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1. WSTEP

1. Wstep

Do jednego z gtownych problemow znajdujacych si¢ w nurcie zainteresowan
wspotczesne] medycyny nalezy terapia chordob nowotworowych. Spore wyzwanie stanowi
takze leczenie choroéb bakteryjnych, grzybiczych 1 pasozytniczych, przy wzrastajacej
opornosci mikroorganizmow na stosowane leki [1,2]. Grupy badawcze na calym $wiecie
poswigcaja duzg uwage tym wiasnie zagadnieniom. Opracowywane sa nowe typy terapii,
nowe leki, nowe mozliwosci walki z infekcjami i nowotworami.

Wydaje sie, ze paradoksalnie problemy medycyny moze rozwigzaé prosta czasteczka,
jaka jest tlen singletowy, ktory jako czynnik fizyczny dziala destrukcyjnie na struktury
komorkowe, komorki i tkanki, w ktorych otoczeniu si¢ znajduje. Na dziataniu tlenu
singletowego i innych reaktywnych form tlenu opiera si¢ terapia fotodynamiczna (PDT)
oraz terapia fotodynamiczna skierowana przeciw drobnoustrojom (PACT). Tlen singletowy
nie moze by¢ jednak magazynowany i podawany pacjentowi, pojawia si¢ zatem konieczno$é
jego wytworzenia in situ w organizmie. Procedura odbywa si¢ na drodze zaaplikowania
fotouczulacza (Ps), ktory — po osiggnigciu docelowego miejsca dzialania — jest naswietlany
$wiattem o odpowiedniej dlugosci fali. Wyjatkowe wiasciwosci fotouczulaczy stosowanych
w PDT i PACT sprawiaja, Zze sa one w stanie przeksztalca¢ tlen rozpuszczony w komorkach
lub tkankach (tlen trypletowy o nizszym stanie energetycznym) w tlen singletowy.
Uszkodzenia powstate w komorkach w wyniku dziatania tlenu singletowego moga by¢ na tyle
powazne, ze uniemozliwiaja dalsze ich funkcjonowanie, skutkujac $miercia komorki
na drodze apoptozy lub nekrozy [3].

Do zwigzkow, ktoére wykazujg zdolno$¢ do generowania tlenu singletowego
pod wptywem $wiatla nalezg porfirynoidy, a wérdd nich duzym zainteresowaniem ze wzgledu
na korzystne wlasciwosci spektralne cieszg si¢ Syntetyczne aza-pochodne porfiryn —
porfirazyny (Pz) i ftalocyjaniny (Pc) [4]. PierScien porfirazynowy sktada si¢ z czterech
pierscieni pirolu potaczonych mostkami aza-metinowymi. Z kolei analogi porfirazyn —
ftalocyjaniny — swoja strukture opierajg na rozbudowanym pierScieniu makrocyklicznym
porfirazyny, dodatkowo skondensowanym przy kazdym pierscieniu pirolowym z pier§cieniem
benzenowym. Mozemy réwniez wyrozni¢ porfirazyny sprzgzone jedynie przy trzech
pierscieniach pirolu pierscieniami benzenu - takie zwigzki okres$lane s3 mianem
tribenzoporfirazyn. Nalezy podkresli¢, ze pochodne niesymetryczne wykazujg bogatsze
od pochodnych symetrycznych wiasciwosci  fizykochemiczne. Pz i Pc  moga
by¢ modyfikowane na roézne sposoby, w szczegoélnosci poprzez wymiane jonu metalu

w centrum koordynacyjnym, a takze poprzez podstawienie pierscieni pirolu lub benzenu.
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Podstawniki peryferyjne moga mie¢ rozny charakter, od prostych tancuchow alkilowych,
po rozbudowane podstawniki peptydowe i polimerowe. Typem polimeru, ktoéry ostatnio
zyskuje na popularnosci w Systemach dostarczania substancji czynnych i w terapii
fotodynamicznej sa dendrymery. Dendrymery to szczegdlny typ polimerdw, ktore nie tworzg
wspolnej grupy pod wzgledem chemicznym. Kryterium przynaleznosci zwigzku
do dendrymerdw jest szczegolny uktad wchodzacych w jego sktad monomerow, ktore silnie
si¢ rozgaleziaja tworzac kolejne generacje dendrymeru. Dendrymery sa znanymi
solubilizatorami  lekow, stad mogg by¢ réwniez wykorzystywane w terapii
przeciwnowotworowej, w tym PDT [5].

Mimo, ze terapie oparte na tlenie singletowym wciaz sg rozwijane i udoskonalane,
to obecnie stosowane Klinicznie fotouczulacze sa dalekie od idealu. Sprawia to, ze wciaz
kontynuowane sg prace W zakresie usprawnienia procedury terapii fotodynamicznej, w tym
badania nowych fotosensybilizatorow. Ta idea stala si¢ motywem przewodnim do wykonania
badan przedstawionych w ramach niniejszej pracy doktorskiej.

W czgsci literaturowej dokonano analizy literatury na temat dotychczasowego stanu
wiedzy o0 aza-porfirynoidach, ze szczegdlnym uwzglednieniem tribenzoporfirazyn,
mozliwoéci ich zastosowania w terapii fotodynamicznej oraz w terapii fotodynamicznej
skierowanej przeciw mikroorganizmom. Dodatkowo, zebrano informacje na temat sposobow
funkcjonalizacji  dendrymeréw 1  mozliwosci  ich  wykorzystania ~w  terapii
przeciwnowotworowej oraz skierowanej przeciw drobnoustrojom. Na zakonczenie,
przeprowadzono przeglad stanu wiedzy na temat PDT i PACT, a takze wspolczesnie
stosowanych fotosensybilizatorow 1 mozliwych kierunkdéw rozwoju terapii fotodynamiczne;.

Czeg$¢ eksperymentalna pracy zawiera opis Wykonanych eksperymentéw i badan
tribenzoporfirazyn, sposobow ich syntezy i modyfikacji oraz charakterystyke
fizykochemiczng. Ta cze$¢ zostala omdéwiona 2z uwzglednieniem podstawnikow
przytaczonych do pier§cienia pirolowego tribenzoporfirazyny — tribenzoporfirazyny
sulfanylowe, diazepinotribenzoporfirazyny i pirazynotribenzoporfirazyny. Na koniec czesci
eksperymentalnej przedstawiono wyniki badan aktywnosci fotodynamicznej in vitro
dla najbardziej obiecujacych porfirynoidow, ktére wykonano na liniach komorek

nowotworowych oraz szczepach wybranych drobnoustrojow.
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2. Cel pracy

W ramach poszukiwania nowych metod leczenia chordb nowotworowych
i chorob zakaznych duze nadzieje wiaze si¢ z terapia fotodynamiczng. Czynnikiem
dziatajacym w tej terapii jest tlen singletowy i wolne rodniki powstajace W wyniku
na$wietlania fotosensybilizatora (fotouczulacza) w obecno$ci tlenu rozpuszczonego
w ptynach fizjologicznych. To wlasnie reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen
species) wykazujg aktywnos$¢ w terapii fotodynamicznej prowadzgc do $mierci komorek
nowotworowych i mikroorganizméw. Obecnie stosowane klinicznie fotouczulacze,
niejednokrotnie nie wykazujg wystarczajacej skutecznosci terapeutycznej, dlatego konieczne
jest poszukiwanie nowych zwigzkoéw 0 lepszych parametrach fizykochemicznych, chociazby
w aspekcie rozpuszczalno$ci i zmniejszonej agregacii.

W czesci literaturowej niniejszej pracy zaplanowano zebranie i opracowanie stanu
wiedzy na temat nastepujacych zagadnien:

1. Porfirynoidy, a zwlaszcza aza-porfirynoidy, ze szczegbélnym uwzglgdnieniem
tribenzoporfirazyn oraz mozliwosci ich funkcjonalizacji.

2. Dendrymery, metody ich modyfikacji i mozliwosci zastosowania w zakresie
chemii medycznej i farmaciji.

3. Terapia fotodynamiczna, obecnie stosowane fotouczulacze i nowe pochodne
wraz ze stawianymi im wymaganiami. Uwzgledniono takze aktualne badania
dotyczace aza-porfiryn i dendrymerdéw w terapii nowotworow.

Kierujac si¢ stanem wiedzy, zaplanowano syntez¢ nowych fotouczulaczy z grupy
tribenzoporfirazyn funkcjonalizowanych w czesci peryferyjnej wraz z oceng ich potencjalnej
uzytecznos$ci w PDT 1 PACT.

Zamierzony glowny cel pracy w czes$ci eksperymentalnej mial zosta¢ zrealizowany
poprzez podjecie nastgpujacych badan:

1. Opracowanie syntezy chemicznej i przeprowadzenie charakterystyki
fizykochemicznej nowych pochodnych sulfanylotribenzoporfirazyn
z podstawnikami peryferyjnymi, w tym dendrymerami.

2. Opracowanie syntezy chemicznej 1 przeprowadzenie charakterystyki
fizykochemicznej nowych  pochodnych  azotowych tribenzoporfirazyn
z podstawnikami peryferyjnymi, w tym dendrymerami.

3. Dokonanie oceny uzyskanej funkcjonalizacji peryferyjnej makrocykli
pod wzgledem rozpuszczalnosci, agregacji, zdolnosci do generowania tlenu

singletowego, a tym samym potencjalnej uzytecznosci w PDT i PACT.
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4, Wybor najbardziej obiecujacych zwigzkéw na podstawie ich wlasciwosci
fizykochemicznych oraz zdolno$ci generowania tlenu singletowego do oceny
aktywnos$ci biologicznej w warunkach terapii fotodynamicznej in vitro
wzgledem wybranych linii komoérek nowotworowych.

5. Wybdr najbardziej obiecujgcych zwigzkéw na podstawie ich wilasciwosci
fizykochemicznych oraz zdolno$ci generowania tlenu singletowego do oceny
wilasciwosci biologicznych w warunkach terapii fotodynamicznej in vitro

wzgledem komorek bakterii i grzybow.
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3. Czes$¢ literaturowa

3.1. Porfirynoidy
Porfirynoidy to zwigzki makrocykliczne zwykle sktadajgce sie z czterech pierScieni
pirolu potaczonych przewaznie mostkami metinowymi i azametinowymi taczacymi pozycje o
piroli. W zaleznosci od struktury tych mostkow mozemy rozrézni¢ porfiryny (mostki
metinowe, —C=) oraz aza-porfiryny lub porfirazyny (mostki aza-metinowe, -N=) (Ryc. 1).
Natomiast ftalocyjaniny sg szczegdlnym typ porfirazyn sprzezonych dodatkowo w pozycjach

B,B pirolu z pier$cieniami benzenowymi.
g el
S A

porfiryna porfirazyna ftalocyjanina

Ryec. 1. Struktury chemiczne porfiryn i aza-porfiryn. M — jon metalu lub 2H.

Najprostsza porfiryng jest porfina — niepodstawiona porfiryna. Porfiryny i chloryny
wystepuja powszechnie w srodowisku naturalnym, gdzie spetniajg wazne funkcje biologiczne,
jako kluczowy fragment czasteczki chlorofilu (Ryc. 2), jako grupa prostetyczna wielu
waznych metaloprotein (m.in. hemoglobiny czy cytochromu P450). R6zne porfiryny sg takze
sktadnikami ropy naftowej, najprawdopodobniej jako produkty rozktadu roslin i obecnego
w nich chlorofilu. Przyktadami porfiryn naftowych sg etioporfiryny (ETIO)
i deoksyfiloerytroporfiryny (DPEP) [6,7].

HO Ny o7~on 90 2
Hem B
/ : _
Chlorofil a
kobalamina
(witamina B12) ]

HO

Ryc. 2. Reprezentatywne struktury chemiczne naturalnie wystepujacych porfirynoidow.

Pochodne porfiryn modyfikowane azotem w mostkach metinowych, nie wystepuja

w przyrodzie i mogg by¢ jedynie otrzymane na drodze syntezy chemiczne;.
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3.1.1. Porfirazyny

Historycznie trudno jest umiejscowi¢ w czasie date pierwszej syntezy porfirazyny,
gdyz zwiazki te otrzymywano co najmniej kilkukrotnie w podobnym okresie w pierwszej
potowie XX wieku. Dopiero grupa badawcza sir Reginalda Patricka Linsteada uzyskata
ftalocyjaning i okreslita jej strukture chemiczng w latach 30-tych XX wieku [8,9]. Od wielu
lat ftalocyjaniny byly szeroko wykorzystywane ze wzgledu na intensywna barwe
w przemysle odziezowym, drukarskim i farbiarskim do barwienia w kolorze niebieskim
lub zielonym. Intensywna barwa tej grupy barwnikoéw, podobnie jak porfiryn, wynika
z rozbudowanego pierscienia aromatycznego 1 niezwykle wysokiej zdolnosci absorpcji
$wiatla. Dalsze badania w zakresie aza-porfirynoidow pozwolity zauwazy¢ ich inne
interesujgce wilasciwosci  spektroskopowe i elektrochemiczne. Obecnie ftalocyjaniny
i porfirazyny, a takze inne aza-pochodne bada si¢ celem wykorzystania w fotowoltaice,
medycynie i katalizie.

Porfirazyny (Pz) moga by¢ modyfikowane na drodze podstawienia w pozycji
pierscienia pirolu (Ryc. 3), podczas gdy ftalocyjaniny (Pc) moga by¢ podstawiane zarowno
w pozycjach o (tzw. pozycje nieperyferyjne) oraz B (tzw. pozycje peryferyjne). W przypadku
obu makrocykli — Pz i Pc — mozliwe jest wprowadzenie jonu metalu do centrum
koordynacyjnego pierscienia [4]. Dodatkowo, w zaleznosci od uzytego jonu metalu
(trojwartosciowego badz wyzsze] wartosciowosci), mozliwe jest takze uzyskanie
podstawienia tych zwigzkow w pozycjach aksjalnych wzgledem pierscienia. W niektorych,
szczegblnych przypadkach, kiedy koordynowanym jonem jest metal z grupy lantanowcow,
uzyskuje si¢ takze tak zwane kompleksy kanapkowe, w ktorych jon metalu w rdzeniu jest

koordynowany przez dwa pier§cienie makrocykliczne.

N Nﬁr\/N\N:N
X TN B X S @“\ /-"N Z
Raxial g N= Raxial )" N ,N\ @ = “\\NV

Ryc. 3. Mozliwosci modyfikacji (a) porfirazyn i (b) ftalocyjanin; (c) kompleks kanapkowy
porfirazyny. M — jon metalu. Raxia — podstawnik aksjalny.
Znane s3 ponadto porfirazyny sprzezone w pozycjach B, z (i) pierScieniami
aromatycznymi innymi niz pierScien benzenowy, jak na przyklad naftalen

(tzw. naftocyjaniny), antracen, inne wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne,
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(if) aromatycznymi i antyaromatycznymi pier$cieniami heterocyklicznymi, jak 1,4-diazepina
(diazepinoporfirazyny), pirazyna (pirazynoporfirazyny, aza-ftalocyjaniny), pirydyna, pirol,
ale takze selenadiazol oraz (iii) pierScieniami niearomatycznymi jak cykloheksan,
1,4-ditiacykloheksan, 1,4-dioksan, a niejednokrotnie rowniez tioeterami i eterami
koronowymi [4].

Najpopularniejszym sposobem otrzymywania aza-porfirynoidéow jest wykorzystanie
reakcji cyklotetrameryzacji, tzw. reakcji makrocyklizacji Linsteada, w ktorej odpowiednio
podstawione pochodne maleonitryla badz o-ftalonitryla sg ogrzewane w Srodowisku roztworu
alkoholanu metalu w alkoholu. Mechanizm tej reakcji zostal przedstawiony na Schemacie 1.

a)
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Schemat 1. Mechanizm reakcji makrocyklizacji na przyktadzie ftalocyjaniny:

10 of

30 0%

=

(a) przeksztatcenie o-ftalonitryla, (b) i (c) zamykanie pierscienia makrocyklicznego

(na podstawie [10]).

W pierwszym etapie reakcji tetrameryzacji nastepuje przeksztalcenie o-ftalonitryla
do pochodnej izoindolu (Schemat 1a) [10]. Powstaty potprodukt moze nastgpnie wejsé

w reakcje z kolejna czasteczkg o-ftalonitryla, co z kolei prowadzi do dimeru. Ten moze dalej




3. CZESC LITERATUROWA

ulega¢ przeksztalceniom w dwdjnasob: (i) wchodzi¢ kolejno w dalsze reakcje z kolejnymi
czasteczkami o-ftalonitryli do utworzenia pierscienia ftalocyjaniny (Schemat 1b)
lub alternatywnie (ii) wej$¢ w reakcje z drugim dimerem, co prowadzi do identycznego efektu
(Schemat 1c¢). W obu przypadkach ostatni etap reakcji polega na zamknieciu tetramerycznego
pierScienia z jednoczesng eliminacjg grupy alkoksylowej. Tak powstaty makrocykl jest
nietrwaly, gdyz nie spelnia reguty Hiickla i ulega dalszej redukcji poprzez pozbycie si¢
z uktadu dwoch elektronow. Proces ten odbywa si¢ poprzez ich przeniesienie na eliminowang
czgsteczke alkoholu i jej dalsze utlenienie do aldehydu. Powstaty pierscien ftalocyjaninowy
stanowi trwaty uktad aromatyczny.

Znaczacy wplyw na przebieg reakcji makrocyklizacji ma sposob jej prowadzenia.
Wymagane sa warunki bezwodne i zasadowe. Ponadto obserwuje si¢ zwykle wyzsze
wydajnosci syntezy prowadzonej w warunkach gazu obojetnego (nizsza wydajno$¢ jest
efektem interakcji tlenu na etapie zamkniecia pierScienia makrocyklicznego, Schemat 2).
Wang i wsp. zaobserwowali ,,niedomykanie” si¢ pier§cienia ftalocyjaniny w przypadku
prowadzenia tetrameryzacji w warunkach tlenowych [11]. Zdotali takze wyizolowa¢ produkt
tej reakcji, a dzieki zastosowaniu gazowego tlenu 20, wykazali, ze atom tlenu w powstatym
ketonie pochodzi z czasteczki alkoholu. Ta sama reakcja, prowadzona w warunkach

bez dostepu tlenu, przebiegata standardowo.

T o s o
0 T g

Schemat 2. Wptyw obecnosci tlenu na reakcje tetrameryzacji (za [11]). Dla przejrzystosci

pomini¢to podstawniki.

3.1.2. Niesymetryczne aza-porfirynoidy
W zaleznoséci od podstawienia porfirazyny i ftalocyjaniny w pozycjach aksjalnych
I peryferyjnych mozna wyr6zni¢ rézne symetryczne i niesymetryczne pochodne i izomery,
réznigce si¢ iloScig plaszczyzn symetrii lub nieposiadajgce punktu symetrii. W przypadku
zastosowania w reakcji makrocyklizacji niesymetrycznych pochodnych maleonitrylowych
lub monopodstawionych o-ftalonitryli, symetria powstalego produktu jest w duzym stopniu

zalezna od rozmiaré6w podstawnikow i wprowadzanej zawady przestrzennej (Schemat 3).
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Schemat 3. Synteza ftalocyjaniny z monopodstawionego o-ftalonitryla. Powstajgca
ftalocyjanina moze by¢ podstawiona w jednej z dwoch pozycji a lub B w kazdym pier$cieniu
benzenowym, jesli stosowane sg odpowiednio 3-podstawione i 4-podstawione pochodne

1,2-dicyjanobenzenu. M — jon metalu.

Jezeli w reakcji przedstawionej na Schemacie 3 zostang zastosowane pochodne
o-ftalonitryla o odpowiednio duzych rozmiarach, mozliwe jest wymuszenie powstania
makrocykla symetrycznego, tj. 1,8,15,22- lub 2,9,16,23-tetrapodstawionej ftalocyjaniny
z odpowiednio 3- i 4-podstawionego o-ftalonitryla. W skrajnych przypadkach,
kiedy stosowane sg bardzo duze podstawniki o matej mozliwosci rotacji, zawada przestrzenna

uniemozliwia zamknigcie pierscienia makrocyklicznego.

/N
Q?*”i@ 0
N NQ SN Ny
\@ /@\ 3 @::2 podtoze
N Rl state

®i

Ryc. 4. Metody syntezy aza-porfirynoidow typu AzB.

Na przestrzeni lat opracowano kilka sposobow syntezy tribenzoporfirazyn, a wigc
porfirazyn typu AsB (Ryc. 4) [12]. Najczesciej stosowana metoda oparta jest na kondensacji
dwoch maleonitryli (lub pochodnych diiminoizoindoliny) A i B. Ograniczeniem tej metody
jest uzyskiwanie mieszaniny produktow np. A4, B, Cis-AzB,, trans-A;B,, A3B oraz ABs.
Kolejny sposob polega na zastosowaniu reakcji powickszania pierscienia subporfirazyny

(lub subftalocyjaniny). Obie wspomniane metody moga by¢ wzbogacone o wykorzystanie
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metody syntezy na podtozach stalych, co dodatkowo ulatwia izolacj¢ pozadanego produktu.
Inne sposoby otrzymywania niesymetrycznych makrocykli porfirazynowych nie s3
specyficzne i w znacznym stopniu zaleza od struktury chemicznej peryferium porfirynoidu
[13]. Bardzo cickawym przyktadem zmiany symetrii jest oksydacyjne otwarcie pierScienia
porfirazynowego do seco-porfirazyny.

W przypadku wspomnianej wczesniej kondensacji dwoch (lub wiecej) pochodnych

maleonitrylowych mozliwe jest uzyskanie szesciu roznych makrocykli charakteryzujacych si¢

NC CN
® -+
NC CN

réznym stopniem symetrii (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie produktow reakcji makrocyklizacji. W reakcji
tetrameryzacji przy zatozonej identycznej reaktywnosci pochodnych maleo- i o-ftalonitryli

powstaje zgodnie z regutami statystyki mieszanina 6 produktoéw makrocyklicznych.

Metoda otrzymywania porfirazyn typu AsB, cho¢ jest tatwa do przeprowadzenia
i wydajna, posiada jednak pewne ograniczenia. Powstajace mieszaniny produktow sa zwykle
trudne do rozdzielenia ze wzglgdu na zblizone wspolczynniki retencji. Najtrudniejsze pod tym
wzgledem do izolacji sg regioizomery cis- i trans-A;B,, ktore charakteryzuja si¢ niemal
identycznymi wspotczynnikami retencji. Ich rozdzielenie jest czesto niemozliwe, nawet
przy uzyciu bardziej zaawansowanych metod separacji, jak chromatografia wykluczenia

(size-exclusion  chromatography). Metoda otrzymywania porfirazyn typu As3B

10
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z wykorzystaniem dwoch réznych maleonitryli A i B, przy zastosowaniu odpowiedniego
nadmiaru jednej pochodnej maleonitrylowej, prowadzi do pochodnych typu AsB i A4 lub AB3
I Bs. Przy znaczacych réznicach rozpuszczalnosci rozdzielanych makrocykli, ich wielkosci
lub mobilnosci w konkretnych fazach stacjonarnych, mozliwe jest wyizolowanie pozadanego
produktu. Co ciekawe, ta technika w teorii pozwala na synteze pochodnych ABCD, jednak
w praktyce kazdy kolejny maleonitryl dodany do mieszaniny reakcyjnej komplikuje jej obraz
I tym samym utrudnia izolacj¢ pozadanego produktu [14].

Reakcje rozszerzenia (tzw. ekspansji) pierScienia subporfirazyny i subftalocyjaniny
opracowano w grupie prof. T. Torresa. W reakcji tej poktadano wielkie nadzieje,
jako metodzie otrzymywania porfirazyn typu AsB bez rownoleglego powstawania produktu
Ay [15]. W warunkach tej reakcji, odpowiadajagcym typowym dla tetrameryzacji, otwarciu
ulega pierscien subporfirazyny, do ktorego nastgpnie jest dobudowywany czwarty pierscien
pirolowy. Niestety, z biegiem czasu okazalo si¢, ze selektywno$¢ tej reakcji jest w bardzo
duzym stopniu zalezna od podstawnikow peryferyjnych subporfirazyny i reaktywnos$ci
pochodnej maleonitrylowej. Stwierdzono ponadto, ze w niektorych przypadkach otwarcie
pierScienia subporfirazyny jest na tyle gwaltowne, ze zamiast trimeru, w reakcji biorg udziat
trzy tworzace go elementy sktadowe, a efektem tego jest w powstawanie mieszaniny
produktow, jak w przypadku typowej reakcji makrocyklizacji z wykorzystaniem dwoéch

pochodnych maleonitrylowych.

3.1.3. Tribenzoporfirazyny

Tribenzoporfirazyny (czasem okreslane takze jako norftalocyjaniny) to specyficzny typ
porfirazyn typu AsB, w ktorych trzy pierscienie pirolowe porfirazyny sa sprzgzone
z pierScieniami benzenu. Po raz pierwszy otrzymanie 1 wyizolowanie niesymetrycznej
porfirazyny AsB, a jednoczes$nie tribenzoporfirazyny, zostalo opisane w 1955 roku
przez Elvidge’a i Linsteada [16]. Wspomniany zwigzek, niepodstawiony peryferyjnie, zostat
przez nich zsyntezowany poprzez ogrzewanie mieszaniny imidu kwasu bursztynowego
wraz z diiminoizoindoling w stosunku 1:3 (mol/mol) (Schemat 4, zwigzek 1). Omowione
przez autorow trudnosci zwigzane =z izolacjg tribenzoporfirazyny byly czg¢sciowo
spowodowane zwiekszong rozpuszczalnoScig obu makrocyklicznych produktow reakcji,
zarowno tribenzoporfirazyny, jak i ftalocyjaniny, w przypadku gdy znajdowaly si¢ one
w mieszaninie (w poréwnaniu do Stwierdzonej rozpuszczalnosci dla kazdego
z wyizolowanych zwigzkéw 0sobno). Wyraznie zaznaczona byla roéwniez ich tendencja

do kokrystalizacji. Dodatkowo, autorzy zwrocili uwage na duzo wyzszg rozpuszczalno$é

11



3. CZESC LITERATUROWA

tribenzoporfirazyny w pordwnaniu z ftalocyjaning. Poza synteza 1 oceng wltasciwosci
fizykochemicznych I, przeprowadzono rowniez badania stabilnosci | podatnosci na rozktad
w warunkach utleniajagcych badanego makrocykla z uzyciem H,0,. Badania te miaty takze
na celu potwierdzenie  struktury nowego makrocykla. Produktem  rozktadu
tribenzoporfirazyny | byl ftalimid, ktory wyizolowano, oraz niemozliwy do identyfikacji

,gumowaty osad” — zlozony najprawdopodobniej ze spolimeryzowanych pochodnych

H,
Ioaiper Teatlte

g

Schemat 4. Reakcja syntezy tribenzoporfirazyny w oparciu o procedure Elvidge’a i Linsteada
[16].

aminopirolowych.

Badania tribenzoporfirazyn byty kontynuowane przez t¢ grup¢ badawcza, a w 1957 r.
Elvidge i wsp. opublikowali artykul, w ktorym opisali prob¢ optymalizacji syntezy |
z wykorzystaniem innych substratow, miedzy innymi o-ftalonitryla oraz butanodinitryla.
Niestety zaproponowane metody syntetyczne, nie wniosty istotnej poprawy wzgledem
poprzednio stosowanych [17]. Bardzo waznym elementem pracy byta optymalizacja izolacji
i oczyszczania makrocykla, co bardzo obrazowo przedstawiono, stwierdzajac: ,,0becnie jeden
pracownik jest w stanie uzyska¢ 200 miligramow | w trzy tygodnie, podczas gdy uprzednio
otrzymanie 10-20 miligraméw zwigzku zajmowato 7-8 tygodni”. Dodatkowo, wyizolowano
jedno z zanieczyszczen, ktore okazatlo si¢ by¢ — rowniez niesymetryczng —
monobenzoporfirazyna. W dalszej cze$ci artykutu autorzy skupili si¢ na ocenie reaktywnosci
I (Schemat 5). W tym celu przeprowadzili substytucj¢ atomoéw wodoru W pierscieniu pirolu |
z wykorzystaniem wody bromowej (nasycony wodny roztwor bromu), co w efekcie pozwolito
na uzyskanie Il (podstawieniu nie ulegly pierscienie fenylowe). Inna metoda modyfikacji |
polegala na wprowadzeniu jonu metalu do centrum koordynacyjnego makrocykla,
co doprowadzito do uzyskania pochodnych miedzi(ll), kobaltu(ll) oraz niklu(ll)
odpowiednio I11, 1V i V. W artykule przedstawiono takze charakterystyke spektroskopowsa

otrzymanych zwigzkoéw z uzyciem spektrofotometrii UV-Vis.

12
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Cu, o-dichlorobenzen
lub
Co(CH,CO0),, o-dichlorobenzen
N=>\ZN lub NN N=S\ N
©f<( \i:l Ni, o-dichlorobenzen @ \ij Br, @ \);[Br
— N—M—N | — N—M—N | —— __NH  HN |
/ / N / Br
N N N~V _N N~ "X _N
E_i Il M=Cu E_f E S
IVM=Co
V M = Ni I M=2H 1]

Schemat 5. Przebieg oceny reaktywnosci tribenzoporfirazyny | zaproponowany w publikacji
[17].

