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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou syntézy aryloxylovych derivati
azaftalocyaninu. V teoretické c&asti pojednava o vlastnostech, vyhodach,
nevyhodach a vyuZiti jednotlivych typu fluorofori a soucasné je déli do
jednotlivych skupin dle jejich chemické struktury. Metodicka Cast popisuje
zpusoby, kterymi je mozno ftalocyaniny i jejich azaanaloga pfipravit, dale
strucné popisuje vlastnosti a reaktivitu téchto latek. V experimentalni ¢asti prace
jsou popsany zplsoby a postupy, kterymi lze prekurzory pro pfipravu
azaftalocyaninu pfipravit. Dale je popsan postup pfi samotné cyklizacni reakci,
kterou se azaftalocyaniny pfipravuji. Produkty byly charakterizovany pomoci
teploty tani, NMR, a IC spekter. U produktd cyklizaénich reakci byly zmé&reny

hodnoty fluorescence a produkce singletového kysliku.



ABSTRACT

This work deals with the synthesis of aryloxyderivatives of azaphthalocyanines.
The theoretical part discusses the characteristics, advantages, disadvantages
and use different types of fluorophores. At the same time is divided into different
groups according to their chemical structure. Methodology section describes the
ways in which it is possible to prepare phthalocyanines azaanalogues and the
work also briefly describes the properties and reactivity of these substances. In
the experimental part of this work is described, which methods and procedures
can be precursors for the preparation azaphthalocyanines prepare. It is also
described how to proceed with the actual cyclization reaction, which can be
prepared azaphthalocyanines. Products were characterized by melting point,
NMR, and IR spectra. The cyclization reaction products were measured value of
fluorescence and singlet oxygen production.



1 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo pfipravit aryloxyderivat azaftalocyaninu
nesymetrické struktury s jednou funkCni skupinou. Ta ma moznost vazby
biomolekul na strukturu azaftalocyaninu. Pro tuto vazbu byla zvolena skupina
hydroxylova, protoze je vhodna k navazani na oligonukleotidy. Aryloxyderivat
ma piredpoklad vysoké fluorescence, tudiZz moznost vyuzit ho jako fluorescenéni
znaCku. U aryloxy substituovaného derivatu je predpoklad nizSiho vytézku
singletového kysliku nez u alkylsulfanylovych derivatd. Jako aryloxysubstituent

byl zvolen propofol z diivodu své objemnosti, za Géelem snizeni agregace™.
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Obrazek 1: Nesymetricky azaftalocyanin



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

Fluorescence je jeden z druhl( luminiscenéniho zafeni, pfi némz dochazi
k absorpci svétla o urCité vinové délce (excitaCni) a nasledné emisi svétla o
vy$si vinové délce (emisni)'®. Jedna se o tfifazovy déj, kterého jsou schopny
molekuly polyaromatické nebo heteroaromatické. Prvni faze (1) je excitacni, kdy
dochazi k absorpci fotonu fluoroforem a naslednému pfechodu molekuly
z normalniho (Sp) do excitovaného stavu (S;’). Nasleduje faze nazyvana
excitovany stav (2), kdy probéhnou konformacéni zmény a vnitfni interakce
v molekule. Tato faze trva pouze nékolik nanosekund. Béhem tieti faze (3)
fluorescencniho procesu je vyzafena energie ve formé fotonu a fluorofor se
vraci do vychoziho stavu. Nemusi to ovéem platit pro véechny molekuly. Cast
z nich madze podléhat jinym dé&jim (S;). Prabéh procesu fluorescence Ize
vyjadfit pomoci Jablonského diagramu. Pokud bé&hem excitovaného stavu
nedojde ke zniCeni fluoroforu, je mozné proces excitace a poté i detekce
opakovat. S fluorescenci je neodmyslitelné spjat také pojem Stokesuv posun.
Jedna se o rozdil mezi energii excitacni (hvex), ktera je vySSi a energii emisni,
ktera je niz8i. (hvgm). Pfi kvantifikaci vinovych délek se hodnoty projevi pfesné

naopak (Aex je nizsi a Agw je vyssi) Y.
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Obrazek 2: Jablonskiho diagram
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Fluorofory jsou molekuly, respektive ¢asti molekul, schopné fluorescence, a
diky tomu se vyuzivaji ke znacCeni latek nebo jejich ¢asti. Pouzivaji se pfi
pfipravé biochemickych konjugati a své uplatnéni nachazeji i ve FISH
(fluorescencni in-situ hybridizaci). Fluorofory, pouzivané jako znacici sondy, se
vyskytuji v rdznych obménach, at uz excitatnich vinovych délek, Stokesova
posunu nebo Sife spektra. Intenzita fluorescence zavisi na schopnostech
kazdého fluoroforu pohlcovat a nasledné emitovat fotony. Tento déj mize byt i
cyklicky a kazda latka je schopna cyklus opakovat po urcitou dobu dle svého

charakteru a vlastnosti.

Fluorofory je mozno délit dle riznych kritérii napf.: pouZziti, oblasti absorpce Ci
emise svétla, chemické struktury atd. DalSim kritériem pro déleni muze byt
zpusob jejich pouziti. Mezi takzvané vnéjsi fluorofory patfi fluorescenéni znacky
a fluorescenéni sondy. Rozdil mezi nimi je ve zpusobu vazby na substrat'®.
Znacky se vazi kovalentné a jedna se nejCastéji o vazbu na proteiny nebo
nukleové kyseliny. Maji vysokou intenzitu fluorescence a jsou stabilni i pfi
dlouhodobém ozarovani. DalSi jejich vyhodou je, Ze neméni charakter molekuly,
na kterou se vazi. Jako zastupce lze zminit napf. vazbu s histidinem.
Fluorescenéni sondy se potom vazi nekovalentné a dochazi ke zméné jejich
fluorescencnich vlastnosti v zavislosti na tom, zda jsou vazany ¢i nikoliv. Méné
vyuzivané jsou vnitfni fluorofory, ackoliv jsou to latky s pfirozenym vyskytem.
Patii sem napf. aromatické aminokyseliny (tryptofan, tyrosin nebo fenylalanin)®.

