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1. Derivati fenotiazinici

1.1. Introducere

Teza este un studiu cu privire la sinteza si carcteristicile a unor compusi heterociclici
cu activitate biologica. In acest scop, au fost alesi trei heterocicluri esentiale, fenotiazina,
benzotiazolul si porfirina, s-au ales diferite metode de sinteza pentru obtinerea moleculelor
tinta.

Fenotiazina are o structura triciclica, in care doua inele benzenice sunt unite prin doua
punti, una este o punte de sulfurd iar cealaltdi o punte amino (Figura 1). Este utilizata ca
materie de pornire in sinteza produsilor farmaceutici. Sinteza compusilor fenotiazinici se
bazeaza pe reactia de rearanjare a 2-aminobenzotiolilor catalizatd de Cu, in prezenta unor

compusi aromatici 0rt0-dihalogena§i3.

10

H
9 9a N10a .
8@[ Dz
3
7 5aS4a

5 4

Figura 1. (10H-fenotiazina) sistemul de numerotare ai atomilor

Teza prezintd rezultate originale in sinteza de derivati fenotiazinici mono-,
polisubstituiti si utilizarea acestora ca intermediari Tn sinteza: dipirometanilor,
bis(indolil)metanilor , benztiazolilor si a porifirinelor. Prima parte a tezei include formilarea
fenotiazinei. Sinteza si caracterizarea unor noi heteroarilmetani fenotiazinici constituie partea
a doua a tezei. Sinteza si evaluarea biologica ai benzotiazoil-fenotiazinelor este prezentata in
partea a treia. Ultimul capitol propune elucidarea structurii a noi mezo-fenotiazinil-
porfirinelor (MPP) si a complecsilor acestora prin metode spectroscopice, interpretarea
reactivitatii si a problemelelor de selectivitate observate prin modelare moleculara, rezultatele

obtinute constituie baza unei cercetari in domeniul aplicabilitate al acestor compusi.
1.2. Formilarea compusilor aromatici

Dezvoltarea de noi metode de sinteza ai acestori compusi prin procesul de formare a
legaturii C-C, a fost si incd este o provocare pentru chimistii din sinteza organica. Spre
deosebire de acilarea compusilor aromatici, care poate fi realizata prin reactia Friedel-Crafts,

utilizdnd clorura de acil, in prezenta catalizatorilor de acizi Lewis, in cazul formilarii nu exista
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o procedura similara pentru compusi aromatici, deoarece compusii formil-halogenati nu sunt
cunoscuti. In trecut chimistii au incercat rezolvarea acestei problemei prin urmatoarele doua
strategii:

- formarea legaturii C-C se poate realiza prin reactiile cu compusi intermediari
aromatici hidroximetil sau halo-metil substituiti, iar acestia prin oxidare duc la formarea
aldehidelor aromatice. Duff si Casiraghi au utilizat acest tip de reactii in experimentele lor*®,

- pe de alta parte, s-a Incercat sa se gaseasca reactivi de formilare a sistemului
aromatic, ca inlocuitori pentru clorura de formil instabila, cu scopul de a permite introducerea
directa a gruparii formilice.

Toate metodele clasice de formilare prezinti o serie de dezavantaje. Tn unele cazuri se
folosesc compusi extrem de toxici sau corozivi (monoxid de carbon, acid cianhidric, fosgen,
s-triazina, fluorura de formil, acid clorhidric, oxiclorura de fosfor, etc.). Unii dintre acest
compusi sunt gazosi, nu sunt destul de stabili pentru a fi depozitati (fluorura de formil), nu
sunt usor de manipulat si sunt dificil de dozat. Tn toate cazurile enumerat mai sus, hidroliza
este ultima etapd care poate si ridice probleme cu apa reziduald. Aceastd problema este
importanta daca reactia Vilsmeier-Haack se desfasoara in prezenta DMF/POCI;, datoritd
faptului ca amestecul de reactie hidrolizat contine acid fosforic, care este daundtor mediului
incunjurator.

Litierea directa si subsecvent formilarea cu DMF este o metodd usoara, regioselectiva
si care decurge cu randamente bune, pentru prepararea aldehidelor aromatice avand gruparea
formil invecinati cu un heteroatom. De exemplu, litierea la furani/benzofuran® si

benzotiofeni®* decurge todeaune in pozitia o libera.
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1.3. Formilarea fenotiazinelor

1) acid formic, A
©i 2) C¢H )N, in CH;COOH, A sau activare MW
R: H, CH3, C,H5 T 3) 2 equiv n-BuLi, E
2) 4) n-BuLi, CO,, t-BuLi, E
/ 5) in mai multe etape
/ @[ 6) CgH N, in CH;COOH, A sau activare MW
7) POCl;, DMF (sau N-metilformanilida), A
R 8) via Br derivativ, s-BuLi, -78°C, E
l{l 012 13)©[ :© 2 7, 8) 'la 9) n-BuLi, Et,0, rt, E
H\'(©i D\W @ND\W 10) s-BuLi-TMEDA, Et,0, 1t, E
S l s H 11) POCl;, DMF (sau N-metilformanilida), A
o o

12) via Br derivativ, s-BuLi, -78°C, E
R
U
: :N: £
)
H™ ~O

13) in mai multe etape
Schema 3. Formilarea fenotiazinei

Formilarea fenotiazinelor poate decurge direct prin metoda Vilsmeier-Haack, sau
indirect utilizdnd derivatii organi-litiu care dupa adaugarea DMF sunt convertiti in aldehide.

Tn plus, fenotiazinele substituite la C; sau Cs se pot obtine prin ciclizarea a diferitelor
difenil-amine substituite in pozitia orto sau para prin reactia de ciclizare cu sulf in prezenta
iodului. Difenil aminele specificate se obtin in doud etape din acid-2-cloro-benzoic si amino
benzen substituit corespunzator. Cand difenil-aminele substituite in pozitia meta intra in
reactia de ciclizare utilizand sulf si iod se formeaza fenotiazinele substituite la Cy s1 Ca,

1zomerii predominanti depinzand de materia prima??

1.4. Contributii personale: Sinteza regioizomerilor 10-alchil-formil-

fenotiazinici

Analiza retrosintetica pentru regioizmoerii carbaldehidelor 10-alchil-phenothiazine a
aratat ca acestia sunt precursori versatili pentru sinteza unor sisteme aromatice diverse cum ar
fi dipirometani, bis(indolil)metani respectiv porfirine, care sunt subiectul acestui studiu.
Sinteza implica o reactie in doud etape: prima etapa o reprezinta N-alchilarea cu scopul de a
reduce nucleofilicitatea azotului heterociclic, urmatd de formilarea regioselectivd a unitatii
fenotiazinice. O modificare proprietatilor compusilor tintd se poate realiza prin modeificarea a
doi parametrii: lungimea lantului alchil (implicand impedimentele sterice, hidrofobicitatea si
solubilitatea) si pozitia substituentului formil (avand influente majore asupra sistemului ©

conjugat extins).
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1.4.1. N-alchil-fenotiazine

Pentru a N alchila inelul fenotiaizinic cu halogeno alchili este recomadabil ca reactia
sd aibd loc in mediu alcalin, acest lucru fiind posibil utilizind KOH, NaNH; sau NaH.
Randamentul reactiei de alchilare, in prezenta KOH in DMF a fost unul scazut (sub 20%), din
acest motiv am utilizat NaNH, sau NaH in THF. Reactia a fost facuta in atmosfera inerta prin
tratarea fenotiazinelor (1a, 1b) cu hidrura de sodiu in THF pentru a obtine 10-Na-fenotiazina
(portocaliu) care ulterior a reactionat cu o iodura sau bromura de alchil pentru a forma, cu
randamente bune, alchil fenotiazinele corespunzatoare (Schema 10). Utilizand acesta
procedura s-au sintetizat 10-Me-, 10-Et-, 10-butil-fenotiazine, 2-cloro-10-metil-fenothiazine,

10-(6-bromohexil)-fenotiazina, 1,6-bisfenotiazinil-hexan (2a-f.).

||

+
H Na R
N z N Z t N z
@ D/ +NaH M» @[ D/ + RX V @i ]@/
S rt, 4h s s

1a 7=H 2a R=CHj; X=| Z=H
1 z=Cl 2b  R=CH,CHs4 X=l Z=H
2c R=(CH,);CHj3 X=I Z=H
2d R=CHj3 X=1 Z=Cl
2e  R=(CH,)eBr X=Br  Z=H

2f R=(CHy)"Ptz  X=Br Z=H
Schema 10. Etapele de sinteza pentru prepararea alchil fenotiazinelor
Purificarea N-alchil-fenotiazinelor s-a realizat prin recristalizare din etanol (2a, 2b,
2f), prin distilare la vid (2¢) sau prin coloani cromatografica (2e). In Tabelul 1 sunt prezentati

agentii de alchilare, timpii de reactie, randamentele obtinute, punctele de topire pentru reactia

de alchilare.
Tablul 1: Parametrii de reactie de obtinere a compusilor 2a-f

Agentul de Randament | p.t.
Cp. alchilare t(h) (%) °C)
2a CHs-l 4rt 95 99
2b CH3-CH,-1 4rt 87 104
2¢C CH3-(CH2)s-1 12rt 76 <25
2d CHs-I 4(50°C)+12(rt) 94 88
2e Br-(CH,)e-Br 12rt 50 <25
2f Br-(CH,)s-Br 12rt 44 151

