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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Syntéza derivati BODIPY pro fotodynamickou terapii

Komplexy boritych dipyromethenovych barviv (BODIPY) jsou jiz od devadesatych let
vyuzivany pro svou fotostabilitu, vysoké absorpcni koeficienty a kvantové vytézky
fluorescence. Relativné nedavno doslo k objevu modifikace struktury za pouziti efektu
tézkého atomu, kdy se dosdhlo i vysokych kvantovych vytézka singletového kysliku a
tedy vznikla rodina sloucenin s potencidlem pro vyuziti ve fotodyanmické terapii (PDT).
Dosavadni BODIPY preparaty pro PDT jsou limitovany Spatnou rozpustnosti v polarnich
prostiedich. Tato studie poskytuje ptehled soucasnych syntetickych moznosti a zékladni
vztahy struktury a ucinku. V experimentalni ¢asti prace byly pfipraveny tii styryl-
disubstituované latky s Amax (absorpéni maximum) pii vinovych délkach v blizkosti
infracerveného spektra s dobrymi kvantovymi vytézky singletového kysliku a velmi
dobrou fotostabilitou. Kromé cilovych latek byly pfipraveny a charakterizovany tfi dosud
nepopsané 3,5-dialkoxy- substituované derivaty benzaldehydu jako prekurzory findlnich
latek. V neposledni fad¢ doslo k optimalizaci jiz publikovanych syntetickych postupti pro

ucely pripravy distyryl-BODIPY.



Abstract
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Name of the thesis: Synthesis of BODIPY dyes for photodynamic therapy

Borron-dipyromethene dyes (BODIPYs) have been used since the 1990s for their
photostability, high absorption coefficients and fluorescence quantum yields. Recently, a
modification of the structure using the heavy atom effect was discovered, where high
quantum yields of singlet oxygen were also achieved. This fact helped creating a family
of compounds with the potential for use in photodynamic therapy (PDT). Previously
described BODIPY preparations for PDT are limited by poor solubility in polar
environments. This study provides an overview of current synthetic options and basic
structure-effect relationships. In the experimental part of the work, three styryl
disubstituted substances were prepared with Amax (absorption maximum) at wavelengths
in near infrared region with good quantum yields of singlet oxygen and very good
photostability. In addition to the target compounds, three 3,5-dialkoxy substituted
benzaldehyde derivatives were prepared and characterized as precursors for the final
compounds. Finally, the already published synthetic processes were optimized for the

preparation of distyryl-BODIPY.
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CiL PRACE

Toto dilo si dava za tkol vytvofit praktické zaklady pro dalsi vyzkum boritych
dipyrromethenovych barviv (z angl. ,,boron-dipyrromethen®, BODIPY) v ramci
vyzkumné skupiny Azaphtalocyanine group prof. Zim¢ika na FaF UK a tedy poskytnout
a objasnit zékonitosti tykajici se teoretického designu, reaktivity, syntetickych moznosti
a v neposledni fad¢ i vztahy struktury a ucinku téchto latek. Tyto latky dosud nebyly
v nasi skupiné zkoumany, a proto je tato prace pilotni s cilem ziskat zakladni zkusenosti
zejména s jejich ptipravou. Ziskané poznatky maji najit uplatnéni v oborech jako syntéza
fotodynamicky aktivnich latek, pH dependentnich i metalodependentnich indikatort,

cytologickych pigmentl a v obdobnych aplikacich.

HO._~ o ~-OH 0’\ (*o
HO  OH

Obrdzek 1: llustracni schéma jedné z provedenych syntéz.
Kostrou vyzkumu se stala syntéza série osové soumérnych derivati nesoucich periferné
vazané substituenty, které maji za tikol zvySeni hydrofility na distalnich ¢astech molekuly
(Obr. 1). Soucasti studie je 1 evaluace ziskanych struktur v kontextu detailnich

fotofyzikalnich pozorovani.
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TEORETICKA CAST

3.1

Cilem vsSech farmakoterapii nadorovych onemocnéni je vystaveni cilové tkané toxickému
vlivu podaného 1éku. Vyssi kumulaci v cilové tkani a vyssi toxicitou pro cilovou tkan je
v idedlnim ptipadé dosazeno selektivniho ucinku v rdmci celého organismu a zamezeni

nezadoucich u¢inka (Obr. 2).

Vhodna léciva pro dany
nador

Lééiva s vhodnou Lééiva 5 vhodnou

tkanovou distribuci tkanovou toxicitou

Obrdzek 2: Venndv diagram demonstrujici vybér
vhodného léciva pro dany nddor.

Profil nezadoucich ucinka je zavisly na koncentraci l1é¢iva v nepatologickych tkéanich,
popiipad€ na jejich vnimavosti k toxickému efektu latky. Roli v distribuci 1é¢iva ma i
zpusob podani cytostatika. V praxi vyuzivané preparaty jako hydoxykarbamid nebo
cyklofosfamid jsou uCinnd, avSak neselektivni terapeutika s typickym profilem
nezadoucich uginkd.!? Podstatou fotodynamické terapie (PDT) je kombinace dvou
netoxickych nebo jen nepatrné toxickych vlivli: pfitomnosti fotosenzitujici latky
(fotosenzitizéru) a fyzikalniho jevu, typicky viditelného zafeni nebo zareni v pasmu
blizkého cerveného spektra. Pfi kombinaci obou faktorti dojde ke zvyseni lokalni toxicity

az o nékolik tada.

HISTORIE FOTODYNAMICKE TERAPIE
Ebersky papyrus, egyptsky dokument z Sestnictého stoleti pfed naSim letopoctem

zmifuje pouziti semen z rostliny Psoralea corylifolia v kombinaci se slune¢nim zafenim
pro 1écbu vitiliga. Tato semena obsahuji fototoxicky psoralen a nckteré dalsi
furanokumariny.® V roce 1900 student mediciny Oscar Raab a jeho ugitel profesor von
Tappeiner zkoumali pokles aktivity nalevnikli rodu Paramecia v zéavislosti na denni
dobé. Postupem casu zjistili, Ze pokles aktivity nezavisi pfimo na denni dobé ale na
mnozstvi denniho svétla a na pfitomnosti akridinu coby barviva. Plivodni vyznam pojmu
,JFotodynamicky efekt* tedy reflektoval snizeny pohyb nalevnikéi pod mikroskopem.*

Vroce 1903 dostal za své uspéchy v 1écbé koznim nemoci svétlem, predevSim za
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3.2

3.21

adjuvantni terapii koznich projevl tuberkul6zy, Nobelovu cenu dansky védec Niels R.
Finsen.’> Databaze PubMed uvadi na dotaz ,,photodynamic therapy* jako nejstarsi studii
némeckou praci z roku 1956 zaobirajici se fototoxicitou jako moznou komplikaci pfi
1écbé  chlorpromazinem.® Toto  naznaduje plavodni  vyznam jevu ve
farmakoterapii — nezadouci ucinek zpiisobeny soubéznou expozici tkan¢ fotosenzitizéru
a energie ve form¢ slune¢niho zafeni. Druhda, o jedenact let mladsi studie jiz cilené
zkouma metabolickou aktivitu bun&nych suspenzi v koncentracich 10* M a slabsich
roztocich fenothiazinovych barviv ve tmé a na svétle. Abstrakt této prace pfimo zminuje
potencial v 1écbé onkologickych onemocnéni za pouziti nizkych koncentraci barviv
v kombinaci se svételnym zdrojem.” T.J. Dougherty v roce 1978 pravdépodobné jako
prvni publikoval vysledky 1é¢by sto tfinacti onkologickych pacientl 1éCenych kombinaci
hematoporfyrinu a &erveného svétla.® Dobré vysledky a Setrnost metody si ziskaly
pozornost akademickych pracovniki a medicinského primyslu. V roce 1995 americké
ufady schvalily porfyrinovy senzitizér porfimer sodny spolec¢nosti QLT Photo-
Therapeutics.” Od tohoto okamziku bylo jiz jen otazkou &asu, kdy se na trhu zacnou

objevovat nové a efektivnéj$i preparaty.

MECHANIZMUS UCINKU
Jak bylo feceno vyse, metoda PDT je zaloZena na konverzi energie svételného zareni do

excitované formy kysliku a nasledném poSkozeni biologickych pletiv.

Fotofyzikalni princip PDT
Podstatou PDT je excitace senzitizéru ze zékladniho stavu (°PS) do excitovaného

stavu ('"PS*) za pomoci absorpce energie fotonu oscilujiciho na frekvenci blizké
absorp&nimu maximu fotosenzitizéru. Molekula ve stavu 'PS* se miize vratit do svého
zakladniho stavu za vyzateni prebyte¢né energie v podobé svétla na vinové délce zavislé
na konkrétni molekule chromoforu, tento jev je nazyvan fluorescence. Takovy zplisob
uvolnéni energie je Casty, avSak pro PDT ne zcela zadouci, protoze tak dochazi ke ztratdm
energie dodané za ucCelem poSkozeni tumoru. Druhou moznosti je jev zvany
mezisystémovy prechod (angl. intersystem crossing), kde dochazi k inverzi spinu jednoho

z vnéjSich elektronti a pfechodu do tripletového stavu T. Tato relativné stald forma

-12-



3.2.2

molekuly fotosenzitizéru muiiZze relaxovat zpét do stavu °PS vyzafenim fotonu
(fosforescenci) nebo jednou ze dvou cest definovanych jako fotoproces typu I a typu II.
Typ I zahrnuje interakci molekuly s elektronem vodiku nebo elektronovy transfer mezi
tripletovym stavem molekuly a ndhodnym substratem za produkce volnych radikali. Tyto
radikaly v prostiedi podstupuji propagacni reakci za vzniku dalSich radikald.
Mechanismus poskozeni tkdn¢ timto zptisobem bude vysvétlen v dalsi kapitole.

5B

'Ps* o

S S A— %
Type |
102

Internal conversion

Electronic transition
Fluorescence

’ps

Obrdzek 3: Jablonského diagram demonstrujici excitaci
fotosenzitizéru a jeho ndslednou relaxaci. Prevzato z 19,

Typ II spociva v reakci molekuly v T stavu s tripletovym kyslikem (tripletovy stav je u
kysliku nejstabilngj$i formou) za produkce singletového kysliku (Obr. 3). Vliv
singletového kysliku na bunécénou tkan je nastinén ve vlastni kapitole. StéZejnim
ukazatelem efektivity fotosenzitizéru je jeho schopnost produkce singletového kysliku
fotoprocesem typu II. Tento ukazatel se vyjadiuje jako kvantovy vytézek singletového
kysliku (®x) a je definovan jako relativni pomér vyprodukovaného singletového kysliku
(10,) a celkové vyuzitelné svételné energie dodané do systému, tzn. poétu absorbovanych
fotonll. Tato veli¢ina je bezrozmérna a je vyjadfovana jako desetinné Cislo nabyvajici

hodnot mezi 0 a 1.'°

Zdroj svételného zareni
Z principu metody vyplyva, ze lze pouzit prakticky jakykoliv zdroj o vhodné vlnové

délce, Zadouci je vSak co nejuzsi emisni spektrum a nevyznamna produkce tepelné
energie. Z téchto diivodi jsou preferovany lasery a svétello emitujici diody. LASER, tedy
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation je technologie vyrazn¢ mladsi
nez poznatky o fototoxicité (prvni funkéni prototyp 1960). Hlavni vyhodou je moznost
ptesné definice vlnové délky a celkového vykonu. Principidln€ se jedna o soustavu dvou
pfesné nastavenych zrcadel, z nichZ jedno je ¢astecné propustné. Mezi nimi je homogenni

prostor naplnény plynem, smési plynd, roztokem organického barviva nebo krystalem.

-13-



3.2.2.1

3.2.2.2

Tento prostor je nazyvan aktivni prostiedi. Povrch aktivniho prostfedi je obklopen
zdrojem energie, kterym miize byt chemické reakce, zdroj mize emitovat svétlo, piipadné
muze byt tvofen dvéma elektrodami a prochazejicim elektrickym proudem (proces
pienosu energie do aktivniho prostfedi je v literatufe oznacovan jako laser pumping,

Obr. 4).!!

output
beam

{
f < lasercrystal
|

highly reflecting output
mirrar coupler

pump light

Obrdzek 4: Obecné schéma laseru. Prevzato z 11,

Atomy prostiedi na zvySeni energie systému reaguji prechodem valen¢niho elektronu do
orbitalu s vyssi energii (excituji se). Ve chvili, kdy pocet excitovanych molekul ptecisli
pocet molekul v zdkladnim stavu, dojde k jevu nazyvanému ,,inverze populace”. Po
dosazeni inverze nastane faze popisovana jako stimulovana emise, kdy prochazejici foton
koliduje s excitovanou molekulou a katalyzuje jeji relaxaci do stavu s nizsi energii za
emise fotonu se stejnym smérem pohybu jako ptivodni foton. Nové vznikla Castice miize
katalyzovat relaxaci dalSich molekul a pocet identickych fotont v systému exponencialné
roste. Cast svétla se odrazi mimo aktivni prostfedi, zbytek se odrazi mezi dvéma zrcadly
a postupné prochéazi skrz polopropustné zrcadlo ve formé paprsku. S paprskem lze
manipulovat systémem odraznych ploch, prichodem pies krystaly nebo lze s vyhodou

pouzit optickd vldkna.!!

Argonovy a argonem pumpovany laser
Tento typ laseru patii ve fotodynamické terapii k tém nejpouzivanéjSim. Barviva jako

Rhodamin B, Rhodamin 101 a Sulphorhodamin 640 mohou byt s vyhodou vyuZity diky
vysoké absorbanci v rozmezi 488—514 nm a emisni vlnové délce 600—650 nm, coz je
vlnova délka absorpce vEtSiny porfyrini. Manipulace s t€émito lasery vyZaduje neustalou
technickou podporu a dodatecnou kalibraci optickych prvkii. Spravné nastaveny piistroj

miiZe poskytnout paprsek o vykonu az 500 mW/cm? a o rozmezi vinovych délek 5-10 nm.

