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1. Uvod

1.1. Singletovy kyslik

Od experimentalnihotttazu existence singletového kyslikiDf), molekularniho
kysliku v elektrono¥ excitovaném stavu se vSemi sparovanymi elektrabshlo jiz vice
nez 40 let% Presto je v sotasné dob tato forma kysliku v pdedi zajmu chemik

a biolog, predevsim diky své vysoké reaktiva cytotoxicit.

1.1.1. Obecné vlastnosti singletového kysliku

Terminem singletovy kyslifO, jsou ozn&ovany molekuly kysliku ve dvou nejnize
leZicich excitovanych stavec®,('%y) a'Ox(*Ay), které se od sebe lisi obsazenim HOMO
orbitali elektrony, energii, ale i dobou Zivota. Maji-li adelektrony, které tstavaji
nesparovany v jednotlivych orbitalecti opatny spin, vznika singletovy excitovany stav
'0,(*Zy). Obsazuiji-li dva elektrony s opaymi spiny jeden orbitattt vznika singletovy
excitovany stavO(*A). Energie singletovych staVO,(*Ay) a'0(*sy) je 94.1 kJ.met
a 156.9 kJ.mal ** Obsazeni nejvy3siho antivazebného orbitalu spolu s diagramem
energetickych hladin a vzajemsi konkurujicich zavych a nezéivych prechodi mezi
jednotlivymi stavy kysliku je znazogno na Obr.1.

Elektronové pechody se z#mou spinu'Oy(*Ag) — 205(’Zy) a'0x('Zy) - 0:(°%y)
jsou zakadzanymiiechody, a proto maji oba singletové stavy kysléativre dlouhé doby
Zivota. Doba Zivota excitovanych staye zavisla na povaze rozpoédia, jelikoz
perturbace molekuly Zgobena solvataci zvySuje pr&pddobnost dchto zakazanych
prechodi. Spinow dovoleny je pechod'Ox('Zy) — 'Ox('Ag). Z toho vyplyva, 2é0,(*Ag)
vznika d¥ma reaknimi cestami - fmou a nefimou pges energeticky bohatsi
meziproduktO,(*%.4)**.
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Obr. 1 Elektronova konfigurace,/pchody mezi z&kladnim a excitovanymi stavy molekuly
kysliku (ISC “intersystem crossing” - mezisystémgygchod, IC “internal
conversion” - vnitni konverze, - fosforescence yh- fluorescence)

Jak jiz bylo uvedeno, doba Zivol®,, predeviim pak doba ZivotaD,('Ag), ta,
v roztoku, vyraza zavisi na povaze rozpougta (Tab. 1) U rozpou&tdel obsahujicich OH
skupiny jako jsou voda a alkoholy igmbujici nejefektivéSi zhééenl'loz(lAg) byly
namtieny nejkratsi doby Zivota (cca 40s). Nejdelsi doby Zivota (cca 10s) byly
pozorovany v perhalogenovanych uhlovodikovych roZgdlech, nap. GsFs, CClL
(vyjimkou jsou jodovana rozpoustia, kde pitomnost ,tZzkého atomu® zesiluje
pravdipodobnost spinayzakazanéhotpchodu'Ox(*Ay) — °0(°Zy) a doby Zivota proto
klesaji) a v deuterovanych rozpatdiech jako nap CsgDs, (CD3),CO nebo CDG
Vlastnosti rozpoustla, majici pimy vztah k délce ZivotaOa(*A), je jeho absorbance
v blizké C oblasti okolo 7880 cih ktera rezonuje sipchodem'Ox(*Ay) — 20.(3Zy)
do z&kladniho stavu. Doby Zivol®, se rovisZ snizuji s rostoucim peem vodikovych
atomi v molekule rozpoustlla. V tabulce | je naffkladu rekterych rozpougdel vidst

vyrazny izotopovy efekt ve vztahu k dobivota’O, *°.



Tabulka | Vlastnosti nejnizich singletovych stakysliku'0x(*Ag) a'Ox(*Zy)

"0, ('8y) "0, (‘%)
Energie [kJ.mof] 94.1 156.9
Prechod '0,('0y) - 20,2y | 'OA('Zy - Y0uC%y) 0Ty - 'ODy
Vinova délka [nm] 1269 - 1282 765 1914 - 1936

Experimentalni doba Zivot®,

Rozpousidlo N 1o

H.0O 3,8us” 8.2 ps
D,O 62us” 42 ps
CHsOH 10ps® 18 ps
CDsOD 240ps° 94 ps
(CH3),CO 50ps” 123 ps
(CD3),CO 723us”® 294 ps
CHCl; 264ps® 1.18 ns
CDCls 740ps® 2.22 ns
CCly 28 ms® 105 - 132 ns
CeHs 38pus” -

CesDs 795us” -

CeFs 600us ¢ -

CeH12 17 ps® -

2cit®, Peit.”, Ccit.®, it "1, je doba ZivotdA, ; Ts je doba Zivotas, stavu
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1.1.2. Fotosensitizovana generace singletového kysliku

Jeden z moznych #pohi, jak generovat singletovy kyslik, jsou fotosersitiané
reakce. O jejich problematiku v poslednich leteatetmé vzrostl zajem, fedevsim
z divodu vyuziti fotosensitizované reakce, fluorescenmarfyrinoidnich sensitizér
a cytotoxicity 'O, v medici pii lécbé rakovinovych onemocmi. Jelikoz molekula
kysliku nema v &r¢ pristupné oblasti UV-Vis Zéni vyraz®jSi absorpci, népstji se
excituje nepimo prostednictvim sensitizeru™**%** Mechanismus fotosensitizované

reakce je zjednodus&éznazorgn na Obr. 2 a popsan re&gkm schématem 1:

'Seng + v OO - !Sens excitace sétlem

Sens O0OO0OO - °Sens mezisystémovy/echod

%Sens + %0, 0O - 'Seng + 'O, prenos energie na tripletovy kyslik

0, + Ac OO0~ AcO oxidace akceptoru / substratu
Schéma 1

Po absorpci stelného kvanta o vhodné vinové délce se sensitizaakladnim
singletovém stavu'Seng) dostava do excitovaného sigletového stal®ens), ktery
rychlou relaxaci fechazi na nejniz&i excitovany singletovy st@efs). Kratkodols Zijici
stav 'Sens (s obvyklou dobou Zivota ¥adu ns) se spontahrdeaktivuje nezévou
konverzi  (,internal conversion®), Haym prechodem (fluorescenci) nebo
mezisystémovymiechodem do obvykle nejniz&iho tripletového stawnsiizeru {Sens).
Vznik 3Sens nastava népstji bchem 0,1 aZ 10 ns. Spontanni deaktivace tripletového
stavu sensitizeru mezisystémovyifeghodem nebo konkurujicimiadgym prechodem tj.
fosforescenci jsou zakazangeghody, a proto maji tripletové stavy sensitizponmerné
dlouhou dobu Zivota (¥adu ms) a mohou se tedyastnitiady bimolekuléarnich reakci.
Jejich zhaseni rozpugtym kyslikem {0,) probih& penosem energie (,energy transfer,
ET) z excitovaného sensitizeru na molekulu kyshkeede ke vzniku singletového kysliku

v obou jeho excitovanych stavetB,(*Ag) a'0,('sy).

-11 -



Chemické reakce (Typ 1)

~ 200k i% 1 010°% / T

1
Seng ~ 150 kJ
101073
T Energie Fluorescence mmm Sensitizer
Singletovy mm Kyslik
Absorpce k)llr;ﬁlf ovy l
Chemické reakce (Typ II)
Y -
3
1Sen%_ — 02

Obr. 2 Stavovy diagram elektronovych siaensitizeru a kyslikovych molekul.
Schématické vyjadni generace singletoveho kysliku fotosensitizavasakci.

Silng oxidativni, kratce ZijicfO, v roztoku zanik& fosforescenci nebo zhasenim.
ZhaSeni mze probihat fenosem energie na molekulu rozpedi ¢i zhaSedla, f kterém
nedochazi k chemické zme (fyzikalni zhaSeni) nebo chemickou reakdi,kperé dochazi
k oxidaci vhodného akceptoru/substratu (chemick&ehi, Typ 11).

V pribéhu fotosensitizované reakce mohou byt excitovandgleiové stavy
sensitizeru zh&Seny kyslikem, ale efektivita té&akce je nizkd vzhledem ke kratké &ob
Zivota tchto staw.

Excitovany tripletovy stav sensitizeru nemusi byt zhasSen fenosem energie
na molekularni kyslik, ale tie dochazet i k dalSim reakcim. Excitované stawngiseeru
mohou @imo reagovat se substratem nebo molekulami rozgdlaShap. mechanismem
pienosu naboje. Produkteréchto reakci jsou volné radikaly a ion-radikaly, rétenohou
nasledg reagovat s molekularnim kyslikem za vznikizrmych oxidénich produki,
predevsim superoxidového anion-radikals (Typ 1) *2. Pienos energie nebo elektronu na
kyslik jsou kompetitivni reaki cesty a zaleZi na fyzikairchemickych a fotofyzikalnich

vlastnostech a na strukupouZzitého sensitizeru, kterd z nidevaAzi.
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Mezi sensitizery, poskytujicitpvazié O,", pati sloweniny s ketonovou strukturou
(ketony, chinony, barviva chinonového typu) s nigké&cim tripletovym stavem (i),
kde excitovany elektron pochazi z nevazebnéhoahitNaopak sensitizery typut,f*),
kde excitovany elektron pochazftorbitalu, poskytuji pevazm '0,. K tomuto typu nalezi
xanthenova barviva (fluorescein, bengalgkévai), azinova barviva (methylenova nipd
triarylmethanova barviva, akridin, antracen a [ejiderivaty. Sensitizery s vysokym
vytszkem 'O, (®,), a tedy vysokou fotodynamickowitinosti, jsou latky s porfyrinoidni
strukturou, tj. tetrapyrrolové, resp. oligopyrryéoxmakrocykly (porfyriny, ftalocyaniny,
chloriny a jejich metalokomplexy)'****° Struktury kterych sensitizér, které jsousasto

vyuZzivany pro fotobiologické a fotomedicinské aptik, jsou zobrazeny na Obr.3.

| R R= SOzH
- C00- TPP
| R=
X

\/\CI

Bengalskacerveti m-THPP
A R=
R
H3C),N N"(CH
(HC): N (CHa)2 Porfyrin - 22 e
— Chlorin-20 te
N

Bakteriochlorin - 18 te

\ /

Methylenova mod¥

Obr. 3 Struktury rkterych nefastji pouzivanych sensitizér TPPS (5,10,15,20-meso-
tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin), TPP (tetrafépgrfyrin), m-THPP (5,10,15,20-
tetrakis-(m-hydroxyfenyl)porfyrin).
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Schopnost sensitizeru generovél, bshem fotosensitizované reakce je zavisla
predevsim na vlastnostech jeho nejnizsiho excitovatibietového stavdr. Proto by il
efektivni sensitizer spbvat nasledujici charakteristiky, od kterych sd@mp odviji
I kvantové vyEzky singletového kyslikudg,):

(a) vysoky absorpni koeficient ve spektralni oblasti excitdho stla

(b) vhodnou energii tripletového stavu (tjr B 95 kJ.mof) umoiujici &inny

pienos energie na molekulu kysliku v zakladnim stavu

(c) vysoky kvantovy vyzek @1 > 0.4) a dlouhou dobu Zivotart( > 0.1 us)

tripletovych stau

(d) vysokou fotostabilita

Priklady rekterych @Zné pouzivanych organickych barviv a porfyrinoidnich

sensitized spolu s jejich fotofyzikalnimi vlastnostmi jsouadeny v tabulkach 1l a lll.

Tabulka Il Priklady ksZnych organickych barviv a jejich fotofyzikalni stmostt>.

N Absorgni Energie tripletovych stdv =~ Kvantovy vy&zek*O,
Sensitizer 3 L
rozsahk (nm) Sens Et (kJ.mol") D,
0.75 (HO)
Bengalska 480-550 175.7 0.68 (GHsOH)
cervai
0.76 (CHOH)
_ 0.52 (HO)
Eosin B 470-580 190.4
0.37 (GHsOH)
Methylenova 0.52 (GHsOH)
mod 550-700 133.9 0.5 (CHOH)

-14 -



Tabulka 11l Priklady nekterych porfyrinoidnich sensitizéer a jejich fotofyzikalni

vlastnostt®.
Sensitizer e () Kvantovy vyEZzekSens Kvantovy vyeEzek'O,
@7 @,
TPPS 543 0.76 0.62 (ED)
TPP 347 0.63 0.62 (£He)
PPDME 347 0.80 0.57 (§He)
m-THPP 355 0.69 0.57 (C4DH)
m-THPC 355 0.89 0.43 (CEDD)
m-THPBC 355 0.83 0.43 (CEDD)

TPPS (5,10,15,20-meso-tetrakis(4-sulfonatofenyfypior), TPP (tetrafenylporfyrin), m-THPP (5,10,18;2
tetrakis-(m-hydroxyfenyl)porfyrin), PPDME (protofigrin IX dimethylester), m-THPC (5,10,15,20-tetsaki
(m-hydroxyfenyl)chlorin), m-THPBC ((5,10,15,20-#&is-(m-hydroxyfenyl)bakteriochlorin

1.1.3. Alternativni zp isoby generace singletového kysliku

Vedle fotosensitizovanych reakci vznika singletokyslik fadou fyzikalnich,
chemickych, fotochemickych i biologickych reakciin@etovy kyslik vznikd nap
mikrovinnym vybojem v kyslikové atmos’. V biologickych systémech j©, vytvéren
tzv. tmavymi reakcemi Kkatalyzovanymi enzymy, jaksoy rekteré peroxidasy
(myeloperoxidasa, chloroperoxidasa, laktoperoxipgassbo oxygenasy (lipooxygenasa,
cyklooxygenasa§'®?? Takto vznikly 'O, miZe reagovat s nenasycenymi mastnymi
kyselinami, proteiny a DNA a podilet se na ochratmynechanismech proti vim
a bakteriim.

