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1. Seznam zkratek

Aax e eeeeeeeeeeeeeeeeenenns absorpéni maximum

AzaPC.......cccovvnnnn. azaftalocyanin

BBQ.....ooovereeree. "Black-berry Quencher"
BHQ.......ccooveiiiins "Black Hole Quenchers"
DQ.iiiiieeies nefluorescencni quencher ("dark quencher")
FRET....cccooiieies Forsterova teorie zhéaseni (Forster resonance energy
transfer)

IBoooiiiieeen "lowa Black™

PCeiiee ftalocyanin

PDT...ccoovieienn. fotodynamicka terapie

(@ quencher

THF .o tetrahydrofuran



2. Uvod

Ftalocyaniny (Pc) jsou latky strukturou podobné porfyrinu, rozdil je v
odli$né vazbé pyrrolovych jader - methinové mustky nahrazuje dusik. Kromé
toho jsou na pyrrolova jadra ptikondenzovana jadra benzenova, kterd posouvaji
absorp¢ni maximum Pc az k 700 nm a zaroven zesiluji absorpci pfi této vinové
délce. Uvniti celého cyklu se vyskytuji chelatované kovy nebo polokovy
(hlavné Zn, Al, Si), které také umozni t€émto latkam zvysit jejich ucinnost.
Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou dusikaté analogy téchto Pc.

Jak Pc tak 1 AzaPc jsou v soucasné dob& nejvice pouzivany ve
fotodynamické terapii (PDT). Béhem ptipravy novych latek tohoto typu se u
nékterych struktur zjistil zanedbatelny ucinek pottebny pro PDT, na druhou
stranu byly objeveny vlastnosti nové. Dulezitou nové objevenou vlastnosti je
jejich schopnost zhaSeni fluorescence, coz nachdzi nemalé uplatnéni v

biochemii.



3. Teoreticka Cast

3.1. Zhaseni fluorescence

ZnacCeni vzorkli fluorescen¢nimi barvivy ma dnes v praxi bohaté
vyuziti. Barvivo se nejprve ke stanovovanému vzorku navdze kovalentni
vazbou, mozna je 1 vazba nekovalentni, ale jeji nevyhodou je nizsi specifita
stanoveni. Mnozstvi latky ve vzorku pak uréime pomoci zmény intenzity
fluorescence. Tuto metodu dnes vyuzivame obzvlast€¢ pro stanoveni nebo i
samotnou identifikaci DNA fetézc.

Ke zhaseni fluorescence se pouzivaji latky, které jsou schopné ptijmout
energii z fluorescenéni molekuly. Nazyvame je zhasece fluorescence neboli
quenchery. Quencher (akceptor energie) a fluorescencni latka (donor energie)
se napoji kazdy na jeden oligonukleotidicky fetézec, popt. na opacnou stranu
jednoho fetézce a teprve pii kontaktu nebo pii pfenosu energie z excitovaného
stavu dochazi ke zhaseni. Tento proces nachazi uplatnéni predevSim v
monitorovani biochemickych d&ja’.

RozliSujeme 2 hlavni zplsoby zhésenti, statické a dynamické.
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Obr.1: Znazornéni 2 zakladnich typt zhaseni®

3.1.1. Dynamické zhaseni

Pii tomto zhéseni dochazi k pienosu energie z excitovaného stavu
fluoroforu. Zname 2 rizné mechanismy: Forsteruv a Dextertv. Z Forsterovy
teorie, zalozené na interakci dipol-dipol, vyplyva vyznam zavislosti zhaseni na
vzajemné vzdalenosti mezi akceptorem a donorem? (rozmezi zpravidla 10-100
A). Dale hraji velkou roli spektralni vlastnosti pfitomnych latek (kompatibilita
- nezbytné je dostatecné prekryti absorpéniho spektra akceptoru a emisniho
spektra donoru) a také orientace dipdlovych momentl obou molekul®.

Dexterova teorie je zalozend na prostorovém piekryti orbitali donoru a
akceptoru. Zakladni vlastnosti donorti a akceptorii, jako je tvar jejich
absorp¢niho a fluorescen¢niho spektra jsou pro obé tyto teorie stejné dilezité.
Castdji se vsak v praxi vyuziva Forsterovy teorie zhaseni (FRET - Forster

resonance energy transfer)®.



3.1.2. Statické zhaseni

Ke statickému zhaSeni dochdzi pokud se donor i akceptor nachéazi v
tésné blizkosti. VéEtSina absorbované energie je vyzarena jako teplo, pouze
maléd cast jako svétlo. Pii statickém zhdSeni nepfechazi fluorofor do
excitovaného stavu, ale dochazi k vytvoreni komplexu akceptor-donor, coz je
vysvétlovano jak hydrofobnimi interakcemi, kdy se latky snazi minimalizovat
kontakt s vodou, nebo také diky stérickému a elektrostatickému ptisobeni mezi
molekulami. Tento intramolekularni dimer ma pak velmi specifické vlastnosti
(dilezitou ulohu zde hraje dipdl moment obou latek). Narozdil od
dynamického zhaSeni zde neni nezbytné, aby se emisni spektrum fluoroforu
prekryvalo s emisnim spektrem quencheru’. Nevyhodou ale miZe byt zavislost
tvorby dimeru na okolni teplot&”.

Pfi statickém zhdSeni mizeme rozliSit dva zakladni typy vzniklych
komplexti (agregatll). H-agregaty maji absorpci posunutou k modré casti
spektra a fluorescence je snizena. Na druhou stranu u J-agregati dochazi
k posunu smérem k Cervené oblasti spektra a fluorescence je naopak zvysena.
Je to zplisobeno oblasti excita¢niho pasu, ve které je dovoleno v daném piipadé

absorbovat’.

