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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Mgr. Radek Machan
Skolitel: prof. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Rigordzni prace:  Vliv periferni substituce u aminoazaftalocyanind na tvorbu

J-dimerut

Azaftalocyaniny (AzaPcs) jsou podskupinou slou€enin z rodiny ftalocyanind, coz
jsou syntetické planarni makromolekuly odvozené od pfirodnich porfyring.
AzaPcs jsou dusikaté analogy ftalocyanin(, kdy v molekule dochazi k izosterni
zaméné benzenového jadra za dusikata heterocyklicka jadra (pyrazin, pyridin Ci
pyridazin). AzaPcs maji diky svému rozsahlému systému konjugovanych
dvojnych vazeb zajimavé fotofyzikalni vlastnosti, pro které jsou vyuzivany napf.
jako prumyslova barviva, fotosenzitizéry pouzivané ve fotodynamické terapii,
fluorescencni senzory, zhaSeCe fluorescence aj. Oktakis(dialkylamino)
substituované tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPzs), jenz patfi do rodiny AzaPcs,
Ize pouzit jako u€inné zhasece fluorescence diky jejich relaxaci z excitovaného
stavu pomoci intramolekularniho pfenosu naboje (ICT — intramolecular charge
transfer), coz vede k nulové produkci vlastni fluorescence. Tato prace se zabyva
pfipravou a naslednym studiem vlastnosti symetrickych TPyzPzs. PfedevSim je
studovana schopnost TPyzPzs tvofit agregaty typu J-dimeru, kdy tento typ
agregace neni typicky pro slouceniny z rodiny ftalocyanint, ale mize pozitivné
ovlivnit fotofyzikalni vlastnosti makrocykld. Vznik J-dimerl je zapficinén
koordinaci perifernich aminoskupin na centralni zine€naty kationt druhé molekuly
a sila této interakce je velmi ovlivnéna objemnosti pouzité periferni substituce,

ktera byla studovana v této praci.






ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical
Analysis

Author: Mgr. Radek Machan

Supervisor: prof. PharmDr. Petr Zimcik, Ph.D.

Rigorosum thesis: Aminoazaphtalocyanine peripheral substitution effect on

J-dimer formation

Azaphthalocyanines (AzaPcs) are classified as subgroup of phthalocyanine
family, which are planar synthetic macromolecules derived from naturally
occurring porphyrins. AzaPcs are aza-analogues of phthalocyanines, where
benzenes are isosterically replaced by nitrogen heterocycles (pyrazine, pyridine
or pyridazine). Due to the extensive system of conjugated double bonds, AzaPcs
exhibit interesting photophysical properties, for which they are commonly used
as industrial dyes, photosensitisers in photodynamic therapy, fluorescent
sensors, fluorescence quenchers etc. Octakis(dialkylamino) substituted
tetrapyrazinoporphyrazines (TPyzPzs), which belong to the AzaPcs family, can
be used as effective fluorescence quenchers due to their ability to relax from
excited state by intramolecular charge transfer (ICT) that leads to zero intrinsic
fluorescence. This thesis deals with the preparation and subsequent study of the
properties of symmetric TPyzPzs. Above all, the ability of TPyzPzs to form
aggregates of the J-dimer type is studied. Although this type of aggregation is not
typical for compounds from the phthalocyanine family, it can positively affect the
photophysical properties of macrocycles. The formation of J-dimers is caused by
the coordination of peripheral amino groups to the central zinc cation of the
second molecule. The strength of this interaction is greatly influenced by the size
and bulkiness of the used peripheral substitution which was the scope of this

work.
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1 Seznam pouzitych zkratek

AzaPc
CuPc
DCM
DMF
DPBF
HOMO

HpD
ICT

LUMO

MeOH
ODN
Pc
PDT
PET

PS
RET

THF
TLC

TPyzPz

azaftalocyanin (z angl. Azaphthalocyanine)
médnaty ftalocyanin

dichlormethan

dimethylformamid

1,3-difenylisobenzofuran

nejvyssi obsazeny molekulovy orbital (z angl. Highest
Occupied Molecular Orbital)

hematoporfyrinovy derivat

intamolekularni pfenos naboje (z angl. Intramolecular
charge transfer)

v v

Unoccupied Molecular Orbital)

methanol

oligodeoxyribonukleotid

ftalocyanin (z angl. Phthalocyanine)

fotodynamicka terapie (z angl. Photodynamic therapy)

svétlem vyvolany pfenos elektronu (z angl. Photo-induced
electron transfer)

fotosenzitizér (z angl. Photosensitizer)

rezonancni pfenos energie (z angl. Resonance Energy
Transfer)

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (z angl. Thin Layer
Chromatography)

tetrapyrazinoporfyrazin (z angl. Tetrapyrazino-
porphyrazine)
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2 Cil prace

Cilem této rigorozni prace bylo studium vlivu objemnosti periferni substituce
u oktakis(dialkylamino) substituovanych tetrapyrazinoporfyrazind (TPyzPzs).
Prvni ¢ast prace zahrnovala syntézu vhodné 5,6-disubstituovanych pyrazin-2,3-
diakrbonitrili pomoci aromatické nukleofilni substituce a jejich naslednou
cyklotetramerizaci do finalnich makrocykll obsahujicich zine¢naty kationt
ve svém centru (Obr. 1). Druha €ast prace se zabyvala studiem fotofyzikalnich
vlastnosti TPyzPzs, jako jsou absorpce, emise a kvantové vytézky singletového
kysliku a fluorescence. Posledni ¢ast prace studovala pomoci titraci

koordina¢nim rozpoustédlem v toluenu stabilitu J-dimeru pfipravenych TPyzPzs.

Obr. 1 Struktury cilovych TPyzPzs.
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3 Teoreticka cast

3.1 Struktura ftalocyaninli a azaftalocyanin(

Termin ftalocyanin (Pc, z angl. phthalocyanine) poprvé pouzil britsky védec
Reginald P. Linstead (1902-1966), ktery se podilel v roce 1934 na objasnéni
struktury téchto molekul a odhalil strukturalni podobnost centralniho prstence Pc
s prirodnimi porfyriny.! Zajem o tyto molekuly vS8ak zacal rist az béhem 60. let
minulého stoleti a nasledné v 90. letech, kde se da mluvit o rozmachu zkoumani
moznosti syntéz a vlastnosti Pc.? Ftalocyaniny Ize definovat jako makrocyklické
slou€eniny syntetického plvodu analogické pfirodnimu porfyrinu, od nichz jsou

nasledné odvozené dusikaté analogy tzv. azaftalocyaniny (AzaPcs) (Obr. 2).

N
/ ‘ \ { ‘ )
— \/N---l\‘/l---N\\ — N---I\‘/I---N
\ //
N=_N._N N NN
o w
porfyrin porfyrazin

ftalocyanin

Obr. 2 Obecna struktura ftalocyanind.

Aza-analogy Pcs obsahuji namisto benzenovych jader v planarnim makrocyklu
dusikaté heterocykly, ¢imz Ize nasledné rozliSit nékolik druhl AzaPcs
(napft. tetra[2,3]pyridoporfyraziny, tetra[3,4]pyridazinoporfyraziny, tetrapyrazino-
porfyraziny).3 4 Jak Ize z nazvu usoudit, v jednotlivych strukturach je benzenové
jadro isoindolové jednotky nahrazeno pyridazinem, pyridinem nebo pyrazinem
(Obr. 3).

priklad strukturnich typl z rodiny azaftalocyanini

N izostémi zmd A A A
, izostérni zaména <N <N <N

benzenového jadra
/,’ N= — /,’ N= /,’ N= /,’ N=
},"\N/ za heterocykl },/\N/ Vi l{l },/\N/ J r\\l\N },/\N/ J R]
NQ)

~ ~

tetra[2,3]pyridinoporfyrazin
(o-tetrapyridinoporfyrazin)

L

ftalocyanin tetra[3,4]pyridazinoporfyrazin  tetrapyrazinoporfyrazin

Obr. 3 Struktura aza-analogu ftalocyanind.
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Oba typy struktur (jak Pcs tak AzaPcs) vykazuji diky svému systému
konjugovanych vazeb intenzivni zbarveni, které se pohybuje od zelené pfes
modrou az po fialovou (v zavislosti na jejich absorpénim pasu svételného

spektra).?

3.2 Vlastnosti ftalocyaninU a azaftalocyaninu

Pcs a AzaPcs maji schopnost velmi dobfe absorbovat svétlo diky rozsahlému
systému konjugovanych dvojnych vazeb ve své planarni makrocyklické struture,
a proto nabyvaji riznych odstinu. Pro Pcs/AzaPcs jsou specifické dva absorpéni
pasy — vysokoenergeticky B-pas (v oblasti kolem 360 nm) a nizkoenergeticky Q-
pas (v oblasti pfesahujici 600 nm), pficemz Q-pas je charakteristicky pro kazdou
molekulu Pc/AzaPc (Obr. 4). Jeho poloha a tvar byvaji ovlivnhény strukturou
makrocyklu, chovanim latky v pevné fazi a vroztoku, interakci s jinymi

molekulami, agregaci a pfipadné protonizaci ¢asti molekuly.?

hypsochromni bathochromni,
< posun posun >

Q-pas

Absorbance

400 500 600 700
Vinova délka, nm

Obr. 4 Absorpcni spektrum AzaPc.

