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1 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Ivan Mocéak

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Ziméik, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Pfiprava a studium aminoftalocyanind II.

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou dusikaté analogy ftalocyanini (Pc), které se od nich 1isi
zaménou benzenového jadra za jadro pyrazinové, pyridinové nebo pyridazinové.
Vyznacuji se Sirokym spektrem charakteristickych fotofyzikalnich a fotochemickych
vlastnosti, diky kterym nachdzeji své uplatnéni v mnoha oblastech, jako napiiklad
primyslova barviva, fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii nebo jako fluorescen¢ni

senzory.

V poslednich letech roste vyznam dialkylamino substituovanych AzaPc v oblasti
zhaSeni fluorescence. Diky svému Sirokému absorpénimu spektru jsou vhodnymi
kandidaty stat se univerzalnimi zhaSeCi. Za jejich zhaSeni fluorescence zodpovida
proces nazyvany intramolekularni pfenos naboje (ICT) z perifernich dialkylamino
skupin. Tyto skupiny ovSem déavaji také vznik unikatnim supramolekuldrnim
utvarim — J-dimerim V této praci je zkouman vliv objemnosti dialkylamino
substituentll na tvorbu J-dimerd, které se ve srovnani s druhou formou, H-dimery,
vyskytuji vzéacnéji. Vysledky prace také popisuji, jak tvorba J-dimert ovliviiuje

proces ICT.

Syntéza zkoumanych AzaPc zacala piipravou jejich prekurzorti z vhodnych vychozich
latek. Prekurzory vznikaly nukleofilni substituci 5,6-dichlorpyrazinu-2,3-dikarbonitrilu
zddanymi aminy. Vzniklé latky nasledné podstoupili cyklotetramerizaci za pouziti
butanolatu lithného. Ziskali se tak bezkovové symetrické AzaPc s periferné navazanymi
dialkylamino substituenty. Tyto AzaPc byly nakonec chelatovany zineCnatymi ionty,
¢im se ziskali jejich zineCnaté derivaty. Poté byly zméfeny absorp¢ni a fluorescenéni
spektra v prostiedi rtizné polarnich rozpoustédel. Méfena byla i produkce singletového

kysliku za vyuziti stejnych rozpoustédel.



2 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Ivan Mocéak

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

Title of diploma thesis: Synthesis and investigation of aminophthalocyanines II.

Azaphthalocyanines (AzaPc) are nitrogen analogues of phthalocyanines (Pc) where
benzene rings are replaced for pyrazine, pyridine or pyridazine respectively. AzaPc
are characterized by broad spectrum of characteristic photophysical and photochemical
properties that are responsible for their use in many areas, e.g. as industrial dyes,

as photosensitizers in photodynamic therapy or as fluorescent sensors.

In recent years, importance of dialkylamino substituted AzaPc has been rising in area
of fluorescence quenching. Their broad absorption spectrum makes them suitable
candidates to become universal quenchers. Process responsible for their quenching
ability is called intramolecular charge transfer (ICT) from peripheral dialkylamino
groups. These groups are also responsible for formation of unique supramolecular
arrangement - J-dimers. The influence of bulky dialkylamino substituents on formation
of J-dimers, which occurrence is rarer than the other possible form — H-dimers,
is studied in this work. Results also describe how ICT is affected by self-assembly into

J-dimers.

Synthesis of studied AzaPc began with preparation of their precursors from suitable
starting molecules. Precursors were prepared by nucleophilic substitution
of 5,6-dichloropyrazine-2,3-dicarbonitrile with desired amines. These precursors
undergo cyclotetramerization with use of lithium butanolate. Metal-free AzaPc bearing
peripheral dialkylamino substituents were obtained in this process. Subsequently, these
AzaPc were chelated by zinc (II) cations, which resulted in their respective zinc (II)
derivatives. The absorption and fluorescence spectra of synthesized AzaPc were
measured in solvents of different polarity. Production of singlet oxygen was also

measured in the same solvents.
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3 Seznam pouzitych zkratek

AzaPc
CuPc

DMF

DPA AzaPc

PDT

PET

PPD AzaPc
PS

PYR

RET

R

TOL

azaftalocyanin
médnaty ftalocyanin

dimethylformamid

dipropylamino substituovany azaftalocyanin

kvantovy vytézek singletového kysliku
kvantovy vytézek fluoroscence
nejvyssi obsazeny molekulovy orbital
hematoporfyrinovy derivat
intramolekularni pfenos naboje

nejniz$i neobsazeny molekulovy orbital
nuklearni magnetickd rezonance
oligodeoxyribonukleotid

ftalocyanin

fotodynamicka terapie

svétlem indukovany pienos elektronu
piperidinyl substituovany azaftalocyanin
fotosenzitizér

pyridin

rezonan¢ni pfenos energie

retencni faktor

toluen
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4 Cil prace

Cilem m¢é diplomové prace je ptiprava symetrickych azaftalocyaninti (AzaPc) nesoucich
na své periferii dialkylamino substituenty (Obr. 1). AzaPc jsou dusikaté analogy
ftalocyaninti (Pc), které se od nich li§i zaménou benzenového jadra za jadro pyrazinové,
pyridinové nebo pyridazinové. Vyznacuji se Sirokym spektrem charakteristickych
fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti, diky kterym nachézeji své uplatnéni
vmnoha oblastech, jako napiiklad primyslova barviva, fotosenzitizéry
ve fotodynamické terapii nebo jako fluorescenéni senzory. V poslednich letech roste
vyznam dialkylamino substituovanych AzaPc v oblasti zhaSeni fluorescence. Diky
svému Sirokému absorpénimu spektru jsou vhodnymi kandidaty stit se univerzalnimi
zhéaSeci. Za jejich zhéaseni fluorescence zodpovida proces nazyvany intramolekuldrni
prenos naboje (ICT) z perifernich dialkylamino skupin. Tyto skupiny ovSem davaji také
vznik unikdtnim supramolekularnim utvarim — J-dimerim. V této praci je zkouman
vliv objemnosti dialkylamino substituentl na tvorbu J-dimerti, které se ve srovnani
s druhou formou, H-dimery, vyskytuji vzacnéji. Vysledky prace také popisuji, jak
tvorba J-dimert ovlivituje proces ICT. Jako cilové latky byly zvoleny zine¢naté derivaty
AzaPc, protoze se bézné pouzivaji jako zhaSeCe fluorescence a navic zine¢naty kationt

umoznuje snadnou tvorbu J-dimert chelataci.
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Obrazek 1. Pozadované struktury cilovych AzaPc

12



5 Teoreticka cast

5.1 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny

Jednou skupinou z mnozstvi organickych latek, které v minulém stoleti zaznamenaly
dynamicky a zajimavy rozvoj od svého objeveni, je skupina latek oznacovana jako
ftalocyaniny (Pc) (Obr. 2). Poprvé pouzil pojem ftalocyanin britsky védec
R. P. Linstead, ktery se vyznamn¢ podilel na objasnéni jejich struktury, v roce 1934.
Potvrdil také, Ze centralni prstenec Pc méd napadnou podobnost s pfirodnimi porfyriny.
[1] Zajem o tyto molekuly vzrostl az v 60. letech a mimoiadné pozornosti se Pc dostava

pocatkem devadesatych let a v souCasnosti stale vice nabyva na vyznamu. [2]

V pfipad¢ Pc se tedy jedna se o makrocyklické slouceniny s charakteristickou
aromatickou strukturou, avSak syntetického plivodu. Dalsi zajimavou skupinou jsou
od Pc odvozené jejich dusikaté analogy tzv. azaftalocyaniny (AzaPc), zejména jejich

podskupina tetrapyrazinoporfyraziny. [3]

porfyrin ftalocyanin azaftalocyanin
Pc AzaPc

Obrazek 2. Podobnost ve strukturdch Pc a AzaPc s porfyrinem.

Pod pojmem aza-analogy se rozumi, Ze nékteré atomy uhliku v planarnim
makrocyklickém ttvaru byly nahrazeny atomy dusiku, coz davd moznost vzniku
nekolika typim AzaPc. [2] Na zdklad¢ pozice a poctu téchto dusiku mizeme rozlisit
naptiklad tetrapyridoporfyraziny, tetrapyridazinoporfyraziny, tetrapyrazinoporfyraziny

(Obr. 3). [4]
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tetra(3,4-pyrido)porphyrazine  tetra(4,5-pyridazino)porphyrazine  tetrapyrazinoporphyrazine

Obrazek 3. Priklady riiznych typi struktur AzaPc. Pfevzato z [5].

Jednotlivé typy struktur, jak vyplyva z nazvi, se 1iSi nahrazenim benzenového jadra

ve struktufe Pc jadrem pyridinovym, pyridazinovym nebo pyrazinovym.

