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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Kandidat Adam Kralik

Skolitel Doc. PharmDr. Petr Zimcik, Ph.D.

Nézov diplomovej prace Studium syntézy tetrapyrazinotriazaporfyrinti

Ftalocyaniny st skupina planarnych syntetickych makrocyklickych molekul, §trukturne
podobnych, v prirode sa vyskytujlicim, porfyrinoidom, ktoré vykazuji zaujimavé
fotofyzikalne vlastnosti. Nasli mnoho uplatneni, z ktorych najsl'ubnejSie je pouzitie k
produkcii singletového kysliku. Maju schopnost’ absorbovat’ svetelnu energiu a predat
ju okolitym molekuldm, priCom vznikaju vysoko reaktivne molekuly, z ktorych
najdolezitejSou je singletovy kyslik. Toto méze byt vyuzité vo fotodynamickej terapii,
ktord mé schopnost’ ni¢it’ nadorové bunky, zabijat’ mikroby a podobne. Fotodynamicka
terapia vyuziva 3 komponenty: svetlo, fotosenzitizér a kyslik k vytvoreniu vysoko
reaktivnych foriem kysliku.

Povodny zamer tejto prace bol nasyntetizovat’ aza-analdg ftalocyaninu s objemnymi
periférnymi substituentmi odvodenymi od bornanu, ktoré by mohli branit’ agregacii
molekul. Pyrazinovy prekurzor pre cyklotetramerizaciu bol pripraveny kondenzacnou
reakciou medzi diaminomaleonitrilom a bornan-2,3-dibonom. Pri  nésledne;j
cyklotetramerizacii za pouziti litia v butanole vznikal bo¢ny produkt inej farby, ktory
bol charakterizovany ako derivat tetrapyrazinotriazaporfyrinu s propylovym ret'azcom
v meso-polohe. Cyklotetramerizacia v oktanole s pouzitim litia viedla k podobnému
bo¢nému produktu s heptylovym retazcom v meso-polohe. Alifaticky retazec preto
pravdepodobne pochadzal z rozpustadla, v ktorom reakcia prebiechala. Nasledné
Studium podmienok reakcii ukazalo vyrazny vplyv mnozstva pouzitého litia. Pri pouziti

hor¢ika ako iniciatora cyklotetramerizécie k tejto reakcii nedochadzalo.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové
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Title of Thesis Synthesis of tetrapyrazinotriazaporphyrins

Phthalocyanines are a group of planar synthetic macrocyclic molecules structurally
similar to the naturally occurring porphyrinoids, which show some attractive
photophysical properties. They have found many applications from which the most
promising is singlet oxygen production. They are able to absorb the energy of light and
transfer it to the surrounding molecules creating a highly reactive species, the most
important being singlet oxygen. This can be used in photodynamic therapy which is
used to destroy tumor cells, to kill microbes etc. Photodynamic therapy uses three non-
toxic components: light, photosensitizer and oxygen to produce reactive oxygen species.
The original aim of this work was to synthesize an aza-analogue of phthalocyanine with
bulky peripheral substituents derived from camphor that could prevent the aggregation
of the compound. The pyrazine precursor for cyclotetramerization was prepared by
condensation reaction between diaminomaleonitrile and camphorquinone. However, an
interesting side product of different color and with a slightly higher R¢ than the targeted
compound occurred upon cyclotetramerization of the precursor in butanol with lithium.
It was characterized as tetrapyrazinotriazaporphyrine with propyl chain in the meso-
position. Cyclotetramerization in octanol with lithium led to the similar by-product with
heptyl chain in meso-position. The aliphatic side chain most likely originated from the
solvent the reaction was carried in. The following study revealed important influence of
the amount of lithium on the yield of this side product. Magnesium as the initiator did

not produce this side product.
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2. ZOZNAM SKRATIEK
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3. CIEL, PRACE

Cielom prace bola priprava azaftalocyaninu, ktory bude niest na perférii objemné
substituenty odvodené od bornanu ¢im bude zabranané agregacii viacerych molekul. V
priebehu syntézy vSak doslo k forméacii neobvyklych bo¢nych produktov (Obr. 1), preto

bola pozornost’ zamerand najmé na ich charakterizaciu a podmienky ich vzniku.
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Obr. 1 Ciel'ova molekula a bo¢né produkty

R = propyl, heptyl
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4. TEORETICKA CAST

4.1. Fotodynamicka terapia

Fotodynamické terapia (PDT) je modernd, minimélne invazivna metdda, vyuzivajuca
svetlo, fotosenzitizér (PS) a kyslik, pomocou ktorych je mozné vyvolat' relativne
selektivnu cytotoxicku aktivitu, ¢o je vyuzivané pri lieCbe nddorovych ochoreni,
prekanceroznych stavov alebo eradikdcii mikroorganizmov. PS mé schopnost’
absorbovat’ urcitu ¢ast’ svetelného Zziarenia, ¢im sa dostane do energeticky bohatSieho,
excitovaného stavu, priCom tuto energiu d’alej predava okolitym molekulam kyslika, z
ktorych st néasledne vytvarané vysoko reaktivne formy kyslika, ktoré vedu k smrti
zasiahnutych buniek.' Klinické $tudie ukazuju, ze PDT méZe byt s vyhodou pouzita
najmé k liecbe nadorov v pociatocnej faze a je schopna zlepsit’ kvalitu zivota pri
neoperovatenych tumoroch. Minimélna toxicita na zdravé tkaniv4, zanedbatelné
systémové ucinky, podstatne znizena dlhodoba morbidita, nepritomnost’ rezisten¢nych
mechanizmov ako aj vyborné kozmetické vlastnosti, robia z PDT cennii metddu,
vyzivani predovSetkym v kombinovanej terapii. S narastajicim technologickym
pokrokom a objavom netoxickych a vysoko efektivnych PS ma PDT potencial byt

. , , v v g, . .. , , . . .2
integrovana na uroven zakladnej linie v boji s nddorovymi ochoreniami.