Z—+Z 22
Z—+Z—Z

/

Ze wzgledu na podstawniki peryferyjne, mozna wyrdzni¢ porfirazyny sulfanylowe
(potaczone z pierécieniem Pz poprzez atom siarki), azotowe (przez atom azotu — aminy,
iminy) oraz tlenowe. Ze wzgledu na tatwa dostgpno$¢ i mozliwg modyfikacje
dimerkaptomaleonitryla i diaminomaleonitryla najwiecej doniesien literaturowych dotyczy
wilasnie S-tribenzoporfirazyn i N-tribenzoporfirazyn, co omoéwiono w  kolejnych

podrozdziatach.

3.1.3.1. S-tribenzoporfirazyny (tribenzoporfirazyny siarkowe)

Tematyka niesymetrycznych aza-porfirynoidow byta rozwijana w grupie Kobayashiego
i wsp. [18], a takze w grupie badawczej profesorow A. G. M. Barretta i B. M. Hoffmana [19].
Wykorzystali oni tribenzoporfirazyny do otrzymania VI, przedstawiciela tzw. solitaire
porphyrazines (ang. solitaire oznacza pojedynczy kamien szlachetny lub gr¢ karciang dla
jednej osoby; brak doktadnego odpowiednika w jezyku polskim [20]), czyli porfirazyn
chelatujacych jony metali nie tylko w obregbie centrum koordynacyjnego pierScienia
porfirazyny, ale rowniez w obrgbie jednej z grup peryferyjnych. Sa to analogi tzw.
gwiazdzistych porfirazyn (ang. star porphyrazines) [21], ktore sa pochodnymi symetrycznymi
A4, zdolnymi do koordynowania jonow metali przy kazdym, odpowiednio podstawionym

heteroatomami piers$cieniu pirolowym.
MM
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Ryc. 6. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn typu solitaire VI-XIV otrzymanych

przez Baumana i wsp. [19,22].
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Do badan Bauman i wsp. wybrali porfirazyny siarkowe, ktore charakteryzuja si¢ dobrg
rozpuszczalnos$cig i — co podkreslono w artykule — mozliwe byto ich tatwe wydzielenie
Z mieszaniny produktow po reakcji tetrameryzacji [19,22]. Pierwszym etapem byta synteza
pochodnej dimerkaptomaleonitryla z ugrupowaniami 4-butoksykarbonylobenzylowymi,
ktory nastgpnic poddano reakcji makrocyklizacji z nadmiarem 1,2-dicyjanobenzenu
otrzymujac w efekcie peryferyjnie funkcjonalizowana tribenzoporfirazyne magnezows.
W kolejnych reakcjach produkt makrocykliczny poddano kolejno reakcjom: wymiany jonu
metalu na drodze demetalacji i remetalacji, a nast¢pnie deprotekcji grup tiolowych.
Ta ostatnia byla mozliwa po poddaniu makrocykla reakcji z metalicznym sodem
w warunkach cieklego amoniaku. Uzyskana tribenzoporfirazyna z dwiema grupami
tiolowymi okazata si¢ wrazliwa na tlen z powietrza, dlatego po wstgpnym oczyszczeniu
zostata poddana dalszej modyfikacji w czeSci peryferyjnej do porfirazyn typu solitaire
VI-X1V (Ryc. 6). Badania porfirazyn typu star i solitaire sktonity w tym czasie Guo i wsp.
do wykonania prac obliczeniowych w zakresie porfirazyn niklu(ll) tworzacych chelaty
peryferyjne z innymi jonami metali [23]. Do badan zastosowano oktatiolowg porfirazyne,
jako zwigzek modelowy typu A i peryferyjnie zmodyfikowang 2,3,9,10,16,17,23,24-
oktahydroksyftalocyjanine, jako zwigzek modelowy typu Bs. W badaniach wykorzystano
dane krystalograficzne o ftalocyjaninach z weczesniejszych publikacji (z pominigciem
podstawnikow), a obliczenia prowadzono poprzez stopniowe wymienianie poszczegdlnych
,merow” makrocykli (AsB, A2B,, AB3). Badania daty pewien poglad na efekty elektronowe

w obrebie pierscienia makrocyklicznego pochodnych niesymetrycznych.
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Ryc. 7. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn siarkowych XV i XV1 otrzymanych

NH
=

przez Nikolaeva i wsp.[24]

Nastepnym  znaczagcym  doniesieniem  naukowym  dotyczacym  tematyki
tribenzoporfirazyn sulfanylowych jest praca opublikowana przez Nikolaeva i wsp.,
w ktorej przedstawiono syntez¢ dwoch nowych zwigzkow XV i1 XVI [24]. Jednak w tym
przypadku pierscienie benzenowe ftalonitryla uzytego w nadmiarze zostaly podstawione

grupami n-pentoksylowymi, co w efekcie doprowadzito do uzyskania heksapodstawionej
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tribenzoporfirazyny siarkowej (pozycje 2,3) (Ryc. 7). Wybor substratu wynikat z interesujgcej
wilasciwosci, a mianowicie takiej, ze 3,6-dipentoksyftalonitryl nie ulega reakcji
autotetrameryzacji do ftalocyjaniny typu Ay, a jedynie wspottworzy makrocykle typu A;B;
i A3B, w obecnosci drugiej, mniej zattoczonej przestrzennie pochodnej maleonitryla lub
o-ftalonitryla. Jest to bardzo wazny substrat do syntezy zwigzkéw typu AsB, poniewaz,
ze wzgledu na to, ze nie ulega reakcji makrocyklizacji do ftalocyjaniny typu Ay, duzo
tatwiejsze jest oczyszczanie i izolacja pozadanego makrocykla. Ciekawa wlasciwoscia
spektroskopowa uzyskanych tribenzoporfirazyn jest to, ze mimo jedynie drobnych réznic
strukturalnych, XV i XVI réznig si¢ znaczgco w zakresie pasma Q. Zwigzek XVI wykazuje
trzy wyraznie zaznaczone maksima absorpcji, podczas gdy XV posiada jedynie dwa maksima.
Celem okreslenia, czy jest to spowodowane wymuszong planarnoscig w tym fragmencie
czgsteczki (grupy metylowe sa potaczone ze sobg w XV, przez co uniemozliwiona jest ich
rotacja) autorzy wykonali eksperyment obliczeniowy. Wykazano, ze grupy metylowe w obu
przypadkach przyjmuja niemal identyczne potozenie w przestrzeni i sg tylko minimalnie
odchylone od ptaszczyzny makrocykla, a réznice w ich widmach absorpcji sg spowodowane
réznicami w symetrii zajetych orbitali molekularnych.

W zwiazku z rozwojem techniki, poszukuje si¢ nowych zwigzkéw o interesujacych
wlasciwosciach elektronowych, w tym donorowo-akceptorowych. W ten trend wpisuja si¢
poszukiwania nowych tribenzoporfirazyn siarkowych XVII-XX z przytaczonymi

do peryferium podstawnikami posiadajacymi w swojej strukturze tetratiafulwalen (Ryc. 8).

S- C12H25

iz =X
; S- C12H25
_ N—M—N _ N—M—N I = I
t S=CyoHys
N NY \[ Y=—=( I
XVII M =2H $=CaaHas XIX M=2H
XVII M= Mg XX M=Mg

Ryc. 8. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn z tetratiafulwalenem XV11-XX.
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Yin i wsp. uzyskali tribenzoporfirazyng sulfanylowa, w strukturze ktorej znajduja sig
dwie takie grupy [25]. Poza dos¢ rozbudowang synteza pochodnej dimerkaptomaleonitryla,
w pracy przedstawiono charakterystyke fizykochemiczng, w szczeg6lnosci elektrochemiczng
tribenzoporfirazyn XVII i XVIII. Ponadto, magnezowa pochodna XVIII zostala poddana
ocenie podatnosci na agregacje w tetrahydrofuranie (THF) i N,N-dimetyloformamidzie
(DMF), nie wykazujac podatno$ci na ten proces. Zblizone badania przeprowadzit takze zespot

badawczy Guo i wsp. [26]. Autorzy uzyskali magnezowa i demetalowang siarkows
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tribenzoporfirazyne potaczong z jedna jednostka tetratiafulwalenu poprzez tioeter
12-korona-4. Zwiazki XIX i XX zostaty scharakteryzowane fizykochemicznie, a ze wzglgdu
na cickawe wlasciwosci elektrochemiczne XX, autorzy dodatkowo przeprowadzili prace
obliczeniowe celem lepszego zrozumienia struktury elektronowej i wyjasnienia uzyskanych

wynikow.

3.1.3.2. N-tribenzoporfirazyny (tribenzoporfirazyny azotowe)

W latach 90. Kudrevich i wsp. poszukujac nowych fotosensybilizatorow
dla potencjalnych zastosowan w PDT, poddali trisulfonowang subftalocyjaning reakcji
ekspansji pierscienia w reakcji z pochodnymi diiminoizoindoliny [27]. Jednym z otrzymanych
produktow byla pirazynotribenzoporfirazyna XXI i jej pochodna metaliczna
ze skoordynowanym jonem cynku XXII (Ryc. 9). Co jest interesujgce, obecno$é¢ grup
sulfonowych sprawita, ze uzyskane produkty charakteryzowaly si¢ rozpuszczalnoscia

w wodzie, metanolu i DMF.

n L A~/ | \ \N
e
8 XXl M=2H

Osg XXl M=Zn

Ho ©
Ryc. 9. Budowa chemiczna rozpuszczalnych w wodzie porfirazyn XXI i XXI11 otrzymanych
przez Kudrevich i wsp. [27].

Ze wzgledu na obiecujacg rozpuszczalno$¢ oraz amfifilowy charakter, XXII
wraz z innymi pochodnymi asymetrycznymi zostal poddany badaniom biologicznym
majacym na celu oceng potencjalnego zastosowania w PDT — zaréwno w warunkach in vitro
(linia komoérkowa EMT-6, mysi rak sutka), jak i in vivo na modelu zwierzecym (myszy).
Pewnym mankamentem badan okazato si¢ stabe przetozenie uzyskanych wynikoéw
aktywnosci fotodynamicznej in vitro i in vivo.

Pirazynotribenzoporfirazyny byly takze obiektem zainteresowania Zimcika i wsp.,
ktorzy otrzymali magnezowe i cynkowe kompleksy XXII i XXIV [28]. W tym jednak
przypadku, pierScien pirazynowy zostal dodatkowo sprzezony z pierScieniem fenylowym

(Ryc. 10). Poza syntezg, w pracy przedstawiono charakterystyke fizykochemiczng i oceng
wlasciwos$ci spektralnych makrocykli. Makrocykl XXIV zostat takze poddany modyfikacji
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w obrebie grupy kwasowej, celem sprawdzenia mozliwo$ci jego zastosowania w ewentualnej

terapii celowanej [29,30].
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Ryc. 10. Budowa chemiczna pochodnych pirazynotribenzoporfirazyn XXIH1-XXXIV.

Tribenzoporfirazyny pirazynowe byly przedmiotem badan Vachovej i wsp., ktorzy
otrzymali seri¢ zwigzkéw zawierajacych rozne kationy metali XXV-XXX [31]. Wazng
wlasciwoscig uzyskanej serii porfirazyn, wynikajaca z ich charakterystyki fotochemicznej,
okazata si¢ lepsza zdolnos¢ do generowania tlenu singletowego przez pochodne tribenzo-
w porownaniu do analogicznych tetrapirazynoporfirazyn.

Kan i wsp. otrzymali pirazynotribenzoporfirazyny z rozbudowanym ukladem
sprzezonych pierscieni aromatycznych [32]. W reakcji makrocyklizacji 4,5-dibutoksy-1,2-
dicyjanobenzenu [ 10,12-diimino-11H-pirolo[3,4-b]dipirydo[3,2-f:2°,3’-h]chinoksaliny
uzyskali tribenzoporfirazyny XXXI i XXXII sprzezone z uktadem fenantroliny (Ryc. 10).

Warto doda¢, ze XXXI uzyskano w postaci krysztatéw (z mieszaniny chloroform/metanol),
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ktore w zdjeciu pozyskanym z mikroskopu elektronowego przybraty strukture nanodrutow.
Powyzsze nanostruktury w kolejnych badaniach wykazaly si¢ wlasciwosciami
potprzewodnikowymi. Zwiagzek zblizony pod wzgledem budowy chemicznej, jednak
z podstawnikami 2,6-di(propan-2-ylo)fenoksylowymi otrzymali Martynov i wsp. (zwiazek
XXXI na Ryc. 10) [33]. Ze wzgledu na interesujgce whasciwosci spektralne (nietypowe
widmo absorpcyjne w zakresie fal widzialnych), autorzy wykonali takze obliczenia
teoretyczne. Stwierdzono, ze w roztworze wystepuje tylko jeden tautomer o réwnocennych
grupach NH w rdzeniu makrocykla. Pochodne pirazynotribenzoporfirazyn z silnie
skoniugowanym uktadem elektronowym byly réwniez obiektem badan Pan i wsp. [34], ktorzy
otrzymali migdzy innymi XXXIV, tribenzoporfirazyne zawierajaca w strukturze uktad pirenu
sprzezony z pierscieniem pirazyny (Ryc. 10). Poza pelng charakterystyka fizykochemiczna,
obejmujacg takze elektrochemiczng, autorzy uzyskali monokrysztat XXXIV, ktory poddali

%“?EE“?

takze rentgenostrukturalnej.
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Ryc. 11. Budowa chemiczna dimeréow porfirazynowo-porfirynowych XXXV, XXXVI
I bisporfirazynowego XXXVII.

Dazenie do rozbudowy uktadu makrocyklicznego zaowocowato synteza dimeru
porfirazynowo-porfirynowego XXXV i jego dicynkowej pochodnej XXXVI (Ryc. 11) [35].
Tak duze struktury planarne sg w znacznym stopniu narazone na agregacje,
czemu przeciwdziala¢ mial w zamysle autoréw dobor podstawnikow peryferyjnych
charakteryzujacych si¢ zawadg steryczng. Oba zwigzki zastaly scharakteryzowane
pod wzgledem fizykochemicznym, a ich wtasciwosci elektrochemiczne i optyczne porownano
z niepotaczonymi czasteczkami porfirazyny 1 porfiryny. Zblizong strukture, jednak sktadajaca
si¢ z dwodch jednostek tribenzoporfirazynowych sprzezonych wspolnym pierScieniem
pirazynowym XXXVII uzyskali Wang i wsp. [36]. Synteza tego zwigzku zostala

zaprojektowana technikami obliczeniowymi DFT (density functional theory - ang. teoria
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funkcjonatu gestosci). Polaczenie technik eksperymentalnych i obliczeniowych otworzyto
droge do pehiejszego zrozumienia mechanizmu powstawania dimeru XXXVII.
Goslinski 1 wsp. otrzymali tribenzoporfirazyng  podstawiong lancuchami

o-fluoroalkilowymi [37] (Ryc. 12).
IR J S

XXXV

Ryc. 12. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyny fluorowanej XXXVIII.

Podczas syntezy pochodnej diaminomaleonitryla, substratu do otrzymania XXXVIII,
napotkano na interesujacy problem preparatywny. W ostatnim etapie $ciezki syntetycznej,
podczas metylowania drugorzedowych atomow azotu 2,3-bis[(pirydyn-3-
ylometylo)amino]but-2-enodinitryla, siarczan(IV) dimetylu zamiast dziata¢ metylujaco okazat
si¢ akceptorem jonu wodorkowego, prowadzac do odwodornienia wspomnianej aminy
drugorzedowej do iminy. Celem wyjasnienia tego zjawiska zastosowano techniki chemii
obliczeniowej. Dodatkowo, porfirazyng XXXVIII poddano ocenie zdolnosci koordynacji
jonéw palladu przez heteroatomy peryferyjnych ugrupowan pirydylowych oraz zbadano jej
wlasciwosci solwatochromowe.

Donzello i wsp. uzyli réwniez w reakcjach makrocyklizacji wspomnianego wczesniej
3,6-dipentoksyftalonitryla. Poddanie tego zwigzku reakcji kondensacji
z 3,4-dicyjano-1,2,5-tiadiazyng pozwolito na izolacje serii makrocykli sprzgzonych
z pierScieniem tiadiazynowym [38], w tym tribenzoporfirazyn XXXIX oraz XL (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn ze sprzezonym z pierscieniem
1,2,5-tiadiazyny XXXIX i XL.

Ze wzglgdu na rozng nature podstawnikow — pierScienie: z ugrupowaniami

n-pentoksylowymi (wlasciwosci elektronodonorowe), tiadiazol (whasciwosci

19



3. CZESC LITERATUROWA

elektronoakceptorowe) — zaobserwowano bardzo cickawe wlasciwos$ci spektralne i kwasowo-
zasadowe, a uzyskane struktury krystalograficzne dodatkowo wzbogacity pracg. Uzyskana
seria porfirazyn, a miedzy nimi réwniez XXXIX, zostaly poddane dalszym badaniom
z wykorzystaniem technik spektropotencjometrycznych oraz technik obliczeniowych
przez Sheinin i Ivanovg [39].

Do tematyki syntezy porfirazyn typu solitaire dotaczyta tez grupa badawcza Ikeue
I wsp. [40]. Poprzez otwarcie pierScienia selenadiazolowego (deselenacja) w strukturze
tribenzoporfirazyny i dalszag modyfikacje chemiczng wolnych grup aminowych, uzyskali oni
szereg pochodnych chelatujagcych jony niklu 1 miedzi, a takze wanadu w peryferium
makrocykla, przy jednoczesnym wigzaniu jonu metalu w centrum koordynacyjnym — takiego

samego lub innego niz w peryferium (Ryc. 14).

N=>yZ N (ig iﬁ/o E?

Ryc. 14. Budowa chemiczna porfirazyn typu solitaire otrzymanych przez Ikeue i wsp. [40].

Z kolei grupa Donzello i wsp. podjeta si¢ prac syntetycznych zmierzajacych
do otrzymania tribenzoporfirazyny sprzgzonej z pierScieniem 1,4-diazepinowym [41].
Uzyskanie tej pochodnej mozliwe bylo poprzez reakcje kondensacji pochodnej 2,3-dicyjano-
1,4-diazepiny z dziesigciokrotnym molowym nadmiarem 1,2-dicyjanobenzenu (Ryc. 15).
Autorzy zastosowali r6zne warunki reakcji, co pozwolito na otrzymanie i scharakteryzowanie

diazepinotribenzoporfirazyny XLI i jej kompleksu magnezowego XLII.

N=Nx N O NNy N
BXLI M=2H 8

XLII M=Mg XLl
Ryc. 15. Budowa chemiczna diazepinotribenzoporfirazyn XLI1, XLII otrzymanych przez

Donzello i wsp. wraz z produktem ubocznym tetrameryzacji XLI, czyli XLI11 [41,42].
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Zastosowanie w tym przypadku tak znaczgcego nadmiaru 1,2-dicyjanobenzenu
pozwolilo na otrzymanie niemal wylacznie pochodnej AszB (poza niepodstawiong
ftalocyjaning), jedynie $ladowe ilosci pochodnych typu A,B, byly obecne w mieszaninie
poreakcyjnej, ale mozliwe bylo ich usuni¢cie metodami chromatograficznymi. Uzyskany
zwigzek wystgpowal po krystalizacji jako monohydrat. Autorzy poszerzyli dodatkowo swoje
badania o spektrometri¢ mas. Ze wzglgdu na nature pierScienia 1,4-diazepiny moze ona
wystepowa¢ w postaci dwoch tautomerow: enaminy (1H) i diiminy (6H). Obliczenia
chemiczne podjete dla zglebienia tego zagadnienia wykazaty, ze forma diiminy jest
termodynamicznie bardziej stabilnym tautomerem, co potwierdzono takze eksperymentem
NMR w podwyzszonej temperaturze, gdzie odnotowano pojawienie si¢ dwoch sygnalow
od atomu wodoru aksjalnego i ekwatorialnego grupy CH, w pozycji 6. Podczas syntezy
zwigzku XLI, Malyasova i wsp. uzyskali dodatkowo inny zwigzek makrocykliczny [42],
ktory na podstawie analizy NMR i spektrometrii mas zostat zidentyfikowany jako pochodna
XLII. W strukturze tego zwigzku mozna zauwazyC pierScien pirazynowy, ktory jest
wynikiem kontrakcji piericienia diazepiny z jednoczesng eliminacja podstawnika fenylowego.

Goslinski i wsp. kontynuujac te tematyk¢ badawczg, otrzymali nowa pochodng
diazepinotribenzoporfirazyny XLIV (Ryc. 16) [43], ktéra W pozycjach 5 i 7 pierScienia
diazepiny posiada podstawniki podstawniki fenylowy i 3,4,5-trimetoksystyrylowy. W pracy
omoéwiono takze synteze i wilasciwosci fizykochemiczne tribenzoporfirazyny cynkowej
podstawionej ugrupowaniem estrowym w pozycji C6 pier§cienia uwodornionej 1,4-diazepiny
XLIV.

N=Nx N
gxuv

Ryc. 16. Budowa chemiczna pochodnych diazepinotribenzoporfirazyny XLIV i XLV [43].

Badania syntetyczne ograniczono do porfirazyny XLIV, gdyz uzycie w reakcji
makrocyklizacji niesymetrycznego diazepinodinitryla prowadzitoby najprawdopodobniej
do mieszaniny izomerow podstawienia (tzw. randomerow) typu A4, trudnych do rozdzielenia
podczas chromatografii kolumnowej. W przypadku XLV wybor zwigzku do badan typu AsB

byt podyktowany pojawieniem si¢ chiralnosci centrosymetrycznej wegla w pozycji C6.
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Tribenzoporfirazyna XLIV zostala uzyta przez Piskorza i wsp. do oceny aktywnosci
fotodynamicznej na liniach komoérek nowotworowych raka kolczystokomorkowego jamy
ustnej HSC-3 1 H413 [44]. Eksperymenty te wykazaly wysoka aktywnos¢ fotodynamiczng
tribenzoporfirazyny w stanie wolnym przy jednoczesnej niskiej toksycznosci bez naswietlania
— wartos¢ 1Csp wzgledem HSC-3 wyniosta 129 umol/dm3. Ze wzgledu na stabag
rozpuszczalno$¢ makrocykla w wodzie, autorzy zwrocili si¢ w kierunku zastosowania
réznych formulacji liposomalnych jako no$nika dla tribenzoporfirazyny. Dzigki
wykorzystaniu liposomoéw, mozliwe byto uzyskanie nizszych wartosci ICso (az do 0,045
umol/l) przy stwierdzonej jednoczesnej niskiej toksycznosci bez naswietlania. Dodatkowo, na
podstawie fluorescencji mozliwa byta ocena lokalizacji tribenzoporfirazyny w komorkach

nowotworowych — przede wszystkim w obrebie mitochondriow.

3.1.3.3. O-tribenzoporfirazyny (tribenzoporfirazyny tlenowe)

Ostatnia — 1 najmniej liczng — grupa zwigzkow sa tribenzoporfirazyny taczace si¢
Z podstawnikami cze$ci peryferyjnej przez atom tlenu. Warta wspomnienia jest publikacja
Trivedi i wsp. [45], wykonana w ramach prac grupy badawczej profesorow A. G. M. Barretta
i B. M. Hoffmana. W pracy przedstawiono metod¢ oczyszczenia i charakterystyke
fizykochemiczng prawie wszystkich mozliwych makrocykli powstajacych w  reakcji
mieszanej tetrameryzacji pochodnej maleonitryla i pochodnej o-ftalonitryla [45], z ktorych
jeden jest zwigzkiem chiralnym. Ws$rdéd tych pochodnych znalazia si¢ rowniez

tribenzoporfirazyna demetalowana XLV oraz koordynujaca jon cynku XLVII (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Budowa chemiczna pochodnych tribenzoporfirazyn tlenowych XLVI i XLVII [45].

Autorzy otrzymali i rozwigzali strukture krystalograficzng XLVII, w ktérej wystepuje
deformacja pier§cienia makrocyklicznego ze wzgledu na zawadg steryczng wywotywanag
przez podstawniki izopropoksylowe przy pierscieniach benzenowych. Fakt ten wyjasnia
takze, dlaczego zastosowanie 1,2-dicyjano-3,6-bis(2-propoksy)benzenu  faworyzuje
powstawanie pochodnych typu trans-A;B,. Wszystkie otrzymane makrocykle probowano

wbudowa¢ w liposomy i oceni¢ ich aktywno$¢ w badaniach in vitro wzgledem komorek A549
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(ludzki gruczolakorak) oraz WI-38 VAL13 (nienowotworowe fibroblasty). Stwierdzono
jednak, ze tribenzoporfirazyny charakteryzowaly si¢ bardzo stabym generowaniem tlenu
singletowego, niska rozpuszczalno$cia w wodzie oraz niemozno$cig zastosowania
w formulacji liposomalnej. Warto jednak podkresli¢, ze makrocykle XLVI i XLVII

wykazywaly najwyzszg fluorescencje wsrod serii badanych porfirynoidow.

3.2. Dendrymery

Jak juz wspomniano wczesniej, podstawniki peryferyjne z duza zawada przestrzenng
zmniejszaja prawdopodobienstwo wystapienia agregacji zwigzkow makrocyklicznych.
Pod tym wzgledem korzystne wydaje si¢ wykorzystanie dendrymerow, ktore poza bodowa
chemiczng charakteryzuja si¢ rowniez bardzo ciekawymi wlasciwosciami o potencjalnym
zastosowaniu w chemii medycznej.

Dendrymery to rodzaj polimerow, ktore wyrdzniajg si¢ tym, ze sg silnie rozgal¢zione,
maja ksztalt w przyblizeniu kulisty, a ich struktura jest $cisle zdefiniowana. Po raz pierwszy
zostaty zsyntezowane w 1978 roku [46], wzbudzajac =zainteresowaniec W naukach
chemicznych i w obszarze chemii medycznej. Poza znaczacymi zdolnosciami do tworzenia
kompleksow (tzw. dendripleksow) z innymi czasteczkami — w tym z lekami — same
dendrymery per se roéwniez wykazuja aktywno$¢ biologiczng [47]. Mozliwo$¢é niemal
nieograniczonej modyfikacji ich struktury i szeroki wachlarz potencjalnych zastosowan
sprawiaja, ze ciesza si¢ One niestabngcym zainteresowaniem naukowcoéw z calego $wiata

pracujacych w wielu dziedzinach nauki.

3.2.1. Budowa dendrymeréw
W budowie chemicznej dendrymeréw mozna wyr6zni¢ trzy podstawowe fragmenty:
rdzen dendrymeru, dendrony, czyli poszczegélne ,,gatezie” odchodzace od rdzenia oraz grupy

koncowe (Ryc. 18).

-
grupa korficowa

rdzen dendrymeru
GO0
G1

Ryc. 18. Schemat budowy dendrymeru.
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Rdzen dendrymeru moze stanowi¢ jedynie rusztowanie, na ktérym wsparte sg dendrony
— na przyktad atom azotu w dendrymerach poli(amidoaminowych) (PAMAM) — ale tez sam
w sobie moze by¢ tez czasteczka aktywng biologicznie [48,49]. W przypadku
farmakologicznie aktywnego rdzenia, przylagczone do niego dendrony mogg petni¢ kilka
funkcji, na przyktad zapewnia¢ lepsza rozpuszczalno$¢, ostania¢ rdzen przed czynnikami,
ktore wptywaja na jego trwato$é, petnic¢ funkcje biologiczng i inne. W przypadku uzycia jako
rdzenia dendrymeru makrocykla porfirynoidowego, porfiryny lub ftalocyjaniny, zastosowanie
dendronéow wptywa na poprawe jego rozpuszczalno$ci, a takze ograniczenie agregacji
zwigzanej z rozbudowanym planarnym pierscieniem bogatym w sprz¢zone wigzania wt [50].

Poszczegdlne dendrony sg zbudowane z monomeréw w ten sposob, ze kazde kolejne
rozgatezienie daje w efekcie nowa generacje dendrymeru (poczynajac od generacji zerowej,
GO0), przy jednoczesnej multiplikacji liczby grup terminalnych. W przypadku dendronu typu
AB; kazda rozbudowa o jednga generacje zwicksza liczbe grup koncowych dwukrotnie,
w dendronach ABj — trzykrotnie. Ten wyktadniczy wzrost umozliwia szybkie wzbogacenie
struktury dendrymeru w okre$long liczbe — mozliwych do sfunkcjonalizowania — grup
koncowych. W przypadku zastosowania biodegradowalnych polaczen monomerow (np. grupy
estrowe), dendrymer moze by¢ pomocny jako system do przedtuzonego uwalniania danego
leku. Inne potencjalne zastosowania dendrymerdéw obejmujg terapi¢ celowang, Kiedy to lek
lub inna czasteczka sg uwalniane z przestrzeni migdzy dendronami w $rodowisku
o okreslonych wtasciwosciach, np. pH albo w obecnos$ci okreslonych enzymow.

a b przeciwcialo

czasteczka leku
kwas

czastka nukleinowy

celujaca

M+

. jon metalu
Inne ® barwnik

® PEG

jon metalu

enzym czasteczka leku
Ryc. 19. Metody funkcjonalizacji dendrymeru i mozliwosci jego wykorzystania jako no$nika
wykorzystujac (a) wewnetrzne przestrzenie i (b) peryferyjne grupy funkcyjne. PEG —

polietylenoglikol.