Podobné jako Pc, obsahuji AzaPc systém konjugovanych vazeb. Tahle vlastnost
se projevuje jako zbarveni latky od zelené pfes modrou az k fialové, a to v zavislosti

od toho, kde se nachazi jejich absorpcni pas v oblasti svételného spektra (Obr. 4). [2]

e )

0.8+
— AzaPc
0.6

0.4+

Absorbance / a.u.

0.2+

0.0 T ' T T 1
300 400 500 600 700 800
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Obrazek 4. Porovnani absorpcnich pasti Pc a AzaPc. Prevzato a upraveno z [6].
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Diky svym fotochemickym a fotofyzikdlnim vlastnostem jsou AzaPc v praxi
ocenovanymi molekulami. Tyto vlastnosti je mozné ovlivnit nékolika faktory. Jednou
z moznosti je chelatace molekuly riznymi ionty kovi, napi. Zn, Mg, Fe, Cu atd. Dale
na jejich vlastnosti z hlediska sloZzeni molekuly ma vliv periferni substituce AzaPc.
Vyjimeénym jevem ovliviiujicim jejich vlastnosti je agregace. V neposlednim fadé
je mozné ovlivnit jejich vlastnosti protonaci molekuly AzaPc [2] nebo koordinaci

centralniho atomu s molekulami rozpoustédla. [7]
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5.2 Obecné vlastnosti Pc a AzaPc

Pc a AzaPc jsou zajimavymi molekulami diky svym specifickym vlastnostem.
Na nésledujicich tadcich budou nékteré tyto vlastnosti, diky kterym v soucasné praxi

jejich vyuzitelnost roste, blize popsany.

Absorp¢ni vlastnosti

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, AzaPc a také Pc diky svému planarnimu
makrocyklickému ttvaru, ktery obsahuje rozsahly systém konjugovanych vazeb,
nabyvaji rizné odstiny barev (modré, zelené, piipadné fialové zbarveni) v zavislosti
na pozici absorpénich past. Makrocyklicky systém Pc/AzaPc se vyznacuje dvéma
typickymi pasy — v oblasti kolem 360 nm se nachazi tzv. B-pas a v oblasti piesahujici
600 nm se nachdzi Q-pas. Q-pas je siln¢ charakteristickym pro kazdou molekulu
Pc/AzaPc, jelikoz jeho poloha a tvar miize byt ovlivnéna nejen sloZzenim makrocyklu,
ale i chovanim latky v pevné fazi a v roztoku, interakci s jinymi molekulami, dokonce

1 protonizaci ¢asti molekuly (Obr. 5). [2]

0.054

absorbance, a.u
© o o o 9
[wn} o o o g
T+ @ 3

I I 1 1
300 400 500 600 700 800
vinova délka, nm

Obrazek 5. Absorpéni spektra zine¢natého AzaPc (plné ¢ara) a bezkovového AzaPc

(pferuSovana ¢ara). Pfevzato z [2].
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Rozpustnost

Rozpustnost Pc ajejich derivati je dilezitou vlastnosti pro jejich pouziti v praxi.
Nesubstituované¢ kovové Pc jsou tézce rozpustné v béznych laboratornich
rozpoustédlech. Pfipojenim funkénich skupin je jednou z moznosti zvySeni rozpustnosti.
U vétsiny substituovanych Pc a AzaPc vSak dochazi k sniZeni stability v porovnani
s jejich nesubstituovanymi protéjsky. [8] Zavedenim napt. karboxylovych [9],
sulfonatovych, kvarternich ammoniovych skupin dochazi k zlepSeni rozpustnosti
ve vode€. [5] Negativni vliv na rozpustnost ma i fenomén typicky pro Pc a AzaPc,

a to tvorba agregatd. [10]

Acidobazicita

Dulezitymi atomy podilejicimi se na acidobazickych vlastnostech jsou dusiky
lokalizované v azomethinovych skupinach Pc/AzaPc a v pyrazinu molekul AzaPc, které
jsou zodpovédné za bazicitu téchto molekul. V ptipadé bezkovovych molekul Pc
a AzaPc ovliviiyji acidobazicitu také kyselé vodiky pyrrolovych cykli. Slou€eniny tak
nabyvaji charakter i slabych N-kyselin. To je divodem, pro¢ jsou nékteré AzaPc
amfoterni. Obecné lze AzaPc charakterizovat jako méné bazické a vice kyselé nez Pc

diky odtahujicimu efektu pyrazinovych jader. [4]

Centralni chelatovany kation

Charakteristickym znakem, ktery spojuje AzaPc s analogy ze skupiny Pc nebo
porfyrinli, je moZnost chelatace rliznych kationtli kovli do svého centra (Obr. 6).
Ziskavaji tim tak specifické vlastnosti. Podle typu chelatovaného kationtu kovu muze
dojit napt. ke zméné polohy pasti v absorp¢nich spektrech, ovlivnéna je 1 schopnost
produkce singletového kysliku, zmény se projevuji 1 v emisi fotoni formou
fluorescence nebo molekula mize nabyt nové a zajimavé oxidoredukéni schopnosti.
Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti mohou ovlivnit zejména kovy a polokovy jako
Zn, Mg nebo Al, k ovlivnéni oxidoredukénich vlastnosti se mohou pouzit Zeleznateé,
kobaltnaté nebo méd’naté ionty kovi. V praxi jsou nejvice prozkoumanymi komplexy
se zineCnatymi a hofe¢natymi centrdlnimi kationty. U molekul tohoto typu byl

pozorovan tzv. efekt tézkého atomu. Dochdzi u néj k upfednostnéni produkce
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singletového kysliku na ukor vyzafeni fotonu v disledku chelatace atomy s vysSim
atomovym Cislem. Pravé proto maji zinecnaté komplexy niz8i emisi fluorescence

a vyssi tvorbu singletového kysliku, a hofecnaté komplexy naopak. [2]

Obrazek 6. AzaPc s rozdilnymi centralné chelatovanymi kationty kovi.

Ptevzato a upraveno z [11].

Periferni substituce

Pro charakterizaci Pc/AzaPc je dilezitd substituce na periferii makrocyklu. Podstatné
jsou polohy, na kterych jsou substituenty navazané na makrocyklus, pfitomnost a volba
heteroatomu, kterym jsou substituenty pfipojeny. Pro fluorescencni vlastnosti
je nejvhodnéj$im heteroatomem kyslik, u alkyloxy substituovanych AzaPc je vyzéateni
fluorescence nejvysSi. NejlepSim  fotodynamickym efektem disponuji AzaPc
substituované pies siru, jelikoz u alkylsulfanylovych substituentl je pozorovana nejvetsi
tvorba singletového kysliku. U alkylamino substituovanych AzaPc je naopak emise

fluorescence a produkce singletového kysliku velice mala. [4]

Agregace

Planarni makrocyklicky charakter struktur Pc a AzaPc pod vlivem silnych n-m interakci
ma sklon vytvaret dimery a vysS$i agregaty. [10] Jsou znamé 2 typy agregatl, které

mohou Pc/AzaPc formovat — H-typ a J-typ (Obr. 7), pfiCemz prvni typ je v literature
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naprosto majoritni. Na zdklad¢ orientace indukovanych piechodovych dipoli
jednotlivych monomertt vznikaji jednotlivé typy. Monomery H-typu agregati jsou
uspotradany do tzv. ,.k tvari tvai* (face-to-face) konformace, ve kterych jsou prechodové
dipdly kolmé na rovinu spojujici centra monomert. Naopak, u J-dimera jsou monomery
organizované do tzv. ,,bok po boku* (side-by-side) konformace a jejich prechodové
dipoly jsou paralelni k rovin€ spojujici monomerni centra. [12] Ve vétSiné aplikaci
Pc/AzaPc je ptitomnost agregati nezadoucim prvkem, ato zdavodu ovlivnéni
fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti [13][14] nebo komplikovaného cisténi

pii syntéze.

H-dimer J-dimer

Obrazek 7. Schématické znazornéni H-typu a J-typu agregatu.

