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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Patricia Seminsk4

Skolitel”: doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Lukas$ Lochman, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Ptiprava a studium vlastnosti novych nesymetrickych

azaftalocyaninl obsahujicich azathiocrown ether pro

vazbu kationu kovu

Azaftalocyaniny (AzaPc) st planarne makrocyklické zla€eniny, ktoré s aza-
analogy syntetickych farbiv ftalocyaninov. AzaPc vykazuju vdaka svojmu systému
konjugovanych dvojitych vézieb zaujimavé fotofyzikalne vlastnosti akymi su napriklad
emitovanie fotonov vo forme fluorescencie a absorpcia fotonov v Cervenej oblasti
spektra, ktord je vhodna pre biologické aplikacie. Vlastnosti sa menia v zavislosti na
charaktere perifernych substituentov a centrdlnym kationom kovu. Zavedenie
alkylaminovej skupiny do periférie umoziuje intramolekuldrny prenos naboja (ICT),
¢o zapricinuje zhasenie fluorescencie (nefluorescentny OFF stav senzoru) a teda pokles
kvantového vytazku fluorescencie k nulovym hodnotdm. Pri snahe vyvinat nové
fluorescencné senzory pre kationy kovov sa vyuZiva mechanizmu blokovania ICT,
ku ktorému dochadza po naviazani kovového katidnu do rozpoznavacej Casti (napr.
azacrown ether) senzoru. Vysledkom blokacie ICT je signifikantny nérast fluorescencie

(fluorescentny ON stav senzoru).

Priprava nového AzaPc senzoru zacala niekol’kokrokovou syntézou
pozadovaného azathiocrownu (Boc-1,4,7,10-tetrathia-13-azacyklopentadekanu), ktory
bol nésledne po odchraneni pouzity do nukleofilnej substitcie s 5,6-dichloro-pyrazin-
2,3-dikarbonitrilom. PoZzadovany monosubstituovany medziprodukt, na ktory mala byt’
v nasledujicim kroku naviazana butoxy skupina, nebol bohuzial ziskany v takej Cistote,
aby mohol byt’ pouzity do d’alSej reakcie veducej k priprave kI'i¢ového prekurzoru, teda

5-butoxy-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-dikarbonitrilu. Druhy z pozadovanych



prekurzorov,  5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril, bol pripraveny
uspesne podla publikovaného postupu. Vysledky tejto diplomovej prace posluzia ako
vychodzi bod pre d’alSiu optimalizaciu postupu tak, aby sme ziskali pozadovany AzaPc,

u ktorého bude naseldne $tudovana citlivost’ k tazkym kovom (Pb*", Cd*", Hg”").



2 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department: Department of Biophysics and Physical Chemistry
Candidate: Patricia Seminsk4

Supervisior: doc. PharmDr. Veronika Novéakova, Ph.D.
Consultant: PharmDr. Lukas$ Lochman, Ph.D.

Title of thesis: Synthesis and Study of New Unsymmetrical

Azaphthalocyanines bearing azathiocrown ether for

cation binding

Azaphthalocyanines (AzaPc) are planar macrocyclic compounds, which are aza-
analogues of synthetic phthalocyanine dyes. AzaPc, due to their system of conjugated
double bonds, show interesting photophysical properties such as fluorescence emission
and absorption in the red area of the spectrum, which is suitable for biological
applications. These properties depend on character of peripheral substituents and central
metal cation. The attachment of alkylamine group enables intramolecular charge
transfer (ICT), that causes efficient quenching of fluorescence (non-fluorescent OFF
state of the sensor), and leads to decrease of fluorescence quantum yield to zero.
Blocking of ICT is used in development of new fluorescent sensors for metal cations, in
which metal cation is coordinated into recognition moiety (e.g. azacrown ether) of the
sensor. It results in a significant increase of fluorescence (fluorescent ON state

of the sensor).

Preparation of new AzaPc sensor started via a multi-step procedure resulting in
anew azathiocrown (i.e. Boc-1,4,7,10-tetrathia-13-azacyclopentadecane), which was
deprotected and used in a nucleophilic substitution with 5,6-dichloro-2,3-dicarbonitrile.
Desired monosubstituted intermidiate, suitable for subsequent attachment of butoxy
group, was not prepared in sufficient purity to be used further to obtain key precursor
5-buthoxy-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-dicarbonitrile. Another precursor, 5,6-
bis(fert-butylsulfanyl)pyrazine-2,3-dicarbonitrile was succesfully synthesized according

to procedure published in literature. The results of this Diploma Thesis will be useful



for a follow-up optimization of reaction steps to get target AzaPc, its sensitivity toward

heavy metal cations will be investigated (Pb*", Cd*", Hg*").



3 Z0OZNAM SKRATIEK

AzaPc

CHF

CSS

CTC

DBU

DCM

FEF

D

FRET

HEX

HOMO

HPLC

ICT

LUMO

MS

NMR

Pc

PET

azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

chloroform

stav rozdelenych nabojov (charge separated state)

,charge transfer complex*

1,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-en

dichlormethan

zosilujuci faktor fluorescencie (fluorescence enhancement factor)
kvantovy vytazok fluorescencie (fluorescence quantum yield)

Forsterov rezonan¢ny prenos energie (Forster resonance energy

transfer)
hexan

najvyssi obsadeny molekularny orbital (highest occupied

molecular orbital)

vysoko uc¢inna kvapalinova chromatografia (high-performance

liquid chromatography)

intramolekularny prenos ndboja (intramolecular charge transfer)

v v

molecular orbital)

hmotnostna spektrometria (mass spectrometry)

nuklearna magneticka rezonancia (nuclear magnetic resonance)
ftalocyanin (phthalocyanine)

svetlom vyvolany prenos elektronu (photoinduced electron

transfer)



R¢

TFA

THF

TLC

rezonancny prenos energie (resonance energy transfer)
retencny faktor

trifluoroctova kyselina (trifluoroacetic acid)
tetrahydrofuran

chromatografia na tenkej vrstve (thin layer chromatography)



4 CIEL PRACE

Cielom mojej diplomovej prace bolo zozndmenie sa s problematikou
fluorescencnych senzorov pre kationy kovov. Experimentalna ¢ast’ mojej prace zahtnala
niekol’kokrokovi  pripravu  prekurzorov  5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu A a 5-butoxy-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-dikarbonitrilu B.
Nasledne bola planovana priprava cielového asymetrického azaftalocyaninu pomocou
cyklotetrameriza¢nej  reakcie  pripravenych  prekurzorov. A aB. Pripraveny
azaftalocyaninovy (AzaPc) senzor mal byt charakterizovany a Studovany z hl'adiska
spektralnych a fluorescenénych vlastnosti s dorazom na citlivost’ ku kationom t'azkych

kovov.

Najprv bolo potrebné pripravit’ asymetricky prekurzor B, t.j. 5,6-disubstituovany
pyrazin-2,3-dikarbonitril nestci azathiocrownovou rozpoznavaciu cast’
(monoazatetrathia-15-crown-5) a butoxy skupinu a prekurzor A sobjemnymi terc-
butylsulfanylovymi  skupinami 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril.
Objemny substituent, ferc-butylsulfanylova skupina, mal znemoznit’ agregacii, ktora je

u AzaPc neziaducim javom veducim ku strate senzorickych vlastnosti.

Tieto dva prekurzory mali dat vznik asymetrickému  AzaPc,
cyklotetramerizacnou reakciou pomocou Statistickej kondenzacie prekurzorov A a B.

Touto reakciou mal vzniknit’ cielovy asymetricky AzaPc typu AAAB. (Obrazok. ¢. 1)

(Sﬁj
>< K/N\//

§ 3
Obrazok ¢. 1: Ciel'ova $truktira, asymetricky zino&naty AzaPc. Cervenou farbou je

zndzorneny monoazatetrathia-15-crown-5, rozpoznéavacia ¢ast. Modrou farbou st

znazornené terc-butylsulfanylové skupiny, objemné substituenty.



5 TEORETICKA CAST

5.1 Fluorescencia

Luminiscencia, vSeobecnejs$i pojem ako fluorescencia, je emisia fotonu
zo substancie. Ide o fyzikalny dej, kedy po absorpcii nastdva emisia z excitovanej latky
pri prechode do zékladného stavu a to vo forme fotoluminiscencie (zdrojom je
elektromagnetické Ziarenie), elektroluminiscencie (zdrojom je elektricky prad),
termoluminiscencie (zdrojom je tepelnd energia), bioluminiscencie (zdrojom je
biochemicky proces) v zavislosti od povahy excitovaného stavu latky. (1) V tejto praci

bude venovana pozornost’ fotoluminiscencii.

Vysledkom interakcie svetla so substanciou v pripade fotoluminscencie mdze
dojst’ k fluorescencii alebo fosforescencii. (2) Molekula, ktora je zodpovedna
za fluorescenciu sa nazyva fluorofor. Fluorofor m4 vicSinou aromaticky charakter,
tj. systém konjugovanych dvojitych vézieb, vd’aka ktorym ma schopnost’ absorbovat
svetlo uréitych vinovych dizok. Nejznamej§imi v praxi pouzivanymi fluoroformi su
chinin, fluorescein, rhodamin (Obrazok ¢. 2), alebo aj molekuly proteinov, tvorené
aromatickymi aminokyselinami (Obrazok €. 3). (3) Pri flurescencii je ndvrat excitovanej
molekuly do zékladného stavu emisiou foténu rychly, radovo 107 s. Naproti tomu pri
fosforescencii je excitdcia elektronu sprevadzand zmenou spinu, Co zapriCiiuje, Ze
opédtovnad emisia fotonu zahfna kvantovo mechanicky zakazané prechody stavu energie,

a tym je emisia pri fosforescencii zna¢ne pomalSia ako emisia pri fluorescencii, trva

radovo 107 s az 10% s. (4)
HO (0] o]

H3OC
/ O
\

N

Chinin Fluorescein Rhodamin

Obrazok ¢. 2: Molekuly floroforov.



(0] 0] (0]
H, H, H,

Tryptofan Tyrozin Fenylalanin

Obrazok ¢. 3: Molekuly aromatickych aminokyselin.

5.1.1 Historia

Ako prvy poznamenal fenomén fluorescencie Sir John Frederick William
Herschel (Obréazok €. 4) v roku 1845 a to na priklade chininu rozpusteného vo vode, kde
pozoroval v pohari tonikovll vodu, ktora bola vystavend slne€nému Ziareniu. Chinin je v
roztoku excitovany ultrafialovym Ziarenim zo slnka. VSimol si, Ze na povrchu tekutiny
je mozné pozorovat’ svetlo modru ziaru. Zosilenie tohto fenoménu je mozné docielit’
pridanim menej polarneho rozpustadla akym je ethanol, ktory znizi dielektricka
konstantu a emisné spektrum sa posunie do krat$ich vinovych dizok. Alebo pozorovania

javu pod pravym uhlom k smeru slne¢ného Ziarenia. (2)

Obrazok ¢. 4: Sir John Frederick William Herschel. Prevzaté z (5).