Diodové lasery
Polovodic¢ové lasery jsou velmi pravépodobné budoucnosti tohoto oboru. Jsou

jednoduché na obsluhu a poskytuji vysoky vykon. Mohou byt nastaveny na pulzni 1

kontinuéalni rezim. Jejich emisni padsmo ma typicky 6 nm Sitku (velky rozdil oproti
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3.2.2.3

3.23

33

konvenénim LED). Casté je jejich propojeni s optickym vlaknem a uZiti napiiklad

v endoskopii.

Lampy
Pon¢kud zastaral€, byt stale relevantni jsou vysokovykonné lampy se svételnym filtrem.

Jejich vyhodou je snadné obsluha a relativné nizka cena. Dle volby filtru miize prochazet
jen paprsek o Sifce 10 nm, pfipadné Ize odstranit ultrafialové spektrum svétla. Mohou byt
zaloZeny na principu halogenovych vybojek, xenonovych obloukovych lamp a metal-

halidovych lamp.!?

Absorpce energie
Pro zajisténi absorpce svétla o idedlni vlnové délce je v organickych molekulach nutno

roz§itfit m-konjugovany systém rozSifenim aromatického skeletu, ptipadné zavedenim
funkénich skupin a atomi nesoucich volné elektronové pary.'? Pro terapeutické tcely v
PDT je dulezity pojem optické okno biologickych tkani. Jde o oblast zafeni mezi 650 nm,
pfi kterém klesa pohlcovani energie krevnimi barvivy, a 1350 nm, kdy se zacina
projevovat absorpce vodou ve tkanich. Zhruba mezi 600 a 700 nm ma své absorpéni

minimum i tukova tkan, hojné zastoupena v plicich a v nervovych strukturach (Obr. 5).
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Obrdzek 5: Graf zndzornujici absorbanci nékterych fyziologickych barviv a spektrum
viditelného svétla v kontextu idedlni vinové délky pro penetraci pri vyznacenych vinovych
délkdch. Prevzato z 14,

POSKOZENI TKANE

Reaktivni formy kysliku (ROS) mohou mit povahu radikalii i molekul se sudym poctem
elektronil. Jejich role v bunice neni jen negativni. ROS jsou nepostradatelné pro funkci
mitochondrii, peroxisomil a v mensi mife 1 pro ostatni organely. Po konverzi
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3.3.1

fotosenzitizéru do tripletového stavu muze relaxace nastat fotoprocesy typu I a IIL
Zatimco u reakci prvniho typu je dominantni produkce superoxidu (‘O2"), hydroxylového
radikalu (HO), peroxyld (ROO) a hydroperoxylu (HOO") a jejich néaslednd, velmi tézko
predvidatelna propagace s fyziologickymi molekulami, druhy typ poskytuje dominantné
10,.1% Expozici 02 dochazi k celé fadé oxidacnich reakei s biologickym materialem a tim
k naruSeni fyziologickych funkci biomolekul. Dilezitou vlastnosti senzitizéru je jeho
schopnost pronikat do jednotlivych tkani a pfedevSim schopnost kumulovat se
v nékterych Castech builky. Teoreticky nejlepSim scénafem by byla kumulace
v mitochondriich a jadre,> velmi asto vSak lze terapeutika nalézt ve fagolyzozomech. To
viak nebrani terapeutickému efektu. Bylo jiz popsdno mnoho reakci 'O
s endocelularnimi substraty, typické jsou zejména peroxidace nenasycenych mastnych

|,
Sy \Type 1 %/

DHPNOZ

Methylene blue ‘

Strand break

| | |
|

Obrdzek 6: Mechanizmus poskozeni DNA za pomoci 10;.
Podle 16,

kyselin a oxidace aromatickych cykl, modelovym ptikladem je oxidace guaninové baze,
kdy po reakci se singletovym kyslikem dochazi ke vzniku 8-oxo-7,8-dihydroguaninu
(8-0x0G), coz vyusti ve zlom DNA fetézce (Obr. 6). 8-0xoG muze podléhat dalsi

oxidaci.'®!”

Vyse popsané reakce tvoii nefunkéni useky nukleovych kyselin, na které burnka reaguje

nize popsanymi postupy.

Mutace buniky
V prvnim piipadé se burika k tiseku genetické informace chova jako kdyby zménén nebyl,

produkuje mutantni proteiny, které mohou dale plnit svou fyziologickou funkci, pokud
zména nepostihne aktivni misto enzymu nebo pokud se aktivita vyrazné nezméni ani po
mutaci aktivniho mista. Druhou moZnosti je rozeznani mutantniho proteinu nebo tseku
DNA jako ciziho prvku a jeho degradace, vyloucen neni ani vznik imunitni reakce. Tteti
moznosti je rozvrat homeostazy buniky vinou neschopnosti degradace téchto proteind,

pfipadné alteraci fyziologickych pochodi v cytosolu a néslednd apoptoza. Konecné
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3.3.2

3.33

¢tvrtou moznosti je zablokovani bunééné mitézy v jednom z kontrolnich uzli a nasledné

starnuti az smrt buiiky, popiipadé zvrat v nadorové bujeni.'®

Rozeznani a reparace poskozené ¢asti nukleové kyseliny
Zivoci$nd buika disponuje rozsahlym enzymatickym aparatem schopnym opravovat

vzniklé Skody. Tyto mohou opravit nékteré mutace na ribonukleotidovém fetézci a
zachovat tak pfirozeny chod buniky. U poskozeni DNA pomoci 'O dominuji ti
mechanismy uc¢inku: nucleotide excision repair (NER), base excision repair (BER) a
mismatch repair (MMR). Z mechanismu G¢inku 'O, na guanin je zfejmé, Ze hlavni roli
bude mit excise pozménénych bazi. Dobie je zmapovan i ucinek nékterych DNA
glykosylaz, které jsou schopny rozeznat Sirokou paletu deformaci, vcetné téch
zpisobenych singletovym kyslikem a vyjmout defektni bazi za vzniku tzv. abazického

mista.!”!?

Peroxidace nenasycenych mastnych kyselin
Pti prabéhu reakce prvniho typu vznik4 smés produktti mechanismem radikalové reakce,

nasleduje rychla adice molekularniho kysliku a vznik peroxylovych radikali ROO'. Tyto
radikaly mohou iniciovat fetézovou peroxidaci lipidi. Pti druhém typu reakce dojde ke
tvorbé singletového kysliku, ktery je sice reaktivni, avSak sam o sob€ neni radikéalem.
Tento fakt je diivodem, pro¢ 'O> neni pfimym iniciatorem fetézové reakce, miize viak
reagovat s nenasycenymi fosfolipidy za tvorby lipidovych hydroperoxidi, které mohou

iniciovat fetézovou reakci v pfitomnosti piechodnych kovii.

lcl) g 100 1213
R-0O-C. — —

Free Radicals o,
(Type ) (Type )

OOH OH
HUW‘L f&v:\}n

9'-00H 9'-00H

OOH .
WK}H,, AL =

13'-00H 10'-00H
HOQ

13'-00H

Obrdazek 7: Rozdilné produkty oxidace mastnych kyselin v zavislosti na typu
oxidacni reakce. Prevzato z 2.

Povahou produktti peroxidace (respektive jejich pomérnym zastoupenim) lze teoreticky

rozli§it mezi typem I a typem II pfedani energie. Typ I vytvaii hydroperoxidy
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3.4

3.4.1

3.4.2

v molekulach fosfolipidi diesterovanych kyselinou linoleoovou na pozicich 9- a 13-
v ekvimolarnim pomeéru 1:1, zatimco druhy typ vytvari 9-, 10-, 12- a 13- hydroperoxidy

opét v ekvimolarnich mnozstvich (Obr. 7).2°

Ackoliv lipidické peroxidy jsou dostatecné
stabilni pro inkorporaci do lipidovych dvouvrstev bunck, stdle maji velky reakcéni
potencial. Mezi vysoce toxické, konecné metabolity lze zafadit hydroxykyseliny a
aldehydy. Tyto slouCeniny reaguji s dusikem v aminokyselinach, poptipad¢ tvori mustky
mezi useky DNA (cross linking). Radikalova alterace lipidii ma efekt na jejich fyzikalni
vlastnosti. Dochdzi k naruseni slabych interakci a expozici nové vznikajicich hydrofilnich

skupin vodnému prostiedi. Toto mé za néasledek zménu rigidity bunéénych membran a

jejich zizeni. Vyznamna je i zména permeability t&chto soustav.?!

FOTOSENSITIZERY

1. generace fotosenzitizéri

Americkym tUfadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) vroce 1995 registrovany
porfimer sodny je smés O-propojenych porfyrinovych dimerd, trimert a dalSich
oligomeri ziskanych jednoduchou tupravou lidského hemu (Obr. 8). I pfes svou
chemickou nejednotnost se stal do urité miry zlatym standardem pro hodnoceni

vlastnosti dalgich latek at’ uz ve fzi testovani, nebo jiz v klinické praxi.?’

Obrdzek 8: Struktura porfimeru sodného. Prevzato z 22,

Tato latka, ackoliv se prosadila v klinické praxi, v nékterych ohledech nespliovala idedlni
vlastnosti pro PDT. Jmenovité jde o nizsi absorpci pii maximalni vinové délce, ktera je
zaroven relativné nizka. Samotné odbouravani po aplikaci trva nékolik mésicti, coZ nese

komplikace v podobé protrahovanych nezidoucich u¢ink.?

2. generace fotosenzitizéru
Po jednoduse upravenych pfirodnich strukturach nasledovala skupina jiz Cdisté

syntetickych latek, konkrétné meta-tetra(hydroxyfenyl)chlorin (m-THPC, temoporfin) a
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3.4.2.1

3.4.2.2

5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)-21H,23 H-porfyrin (TPPS4). Z chemického
hlediska se derivaty druhé generace lisi predev§im definovanou chemickou strukturou a
pfednostni kumulaci v onkologickych tkénich. Tato skupina je vSak stile vzdalena
idealnim vlastnostem pro PDT. Lze sem zaradit pfibuzné struktury na bazi chlorini, které
se od porfyrint lisi absenci jedné dvojné vazby. Mezi tyto latky patii mj. verteporfin a
temoporfin, z nichZ oba jsou registrovany pro pouziti i v Ceské republice.”? Obé generace
jsou kontraindikovany u pacientd s poruchou syntézy a odbouravani hemoglobinu -
porfyrii. Potize spojené s touto nemoci vychazeji ze stejné skutecnosti jako nezadouci
ucinky vétsiny fotosenzitizérti - fototoxicitou po vystaveni porfyrind v kizi slune¢nimu
zateni. Dalsi komplikaci je nemoznost metabolizovat podané 1é¢ivo tak, jako by se stalo

u pacientii s nedefektnim metabolismem.?*

Methyl aminolevulinat
Piipravek Metvix® je ve formé krému indikovan k fotodynamické terapii

prekancer6znich koznich 1€ézi na obliceji a na kiizi pokryvajici lebecni kosti (aktinické
keratozy), dale k 1écbé bazoceluldrniho karcinomu a Bowenovy choroby. Ve vSech
pripadech by se mélo k 1é¢bé fotodynamickou terapii pristoupit az po vycerpani postupti
prvni volby. Piipravek by se m¢l kumulovat pfednostné v poskozenych bunikach a zdrava
tkan by neméla byt dotena. Jedna se o prolécivo, které se metabolizuje na fotoaktivni

porfyriny s Amax = 630 nm.?

Kyselina aminolevulinova
Tato struktura se od pfedchozi 1i$i jen tim, Ze mé neesterovanou karboxylovou kyselinu.

Registrovany piipravek Gliolan® je distribuovan ve formé prasku pro peroralni roztok
(narozdil od methylesteru v topické form¢) a je indikovan k vizualizaci neoplastické tkané
béhem operace maligniho gliomu stupen III a IV podle klasifikace WHO (Svétové

zdravotnicka organizace). Mechanismus G¢inku je obdobny jako u methylesteru.?
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3.4.2.3 Temoporfin
Ptipravek Foscan® je uréeny pro fotodynamickou terapii nadorovych onemocnéni

v pravém smyslu. I zde se vSak nejednd o prvni volbu. Schvalenou indikaci je skvamdzni
karcinom v oblasti hlavy a krku, pfi jehoz 1€¢b¢ selhaly piredchozi zplisoby 1€cby a ktery
je nevhodny pro radioterapii, chirurgicky zakrok, ¢i systémovou chemoterapii. Pripravek
se podava intraven6zné a ma dva absorp¢ni pasy, terapeuticky vyznamny je ten v cervené

oblasti spektra Amax = 650 nm (Obr. 9.).2’

HO

Obrdzek 9: Struktura temoporfinu.
Podle .

3.4.2.4 Padeliporfin
Padeliporfin (Tookad®, Obr. 10) byl schvalen k pouZiti v evropské unii v roce 2017. Je

indikovan k 1é¢bé pacientii s adenokarcinomem prostaty v klinickém stadiu Tlc nebo
T2a. Pipravek je specificky naptiklad v tom, Ze k ozafeni prostaty laserem o vinové délce
753 nm lze pfistoupit okamZit¢ po intravendzni aplikaci roztoku. Padeliporfin je
strukturné piibuzny s bakteriochlorofyly, do jeho centra je inkorporovan palladnaty

kation a jeho plazmaticky pologas je pouhych 70 minut.?®

Obrdazek 10: Struktura padeliporfinu.
Podle 1.
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3.4.2.5 Verteporfin
Piipravek Visudyne® (Obr. 11) je distribuovan v Ceské republice pro 1é¢bu senilni

makularni degenerace s prevladajici klasickou subfovealni chorioidalni neovaskularizaci
a pro lécbu pacienti s sekundarni subfoveolarni chorioidalni neovaskularizaci u
patologické myopie. Lékovou formou je prasek pro intravendzni infuzi. Aktivace probiha
diodovym laserem o vinové délce 689 nm + 3 nm. Pfipravek je opét kontraindikovéan u

pacientii s porfyrii. Strukturné se jedna o benzoporfyrin.?’