Grupy koncowe dendrymeru wystepuja na zakonczeniach dendronéow i mogg by¢

w niemal dowolny sposob modyfikowane (Ryc. 19). Co bardzo wazne — niejednokrotnie
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do grup koncowych dendrymerow sa przylaczane kowalencyjnie zwigzki aktywne,
ktore ulegaja uwolnieniu w okreslonych warunkach. Dobrym przykladem takiego dziatania
jest dendrymer z 18 czasteczkami kwasu 5-aminolewulinowego przytaczonymi
do peryferyjnych grup terminalnych, co ufatwia jego podanie i ewentualng dystrybucje
w organizmie [51]. Znane sg takze procedury syntetyczne umozliwiajgce modyfikacje nie
wszystkich, a jedynie cze$ci grup koncowych, dzigki czemu mozliwe jest otrzymanie
dendrondéw sfunkcjonalizowanych zaréwno substancjami aktywnymi, czastkami do terapii
celowanej a takze zwigzkami fluoryzujgcymi, co probuje sie¢ wykorzystywaé zar6wno

w terapii, jak i w diagnostyce [52].

3.2.2. Zastosowania dendrymerow w chemii medycznej i farmacji
3.2.2.1. Dendrymery w terapii przeciwnowotworowej

Dendrymery w zwigzku ze swoimi wyrdzniajacymi si¢ wlasciwosciami tworzenia
dendripleksoéw sg brane pod uwage jako nosniki lekow, w tym lekow przeciwnowotworowych
[5,53]. Wykorzystanie dendrymerdéw jako nosnikow lekow albo jako postaci leku wigze sig
z dluzszym czasem uwalniania substancji leczniczej z ich potaczen (kompleksoéw) z lekami
i mozliwym w zwigzku z tym do uzyskania przedtuzonym dziataniem. Dodatkowo,
dendrymery wykazuja wtasciwos$¢ solubilizowania wielu zwigzkow, z ktorymi znajduja si¢
w mieszaninach w roztworze, umozliwiajac sporzadzanie bardziej stezonych formulacji.
Wykorzystanie r6znych czasteczek celujacych, ukierunkowanych na komorki nowotworowe
(np. kwasu foliowego), zwigksza selektywnos¢ tych polaczen w  terapiach
przeciwnowotworowych. W wielu przypadkach dalo si¢ réwniez zaobserwowal wyzsza
biozgodno$¢ formulacji dendrymerycznych w poréwnaniu z wolnym lekiem, co w znaczacy
sposob zmniejsza toksyczno$¢ takiej terapii dla zdrowych komorek i ogranicza dziatania
niepozadane. Rowniez zastosowanie potaczen kowalencyjnych dendrymerow z lekami
z uzyciem wigzan estrowych pozwolito na uzyskanie form prolekowych i ich aktywacji
w miejscu dziatania.

Sposréd dendripleksow, ktore zostaly jak dotad najlepiej przebadane, wyrdzniajg si¢
przede wszystkim kompleksy dendrymerow z lekami, takimi jak doksorubicyna, cisplatyna
i metotreksat. W przypadku tych substancji aktywnych zastosowanie formulacji
dendrymerycznej spowodowato obnizenie toksyczno$ci oraz zwigkszato aktywno$¢ dziatania

[47].
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3.2.2.2. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa dendrymerow

Tak, jak w przypadku terapii nowotworowej, rowniez W poszukiwaniach nowych
efektywnych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu w terapii chorob zakaznych, duzym
zainteresowaniem cieszg si¢ dendrymery jako nos$niki lekow przeciwdrobnoustrojowych.
W tym wilasnie celu przebadano wiele komplekséw dendrymer-lek, przy czym badane leki
wykazywaly roznorodng aktywno$¢ — przeciwbakteryjng (np. tobramycyna [54],
azytromycyna [55], nanosrebro [56]), przeciwgrzybicza (np. nystatyna [57], przeciwgrzybicze
azole [58]), przeciwpasozytniczg (np. Amfoterycyna B [59]). W przypadku terapii chorob
zakaznych, duzo silniej zaznaczata si¢ aktywno$¢ wilasna dendrymerow. Najlepiej
przebadanym i najlepiej poznanym jest dzialanie przeciwwirusowe dendrymerow,
ktore dzigki odpowiedniej strukturze 1 wysokiemu tadunkowi zgromadzonemu
na powierzchni sg w stanie neutralizowa¢ wirusy i zapobiega¢ zakazeniom przez
nie wywolywanym [60]. Ta wiasciwosé zostata wykorzystana w VivaGel® — jedynym jak
dotad leku na bazie dendrymerow, ktory obecnie pomyslnie zakonczyt druga faze badan
klinicznych, jako miejscowy preparat zapobiegajacy zakazeniu wirusem HIV.

Rownie intensywne sg prace w zakresie aktywnosci wilasnej dendrymerdéw przeciwko
bakteriom [61], a w mniejszym stopniu wzglgdem grzybéw i pasozytow [62,63].
W dendrymerach, dzigki wielu powtdrzeniom fragmentu strukturalnego o okres§lonej
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej, mozliwe jest osiggnigcie w badaniach in vitro efektu
terapeutycznego doréwnujacego handlowo dostepnym preparatom, a nawet je pod tym

wzgledem przewyzszajacym.

3.3. Terapia fotodynamiczna chorob nowotworowych oraz skierowana przeciw
drobnoustrojom

Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. photodynamic therapy) jest metoda leczenia choréb
nowotworowych, ktéra opiera si¢ na dziataniu fotosensybilizatora, Swiatta, tlenu singletowego
(*O,) i wolnych rodnikéw na tkanki, komorki i sktadniki komérkowe (Ryc. 20a) [3]. ROS
wykazujg silnie utleniajace dziatanie wzgledem zwigzkow organicznych (w komorce
1 poza), niejednokrotnie degradujagc je 1 uniemozliwiajgc ich ponowne wykorzystanie.
Niestety, tlen singletowy charakteryzuje si¢ bardzo krotkim czasem Zycia 1 niemozliwe jest
jego przechowywanie. Z tego tez powodu zastosowanie PDT jest mozliwe jedynie wtedy,
kiedy *O, jest wytwarzany in situ wewnatrz organizmu pacjenta.

Tlen singletowy tworzy si¢ w reakcji fotodynamicznej po zadziataniu trzech czynnikow:

(i) fotouczulacza (Ps, ang. photosensitizer) o odpowiednich wiasciwosciach, (ii) Swiatta
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o diugosci fali zdolnej do wzbudzenia Ps, (iii) tlenu rozpuszczonego w tkankach.
W terapii fotodynamicznej, gdy Ps (pierwszy czynnik) jest ordynowany pacjentowi,
a nastepnie ulega dystrybucji, w zalozeniu, co jest najbardziej pozadane, do komorek
nowotworowych. Nawet w najbardziej ztosliwych nowotworach, przy bardzo silnej hipoks;ji,
tlen (drugi czynnik) jest obecny w okoto 1-2% w postaci rozpuszczonej jako tlen trypletowy
%0, (tlen w podstawowej formie) [64]. Po na$wietleniu (trzeci czynnik) odpowiednia
dlugoscia fali elektromagnetycznej, nastepuje wzbudzenie fotouczulacza, ktory przechodzi
na wyzszy energetycznie singletowy stan wzbudzony, a niekiedy po przejsciu
miedzysystemowym na stan wzbudzony trypletowy. Energia wzbudzonego Ps moze by¢
uwolniona na kilka sposobow, ale najwazniejsza dla PDT jest mozliwo$¢ przeniesienia jej
na tlen trypletowy, przez co z kolei %0, przechodzi na wyzszy energetycznie stan singletowy
— dajac w efekcie tlen singletowy (‘O2) (Ryc. 20b).

a PODANIE
DYSTRYBUCIA

NASWIETLANIE

s, Ma——r . 0, '0,
L

So

Ryc. 20. Schematyczne przedstawienie (a) terapii fotodynamicznej i (b) reakcji

fotodynamicznej.

Jak wspomniano wcze$niej, energia zaabsorbowana przez Ps moze zosta¢ przez niego
oddana na kilka sposobow, m.in. na drodze fluorescencji, fosforescencji, drgan (wytwarzania
ciepta), dlatego bardzo wazng wtasciwoscig Ps badanych w kierunku PDT jest ich zdolnos¢
do generowania tlenu singletowego. Poza tym, wazng cechg fotouczulacza jest jego widmo

absorpcji $wiatta — maksimum absorpcji powinno znajdowac si¢ w zakresie pomigdzy 600
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a 800 nm. Jest to zwigzane z tym, ze w tym zakresie §wiatto charakteryzuje si¢ najwigksza
przenikalnoécia przez tkanki (Ryc. 21). Swiatto o dlugosci fali ponizej 600 nm jest
absorbowane przez naturalnie wystepujace w organizmie ludzkim chromofory porfirynowe —
przede wszystkim hem i inne metaloproteiny [3]. Wraz ze wzrostem dlugosci fali Swiatta
powyzej 800 nm, nastgpuje wzmozona jego absorpcja przez czasteczki wody, co rowniez
zmniejsza jego przenikalnos¢ do tkanek lezacych glebiej. Szacuje sie, ze $wiatto w zakresie
600-800 nm moze przenika¢ nawet do 2 cm w glab tkanek. Dlatego tez ten zakres w PDT

okresla sie czesto mianem okna terapeutycznego.
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Ryc. 21. Schematyczna kompilacja absorpcji $wiatta przez rézne chromofory. Linia

przerywana przedstawia tzw. okno terapeutyczne w zakresie 600-800 nm.

Czynnikiem odpowiedzialnym za powodzenie PDT, ktory mozna najlatwiej
modyfikowaé, jest fotosensybilizator. Dlatego tez tak wiele uwagi poswieca si¢ syntezie
fotosensybilizatorow celem pdzniejszego wykorzystania w terapii  fotodynamicznej.
Mimo znacznych wysitkow nie zdotano jak na razie zsyntezowaé¢ idealnego
fotosensybilizatora, ktorego najbardziej pozadanymi wlasciwosciami sg [65]: (i) czysto$¢

chemiczna, dobrze zdefiniowana struktura, tatwa do przeprowadzenia synteza; (ii) wysoka




3. CZESC LITERATUROWA

wydajnos¢ kwantowa generowania tlenu singletowego (najlepiej powyzej 0,50);
(iii) absorbcja $wiatla w oknie terapeutycznym (preferencyjnie posiadania w tym zakresie
maksimum absorpcji); (iv) kumulacja w miejscu docelowym (komoérkach nowotworowych);
(v) niewykazywanie toksycznosci bez na$wietlania, dotyczy rdéwniez metabolitow;
(vi) trwato$¢ podczas przechowywania, a takze w organizmie przed naswietlaniem;
(vii) pozadany charakter hydrofilowo-lipofilowy, przektadajacy si¢ na droge podania
I wydalanie z organizmu po zakonczonej terapii.

Na podstawie tak sformutowanych wiasciwosci idealnego fotouczulacza, obechie
wyrdznia si¢ dwie generacje fotouczulaczy w PDT [66]. Podziat ten jest w znacznym stopniu
umowny, podobnie jak rowniez ewentualne wyrdznianie lekow trzeciej generacji.
Do generacji pierwszej zalicza si¢ fotouczulacze, pochodne hematoporfiryny, jak stosowany
obecnie w lecznictwie Photofrin®, ktéry nie ma sprecyzowanej struktury (Ryc. 22), ale jest
mieszaning pochodnych hematoporfiryny otrzymanych w procesie technologicznym przez
kolejno nastepujace po sobie procesy acetylowania i hydrolizy [65]. Photofrin®, Ps pierwszej
generacji, wykazuje stabg absorpcj¢ $wiatlta w zakresie okna terapeutycznego, dlatego moze
by¢ stosowany do terapii siggajacej w glab tkanki nie wigcej niz na 3 mm. Silnie zaznaczona
jest tez jego niska specyficznos¢ wzgledem komorek nowotworowych skutkujaca
fotouczulajagcym dziataniem na skore pacjenta utrzymujacym si¢ do 10 tygodni po terapii.
Wady te jednak nie powstrzymaty przed wprowadzeniem tego leku do leczenia nowotworow
m.in. pgcherza moczowego, raka szyjki macicy i nowotwordw glowy 1 szyi, a to przede
wszystkim ze wzgledu na niewiele dziatah niepozadanych (poza wspomnianym dzialaniem
fotouczulajacym) oraz wysoka wydajnos¢ generowania tlenu singletowego (0,89),
co zapewnia w konsekwencji skutecznosc¢ i bezpieczenstwo stosowania.

Druga generacja fotosensybilizatorow jest zdecydowanie liczniejsza. Nie ogranicza si¢
jedynie do pochodnych porfiryny, ale obejmuje rowniez inne grupy chemiczne [65]. Wybrane
leki drugiej generacji przedstawiono na Ryc. 22. Ogoélng cecha drugiej generacji
fotosensybilizatorow i tym, co je odroznia od generacji pierwszej, jest $cisle zdefiniowana
struktura chemiczna, zwigkszona selektywnos$¢ wzgledem komoérek nowotworowych i lepsze
wilasciwosci spektralne. Bardzo ciekawym podejsciem w tej kwestii jest stosowanie 5-ALA
(kwas 5-aminolewulinowy), ktory jest zwiazkiem naturalnie wystepujacym w organizmie
ludzkim. Fizjologicznie zwigzek ten jest prometabolitem, ktéry przeksztatcany jest
do protoporfiryny IX, a dalej do hemu i w przypadku dostarczenia go do komorek
nowotworowych  powoduje powstanie nadmiernych ilosci  protoporfiryny  IX,

ktéra w przypadku niedoboru jonow Zelaza w $rodowisku komorkowym nie moze ulec
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dalszym przemianom. Protoporfiryna IX moze by¢ z kolei wykorzystana do prowadzenia
terapii  fotodynamicznej. Dodatkowo wykazuje silng fluorescencje, co umozliwia
wykorzystanie 5-ALA do diagnostyki. Fakt, ze oba te zwiazki wystgpuja rowniez naturalnie
w organizmie ludzkim sprawia, ze ich stosowanie nie jest obarczone tak silnymi dziataniami
niepozadanymi. Z drugiej strony, niestety, protoporfiryna IX charakteryzuje si¢ mato

korzystnymi wtasciwos§ciami spektralnymi, co ogranicza jej wykorzystanie w PDT.
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Ryc. 22. Wybrane komercyjnie dostepne fotouczulacze do PDT.

Obserwujac, jakie kluczowe znaczenie maja wlasciwosci farmakodynamiczne
fotosensybilizatoro6w, nie mozna nie zauwazy¢, jak wiele fotosensybilizatoréw ,,utkngto”
w trakcie prob klinicznych [67]. Wiele jest zwiazkow chemicznych, ktore literaturowo
charakteryzujg si¢ bardzo dobrymi wiasciwosciami predysponujacymi je do stania si¢

fotosensybilizatorami w PDT [68,69]. Niestety, po pierwszej lub drugiej fazie badan
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klinicznych dalsze studia kliniczne sg zarzucane. Kilka takich zwigzkow przedstawiono
na Ryc. 23.

Obecnie prowadzone badania dotyczg takze opracowania fotosensybilizatorow trzeciej
generacji. Postuluje sie, ze Ps trzeciej generacji muszg charakteryzowaé si¢ wysoka
specyficznoscig (najlepiej dla potrzeb terapii celowanej), prostym i szybkim metabolizmem

utatwiajagcym ich wydalanie, odpowiednimi wiasciwosciami spektralnymi i rozpuszczalno$cia

w wodzie [66,70].
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Ryc. 23. Wybrane fotouczulacze b¢dace w trakcie badan klinicznych.

PDT, tak jak kazda terapia, ma swoje blaski i cienie. Mimo ze komoérki nowotworowe
nie s3 w stanie wyksztatci¢ bardziej skutecznych mechanizmoéw obronnych na tlen
singletowy, terapia fotodynamiczna moze nie wykaza¢ swojej skutecznosci i aplikacyjnosci.
Zwiazane jest to, poza niedoskonalosciami obecnie stosowanych fotosensybilizatorow, przede
wszystkim z innymi niespecyficznymi wlasciwosciami komorek nowotworowych, do ktorych

zaliczy¢ mozemy efekty detoksykacyjne pomp efluksowych, niskg zawarto$¢ tlenu
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w komorkach, czy tez ograniczony dostep $swiatta do komorek w przypadku czerniaka
(melanoma). Szerokie spektrum mechanizmow wptywajacych na skutecznos¢ PDT
omowiono juz w piSmiennictwie [71].

Ze wzgledu na silne dziatanie tlenu singletowego na komorki, zaproponowano réwniez
ukierunkowanie terapii fotodynamicznej na drobnoustroje — takg terapi¢ okresla si¢
jako PACT (photodynamic antimicrobial chemotherapy — ang. fotodynamiczna chemioterapia
przeciwdrobnoustrojowa). Mechanizm dziatania fototoksycznego PACT jest identyczny, jak
w przypadku PDT, a sama metoda znalazta zastosowanie do leczenia powierzchniowych
zakazen w dermatologii [72]. Wykazano, ze PACT jest skuteczng metodg dzialajaca
na bakterie, grzyby, wirusy oraz pierwotniaki. Atutem PACT jest brak mozliwos$ci
wyksztatcenia mechanizmu opornosci na czynnik fizyczny, jakim jest tlen singletowy,

przez drobnoustroje.

3.3.1. Aza-porfirynoidy w terapii przeciwnowotworowej

Ze wzgledu na silng absorpcje $wiatta 1 umiejscowienie maksimow absorpcji,
aza-porfirynoidy od dawna interesowaly badaczy zajmujacych si¢ tematem PDT. Znaczacy
wadg tej grupy =zwigzkow jest ich staba rozpuszczalno§¢ w wodzie, zwlaszcza
niepodstawionych Pz i Pc, silna lipofilowos$¢ pierscieni makrocyklicznych, a takze podatnos¢
na agregacj¢ podstawionych pochodnych pod wptywem wody [73]. Glownymi kierunkami
badawczymi w obszarze porfirazyn i ftalocyjanin staly si¢ modyfikacje czesci peryferyjnej
makrocykli celem poprawy ich rozpuszczalno$ci w wodzie i zahamowania agregacji oraz
sporzadzenia odpowiednich formulacji dla juz istniejacych zwigzkow. Znaczna czgs¢ badan
opiera si¢ na wykorzystaniu jako no$nikow roznych typow nanoczastek, miedzy innymi
nanoczastek polimerowych [74,75], micelarnych [76], czy tez liposomalnych [77]. W kazdym
przypadku, zastosowanie odpowiedniego nosnika pozwala na uzyskanie lepszego efektu
terapeutycznego niz W przypadku zastosowania samego zwiazku. Powodem tego jest przede
wszystkim poprawa (lub eliminacja problemu) rozpuszczalnosci porfirynoidu w wodzie,
a dodatkowo lepsza dystrybucja fotouczulacza in vivo, dzigki dtuzszemu czasowi dystrybucji
1 wigkszej specyficznosci wzgledem komorek nowotworowych.

Do nowych pochodnych aza-porfirynoidéw mozemy zaliczy¢ mi¢dzy innymi pochodne
AsB, ktore opracowali i przebadali Kandela i wsp. [78]. Pochodna porfirazyna zostata
wybrana specjalnie do eksperymentéw ze wzgledu na niskie generowanie tlenu singletowego
(<0,01) i dziatanie cytostatyczne per se. Po przebadaniu zwigzku in vitro na komorkach linii

komorkowej MDA-MB-231 (rak sutka) i po potwierdzeniu aktywnosci, rozszerzono badania
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o eksperymenty na myszach z przeszczepionymi nowotworami tej samej linii komorkowej
uzyskujac wyniki przezywalnos$ci zblizone do doksorubicyny.

Jeszcze innym podejsciem byta taka modyfikacja Pz, aby mogta ona petni¢ funkcje
systemu terapeutycznego — dziata¢ zarowno w zakresie PDT, jak i wykazywa¢ wlasciwosci
uzyteczne w diagnostyce. Takie badania przeprowadzili Yuzhakova i wsp., ktorzy
zsyntezowali nowg tetrapodstawiong porfirazyne kompleksujaca w centrum koordynacyjnym
jon Gd** [79]. Otrzymany makrocykl charakteryzuje sic bardzo szeroka potencjalng
uzyteczno$cig, z uwagi na trzy zastosowania, obejmujace: (i) terapi¢ fotodynamiczna,
wplywajgc po na$wietleniu w warunkach in vitro na spadek przezywalnosci komoérek linii
komorkowej CT26 (mysi nowotwor okreznicy); (ii) diagnostyke, opierajacg —sie¢
na fluorescencji wykazywanej przez porfirazyne i (iii) diagnostyke kontrastowsa, jako srodek

kontrastowy w rezonansie magnetycznym dzigki obecnosci jonu gadolinu w czgsteczce.

3.3.2. Wykorzystanie dendrymeréw w terapii fotodynamicznej

Badania dotyczace uzytecznosci dendrymeréw w terapii fotodynamicznej nie
ograniczaja si¢ jedynie do wykorzystania ich zdolnosci do solubilizowania fotouczulaczy
lub przenoszenia w postaci dendripleksow. Alternatywnym podejSciem jest mozliwos¢
kowalencyjnego polaczenia sfunkcjonalizowanych dendrymeréw z czasteczka Ps. Ponizej
zebrano kilka nowszych, interesujacych badan z zakresu tej tematyki, natomiast szeroko ten
temat zostat opisany w przegladzie autorstwa Klajnert i wsp. [80].

Setaro i wsp. zsyntezowali seri¢ ftalocyjanin podstawionych ugrupowaniami
dendrymerycznymi generacji GO — G2, celem oceny mozliwosci ich ewentualnego
wykorzystania w PDT [50]. Z wynikow badan wynika, ze wraz ze wzrostem generacji
dendrymeru nastgpuje wzrost wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego,
co autorzy przypisali zawadzie przestrzennej podstawnikow i poprzez t0 zmniejszeniu
agregacji makrocykla. Dodatkowo, dzigki funkcjonalizacji grup koncowych dendronow,
mozliwe okazato si¢ uzyskanie makrocykla rozpuszczalnego w wodzie.

Ide¢ wspomnianego juz wczesniej dendrymeru przenoszacego 5-ALA [51] podjeli Zhou
i wsp., ktorzy dodatkowo udoskonalili ten pomyst przez dodanie chelatora zelaza do struktury
makrocykla [81]. Zwigzek kompleksujacy jony zelaza, jak i czasteczki 5-ALA, zostaly
wbudowane jako grupy terminalne dendrymeru. Dzigki tak zaprojektowanej czasteczce,
mozliwe byto osiagniecie kilku celéw jednoczesnie, w szczegdlnosci zwigkszenia stgzenia
5-ALA w miejscu docelowym, zmniejszenia zawartosci zelaza w komorce, co hamuje dalsze

przemiany protoporfiryny IX i umozliwia bardziej wydajng terapi¢ przy tej samej ilosci
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5-ALA w komorce. Celem potwierdzenia tych teoretycznych zalozen w praktyce, autorzy
przebadali seri¢ zmodyfikowanych dwufunkcyjnych dendrymeréw i poréwnali je z wynikami
uzyskanymi dla samego 5-ALA, jako obiekt badan wybierajac dwie linie komorkowe: KB
(nowotwor szyjki macicy) i MCF-7 (gruczolakorak sutka). Dzigki tym badaniom okazato si¢
mozliwe uwidocznienie wyzszego stezenia protoporfiryny IX w  komorkach,
na ktore zadziatano dendrymerem, w poréwnaniu do tych, na ktérych uzyto samego 5-ALA.

Celem zwigkszenia rozpuszczalnosci fotouczulacza, Narsireddy 1 wsp. zmodyfikowali
handlowo dostepne dendrymery PAMAM [82]. Do grup koncowych dendrymeru podtgczono
sfunkcjonalizowane pochodne porfiryn oraz czastki celujgce — specyficzne biatka pozyskane
z E. coli. Zaktadano, ze tak skonstruowany system pozwoli na uzyskanie wyzszych stgzen
fotouczulacza w miejscu docelowym. Jako model badawczy wybrano najpierw w badaniach
in vitro lini¢ komorkowg SK-OV-3 (nowotwor jajnika), a wyniki poréwnano z otrzymanymi
dla linii komérkowej pozbawionej odpowiednich receptorow (MCF-7). Eksperyment pozwolit
na uzyskanie informacji, ze czastki celujace rzeczywiscie osiggaja odpowiednie stezenie
badanych czasteczek w komorkach nowotworowych. Kolejny eksperyment obejmowat
badania in vivo na myszach z przeszczepionymi guzami SK-OV-3. Dla modelu zwierzgcego
zaobserwowano wigksza regresje guza prowadzac PDT z wykorzystaniem nowego
dendrymeru, niz w przypadku stosowania samej pochodnej porfiryny.

Hutnick i wsp. skupili si¢ na PACT z wykorzystaniem dendrymeréw jako nosnika
i znanego fotouczulacza — Pc4 (Ryc. 23) [83]. Pc4 jest skutecznym fotouczulaczem, jednak
jest stabo rozpuszczalny w wodzie, przez co musi by¢ stosowany w odpowiedniej formulacji.
Handlowo dostgpny PAMAM zostat poddany czesciowemu PEGylowaniu, co zmniejszyto
jego toksyczno$¢ a zwiekszylo mozliwosci tworzenia dendripleksu z Pc4. Na podstawie
wynikéw badan, uzyskano efekt fotodynamiczny przeciw strzgpkom i blastosporom
C. albicans, poréwnywalny z samag Pc4, a dzigki zastosowanemu no$nikowi, znaczaca
poprawg rozpuszczalnosci w wodzie. Warto podkresli¢, ze formulacja dendrymeryczna
dzialala jako promotor wchianiania, umozliwiajac przenikanie Pc4 przez skore do glebszych

tkanek.

3.4. Podsumowanie
Dotychczas prowadzone badania porfirynoidow wskazuja, ze makrocykle typu AsB,
w tym tribenzoporfirazyny, wykazuja najwigksze mozliwosci modyfikacji wiasciwosci
fizykochemicznych. Wtasciwosci te (takie jak hydro- 1 lipofilowo$¢, widmo absorpcji

UV-Vis, generowanie tlenu singletowego) maja kluczowe znaczenie dla aktywnos$ci
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biologicznej porfirynoidow wzgledem nowotwordéw 1 patogendéw. Rowniez ocena aktualnego
stanu pisSmiennictwa na temat PDT uwidacznia jak wazne jest zachowanie optymalnych
wlasciwosci farmakodynamicznych dla rozwoju tej metody terapii, co jest nierozerwalnie
zwigzane z wlasciwo$ciami fizykochemicznymi fotouczulaczy.

Dendrymery oferujg szeroki zakres modyfikacji struktury, w tym rdzenia, dendronow
i grup koncowych. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie optymalnych wiasciwosci
pozadanych dla danego zastosowania. Nie bez znaczenia dla celow tej pracy jest rowniez
mozliwo$¢ uzyskiwania potagczen dendrymeréw z fotosensybilizatorami, a nawet synteza
dendrymerow z fotouczulaczami w strukturze.

Zgromadzone w czesci teoretycznej dane literaturowe, w tym na temat PDT, niezbyt
dobrze przebadany obszar tribenzoporfirazyn oraz wschodzacy temat dendrymeréw
w obszarze chemii medycznej, wraz z perspektywami dla nauk farmaceutycznych, staty sie
bodZzcem do podjecia badan w ramach pracy doktorskiej. Potgczenia tribenzoporfirazyn
z dendrymerami i mozliwosci ich potencjalnego wykorzystania w terapii fotodynamicznej
wydaja  si¢  stwarza¢  perspektywy dla  rozwoju  terapii  fotodynamicznej

w leczeniu chordb nowotworowych i skierowanej przeciw mikroorganizmom.
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4. Wyniki i dyskusja

Celem wigkszej klarownosci opisu wynikow, w czesci eksperymentalnej w funkcji
separatora dziesigtnego zastosowano kropke zamiast przecinka.
4.1. Tribenzoporfirazyny z grupami sulfanylowymi — synteza i charakterystyka
fizykochemiczna
4.1.1. Ocena reaktywnosci pochodnych dimerkaptomaleonitryla w warunkach
reakcji makrocyklizacji
Prace eksperymentalne rozpoczeto od syntezy tribenzoporfirazyny posiadajgcej
w peryferium ugrupowania 3,5-alkoksykarbonylofenoksybutylosulfanylowe 2, ktéra jest
zwigzkiem typu AsB, a zarazem pochodng wcze$niej uzyskanej porfirazyny symetrycznej
typu A, otrzymanej przez Lijewskiego i wsp. [84]. Schemat reakcji przedstawiono

na Schemacie 6. Wyjsciowa pochodna maleonitryla 1 zostala zsyntezowana na podstawie

procedury [84].
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Schemat 6. Synteza tribenzoporfirazyny 2.

