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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat Eva Dankova

Skolitel doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace Syntéza a studium subftalocyaninii axiadlné

modifikovanych amino adamantylem

Fotodynamicka terapia je slubnym pristupom liec¢by rakoviny, ktory spociva v aplikacii
fotosenzitizéru a naslednej iluminédcii tumoru. Vzniknuty oxidaény stres aktivuje
niekol’ko mechanizmov bunkovej smrti. Jednou z novych skupin fotosenzitizérov su
subftalocyaniny s kuzel'ovitym m povrchom, ktory ich ¢ini menej nachylnymi k agregécii
a umoziuje vedl'a klasickej periférnej substitucie aj ich axialnu modifikéciu. Pretoze je
makrocyklus sam o sebe pomerne lipofilny, je nutné zvysit’ jeho rozpustnost’ vo vode.
Této praca sa zaoberala moZnostou tvorby supramolekuldrnych komplexov s navonok
hydrofilnymi makrocyklami s cielom zvysit hydrofilitu subftalocyaninu. Konkrétne bol
vybrany kukurbituril-7 (CB[7]), pretoze vytvara vo vode jednu z najstabilnejSich
supramolekularnych interakcii s 1-aminoadamantanom, ktory bol zamysl'any ako axialny

substituent na subftalocyaninovom jadre.

Syntéza povodne planovanych latok periférne substituovanych -etylsulfanylovymi
skupinami nepriniesla uspokojivé vysledky. Preto boli navrhnuté alternativne Struktary
s jodom ako periférnym substituentom. Tie boli GspeSne pripravené cyklotrimerizaciou
prislusného ftalonitrilu posobenim chloridu boritého, anéaslednou nukleofilnou
substituciou chloru aminoadamantanovymi derivatmi. Potom boli skiimané ich

fotofyzikalne vlastnosti a supramolekularne interakcie s CBJ[7].



ABSTRACT
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department Department of Pharmaceutical Chemistry and

Pharmaceutical Analysis

Candidate Eva Dankova
Supervisor doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.
Title of Thesis Synthesis and study of subphthalocyanines axially

modified by amino adamanthyl

Photodynamic therapy is a promising approach for cancer treatment that relies on the
administration of a photosensitizer, followed by illumination of the tumor. The generated
oxidative stress subsequently activates several mechanisms of cell death. One of the novel
groups of photosensitizers are subphthalocyanines with a conical & surface, which renders
them less prone to aggregation and offers the possibility to tune their properties through
axial substitution (aside peripheral modification). Due to the lipofilicity of the
macrocycle, it is necessary to increase its water solubility. This work focused on the
possibility of forming supramolecular host-guest complexes with hydrophilic
macrocycles in order to increase the hydrophilicity of a subphthalocyanine. In particular,
cucurbituril-7 (CB[7]) was chosen since it forms one of the most stable supramolecular
interactions in water with 1-aminoadamantane, which was therefore proposed as the axial
substituent on subphthalocyanine core.

Synthesis of the originally intended compounds with ethylsulfanyl moieties at the
periphery failed. Therefore, alternative structures bearing iodine as peripheral
substituents were designed. They were successfully prepared via cyclotrimerization of
the respective phthalonitriles with boron trichloride, and subsequent nucleophilic
substitution of chlorine by aminoadamantane derivatives. Their photophysical properties

and host-guest interactions with CB[7] were investigated.
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1. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ALA
CB

DAMPs

DIPEA
DLI
DMF
DMSO

DPBF

HPLC

IL-1
IL-6
LDL
MS
NIR
NMR
PDT
PpIX
PS

R

ROS

kyselina 5-aminolevulinova (5-aminolevulinic acid)
kukurbituril (cucurbituril)

molekuldrne vzory spojené s poSkodenim (damage-associated

molecular patterns)

N,N-diizopropyletylamin

interval medzi podanim PS a oziarenim (drug-to-light interval)
N,N-dimetylformamid

dimetylsulfoxid

1,3-difenylizobenzofuran (1,3-diphenylisobenzofuran)

derivat hematoporfyrinu (hematoporphyrin derivative)

vysokoucinna kvapalinova chromatografia (high-performance

liquid chromatography)

interleukin 1

interleukin 6

lipoprotein s nizkou hustotou (low-density lipoprotein)
hmotnostnd spektrometria (mass spectrometry)
ziarenie v blizkosti infracervenej oblasti (near-infrared radiation)
nukledrna magnetickd rezonancia

fotodynamicka terapia (photodynamic therapy)
protoporfyrin IX

fotosenzitizér (photosensitizer)

retencny faktor

reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species)



THF

TLC

TLC-MS

TNF

uv

tetrahydrofuran
tenkovrstvova chromatografia (thin-layer chromatography)

hmotnostna spektrometria S vyuzitim tenkovrstvovej

chromatografie (thin layer chromatography-mass spectrometry)
tumor nekrotizujtci faktor

ultrafialovy (ultraviolet)
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2. TEORETICKA CAST

2.1. FOTODYNAMICKA TERAPIA

Fotodynamicka terapia (PDT) predstavuje modernti a neinvazivnu formu terapie,
pouzivani na lie¢bu neonkologickych ochoreni ako irakoviny réznych typov.!
Fotodynamické javy po prvykrat charakterizoval v roku 1904 profesor Herman von
Tappeiner ako interakciu medzi Specifickymi chemickymi latkami, kyslikom a svetlom.
Princip PDT spociva v systémovej alebo topickej aplikacii fotosenzitizéru (PS)
pacientovi, jeho selektivnom vychytavani v cielovom tkanive a naslednom oziareni
svetlom vhodnej vlnovej dizky. To spdsobi fotochemicki reakciu, ktora vedie
k destrukcii postihnutého tkaniva.> Vznikajlci oxidativny stres aktivuje niekolko
mechanizmov bunkovej smrti, proti ktorym bunky vyvina adaptivnu odpoved’ za ucelom

udrzania homeostazy.>

2.1.1. Produkcia reaktivnych foriem kyslika

PS vo svojom zdkladnom singletovom stave obsahuje 2 elektrony s opaénymi spinmi
umiestnené na energeticky najvyhodnejSom molekulovom orbitdli. Oziarenie svetlom
$pecifickej vlnovej dizky, ktora zodpoveda absorpénému spektru PS, spdsobi prechod
elektronu na orbitdl s vy$Sou energiou.*> PS tak prejde zo svojho zikladného
singletového stavu So do nestabilného excitovaného stavu S;. Prebytocnej energie sa
rychlo zbavuje, ato bud emisiou fluorescencie, tepla alebo podstapenim
intersystémového prechodu. Nim sa PS dostava do stabilnejSieho tripletového stavu T

s obratenym spinom jedného elektronu (Obr. 1),

V pritomnosti kysliku moze takto excitovany PS podstapit’ dva typy fotooxida¢nych
reakcii, pri ktorych vznikajl reaktivne formy kyslika (ROS). Typ I prebieha v tkanivach,
kde medzi organickou molekulou a PS nastava transfer atomu vodika alebo elektronu
a vznika radikal, ktory naslednymi reakciami s kyslikom vedie k tvorbe hydroxylovych
radikalov, peroxidov a superoxidov.’ Reakcia typu II je takzvana triplet-triplet anihilacia,
kedy PS reaguje s kyslikom v zdkladnom tripletovom stave za vzniku vysoko reaktivneho

cytotoxického singletového kyslika '0,.°
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Obe reakcie prebichaju sucasne, ich vzdjomny pomer zavisi na Struktare PS, pH,
dielektrickej konsStante tkaniva a dostupnosti kyslika, pri¢om Typ I je uprednostiiovany
v menej okysli¢enych tkanivach.’ Zatial’ ¢o generované ROS rapidne reagujti s okolitym

prostredim, PS sa vracaji do zakladného stavu So, pripravené absorbovat’ d’alsie fotony.’

| Excited
‘|‘l photosensitizer
(| 31 Intersystem crossing .
( R \ _» Type | reactions
2! T. 5 —w%/’(electron or hydrogen transfer)
> l 1 O c o~ \
2 s| o 5| S8 \ 1
Q b o O - m A O (singlet state)
=3 o= » O c \ / 2
c o o of@ S8 |
Wi ight & S S i &5 | Phosphorescence
Y < S 2 ed | ~ 1270 nm
2 S 8l a5 /\ ~1eV
T = 2~ /
y <
S 30, (riplet state)
Ground state photosensitizer Oxygen

Obr. 1 Modifikovany Jablonského diagram ilustrujiici procesy vediice k tvorbe ROS *

Ako tzv. reakcia typu III sa v PDT oznacuje fotoinaktivacia bez pritomnosti kysliku,
tvorbou kovalentnych vézieb medzi DNA a PS. Jej potencidlne vyuZitie je v terapii

infekcii spdsobenych anaerdbnymi mikrébmi.>

2.1.2. Lokalizacia PS

Prednostna lokalizacia PS v nadorovom tkanive mdze byt vysvetlend preferenénou
extravazaciou PS zo sérovych proteinov v miestach zvySenej vaskuldrnej permeability,
ktoré su typické prave pre nadorové tkanivo.® Okrem toho sa PS vyznacuju silnou afinitou
ku lipoproteinom s nizkou hustotou (LDL), ktoré zasobuju rapidne sa deliace bunky
tumoru potrebnym cholesterolom. V miestach so zvySenou mitotickou aktivitou je na
bunkovom povrchu zvysend expresia LDL receptorov, a teda tam prebieha aj vyssi uptake

LDL lipoproteinov spolu s naviazanymi molekulami PS."Y

Presnu lokalizaciu PS v tumore ovplyviiuje niekol'ko faktorov. Patria medzi nich néboj
PS, stupenn jeho agregacie, rozpustnost a Casovy interval medzi podanim latky
a oziarenim (tzv. drug-to-light interval, DLI).!° Vy&&i DLI umoZiiuje optimalnu
redistribuciu PS do bunkovych organel (bunkova PDT), zatial’ ¢o niz§i DLI spravidla

sposobi zasah cievneho rie¢iska nadoru (cievna PDT).’

Vzhladom ku kratkej Zivotnosti a tym padom aj malému difuznemu polomeru ROS

v biologickom prostredi (pre 'O> je to menej nez 4 ps a 150 nm) je subcelularna
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lokalizacia PS dolezitym faktorom rozhodujicim o mechanizme poskodenia buniek
a vysledku PDT.!! Hydrofébne nenabité PS sa lokalizujt na tirovni bunkovych membran,
vratane plazmatickej, mitochondrialnej, lyzozomalnej a membran endoplazmatického
retikula a Golgiho aparatu. Hydrofilné a anidénické PS s obmedzenou schopnostou
pasivnej diftizie cez membrany st naopak internalizované endocytézou do lyzozoémov.'°
Naproti tomu kladne nabité PS sa mézu akumulovat v plazmatickych, mitochondridlnych

a inych membranach, kam su pritahované elektrostatickymi interakciami s negativne

nabitymi oblastami membranovych proteinov.'?

2.1.3. Mechanizmy u¢inku PDT

Protinddorovy efekt PDT je kombindaciou troch hlavnych mechanizmov:
a) priameho cytotoxického efektu voc¢i nadorovym bunkam;
b) destrukcie cievneho systému tumoru;

c) stimulécie protinadorovej imunitnej odpovede. Ta zaroven prispieva k dlhodobej
kontrole ochorenia, ¢o predstavuje vyhodu oproti klasickym chirurgickym

a chemoterapeutickym postupom.>

Priamy cytotoxicky efekt

Oxidativny stres sposobeny tvorbou ROS aktivuje r6zne mechanizmy bunkovej smrti,

z ktorych najvyznamnej$imi st apopt6za, nekréza a autofagia.'?

Apoptodza je regulovany fyziologicky proces, v ktorom bunka podstupuje fragmentaciu
DNA a morfologické zmeny — zmr§t'ovanie, kondenzaciu jadrového chromatinu a tvorbu
apoptotickych teliesok, ktoré su nasledne pohltené tkanivovymi makrofagmi.
Intracelularny material tak neunikd do okolitého prostredia, ¢o predchadza vzniku
zdpalu."* Najzndmej$imi molekuldrnymi mechanizmami apoptézy su vnitorna
(mitochondrialna) a vonkajsia cesta (skrz receptor smrti). ROS vznikajuce pri PDT mézu
aktivovat vnutornt cestu poskodenim mitochondrii, v désledku ktorého sa do
cytoplazmy uvolfiuji pro-apoptotické molekuly (napr. cytochrém c) a spust’aju kaskadu
biochemickych procesov vedicich k smrti bunky.!® K apoptoze méze viest tieZ
destrukcia anti-apoptotickych proteinov  (napr. Bcl-2) zmitochondrii alebo

endoplazmatického retikula; alebo uvolnenie proteaz z lyzozémov poskodenych ROS.!
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Nekréza je patologicky jav, kedy v dosledku externého poskodenia (napriklad toxinmi
alebo ischémiou) dochadza k edému bunky ajej organel aku strate membranovej
integrity, sprevadzanej efluxom vapenatych i6nov zendoplazmatického retikula.
Nakoniec nastava lyza a smrt’ bunky spojena so zapalovou odpovedou.'> V PDT je
nekroza vyvolana podanim supra-letalnej (teda vyssej nez je potreba k usmrteniu buniek)
davky PS alebo svetla.!> Mechanizmus bunkovej smrti je mozné v niektorych pripadoch
zmenit’ z apoptotickej odpovede na nekrotickt zvysenim davky PS,!® v terapii sa viak
nekréza vicsSinou ucelovo nepouziva kvoli moznym neziaducim ucinkom na zdravé

tkaniva."?

Autofagia je za normalnych okolnosti fyziologicky proces selektivnej degradacie
poskodenych organel, vi¢Sinou v snahe udrzat’ bunku nazive. Komponenty uréené k lyze
st enkapsulované do dvojmembranovych vezikiil a objem bunky sa zmensi.!* V PDT
mdze autofagia vyustit v prezitie ismrt bunky, ato v zavislosti na intenzite
cytotoxického pdsobenia. Prezitie je spojené s recyklaciou poskodenych organel este pred
plnym rozvinutim apoptdézy. Pri optimalnej fototoxicite budi mechanizmy apoptozy

a autofagie prebiehat’ si¢asne a povedd k smrti bunky.!”

Destrukcia cievneho systému tumoru

Posobenie na cievny systém nadoru je vyznamnou zlozkou PDT, ktorej efekt narasta
s pouzitim relativne niz§icho DLL'®!® ROS spdsobuju oxidativne poskodenie
endotelovych buniek, ktoré vedie k zmene usporiadania cytoskeletu a rozpojeniu tesnych
spojov medzi bunkami. Nasleduje kaskdda dejov, ktora zahfiia agregaciu krvnych
dosticiek, vyplavenie vazoaktivnych molekul, adhéziu leukocytov, zvySenie vaskularnej
permeability a zGzenie ciev. Tvori sa trombus, privod krvi k nadoru je redukovany,
nastava hypoxia a deprivacia zivin.?’ Hypoxia moZe limitovat’ priamy cytotoxicky efekt
PDT, ktory je zavisly na pritomnosti kyslika. Celkova terapeutickd odpoved’ je v takom

pripade ovplyvnena primérne pdsobenim na cievy.?!