Structurile compusilor sintetizati au fost investigate prin metode spectroscopice: FT-

IR, *H-RMN, ¥C-RMN si spectrometrie de masa (MS).
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Spectrele RMN mono- si bidimensionale inregistrate in cloroform deuterat au
confirmat structurile fenotiazinelor alchilate 2a-f, deplasarile chimice corespunzatoare

protonilor alifatici si aromatici fiind in bund concordantd cu datele de literatura.

a

CH3 a
2 26 BB NI LB
- a e
%a_N 102, _\b ¢
S
2 FS e b N
5a S 4a b 2f ‘HL a c e
a
Z=H 2d §-CH; Zz=Cl
Schema 11. Structurile fenotiazinelor alchilate
[N VO OO WN AR Olggm g g 600
§£§ §§§ §§£§E§§§ Lo %88 = S
enen e enenen —_  en en — — 500
N N ~4 ~I \ \
i /L
/ /|’_|f o0 300
| Ho o 1 HoHy He, Ho
Ha Hby He ‘ Hby He | 200
il i ‘ 20 ‘//‘LA— ‘ L 100
Lo Ho
I £ B EYREY
o\l — <t o --20 - o - =-100
42 40 38 36 34 32 20 28 26 22 20 18 L6 14 12 10 42 40 38 36 34 32 30 28 26 22 20 18 16 14 12 10
f1 (ppm) f1 (ppm)
Figura 2. 'H-RMN detaliu zona alifaticd a compusului 2e (stanga) si respectiv 2f (dreapta) Tn CDCl;

la 300 MHz

Datorita simetrie1 moleculei de fenotiazina, cele doud inele benzenice sunt identice
observandu-se reducerea numarului de semnale pentru compusii 2a, 2b, 2¢, 2e chiar si pentru
compusulul 2f (Figura 2, dreapta). Exceptia o reprezinta compusul 2d, unde atomul de clor din

pozitia 2 rupe simetria moleculei (Figura 3, dreapta).
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Figura 3. "H-RMN detaliu zona aromatica a compusului 2a (stanga) si 2d (dreapta) in CDCl; la 400

MHz
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Spectrele de masa (EI) aratd o fragmentare caracteristica pentru acest tip de compusi.
In spectrele MS picul molecular apare ca pic de baza, putind observa deasemenea fragmente
cu intensitate variabild la valori m/z 198 (radicalul cationic al fenotiazinei), 184 (radicalul

cationic carbazol).

1.4.2. Seria de regioizomeri a 10-alchil-10H-formil-fenotiazinei

In lucrarea de fata formilarea regioslectivi a substratului 10-metil-10H-fenotiazina s-a
realizat prin modificarea reactivitatii chimice a heterociclului in substitutia electrofila.
Regioizomerii 1-, 2-, si 4-formili fenotiazine au fost obtinute printr-o reactie in doua etape
implicand un intermediar litiu-fenotiazinil care a fost tratat cu dimetilformamida ca si agent
electrofil (Schema 12). Pentru a obtine randamente satisfacatoare pentru fiecare regioizomer a
fost necesara alegerea atentd a conditiilor de reactie, a substratului, agentului de litiere si a

temperaturii (Tabelul 2).

1) 60% NaH

1) 2.5 eqv n-BulLi
5120 Ny, rt, 4h Et,0, N2 0-5°C, 4h
2) 2.5 eqv DMF 2) Mel, 4h
4h, 5°C
3) Hy0*, 1h

_\

Et,0, Ny
0-5°C, 4h

1) 4 eqv n-BuLi, THF, N
zBr2 AcOH 78 C, 1.5h
rt 4h 2) DMF, -78-0°C, 12h s H
(0] 4a (0]

3) Hz0%, 1h
1) 2.5 eqv n-BuLi
2.5 eqv TMEDA
Et,0, Ny, rt, 1h
3) HyO*, 1h

1) 60% NaH
2) Mel, 4h

2) 2.5 eqv DMF
4h, 5°C

@EJ? ggtf;

Schema 12. Formilarea regioselectivd pentru derivatii 10-metil-10H-fenotiazinei

| (0]
@i j@/ 4 eqvLi, ELO, rt, N:@)‘\H
2 eqv DMF, 6h sonicat @[
S
3i

Tabelul 2: Conditiile de reactie pentru obtinerea regioizomerilor.

Agentul de deprotonare/ | Temperatura | Timpul de | Randame
Substrat | Cp. | Solvent | = =co v ofilul (equiv) (°C)* reactie* | nt(%6)*
la 39 Et,0 2.5 s-BuLi/DMF rt/0 45min/4h 24
la 39 Et,0 2.5 n-BuLi/DMF rt/0 45min/4h 10
la 39 Et,O 2.5 n-BuLi/DMF rt/0 4h/4h 18
la 39 Et,0 2.5 n-BuLi/DMF rt/0 10h/4h 25
2a 3j Et,0 2.5 s-BuLi-TMEDA/DMF rt/0 45min/4h 61
2a 3j Et,0 2.5 n-BuLi-TMEDA/DMF rt/0 45min/4h 36
2a 4j Et,0 2.5 s-BuLi-TMEDA/DMF rt/0 45min/4h 3

10
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2a 4j Et,O 2.5 n-BuLi-TMEDA/DMF rt/0 45min/4h 7
2d 3i Et,0 2 Li/DMF rt 6h 4
2d 3i Et,O 4 Li/DMF rt 6h 20
3k 4a THF 4 n-BuLi/DMF -5/rt 2h/4h 55
3k 4a THF 4 n-BuLi/DMF -78/rt 1.5h/12h 83

*Inainte si dupd adaugarea electrofilului
**randamente obtinute dupa separare pe coloand cromatografica

Datele de literatura indica ca 3-formil-fenotiazinele sunt regioziomerii cei mai folositi,
doearece sunt usor de obtinut prin reactiile Vilsmeier, Bergman, sau Duff.

In lucrarea de fata N-alchil-fenotiazinele au fost formilate prin metoda dezvoltati de
Bodea™ (1965) cu mici modificari (Schema 13) pentru a obtine fenotizainil aldehide cu

randamente bune (Tabelul 3).

R R
! ',? 3a -CHj
N

z \ 9 cicH,chycl N Z 3b -CH,-CHy
+12P0C; +12N—4 3¢ ~(CH,)3-CHs
S /W  90°C,6h H 3d -CHj

3e -(CHz)G-Br
2a-f 9 3f -(CH,)s-NPtz

Schema 13. Formilarea fenotiazinelor protejate la N.

Tabelul 3: Parametrii de reactie pentru obtinerea 3a-f*.

Cp. | Timpul de reactie () | Randament (%)** | p. t. (°C)
3a 6h 80 89
3b 6h 78 82
3c 6h a7 51
3d 6h 35 165
3e 6h 65 72
3f 6h 70 95

* agent Vilsmeier (1.2 POCl3, 1.2 DMF); 90°C in 1,2-dicloroetan
** randamente obtinute dupa separare pe coloand cromatografica

In cazul compusului 3d, unde pozitia 2 este ocupati, reactia decurge cu randamente
mici, datoritd prezentei atomului adiacent care reduce eficienta formarii aldehidei in pozitia 3.
Prezenta atomului de clor in pozitia meta fata de azot, duce la formarea compusului formilat

in pozitia para fata de azot (pozitia 7).
4 o | |
\ N
CL o3 = T H
S 7 H S : s
o O O
2a 3a 4a

Schema 14. Obtinerea mono- si di-formil 10-metil-fenotiazinelor

11
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Mecanismul propus de Bodea a explicat formarea derivatiilor mono- si diformil 1n
ciuda reactivului Vilsmeier in exces. Datoritd randamentelor mici ale produsilor diformil
obtinuti au fost izolati doar 10-alchil-3-formil-fenotiazinele. Prin exceptie in cazul
compusului 2a (Schema 14), raportul intre mono- si di-formil a fost controlat prin utilizare a
diferiti agenti de formilare si solventi. In Tabelul 4. este prezentatd o sumarizare comparativi

intre parametrii de reactie.

Tabelul 4: Parametrii de reactie utilizati la prepararea 3a si 4a

Precursor / | Agent Vilsmeier Solvent Temperatura | Timpul de | Randament
Produs (equiv) (°C) reactie (h) (%)*
2a/3a 1 DMF 100 6 64
2a/3a 1 DCE 90 6 80
2a/3a 1 CHCl3 70 6 40
2a/3a 4 DCE 90 6 63
2alda 1 DMF 100 6 14
2alda 1 DCE 90 6 6
2alda 1 CHCl3 70 6 0
2alda 4 DCE 90 6 16

* randamente obtinute dupa separare pe coloana cromatografica

In anumite cazuri particulare metoda uzuala care implica utilizarea POCl3 a trebuit sa
fie modificatd deoarece in unele sitiatii aparea schimbul de halogen. Pentru a elimina acest
impediment s-a utilizat metoda descrisa de Krammer™, pentru a obtine 7-bromo-10-alchil-

fenotiazina-3-carbaldehide cu randamente de pana la 80% (Schema 15).

