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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat Michaela Beranova
Skolitel doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.
Nazev prace Pfiprava fluorescencnich azaftalocyanin( pro znaceni

oligonukleotidovych sond I.

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou makrocyklické slouceniny s rozsahlym systémem konjugovanych
vazeb, diky kterému se uplatiuji jako vyborna barviva ¢i pigmenty, a je intenzivné zkouman jejich
potencial jako diagnostickych a terapeutickych prostfedkl. Tato diplomova prace se zabyva
pfipravou prekurzor( pro vytvoreni asymetrickych fluorescencnich tetrapyrazinoporfyrazin
(TPyzPz) metodou syntézy na pevné fazi nesoucich dva rdzné substituenty, jeden pro vazani na
pevny nosi¢ a druhy pro navazani oligonukleotidové sondy. V Uvodni ¢3asti jsou definovany
zakladni terminy tykajici se AzaPc, rozebrdny hlavni principy syntézy TPyzPz a moZnosti Upravy
jejich vysledné struktury. Vyznamnou cast prace tvoti popis typickych vlastnosti TPyzPz, vliv
struktury na jednotlivé parametry a obory jejich vyuziti. V dalsi ¢asti je popsana pfiprava
jednotlivych prekurzori pro cyklotetramerizaci. Experimentdlni c¢ast prace byla zahdjena
pfipravou 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoové kyseliny, stericky objemné molekuly, kterd pfi
vyuziti k periferni substituci potlacuje agregaci makrocykl(l. Pfiprava byla provedena rliznymi
metodami, které byly nasledné zhodnoceny z hlediska efektivity a vytéznosti. V dalsSim kroku
byla ptipravena kyselina prevedena na amidy, k ¢emuz bylo vyuZito rliznych amin(, nesoucich
ve své strukture azidovou ¢i primarni alkoholickou funkéni skupinu. Amidace byla provedena za
raznych podminek, které byly postupné optimalizovany. Takto pfipravené prekurzory byly
nasledné poufZity k substituci chlor(i v 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinu do prvniho ¢i druhého
stupné. PFi téchto syntézach byla zohlednéna citlivost kyanoskupin na bazické prostredi
a podminky substituce byly optimalizovany k dosaZeni co nejvy$si moiné Cistoty produktu
a vytéznosti reakce, pficemz se nejvhodné;jsim prostfedim pro ptipravu téchto prekurzord ukazal
byt roztok uhli¢itanu draselného, resp. hydrogenuhlicitanu sodného. Syntetizované molekuly
byly popsany NMR spektry, pfipadné i IC spektry. P¥ipravené prekurzory byly vazény na pevnou
fazi, jez byla aktivovana trichloracetimidatovou nebo propynylovou skupinou. Postup pfipravy
asymetrickych TPyzPz metodou pevné faze byl zvolen vzhledem k moznosti ziskat jinak obtizné
izolovatelné nesymetrické TPyzPz typu ABBB, kde B jsou ¢asti struktury nesouci na periferii silné

polarni substituenty.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical analysis

Candidate Michaela Beranova
Supervisor doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.
Title of thesis Preparation of fluorescent azaphthalocyanines for labeling of

oligonucleotide probes I.

Azaphthalocyanines (AzaPc) are macrocyclic compounds with large system of conjugated
bonds and are therefore used as dyes and pigments. Their potential as diagnostic and
therapeutic means is also under intensive examination. The aim of this thesis is a synthesis of
precursors for cyclotetramerization of asymmetric fluorescent tetrapyrazinoporphyrazines
(TPyzPz) via solid phase method bearing two various moieties, one suitable for binding to solid
phase and the other intended for binding of the final TPyzPz to oligonucleotides. At the
beginning of the thesis, basic terms related to AzaPc are defined. Also the main principles of
synthesis of TPyzPz as well as possible modifications of their final structure are discussed. An
important part of the thesis is the description of the typical properties of TPyzPz, the influence
of the structure on the individual parameters and the fields of their use. Afterwards the
preparation of each precursor with two different substituents for cyclotetramerization is
described. Procedure was started by preparation of the essential intermediate 4-hydroxy-3,5-
diisopropylbenzoic acid, a bulky compound preventing aggregation of macrocycles when used
as a peripheral substituent. Various methods for the synthesis were used, their efficiency was
evaluated and the most yielding one was selected. After 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoic acid
was prepared, it was functionalized to amides using variety of amines bearing an azido moiety
or primary alcoholic group. Several methods of amidation were tested and optimized to obtain
high yield and purity of the product. Prepared precursors were used for replacement of chlorines
in 5,6-dichlor-2,3-dicyanopyrazine to first or second degree. Due to cyanogroups sensitivity to
basic environment, the substitution conditions were optimized to obtain pure product and
high-yielding reaction. Potassium carbonate or sodium hydrogen carbonate were found the
most suitable to run these reactions. The synthetized compounds were characterized by NMR
and in majority of cases also by IR spectroscopy. Prepared monomers were bound to the solid
phase activated by either trichloroacetimidate group or propynyl moiety. The solid phase
method of cyclotetramerization could enable assembly of the ABBB macrocycle with B bearing

highly polar peripherally substituted structure.
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1. SEZNAM ZKRATEK

AA

AC

BF3.0OEt;

BuOH

DAMN

DBU

DCM

DIPEA

DMAP

DMF

DMSO

DNA

EAC

EDCI

EE

FA

HEX

HOBt

IPA

ICT

LiIHMDS

MeOH

MPAB

NMR

PCR

kyselina octova

aceton

komplex fluoridu boritého a diethyletheru
butanol

diaminomaleonitril
1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundec-7-en
dichlormethan

N,N-diisopropylethylamin
4-dimethylaminopyridin

N, N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

ethyl-acetat
N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
diethylether

kyselina mravenci

hexan

N-hydroxybenzotriazol hydrat
propan-2-ol

intramolekularni pfenos naboje (Intramolecular Charge Transfer)
lithium bis(trimethylsilyl)amid

methanol

methylester p-aminobenzoové kyseliny
nukledrni magnetickd rezonance

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)



PET

PHBA

PTD

RET

Rf

ROS

TBD

TFA

THF

TLC

fotonem vyvolany prenos elektronu (Photoinduced Electron Transfer)

p-hydroxybenzoova kyselina

fotodynamicka terapie

rezonancni prenos energie (Resonance Energy Transfer)
retencni faktor

reaktivni formy kysliku

toluen

1,5,7-triazabicyklo[4.4.0]dec-5-en

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)



2. KODOVE 0ZNACENIi SLOUCENIN

SPP-01 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoova kyselina

SPP-05 4-((3-chloro-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzoova kyselina
SPP-07 methyl-4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoat

SPP-08 dimethyl-4,4'-((5,6-dikyanpyrazin-2,3-diyl)bis(oxy))bis(3,5-

diisopropylbenzoat)

SPP-09 N-(3-azidopropyl)-4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzamid

SPP-10 N-(3-azidopropyl)-4-((3-chloro-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-3,5-
diisopropylbenzamid

SPP-11 N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-hydroxy-3,5-
diisopropylbenzamid

SPP-12 N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((3-chloro-5,6-

dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzamid

SPP-14 (4-hydroxy-3,5-diisopropylfenyl)(4-(2-hydroxyethyl)piperidin-1-
yl)metanon
SPP-15 N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((5,6-dikyan-3-(2-(2-

hydroxyethoxy)ethoxy)pyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzamid
SPP-16 N-(2-azidoethyl)-4-((5,6-dikyan-3-(4-(4-(2-hydroxyethyl)piperidine-1-
carbonyl)-2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2-yl)oxy)-3,5-
diisopropylbenzamid
SPP-17 4-((3-(4-((3-azidopropyl)karbamoyl)-2,6-diisopropylfenoxy)-5,6-

dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzoova kyselina

SPP-20 5-chloro-6-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril
AP-1 1-(4-azidofenyl)ethan-1-on

AP-4 1-(4-azidofenyl)propan-1,2-dion

AP-5 5-(4-azidofenyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrazin-2,3-dikarbonitril

AP-6 5-(4-azidofenyl)-6-chloropyrazin-2,3-dikarbonitril

AP-7 5-(4-azidofenyl)-6-((2-hydroxyethyl)thio)pyrazin-2,3-dikarbonitril
ZIP-21 5,6-bis(terc-butylthio)pyrazin-2,3-dikarbonitril

21P-87 5,6-bis(2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril

Nekontinualni oznacdeni pfipravenych sloucenin je zplsobeno tim, Ze jsme pfipravili vétsi
mnozstvi molekul, z nichZ nékteré se nasledné ukazaly jako nepfinosné pro nas zamér, a proto
nejsou v diplomové praci uvedeny. Rlznymi typy kddu jsou odliseny slouceniny dle charakteru

vazby substituentu na pyrazinové jadro a latky jiz dfive pfipravené spolupracovniky.

-10-



3. UvoD

Ftalocyaniny (Pc) jsou syntetické slouceniny, strukturou blizké porfyrinu. Pro své optické,
fotofyzikaIni a fotochemické vlastnosti jsou objektem zajmu védcl mnoha disciplin a nasly i
praktické uplatnéni v fadé oboru. (1) Jejich zakladni skelet mize byt obménén nahrazenim
nékterych uhliki v molekule jinymi atomy, nejcastéji se vyuZivaji dusikaté analogy,
azaftalocyaniny (AzaPc). Pc aAzaPc jsou ploché makrocykly srozsahlym systémem
konjugovanych vazeb, diky némuz se tyto slouceniny staly vyznamnymi barvivy a pigmenty.
VloZenim dalSich dusik( do struktury Pc se ¢aste¢né zméni absorpcni spektra sloucenin, a tim se
do urcité miry posouvaji moznosti jejich praktického vyuZiti. Pc a AzaPc nasly béhem nékolika
desetileti vyzkumu uplatnéni v mnoha rdznych odvétvich, jednim z nich je i oblast zdravotnictvi,
kde se vyuzivaji diky své vyjimecné schopnosti produkovat po excitaci aktivni kyslikové radikaly.
Nékteré Pc se uplatiuji jako terapeuticky prostiedek pfi |é¢bé nddorovych onemocnéni
a nékterych koznich onemocnéni. Vyuzivaji se ale i jejich dalsi vlastnosti, jimiz jsou schopnost
emitovat fluorescenci a také schopnost fluorescenci zhaset. PfedevSim maji AzaPc potencidl
vyuziti pro znaceni oligonukleotidovych sond pfi diagnostice genetickych chorob nebo pfi
monitoringu multiplikace DNA pomoci PCR v redlném case. Siroké vyuZiti Pc a AzaPc je
umoznéno jejich rozmanitou strukturou, jiz Ize modifikovat jak na zakladnim cyklickém skeletu,
tak i formou rlznych perifernich i neperifernich substituent(l. Oba typy modifikaci dalekosahle
ovliviuji vSechny fotochemické a fotofyzikalni vlastnosti vyslednych sloucenin. My jsme se
snazili ovéfit alternativni moZnost syntézy takovych AzaPc, které by se mohly vazat na
oligonukleotidové sondy, a které by se zdroven rozpoustély ve vodé lépe neZ vétsina doposud
pfipravenych sloucenin tohoto typu. Soucasné jsme chtéli zamezit agregaci, coZ je jedna

z negativnich vlastnosti AzaPc, branici plnému vyufZiti jejich potencialu.

-11 -



4. TEORETICKA CAST

AzaPc jsou dusikaté derivaty, tzv. aza-analogy Pc, coZ jsou organickd barviva zkoumana jiz po
fadu let. Termin aza-analogy znamena, Ze nékteré uhliky v makrocyklickém skeletu slouéeniny
jsou zaménény za dusiky. Na zakladé poctu dusikovych atom( atéZ jejich pozice v jadre
rozliSujeme nékolik druh( zamény v makrocyklu (benzen za pyridin, pyrimidin, pyrazin,
pyridazin), v této praci se budeme sousttedit na tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPz), ve kterych
dusiky nahradily methinové skupiny v benzenovém kruhu v pozicich 1,4 a jejichz centralni ¢ast
predstavuje porfyrazin. Ten svou strukturu odvozuje od porfinu, coZ je tetrapyrrol, tedy
sloucenina vzniklad kondenzaci ¢tyf pyrrolovych jader, a to pfes methinové mustky. (2) Tento
kondenzovany heterocykl se vyskytuje i jako zaklad dualezitych molekul v lidském téle, kde vaze

Zeleznaté ionty jako hem a formou hemoglobinu tak muize plnit funkci krevniho barviva.

7

s v Syl Sy
3 Fty s

HOOC COOH

orfin . fthalocyanin tetrapyrazinoporfyrazin
p porfyrazin hem (Pc) (TPyzPz)

%%9 %@ 5 %{w %*f

N N N N
N . NN W N )
/
N’
N‘ N

tetra(2,3- tetra(3,4-

. . . . tetra(3,4- tetra(4,5- T .
pyr(lgg)ggr;grza)zm pyr(lgz)ggr;fgrze;zm pyridazino)porfyrazin pyridazino)porfyrazin tetrapyrimidinoporfyrazin

Obrdazek 1 - Struktury obecnych makrocykli zaloZenych na porfinovém jdadre

4.1. Syntéza AzaPc

Ptiprava AzaPc a vsech struktur podobnych Pc se sklada z nékolika stupnd. Nejprve je potieba

pfipravit vhodné prekurzory — monomery, jejichZ zacyklenim neboli cyklotetramerizaci vznikaji

makrocykly.
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4.1.1. Syntéza prekurzorl
AzaPc vznikaji cyklotetramerizacnimi reakcemi substituovaného ¢i nesubstituovaného
prekurzoru, kterym je ve vétsiné pripadl pyrazin-2,3-dikarbonitril. (3) Pravé nitrilové skupiny
délaji tento prekurzor nejvhodnéjsi, ve vysledné slouceniné totiz tvofi centrdlni pyrrolova jadra
a podili se i na vystavbé azomethinovych mulstkd mezi jednotlivymi pyrrolovymi kruhy. Vyse
uvedeny prekurzor mlze byt pripraven kondenzacni reakci z alifatickych vychozich latek —
vicindlnim diketonem a diaminomaleonitrilem (DAMN). Tyto dvé slouceniny spolu reaguji

v kyselém prostredi, pfedstavovaném kyselinou octovou ¢i roztokem kyseliny chlorovodikové.

(2)
N N
R_O HN__#Z RN _Z
Lo —x
—
RTS0 HNT Y RTINT Y
DAMN

Obrazek 2 - Schéma pripravy pyrazin-2,3-dikarbonitrilu

Substituenty, vazané na volné uhliky v heterocyklu, se po tetramerizaci budou nachazet na
periferii makrocyklu. Faze, ve které se substituenty pfipojuji, je ur¢ena tim, zda je prvnim
atomem substituentu, sousedicim s kruhem, heteroatom. Pokud jim je, je vyhodné vyuzit jako
vychozi vicinalni dioxoslouceninu dichloroethanal. Vysledny pyrazin (5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitril), vznikly dvoustupfiovou reakci pres odpovidajici dioxoderivat, je substituovany
chlorem, ktery je elektrondeficientni a ochotné odstupuje nukleofilnim skupinam, jakymi jsou

alkoxidy, thioly a aminy. (2)

N H N
0« _Cl HN_ _Z 0 _N_ _FZ c. N, AN
—
(0] Cl HoN \\N @) ” \\N Cl N \\N
Obrdazek 3 - Schéma pripravy 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

Pokud se nukleofilni substituce provede ve dvou krocich s riznymi slou¢eninami, Ize docilit
vzniku asymetricky substituovanych AzaPc. V prvnim kroku, kdy dochazi ke vzniku
monosubstituovanych makrocykl(, je vSsak nutné chlazeni. (3) V pripadé substituent( vazanych
pres uhlik je lepsi je do slouceniny zakomponovat jesté pred kondenzaci ve formé prislusného

diketonu ¢i a-ketokyseliny.
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| kdyZz neni DAMN jedinym prekurzorem pro kondenzaci, je jednim z nejvyhodnéjsich, jelikoz u

dalSich moznych sloucenin je tfeba myslet na donory dusiku, diky ¢emuz Cistota produktu klesa.