Dulezitou vlastnosti vzhledem kvyuziti v praxi je rozpustnost, protoze
nesubstituované Pcs maji nizkou rozpustnost v bézné pouzivanych
rozpoustédlech.® Jednou z mozZnosti pro zvySeni rozpustnosti je zavedeni
objemnych perifernich substituentd na makrocyklus, coz ma i pozitivni vliv
na agregaci, ktera je typickym jevem pro tuto skupinu sloucenin.® V pfipadé, ze
je pro vyuziti Pcs/AzaPcs nutna rozpustnost ve vodé, tak se nabizi moznost
zavedeni  rdznych  nabitych  funkénich  skupin na  makrocyklus

(napf. karboxylatovych, sulfonatovych &i kvarternich amoniovych skupin).”
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DalSim znakem typickym pro Pcs/AzaPcs je moznost chelatace kationtl kovu
do centra molekuly, ¢imz tyto struktury nabyvaji specifickych vlastnosti. Podle
typu kationtu dochazi k posunu Q-pasu v absorp&nich spektrech, ovlivnéni tvorby
singletového kysliku a emisi fotont formou fluorescence (tyto jevy se tykaji
pFedevsim komplexu zine&natych, hofe€natych &i hlinitych). V souvislosti s typem
koordinacné vazaného kationtu mizeme pozorovat tzv. efekt tézkého atomu —
se zvysSujici se atomovou hmotnosti centralniho atomu dochazi k upfednostnéni
produkce singletového kysliku oproti vyzareni fotonu.®2 V neposledni fadé
molekula mlze ziskat oxidoredukéni vlastnosti (Zeleznaté, kobaltnaté ¢i médnaté

komplexy).®

Vlastnosti molekul Pcs/AzaPcs |ze dale ovlivnit periferni substituci, pfiéemz zde
hraje nejvétsi roli poloha substituentu (periferni a neperiferni) a typ heteroatomu,
pres ktery jsou jednotlivé substituenty vazané k makrocyklu. U alkyloxy skupin
je vySSi  prevalence relaxace pomoci  fluorescence, alkylsulfanyl
upfednostriuje produkci  singletového  kysliku. Oproti tomu alkylamino

substituenty maiji nizkou produkci singletového kysliku i fluorescence.*

Vzhledem k planarnimu uspofadani molekul Pcs a AzaPcs dochazi k 1r-11
interakci a tvorbé agregatu.® Lze rozliSovat dva typy agregace na zakladé
orientace dipoli — H-typ a J-typ. H-typ agregatd ma uspofadani monomeru tzv.

wvic

K tvafi tvar (face-to-face), tzn. osa prochazejici centralnim kationtem/ centrem
molekuly je kolma k roviné makrocyklu (Obr. 5a,b); tento typ agregace je Castéjsi.
U J-typu agregace jsou monomery vici sobé v poloze tzv. ,bok po boku®
(side- by-side) a osa protinajici centralni kationty kovl neni kolma k roviné

makrocyklu (Obr. 5¢,d).10
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Obr. 5 Typy agregace u AzaPcs, kdy modre je znazornéno spektrum monomerni slouc¢eniny a cervené
spektrum agregované. a) priklad H-typu agregace, kdy je vidét pokles a hypsochromni posun Q-pasu
b) zjednoduSené znazornéni H-agregatu — tucné AzaPc makrocykly a tec¢kované osa protinajici kationty
kovi; c) pfiklad J-typu agregace, kdy je vidét pokles a bathmochromni posun Q-pasu; b) zjednodusené
znazornéni J-agregatt — tuéné AzaPc makrocykly a te¢kované osa protinajici kationty kovi.

Agregace jako takova je ve vétSiné aplikaci nezadouci jev, jelikoz negativné
ovliviiuje rozpustnost, fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti molekuly (pfipadné
mUzZe ztizit proces Cisténi pfi syntéze).'> 13 Miru agregace Ize ovlivnit zavedenim
objemného substituentu na periferii molekuly, €¢imz dochazi k sterickému branéni
pfiblizeni druhého monomeru.'? Dal§im feSenim muze byt navazani substituentu
nesouciho naboj, kdy pusobenim elektrostatickych odpudivych sil dochazi
k snizeni tvorby agregatl. Vliv na rozsah agregace ma také pouzité
rozpoustédlo, koncentrace slouc€eniny v roztoku nebo typ centralniho atomu.
Pokud ma rozpoustédlo schopnost koordinovat samo sebe na centralni kationt

kovu, tak je tato koordinace upfednostnéna pred vznikem agregatu.'? '3

3.2.1 Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti
fluorescence a produkce singletového kysliku. Diky systému konjugovanych
dvojnych vazeb maji tyto molekuly schopnost absorbovat svétlo o urcitych

vinovych délkach, ¢imz ziskavaji charakteristické zbarveni. Déje, které nasleduji
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po pfijeti svételné energie, nazorné ukazuje zjednoduSeny Jablonského
diagram (Obr. 6). Takto pfijata energie uvadi molekulu do excitovaného stavu
(S1). Z tohoto stavu se mUze molekula navratit do zakladniho stavu nékolika
zpusoby. K uvolnéni energie muze dojit pomoci vyzareni fotonu — fluorescenci.
Dale muUzZou probéhnout tzv. nezafivé procesy (uvolnéni energie prevazné
tepelnou formou) anebo se molekula muze pomoci mezisystémového pfechodu
dostat do tripletového stavu Ti. Ztripletového stavu molekula relaxuje
pomoci uvolnéni fotonu formou fosforescence, fotoprocesem typu | nebo
fotoprocesem typu Il. Z hlediska vyuziti je dualezity proces fluorescence a
po pfechodu do tripletového stavu fotoproces typu ll, ve kterém molekula
v tripletovém stavu predava svou energii kysliku, ktery se méni v reaktivni
singletovy kyslik, ktery hraje roli pfi fotodynamické terapii. Dulezitym typem
nezafivého procesu je intramolekularni pfenos naboje (ICT, zangl.
Intramolecular Charge Transfer). Diky tomuto efektu Ize tetrapyrazinoporfyraziny
(TPyzPzs, z angl. tetrapyrazinoporphyrazines) uplatnit v ramci molekularnich
senzord. ICT, v pfipadé Zze v molekule probiha, je kompetitivni s ostatnimi vySe

uvedenymi déji a vzhledem ke své rychlosti prevlada.?

r -

I r—

| fotoproces
| o typu |
: mezisystémovy
T
8 8 g ‘
al a @
5 5 g 0, o
§ % % / 1 | fotoproces
@ typu Il
a \ 0, T
@ ——— ]
L 3

S

Obr. 6 Zjednodu$eny Jablonského diagram. Prevzato z literatury a upraveno.’
Fluorescence se fadi mezi druh luminiscence; jedna se o jev, kdy po excitaci
elektronu dochazi pfi navratu do zakladniho stavu k uvolnéni pfebytecné energie
formou fotonu (tento dé&j trva fadové ns). Latky schopné tohoto déje se nazyvaji
fluorofory, ¢asto se jedna o aromatické molekuly.' Miru fluorescence Ize
charakterizovat tzv. kvantovym vytéZzkem fluorescence (@r, Rovnice 1), ktery
je definovan jako pomér mnozstvi emitovanych fotont k po¢tu absorbovanych
fotond a urCuje pravdépodobnost fluorescence jako varianty relaxa¢niho

procesu.?
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pocet emitovanych fotoni

7 pocet absorbovanych fotond

Rovnice 1: Kvantovy vytéZek fluorescence

Fluorescenci Ize dale charakterizovat intenzitou, spektralnim sloZzenim,
polarizaci, dobou dohasinani a koheren¢nimi vlastnostmi. Emisni spektrum je
zrcadlovym obrazem spektra absorpéniho, coz popisuje Franc-Condonovo
pravidlo, a je viC€i nému bathochromné posunuto z dlvodu Castecné ztraty
energie pred emisi fotonu.' Tato vlastnost se nazyva StokesUv posun a lze ji
pouzit pfibliznému urCeni polohy emisniho maxima nové zkoumané latky (Obr.
7). StokesUv posun je u Pcs vétSinou v fadu jednotek nanometrd, ale u J-dimeru

TPyzPzs nabyva hodnot az okolo 50 nm, coz je unikatni jev.

§ Stokeslv posun
M

8 1.004

(7]

o

§ 0.754

L

8 0.504

c

©

T 0.25-

[7]

e}

< 0.00

600 630 660 690 720 750
Vinova délka, nm

Obr. 7 Ukazka Stokesova posunu mezi absorpénim a emisnim spektrem.

Singletovy kyslik ('02) Ize definovat jako vysoce reaktivni formu kysliku, ktera
vznika pomoci fotosenzitizérd (napf. Pcs a AzaPcs) a je vyuzivana
ve fotodynamické terapii (PDT, z angl. Photodynamic therapy). Ke vzniku této
formy kysliku dochazi pfi absorpci svétla molekulou Pc/AzaPc, kdy po excitaci
molekuly do stavu S+1 nasleduje transformace do tripletového stavu T1. Molekula
v tomto stavu mize podléhat tzv. fotoreakci typu Il, pfi niz makrocyklus preda
svou energii molekularnimu (tripletovému) kysliku (302), ¢imz dojde k jeho
pfeméné na singletovy kyslik. Jak je zminéno vySe, jedna se o reaktivni ¢astici a
spolecné s dalSimi reaktivnimi formami kysliku, které vznikly ve fotoreakci typu I,
se podili na bunécné smrti oxidativnim stresem (fotoreakce | a Il jsou kompetitivni
procesy, pfevaha jednoho z nich se odviji od vlastnosti pouzité latky).’> Podobné

jako byla charakterizovana fluorescence, je i singletovy kyslik definovan
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kvantovym vytéZkem (@a, Rovnice 2). Ten je vyjadfen jako pomér poctu vzniklych

molekul singletového kysliku vi¢i mnozstvi absorbovanych foton(i.?

pocet vzniklych molekul singletového kysliku
A=

pocet absorbovanych fotonu

Rovnice 2: Kvantovy vytéZek singletového kysliku

3.2.2 Fluorescence a jeji zhaseni

Zhaseni fluorescence je typické pro TPyzPzs, které obsahuji na periferii
alkylamino &i dialkylamino substituenty.? '® Zhaseni Ize délit dle mechanismu
na statické zhaseni, kolizni zhaseni a rezonanc¢ni pfenos energie (RET, z angl.

Rezonance energy transfer).

Statické zhaseni probiha tvorbou komplexu (tzv. heterodimeru) mezi donorem
(excitovana latka) a akceptorem (zhasec€), kdy po absorpci svétla se takto
vytvofeny komplex vraci do zakladniho stavu bez emise fotonu. U kolizniho
zhaseni dochazi k pfedani elektronu excitovaného donoru z nejnizsiho
neobsazeného molekulového orbitalu (LUMO) zhaSecli. Ten obratem preda
elektron z nejvyssiho obsazeného molekulového orbitalu (HOMO) zpét donoru,
tudiz zhasec zlstava v excitovaném stavu. RET je charakterizovana pfenosem
energie na malou vzdalenost. Po absorpci svétla dochazi mezi donorem a
akceptorem k nezafivé interakci dip6l-dipdl, kdy akceptor nasledné muize tuto
pfijatou energii vyzafit v podobé emise fotonu &i jinym zpusobem (napf. teplem).
Podminkou RET je CasteCny prekryv emisniho spektra donoru (latky excitované)

a absorpéniho spektra akceptoru (zhasece).'

3.2.3 ICT aPET
Intramolekularni pfenos naboje (ICT) a svétlem vyvolany pfenos energie (PET)

patfi mezi mechanismy, které se podili na zhaseni fluorescence fluoroforu.