Obrdzek 11: Struktura verteporfinu.
Podle 22,

3.5 BODIPY
BODIPY, téz BoDiPy (boritd dipyrromethenova barviva), je rodina fluorescencnich

barviv objevend v 70. letech 20. stoleti, velkého zdjmu se vSak tyto latky dockaly az po
roce 1990 a zajem o né trva dodnes. Lze na né€ nahliZet jako na odvozeninu jednoduchych
barviv cyanind, zaloZenych na alifatickém fetézci s konjugovanymi dvojnymi vazbami a

se substituovanymi aminy na obou pdlech tohoto fetézce (Obr. 12).

- ] — N.g-NS

NH  H,N 55

Obrdzek 12: Vztah cyanint a BODIPY.

Pomyslnym svazanim tohoto cyaninového fetézce do dvou pyrrolovych jader spojenych
methinovym mustkem a naslednym dalSim ,,svazanim* dusikovych atomil v pyrrolech
borem do podoby izosterniho analogu s-indacenu bylo dosazeno rigidni struktury, ktera
diky nemoznosti uvolnit pfijatou energii rotaci o vazeb disponuje vlastnostmi vhodnymi

pro vyvoj nové generace fluorescencnich barviv se zajimavymi fotofyzikalnimi
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vlastnostmi. Své dosavadni vyuziti nalezly BODIPY jako aktivni prostfedi pro lasery,

v cytologickém znadeni, ale byly patentovany i pro vyuziti v tiskaistvi.*°

3.5.1 Historie BODIPY
Vroce 1968 publikovali Alfred Treibs a Franz-Heinrich Kreuzer préaci

,Difluorboryl-Komplexe von Di- und Tripyrrylmethenen* kde popsali dodnes relevantni
syntézu zakladniho skeletu a vyjadfili i obecnou reaktivitu t&chto slouéenin.?! Tyto latky
se, coby stabilni preparaty suzkym absorpénim 1 emisnim spektrem, vysokym
kvantovym vytézkem fluorescence a velmi snadnou modifikaci téchto fotofyzikalnich
vlastnosti staly popularni v chemii barviv.>? Nic ale nenasvédéovalo tomu, Ze by se
mohly stat kandidatem pro fotodynamickou terapii.

S vyznamnym casovym odstupem v roce 2005 profesor Yogo publikoval zjisténi, ze
dijodovand struktura vykazuje né€kolik cennych vlastnosti, jmenovité dobry kvantovy
vytézek singletového kysliku, dobrou fotostabilitu a vysoky absorp¢ni koeficient. Je tedy

potencialné vhodn4 pro fotodynamickou terapii a ptibuzné metody (Obr. 13).%

Obrdzek 13: Prvni molekula BODIPY, na
které byla prokdzdna produkce 10,.
Podle 33,

3.5.2 Nomenklatura BODIPY
Nézvoslovi dle IUPAC vychazi z molekuly s-indacenu, kdy se substituénimi predponami

nahradi atom uhliku dusikem, piipadné borem. Cislovani je taktéz odvozeno od
puvodniho skeletu. PfioznaCovani pozic 3- a 5- lze pouzit ptredpony a-, polohy

1-, 2-, 6- a 7- 1ze oznacit B-. Poloha 8- je n¢kdy oznacovéana mezo- (Obr. 14).

mezo-

8a B
\ \ A/
2 6 \
N «
5 4% \ Ba 3
Obrdzek 14: Struktura s-indacenu a BODIPY

jadra s vyznacenym cislovanim.
Podle 32,
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Je-li jeden zfluorG nahrazen alkylem), vyslednd molekula se oznacuje alkyl-fluor-
BODIPY .** Termin aza-BODIPY obvykle oznacuje strukturu s dusikem v mezo- poloze

(Obr. 15).

Obrdzek 15: Zdkladni struktura aza-BODIPY a
alkyl-fluor-BODIPY.
Podle 34,

3.5.3 Ovlivnéni absorpénich a emisnich spekter

Jak jiz bylo zminéno, pro fotosenzitizéry v PDT je vhodné absorpéni maximum mezi 650
a 1300 nm pro zajisténi dostatecné penetrace svétla do tkdni. Soucasné by tento pas mél
byt uzky a jediny, coz zajisti méné zavaznou manifestaci nezadoucich fototoxickych
ucinkl. Vztah struktury a aktivity zde neni objasnén tak dokonale, jako naptiklad u
odhadu zmény rozpustnosti po zavedeni funkénich skupin do molekuly. Naptiklad posun
substituentu v molekule kumarinu o jednu polohu mize zménit Amax fddové o desitky
nanometr. V zésad¢ lze fici, ze rozSifenim konjugovaného systému dvojnych vazeb
dochazi k posunu k IR oblasti a k riistu absorpéniho koeficientu.!> Jev posunu Amax
k delSim vlnovym délkdm je nazyvan bathochromni, pfipadné ¢erveny posun. Dal§im
zptisobem je vyuziti ,,push-pull efektu®, kdy je na jeden pol molekuly zaveden donor
elektronového paru a na druhy pol, ktery je s prvnim spojeny systémem konjugovanych
n-vazeb, akceptor. Vznikla stabilizovand mezomerni struktura opét posouva absorbanci
k del§$im vlnovym délkam, tento jev lze kvantifikovat pomoci BLA (bond length
alteration). Velmi zjednodusené Ize fict, Ze ¢im je rozdil mezi délkou ¢ a m vazeb mensi,
tim je vyskyt rezonan¢ni struktury pravdépodobnégjsi. Dal§im fotofyzikalnim aspektem,
relevantnim pro zde syntetizované BODIPY, je Stokesiiv posun, ktery se da definovat
jako rozdil mezi vinovou délkou v maximu absorpce a vinovou délkou v maximu emise.
Tento posun je u BODIPY obecné maly (= 20 nm), lze vSak dosdhnout jeho vyrazného
zvySeni geometrickou relaxaci v excitované molekule, toto se zajisti substituci skeletu

objemnou skupinou, ktera je pfipojena vazbou s volnou otacivosti. Nize (Obr. 16) je
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porovnani dvou molekul, z nichz jedna ma rotaci thienylu znesnadnénou sterickou kolizi

s methyly v polohach 1-a 7-.1

Aabs =514 nm Aabs =517 nm
Au=614nm A =528 nm
AAN=100 nm AAN=11 nm

Obrdzek 16: VoInd rotace thienylu zvysuje Stokesiv posun.
Prevzato z 13.

Stokestv posun je dan rozdilnou geometrii molekuly v zdkladnim a excitovaném stavu.
Pokud mé substituent s volnou otacivosti moznost relaxovat ¢ast energie zménou torzniho
tihlu, pro néaslednou relaxaci do stavu °PS je nutné uvolnéni mensiho mnozZstvi energie a
tato energie ve form¢ svételného zéareni bude mit vinovou délku zévislou na rozdilu
energie nutné k excitaci a energie nutné pro relaxaci. Roli hraji i molekuly rozpoustédla

a jejich preskupeni v okoli molekuly excitovaného fotosenzitizéru (Obr. 17).%

SR GR
NN
“GR “GR

Obrdzek 17: Zjednoduseny Jablonského diagram. Spodni linie zndzorriuje zdkladni
stav °PS, horni linie zndzorriuje excitovany stav 1PS*. GR je oznacena geometrickd
relaxace. Upraveno podle 3°.

3.5.3.1 0vlinéni spektrdlnich viastnosti zavedenim styrylu

Methyl v polohach 1, 3, 5 a 7 u BODIPY barviv lze vhodné synteticky modifikovat
zavedenim styrylu a tim rozsifit systém konjugovanych vazeb. Vliv augmentace
konjugovaného systému dvojnych vazeb na absorpcni spektrum lze dobfe demonstrovat
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na publikaci®®. Zde autofi dosahli posunu od cca 505 nm u nestyrylovaného BODIPY
jéadra ptes 650-670 nm u distyrylovaného jadra v zavislosti na substituci az po 700 nm u
tetrastyrylovaného jadra (tzv. motyli tvar, Tab. 1). 3% 37 Posun absorp&niho maxima neni

v jednotlivych stupnich linearni, jak by se dalo logicky ptfedpokladat.

Tabulka  1: Vliv rozsifeni  konjugovaného systému dvojnych vazeb na absorpcni  maximum
V prvnim radku strukturni vzorec, ve druhém Amax, ve tretim pouZité rozpoustédlo. Prvni sloupec podle 37, druhy a treti
podle 3.

505 nm 676 nm 700 nm
Ethanol Ethanol Dioxan

Styrylace do prvniho a druhého stupné poskytuje predvidatelné vytézky, ptirtstek do
tfetiho a Gtvrtého stupné je vyrazné men$i.*® Toto lze snad vysvétlit rezonanénimi
strukturami BODIPY skeletu, publikovanymi jiz v prvni studii o téchto latkach. Zde svou
roli hraje parcidlni kladny naboj na a- pozicich.3® Modern&j§i metoda, mapovani
elektrostatického potencidlu pomoci pocitacovych simulaci tento rozdil v elektronovych

hustotach potvrzuje (Obr. 18).38

Obrdzek 18: Simulace elektronové hustoty v molekule BODIPY.
Prevzato z 3.
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Vysledkem tohoto jevu je snazsi zapojeni do konjugace u styryli ptikondenzovanych na
3- a 5- pozicich. Vlastnosti styrylované molekuly v UV/VIS (ultrafialovém a viditelném)

spektru 1ze snadno ovlivnit substituentem, ktery rozsituje m-systém.>®

3.5.3.2 Ovlinéni spektrdlnich vlastnosti halogenaci
Vliv halogenu je dulezity predevSim pro kvantovy vytézek singletového kysliku, toto

bude probrano dale v textu. Halogenace se vSak podili i na bathochromnim posunu
absorp¢niho pasu. Tato modifikace mize byt vyhodna pro svou acidobazickou neutralitu
a zvySeni lipofility. Je nutné mit na paméti, Ze tento typ Uprav snizuje fluorescenci
barviva.’® Stejné jako v ptipadé styrylti zde hraje velkou roli poloha substituce. Diky
parcialnimu zadpornému naboji v polohéch 2- a 6- probiha substituce pfednostné na téchto
pozicich. Jedna z publikovanych studii demonstruje, ze substituce brémem do prvniho a
druhého stupné (na elektrofilem preferovanych polohach) posune absorpéni maximum
020 nm za kazdy atom bromu. Nasledné tfeti a Ctvrty stupenl substituce v polohéch
3- a 5- posune spektrum jiz jen o 10 nm na atom a barvivo se skeletem bromovanym do
vSech Sesti poloh absorbanci dokonce posune mirné zpét (zhruba o 3 nm) k ptivodnim
hodnotdm.** Co do povahy substituentu, dvé identické molekuly, jedna dibromovana a
jedna dijodovana, se li§i o pouhych 6 nm ve prospéch jodu. Molarni absorpéni koeficienty

se nelisi vitbec.*°

3.5.3.3 Ovlinéni spektrdlnich viastnosti ortho- kondenzaci dalSich aromatickych jader
Pouzitim ortho- kondenzovanych latek jako prekurzorti misto obvyklych pyrrolt lze

docilit vyrazného posunu absorp¢nich pasti. Umezawa dosdhl ortho- kondenzaci
substituovanych furant s vychozim pyrrolem vyrazného rozsifeni konjugovaného n-
systému a doSlo tak k vyraznému posunu absorbance az za hranici 750 nm. Namétené
extinkéni koeficienty pfipravenych latek presahovaly 300 000 M'cm™ (Obr. 19),*1*? coz
jsou vchemii barviv jen zfidka vidané udaje (pro porovnani & (molarni
4

absorpénikoeficient) methylenové modti je 81 600 M 'em™).** Jsou popsany té7 latky, na

které 1ze pohliZet jako na derivaty isoindolu nebo jako na dibenzo-BODIPY.

Obrdzek 19: Latka publikovand v 41,
Amax =652 nm a € =314 000 M-icm™.
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Zde se opét znateln€ posune absorpcni maximum a diky Siroké Skale moznych prekurzort

dojde i k dal§imu rozsifeni syntetickych moznosti.**

3.5.3.4 Ovlinéni spektrdlnich vlastnosti zavedenim arylové substituce
Nejcastéjsi polohou, kam lze aryl zavést je mezo- poloha (Obr. 20), predevsim kvili

nestabilité¢ molekul bez téchto substituci. Diky vazbé s volnou otacivosti se aryly zapojuji

do konjugace jen omezen¢ a to ma za nasledek minimalni vliv na Amax.

= N AN
N\_N._ N&
IB\- / \
F F F F

Obrdzek 20: Amax slouceniny vlevo je 503 nm,
slouceniny vpravo 500 nm, obé byly méreny
v DCM.

Podle 45 46,

Zajimavou vlastnost vykazuji 2-, 6- aromaticky disubstituované derivaty, které poskytuji
nckolik emisnich past (tzv. domino-like emise). Tato emise je zpusobend nckolika
riznymi uhly, které mohou aromaty svirat s centralnim skeletem.*’” Dva thienyly
v polohach 3- a 5- posunou absorpcni pas velmi vyrazn€, zhruba o 100 nm. Zde se
pravdépodobné uplatiiuje podobny princip, jako u rozdili v poloze styrylu a tedy pii
snaze navrhovat barviva absorbujici v blizkosti infraervené¢ho spektra je vhodné

piipojovat aromaty v téchto polohach.*®

3.5.3.5 Ovlinéni spektrdlnich viastnosti izosterni zaménou methenylového mistku
Zaéménou spojovaciho atomu uhliku obou heterocyklickych jader za atomu dusiku

dochazi k bathochromnimu posunu absorp&niho i emisniho spektra.