Vyznamnou udalostou v historii fotoluminiscencie bola publikacia fyzika
Georgea Stokesa, v ktorej roku 1852 ako prvy popisal dej takzvany Stokesov posun
(vid’ nizsie). George Stokes popisal excitatné a emisné spektra a vzt'ah medzi nimi.
Vsimol si, Ze energia vyziarena pri emisii daného fluoroforu je spravidla mensia ako

energia pohltena pri absorpcii. (6)

Co sa tyka fosforescencie (fosfor, z grédtiny, ten, ktory nesie svetlo), bol tento
jav pozorovany v prirode uz davno. V roku 1602 Vincenzo Cascariolo, ktory sa venoval
alchymii, sa ako prvy zacal venovat’ kametiom, ktoré svietili v tme potom ¢o boli cez
det vystavené slnecnému ziareniu. Neskor bol v kamenoch rozpoznany sulfat baria,

ktory redukciou dava sulfid baria a to je fosforeskujuca zlucenina. (1)

Alexandre Edmond Becquerel bol franctuzsky fyzik, ktory sa zaoberal oblast'ou
magnetizmu, elektriky a optiky. Osobitni pozornost’ venoval studiu svetla, skimaniu
fotochemickych ucinkov a spektroskopickych znakov slne¢ného ziarenia a mimo in¢ho
taktiez javom fosforescencie. V roku 1857 zostrojil fosforoskop (Obrazok ¢. 5), ktory
meral ako dlho trva, kym fosforeskujici material prestane ziarit potom ¢o bol

excitovany svetelnym zdrojom. (6,7)

Obrazok ¢. 5: Fosforoskop Edmonda Becquerela. Prevzané z (6).

5.1.2 Princip fluorescencie - Jablonského diagram

Jednotlivé pochody a princip fluorescencie vysvetluje Jablonského diagram
(Obrazok ¢. 6), ktory popisuje cely proces, ktory nastdva medzi absorpciou a emisiou
svetla. Znazorfiuje okrem prechodu z excitovaného stavu molekuly naspiat’ do

zakladného stavu a takzvaného zakdzaného prechodu z metastabilného stavu (o nizsej



energii), ¢o su fluorescencia a fosforescencia, aj ostatné mozné procesy, ktoré

prebiehaju v excitovanych stavoch molekul. (8)

V Jablonského diagrame (Obrazok ¢. 6) su znazornené jednotlivé elektronové
stavy, zakladny stav oznaceny ako S, a excitované elektronové stavy S; a S,. Kazdy
z tychto elektronovych stavov fluoroforu mé eSte vibracné energetické hladiny,
v ktorych méze d’alej fluorofor existovat, ktoré su oznacené 0, 1, 2 atd’. (2) Sipky
znazornene vertikdlne zobrazuju excitaéné a relaxacné procesy a procesy s nimi spojené
ako su fluorescencia, fosforescencia, medzisystémova konverzia, vnutorna konverzia

a absorpcia.

V diagrame st obsiahnuté ako procesy, kedy sa molekula zbavuje energie
formou fotonu (fluorescencia a fosforescencia) takzvané procesy ziarivého dohasinania,
tak aj procesy neziarivé, kedy sa molekula zbavuje energie napr. pomocou tepla bez

ucasti emise fotonu.

Po absorpcii zZiarenia nasleduje niekol’ko procesov, ktoré¢ Jablonského diagram
zobrazuje. Fluorofor je excitovany na niektoru z vysSich vibracnych hladin S; alebo S,.
Tento prechod najéastej$ic na S, vibraéni hladinu trva radovo 107° s. Povisine
excitovana molekula relaxuje na najmensiu moznu vibracnu hladinu stavu S;, tento
proces sa nazyva vnitorna konverzia, trvanie tejto vnatornej konverzie trva 10" s a je
spdsobena stratou Casti energie molekul zrazkami s okolitymi molekulami. (2) Proces
excitacie do vysSieho elektronového stavu je vysvetleny Franck-Condonovym
principom, ktory hovori otom, Ze distribucia elektonov v molekule v najnizSom
elektrobnovom stave Sy je najstabilnejSia, no po excitacii molekuly prechod elektronov
jadrové vibracie posuvaju jadro smerom k polohe novej rovnovaznej vzdialenosti
vzhl'adom na novu potencidlnu energetickl krivku. (4) Tento jav spdsobuje, ze
najvacSia pravdepodobnost’ elektronového prechodu je v mieste kde sa funkcie
vibraénych vin prekryvajui najvyraznejiie. Teda najpravdepodobnejsi je prechod
znajnizSej vibracnej urovne zakladného stavu Sy na vySSie vibracné drovne
excitovaného stavu S;. (Obrdzok €. 7). (2,9) Molekula sa z excitovaného stavu S; moze
dostat’ na stav S, prijatim d’alSej energie absorpciou foténu. Zo stavu S, sa vnatornou
konverziou dostava na niektort vibraéni hladinu stavu S; za 10" s a za dalsich 10™%s
sa dostane nanajniz§iu vibracnu hladinu stavu S;. KedZe doba dohasinania

: 4 4 -8 ’ v , , . .
fluorescencie trva rddovo 10™ s, z toho vyplyva, Ze vnatornd konverzia prebieha

11



rychlejSie a je ukoncend eSte pred emisiou, a preto prebicha fluorescencia najcastejsie

z najnizsej energetickej hladiny stavu S;. (8)

Vibracna relaxicia

A 2 |
7 T Vnutorna kaonverzia
| L
5 0 i 2 i o )
E t 44 " T Medzisystémova konverzia
51 0 P4 d, 2
1]
: 0, 0
Energia T 9y
Absorpcia Fluorescencia Fosforescencia
]
Se O

Obrazok ¢. 6: Jablonského diagram. Prevzané a upravené z (10).

a3
Energia
excitovany
stav vibraéna
energia
zakladny
stawv
- +Agc q,

Obrazok €. 7: Franck-Condonov princip. Elektronovy prechod medzi zékladnym
a excitovanym stavom, kde FC je vzdialenost’ medzi zékladnym a excitovanym stavom

v zov§eobecnenych priestorovych suradniciach qi . Prevzané a upravené z (11).

Stokesov posun (Obrazok ¢&. 8) popisuje rozdiel energii a vinovych dizok medzi

emisiou a absorpciou. Podl'a Jablonského diagramu je tento jav zrejmy a spdsobeny

12



tym, ze emisia prebieha z energetickych hladin zna¢ne nizSich nez z tych, na ktoré bol

fluorofor excitovany no za vyssich vinovych dizok. (2,8)

Stokesov posun je pre dany fluorofor Specificky, ale je moznost’ ho ovplyvnit

napriklad polaritou rozpuastadla, alebo teplotou. (10)

i Stokesow posun

[au.]

Intenzita
Nuorescencia

Vinowd dizka [nm]

Obrazok ¢. 8: Stokesov posun. PreruSovanou ¢iarou je znazornené absorpcné spektrum

a plnou ciarou fluorescenéné emisné spektrum fluoroféru. Prevzaté a upravené z (6).

V stadiu, ked’ sa molekula nachadza po vibracnej relaxacii na najnizsej vibracne;j

hladine stavu S; m6ze nastat’ viacero situacii, a to :

a) Emisia fotonu
Jedna sa o vlastni fluorescenciu, ziarivy proces, kedy dochadza k prechodu
znajniz8ej vibracnej hladiny S; na jednu z vysSich vibra¢nych hladin Sy
(za 10"? 5). Emisia fotonu pri fluorescencii prebicha za niZ§ich energii
a vo vyssich vinovych dizkach ako absorpcia. V priebehu tohto deja sa molekula
zbavi energie vo forme svetelného Ziarenia. Toto Zziarenie zaznamenavame

v fluorescen¢ne emisnom spektre. (1,2)

b) Medzisystémova konverzia (,,Intersystem crossing*)
Tento neziarivy prechod je jav, kedy sa molekula dostava do najniziej vibracnej
hladiny tripletového stavu T, z vibracnej hladiny S;. Je to prechod medzi stavmi
o rozdielnej multiplicite, kde nastdva zmena na sthlasny spin elektronu, ide

o zakézany spinovy prechod (Obrazok ¢. 9). Pri tomto type emisie je svetlo
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posunuté k vy$§im hodnotam vinovej dizky tym padom k niz§im hodnotam
energie (nizSie energie medzi hladinami T; a Sy ako medzi hladinami S; a Sy).
Najvacsiu pravdepodobnost’ prechodu z S; do T; stavu maji zluceniny
obsahujuce kationy kovov s vyS§im atomovym c¢islom ako napriklad ortut,
barium alebo kadmium (tzv. efekt tazkého atému). (12) Z tripletového T; stavu
sa moze molekula vratit do zdkladného stavu druhym typom Zziarivého
dohasinania a to fosforescenciou. Doba dohasinania je 1072 s az 10 s, ktora je
v porovnani s fluorescenciou rddovo vyrazne dlhS$ia, pretoze musi dojst’ naspat’
ku zmene spinu elektronu. Druhou moZnostou ako sa molekula moZe zachovat’
v T, stave je spitny medzisystémovy prechod (z T; na S;) zapriineny prijatim
d’alSej tepelnej energie a dojde k naslednej fluorescencii, oznacovanej ako
spitna (oneskorend) fluorescencia. (8) Dalsou moZnostou je prenos energie
v tripletovom stave dalSej inej molekule, taktiez v tripletovom stave
a to napriklad molekule O,, pricom vznik4 vysokoreaktivna forma singletového
kyslika, ktory je cytotoxicky. Tento dej je principom fotodynamickej terapie.
(13)

\l/ Medzisystémova konverzia

NN ;
.k

' Fosforescencia

Ty

N i

Obrazok €. 9: Medzisystémova konverzia — zndzornenie obsadenia

elektronovych spinov v orbitaloch.