Mezi primé fotochemické reakce patfotolyza ozonu probihajici zejména ve
vy&8ich vrstvach atmosféfy fotolyza komplex s prenosem néboje kyslik - organicka
molekula (CT pechody}?nebo fotoexcitace molekularniho kysIfRu

Singletovy kyslik nize byt roveZz generovan chemickou cestou. Klasickou
metodou je reakce chlornanu s peroxidem vodikuOgHCIO)**% Podobi probiha

i reakce  vyuZivajici  rozkladu peroxomolybdenanu, ropewolframanu nebo
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peroxochromani?® Tyto metody generacéO, jsou zaloZeny na disproporcionaci
peroxidu vodiku na vodu a kyslik v singletovém staSamovolny rozklad D sice vede
ke tvorks 'O,, ale reakce je za normalnich podminek velmi ponfatéto se zde vyuziva
chlornanového ClOnebo molybdenanového M@® aniontu. V pipads pouZiti CIO je

uvactna nasledujici reakce (Schéma 2):

H,O, + CIO ———= CI + HO + 'O,
Schéma 2
Naproti tomu molybdenan reaguje s peroxidem vodikea vzniku

diperoxomolybdenanového aniontu jako meziprodukturaakci fisobi jako katalyzator
(Schéma 3).

2H,0, + MoQ* <—— 2H,0 + MoQ*
MoO> ——= MoO,/> + 'O,
Schéma 3
Elegantni metodou generackD, je jeho termické uvdbvani z peroxidu
vapenatého CaO 2H,0,, ktery miZe byt dispergovan v organické fAzi Dalsim

piikladem vyuziti chemické reakce, ve které r@vvystupuje peroxid vodiku je reakce

s peroxokyselinami a iminoperkyselinami v zasadipFostedi (Schéma 45.

X H— XH
//— S\ / 1
R—C _ + O — R—C + HO + !0,
O—-OH H) o}
X =0, NH
Schéma 4

K chemickym metodam generat®, dale pat reakce ozonu a ozorids fiznymi
latkamf®, dismutace superoxidu na kyslik a perd%ida také tepelny rozklad

endoperoxid®.
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1.1.4. Reakce singletového kysliku

Singletovy kyslik 'O, je mnohem reaktisi ne? kyslik 0, v zéakladnim
tripletovém stavu. Podstata vysoké reaktivif, je dana skutmosti, ?e jeho reakce
s wtdinou chemickych latek jsou na rozdil od reakcsliky v zékladnim stavdO,
spinow dovolené. VtSina latek, naip organické slokeniny, anorganické anionty,
sloweniny prvki hlavnich podskupin a nggchodné kovy maji v zakladnim stavu vSechny
elektrony sparovany. Jsou Vv singletovém stavu kceea molekulou kysliku v zakladnim
stavu 0, se singletovymi molekulami jsou podle pravidla lm@agni spinu spinav
zakazané. Reakce maji vysoké akiiniaenergie a probihaji pomalu, a je proto nutné
vytvorit podminky pro obejiti spinového zédkazu. Termodyitky jsou tyto reakce mozne,
maiji-li zaporné hodnoty Gibbsovy energie a jsonsgixotermnt=*32

Typickymi reakcem{O, jsou oxidace olefit, 1,3-dieri, aromatickych slotenin i
heterocykili, pii kterych dochézi k adicim na dvojné vazby C=C,ldzané nebo
konjugované&*33* za zakladni a charakteristické Ize povaZoviatypy adici: en-reakce,
[2+2] cykloadice a [4+2] cykloadice fipkterych vznikaji allylhydroperoxidy, dioxetany

a endoperoxidy (Schéma 5).

OOH
AN =
enT
4+2 2+2
[4+2] N N N 102 [2+2]
Schéma 5

Pomer téchto produki je zavisly na strukfie@ molekuly (nap cis/trans poner,
vzdalenost mezi uhliky Ca G, dienu) a reaknich podminkach (rozpousto, teplota).
Nap‘iklad pi fotooxidaci a-terpinenu (1-methyl-4sopropyl-1,3-cyklohexadienu) vznika
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z 90% endoperoxid a z 5% diallylhydroperoxid, et o-phellandren (2-methyl-5-
isopropyl-1,3-cyklohexadien) poskytuje endoperoxid dlyltlaydroperoxid v 65 %
a 32 %%

Obecr lze fici, Ze en-reakces'O, probihaji v&ch systémech, které obsahuji
allylovy vodik a vznik allylhydroperoxitlje provazen posunutim dvojné vazby dibeplé
polohy. Reakce obvykle poskytuji 8sproduki, jejiz sloZeni neni ovlivino stérickymi
pomsry vychoziho substratu, a zatv nejsou pilis zavislé na volb rozpoustdla®.

Piikladem en-reakce®; je oxidace 1-methyl-1-cyklopente@chéma 6).

1 %
+ 0, —>» + M OOH
OOH OOH

Schéma 6

Reaktivita olefiri vzrista s potem alkylovych substituedt tj. se stoupajici
elektronovou hustotou na dvojné varb

Piimé adice, resp[2+2] adice 'O,, probihaji na elektron@vbohatych olefinech
nebo olefinech se stéricky régtupnymi allylovymi vodiky. Vzniklé 1,2-dioxetangou
vSak ve ¥tSin¢ pripadi stabilni pouze i nizkych teplotach. Najklad pongrné stabilni
dioxetanovy meziprodukt za nizké teploty poskytdmooxygenace alkoxyethenu.

Néaslednym okatim reakni smési pak dochazi k chemiluminiscenci (Schénfd%)

RO OR RO
10, (RO)C—O
>:< Eel "WZFO”‘V
RO OrR (RO)LC—O RO

Schéma 7
Rychlost tvorby dioxetanového meziproduktu a sléZzexakni smesi je silrg

zavislé na povaze rozposdta. Konkuregnimi produkty &chto reakci v mnohaiipadech
byvaji produkty en-reake
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[4+2] cykloadicenekdy byvaji ozndovany za analogy Diels-Alderovy adice na
uhlikaty fetzec s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Tyto reakcerobghaji
na acyklickych, cyklickych i aromatickych 1,3-diehea vedou ke vznikuizrg stabilnich
endoperoxid. Prikladem [4+2] cykloadice je n&pjiz zminovana fotooxidace-terpinenu

pii niz vznika jako majoritni produkt stabilni endomead askaridol (Schéma 8).

Schéma 8

Cyklické dieny jsou o &kolik radi reaktivrgjSi nez acyklické dieny, jejichz
fotoxidace navictasto vede ke s#si peroxidickych produkf’. Reaktivita acein se
zvysuje s potem krutii v molekulé®. V organické syntéze je této reakce vyuZzivanomeje
u karbocyklickych, ale i heterocyklickych dienTento typ reakce je profgdkladanou
praci klicovy a bude proto detaiji popsan dale (viz kapitola 1.2.2.).

DalSi vyznamné reakce singletového Kkysliku, ktes®uj rovieZz intenzivré

studovany, jsou oxidace organickych sulfidisulfidi a amiri’¢

1.1.5. Detekce singletového kysliku

Jednim z rozhodujicich fakigr které zpomalily vyzkum v oblasti singletového
kysliku byl nedostatek vhodnych metod pro jeho kigte plynné, a pedevsim kapalné
fazi. Detekce'O, v plynném stavu se v poslednich letech zlepSiky divoji a aplikaci
fady fyzikalnich technik (emisni a fotoioniza spektroskopie, hmotnostni spektroskopie,
kalorimetrie, EPR spektroskople)

Pro detekci a stanoveni ¥gki 'O, v kapalné fazi jsou vSakastji vyuzivany
metody chemické, které jsou dostén nez metody fyzikalni. Chemické metody jsou

zaloZeny na reakcictD, s vhodnymi latkami tviscimi specifické primarnéi sekundarni
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oxidatni produkty. Zatimco &Sina oxidaci tripletovym kyslikem je teplétrzavisla,
oxidace singletovym kyslikem na teplottakika nezaviseji acasto probihaji
stereospecificky. Pro pouZiti dané reakce k detgi&cidilezité, aby byla dostaia¢
selektivni pra*O,, tj. aby dovolovala odligenf vlivtO, od ostatnich reaktivnich oxastic
(nag. Oy, OH).

Jednou z &nr¢ uzivanychchemickych metod denych k diagnosticeifitomnosti
'0, v komplexnich reakcich jsomhaseci metodyZhaSeni obeénznamena interakci
s okolnimi molekulami a nemusi vzdy vést k chemizk&né. MizZze nastavatignosem
energie na molekulu zha%e ktera ji naslednrozptyluje do okolniho rozpou&tia. Tento
mechanismus se ozhge fyzikalni zhasSeni @nem reakce neni kyslik spebovavan)
atakto msobi nap. [-karoten, azid sodnyi néekteré komplexy pechodnych kot
411394041 7h45eni rize probihat také chemickou reakci, tj. oxidaci t@aki (chemické
zhasSeni). Jako chemické zhé&Sesecasto vyuzivaji akceptory jako naphistidin, ktery
reaguje za vzniku fslusného endoperoxidu, 2,5-dimethylfuran (Schématrgptofan,
kyselina m@ova nebo 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan (DABCEH

D 2 e hoon ™
—>
HsC CH, Sens H3C 0 CHj H3C O CHs

O

0—O0 HO—O O—CH;
endoperoxid exoperoxid
(nestabilni meziprodukt) (krystalicky produkt)

Schéma 9

Casto pouZivanym #sobem, jak diagnostikovatast'O, v reakci, je pouZiti BD
misto HO. Doba Zivota singletového kysliku je ob&andeuterovanych rozpousiiech
nékolikanasobr vySSi neZz v nedeuterovanych. VM je 16x vysSi oproti O (Tab. 1)
a pravépodobnost chemické reakce je tedy vys&itomnost'O, indikuje zvy3eni realni
rychlosti nebo vyssi vyfek reaknich produki.

Je-li pro detekctO, pouZita latka barevna, lze vyuZit tzedbarvovacich
.bleaching” metod detekce. Ty jsou jedny z nejpgjSich, edevSim pro reakce
v roztocich. Odbarvovaci metody jsou zaloZeny naeskosti, e bhem reakce ¥, se

ameérné jeho mnozstvi snizuji absamyi pasy barevného substratu. Jako substraty jsou
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vétSinou vyuzivany latky tvi@né systémem konjugovanych dvojnych vazeb, se rkiery
'0, reaguje za vzniku endoperosidi hydroperoxidi. Bshem reakce dochéazi k poruseni
systému delokalizovanych vazeb chromoforového aeatzarovie k odbarveni substratu.
Reakce Ize jednodusSe sledovat spektrofotometricky.

V literatuie je popsanarada odbarvovacich metod. Pro stanové®j nag.
v nékterych  nevodnych rozpousllech se dopokiwje pouziti reakce 1,3-
difenylisobenzofuranu (DPBF) sledované poklesenodiasce fi 440 nnf®. Ve vodném
prostedi miZze byt jako substrat pouzit napl,3-bis[4-(9-karboxynonyl)fenyl]-5,6-
dimethyl-4,7-dihydroisobenzofuran, tryptofan, kysal maova nebo N,N’-dimethyb-
nitrosoanilin (RNO)**. Reakce RNO ¥0, se pouZiva i pro biologicka prostli. Pokles
absorgniho pasu RNO i A = 440 nm je fEmo unerny celkovému mnoZstvi
generovanéhdO,. Bshem reakce je nutnéippmnost histidinu nebo imidazolu, jejichz
piechodny endoperoxid #pobuje néfené odbarveni.

Prikladem vhodnych fluorescé&nich c¢inidel jsou slodeniny odvozené od
fluoresceinu. Nafiklad 6-hydroxy-9-(3-karboxy-9,10-dimethyl-2-anthrgH-xanthen-3-
on (DMAX) reaguje SO, na odpovidajici endoperoxid (Schéma 10). Zatimpchezi

DMAX je slabé fluoreskujici latkou, jeho endoperoxid vykazuje temzivni
145,46

fluorescenc

Schéma 10
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Vhodnym komegnim ¢&inidlem je 1-(E)-2-methoxyvinyl)pyren, ktery reakci'®,
tvoii dioxetanovy meziprodukt rozkladajici se na pytekarbaldehyd spolu
s chemiluminiscenciip = 465 nm (Schéma 11’

0—0
OCHg

O
=
»

Schéma 11

K diagnostice'O, je mozné pouZit i reakce zaloZené veniku specifickych
produkti. Tak je tomu naip u cholesterolu, ktery reaguje’®, specificky za vzniku
5-hydroperoxy-&-cholest-6-en-B-olu,  6o-hydroperoxycholest-4-enBolu  a -
hydroperoxycholest-4-en82olu, zatimco reakci s kyslikem v zakladnim stawanikaji
jiné hydroperoxidové produkl§; Tato specifitacini cholesterol efektivnim indikatorem
'0, in situ v biologickém prosedi, kde niZe byt pouZiti jinych detekich technik
problematické.

DalSi z metod, kterou je mozné vyuzit ve vodnémsiedi, je jodidova
metod4®*° Tato pongrng jednoduché a citlivd metoda je zaloZena na resikgiletového
kysliku s jodidovym aniontem, Ipii niZ vznika slozitym mechanismem trijodidovy anion
I3. Jako katalyzator zde vystupujdlH4),M0QO,. Trijodidovy anion absorbuje v blizké
ultrafialové oblasti a jeho tvorbu Ize sledovatlgpefotometricky jako narst absorpniho
pasu pi A = 351 nm i za podminek vysokéhiepytku substratu (I (Obr. 4). Nevyhodou

metody je jeji nizka specifita, a naopak vyhodojejejednoduchost a vysoka citlivost.
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2.41 Zwy3ujici se doba

ozaovani
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Obr. 4 Absorp’ni spektrum 4 v pFitomnosti sensitizeru v jodidovém detdkn cinidle.
Doba oz#@&ovani vzorku polychromatickym viditelnym/eadim je znazowma
Sipkou.