Adekvatni substituci na periferii lze docilit snizeni agregace. Napiiklad zavedenim
objemného substituentu dochdzi k sterickému branéni, a tim je znemoZnéno pfibliZzeni
druhého monomeru. [13] DalSim piikladem je navazani substituentli nesoucich naboje,
u kterych pisobenim elektrostatickych odpudivych sil nedojde k tvorbé agregatu. [15]
Také v zavislosti na schopnosti rozpoustédla koordinovat centrdlni atom (Obr. 8),
koncentraci rozpoustédla a typu zavedeného centralniho atomu ve struktufe Pc/AzaPc

muze dochazet k podpotfeni nebo inhibici agregace. [13]

J-dimery se vyskytuji vzacnéji ve srovnani s H-dimery. [14][16] Na rozdil od H-dimert
se vyznacuji vyssi fluorescenci. Tim mohou najit své vyuZiti napiiklad v oblasti znaceni
DNA. [16] Zajimavym faktem pozorovanym pii J-dimerech v pevné fazi je schopnost
formovani organizovanych nanoagregatii s primérnou velikosti nanoc¢astice 220 nm.
Tim se otevira moznost jejich vyuZiti pii vyvoji optickych materidlt. [17] U J-dimera
byla pozorovana 1 tvorba tfislozkového supramolekuldrniho systému mezi

,hostitelskym* Pc a dvéma rozliSnymi ligandy. [18]
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Obrazek 8. Zmény absorpéniho spektra vlivem pyridinu na dimer, jehoz koordinaci

s centralnim atomem dochazi k monomerizaci AzaPc. Pievzato a upraveno z [17].



5.3 Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti

5.3.1 Fluorescence a singletovy Kyslik

Pc a AzaPc jsou ocenovanymi molekulami diky svym charakteristickym fotofyzikalnim
a fotochemickymi vlastnostem, pficemz nejvyraznéj$i misto zastupuji fluorescence
a produkce singletového kysliku. Pro jejich lepsi pochopeni je vhodné se obeznamit

s procesy, které jsou s nimi spojeny a jim piedchazi.

Jak jiz bylo zminéno, Pc/AzaPc obsahuji systém konjugovanych vazeb, diky kterému
maji schopnost absorpce svétla uritych vinovych délek. Tim ziskdvaji svoje typické

zbarveni. Diky pfijaté energii se molekuly dostdvaji do excitovanych stavii. Tyto stavy

.....
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Obrazek 9. Jablonského diagram. Pfevzato a upraveno z [2].

Latka po pfijeti energie piechazi ze zédkladniho stavu So do excitovaného singletového
stavu S;. Pro navraceni do stavu So muze latka vyuzit ne¢kolik zptisobt, jak energii
uvolnit. Mezi nejvyuzivanéj§i cesty patii vyzaifeni fotonu fluorescenci; dale
tzv. nezafivé procesy, u kterych dochézi kuvolnéni energie ve formé tepla;
a v neposledni fade mezisystémovy ptrechod do tripletového stavu Ti. V poslednim
zminéném T stavu muze dojit opét k né€kolika procestim, a to fosforescenci (emitovani

energie jako fotonu), fotoprocesu typu I a fotoprocesu typu II. Z vySe zminénych

vvvvvv
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ptechod do tripletového stavu, jehoz disledkem (v rdmeci fotoprocesu typu II) je vznik
mimoiadn€ reaktivni ¢astice, tzv. singletového kysliku, jenz tvoii zaklad
pro fotodynamickou terapii. Dllezitym nezativym procesem je i tzv. intramolekularni
pfenos naboje (intramolecular charge transfer, ICT), diky kterému nabyvaji zejména
AzaPc jedine¢né uplatnéni v ramci molekularnich senzort. Pokud k tomuto procesu
dochdzi, diky své rychlosti dominuje nad ostatnimi pochody, a tim padem

je upfednostnén. [2]

Fluorescence

Pojem fluorescence, jako jeden z procesu luminiscence, oznacuje jev, pii kterém
dochazi k uvolnéni energii ve formé emise fotonu z elektronové excitovanych stavu.
Spin elektronu, jenz se nachazi v excitovaném S; stavu, je sparovan se spinem
elektronu, ktery se nachdzi v zékladnim stavu So. To dovoluje navrat excitovaného
elektronu do stavu So, a déje se tak vyzarenim fotonu. Jedna se o rychly d¢j trvajici
kolem 10 ns od excitace az po ndvrat do zdkladniho stavu. Latky vykazujici tenhle
zpusob relaxace excitovaného stavu se oznacuji jako fluorofory, obvykle se jedna
o aromatické molekuly. [19] Kromé vysoké rychlosti fluorescence je dulezitou
charakteristikou fluoroforu tzv. kvantovy vytézek fluorescence (®r, Rovnice 1). Ten
je definovan jako pomér mnozstvi emitovanych fotonl k pocétu absorbovanych fotoni.

Tim je vyjadfenda pravdépodobnost fluorescence jako relaxa¢niho pochodu. [2]

pocet emitovanych fotonti

F pocet absorbovanych fotonii

Rovnice 1. Kvantovy vytézek fluorescence

Mezi dalsi charakteristiky fluorescence fadime intenzitu, spektralni slozeni, polarizaci,

dobu dohasinani a koherenc¢ni vlastnosti. [20]
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Singletovy kyslik

Pojmem singletovy kyslik se rozumi vysoce reaktivni cytotoxickd forma kysliku, ktery
je uzce spjat s molekulou Pc, pifipadné AzaPc, ve fotodynamické terapii (PDT).
Pro vznik singletového kysliku je dulezita absorpce svétla Pc, ¢im se molekula dostava
do excitovaného stavu S;. Nésledni transformace do tripletového stavu T; muze
pokracovat tzv. fotoreakci typu II, pii které excitované Pc pieda svoji energii
tripletovém stavu [22], atim dochdzi k vzniku singletového kysliku. Tahle vysoce
reaktivni Castice, spolu s reaktivnimi formami kysliku, které vznikly ve fotoreakci
typu I, maji hlavni podil na u¢inku PDT. [21] Fotoprocesy I a II typu jsou kompetitivni
reakéni cesty, pfiCemz pievaha jednoho znich zdlezi na fyzikadlné-chemickych
a fotofyzikalnich vlastnostech pouzité latky v PDT. [22] Diulezitou charakteristikou
je kvantovy vytézek singletového kysliku (®a, Rovnice 2), ktery je vyjadien jako pomér

poctu molekul singletového kysliku vii¢i mnozstvi absorbovanych fotont. [2]

__ pocet vzniklych molekul singletového kysliku

Pa=

pocet absorbovanych fotont

Rovnice 2. Kvantovy vytézek singletového kysliku

5.3.2 ZhaSeni fluorescence
ZhaSeni fluorescence piedstavuje proces typicky pro alkylamino a dialkylamino

substituované AzaPc. [2]

ZhaSeni fluorescence je definovano né€kolika mechanizmy. Jedna se o statické zhaseni,
kolizni zhaseni (n¢kdy nazyvané i jako dynamické zhaseni) a rezonancni prenos energie

(RET). [19]

Statické zhaSeni je charakteristické vytvofenim komplexu mezi excitovanou latkou
(donorem) a zhaseCem (akceptorem). Tento komplex se odliSuje od plvodnich latek
svymi vlastnostmi a po absorpci svétla se vraci do zakladniho stavu bez emise fotonu.
molekulového orbitalu (LUMO) zhaSeci, pficemzZ zhaSe¢ nasledné pieda zpét elektron

z nejvyssiho obsazeného molekulového orbitalu (HOMO) donoru. Tim padem zhasec
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zustava v excitovaném stavu. Pfi RET dochdzi k pfenosu energie na malou vzdalenost,
kdy po absorpci svétla se elektron donoru presouvd z LUMO do HOMO. Po interakci
se zhaSeCem se donor vraci do zakladniho stavu, zatimco elektron zhéasece je presunut
do orbitalu s vysSim excitovanym stavem. Nasledné¢ dochdzi k vyzaieni energie
ze zhéseCe bud emisi fotonu, nebo jinym zplisobem (napi. v podob¢ tepla). Nutno
zminit, Ze v pfipadé kolizniho zhdSeni a RET je minimdln¢ casteCny prekryv

absorp¢niho spektra zhasece a emisniho spektra excitované latky nezbytny. [19]

Ke zhaSeni fluorescence vedou i dalSi dilezit¢ mechanizmy, a to intramolekuldrni
pfenos naboje (ICT) a svétlem vyvolany ptfenos energie (PET), které jsou popsany

v nasledujici kapitole.