W procedurze syntetycznej prowadzacej do 2 zastosowano warunki reakcji
makrocyklizacji Linsteada, a mianowicie n-butanolan magnezu we wrzagcym n-butanolu przez
20 godzin (Schemat 6). Podczas reakcji powstaty znaczne ilosci ftalocyjaniny magnezu(ll)
(MgPc) oraz pozadany produkt 2, ktory zostat wyizolowany z mieszaniny poreakcyjnej przy
uzyciu technik chromatograficznych z dobrg wydajnoscia 33%. Budowa chemiczna
tribenzoporfirazyny 2 zostata potwierdzona z wykorzystaniem technik spektrofotometrii
UV-Vis (z zakresu $wiatla ultrafioletowego-widzialnego — ang. ultraviolet-visible), MS
(spektrometria mas — ang. mass spectrometry), NMR (jadrowy rezonans magnetyczny — ang.
nuclear magnetic resonance).

Stwierdzono, ze przebieg widma absorpcji w zakresie UV-Vis zwigzku 2 jest

charakterystyczny dla tribenzoporfirazyn. W przebiegu widma wystepuja dwa maksima
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absorpcji w obrgbie pasma Q (przy 721 i 626 nm) i pojedyncze maksimum w obrebie pasma
B przy 357 nm. W widmie MS ESI (jonizacja przez elektrorozpylanie — ang. electrospray
ionization) znaleziono sygnat m/z jonu protonowanego zwigzku 1247.45862 (wartos¢
obliczona teoretycznie dla [M+H]" 1247.45795).

W widmie *H-'H COSY tribenzoporfirazyny 2 odnotowano pojawienie si¢ sygnatow
alifatycznych grup metylenowych (dwie grupy sprzezonych wicynalnych wodoréw grup
metylenowych w obrgbie grupy butylowej i butylenowej, odpowiednio przy 3.85, 1.35, 1.16,
0.74 ppm i 4.32, 3.75 197 ppm). Eksperymenty 'H-*CHMBC i 'H-"*C HSQC
przeprowadzono celem jednoznacznego przypisania sygnatow jader wodoru (protonow)
w zakresie alifatycznym i aromatycznym z widm *H NMR i sygnatéw jader weglowych
z widm ®CNMR, a zwiazanych z ugrupowaniami izoftaloksyalkilosulfanylowymi
znajdujagcym si¢ na peryferium czasteczki. Widma dwuwymiarowe pozwolity ustalic,
ze sygnaty przy 4.32 i 3.75 ppm pochodza od odpowiednio atoméw wodoru -OCH, i -SCH,
z tancucha alifatycznego znajdujacego si¢ pomiedzy pierscieniem fenylowym, a pierscieniem
makrocyklicznym. Grupa sygnatow pochodzgcych od 12 atoméw wodoru przytaczonych
bezposrednio do pierscienia makrocyklicznego pojawita si¢ w rejonie 9.29-8.10 ppm.
Ze wzgledu na brak sprzezen dalekiego zasiggu w widmie *H-"*C HMBC nie przypisano tych
sygnatow do konkretnych fragmentéw uktadu tribenzoporfirazyny. Trudnos$ci z przypisaniem
sygnalow w tribenzoporfirazynach zostaty podjete w piSmiennictwie [41].

W reakcji 1 i dziesieciokrotnego nadmiaru molowego 1,2-dicyjanobenzenu we wrzagcym
n-pentanolu z dodatkiem octanu cynku(ll) i 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu jako zasady
nie zaobserwowano powstania pochodnej tribenzoporfirazyny, natomiast w duzych ilosciach
uzyskano produkt uboczny, ktorym jest niepodstawiona ftalocyjanina cynku(ll). Wyniki
eksperymentu MS wskazywaly jedynie na obecno$¢ duzych ilosci ftalimidu we wstepnie
oczyszczonej mieszaninie poreakcyjnej, co moglo wskazywaé na nietrwato$¢ i rozpad
powstatego produktu lub niezachodzenie do konca reakcji makrocyklizacji.

W kolejnym podejsciu  syntetycznym jako substrat zastosowano pochodng
dimerkaptomaleonitryla 3 podstawiong dendrymerem G1, otrzymang przez dr. Sebastiana
Lijewskiego [85]. Zwiagzek ten poddano reakcji tetrameryzacji w warunkach wrzacego
n-butanolu w obecnosci nadmiaru 1,2-dicyjanobenzenu i n-butanolanu magnezu w ciggu 20

godzin (Schemat 7).
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Schemat 7. Synteza tribenzoporfirazyny 4.

Po zakonczeniu reakcji, wyizolowano chromatograficznie zwiazek 4. Warto podkreslic,
ze uzyskana wydajno$¢ reakcji makrocyklizacji (39%) okazata si¢ najwyzszg wydajnoscia
sposrod ~ wszystkich  reakcji  makrocyklizacji  prowadzacych do  sulfanylowych
tribenzoporfirazyn przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej.

Zwiazek 4 poddano charakterystyce fizykochemicznej obejmujacej spektrofotometrig
UV-Vis i eksperymenty MS oraz NMR. Przebieg widma absorpcji UV-Vis 4 charakteryzuje
si¢ obecnos$cig czterech maksimow, dwoch w obrebie pasma Q (694 i 651 nm) oraz dwdch
w obrebie pasma B (przy 359 1 316 nm). Eksperymenty MS pozwolily na potwierdzenie masy
utworzonego makrocykla. Stwierdzono pojawienie si¢ sygnatow m/z odpowiadajacych
wartosciom obliczonym. W widmie MALDI zaobserwowano sygnat m/z 2071.871
odpowiadajacy wartosci obliczonej dla [M+H]" — 2071.835, a w widmie ESI sygnat m/z
2070.84590 odpowiadajacy wartoéci obliczonej dla [M]" — 2070.82786.

W widmach HNMR oraz ®CNMR 4 stwierdzono pojawienie sic sygnalow
odpowiadajgcych odpowiednio 126 atomom wodoru (wystepujacym jako 10 grup sygnatow)
oraz 116 jadrom weglowym (widocznym jako 35 niezaleznych sygnatow). Sygnaty
w zakresach 0.86-0.75 i 4.36-4.23 ppm korespondujg odpowiednio z grupami CH3 i OCH,
estru butylowego. Sygnaly pochodzace od grup OCH,CH,CH,, zaréwno linkera
butylenowego, jak i estru butylowego, nie byly rozroznialne ze wzgledu na matg ilosé
sprzgzen W widmach dwuwymiarowych. Ponadto, z powodu matej ilosci sprzgzen
obserwowanych w widmach dwuwymiarowych *H-'H COSY i *H-**C HMBC, nie zdotano

rozrozni¢ sygnalow protonéw pochodzacych od pierscieni aromatycznych GO i G1 w cze$ci
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peryferyjnej dendrymeru. Sygnaty protonow wystepujace w zakresach 8.61-8.47, 8.12 i 7.84
ppm zostaly przypisane do wodorow pierScieni aromatycznych w podstawnikach
peryferyjnych.

Nastepnie podj¢to synteze tribenzoporfirazyny z ugrupowaniem dendrymerycznym G1
typu Frécheta 6, stosujac w reakcji tetrameryzacji pochodng maleonitrylowa podstawiong
ugrupowaniami  3,5-bis(3,5-dimetoksybenzyloksy)benzylosulfanylowymi 5,  uzyskang
w badaniach mgr. Michata Falkowskiego [85]. Zwigzek 5 poddano reakcji makrocyklizacji
z nadmiarem o-ftalonitryla w obecnosci Nn-butanolanu magnezu we wrzgcym n-butanolu

podczas 20 godzin (Schemat 8).
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Schemat 8. Synteza tribenzoporfirazyny 6.

Podczas prob izolacji tego makrocykla napotkano na trudnosci preparatywne.
Mieszanina reakcyjna — poza 6 i MgPc — zawierata rowniez trzeci zwigzek makrocykliczny,
ktorego jednak nie zdotano wyizolowa¢ w ilosci pozwalajacej na pelng identyfikacje. Celem
wydzielenia zwigzku 6 z mieszaniny porekacyjnej, konieczne okazato si¢ zastosowanie
procedur  chromatograficznych z  wykorzystaniem zelu krzemionkowego, zelu
krzemionkowego modyfikowanego grupami oktadecylowymi (odwréocona faza Cig), Al,Os3,
a takze kilkukrotnie powtorzonego preparatywnego TLC. Koniecznos¢ wielokrotnego
powtdrzenia rozdziatow przy uzyciu chromatografii kolumnowej ztozyla si¢ na ostateczng
niska 7% wydajnos¢ tej reakcji (kazda dodatkowa chromatografia kolumnowa wigze si¢
z pewnymi stratami zwigzku rozdzielanego).

Charakterystyka zwigzku 6 z uzyciem NMR wymagata réwniez rozwigzania wielu
probleméw. Widmo 'HNMR zarejestrowane dla 6 wskazalo na agregacje
tribenzoporfirazyny, pomimo zastosowanego rozpuszczalnika (pirydyna-ds), ktory posiada
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wlasciwo$ci zmniejszajace agregacje lub jej zapobiegajacym [86]. Zjawisko agregacji
spowodowato, ze w widmie pojawita si¢ wieksza liczba sygnatow obok sygnatéw wiasciwych
pozadanemu makrocyklowi. Jako diagnostyczng dla agregacji mozna przyja¢ analize
sygnatow przy 3.64, 3.57, 3.52 oraz 3.47 ppm, ktére zostaty przypisane terminalnym grupom
metoksylowym i — teoretycznie — powinny wystepowa¢ W postaci pojedynczego singletu
(Ryc. 24). Sygnaly odpowiadajace atomom wodoru alifatycznych grup metylenowych
w obrebie grup benzylowych réwniez nie pojawity si¢ jako singlety, ale jako grupy blisko
siebie potozonych sygnatéw. Zaobserwowano takze sygnaty od grupy SCH; przy 3.73 ppm
oraz dwa multiplety od grupy OCH, przy 4.86 i 4.72 ppm. W widmie *H-NMR zwiazku 6
sygnaty w nizszym polu spektrum odpowiadajg grupie singletow pochodzacych
od atoméw wodoru W pozycjach C2(C6) i C4 przy 6.77, 6.70, 6.65, 6.55, 6.53, 6.49, 6.38,
6.35, 6.20 oraz 6.08 ppm. Na podstawie analizy widm z eksperymentow 2D NMR (Ryc. 25
i Ryc. 26) mozna wywnioskowac, ze sygnaty przy 6.20 i 6.08 ppm pochodzg od pierscieni
aromatycznych  najblizszych  ukladowi makrocyklicznemu, a znajdujacych  sig
w podstawnikach generacji GO. Jak juz wcze$niej wspominano, atomy wodoru czesci tribenzo
samego makrocykla czesto sg nierozroznialne. W przypadku zwiazku 6, sygnaty
odpowiadajace atomom wodorow fragmentu tribenzo przy 9.54 i 8.19 ppm pojawity si¢ jako
szerokie multiplety. Zjawisko agregacji zwigzku 6 obserwowano réwniez podczas analizy
HPLC. Na chromatogramie tribenzoporfirazyny odnotowano kilka pikéw przy réznych

warto$ciach czasow retencji Ry, ale o identycznych widmach absorpcji UV-Vis, co jest

dowodem potwierdzajacym zjawisko agregacji.
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Ryc. 24. Fragment widma *H NMR tribenzoporfirazyny 6.
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Ryc. 25. Fragment widma *H-"3C HSQC tribenzoporfirazyny 6. Symbol * wskazuje

na obecnos¢ sygnatu resztkowego pirydyny-ds.
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Ryc. 26. Fragment widma *H-*3C HMBC tribenzoporfirazyny 6. Symbol *wskazuje
na obecnos¢ sygnatu resztkowego pirydyny-ds.
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Analiza widma *C NMR potwierdzila takze silna agregacje zwiazku 6 (Ryc. 27).
Wszystkie sygnaly pochodzace od jader wegli znajdujacych sie czasteczce wystepuja w ilosci
czterokrotnie wiekszej niz mozna oczekiwac dla czasteczki zwigzku. Zaobserwowano cztery
sygnaty przy 55.71, 55.65, 55.54 1 55.51 ppm, ktére odpowiadaja weglom grup
metoksylowych. Szeroki sygnat o niskiej intensywnos$ci przy 55.83 ppm zostal przypisany
weglowi wehodzacemu w sktad grupy SCH». Sygnaty przy 70.60, 70.49, 70.15 i 70.06 ppm
przypisano grupie OCH,. Z kolei sygnaty w zakresie 110-100 ppm pochodza od jader wegli
grup benzyloksylowych dendrymeru. Ze wzgledu na bardzo bliskie sgsiedztwo sygnatow
jader wegla w zakresie 141.81-139.59 ppm, niemozliwe okazato si¢ rozrdznienie atomow
wegla pierscienia makrocyklicznego 1 czwartorzedowych wegli C1 w dendrymerze.
We wspomnianym zakresie w widmie *C wystepuje dwanascie sygnatow, ktore wykazuja
sprzezenia w widmie *H-3C HMBC, zaréwno z protonami w obrebie fragmentu tribenzo przy
9.54 1 8.19 ppm, jak i z alifatycznymi benzylowymi grupami protonéw CH, przy 4.86 i 4.72
ppm. Sygnaly jader weglowych przy 161.87, 161.79, 161.56, 161.51 ppm pochodza
od czwartorzedowych aromatycznych wegli C3(C5) dendrymeru podstawionych grupami

OCHa.
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Ryc. 27. Porownanie przesuni¢é¢ chemicznych sygnatow jader wodoru i jader weglowych
makrocykla 6 oraz jego agregatow 1-3. Strzatki symbolizuja sprz¢zenia zaobserwowane
w widmie *H-*C HMBC. Warto$ci przesunie¢ chemicznych (**C) [ppm] podano
z doktadnoscig do drugiego miejsca po przecinku (kropce), celem odczytania wszystkich

sygnatow pochodzacych od form zagregowanych.

Niektore sygnaty wegli trzeciorzgdowych pierScienia tribenzoporfirazynowego
sa ponadto ukryte pod sygnatem resztkowym pochodzacym od pirydyny-ds przy 124.00 ppm,
ale ich obecno$¢ potwierdzaja odpowiednie sprzezenia: (i) w widmie ‘H-"*C HSQC
z protonem przy 9.54 ppm oraz (ii) w widmie *H-*C HMBC z protonem przy 8.19 ppm.
Pozostate sygnaly od jader weglowych, ktore wystepuja w widmie BC NMR (154.71, 153.58,
150.69, 141.81, 13959 i 136.31 ppm), nie wykazuja zadnych sprzgzen
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z protonami w widmach dwuwymiarowych, stad zostaly przypisane do atoméw wegla
znajdujacych sie w obrebie pierscienia makrocyklicznego. Eksperyment *H-'H COSY wniést
istotng informacj¢ na temat sasiedztwa dwoch grup atomdéw wodoru pierscienia
makrocyklicznego, przy 9.54 i 8.19 ppm (widma NMR umieszczono w suplemencie). Nalezy
podkresli¢, ze analiza NMR widma wczesniej uzyskanego analogu typu A4 tego makrocykla
byta mniej ztozona [85,87]. Wydaje si¢, ze obecnos¢ dendrymeru G1 typu Frécheta tylko
w jednym z czterech fragmentow tribenzoporfirazyny nie zapobiega agregacji, stad
w analizowanej probce podczas badan w roztworze stwierdza si¢ obeCnos¢ agregatow.

W pracy doktorskiej podjeto sie takze badan rekonesansowych syntezy innych
porfirazyn sulfanylowych, ktore zakonczyty si¢ niepowodzeniem. W przypadku pochodnej
dimerkaptomaleonitryla 7 (otrzymanej przez mgr. Michata Falkowskiego), w reakcji
makrocyklizacji powstaty produkt makrocykliczny okazal si¢ zwigzkiem nietrwalym,
ulegajacym rozktadowi w trakcie prob izolacji z mieszaniny reakcyjnej (Ryc. 28). W reakcji
makrocyklizacji podjgto si¢ rowniez oceny reaktywnosci pochodnej dimerkaptomaleonitryla
8. W tym przypadku analiza NMR, jak i MS nie potwierdzity spodziewanej budowy

chemicznej powstatego makrocykla, wskazywaty jedynie na obecno$¢ mieszaniny produktow.
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Ryc. 28. Budowa chemiczna pochodnych dimerkaptomaleonitryla 7 i 8.

4.1.2. Reakcje modyfikacji czesci peryferyjnej tribenzoporfirazyny 2
W dalszych badaniach przystapiono do oceny reaktywnos$ci tribenzoporfirazyny 2.
Korzystng wlasciwoscia z punktu widzenia potencjalnych zastosowan w terapii
fotodynamicznej jest rozpuszczalno$¢ fotosensybilizatora w wodzie, dlatego tez podj¢to
proby hydrolizy wigzan estrowych wystepujacych w 2 i ich przeprowadzenia w sole.
W pierwszym podejsciu zastosowano procedur¢ Lee i wsp. z wykorzystaniem wodorotlenku
litu w uktadzie dwufazowych woda/THF w temperaturze pokojowej [88]. Reakcje

te prowadzono przez 68 godzin intensywnie mieszajgc (Schemat 9).
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Schemat 9. ReakCJa saponifikacji 2.
Zwiagzek 9 odparowano, rozpuszczono w wodzie 1 przesgczono przez ziemi¢

okrzemkowg celem oddzielenia nierozpuszczalnych w wodzie zanieczyszczen organicznych.
Nastgpnie, celem  odmycia nadmiaru  soli  nieorganicznych  rozpuszczalnych
w wodzie, 9 poddano reakcji z 10% wodnym roztworem HCI co pozwolito na uzyskanie
niebieskiego osadu zwigzku 10. Wydajno$¢ calego procesu prowadzacego od 2 do 10
wyniosta 10%. Powstanie 10 potwierdzono z wykorzystaniem MS ESI (m/z obliczone
1023.208, uzyskane 1023.242, por. Ryc. 29).
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Ryc. 29. Widmo MS ESI tribenzoporfirazyny 10.

Ze wzgledu na niskg wydajnos¢ syntezy 10 (tylko 10%), podjeto si¢ optymalizacji
metody, modyfikujac rozne procedury literaturowe hydrolizy estréw. Najwyzsza wydajnosé
osiagni¢to adaptujac metodologi¢ opracowang przez Theodorou i wsp., @ mianowicie poprzez
wkraplanie roztworu wodorotlenku sodu w metanolu do roztworu 2 w dichlorometanie [89].
Zastosowanie tej procedury, wraz z wczesniej opracowang metodg oczyszczania, umozliwito
zwickszenie wydajnosci syntezy 10 do 42%, przy rownoczesnej redukcji czasu trwania

reakcji do 20 godzin.
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Podczas charakterystyki makrocykla 10 napotkano na pewne trudnosci wynikajace
z jego wlhasciwosci fizykochemicznych. Eksperymenty NMR polegajace na wykonaniu widm
w roznych rozpuszczalnikach (DMSO-dg, pirydyna-ds, D,O) rowniez nie przyniosty
pozytywnych rezultatow, gdyz obserwowano bardzo szerokie i rozmyte sygnaty zwigzku.
Po czegsci trudnoSci te zwigzane byly z problemem w dobraniu odpowiedniego
rozpuszczalnika, poniewaz tribenzoporfirazyna jest dobrze rozpuszczalna jedynie w wodnych
roztworach o odczynie zasadowym, catkowicie nierozpuszczalna w niepolarnych
rozpuszczalnikach organicznych (chloroform, toluen) i bardzo stabo rozpuszczalna w THF.
Jednakze, zastosowanie samego D,O powodowato bardzo silng agregacje 10 1 uniemozliwiato
uzyskanie widma NMR satysfakcjonujacej jakosci. Proby uzyskania widma NMR z uzyciem
deuterowanego dimetylosulfotlenku (DMSO-dg) lub pirydyny (pirydyna-ds), ktore sa
zwigzkami hamujacymi agregacj¢ [86], i w ktorych 10 jest rozpuszczalny, rowniez nie
przyniosty oczekiwanych rezultatow. Uzyskiwane widma NMR nie byty dobrej jakosci i nie
pozwolily na kompletng charakterystyke zwigzku.

Ze wzgledu na perspektywy wykorzystania pochodnych makrocykla 2 w badaniach
biologicznych podjeto proby uzyskania pochodnych: (i) hydrazydowych oraz (ii) bardziej
rozbudowanych estrowych. Celem otrzymania pochodnych hydrazydowych zastosowano
procedure Chawla i wsp. [90], a takze jej modyfikacje (zastosowane procedury przedstawiono

na Schemacie 10). Z uwagi na niepowodzenia preparatywne, ta cze$¢ badan nie byla dalej
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Schemat 10. Badania rekonesansowe w kierunku pochodnych hydrazydowych.

10

W kolejnych eksperymentach postanowiono przeksztatci¢ tribenzoporfirazyny
z grupami kwasowymi w ich analogi estrowe z bardziej rozbudowanymi podstawnikami typu
dendrymerycznego, celem dalszego wykorzystania w badaniach biologicznych (Schemat 11).
W tym celu 10 poddano reakcji alkilacji z uzyciem 5-(4-bromobutoksy)izoftalanu dimetylu
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w DMF w 60°C w obecnosci Cs,COs, jako zasady, czego planowanym efektem miato by¢

otrzymanie estrowego dendrymeru pseudo-GL1.

¢©

10 +

Schemat 11. Proba otrzymania estrowego pseudo-dendrymeru G1.

W mieszaninie poreakcyjnej stwierdzono wprawdzie obecnos¢ nowego zwiazku
makrocyklicznego (TLC), jednak okazal si¢ on na tyle nietrwaty, Ze niemozliwe okazato si¢
jego wyizolowanie i scharakteryzowanie. Z uzyciem metody MS ESI stwierdzono jedynie
pojawienie si¢ jonu m/z 1324.454 (obliczone dla [M+K]+ 1325.2632) wskazujgcego
na przylaczenie jednej grupy alkilowej, jednak niemozliwa byta dalsza ocena, czy jest to efekt
niepetnego podstawienia, rozktadu pozostalych wigzan estrowych, czy tez fragmentacji
czasteczki pod wptywem jonizacji.

Ze wzgledu na problemy z charakterystyka fizykochemiczng i znikoma reaktywnosc¢
tribenzoporfirazyny kwasowej 10, podj¢to badania pochodnej mniej polarnej, lecz w dalszym
ciggu amfifilowej, posiadajacej w czesci peryferyjnej grupy benzylowe. Aby to osiagnac,
konieczne bylo przeprowadzenie reakcji redukcji, celem przeksztalcenia grupy estrowej
do grup hydroksymetylowych. Poczatkowo podjeto proby wykorzystania borowodorku sodu
jako czynnika redukujgcego dla estrow: (i) reakcja z uzyciem borowodorku sodu
w mieszaninie THF i metanolu w temperaturze wrzenia [91]; (ii) reakcja z wykorzystaniem
borowodorku sodu i dodatku AICIl; oraz trietyloaminy do mieszaniny reakcyjnej [92];
(iii) reakcja z wykorzystaniem NaBH; i jodu [93]; (iv) reakcja redukcji z uzyciem

borowodorku sodu i dodatku CaCl, jako katalizatora [94]. Ze wzgledu na niemoznos¢
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uzyskania w peli zredukowanego produktu w satysfakcjonujgcej iloéci i wydajnosci,
zrezygnowano z NaBH, jako czynnika redukujacego i przystapiono do reakcji z uzyciem

LiAlIH,. Zestawienie opisanych reakcji znajduje si¢ na Schemacie 12,
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Schemat 12. Zestawienie rekonesansowych reakcji redukcji z uzyciem NaBHj.

Silniejszym reduktorem, ktory zostal wykorzystany w reakcji redukcji byt glinowodorek
litu. Wykorzystano procedur¢ eksperymentalng opracowang przez Hogera [95], z drobnymi
modyfikacjami dostosowujacymi jag dla zwigzkéw makrocyklicznych (Schemat 13).

I
S

Schemat 13. Otrzymywanie tribenzoporfirazyny 12 z wykorzystaniem LiAIH,.

LiAIH,
2
THF 0°C-rt

65 %

©i%¢©

Reakcja redukcji 2 glinowodorkiem litu w THF w temperaturze pokojowej prowadzita
do jednego produktu makrocyklicznego - 12. Po jego oczyszczeniu metodami
chromatograficznymi z nieorganicznych soli i zanieczyszczen organicznych stwierdzono,
ze wydajno$¢ procesu wyniosta 65%. Zwigzek 12 w pelni scharakteryzowano
fizykochemicznie z uzyciem technik UV-Vis, MS i NMR. Stwierdzono, ze profil widma
absorpcji  UV-Vis 12 jest typowy dla tribenzoporfirazyn. W przebiegu widma
w dichlorometanie wystepuje rozszczepione pasmo Q z trzema maksimami absorpcji przy
711, 652 i 597 nm i z jednym maksimum w zakresie pasma B przy 382 nm. Analiza NMR
byla jednak utrudniona z uwagi na naktadajace si¢ na siebie sygnaly pochodzace
od aromatycznych atomoéw wodoru grup benzenowych pierscienia makrocyklicznego i grup
fenylowych w obrebie peryferyjnych grup izoftalowych. Sygnaty aromatycznych protonow
pojawity si¢ jako trzy multiplety w zakresach 9.57-8.84, 8.64-7.57 i 7.51-7.21 ppm. Sygnaty
przy 4.34 i 0.83 ppm przypisano atomom wodoru grup OCH, odpowiednio linkera
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butylenowego i ugrupowania hydroksymetylowego. Sygnaly protonéw odpowiadajgce
grupom metylenowym w obrebie linkera butylenowego w pozycji 2 i 3 pojawity si¢ przy
odpowiednio 1.33 i 1.62 ppm, natomiast w pozycji 1 (grupa SCH)) jako bardzo szeroki
multiplet o malej intensywnosci w zakresie 4.07-3.81 ppm. W widmie *C NMR stwierdzono
brak sygnatu przy 167 ppm, odpowiadajacego grupie karbonylowej, co swiadczy o pelnej
redukcji grup estrowych.

Warto wspomnie¢, ze zwigzek ten wykazywat bardzo wysoka aktywnos$¢ biologiczng
zarowno na liniach komoérkowych nowotworowych (por. rozdziat 4.5.1), jak

i mikroorganizméw chorobotworczych (por. rozdziat 4.5.2).

o~ o
s
Cs,CO,
12 +
o DMEF, 60 °C, 24h
20 %
o)

13

Schemat 14. Synteza tribenzoporfirazyny 13 podstawionej dendrymerem pseudo-G1.

Majac do dyspozycji zwigzek z czterema grupami hydroksylowymi, ktoére mozna tatwo
podstawi¢ innymi grupami, podjeto proby modyfikacji 12 do porfirazyny podstawionej
dendrymerem. Rozwazono dwa podejscia preparatywne: (i) wykorzystanie 12 w reakcji
Mitsunobu z pochodng 5-hydroksyizoftalanu oraz (ii) alkilacje 12 bromkiem
izoftaloilobutylowym. Podjgto rekonesansowag probe zastosowania reakcji  Mitsunobu
z wykorzystaniem trifenylofosfiny i estru etylowego kwasu azodikarboksylowego w THF
[95], jako substratoéw uzywajac 5-hydroksyizoftalanu dimetylu oraz 12. Reakcja ta nie
doprowadzita do uzyskania oczekiwanego produktu. W zwigzku z tym poddano 12 reakcji
alkilacji z wykorzystaniem estru dimetylowego kwasu 5-(4-bromobutoksy)izoftalowego

w DMF w 60°C w obecnosci Cs,CO3 przez 24 godziny (Schemat 14). Tribenzoporfirazyne
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podstawiong w czgsci peryferyjnej dendrymerem pseudo-G1 13 uzyskano z wydajnoscig
20%. Nie jest to w pelnym znaczeniu dendrymer generacji pierwszej, gdyz nie wystepuja dwa
identyczne ,,mery” w pierwszej i zerowej generacji — W generacji zerowej atom tlenu jest
zastgpiony atomem siarki pochodzacym od dimerkaptomaleonitryla — stad uzywany jest
przedrostek pseudo.

Tribenzoporfirazyng 13 wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej  metodami
chromatograficznymi, po czym scharakteryzowano fizykochemicznie z wykorzystaniem
technik UV-Vis, MS oraz NMR. Przebieg widma absorpcji UV-Vis tribenzoporfirazyny 13
byt zblizony do uprzednio uzyskanych dla zwigzkow 2 i 4, z dwoma maksimami w zakresie
pasma Q przy 694 i 651 nm oraz dwoma maksimami w zakresie pasma B przy 359 i 316 nm.
Potwierdzeniem uzyskania zwigzku 13 jest takze eksperyment MS MALDI, w ktorym
zaobserwowano sygnal m/z 2024.679, odpowadajacy [M+H]" (obliczona warto$é: 2024.502).
Potwierdzenie struktury przy uzyciu jadrowego rezonansu magnetycznego bylo klopotliwe,
ze wzgledu na ilos¢ sygnatéw protondéw i jader wegli alifatycznych pochodzacych od grup
linkerowych GO i pseudo-Gl. Rowniez sygnaly protonow w obrgbie pierScieni
izoftalanowych obu generacji nie byly mozliwe do rozrdznienia, nawet przy uzyciu technik
dwuwymiarowych. Analiza zwigzku z wykorzystaniem NMR pozwolita na rozréznienie
sygnaldow grup protonéw przy 7.95-7.77 ppm pochodzacych od benzenoéw pierscienia
makrocyklicznego, pozycji 2 i 6 pierScieni benzenowych (w obrgbie zarowno GO
i pseudo-G1). Atomy wodoréw wystepujace W pozycji 4 pierscieni benzenowych (zaréwno
GO i pseudo-G1) pojawity si¢ jako multiplet w zakresie 8.55-8.39 ppm. Sygnaty z przedziatu
4.49-4.37 ppm przypisano atomom wodoru grup CH; przylaczonych w pozycjach 3 i 5
benzenow GO. Przypisano takze sygnaly do atoméw wodoru grup CHjz (3.83 ppm), grup
O-CH; linkeréw butylenowych (4.04-3.81 ppm), grup S-CH, (2.30 ppm) oraz grup CH;
znajdujacych si¢ w pozycjach 2 i 3 linkeréw butylenowych (1.94-1.84 i 1.30-1.20 ppm).