4.1.2. Syntéza makrocyklu
Dalsi krok syntézy AzaPc je cyklotetramerizace, k niZ jsou potteba ¢tyfi molekuly pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu a jejiz mechanismus mUze probihat dle dvou riznych schémat. Prvni je iniciovano
nedostatkem elektron na nitrilovém uhliku. Nukleofilni skupiny jako alkoholatové jsou
elektrondeficienci ptitahovany a uhlik atakuji, tim jako meziprodukt reakce vznika
alkylkarboximidat. Ten napada dalsi kyanoskupiny do vytvoreni tetrameru. Takto vznikaji TPyzPz

bez centralniho atomu kovu. (4)

R R 1

_,R
(Co"
_R
N ‘& \Q
N X,
oN RN Ny QQ

R1 R

Obrazek 4 - Schéma cyklotetramerizace za iniciace alkoholdtu

Druhou moZnosti je pravé vyuziti templatového efektu kationtu kovu. Ten kolem sebe seskupi
jednotlivé monomery, které se tim k sobé dostanou na tésnou vzdalenost a za dodani energie
vytvori makrocyklus. PouZity kov je samozifejmé chelatovdn ve vysledném makrocyklu. Tento
mechanismus dosahuje mensi vytéZnosti, oviem s vyhodou se vyuzivd u monomer( s alkoxy-

a aryloxysubstituenty, kde brani stépeni a nahrazovani substituent( (viz dale).

RN _ANH Mg/Li/DBU
| ~ butanol
R N/ _____________
NS
1 \NH

Obrdzek 5 - Schéma cyklotetramerizace za vyuZiti templdtového efektu kationtu kovu
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Podminky reakce zavisi predevsim na charakteru substituentd a centralnim atomu kovu. Pokud
jsou substituenty elektron odtahujici zvysuji tak reaktivitu nitrilové skupiny areakce muze
Uspésné probéhnout uz za mirné zvySené teploty, ale pouze v pripadé, ze vysledny makrocyklus
bude bez centralniho atomu kovu. Naopak jedna-li se o skupinu, jeZz je donorem elektrond,
snizuje se rychlost reakce ajsou vyZzadovany extrémnéjSi podminky. Za téchto podminek je
nutné vyuzit vysoko vroucich organickych rozpoustédel, témi jsou chinolin, dimethylformamid,
N,N-dimethylacetamid, N,N-dimethylaminoethanol. (3) Vysoka teplota ovsem muZe vyvolat
problém se stabilitou navazanych substituent(l, predevsim alkylsulfanylovych a alkoholatovych
skupin, jez mohou byt pfipadné nahrazeny jinou pfitomnou nukleofilni skupinou, napf.
alkoholatem. Alkylaminoskupiny jsou naopak relativné stalé. (2) Jejich stabilita je také ovlivnéna
pouzitim rGznych kovl obsazenych v alkoholatech. Vétsinou se vyuzZivaji lithné nebo horecnaté
alkoholaty, pricemz lithné slouceniny jsou reaktivnéjsi, a proto se u labilnich funkénich skupin,
jako jsou alkylsulfanylové derivaty, pouZiva druhy zminény typ alkoholatu. (5) Navic pti pouZiti
horecnatych sloucenin dochazi k podpore pribéhu reakce diky templatovému efektu kationtu
kovu, a substituenty jsou tedy nepfiznivym podminkdm vystaveny kratsi dobu. (3) Snaha o
zvyseni stability vazby substituentl diky pouZziti objemnych skupin, které by stericky branily
reaktivnim radikaliim, se ukazala jako licha a rozméry substituentd nemaji na stabilitu tak silny
vliv, jak se myslelo, (2) vyjma nékterych substituentd jako jsou n-oktylsulfanyl nebo terc-

butylsulfanyl. (6)

4.1.3. Kovy
Koordinacné se do centra makrocyklu miZe navazat mnoho rdznych druhd kovl, které
nasledné ovliviuji vlastnosti konecnych sloucenin. Vtéto praci se budeme zabyvat
diamagnetickymi kovy a polokovy (Zn, Mg), jelikoZ je jejich vliv vyrazny predevsim v oblasti

fotochemickych vlastnosti sloucenin (viz dale).

Atom kovu se muzZe do slouceniny inzertovat i po vyuZiti alkoholatu jako inicidtoru pripravy
porfyrazinového jadra, tedy bez pouZiti kovového templatu. Jedna se o vcelku nendrocnou
reakci, kdy se do nekovového makrocyklu pouze komplexuje atom kovu. Vse probiha za zvysené
teploty v pfitomnosti vhodné soli obsahujici pozadovany kov. (7) Ty mohou nejcastéji
predstavovat bezvodé acetaty Ci chloridy. (2) Nékdy muize byt zdrojem samotny kov, (7) (8) zde
je ovsem potreba v uréitych pfipadech pfidat mocovinu nebo molybdenan amonny jako

katalyzator. Cela reakce probiha ve vysokovroucim organickém rozpoustédle. (2)
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4.1.4. Asymetrie

Kvali specifickym poZzadavkiim na vlastnosti AzaPc bylo tfeba vyvinout syntézu makrocykld,
které by obsahovaly rzné substituenty a nebyly by sloZeny pouze z jednoho typu monomeru.
Pfestoze je znamo nékolik selektivnich metod, je dnes nejvyuZivanéjsi metodou statistickd
kondenzace, (2; 3) kde se kseparaci vSech produktl uzivd chromatografickych metod.
V pribéhu syntézy totiz vznikaji vSechny statisticky mozné kombinace dvou prekurzord A a B,
tedy AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB a BBBB. To je vyhodné, pokud jsou vSechny slouceniny
prfedmétem studia, v opacném pripadé tak klesa vytéznost reakce. (2) Navic pokud pyrazinové
jddro nese polarni substituenty, je izolace jednotlivych kongenerl metodou sloupcové
chromatografie slozita. DalSim nevitanym jevem je agregace produktl, které bude vénovana

samostatnd kapitola.

l

Obrdzek 6 - Schéma vzniku Sesti kongenerd statistickou kondenzaci

Specidlnim druhem statistické kondenzace je vyuziti plvodni nevyhody u mechanismu
postupné tetramerizace pomoci alkoholatu (viz vyse). Reakce tedy vychazi z jednoho prekurzoru
nesouciho jeden typ alkoholat a druhy monomer makrocyklu vznika in situ zdménou nékterych

aryloxy substituent( za alkoholat pouZity pro iniciaci cyklotetramerizace. (3)

4.1.5. Modifikace

Uprava hotové molekuly AzaPc se provadi pouze z vainych ddvodd, protoze riziko poskozeni
jeji struktury je pfrilis vysoké. Zvlasté pokud pfihlédneme k narocné syntéze, a predevsim velmi
komplikované izolaci. Nicméné se k nim pfistupuje ve tfech konkrétnich pripadech. Zaprvé se
AzaPc modifikuji, pokud je cilem pfiprava makrocykld s kvartérnimi amoniovymi substituenty.
Cyklotetramerizaci prekurzorG jiz nesoucich kvartérni amoniové skupiny totiZz porfyrazinovy
skelet nevznika. Je proto nutné, aby byly pfipraveny AzaPc s tercidrnimi aminy na periferii a jejich
kvarternizace byla provedena nasledné. (9) Ve druhém pfipadé postcyklotetramerizaéni Upravy

se jedna o optimalizaci struktury substituent( kvili dalsimu vyuZiti v riznych oblastech. Jde o
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vazani na rldzné nosice se specifickymi vlastnostmi. Témi mohou byt rlizné polymery ¢i jiné
nosi¢e upravujici vlastnosti AzaPc pro nasledné technologické zpracovani. (10) Poslednim
dlivodem pro postcyklotetramerizacni Upravy je pfiprava nestabilnich substituent(. Jedna se o
funkéni skupiny, které by v podminkach cyklotetramerizace podlehly nezamyslenym zménam.
Mnoho takovych substituentl je potfeba pro navazani AzaPc na biomolekuly, kterymi jsou napf.

oligonukleotidové sondy. (3) | této problematice se vénuje prakticka ¢ast diplomové prace.

4.2. Vlastnosti AzaPc

4.2.1. Absorbce — UV a vis spektra
Pro Pc a slouceniny od nich odvozené je schopnost absorpce ve viditelné oblasti spektra
daleZitou charakteristikou. Schopnost absorbovat zareni urcité vinové délky jim dava rozsahly
systém konjugovanych vazeb. Na zakladé pozice jejich absorpéniho pasu mohou ve viditelném
spektru nabyvat rdznych barev anebo vytvaret jiné fotochemické jevy, pro néz nachazime siroka

uplatnéni mimo jiné i ve fotodynamické terapii (viz dale).

AzaPc maji vyrazny Q-pas ve vinovych délkdch mezi 600 a 700 nm s relativné vysokym
extinkénim koeficientem pies 200 000 M* cm™. B-pas neboli Soretlv se naopak nachézi v oblasti
svétla modré barvy ve viditelné ¢asti spektra (okolo 360—370 nm). Pravé diky témto pasim se
uskuteénuje m-mt* prenos elektrond. Predevsim Q-pds, jeho tvar a plocha, je velmi citlivym
ukazatelem pfi zkoumani vlivu struktury, odhali i fyzikdlnéchemické zmény v rozpustnosti Ci
interakce s jinymi molekulami. U makrocykld s heteroalkylovym substituentem se m(ze projevit
i absorpce v novém pdsu, a to nejcastéji v oblasti vinovych délek 420-520 nm. Obcas dochazi
pouze k projevu ¢astecného prenosu ve formé ramena. Cely tento jev je popisovan jako n-m*
prenos samotného paru elektronl v nevazebném orbitalu heteroatomu. (11) Signifikantnéji jej
viak Ize pozorovat u AzaPc bez centralniho atomu kovu, co? vede k teorii, Ze centralni dusiky N3°

a N32 se znaénou mérou podileji na intenzité tohoto pfenosu. (12)
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Obrdazek 7 - Ocislovany vzorec TPyzPz
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Zde se dostavame k rozdilu TPyzPz oproti Pc, protoZze zaména methinovych skupin za dusiky
zpusobuje hypsochromni posun pozice Q-pésu, a to v rozsahu 40-60 nm. (6) Vliv na jeho presnou
pozici mize mit mnoho riznych faktor(. Projevuje se zde mnoho strukturnich efektl diky velké
skupiné rGznych substituentl a zejména nelze opomenout ani vliv centralniho atomu kovu. Jeho
bathochromni posun se projevuje se stejnou tendenci jak u substituovanych, tak u
nesubstituovanych makrocykll — nejvyssi posun vykazuji komplexy se ZrCl,, o néco mensi efekt
se projevi u atomu médi a zhruba odpovida skupiné SiCl,, jesté mensi posun zpUsobuji atomy

zinku a hotciku a nejmensi posun je pak zaznamenan u sloucenin s kobaltem. (13; 5; 14)

Na vysledné pozici Q-pasu se také z velké ¢asti projevi charakter atomu, jenz pfipojuje periferni
substituent, protoze pouze tak se mohou pripadné volné elektrony substituentu zapojit do
konjugace v jadre. Pouhy alifaticky uhlik jako substituent nema na posun vibec Zadny vliv a da
se svymi hodnotami témér srovnat s nesubstituovanymi makrocykly. (14) Stejné tak pokud na
néj navazeme dalsi aromatické jadro, jeho efekt na posun je pordd témér nulovy. Kyslikovy
mustek zpUsobuje jako jediny hypsochromni posun, v ostatnich pfipadech, at uz se jedna o siru

nebo dusik je zpGsoben posun bathochromni. (2)

Pfipadné napojeni dalsiho konjugovaného mt systému lze ¢aste¢né uskutecnit i pfes mirnou
rotaci aromatickych jader. Rozdil vinové délky se projevi i v poctu clenl pfipojeného cyklu.
Sesti¢lenné cykly, jako pyridinyl a fenyl, zp(isobi posun cca o 30 nm a péti¢lenné, naptiklad
thiofenyl a furanyl, dokonce az o 50 nm do vyssich vinovych délek. (2) Tato skutecnost je
diky tomu lepsi konjugaci. Délku posunu ovliviiuje i poloha heteroatomu vic¢i vazbé na
tetrapyrazinoporfyrazin, pficemz 2-yl izomer napomaha bathochromnimu posunu pfiblizné o 12
nm vice oproti 3-yl izomeru. Vyrazny bathochromni posun (az o 40 nm) mGzZeme sledovat po
prodlouZeni chromoforu diky konjugaci s acetylenovou skupinou. Na podobném principu
funguje i navazani styrylovych substituent(, které diky rozsifeni konjugovaného systému zpUsobi

jesté silnéjsi bathochromni posun. (2)

Dalsi zpUsob, jak docilit posunu, je rozsifeni TPyzPz makrocyklu. Toho lze dosahnout pfidanim
dalsiho benzenového kruhu a tim vytvofit jeden z chinoxalinoporfyrazin(. Vysledny posun se lisi
tim, zda je benzenovy kruh pfipojen za pyrazinovy (tetra-2,3-chinoxalinoporfyrazin), nebo je
vmezeren mezi porfyrazin a pyrazin (tetra-6,7-chinoxalinoporfyrazin). (15) V prvnim ptipadé je
posun bathochromni asi o 80 nm, kdezto ve druhém se Q-pds posune az o 120 nm do vyssich

vinovych délek.
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Obrdzek 8 - Obecné vzorce nékterych AzaPc s rozsifenymi makrocykly

Postupnym pridavanim dalSich benzenovych kruhl k chinolinovym jednotkam posun Q-péasu
linedrné narlsta vidy o 22 nm. Kombinaci nékolika benzenovych kruhl a chinolinu vznikne
tetrabenzo(g)chinoxalin-2,3-porfyrazin, ktery absorbuje elektromagnetické zareni o vinové

délce dokonce pres 800 nm. (16)

Bylo provedeno jesté mnoho dalSich Uprav struktury AzaPc vcetné pripravy asymetrickych

jader s a bez centralniho atomu kovu, vétsina z nich zplsobuje bathochromni posun. (5; 15)

4.2.2. Fotosenzitivita

AzaPc mohou pfijetim energie dosdahnout excitovaného stavu, zajimavé jsou jejich tzv.
relaxacni cesty neboli zpUsob, jakym z vyssi energetické hladiny opét klesaji do zakladniho stavu.
BéZné se uvoliuje nadbytecnd energie formou tepla, dale je ¢asta fluorescencni emise fotonu a
setkdvame se i se systémovym prechodem do tripletového stavu. Vtomto energetickém
mezistupni mlze molekula zbytek energie opét vyzafit jako fluorescenci, ztratit ji odtrzenim
elektronu ¢i protonu a jednoduse ho predat sousednim molekuldam (fotoproces typu I), nebo
mlze molekula pfedat energii kysliku fotoprocesem typu Il. (2) VSechny tyto moZnosti
presunu graficky prehledné znazorfiuje modifikovany Jablonského diagram. Pravdépodobnost
odevzdani energie urcitou cestou lze vypocitat a udavat v kvantovych vytéZcich (quantum
yields). Je to mnoizstvi jednotek daného procesu (molekul singletového kysliku, emitovanych

fotonl apod.) na pocet absorbovanych fotond. (3)

-19-



absorpce fotonu

2 , S intramolekularni konverze
S
e escence (e

0 mezisystémovy sestup
fosforescence

zpozdéna fluorescence
nezafiva relaxace (napf. teplo)

4V NV VaVaVy oV Vs

o
o
K

- ROS
t;;%pﬁoces Fotoproces typu |
302
3
So § : ¥ ﬁ/ &« -
=

Obradzek 9 - Modifikovany Jablonského diagram, podle (17)

4.2.2.1 Fluorescence a produkce singletového kysliku
Obé tyto vlastnosti celé skupiny Pc spolu Uzce souvisi co do podstaty i co do vyznamu. Vznik
velmi agresivniho, cytotoxického radikalu, jakym je singletovy kyslik, hraje vyznamnou roli ve
fotodynamické terapii. Jeho princip je zaloZen na vlastnostech fotosenzitizéru, ktery po
absorbovani zareni dané vinové délky prechazi do excitovaného tripletového stavu a pro
navraceni se do energeticky optimalniho stavu prenasi energii na zakladni stav molekularniho
kysliku. To ma za ndsledek vznik excitovaného stavu kysliku oznacovaného jako kyslik

singletovy (*0,). Jeho vzniku predchazi inverze spinu jednoho z elektron( vnéjsiho orbitalu.