53.3 ICT aPET

Intramolekularni prenos naboje (ICT) oznaluje proces prenosu naboje z elektronove
bohatého donoru na elektronové chudy akceptor v ramci jedné molekuly, kdy donor
a akceptor jsou spolu v konjugaci (Obr. 11). [23] V poslednich letech byl zkouman vliv
substituentll, jako napi. N,N-dialkylaminu, v AzaPc molekule. Zjistilo se, Ze praveé
N,N-dialkylamin plni funkci donoru elektroni a makrocyklické jadro struktury AzaPc
slouzi jako jejich akceptor. [2] Dochézi tak k pferozdéleni elektronti a molekula se pak
rychle vraci do zékladniho stavu. ICT se tak podili na zhaSeni excitovaného stavu Si

jako jeden z nezativych kompetitivnich procest. [2][23]

Existuje n€kolik moZnosti, jak je moZno blokovat ICT. Napiiklad protonace
N,N-dialkylamino substituentu vytvaii velkou piekdzku pro ICT, coz se projevuje
nariistem intenzity fluorescence (Obr. 10). To potvrzuje fakt, ze se volny elektronovy
par dusiku podili na tvorbé ICT, a tudiZ 1 na zh&Secim procesu. [7] Blokovanim ICT
se tedy molekula AzaPc nachdzi vtzv. ON stavu, v pfipadé probihajictho ICT
je molekula v OFF stavu. [24] K ovlivnéni funkce ICT pftispiva i polarita rozpoustédla.
V polérnich rozpoustédlech je ICT vyrazné usnadnén, zatimco v nepolarnich je Casto
inhibovan. Je vhodné poznamenat, ze pribéh ICT je ovlivnén 1 poctem donorovych
center [7], pficemz jiz jeden donor dokéze vyvolat ICT a efektivné zhéset [2], 2 terciarni
aminy témét kompletné zhaseji excitované stavy. K poklesu vytézkl singletového
kysliku a fluorescence dochazi postupné se zvySujicim se poctem dialkylamino

substituentt. [7]
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Obrazek 10. Priklad zmény fluorescenéniho emisniho spektra molekuly AzaPc, u které
dochazi k zvySeni intenzity fluorescence protonaci dusikatého periferniho substituentu

v disledku postupného zvySovani mnozstvi ptitomné H>SOs. Pievzato z [24].

Pokud se jiz v molekule nachazi vice nez 5 donorovych center, molekula je tak
neovlivnitelna vi¢i zménadm vnéjsiho prostredi, produkce fluorescence a singletového
kysliku je tak skoro nulova. To se pak d& vyuzit pfi vyvoji novych sond pro DNA

zhégeni. [2]

O fotoindukovaném elektronovém prenosu (PET) (Obr. 11) mluvime tehdy, kdyz
po prenosu elektronu z donoru na akceptor dochazi k vytvoteni tzv. "charge separated
state" (donor a akceptor nejsou v konjugaci). Ten je slozeny z radikdlového kationtu
donoru a z radikalového aniontu akceptoru. [25] Pfi ndvratu do zékladniho stavu vSak
uz nedochdzi k emisi fotonu, energie se vyzatfuje v podobé tepla. Predany elektron
nakonec piechdzi zpét na donor. [19] Podobné jako ICT, PET je mozné regulovat

navazanim substituentil na periferii a protonaci centralniho atomu. [26]
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Obrazek 11. Zjednoduseny princip ICT a PET. Pfevzato a upraveno z [27].
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5.4 Vyuziti Pc a AzaPc

5.4.1 Prumyslové vyuziti

Pc jsou Siroce pouzivany jako modra a zelend barviva jiz desitky let. V soucasnosti
ro¢ni celosvétova produkce ¢ini okolo 80 tisic tun, pfi¢emz az 95 % se vyuziva jako
barvivo. Pc a jejich derivaty ptedstavuji az 25 % syntetickych organickych pigment.
Kolem 40 % z celkového mnozstvi barviv se vyuziva jako barvy pro tiskaiské ucely,
kolem 30 % se pouziva jako laky a barvy, na barveni plastd jde okolo 20 %

a zbyvajicich 10 % se pouziva pfti findlnich barevnych tpravach riznych produkti. [28]

vvvvvv

Industridln€ se ptfipravuje cyklotetramerizaci derivath ftalové kyseliny (nejcastéji
anhydrid), mocoviny, méd’natych soli a katalyzatoru (Obr. 13). Jedna se o nejlevngjsi
verzi vyroby barviva. Reakce probiha v pecich pii teploté 150 - 300 °C nebo ve vysoce
vroucim rozpoustédle pti 200 °C. Vytézek tvoii okolo 90 % méd’natého Pc. Problémem
tohoto procesu je ziistatek malého mnozstvi necistot v produktu, ktery je tézko
odstranitelny. Z toho divodu CuPc piipraven timto zptisobem neni vhodny pro vyuziti
v optickych, elektronickych a fotoelektronickych soucastkach, kde jsou nutné Pc vyssi
Cistoty. Ty se ziskavaji cyklotetramerizacni reakci za pouziti ftalonitrilu jako vychozi

latky. [28]

Obrazek 12. Struktura prvniho komeréné vyrabéného méd'natého Pc
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4 O + 4H2NJ\NH2+ CuCl; ——==— CuPc + 8H,0+ 4CO,+Cl,

Obrazek 13. Reakce vyroby CuPc pouzivana v primyslovém zpracovani.

Ptevzato z [28].

Nesubstituovany médnaty Pc se pouzivd zejména jako modry pigment.
Postprocesovymi modifikacemi lze upravit silu a odstin barvy CuPc. Halogenované
CuPc se vyuzivaji jako zelené pigmenty. Pc substituované sulfonovymi kyselinami

nachdzeji vyuziti pii barveni baviny. [28]

Pro aplikaci v elektrickych a elektronickych zafizenich jsou kromé absorpénich
vlastnosti pro Pc dulezité i1 jejich organické semikonduktivni a fotokonduktivni

vlastnosti. [28]

Pc maji dilezité uplatnéni pii pouzivani CD diskl. Podileji se na tvorbé malych jamek
na povrchu, ¢imz dochazi k digitdlnimu zapisu dat v bindrnim kédu. Vzniklé jamky jsou
pak Cteny pomoci laseru. Své uplatnéni nachdzeji i jako soucast LCD monitorti, kde
tvoii zaklad pro dva ze tii zédkladnich barevnych komponentt. Pc jsou taky vyznamnou
soucasti laserovych tiskdren, kde zdkladem téchto tiskaren je fotokonduktor citlivy
na svétlo. V soucasnosti je vice nezZ 90 % organickych fotokonduktori zaloZenych
na Y-modifikaci titanicitého ftalocyaninu. Kromé& nizké ceny tohoto ftalocyaninu, mezi
vyhody patii také vynikajici fotostabilita, velmi dobra fotokonduktivita a absorpce
svétla ve vySSich vinovych délkach viditelného svétla. Velmi dobré fotokondukivni
vlastnosti potvrzuje 1 fakt, Ze kvantové vytézky absorpce svétla dosahuji hodnoty
blizké 1. [28] Pc maji obrovsky potencidl i jako fotosenzitivni material pro nelinearni

optiku a opticka ukladaci zatizeni. [17]
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5.4.2 Fotodynamicka terapie (PDT)
PDT je jedna z aplikaci, ve kterych Pc naSly vyuziti v poslednich letech. Jedna
se 0 l1écebnou metodu nejen 1écby rakoviny, ale i jinych onemocnéni, ktera vyuziva

kombinaci svétla a fotosenzitizéru (PS). [29]

Usp&sna éra PDT zalala studiemi R. L. Lipsona a S. Schwartze na Mayo Clinic v roce
1960. Na detekci nadoru pouzili hematoporfyrinovy derivat (HpD), smeés, ktera
obsahuje také nckolik porfyrini, jako monomerti, dimerti a oligomerti. Pozd¢ji byla
sloucenina zdokonalena a pod ndzvem Photofrin® (porfimer sodny) se stala prvnim
nejpouzivanéj§im fotosenzitizérem v klinické PDT. Vyvoj pokracuje a bylo vyvinuto

nekolik dalSich novych fotosenzitizéra. [30]

Fotosenzitizéry (PS) jsou obecné rozdéleny do dvou typa — porfyrinové
a neporfyrinové (Obr. 14). PS odvozené od porfyrini jsou v soucasnosti dale
klasifikované jako fotosenzitizéry prvni, druhé a tfeti generace. Prvni generace zahrnuje
HpD a porfimer. Druhd generace byla vyvijena s cilem odstranit nékteré problémy
vyskytujici se v prvni generaci, jako je prodlouzend fotosenzitivita klize a suboptimalni
penetrace svétla do tkané. V porovnani s prvni generaci jsou PS druhd generace
z chemického hlediska také CcistéjSimi latkami [31], absorbuji svétlo pii delSich
vlnovych délkach a fotosenzitivita po 1écbé trva podstatné krat$i dobu. [32] Do tieti
generace se fadi PS z druhé generace, které jsou navazané na nosice (protilatky,
lipozomy) zvySujici selektivni kumulaci do nadorové tkané. Vyvoj neporfyrinovych PS
vSak nepokro€il tak vyrazn€ jako u porfyrinovych derivati. V poslednich letech jsou
v poptedi latky z kationickych PS, jako methylenovd nebo toluidinovd modf. Cilem

kumulace vétSiny téchto molekul jsou mitochondrie transformovanych bunék. [31]
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Obrazek 14. Rozdéleni PS. Pfevzato a upraveno z [31].