Podle typu latek pouzitych ke znaceni oligonukleotidické sondy miize
nastat nékolik stavi. Jedna-li se o homodimer sloZeny ze dvou identickych
fluorofort,, mize byt vyslednéd fluorescence u H-typu tohoto dimeru nulova,
protoZze pi1 opacnych dipolovych momentech stejné velikosti dojde
k vykompenzovani energii. U heterodiméri H-typu sloZzenych ze dvou rtiznych
fluorescen¢nich barviv je nepravdépodobné, Ze by dosSlo k absolutnimu
vykompenzovani dipolovych momentt, a proto je vysledna fluorescence pouze
sniZzena. Ke kompletnimu zhaSeni fluorescence miize vSak dojit i v piipadé, ze
je heterodimer tvofen fluoroforem a ,,dark quencherem* DQ (nefluorescencni

quencher - viz dale).



3.2. Fluorescencni barviva

Barviva Amax @bsorpce (nm) Amax €mise (nm)

Indocyaninové barviva

Cy3 546 564
Cy 3,5 588 593
Cy5 646 663
Cy5,5 683 687
Alexa
Alexa 350 350 441
Alexa 430 430 535
Alexa 488 488 517
Alexa 532 532 551
Alexa 546 546 570
Alexa 568 568 599
Alexa 594 594 612

Fluoresceinova barviva

5-FAM 494 518
6-FAM 494 518
TET 521 536
HEX 535 556
JOE 522 550
TAMRA 555 580
ROX 580 605
Bodipy
Bodipy 493/503 493 503
Bodipy 530/550 530 550
Bodipy 564/570 564 570
Bodipy 576/570 576 589
Bodipy 581/591 581 591
Bodipy 650/665 650 665

Tab. 1: Ptehled v praxi nejpouzivanéjsich fluorescenénich barviv a vinovych délek, pfi

nichz je jejich absorpce, popf. emise maximalni.




3.2.1. Indocyaninova barviva

Indocyaninova barviva jsou slozena ze dvou indolovych jader, spojenych
fetézcem konjugovanych vazeb. Pfikondenzovanim dalSich jader na tuto
zékladni strukturu dojde k posunu absorpce k vy$sim vinovym délkam. V praxi

v

nejpouzivanéjsi jsou Cy3 a Cys5.

Cy5

3.2.2. Alexa

Barviva ze skupiny Alexa maji ve své molekule 2H-chromen, na ktery
jsou pfipojeny dal§i kruhy a postranni ftetézce. Dulezity je systém

konjugovanych dvojnych vazeb. Cislo vyjadfuje absorpéni maximum dané
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latky. Obecné lze fict, Ze jsou to latky pomérné stabilni (v zavislosti na svétle

nebo pH prostiedi).

Alexa 350

3.2.3. Fluoresceinova barviva

Zakladni strukturou téchto barviv je fluorescein, popt. rhodamin. Opét
ma na absorpci téchto latek nezanedbatelny vyznam systém konjugovanych

dvojnych vazeb.

NH,+

Fluorescein Rhodamin

3.2.4. Bodipy

Zakladni struktura: 4,4-difluor-bora-3a,4a-diaza-s-indacen. Derivaty

ziskavame hlavné substituci alkyly nebo aryly v poloze 1, 3, 5 a 7. VInovou

11



délku, pfi niz je jak absorpce tak emise maximalni, vyjadiuji ¢isla v nazvu.
Zvlastnosti téchto latek je jejich nepolarni charakter i to, ze chromofor je
elektricky neutralni, proto jsou schopné docela snadno prochazet biologickymi

membranami.

X
\ \
m
B

VAR

F F
Bodipy
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3.3. Quenchery

RozlisSujeme 2 =zakladni typy quencherti (zhaseci): fluorescencni
quenchery a nefluorescen¢ni quenchery ("dark quenchers”). Rozdil spociva v
chovani obou latek po pfijeti urCitého mnozstvi energie. U fluorescen¢nich
quencherti dojde k znatelnym zménam emisniho spektra (vlivem vyzafeného
fotonu), kdezto u nefluorescencnich "dark quenchert" molekula pii piechodu
z excitovaného stavu do svého zdkladniho nevyzéaii foton, konecna
fluorescence je tedy nulova. DQ dnes témét své starSi prfedchliidce z praxe
vytladili a to diky n¢kolika vyhodam. Protoze DQ neemituji energii ve formé
foton, nedochazi ani ke zkreslovani vlastniho méfeni nasledkem Sumu.
Samotnou detekci zjednodusi to, ze 1ze zmény v intenzité fluorescence odecitat
pfimo a ne z tvaru emisniho spektra. Dalsi velkou vyhodou je, Ze na rozdil od
fluorescen¢nich quenchert lze DQ pfi jednom experimentu pouzit vice

najednou a detekovat tak vice cilovych molekul v jednom vzorku.

3.3.1. Fluorescencéni quenchery

TAMRA

13



TAMRA je substituovany tetramethylrhodamin. Nevyhodou je jeho
vlastni emise, kterd znesnadnuje celkové hodnoceni vysledkl a je s ni nutno
pocitat. Ackoli Uc¢innost této molekuly oproti molekuldam fluoresceinového

typu je sotva Ctvrtinova, vyhoda spociva v jeji daleko vyssi fotostabilité

3.3.2. Nefluorescenéni quenchery

Dabcyl

H.C O
\
/

OH

H,C

Dabcyl (4,4-dimethylaminoazobenzen-4"-karboxylova kyselina) je
jednim z nejstar§ich DQ. Absorbuje pti 453 nm, vyuziva se tedy hlavné pro
zhéSeni latek emitujicich ve viditelné oblasti svételného zareni (hlavn€ modré a

zelena oblast).

Dabsyl

Molekulou (sulfonylchlorid) i vlastnostmi podobny dabcylu, absorpéni

maximum se posouva na 466 nm.

Malachitova zelei - absorpéni maximum = 628 nm

14



QSYTM

HO

QSY jsou analogy fluoresceinu. Snahou bylo, aby se absorpce posunula
k vy$8§im vinovym délkdm. Absorpéni maximum se pohybuje mezi 560 - 660
nm, extink&ni koeficient kolem 90.000 cm™ M™, pH = 4-10.