Obrdzek 21: aza- BODIPY
Amax = 654 nm v toluenu.
Podle 4°.
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Tyto slouceniny jsou takika vzdy substituovany ¢tyimi aromaty na polohach 1-, 3-, 5- a
7- z divodu zvySeni stability, usnadnéni syntézy a v neposledni fad¢ kviilli moznosti

zavedeni dal3ich substituci na arylech (Obr. 21).%°

3.5.4 Fluorescence a singletovy kyslik
Jak jiz bylo uvedeno, BODIPY si ziskaly oblibu pfedevsim jako snadno modifikovatelna

barviva s dobrymi kvantovymi vytézky fluorecence, které jsou zpiisobeny rigidni
strukturou a tedy zamezenim neradiacni ztraty energie. Kvantovy vytézek fluorescence
muze byt snadno snizen na tkor jiného mechanizmu ztraty energie, napiiklad na ukor
tzv. Forsterova pfenosu energie (FRET) kde se molekula vrati do zékladniho stavu
excitaci jiné molekuly v prostiedi. Mlze také dojit k uvolnéni energie zménou prostorové
konformace, to opé&t odkazuje na nutnou rigiditu chromoforu schopného fluorescence.*®
Tymu profesora Yogo se jodaci v polohach 2- a 6- podafilo snizit kvantovy vytézek
fluorescence BODIPY a zéaroven zvysit pravdépodobnost mezisystémového prechodu do
tripletového stavu.®® Mezisystémovy prechod je pravdépodobnéjsi, pokud se vibra¢ni
energie dvou elektronovych stavii pfekryvaji a tedy neni potieba dodat energii pro tento
prechod. Vzhledem k Castému vyskytu spin-orbitalovych interakci u molekul
obsahujicich té¢zké atomy (jod, brom,...) je tento efekt nazyvan efekt tézkého atomu.
Mnohé zdroje empiricky potvrdily, Ze zavedeni halogenu do struktury molekuly BODIPY
ma analogicky efekt jako tvorba komplexu kationtu d-prvku a porfyrind nebo
ftalocyaninti. Zde vSak musi nejprve dojit k pfenosu ndboje mechanismem nazyvanym
metal-to-ligand charge transfer. Mechanizmus ISC (intersystem crossing) lze
demonstrovat na modifikovaném Jablonského diagramu (Obr. 22). Zde vSak nejsou
nejsou energeticke hladiny konstantni, jsou v zavislosti na poloze reagujicich atomovych

jader.
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Obrdzek 22: Zjednoduseny Jablonského diagram
zndzornujici ISC ve fotodynamické terapii.

Vyse uvedeny Jablonského diagram znazoriiuje vyvoj energetického stavu sensitizéru ze
zakladniho stavu So do nestabilniho stavu nazna¢eného pterusovanou ¢arou, prechod do
stabilnéjsiho singletového stavu Si, mezisystémovy ptrechod do tripletového stavu T a
konecné piechod zpét do stavu Sp za excitace molekuly kysliku (zde neznazornéno). Mira
ptekryvu ploch obou vybuzenych stavii urcuje pravdépodobnost ISC, rozdil
energetickych hladin urci pravdépodobnost, ze molekula v tripletovém stavu zlstane a
nepiejde zpét do energeticky nevyhodného S; stavu.’® Studie Komatsu et al. odhalila
silnou zavislost mezi elektronovou hustotou latky a kvantovymi vytézky i jeji stabilitou
vuci degradaci. Tento vyzkum byl proveden na sérii 2,6-disubstituovanych BODIPY.
Zminéné pozice 2- a 6- byly symetricky obsazeny skupinami jako alkyl karboxyl,
karboxyl, ester, amid, nitril a jedna testovana latka zlstala bez substituce jako -H.
Vyzkum velmi dobfe dolozil, Ze vyssi elektronova hustota zvySuje produkei singletového
kysliku fotoreakci typu II, bohuZel vSak struktury bez elektron-akceptorovych substituci
rychleji podléhaly degradaci.”!
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3.5.4.1 Halogenace
Jako nejefektivnéjsi z pohledu zvySeni @, se jevi substituce aromatického jadra dvéma

atomy jodu.>? Bohuzel, takovyto zasah vyrazné snizuje rozpustnost ve vodném prostiedi,
z pohledu celkového designu je vSak tento kompromis nutny. Zavedeni tieti halogenové
skupiny by pravdépodobné nebylo piinosné, jelikoz rozdil mezi monohalogenovanym a
dihalogenovanym derivatem neni dvojndsobny, jak by se dalo pfedpokladat, ale mnohem
niz$1.>* Zavedenim tfetiho a étvrtého atomu jodu piimo na jadro vede jiz jen k nepatrnému

zvyseni ®x a k vyraznému zvyseni lipofility (Obr. 23).

567.5 nm } 57T7.5 nm ! 293 nm

0, QY 0.83 £ 0.07 0, QY 0.86 + 0.09 '0, QY 0.87 + 0.06
Obrdzek 23: Porovndni stupné substituce a zdkladnich fotofyzikdlnich

charakteristik polyjodovanych BODIPY.
Prevzato z 3.

3.5.4.2 Dimerizace BODIPY
Po objevu efektu jodu a dalSich halogeni se podafilo vyvinout dalsi zptisoby, jak

dosahnout vysokych kvantovych vytézki tripletového stavu. Zajimavou skupinou 'O»
produkujich latek jsou molekuly, kde je atom jodu nahrazen druhym BODIPY jadrem,
spojenym kratkym alkynylovym fetézcem. Tato modifikace se pfiznivé projevi téz na

absorp¢nich a emisnich spektrech a na molarnim absorpcnim koeficientu.

Obrdzek 24: BODIPY dimer 4.

Vyse uvedena latka (Obr. 24) ma Amax = 576 nm, € = 180 000 M lecm™!, ®A = 0,895.
Vytézek singletového kysliku byl odhadnut jako rozdil 1 - ®r = ®x.>* Tento vzorec

ignoruje ostatni pfenosy energie a tedy ho lze brat jen jako velmi orienta¢ni.>* P¥itomnost
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trojné vazby neni podminkou, i ptimo spojené derivaty (Obr. 25) maji relativné dobrou

t¢innost produkce singletového kysliku (®s = 0,51).%°

Obrdzek 25: BODIPY dimer bez
spojovaciho c¢lanku.
Podle %5.

3.5.4.3 Polycyklické aromatické substituenty
Jako jistou analogii latek v pfedchozi kapitole Ize vyuzit planarni aromaty, zejména

anthracen (Obr. 26). Opét je velmi dilezita poloha substituentu a, narozdil od ostatnich

substituci, také povaha rozpoustédla.

Obrdzek 26: Zdstupce
anthracenovych
derivat.

Podle 6.

Derivaty anthracen-9-ylu v mezo- poloze vykazovaly ®@x pies 0,8 v DCM a v acetonitrilu
(ACN), oproti tomu v toluenu 0,1 a ménég. Derivaty anthracen-2-ylu a anthracen-9-ylu
v poloze 2- skeletu BODIPY (tj. tam, kde je jodace velmi efektivni) mély ®@ajen 0,24 a
méng, zde se navic neprojevil rozdil toluenu jako rozpoustédla.>® Dalsi publikace, ktera
se vénovala aromatickym substitucim v mezo- poloze dospéla k zavérim, Ze vyuZiti
pyrenu a perylenu jako substituentu témet neposkytuje singletovy kyslik v prostredi
hexanu, v ethanolu mé¢l jeden derivat @, 0,75, dalsi dva jen 0,34 a 0,25. Celkové byly
mezi jednotlivymi slouceninami velké rozdily a jen slozité lze vytvofit obecné platné

pravidlo o tomto typu substituce.’’
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3.6 PouziTi BODIPY

3.6.1 Fluorofory

Vyrazna schopnost emitovat svétlo byla popsana jiz v pilotni studii v 70. letech.’!
Aplikaci syntetickych postupti z piedchozich kapitol 1ze dosahnout latek s velmi dobte
zacilenymi vlastnostmi pro vyuziti v fluorescen¢ni mikroskopii a piibuznych oborech. Ze
Siroké Skaly lze zminit ,,CellTracker™ Green BODIPY™ Dye od spole¢nosti Thermo
Fisher (Obr. 27). Jedna se o jednoduchou molekulu s reaktivni chlormethylovou skupinou
v mezo- poloze. Ta vytvofi kovalentni vazby s aminoskupinami proteinii a zobrazi
strukturu buiikky pod fluorescenénim mikroskopem. Toto barvivo ma podle vyrobce

nizkou toxicitu pro bun&e¢né kultury a je dobfe patrné i po nékolika bun&énych cyklech.’®

Cl

LAY
FF
Obrdzek 27:
CellTracker™ Green

BODIPY™ Dye.
Podle 28,

Komer¢né dostupné jsou téz reaktivni prekurzory ur¢ené k navazani na libovolny tracker,
typicky na protilatku nebo na protein. Zde uvedeny sukcinimidyl ester ,,BODIPY™ FL-
C5 NHS Ester* taktéZ od spole¢nosti Thermo Fisher (Obr. 28).%

Obrdzek 28: BODIPY™ FL-C5 NHS Ester.
Podle *°.

3.6.2 Senzory
Zavedenim urcitych funkcénich skupin lze dosédhnout struktur, které mohou vyrazné

zmeénit fotofyzikalni vlastnosti v zdvislosti na prostiedi — typicky na pH nebo na

pritomnosti kationtd nékterych kovi.>
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3.6.2.1 pH dependentni senzory
Lze vyuzit obou moznosti ionizace, tedy lze zavést kyselé i bazické funkéni skupiny.

Naptiklad dostupnost silného donoru elektronti blizko zakladniho chromoforu zajistuje
efektivni intramolekularni pfenos naboje z dimethylamino skupiny do BODIPY jadra
v excitovaném stavu. Pokud je vSak volny elektronovy par v dimethylamino- skupiné
ionizovan, dojde k tvorbé nového emisniho pasu (Obr. 29).°° Velmi podobny
mechanizmus lze ocekavat i1 v pfipad¢€, kdy se ionizovatelnou skupinou stane skupina
fenolicka namisto substituovaného anilinu, zde vSak intenzita fluorescence se
zvySovanim pH klesa.®! Modifikaci pK, senzoru lze docilit zadanych vlastnosti pro

konkrétni aplikaci.*

~n

N

FF

7\
F F
Obrazek 29: Priklady pH-dependentnich senzord.
Podle 0 61,

3.6.2.2 Metalodependentni senzory
Zde 1ze vyuzit zejména veétsi cyklicke ethery — ,,crown ethery* a jejich thia- nebo aza-

analogy. Mechanizmus spo¢ivd ve vyvazani kationtu volnymi elektronovymi pary
kysliku, dusiku nebo siry a zménou elektronové hustoty na piipojeném fluoroforu.
Selektivita pro jednotlivé kationty je dana atomovym polomérem atomu a primérem

crown etheru.

\ N‘B"Nk
o_ F ‘F(\Nﬁo
o )
o

C,
O
Obrazek 30: Crown BODIPY.
Podle ©2.
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S vyhodou lze vyuzit atom dusiku jako spojovaci atom, ktery diky své trojvaznosti mize
tvofit jednu vazbu s fluoroforem, dvé vazby muize zapojit do tvorby cyklu a elektronovy
par interakci s kationtem ovlivni onu zminovanou elektronovou hustotu jadra, tedy i
emisni spektrum. Na pfilozeném obrazku (Obr. 30) je piiklad crown BODIPY,
selektivniho pro draselny kationt.®? Metalodependentni ¢ast molekuly samoziejmé
nemusi tvofit samostatny kruh, samotny BODIPY skelet mize byt soucdsti tohoto
kruhu,®® pfipadné mize byt kruh otevieny.®* Obdobné& lze vyuzit stericky vhodné
umisténé skupiny anilinu a pyridinu.®®

3.6.2.3 Chemosenzory

Zde je opét mnoho moznosti. Kuptikladu estery dinitrobenzesulfonové kyseliny jsou
pomémé selektivné St€peny sulfanem, toho lze vyuzit pro detekci sulfanu v bunéénych

organelach i v jinych prostredich.®® Uzavienim triazolového kruhu v aromatickych ortho

)'67

diaminech lze velmi efektivné detekovat oxid dusnaty (Obr. 31

7\ Y
FF FF
Obrdazek 31: Mechanizmus detekce oxidu dusného.
Podle ¢7.

3.6.3 BODIPY jako sondy v chemoterapii

V tak promeénlivém oboru, jako je onkologie je Casto vhodné ziskat pfesna data o
lokalizaci chemoterapeutika v konkrétnim nddoru. Zejména slouceniny platiny jsou
pomérné obtizn€ lokalizovatelné metodami jako synchotronni radiaci navozena

Roentgenova emise nebo hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.

Obrdzek 32: Zdstupce
derivati Pt-BODIPY
teranostika. Podle .
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V téchto pfipadech je vhodné sledovat intraceluldrni distribuci 1é¢iva navazaného na
fluorescentni marker, typicky na fluorescein nebo na BODIPY (Obr. 32). Vyznamny vliv
na efektivitu ma charakter pfipojeného BODIPY chromoforu. Taktéz byly provedeny

studie s derivaty auranofinu.%®

3.6.4 Fotodynamicka terapie
Klinické studie vyuziti BODIPY v PDT na lidech dosud provedeny nebyly. Dostupné

prace by se daly rozd¢lit na ty, kde byly na bunécnych modelech testovany substituované
BODIPY a na ty, kde byly testovany dudlni latky, tedy BODIPY konjugované naptiklad
s alkyla¢nim cytostatikem. Neddvna studie, provedena s jodovanymi dimery (Obr. 33) na
pokusnych hlodavcich s kontrolni skupinou poskytla velmi optimistické vysledky pro

dalsi vyzkum.

