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Abstrakt

Bakalarska prace se tykd syntézy fluoroforii na bazi 1,2,3-triazolii s dvéma
permanentnimi pozitivnimi naboji. Zabyva se optimalizaci syntézy téchto nabitych fluorofora
a jejich charakterizaci. Déle se zaméfuje na zkoumdni jejich optickych vlastnosti a

supramolekularnich interakcei s cyklodextrinem.
Klicova slova: 1,2,3-triazoly, nabité fluorofory, kladné naboje, cyklodextriny, komplexace

Abstract

This bachelor work is focused on the synthesis of fluorophores with two positive charges
based on 1,2,3-triazole motive. The work deals with optimalization of their synthetic processes
and characterization of the compounds. Optical properties of the double charged fluorophores

and their complexation ability with B-cyclodextrin were studied.

Key words: 1,2,3-triazoles, charged fluorophores, positive charges, cyclodextrines,

complexation
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Pouzité zkratky

AATEG — amino-azido-tetraethylenglykolovy linker

Ac —acetyl

CD — cyklodextrin

BODIPY - 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen

DCM - dichlormethan

DMSO — dimethylsulfoxid

Et — ethyl

ESI — ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)
konc. HCI — koncentrovana kyselina chlorovodikova (35%)
HRMS — hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (High Resolution Mass
Spektrometry)

t-Bu — terc-butyl

Tt — triflyl (acyl od kyseliny trifluormethansulfonové)

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)
TLC-2D — chromatografie na tenké vrstveé ve 2 smérech

Ts — tosyl

Me — methyl

MS — hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
MeOH(Ar) — methanol probublany argonem

RP silikagel — reversni silikagel (Reversed Phase)

UV — ultrafialové zafeni



1. Uvod

1,2,3-Triazoly jsou znamé jiz vice nez 100 let a zajem o jejich pfipravu se v poslednich
letech zvysil.!'® Tyto latky jsou pouZitelné jako linkery v biologickych systémech, protoze
odolavaji metabolické degradaci a jsou schopné vodikovych a kovalentnich vazeb
s biomolekulami.” Dale vykazuji protinadorové®, antibakteridlni® a antivirové'® Gi¢inky. Jejich

N(2)-derivaty vykazuji fluorescenci v modré oblasti.!!

Cyklodextriny jsou syntetické slouCeniny ziskavané pifi enzymatické degradaci
polysacharidu skrobu. Zndmé jsou jiz vice jak 120 let, ale k vyraznému nartistu zdjmu doslo
v 80. letech 20. stoleti. Od roku 1984 jsou produkovany ve vysoce Cisté formé, ¢imz doslo

k vyraznému poklesu ceny a byl umoznén §ir$i vyzkum.!? Nachazeji uplatnéni v mnoha
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odvétvich primyslu, naptiklad ve farmacii'®, potravindistvi'¥, chemii'®, katalyze'®,

biotechnologii'” a kosmetice!®.

Tato bakalafska prace se zabyva syntézou fluorofort na bazi 1,2,3-triazolového motivu,
které obsahuji dva kladné naboje. Pozitivni naboj molekul umoznuje jejich rozpousténi ve vodé
a také se diky nému mohou elektrostaticky vazat k zaporn€ nabitému povrchu. Déle jsou
studovany optické vlastnosti téchto nabitych latek a stanoveni komplexaéni konstanty s [3-
cyklodextrinem. Nabité fluorofory by mohly najit uplatnéni pii konstrukci chemosenzorti na
pevné fazi zaloZzenych na zméné fluorescence zpisobené supramolekularnimi interakcemi

fluoroforu a analytu s cyklodextrinem.



2. Cile prace

Cile mé bakalarské prace jsou nasledujici:

L.

IL.

I1I.
IV.

Syntetizovat kotvu s pozitivnim nabojem, ktera by umoznila navazani molekuly
na pevny povrch nesouci zaporny naboj.

Syntetizovat Ctyfi fluorofory zaloZzené na 1,2,3-triazolovém motivu liSici se
substituentem (methoxy-, terc-butyl-, kyano- a chlor-) v p- poloze na benzenovém
jadre.

Propojit fluorofory s kladné nabitou kotvou.

Stanoveni optickych vlastnosti (UV, fluorescen¢ni spektra) fluorofort.

Zméfit vazebné konstanty nabitych fluoroforti s B-cyklodextrinem.



3. Prehled problematiky

3.1. Fluorofory

Fluorofory jsou latky schopné fluorescence. Fluorescence je d¢j, kdy molekula ptijme
energii zafeni a dostane se ze zakladniho elektronového stavu So (anglicky singlet ground state)
do nékteré vibracni hladiny excitovaného elektronového stavu S, (nejcastéji S1 (anglicky singlet

first state)). Elektron v S, ma opacny spin nez elektron v hladiné So. Excitovana molekula
narazi do okolnich molekul, v disledku ¢ehoz piichazi o energii (neradiativnim zptisobem) a
jeji excitovany elektron klesa po vibracnich hladinach az na tu nejnizsi excitacni hladinu v S;.
Okolni molekuly nemohou pfijmout tak velké mnozstvi energie, aby mohlo dojit k navraceni
excitovaného elektronu do So. Dojde ke spontdnnimu vyzatreni energie (radiativnim zplisobem)
ve formé svétla a k navratu molekuly do So. Fluorescenéni zéafeni ma niZsi energii (vySsi

vlnovou délku) neZ zafeni absorbované. Tento rozdil se nazyva Stokestv posuv.!*?°

Molekula, jejiz excitovany elektron se nachédzi v Si, muze projit tzv. pfechodem mezi
systémy (anglicky intersystem crossing), kdy se elektron z Si pfesune to tripletového stavu T
(anglicky triplet state). Elektrony nachazejici se v T1 a So maji stejny spin. Aby se elektron
mohl dostat zpét do So musi dojit k emisi zafeni, které se v tomto piipad¢ nazyva fosforescence
a ma nizsi energii (vyssi vlnovou délku) nez fluorescenéni zareni. Pfechod mezi systémy
nejcastéji probihd v molekulach, které obsahuji t€Zké atomy, jako jsou napiiklad brom a jod.
Obrazek 1 zobrazuje Jablonského diagram, ktery ilustruje elektronové stavy (Sn, T1) molekuly
a prechody mezi nimi. Pfechod, kdy elektron pfijme nebo odevzda energii radiativnim
zpusobem je zobrazen barevné. Neradiativni pfechody jsou zobrazeny cernou plnou a

prerusovanou Sipkou!%?



Sz A

Vhnitini pFechod

s

[
1
|
|
1 Piechod mezi
i Al

- T1

Absorpce x
Fluorescence hv, &

h\',‘_.' :/i th :"
|
i

Fosforescence |

So H

0w

Obrazek 1: Zjednoduseny Jablonského diagram. S, a T1 jsou jednotlivé elektronové stavy. Prechody
elektronu pii absorpci nebo emisi energie zareni jsou zobrazeny barevné. Nezarivé pirechody elektronu
jsou zobrazeny &ernou plnou a prerusovanou Sipkou.?’

Podle literatury?' je mozné délit fluorofory na zakladé rostouci vlnové délky jejich
emisniho zafeni. Prvni skupinou jsou latky, které emituji zareni do 500 nm. Sem patii fluorofory

s heterocykly obsahujicimi kyslik (kumariny?*?*, b

enzofurany’**, naftofurany?**°), siru
(oligothiofeny?®?7), dusik (benzooxadizoly®®*, 2H-1,2,3-triazoly''**, aminonaftalimidy?'*?).
Déle také fluorofory zaloZené na naftalenovém motivu (dansylové derivaty), u kterych se
zkoumalo jejich vyuziti pro znageni aminokyselin, peptidii a proteint.>*** Druhou skupinou
jsou fluorofory emitujici nad 500 nm. Sem patii fluoresceiny (jsou bézné€ vyuzivany pro znaceni
v biologickych aplikacich®*7), rhodaminy (jedny =z nejstarSich syntetickych fluorofort
pouzivanych pro barveni latek*®*), BODIPY (pouziva se pro znaéeni biomolekul®), sqvariny
(selektivni detekce biomolekul v blizké infradervené oblasti***!) a kyaniny (nelindrni optické

materidly*?, znaceni biomolekul***). Obrazek 2 zachycuje struktury nékterych zminénych

fluoroforu.
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Obrazek 2: Struktury nékterych vySe zminénych fluorofori

3.2. 1,2,3-Triazoly

Nesymetricky substituované 1,2,3-triazoly lze rozd¢lit do tii skupin v zavislosti na pozici

substituentu na dusikovém atomu (obrazek 3). VSechny tfi dusikové atomy mohou podléhat

elektrofilni substituci.* 8

1H-1,2,3-Triazol 2H-1,2,3-Triazol 3(1)H-1,2,3-Triazol
R1 R2 R! R? R R2
5y—(4 5y 4 5 )y=(4
RS'T“ N3 1N‘:J'N3 1N\\N,I§HR3
2 R3 2
3.2.-1 3.2.-2 3.2.-3

Obrazek 3: Rozdéleni 1,2,3-triazoli podle pozice substituentu na dusikovém atomu a jejich Cislovani?

N(1)-aryl-1,2,3-triazoly a N(2)-aryl-1,2,3-triazoly absorbuji zafeni o vlnové délce 330
nm, ale pouze N(2)-derivaty vykazuji silnou emisi fluorescenc¢niho zateni v UV modré oblasti
s vysokou Ui¢innosti v zavislosti na rozpoustédlech.**>> N(2)-derivaty jsou dale efektivnimi

ligandy, které jsou schopné tvofit koordinované polymerni fetézce.

3.2.1. Syntéza

O

Nejbéznéjsi a nejpouzivanéjsi cesta k N(2)-derivatim vede pres Huisgenovu dipolarni
cykloadici azidu na alkyn s néslednou arylaci NH-triazolu 3.1.2.-2 (obrazek 4, cesta I). Tato

metoda byla pozdg&ji vylepsena pouzitim Cu nebo Ru jako katalyzatort.>”->® Hlavni omezeni
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této cesty spociva v neselektivni arylaci, kdy vznikaji N(1)- 1 N(2)-derivaty, jejichz rozdéleni

predstavuje vyraznou komplikaci.?