Pociatok terapie svetlom mozeme datovat’ uz do antiky a starovekého Egypta, avSak az
zaciatkom 19. storocia (Obr. 2) boli nemeckym Studentom mediciny Oscarom Raabom
prvy krat popisané cytotoxické ucinky svetla a roznych akridinovych farieb na prvoky
rodu Paramecium caudatum. Pod vedenim prof. Hermanna von Tappienera boli
vykonané prvé experimenty a zavedeny pojem "fotodynamicky efekt"’ Prvé
experimenty na c¢loveku boli vykonané Dr. Friedrichom Meyer-Betzom, ktory si
injekéne aplikoval 200 mg hematoporfyrinu a na sebe pozoroval fototoxicky ucinok
tejto latky, priCom na niekol’ko dni opuchol a jeho telo bolo na svetlo citlivé este po
dobu niekol’kych mesiacov.* Moderna éra PDT zagala az v poéiatkom 70. rokoch 20.
storo¢ia, kedy Dr. Lipson a Dr. Schwartz pozorovali, Ze injekénd aplikacia
hematoporfyrinu viedla k fluorescencii neoplastickych 1ézii, ktoré mohli byt
vizualizované behom operacie. Fotodynamicky efekt bol v r. 1978 prvy krat klinicky
testovany prof. Thomasom Doughertym a jeho spolupracovnikmi v Roswell Park

Cancer Institute, ktorym sa tUspesne podarilo zmiernit', alebo vyliecit’ celkovo 111 zo
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113 koznych a podkoznych malignych tumorov pomocou derivatu hematoporfyrinu
(HpD). V roku 1993 bol HpD v Kanade schvaleny ako vobec prvé liecivo pre PDT pod

medzindrodnym nechranenym nazvom porfimer (komeréna nazov Photofrin).> ®

1913 1978

1 990 Meyer-Betz: 1. testy

Oscar Raab: cytotox. hematoporfirinu na
efekt akridinu a svetla) Eloveku

TJ. Dougherty: terapial
koznych nadorov
pomocou PDT

Herman von Richard Lipson:

Tappeiner: zavedenie detekcia nadorov
pojmu PDT pomocou HPD

schvalené lieivo pre

Obr. 2 Casova os najdolezitejsich udalosti v PDT

Aj napriek tomu, Zze Photofrin je v sucasnosti stile najviac vyuzivanym PS, vykazuje
tato latka rozne nevyhody, zahfiiajiice dlhotrvajicu fotosenzitivitu a relativne slabu
absorbanciu pri 630 nm. Od pociatkov PDT existuje vel'ké tsilie syntetickych chemikov
objavit a zaviest do praxe druht generdciu PS, priCom boli nasyntetizované a
predlozené stovky $truktur, ako potencionalne PS pre PDT.” Objav, Ze kyselina 5-
aminolevulanova (5-ALA) je biosyntetickym prekurzorom PS protoporfyrinu IX, viedlo

k mnohym aplikaciam, pri ktorych ALA alebo jej estery su podavané topicky alebo p.o.

Moderny PS by mal spiiiat’ niekol’ko kritérii, z ktorych najdéleZitejsie su:

1. PS by mal byt chemicky cisty o znamej molekuldrnej strukture.

2. PS by mal byt ¢o najviac vychytavany v postihnutom tkanive.

3. PS by mal vyborne absorbovat svetelné Ziarenie pri Specifickej vinovej dizke a mal by
mat vysoky extinkcny koeficient.

4. PS by mal efektivne produkovat reaktivne formy kysliku.’

V nasledujuce;j stati s zhrnuté dnes pouzivané PS.
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4.2. Fotosenzitizéry v sucasnosti

1. generacia

Porfimér sodny (porfimer sodium)
Obchodny nazov: Photofrin®
Vyrobca: Axcan Pharma, Inc.
Zaklad Struktary: porfyrin
Maximum absorpcie: 630 nm

Povolené pouzitie: celosvetovo

Charakteristika: Porfimér (Obr. 3) bol vobec prvy PS schvaleny pre klinické pouzitie,
pricom jeho indikdcie dnes =zahfnaju rakovinu pazerdku, Barretov pazerak,
endobronchidlne nadory, karcindbm bazalnych buniek, skvamozny karcindm koze a
rakovinu kr&ku maternice.'® Terapia zahffia intravenézne podanie porfiméru sodného,
ktory je nasledne absorbovany ako zdravymi tak aj nadorovymi bunkami, pri¢om
behom par dni dochddza k efluxu PS zo zdravych buniek a PS ostdva nahromadeny v
postihnutych bunkach a bunkdch koze. Po 2 - 3 dnoch ddjde k osvetleniu nadoru
svetlom pozadovanej vinovej dizky po dobu 5 - 40 minut, v zavislosti na velkosti
nadoru. Ak sa jedna o endobronchialny néador, je pouzité vel'mi tenké optické vlakno,
ktorym sa svetlo dostane k nadoru, a po prebehnuti terapie, sa po 4 - 5 ditoch odumreté
tkanivo bronchoskopicky odstrani. Tento proces modze byt podla potreby viackrat
opakovany. Neziadice ucinky porfiméru zahtiiaji dlhotrvajicu fototoxicitu, kedy sa
pacient musi vyvarovat priamemu slne¢nému ziareniu minimalne po dobu 30 dni.
Kozné reakcie zahfnaji opuch, spalenie podobné upalu od slnka alebo vytvorenie

. I AN , v : 11
pluzgierov. Citlivost’ na svetlo moze pretrvavat’ az po dobu 3 mesiacov.