Obrdzek 33: Jedna z
testovanych sloucenin.
Podle ©°,

Po systémovém podani nedoslo k vyraznym projeviim toxicity v plicich, sleziné, jatrech,
ledvinach ani v srdei, oproti tomu doSlo k signifikantnimu zmenSeni tumort pod
detekovatelnou mez, zatimco nadory v kontrolni skupiné dale rostly. Dimerizaci vSak

doslo ke zvyseni toxicity ve tmé.%’

H3C(OH,CH,C),0

H3C(OH,CH,C),0

Obrdzek 34: Sloucenina s dudlini aktivitou.
Podle 7°,
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Dalsi nedavnou studii je prace z The University of Texas in Austin, kde autofi testovali
fotosenzitizér konjugovany s kyselinou ethakrynovou (Obr. 34). Tento preparat ma dva
mechanizmy u¢inku. Kromé obvyklého PDT mechanizmu latka téz inhibuje enzym, ktery
odstrafiuje ROS z bunky a tim nepfimo zastavuje ROS-indukovanou apoptdzu burky.
Tato modifikace zvySovala uc¢inost PDT v hypoxickém i1 normooxickém bunécném
prostiedi.’”® Jinou, &astou modifikaci je inkorporace kationtéi ruthenia nebo iridia
(Obr. 35). V této studii zroku 2019 v kombinaci s distyryl- derivatem. Preparaty se
mohou py$nit vysokymi molarnimi absorpénimi koeficienty, nizkou toxicitou ve tmé a
dobrym prinikem do tké&ni. Sloucenina ruthenia oproti iridiu byla G€innéj$i pfi nizsich

koncentracich.”!

Obrdzek 35: Studovand komplexni slou¢enina Ru-BODIPY.
Podle 7.
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4 METODICKA CAST

4.1.1 Kondenzaéni reakce aromatického aldehydu a pyrolu

1. TFA
y 2.DDQ
S 2
N =TT
0” H \NH N=

Obrdzek 36: Schéma prvniho kroku syntézy 1.

Tento stéZejni krok mé price je reakci podobnou syntéze porfyrind’> a
zaroven ditkazovym reakcim s Ehrlichovym cinidlem. Z ¢isté chemického pohledu se
jednd o kyselinou trifluoroctovou (TFA) katalyzovany atak elektrondeficitniho
karbaldehydu c¢éaste¢nym zapornym nabojem na aktivovaném aromatickém jadie za
tvorby bis(3,5-dimethylpyrrol-2-yl)fenylmethanu. V prvnim kroku pravdépodobné dojde
k tvorbé fenyl(3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-yl)methanolu.

Obrazek 35: Kondenzace pyrrolovych jader.

\\\
&%

OH
Cl N Cl ~
N ~N
OH

Obrdzek 36: Oxidace pomoci DDQ.
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4.1.2

4.1.3

V druhém kroku kyselina trifluorctova ionizuje hydroxyl a tim usnadiuje nukleofilni atak
druhého  pyrrolu®!  Produktem  druhého  ataku  je  jiz  zminény
bis(2,4-dimethylpyrrol-5-yl)fenylmethan (Obr. 34, 35). Ten musi byt nasledné oxidovan
2,3-dichlor-5,6-dikyan-1,4-benzochinonem (DDQ) nebo p-chloranilem na konjugovany

produkt (Obr. 36).”% 7 Syntéza probih4 pod ochrannou atmosférou argonu.

Kondenzaéni reakce halogenidu aromatické kyseliny s pyrolem

Obrdzek 37: Schéma prvniho kroku syntézy s benzoylchloridem.

Tato reakce, ktera je alternativni cestou k ptipravé substituovanych dipyrrolylmethend,
se lisi vychozi latkou. Misto benzaldehydu je zde jako vychozi molekula pouzit chlorid
kyseliny benzoové (Obr. 37). Misto TFA zde funkci kyseliny plni vznikajici
halogenovodik. Velmi pravdépodobné zde mechanizmem Friedel-Craftsovy acylace
vznikd  fenyl(3,5-dimethylpyrrol-2-yl)methenon misto odpovidajiciho alkoholu

v predchozi reakci. Tento meziprodukt je patrné¢ divodem, pro¢ v nasledujicim kroku

)_72

vznika jiz oxidovany vysledny produkt (Obr. 38

Obrazek 38: Kondenzace pyrrolovych jader s benzoylchloridem.

Uzavreni tietiho kruhu za tvorby bora-diaza-indacenu
Tento krok je postupem, kdy se do nezpracované smési z predchozi reakce ptida

BF;+OEt; a mechanizmem elektrofilni substituce dojde k zac¢lenéni atomu boru do findlni

molekuly. Vznikajici fluorovodik je z reakce odstrafiovan triethylaminem (Obr. 39).74

-38-



TN
NH N=

FF

Obrazek 39: Schéma reakce uzavreni prostredniho kruhu.

4.1.4 Halogenace ziakladniho skeletu BODIPY
Zde se nabizi vice moznosti, t¢émer vSechny jsou vSak zalozené na elektrofilni aromatické

substituci. Nejjednodussi je pfimé pouziti elementdrniho halogenu katalyzované
Lewisovou kyselinou, lze vyuzit radikalovy iniciator azobisisobutyronitril. Alternativné
lze vyuzit N-halogenidy odpovidajicich sukcinimidi. Tato moznost poskytuje stabilni
elementdrni chlor. Nevyhodou je relativné vys$§i cena. Dalsi, mnoZstvim publikaci
ovétenou, metodou je substituce reakéni smési elementarniho halogenu a korespondujici
kyseliny HXO3, piedevsim Io,/HIO;. Uloha elementarniho halogenu je stejnd, jako u prvni
vzpominané halogenace. Kyselina s centralnim halogenem s vysokym oxida¢nim ¢islem
hraje roli pfi regeneraci halogenovodiku na elementarni halogen a zéaroven brani

korozivnim u¢inkiim XI (pK. HI = -9,3 pK, HIO3 = 0,77) podle reakce

HXO3; +5HX — 3 X, +3 H,O

Neni vylouceno, Ze tato regeneracni reakce posouva rovnovahu reakce diky odstrafiovani
jednoho z produktt. Zakladni skelet BODIPY by se mohl substituovat az do Sesti poloh,
coz by mohlo zplsobovat velkou syntetickou piekazku, nicméné rezonance skeletu
koordinuje halogenaci primarné do poloh 2- a 6-, ¢astd je vSak modifikace jadra
s nékolika polohami jiz obsazenymi nereaktivnimi skupinami (hlavné alkany), které
koordinuji substituci do neobsazenych poloh. Dalsim dulezitym faktem je skute¢nost, ze
stupen substituce je zavisly na molarnim ekvivalentu halogena¢niho ¢inidla a lze tedy

syntézu modifikovat podle zamysleného produktu (Obr. 40).”> Vyhledavani v databazich
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Reaxys a Google Scholar neposkytlo zaddny vysledek se syntetickou procedurou

poskytujici fluorované bor-dipyrromethenové jadro.

Obrdzek 40: Demonstrace selektivity halogenacnich reakci.
Prevzato a upraveno podle 7.

4.1.5 Knoevenagelova reakce
Tato klasicka reakce aldehydii a ketont s karbanionty ma mnoho modifikaci, vzdy se vSak

jedné o d¢j probihajici v bazickém prostiedi, jehoz produktem je alken. Pravdépodobné
prvni, kdo vyuZil tuto reakci k rozsifeni konjugovaného n-systému BODIPY byl Akkaya
a jeho skupina. V pribéhu roku 2008 vydal dokonce nékolik publikaci pojednavajicich
o vlastnostech tohoto nového strukturniho motivu pro BODIPY.”® 77-7® Agkoliv je tato
reakce obvykle pomérné univerzalni a poskytuje vyhovujici vytézky ve velkém spektru
rozpoustédel, drtiva vétSina dostupnych postupt pro syntézu styrylovanych BODIPY
vyuziva prostiedi toluenu nebo benzenu za katalyzy piperidinem a kyselinou octovou
nebo para-toluensulfonovou. Vycet téchto latek je nutny pro specificky priibéh reakce,
kde musi z piperidinu a aromatického aldehydu nejdtive vzniknout reaktivni meziprodukt
iminium-tosylat (pfipadné acetat), ktery je nasledné napaden samotnym karbaniontem
methylu BODIPY (Obr. 41).” 8 Pokud je k dispozici vice reaktivnich methylovych
skupin, reakce probihd pomérné selektivné ve prospéch nejkyselejsi skupiny, coz
poskytuje dobrou piedvidatelnost této reakce. VedlejSim produktem reakce je voda,
vzhledem k vratnému charakteru nékterych mezikrokt je Zadouci ji odstrafiovat z reakce,

obvykle pomoci Dean-Starkova aparatu.®
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Obrazek 41: Mechanizmus piperidinem katalyzované

Knoevenagelovy reakce.
Prevzato z 72
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EXPERIMENTALNI CAST

5.1

5.2

VYBAVENi LABORATORI
Vychozi latky a rozpoustédla pro syntézy byly dodany firmami Penta, Lach-Ner, Merck

a Fluorochem a byly pouzity bez dal$iho Cisténi. Prib¢h reakci a Cistota vyslednych
produktii byly monitorovany tenkovrstvou chromatografii na deskach Merck Kieselgel
60 F254, detekce pod UV lampou probihala pii vinovych délkach 254 nm a 366 nm. Jako
stacionarni faze pro sloupcovou chromatografii byl vyuzit silica gel Merck Kieselgel 60
(0,040 — 0,063 nm). Pouzit¢ mobilni faze jsou uvedené u jednotlivych popist
reakci. '"H NMR a >C NMR spektra byla méfena na Katedfe organické a bioorganické
chemie na pfistrojich Varian VNMR S500 (Varian, USA) nebo Jeol INM-ECZ600R
(Jeol, USA), 'H: 500 MHz a 600 MHz; *C: 126 MHz a 151 MHz) spektrometrech, na
stejné katedfe prob&hlo méfeni IR spekter v modu ATR na pfistroji Nicolet 6700 (Thermo
Scientific, USA). Hmotnostni spektra byla méfena na pfistroji ExpressionL CMS
v propojeni s ASAP® (ionizace pomoci APCI — ionizace za atmosférického tlaku)
(Advion, Inc., USA). M¢éfeni absorpcnich spekter probihalo na Shimadzu UV-2600,
méfeni emisnich spekter na spektrofluorimetru FS5 (Edinburgh Instruments, UK)
osazeném TSCPC (Time-Correlated Single Photon Counting) modulem a s roz§ifenim
pro NIR (blizké infracerven€) spektrum (fotonasobi¢ R2658P), teploty tani byly méteny
na pfistroji Stuart SMP20 (Stuart Equipment, UK).

TESTY IN VITRO
Biologicka aktivita byla testovana na Katedfe biochemickych véd RNDr. Miloslavem

Machackem, Ph.D. Testovanou kulturou byla kultura lidského karcinomu délozniho
¢ipku (HeLa) zakoupena z American Type Cell Culture Collection (ATCC, USA). Buniky
byly kultivovany v Dulbeccem upraveném Eagle médiu (DNEM) bez fenolové cervené
(Lonza, Belgie) a vyzivovany 10% roztokem fetalniho bovinniho séra inaktivovaného
teplem, 1% roztokem  penicilin/streptomycin ~ (Lonza), 10mM  tlumivym
roztokem HEPES  (4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova  kyselina) a
4mM ultraglutaminem I (alanyl-L-glutamin, Lonza). Kultury byly v 75 cm? 1ahvich pro
bun&éné kultury (TPP, Svycarsko), skladovany v CO, inkubatoru pii 37 °C ve zvlh¢ované
atmosféte 5% COz. Pasazovany kazdé tfi az Ctyfi dny. Buiiky byly kultivovany v roztoku
testované latky po dobu dvanécti hodin a nasledné patnict minut ozafovany xenonovou
lampou o vykonu 450 W (Newport), s vykonem redukovanym na 400 W a s long-pass

filtrem o propustnosti A > 570 nm (Newport OG570) spolu s vodnim filtrem o mocnosti
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5.3

8 cm. Strukturni vzorce byly vytvofeny v programu ChemDraw 19.0, ptfipadné byly

pfevzaty z citovanych zdroju.

STUDIE FOTOSTABILITY
Po zméfeni zékladni absorbance kyvety z kiemicit¢ho skla o wvnitfnich rozmérech

10 mm % 10 mm s magnetickym michadélkem a s 2,5 ml chloroformu (pro latku 5 byl
pouzit methanol) byl pfidan roztok testované latky tak, aby v absorpénim maximu
dosahovala hodnot v rozmezi 0,1-0,15. Po zméteni byly latky umistény na magnetickou
michacku a ozafovany halogenovou vybojkou o vykonu 500 W (Osram, Némecko),
opatienou vodnim filtrem o mocnosti 8 cm. Vzdalenost vybojky a vodniho filtru byla 10
cm, stejné tak vzdalenost kyvet od vodniho filtru. V postupné se prodluzujicich
intervalech bylo méfeno absorpéni spektrum vzorkid, vzdy se slepym vzorkem pro

porovnani.
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5.4

SYNTEZA 3A,4A-DIAZA-4-BORA-4,4-DIFLUOR-1,3,5,7-TETRAMETHYL-8-FENYL-S-
INDACENU (1)

1. TFA
2. bDQ
. @\3 BF; OEt,, TEA
N
z H

Obrdzek 42: Schéma syntézy 1.

o

2,4-dimethylpyrrol (0,942 g, 10 mmol), benzaldehyd (0,525 g, 5 mmol) a katalytické
mnozstvi kyseliny trifluoroctové (TFA, 1-2 kapky) bylo rozpusténo v dichlormethanu
(DCM, 25 ml) pod ochrannou atmosférou argonu. Vysledna smés byla michdna za
pokojové teploty po dobu Sestnacti hodin. Nasledné byla pfidana suspenze 2,3-dichlor-
5,6-dikyan-1,4-benzochinonu (0,994 g, 4,4 mmol) v DCM. Vysledn4 suspenze byla
michéna dalSich patnact minut a poté ochlazena na 0 °C. Jako posledni byl pfidan
triethylamin (TEA, 8,76 ml, 62,8 mmol a diethyl-etherat fluoridu boritého (BF3*OEto,
8,76 ml, 71 mmol) a smés byla michana dalsi tfi hodiny. Surova smés byla nafedéna DCM
a prefiltrovana pfes dvoucentimetrovou vrstvu SiO; v Biichnerové nélevce. Ziskany
filtrat byl n€kolikrat promyt destilovanou vodou v délice. Organicka faze byla posléze
extrahovana nasycenym roztokem NaCl a dosusena bezvodym Na>SOys, ptefiltrovana a
odparena na vakuové odparce. Sloupcova chromatografie s mobilni fazi hexan:DCM 1:1
poskytla hnédooranzové krystalky s metalickymi odlesky o hmotnosti 340 mg (21 %).
V dalSich fazich mé prace se jako ¢asové vyhodné ukazalo produkt zbavit jen nejhrubsi

kontaminace a s vyhodou izolovat az jako dijod derivat.