. CN
N. NHR3 CN
/ Ar® N )ﬁ/ — RN L
R T NaNjg 3217 NH; AT NoCN
3.2.1.-1 3.2.1.-6

I\ o
32.1.2 N‘N'N 3.2.1.5
Il ; ]
/v Ar
R R? 3.2.1.-8 K\\\ R R2
\
ArHNN NNHAr HON N—NHAr

3.2.1.-3 3.2.1.-4

Obrazek 4: Znamé cesty pro syntézu 2-aryl-1,2,3-triazoli>

Dale je mozné piipravit 2-aryl-1,2,3-triazoly pomoci kondenzace/oxidace a-bis-
hydrazonti 3.2.1.-3 (obrazek 4, cesta II).>*%! Tato metoda je ovSem spojena s technickymi
problémy a to pfedevsim s malou dostupnosti vychozich sloucenin, napt. arylhydrazint, ¢imz

dochazi k omezeni pouZzitelnosti této metody.>*

O néco piiznivéjsi je metoda, kdy se pouZzivaji oxim nebo amidoxim arylhydrazony
3.2.1.-4 (obrazek 4, cesta III). Zde ovSem dochazi k niz§im vytézkim vlivem tvorby oxazolu

nebo presmykem produktu na odpovidajici 1,2,4-triazol.52-64

Tepelné, nebo bazicky indukovany pifesmyk arylhydrazonu nesouciho 1,2,4-
oxadiazolovy kruh 3.2.1.-5 poskytuje 4-(acylamino)-2-aryl-2H-1,2,3-triazol 3.1.2.-8 (obrazek
4, cesta IV). Vytézky pozadovaného triazolu zavisi na struktute vychozi latky a na reak¢nich

podminkach.%>%

Poslednim zplisobem je syntéza vychazejici z arylhydrazonomalononitrilu 3.1.2.-6, ktery

reakci s pfisluSnym aminem pfechdzi na arylhydrazonokyanoacetamidin v azo-tautomerni

12



form¢ 2-(arylazo)ethen-1,1-diamin 3.1.2.-7. Tento krok umoziiuje pouziti rozmanitych
funk¢nich skupin napf. chlor-, fluor-, methoxy-, ferc-butyl-, kyano-, primarni a sekunddrni
aminy. Také Ize nahradit jednu kyano- skupinu z malononitrilu v arylhydrazonu 3.1.2.-6 napf.
skupinou ethoxykarbonyl- nebo 4-chlorbenzoyl-. Nasleduje oxidativni cyklizace latky 3.1.2.-7
na 2-aryl-2H-1,2,3-triazol 3.1.2.-8 (obrazek 4, cesta V). Pii pouziti této metody vznika jako

hlavni produkt N(2)-substituovany derivat.!'!-3%70

3.3. Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy slozené z p-glukopyranosovych
jednotek. Obrazek 5 zobrazuje strukturni vzorec molekuly CD a obrazek 6 zachycuje jeji
prostorovy tvar. Nejbézné&jsi jsou a-, B- a y-CD, které maji 6, 7 a 8 glukopyranosovych
jednotek. Tyto jednotky jsou pospojované a-(1—4)-glykosidickymi vazbami. Molekula
cyklodextrinu ma tvar komolého kuZele, kdy se na §irsi strané kavity nachazeji sekundarni OH
skupiny a na uzsi stran¢ kavity se nachdzeji primarni OH skupiny. Rozdily mezi primarnimi a

sekundarnimi OH skupinami umoznuji selektivni derivatizaci $iroké a uzké strany kavity.”!”"3

OH
@)

otio> OMo "
o ely HO 0
HO
?O( l(o»
o o
OH
Oﬁ
OH
HO O

OH

0
oHH

s/
O Ho
L J1-3

Obrazek 5: Struktura molekuly cyklodextrinu
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Hydrofobni

Uzka (primarni)
strana

Sirokd (sekundérni)

kavita 0 /7 strana
ES

Obrazek 6: KuZelovita struktura CD?

Dutlezitou vlastnosti cyklodextrinl je, Ze maji hydrofilni povrch a hydrofobni kavitu.
Cyklodextriny mohou ve vodnych roztocich vystupovat jako hostitelské molekuly (anglicky
host) pfti tvorbé supramolekularnich komplexti typu hostitel-host (anglicky host-guest) pravé
diky své hydrofobni kavité¢, do které mohou pfijimat hydrofobni hosty (anglicky guest).
Velikosti kavity, které se 1isi podle poctu glukopyranosovych jednotek, shrnuje tabulka 1.
Kavita a-CD je schopna pojmout benzenovy kruh a kavita 3-CD 1 molekulu naftalenu. y-CD
muze piijmout do své kavity vétsi molekuly hostl jako fulleren (vimezeteny mezi 2 molekuly

v-CD; komplex typu hostitel:host 2:1 viz obrazek 8) nebo dvé aromatické molekuly.

Grafické porovnani rozméri a-, - a y-CD znazornuje obrazek 7.

Tabulka 1: Fyzikalni vlastnosti a rozméry bé&znych molekul CD'>7¢

oa-CD | B-CD v-CD
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Molekulova hmotnost [g.mol!] 972,86 | 1135,01 | 1297,15
Rozpustnost ve vodé p¥i 25 °C [g.I'] | 145 18,5 232
Sitka kavity [nm] 0,57 | 0,78 0,95
Vyska molekuly [nm] 0,78 0,78 0,78

14




0.57 nm 0.78 nm 0.95 nm

wu g/

Obrazek 7: Grafické znazornéni struktury zakladnich CD véetné rozméru kavity a vy§ky molekuly'?

Pii tvorbé supramolekuldrnich komplexi typu hostitel-host dochédzi k pozménéni
chemickych, fyzikdlnich a/nebo biologickych vlastnosti molekuly hosta.!? Molekula hosta je
uvnitf vdzana slabymi nekovalentnimi interakcemi (van der Waalsovy sily, hydrofobni efekt,
ptip. vodikové vazby), takze je vznik komplexu reverzibilni. Komplex host-hostitel je
v dynamické rovnovéze s molekulami hosta a hostitele (obrazek 8 nahote). Typ komplexu,
ktery vznikne pfi chyceni hosta do kavity CD, se nazyva inkluzni komplex (obrazek 8 dole).

Dochazi-li k interakci CD s hostem mimo kavitu, pak se vznikly komplex nazyva asociativni.”’

Hostitel

10 2:1 1:2 2:2

Obrizek 8: Tvorba supramolekularnich inkluznich komplexi. Nahore — dynamicka rovnovaha
disociovanych komponent a komplexu s asocia¢ni konstantou K. Dole — znazornéni inkluznich komplexi

pFi riznych pomérech molekul hostitel:host!?
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3.4. Klik-reakce

V roce 2001 Kolb, Finn a Sharpless definovali koncept klik reakce. Jedna se o rychlou,
snadnou a selektivni reakci dvou molekul, ktera poskytuje vysoké vytézky, a tedy ma malo
nebo zadné vedlejsi produkty.*® Reakce nachéazi vyuziti pii naptiklad znaceni biomolekul nebo
anorganickych iontl in vivo.”® Typickym zastupcem klik-reakci je médi katalyzovana
cykloadice azidu na alkyn (CuAAC), jejimz produktem jsou 1,2,3-triazoly.””%? Reakce jsou
zalozeny na Husigenové dipolarni cykloadici.’” Rozdil mezi Huisgenovou reakci a CuAAC
spociva, kromé¢ katalyzy, ve struktufe produktid. CuAAC poskytuje pouze 1,4-izomer jako
produkt (obrazek 9 nahote), kdezto druhé reakce poskytuje smés izomera 1,4- a 1,5- (obrazek
9 dole), které se obtizn¢ separuji. Reakce bez katalyzy médi probihd pomalu a musi se

zahiivat.3>8

_ R;
+Nf,N CuAAC N-N
mm' + Ry——= N%>
R2
_ Huisgenova 1,3-dipolarni Ry R4
+N/’N cykloadice N-N LN N
RN + Ry——=— - &!% I )R,
R2

Obrazek 9: Médi katalyzovana cykloadice azidu na alkyn (CuAAC) a Husigenova dipolarni cykloadice

3.5. Vazebna konstanta

Termodynamicka vazebnd konstanta komplexu hostitel-host je specidlnim druhem
termodynamické rovnovazné konstanty K. Rovnovazna konstanta byva vyjadiovana pomoci
koncentraci komponent a ma tedy jednotku dm?®.mol™'. Vznik komplexu hostitel-host 1ze popsat
rovnici (1) se stechiometrickymi koeficienty a a b, pro kterou plati rovnovazna konstanta
K podle rovnice (2). Cim vy3§i je hodnota K, tim vys§i je koncentrace komplexu hostitel-host
[C] oproti koncentracim samostatnych komponent - hostitele [H] a hosta [G]. Velmi vysoka
hodnota K tedy fika, ze komplex je velmi stabilni. Rovnice (3) udava pocatecni (celkovou)
koncentraci molekuly hostitele [H]o a rovnice (4) tedy udava pocatecni (celkovou) koncentraci

molekul hosta [GJo.*°

a-H+b-G2C (1)
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K=" )

[H]* - [G]?
[H]o = [H] + a - [C] €)
[Glo = [G] + b - [C] (4)

Pomoci rovnic (2)-(4) lze odvodit rovnici (5), ze které je mozné vypocitat rovnovaznou

konstantu.®’

— [C] 5
= ([Hlg —a-[CD- ([Gly — b - [CDHP (%)

Vznikem inkluzniho komplexu dochazi ke zménam spektralnich vlastnosti, rozpustnosti
a reaktivity molekul hostitele i hosta. Predevsim diky zmén¢ spektralnich vlastnosti 1ze pomoci

UV spektrometrie stanovit hodnotu vazebné konstanty K.%°

3.5.1. Stanoveni vazebné konstanty pomoci UV spektrometrie

Aktivitni koeficienty slozek obvykle byvaji neznamé, a proto se v ramci zjednoduSeni
zanedbavaji a pro stanoveni K se vyuziva pouze rovnovaznych koncentraci jednotlivych

komponent. Pro uréeni vazebné konstanty je potfeba provést nasledujici kroky®’:

e urceni stechiometrickych koeficientu a a » molekul hosta a hostitele (Job plot)
e zméfeni UV spekter pro sérii vzorkli s vhodn€é zvolenymi pocate¢nimi
koncentracemi hostitele a hosta

e zpracovani dat

3.5.1.1. Urceni stechiometrie (Job plot)

Pro stanoveni stechiometrie je potieba, aby byl soucet [H]o a [G]o drZen konstantni béhem
meéfeni. Provede se série mefeni absorbance vzorkd, kdy se méni molarni zlomek hosta xg od 0
do 1. Nameétena absorbance Aobs se sklada z absorbance hostitele An, absorbance hosta Ag a
absorbance komplexu hostitel-host Ac podle rovnice (6) s pfislusSnymi molarnimi absorpénimi

koeficienty &u, & a & (rovnice (7)-(9)).%

Aops = Ay + A + Ac (6)

