszyt zanik pasma

Soreta oraz pasma Q.

7. Ftalocyjanina 14 generuje tlen singletowy (®, = 0,49 w DMF i DMSO) z wigksza
wydajnoscig niz ftalocyjanina 10 (®, = 0,32 w DMF, @, = 0,25 w DMSO0), co $wiadczy o
dodatnim wplywie podstawnikow adamantylosulfanylowych na wydajno$¢ generowania

tlenu singletowego.

8. Wyniki badan emisyjnych ftalocyjaniny 14 i porfirazyny 22, wskazuja na niewielkie
zmiany geometrii czasteczki, podczas przejscia ze stanu podstawowego So do

wzbudzonego S;.

9. Ftalocyjanina 14 w poréwnaniu do zwiagzku referencyjnego - cynk(ll) ftalocyjaniny,

wykazuje wigksze warto$ci czasu zaniku oraz wydajnosci kwantowej fluorescencji ().

10. Porfirazyna 22 wulega dwom procesom redukcyjnym oraz dwom procesom
oksydacyjnym, a zachodzace procesy redoks sg przemianami jednoelektronowymi. Oba

procesy redoks wykazuja odwracalno$¢ elektrochemiczng i sa kontrolowane dyfuzja.

11. Porfirazyna 22 po enkapsulacji w liposomy, nie wykazuje fototoksycznosci
ukierunkowanej przeciw mikroorganizmom w odniesieniu do szczepow S. aureus NCTC
41631 P. aeruginosa NCTC 6749.

12. Aktywno$¢ fotodynamiczna ftalocyjaniny 14, wzgledem linii komorkowych CEM i
HeLa byta na poziomie ICsp = 21 pM.
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VI  CZESC DOSWIADCZALNA

VI1.1. Uwagi ogolne

Temperatura topnienia — pomiary przeprowadzono na aparacie ,,Stuart” firmy Bibby
Sterlin Ltd, przy uzyciu otwartych kapilar, a otrzymane wyniki podano bez korekty.
Spektroskopia :

Widma w ultrafiolecie i zakresie widzialnym (UV-Vis) - wykonano
na spektrofotometrze Hitachi UV/VIS U-1900 i Shimadzu UV-160A; Amax (€), nm
(dm®mol™em™).

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) — zastosowano aparaty Bruker
(czestos¢ robocza H 400 i 500 MHz) w temp. pok. Widma wykonano we wspolpracy
z Instytutem Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (badania finansowane z Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka dziat. 2.1. nr umowy UDA-POIG.02.01.00-30-
182/09). Wykonywano widma *H, **C NMR oraz dwuwymiarowe 2D (*H'H COSY, *H*C
HSQC, *HC HMBC). Dla warto$ci przesunigé chemicznych zastosowano skale & (ppm)
wobec sygnatu rozpuszczalnika. W opisie uzyto skrotow: s — singlet, b — szeroki, d —
dublet, p — pseudo, t — triplet, m - multiplet.

Widma w podczerwieni (IR) — wykonano na aparacie Bruker FT-IR IFS 66/s, w
Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej przy Uniwersytecie im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Widma spektrometrii mas - analizy MS ES, MALDI TOF - wykonywano w
Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej przy Uniwersytecie im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Analiza rentgenostrukturalna - wyniki analizy rentgenostrukturalnej zostaty
udostgpnione przez Zaklad Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama
Mickiewicza w Poznaniu.

Chromatografia:

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) — wykonywano technika wstepujaca na
ptytkach z Zzelem krzemionkowym F254 typ 60 firmy E. Merck.

Chromatografia preparatywna kolumnowa — wykonano metodg krotkiej kolumny,
z zastosowaniem zelu krzemionkowego Kieselgel 60 H (40-60 um) oraz 60 RP-18 (40-63)
firmy E. Merck.
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) — wykonano stosujgc chromatograf
cieczowy Agilent 1200 z detektorem UV-Vis DAD, z kolumng 150 mm x 4,6 mm, 5 um
(Eclipse XDB-C18, Agilent)
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V1.2. Stosowane rozpuszczalniki i reagenty

Petng informacje na temat charakterystyki  substancji

chemicznych

(MSDS)

oraz dostep do certyfikatow analizy wszystkich stosowanych reagentow firmy Aldrich,

uzyskano dzigki ustudze eCommerce pod adresem

www.sigma-aldrich.com
1,2-dicyjanobenzen (ftalonitryl) (Aldrich)
1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF) (Aldrich)
1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en (DBU) (Alfa Aesar, Aldrich)
1-adamantanotiol (Aldrich)
1-adamantylo-bromometyloketon (Aldrich)
2-(1-adamantylo)etanol (Aldrich)
3-nitro-1,2-dicyjanobenzen (Aldrich)
4,5-dichloro-1,2-dicyjanobenzen (Aldrich)
benzoilooctan etylu (Aldrich)
diaminomaleonitryl (Aldrich)

jod (POCH)

kwas trifluorooctowy (Aldrich)

magnez — widrki (Aldrich)
N,N-dimetyloformamid (Aldrich)
n-butanol (Aldrich)

n-heksanol (Aldrich)

n-pentanol (Aldrich)

octan cynku(ll) (Aldrich)

siarczan(VI) dimetylu (Aldrich)
siarczan(V1) magnezu (POCh)
tetrahydrofuran (Aldrich)

tlenek fosforu(V)

trietyloamina (POCH)

weglan(1V) potasu (POCh)

wodorek sodu jako 60% zawiesina w oleju mineralnym (Aldrich)

internetowym.
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Odczynniki uzyte do otrzymania liposoméw Avanti Polar Lipids— INstruchemie (Delfezyl,
Holandia):

1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-fosfocholina (POPC),

L-a-fosfatydylo-DL glicerol (z6ttko jaja kurzego, PG)

chlorek N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (DOTAP)
cholesterol (Chol)
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V1.3 Szczegolowe przepisy preparatywne otrzymanych zwigzkow