16



foon CHg HC

CHy
A= o~ o,

OH

Obr. 3 Chemicka Struktara porfiméru sodného

2. generacia

Kyselina 5-aminolevulova (aminolevulinic acid, 5-ALA)

Obchodny nazov: Levulan®, Levulan Kerastick®, Aladerm®, Gliolan®

Vyrobca: DUSA Pharmaceuticals, Inc. O
Zaklad Struktary: prekurzor porfyrinu

Maximum absorpcie: 635 nm (po H2N OH
konverzii na porfyrin) O

Povolené pouzitie: celosvetovo

Obr. 4 Chemicka Struktara 5-ALA

Charakteristika: 5-ALA (Obr. 4) patri do druhej generacie PS a jednd sa o prirodzene sa
vyskytujuci biochemicky prekurzor hému, ktory sa sériou enzymatickych reakcii
metabolizuje na fluorescentné a fotodynamicky aktivne porfyriny, predovsetkym
protoporfyrin IX. PouZiva sa na terapiu aktinickej keratozy - prekancer6znych koznych
vyrastkov s tendenciou maligne sa zvrhnit. DalSie pouZitie zahffia vizualizaciu
maligneho tkaniva pri chirurgickom vykone.'? Vyhodou oproti porfiméru je jeho rychla
elimindcia pri fotovizualizacii a minimalne systémové vstrebavanie pri lokalnom
podani. Zvycajne na druhy dent po aplikécii dojde k oziareniu postihnutej oblasti po
dobu priblizne 15 minat. Z neziadicich u¢inkov najviac prevazuji miestne

« . ot v . .- . 13
zacervenanie, pocit Stipania a OPUCh na oziarenom mieste.
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Metyl-5-aminolevulinat (methyl aminolevulinate, M-ALA)

Obchodny nazov: Metvix®

Vyrobca: PhotoCure ASA H,N \)(J)\/\n/ o.
Zaklad Struktary: prekurzor porfyrinu CHj
Maximum absorpcie: 635 nm (po O

konverzii na porfyrin)

Povolené pouzitie: USA, EU Obr. 5 Chemicka Struktira M-ALA

Charakteristika: Vyhoda M-ALA (Obr. 5) spociva v jeho zvySenej lipofilite oproti 5-
ALA, vdaka Comu sa ochotnejSie vstrebava do postihnutych tkaniv pri lokalnej
aplikacii. Medzi jeho indikacie patri terapia aktinickej keratozy (AK), bazocelularneho
karcinomu (typ rakoviny koze, ktory spdsobuje Supinaté flaky alebo hrcky na kozi) a
liecba Bowenovej choroby (prekancerdzne 1ézie pripominajice rozsirujice sa cerveno-
ruzové flaky).'* Aplikuje sa vo forme krému, ktory sa po 3 hodinach odstrani a
nasleduje expozicia ziareniu po dobu 5 - 20 minuat. Pri AK je v niektorych pripadoch
mozné oziarenie slneénym svetlom, bez pouzitia svetelného zdroju. Na vyliecenie
indikovaného ochorenia vicsinou stacia dve PDT sedenia v intervale 7 dni. Neziaduce
ucinky su podobné ako pri 5-ALA a na oSetrovanom mieste sa mozu objavit’ pluzgiere,

Supiny alebo chrasta do 10 dni od terapie. °

OH
Temoporfin (mTHPC)
Obchodny nazov: Foscan® O O OH
Vyrobca: Biolitec Pharma Ltd.
Zaklad Struktary: chlorin
Maximum absorpcie: 652 nm

HO
Povolené pouzitie: EU

HO

Obr. 6 Chemicka Struktira temoporfinu

Charakteristika: Temoporfin (Obr. 6) bol schvaleny na paliativnu terapiu skvamézneho
karcinomu hlavy a krku.'® Podava sa intravendznou injekciou a po 90-tich hodinach
nastdva oziarenie Cervenym svetlom po dobu 200 sekund. Vylucuje sa ZI¢ou a ma

vysoku vézbovost’ na plazmatické bielkoviny. Jedna sa o lieCivo s nizkym klirensom a

18



jeho Dbiologicky polcas je az 65 hodin, kvoli ¢omu st pacienti vystaveny riziku
fototoxicity az po dobu 15 dni.'” Vi&sina pacientov je schopna volne sa pohybovat’ na

slnku az na 22. defi po podani.'®

Verteporfin

Obchodny nazov: Visudyne®
Vyrobca: Novartis Pharmaceuticals
Zaklad $truktary: chlorin

Maximum absorpcie: 689 nm

Povolené pouzitie: celosvetovo

Obr. 7 Chemicka Struktara verteporfinu

Charakteristika: Verteporfin (Obr. 7) nasSiel svoje uplatnenie v oftamolégii, pricom bol
schvaleny na terapiu vekom podmienenej degenerdcie makuly a na liecbu
neovaskularizacie chorioidey v dosledku patologickej myopie.'” Jedna sa o synteticky
benzoporfyrinovy derivat podavany intravendézne. Takisto ako ostatné PS spdsobuje
verteporfin fototoxicitu, kedy by sa pacient pocas 48 hodin po terapii nemal vystavovat
priamemu slne¢nému Zziareniu. V pripade relapsu ochorenia je mozne podat’ liecbu

verteporfinom az 4-krét za rok.”> %!

Talaporfin (aspartyl chlorin)
Obchodny nazov: Laserphyrin®
Vyrobca: Meiji Seika Pharma Co., Ltd
Zaklad Struktary: chlorin

Maximum absorpcie: 664 - 667 nm

Povolené pouzitie: Japonsko

Obr. 8 Chemicka Struktara talaporfinu

Charakteristika: Talaporfin (Obr. 8) bol v Japonsku schvaleny na terapiu
endobronchialnej rakoviny v zagiatoénom §tadiu.”> Momentalne prebicha IIT §tadium
pilotnych klinickych S$tudii pre pouzitie talaporfinu na terapiu hepatoceluldrneho
karcindbmu v monoterapii a na terapiu metastazujiceho kolorektdlneho karcindému v

kombinagnej terapii.”
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5. METODOLOGICKA CAST

Pri syntéze cielového bornanového AzaPc, sme sa stretli s formaciou neocakdvanych
bo¢nych produktov, akychsi hybridnych Struktir medzi azaftalocyaninmi a
tetrapyrazinoporfyrinmi, nesucimi alkylovy retazec namiesto jedného meso dusika
zakladného azaftalocyaninového skeletu. Prislusné molekuly potom nesu oznacenie
tetrapyrazinotriazaporfyriny (TPTAP). V literatre sa stretdivame s pripravou
Strukturalne podobnych benzo analdégou — tetrabenzotriazaporfyrinmi (TBTAP).>* > 2¢