Ay = ey [H] = &y~ ([H]p —a- [C) (7
Ag = &6 [G] = &6 " ([Glo —a - [C]) (8)
Ac =¢c[C] )
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Pouzitim rovnic (6)-(9) ziskame rovnici (10), ze které vyplyva, ze hodnotu [C] na ose y
v grafu Job plot mizeme nahradit Ay,s — €y * [Hlg — &g - [Glo, protoze (¢ —a- ey — b - &)
je konstantni. Tato substituce je nutnd, protoze obvykle nelze pfimo stanovit koncentraci

supramolekularniho komplexu [C].%
Aops — en - [Hlo — &6 - [Glo = (e¢ —a- ey — b~ &¢) - [C] (10)
Vynese-li se do grafu zavislost Ay,s — Ay — Ag na molarnim zlomku xg ziskdme tak

modifikovany Job plot (graf 1). Nachézi-li se maximum kiivky v grafu u hodnoty xg = 0.5, pak

dochazi ke vzniku komplexu hostitel:host v poméru 1:1.%°

06 ™
/”"-..--““‘.\
o, 4 AN
~:(i-? 04 - ',’ \\
<|:> .’ ‘"\
‘5 ’/ .\\
[ / \
2 / 3
o02pF @ L )
/
/’ \\
y \
/ \
/ \\
0.0 & ' ' ' ' ®
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
XG

Graf 1: Modifikovany Job's plot. Carkované jsou hodnoty vypoétené a Eerné body hodnoty naméiené. 3¢
Dal$i moznosti je nahrazeni [C] rozdilem absorbanci A4, ktery se vypocita jako rozdil
absorbance namétené Aqbs minus absorbance vypoctené Acae, Vypoctend absorbance Acalc s€

ziska podle rovnice (11). An a Ag,p jsou absorbance ¢istého hosta a hostitele.®
Acalc = Anyo (1—x¢) + Ago " Xg (11)

Stanoveni stechiometrie UV spektrometrii pomoci Job plot se ned4 pouZit, pokud dochézi
ke vzniku vice komplexii v roztoku (naptiklad tvorba agregatii hosta nebo hostitele).3”*® Dale
se tato metoda neda pouzit, pokud dochazi pouze k malym zméndm UV absorpcnich spekter

pii tvorbé& supramolekuldrniho komplexu.®’
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3.5.1.2. Stanoveni vazebné konstanty

Proméfenim absorbance série vzorkl s konstantni celkovou koncentraci molekul hosta
[G]o a s rostouci celkovou koncentraci molekul hostitele [H]o Ize ziskat konstantu komplexace
(rovnice (12)). 4 je absorbance roztoku, ktery obsahuje komplex hostitel-host. 4o je absorbance
roztoku Cistého hosta a Ac je absorbance roztoku plné komplexovaného hosta, tedy roztoku

s nejvetsim nadbytkem hostitele. Linearizaci rovnice (12) ziskame rovnici (13). Grafickym
, . . A=Ag o ettty . 1 .
znazornénim zavislosti 4 na [T]O je v idedlnim ptipadé pfimka se smérnici -z Jedna se o
metodu Benesi-Hildebrand®. Uskali této metody spoéiva v pouziti aproximaci. Lze pouZit
pouze experimentalni hodnoty, pro které plati podminka [H]o >> [G]o. Je-li tato podminka
splnéna, l1ze nahradit koncentraci volného hostitele [H] celkovou koncentraci hostitele [H]o.*’

Lineéarni transformace porusuje nékteré zakladni ptedpoklady linearni regrese a zkresluje tak

experimentalni chybu.”

_ (A-4Y)

@ m (2
1 A—4,

= 4e— 5 i (13)
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Koncept syntézy

Cilem této bakalarské prace byla syntéza fluoroforii s permanentnimi kladnymi naboji.
Vysledné slouceniny se skladaji ze 2 ¢asti, kterymi jsou nabita kotva a fluorofory s 2H-1,2,3-

triazolovym motivem.

Vychozi latkou pro syntézu nabité kotvy je triol s neopentanovym skeletem. Prvnim
krokem je zavedeni acetonu jako chranici skupiny pro dvé sousedni OH skupiny za vzniku
ketalu 1 (schéma 1). Ochranéni dvou sousednich OH skupin umoziuje selektivni propargylaci
zbylé OH skupiny za vzniku propargylovaného ketalu 2. Dal§im krokem je odstranéni ketalové
chranici skupiny pfidanim koncentrované HCl za vzniku diolu 3. Nésleduje esterifikace
anhydridem kyseliny trifluormethansulfonové, ¢imz je ziskan triflat 4. Poslednim krokem

ptipravy nabité kotvy je reakce bistriflatu 4 s pyridinem za vzniku bispyridiniové slouceniny 5.

Vychozi latky pro syntézu fluoroford jsou derivaty anilinu s methoxy, ferc-butyl (#-Bu-),
chlor a kyano substituenty v para-poloze. V prvnim kroku syntézy reaguji vychozi aminy
s koncentrovanou HCI za vzniku amoniové soli, kterd je ihned podrobena diazotaci pomoci
NaNO; za vzniku diazoniové soli. Diazoniova stl nasledné reaguje s malononitrilem za vzniku
hydrazonti 6a-6d (schéma 1). Hydrazony jsou pouzity v dalS§im kroku pii reakci s amino-azido-
tetraecthylenglykolovym linkerem (AATEG) za vzniku fluorofort s 2H-1,2,3-triazolovym

motivem 7a-7d.

Poslednim krokem syntézy je reakce nabité kotvy 5 s fluorofory 7a-7d. Reakce probiha s
katalyzatorem Cul a poskytuje nabité fluorofory 8a-8d (schéma 1).
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Schéma 1: Koncept syntézy
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4.2. Syntéza pozitivné nabité kotvy

Syntézu nabité kotvy optimalizoval Mgr. Petr Kasal ze skupiny Skolitele. Mym tkolem

bylo jim vypracovany postup zreprodukovat.

1. NaH, 0 °C

OH TsOH OH 2. propargyl bromid, -78 °C O/\
Pﬁ\ \\
OH OH  Aceton.25°C. 48h o><) THF, 25 °C, 48 h o><3

1,88 % 2,90 %
o/\\ 1. 2,6-lutidin
Pﬁ\ - 2. Tf,0, 78 °C XO/\\\ konc. HCI
o, 0 O 0
S DCM, 1h OH OH MeOH, 25 °C, 12 h

F.¢° 0 O CFs s oco,
X (\

4,94 %

pyridin =N /N N\
: \ 7
60°C,12h o o
0.0 o 0
/S\\ //S\
FsC O O CF;
5,97%

Schéma 2: Jednotlivé kroky syntézy nabité kotvy 5

Latka 1 byla pfipravena podle literatury®! (schéma 2). ProtoZe jde o tvorbu ketalu, ktera
je katalyzovana kysele, bylo pouZito katalytické mnozstvi p-toluensulfonové kyseliny (TsOH).
Jak bylo zminéno v odstavci 4.1, zavedeni isopropylidenova chranici skupiny je dilezité kvili
dal$imu kroku, kterym je propargylace. Pokud by nebyla pouzita isopropylidenova chranici
skupina, doSlo by k navazani propargylové skupiny na vice OH skupin a vytézek reakce by byl
podstatné nizsi.

Latky 2 a 3 byly pripraveny podle literatury®> (schéma 2). Diky pouziti isopropylidenové
chranici skupiny doslo k selektivnimu navédzani propargylové skupiny na volnou OH skupinu.
V literatuie pouzivali k odstranéni chranici skupiny DOWEX 50W (silny katex) misto
koncentrované HCI. Kyselina byla pouzita proto, ze se nedafilo dosdhnout pIné konverze za

pouziti silného katexu.

22



Latka 4 byla piipravena podle literatury®® (schéma 2). Oproti literatute byl pouzit 2,6-
lutidin misto triethylaminu. Triethylamin reagoval se vznikajicim triflatem za tvorby kvartérni

amoniové soli, jako je latka 5 (s triethylaminem misto pyridinu).

Latka 5 byla pfipravena podle postupu Mgr. Petra Kasala (schéma 2). Pyridin pouzity pro
substituci triflath vystupoval zaroven jako rozpoustédlo. Ve vzniklé bispyridiniové soli byly

jako protiionty odstupujici triflatové skupiny.

4.3. Syntéza hydrazoni

N NC._ _CN
11
NH, N® e
N N
NaNO,, HCl ©  NC”~ “CN, CH,;COONa HN
H,0, 0-5 °C, 30 min EtOH, 0-5°C, 4 h
R R
- - R
6a-6d
_O_CH3 63, 52 %
—t-Bu  6b,59%
R )

—Cl 6c, 59 %
—CN 6d, 62 %

Schéma 3: Syntéza hydrazoni

Hydrazony 6a-6d byly piipraveny podle literatury®* (schéma 3). Litky 6a,6¢ a 6d jsou
pospany a latka 6b byla nové piipravena.

Nizs§i vytézky hydrazoni mohou byt zplsobeny nizkou stabilitou meziproduktu
(diazoniové soli). Diazoniova stil se musi pfiddvat pomalu k roztoku malononitrilu, aby
nedochézelo k pfiliSnému zahtivani smési. Octan sodny pufruje nadbytek HCI. Dale za nizsi
vytézky muze proces CiSténi — krystalizace. Pfi opakované krystalizaci matecného louhu
dochazelo k rozkladu latek 6a-6d. Bylo vyzkouSeno i ¢isténi hydrazonti na koloné, ale zde také
dochazelo k rozkladu. Tento jev miize byt zplsoben kyselou povahou silikagelu, protoze

hydrazony jsou pomé&mé citlivé na kyselé prostiedi.”
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4.4. Syntéza fluoroforu

NC CN

\Ir o) ® ©
NG N NC HN 5 N=N=N

AATEG VR (CH;C00),Cu.H,0
HN—-N NH
THEF, 60 °C, 10 minut THF, 60 °C, 12 h
R

6a-6d .

AATEG = HZN/\/O\/\O/\/O\/\N:(S:E

fe) ® O
-0-CH, 7a,51% NChHN N=N=N

FiBu 7h32% N

%Cl 7C, 65 %

§—CN 7d, 62 %

7a-7d
Schéma 4: Syntéza fluoroforiu 7a-7d

Latky 7a-7d byly ptipraveny analogicky jako v literatute®® (schéma 4), jedna se ale o nové

9698 ve skupiné $kolitele Mgr. Petrem Kasalem.

latky. AATEG byl piipraven podle literatury
Na zdkladé reakéniho mechanismu z literatury? byl navrzen mechanismus vzniku fluorofort
s 2H-1,2,3-triazolovym motivem (schéma 5). Nutno podotknout, Ze v literatuie se téZ jedna

pouze o navrh mechanismu.
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>_</ S Cu(OAc), - >_</ <

\ e \ +-’\( N-H

N—H —H - - =

! CuOAc . OAc N—H OAc
R, R4 R

HOAc
—0-CH; Ta
HOAC . By b
T A
Ry Ry = ¢ O O =N

Schéma 5: NavrZeny mechanismus vzniku fluorofori s triazolovym motivem na zakladg literatury?

Bylo zjisténo, ze optimalni mnozstvi monohydratu octanu mé€d'natého jsou 2 ekvivalenty
vici vychozimu hydrazonu. Pouzitim vét§iho mnozstvi méd’naté soli se podafilo zvysit vytézek
z cca 20 % az na cca 60 %. Je vhodné pouzit takové mnoZzstvi THF, aby doslo k rozpusténi této

soli, jejiZ rozpustnost byla orientacné stanovena 33 mg/ml THF pfti 60 °C.