Kromé porfyrinti, které byli mezi prvnimi schvalenymi fotosenzitizéry, fadime mezi
vhodna 1éCiva pro PDT latky ze skupin chlorint, bakteriochlorint, ftalocyanint
a fenothiazind (Obr. 15). Spolecnym charakteristickym znakem téchto latek je jejich
silna absorpce v Cervené Casti spektra, blizici se az infracervené ¢asti spektra (obvykle
kolem 660 nm). V téchto oblastech je lidska tkan nejvice propustna pro svétlo a rozptyl

svétla je nejmensi. [5]



porfyrin chlorin bakteriochlorin

LZ

ftalocyanin fenothiazin

Obrazek 15. Zakladni skelety struktur PS.

PDT kombinuje tfi netoxické slozky: svétlo, kyslik a fotosenzitizér. Kromé piimého
ucinku na rakovinové buiky, v dlouhodobém méfitku podnécuje reakci imunitniho
syst¢ému a lokalné pfispiva k pferuSeni vaskuldrniho systému v okoli mista, kde

se rakovinové bunky nachazi. [5]

Pocatecnim krokem PDT je ozéafeni PS svétlem, ktery je nakumulovan v tkani.
Po absorpci svétla vhodné vinové délky se PS dostava do excitovaného stavu a muze
tak podstoupit mezisystémovy piechod do jeho tripletového stavu. Uvolnéni z tohoto
stavu do zakladniho stavu zahrnuje nékolik mechanismu, pticemz pro PDT je dilezity
pfenos energie na molekulu kysliku. Diky uvedenému procesu dochazi ke vzniku
reaktivni formy kysliku tzv. singletového kysliku, ktery je hlavni G¢innou sloZkou

v PDT (Obr. 16). [29]
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Obrazek 16. Princip ptisobeni PDT. Ptevzato a upraveno z [2].

Metody PDT jsou neustale piedmétem pozornosti mnohych védeckych vyzkumu
a studii. Zajem o tuto oblast vyzkumu je spojen se Sirokymi moZznostmi aplikace metod
PDT v diagnostice a lécb¢ predevsim onkologickych onemocnéni. AvSak slibné
vysledky byly nedavno dosédhnuty také v jinych oblastech mediciny, a to v piipadé
koznich a cévnich onemocnéni a nékterych infekénich onemocnéni. [33] Své uplatnéni

nachdzi i pti dezinfekci vody a konzervaci potravin. [34]

5.4.3 Zhasece fluorescence

Zhaseni fluorescence fluorescencni sondy riznymi procesy je zdkladnim mechanismem
pro né€kolik riznych testl vyuzivanych v biochemii, analytické chemii, biologii
a genetické analyze. [35] Metoda vyuzivd kombinaci dvou barviv — fluoroforu,
tzv. reportéru, a zhasece (Obr. 18). Po vhodném pftibliZzeni je schopen zhaSe¢ sniZovat
fluorescenci fluoroforu, coz vede ke zménam v intenzit€ fluorescence. Nové typy
zhéaSecl tzv. dark quenchers (tmavé zhaSece) jsou modernim typem zhasecl bez vlastni
fluorescence, coz podstatné zjednodusuje hybridizacni testy a zvySuje jejich citlivost

(ptivodni zhésece se Casto vyznacovaly vlastni fluorescenci). [36]
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Ptes mnozstvi riznych dostupnych fluorofort vychazeji bézné pouzivané zhasece pouze
z nékolika typa struktur. Casto jsou vhodné pouze pro maly podet fluoroforti kvili
omezenému piekryvu s emisnimi spektry fluoroforit (Obr. 17). [37] Proto je vyvoj
novych vysoce ucinnych a univerzéalnich zhasecth mimoiradné zddany. V posledni dob¢
jsou slibnym novym typem tmavych zhaseci alkylamino substituované AzaPc. Nemaji
schopnost fluorescence diky jedine¢nému zpiisobu deaktivace excitovanych stavil

pomoci ICT a absorbuji v Sirokém rozmezi 250-750 nm. [36]
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Obrazek 17. Emisni fluorescencni spektra prakticky vyuzivanych fluorofort.

Ptevzato z [36].

Pfi tvorbé vhodného AzaPc zhédsece musi byt splnéno nekolik dilezitych podminek.
Periferni substituenty by mély byt objemné z ditvodu sniZeni agregace, ktera je typicka
pro planarni makrocyklické systémy (jakymi jsou AzaPc) a sniZuje jejich rozpustnost,
a zaroven komplikuje jejich izolaci a CiSténi. Tyto substituenty by mély byt rovnéz
pfipojeny na makrocyklické jadro pomoci dusiku, aby byl umoznén prubeh ICT.
Takové AzaPc nemaji vlastni fluorescenci, kterd by interferovala s detekci
fluorescenéniho signalu fluoroforu, a stadvaji se tak tmavymi zhaseci. Dialkylamino
substituenty spliiuji obé z vySe zminénych podminek. Kvantové vytézky singletového

cv v

oligodeoxyribonukleotidové (ODN) ¢asti sondy. U dialkylamino substituentl jsou tyto
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nizké vytézky dosazeny diky ICT. Dalsi dilezitou soucasti AzaPc by méla byt funkéni
skupina, ktera by byla vhodnd pro navézani na pevnou fazi pfi piipravé ODN sond.
Strategie navazani AzaPc na pevnou fazi je zalozena na cykloadici v ramci tzv. "klik"
chemie, ktera je znamé svou selektivitou a vysokymi vytézky. V ramci vybéru
centradlniho kationtu AzaPc se jevi zine¢naté ionty jako nejefektivnéj$i pro ucinné

zhaseni fluorescence. [36]
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hybridizace
+ r—————

bez
fluorescence

fluorescence

Obrazek 18. Princip detekce DNA sekvenci pomoci dvojice fluorofor — zhasec.

Prevzato z [2].

Sondy zaloZené na AzaPc (Obr. 19) efektivné zhaseji Siroky rozsah bézné& pouZzivanych
fluoroforti, jakymi jsou naptiklad FAM a Cy5, pficemZ jejich ucinek zhadSeni prevysuje
béZné pouzivané zhaSece. AzaPc tak maji vysoky potencial se stat zhaSeci volby

pro kterykoliv béZné€ pouZzivany fluorofor nebo hybridizac¢ni test. [37]
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Obrazek 19. Piiklady struktur molekul AzaPc, které byly pouzity jako zhéasece

fluorescence. Pievzato z [37].
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6 Metodicka c¢ast

6.1 Syntéza AzaPc prekurzori

Vychozimi latkami pro syntézu AzaPc cyklotetramerizaci jsou vhodné substituované
pyrazin-2,3-dikarbonitrily. Nitrilové skupiny jsou dtlezitymi ucastniky vzniku
centralnich pyrrolovych jader a vazeb mezi jednotlivymi ¢éastmi findlniho
makrocyklického utvaru. Pfiprava pyrazin-2,3-dikarbonitrili je podstatnym krokem
pro celkové vlastnosti konecnych AzaPc, protoze substituenty navdzané na periferii

AzaPc molekuly se jiz zavadéji do struktury pyrazin-2,3-dikarbonitrild. [2]

Pro navéazani perifernich substituentli pies heteroatom je vhodna nukleofilni substituce
5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu ~ (Schéma 1.), kterd probiha v piebytku
nukleofilniho ¢inidla. Vzniklé latky maji navazané stejné substituenty v polohach 5 a 6.
Monosubstituované latky vznikaji v ptipadé pouziti jednoho ekvivalentu nukleofilu.
Tyto latky mohou byt atakovany jinym nukleofilem, ¢imZz by vznikly prekurzory

s dvéma riznymi substituenty (Schéma 1.). [2]

I I HXR! (prebytek) C:[NIXR1
oaze NC” N7 XR!
1 eq. HXR'
baze
HXR2 NC. _N_ _XR'

NC. N._ _XR'
N . =~
I /I baze j :[ /I
C N Cl

NC~ "N~ ~XR?

Schéma 1. Nukleofilni substituce 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu v ptebytku
nukleofilniho ¢inidla a za pouZiti jednoho ekvivalentu nukleofilu.