R R
N N
Bry, AcOH
—_—
S Br S
(0]

3a, 3b 0 5a, 5b
R= -CHj, -CH,-CHs

Schema 15. Sinteza fenotiazinelor functionalizate asimetric

Avand fenotiazinelor functionalizate asimetric S-a putut realiza functionalizarea
selectiva a gruparii bromo- sau formil.
Fenotiazinele functionalizate 3K, 4a si compusii functionalizati asimetric 3d, 4d, 5a,

5b prezinti spectre "H-RMN distincte fata dederivatii monosubstituiti ai fenotiazinei.
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Figura 5. 'H-RMNale comousilor 4a, 5a, 3d, 4d la 400 MHz in CDCl,

Studiile de spectrometrie de masd efectuate pe formil-fenotiazine au confirmat masa
moelculara prin inregistrarea picului molecular corespondent si a picurilor de fragmentare
avand diferite intensitati la m/z 240, 226, 198. Schema de fragmentare a compusului 10-metil-

3-formil-7-bromo-fenotiazina 5a este perzentata in Shema 16.

+

BeosV-ivd J@Y -, = G0

[306/304] [320/318] [240] [212]

Schema 16. Schema de fragmentare a compusului 5a.

Fiecare formil-fenotiazina prezinta doua benzi de adsorbtie situate in regiunea UV la
277-282 nm si respectiv 381-419 nm. Aceste benzi de adsorbtii par sa fie mai putin afectate
de substituentul de pe nucelul fenotiazinic, exceptie facand compusul 3a care prezintd o
deplasare hipsocroma de aproximativ 30 nm pentru banda situatd la lungimea de unda mai
mare. Prin excitarea pe lungimea de unda tipica, formil fenotiazinele prezinta fluorescenta de

emisie cu randamente cuantice scazute dar cu deplasari Stokes mari (Tabelul 5).

13
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Tabelul 5: Proprietdtile electronice ale regioizomerilor formil fenotiazinici determinate prin

spectroscopie de absorptie/emisie UV-Vis la 10*M in DCM

Cp. | Aaps(nm) € (m'lcm'l) Aem (NM) Depla(s(:ar:_l?tokes
3h | 2777, 411 | 54400, 3180 543 9400

3i | 2827, 418 | 109200, 4730 551 5700

3a | 282", 381 | 60950, 5900 567 8600

3j 277", 419 | 58600, 6170 571 6300

*Maximum de adsorptie lungimea de unda de excitare

2. Derivati ai heteroarilmetanilor cu unititi fenotiazinice

2.1. Derivati ai dipirometanilor.

Dipirometanii sunt cunoscuti mai mult de un secol si sunt utilizati ca materii de
pornire in sinteza porfirinelor. Tn ultimul deceniu, dipirometani nesubstituiti in pozitia /8, dar
cu substituenti in pozitia Mezo au ajuns sa joace un rol important in obtinerea porfirinelor si
analogilor de (dipirani, calix[4]piroli, clorine, coroli), care sunt utilizati ca si catalizatori
chirali, senzori, receptori in sinteza dispozitivilor moleculari mici, fotosensibilizatori n
terapia fotodinamica>®. Mai mult aceste sisteme dipirolice sunt precursori pentru coloranti de
tip BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceni sau dipirometeni boronici), care au
primit in prezent atentie sporitd datoritd proprietatilor interesante, cum ar fi coeficientii de
adsorptie relativi mari si randamentul cuantic in fluorescentd, stabilitate fotochimica mare si

procedura de sinteza usoara.

Sinteza dipirometanilor

Dipirometanii sunt obtinuti prin tehnica ,,one-flask” bazata pe reactia de condensare,
catalizata de un acid, intre aldehide sau cetone corespunzatoare cu pirol n exces (utilizat ca si
solvent), purificarea compusilor obtinuti necesita folosirea flash cromatografului pentru a
obtine dipirometani cu puritate Tnaltd. Dezavantajul acestei proceduri de sintezd reprezinta
formarea tripirometanilor (Schema 18) si oligopirometanilor, la fel si derivatii dipirometanilor

o, B-legati.

Schema 18. N-confused dipirometani (dreapta), tripirani sau tripirrometani (dreapta)
14
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Acizii Lewis sunt catalizatori efiecienti in reactia de condensare intre aldehide si
pirol®®®”. Pentru a obtine dipirometani, cu randamente bune, substituiti in pozitia 5, Se poate
folosi clorura de indiu (InCls) in reactiile aldehidelor aromatice si alifatice fara impedimente
sterice, iar bromura de magneziu (MgBr,) este folosita in cazul aldehidelor impedimentati
steric (mesitil aldehida si 2,6-diclorobenzaldehida). Pentru prepararea 5-arildipirometanilor,
mai multe grupuri de cercetare au aplicat reactia de condesare aldehidelor cu pirol in prezenta
catalizatorilor acizi (Schema 21, Tabel 6), compusi care au fost utilizati mai departe in sinteza

porfirinelor®%616566,

R

[/ \5 + R\H/H 1. Catalizator, it m
N o) 2.cromatografie N\ NH HN /

H sau distilare

Schema 21. Sinteza de 5-aril-dipirometanilor

Tabelul 6: Reactia de condensare intre pirol si aldehida catalizatd de acid

Raport pirol:aldehida | 40:1 | 25:1 60:1 100:1 100:1
Catalizator TFA® | TEA® | BF3:Et,0% | InCI5*° | MgBr,*®
R=
Ph 49% | 53% 85% 82% -
p-Me-CgH.- 76% | 33% 81% - -
p-1-CsHy- 57% | 57% - - -
p-Cl-CgHy- - - 73% - -
0,0’,p-Mez-CgH,- 55% | 27% - 49% 53%
0,0 -Cl-CgHa- - 39% - - 60%
CeFs- - 65% - 80% -
p-CF3-C5H4- - - 85% - -
p-CN-CgHy- - - 64% - -
p-NO,-CgHy- - 56% 74% - -
p-MeCO,-CgHy- - - - 75% -
CHs-(CH,)s- 60% - - 62% -
H- - 41%° - 63%” -

a amestecul de reactie incdlzit la 50°C
b reactie efectuat la temperatura de 55°C timp de 2.5h

Dipirometani sunt compusi instabili, sunt sensibili la luminda, la aer si acizi, este
recomandat sa fie utilizat dupa preparare. Prin oxidarea dipirometanilor se poate obtine
dipirometeni sau dipirine (Scheme 24). Exista doar cateva exemple unde este folosit aldehida
nearomaticd, cand oxidarea a esuat in alte cazuri®.

Reactia dipirinei in prezenta TEA cu trifluorura de bor (BFs;-Et;0) se obtine

complexul bordifluorida in randamente bune.

15
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Schema 24. Oxidarea dipirometanilor

Compusii astfel obtinuti sunt neutrii si sunt idependenti de polaritatea solventilor.
Complecsii sunt stabili, se descompun numai la actiunea acizilor sau bazelor tari®’. Aceste
proprietdti sunt combinate cu toxicitate mica®, astfel se pot utiliza 1n sisteme biologice si la
noi materiale. Dipirinele furnizeaza baza pentru colorantii bor-dipiranilor si au, deasemenea o

chimie bogata cu diverese metale tranzitionale.
2.2. Derivati ai bis-indolilmetanilor

Sunt cunoscuti peste 3000 de compusi naturali® izolati pe bazd de indoli, si sunt
cunoscute ca si compusi cu spectru larg de activitate biologica®. Indometacina® si tenidap®
sunt derivatii ai indolului, care in afard de activitate antiinflamatoare mai au si proprietate

analgezice si antipiretice.

Bis(indolil)metani au capitat o atentie mai mare in ultimii ani'®. Astfel de compusi au

101,102

activitate biologica si s-a gasit aplicatia in tratamente tumorale respectiv ca agenti anti-

bacteriali*®®

. Derivatii de bis-idolil-metani neconjugati cu un atom de carbon cu hibridizare
sp® in pozitia mezo pot avea schimbari de culoare mai semnificative si pot fii utilizati ca
senzori pentru ioni F~ (sau HSO, )™, CN™% respectic ca si senzori moleculari fluorescenti

foarte selectivi pentru Cu?*1%81%7 gj Hg?*1%8,

Sinteza bis(indolil)metanilor

Din reactia indolului cu aldehide sau cetone rezulta saruri azafulvenine care

reactioneaza cu a doua moleculd de indol (Schema 27) pentru a forma bis(indol-3-il)metani**.

16



Balazs Brém Rezumatul tezei de doctorat

+H JH
N oy . i , S .
©/j\+R/)AJ\H R hr Y, -H0

(OH
H H /
N N
S - (I J
-H* H
V
‘e
R™ N\ R =NH
Schema 27. Mecanismul de sinteza a bis(indolil)metanilor prin sarea azafulvanium
Metodele de obtinere a acestor compusi implicd solventi si ioni metalici toxici,
respectiv corozivi si necesita o prelucrare laborioasa. Una dintre aceste metode de sinteza se
bazeazd pe reactia de substitutie electrofild a indolului cu o aldehida. Indolul bogat in
electroni are o afinitate mare pentru carbonul din gruparea aldehidica™. Sinteza derivatilor

bis(indolil)metani se poate obtine si prin reactie fara catalizator utilizand solventi protici, dar

timpul de reactie este mai lunga.