Latky byly ¢istény na dvou kolonach oproti literature®, kde byly ¢istény krystalizaci.
Nejprve bylo provedeno pied¢isténi na silikagelu. Nasledovalo findlni ¢isténi na RP silikagelu.
Ptedcisténi je dulezité kvili regeneraci RP silikagelu. Zaroven tyto fluorofory nelze Cistit pouze
na normalnim silikagelu, protoze na ném dochézelo k mensimu rozkladu latek a nasledné se je

tedy nepodafilo ziskat v €istém stavu. Tento rozklad byl ovéfen pouzitim techniky TLC-2D.
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4.5. Syntéza nabitych fluoroforii
AN
SN
<\ /> </_\>
© ©
o, .0 o .0

s, S
FsC” O o CF,

NJAOAPN

H ® 0
NC - N~ g N=N=N
T\ 3 o
N. .N
N
© MeOH(Ar), 80 °C, ¢ < > < )
R js\\ s’
7a-7d FsC O O CF3

8a-8d
F0-CH; 8a.1=12h.63%

%t-Bu 8b. /=72 h, 81 %
—cl 8¢, /=72 h, 83 %
%—CN 84, 7=12h, 42 %

Schéma 6: Syntéza nabitych fluorofori 8a-8d

Latky 8a-8d byly pfipraveny podle literatury’ (schéma 6). Nejprve byla pouzivana
praskova méd’ jako katalyzator, ale dochazelo k degradaci trojné vazby na nabité kotvé, takze
byly velmi nizké vytézky. Degradace trojné vazbé byla potvrzena NMR spektry. Dal§i moZnosti
bylo pouziti askorbatu sodného s pentahydratem siranu méd’natého. OvSem zde dochazelo
k vylucovani kovové médi, takze opét byla nicena trojna vazba na nabité kotvé. Nakonec bylo
dosazeno nejlepSich vysledkll s pouzitim Cul jako katalyzatoru v inertni atmosféfe. Zde

nedochézelo k destrukci trojné vazby a podafilo se dostat az k cca 80% vytézku reakce CuAAC.
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4.6. Méreni absorpcnich a fluorescencénich spekter

Méfeni absorpcnich a fluorescen¢nich spekter fluorofori 7a-7d bylo provadéno
v methanolu pfi koncentraci 5x10° M (graf 2). Srostouci polaritou substituentu na
benzenovém jadie v para- poloze dochazi k posouvani maxima (kolem hodnoty 330 nm)
smérem do viditelné oblasti. Nejvétsi posun je u kyano- derivatu (latka 7d), coz bude zptisobeno
konjugaci trojné vazby nitrilové skupiny s benzenovym jadrem. Fluorescen¢ni spektra byla
meéiena pii excitacni vinové délce odpovidajici Amax2 (tabulka 2). Kyano- derivat 7d vykazoval
vyrazn¢ vyssi fluorescenci (skoro dvojnasobek oproti methoxy- derivatu 7a), i kdyz rozdil

v absorbanci nebyl az tak vysoky (cca 0,2).

1,2 1 7a (methoxy-) [ 3,5
7b (terc-butyl-)
7c¢ (chlor-)
7d (kyano-) | 3
1 7a (methoxy-)
7b (terc-butyl-)
7c¢ (chlor-)
7d (kyano-) 2,5
0,8 1
=
- 2 8
S g
~ 0’6 B ]
h g
- 1,5 §
=
0,4 7 ‘\\
\‘\ L 1
0’2 \i\\\\\ \\\\ r 095
\\\.\\
0 T T T T T T ”’I T r T T T 0
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
A (nm)

Graf 2: UV absorp¢ni (plna ¢ara) a fluorescencni (pierusovana ¢ara) spektra latek 7a-7d. Méfeno v
methanolu p¥i koncentraci 5x10-5 M. Pro méfeni fluorescence byla pouZita maxima odpovidajici Amax2
(Tabulka 2) a napéti na detektoru bylo nastaveno na 420 V.

Absorpéni a fluorescen¢ni spektra latek 8a-8d byla méfena v deionizované vod¢ pfii
koncentraci 5x10°° M (graf 3). Zde se absorpéni spektra piilis neli§i, az na derivat s nitrilovou
skupinou 8d. Latka 8d mé vyrazna absorpEni maxima pii 254 nm a 341 nm. Oproti ostatnim
latkdm (maximum kolem 326 nm) dochdzi k vyraznému posunuti absorpcniho maxima do

v

viditelné oblasti a také k vyrazné vysSi absorpci. Fluorescencni spektra byla méfena pfi
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excitacni vlnové délce odpovidajici Amax2 (tabulka 2). Diky vys$si absorpci zafeni ma latka 8d

vV

také mnohem vyssi intenzitu fluorescence.

1.8 - 8a (methoxy-) _ 45
8b (terc-butyl-)
8c (chlor-)
1,6 8d (kyano-) [ 4
8a (methoxy-)
1,4 - 8b (terc-butyl-) - 35
8c (chlor-)
12 4\ 8d (kyano-) 3
~ 1A F25
= S
w
= 0,8 F 2 s
)
2
o
0,6 A 1,5 B
=
\ =
0,4 7 \\\ Fol
0.2 - o fos
0 : ——=

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
A (nm)

Graf 3: UV absorp¢ni (plna ¢ara) a fluorescen¢ni (pi‘erusovana ¢ara) spektra latek 8a-8d. Méreno
v deionizované vod& p¥i koncentraci 5x10-5 M. Pro méFeni fluorescence byla pouZita maxima odpovidajici

Amax2 (Tabulka 2) a napéti na detektoru bylo nastaveno na 520 V.

Za pouziti dat ziskanych pfi méfeni UV absorpcnich a fluorescencnich spekter byla

vytvoifena tabulka 2 s optickymi vlastnostmi latek 7a-7d a 8a-8d.

28



Tabulka 2: Optické vlastnosti latek 7a-7d a 8a-8d.

Amaxt | Amax2 Aem Stokestv Ly 2
Derivat Latka posun e
eriva (nm) | (nm) | (nm) (nm) (Lxmol'xcm™)
Ta 238 328 400 72 -
methoxy-
8a 260 326 415 89 14025 £ 168 (sr = 1,6 %)
7b 238 325 403 78 -
terc-butyl-
8b - 326 411 85 14544 £ 171 (sr = 1,7 %)
Tc 242 332 400 68 -
chlor-
8c 242 327 411 84 14576 £ 201 (sr= 1,9 %)
7d 252 346 406 60 -
Kyano-
8d 254 341 427 86 19190 £ 144 (s: = 1,0 %)

4.7. Meéreni vazebnych konstant UV spektroskopii

4.7.1. Kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci u nabitych fluoroforit 8a-8d

Byla zmétfena zéavislost 4 na ¢ pro latky 8a-8d. Méfeni se provadélo kvilli stanoveni
oblasti linearity, aby bylo mozné vybrat vhodnou koncentraci pro dal$i méteni. Ze ziskanych
dat byly vypocitany molarni absorp¢ni koeficienty ¢ (tabulka 2). Graf 4-7 Graf 7 zobrazuji

kalibra¢ni zavislosti latek 8a-8d.
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Graf 4: Kalibracni zavislost latky 8a méfena v deionizované vodé.
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Graf 5: Kalibracni zavislost latky 8b méfena v deionizované vodé.
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Graf 6: Kalibraéni zavislost latky 8¢ méi‘ena v deionizované vodé.
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Graf 7: Kalibracni zavislost latky 8d méfena v deionizované vodé.

Tabulka 3 shrnuje koncentrace, které byly vybrany pro dals$i méteni.
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Tabulka 3: Vybrané molarni koncentrace latek 8a-8d pouzité pro dalsi méreni.

Latka ¢ [mol/l]
8a 6,00x107
8b 5,00x107
8c 6,00x107
8d 4,00x107°

4.7.2. Stanoveni stechiometrie

Job plot u vSech latek vychazel pti kazdém méteni trochu jinak. Tento jev byl zptsoben
tim, Ze rozdil naméfené a vypoctené absorbance se pohyboval ve velmi nizkych hodnotach (graf
8). Z toho diivodu se nepodaftilo u latek 8a-8d urcit stechiometrii komplexu host-hostitel s 3-
CD. V kapitole 3.5.1.1 bylo zminéno, Ze toto méfeni nemusi vyjit, pokud v roztoku dochazi
k tvorbé vice riznych komplext a také pokud vlivem supramolekularnich interakci dochazi

pouze k malym zmé&nédm v absorbanci (graf 8).57-8%100

0,04 -
— 1. méfeni

0,035 .
— 2. méfeni
0,03 A
0,025 A

0,02 4

A4 (1)

0,015 A

0,01 4

0,005 ~

0 T T T T T T T T T 1
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Graf 8: Modifikovany Job plot latky 8d zobrazujici rozdilné vysledky méfeni vlivem malé zmény A

Graf 9 zobrazuje nezdafeny Job plot u latek 8a-8c.
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5. Experimentalni prace

5.1. Obecné postupy a chemikdalie

B-Cyklodextrin byl zakoupen od firmy Wako Chemicals. Bézné chemikalie byly
zakoupeny od firmy Lach-ner a Penta, specidlni chemikalie pak od firmy Sigma-Aldrich.
Amino-azido-tetracthylnglykolovy linker (AATEG) byl pfipraven podle literatury”®® ve
skupiné Skolitele Mgr. Petrem Kasalem. Rozpoustédla pouzivand v reakcich byla pfed pouzitim
predestilovana. Voda byla pouzivana redestilovana. Rozpoustédla byla odpatfovéana na rotacni
vakuové odparce firmy Biichi a Heidolph pfi teplotach do 50 °C. K vyvijeni TLC byly pouzity

tyto mobilni faze:

S1:  CHCI3/MeOH v poméru 20/1

S2:  hexan/EtOAc v poméru 5/1

S3:  hexan/EtOAc v poméru 1/1

S4:  hexan/EtOAc v poméru 10/1

S5: MeOH/(kyselina octova)/(1% vodny roztok NH4OAc) v poméru 10/1/9

Pro detekei latek na TLC byla pouzita nasledujici Cinidla:

DI1: smés pfipravena z tetrahydratu siranu ceri¢it¢ho (0,5 g), tetrahydratu
molybdenanu amonného (2,5 g), kyseliny sirové (5 ml) a vody (45 ml)

D2:  bazicky roztok KMnO4

D3: 1% roztok 4-(4-nitrobenzyl)pyridinu v ethanolu

D4:  detekce pomoci UV lampy pti vinové délce 254 nm (latky zhaSejici

fluorescenci) a 366 nm (fluoreskujici latky)

Preparativni sloupcova chromatografie byla provadéna na Silikagelu 60 (40—63 um) a na
reversnim silikagelu LiChroprep RP-18 (40—63 pum), které byly zakoupeny od firmy Merck.
Pro monitorovani reakci byly pouzivany aluminiové TLC desticky pokryté silikagelem 60 Fasq

nebo reversnim silikagelem 60 RP-18 F2s4S, oboje od firmy Merck.

