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Abstrakt

V této préci byl pripraven ve vodé rozpustny derivat BODIPY s aktivni skupinou umoznujici
pripojeni dalsich skupin. Cilova aplikace tohoto bifunkéniho bioortogonalniho derivatu BO-

DIPY je fluorescencni znaceni biomolekul vyuzitelné v molekularni biologii a biochemii.

Hlavni naplni této prace byla optimalizace syntézy BODIPY jadra a sulfonace BODIPY
v polohach 2,6. Bylo zjisténo, ze sodna sul sulfonovaného BODIPY je nevhodné pro dalsi deriva-
tizaci BODIPY z divodu omezené rozpustnosti v méné polarnich rozpoustédlech nez methanol.
Na zékladé tohoto zjisténi byla ptipravena ethyldiisopropylamonna siil sulfonovaného BODIPY,
ktera je velmi dobfe rozpustna v polarnich i nepolarnich rozpoustédlech. Tyto poznatky budou
vyuzity pri syntéze bifunkéniho ve vodé rozpustného derivatu BODIPY. Byl potvrzen potencial
palladnatého komplexu BODIPY pro detekci CO.

Klicova slova BODIPY, bifunkéni, rozpustné ve vodé, fluorescenéni sonda, fluorescence,

znaceni proteint, solubilizace

Abstract

The water-soluble derivate of BODIPY was prepared, which will be further modified in order to
prepare bioorthogonal bifunctional BODIPY. Target application of this derivate is fluorescent

probe for labelling of biomolecules.

Main goals of this thesis were optimalization of synthesis of BODIPY core and sulfonation to
positions 2,6. It was found out that sodium salt of sulfonated BODIPY shows good solublility
in water and methanol, but it is poorly soluble in less polar solvents. Based on these findings
DIPEA salt of sulfonated BODIPY was prepared, which shows outstanding range of solubility
from water to dichlormethane. These findings will be used for synthesis of bifunctional water-
soluble BODIPY. Further, the potential of Pd-BODIPY complex for detection of CO was

reasserted which will be further investigated.

Keywords BODIPY, bifunctional, water-soluble, fluorescent probe, fluorescence, protein

labelling, solubilization
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1 Uvod

1.1 Motivace

Rozvoj molekularnich zobrazovacich technik v poslednich dvou dekadach vyvolal velkou poptéav-
ku po molekuldrnich senzorech.! BéZné dostupnymi metodami se stala konfokalni mikroskopie,

dvoufotonova mikroskopie, epifluorescenéni mikroskopie atd.

Posledni desetileti je intenzivné studoviana oblast fluorescen¢nich sond. Sondou rozumime
chemickou latku, jejiz spektralni projev odrazi koncentraci nebo proménu chovani analytu. V na-
vrhovani fluorescencnich sond vidime nevycerpany potencial, ktery vnimame jako velkou vyzvu.
Jednd se o syntézu ve vodé rozpustnych sond schopnych monitorovani bunéénych procesu. Malé
fluorescenéni sondy jsou vhodné pro selektivni a bioortogonalni (reagujici pouze se skupinami,
pro které byly navrzeny, viuci biomolekuldm se obecné chovaji inertné) monitorovani vybranych

molekul, proteinu ¢i fragment DNA.

Malé fluorescenéni sondy musi splitovat co nejvice z nize uvedenych pozadavki: 2?3
e rozpustnost ve vodé

e chemoselektivnost

e odolnost proti chemikaliim

e jasnost barvy

e vysoké kvantové vytézky

e biokompatibilita

e definovana stechiometrie

e fotochemicka stabilita

e stabilita za fyziologickych podminek

o dostatecny rozdil mezi Azps @ Aem, alespont 10 — 15 nm

e vhodné vlnova délka Azps & Aemn vV rozmezi 600 — 1000 nm



KAPITOLA 1. UVOD

Pii vybéru 4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu (BODIPY) mezi ostatnimi fluorescen¢nimi indiké-
tory (Obrézek 1.1) rozhodovaly predev$im Siroké moznosti post-syntetické derivatizace BO-

DIPY jadra, laditelnost fluorescenc¢nich charakteristik a kvantovych vytézku.

Nezanedbatelna byla také pti této volbé velikost molekuly, absorpce ve vhodné oblasti
UV/VIS, ostry fluorescencni emisni pik, vysoké kvantové vytézky a vysoka stabilita ve fy-
ziologickém prostiedi. Mezi nevyhody patii nizsi stabilita v silné kyselém prostiedi a zdlouhava

separace produkti pri pripravé BODIPY jadra.

Dalsi motivaci je fakt, ze z literatury je zndmo pouze nékolik ve vodé velmi dobfe rozpust-
nych derivath BODIPY. Tyto derivaty vyuzivaji rozvétvenych oligo etherti nebo sulfonovych
skupin.* % Bioortogonalni bifunkéni BODIPY derivaty dobfe rozpustné ve vodé zatim nebyly

v literature popsany a predstavuji syntetickou vyzvu.

8 9 1 5 4 1 8 7
6 =
7 2 3 zms
6 3 g N‘44N-"'
g (el & 3 3a Bda 5
5 10 4 1 =
Anthracene Coumarin BODIPY

Rhodamine Cyanine

Obrézek 1.1: Pehled bézné pouzivanych fluorescen¢nich indikétort. 2



1.2 Cile prace

7 vyse uvedenych pozadavki na fluorescenéni sondy vyplynuly néasledujici cile této préce:

Teoreticka cast

e Popsat vlastnosti BODIPY s ohledem na syntetické postupy a aplikaci v biologickych

systémech.

e Shrnout dostupné syntetické pristupy syntézy BODIPY jadra a ukézat mozné zpiisoby

zavadéni funkénich skupin.

e Vytvorit prehled moznych aplikaci BODIPY nejen v biologickych systémech.

Prakticka ¢ast

Optimalizovat syntézu BODIPY jadra, vytvorit efektivni a ¢asové nendro¢nou metodu

separace produktu.

Pripravit ve vodé rozpustné BODIPY sulfonaci BODIPY jadra.

Derivatizovat sulfonované BODIPY a pripravit bioortogonalni fluorescen¢ni sondu.

e Zmérit fluorescencni vlastnosti pripravenych BODIPY derivati.

Zreprodukovat popsanou syntézu sondy selektivni vuci CO.






Cast I

Teoreticka cast



2 Vlastnosti BODIPY

Strukturni motiv 4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu, dédle jen BODIPY, poprvé ndhodou pripravili
Treibs a Kreuzer v roce 1968.7 Jedna se o fluorescen¢ni barviva, kterd v poslednim desetileti
prochéazeji renesanci. Vzhledem k exponencidlné vzrastajicimu poctu publikaci a pripravenych
sloucenin vznikla potfeba shrnout pokrok v oblasti fluorescenc¢nich indikatorti. V poslednich
letech bylo publikovano nékolik piehlednych praci,' jez obséhlym zplisobem vyjmenovavaji

pripravené slouceniny.

Vzhledem k vysoké publikacni ¢innosti mize byt zardzejici, ze komercéné dostupnych je pouze
nékolik desitek derivatt BODIPY (Sigma-Aldrich, Invitrogen). Jednd se zpravidla o mono-
funkéni barviva, derivatizovand v polohdch 1,2,3 (resp. 5,6,7), majici limitované moznosti modi-
fikace.

meso

' B
8 - 5
v a 3 . 6 !
O gL G
2 8
=N N N\_NH HN-/
+ B ..
5 4a ,° 3 3 - a 1 10 11 g
4 4
s-indacen BODIPY jadro dipyrromethan

4,4'-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen

Obrazek 2.1: Nazev a ¢islovani BODIPY.

2.1 Zakladni vlastnosti

BODIPY barvivo se sklada z dipyrromethenového ligandu, ktery komplexuje disubstituovany
bor, obvykle skupinu BF,. Komplexaci béru se systém stava plandrni, rigidni a nedochazi k dalsi

tvorbé ,, N-confused* dipyrroli.

Rentgenové struktura krystalu (Obrazek 2.2) nesubstituovaného BODIPY ukazuje pla-

narizaci kondenzovaného sesticlenného cyklu se dvéma péticlennymi pyrrolovymi cykly, ktera

6



2.2. ROZPUSTNOST VE VODE

zpusobuje silnou delokalizaci m-elektronti. Priimérna délka vazby mezi N1—C; naznacuje charak-
ter dvojné vazby na rozdil od vazby N;—C,4, odpovidajici jednoduché vazbé. Delokalizace je
oslabena mezi B-N vazbami, kde je také pozorovana odchylka od roviny ,s-indacenu“ o 4,8°
(4,3°)8 a atomy fluoru se mirné lisi ve vzdéalenosti vazeb od béru. Dusikové atomy vytvaieji
mirnou polarizaci skeletu, coz zptsobuje ruznou reaktivitu reakénich mist, napt. dochéazi k elek-

trofiln{ substituci v polohach 2 a 6.9

BODIPY jadro se vyznacuje nasledujicimi vlastnostmi: vysoké molarni extinkéni koeficienty
(obvykle oblast od 4-8-10* M~lecm™!), tizké absorpéni a emisni piky (pasy) v oblasti 480 —
550 nm, vysoké kvantové vytézky (obvykle ®r > 0,60), dostatecné dlouhé c¢asy doby zivota
fluorescence (7 v fadech ns), maly Stokesuv posun (rozmezi 10 — 30 nm). BODIPY skelet

vynika teplotni a fotochemickou stabilitou, odolnosti vii¢i samoagregaci a relativni necitlivosti
1,10-12

vuci zméné pH nebo polarity.

H9a

Obréazek 2.2: Rentgenova struktura BODIPY jadra.!?

2.2 Rozpustnost ve vodé

BODIPY derivaty vykazuji dobrou rozpustnost v organickych rozpoustédlech, nikoliv vsak ve
vodé. Jadro BODIPY, stejné jako jadra dalsich vhodnych fluorescenénich sond (Obrézek 1.1),
je silné nepolarni. Obvykle se pro zvysSeni rozpustnosti vyuzivd navazani delSich hydrofilnich
fetézci nebo funkénich skupin. Jednd se napiiklad o PEG, N,N-bis(2-hydroxyethyl) aminy,
sacharidy ¢i nukleotidy. Mezi casto pouzivané hydrofilni skupiny patii téz estery, aminy a kar-

boxylové poptipadé sulfonové kyseliny, resp. jejich soli.*

7



KAPITOLA 2. VLASTNOSTI BODIPY

Nedavno byla provedena studie porovnavajici vliv hydrofilnich funkénich skupin (aminové,
karboxylové, fosfonové, sulfonové, PEG) na rozpustnost pii fyziologickém pH.'? Vhodnym
vybérem funkénich skupin BODIPY lze pfipravit BODIPY pro rtzné aplikace v buice (ruzna

prostupnost bunéénymi membranami).

