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ANOTACE

Tato prace popisuje Syntézu esterd porfyrinu se zlu€ovymi kyselinami. Prezentované
molekuly byly pfipraveny pouzitim dvou stavebnich blokd. Prvnim z nich je zlu¢ova kyselina,
ktera slouzi nejen jako chirdlni Sablona v asymetrické syntéze, ale posledni dobou steroidni
slozky ziskavaji na vyznamu i v oblasti farmacie, supramolekularni chemie ¢i
nanotechnologii[l].

Druhé ¢ast - aromaticka slozka - propijcuje molekule nejen fluorescencni aktivitu, ale
T "y . 14 2] s _— e i[3
mimo jiné pro vyuZiti ve fotodynamické terapn[ 1 & molekularnim rozpoznavanl[ 1

V této praci se popisuji piipravu téchto sloucenin s pouzitim zlu¢ovych kyselin, meso-

(tetrahydroxyfenyl)porfyrinu, médi, niklu, gadolinia, ¢i zinku.

Kli¢ova slova: porfyrin, zlu¢ové kyseliny, syntéza, metaloporfyrin
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1.

Uvod

Lécba rakoviny je v soucasné dobé velice popularni téma. Je to predevSim
proto, ze neexistuje zadny stoprocentné ucinny typ lécby. S rozvojem mediciny
bylo objeveno n¢kolik zptisobd, jak tuto nemoc zastavit, avSak 0 zadném z nich

nelze fici, ze je naprosto jisty.

Nejen prace Sadlerové! se vénuje hypotéze, Ze nékteré porfyriny maji
schopnost se v nadoru chovat odli$né v porovnani se zdravou tkani. Tyto porfyriny,
pokud jsou aktivovany viditelnym svétlem, mohou pusobit jako fotosyntetizéry,

¢imz zpusobi tvorbu kyslikovych radikald, které zabiji buiiku rakoviny.

Ma prace se vénuje syntéze latek podobnych vySe zminénym, S tim rozdilem,
Ze misto estrogenu byly na porfyrin vazany zlucové kyseliny — kyselina cholova a
litocholova. Poté byl pripraveny porfyrin metalovan niklem, gadoliniem, zinkem ¢i

médi.
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2.1

2.2

Teoreticka ¢ast

Porfyriny
V ptirod¢ se vyskytujici porfyriny jsou syntetizovany zivymi organismy. Mezi
nejznaméjsi prirodni struktury s vyuzitim struktury porfyrin jsou vitamin B12,

chlorofyl, uroporphyriny, koproporphyriny a hem.

Dale existuje dalsi skupina porfyrind, které se nevyskytuji v piirod¢, ani
v lidském téle. Jejich syntéza v laboratofi je jediny zpusob, jak je ziskat. V dnesni
dob¢ velka cCast znamych porfyrinii pfisla na svét praveé touto cestou. Jejich

struktury jsou odvozeny od nejjednodussiho porfyrinu — porfinu[S] Obrazek 1.

Obrazek 1 — porfin
Vyuziti porfyrini
Jeden z prikladd vyuziti porfyrinti je fotodynamicka terapie (PDT), ktera se
klinicky vyuziva k 1é€bé celé fady onemocnéni, véetné zhoubnych nadori®, a je
povazovana za zpusob 1éCby, ktery je minimalné invazivni a mélo toxicky. Zatimco
pouzitelnost a potencial PDT je zndm jiz vice nez sto let [, vyvoj modernich
procest byl postupny. Zahrnuje védecky pokrok v oblasti fotobiologie a biologie

rakoviny, stejné jako rozvoj modernich fotonickych zafizeni, jako jsou lasery a

LED diody®.

Zatimco termin PDT je relativné novy, tento zplsob 1écby nemoci miiZzeme

vystopovat daleko do minulosti. Stafi Egyptané uspésné vyuzivali kombinaci
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oralniho podani rostlin obsahujici psoraleny a slune¢niho svétla k 1éceni koznich

nemoci, jako je naptiklad vitiligo, uz pied ¢tyimi tisici lety[g].