VI1.3.1 Synteza ftalocyjanin z podstawnikiem 2-(1-adamantylo)etoksylowym

w polozeniu nieperyferyjnym

3-[2-(1-Adamantylo)etoksy]-1,2-dicyjanobenzen 3
Wodorek sodu (156 mg, 6,50 mmol, 60% zawiesina w oleju mineralnym)
mieszano w DMF (10 ml) przez 30 min. 2-(1-Adamantylo)etanol (1,08 g,
6,0 mmol) po rozpuszczeniu w DMF (10 ml), pobrano do strzykawki
N i dodawano porcjami do mieszaniny reakcyjnej przez 1 godzing. Po kolejnych
©< 30 minutach dodano 1,2-dicyjano-3-nitrobenzen (0,86 g, 5,0 mmol).
) Mieszaning reakcyjng mieszano przez 5 dni, po czym wylano na wode
z lodem (1:1, 200 ml). Zebrano jasnoréozowy osad, ktory poddano na gorgco krystalizacji
z metanolu, uzyskujagc bialy osad (0,95 g, wyd. 62%). Tt. 138 °C z rozkt;
R = 0,59 (n-heksan:octan etylu 7:5); MS ES (m/z): 309 [M+Na]®, 345 [M+K]";
'H NMR (400 MHz, pirydyna-ds) 7,64 (pt, J = 8,2 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
7,40 (d, J =7,6 Hz, 1H), 4,14 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,87 (bs, 3H), 1,53-1,67 (m, 6H),
1,51 (pd, J = 1,5 Hz, 6H); *C NMR (100 MHz, pirydyna-ds) & 161,5; 135,1 (ukryty);
125,1; 117,5; 116,6; 116,1; 114,0; 104,3; 66,2; 42,4; 42,2; 36,8; 31,6; 28,6.

Cynk(l1) 1(4),8(11),15(18),22(25)-tetrakis[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjanina 4
Ftalonitryl 3 (130 mg, 0,43 mmol), octan cynku
? / Do (78 mg, 0,43 mmol), DBU (64 mg, 0,43 mmol)
Nﬁrﬁ i n-pentanol (2 ml) ogrzewano w temp. wrzenia

“*Z”*”¢O rozpuszczalnika przez 4 godz. Po tym czasie

\/\ﬁ ogrzewanie kontynuowano w temp. 116 °C mieszajac

@\A\g przez 19 godz. Nastgpnie n-pentanol odparowano
W/

i chromatografowano w normalnym (CH,CI;:CH;OH 50:1) i odwréconym

(CH,Cl,:CH30H 1:1 RP-C18) uktadzie faz. Uzyskano 3 w formie zielonego osadu (15 mg,

azeotropowo z toluenem (2 x 100 ml)

wyd. 11%). Analiza HPLC wykazata, ze 3 wystepuje w formie wolnej i zagregowane;j.
Rf = 0,09 (CHyCl;:CHsOH 50:1); MS (MALDI ) m/zz 1290 [M+H]",
1127 [M-AdC,Hs+2H]".
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Magnez(l1) 1-[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjanina 6

Wiérki magnezowe (153 mg, 6,29 mmol) ogrzewano
z n-butanolem (15 ml) po dodaniu jodu (1 Kkrysztatek) przez
6 godz., w temp. wrzenia rozpuszczalnika. Nastepnie mieszaning

CE?N*MQ‘N);Q reakcyjng schtodzono i dodano pochodng ftalonitrylu 3 (175 mg,
/ - - -

N 0,57 mmol) i 5 (732 mg, 5,70 mmol) i ogrzewano przez kolejne

8 16 godz. w temp. wrzenia rozpuszczalnika. n-Butanol
odparowano azeotropowo z toluenem (2 x 100 ml). Suchg

pozostatos¢ chromatografowano w normalnym uktadzie faz (CH,Cl,:CH3OH 50:1, potem
100:1 do 50:1). Analiza przy zastosowaniu MS MALDI wykazata powstanie mieszaniny

makrocyklu 6 oraz ftalocyjanin typu cis i trans-A;B..
Cynk(Il) 1-[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjanina 7
Pochodng ftalonirylu 3 (100 mg, 0,33 mmol), 5 (293 mg,
Q\ 2,29 mmol), octan cynku (240 mg, 1,31 mmol), DBU (398 mg,

2,62 mmol) i n-pentanol (2 ml) ogrzewano w temp. wrzenia

N~ SN
N*ZH¢N§:© rozpuszczalinika przez 3 godz. Po tym czasie temp. obnizono do
K 106 °C i mieszano przez dalsze 18 godz. Nastgpnie n-pentanol
8 odparowano azeotropowo z toluenem i chromatografowano

w normalnym (CH,Cl,:CH3OH 20:1, nastepnie CH,Cl,:CH3;0H
50:1 do 10:1) i odwréconym uktadzie faz (dwukrotnie w CH3OH:THF 10:1 RP-C18).
Uzyskano 7 w formie zielonego osadu (21 mg). W widmie MS MALDI stwierdzono
sygnaty 7 m/z 755,6 [M+H]" i cynk(I1) ftalocyjaniny 576,4 [M+H]".

V1.3.2 Synteza ftalocyjanin z podstawnikiem l-adamantylosulfanylowym w pozycji

nieperyferyjnej

3-(1-Adamantylosulfanylo)-1,2-dicyjanobenzen 9 (modyfikacja metody literaturowej
[38])

1-Adamantanotiol 8 (2,02 g, 12,0 mmol), 3-nitro-1,2-dicyjanobenzen 1 (1,73 g,

10,0 mmol) i K,CO3 (11,05 g, 80,0 mmol) mieszano w DMF (20 ml) przez

S N 48 godzin. Nastepnie mieszaning reakcyjng wylano na wode z lodem (1:1,

©< 300 ml) i zebrano jasnor6zowy osad. Osad ogrzewano w metanolu (20 ml)

N

N
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i odsgczono na goraco. Uzyskano 8 w formie biatego osadu (1,83 g, wyd. 62%).
Tt. 158-159 °C, wg danych literaturowych [38] 155-157 °C.