2.3 Stabilita

Stabilita BODIPY jadra, respektive dipyrrold, neni v bazickém prostiedi omezena. V hydro-
xidu amonném nebyl pozorovan rozklad ani pri zvysené teploté po nékolika dnech. V kyselém
prostiedi neni BODIPY jddro stabilni, rozklada se v pritomnosti silné kyseliny (HCI) po néko-
lika minutach, v trichloroctové kyseliné béhem hodin a v dichloroctové kyseliné v pribéhu dnii.
Stabilitu je mozné zvysit vhodnou substituci 4,4-difluoridu (F-BODIPY), naptiklad za 4,4-
difenyl (C-BODIPY). V dichloroctové kyseliné se 4,4-difluorid BODIPY rozlozi za 24 h z 8%,
u 4,4-difenyl BODIPY nebyl za stejnych podminek pozorovin rozklad. '



3 Syntéza BODIPY jadra

Pfi syntéze BODIPY jadra lze vyuzit dobie prozkoumané chemie porfyrini.!®'6 Nesubstituo-
vané BODIPY jadro (Obrézek 2.2) se nedafilo dlouho pfipravit. V roce 2008 bylo zaroven

89,12 5 charakterizovano: Aaps = 503 nm a Aem = 512 nm,

pripraveno tfemi riznymi zpusoby
e =510 M~ em ™!, &g = 90 % , 77 = 7,2 ns, rozklad pii teploté > 50 °C. Ziskané infor-
mace byly pouzity pro zpresnéni teoretickych vypocti. Neni zndmo pouziti nesubstituovaného

BODIPY pro dalsi syntézu, proto jeho syntéza nebude dale probirdna.

3.1 Syntéza symetrického BODIPY

Symetrické BODIPY, substituované v poloze 8 (meso), je pripravitelné kondenzaci pyrrola
s aldehydy, anhydridy nebo acylchloridy. Dipyrromethen je poté preveden na BODIPY pomoci
terciarni baze (triethylamin, DIPEA) a BF,-OEt,. Uhliky v polohach 3,5 je vhodné substituo-
vat 7 pro vyhnuti se nasledné polymerizaci. BODIPY s arylovym substituentem v meso poloze
casto vykazuje vyssi stabilitu v porovnani s nesubstituovanymi analogy. VSeobecné se jedna
o reprodukovatelné ,,one-pot* syntézy s dvéma az tfemi kroky a vysokymi vytézky (30 — 50 %).
Arylovy substituent lze velmi dobte vyuzit pro konstruovani fluorescenc¢nich sond nebo znacek.

BODIPY jadro je chemicky odolné vici oxidaci, redukei a nukleofilni aromatické substituci.

3.1.1 «,f-nesubstituované BODIPY jadro

Specidlnim pfipadem je pfiprava «,-nesubstituovaného BODIPY z aryl aldehydu (3.1.2). Kon-
denzace s nesubstituovanym pyrrolem je casto provadéna bez rozpoustédla za ticelem snizeni
mnozstvi vedlejSich produkti. Neméné dulezitd je dostupnost pyrrolu a moznost jeho recy-
klace. %16 Dipyrromethanovy intermediat lze izolovat a po oxidaci DDQ a komplexaci s fluori-
dem boritym ziskat prakticky ¢isty produkt.!3

Nevyhodou nesubstituovaného pyrrolu je jeho vyssi reaktivita. V dusledku toho vznika
velké mnozstvi bocnich produkti, které obsahuji vice kondenzovanych (di)pyrrolovych jed-

notek, jak nidzorné ukazuje Obrazek 3.1. Optimalizaci reakce a hledani vhodného katalyzatoru

9



KAPITOLA 3. SYNTEZA BODIPY JADRA

bylo vénovano velké tsili. Velkou variabilitu reakce 1ze demonstrovat pouzitymi katalyzatory:

TiCly, kyseld kat. BF5-OEt,, p-toluensulfonova kyselina, SnCl,, TFA, InCl;, MgBr, ¢i HCI nebo

montmorillonitovy jil. 1+15

A A
B‘B
A
trans-A,B,-porphyrins locked chlorin

trans-A,B-corroles

m

F F A

/ QIH)\HQ core-modified porphyrins

BODIPYs

phlorins

[22]pentaphyrins(1.1.1.0.0)

[26]hexaphyrins(1.1.1.1.1.1)

Obrézek 3.1: Dipyrromethan jako zékladni stavebni blok pro riizné barviva.!®

Pri bezrozpoustédlové syntéze je dosahovano vysokych vytézkt a syntézu lze provadét
v gramové skale. Také zde je velkd variace separacnich pristupt: destilace za vysokého vakua,
destilace (sublimace) pomoci Kugelrohru, destilace, rekrystalizace ¢i filtrace a (flash) chro-
matografie na silikagelu. Separace na zakladé destilace je mozna diky vysoké teplotni stabilité
BODIPY jadra (200 — 250 °C), které lze oddestilovat od vyssich oligopyrromethant z reakéni
smeési. Nelze takto oddélit ,,N-confused“ dipyrrany, které se separuji za vhodnych podminek

rekrystalizaci.

Pro pramyslovou syntézu je nezanedbatelny ekonomicky aspekt dostupného pyrrolu a jeho

recyklace (oddestilovani nezreagovaného pyrrolu).

10



3.1. SYNTEZA SYMETRICKEHO BODIPY

3.1.2 Priprava z pyrrold a aldehyda

Kysele katalyzovand (TFA) kondenzace aldehydu 2 s pyrrolem 1 (Obrézek 3.2) vede k zisku

dipyrromethanu 3. Nasledné je dipyrromethan oxidovan na nestabilni dipyrromethen 4 pomoci

2,3,5,6-tetrachlor-1,4-benzochinonu (p-chloranil) nebo 2,3-dichlor-5,6-dikyano-1,4-benzochino-

nu (DDQ). Nasleduje komplexace fluoridu boritého, kterd vede ke slouceniné 5 s vysokymi

vytézky.?

// \\ H* (TFA) oxidace (DDQ)
+ —_—
N
H
(o] H
1 2 3
1. baze (Et3N, DIPEA)
_—
< 2. BF5-OEb =TTNTTN
o~ N N N N>~
\ — g~
NH N A
F F
4 5

Obrazek 3.2: Kondenzace pyrrolu s aromatickym aldehydem.

Substituovany pyrrol omezuje bo¢ni polymerizacni reakce. Pro reakci neni nutné jej pouzi-

vat v nadbytku. Pri pouziti DDQ jsou popsany vétsi vytézky, p-chloranil umoznuje pouziti

mirnéjsich podminek. Pouziti oxidacnich ¢inidel zpusobuje vznik vétsiho mnozstvi vedlejsich

produkti, jez je nutno odstranit. Zpravidla kvuli vétsi stabilité 5 je reakéni smés separovana az

po komplexaci s fluoridem boritym. Reakce vyuzivajici alifatickych aldehydi nejsou v literature

popsény, pravdépodobné je reakéni intermediat prilis reaktivni.

1

3.1.3 Kondenzace pyrrola s acylchloridy nebo anhydridy

Reakei ruzné substituovaného pyrrolu s acylchloridy (Obrazek 3.3) nebo anhydridy (Obrézek 3.4)

lze s vysokymi vytézky pripravit BODIPY 8 s aryl i alkylsubstituentem v meso poloze.? Je pop-

sana kondenzace pyrrolu s triethyl orthoacetatem se 73% vytézkem.'® Reakénim intermedidtem

je nestabilni dipyrromethenova sul 7. S rostouci délkou (velikosti) uhlikatych substituentu roste

6

R3

HQ\RZ

Ry

Ry
1. EtzN / DIPEA, Rs Rs

R4COCI MePh, 25 °C, 15 min RN N
R, * HCI| ——————» R, N R2
1. CH,Cly, 40 °C, 1 hod 2. BF3-OEt, N_ N
2. petrolether 80 °C, 15 min B
25 °C, 12 hod Ri F F R1
neizolovano R4 = aryl, alkyl
7 8

Obrazek 3.3: Syntéza BODIPY z acylchloridu a pyrrolu.

11



KAPITOLA 3. SYNTEZA BODIPY JADRA

stabilita intermediatti, se kterymi lze snadnéji zachézet a Cistit je. Presto obvykle nebyvaji

z reakCnich smési izolovany.

Dalsim prikladem je reakce anhydridu kyseliny glutarové 10 s disubstituovanym pyrrolem
9.1 Vyhodou tohoto p¥istupu je nésledné vyuziti volné karboxylové kyseliny 11 pro piichyceni

fluorescencni sondy k cilové molekule.

25°C, 12 hod

BF3'OEt2’ CH2C|2’
7 Oy, -0~ _20 reflux, 5 hod
| +
N BF3-OEt, Et3N,
H
9

Obrazek 3.4: Kondenzace pyrrolu s anhydridem kyseliny glutarové.

Boens popisuje kondenzaci pyrrolu 1 (Obrézek 3.5)% vicestupiiové pies acylpyrrolovy in-
termedidt 14, a jeho néslednou kysele katalyzovanou kondenzaci a komplexaci za vzniku 15,

resp. 16.

®

R
: R
R -
i\ i 0 N béze = X R
+ )\ — T AN R <
N o7 >x N H* (TFA) nebo POCl3 N BF3-OEt, N, N

H H R N\_NH N= "B

X = Cl, Br, OC(O)R £

12

nebo 14 1b 15 16
13 = RC(ORY);

Obrazek 3.5: Acylace pyrrolu nasledovand kondenzaci a komplexaci.