¢) Strata energie vo forme tepla alebo strata energie zrazkami s okolitymi

molekulami

Na fotoluminiscenciu ma velky vplyv aj prostredie, v ktorom sa molekula
fluoroforu nachaddza. Luminiscenciu moze ovplyvnit’ rozptstadlo, pH ale aj pritomnost’
inych molekul. (1) Kontakt s inou molekulou mdze zapriCinit' navrat excitovanej

molekuly do energetického stavu Sy a to rdznymi mechanizmami. V takychto pripadoch
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hovorime hlavne o zhasinani molekul, a to tvorbou dimerov v zakladnom stave Sg

tvz. statické zhasinanie alebo zhasinanie kolizne tzv. dynamické zhasinanie. (2,12)

Pri statickom zhasinani dochddza k tvorbe dimeru excitovanej molekuly
a zhasaCa, kedy sa fluorofor vrati naspit do zakladného stavu. Tento komplex

sa svojimi vlastnostami lisi od jednotlivych zloziek. (2)

V pripade dynamického zhasinania dochddza k prenosu elektronu medzi
donorom a akceptorom, kde akceptor ostane v excitovanom stave. Fluorofor je
akceptorom elektonov, zatialCo donorom je ionofor (napriklad molekula obsahujuca
aminoskupinu, kde ma atom dusika volny elektronovy par). Elektron fluoroforu, ktory
zabera najvys$i obsadeny molekularny orbital (,,highest occupied molecular orbital®,
unoccupied molecular orbital“, LUMO) absorbovanim excitacného fotonu. Ak je
energia ionoforu HOMO prave vysia ako energia fluoroforu, elekton ionoforu HOMO
sa prevedie na HOMO excitovaného fluoroforu priestorom, ¢o blokuje emisny prechod

excitovaného elektonu zaberajuceho fluorofor LUMO na fluorofor HOMO. (14)

Dal§ia moZnost’ prenosu energie je tzv. rezonanény prenos energie (,,resonance
energy transfer”, RET), kde dochédza k prenosu energie na mala vzdialenost’ a energia
modze byt vyziarena vo forme tepla alebo emisiou fotonu. (2) Pri zhasinani molekul je
potrebné v neposlednom rade spomenit aj svetlom vyvolany prenos -elektronu
(,,photoinduced electron transfer, PET) a intramolekularny prenos ndboja
(,,intramolecular charge transfer”, ICT), ktorym bude venovana pozornost v d’alSej

kapitole.

5.2 Prenos elektronov pomocou PET a ICT

Jednd sa o zvlaStny pripad relaxdcie molekuly z energetického stavu S; do

zakladného energetického stavu Sy, kde dochadza k prenosu elektronu (Obrazok €. 10).

Jednou z moZnosti prenosu elektronu je svetlom vyvolany prenos elektronu
(PET). Principom tohto deja je vytvorenie komplexu donor — akceptor takzvany ,,charge
transfer complex (CTC), kde su z donora na akceptor prenesené elektrony. (2)

Fluorofor je akceptorom elektoénov, zatial¢o donor elektronov je v roli zhasovaca
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(napriklad molekula obsahujica aminoskupinu, kde ma atém dusika vol'ny elektrénovy
par). (14) Elektron je medzi donorom a akceptorom preneseny ,,preskokom® na urcitu
vzdialenost medzi molekulami, a molekula sa dostane naspit do zakladného stavu
prave prenosom elektréonu, ktory sa riadi oxidoredukénym potencidlom zékladného

a excitovaného stavu. (15)

Druhou moznost'ou je intramolekularny prenos naboja (ICT), kedy dochadza len
k redistribucii elektronového naboja vo vnutri molekuly a vytvoreniu dip6lu. Rozdiel
medzi PET alICT je teda vtom, ze pri ICT je donor aakceptor vo vzdjomne
konjugovanom stave, nedochadza k preskoku elektronu a namiesto CTC komplexu
vznikd ,,charge separated state® (CSS) Cize stav, kedy dojde ku zvySeniu elektronovej
hustoty v okoli akceptora. Cast’ energie stavu S, je pouZita prave na tvorbu CTC a CSS,

¢ize lezia na niz8ej energetickej hladine. (15)

Vysledkom oboch mechanizmov, ICT aj PET, je =zhasenie molekuly
v excitovanom stave tj. nefluorescentny stav a na zéklade blokécie tohto zhasinania

pracuju niektoré fluorescencné senzory.

@ . =
CcTC
@ akceptot Q elekironova ustota

konjugovany systém vizieh

Obrazok ¢. 10: Zjednodusena schéma prenosu elektronu behom PET a ICT. Prevzaté

a upravené z (15).



5.3 Fluorescené¢né vlastnosti latok

Fluorescen¢né vlastnosti latok mozeme charakterizovat pomocou fluorescencéne
emisného spektra latky, kvantovym vytazkom fluorescencie, dobou dohasinania

fluoroforu, zosilujucim faktorom fluorescencie a Stokesovym posunom.

5.3.1 Fluorescencne emisné spektrum latky

Emisné spektrum latky je znazornené ako zavislost’ intenzity fluorescencie na
vlnovej dlzke emitovaného svetla, pri konStantnej vinovej dlzke excitacie. V porovnani
s excitacnym spektrom je fluorescen¢ne emisné spektrum posunuté k vy$$im vlnovym

dizkam (vid’ Stokesov posun Obrazok &. 8 ). (16)

5.3.2 Kvantovy vytazok fluorescencie (,fluorescence quantum yield“, @r)

Kvantovy vytazok fluorescence (@r) je pomer medzi poftom vyziarenych

fotoénov a fotonov absorbovanych vplyvom prijatia svetelnej energie.

Hodnotu kvantového vytazku @ vyjadruje rovnica:

r

QF = ———
I' + Knr

Kde T' je miera emisivity fluoroforu a Knr je miera neziarivych prechodov
fluoroforu. Hodnota kvantového vytazku sa moze blizit' k 1 (ale nedosiahne 1, kvoli
Stokesovym stratam), pokial miera neziarivych prechodov je menSia ako miera
emisivity (Knr < I'). Kvantovy vytazok sa blizi k 1 u fluoroforov, ktoré maja
najjasnejSie emisie. (2,17) Pre kvantifikiciu @r sa vacSinou vyuziva zrovnanie

s referen¢nou latkou o zndmom @r.

5.3.3 Doba dohasinania fluoroforu (t)

Doba dohasinania fluoroforu (t) je priemerny cas, ktory molekula stravi
v excitovanom stave, ide o c¢as medzi absorpciou a emisiou. VSeobecne doba

dohasinania trvd 10 ns. Fluorescencia je prevazne ndhodny proces a zriedkakedy st
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fotony emitované molekulou po tato dobu t = t . 63 % fotéonov je vyziarenych pred

casomt =t a zvySnych 37 % foténov v Case t > T. Tento jav sa d& vyjadrit’ vzorcom:

1

t =F+Knr

Kde t [s] je doba dohasinania fluoroforu, I" je miera emisivity fluoroforu a Knr

je miera neziarivych prechodov fluoroforu. (2,17)

5.3.4 Zosil'ujuci faktor fluorescencie (,fluorescence enhancement factor,

FEF)

Zosilujuci faktor fluorescencie FEF vyjadruje narast florescencie po naviazani
prislusného analytu do rozpoznévacej Casti senzoru. Vyjadruje sa pomerom kvantového
vytazku fluorescencie senzoru s naviazanym analytom @Prgw+) a kvantového vytazku

vol'nej formy senzoru. @rfice). (10,18)

@
FEF = 9

d)F(free)

5.3.5 Stokesov posun

(vid’. Kapitola 5.1.2)

5.4 Fluorescen¢né senzory

Fluorescencné senzory su latky, ktoré v pritomnosti urcitého analytu,
ako odpoved’ menia svoje fluorescencné vlastnosti. (2) Zmena intenzity fluorescencie je

podstatnym a jedine¢nym detekénym signdlom. (19)

Uz dlhSiu dobu sa vyskum aktivne zameriava na oblast’ fluorescenéného
snimania a Stadium fluorescenénych senzorov. Detekcia pomocou fluorescencie je
uprednostiiovana pred detekciou pomocou absorpcie kvoli vysSej citlivosti. Meranie
pomocou fluorescencie je vyznamné znacnou selektivitou a moznostou optickej

aktivacie v ur¢itom cielovej Strukture v organizme. (2)
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Vyuzitie vysokej citlivosti detekcie fluorescencie vyuzivaju doposiall metody
ako sekvencia DNA, fluorescencné znacenie gélov po separécii elektroforézou a rézne
imunoanalyzy. Fluorescencné zobrazovanie umoziiuje zobrazovanie organov alebo
buniek vo fluorescenénej mikroskopii. (20) Pouzitie prave fluorescenénych senzorov
ma znizovat' pouzivanie indikatorov, ktoré si mnohokrat radioaktivne a takisto ako
ndhrada pristrojov ako si vysokoucinna kvapalinova chromatografia (,,High
performance liquid chromatography*, HPLC) alebo plynov4 chromatografia, ktoré st
nakladné. (2) S pokro¢ilym vyskumom stapa dopyt po rychlych a lacnych
neinvazivnych testovacich metdédach pre Sirokti Skdlu klinickych, biologickych,

biochemickych ¢i environmentalnych aplikacii.

Fluorescencné senzory pre kationy kovov sa v sG€asnosti uplatiuju pri
monitorovani rdznych chordob ako su napriklad monitorovanie K’ u pacientov
s arterialnou hypertenziou, alebou pacientov s maniodepresivnou poruchou sa pomocou
tychto senzorov monitoruje hladina Li". (21) V environmentalnej sfére sa taktieZ naslo
vyuzitie senzorov vdaka citlivosti a vysokej Specifickosti ato pri monitorovani
kontaminacie vody tazkymi kovmi ako ortut’ alebo kadmium, ktoré su zname pre svoju

vysoku toxicitu. (22)

V oblasti mediciny sa v neposlednom rade vyuzivaju aj fluorescencné senzory,
ktoré su ur¢ené na opticktl detekciu pH, ¢o sa vyuziva pri monitorovani parcidlnych

tlakov krvnych plynov pO; a pCO; v krvi. (23)

5.4.1 Struktiira fluorescen¢ného senzoru

Fluorescencné senzory pozostavaju z dvoch casti, ktoré moézu byt spojené
priamo alebo cez spojovaci retazec. Prvou €astou je fluorofor, ktory tvori signdlnu Cast’.
Druhou castou je rozpoznavacia, ktora je zodpovednd za selektivne rozpoznanie
a ucinnost’ vdzby s analytom, ktory je sledovany. Po detekcii analytu rozpozndvacou
Cast'ou, ktord posobi ako signalny prevodnik, je informécia prevedend signalnou Cast'ou

na opticky signal, ktory je vyjadreny zmenou fotofyzikdlnych vlastnosti senzoru.
(21,24)
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5.4.2 Principy funkcie fluorescenc¢nych senzorov

V nasledujicom texte su popisané zdkladné mechanizmy fungovania

fluorescencnych senzorov: Forsterov rezonan¢ny prenos energie (,,Forster resonance

energy transfer”, FRET), PET a ICT.