Elegantni, i kdyZ instrument&fnnaranou metodou detekcéO, je vyuZiti
elektronové paramagnetické rezonance (EPR)Metoda vyuZivad reakce’O,

s neradikélovou slagninou za vzniku pogmné stabilniho radikalového produktu (spinovy
zachyt). Na stanovertD, se pouZiva 2,2,6,6-tetramethylpiperidin a jehcvégy (nap.
2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-ol, 2,2,6,6-tetramgt4-piperidon). Vznikajici nitroxidovy
radikal dava EPR spektrum serni liniemi, jejichZ intenzita je G#mna koncentractO,

v roztokif**

Vedle chemickych metod Ize k deteR€), pouZitradu fyzikalnich metod. Dnes jiz
ponerné ¢asto vyuzivanou fyzikalni metodou, kterou lze soddu vyuzit pro detekci
singletového kysliku jak ve stavip@y), tak ve stavu €', v kapalné fazi, je wreni
fosforescence'O,. Tato metoda je zaloZena na monitorovani odpoididhj radidnich
piechod: uvedenych v tabulce | a na Obr. 1. Nejpouzéj&Ene ¢asow rozliSena detekce
fosforescenceipchodu Q('Ag) — Ox(°%y) pii A = 1270 nm (Obr. 552 Za podminek
relativré dlouhé doby Zivota excitovaného stavu(lﬂg) nebo jeho vysoké koncentrace
v roztoku interaguji d¥ molekuly za vzniku emisnich pagri A = 634 nm & = 703 nm.
Tyto pasy pochézeji zgchodi bimolekularnich parovych stay'Ag), O - (°Z4).. Déle
Ize monitorovat fluoresceni prechod Z0,(*%,) pii A 11925 nm a fosforesceni prechod

pfi A 0765 nni.
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Obr. 5 FosforescencdO, mrena pii 4 = 1270 nm, excitace Pd(I1)-5,10,15,20-meso-
tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinu v 0.02 M fosfém pufru-BO pi A = 408 nm*

Dal$i moZnost, jak spektréimonitorovat'O,, je méFeni absorpceOx(*4y) v IC
oblasti Podob# jako fluorescenci fechodu'Ox('Z4") — '0.(*Ay) Ize také niiit opainy
proces, odpovidajici absorpcﬁ(&Ag)G. Poloha maxima absa¥piho pasu vyrazhzavisi na
rozpoustdle.

Mezi fyzikalni metody rovéZ pati fototermalni techniky Ty jsou zaloZzené na
uvolovani absorbované energie ve férnepla do okoli. Teplo uvoémé kEhem
neradignich proces excitovanou molekulou do okolniho rozpauia zpisobuje zminy
indexu lomu (metoda TRTL Caso rozliseny ,thermal lensing®) a vznik tlakového vaz
(metoda LIOAS - ,laser-induced optoacoustic speciopy“y*.

Vyhodou fyzikalnich metod je moZnost detekce vzrékuveakci'O, pifmo, ¢imz
odpada vliv vedlejSich reakci s chemickyamidly. Na druhé strah spektralni metody
jsou nargné na vybaveni a vyZaduji pouZiti laserovych Zdeogpecialé konstruovanych
detektofl.
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1.1.6. Vyuziti singletového kysliku

Jak jiz bylo nazn&no, singletovy kyslik je pouzivan v organické syetjako silné
a selektive pasobici oxidani ¢inidlo. Prvni technicky vyznamnou syntézou vyuZieiaj
'0, byla oxidacea-terpinenu na askaridol, co? je&itné anthelmintikum (Schéma 8).
Oxidasni reakce'O; s olefiny se pimyslow vyuZiva @i vyrobs chu'ovych a vonnych
latek. Rikladem je syntéza rosenoxidu oxidaci citronellpéupouziti bengélskéerveré
jako sensitizeru. &hem reakce za reddékich podminek vznikd nejprve odpovidajici
allylalkohol a nasledh po konverzi v kyselém prasdi cyklicky terpenoid, ktery je

vyznamnou komponentou pouZivanduyyrobs parfémi (Schéma 12)°°

Schéma 12

Mezi daldi aplikace'O, pati jeho uplatini v chemickém kysliko-jodovém
laseru®®. Kysliko-jodovy laser (chemical oxygen—iodine las€OIL) prevadi energii
chemické reakce na fotony a je zaloZzen na eleki@mo fechodu mezi prvnim
elektronovym a zakladnim stavem atomarniho jo&Rub) — 1(?Ps). ProtoZe kontinuélni
laserova oscilace probiha v blizké ikavené oblastiip vinové délce 1,31m, je COIL
chemickym laserem s nejkratSi vinovou délkou. \&klgém usptadani jecerpani laseru
dosaZeno if@nosem energie me4D, a atomem jodu v zakladnim stavu. Singletovy kyslik
vznika reakci plynného chloru a silalkalického vodného roztoku,B,.

Fototoxicita'O, ,in situ* generovaného fotosensitizovanou reakci naleztkéir
uplatreni ve fotobiologii, ve fotomedicin pri Iécbé rakovinovych onemocmi
(,photodynamic therapy“, PDT) nebo atherosklerogyi inaktivaci bakterii a vik
a vyvoji novych insekticid a herbicid (,photodynamic antimicrobial chemotherapy*,
PACT).
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Fotodynamicka terapie je neinvazivni metodébyénejfizrejSich typi rakoviny
kombinovanym uzitim viditelnéhd& blizkého infr@éerveného sitla a sensitizeru (Obr. 6).
Vyuziva se zde skutmosti, Zze #které sensitizery, ipdevsSim porfyrinové povahy, se
v organismu specificky vazou na neoplastické &gahumorova tkad s akumulovanym
sensitizerem je nasleglioz&ena s¥tlem o vhodné vinové délce (600-900 nm), umgici
prichod s¥tla tkani. S¥telnym zdrojem byvaji lasery, ale pouZivaji seniéjis¥telné
zdroje nap. LED diody. Probhne fotosensitizovana reakcefi miz se tvéi silné
cytotoxicky kratceZijici (cca 4x10s) 'O,. Singletovy kyslik, fipadré dalsi reaktivni
castice, vznikaji fmo vtumoru a napadajifgdevSim bu&né membrany ve svém
bezprostednim okoli. Zfisobi jejich oxidani destrukci, a tim i zanik rakovinnych likn

aniz by byla poskozovana okolni zdravéifkg'!!3141>16:57.58.59

Oxdfeni tumorove thdng, Destrukce rokovinmych
aktivace sensitizary bunék

Obr.6 Schématické znazami pribehu fotodynamické &y nddorovych onemoémi

PDT se pouzivaiplécbé koznich melanoiiny rakoviny plic, mozku, Ustni dutiny,
jicnu, peritonealni dutiny , Zaludkujfet, jater, méového néchyre, prostaty a éozniho
ipkutt?® Fotodynamicka metoda nasla uptathtaké i lésbe degenerativnich zén na
sitnici, nemoci koronarnich cév, chronického&drdasni a mikrobialnich infekei®®

Jak jiz bylo uvedeno, fotodynamicky generova@ je moZno vyuZit také pro
fotodesinfekci. Fotodynamicka inaktivace bakteviii, kvasinek a prvok (PACT) je
zaloZena na stejném principu jako PBT Celkovy fototoxicky efekt je zpravidla
zpiasoben'O,, ale mohou k é#mu pispivat superoxidovy anion-radikal,Q hydroxylové
radikaly OH, pripadré dalSi radikaly sensitizeru nebo jinyctitpmnych molekul. Zatimco

pii PDT se pouZzivaji taka vyhrad® porfyrinoidni sensitizery, pro PACT se pouZivaji
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i fenothiazinova barviva (methylenova nifhdaminoakridinovd a xanthenova barviva
(bengalsk&eni). Perspektivni vyuZitfO, se objevuje v oblasti dezinfekce krve a krevni
plasmyll,ls,eg

Sigletovy kyslik je vyuZivan rowi pro Upravu &isténi velkych objemd odpadnich
vod na arova pitné vody nebo alespona pouziti k zavlazovani bez nebedpsireni
infekci. Pouziti 'O, ktomuto @&elu umoiuje odstrasni mikrobialniho zn&steni
i oxidativni degradaci organickych polutanbag. barviv nebo fenolickych latek. Pro
vyrobu novych herbici, pesticidi a insekticidi, Ize rovréz s vyhodou vyuzit sikh

oxidacnich a tedy cytotoxickychainki singletového kyslikd*2%%%*
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1.2. Akceptory / sekundarni zdroje singletového kysliku

1.2.1. Obecné vlastnosti akceptdr'O,

Jako akceptory singletového kysliku se @ziiamolekuly schopnéipreakci s'O,
poskytnout specificky stabilni primarni oxigsd produkt. Ve ¥tSiné pripadi se jedna
o polycyklické aromatické sl@eniny, které fi reakcich O, vytvéreji endoperoxidy.

V literature bylo popsano vice nez 400 endoperdxidivozenych od uhlovodik
tvorenych jednim az deviti benzenovymi jadry.¢tSina z nich byla fipravena
fotosensitizovanou reakci zahrnuijici [4+2] cykl@dD, na elektrono¥ bohatych uhlicich
aromatického jadra. AvSak reaktivita jednotlivyclousenin a stabilita vznikajicich
endoperoxid se liSi a je zavisla na strukturnich a stérickytadstnostech molekuly a na
reakénich podminkaci.

Jeden zrozhodujicich strukturnich faktowurcujici reaktivitu aromatickych
uhlovodilid vici 'O, je elektronova hustota akceptoru. Ta je danai.ngppstem
aromatickych kruth v molekule substratu. Z porovnatddy acen (anthracen, tetracen
a pentacen) je patrné, Ze reaktivita jednotlivytbucenin vzista giblizné o 2 fady
s kazdym aromatickym jadrem. U neplanarnich polirckitcch aromatickych uhlovodik
uhlovodikd®®. Jedna z nejreakti¥jich molekul, jejiz rychlostni konstanta [4+2]
cykloadice SO, prakticky odpovida difizi ¢k= 5x10 M™s?), je molekula heliatrenu
(HEL, Obr.7%°.

CHg' [ CHy
HEL [2,2] paracyklofandien 1,8-DMN

Obr. 7 Struktury vybranych aromatickych uhlovailfieagujicich SO,. HEL (heliatren),
1,8-DMN (1,8-dimethylnaftalen)
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DalSim dilezitym strukturnim faktrorem odrazejicim reaktivife substituce
aromatické molekuly. Obeé&nplati, Ze rychlostni konstanta se zvySuje i#omnosti
elektron-donorové skupiny v mésfd+2] cykloadice'O,, a to v psadi H < GHg < CHs <
OCH;s. Nesubstituované benzeny a naftaleny, na rozdédradracenu a vysSich homoiog
acenenovéady, i reakci s'O, selhavafi®. Napiklad 1-methylnaftalen reaguje'®, na
rozdil od naftalenu samotného, ktery je praktickeyeaktivni. Podoklhbenzen, toluen,
xylen nebo tri- a tetramethylbenzen nereagujDs ale penta- a hexamethylbenzen
poskytuji odpovidajici endoperoxidy jako primarridacni produkty”.

Dulezitym stérickym faktorem, jeZz je parametrem jaleaktivity, tak
regioselektivity [4+2] cykloadicéO,, je stérické nafii. Tak nap. [2,2] paracyklofandien
(Obr. 7), jehoZ benzenové kruhy jsou dostatedeformované a dovoluji tak reakcl@,,
davaji mono- a diendoperoxitfy®

Vzajemna interakce mezi &wma sousednimi methylovymi skupinami vazanymi na
polycyklicky aromaticky uhlovodik zvySuje reaktivitisi *O,. To rovréz vyswtiuje, pras
prispét k vyswtleni vyjimené reaktivity HEL. Molekula HEL neni planérni. Vésglina
uhlikovych atomech 11 a 12{gobuji stérické br&mi, které nuti dva benzenové kruhy ke
zkrouceni od roviny aromatického systéemu. Zkroucegpisobuje pnuti na dvojnych
vazbach na uhlicich 7 a 11b, které jsou titepné v molekule endoperoxidu. To
vyswétluje vysokou reaktivitu HEL i O, .
podobré jako analogickd Diels-Alderova reakce, je prakfickezavisla na pouzitém
rozpoudtdle®®’® Nowjsi studie zahrnujici Sirokou paletu rozp@d#l vsak odhalily, Ze
piedpoklad je nespravny. Niapychlostni konstanty oxidace 1,4-dimethylnaftalgsou
zavislé na zvoleném rozpoudle a rostou vice nez ofddy od cyklohexanu k formamidu.
Rozpou&dlovy efekt je mozné vystlit na zaklad znalosti solvatochromnich paranietr

zahrnuijicich polaritu, polarizibilitur{) a Hildebranédv rozpougtdlovy parametrd)3*"%
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1.2.2. Mechanismus [4+2] cykloadic&O,

Mechanismu [4+2] cykloadicéO, probihajicimu na konjugovanych systémech
byla v minulosti ¥novana jen mala pozornost. Nedavna teoreticka estadice’O, na
benzen vsak objasnila rozdily mezi [4+2] cykloadi®b na aromatickych sl@eninach
a Diels-Alderovou reakdl’2 Jednokrokovy saiinny mechanismus zahrnuje tvorbu

symetrickeé transitni struktury a je popsan tedk schématem 13.
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Schéma 13

Prvni krok reakce zahrnuje reverzibilni tvorbu @kexu v singletovém stavu.
Komplex vykazuje charge-transfer charakter dikpésitu elektrofilnimu charaktertDs.
Nasledr solvatovany exciplex kiikolabuje a vznik& odpovidajici endoperoxid (chéwic
zhasSeni), nebo podléha spig@akazanému mezisystémovéntaghodu na tripletovy stav

komplexu, ktery disociuje N, a pivodni molekulu (fyzikalni zhagerf®3*"%72

1.2.3. Nefastji vyuzivané akceptory'O,

Mnoho zajimavych procészahrnujicich’O, probiha ve vodném prasdi (viz
kapitola 1.1.6.). Pro jejich sledovani Ize vedl&emi fosforescencetiph = 1270 nm (viz
kapitola 1.1.5.) vyuZit aromatické akceptd@s. Vhodny akceptotO, by msl spliovat i
zakladni pedpoklady: (i) dobrou rozpustnost ve ¥ofii) vysokou reaktivitu wei *O,
a (i) malou reaktivitu w¢i 20, a jinym kyslikovym derivdtm (nag. O,” nebo HO,)"2.