V nasledujucej stati som sa rozhodol spravit’ struént resers na tto tému a s vyuzitim

dostupnej literatary zistit’ mozné metddy pripravy takychto molekul.
5.1. Syntéza TBTAP

NajstarSou zmienkou o priprave podobnych zluc¢enin je praca P. A. Barretta et al. z 30-
tych rokov 19. storocia, kedy boli pdsobenim organokovovych cinidiel, ako napriklad
metylmagnéziumbromidu, na ftalonitril v prostredi rozpustadiel s vysokou teplotou
varu, ako napriklad chinolinu alebo cyklohexanolu, pripravené ftalocyaniny, majice v
zakladnom cykle zacleneny jeden atom uhlika namiesto dusika. Jednd sa o
tetrabenzotriazaporfyriny (TBTAP) a vytaznost reakcie, veducej k danému produktu je

udavana okolo 40 % (Schéma 1).**

Schéma 1 Barretova syntéza zakladného TBTAP

Neskorsie prace ukazali, ze Grignardové €inidla a iné uhlikové nukleofily mozu byt pri
vysokych teplotdch pouzité na tvorbu uhlika v zdkladnom skelete, avSak tieto reakcie
obvykle viedli k ve'mi nizkym vytazkom (obvykle < 10 %). Zvlast problematicky bol
fakt, Ze takéto syntézy obvykle viedli k formacii viacerych moznych hybridnych

20



analégov s roznym poétom dusikov v zakladnom cykle.”’

Dal’'Sou zmienkou o vzniku TBTAP v literatire bola praca Cammidge et al., kedy pri
cyklotetramerizacii 3,6-dihexylftalonitrilu za pouziti litia v bezvodom pentanole vznikal

neo¢ekavane dany boény produkt vo vytazku 23 % (Schéma 2).%

/R R R R
H /"—\*/ \ (/'.\ / Y=\
6713 //\ 1 ' ) b}
i YN\“ wl XN A
N CN conditions R Y R }/-—NH N—{ R
A T N N N N
Y CN R /=N HN“\ R R /=N BN R
CeH1a & N/\x T c»\/\
R R = CgH e H‘ ad
o \___ 5108
Conditions: A (i) LIOPe, PeOH, reflux (i) H* 100 0
B (i) PeOH, Li (ii) reflux (iii) H* 7 28

Schéma 2 Neocakavana formacia TBTAP

Za ucelom zistenia pévodu inkorporovaného uhlikového atdému vykonal Cammidge et

al. experiment s pouzitim radioznacené¢ho oktanolu ako rozpustadla pri reakcii. Pri

analyze bolo zistené, ze pomer 13¢/12¢ uhlika v zakladom skelete je 87 : 13, z ¢oho sa

da ustdit’, Ze vi&ina spojujiiceho uhlika pochadza z pozicie 1 v oktanole (Schéma 3).%

CgHi3
. ~CN () CH3(CHp)s'*cHoH R

N (ii) Li
(jii) reflux
Ceth1s (iv) H*

Schéma 3 Experiment s rddiozna¢enym oktanolom

5.2. Syntéza funkcénych derivatov TBTAP

Iny pristup k syntéze TBTAP zvolil Diaz-Moscoso et al., kedy sa podarilo pripravit’

funkéné derivaty TBTAP, nesuce 4-metoxyfenylova skupinu napojent na vytvoreny
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uhlik v zakladnom cykle. Jednd sa o kontrolovani adiciu substituovaného
aminoizoindolinu k ftalonitrilu v rozpustadle s vysokou teplotou varu diglykol
metylétery (diglyme), pri ktorej je pripraveny dany TBTAP v relativne vysokom
vytazku 40 % (Schéma 4).

MgBr,, diglyme
220 °C

Schéma 4 Syntéza TBTAP pomocou substituovaného aminoizoindolinu
Autori d’alej demonstrovali jednoduchost’ demetylacie postrannej funkcénej skupiny a

naslednu re-alkylaciu/re-acylaciu s takmer kvantitativnymi vytazkami, ¢im pripravili

pomerne jednoduchii cestu k syntéze funkénych derivatov TBTAP.*
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6. EXPERIMENTALNA CAST

Pouzité¢ latky a rozpustadla pre syntézy boli zakupené od firiem Lach-Ner, Penta,
Sigma-Aldrich a Acros. Teplota topenia zlucenin bola merana pomocou digitdlneho
pristroja  ELECTROTHERMAL 1A9200. Priebeh reakcii a Ccistota vyslednych
produktov boli sledované pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) na doskach
Merck Kieselgel 60 F254, detekcie UV lampou prebichali pri vinovej dizke 254 nm a
366 nm. Cistenie produktov bolo zabezpetené stipcovou chromatografiou na
stacionarnej faze Merck Kieselgel 60 (0,040 - 0,063 nm). Mobilné fazy, pouzité pri
jednotlivych reakciach, su vypisané pre konkrétne reakcie nizie. 'H NMR a °C NMR
spektra boli merané na pristroji Varian Mercury Vx BB 300 a VNMR S500 na Katedre
anorganickej a organickej chémie. Elementarna analyza bola zabezpecena pomocou
pristroja Automatic Microanalyser EA1110CE. Spektra UV/Vis boli merané pomocou
pristroja Shimadzu UV-2600 spectrophotometer na Katedre farmaceutickej chémie a
kontroly lie¢iv. Hmotnostna spektrometria (MALDI-TOF) bola prevedena na pristroji
AB Sciex 4800 MALDI TOF/TOF spectrometer. Pristroj bol kalibrovany externe
patbodovou kalibraénou metdédou, pomocou Peptide Calibration Mix1 (LaserBioLabs,
Sophia-Antipolis, France). Roztok analyzovanej vzorky v dichlormetane (priblizne 10
uM, 1,5 pl) bol zmieSany s matricou (trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-metyl-2-

propenyliden]-malonitril) v dichlormetane, naneseny na dosticku a dokladne vysuseny.