5.5 Fluorescencné senzory zaloZzené na principe FRET

Forsterov rezonancny prenos energie (Obrazok ¢. 11) patri medzi fotofyzikélne
procesy, ako jedna z prvych opisanych metod, ktoré umoziovali dosiahnut’ rozliSenie

na nanometrickej irovni. (25)

Ide o proces, ktory nie je na principe kolizie, ale zavisi od vzdialenosti. Tento
prenos medzi donorom a akceptorom je rezonan¢ny, ako vyplyva znazvu,
a je nefluorescencny, bez prenesenia fotonu. (26) Ide o prenos energie z donoru, ktory je
v excitovanom stave na akceptor, ktory vyziari energiu vo forme fotonu, deje sa to
na zaklade interakcie dip6l - dip6l, teda oscilujuci dipdl, ktory si predava energiu
s d’alsim dipdlom na zaklade rezonancnej frekvencie, ktord je podobna. (26) Donor
emituje energiu pri niz§ej vinovej diZke ajeho emisia sa prekryva s absorpénym

spektrom akceptoru, zatial¢o akceptor absorbuje pri vys§ich hodnotach vinovej dizky.

Vibradna relaxaciz

- »
FRET
Y
—————— B
Sy I
Y
51
Excitacia o
Emisia
So So L
Donor Akceptor

Obrazok €. 11: Forsterov rezonancny prenos energie. Prevzaté a upravené z (27).
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Forsterov rezonancny prenos energieje je velmi citlivy na vzdialenosti, Co
sa v praxi vyuziva pri studiu Struktury napriklad proteinov a pri detekcii a vizualizécii
intramolekularnych vztahov, konforma¢nych zmien a ako indikator biochemickych
procesov. Vzdialenost medzi dvomi fluoroformi sadd zaznamenat prenesenou
energiou. Fluorofory, ktoré v tomto pripade slizia ako sondy sa mézu pripojit’ k réznym
miestam molekul a poskytovat” informacie o vzdialenosti (Obrazok ¢. 12). Pomocou
FRET senzorov v praxi je mozné monitorovat’ hladinu glukézy v krvi alebo pomocou

oligonukleotidovych sond sledovat prenos energie v intracelularnych priestoroch.
(26,28,29)

i (LD e

NH \
— | N'n. H““
Em=420 nm Em=497 nm

Obrazok &. 12: Mechanizmus detekcie Zn>" pomocou FRET, kde molekula chinolinu je
akceptorom elektronového paru anthracenu, ¢o po naviazani zino¢natého kationu vedie

k zvySeniu fluorescencie. Prevzané a upravené z (30).

5.6 ICT a PET fluorescencné senzory

Vdaka PET ¢1 ICT mechanismu st excitované stavy molekuly zahasené a z toho
dovodu nie je pozorovatelna Ziadna fluorescencia, molekula je v takzvanom OFF stave.
Mechanismus spociva v zablokovani tychto procesov, ktoré dostavaju molekulu do OFF
stavu a dochddza ku schopnosti molekuly opit’ emitovat’ ziarenie fluorescenciou
tzv. fluorescentny ON stav. (31) Prepnutie stavu medzi OFF/ON je docielené na zaklade

naviazania analytu do rozpoznavacej ¢asti senzoru. (2,31)

Existuji dve zdkladné moznosti blokovania ICT a PET ato protoniziciou
donorového centra pH-senzoru zaloZené¢ho na alkylamino skupine, kedy pri zmene pH

do kyslej oblasti dochddza k preruSeniu zhasenia atym k signifikantnému ndrastu
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fluorescencie, (2) ¢oho sa vyuziva u senzorov pre kyslé pH. Oproti tomu u senzorov pre
meranie v zasaditom pH sa vyuziva deprotonizcia hydroxylovej skupiny (-OH), kedy
-O" je silnym donorom pre ICT. Detekcia zéasaditého prostredia sa teda prejavi
signifikantnym poklesom fluorescencie sposobenym obnovenim procesu ICT. (24)
Druhou moznostou je koordinacia analytu do rozpozndvacej cCasti, kedy sa jedna
o senzory citlivé ku kovovym idénom akymi su napriklad kationy vapnika, sodika,

draslika alebo baria. (2,21,32)

5.6.1 PET senzory

Zhasenie molekuly vyzaduje volny elektronovy par donora (lokalizovany
napriklad na dusiku). Ak sa volny elektronovy par naviaze na protoén alebo kation,
energia tohto elektrénového paru sa znizi a transfer elektronov na fluorofor je
inhibovany, ¢o sa prejavi tym, ze neddjde k zhaseniu molekuly, ale naopak

k fluorescencii. (2)

Prikladom moze byt spravanie anthracénu v pritomnosti zino¢natého kationu
(Obréazok €. 13). Anthracén je v nepritomnosti zino¢natého kationu zhaseny v dosledku
amino skupin, po naviazani zino¢natého kationu uz nie je dostupny elektron pre PET,
tym padom uz nebude anthracén zhaseny, ale naopak bude prebichat’ fluorescencia.

(2,33)

— — o+

QO - QO N

Zn( Clo,),

X N \—> N +2ciof
L L
= F 7N 7 G
P
CHeN” NCCH,
zhasenie molekuly o fluorescencia

Obrazok €. 13: Modifikovana molekula anthracenu v komplexe so zino¢natym

kationom. Prevzaté z (33).
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5.6.2 ICT senzory

Princip ICT je podobny PET, no v pripade ICT st donor a akceptor
vo vzajomnej konjugacii vd’aka ¢omu dochadza len k posunu elektronovych hustot

vmitri molekuly namiesto preskokov elektronov (vid’ Obrazok ¢. 10, 14). (31)

5 N
5 =N N ::-f C
\ ) o -
] l,,'--,.,:;_:_?h_q_‘__:;‘- 4 i
"r--_;rw N ._1.‘:
N N

Fluorescencia, a.u.

650 700 750 8OO
Vinova dizka, nm

Obrazok ¢. 14: Vzostup fluorescencie AzaPc spdsobeny zablokovanim ICT,

koordinaciou draselného kationu do molekuly azacrownu. Prevzaté a upravené z (34).

5.7 Azaftalocyaniny ako fluorofory

Vyvoj novych azaanalégov Pc sa aktivne Studuje vo Vyskumnej skupine
azaftalocyaninovych farbiv. AzaPc maji schopnost’ absorbovat svetlo vdaka
rozsiehlému systému konjugovanych dvojitych vizieb. Vlnové dizky, priktorych
absorpcia a emisia u tychto fluoroforov prebiehaju sa pohybujii vo vysSich hodnotach
nad 630 nm, (2) ¢oje vel'mi ziaduce hlavne pre aplikiciu a vyuZitie in vivo, vd’aka
zamedzeniu autofluorescencie endogénnymi chromoformi. Nevyhodou tychto latok je

vSak agregacia vplyvom planarneho charakteru molekuly. (24,34)

U alkylamino derivatov AzaPc bol objaveny proces ICT a to medzi alkylamino
skupinou ako donorom, a makrocyklickym jadrom AzaPc ako akceptorom. (35) Pri

priebehu ICT je molekula v OFF stave, ¢ize nevykazuje fluorescenciu. Blokovanim ICT
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je umoznena exitacia molekuly (molekula v ON stave). (31) Blokovat ICT u AzaPc je
mozné napr. koordindciou analytu do donorového centra, ¢oho sa vyuziva u senzorov

citlivych ku kationom kovov.

5.8 Aza-crown ako rozpoznavacia ¢ast’

Aza-crown, ako rozpoznavacia ¢ast AzaPc senzoru je vhodnym substituentom
vd’aka tomu, Ze obsahuje terciarny amin, ktory je priamo spojeny s aromatickym jadrom
AzaPc a vykazuje donorové vlastnosti, ktoré st dolezité pre priebeh ICT. (36) Medzi
kationy, ktoré vykazuju silnti viizbu s molekulou crownu patria alkalické kovy (Na', K,
Li") a kovy alkalickych zemin (Mg*", Ca*"). (21) V skupine katiénov alkalickych kovov
boli pozorované vztahy medzi velkostou aza-crownu a vdzbovou afinitou. Kde
crownu ovplyviluje aj to, ¢i sa kation kovu bude viazat’ priamo do kavity aza-crownu
alebo nasadne len ako korunka a umozni tzv. ,tweezer* usporiadanie. ,,Tweezer je
pevné usporiadanie dvoch aza-crownovych jednotiek, v ktorych sa oba donorové atomy
dusika zapajaju do vizby s kationom kovu. (18) Dal§im dolezitym faktorom, ktory
vyrazne ovplyviuje selektivitu rozpoznavacieho centra je ndhrada atomu kyslika v aza-
crowne za iny heteroatém (napr. S alebo NH). V tomto pripade sa zvy3uje vizba k Zn*",
Mg®" (S), alebo Li" (NH). Afinitu kationu k aza-crownu méZe ovplyvnit aj substituent,
ktory je na pyrazinovom jadre v ortho polohe k aza-crownu. Kyslik butoxy substituenta
moéze pomdct’ ku koordindcii kationu kovu. (34). V neposlednom rade zohrava rolu
aj rigidita aza-crownu, ktoru je mozné ovplyvnit’ prikondenzovanim benzénového jadra.
Tento sposob ovplyvnenia citlivosti senzoru v spojeni s AzaPc doposial’, Studovany
nebol.

Aza-crowny sa mimo iné¢ho vyuZivaju ako rozpozndvacie Casti v mnohych

komeréne dostupnych senzoroch predovsetkym pre rozpoznavanie Na"a K. (21)

5.8.1.1 Prehlad komercne dostupnych fluorescenénych  senzorov

na rozpozndvanie kationov kovov

I4 4 v , e . =+ . . .
Prvy zavedeny komercny senzor pre rozpoznavanie Na bol ,sodium-binding

benzofuran isophthalate® (SBFI) apre rozpoznavanie K  ,potassium-binding
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benzofuran isophthalate” (PBFI). (Obrazok ¢. 15) Medzi hlavnu nevyhodu tychto
senzorov patri excitdcia v nevhodnej UV oblasti, ktord ma za vysledok autoflorescenciu
buniek. Senzor CD222 pre K odvodeny od kumarinu apre Na“ Sodium green™
odvodeny od fluoresceinu ma lepSie vlastnosti o sa tyka excitacie, ato pri vysSich
vinovych dizkach (480 nm). (2,38) Na monitorovanie intracelularneho Ca** si dostupné
senzory s BAPTA rozpoznavacou skupinou Fura-2 a Indo-1, no lepSie vlastnosti vo

rxno o r . . . ; 2+ , : ™ , v
zvyseni fluorescencie pri naviazani Ca® ma Calcium green -1 senzor. (Obrazok €. 15)
(2,24)

ﬂoc(’\o’\ @ 3 coo"

coo (\ j ﬂr::-c
a o ;

- 4 NH,
SBFI
| I\ |
-00C @ 4 D(_O GJ»O 3 cc:-o
o N N o
[+als] (\_D " 4NH,|DDC
PBFI

CALCIUM GREEM

Obrazok €. 15: Priklady molekul komeréne dostupnych fluorescenénych senzorov na

rozpoznavanie kationov kovov. Prevzaté a upravené z (2).
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6 METODICKA CAST

Priprava ftalocyaninov (“phthalocyanine”, Pc) tak ako aj AzaPc je zalozena na
rovnakych cykliza¢nych reakciach, jedinou odliSnost'ou su vychodzie latky (prekurzory)
a ich priprava, ¢o je dané ich rozdielnou reaktivitou. V pripade Pc sa jedna
o substituované derivaty kyseliny ftalovej, najcastejSie ftalonitrily, u AzaPc je
benzenové jadro vymenené izosternym pyrazinom, prekurzorom je teda substituovany

pyrazin-2,3-dikarbonitril. (15,24,39)

6.1 Syntéza prekurzorov pre AzaPc

Syntéza prekurzorov je zdsadna pre celkové vlastnosti AzaPc pretoze vybrané
periferné substituenty st va¢Sinou zavedené uz do Struktury pyrazin-2,3-dikarbonitrilov.