Stimuldcia protindadorovej imunitnej odpovede

Chemoterapia a ionizujuce Ziarenie, ktoré su tradicnymi prostriedkami v boji proti
rakovine, vyvolavaji imunosupresivne u€inky svojou toxicitou voci kostnej dreni,

hlavnému zdroju buniek imunitného systému.?> PDT ma naopak schopnost’ stimulovat’
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jak vrodent, tak adaptivnu zlozku imunitnej odpovedi, a to aj v pripade smrti buniek

mechanizmom apoptozy, ktora nevedie k zapalovej odpovedi.’

Nadorové bunky zasiahnuté PDT uvoltiuji endogénne signaly poskodenia — DAMPs
(damage associated molecular patterns), ktoré aktivuju vrodent imunitna odpoved.?> Na
bunky tumoru sa viaze protein komplementu C3 aindikuje ich tak ku zniceniu
nedpecifickymi mechanizmami.?* Z postihnutého tkaniva sa uvoliuju pro-zapalové
mediatory ako cytokiny (napr. TNF, IL-6, IL-1), chemokiny a koagulacné faktory. Na
miesto nasledne migruju bunky vrodenej imunity — monocyty, makrofagy, dendritické
bunky aneutrofily, ktoré pohlcuji bunky néadorového tkaniva poSkodené ROS

a okolity bunkovy odpad.?***

Mechanizmus adaptivnej (ziskanej) imunitnej odpovede zafina expresiou nadorovych
antigénov na povrchu dendritickej bunky, ktord sa tak stava antigén prezentujiicou
bunkou. Pri jej dozrievani je upregulovany povrchovy hlavny histokompatibilny komplex
I a II a kostimula¢né molekuly CD80 a CD86.>* Prezentaciou antigénu pomocnym CD4+
a cytotoxickym CD8+ T-lymfocytom vznika tumor-$pecifickd imunitna odpoved’.?> T4 je
dlhodobé a systémova, sposobuje regresiu cielené¢ho tumoru ako aj jeho vzdialenych

metastaz.”

2.1.4. Poziadavky na fotosenzitizér

Idealnym PS pre pouzitie v PDT je vysoko chemicky ¢isté latka, ktorti je mozné ziskat’
jednoduchou a nendkladnou syntézou. PS by mal byt stabilny pri laboratoérnej teplote,
s minimalnou toxicitou v tme. V organizme by mal byt biologicky neaktivny az do
fotoaktivécie svetlom."?® Velmi dolezité je efektivnost fotochemickych reakcii PS, ktora
je posudzovana podla vytazku produkcie singletového kyslika. Uvol'nenie absorbovane;j
energie vo forme fluorescencie napomaha vizualizacii ciela PDT, a preto je kvantovy
vytazok fluorescencie tiez skimanou charakteristikou u potencialnych PS.?’ PS by dalej
mal byt schopny transportu cievnym systémom bez agregacie alebo rozpadu, a zaroven
prestupu do nadorovych tkaniv. To je mozné docielit’ jeho amfifilnym (hydrofilno-
lipofilnym) charakterom.?’” Ziaduca je taktiez selektivita vo¢i nadorovym tkanivam — PS
by vnich mal zotrvat' asponi niekol’ko hodin, zo zdravych tkaniv by ale mal byt

eliminovany dostatoéne rychlo na to, aby nevznikali vedlajsie u¢inky z fototoxicity.!
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Maximalna absorpcia svetla PS, ktora koreluje s vinovou dizkou pouZitou pre PDT, by sa
mala pohybovat’ v rozmedzi 650 — 850 nm.> Vo vinovych dizkach pod 650 nm nastava
vo vicse] miere rozptyl svetla ajeho absorpcia endogénnymi chromoférmi (napr.
hemoglobin, melanin), nad 1300 nm je penetracia svetla v tkanivach redukovana
absorpciou molekulami vody'! (Obr. 2). Hibka prestupu svetla do tkaniva sa zvysuje
s rastiicou vlnovou dizkou,* absorpcia fotonov nad 850 nm uz ale neposkytuje dostatok
energie na excitaciu kyslika do singletového stavu a dostato¢nt tvorbu ROS. ViditeIné
svetlo ma schopnost’ prenikat’ do tkaniva maximalne do hibky 5 — 10 mm, ¢o limituje

pouzitie PDT na terapiu povrchovych 1ézii.!!

)
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Obr. 2 Absorpcny koeficient ako funkcia vinovej dizky pre réozne zlozky tkaniva **

2.1.5. Generacie klinicky pouzivanych PS

Vicsina pouzivanych a testovanych PS ma tetrapyrolovu Struktiru porfyrinov, chlorinov,
bakteriochlorinov alebo ftalocyaninov. Postupnou redukciou dvojitych vézieb tychto
zakladnych Struktir sa zvysSuje a zaroven postva hlavny absorpény pas (tzv. Q-pas)

smerom k &ervenej ¢asti spektra® (Obr. 3).
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Obr. 3 Tetrapyrolové Struktiry a ich typické absorpcné spektra *°

Podra historického vyvoja sa molekuly terapeuticky vyuzivané v PDT rozdel'uji do troch

generacii.’!

Do prvej generdcie PS patri porfimér sodny (Photofrin®, Obr. 4), ktory je zmesou

priblizne 60 porfyrinovych dimérov a oligomérov izolovanych ztzv. derivatu
hematoporfyrinu (HpD).*> Od 90. rokov je v USA, Kanade, Japonsku a viacerych
eurdpskych krajinach schvaleny k terapii ezofagealneho a nemalobunkového pl'icneho
karcinému, a rakoviny moc¢ového mechira.**>** Aplikuje sa intravendézne, po 40 — 50
hodinach je fotoaktivovany laserovym svetlom o vlnovej dizke 630 nm.** Nevyhodou
porfiméru sodného je jeho nizky molarny absorpény koeficient, z ¢oho vyplyva potreba
vysokych koncentricii PS asvetla k adekvatnej eradikicii tumoru.®> Jeho klinické
pouzitie limituje okrem nizkej chemickej Cistoty taktiez dlhy polcas a akumulacia v kozi,
ktora moze spdsobit’ neziadicu fotosenzitivitu aZ po dobu troch mesiacov po terapii.*?
Napriek tymto nedostatkom je porfimér sodny stile povazovany za ,zlaty Standard*

fotodynamickej terapie.*
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CH,

Obr. 4 Struktiira porfiméru sodného 3

Snahy o vylepSenie vlastnosti a terapeutického profilu PS viedli k syntéze molekul

druhej generdcie PS. Tie si na rozdiel od porfiméru sodné¢ho chemicky jednotnymi

latkami, absorbuju svetlo vo vyssich vlnovych dizkach a spdsobujii menej neziaducich
i¢inkov.*> Z mnozstva PS spadajicich do druhej genericie opisuje nasledujuci prehl'ad

latky schvalené pre klinické pouzitie.

Kyselina 5-aminolevulinova (ALA, Ameluz®, Levulan Kerastick®, Gliolan®, Obr. 5)
sama o sebe nema tetrapyrolovu Strukturu a neposobi ako PS. Je vSak prekurzorom hému,
ktor¢ho syntéza prebieha skrz medziprodukt s fotosenzitizujicimi vlastnost’ami,
protoporfyrin IX (PpIX). PpIX je na findlny produkt konvertovany enzymom
ferrochelatazou, ktorého aktivita je v nddorovych bunkéch znizena. Vd’aka tomu sa PpIX
v tumore hromadi a po aktivacii — va¢$inou 630 nm svetlom — vyvolava fotodynamicky
efekt.* V EU je ALA schvalena vo forme topicky aplikovaného gelu (Ameluz®) k terapii
aktinickej keratozy a bazocelularneho karcindmu,’” avo forme peroralneho roztoku
(Gliolan®) k vizualizacii maligneho tkaniva pocas operacie zhubného gliomu.*® V USA
je registrovana vo forme roztoku (Levulan Kerastick®) k terapii povrchovej aktinickej

kerat6zy hlavy a hornych konéatin.>

HOY\j\/NHZ

0

Obr. 5 Struktiira kyseliny 5-aminolevulinovej *°
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Metylester kyseliny S-aminolevulinovej (Metvix®, Obr. 6) bol vyvinuty za ucelom
zlepSenia penetracie hydrofilnej ALA do buniek. Pouziva sa k terapii aktinickej keratozy

a bazocelularneho karcinému.>®

/O\H/\J\/NHZ

0]
Obr. 6 Struktiira metylesteru kyseliny 5-aminolevulinovej *°

Temoporfin (meso-tetra-hydroxyfenyl-chlorin, Foscan®, Obr. 7) je hydrofébny PS
chlorinovej $truktiry, s vyhodnymi fotofyzikalnymi vlastnostami.*® Je schvaleny v EU
k paliativnej liecbe pokrocilého skvamoceluldrneho karcindmu hlavy a krku, ato pri
zlyhani alebo nevhodnosti inych terapeutickych postupov. Fotoaktivacia nastava vinovou
dizkou 652 nm 96 hodin po intravenéznom podani Foscanu.*’ Hlavnou nevyhodou je
fotosenzitivita, ktord moze pretrvavat az niekol’ko tyzdiov po terapii.>®

HO

OH
Obr. 7 Struktiira temoporfinu >

Talaporfin (Npe6, mono-L-aspartyl chlorin e6, Laserphyrin®, Obr. 8) ma Struktiru
chlorinu.*® Je schvaleny v Japonsku k terapii karcindmu pltic. Iradidcia svetlom o vinove;j
diZke 664 nm je indikovana 4 hodiny po podani talaporfinu. Ide o pomerne bezpeény PS,

s nizkym rizikom rozvoja koznej fotosenzitivity.**

Obr. 8 Struktiira talaporfinu *
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Verteporfin (Visudyne®, Obr. 9) je derivat chlorinu schvaleny v USA*' a v EU k terapii
vekom podmienenej degeneracie makuly a subfoveéalnej choroidalnej neovaskularizacie.
Je aktivovany svetlom vlnovej dizky 689 nm 15 minGt po zapodati intravendznej
aplikacie.* Kratky DLI zaistuje selektivitu fotodynamického téinku voéi cievam bez
poskodenia prilahlého tkaniva sietnice. Verteporfin sa vyznacuje rapidnou klirens, ktora

znizuje riziko neziaducej fotosenzitivnej reakcie po podani.*!

H,COOC COOH HOOC COOCH;,

Obr. 9 Struktiira verteporfinu

Padeliporfin (Tookad®, Obr. 10) vo forme di-draselnej soli je v EU schvaleny na terapiu
adenokarcindmu prostaty.** Vzhladom k jeho vel'mi dobrej rozpustnosti vo vode je
zadrziavany v cirkuldcii aj po podani vysokych davok. Protinadorovy ucinok je tak
sprostredkovany destrukciou cievneho systému tumoru.®® Tookad sa podava
v intravendznej injekcii, aktivacia Ziarenim o vinovej dizke 753 nm nastava bezodkladne
po nej.** Tato relativne vysoka vlnova dizka umozituje lepsiu penetraciu PS do tkaniva.
Vdaka extrémne kratkemu pol€asu a rychlej klirens je minimalizované riziko koZnej

fotosenzitivity.*

o ®
SO4K

N~
Hscooc™ O° }

Obr. 10 Struktiira padeliporfinu »

Sulfénovany hlinity ftalocyanin (Photosens®, Obr. 11) je zatial’ jedinym ftalocyaninom

registrovanym pre klinické pouzitie. Jedna sa o zmes chloridov tetra-, tri-, di- a mono-
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sulfonovanych hlinitych  ftalocyaninov, zktorych sa najvd¢Sou mierou na
fotodynamickom efekte podiel'a amfifilny disulfonovany derivat. Photosens je schvaleny
v Rusku k terapii karcinomu pl'uc, koze, prsnikov, hlavy a krku, a vekom podmienenej
degeneracie makuly. Fotoaktivacia nastava po 24-hodinovom DLI svetlom s vilnovou

dizkou 675 nm.*

n Na

Obr. 11 Struktiira sulfénovaného hlinitého ftalocyaninu ¥’

Do druhej generacie sa radia aj PS bez tetrapyrolovej Struktary, ako napr. antrachinén
hypericin, fenotiazinové farbivd metylénova a toluidinova modra, cyaninovy derivat

merocyanin 540. Pre klinické pouzitie v PDT tieto latky zatial neboli schvélené.*

Za ucelom zvysSenia akumulécie PS v nddore a minimalizacie neziaducich ucinkov voci

okolitétmu zdravému tkanivu su v stcasnosti vyvijané PS tretej generdcie. Vznikaju

enkapsulaciou druhogeneracnych PS do nosicov, alebo ich konjugiciou s cieliacim

substituentom s vysokou afinitou vo¢i nadorovému tkanivu.’!

Enkapsulécia PS v nanoStruktarovanych nosi¢och je metédou tzv. pasivneho targetingu,
ktory vyuZiva efekt zvySenej permeability a retencie v tkanivach nddoru. Nanocastice
s relativne velkou molekulovou hmotnost'ou nie st schopné prieniku cez tesné spoje
zdravych endotelovych buniek. M6zu ale selektivne extravazovat’ do nadorového tkaniva
so zvysenou cievnou priepustnost'ou a vd’aka zhorSenej funkcii lymfatického systému sa
v lom kumulovat.*® Tieto nosi¢e je mozno rozdelit’ na biodegradovatel'né, ako napriklad
lipozémy, micely na bazi syntetickych polymérov, konjugaty s cyklodextrinom alebo
kyselinou hyalurénovou; a nebiodegradovatelné (z pravidla odolnejSie vo¢i zmendm
teploty a pH), medzi ktoré patria polyakrylamidové polyméry a Castice oxidu kremiku

a zlata.*’
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Aktivny targeting vyuziva konjugaciu PS s ligandom, ktorym mdéze byt uhl'ovodikovy
zvySok, aminokyselina, peptid, protilatka alebo jej fragment, a ktory sa Specificky viaze
na prislusny antigén alebo receptor nadorovych buniek.’! Medzi vhodné ligandy, ktorych
receptory su v nddorovom tkanive upregulované, patria napriklad epidermalny rastovy
faktor, LDL lipoprotein, inzulin a transferin, z neproteinovych ligandov to st napriklad

folaty alebo kyselina retinova.*’

Dal§im skamanym konceptom je aplikacia PS vo forme inaktivneho prekurzoru, ktory je

aktivovany v prostredi nadoru pritomnymi protedzami alebo $pecifickym pH.>*

2.1.6. DalSie aplikacie PDT

Vzhl'adom k rastucej antibiotickej rezistencii v sti€asnosti narasta vyznam vyuzitia PDT
k fotoinaktivacii mikrobov. Na rozdiel od PS urcenych Kk terapii rakoviny, je
u antimikrobidlnych PS pritomnost’ viacerych kladnych nabojov vyhodou, a to hlavne pri
eradikacii gram-negativnych baktérii. Absorpcia PS pri ¢o najvyssich vinovych dizkach
nehra takt dolezita ulohu ako pri terapii rakoviny, vzhl'adom k prevazne povrchovému

charakteru infekcii lie¢enych fotodynamicky.?’

PDT mdze byt tiez uspeSne uplatnena v inaktivacii virusov, ktora nastdva oxidaénym
poskodenim lipidového obalu, proteinovej kapsidy alebo nukleovych kyselin virusu.>®
Dalsie mozné vyuzitia PDT zahriiuju inaktivaciu rezistentnych hub, patogénov v krvnych

produktoch, sterilizaciu vody ¢&i dezinfekciu povrchov.!!