Magnez(I1) 1-(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjanina 10

Magnez (136 mg, 5,61 mmol) ogrzewano z katalityczng ilo$cig

@ /@\ jodu we wrzacym n-butanolu (15 ml). Mieszaning schtodzono
S N N
[ ]

\ do temperatury pokojowej, dodano 9 (150 mg, 0,51 mmol)
@QN_’Y'WN@ i 5 (653 mg, 5,1 mmol), a nastepnie mieszano w temperaturze
N

Nx —=N
§_§ wrzacego N-butanolu przez 17 godzin. Mieszaning reakcyjng

przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowa i odparowano. Suchg
pozostato$§¢ chromatografowano w normalnym (CH,Cl;:CH;OH 50:1 do 4:1,
n-heksan:octan etylu 7:1 do 7:2) i odwréconym (CH3OH:THF 10:1 do 5:1) uktadzie faz.
Otrzymano 10 jako zielono-niebieski film (10 mg, wyd. 3%). UV-Vis (DMSO): Amax, NM
(loge) 347 (4,38), 677 (4,86), *H NMR (400 MHz, pirydyna-ds): & = 10,11 (d, J = 7,2 Hz,
1H), 9,87 (d, J = 7,6 Hz), 9,72-9,75 (m, 5H), 8,56 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 8,37 (t, J = 7,2 Hz,
1H), 8,20-8,29 (m, 6H), 2,57 (bs, 6H) 1,90 (bs, 3H), 1,49-1,58 (bm, 6H). *C NMR
(100 MHz, pirydyna-ds): 6 = 155,05; 154,92; 154,87; 154,82; 154,53; 154,08; 153,57,
153,36; 141,15; 140,87; 140,57; 140,43; 139,90; 139,80; 139,76; 139,53; 130,12; 129,92;
129,81; 128,74; 125,93; 50,67; 44,62; 36,43; 30,53. MS MALDI: m/z 703,4 [M+H]".

Cynk(Il) 1-(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjanina 11
Pochodng ftalonitrylu 9 (0,69 g, 2,35 mmol), 5 (2,11 g,

@ /@\ 16,45 mmol), octan cynku (1,72 g, 9,40 mmol), DBU (358 mg,
S N N

) '|“ \ 2,35) i n-pentanol (2,7 ml) ogrzewano w temp. wrzenia przez

@Q’\'_’f“*“@ 16 godz. n-Pentanol odparowano azeotropowo z toluenem

N E N (2 x 100 ml), a nastepnie suchg pozostato§¢ chromatografowano

8 wielokrotnie w normalnym (n-heksan:octan etylu 7:5 do 7:1)

i odwroconym uktadzie faz (CH3OH:THF 10:1 RP-C18). Wyizolowang frakcje

z produktem makrocyklicznym 11, poddano analizie metoda MS (MALDI) m/z 742,3

[M+H]". W widmie *H NMR oprocz sygnatéw pochodzacych od zwiazku 11, stwierdzono
wystepowanie sygnatéw pochodzacych od cynk(1l) ftalocyjaniny.
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V1.3.3 Synteza ftalocyjanin z podstawnikiem 1-adamantylosulfanylowym w pozycji
nieperyferyjnej

4,5-Di(1-adamantylosulfanylo)-1,2-dicyjanobenzen 13
@\ 1-Adamantanotiol 8 (0,59 ¢, 3,0 mmol), 4,5-dichloro-1,2-
s 2N dicyjanobenzen 12 (1,26 g, 7,50 mmol) rozpuszczono w DMF
3j©<\\N (18 ml). Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano K,COs (4,14 g,
@/ 30 mmol) w dwoch porcjach i mieszano przez 20 godzin. Mieszaning
reakcyjng wylano na wode z lodem (1:1, 100 ml). Zebrano osad, ktory przemyto woda
I Wysuszono, a nastepnie ogrzewano do wrzenia z CH3OH (20 ml). Zebrano jasnozotty
osad 13 (1,37 g, wyd. 99%). Tt. 219-221 °C; R; = 0,46 (n-heksan:octan etylu 7:1). *H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) 5 = 8,15 (s, 2H); 2,02 (bs, 6H); 1,89 (bs, 12H): 1,63 (bs, 12H).
3¢ NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 = 144,8; 139,0; 115,4; 112,8; 52,1; 42,90; 35,3; 29,5.
MS (ES) m/z 483 [M+Na]*, 499 [M+K]". Analiza elementarna obliczona dla CagHzoN,S;:
C 73,00; H 7,00; N 6,08; S 13,92. Znaleziono: C 72,88; H 7,00; N 6,06; S 14,01.

Magnez(11) 2,3-bis(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjanina 14
z katalityczng iloscig jodu we wrzacym n-butanolu
N
\

Z 'S T (30 ml) przez pig¢ godzin. Mieszaning ochtodzono do
Sml\'_’xgw\@g temperatury pokojowej i dodano pochodng ftalonitrylu

N —N
@( E_f 13 (150 mg, 0,33 mmol) i 1,2-dicyjanobenzen 5

(423 mg, 3,30 mmol). Catos§¢ ogrzewano

Wiorki magnezowe (88 mg, 3,63 mmol) ogrzewano
i/ \i
N
/

w temperaturze wrzenia n-butanolu przez 19 godzin. Nastgpnie mieszaning reakcyjng
przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowsa. n-Butanol odparowano azeotropowo z toluenem
(dodajac 2 x 100 ml). Sucha pozostatos¢ poddano chromatografii kolumnowej; dwukrotnie
w normalnym (CH,Cl,:CH3OH 10:1) i w odwréconym (CH3OH:THF 4:1) uktadzie faz.
Uzyskano 14 jako zielononiebieski osad (14 mg, wyd. 5%). UV-Vis (DMF): Anax, NM
(loge) 351 (4,49), 685 (4,85). '"H NMR (500 MHz, pirydyna-ds) & = 10,32 (s, 2H),
9,79-9,80 (m, 2H), 9,70-9,73 (m, 2H), 9,67-9,70 (m, 2H), 8,17 — 8,24 (m, 6H), 2,35
(s, 12H), 1,92 (bs, 6H), 1.54 (pg, 12H). *C NMR (125 MHz, pirydyna-ds) & = 155,1;
155,0; 154,3; 152,9; 139,8; 139,6; 139,5; 139,5; 138,6; 133,1; 129,8; 129,7; 129,6; 123,3;
123,3; 123,3 (ukryty); 51,1; 44,1; 36,1; 30,3. MS (MALDI) m/z 869,5 [M+H]".
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V1.3.4 Synteza porfirazyn z podstawnikiem 2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-

pirolilowym

1-(1-Adamantylo)-4-fenylo-1,4-butanodion 18 przez 2-benzoilo-4-(1-adamantylo)-4-
oksobutylan etylu 17 przez (wg metody literaturowej [119])

Wodorek sodu (576 mg, 24 mmol, 60%
o> zawiesina w oleju mineralnym) mieszano
w tetrahydrofuranie (15 ml) przez 1 godz.