(39)
Substitu¢né reakcie pyrazinu — nukleofilna substiticia

NajvyhodnejSie substitucie na 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrile su vd’aka
atomu halogénu, ktory je Tlahko vymenitelny za nukleofil pri nukleofilnych
substituciach. Ide o reakciu, kedy je substituent naviazany na aromatickom jadre
nahradeny nukleofilnou casticou (alkylamin, alkoholat alebo thiolat) (Obrazok ¢. 16).
(39,40) Nukleofilnd substitucia prebieha tahSie z dévodu stabilného aromatického
systému benzénového jadra. No v tomto pripade prebieha l'ahko kvoli tomu, Ze je
elektronova hustota na uhlikoch 5 a 6 znizené a to vd’aka dusikom pyrazinového cyklu
so zapornym indukénym efektom a taktiez vdaka zdpornému mezomernému efektu
nitrilovych skupin v polohach 2 a 3. (24) Mechanizmus tejto adi¢ne-eliminacne;j
nukleofilnej substitticie prebieha v prvom kroku tak, Ze atoém uhlika v aromatickom
kruhu nesuci odstupujicu skupinu (chloridovy aniéon) je atakovany nukleofilom
(thiolat). V druhom kroku je odstupujiica skupina eliminovanad a nastane regeneracia
aromatického kruhu. Nukleofilné substitucie prebichaju v bazickom prostredi.

V pritomnosti baze bol z thiolu vytvoreny nukleofil, thiolat. (41)
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Obrazok ¢&. 16: Vieobecny postup pripravy prekurzorov pre AzaPc, kde je R, R* alkyl
alebo aryl, X je kyslik, dusik alebo sira a M je kation kovu alebo 2H. Prevzaté
a upravené z (24,39).

Pri priprave 5-butoxy-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-dikarbonitrilu B
sa planovalo  vyuzit  dvojkrokovej nukleofilnej  substituce. Najprv  typu
aminodehalogenacie, ktora by prebehla v prostredi 1,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-énu
(DBU)/LiOH reakciou 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s monoazatetrathia-15-
crown-5. A v druhom kroku by sa pridal butanol, ¢im by v bazickom prostredi vznikol

pozadovany prekurzor (Obrazok ¢. 17). (37,42)

Priprava 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu A bola popisana
kolegami v nasej vyskumnej skupine uz skor. Jedna sa o nukleofilni substiticiu
2-methyl-2-propanthiolu s 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilom v prostredi NaOH
(Obrazok ¢. 17). (37,42)

Kondenzacia

Pyrazinové jadro moéze vzniknit aj kondenziciou diaminomaleonitrilu
s diketonom v pripade, ze je alkyl alebo aryl priamo naviazany na C-C skelet vdzbou,

tato reakcia prebieha v kyslom prostredi. (Obrazok ¢. 16). (39)
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Obrazok ¢. 17: Schéma postupu navrhnutej syntézy prekurzorov.

6.2 Tetracyklizacna reakcia

Pri vzniku AzaPc makrocyklu sa vychadza z cyklizacnej reakcie prekurzoru. Je
mozné vyuzit dva zakladné pristupy — Linsteadovu metdédu s alkoholatom ako
iniciatorom cyklizacie alebo templatovoll metodu, kedy kation kovu sluzi ako templat,
okolo ktorého sa zoskupuju Styri prekurzory a nasledne sa spoja do AzaPc. Ak do
reakcie vstupi len jeden prekurzor vznikne symetricky AzaPc, no v pripade, ze st
prekurzory dva (A a B) vznikd takzvany asymetricky AzaPc. V pripade, Zze maju oba
prekurzory zrovnatelni reaktivitu ziskame Sest réznych molekul s rozne
nakombinovanymi jednotkami A a B, ktoré sa nazyvaju kongenery (AAAA, AAAB,
AABB, ABAB, BBBB) (Obrazok ¢. 18). Metdda, ktorou tieto nesymetrické zluceniny
vznikaji sa nazyva tzv. Statistickd kondenzacia. PoZzadovany kongener (obvykle typu

AAAB) je nutné oddelit’ pomocou chromatografickych metédd. (39)
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Obrazok ¢. 18 : VSebecna schéma vzniku Siestich r6znych kongenerov pri priprave

nesymetrického AzaPc komplexu, metddou statistickej kondenzacie, A a B prekurzory.
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7 EXPERIMENTALNA CAST

Vsetky chemikalie pouzité pre pripravu zlucenin boli zakupené od firiem Penta,
Lach-Ner, Sigma-Aldrich a Acros. Vyvoj reakcii a ¢istota vyslednych produktov boli
sledované pomocou tenkovrstvej chromatografie (,.thin layer chromatography*, TLC)
na doskdch Merck Kieselgel 60 Fss, detekcie UV lampov prebiehali pri vinovych
diZkach 254 nm alebo 366 nm. Pripadne bola na detekovanie $kvin na TLC pouzita
vypalovacia piStol’ avypalovacia detekéna zmes obsahujuca (Ce(SOs),,
Hi3[P(Mo0301¢)4], H2SO4). Pre separaciu necistot a vyslednych produktov bola pouzita
stipcova chromatografia za pouzitia stacionarnej faze Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063
mm), mobilnd fidza je uvedena u konkrétnych reakcii. Na Katedre anorganicke;j
a organickej chémie boli pomocou nukledrnej magnetickej rezonancie (nuclear
magnetic resonance, NMR) namerané 'H NMR a '>C NMR spektra pristrojom Varian
Mercury Vx BB 300 a VNMR S500. Hmotnostna spektrometria (,,mass spectrometry*,
MS) bola merana na Katedre farmaceutickej analyzy na pristroji Agilent 500 Ion Trap
LC/MS, APCI (atmospheric pressure chemical ionization) hmotnostné spektra boli

ziskané priamym néstrekom vzorku rozpustené¢ho v methanole na detektor.
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7.1 Schéma prevadzanych reakcii
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7.2 Priprava 3,6-dithiaokta-1,8-dithiolu (1) — nelispeSna reakcia

S
—>
Ho/\/s\/\s/\/OH * |-|2N)I\NH2 HS\/\S/\/SV\SH
1

Priprava latky 1 bola zalozena na postupe popisanom uz skor v literature. (43)

K 3,6-dithia-1,8-oktadiolu (4,0608 g, 22,3 mmol) v trojhrdlej banke (100 ml)
bola pridand thiomocovina (4,9800 g, 65,4 mmol). Bol pouzity vys§i pomer
thiomoCoviny 1:3 3,6-dithia-1,8-oktadiol/thiomo€ovina v porovnani s ¢lankom, kde bol
pomer reaktantov len 1:2 3,6-dithia-1,8-oktadiol/thiomocovina. V ochrannej argénove;j
atmosfére bol k reakénej zmesi po kvapkach pridavany 48% bromovodik (7,5 ml, 66
mmol). Zmes bola zahriata a biela suspenzia bola rozpustend do ¢ireho roztoku. Pri
teplote bodu varu rozpastadla sa zmes zahrievala 9 hodin pod spitnym chladiCom,
v ochrannej argdnovej atmosfére. Po uplynuti reak¢énej doby sa roztok nechal ochladit’
na izbova teplotu. Nasledne bol pridany koncentrovany roztok hydroxidu sodného
(1,6203 g v27 ml vody, 66 mmol) pricom vznikla biela zrazenina. Zmes bola opat’
zahrievana na teplotu varu rozpustadla), pod spitnym chladicom v ochrannej argdénovej
atmosfére cez noc. Behom zahrievania sa biela zrazenia rozpustila. Na druhy den
sanechala zmes vychladnat na izbova teplotu abola opatrne neutralizovana
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou az do dosiahnutia pH 1. Vznikol
dvojfazovy systém. Zmes bola extrahovana dvakrat dichlormethanom (DCM) (50 ml),
organickd faza bola zbierand a vysuSend bezvodym siranom sodnym, prefiltrovana
a odparend na vakuovej rotacnej odparke. Surovym produktom bol bezfarebny visk6zny

olej.

Surovy produkt bol predisteny stipcovou chromatografiou, narozdiel od
publikacie, kde pouzili vakuovu destilaciu ako sposob Cistenia. Ako mobilna faza pre
stipcovii chromatografiu bol pouzity DCM. Na TLC bolo aj po preéisteni mnoho $kvin
medziproduktov a hlavny produkt reakcie nebolo moZzné vyizolovat v dostato¢nom

mnozstve a Cistote pre overenie Cistoty pomocou NMR.
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7.3 Priprava 1,2-bis(2-bromethylthio)ethanu (2)

Ho/\/s\/\s/\/OH L Br/\/s\/\s/\/Br

2

Priprava latky 2 bola zalozena na postupe popisanom uz skor v literatire (44)

3,6-dithia-1,8-oktadiol (1,4388 g, 5,5 mmol) bol v dvojhrdlej banke (50 ml)
rozpusteny v bezvodnom DCM (12 ml) v ochrannej argénovej atmosfére. Nasledne bola
zmes schladend na 0 °C pomocou I'ad/NaCl a po kvapkach bol striekackou pridavany
bromid fosfority (1,16 ml, 12 mmol) v priebehu 10 min za stileho mieSania reak¢ne;j
zmesi. Reakcia bola ponechana pri 0°C 2 hodiny, potom bola reakcia ponechana cez
noc miesana pri izbovej teplote. Dalsi defi bola k reakcii pridana voda (5 ml) ochladen4
na 0°C, reakcia dymila abolo ju potrebné chladit zvonku ladom. Zmes bola
zneutralizovana nasytenym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného (11 g v 100 ml H,O)
za kontroly pH lakmusovym papierikom. Zmes bola sfiltrovana a oddelena organicka
faza bola vysuSena bezvodym siranom sodnym, opit sfiltrovand a odparena

na vakuovej rotacnej odparke. Produktom bola biela pevna latka.