2.3. Contributii personale: Sinteza unor tris-heteroarilmetani

fenotiazinici

2.3.1 Derivati ai dipirometanilor cu unitati fenotiazinice

Prin reactia cu pirol, regioizomerii ai formil fenotiazinelor si fenotiazinele
polifunctionalizati formeaza (N-alchilfenotiazinil)dipirometani corespunzatori 1le-p cu
randamente 60-89%, chiar si fenotiazinele substituite la azot cu un lanti alchil mai lung, care
indica absenta impedimentului steric pe centrul de reactie. Reactiile de obtinere a compusilor
11a-p au mers in conditii descrise, iar substantele obtinute sunt solubile in solventi organici.

Structura compusilor a fost confirmat pe baza analizelor de FT-IR, *H-RMN, *C-
RMN, ESI-MS spectrometrie de masa. Tn spectrul *H-RMN protonii de la pirolul simetric dau
trei semnale diferite, deplasarea chimica fiind intre 5.9-6.7 ppm. Semnalele de la fenotiazina
apar n regiunea 6.8-7.2 ppm, iar protonii de la (Hio, H11) dau semnal ecranat situat la 7.9 ppm
(Figura 8). Gruparea fenotiazinica este donoare de electroni, din acesta cauza protonii din
pozitia mezo apar usor ecranati.

Tn spectrul *C-RMN carbonii de la fenotiazini sunt ecranati, cele mai ecranate

semnale sunt din pozitia Cg, si Cioa fata de semnalul carbonului din pozitia ipso care apare la

17



Balazs Brém Rezumatul tezei de doctorat

136 ppm. In cazul fenil-dipirometanilor si fenil-dipirometanilor substituiti cel mai ecranat
semnal este pentru carbonul din pozitia ipso.

F1100

—7.8877
—5.3686
39393
39222
39048
3.8877
14337
14165
".1,3993

1000

HP[Z prrrole
M 2 1

Hineso 4

S 12001 ——— g
\C—_
3,131
IS
= B B

5
=
B

Figura 8. Spectrul "H-RMN al compusului 11i la 400MHz in CDCls si numerotarea |UPAC

In spectrul de masia EI-MS, pentru compusii 1la-p apare masa moleculard cu
abundentd maxima. Spectrele de masa aratd o fragmentare caracteristica pentru acest tip de
compusi, ruperea gruparii alchil (de pe unitatea de fenotiazinad) respectiv a unitatilor de pirol.

Compusul 12, N-metil-fenotiazinil-dipirin a fost obtinut prin oxidarea compusului 11h
si din complexarea ulterioara cu trifluorura de bor a rezultat N-metil-fenotiazinil-
borondifluoro-dipirometen (fenotiazinil-BODIPY), colorantul 13 din Schema 29. Dupa
prelucrarea obisnuitd, produsul brut obtinut a fost purificat pe coloana cromatografica,

produsul BODIPY obtinut cu un randament de 40% este de culoare neagra.

N 0
©: D Cljfp:cm
S N + —
H o a CN
11h ~ "NH o

Schema 29. Sinteza colorantului fenotiazinil-BODIPY 13

40 equiv TEA
50 equiv BF3Et,0

DCM, rt, 30 min

Atribuirile structurale compusilor 12 si 13 s-a realizat pe baza spectrelor RMN mono-,
si bi-dimensionale, homonucleare (*H-'H COSY) si heteronucleare (HMQC). in spectrul
COSY al compusului 13 se poate observa cuplajele caracteristice compusilor dipirometeni la
0= 6.5, 6.9 si 7.9 ppm respectiv cuplajele semnalelor de la fenotiazina 6= 6.8-7.4 ppm (Figura
9Figura).
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Figura 9. 'H-*H COSY, *F- si 'B-NMR al compusului 13 in CDCl,

n spectrul de *B-RMN se poate observa un semnal ecranat, care prin cuplajul cu doi
atomi de fluori este despicat, rezultind un triplet ascutit ("Js.r= 28.9 Hz, Figura 9), care poate
fii atribuit atomului de bor legat de cei doi azoti din inelul pirolic. Tn spectrul **F-RMN din
cauza cuplajului cu un atom *°F (I = 1/2) magnetic echivalent si un atom B (I = 3/2) apare
un cuartet ("Jg.s = 28.2 Hz, Figura 9).

In spectrul de absorptie UV-Vis ai compusilor fenotiazinil-dipirolmetani 3c,
fenotiazinil-diprin 12 si colorantul fenotiazinil-BODIPY 13, se poate observa diferentele pe
Figura 10. In timp ce compusul 11h nu are absorbantd in regiunea vizibili, in cazul
compusului 12 apare o banda larga de absorbtie situatd in jurul valorii de 430 nm si o
deplasare batocroma de 70 nm a fost observata in cazul complexului 13.

2 A

——11h

13

T T T T
300 400 500 600
A nm

Figura 10. Spectrul UV-Vis ai derivatilor fenotiazinil-diprometani (11h, 12, 13) in CH,Cl,
Dipirometenii (dipirine) sunt liganzi monoanionici bivalenti. Au proprietati distincte
in chimia coordinativa, prin deprotonare complexeaza diverse metale tranzitionale si se obtin
complecsi neutrii izolabili, fara a avea nevoie de prezenta unui contra ion. Pentru prepara
complexul (Schema 30), acetatul corespunzator a fost introdus in solutia etanolicd a
compusului 12. Complecsi astfel obtinuti au fost purificati prin coloand cromatografica pe

silicagel. Masele moleculare a fiecarui complex a fost confirmat prin spectrometrie HRMS.
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Schema 30. Sinteza complecsilor homoleptici

Compusul 12, fenotiazinil-dipirina este caracterizata printr-o banda larga de absorptie
situata in jurul 430 nm. Complecsi dipirino-metalici prezinta doua benzi de abroptie in
domeniul vizibil ai spectrului. Banda de absorptie mai intensa in cazul compusului 13-Cu
apare la 482 nm iar in cazul 13-Pd apare la 483 nm, benzile de absorptie si coeficientul de

extinctie molara sunt cuprinse in Tabelul 8.

Tabelul 8: Proprietatile electronice ai fenotiazinil-dipirol in CH,Cl,

Cp. Amax (NM) | & (cm™-mol™)

11h 312 4365

12 430 22566
13-Zn 480 84374
13-Cu 463 23874
13-Ni 470 48762
13-Pd 483 16042

Pentru a obtine 1,9-diacildipirometani, care sunt materii de pornire in sinteza
porfirinelor, s-a efectuat reactiile de acilare. Desi mai multe tipuri reactii de acilari sunt
accesibile, s-a incercat doua metode (Grignard, Vilsmeier) pentru acilare directa a compusului
11h. Pentru a usura izolarea compusului obtinut, fenotiazinil-1,9-diacildipirometan, amestecul
de reactie a fost tratat cu trietilamina si diclorura de dialchil staniu (Me,SnCl;, si Bu,SnCly)

pentru a obtine 14-SnR’; cu randament moderat (Schem 31).

TEA, R',SnCl,
_—
CH,Cly, rt, 1h

i) 5 equiv EtMgBr (THF), 5 equiv CgH5-COCI, Toluen, 0°C, 2h 14aR=H 14a-SnMe,, 14a-SnBu,
ii) 2.5 equiv POCI3, DMF, 0°C, 2h 14b R= CgHs 14b-SnMe,, 14b-SnBu,

Schema 31. Acilarea compusului 11h si complexarea selectiva cu derivati de staniu diclorurati
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Reactia de complexare cu staniu este selectivd in cazul compusilor 1,9-diacil,
rezultand complexul hidrofobic fenotiazinil-1,9-diacildipirometan-dialchil staniu 14-SnR’,.
Aceasta procedura s-a dovedit viabil pentru prepararea complecsilor la scara mica, dar
decomplexarea partiald prin separarea cromatografica limiteaza sinteza la scarda mai mare.
Caracterizarea completa a complexului fenotiazinil-1,9-diacildipirometan-dialchil staniu a
fost efectuat pe baza experimentelor RMN bidimensionale homo- (*H-'H COSY) si
heteronucleare (HMQC).

CHQ‘ H8pyrrc|e H7pyrrc|e N'CH3
Heso
NH J . ’ ¥ B
_JIAIL J m LJ " WL _,_J|L_J|_J 14 J‘ | . Jl‘\_J;,
two set of Bu
~ ’JII‘ J\,JIL ‘, il } 14a-sn BU7 e - JLJ‘LA ,l UL
Sn-CH3\
J\Jl" LJ'[ Mgll I\ 14a-SnMe, e o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.5 10,0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 12. Spectrul *H-RMN a compusilor 14a, 14a-SnBu,, 14a-SnMe, la 400MHz in CDCl;
Tn spectrul *H-RMN semnalul protonului de la NH apare la 10.6 ppm, fnainte de
reactia de complexare, in spectrul complexului cu staniu dispare. Semnalele din *H-RMN nu
sunt influentate de prezenta staniului, indicand ca reactia de complexare a avut loc pe atomii

de azot de la pirol.