MS spektra byla métena na ptistroji LCMS 2020 Shimadzu, jako rozpoustédlo byl pouzit
methanol nebo acetonitril (oboje HPLC kvalita). HRMS spektra byla méfena fakultnim MS

servisem.

NMR spektra popsanych latek byla métfena na pfistroji Varian NMR System 300 MHz.
Pro nové syntetizované latky byl pouzit piistroj Bruker Avance 111 HD 400.
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UV absorpéni spektra byla méfena na pfistroji Thermo Scientific Evolution 60.
Fluorescencni emisni spektra byla métfena na pfistroji Thermo Spectronic Aminco Bowman

Series 2.

Struktury produktl uvedené v popisech jejich piipravy jsou Cislovany pro piifazeni

signalti 'H a 13C NMR.

5.2. Syntéza pozitivné nabité kotvy

(2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan-5-yl)methanol (1). 2-(Hydroxymethyl)-2-methylpropan-1,3-
i 5 diol (40 g, 333 mmol) byl rozpustén ve vysuseném acetonu (400 ml) pod

OH: argonovou atmosférou. Ke smési byla ptidana p-toluensulfonova kyselina

2 2 (40 mg, 210 pmol). Roztok byl michan ptes vikend. Pribeh reakce byl

O O sledovan pomoci TLC ve smési S1. Produkt ma vyssi R nez vychozi latka.
X K detekci byla pouzita smés D1 snéaslednym zahiatim. Smés byla
4 4

neutralizovana uhli¢itanem draselnym (1 g, 3,24 mmol). Smés byla
prefiltrovana pies fritu. Z filtratu byl odpafen aceton na rota¢ni vakuové odparce. Odparek byl
ptredestilovan pii teplote¢ 130 °C a tlaku 150 Pa. Bezbarvy produkt s olejovitou konzistenci o

hmotnosti 46,9 g byl ziskan ve vytézku 88 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 0.82 (s, 3H, CH3, H-1); 1.39 (s, 3H, CHs, H-4); 1.43 (s, 3H,
CHs, H-4); 2.07 (t,J=5.5 Hz, 1H, OH, H-3); 3.58 — 3.69 (m, 6H, 3xCH>, H-2) ppm. Spektrum

je shodné s literaturou.”!

2,2,5-Trimethyl-5-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)-1,3-dioxan (2). Latka 1 (46,9 g, 293 mmol)
byla rozpusténa v suchém THF (410 ml). Smés byla pod argonovou

O/\\ atmosférou ochlazena na 0 °C. K roztoku byl pfidan NaH (17,6 g, 440

4 mmol; 60% olejova suspenze) a smés byla michdna 2 hodiny. Smés

O O byla podchlazena na -78 °C a béhem 30 minut byl ptikapan propargyl
x bromid (49 ml, 440 mmol; 80% roztok v toluenu). Smés byla michana
5 5

ptes vikend pfii laboratorni teploté pod argonovou atmosférou. Pribeh
reakce byl sledovan pomoci TLC ve smési S2. K detekci byla pouzita smés D1 s naslednym
zahtatim. Reak¢ni smés byla odsata na frit€. Filtrat byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce.
Odparek byl ptedestilovan pii teplot€¢ 115 °C a tlaku 1,5 mbar. Bylo ziskano 52,5 g lehce

nazloutlého olejovitého produktu ve vytézku 90 %.
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'H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 0.86 (s, 3H, CHs, H-1); 138 (s, 3H, CHs, H-5); 1.41 (s, 3H,
CH, H-5); 2.40 (t, J = 2.4 Hz, 1H, CH, H-4); 3.51 — 3.70 (m, 6H, 3xCHa, H-2): 4.14 (d, J =
2.4 Hz, 2H, CHa, H-3) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”?

Pro Ci1HisNaOs" vypocteno Mr: 221.1; ESI-MS: m/z 221.1 [M+Na]".

2-Methyl-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)propane-1,3-diol (3). Latka 2 (52,5 g, 265 mmol)

byla rozpusténa v methanolu (310 ml) a byla pfidéna

A A koncentrovana kyselina chlorovodikova (22 ml, 265 mmol). Sm¢s

2 7 ()/\\\4 byla michdna ptes noc. Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC

ve smési S3. Detekce byla provedena smési D1 s néslednym

OI:I OI:' zahfatim. Smés byla neutralizovana 20% roztokem hydroxidu

sodného. Po dokonceni reakce byla reakéni smés piefiltrovana ptes

fritu a filtrat byl odpafen na rotac¢ni vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v chloroformu a

vznikla suspenze byla piefiltrovdna ptes fritu. Surovy produkt byl rozpustén v chloroformu a

precistén na chromatografické koloné ze 420 g silikagelu. Jako mobilni faze byla pouZita smés

CHCI3/MeOH 30/1. Produkt byl sledovan na TLC ve smési hexan/EtOAc 1/1 a detegovan

stejnou detekéni smési jako u latky 1. Frakce s produktem byly odpafeny na rotacni vakuové

odparce. Zbytky rozpoustédel byly odstranény susSenim za snizeného tlaku pfti 40 °C po dobu
10 hodin. Bylo pfipraveno 40,2 g nazloutlé olejovité latky ve vytézku 96 %.

'H-NMR (300 MHz, CDCL): § = 0.83 (s, 3H, CHs, H-1); 2.45 (t, J = 2.4 Hz, 1H, CH, H-4);
2.77 (s, 2H, 2xOH, H-5); 3.51 — 3.67 (m, 6H, 3xCH,, H-2); 4.14 (d, J= 2.4 Hz, 2H, CHa, H-3)

ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”?
Pro CsHi4NaOs" vypocteno Mr: 181.1; ESI-MS: m/z 181.0 [M+Na]".

2-Methyl-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)propan-1,3-diyl-bis(trifluormethansulfonat) (4).
Latka 3 (5,02 g, 31,7 mmol) byla rozpusténa ve 150 ml DCM.

1 3 4
< 0 \ Do roztoku byl pfidan 2,6-lutidin (7,4 ml, 63,5 mmol). Vznikla
NN\
0 0_,0

smés byla vychlazena na -70 °C. Postupné byl piikapan

O\\S \S/, anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (10,7 ml, 63,5

F SC/ \\O o/’ \CF 3 mmol). Smés byla michana hodinu. Reakce byla monitorovana
8 8

pomoci TLC ve smési S3 pro vychozi latku a ve smési S4 pro
produkt. Vychozi latka byla detegovana D2 s naslednym zahtatim. Produkt byl detegovan

ponofenim do D3 s naslednym zahtatim a ponofenim do koncentrovaného vodného roztoku
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NHj3. Reakéni smés byla vytiepana mezi diethylether (300 ml) a vodu (200 ml). Organicka faze
byla postupné vytiepana HCl (1M, 200 ml), nasycenym roztokem NaHCO3 (200 ml) a
nasycenym roztokem NaCl (200 ml). Organicka faze byla vysuSena pfidanim MgSO4 (5 g).
Susidlo bylo odstranéno prefiltrovanim smési pies fritu a filtrat byl odpaien na rotacni vakuové
odparce pii 30 °C. Zbytky rozpoustédel byly odstranény odsatim vakuovou pumpou pii 30 °C.
Bylo piipraveno 12,57 g ¢ervené olejovité latky ve vytézku 94 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.17 (s, 3H, CH3s, H-1); 2.48 (t, J = 2.4 Hz, 1H, CH, H-6);
3.48 (s, 2H, CHa, H-3); 4.17 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH>, H-4); 4.45 (s, 4H, 2xCHa, H-7) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCLs): § = 16.34 (C-1); 40.63 (C-2); 58.80 (C-4); 67.74 (C-3); 75.76
(C-6); 76.68 (2xC, C-7); 78.44 (C-5); 118.72 (q, J = 319.7 Hz, 2xC, C-8) ppm.

Pro CioH12F¢NaO7S," vypocteno Mr: 444.9821; ESI-HRMS: m/z 444.9816 [M+Na]".

1,1'-(2-Methyl-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)propan-1,3-diyl)bis(pyridin-1-ium)-
bis(trifluormethansulfonat) (5). Latka 4 (3,00 g, 7,11 mmol) byla rozpusténa v 60 ml
pyridinu. Smés byla zahtivana pod argonem na 60 °C pfes

1 3 4
£ i noc. Reakce byla monitorovana pomoci TLC ve smési SS.
0O X
7 7 \ A

Latky byly detegovany smési D2 s naslednym zahiatim.

5 9[\] N® 8 Pyridin byl oddestilovan pod vakuem pii 70 °C. Destila¢ni
9<\ />8</ \>9 zbytek byl vytfepan mezi CHCIl; (75 ml) a vodu (75 ml).
% A 53 Organickd faze byla vytfepana jesté jednou vodou (75 ml).

Vodné faze byly spojeny a odpateny na rotacni vakuové odparce pii 50 °C. Bylo pfipraveno

4,02 g Cervenohnédé¢ husté olejovité latky ve vytézku 97 %.

'H-NMR (300 MHz, D20): & = 1.01 (s, 3H, CH3, H-1); 2.94 (t, J = 2.4 Hz, 1H, H-6); 3.18 (s,
2H, CHa, H-3); 4.23 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH,, H-4); 4.68 (d, J = 13.6 Hz, 2H, CHa, H-7); 4.95
(d,J=13.6 Hz, 2H, CH,, H-7); 8.12 (dd, J = 8.0, 6.6 Hz, 4H, 4xCH, H-9); 8.62 (tt, J= 7.9, 1.4
Hz, 2H, 2xCH, H-10); 8.83 (m, 4H, 4xCH, H-8) ppm.

13C-NMR (100 MHz, D0, tBuOH): & = 17.01 (C-1); 30.29 (tBuOH); 42.20 (C-2); 58.52 (C-
4); 64.65 (2xC, C-7); 67.99 (C-3); 70.48 (tBuOH); 77.76 (C-6); 79.27 (C-5); 129.11 (4xC, C-
9); 146.53 (4xC, C-8); 147.55 (2xC, C-10) ppm.

Pro CisH22N20%" vypoéteno Mr: 141.0861; ESI-HRMS: m/z 141.0849 [M]**.
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5.3. Obecny postup syntézy hydrazonii 6a-6d (OP1)

Vychozi p-anisidin (9,23 g, 75 mmol) byl rozpustén ve vodé (150 ml) s koncentrovanou
HCI (10 ml, 113 mmol). Vznikly roztok byl ochlazen na 0-5 °C. Postupn¢ byl ptikapan vodny
roztok NaNO (5,2 g, 75 mmol, 60 ml destilované vody), pfi¢emz byla udrzovana teplota
v reakéni smési v rozmezi 0-5 °C. Roztok byl nasledné pfikapan do vodného ethanolického
roztoku (200 ml, EtOH/H>O 3/1) obsahujicim malononitril (5 g, 75 mmol) a octan sodny (6,1
g, 75 mmol) a teplota reakcni smési byla udrzovana v rozmezi 0-5 °C. Poté byla smés michdna
4 hodiny pii laboratorni teploté. Vznikla zluta srazenina byla odsata na frit€ a promyta vodou.
Nésledné byla rekrystalizovana ze smési EtOH/H>O 4/1 (300 ml). Vzniklé krystalky byly
odsaty na frit¢ a promyty vodou. Krystalky byly vysuSeny pfi tlaku 150 Pa a 60 °C béhem 8
hodin.