Reakcia bola monitorovana pomocou TLC s mobilnou fazou DCM. Retencny
faktor (R¢) Ry= 0,89 produktu 2 oproti vychodzej latke, ktord sedela na Starte R¢= 0.
TLC bolo vypalené pomocou vypalovacej zmesi. NMR spektrum sa zhodovalo s NMR

spektrom v publikacii a tym bola potvrdena totoznost’ produktu.

Vytazok: 1,8728 g (85 %), molekulova hmotnost’ 308,09.
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7.4 Priprava 3,6-dithiaokta-1,8-dithiolu (1)

S Br
Br- "5 N + H,N NH, _— HS\/\S/\/S\/\SH

2 1

Priprava latky 1 bola zaloZena na postupe popisanom uz skor v literatire. (45)

K 1,2-bis(2-bromethylthio)ethanu 2 (2,2866 g, 3,9521 mmol) v dvojhrdlej banke
(50 ml) bola pridana thiomocovina (1,1868 g, 8,2994 mmol) a zmes bola rozpustena
v 95% ethanole (15 ml). Reakéna zmes bola zahrievana pri teplote varu rozpustadla pod
spatnym chladicom po dobu 3 hodin. Po vychladnuti zmesi bol pridany roztok
hydroxidu sodného (8,32 ml, 2,5 mol/l) a zmes bola d’alej zahrievana pri teplote varu
rozpustadla pod spiatnym chladiCom dal§ie 2 hodiny. Po vychladnuti bola zmes
okyslena roztokom kyseliny chlorovodikovej (HCI/H,O v pomere 1:2) na pH = 1. Zmes
bola vytrepana zo zmesi chloroform (CHF)/voda, bola zbierana organicka faza, ktora
bola vysuSena bezvodym siranom sodnym, sfiltrovand a odparend na vakuovej rotacnej
odparke. Bolo prevedené TLC s mobilnou fazou DCM, kde boli dve skvrny R¢ = 0,44
(dolna skvrna) a R¢= 0,64 (hornd Skvrna). TLC bolo vypalené pomocou vypal'ovacej
zmesi. Surovym produktom bol bezfarebny olej, ktory tuhol v bielu latku

s charakteristickym Stipl'avym zapachom.

Surovy produkt bol predisteny stipcovou chromatografiou za pouzitia mobilnej
faze toluénu. Po ¢isteni stipcovou chromatografiou boli vyizolované dve latky
odpovedajiice hornej a dolnej Skvrne, kde po NMR analyze bolo zistené, Ze horna
Skvrna R¢ = 0,64 odpoveda produktu 1 a dolnd Skvrna R = 0,27 je pravdepodobne
monosubstituovany produkt 3,6-dithiaokta-1-brom-8-thiolu. Bol taktiez prevedeny

pokus o analyzu pomocou MS, no ani jeden z produktov dostato¢ne neionizoval.

Vytazok: 423,7 mg (51 %), molekulova hmotnost’ 214,42.

34



7.5 Priprava N-(terc-butyloxykarbonyl)-bis(2-chloroethyl)-aminu (3)

’ o o OYO
cr >N * >‘\o)J\o)l\oJ< - =

o >N

Priprava latky 3 bola zaloZena na postupe popisanom uz skor v literatire. (46)

K di-tercbutyldikarbonatu (13,095 g, 60 mmol) v trojhrdlej banke (250 ml) bol
v digestore navazeny bis(chlorethyl)amin (9,0 g, 50,4 mmol) a banka bola opatrena
septami. Dalej bol k reakénej zmesi pod ochrannou argénovou atmosférou pridany cez
septum bezvody DCM (63,5 ml) a zmes bola rozpustena. Po kvapkach bol d’alej pridany
injekénou striekackou triethylamin (TEA) (10,6 ml, 60 mmol) a reakénd zmes bola
mieSand za laboratornej teploty, po 1 hodine bol pridany d’al$i TEA (0,62 ml, 60 mmol).
Zmes sa mieSala cez noc v ochrannej argonovej atmosfére. DCM bol odpareny na
vakuovej rotacnej odparke. Vzniknuty olej bol rozpusteny v diethyletheri. Zmes bola
vytrepana dvakrat zo zmesi diethylether/voda. Pozbierand organickd vrstva bola
vysusena bezvodym siranom sodnym, prefiltrovand a odparend na vakuovej rotacnej
odparke. Surovym produktom bol olej, ktery bol precisteny stipcovou chromatografiou

za pouzitia mobilnej faze hexanu (HEX)/diethylether v pomere 9:1.

Bolo prevedené TLC s mobilnu fdzou HEX/diethylether 9:1 (R¢= 0,3 produkt).
TLC bolo vypalené pomocou vypal'ovacej zmesi. NMR spektrum sa zhodovalo s NMR

spektrom v publikécii a tym bola potvrdena totoznost’ produktu.

Vytazok: 8,42 g (69 %), molekuldrna hmotnost’ 242,14.
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7.6 Priprava Boc-1,4,7,10-tetrathia-13-azacyklopentadekanu (4)

ol

| Boc—N
_—
Hs/\/sv\s/\/SH + c|/\/N\/\C| :

S
1 3 S\J

Priprava latky 4 bola zaloZena na postupe popisanom uz skor v literattre. (47)

K latke 1 (0,1835 g, 0,8558 mmol) bol do dvojhrdlej banky (25 ml) navazeny
hydroxid lithia (0,1277 g, 5,1348 mmol) a latka 3 (0,2111 g, 0,8558 mmol). Banka bola
privedena do ochrannej argonovej atmosféry a bol pridany bezvody tetrahydrofuran
(THF) (15 ml). Nasledne bola zmes za staleho mieSania zahrievana pri teplote varu
rozpustadla 24 hodin v ochrannej argdnovej atmosfére. Po odstaveni a vychladnuti bolo
rozpuStadlo odparené za znizeného tlaku. Zmes bola rozpustend v CHF a vytrepana
dvakrat zo zmesi CHF/voda. Pozberana organickd faza bola vysuSena bezvodym
siranom sodnym, prefiltrovand a odparena na vékuovej rotacnej odparke. Surovym

produktom bol bezfarebny olej, ktory tuhol v bielu latku.

Bolo prevedené TLC s mobilnou fazou toluen aj CHF Produkt sedel na Starte

v oboch pripadoch. (Rf = 0). TLC bolo vypalené pomocou vypal'ovacej zmesi.

Vytazok: 0,2277g surového produktu 4, molekuldarna hmotnost: 383,64.
Struktura pripravenej latky 4 bola potvrdena na zaklade MS.

Produkt bol bez Cistenia pouzity do d’alSej reakcie, kde bola latka 4 odchranena

na rozdiel od ¢lanku, kde bol produkt precisteny rekrystalizaciou v HEX.
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7.7 Priprava 1,4,7,10-tetrathia-13-azacyklopentadekanu (5)

Priprava latky S bola inSpirovnd postupom popisanom uz skor v literatire (48),

kde bol pouzity iny aza-crown.

Latka 4 (0,2277 g, 0,3935 mmol) bola rozpustend v zmesi 50% kyseliny
trifluoroctovej (TFA) v DCM (5 ml). Tato zmes bola ponechana za staleho mieSania 15
minut pri laboratornej teplote. Bola odobrana vzorka na TLC s mobilnou fdzou DCM
a pridana 50% kyselina trifluoroctovd v DCM (5ml), zmes bola ponechana d’alSich 20
minat. Po uplynuti 20 minuat bola odobrana d’alSia vzorka na TLC. Potom bolo odparené
rozpustadlo na vakuovej rotacnej odparke. Do reakcie bola pridand voda a zmes sa
pomaly alkalizovala na zasadité pH nasytenym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného,
az do hodnot pH =9 — 10. Zmes bola patkrat vytrepanda DCM a organickd faza bola
vysusena siranom sodnym bezvodym, prefiltrovand a odparend na vakuovej rotacnej

odparke.

Surovym roduktom bola Zzlto — oranzova olejovita latka, ktoru sme dalej
necistili. Reakcia bola monitorovand pomocou TLC s mobilnou fazou DCM, na konci

reakcie sa objavili dve Skvrny, dolna sedela na Starte R¢= 0 a horna Ry=0,92.

Vytazok: 0,2100g, molekularna hmotnost 283,53. Struktira latky 5 bola

v surovom produkte potvrdena na zdklade MS.
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7.8 Priprava 5-chlor-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-
dikarbonitrilu (6), 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-én (DBU) ako

baza — neuspesna reakcia

“ | & o Cl S/\g

P PR o S

NZ N Cl k/s\) N// S\J
5

6

5,6-dichloro-2,3-dikarbonitril (0,0280 g, 0,1411 mmol) bol rozpusteny v THF
aza stdleho mieSania ochladeny l'adom na -12 °C v dvojhrdle; banke (25 ml).
Monoazatetrathia-15-crown-5 5 (0,0400 g, 0,1411 mmol) bol rozpusteny v THF
pomocou ultrazvuku a schladeny v chladnicke. Po schladeni 5,6-dichloropyrazin-2,3-
dikarbonitrilu na -12°C bol po kvapkach do banky prikvapavany rozpusteny
monoazatetrathia-15-crown-5 § a v zapiti bol pridany DBU (0,0236 g, 0,1556 mmol).
Reakcia bola monitorovana pomocou TLC s mobilnou fazou ether/aceton v pomere 2:1.
Po odpareni bol produkt rozpusteny v CHF a trikrat vytrepany zo zmesi CHF/voda.
Organicka faza bola sfiltrovana a odparena na vakuovej rotacnej odparke. Produktom

bol oranzovy ole;.

Po pregisteni stipcovou chromatografiou za pouZitia mobilnej faze ether/aceton
2:0,5 boli oddelené tri frakcie odpovedajice Skvrndm na TLC, no MS ukézala, Ze ani

jedna z nich nie je produktom.
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7.9 Priprava 5-chlor-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-

dikarbonitrilu (6), LIOH ako baza — netspeSna reakcia

pead ?H\}\N

5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitril (0,0320 g, 0,1587 mmol) bol rozpusteny
v THF v dvojhrdlej banke (25 ml) a za staleho mieSania ochladeny 'adom na -12°C.
Monoazatetrathia-15-crown-5 5§ (0,0450 mg, 0,1587 mmol) bol rozpusteny v THF
pomocou ultrazvuku a schladeny v chladni¢ke. Po schladeni 5,6-dichloropyrazin-2,3-
dikarbonitrilu na -12°C bol po kvapkach do banky prikvapkavany rozpusteny
monoazatetrathia-15-crown-5 5 a v zapiti bol pridany LiOH (0,0046 g, 0,1904 mmol).
Reakcia bola ponechana do d’alSieho dna za stdleho mieSania. Po odpareni bol produkt
rozpusteny v CHF a trikrat vytrepany zo zmesi CHF/voda. Organickd faza bola
sfiltrovana a odparena na vakuovej rota¢nej odparke. Surovym produktom bol hnedo-

oranzovy olej. Surovy produkt bol preéisteny stipcovou chromatografiou za pouZitia

mobilnej faze CHF/toluen 1,3:2.