2.3.2. Derivati ai bis-indolilmetanilor cu unitati fenotiazinice

In aceasta parte a tezei se prezinti un protocol de sinteza a unor compusi de importanta
biologica, bis(indolil)methani, folosind drept catalizator bisulfat de sodiu in conditii foarte
blande. Derivatii formil-fenotiazinici (3g, 3h, 3i, 3j, 3a, 5a) sunt folositi in obtinerea
compusilor fenotiazinil-bis(indolil)metanii corespunzatori cu randamente intre 58-81%
(Schema 33).
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Q.
H =
20% NaHSO,
O 2
ACN, rt, 30 min
X

3g X=H, R=H, 'CHO
3h X=H, R=CH,;, 'CHO
3i X=H, R=CHj, 2CHO
3j X=H, R=CHj, “CHO

3a X=H, R=CHs, 3CHO 15g, 15h, 15i, 15j, 15a, 17a
5a X=Br, R=CHj;, 3CHO

X

Schema 33. Reactia de condensare a indolului cu formil-fenotiazine
Randamentul a fost moderat cand aldehide fenotiazinice steric inpedimentate au fost

implicate in reactie, randamentele in restul reactiilor au o usoara crestere. Obtinerea

compusilor a fost confirmat prin analize structurale FT-IR, *H-RMN,**C-RMN, ESI-MS.

3. Derivati ai tiazolului

3.1. Derivatii benztiazolului

Benztiazoli sunt derivati heterociclici, cu caratcter de baza slaba, cu un atom de sulf si

<132

azot bogat n electroni, cu activitate biologica ca activitate antimicrobiana'®, anticancer'®

anthelmintic®®

, anti-diabetic'®. Numeroase benztiazoli ca 2-aril-benzotiazoli au capatat o
atentie mai mare datoritd structurii unice respectiv utilizdrilie ca agenti de imagisticd ca si
agent radioactiv amiloid'®, si agent anticancer'®®. Deasemenea derivatii benztiazolului au
activitate ‘fung1c1da140

Atomul de sulf si azot constituie nucleul structurii tiazolului. Structura de baza a
benzotiazolilor consta din ciclu benzenic condensat cu un tiazol in pozitiile 4 si 5, astfel

obtinand nucleul 1,3-benztiazolilor (Schema 34).

N3a :
I

7

Schema 34. Numerotarea inelului benzotiazolic
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Sinteza benzotiazolilor

Pentru a sintetiza compusi benzotiazolici, este nevoie de o grupare neprotejata de SH

sau NH,.

o)
RZ)J\OH

H
NH R N
~N 2 Condenzare 7N S Cuplare z\n/ Z
Ry + or ———— Ry />_R2 - TR
= Oxidant Z~N catalizate de metale S X
SH 0 Z
)J\ Z: halogen, H, SH
R H Mw
sau
Condenzare
cat. Bronsted
acid
(0]
N NH,
Ry + )J\/Y
1T _ R2
SH

Y: CN, COMe, COOMe

Schema 36.Sinteza benzotiazolilor

Tn ultimii ani, s-a dezvoltat numeroase metode de obtinere a benzotiazolilor (Schema
36). Una dintre aceste metode implica reactia de condensare a 2-aminotiofenolului cu acizi
carboxilici'® sau aldehide™®™ in conditii oxidante (oxidanti: brom, iod, chinina, saruri ale
metalelor). O alta metoda de sinteza implica ciclizarea intramoleculard a anilidelor catalizata
de metale tranzi‘gionalelsz. Reactiile catalizate de metale nobile, cum ar fi Ru, Rh, Pd au fost
studiate mai intens. Compusii fierului au capatat o atentie mai mare in sinteza benzotiazolilor,
datorita occurentei si a toxicitati reduse™®. O metodd de sintezi include condensarea 2-

156

aminotiofenolilor cu B-cetonitrililor™®, p-cetoesterilor’® sau p-dicetonelor’® sub actiunea

microundelor la temperaturi ridicate sau prin reactii catalizate cu acizi Bronsted.

3.2. Contributii personale: Derivati ai tiazolului fuctionalizati cu unitati

fenotiazinice

3.2.1. Regioizomeri ai benzotiazolil-fenotiazinelor

Pentru sinteza acestor compusi s-a pornit de la regioizomeri formil-fenotiazinici care
au fost incalziti in prezenta orto-aminobenztiolilor in DMSO timp de 6 ore, a rezultat
compusii 10-metil-10H-fenotiazinil-1,3-benzotiazoli corespunzatori cu randamente bune (60—
80%) (Schema 37).
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feecgwetve O

a R=CHjs, 3cro, Z=H a R=CHg, 3,Z=H
4a R=CHs, 30, Z= Br 6b R=CHg, 3, Z= Br
5a R=CHj, 30, Z= CHO 6c R=CHj, 3, Z=(
39 R=H, 10, Z= H 6g R=H, 1,z=H "
3h R=CHa, 7o, 2= H 6h R=CHj, 1,2=H
3i R=CHg, 2¢p0, Z=H 6i R=CH;, 2, Z=H
3j R=CHy, 4cro Z= H 6j R=CHj, 4, 2= H

Schema 37. Sinteza regiolselectiva a 2-fenotiazinil-1,3-benzotiazolilor
Derivatul (7b) cu substituent ciano-vinil a fost preparat prin reactia de cuplare C-C,
catalizat de paladiu (Heck coupling), intre compusul corespunzator, fenotiazina-halogenata

(6b) si acrilonitril in mediu bazic la temperatura ridicata (Schema 38).

| |
N N
PA(OAC),, (o-tol)3P
/@[ s, Z7CN. + BugNBr Dli/IA :)Zof’(:: Ozth /\/@[ S
Br S \ ’ ’ NC™ X S \

Schema 38. Sinteza cianovinil-benzotiazolil-fenotiazinei prin reactia Heck

Numerotarea compusilor fenotiazinil-benzotiazolilor la interpretarea spectrelor de
RMN.

a

2 N 0. !
92 2 2 N 3a
7 = 3 S 6
6 S 4 e

5a 4a

Schema 39. Numerotarea compusilor fenotiazinil-benzotiazolilor

Spectrele de 'H-RMN a compusilor fenotiazinil-benzotiazolilor este prezentat pe
Figura 15. Tn spectrul *H-RMN se poate observa semnale caracteristice pentru cuplajele
homociclice. Deplasarile chimice nu sunt foarte influentate de natura regioizomerilor
fenotiazinici, diferentele deplasarilor chimice sunt n intervalul 0.4-0.6 ppm, pentru protonii

H4(d) si H7-(d) mai mari comparat cu semnalele de la Hs:(t) si He:(t).
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Figura 15. Comparatia spectrelor "H-NMR a compusilor fenotiazinil-benzotiazolilor (6a, 6g, 6h, 6i,
6j) la 400 MHz in CDCl;

3.2.2. Derivati ai fenotiazinil-tiazolilor

Pentru sinteza compusilor din seria derivatilor noi ai fenotiazinei cu unitati tiazolice

condensate, a fost dezvoltat o metoda de Jacobsen, ciclizare intramoleculara a N-fenotiazinil-

benzotioamide/ sau analogi acestora, folosind catalizatorul Fe™, ieftin si ecologic.

Primul pas din aceasta metodd a fost aminarea regioselectivd a halogeno-10-alchil-

fenotiazinelor™ (Schema 41, 40, ii).

i) 1 eq Cul, 1 eq L-prolina,
2 eq NaN3

N ACOH, NaOH __DMSO, 100°C, 240 oHQ<:|2 TEA
+
PBe T o ||) 10 mol% Cu,0, R g t, 12h
S 10 eq NH,OH,
2 NMP, 110°C, MW, 2h

O R: -Bu, -CgHs, -CgHys-4-NOy, -CgHy-Br, -0CqgH7

© | 10 mol% FeCls,
S N 1eq K3S,0g,

H
Toluen Zeq piridina
S/
+ —R
©: :©\ J\ \ S oG an Q:SD[N DMSO, 80°C, 4h @E :©\ 7
//

8a R=_Bu s 9a R=-'Bu H 10a R=-Bu

8b R= -CgHs 9b R= -CgHs 10b R= -CgHs

8¢ R= -CgH,-4NO, 9¢ R= -CgH;-4NO, 10c R= -CgH,-4NO,
8e R= -CgHy-4Br O 9e R=-CgHy-4Br 10e R= -CgH4-4Br
8f R=-0CyoH; 9f R=-aCqoH7 10f R=-aCyoHy

Schema 40. Sinteza 10-metil-2-aril-10H-tiazolo[5,4-b]fenotiazinelor

Amino fenotiazinele au fost functionalizati, astfel obtindnd amide aromatice (8a-f).
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1 eq LiN(SiMe3),,

|
N Cl 0.5 mol% Pd,(dba),,
_1.2mol% DCPB __ CHzClz TEA
s MW, 14o°c 1h t, T
2d
\\
@’ RS

reagentul Lawesson

Toluen 110°c 4h

10 mol% FeClj, p
1eq K,S,0g,
>_© 2eq piridina ©: j@i
©: j@/ DMSO, 80°C, 4h
10d
Schema 41. Procedura de sinteza a 5-meti|-2-feniI-5H-tiazoIo[4,5-b]fenot|azme|

Reagentul Lawesson’s, 2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3-ditiafosfetan-2,4-disulfida, a fost
utilizat pentru conversia derivatilor oxigenati in derivati tio- cu randamente moderate (9a-f).
Prin reactia de formare a legaturilor C-H/ C-S, catalizata cu FeCls s-a obtinut cu randamente

moderate compusii 10a-f, impreuna cu formarea unei cantitati reduse de produsi secundar

Analiza structurala a fenotiazinil-benzotiazolilor

n spectrele de *H-RMN a compusilor fenotiazinil-tiobenzamidelor 9a-f nu se poate
observa diferente majore. Pozitia si despicdrile semnalelor pentru protonii aromatici raman

similare pentru benzamide, dar in cazul tioamidelor, semnalul de la grupa NH este dezecranat
si apare la valori mai mari (~12 ppm).