3.1.4 Katalyza POCI,

Reakci katalyzovanou trichloridem fosforylu (POCI;) objevili Wu a Burgess 20 stastnym Fizenim
osudu, pricemz navrhli nasledujici mechanismus (Obrazek 3.6). Trichlorid fosforylu reaguje
s pyrrol-2-karbaldehydem 17 za vzniku chlorovaného azafulvenenu 18, jenz je napaden druhou
molekulou pyrrolu 17. Vznikd pozadovany dipyrromethenovy kation 21. Dale jiz syntéza
pokracuje obvyklymi kroky (22). Reakce je neobvykla a jeji mechanismus neni zatim potvrzen.
Takto upravené reakéni podminky umoznuji vznik produktu s mnohem vétsimi vytézky ve

srovnani s obvykle pouzivanou syntézou. 20

12



3.1. SYNTEZA SYMETRICKEHO BODIPY

17 18 H o HN 19

-2 HCl,-Co ST 1. baze (EtsN, DIPEA) =R\
> LN ~
N\ NH *HN = 2. BF3-OEt, N\N/N
/ N\
F F
20 21 22

Obrazek 3.6: Kondenzace-dekarbonylace pyrrol-2-karbaldehydu. 2%

3.1.5 Symetricky substituované BODIPY z ketopyrrolu

Kondenzaci 2-pyrrolyl-aryl(alkyl)-ketonu 24 se (substituovanym) pyrrolem za katalyzy trichlo-
ridem fosforylu lze pripravit nesymetricky i symetricky substituované BODIPY s vysokymi
vytézky (Obréazek 3.7). Pribyva reakéni krok a separace 24 pyrrolylketonového meziproduktu.
Méné stabilni dipyrromethenovy meziprodukt 25 je mozné separovat, coz vsak vede k nizsim

vytézkam. 121

| . J_\f
N
CH3MgBr, ether H
(W e A\ _
H Cl CH,Cly/pentan, 0 °C
O
9 23

N POCIy
24 9
|
1. baze (Et3N, DIPEA), toluen

_—
2. BF3-OEt,

25 26

Obrazek 3.7: Syntéza symetrického BODIPY z ketopyrrolu.
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KAPITOLA 3. SYNTEZA BODIPY JADRA

3.2 Priprava nesymetricky substituovaného BODIPY

Pro nesymetricky substituované BODIPY je nutné predchozi postup (3.1.5) modifikovat: ky-
sele katalyzovand kondenzace mezi 2-pyrrolyl-aryl(alkyl)-ketonem 27 a a-nesubstituovanym
pyrrolem probihd za pouziti pyrrolu 28, ktery mé jiné substituenty (R; — R3) nez 2-pyrrolyl-
aryl(alkyl)-keton 27 (Rs — R7) (Obrazek 3.8).22 Poté lze izolovat dipyrromethan a piidavkem
tercidarni baze néasledované fluoridem boritym se ziskd vysledny produkt. Vytézky jsou obecné

vysoké, ale snizuji se pti pouziti méné reaktivniho (elektronové deficitniho) a-nesubstituovaného

pyrrolu.
R3 R2
Rs Ry T\S\ Rs  Ra Ry
R
N . 1. baze (EtsN, DIPEA)
Re S ~ o H Re \\ | ) Ry 3N,
NH NH N 2. BF3-OE
R7 R7 Ry
27 28 29 30

Obrazek 3.8: Obecné schéma syntézy asymetrického BODIPY.

3.3 Modifikace BODIPY jadra

3.3.1 Elektrofilni substituce do poloh 2,6

Sulfonace

Moznost elektrofilni substituce v nesubstituovanych polohach 2,6 31 v prostiedi chlorsulfonové
kyseliny za vzniku sulfonového BODIPY 32 si poprvé uvédomili Treibs a Kreuzer.” Pozdéji
bylo popsano nékolik ve vodé rozpustnych derivatii.®?3 Reakce byla providéna v bezvodém
prostiedi, bez pristupu svétla pii teploté —25 °C (Obrazek 3.9). Reprodukovatelnost reakce je
pFinejmensim obtizn4, stejné jako separace produktu.® Monosulfonované BODIPY lze piipravit
reakci s 1 ekvivalentem chlorsulfonové kyseliny. Zavedeni sulfonové skupiny prakticky neméni
absorpéni a emisni maxima, ani nesnizuje kvantové vytézky. Dle lit.! jsou pFipravené derivéaty
silné fluorescencni, rozpustné ve vodé a methanolu a vykazuji vyssi stabilitu nez jejich prekur-

ZOTy.

Nitrace

Nitraci kyselinou dusi¢nou pii 0 °C (Obrazek 3.10) lze pfipravit 2,6-dinitro BODIPY 33. Zave-

deni nitro skupiny snizuje kvantové vytézky. Dalsi piipravy nebo pouziti nejsou znamy.2*

14



3.3. MODIFIKACE BODIPY JADRA

CISO3H, CH,CI, - 50 °C
_—
béaze (NaOH, NaHCO3)

Obrazek 3.9: Sulfonace BODIPY.

Obrazek 3.10: Nitrace BODIPY.

Halogenace

Bromaci BODIPY jadra pomoci Br,?* nebo N-bromosuccinimidem (NBS)? Ize ptipravit 2,6-
dibrom BODIPY 34 (Obrézek 3.11). Vlivem tézkého atomu piimo na skeletu BODIPY dochézi
k posunu absorpénich a emisnich maxim smérem k vyssim vlnovym délkéach a snizeni kvantovych

vitézk.

Br, (pomalu)

CHyCI, 25 °C

Obrazek 3.11: Bromace BODIPY.

Piiprava 2,6-dijod BODIPY 35 je ukazana na Obréazku 3.12.26 Opét dochazi k posunu ab-
sorpcnich i emisnich maxim do ¢ervené oblasti, ale zdroven i k potlaceni fluorescenc¢nich kvan-

tovych vytézka (& = 0,02). Byly popsany také 2,6-difluor a 2,6-dichlor BODIPY. Jejich syntéza
1

vSak neni v literature uvedena.

I, HIO3
B ——
EtOH, H,0, 60 °C
20 min

Obréazek 3.12: Jodace BODIPY.
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KAPITOLA 3. SYNTEZA BODIPY JADRA

3.3.2 Substituce fluoru

Moznost nahradit dva atomy fluoru (F-BODIPY) (Obrazek 3.13) za alkoxodidové (O-BODIPY)
37, arylové (C-BODIPY) 38 a ethynylové ¢i ethynylarylové skupiny (E-BODIPY) 39 umoznila

pfipravu nové skupiny BODIPY barviv. !0

R7 Rs R1

=7 — .
Rs N | | \\ R, R4,ONa nebo o PN N\ o Ry——Li _

~g- < 6 2 p— >

B AICI5/R,OH N\ NN Rs—=—=—MgX
Rs JeRe} Rs R F F R

Ry Rq 5 3
36
R4 = aryl, alkyl, H R4 = aryl, alkyl, trimethylsilyl
RyLi nebo
37 R4MgX %9

Rz Re Ry
~ N
Rg \ N N

\B/

N

/N
Rs Ry Rs; Rs
R4 = aryl, alkyl
38

Obrézek 3.13: Mozné modifikace na atomu béru. !

Tyto substitucéni reakce umoznuji prekonat obvykly problém BODIPY barviv, tj. maly
Stokestiv posun. Zvétseni Stokesova posunu lze 1éinné provést substituci fluoru za aromat-
ické polycykly (Obrazek 3.14). Aromatické substituenty ve slouc¢eninich 40 — 43 neovliviuji
fluorescencni vlastnosti BODIPY, ale zachytdvaji svétlo v blizké UV oblasti. Sloucenina 41
absorbuje ve vétsi ¢asti viditelné oblasti.?”?® Toho lze vyuzit napiiklad p¥i konstrukei solarnich
¢lanki. Slou¢enina 42 méa maxima absorpce a emise posunuty k 650 nm.?? Substituci fluort
za, fenyly u slouceniny 43 se molekula BODIPY stavé stabilnéjsi v kyselém prostiedi. 439 Flu-
oridové atomy lze relativné snadno nahradit hydroxylovymi skupinami za pritomnosti silné

Lewisovy kyseliny.3!

40 41 42 43

Obrazek 3.14: Ruzné substituce na atomu béru.
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4 Aplikace BODIPY

Déleni aplikaci BODIPY do kategorii je vzhledem k multidisciplindrnosti oblasti velmi obtizné.
Pro lepsi prehlednost bude text rozclenén do nékolika sekci. Rozdéleni aplikaci BODIPY je
zt€zovano exponencialné rostoucim poctem publikovanych ¢lankt. V poslednich péti letech

vzniklo méalo pfehlednych praci zabyvajicich se pokroky BODIPY barviv ve vétsi Siti.

4.1 Chemie, biochemie, biologie

Velka skupina aplikaci BODIPY je analytickd a bioanalytickda detekce chemickych individui
v okolnim prosttedi (napriklad vodni toky) nebo v organizmech. Jedna se predevsim o detekci
kationtt1,3? v mensi mife aniont, malych anorganickych molekul, reaktivnich forem kysliku
a dusiku ¢ peptidit a proteint. 33 BODIPY jsou také pouzivany k indikaci pH v buiice a
v jednotlivych organelich.'® Méné casté, ale potencidlné zajimavé pouziti, je detekce médi
uvoliiované v zivych butikach.?* Mezi dobfe popsanou oblast patif detekce olova, rtuti a kad-
mia. 32

V biologii je BODIPY pouzivano k molekuldrnimu zobrazovani. Jedna se o oblast se Sirokou
skélou aplikaci: sledovani pohybu organickych molekul, proteinu (protein labelling), fragmentu

DNA v buiice & miiZze vystupovat jako fluorescenéni znacka v substratu pro enzymy aj. %35

4.2 Medicina

BODIPY derivaty jsou zapojovany do transportu lé¢iv, napt. piipojenim na nanoéastice SiO..36
Dalsi derivaty (obvykle obsahujici v polohdch 2,6 atomy jédu) generuji singletovy kyslik.!°
7 oblasti molekularnich zarizeni stoji za zminku molekulové logické hradlo, nemajici obdobu
v polovodicich, které pri excitaci svétlem uvolnuje bud singletovy kyslik, nebo emituje svétlo
v zavislosti na pH. V kyselejsi oblasti (lokalita nddoru) je uvoliiovan singletovy kyslik a zaroven
se postizena tkan jevi jako tmavé misto, na rozdil od zdravé tkané, kterd emituje v blizké

infracervené oblasti a poskytuje diagnostickou informaci.
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KAPITOLA 4. APLIKACE BODIPY