Za vhodnych podminek mohouiglusné akceptory vychytagtginu dostupného
'0,, dokonce i za podminek nizkého stépgenerace, neliokoncentrace vznikajiciho

aromatického endoperoxidu je 8mé& mnoZstvfO, generovanéhoipreakci. Typickymi
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piiklady vedle jiz zmigného RNO (viz kapitola 1.1.5.) jsou derivaty odvwezed rubrenu,

anthracenu a naftalenu (Obr?8¥" "

CeHs CgHs R CHs3
KO,C COK CO,Na
KO,C : : : : COK : : E ‘ ‘
CeHs CgHs R
ADP R =CH,CH,CO,Na CO,Na
RTC AES R =CH,CH,0SQNa MNDP

BPAA R = GH,-N(CH,).Cl

Obr. 8 Priklady rekterych nefastji vyuzivanych vodorozpustnych aromatickych
akceptoft: '0,. RTC (2,3,8,9-rubrentetrakarboxylat tetradrase|ApP
(3,3 -(anthracen-9,10-diyl)dipropionat disodnyk 3 (3,3 -(anthracen-9,10-
diyl)diethansulfonat disodny), BPAA (bis (9,10-aaten-(4-
trimethylfenylammonium)dichlorid), MNDP (3,3 -(4-timgd-1,3-
naftyliden)dipropionat disodny)

Napriklad rubrenovy derivat RTC (2,3,8,9-rubrentetrékeylat tetradraselny) je
ve vod rozpustny a efektivhreaguje sO,. Vznik endoperoxidu Ize sledovat pomoci UV-
Vis spektroskopie jako pokles absémpho pasu p A = 620 nm (ztratacerveného
zabarveni). Tvorba oxoproduktu je vSak slozita aikgjici produkt je velmi fotolabilni.
Absorpce RTC ve viditelné oblasti komplikuje jehputiti pro detekciO, v kombinaci
s barevnymi sensitize?§**"

Mezi nefastji pouZivané anthracenové akceptd®s pati ADP (3,3 -(anthracen-
9,10-diyl)dipropionat  disodn{}’> AES (3,3"-(anthracen-9,10-diyl)diethansulfonat
disodny)® a BPAA (bis (9,10-anthracen-(4-trimethylfenylamriwsn)dichlorid)’®, jejichz
struktury jsou uvedeny na Obr.&ifrava slodenin je sice jednodussi, avSak v porovnani
s RTC jsou tyto anthracenové derivaty méreaktivni vigi 'O,. Diky pritomnosti
polarnich skupin jsou vodorozpustné a vzniklé eedoxidy jsou stabilrif"".

Také naftalenové derivaty reagujf@, pomaleji. Jak jiz bylo uvedeno, naftalen
samotny nereaguje ¥0,, a proto je iieba pitomnosti jedné, ale spiSe dvou elektron-

donorovych skupin v pozicich 1,4 na naftalenovérdiga Ritomnost &chto skupin
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vyrazrs podporuje [4+2] cykloadictO,. Nejjednodudsi a jedny z daptji vyuZivanych
naftalenovych akceptdrjsou derivaty obsahujici propionatové skupiny N@3F3"-(1,4-
naftyliden)dipropionat disodny), MNP (3-(4-methyftyl)propionat sodny) a MNDP
(3,3"-(4-methyl-1,3naftyliden)dipropionat disodrchéma 147

NDP/NDPO, R, R,=CH,CONa

MNP /MNPO, R,=CH, R,=CH,CONa

MNEA / MNEAO, R, =CH,, R,=CH,N(CH,),CI

DHNP /DHNPO, R, R, = CH,CONHCH,CHOHCH,OH

Schéma 14

Vedle nizsi reaktivity s‘O, oproti anthracenovym deriidh maji naftalenové
akceptory 'O, dal&i specifické rysy: neabsorbuji ve viditelnélast spektra; tvorba
endoperoxidu je charakteristicka a jejich reaké®;smohou byt vyuZity ke kvantifikaci
0, generovanéhoipfotosensitizované reakci s pouZitim barevnéhcsisigeru. Vzniklé
endoperoxidy jsou meénstabilni oproti anthracenovym endoperdxid a @Fitomnost
endoperoxidické vazby Ize snadno prokazatiaim, kdy dochazi ke Zmé reakci za
vzniku pivodni slodeniny a uvolgni kysliku (viz dale). DalSimi efektivnimi akcepyor
'0,, vyuzivanymi v biologickych médiich kii jejich zvySené afinit k polynukleotidim,
jsou naftalenové derivaty majici v 1,4-polohach riégmi amoniovou skupinu MNEA
(N,N,N-trimethyl(2-(4-methyl-naftalen-1-yl)ethyl)amonium chlorid) nebo neionické
hydrofilni skupiny DHNP (N,NBis(2,3-dihydroxypropyl)-3,3"-(naftalen-1,4-
diyl)dipropanamid) (Schéma 14Y®

Vedle vodorozpustnych akceptorO, byvaji podobs vyuZivany i ve vod
nerozpustné derivaty jako 1,4-dimethylnaftalen (D}N®®° 2 5-dimethylfuran (DMFY,
9,10-difenylanthracen (DPA&)a 1,3-difenylisobenzofuran (DPBE}?
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1.2.4. Disociace aromatickych endoperoxifl: sekundarni zdroje 'O-

Pro sledovani mechanisindgja, na kterych se poditO,, neni vzdy mozné vyuzit
fotosensitizovanou reakci ani jinou z vySe uvedényeetod generack0,. V takovém
piipadt se nabizi mozZnost vyuzit aromatické endoperoxidigté mohou zafatim na
neli§ vysokou teplotu generovat zndmé kvantistého®O, a odpovidajici uhlovodik.
Tyto sloweniny mohou byt proto ozti@ny jako sekundarni zdrojeprenasee *O..

Aromatické endoperoxidy seigobenim tepla (termolyzou) nebaedi (fotolyzou)
rozkladaji. Bhem obou dchto gemén si mohou konkurovat dva typy reakci (Schéma
15)3%83 Bud je hlavni reakni cestowcykloreverzeresp. zptna reakce k [4+2] cykloadici,
vedouci k fivodnimu substradtu a kysliku v singletovém neboldtgwém stavu, nebo
dochazi khomolytickému Speni peroxidické vazby. Nasledujggsmyk na vic&i méns
stabilni diepoxidy nebo dekompozice poskytujici doxgketony ¢i chinony. Vzajemné
zastoupeni regkich proces je zavislé na strukte endoperoxidu a na experimentélnich

podminkéach reakce.

o

-
e o L N

Schéma 15

Pri termolyze endoperoxid miuze byt pondr mezi cykloreverzi a &benim
odhadnut z hodnot relativnich aktévdch energff®* (Tab. IV). Obect se aktivani
enthalpie AH” zvy3uje od naftalenovych k anthracenovym endopefox majicim
endoperoxidickou vazbu na uhlicich v polohach &,4jale pak na uhlicich v polohach

9,10. Cykloreverze je vyraZnuprednostiovana ped SEpenim v pipad pritomnosti
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aromatickych skupin na uhlicich 9,10 spojenych eeduaxidickou vazbou (ndpu DPAQ
a vyssich homoldgiady acéf). Vytezky 'O, jsou zavislé také na hodnotach akiivia
entropie AS* 884 Jak je patrné z tabulky IV, hodnots” pohybujici se kolem nuly
odpovidaji vysokym vykim 'O, na rozdil od vys8ich positivnich hodnos”, které

odpovidaji uvalovani nizsiho procenta singletového kysliku.

Tabulka IV Aktivagni parametry termolyzy vybranych aromatickych eretopici®*-2%84

Endoperoxid AH? ASH 10,
(kJ.mol) (J.K*.mor™") (%)
CHs
O@ DMNGO; 101.1+1 8.4+4 76 +1
CHg
R Z —
OO i’ ;;gﬂf’ 1246 +1 75+3 92 +1
R = GHs
R z Z = OCH 101.1+1 -1.3+3 95+5
R Z —
nZ s 135.8+1 40.1 +2 32+1
&0
R = GHs
R z Z = CH 1329+1 309+3 52 +4

Pri fotolyze aromatickych endoperoXidsoutzi stejné primarni reakce jakdip
jejich termolyze. Napklad oz&eni endoperoxidu DPALexcitani vinovou délkou vysSi
nez 250 nmXexc > 250 nm) vede k cykloreverzi poskytujiaivedni slodeninu a kyslik,
ale Aexc > 400 nm produkuje po &teni peroxidické vazby diepoxid, ktery podléha

naslednym ireverzibilnim reakcffif>2°
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1.2.5. Typy sekundarnich zdroji ‘O,

Sekundarni zdroje'O, mohou byt rozdeny do rkolika skupin: vysoce
reverzibilni fotochromatické systémy, hydrofobnksedarni zdrojeO, a vodorozpustné
sekundarni zdroj&O,. Vedle tchto skupin existuji jeStsekundarni zdroj&0, kotvené na
polymernich nosiich.

Do skupiny vysoce reverzibilnich fotochromnich eéyst paki sloweniny

odvozené od struktury 9,10-difenylanthracenu (DE@r. 98788

5854

a:X=CO,R=CI§l a- X=CoO
b: X=0,R=H b:X=0
c.X=S,R=H

Obr. 9 Struktury rkterych vysoce reverzibilnich sekundarnich ztif@), odvozenych od
endoperoxidu 9,10-difenylanthracenu (DPAO

Planarni anthracenové derivaty s rozsahtyetektronovym systémem jsou barevné
latky vykazuijici intenzivni absorpci a fluorescen@'O, reaguji rychle za tvorby
odpovidajicich nefluoreskujicich, bezbarvych a pokodré termicky stabilnich
endoperoxid. PredevSim derivaty obsahujici karbonylové skupinyaigji sloweniny
s mimdéadnymi vlastnostmi. Nd&fklad c¢ervert a mode zbarvené karbonylové derivaty
tvori stabilni endoperoxidy majici pdlasy rozpaduip 20 °C az 880 &' 8

Dalsi skupinou latek jsou hydrofobni sekundarnbjd'O, vyuZivané pedevsim

pro studie v organickych rozpoadtech. V poslednich letech h@jnvyuzivanou
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slouseninou je endoperoxid odvozeny od 1,4-dimethylhafia (DMNG,)**%*%° Tento
naftalenovy derivat méadu vyhod: jeho prekurzor je kondeé dostupny, vysoce reaktivni
vici 'O, a odpovidajici endoperoxid DMNGe pon#rné stabilni slodeninou. Za mirnych
podminek {, =~ 5 hod i 25 °C) je DMNQ schopen uvalovat kyslik z piblizné 75 %
v jeho singletovém stavu. Dikyrhto vlastnostem fze byt vyuzivan jako standardni zdroj
0, k potvzeni dasti*O, ve fotochemickych procesech a k vifpozhasecich rychlostnich
konstant organickych substi&t®%? V ngkterych fipadech mZe byt stabilita tohoto
naftalenového derivatu nedo&iici. Zde Ize pak vyuZzit jiz itve zmihovany DPAQ,
jeho? stabilita je vy3si (aZ do teplot okolo 100.°@rocento'O, uvolréného hem
termolyzy je v&ak niz&i, okolo 32 8%

Rozpustnost sekundarnich zdrdD, ve vod je zakladnim kritériem pro aplikace
v biologickych systémech. Tomuto problému bytmavanaiada studii a byly vyvinuty
generatory’O, zaloZené na termolyze vodorozpustnych anthracerowy pedevsim
naftalenovych endoperoxid NejjednodusSimi a n&stji v literature zmiovanymi
endoperoxidy jsou naftalenové derivaty obsahujicoppnatové skupiny, NDPO
(endoperoxid 3,3"-(1,4-naftyliden)dipropionatu @ieéhoj®**"***a MNPQ (endoperoxid
3-(4-methyl-1-naftyl)propionatu sodnéhd}®**+% odvozené od ifslusnych akceptér
(Schéma 14, viz kap. 1.2.3.). Ty jsou pouzivany js&kundarni zdrojtO, pro biologické
systémy. Bylo prokézano, 26, generovany termickou dekompozici NDP@eaktivuje
mimoburécné viry a blokuje ¢cinnost DNA-polymerasy. Tim dochazi k porucham
v replikaci DNA™. Dalsi latkou, u které byla prokézana schopnosstppovat bugsnou
membranou a deaktivovatkieré typy vifi je endoperoxid DHNP&(endoperoxid N,N’-
bis(2,3-dihydroxypropyl)-3,3’-(naftalen-1,4-diyl)digsganamidu}®’"**%" (Schéma 14).
Bylo prokdzano, Ze vSechny znamé vodorozpustnéleativé endoperoxidy uwvalji
piiblizné 50 % kysliku v jeho singletovém stavu, a to jiZ nizkych teplotach (30-50 °C).
Jejich termolyza sédi kinetikou prvnihoradu a je charakterizovana p&dsem rozpadu
ti» okolo 23 min B T = 37° C'. M teplot -80 °C mohou byt skladovany po dobu
nékolika mesiaa.
a to az do teplot okolo 80 °C. \#fky 'O, jsou vsak v porovnani s naftalenovymi

endoperoxidy nizsi (okolo 30 %)
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Jelikoz termolyzou endoperoxidje uvohovan pouze Kkyslik v tripletovém
a singletovém stavu, a to v definovaném mnoZstmigoo (bez pitomnosti dalSich
kyslikovych ¢éstic), je mozné tyto latky pouzit pro luminiséeh experimenty nebo
k urkeni fyzikalnich a chemickych rychlostnich konstahti$eni’O, mgtenim UGbytku

vodorozpustnych substtat
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1.3. Cyklodextriny

1.3.1. Obecné vlastnosti cyklodextrit

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické, neredukujici atigacharidy slozené z Sesti- (
CD), sedmi 3-CD) a osmi ¥-CD) ¢i vétSiho pd@tu a-1,4-glukopyranosovych jednotek
v D(+) absolutni konfiguraci a Zidkové konformaci. Svym tvaremtipominaji duty
kournout siiznou velikosti kavity, jez odpovida ga navazanych glukosovych jednotek
v makrocyklt®. Tvar a rozmiry zakladnich cyklodextrin jsou uvedeny naDbr. 10.