Benzoilooctan etylu 15 (3,84 g, 3 mmol)

- - rozpuszczony w tetrahydrofuranie (7 ml)

dodawano  kroplami  przez 30  min.
i kontynuowano mieszanie przez 45 min. Nastepnic dodawano kroplami roztwor
1-adamantylo-bromometyloketonu (16) (5,4 g, 21 mmol) w THF (15 ml) przez 30 min.
Mieszanina reakcyjna zabarwila si¢ na zo6lto i zmetniala, mieszanie prowadzono przez
16 godzin. Do mieszaniny reakcyjnej dodano ostroznie wodg¢ (2 ml), po czym zaggszczono
na wyparce. Warstwe organiczng rozcienczong octanem etylu przemyto woda i1 solanka,
osuszono bezwodnym siarczanem sodu i odparowano do suchej pozostatosci. Zwigzek 17
— produkt posredni rozpuszczono w mieszaninie etanolu (21 ml) i 3 mol-I" roztworu
NaOH (80 ml), ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 6 godzin. Mieszaning
ochtodzono do  temperatury  pokojowej 1  ekstrahowano octanem etylu
(3x50 ml). Warstwe organiczng osuszono bezwodnym siarczanem magnezu i odparowano

uzyskujac 18 w postaci zottego oleju. Zwiazek przekrystalizowano z metanolu.

2-[2-(1-Adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilo]-3-amino(22Z)-buteno-1,4-dinitryl 20
1-(1-Adamantylo)-4-fenylobutano-1,4-dion (1,48 g, 5,0 mmol),
diaminomalonitryl (540 mg, 5,0 mmol), P,Os (190 mg) i metanol (60 ml)

NS N ogrzewano w temp. wrzenia rozpuszczalnika przez 2 godziny. Nastepnie,
;’fNHZ w ciggu kolejnych 2 godzin dodano P,Os w trzech porcjach (tacznie
N

800 mg, 7,0 mmol). Mieszanie w temperaturze wrzenia kontynuowano
przez 20 godz. Nastepnie metanol odparowano, a suchg pozostalo$¢ rozpuszczono
w CH,Cl,, odfiltrowano nieprzereagowany diaminomaleonitryl i produkty uboczne,
a przesacz odparowano i poddano chromatografii kolumnowej (CH2Cl,). Uzyskano zotty,
krystaliczny osad 20 (556 mg, wyd. 30%); Tt. 190 °C z rozkt.; Ry = 0,43 (CH,Cl,).
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MS (ES) m/z 391 [M+Na]*. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 7,85 (bs, 2H, NH,), 7,31
— 7,45 (m, 5H, -CgHs), 6,24 (d, J = 3,5 Hz, 1H, pirol-H), 6,09 (d, J = 3,5 Hz, 1H, pirol-H),
1,94 - 2,16 (m, 6H, adamantan-H), 1,89 (d, J = 11,5 Hz, 3H, adamantan-H), 1,72 (q,
J =12,0 Hz, 6H, adamantan-H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 = 144,2; 135,8; 132,3;
131,7; 128,2; 128,1; 127,4; 118,3; 112,9; 110,0 107,8; 91,1; 40,9; 36,2; 34,1; 28,0. Analiza
elementarna dla Cy4H24N4, obliczono: C 78,23; H 6,57; N 15,21. Znaleziono: C 78,06;
H 6,62; N 15,24. Dane krystalograficzne: Cy4H24N4, M = 368,47, uktad rombowy, grupa
przestrzenna P2:;2:2;, a = 83432 (2) A, b = 11,5355(2) A, ¢ = 20,5641(4) A,
V =1979,15(7) A3, Z = 4, D, = 1,237 g-cm™, p(CuK,) = 0,579 mm™, T = 130 K, liczba
refleksow zmierzonych 11267, liczba refleksow symetrycznie niezaleznych 3879,
Rint = 0,016, Omax = 75,94°, Ry(obs.) = 0,028, wRy(all) = 0,069, liczba udoktadnianych

parametroéw 253.

2-[2-(1-Adamantylo)-5-fenylo-1H-piroilo]-3-(dimetyloamino)-(2Z)-buteno-1,4-dinitryl
21
Wodorek sodu (264 mg, 1,1 mmol, 60% zawiesina w oleju mineralnym)
zawieszono w THF (10 ml) w temperaturze (-12 °C) i mieszano.
NS N/ Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej przez 30 min dodawano 20 (186 mg,
;[fN 0,5 mmol) rozpuszczony w THF (6 ml) 1 calo§¢ mieszano przez 30 min.,
utrzymujgc temperature (-10 °C). Siarczan(VI) dimetylu (0,093 ml,
1,1 mmol) rozpuszczony w THF (2 ml) dodawano kroplami do mieszaniny reakcyjnej
przez 30 min., nastgpnie przez 1 godzine kontynuowano reakcje w temperaturze (-10 °C).
Mieszanie w temperaturze pokojowej prowadzono przez 16 godz., po czym do mieszaniny
reakcyjnej ostroznie dodano wode (2 ml) 1 calo§¢ wylano na mieszaning lodu i wody
(1:1, 100 ml). Roztwér wodny ekstrahowano CH,Cl,, faz¢ organiczng osuszono
bezwodnym MgSOy4, odparowano i chromatografowano (n-heksan:octan etylu 7:1)
otrzymujac 21 jako zotty, krystaliczny osad (151 mg, 75%). Tt. 155 °C, R, = 0,27
(n-heksan:EtOAc 7:1). MS (ES) m/z 397 [M+H]", 419 [M+Na]". '"H NMR (400 MHz,
pirydyna-ds) 6 = 7,67 (d, J = 7,0 Hz, 2H, 2°,6’-C¢Hs), 7,43 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 3°,5’-C¢Hs),
7,31 (t,J=17,5 Hz, 1H, 4’-C¢Hs), 6,38 (d, J=4,0 Hz, 1H, pirol-H), 6,25 (d, J=4,0 Hz, 1H,
pirol-H), 2,55 (s, 6H, -CH3), 2,30 (d, J = 11,5 Hz, 3H, adamantan-H), 2,14 (d, /= 11,0 Hz,
3H, adamantan-H), 2,00 (s, 3H, adamantan-H), 1,70 (q, J = 12,5 Hz, 6H, adamantan-H).
BC NMR (100 MHz, pirydyna-ds) & = 147,6; 139,3; 133,6; 132,9; 129,0; 128,9; 128,1;
120,9; 113,3; 109,9; 109,0; 91,9; 42,6; 40,9; 36,7, 35,5; 28,9. Analiz¢ elementarng
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obliczono dla CysHygN4: C 78,75; H 7,12; N 14.13. Znaleziono: C 78,66; H 7,31; N, 13,80.
Dane krystalograficzne: CysHpsN4, M = 396,52, uktad jednoskos$ny, grupa przestrzenna
P2i/n, a = 8,9116 (3) A, b = 12,3745(4) A, ¢ = 19,4130(7) A, B = 94,599(3)°,
V =2133,9(1) A%, Z = 4, D, = 1,234 gem™, py(MoKy) = 0,074 mm™, T = 130 K, liczba
refleksow zmierzonych 16060, liczba refleksow symetrycznie niezaleznych 3764,
Rint = 0,033, Omax = 25,03°, Ry(obs.) = 0,037, wRy(all) = 0,085, liczba udoktadnianych

parametrow 273.