4.3 Fyzika, elektronika

Vyhodou BODIPY jako laserového barviva je excitace v oblasti kolem 500 nm, coz umoznuje
pouziti argonovych laseru. Pti 1éc¢bé pacienttu (ozafovani nadorovych bunék) jsou vhodné vinové
délky nad 600 nm z diivodu vétsi prostupnosti tkani.?3” K posunu barvy do erveného spektra
je vyuzivano ICT systému (intramolekuldrni pfenos naboje), nebo rozsireni m-elektronového
systému. Pro ziskdni BODIPY absorbujiciho v blizké infracervené oblasti 1ze aromaticky systém

rozsfiit o bifenyly navazané v polohach 2,3 a 5,6.38

BODIPY bylo pouzito pro spinové-polarizované kvartetové stavy pro fs-laserovou spek-
39,40

troskopii.
Perspektivnimi aplikacemi BODIPY v supramolekuldrni chemii a nanotechnologiich jsou

molekularni spinac¢e?! nebo elektroluminiscenéni materialy. 42

Pri konstrukci molekuldarnich zarizeni v materidlové chemii jsou pro zpracovani informaci
potfebné molekularni draty, logické obvody, prepinace, paméti, senzory aj. BODIPY zde lze
pouzit pro konstrukei vstupu resp. vystupu informaci (excitace fotonem).*3

Mezi dalsi aplikace patii soldrni ¢lanky s BODIPY vézanym na pevné fazi TiO,, které elimin-
ujf problémy spojené s radikaly v roztoku.** Jsou vyvijeny ,lightharvesting® systémy v roz-
toku elektrolytu, jez jsou panchromatické (citlivé na vSechny barvy viditelného spektra), ale
efektivita systému je zatim nizka.*® Zatim nejvyssi dosazend ¢inna konverze svétla solarnimi
¢lanky obsahujici BODIPY ¢&inf 4,7 %. *48

*Maximalni dosazena konverze svétla DSC (Dye-sensitized) soldrnich &lankd je 11,1 %,*° pro solarni ¢lanky
na bédzi amorfnfho nebo nanokrystalického kfemiku 10,1 %, pro krystalicky Si 25 %, pro GaAs 28,3 % a pro
GalnP/GalnAs/Ge 34,1 %.*
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5 Pouzité analytické metody

5.1 VsSeobecné informace

Vsechny komerc¢né dostupné chemikdlie a rozpoustédla byly od dodavatelu Sigma-Aldrich,
Penta, Merck, Lachema, Fluka, Acros Organics, Linde nebo Chemotrade. Chemikélie nebyly
dale ¢istény, rozpoustédla byla susena standardnimi postupy.? Pro méfeni NMR spekter byla
pouzita deuterovana rozpoustédla — CDCl; (99,8 % D, Sigma-Aldrich), CD;0D (99,8 % D,
Armar Chemicals), D,O (99,8 % D, Armar Chemicals).

K odstranéni rozpoustédel byla pouzita rota¢ni vakuova odparka, vétsi mnozstvi vody bylo
bez zahtivani odstranéno lyofilizaci. Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu 60
(63 — 100 um) (Merck), flash chromatografie byla providéna na Biichi Sepacore Flash System
s jemnym silikagelem (40 — 63 pum) (Fluka). Neni-li uvedeno jinak, uvedend teplota odpovida

teploté pouzité olejové nebo jiné lazné. Inertni atmosféra byla vytvorena vyhradné argonem.

5.2 NMR spektroskopie

Spektra nukledrni magnetické rezonance jader 'H,'3C, F byla méfena na spektrometrech
VNMRS300 (rezonanéni frekvence jader: 'H 300 MHz, 3C 75 MHz, 9F 282 MHz) a Bruker
AVANCE (III) 600 (rezonanéni frekvence jader: 'H 600 MHz, 3C 151 MHz). Korela¢ni spektra
HSQC a HMBC byla méfena na Bruker AVANCE (III) 600.

Hodnoty chemickych posuni § jsou uvedeny v ppm, zaokrouhleny na dvé desetinnd mista
pro spektra 'H a jedno desetinné misto pro spektra '3C a °F. Interakéni konstanty Jyy v Hz,
zaokrouhleny na jedno desetinné misto. Interakéni konstanty Jpp jsou zaokrouhleny na dvé

platné ¢islice. NMR spektra byla mérena pii teploté 25 °C.

Chemické posuny signélt byly referencovany na interni standardy nebo na piky rozpoustédel
(Tabulka 5.1). Multiplicita signalt byla popséna nasledujicimi zkratkami: s (singlet), d (dublet),
t (triplet), q (kvartet), nebi. q (nebinomicky kvartet).
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5.3. HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Tabulka 5.1: Chemické posuny internich standarda a rozpoustédel.

| TMS  +BuOH  CHCl; D,0 CD4OD
5 TH [ppm] | 0,00 1,25 7,26 4,79 3,31
§ 13C [ppm] | 0,00 30,29; 70,36 77,16 — 49,00

5.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla naméfena na hmotnostnim spektrometru Bruker ESQUIRE 3000.
Pristroj je vybaven elektrosprejem (,,Electrospray Ionization® — ESI), ktery slouzi jako zdroj
iontu, a iontovou pasti (,lon Trap®) umoznujicici detekci iontu. Vzorky byly rozpustény
v MeOH, natedény MeOH nebo MeCN. Spektra byla méfena v pozitivnim i negativnim modu.

Uvedeny jsou pouze signaly, které se podarilo interpretovat.

5.4 TLC

Pro tenkovrstvou chromatografii byly pouzivany hlinikové desticky desticky Merck TLC Silica
gell 60 Fas4 obsahujici UV-luminofor. Hodnoty Ry jsou uvadény na dvé desetinnd mista. Slozeni
mobilni faze je vzdy uvedeno u jednotlivych latek. Pro detekci byla pouzivana UV-lampa MI-
NERALIGHT® (A; = 254 nm a A2 = 366 nm).

5.5 UV/VIS - absorpce, fluorescence

Sledovani prubéhu reakce bylo provadéno na UV/VIS spektrofotometru Biochrom Lightwave
II. Zpisob provadéni méreni je uveden u prislusné reakce. Fluorescenéni méreni byla provadéna

na pristroji AMINCO-Bowman Series 2 v methanolu.

Pro zpracovani dat a vytvoreni grafi byl pouzit program Origin 8.1.

5.6 Rentgenostrukturni analyza

Struktura monokrystalu byla naméfena na ¢tyrkruhovém difraktometru NONIUS KAPPA CCD
pii 150 K se zdrojem zafeni Mo-Ka (A = 0,71073 A). Krystalova struktura byla vyfesena
RNDr. Ivanou Cisarovou, CSc. a upresnéna doc. RNDr. Janem Kotkem, PhD. Difrakéni data
byla analyzovana programovym balikem HKL. ReSeni struktury bylo provedeno piimymi meto-
dami pomoci programu SHELXS97, vypfesiiovani struktury metodou nejmensich étverct na F2

v programu SHELXL97 a vizualizace struktury v programu Crystal Maker.
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6 Syntéza BODIPY

6.1 Syntéza BODIPY jadra

Cl
Cl

—_—

HO

Obrazek 6.1: Reakéni podminky syntézy BODIPY jadra: (i) PCC, CH,Cl,, RT, 2 h, (i) kat.
TFA, CH,Cl,, RT, 1,5 b, poté Et,N, 0 °C pak BF4-OEt,, RT, 2 h, (#i7) CH,Cl,, 50 °C, 1,5 h,
poté odpafeno, toluen, Et;N, 0 °C, pak BF;-OEt,, 50 °C, 1,5 h.

6.1.1 Oxidace 4-(chlormethyl)benzalkoholu (I)

Reakce byla provedena podle lit.° Do 100 ml bariky s michadlem bylo vlozeno 3,91 g
(17,88 pmol, 1,4 ekv.) pyridinum-chlorochromatu (PCC),?' ktery byl nasledné rozpustén
v 80 ml dichlormethanu. Po 10 minutéch byly pfidany 2 g (12,77 pmol, 1 ekv.) 4-(chlormethyl)-
benzalkoholu a reakéni smés byla michana 2,5 hod. Spotrebovani reaktantu bylo ur¢eno pomoci
TLC desticky. Reakéni smés byla prevedena do 500ml kédinky a triturovdna 15 min 300 ml
OEt,. Ziskany roztok organického rozpoustédla byl vytfepan vodou (3x200 ml), 5% NaHCOg,
(2x150 ml) a konc. NaCl (2x150). Organickd faze byla vysusena bezv. Na,SO, a odparena na
vakuové odparce. Ziskany produkt I byl precistén sloupcovou chromatografii na SiO, (100 g,
HEX:EA, 9:1, Ry (I)= 0,38). Bylo pripraveno 1,73 g bilych jehlicovitych krystala latky I, tj.
88 % teoretického vytézku.
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6.1. SYNTEZA BODIPY JADRA

Cl

NH

llla R = Na

lllb R = H*DIPEA N\ " /
N 7 |
\/ N -

Cl

Cl

Obrazek 6.2: Celkové reakéni schéma.
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KAPITOLA 6. SYNTEZA BODIPY

TLC: HEX:EA 9:1, R; = 0,38.

'H-NMR (300 MHz, CDCl,): § = 10,02 (H!, s, 1H); 7,89 (H3, d, 3Jun = 6,5, 2H); 7,56
(H*, d, 3Jun = 8,3, 2H); 4,63 (HS, s, 2H).

BC-NMR (75 MHz, CDCL,): § = 191,7 (C}, s, 1C), 144,0 (C, s, 1C); 136,3 (C?, s, 1C);
130,3 (C3, s, 2C); 129,3 (C4, s, 2C); 45,4 (CY, s, 10).