Ptevzato a upraveno z [2].
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6.2 Cyklotetramerizac¢ni reakce

Cyklotetramerizace je reakci vzniku AzaPc molekul, které se ucastni Ctyfi molekuly
pyrazin-2,3-dikarbonitrilu. RozliSuji se dva zakladni mechanismy, kterymi vznikaji
makrocykly AzaPc (Schéma 2). Prvni metoda je zaloZzena na tzv. templatovém efektu
kationtu kovu, ktery je ve vysledku centralné chelatovan v molekule. Pfedpokladanym
krokem je seskupeni prekurzori kolem kationtu kovu, ¢im se piiblizi k sobé na kratkou
vzdalenost. Zahtatim na vyssi teplotu ve vysoko vroucim rozpoustédle (DMF, chinolin)
se umozni tvorba jadra AzaPc. Podstatnou slozkou druhého mechanismu je reakce
alkoholatd alifatickych alkoholl s elektrondeficitnim uhlikem nitrilové skupiny.
Dochéazi k postupné tvorbé AzaPc makrocyklu, kde nejdiive vznika alkylkarboximidat,
ktery dal napadé nitrilové skupiny, coz vyusti v cyklotetramerizaci. Timto zpisobem
jsou nejcastéji vyuzivané lithné a hotfecnaté alkoholdty. Nutno zminit, Ze metodou
templatového efektu se dosahuji nizs$i vytézky nez pouzitim alkoholéatu, avsak nékdy

je pouziti této metody nezbytné. [2]

Mg nebo Li R

NC N R
N
T X
NC N R
kationt kovu N=
/
/%/N

chinolin nebo DMF R
R

Schéma 2. Mechanismy cyklotetramerizace AzaPc — vyuziti hofe¢natého/lithného

alkoholatu nebo templatovym efektem kationtu kovu. Pfevzato a upraveno z [2].
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Pocet prekurzorti vstupujicich do cyklotetramerizace mtize ovlivnit kone¢nou strukturu
AzaPc. Pokud od reakce vstupuje pouze jeden prekurzor, dochdzi ke vzniku
symetrickych AzaPc. Existuji vSak ptipady, ve kterych jsou pozadovany nesymetrické
AzaPc, u kterych je rozlozeni substituentii na periferii rozdilné. Obvykle se jedna
o studium vlivu struktury AzaPc na fotofyzikdlni a fotochemické parametry nebo
zdokonaleni jist¢ vyuzivané vlastnosti. Pfi tvorbé nesymetrickych AzaPc se ucastni
reakce dva prekurzory A a B (Schéma 3). Jednd se o tzv. statistickou kondenzaci.
Vysledkem této reakce je Sest raznych kongenerti, které je vSak nutno nésledné
odseparovat chromatografickymi metodami pro ziskani cilené latky. Navzdory

vvvvvv

vlastnostmi nez symetrické latky. [2]

A A
Al [A]l |A]| BB

A A

B A
Al+|B|—|A|l (B B| B

A A

NIE B B
B| |B B| |B

A B

Schéma 3. Schématické znazornéni statistické kondenzace prekurzorti A a B, jejimz

vysledkem je Sest riznych kongenerti AzaPc. Pievzato a upraveno z [2].
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7 Experimentalni Cast

7.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Rozpoustédla a vychozi latky pouzité v reakcich byly zakoupeny od firem Penta,
Sigma-Aldrich/Merck, TCI Chemicals a Acros. Pfistroj pouzity ke zméfeni teplot tani
latek byl ELECTROTHERMAL 1A9200. Prubéh reakci byl sledovan tenkovrstvou
chromatografii (TLC) na deskach Merck Kieselgel 60 F254. Vyhodnoceni desek bylo
provadéno na UV lampé pfi vinovych délkach 254 a 366 nm. Stacionarni faze Merck
Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) byla pouzivana k <¢isténi produkti sloupcovou
chromatografii. SloZzeni mobilnich fazi jsou uvedeny u jednotlivych reakci. Shimadzu
UV-2600PC spectrophotometer byl pouzivan k méteni spekter UV/VIS. Pro naméteni
infradervenych spekter byl pouzit IC spektrofotometr Nicolet 6700 v ATR modu.
Ptistrojem VNMR S500 byla méfena 1H NMR a 13C NMR spektra. Fluorescenéni
spektra byla zmeéfena na spektrofluorometru FS5  (Edinburgh Instruments)

s fotonasobicem R928P.

39



7.2 Priprava prekurzoru

7.2.1 Priprava 5,6-di(piperidin-1-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (1)
N N
Q\\ M ‘:\\‘ N N
= | . THF | =
NN _ N/ )
‘\/:;’ N

5,6-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1,00 g, 5,04 mmol) byl v 250ml barnce rozpustén
v tetrahydrofuranu (THF, 100 ml). Néasledn¢ za stdlého michéni po kapkach byl
pfidavan piperidin (2,98 ml, 7,65 mmol). Reakéni smés se nechala reagovat po dobu
1 hodiny za stdlého michani pti laboratorni teploté. Thned po ptidani piperidinu doslo
k zméné¢ barvy na zlutou a zacala se objevovat srazenina. Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) v soustavé hexan-aceton (4:1,
Rf=0,32). Po reakci byl produkt ptefiltrovan od vzniklé soli a pfefiltrovany roztok byl
odpafen na vakuové rotacni odparce. Nasledné¢ byla provedena rekrystalizace
z methanolu. Po rekrystalizaci byl produkt prefiltrovan. Vysledkem reakce byla Zluta
krystalicka latka 1.

Vytézek: 1,24 g (83 %)

Molekulova hmotnost: 296,4 T.t.: 170,3 -171,5 °C

"H NMR (500 MHz, CDCls) § 3.49 — 3.44 (m, 8H), 1.69 — 1.64 (m, 12H).
BC NMR (126 MHz, CDCls) § 146.79, 120.46, 114.87, 47.23, 25.41, 24.24.

IC (ATR) v 2944 (CH), 2857 (CH), 2227 (CN), 1516, 1460, 1273.

40



7.2.2 Priprava 5,6-bis(dipropylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)

5,6-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1,00 g, 5,03 mmol) byl rozpustén
v tetrahydrofuranu (THF, 100 ml). Za stdlého michani a pfi teploté 90 °C pod zpétnym
chladicem byl nasledné piiddvan po kapkdch dipropylamin (4,13 ml, 30,15 mmol).
Reakce probihala 2 hodiny. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC v soustavach
hexan-ethylacetat (5:1, Rr=0,46) a cisty toluen (Rf = 0,50). Po reakci byla smés
odpafena na rotacni vakuové odparce. Produkt byl tiikrat vytfepan do ethylacetatu.
Organickd faze byla pak odpatena na rota¢ni vakuové odparce. Vysledny produkt byl

nakonec rekrystalizovan z methanolu. Vysledkem byla Zluté krystalicka latka 2.
Vytézek: 1,23 g (75 %)
Molekulova hmotnost: 328,5 T. t.: 100,2 —101,6 °C

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 3.45 — 3.39 (m, 8H), 1.49 (h, J = 7.4 Hz, 8H),
0.81 (t,J= 7.4 Hz, 12H). '3C NMR (126 MHz, CDCls) & 146.08, 120.01, 115.07, 50.42,
20.82, 11.49. IC (ATR) v 2963 (CH), 2931 (CH), 2874 (CH), 2220 (CN), 1524s.
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7.3 Cyklotetramerizac¢ni a chelatacni reakce

7.3.1 Priprava 2,3,9,10,16,17,23,24-okta(piperidin-1-yl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninu (3)

C\ \}N
NI—
e
| \I BuOH. Li
N O AC

Latka 1 (0,40 g, 1,35 mmol) byla v 250ml bance rozpusténa v Cerstvé predestilovaném
bezvodém butanolu (BuOH, 15 ml). Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em
2 hodiny, pfi¢emz na zacatku bylo do smési pfidano lithium (65,57 mg, 9,45 mmol).
Reakéni smés vykazovala na konci reakce tmavé zelené zbarveni. Po skonceni reakce
bylo rozpoustédlo odpafeno na rotacni vakuové odparce. Nasledné byla ovéfena Cistota
pomoci TLC v soustavé dichlormethan-aceton (50:1, Rr=0,23). Vysledni produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii v mobilni f4zi dichlormethan-aceton (50:1).
Po chromatografii byl produkt suspendovan v methanolu a pftefiltrovan ptes skladany
filtr. Ziskanym produktem byla tmavé zelena krystalicka latka 3. Nutno poznamenat,
ze chovani latky pti CiSténi (zejména jeji nizkd rozpustnost) a pfii filtraci ovlivnilo

mnozstvi ziskaného produktu.
Vytézek: 131,1 mg (33 %)
Molekulova hmotnost: 1187,5

'"H NMR (500 MHz, pyridin-ds) § 4.11 — 3.54 (m, 32H), 1.89 — 1.69 (m, 32H),
1.69 - 1.51 (m, 16H). Signaly v '>*C NMR nebyly detekovany. IC (ATR) v 3273 (NH),
2927 (CH), 2847 (CH), 1411.
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7.3.2 Priprava 2,3,9,10,16017,23,24-oktakis(dipropylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninu (4)