2.3 Zluéové kyseliny
Zlugivé  kyseliny vykonavaji  dulezité fyziologické funkce: slouZi
k odstraniovani nadbyte¢ného cholesterolu z lidského téla, spolu s fosfolipidy
rozpoustéji cholesterol ve zluCi a predchazeji srazeni cholesterolu ve Zlucniku,
V tenkém stievé plsobi jako emulgatory usnadnujici traveni a absorpci tukl a
lipofilnich vitamina™!. To je zaru¢eno amfofilnim charakterem zlucovych kyselin,
ptesnéji konvexni hydrofobni a konkavni hydrofilni ¢asti v kombinaci se zaporné

nabitym postrannim fetézcem!™.

HO™

Strukturni vzorec kyseliny cholové

Razeni steroidii mezi ptirodni latky je véci historickou, protoze dnes uz je
piirodnich steroidii izolovanych =z pfirody méné nez steroidi piipravenych

V laboratofich parcialni ¢i totalni syntézou[lz].

2.4  Vyuziti Zluéovych kyselin

Latky vychazejici ze struktury zluCovych kyselin maji uplatnéni zejména ve
farmakologii, supramolekularni chemii, i v nanovédach™. Prikladem jsou
slouceniny, které jsou schopny samoskladby nebo vazou jiné molekuly.
V literatufe jsou popsané rozsahlé moznosti vyuziti derivati zlucovych kyselin jako

o) ISR ’ v s SN2 Y, ’ o [13
preparatu k 1é¢bé jaternich onemocnéni, k rozpousténi zlucovych kament!*?],



§yntéza estera porfyrinu se zluéovymi kyselinami
SKACH Krystof

Zlu¢ové kyseliny jsou farmakologicky zajimavé jako potencialni nosice
specifickych 1éka pro jatra, pro absorpci stimulatory a nové i jako latky snizuji

hladinu cholesterolut**!,

Jsou znamy nadéjné studie antivirovych vlastnosti zlu¢ovych kyselin a jejich

(51 antimykotické vlastnosti nékterych Zludovych kyselint®],

sulfatovych estert
stejn¢ jako jejich schopnost pusobit jako dopravci pro jatra specifickych 1ék1,
absorpce stimulatory, a jako latky snizujici hladinu cholesterolut™. Byl zminén
potencial 1écivych aplikaci ZluCovych kyselin, jejich konjugati a komplext jako
bezopiatova analgetikal’”), senzibilatory Gram-negativnich bakterii na antibiotika®

191 3 radiofarmaka®!
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Experimentalni ¢ast
Metody a material

Pro TLC byly pouZzivany hlinikové desti¢ky potazené silikagelem pojenym
Skrobem pro detekci na UV svétle (Merck UV 254). Vizualizace desticek byla
provedena postiikem 10-ti %-ni kyselinou sirovou v metanolu a naslednym
zahtatim. Hodnoty pH byly kontrolovany pomoci pH papirkti (Lachema Brno,
Merck). Roztoky byly koncentrovany na rotacni vakuové odparce s vodni lazni za
sniZzeného tlaku. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan silikagel (100-160
pum, Fluka). NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Gemini (H-spektra 300
MHz, C spektra 75 MHz) v CDCl;, pfipadné prikapnuto minimalni mnozstvi
CD30D. Infracervena spektra byla méfena na pfistroji Nicolet ATR technikou, UV-
Vis spektra byla pofizena na piistroji Varian Cary 50 UV-Vis spectrophotometer a
k HPLC/MS analyzdm byl pouZzivan kapalinovy chromatograf HP 1100 s
hmotnostnim detektorem Agilent LC/MSD SL, s technikou ESI v pozitivnim modu.
Experimentalni spektra byla vyhodnocovana a porovnavana se spektry vypoctenymi

v programu SpecManager firmy ACD Labs.

Vychozi latky a pouzivana c¢inidla jsou dobfe dostupnd. VSechna pouzita
rozpoustédla byla susena a destilovana. Nazvy pro oznaceni ptipravenych latek byly

Z divodil jednoznacnosti generovany programem ACD/Labs Name.