4.1.3. Synteza i charakterystyka S-secotribenzoporfirazyny

W czasie optymalizacji syntezy tribenzoporfirazyny 10 i reakcji hydrolizy grup
estrowych, podjeto si¢ rowniez prowadzenia reakcji saponifikacji 2 z wykorzystaniem
wodnego roztworu NaOH w warunkach dwufazowych (CH.Cly/roztwoér NaOH)
w podwyzszonej temperaturze. Zupetie przypadkowo pojawil si¢ nowy problem badawczy
do przeanalizowania. W czasie prowadzenia reakcji saponifikacji zwigzku 2
do spodziewanego produktu 10, w przeciggu kilku godzin odparowal rozpuszczalnik
organiczny (CH,Cl,), a powstaty niebieski barwnik 0sadzit si¢ na $ciankach kolby. Produkt
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ten nie byl tozsamy ani z substratem 2, ani produktem 10. Na podstawie analizy TLC
stwierdzono, ze nowy produkt byt nieznacznie bardziej polarny od 2, a takze wcigz znaczaco
hydrofobowy — rozpuszczalny w chloroformie, dichlorometanie, THF, toluenie, DMF, DMSO
i acetonie, natomiast nierozpuszczalny w n-heksanie, metanolu ani w wodzie. Drobne ilosci
tego produktu, ktore udato si¢ wyizolowa¢ metodami chromatograficznymi poddano analizie
w zakresie UV-Vis. W przebiegu widma nowego produktu makrocyklicznego 14
zaobserwowano znaczace zmiany w obszarze pasma Q makrocykla (Ryc. 30). W poréwnaniu
z widmem zwigzku 2, pasmo Q uleglo znacznemu rozszczepieniu na dwa intensywne,
szerokie pasma (Ryc. 31). Takie zmiany w obrebie pasma Q obserwowano wczesniej
w przypadku usunigcia jonu metalu z centrum koordynacyjnego pierscienia
makrocyklicznego, a znacznie rzadziej w przypadku utraty symetrii pierscienia porfirazyny
[96].
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Ryc. 30. Widmo UV-Vis zwiazku 14 w chloroformie w réznych stezeniach (mol/dm?).
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Schemat 15. Ocena reaktywnosci 2: (i) KMnQy4, HoO/dichlorometan 1:1 (v/v), 2 godziny,

temperatura pokojowa; (ii) kwas trifluorooctowy, 15 min., temperatura pokojowa, powietrze.
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Whyniki analizy MS ESI wskazaty na powstanie produktu utlenienia, gdyz glowny
sygnat odpowiadat zwickszeniu masy zwigzku 2 0 dwa atomy tlenu (m/z znalezione 1279.368
[M+H]", obliczone 1279.4483). Zatem dedukujac z uzyskanej masy zwigzku i zmian
w widmie UV-Vis, zaproponowano dla zwigzku 14 strukture seco-porfirazyny, ktora
utworzyla si¢ poprzez oksydatywne otwarcie pier$cienia makrocyklicznego (Schemat 15).
Byto to zaskakujace, gdyz dotychczas dla porfirazyn podstawionych grupami sulfonylowymi
nigdy nie odnotowano tworzenia si¢ form seco. Otrzymany produkt 14 jest wigc pierwszym

przyktadem S-secoporfirazyny.

200 300 400 500 600 700 800 900 1000
A [nm]

Ryc. 31. Widma UV-Vis 2 (linia przerywana), 11 (linia kropkowana) i 14 (linia ciagta).

Wszystkie widma zostaty zarejestrowane w dichlorometanie i s3 znormalizowane.

Obliczona wydajnos¢ opisanej reakcji byta niska (<5%), w zwigzku z tym — chcac
potwierdzi¢ powstanie nowego typu S-seco-porfirazyny — proébowano zastosowag¢ literaturowe
metody  syntezy opracowane dla analogicznych  seco-porfirazyn.  Wczesniej,
seco-porfirazyny otrzymywano: (i) jako produkt uboczny reakcji makrocyklizacji [97-99];
(i) przez utlenianie porfirazyn, z wykorzystaniem: (a) KMnO,4 [98,100,101], (b) MnO, [98],
(c) gazowego tlenu [102], (d) tlenu z powietrza [103-105]; (iii) podczas demetalacji kwasem
octowym lub trifluorooctowym przy dostepie powietrza atmosferycznego [98,106-108]
a nawet w warunkach gazu obojetnego [106,108-111]; (iv) w wyniku niespecyficznych
reakcji [112], badZz specjalnie zaprojektowanych reakcji, podczas ktorych dokonywano
skalowania [113].

Wykorzystujac te dane, wykonano rekonesansowe reakcje utlenienia 2 przy uzyciu
MnO; w dichlorometanie, jednak nie uzyskano w ten sposob seco-produktu. Zastosowanie

jako czynnika utleniajacego 2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinonu rowniez okazalo si¢
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nietrafione, gdyz w wyniku tej reakcji wyizolowano jedynie nieprzereagowany substrat [114].
Inna popularna metoda, polegajaca na jednoczesnej reakcji demetalacji i utleniania z uzyciem
kwasu trifluorooctowego przy dostepie powietrza doprowadzita do uzyskania jako produktu
jedynie demetalowanej pochodnej 11 (Schemat 15). Podjeto réwniez probe utlenienia 2
tlenem z powietrza. Jednak do dwoch tygodni prowadzenia reakcji w tych warunkach
stwierdzono trwalo$¢ wyjsciowego substratu na dziatanie tlenu atmosferycznego. W koncu,
zastosowanie dwufazowej mieszaniny wodnego roztworu KMnO, i dichlorometanowego
roztworu 2 pozwolito na uzyskanie 14 z wydajnoscig 43%. Warto doda¢, ze poddanie 11
utlanianiu w tych samych warunkach skutkowato jedynie catkowitg degradacjg porfirazyny
do szeregu produktow rozktadu.

Analiza NMR zwigzku 14 okazala si¢ zdecydowanie bardziej skomplikowana niz
oczekiwano. Z tego tez wzgledu, poza widmami dwuwymiarowymi 'H-3C HMBC oraz
'H-BC HSQC, wykorzystano takze techniki ‘H-"H TOCSY i H-C NOESY. Wyniki
eksperymentow NMR wykazaty, ze w badanych probkach wystepuja dwie formy zwiazku
makrocyklicznego: Pz 14 i jej forma zagregowana. Sygnaly protonow formy niezagregowanej
odnotowane przy 0.72, 1.16, 1.36, 4.09 ppm oraz 7.99, 7.83 ppm zostaly przypisane
odpowiednio do estrow butylowych i aromatycznych atoméw wodoru pier§cieni izoftalanu.
Sygnaly pochodzace od atomow wodoru grup CH; linkera niesgsiadujacych
Z heteroatomami zaobserwowano w zakresie 1.27-1.19 ppm, ale ze wzglgdu na niewielkie
réznice w wartosciach przesuni¢¢ chemicznych niemozliwe okazalo si¢ ich rozroznienie.
Sygnaly protonow pochodzace od grupy estrowej przy 0.81, 1.30, 1.57, 4.29 ppm
i izoftalanowej przy 8.22, 8.47 ppm, ze wzgledu na sprzezenia odnotowane w widmach 2D,
przypisano do formy zagregowanej. Przesuniecie sygnatéw protonéow od odpowiednich grup
funkcyjnych w kierunku nizszego pola, odpowiadajace formie zagregowanej, obserwowano
juz wczesniej [115,116]. Proby ograniczenia agregacji zwiazku 14 przez wykonanie
eksperymentu po rozcienczeniu probki, czy tez przy uzyciu jako rozpuszczalnika DMSO-ds
lub CDCl; z domieszka CF3COOD nie poprawity jakosci widm. Bardzo wazny sygnat
diagnostyczny w widmie *3C pojawit si¢ przy 167.36 ppm. Sygnal ten zostal przypisany
do wegla B w pierscieniu pirolu uktadu porfirazyny, ktory ulegt utlenieniu, a tym samym
stanowil potwierdzenie, ze doszlo do ,,otwarcia” pier§cienia. Sygnal jadra wegglowego przy tej
wartoci nie wykazuje sprzezen w widmie ‘H-C HMBC z protonami pierécienia
izoftalowego, ani znajdujacymi si¢ w sgsiedztwie pierscienia izoftalowego atomami wodoru
alifatycznych grup metylenowych, w przeciwienstwie do sygnatu przy 167.96 ppm, gdzie

te sprzgzenia bylty obserwowane. Nalezy doda¢, ze drugi sygnat w zakresie odpowiadajacym
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weglowi grupy karbonylowej nie byl obserwowany wczesniej w widmie wykonanym
dla porfirazyny 2. Sygnaty protonow i jader wegglowych wraz ze sprzezeniami przedstawiono
na Ryc. 32.
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Ryc. 32. Przesuniccia chemiczne *H i (**C) [ppm] tribenzoporfirazyny 14 wraz z wybranymi
korelacjami *H-'H COSY i *H-*C HMBC. Warto$ci przesunie¢ chemicznych (*3C) zostaty
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Ryc. 33. Badania rekonesansowe w kierunku seco-porfirazyny 16.

Ze wzgledu na agregacje zwigzku 14, postanowiono przeprowadzi¢ eksperyment
syntetyczny i otrzymaé zwigzek modelowy - mniej rozbudowang tribenzoporfirazyne
siarkowg. 22,23-Bis(metylosulfanylo)tribenzoporfirazyng ~ uzyskano  wykorzystujac
literaturowe procedury syntetyczne [24,117]. Pokroétce, 2,3-bis(metylosulfanylo)but-2-
enodinitryl poddano reakcji tetrameryzacji z nadmiarem 1,2-dicyjanobenzenu uzyskujac 15.
Po wstepnym oczyszczeniu od nadmiaru MgPc, 15 poddano utlenianiu (Ryc. 33)

w warunkach takich, jak przy powstaniu seco-porfirazyny 14. Proba izolacji produktu
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zakonczylta si¢ niepowodzeniem, niemniej jednak w widmie MS ESI stwierdzono obecno$¢
jondow m/z 633 i 644 (przy oczekiwanych wartosciach odpowiednio 633.0737 dla [M+Na]"
I 645.0935 dla [M+CI]), ktore wskazuja na pojawienie si¢ produktu utlenienia 16.
Zaobserwowano ponadto pojawienie si¢ roéznic w widmach UV-Vis zwigzkow 15 i 16,

wskazujgcych na utworzenie si¢ seco-produktu.

4.2. Diazepinotribenzoporfirazyny— synteza i charakterystyka fizykochemiczna
Kolejng grupa zwigzkdéw pochodnych tribenzoporfirazyny, ktoérych syntezy podjeto sig¢
w dysertacji, byly tribenzoporfirazyny ze skondensowanym pierscieniem 6H-1,4-diazepiny
lub pierScieniem 1,4-diazacyklohept-2-enowym. Wszystkie substraty do reakcji
makrocyklizacji, pochodne 2,3-dicyjano-6H-1,4-diazepiny 17-22, otrzymano od mgr Eweliny
Wieczorek.

4.2.1. Rekonesansowe reakcje cyklotetrameryzacji pochodnych 1,4-diaza-2,3-

dicyjanocyklohept-2-enu
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Ryc. 34. Pochodne: (a) 1,4-diaza-2,3-dicyjanocyklohept-2-enu i (b) 1,2-dicyjano-6H-1,4-

diazepiny, dla ktorych niemozliwe byto uzyskanie odpowiednich tribenzoporfirazyn.

Poczatkowe eksperymenty z uzyciem pochodnych uwodornionych 17 i 18 nie
przyniosty oczekiwanych rezultatdéw, z uwagi na brak reaktywnosci w warunkach reakcji
tetrameryzacji (Ryc. 34a). W mieszaninach poreakcyjnych zidentyfikowano jedynie ubocznie
powstajacy MgPc. Substraty diazepinowe nie wykazywatly takze reaktywnosci podczas prob
otrzymania porfirazyn typu As;. Wydaje sig, ze niepowodzenia te wynikaty
najprawdopodobniej z niskiej reaktywnosci tych konkretnych pochodnych, co obserwowano

takze uprzednio podczas syntezy uwodornionych porfirazyn [43].
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4.2.2. Rekonesansowe reakcje makrocyklizacji pochodnych 1,2-dicyjano-6H-1,4-
diazepiny z podstawnikami styrylowymi

Nastegpnie, przystagpiono do oceny reaktywnosci w reakcjach makrocyklizacji
diazepinowych pochodnych maleonitryli 19-22 podstawionych ugrupowaniami styrylowymi
lub ich analogéw, przedstawionych na Ryc. 34b.

W tym przypadku interpretacja reakcji byta bardziej skomplikowana niz w przypadku
wczesniej omoéwionych uwodornionych pochodnych diazepinowych. Podczas rekonesansowej
reakcji  makrocyklizacji 19 (n-butanolan magnezu we wrzgcym  Nn-butanolu)
do tribenzoporfirazyny, zaobserwowano nowy produkt makrocykliczny w TLC. Produkt ten
jednak bardzo szybko zanikal, najprawdopodobniej wskutek niskiej stabilnosci. Nie
zaobserwowano rowniez sygnatu odpowiadajgcego oczekiwanemu produktowi w widmie MS.
Stosujac identyczne warunki reakcji rowniez z uzyciem pochodnej maleonitrylowej 20 nie
uzyskano produktu makrocyklicznego — co potwierdzono z wykorzystaniem TLC i MS.
Znaleziony w widmie MS sygnal m/z 1072.242 nie pokrywal si¢ z wartoScig obliczong
(1067.8769), wskazywal natomiast na powstawanie podczas reakcji produktu posiadajacego
cztery dodatkowe atomy wodoru [M+4H+H]® (masa obliczona dla tego produktu
to 1072.9155). Przytaczenie czterech atoméw wodoru wskazywatoby na uwodornienie wigzan
alkenowych w czgéci peryferyjnej lub iminowych w pierécieniu diazepinowym. Tych
watpliwosci strukturalnych niestety nie mozna byto rozwigza¢ z uzyciem NMR, gdyz
niemozliwe okazato si¢ oczyszczenie i wyizolowanie produktu w iloSci pozwalajacej
na wykonanie doktadnych pomiarow.

Rekonesansowa reakcja makrocyklizacji 21 prowadzita do mieszaniny produktow,
wsrod ktorych zidentyfikowano réwniez produkt oczekiwany (dzigki eksperymentowi MS).
Izolacja tego produktu z wykorzystaniem technik chromatograficznych, mimo wielokrotnie
podejmowanych prob okazata si¢ niemozliwa. W tym przypadku powstanie mieszaniny
produktéw zwigzane bylo najprawdopodobniej z mozliwosciag tworzenia si¢ polaczen
tiofen-tiofen i nastgpcza polimeryzacja [118].

Nastepnie w reakcji makrocykliacji uzyto zwigzek 22 (Ryc. 34b). Reakcja
makrocyklizacji z uzyciem tej pochodnej i nadmiaru 1,2-dicyjanobenzenu prowadzita
do powstania nowego produktu makrocyklicznego, na co wskazywata analiza TLC. Jednak
problemy z izolacja czystego produktu, a takze brak oczekiwanej masy w MS uniemozliwity
przeprowadzenie charakterystyki.

Reakcja makrocyklizacji 22 z nadmiarem 1,2-dicyjano-3,6-bis(2-propoksy)benzenu

doprowadzita do powstania nowego zwigzku 0 zielonej barwie, charakteryzujacego si¢
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w zakresie UV-Vis maksimum pasma Q przy okoto 690 nm, r6znym od tego obserwowanego
dla zwiazku typu A4 Z oSmioma grupami 2-propoksylowymi w potozeniach nieperyferyjnych
[49]. Co ciekawe, produkt ten wykazywal identyczne widmo w MS, jak porfirazyna typu Ay
otrzymana przez autotetrameryzacj¢ 22. Mozliwe jest, ze pochodna maleonitrylowa 22 ulegta
innym przemianom niz tym zachodzgcym w reakcji makrocyklizacji (n-butanolan magnezu
w n-butanolu, temperatura wrzenia przez 20 godzin), prowadzac do powstania barwnego

produktu innego niz pozadana porfirazyna.

4.2.3. Rekonesansowe reakcje cyklotetrameryzacji pochodnych 1,2-dicyjano-6H-

1,4-diazepiny z podstawnikami arylowymi
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Schemat 16. Ocena reaktywnosci maleonitryli pochodnych 5,7-difenylo-6H-1,4-diazepiny

w warunkach makrocyklizaciji.

Ze wzgledu na mozliwos¢ zachodzenia reakcji ubocznych na ugrupowaniach
styrylowych, w kolejnych badaniach skupiono si¢ na syntezie tribenzoporfirazyn
podstawionych bezposrednio ugrupowaniami aromatycznymi do pier§cienia diazepinowego
(Schemat 16). Poczatkowo podjeto si¢ uzyskania tribenzoporfirazyny z uzyciem pochodnej
maleonitryla 23, poddajac ja reakcji cyklotetrameryzacji z nadmiarem 1,2-dicyjanobenzenu
oraz n-butanolanem magnezu jako zasadg we wrzacym n-butanolu w czasie 20 godzin.

Powstatly zwigzek makrocykliczny zidentyfikowano jako oczekiwang
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diazepinotribenzoporfirazyne na podstawie analizy widma masowego (wartos¢ m/z obliczona
dla [M+H]" 1340.4548, uzyskana 1340.4846), jednak inne makrocykliczne produkty obecne
w mieszaninie poreakcyjnej uniemozliwity efektywny rozdzial chromatograficzny,
wydzielenie zwigzku i jego pelng charakterystyke fizykochemiczna.

Kolejnym zwigzkiem, uzytym w badaniach byt 24, mniej rozbudowany analog 23 [119].
W tym przypadku ciemnozielony produkt 25 wyizolowano z uzyciem szerokiego spektrum
metod chromatograficznych, faz statych i eluentow, jak réwniez poprzez wielokrotne
strgcanie z roznych mieszanin rozpuszczalnikow. Trudno$ci w izolacji tego porfirynoidu
mozna wytlumaczy¢ powstaniem W reakcji mieszaniny produktow, z ktorych tylko pochodng
AsB wyizolowano w odpowiedniej ilosci i o odpowiedniej czystoSci umozliwiajgcej
potwierdzenie struktury. Na Ryc. 35 przedstawiono widmo masowe mieszaniny poreakcyjnej,
po wstepnym usunieciu ftalocyjaniny magnezowej. Na charakterystyke fizykochemiczng 25

ztozyty si¢ si¢ analizy UV-Vis, MS oraz NMR.
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Ryc. 35. Widmo masowe mieszaniny po reakcji cyklotetrameryzacji 24. Kolorem zielonym
zaznaczono prawdopodobne produkty reakcji (A — pierscien benzenowy, B — podstawnik

pochodnej diazepiny).

W przebiegu widma UV-Vis porfirazyny 25 stwierdzono obecno$¢ trzech maksimow
absorpcji, jednego w obrebie pasma B przy 352 nm oraz dwédch w zakresie pasma Q przy 695
I 657 nm. W widmie MALDI wykonanym dla tego zwigzku zaobserwowano sygnat m/z przy
765.2380 odpowiadajacy [M+H]" (warto$¢ obliczona teoretycznie — 765.2325).

W widmie *H NMR 25 zaobserwowano cztery sygnaly, odpowiadajace atomom wodoru

pierscieni benzenowych czesci tribenzoporfirazynowej przy 9.46, 9.38, 8.27 i 8.24 ppm.
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W zakresie aromatycznym odnotowano charakterystyczne sygnaty od para-podstawionych
grup fenylowych przy 8.55 i 7.21 ppm. Rozroznienie i przypisanie tych sygnalow
do konkretnej grupy atomow wodoru mozliwe byto dzigki wykorzystaniu techniki
'H-3C HMBC. Intensywny sygnal od atoméw wodoru grupy metoksylowej pojawit sie przy
3.94 ppm. Problemem okazato si¢ znalezienie dwoch atoméw wodoru grupy CH, pierscienia
diazepinowego, ale ich polozenie okre$lono przy wartosci 4.59 ppm, gdzie wystepowat
szeroki, rozmyty sygnal protonéw geminalnych niewykazujacy sprzgzen w widmie
'H-3C HMBC z otaczajacymi go jadrami weglowymi. Wykorzystujac wyniki eksperymentu
'H-BC HSQC mozliwe byto przyporzadkowanie sygnatow jader weglowych obserwowanych
w widmie *C NMR do konkretnych atomow wegla.

4.3. Pirazynotribenzoporfirazyny — synteza i charakterystyka fizykochemiczna
4.3.1. Pirazynotribenzoporfirazyny z podstawnikami arylowymi
W kolejnym etapie, podjeto si¢ otrzymania serii pochodnych tribenzoporfirazyn
pirazynowych wykorzystujac jako substraty w reakcji makrocyklizacji dicyjanopirazyny
otrzymane przez mgr. Adama Tillo [120]. W pierwszej reakcji ogrzewano 26 z nadmiarem
1,2-dicyjanobenzenu i n-butanolanem magnezu we wrzgcym n-butanolu przez 20 godzin,
co doprowadzito do utworzenia spodziewanego produktu 27 (Schemat 17). Zwigzek zostal
wyizolowany z uzyciem metod chromatograficznych, a nastgpnie scharakteryzowany
fizykochemicznie. Problemem preparatywnym, na ktory napotkano przy syntezie 27 okazata
si¢ jego niska rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych, a takze strgcanie si¢
w formie osadu z roztworéw DMSO pozostawionych w warunkach powietrza

atmosferycznego (w tym z roztworéw DMSO-ds w badaniach NMR).
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Schemat 17. Synteza tribenzoporfirazyny 27.
W widmie *H NMR tribenzoporfirazyny 27 zaobserwowano sygnaty przy 9.38 i 8.24

ppm, odpowiadajace sygnatom atoméw wodoru benzenowych czgéci tribenzoporfirazyny.

Charakterystyczne sygnaly protondow pierScieni metoksyfenylowych przy 7.90 i 7.17 ppm
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wystapity w formie multipletow — co moze wynikac¢ z agregacji makrocykla. Sygnat przy 3.95
ppm rowniez nie pojawit si¢ jako singlet, ale jako multiplet.
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| N |\1/Ig N
/
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Schemat 18. Synteza tribenzoporfirazyny 29.

Kolejnym elementem badan bylo poddanie reakcji makrocyklizacji pochodnej
maleonitryla 28, analogu zwiazku 26, stosujac identyczne jak dla 26 warunki reakcji
(Schemat 18). Rowniez w tym przypadku, tribenzoporfirazyng podstawiong jonem magnezu
29 wyizolowano z mieszaniny poreakcyjnej z uzyciem metod chromatograficznych i poddano
dalszym badaniom majacym na celu charakterystyke fizykochemiczng.

Widmo *H NMR 29 jest zblizone do tego wezeéniej omoéwionego dla zwiazku 27.
W widmie odnotowano sygnaty w zakresach 9.66-9.41 oraz 8.15-8.03 ppm pochodzace
od benzenowych atoméw wodoru czesci tribenzo. Charakterystyczne sygnaty aromatycznych
protonow para-podstawionego pierscienia fenylowego pojawity si¢ przy 8.18 i 7.31 ppm.
W widmie zwigzku 29, grupa alkilowa CH; benzylu wystepuje jako wyrazny sygnat przy 5.21
ppm. Integracja sygnatéw aromatycznych protonéw grupy benzylowej zwigzku 29 jest
dwukrotnie nizsza dla pozycji 4- i odpowiada sygnatowi przy 7.38 ppm. Sygnaly
odpowiednio przy 7.59 i 7.46 ppm odpowiadaja atomom wodoru pozycji 2- i 3-
do okreslenia czego niezwykle uzyteczne bylo w tym przypadku takze widmo korelacyjne
'H-'H cosY. Widma dwuwymiarowe (*H-'HCOSY, 'H-®*CHSQC i 'H-**C HMBC)
pozwolity na przypisanie sygnatéw do odpowiadajacych im atomom wegla.

Ostatnim zwigzkiem z tej serii byla jeszcze bardziej rozbudowana w peryferium
tribenzoporfirazyna 31, ktora zsyntezowano w takich samych warunkach, jak 27 i 29.
Wydajnos¢ reakcji obliczona dla wyizolowanego produktu wyniosta 48% (Schemat 19).

Wplyw na wysoka wydajnos¢ syntezy tribenzoporfirazyny 31 mogta mie¢ zastosowana
metoda izolacji makrocykla i wynikajagca z tego niska strata produktu w procesie
oczyszczania z uzyciem metod chromatograficznych. Zaobserwowano, ze tribenzoporfirazyny
tej serii zwigkszatly swoja rozpuszczalno§¢ w miar¢ rozbudowy w czesci peryferyjne;j.

Z uwagi na to, ze zakladano zmniejszenie zdolnosci do agregacji makrocykli w miare
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rozbudowy peryferium, przeprowadzono ocen¢ agregacji tribenzoporfirazyn metodag UV-Vis

przy wzrastajacych stezeniach (ocena liniowosci wartosci absorbancji od stezenia, Ryc. 36).
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Schemat 19. Synteza tribenzoporfirazyny 31.
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Tribenzoporfirazyna z podstawnikami dendrymerycznymi 31 — najprawdopodobniej
ze wzgledu na bardzo dobra rozpuszczalno$é i niska agregacje — w widmach *H i *C NMR
charakteryzowata si¢ najostrzejszymi i najbardziej wyraznymi sygnatami. Na podstawie
analizy widma *H NMR niestety, ponownie jak w przypadku zwiazkéw 27 i 29, nie zdotano
przypisa¢ sygnalow konkretnym tribenzoporfirazynowym atomom wodoru. Przypisanie
sygnalow bylo mozliwe dla dwoch grup sygnatow z zakresow 9.13-8.59 i 8.09-7.93 ppm.
Ze wzgledu na duzo bardziej rozbudowane peryferium, w widmie zaobserwowano wigcej
sygnatow aromatycznych niz napotkano wczesniej podczas badan mniej rozgatezionych
pirazynoporfirazyn. W tym przypadku charakterystyczne sygnaty para-podstawionego fenylu
pojawity si¢ przy 7.89 i 7.22 ppm. Sygnaly generacji zerowej dendrymeru napotkano przy
6.81 ppm — dla pozycji 2 i 6 pierscienia fenylowego — oraz 6.69 ppm — dla atomu wodoru
w pozycji 4. Sygnaty terminalnych pierscieni fenylowych generacji pierwszej pojawity si¢
przy 7.35 ppm (pozycja 4), 7.41 ppm (pozycje 3 1 5) i 7.47 ppm (pozycje 2 i 6). Dzieki
sprzezeniom w widmie 'H-13C HMBC, a takze dzieki bardzo wyraznym sygnatom, mozliwe
byto réwniez rozroznienie alifatycznych atomow wodoru czasteczki — grup CHo.
Potwierdzono, ze sygnaly przy 5.18 1 5.13 ppm odpowiadajg alifatycznym atomom wodoru
generacji odpowiednio zerowej i pierwszej dendrymeru.

Na zalaczonych wykresach mozna zauwazy¢ tendencje w mysl ktorej rozbudowa
peryferium makrocykla — w tym przypadku o ugrupowanie dendrymeryczne — umozliwia
utrzymanie liniowej zalezno$ci absorbancji od stezenia. Dzieki temu stwierdzono,

ze zahamowana jest agregacja makrocykla. Taki wptyw dendrymeréw podstawionych
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w peryferium makrocykla obserwowano juz wczeéniej [50]. Dodatkowo, spadek agregacji

powinien wptywaé na wzrost warto$ci generowania tlenu singletowego.
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Ryc. 36. Ocena agregacji tribenzoporfirazyn 27 (u gory) i 31 (na dole) w DMSO.
Po lewej znajduja si¢ widma absorpcji porfirazyn w roznych stezeniach (wartosci legendy

podane w mol/l), po prawej wykres zalezno$ci absorbancji od st¢zenia.

Seria trzech makrocykli pirazynowych 27, 29 i 31 ze wzgledu na podobng strukturg
wykazuje zblizone widma absorpcji UV-Vis. Zwigzek 27 wykazuje maksima absorpcji
w obrgbie pasma B przy 368 nm, natomiast w obrebie pasma Q przy 667 i 603 nm.
W przypadku 29 maksima te wystepuja w zakresie pasma B przy 366 nm i jako trzy maksima
w zakresie pasma Q przy 677, 626 i 604 nm. W widmie absorpcji UV-Vis dendrymerycznej
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porfirazyny 31 maksima wystepujg przy 363 nm w obrebie pasma B i przy 676, 626 oraz 604
nm w obrebie pasma Q.