V této praci jsou fluorofory déleny dle chemické struktury.
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2.2 Prehled fluorofort

2.2.1 Fluorescein a jeho derivaty

l COOH

fluorescein

Fluorescein je v souCasné dobé hojné vyuzivan k diagnostickym metodam
v mediciné napf. k fluorescenéni angiografii?®. Stale vice se ale uplatriuji i jeho
derivaty, nejcastéji amin reaktivni nebo thiolové derivaty. Vazi se na substrat
kovalentné a nejvice jsou vyuzivany pfi analyze proteinu. Derivaty fluoresceinu,
pouzivané v genetice k sekvenovani DNA, vznikaji strukturni modifikaci
xanthenového kruhu fluoresceinu®. V zavislosti na této strukturni obméné Ize
sledovat i zmény hodnot absorp&nich a emisnich energii. Pro znacku JOE jsou
tyto hodnoty 520 a 548 nm, pro TET 521 a 536 nm a pro HEX 535 a 556 nm.
Dalsim derivatem je fluorescein isothiokyanat (FITC), aminoreaktivni derivat
pouzivajici se k znaceni oligonukleotidi a peptidi. Absorbuje v oblasti 494 nm
a emituje v oblasti 518 nm. Nevyhodou vSak je, ze béhem skladovani Casto
dochazi k jeho rozkladu. Co se ty€e dalSich strukturnich obmén fluoresceinu,
vétSina jeho derivatd jsou strukturnimi izomery. Napfiklad FITC vykazuje
izomerii na uhlicich Cislo 5 a 6. Pro znaceni molekul s hydroxylovymi skupinami
je vyhodné&jsi pouziti derivatu typu dichlortriazinu (DTAF). Jedna se o ester
fluoresceinu, ktery je schopen vazby s polysacharidy. Dale je vyhodny i
z pohledu silnéjSi vaznosti na proteiny. BohuzZel ho nelze pouzit pfi vazbé na
alkoholy, na rozdil od amin nebo thiol(. Oblast absorpce a emise energie je

v tomto pfipadé shodna s FITCV.
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Skupina derivatd odvozenych od fluoresceinu ma pomérné mnoho nevyhod.
Patfi mezi né znacna citlivost na zmény pH, nizSi stabilita, velice Siroké
fluorescencni emisni spektrum a také tzv. ,photobleaching®, coz je ireversibilni
destrukce fluoroforu v excitovaném stavu. Jedna se o pomérné Casty divod,
pro¢ nelze pouzit intenzivnéjSi metodu excitace fluorescence. DalSim
problémem je Siroké fluorescencni spektrum, které brani pouziti téchto latek
v ,multicolor” aplikaci. V sou€asnosti je snaha rozS$ifit paletu pouzivanych latek
o fluorofory s vyhodné&jSimi vlastnostmi. Z tohoto pohledu se jevi jako vhodné&jsi
napfiklad znacky typu Oregon Green. Ackoli jde o latky taktéZz odvozené od
fluoresceinu, jsou vyhodnégjsSi hlavné z hlediska citlivosti na pH prostfedi a
stability. Na druhou stranu se pomérné hufe vazi na proteiny. Jejich emisni a
absorpéni spektra se témér naprosto shoduji se spektry fluoresceinu. Napfiklad
Oregon Green 488 absorbuje okolo 496 nm a emituje v oblasti 524 nm.
Vyhodou muze byt niz8i hodnota pK,, od které se potom odviji i niZ8i citlivost na
zmény pH. Zajimavosti je, Zze tyto sondy lze pouzit i jako pH indikatory
v organelach zivych bunék. Co se tyce jejich chemické struktury, nejCastéji se
pouzivaji karboxylové kyseliny (Oregon Green 488) nebo sukcinimidyl estery
téchto kyselin (Oregon Green 488-X) V.
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2.2.2 Rhodamin a jeho derivaty

Pomérné dobrou fotostabilitu maji také derivaty odvozené od rhodaminu.
Nejsou pH citlivé a maiji vysoky extinkéni koeficient. Jsou vhodné pro takzvanou
,multicolor” aplikaci, jako je napfiklad sekvenovani DNA nebo in-situ
hybridizace. Jedna se o barviva absorbujici pfi vinové délce okolo 520 nm a
emitujici okolo 600 nm. Nej¢astéji se pouzivaji tetramethylrhodaminy, at uz ve
formé isothiokyanatu, nebo karboxylové kyseliny. Dale se také vyuZivaji
takzvané X-rhodaminy. Sem patfi napfiklad Texas Red-X derivaty. Emituji pfi
vySSi vinové délce okolo 590 nm. Své uplatnéni nachazi ve vazbé na proteiny a
nukleové baze. Pouzivaji se v podobé sulfonylchloridd nebo sukcinimidyl

ester. Estery jsou Iépe rozpustné a Ize je pouzit i pro p¥ipravu biokonjugata®.

Texas Red X, karboxylova kyselina Texas Red X, sulfonyl chlori

DalSim typem pouZzivanych znacek, které maji zakladni strukturu odvozenou od

rhodaminu, jsou barviva Alexa Fluor. Mezi jejich nejvétSi vyhody patfi velice
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intenzivni fluorescence, nejsou tolik citlivé na pH jako derivaty fluoresceinu a
maiji jednoznacné nejlepsi fotostabilitu ze vSech pouzivanych typu latek. Lze je
pouzit i in vivo. DalSi jejich nespornou vyhodou je dobra rozpustnost ve vodé,
takZe neni nutné pouzivat organicka rozpoustédla’®. Absorbuiji jak v oblastech
vinové délky viditelného svétla (Alexa Fluor 488 absorbuje v oblasti 495nm a
emituje okolo 519 nm), tak i v oblastech UV zafeni (Alexa Fluor 350 absorbuje
okolo 346 nm a emituje v oblasti 442 nm) V.

(I)H (I)H
0=S=0 0=S=0

HNy o NH,
N
l COOH
HOOC

Alexa Fluor 488

2.2.3 Bodipy

Jedna se o fluorofory vyuZzitelné pro vyrobu téméf vSech typa fluorescenénich
konjugatl. NejCastéji jsou pouzivany pro oznaceni nizkomolekularnich latek,
aminokyselin a nukleotidtd®. Mezi jejich vyhody patfi, Ze diky svému témér
nepolarnimu charakteru dobfe prostupuji do Zivych bunék a jsou pomérné
snadno detekovatelné. Jedna se o derivaty boru, které jsou velice stabilni.
Nejsou pH citlivé, a ani polarita prostfedi neni pro jejich pouziti rozhodujici. Maiji
uzké emisni spektrum, C¢ehoz Ize wvyuzit, pokud je tfeba rozlisit vice
fluorescencnich znaCek ve vzorku. Také jejich maly Stokeslv posun je
pfinosem. Nevyhodou je, Ze pFekryv emisniho a absorpCniho spektra Casto
vede K jejich samozhaseni®?. NejCastéji k tomuto jevu dochazi pfi pouziti pfilis
vysoké koncentrace fluoroforu nebo denzity znaceni. Dal§i nespornou vyhodou
je jejich vysoky extinkéni koeficient. Strukturou se jedna o latky typu esterq,
karboxylovych kyselin nebo sukcinimidyl esterd. Jsou vhodné i pro konjugaci
s lipidy, steroidy, toxiny, nukleotidy a oligonukleotidy. Jejich devizou je i
moznost navazani na takové struktury jako je bovinni sérovy albumin, dextran

nebo Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Ani navazani na néktera léCiva
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neni problémem, napf. verapamil, prazosin, glibenklamid a mnoha dalsi.