Fotosenzitizér mize vysokou hladinu absorbované energie uvolnit i v jiné formé — emisi foton(

neboli fluorescenci. | tato vlastnost naléza vyuzZiti v mediciné, a to prfedevsim v diagnostice.

4.2.2.1.1. Struktura makrocyklu
PFi porovnani stejnych vlastnosti u Pc a jejich dusikovych analogll se ukazuje, Ze AzaPc maji

vyssi tendenci k fluorescenci nez k produkci singletového kysliku. U Pc je situace zcela opacna.

AzaPc by proto mohly nalézt vyuziti pti fluorescenénim znaceni sond (viz dale).
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4.2.2.1.2. Centralni ionty
Na to, ktera emise u slouceniny prevladne a v jakém mnoZstvi, maji vliv pfedevsim centralni

ionty kovu a periferni substituenty. VSeobecné vyssi hodnotu kvantového vytézku singletového
kysliku maji AzaPc se zinkem jako centralnim iontem (¢a = 0,53-0,68 (17); de= 0,26 (3)). Naopak
je tomu u komplex( horciku, jenz emituje vyraznou fluorescenci (¢a = 0,25 (3); ¢-=0,50-0,73
(17)). Tato situace nastava diky efektu tézkého atomu. To znamen3, Ze ¢im vyssi atomové Cislo
ma chelatovany kov, tim vice inklinuje k jinym systémovym prechodlm, ne? je fluorescence. Lze
dokonce vysledovat linearitu mezi narlistem kvantovych wvytézk( singletového kysliku
a zvysSujicim se atomovym Cislem. Naopak nepfimo uUmérné klesaji kvantové vytézky
fluorescence. (2) Pokud v sobé zadny centrdlni kov sloucenina neobsahuje, emituje snizenou
hladinu jak singletového kysliku, tak fluorescence. Jeji energie je totiz uvolnéna skrze

kompetitivni procesy, jako naptiklad kolizemi. (2)

4.2.2.1.3. Substituenty
Stejné dualeZitou roli v hodnotach emisi hraji i substituenty. Konkrétné zalezi na tom, ve kterych

polohach jsou substituenty vazany a zda jsou pfipojeny pfes heteroatom a popfipadé pres ktery.
Z hlediska fluorescence je velmi vyhodnym heteroatomem kyslik, nebot pravé u TPyzPz se
substituenty napojenymi pres kyslik je emise nejvyssi. Sira se stdva velmi vyhodnou diky svym
fotodynamickym vlastnostem, alkylsulfonylové substituenty maji totiz nejvyssi produkci
singletového kysliku. Naopak TPyzPz s dusikatymi substituenty neprodukuji téméf Zadna nebo
jen velmi mald mnozstvi kvant jak singletového kysliku, tak i fluorescence. Typ alkylové ¢asti
substituentu nehraje zasadnéjsi roli, at je alifaticky ¢i cyklicky, vliv heteroatomu je analogicky.
Fotodynamicka aktivita pouze alkylsubstituovanych derivatl bez ptipojeni pres jakykoliv

heteroatom vychazi méné vyhodné, avsak hodnoty fluorescenénich kvant jsou vyssi. (2)

4.2.2.2 Zhaseni fluorescence

| tento jev patfi mezi fotochemické a fotoelektrické vlastnosti AzaPc. Jednd se o AzaPc se
snizenou schopnosti fluorescence, i jeji naprostou absenci. V principu jde o jiny typ snizeni
energetické hladiny excitovaného stavu molekuly, ke kterému dochazi riznymi mechanismy,
které jsou popsany dale. Jednd se o kompetitivni prlibéh deaktivace excitovaného stavu
molekuly oproti pfedeslym procestim. Pokud je molekula schopna tohoto prenosu energie, pak
tyto mechanismy obvykle prevladaji diky své rychlosti. (3) Zhasece vychazeji pouze z nékolika
strukturalnich typQ. AzaPc jsou specialnim typem zhasecl tzv. , dark quenchers” neboli temné

zhasece, které postradaji schopnost vnitini fluorescence, coz je svyhodami vyuzivano pfi
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monitoringu pribéhu molekularné biologickych a biochemickych reakci (viz dale). (18) Také
jejich schopnost vytvaret singletovy kyslik by méla byt snizena idedlné na minimum. V téchto
pripadech jsou jako substituenty ¢asto vyuzivany alkylamino- a dialkylamino- skupiny, z nich pak
nejcastéji diethylamin. (19) Pokud dojde néjakym zplsobem k excitaci fluoroforu, uvolni
nadbytecnou energii formou emise fotonu (fluorescence), aby se vratil do zédkladniho stavu.
Uvolnénou energii zachyti molekula quencheru, efektivita zadchytu pfitom zavisi na vzdalenosti
obou molekul. Zachyt fluorescence vyvola excitaci quencheru, ten se v pfipadé AzaPC relaxuje
nejcastéji dvéma zplsoby. (19; 20; 21) Prvnim z nich je PET (photoinduced electron transfer),
ktery nastdvd u molekul, vjejichz struktufe neni dusik v perifernim substituentu vazan
bezprostfedné na makrocyklus a neni s nim ani jinak v pfimé konjugaci, coZ zapficini vynuceny
preskok elektronu z donorové na akceptorovou skupinu. Druhym zpUsobem, jimZ se
preusporadava prenesena energie, je mechanismus ICT (intramolecular charge transfer). Pro
rychly ICT je nutné, aby byl substituent zhdsece na jadro napojen pfimo pres atom dusiku nebo
jiny elektrondonorovy atom ¢i skupinu. Diky jeho volnému elektronovému paru a konjugaci, do
které se zapojuje, je hustota ndboje po excitaci rychle prerozdélena v molekule a proces
deaktivace jadra tak nedoprovazi radiace. (18; 3) Béhem prenosu totiz na okamzik dochazi
k vyraznému posileni charakteru ndsobné vazby pravé mezi dusikem azbytkem molekuly
kvili pfesunu volného elektronového paru z dusiku v ramci konjugovaného systému, a to aZ do
té miry, Ze vznika i intramolekularni stav oddélenych ndbojd (charge separated state). (22)
Obdobnému jevu dochazi v pripadé, kdy je dusik konjugovdn k makrocyklu pres aromaticky

¢lanek. (23; 24)

4.2.2.2.1. Statické zhaseni
NejcastéjsSim mechanismem metod detekce je statické zhaseni, kde se efekt zaklada na tom,

7e fluorofor a zhasec jsou spolu v tésné blizkosti (20 A) (25; 7) a vytvafi tak spolu nefluoreskujici
komplex. Tento dimer reaguje na excitaci jinak neZz jeho jednotlivé komponenty a celkové
vysledné vlastnosti komplexu nejvice zavisi na orientaci a velikosti jednotlivych dipdélovych

momentd. Obé slouceniny se nachazi v zakladnim energetickém stavu.

4.2.2.2.2. Dynamické zhaseni
Detekce probiha i diky dalSimu mechanismu prenosu energie mezi molekulami, kterym je

dynamické zhaseni zndmé jako RET (resonance energy transfer). Ani pfi tomto mechanismu
donor energie neemituje foton, atedy nedochazi k fluorescenci. (26; 27) Ai tento prenos

energie je realizovan dvéma rliznymi zplsoby. Tim hlavnim je Forsterliv mechanismus, fluorofor
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predava svou energii excitovaného stavu elektronu quencheru, a tim ho excituje. Tato schopnost
molekul je limitovana dvéma faktory, prvnim z nich je rozsah absorpéniho spektra, které se musi
z Casti prekryvat spektrum emisni. To je jedna z vyhod AzaPc jako zhasecu, jelikozZ jejich rozsah
je velmi Siroky, a to predevsim ve vysokych vinovych délkdch nad 630 nm, (19) kam spektra
vétsiny ostatnich typl zhasecld nedosahnou, s vyjimkou BBQ® 650 a BHQ®-3. Druhym omezenim
ovliviiuji do vzdalenosti 20-100 A. Pro kazdou dvojici makromolekul je tato vzdalenost specificka
a oznaduje se jako ForsterQv polomér (Ro), coZ je vzdalenost, pti niZ je efektivita prenosu energie

mezi fluoroforem a zhasecem presné 50 %.

Druhy mechanismus se nazyva Dexter(v nebo také kolizni zhaseni a dochazi k nému pouze pfi
prostorovém prekryvu orbitald obou makromolekul, tedy na relativné kratkou vzdalenost, coz
omezuje jeho vyuZiti u DNA sond. Znacnou nevyhodou dynamického zhaseni oproti statickému
je skutecnost, ze absorpcni spektrum quenchera musi z vétsi ¢asti prekryvat emisni spektrum

fluoroforu, jinak dochazi k vyrazného Sumu, coZ vyrazné omezuje moznosti jeho vyufziti.

Dle méreni dosahuje celkové ucinnost zhdseni 96 %, u dark quachers pak az dokonce pres 99 %.
(3) To zalezi predevsim na typu komplexu, pficemz rozliSujeme dva typy — H-dimer (sendvicovy,
face-to-face dimer) u ného? je diky presné opacné orientaci dipdld emise fluorescence vyrazné

snizena, nebo J-dimer, kde jsou zpravidla kvantové vytézky fluorescence vyssi.

— D N D = s—

J-agregat H-agregat

Obrdzek 10 - Schématické zndroznéni J- a H-dimert

4.2.3. Agregace
AzaPc maji vzhledem ke své planarni struktufe vysokou tendenci sesedat (agregovat) vlivem
silnych m-rtinterakci. (28) Je to jedna z jejich nezadoucich vlastnosti. Zasadné sniZuje rozpustnost
komplexud, komplikuje jak proces izolace, tak cisténi produktl, (18) a navic zkracuje polocas
tripletového stavu, coz silné negativné ovliviuje Ucinnost AzaPc pii fotodynamické terapii,
a jelikoz agregované makrocykly uvolfiuji svou energii v excitovaném stavu prevaziné teplem,
nejsou fotochemicky aktivni. Tento problém se fesi volbou vhodného periferniho substituentu,

ktery stericky zabrani ptiblizeni dal$i molekuly AzaPc. (5)

Jev agregace Ize objektivné mérit pomoci konstanty dimerizace (Kg). (2) Touto metodou se

porovnalo a prikazné zjistilo, Ze prostorové objemné;jsi substituenty jako terc-butyl zabranuji
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sedimentaci vice neZ substituenty ve formé dlouhého uhlikového retézce. Navic se zjistilo, Ze se
nezadouci vlastnost sesedani vice projevuje u AzaPc nez u samotnych Pc. (5) NejvétSim
problémem agregovanych dimerl je jejich nerozpustnost v polarnich rozpoustédlech, tedy
predevSim ve vodé, protoZe v takovéto formé nemohou ani dostatecné lipofilni slouceniny

prostupovat bunéénymi membranami a pro ucely PDT jsou tak nepouZzitelné. (2)

Jeden ze substituentl, ktery pfiznivé ovliviiuje agregaci, je terc-butyl av ortho polohach
k napojujicimu heteroatomu pak fenoxyskupiny, jez stericky brani i tvorbé asociované pevné
vrstvy. (29) Pro prevenci agregace lze vyuzit i centrdlni atom, pokud je ¢tyfvazny. Na jeho dvé
zbyvajici vazby lze navazat substituenty tycici se pod a nad uUroven planarniho makrocyklu a lze
tak efektivné zabranit tvorbé agregatl. Ovsem objemnost substituentl lze vyuZit pouze

v nepoldarnich rozpoustédlech.

Pro rozpustnost v poldrnich rozpoustédlech se ¢asto vyuzivd zmény naboje v substituentech.
U TPyzPz se vSemi nabitymi (nejcastéji kvarternizovanymi) substituenty je velmi dobra
rozpustnost ve vodé, podporena vytvorenim hydrochloridu slou¢eniny. (30) Pocet naboji musi
byt ovsem dostatecny. Pfi poctu ¢tyf nabitych substituentld z osmi moznych se zlepsi vlastnost
solubilizace, problém agregace se ovSem nereSi. Pro absolutni monomerizaci slouceniny je
nezbytné nutné, aby vSech osm substituentld bylo s ndbojem. Lze vyuZit jak kladné nabité
substituenty jako aminoskupiny, tak i zaporné nabité substituenty jako karboxylové nebo

sulfonové skupiny.

Rozpustnost hraje nejdllezitéjsi roli pfedevsim v nasledné distribuci v lidském téle, kde je
vodné prostiedi, ovsem jednotlivé kompartmenty jsou oddéleny lipidovou dvojvrstvou. Proto je
dllezity koeficient rozpustnosti v polarnich a nepolarnich rozpoustédlech, jinak Iatky

nedosahnou mista Ucinku a jejich terapeutickd hodnota klesa.

4.2.4. Acidobazické vlastnosti

Hlavni vliv na tyto vlastnosti maji dusiky pfitomné v azomethinovych skupindch a v pyrazinu.
Pokud se v makrocyklech nevyskytuji centralni ionty kovu, hraji zde zasadni roli i kyselé vodiky
pyrrolovych cykll a slouceniny se mohou chovat jako N-kyseliny. Z tohoto dlivodu mohou mit
nékteré AzaPc amfoterni charakter. (2) Pfi srovnani acidobazickych vlastnosti TPyzPz a Pc vychazi
AzaPc jako méné zasadité. Tento jev lze vysvétlit elektrony odtahujicim efektem pyrazinovych
kruht a také to zdGvodnuje, pro¢ maji AzaPc bez centralniho atomu kovu kysely charakter. Proto
se primarnim cilem pfi protonizaci nestavaji centralni dusiky, nybrz periferni pyrazinové dusiky.