6.1.2 Syntéza BODIPY jadra (II) z aldehydu

Do suché t¥ihrdlé 21 bariky s michadlem bylo v protiproudu argonu vsypéno 1,11 g (7,18 pmol,
1 ekv.) 4-(chlormethyl)benzaledehydu. Nésledné bylo pfiddno 1000 ml suchého dichlormethanu
spoletné s 1,36 mg (14,36 pumol, 2 ekv.) 2,4-dimethylpyrrolu. Pfes septum bylo vstiiknuto
katalytické mnozstvi trifluoroctové kyseliny (140 ul) a smés byla nechdna michat 3 hodiny.
Ve 300 ml suchého dichlormethanu bylo rozpusténo a prikapdno 1,77 g (7,18 pmol, 1 ekv.)
tetrachlor-1,4-benzochinonu a smés byla ponechdna 30 min michat. Nasledné bylo prikapano
11 ml ethyldiisopropylaminu. Do reakéni smési ponorené v ledové lazni bylo v priabéhu 15 min
pomalu prikapano 15 ml roztoku fluoridu boritého v diethyletheru. Po 1,5 h byla reakéni smés
vytfepana vodou (3x1000 ml) a konc. NaCl (1x1000 ml).* Organické faze byla vysusena bezv.
MgSO, a odpafena. Odparek byl opakované ¢istén sloupcovou chromatografii na SiO, (400 g,
DCM:HEX, 1:2, Ry (IT)= 0,22). Bylo pripraveno 0,73 g oranzového prasku latky II, tj. 27 %

teoretického vytézku.

6.1.3 Syntéza BODIPY jadra (II) z acylchloridu

Reakce byla provedena podle modifikovaného postutu v lit.5? Tiihrdld 500ml barika vy-
susend v susarné byla vybavena magnetickym michadlem, ptfikapavackou, zpétnym chladi¢em
a septem. Pres septum byla zavedena inertni atmosféra a Hamiltonka s dlouhou jehlou pro
vzorkovani. Aparatura byla zakryta alobalem. Do bariky bylo ptidano 140 ml (celkové 150 ml)
suchého dichlormethanu, 4,2 g (44,7 mmol, 2,1 ekv.) 2,4-dimethylpyrrolu. Nésledné bylo v 5 ml
suchého dichlormethanu rozpusténo 3,84 g (20,3 mmol, 1 ekv.) 4-(chlormethyl)benzoyl chloridu

a prikapano do reakéni smési.

*Obvyklé metody ¢isténi skla nebyly déinné. Proto bylo sklo ponechdno dva dny v lazni hydroxidu sod-
ného a manganistanu draselného, vylouceny burel byl odlit a do ldzné byla pfiddna koncentrovana kyselina
chlorovodikova s peroxidem vodiku. Po 30 min bylo sklo omyto destilovanou vodou.
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Poté byla reakéni smés zahtivana v olejové 1dzni na 50 °C po dobu 3 h a nechana ochladnout
na laboratorni teplotu. Reak¢ni smés byla prevedena do 500ml jednohrdlé banky a zahusténa
na rotac¢ni vakuové odparce do zbytku 10 — 20 ml dichlormethanu. Poté byla reakéni smés
prevedena zpét do tiihrdlé banky (z divodu spektrofotometrického sledovani prubéhu reakce)
a byla zavedena inertni atmosféra. Do reakéni banky bylo pridano 200 ml suchého toluenu
a nasledné bylo priddno prikapdvackou 17 ml (121,9 mmol, 6 ekv.) triethylaminu. Reak¢ni
smés byla ochlazena ledem a nechana michat 15 min, poté bylo prikapavackou pridano 20 ml
(162,5 mmol, 8 ekv.) BF;-OEt, ve 30 ml suchého toluenu v prubéhu 15 minut. Reakéni barika
byla ponorena do olejové 1lazné o teploté 50 °C po dobu 1,5 hod. Reakéni smés byla ponechéna

ochladnout na laboratorni teplotu a rozpoustédla byla odparena na vakuové odparce.

Ziskana tmava olejovita smés byla rozpusténa ve 200 ml dichlormethanu a pfevedena do
500ml delicky. Organickd vrstva byla protfepana destilovanou vodou (3 x 200 ml) a vysuSena
bezv. Na,SO,. Odparek byl predcistén filtraci SiO, na frité, poté byl vysrdzen Cisty produkt.
Odparek byl rozpustén v 500ml bance v 10 ml dichlormethanu, bylo pfiddno 100 ml hexanu
a poté 50 ml methanolu. Roztok byl zakoncentrovan na vakuové odparce a ponechan krystalovat.
Nésledné byl zfiltrovan za zisku ¢istého produktu, zbyly roztok organickych rozpoustédel byl
déle ¢istén sloupcovou chromatografii na SiO, (200 g, DCM:HEX, 1:2, R¢ (IT)= 0,22). Bylo
pripraveno 1,91 g oranzového prasku latky I, tj. 26 % teoretického vytézku.

TLC: DCM:HEX 1:2, R = 0,22; DCM:HEX 2:1, R¢ = 0,70.

'H-NMR (600 MHz, CDCl,): § = 7,52 (H!, d, 3Jun = 7,6, 2H); 7,29 (H°, d, 3Jun = 7,7,
2H); 5,98 (H3, s, 2H); 4,66 (H'2, s, 2H); 2,55 (H!, s, 6H); 1,38 (H5, s, 6H).

13C-NMR (151 MHz, CDCl,): § = 155,8 (C?, s, 2C); 143,2 (C4, s, 2C); 141,1 (C7, s, , 1C);
138,7 (C'1, s, 1C); 135,2 (C3, s, , 1C); 131,5 (CY, s, 2C); 1294 (C19, s, 2C); 128,6 (C?, s, 2C);
121,5 (C3, s, 2C); 45,8 (C'2, s, 1C); 14,7 (C1, s, 2C); 14,6 (C°, s, 20).

YF-NMR (282 MHz, CDCl;): § = —146,3 (nebi. q, Jpr = 33).

MS (ESI): (+) 373,2 [M + H]*t; 395,1 [M + Na|t; 411,0 [M + K]*; 767,2 [2M + Na]*, vy-
pocteno 373,2; 395,1; 411,1; 767.3.

Spektrofotometrické sledovani reakce bylo provadéno nésledovné: Hamiltonkou bylo pres sep-
tum odebrano 100 pl z reakéni smési, vstriknuto do 4ml vialky se 4 ml methanolu a promichéano.
7 vialky bylo Hamiltonkou odebrano 25 ul, vstfiknuto do kfemenné kyvety a doplnéno 3 ml

methanolu. Poté bylo zméfena absorpéni spektrum od 200 do 700 nm. Prvni dvé hodiny byly
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vzorky odebirdny v 5 min intervalech, poté jednu hodinu v 10 min intervalech, nasledujicich

9 hodin v 30 min intervalech. Pti komplexaci byly vzorky odebirany v 10 min intervalech.

6.2 Sulfonace BODIPY

U lllaR = Na
lllb R = H'DIPEA

Obrézek 6.3: Reakéni podminky sulfonace BODIPY jadra: (i) BHT, CISO;H, CH,Cl,, —40 °C,
1 h, (4ia) promyti CH,Cl,, pak nasycenym roztokem NaHCO; (#b) promyti CH,Cl,, pak roz-
tokem CH,CIl, s 2 ekv. DIPEA.

6.2.1 Sulfonace BODIPY, sodna sil (IIIa)

Do 50ml Schlenkovy zkumavky bylo vlozeno michadlo, 293 mg (1,33 mmol, 1 ekv.) 3,5-di-
tert-butyl-4-hydroxytoluenu (BHT). Bylo odvézeno 503 mg (1,35 mmol, 1 ekv.) latky IT a
kvantitativné prevedeno do Schlenkovy zkumavky v cca 5 ml dichlormethanu. Schlenkova zku-
mavka byla vybavena prikapavackou a aparatura byla pripojena k olejové pumpé po dobu 1 h.
Poté byla zavedena inertni atmosféra a aparatura byla zakryta alobalem. Prikapavackou bylo
priddano 12 ml suchého dichlormethanu a reakéni smés byla ochlazena na —40 °C v acetoni-
trilové ldzni se suchym ledem. Bylo pripraveno 100 ml 0,10M roztoku chlorsulfonové kyseliny
v bezvodém dichlormethanu. Do pfikapavacky bylo prevedeno 28,5 ml (3,10 mmol, 2,3 ekv.)
0,11M chlorsulfonové kyseliny a v pribéhu 40 min piikapano do reakéni smési. Reakéni smés
byla nechana ohrat na laboratorni teplotu a ponechana 30 min michat. Produkt se vyloucil jako
jemnd oranzova suspenze a byl prefiltrovan v inertni atmosfére pres fritu. Poté byl rozpustén

nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a prefiltrovan do barnky.

K produktu rozpusténému ve vodé byl priddan nadbytek acetonu a vysrazeny hydrogenuh-
licitan sodny odfiltrovan. Aceton byl odparen na rota¢ni vakuova odparce, voda byla odparena
lyofilizaci. Hydrogenuhlic¢itan sodny se nepodafilo zcela odstranit. Bylo pripraveno 778 mg

oranzového prasku latky s hydrogenuhlic¢itanem sodnym ITIa,tj. 60 — 80 % teoretického vytézku.
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TLC: EA:MeOH 2:1, Ry = 0,44.

'H-NMR. (600 MHz, D,0): § = 7,65 (H'°, d, 3Jun = 7,9, 2H); 7,27 (H°, d, 3Jun = 7.9,
2H); 4,76 (H'2, s, 2H); 2,75 (H!, s, 6H); 1,62 (H5, s, 6H).

BC-NMR (151 MHz, D,0): § = 156,0 (C?, s, 2C); 147,0 (C7, s, 1C); 144,5 (C*, s, 2C); 140,5
(C'Y) s, 1C); 134,1 (C8, s, 1C); 133,3 (C3, 5, 2C); 131,2 (CY, s, 2C); 130,6 (C1?, s, 2C); 128,8 (C?,
s, 2C); 46,3 (C'2, s, 1C); 14,2 (C1, s, 2C); 13,4 (C5, s, 2C).

YF-NMR (282 MHz, D,0): § = —143,8 (nebi. q, ! Jpr = 32).

MS (ESI): (—) 553,4 [M + Na]; 265,2 [M]?", vypoéteno 553,0; 265,0.