ICT Ize definovat jako proces, pfi kterém dochazi k pfesunu naboje z elektronové
bohatého donoru na elektronové chudy akceptor v ramci jedné molekuly (donor
a akceptor musi byt spolu v konjugaci).’” U TPyzPzs s N,N-dialkylamino periferni
substituci se jako donor chova periferni atom dusiku, nebot jeho volny
elektronovy par mulze byt po excitaci pfemistén na elektron deficientni

makrocyklické jadro, které slouzi jako akceptor. Vlivem prerozdéleni elektron(
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se molekula rychle vraci do zakladniho stavu, ICT tedy svym mechanismem

umoziuje zhaseni (jakozto jeden z kompetitivnich procest).? 7

ICT proces Ize ovliviiovat na molekule nékolika zpusoby a tim selektivné
zapinat/vypinat fluorescenci. Prvnim z nich je blokace donorové skupiny. Jako
priklad Ize uvést protonizaci N,N-dialkylamino skupiny, ¢imz dojde k zablokovani
volného elektronového paru na dusiku a tim k znemoznéni ICT, coz se projevi
narustem intenzity fluorescence (tento jev mizeme povazZovat jako dikaz
podileni se elektronového paru dusiku na ICT).'® Na zakladé tohoto efektu Ize
molekulu popsat dvéma stavy — tzv. ON (ICT je blokovano) a OFF (ICT
probiha).'® Dal8i metodou ovlivnéni ICT je polarita pouzitého rozpoustédla —
obecné lze fFici, Ze se zvySujici se polaritou dochazi k usnadnéni ICT.
V neposledni fadé je mira ICT ovlivhéna poCtem donorovych center (nicméné jiz
jeden donor dokazZe efektivné vyvolat ICT a zhaset molekulu), s pfidavkem
dalSich substituentll typu donorl nasledné dochazi ke snizovani vytézku
fluorescence a singletového kysliku.'® Pfi pfitomnosti vice nez 5 donorl je
molekula jiz neovlivnitelna vici zménam vnéjSiho prostfedi. Tudiz se nachazi
v permanentnim OFF stavu a kvantové vytéZzky fluorescence a singletového
kysliku se blizi nule, ¢ehoz Ize s vyhodou vyuzit pfi vyvoji zhaseCu pro DNA

sondy.% 1°

U fotoindukovaného prenosu elektronu (PET, z angl. Photo-induced electron
transfer) vznika pfi prenosu elektronu z donoru na akceptor tzv. ,charge
separated state®, kdy tyto dva u€astnici pfenosu nejsou vzajemné v konjugaci.
Vtomto stavu je pfitomen radikalovy kationt donoru a radikalovy aniont
akceptoru, pfi€emz navrat do zakladniho stavu je doprovazen nikoli emisi fotonu,
ale uvolnénim v podobé tepla.™ Nasledné se takto predany elektron vraci zpét
k donoru. Obdobné jako je tomu v pfipadé ICT, i PET je ovlivnitelny pomoci

substituent( na periferii a protonaci donor(.%°
3.3 Vyuziti ftalocyaninu a azaftalocyaninu

3.3.1 Prdmyslové vyuziti
Jedno z primarnich vyuZiti Pcs a AzaPcs je jako barviva (celosvétova produkce

Pcs €ini 80 tisic tun, z eho naprosta vétsSina se vyuziva pravé jako barviva modra
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Ci zelena). Tyto barvy maji uplatnéni v tiskafském prumyslu (zhruba 40 %), dale
jako laky a barvy (cca 30 %), na barveni plastl je pouzito zhruba 20 % produkce

a zbytek se aplikuje pfi finalnich barevnych Upravach v riznych odvétvich.?!

Pro tyto ucCely byva nejCastéji pouzivan médnaty Pc (CuPc). Ten je
na pramyslové drovni  pfipravovan pomoci syntézy, kdy dochazi
k cyklotetramerizaci derivata ftalové kyseliny, moc€oviny, médnatych soli a
katalyzatoru. Tato reakce probiha v pecich s vytézkem 90 % pfi 150-300 °C,
pfipadné ve vroucim rozpoustédle (teplota je pfi této varianté 200 °C). Nicméné
pfi této formé pfipravy zustava obsazeno ve finalnim produktu stale vysoké
procento necistost, proto je CuPc pouzivany pro optické, elektronické a
fotoelektronické soucastky pfipravovan cyklotetramerizaci ftalonitrilu jakozto
vychozi suroviny. Nesubstituovany CuPc ma modrou barvu, pro docileni jinych
odstinUd a intenzit Ize tento makrocyklus modifikovat, kdy napfiklad pfidanim
halogenu jako substituentd dochazi k posunu barevného spektra z modré

do zelené.?"

Vyuzitelnost v ramci elektroniky a fotoelektroniky je dana semikonduktivnimi a
fotokonduktivnimi vlastnostmi Pcs. CD disky obsahujici Pcs pomahaji vytvorit
jamky na povrchu disku, které umoziuji zapis v binarnim kédu a nasledné cteni
pomoci laseru. Své uplatnéni nachazi Pcs i v oblasti technologii tisku — zde se
primarné uplatrfiuje Y-modifikace titanicitého ftalocyaninu v roli fotokonduktoru.
Vyhodou je zde nizka cena, vysoka fotostabilita, fotokonduktivita a absorpce

ve vys8ich vinovych délkach viditelného svétla.?!

3.3.2 Fotodynamicka terapie

Fotodynamickou terapii Ize charakterizovat jako IéCebnou metodu, kde je
pro cileny efekt aplikovano svétlo za pfitomnosti fotosenzitizéru (PS). Prvni
zminky o vyuziti svétla v Ize najit jiz ve starovékém Egypté. Pfesto poCatek PDT
je datovan az do roku 1903, kdy von Tappeiner and Jesionek pouzili eosin a
svétlo k lIéCbé kozniho nadoru. DalSi rozmach této metody lze zaznamenat
studiemi R. L. Lipsona a S. Schwartze v 60. letech 20. stoleti, kdy k detekci
nadorového onemocnéni pouZzili hematoporfyrinovy derivat (HpD; znamy pozdéji
jako Photofrin®).?2 23 Po shromazdéni dostatku informaci o terapii tumort HpD-

PDT bylo zjisténo nékolik nevyhod této metody — dlouhodoba citlivost kuze
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na slunecni zareni, ne zcela dokonala selektivita a velice nizka maximaini vinova
délka potfebna pro aktivaci. Z tohoto hlediska byla snaha objevit a syntetizovat
nové molekuly, které by alespon Castecné tyto nedostatky eliminovaly. PSs Ize
obecné délit na dva typy — porfyrinové a neporfyrinove, pficemz prvni skupinu Ize
dale Clenit na tfi generace. Ve tfeti generaci, ve které krom postupné snahy
eliminovat vySe uvedené nedostatky pfedchozich generaci, je snaha na PSs
vazat specifické Castice (protilatky, lipozomy), které maji za ucel selektivné;si
kumulaci v kyZené lokaci a tim cilenost terapie. Vyvoj neporfyrinovych PS oproti
porfyrinovym je méné vyrazny, v popredi jsou kationické PS (methylenova Ci

toluidinova modfF), jejichz cilem jsou vétSinou mitochondridlni struktury.4 25

Mimo porfyrind Ize mezi latky vhodné pro PDT Fadit molekuly, jejichZ spole€nym
znakem je silna absorpce v Cervené az infraCervené Casti spektra — tzv. optické
okno, kde je lidska tkan nejvice propustna pro svétlo (Obr. 8). Radi se sem
slou¢eniny ze skupiny chlorind, bakteriochlorin(i, ftalocyanin( a fenothiazin(1.26

absorbance (a.u.)
100 4

optické okno

10 4

voda

0.1 4

hemoglobin

0.01 ¥ u T u T . v
400 600 800 1000 1200 1400 1600

vinova délka (nm)

Obr. 8 Optické okno biologickych tkani, kde by mély absorbovat PS's.

PDT tedy vyuziva kombinace 3 samostatné netoxickych komponentu — svétla,
kysliku a fotosenzitizéru. Po dopraveni a kumulaci PS do cilové tkané (tyka se
pfedevSim nadorovych bunék) je na danou oblast aplikovano svétlo vhodné
vinové délky, ¢imz dochazi k excitaci PS a z tohoto stavu mize molekula pfejit
do tripletového stavu. Jak bylo jiz zminovano dfive, z tohoto tripletového stavu se
muze latka navratit do zakladniho stavu nékolika zpUsoby, pficemz pro PDT je
v tento moment dulezity mechanismus zahrnujici pfenos energie na molekulu
kysliku, tim dojde k uvolnéni jeho reaktivni formy (tzv. singletového kysliku), coz

je hlavni ucinna slozka tohoto druhu IéCby. Tato forma kysliku napada a
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poSkozuje bunécné struktury, coZz vede ke smrti buriky a kaskadovité tak az

k likvidaci nadorového utvaru.?”

3.3.3 Zhasece fluorescence

Zhaseni fluorescence se uplatfiuje v oligodeoxynukleotidovych (ODN) sondach.
Jednim typem ODN sond jsou dvojité znacené sondy, které jsou tvofeny ODN
vlaknem s navazanym fluoroforem a zhaseCem. ODN sondy nalézaji uplatnéni
v mnoha analytickych metodach v oblasti biochemie, biologie, genetické analyzy

¢i analytické chemie.?® 2°

Velmi ¢astou metodou vyuzivajici ODN sondy je polymerazova fetézova reakce
(PCR, zangl. Polymerase chain reaction), u které dochazi k multiplikaci
puvodniho Ffetézce DNA pusobenim DNA polymerazy. Béhem PCR, dvojité
znacena ODN sonda naseda na komplementarni viakno DNA (Obr. 9b) a béhem
jeho zdvojovani je sonda rozstipana na malé fragmenty exonukleazovou aktivitou
DNA polymerazy, coz vede k narustu fluorescence (c). Pfi zkoumani déja, které
ovlivriuji ODN sondu béhem téchto analyz, Ize pozorovat interakci dvou sloucenin
— fluoroforu (tzv. reportéru) a zhaSeCe. Pfi dostatecném pfiblizeni nebo
po vytvoreni heterodimeru (fluorofor-zhase¢, Obr. 9a) dokaze zhasec snizit
intenzitu fluorescence fluoroforu, nicméné zhasece dfive vykazovali jistou miru
vlastni fluorescence, coz vedlo ke snizovani poméru signalu k Sumu. Dnes
existuji nové typy zhasecu, tzv. dark quenchers (temné zhasece), které nejsou
schopny vlastni fluorescence — tim dochazi ke zvySeni citlivosti nékterych testu

(napf. hybridiza¢nich), nebot se sniZuje fluorescence pozadi.?% 30

a) anelace  b) Taq polymeréza, ©)F ™ &
R A S

nahodné klubko

Obr. 9 Schématické znazornéni principu dvojité znacené sondy— fluorofor (F), zhase¢ (Z), DNA polymeraza
(zelena kruhova vysec).