Pokud se v tetrapyrazinoporfyrazinech vyskytuji periferni substituenty s dusikem, automaticky
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se z nich stavaji primarni cile protonizace v pfitomnosti i relativné slabych kyselin, jako je

kyselina octova. (2)

Chovani snadno odstupujicich vodikd centralnich dusik( u AzaPc bez centralniho atomu kovu
Ize pozorovat pti zkoumdni UV-VIS spekter. V zasaditém prostiedi, kde se slouceniny stdvaji
Uplné deprotonizované (na obou dusicich zaroven), totiz jejich spektra v podstaté odpovidaji

svym analoglm s centralnim iontem kovu, protoZe nabyvaji symetrické struktury. (12)

Nekovové formy AzaPc mohou tvofit se slabé bazickymi slou¢eninami (aminy, DMF, pyridin)
stejné jako nekovové Pc tzv. proton-transferovy komplex, ve kterém neni centralni vodik zcela
odstranén. Rychlost utvareni tohoto stavu opét do velké miry zavisi na substituentech
navazanych na makrocyklech. Donory elektronl (napf. diethylaminoskupina) formovani stavu
zpomaluiji, jelikoz snizuji aciditu centrdlnich vodik(. Naopak elektron odtahujici skupiny zvysuji

rychlost procesu. (2)

4.3. Vyuziti AzaPc

4.3.1. Fotosenzitizéry v PDT

Fotodynamicka terapie (PDT — photodynamic therapy) je jednim z nejnovéjsich zpuUsobi
zobrazeni alécby predevsim nadorovych a koznich chorob. Mechanismus lécby je zalozen
schopnosti Pc a AzaPc po excitaci produkovat singletovy kyslik a dalsi ROS (reactive oxygen
species — reaktivni formy kysliku). Tyto slouceniny jsou jakoZto radikdly samoziejmé znacné
reaktivni a ihned po vzniku se vazi na blizké biomolekuly (bilkoviny a lipidy). Takto deformované
struktury jiz nemohou plnit svou primarni funkci a tim dochazi k pferuseni biochemickych drah
v ramci buriky, kterd nasledné umira, at uz apoptoticky ¢i nekroticky. (31)

Light Tumor

Photosensitizer

Photosensitizer-loaded
nanocarrier Tumor destruction

Obrdzek 11 - Schéma PTD, prevzato z (32)

Fotosenzitizéry jsou aplikovdny topicky ¢i intravendézné a mnoho znich se prednostné
akumuluje v nddorovych burkach diky zvysené permeabilité jejich cév. Toto je jeden z dlvodd,
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proc jsou v této oblasti vyuzivany porfyriny (nap¥. Photofrin) nebo i Pc. JakoZto fluorescencni
barviva mohou slouZit i jako diagnosticky nastroj k samotné detekci tumor( a mohou loZiska
presné lokalizovat pfi jejich resekci, coz u¢inné redukuje Sanci k opétovnému propuknuti

nemoci. (31; 33)

PfestoZe je tato metoda IéCby povaZovana za velmi selektivni, protoZe radikdly maji velmi
kratkou Zivotnost a tim i omezenou vzdalenost, kterou mohou ROS dosahnout, je snaha tuto
selektivitu dale zvysSovat. Jeden zpUsob logicky vyplyva z cesty excitace fotosenzitizér(i — cilené
ozafovani aktivujicim svétlem. Z toho ovSem plyne i limitujici faktor vyuziti této 1é¢by i pouzitych
Pc. Vezmeme-li v potaz, Ze pro dosazeni dostatecné propustnosti svétla tkani je pfi PDT pro
produkci ROS optimdlni rozsah vinovych délek 630-800 nm, je mozné pouzit PDT pouze v pfipadé
povrchovych nebo nepfilis rozsahlych solidnich nadord, u kterych si pronikajici svétlo jesté
zachova dostatek energie pro tvorbu tripletovych stavl s produkci singletového kysliku. (3)
Ovsem i cilené ozarovani mlzZe aktivovat fotosenzitizéry ve zdravych burnkach kolem mista
aplikace lé¢by, a proto jsou molekuly lé¢iv upraveny napojenim na peptidy nebo protilatky, které
zajisti receptorem zprostiedkovany prenos léc¢iva pouze do nadorovych bunék. Nevyhodou této
metody jsou nevazané Pc, které se z organismu vylu€uji velmi pomalu a jsou zdrojem nezddouci
fototoxicity a fluorescence. (33) Tento problém byl feSen alternativni modifikaci makrocykld,
¢imz vznikly tzv. ,aktivovatelné fotosenzitizéry” (Activatable photosenzitisers). (31; 33) Ty na
sobé maji navazané sekvence DNA nebo dlouhé peptidy spolu se zhaseci. Zhasece deaktivuji
fotosenzitizéry do té doby, dokud jsou obé molekuly spole¢né navazané na spojovaci mUstek,
ktery je Stépen pouze v cilové burice nadoru. V této metodé je tedy molekula IéCiva pfitomna ve
véech bunkach téla, ale fotodynamicky aktivni ergo potencialné nebezpecnd je pouze

v tumorové tkani.

4.3.2. Zhaseni fluorescence
Zhaseni fluorescence se v poslednich desetiletich stalo zasadni metodou v oblasti detekce
a identifikace mutaci a kvantifikace nukleovych kyselin, ale i dalSich procesech molekularni
biologie a biochemie. (19) Do nedavné doby vsak byly vyuZivany pro tyto vlastnosti pouze

molekuly podstatné jednodussich struktur, prevazné derivaty difenyldiazenu a xanthenu. (19)

Pfi aplikovani této metody dochazi k uZiti dvou molekul rGzné struktury. Prvni je donorem
fluorescence (fluorofor) adruha jejim akceptorem neboli zhasecem (quencher). Ty spolu
vytvareji komplex, jenz je vazan slabymi nevazebnymi interakcemi, jakymi jsou mt-it hydrofobni

interakce, elektrostatické sily a sterické vlastnosti molekul. (34).
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Molekuly fluoroforu azhasece jsou navazany na DNA sondy. Kazdd molekula muzZe byt
navazana na svlij retézec oligonukleotidl, takové sondy oznadujeme za jednoduse znacené
(mono-labeled probes). Jednotlivé fetézce k sobé mohou anemusi byt komplementarni
a mohou byt i ¢aste¢né modifikované (adjacent probes, yin-yang probes, light up probes). Bézné
vyuzivané jsou také dvojité znacené sondy (dual-labeled probes), coZ jsou jednovlaknové sondy,
jez maji na jednom konci navazany fluorofor a na druhém zhasec. Toto vlakno muizZe byt opét
Castec¢né komplementarni (molecular beacons, scorpion primers), diky tomu pak vytvari smycky.

VlIdkno ale také vibec obsahovat komplementarni baze nemusi (TagMan probes). (19)

Loop
Sequence
Loop Sequence
5 Reporter
Stem 3" Quencher
Sequence R & e ™
s - Q
| ——
Q' R S
5 Reporter Aamplified Target DNA
3" Quencher
1. Unbound beacon with 2. Bound beacon with
quenched fluorescence unquenched fluorescence

Obrdzek 12 - Schéma dvojiteé znacené sondy (Molecular beacon), prevzato z (35)

Jednotlivé druhy sond se diky svym rozlicnym vlastnostem vyuZivaji k detekci v rGznych
oblastech biologickych véd, at uz se jedna o genotypizaci lokusl konkrétnich onemocnéni
a mutaci ¢i alel jinych lidskych genl, nebo hybridizaci v Zivych burkach. Napfiklad ,light-up
probes” se vyuZivaji hlavné ve virologii, pro moznost vyuziti kratkych sekvenci a stabilnéjsich

YT

fetézcové reakci (PCR — Polymerase Chain Reaction) pti amplifikaci danych sekvenci DNA. (19)

5 Reporter
R
5' Reporter
P 3' Quencher 3’ Quencher
R ' Taq
- Q —~ DNA " e Q
2" polymerase =22 | s ”
Amplified Target DMA
1. Probe in solution emits 2. Emission of the fluorescence
low fluorescence by hydrolysis

Obrdzek 13 - Schéma dvaojité znacené sondy (TagMan probe), prevzato z (36)
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5. CiL PRACE

Tato prdce se zaobird syntézou asymetrickych fluorescencnich AzaPc typu ABs, nesoucich

vhodné funkéni skupiny pro navazani dalSich struktur za Ucelem aplikace v molekularni biologii.

~R;
HO NH

ZT

\R’NB

Obrdzek 14 - Kongener AB3

Pro tento ucel je tfeba AzaPc svyrazné polarnimi, nejlépe ionogennimi perifernimi
substituenty. Takovéto polarni nesymetrické makrocykly je oviem obtizné, az nemozné po
syntéze metodou statistické cyklotetramerizace separovat ze smési vzniklych kongenert. Cilem
této prace proto bylo ovéreni moznosti pripravy nesymetrickych AzaPc na pevné fazi, na které
by zlstala zakotvena pouze nesymetricka cilova molekula, ¢imZz by odpadla nutnost nasledné
slozité purifikace. Pfredpokladem byla syntéza vhodného prekurzoru A, schopného navazani na
pevnou fazi azaroven po cyklotetramerizaci poskytujiciho AzaPc se schopnosti konjugace
s pfislusné modifikovanym Fetézcem oligonukleotidu. Podjednotky B by pfitom nesly stericky
objemné a zaroven polarni substituenty, branici agregaci i ve vodném prostfedi. Dil¢im cilem
prace byla tedy pfiprava prekurzoru A, obsahujiciho ve struktufe azidovou funkéni skupinu,
umoznujici velmi efektivni vazbu ,click” reakci typu Huisgenovy cykloadice na cyklooktynem
modifikovany fetézec oligonukleotidu. (37) Jako druhy substituent na prekurzoru A byla

zamyslena primarni alkoholicka skupina, ktera by slouzZila k navazani pevné faze.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Vychozi latky a rozpoustédla pro reakce byly zakoupeny od firem Lach-Ner, Penta a Merck.
Prabéh reakci a Cistota vyslednych produktl byli sledovany pomoci tenkovrstvé chromatografie
(thin layer chromatography, TLC) na deskach Merck Kieselgel 60 F254, detekce UV lampou
probihaly za vinové délky 254 nm nebo 366 nm. Cisténi produktd bylo realizovdno pomoci
sloupcové chromatografie na stacionarni fazi Merck Kieselgel 60 (0,040 — 0,063 mm) nebo
pomoci Flash chromatografie na pfistroji CombiFlash® Rf na Katedfe farmaceutické chemie a
farmaceutické analyzy. Mobilni faze, které byly pouzité pfi Cisténi, jsou uvedené u jednotlivych
reakci nize. IC spektra byly métena na IC spektrofotometru Nicolet 6700 v ATR médu na Katedfe
anorganické a organické chemie. *H NMR a 3C NMR spektra byla méfend na pfistroji Varian

VNMR S500 na Katedfe anorganické a organické chemie.
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6.1. Obecna schémata pripravy

6.1.1. Retrosyntézal
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6.1.2. Retrosyntézall
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6.2. PFiprava prekurzort

6.2.1. SPP-01

Oy OH Oy _OH
on  H2S04 Hz0
: )\
OH OH
PHBA (MW=138,12 g/mol) 10g 72,4 mmol
propan-2-ol (MW= 60.1 g/mol, p=1,05 g/cm®) 13 g=16,6 ml 217 mmol

H,S04 (36 ml) byla pfikapavana do 2,5 ml vody vychlazené na 5 °C a snizend teplota byla
udrZovana i nadale, kdy byla po castech pfiddna PHBA a poté propan-2-ol. Poté byla smés
zahfivana na 55-60°C po celou dobu reakce (cca 5 hodin). (38; 39; 40) Na TLC
(HEX:EAC:AA 20:3:1) sledovano vymizeni PHBA (Rf=0,4). Po ukonceni byla smés ochlazena
a opatrné prevedena do smési 100 ml vody a 80 ml toluenu s teplotou 5 °C. Po celou dobu byla
teplota udrzovdna pod 20 °C. Celd smés byla protfepana a organickd vrstva oddélena, znovu
protfepana s 30 ml 20% solanky, vysusena bezvodym siranem sodnym a na zavér odparena ve
vakuu. Zbytek po odpareni byl rozpustén v 30 ml methanolu a zfedén vodou do vysrazeni
produktu, ktery byl nasledné odsat a promyt cyklohexanem. Srazenina (9 g) byla ovsem silné
znedisténa vedlejsimi produkty, ty nebyly Uplné odstranény ani sloupcovou chromatografii
(300 g) s mobilni fazi HEX:EAC:AA 20:3:0,5, ani dalsi krystalizaci ze smési methanol:voda. Po
dalsim sloupci byly oddéleny pouze Cisté frakce, které se sice nepodafilo vykrystalizovat ze
soustavy ethanol:voda, ale pfi odpareni vétSiny rozpoustédel se ziskdvany olej zménil na
srazeninu, kterd byla odsata a promyta vodou a hexanem, z ¢ehoz bylo ziskano 3,5 g Cisté latky,

coz odpovida 21,75 %.

Bé&hem dalSich ptiprav byl optimalizovan postup izolace a krystalizace, jenZ vypada nasledovné:
Celd reakéni smés se vytiepe s toluenem, organicka faze se vysusi bezvodym siranem sodnym
a po prefiltrovani se odpafi rozpoustédlo. Vysusena latka se rozpusti v methanolu a vytfepe se
s hexanem, do kterého sice prechdzi i mala ¢ast produktu, ale pfedevsim do néj prechazeji jinak
tézko oddélitelné vedlejsi produkty, na TLC pohybujici se stiny tésné nad a pod cilovym
produktem. Jejich zbytky potom jiz necini v reakéni smési vétsi prekdzky. Methanolicka faze se

odpafi a smés se rozpusti ve vodném roztoku NaOH, ktery se vytiepe s toluenem. Vodna faze se
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poté okyseli HCI azmirné kyselého roztoku vypadava bild az svétle rGZovd srazenina.
Rekrystalizace se provadi rozpusténim srazeniny ve vroucim methanolu, do kterého se poté
postupné pridava voda. Roztok ovsem musi byt stdle Ciry. Nakonec se necha krystalizovat pres

noc. Odsaté krystaly obsahuji prakticky Cistou SPP-01. VytéZzek reakce je 71 %.
'H NMR (500 MHz, MeOH-dg) 6 (ppm) 7,79 (s, 2H, ArH), 3,33 (m, 2H, CH), 1,24 (s, 12H, CH3).

13C NMR (125 MHz, MeOH-dg) & (ppm) 170,76; 156,96; 136,16; 126,59; 122,84; 27,85; 23,23.
IC (ATR) Vmax= 1641 (CONH), 1667 (COOH), 2873, 2965 (CH,CH,CHs), 3456 (OH) cm™.
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6.2.2. SPP-07

OH
OH Cu, methanol
(|3' 40% NaOH
+Cl | Cl >
Cl
(0] (0]
I
Cu prasek (MW=63,55 g/mol) 02g 3,15 mmol
2,6-diisopropylfenol (MW=178,27 g/mol, p=1,54 g/cm®) 5,7 g=3,7 ml 0,032 mmol
CCly (MW=153,81 g/mol, p=1,59 g/cm®) 4,45g=2,8 ml 0,029 mmol

K médi byl pfidan propofol a 15 ml 40 % hydroxidu sodného. Smés byla nafedéna 15 ml
methanolu, zahrata pod zpétnym chladi¢em na teplotu v rozmezi 40-50 °C a béhem nékolika
minut byl pfikapan CCls. Poté byla teplota zvySena na 60 °C a ponechana tak po 4 hodiny.
Vychladla smés byla vlita do 50 ml vody a 3x vytfepdna s 20 ml toluenu. (41) Organicka faze byla
poté vytfepana se solankou a zbyld voda byla odstranéna bezvodym siranem sodnym. Po
prefiltrovani bylo za vakua odpafeno rozpoustédlo. Vysledkem reakce bylo 3,5 g smési. Na TLC
(HEX:EE 7:1) se objevila pfevaha skvrny s Rf 0,4, vychozi latka byla patrna ve zbytkovém mnozstvi
s Rf 0,8. Smés byla precisténa sloupcovou chromatografii (250 g silikagelu) mobilni fazi pouZzitou
na TLC, avsak se stoupajicim gradientem z poméru 10:1 se po vymyti necistot preslo na rychlejsi

pomeér 5:1. Vytézek Cinil 61 %.
IH NMR (500 MHz, Ac-dg) & (ppm) 7,95 (s, 1H, OH), 7,78 (s, 2H, ArH) 3,83 (s, 3H, CHs), 3,39 (m,

2H, CH), 1,25 (s, 12H, CHs). 13C NMR (125 MHz, Ac-ds) & (ppm) 167,47; 156,18; 135,46; 125,93;
125,89; 122,75; 51,78; 30,26; 30,10; 29,95; 29,80; 29,65; 29,49; 23,05.
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6.2.2.1 Hydrolyza SPP-07 na SPP-01

OH OH
KOH, methanol

o 07 “OH
SPP-07 (MW=236,31 g/mol) 118 mg 0,5 mmol
KOH (MW=56,11 g/mol) 112 mg 2 mmol

KOH byl rozpustén ve 2 ml methanolu, poté byla ptidana SPP-07. Po 12 hodinach michani za
laboratorni teploty se TLC jevilo beze zmény, proto byly pfidany dalsi 3 ml methanolu a smés
zahfivana k varu pod zpétnym chladi¢em. Stale bez vysledku. Byly pfidany 2ml vody a michdno
za laboratorni teploty 4 hodiny. Ani za téchto podminek hydrolyza neprobihala. Teprve po
zahftivani na 70 °C 4 hodiny byla hydrolyzovana zhruba polovina SPP-07. Po dalSich 24 hodinach
pfi zahfivani na 87 °C pak vychozi latka zcela zhydrolyzovala. Po odpareni rozpoustédla byl
produkt rozpustén ve vodé a tento roztok byl okyselen. Ve vysledku vykrystalizoval témér Cisty

SPP-01 s vytézkem 186,5 mg, coz odpovida 84 %.