Magnez(Il) [2,7,12,17-tetrakis(dimetyloamino)-3,8,13,18-tetrakis[2-(1-adamantylo)-5-
fenylo-1H-pirolilo]pofirazyna 22

W / v Widrki magnezowe (120 mg, 5 mmol) i katalityczna

R
/Z_S\ ilo$¢ jodu ogrzewano we wrzacym n-butanolu (45 ml)

/ \
S Y
/Njif’\‘—"\l"g"\‘ij( r=i—N || przez 6 godz. Mieszaning schfodzono do temperatury
/ N
RO\ |1| N K pokojowej 1 dodano 21 (497 mg, 1,25 mmol) jako

H roztwor w DMF (2,5 ml). Cato$¢ ogrzewano

ANN S w temperaturze wrzenia n-butanolu przez 16 godz.
Nastgpnie mieszaning reakcyjng przesaczono przez ziemi¢ okrzemkowa. n-Butanol
odparowano azeotropowo z toluenem (dodajac 2 % 50 ml). Sucha pozostato$¢ poddano
dwukrotnie chromatografii kolumnowej, stosujac jako fazg ruchomg CH,Cl,. Uzyskano 22
jako ciemnoniebieski osad (75 mg, wyd. 15%). R,= 0,16 (CH,CL). IR (cm™) 1581, 1558,
1120, 1063. MS m/z (MALDI) 1611 [M+H]". '"H NMR (500 MHz, pirydyna-ds) & = 8,21
(d, J=17,0 Hz, 5H); 7,80 (d, J = 7,0 Hz, 5H); 7,55 (m, 2H); 7,44 (m, 15H); 7,32 (m, 3H);
6,49 (d, J = 3,5 Hz, 4H, pirol); 6,32 (d, J = 3,5 Hz, 4H, pirol); 3,03 (s, 24H, -CHs) 2,37
(d, J = 12 Hz, 12H, adamantan) 2,21 (d, J = 12 Hz, 12H, adamantan) 1,98 (bs, 24H,
adamantan) 1,67 (m, 12H, adamantan). BC NMR (125 MHz, pirydyna-ds) & = 145,27;
137,90; 137,83; 133,42; 133,02; 129,86; 129,61; 128,62; 128,60; 127,59; 119,39; 110,99;
110,09; 108,38; 42,09; 42,07; 38,93; 36,67; 36,56; 36,49; 36,37; 28,79; 28,68; 28,04.

V1.4 Metodyka badan solwatacyjnych i generowanie tlenu singletowego

Wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego ustalono w roztworach w DMSO
i DMF (3,0 ml) stosujgc metode posrednig. Zastosowano cynk(II) ftalocyjaning jako
zwigzek o znanej wydajnosci generowania tlenu singletowego i 1,3-difenyloizobenzofuran

(DPBF) jako chemiczny wygaszacz tlenu singletowego [108-110,117]. Roztwor badanego
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makrocyklu i DPBF w DMF lub DMSO, naswietlano w kuwecie kwarcowej o dlugosci
drogi optycznej 1 cm. Do naswietlania wykorzystywano wysokoci$nieniowa lampe
ksenonowg (150W, Optel) i monochromator M250/1200/U. Diugos¢ fali, przy ktorej
naswietlano roztwor odpowiadal maksimum absorpcji (Amax) zwigzku makrocyklicznego
w pasmie Q. Moc $wiatla ustalono kazdorazowo na 0,5 mW-cm™ (Radiometr RD 0,2/2
z sondg TD, Optel). Stezenie zwigzku makrocyklicznego dobieranow ten sposob, aby
absorbancja W Amax wynosita 0,5. St¢zenie DPBF utrzymywano na poziomie
ok. 3x10° mol'l*, w celu uniknigcia reakcji tancuchowych w obecnosci tlenu
singletowego. W okreslonych odstepach czasu dokonywano pomiarow absorbancji,
stosujac spektrofotometr Shimadzu UV-160A. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono

trzykrotnie, obliczenia wykonano dla wartosci $redniej z pomiardéw.

V1.5 Metodyka badania fotodegradacji

Fotodegradacji poddano roztwor 22 w DMF. Stezenie zwigzku zostato ustalone w ten
sposob, aby warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali odpowiadajacej maksimum pasma Q
wynosita ok. 0,7. Analizowany roztwor przeniesiono do kuwety cylindrycznej
o pojemnosci 2,8 ml i dlugosci drogi optycznej 1 = 1 cm. Naswietlanie prowadzono
z wykorzystaniem wysokocisnieniowej tukowej lampy UV-Vis z palnikiem ksenonowym
XBO-50, wyposazonej w filtr szklany. Nat¢zenie promieniowania padajgcego na probke

wynosito ~115 klux.

V1.6 Pomiary fluorescencji

Pomiaréw fluorescencji dokonano stosujgc kuwety o dtugosci drogi optycznej | = 1 cm.
Absorbancje roztworu przy maksimum absorpcji utrzymywano ponizej 0,15, aby zapobiec
reabsorpcji emitowanego promieniowania.