5.4. Syntéza hydrazonii

N-(4-Methoxyfenyl)karbonohydrazonoyl dikyanid (6a). Latka byla pfipravena podle OP1.
Bylo pfipraveno 7,77 g vinovych jehlicovitych krystalkt ve vytézku 52 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): & = 3.76 (s, 3H, CH3); 6.99 (d, J = 9 Hz; 2H, 2xCH); 7.42 (d,
J=9.2 Hz, 2H, 2xCH); 12.97 (s, 1H, NH) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.'®!

Pro C11H13N402" vypocteno Mr: 233.1033; ESI-HRMS: m/z 233.1031 [M+CH3OH-+H]".

N-(4-(terc-Butyl)fenyl)karbonohydrazonoyl dikyanid (6b). Latka byla piipravena podle
1 1 OP1. 4-(terc-Butyl)anilin (5,04 g, 34 mmol); destilovana voda (100 ml);

NCYCN konc. HCI (4,5 ml, 51 mmol); NaNO (2,33 g, 34 mmol, 30 ml destilované

_N vody). Vodny ethanolicky roztok (60 ml); malononitril (2,23 g, 34 mmol);

: HN octan sodny (2,77 g, 34 mmol). Rekrystalizace ze 100 ml smé&si EtOH/H>O

5 4 . 4/1. Bylo pfipraveno 4,50 g Zlutych jehlicovitych krystalkti ve vytézku 59
” " %.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 8= 1.27 (s, 9H, 3xCHs, H-9); 7.38-7.46
(m; 4H, 4xCH, H-5 a H-6); 12.99 (s, 1H, NH) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): § = 31.04 (3xC, C-9); 34.27 (C-8); 83.78 (C-2); 110.06 (C-
1); 114.51 (C-1); 116.21 (2xC, C-6); 126.23 (2xC, C-5); 139.06 (C-7); 148.56 (C-4) ppm.
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Pro C14H19N4O" vypocteno Mr: 259.1553; ESI-HRMS: m/z 259.1554 [M+CH30OH+H]".

N-(4-Chlorfenyl)karbonohydrazonoyl dikyanid (6¢). Latka byla ptipravena podle OP1. 4-
Chloranilin (5,01 g, 41 mmol); destilovana voda (100 ml); konc. HCI (5,4 ml, 61 mmol); NaNO
(2,81 g, 41 mmol, 35 ml destilované vody). Vodny ethanolicky roztok (60 ml); malononitril
(2,69 g, 41 mmol) a octan sodny (3,34 g, 41 mmol). Na rekrystalizaci bylo pouzito 150 ml
EtOH. Bylo pfipraveno 4,91 g ¢ervenohnédych jehlicovitych krystalkd ve vytézku 59 %.

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): § = 7.47 (s, 4H, 4xCH); 13.04 (s, 1H, NH) ppm. Spektrum je

shodné s literaturou.'%?
Pro CioH10CIN4O" vypoéteno Mr: 237.0538; ESI-HRMS: m/z 237.0539 [M+CH3OH-+H]".

N-(4-Kyanofenyl)karbonohydrazonoyl dikyanid (6d). 4-Aminobenzonitril (5,10 g, 43
mmol); destilovana voda (100 ml); konc. HCI (5,7 ml, 65 mmol); NaNO: (2,98 g, 43 mmol, 35
ml destilované vody). Vodny ethanolicky roztok (60 ml); malononitril (2,85 g, 43 mmol); octan
sodny (3,54 g, 43 mmol). Na rekrystalizaci bylo pouZzito 550 ml EtOH. Bylo pfipraveno 5,29 g
zlutohnédych krystalki ve vytézku 62 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): § = 7.58 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2xCH); 7.86 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
2xCH); 13.23 (s, 1H, NH) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.!*®

Pro C11HioNsO" vypoéteno Mr: 228.0880; ESI-HRMS: m/z 228.0881 [M+CH3;OH+H]".

5.5. Obecny postup syntézy fluoroforit 7a-7d (OP2)

N-(4-Methoxyfenyl)karbonohydrazonoyl

2

. . > o & o 1 dikyanid 6a (1,11 g, 5,53 mmol) byl rozpustén
NC. SHNAP g q/\’\'ff THF (20 ml) a byl pfidin AA I

7/—\\ \% (20 ml) a byl ptfidan TEG (1,81 g,

N~N'N 8,30 mmol). Smés byla zahtivana 15 minut pfi

. . §— O- (52H3 7a 60 °C. Do smési byl pfidan monohydrat octanu

" W % médnatého (2,21 g, 11,07 mmol) a smés byla

R B = % 12< “ 7b  zah¥ivana na 60 °C pfes noc. Priibéh reakce byl

g_ cl e monitorovan pomoci TLC ve smési S3 a latky

g_ CN d byly detegovany pomoci D4. Rozpoustédlo

bylo zreakéni smési odpafeno na rotacni

vakuové odparce pii 40 °C. Odparek byl roztiepan mezi CHCIl3 (40 ml) a vodu (40 ml).
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Organicka faze byla odpafena na rotacni vakuové odparce pii 40 °C. Odparek (4,0 g) byl
rozpustén v CHCl3 a adsorbovan na silikagel (20 g). Latka adsorbovand na silikagelu byla
precisténa na koloné (100 g silikagelu). Jako mobilni faze byla pouzita smés hexan/EtOAc 1/1.
Frakce s produktem byly odpaieny na rotacni vakuové odparce pii 40 °C. Odparek (1,68 g) byl
nanesen na kolonu z 50 g RP silikagelu, jako mobilni faze byla pouzita smés MeOH/voda 5/1.
Frakce s produktem byly odpafeny na rota¢ni vakuové odparce pti 50 °C. Odparek byl dosusen
pfi tlaku 150 Paa 60 °C béhem 6 hodin.

5.6. Syntéza fluorofori

5-((2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)amino)-2-(4-methoxyfenyl)-2 H-1,2,3-
triazol-4-karbonitril (7a). Latka byla ptipravena podle OP2. Bylo pfipraveno 1,18 g zluté
olejovité latky ve vytézku 51 %.

'"H NMR (400 MHz, CDCls): 8 =3.39 (t,J = 5 Hz, 2H, CH», H-1); 3.56-3.60 (m, 2H, CH>, H-
3); 3.69-3.74 (m, 12H, 6xXCH», H-2); 3.85 (s, 3H, CH3, H-12); 4.84 (t, /= 5.6 Hz, 1H, NH, H-
4); 6.96 (d, /=9 Hz, 2H, CH, H-9); 7.87 (d, J=9.3 Hz, 2H, CH, H-10) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): & = 44.04 (C-3); 50.82 (C-1); 55.75 (C-12); 69.33-70.88 (6x C,
C-2);106.91 (C-7); 112.68 (C-6); 114.51 (2xC, C-9); 120.33 (2xC, C-10); 133.02 (C-8); 157.03
(C-5); 159.52 (C-11) ppm.

Pro Ci3H2sNsO4" vypodteno Mr: 417.1993; ESI-HRMS: m/z 417.1993 [M+H]" a 439.1812
[M+Na]".

UV absorpce: Amaxi =238 nm; Amax2 = 328 nm.

Fluorescence: Aem = 400 nm; Stokestiv posun = 72 nm.

5-((2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)amino)-2-(4-(terc-butyl)fenyl)-2H-1,2,3-

triazol-4-karbonitril (7b). Latka byla pfipravena podle OP2. Latka 6b (1,04 g, 4,59 mmol);
THF (55 ml); AATEG (1,50 g, 6,89 mmol); monohydrat octanu méd’natého (1,83 g, 9,18
mmol). Na adsorpci 3,04 g latky bylo pouzito 15 g silikagelu a na kolonu 75 g silikagelu. 1,03
g latky bylo naneseno na kolonu z 50 g RP silikagelu. Jako mobilni faze byla pouZita smés

MeOH//voda 10/1. Bylo ptipraveno 0,64 g Zluté olejovité latky ve vytézku 32 %.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 1.34 (s, 9H, 3xCHs, H-13); 3.39 (t, J = 5 Hz, 2H, CHa, H-1);
3.57-3.61 (m, 2H, CHa, H-3); 3.67-3.74 (m, 12H, 6xCHa, H-2); 4.85 (t, /= 5.7 Hz, 1H, NH, H-
4Y; 7.46 (d, J= 9 Hz, 2H, 2xCH, H-9); 7.86 (d, J = 9 Hz, 2H, 2xCH, H-10) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 31.40 (C-13); 34.86 (C-12); 44.04 (C-3); 50.82 (C-1); 69.31-
70.89 (6xC, C-2); 107.38 (C-7); 112.60 (C-6); 118.55 (2xC, C-10); 126.33 (2xC, C-9); 136.91
(C-8); 151.53 (C-11); 156.98 (C-5) ppm.

Pro C2iH31NsOs™ vypoéteno Mr: 443.2514; ESI-HRMS: m/z 443.2510 [M+H]" a 465.2328
[M+Na]".

UV absorpce: Amaxt = 238 nm; Amax2 = 325 nm.

Fluorescence: Aem = 403 nm; Stokestiv posun = 78 nm.

5-((2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)amino)-2-(4-chlorfenyl)-2H-1,2,3-triazol-
4-carbonitril (7c). Latka byla ptipravena podle OP2. Latka 6¢ (0,99 g, 4,85 mmol); THF (60
ml); AATEG (1,59 g, 7,27 mmol); monohydrat octanu méd’natého (1,93 g, 9,69 mmol). Na
adsoprci 2,78 g latky bylo pouZito 14 g silikagelu a na kolonu 70 g silikagelu. 1,59 g latky bylo
naneseno na kolonu z 50 g RP silikagelu. Jako mobilni faze byla pouZita smés MeOH/voda 5/1.

Bylo ptfipraveno 1,32 g zluté olejovité latky ve vytézku 65 %.

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 3.39 (t, J = 5 Hz, 2H, CH,, H-1); 3.56-3.60 (m, 2H, CH, H-
3); 3.67-3.74 (m, 12H, 6xXCH», H-2); 4.93 (t, J = 5.6 Hz, 1H, NH, H-4); 7.43 (d, /=9 Hz, 2H,
2xCH, H-9); 7.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2xCH, H-10) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): § = 44.02 (C-3); 50.83 (C-1); 69.23-70.90 (6xC, C-2); 108.20
(C-7); 112.23 (C-6); 120.01 (2xC, C-10); 129.61 (2xC, C-9); 133.85 (C-11); 137.68 (C-8);
157.05 (C-5) ppm.