Bézné pouzivané zhasece vychazeji pouze z nékolika typl struktur a asto jsou
vhodné pouze pro omezené mnozstvi fluoroford (vzhledem k prekryvu
absorpénich a emisnich spekter — tyka se pfedevsim RET zhaseni)."® Z tohoto
dlvodu je poptavka po novych, ucinnych a univerzalnich zhasecich.
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Tuto roli by potencionalné mohly zastoupit temné zhaSeCe ze skupiny
dialkylamino substituovanych AzaPcs, které maji téméf nulovou vlastni
fluorescenci diky vysoce rychlému ICT; nehledé na jejich panchromatickou
absorpci (250-750 nm). Pfi navrhu zhasec€u z rodiny TPyzPzs je nezbytné se
drzet nékolika pravidel. JelikoZ se jedna o planarni molekulu podléhajici agregaci
(¢imz dochazi k ovlivnéni fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti, pfipadné
také rozpustnosti, zhoreni izolace a Cisténi), je tfeba zvolit vhodnou periferni
substituci, ktera bude stericky objemna, a tudiz bude snizovat miru agregace.
Pro umoznéni ICT by tyto periferni substituenty mély byt pfipojeny k makrocyklu
skrze dusik (oktakis(dialkylamin) derivaty). Stejné jako je snaha eliminovat
fluorescenci z duvodu interference se sondou, je potfeba také ovlivnit vytézek
singletového kysliku, ktery muze poskozovat ODN &ast sondy. Jako centralni
atom jsou zpravidla voleny zine€naté kationty — tvofi velice stabilni komplex
s AzaPc, diky ¢emuz zabranuji nezadouci chelataci kationtll kova béhem ODN
syntézy.3° Posledni zde zminénou podminkou pro AzaPc zhase¢ je pritomnost
vhodnych funkénich skupin, které zajisti moznost propojeni AzaPc molekuly
s ODN fetézcem. Jednou moznosti je pfitomnost pouze azidové funkce, ktera
slouzi pro azido-alkynovou Huisgenovu cykloadici v ramci tzv. ,click” chemie
(vhodna pro selektivitu a vysoké vytézky) na dibenzo[b,flazacyklooktyn.3' Druhou
moznosti je pfitomnost dvou funkénich skupin — hydroxy a azido skupiny, kdy
azidova funkce slouzi pro pfipojeni AzaPc zhasece k pevné fazi, na které
standardné probiha syntéza ODN fetézce. Hydroxy skupina slouzi pfipojeni

AzaPc zhasece k ODN fetézci klasickou fosforamidovou syntézou.?°
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4 Metodicka cast

4.1 Syntéza prekurzoru

Syntéza substituovanych pyrazindikarbonitrili muze probihat dvéma zpusoby —
diaminomaleonitrilovou  syntézou, kdy reaguje substituovany diketon
s diaminomaleonitrilem za vzniku prislusné substituovaného
pyrazindikarbonitrilu. Druhou metodou pfipravy, ktera i byla vyuzivana v ramci
této rigorézni prace, je vyuZziti komeréné dostupného 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu, ktery podléha aromatické nukleofilni substituci za vzniku pfislusné
substituovaného pyrazindikarbonitrilu (Obr. 10). Vlivem zaporného mezomerniho
efektu karbonitrilovych skupin a zapornych induk&nich efektl pyrazinového
dusiku a chloru jsou atomy uhliku v polohach 5 a 6 elektron deficientni, a proto
je u této slouCeniny aromaticka nukleofilni substituce velice usnadnéna.
Substituce probiha za pfitomnosti baze, kterou muze byt prebytek dialkylaminu
v pfipadé syntézy 5,6-dialkylaminopyrazin-2,3-dikarbonitrili nebo Ize pouzit jinou
organickou bazi (pyridin, trimethylamin) ¢i anorganickou bazi (uhli€itan draselny,

hydroxid sodny).?
. R
NCIN\ cl r-Nr baze NG N Nep
D S
NC” N7 el NG N7 ONR
R

Obr. 10 Obecné schéma pfipravy prekurzora.

4.2 Cyklotetramerizacni reakce

Vyslednou molekulu AzaPc ziskame pomoci cyklotetramerizace 4 molekul
pyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Tento krok Ize provést dvéma zakladnimi zpasoby.
Prvni metoda vyuziva tzv. templatového efektu kationtu kovu, kdy zahfivanim
prekurzoru ve vysoko vroucim rozpoustédle (dimethylformamid — DMF, chinolin)
dochazi ke spontannimu vzniku makrocyklu po pfiblizeni jednotlivych pyrazin-
2,3-dikarbonitrili a seskupeni kolem centralniho atomu (kationt kovu). Druhym
zpusobem pfipravy je tzv. Linsteadova metoda (Cili metoda postupné vystavby,
Obr. 11).32 Tato reakce spociva v ataku alkoholatu (nejcastéji lithného Ci
hofe€natého) alifatickych alkoholt s kratkym fetézcem na elektrondeficitni uhlik

karbonitrilové skupiny. Vznika alkylkarboximidat, ktery dale reaguje s dalSi
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karbonitrilovou skupinou a postupné tak dochazi k zacykleni a vzniku jadra
AzaPc. Pomoci druhého zplUsobu Ize dosahnout v praxi vysSich vytézku
cyklotetramerizace nez u templatové metody, nicméné nékteré struktury vyuziti

alkoholatu neumoziiuji a je tedy nutné templatovou metodu pouzit.?

©:CN RO'Li* / (RO"),Mg?* ©:C/// @[
CN C/) \

Obr. 11 Mechanismus cyklotetramerizace Linsteadovou metodou.

5 Experimentalni Cast

VSechna organicka rozpoustédla pouZzita pro syntézu byla v analytické kvalité.
Bezvody butanol pro cyklotetramerizaci byl susen hof€ikem a pod zpétnym
chladi€em byl pfi teploté varu oddestilovan v Cas potfeby. Nesubstituovany
zineCnaty ftalocyanin (ZnPc) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. V8echny
ostatni chemikalie pro syntézu byly zakoupeny u certifikovanych dodavatelu
(napf. Sigma-Aldrich, TCI Europe, Acros, nebo Merck) a byly pouzity tak, jak byly
dodany. Pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzity hlinikové folie
pokryté silikagelem 60 F2s4 (Merck). Pro cisténi produktu sloupcovou
chromatografii byl pouzit Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). Teplota tani (t.t.)

slouCenin byla méfena pomoci digitalniho pfistroje Electrothermal 1A9200.
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InfraCervena spektra byla méfena na Nicolet 6700 spektrofotometru v ATR modu.
'H a 3C NMR spektra byla méfena na pfistrojich VARIAN VNMR S500 (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) a Jeol JNM-ECZ600R (Jeol, Akisima,
Japonsko). Zapsané chemické posuny jsou vztaZzeny relativné k vnitfnimu
standardu Si(CHs)4. Hodnoty J jsou uvadény v Hz. UV-Vis spektra byla méfena
na pristroji Shimadzu UV-2600 spektrofotometr. HR MS spektra byla méfena
pomoci UHPLC systému Acquity UPLC I-class (Waters, Millford, USA) ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim (HR MS) Synapt G2Si
(Waters, Manchester, Velka Britanie) zalozeném na Q-TOF (Quadrupole Time-
of-Flight). Chromatografie pro toto HR MS mérfeni byla provedena s vyuzitim
kolony Acquity UPLC Protein BEH C4 (2,1 x 50 mm; 1,7 um, 300 A)
s gradientovou eluci acetonitrilem a 0,1% kyselinou mravenc&i pfi pritoku
0,4 ml/min. K detekci byla pouZzita ionizace elektrosprejem (ESI) v pozitivnim
modu. ESI spektra byla zaznamenana v rozmezi 500-5000 m/z s vyuZitim leucin-
enkefalinu jako referencni latky a jodidu sodného k externi kalibraci, nebo
v rozmezi 50-2000 m/z s vyuzitim leucin-enkefalinu jako referencéni latky a
mravencanu sodného pro externi kalibraci. Fluorescence a transmitance byly
méfeny na FS5 spektrofluorimetru (Edinburgh Instruments, Edinburgh, Velka

Britanie).
5.1 Syntéza prekurzor(
5.1.1 Pfiprava 5,6-bis(dimethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (1)

\
Cl N CN NC.___N N
= ‘ N H - ‘ N
X N - ~ -
Cl N CN NC™ N l\‘l
1

THF, 20 °C, 1 hod

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrii (1,00 g; 5,03 mmol) byl rozpustén
v tetrahydrofuranu (THF, 40 ml). Ktéto smési bylo pfidan roztok 33%
dimethylaminu v ethanolu (5,38 ml, 30,13 mmol). Za stalého michani
pfi laboratorni teploté se nechala reakéni smés reagovat 1 hodinu. Reakce byla
kontrolovana pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) v soustavé hexan/ethyl-
acetat (4:1, Rr = 0,61). Nasledné byla smés pfefiltrovana, a filtrat odpafen
na vakuové rotacni odparce. DalSim krokem byla rekrystalizace z methanolu.

Produkt byl rozpustén v co nejmensim mnozstvi vrouciho methanolu a nasledné
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vloZzen na noc do lednice. Po rekrystalizaci byl produkt pfefiltrovan pomoci

vakuové filtrace. VytéZek byl 933 mg (86 %) Zlutych krystalu.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 3,02 (s, 12H). 'C NMR (126 MHz, CDCl3) & 147,64,
120,45, 114,87, 38,82. HRMS (ESI): m/z vypocitano pro CioH12Ne: [M+H]*:
217,1196; nalezeno: 217,1206.