BF;OEt,, TEA
+ /7 ll o
N
0 cl H

Obrazek 43: Alternativni syntéza 1.

FF
1

Do dvouhrdl¢ banky s ochrannou atmosférou argonu byl pfiddn suchy DCM (40 ml),
2,4-dimethylpyrrol (1 g, 11 mmol) a benzoylchlorid (0,61 g, 4,3 mmol). Smés byla

ponechana za pokojové teploty a intenzivné michana po dobu Sestnécti hodin. Nasledné
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byla smés ochlazena na 0 °C a do smési postupné ptikapavan triethylamin (6,5 ml, 46,6
mmol) a diethyl-etherat fluoridu boritého (6,5 ml, 52,7 mmol). Smés byla michana dalsi
tfi hodiny, nasledné byla smés extrahovana destilovanou vodou v déli¢ce. Organicka faze
byla poté zbavena vody nasycenym roztokem NaCl a dosusena pomoci Na>SO4. Roztok
byl piefiltrovan a odpafen na vakuové odparce. Sloupcova chromatografie s mobilni fazi
hexan:DCM 1:1 poskytla hnédooranzové krystalky s metalickymi odlesky o hmotnosti
267 mg (19 %). Jako casové vyhodné se ukédzalo produkt zbavit jen nejhrubsi

kontaminace a s vyhodou izolovat az jako dijod- derivat.

UV-vis (chloroform) Amax = 500 nm Aem = 512 nm. '"H NMR (500 MHz, CD3COCDs) §
7,64 — 7,54 (m, 3H), 7,43 — 7,37 (m, 2H), 6,12 (s, 2H), 2,51 (s, 6H), 1,41 (s, 6H). 1*C
NMR (126 MHz, CD3;COCD3) 6 156,04, 143,92, 143,14, 135,71, 132,09, 130,12, 129,97,
128,85, 122,03, 14,53, 14,43 ppm. IR (ATR) v 2924, 2854, 1539, 1508, 1464, 1408, 1304,
1182, 1153, 1120, 1076, 1054 cm™. MS (ESI) (m/z) vypoéteno pro C19H19BF2Na: 324,16,

naméieno 325,20 [M+H]*. Experimentalni data odpovidala t¢ém uvadénym v literatuie.”
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5.5 SYNTEZA 3A,4A-DIAZA-4-BORA-4,4-DIFLUOR-2,6-DIJOD-1,3,5,7-TETRAMETHYL-8-
FENYL-S-INDACENU (2)

Obrdzek 44: Schéma syntézy 2.

Latka 1 (100 mg, 0,3 mmol) byla ptidana do barnky s kulatym dnem a rozpusténa v DCM
(50 ml). K roztoku byl nasledné pifidan roztok elementarniho jodu (0,2 g, 0,8 mmol)
rozpusténého v 96% ethanolu (10 ml) a nakonec postupné piikapavéan roztok kyseliny
jodi¢né (0,1 g, 0,6 mmol) ve vodé (7,5 ml). K baiice byl pfipevnén Liebigiv chladi¢ a
smés byla udrzovdna za varu po dobu nasledujicich dvou hodin. Surovd smés byla
nckolikrdt promyta destilovanou vodou, organickd fdze byla poté zbavena vody
nasycenym roztokem NaCl a dosuSena pomoci Na;SOs. Roztok byl piefiltrovan a
odparen na vakuové odparce. Sloupcova chromatografie s mobilni fazi hexan:DCM 1:1
poskytla tmavy olej prechazejici na cervené krystalky s metalickymi odlesky o hmotnosti

151 mg (85 %).

Teplota tani: 200-210 °C (sublimuje). UV-vis (chloroform) Amax = 535 nm, Aem = 550 nm.
"H NMR (500 MHz, CDCls) & 7,57 — 7,49 (m, 3H), 7,30 — 7,23 (m, 2H), 2,66 (s, 6H),
1,39 (s, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 156,76, 145,35, 141,36, 134,73, 131,28,
129,51, 129,44, 127,77, 85,63, 16,92, 16,02 ppm. IR (ATR) v 2925, 2853, 1538, 1481,
1444, 1347, 1308, 1181, 1119, 1099, 1080, 1053, 988 cm™'. MS (ESI) (m/z) vypocteno
pro Ci9H17BF21:N2: 575,95, naméfeno 576,10 [M+H]". Experimentalni data odpovidala

tém uvadénym v literatuie.*’
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5.6 SYNTEZA 3A,4A-DIAZA-4-BORA-4,4-DIFLUOR-2,6-DIJOD-8-FENYL-3,5-BIS(4-
METHOXYSTYRYL)-1,7-DIMETHYL-S-INDACENU (3)

piperidin, pTSOH,
Dean-Starkiv
aparat
—

Obrdzek 45: Schéma syntézy 3.

Do banky s kulatym dnem byl postupné pridan suchy toluen (50 ml), latka 2 (100 mg,
0,17 mmol), p-anisaldehyd (100 mg, 0,73 mmol), piperidin (1,5 ml) a kyselina
p-toluensulfonové (10 mg, 0,05 mmol). Barnika se opatiila Dean-Starkovym aparatem a
smés se udrzovala za varu po dobu osmi hodin. Surova smés byla tiikrat promyta
destilovanou vodou. Organickéa faze byla zbavena vody nasycenym roztokem NaCl a
dosusena pomoci Na;SO4. Roztok byl piefiltrovan a odpafen na vakuové odparce.
Sloupcova chromatografie v soustavé hexan:DCM 1:2 poskytla tmavé zelené krystalky

s metalickymi odlesky o hmotnosti 37 mg (27 %).

UV-vis (chloroform) Amax = 663 nm, Aem = 684 nm, ®» = 0,55. 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 8,15 (d, J = 16,6 Hz, 2H), 7,63 (d, J = 7.9 Hz, 4H), 7,61 — 7,48 (m, 5H), 7,34 —
7,28 (m, 2H), 7,00 — 6,94 (m, 4H), 3,88 (s, 6H), 1.46 (s, 6H). *C NMR se nepodaiilo
zmétit. IR (ATR) v 1622, 1600, 1572, 1511, 1435, 1418, 1356, 1309, 1250, 1170, 1097,
1072, 1026, 1009 cm™'. MS (ESI) (m/z) vypoéteno pro CssHaoBF2IoN2: 812,04, naméfeno
810,90 [M+H]".
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5.7 SYNTEZA 3A,4A-DIAZA-4-BORA-4,4-DIFLUOR-2,6-DIJOD-8-FENYL-3,5-BIS(3,5-
DIMETHOXYSTYRYL)-1,7-DIMETHYL-S-INDACENU (4)

O
A piperidin, pTSOH,
Dean-Stark(v
+ aparat
[e) o | I >
| |
FF
2
O C
/ o o \
/ \

Obrdzek 46: Schéma syntézy 4.

Do bariky s kulatym dnem byl postupné ptfiddn bezvody toluen (50 ml), 2 (100 mg,
0,17 mmol), 3,5-dimethoxybenzaldehyd (75 mg, 0,85 mmol), piperidin (1,5 ml) a
kyselina p-toluensulfonova (10 mg, 0,05 mmol). Banka se opatfila Dean-Starkovym
aparatem a smés se udrzovala za varu po dobu osmi hodin. Surova smés byla tfikrat
promyta destilovanou vodou. Organicka faze byla zbavena vody nasycenym roztokem
NaCl a dosusena pomoci Na;SO4. Roztok byl ptefiltrovan a odpatren na vakuové odparce.
Sloupcova chromatografie v soustavé hexan:DCM 1:5 poskytla tmavé zelené krystalky

s metalickymi odlesky o hmotnosti 32 mg (21 %).

UV-vis (chloroform) Amax (€) = 644,5 nm (97 680 Mlcm™), Aem = 662 nm. 'H NMR
(500 MHz, DCM - D») 6 8,11 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 7,69 (d, ] = 16,7 Hz, 2H), 7,62 — 7,57
(m, 3H), 7,39 — 7,33 (m, 2H), 6,82 (d, J = 2.3 Hz, 4H), 6,52 (t, ] = 2.2 Hz, 2H), 3,90 —
3,86 (m, 12H), 1,50 (s, 6H). '*C NMR (126 MHz, DCM — D») § 170.20, 164,21, 161,76,
150,85, 147,08, 139,88, 139,08, 135,50, 130,21, 130,14, 128,80, 119,81, 105,99, 102,20,
55,99, 17,90. IR (ATR) v 2939, 2837, 1628, 1589, 1527, 1460, 1422, 1399, 1343, 1299,
1207, 1155, 1123, 1056, 1017 cm™.

-48-



5.8

SYNTEZA 3A,4A-DIAZA-4-BORA-4,4-DIFLUOR-2,6-DIJOD-8-FENYL-3,5-BIS(3,5-
BISHYDROXYETHOXYSTYRYL)-1,7-DIMETHYL-S-INDACENU (5)

0]
h piperidin, pTSOH,
Dean-Starklv
+ aparat
0 o | | >
F F
OH Pre-6 OH 2
O o]
H D =

Obrdzek 47: Schéma syntézy 5.

Do baiiky s kulatym dnem byl pfidan bezvody toluen (50 ml), 2 (100 mg, 0,17 mmol),
3,5-bis(2-hydroxyethoxy)benzaldehyd (100 mg, 0,5 mmol), piperidin (1,5 ml) a kyselina
p-toluensulfonova (10 mg, 0,05 mmol). Baiika se opatfila Dean-Starkovym aparatem a
smés se udrzovala za varu po dobu osmi hodin. Surovd smés byla tfikrat promyta
destilovanou vodou. Organicka faze byla zbavena vody nasycenym roztokem NaCl a
dosuSena pomoci Na>SOs4. Roztok byl prefiltrovan a odpafen na vakuové odparce.
Sloupcova chromatografie s mobilni fazi Cisty aceton, po eluci lipofilnich ¢ervenych a
fialovych latek aceton:methanol 5:1 poskytla tmavé zelené krystalky s metalickymi
odlesky o hmotnosti 33 mg (19 %).

UV-vis (ethanol) Amax = 636 nm. 'H NMR (600 MHz, DMSO — Dg) § 7,94 (d, ] = 16,8
Hz, 2H), 7,61 — 7,57 (m, 3H), 7,48 — 7,41 (m, 4H), 6,73 (d, ] = 2.2 Hz, 4H), 6,56 (t, J =
2,3 Hz, 1H), 4,84 (t, ] = 5,6 Hz, 4H), 4,03 — 3,96 (m, 8H), 3,69 (q, ] = 5.2 Hz, 8H), 1,38
(s, 6H). 3C NMR (151 MHz, DMSO — Ds) § 160,89, 150,51, 146,65, 141,04, 139,81,
138,33, 134,63, 133,29, 130,43, 130,14, 128,63, 119,23, 106,38, 103,12, 85,54, 69,85,
60,08, 17,63.
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5.9 SYNTEZA (3A,4A-DIAZA-4-BORA-4,4-DIFLUOR-2,6-DIJOD-8-FENYL-1,7-DIMETHYL-S-
INDACEN-3,5-BIS(ETHEN-2,1-DIYL))DIISOFTALOVE KYSELINY

(o]
= piperidin, pTSOH,
Dean-Starktv
aparat
(@] o + | |
OH OH

HO OH

Obrdzek 48: Schéma nezdarené syntézy.

Do banky s kulatym dnem byl postupné pridan suchy toluen (50 ml), 2 (100 mg, 0,17
mmol), kyseliny 5-formylizoftalova kyselina (140 mg, 0,73 mmol), piperidin (1,5 ml) a
kyselina p-toluensulfonova (10 mg, 0,05 mmol). Banka se opatfila Dean Starkovym
aparatem a smés se udrzovala za varu po dobu osmi hodin. Barva reakéni smési spolu

s orientacni tenkovrstvou chromatografii (TLC) s acetonem jako mobilni fazi svédcila o

nepfitomnosti Zadané¢ho produktu.
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5.10 SYNTEZA 3,5-BIS(2-HYDROXYETHOXY)BENZALDEHYDU (PRE-5)

o

~

OH K>CO5;, ACN
* Br/\/ e} fe)

HO OH H Pre-5 H

OH OH
Obrdzek 49: Schéma syntézy Pre-5.

3,5-dihydroxybenzaldehyd (1 g, 7 mmol) byl rozpustén v baiice s acetonitrilem (ACN,
50 ml) opattené zpétnym chladi¢em, nasledné byl ptidan KoCOs3 (2,5 g, 0,2 mol) a
nakonec byl postupné ptidavan 2-bromethanol (5,5 g, 0,03 mol). Smés byla zahtivana k
varu pod ochrannou atmosférou argonu po dobu nasledujicich Sestnacti hodin. Po
uplynuti ¢asu byla reakéni smés prefiltrovana ptes sklddany filtr, filtr n€kolikrat promyt
malym mnozstvim ACN a takto ziskany roztok byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce.
Sloupcova chromatografie s mobilni fazi hexan:diethylether 1:1 poskytla bezbarvy olej

pomalu pfechazejici na prisvitné, svétle zluté krystalky o hmotnosti 300 mg (19 %).