Z hlediska absorp&nich a emisnich spekter se jedna o velice rdznorodou

skupinu. Pro pfehlednost je tedy Casto soucasti nazvu barviva i Ciselné
1

oznaceni absorp&nich a emisnich vinovych délek. (napf. BODIPY 558/568)

Absorpcéni vinova Emisni vinova
délka délka
BODIPY FL 505 nm 513 nm
BODIPY R6G 528 nm 550 nm
BODIPY TMR 542 nm 574 nm
BODIPY TR 589 nm 617 nm

Tabulka 1: Hodnoty absorpénich a emisnich vinovych délek vybranych znaéek typu BODIPY

Rl Rl
N\_N.__N

X B X

FF )=
R R
COOH -
X =Cl, Br, F H.CO
BODIPY, FL Aza BODIPY BODIPY TMR

2.2.4 Indocyaniny

Jedna se o kationicka barviva s velice vysokou hodnotou fluorescence, tudiz je
jejich vyuZiti jako fluoreskujicich znacek velmi vyhodné. Jejich fluorescencni
vlastnosti jsou Casto vazany na rozpusténi v polarnim rozpouétédle13). Jsou
schopny vazat se na proteiny, nukleové kyseliny, oligonukleotidy, lipidy i
protilatky. Lze je pouzit pfi syntéze nebo sekvenovani DNA i pfi in-situ
hybridizaci. Maji pomérné dobrou stabilitu, nejsou citlivé na pH a jsou dobfe

D Jelikoz se jedna o novéjsi latky, je u nich sniZena i

rozpustné ve vodé
fototoxicita. Obecné je mozno charakterizovat indocyaniny jako latky absorbujici
a emitujici v oblasti viditelného svétla se Stokesovym posunem okolo 20nm™?.

Derivaty Ize rozdélit podle poctu uhlikl ve spojovacim fetézci na Cy3 nebo Cyb.
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Pokud je pfikondenzovano dalSi benzenové jadro, pouziva se znaceni Cy3.5 a

Cy5.5. Dle struktury se méni i jejich absorpéni i emisni spektra a také barva®.

Absorpéni vinova délka | Emisni vinova délka Barva
Cy3 546 nm 563 nm cervena
Cy3.5 588 nm 604 nm purpurova
Cy5 646 nm 662 nm fialova
Cy5.5 683 nm 707 nm tmaveé modra

Tabulka 2: Hodnoty absorpénich a emisnich vinovych délek indocyaninovych barviv

2.2.5 Dalsi struktury

Pfednim zastupcem odvozenym od kumarinu je Alexa Fluor 350. Jedna se o
barvivo absorbujici v oblasti okolo 346 nm a emitujici okolo 442 nm, a tak ma
vysokou hodnotu Stokesova posunu. Derivaty obsahujici sulfonovou skupinu
nebo sukcinimidyl estery jsou velice dobfe rozpustné ve vodé. Pouzivaji se
k pfipravé konjugatl s proteiny a nukleovymi kyselinami. Dale se pouzivaji
Marina Blue (absorbuje okolo 365 nm) a Pacific Blue (absorbuje okolo 415 nm),
znacky, které emituji v oblasti 460 nm. V podobé sukcinimidyl esterd se mohou

vazat na aminy, oligodeoxynukleotidy a fosfolipidy.
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Alexa Fluor 350 Marina Blue Pacific Blue

DalSi strukturni skupinou jsou derivaty odvozeny od pyrenu. Vyznamnym
predstavitelem této skupiny je Cascade Blue barvivo. Jedna se o aminoreaktivni
derivat, ktery se svoji strukturou zcela liSi od vySe uvedenych typa barviv.
Absorbuje svétlo o vinové délce okolo 400 nm a emituje jej S pomérné malym
Stokesovym posunem asi 20 nm. Jedna se o sul s vysokou polaritou, coz mirné
komplikuje jeho pouziti¥. Vyhodou je viak jeji dobra rozpustnost ve vodé a
moznost ,multicolor* aplikace®. V praxi se muUZeme setkat je$t& s jinymi

strukturnimi typy latek, ale vySe zminéné latky se pouzivaji nejCastéji.

@
O3S O o\)J\Ng

+
00
0;S SO;

Cascade Blue
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3 METODICKA CAST

3.1 Obecné metody syntézy ftalocyaninu.

Lze popsat dva mozné zplsoby formovani struktury ftalocyanind. Jedna
moznost (tzv. templatovy model) je pouziti derivatd kyseliny ftalové (napf,
ftalonitrily) a mocCoviny. Latky se poté za varu tetramerizuji. Pokud je pfidana sul
kovu, je produktem ftalocyanin s centralnim atomem kovu. Samotny
mechanismus, kterym tato reakce probiha, je velice slozity a nebyl jesté
detailné popsan. Druhou moznosti je postupné pfikondenzovani. Vyuziva se
pfedevSim u syntézy nekovovych ftalocyaninl, protoZe ty nelze templatové
pfipravit. Neni pfitomen centralni atom kovu, ktery by tvofil koordinaéni
centrum. Vychazi se nejCastéji z ftalonitrild za pouziti polarniho rozpoustédla

(hydroxylova nebo alkoxy skupina). Jedna se o cyklokondenzaéni typ reakce?.

3.1.1 Ftalocyaniny bez centralniho atomu kovu

Jejich syntéza vychazi nejCastéji z nitrilll. Reakce muze probihat i bez pouziti
rozpoustédla. Donorem atomu vodiku byva nejCastéji pentan-1-ol nebo 2-
(dimethylamino)ethanol. Pro zvySeni vytéZku je mozné reakci katalyzovat
pomoci amoniaku nebo 1,8-diazobicyklo[5.4.0]lundec-7-enu (DBU). Podobnym
zpusobem lze pfipravit i ftalocyaniny s centralnim alkalickym kovem, ktery je

potom mozno jednoduse nahradit jinym atomem kovu?.

3.1.2 Nesymetrické ftalocyaniny

Vychozi latkou pro jejich syntézu mohou byt nesymetricky substituované
ftalonitrily nebo dva rozdilné ftalonitrily. Pfi pouziti nesymetrickych
monosubstituovanych ftalonitrill Ize oCekavat, Ze vysledny produkt reakce bude

kombinaci ¢tyf riznych strukturnich izomert tetrasubstituovanych ftalocyanin(.
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Obrazek 3: ¢tyfi strukturni isomery tetrasubstituovanych ftalocyanint
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PFfi kondenzaci dvou rozdilnych ftalonitrili Ize ofekavat smés 6 rozdilnych

ftalocyanint?.

CN
N Zn(cH,c00),, 270°C, 5 min
+ >
CN CN

Obrazek 4: Sest isomeru ftalocyaninti vzniklych kondenzaci dvou rozdilnych ftalonitrilt
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3.2 Obecné vilastnosti ftalocyanint

Mezi nejvyraznéjSi vlastnosti latek struktury ftalocyaninu patfi silna fluorescence
a produkce singletového kysliku. Produkce singletového kysliku je vysSSi u
slouCenin obsahujicich atom siry nez u sloucenin s atomy kysliku. Na zakladé
pritomnosti nebo absence substituentl Ize pozorovat dalSi vlastnost typickou
pro ftalocyaniny a tou je agregace. Pokud je molekula substituovana objemnym
substituentem, lze zabranit pfipadné agregaci, ktera by vedla ke zméné
fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti. Ftalocyaniny jsou Spatné rozpustné

v organickych rozpoustédlech i ve vodé&®.