6.2.2 Sulfonace BODIPY, ethyldiisopropylamonna sl (I1Ib)

Do 50ml Schlenkovy zkumavky bylo vloZeno michadlo, 295 mg (1,34 mmol, 1 ekv.) 3,5-di-tert-
butyl-4-hydroxytoluenu (BHT). Bylo odvézeno 509 mg (1,36 mmol, 1 ekv.) latky IT a kvantita-
tivné prevedeno do Schlenkovy zkumavky v cca 5 ml dichlormethanu. Zkumavka byla vybavena
prikapavackou a aparatura byla pripojena k olejové pumpé po dobu 2 h. Poté byla zavedena in-
ertni atmosféra a aparatura byla zakryta alobalem. Prikapavackou bylo pridano 12 ml suchého
dichlormethanu a reak¢ni smés byla ochlazena na —40 °C v acetonitrilové lazni suchym ledem.
Bylo pripraveno 100 ml 0,11M roztoku chlorsulfonové kyseliny v bezvodém dichlormethanu.
Do prikapavacky bylo prevedeno 29 ml (2,93 mmol, 2,15 ekv.) 0,10M chlorsulfonové kyseliny,
v pribéhu 20 min bylo pfikapano do reakéni smési. Reakéni smés byla poté nechdna ohiat na

laboratorni teplotu a ponechana 1 h michat.

Produkt se vyloucil jako jemné suspenze a byl prefiltrovan v inertni atmosfére pres fritu.
Nésledné byl na frité promyt 40 ml suchého dichlormethanu. Poté byl neutralizovan promytim
50 ml roztoku 0,5 ml (2,73 mmol, 2 ekv.) ethyldiisopropylaminu v dichlormethanu (produkt
se Castecné rozpustil). Produkt byl poté kvantitativné preveden 50 ml suchého methanolu do

banky.

Rozpoustédlo bylo odpafreno, poté byl odparek nékolikrdt rozpustén v dichlormethanu a
odparen na rotacni vakuové odparce. Odparek byl ¢istén flash chromatografii na SiO, (40 g,
MeOH:EA, 5:95 — 30:70. Bylo pfipraveno 746 mg oranzového prasku latky ITIb, tj. 69 %

teoretického vytézku.
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TLC: EA:MeOH 2:1, R; = 0,44, EA:MeOH 5:1, Rf = 0,19.

IH-NMR (600 MHz, MeOD): § = 7,67 (H'°, d, 3Jyn = 7,4, 2H); 7,38 (H°, d, 3Jun = 7,6,
2H); 4,77 (H'2, s, 2H); 3,80 — 3,60 (H'*, m, 3Jyny = 10,0, 4H); 3,26 — 3,13 (H!®, m, 3Jyy =
7,5, 4H); 2,79 (H!, s, 6H); 1,68 (H°, s, 6H); 1,36 (H'3 a H'® a H'7, d, 3Jug = 6,4, 30H).
BC-NMR (151 MHz, MeOD): § = 156,8 (C2, s, 2C); 146,2 (C7, s, 1C); 143,3 (C?, s, 2C);
141,5 (CH, s, 1C); 136,2 (C3, s, 20); 1358 (C8, s, 1C); 131,6 (CY, s, 2C); 131,0 (C1O) s, 2C);
129,7 (C?, s, 2C); 55,9 (C14, s, 4C); 46,1 (C'2, s, 1C); 43,1 (C9, s, 2C); 18,7 (C*3 nebo C'9, s,
4C); 17,3 (C* nebo C1?, s, 4C); 14,5 (C, s, 2C); 13,5 (C°, s, 2C); 13,2 (C17, s, 2C).
YF-NMR (282 MHz, MeOD): § = —141,3 (nebi. q, ! Jgr = 32).

MS (ESI): (—) 531,5 [M + Na]; 265,3 [M]%", vypoéteno 531,1; 265,0.

6.3 Alkylace a komplexace BODIPY

|-
N*

b d:OC(O)CH3
OC(O)CH;

Obrézek 6.4: Reakéni podminky alkylace a komplexace BODIPY: (i) KI, K,CO3, CH4CN,
(CH4)NH, 90 °C, 1 h, (%) Pd(OC(O)CHjy),, benzen, 60 °C, 15 h, (i) LiCl, aceton, RT, 4 h.

6.3.1 Alkylace dimethylaminu nesulfonovanym BODIPY (IV)

Reakce byla provedena dle postupu v literatuie, ® ktery byl modifikovan. Do 50ml suché slzovité
banky s michadlem bylo vlozeno 397 mg (1,07 mmol, 1 ekv.) IT, 294 mg (2,13 mmol, 2 ekv.)
uhli¢itanu draselného a 354 mg (2,13 mmol, 2 ekv.) jodidu draselného. Poté bylo pridéno 8 ml
acetonitrilu a 2,8 ml (21,31 mmol, 20 ekv.) 40% vodného dimethylaminu. Batika byla vybavena
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chladi¢em a ponorena do olejové lazné na 90 °C po dobu 1 h. Reakéni smés byla nechana ochlad-
nout na laboratorni teplotu, poté byla prevedena do délicky a zredéna 60 ml dichlormethanu.
Reakéni smés byla vytfepdna vodou (2x40 ml) a konc. NaCl (1x40 ml). Organicka fize byla
vysusena bezv. Na,SO, a odparena na rotacni vakuové odparce. Odparek byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na SiO, (100 g, CH,Cl,:MeOH:triethylamin, 96,5:3:0,5, R (IV)= 0,53). Bylo
pripraveno 330 mg oranzového prasku litky IV, tj. 81 % teoretického vytézku.

TLC: CHCl;:EA:MeOH:triethylamin 66,5:30:3:0,5, Rf = 0,58.

'H-NMR (300 MHz, MeOD): § = 7,46 (H'°, d, 3Jyny = 7,8, 2H); 7,24 (H°, d, 3Jun = 7,9,
2H); 5,97 (H3, s, 2H); 3,55 (H!2, s, 2H); 2,55 (H1, s, 6H); 2,29 (H!3, s, 6H); 1,38 (H?, s, 6H).
IBC-NMR (75 MHz, MeOD): § = 155,5 (C?, s, 2C); 143,2 (Ar, s); 141,8 (Ar, s); 139,2 (Ar,
s); 134,2 (Ar, s); 131,6 (C'0, s, 2C); 130,2 (CY, s, 2C); 128,1 (Ar, s); 121,3 (Ar, s); 64,0 (C13, s,
20) ; 45,2 (C'2, s, 1C), 14,7 (C, s, 2C); 14,5 (C?, s, 2C).

YF-NMR (282 MHz, MeOD): § = —146,3 (nebi. q, ' Jgr = 33).

MS (ESI): (—) 382,2 [M + H| ; vypocteno 382,2.

6.3.2 Komplexace nesulfonovaného BODIPY (V)

Reakce byla provedena podle modifikovaného postupu.®? Do 50ml suché slzovité baiky s mi-
chadlem a chladicem bylo vlozeno 311 mg (0,82 mmol, 1 ekv.) IV a 184 mg (0,82 mmol, 1 ekv.)
octanu palladnatého. Poté byla zavedena inertni atmosféra, aparatura byla zakryta alobalem
a bylo pridano 15 ml benzenu. Reakéni smés byla vloZzena na 1 min do ultrazvuku. Poté byla
ponofena v olejové lazni na 60 °C po dobu 15 h. Reakéni smés byla nechdna ochladnout. Do
reakéni smési byl priddn nadbytek hexanu (cca 30 ml) a vylouceny prasek byl zfiltrovan. Bylo

ziskédno 335 mg meziproduktu, tj. 68 % teoretického vytézku.

Z meziproduktu bylo odebrano 100 mg, které byly vlozeny do 25 ml banky s michadlem.
Byla zavedena inertni atmosféra, aparatura zakryta alobalem a meziprodukt byl rozpustén
v cca 15 ml acetonu nasyceného chloridem lithnym. Smés byla michana za laboratorni teploty
po dobu 4 h, poté byl aceton odparen na rotac¢ni vakuové odparce. Odparek byl rozpustén
v dichlormethanu (10 ml) a prefiltrovdan pres jemnou fritu. Frita byla propldchnuta 50 ml
dichlormethanu a organické rozpoustédla byla odpafena. Bylo ziskdno 89 mg latky V, tj. 97 %

teoretického vytézku.
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'H-NMR (300 MHz, CDCl,): § = 7,03 (Ar, s, 1H); 6,96 (Ar, d, >Jun = 7,6, 1H); 6,86 (Ar,
d, 3Jun = 7,2, 1H); 5,96 (H3, s, 2H); 3,97 (H'2, s, 2H); 2,83 (H!, s, 6H); H'3, 2,53 (s, 6H);
H>, 1,46 (s, 6H).

IBC-NMR (75 MHz, CDCl,): § = 155,0 (Ar, s); 147,8 (Ar, s); 144,1 (Ar, s); 143,5 (Ar, s);
142,9 (Ar, s); 131,8 (Ar, s); 131,7 (Ar, s), 131,5 (Ar, s),124,2 (Ar, s); 121,9 (Ar, s); 121,1 (Ar,
s); 73,2 (C12,'s, 1C); 53,0 (C'3, s, 20); 14,7 (C* a C5, s, 4C).

YF-NMR (282 MHz, CDCly): § = —146,7 (nebi. q, LJgr = 31).

6.4 Alkylace a komplexace sulfonovanym BODIPY

Obrézek 6.5: Reakéni podminky alkylace a komplexace sulfonovanym BODIPY: () KI, K,COg,
CH4;CN s 10% MeOH, (CH3)NH, RT °C, 5 h. (it) Pd(OC(O)CHj),, acetonitril, 60 °C, 15 h,
(74) KI, K,CO4, DMF, propargylamin, RT /50 °C, 5 h.
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6.4.1 Alkylace dimethylaminu sulfonovanym BODIPY (VIIa)

Reakce byla provedena podle postupu I'V, ktery byl modifikovan. Do 50ml banky bylo navizeno
99,4 mg (172,35 pmol) ITla, 57 mg (345 pmol, 2 ekv.) KI, 48 mg (345 pmol, 2 ekv.) K,CO, a
vloZeno michadlo. Do bartiky bylo pfidéno 18 ml acetonitrilu a 0,45 ml (3,45 umol, 20 ekv., 40%
vodny roztok) (CH;),NH. Reakéni smés byla zakryta alobalem a sonifikovana po dobu jedné
minuty. Nasledné byla reakéni smeés vlozena pod inertni atmosféru. Pro nizkou rozpustnost
reaktantu bylo pfidano 5 ml methanolu. Reakéni smés byla michana pti laboratorni teploté 5 h.
Rozpoustédlo bylo odpareno na rotacni vakuové odparce, odparek byl rozpustén a nasorbovan
na 0,5 g SiO, (50 g, EA:MeOH, 1:2, Ry (VIIa)=0,46; EA:MeOH, 2:1, R; (VIIa)=0,06). Produkt
byl odpafen na rotacni vakuové odparce se ziskem 56 mg ve formé oranzového prasku, tj. 56 %

teoretického vytézku.