Pro C17H22CINgO3" vypocteno Mr: 421.1498; ESI-HRMS: m/z 421.1496 [M+H]" a 443.1314
[M+Na]".

UV absorpce: Amaxt = 242 nm; Amax2 = 332 nm.

Fluorescence: Aem = 400 nm; Stokestiv posun = 68 nm.
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5-((2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)amino)-2-(4-kyanofenyl)-2 H-1,2,3-

triazol-4-karbonitril (7d). Latka byla ptipravena podle OP2. Latka 6d (1,00 g, 5,13 mmol);
THF (60 ml); AATEG (1,68 g, 7,70 mmol); monohydrat octanu méd’natého (2,05 g, 10,26
mmol). Na adsoprci 2,59 g latky bylo pouzito 13 g silikagelu a na kolonu 70 g silikagelu. 1,91
g latky bylo naneseno na kolonu z 50 g RP silikagelu. Jako mobilni faze byla pouzita smés

MeOH/voda 3/1. Bylo ptipraveno 1,31 g zluté olejovité latky ve vytézku 62 %.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 8 =3.39 (t, J = 5 Hz, 2H, CH,, H-1); 3.57-3.61 (m, 2H, CHa, H-
3); 3.67-3.76 (m, 12H, 6xCHa, H-2); 5.06 (t, J = 5.6 Hz, 1H, NH, H-4); 7.76 (d, J= 9 Hz, 2H,
2xCH, H-9); 8.08 (d, J = 9 Hz, 2H, 2xCH, H-10) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl3): & = 44.00 (C-3); 50.82 (C-1); 69.07-70.83 (6xC, C-2); 109.87
(C-7); 111.39 (C-12); 111.72 (C-6); 118.20 (C-11); 119.08 (2xC, C-10); 133.64 (2xC, C-9);
141.63 (C-8); 157.10 (C-5) ppm.

Pro CisH22NoO3" vypoéteno Mr: 412.1840; ESI-HRMS: m/z 412.1840 [M+H]" a 434.1657
[M+Na]".

UV absorpce: Amaxi =252 nm; Amax2 = 346 nm.
Fluorescence: Aem = 406 nm; Stokesiv posun = 60 nm.

5.7. Obecny postup syntézy nabitych fluoroforit 8a-8d (OP3)

13

A Nabita kotva 5 (120,6 mg, 0,21 mmol)
19 TP () O 1 N
NC s ﬂHN“ﬂ( 0T ]ﬁfN N byla rozpusténa v MeOH(Ar) (methanol

;/ \\ 10— 9

N\N,N o, , probublany Ar 5 hodin; 3,5 ml). Byl pfidan
. 3 @mos fluorofor 7a (103,8 mg, 0,25 mmol) a Cul
2 2 , CN) . <\l:\> , (40,4 mg, 0,21 mmol) Smé&s byla zahiivana

23R 1\ { 2 1 na 80 °C pod argonovou atmosférou 12

hodin. Pribéh reakce byl sledovan pomoci

§—O—<§i—|3 8a TLC ve smési S5. Latky byly detegovany
% %2525 8b pomoci D4. Reak¢ni smés byla prefiltrovana
Ri= = od Cul a filtrat byl odpafen na rotaéni
= 8¢ vakuové odparce pii 50 °C. Odparek byl
%—(;N 8 rozttepan mezi toluen (10 ml) a vodu (10 ml).
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Dochazelo k obtiznému dé€leni fazi, takze déleni probihalo pfes noc. Vodna faze byla odpatena
na rota¢ni vakuové odparce pti 50 °C. Odparek (274,6 mg) byl rozpustén ve vodé a nanesen na
kolonu z RP silikagelu (5,5 g). Eluce latek probihala gradientové ve vodném roztoku MeOH,
kdy produkt vytékal v 10% MeOH. Frakce s produktem byly odpafeny na rota¢ni vakuové
odparce pii 50 °C. Odparek byl nasledné dosusen pii tlaku 150 Pa a 60 °C béhem 6 hodin.

5.8. Syntéza nabitych fluoroforit

1L,1'-(2-(((1-(2-(2-(2-(2-((5-Kyano-2-(4-methoxyfenyl)-2 H-1,2,3-triazol-4-
yDamino)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)methyl)-2-
methylpropan-1,3-diyl)bis(pyridin-1-ium)-bis(trifluormethansulfonat) (8a). Latka byla
pfipravena podle OP3. Bylo pfipraveno 130,5 mg lehce nazloutlé pryskyticovité latky ve
vytézku 63 %.

'H NMR (400 MHz, CD;0D): & = 1.02 (s, 3H, CHs, H-6); 3.21 (s, 2H, CHa, H-7); 3.53 (t, J =
5.4 Hz, 2H, CH,, H-15); 3.60-3.65 (m, 8H, 4xCHa, H-13); 3.70 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH,, H-14);
3.85 (s, 3H, CHa, H-25) 3.92 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CHa, H-12); 4.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH,, H-
11); 4.63 (s, 2H, CHy, H-8); 4.73-4.97 (m, 4H, 2xCHa, H-4); 7.04 (d, J = 9 Hz, 2H, 2xCH, H-
21); 7.86 (d, J = 9.3 Hz, 2H, 2xCH, H-22); 8.07 (s, 1H, CH, H-10); 8.13 (m, 4H, 4xCH, H-2);
8.67 (tt, J=17.8, 1.3 Hz, 2H, 2xCH, H-1); 8.87 (d, J = 6.8 Hz, 4H, 4xCH, H-3) ppm.

BC NMR (100 MHz, CD30D): 8 =17.60 (C-6); 42.94 (C-5); 51.41 (C-11); 44.69 (C-15); 56.15
(C-24); 64.41 (C-8); 65.53 (2xC, C-4); 70.23 (C-7); 70.41 (C-12); 71.25-71.47 (5%C, C-13 a
C-14); 107.50 (C-19); 113.63 (C-18); 115.60 (2xC, C-21); 121.16 (2xC, C-22); 126.57 (C-10);
129.64 (4xC, C-2); 134.06 (C-20); 143.91 (C-9); 147.36 (4xC, C-3); 148.11 (C-1); 158.50 (C-
17); 161.1 (C-23) ppm.

Pro C36H46N100s>" vypoéteno Mr: 698.3642; ESI-HRMS: m/z 349.21 [M]*.
UV absorpce: Amaxt = 260 nm; Amaxz = 328 nm.
Fluorescence: Aem = 415 nm; Stokestiv posun = 89 nm.

1L,1"-(2-(((1-(2-(2-(2-(2-((2-(4-(terc-Butyl)fenyl)-5-kyano-2 H-1,2,3-triazol-4-
yl)amino)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)methyl)-2-
methylpropan-1,3-diyl)bis(pyridin-1-ium)-bis(trifluormethansulfonat) (8b). Latka byla
piipravena podle OP3. Latka 5 (301,6 mg, 0,52 mmol); latka 7b (275,9 mg, 0,62 mmol);
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MeOH(Ar) (5 ml); Cul (508 mg, 5,20 mmol). Odparek byl vytfepan mezi 40 ml toluenu a 40
ml vody. 689 mg latky bylo naneseno na kolonu z 12 g RP silikagelu. Produkt vytékal v 20%
MeOH. Bylo ptipraveno 428,8 mg zluté pryskyficovité latky ve vytézku 81 %.

'H NMR (400 MHz, CD;0D): § = 1.02 (s, 3H, CHs, H-6); 1.36 (s, 9H, 3xCHs, H-25); 3.22 (s,
2H, CHa, H-7); 3.54 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH,, H-15); 3.61-3.64 (m, 8H, 4xCHa, H-13); 3.71 (t,
J=5.7Hz, 2H, CHa, H-14); 3.92 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CHa, H-12); 4.61 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CHa,
H-11); 4.64 (s, 2H, CHa, H-8); 4.74-4.97 (m, 4H, 2xCHa, H-4); 7.55 (d, J = 9 Hz, 2H, 2xCH,
H-21); 7.87 (d, J= 9 Hz, 2H, 2xCH, H-22); 8.08 (s, 1H, CH, H-10); 8.13 (m, 4H, 4xCH, H-2);
8.67 (tt, J=17.8, 1.3 Hz, 2H, 2xCH, H-1); 8.87 (d, J= 6.8 Hz, 4H, 4xCH, H-3) ppm.

3C NMR (100 MHz, CD;0D): § = 1*C NMR (100 MHz, CD30D): §=17.61 (C-6); 31.65 (3xC,
C-25) 35.61 (C-24); 42.94 (C-5); 51.40 (C-11); 44.70 (C-15); 64.41 (C-8); 65.54 (2xC, C-4);
70.22 (C-7); 70.41 (C-12); 71.25-71.47 (5xC, C-13 a C-14); 107.98 (C-19); 113.42 (C-18);
127.47 (2xC, C-21); 119.31 (2xC, C-22); 126.58 (C-10); 129.65 (4xC, C-2); 138.12 (C-20);
143.91 (C-9); 147.35 (4xC, C-3); 148.11 (C-1); 158.46 (C-17); 115.79 (C-23) ppm.

Pro C3oHs:N19O4>" vypoéteno Mr: 724.4162; ESI-HRMS: m/z 362.24 [M]*".
UV absorpce: Amax =326 nm.

Fluorescence: Aem =411 nm; Stokestiv posun = 85 nm.

1,1'-(2-(((1-(2-(2-(2-(2-((2-(4-Chlorfenyl)-5-kyano-2 H-1,2,3-triazol-4-
yl)amino)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)methyl)-2-
methylpropan-1,3-diyl)bis(pyridin-1-ium)-bis(trifluormethansulfonat) (8c). Latka byla
piipravena podle OP3. Latka 5 (399,2 mg, 0,69 mmol); latka 7¢ (347,3 mg, 0,83 mmol);
MeOH(Ar) (5 ml); Cul (402 mg, 2,07 mmol). Odparek byl vyttepan mezi 20 ml toluenu a 20
ml vody. 862 mg latky bylo naneseno na kolonu z 17 g RP silikagelu. Produkt vytékal v 20%
MeOH. Bylo pfipraveno 569,5 mg zluté pryskyticovité latky ve vytézku 83 %.

'H NMR (400 MHz, CD;0D): § = 1.02 (s, 3H, CHs, H-6); 3.22 (s, 2H, CHa, H-7); 3.53 (t, J =
5.4 Hz, 2H, CH,, H-15); 3.60-3.66 (m, 8H, 4xCHa, H-13); 3.70 (t, J= 5.4 Hz, 2H, CH,, H-14);
3.92 (t,J = 5.6 Hz, 2H, CHy, H-12); 4.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH,, H-11); 4.63 (s, 2H, CHa, H-
8); 4.74-4.97 (m, 4H, 2xCH,, H-4); 7.52 (d, J= 9.3 Hz, 2H, 2xCH, H-21); 7.94 (d, J= 9.3 Hz,
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2H, 2xCH, H-22); 8.07 (s, 1H, CH, H-10); 8.13 (m, 4H, 4xCH, H-2); 8.67 (tt, J= 7.8, 1.3 Hz,
2H, 2xCH, H-1); 8.87 (d, J = 6.8 Hz, 4H, 4xCH, H-3) ppm.