Tyto latky jsou dostate¢né chemicky stabilni, vyhodnou se zda byt i
jejich odolnost vici tzv. "photobleachingu" (vyblednuti - ztrata intenzity
absorpce ¢i emise zplisobena svétlem).

Préava na prodej vSech téchto molekul a jejich vyuZiti jako fluorescencni
quenchery patii firm¢ Molecular Probes, Inc., USA®.

QSY 7 - absorpéni maximum kolem 560 nm

QSY 9 - absorp¢ni maximum kolem 562 nm, podobna latka jako QSY 7, pouze
posilena rozpustnost ve vod¢

QSY 21 - absorpéni maximum 661 nm, ¢ervend az témét infracervena oblast
(posun je zpusobeny Sirokou siti konjugovanych dvojnych vazeb)

QSY 35 - absorpéni maximum kolem 475 nm, spektralné velmi podobny

dabcylu.

15



Eclipse™

Molekula Eclipse™ byla uvedena na trh spolecnosti Epoch
Biosciences, Inc.. Absorp¢ni maximum se pohybuje okolo 522 nm. Molekula
je vysoce stabilni a nedostatek elektrond oproti dabcylu zptsobuje, ze jeho
potencialni vyuziti se rozsitilo na daleko vétsi spektrum barviv (oblast 390 -
625 nm).

BHO™ (Black Hole Quenchers)

N/
N\\ //I\I \_\;
N N
COOH
NO, oM
e

BHQ-1

BHQ jsou odolné dark quenchery, které maji oproti ostatnim pomérné
vysoky extinkéni koeficient a vykazuji dobré vazebné schopnosti (lepsi vyuziti
pii statickém zhaseni). Je mozné je navazat jak na 3' nebo 5' konec, tak i
doprostied oligonukleotidické sondy. Absorpéni maxima se pohybuji v oblasti
480 - 730 nm. V praxi viceméné nahradily dfive pouzivané quenchery - hlavné

dabcyl (lepsi prekryv) nebo TAMRU (zadna vlastni fluorescence — snadnéjsi

vyhodnoceni)®.

Quencher Fluorofor

BHQ-1 FAM, TET, JOE, HEX, Oregon Green"
BHQ-2 TAMRA, ROX, Cy3, Cy3,5

BHQ-3 Cy5, Cy5,5

Tab. 2: Vhodna barviva pro jednotlivé BHQ

16



BBO-650 (BlackBerry™ Quencher 650)

BBQ-650 - absorpéni maximum se pohybuje okolo 650 nm (lisi se
podle pouzité oligonukleotidické sondy), vhodny pro vice typa fluorescenénich

barviv (TAMRA, Texas Red, Cy5) a pro oba typy zhaseni’.

lowa Black (IB™FQ a IB™ROQ)

lowa Black™

uvedla na trh firma Integrated DNA Technologies, Inc.
IB méa velmi dobré vlastnosti jako DQ (stabilni pfi ménicim se pH nebo
teplote), zarovenn hydrofobni vlastnosti celé molekuly usnadiiuji o jeji ¢isténi

pomoci HPLC.

IB™MFQ - absorp¢ni spektrum se pohybuje mezi 420 - 620 nm, Anax
531 nm.

IB™RQ - absorpéni spektrum se pohybuje mezi 500 - 700 nm, Apax
656 nm

17



4. Cil prace

Prvnim cilem mé préce bylo pfipravit nové nesymetrické AzaPc. K tomu
mely byt pouzity dva rtizné prekurzory, ze kterych statistickou kondenzaci
vznikne smés 6 rtznych kongenert. Vzijemny pomér vychozich latek byl
upraven na 3:1 za ucelem vzniku prevazné kongeneru AsB. Ten jsem nésledné
méla z celé smési izolovat pomoci sloupcové chromatografie. Cely proces mél
byt opakovan jesté jednou, ovSem jeden z prekurzorit mél byt zaménén.

Vysledné produkty svou strukturou ptfipominaji latky vyuzivané v PDT.
Pravdou je, Ze se tyto latky v PDT pfili§ neuplatnily. Jejich vlastnosti Ize ale
vyuzit pii zhaSeni fluorescence, proto se zacCaly cilen¢ ptipravovat jako DQ s
uréitym poctem substituentti vhodnych pro navazani oligonukleotidické sondy.

Dalsim ukolem mé prace bylo vysledovat kinetiku tvorby komplext jiz
pfipravenych latek s molekulou pyridinu a nasledné ziskané vysledky méfeni

vyhodnotit.

18



5. Metodicka ¢ast

5.1. Syntéza nesymetrickych ftalocyaninu (Pc)

Symetrické Pc se skladaji ze Ctyi stejnych isoindolovych kruht

spojenych dohromady ptes atomy dusiku. V posledni dobé je pozornost vice

nez na syntézu symetrickych Pc zaméfena spiSe na syntézu nesymetrickych

molekul. Diivodem je snaha o zménu fyzikalnich a chemickych vlastnosti napf.

rozpustnost, posun v UV-vis, a zejména moznost specificky vazat molekulu Pc

na dany nosi¢. Zname dva zékladni zplsoby pfipravy nesymetrickych Pc

Vv zavislosti na typu prekurzoru:

1. nesymetricky prekurzor

2. dva rizné prekurzory

5.1.1. Nesymetricky prekurzor

Pokud je prekurzorem
nesymetricky substituovany
(napf.: monosubstituovany
ftalonitril), ziskame smés 4
riznych izomerd. Jednotlivé
konstitu¢ni izomery nelze az
na vyjimky® dost dobie
charakterizovat ~a  ani
efektivné rozdélit diky jejich
taktka shodnym fyzikalng -
chemickym vlastnostem.