6.1. Syntéza bornan[5,6-b]pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (1)

0 N CN

DAMN AN

L CH;COOH; reflux L | _
0 N CN

Schéma 5 Priprava prekurzoru 1.

Do destilacnej banky bol navazeny bornan-2,3-dion (5 g, 30 mmol) a
diaminomaleonitril (6,5 g; 60 mmol); a bola pridana kyselina octova (75 ml). Zmes bola

zahrievand na olejovej lazni pri teplote varu rozpustadla pod spdtnym chladi¢om po
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dobu 1 h. Po ukonceni reakcie, bola prebyto¢na kyselina octovd odparend za znizeného
tlaku, zmes bola premyta vodou a po vysuseni bol produkt z pevnej latky extrahovany
acetonom. Produkt bol d’alej vy¢isteny pomocou stipcovej chromatorafie v ststave
toluén/chloroform 1:1. Bolo ziskanych 6,1 g bielej krystalickej latky, ¢o odpoveda
vytazku 85 % (Schéma 5).

T.t. 200 - 201 °C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) & 3,14 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 2,45 — 2,26
(m, 1H), 2,22 — 2,02 (m, 1H), 1,35 (s, 3H), 1,41 — 1,19 (m, 2H), 1,10 (s, 3H), 0,59 (s,
3H). >C NMR (75 MHz, CDCl;) & 168,77; 166,79; 130,75; 130,49; 113,83; 113,81;
56,59; 55,03; 53,23; 30,82; 23,84; 19,97; 18,34; 9,33. IC (ATR) 2960, 2937, 2875,
2235, 1480, 1444, 1396, 1376, 1341, 1273, 1136. CHN analyza, vypocitané pre
CisHwuN: C, 70,57; H, 5,92; N, 23,51, najdené: C, 70,75; H, 6,16; N, 23,57.
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6.2. Cyklotetramerizdacia bornan([5,6-b]pyrazin-2,3-

L0 = z(:&@ {7 a8
Raggry gﬁk i

Schéma 6 Cyklotetramerizacia prekurzoru 1

dikarbonitrilu

Latka 1 (119 mg; 0,5 mmol) bola navazend do destilacnej banky a rozpustend v
bezvodom butanole (3 ml). Zmes bola zahrievana na olejovej ldzni pod spdtnym
chladi¢om pri teplote 137 °C a nasledne bolo do zmesi zhora, cez chladi¢, vhodené
litium (24 mg; 3,5 mmol). Zmes okamzite zozelenala. Nasledovalo zahrievanie pri bode
varu rozpustadla pod spatnym chladicom po dobu 3 h. Po vychladnuti bola reakéna
zmes vyliata do zmesi metanol/voda/kyselina octova 10:10:1. Vyzradzany produkt bol
odfiltrovany, premyty vodou a vysuseny. Produkt bol dalej vycisteny pomocou
stipcovej chromatografie v stistave chloroform/ethyl-acetat 10:1. Pri postupe bol v &ele
separovanej zmesi oddeleny zeleny vedl'ajsi produkt od hlavného modrého produktu.
Bolo ziskanych 89 mg modrého prasku (2), ¢o zodpovedd vytazku 75 % a 4,2 mg
zeleného prasku (2b), ¢o zodpoveda vytazku 3,5 % (Schéma 6).

Data pre latku 2: "H NMR (300 MHz, pyridin-ds) 6 3,98 (s, 4H), 3,07 — 2,72 (m, 4H),
2,73 — 2,45 (m, 4H), 2,39 — 1,87 (m, 20H), 1,75 — 0,83 (m, 24H). °C NMR (75 MHz,
pyridin-ds) 6 168,81; 166,97; 147,78; 147,07, 57,07; 55,39; 54,57; 32,47; 25,29; 20,87;
19,12; 11,14; IC (ATR) 3296, 2961, 2932, 2878, 1637, 1506, 1476, 1456, 1392, 1372,
1280. CHN analyza, vypocitané pre CsqHssNis + 2 H,O: C, 67,86; H, 6,30; N, 22,61,
najdené: C, 67,33; H, 6,72; N, 22,34. MS (MALDI-TOF) m/z 954,3 [M]", 977,3
[M+Na]’, 993,3 [M+K]".
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Data pre latku 2b: NMR — velmi komplexny charakter (viz Obr. X nizSie), MS
(MALDI-TOF) m/z 953,5 [M-C3Hs]", 967,5 [M-C,H4]", 981,5 [M-CH,]", 995,5 [M]",
1018,5 [M+Na]", 1034,5 [M+K]".

6.3. Syntéza tetrabornantetrapyrazinoporfyrazindto

zinocnatého komplexu (3)

g/ \ . i \:% ﬁ/ \ N
=C T U & XTI
y " o \ Zn(CH;C00), Y " ,

PN
ﬁ;N
N N 4 \N

n

» = pyridin; reflux N/ =
/ /
N = — =N N = ~ =N
N \ / N \
——N N / —N N /
S / N /
2 3

Schéma 7 Priprava zino¢natého komplexu 3.

Bezkovovy derivat 2 (100 mg; 0,1 mmol) bol rozpusteny v pyridine (10 ml) a bol
pridany octan zinoc¢naty (190 mg; 1 mmol). Zmes bola pod spitnym chladicom
zahrievand na bod varu po dobu 30 min. Pyridin bol po vychladnuti odpareny, bola
pridand voda azelend zrazenina bola odfiltrovana. Zelen4d zrazenina na filtri bola
dokladne premyvana vodou a po vysuSeni a rozpusteni v chloroforme analyzovana
pomocou tenkovrstvovej chromatografie. Produkt bol dalej vycisteny pomocou
stipcovej chromatografie v sustave chloroform/etyl-acetat 5:1. Bolo ziskanych 71 mg

zeleného prasku, ¢o zodpoveda vytazku 70 % (Schéma 7).