3C NMR (100 MHz, CD30D): 8 = 17.61 (C-6); 42.94 (C-5); 51.40 (C-11); 44.67 (C-15); 64.41
(C-8); 65.55 (2xC, C-4); 70.24 ( C-7); 70.32 (C-12); 71.26-71.46 (5<C, C-13 a C-14); 108.91
(C-19); 113.10 (C-18); 130.68 (2xC, C-21); 121.04 (2xC, C-22); 126.57 (C-10); 129.65 (4xC,
C-2); 139.01 (C-20); 144.91 (C-9); 147.36 (4<C, C-3); 148.11 (C-1); 158.52 (C-17); 134.74
(C-23) ppm.

Pro C3sH43CIN1904*" vypoéteno Mr: 702.3146; ESI-HRMS: m/z 351.15 [M]*".
UV absorpce: Amaxi =242 nm; Amax2 = 327 nm.

Fluorescence: Aem = 411 nm; Stokestiv posun = 84 nm.

1L,1'-(2-(((1-(2-(2-(2-(2-((5-Kyano-2-(4-kyanophenyl)-2 H-1,2,3-triazol-4-
y)amino)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)methyl)-2-
methylpropan-1,3-diyl)bis(pyridin-1-ium)-bis(trifluormethansulfonat) (8d). Latka byla
pripravena podle OP3. Latka 5 (242,0 mg, 0,42 mmol); Latka 7d (205,8 mg, 0,50 mmol);
MeOH(Ar) (5 ml); Cul (81,0 mg). Odparek byl vytiepan mezi 10 ml toluenu a 10 ml vody. 421
mg latky bylo naneseno na kolonu z 8,5 g RP silikagelu. Produkt vytékal v 10% MeOH. Bylo
pfopraveno 173,5 mg naZloutlé pryskyficovité latky ve vytézku 42 %.

'H NMR (400 MHz, CDsOD): § = 1.03 (s, 3H, CH3, H-6); 3.23 (s, 2H, CH», H-7); 3.55 (t, J =
5.4 Hz, 2H, CHz, H-15); 3.60-3.65 (m, 8H, 4xCHa», H-13); 3.71 (t, J= 5.4 Hz, 2H, CH>, H-14);
3.92 (t,J=5.6 Hz, 2H, CHa, H-12); 4.61 (t, J= 5.5 Hz, 2H, CHa, H-11); 4.64 (s, 2H, CH>, H-
8); 4.74-4.98 (m, 4H, 2xCH_, H-4); 7.89 (d, /=9 Hz, 2H, 2xCH, H-21); 8.13 (d, /=9 Hz, 2H,
2xCH, H-22); 8.08 (s, 1H, CH, H-10); 8.14 (m, 4H, 4xCH, H-2); 8.67 (tt, J=7.9, 1.4 Hz, 2H,
2xCH, H-1); 8.88 (d, J= 6.8 Hz, 4H, 4xCH, H-3) ppm.

BC NMR (100 MHz, CD30D): 8 = 17.60 (C-6); 42.94 (C-5); 51.40 (C-11); 44.65 (C-15); 64.41
(C-8); 65.55 (2xC, C-4); 70.25 (2xC, C-7a C-12); 71.26-71.48 (5xC, C-13 a C-14); 110.55 (C-
19); 112.25 (C-24); 112.71 (C-18); 134.92 (2xC, C-21); 120.06 (2xC, C-22); 126.58 (C-10);
129.65 (4xC, C-2); 142.92 (C-20); 144.03 (C-9); 147.37 (4xC, C-3); 148.11 (C-1); 158.57 (C-
17); 119.05 (C-23) ppm.

Pro C36H43N1104%" vypoéteno Mr: 693.3489; ESI-HRMS: m/z 362.71 [M+CH3;0H]*".
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UV absorpce: Amaxi =254 nm; Amax2 = 341 nm.
Fluorescence: Aem = 427 nm; Stokestiv posun = 86 nm.

5.9. Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci nabitych fluoroforu 8a-8d

Koncentra¢ni zavislost byla stanovena pomoci UV spektrometrie. Byl pfipraven zasobni
roztok pfislusného nabitého fluoroforu o koncentraci 1x10™* M. Zasobni roztok byl nasledné

pipetovan (Vs, tabulka 4) do kyvet a fedén deionizovanou vodou (Vyod, tabulka 4).

Tabulka 4: Priprava vzorki pro méieni koncentracni zavislosti latek 8a-8d

v, c Vzas | Vvod
Cislo vzorku (mol/l] (mi] | [ml|
1 1,00x10*| 2,0 | 0,0
2 9,00x10°| 1,8 0,2
3 8,00x10°| 1,6 | 0,4
4 7,00x10°| 1,4 | 0,6
5 6,00x10°| 1,2 | 0,8
6 5,00x10°| 1,0 1,0
7 4,00x10°| 0,8 1,2
8 3,00x10°| 0,6 1,4
9 2,00x10°| 0,4 1,6
10 1,00x10°| 0,2 1,8

5.10.Stanoveni stechiometrie supramolekularniho komplexu pomoci Job plot

Stechiometrie komplexu byla stanovovana pomoci UV absorpéni spektrometrie. Byly
ptipraveny zasobni roztoky nabitych fluoroforii (cg, tabulka 5) a B-cyklodextrinu (cn, tabulka
5).

Tabulka 5: Koncentrace zasobnich roztokii pro méteni Job plot.

i cG cH
Latka | o] | [mol]
8a | 12x107 | 1.2x10°
8b | 1,0<107 | 1,0x10"
8¢ | 12x10% | 1,2x10°
8d | 8,0x107 | 8,0x107

Roztoky pro méfeni byly pfipraveny ze zdsobnich roztokd ptfimym michanim do kyvety.
Objemy jednotlivych komponent udava tabulka 6. xg odpovidd molarnimu zlomku nabitého
fluoroforu, VG je objem pipetovaného objemu zasobniho roztoku fluoroforu a Vy je objem
pipetovaného objemu zasobniho roztoku -CD.
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Tabulka 6: Objemy roztoki pro méreni Job plot

. l1xc| Ve | Vu
Vzorek ¢. (1 | (m1 | [mi
1 1,0 2,0 | 0,0
2 09| 1,8 | 0,2
3 0,8 1,6 | 0,4
4 0,7 1,4 | 0,6
5 06| 1,2 | 0,8
6 05| 1,0 | 1,0
7 0408 | 1,2
8 03] 0,6 | 1.4
9 02| 04 | 1,6
10 0,102 | 1,8
11 0,0 0,0 | 2,0
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6. Zavér

Byla piipravena nabitd kotva 5 ve form¢ bis(pyridiniové) soli. Molekula obsahuje dva
permanentni kladné naboje a trojnou vazbu, ktera slouzi k pfipojeni fluoroforu pies azidovou

skupinu pomoci CuAAC. Doslo k ovéteni pripravy vyvinuté ve skupiné skolitele.

Byly ptipraveny 4 hydrazony 6a-6d. U hydrazonu 6b (terc-butyl- v p- poloze) se jedna o

novou latku.

Z hydrazoni 6a-6d byly pfipraveny 4 nové fluorofory s amino-azido-
tetracthylenglykolovym linkerem 7a-7d. Byla optimalizovdna metoda pfipravy 2H-1,2,3-

triazolli pouzitim 2 ekvivalentti monohydréatu octanu méd’natého.

Nabité fluorofory byly pfipraveny reakci typu CuAAC z nabité kotvy 5 a fluorofort 7a-
7d. Kladny naboj v molekule vede k dobré rozpustnosti latek ve vodé a také umoziuje vazani
molekul k zaporn€ nabitému povrchu. Pfi pouziti praskové médi jako katalyzatoru pii CuAAC

dochazelo k destrukci trojné vazby nabité kotvy, proto byla nahrazena jodidem méd’nym.

Byly zméteny optické vlastnosti nenabitych 7a-7d i nabitych 8a-8d latek. Pfitomnost
polarni skupiny na benzenovém jadre u latek 7a,ce,d vede k posunu absorpéniho maxima
smérem do viditelné oblasti oproti latce 7b (terc-butyl- derivat). Zaroveii s rostouci polaritou
substituentu klesd absorbance. Tento jev neplati pro latku 7d (kyano- derivat), kde naopak
dochazi k narastu absorbance oproti latce 7b. Toto je pravdépodobné zpluisobeno konjugaci
trojné vazby nitrilové skupiny s benzenovym jadrem. Absorpcni spektra latek 8a-8c¢ maji
podobny vzhled. Zde se opét vymyka latka 8d s nitrilovou skupinou, kterd ma skoro o 0,2 vyssi
absorbanci nez latky 8a-8c¢. U fluorescence latek 7a-7d a 8a-8d nelze posoudit vliv substituentu
na vyslednou intenzitu a vzhled spektra, kromé latek s nitrilovou skupinou, které vykazuji

v obou ptipadech vyrazng vyssi fluorescenci, coZ je zpiisobeno vyssi absorpci latek 7d a 8d.

Nepodatilo se stanovit komplexacni konstantu nabitych fluorofori 8a-8d s f-
cyklodextrinem pomoci UV spektrometrie. BEhem méteni Job plot dochézelo k pfili§ malym
zméndm absorbance, takZe se nepodafila stanovit stechiometrie vzniku supramolekularniho
komplexu. Metoda stanoveni komplexacni konstanty pomoci UV spektrometrie nejspi$ neni

vhodna pro tyto latky.
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7. Podékovani

Na tomto misté bych rad podékoval svému skoliteli doc. RNDr. Jindfichu Jindfichovi,
CSc. za vedenti této bakalaiské prace a za cenné rady pfii feSeni problémil. Rad bych podékoval

koleglim z laboratoii 135 a 131 za vytvofeni pfijemného pracovniho prostiedi.

Dale bych chtél podékovat Mgr. Petrovi Kasalovi za praktické rady v laboratofi,
poskytnuti pracovnich postupti pro syntézu nabité kotvy, méieni NMR 400 MHz spekter a za
asistenci pfi fe§eni 2D-NMR spekter. Také bych chtél podékovat RNDr. Martinu Stichovi za
méteni HRMS spekter a RNDr. Simoné Hybelbauerové, PhD. za zauceni na pfistroji Varian
NMR System 300 MHz. M¢ diky patii také doc. RNDr. Ivanu Jelinkovi, CSc. za zauceni a
umoznéni pristupu k UV spektrometru a panu RNDr. Jakubu Hranickovi, PhD. za zauceni a

umoznéni métfeni na fluorescencnim spektrometru.

Na zavér bych chtél podékovat mé roding a pratelim za podporu a trpélivost béhem mého

studia a pfi vypracovani této prace.
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