S
oRe

- \\:]:“\/\\ BuOH. Li / /

Latka 2 (0,40 g, 1,22 mmol) byla v 250ml barice rozpusténa v Cerstvé predestilovaném
bezvodém butanolu (BuOH, 15 ml). Do smési bylo pfidano lithium (59,16 mg,
8,52 mmol) na zacatku procesu zahiivani, ktery probihal pod zpétnym chladi¢em a trval
2 hodiny. Po skonfeni reakce bylo rozpoustédlo odpaieno na rotacni vakuové odparce.
Cistota produktu byla nasledné ovéfena pomoci TLC v soustavé dichlormethan-aceton
(30:1, R¢f = 0,67). Naslednou sloupcovou chromatografii v mobilni fazi
dichlormetan-aceton (30:1) byl vysledny produkt pfecistén. Po odpateni Cistych frakci
byl produkt suspendovan v methanolu a prefiltrovan ptes skladany filtr. Reakci byla

ziskana tmavé fialova krystalicka latka 4.
Vytézek: 232,3 mg (58 %)
Molekulova hmotnost: 13159

"H NMR (500 MHz, pyridin-ds) & 3.96 (t, J = 7.3 Hz, 32H), 1.83 — 1.75 (m, 32H), 1.02
(t, J = 7.3 Hz, 48H). Signaly v '>*C NMR nebyly detekovany. IC (ATR) v 3301 (NH),
2960 (CH), 2932 (CH), 2873 (CH), 1424.
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7.3.3 Priprava 2,3,9,10,16,17,23,24-okta(piperidin-1-yl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato zine¢natého komplexu (5)

¢ O ¢ O
Gy 0 Gy 0
NN &ﬁ“{}rﬂ
MNH Ns Zn(CH,COO0),, pyridin ) N, H=

N N N zZn N

\ N HN 4 JAN(S \! N/ \N /
T@M\}N TQN/J\}N
epchiies OO

5

AzaPc 3 (131,1 mg, 0,11 mmol) byl navazen do 100ml banky. K nému byl nasledné
pfidan bezvody octan zinec¢naty (202,6 mg, 1,10 mmol). Nakonec byl do smési piidan
pyridin (20 ml). Smés byla ponechana reagovat 5 hodin pii teplot¢ 130 °C za stalého
michani pod zpétnym chladi¢em. Po dokonceni reakce byl z produktu odpatfen pyridin
do sucha na rota¢ni vakuové odparce. Do vysledného produktu byla ptidana voda. Tato
smés byla nésledné prefiltrovana pies skladany filtr. Zlstatek na filtru byl pieveden
do bankky. Néslednou sloupcovou chromatografii za vyuZiti mobilni faze
aceton-dichlormethan v poméru 1:50 byl produkt ptecistén. Vyslednym produktem byla

tmav¢ zelena krystalicka latka S.
Vytézek: 21,4 mg (16 %)
Molekulova hmotnost: 1250,89

NMR spektra nebylo mozné zméfit kvili $patné rozpustnosti. IC (ATR) v 2932 (CH),
2852 (CH), 1416. UV-vis (DMF) Amax () 655 (171 600), 599 (31 400), 503 (27 500),
379 (120 700).
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7.3.4 Priprava 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(dipropylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato zine¢natého komplexu (6)

\ / AcC \Y AT TN /

Produkt 4 (232,3 mg, 0,18 mmol) byl navdZen do 100ml banky, ke kterému byl
nasledné pfidan bezvody octan zinecnaty (323,9 mg, 1,77 mmol). Smés byla nakonec
doplnéna pyridinem (20 ml). Reakce smési probihala 5 hodin pfi teplote 130 °C
za stalého michédni pod zpétnym chladicem. Po dokonceni reakce byl z produktu
odpaten pyridin do sucha na rota¢ni vakuové odparce. Vysledny produkt byl smichan
s vodou. Tato smés byla nasledné ptefiltrovana ptes skladany filtr. Zlstatek na filtru byl
preveden do banky. Nasledovalo pfecisténi produktu sloupcovou chromatografii
za vyuziti mobilni faze aceton-dichlormethan v poméru 1:30. Vyslednym produktem

byla tmavé fialova krystalicka latka 6.
Vytézek: 97,8 mg (42 %)
Molekulova hmotnost: 1379,24

"H NMR (600 MHz, pyridin-ds) & 3.89 (d, J= 7.8 Hz, 32H), 1.76 — 1.64 (m, 32H), 0.95
(t, J = 7.4 Hz, 48H). *C NMR (151 MHz, pyridin-ds) & 151.13, 142.45, 50.86, 21.30,
11.98, 11.95. Jeden aromaticky signal nebyl detekovan. IC (ATR) v 2962 (CH), 2932
(CH), 2873 (CH), 1418. UV-vis (DMF) Amax (g) 661 (186 800), 601 (35 500), 521
(38 600), 381 (124 600).
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7.4 Studium stability J-dimert a méreni hodnot kvantovych vytézki
fluorescence a singletového Kkysliku

Studium stability J-dimert a meéfeni hodnot kvantovych vytézku fluorescence

a singletového kysliku probihalo podobné jako v jiz publikované praci. [38]

Pii studovani stability J-dimerd byly AzaPc 5 (v koncentraci 5 uM)
a 6 (v koncentraci 1 uM) v toluenu prevedeny do kyvety a nasledné¢ zméiena jejich
absorbance. Nasledné byl do kyvety pfidavan pyridin az do maximalni koncentrace
pyridinu (2 M), pficemz absorpce byla méfena po kazdém piidavku pyridinu.
Disociacni konstanta byla pak vypoctena nelinedrni regresi z grafu zavislosti mnozstvi

monomeru na koncentraci pyridinu za pouziti programu GraphPad Prism.

Hodnoty kvantového vytéZku fluorescence ®r byly méfeny spektrofluorometrem
FS5 (Edinburgh Instruments) za vyuziti porovnavaci metody, pfi¢emZ jako referencni
latka byl pouzit nesubstituovany zine¢naty Pc (®r = 0.32 v THF). [39] Stanoveni
hodnot ®f probihalo v triplikatu a vysledné hodnoty v diskuzi ptedstavuji pramérné
hodnoty téchto méfeni. Piedpokladand experimentalni chyba meéfeni byla £ 10 %.
Absorpce vzorki piiexcitaéni vlnové délce byla drzena pod hodnotou 0,05
a pfi maximu Q-pasu pod hodnotou 0,1, aby se ptedeslo efektu wvnitfniho filtru.
Vysledky hodnot ®f byly korigovany pro indexy lomu rozpoustédel. V piipadé smési
toluen/pyridin byl pouzit 1% roztok pyridinu v toluenu, coz odpovida 0,124 M pyridinu

v toluenu.

Hodnoty kvantovych vytézka singletového kysliku ®a byly stanoveny porovnavaci
metodou zalozenou na rozkladu chemické sondy pro singletovy kyslik
(1,3-difenylisobenzofuran). Detaily metody jsou blize popsany v literaturé. [40] Jako
referencni latka byl pouZit nesubstituovany zineCnaty ftalocyanin (®a = 0,56
v DMF [41], 0,56 v toluenu [42]). Stanoveni hodnot ®A bylo provedeno v triplikatu
avysledné hodnoty v diskuzi predstavuji primeérmé hodnoty téchto méfeni.
Predpoklddand experimentidlni chyba méfeni byla + 10 %. V pfipadé smési
toluen/pyridin byl pouzit 1% roztok pyridinu v toluenu, coz odpovida 0,124 M pyridinu

v toluenu.
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8 Diskuze

Vramci studii vyzkumné skupiny Azaphthalocyanine group bylo pozorovano,
ze dialkylaminoazaftalocyaniny mohou tvofit supramolekularni utvary, konkrétné
J-dimery, coz je raritni jev u ftalocyanini a jejich analogl, protoze naprosta vétSina
tvotfi H-dimery. Tento jev je nésledné¢ schopen ovliviiovat jejich vyuziti. V této praci
bylo ukolem piipravit dva AzaPc s dialkylamino substituci na periferii a zkoumat vliv

objemnosti alkylovych zbytkii na dusiku na tvorbu J-dimerti a jejich stabilitu.