3.2.1 Reaktivita ftalocyaninu

Prevazné se jedna o stabilni slouCeniny, které si zachovavaji svoji strukturu
béhem vétSiny chemickych reakci. K naruseni makrocyklické struktury muaze
dojit pouze za extrémnich podminek a produkty téchto reakci nebyvaji nijak
zvlast vyuzitelné. Reakce mohou probihat na centralnim atomu, a vtom
pfipadé velice zalezi na jeho vlastnostech. DalSi moznosti je reakce probihajici

na substituentech Ci polymerizaéni reakce?.

3.3 Syntéza ftalocyanint

Moznosti syntézy ftalocyaninu je cyklizacni reakce derivatl kyseliny ftalové
s kovy, respektive solemi kovu. Jedna se o reakci probihajici v jednom kroku a
lze pouzit pomérné Sirokou Skalu rlznych kovld (Cu, Zn, Ni, Pt, Pd, Co).
Derivaty kyseliny ftalové mohou byt anhydridy, ftalimidy, ftalonitrily Ci
isoindolindiiminy. Tato reakce probiha za uc€asti vysokovrouciho rozpoustédla
nebo zahfivanim samotnych reaktantd. Druhou moznosti je pfiprava latek
obsahujicich alkalicky kov a jeho nasledna vyména. Pokud pouzijeme sul jiného
kovu, dojde ke vzniku ftalocyaninu s centralnim atomem kovu. Pokud pouzijeme
pouze latku, ktera ma charakter donoru protont (kyselina chlorovodikova, voda,

methanol), dostaneme ftalocyanin bez centralniho atomu kovu?.
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Obrazek 5: Syntéza ftalocyaninii nahradou atomu lithia atomem kovu

CN

DalSi moznosti syntézy jsou elektrochemické metody a reakce probihajici pod
vysokym tlakem. Mechanismus vzniku ftalocyanini je obecné velice slozity.
VétSinou probiha za vysoké teploty a spektrum moznych vychozich latek a
reakCnich podminek je pomérné Siroké, proto nebyl mechanismus jesté zcela
objasnén. Reak¢ni podminky Casto zavisi na charakteru atomu kovu, ktery ma
byt do struktury inkorporovan, ale ani povaha substituentd vazanych na okraji
makrocyklu neni zanedbatelna. Obecné Ize Fici, Ze substituované ftalocyaniny
jsou lépe rozpustné nez nesubstituované, a tudiz jejich syntéza probiha za

mirnéjsich podminek?.

3.3.1 Derivaty kyseliny ftalové
Pfiprava probiha za pouziti substituované kyseliny ftalové, slou¢eniny kovu a
mocoviny. Pro pribéh reakce je dulezita vysoka teplota, ¢as reakce zavisi na

vlastnostech atomu kovu, nejCastéji se pouzivaiji soli vanadu nebo kobaltu.

R

R COOCH
T, *"
COOCH

Obrazek 6: Syntéza ftalocyaninu z derivatl kyseliny ftalové
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3.3.2 Derivaty anhydridu kyseliny ftalové

Nejedna se o typické prekurzory pro pfipravu ftalocyanint. Jejich pouziti je
vyhodou, pokud jejich substituenty zabrani konverzi na ftalimidy nebo
ftalonitrily. Z kovu se pfi této syntéze nejCastéji pouziva vanad nebo méd. Opét

musi byt reakce u¢astna mocovina.
R
R
=N N
- > N M N
N I
N N

Obrazek 7: Syntéza ftalocyanint z derivati anhydridu kyseliny ftalové

3.3.3 Derivaty ftalimida
Pro syntézu ftalocyaninl se nejedna o typickou vychozi latku. Vazba mezi
kyslikem a kovem zvySuje naroky na teplotu pfi reakci. Jako centralni atom se

v tomto pfipadé pouziva nejCastéji méd nebo paladium.

Obrazek 8: Syntéza ftalocyaninti z derivatt ftalimidy
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3.3.4 Derivaty kyanobenzamidu
Lze pfipravit pouze nesubstituované ftalocyaniny. Pro pfipravu se jako
prekurzor pouziva 2-kyanobenzamid. Jako centralni atom kovu je mozné pouzit

napfiklad osmium, kifemik ¢i rhodium.

.

4+ Mcl

F,

Obrazek 9: Syntéza ftalocyaninti z derivati kyanobenzamidu

3.3.5 Derivaty ftalonitrilti

Nesubstituované ftalocyaniny lze pfipravit reakci derivatd ftalonitrild s kovy.
NejCastéji lze pouzit chrom, rhenium nebo bismut. Je mozné pouzit i
koordina¢né-kovalentni slou¢eniny nebo soli pfislusnych kovu. Tyto reakce Ize
realizovat i bez pfitomnosti rozpoustédla. Derivaty ftalonitrili mohou byt rdzné

substituované.

Qe
T

Obrazek 10: Syntéza ftalocyanint z derivatua ftalonitrilt

3.3.6 Derivaty isoindolindiiminu
Jedna se o adi¢ni produkty reakce ftalonitrilu s amoniakem, jako katalyzator se

pii této reakci pouziva methoxid sodny®. Za vysoké teploty dochazi k jejich
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kondenzaci. Pokud pouzijeme monosubstituovany isoindolindiimin, produktem
cyklizaéni reakce jsou tetrasubstituované ftalocyaniny vyskytujici se ve Ctyfech

izomerech. Reakcni podminky jsou v porovnani s jinymi derivaty mirnéjéiz).

o Qo
A d/LJ\b

Obrazek 11: Syntéza ftalocyanini z derivati isoindolindiiminy

3.4 Syntéza azaanalogu ftalocyaninu

Azaanaloga ftalocyaninu jsou tvofena kombinaci Etyf typa strukturnich izomera.
Tetraazaftalocyaniny vznikaji cyklotetramerizaCni reakci, které se mohou
ucastnit pyridin-2,3-dikarbonitrily, pyridin-2,3-dikarboxylové kyseliny nebo 2-
kyanopyridin-3-karboxamidy. Lze pouzit i jiné druhy heterocykll (pyrazin,

pyridazin), ale ty reaguji vétsinou podobné?.