Ze wzgledu na niskg rozpuszczalno$¢ 27, podjeto probe deprotekcji  grup
metoksylowych do hydroksylowych stosujac procedur¢ wykorzystujaca BBrs [121].
Do roztworu tribenzoporfirazyny 27 w dichlorometanie ochtodzonym do -75°C dodano BBr3
I mieszano przez jedna godzing. Mieszanie kontynuowano przez kolejne 12 godzin
w temperaturze pokojowej. Niestety, w mieszaninie poreakcyjnej zidentyfikowano jedynie

nieprzereagowany substrat.

4.3.2. Pirazynotribenzoporfirazyny z podstawnikami alkoksylowymi
Wiedzac, ze pochodne 2,3-dicyjanopirazyny podstawione halogenami w pozycjach 5 i 6
ulegaja reakcji podstawienia grupami 1-alkoksylowymi [122], jako substrat do reakcji
tetrameryzacji  zastosowano  5,6-dichloro-2,3-dicyjanopirazyng  (zwigzek  wczesniej
opublikowany [123]). Zaktadano jednoczesne zachodzenie dwoch reakcji — wymiany atomow
chloru i cyklotetrameryzacji (Schemat 20). W przypadku powodzenia tego podejscia
syntetycznego, uzyskano by dostgp do lepiej rozpuszczalnych tripirazynoporfirazyn, przy

krotkiej §ciezce syntetyczne;.
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Schemat 20. Synteza zwigzku 32.

Zalozenia tej reakcji okazaty si¢ stuszne i otrzymano pochodng 32, ktéra tatwo
oddzielono od ubocznie powstajacej MgPc i oczyszczono chromatograficznie. Problemem
jednakze okazata si¢ wydajnos$¢ procesu wynoszaca 6.5%. Jest to warto$¢ zbyt niska, aby moc
zaimplementowac t¢ reakcje na szerszg skale.

W widmie *H NMR 32 wszystkie sygnaty aromatyczne — tj. przy 9.69, 9.60, 8.20, 8.13
i 8.04 ppm — przypisano do atoméw wodoru pierécieni benzenowych. W widmie *H NMR
zaobserwowano réwniez sygnaty, ktore odpowiadaja atomom wodoru grup OCH, (5.05 ppm),
OCH,CH; (2.01 ppm), CH,CHj3 (1.61 ppm) oraz CH3 (0.97 ppm).
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4.4. Badania fotochemiczne tribenzoporfirazyn — ocena generowania tlenu
singletowego

Celem oceny mozliwosci zastosowania zwigzkow w dalszych badaniach biologicznych,
wyznaczono wydajnosci kwantowe generowania tlenu singletowego. Parametr ten, zwigzany
z reakcjg fotodynamiczng, jest uznawany za czynnik odpowiedzialny za pozytywny efekt
PDT. Zdolnos¢ do generowania tlenu singletowego okreslono tak zwang metodg posrednia
z wykorzystaniem 1,3-difenyloizobenzofuranu (DPBF), wykazujacego absorpcje $wiatta
z maksimum przy 417 nm. DPBF charakteryzuje si¢ tym, ze reaguje ilosciowo z tlenem
singletowym, co jednoczesnie powoduje zanik wspomnianego charakterystycznego pasma
absorpcji (Ryc. 37). Dzigki temu, mierzac zmiang wartos$ci absorbancji DPBF znajdujacego
si¢ w naswietlanym roztworze razem z porfirazyng, mozliwe jest obliczenie wydajnos$ci
kwantowej generowania tlenu singletowego porfirazyny [124]. Jako odnosnik
do przeprowadzanych badan zastosowano ftalocyjaning cynkowa o wysokiej wartosci
generowania tlenu singletowego 0.56 w DMF. Badania wykonano we wspotpracy z zespotem
Pani prof. dr hab. Jadwigi Mielcarek z Katedry i Zakladu Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, ktorych doktorant byl czynnym
wspotwykonawcag przy analizie czgéci zwigzkow (6, 27, 29, 31). Pozostatle warto$ci
generowania tlenu singletowego zostaly zebrane przez mgr Magdalene Stolarskg i dr. Lukasza

Sobotta (2, 4, 12, 13, 14) oraz mgr Eweling Wieczorek i dr. Jarostawa Piskorza (25).
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Ryc. 37. Zmiany absorpcji obserwowane w widmie UV-Vis podczas naswietlania mieszaniny
DPBF i 6 w roztworze DMF.

Badania zostaly przeprowadzone dla tribenzoporfirazyn 2, 4, 6, 12, 13, 14, 25, 27, 29
i 31, a uzyskane wyniki zebrano w Tabeli 1.
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Tabela 1. Warto$ci generowania tlenu singletowego wybranych tribenzoporfirazyn w DMF.

Pz D pmr
2 0.05
4 0.15
6 0.12
12 0.20
13 0.09
14 0.27*
25 0.07
27 0.22
29 0.10
31 0.09

*Btad w tym przypadku wynosi 0.01. Dla pozostatych wartosci btad <0.01.

Warto zauwazyé, ze rozbudowa dendrymeru w peryferium tribenzoporfirazyny
skutkowata wzrostem wydajnosci kwantowej generowania tlenu singletowego w serii
porfirazyn sulfanylowych —dla 2 i 13 wartosci ®, wynosza odpowiednio 0.0510.09,dla2i4
zaobserwowano trzykrotny wzrost ®, z 0.05 do 0.15. natomiast w przypadku
tribenzoporfirazyn pirazynowych zaleznosc¢ ta byta odwrotna — wraz z rozbudows peryferium,
zdolno$¢ do generowania tlenu singletowego malata. Efekt ten mogt by¢ zwigzany
z prowadzeniem badan w DMF, ktéry jest rozpuszczalnikiem zapobiegajacym agregacii,
lub roznicami w polarno$ci  podstawnikéw  dendrymerycznych. Warto dodac,
ze tribenzoporfirazyny siarkowe wykazywaly wyzsze warto$ci generowania tlenu niz ich
odpowiedniki symetryczne typu A, [84,85,125]. Ponadto, warty podkreslenia jest wynik
uzyskany dla zwigzku 14, ktory jest typowy dla seco-porfirazyn [104], u ktorych obserwuje
si¢ gwaltowny wzrost generowania tlenu singletowego spowodowany oksydatywnym
otwarciem pierscienia porfirazynowego. W tym przypadku wzrost @, byt ponad pigciokrotny
(0.05dla 2i0.27 dla 14). Wartym uwagi jest fakt, ze uzyskane warto$ci @, dla 12 (0.20) i 14
(0.27) sa bardzo wysokie w odniesieniu do literaturowych warto$ci generowania tlenu
singletowego dla porfirazyn sulfanylowych [126].

Ze wzgledu na wysokie wartoSci wydajnosci kwantowe generowania tlenu
singletowego, a takze potencjalnie zwigzang z tym wysoka fotocytotoksycznos¢ w PDT oraz
PACT, do oceny aktywnosci biologicznej wytypowano zwiazki 4, 6, 12, 14, 27 oraz 31 (por.
rozdziat 4.5).
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4.5. Ocena aktywnosci biologicznej in vitro wybranych pochodnych
tribenzoporfirazyn
4.5.1. Ocena fotocytotoksycznosci wzgledem linii komorek nowotworowych
Najbardziej obiecujace zwiazki, charakteryzujace si¢ najlepszymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi 1 satysfakcjonujagcymi wydajnosciami generowania tlenu singletowego
zostaty przekazane do badan fotocytotoksycznosci in vitro na liniach komérkowych komorek

nowotworowych.
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Ryc. 38. Schematyczne przedstawienie oceny fotocytotoksycznosci tribenzoporfirazyn

sulfanylowych 2, 4, 12 oraz 14.

Tribenzoporfirazyny siarkowe 2, 4, 12 i 14 przedstawione na Ryc. 38 zostaly
przekazane dr. Jarostawowi Piskorzowi, ktory wraz z zespotem prof. Krystyny Konopki
i prof. Nejata Diizgiinesa, przebadal wymienione zwigzki w kierunku aktywnos$ci
fotodynamicznej skierowanej przeciwko komorkom nowotworowym linii komoérkowych
HSC-3 i CAL 27 (rak kolczystokérkowy jamy ustnej). Wartosci ICso uzyskane z tych badan
zebrano w Tabeli 2.

Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie badane tribenzoporfirazyny sa zwigzkami

nierozpuszczalnymi w wodzie, w badaniach zastosowano dodatek DMSO w ilosci
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nieprzekraczajacej 0.1% jako solubilizatora. Celem wyeliminowania konieczno$ci jego
stosowania, dodatkowo przygotowano formulacje liposomalne tribenzoporfirazyn. Zwiazki
przebadano na liniach komérkowych HSC-3 i CAL 27, a takze na linii komdorkowej HelLa
(linia komorkowa komorek raka szyjki macicy). Poszczegolne formulacje liposomalne byty
zlozone z r6znych lipidow zapewniajac im rozne fadunki elektryczne. Ostatecznie okazato sig,
ze makrocykle wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ po wbudowaniu w liposomy ztozone
z chlorku N-[1-(2,3-dioleoiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowego i 1-palmitoilo-2-
oleilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DOTAP : POPC), obdarzone tadunkiem dodatnim. Dla tych
najbardziej aktywnych liposomoéw wyznaczono wartosci I1Cso, pozwalajace zobrazowaé ich
aktywnos¢ fotodynamiczng (ICsp poszczegdlnych tribenzoporfirazyn w  nos$nikach

DOTAP : POPC zestawiono w Tabeli 3).

Tabela 2. Wartos$ci ICs uzyskane dla wolnych tribenzoporfirazyn.

Pz |C50 [umol/l]
HSC-3 CAL 27
2 10.639 6.662
4 0.639 3.127
12 0.042 0.010
14 0.182 0.607
p <0.001

Tabela 3. Wartosci ICsp uzyskane dla tribenzoporfirazyn w liposomach DOTAP : POPC.

Py 1Cs0 [umol/I]

HSC-3 CAL 27 HelLa
2 0.19 0.26 0.29
4 1.82 1.08 5.06
12 0.013 0.007 0.042
14 0.235 0.192 0.166

W powyzej przedstawionych tabelach mozna zauwazy¢ wyraZznie nanomolowa wysoka
aktywno$¢ tribenzoporfirazyny 12, zaréwno w stanie wolnym, jak i po wbudowaniu
w liposomy. Wartym uwagi jest fakt, iz wartosci ICsp obliczone dla wolnych
tribenzoporfirazyn wskazuja na bardzo wysoka aktywnos¢ tej tribenzoporfirazyny juz
w stezeniach 42 i 10 nmol/l wzglgdem odpowiednio HSC-3 i CAL 27. Aktywnos$¢
ta dodatkowo wzrastata po zastosowaniu no$nika liposomalnego DOTAP : POPC (13, 7 i 42
nmol/l wzglgdem odpowiednio HSC-3, CAL 27 i HelLa). Porownujac aktywnosci 2 i 4,
analogdéw podstawionych dendrymerem GO i G1, mozemy zaobserwowac wyzsza aktywnos¢

tribenzoporfirazyny G1 w stanie wolnym (ICso dla 2 wynosi 10.639 i 6.662 pmol/l wzglgdem

66



4, WYNIKI | DYSKUSJA

odpowiednio HSC-3 i CAL 27, I1Cso dla 4: 0.639 i1 3.127 umol/l wzgledem odpowiednio HSC-
3 1 CAL27). Zaleznos¢ ta jest odwrotna po wbudowaniu obu tribenzoporfirazyn
w liposomy — pochodna 2 posiadajaca ugrupowanie GO wykazuje wyzsza aktywno$¢
od tribenzoporfirazyny 4 podstawionej dendrymerem G1. Dodatkowo, zastosowanie
formulacji liposomalnej dla 4 powoduje spadek aktywnosci wzgledem linii komodrkowej
HSC-3 (ICso rowne 0.639 pmol/l dla formy wolnej oraz 1.82 umol/l dla 4 w liposomach).
Przyczyng tego zjawiska jest najprawdopodobniej wzrost ogdlnej wielkoSci czasteczki,
C0 moze sprawi¢, ze utrudnione jest inkorporowanie jej w lipofilowych btonach liposomow.
Bardzo wysoka aktywnos$¢ zwigzku 12 na poziomie nanomolowym sprawila, ze zostat
on wyselekcjonowany do dalszych wicloosrodkowych badan porownawczych duzej grupy
ftalocyjanin w grupie Docenta Petra Zimcika z Wydziatlu Farmaceutycznego w Hradec

Kralové Uniwersytetu Karola w Pradze.

g O\
Wt
= | ) s
-0 X
=
8 o’

25
formulacja liposomalna
DOTAP : POPC
forma wolna lub
PG : POPC T
/ /
LNCaP
toksycznos¢ jasna toksycznos¢ ciemna
w normoksji/hipoksji w normoksji/hipoksji

Ryc. 39. Schematyczne przedstawienie oceny fotocytotoksycznosci tribenzoporfirazyny
diazepinowej 25.
Tribenzoporfirazyne diazepinowa 25 przekazano mgr. Ewelinie Wieczorek, ktora
podjeta si¢ przygotowania formulacji liposomalnych tribenzoporfirazyny (DOTAP : POPC
oraz PG :POPC, PG - fosfatydylo-DL-glicerol). Nastepnie, zwigzek wolny i zamknigty

w liposomach zostal przebadany przez dr Malgorzate Kucinskg z zespotu badawczego prof.
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dr. hab. Marka Muriasa w Katedrze i Zakladzie Toksykologii UMP, gdzie aktywno$¢
fotodynamiczng 25 oceniono wzgledem linii komoérek nowotworowych LNCaP (ludzki
nowotwor prostaty) (Ryc. 39). Badania te zostaly dodatkowo pozszerzone o ocene
fotocytotoksycznosci 25 w warunkach hipoksji 1 porownanie ich z wynikami uzyskanymi

dla normoksji (Tabela 4).

Tabela 4. Wartosci ICs uzyskane dla 25 podczas oceny fotocytotoksycznosci wzgledem

komorek linii LNCaP.
1Cso [umol/l]
Pz Normoksja Hipoksja
0 J/cm? 2 Jlcm? 0 J/lcm? 2 Jlcm?
25 >10 0.814 + 0.466 >10 3.135+0.156
25
+DOTAP : POPC >1.2 0.161 £ 0.002 >1.2 0.600 £ 0.357
25
+PG - POPC >1.2 0.166 £ 0.058 >1.2 0.378 +£0.182

Badania uwidocznitly wysoka fotocytotoksycznos$¢ tribenzoporfirazyny 25 wzgledem
analizowanej linii komorkowej przy jednoczesnym braku toksycznosci bez naswietlania.
W warunkach normoksji, obliczona warto$¢ ICsy wyniosta 0.814 pumol/l. Zastosowanie
formulacji liposomalnych wigzato si¢ ze wzrostem fotocytotoksycznosci zwigzku 25 (ICsg
wyniosto 0.161 i 0.166 umol/l dla liposoméw o sktadzie odpowiednio DOTAP : POPC
i PG : POPC). Badania przeprowadzone w kierunku oceny fotocytotoksyczno$ci porfirazyny
25 w warunkach indukowanej hipoksji wykazaty spadek aktywnosci 25 (ICsq uzyskane
dla wolnej 25 w warukach hipoksji bylo réwne 3.135 pmol/l). Poprzez inkorporacjg
tribenzoporfirazyny 25 do liposoméow DOTAP :POPC i PG :POPC mozliwe bylo
zwigkszenie aktywnosci (ICsp rowne odpowiednio 0.600 i 0.378 umol/l), jednak nie

do warto$ci uzyskanych w warunkach normoksji.

4.5.2. Ocena fotocytotoksycznosci wzgledem mikroorganizmow chorobotworczych

Zwiazki 6, 12 i 31 poddano ocenie fotocytotoksycznosci przeciwko drobnoustrojom
(Ryc. 40). Badania te wykonano we wspolpracy z dr Jolantg Dhugaszewska z Katedry
1 Zaktadu Genetyki 1 Mikrobiologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu,
ktorych doktorant byl czynnym wspotwykonawca. Jako cele badan wybrano wzorcowe
szczepy przedstawicieli bakterii Gram dodatnich (Straphylococcus aureus ATCC 25923),
Gram ujemnych (Escherichia coli ATCC 25922) oraz chorobotwoérczych grzyboéw (Candida
albicans ATCC 10231).
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Ryc. 40. Schematyczne przedstawienie oceny fotocytotoksycznosci zwigzkow 6, 12 1 31

w PACT.

Tabela 5. Redukcja ilo$ci bakterii planktonicznych Straphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 i grzybiczych C. albicans ATCC 10231 pod wplywem

naswietlania w obecnosci tribenzoporfirazyny o odpowiednim stezeniu.

log redukcji
Stezenie Pz
efmol/l] S. aureus E. coli C. albicans
ATCC25923 ATCC25922 ATCC 10231
10* 5.771 0.106 ~0.113
6 10° 4.657 —0.014 0.020
10°® 3.166 - -
104 1.872 0.128 0.012
31 10° ~0.692 0.494 ~0.053
10 0.682 _ _
10* - 0.541 0.468
L 10° _ 0.023 ~0.046
10® 5.911 - -
10”7 3.933 _ -
Kontrola —0.148 —0.154 —0.051

Przedstawione wartosci sg §rednig dwoch niezaleznych eksperymentow.
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Odpowiednie st¢zenie tribenzoporfirazyny w roztworze PBS, (buforowany roztwoér soli
fizjologicznej — ang. phosphate buffered saline) z dodatkiem DMSO jako solubilizatora
(jednak w ilosci nie wiekszej niz 0.5% (m/m)), dodawano kazdorazowo do zawiesiny
drobnoustroju. Tak sporzadzane hodowle inkubowano przez 15 minut, po czym naswietlano
swiattem monochromatycznym o fali dlugosci 660 nm przez 20 minut (moc zmierzona
3 mW/cm?). Nastepnie wykonywano odpowiednie posiewy, a po dwoch dniach inkubacji
zliczano obecne kolonie bakteryjne lub grzybicze. Obliczony wynik porownywano z probami
kontrolnymi (hodowla z fotosensybilizatorem nienaswietlana i hodowla na$wietlana, lecz
bez fotosensybilizatora) i probg Slepa (hodowla bez fotosensybilizatora nienaswietlana).
Redukcje jednostek tworzacych kolonie (CFU, ang. colony forming units) podano
w logarytmach dziesi¢tnych w Tabeli 5.

Najlepsze wyniki, o najwyzszym log redukcji ilosci drobnoustrojow, uzyskano
dla tribenzoporfirazyn 6 i 12 przy ocenie ich aktywno$ci przeciwko S. aureus. Warto
podkresli¢, ze logarytm redukcji rzgdu 3 jest wymagany dla antybiotykow [127], natomiast
rzedu 4 dla $rodkow dezynfekcyjnych [128], zatem badane tribenzoporfirazyny sa zwigzkami
silnie dziatajacymi. W przypadku oceny aktywnos$ci wzgledem S. aureus zauwazono stabsze
dziatanie 31, ponizej log redukcji 2. Niskie wartosci redukcji dla E. coli i C. albicans, ponizej
1, swiadcza o niskiej fotocytotoksycznosci wszystkich badanych tribenzoporfirazyn
wzgledem tych mikroorganizmow. Zwigzane jest to najprawdopodobniej z rdéznicami
w budowie S$ciany komorkowej migdzy drobnoustrojami 1 tatwiejszym wnikaniem
fotosensybilizatorow do komorek bakterii Gram dodatnich, anizeli Gram ujemnych
1 grzybow.

Podobne eksperymenty zostaly wykonane przez mgr Eweling Wieczorek
dla porfirazyny 25 po wbudowaniu w liposomy (Ryc. 41). Zestawienie wynikéw tych badan

przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Wyniki aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 25 w warunkach terapii
fotodynamicznej.

. log redukcji
bzﬁzel?_ 25 + DOTAP : POPC [mol/I] 25 + PG : POPC [mol/l]
akterii kontrola 5107 1% 107 5 %100 1 %105
S. aureus
ATCC25023 0% 207 o8 - o
E. coli
ATCC25922 -0.06 0.10 - 0.21 -

Przedstawione wartosci sg Srednig dwoch niezaleznych eksperymentow.
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Ryc. 41. Schematyczne przedstawienie oceny fotocytotoksycznosci zwigzku 25 w PACT.
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5. Podsumowanie i wnioskKi

W czesci literaturowej pracy doktorskiej podsumowano dotychczasowy stan wiedzy
0 aza-porfirynoidach, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem tribenzoporfirazyn, mozliwosci ich
zastosowania w terapii fotodynamicznej oraz w terapii fotodynamicznej skierowanej przeciw
mikroorganizmom. Zestawiono réwniez mozliwosci funkcjonalizacji dendrymeréw oraz ich
wykorzystania w terapii przeciwnowotworowej i skierowanej przeciwko drobnoustrojom.
Dokonano takze przegladu kluczowej wiedzy na temat PDT i PACT, w tym wspoélczesnie
stosowanych fotosensybilizatorow i mozliwych kierunkdéw rozwoju terapii fotodynamiczne;.

Czes¢ eksperymentalna pracy zawiera opis wykonanych eksperymentow i badan
tribenzoporfirazyn. Zostala podziclona na czg¢$¢ syntetyczng, ocen¢ generowania tlenu
singletowego i ocen¢ aktywnosci fotodynamicznej in vitro wykonang dla najbardziej
obiecujacych porfirynoidow wzgledem wybranych linii komorek nowotworowych, a takze
wzgledem niektorych drobnoustrojow. Najwazniejsze wyniki tych badan sg nastepujace:

1. Przeprowadzono synteze serii tribenzoporfirazyn siarkowych (2, 4, 6) o ré6znym
stopniu rozbudowania podstawnikéw peryferyjnych (odpowiednio dendrymer GO,
G1 i Gl1), posiadajacych w centrum koordynacyjnym pierscienia jon magnezu(ll).
Zwiazki te zostaly scharakteryzowane fizykochemicznie z wykorzystaniem technik
NMR, UV-Vis, MS.

2. Przeprowadzono synteze serii tribenzoporfirazyn posiadajacych w  strukturze
pierscien pirazyny (27, 29, 31), bedacych analogami podstawionymi rdéznymi
generacjami tego samego dendrymeru (kolejno G-0.5, GO, G1) oraz otrzymano
tribenzoporfirazyne pirazynowa 32. Zwigzki te zostaly scharakteryzowane
fizykochemicznie z wykorzystaniem technik UV-Vis, MS i NMR. Wykazano,
ze rozbudowa dendrymeru sprzyja wzrostowi rozpuszczalno$ci i ograniczeniu
agregacji badanych tribenzoporfirazyn.

3. Przeprowadzono syntez¢ i wyizolowano pochodng tribenzoporfirazyny 25
posiadajagca w  strukturze pierscien 1,4-diazepiny podstawiony grupami
4-metoksyfenylowymi. Budowa chemiczna zwigzku 25 zostata oceniona metodami
UV-Vis, MS i NMR.

4. Zmodyfikowano cze$¢ peryferyjng tribenzoporfirazyny 2 wuzyskujac nowa
pochodng 12 o wyzszej polarnosci. Rozbudowujac peryferium zwigzku 12
uzyskano tribenzoporfirazyn¢ podstawiong ugrupowaniem pseudo-dendrymeru G1
13.
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5. Makrocykl 2 poddano modyfikacjom w obrebie pierscienia makrocyklicznego,
uzyskujac pochodna 11 poprzez usunigcie jonu metalu z centrum koordynacyjnego
pierScienia porfirazyny oraz 14 przez oksydacyjne otwarcie pierScienia
makrocyklicznego do seco-porfirazyny. Oba zwigzki poddano charakterystyce
fizykochemicznej.

6. Oceniono zdolno§¢ generowania tlenu singletowego przez makrocykle, ktore
wykazaty najlepsze wlasciwosci fizykochemiczne (wlasciwosci UV-Vis,
rozpuszczalnos$¢): 2, 4, 12, 13, 14, 25, 27, 29 i 31. Wartosci generowania tlenu
singletowego oceniono wykorzystujac metode posrednia z uzyciem DPBF,
z zastosowanie ftalocyjaniny cynku(Il) jako zwigzku referencyjnego.

7. Tribenzoporfirazyny 2, 4, 12 i 14 poddano ocenie dziatania na liniach komorek
nowotworowych HSC-3 i CAL 27 oraz w formulacjach liposomalnych na liniach
komorek nowotworowych HSC-3, CAL 27 i HelLa. Porfirazyny 2, 4 i 14
wykazywaty umiarkowang aktywno$¢ fotodynamiczng, natomiast bardzo wysoka
aktywno$¢ w stezeniu nanomolowym zostata odnotowana dla 12 zaré6wno wolnej,
jak i po wbudowaniu w nosnik liposomalny. Spo$rdd réznych typow liposomow,
najbardziej aktywne okazaty si¢ liposomy o sktadzie DOTAP : POPC.
Diazepinotribenzoporfirazyng 25 poddano ocenie dziatania na komorki
nowotworowe linii komérkowych LNCaP w formie wolnej, jak i po wbudowaniu
w liposomy. Zwigzek 25 wykazywal umiarkowang aktywno$¢ jako substancja,
wzrost aktywno$ci obserwowano po zastosowaniu formulacji liposomalnej.
Dodatkowe badania fotocytotoksyczno$ci przeprowadzono w  warunkach
symulowanej hipoksji. Stwierdzono, ze 25 zachowywata nadal aktywnosc¢
w warunkach hipoksji.

8. Tribenzoporfirazyny 6, 12 i 31 poddano ocenie fotocytotoksycznosci
na drobnoustrojach: S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 i C. albicans
ATCC 10231. Zwiazek 12 wykazywal najwyzsza aktywno$¢ przeciwko S. aureus
(log redukcji uzyskany dla tej Pz wyniost 5.9). Podobng wysoka aktywnos¢
wzgledem S. aureus zaobserwowano dla 6 (log redukcji wyniost 5.7). Zadna
z tribenzoporfirazyn nie wykazata znaczacej aktywno$ci przeciwko E. coli ani
C. albicans.

Diazepinotribenzoporfirazyng 25 oceniono pod katem potencjalnego zastosowania
w PACT na szczepach S. aureus ATCC 25923 i E. coli ATCC 25922. Tym razem

badania byly ograniczone jedynie do formulacji liposomalnych. Zwigzek 25
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wykazal jedynie umiarkowang skuteczno$¢ przeciwko S. aureus po inkorporacji
w liposomach typu DOTAP : POPC, osiagajac redukcje ilosci bakterii na poziomie
log 2.
Na podstawie uzyskanych wynikow opisanych w poprzednim rozdziale i zebranych
w punktach powyzej, mozna wysuna¢ nastepujace wnioski:

1. Metodami syntezy chemicznej, poprzez reakcj¢ cyklotetrameryzacji odpowiednich
pochodnych maleonitrylowych, mozliwe jest uzyskanie tribenzoporfirazyn
siarkowych (2, 4, 6), diazepinoporfirazyny (25), a takze pirazynoporfirazyn (27, 29,
31, 32).

2. Na drodze modyfikacji peryferium makrocykla 2, mozliwe jest uzyskanie
pochodnych tej tribenzoporfirazyny (12 i 13). W warunkach utleniajacych mozliwa
jest zmiana struktury chemicznej w obrebie pierScienia tribenzoporfirazyny 2,
prowadzaca do wcze$niej nie odnotowanej w literaturze S-seco porfirazyny 14.

3. Dla uzyskanych zwigzkéw mozliwe jest przeprowadzenie kompleksowej
charakterystyki fizykochemicznej z wykorzystaniem technik NMR (jedno-
i dwuwymiarowych), UV-Vis, spektrometrii mas. Natomiast trudnosci w ocenie
fizykochemicznej najczeSciej pojawiaja si¢ podczas charakterystyki NMR
i wynikajg ze zjawiska agregacji ptaskich, aromatycznych pier§cieni
makrocyklicznych (6, 14).

4. Rozbudowa czesci peryferyjnej tribenzoporfirazyn poprawia ich rozpuszczalnosé,
jak  roéwniez ogranicza agregacje. Dodatkowo, analogi z  grupami
dendrymerycznymi G1 zwykle wykazuja wyzsze wartoSci generowania tlenu
singletowego od pochodnych GO. Zalezno$¢ ta okazata si¢ odwrotna przy
rozbudowie dendrymeru z grupami benzoksybenzylowymi w czesci peryferyjne;
pirazynotribenzoporfirazyny, kiedy to zaobserwowano spadek wartosci
generowania tlenu singletowego.