5.1.2 Pf¥iprava 5,6-bis(dibutylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)
1. THF, 20 °C, 2 hod (\/
ﬁ/»

NC._N_Cl 2.66 °C, 90 min NC._N N~

T - Y

NG ONT el i NG ONT NN
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5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1,00 g; 5,03 mmol) byl rozpustén v THF
(40 ml). K této smési byl pfidan dibutylamin (5,04 ml, 30,13 mmol). Za stalého
michani se nechala smés reagovat 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Reakce byla
kontrolovana pomoci TLC pfi pouziti toluenu jako mobilni faze (Rr = 0,56).
Z divodu nezreagované vychozi latky byla nasledné reakce zahfivana pfi teploté
varu rozpoustédla dalSich 90 minut pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni byla
smeés prefiltrovana a filtrat odpafen na vakuové rota¢ni odparce. DalSim krokem
byla adsorpce na silikagel a izolace produktu pomoci sloupcové chromatografie.
Jako mobilni faze byl pouzit Cisty toluen. Frakce obsahujici produkt byly spojeny
a odpareny na vakuové rotacni odparce. VytéZzek byl 1,787 g (92 %) Zlutych
krystal.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 3,43 (t, J = 7,4 Hz, 8H), 1,48 — 1,37 (m, 8H), 1,20
(h, J=7,3Hz, 8H), 0,88 (t, J=7,5Hz, 12H). '3C NMR (126 MHz, CDClI3) & 146,10,
120,03, 115,10, 48,41, 29,68, 20,28, 13,75. HRMS (ESI): m/z vypocitano pro
C1sH2sNs: [M+H]*: 329,2448; nalezeno: 329,2455.

5.1.3 Pfiprava 5,6-dimorfolinopyrazin-2,3-dikarbonitrilu (3)
THF, 20 °C, 1 hod N
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5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1,00 g; 5,03 mmol) byl rozpustén v THF
(70 ml). Ktéto smési byl pfidan morfolin (2,64 ml, 30,16 mmol). Za stalého
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michani se nechala smés reagovat 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Reakce byla
kontrolovana pomoci TLC pfi pouZiti ethyl-acetatu jako mobilni faze (Rt = 0,37).
Smés byla poté prefiltrovana, proplachnuta pomoci acetonu a filtrat odparen
na vakuové rotacni odparce. DalSim krokem byla rekrystalizace z methanolu.
Produkt byl rozpustén v co nejmensim mnozstvi vrouciho methanolu a nasledné
vloZzen na noc do lednice. Po rekrystalizaci byl produkt pfefiltrovan pomoci

vakuové filtrace. VytéZek byl 720 mg (48 %) bilych krystald.

"H NMR (500 MHz, CDCI3) & 3,79 (t, J = 4,6 Hz, 8H), 3,55 (t, J = 4,6 Hz, 8H).
13C NMR (126 MHz, CDCIs3) 6 146,63, 121,61, 114,21, 66,09, 46,83. HRMS (ESI):
m/z vypocitano pro C14H1sNeO2: [M+H]": 301,1408; nalezeno: 301,1418.

5.2 Cyklotetramerizace a chelatacni reakce

5.2.1 P¥iprava 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(dimethylamino)-1,4,8,11,15,

18,22,25-oktaazaftalocyaninu (1H2)
/
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Latka 1 (0,870 g; 4,02 mmol) byla rozpusténa v Cerstvé predestilovaném
bezvodém butanolu (15 ml). Do reakéni bariky bylo pfidano lithium (197 mg;
28,19 mmol) a reakce byla zahfivana pfi teploté varu rozpoustédla pod zpétnym
chladi€em po dobu 1 hodiny. ReakCni smés byla poté odpafena na rotacni
odparce. Reakéni smés byla nasledné rozpusténa v dichlormethanu (DCM,
50 ml) a byl pfidan 1% roztok HCI (80 ml). Nasledné byla smés oddélena v délici
nalevce a zbytky produktu byly z vodné faze vyextrahovany pomoci DCM (2x
40 ml). Organické frakce byly spojeny, vysuSeny bezvodym Na2SO4 a odpaieny
na rotaCni vakuové odparce. Smés byla adsorbovana na silikagel a byla
provedena sloupcova chromatografie nejprve s mobilni fazi DCM/methanol

(MeOH) 25 : 1 pro eliminaci vychozi latky 1 a poté byla mobilni faze urychlena
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na 10 : 1 pro eluci slou€eniny 1H2. Ziskané frakce byly odpafeny na vakuove
odparce a nasledné presrazeny rozpusténim v pyridinu/DCM (1ml, 1:1) a
nakapanim do MeOH (150 ml). Suspenze byla dekantovana a filtrovana

vakuovou filtraci. Vytézek byl 140 mg (16 %), fialovych krystalU.

'H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds — 3:1) & 3,40 (s, 48H), -1,46 (s, 2H).
BC NMR (126 MHz, CDCls/pyridin-ds — 3:1) d& 151,50, 39,51. (nékteré
aromatické signaly nebyly detekovany); HRMS (ESI): m/z vypocitano
pro CaoHsoN24: [M+H]*: 867,4723; nalezeno: 867,4711.

5.2.2 Pfiprava zineCnatého komplexu 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis
(dimethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninu (1Zn)

/N / 0\
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Latka 1H2 (0,100 g, 0,12 mmol) byla rozpusténa v pyridinu (10 ml). Nasledné k ni
byl pfidan bezvody octan zine¢naty (0,127 g; 0,69 mmol) a smés byla zahfivana
pfi teploté varu rozpoustédla pod zpétnym chladiCem po dobu 3 hodin.
Po dokonceni reakce byl na rotacni odparce ze smési odparen pyridin. Dale
probéhla adsorpce na silikagel a pfecisténi pomoci sloupcové chromatografie.
K déleni vychozi latky a produktu byla pouZzita mobilni faze DCM/MeOH
(2500 : 1) s postupnou upravou (po odstranéni slou€eniny 1H2) poméru az
na 10:1, kdy byl eluovan zineCnaty komplex. Frakce byly nasledné odpareny a
presrazeny rozpusténim v pyridinu/DCM (1 ml, 1:1) a nakapanim do MeOH
(150 ml). Krystaly byly odfiltrovany a vysuSeny. Vytézek byl 28 mg (26 %),
modrych krystala.

"H NMR (600 MHz, pyridin-ds) & 3,21 (s, 48H). 3C NMR (151 MHz, pyridin-ds) &
151,23, 150,92, 142,76, 39,31.
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5.2.3 Pfiprava 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(dibutylamino)-1,4,8,11,15,18,
22,25-oktaazaftalocyanu (2H2)

S
H
NC. N NK\:/\/ BuOH, Li, 118 °C, 1 hod gN M ;
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Latka 2 (1,727 g; 4,49 mmol) byla rozpusténa v Cerstvé predestilovaném
bezvodém butanolu (15 ml). Smés byla zahfata pod zpétnym chladicem
na teplotu varu rozpoustédla, nasledné bylo pfidano lithium (0,220 g; 31,43
mmol) a reakce pokraovala 1 hodinu pfi té samé teploté. Reakéni smés byla
poté odpafena na rotacni odparce. Reak¢ni smés byla nasledné rozpusténa
v DCM (50 ml) a byl pfidan 1% roztok HCI (80 ml). Nasledné byla smés oddélena
v délici nalevce a zbytky produktu byly z vodné faze vyextrahovany pomoci DCM
(2x 40 ml). Organické frakce byly spojeny, vysu$eny bezvodym Na2S0s a
odpafeny na rota¢ni vakuové odparce. Pfi hledani vhodné mobilni faze byla
provedeno TLC, kdy bylo zjisténo témér absolutni retence produktu na startu
pfi pouZiti toluenu jako mobilni faze, ale byla eluovana vychozi slou€enina 2.
Smés byla adsorbovana na silikagel a provedena sloupcova chromatografie
nejprve s toluenem jako mobilni fazi pro eliminaci slou¢eniny 2 a nasledné
pouzita mobilni faze DCM/MeOH 20 : 1 pro eluci slou¢eniny 2H2. Ziskané frakce
byly odpafeny na vakuové odparce a nasledné pfesrazeny rozpusténim v DCM
(3 ml) a nakapanim do MeOH (150 ml). Suspenze byla filtrovana vakuovou filtraci

a krystaly byly vysuSeny. Vytézek byl 0,736 g (42 %) fialovych krystalu.

H NMR (500 MHz, pyridin-ds) & 4,10 (t, J = 7,4 Hz, 32H), 1,84 (p, J = 7,5 Hz,
32H), 1,53 (h, J = 7,4 Hz, 32H), 1,02 (t, J = 7,4 Hz, 48H), -1,41 (s, 2H). °C NMR
(126 MHz, pyridin-ds) & 150,59, 48,93, 30,46, 21,04, 14,25. (n&které aromatické
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signaly nebyly detekovany); HRMS (ESI): m/z vypocitano pro CssH14sN24: [M+H]*:
1540,2235; nalezeno: 1540,2224.

5.2.4 Priprava zineCnatého komplexu 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis
(dibutylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninu (2Zn)
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Latka 2H2 (0,558 g; 0,36 mmol) byla rozpusténa v pyridinu (10 ml) a nasledné
k ni byl pfidan bezvody octan zine€naty (0,399 g; 2,17 mmol). Reak&ni smés byla
zahfivana na teplotu varu rozpoustédla pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin.
Po dokonceni reakce byl na rotaéni odparce ze smési odpafen pyridin. Dale
probéhla adsorpce na silikagel a sloupcova chromatografie. K déleni vychozi
latky a produktu byla pouzita mobilni faze DCM/MeOH (2500 : 1) s postupnou
upravou (po odstranéni slou¢eniny 2H2) poméru az na 10 : 1, kdy byl eluovan
zineCnaty komplex 2Zn. Frakce byly nasledné odpafeny a presrazeny

rozpusténim v DCM (3 ml) a nakapanim do MeOH (150 ml). Krystaly byly
odfiltrovany a vysuseny. Vytézek byl 0,566 g (97 %) modrych krystalu.