STubnu terapeuticku stratégiu predstavuju taktiez protinddorové vakciny zalozené na
imunologickych efektoch PDT. Obsahom vakciny st dendritické bunky, prezentujuce
tumor-asociované antigény z rakovinovych buniek usmrtenych ex vivo PDT. Aplikacia
vakciny vedie k dozrievaniu interferon produkujucich T-lymfocytov. Vzniknuta
dlhodoba imunitna odpoved’ je Specifickd voci konkrétnemu typu nadoru a brani jeho

rekurencii.’

Vd’aka fluorescencnym vlastnostiam PS je takisto mozné vyuZzivat’ ich k diagnostickému

zobrazovaniu nadorového tkaniva, a to predovietkym $pecifické PS tretej generacie.?*
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2.2. SUPRAMOLEKULARNE INTERAKCIE FOTOSENZITIZEROV

Jednou z typickych neziaducich vlastnosti PS je ich tendencia vytvarat’ v polarnych
rozpustadlach fotodynamicky neaktivne agregaty. Deje sa tak v dosledku vzniku n-nt
interakcii medzi jednotlivymi molekulami PS s obsahom konjugovanych aromatickych

n-systémov.’!

Tvorba agregatov moze byt potlatend zavedenim objemnych skupin, ako napriklad
rozvetvenych uhl'ovodikovych zvyskov alebo polyaromatov, do Struktary PS. Takisto je
mozné vyuzit elektrostatické odpudivé sily medzi jednotlivymi molekulami zavedenim
kladnych ¢i negativnych ndbojov do Struktary PS, napriklad vo forme kvartérnych

aminov &i karboxylatov.>

Dalsim potencialnym pristupom, ako dosiahnut’ monomérnost PS vo vode, je tvorba
supramolekularnych komplexov. PS alebo jeho cast’ je ako ,,host* enkapsulovany do
,hostitel'skej* molekuly, ktorou byva najcastejSie crownéter, cyklodextrin,
kukurbit[n]uril, kalix[n]arén alebo pillar[n]arén®® (Obr. 12). Supramolekularna
komplexacia vyuziva nekovalentné interakcie, medzi ktoré patria van der Waalsove, nt-m,

hydrofébne interakcie a tvorba koordinaénych a vodikovych vizieb.>!

Crownéter Cyklodextrin Kukurbituril Kalixarén Pillararén
CE (o] CB CA PA

Obr. 12 Hostitel'ské molekuly pre tvorbu supramolekuldrnych komplexov s PS >

2.2.1. Kukurbit[n]urily

Kukurbit[n]Jurily (CB) su symetrické makrocykly dynového tvaru, zlozené zn
glykolurilovych jednotiek prepojenych metylénovymi mostikmi. NajpouZivanejSimi st
CBJ5], CB[6], CB[7], CB[8] a CB[10], pricom priemer dutiny CB rastie so zvySujucim

sa po¢tom glykolurilovych jednotiek makrocyklu.>?
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Zmes CB vznikd kondenzacnou reakciou glykolurilu s formaldehydom v prostredi
koncentrovanej kyseliny. Nasledna izolé4cia jednotlivych CB je mozna vd’aka ich odlisne;j
rozpustnosti v roznych zmesiach rozpustadiel. Relativne vys$Sou rozpustnostou vo vode

(20 — 30 mM) sa zo skupiny CB vyznacujiu CB[5] a CB[7].>*

Pre supramolekularne komplexy s CB ako hostitel'skymi molekulami st typické vysoké
hodnoty asociacnych konstant (K,), ktoré byvaji az o niekol’ko radov vyssSie oproti
hodnotam ziskanym s cyklodextrinmi.>* Samotné tvorba komplexu je sprostredkovana
hydrofobnymi interakciami a interakciou i6n — dipdl medzi kladnym nabojom molekuly
hosta a elektronegativnym kyslikom mo&ovinovych skupin CB.*

V ramci rodiny CB je pravdepodobne najcastejSie vyuzivanym makrocyklom CB[7], a to
vd’aka jeho dobrej rozpustnosti vo vode a typicky vysokym vizbovym afinitam.%
Napriklad jeho interakciou s dikationtovym ferocénovym derivatom vo vode vzniké
extrémne stabilny supramolekularny komplex s K, az s 3 x 10> M!, ¢o sa priblizuje
hodnote K, komplexu avidin-biotin.’’ Vynimo¢na afinitu vykazuje CB[7] aj voci

derivitom adamantanu, s hodnotami K, presahujiicimi 102 M 38

2.3. SUBFTALOCYANINY

Subftalocyaniny (Obr. 13) su pyrolické makrocykly odvodené od ich vy$§ich homologov
ftalocyaninov. Obsahuji aromaticky systém so 14timi = elektronmi, tvoreny tromi
diiminoizoindolovymi jednotkami premostenymi atomami dusiku okolo §tvorvdzbového

atomu boru.>®

03

Obr. 13 Struktiira nesubstituovaného subftalocyaninu

Na rozdiel od takmer vSetkych ostatnych Struktirne podobnych makrocyklov, ktoré su

planarne, maju subftalocyaniny konvexny m povrch (Obr. 14). Tato ich vlastnost’ moze

24



Ciastocne zabranovat neziaducej agregacii jednotlivych molekil obmedzenim nm — ©
interakcii.®® Synteticky ide o pomerne verzatilné molekuly, ktoré je mozné modifikovat

periférne i axialne.®!

i A

Obr. 14 3D §truktiira chloridu subftalocyaninu béru %

Vyznacuju sa intenzivnou absorpciou a emisiou vo vinovych dlzkach v zelenej oblasti

spektra, blizko terapeutickému oknu (priblizne pri 560 nm a 570 nm, v tomto poradi)>’
(Obr. 15).
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Obr. 15 Absorpcné (ruzovym) a emisné (oranzovym) spektrum chloridu subftalocyaninu

béru v toluéne

Vysoké kvantové vytazky fluorescencie a produkcie singletového kyslika (@ = 0,25
a®, = 0,61 pre nesubstituovany chlorid subftalocyaninu béru®®) ich robia vhodnymi
kandidatmi pre pouzitie vo fluorescenénych zobrazovacich technikach® i ako PS®. Su
aplikovatel'né predovsetkym v terapii povrchovych koznych 1€zii, kde je ziaduce zabranit’
poskodeniu okolitého zdravého tkaniva.®> Pre subftalocyaniny je typické vyrazné fialové

sfarbenie, vd’aka ktorému st taktiez atraktivnymi farbivami.®®
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3. CIELE PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo pripravit’ subftalocyaniny modifikované derivatom
aminoadamantanu pre tvorbu supramolekularnych komplexov s kukurbiturilmi. Tym by

potencidlne mohla byt dosiahnuta rozpustnost’ fotosenzitizéru vo vodnom prostredi.

Primarnym cielom bola syntéza latok s aminoadamantanovym derivatom pripojenim na
subftalocyaninové jadro axidlne, a to skrz uhl'ovodikovy spojovaci ret'azec. Ako periférne
substituenty boli za a¢elom posunu hlavného absorpcného pasu latok do oblasti vyssich
vlnovych dizok v porovnani s nesubstituovanymi subftalocyaninmi  zvolené
etylsulfanylové skupiny. Tie boli zamysl'ané ako hexasubstiticia v polohach alfa (Obr.
16 a) alebo beta (Obr. 16 b), alebo ako dodekasubstitiicia v oboch tychto polohach (Obr.
16 c¢). Vjednom pripade bol aminoadamantanovy derivat zamyslany ako periférny

substituent v beta polohe subftalocyaninového jadra (Obr. 16 d).

> 4
e
7

Obr. 16 Struktiiry zamyslanych subftalocyaninov
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K cielovym struktaram boli d’alej pridané trijédsubftalocyaniny s aminoadamantylovym
derivatom situovanym opét’ axialne (Obr. 17 e, f), u ktorych boli vd’aka pritomnosti jodu

ako atomu s vysokym atomovym ¢islom oCakavané vyhodné fotofyzikalne vlastnosti.

Obr. 17 Struktiiry zamyslanych subftalocyaninov

U uspesne syntetizovanych subftalocyaninov budu charakterizované ich fotofyzikalne
vlastnosti (kvantovy vytazok produkcie singletového kyslika a kvantovy vytazok
fluorescencie) a uréeny vplyv supramolekularnej komplexacie na ich monomérnost’ vo

vode.
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4. METODICKA CAST

4.1. NUKLEOFILNA SUBSTITUCIA

Pomerne Casto vyuzivanym reakénym postupom v tejto praci bola nukleofilna substitucia
(Obr. 18). Tato reakcia prebieha medzi substratom a ¢inidlom monomolekularnym alebo
bimolekularnym mechanizmom v zavislosti na reakénych podmienkach. Cinidlom, resp.
nukleofilom, je mala molekula s voI'nym elektronovym parom, ktora sa ochotne viaze do
miesta substratu s nedostatkom elektrénov, napr. CI', HO", HS", NHR». Substrat naopak
obsahuje substituenty, ktoré polarizuju vézby a tym ich ¢inia vhodnymi pre nukleofilny
atak. Pre odstupujicu skupinu substratu plati, ze ma spravidla mensiu bazicitu nez
¢inidlo.%® Schopnost’ skupiny odstupovat je zavisla na sile viizby medzi touto skupinou
a uhlikom.?’ Medzi ochotne odstupujuce skupiny patria  napriklad

perfluoroalkylsulfonaty (napr. trifluorometylsulfonat) alebo p-toluénsulfonat.®®

Y@

R-X R-Y + X©

Obr. 18 Obecna schéma nukleofilnej substitiicie %

Pri aromatickej nukleofilnej substittcii je nukleofilnou ¢asticou nahradzovany substituent
naviazany na aromatickom jadre. Vzhl'adom k znac¢nej stabilite aromatickych systémov
prebiehaju tieto reakcie pomerne neochotne. Pokial’ je vSak nahradzovand skupina
aktivovana zapornym indukénym alebo mezomérnym efektom iného substituentu
(napriklad nitrilovou alebo aldehydickou skupinou), priebeh reakcie je znacne
ul'ah¢eny.%® Reaktivitu ovplyviiuje takisto povaha nahradzovanej skupiny. Nukleofilna
aromatickd substitlicia mdze prebiehat mechanizmom monomolekuldrnym (typicky
u diazoniovych soli) alebo bimolekularnym, ktory sa d’alej deli na adi¢ne-eliminacny

(Obr. 19) a elimina¢ne-adi¢ny (ten sa uplatituje pri reakcii s vel'mi silnymi bazami).*

Y
XY
] ©
e O

Obr. 19 Priebeh adicne-eliminacného mechanizmu Sy2-Ar

X
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4.2. CYKLOTRIMERIZACNE REAKCIE

Syntéza subftalocyaninov prebieha reakciou derivatov ftalonitrilu so zluc¢eninami
typu BX; alebo BX2Y, kde X a Y mozu byt butyl, fenyl, fluorid, chlorid alebo bromid®
(Obr. 20). Reaktivita tychto Cinidiel stipa s ich rastiicou zasaditost'ou podl'a Lewisove;j
teorie. NajochotnejSie vznikaju bromosubftalocyaniny pésobenim BBr3, st vSak pomerne
nestdle anarocné na izolaciu. NajCastejSie je k cyklotrimerizacii pouzivany roztok

chloridu boritého v p-xyléne, hexane alebo heptane.®?
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Obr. 20 Mechanizmus cyklotrimerizdcie ftalonitrilu na subftalocyanin %

Pokial’ do reakcie vstupuje asymetricky ftalonitril, vysledkom syntézy bude zmes dvoch

regioizomérov c; a ¢; v pomere 1 : 3 (Obr. 21). 63
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l BX;
R R
C3 X C1
N/'N;ﬂ{/ *
4 NBN
— N/ R
R R

Obr. 21 Regioizoméry vznikajiice trimerizdciou asymetrického ftalonitrilu

4.3. METYLACIA SEKUNDARNEHO DUSIKU

Vzhl'adom k tomu, Ze jodid je dobrou odstupujucou skupinou, je metyljodid vhodnym
substratom pre priebeh bimolekularnej nukleofilnej substitucie a pouziva sa ako bezné
metyla¢né ¢inidlo v organickych syntézach.”® Nevyhodou jeho pouZitia je okrem jeho
toxicity a potencialnej karcinogenity aj fakt, Ze N-metylacia prebieha aZ na kvartérny

amin. Alternativou tejto metylacnej cesty je preto pouzitie Eschweilerovej-Clarkove;j

reakcie.”!
ENCREEN
Rw-- H H /Y R, 15 O +w/onwr R_. PH
A L >
| S~— / JH R/ ‘IH
R H H H H
HCOOH
/ HCOO
H e
R' i +H+ v H -H-,0O Ru\ . O—H
\,N— \-H 3 R\N@;C: L NDC.{\)
R H R’ H R”WH

Obr. 22 Mechanizmus Eschweilerovej-Clarkovej metyldcie

Tato reduktivna metylacia primarnych a sekundarnych aminov prebieha za pritomnosti

formaldehydu a kyseliny mravcej. Reakciou aldehydu a aminu vznikd iminiovy idn,
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ktory je pdsobenim kyseliny mravéej redukovany na prislusny metylamin (Obr. 22).7
Z primarneho alebo sekundarneho aminu takto méze vzniknuat’ N-metylovany alebo N,N-
dimetylovany terciarny amin. Ked'Ze terciarny amin nemdze vytvorit dal§i imin,
kvartérny amin pri Eschweilerovej-Clarkovej reakcii na rozdiel od nukleofilnej

substittcie nevznika.”®

4.4. STANOVENIE PRODUKCIE SINGLETOVEHO KYSLIKA

Kvantovy vytazok produkcie singletového kyslika @, je pomer medzi poctom
generovanych molekl 'O, apoctom foténov absorbovanych fotosenzitizérom.
Charakterizuje efektivitu procesu, pri ktorom fotoexcitovana molekula prenasa svoju
ziskanu energiu na molekulu O,.”® Jeho stanovenie je mozné priamo, napriklad vyuZitim
NIR luminescencie, ktord sleduje javy pri rozpade 'Oz na *0». Tato metdda je pouZitelna
v biologickom prostredi, avSak jej nevyhodou je potreba vel'mi citlivého sofistikovaného

prislusenstva.’

DostupnejSou alternativou st nepriame metddy zalozené na pritomnosti chemickej pasce
— scavengeru, napriklad 1,3-difenylizobenzofuranu (DPBF), furfuralu, histidinu alebo
tryptofanu. Scavenger md schopnost’ selektivne interagovat so vznikajicim 'O
a podstupovat’ Struktirne zmeny veduce k zmene jeho spektralnych vlastnosti. Pokles
jeho koncentracie je preto mozné sledovat’ beznymi analytickymi technikami, akymi st
absorptna a fluorescencna spektroskopia, chemiluminescencia alebo elektronicka
paramagnetickd rezonancia.”> Napriklad vy$sie uvedeny DPBF vytvara po cykloadicii
10, o-dibenzoylbenzén (Obr. 23), pricom pokles DPBF je monitorovany meranim

absorbancie.”?