Przygotowano roztwory ftalocyjaniny 14 w THF, DMF i DMSO. Absorbancja
W maksimum absorpcji pasma Q wynosita ponizej 0,15 (spektrofotometr Ocean Optics
USB4000 ISS-UV-VIS z lampa deuterowa i wolframowg). Czasy zycia fluorescencji
zmierzono wykorzystujac Multichannel Picoseconds Event Timer TCSPC Module
HydraHarp400 (PicoQuant GmbH). Zrédlem wzbudzenia byt komercyjnie dostgpny laser
tytanowo-szafirowy (Mai Tai, Spectra Physics), o zakresie pracy 690-1020 nm, mocy
ponad 2,5 W oraz czasie impulsu 100 fs przy czestotliwosci pracy 80 MHz. Promien
harmonicznej podstawowej, 0 dlugosci fali A = 730 nm, przepuszczono przez krysztat

generujacy druga pochodng (BBO), aby otrzymac¢ promieniowanie o dlugosci fali
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A =365 nm, wykorzystane do wzbudzenia ftalocyjaniny 14 w pasmie Soreta. Zastosowanie
filtru 1 zestawu zwierciadet dichroicznych, pozwolilo wyeliminowaé niepozadane
promieniowanie podstawowe. W pomiarach wykorzystano fotodiode lawinowsa (Micro
Photon Devices). Funkcje odpowiedzi instrumentu zmierzono poprzez rozproszenie

$wiatta wzbudzajacego w zawiesinie koloidalnego tlenku tytanu.

V1.7 Pomiary elektrochemiczne

Wykonano badania elektrochemiczne metodami cyklicznej woltamperometrii i réznicowe;j
pulsowej woltamperometrii. Pomiary przeprowadzono przy uzyciu
potencjostatu/galwanostatu  ECO Chemie Autolab, z oprogramowaniem GPEC.
Zastosowano uktad trzech elektrod w temperaturze pokojowej. Elektrode robocza stanowit
dysk wegla szklistego o powierzchni 0,00785 cm?. Przed kazdym pomiarem powierzchnia
elektrody pracujacej byta polerowana zawiesing tlenku glinu o wielko$ci czastek ponizej
0,05 pum. Jako elektrode pomocniczg zastosowano drut platynowy, a elektrode pseudo-
odniesienia stanowit drut srebrny. Ferrocenu uzyto jako wzorca wewngtrznego. Jako
elektrolit podstawowy zastosowano roztwér chloranu(VII) tetrabutyloamoniowego
(TBAP) w dichlorometanie.  Stezenie  analizowanego  roztworu  wynosito
ok. 0,510° molI*. Przed kazdym eksperymentem roztwor odgazowywano przez

minimum 10 min. uzywajac azotu, w celu usunigcia rozpuszczonego tlenu.

V1.8 Otrzymywanie liposoméw

Przygotowano cztery rézne formulacje liposomalne metoda hydratacji cienkiego filmu
lipidowego [139,141,142]. Opowiednie ilosci roztworéw w chloroformie (POPC -
25 mgml*; PG — 25 mgml?, DOTAP - 25 mgml?, Chol — 10 mgml?,
22 — 0,4 mg-ml™"), umieszczono w szklanych probéwkach i odparowano do sucha
uzywajac wyparki rotacyjnej. Probowki zawierajace na $ciankach film lipidowy suszono
przez 12 godzin pod zmniejszonym ciSnieniem, aby usung¢ resztki chloroformu.
Nastepnie, wysuszone filmy uwadniano, stosujac burfor HEPES (10-10"° mol-I* HEPES -
kwas (N-(2-hydroksyetylo) piperazyno-N'-(2-etanosulfonowy)), roztwor NaCl o stezeniu
140-10° mol-I™, pH = 7,4) przy uzyciu laboratoryjnej wytrzasarki (Vortex Genie 2 digital,
Scientific Industries). Otrzymane liposomy przecisnigto 21 razy przez blong
poliweglanowg o Srednicy porow 100 nm, uzywajac ekstrudera strzykawkowego (Avanti

Polar Lipids).
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Sktadniki

Formulacja
_ 22 PG POPC DOTAP Chol
liposomalna
22, PG, POPC 0,1 2 8
22, PG, POPC, Chol 0,1 1,33 5,34 3,33
22, POPC, DOTAP 0,1 8 2
22, POPC, DOTAP,

01 5,34 1,33 3,33
Chol
PG, POPC 2 8
PG, POPC, Chol 1,33 5,34 3,33
POPC, DOTAP 8 2
POPC, DOTAP,

5,34 1,33 3,33

Chol

Tabela 6. Stosunki molowe poszczegdlnych sktadnikow w formulacjach liposomalnych.

Rozktad wielko$ci liposoméw zawierajgcych 22, jak i wolnych, ustalono stosujac aparat
NanoSight NS500.

V1.9 Metodyka badan mikrobiologicznych

W badaniu uzyto szczepoéw bakteryjnych Staphylococcus aureus NCTC i Pseudomonas
aeruginosa NCTC 6749. Bakterie przechowywano w temp. —70 °C £10 °C w probéwkach
Cryovial® (Microbank, Pro-Lab Diagnostics, Kanada). Bakterie inkubowano w warunkach
tlenowych, stosujac wyciagg mozgowo-sercowy (ang. brain-heart infussion, BHI)
(bioMerieux, Francja) w temperaturze 36 °C +1 °C przez 20 godz. Komorki bakteryjne
zebrano przez odwirowanie (3000 g przez 15 min) i zawieszono w 1,5 ml buforu PBS
(ang. phosphate buffered saline, 10-10° mol-I*, pH = 7,0). Zawiesing rozcienczono
w proporcji 1:100 buforem PBS, otrzymujac koncowe stezenie ok. 107 jednostek
tworzacych kolonie (ang. colony forming units, CFU) w 1 ml.

W badaniach wykorzystywano ptytki 96-dotkowe. Porcje zawiesiny komorek
bakteryjnych (100 ul) umieszczono w dotkach i dodano rowng objetosé roztworu badanych
liposoméw zawierajacych porfirazyne 22, uzyskujac koficowe stezenie 5-10° mol-I™.

Kontrole negatywng stanowily: (i) dotki bez liposoméw, do ktéorych dodano PBS;
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(i) dotki, do ktorych dodano wolne liposomy. Wszystkie probki inkubowano
w temperaturze 36 °C £1 °C przez 30 minut. Nastgpnie probki naswietlono
promieniowaniem 0 Amax = 735 nm, (klaster diod LED, Roithner Lasertechnik). Moc
$wiatta wynosita 3,0 mW-cm™?, na$wietlanie prowadzono przez 20 min (dawka $wiatta
3,6 J-cm?). Ponadto, rownolegle jako tzw. kontrole ciemng przeprowadzono
eksperymenty, w ktorych hodowlg komoérek bakteryjnych chroniono przed s$wiattem.
Liczb¢ zywych bakterii okreslono, liczac jednostki tworzace kolonie, wyhodowane po
odpowiednim rozcienczeniu na ptytkach z agarem tryptozowo-sojowym, po inkubacji

w temperaturze 36 °C =1 °C.