"H NMR (500 MHz, pyridin-ds) & 4,07 (t, J = 7,5 Hz, 32H), 1,80 (q, J = 3,6 Hz,
32H), 1,51 (h, J = 7,4 Hz, 32H), 0,99 (t, J = 7,4 Hz, 48H). 3C NMR (126 MHz,
pyridin-ds) & 151,04, 142,43, 48,77, 30,24, 20,85, 14,05. (nékteré aromatické
signaly nebyly detekovany); HRMS (ESI): m/z vypocitano pro CssH144N24Zn:
[M+H]*: 1602,1370; nalezeno: 1602,1343.
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5.2.5 Pfiprava  2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(morfolino)-1,4,8,11,15,18,
22,25-oktaazaftalocyaninu (3H2)
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Latka 3 (0,677 g; 2,25 mmol) byla rozpusténa v Cerstvé predestilovaném
bezvodém butanolu (15 ml). Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em
pfi teploté varu rozpoustédla, béhem zahfivani bylo pfidano lithium (0,111 g;
15,78 mmol) a reakce pokracovala 1 hodinu. Reakéni smés byla nasledné
rozpusténa v dichlormethanu (DCM, 40 ml) a byl pfidan 1% roztok HCI (40 ml).
Nasledné byla smés prelita do délici nalevky, ale béhem déleni dochazelo
k tvorbé heterogenni soustavy emulze/suspenze ve vodné fazi, tudiz nebylo
mozné oddélit organickou fazi. Nasledné bylo nutné pfistoupit k upinému
odpareni smési. Dale byla provedena re-suspendace ve vodé a suspenze byla
zfiltrovana a krystaly na filtracnim papife promyty vodou (100 ml). Filtraéni kolac
byl ususen a pak rozpustén ve smési DCM a pyridinu (1 : 1), prefiltrovan a roztok
byl odpafen. Pfi hledani vhodné mobilni faze byla provedena TLC za pouZiti
soustavy DCM/MeOH (20 : 1; Rf = 0,41). Smés byla adsorbovana na silikagel a
precisténa pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi DCM/MeOH 22 : 1.
Ziskané frakce byly odpafeny na vakuové odparce a nasledné piesrazeny
rozpusténim v DCM (1 ml) a nakapanim do hexanu (150 ml). Suspenze byla
Zfiltrovana vakuovou filtraci a krystaly vysuseny. VytéZzek byl 76 mg (11 %)

zelenych krystalu.

H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds — 2 : 1) & 4,57-3,06 (m, 64H), -1,49 (s, 2H).
BCNMR nebylo zduavodu zhor$ené rozpustnosti méfenoHRMS (ESI): m/z
vypocitano pro CseHesN240s: [M+H]*: 1203,5568. Nalezeno: 1203,5547.
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5.2.6 Prfiprava zineCnatého komplexu 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis
(morfolino)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninu (3Zn)
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Latka 3H2 (0,076 g; 0,06 mmol) byla navazena a rozpusténa v pyridinu (10 ml).
Nasledné k ni byl pfidan bezvody octan zine€naty (0,695 g; 0,38 mmol) a cela
smés byla zahfivana pfi teploté varu rozpoustédla pod zpétnym chladiCem
po 3 hodiny. Po dokoncCeni reakce byl na rotaCni odparce ze smési odpafen
pyridin. Dale probéhla adsorpce na silikagel a byla provedena sloupcova
chromatografie. K déleni vychozi latky a produktu byla pouZita mobilni faze
DCM/pyridin (10 : 1). Frakce byly nasledné odpareny a pfesrazeny rozpusténim
ve smési DCM/pyridin a nakapany do hexanu. Krystaly byly odfiltrovany a
vysuSeny. VytéZek byl 40 mg (50 %) tmavé modrych krystalu.

TH NMR (500 MHz, pyridin-ds) & 4,12-3,70 (m, 64H), -1,49 (s, 2H). 3C NMR a

HRMS nebyly z ddvodu zhorSené rozpustnosti slou¢eninyméreny.
5.3 Stanoveni fotofyzikalnich parametra

5.3.1 Kvantovy vytézek produkce singletového kysliku (@)

Stanoveni kvantového vytéZzku (@i) singletového kysliku ('0O2) byla pouzita
nepfima metoda.®® Pfi nepfimé metodé je monitorovan efekt '02 na tzv.
scavenger molekulu; ktera je pusobenim singletového Kkysliku chemicky
zméneéna. V tomto projektu byl jako scavenger pouzit 1,3-difenylisobenzofuran
(DPBF), kde pfi plisobeni 'O2 dochazi k cykloadici na furanovy cyklus (Obr. 12a),

ktery se rozstépi, ¢imz dojde k poklesu absorbance pfi 417 nm (Obr. 12b).3*
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Pro relevantnost vysledkl je potfeba dodrzet podminky méfeni pro vzorek i

referen¢ni slouceninu (i rozpoustédla — v naSem pfipadé DMF, THF a toluen).

— 10s
" — 20s
1,0 — 30s
40s

DPBF

0,9 1
400 410 420 430

TPyzPz

400 500 600 700 800
Vinova délka, nm

Obr. 12 a) rovnice rozkladu DPBF pomoci singletového Kysliku, b) znazornéni poklesu absorbance
DPBF béhem stanoveni @a.

Stanoveni rozkladu DPBF probihalo na optické lavici se zdrojem svétla (100 W
Xe lampa), kdy svétlo prochazelo postupné pres vodni filtr (eliminace
infraerveného zareni), dale tzv. cut-off filtr OG530 (odstinéni zafeni o vinové
délce kratSi nez 530 nm, které by nespecificky rozkladalo DPBF). Nasledovala
CcocCka, ktera koncentrovala paprsky svétla na drzak s méfenou kyvetou. Aby byla
zajisténa stejnomeérnost méfeného roztoku po dobu méreni, byla v oblasti drzaku
umisténa také magneticka michacka. Po celou dobu méfeni bylo potieba
minimalizovat vliv externich zdrojua svétla, které by mohly zkreslit ziskané

vysledky.

Prvnim krokem byla pfiprava zasobniho roztoku DPBF s absorbanci kolem 1,0
(pfi 417 nm). Dale byly pfipraveny 2 zasobni roztoky (v toluenu a THF)
zkoumanych sloucenin 1Zn, 2Zn a 3Zn o koncentraci 100 uM, které byly nakonec
prefiltrovany pro eliminaci prachovych &astic. Kyveta s roztokem DPBF (2,5 ml)
byla probublana kyslikem (1 min) a bylo zméfeno absorp&ni spektrum — blank.
Do kyvety byl pfidan objem zasobniho roztoku vzorku (100 uM), aby absorbance
dosahovala hodnot kolem 0,1 v oblast Q-pasu; opét bylo zméfeno absorpéni
spektrum. Vzorek byl nasledné ozafen po dobu 10 vtefin na optické lavici a poté
bylo zméfeno absorpCni spektrum. Krok s ozafenim a naslednym méfenim
absorbance byl opakovan celkem CcCtyfikrat. Ziskané hodnoty v maximu
absorbance DPBF (417 nm) byly nasledné pouzity pro stanoveni smérnice
pfimky (k) zavislosti pfirozeného logaritmu poklesu absorbance na dobé ozareni.

Z téchto hodnot byl vypocitan @i podle rovnice (Rovnice 3a), kdy celkové
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mnozstvi pfijatého svétla bylo spoéteno pomoci Beerovy rovnice (Rovnice 3b).3%
Po zméfeni hodnot v Cistych rozpoustédlech bylo nasledné provedeno méfeni
s pfidavkem pyridinu (1 % u latky 2Zn, 5 % u latek 1Zn a 3Zn) pro zjisténi vlivu
agregace na kvantovy vytézek singletového kysliku.

KSIR;

S
aT

a) &3=a% b)l,=lp(1-€2%4)

Rovnice 3: a) vypocet kvantového vytézku singletového kysliku — smérnice krivky zavislosti In (Ado/At) na
dobé ozareni (Ao a At jsou absorbance DPBF pfed a po ozareni) (k), celkové mnoZstvi prijatého svétla (IaT)
(horni indexy: R — referencni slouc¢enina, S — vzorek) od 530 nm do 850 nm; b) rovnice pro vypocet mnoZstvi
prijatého svétla — transmitance filtru pfi dané vinové délce (ls) a absorbance vzorku pfi dané vinové délce

(A).
Funkci referencni slou€eniny v tomto méfeni plnil nesubstituovany zinecnaty

ftalocyanin (ZnPc) (@4 je 0,56 v DMF36 a 0,58 v toluenu®’).

5.3.2 Kvantovy vytézek fluorescence (@r)

Princip stanoveni kvantového vytézku fluorescence spociva v porovnavaci
metodé, kdy byly sledovany plochy pod kfivkou emisnich spekter roztoki
referencni slou€eniny a vzorku. Excitace stanovované i referen¢ni slouceniny
probihala svétlem stejné vinové délky (607 nm), ziskané hodnoty byly posléze

dosazeny do rovnice (Rovnice 4), ¢imz byl vypocten @rvzorku.3®

R 2
e F\ (1-10%"\ (n®
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Rovnice 4: Vypocet kvantového vytéZku fluorescence; plocha pod kfivkou emisniho spektra (F), absorbance
pfi excitacni vinové délce (A), index lomu rozpoustédla (n), indexy — referenéni slou¢enina (R), vzorek (S)

Pouzité rozpoustédlo ovliviuje vysledny @r, nicméné tento vliv Ize korigovat
indexem lomu pouzitych rozpoustédel. Toho lze vyuzit v pfipadé, kdy vzorek a
referencni latka byly méfeny v jinych rozpoustédlech.

Samotné meéfeni zacinalo proméfenim absorbance a fluorescence kyvety
s Cistym rozpoustédlem (2,5 ml) a nasledné byl do kyvety pfidan zasobni roztok
(100 uM) jednotlivych TPyzPzs, aby absorbance dosahovala hodnot kolem 0,1
v oblast Q-pasu; opét bylo zméfeno absorpéni a emisni spektrum Po zméreni
hodnot v Cistych rozpoustédlech bylo nasledné provedeno méfeni s pfidavkem

pyridinu (1 % u latky 2Zn, 5 % u latek 1Zn a 3Zn) pro zjisténi vlivu agregace
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na kvantovy vytézek fluorescence. Jako referen¢ni sloucenina byl opét pouZit
ZnPc, jehoz hodnota @ = 0,32 v THF.38

5.4 Studium agregace makrocykl

5.4.1 Stanoveni rovnovazné konstanty monomerizace pyridinem (Kp)

Tendence  oktakis(dialkylamino) substituovanych  TPyzPzs agregovat
do supramolekularnich celkl (v zavislosti na koncentraci slou€eniny v roztoku ¢i
pouzitém rozpoustédle) byla studovana v nekoordina¢nim rozpoustédle (toluen),
kde vytvafi TPyzPzs J-dimery, které je mozné rozrusit pfidanim koordinujiciho

rozpoustédla (pyridin).