Obr. 23 Struktiirne zmeny DPBF vyvolané pésobenim singletového kyslika

Pri merani kvantového vytazku singletového kyslika vzorky @3 je stanovovand latka

porovnavana s referen¢nou latkou (Standardom) so zndmym @,. Standard musi spliat’
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urité poziadavky, ako vysoky @, ajeho nezédvislost na koncentracii Standardu,

fotostabilita, nezhasanie '0,.72

Pri vypocte @3 je pouzivany vzorec (1)’

®; = &f % (1)
at
v ktorom ®X je kvantovy vytazok singletového kyslika referenénej latky, k je smernica
zavislosti hodnoty /n(A0/A,) na Case oziarenia ¢, Ap a A; s hodnoty absorbancie akceptoru
v maxime pred oziarenim a v ¢ase ¢ po oziareni. R a S oznacuju referen¢nu latku a vzorku.
L. je celkové mnozstvo svetla absorbované latkou, pocita sa ako sticet vSetkych intenzit

absorbovaného svetla 7,. I, pri danej vlnovej dizke sa po¢ita podl'a Beerovho zakona (2)
Io = Iy — (e7*%%) ()

kde Iy je transmitancia filtru pri danej vlnovej dizke a 4 je absorbancia latky pri tejto

vlnovej dizke.”

Pri merani produkcie singletového kyslika sa pouziva vhodny filter, ktory ma schopnost’
pohltit’ svetlo uréitych vlnovych dizok. Tym sa zabrani rozkladu akceptoru svetlom
apokles jeho absorbancie bude tak pripisovany vyhradne poésobeniu singletového

kyslika.

4.5. STANOVENIE KVANTOVEHO VYTAZKU FLUORESCENCIE

Kvantovy vytazok fluorescencie @, ktory je primarnym parametrom charakterizujicim
emisivne vlastnosti chromoforu, je definovany ako pomer poctu emitovanych foténov
voéi celkovému poctu fotéonov absorbovanych vzorkou.”” Metddy jeho stanovenia je
mozno rozdelit’ na relativne (porovnédvanim so Standardnou latkou so zndmym @p)

a absoltne (stanovenie kalorimetricky alebo pomocou integraénej sféry).”®

Relativna metdda je menej narocnd na vybavenie, pouziva sa pri nej klasicky
fluorescencny spektrometer, ktory je ale schopny zachytit’ len urcita frakciu emitovaného
svetla. Jej nevyhodou je nutnost’ pouzitia Standardu s optickymi vlastnostami vel'mi

blizkymi skiimanej vzorke.”

Naproti tomu absolutna metéda vyuziva integracnu sféru, ktord je schopna zachytit

vSetko svetlo emitované z excitovanej vzorky, a tym umoziuje stanovenie @ priamym
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porovnanim poctu emitovanych a absorbovanych fotonov. Pocet absorbovanych fotonov
je uréeny z poklesu intenzity dopadajiiceho excitaéného svetla, spdsobeného absorpciou

vzorky, oproti spektru blanku, ktorym je pri merani z roztoku &isté rozpustadlo.”

Kvantovy vytazok fluorescencie @r merany pomocou integracnej sféry sa pocita zo

vzorcov (3) a (4):

b, = Ein(A)—(1-a)Eoyt(A)
F Xempty( D

)

— Xout (/1) —Xin (/1)
Xout(A)

“4)

kde Ei, a Eou sU integraly emisného spektra ziskaného priamou a sekundérnou excitaciou
vzorky, v tomto poradi. Sekundéarna excitacia je spdsobena svetlom odrazenym od stien
sféry, ktoré zasahuje vzorku. Xemps je integrovany excitacny profil blanku aa je
absorptancia vzorky (Cast’ svetla, ktora bola absorbovana). Vypocita sa z integralov
excitaéného spektra vzorky X;, (priama excitacia, vzorka je v drahe dopadajticeho svetla)

a X,u (sekundarna excitcia svetlom odrazenym od stien sféry).%

Neziaducim javom, ktory moze nastat’ pri merani koncentrovanych vzoriek, je efekt
vnutorného filtru. Nastava pri fiom autoabsorpcia uz emitovaného svetla, ktora okrem
znizovania intenzity signalu spdsobuje skreslenie tvaru emisného spektra. Tomuto javu
je mozné predchddzat pouzitim malo koncentrovanych vzoriek, s absorbanciou
nepresahujticou 0,1. Takisto je vhodné pouzit’ k excitacii svetlo vinovej dizky 10 — 50 nm

pod absorpénym maximom vzorky.”®
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5, EXPERIMENTALNA CAST

V reakciach boli pouzivané vychodiskové latky a rozptistadla od firiem Lach-ner, Penta,
Sigma-Aldrich a Acros. Priebeh reakcii a Cistota vyslednych produktov boli posudzované
pomocou tenkovrstevnej chromatografie na doskach Merck Kiesegel 60 F254. K detekcii
latok pod UV svetlom o vlnovej dizke 254 a 366 nm bola pouzivana UV lampa UV240
firmy A.KRUSS Optronic GmbH. Pri izol4cii reakénych produktov boli pouzivané
sklenené dosky SIL G-200 o velkosti 20 x 20 cm s 2,0mm vrstvou silica gélu 60, od firmy
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG. Pri odparovani rozpustadiel bola pouzivana rotacné
vékuova odparka Basis Hei-VAP Value od firmy Heidolph. Cistenie produktov stipcovou
chromatografiou bolo uskuto¢nené za pouZitia stacionarnej faze Silica gel 60 (0,040 —
0,063 mm) vyrobcu Merck Kiesegel. Na meranie TLC-MS spektier boli pouzité Advion
Plate Expres Automated TLC Plate Reader a expression L Compact Mass Spectrometer.
NMR spektra boli ziskané pomocou spektrometrov Jeol INM-ECZ600R a Varian S500.
Pri zistovani produkcie singletového kyslika bola pouzitd 100W xendnova lampa bez
ozénu Newport series Q arc lamp source, a spektrofotometer Shimadzu UV-2600 na
meranie absorpénych spektier. Stanovovanie kvantového vytazku fluorescencie
prebiehalo na spektrofluorimetri FLS 1000 firmy Edinburgh Instruments pomoci

integracni sféry.

5.1. SYNTEZA PREKURZOROV

5.1.1. Priprava 2,3-dikyano-1,4-fenylen-bis(4-metylbenzensulfonatu) (1)

CH,
e,
cmgs—cu o}
0 S
OH o o
K,COs4 NG
NC aceton
56 °C
NC 3 hod NC
OH o. P

S
AP
CH

1

3
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Reakcia prebiehala podl'a publikovaného postupu.®!

Bezvody K>COs3 (8,30 g; 60,06 mmol) bol zmieSany s acetonom (50 ml) a ponoreny na
15 minut do ultrazvuku. Nasledne bol pridany 3,6-dihydroxyftalonitril (2,50 g; 15,62
mmol) a p-toluénsulfonylchlorid (7,35 g; 35,85 mmol). Reak¢nd zmes bola za staleho
mieSania zahrievand na 56 °C pod spédtnym chladicom po dobu 1,5 hod. Potom bola
prevedena do destilovanej vody (60 ml) a miesand d’al$iu 1,5 hod uz bez zahrievania.
Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstevnej chromatografie za pouzitia
mobilnej faze chloroform : metanol 10 : 1. Po zreagovani vSetkého 3,6-
dihydroxyftalonitrilu bol produkt odsaty pomocou vakua a premyty destilovanou vodou
a metanolom. Nasledne bol rozpusteny v acetéone a odpareny na rotacnej vakuovej
odparke. Vzniknutou bielou az zltou krystalickou latkou o hmotnosti 6,47 g (88 %) bol
produkt 1.

t.t. 179,2 — 181,2 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) § (ppm) 7,83 (d, J= 8,4 Hz, 4H, ArH),
7,80 (s, 2H, ArH), 7,41 (d, J= 8,1 Hz, 4H, ArH), 2,50 (s, 6H, CHz). 3C NMR (126 MHz,
CDCLs) 5 (ppm) 149,36; 147,72; 131,04; 130,82; 129,76; 129,16; 112,40; 110,91; 22,24.

5.1.2. Priprava 3,6-dietylsulfanylftalonitrilu (2)

CH,
o,
Sy o ~SH s~
K,CO,
NC
NC DMSO
25°C
NC
NC o 24 hod
O.,_ ‘t S\/
S
AG!
CH,
1 2

Reakcia prebiehala upravou publikovanych postupov.’!?

Do banky bol navazeny bezvody K>COs (2,86 g; 20,70 mmol), pridany dimetylsulfoxid
(DMSO) (26 ml) a banka bola vlozena na 15 mintt do ultrazvuku. Do zmesi bol pridany
etantiol (3,07 ml; 41,45 mmol) a pocas nasledujlicej hodiny bola za stdleho mieSania pri
laboratérnej teplote pridavana latka 1 (6,47 g; 13,82 mmol). Po 24 hod bola zmes naliata

do destilovanej vody a extrahovana do etylacetatu. Produkt bol vycisteny pomocou
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stipcovej chromatografie v mobilnej fize chloroform : toluén 1 : 1. Po prefiltrovani

a odpareni rozpustadla bola ziskand zIta krystalicka latka 2 o hmotnosti 1,25 g (37 %).

t.t. 139,5 — 142,1 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § (ppm) 7,52 (d, J = 0,8 Hz, 2H, ArH),
3,06 (qd, J = 7,3; 0,8 Hz, 4H, CH,), 1,37 (td, J = 7,4; 0,8 Hz, 6H, CHs). 3C NMR (126
MHz, CDCls) & (ppm) 141,37; 132,42; 117,39; 114,16; 28,22; 14,20.

5.1.3. Priprava 4,5-dietylsulfanylftalonitrilu (3)

~SH
K,CO3

NC s

80 °C

NC of 48 hod NC s
3

Synteticky postup bol prisposobeny z literattry.*?

Bezvody K>COs3 (0,63 g; 4,59 mmol) bol navazeny do banky, bol priliaty DMSO (5 ml)
a banka bola vlozend na 15 minat do ultrazvuku. Potom bol pridany etantiol (0,30 ml;
4,05 mmol) apocas 1 hodiny postupne 4,5-dichlorftalonitril (0,30 g; 1,54 mmol).
Reakéna zmes bola miesana 12 hod pri laboratérnej teplote a d’alSich 36 hodin pri teplote
80 °C pod spatnym chladicom. Po 48 hodinach bola naliata do destilovanej vody
a produkt bol extrahovany do etylacetatu. Do organickej faze bol pridany bezvody siran
sodny (NaxSOs), bola prefiltrovand a odparend na vakuovej odparke. Produkt bol
izolovany pomocou stipcovej chromatografie, ako mobilna fiza bola pouzitd zmes
chloroformu a toluénu v pomere 1 : 1. Bola ziskana biela krystalick4 latka 3 so Zltym

nadychom o hmotnosti 0,32 g (84 %).

t.t. 152,2 — 154,3 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7,42 (s, 2H, ArH ), 3,06 (q, J
=74 Hz, 4H, CHy), 1,43 (t, J = 7,4 Hz, 6H, CHs). 3C NMR (151 MHz, CDCl) § (ppm)
144,27; 128,56; 115,95; 111,53; 27,11; 13,55.
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5.1.4. Priprava 3,4,5,6-tetraetylsulfanylftalonitrilu (4)

~SH L
cl S
NC cl K2COs NC S
DMSO ~

NC o] 25 °C NC s

24 hod
W

Cl S
4

Reakcia prebiehala obmenou publikovaného postupu.®*

Do banky bol navazeny bezvody K>COs3 (0,78 g; 5,64 mmol), pridany DMSO (5 ml)
a banka bola vlozena na 15 min do ultrazvuku. Nasledne bol pridany etantiol (0,42 ml;
5,67 mmol) a pocas 1 hodiny postupne 3.,4,5,6-tetrachlorftalonitril (0,30 g; 1,14 mmol).
Reakéna zmes bola miesand 24 hod pri laboratérnej teplote, potom bola naliata do
destilovanej vody a produkt bol extrahovany do etylacetatu. Do organickej faze bol
pridany bezvody Na>SOy4, bola prefiltrovana a odparena do sucha. Produkt bol vycisteny
stipcovou chromatografiou, mobilnou fazou bola zmes toluénu s chloroformom v pomere

10 : 1. Bolo ziskanych 0,35 g (83 %) zltej olejovitej latky 4.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 3,14 (qd, J = 7,4; 0,5 Hz, 4H, CH,), 3,08 (qd, J =
7,4; 0,5 Hz, 4H, CH>), 1,27 (td, J = 7.4; 0,5 Hz, 6H, CH3), 1,19 (td, J = 7.4; 0,6 Hz, 6H,
CH3). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § (ppm) 152,62; 145,25; 121,38; 114,98; 31,74;
14,85.

5.1.5. Priprava N-(adamant-1-yl)-2-aminoetanolu (5)

OH
NH, HN/\\/OH HN™ >N
NaOH
benzonitril H,O
- HB 2
* O 120 °C '
3 hod
5

Reakcia prebiehala obmenou publikovaného postupu.’

l-aminoadamantan (2,00 g; 13,23 mmol) v destila¢nej banke bol pomocou ultrazvuku
rozpusteny v benzonitrile (10 ml) a bol k nemu pridany 2-brometanol (1,13 ml; 15,84
mmol). Reakéna zmes bola za staleho miesania zahrievana 3 hodiny k teplote 120 °C pod

spatnym chladicom. Nésledne bolo rozpustadlo odsaté pomocou vékua, produkt bol
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preplachnuty dietyléterom a naliaty do destilovanej vody. Do vody bol pridany roztok
NaOH, na ¢o zroztoku vypadla zrazenina, ktord bola nésledne extrahovana
chloroformom. Pomocou deliaceho lieviku bola oddelena organicka faza, ktora bola
vysuSena bezvodym Na>SQs, prefiltrovand a odparend do sucha. Produkt bol vycisteny
stipcovou chromatografiou za pouZitia metanolu ako mobilnej faze. Bolo ziskanych 2,18
g (85 %) bielej krystalickej latky 5, ktora po postriekani Dragendorffovym ¢inidlom
poskytovala oranzovu reakciu. Hodnoty z NMR priblizne odpovedaji publikovanym

vysledkom.?®

t.t. 93,3 — 96,4 °C. "H NMR (600 MHz, CDCls) § (ppm) 3,58 (t, 2H, CH,0), 2,73 (t, 2H,
CH:N), 2,05 (t, J = 3,2 Hz, 3H, CH), 1,71 — 1,55 (m, 12H, CHa). '3C NMR (151 MHz,
CDCL-D) & (ppm) 62,11; 50,53; 43,23; 42,07; 37,02; 29,88.

5.1.6. Priprava N-(adamant-1-yl)-V-metyl-2-aminoetanolu (6)

+ NaHCO, + CHyl ——F
25°C
2 hod
5
NaOH
H,0
\N/\/OH
6

Reakény postup bol prisposobeny z literatiiry.3

Do destila¢nej banky bola navazena latka 5 (0,25 g; 1,30 mmol) a NaHCO3 (0,16 g; 1,92
mmol), banka bola vzduchotesne uzavretd pryzovym septom a vymenou vzduchu za
argobn vnej bola vytvorend inertna atmosféra. Thlou bol cez septum pridany N,N-
dimetylformamid (DMF) (5 ml) a metyljodid (0,10 ml; 1,53 mmol). Reakcia prebiehala
2 hodiny za stdleho mieSania pri laboratornej teplote. Jej priebeh bol overovany pomocou
TLC, ako mobilnd faza bol pouzity metanol. Po ukonceni reakcie bola zmes produktov
naliata do destilovanej vody a bol k nej pridany roztok NaOH. Vzniknuta zrazenina bola

extrahovana do etylacetatu, ktory bol po vysuSeni bezvodym Na>SO4 nésledne odpareny.
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Bolo ziskanych 23 mg (8 %) svetlozltej krystalickej latky 6, ktord bola detekovatel'na
Dragendorffovym ¢inidlom. NMR spektrum potvrdilo pritomnost” pozadovaného

produktu.

t.t. 51,9 — 54,7 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) & (ppm) 3,64 (t, J = 5,1 Hz, 2H, CH,0),
2,72 (t,J=5,3 Hz, 2H, CH,N), 2,35 (s, 3H, NCH3), 2,12 (t, J = 3,4 Hz, 3H, CH), 1,76 (d,
J=3,1 Hz, 6H, CHy), 1,70 — 1,58 (m, 6H, CHy). 3C NMR (151 MHz, CDCls) & (ppm)
58,00; 51,04; 38,56; 36,74; 35,34; 33,70; 29,830.