Teplota tani 89-93 °C. 'H NMR (500 MHz, CDs0D) & 9,88 (s, 1H), 7,10 (d, J = 2,3 Hz,
2H), 6,87 (t, J = 2,3 Hz, 1H), 4,13 — 4,07 (m, 4H), 3,89 (dd, J = 5.3, 4,1 Hz, 4H). 1*C
NMR (126 MHz, CD3;0D) 6 193,76, 162,17, 140,03, 109,15, 108,79, 71,03, 61,53. IR
(ATR) v 3292, 2936, 2872, 2808, 2723, 1698, 1661, 1590, 1482, 1443, 1387, 1314, 1234,
1179, 1074, 1025 cm™'. MS (ESI) (m/z) vypoéteno pro Ci1H14Os: 226,08, naméfeno
227,00 [M+H]".
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5.11 SYNTEZA 3,5-BIS(2-BROMETHOXY)BENZALDEHYDU (PRE-6A)

B K,CO3, ACN
* Br/\/ r o) 0

HO OH H Pre-6a H

Br Br
Obrdzek 50: Schéma syntézy Pre-6a.

3,5-dihydroxybenzaldehyd (1 g, 7 mmol) byl rozpustén v banice s ACN (50 ml) opatiené
zpétnym chladi¢em, nasledné byl ptidan KoCOs (2,5 g, 0,2 mol) a nakonec byl postupné
pfidavan 1,2-dibromethan (5,5 g, 0,03 mol). Smé&s byla zahtivana k varu pod ochrannou
atmosférou argonu po dobu nasledujicich Sestnécti hodin. Po uplynuti ¢asu byla smés
prefiltrovana pies skladany filtr, filtr nékolikrat promyt malym mnozstvim ACN a takto
ziskany roztok byl odpafen na rotacni vakuové odparce. Sloupcova chromatografie s

mobilni fazi hexan:diethylether 1:1 poskytla bilé krystalky o hmotnosti 460 mg (18 %).

Teplota tani 95-98 °C. "H NMR (500 MHz, CDsCl) 6 9,91 (s, 1H), 7,08 — 7,03 (m, 2H),
6,77 (t, 1= 2,3 Hz, 1H), 4,35 (t, ] = 6,1 Hz, 4H), 3,67 (t, ] = 6,1 Hz, 4H). *C NMR (126
MHz, CDsCl) & 191,41, 159,80, 138,56, 108,43, 108,33, 77,25, 77,00, 76,74, 68,18,
28,67. IR (ATR) v 2805, 2722, 1706, 1588, 1480, 1448, 1419, 1398, 1324, 1278, 1175,
1079, 1041 cm™. MS (ESI) (m/z) vypoéteno pro C11Hi2Br20s: 349,92, naméfeno 351,20
[M+H]*. Experimentalni data odpovidala t¢ém uvadénym v literatufe s vyjimkou MS,

teplota tani v ptivodni studii neméfena.®!
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5.12 SYNTEZA 3,5-BIS[2-(/V,N-DIMETHYLAMINO)ETHOXY)|BENZALDEHYD-
DIHYDROCHLORIDU (PRE-6)

Ox Ox
4 K:COs; ACN
+ N —
(@] O PN (@] 0]
H Pre-6a H H Pre-6 \
Br Br /N\ /N\

Obrdzek 51: Schéma syntézy Pre-6.

Do 2M roztoku dimethylaminu v THF (17 ml, 34 mmol) chlazeného ledem byl postupné
ptikapavan roztok Pre-6a (400 mg, 1 mmol) v 15 ml THF. Smés byla peclivé uzaviena
pod ochrannou atmosférou argonu a michana za pokojové teploty po dobu tficeti hodin.
Po uplynuti reakce byla smés prefiltrovana ptes filtraéni papir, odpafena na rotaéni
vakuové odparce, krystalicky materidl byl rozpustén ve vod¢, pH vodné faze bylo
kontrolovano lakmusovym papirkem a zvySeno 5% vodnym roztokem NaHCO; do
bazické reakce. Smés byla tiikrat extrahovana diethyletherem. Spojené organické faze
byly probublavany plynnym chlorovodikem. Vysrazena hmota byla odd¢lena filtraci pres
filtracni papir a rozpuSténa v methanolu. Koncentrovany methanolicky roztok byl
nakapan do diethyletheru o teploté¢ -10 °C. VysraZzena hmota byla opét odfiltrovana.

Vznikl4 srazenina je hnédobila amorfni hmota o hmotnosti 240 mg (60%).

"H NMR (500 MHz, CDsCl) § 9,88 (s, 1H), 7,06 — 7,00 (m, 2H), 6,79 (t, ] = 2,3 Hz, 1H),
4,09 (t, ] = 5,6 Hz, 4H), 2,74 (t, J] = 5,6 Hz, 4H), 2,34 (s, 12H). 1*C NMR (126 MHz,
CD;Cl) § 191,93, 160,39, 138,21, 108,14, 107,84, 66,27, 58,12, 45,83. IR (ATR) v 2942,
2819, 2770, 1697, 1593, 1455, 1387, 1345, 1296, 1170, 1055 cm’'. MS (ESI) (m/z)
vypocteno pro CisH2sN203Cla: 352,13, naméteno 350,90 [M-H].
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5.13 SYNTEZA DIMETHYL 2,2'-((5-FORMYL-1,3-FENYLEN)BIS(OXY))DIACETATU (PRE-7)

O

N

o, K2COs ACN

+ —>

Br/ﬁr ~ 0O o)
(]

HO OH Oﬁ) Pre-7 \fo

Obrdzek 52: Schéma syntézy Pre-7.
3,5-dihydroxybenzaldehyd (1 g, 7 mmol) byl rozpustén v baiice s ACN opatfené zpétnym
chladi¢em, nasledné byl ptidan K>COs3 (2,5 g, 0,2 mol) a kone¢né byl postupné pridavan
methylester kyseliny bromoctové (2,77 g, 0,2 mol). Smés byla zahiivana pod ochrannou
atmosférou argonu k varu po dobu nasledujicich péti hodin. Po uplynuti ¢asu byla smés
prefiltrovana pies sklddany filtr, filtr byl né€kolikradt promyt malym mnozstvim ACN a
takto ziskany roztok byl odpaten na rotacni vakuové odparce. Sloupcova chromatografie
s mobilni fazi hexan:ethyl-acetat 1:1 poskytla bilé krystalky s charakteristickou viini o

hmotnosti 340 mg (17%).

Teplota tani 108-110 °C."H NMR (500 MHz, CD3C1) § 9,89 (s, 1H), 7,06 — 7,01 (m, 2H),
6,78 (t, ] =2,4 Hz, 1H), 4,68 (s, 4H), 3,82 (s, 6H).!*C NMR (126 MHz, CDsC1) § 191,18,
168,59, 159,40, 138,50, 108,52, 108,41, 65,25, 52,36. IR (ATR) v 3052, 2926, 1755,
1685, 1609, 1471, 1434, 1397, 1340, 1326, 1231, 1169, 1098 cm™. MS (ESI) (m/z)
vypocteno pro Ci3H 407: 282,07, naméfeno 282,90 [M+H]".
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DISKUZE A VYSLEDKY

Tato studie se stala prvni praci zaobirajici se syntetickymi a fotofyzikalnimi aspekty
barviv typu BODIPY v laboratotich vyzkumné skupiny prof. Zimcika. Pilotni povaha
vyzkumu zajistila mnoho praktickych znalosti, které budou vyuzity v dalSim vyzkumu a
pti designu novych struktur. Pfi teoretickém designu molekul bylo postupovano tak, aby
se zajistil optimalni profil vlastnosti vyplyvajici z pfedchozich kapitol - jmenovité
alespon omezenou rozpustnost ve vodé, dobré kvantové vytézky singletového kysliku a
hlavni absorpéni pas okolo 650 nm. Jiz prvni cilova latka, latka 3, méla absorpéni
maximum v pfijatelné vinové délce a rovnéz poskytovala dobré kvantové vytézky
singletového kysliku (®a = 0,55). Nevyhodou byla Spatnd rozpustnost v polarnich
prostfedich, coz znemoznilo otestovani na bunéénych kulturach HeLa. Na tento fakt jsme
zareagovali zménou vychozich aromatickych aldehydu pouzitych pro Knoevenagelovu
kondenzaci a zavedli jsme substituce v polohach 3- a 5-. Prvni zamyslena latka méla nést
karboxylové skupiny napojené piimo na aromaticky skelet. Reakce vSak neprobihala,
kvili lepSim syntetickym moznostem a kvili dal§imu zvySeni hydrofility byl synteticky
plan upraven do finadlni podoby a to do podoby 3-, 5- disubstituce alkoxy skupinami.
Prvni latka s novou strukurou byla oznacena jako 4 a diky uniformité fotofyzikalnich
vlastnosti napfi¢ vSemi pfipravenymi derivaty s 3-, 5- disubstituci ji Ize povazovat za
modelovou latku pro ucely orienta¢niho stanoveni fotofyzikalnich vlastnosti. Po latce 4
byla syntetizovana latka 5 s 2-hydroxyethoxy skupinami. Tento preparat si zachoval
dobré fotofyzikalni vlastnosti svych pfedchiidcii a diky alkoholickym skupinam jde o

relativné hydrofilni latku rozpustnou v methanolu.

Obrdzek 53: Obecnd struktura Idtky 5 a dalsich pldnovanych

derivata.
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6.1

Na vyse uvedené obecné strukture (Obr. 53) zamyslenych latek po zménach v poloze a
povaze hydrofilnich substituentli 1ze ukazat jednotlivé ¢asti molekul a jejich funkci.
Nesubstituovany fenyl v poloze 8- zvysuje lipofilitu a penetraci do nitrobunééného
prostiedi mechanizmem pasivni difuze. Taktéz dvojita substituce jodem zvysi lipofilitu,
nezanedbateln€ posouva pas absorpéniho spektra smérem k vyssim vinovym délkam a
pfedev§im zvySuje kvantové vytézky singletového kysliku. Dvé styrylova jadra
v polohdch 3- a 5- rozsifenim konjugované¢ho systému dvojnych vazeb zajistuji
vyhovujici absorpci pii vinovych délkach blizkych infraCervenému spektru. Na styrylech
piipojené alkoxy skupiny s hydrofilnimi prvky zvySuji rozpustnost v polarnich

prostiedich.

ZHODNOCENI PROVEDENYCH SYNTEZ
Souhrn syntéz konecnych latek zndzornén nize (Obr. 54). Reakéni podminky a souhrn

syntézy prekurzorl lze nalézt na dalSich stranach (Tab. 2 a Obr. 55). Latky 1 a 2 byly
ptipraveny podle postupti publikovanych v recenzovnych ¢asopisech. Jiz od prvnich dni
bylo ziejmé, ze dostupna literatura je znacné nesourodd a Ize nalézt témét identické
postupy s velmi rozdilnymi (od 16,1 %% po 80 %) vytézky pro reakci a. Oproti tomu

reakce b probihala velmi selektivné a za vysokych vytézka.

Obrazek 54: Synteticka cesta k findlnim sloucenindm, uskutecnénym, plénovanym i
neskutecnénym z divodu zmeény syntetickych cild.
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Ackoliv latka 2 byla jiz n€ékolikrat ptipravena v minulosti, v dostupnych materialech jsem
nenalezl zminku o jeji schopnosti sublimovat. Tento poznatek byl pfi prvni syntéze ziskan
po ponechani jiz vykrystalizované latky za snizeného tlaku na vakuové odparce za ucelem
odstranéni zbytkovych rozpoustédel. Nasledna Knoevenagelova reakce probihala za
pomérné drastickych podminek, coz se podepsalo na mnozstvi vedlejSich produkt a
posléze na narocnosti separace. Ackoliv je popsano mnoho modifikaci této reakce,
kondenzace BODIPY je velmi choulostivad na reakéni prostedi a jiné, nez aromatické
rozpoustédlo neposkytuje ani stopové mnozstvi pozadované¢ho produktu. Toto
predstavuje seridzni problém pro budouci syntézy hydrofilnich preparati, které
pravdépodobné nebudou rozpustné v toluenu a v benzenu, rozpoustédlech, které jsou
v literatufe uvadény nejcastéji. Jiz produkt 5 se Casteéné srazel na povrchu banky
v pribéhu reakce. U hydrofilnéjSich preparatl tedy lze o¢ekavat obdobny problém. Jistou
nadéji do budoucna je fakt, Ze pokusnd reakce v pyridinu, ptipadné ve smési pyridinu a
toluenu poskytovala modrozeleny produkt na TLC, produkt vSak izolovan nebyl. Po po
vSech strankach tispésné syntéze latky 5 byla naplanovana syntéza latek 6 a 7. Pripraveny
byly vSak jen vychozi derivaty benzaldehydu pro tuto reakci, samotné syntéze zabranila

pandemicka situace v Ceské republice.

Tabulka 2: Prehled reakcnich podminek jednotlivych reakci.

Reakce Reakéni podminky
a a) TFA, DDQ, BF;0Et, TEA, Ochrannd atmosféra argonu, 19 hodin
(21 %)

b) misto benzaldehydu benzoylchlorid, BF30t;, TEA, Ochranna atmosféra
argonu, 19 hodin (19 %)

b I, HIO3, 2 h za varu pod zpétnym chladicem (85 %)
c 2, p-anisaldehyd, piperidin, pTSOH (kyselina p-toluensulfonova), 8 hodin za
varu pod Dean-Stark aparatem
(27 %)
d 2, 5-formylizoftalové kyselina, piperidin, pTSOH (neprobiha)
e 2, 3,5-dimethoxybenzaldehyd, piperidin, pTSOH, 8 hodin za varu pod

Dean-Stark aparatem (21 %)

f 2, 3,5-bis(2-hydroxyethoxy)benzaldehyd, piperidin, pTSOH, 8 hodin za varu
pod Dean-Stark aparatem (19 %)

g neprovedeno

h neprovedeno

i 3,5-dihydroxybenzaldehyd, K2CO3s, 2-bromethanol, 16 hodin za varu pod
zpétnym chladi¢em, Ochrannd atmosféra argonu (19 %)

i 3,5-dihydroxybenzaldehyd, K2CO3, 1,2-dibromethan, 16 hodin za varu pod
zpétnym chladi¢em, Ochrannd atmosféra argonu (18 %)

k Pre-6a, 2M roztok dimethylaminu v THF, 30 hodin za pokojové teploty,

Ochrannd atmosféra argonu (60 %)
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1 3,5-dihydroxybenzaldehyd, K.COs, methylester kyseliny bromoctové, 5 hodin
za varu pod zpétnym chladi¢em, Ochrannd atmosféra argonu (17 %)

6.2 PRIPRAVA SUBSTITUOVANYCH BENZALDEHYDU WILLIAMSONOVOU REAKCI

E:L‘_;vj b

Pre-7 Pre-5
O\ /O H OH
i
Pre-6a Pre-6
Br Br ~ N ~ - N ~

Obradzek 55: Schéma pripravy prekurzord findlnich latek.