V1.10 Metodyka badan biologicznych ukierunkowanych przeciwko komérkom

nowotworowym

W badaniach uzyto komoérek Hela 1 komorek Cem. Jako medium hodowlanego uzyto
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) z dodatkiem 10% Fetal Bovine Serum
(Gibco), 1% glutaminy, 1% buforu Hepes (1 mol-dm™) i 1% pirogronianu sodu. Do kazdej
ze studzienek wysiano ok. 6:10% komorek. Po 24 i 48 godzinach dokonano naswietlania
promieniowaniem o Amax = 690 nm, o mocy 2-2,6 mW-cm™ przez 30 min (dawka $Swiatta
3,60-4,68 J-cm®). Komorki zliczano z wykorzystaniem licznika Coulter, czwartego

i pigtego dnia, odpowiednio dla komorek Cem i komorek Hela.
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VIl STRESZCZENIE

Synteza, badania strukturalne i fotochemiczne koniugatow porfirazyn i ftalocyjanin z
adamantanem

W czg$ci teoretycznej pracy dokonano przegladu piSmiennictwa na temat
dotychczas wuzyskanych koniugatow ftalocyjanin 1 porfirazyn z adamantanem,
przedstawiono stosowane klinicznie leki zawierajace w czgsteczce ugrupowanie
adamantylowe oraz opisano kompleksy i koniugaty cyklodekstryn z porfirynoidami.

W czgsci eksperymentalnej przedstawiono wyniki badan dotyczacych syntezy
i wilasciwosci  fotochemicznych siedmiu nowych porfirynoidow ftalocyjanino-
adamantylowych i porfirazyno-adamantylowych.
Zsyntezowano i podano pelng charakterystyke wilasciwosci  fizykochemicznych
1 fotochemicznych siedmiu zwigzkow:

a. 3-[2-(1-adamantylo)etoksy]-1,2-dicyjanobenzen (3)

b. magnez(l1) [1-(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjanina] (10)

c. 4,5-di(1-adamantylosulfanylo)-1,2-dicyjanobenzen (13)

d. magnez(I1) [2,3-bis(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjanina] (14)

e. 2-[2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilo]-3-amino-(2Z)-buteno-1,4-dinitryl (20)

f. 2-[2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-piroilo]-3-dimetyloamino-(2Z)-buteno-1,4-dinitryl (21)

g. magnez(Il) {2,7,12,17-tetrakis-[2-(1-adamantylo)-5-fenylo-1H-pirolilo]-3,8,13,18-

tetrakis(dimetyloamino) pofirazyna} (22)
Otrzymano cztery nowe ftalocyjaniny zawierajace w centrum koordynacyjnym jony
cynku(Il) lub magnezu(Il), ktore scharakteryzowano przy wykorzystaniu spektrometrii
mas MS MALDI:

a. cynk(Il) {1(4),8(11),15(18),22(25)-tetrakis[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjanina} (4)

b. magnez(ll) {1-[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjanina} (6)

c. cynk(Il) {1-[2-(1-adamantylo)etoksy]ftalocyjanina} (7)

d. cynk(ll) [1-(1-adamantylosulfanylo)ftalocyjanina] (11)
Zsyntezowano wg zmodyfikowanych metod literaturowych trzy substraty, wykorzystane
nastepnie do otrzymania makrocykli:

a. 3-(1-adamantylosulfanylo)-1,2-dicyjanobenzen (8)

b. 2-benzoilo-4-(1-adamantylo)-4-oksobutylan etylu (17)

c. 1-(1-adamantylo)-4-fenylo-1,4-butanodion (18)
Identyfikacj¢ zwigzkow przeprowadzono stosujgc metody spektrometrii mas MS ES i

MALDI, spektroskopii *H i *C NMR, w tym réwniez techniki dwuwymiarowego NMR -
'H'H COsY, *H™C HSQC, *H**C HMBC. Dla zwiazkéw bedacych substratami w procesie
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makrocyklizacji, tj. pochodnych maleonitrylowych 20 i 21 uzyskano monokrysztaty, ktore
oceniono metodg analizy rentgenostrukturalne;j.

Analiza wtasciwosci  spektroskopowych obejmowata charakterystyke widm
elektronowych w rozpuszczalnikach organicznych o wlasciwosciach protycznych i
aprotycznych. Widma wszystkich zwiazkow makrocyklicznych wykazywaty obecno$¢
dwoch charakterystycznych pasm, Soreta oraz pasma Q. Ftalocyjaniny 10 i 14 poddano
studiom solwatochromowym i wykazano, ze zmiany w przebiegu widm elektronowych sg
skutkiem procesu solwatacji, a wlasciwosci koordynacyjne rozpuszczalnika nie majg
istotnego wptywu na warto$¢ Amax pasma Q. Ftalocyjaning 14 oraz porfirazyng 22 poddano
badaniom emisyjnym, ktore obejmowaty ocene widm fluorescencji, obliczenie przesunig¢
Stokes’a oraz wyznaczenie wydajnosci kwantowej procesow emisji.

Analiza wlasciwosci  fotochemicznych dotyczyta wyznaczenia wydajnosci
kwantowej generowania tlenu singletowego (d,). Proces oceniono metoda posrednia,
wykorzystujac jako zwigzek referencyjny niepodstawiong ftalocyjaning cynkowa (ZnPc), a
1,3-difenyloizobenzofuran jako wygaszasz tlenu singletowego. Testy trwalosci
fotochemicznej porfirazyny 22, wykonano po ekspozycji na promieniowanie z zakresu
pasma Q, stosujac jako rozpuszczalnik DMF. Badanie przeprowadzono w warunkach
tlenowych, jak rowniez po odtlenowaniu azotem. Obserwowano zjawisko
,photobleachingu”, ktoremu towarzyszyl zanik pasma Soreta oraz pasma Q. Wykazano, ze
proces fotodegradacji porfirazyny 22 zachodzi w II etapach, zgodnie z reakcja kinetyczna
I-rzedu. W odniesieniu do porfirazyny 22, analizowano rowniez wtasciwosci oksydacyjno-
redukujace z wykorzystaniem techniki cyklicznej woltamperometrii (CV) i1 réznicowej
pulsowej woltamperometrii (DPV). Porfirazyne 22 wbudowano w liposomy i poddano
badaniom biologicznym z wykorzystaniem bakterii Staphylococcus aureus i Pseudomonas
aerugninosa. W ocenie aktywnosci biologicznej ftalocyjaniny 14, wykorzystano takze linie
komorkowe HeLa i CEM, i stwierdzono aktywno$¢ fotodynamiczng zwiazku na niskim
poziomie.