OH H OH OH
HN™ >~ /Né\/ NaOH SN
cuy _DMF © MO
+
3 25 °C
2 hod
6

Reakcia bola opakovand bez pritomnosti NaHCO3, ktory podporoval pokra¢ovanie

5

metylacie do d’alSieho stupiia a vznik kvartérnej amoniovej soli. Do banky bola navazena
latka 5 (0,25 g; 1,30 mmol), bola uzavreta pryZovym septom a vymenou vzduchu za argéon
v nej bola vytvorena inertnd atmosféra. Ihlou bol cez septum pridany DMF (5 ml)
a metyljodid (0,08 ml; 1,22 mmol). Reakcia prebiehala za stdleho mieSania 2 hodiny pri
laboratornej teplote. Nasledne bola zreagovand zmes naliata do destilovanej vody
a bol nej pridany roztok NaOH. Vzniknuté zrazenina bola extrahovana do etylacetatu. Po
odpareni rozpustadla bol produkt vy¢isteny stipcovou chromatografiou v mobilnej faze
chloroform : metanol : trietylamin 10 : 10 : 1. Bolo ziskanych 27 mg svetloZltej zmesi

latok, ktora poskytovala po postriekani Dragendorffovym ¢inidlom oranzovu reakciu.

Z NMR spektra nebolo mozné jednoznacne potvrdit’ vznik zamyslaného produktu 6.

5.1.7. Priprava N-(adamant-1-yl)-NV-metyl-2-aminoetanolu (6) Eschweilerovou-

Clarkovou reakciou

®
n~OH S o N
@ + HCOOH + HCOH %- ‘Hcoo MO @
48 hod
5 6

Syntéza prebiehala prispdsobenim publikovaného postupu.?’
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Vychodiskové latka 5 (0,30 g; 1,54 mmol) bola navazena do destilacnej banky a bol k nej
pridany 36 — 38 % formaldehyd (1,18 ml; 15,20 mmol), 84 — 87 % kyselina mrav¢ia (1,40
ml; 30,66 mmol) ametanol (2 ml). Reakéna zmes bola pod spdtnym chladicom
zahrievana na teplotu 70 °C po dobu 48 hodin. Néasledne bol produkt naliaty do
destilovanej vody a bol pridany 10% NaOH. Vzniknuta biela zrazenina bola extrahovana
do etylacetatu. Organicka frakcia bola vysuSend bezvodym Na»SOs, prefiltrovana
a odparena do sucha. Bolo ziskanych 322 mg bielej krystalickej latky 6 (~ 100 %), ktora
po postriekani Dragendorffovym cinidlom vytvédrala na TLC vyvinutom v metanole

oranzovu Skvrnu.

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & (ppm) 3,53 (t, J= 5,3 Hz, 2H, CH,0), 2,61 (t,J = 5,4 Hz,
2H, CH2N), 2,24 (s, 3H, NCH3), 2,10 — 2,05 (m, 3H, CH), 1,68 (d, /= 3,1 Hz, 6H, CH>),
1,66 — 1,54 (m, 6H, CH). >*C NMR (126 MHz, CDCl;) § (ppm) 58,41; 55,06; 50,34;
38,97; 36,94; 33,24; 29,81.

5.2. SYNTEZA SUBFTALOCYANINOV

Priprava zamyslanych subftalocyaninov prebiehala podla publikovaného postupu

cyklotrimerizacie ftalonitrilu s vyuZitim roztoku chloridu boritého (BCls).*

5.2.1. Priprava chloridu 1,4,8,11,15,18-hexaetylsulfanylsubftalocyaninu boru (7)

LS BCl3

CN p-xylén
— X

CN 140 °C

ST 40 min

2

Do destilacnej banky bola navéazena latka 2 (0,20 g; 0,82 mmol). Banka bola
vzduchotesne uzavretd pryZovym septom a vymenou vzduchu za argdén v nej bola
vytvorend inertnd atmosféra. Reakéna zmes bola po cely €as chranend pred svetlom
alobalom. Cez septum bol pridany bezvody 1M roztok BCl3 v p-xyléne (5,00 ml; 5,00

mmol) a banka bola okamzite vloZzena do olejového kupel'a predhriateho na 140 °C.

40



Reakcia pri tejto teplote prebiehala pod spatnym chladi¢om za neustdleho mieSania 40
minat. Po jej zastaveni bolo odparené rozpustadlo a produkt bol vycisteny pomocou
kratkej stipcovej chromatografie, ako mobilnd faza bola pouZitd zmes toluénu
a tetrahydrofuranu (THF) v pomere 10 : 1. Bolo ziskanych 17 mg tmavomodrej latky,
ktora pod UV svetlom vInovej dizky 366 nm vyZarovala vel'mi slabu fluorescenciu. NMR

spektrum ani MS vSak nepotvrdili pritomnost’ pozadovaného produktu.

5.2.2. Priprava chloridu 2,3,9,10,16,17-hexaetylsulfanylsubftalocyaninu boéru (8)

s <s

BCl,

NC S._~ p-xylén
_—
NCI IS/\ 140 °C —\

40 min S

/—S

Do destila¢nej banky bola navazena latka 3 (0,40 g; 1,62 mmol). Systém bol obaleny
alobalom, vzduchotesne uzavrety pryZovym septom a vymenou vzduchu za argon bola
vytvorend inertnd atmosféra. Cez septum bol pridany bezvody 1M roztok BClz v p-xyléne
(4,83 ml; 4,83 mmol) a banka bola okamzZite vloZzena do olejového kupel’a predhriateho
na 140 °C. Reakcia pri tejto teplote prebiehala pod spdtnym chladi¢om za neustaleho
mieSania 40 minut. Po jej zastaveni bolo odparené rozpustadlo a produkt bol vycisteny
pomocou kratkej stipcovej chromatografie, ako mobilna faza bola pouzitd zmes toluénu
a THF v pomere 10 : 1. Bolo ziskanych 0,23 g (55 %) zmesi produktov, ktord ma
v roztoku ruzovu farbu, po odpareni rozptstadla tmavomodri. Pod UV svetlom vinove;j
dizky 366 nm v nej fluoreskuje produkt 8. Ani viacndsobnym &istenim ho nebolo mozné

izolovat’ v Cistom stave.

'H NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm) 8,64 (d, J = 0,7 Hz, 6H, ArH), 1,53 (td, J = 7,4;
0,7 Hz, 44H), 1,35 — 1,20 (m, 42H), 0,87 (dd, J = 15,9; 9,1 Hz, 13H).
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5.2.3. Priprava chloridu 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18 —
dodekaetylsulfanylsubftalocyaninu boru (9)

S BCl,
NC S._~ p-xylén
NC s~ 140 °C —\
40 min
R
4

Do destilacnej banky obalenej alobalom bola navazena latka 4 (0,31 g; 0,84 mmol).
Banka bola uzavretd, pomocou vakua bola zbavena vzduchu a naplnena argénom. Cez
septum bol pridany bezvody 1M roztok BCI3 v p-xyléne (2,43 ml; 2,43 mmol). Banka
bola vloZzend do vopred predhriateho olejového kupela. Reakcia pri teplote 140 °C
prebiehala pod spdtnym chladicom 40 minut. Po jej zastaveni bolo odparené rozpustadlo
a produkt bol vy¢&isteny pomocou kratkej stipcovej chromatografie, ako mobilna faza bol
pouzity samotny chloroform. Bolo ziskanych 70 mg znecisten¢ho tmavého produktu,
ktory na TLC vytvaral modré a zlt¢ Skvrny. Pod UV svetlom nebola viditeI'na
fluorescencia ani pri jednej vlnovej dizke. Vzhladom ktomu predpokladame, Ze

vzniknutym produktom nie je subftalocyanin.

5.2.4. Priprava chloridu 2,9,16(17)-trijodsubftalocyaninu boru (10)

BCl,

NC | p-xylén
_—
NC©/ 140 °C

40 min
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Do destilacnej banky bol navazeny 4-jodftalonitril (517 mg; 2,04 mmol), bola uzavreta
pryzovym septom a bol v nej vymeneny vzduch za argén. Thlou bol pridany 1M roztok
BClz v p-xyléne (6,11 ml; 6,11 mmol) a banka bola vlozena do olejového kupel'a vopred
predhriateho na 140 °C. Reakcia prebiehala pod spdtnym chladicom 40 minut. Produkt
bol po odpareni rozptstadla vy¢isteny stipcovou chromatografiou, ako mobilné faza bola
pouzitad zmes toluénu a THF v pomere 10 : 1. Bolo ziskanych 471 mg (86 %) fialového
produktu 10, ktory pod UV svetlom vinovej dizky 366 nm fluoreskoval oranzovo. Cela

reakcia prebiehala za ochrany pred svetlom.

'H NMR (600 MHz, CDCls) & (ppm) 9,23 (ddt, J= 3,1; 2,0; 1,1 Hz, 1H, ArH), 8,57
(dddd, J = 8,2; 5,2; 3,0; 0,6 Hz, 1H, ArH), 8,26 — 8,23 (m, 1H, ArH).

5.2.5. Priprava chloridu 2,9,16(17)-tris[/V-(adamant-1-yl)-N-metyl-2-

aminoetoxy|subftalocyaninu boru (11)

NC@, p-xylén
—%—
NC 140 °p

Do destila¢nej banky obalenej alobalom bol navazeny 4-[N-(adamant-1-yl)-N-metyl-2-
aminoetoxy|ftalonitril (201 mg; 0,60 mmol). Uzavretd banka bola nasledne pomocou
vakua zbavena vzduchu a naplnena argéonom. Cez septum bol ihlou a striekackou pridany
bezvody IM roztok BCl3 v p-xyléne (1,79 ml; 1,79 mmol). Banka bola vloZena do
olejového kupel'a vopred predhriateho na teplotu 140 °C. Reakcia prebiehala pod
spatnym chladi€om a za ochrany pred svetlom 40 minat. Po uplynuti tejto doby bol
hodnoteny vysledok syntézy pomocou TLC v mobilnej faze toluén : THF : trietylamin 6

: 3 : 1. Na TLC boli viditelné pocetné hnedé Skvrny, z ktorych ani jedna nevytvarala
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fluorescenciu pod UV svetlom ani pri jednej vinovej dizke. Z toho je zrejmé, Ze reakcia

neprebehla podl'a schémy a nevznikol pri nej subftalocyanin.

5.3. AXIALNA SUBSTITUCIA SUBFTALOCYANINOV

Axidlna substiticia subftalocyaninov prebiehala prispdsobenim publikovanych postupov,

ato bud zavedenim odstupujicej skupiny reakciou s trifluérometylsulfonatom
striecbornym a naslednou nukleofilnou substituciou’®® (postup A) alebo priamym

nahradenim axidlneho chléru v prostredi toluénu a pyridinu® (postup B).

5.3.1. Priprava B-|N-(adamant-1-yl)-2-aminoetoxy]-subftalocyaninu boéru (12)
postupom A

72\

e

B.

N

e

O

25°C
40 min

cl _O—8-CF,
& S toluén z 0
el
N="N N + FC-S-OAg —— = h

N N

12

Do destilacnej banky bol navazeny zaktipeny 85% chlorid subftalocyaninu boéru (37 mg;
0,07 mmol) a trifluérometylsulfonat strieborny (27 mg; 0,10 mmol). Banka bola
vzduchotesne uzatvorena pryZovym septom a bola v nej vytvorend inertna atmosféra
vymenou vzduchu za argén. Cez septum bol pridany bezvody toluén (1,5 ml) a za staleho
mieSania bola zmes ponechand reagovat’ 40 minut pri laboratdrnej teplote. Medzitym bola

do samostatnej banky navazena latka 5 (32 mg; 0,16 mmol), bol v nej vymeneny vzduch
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za argdn a pridany bezvody toluén (2 ml), v ktorom bola latka rozpustena. Obsah banky
bol nésledne ihlou pridany k vzniknutému trifluérometylsulfonatu subftalocyaninu boru.
K reakénej zmesi bol pridany N, N-diizopropyletylamin (17 ul; 0,10 mmol) a bola zahriata
na 40 °C. Pri tejto teplote reakcia prebiechala pod spidtnym chladicom 5 hodin,
nasledujucich 17 hodin pri laboratérnej teplote. Nasledne bolo odparené rozpustadlo
a produkt bol vy&isteny metodou stipcovej chromatografie. Ako mobilnd fiza bola
pouzita zmes etylacetatu a hexanu v pomere 4 : 1. Po celu dobu bola reak¢nd zmes
chranend pred svetlom alobalom. Po izol4cii bolo ziskanych 16 mg (38 %) znecisten¢ho

ruzového produktu 12, ktory pod UV svetlom vinovej dizky 366 nm svietil oranzovo.

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & (ppm) 8,89 (dd, J = 5,9; 3,1 Hz, 1H, ArH), 8,84 (td, J =
5,5; 3,0 Hz, 8H, ArH), 7,94 (dd, /= 6,1; 2,9 Hz, 1H, ArH), 7,90 (dp, J=5.,4; 2,9 Hz, 7TH,
ArH), 2,16 (q, J=12,3; 10,6 Hz, 3H), 2,08 — 1,98 (m, 8H), 1,77 (t, J=5,3 Hz, 2H), 1,70
(d, J=3,0 Hz, 1H), 1,68 (s, 2H), 1,64 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 1,58 — 1,54 (m, 4H), 1,46 —
1,41 (m, 11H), 1,37 — 1,19 (m, 38H), 0,93 — 0,80 (m, 19H). '*C NMR (151 MHz, CDCl;)
o (ppm) 151,89; 131,21; 130,38; 122,57, 58,23; 38,66; 35,42; 30,02; 29,08; 14,46.

5.3.2. Priprava B-[NV-(adamant-1-yl)-V-metyl-2-aminoetoxy]-subftalocyaninu boru

(13) postupom A
?
cl ,O—S-CF;
0
NZ N/ ? toluén AN
N + FiC-S-0Ag ——— N7 N h
B ]
/NN © 25°C A
= P 40 min _ P
N N
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Do destilacnej banky bol navazeny zakupeny 85% chlorid subftalocyaninu boru (51 mg;
0,10 mmol) a trifluérometylsulfonat striecborny (39 mg; 0,15 mmol). Banka bola
uzatvorena pryzovym septom a bol v nej vymeneny vzduch za argon. Cez septum bol
pridany bezvody toluén (2,5 ml) a za stdleho mieSania a ochrany pred svetlom bola
reakcia ponechana prebiehat’ 40 min pri laboratornej teplote. V samostatnej banke bola
pod argébnom rozpustena latka 6 (49 mg; 0,23 mmol) v bezvodom toluéne (2 ml). Obsah
banky bol ihlou pridany k trifluérometylsulfonatu subftalocyaninu boru. K reakcnej
zmesi bol pridany N, N-diizopropyletylamin (25 ul; 0,14 mmol) a teplota bola zvySena na
40 °C. Takto reakcia prebiehala pod spédtnym chladicom po dobu 15 hodin. Od
vysledného produktu bolo odparené rozpustadlo, bol vy¢isteny stipcovou
chromatografiou v ststave etylacetat : hexan 4 : 1. Po izol4cii bolo ziskanych 33 mg
(54 %) znegistené¢ho ruzového produktu, ktory pod UV svetlom vinovej dizky 366 nm

svietil oranZovo.