5. Aktywno$¢ badanych tribenzoporfirazyn w terapii fotodynamicznej jest zalezna
od wartosci generowania tlenu singletowego, jednak nie jest to zalezno$¢ liniowa.
Fotocytotoksyczno$¢ tribenzoporfirazyn sulfanylowych wobec linii komérkowych
HSC-3 i CAL 27 mozna uszeregowa¢ malejaco w nastgpujacym szeregu: 12 (ICs
dla HSC-3 i CAL 27 wynosza odpowiednio 0.042 i 0.010 pmol/l) > 14 (0.182
i 0.607 pmol/l) > 4 (0.639 i 3.127 umol/l) > 2 (10.639 i 6.662 pmol/l).
Diazepinoporfirazyna 25 z peryferyjnymi ugrupowaniami metoksyfenylowymi

wykazala si¢ fotocytotoksycznoscia wzgledem komorek nowotworowych linii
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komorkowej LNCaP, z najwyzsza aktywnoscig w formulacji liposomalne;j
PG : POPC (wartosci ICsp: 0.166 umol/l w warunkach normoksji i 0.378 umol/I
w warunkach hipoks;ji).

. W ocenie aktywnosci fotodynamicznej skierowanej przeciwko drobnoustrojom
najwyzszg aktywnos$¢ wykazywaty tribenzoporfirazyny 6 i 12 wzgledem S. aureus
(wyznaczone log redukcji odpowiednio 5.771 i 5.911). Zadna z analizowanych
tribenzoporfirazyn nie wykazywata znaczacej aktywnosci wzgledem E. coli
ani C. albicans, czego przyczyna moze by¢ inna budowa Sciany komoérkowej tych
drobnoustrojow i przez to utrudnione wnikanie makrocykli do ich wnetrza.

. Stwierdzono, ze liposomy jako nosniki tribenzoporfirazyn stanowig uzyteczng
formulacje do badan aktywnosci fotodynamicznej i pozwalaja na uzyskanie
stabilnej postaci rozpuszczalnej w roztworach wodnych i buforach. W zaleznos$ci
od zastosowanego skladu, liposomy moga zwicksza¢é lub zmniejszaé
fotocytotoksyczno§¢ badanych fotosensybilizatorow. Liposomami zapewniajagcymi
wzrost  aktywno$ci  przeciwnowotworowej  dla  wszystkich  badanych
tribenzoporfirazyn okazaly si¢ liposomy typu obdarzone tadunkiem dodatnim
DOTAP : POPC.
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6. Cze$¢ dosSwiadczalna
6.1. Ogolne procedury

Wszystkie reakcje zostaty przeprowadzane w: (i) kolbach wygrzanych przed reakcja
w temperaturze 140°C przez 2-4 godziny, (ii) w atmosferze gazu obojetnego (o ile nie
wspomniano inaczej), (iii) wykorzystujac do mieszania i ewentualnego ogrzewania bloki
grzejne Radleys Heat-On. Rozpuszczalniki i reagenty otrzymane od dostawcow (Merck, Alfa
Aesar, TCI) byly stosowane w reakcjach bez oczyszczania. Destylacja pod zmniejszonym
cisnieniem prowadzon0o w temperaturze nieprzekraczajacej 50°C. Chromatografi¢
preparatywng kolumnowg wykonywano metodg krotkiej kolumny z wykorzystaniem fazy
statej: zel krzemionkowy Merck silica gel 60, rozmiar czastek 40 - 63 um; zel krzemionkowy
do odwréconej fazy Fluka C18 silica gel 90; lub tlenek glinu aluminium oxide 90 active
neutral (activity stage I) for column chromatography, o wielkosci czgstek 0.063-0.200 mm
z firmy EMD Millipore. Chromatografi¢ cienkowarstwowg wykonano technika wstepujaca
na ptytkach TLC Merck Kieselgel 60 Fis4 oraz Merck Kieselgel RP-18 60 FoyssS
z wykorzystaniem $wiatta UV do wizualizacji rozdziatu (Amax 254 lub 365 nm).
Chromatografi¢ preparatywng na ptycie wykonywano przy uzyciu plytek szklanych
z zelem krzemionkowym F254 typ 60 firmy E. Merck o grubosci warstwy zelu 0.5 lub 0.2
mm oraz na ptytkach TLC Merck Kieselgel 60 Fjs4. Sktady faz ruchomych podano
w stosunkach objetosciowych (v/v). Widma UV-Vis zarejestrowano na spektrofotometrach
Hitachi UV/VIS U-1900 lub Shimadzu PC-160. Widma *H NMR i *C NMR rejestrowano
na aparacie Agilent DD2 800 w temperaturze 298 K, jesli nie wspomniano inaczej. Wartosci
przesunie¢ chemicznych (8) podan0 w czeSciach na milion (ppm), wobec sygnalow
resztkowych stosowanego rozpuszczalnika (pirydyna-ds: o6y = 8.74, 7.58, 7.22 ppm,
dc = 150.35, 135.91, 123.87 ppm; DMSO-ds: o4 = 2.50 ppm, dc = 39.5 ppm). Stale sprzezenia
(J) wyrazono w hercach (Hz). Dla opisu multipletowosci sygnatdéw zastosowano nastgpujace
skroty: s, bs, d, dd, t, m oznaczajace odpowiednio singlet, szeroki singlet, dublet, dublet
dubletow, triplet, multiplet. Techniki dwuwymiarowe (*H-'H COSY, *H-*C HSQC
i 'H-BC HMBC) zastosowano w celu przypisania wartosci przesunie¢ chemicznych
odpowiednim atomom wodoru i wegla. Widma spektrometrii mas (MALDI TOF)
zarejestrowano w Wielkopolskim Centrum Zaawansowanych Technologii przy Uniwersytecie
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z uzyciem spektrometru UltrafleXtreme (Bruker)
w zakresie m/z = 650-3000 w trybie odbiciowym z matrycg DHB. Pomiary temperatury
topnienia  (T.t.) wykonano na aparacie Stuart firmy Bibby Sterlin  Ltd.,

przy uzyciu otwartych kapilar; otrzymane wyniki podano bez korekty.
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6.2. Stosowane odczynniki i rozpuszczalniki
1,2-dicyjanobenzen — o-ftalonitryl (Aldrich - obecnie Merck)
1,3-difenyloizobenzofuran (DPBF) (Aldrich - obecnie Merck)
1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en (Alfa Aesar, Aldrich - obecnie Merck)
2-bromopropan (Sigma-Aldrich - obecnie Merck)
borowodorek sodu (Tokyo Chemical Industry)
bromek 4—bromobenzylu (Sigma-Aldrich - obecnie Merck, Tokyo Chemical Industry)
chlorek amonu (POCH)
chlorek glinu(111) (POCH)
chlorek wapnia(ll) (POCH)
diaminomaleonitryl (Aldrich - obecnie Merck)
dichlorometan (POCH, Chempur)
dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma-Aldrich - obecnie Merck)
ester etylowy kwasu azodikarboksylowego (Tokyo Chemical Industry)
etanol (POCH)
glinowodorek litu (Tokyo Chemical Industry)
heksan frakcja z nafty (POCH)
jod (POCH)
kwas trifluorooctowy (Tokyo Chemical Industry)
magnez — w postaci wiorkow (Sigma-Aldrich - obecnie Merck)
manganian(VIl) potasu (POCH)
metanol (POCH)

N,N-dimetyloaminoetanol (DMAE) (Aldrich - obecnie Merck)
N,N-dimetyloformamid (Tokyo Chemical Industry)

n-butanol (Sigma-Aldrich, Tokyo Chemical Industry)
n-pentanol (Sigma - obecnie Merck)

octan cynku(ll) (Aldrich - obecnie Merck)

octan etylu (Chempur)

pirydyna (POCH)

siarczan magnezu(ll) bezwodny (POCH)

s6l disodowa dimerkaptomaleonitryla (Tokyo Chemical Industry)
tetrahydrofuran (POCH)

tlenek manganu(1V) (Tokyo Chemical Industries)

tribromek boru (Sigma-Aldrich - obecnie Merck)
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trietyloamina (POCH)

trifenylofosfina (Tokyo Chemical Industry)

weglan cezu (Alfa-Aesar)

weglan potasu (POCH)

wodorotlenek litu (Sigma-Aldrich - obecnie Merck)
wodoroweglan sodu (POCH)

wodzian hydrazyny (Tokyo Chemical Industry)

6.3. Synteza chemiczna

Wszystkie reakcje cyklotetrameryzacji pochodnych maleo- oraz o-ftalonitryli zostaty
przeprowadzone tg sama metoda. Odpowiednia pochodng maleonitryla (1 ekwiwalent) oraz
1,2-dicyjanobenzen (10 ekwiwalentow) dodawano do roztworu n-butanolanu magnezu
w n-butanolu, uprzednio przygotowanego przez ogrzewanie metalicznego magnezu (5.5
ekwiwalenta) we wrzacym n-butanolu przez okoto 3 godziny (7 ml na 1 mmol uzytych
pochodnych maleonitrylowych i o-ftalonitryla). Mieszaning reakcyjng ogrzewano
w temperaturze wrzenia n-butanolu przez 20 godzin. Nastepnie mieszaning reakcyjng saczono
przez ziemig¢ okrzemkowa, a przemywano toluenem. Potgczone przesgcze odparowywano pod
zmniejszonym cisnieniem, a stalg pozostatos¢ (osad, olej, film) poddawano oczyszczaniu.

Niektore zwigzki uzyte w syntezie zostaty otrzymane wedtug wczesniej opracowanych
procedur eksperymentalnych: 1,2-dicyjano-3,6-bis(2-propoksy)benzen [49]; ester dimetylowy
kwasu 5-(4-bromobutoksy)izoftalowego i 2,3-bis[4-(3,5-dimetoksykarbonylofenoksy)butylo-
sulfanylo]maleonitryl [84], 5,6-dichloro-2,3-dicyjanopirazyna [123].

Magnez(ll) 22,23-bis[4-(3,5-dibutoksykarbonylofenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,1]
porfirazyna (2)

Makrocykl 2 oczyszczono przy uzyciu chromatografii kolumnowej wykorzystujac zel
krzemionkowy i eluenty: n-heksan/octan etylu (7:2). Wydajnos¢ 33%. T.t. 138-140°C;
Ri = 0.07 (CH,Cl,/MeOH 50:1); UV-Vis (CHCls) Amax nm (log €) = 721 (3.62), 626 (3.54),
357 (3.76); 'H NMR (800 MHz, DMSO-dg): 6 = 9.28 (dd, J = 5.0, 3.0 Hz, 2H), 9.24 (d,
) = 7.0 Hz, 2H), 9.14 (d, 3J = 7.0 Hz, 2H), 8.20 (dd, J = 5.5, 2.5 Hz, 2H), 8.12, 8.10 (2xt,
3= 6.0 Hz, 4H), 7.23 (s, 2H), 6.69 (s, 4H), 4.33 (t, *J = 7.0 Hz, 4H), 3.85 (t, *J = 7.0 Hz, 8H),
3.75 (t, J = 6.0 Hz, 4H), 1.97 (m, 8H), 1.35 (m, 8H), 1.16 (m, 8H), 0.74 (t, *J = 7.0 Hz, 12H);
3¢ NMR (201 MHz, DMSO-dg): 0 = 167.8, 166.9, 160.9, 159.9, 159.4, 155.9, 154.9, 142.1,
142.0, 141.3, 139.9, 134.8, 133.6, 133.4, 133.1, 132.5, 126.0, 125.9, 123.8, 121.0, 69.9, 67.5,
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37.1, 33.0, 30.4, 29.5, 21.6, 16.5 (CHs): MS (MALDI-TOF): m/z 1247.403 [M+H]". HRMS
(ESI) znaleziono: 1247.45862 [M+H]" CesH71MgNgO10Ss, obliczono 1247.45795 [M+H]".

Magnez(ll) 22,23-bis(4-{3,5-bis[3,5-bis(butoksykarbonylo)fenoksymetylo]fenoksy}buty-
losulfanylo)tribenzo[b,g,l]porfirazyna (4)

Makrocykl 4 wyizolowano wykorzystujac chromatografic kolumnowsg: Zel
krzemionkowy, n-heksan/octan etylu (7:2) uzyskujac 82 mg niebieskiego filmu (wydajnos¢
39%); T.t. 87-89°C; Rs = 0.15 (CH,CI,/MeOH 35:1); UV/Vis (CH,Cl;) Amax nm (log €) 694
(3.73), 651 (3.63), 359 (3.64), 316 (3.66); 'H NMR (800 MHz, pirydyna-ds): § = 9.62-9.17
(m, 8H), 8.61-8.47 (m, 6H), 8.25-8.13 (m, 4H), 8.12-7.79 (m, 12H), 5.31-5.03 (m, 8H), 4.78
(bs, 4H), 4.36-4.23 (m, 20H), 1.65-1.52 (m, 20H), 1.39-1.25 (m, 20H), 0.86-0.75 (m, 24H).
13C NMR (201 MHz, pirydyna-ds): § = 167.9, 161.8, 161.6, 161.5, 152.6, 142.9, 141.4, 140.7,
138.2, 136.5, 136.4, 135.3, 135.2, 135.1, 133.9, 131.7, 126.2, 125.6, 122.7, 122.6, 122.4, 72.9,
72.6,72.4,70.6, 67.8, 41.5, 33.8, 33.3, 32.4, 31.6, 26.5, 25.6, 21.8, 16.2; MS (MALDI TOF):
m/z 2071.871 [M+H]". HRMS (ESI) znaleziono: 2070.84590 [M]" Ci16H126MgNgO2,S;,
obliczono 2070.82786 [M]".

Magnez(I1) 22,23-bis[3,5-bis(3,5-dimetoksybenzoksy)benzylosulfanylo]tribenzo([b,g,1]
porfirazyna (6)

Oczyszczanie i izolacja 6 zostalty przeprowadzone na drodze chromatograficznej
z wykorzystaniem: zelu krzemionkowego (eluenty: CH,Cl,, CH,Cly/metanol 100:1,
CH,Cly/metanol 50:1, CH,Cl,/metanol 35:1, CH,Cl,/metanol 20:1, n-heksan, n-heksan/octan
etylu 7:2, n-heksan/octan etylu 7:3), Cig-zelu krzemionkowego do odwroconej fazy (eluenty:
H,O/metanol 1:1, H,O/metanol 1:3, metanol/CH,Cl, 50:1, metanol/CH,Cl, 25:1,
metanol/CH,Cl, 12:1, metanol/ CH,Cl, 3:1, CH)Cl), Al,O3; (eluenty: CH,Cl,,
CH.Cly/metanol 100:1, CH,Cl,/metanol 50:1), preparatywnej TLC i eluentu CH,Cl,/metanol
100:1, co pozwolito na uzyskanie 18 mg 6 w postaci Ciemnoniebieskiego ciata stalego
(wydajnos¢ 7%). Ry (CH.Cly/metanol 35:1) 0.22. UV-Vis (CHCIy): Amax, Nm (log ¢): 723
(4.56), 624 (4.46), 357 (4.70), 281 (4.44). *H NMR (800 MHz, pirydyna-ds) & 9.54 (m, 6H),
8.19 (m, 6H), 6.77 (s, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.65 (s, 4H), 6.55 (s, 2H), 6.53 (s, 2H), 6.49 (s, 1H),
6.38 (s, 3H), 6.35 (s, 1H), 6.20 (s, 2H), 6.08 (s, 1H), 4.86 (m, 4H), 4.72 (m, 4H), 3.73 (m,
4H), 3.64 (m, 8H), 3.57 (m, 6H), 3.52 (m, 8H), 3.47 (m, 2H). *C NMR (201 MHz,
pirydyna-ds) 6 161.87, 161.79, 161.56, 161.51, 161.10, 160.97, 160.64, 160.52, 154.71,
153.58, 150.69, 141.81, 141.08, 141.00, 140.93, 140.91, 140.84, 140.81, 140.26, 140.08,
140.00, 139.95, 139.59, 136.31, 131.70, 131.65, 131.59, 131.53, 131.42, 131.31, 131.24,
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130.68, 130.64, 130.43, 124.29, 124.00, 109.43, 109.23, 106.20, 106.08, 105.75, 105.67,
102.38, 102.26, 100.82, 100.72, 100.54, 100.34, 70.60, 70.49, 70.15, 70.06, 55.83, 55.71,
55.65, 55.54, 55.51. MALDI m/z znaleziono: 1395.3820, [M+H]" C.gHszMgNgO1,S,,
obliczono 1395.4170; 1412.8470, [M+H,0]" C7sHssMgNgO13S,, obliczono 1412.4198.

22,23-Bis[4-(3,5-dibutoksykarbonylofenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,l]porfirazyna
(11)

Zwiazek 2 (66 mg, 0.053 mmol) zawieszono w 3 ml kwasu trifluorooctowego w kolbie
okraglodennej i mieszano w ciemnosci przez 15 minut przy dostepie powietrza. Nastepnie,
zawiesing wylano na 16d i zoboj¢tniono NaHCOs3. Niebieski produkt wyekstrahowano
dichlorometanem. Warstwy organiczne potaczono i odparowano. Suchg pozostato$¢ poddano
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym z eluentami: CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH
100:1, CH,Cl,/MeOH 50:1, co pozwolito na uzyskanie ciemnoniebieskiego filmu 11 (31 mg,
wydajno$¢ 47%). T.t. 137-139°C. R; (CH,Cl,) 0.29. UV-Vis (CH,Cl,): Amax, Nm (log &) 319
(4.02), 338 (4.05), 614 (3.90), 704 (4.13). *H NMR (800 MHz, pirydyna-ds) & 9.26 (s, 2H),
9.16 (s, 2H), 9.07 (d, *J = 5.5 Hz, 1H), 9.02 (d, 3J = 5.5 Hz, 1H), 8.62 (m, 2H), 8.24 (m, 2H),
8.09 (m, 4H), 8.02 (m, 4H), 4.39 (m, 8H), 4.11 (m, 4H), 3.94 (m, 4H), 2.06 (m, 4H), 1.92 (m,
4H), 1.66 (m, 8H), 1.38 (m, 8H), 0.87 (m, 12H), -1.85 (s, 2H). *C NMR (201 MHz,
pirydyna-ds) & 166.3, 165.6, 160.3, 159.5, 150.7, 140.6, 139.3, 136.5, 133.3, 132.6, 132.5,
132.3, 131.1, 130.6, 124.4, 123.6, 123.4, 123.3, 123.1, 122.8, 120.5, 119.7, 69.4, 66.0, 62.2,
31.4, 30.5, 26.9, 20.0, 14.4. HRMS (ESI) m/z znaleziono: 1224.5420 [M]" CegH72NgO10S;,
obliczono 1224.4813; 1225.6148 [M+H]" CegH73NgO10S;, obliczono 1225.4891; 1247.5799
[M+Na]* CssH72NgO10S,Na, obliczono 1247.4711.

Magnez(ll)  22,23-bis[4-(3,5-dihydroksymetylofenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,1]
porfirazyna (12)

LiAIH, (44mg, 1.152 mmol) dodano do THF (10 ml, a powstatg zawiesing mieszano
przez 0.5 h w 0°C. Nastgpnie, roztwor 2 (300 mg, 0.240 mmol) w THF (6 ml wkraplano przez
40 minut do mieszaniny reakcyjnej. Po dodaniu catej ilosci roztworu makrocykla, mieszaning
reakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej mieszajac przez 2 godziny. Reakcje
zakonczono poprzez dodanie nasyconego wodnego roztworu NH4Cl (10 ml)
I pozostawiono na kolejne 15 minut. Mieszaning reakcyjna przesaczono przez ziemie
okrzemkowsa, osad przemyto CH,Cl,, a potaczone przesagcze odparowano. Chromatografia
kolumnowa (zel krzemionkowy, CH,Cl,, a nastgpnie CH,Cl,/MeOH 20:1) pozwolita na
wydzielenie 12 w postaci niebieskiego filmu (150 mg, wydajnos¢ 65%). T.t. 151-153°C;
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Rt (CH.Cl:MeOH 10:1) 0.12; UV/Vis (CH,Cl,) Amax nm (log €) = 711 (3.81), 652 (3.26), 597
(3.29), 382 (3.55); 'H NMR (800 MHz, pirydyna-ds): 6 = 9.57-8.84 (m, 4H), 8.64-7.57 (m,
12H), 7.51-7.21 (m, 2H), 4.34 (m, 4H), 4.07-3.81 (m, 4H), 1.62 (m, 4H), 1.33 (m, 4H), 0.83
(m, 8H); *C NMR (201 MHz, pirydyna-ds): 6 = 161.9, 156.0, 155.9, 154.8, 146.4, 132.0,
130.3, 129.9, 128.9, 126.0, 125.7, 120.0, 119.0, 116.1, 100.3, 63.1, 61.5, 27.1, 15.5, 10.0;
MALDI: m/z znaleziono 967.181 [M]", obliczono 967.290.

Magnez(ll)  22,23-bis[4-(3,5-bis{[4-(3,5-dimetoksykarbonylofenoksy)butoksy]me-
tylo}fenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,l]porfirazyna (13)

Tribenzoporfirazyna 12 (74 mg, 0.076 mmol), 5-(4-bromobutoksy)benzeno-1,3-
dikarboksylan dimetylu (132 mg, 0.382 mmol) i weglan cezu (248 mg, 0.761 mmol) mieszano
w DMF (15 ml) w 60°C przez 19 godzin. Po ostudzeniu, mieszaning reakcyjng przesagczono
przez ziemi¢ okrzemkowa, ktorg dodatkowo przemyto toluenem. Potaczone przesgcze
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Chromatografia kolumnowa (zel krzemionkowy,
CH,CI/MeOH 20:1) pozwolita na uzyskanie ciemnoniebieskiego filmu 13 (31 mg, 20%
wydajnos¢). T.t. 133-135°C; Rs (CH2Cl2:MeOH 20:1) 0.12; UV-Vis (CHCI3): Anax nm (log €)
= 694 (3.37), 651 (3.63), 359 (3.64), 316 (3.66); 'H NMR (800 MHz, pirydyna-ds): 6 = 9.57
(m, 6H), 8.55-8.39 (m, 6H), 8.13 (m, 6H), 7.95-7.77 (m, 12H), 4.49-4.37 (m, 8H), 4.04-3.91
(m, 12H), 3.83 (M, 24H), 2.30 (bs, 4H), 1.94-1.84, 1.30-1.20 (m, 24H); *C NMR (201 MHz,
pirydyna-ds): ¢ = 166.4, 166.0, 159.9, 150.6, 136.2, 134.5, 132.7, 124.2, 123.3, 120.4, 68.6,
67.6, 65.8, 62.2, 52.8, 30.4, 26.5, 26.1; MALDI: m/z znaleziono: 2024.679 [M+H]", obliczono
2024.502.

Magnez(ll) 22,23-bis[4-(3,5-dibutoksykarbonylofenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,]-
22,23-diokso-22,23-secoporfirazyna (14)

Metoda syntetyczna zostata zaadaptowana z pracy [116]. Tribenzoporfirazyna 2 (42 mg,
0.034 mmol) zostata rozpuszczona w CH2Cl, (30 ml) w kolbie okragtodennej otwartej
na dostep powietrza. Nastepnie dodano roztwor KMnO, (6 mg, 0.038 mmol w 30 ml wody)
1 mieszaning reakcyjng intensywnie mieszano przez 2 godziny bez dostgpu $wiatta. Po tym
czasie oddzielono warstw¢ organiczng i1 odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Ciemnoniebieska  pozostato§¢ zostalta poddana rozdzialowi chromatograficznemu
z wykorzystaniem zelu krzemionkowego i eluentow: CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH 20:1,
co pozwolito na uzyskanie 14 jako ciemnoniebieskiego filmu (15 mg, wydajnos¢ 34%).
T.t. 151-153°C. R¢ (CH2Cl2/MeOH 20:1) 0.12. UV-Vis (CHCIls): Anax, Nm (log €) 319 (3.88),
337 (3.89), 369 (3.83), 621 (3.61), 670 (3.54), 727 (3.97). *H NMR (800 MHz, pirydyna-ds):
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d = 9.64-9.52 (m, 10H), 8.62-7.68 (m, 26H), 4.36-4.26, 4.11-4.03 (2 x m, 24H, forma wolna
I zagregowana), 2.33-1.97 (m, 8H), 1.57, 1.38 (2 x m, 16H, forma wolna i zagregowana),
1.30, 1.16 (2 x m, 16H, forma wolna i zagregowana), 1.27-1.19 (m, 16H), 0.81, 0.72 (2 x t,
J = 7.0 Hz, 24H, forma wolna i zagregowana); *C NMR (201 MHz, pirydyna-ds): § = 168.0,
167.4, 161.9, 152.6, 143.1, 143.0, 142.1, 138.2, 135.0, 133.6, 133.2, 126.5, 126.2, 125.4,
125.2, 124.6, 122.2, 121.1, 67.8, 67.5, 34.5, 33.9, 33.3, 33.1, 21.8, 21.7, 21.7, 16.2, 16.2.
HRMS (ESI) m/z znaleziono: 1279.368 [M+H]" CegH71MgNgO1,S;, obliczono 1279.4483;
1317.3404 [M+K]" CegH70MgNgO12S,K, obliczono 1317.4042; 2596.7021 [2M+K]"
C136H140M@2N16024S4K, obliczono 2595.8447.

Magnez(ll) 5,7-bis(4-metoksyfenylo)-6H-1,4-diazepino[2,3-b]tribenzo[g,l,g]porfirazyna
(25)

Zwigzek 25 wyizolowano przy uzyciu chromatografii kolumnowej: (i) zel
krzemionkowy i eluenty: CH,Cl;, CH,Cly/metanol 50:1, CH,Cl,/metanol 20:1; (ii) Al,O3
i eluenty: CH,Cl,, CH,Cly/metanol 200:1; (iii) Cig-zel do odwroconej fazy i eluenty:
H,O/metanol 3:1, CH,Cly/metanol 1:3; a takze preparatywnej TLC (eluenty: CH,Cl,/metanol
10:1 i CH,Cly/pirydyna 50:1), co pozwolito na wyizolowanie 25 w postaci ciemnozielonego
filmu (18 mg, wydajnos¢ 4%). Rt (CH,Cly/metanol 20:1) 0.47. UV-Vis (CH,Cly): Amax, NM
(log ¢): 695 (5.31), 657 (5.24), 352 (5.44). 'H NMR (799.926 MHz, DMSO-dg): 81, ppm 9.46
(m, 4H), 9.38 (m, 2H), 8.55 (d, 4H, 3J = 8.5 Hz), 8.27 (dd, 2H, J = 5.5, 2.5 Hz), 8.24 (m, 4H),
7.21 (d, 4H, 3J = 9.0 Hz), 4.59 (m, 2H), 3.94 (s, 6H). **C NMR (201.162 MHz, DMSO-ds):
d¢c, ppm 165.0, 158.2, 158.1, 156.3, 154.7, 149.7, 143.5, 142.0, 141.8, 141.6, 141.5, 134.4,
133.0, 132.9, 132.8, 132.6, 126.0, 125.9, 125.8, 117.6, 58.7, 40.0. MALDI m/z znaleziono
[M+H]" 765.2380, obliczono 765.2325.

Magnez(I1) 2,3-bis(4-metoksyfenylo)-1,4-diazaftalocyjanina (27)

Produkt 27 wyizolowano przy uzyciu chromatografii kolumnowej (zel krzemionkowy
i eluenty: CH,Cl,, n-heksan/THF 5:1, CH,CIl,/MeOH 50:1), co pozwolilo na uzyskanie
ciemnozielonego filmu 27 (34 mg, wydajnos¢ 18%). R; = 0.43 (CH,Cl,/MeOH 35:1).
UV-Vis (DMSO): Amax, NM (log €) 667 (4.95), 603 (4.22), 368 (4.66). ‘H NMR (800 MHz,
DMSO-dg) 6 = 9.38 (m, 4H), 8.24 (m,4H), 7.90 (m, 6H), 7.17 (m, 6H), 3.96 (s, 3H), 3.95 (s,
3H). 3¢ NMR (800 MHz, DMSO-dg) 6 159.6, 155.4, 155.0, 154.0, 152.3, 146.5, 145.7,
138.5, 138.0, 131.4, 131.3, 131.3, 129.8, 129.5, 129.2, 122.5, 122.4, 113.7, 113.6, 55.1, 55.0.
MALDI m/z znaleziono: 750.2125 [M]" C44H26MgN100,, obliczono 750.2091 [M]".
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Magnez(l11) 2,3-bis(4-benzyloksyfenylo)-1,4-diazaftalocyjanina (29)

Produkt 29 wyizolowano stosujac chromatografi¢ kolumnowa (zel krzemionkowy
i eluenty: CH,Cl,, n-heksan/octan etylu 7:2, CH,CIl,/MeOH 200:1, co pozwolito na uzyskanie
34 mg ciemnozielonego filmu 29 (wydajnos¢ 12%). R = 0.17 (CH,Cl,/MeOH 50:1). UV-Vis
(DMSO): Amax, Nm (log €) 677 (5.06), 626 (4.43), 604 (4.38), 366 (4.87). *H NMR (800 MHz,
pirydyna-ds): & = 9.66-9.41 (m, 6H), 8.18 (m, 4H), 8.15-8.03 (m, 6H), 7.59 (m, 4H), 7.46 (m,
4H), 7.38 (m, 4H), 7.31 (m, 2H), 5.21 (m, 4H). **C NMR (201 MHz, pirydyna-dg): & = 162.3,
159.1, 158.8, 156.5, 155.7, 152.6, 150.5, 142.6, 142.4, 142.1, 140.0, 135.2, 132.2, 131.5,
131.4,131.4, 130.8, 130.8, 130.6, 130.6, 126.2, 117.6, 72.7. HRMS (MALDI) m/z znaleziono:
903.2884 [M+H]" CsgH34MgN100,, obliczono 903.2795 [M+H]".