Priprava (3a,5p)-3-[(trifluoroacetyl)oxy]cholan-24-oic acid (1)

(CF,C0),0

THF, -10 °C, 1h

-10 -
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Kyselina litocholova (1,00 g, 2,66 mmol) rozpusténa suchém THF (25 mL) a
cely roztok byl v ledové solné 1azni ochlazen na -10 °C. Do roztoku byla pomalu
ptikapavana kyselina trifluoroctova (6mL, 42mmol) po dobu patnacti minut a za
stalého udrzovani na -10 °C. Ledova lazei byla po 1h odstranéna a reakce byla
michéana dalsi hodinu. Poté byla nalita do kadinky s ledem a vytiepana do Et,0.
Organicka vrstva byla promyvana slabym roztokem NaHCO3; (20mL) do
neutralniho pH. Nasledn¢ byla organicka vrstva vysusena MgSQO,. Bylo ziskano
0,78 g, 2,07 mmol (vytézek 77,8 %) triflatu kyseliny litocholové. Analyticka data

se shodovala s literaturou. 4

Priprava 4-[10, 15, 20-tris(4-hydroxyphenyl)porfyrin-5-yl]phenyl (3a,5p)-3-
hydroxycholan-24-oate

Latka 1 (23 mg, 48,7 umol) byla rozpusténa v toluenu (5 mL). Po rozpusténi
pfidan oxalyl chlorid (1 mL). Reakéni smés ponechdna 1 hodinu reagovat za
laboratorni teploty. Reakéni smés byla vysusena na vakuové odparce. K reakéni
smési bylo navazeno porfyrin (33 mg, 48,62 umol), pfidan pyridin (0,3 mL) a 5 ml
CHCI;. Cela reakéni smés byla na 24 hodin nechana reagovat. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (CH,Cl,-MeOH 10:1, R#=0,75). Produkt byl vysuSen na
vakuové odparce a nasledné rozpusStén v toluenu. Byl protiepadn s nasycenym
roztokem NaHCO; (3x50 mL) a vodou az do mirné¢ bazického pH, ¢imz byla
odchranéna hydroxy- skupina na C3. Organicky produkt byl vytiepan do smési
THF, Et,O a vysusen na vakuové odparce. Produkt byl podroben sloupcové
chromatografii na silikagelu (eluce CH,CIl,-MeOH 20:1). Bylo ziskano 15 mg,
14,46 pmol (vytézek 25,7 %) finalniho produktu.

'H NMR (CDCI3-CD;0D; 300 MHz): -2,90 (bs, 2H, pyrrole NH); 0,63 (s, 3H, 18-
CH3); 0,78 (s, 3H, 19-CH3); 0,86 - 2,46 (m, steroidal skeleton); 3,25 - 3,37 (m,
1H, (3-H); porphyrin skeleton 7,13 (m, 6H); 7,33 (m, 2H); 7,87 - 7,94 (m, 6H);
8,05 (m, 2H); 8,70 (m, 2H) 8,79 (m, 6H) 9,13 (br. s., 3H)

-11 -
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3C NMR (CDCl,-CD;0D; 75 MHz): 12,65 (18-C); 17,50 (21-C); 22,56 (19-C);
23,38 (15-C); 26,42 (7-C); 26,48 (9-C); 27,77 (16-C); 28,25 (11-C) 30,16 (23-C);
31,16 (24-C) 31,72 (2-C); 34,66 (C-10); 34,89 (6-C); 35,54 (20-C); 39,52 (4-C);
40,16 (12-C); 41,54 (8-C) 41,79 (14-C) 46,59 (13-C); 47,20 (17-C); 71,81 (3-C);
porphyrin 113,93; 118,49; 119,89; 120,42; 120,66; 133,63; 133,69; 135,37;
135,95; 139,81; 150,60; 156,93; 173,42 (24-C)

IR (BaCl,, cmY): 3318,5 (-OH), 2929,5, 2863,5 (CH3-CH2), 1713,4 (C=0)

MS: Pro CggHggN4Og monoisotopickd hmotnost 1036,5; MS — ESI zméteno: 1037,6
(M+H).