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & (ppm) 8,87 (dd, J = 5,8; 3,0 Hz, 1H, ArH), 8,83 (dd, J =
5,8; 3,2 Hz, 10H, ArH), 7,89 (dd, J=5.9; 2,9 Hz, 1H, ArH), 7,87 — 7,84 (m, 10H, ArH),
2,28 (d, J=2,3 Hz, 1H), 2,27 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 2,22 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 1,86 (t, 6H),
1,74 (s, SH), 1,65 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 1,54 (t,J = 6,2 Hz, 3H), 1,51 (d, J = 6,1 Hz, 3H),
1,49 — 1,45 (m, 7H), 1,43 (s, 1H), 1,36 — 1,32 (m, 7H), 1,30 — 1,25 (m, 42H), 1,23 (d, J =
3,0 Hz, 11H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) § (ppm) 151,75; 131,35; 130,43; 129,96;
122,70; 122,38; 50,21; 38,26; 36,84; 34,65; 30,03; 29,68; 29,61.

MS (APCI): m/z 604,4 [M + H]*
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5.3.3. Priprava B-[V-(adamant-1-yl)-N-metyl-2-aminoetoxy|-
2,3,9,10,16,17-hexaetylsulfanylsubftalocyaninu b6ru (14) postupom A

S S
i § o
_O—§—CF3
N toluen Q (0]
N~ N F3C- ﬁ OAd oo 25 °C N NN

. |
72 N N 40 min y; N?‘N
S p S S ’, - Sﬁ
_J N ) N
S S

) 4 ) $

S 40 °C
62 hod
o
—N

14

Do destilacnej banky bola navazena latka 8 (235 mg; 0,30 mmol) a trifluérometylsulfonat
strieborny (106 mg; 0,41 mmol). Banka bola uzatvorena septom a bol v nej vymeneny
vzduch za argén. Cez septum bol pridany bezvody toluén (10 ml) a reakcia prebiehala za
mieSania 40 min pri laboratornej teplote. V druhej banke bola pod argénom rozpustena
latka 6 (127,40 mg; 0,61 mmol) v bezvodom toluéne (3 ml). Obsah banky bol bez
narusenia inertného prostredia pridany k trifluorometylsulfonatu
2,3,9,10,16,17-hexaetylsulfanylsubftalocyaninu boru. K reakénej zmesi bol pridany N, N-
diizopropyletylamin (62 pl; 0,36 mmol) a teplota bola zvySena na 40 °C. Takto reakcia
prebiehala pod spdtnym chladicom 14 hodin, nasledujucich 48 hodin pri laboratorne;j
teplote. Od vysledného produktu bolo odparené rozpustadlo a bol vyéisteny stipcovou
chromatografiou v mobilnej faze toluén : THF 3 : 1. VSetky reakéné postupy prebiehali
za ochrany pred svetlom alobalom. Po izol4cii bolo ziskanych 15,3 mg (5 %) zne€isteného
modrofialového produktu, ktory pod UV svetlom vlnovej dizky 366 nm poskytoval

oranzovu fluorescenciu.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 8,64 (s, 6H, ArH), 1,53 (td, J = 7.4; 0,7 Hz, 41H),
1,47 — 1,40 (m, 8H), 1,33 (s, 2H), 1,26 (s, 35H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 6H). >*C NMR (126
MHz, CDCls) & (ppm) 150,82; 139,95; 128,50; 119,63; 41,35; 36,19; 35,62; 29,89; 29,68;
29,34; 27,58; 22,68; 14,11; 13,65.

MS (APCI): m/z 964,6 [M + H]*

5.3.4. Priprava B-[N-(adamant-1-yl)-N-metyl-2-aminoetoxy]
2,3,9,10,16,17-hexaetylsulfanylsubftalocyaninu béru (14) postupom B

> { > {

S S S S

Cl O &
~~OH 'KzCOa. ' ;\_N
P 4 toluén / pyridin P 4 \
————

NN

v N'B"N l + @ 110°c /N/N'E\N l
JS@N’J@—S/— 6 28 hod y B N@S/—
) ( ) (
8 14
Do destilacnej banky bola navazena latka 8 (19 mg; 0,02 mmol) s K2CO3 (28 mg; 0,20
mmol) a bol v nej vymeneny vzduch za argéon. Do samostatnej banky bola navazena latka
6 (18 mg; 0,08 mmol) a pod argonom bola rozpustena v bezvodom toluéne (5 ml). Obsah
druhej banky bol pridany k reakénej zmesi spolu s pyridinom (0,34 ml) a banka bola
zahrievana pod spitnym chladicom v olejovom kupeli na teplotu 110 °C po dobu 6 hodin.
Dalsich 17 hodin reakcia prebichala pri laboratérnej teplote, priebeh reakcie bol
kontrolovany pomocou TLC v mobilnej faze toluén : THF : trietylamin 6 : 3 : 1. Do
reakénej zmesi bola pridana znovu latka 6 (18 mg; 0,08 mmol) rozpustena v bezvodom
toluéne areakcia prebiehala d’alSich 5 hodin. Ani potom nebol podla TLC ziskany

zamySlany produkt.
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5.3.5. Priprava B-[V-(adamant-1-yl)-V-metyl-2-aminoetoxy] 2,9,16(17)-
trijodsubftalocyaninu boru (15) postupom A

toluén
25°C
40 min

10

15

Latka 10 (471 mg; 0,58 mmol) bola navdzena do destilacnej banky, obalenej alobalom,
spolu s trifluérometylsulfondtom striecbornym (195 mg; 0,76 mmol). Banka bola
uzatvorend abolo vnej vytvorené inertné prostredie vymenou vzduchu za argon.
Vychodiskové latky boli za staleho mieSania ponechané reagovat’ v bezvodom toluéne
(10 ml) pri laboratorne;j teplote po dobu 40 minut. V samostatnej banke bola pod argonom
rozpustena latka 6 (244 mg; 1,17 mmol) v toluéne (2 ml) a pomocou ihly a striekacky
bola pridand k vzniknutému trifluérometylsulfonatu trijédsubftalocyaninu boru.
Nasledne bol pridany N,N-diizopropyletylamin (122 pl; 0,70 mmol) azmes bola
ponechana reagovat’ 20 hodin pri teplote 40 °C, d’alSich 24 hodin pri laboratornej teplote.
Produkt bol za ochrany pred svetlom vy¢isteny stipcovou chromatografiou, mobilnou
fazou bola zmes toluénu a THF v pomere 3 : 1. Vysledkom bolo 76 mg (13 %) znecistene;j
ruzovej latky, ktora pod UV svetlom vinovej dizky 366 nm poskytovala oranzovu

fluorescenciu.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 9,17 (s, 3H, ArH), 8,52 (dt, J = 8.,3; 2,1 Hz, 3H,
ArH), 8,18 (dq, J= 8,3; 1,2 Hz, SH, ArH), 2,36 — 2,27 (m, 12H), 1,86 (d, J= 31,6 Hz,
15H), 1,74 — 1,48 (m, 61H), 1,27 (d, J = 16,6 Hz, 66H), 0,86 (dt, J= 18,1; 6,5 Hz, 12H).

MS (ESI+): m/z 981,89 [M + H]*

5.3.6. Priprava B-[V-(adamant-1-yl)-V-metyl-2-aminoetoxy]-2,9,16(17)-

trijédsubftalocyaninu boru alternativhym postupom (15) postupom B

P 5n / T, B \
NZ N {\J . i toluén / pyridin . N NN

° |
y N’B‘N 110 °C
20 hod
=L 7\ 7\
N 5
|
10 15

Do destilacnej banky bola navazena latka 10 (32 mg; 0,04 mmol) a KoCOs (44 mg; 0,32
mmol) a vymenou vzduchu za argén bolo vytvorené inertné prostredie. Do druhej banky
bola navazena latka 6 (26 mg; 0,12 mmol) a pod argénom bola rozpustend v bezvodom
toluéne (5 ml). Obsah druhej banky bol pridany k reakénej zmesi, nasledne bol pridany
pyridin (0,34 ml) a zmes bola 6 hodin zahrievand pod spitnym chladicom v olejovom
kupeli k teplote 110 °C. Dalsich 14 hodin bola reakcia ponechana prebichat pri
laboratornej teplote. Po 20 hodinach bol produkt vy¢isteny stipcovou chromatografiou
v mobilnej faze toluén : trietylamin v pomere 15 : 1. Bolo ziskanych 6 mg (15 %) stale
znetistenej fialovej latky, ktora pod UV svetlom vinovej dizky 366 nm poskytovala

oranzovu fluorescenciu.

'H NMR (600 MHz, CDCls) § (ppm) 9,18 (s, 3H, ArH), 8,53 (d, J = 8,3 Hz, 3H, ArH),
8,19 (dt, J = 8,3; 2,0 Hz, 4H, ArH), 2,05 (dd, J = 9,9; 4,6 Hz, 21H), 1,64 (t, J = 46,0 Hz,
42H), 1,51 (d, J= 12,1 Hz, 10H), 1,42 — 1,21 (m, 68H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 6H).

MS (ESI+): m/z 981,89 [M + H]*
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5.3.7. Priprava B-[V-(adamant-1-yl)-N-metyl-6-aminohexoxy]-subftalocyaninu
boru (16) postupom A

"o—é—CF3
_ O toluén _ ©
N= r}l 'N + Fac—ﬁ—OAg —_— N/N |N
0O

.B. 25°C B«
—_ N/ —_ N/
DIPEA 40 °C

48 hod

16

Do destilacnej banky bol navazeny 85% chlorid subftalocyaninu béru (24 mg; 0,05
mmol) a trifluérometylsulfonat strieborny (14 mg; 0,06 mmol). V banke bolo vytvorené
inertné prostredie vymenou vzduchu za argdn a bol do nej pridany bezvody toluén (1 ml).
Reakcia prebiehala za staleho mieSania pri laboratdrnej teplote 40 mintt. V samostatne;j
banke bol v inertnom prostredi argoénu rozpusteny N-(adamant-1-yl)-N-metyl-6-
aminohexanol (25 mg; 0,09 mmol) v bezvodom toluéne (I ml), abol pridany
k vzniknutému trifluérometylsulfonatu subftalocyaninu boru. Do reak¢nej zmesi bol
dalej pridany N,N-diizopropyletylamin (10 pl; 0,06 mmol) a zmes bola ponechana
reagovat’ v olejovom kupeli pri teplote 40 °C po dobu 48 hodin. Vysledok reakcie bol
posudzovany pomocou TLC, ako mobilnd faza bola pouzitd zmes toluénu a THF

v pomere 5 : 1. Ani po 48 hodinéch nebol pozorovany vznik zamysl'aného produktu.
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5.3.8. Priprava B-[V-(adamant-1-yl)-V-metyl-6-aminohexoxy]-2,9,16(17)-
trijodsubftalocyaninu boru (17) postupom B

N ( %
P toluén / pyrldln
N= N ’N + @ /
2 NBN 110 °C
[ S N/ 20 hod
N 4 N” _\‘

10 17

Do destilacnej banky bola navéazena latka 10 (31 mg; 0,04 mmol) a KoCOs (42 mg; 0,30
mmol) abol vnej vymeneny vzduch za argon. Do druhej banky bol navazeny N-
(adamant-1-yl)-N-metyl-6-aminohexanol (33 mg; 0,13 mmol), znovu bol vymeneny
vzduch za argoén a latka bola rozpustena v bezvodom toluéne (5 ml). Obsah druhej banky
bol pridany k reakénej zmesi spolu s pyridinom (0,34 ml) a banka bola zahrievana pod
spatnym chladi¢om v olejovom kupeli na teplotu 110 °C po dobu 6 hodin. Po 6 hodinach
bol znovu pridany N-(adamant-1-yl)-N-metyl-6-aminohexanol (13 mg; 0,05 mmol)
a zmes bola zahrievana d’alSich 14 hodin. Po 20 hodinach bol produkt dvakrat vyc¢isteny
metodou stipcovej chromatografie, ako mobilnd faza bola pouzitd zmes toluénu

a trietylaminu v pomere 15 : 1. Boli ziskané 2 mg znecistenej fialovej latky (6 %).

'H NMR (500 MHz, CDC13) & (ppm) 7,31 (s, 3H, ArH), 7,30 (d, J = 0,9 Hz, 3H, ArH),
7,29 (d, J= 1,3 Hz, 7H, ArH), 2,95 — 2,87 (m, 10H), 2,83 (t, J = 2,8 Hz, 12H), 2,38 (t, J
=7,7 Hz, 14H), 2,35 — 2,25 (m, 28H), 2,22 (s, 17H), 2,17 (s, 2H), 2,06 (d, J = 13,0 Hz,
33H), 1,89 (s, 3H), 1,72 — 1,56 (m, 164H), 1,48 — 1,24 (m, 220H), 0,91 — 0,83 (m, 24H).

MS (ESI+): m/z 1037,90 [M + H]*

5.3.9. Priprava jodidu B-|NV-(adamant-1-yl)-N, N-dimetyl-2-aminoetoxy]-2,9,16(17)-
trijodsubftalocyaninu béru (18)

15 18

52



Pre potreby stidia interakcie s CB[7] bol syntetizovany derivat 18.

Latka 15 (128 mg; 0,11 mmol) bola navazena do destila¢nej banky, v ktorej bolo nasledne
vymenou vzduchu za argéon vytvorené inertné prostredie. Cez septum bol pridany
metyljodid (0,7 ml; 11,24 mmol) areakcia bola ponechana prebiehat 96 hodin pri
laboratérnej teplote. Po uplynuti tejto doby bol k reakénej zmesi pridany dietyléter, na ¢o
vznikla zrazenina produktu. Po odsati rozpustadla pomocou vakua bolo ziskanych 128

mg (~ 100 %) latky 18.

5.4. STUDIUM FOTOFYZIKALNYCH VLASTNOSTI

Vzorky latok 15 a 17 urcené na fotofyzikalne merania boli ziskané reakciami opisanymi
v kapitolach 5.3.5., 5.3.6. a 5.3.8. Cisté latky boli ziskané preparativnym TLC za pouzitia
mobilnej faze toluén : trietylamin 15 : 1. Ich Skvrny boli zoskrabané¢ z TLC dosky,

extrahované do chloroformu, prefiltrované a odparené do sucha na vakuovej odparke.