4

Ucinngjsi  se  zda

19

Obr. 2: 4 konstitucni izomery



vyuziti selektivni syntézy, kterd vede ke vzniku pouze jednoho ze Ctyf
moznych izomert.

Pti statistickém pftistupu ("statistical approach") lze po Gpraveé reakcnich
podminek vyprodukovat pouze jeden z moznych izomert®. Mezi tyto upravy
zahrnujeme predevSim snizeni reakcni teploty, pfidani katalyzatoru (napt.:
alkoholat lithny), ktery usmérni reakci zadanym smeérem, nebo pfidani
kovového nosice, jako je napi-.: Zn**, Ni?*, Cu?*,

Dalsi pristup (“directed approach™)
spociva v racionalni konstrukci molekuly
prekurzoru. Dvé molekuly ftalonitrilu
jsou jednoduse spojeny  vhodnym

spojovacim mustkem ("spacer"). Tim

zaru¢ime syntézu pouze jednoho typu

: 10
Obr. 3: Dimer slozZeny ze 2 ftalonitrilovych jednotek 1zomeru.

5.1.2. Dva razné prekurzory

Zakladni reakci je tzv. statistickd kondenzace, kdy za pfitomnosti kovu
nebo silné baze (DBU) vznika ze dvou odliSnych prekurzori Sest rtiznych
molekul - "kongenert" (AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB, BBBB)",
z toho dvé molekuly jsou symetrické (AAAA a BBBB). Odlisny typ symetrie
vykazuji molekuly ABAB a AABB, které ptedstavuji dva rizné izomery A,B,
ftalocyaninti. Pokud jsou stejné jednotky proti sobé (ABAB), oznacuje se tento
izomer jako "opposite" (trans izomerie), pokud spolu stejné jednotky sousedi
(AABB), nazyvame tento izomer jako "adjacent" (cis izomerie). Oba maji
obdobné fyzikdlné-chemické vlastnosti, tudiz je jejich separace velmi

M /4 v ~ r 12
komplikovand, ne v§ak nemoZna™".
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Obr. 4: 6 riiznych kongenerii

Vétsinou je vynalozena snaha o to, aby mél jeden z kongenerti ve vzniklé
smési dominantni zastoupeni. a vysledna smés byla snadno délitelna. Toho lze
docilit n€kolika zplisoby:

. upravenim poméru vychozich latek ve prospéch jednoho prekurzoru
(pokud pouzijeme nadbytek latky A zhruba v poméru 3:1, obvykle 44%
z celkového vytézku tvori latka AsB). Velky nadbytek jednoho z reaktantd se
pouziva i v ptipadech, kdy druhy prekurzor je pfilis§ reaktivni.

. objemny substituent na prekurzoru B (napi. substituovany fenyl)
redukuje pocet moznych Pc a zarovenl zamezuje jejich agregaci. VétSinou
vzniknou A4 AsB nebo ABAB, naopak AABB, AB; a B, vznikaji v

zanedbatelném mnoZstvi, jelikozZ jsou stéricky branéné.
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Dalsi variantou je metoda objevena Leznoffem. Prekurzor (B) navdzany
na polymer spolu s "volnym" reaktantem (A) davaji vzniknout ftalocyaninu

AsB vazanému na polyrnerls.

HN

(CH2)nOTr O(CH2)nOTr
HN

Obr. 5: Syntéza Pc vazaného na polymer

Dnes daleko vice vyuzivanou metodu objevil na konci 80. let
Kobayashi'®. Je zaloZena na expanzi subftalocyaninového kruhu (subPc jsou
niz$i homology ftalocyaninti slozené ze tii isoindolovych podjednotek s borem
jako  centralnim  atomem) pifi  reakci se sukcinimidem nebo
s diiminoisoindolinovymi derivaty. Tato reakce je velmi selektivni pii vzniku
nékterych A3zB ftalocyaninli a dokonce se ukazala jako U¢innd pii vyvoji
doposud nepfipravitelnych derivati (subPc reaguji s méné reaktivnimi
ftalonitrilovymi derivaty v pfitomnosti silné baze jako je napf. DBU)15
Vysledek celé reakce zavisi predevSim na reak¢énich podminkach a na
charakteru vychozich prekurzor. Vyhodou této metody je pomémné vysoky
vytézek, ktery se da jeSté zvysit pridanim kovového kationtu, snadné Cisténi

produktu sloupcovou chromatografii a predev§im selektivita celé reakce.'®
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Obr. 6: Expanze SubPc kruhu

Na druhou stranu, casteCnou nebo Uplnou fragmentaci subPc AAA
muzeme dostat segmenty A nebo AA a naslednou kondenzaci
s diiminoisoindolinovymi derivaty vSech 6 moznych struktur Pc (obr. 20).

Tudiz ani tato metoda neni stoprocentné¢ selektivni.

g . om . g EL
5

SubPc
A N A
A N A Al A B |
A 1B B
B B | B |
A Al A B | B B
B ] 1B 1B

Obr. 7: Fragmentace SubPc kruhu

DalS$im postupem pouzitelnym k ziskani nesymetrickych Pc je tzv. ,,cross
coupling® (obr. 21), coz je zamérna syntéza pii niz vznikd pouze produkt typu
ABAB. V tomto piipadé se vyuzivd reakce substituovaného 1,1,3-

trichlorisoindolu s 1,3-diiminoisoindolinem®. Tato syntéza probihd za velmi
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mirnych podminek za pfitomnosti baze a redukéniho €inidla, pficemz vytézek

byva pomé&rné vysoky’.