TLC smobilnou fizou CHF/toluen 1,3:2 po predisteni stipcovou

chromatografiou stale obsahovalo mnoho Skvin. Produkt reakcie nebol potvrdeny.
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7.10 Priprava 5,6-bis(ferc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (7)
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Priprava latky 7 bola zaloZena na postupe popisanom uz skor v literattre (49).

K vodnému roztoku hydroxidu sodného (33,18 ml, 1 mol - dm-3) v banke (100
ml) bol pridany za stadleho mieSania 2-methyl-2-propanthiol (4 ml, 35,5 mmol). Zmes
bola mieSana pri laboratdrnej teplote 30 min. 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitril (3 g,
15 mmol) bol rozpusteny v THF (80 ml) a pridany k reakénej zmesi. Po 15 minutach
bola zmes trikrat vytrepana s ethylacetaitom. Organicka faza bola vysuSena bezvodym
siranom sodnym, sfiltrovand a odparena na vakuovej odparke. Na TLC s mobilnou

fazou toluen/benzen 2:1 bola jedna skvrna Ry= 0,52 .

Surovym produktom bol ZIty krystalicky prasok, preéisteny stipcovou

chromatografiou s mobilnou fazou toluen/benzen 2:1.

Vytazok: 8,5268 g (92 %), molekuldrna hmotnost’ 306, 45.
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7.11 Kontrolné reakcie

Tieto reakcie boli vykonané v snahe zistit ako spolu reaguju latky (a ako
ovplyviiuji  priebeh reakcie), ktoré boli pridavané do reakcii pri syntéze
monoazatetrathia-15-crown-5 a 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitrilu a to z dévodu,

ze dané reakcie vykazovali velké mnozstvo Skvin.

7.11.1 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitril a DBU

DBU (25 mg, 0,1658 mmol) bol zmieSany s 5,6-dichloropyrazin-2,3-
dikarbonitrilom (30 mg, 0,1508 mmol) za stdleho mieSania a chladenia 'adom. Zmes
mala Zlto-oranzové sfarbenie. Na TLC s mobilnou fazou ether/aceton 2:1 bol naneseny
samostatny pyrazin, ktory sa ukazal na TLC ako dve oddelené Skvrny, dolna Skvrna
R = 0,32 a horna Skvrna R¢= 0,82 po zmieSani latok sa Skvrny objavili Styri, dve mali
Rr ako povodné latky, no d’alSie dve Skvrny mali odlisné, R¢=0,20 a R¢= 0,75 €o znaci,

ze jednotlivé zlozky spolu zreagovali.

7.11.2 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitrilom a LiOH

LiOH (4 mg, 0,1658 mmol) bol zmiesany s 5,6-dichloropyrazin-2,3-
dikarbonitrilom (30 mg, 0,1508 mmol) za stdleho mieSania a chladenia 'adom. LiOH
bolo tazko rozpustné, kompletne sa rozpustilo po 2 hodinach, reakénd zmes mala zIté
sfarbenie. Bolo prevedené TLC s mobilnou fazou ether/aceton 2:1. Pyrazin
sa zobrazoval na TLC dvomi Skvrnami ako v pripade vysSie, dolnd Skvrna R¢= 0,32
a horna Skvrna R¢= 0,82. Po zmieSani vychodzich latok sa objavili tri Skvrny, kde dve

boli zhodné s Ry pyrazinu a tretia Skvrna ostala na Starte, Re= 0.
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8 VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom mojej diplomovej prace bolo pomocou niekolkokrokovej syntézy
pripravit asymetricky AzaPc zvhodne substituovanych prekurzorov aten potom
podrobit’ Stadiu fotofyzikdlnich a fluorescenénych vlastnosti so zameranim na
senzorické vlastnosti ku kationom kovov. Priprava cielového AzaPc (AAAB) mala
prebiehat’ cyklotetramerizacnou reakciou pomocou Statistickej kondenzacie pri reakcii
dvoch prekurzorov v pomere 1:3 (prekurzoru B:A) (Obrazok €. 19), oba prekurzory st

5,6-disubstituované pyrazin-2,3-dikarbonitrily.

o
G
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\ "
X N
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Obrazok ¢. 19: Prekurzor A a B.

Prekurzor B je nositelom rozpoznavacej funkcie senzoru vdaka molekule

azathiocrownu, ktord ma schopnost’ koordindcie kovovych kationov.

Prekurzor A je v polohe 5 a 6 substituovany objemnymi ferc-butylsulfanylovymi

skupinami braniacimi neZiaducej agregécii AzaPc, ktora vedie ku strate senzorickych
funkcii.

Ako uZ bolo naznacené vySSie vdaka procesu ICT je molekula AzaPc po
excitacii zhasend. Senzor s prebiehajicim ICT mdéZeme teda rozdelit’ na ¢ast donorova
(alkylamino skupina na periferii v naSom pripade azathiocrown) a ¢ast’ akceptorovi
(makrocyklické jadro AzaPc) (Obrazok ¢. 20). Vhodnym substituentom ako je

azathiocrown so schopnostou koordinovat' kovovy kation a volnym elektronovym
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parom na dusiku, je mozné ICT blokovat po naviazani analytu, ¢o sa prejavi
signifikantnym narastom fluorescencie. Tato vlastnost’ je zdkladnym senzorickym

mechanizmom senzorov zalozenych na AzaPc.

Obrazok ¢&. 20: Ciel'ova struktira AzaPc. Cervenou farbou je zniazorneny donor

a modrou akceptor elektronového paru.

Prekurzor A nesuci objemné substituenty bol pripraveny nukleofilnou
substituciou, kedy spolu reagovali 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbinitril a 2-methyl-2-
propanthiol v prostredi THF a vodného roztoku hydroxidu sodného. Produktom reakcie
bol 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3dikarbonitril A, ZzIlty krystalicky prasok
(92 %). Postup tejto reakcie bol popisany uz skor v literatare. (49)

Priprava asymetrického prekurzoru B prebiehala v niekolkych krokoch.
V priebehu pripravy diplomovej prace sme bohuzial nedospeli k uspeSnej priprave
planovaného prekurzoru B. Najprv bolo potrebné pripravit’ azathiocrown 5, pre ktorého
pripravu bolo pouzitych uz niekolko publikovanych postupov, avSak v priebehu nase;j
prace sme zaznamenali niekol’ko problematickych faz pripravy, ktoré sa budem snazit’
objasnit’ nizSie v texte. Z tohto dévodu doslo k oneskoreniu pripravy mojej diplomove;j
prace a nedostatocne optimalizovanll pripravu latky 6 a tym aj neumoZnenej pripravy

finalného prekurzoru B

Pripravit’ latku 1 sme sa najprv pokusili reakciou 3,6-dithia-1,8-oktadiolu
a thiomoCoviny s piidavkem 48% bromovodika, pri reakcii dochadza k substitucii
hydroxylového ionu thiomoc€ovinou, ktord je nasledne hydrolyzovand vodnym
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roztokom hydroxidu sodného. V porovnani s ¢lankom sme pouzili vys$Si pomer
thiomocoviny k 3,6-dithia-1,8-oktadiolu (v ¢lanku bol pomer 3,6-dithia-1,8-
oktadiol/moc¢ovina 1:2 my sme pre reakciu pouzili 1:3, za umyslom zvySenia vytazku
reakcie), (43) hlavny produkt tejto reakcie nebolo mozné vyizolovat’ z dovodu vzniku
mnoho inych najpravdepodobnejSie bocnych produktov reakcie. Aj ked’ sme reakciu
zopakovali so zachovanymi pomermi vychodzich latok hlavny produkt nebolo stale

mozné vyizolovat.

Pre syntézu latky 1 sme preto zvolili iny postup, a to najprv pripravu latky 2, kde
k 3,6-dithia-1,8-oktadiolu bol po kvapkach pridavany bromid fosfority. Mechanizmus
zahfiia pociatocni aktivaciu kyslikového atomu v molekule alkoholu elektrofilnym
fosforom, ¢im vznikd dobre odstipujica skupina a substiticia bromom na atome uhlika.
NMR analyza potvrdila totoznost’ produktu 2 s vytazkom 85 %. Reakciu sme opakovali

eSte dvakrat s vytazkom 81 % a 85 %.

Priprava latky 1 z latky 2 prebiehala za pritomnosti thiomocoviny, kde tentokrat
doslo k substitucii halogenidového ionu cez intermedidlnu sol’ alkylisothiomocoviny,
ktora bola nasledne hydrolyzovana roztokom alkalického hydroxidu. Pomery vsetkych
latok boli zachované podla literatiry (44). Predisteniec produktu stipcovou
chromatografiou ukadzalo na TLC s mobilnou fazou DCM dve Skvrny a po NMR
rozbore sa ukazalo Zze jednou Skvrnou (hornou R¢= 0,64) je produkt (51 %) a druhou
Skvrnou (dolnou Ry = 0,44) je monosubstituovany produkt 3,6-dithiaokta-1-brom-8-
thiol, pokus o MS analyzu bol neuspesny, lebo ani jeden z produktov nevykazoval
dostato¢nu ionizéciu. V jednom pripade sme sa pokusili zmenit' pomer vychodnych
latok v porovnani s publikaciou a to zvySenim mnozstva thiomoc€oviny z pomeru 1:2
(vychodzia latka 2/thiomocovina) na pomer 1:4 (vychodzia latka 2/thiomocovina), no
vytazok tejto reakcie bol len 7 %, vytazky reakcie pri origindlnom pomere boli

v d’alsich reakciach 50 % a 70 %, ¢o bolo porovnatelné s vytazkom v publikacii 62 %.