Spectrele *H-RMN pentru derivatii tiazolo-fenotiazine 10a-f sunt similare (Figura 17).

'L s H, Hyy H
@[Sj@[,\%—é ~ }l ‘l\ H; !;'9 l‘,\ J “

|
N S
OO |
S N o J.“'\_ - ‘ A ol B
' |
COC-Om
s N/ 2 H4 ||‘ ‘J‘

A I N

|
N N,
) H ﬁ | '
@Sﬁs “4 il | .“
@LIIS*@ - |
) Br H 1 ‘
Wl |
@E j@ >_' \Hu |
L -mn il J‘J\ndlw., M L

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 89 E.B 9.7 E.ﬁ 8.5 9.4 8.3 8.2 8.1 E.U 7.9 7.8 7.7 7.6': (7.5 ]7.4 73 72 71 70 69 6.8 3.7 36 3.5 34 33 3.2 15
1 (ppm

Figura 17. Spectrele *H-RMN a derivatilor tiazolo-fenotiazine 10a-f la 400 MHz in CDCl,
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3.2.3. Evaluarea in vitro a fenotiazinil-tiazolilor, capacitatea inhibitoare

impotriva proliferarii celulelor leucemice

Culturi de celule: HL-60 uman promielocitic- si THP-1 uman monocytic leucemia linii
de celule au fost tratati cu compusii 9a, 9b, 9c, 9e, 10a, 10b, 10c si 9d la dilutii de la 1000

UM pana la 1.25 uM, concentratia finald in suspensia cu celule.

Citotoxicitate

Dintre compusii fenotiazinici 9a, 9d si 9e au prezentat citotoxicitate, si dintre
fenotiazinil-tiazol, compusul 10f a aratat activitate inhibitoare impotriva celulelor HL-60, dar
mai ales impotriva liniei de celuld THP-1. Compusii 9a, 9d si 10f au fost mai eficienti
impotriva liniei de celula THP-1 (valoarea ICsy mai mic), compusul 9e cumva este mai
citotoxic importiva celulelor HL-60. Unii dintre compusii studiati (9b, 9c, 10b, 10c, 10e) nu
au aratat citotoxicitate nici fatd de celulele tumorale, nici fata de celule normale, Tn timp ce

compusul 10a a fost activ in vitro numai fata de celulele HL-60.

Monitorizarea functionarii metabolice

in cazul compusilor eficienti s-a testat capacitatea de a declansa apoptoza celulelor
leucemice. Pentru celulele THP-1 compusii 9a, 9d, 9e, 10a, 10e si 10f au avut efectul
reducator asupra celuleor, in cazul liniei de celule HL-60 compusii 9e, 9d, 10a, 10b, si 10f au
activitate asemdnatoare. Nici un compus nu are capacitatea de a influenta metabolismul
celulelor leucocite normale, acest fenomen este corelat prin viabilitatea PBMC, la care nu s-a

observat nici o schimbare.

4. Derivati porfirinici

4.1. Porfirine

Porfirinele sunt molecule biologic importante, util din punct de vedere medical,
compusi sintetic interesante, care pot fi sintetizati, dar este important de mentionat ca acesti
compusi deja sunt prezenti in natura prin forma lor complexata.

Porfirinele si complecsi acestora in diferite forme sunt deja utilizati in arii cum ar fi

171,172 5173,174 175,176,177

medicina (terapia fotodinamica) , opticd neliniar. , hanofabricate , In chimia

179,180 181,182

coordinativa'’®, fotovoltaice si 1n cataliza
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Structura porfirinelor

Patru inele pirolice legati prin punte metilenicd care prin conjugare formeaza

macrociclul porfirinic. Cea mai simpla porfirina este porfina (Figura 18) cu formula chimica

CaoH1aN4™.

Figura 18. Structura moleculara si numerotarea porfinei

Tntregul sistem porfirinic este considerat a fi plana, dar prin complexarea lor cu diferite
metale planul moleculei poate fi modificat. Porfirinele g-substituite sunt foarte similare cu
porfirinele din natura, in schimb porfirinele mezo-substituite nu se regdsesc in naturd, dar au

aplicatii ca modele in biomimetica si sunt componenti importanti in chimie.

Spectrele UV-Vis a porfirinelor

Numele porfirinelor provine din numele grec porphura, ceea ce inseamna violet, ca
rezultat al culorii lor intense. Porfirinele si derivatii lor sunt foarte colorate, prezintd un
spectru vizibil caracteristic, interesant datorata a doua tipuri de benzi de absorptie (Figura 19).
Pentru porfirinele libere, putem observa patru benzi Q, in timp ce substituentii periferici ai
porfirinelor duc la modificdri minore in intensitatea si lungimea de unda a caracteristicilor de
absorptie, protonarea atomilor azoti interiori sau introducerea/ schimbarea ionilor metalici din
macrocicluri deobicei schimba puternic spectrul de absorptie vizibil.

banda Soret

Absorbance

-0.2

v T y T T T T T
300 400 500 600 700

A (nm)

Figura 19. Spectrul UV-Vis caracteristic a porfirinelor mezo-substituiti
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Spectrul de fluorescenta a porfirinelor

Emisia porfirinelor liberi in fluorescenta (Figura 21) este aproape de maximul de
absorptie Q;, excitarea poate fii ori pe banda de absorptie Soret sau pe lungimi de unda mai
mari. Deobicei in spectrul de emisie a porfirinelor apar doua benzi separate, o banda la 615

nm si una la aproximativ 675 nm.

1.6 20.0x10°
1.4 4 S2S x10 Abs
Soret or B(0,0) —— Absorbance
1.2 4 —— Emission L 15.0x10°
5§
8 1.0 b Q(0,0) E
5 o
£ 081 - 10.0x10° 3
o ®
"] -
=3
2 06 - 3
-
o,
0.4 4 L 5.0x10° <
0.2 -
0.0 - - 0.0
400 500 600 700 800
LlInm

Figura 21. Spectrele de absorptie si emisie a tetrafenil porfirinelor liberi

Complexarea ionilor metalici influenteaza dramatic fluorescenta.

Studiul RMN a porfirinelor

Spectrul RMN a compusilor tetrapirolici arata anizotropie'®. Curentul generat de
inelul porfirinic induce un camp magnetic local, similar cu cel din benzen (Figura 22).
Protonii din interiorul macrociclului, NH; sunt ecranati pana la valori de -3 ppm, in timp ce

protonii din pozitiile mezo apar la valori mari (5~ 10 ppm)™*

. Desi aromaticitatea acestor
sisteme porfirince face ca atribuirea semnalelor din spectrul de RMN sa fie o provocare,

. A . . . . 1
tendinta de agregare in unele cazuri face spectrele si mai complicate %
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Figura 22. Anisotropia la porfirine
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In cazul porfirinelor complexate cu metale, Tn spectrul *H-RMN, primul lucru
observabil este lipsa semnalului ecranat (-3 ppm).

Tn spectrul **C-RMN a porfirinelor se poate deosebi trei zone diferite: a-pirolic, -
pirolic si carbonii din pozitia mezo. Tn cazul carbonilor « si 4 pirolici, din cauza tautomeriei la
NH, sunt greu de detectati semnalele corespunzitoare’®. Aceste semnale se pot vedea la

temperatura joasd deoarece tautomeria la NH este lenta.
Sinteza porfirinelor mezo-substituiti

Pentru sinteza porfirinelor au fost descrisi multe metode de sinteza (Schema 42). Prin
aceste metode se pot obtine porfirine substituite in pozitiile f si/ Sau mezo cu randamente

diferite. Fiecare metoda are avantajele si dezavantajele sale.

Inert conditions

Two-Step One-Flask e}
Room-Temperature / \ + 4 >—-H
: 8 4 { )
Synthesis of Porphyrin N R
-Lindsey Method- H 1
(1986) (o]
oY
TR =
© N
- | o
Open air conditions 5|
(@]
OH L
NC Cl =
Rothemund Method (1935) NC cl
A, MeOH g on Rt
> Me 3 DDQH,
OxH Adler Method (1960) Ry Ry?
+ 0N — + 4 H,0
R1 N RCOOH, A, 30 min H H 2 H,0
H 3DDQ
Adler-Longo Method (1967) NC i cl H R4
CHj3-CH,-COOH, A, 30 min NC@CI Porphyrinogen
[¢]
4
P
22
IS
w
2o
A|m
S
O
MacDonald [2+2] NH ¥ 20
Condensation Reaction H
(1960) NH R

Schema 42. Metode de sinteza a porfirinelor
4.2. Complecsi ai porfirinelor cu metale
Introducere si istoric

Metalele tranzitionale joacd un rol important in procesele biologice, majoritatea

acestori complecsi porfirinici sunt ecuatoriali, si multi dintre acesti complecsi sunt capabili de
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a lega liganzi axiali (Schema 44). Dimensiunea ionilor scade peste tabelul periodic, acest
aspect are un efect mare asupra geometriei si chimiei complecsilor, metalele tranzitionale cu
diametru mare, sunt prea mari ca sa intre in cavitatea macrociclului deacea sunt amplasate pe
langd macrociclu avand liganzi aditionali in pozitia cis in timp ce metalele cu diametrul mic

ncap n planul macrociclului, avand coordinare n trans axial.