5.4.1. Meranie kvantového vyt’azku produkcie singletového kyslika

Kvantovy vytazok produkcie singletového kyslika @, bol stanovovany v etanole
pouzitim rozkladu 1,3-difenylizobenzofuranu (DPBF) s bengdlskou cerveniou ako
referenénou latkou (@, ron) = 0,68).”! Meranie prebichalo za tmy. Zasobny roztok DPBF
v etanole bol pripraveny tak, aby sa jeho absorpéné maximum pohybovalo okolo 1. 2,5
ml tohto roztoku bolo prevedenych do kremennej kyvety o velkosti 10 x 10 mm a po
dobu 1 minuty prebublavanych kyslikom. Po zmerani absorpného spektra bolo pridané
také mnozstvo zdsobného roztoku referencnej alebo testovanej latky v etanole, aby jeho
absorpéné maximum v Q-pase bolo okolo 0,1. Bolo zmerané absorpéné spektrum v Case
0 s. Nasledne bol roztok miesany a oZarovany v 5s intervaloch halogénovou lampou.
Dopadajuce svetlo bolo filtrované cez 6cm vodny filter a cez fialovy filter 20CGA-455,
aby bol odstraneny vplyv tepla a svetla s vinovou dizkou pod 455 nm. Po kazdom 5s
intervale bolo znovu zmerané absorpéné spektrum. Bol sledovany ubytok DPBF
v roztoku pri vinovej dizke 411 nm do poklesu o priblizne 15 %. Meranie bolo opakované
trikrat pre kazdy roztok (tj. bengalsku Cerven a latky 15 a 17). Vysledné hodnoty @, st

priemerom vyslednych hodnét vypocitanych podla vzorca (1).
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5.4.2. Meranie kvantového vyt'azku fluorescencie

Stanovenie hodnot kvantového vytazku fluorescencie @y prebiehalo absolutnou
metoédou, pomocou integracnej sféry. Za ucelom minimalizacie autoabsorpcie a efektu
vnatorného filtru boli zdsobné roztoky latok 15 a 17 nariedené v etanole tak, aby po
napipetovani urcitého mnozstva (okolo 20 ul) do kyvety s 2,5 ml etanolu ich absorbancia

v Q-pase bola nizsia ako 0,1.

Po zohl'adneni absorpéného spektra ziskaného v ramci metody 5.4.1. bola ako excitacna
vlnova dizka pre latku 15 zvolena Aexc = 545 nm, ktora je dostato¢ne nizka na to, aby
nedochadzalo k interferencii excitaCnej aemisnej casti spektra. Scan prebiehal
v rozmedzi vlnovych dizok 525 — 800 nm. Sirka vinového pasma bola v excita¢nej oblasti
nastavend na 0,4 nm, v emisnej oblasti na 4 nm. Najprv bolo zmerané spektrum
referencie, ktorou bolo 2,5 ml ¢istého etanolu. Nasledne bola do kyvety pridana vzorka
15 ameranie prebiehalo za pouzitia rovnakych podmienok ako v pripade referencie.
Hodnota @, bola pristrojom vypocitana automaticky. Vysledny @ bol uréeny ako

priemer dvoch merani, ktory je prezentovany nizSie.

Pri merani @ latky 17 bol uplatneny rovnaky postup. Referenciou bol opiat’ etanol,
merana vzorka bola pripravena nariedenim zasobného roztoku latky 17 v etanole. Scan
prebiehal v rozmedzi vinovych dizok 525 — 720 nm, zvy$né podmienky merania boli

identické s meranim latky 15.

5.5. STUDIUM INTERAKCIE S KUKURBITURILMI

Stadium vplyvu supramolekularnych interakcii na monomérnost latky vo vodnom
prostredi prebiehalo meranim absorpénych spektier v oblasti Q-pasu subftalocyaninu 18.
Najprv boli pripravené zasobné roztoky subftalocyaninu i makrocyklu. Z 10mM roztoku
latky 18 v DMSO bolo odobranych 50 pl, ktoré boli pridané do 2,5 ml ultracistej vody,
¢im vznikol zasobny 200uM roztok latky 18. Zasobny roztok CB[7] bol nariedeny

pomocou ultracistej vody takisto na koncentraciu 200 pM.

Ako zakladna linia boli zmerané absorpéné spektrd samotnych rozpustadiel — DMSO
a ultracistej vody. Nasledne bolo do oboch kyviet k 2 ml rozptstadla pridanych po 80 pl
zasobného roztoku latky 18, ¢im bola ziskand zhodne koncentracia 8 uM. Absorpcné
spektrum v DMSO zobrazovalo ¢isto monomérnu formu latky 18, s ktorou boli

porovnavané spektra ziskané meranim vo vode. Do kyvety s latkou 18 v ultracistej vode
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bol postupne pridavany zdsobny roztok CB[7], pricom po kazdom merani bolo zmerané
absorpéné spektrum. Pridavkami CB[7] boli postupne ziskané jeho nasledovné
koncentracie: 2 uM (0,25 ekv.), 4 uM (0,5 ekv.), 6 uM (0,75 ekv.), 8 uM (1 ekv.), 10 uM
(1,25 ekv.), 12 uM (1,5 ekv.), 22 uM (2,75 ekv.).

Ziskané absorpcné spektrd boli porovnavané medzi sebou z hl'adiska zmien v tvare Q-
pasu charakteristickych pre pripadni monomerizaciu zlic¢eniny — teda nérast intenzity Q-

pasu a jeho ostry charakter.
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6. VYSLEDKY A DISKUSIA

6.1. SYNTEZA PREKURZOROV

Pri syntéze prekurzorov 2, 3 a 4 sme vyuzivali nukleofilnu substituciu na aromatickom
jadre. Jej priebeh ulahcoval zaporny mezomérny efekt nitrilovych skupin ftalonitrilu,
ktory vytvara ¢iasto¢ny kladny naboj na uhlikoch v polohéch orto a para voci nitrilovej
skupine a ¢ini ich nachylnejsimi k nukleofilnému ataku. Vychodiskovou latkou pre
pripravu prekurzoru 2 bol 3,6-dihydroxyftalonitril, ktorého -OH skupiny by nebolo
mozné substituovat’ priamo. Preto boli najprv nahradené dobre odstupujucimi p-
toluénsulfonyloxy-skupinami, ktoré ochotne podlichaju reakcii s etantiolom. Syntézy
prekurzorov 3 a4 vychadzali z di- a tetrachlérovanych ftalonitrilov, ktoré poskytuju
alkyltioderivat uz po jednokrokovej substiticii. Tieto reakcie prebiehali s vysokymi
vytazkami (cez 80 %), Co sa priblizuje publikovanym vysledkom syntéz obdobnych di-
a tetraalkylsulfanylftalonitrilov.®*%%2 NMR spektra vietkych troch prekurzorov potvrdili

uspesnu syntézu zamyslanych latok a izolciu €istych produktov.

Syntéza axidlneho substituentu 5 prebichala znovu mechanizmom nukleofilnej
substitticie. Oproti publikovaného postupu, v ktorom bola reakcia 1-aminoadamantanu
s 2-jédetanolom ponechand prebiehat’ po dobu 12 hodin,* sme pri substitlicii pomocou
2-brometanolu skratili reakény ¢as na 3 hodiny, ked’Ze uZ po tejto dobe sme na TLC
pozorovali spotrebovanie vychodiskovej latky z reakénej zmesi. Vysoky vytazok reakcie

(85 %) potvrdzuje, Ze takto skrateny reakcny Cas je dostacujuci.

Pri metylécii aminoskupiny latky 5 bol ako alkyla¢né ¢inidlo najprv pouzity metyljodid.
Prvy reakény postup v pritomnosti baze NaHCOs; poskytol terciarny amin vo vytazku
8 %, avSak pritomnost’ zdsady podporovala pokracovanie metylacie do d’alSieho stupna
a vznik kvartérnej amoniovej soli, ktord bola hlavnym produktom tejto reakcie (Obr. 24).

Vzhl'adom k nizkemu vytazku terciarneho aminu tuto synteticku cestu nepovazujeme za

vhodnu.
H OH I
HN/\/OH /Né\/ \‘N/\/OH /Né\/OH
CH;l 19 NaHCO, CHl |©
E—— —_— + Nal + H,CO; ——
5 6

Obr. 24 Mechanizmus vzniku kvartérnej amoniovej soli v pritomnosti CH3l a NaHCO3
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Reakciu sme preto nasledne opakovali bez pritomnosti NaHCOs. Vysledkom bola
zneCistena zmes latok, v ktorej nie je mozné jednoznacne identifikovat zamyslany

produkt 6.

Vyrazne lepsie vysledky priniesla metylacia latky 5 Eschweilerovou-Clarkovou reakciou.
Za ucelom optimalizacie reakénych podmienok bola reakcia opakovana 4-krat. Boli
vyskuSané rozne pomery latkovych mnozstiev reaktantov, a to v pritomnosti metanolu
ako rozpustadla a bez neho. Reakcie prebiehali rézne dlho, vzdy pri teplote varu
rozpustadla. Tou bola pri pouziti vodnych roztokov formaldehydu a kyseliny mravce;j
teplota varu vody. Najlepsi vytazok poskytla reakcia ¢. 3, NMR spektrum potvrdilo
uspesnu syntézu latky 6 (Tab. 1).

Tab. 1 Reakcné podmienky metylacie latky 5 (ekv. — pocet ekvivalentov ldtkového

mnozstva cinidla voci vychodiskovej ldatke 5)

¢. reakcie ekv. HCOOH ekv. HCOH rozpustadlo c¢as[hod] teplota [°C] vytazok [%]

1 10 5 - 24 100 3

2 10 5 - 48 100 20
3 20 10 metanol 48 70 ~ 100
4 20 10 - 48 100 97

Vyhodou tohto postupu je okrem nemoznosti vzniku kvartérneho aminu taktiez vyrazne

niZSia toxicita pouzivanych €inidiel v porovnani s pouzitim metyljodidu.

6.2. SYNTEZA SUBFTALOCYANINOV

Vsetky prekurzory boli cyklotrimerizované pomocou roztoku chloridu boritého v p-
xyléne. Tento reakény postup bol uz UspeSne pouZity v minulosti a v zavislosti na

konkrétnom prekurzore poskytuje vytazky 20 — 80 %.%

Cyklotrimerizaciou latky 2 vznikla tmavomodrd zmes produktov, na TLC doske sa
objavilo viacero Skvin. V mobilnej faze toluén : THF v pomere 10 : 1 poskytovala Skvrna
s Rr=10,41 velmi slabu fluorescenciu pod UV svetlom vlnovej dizky 366 nm. Bola
izolovana pomocou sklenenych TLC dosiek za pouzitia spominanej mobilnej faze, av§ak
NMR ani MS nepotvrdili vznik poZzadovaného produktu 7. Ten nevznikol ani po skrateni,
&i predizeni reakéného Gasu na 3 hodiny. V literatire su popisané Gspesné syntézy alfa-

93,94

arylsulfanyl-subftalocyaninov, ale nie  alfa-alkylsulfanylsubftalocyaninov.
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Predpokladame, Ze substiticia v polohe alfa v naSom pripade stéricky brénila Gspesne;j
cyklotrimerizacii. To isté by mohlo platit’ aj o neuspesnej syntéze zamyslanej latky 9,
kedy bol na vyslednom TLC vidite'ny len nezreagovany prekurzor, a to i pri skrateni

alebo predlzeni reakéného ¢asu na 1 hodinu.

Cyklotrimerizéaciou prekurzoru 3 vznikla znovu zmes produktov, ktoru sme sa snazili
vy¢&istit pomocou stipcovej chromatografie. Postupne sme vyskusali rozne mobilné fazy,
vratane kombinacii hexdnu s etylacetatom a toluénu s THF HPLC kvality (bez pridanych
stabilizatorov) v roznych pomeroch. NajlepSiu separaciu sme dosiahli pouzitim zmesi
toluén : THF 10 : 1, avsak ani v tomto pripade nebol izolovany uplne ¢isty produkt. Latka
8 vytvarala v danej mobilnej faze tmavomodrt Skvrnu s Ry 0,87, ktord pod UV svetlom
vinovej dizky 366 nm poskytovala ruzovi fluorescenciu (Obr. 25). Vysledné NMR
naznacuje pritomnost’ necistot alifatického charakteru, hodnotu vytazku 55 % je preto

nutné povazovat’ za skreslenu.

e &
latka 8
—\
s
)
a) b) 8
Obr. 25 a) Latka 8 na TLC vyvinutom v mobilnej fiaze toluén : THF 10 : 1; b) Struktira

latky 8

PrediZenie reakéného ¢asu na 2 a 3 hodiny vytazok pozadovaného produktu nezvysilo,
naopak ho znizilo ku 30 %. Syntézu latky 8 opisali bez uvedenia vytazku aj Sanchez-
Molina et al. Pri cyklotrimerizacii postupovali rovnako, avSak naslednti axidlnu
substituciu 4-terc-butylfenolom vykonali bez izolacie medziproduktu chloridu

subftalocyaninu.®

Kang et al., ktori pri syntéze chloridu
hexaalkylsulfanylsubftalocyaninu béru pouzili odlisné rozpustadla areakciu nechali
prebiechat po dobu 4 hodin, ziskali vytazok 14 %.°® Ostatné publikované syntézy,
vychéadzajuce z alkylsulfanylftalonitrilov, ktoré prebiehali s BCl3 v hexane alebo 1-

chlérnaftaléne, poskytli vytazky okolo 20 — 30%.°7%8
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Vzhladom k vys$Sie uvedenym vysledkom sme sa rozhodli vyskusat’ cyklotrimerizaciu
iného prekurzoru, ktorym bol 4-jodftalonitril. Do vysledného subftalocyaninu je tak
zavedeny atom s vysokym atomovym ¢islom (jod), ktorého pritomnost’ zvySuje podiel
intersystémového prechodu v molekule. Vdaka tomu je mozné ocakavat zvySenie
produkcie singletového kyslika @, anaopak nizSie hodnoty kvantového vytazku
fluorescencie @.°""% Syntéza latky 10 prebehla uspesne, a ked’ze sa jednalo o reakciu
asymetrického ftalonitrilu, vznikli pri nej dva neseparovatel'né regioizoméry c3 a c;. Tie

boli viditeI'né okrem NMR spektra aj na TLC ako dve fialové Skvrny tesne pod sebou

: THF 10 : 1 mali tieto produkty reten¢né faktory 0,81 a 0,87.

I
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(Obr. 26), fluoreskujuce pod UV svetlom vlnovej dizky 366 nm. V mobilnej fize toluén
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Obr. 26 a) Izoméry latky 10 na TLC vyvinutom v mobilnej faze toluén : THF 10 : I;
b) Struktiira izomérov ldtky 10

Pri izolacii &istého produktu 10 pouzili Claessens a Torres stipcovi chromatografiu

s mobilnou fazou hexan : etylacetat 4 : 1, my sme pozorovali lepsie vysledky pouzitim
zmesi toluénu a THF vpomere 10 : 1. Dubbert et al. pri pouziti rovnakého
cyklotrimerizaéného ¢inidla a o trochu dlhsej reakénej doby ziskali vytazok 65 %,%* nas

produkt 10 vznikol vo vytazku 86 %.