(cocl,

toluen, 1h

Piiprava 4-[10,15,20-tris(4-hydroxyphenyl)porfyrin-5-yl]phenyl
(30,5B,70,12a)-3,7,12-trihydroxycholan-24-oate (2)

Bylo navazeno EDAC (20 mg, 0,104 mmol), HOBt (14 mg, 0,204 mmol) a
litocholova kyselina (21 mg, 55,76 umol). Latky byly rozpustény v CH,Cl, (2 mL)
=12 -
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a ponechany reagovat 1h na magnetické michac¢ce. Do reakéni smési byl prisypan
porfyrin (35 mg, 51,56 umol). Cela reakéni smés byla ponechana reagovat dalSich
24 hodin. Prabéh reakce byl sledovan pomoci TLC (CH,CIl,-MeOH 10:1,
R¢=0,75). Produkt byl vysuSen na vakuové odparce nasledné rozpustén v roztoku
CH,CIl,-MeOH (20:1). Produkt byl podroben sloupcové chromatografii (50 g
silikagelu, roztok CH,Cl,-MeOH 20:1). Bylo ziskano 18 mg, 16,83 umol (vytézek
32,6 %) finalniho produktu, ktery byl pouzit v nasledujicich reakcich.

'H NMR (CDCl3-CD;0D; 300 MHz): -2,90 (bs, 2H, pyrrole NH); 0,63 (s, 3H, 18-
CH3); 0,78 (s, 3H, 19-CH3); 0,86 - 2,46 (m, steroidal skeleton); 3,25 - 3,37 (m,
1H, (3-H); 3,72 (m, 1H 7-H); 3,90 (m, 1H 12-H); porphyrin skeleton 7,13 (m, 6H);
7,33 (m, 2H); 7,87 - 7,94 (m, 6H); 8,05 (m, 2H); 8,70 (m, 2H) 8,79 (m, 6H) 9,13
(br.s., 3H)

3C NMR (CDCI3-CD;0D; 75 MHz): 12,65 (18-C); 17,50 (21-C); 22,56 (19-C);
23,38 (15-C); 26,48 (9-C); 27,77 (16-C); 28,25 (11-C) 30,16 (23-C); 31,16 (24-C)
31,72 (2-C); 34,66 (C-10); 34,89 (6-C); 35,54 (20-C); 39,52 (4-C); 41,54 (8-C)
41,79 (14-C) 46,59 (13-C); 47,20 (17-C); 68,55 (7-C); 71,81 (3-C); 73,24 (12-C);
porphyrin 113,93; 118,49; 119,89; 120,42; 120,66; 133,63; 133,69; 135,37;
135,95; 139,81; 150,60; 156,93; 173,42 (24-C)

IR (BaCl,, cm™): 3318,5 (-OH), 2929,5, 2863,5 (CH3-CH2), 1713,4 (C=0)

MS: Pro CggHggN4Og vypocteno: monoisotopicka hmotnost 1068,5; MS — ESI
zmé&feno: 1069,4 (M+H)

-13-
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EDAC, HOBt
CH,Cl,, 100 %, 24 h

Priprava metaloporfyrini

-14 -



§yntéza estera porfyrinu se zluéovymi kyselinami
SKACH Krystof

2-7n

Pro latku 2 (30 mg, 28,05 umol) byl navazen chlorid zine¢naty (50 mg, 0,036
mmol). Reakéni smés rozpusténa v DMF (2 mL) a 1 hodinu ponechédna reagovat na
magnetické michacce. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (CH,Cl,-MeOH
10:1). Reak¢ni smés byla vysuSena na vakuové odparce a poté podrobena
chromatografii (20 g silikagelu, roztok CH,Cl,-MeOH 17:1). Bylo ziskano 16 mg,
0,014 mmol (vytézek 50,3 %) finalniho produktu.

2-Ni

Latky 2 (29 mg, 0,027 mmol) a octan nikelnaty (50 mg, 0,283 mmol) byly
rozpu$tény V DMF (2 mL) a ponechany hodinu reagovat na magnetické michacce.
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (CH,Cl,-MeOH 10:1). Reak¢ni smés byla
odpafena navakuové rotacni odparce a nasledné podrobena sloupcové
chromatografii (20 g silikagelu, roztok CH,Cl,-MeOH 15:1). Bylo ziskano 5 mg,
0,044 mmol (vytézek 16,4 %) finalniho produktu.

2-Cu

Latky 2 (40 mg, 0,037 mmol) a octan médnaty (15 mg, 0,083 mmol) byly
rozpustény V DMF (2 mL) a na 1 hodinu dany reagovat na magnetickou michacku.
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (CH,Cl,-MeOH 10:1). Reakéni smés byla
vysuSena na vakuové odparce a rozpusténa v CH,Cl,-MeOH (14:1) a podrobena
sloupcové chromatografii (20 g silikagelu, roztok CH,Cl,-MeOH 17:1). Hmotnost
finalni latky byla 31 mg, 0,027 mmol (vytézek 73,3 %).