Krystalova struktura nativning®CD je zobrazena na Obr 11.

OH

a-CD 0.49 "

oy,
B-CD 0.62 o
O.
y-CD 0.79 u or
o HO,
- o CD|| Glu
A o} (o]
/ a 6
“- ’r’ HO
} / . B |7 9
i / 0.79 on oH
0 Y 8
HO
OH
R —— Yy OH oH OHO o

QHo.
HO'

OH

M v

Obr. 10 Molekularni rozrdry a struktura nejbzrgjSich nativnicha-, 3, »CD

Cyklodextriny Ize charakterizovat jako molekuly iofobni kavitou
a hydrofilnimi skupinami na povrchu. Na &$im SirSim okraji (,secondary face")
cyklodextrinové kavity se nachazeji sekundarni bygiové skupiny navazané na
uhlikovych atomech v polohach 2 a 3. UZSi okrayiary face*) je obklopen primarnimi
hydroxyly v poloze 6, které mohou rotovat aigpbuji takcast&éné uzaveni uzsiho konce
kavity. Dutina je tvéena vodikovymi atomy, C-H vazbami a glykosidickykgslikovymi
mustky C-O-C, a ma tudiz lipofilni charakter. Nevazélelektronové pary kyslikovych
mistki smstuji dovnitt dutiny, a tim zpsobuiji jeji vysokou elektronovou hustdtu

Strukturaa-, B- i y-CD cyklodextrini je spiSeigidni, coZ je danoiftomnosti pasu

intramolekularnich vodikovych vazeb mezi hydroxylow skupinami na uhlikovych
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atomech C-2 a C-3 sousednich glukosovych jedn@ekvzfistajicim pdétem jednotek
v makrocyklu oda- k y-cyklodextrinu se vzdalenostdhto hydroxylovych skupin

zkracuje &imz pevnost vodikovych vazeb ro%t&*%

Obr. 11 CPK model a t§kové znazorni krystalové strukturg-CD (Seda — atomy uhliku,
bila — atomy vodikuiervena — atomy kysliku). Pohled z boku (A) a skBya®

Se vzistajicim pdtem glukosovych jednotek wigich cyklodextrid vzrista pnuti
makrocykh, které jiz neni dostate¢ kompenzovano cyklickym pasem vodikovych vazeb.
To vede k distorzi makrocykl Protod-CD (obsahujici 9 glukosovych jednotek) ma tvar
spiSe elipsy a je poslednim z makrodykiajici hydroxylové skupiny orientovany na jedné
strare  makrocykld®'%2 V pripadt ¢-CD (10 jednotek) dochazi Kketateni dvou
protilehlych glukosovych jednotek a jeho vysledagrtpfipomina spiSe zlomenou elipsu.

Struktury rekterych vyssSich cyklodextrinjsou zobrazeny na Obr. 12.
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Obr.12 Schématické znazammi horniho a beniho pohledu na strukturgCD (CD 9)
(A,B),e-CD (CD 10) (C,D) a cyklodextrinu slozeného ze lLkasovych jednotek
(CD 14) (E,F). Pro lepsi nazornost jsou zobrazemwyze sekundarni hydroxylové
skupiny ¢ervené kultky) a uhlikové atomy C-6 (Sedé Kij)'%2

NejvétSim cyklodextrinem, jehoZz krystalovéa strukturagbgjiStna, je makrocyklus
obsahujici 26 glukosovych jednotek. Tenrfwi levotativé Sroubovice v antiparalelnim
uspdadani (Obr. 13). Cyklodextriny obsahujici 10 a \gii&kosovych jednotek byvaji

souhrni ozn@ovany LR-CD (large-ring cyclodextringy+°%+%*

Obr.13 Schématické znazammi cyklodextrinu slozeného z 26 glukosovych jedtnote
(CD 26). Kuleky pwedstavuji sekundarni hydroxylové skupiny. V ntistec
ozna‘enych Zlutymi Sipkami dochazi Ket’eni levotdivé Sroubovice. Celkova
velikost CD 26 je 27 A 15 Ax21 A (vyskdf*
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Cyklodextriny jsou krystalické, homogenni, netoXicknehygroskopické latky
majici charakter Lewisovych bazi. Jsou rozpustné veek, dimethylformamidu,
dimethylsulfoxidu a pyridinu, jsou stabilni a neati®iji ve viditelné oblasti
elektromagnetického spekifa®!%°1% v tabulce V jsou uvedeny &které zakladni

vlastnosti pirozenych (nativnich) cyklodextnin

Tabulka V Zakladni charakteristika nativnich, 3- ay-CD.

0-CD B-CD y-CD
Patet glukosovych jednotek 6 7 8
Sumarni vzorec £6He60030 Ca2H70035 CagHsdOu0
Rozpustnost ve vadg/l) 145.0 18.5 232.0
Sirka kavity (nm) 0.47-0.53 0.60-0.68 0.75-0.88
Vyska kavity (nm) 0.79 0.79 0.79
pKa (25°C) 12.33 12.20 12.08
Patet molekul vody v kavét (RTG data) 5-6 6-7 17
Objem kavity (nm) 0.174 0.262 0.427

V prirodé se vyskytujici nativni CD jsou sloZzené jen-4,4-D-glukopyranosovych
jednotek. Rimyslow se vyrakji enzymatickou degradaci Skrobu (amylosysqbenim
cyklodextrinovych glykosyltransferas (CGT), kterésoy produkovany mnoha
mikroorganismy, nap Bacillus macerans, Bacillus circulans, Bacillus rasgium
aKlebsiella oxytoc¥*'%® Tato biochemické transformace poskytujessneyklickych
a linearnich olygosachaficdbbsahujici Sest az vice nez sto glukosovych jettnaivSak za
optimalizovanych podminek jsou nejvice zastoupenf- ay-cyklodextriny.

Nativni CD mohou byt nejznéjSim zpisobem urmdle modifikovany, ¢imz je
mozno ciled meénit nekteré jejich fyzikalg chemické vlastnosti, jako je nagselektivita

komplexace, katalytické schopnosti nebo zvySen@usinost ve vadl i v organickych
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rozpoudtdlech®. Primyslow vyrabsnymi derivaty cyklodextrifi jsou nap. methylované

CD, hydroxyalkylované CD, sulfonované CDhaala dalSich.

1.3.2. Schopnost tvorby inkluznich komplei

Charakteristickou vlastnosti cyklodexitia jejich derivai, jez se stalafpdnttem
intenzivniho studia, je schopnost tvorby inkluzpnighost-guest® komplek Inkluzni
komplexy jsou makromolekularni sléeniny, ve kterych molekula CD
(,host” = cyklodextrin) prostora¥ uzavira molekulu druhou (,guest’y***’ Ve vod
rozpustné cyklodextriny mohou do své kavity pomoairofobnich a van der Waalsovych
interakci inkludovat Siroké spektrum organickyambrganickych molekul, které vyhovuji
stérickym podminkari % Jev probihaejastji ve vods nebo ve sisi vody a jiného
polarniho rozpoustla, avSak rmize probihat i na rozhrani pevné faze. Méydrofilni
rozpoustdla, jako je napdimethylsulfoxid, konkuruji P vazhke ,guest” molekul do kavity
CD. Ve vodnych roztocich je slallnydrofobni kavita cyklodextrinu obsazena molekulam
vody, které mohou byt na zakkadchydrofobnich interakci ip vhodnych stérickych

podminkéch snadno nahrazeny jinou, ngolarni, molekulotf. (Obr.14)

OO0~ 0 000000~ 00O OCOOO~0O0
QOQ%QO 500 000%0008 56 20000858 ops
} 00 00000 coo‘QOQ

QQ,Q

Obr. 14 Schématické znazam tvorby inkluzniho komplexu cyklodextrinu
s p-brombenzoovou kyselinou ve &gktouzky).

Inkludované molekuly se v ka¥ibrientuji tak, aby dosahly maximéalniho kontaktu
mezi svou hydrofobni¢asti a hydrofobni dutinou CD. Vznik supramolekuihm
komplexu umo#uje vnést do vodného roztoku i hydrofobni latkylilguest” molekula

VeétSi nez je rozrér dutiny CD, ntize byt tvorba komplexu omezena pouze na inklustéur
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asti molekuly. Casténé kladré polarizovana cyklodextrinova kavita podporuje epis
vstup aniontovych ,guest* molekul, které mohou mkludovany pomoci ion-dipél nebo
dip6l-dipdl interakci, a naopak bréani vstupu katiomych ,guest* molekuf” 18

Jsou znamynkluzni komplexy nativnich cyklodextrins uhlovodiky, alifatickymi
alkoholy, aminy a kyselinami, derivaty cyklohexanbenzenu a naftalenu, steroidy,
aminokyselinami, organickymi azobarvivy, cukry, egenickymi ionty, vzacnymi plyny
a dalsimi®® Pro ilustraci jsou uvedeny struktury dvou komptex:-cyklodextrinu s
4-nitrofenolem (Obr.15 A}*® a adamantan-1,3-diolu s per(2,6@}methyl)}p-CD (Obr.
15 B)°.

A B

Obr.15 Schématické znazami krystalovych struktur inkluznich kompies-nitrofenolu
sa-CD (A) a adamantan-1,3-diolu s per(2,6-di-O-metf/CD (B). ,Guest"
molekuly jsou zobrazeny pomoci CPK modelu a cyktddg tycinkovym
modelem. (8eda - uhliervena — kyslik, fialova — dusit**°

Stechiometrie komplaxzavisi na velikosti kavity a charakteru ,guest”letaly,
pficemZz komplexy i#znych stechiometrii mohou v roztoku koexistovatovnovaze.
Nejcastji vznikaji komplexy v pondru 1:1, 1:2 a 2:1 (,guest® molekula:CD). Tvorbu
inkluze mezi ,guest® molekulou a CD lze kvantitaiivvyjadit vazebnou konstantou.
Stabilita inkluzniho komplexu zavisi na geometric{gtérické) zpsobilosti molekul,
polaritt hostujici molekuly, progtdi a teplat (obecr se vziistajici teplotou se stabilita

komplexu snizujéf***
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1.3.3. Vliv cyklodextrini na vlastnosti vdzanych latek

Vytvoreni inkluzniho komplexu ma velky vliv na fyzikalaichemickeé vlastnosti
cyklodextrinu i hostujici molekuf§*°

Hydrofobni molekuly ziskavaji inkluzi do kavity dgkiextrinu hydrofilni charakter
a stavaji se lépe rozpustnyfi®*'? Nag. inkluzni komplexy nativnich cyklodextiin
a nepolarnich latek jsou zpravidla ve ¥adalo rozpustné, zatimco hydroxylakylderivaty
cyklodextini tvori ve vod dolre rozpustné komplexy i s parafinReaktivita ,guest"
molekuly, kterd je efektivh chragna ,host* molekulou CD, je ve &&iné piipadi
snizen&3 Jsou v8ak znamy itfpady, kdy molekula CD slouZi jako katalyzator reak
adiky vzniku inkluzniho komplexu ime dojit také k pozsméni reakni cesty
inkludované latky. Komplexaci s cyklodextriny sevm&Z redukuje difaze aékavost
hostujicich latek na nizky stupd 00107114

Vytvoreni inkluzniho komplexu ma také za nasledekmmspektralnich vlastnosti
inkludovanych latek. Achiralni molekula ziska vneise do kavity chiralniho CD optickou
aktivitu, dochazi ke zsmam intenzit a poloh absamich maxim inkludované latky
v UV-Vis oblasti absorniho spektr& >4 Rada latek vykazuje silnou fluorescenci
v organickych rozpou&tllech, zatimco jeji intenzita ve vodném pfedf je mala. Diky
vzniku ,host-guest® interakce dochazi kvyraznémuySeni fluorescence, nebo
fluoreskujici molekula je obklopena nepolarnim preint®'% Diky komplexaci také
dochéazi ke zgnam chemickych posunhostujici latky v NMR spektru, kterych gasto
vyuZiva k objaseni struktury vzniklého inkluzniho kompleXt> Zmeny fotofyzikalnich
vlastnosti jsou dany celotadou faktoii, jako je omezeni rotaiho a torzniho pohybu,
omezeni kontaktu s protony vody, chranici efekdpexternimi zhage disagregani
pisobeni, moZnost ¥pnosu nabojedi energie mezi cyklodextrinem a latk8u
Spektralnich zrn pozorovanych nasledkem komplémech proces Ize vyuZit i pro
stanoveni vazebnych konstant komilerag. vypaitem vazebné izotermy nebo Benesi-
Hildebrandovou metodddi™:

Vedle spektrometrickych metod nasly cyklodextrirgsp. jejich schopnost vytket
.host-guest” komplexy, uplatmi také v jinych analytickych aplikacich, a téegevsSim
v chromatografickych (afinitivni chromatografie, HP, GC, TLC) a elektroforetickych

separacich nebo elektrochemické andffZe° Razns substitované CD jsou vyuZivany

-44 -



jako pimési do stacionarnich i mobilnich fazi, ¥kterych gipadech i jako deteki
¢inidla nag. pro lipidy, nasycené a nenasycené monoglycernaystné kyseliny @adu
dalsich®.