"H NMR (300 MHz, pyridin-ds) & 3,40 — 3,30 (m, 4H), 2,27 — 2,16 (m, 4H), 2,06 — 1,95
(m, 4H), 1,57 (s, 12H), 1,43 — 1,32 (m, 8H), 0,96 (s, 12H), 0,61 — 0,46 (m, 12H). °C
NMR (75 MHz, pyridin-ds) & 167,18; 165,47; 165,42; 165,33; 151,27; 151,05; 150,83;
147,60; 147,50; 147,35; 56,07; 54,24; 53,22; 53,17; 31,23; 24,06; 19,68; 18,30; 9,98;
9,86. IC (ATR) 2962, 2873, 1653, 1477, 1392, 1371, 1259. CHN analyza, vypocitané
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pre Cs¢Hs¢Ni¢Zn + 3 HyO: C, 62,71; H, 5,83; N, 20,89, najdené: C, 62,76; H, 6,28; N,
20,50. MS (MALDI-TOF) m/z 1016,4 [M]"

6.4. Syntéza tetrabornantetrapyrazinoporfyrazindto

horecnatého komplexu (4)

ji/ o )i/ A
N N — N N AN — N
N/ HN Mg(CH,COO! N/ N
N/ \ 9(CH;C00), // / \

_/ T pyridin reflux o oma
NH N ) )
+ = S . P -
/ N { s ) \
N \
S > £ A
’ 4

Schéma 8 Priprava hore¢natého komplexu 4

Bezkovovy derivat 2 (150 mg; 0,16 mmol) bol rozpusteny v pyridine (10 ml) a bol
pridany octan hore¢naty (223 mg; 1,57 mmol). Zmes bola pod spitnym chladicom
zahrievana na bod varu po dobu 2 h. Produkt bol d’alej zahusteny na rota¢nej vakuove;j
odparke a bola pridana voda. Vyzrazany komplex bol na filtri premyvany vodou a
potom vysudeny. Produkt bol d’alej vy&isteny pomocou stipcovej chromatografie v
sustave  chloroform/etyl-acetat/pyridin = 5:1:0,1, a potom urychleny ststavou
chloroform/tetrahydrofuran/pyridin 5:1:0,1. Bolo ziskanych 40 mg pevnej modrej latky
4, ¢o zodpoveda vytazku 25 % (Schéma 8).
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6.5 Cyklizacia bornan/5,6-bJ/pyrazin-2,3-dikarbonitrilu v

butanole pomocou Li v roznom nadbytku

I

i = Li (4 ekv.); butanol, reflux
i = Li (10 ekv.); butanol, reflux
iii = Li (100 ekv.); butanol, reflux

Schéma 9 Cyklotetramerizacia latky 1 s roznym nadbytkom litia

Do troch destila¢nych baniek bolo navazené rovnaké mnozstvo dikarbonitrilu 1 (47,6
mg; 0,2 mmol) a do kazdej z nich, bolo pridanych asi 2 ml bezvodého butanolu. Kazda
reak¢na zmes bola privedend na bod varu rozpustadla, a cez chladi¢ bolo prihodené
rézne mnozstvo litia. V prvom pripade 4-ndsobny stechiometricky prebytok (6 mg; 0,86
mmol), v druhom pripade 10-nasobny (14 mg; 2 mmol) a v trefom 100-nasobny
prebytok litia (140 mg; 20 mmol). VSetky zmesi boli zahrievané na bod varu
rozpustadla po dobu 3,5 h. Po vychladnuti bola kazda reakcia spracovand rovnako,
vyliatim do zmesi voda/metanol/kyselina octova 5:5:1. Produkty boli premyté na filtri a
vysusené¢ (Schéma 9). Nasledne bola prevedend analyza pomocou tenkovrstvovej

chromatografie. Vysledky reakcie st diskutované v Casti Diskusia.
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6.4. Cyklizacia bornan/5,6-b/pyrazin-2,3-dikarbonitrilu

/ \ . \3
= / \HN —
I L| oktanol :

reflux
NH
| :

pomocou Li v oktanole

ﬁ?iﬁ
S &y

2c

Schéma 10 Cyklotetramerizécia latky 1 v prostredi oktanolu

Latka 1 (1428 mg; 6 mmol) bola navazena do destilacnej banky a rozpustena v cerstvo
predestilovanom bezvodom oktanole (30 ml). Reakéna zmes bola privedend k varu, a
cez chladi¢ bolo vhodené litium (420 mg; 61 mmol). Reakcia prebiehala pod spatnym
chladi¢om pri teplote varu rozpustadla po dobu 4 h. Po skonceni reakcie bol oktanol
Ciastone odpareny na rotacnej vakuovej odparke, a produkt vyliaty do zmesi
metanol/voda/kyselina octova 10:5:1. Produkt bol odfiltrovany a vysuseny. Dalej bol
produkt &isteny pomocou stipcovej chromatografie v sustave chloroform/etyl-acetat

10:1. Zo zmesi bol izolovany zeleny produkt a podrobeny d’alsej analyze (Schéma 10).

NMR — vel'mi komplexny charakter (viz Obr. 17 nizsie), MS (MALDI-TOF) m/z 995,6
[M-C4Hs]", 1009,6 [M-C3Hs]", 1023,6 [M-C,H4]", 1037,6 [M-CH,]", 1051,6 [M]".
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6.4. Cyklizacia bornan/5,6-b/pyrazin-2,3-dikarbonitrilu