_|
o S e TEE
\ \j\‘\': ~

Schema 44. Coordinare ecuatoriald a metalului, X si Y sunt liganzi.

4.3. Contributii personale: derivati de porfirind functionalizati cu unitati

de fenotiazinda

Mezo-fenotiazinil porfirinele (MPP) descrise in aceastd lucrare sunt cromofori noi cu
unitati fenotiazince si pe sisteme (hetero) aromatice direct legati de sistemul porfirinic in
pozitia mezo.

MPP selectati a fost testati ca fotosenzibilizatori in terapia fotodinamica (PDT),
descris mai jos, prin iradiere pe doua linii de celule de piele canceroase umana (HaCaT si
A431) folosind lumina rosie si albastra.

Analiza structurala s-a bazat pe analizele de HRMS si RMN. Proprietétile optice au
fost evaluate prin masuratori UV-Vis, in spectrul de absorptie se poate observa o banda de
absorptie maxima la 420 nm (banda Soret) cu absorptivitate molara 10° M™*cm™ si emisia
caracterizata prin deplasari Stokes largi (3800-4500 cm™) si randamente cuantice (&) variind
de la 0.01 pana la 0.06.

4.3.1. Mezo-fenotiazinil-porfirine (MPP)

Scopul nostru a fost de a dezvolta o metoda convenienta pentru reactia de condensare
a 3-formili-10-alchil-fenotiazinelor cu pirol. Beneficiul de a varia solventii (cloroform, acid
acetic sau propionic) catalizatorii (BF3-Et,O or TFA) si agentul de oxidare (p-cloranil, DDQ),
aer, sau nitrobenzen) au fost explorate prin aplicarea procedurilor Lindsay®®®, Adler’® sau
Gonsalves®’.

Ambele metode, de o etapa si reactie in doua etape, s-au dovedit a fii eficiente in

condensarea mixta a 3-formil-10-metil-fenotiazinei si derivatii para-substituiti ai
31



Balazs Brém Rezumatul tezei de doctorat

benzaldehidei cu pirol (Schema 46, i, ii). In toate cazurile s-a obtinut porfirine de tip AsB 16a-i

sl A;B, 17a-1 in cantitdti izolabile, in raport 2:1 M dupa separare pe coloana cromatografica.

O, H
|
N i), ii)
T (83
N
z S H
(6] R

ijz\
N

3az=H R=H Z=H

5a Z=Br R= OCH, :‘Igb E= '(:)CH3 §= :
" c R= =

2: (F:I R 16d R=Cl  Zz=H

a + 16e R=Br  Z=H

R=Br R 16f R=CF; Z=H

R= CF3 16i R=H Z=Br

i) CHCI3, BF3Et,0, Ny, rt, 2h, Chloranil 60°C, 2h, TEA;
ii) Et-COOH/Ac,0, 110°C, 4h;

/©/Z\
N

17b R= OCHjg
17c R=F

R 17d R=ClI
17e R=Br
17f R=CF;
17i R=H

Schema 46. Sinteza aril-MPP prin condensari mixte

NNNNNNN
L1 LI T | | T 1}

WIIIIITT

=

Procedura de sinteza pentru piridinil-fenotiazinil-porfirinelor prin refluxarea 3-formil-
10-metil-fenotiazinei (3a) cu formil-3(4)-piridinei(3Py, 4Py) si a pirolului in acid propionic
uscat in situ (Schema 47, i). Tris-piridil-MPP 16g, 16h, bis-piridil-MPP 17g, 17h, 17°g, 17’h si
mono-piridil-MPP 18g, 18h au fost obtinuti in raport 1(tris):2(trans):1(cis):4(mono) M dupa

separarea masei de reactie pe coloana cromatografica.

| OYH
N
CC O
3a o 3Py
4Py

ii) Et-COOH/Ac,0, 110°C, 4 h;

18g 3Py
18h 4Py

Schema 47. Sinteza piridil-MPP prin condensare mixta a heteroaril-aldehidelor
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O metoda eficienta si convenabild a fost realizatd pentru a obtine porfirine trans-A;B;
cu doua unitati de fenotiazina, prin dipirometani, folosind metoda de condensare MacDonald

[2+2] pornind de la reactia de condensarea aldehidelor cu heteroaril-dipirometanilor.

Proprietatile optice ale MPP

O usoard deplasare batocromica (9-12 nm) a benzii Soret (e= 0.9-3-10°), responsabil
pentru culoarea violet inchisa la toti compusi, s-a observat in seria compusilor 16g (417 nm)
179 (420 nm) 18g(424 nm) 19a (429 nm) illustrat pe Figura 24, la fel si in seria de 16a (420
nm), 17a (421 nm), 19a (429 nm), sau 16g (417 nm) 17g (420 nm) 18g(424 nm) 19a (429
nm), respectiv pot fi direct corelata cu cresterea numarului de unitati fenotiazinice, electron

donori, pe macrociclul porfirinic.

w=i= 108
—16g

16 179
¢! -- 18g
144 N4 ---- 19a enlarged
12.] ; ' —— 16g enlarged
"""" 17g enlarged
1.0+ ---- 18g enlarged

Absorbance

300 400 500 600 700
Figura 24. Spectrul de absorptie UV-Vis ai con;ll;;,silor 19a, 169, 17g, 18g (10 M in CH,CIL,).
Substituentii din pozitia para de pe nucleul fenilic, 16b-f si 17b-f cu halogeni, donor
de electroni metoxi- sau atragatori de electroni trifluorometil-, nu produc o schimbare vizibila

in spectrul de absorptie a porfirinei.

Randamentul cuantic

Pe Figura 25 este ilustrat spectrul de emisie a compusului 16a, 17a si 16d care prezinta
emisii cele mai intense in solutie. Prezenta substituentilor in pozitia para -F, -OCH3 sau -CF3
pe inelul fenilic, reduc emisia porfirinelor, la fel ca si numarul gruparilor piridil de pe

macrociclul porfirinic.
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Figura 25. Spectrul de excitare si emisie a porfirinelor 16a, 17a si 16d (10 M in CH,Cl,).
Emisii similare au fost observate prin excitarea pe Amax corespunzatoare in cazul
cromoforului fenotiazinil (255 nm), sau pe banda de absorptie Q4 a cromoforului porfirinic
(520 nm) care dovedeste o conjugare extinsa intre cromofori uniti. Figura 26 arata spectrele de

emisie a compusului 16a la excitarea la doua lungimi de unda diferite.

500+

400 +

300 +

200 -

Intensity a.u.

100

T l/ll T T T T T T T
250 450 500 550 600 650 700 750 800
A nm

Figura 26. Spectrul de fluorescentdi a compusului 16a (10 M In CH,Cl, solutie) excitat la 255 nm
(negru) si 520 nm (albastra).

4.3.2. Complecsi metalici ai mezo-fenotiazinil-porfirinelor

Tncorporarea a diferitelor metale ca zn(ll), Ni(ll), Cu(ll) sau Pd(Il) In cavitatea
centrala a mezo-fenotiazinil-orfirinelor (MPP) a fost realizatd prin reactia MPP-ei cu
acetatul(ll) de metal corespuzator in solutia de N,N-dimetil-formamida (DMF), o metoda
adaptata de le Adler si Longo®*. Acesti complecsi-5-fenotiazinil-10,15,20-tris-fenil-porfirine
M-16a, si analogii lor cu substituenti p-metox-fenil M-16b (Schema 49), complecsi-5,15-
difenotiazinil-10,20-difenil-fenotiazinil-porfirine  M-17a si  complecsi-5,10,15,20-tetra-
fenotiazinil-porfirins M-19a (Schema 50) au fost obtinuti cu randamente moderate si

caracterizati prin metode MS si RMN.
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/ /
N +M(OAc), —— R N
110°C, 4h >:
: M:
M =Zn, Cu, Pd, Ni Zn-16a H Zn

R =H, OCH, Cu-16a H Cu
Pd-16a H Pd
R Ni-16a H Ni
Zn-16b OCHj; Zn
Cu-16b OCHj; Cu
Scheme 49.

Pd-16b OCH;3 Pd
Ni-16b OCHj; Ni

+ M(OAc),—2MF o
110°C, 4h

M =Zn, Cu, Pd, Ni

* z© ECEZD

Zn-17a Zn-19a

Cu-17a Cu-19a
Scheme 50. Pd-17a

Ni-17a Ni-19a

In cazul complecsilor cu zinc si paladiu formarea produsilor a fost confirmat prin
analiza *H-RMN prin disparitia semnalului de la protonii NH din regiunea -2.72 to -2.8 ppm
illustrat Tn Figura 28. In partea alifatici a spectrului nu se schimba deplasarile chimice in

schimb in partea aromatica depinzand de metalul complexat am observat o schimbare fata de

porfirina libera.
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Figura 28. Spectrul *H-RMNpentru compusii 16a, Zn-16a si Pd-16a in CDCl,
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Structurile pentru compusii paramagnetici Ni-MPP-e si Cu-MPP-e au fost identificati

prin spectrometria de HRMS (ESI").