TLC: EA:MeOH 2:1, Ry = 0,45.
IH-NMR (600 MHz, MeOD): § = 7,79 (H'°, d, 3Jun = 7,8, 2H); 7,54 (H°, d, 3Jun = 7,6,
2H); 4,49 (H'?, s, 2H); 2,93 (H'3, s, 6H); 2,81 (H!, s, 6H); 1,68 (H°, s, 6H).

BC-NMR (151 MHz, MeOD): § = 157,1 (C?, s, 2C); 145,3 (C” nebo C7, s, 2C); 143,1 (C4,
s, 2C); 137,9 (C8, s, 2C); 136,1 (C3, s, 2C); 133,4 (C1°, s, 2C); 132,8 (C'! nebo C7, s, 2C); 131,5
(€5, s, 2C); 130,5 (C?, s, 2C); 61,6 (C'2, s, 2C); 43,0 (C'3, s, 2C); 14,5 (C1, s, 2C); 13,6 (C?, s,
2C).

YF-NMR (282 MHz, MeOD): § = —140,4 (nebi. q, ' Jgr = 32).

MS (ESI): (—) 269,2 [M]?7; 538,5 [M + Na], 561,1 [M + Na] ", vypoéteno 269,6; 539,1; 562,1.

6.4.2 Pokus o komplexaci sulfonovaného BODIPY (VIIIa)

Reakce byla provedena podle modifikovaného postupu.®? Do 25ml suché slzovité banky s mi-
chadlem a chladicem bylo vlozeno 26 mg (0,044 mmol, 1 ekv.) IV a 10 mg (0,044 mmol, 1 ekv.)
octanu palladnatého. Poté byla zavedena inertni atmosféra, aparatura byla zakryta alobalem
a byly pfiddny 3 ml suchého acetonitrilu (reaktant se rozpustil pouze ¢astecné). Reakéni smés
byla vlozena na 1 min do ultrazvuku. Poté byla ponorena v olejové lazni na 60 °C po dobu 15 h.

Reakéni smés byla nechédna ochladnout. V reakéni smési se vyloudilo vetsi mnozstvi palladia,
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proto byl pridan methanol a reakéni smés byla odparena. K odparku byl pridan nasyceny roztok
acetonu s chloridem litnym, z divodu velmi Spatné rozpustnosti byl pridan methanol a smés

byla ponechdna michat 5 h. Reakéni smés byla odpatena.

Podle 'H NMR nebyl piipraven produkt VIIIa, ale V.

6.4.3 Pokus o alkylaci propargylaminu sulfonovanym BODIPY (IXa)

Reakce byla provedena podle postupu pouzitém pri syntéze I'V, jenz byl modifikovan. Do 4ml
vialky se septem bylo navdzeno 25 mg (0,043 pmol) IITa, 15 mg (0,087 pmol, 2 ekv.) KI,
12 mg (0,087 pmol, 2 ekv.) K,CO4 a vlozeno michadlo. Do vialky byly pfidany 2 ml suchého
dimethylformamidu a 30 pl (0,303 pmol, 7 ekv.) propargylaminu. Reakéni smés byla zakryta
alobalem a vlozZena pod inertni atmosféru. Reakéni smés byla michana pti RT po dobu 5 h.
Rozpoustédlo bylo odpareno na olejové pumpé. Dle TLC z oparku vznikl produkt stejné polarity
jako ldtka VIIa. Odparek byl separovdn flash chromatografii na SiO,, analyzovin 'H a 1°F
NMR.

Piitomnost jediného BODIPY derivatu byla prokdzéna 'F NMR, produkt IXa se vSak ani
s pomoci 'H a C NMR nepodaiilo identifikovat. Reakce byla provedena analogicky s acetoni-
trilem a methanolem, k odpateni byla pouzita rotacni vakuova odparka. Reakce byly provedeny
také pri 50 °C.
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7 Diskuze

7.1 Syntéza BODIPY jadra

Pro syntézu BODIPY jadra byly vybrany dvé syntetické cesty. Prvni synteticka cesta pomoci
4-(chlormethyl)benzaldehydu I byla nahrazena kondenzaci acylchloridu. Dtivodem byla vysoka
¢asova narocnost reakce a separace, velké objemy rozpoustédel a obtizna reprodukovatelnost.
Struktura latky II byla potvrzena NMR spektroskopii (Obrazek 1, Obrazek 2) a MS spek-
trometrii. Déale byl ziskan monokrystal, ze kterého byla rentgenostukturni analyzou urcena
struktura (Obrézek 7.1). Byla zméfena fluorescen¢ni spektra Aoy = 468 nm a Aoy, = 515 nm,
Obrazek 7.4.

Obrézek 7.1: Molekulova struktura latky BODIPY jadra IT. Atom Cl je disorderovany ve dvou
polohéch; na obrazku je znédzornéna populovanéjsi z nich.

Pii syntéze BODIPY je vhodné nevystavovat reakéni smési a produkty ve formé roztoku
slunec¢nimu svétlu. Produkty v nerozseparované reakéni smési maji tendenci se degradovat nebo
polymerizovat, tudiz byly skladovany v lednici. Rozpad produkti ve formé prasku nebo krystali

za laboratorni teploty a na sluneénim svétle nebyl pozorovan.
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KAPITOLA 7. DISKUZE

7.1.1 Syntéza BODIPY jadra z aldehydu

Oxidace komeréné dostupného 4-(chlormethyl)benzylalkoholu na 4-(chlormethyl)benzaldehyd
I byla provedena dle lit.’% s vysokymi vytézky, reakce a separace byly dobfe reproduko-
vatelné. Oproti tomu reprodukovatelnost kysele katalyzované kondenzace aldehydu s 2,4-
dimethylpyrrolem za vzniku II byla obtizna. Reakce byla provadéna ve velkém objemu
(1 — 2 1), aby bylo zabréanéno kondenzaci pyrrolu na oligopyrroly (Obrézek 3.1). Tato cesta
nepiinesla kyzené ovoce, cca 80 % hmotnosti odparku po reakeci (10 — 15 g) byl odpad
o velké molekulové hmotnosti (domnénka ovérena MS). Separace byla puvodné proviadéna
chromatografii na SiO,. Byla také vyzkousena reakce s pouzitim tetrahydrofuranu misto

dichlormethanu, zvyseni vytézku nebo zlepseni separace nebylo pozorovano.

Chromatografie na SiO,
Vyhodou je G¢inné separace, snadné prizpusobeni véts$im mnozstvim separované latky (sor-
pce na SiO,). Nevyhodou je vysoka ¢asova narocnost (nékolik dnt), nutnost opakované chro-

matografie a velké objemy rozpoustédel.*

Filtrace pres SiO, na frité
Vyhodou je rychlé snizeni hmotnosti odparku, oligopyrroly zlistavaji nasorbované na SiO,. Fil-

trace z principu nepfinese ¢isty produkt, ale vyrazné zjednodusi naslednou separaci.

Flash chromatografie na SiO,

Vyhodou je pouziti jemnéjsiho silikagelu, ktery mé vyrazné vyssi Gcinnost separace, kterou
lze provést jen za 10 — 20 min. Nevyhodou jsou vyssi potizovaci néklady. Ptistroj byl do-
stupny pouze v pozdéjsi fazi syntézy. Pro nandseni nebyla pouziviana smycka (lze nanést
pouze malé mnozstvi latky), ale predkolona s nasorbovanou latkou do SiO,. Druhym zpu-
sobem nanaseni bylo rozpusténi latky v polarnim rozpoustédle, jez bylo nasledné prevrstveno

nepolarnim rozpoustédlem.

Soxhlettiv extraktor
Vyhodou je uzivatelskd nendrocnost separace, odparek (olejovity) byl nasorbovan na SiO,, poté
nechan 2 — 3 dny promyvat hexanem. Zaroven dochazi k extrakci dalsich dvou latek, které 1ze

snadno odstranit chromatografii.

Destilace pomoci vyssi teploty
Pri destilaci rozpoustédel na topném hnizdé byla pozorovana destilace produktu v ¢isté podobé.
Separace nebyla providéna z divodu mozného rozkladu produktu. Destilaci by bylo mozné

ucinné provadét v usporadani velké banky s vymrazovacim prstem.

Destilace pomoci Kugelrohru (160 °C)
Dochézi k separaci leh¢ich produkti, tj. hlavné BODIPY a ¢asteéné ,,N-confused” dipyrro-

*Pri pouziti topného hnizda k recyklaci rozpoustédla je mozné providdét chromatografii kontinudlné s 10 1
rozpoustédel.
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7.1. SYNTEZA BODIPY JADRA

methant od oligopyrroli. Nevyhodou je mald banka (maly povrch), kterd neumoznuje efektivné
separovat vétsi mnozstvi (2 — 3 g). Pro Géinnéjsi destilaci je nutné smés zahiivat na 160 °C
alespon pul dne za pouziti olejové pumpy.

Krystalizace

Predc¢isténim odparku na frité s SiO, byly po odpafeni a nasledném rozpusténi odparku ziskany
drobné krystalky, podminky se v tomto pripadé nepodarilo zopakovat. Z reakéni smési se nepo-
darilo efektivné vykrystalizovat ani produkt, ani necistoty.

Nejefektivnéjsim zptisobem separace byla filtrace pres SiO, na frité nebo pomoci Soxhletova
extraktoru, nasledovand (flash) chromatografii.

7.1.2 Syntéza BODIPY jadra z benzoylchloridu

04 _
0,1 —

600 00:00

Obrazek 7.2: Spektrofotometrické sledovani pribéhu kondezace pyrrolu s benzoychloridem pri

50 °C. Pik pfi 505 nm odpovida vznikajicimu dipyrromethenovému meziproduktu, po 4 h je
narist koncentrace miniméalni.