Pomoci komplexace s cyklodextriny se mohou lathgatné pevadit do pevného
stavu, mohou vznikat sfai jinak nekompatibilnich latek. Daletrhe dochazet ke zin¢

elektrochemickych vlastnostiipodni latky >’

1.3.4. Vyuziti cyklodextrini

V souwasné dob jsou cyklodextriny vyuzivany fpdevsim ve farmaceutickém
praimyslu jako nosie farmakologicky vyznamnych IatBR*® Vytvoiené inkluzni
komplexy maji schopnost vyragrzlepSitiadu dilezitych vlastnosti kva. Komplexaci
s CD se zlepSuje fyzikalni a chemicka stabilitaivig, které je chramo pred oxidaci,
vyparovanim a pomaleji se rozklada. Omezeny jsasto i vedlejSi &inky. Vznikly
komplex je hydrofilni, a tim se roZ8je moznost aplikace diky zvySené rozpustnosti ve
vodnych roztocich. Komplexaci se zvySuje i biol&gi@aktivita |€iva z divodu zamezeni
agregact”.

Nejcastji studovanym cyklodextrinem j@-CD, coZz je dano fevazrie velikosti
jeho hydrofobni dutiny. Dutin@-CD je narozdil od duting-CD dostaténé velka, aby
pojala alespi ¢ast molekuly farmaceuticky aktivnich latek. Z tahdévodu jsou tedy pro
farmaceutickeé €ely vhodrjSi B-CD a takéy-CD, ktery se ziskavargvazrie jako vedlejSi
produkt i ptipraw a-CD a3-CD.

Cyklodextriny naSly uplatmi i v potravindském pémyslu, kde se vyuzivaji
zejména ke konzervovani potravin, eliminaci nedétth chuti a pacha k odstragni
cholesterolu z minych vyrobki. Cyklodextrini se rovéz vyuziva v textilnim pimyslu
(k barveni odvi), kosmetickém gimyslu (@isady do pléovych krénii, zubnich past),
tabakovém pmyslu (zjemiuji vani tabaku) a agrochemii (snizuji toxicitu
insekticid)*#*1°
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2.Cil prace

Hlavnim cilem diserti prace bylo objasnit vliv cyklodexttin na

fotosensitizované reakce #epos'O, ve vodnych prosedich. Diti cile byly néasledujici:

i. Piiprava vhodnych vodorozpustnych akceptoiO, poskytujici reakci 80,
termicky stabilni endoperoxidy

i. Studium latek z hlediska jejich pouZiti jako i)caktofi 'O, (studium produktu
reakce, kinetika zhasecich reakci), ii) sekundaraitrofi 'O, (termicka stabilita
endoperoxid, vytszek'O,) a iii) sensitizel (vytezek'Oy)

jii. Studium supramolekularni interakce akceftsekundarnich zdroj 'O,
s cyklodextriny (mod intreakce, vazebné konstamstgchiometrie, vliiv CD na
akceptorové vlastnosti a termickou stabilitu endopiehi)

iv. Studium sensitizér porfyrinové povahy (fotosensitizované reakce, figtixalni
charakteristiky)

v. Studium supramolekularni interakce sensitizercyklodextriny (mod intrakce,
stechiometrie, odhad vazebnych konstant, vliv CDatachemické a fotofyzikalni

vlastnosti sensitizéj
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3.Vysledky a diskuze

V této disertani praci byly studovanyipdevsim dva Zisoby generact,, jeZ se
staly kritériem pro roz&leni vysledk do dvou kapitol. Prvni kapitola je z&ena na
akceptory'O,, jez [4+2] cykloadici SO, vytvéreji stabilni endoperoxidy. Tyfpvyssich
teplotach podléhaji termickému rozkladuii kterém se uvdiuje kyslik, ¢ast&né
v singletovém stavu. Proto mohou byt studované peidxidy oznaeny za penasée Ci
sekundarni zdrojéO,. Druha kapitola je za#fiena na porfyrinové derivaty vystupuijici
jako sensitizery ve fotosensitizovanych reakcichlSn gedmétem prace byla schopnost
tvorby supramolekularnich komplkexbou tym slowenin, sensitizér porfyrinové povahy
a aromatickych akceptiisekundarnich zdrdj*O,, s cyklodextriny. Byl kladenidaz na
popis vznikajicich komplaex s vyuzitim pedevsim UV-Vis, fluorescéni a NMR
spektroskopie. V neposledradt byl sledovan vliv tvorby supramolekularnich konytie

na chemické, fotochemické a fotofyzikalni vlasth&stnplexovanych latek.
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3.1. Disulfonované derivaty 9,10-difenylanthracenu — sensitizery,
akceptory a sekundarni zdroje 'O, a jejich supramolekularni

komplexy s cyklodextriny ( Friloha 1 a 2)

V této studii bylo zji&tno, Ze pipravené ve vod rozpustné anthracenové derivaty
2,6-dsDPA (disodnatus 9,10-difenylanthracen-2,6-disulfonové kyseliny) 2a7-dsDPA
(disodna 8l 9,10-difenylanthracen-2,7-disulfonové kyselingaguji [4+2] cykloadici se
singletovym kyslikem a vyt¥@ji odpovidajici endoperoxidy 2,6-dsDPA®2,7-dsDPAQ
(Schéma 16). Sulfonované derivaty dsDPA se poglojako samotny 9,10-

difenylanthracen chovaiji jako akceptdfy.

R3 Ry R3 Ry
A
RZ RZ

2,6-dsDPA/ 2,6-dsDPAQ: R, R, = SONa, R, = H

2,7-dsDPA/ 2,7-dsDPAQ: R, R, = SONa, R, = H

Schéma 16

Absorbuji v UV-Vis oblasti, kde maji intenzivni aspcni pads pi L = 268 nm,
a zarové jsou silré fluoreskujicimi latkami. Jejich reakce'®, Ize proto sledovat
spektrofotometricky. Tvorba endoperokiddsDPAQ, resp. poruSeni konjugovaného
systému vazeb v molekule wisledku gitomnosti endoperoxidické vazby, ma za nasledek
pokles absormich i emisnich p&s(Obr. 16 A, B).
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Obr. 16 A: Fluoresceini emisni spektra (a) 2,7-dsDPA (1330, lexc = 270 nm) a (b)
endoperoxidu 2,7-dsDPAQ2x10° M, Jexc = 220 nm) réiend v deionizované
vok. B: Vyrez absorpnich spekter 2,7-dsDPA (1x®®) v pitomnosti
sensitizeru TPPS (2x1M) v deionizované vadv zavislosti na dabozaovani
polychromatickym viditelnym #@nim (a) 0 min, (b) 2 min, (c) 4 min, (d) 6 min,
(e) 10 min, (f) 18 min a (g) 30 mibsorgni spektrum TPPS bylo pro
prehlednost od#eno.

Singletovy kyslik byl generovan &wma zpgisoby. Fotosensitizovanou reakcij p
které byl jako pomocny sensitizer pouzit TPPS (3320mesetetrakis(4-
sulfonatofenyl)porfyrin) a chemickou metodou vywggiui disproporcionace @,
v pritomnosti katalyzatoru N&oO..

Anthracenové endoperoxidy 2,6-dsDPA®2,7-dsDPA@jsou stabilni slogeniny,
avSak pi vysSich teplotach (60 — 150 °C) dochazi k jejietmické dekompozici. Patasy
rozpadu endoperoxid (t12) se fi vySSich teplotach (nad 120 °C) pohybifidow
v desitkach minut, ipteplotach nizSich se jejich stabilita vyr&zzvySuje. B laboratorni
teplo€ (okolo 25 °C) mohou byt ozteny za latky termicky stalé. V tabulce VI jsou
shrnuty nansfené polgdasy rozpadu (k) a aktiv@&ni energie (k) pro endoperoxid 2,7-
dsDPAQ a komplex 2,7-dsDPA£s hpg-CD, ktery je diskutovan déle.
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Tabulka VI Polatasy rozpaduk, termolyzy 2,7-dsDPA®a komplexu 2,7-dsDPAChp-
B-CD nxtenych i raznych teplotach a akti¢ai energie, k&, vypctitané
Z Arrheniovy rovnice

Aktivacni Polctas rozpadu
Systém energie t12 (min)
Ea (kJ.mol")

150 °C 125°C 100 °C 60 °C

2,7-dsDPAQ 73.3+15.3 11.0 18.6 174 2.44 %10

2,7-dsDPAGhp-CD | 88.5+16.0 12.7 32.3 360 >7.50 %10

Termolyza anthracenovych endoperaxadsDPAQ probiha mechanismem &pé
reakce Kk [4+2] cykloadici, ip které vznikd gvodni anthracenovy derivat dsDPA
a uvohuje se kyslik, ¢ast&éné v excitovaném singletovém stavu. Proto mohou byt
endoperoxidy dsDPA oznaovany za sekundarni zdrof©, (Schéma 16). Tvorbu
dsDPA termickou dekompozici dsDPAQze sledovat jako nést absorpnich pag
dsDPA [ vinové délce 268 nm (Obr. 16 B). Skénest, Ze se na reakcich pod@b, byla
sledovana pomoci jodidové detek metody. Na zaklad mnoZstvi vznikajiciho
trijodidového aniontu, ktery je (#my mnoZstvi 'O, generovanému ip termolyze
endoperoxid, byl odhadnut vitzek*O, (@, = 32 + 3 % z celkového mnoZstvi uvahého
kysliku).

Metodou ¢asow rozlisené fosforescence odpovidajicfeghodu 'Ox(*Ay) —
%0,(°%g) pii A = 1270 nm bylo zji#nho, Ze dsDPA jsou, na rozdil od endoperéxid
dsDPAQ, sensitizery a mohoutipfotosensitizovanych reakcich generov@s. Nalezené
hodnoty kvantovych vyzka *O, pro oba derivaty dsDPAD, [10.08) byly odhadnuty ze
srovnani se standardem TPR, € 0.64) (Obr. 17 B). Jako alternativhi metoda kiete
0, generovanéhoshem fotosensitizované reakce, kde dsDPA vystupljp sensitizery,
byla ot vyuZzita jodidova detalni metoda. Tvorba trijodidového anionty byla
sledovana jako nast absorpnich pad pii A = 351 nm. Kinetika jeho produkce byla
porovnavana v progdi HO / D,O a v gfitomnosti NaN. V DO ma'0, cca 16& delsi
dobu Zivota oproti KD, naopak Na®l vystupuje v reakci jako jehocimny fyzikalni

zhase. V souladu s teorii bylo zji&to, Ze kinetika produkc&0, (generacesl) v 65 %
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deuterované vadje vySSi. V pitomnosti NaN nedochazi ke tvoibl;. Také pitomnost
CD méa za nasledek vyrazné omezeni fotogenet@ea pisobeni 2,7-dsDPA jako

sensitizeru (viz dale). Natiené trendy jsou vifl na Obr. 17 A.

L2r J0.030 £
3
K TPPS 2
10 Cl Joo2s 2
g ©/ 2
5 °°r {0.020 3
S s 2,7-dsDPAI ®
2 0.6 |: {0.015
< 0.4 N
< V4r 2,7-dsDPAQ 0.010 S
0.2 Q—— 5
L e e\ 0.005 =
0.0 2
' 1 1 1 1 1 . N 0.000 s

0 10 20 30 40 50 60 O 50 100 150

Doba oz&ovani (s) Doba oz#ovani (ms)

Obr. 17 Generaceloz(ldg) fotosensitizovanou reakd.: Zavislost absorbance’Ina dokz
ozaovani  2,7-dsDPA  (1x10-5M) v jodidovém detdkn cinidle
polychromatickym viditelnym #nim (a) v deionizované wdb) v pritomnosti
D,O (65 %), (c) vptomnosti 0.01 M NaNa (d) v gitomnosti hps-CD
(6.5x10° M). Absorbance byla odéana pi 4 = 352 nm, pouze vifpad (d) pi
J = 356 nm.B: Casov rozlidena luminiscencerpl = 1270 nm v RO: TPPS
(2x10° M), 2,7-dsDPA (810* M) a 2,7-dsDPA@ (6x10* M). Absorbance i
Jecx= 308 nm byla 0.156 +0.005, energie laseru 4.QZpuls.

Charakteristickou vlastnosti  studovanych latek jechopnost vytvéet
supramolekularni komplexy s cyklodextriny (CD). Rtodii byly vybrany nativnp-CD
ay-CD a jejich hydroxypropylované derivaty Bp€D a hpy-CD. Interakce obou
disulfonovanych derivat 9,10-difenylanthracenu sCD ma za nasledekémym
v absorgnich (Obr. 18 A) a fluorescénich spektrech (vizitoha 1, Obr. 7). V dsledku
vzniku  supramolekularnich ~ komplex dochazi  k bathochromnim  posum
nejintezivrgjSiho absorgniho pasu A = 268 nm. Jev je lépe patrny z rozdilu
v diferertnich absorgnich spekter (Obr. 18 B). Z Obr. 18 A i B je patimpi@omnost
jednoho izosbestického bodu, coz namp@ vznik pouze jedné rovnovahy volra
komplexovan&astice. U vSech systénbyl nalezen bathochromni posun 0.5 — 2.5 nm.

U systému 2,6-dsDPA:CD byl zaznamenan nulovy posun a nebyla nalezetesakce.
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Posuny nalezené v absonim spektrech pro jednotlivé systémy jsou shrnutabulce

VII.

1.

0.2

Obr.
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18 Vliv pritomnosti hp~CD na absorpni spektra 2,6-dsDPAA: Vyirez absorpnich
spekter (a) 2,6-dsDPA (1xTOM) v nefitomnosti a pitomnosti (b) 2x1d M ,
(c) 6x10* M, (d) 1x10° M,(e) 5x10° M a (f) 9x10° M hp+-CD. B: Diferercni
absorpni spektrum stejného systému. 0.02 M fosfatovy pufe 7.0.