Tato cesta vyroby SPP-01 byla alternativou v obdobi, kdy jsme feSili problém s necistotami
provazejicimi plvodni reakci pro vyrobu tohoto prekurzoru. Po odstranéni komplikaci s izolaci
SPP-01 (viz vySe) byla plavodni reakce pro svou rychlost a cisténi pomoci krystalizace zvolena

jako vychozi. Nicméné je tento zplsob pfipravy vyuzitelny.
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6.2.2.2 Aminolyza SPP-07 na SPP-09

OH
TBD o
+ Ng/\/\NHQ _»HO
HN—\_\
0”7 o~ N3
SPP-07 (MW=236,31 g/mol) 236,3 mg 1 mmol
3-azido-1-propylamin ~ (MW=100.13 g/mol, p=1,02 g/cm?3) 120,16 mg 1,2 mmol
TBD (MW=139,20 g/mol) 41,76 mg 0,3 mmol

Vsechny slozky byly smiseny v bance, ovSem v deklarovaném mnoistvi se pevné latky
v tekutém aminu nerozpoustély, proto byl pfidan THF (10 ml). Ten byl postupné odparen
zahtivanim na 80 °C. (42) Reakéni smés se jevila beze zmény, proto do ni byl pfidan trojnasobny
molarni prebytek azidopropylaminu. Smés byla i naddle zahtivana na 80 °C pfes noc. Po kontrole
na TLC (HEX:EE 5:1) byl zjistén vznik produktu drZiciho se na startu. V reakéni smési bylo zjisténo
stale mnoho SPP-07, proto byl opétovné pridan azidopropylamin (3 x 1,2 mol). Ani po dalSim
michani smési za laboratorni teploty ale nevznikl vyrazny ocekavany produkt, na TLC se

zobrazovaly pouze vychozi latky a skvrna na startu, a proto byla reakce ukoncena.

Pro ziskani pozadované slouceniny byla nakonec zvolena jind cesta popsana v nasledujici

kapitole.
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6.2.3. SPP-09

OH HOBt, EDCI O
HO + HZN\/\/N3 — - HO

N3

SPP-01 (MW=222,28 g/mol) 814,8 mg 3,57 mmol
HOBt (MW=155.24 g/mol) 554,4 mg 3,57 mmol
3-azido-1-propylamin  (MW=100.13 g/mol, p=1,02 g/cm3) 425mg=416,6 ul 4,25 mmol
EDCI baze (MW=155 g/mol, p=0,877 g/cm?) 1318 mg = 1502 ul 8,50 mmol

SPP-01 s HOBt bylo rozpusténo a michdno asi 15 min v DCM s THF (50 ml cca v poméru 1:1,
vsamotném DCM se nerozpustilo, i po rozpusténi byl roztok mlécné zbarven) a béhem
nasledujicich 15 min byl pfidan azidopropylamin s EDCI bazi rozpusténou v DCM (10 ml, ihned
po pridani se roztok vycefil a zoranzovél). Spole¢né michano 1 hodinu. (43; 44) Z vysledné smési
byla odpafena za snizeného tlaku rozpoustédla a pevny zbytek poté rozpustén v EAC a vytfepan
s1M HCI, dale s10% roztokem NaOH a solankou (vSe cca 200ml). Zbytkova voda byla
odstranéna bezvodym siranem sodnym. Na TLC (HEX:EAC:AA 20:6:2,5) bylo patrné zmizeni
vychozich latek a vyraznd skvrna produktu. Pod produktem byl vidét i mensi Sum, ktery byl

odstran&n FLASH chromatografii. Cisty vytéZek reakce byl 386,7 mg, coz odpovida 47 %.

Reakce byla provadéna i s aktivatory DMAP (4,28 mmol) a DIPEA (7,14 mmol), ovSem vytézek

reakci Cinil pouze 18 %.

'H NMR (500 MHz, Ac-ds) 8 (ppm) 7,85 (s, 1H, NH), 7,69 (s, 2H, ArH), 3,45 (m, 4H, CH,), 3,39 (m,
2H, CH) 1,91 (t, 2H, CH2), 1,23 (s, 12H, CHs). 3C NMR (125 MHz, Ac-dg) & (ppm) 167,93; 154,46;
135,27; 127,41; 123,58; 49,93; 37,72; 30,26; 30,11; 29,96; 29,89; 27,47; 23,16. IC (ATR) Vmax =
1634 (CONH), 2096 (N3), 2362 (CN), 2871, 2932, 2963 (CH,CH,CH3), 3307 (OH) cm™.
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6.2.4. SPP-11

N3
HoN —
~ o\ _
o\L O
OH DMAP, DIPEA, EDCI —\
HO + (6] 0
0] \\\ xNH
O\L OH
N3 ©
SPP-01 (MW=222,28 g/mol) 288 mg 1,30 mmol
11-azido-3,6,9-trioxaundekan-1-amin
(MW=218.26 g/mol) 367 mg 1,68 mmol

DMAP (MW=122 g/mol) 98 mg 0,80 mmol
DIPEA (MW=129,24 g/mol; p=0,742 g/cm®) 292 mg =393 pl 2,26 mmol
EDCI baze (MW=155 g/mol, p=0,877 g/cm?) 462 mg = 526,8 pl 2,98 mmol

SPP-01, DMAP a DIPEA byly spolecné s azidotrioxaundekanaminem rozpustény v 30 ml DCM a
michany za laboratorni teploty. Po rozpusténi vSech slozek byla po kapkach béhem nékolika
minut pfidavana EDCI baze. Poté byla smés michana 4 hodiny. (43; 44) Dle TLC (HEX:EAC:AA
10:3:1) béhem uplynulé doby zreagovala pfiblizné polovina vychozi latky SPP-01 (Rf = 0,7), smés
byla nechana michat pres noc. | kdyzZ skvrna produktu (Rf = 0,2) narostla, vychozich latek bylo na

TLC stale signifikantni mnoZstvi.

Postup byl jeSté jednou zopakovan. Reakce opét probihala pfes noc. Azidotrioxaundekanamin
a DIPEA byly pfidany v malém prebytku, aby bylo dostatecné zaktivovano a zreagovano dané
mnoZstvi SPP-01. Celkové mnoZstvi smési (380 mg) bylo prevedeno na silikagel a precisténo
sloupcovou chromatografii. Nejprve byla pouZita stejnd mobilni faze jako na TLC, tedy

HEX:EAC:AA 10:3:1, po vymyti vychozi latky SPP-01 byla na rychlejsi soustavu 10:10:1.

'H NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 7,71 (s, 2H, ArH), 3,6-3,7 (m, 12H, O-CH), 3,55 (m, 4H, N-CH,),
3,38 (m, 2H, CH3), 1,23 (s, 12H, CH3). **C NMR (125 MHz, Ac-de) 6 (ppm) 206,12; 167,71; 154,39;
135,22; 127,51; 123,58; 71,24; 71,14; 70,95; 70,64; 70,52; 51,32; 40,32; 30,26; 30,10; 29,95;
29,80; 29,65; 29,49; 29,34; 27,48; 23,17. IC (ATR) Vmax = 1633 (CO), 2101 (Ns), 2358 (CN), 2868,
2960 (CH,CH,CHs), 3291 (OH) cm?.

-38 -



6.2.5. SPP-14

H
N
0 O
DMAP, DIPEA, EDCI
HO + >~ OH
OH N
OH
OH
4-piperidinylethanol (MW=129,2 g/mol) 259 mg 2 mmol
DMAP (MW=122 g/mol) 61 mg 0,5 mmol
DIPEA (MW=129,24 g/mol; p=0,742 g/cm®) 259 mg = 350 pl 2 mmol
EDCI baze (MW=155 g/mol, p=0,877 g/cm?) 310 mg = 354 pl 2 mmol
SPP-01 (MW=228,3 g/mol) 342 mg 1,5 mmol

Vsechny vychozi latky vyjma SPP-01 byly smichany v 50 mI DCM za laboratorni teploty. Po jejich
rozpusténi bylo pomalu pfidavano SPP-01, po ¢emz se v roztoku vytvotila srazenina, jez se
rozpustila az po pridani 20 ml DMF (pfidavek 20 ml THF byl netcinny). Smés byla takto michana
pres noc. (43; 44) Na TLC (T:AC:AA 25:5:0,3) byla stéle trochu patrna vychozi latka (Rf = 0,6),
avsak vétSina se jevila jako produkt (Rf=0,2). Smés byla vycisténa pomoci sloupcové
chromatografie. Nejprve byla pouZita dvodni mobilni faze a po vymyti SPP-01 byl do soustavy

pfidan aceton a7 do poméru 20:10:0,3. Cisty vytéZek ze sloupce ¢&inil 247 mg, co? odpovida 49 %.

'H NMR (500 MHz, Ac-de) & (ppm) 7,15 (s, 2H, ArH), 3,57-3,65 (m, 6H, N-CH,, O-CH>), 3,39 (m,
2H, CH), 1,77 (k, 4H, CH»), 1,5 (m, 3H, CH,), 1,22 (d, 12H, CHs). 13C NMR (125 MHz, Ac-ds) & (ppm)
170,17; 151,97; 134,46; 128,40; 122,79; 59,00; 39,47, 32,98; 32,52; 29,46; 29,30; 29,15; 29,00;
28,84; 28,68; 28,53; 26,59; 22,38. IC (ATR) Vimax= 1614 (CO), 2861, 2926, 2955 (CH,CH,CHs), 3233
(OH) cm™.
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6.3. Vazani prekurzort

6.3.1. SPP-05

2 O THF, K,COg, H,0
- \ + HO
L Cl OH NS _N__0O
gt
& N al
5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin (MW=199 g/mol) 100 mg 0,5 mmol
SPP-01 (MW=222,28 g/mol) 166 mg 0,75 mmol
K2COs (MW=138 g/mol) 166 mg 1,2 mmol

5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin byl rozpustén v THF a k nému byl pfikapan SPP-01 rozpustény v
roztoku K,COs. Celd smés byla michana za laboratorni teploty. Po odpareni THF byl vodny roztok
K2COs neutralizovdn 35% HCl az do mirné kyselého pH, ¢imz doslo k vysrazeni bilé latky. Ta byla
odsata v surovém vytézku 240 mg. Poté byla precisténa sloupcovou chromatografii nejdrive
mobilni fazi HEX:EAC:AA 20:5:1 do eluce horni skvrny, pak pres chloroform na CHCI;:MeOH:AA
20:1:1 pro ziskani spodnich dvou svétle modfe zhasejicich skvrn, predpokladaného di-
a monosubstituovaného derivatu. V dostatecné Cistém stavu se podafilo ziskat pouze

monosubstituovany derivat ve velmi nizkém vytézku 15 mg, coZ odpovida 15 %.

Tato reakce byla provedena v nékolika rdznych bazickych prostiedich. Pyridin vSak podporoval
vznik tmavé smési neizolovatelnych produktli. Roztok NaOH mél pfilis bazicky charakter
a pfednostné reagoval s kyanoskupinami 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinu za vzniku nezadouciho

produktu.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 7,83 (s, 2H, ArH), 2,89 (m, 2H, CH), 1,17 (d, 12H, CHs). **C
NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 167,35; 155,34; 152,56; 150,20; 141,08; 129,91; 126,02;
122,49; 115,24; 113,04; 112,73; 69,15; 57,12; 40,49; 40,41, 40,32; 40,25; 40,16; 39,99; 39,82;
39,68; 39,49; 30,10; 30,01; 27,19; 23,45.
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6.3.2. SPP-08

(0] (0]
Nx cl N
N
N O THF, K,COq Hy0 NN O
\ + 2 HO > |
NS NS
Z N Ta Oo— “ N0
@) @)

I
5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin (MW=199 g/mol) 70 mg 0,35 mmol
SPP-07 (MW=236,31 g/mol) 177 mg 0,75 mmol
K2COs (MW=138 g/mol) 55 mg 0,40 mmol

5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin byl rozpustén v 10 ml THF a michdn za laboratorni teploty.
Paralelné byl pfipraven roztok K,CO3ve vodé (2 ml) a k nému pridan SPP-07 v THF, po rozpusténi
obou sloZzek byla tato smés béhem 15 minut pomalu pfikapdna k roztoku dikyanpyrazinu. BEhem
reakce bylo mozno na TLC (HEX:EAC:AA 45:5:1) pozorovat vznik dvou svétlych skvrn pod
skvrnami vychozich latek (produkt Rf=0,2. Po odpareni THF se vreakcni smési vytvofila
srazenina, ktera byla odsata, promyta vodou a nasledné precisténa sloupcovou chromatografii,
na kterou byla pouZita stejnd mobilni faze jako na TLC. Po precisténi byly ziskany dvé frakce
produktl, pricemzZ nasim zamyslenym produktem byla sloucenina s nizsim reten¢nim faktorem,

jejiz Cisty vytézek €inil 140 mg, coZ odpovida 67 %.

'H NMR (500 MHz, Ac-de) & (ppm) 8,01 (s, 4H, ArH), 3,96 (s, 6H, CHs), 3,18 (m, 4H, CH), 1,25 (d,
24H, CHs). IC (ATR) Vmax= 1708 (CO), 1734 (COO0), 2235 (CN), 2973 (CH,CH,CHs) cm™.
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6.3.3. SPP-10

H
N3\/\/N O

72 I O THF, K2003, Hzo
\ + HO
Z \N Cl NH N
N7 N _N._O
I
NC; N Cl

N3

5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin (MW=199 g/mol) 19,9 mg 0,1 mmol
SPP-09 (MW=304.4 g/mol) 30,4 mg 0,1 mmol
K2COs (MW=138 g/mol) 7,6 mg 0,055 mmol

5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin byl Uplné rozpustén v 3 ml THF a k nému byl béhem 30 minut
pomalu prikapan SPP-09 rozpustény ve vodném roztoku K,COs (1 ml). Celd smés byla jesté
30 minut michana za laboratorni teploty. Na TLC (T:AC 5:1) zcela zmizel dikyanpyrazin. Produkt
se eluuje s Rf=0,5. Rozpoustédla byla poté odparena za snizeného tlaku a pevny zbytek
precistén Flash chromatografii, misto plvodni soustavy vyuZzit acetonitril (Rf produktu 0,8),
protoze toluen interferuje s detekéni vinovou délkou chromatografu. VytéZzek po chromatografii
Cinil 25 mg, coZ odpovida 54 %. Béhem syntézy bylo zjisténo, Ze v roztoku se produkt rozklada
na silné polarni slouceninu, kterd na TLC sviti Zluté, proto je tfeba dodrZovat reakcni dobu pravé

nutnou k probéhnuti reakce.