Reakce byla provedena podle modifikovaného postupu v lit.?? Vyhodou bylo zkriceni
celkového reakéniho ¢asu, snizeni hmotnosti vedlejsich produktt pred separaci priblizné o 50 %,
relativné vysoké vytézky II (27 %), snadnd a U¢innd separace. Separace byla optimalizoviana
nasledujicim zptsobem: filtraci pfes SiO, na frité¢ a krystalizaci ze smési CH,Cly:MeOH:HEX
(cca 60 % hmotnosti produktu). Zbyly roztok byl separovan flash chromatografii na SiO,.
Bylo provedeno spektrofotometrické sledovani pribéhu kondenzace 2,4-dimethylpyrrolu se
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KAPITOLA 7. DISKUZE

4-(chlormethyl)benzoyl chloridem (Obrazek 7.2) a néasledné komplexace etheratem fluoridu
boritého (Obrazek 7.3). Bylo navrzeno prodlouzeni ¢asu kondezace na 4 h pri teploté 50 °C
a komplexace po dobu 1,5 h pri téze teploté. Zahtivinim a tpravou reakéniho ¢asu byl snizen
podil hmotnosti vedlejsich produktii, coz déle zjednodusilo separaci. V dtsledku ztrat pii ma-
nipulaci bylo dosazeno pouze primérného vytézku. Pri dalSim provedeni reakce lze ocekavat

navyseni vytézku o 5 — 10 %.

0,30 m | | |
0,24
Al
//4/“,“‘/“”“"1
» 018
()
c
©
2
[e]
38
2 012
0,06 00:00
00:30
01:00
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Obrazek 7.3: Spektrofotometrické sledovani pribéhu komplexace fluoridu boritého pri 50 °C.

7.2 Sulfonace BODIPY

56 nebo zminéna v lit., 10

Reakce je popsana a vzdy je doprovazena poznamkou o nutnosti
optimalizace a Spatné reprodukovatelnosti reakce. Byly vyzkouSeny riizné podminky: —10 az
=78 °C, 1 — 5 ekv CISO3H, reakéni cas od 0,5 do 4 h, sulfonace nasledovand neutralizaci
propargylaminem a jeho alkylaci (—20 °C nebo RT) aj. Reakce byla vzdy provddéna v inertni
atmosfére a bez pristupu svétla (alobal). Neuispéch reakce byl provizen dvéma pozorovatel-
nymi zménami v reakéni nddobé — rozpad reaktantu zpusobeny vlhkosti a ¢erndni stén banky.
Domnivam se, Ze se jednalo o terminaci radikalu reaktantu (domnénka na zékladé pozorovani).
Samotné reakci proto predchazi 1 — 2 h suseni aparatury na olejové vyvévé se vSemi reaktanty,
a pridani zhasece radikala BHT, ktery eliminoval vylu¢ovani ¢erného produktu na sténé banky.
V ramci optimalizace syntézy bude dale snizovdno mnozstvi BHT z 1 ekv. a bude zkouman vliv

na vytézek.
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7.3. ALKYLACE A KOMPLEXACE BODIPY

Sodna sil

Na zakladé optimalizovanych podminek bylo pfipraveno sulfonované BODIPY IIla, neutralizo-
vané nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného. Latka ITIa je velmi dobfe rozpustna ve
vodé a methanolu, dobfe rozpustnd v DMF, obtizné rozpustné v acetonu a acetonitrilu, neroz-
pustna v dichlormethanu. Odparovani vody a jeji mirné zahrati na rota¢ni vakuové odparce
urychlilo nezadouci hydrolyzu chlormethylové skupiny na hydroxymethylovou. Pro eliminaci
tohoto procesu byla voda odstranéna lyofilizaci. V pripadé opakovani této reakce bude pouzit

roztok hydrogenuhli¢itanu sodného v methanolu ve znamém pribytku.

Ethyldiisopropylamonna sl

Ptiprava ITIb byla provedena jako u ITIa, k neutralizace byla pouzita DIPEA. Pripravena latka
je dle oc¢ekavani dobre rozpustna ve vodé, methanolu i dichlormethanu, v hexanu nerozpustna.
Produkt byl separovan flash chromatografii na SiO, ve vysoké cistoté, hydrolyza chlormethylové
skupiny nebyla pozorovina (Obrazek 3, Obrazek 4). Fluorescen¢ni spektra byla zméfena \ex =
468 nm a ey, = 525 nm (Obrazek 7.4).

6 T T 6
ex. spektrum B Il (», =515 nm)
ex .spektrum B lllb (»__ =525 nm)
5l em. spektrum Bl (A =468 nm) ds
------ em. spektrum B lllb (A =468 nm)
4 - -4
5 £
+= >
S =
43 X
& a
3 2
© £
42 @
-1
I I UTEY vl I 1 I i EERS 0
350 400 450 500 550 600 650

vinova délka (nm)

Obrazek 7.4: Excitacni a emisni spektra latek II a ITIb méfend v methanolu.

7.3 Alkylace a komplexace BODIPY

Nésledujici reakce byly provadény s IIla. Vzhledem k nizké rozpustnosti, kterd komplikuje
provedeni nasledujicich reakci vedoucich k produktim VIII a X, budou analogické reakce

provedeny s IIIb.
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Alkylace nesulfonovaného BODIPY dimethylaminem
Piiprava II byla provedena dle lit.,%? za vzniku IV s dobrymi vytézky. Reakce nebyla déle

optimalizovana.

Alkylace sulfonovaného BODIPY dimethylaminem

Priprava VIIa z 3a byla komplikovana velmi nizkou rozpustnosti reaktantu v acetonitrilu. Byla
zkousSena riznd rozpoustédla (DFM, MeOH) za RT a 50 °C. Kvantitativni konverze reakce bylo
dosazeno piridavkem 10 — 15 % methanolu pro zvyseni rozpustnosti bez nutnosti zahiivani

reakce.

Alkylace sulfonovaného BODIPY propargylaminem

Priprava Xa z 3a byla zkousena v ruznych suchych rozpoustédlech (DMF, MeCN, MeCN
s 10 — 15 % MeOH, MeOH) za RT a 50 °C. Podle TLC vznikl v reakéni smési produkt stejné
polarity jako v pfipadé VIIa, ktery byl izolovén, ale navézani propargylaminové skupiny (latky
Xa) nebylo prokazano 'H ani '3C NMR spektroskopii ani MS spektrometrii.

Komplexace nesulfonovaného BODIPY

Reakce byla provedena dle lit.,?? latku V po reakci nebylo mozné ¢istit, protoze vznikly komplex
neni staly a na SiO, dochazi k jeho rozpadu za vzniku VI. Latka VI je charakterizovdna v lit. %2
Produkt V je dobfe rozpustny v dichlormethanu, obtizné v acetonu a methanolu, ve vodé
nerozpustny. Ackoliv nebylo pozorovano rozpousténi latky V ve vodé, pokud doSlo k rozpadu
komplexu V na VI, byl pozorovin narust intenzity emise (Ao, = 505 nm) o dva fady. Tato
informace je motivaci pro pripravu latky IX, pro kterou lze predpokladat podobné chovani,

avsak s vysokou rozpustnosti ve vodé.

Komplexace sulfonovaného BODIPY
Piiprava VIIIa byla provedena obdobnym zptsobem jako pro V v prostiedi acetonitrilu. Vznik
komplexu VIIIa nebyl prokizan, dle 'H NMR spekter vznikla ldtka V. Déle bude zkoumano,

za jakych podminek probihd vratna reakce sulfonové skupiny.
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Z.aver

V ramci této bakalarské prace:

Byla optimalizovana syntéza BODIPY jadra II a jeho separace.
Byly pripraveny latky I'V a sulfonovany analog VIla.
Byla pripravena latka V, na které byl ovéren potencial pro detekci CO.

Byly nalezeny a optimalizovany podminky pro reprodukovatelnou sulfonaci BODIPY.
Latky IIIa a IIIb jsou velmi dobfe rozpustné ve vodé. Déle budou zkoumény jejich

aplikace v oblasti bifunk¢énich malych fluorescenc¢nich znacek.

Nepodarilo se pripravit sulfonované latky VIIIa a Xa ze sodné soli IITa. Dale budou

provadény reakce s ethyldiisopropylamonnou soli ITIb.

Zatim nebyla pripravena bioortogonélni fluorescen¢ni znacka. Jeji priprava nadale ziastava

hlavnim cilem budouci prace.

lllaR = Na

Illb R = H'DIPEA
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Obrazek 3: HSQC spektra sulfonovaného BODIPY IIIb.
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Rengenostrukturni data

Tabulka 1: Krystalografické parametry latky II.

Latka 11
Vzorec CyoHyoBCIF,N,,
M, 372,65
Tvar, barva prizma, oranzovo-cervené
Rozméry (mm) 0,27 0,37 0,53
Krystalova soustava jednoklonnd
Prostorova grupa P2,
a (A) 8,7446(6)
b (A) 8,9986(5)
a (A) 11,5351(7)
a (°) 90,00
B () 94,195(2)
v (°) 90,00
V (A3) 905,26(10)
Z 2
Deale g cm™3 1.367
@ (mm~1) 0,236
T (K) 150
Total refl. 4150
Obsd. refl. (I > 20(1)) 3848
GOF on F? 1,027
R; wR (I > 20(I)) 0,0308; 0,0769
R; wR 0,0349; 0,0794
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Seznam zkratek

e BHT - 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluen nebo 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylfenol
e BODIPY - 4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen

e DCM - dichlormethan

e DDQ — 2,3-dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (dichlordikyanobenzochinon)
e DIPEA - N-ethyldiisopropylamin

e DMF — dimethylformamid

e EA — ethylacetat

e EtOH — ethanol

e HEX — hexan

e MeCN — acetonitril

e MeOH — methanol

e MS — hmotnostni spektrometrie

e NIR — blizké infracervené zareni

e NMR — nukledarni magnetickd rezonance

e PCC — pyridinium-chlorochromét

e PEG — polyethylenglykol

e RT — laboratorni teplota

e TFA — trifluoroctova kyselina

e THF — tetrahydrofuran

e TLC — tenkovrstva chromatografie

e TMS — tetramethylsilan

e UV-VIS - spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti
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