B 40.015
° %0 . 0.012
40.01
) ° .
° E' 40.009
: : o -
° -4 0.006
o -40.003
"] v @ 40.000
0.000 . 0.002 . 0.004. 0.006. 0.00é 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Koncentrace CD (mol}) 2,6-dsDPA/(2,6-dsDPA + hp-CD)

. 19 A: Vazebné konstanty komple®,6-dsDPA s hp-CD, y-CD a hpg-CD. B:
Jobova Kivka komplexu 2,6-dsDPA s I#ED o celkové koncentraci 1xF0v
v 0.02 M fosfatovém pufru, pH = 7.
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Analyzou absorgnich spekter s rostouci koncentraci CD bylgeany vazebné
konstanty (i) a pomoci Jobovy metody kontinualnich variaciechtometrie komplek
(Obr. 19 A,B). U vSech sledovanych systéfoyly nalezeny posry dsDPA:CD 1:1.
Hodnoty vazebnych konstant se pohybovaly v rozriezk 107 - 1.3x 10" M™%, v paadi
hp4$-CD > hp<y-CD > 3-CD > y-CD pro 2,7-dsDPA a hp-CD > y-CD > hp-CD pro 2,6-
dsDPA (Tab. VII). Komplexaci anthracenovych endopeti dsDPAQ nebylo mozneé

sledovat z dvodu absence absa@rgch a emisnich pas

Tabulka VII Absorgni maxima,Amax, Molarni absorni koeficienty,emax Stechiometrie
avazebné konstanty komptex K,, dsDPA s cyklodextriny ziskané

vypoétem vazebnych izoterm

Absorgni | Molarni absorpni . Vazebna
. . Stechiom.
Systém maximum koeficient konstanta
4 pomgr 4
)\.max (nm) Smax (M .Cm ) Kb (M )
2,6-dsDPA 268.0 1.12 x10
2,6-dsDPA:hp~CD 270.5 1.13 x10 1:1 4.0 x16
2,6-dsDPAy-CD 270.0 1.13 x1D 1:1 2.6 x18
2,6-dsDPA:h-CD 270.0 1.12 x19 1:1 6.6 x10
2,6-dsDPAB-CD 268.0 1.12 x10 A -2
2,7-dsDPA 268.0 1.09 x19
2,7-dsDPA:hp~CD 270.5 1.12 x19 1:1 7.7 x16
2,7-dsDPAy-CD 269.0 1.09 x19 1:1 1.2 x16
2,7-dsDPA:hpB-CD 2715 1.12 x19 1:1 1.3 x16
2,7-dsDPAB-CD 269.0 1.00 x19 1:1 1.4 x16

22,6-dsDPA nekomplexujefsCD
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Tvorba komplexu a @eni mod interakci bylo podrobhsledovano pomoci NMR
spektroskopie (floha 2). PomoctH NMR Ize sledovat zémy v chemickych posunech
u protorii podilejicich se fmo na tvork supramolekularnino komplexu. 2mu
chemického posunu\§) daneho protonu Ize definovat jako rozdil v chéyat posunech
v prfitomnosti a nefitomnosti ,guest’ molekuly. K potvrzeni tvorby agpsu geometrie
supramolekularnich kompléxbyly vyuZzity také 2D-NMR metody (ROESY a NOESY
experimenty). Ty poskytly informace o prostorovyatterakcich vodikovych atofn
v ramci jedné molekuly i vice molekul. Zimnosti krospik nalezenych v 2D-NMR
spektrech byly odhadnuty mody interakce supramdéelich komplex.

Na zéaklad zmsn v chemickych posunechtd NMR bylo zjis&no, Ze viechny
¢tyii sledované anthracenové derivaty (2,6-dsDPA, 30RA, 2,6-dsDPAQ 2,7-
dsDPAQ) interaguji s nativnimi cyklodextriny. Neji8i posuny byly zaznamenany
u cyklodextrinovych vodik umisgénych uvnit (H-3, H-5) nebo vasné blizkosti (H-6,6")
cyklodextrinové kavity (Floha 2, Tab. 2,3). Struktury dsDPA/dsDPA® cyklodextriri
spolu s ozn&enim pozic vodikovych atoimuvnitt a vre cyklodextrinové kavity jsou
uvedeny na Obr.1 {Hoha 1, 2). To Ize povaZovat zdak#hz ,host-guest” interakce mezi
anthracenovymi derivaty dsDPA/dsDPA@ nativnimi CD, kterd byla dale potvrzena
pomoci 2D-NMR spektroskopie. Nalezené prostorovantdddy spolu s relativnimi
intenzitami odpovidajicich krospikjsou pro vSechny komplexy shrnuty v Tab. 4 a 5
(Priloha 2). Bylo zjis¢no, Zze mody interakce jsou zavislé jak na velikogkilodextrinové
kavity tak na struktte anthracenové derivatu, symetrii dané molekulyméstini
sulfonovych skupin na anthracenovémigad

Z'H NMR a ROESY spekter bylo zjito, Ze 2,7-dsDPA/2,7-dsDPAQytvéieji
inkluzni komplexy jak $-CD tak y-CD. V piipadt interakce 2,7-dsDPA i jeho
endoperoxidu 2,7-dsDPAOsB-CD pevaZzuje komplex vznikajici hlubokou inkluzi
fenylové skupiny vice vzdalené od sulfonovych skugd cyklodextrinové kavity jeji SirSi
stranou (,secondary face“) (Obr. 21). Tomu odpojidany v chemickych posunech
vnitinich vodiki CD (Ffiloha 2, Tab. 2) i relativhintenzivni krospiky nalezené v ROESY
spektrech (Hloha 2, Tab. 4). Vedle tohoto modu interakce byddezeno i malé mnozstvi
komplexu vznikajiciho ®i¢i inkluzi téZze fenylové skupiny uzsi stranou do
cyklodextrinové kavity (,primary face*). Podobrbyl urcen mod intrakce pro komplexy
2,7-dsDPA/2,7-dsDPA®sy-CD. Zde dochazi k ménhluboké inzerci fenylové skupiny
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vice vzdalené od sulfonovanésti molekuly do kavity-CD ot jeho uzZsi stranou. \¥gz
ROESY spektra komplexu 2,7-dsDPAPCD je na obr. 20.

E
§: 3 271 1 4
o 1 | |||
375 1
3.80
5 J—
A 1 6,6" —
3.85
k})_ ]
390 g
S &
3.95
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4
2,7-dsDPAO; 3 (ppm)

Obr. 20 Vytez 2D-NMR (ROESY) spektra ,host-guest” komplexu-8sDPAQ sy-CD

Podob# interaguiji i 2,6-dsDPA/2,6-dsDPAQy-CD. | u €chto komplex dochazi
k inkluzi fenylové skupiny do kavity cyklodextrinigho uzsi stranou. AvsSak inkluze je
oproti p‘edchazejicimu figppadu hlubsi, kavita je ,naklénd” a symetricky vzdalena od
obou sulfonovanych skupin antracenového derivatur.(@1). Situace s komplexypsCD
je rovrsz odlisna. VH NMR spektrech nebyly zaznamenany 7&dné rozdilyolného
a komplexovaného cyklodextrinu. Také v ROESY spaktr nebyly nalezeny Zadné
krospiky odpovidajici prostorové interakci meziegtf molekulou a cyklodextrinem. UV-
Vis spektroskopii bylo téZz potvrzeno, Ze 2,6-dsDRAatvai komplex -CD. U
endoperoxidu 2,6-dsDPAMyla NMR spektroskopii nalezena pouze slaba ikteraktera
nazn&uje vznik inkluzniho komplexu jen s minimalni ingefenylové skupiny do kavity

B-CD jeho uZsi stranou.
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Obr. 21 Schématické znazafmi ,host-guest” komplex 2,7-dsDPA $-CD (A) a 2,6-
dsDPA s-CD. Podobné inkluzni komplexy byly nalezeny i pdpovidajici
endoperoxidové komplexy 2,7-dsDRACCD a 2,6-dsDPAQ y-CD.

Déale byl sledovan vliv cyklodextrin na fotofyzikalni a chemické vlastnosti
inkludovanych dsDPA a dsDPAOBYylo zjis€no, Ze vznik supramolekularnich ,host-
guest* komplex sniZuje reaktivitu dsDPAu& [4+2] cykloadici s*O, a sniZuje schopnost
dsDPA fotogenerovatO,. To je patrné z Obr. 17 A (c), kde byl sledovéaiv Vip-B-CD,
resp. tvorba inkluzniho komplexu €D s 2,7-dsDPA, na rychlost tvorby,lktera je
znatelrt zpomalena (podokrjako v gitomnosti NaN).

Tvorba ,host-guest® kompléx rovnéz zvysSuje termickou stabilitu endoperokid
dsDPAQ. Efekt je nejvice patrny ip niZzSich teplotach (pod 100 °C), kdy dochazi
k vyraznému ndistu hodnot poléadi rozpadu (Tab. VI). Termolyza probiha v porovnani

s nekomplexovanymi endoperoxidy pomaleji, coZ @i na Obr. 22 A, B.
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Obr. 22 Vliv cyklodextriii na stabilitu dsDPA@ A: Termolyza endoperoxidu 2,7-
dsDPAQ (2x10° M) (a) bez, (b) v fitomnosti hg8-CD (8x10° M) p#i riiznych
teplotach. Doba zativani byla 60 min. Qfiovny narist absorgnhiho pasu
puvodni slodeniny byl sledovan i odpovidajici Anax daného systému (viz
Tabulka VII).B: Srovnani termolyzy 2,7-dsDPAQ@Lx10° M) pii 100 °C (a)
v pfitomnosti a (b) nefitomnosti hps-CD (9x10° M). V obou pipadech byly
vzorky v deionizované védahivany v zatavenych ampulich.
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3.2. Sensitizery TPPS a TMPyP a jejich komplexy s cyklogktriny
(Priloha 3)

Kationtovy sensitizer mesaetetrakis(methylpyridyl)porfyrin tetrachlorid
(TMPyP/CI) a tetrgp-toluensulfonat (TMPyP/Tos) a diprotonizovany anamy sensitizer
mesaetetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin (TPPSH) vytvéreji supramolekularni komplexy
s cyklodextriny. Pro studii byly vybrany nativnio-( pB-, y-CD) a derivatizované
cyklodextriny (2-hydroxypropylované hpCD, hp$-CD, hpy-CD, methylovany
heptakis(2,3,6-tri-O-methyl}-CD (triMe-B-CD), sulfonovany heptakis(6-O-sulf@}¥CD
(SGs-B-CD) a methylsulfonovany heptakis(2,3-O-dimethyBé&sulfo)$-CD (diMeSQ-B-
CD)). Tvorba supramolekularnich kompiekyla prokdazana pomoci NMR, MS, UV-Vis,
fluorescewini spektroskopie a CZE. Struktury sensitizgsou uvedeny na Obr. 23.

Tos

Obr. 23 Struktury pouzivanych sensitiéer

3.2.1. Interakce TMPyP:CD

Interakce TMPyP s cyklodextriny ma za nasledelkrymjak v absorgnich, tak

emisnich spektrech. V UV-Vis spektrechtitpmnost cyklodextrinu, resp. vznik

- B8 -



supramolekularnich kompléxvede k bathochromnimu posunu Soretova pasu zemsit
pii L = 422 nm. Posun se pohybuje v zavislosti na néste CD od 0.5 - 5.0 nm. Posun
absorgniho pasu daervené oblasti spektra je typicky pro nekovalenmtigrakce mezi
porfyrinem a CD, a to jak pro ,host-guest” tak texi mody interakce @Hoha 3, Tab.1).
NejvétSi posuny Soretova pasensitizeru byly pozorovany ¥ippmnosti sulfonovaného
SGs-B-CD a dimethylsulfonovaného diMeS®-CD cyklodextrinu. Podobné vysledky
byly nalezeny i fi méreni fluorescetnich spekter. Emisni pas samotného sensitizeru je
Siroky s nizkym rozliSenim jednotlivych Q Ba$Q(0,0) a Q(0,1)), coz je Apobeno
miSenim prvniho excitovaného stavu a blizkého G/ws{TMPyYP diky volné rotaci N-
methylpyridiniové skupiny a jejim elektron-akcemeym vlastnostem. Intenzity emisnich
pasi jsou vlivem studovanych cyklodexttinzvySeny a zaraw dochazi Kk jejich
vyraznému rozliSeni (Obr. 24 A). To lze vyHit stérickym bragnim rotace N-
methylpyridiniovych skupin TMPyP. Efekt je vice pat z koncetréni zavislosti
pifidaného S@p-CD (Obr. 24 B). Bathochromni posun emisniho p&sisizeru, typicky

pro piitomnost ,host-guest” interakce nebyl nalezen.

10f A B 10
) koncentrace SEB-CD
Q e ! T
S B-CD 5
a triMe-B-CD 3
G 05 050
S @
s 3
@
0.0 \ \ ) 0.0

650 700 750 800 650 700 750 800
Vinova délka (nm)

Obr. 24 A: Fluoresceini spektra TMPyP/CI (2x1BM) (a) v nepitomnosti a pitomnosti
(b) nativniho p-CD, (c) triMef-CD, (d) S@-p4-CD a (e) diMeS@p-CD.
Koncentrace vSech cyklodextiinbyly 2x10°M. B: Piiklad fluoresceeniho
spektra TMPyP (2x18M) v pitomnosti S@B-CD, lexc = 518 nm. Néafst
koncentrace S§B-CD do 5.0x10° M (cervenacara) je naznden Sipkou.

Analyzu UV-Vis spekter byly wovany stechiometrické pairy a vazebné

konstanty komplek U vSech nsfenych supramolekularnich komptexoyl nalezen
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stechiometricky pogr TMPyP:CD 1:1 nebo 2:1. Vazebné konstanty)(8e pohybovaly
viadu 16 -10° M. Nejwtsi hodnoty kK byly nalezeny u sulfonovaného $@CD
a dimethylsulfonovaného diMeS@-CD cyklodextrinového derivatu.

Stechiometrické poamy 1:1 pro nativni-CD a methylovany derivat triMp-CD
byly prokazany i pomoci ESI-MS. V hmotnostnim spekiyly nalezeny piky odpovidajici
volnému TMPyP i jeho adukin s CD. Vedle &hto piki byl detekovan i fragment
odpovidajici aduktu Tos-CD vpeém 1:1. Vznik supramolekularnino komplexu
TMPyP/Tos s nativhim 3-CD byl dale prokazan pomoci CZE. Ze ziskaného
elektroferogramu je patrné, Ze tvorba komplexu maasledek zvySeni migiaiho ¢asu,
vznikajiciho komplexu oproti volnému sensitizeru.