IH NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 8,09 (s, 1H, NH), 7,89 (s, 2H, ArH), 3,52 (m, 4H, CH), 2,97 (m,
2H, CH), 1,90 (m, 2H, CH,), 1,21 (d, 12H, CHs). *C NMR (125 MHz, Ac-ds) & (ppm) 166,92; 157,73;
149,12; 143,02; 141,31; 135,43; 130,40; 126,86; 124,73; 113,65; 133,55; 49,85; 37,89; 30,25;
30,10; 29,95; 29,79; 29,71; 29,64; 29,48; 29,33; 28,26; 24,20; 22,52. IC (ATR) Vmax = 1635 (CONH),
2111 (Ns), 2872, 2932, 2971 (CH,CH,CHs) cm™.
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6.3.4. SPP-12

\
THF I
Ov\o/\/o\/\N /k?/k
/\/0\/\0/\/0\/\,\]

H
5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin (MW=199 g/mol) 77,9 mg 0,4 mmol
SPP-11 (MW=422,53 g/mol) 169,5 mg 0,4 mmol
K2CO3 (MW=138 g/mol) 30,5 mg 0,22 mmol

5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin byl rozpustén v THF (cca 2 ml) a michan za laboratorni teploty.
Paralelné byl pfipraven roztok K,COs ve vodé (cca 1 ml) a k nému pfidan roztok SPP-11 v THF (cca
2 ml), po rozpusténi obou sloZek byla tato smés béhem 30 minut pomalu pfikapana k roztoku
dikyanpyrazinu a vSe bylo michano dalsi 2 hodiny. Poté byla za vakua odparena rozpoustédia,
surovy produkt byl promyt vodou, vysusen a pfipraven k precisténi na Flash chromatografii.
K precisténi byl zvolen acetonitril, produkt s Rf 0,75 byl mobilni fazi eluovan rychleji nez vychozi

latky. Cisty vytéiek z reakce ¢inil 152 mg, co? odpovidd 65 %.

'H NMR (500 MHz, Ac-ds) 6 (ppm) 7,69 (s, 2H, ArH), 3,6-3,7 (m, 12H, O-CH,), 3,55 (m, 4H, N-CH>),
3,40 (m, 2H, CH), 1,25 (d, 12H, CH3). **C NMR (125 MHz, Ac-ds) 6 (ppm) 167,61; 154,27; 137,79;
135,09; 129,61; 129,43; 128,40; 128,86; 128,73; 128,65; 127,55; 127,85; 123,89; 78,25; 71,10;
71,95; 70,79; 70,71; 70,64; 69,88; 56,33; 51,26; 40,20; 30,52; 30,15; 30,10; 30,00; 29,94; 29,85;
29,80; 29,70; 29,54; 29,38; 29,23; 27,37; 24,76; 24,62
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6.3.5. SPP-20

OH 0
NS N O, o/ THF K,CO5 Hy0_ H
S | H N
‘s

N
5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin (MW=199 g/mol) 199 mg 1 mmol
597 mg 3 mmol
diethylenglykol (MW=106,12 g/mol, p=1,118 g/cm3®) 106 mg=95ul 1 mmol
318 mg =284 pl 3 mmol
K2CO3 (MW=138,2 g/mol) 69 mg 0,5 mmol

207 mg 1,5 mmol

5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin byl rozpustén ve 3 ml THF. Paralelné byl pfipraven roztok
diethylenglykolu a K,COs; ve vodé (1,5 ml). Tato smés byla po Uplném rozpusténi prikapavana
béhem 20 minut k prvnimu roztoku. Celd smés byla dale michdna pfi laboratorni teploté pres
noc. Poté se na TLC (HEX:EAC 1:1) nachazela jesté mala ¢ast 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinu
s Rf =0,75. Patrny byl i vedlejsi produkt na startu, zamysleny produkt se nachdzel uprostied
s Rf=0,45. Cela smés byla precisténa sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze
HEX:EAC 1:3 do vymyti zbytku vychozi latky, pak Cistym EAC eluovan Cisty produkt (TLC v EAC
Rf =0,3) ve vytéZzku 100 mg, coZ odpovida 37 %.

IH NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 4,75 (t, 2H, CHa), 3,96 (t, 2H, CH,), 3,61 (t, 4H, CH). 3C NMR

(125 MHz, Ac-ds) & (ppm) 158,62; 143,39; 130,19; 124,52; 113,85; 113,83; 73,61; 70,64; 68,89;
61,90; 30,26; 30,11; 29,95; 29,80; 29,64; 29,48; 29,33.
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6.3.6. SPP-15

(@)
N §
X _N_ _Cl HQ 0
|
L (
N// N (@) NH THF, KzCO3, Hzo o)
H J
(0]
o\L 0 HN
0 (0]
OH T\,
N
AN /N 0
SRS
—
N
NZ O/\/ \/\OH

SPP-20 (MW=268.66 g/mol) 81 mg 0,3 mmol
SPP-11 (MW=422.53 g/mol) 100,0 mg 0,24 mmol
K2COs (MW=138 g/mol) 19 mg 0,14 mmol

Slouceniny SPP-20 a SPP-11 byly smichany v THF (cca 2 ml) a za laboratorni teploty michany do
Uplného rozpusténi. K,CO; byl rozpustén ve vodé (cca 1 ml) a nasledné pomalu k roztoku
pfikapan béhem 10 minut. Zhruba po 2 hodinach se TLC (EAC, Rf = 0,2) jevilo bez vychozich latek.
Rozpoustédla byla odparena za snizeného tlaku, pevny podil precistén sloupcovou

chromatografii za eluce ethylacetatem, Cisty vytézek Cinil 96 mg, coz odpovida 61 %.

'H NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 7,88 (s, 2H, ArH), 4,8 (s, 1H, OH), 4,0 (t, 2H, CH.), 3,55-3,75 m,
18H, N-CH,, O-CH,), 3,39 (m, 2H, CH), 2,97 (m, 2H, CH,), 2,01 (t, 2H, CH>), 1,22 (d, 12H, CH3). *C
NMR (125 MHz, Ac-de) 6 (ppm) 206,09; 205,93; 167,01; 166,98; 153,19; 152,22; 151,89; 149,23;
141,47; 141,37; 135,29; 135,06; 125,60; 125,38; 124,74; 124,62; 123,25; 114,50; 114,33; 114,15;
73,77; 71,25; 71,18; 71,00; 70,65; 70,37; 69,74; 69,08; 61,99; 51,34; 40,58; 40,55; 30,26; 30,11;
29,95; 29,80; 29,72; 29,64; 29,49; 29,33; 28,50;28,18; 23,28. IC (ATR) Vmax= 1638 (CONH), 2104
(Ns), 2359 (CN), 2871, 2928 (CH,CH,CHs), 3334 (OH) cm™.
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6.3.7. SPP-16

OH

SPP-10 (MW=466.93 g/mol) 47,0 mg 0,1 mmol
SPP-14 (MW=333.47 g/mol) 37,0mg 0,11 mmol
K2CO3 (MW=138 g/mol) 10 mg 0,07 mmol

Slouceniny SPP-10 a SPP-14 byly rozpustény v THF (cca 2 ml) za michani a laboratorni teploty.
K2COs3 byl rozpustén ve vodeé (cca 1 ml) a pomalu pfikapan béhem 20 minut k reakéni smési. Cela
smés byla michana pres noc. Na TLC (HEX:THF 1:1) byly patrné zbytky SPP-14 (Rf = 0,3) a vyrazna
skvrna produktu (Rf = 0,2). Naopak stopy SPP-10 (Rf = 0,8) na TLC zcela chybély. Rozpoustédia
z reakéni smési byla poté odparena za vakua a pevny podil pfecistén sloupcovou chromatografii,

vytézek Cisté frakce byl 55 mg, coZ odpovida 74 %.

'H NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 8,1 (t, 1H, NH), 7,96 (s, 2H, ArH), 7,40 (s, 2H, ArH), 3,66 (t, 4H,
CH>), 3,50 (m, 6H, CH>), 3,10 (m, 4H, CH), 1,80-2,10 (m, 6H, CH), 1,50 (m, 1H, CH), 1,23 (d, 24H,
CHs). 3C NMR (125 MHz, Ac-ds) & (ppm) 169,59; 167,04; 151,95; 151,91; 149,207; 147,64,
141,40; 137,18; 135,25; 125,64; 125,59; 124,70; 124,39; 114,18; 68,02; 67,52; 60,49; 59,79;
49,89; 40,20; 37,71; 33,70; 30,26; 30,20; 30,11; 30,05; 29,95; 29,80; 29,74; 29,64; 29,49; 29,33;
28,50; 28,44; 26,12; 24,52; 24,15; 23,13; 20,78; 14,46. IC (ATR) Vmax= 2096 (CONH), 2239 (CN),
2873, 2931, 2965 (CH,CH,CHs), 3307 (OH) cm™.
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6.3.8. SPP-17a

H
N3 ~_N_O

N
. THF, K,CO3, H,0 X\ _N.__O
X
N NZ NTO
'’
I OH
NS

HO™ ~O
SPP-10 (MW=477 g/mol) 238 mg 0,5 mmol
SPP-01 (MW=222 g/mol) 122 mg 0,55 mmol
K,COs (MW=138 g/mol) 76 mg 0,55 mmol

Slouc¢eniny SPP-10 a SPP-01 byly rozpustény v THF (cca 20 ml) a michany za laboratorni teploty.
Paralelné byl pfipraven roztok K,CO3ve vodé (cca 1 ml) a béhem 30 minut byl pomalu ptikapavan
ke smési sloucenin. Na TLC (HEX:THF:FA 30:20:1) se vytvorily dvé svétlé skvrny pod vychozimi
latkami (Rf = 0,5 a 0,2), z nichZ zamyslenym produktem byla skvrna s nizsim retencnim faktorem.
Rozpoustédla z reakéni smési byla odpafena za sniZzeného tlaku azbytek byl precistén
sloupcovou chromatografii s vyuzitim uvedené mobilni faze. Vytézek cCinil 91 mg, coz odpovida

28 %.

H NMR (500 MHz, Ac-dg) & (ppm) 8,05 (t, 1H, NH), 7,94 (s, 4H, ArH), 3,55 (k, 8H, CHa), 2,95 (m,
2H, CH), 1,21 (d, 24H, CHs). *C NMR (125 MHz, Ac-ds) & (ppm) 167,43; 162,37; 156,53; 152,23;
149,59; 141,50; 138,30; 134,80; 129,14; 126,11; 124,59; 121,64; 114,83; 112,75; 108,33; 107,13;
67,80; 67,54; 49,96; 38,01; 35,06; 30,78; 30,36; 30,21; 30,12; 30,05; 29,90; 29,80; 29,74; 29,59;
29,43; 28,21; 28,11; 26,22; 24,51; 24,44; 23,55; 22,18; 21,36. IC (ATR) Vmax= 1638 (CONH), 1702
(COOH), 2098 (N3), 2362 (CN), 2968 (CH,CH,CHs) cm'™.
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6.3.9. SPP-17b

H
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0] OH
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NZ cl

HO™ ~O
SPP-10 (MW=477 g/mol) 47 mg 0,1 mmol
SPP-01 (MW=222 g/mol) 24,5 mg 0,11 mmol
NaHCO; (MW=84 g/mol) 19 mg 0,22 mmol

Slouceniny SPP-10 a SPP-01 byly rozpustény v THF aza laboratorni teploty byl do smési
prisypan NaHCOs. Nasledné bylo pfidano 0,2 ml vody a smés byla dobie promichana. Po kratké
dobé bylo mozno na TLC (HEX:EAC:FA 25:25:1) sledovat zreagovani SPP-10 (Rf = 0,8) a vznik dvou
novych skvrn. Cilovy produkt mél nizsi retencni faktor (Rf =0,2), po precisténi sloupcovou

chromatografii byl vytéZzek 30 mg, coZ odpovida 46 %.

1H NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 8,05 (t, 1H, NH), 7,94 (s, 4H, ArH), 3,55 (k, 8H, CH2), 2,95 (m,
2H, CH), 1,21 (d, 24H, CHs).
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6.4. Alternativni fada prekurzori

6.4.1. AP-1
NH, N3
NaNOZ, NaN3
@] @)
4-aminoacetofenon (MW=135,16 g/mol) 6,75 g 0,05 mol
NaNO; (MW=68,99 g/mol) 3,45¢g 0,05 mol
NaNs (MW=65, 01 g/mol) 2,35¢g 0,05 mol

K roztoku 4-aminoacetofenonu ve 14 ml konc. HCl a 14 ml vody byl za teploty 0 °C ptikapan
chladny roztok dusitanu sodného ve 14 ml vody. Poté byl pomalu pfikapan roztok azidu sodného
v 7 mlvody. Vznikla smés byla michana 30 minut pfi 0 °C, a pak byla postupné samovolné ohtata
na laboratorni teplotu a michana 6 hodin. Poté byla zfedéna vodou a extrahovana do EE.
Organickd faze byla postupné vytfepdna s vodou aroztokem NaCl. Nasledné byla vysusSena
bezvodym siranem sodnym a prefiltrovana. Ether byl odparen na vakuové odparce a produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze HEX:EAC 4:1. Cisty vytézek Einil

5,1 g, coz odpovida 75 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm) 8.04 (d, 2H; Ar-H), 7.43 (d, 2H; Ar-H), 2.50 (s, 3H; CHs).

13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 197.1, 149.2, 135.9, 129.6, 128.9, 26.8. IC (ATR) Vmax =
1651 (CO), 2090 (N3) cm™.
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6.4.2. AP-4

N
Nj 3
0. anh. Py
+ Se. —>
e
@)
o 6]
OH

AP-1 (MW=161 g/mol) 1,61¢g 10 mmol
Se0, (MW=111 g/mol) 1,89¢g 17 mmol

Sloucenina AP-1 a oxid seleniCity byly dispergovany arozpustény ve 100 ml bezvodého
pyridinu. Smés byla za michdni zahfivana na 110 °C po 1 hodinu, poté byla teplota snizena na
90 °C a ponechdna tak pfes noc. Po témér kompletnim vymizeni vychozich latek na TLC (HEX:EAC
4:1) byl z reakéni smési odsat precipitovany selen a promyt 50 ml DCM. Organicka vrstva byla
okyselena 1 M HCI, vodna faze pak byla vytfepana s DCM, poté byla organicka faze vytiepana 3x
s 1 M roztokem NaOH a nakonec byla vytfepdna i s vodou. Tato vodna faze byla okyselena na
pH 1 a opét vytfepana 3x s DCM. Organicka faze byla poté vysusena bezvodym siranem sodnym
a rozpoustédlo bylo odpafeno. (45) Vysledna smés byla precisténa sloupcovou chromatografii
za pouziti uvedené mobilni faze do vymyti skvrny vychozi latky, poté byl mobilni fazi

(HEX:EAC:AA 30:20:4) ziskan produkt. VytéZzek 1,5 g, coz odpovida 78 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7,95 (d, 2H, ArH), 7,33 (d, 2H, ArH). 3C NMR (125 MHz,

DMSO-ds) 6 (ppm) 188,11; 166,63; 146,22; 131,71; 128,95; 119,96; 40,20; 40,04; 39,87; 39,70;
39,54; 39,37; 39,20.
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6.4.3. AP-5

N3
N
N 3
X__NH, N
| . 14% HCI, methanol "X ___N
- N
NZ NH, o |
0 N// H @]
HO

Diaminomaleonitril (MW=191,15 g/mol) 108 mg 1 mmol
AP-4 (MW=108,1 g/mol) 191 mg 1 mmol

Diaminomaleonitril a sloucenina AP-4 byly rozpustény ve 2,5 ml 14% HCl a pfidany 2 ml
methanolu. Celd smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. (46) Na TLC (HEX:EAC:FA
40:20:1) bylo sledovano vymizeni vychozich latek s Rf 0,6 avznik signifikantniho vedlejsiho
produktu s intenzivné Zlutym zabarvenim. Proto byla reakce ukoncena areakéni smés byla
ochlazena v lednici. Vznikla sraZzenina byla odsata a promyta vodou. Surovy vytézek Cinil 230 mg,
coz odpovida 87 %. Produkt nebyl dale purifikovan, ale preveden pfimo na chlorovany derivat

AP-6 (viz ddle).
'H NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 8,48 (d, 2H, ArH), 7,27 (d, 2H, ArH). 3C NMR (125 MHz, Ac-de)

& (ppm) 157,32; 149,82; 144,53; 132,35; 130,85; 126,03; 122,14; 119,88; 114,87; 113,17; 30,26;
30,20; 30,10; 30,05; 29,95; 29,80; 29,64; 29,48; 29,33.
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6.4.4. AP-6

N3 N3
NS N NS N
B POCI, Py >/ I(@/
NI N SN el
AP-5 (MW=263,22 g/mol) 191 mg 0,73 mmol
573¢g 21,76 mmol
POCl; (MW=153,32g/mol, p=1,5g/cm?®) 1,5g=2,25ml 9,8 mmol
45 g =27 ml 294 mmol
pyridin (MW=79,1 g/mol, p=0,982 g/cm®) 111 mg=113 pl 1,4 mmol
3,32 g=3,38 ml 42 mmol

Sloucenina AP-5 byla dispergovana a rozpusténa ve fosforylchloridu. Celd smés byla chlazena
na 0 °C a béhem michani byl pomalu ptidan pyridin. Poté byla reakéni smés zahtata na 90 °C
a michana za téchto podminek po 2 hodiny. Poté byly tékavé reagencie odpareny za vakua
a zbytek po odpareni byl extrahovan do chloroformu, organicka faze byla promyta vodou
a chloroform byl poté opét odparen za vakua. (46) Na TLC (HEX:EAC 6:1) se s Rf =0,5 obijevil
produkt, jehoZ surovy vytézek Cinil 104 mg. Sloucenina byla pro ovéreni struktury precisténa

sloupcovou chromatografii za pouZiti uvedené mobilni faze.