Magnez(I1) 2,3-bis{4-[3,5-bis(benzyloksy)benzyloksy]fenylo}-1,4-diazaftalocyjanina (31)

Produkt 31 wyizolowano stosujac chromatografi¢ kolumnowa (zel krzemionkowy
i eluenty: CH.Cl,, n-heksan/octan etylu 7:2, CH,Cl,/MeOH 200:1), co pozwolito
na uzyskanie 197 mg ciemnozielonego filmu 31 z wydajnoscia 48%. Ry = 0.61
(CH,Clx/MeOH 50:1). UV—Vis (DMSO): Amax, nm (log €) 676 (5.07), 626 (4.38), 604 (4.36),
363 (4.37). 'H NMR (800 MHz, DMSO-dg): & = 9.13-8.59 (m, 6H), 8.09-7.93 (m, 6H), 7.89
(m, 4H), 7.47 (m, 8H), 7.41 (m, 8H), 7.35 (m, 4H), 7.22 (m, 4H), 6.81 (m, 4H), 6.69 (m, 2H),
5.18 (s, 4H), 5.13 (s, 8H). *C NMR (201 MHz, DMSO-dg) & = 159.6, 158.7, 154.7, 154.4,
153.8, 153.5, 152.4, 152.2, 152.0, 145.8, 145.7, 139.3, 138.5, 138.1, 138.0, 136.9, 132.5,
131.9,129.4, 129.2, 128.4, 128.4, 128.3, 127.9, 127.7, 127.7, 122.5, 114.6, 106.6, 101.3, 69.4,
69.3. MALDI m/z 1327.4710 [M+H]" CgsHssMgN 1006, obliczono 1327.4469.

Magnez(I1) 2,3-bis(1-butoksy)-1,4-diazaftalocyjanina (32)

Zwigzek 32 wyizolowano chromatograficznie stosujac zel krzemionkowy i eluenty:
CH.Cl,, CH,CI,/MeOH 50:1, CH,CI,/MeOH 35:1, CH,Cl,/MeOH 20:1, n-heksan,
n-heksan/octan etylu 7:1, n-heksan/octan etylu 7:2 z wydajnoscia 7%. R; = 0.59
(CH,Cl,/MeOH 20:1). *H NMR (800 MHz, pirydyna-ds) & 9.69 (m, 2H), 9.60 (m, 2H), 8.20
(d, 3 = 6.0 Hz, 2H), 8.13 (m, 2H), 8.04 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 5.05 (m, 4H), 2.01 (m, 4H), 1.61
(m, 4H), 0.97 (t, *J = 7.5 Hz, 6H). *C NMR (201 MHz, pirydyna-ds) & 158.3, 154.9, 152.6,
142.6, 142.4, 142.1, 138.2, 133.9, 132.6, 132.3, 132.1, 131.7, 126.2, 125.9, 70.4, 33.8, 22.2,
16.5. MALDI m/z: znaleziono 682.2833 [M+H]", obliczono 682.2404.

6.4. Metodyka oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
W badaniach wykorzystano szczepy bakteryjne — Staphylococcus aureus ATCC 25923
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i Escherichia coli ATCC 25922, grzybiczy Candida albicans ATCC 10231 — pochodzace
z American Type Culture Collection (ATCC). Szczepy byly przechowywane we fiolkach
kriogenicznych Microbank (ProLabDiagnostics, Kanada) w temperaturze —70 + 10°C.
Badane szczepy zawieszono w odpowiednich mediach (bakterie w bulionie BHI, C. albicans
w bulionie Sabourauda) i tak przygotowane zawiesiny inkubowano w temperaturze 36 + 1°C
przez 20 godzin. Nastepnie, 2 ml hodowli odwirowano (3000 obrotdw/minute przez 15
minut). Supernatant usuni¢to i do osadu dodano PBS, celem uzyskania zawiesiny o gestosci
ok. 10" CFU/ml (CFU, colony forming units — jednostki tworzace kolonie). Aktywno$é
fotodynamiczng zbadano na podstawie wczesniej opracowanej procedury [129]. Do zawiesin
bakteryjnych dodano roztwory tribenzoporfirazyn o odpowiednim stgzeniu, po czym
inkubowano w ciemnosci przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie, probki
poddano naswietleniu falg dlugosci 660 nm o intensywnosci 3.0 mW/cm? (zmierzono
radiometrem RD 0.2/2, Optel) — grupa L(+)Ps(+). Jednocze$nie, wykonano trzy grupy
eksperymentow kontrolnych: (i) grupa nienaswietlana, bez dodatku fotouczulacza L(—)Ps(-),
(if) grupa nienaswietlana, z fotouczulaczem L(—)Ps(+), (iii) grupa naswiectlana bez dodatku
fotouczulacza L(+)Ps(-). Przezywalnos¢ komorek okreslono stosujac kolejne rozcienczenia
roztworu wyj$ciowego w PBS poprzez posiewy powierzchniowe na odpowiednich podtozach.
Posiewy po badaniach bakteryjnych wykonywano na agarze tryptozowo-sojowym (Oxoid,
Wielka Brytania), posiewy po badaniach grzybiczych na agarze Sabourauda — agar
Z wyciagiem kazeiny 1 soi. Posiewy inkubowano przez 24 godziny w przypadku szczepow
bakteryjnych i 48 godzin w przypadku szczepu grzybiczego — C. albicans — w temperaturze
36 + 1°C. Po odpowiednim czasie inkubacji kolonie zliczono i na tej podstawie obliczano
liczbe drobnoustrojow w probkach badanych L(+)Ps(+) i kontrolnych: L(—)Ps(-), L(-)Ps(+)
oraz L(+)Ps(-).

Fotocytotoksycznos¢ makrocykli w danym stezeniu i log uzyskano przez obliczenie
czynnika redukcji fototoksycznej:

Ren = logL(-)Ps(-) — logL(+)Ps(+)
toksyczno$¢ ciemng — obliczajac wspotczynnik toksyczno$ci ciemnej (bez naswietlania):
Rp = logL(-)Ps(-) — logL(-)Ps(+)
Wartosci kontrolne obliczono stosujac wzor:

RControl = IOgL(*)Ps(*) - IogL("')PS(*)
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7. Streszczenie

Y

Tribenzoporfirazyny o potencjalnym zastosowaniu w terapii fotodynamicznej

- synteza i charakterystyka fizykochemiczna

cze$ci literaturowej pracy dokonano przegladu piSmiennictwa na temat

porfirynoidéw, ze szczegblnym uwzglednieniem tribenzoporfirazyn, dendrymerow

i mozliwosci ich modyfikacji oraz terapii fotodynamicznej, w tym z wykorzystaniem

powyzszych grup zwigzkow.

W czesci eksperymentalnej przedstawiono i omoéwiono synteze oraz charakterystyke

fizykochemiczng dwunastu otrzymanych tribenzoporfirazyn, takich jak:

1.

10.
11.

12.

Magnez(ll)  22,23-bis(4-(3,5-dibutoksykarbonylofenoksy)butylosulfanylo)triben-
zo[b,g,l]porfirazyna (2)

Magnez(ll)  22,23-bis(4-{3,5-bis[3,5-bis(butoksykarbonylo)fenoksymetylo]feno-
ksy}butylosulfanylo)tribenzo[b,g,l]porfirazyna (4)

Magnez(ll)  22,23-bis[3,5-bis(3,5-dimetoksybenzoksy)benzylosulfanylo]tribenzo
[b,g,1]porfirazyna (6)
22,23-Bis[4-(3,5-dibutoksykarbonylofenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,l]porfi-
razyna (11)

Magnez(Il) 22,23-bis[4-(3,5-dihydroksymetylofenoksy)butylosulfanylo]tribenzolb,
g,l]porfirazyna (12)

Magnez(Il) 22,23-bis[4-(3,5-bis{[4-(3,5-dimetoksykarbonylofenoksy)butoksy]me-
tylo}fenoksy)butylosulfanylo]tribenzo[b,g,l]porfirazyna (13)

Magnez(ll)  22,23-bis[4-(3,5-dibutoksykarbonylofenoksy)butylosulfanylo]triben-
zo[b,g,1]-22,23-diokso-22,23-secoporfirazyna (14)

Magnez(Il) 5,7-bis(4-metoksyfenylo)-6H-1,4-diazepino[2,3-b]tribenzo[g,l,q]porfi-
razyna (25)

Magnez(I1) 2,3-bis(4-metoksyfenylo)-1,4-diazaftalocyjanina (27)

Magnez(I1) 2,3-bis(4-benzoksyfenylo)-1,4-diazaftalocyjanina (29)

Magnez(ll)  2,3-bis{4-[3,5-bis(benzoksy)benzoksy]fenylo}-1,4-diazaftalocyjanina
(31)

Magnez(I1) 2,3-bis(1-butoksy)-1,4-diazaftalocyjanina (32)

Makrocykle 2, 4, 6, 25, 27, 29, 31 i 32 otrzymano na drodze cyklotetrameryzacji

odpowiednich pochodnych maleonitrylowych z  wykorzystaniem nadmiaru

1,2-dicyjanobenzenu. Poprzez modyfikacj¢ podstawnikow peryferyjnych tribenzoporfirazyny
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2 uzyskano dwie nowe pochodne: 12 i 13. Na drodze modyfikacji w obrgbie pierScienia
makrocyklicznego 2, poprzez usunigcie jonu magnezu z rdzenia uzyskano demetalowang
pochodng 11, a poprzez utlenienie pierscienia Secoporfirazyne 14.

Tozsamos$¢ 1 strukture zwigzkéw potwierdzono z wykorzystaniem metod m.in.
spektrofotometrii UV-Vis, spektrometrii mas (ES i MALDI), spektroskopii NMR jedno
i dwuwymiarowych (*H-'H COSY, 'H-*cHSQC, 'H-CHMBC, 'H-'HTOCSY,
'H-'H NOESY).

Dla tribenzoporfirazyn 2, 4, 6, 12, 13, 14, 25, 27, 29 i 31 wykonano badania
fotochemiczne celem okreSlenia wartosci wydajnosci kwantowej generowania tlenu
singletowego. Zastosowano metodg posrednig z wykorzystaniem 1,3-difenyloizobenzofuranu.
Najwyzszg wartos¢ uzyskano dla seco-porfirazyny 14 réwng 0,27.

Tribenzoporfirazyny 2, 4, 12 i 14 zostaly przebadane w kierunku ich aktywnosci
fotodynamicznej skierowanej przeciwko komoérkom nowotworowym linii komodrkowych
HSC-3 i CAL 27 (rak kolczystokomorkowy jamy ustnej). Dla tej grupy pochodnych
najwyzsza aktywno$¢ zaobserwowano dla 12, dla ktorego 1Cso wyniosto 0,042 i 0,010 pmol/I
dla odpowiednio HSC-3 i CAL 27. T¢ seri¢ porfirazyn wbudowano w liposomy i w tej
formulacji poddano ocenie fotocytotoksycznosci wzgledem HSC-3, CAL 27 i HelLa (linia
komorkowa komorek raka szyjki macicy). Ponownie najbardziej aktywna okazata sig
tribenzoporfirazyna 12 w liposomach o sktadzie DOTAP : POPC, dla ktorych obliczone 1Cs
wyniosto 0,013, 0,007 i 0,042 umol/I na liniach komérkowych odpowiednio HSC-3, CAL 27
i HeLa.

Diazepinotribenzoporfirazyng 25 przebadano wzgledem komoérek linii LNCaP
(nowotwor prostaty) w postaci wolnej i w formulacji liposomalnej. Najwyzszg aktywno$¢
fotodynamiczng zaobserwowano dla 25 w liposomach o skladzie PG : POPC, dla ktoérych
obliczone I1Csp wyniosto 0,166 pmol/l. Formulacje liposomalne réwniez w warunkach
indukowanej hipoksji wykazywaty wyzsza aktywnos¢ w porownaniu do zwigzku wolnego,
z wartosciami ICsp wynoszgcymi 0,600 i 0,378 umol/l dla liposomow o sktadzie odpowiednio
DOTAP : POPC oraz PG : POPC.

Zwiazki 6, 12 i 31 poddano ocenie aktywnosci fotodynamicznej skierowanej przeciwko
bakteriom Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 i grzybowi
Candida albicans ATCC 10231. Najwyzszg aktywno$¢ odnotowano wzgledem S. aureus
dla tribenzoporfirazyn 12 (log = 5,911) i 6 (log = 5,771).
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8. Abstract

Tribenzoporphyrazines of potential use in photodynamic therapy

— synthesis and physicochemical characterization

In the theoretical part of the work, the literature on porphyrinoids was reviewed, with

particular emphasis on tribenzoporphyrazines, dendrimers and the possibility of their

modification, and photodynamic therapy, including the use of the above-mentioned groups

of compounds.

The experimental part presents and describes the synthesis and physicochemical

characteristics of twelve obtained tribenzoporphyrazines:

1.

10.
11.

12.

22,23-Bis(4-(3,5-dibutoxycarbonylphenoxy)butylsulfanyltribenzo[b,g,l]porphyra-
zinato magnesium(ll) (2)
22,23-Bis(4-{3,5-bis[3,5-bis(butoxycarbonyl)phenoxymethyl]phenoxy}butylsulfa-
nyl)tribenzo[b,g,l]porphyrazinato magnesium(ll) (4)
22,23-Bis[3,5-bis(3,5-dimethoxybenzyloxy)benzylsulfanyl]tribenzo[b,g,l]porphyra-
zinato magnesium(ll) (6)
22,23-Bis[4-(3,5-dibutoxycarbonylphenoxy)butylsulfanyl]tribenzo[b,g,l]porphyra-
zine (11)
22,23-Bis[4-(3,5-dihydroxymethylphenoxy)butylsulfanyl]tribenzo[b,g,lJporphyra-
zinato magnesium(ll) (12)
22,23-Bis[4-(3,5-bis{[4-(3,5-dimethoxycarbonylphenoxy)butoxy]methyl}phenoxy)
butylsulfanyl]tribenzol[b,g,l]porphyrazinato magnesium(Il) (13)
22,23-Bis[4-(3,5-dibutoxycarbonylphenoxy)butylsulfanyl]tribenzo[b,g,l]-22,23-di-
0x0-22,23-secoporphyrazinato magnesium(l1) (14)
5,7-Bis(4-methoxyphenyl)-6H-1,4-diazepino[2,3-b]tribenzo[g,l,q]porphyrazinato
magnesium(ll) (25)

Magnesium(ll) 2,3-bis(4-methoxyphenyl)-1,4-diazaphthalocyanine (27)
Magnesium(ll) 2,3-bis(4-benzyloxyphenyl)-1,4-diazaphthalocyanine (29)
Magnesium(ll) 2,3-bis[4-[3,5-bis(benzyloxy)benzyloxy]phenyl]-1,4-diazaphthalo-
cyanine (31)

Magnesium(ll) 2,3-bis(1-butoxy)-1,4-diazaphthalocyanine (32)

Macrocycles 2, 4, 6, 25, 27, 29, 31 and 32 were obtained by cyclotetramerization

reaction of appropriate maleonitrile derivatives with an excess of 1,2-dicyanobenzene.

By modifying the peripheral substituents of tribenzoporphyrazine 2 two new derivatives were
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obtained: 12 and 13. The modification of the macrocyclic ring of 2 resulted in the demetalated
derivative 11 and — through the oxidation of the macrocyclic ring — seco-porphyrazine 14.

The identity and structure of compounds were confirmed using methods such as UV-Vis
spectrophotometry, mass spectrometry (ES and MALDI), one- and two-dimensional NMR
spectroscopy (*H-'H COSY, *H-*C HSQC, H-*C HMBC, *H-'H TOCSY, 'H-'H NOESY).

For tribenzoporphyrazines 2, 4, 6, 12, 13, 14, 25, 27, 29 and 31 photochemical studies
were performed to determine the singlet oxygen generation efficiency quantum yields.
An indirect method using 1,3-diphenylisobenzofuran was used. The highest value of 0.27 was
obtained for seco-porphyrazine 14.

Tribenzoporphyrazines 2, 4, 12 and 14 were subjected to photodynamic activity
assessment against the tumor cell lines HSC-3 and CAL 27 (oral squamous cell carcinoma).
For this group of derivatives, the highest activity was observed for 12, for which the ICsy was
0.042 and 0.010 umol/L for HSC-3 and CAL 27, respectively. The same series
of porphyrazines was incorporated into liposomes, and the photocytotoxicity against cell lines
HSC-3, CAL 27 and HeLa (a cell line of cervical cancer cells) was evaluated in this
formulation. Again, the most active compound turned out to be tribenzoporphyrazine 12
in liposomes composed of DOTAP : POPC, for which the calculated 1Csy was 0.013, 0.007
and 0.042 umol/L for the HSC-3, CAL 27 and HeLa cell lines, respectively.

Diazepinotribenzoporphyrazine 25 was evaluated on LNCaP (prostate cancer) cells
in free form and a liposomal formulation. The highest photodynamic activity was observed
for 25 in liposomes composed of PG : POPC, for which 1Cs, of 0.166 wmol/L was calculated.
Under conditions of induced hypoxia, liposomal formulations showed also superior activity
as compared to the free compound, with 1Csq values of 0.600 and 0.378 pmol/L for liposomes
composed of respectively DOTAP : POPC and PG : POPC

Compounds 6, 12 and 31 were evaluated for photodynamic activity against bacteria
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and fungus Candida
albicans ATCC 10231. The highest activity was recorded against S.aureus
for tribenzoporphyrazine 12 (log =5.911) and 6 (log = 5.771).

88



9. SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

9. Spis stosowanych skrotow

5-ALA — kwas 5-aminolewulinowy (5-aminolevulinic acid)

CFU — jednostki tworzace kolonie (colony-forming units)

COSY - homojadrowa spektroskopia korelacyjna (correlation spectroscopy)

DMAE — N,N-dimetyloaminoetanol

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek (dimethyl sulfoxide)

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

DPBF — 1,3-difenyloizobenzofuran (1,3-diphenylisobenzofurane)

ESI — jonizacja przez elektrorozpylanie (electrospray ionization)

HMBC — heterojadrowa korelacja dalekiego zasiegu, heterojadrowa spektroskopia
korelacyjna badajgca oddziatywania sgsiednich atomoéw (heteronuclear multiple
bond coherence)

HSQC — heterojadrowa korelacja z detekcja przejs¢ jednokwantowych, heterojadrowa
spektroskopia korelacyjna badajaca oddziatywania sasiednich atomow
(heteronuclear single quantum correlation)

MeOH — metanol

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (nuclear magnetic resonance)

NOESY - spektroskopia jadrowego efektu Overhausera (nuclear Overhauser effect
spectroscopy)

PAMAM - poli(amidoaminowy) dendrymer

PBS — wodny roztwor soli fizjologicznej 0.9% buforowany fosforanami (phosphate
buffered saline)

Pc — ftalocyjanina (phthalocyanine)

PDT - terapia fotodynamiczna (Photodynamic Therapy)

PG — L-a-fosfatydylo-DL-glicerol (phosphatidyl-DL-glycerol)

POPC — 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin)

Ps — fotouczulacz, fotosensybilizator (Photosensitizer)

Pz — porfirazyna

ROS - reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen Species)

T.t. — temperatura topnienia
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t. wrzenia — Temperatura wrzenia
TLC — chromatografia cienkowarstwowa (thin layer chromatography)
TOCSY - korelacyjna spektroskopia zupetna/catkowita (total correlation spectroscopy)
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10. Spis rycin, schematow oraz tabel

10.1.Spis rycin

Ryc. 1. Struktury chemiczne porfiryn i aza-porfiryn. M — jon metalu lub 2H. ................ 5
Ryc. 2. Reprezentatywne struktury chemiczne naturalnie wystepujacych porfirynoidow.
...................................................................................................................................... 5
Ryc. 3. Mozliwo$ci modyfikacji (a) porfirazyn i (b) ftalocyjanin; (¢) kompleks
kanapkowy porfirazyny. M — jon metalu. Raxia — podstawnik aksjalny. ..................... 6
Ryc. 4. Metody syntezy aza-porfirynoidow typu AzB. ..o 9
Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie produktéw reakcji makrocyklizacji. W reakcji
tetrameryzacji przy zatozonej identycznej reaktywnosci pochodnych maleo- i
o-ftalonitryli powstaje zgodnie z regutami statystyki mieszanina 6 produktow
MAKIOCYKIICZNYCN. ..o 10
Ryc. 6. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn typu solitaire VI-XIV otrzymanych
przez Baumana i WSP. [19,22].......cciveiiiieiieiic e 13
Ryc. 7. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn siarkowych XV i XV1 otrzymanych
Przez NiKOIAeVa I WSP.J24] ..cvoiiieiiieeeeee e 14
Ryc. 8. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn z tetratiafulwalenem XVI1I-XX........... 15
Ryc. 9. Budowa chemiczna rozpuszczalnych w wodzie porfirazyn XXI i XXI|I
otrzymanych przez Kudrevich i WSP. [27]. cveoeeiiiieiiece e 16
Ryc. 10. Budowa chemiczna pochodnych pirazynotribenzoporfirazyn XXI-XXXIV.
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Ryc. 11. Budowa chemiczna dimerow porfirazynowo-porfirynowych XXXV, XXXVI i
bisporfirazynowego XXXV L. ......coooiiiiiiece s 18
Ryc. 12. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyny fluorowanej XXXVIII. ................... 19
Ryc. 13. Budowa chemiczna tribenzoporfirazyn ze sprzezonym z pierScieniem
1,2,5-tiadiazyny XXXIX 1 XL, oot 19
Ryc. 14. Budowa chemiczna porfirazyn typu solitaire otrzymanych przez Ikeue i wsp.
[A0]. oottt r et reer s 20

Ryec. 15. Budowa chemiczna diazepinotribenzoporfirazyn XLI, XLII otrzymanych

przez Donzello i wsp. wraz z produktem ubocznym tetrameryzacji XLI, czyli XLIII

[AL,42]. ettt 20
Ryc. 16. Budowa chemiczna pochodnych diazepinotribenzoporfirazyny XLIV i XLV
2 ] OSSPSR 21
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Ryc. 17. Budowa chemiczna pochodnych tribenzoporfirazyn tlenowych XLVI1 i XLVII
LA, oottt reere s 22
Ryc. 18. Schemat budowy dendrymeru. ..........ccccveveierininiiisieeeee s 23
Ryc. 19. Metody funkcjonalizacji dendrymeru i mozliwosci jego wykorzystania jako
nos$nika wykorzystujac (a) wewnetrzne przestrzenie i (b) peryferyjne grupy
funkcyjne. PEG — polietylenogliKol. ... 24
Ryc. 20. Schematyczne przedstawienie (a) terapii fotodynamicznej i (b) reakcji
L{0]10T0 )Y T Taa o4 1= RS OSR 27

Ryc. 21. Schematyczna kompilacja absorpcji §wiatla przez rézne chromofory. Linia

przerywana przedstawia tzw. okno terapeutyczne w zakresie 600-800 nm............... 28
Ryc. 22. Wybrane komercyjnie dostepne fotouczulacze do PDT. .......ccccovvvviiiininnnen. 30
Ryc. 23. Wybrane fotouczulacze bedace w trakcie badan klinicznych. ............cccoeeee. 31
Ryc. 24. Fragment widma *H NMR tribenzoporfirazyny 6. ...........cccoceeeereeeresrsnnees 40

Ryc. 25. Fragment widma *H-"3C HSQC tribenzoporfirazyny 6. Symbol * wskazuje
na obecnos¢ sygnahu resztkowego pirydyny-0s. .......occoovririniiienenineseseseeeeeeen 41
Ryc. 26. Fragment widma *H-*3C HMBC tribenzoporfirazyny 6. Symbol *wskazuje
na obecno$¢ sygnatu resztkowego pirydyny-Os. .......c.cceevvrineniereneneneneseseeee s 41
Ryc. 27. Poréwnanie przesuni¢¢ chemicznych sygnatéw jader wodoru i jader
weglowych makrocykla 6 oraz jego agregatow 1-3. Strzatki symbolizujg sprz¢zenia
zaobserwowane w widmie *H-*C HMBC. Wartosci przesunigé chemicznych (**C)

[ppm] podano z doktadnoscia do drugiego miejsca po przecinku (kropce), celem

odczytania wszystkich sygnatéw pochodzacych od form zagregowanych................ 42
Ryc. 28. Budowa chemiczna pochodnych dimerkaptomaleonitryla 71 8. ..................... 43
Ryc. 29. Widmo MS ESI tribenzoporfirazyny 10. .......c.ccccevveieiiieiieie e, 44
Ryc. 30. Widmo UV-Vis zwiazku 14 w chloroformie w réznych stgzeniach (mol/dm?).
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Ryc. 31. Widma UV-Vis 2 (linia przerywana), 11 (linia kropkowana) i 14 (linia ciagta).
Wszystkie widma zostaty zarejestrowane w dichlorometanie i sg znormalizowane. 51
Ryc. 32. Przesuniecia chemiczne *H i (**C) [ppm] tribenzoporfirazyny 14 wraz
z wybranymi korelacjami *H-'H COSY i *H-*C HMBC. Warto$ci przesunigé
chemicznych (**C) zostaly podane do drugiego miejsca po przecinku (kropce)
dla rozroznienia form niezagregowanej 1 ZagreZOWAaNE]..........ouervrerreerveesreesneenneeses 53

Ryc. 33. Badania rekonesansowe w kierunku seco-porfirazyny 16. ...........cccccevvevrrnne. 53
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Ryc. 34. Pochodne: (a) 1,4-diaza-2,3-dicyjanocyklohept-2-enu i (b) 1,2-dicyjano-6H-
1,4-diazepiny, dla ktorych niemozliwe byto uzyskanie odpowiednich
trIDENZOPOITIFAZYN. ... 54

Ryc. 35. Widmo masowe mieszaniny po reakcji cyklotetrameryzacji 24. Kolorem
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12. Suplement

W suplemencie zastosowano nastgpujace oznaczenia sygnaléw rozpuszczalnikow

wystepujacych w widmach NMR:
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Dariusz Mtynarczyk Poznan,.......c.cccooiiiiiii,
Imi¢ i nazwisko

OSWIADCZENIE
Niniejszym o$wiadczam, ze jestem autorem rozprawy doktorskiej pt.:

,» 1 ribenzoporfirazyny o potencjalnym zastosowaniu w terapii fotodynamicznej - synteza
I charakterystyka fizykochemiczna”.

Informuje, ze udzielam/pie-udzielam® nicodptatnie Uniwersytetowi Medycznemu w Poznaniu
(UMP) licencji niewylgcznej do korzystania z ww. pracy bez ograniczen czasowych i
terytorialnych na nastepujacych polach eksploatacji®
przechowywanie i archiwizowanie pracy w zakresie wprowadzania jej do pamigci
komputera oraz do jej zwielokrotniania, udost¢pniania i obrotu w formie
elektronicznej
udostepnienie pracy w Czytelni Naukowej Biblioteki Gtownej UMP

Jednoczes$nie informuje, e
(] wyrazam zgode na nieodptatne opublikowanie catosci manuskryptu mojej pracy
doktorskiej w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (WBC)
nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej w
Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej, poniewaz zobowiazuje si¢
- w terminie nie dluzszym niz 6 miesiecy od daty podpisania niniejszego
oswiadczenia do przygotowania publikacji opartej na wynikach pracy
doktorskiej 1 wystania do wydawnictwa,
- opublikowania ww. wynikéw w okresie kolejnych 18 miesigcy,
- afiliowania ww. pracy na rzecz Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
[] nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej z
uwagi na zawarty w niej niejawny charakter informacji

Przyjatem do wiadomosci fakt obowigzku niezwlocznego poinformowania Dziekanatu
Wydziatu Farmaceutycznego UMP o wystaniu manuskryptu do wydawnictwa oraz przyjeciu
publikacji do druku®. W przypadku niepoinformowania Dziekanatu w terminie o ww. faktach
zezwalam Uniwersytetowi Medycznemu w Poznaniu na opublikowanie cato$ci mojej pracy
doktorskiej w WBC>.

Data i podpis

! niepotrzebne skresli¢

2 whasciwe pola zaznaczy¢

® nalezy wybraé jedna z trzech podanych nizej mozliwosci

* dotyczy wylacznie sytuacji, w ktorej autor rozprawy doktorskiej prosi o odroczenie publikacji manuskryptu w
WBC z uwagi na zamiar opublikowania zawartych w niej wynikow w czasopismie/czasopismach naukowych

® Art. 14, ust. 1, Ustawa o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dnia 4 lutego 1994 r. (Dz.U. 1994 Nr 24

poz. 83)



OSWIADCZENIE

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

., T ribenzoporfirazyny o potencjalnym zastosowaniu w terapii fotodynamicznej - synteza
i charakterystyka fizykochemiczna”

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udzialu osob
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materiatdéw
zrodtowych, stanowi ona prac¢ oryginalng nie narusza praw autorskich oraz dobr
osobistych 0sob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji,
ktore zostaly uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas
przedmiotem zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem tytulu doktora nauk
farmaceutycznych.

Dariusz Mlynarczyk