R
NH
R NO,
NH N
\ _
NH N
NH N
+ —_ > N\ /
Cl N HN
ON W\
\ N N
O,N
cl
cl R

Obr. 8: cross coupling

K ziskani AABB izomeru (podle Leznoffa) se pouziva tzv. "half-Pc
intermediat" (obr. 22). Tento reaktant nasledné¢ kondenzuje s "klasickym"
ftalonitrilem za velmi mirnych podminek. Nevyhodou tohoto pfistupu je fakt,
ze stabilni a izolovatelny "half-Pc intermediat" musi byt substituovan pouze
siln¢ elektronegativni skupinou. Dalsi varianta jak ziskat pouze izomer AABB
je metoda, kdy pouzijeme 2 stejné jednotky (napi. AA) spojené "spacerem"

(viz. "directed approach")™.
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Obr. 9: Pouziti half-Pc intermedidatu
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6. Experimentalni &ast

Teploty tani byly stanoveny na digitalnim pfistroji pro stanovovani teplot
tani ELECTROTHERMAL IA9200 a nejsou korigovany.

Pribéh reakci a cCistota produkti a meziprodukti byly kontrolovany
tenkovrstvou chromatografii na deskach Silikagel 60 Fps4 (Merck,) s detekcei
UV svétlem vinové délky 254 nm a 366 nm. Vyvijeci soustavy jsou uvedeny u
jednotlivych ptiprav.

NMR spektra byla namétena na piistroji VARIAN MERCURY VxBB 300
na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové. Méfeni bylo provadéno pii frekvenci
299,95 MHz (*H NMR) a 75,43 MHz (**C NMR). Posuny jsou vztaZeny
K vnitfnimu standardu Si (CH3)s.

Spektrum ve viditelné oblasti bylo zméfeno na pfistroji SHIMADZU UV
240 1 PC: UV-VIS recording spectrophotometer.

Infradervend (IC) spektra byla méfena IC spektrofotometrem Nicolet

Impact 400 v KBr peletaich na KAOCH FaF UK v Hradci Kralové.

Prekurzory 1, 3, 4 a azaftalocyaniny Q6 a Q3 14H2 byly pfipraveny jiz
diive na KFCHKL.

Di(p-methoxyfenyl)fenylmethylchlorid (DMTrCI, dimethoxytritylchlorid)
byl zakoupen od firmy ChemGenes Corporation

Bezvody butanol byl suSen pomoci K,COg, ptedestilovan a dosusen nad
Mg. Byl skladovan nad Mg a oddestilovan v ¢ase potieby.

Pyridin p.a. pouzivany k tvorb¢é komplext byl ziskan od firmy Lach-Ner.

Bezvody pyridin pro syntézu byl suSen nad KOH a nésledné

oddestilovan.
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6.1. Schéma provadénych reakci

6.1.1. Synteticka cast
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6.1.2. AzaPc pouzité pri méreni kinetiky tvorby komplext

OH

_ /
N

N

N\ H /)
"

N ~ N

—~ I YN N~
NTN=N N=

Y

2,3-bis(2-(2-hydroxyethoxy)-ethylamino)-9,10,16,17,-
23,24-hexakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
(oktaaza)ftalocyanin

™Y

2-(2-(2-hydroxyethoxy)-ethylamino)-3,9,10,16,17,23,-
24-heptakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
(oktaaza)ftalocyanin
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6.2. Synteticka cast

6.2.1. Priprava 5-diethylamino-6-[2-(4,4'-
dimethoxytrifenylmethoxy)-ethylamino]pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (2)

Asi 418 mg (1 mmol) 5-diethylamino-6-(2-hydroxyethylamino)pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu (1) jsem rozpustila v bezvodém pyridinu (10 ml). Nasledné
jsem piidala katalytické mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu (0,1 mmol; 12
mg). Spolu se 654 mg (1,2 mmol) DMTrCI jsem nechala smés michat pfi
pokojové teploté¢ pfes noc. Rdno po odpafeni rozpousStédla jsem produkt
vycistila pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla pouzita
smés toluen/pyridin v poméru 30:1. Ziskala jsem 468 mg (51,8 %) latky (2).
T.t.=54,8 - 58,6 °C.

IC (KBr) v (cm™)3064; 2964; 2933; 2875; 2836; 2226; 1608; 1560; 1534;
1508; 1458;1359; 1250; 1176; 1079; 1033.

3C NMR (CDCls) ¢ (ppm) 158,55, 147,39; 147,29; 144,49; 135,51; 129,79;
129,07; 127,79; 126,92; 123,52; 118,73; 115,07; 114,83; 113,10; 86,39; 60,64;
55,19; 43,38; 41,80; 12,97.

'H NMR (CDCl3) 6 (ppm) 7,39 (d; 2H; J=7,2 Hz; aromH); 7,32-7,14 (m, 7H,
aromH); 6,86-6,76 (m, 4H, aromH); 5,72 (t; 1H; J=5,2 Hz; NH); 3,79 (s, 6H,
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OCHjy); 3,64 (q, 2H, J=5,1 Hz; NHCH,); 3,37 (t, 2H, J= 4,9 Hz; OCH,); 3,32
(g; 4H; NCH>); 1,13 (t; 6H; J=7,0 Hz; CHs3).

6.2.2. Priprava 2-(2-hydroxyethylamino)-3,9,10,16,17,23,24-
heptakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
oktaaza)ftalocyaninu (Q5)

Smés 393 mg (0,7 mmol) latky 2 a 571 mg (2,1 mmol) 5,6-
bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu  (3) jsem =zahtala kvaru v
bezvodém butanolu (10 ml), poté jsem piidala 140 mg (20 mmol) lithia. Celou
smés jsem michala 3 hodiny na olejové lazni predehiaté na 130 °C. Poté jsem
oddestilovala rozpoustédlo a celou smés michala ve zfedéné kys. octové (50%,
v/v) po dobu 30 minut. Srazeninu produktu jsem odfiltrovala a promyla na
filtru zfedénou kys. octovou a vodou. Pak jsem produkt rozpustila v acetonu a
pfidala asi 0,5 ml kyseliny trifluoroctové, ktera méla za ukol odstépit z

molekuly ptipadné zbytky chranici skupiny (DMTr). Rozpoustédla jsem
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odpafila a pevny zbytek jsem promyvala vodou, abych odstranila zbytky
kyseliny trifluoroctové. Vysledna smés obsahovala 6 riznych kongenerd, ja
jsem se soustiedila na izolaci kongeneru A3B. Déleni jsem provadéla pomoci
sloupcové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita rozpoustédla
dichlormethan/aceton nejprve v poméru 10:1, poté co se eluovala frakce
nejlipofilnéjsiho kongeneru AAAA jsem zménila pomér na 6:1. Ziskanou
frakci A3B jsem nadale CdCistila na sloupci za pouziti mobilni faze
dichlormetan/tetrahydrofuran/lékafsky benzin v poméru 3:1:1. Ziskala jsem
54,4 mg (7,2 %) produktu A3B.