Obrazek 12: Syntéza azaanalogu ftalocyaninti

Dalsi moznosti jejich vzniku je nahrada centralniho atomu, ktery je tvofen

alkalickym kovem. Také Ize vyuzit modifikaci jiZ pfipraveného azaftalocyaninu?.
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4 EXPERIMENTALNi CAST

VSechny pouzité vychozi suroviny byly pouzity pfimo v kvalité vyrobce a nebyly
dale cistény. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach
Silica gel 60 Fs4 (Merck, Darmstadt, Némecko). Pro sloupcovou chromatografii
byl pouzit silikagel Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). Teploty tani byly
méfeny na pfistroji Electrothermal IA9000 Series Digital Melting point Apparatus
(Electrothermal Engineering Ltd., Southend-on-Sea, Essex, Velka Britanie) a
nejsou korigovany. IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET 6700
metodou ATR-Ge. VInoéty jsou uvadény v cm™.*H a *C NMR spektra byla
méfena na pristroji Varian Mercury-Vx BB 300 (299,95 MHz-'H a 75,43 MHz-
13C), chemicky posun je udavany relativné k signalu vnitfniho standardu
Si(CHz). UV-Vis spektra byla naméfena na spektrofotometru UV-2401PC,
Shimadzu Europa GmbH (Duisburg, Némecko). Hmotnostni spektra byla
zméfena na pristroji Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham,
Massachusetts, USA) v positivnim reflektronovém modu (MS-MALDI-TOF).
Vzorky pro MS-MALDI-TOF byly pfipraveny smisenim 10 pl roztoku vzorku a
10l matrice a nanesenim 5 pl smési na destiCku, vysuSenim na vzduchu.
Matrice se skladala z 1 mg trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methyl-2-
propenyliden]-malononitril v 1 ml dichlormethanu. PfFistroj byl kalibrovan za
pouziti externiho pétibodového kalibracniho standardu Peptide Calibration Mix1

(LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie).
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4.1 Schéma provadénych reakci:

o H,N__CN _N__CN
T + X J
HO Y 07 N7 CN

0 H,N”~ CN

|

v

Cl 'N” "CN

HO 0" 'N° CN HO

HO
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4.2 Priprava 5-methyl-6-0x0-1,6-dihydropyrazin-2,3-

dikarbonitrilu

0 H,N.__CN _N.__CN
r + K — LK
Ho Xo 07 >N CN

H,N” ~CN

2,2 g (0,025 mol) kyseliny pyruvové
2,7 g (0,025 mol) diaminomaleodinitrilu
60 ml methanolu

10 ml kyseliny chlorovodikové (15%)

Diaminomaleodinitril byl rozpustén v methanolu a k nému byla pfidana kyselina
pyruvova, nasledné pak 15% kyselina chlorovodikova. Reakce probihala za
stalého michani asi 4 hodiny. Poté byl odpafen methanol na 20 ml a pfidano 40
ml horké destilované vody. Smés byla zchlazena a z roztoku zacala vypadavat
krystalicka latka. Ta byla poté Zfiltrovana. Produkt byl vycistén sloupcovou
chromatografii, kde byla jako mobilni faze pouzita smés benzin / ethylacetat /
kyselina octova vpoméru 4 : 2 : 1. Tato latka byla jiz dfive pfipravena na

katedie farmaceutické chemie a kontroly lé&iv®.

Vytézek: 2,71 g (tj. 67,75 % teoretického vytézku)
Popis: svétle hnéda krystalicka latka

13C NMR (75 MHz, aceton-dg) 5 20,28; 113,84; 115,08; 122,80; 128,29; 154,52;
159,43 ppm.

'H NMR (300 MHz, aceton-dg) d 2,53 (s, 3H) ppm.
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4.3 Priprava 5-chlor-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

N

N _CN N N. _C
z S A
YUY ewe s () —
O~ N CN = Cl 'N CN
H

2,71 g (0,01 mol) 5-methyl-6-oxo-1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu
6,24 ml (0,04 mol) fosforylchloridu

1,75 ml (0,014 mol) pyridinu

5-methyl-6-o0x0-1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitril byl rozpustén ve
fosforylchloridu a zchlazen na 0 °C. Poté byl pomalu pfikapavan pyridin, ktery
katalyzoval exotermni reakci. Po jejim konci byla smés 2 hodiny zahfivana na
vodni lazni pfi 90 °C. Zbyly fosforylchlorid byl odpafen a poté byla provedena
nékolikanasobna extrakce toluenem. Nasledné byl odpafen zbytek rozpoustédla
a produkt prekrystalizovan z chloroformu. Nasledovala filtrace pres fritu a

vysuseni v exsikatoru.

Vytézek: 1,84 g (tj. 60,7 % teoretického vytézku)
Popis: Bila krystalicka latka

13C NMR (75 MHz, aceton-d6) & 23,13; 113,68; 114,08; 130,89; 131,74; 152,68;
160,16 ppm.

'H NMR (300 MHz, aceton-dg) d 2,82 (s, 3H) ppm
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4.4 Priprava 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu (metoda a)

OH Ng_CN
o wor I X

\/[ I + , 07 N e
~

ol N e

HO

HO

0,178 g (1 mmol) 5-chlor-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
0,149 g (1,2 mmol) 4-hydroxybenzylalkohol

1,16 ml (1,2 mmol) 1M hydroxidu sodného

5-chlor-6-methyl-pyrazin-2,3-dikarbonitril byl rozpustén v THF. 4-
hydroxybenzylalkohol byl rozpustén v roztoku 1M hydroxidu sodného. Po
smichani obou téchto smési vznikl roztok intenzivné Cerveného zabarveni. Asi
30 minut se smés michala. Nasledné byla reakéni smés zahusténa na vakuoveé
odparce a vytfepana ve smési voda-ethylacetat. Poté byla organicka frakce
vytfepana vodou s chloridem sodnym a pro odstranéni zbytkl vody pfidan
bezvody siran sodny. Produkt byl zfiltrovan a rozpoustédlo bylo oddestilovano
za snizeného tlaku. Reakce byla kontrolovana pomoci TLC. Jako mobilni faze
byla pouZita smés benzin / ethylacetat v poméru 2 : 3. Dle TLC se

pravdépodobné nejednalo o ocekavany produkt
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4.5 Priprava 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu (metoda b)

N

N
OH N._CN
N._CN ~
X 07 >N”CN
® + —
CI” N7 CeN §>
HO

HO

0,178 g (1 mmol) 5-chlor-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
0,310 g (2,5 mmol) 4-hydroxybenzylalkohol

0,2 ml (2,5 mmol) pyridinu

VTHF byl rozpustén 5-chlor-6-methyl-pyrazin-2,3-dikarbonitrii  a  4-
hydroxybenzylalkohol. Nasledné byl postupné pfikapavan pyridin. Smés se
nechala michat. Po 20 minutach byla provedena kontrolni TLC chromatografie,
pfi které byla jako mobilni faze pouzita smés chloroform / aceton v poméru 50 :
1. Zadany produkt vznikal, ale stale nebyla vétsina vychozich latek zreagovana,
takZe reakce se nechala probihat asi jesté tyden. Po té bylo do reakce jesté
pridano stejné mnozstvi (2,5 mmol) 4-hydroxybenzylalkoholu rozpusténého
v pyridinu. Byla provedena kontrolni TLC chromatografie. Jako mobilni faze
byla pouzita smés chloroform / aceton v poméru 50 : 1. Latka byla precisténa
pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla opét pouzita smés
chloroform / aceton v poméru 50 : 1. Produkt byl Zfiltrovan a rozpoustédio

oddestilovano za snizeného tlaku.
Vytézek: 0,150 g (tj. 56,4 % teoretického vytézku)

Popis: svétle Zluta olejovita kapalina
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) d 20, 14; 64,46; 112,62; 113,16; 115,35; 121,21;
125,99: 128,53; 128,86; 139,58; 150,50; 151,67; 158,61 ppm.