Byly navrzeny dva symetrické AzaPc - prvni obsahoval na periferii piperidinyl
substituenty, u druhého byly navazany dipropylamino substituenty. Syntéza AzaPc
zacala pfipravenim prekurzori z 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu  nukleofilni
substituci, pricemz reakce probihaly v pfebytku daného aminu s dobrymi vytézky.
Dalsim krokem byla cyklotetramerizace Linsteadovou metodou syntézy za vyuziti
butanolatu lithného. Ve findle jsme ziskali bezkovové AzaPc, protoZe lithny kation jako
centrdlni atom v molekule AzaPc nedrzi a uz jen v pfitomnosti vody se z ni odstrafuje.
Nutno zminit fakt, ze piperidinylové substituenty nezabranovali tvorbé agregati moc
dobfe, coz mélo za disledek vyrazné horsi rozpustnost latky. Z toho divodu ji bylo
vytézky, které tak nebyly dasledkem niz$i reaktivity, ale spiSe komplikovaného
zpracovani a vyraznych zrat pii CiSténi. Nasledné byly z bezkovovych molekul
pripravené zineCnaté derivaty, protoZe tvorba J-dimerti je postavena na koordinaci
s centralnim kationtem, tzn. mezi perifernim dusikem a centrdlnim zine¢natym
kationtem. Tyto zinecnaté derivaty byly pfipraveny chelataci zineCnatych iontl
za vyuziti octanu zine¢natého. U piperidinyl substituovaného AzaPc byla izolace opé&t

vyrazné horsi, a tim padem 1 jeho vytéZzky byly nizké.

Nasledné jsme charakterizovali kone¢né zinecnaté AzaPc pomoci absorpnich spekter,
jelikoz u J-dimert je Q-pas typicky roztazeny a je posunuty bathochromné do cervené
oblasti spektra oproti monomeru (Obr. 20). Dillezitym faktem je, Ze pokud se absorp¢ni
spektra zméti v nekoordinujicim rozpoustédle, jako je tfeba toluen, tak tam nedochézi
ke kompetici rozpoustédla s vazbou na zinecnaty kationt, a vdZou se na n¢j periferni
aminy, ¢imz vznikd J-dimer. Ve chvili, kdyby se spektra méfila v koordinujicich

rozpoustédlech, jako je tfeba pyridin, tak by rozpoustédlo kompetovalo s vazbou
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perifernich aminosubstituenti na zinecnaty kationt. Tim padem zlstdvd molekula
monomerni s molekulou rozpoustédla koordinovanou na centralni kation. To se d4 pak

vyuzit pro porovnani stability zkoumanych J-dimerd.

Pfi srovnavani stability byla vyuzita titrace pyridinem. U dipropylamino
substituovaného AzaPc 6 uz po malych ptidavcich pyridinu dochézelo k rozpadu
J-dimeru, kdezto u piperidinyl substituovaného AzaPc 5 byla potfebna koncentrace
pyridinu pomérné¢ vysoka (Obr. 20). Z pribéht kiivek bylo pak mozné odvodit
disociac¢ni konstantu (Kp), ktera je rozdilnad jak pro dipropylamino substituovany, tak
1 pro piperidinyl substituovany AzaPc. To naznacuje zésadni rozdil v stabilité J-dimerda.
Dipropylaminové substituenty, diky své objemnosti, snizuji stabilitu J-dimeru, kdezto

piperidinylové substituenty jsou vice méné skoro planarni a tvorbu J-dimeru spiSe

podporuji.
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Obrazek 20. Absorpéni spektra studovanych AzaPc (piperidinyl substituovany
AzaPc 5 (a); dipropylamino substituovany AzaPc 6 (b)) pfi postupném zvySovani
koncentrace pyridinu. Grafy vpravo vyjadiuji zménu absorbance v maximu Q-pasu

monomerni formy.
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Niésledng jsme studovali i vliv J-dimer( na fotofyzikalni vlastnosti. Slo zejména o vliv
na prubéh ICT, ktery je pro dialkylamino substituované AzaPc typicky. AvsSak
pii tvorbé J-dimeru dochazelo jistym zpiisobem k inhibici ICT. Pro proces ICT byla
dilezita i polarita rozpoustédla. Cim je rozpoustédlo polarngjsi, tim je prabéh ICT
siln€j$i a charakteristické hodnoty ®r a ®a jsou tim padem extrémné nizké. Zatimco

v nepoléarnich rozpoustédlech je ICT hodné inhibovan a hodnoty ®@r a ®4 jsou mnohem

vysSi.
Tabulka 1.
Rozpoustédia Hodnoty ®r Hodnoty ®a
PPD AzaPc5 | DPA AzaPc 6 | PPD AzaPc5 | DPA AzaPc 6
DMF 5,225%107 6,188x107 0,004 0,005
TOL 0,233 0,039 0,291 0,141
TOL+1%PYR -2 0,006 -2 0,063

Tabulka 1. Hodnoty kvantovych vytézkt fluorescence (®r) a singletového kysliku (D)
studovanych  AzaPc (PPD AzaPc = piperidinyl  substituovany  AzaPc;
DPA AzaPc = dipropylamino substituovany AzaPc;, DMF = dimethylformamid;
TOL = toluen; PYR = pyridin). * Latka nebyla plné¢ monomerni pfi pouzitém piidavku
pyridinu. Diky vysoké stabilité¢ J-dimerti nebylo mozné stanovit hodnoty v tomto

rozpoustédle.

Jak vyplyvd zTabulky 1, hodnoty ®r a ®a jsou v polarnim rozpoustédle
(dimethylformamid, DMF) vyrazn€ nizké, coz potvrzuje pribéh ICT a nedochdzi zde
ani k agregaci — molekuly AzaPc se vyskytuji ve stavu monomeru. V nepolarnim
rozpoustédle (toluen, TOL) jsou jiz hodnoty ®r a ®» mnohem vys§i, coZ naznacuje,
ze proces ICT je inhibovan a tvorba J-dimeru je podporovana. Pro porovnani vlivu
J-dimeru a monomeru v nepoldrnim rozpoustédle byly hodnoty ®r a @, jesté¢ zméfeny
1 v toluenu, ktery navic obsahoval 1 % pyridinu. Malé mnoZstvi pyridinu zabezpecovalo
monomerizaci AzaPc, pfiCemZ nedochazelo k zvySeni polarity toluenu, ktery

zabezpecoval inhibici ICT. Jak je patrné z hodnot ®r a ®a, nepfitomnost J-dimeru
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snizuje @r a O v porovnani s hodnotami namefenymi v Cistém toluenu. Toto stanoveni

mohlo byt provedeno pouze pro latku 6.

Ze ziskanych vysledkl lze usoudit, Ze J-dimer se jistym zpusobem podili na inhibici
ICT. Meg¢feni v toluenu s pyridinem probéhlo jenom v pfipadé dipropylamino
substituovaného AzaPc 6, jelikoz by pro monomerizaci piperidinyl substituovaného
AzaPc 5 byla nutna vyssi koncentrace pyridinu (cca 15-20 %, Obr. 20), coz by mohlo

mit za nasledek zménu polarity toluenu a ovlivnéni namétrenych hodnot ®r a Oa.
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9 Zavér

Cilem mé diplomové prace bylo zkoumat vliv alkylamino substituentii AzaPc na tvorbu

J-dimerq, kterych vyskyt je mnohem raritnéjsi, jelikoz drtiva vétSina ftalocyaninti tvoii

H-dimery.
V ramci mé diplomové prace byly syntetizovany nejdiiv 2 prekurzory:

e 5,6-di(piperidin-1-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril
e 5,6-bis(dipropylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril

Z nich byly cyklotetrimerizaci pfipraveny 2 symetrické bezkovové AzaPc. Nasledné
byla provedena chelatace zine¢natého kationtu za vzniku finalnich zine¢natych AzaPc.
Prvni AzaPc obsahoval piperidinyl jako periferni substituent, druhy AzaPc m¢él
navazany dipropylamino substituent. V praci byl studovan vliv téchto konkrétnich

substituentu na tvorbu J-dimeru.

Ukézalo se, Ze objemné dipropylamino substituenty vyrazné snizuji stabilitu J-dimert
v nekoordinujicich rozpoustédlech. Z vysledkti métfeni Ize usoudit, Ze vznik J-dimert
ovlivioval fotofyzikalni vlastnosti. To znamend, ze pokud doslo k tvorbé J-dimeru, tak
pribéh ICT, jakoZto typického procesu deaktivace excitovanych stavii u alkylamino
substituovanych AzaPc, byl vyrazné inhibovan. Pokud se v§ak AzaPc vyskytoval jako
monomer, vykazoval ICT vyraznéjsi pribéh. V polarnich rozpoustédlech, jako je tieba
v DMF, jiZ probihal ICT zcela kompletné. Ovlivnéni ICT se tak projevilo na hodnotach
kvantovych vytézkli fluorescence a singletového kysliku, které jsou dilezitymi

charakteristikami AzaPc.
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