Jedna z reakci, kterym jsem se ve své praci vénoval, byla také pfiprava substituovanych
benzaldehydti Williamsonovou syntézou. Jako zésada byl ptivodné zvolen hydroxid
sodny. Bohuzel, pro pravdépodobnou degradaci produktli musela byt pozdé€ji pouZita
mirnéj$i baze K,COs;. Diky obecné znamym pozadavkim na prostiedi pro reakci
typu Sn2 (84) bylo rozpoustédlo vybirano tak, aby bylo aprotické a polarni. Proto byly
pro prvni experiment zvoleny dvé paralelné probihajici reakce v prostiedi acetonitrilu
(ACN) a dimethylsulfoxidu (DMSO). Tyto reakce poskytly srovnatelné vysledky co do
vytézku, tak do doby nutné k provedeni. Z pohledu nasledné izolace bylo velmi sloZzité
zbavit se rezidualniho DMSO, proto jsme jako rozpoustédlo volby zvolili ACN.
Vytézkem se obé rozpoustédla liSila jen minimalné. Obvyklou procedurou se stala reakce
po dobu 18-24 hodin v prosttedi ACN s odpovidajicim bromalkanem v poméru dva az
dva a ptl ekvivalentu bromalkanu na jednu fenolickou skupinu. MnoZzstvi vedlejSich
produktii se snizilo po pouziti Schlenkovy techniky prace pod ochrannou atmosférou,
patrné¢ diky zamezeni oxidace vychozi latky. VytéZky u reakci probihajicich pod

ochrannou atmosférou a bez ni se signifikantné nelisily.
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6.3

KNOEVENAGELOVA KONDENZACE
Pro rozsifeni konjugovaného syst¢ému BODPY o styrylové substituenty se vyuziva

Knoevenagelova kondenzace. Pro prubéh je dilezité bazické prostiedi, které zde bylo
zajisténo piperidinem, ktery je vyhodny tim, Ze coby sekundarni amin plni i funkci
katalyzatoru (Obr. 57). Jistym specifikem modifikace pro styrylaci BODIPY je
pritomnost kyselého katalyzatoru kyseliny octové nebo kyseliny para-toluensulfonové
(pTsOH). Vysoké teploty a alkalické prostfedi bohuzel zptisobuji degradaci vychozich
latek a vysoké naroky na mnozstvi vychozi latky. Jednotlivé kroky neprobihaji pouze
smérem k zamyslenym produktim, jsou vratné a tedy je zadouci odstraiiovat néktery
z meziproduktl. Zde je voda odstrafiovana azeotropni destilaci v Dean-Starkov¢ aparatu,
ktery musi byt vybran peclivé tak, aby k azeotropni destilaci skute¢né¢ dochazelo a voda
nekondenzovala jiz v ascendentni ¢asti zafizeni. V prib&hu optimalizace této reakce bylo
vyzkousSeno velké mnozZstvi rozpoustédel a vzhledem k tomu, Ze probihala jen v toluenu,
benzenu a pyridinu se d4 usuzovat, ze pro prib¢h reakce je diilezita aromaticita prostredi.
Ve smési toluen 10:1 1,4-dioxan reakce jiz neprobihala. Podstatou katalyzy je tvorba
karbinolaminu a posléze 1-benzylidenpiperidinium tosylatu (acetatu)”’, ktery je dle
studie® o deset fadl reaktivnéjsi nez odpovidajici aldehyd. Nutno zminit, Ze jesté lepsich
vysledkli dosahovaly podle studie komplexy karbonylu s chloridem boritym. Tyto
experimenty vSak dle literatury probihaly v ACN, ve kterém je jodovana vychozi
molekula nerozpustnd 1 za zvySené teploty. Vznikly reaktivni imin je atakovan
karbaniontem na methylovaném BODIPY. Diky parcidlnimu kladnému naboji
v polohéch 3- a 5- je tato reakce opét dobte koordinovana a styrylace poloh 1-a 7- probiha
az po obsazeni prvnich dvou.® Pro styrylaci do tietiho a &tvrtého stupné je nutné zvysit
molarni pomér reaktantll ve prospéch benzaldehydu. Tato reakce poskytovala vytézky
nizs§i nez 20 %. V ramci nasi vyzkumné skupiny se posléze podaftilo optimalizovat postup
pfidanim Lewisovy kyseliny Mg(ClO4) podle.®® Bohuzel extenzivnimu vyuziti tohoto

poznatku zabranila epidemiologick4 situace v CR.
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6.4

Obrazek 57: Klicovy krok styrylace
Knoevenagelovou reakci.
Podle 72,

NEREALIZOVANE SYNTEZY
Prvni neuspéch byla reakce s diethyl 5-formylbenzen-1,3-dikarboxylatem, kdy se

nepovedlo kondenzovat karbaldehyd s molekulou 2. Dvod neni jednozna¢né objasnén,
jako prvni vysvétleni se nabizi elektron-odtahujici efekt dvou esterovych skupin a jejich
vliv na rezonanci karbaldehydu, tyto skupiny jsou vSak lokalizovany v poloze meta- a
tedy by nemély stabilizovat pro reakci nevhodnou mezomerni podobu molekuly. Kromé
mezomerniho efektu se zde pravdépodobné uplatituje posun elektronové hustoty pomoci
zaporného indukéniho efektu obdobné, jako nitro- skupina sniZzuje pKa u m-nitrofenolu
oproti nesubstituovanému fenolu, ackoliv nitroskupina v této poloze by c¢isté teoreticky
nemé¢la mit na kyselost fenolické skupiny vliv (pKa m-nitrofenolu = 8,35;

pKa nesubstituovaného fenolu = 9,98, Obr. 58).3¢-87

OH OH
Nelle
1]
0]

Obrazek 58: Vliv nitro- skupiny na aciditu fenolu.
pKa m-nitrofenolu = 8,35; pKa nesubstituovaného
fenolu = 9,98.

Data z 8687,

Dal§im moznym diivodem neuspéchu je konverze esteru na amid diky pfitomnosti
piperidinu jako bazického katalyzatoru pro Knoevenagelovu reakci. Pro tplné vylouceni
elektron-odtahujiciho efektu téchto skupin byl synteticky plan upraven tak, aby elektron-
akceptorové skupiny byly spojené s m-systémem aromatu pies kratky alkan, eventualné
aby byly pfednostné zavadény elektron-donorové funkéni skupiny. Na zdkladé této
zkuSenosti jsme navrhli latky S, 6 a 7, které nesou hydrofilni funk¢ni skupiny vdzané pres

etherovy mistek. Soucasti seznamu piipravenych latek mély byt i dalsi dvé latky, pro
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6.5

syntézu byly jiz pfipraveny prekurzory Pre-6 a Pre-7. Z diivodu Casové tisn¢€, ke které

vyrazné piispéla epidemiologicka situace v Ceské republice viak k syntézam nedoslo.

FOTOFYZIKALNI MERENI
Zakladni vlastnosti fotosenzitizéru je jejich schopnost absorbovat svétlo o vinové délce,

které je schopné penetrovat co nejhloubéji do tkané (tkanové okno v blizkosti IR spektra).
Na zde prezentovaném grafu (Obr. 59) je patrny efekt postupné substituce vychoziho
skeletu 1 ptes jodovany derivat 2 a pfes monostyrylovany meziprodukt 4a (byl izolovan
pouze v malém mnozstvi pfi syntéze latky 4) az po finalni molekulu 4. Patrny je rozdil
mezi posunem absorbance u disubstituce jodem a u styrylace jiZ do prvniho stupné (Obr.

49),

1.00+
0.754

0.504

0.254

(A'Am in)I(Am ax'Am in)

0.00+4 T T T 1 g 1
400 500 600 700
Vinova délka, nm

Obrazek 59: Vlevo normalizovany graf vyjadrujici bathochromni posun zdstupct
pripravovanych latek, vpravo struktura ldtky 4a.

Na nize uvedené fotografii lze nalézt chromatogram ilustrujici zménu absorpénich

vlastnosti v prubéhu Knoevenagelovy kondenzace. Barvy kiivek latek 2, 4a a 4 z Obr. 57

odpovidaji redlnym barvam sloucenin na Obr. 60.

Obrdzek 60: TLC z pribéhu Knoevenagelovy reakce.
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Nasledujici graf (Obr. 61) porovnava absorpcni spektra dvou sloucenin s alkoxy-

substituci v polohach 3- a 5- a jedné slouceniny s 4-alkoxy- substituci.
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Obrazek 61: Normalizované porovndni absorpcnich spekter findlnich Idtek.
Z pohledu dalsich navrht latek je vhodné védet, ze para- substituce je vyhodnéjsi diky
konjugaci volnych elektronovych paru na atomu kysliku s m-systémem v centralni ¢asti
skeletu. Zde popsana rozdilnost substituce méla za nasledek posun maxima absorbance

0 18 nm (rozdil Amax latky 3 a 4) ve prospéch 4-methoxy- derivatu 3.

6.5.1 Testy stability
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Obrdzek 62: Grafické vyhodnoceni stabilitniho experimentu.
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Ucelem testt bylo ziskat orientaéni predstavu o odolnosti piipravenych latek pii ozafeni
bilym svétlem. Tato vlastnost je vyhodna napiiklad pro zamezeni nezadouci fototoxicity
po ozafeni pacienta, piipadné lze vysoce fotostabilni latky vyuzit jako fotokatalyzatory
pro oxidac¢ni reakce. Jednotlivé experimenty se porovnavaji jen obtizné kvili rozdilnym
svételnym zdrojim. Pro ilustraci uvadim alespon studii Garcia-Diaz, et al., kde
absorbance klinicky vyuzivaného temoporfinu klesla na polovinu dfive, nez za tficet
minut.®® Na vySe uvedenych grafech (Obr. 62) jsou postupné znizornény poklesy
absorbance tii ozafovanych roztokd, na ose x je vlnova délka vnm, na ose y je
absorbance. Posledni graf obsahuje pfimky linearni regrese latek, na ose x posledniho
grafu je zndzornén Cas v minutach. Z grafii je patrné, ze degradace latky 5 probihala o
poznani pomaleji, nez u dalSich dvou latek. Dilezitym poznatkem je, Ze v prubéhu
degradace fotosenzitizéru nedochazelo ke vzniku novych absorpénich past. Z toho lze
usoudit, ze dochdzi k vyraznym zméndm ve struktufe a prerusi se m-konjugovany systém,

nedochazi ke vzniku jen mirné€ odliSnych latek.

6.5.2 Molarni absorpéni koeficient
Vzhledem k nutnosti velmi pfesného urceni koncentrace, maximalni ¢istoty a nemoznosti

vyuzit barvivo adsorbované na silikagel byla ze tii produktd pro stanoveni molarniho
absorp¢niho koeficientu vybrana latka 4. Tato latka byla zméfena v prostiedi chloroformu
a poskytla € =97 680 M'cm™!. Tato hodnota je vysoka i na poméry chemie pigmentti. Pro
porovnani &€ methylenové modii = 81 600 M'cm!.** Nékteré reerse povazuji BODIPY
s& < 50 000 M'cm! za sp&sné preparaty a hodnoty € > 100 000 M-'ecm™ dosahuji
BODIPY jen vyjime¢né, obvykle jde o struktury s mnohem vyS$$i molarni atomovou
hmotnosti oproti distyryl- derivatiim.>® Vysoky molarni absorpéni koeficient je u PDT

vhodny kvili moZnosti podani latky pfi nizsi koncentraci. Na Obr. 63 je vlevo struktura

e=818600

Obrdzek 63: Moldrni abs. koeficient Idtky 4 v kontextu publikovanych Idtek, hodnoty € vzdy
v jednotkdch Mcm-2.
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6.6

methylenové modii, uprostted aza-BODIPY s & = 69 900 M'cm™ publikované v % a

vpravo testovana struktura 4.

NAVRH STRUKTUR PRO DALSI VYZKUM

V pribéhu syntéz prekurzorii jsme opakované narazeli na problém nizkych vytézkl
ale jediného substituentu v poloze para- (Obr. 64, R znaci libovolnou hydrofilni
substituci) by ziejme doslo ke zlepseni vytézki, také ale k vyraznému usnadnéni separace
a k mirnému bathochromnimu posunu (jak dokazuje tato studie v kapitole Fotofyzikalni

méieni).

(

' X
\(\ "
R
Obrdzek 64: Ndvrh struktury pro

dalsi vyzkum na zdkladé
ziskanych zkusenosti.
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ZAVER

Podnétem pro mou praci byl rychle rostouci obor barviv zalozenych na BODIPY skeletu.
Po evaluaci dostupné literatury byla vypracovana synteticka cesta k vhodnym latkam
BODIPY s hydrofiln¢ disubstituovanymi styryly v polohach 3- a 5- zakladniho skeletu.
V ramci experimentalni prace bylo poprvé syntetizovano a popsano sedm latek. Tii
z téchto latek umoznily porovnani zakladnich strukturnich modifikaci a zaroven vliv
téchto modifikaci na fotofyzikalni odezvu. Dalsi tii latky odvozené od benzaldehydu
mohou diky bohaté chemii aromatickych aldehyda nalézt uplatnéni pii funkcionalizaci
celé skaly strukturnich motivl. V praci sepsané poznatky byly vyuzity pii vytyCovani
syntetickych cili pro postdoktorandsky vyzkum Rahula Kaushika, Ph.D. v rdmci

vyzkumné skupiny AzaPc group.
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