Prvnim krokem bylo pfipraveni zasobnich roztokd TPyzPzs v toluenu (2 uM pro
1Zn a 100 uM pro 2Zn). Samotny experiment zaCal zméfenim baseline kyvety
s 2,5 ml toluenu (absorpéni i emisni spektrum). Dale byly zméfeny spektra
roztoku TPyzPz v toluenu (1uM pro 1Zn nebo 10uM pro 2Zn). Roztok byl titrovan
postupnymi pridavky pyridinu a s kazdym pfipravkem byla zméfena absorpéni a
emisni spektra. Pfidavky pyridinu pokra¢ovaly do dosaZeni faze plateau pro dané
TPyzPz. Excitaéni vinova délka pro mérfeni emisnich spekter byla zvolena
v isosbestickém bodé absorpcnich spekter (602 nm pro 1Zn a 588 nm pro 2Zn),
aby nebylo nutné korigovat vysledna emisni spektra na mnozstvi dodané
energie. Z naméfenych hodnot byla vypocltena asociacni konstanta pomoci
nelinearni regrese z grafu zavislosti mnozstvi monomeru na koncentraci pyridinu

pomoci programu Prism (GraphPad Software).

5.4.2 Stanoveni dimerizaéni konstanty (Kbp)

Pomoci koncentracni zavislosti

Byl pfipraven zasobni roztok 2Zn (100 uM) v toluenu a nasledné bylo zméfreno
jeho absorpCni spektrum v 1 mm kyveté. Dale bylo provedeno fedéni zasobniho
roztoku na polovinu (2 ml 100 uM roztoku a 2 ml toluenu) a zméfeni absorp&niho
spektra 50 uM roztoku v 1 mm kyveté. Red&ni a méFeni absorpénich spekter

v 1 mm kyveté bylo opakovano do 12,5 uM. Od 12,5 uM do 0,78 uM roztoku byla

sv v
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roztoku byla pouzivana kyveta 50 mm. Poslednim krokem byl pfepoCet spekter

na 1 uM rotok.
Pomoci zavislosti na teploté

Kyveta s 10 uM roztokem slouceniny 2Zn nebo 1 uM roztokem slouceniny 1Zn
v toluenu byla vloZzena do temperovaného drzaku, kde dochazelo vzdy po dobu
5 minut k stabilizaci teploty v rozsahu 10-100 °C, kdy po kazdé stabilizaci bylo
zméno transmitancni spektrum, které bylo nakonec pfevedeno na absorpCni

spektrum.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Syntéza

PFi pfipravé prekurzor( jsme vyuzili komeréné dostupného 5,6-dichlorpyrazin-
2,3-dikarbonitrilu (DCP). Na této molekule je diky zapornému mezomernimu
efektu karbonitrilovych skupin umoznéna nukleofilni aromaticka substituce
v polohach 5 a 6, Cemuz i napomaha zaporny indukéni efekt pyrazinovych dusiku
a halogenu v blizkosti atakovaného uhliku. Rovnovazny stav této reakce lze
posunout smérem k produktu vychytavanim vznikajicich chloridovych iontu
pomoci baze napf. uhliitan draselny, hydroxid sodny, trimethylamin nebo
pyridin. V naSem pfipadé bylo mozné jako bazi s vyhodou pouzit nadbytek
nukleofilniho substituentu, protoZe jsme pracovali se sekundarnimi aminy.
Z tohoto ddvodu pfi pfipravé 5,6-disubstituovanych derivatd pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu jsme pouzili 6 ekvivalentll sekundarniho aminu namisto potfebnych

dvou.

Pfiprava sloucenin 1 a 2 probihala bez komplikaci s vysokou vytéznosti reakce
(nad 85 %). U slou€eniny 3 byl vytéZzek 48 %, coz bylo nejspi§ zpUsobeno
vysokym zadrZenim na silikagelu béhem cCisténi. PFi syntéze prekurzoru 1 nebylo
mozné pouZzit Cisty dimethylamin, protoZe se jedna o plynnou latku, a proto byl

pouzit 33% roztok v ethanolu. Ostatni sekundarni aminy jiz byly kapalné latky.

Priprava TPyzPzs cyklotetrameriza¢ni reakci naSich slou€enin probihala
metodou postupné vystavby (Linsteadova metoda) — iniciace reakce probihala
pomoci ataku alkoholatu na karbonitrilovou skupinu prekurzoru. V nasem pfipadé
byl pouzit butanolat lithny v bezvodém butanolu, u kterého vznikaji nestabilni
lithné TPyzPzs, které se téméf okamzité transformuji na bezkovové derivaty
v pritomnosti vody. ProtoZe vzdy do reakce vstupoval pouze jeden prekurzor, tak
vznikal jen jeden symetricky TPyzPz, ktery bylo potfeba oddélit od zbytku reakéni
smeési (oproti asymetrickym TPyzPzs, kdy statisticky vznika nékolik kongeneru
v zavislosti na poctu prekurzorl). Samotna izolace TPyzPzs probihala v jejich
bezkovové formé, ¢imz jsme omezili jejich chvostovani na silikagelu. Finalni
zineCnaté TPyzPzs byly pfipraveny naslednou reakci s octanem zine€natym, coz

vedlo k chelataci zine€natého iontu do centra makrocykilu.
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Syntéza slou€eniny 2H2 a nasledna inzerce zine€natého kationtu probihaly
bez problému s relativné vysokymi vytéZzky (2H2 méla 42 %, 2Zn az 97 %). Co
se syntéz slou¢enin 1H2 a 1Zn ty€e, byla vytéZnost reakci nizsi (16 % u 1H2, 26
% u 1Zn), coz bylo nejspiSe zpusobeno zhorSenou rozpustnosti slou¢enin a vyssi
tendenci k agregaci molekul. Diky témto vlastnostech se molekuly také hdfe
charakterizovaly pomoci NMR/HRMS. U slouceniny 3H2 byla komplikovana jeji
izolace z reakéni smési a nasledné precisténi. Béhem extrakce 3H2 do DCM
po cyklotetramerizaCni reakci, kdy se reak¢éni smés zbavuje nadbytku butanolatu
litného pfidanim 1% roztoku HCI, doSlo ke vzniku soustavy emulze/suspenze
ve vodné fazi, ktera se nechtéla rozdélit. Tuto smés jsme museli odpafit a
nasledné resuspendovat ve vodné fazi, prefiltrovat, ¢imz jsme se zbavily soli.
FiltraCni kolaC byl po uschnuti rozpustén v pyridinu, ktery ma nejlepsi schopnost
rozpoustét TPyzPzs (empirické zkuSenosti naSi vyzkumné skupiny). Nicméné

po precisténi sloupcovou chromatografii dosahl vytéZzek reakce pouze 11 %.

6.2 Stanoveni fotofyzikalnich parametra

U vS8ech nasyntetizovanych TPyzPzs byla snaha naméfit a zjistit absorpéni a
emisni maxima v monomerni formé a v agregovaném stavu. Jako rozpoustédla
byly vybrany DMF a toluen — DMF pro moznost porovnani s publikovanymi
slou€eninami a toluen, popfipadé toluen s pyridinem pro studium agregovanych
forem a jejich naslednou monomerizace (Tabulka 1). Nutno podotknout rozdilnou
rozpustnost jednotlivych sloucenin v toluenu — u slouc¢eniny 1Zn bylo z ddvodu
mensi rozpustnosti mozné pfipravit pouze 2 uM zasobni roztok, oproti tomu
slou€enina 2Zn byla velmi dobfe rozpustna, zde bylo mozno pfipravit standardni
100 uM zasobni roztok. Slou€enina 3Zn byla velmi Spatné rozpustna v nami
pouzitych rozpoustédlech, coz neumoznilo stanoveni fotofyzikalnich parametrd.
Z tvaru spekter (viz napf. Obr. 13a) bylo jednoznaéné potvrzeno, ze latky se
nachazeji v monomernim stavu v DMF, pyridinu a smési toluen+(1% nebo 5%)

pyridin, kdezto v podobé J-dimeru v toluenu jako nekoordinujicim rozpoustédle.
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Tabulka 1 Fotofyzikéalni parametry pripravenych TPyzPzs.

DMF Toluen Toluen+pyridin®

Aabs E | Aem| Aabs € Lem | Aabs E | Aem

ol | T om) | pom) amemott-em?] | fam] | omp | 47 [nm]

1Zn | 6592 | 148 5702 | 6722 | 630/702 | 31 550/27 950 | 758 | 655 | 122094 | 663
2Zn | 661 | 184590 | 667 | 660/709 | 62 546/43 574 | 756 | 660 | 216 986 | 676
3Zn | 651 —b 698 b b 735 | 651 b 656

a provadéno v pyridinu;  nelze provést vlivem Spatné rozpustnosti v daném rozpoustédie;
¢5 % pro 1Zn a 3Zn, 1 % pro 2Zn

DalSimi dllezitymi parametry molekul z rodin ftalocyanin( a azaftalocyanind jsou
kvantové vytéZzky fluorescence a singletového kysliku. Pokud se TPyzPzs
vyskytovaly v monomerni formé (rozpustény v DMF nebo v toluenu s pyridinem),
tak vykazovaly velmi nizké kvantové vytézky, coz bylo zptusobeno ICT, ktery je
u monomernich oktakis(dialkylamino) TPyzPzs hlavnim zplUsobem relaxace
z excitovaného stavu. V pfipadé pFfimého porovnani kvantovych vytézku
mezi DMF a toluenem s pyridinem, tak kvantové vytézky jsou nizsi v DMF, nebot’
polarni prostfedi toho rozpoustédla podporuje ICT. Pro naméfeni hodnot a
porovnani vlastnosti J-dimert a monomeru bylo zvoleno jako rozpoustédlo toluen
(pro J-dimery) a toluen s 1 nebo 5 % pyridinu (pro monomery), ktery v tomto
mnozstvi zajisti monomerizaci slou€enin a zarovern zasadné neovlivni polaritu
prostfedi. Z naméfenych hodnot lze vyCist nékolikanasobné vyssi kvantove
vytézky J-dimer( oproti monomerni formé; tato skute€¢nost je dana blokaci ICT
v agregovaném stavu, coz je velice nazorné vidét u vysledku slouceniny 2Zn.
Hodnoty u 3Zn naznacuiji, Zze i po pfidani vétS§iho mnozstvi pyridinu se J-dimer

nepovedlo rozvolnit a hodnoty kvantovych vytéZkl jsou srovnatelné (Tabulka 2).

Tabulka 2 Kvantové vytézky singletového kysliku a fluorescence.