IC (KBr) v (cm™)2967, 2931, 2871, 1640.

13C NMR (pyridin-ds) & (ppm) 152,2; 150,6; 149,1; 148,2; 144,4; 141,5; 141,0;
140,9; 137,3; 60,9; 45,0; 44,5; 43,0; 42,8; 13,1.

'H NMR (pyridin-ds) & (ppm) 13,74 (1H, br s, OH); 7,64-7,54 (1H, m, NH);
4,49-4,33 (2H, m, CH,-OH); 4,06-3,72 (26H, m, CH,-N+CH,-NH); 3,63 (4H,
g, J = 6,8 Hz, CH,-N); 1,30-1,05 (42H, m, CHy).

MS (ESI) m/z 1080 ([M+H]").

UV-vis Amax (nm) (&¢) v THF: 678 (88,300), 647 (64,800), 618sh, 592sh, 507
(56,100), 364 (104,600).

Element. analyza vypocitano pro CssH7sN24sO + 3H,0: C 57,22; H 7,47; N
29,67%, nalezeno: C 57,04; H 7,53; N 29,59%.
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6.2.3. Priprava 5-diethylamino-6-[2-(4,4'-
dimethoxytrifenylmethoxy)-ethylmethylamino]pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (6)

OMe
NCIN\INV O
— (@) OMe
N7 ONT O

O
Asi 261 mg (1 mmol) 5-diethylamino-6-(2-
hydroxyethylmethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu  (5) jsem rozpustila v

NC

bezvodém pyridinu (10 ml). Nasledné jsem piidala katalytické mnozstvi 4-
(dimethylamino)pyridinu (0,1 mmol). Spolu se 387 mg (1,2 mmol) DMTrCI
jsem nechala smés michat pfi pokojové teploté pies noc. Rano po odpareni
rozpoustédla jsem produkt vycistila pomoci sloupcové chromatografie, kdy
jako mobilni faze byla pouzita smés toluen/pyridin v poméru 30:1. Ziskala
jsem 547,2 mg (99,9 %) latky (6).

T.t.=121,3-125,6 °C.

IC (KBr) 3034; 2964; 2932; 1874; 2838; 2225; 1608; 1582; 1520; 1494; 1446;
1405;1343; 1250; 1177; 1157; 1080; 1032.

3C NMR (CDCls) 158,47, 147,78; 145,83; 144,08; 135,43; 129,64; 129,08;
127,80; 126,90; 120,60; 120,09; 115,09; 114,97; 113,11; 86,26; 59,41, 55,22;
50,03; 42,63; 37,04, 12,68.

'H NMR (CDCls) 7,32-7,02 (m, 13H, arom H); 3,81 (s; 6H; OCHa); 3,74 (t;
2H; J=4,8 Hz; NCH); 3,60-3,40 (m; 4H; NCH,); 3,19 (t, 2H, J= 4,9 Hz,
OCHy); 2,92 (s; 3H; NCHj3); 1,11 (t; 6H; J=7,0 Hz; CHjy).
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6.2.4. Priprava 2-(2-hydroxyethylmethylamino)-
3,9,10,16,17,23,24-heptakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
oktaaza)ftalocyaninu (Q10)

Smés 403 mg (0,7 mmol) latky 6 a 571 mg (2,1 mmol) 5,6-
bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu 3 jsem zahtala k varu v bezvodém
butanolu (10 ml), poté jsem ptidala 140 mg (20 mmol) lithia. Celou smés jsem
michala 3 hodiny na olejové lazni piedehiaté na 130 °C. Poté jsem
oddestilovala rozpoustédlo a celou smés jsem michala ve zfedéné kys. octové
(50%, v/v) po dobu 30 minut. SraZzeninu produktu jsem odfiltrovala a promyla
na filtru zfedénou kys. octovou a vodou. Pak jsem produkt rozpustila v acetonu
a pridala asi 0,5 ml kyseliny trifluoroctové, kterd méla za ukol odStépit z
molekuly pfipadné zbytky chranici skupiny (DMTr). Rozpoustédla jsem
odpafila a pevny zbytek jsem promyvala vodou, abych odstranila zbytky
kyseliny trifluoroctové. Smés jsem rozpustila v dichlormethanu a sledovala

pomoci TLC (dichlormethan/aceton 10:1 a 6:1) vzniklé produkty. Bohuzel
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vysledny produkt nebyl pfilis stabilni a s postupem casu se rozkladal. Proto

jsem jiz dale nepostupovala.
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6.3. Kinetiky tvorby komplexu azaftalocyaninu
s pyridinem

Pro toto méfeni jsme zvolili 3 AzaPc - Q3, Q5, Q10, u kterych jsme
chtéli porovnat jejich schopnost tvorby komplexu s pyridinem. Nejprve bylo
potieba piipravit roztok (10 mM) nadmi zvolené¢ho AzaPc v pyridinu. Thned po
nafedéni jsem roztoky pielila do kyvety (10x10 mm) z kiemenného skla,
zaviela zatkou a umistila do temna, kde jsem roztoky uchovavala po celou
dobu méfeni. Ukolem bylo méfit absorpéni spektra v rtiznych &asovych
intervalech (0 az 24 hodin, Vv nékterych ptipadech az 50h), pifi¢emz prvni
spektrum jsem zméfila hned po nafedéni roztoku, tedy zhruba po 3 minutach
od casu 0.