Pfi opakované syntéze z5,73 g (30 mmol) byl produkt po extrakci do chloroformu a jeho
odpareni prekrystalizovan z toluenu, byl ziskan v Cistoté dostacujici pro dalsi reakce ve vytézku

5,71 g, coZ odpovida 93 %.
IH NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 8,05 (d, 2H, ArH), 7,36 (d, 2H, ArH). 3C NMR (125 MHz, Ac-ds)

6 (ppm) 156,63; 150,48; 144,70; 132,76; 131,98; 130,94; 130,47; 120,12; 113,99; 113,70; 30,26;
30,11; 29,95; 29,80; 29,60; 29,49; 29,34.
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6.4.1. AP-7

Ns Ng
>[/ | v Hg O THF KiCOg Hy0 &
NS
& N C X OH

AP-6 (MW=281,66 g/mol) 845 mg 3 mmol
2-merkaptoethanol (MW=78 g/mol, p=1,115 g/cm3) 257,4 mg =231 pl 3,3 mmol
K2COs (MW=138 g/mol) 235 mg 1,7 mmol

Slou¢enina AP-6 byla rozpusténa ve 20 ml THF. Paralelné byl v 10 ml vody dispergovan
merkaptoethanol a K;COs, smés byla michdna do rozpusténi anasledné béhem 20 minut
prikapana k rozpusténé AP-6. Ve bylo michano pfi laboratorni teploté. BEhem 1 hodiny na TLC
(HEX:EAC 2:1) zmizela vychozi latka (Rf =0,8) a pfibyl produkt (Rf =0,25). Rozpoustédla byla
odparena za snizeného tlaku a vysledna smés byla precisténa sloupcovou chromatografii za

pouziti vySe uvedené mobilni faze. Vytézek cinil 527 mg, coZ odpovida 54 %.

H NMR (500 MHz, Ac-ds) & (ppm) 7,95 (d, 2H, ArH), 7,32 (d, 2H, ArH), 4,36 (s, 1H, OH), 3,85 (t,
2H, CH,), 3,47 (t, 2H, CHa). 23C NMR (125 MHz, Ac-ds) & (ppm) 206,14; 205,98; 162,52; 155,58;
144,20; 131,99; 131,82; 130,91; 127,73; 120,15; 114,92; 114,66; 60,17; 35,05; 30,26; 30,10;
30,04; 29,95; 29,89; 29,80; 29,64; 29,48; 29,33

-53-



6.5. Vazba na pevny nosic

6.5.1. SP SPP-17

H
O N~ Ns
N\\>[N 0
’
K
& NTo
NS _N__0O HOBt, EDCI, DCM
SR
& NTTo
(0] O
HO
HO” 0 0
Wangova pryskyfice 250 mg 0,15 mmol
SPP-17 (MW=652,76 g/mol) 65 mg 0,1 mmol
HOBt (MW=155.24 g/mol) 16 mg 0,1 mmol
EDCI baze (MW=155 g/mol, p=0,877 g/cm3®) 31 mg=35pl 0,2 mmol

EDCI baze byla rozpusténa v DCM a poté byly vSechny slozky reakce véetné obou aktivatord
rozpustény a dispergovany v co nejmensim mnozstvi (2 ml) DMF. Celd smés byla michana
24 hodin, poté byla pryskyfice odsata a ddkladné promyta 2 x 10 ml DMF, 3 x 10 ml DCM,

2 x 10 ml THF a ve 2 x 10 ml methanolu.

Po vysuSeni smési nebylo moiné vytéZek pro malé mnoistvi kvantifikovat, proto bylo
pfistoupeno primo k pokusu o cyklotetramerizaci s 28 mg Zn(CH3COO); a 24 mg ZIP-87 v 1 ml
pyridinu. Celd smés byla zahfata na 90 °C po dobu 4 hodin. Poté byl nasazen na 1 hodinu reflux
a nasledné byla vznikld srazenina odsata a proplachnuta DCM (2 x 20 ml), THF (2 x 20 ml)

a methanolu (2 x 20 ml).

Pro ovéreni reakce byla ¢ast slouceniny odblokovana z pevné faze michanim ve smési 10% TFA
v DCM po 3 hodiny za laboratorni teploty. Na TLC (HEX:THF 1:1) se objevily pouze stopy

symetrického makrocyklu.
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6.5.2. Trichloracetimidatovana pryskyfice

/CN DBU, anh. DCM

0 + O
ClsC
HO 0o
ClaC—(

NH
Wangova pryskyfice (loading 0,6 mmo/g) 12¢g 0,72 mmol
Trichloroacetonitril (MW=144.39 g/mol, p=1,44 g/cm®) 3,119g=2,16 ml 21,6 mmol
DBU (MW=152.24 g/mol, p=1,02 g/cm®) 0,32g=0,314ml 2,16 mmol

Wangova pryskyfice bobtnala 1 hodinu v 20 ml bezvodého DCM. (Barika byla pred i po ptidani
pryskyfice vyfoukana argonem pro odstranéni vzdusné vlhkosti.) Poté kni byl pfidan
trichloracetonitril a celd smés byla zchlazena na 0 °C. Zhruba po 5 minutdch bylo ptidano
katalytické mnoZstvi DBU. Smés byla i nadale chlazena dalSich 45 minut. BEhem reakce bylo
mozné sledovat barevny pfechod roztoku od bezbarvé ke svétle hnédé. Po ukonceni reakce byla
pryskyfice promyta 3 x 20 ml DCM, 2 x 20 mI DMSO a 3 x 20 ml THF. Aktivovana pryskyfice byla

primo pouzita do dalsi reakce. (47)
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6.5.1. SP SPP-16
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Trichloracetimidatovana pryskyrice 735 mg 0,441 mmol
SPP-16 (MW=764 g/mol) 237 mg 0,31 mmol
BFs.0Et; (MW=141,92 g/mol; p=1, 125 g/cm3)  56,25mg = 50 pl 0,4 mmol

Aktivovana pryskyrice byla pfed zahajenim reakce vyfoukdna argonem a dispergovana ve 3 ml
bezvodého DCM po dobu 40 minut za laboratorni teploty. Do smési byl béhem 5 minut preveden
soubéziné pripraveny roztok SPP-16 ve 2 ml bezvodého DCM. Poté byl pfidan BF;.0Et; a smés
byla michdna 72 hodin za laboratorni teploty. Pro ukonleni reakce bylo pfiddno 2,5 ml
methanolu a 1,5 ml bezvodého DCM a jesté 3 hodiny michano, potom byla pevna faze odsata
a promyta 5x10mIDCM, 3 x10 mIDMF, 3 x10 mITHF, 3 x20 ml AC, 3 x 10 ml methanolu
a nakonec 3 x 10 ml H,0. (47) Hmotnost pevné faze Cinila 789 mg (teoreticky maximalné 735 +

237 =972 mg), pfirGstek hmotnosti tedy ¢inil 54 mg (23 % teoreticky mozného).
Pro ovéreni navazani SPP-16 bylo odebrano 65 mg pevné faze a odblokovano michanim ve

20 ml smési 10% TFA v DCM po dobu 3 hodin za laboratorni teploty. Na TLC (HEX:THF 1:1) se

neobjevily Zadné stopy SPP-16.
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6.5.2. SP AP-7
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Trichloracetimiddtovana pryskyfice

(loading teoreticky max. 0,6 mmol/g) 750 mg 0,45 mmol
AP-7 (MW=323,33 g/mol) 145 mg 0,45 mmol
BF3.0Et; (MW=141,92 g/mol; p=1, 125 g/cm?®) 56 mg =50 ul 0,4 mmol

Aktivovana pryskyfice byla dispergovana v co nejmensim mnoistvi bezvodého DCM (10 ml)
a po 40 minut michdna. Slouc¢enina AP-07 byla rozpusténa ve 2 ml bezvodého DCM, pro nizkou
rozpustnost byl pfidan 1 ml bezv. DMF. Po rozpusténi byl roztok pfikapan postupné béhem
5 minut k pryskyfici v DCM. Poté bylo pfiddano 50 ul BFs.OEt; a michano pres noc. Pro ukonceni
reakce byly pfidany 3 ml bezvodého methanolu a 2 ml bezvodého DCM, a jesté michano po
3 hodiny, poté byla pevna faze odsata a promyta DCM (3 x 20 ml), THF (3 x 20 ml) a znovu DCM
(4 x 20 ml). (47)

Navazani SP AP-7 bylo ovéfeno odebranim 65 mg SP AP-7 a jeho odblokovanim ve 20 ml smési
10% TFA v DCM po 3 hodiny za laboratorni teploty. Odpafenim rozpoustédel ze smési po
odblokovani bylo ziskano 7 mg pevného produktu, coZ odpovida vytézku 56 %. Na TLC (HEX:EAC
2:1) produktu se objevila pouze skvrna AP-7. Loading tedy ¢inil 7 mg/65 mg, 352 umol/g.
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6.5.2.1 SP AP-7+ZIP 21 A
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ZIP-21 (MW=306.45 g/mol) 30 mg 0,1 mmol
Zn(CH3COO0), (MW=183.47 g/mol) 55 mg 0,3 mmol
SP-AP7 65 mg 0,023 mmol

Vsechny slozky byly dispergovany v 1 ml pyridinu a byly zahfivany na 90 °C po 4 hodiny. Poté
byla smés dana na 1 hodinu pod reflux. Pfi reakci bylo moZné sledovat prechod zbarveni reakéni
smési i pevné faze zbéiové na tmavé zelenou. Pevna faze byla nakonec odfiltrovana
a proplachnuta DCM (3 x 20 ml), THF (3 x 20 ml) a methanolem (3 x 20 ml). Pro kontrolu bylo
provedeno odblokovani ¢asti pevné faze michanim ve smési 10% TFA v DCM po 3 hodiny pfi
laboratorni teploté. Na TLC (T:THF 20:1) byly patrné jen stopy pravdépodobné
cyklotetramerizované asymetrické frakce, vétSina produktu uvolnénad do roztoku byla

symetricka.
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6.5.2.2 SP AP-7+ZIP 21 B
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Mg (MwW=24,303 g/mol) 142 mg 5,9 mmol
Z1P-21 (MW=306,45 g/mol) 129 mg 0,422 mmol
SP-AP7 600 mg 0,211 mmol

SP-AP7 bylo dispergovano a michdno v 1 ml bezvodého butanolu pfi laboratorni teploté pres
noc. Smés 7 ml bezvodého butanolu, Mg a krystalku |, byla zahfivana 4 hodiny pod refluxem na
115 °C. Poté byl do smési s SP-AP7 pfidan ZIP-21 a obé smési byly smichdany a nechany i nadale
pod refluxem pres noc. Potom byla pevna faze promyta v DCM (3 x 20 ml), THF (3 x 20 ml), DMF
(3 x 20 ml), methanolu (3 x 20 ml) a pyridinem (3 x 20 ml). Pevna faze po promyti byla hnéd3, ne
zelena. Pro ovéreni vysledku reakce se 600 mg SP dispergovalo v 20 ml 10% TFA v DCM a michalo
se 3 hodiny pfi laboratorni teploté. V roztoku po odblokovani nebyl patrny zadny asymetricky

produkt.
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6.5.3. Propargylovana pryskyftice

Br
o . / NaH, anh.THF _ 0
FZ
HO
0
EJ
Wangova pryskyfice 2g 1,2 mmol
NaH (MW=46,98 g/mol) 144 mg 6 mmol
Propargylbromid (MW=118,96 g/mol) 714 mg 6 mmol

2 g pryskyfice byly dispergovany v bezvodém DMF. Smés byla ochlazena na 0 °C a postupné byl
pridan NaH (240 mg 60% NaH v mineralnim oleji, 0,85 g/ml). Reakéni smés se michala 2 hodiny
pfi 0 °C. Poté byl pfidan propargylbromid (892 mg/646 pl 80% propargylbromidu v toluenu)
a smés byla michdna ptilaboratorni teploté pres noc. (48; 49) Po odsati pevné faze byla promyta
v 3 x 20 ml toluenu, 3 x 20 ml THF a 3 x 20 ml hexanu. Hmotnost modifikované pevné faze byla

2,125 g (teoreticky maximalné 2,143 g), vytézek tedy cinil 88 %.
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6.5.4. SP SPP-10 click

H
N3\/\/ N O
Cul
0 k. askorbova
+
NS

SO ) 90

7 -

Propargylovand pryskytice 166 mg 0,1 mmol
SPP-10 (MW=466,93 g/mol) 93 mg 0,2 mmol
Cul (MW=190,45 g/mol) 1,9 mg 0,01 mmol
Kyselina askorbova (MW=176,12 g/mol) 18 mg 0,1 mmol

Pfed zahdjenim reakce byla barka i pryskyfice vyfoukana argonem. Do ni byly ndsledné ptidany
vSechny ostatni slozky a dispergovany v THF s DIPEA v poméru 2:1 v pfiblizném mnozstvi 1 ml.
Pred pribéhem samotné reakce byla smés jesté jednou probublana argonem, poté byla smés
pfes noc michana za laboratorni teploty. (48; 49) Poté pevna faze odfiltrovana, dikladné
promyta postupné v3x10mlAC, 3x10 mlMeOH a3 x 10 ml H,0. Hmotnost pevné faze
193 mg (teoreticky max. 166 + 46,7 = 212,7 mg), vytézek Cinil 27 mg, tedy 58 %.
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7. DISKUZE

Syntéza AzaPc se obecné sklada ze dvou ¢asti, cyklotetramerizace vhodnych prekurzor( a jejich
samotné syntézy. To byly také stézejni body této diplomové prace. Nasim cilem bylo ovérit
moznost pripravy asymetrickych TPyzPz s perifernimi substituenty, nesoucimi azidovou
a primarni alkoholickou skupinu, metodou syntézy na pevné fazi. Zaroven jsme chtéli zamezit
agregaci sloucenin v polarnich i nepolarnich rozpoustédlech. To lze zavedenim prostorové
vyraznych perifernich substituentll s polarnimi skupinami do vysledného TPyzPz. Vzhledem
k tomu, Ze cilové molekuly by mély byt pouZitelné jako fluorofory, jsme jako kli¢ovy substituent
zvolili 4-hydroxy-3,5-isopropyl benzoovou kyselinu (SPP-01), resp. jeji funkéni derivaty (vazba
perifernich substituent( na makrocyklus AzaPc pres kyslik podporuje emisi absorbované energie

fotonu formou fluorescence na Ukor produkce singletového kysliku).