pomocou Mg v butanole

NZ= —N
CN
N\ 1. Mg; butanol, reflux
| s 2. kys. p-toluensulfénova
N CN
\
1 \@

Schéma 11 Cyklotetramerizacia latky 1 s pouzitim Mg ako iniciatora reakcie

Do destila¢nej banky bol k Cerstvo predestilovanému butanolu (10 ml) pridany horc¢ik
(170 mg; 7 mmol) a malé zrnko jodu. Banka bola opatrend chladicom a zmes bola
zahriata na bod varu. Reakcia prebiehala pri teplote varu rozpustadla pod spatnym
chladicom opatrenym suSiacou rurkou po dobu asi 3 h, pokial nezreagoval vSetok
hor¢ik na butanolat horecnaty. Do zmesi bol d’alej pridany dikarbonitril 1 (238 mg; 1
mmol) a reakcia bola ponechana na refluxe po dobu 24 h. Po ukonceni bol produkt
preliaty do zmesi metanol/voda/kyselina octova 10:10:1 (150 ml). Vyzrazana latka bola
odfiltrovand, rozpustend v tetrahydrofurane a podrobena reakcii s kyselinou p-
toluensulfénovou (437 mg; 2,54 mmol) kvdli prevedeniu hore¢natého komplexu na
bezkovovy derivat. Reakcia prebiehala pri laboratornej teplote za staleho mieSania v
destilacnej banke po dobu cca 1 h. Po ukonceni reakcie bolo rozpustadlo odparené, bola
pridana voda a vyzrazany produkt bol na filtri premyty vodou, a po vysuseni, vycisteny
pomocou stipcovej chromatografie v ststave chloroform/tetrahydrofuran/pyridin
5:1:0,1. Bolo ziskanych 189 mg modrej pevnej latky 2, ¢o zodpoveda vytazku 79 %
(Schéma 11).
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7. DISKUSIA

Cielom tejto prace bolo vytvorit' sériu latok, zo skupiny azaftalocyaninov, ktoré by
svojimi objemnymi substituentami zabranovali agregacii dvoch, alebo viacerych
molekul. Pri agregacii stracaju azfatlocyaniny ich aplikaény potencidl s ohl'adom na ich
fotofyzikalne vlastnosti. ** ** Ako objemny lipofilny substituent bol zvoleny bornan,
ktory by svojou priestorovo objemnou uhlikatou kostrou dokéazal vzdialit' stredové
centra a predist agregacii molekul. Bezkovovy derivat bol ziskani dvojstupiiovou
syntézou s relativne vysokymi vytazkami. Dalej boli pripravené zino¢naty a hore¢naty
komplex bornanového AzaPc. Vzhladom nato, ze kazdy nasyntetizovany bornanovy
derivat mohol vzniknit' v 4 rdéznych polohovych izoméroch, za cistu latku sme

povazovali zmes vSetkych izomérov, ktord bola vel'mi tazko separovatelna (Obr. 9).

7\ | 7\ TN
\ N [ N
[

N>
[ \
NH Ns(
N/ N
=N HN—
N N AN SN
— N/\/\ |

Obr. 9 Polohové izoméry bornanového AzaPc
Tieto izoméry boli modrej farby a mali podobné retencné faktory. Pri scale-up

cyklizacii bornanového prekurzoru sa v cCele separovaného produktu objavovala

oddelitelnd, syto zelena Skrvna, na rozdiel od modrého bornanového AzaPc. Takyto
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posun v absorpénom spektre, spojeny so zmenou farby syntetizovanej latky, bol
necakany, vzhl'adom na farbu bornanovych stereoizomérov, a mohol by suvisiet s
narusenim 4-dusikatého porfyrazinového skeletu. Po rozhodnuti sa dany bo¢ny produkt
charakterizovat sme v literatire nasli pripady, kedy pri cyklizacii analogickych
ftalonitrilou v butanole, dany centrdlny skelet obsahoval, namiesto typického 4-
dusikatého porfyrazinu, 3-dusikaty skelet, tzv. triazaporfyrin.>® ~?’ Po vyhodnoteni
analyz bolo ustudené, ze dany vedlajsi produkt obsahuje namiesto jedného dusika 3-
uhlikaty retazec, ktory s najvacsou pravdepodobnostou pochadza z butanolu pouzitého
pri reakcii (jeden uhlik z butanolu je sucast'ou triazaporfyrinového jadra). Na potvrdenie
tejto hypotézy bola cyklizacia prevedend v oktanole, kedy bol nasyntetizovany podobny
zeleny bocny produkt, neskdr charakterizovany ako triazaporfyrin s heptylovym
retazcom. Aby sme asponi CiastoCne objasnili vplyv reakénych podmienok, bola
cyklizacia prevedend v r6znych nadbytkoch litia a s inym inicidtorom reakcie (hor¢ik),
vysledkom ¢oho bol potvrdeny vzt'ah medzi vstupnou koncentraciou litia a mnozstvom
vzniknutého bo¢ného produktu, kedy pri najnizSej koncentracii litia (4 ekvivalenty)
zeleny produkt nevznikal vobec. Detaily k jednotlivym krokom syntézy

a charakterizacii su diskutované v nasledujucich kapitolach.
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7.1 Syntéza

Bornanovy derivat AzaPc 2 bol nasyntetizovany dvojstupfiovou reakciou. Na zaciatku
bol kondenza¢nou reakciou medzi bornan-2,3-dionom a diaminomaleonitrilom
(DAMN) pripraveny pyrazin 1, ktory bol nésledne podrobeny cyklizacii, s vysledkom
cielového bornanového derivatu 2. Vytazky oboch reakcii boli pomerne dobré, ako aj
pri priprave prekurzoru (85 %), tak aj pri cyklizacii (75 %). Ako vedlajsi produkt

z cyklizacie bola izolovana zelena latka 2b vo vytazku 3,5 % (Schéma 12).
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Schéma 12 Priprava bornanového AzaPc

Pri snahe zistit’ podmienky vzniku bo¢ného produktu sme previedli zmeny reakénych
podmienok. Uz pri prvej scale-up cyklizécii, kedy bolo pripravené vicsie mnozstvo
bornanového AzaPc (cca 3 g) sme si v§imli neobvyklu zelenti skvrnu
na TLC, ktor4 nekoreSpondovala so syntetizovanym AzaPc. Pri reakcii
bolo pouzitych cca 600 mg kovového litia, preto sme sa rozhodli zistit,
¢ mé mnozstvo litia, pouzitého pri reakcii, vplyv na tvorbu bo¢ného
produktu. Boli prevedené 3 reakcie s réznym nadbytkom litia. V prvej
reakcii bol pouzity 4-nasobny stechiometricky nadbytok litia, v
' ' ' druhom 10-nasobny a v tretom pripade 100-nasobny nadbytok. Tymto
' jednoduchym experimentom sme jasne demonstrovali tlohu mnozstva

pouzitého litia pri vzniku bo¢ného produktu, kedy na TLC jasne vidiet,

ze v prvom pripade zelena Skvrna nevznikala, v druhom pripade
. vznikala v minimalnom mnozstve a v tretom pripade uz je jasne vidiet

dekv. 10ekv 100ekv.  yznik zeleného bo¢ného produktu (Obr. 10).
Obr. 10 TLC analyza cyklizacie v roznom nadbytku litia
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Pre overenie, ¢i alkylovy retazec, pripojeny v bo¢nom produkte, pochddza z

rozpustadla, bola prevedena reakcia s pouzitim oktanolu. V reakcii bol pouzity 10-