Druhé méfeni jsem provadéla s latkou 14H2. Latka 14H2 byla
rozpusténa nejprve v samotném pyridinu, pak i v pyridinu s piidavkem 1%
(v/v) n-oktanolu nebo ethanolu. Celé méfeni probihalo obdobné jako méteni

prvni.

Bezkovové AzaPc se chovaji jako slabé N-kyseliny, proto v pfitomnosti
baze dochazi k jejich deprotonaci a zaroven ke zméné zabarveni. OvSem v
pritomnosti pyridinu AzaPc o své vodiky nepfijde, jen dojde k vytvofeni

proton-transfer komplexu, coz probiha podle nasledujici reakce:
HyAzaPc + 2 pyridin — pyridin...H...AzaPc...H...pyridin (1)
Tim, jak dochazi k tvorbé proton-transfer komplexu, méni se postupné 1

méfend absorpcni spektra. Za vSechny je uveden ptiklad spektra pro latku Q3,

zmeény ve tvaru spekter ostatnich latek byly prakticky stejné.
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Obr. 10: Zmény spekter v priabéhu ¢asu u latky Q3 v pyridinu (0-24 hod).

Pyridin je v reakci ve velkém nadbytku, jeho koncentrace zlstava

prakticky konstantni, a proto reakce (1) probiha kinetikou pseudoprvniho fadu:
Ac= Ao+ (Amax - Ag)(1 - €*7) ),

kde A je absorbance v Case t, Amax j€ absorbance po ustaveni rovnovahy,
Ay je absorbance v Case 0 a k; je rychlostni konstanta. Absorbance jsou méfeny
piijedné definované vlnové délce, odpovidajici maximu vznikajiciho

komplexu.

Kinetika tvorby komplexu muze byt sledovana jako piirtstek absorbance
pii vlnové délce odpovidajici tvofenému komplexu (viz. Tab. 3). V tabulce
jsou uvedena spektralni data v THF odpovidajici nekomplexovanému AzaPc a

v pyridinu po ukonceni tvorby komplexu.
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ke (s Amax (€) v THF Amax (€) V
pyridinu
Q3 6,05x10” 675 (86,200), 661 (137,300)
644 (67,200)
Q5 3,00x107 678 (88,300, 647 | 662 (108,800)
(64,800)
Q6 1,71x10™ 678 (95,300), 662 (138,600)
647 (69,500)
3 v pyridinu 1,62x10™ 679 (93,700), 663 (131,500)
649 (68,600)
3 v pyridinu + n- 1,82x10™ - 663 (150,700)
oktanol
3 v pyridinu + 2,45x10™ - 663 (151,400)
ethanol

Tab. 3: Spektralni data v THF odpovidajici nekomplexovanému AzaPc a v pyridinu po

ukonceni tvorby komplexu + rychlostni konstanty ziskané nelinearni regresi.

Zaroven tabulka uvadi rychlostni konstanty, které jsme ziskali nelinedrni

regresi. Vysledky byly ziskany pomoci programu GraphPad Prism 5. Ptiklad

nelinearni regrese uvadi obr. 11.
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Obr. 11 : Piiklad vysledkl nelinearni regrese. Plna ¢ara — odpovida vysledné rovnici po

nelinearni regresi, © odpovidd naméfenym hodnotam. Sledovana je zména absorbance pfi

vlnové délce maxima vznikajiciho komplexu.
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Zavislosti absorbance v maximu tvofeného komplexu na case (kinetika

reakce) jsou znazornény na nasledujicich obrazcich.

Absorbance

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
t (min)

Obr. 12: Kinetika tvorby proton-transfer komplexu u latek Q3, Q5, Q6.
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Obr. 13: Kinetika tvorby proton-transfer komplexu latky 14H2 v pyridinu, v pyridinu s

piidavkem 1% (v/v) n-oktanolu a ethanolu.
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7. Diskuse

V prvni ¢asti mé prace jsem se pokusila o syntézu novych
nesymetrickych AzaPc, u kterych by se na zdklad¢ jejich struktury dalo
predpokladat jejich vyuziti pii zhaSeni fluorescence. Vzhledem k ptfedchozim
zkuSenostem jsem nejprve kratky postranni fetézec s hydroxylem chranila
pomoci tritylové skupiny, abych tim zabranila Castému vzniku vedlejSich
rozkladnych produktd. V jednom z dalSich kroki syntézy jsem trityl v kyselém
prosttedi pomérné snadno odstranila. Ukézalo se vSak, Ze pouziti této chranici
skupiny nemélo podstatny vyznam a k rozkladim piesto dochézelo.
Mechanismus rozkladu je tedy pravdépodobné jiny nez jsme puvodné
predpokladali a nesouvisi s pfitomnosti hydroxylové skupiny.

Syntézou jsem ziskala dva nové AzaPc - Q5 a Q10. Latku Q5 se
nasledné podatilo charakterizovat pomoci IC, NMR a MS, posléze byla vyuzita
v druh¢ ¢asti mé prace. Latka Q10 se ukazala jako nepfili§ stabilni, dochdzelo

k rozkladtim, proto nebyla ani charakterizovana.

V druhé ¢asti prace jsem sledovala kinetiku tvorby komplexu AzaPc s
pyridinem. Centralni vodik AzaPc jsou mirné kyselé, proto v pfitomnosti baze
dochdzi k deprotonaci a tim 1 zméné symetrie celé molekuly. To se projevi i
zménou vysledného spektra. Podobnd zména nastava i v pfitomnosti pyridinu
(viz obr.14), kdy ale nedochazi k deprotonaci, ale k tvorbé proton-transfer
komplexu mezi AzaPc a dvéma molekulami pyridinu, jak je znazornéno na
obr. 15.
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Obr.14: Porovnani absorpéni kiivky neutr. AzaPc a AzaPc v komplexu s pyridinem.