Syntéza subftalocyaninu 11, ktora vychadzala z ftalonitrilu syntetizovaného v laboratériu
v ramci iného projektu, nebola Gspesnd. To koreSponduje s vysledkami z literatary, kde
je opisana inkompatibilita periférnych éterovych skupin ftalonitrilu s chloridom
boritym. Napriklad popisand syntéza crown-subftalocyaninu, ktora prebiehala
cyklotrimerizaciou 4¢,5¢-dikyanobenzo-15-crown-5 s chloridom boritym

v chlérnaftaléne, poskytla vytazok len 3,5 %.!%
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6.3. AXIALNA SUBSTITUCIA SUBFTALOCYANINOV
Pri axialnej substitlicii subftalocyaninov boli vyskusané dva reakéné postupy:

Postup A: tvorba reaktivneho medziproduktu s trifluérometylsulfonyloxy-skupinou
v axialnej pozicii, ktord ochotne podliecha nukleofilnému ataku alkoholu. N,N-
diizopropyletylamin sa do reakcénej zmesi priddva za ucelom neutralizacie vznikajucej
trifludrometansulfonovej kyseliny.*® Tieto substituéné reakcie s O-nukleofilmi vécsinou

poskytuji dobré vytazky (35 — 92 %).>%°

Postup B: priama substitucia axialneho chloru alkoholom, bez vzniku medziproduktu.
Pyridin auhli¢itan draselny v reakénej zmesi vytvaraji bazické prostredie.!"!
U subftalocyaninov sa tento reakény postup bezne nevyuziva, pouzili sme ho vzhl'adom
k pozitivnym skusenostiam s nim pri substiticii ftalocyaninov s centrdlnym atémom
kremiku v laboratériu AzaPc skupiny. Podl'a publikovanej literatury prebiehaju tieto

reakcie na ftalocyaninoch s dobrymi vytazkami (61 — 73 %).!°!

Axidalna substitticia vyzaduje prisne bezvodé podmienky. Stopy vody totiz vedu k vzniku
hydroxy-subftalocyaninov a p-oxo dimérov. Ich tvorba je hlavnym dévodom, preco pri

reakcii nedochadza ku kvantitativnej konverzii na zamyslany produkt.®

Za ucelom vyskusania reakéného postupu A bol ako vychodiskova latka najprv pouzity
periférne nesubstituovany subftalocyanin, ktory bol do laboratoria zakipeny. Jeho
axidlna substitucia latkou S poskytla ruzovy produkt fluoreskujuci pod UV vo vytazku
38 %, ktory v mobilnej faze etylacetat : hexdn 4 : 1 vytvaral ruzova Skvrnu s Re = 0,75.
Vysledné NMR vypoveda o tom, ze produkt 12 nebol izolovany v postacujucej Cistote
a v zmesi je stale pritomna vychodiskova latka (dvojice signadlov v aromatickej oblasti)
a necistoty alifatického charakteru. To isté plati o syntéze latky 13, u ktorej bola takisto
po vyskuSani viacerych mobilnych fazi nakoniec zvolend zmes etylacetatu a hexanu 4 :
1. V nej vytvarala latka 13 ruzova Skvrnu fluoreskujucu pod 366nm UV s Re = 0,78.
Znecisteny produkt vznikol vo vytazku 54 %, pritomnost’ zamyslanej Struktary po

nejednoznacnych vysledkoch NMR potvrdilo az TLC-MS.

K axialnej substitticii latky 8 sme pristipili aj napriek tomu, ze sa jednalo o zmes latok.
Bola skuSand najprv metédou A, kedy bola vysledkom modrofialovd zmes latok vo
vytazku 5 %. Pri snahe o jej vycCistenie bolo vyskusSanych viacero mobilnych faz,
nakoniec bola pouzitd zmes toluénu a THF v pomere 3 : 1. Podla vysledného NMR

spektra nebolo moZné jednoznacne potvrdit’ pritomnost’ zamyslaného produktu. Ten bol
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identifikovany az pomocou TLC-MS ako Skvrna s R = 0,35 vo faze toluén : THF 3 : 1.
Pri snahéch o izolaciu produktu pomocou sklenenych TLC dosiek sa latka 14 rozkladala.
Takisto vzmesi produktov, ktora bola po vy&isteni stipcovou chromatografiou
uchovavand v mraze av inertnom prostredi argéonu za ochrany pred svetlom, uz po
niekol’kych dnoch nebolo mozné identifikovat’ latku 14. Neuspesna syntéza latky 14
metddou B mdze byt vysvetlend horSou reaktivitou chloridu  oproti

trifluérometylsulfonatu.

Latka 15 bola uspesne syntetizovana oboma reakénymi postupmi, ¢o bolo potvrdené
vysledkami hmotnostnej spektrometrie. V oboch pripadoch bola opét komplikaciou
pritomnost’ necistot alifatického charakteru, viditelnych na NMR. Vysledné
regioizoméry latky 15 mali na TLC v mobilnej faze toluén : THF 3 : 1 R¢ 0,25 a 0,33; vo
faze toluén : trietylamin 15 : 1 Rr 0,29 a 0,31. Latku sa nam pred $tidiom jej vlastnosti
podarilo izolovat pomocou chromatografie na sklenenych TLC doskach
s vyuzitim mobilnej faze toluén : trietylamin 15 : 1 (Obr. 27). Vytazky syntetickych
postupov A a B boli obdobné, ato 13 % a 15 %, v tomto poradi. Nie je teda mozné

jednoznacne urcit’, ktory z nich je vhodnejsi.

o 7

latka 15 P
=LA\
N ¥,
15
a) b)

Obr. 27 a) Izolacia latky 15 na sklenenych TLC doskach, MF: toluén : trietylamin 15 :
1;b) Struktiira latky 15

Za uéelom prediZenia spojovacieho uhlovodikového retazca medzi subftalocyaninovym
jadrom aadamantylom bola vyskusand substiticia N-(adamant-1-yl)-N-metyl-6-
aminohexanolom, ktory bol v laboratoriu pripraveny v ramci iného projektu. Syntéza
latky 16 vychadzajica zo zakupeného periférne nesubstituovaného subftalocyaninu
s vyuzitim postupu A nebola uspesna. Na vyslednom TLC nebola viditeI'na Ziadna Skvrna

poskytujuca fluorescenciu pod UV, okrem Skvrny vychodiskove;j latky.
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Pri substitucii latky 10 N-(adamant-1-yl)-N-metyl-6-aminohexanolom postupom B
vznikol zamys$lany produkt 17, bol znecisteny a vo vytazku 6 %. Jeho pritomnost’
v zmesi bola potvrdend hmotnostnou spektrometriou. Na TLC v mobilnej faze toluén :
trietylamin 15 : 1 vytvarali jeho regioizoméry skvrny s R 0,44 a 0,48, fluoreskujice pod
366nm UV. Po niekol’kych tyzdnoch sa fialova latka 17 napriek uchovavaniu v mraze
a v inertnej atmosfére argonu rozlozila na zelené rozkladové produkty, ¢o svedci o jej

nestabilite.

6.4. FOTOFYZIKALNE VLASTNOSTI

Fotofyzikdlne  vlastnosti sme Studovali u trijédsubftalocyaninov s axialnou

adamantylovou substituciou, teda u latok 15 a 17 (Obr. 28).
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Obr. 28 Struktiry latok 15 a 17

Najprv sme skamali ich absorpciu v Q-pése. Tieto zlu¢eniny sa §truktirne ligia len dizkou
spojovacieho uhl'ovodikového ret'azca v axidlnej polohe, ¢o by nemalo mat’ vplyv na ich
spektralne vlastnosti. Na pohl'ad sa odliSuju farbou roztoku — latka 15 je v roztoku ruzova,
latka 17 je fialova. To by mohlo naznacovat’ odlisné tvary ich absorpénych spektier. Tie

sme merali z ¢erstvych etanolickych roztokov (Obr. 29).
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Obr. 29 Absorpcné spektrum latok 15 a 17 v Q-pdse v etanole
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Obe latky sa vyznacuju podobnym tvarom Q-pasu a dosahuji maximum zhodne
v568nm. Uzky Q-pas latky 15, vychadzajuci od zakladnej linie, indikuje jej
monomérnost’ v roztoku. Naproti tomu spektrum latky 17 je polohované vysoko nad

zakladnou liniou, ¢o znaci pritomnost’ agregatov v roztoku.

Potvrdili sme, ze charakter axidlneho substituentu nema vplyv na poziciu absorpéného
pasu. K podobnym zaverom dospeli aj autori, ktori Studovali subftalocyaniny axialne
modifikované aromatickymi ligandami®®. Odligna farba roztokov vychadza z rozdielneho

agregacného chovania tychto dvoch latok.

U zlt¢enin zamyslanych pre pouzitie v PDT je najdolezitejSim parametrom hodnota
kvantového vytazku produkcie singletového kyslika @,. T sme stanovovali v etanole,
postupom popisanym v experimentalnej casti prace. U oboch latok sme pozorovali
prekryvanie ich absorpénych spektier v oblasti Q-péasu na zaciatku a na konci merania, ¢o
dokazuje, ze ich koncentracia sa v priebehu ozarovania nemenila, latky sa svetlom
nerozkladaju. U subftalocyaninu 15 (Obr. 30) bola zistena hodnota @, 0,76 (etanol), ¢o
je viac nez dvojnasobok hodnoty ziskanej pre latku 17. U tej bola hodnota @, len 0,33

(etanol), o potvrdzuje pritomnost’ agregatov v jej roztoku.
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Obr. 30 Pokles absorbancie DPBF pridavkom latky 15

Schopnost’ emisie fluorescencie je uPS takisto vyhodnou charakteristikou, kedze
umoznuje Studovat’ ich lokalizdciu v bunke a monitorovat’ terapiu. Preto sme

u skiimanych latok 15 a 17 stanovovali i kvantovy vytazok fluorescencie @r.
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Pouzili sme absolutnu metddu s integracnou sférou, kedy spektrofluorimeter kvantifikuje
pocet absorbovanych a emitovanych foténov a z tychto hodndt pocita prislusny @. Pocet
absorbovanych fotonov je vyjadreny ako rozdiel medzi absorpénym spektrom
rozpistadla aroztoku vzorky v oblasti excitaénej vlnovej dizky (Obr. 31). Pocet
emitovanych fotonov je zas ziskany z rozdielu medzi spektrom rozpustadla a roztoku
vzorky v oblasti, kde skimand latka emituje (Obr. 32). Zrete'né oddelenie excitacného
a emisného piku vo vyslednych spektrach potvrdzuje vhodnost’ zvolenych podmienok
merania. Ziskané hodnoty @ boli pre oba subftalocyaniny podobné — 0,04 pre latku 15
a 0,03 pre latku 17. Pripravené latky teda vykazuji nizku schopnost’ emisie foténov,
avsak aj ta4 by mohla byt’ dostacujtca pre pouzitie v in vitro sledovani ich lokalizacie.
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Obr. 31 Oblast spektra, na ktorej je vidiet pokles absorbancie pri excitacnej vinovej

dizke medzi rozpuistadlom (modrou) a roztokom latky 15 (Zltou)
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620 640
Wavelength/nm

Obr. 32 Oblast spektra, na ktorej je vidiet narast emisie u roztoku latky 15 (Zltou)

oproti rozpustadlu (modrou)
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6.5. SUPRAMOLEKULARNE INTERAKCIE S KUKURBITURILMI

Na zaver sme sa zamerali na Stidium interakcie s CB[7], ktora bola skiimana sledovanim
zmien v absorpénych spektrach postupom opisanym v experimentalnej Casti prace.

Pouzili sme pri tom derivat 18, ktory ma oproti latke 15 lepSiu rozpustnost’ vo vode.

V DMSO je latka 18 dobre rozpustna a v Q-pase ma pri 8uM koncentracii absorbanciu
priblizne 0,1. Spektrum merané s rovnakou koncentraciou latky 18 v ultracistej vode
vykazuje pokles absorbancie priblizne na polovicu, ¢o je pravdepodobne ddsledkom
agregacie subftalocyaninu. Pri postupnom pridavani od 0,25 az do 2,75 ekvivalentu
CBJ7] k latke v destilovanej vode nebol ani pri nadbytku CB[7] pozorovany rozdiel
oproti spektru meranému vo vode (Obr. 33). Ztoho wvyplyva, Ze interakcia

s kukurbiturilmi nema vplyv na monomérnost’ latky 18 vo vode.

0,10

- DMSO

— voda

0,05 voda + 1 ekv. CB[7]

Absorbancia

0,00 R e
1 400 600 800

VInova dizka [nm)]
Obr. 33 Stidium interakcie latky 18 s CB[7]

Tento zaver bol pre nas ne¢akany, ked’Ze u ftalocyaninov nesticich adamantylovu skupinu
interakcia s CB[7] k plnej alebo aspon Cciastocnej monomerizacii prisluSnych
ftalocyaninov vo vode. Ziskané vysledky sme sa preto snazili zdovodnit’, aby mohli
posluzit’ k ndjdeniu vhodnejSich cielovych Struktar. Vysledky publikované v literattire
naznacuju, ze vznik n-m interakcii a agregacia subftalocyaninov nemusia nastavat’ len pri
zhodnej orientacii molekl, ale aj v inych polohach (Obr. 34).!%2 Preto supramolekularna
komplexécia len s jednou molekulou CBJ[7] v axidlnej polohe, tak ako bola realizovana
vnasom pripade, pravdepodobne nie je dostaCujica na zmiernenie agregacie

subftalocyaninu vo vode.
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Perspektivou d’alSej prace je preto navrh zlucenin nesucich adamantylovi skupinu na

periférii molekuly.

Obr. 34 Tvorba agregdtov pri nezhodnej orientdcii molekul subftalocyaninov '
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7. ZAVER

Tato diplomova praca si kladla za ciel syntetizovat' subftalocyaniny modifikované
derivatom aminoadamantéanu, ktoré by po supramolekularnej interakcii s CB[7] vytvorili

komplexy monomérne vo vode.

Syntézy prekurzorov pre cyklizaciu a axialneho substituentu prebehli uspesne, s vyuzitim
reakénych mechanizmov nukleofilnej substiticie a Eschweilerovej-Clarkovej metylacie.
Zamyslané subftalocyaniny s periférnymi etylsulfanylovymi skupinami v polohe alfa
neboli ziskané, ¢o prisudzujeme stérickému braneniu. Subftalocyanin s etylsulfanylovou
substitiiciou v beta polohe bol uspesne syntetizovany, avSak jeho naslednd axialna
substitiicia poskytla pozadovany produkt len v zanedbatelnom vytazku. K cielovym
Struktiram boli preto pridané subftalocyaniny periférne substituované jodom. Chlorid
trijodsubftalocyaninu boéru bol uz ziskany tuspesne, vo vysokom vytazku. Syntéza
subftalocyaninu s aminoadamantanovym derivatom v periférnej polohe nebola uspesna,
¢im bola potvrdena inkompatibilita vychodiskového ftalonitrilu a ¢inidla chloridu

boritého.

Z cielovych $truktar boli uspesne ziskané dva trijodsubftalocyaniny, ktoré sa ligili dizkou
uhlovodikového  spojovaciecho retazca medzi subftalocyaninovym  jadrom
a aminoadamantanovym derivatom. Meranie ich fotofyzikalnych vlastnosti prinieslo
uspokojivé vysledky, avSak pri Stadiu interakcie kvarternizovaného subftalocyaninu s
CB[7] nebola pozorovand redukcia jeho agregacie vplyvom supramolekularnej
komplexacie. Vzhl'adom k tomu, Ze substitucia aminoadamantanom v axialnej polohe
a interakcia s jednou molekulou CB[7] je nedostato¢nad, je perspektivou do budlicnosti
navrh a syntéza subftalocyaninov s adamantylovou substitiiciou aj na periférii molekuly.
Substituenty by v tom pripade mali byt na subftalocyaninové jadro viazané inak, nez

éterovou vazbou.
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