Latka 3 bola pripravena syntézou di-fercbutyldikarbonatu a bis(chlorethyl)aminu
v prostredi TEA. Surovy produkt bol pregisteny stipcovou chromatografiou za pouzitia
mobilnej faze HEX/diethylether 9:1 (oproti publikacii kde pouZzili ako mobilnti fazu
petroleum ether/diethylether v pomere 1:1) svytazkom 69 %, €o sa zhoduje
s publikaciou, namerana hotnoty NMR spektra sa taktiez zhodovali s ¢lankom, (46) ¢o

potvrdilo totoZnost’ produktu. Pri vykonavani tejto reakcie bolo potrebné pracovat’ so
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zvySenou opatrnostou. Pri¢inou bola latka bis(chlorethyl)amin, ktory je analdégom
dusiktych yperitov, ktoré sa pouzivaji ako cytotoxické chemoterapeutika. Vsetky
navazovania sme preto robili priamo v digestore, po pouziti preplachovali vakuova

rotacntl odparku acetonom a dbali na dostato¢né vetranie miestnosti.

Priprava latky 4 je syntézou monoazathiocrownu s Boc-anhydridom ako
chraniacou skupinou. Po prebehnuti kondenzacnej reakcie 3,6-dithiaokta-1,8-dithiolu
a N-(ferc-butyloxykarbonyl)-bis(2-chloroethyl)-aminu za pritomnosti hydroxidu lithia
bol produkt odpareny a pri ndslednom rozpusteni vznikla Cast, ktord nebola rozpustna
ani v jednej faze. Po prevedeni TLC s mobilnou fdzou toluen bolo zistené, ze produkt
sedi na Starte R¢= 0, domnievame sa, zZe dovodom zdrzania latky na Starte je
pravdepodobne vznik komplexu s malym ionom, napriklad Li". Surovy produkt
0,2277 g mal potvrdenti totoZnost’ na zaklade MS. Latka 4 bola bez d’alSieho Cistenia
pouzita do d’alSej reakcie. Priprava latky 4 bola zopakovana. V druhom experimente
bolo na konci reakcie prevedené TLC s mobilnou fidzou etylacetat/methanol 5:1, ale
olejovita latka uz nesedela na Starte, ale bola viditel'na Skvrna s R¢ = 0,82. Olejovita
latka stuhla v bielu, reakciou sme dostali 0,3349 g surového produktu, ktory sme do
d’alSej reakcie nepouzili. Aza-thiocrown je mozné pripravit’ aj reakciou s nechrdnenym
bis(2-chloroethyl)-aminom, no my sme zvolili moznost’, kde je bis(2-chloroethyl)-amin
chraneny di-tercbutyldikarbonatom z dévodu predpokladaného zvysSenia vytazku

reakcie.

Potom bolo potrebné odchranit’ latku 4 v 50% TFA. No TLC s mobilnou fazou
DCM prevedené v priebehu reakcie vykazovali mnoho Skvin a az na konci reakcie sa
objavili dve Skvrny, dolnd Skvrna sedela na Starte R¢ = 0 a hornd Skvrna R = 0,92.
Surovym produktom bola Zlto-oranzové olejovita latka 0,210 g. Struktura latky 5 bola
v surovom produkte potvrdena na zdklade MS. Nevycisteny produkt sme pouzili
v takom stave do d’alSej reakcie lebo sme sa domnievali, Ze produkt mdZe sediet’ na

Starte z dovodu vzniku komplexu s malym ionom.

Po priprave odchraneného aza-thiocrownu 5 sme sa pokusili o substitliciu latky §
reakciou s 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitrilom a DBU ako bazou. Po 15 minttach
reakcie boli na TLC s mobilnou fdzou ether/aceton v pomere 2:1 pozorovate'né 4
Skvrny jedna na Starte R¢=0, d’alsie tri Skvrny Ry= 0,9, R¢= 0,7 a R¢= 0,6. Na TLC

bola pre porovnanie nanesena aj vychodzia latka. 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitril
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kde boli dve skvrny, jedna na Starte Ry=0 a druhd Skvrna Ry = 0,9. Produkt bol
predisteny stipcovou chromatografiou za pouzitia mobilnej fize ether/aceton 2:0,5 no
Gast’ ostala nerozpustena. Stipcovou chromatografioou sme cheeli oddelit’ jednotlivé
Skvrny, ktoré boli viditeI'né na TLC (R¢= 0,9, Rf= 0,7 a R¢= 0,6), tak sme oddelili tri
frakcie odpovedajuce Skvrndm, no hmotnostnd spektrometria ukazala, ze ani jedna

z nich nieje produktom 6.

Latku 6 sme sa preto pokusili pripravit podobnou reakciou so zamenenym DBU
za LiOH. Bolo prevedené¢ TLC s mobilnou fazou etylacetat, TLC hned’ po zmieSani
monoazathiocrownu a 5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitrilu obsahovalo dve Skvrny,
jedna $kvrna sedela na $tarte Ry = 0 a druha $kvrna Ry= 0,9. Dal§ie TLC bolo urobené
hned’ po pridani LiOH a d’alSie po 15 minatach, no v oboch pripadoch sa objavili tri
Skvrny, kde jedna sedela na Starte R=0 a dalSie Ry = 0,9 a Ry = 0,16. Posledné TLC
bolo urobené na dalsi den s mobilnou fazou CHF, obsahovalo mnoho Skvrn.
Predpokladany produkt sme sa pokusili vy¢istit' pomocou stipcovej chromatografie za
pouzitia mobilnej fdze CHF/toluen 1,3:2, kde sme sa snazili vyseparovat’ dve Skvrny,
ktoré mali Ry = 0,9 a Ry =0,16. Po zozbierani frakcii sme ziskali 2,0 g latky, ktord po

naneseni na TLC obsahovala 4 skvrny, ktoré by bolo potrebné v budicnosti separovat’.

V snahe zistit preCo priprava latky 6 vykazuje na TLC mnoho Skvin
aj v priebehu reakcie aj po jej skonceni boli vykonané kontrolné reakcie, na TLC za
pouzitia mobilnej faze ether/aceton 2:1. Kontrolné reakcie mali preukazat’, ¢i dané latky
pridavané do reakcie spolu reaguji a nevznikaji neziaduce produkty. V pripade reakcie
5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitrilom s DBU obe latky samostatne vykazovali dve
oddelené Skvrny, dolnd Skvrna R¢= 0,32 a horna Skvrna R¢ = 0,82, no po zmieSani,
zmenila reakcia okamzite farbu a objavili sa Styri Skvrny, dve mali R¢ ako povodné
latky, no d’alSie dve Skvrny mali odlisné R¢= 0,2 a R¢= 0,75 , ¢o znaci, Ze jednotlivé
zlozky pravdepodobne spolu zreagovali. A to bolo dovodom, preco sme sa rozhodli
skusit’ reakciu za pouzitia LiOH ako bdze namiesto DBU. V druhom pripade reakcie
5,6-dichloropyrazin-2,3-dikarbonitrilu s LIOH reakcia taktiez po zmieSani zmenila
farbu a na TLC sa objavili 3 Skvrny kde dve boli zhodné s R¢ pyrazinu (dolnd Skvrna
R¢= 0,32 ahorna skvrna Ry = 0,82) atretia Skvrna ostala na Starte, Rf = 0. Tieto
kontrolné reakcie potvrdili domnienku, ze vychodzie latky reagujii medzi sebou a mézu

nepriaznivo ovplyviiuju chod reakcie.
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Pripravu latky 6 bude potreba v dohladnej dobe optimalizovat. Pre budicu
pripravu sa ponuka vyskusat’ iné bazy (napr. K,COs), ktoré by s vychodzimi latkami
neposkytovali neziaduce bo¢né produkty. Nami pouzité bazy DBU a LiOH boli zvolené
kvoli podobnosti pripravy daného prekurzoru s inymi prekurzormi, obsahujucimi
azacrown, ktoré boli uz v minulosti pripravené a publikované v odbornej literature.
Inou moznostou pri alkylamino substiticiach dan¢ho pyrazinu je pouzitie vlastného
aminu azathiocrownu ako béaze, no v tomto pripade by bola priprava nevyhodna, kedze
azathiocrown je vzacny a tazko pripravitelny. Dalgia ¢ast bude vysktsanie réznych
pomerov reaktantov abdze. Ako nejoptimalnejSie rieSenie veduce k uspechu
se momentdlne javi priprava prekurzoru, opacnou cestou, kedy bude najprv 5,6-
dichloropyrazin-2,3-dikarbonitril substituovany butoxy skupinou a potom bude
nasledovat’ substituéna reakcia s azathiocrownom, ako tomu bolo vuz skor

publikovanom postupe. (37)
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9 ZAVER

V ramci mojej diplomovej prace boli pripravené zliceniny, ktoré su prekurzory

pre syntézu findlneho AzaPc senzoru.
Pre pripravu asymetrického prekurzoru B boli pripravené tieto medziprodukty:

e 3 6-dithiaokta-1,8-dithiol 1

e 1,2-bis(2-bromethylthio)ethan 2

e N-(terc-butyloxykarbonyl)-bis(2-chloroethyl)-amin 3
e Boc - 1,4,7,10-tetrathia-13-azacyklopentadekan 4

e 1,4,7,10-tetrathia-13-azacyklopentadekan 5

Taktiez bol pripraveny druhy prekurzor A nestici objemné substituenty:
e 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril 7

Cielom diplomovej prace bolo pripravit oba prekurzory 5,6-bis(terc-
butylsulfanyl)pyrazin-2,3-dikarbonitril A a 5-butoxy-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-
2,3-dikarbonitril B a nasledne cyklotetramerizaCnou reakciou pripravit asymetricky
AzaPc, ktory mal byt dalej Studovany z hladiska spektralnych a fluorescenénych
vlastnosti s dorazom na citlivost’ ku kationom tazkych kovov. No bohuzial’ priprava
prekurzoru B pre AzaPc nebola uskuto¢nend z dévodu komplikacii pri priprave
medziproduktu 5-chlor-6-(monoazatetrathia-15-crown-5)-2,3-dikarbonitril 6, ktory pri
rekcii vychodzich latok 5,6-dichloro-2,3-dikarbonitril a monoazatetrathia-15-crown-5 5
poskytoval aj bo¢né produkty, ktoré znemoznili izoldciu latky 6 v dostatocnom
mnozstve. Mimo iné¢ho v priebehu prace pri priprave azathiocrownu doslo k omeskaniu,
ked’Ze priprava bola narocnejSia z dovodu, Ze niektoré publikované postupy bolo treba
modifikovat. Kedze latka 6 bola klicovym krokom k syntéze prekurzoru B atym
asymetrického AzaPc, ciele mojej diplomovej prace boli splnené len ciastoc¢ne. Pre
pripravu latky 6 bude potrebna buduca optimalizacia reakcie, po ktorej bude mozné

docielit’ konecnu pripravu prekurzoru B.

Vyty€ené ciele mojej diplomovej prace neboli splnené, avsak Ciastkové vysledky
buda v budiicnosti vel'mi cennym odrazovym mostikom pre pokracovanie v priprave

cielového AzaPc senzoru.
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