Mody interakci supramolekularnich komplexr MPyP s nativnimi CD a vliv

protianiontu Tos byly studovany pomo¢H a 2D-NMR spektroskopie. Ze zm
chemickych posuin v protonovych spektrech a prostorovych kontamtalezenych
v ROESY (NOESY) spektrech je patrné, Zze TMPyP/Gl/&§ komplex s nativning-CD,
a to redevsim s externim modem interakce. Struktury 8eesi a CD spolu sifazenim
vodikovych atom jsou zobrazeny na Obr.l #(®ha 3). NejeétSi rozdily
v chemickych posunech v protonovych spektrech opnadlnym molekuldm byly
pozorovany u externich cyklodextrinovych vaiifH-4, H-1, H-2). V pipac sensitizeru
TMPyP/Tos byly sledovany interakcer<CD af-CD. V *H NMR spektru obou kompléx
byly, podobr jako u komplexu TMPyP/CIsB-CD, pozorovany z#ny v chemickych
posunech externich vodikCD dokazujici spolu s nalezenymi prostorovymi lasty
externi mod interakce mezi sensitizerem a cykladext Z hodnot zmin chemickych
posurii a intenzit odpovidajicich kropsikje patrné, Ze stabiljsi komplex tvei
TMPyP/Tos $8-CD. Vedle externiho modu interakce je vSak v okomplexech fitomna
-host-guest” interakce mezi protiiontem Tos a cydgtriny.

Z intenzit  krospik  odpovidajicich  prostorovému  kontaktu  ¥nith
cyklodextrinovych vodik s vodiky Tos lze usuzovat na pé&m vysokou stabilitu
komplexi. Mody interakci jsou iitomny dva. Inkluze Tos do cyklodextrinové kavity
probiha jak uZsi stranou, tak SirSi stranou. Shodrstedky byly nalezeny i #tenim
samotného Tos s cyklodextriny (Obr. 25).
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Obr. 25 Vytez 2D-NMR (ROESY) spektra ,host-guest” komplexu E@¢sCD

Studovany byly rov&Z acidobazické vlastnosti TMPyP v higpmnosti
a pritomnosti cyklodextri. Analyzou absorfnich spekter f rizném pH vyplynulo, Ze
vlivem komplexace TMPyp/Tos CD dochazi k snizeni hodnoty pknaopak vlivem

SGs-B-CD a diMeS@-B-CD dochazi k ndiistu hodnoty pK

0.5

(TS

Zvysuijici se
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=
w
aourglosqy
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Obr. 25 A: Absorpni spektrum TMPyP (4x1DM) v pitomnosti S@4-CD (4x10° M).
Pritomnost izosbestického bodu ukazuje rovnovahu n@ézPyP a jeho
protonizovanou formou TMPyRH Rostouci pH je nazdano SipkamiB: pH
titracni kiivky demonstrujici posun hodnoty ptbsorbance TMPyP (4x10M)
byla nangrena @i riznych pH (a) v nejftomnosti pi 1 = 422 nm a (b)
v pitomnosti pi 4 = 427 nm S@p-CD (4x10° M).
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Vliv cyklodextrind byl pozorovan i fi méreni casow rozliSenych absotmich
spekter. Pro studie byly zvoleflyCD a SQ-B-CD. Tripletové stavy TMPyPipi = 450 -
500 nm a jsou zhaSeny kyslikem monoexponentialnychlostni konstantou 1.5x0
molt.s®. Doba Zivota tripletového stavu TMPyP bea#tgmnosti kysliku je 153is. Vliv
B-CD na kinetiku®TMPYP je nepatrny. KinetikaTMPYP v fFitomnosti S@Gp-CD mé
komplikovany charakter (#oha 3, Obr. 4).Caso¥ rozliSena absotmi spektra
tripletového stavu TMPyP wtftomnosti TMPyP:S@B-CD v nanosekundov&asové Skale
odpovidaji *TMPyP. Spektra v mikrosekundov&asové Skale jsou sloZena ze spektra
TMPYP a jeho diprotonizované formiTMPyPH>*.To ukazuje, Ze & je citlivy na
protonizaci. Je iejmé, Ze hodnota pKu TMPyP v jeho tripletovém stavu je zvySena

vznikem supramolekularniho komplexu ses$aCD, podob# jako v singletovém stavu.

3.2.2. Interakce TPPSH2":CD

Diprotonizovany aniontovy TPPSH vznikd ve vodném roztoku sensitizerii p
pH < 3. R vy38im pH diprotonizovana forma TPPSH postupg piechazi na
neprotonizovanou formu TPPS. V UV-Vis spektrech WBPSH** ve vodném roztoku
absorgni Soretiv pas @i A = 434 nm. Ftomnost cyklodextrii ma za nasledek jen
nepatrny bathochromni posun (0.5 - 1.0 nmijlgRa 3, Tab. 4). Fluorescé&m emisni
spektra obsahuji pastiph = 670 nm. Vlivem gtomnosti B-CD v roztoku dochazi
k bathochromnimu posunu o zhruba 3 nm. Podobnéed¥gl byly pozorovany i pro
neprotonizovany TPP¥. Protonizace sensitizeru podstatneovliviiuje hodnoty K

s cyklodextriny.
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Obr. 26 A, B: Vyrez absorpniho spektra TPPS (2xIM) (Soretiv pas)
v pfitomnosti/nepitomnosti-CD (2.5x10° M) pri (a)/(b) pH = 7, (c)/(d) pH
=3.0a (e)/(f) pH = 4.6 v 0.01 M Britton-Robinsa#qufru.

Méteni NMR spekter potvrdilo, Ze diprotonizovany TPRSHvori komplexy
s nativnimiB-CD i y-CD. V'H NMR spektru komplexu TPPSH:B-CD byly nalezeny
malé rozdily v chemickych posunech oproti volnyrousénindm (Filoha 3, Tab. 2)
Struktury sensitizeru a CD spolu §ipzenim vodikovych atoimjsou zobrazeny na Obr.1
(Priloha 3). V ROESY spektrech v3ak byly zaznamenatgnizivni krospiky odpovidajici
prostorovym kontakim vnitinich cyklodextrinovych vodik (H-3, H-5) se sulfonovanou
fenylovou ¢asti (H-b, H-c) i porfyrinovowésti (H-a) molekuly sensitizeru (Obr. 27),
(P¥iloha 3, Tab. 5). Z prostorovych kontakvyplyva, ?e TPPSH" vytvai komplexy
s ,host-guest* interakci, ipdevsim inzerci fenylov&asti molekuly TPPSH* do kavity
cyklodextrinu jeji SirSi stranou. Podobné mody eakce byly zji&ny pro

neprotonizovanou formu sensitizeru TPPS
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a krospiky nalezené v ROESY spektrech ukazuji piflmmnost malého mnozstvi ,host-
guest* komplexu vznikajiciho inkluzi fenylovésasti molekuly TPPSH* do
cyklodextrinové kavity jeji uzsi stranou.

V pifpads komplexu TPPSH" sy-CD vznikd roviZ komplex s host-guest
interakci, avdak mod interakce odpovida inkluziyfemé ¢asti molekuly TPPSH" do
cyklodextrinové kavity jeji uzsi stranou (,primaface”). Tomu odpovidaji i zemy
v chemickych posunech pozorované+NMR spektrech a krospiky nalezené v ROESY
spektrech (Hloha 3, Tab. 2, 4).
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4.Zavér

Byly piipraveny disulfonované derivaty 9,10-difenylantteag dsDPA (resp. 2,6-
ds-DPA a 2,7-dsDPA). DsDPA reprezentuji vodorozpéisensitizery a akceptor{d,
(*Ay), které [4+2] cykloadici 0, vytvéreji termostabilni endoperoxidy. Wchto latek
byly studovany interakce s vybranymi nativhimi alfoxypropylovanymi cyklodextriny.
Bylo zjiSttno, Ze dsDPA a endoperoxidy dsDPA®@tvareji ve vodném prostdi 1:1
supramolekularni komplexy s nativnimi a hydroxypfdopanymi CD. Stechiometrie
komplexi byla ugena pomoci Jobovy metody kontinualnich variaci.pgaziti UV-Vis
spektroskopie byly @¢eny stechiometrie (Jobova metoda kontinualnichaeéria vazebné
konstanty (vypdetem vazebna izotermy) komptexisDPA s CD. Nalezené hodnoty se
pohybovaly v rozmezi £6 1¢* M™.

Pomoci NMR spektroskopie byla potvrzena tvorba tigpuest” komplex dsDPA
a dsDPAQ s nativnimip-CD ay-CD a detail®jSim rozborem/analyzou byladena jejich
geometrie (mod interakce). Zmy chemickych posunv'H NMR spektru a 2D-NMR
experimenty ukazaly dva vazebné mody interakce:in®luzi ,guest* molekuly do
cyklodextrinové kavity fes SirSi stranu (,secondary face"), ktera je tygipko komplexy
2,7-dsDPA a 2,7-dsDPAGs 3-CD a (ii) inkluzi ,guest* molekuly uzsi stranoupgjmary
face*) do cyklodextrinové kavity. Tento mod intecakje naopak typicky pro komplexy
dsDPA nebo dsDPAOsy-CD. Velikost kavity B-CD je ve srovnani s velikost-CD
mensi, a proto je interakce prigstnictvim SirSi strany cyklodextrinové kavity mnohe
vice ugednostiovana prop-CD komplexy. Pouze 2,6-dsDPA netvsupramolekularni
komplex s$3-CD, coz bylo potvrzeno i #éienim absorgnich spekter. Slaieniny 2,7-
dsDPA a 2,7-dsDPA&vaii sy-CD symetrické ,host-guest” komplexy v porovnardl,6-
dsDPA a 2,6-dsDPA$) které vytvédeji ,asymetrické host-guest® komplexy. Jev byl
vyswtlen stérickym br&nim sulfoskupin na anthracenovém ifd Mody interakci
a stability komplex jsou podobné jak pro dsDPA, tak pro jejich odpayitd
endoperoxidy dsDPAD

Pozorovana nekovalentni intrekace mezi dsDPA a @xannasledek znu jejich
fotofyzikalnich a fyzikalnich vlastnosti, jako jeathochromni posun abs@érpch pas,
zmeény ve fluorescetnich spektrech, snizena produke® pii fotosensitizované reakci

a snizena rychlost oxidace dsDP# [d+2] cykloadici'O,. Tvorba ,host-guest* kompléx
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zvySuje termickou stabilitu endoperoidsDPAQ, které mohou slouZzit jako sekundarni
zdroje'0..

Lze shrnout, Ze shora uvedené latky lze vyuZit jakositizery (producenty),
akceptory i vodorozpustné sekundarni zdroje, respnasee 'O, Jejich vyjimens
termicky stabilni supramolekularni komplexy s cyldatriny mohou byt vyuzity pro
studie mechanistnreakci*O; ¢i v organické syntéze.

Dalsi studie byla za#hena na sensitizery TPPgHa TMPyp/Cl, Tos s rozdilnou
polohou kladnych nébbj (centrum - periferie). Bylo zji8ho, Ze diprotonizovany
aniontovy sensitizer TPPSH vytvéi 1:1 host-guest komplexy s nativnifCD se
stejnou stechiometrii a vazebnou konstantou intergko jeho neprotonizovana forma
TPPS. Kladny néboj na porfyrinovém skeletu, vycfidzez protonizace pyrrolovych
dusikovych atorin nemé prakticky Zadny vliv na interakci s nativni@b. ,Host-guest"
komplex vznikd inkluzi sulfonované fenylov&asti molekuly sensitizeru do
cyklodextrinové kavity jeji SirSi stranou ,secongléace”. V gipadt inkluzniho komplexu
TPPSH?" sy-CD dochazi k inzerci fenylovgsti molekuly sensitizeru do cyklodextrinové
kavity jeji SirSi stranou.

Kationtovy sensitizer TMPyP/Cl, Tos sé&yimi kladnymi néboji na periferii
porfyrinového skeletu tud 1:1 nebo 1:2 supramolekularni komplexy s nativnig:
hydroxypropylovanymi, triMe3-CD, SQ-B-CD a diMeS@-p-CD. S vyuzitim NMR
spektroskopie bylo zji8ho, Ze sensitizer interaguje s CD spiSe externimmebraym
modem. Mod intrakce byl navrZen na zakladzdik chemickych postinnalezenych vH
NMR spektrech a pomoci 2D-NMR (ROESY, NOESY) speditopie. Nalezené hodnoty
vazebnych konstant jsou vrozmezk16® — 3x10° M ajsou vice neZ na velikosti
cyklodextrinove kavity zavislé na jeji funkcionald. NejstabilgjSi komplexy byly
zjisttny u SQ-B-CD, ktery ma vodikové atomy hydroxylovych skupiazanych na
uhlikovych atomech C-2, C-3 a C-6 nahrazeny suifpsiami.

NMR studie dale ukazaly, Zze také Tos, vystupujatioj protianion sensitizeru
TMPyP, je schopen vytvét ,host-guest komplexy s CD. Wdhto komplex byly
nalezeny dva mody interakce, a to jalegpuZzsi, tak SirSi stranu cyklodextrinové kavity.
»Host-guest” komplexy Tos s CD patrivznikaji i v gitomnosti sensitizeru TMPyP, ale

externi interakci TMPyYP s cyklodextriny znateimeovliviiuji.
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Tvorba komplex TMPyP s CD ma vliv na fotofyzikalni a fyzikalniadtnosti. E
méteni absorpnich spekter byl zaznamenan bathochromni posuyorescerinich
spektrech dochazi k rozliSeni emisnichtp&xistence supramolekularnich komplexyla
potvrzena i pomoci ESI-MS a CZE. Komplexace TMPy®Ryjsnkou nativnich CD
vyrazre zvysSuje hodnoty pK

Kationtové sensitizery jsatasto vyuzivany f PACT aplikacich. Na zakl&dkshora
uvedené prace se jevi moznost modulovat vlastridshito sensitizér jejich interakci

s vodorozpustnymi cyklodextrinovymi nosi
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