W  posumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze wlasciwosci fizykochemiczne oraz
fotochemiczne wszystkich zsyntezowanych zwigzkéw makrocyklicznych, pozwalaja

rozpatrywac je jako potencjalne fotosensybilizatory w terapii fotodynamicznej.

96



Vil ABSTRACT

Synthesis, structural and photochemical studies of porphyrazine- and phthalocyanine-
adamantane conjugates

Literature part of the dissertation presents the adamantane-porphyrazine and
adamantane-phthalocyanine conjugates as well as clinically applied drugs possessing
adamantane moiety. In addition, both porphyrinoid and cyclodextrin complexes, and
conjugates are reviewed.

In the experimental part, the results of synthesis and photochemical studies of novel
adamantane-phthalocyanine and adamantane-porphyrazine conjugates are described. Seven
compounds were originally synthesized, characterized with various physicochemical
techniques and subjected to photochemical studies:

a. 3-[2-(1-adamantyl)ethoxy]-1,2-dicyanobenzene (3)

b. magnesium(I1) [1-(1-adamantylsulfanyl)phthalocyanine] (10)

c. 4,5-di(1-adamantylsulfanyl)-1,2-dicyanobenzene (13)

d. magnesium(11) [2,3-bis(1-adamantylsulfanyl)phthalocyanine] (14)

e. 2-[2-(1-adamantyl)-5-phenyl-1H-pyrrolyl]-3-amino-(2Z)-butene-1,4-dinitrile (20)

f. 2-[2-(1-adamantyl)-5-phenyl-1H-pyrrolyl]-3-dimethylamino-(2Z)-butene-1,4-dinitrile (21)

g. magnesium(ll) {2,7,12,17-tetrakis-[2-(1-adamantyl)-5-phenyl-1H-pyrrolyl]-3,8,13,18-

tetrakis(dimethylamino)porphyrazine} (22)

Four new phthalocyanines possessing zinc(Il) or magnesium(lIl) ions in the central cavity
were obtained and characterized by means of MALDI MS:

e. zinc(ll) {1(4),8(11),15(18),22(25)-tetrakis[2-(1-adamantyl)ethoxy]phthalocyanine} (4)

f.  magnesium(ll) {1-[2-(1-adamantyl)ethoxy]phthalocyanine} (6)

g. zinc(Il) {1-[2-(1-adamantyl)ethoxy]phthalocyanine} (7)

h.  zinc(Il) [1-(1-adamantylsulfanyl)phthalocyanine] (11)

Three substrates were synthesized by adapting the literature procedures and used in
subsequent reactions:

d. 3-(1-adamantylsulfanyl)-1,2-dicyanobenzene (8)

e. 2-benzoyl-4-(1-adamantyl)-4-oxobutyric acid ethyl ester (17)

f. 1-(1-adamantyl)-4-phenyl-1,4-butanedione (18)

Identification of the compounds was performed by means of ES and MALDI MS, *H and
3C NMR spectroscopy, including 2D NMR experiments - *H'H COSY, *H*C HSQC,
'H*C HMBC. Moreover, maleonitrile substrates in porphyrazine synthesis - 20 and 21,
were subjected to crystallization and the obtained monocrystals were characterized using

X-ray crystallography.
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Assessment of spectroscopic properties involved analysis of their electronic spectra
in protic and aprotic organic solvents. Spectra of all macrocyclic compounds possessed
two characteristic bands — Soret and Q band. Phthalocyanines 10 and 14 were subjected to
solvatochromic studies. Changes in their UV-Vis spectra resulted from solvation process.
The coordinating strength of the solvent did not affect Amax Of their Q-bands.
Phthalocyanine 14 and porphyrazine 22 were subjected to emission studies, which
involved analysis of their fluorescence spectra, Stokes shift calculations and determination
of fluorescence quantum yields.

Analysis of photochemical properties involved determining singlet oxygen
quantum vyield (®,). This parameter was assessed by method with unsubstituted zinc(ll)
phthalocyanine (ZnPc) as a reference, and 1,3-diphenylisobenzfuran as a singlet oxygen
scavenger (quencher). Tests of photochemical stability of porphyrazine 22 were conducted
by its exposition to light at the Q-band range in DMF. Experiments were performed in
aerobic conditions, and after deaeration of the solvent with nitrogen. Photobleaching of 22
was observed, and was accompanied by Soret and Q-band decrease. It was found that
photodegradation of porphyrazine 22 took place in two stages, according to the first order
kinetics. Redox properties of porphyrazine 22 were also analyzed, using cyclic
voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV). Porphyrazine 22 was also
incorporated into liposomes and tested against Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa bacteria as photosensitizer. Biological activity of phthalocyanine 14 was tested
against HeLa and CEM cell lines and revealed its low photodynamic activity.

In conclusion, physicochemical and photochemical properties of all synthesized

macrocyclic compounds make them potential photosensitizers for photodynamic therapy.
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Naukowej  Biblioteki ~ Gléwnej  Uniwersytetu  Medycznego  im.
K.Marcinkowskiego w Poznaniu oraz w formie elektronicznej w

Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (www.whc.poznan.pl).

Poznan, dnia 11.02.2014
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy......doktorskiej... p.t.:

"Synteza, badania strukturalne i fotochemiczne koniugatow porfirazyn i ftalocyjanin z
adamantanem"

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu
0sob trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materiatow
zrodlowych, stanowi onha prace oryginalng, nie narusza praw autorskich oraz dobr
osobistych 0sob trzecich 1 jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaty uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byta dotychczas przedmiotem
zadnej urzgdowej procedury zwigzanej z uzyskaniem stopnia ...naukowego: doktor nauk
farmaceutycznych..., a ztozona przeze mnie dyskietka/ptyta CD zawiera elektroniczny
zapis przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednocze$nie o§wiadczam, ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej wymienione;j
pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu no$nikami, na ktorych
prace utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub najem egzemplarzy w
postaci elektronicznej a nadto upowazniam Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie
wprowadzania jej do pamigci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostgpniania w

formie elektronicznej oraz drukowaneyj.

Poznan, 11.02.2014 .......coveeiiieee et
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