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 2,79 (s, 3H, CHs); 4,75 (s, 2H. CHy); 7,12 (d, 2H, J
= 8,6 Hz); 7,48 (d, 2H, J = 8,4 Hz) ppm.
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4.6 Priprava 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu (metoda c)

OH N_ _CN
N
IN\ CN K2CO3 I /:E
T
cl” N7 CeN
HO

HO

0,178 g (1 mmol) 5-chlor-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
0,310 g (2,5 mmol) 4-hydroxybenzylalkohol

0,173 g (0,5 mmol) uhli¢itanu draselného

5-Chlor-6-methyl-pyrazin-2,3-dikarbonitrii  a  4-hydroxybenzylalkohol byl
rozpustén asi ve 12 ml THF a potom byl ke smési postupné pfidavan uhliCitan
draselny. Reakce se nechala michat a prabézné byl monitorovan vznik
produktu pomoci TLC chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés
chloroform / aceton v poméru 50 : 1. S ohledem na velky podil vychozich latek
oproti mensimu mnozstvi predpokladaného produktu byla reakce ponechana
v prubéhu jesté nékolik dni. Poté bylo odpafeno rozpoustédlo a produkt reakce
byl vytfepan mezi vodu a chloroform. Dle TLC bylo zjisténo, Ze se nejedna o

oCekavany produkt.
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4.7 Priprava 5,6-bis-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (ZIP 87)

NC N Cl oH NaOH NC N (@]
N N
~ ~

NC N Cl THF NC N (@)

24 ml (1,4 mmol) 1M hydroxidu sodného
4,64 ml (2,5 mmol) 2,6-diisopropylfenolu

2 g (2 mmol) 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

5,6-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril byl rozpustén v THF a smichan se smési 1M
hydroxidu sodného a 2,6-diisopropylfenolu. Reakce probihala za stalého
michani asi pal hodiny. Po té byla reakéni smés Zfiltrovana a promyta vodou.
Nasledné bylo odpafeno rozpoustédlo a reakéni smeés byla dvakrat
prekrystalovana z methanolu. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC.

Jako mobilni faze byla pouzita smés toluen / benzin v poméru 1 : 1.
Vytézek: 3,44 g (tj. 70,6 % teoretického vytéZku)

Popis: bila krystalicka latka
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4.8 Priprava 5-chlor-6-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]pyrazin-2,3-

dikarbonitrilu

N
N
OH |
=
NC._Ng_Cl NC.__N O
T —  Trou
p7 ~ OH
NC cl THF NC™ “N” ~Cl
OH

0,2 g (0,1 mmol) 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
0,137 g (0,1 mmol) 4-hydroxybenzylalkohol
0,08 (1 mmol) ml pyridinu

5,6-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril a 4-hydroxybenzylalkohol byl rozpustén
priblizné v 10 ml THF, poté byl pfidan pyridin a smés se nechala michat do
druhého dne, kdy bylo pfidano jesté 0,07 g 4-hydroxybenzylalkoholu. Prabézné
byla reakce monitorovana pomoci TLC chromatografie, kdy jako mobilni faze
byla pouzita smés benzinu a ethylacetatu v poméru 2 : 5. Produkt byl precistén
pomoci sloupcové chromatografie. Opét byla jako mobilni faze pouzita smés
benzin / ethylacetat v poméru 2 : 3. Rozpoustédlo bylo oddestilovano za

shizeného tlaku.
Vytézek: 60 mg (tj. 20,7 % teoretického vytézku)
Popis: svétle Zluta olejovita kapalina

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 64,34; 111,84; 111,90; 120,93; 125,32; 128,61;
128,81, 129,63; 140,16; 142,95; 150,24; 157,02 ppm.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 4,77 (s, 2H, CHy): 7,15 (d, 2H, J = 8,7 Hz); 7,50
(d, 2H, J = 8,8 Hz) ppm.
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4.9 Priprava 5-chlor-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-

dikarbonitrilu

OH
NC._ N _CI NaOH NC N. O
XX o JAX
= + =
NC®™ 'N” CI THF NC N~ “Cl

1 g (0,5 mmol) 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu
930 (0,5 mmol) ul 2,6-diisopropylfenolu

5 ml (0,125 mmol) 1M hydroxidu sodného

5,6-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril byl rozpustén v 50 ml THF a za sou€asného
chlazeni smési ledu a chloridu sodného byla pomalu (asi deset minut)
pfikapavana smés 2,6-diisopropylfenolu a 1M hydroxidu sodného. Reakce
probihala za stalého michani asi hodinu a pul. Poté byla reakéni smés nalita na
led z destilované vody a vytfepana do chloroformu. Dale byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo oddestilovano za snizeného
tlaku. Prabéh reakce byl monitorovan pomoci TLC chromatografie. Jako mobilni
fazi byla pouzita soustava benzin / ethylacetat v poméru 6 : 1. Latka byla
prec€isténa pomoci preparativniho chromatografu za pouZziti stejné mobilni faze
jako u TLC.

Vytézek: 1,311g (tj. 76,1 % teoretického vytézku)
Popis: nazloutla krystalicka latka
t.t. 143,1-143,3 °C

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 22,38; 23,91; 27,86; 111,77; 111,95; 124,77;
125,36; 127,94; 129,16; 139,61; 142,37; 146,21; 157,02 ppm.
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'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1,17 (dd, 12H, J = Hz, J = Hz, CH3) ppm.

IC (ATR) v 2968; 2929; 2869; 2241 (CN); 1537; 1519; 1427; 1369; 1228; 1153;
1145; 1135; 1089; 1057; 827 cm™,
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4.10Priprava 6-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-5-(2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (ZIP 134)

N

| N

OH @
NC N O NC N O

N N
1Y ¢, — Y
NC N Cl N (@]
OH

HO

0,43 g (0,25 mmol) 5-chlor-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
0,31 g (0,5 mmol) 4-hydroxybenzylalkohol

0,2 ml (0,5 mmol) pyridinu

5-Chlor-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril byl  rozpustén v
bezvodém THF. Knému byl poté pfidan 4-hydroxybenzylalkohol rozpustény
také v bezvodém THF a postupné byl pfikapavan pyridin. Smés se nechala
michat a pod zpétnym chladi€em byla zahfivana na 90 °C. Latka byla
precCiSténa pomoci sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita
smés benzin / ethylacetat v poméru 2 : 1. Produkt byl zfiltrovan a za snizeného

tlaku bylo oddestilovano rozpoustédlo.
VytéZek 0,153 g (tj. 28,3 % teoretického vytézku)

Popis: svétle Zluta krystalicka latka

t.t. 196,4-197,6 °C
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13C NMR (75 MHz, CDCls) d 23,23; 64,51; 112,54; 112,69; 121,26; 123,81;
124,28; 124,28; 124,68; 127,63; 128,51: 139,75, 139,90; 146,26; 150,56;
150,95; 151,49 ppm.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 1,21 (d, 12H, J = 7 Hz, CHa3); 2,79 (p, 2H, J = 7
Hz, CH); 4,79 (s, 2H, CH,); 7,31-7,23 (m, 5H): 7,53 (d, 2H, J = 9Hz) ppm.