/ nasobny stechiometricky nadbytok litia, a ako

ﬁr\u . 7/& rozpustadlo bol pouzity oktanol. Pri tejto reakcii taktiez
NQ& s vznikal zeleny boény produkt, ktory sme nasledne

N B izolovali a analyzovali. Molekularna hmotnost’ bo¢ného

- \N\ I N produktu koreSpondovala s predpokladanou Struktirou,
@/L N\\ kedy bol pri reakcii do molekuly pripojeny heptylovy
< ret’azec, ¢im sme potvrdili teériu, Ze dany retazec vznika

z rozpust'adla, pouzitého pri reakcii (Obr. 11).

Obr. 11 Predpokladana Struktara heptylového tetrapyrazinotriazaporfyrinu.

Pri snahe zistit’, ¢i bo¢ny produkt mdze vznikat’ aj s pouzitim in¢ho kovu, ako iniciatora
cylizacie bol pri d’al'Sej reakcii pouzity namiesto litia hor¢ik v 7-ndsobnom prebytku v
prostredi butanolu. Vzhl'adom k tomu, ze v tomto pripadé vznikd horecnaty komplex,
bol tento komplex ihned prevedeny na bezkovovy derivat reakciou s p-toluensulfonovou
kyselinou. Pri analyze TLC produktu sme pri tejto reakcii vznik bo¢ného produktu
nepozorovali, ¢o d’alej potvrdilo kl'icova ulohu litia pri formacii triazaporfyrinového

cyklu.
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7.2 Charakterizacia

Prevedenim MS sme potvrdili predpokladant molekulovi hmotnost’ syntetizovaného

AzaPc (Obr. 12).
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Obr. 12 MS spektrum bezkovového derivatu

Aj napriek tomu, Ze kvalita NMR spektra nie je najlepSia (z dovodu agregacie a

pritomnosti zmesi izomerou), dokdZeme rozoznat jednotlivé vodiky (Obr. 13).
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Obr. 13 NMR spektrum bezkovového derivatu 2.
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Pri analyze bo¢ného produktu 2b bola pozorovana vyssia molekulovd hmotnost, ako
hmotnost’ syntetizovanej molekuly. Taktiez tito hmotnost bola neparne ¢islo, ¢o by
podla dusikového pravidla mohlo znamenat’ zmenu v pocte dusikov v molekule oproti
latke 2. Boli zaznamenané fragmenty odstiepujucej sa metylénovej skupiny, ktoré
neboli pritomné v spektre AzaPc 1. Pocet fragmentov bol tri, o odpoveda pritomnosti

propylového retazca (Obr. 14).
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Obr. 14 MS spektrum latky 2b

NMR spektrum bo¢ného produktu bolo omnoho zlozitejsie, ako spektrum latky 1, ¢o
indikuje zmenu symetrie molekuly. Metylénovy vodik pri 4 ppm je rozdeleny na
niekol’ko signalov okolo 3,6 ppm, o tiez potvrdzuje zmenu symetrie molekuly v sulade

s navrhovanou Struktirou (Obr. 15).
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Obr. 15 NMR spektrum latky 2b
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Hmotnostnd analyza heptylového derivatu 2c¢ potvrdila predpokladanu

Strukturu.

Taktiez sme pozorovali 7 fragmentov odStiepujicej sa metylénovej skupiny z

heptylového ret'azca pripojeného na triazaporfyrinovy cyklus (Obr. 16).
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Obr. 16 MS spektrum latky 2¢

NMR spektrum latky 2c je tiez pomerne neprehladné, ale aj napriek tomu mdézeme opét

pozorovat’ rozstiepenie metylénového vodika okolo 4 ppm (Obr. 17).
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Po porovnani absorpcnych spektier nasyntetizovanej latky a bo¢nych produktov sme

pozorovali hypsochromny posun Q-pasu bo¢nych produktov 2b a 2¢ oproti povodnej

latke 2. Spektra latok 2b a 2¢ st takmer identické, ¢o je vysvetlené podobnost'ou

Struktr a faktom, Ze dizka alkylylového retazca nema na absorpné spektrum

vyznamny vplyv (Graf ).
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Graf 1 Porovnanie absorpénych spektier skimanych latok
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8. ZAVER

V tejto praci som sa zaoberal syntézou bornanovych derivatou azaftalocyaninov.
Cielom bolo vytvorit' sériu komplexov s roéznymi kovmi, ktoré by objemnymi
postrannymi retazcami branili agregacii, avSak pri syntéze vznikal zaujimavy bocny
produkt, ktory sme sa rozhodli preskumat. Popri bezkovovom, hore¢natom a
zinoCnatom bornanovom derivate, boli nasyntetizované, izolované a analyzované
neocakavané 2 rozne boc¢né produkty, s naviazanym rézne dlhym alkylovym ret'azcom,
namiesto jedného centralneho dusika. Hypotetické vyuzitie danych bo¢nych produktov
by mohlo spocivat’ vo vytvoreni funkénych derivatov, kedy by na dany alkylovy retazec
mohla byt’ pripojend biologicky aktivna skupina, pomocou ktorej by sa molekula vo
zvySenej miere vychytavala v nadorovom tkanive. Otazka do akej miery by nadorova

bunka bola schopna reagovat’ na postranny ret'azec, je predmetom d’al’'Sicho vyskumu.
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