D Dr
TOL TOL TOL TOL
DMF ToL +5%Pyr | +1%Pyr DMF ToL +5%Pyr | +1%Pyr
1Zn | 0,0033 | 0,0626 | 0,0344 —a 0,0005 | 0,0089 | 0,0002 —a
2Zn | 0,0073 | 0,2578 —a 0,0807 | 0,0000 | 0,0289 —a 0.0067
3Zn | 0,0234 | 0,2601 0,3304 -2 0,0042 | 0,0225 | 0,0281 —a

astanoveni za danych podminek nebylo provadéno
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6.3 Hodnoceni tvorby J-dimer(

Mira tvorby J-dimerl byla studovana v toluenu (nekoordinujici rozpoustédlo), kdy
byl roztok postupné titrovan pyridinem jakozto koordinacnim rozpoustédlem.
TPyzPz 3Zn byl velice Spatné rozpustny v toluenu, proto nebylo mozné pfipravit
roztok o znamé koncentraci a provést studii agregace. Ochota tvofit J-dimery byla
popsana témito konstantami. Rovnovaznou konstantou monomerizace pyridinem
(Kp), dimerizaCni konstantou (Kb) a asociac¢ni konstantou TPyzPz a pyridinu (K1).
Rovnice pro vypoCet Kp, Ko a K1 byly prevzaty z publikaci vyzkumnych skupin

profesort Kobuke?® a Torres.*0

Stanoveni Kp pomoci absorp&nich maxim Q-pasu bylo provedeno pro slouéeniny
1Zn (Kp = 4,49 M™") a 2Zn (Kp = 7153 M), kdy experimentalné stanovené Kr se
fady, coz potvrzuje pfedpoklad, Zze malo objemny periferni substituent dovoluje
silngjSi interakci mezi jednotlivymi podjednotkami (Obr. 13, Obr. 15Chyba!
Nenalezen zdroj odkazui.). UrCeni Kp Ize provést i pomoci sledovani
fluorescencnich maxim monomeru nebo dimeru (Obr. 14, Obr. 16), kdy zjiSténé
hodnoty jsou fadové stejné jako hodnoty zjiSténé hodnoty zjiSténé pomoci
absorpénich maxim (Kp = 5,72 M™"a 7471 M~ pro latky 1Zn a 2Zn).

a) 0,15 655 b) 0,12~
174 M 4
0,121

a: 0,094

Q

=

S

5 <& 0,064

(7}

<

0,034 Kp = 4,49 M
A =655 nm
r 0,00 T T T 1
400 500 600 700 800 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Vinova délka, nm c, M (pyridin)

Obr. 13 Titrace 1 uM roztoku 1Zn v toluenu pomoci pyridinu. a) zmény v celém absorpcnim spektru pfi
pfechodu z J-dimeru na monomer; b) kfivka narastu absorpce monomeru (Am) v Amax béhem titrace
pyridinem, ktera slouZila pro vypocet Kr pomoci nelinearni regrese.
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Obr. 14 Titrace 1 uM roztoku 1Zn v toluenu pomoci pyridinu. a) zmény v celém emisnim spektru pfi pfechodu
z J-dimeru na monomer; b) krivky poklesu fluorescence J-dimeru v Amax béhem titrace pyridinem, ktera
slouzila pro vypocet Kp pomoci nelinearni regrese.

a) 254 660 b) 2.0
0,002 M 4
° 2,04 1,5+
2
s 1,51
5 < 1.01
§ 1,0
0,5" = -1
0,54 Kp =7153 M
A =660 nm
0,0 T T T T 0,0 T T 1
400 500 600 700 800 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015
Vinova délka, nm ¢, M (pyridin)

Obr. 15 Titrace 10 uM roztoku 2Zn v toluenu pomoci pyridinu. a) zmény v celém absorpénim spektru pfi
pfechodu z J-dimeru na monomer; b) kfivka nardstu absorpce monomeru (Am) v Amax béhem titrace
pyridinem, ktera slouzila pro vypocet Kp pomoci nelinearni regrese.

a) 1x10°- 756 b) 1,0
. oM -
S 8x1054 0.8
© u- Kp = 7471 M’
8 6x105- % 06
S |.|.E ’ A =676 nm
(3] =R " 5
(7} 54 = -
g 4x10 T o Ko = 6583 M
o
2 2x10°1 u'-'-_ 0.2 A =756 nm
0 T T T T T T 1 0,0-¢ T T T
650 700 750 800 850 900 950 0,0000 0,0003 0,0006 0,0009
Vinova délka, nm ¢, M (pyridin)

Obr. 16 Titrace 10 uM roztoku 2Zn v toluenu pomoci pyridinu. a) zmény v celém emisnim spektru pfi
prechodu z J-dimeru na monomer; b) kfivky nardstu/poklesu fluorescence J-dimeru/monomeru v Amax
béhem titrace pyridinem, ktera slouZzila pro vypocet Kp pomoci nelinearni regrese.
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Stanoveni Kb bylo provedeno pouze u slouéeniny 2Zn (Kp = 5,2 x 10° M™),
protoze tvar absorpcniho spektra v oblasti Q-pasu byl zavisly na koncentraci
mérfeného roztoku — €¢im vice byl roztok slouceniny koncentrovany, tim vétsi byla
tendence 2Zn tvorit J-dimery. Nasledné byla Ko spocitana na zakladé nelinearni
regrese absorpCnich maxim monomeru (660 nm) pomoci programu Prism

(GraphPad Software, San Diego, USA) (Obr. 17).

a) 0,20 660 b) 0.20-
[ ]

o 0,157 o 0157

[(3) [¥]

c c

© (5]

£ 0,10 £ 0,104

o [*]

n 7] °

K] Kol <
< 0,051 < 0,051 Kp = 5,2x10° M’ °

A =660 nm
0,00 T T T T T T T 0,00 T T T 1
400 500 600 700 800 0,1 1 10 100
Vinova délka, nm log ¢, uM

Obr. 17 Zmény v absorpci TPyzPz 2Zn v zavislosti jeho koncentraci v toluenu. Spektra byla nakonec pro
moZnost porovnani upravena, aby odpovidaly 1 uM roztoku. a) zmény v celém absorpcnim spektru pfi
pfechodu z J-dimeru na monomer; b) kiivka absorpce v Amax monomeru béhem experimentu, ktera slouZila
pro vypocet Ko pomoci nelinearni regrese.

Podobné se chovala slouenina 2Zn (10 uM roztok) i pfi zméné teploty, kdy
pfi vySSich teplotach dochazi k rozpadu dimer( a zvySeni podilu monomeru
ve vzorku (Obr. 18). Oproti tomu 1 uM roztok slouceniny 1Zn pfi zméné teploty
vykazoval minimalni az nulové zmény poméru dimeru ku monomeru, cozZ souvisi
se silngjSi interakci mezi podjednotkami dimeru z duvodu malé objemnosti

perifernich substituentd (Obr. 19).
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Obr. 18 Zmény v absorpci 10 uM roztoku TPyzPz 2Zn v toluenu v zavislosti na teploté. a) zmény v celém
absorpcnim spektru pfi pfechodu z J-dimeru na monomer; b) kfivka absorpce v Amax monomeru béhem

experimentu.
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Obr. 19 Ukazka stability J-dimeru slouceniny 1Zn (1 uM roztoku v toluenu) v zavislosti na teploté
(25— 100 °C). a) beze zmény v celém absorpénim spektru (vychozi J-dimer pfi 25 °C); b) hodnoty absorpce
v Amax monomeru béhem experimentu.

U slou€eniny 2Zn bylo mozné vzhledem k dispozici hodnot Kb a Kp vypocitat i

asociacni konstantu K1 dle Rovnice 5 prevzaté z literatury:4°

K, = K, X Kp

Rovnice 5 Viypodet asociaéni konstanty TPyzPz a pyridinu.
Zjisténa hodnota K1 = 6,1 x 10* M-' zapada mezi hodnoty uvadéné v literature.*%
41 Pro nazorny priklad mazeme srovnat K1 slouéeniny 2Zn s jejim publikovanym
kyslikovym izosterem,*! ktery ma namisto dibutylamino periferni substituce
bis(methoxyethyl)amino substituci a jeho Ki = 4,25 x 10* M', coz fadové

naprosto odpovida nasim experimentalnim hodnotam pro 2Zn.
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[ Zaver
Béhem syntetické Casti byly pfipraveny zineCnaté TPyzPzs s dimethylamino,
dibutylamino a dimorfolino periferni substituci, u kterych byly nasledné studovany

jejich fotofyzikalni vlastnosti a mira tvofit agregaty, konkrétné J-dimery.

Chovani pfipravenych molekul bé&hem stanoveni kvantovych vytézkd
korespondovalo s jiz publikovanymi slouCeninami, tj. byl znatelny rozdil
v kvantovych vytézcich v monomernim a agregovaném stavu v zavislosti
na pouzitém rozpoustédlu. V nekoordinujicim rozpoustédle (toluen), kde se tvofi
J — dimery, byly kvantové vytéZky singletového kysliku a fluorescence vyssi nez
v koordinujicim rozpous$tédle (DMF, toluen s 1-5% pyridinu), kde jsou
slou€¢eniny monomerni. To je zpusobeno inhibici ICT u J-dimer, ktery slouzi jako
jeden z primarnich zplUsob( relaxace molekuly. Vyskyt vy8Sich kvantovych
vytéZzkl u agregovanych molekul je velice ojedinély, nebot ve vétsiné pfipadu

slou€eniny po agregaci ztraci sveé fotofyzikalni vlastnosti.

DalSim krokem bylo porovnani stability jednotlivych J-dimerd. V pfipadé
dimethylamino TPyzPz 1Zn byla zapotfebi vétSi koncentrace koordinujiciho
rozpoustédla k rozruSeni intermolekularnich koordinaCnich vazeb a nasledné

monomerizaci oproti stericky objemnéjSimu dibutylamino TPyzPz 2Zn.

Dimorfolino derivat se choval atypicky jak béhem pfipravy, tak béhem samotnych
meéfeni, kdy bylo dosazeno velmi Spatné rozpustného agregatu v nekoordinujicim

rozpoustédle, ¢imz doslo k ovlivnéni vysledkl jednotlivych méfeni.

Vysledky zjisténé béhem této rigorézni prace pomohou v budoucnu nasi
vyzkumné skupiné prof. Zim&ika s navrhem molekul vhodnych pro cileny vznik

J-dimeru a jejich vyuziti napf. v senzorické oblasti.
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