IC (ATR) v 3589; 2967; 2929; 2873; 2237 (CN); 1544; 1502; 1455; 1357; 1235;
1141:; 1016; 855; 772 cm™.
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4.11Priprava 6-(2,6-diisopropylfenoxy)-5-oxo-1,6-
dihydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu

OH
NC. _N_ _O NaOH NC. _N_ _O
AN N
T — XX
~ A
NC” N~ ~cl N
OH

0,180 g (0,5 mmol) ) 5-chlor-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
0,26 g (2 mmol) 4-hydroxybenzylalkoholu

2,1 ml (50 mmol) 1M hydroxidu sodného

ZIP 129 byl rozpustén v THF a poté knému byl postupné pfikapan 4-
hydroxybenzylalkohol rozpustény v 1M hydroxidu sodném. Reakce probihala
asi 7 hodin za varu. Pridbéh reakce byl monitorovan pomoci TLC
chromatografie. Jako mobilni faze byla pouZita smés benzin / ethylacetat
vpoméru 2 : 1. Nasledné byl produkt vyCistén pomoci sloupcové
chromatografie. Pouzita byla stejna mobilni faze jako v pfipadé TLC

chromatografie. Cista frakce byla Zfiltrovana.
Vytézek: 0,063 g (tj. 27,8 % teoretického vytézku)

13C NMR (75 MHz, aceton-d6) & 23,68; 27,80; 111,37; 115,75; 116,64; 124,84;
127,10; 128,62; 141,33; 148,16; 155,38; 159,74 ppm.

'H NMR (300 MHz, aceton-dg) 5 1,07 (d, 12H, J = 7 Hz, CH3); 2,88 (p, 2H, J =7
Hz, CH); 3,33 (bs, NH); 7,20 (s, 3H) ppm.

IC (ATR) v 2966; 2869; 2233(CN); 1710; 1600; 1565; 1531; 1506; 1398; 1363;
1311; 1252; 1215; 1091; 921; 797; 770; 730; 689 cm™.
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4.12 Cyklizace 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-(2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu

R, Ry
RN)EN N;S/R
NC. _N._ _O =
S + Zn(CH,CO0), — » N
“ AN
NC N (@] N l\ll
N// SN N
R{%‘/N Nse\Rl
HO R1 Rz

86 mg (0,2 mmol) 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu

10 mg (0,05 mmol) Zn(CH3COO0),
3 ml chinolinu

VSechny slozky reakce byly dikladné vysuSeny pfi teploté 76 °C a tlaku 10
mbar po dobu 3 hodin. Lazen byla pfedem vyhfata na 160 °C. Chladi¢ i barnka
byly profouknuty dusikem. Do bariky byl navazen ZIP 134 a octan zinecCnaty,
Nasledné byl kreakéni smési prikapavan CcCerstvé predestilovany chinolin.
Reakce se nechala probihat 24 hodin pfi 160 °C. Po uplynuti této doby bylo
ukonc€eno zahfivani a reakéni smés se nechala zchladnout. Po té byla pfidana
smés ethanolu a vody v poméru 1:1. Reakéni smés byla Zfiltrovana a nasledné
promyta smési ethanolu a vody. Filtrat byl po kratkém pobytu v lednici vytfepan
do chloroformu, protoze produkt reakce zlstal ¢aste¢né rozpustén ve vodé. Za
snizeného tlaku byla oddestilovana rozpoustédla. Dle TLC byla zjisténa
pfitomnost o¢ekavaného produktu. Jako mobilni faze byla pouzita smés toluen /
chloroform / aceton / pyridin vpoméru 5 : 5 : 2 : 0,2. Po pfecisténi pomoci
sloupcové chromatografie, filtraci a odpafeni rozpoustédel byly ziskany dvé

frakce, z nichz jedna byla oCekavanym produktem reakce.
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Vytézek: 25 mg
Popis:tmavé zelena pevna latka.

Vlastnosti: rozpustnost v acetonu, methanolu, pyridinu a $patné v chloroformu
MALDI-TOF MS: m/z = 1777 [M]".

UV (frakce A): A 659, 628, 572, 366 nm.
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4.13Priprava zine€natého komplexu 2-[5,4-
hydroxymethyl)fenoxy]-3,9,10,16,17,23,24-heptakis-(2,6-
diisoproylfenoxy)-1,4,8,11,15,18,22,25-

(oktaaza)ftalocyaninu

R, R,
= O
P A
Zn(CH,COO0) _
NC._N_O NC._N_O s NN /
- N
T X + I X N
NC” N o NC” N o NN
N= =N I 7 ’Q‘
/
R1/%/N Nke\Rl
Ry Ry
HO

21 mg (0,2 mmol) 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu

63 mg 5,6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
3ml chinolinu
10 mg Zn(CH3COO0O),

Vysusené ZIP 134, ZIP 87 a octan zineCnaty byly smichany v barnce predem
profouknuté dusikem a byl k nim pfidan Cerstvé pfedestilovany chinolin. Smés
se nechala michat v lazni pfedem vyhfaté na 160 °C asi 24 hodin. Reakéni
smés byla po zchlazeni nalita do asi 100 ml smési ethanolu a vody (1 : 1) a
Zfiltrovana za normalniho tlaku. Poté byl produkt touto smési opét promyt a
vytfepan do chloroformu. Produkt reakce zlstal v organické frakci a ta byla
nasledné vytfepana slanou vodou, vysuSena bezvodym siranem sodnym a
Zfiltrovana. Z latky byl stale citit chinolin, takze bylo ke smési pfidano malé
mnozstvi benzinu. Smés byla poté vlozena do mrazaku. Poté byla smés
Zfiltrovana. Nasledné byla provedena separace frakci na TLC predpokladanych

jako produkt reakce. Jako mobilni faze byla pouzita smés chloroform / aceton /
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pyridin v poméru 5 : 5 : 1. Jednotlivé frakce byly extrahovany z TLC, Zfiltrovany
a nasledné byla odpafena rozpoustédla. Dle TLC, pfi které byla pouZita stejna
mobilni faze, byly izolovany dvé frakce (Rix=0,75, Ris=0,55) a ty byly vystaveny
dal$i analyze. Frakce A dle MALDI-TOF-MS odpovidala molekulové hmotnosti

zadaného produktu, frakce B na MS vibec neionizovala.

Popis: zelené krystalky

Vlastnosti: rozpustnost ve vodé, ethanolu, acetonu, chloroformu.
MALDI-TOF MS frakce A: m/z = 1940 [M+H]".

UV (frakce A): A 630, 572, 365 nm.
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5 DISKUZE:

Tato prace byla zaméfena na pfipravu latek typu aryloxylovych derivati
azaftalocyaninu, které by bylo mozné pouzit jako fluorescenéni znacky.
Nejdfive bylo potfeba pfipravit prekurzory pro tetramerizacni reakci, ktera vede
ke vzniku azaftalocyaninu. Strukturné se jednalo o aryloxylové derivaty pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu. V prvnim kroku syntézy byl pfipraven 5-methyl-6-oxo-1,6-
dihydropyrazin-2,3-dikarbonitril. Ten byl poté pouzit pro pfipravu 5-chlor-6-
methyl-pyrazin-2,3-dikarbonitrilu v prostfedi pyridinu, ktery v této reakci

(nukleofilni substituce”) vystupoval jako baze, donorem chloru byl POCls.