7.1. Syntéza substituentu

7.1.1. SPP-01, SPP-07, SPP-05, SPP-08

V prvni fazi jsme se snazili alkylovat kyselinu 4-hydroxybenzoovou isopropylalkoholem, ovsem
v pocatecnich pokusech byla vysledna smés i po snaze o vysrazeni velmi silné znecisténa a diky
nékolikandasobnému precistovani sloupcovou chromatografii se Cisty vytézek pohyboval ve velmi
nizkych hodnotadch (22 %). Proto jsme zkusili ptipravit produkt jinou metodou,
methoxykarbonylaci propofolu, ¢imz jsme docilili methylesteru plvodné pfipravované kyseliny
(SPP-07). Tu jsme ziskali naslednou bazickou hydrolyzou s Cistym vytézkem 84 %. Nicméné jsme
pokracovali v optimalizaci izolace a krystalizace produktu plvodni reakce, ve které se ukazalo
dllezitym krokem vytfepani methanolického roztoku latky s hexanem, do kterého presly jinak
tézko oddélitelné vedlejsi produkty reakce. Poté uz nebyl problém cely produkt vykrystalizovat
v kyselém prostredi a vytéZek s vysokou Cistotou znasobit (71 %). | kdyz byl vytézek této reakce
0 néco nizsi nez v pripadé methoxykarbonylace, zvolili jsme ji jako primarni zpUsob pfipravy
prekurzoru z dlivodu potfeby pripravy velkého mnoZstvi vychozi latky pro nasledujici reakce.

Krok krystalizace totiz odboural zdlouhavé precistovani sloupcovou chromatografii.

V dalSim kroku jsme se snaZili pomoci nukleofilni substituce nahradit oba atomy chloru
obsaZené v 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinu pravé pfipravenou kyselinou v pyridinu (SPP-05),
v tomto prostredi ovsem reakce vedla ke vzniku silné tmavé zbarvené smési produktd, jez od
sebe nesly izolovat. Dalsi pokusy jsme provedli za pfitomnosti roztoku NaOH o rizné molarité.
Avsak silna baze prednostné napadala kyanoskupiny za tvorby vedlejsiho produktu. Jako vhodné

prostiedi se pro tuto reakci nakonec ukazala slaba baze K,COs, ovsem na zdkladé NMR analyzy
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jsme zjistili, Ze vznikl vyhradné monosubstituovany produkt a ve velmi malém vytézku (15 %).
Proto jsme zkusili na 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazin navdzat dfive syntetizovany 4-methylester
kyseliny 3,5-diisopropylbenzoové. V pfitomnosti uhli¢itanu draselného reakce probihala do
druhého stupné (latka SPP-08), ovsem naslednda hydrolyza esteru na kyselinu probihala pouze
v pfitomnosti silné baze KOH, kterd opét tvofila vedlejSi produkt hydrolyzou kyanoskupin.
Rozhodli jsme se tedy upravit nds puvodni plan syntézy, a misto abychom navazovali dalsi
substituenty aZz na karboxylovou funkci kyseliny 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoové, jiz vazané
na pyrazinu, jsme pfistoupili nejprve k ptipravé celého periferniho substituentu amidaci uvedené
kyseliny a nasledné k jeho substituci na 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinové jadro. Tim jsme chtéli
vyuzit faktu, Ze vekvimolarnich mnoiZstvich reaktantll vzhledem ke sterickému branéni
nukleofilni substituce probiha témér vyhradné do prvniho stupné a odpadaji tak pripadné ztraty

ve formé nezadoucich symetrickych disubstituovanych derivata.

7.1.2. SPP-09, SPP-11, SPP-14
Zacali jsme pfipravou substituentl nesoucich primarni alkoholickou skupinu (SPP-11, SPP-14).
Provedli jsme amidaci kyseliny 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoové rlznymi aminy
s alkoholickou skupinou. Pro katalyzu jsme zvolili EDCI bazi, ktera aktivuje karboxylovou skupinu,
a pro aktivaci aminové skupiny jsme pouzili nukleofilni bazi DMAP. Tato katalyza se ukazala jako
nedostatecna, proto jsme pfridali jeSté nenukleofilni bazi DIPEA, kterd podpofila vétsi aktivaci

aminové skupiny. V této kombinaci reakce dosahovaly jiz uspokojivych vytézk(i kolem 50 %.

Pfi syntéze substituentu nesoucich azidovou skupinu (SPP-09) jsme se pokusili vyuzit
methylesteru kyseliny 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoové, jez by za podpory TBD, tedy
silné guanidinové baze, podstoupil aminolyzu s rGznymi aminoazidy a vytvofil tak pfimo kyzeny
amid. PfestoZe pouZiti TBD pro usnadnéni pfimé aminolyzy je béZné, nase reakce probihala velmi
neochotné za opravdu nizkého vytézku atato metoda musela byt predcasné ukoncena.
Pravdépodobné by bylo potfeba vétsiho prebytku aminu tak, aby se pfimo v ném vychozi latka
zcela rozpustila, ¢ehoz se nam vzhledem k limitovanému mnozstvi azidoaminl nepodafilo
dosahnout. Nakonec jsme tedy i azidové substituenty syntetizovali amidaci kyseliny pomoci
DMAP, DIPEA, EDCI. Ta vSak vychazela s malym vytézkem (20 %). V ramci zlepSeni vytéznosti
reakce jsme provedli i amidaci katalyzovanou EDCI a HOBt, kdy HOBt vytvafi ze vzniklé O-
acylmocoviny vice reaktivni ester kyseliny 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoové a podporuje tak

proces amidace. Timto dosahla reakce vice neZ dvojnasobného vytézku (50 %).
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7.1.3. SPP-10, SPP-12, SPP-20, SPP-15, SPP-16, SPP-17

PFi nukleofilni substituci 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinu 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzamidy,
nesoucimi azid, jsme znovu vyuZili bazického prostfedi K,COs, tentokrat jiz za uspokojivéjsiho
vytézku 55 %. Znovu se navic potvrdilo, Ze v ekvimolarnich pomérech reakce probiha pouze do
pozadovaného prvniho stupné. K pfipravenému monosubstituovanému pyrazinovému derivatu
jsme pfidali substituent s primarni alkoholickou skupinou. VSe probihalo za stejnych podminek
jako pfi predchozi reakci s vysokym vytézkem (75 %). Ovsem pokud jsme jako druhy substituent
zkusili zavést volnou kyselinu 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzoovou, vytézek opét klesl na 28 %,

z tohoto dlvodu jsme nakonec provedli substituci i v prostfedi hydrogenuhli¢itanu sodného, se

vvvvv

7.1.4. RadaAP
Tato série produktl vznikla z dvodu nelspéchl pfi vazani sloucenin z fady SPP na pevny nosic¢
(viz dale). Cilem bylo zjistit, jestli divodem, pro¢ jsme po cyklotetramerizaci na pevné fazi
neziskali asymetricky AzaPc, byla nestabilita kyslikového mdastku, jimZz byly substituenty
pripojeny k pyrazinu. Chtéli jsme tedy pfipravit slouceniny, které by mély substituenty vazany
vazbou uhlik-uhlik, ktera je chemicky velmi stabilni. Tomu jsme pfizplsobili pfipravu a poutzili

k syntéze kondenzaci vicinalniho diketonu, resp. a-ketokarboxylové kyseliny a DAMN.

Vychazeli jsme z 4-aminoacetofenonu, jeZ jsme nejdfive prevedli na azid (AP-1). Poté jsme jej
oxidovali pomoci oxidu selenicitého na karboxylovou kyselinu (AP-4). Pak probéhla kondenzace
vicinalnich kyslikovych substituentl s diaminomaleonitrilem za vzniku pyrazinového jadra (AP-
5). Ketoskupinu jsme zaménili za chlorid pomoci fosforylchloridu (AP-6) a nakonec jsme jadro
opét nukleofilné substituovali, ovsem tentokrat za pouziti thiolu nesouciho zaroven primarni
alkoholickou skupinu (AP-7). Sira je sice, co se fluorescencnich vlastnosti tyce, o néco méné
vyhodny heteroatom nez kyslik, nicméné jeji vazba ve strukture je stdlejsi. Takto pfipraveny
prekurzor, jenz fakticky vyhovoval vSem nasSim poZadavkim, jsme dale vazali na pfislusné

aktivovanou pevnou fazi.

7.2. Vazba na pevny nosic a cyklotetramerizace
Pfed samotnym uchycenim ptipraveného prekurzoru na pevnou fazi ji bylo nutné aktivovat
navazanim vhodné reaktivni skupiny. Bez aktivace navazani na modifikovanou pryskyftici
neprobihalo, coZ jsme vyzkousSeli s prekurzorem SPP-17. ProtoZe jsme chtéli prekurzor na

pevnou fazi navazat prostfednictvim etherové vazby, zvolili jsme aktivaci hydroxylové skupiny
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Wangovy pryskyfice pomoci trichloracetonitrilu, ktery v bezvodém prostredi za pfitomnosti DBU

vytvofi trichloracetimidatovou funkéni skupinou aktivovanou Wangovou pryskyfici.

Na tu byl nasledné vdzan pfipraveny prekurzor pres primdrni alkoholickou skupinu. Vse
probihalo opét v bezvodém prostredi a za Ucasti komplexu fluoridu boritého s diethyletherem,
ktery plsobi v reakéni smési jako silnd Lewisova kyselina. Pro ovéreni Uspéchu reakce byla
odebrana ¢ast vytézku azpétné odblokovana michanim s kyselinou trifluoroctovou. Timto
zpUsobem bylo zjisténo, zda vazani na pevnou fazi touto metodou probéhlo ,¢i neprobéhlo

Uspésné. Touto metodou jsme se pokouseli navazat na pevnou fazi prekurzory AP-7 a SPP-16.

V ptipadé pokusu o navazani SPP-16 na trichloracetimiddtovou pryskyfici jsme po
experimentalnim odblokovani neziskali z pevné faze zadny prekurzor, pravdépodobné se tedy

navazani nepodafilo.

V pripadé AP-7 jsme po zkuSebnim odblokovani navazaného prekurzoru z pevné faze ziskali
v roztoku vychozi AP-7 (identita ovérena TLC), loading 352 pmol/g, coz by bylo pro dalsi praci
dostatecné. Nicméné po experimentalni cyklotetramerizaci v bezvodém pyridinu za poufziti
Zn(CH3CO00)2 jsme odblokovanim z pevné faze ziskali jen stopy latky, jejiz Rf na TLC by
odpovidalo predpoklddanému nesymetrickému produktu, drtivou vétSinou barviva po
odblokovani byl symetricky AzaPc (porovnano na TLC s dfive pripravenou latkou). Neni tedy
zfejmé, jestli vazba monomeru na pevné fazi vydrzela podminky cyklotetramerizace. DalSim
experimentu, pokus o cyklotetramerizaci s butanoldtem hofe¢natym v bezvodém butanolu,

jsme neziskali po odblokovani z pevné faze Zadny produkt.

Dale jsme vyzkouseli esterovou vazbu prekurzoru SPP-17, nesouciho volnou karboxylovou
skupinu, pfimo na nemodifikovanou primarné alkoholickou skupinu Wangovy pryskyfice.
Vzhledem k malému vytézku modifikované pevné faze jsme provedli pfimo cyklotetrameriza¢ni
reakci s 28 mg Zn(CH3COO0); a 24 mg ZIP-87 v 1 ml bezvodého pyridinu. Po odsati a promyti
pevné faze ztéto reakce jsme provedli odstépeni produktu, bohuzel jsme ziskali jen stopy

symetrického AzaPc, nesymetricky produkt nebyl na TLC detekovan.

Vzhledem k pfedchozim nedspéchim jsme pristoupili k pokusu o vazani prekurzoru na pevnou
fazi ,click” reakci typu Huisgenovy katalyzované cykloadice s vyuzitim azidoskupiny na jednom
ze substituentd. Tim bychom sice v pfipadé uUspésné syntézy pfisSli o azidoskupinu na
nesymetrickém AzaPc, potifebnou k vazbé na oligonukleotidy, nicméné bychom ovéfili moznost
provedeni syntézy AzaPc na pevné fazi. Pryskyfice byla pro tento Gcel modifikovana navdzanim
propargylalkoholu za vzniku etherické vazby pro pozdéjsi odblokovani kyselinou

trifluorvodikovou. Na propynylovou skupinu byl poté vdazdn prekurzor prostfednictvim
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azidoskupiny za tvorby triazolového spojovaciho mUstku. Tato reakce byla vyzkousena
s prekurzorem SPP-10 svytézkem (hmotnostnim pfirlistkem pevné faze) 58 % z teoreticky
mozného mnoizstvi. Z ¢asovych dlvodu se uz v ramci diplomové prace bohuzel nestihlo provést

s touto modifikovanou pevnou fazi cyklotetramerizaci.
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8. ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti metody syntézy na pevné fazi pro
pfipravu asymetrického TPyzPz typu ABs, resp. pfiprava prekurzoru A, jenZ by nesl dvé funkéni
skupiny pro vazbu na dalsi struktury, mél by prostorové vyrazné substituenty pro zamezeni
agregace a umoznoval by nasledné ptipravu TPyzPz rozpustnych ve vodném prostredi, zakotveni

tohoto prekurzoru na pevné fazi a ndslednou cyklotetramerizaci.

Vramci DP se podafilo optimalizovat syntézu klicové vychozi latky, kyseliny 4-hydroxy-3,5-
diisopropylbenzoové, a vyrazné jsme zvysili vytéZznost a Cistotu produktu diky izolaci latky
pomoci krystalizace. Podafilo se vybrat vhodné katalyzatory (EDCI, HOBt) a postupy pfipravy
amidovych perifernich substituentd. Vybranymi metodami byly pfipraveny tyto amidy:

N-(3-azidopropyl)-4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzamid (SPP-09)
N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzamid
(SPP-11)

(4-hydroxy-3,5-diisopropylfenyl)(4-(2-hydroxyethyl)piperidin-1-yl)metanon (SPP-14)

Optimalizovali jsme prostfedi, ve kterém dochazi k substituci 5,6-dichlor-2,3-dikyanpyrazinu
(K»COs3, resp. NaHCO3 ve smési THF/voda). Pfipraveno bylo 8 derivatl 2,3-dikyanpyrazinu:
4-((3-chloro-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzoova kyselina (SPP-05)
Dimethyl-4,4'-((5,6-dikyanpyrazin-2,3-diyl)bis(oxy))bis(3,5-diisopropylbenzoat) (SPP-08)
N-(3-azidopropyl)-4-((3-chloro-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzamid
(SPP-10)
N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((3-chloro-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-
3,5-diisopropylbenzamid (SPP-12)
N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-4-((5,6-dikyan-3-(2-(2-
hydroxyethoxy)ethoxy)pyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzamid (SPP-15)
N-(2-azidoethyl)-4-((5,6-dikyan-3-(4-(4-(2-hydroxyethyl)piperidine-1-carbonyl)-2,6-
diisopropylfenoxy)pyrazin-2-yl)oxy)-3,5-diisopropylbenzamid (SPP-16)
4-((3-(4-((3-azidopropyl)karbamoyl)-2,6-diisopropylfenoxy)-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)oxy)-
3,5-diisopropylbenzoova kyselina (SPP-17)
5-chloro-6-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril (SPP-20)

Vazbu na pevnou fazi jsme provadéli tremi zplsoby:

1) Prostfednictvim etherové vazby reakci primarni alkoholické skupiny substituentd
s trichloracetamidatovou skupinou aktivované pevné faze. Tato vazba se jevila Uspésna
v pripadé prekurzoru SP-7, nicméné nasledna cyklotetramerizace poskytla pozadovany

produkt jen ve stopovém mnozstvi.
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2) Pfimou esterifikaci primarni alkoholické skupiny pevné faze karboxylovou funkci prekurzoru.
Ndslednd cyklotetramerizace neposkytla zadny asymetricky TPyzPz.

3) Pres triazolovy mustek reakci azidové skupiny prekurzoru na propargylskupinu predbéziné
etherovou vazbou pfipojenou k alkoholické skupiné pevné faze. Vazba prekurzoru na pevnou

fazi Huisgenovou cykloadici se zda byt Uspésnéjsi, z Casovych dlvodl se bohuZel nepodafrilo

ovéfit jeji vyuzitelnost cyklotetramerizaci.
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