Proprietatile optice ale complecsilor

Absorptia UV-Vis

Se poate observa pe Figura 31 care prezintd absorptia UV-Vis a complecsilor metalici-

5-fenotiazinil-10,15,20-tris-p-metoxi-fenil-porpirine M-16a, o deplasare batocromica mai

intensa a bandei Q de la compusullui Zn-16a si o usoara deplasare a benzi Soret se poate

observa in cazul compusului Pd-16a.

e Cu-16b
....... Ni-16b
--- Pd-16b

T T T T T
300 400 500 600 700

Anm

1
800

T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Anm

Figura 31. Spectrele de absorptie UV-Vis a complecsilorMPP 5uM in CH,Cl, M-16b (sténg), b) Pd

mono-, di-, tetrakis-fenotiazinil-fenil-porfirine (dreapta)

Spectre de emisie in solutie si in solid

Dintre complecsi sintetizati numai Zn-16a, si Zn-16b arata fluorescentd portocalie-

rosu in solutie similar ca bazele libere corespunzatoare, care apar prin iradiere la orice

lungime de unda in zona UV, Soret sau benzile Q cum este prezentat si in Figura 32.
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Figura 32. (stanga) Spectrul UV-Vis excitarea si emisia a compusului Zn-MPPs n solutie de DCM

(5uM), (dreapta) Spectrul reprezentativ de excitare cu un foton si emisia compusului Zn- gi Pd-16a n

stare solidd, A= 405 nm.
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Spectrele de emisie a compusilor Zn-16a, Zn-17a, Zn-19a, Pd-16a, Cu-16b in stare
solida, au fost inregistrata cu un microscop confocal MicroTime 200 prin excitare la 405 nm
cu un laser diodd pulsant. O comparatie dintre spectrul prezentat pe Figura 32 pentru
compusul Zn-16a descrie o alura similara a emisiei atat in stare lichida cat si in stare solida,

doud benzi de emisie situate n jurul 610 nm si 658 nm, respectiv.
Proprietati neliniare optice

Fluorescenta de emisie prin excitare cu doi fotoni (TPE) a fost observatd pentru
compusii Zn-16a, Zn-17a, Zn-19a, Pd-16a, Cu-16b microcristale depuse pe un substrat de
sticla si excitat cu un femtosecond laser din titanium-safir (Ti:Sa) functiunand la 810 nm, 80
MHz rata de repetitie si cu puterea 10 mW. S-a observat cad porfirine complexate analizate
prin aceastd metoda emit doi fotoni in regiune 573-681 nm prin excitare la 810 nm. Totusi
pentru compusii Zn-17a si Pd-16a ramane aceasi banda in spectrele 1PE si TPE, Tn cazul
compusului Zn-16a a fost observat o descrestere a benzi la 624 nm comparat cu banda 650
nm la trecerea de la 1PE la TPE. In plus putem observa in spectrul TPE a compusilor Zn-19a
si Cu-16b sunt semnificativ deplasati spre regiunea albastra fata de spectrele inregistrate in

1PE.

4.3.3. MPP ca sensibilizatori in terapia fotodinamica

S-a efectuat experimente in vitro pentru fotosenzibilizatori pe doua linii de celule
canceroase de piele umane: normal cheratinocite HaCaT si epidermoid carcinoma A431
respectiv. Celuele au fost tratate cu porfirinele tris-aril-MPP 16a, 16c, 16d, 16e si bis-aril-
MPP 17c in dilutii in serii. Efectul citotoxic a fost masurat folosind metoda spectrofotometric
MTT, care indica ca nici un MPP testat nu este toxic in intuneric pe cele doua linii de celula
testat.

Liniile de celule tratate cu MPP au fost iradiate timp de 30 de minute cu lumina rosie
si 5 S cu lumina albastra respectiv. Bis-aril-MPP 17c prezinta o usoara efect fotodinamic pe
celule A431 cand era expus la lumina albastra, dar acest efect nu a fost semnificativ statistic.
Compusii MPP 16d si 17c nu au aratat proprietati fotosensibilizator prin iradiere cu lumina
rosie sau albastra. Compusii 16a, 16¢ si 16e au aratat efecte fotodinamice variabile Tn

corelatie cu concentratiile, liniile celulare si lungimile de unda de iradiere utilizate.
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5. Concluzii generale

Teza de doctorat prezinta sinteza, analiza structurala, caracteristicile structurale a 124
de compusi din diferite clase de substanta:
v Regioizomeri de la formil fenotiazine si derivatii acestora functionalizati
aril- si fenotiazinil-dipirometani
fenotiazinil-dipirine complexate cu metale tranzitionale homoleptice
fenotiazinil-1,9-diacildipirometani complexat cu staniu
fenotiazinil-bis(indolil)metani

fenotiazinil-amide, -tioamide , -benzotiazoli

AN NN N NN

mezo-fenotiazinil-porfirine (MPP) si complecsi metalici ai acestora (Metallo-MPP)
Din cele 124 de compusi, 96 s-au obtinut si caracterizat pentru prima data in aceasta
lucrare. Sinteza regioizomerilor formil-fenotiazinici a fost optimizat, s-a preparat cu
randamente de la moderat pana la randamnet foarte bune compusi 3g, 3h, 3j, 4a, 4j, printr-o
procedura in doua etape care implica compusi intermediari litiu-fenotiazinili reactionati
maideparte cu DMF ca agent electrofil. 3-formil-fenotiazinele (3a-f) au fost sintetizati prin
metoda Vilsmeier-Haak pornind de la N-alchil-fenotiazine (2a-f). Compusii 3a, 3b dupa
bromurare cu brom elemental in mediu acid s-a obtinut fenotiazine functionalizati asimetric
cu randamente bune (5a, 5b). (Aril/fenotiazinil)-dipirometane (11a-p) au fost preparati cu
randamente moderate, prin condensarea pirolului cu aldehide (aril/fenotiazinil)-
corespunzatoare in diclorometan in conditii inerte, pentru a evita orice degradare a produsilor.
Dipirometani 3e-p au fost sintetizati and caracterizati pentru prima data.

Penotiazinil-dipirin 12, un compus nou, a fost sintetizat cu randament moderat prin
oxidarea cu cloranil a compusului 11h. Dipirometena 12 formeaza complecsi metalici unici,
cu diferiti acetati metalici. Sinteza compusilor bis(dipirinato)metal(ll) 13-Cu, 13-Ni, 13-Pd,
13-Zn a fost dezvoltat prin oxidarea dipirometanului 11h cu p-cloranil in prezenta M!"(OAc).

Doua metode de acilare directa (Grignard, Vilsmeier) au fost aplicate pentru a obtine
compusi 1,9-diacilati ai dipirometanului 11h. Pentru a facilita izolarea compusilor fentiazinil-
1,9-diacildipirometani (14a, 14b), masa de reactie a fost tratata cu trietilamina si dicloro alchil
staniu(R’,SnCl,, R’= Me, Bu) cénd s-a obtinut compusi 14a-SmR’;, 14b-SnR’, cu
randamente moderate.

O noua serie de fenotiazinil-bis(indolil)metani (15a, 15g, 15h, 15i, 15j, 17a ) a fost
sintetizat prin reactia de condensare a indolului cu regioizomerii formil fenotiazinei in

acetonitril continnd bisulfat de sodiu in cantitéti catalitice.
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O noua serie de fenotiazinil-tiobenzanilide 9a-f au fost preparati prin tionare cu
reagentul Lawesson pornind le la benzamide corespunzatoare 8a-f. Benzamidele fenotiazinici
au fost sintetizati si caracterizati pentru prima datd in aceastd teza. Ciclizarea fenotiazinil-
tiobenzanilidelor prin formarea legaturi C-H functionalizati/ prin legaturi C-S
intramoleculare, a rezultat noi derivati ai tiazolo[5,4]fenotiazinei 10a-f. O metoda simpla si
eficientam pentru a prepara compusii noi 2-fenotiazinil-1,3-benzotiazoli (6a-c, 6g-j) pornind
de la formil-fenotiazine si tioaniline in DMSO la reflux. S-a testat activitatile bilogice a
compusilor 9a, 9b, 9c, 9d, 9e, 10a, 10b, 10c, 10e si 10f pe doua linii de celule umane HL-60
promielocitic- si THP-1 monocitic leucemice. Compusii fenotiazinil-tione 9a, 9d si 9e si din
seria fenotiazinil-tiazoli 10a au aratat activitate biologica selectiva in vitro contra liniei de
celule leukemia, acesti compusi au potentialul de a fi precursori pentru medicamente folosite
n tratarea leucemiei.

O metoda de sintezd convenabild in sinteza a noi derivati de mezo-fenotiazinil-
porfirine 16a-i si 17a-i. Toti compusi sintetizati au fluorescentd portocaliu-rosu.
Experimentele PDT in vitro, contra celulelor tumorale de piele, a demonstrat ca compusul 16a
are activitate ridicata de fototoxicitate prin activare cu lumina rosie, deasemenea compusul
16e are activitate fototoxica selectiva doar in cazul cand este activat cu lumina albastra.

incorporarea metalelor tranzitionale (Zn, Ni, Cu, Pd) in cavitatea centrala a mezo-
fenotiazinil-porfirinelor (MPP) a fost realizata prin reactia porfirinei libere cu acetatul de
metal (II) corezpunzdtor in DMF. Compusi cu numdr variabil a gruparii fenotiazinice pe
inelul porfirinic prezinta spectre de un foton, doi foton, UV-Vis absorptie si emisie 1n partea
vizibild a spectrului de fluorescentd. Complecsi Pd-16a si Cu-16b s-au dovedit a fii posibil
candidati in aplicatii optice speciale prin excitarea la lungimi de unda de la 780 pana la 840

nm.
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