N CN N CN
T X T X
0] N CN Cl N CN
H
Obrazek 13: Pripravené aryloxylové derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu

Tyto dvé reakce probéhly dle olekavani s vytéZkem asi 60 % teoretického
vytéZku. Problém nastal pfi zavadéni aryloxylové skupiny na pyrazinoveé jadro
nahradou chloru. Jako baze pro tuto reakci byly vyzkouSeny ftfi latky. Prvni
metodou bylo pouZiti hydroxidu sodného, ktery in situ reakci s4-
hydroxybenzylalkoholem vytvofil fenolat sodny. Puvodné bylo zamySleno
navazat tento substituent do polohy 5, ale pravdépodobné doSlo k vzniku (dle
NMR) jiné latky. | dle TLC se nejednalo o oCekavany produkt. Druhou volbou
bylo pouzit jako bazi uhli¢itan draselny, ale ani tato metoda nevedla dle TLC
k oCekavanému produktu. Jako tfeti moznost baze byl pouzit pyridin, jehoz
pritomnost v reakci jiz vedla k oCekavanému produktu. VytéZek reakce se
pohyboval okolo 56 % teoretického vytéZzku. Nakonec bylo od téchto latek
upusténo z duvodu jejich Spatné separace od vedlejSich produktl, Spatné
ionizace, a tim padem i nemoznosti provedeni MS-analyzy pro potvrzeni
struktury. Dle NMR analyzy nebylo zcela jasné, zda se skute¢né jedna o
pozadovany produkt. Jako nova vychozi slou¢enina pro dalSi postup byl zvolen

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril.
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NC N Cl
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NC N Cl
Obrazek 14: 5,6-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril

Jeho reakci s propofolem v pfitomnosti hydroxidu sodného a THF byla
pfipravena symetricky substituovana sloucenina (5,6-bis-(2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril), ktera byla dale pouzita pro
nesymetrickou tetramerizacni reakci. Vytézek této reakce se pohyboval kolem
70 %  teoretického vytéZzku. Dale byl pfipraven  5-chlor-6-[4-
(hydroxymethyl)fenoxy]pyrazin-2,3-dikarbonitril reakci 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu s 4-hydroxybenzylalkoholem. Jako baze byl pouzit pyridin.
VytéZek této reakce byl asi 20 % teoretického vytéZku. S ohledem na nizky
vytézek reakce, Spatné moznosti CiSténi a separace téchto latek, bylo od této
moznosti syntézy upusténo. Dale se tedy postupovalo tak, Ze nejprve byl na
pyrazin navazan do polohy 6 propofol, a teprve poté do polohy 5 4-
hydroxybenzylalkohol. Byl tedy pfipraven 5-chlor-6-(2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril reakci 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu s propofolem. Jako baze byl pouzit hydroxid sodny. Tato
slouCenina byla poté pouzita na pfipravu 6-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-5-(2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu  (ZIP 134), ktery byl nasledné
podroben tetramerizacni reakci. Nejdfive byla snaha jako bazi pouzit hydroxid
sodny (jednou v molarnim poméru k ZIP 129 1 : 1,5 a druhy pokus v poméru 1 :
4). Latka vznikla z druhé varianty, po vycCisténi byla podrobena dalSim
analyzam. Pravdépodobné se jednalo o latku struktury 6-(2,6-
diisopropylfenoxy)-5-oxo-1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Hmotnostni
spektrum nemohlo byt naméfeno z duvodu Spatné ionizace latky a ani
elementarni analyza neposkytla prikazné vysledky. *H NMR spektrum bylo
velice prekvapivé vzhledem k tomu, Zze vodiky vazané na aromatickou Cast
molekuly davaly signal singletu, coz neni pfiliS obvyklé pro slouceninu této

struktury. Byly provedeny pokrocilé NMR analyzy pro potvrzeni struktury.
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Obrazek 15: 6-(2,6-Diisopropylfenoxy)-5-oxo0-1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitril

Pro pfipravu 6-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-5-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (ZIP 134) byl jako baze nakonec pouzit pyridin. VytéZek reakce se
po vycisténi pohyboval okolo 28 % teoretického vytéZku. Pravdépodobné vétsi
¢ast produktu zuUstavala na chromatografickém sloupci. Metodika samotné
tetramerizacni reakce v prostfedl’ chinolinu byla pFevzata z jiz dfive publikované
byl pouzit k substituci pyrazinu propofol s ohledem na podobnou teplotu tani, a
tudiz i oCekavani podobné reaktivity a vlastnosti jako latka tvofici dalSi ¢ast
makrocyklu (ZIP-87). Dale byly u této latky zméfeny fotochemické a
fotofyzikalni vlastnosti (P = 0,169 a P, = 0,259). Dale byl pfipraven
nesymetricky azaftalocyanin, ktery nebyl charakterizovan jinymi metodami nez
MS analyzou s ohledem na nizky vytéZzek reakce. U nesymetrického
azaftalocyaninu nebylo mozné fotochemické a fotofyzikalni vlastnosti naméfit,

protoze latka nebyla dostatecné Cista.

Rq Ry R,

Ry
le\)§N N#/RZ le\)§N N;%/RZ
N Y/ _—N— = N N S N=N——= N

=N N / =N  N—/
/
N N

Rl Rl Ry R,

Obrazek 16: Nesymetricky a symetricky azaftalocyanin
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Po zhodnoceni prubéhu prace bylo mozno konstatovat, Ze syntéza neni pfilis
efektivni, ale latky této struktury je mozné pfipravit. Vlastnosti pfipravenych
latek, nebyly az tak vyhodné, jak bylo zamyS$leno. Hodnota fluorescence byla
pomérné nizka a naopak hodnota singletového kysliku pomérné vysoka, aby
bylo mozné uvazovat o navazani téchto latek na oligonukleotidy, aniz by doslo

k rozbiti samotné sondy. Pro praxi by tedy bylo jejich pouziti pfilis slozité.
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6 ZAVER:

V ramci této prace byly pfipraveny prekurzory pro pfipravu azaftalocyaninu:

e 5-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitril

5-chlor-6-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]pyrazin-2,3-dikarbonitril

e 5-chlor-6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril

e 6-[4-(hydroxymethyl)fenoxy]-5-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-
dikarbonitril

e 6-(2,6-diisopropylfenoxy)-5-oxo-1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitril
Latky byly charakterizovany pomoci teploty tani, NMR a IC spekter.

Dale byl pfipraven symetricky azaftalocyanin vznikly cyklizaci 6-[4-
(hydroxymethyl)fenoxy]-5-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu.
Nesymetricky azaftalocyanin byl pFipraven cyklizaci 6-[4-
(hydroxymethyl)fenoxy]-5-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu a
5,6-(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu.

Jedna se o latky s vysSi fluorescenci a nizsi produkci singletového kysliku nez
u alkylsulfanylovych derivatli, coz bylo ovéfeno zméfenim fotofyzikalnich

parametrd (Or a @,) pripravenych sloucenin.
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