Obr. 15: Komplex AzaPc s pyridinem.

Tvorba komplexu neprobihd vzdy stejnou rychlosti, proto bylo mym
ukolem zjistit, do jaké miry dokéze hydroxylova skupina na periferii ovlivnit

rychlostni konstantu reakce. K méteni jsem pouzila 3 rizné AzaPc a sledovala,
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jak se v zavislosti na ¢ase méni spektra jednotlivych komplexti. Toto méfeni
vliv OH skupiny na zménu rychlostni konstanty neprokézalo.

Dale jsem vybrany AzaPc rozpustila v odliSném prostiedi - v pyridinu, v
pyridinu s pfidavkem 1% n-oktanolu a v pyridinu s ptidavkem 1% ethanolu.
Bylo zjisténo, ze ani pridani alkoholu do pyridinu nema prokazatelny vliv na

zménu rychlostni konstanty.
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8. Zavér
V ramci své rigordzni prace jsem pfipravila tyto prekurzory AzaPc:

5-diethylamino-6-[2-(4,4 dimethoxytrifenylmethoxy)-
ethylamino]pyrazin-2,3-dikarbonitril (2)

5-diethylamino-6-[2-(4,4 dimethoxytrifenylmethoxy)-
ethylmethylamino]pyrazin-2,3-dikarbonitril (6)

Obé tyto latky byly charakterizovany pomoci teploty tani, NMR a IC
spekter.

Cyklizaci téchto prekurzorti jsme pfipravila tyto nesymetrické AzaPc:

2-(2-hydroxyethylamino)-3,9,10,16,17,23,24-heptakis(diethylamino)-
1,4,8,11,15,18,22,25-0ktaaza)ftalocyanin (Q5)

2-(2-hydroxyethylmethylamino)-3,9,10,16,17,23,24-
heptakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaaza)ftalocyanin (Q10)

Latka Q5 byla charakterizovdna pomoci NMR, IC spekter, MS. Latka
Q10 nebyla pfili§ stabilni proto jsem v jeji separaci ani charakterizaci

nepokracovala.

Z vysledkl druhé ¢asti prace je patrné, Ze rychlost tvorby komplexu
AzaPc s pyridinem neovliviluje ani hydroxylova skupina na periferii, ani

pfidani dvou rtiznych alkoholil do pyridinu.
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9. Prilohy

Na konci prace ptikladam c¢lanek, ve kterém jsou mimo jiné publikovany

vysledky této rigordzni prace.
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10. Summary

Synthesis of unsymmetrical derivatives of azaphthalocyanines
and their complex formation with pyridine

Mgr. Jana Zizkovska

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

Faculty of Pharmacy in Hradec Kradlove, Charles University in Prague

| prepared the mixture of six possible products (AAAA, AAAB, ABAB,
AABB, ABBB, BBBB) using a statistical condensation starting from two
different precursors - 5,6-bis(diethyamino)pyrazine-2,3-dicarbonitrile (A) and
5-diethylamino-6-[2-(4,4"-dimethoxytrifenymethoxy)-ethylamino]pyrazine-
2,3-dicarbonitrile (B). Only compound of AAAB type was isolated by column
chromatography from the mixture, purified and was characterized by NMR, IR,
MS, UV-VIS spectroscopy.

The precursor (B) was changed - 5-diethylamino-6-[2-(4,4"-
dimethoxytrifenymethoxy)-ethylmethylamino]pyrazine-2,3-dicarbonitrile - and
the statistical condensation was done the same way. Unfortunately the desired
AAAB product was unstable and therefore the work was finished.

In another part of this work | have studied a formation of proton-transfer
complex with two molecules of pyridine. Three different AzaPc with hydroxy
groups on periphery were used in this study. The influence of hydroxy groups
on the rate constant was not confirmed. Then | used only one AzaPc -
2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
(oktaaza)phthalocyanine - but different medium (pyridine with 1% of ethanol
or n-octan-1-ol). The influence of different medium on the rate constant was

not confirmed.
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11. Souhrn

Syntéza asymetrickych derivati azaftalocyanini a tvorba jejich

komplexi s pyridinem
Mgr. Jana Zizkovska

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze

Statistickou kondenzaci ze dvou riznych prekurzort - 5,6-
bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (A) a 5-diethylamino-6-[2-(4,4'-
dimethoxytrifenylmethoxy)-ethylamino]pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (B) - jsem
pfipravila smés Sesti riznych kongenerii (AAAA, AAAB, ABAB, AABB,
ABBB, BBBB). Ze smési byla separovana pomoci sloupcové chromatografie
pouze latka AAAB, ktera byla nasledné charakterizovdna za pouziti NMR, IC,
MS a UV-vis spekter.

Poté jsem zaménila prekurzor (B) za 5-diethylamino-6-[2-(4,4'-
dimethoxytrifenylmethoxy)-ethylmethylamino]pyrazin-2,3-dikarbonitril a
statistickou kondenzaci provedla stejnym zplisobem. Bohuzel vysledny produkt
AAAB nebyl piilis stabilni, proto jsem dale nepokracovala.

V dalsi ¢asti této prace jsem sledovala tvorbu proton-transfer komplexu
AzaPc s dvéma molekulami pyridinu. K méfeni jsem pouzila 3 rizné AzaPc s
hydroxylovymi skupinami na periferii. Toto méfeni vliv OH skupiny na zménu
rychlostni konstanty neprokazalo. Dale jsem vybrany AzaPc -
2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
(oktaaza)ftalocyanin - rozpustila v odlisném prostiedi (pyridin s pfidavkem 1%
ethanolu a n-oktan-1-olu). Bylo zjisténo, ze ani pfidani alkoholu do pyridinu

nema prokazatelny vliv na zménu rychlostni konstanty.
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