2-Gd

Latka 2 (41 mg, 0,038 mmol) a chlorid gadolinia (20 mg, 0,088 umol) byly
rozpustény v DMF (2 mL) a na 1 hodinu ponechany reagovat na magnetické
michacce. Prubéh reakce byl sledovan pomoci TLC (CH,Cl,-MeOH 10:1).

Reakéni smés byla vysusena na vakuové odparce a nasledné podrobena sloupcové

-15-
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chromatografii (20 g silikagelu, roztok CH,Cl,-MeOH 15:1, pozdgji 10:1).
Hmotnost finalni latky byla 24 mg, 0,02 mmol (vytézek 51,2 %).

Analyticka data pro metaloporfyriny

'H NMR (CDCl3-CD;0D; 300 MHz): 0,63 (s, 3H, 18-CH3); 0,78 (s, 3H, 19-
CH3); 0,86 - 2,46 (m, steroidal skeleton); 3,25 - 3,37 (m, 1H, (3-H); 3,72 (m, 1H
7-H); 3,90 (m, 1H 12-H); porphyrin skeleton 7,13 (m, 6H); 7,33 (m, 2H); 7,87 -
7,94 (m, 6H); 8,05 (m, 2H); 8,70 (m, 2H) 8,79 (m, 6H) 9,13 (br. s., 3H)

IR (BaCl,, cm™): 3318,5 (-OH), 2929,5, 2863,5 (CH3-CH2), 1713,4 (C=0)

-16 -
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4, Vysledky a diskuze

Na zéklad¢ reakci ve vySe uvedené literatufe bylo pfipraveno nékolik novych
latkek. V ptipad¢ ptipravy triflatu kyseliny litocholové a jeho nasledné reakce s meso-
(tetrahydroxyfenyl)porfyrinem (ptiprava latky 1, 2) bylo postupovano v souladu
s postupem podle E. Kolehmainena™. Prabeh reakce i vytszek 1 se shodovali s daty
uvadénymi v literatute, pro latku 2 byl vytézek nizsi nez je uvadéno v literatute, coz mohlo
byt zplsobeno nepiesnosti v laboratorni praci. Syntéza latky 3 probéhla s prihlédnutim ke
clanku S. Sadlerové Pozdé&ji byla reakce modifikovana a obménéna ¢inidla. Ptiprava
metaloporfyrinti je velmi dobfe popsand a obecné znama reakce. V nasem ptipadé byla

provedena podle ¢lanku Yuhua Shif?!,

Ze syntetizovanych latek byly pfipraveny 1 umoldrni roztoky, které byly méteny
UV-vis spektrometrii. Méfeni ukazalo (Obr. 2), Zze kovy uvniti porfyrini méni oblast, ve

které¢ dochazi k absorpci zafeni. Zmény viditelné pouhym okem je tak mozné pozorovat 1

pomoci pfistroju (Graf 1).
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[FEET———

Obr. 2 Zleva—Zn-Cu—-Ni—-Gd -2

Dale byly s latkou 2 (Graf 3) a 2-Zn (Graf 2) provadény agregac¢ni studie. Latky byly pti
zachovani koncentrace 1 pmol rozpustény ve smési DMSO : H,0O. Piidavek vody, ve které je

dana latka nerozpustna zplisobuje vhodné podminky pro agregaci molekul.
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5. Z.aveér

Syntéza esterd porfyrinu se Zluovymi kyselinami probéhla dle plant. Bylo
pripraveno celkem Sest dosud nepopsanych latek, které byly charakterizovany

pomoci NMR, piipadné hmotnostni, infraéervené a UV-Vis spektroskopie.

6.  Zkratky

THF — tetrahydrofuran

EDAC - N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride
HOBLt - 1-hydroxybenzotriazole DMF - N,N-dimethylformamide

DMSO - dimethyl sulfoxide

TLC - thin layer chromatography — chromatografie na tenké vrstvé

PDT — fotodynamicka terapie
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