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Abstrakt

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

Kandidat: Mgr. Lenka Vachova
Skolitel: doc. PharmDr. Petr Zimc¢ik, Ph.D.

Nazev disertaCni prace: Syntéza a studium fotofyzikalnich a fotochemickych
vlastnosti ftalocyaninl a azaftalocyanind

Ftalocyaniny (Pc) a jejich aza- analogy azaftalocyaniny (AzaPc) jsou
planarni makrocyklické komplexy odvozené od porfyrind s vyraznym
absorpCnim pasem v oblasti 620-800 nm. Vzhledem ke svym unikatnim
fotofyzikalnim a fotochemickym vlastnostem, spole¢né s vysokou variabilitou
substituce makrocyklu predstavuji vyznamné Ccinitele v modernim pojeti
materialt, pramyslu, elektrotechnice i medicinalni oblasti. Uplatiuji se jako
fotosenzitivni latky ve fotodynamické terapii rakovinnych i nezhoubnych
onemocnéni, jako zhaSeCe fluorescence pro znaceni molekularnich sond
v biologii nebo fotochemické transportéry makromolekul v bunécném prostredi.
Uginek Pc a AzaPc je ovlivnén jejich strukturou, a to pfedev§im povahou
perifernich substituentl, centralniho chelatovaného kovu a typem zakladniho
makrocyklu.

V prvni ¢asti disertaCni prace byl studovan vliv intramolekularniho
pfenosu naboje (ICT) na série nesymetrickych tetrapyrazinoporfyrazini a
tribenzopyrazinoporfyrazint s odliSnymi perifernimi substituenty nesouci dva
dialkylaminové substituenty jako donory pro ICT. Tento proces je
zprostfedkovany volnym elektronovym parem na perifernim dusiku, ktery
vystupuje jako donorem naboje, zatimco makrocyklické jadro je jeho
akceptorem. Ziskané vysledky ukazaly, ze ucinnost ICT mulze byt Uzce
propojena s charakterem makrocyklu a jeho perifernimi substituenty.

Druha ¢ast prace se zabyvala nalezenim vhodného syntetického pfistupu
novych heteroatomem substituovanych derivata tetra-3,4-pyridoporfyrazin(
(TPydPz). Pfipravené TPydPz byly studovany z hlediska svych spektralnich,
fotofyzikalnich a fotochemickych parametri a vysledky byly porovnany se
strukturné podobnymi slouceninami.

Zaverecna Cast se vénovala ve vodé rozpustnym dendrimerdm na bazi
poly(amidoaminu) (PAMAM) z hlediska fotofyzikalni aktivity. Byl popsan vliv
prenosu elektronu v zavislosti na generaci a pH zkoumanych dendrimera.






Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Candidate: Mgr. Lenka Vachova
Supervisor: doc. PharmDr. Petr ZimcCik, Ph.D.

Title of the doctoral thesis: Synthesis and study of photophysical and
photochemical properties of phthalocyanines and azaphthalocyanines

Phthalocyanines (Pc) and their aza-analogs azaphthalocyanines (AzaPc)
are planar macrocyclic complexes derived from porphyrins with a significant
absorption band in the range 620-800 nm. Due to their unique photophysical
and photochemical properties, together with the high variability of macrocycle
substitution, they are important representatives in the modern concepts of
materials, industry, electrotechnics and medicine. They are used as
photosensitizers in photodynamic therapy of cancerous and non-malignant
diseases, fluorescence quenchers for molecular probe labeling in biology or
drug and gene delivery agents in cellular environment. The effect of Pc and
AzaPc is influenced by their structure, mainly by the character of peripheral
substituents, the central chelated metal and the type of the macrocycle.

In the first part of the thesis, the influence of intramolecular charge
transfer (ICT) on the series of unsymmetrical tetrapyrazinoporphyrazines and
tribenzopyrazinoporphyrazines with different peripheral substituents carrying
two dialkylamine substituents as ICT donors was studied. This process is
arranged by a free electron pair on peripheral nitrogen as a charge donor, while
the macrocyclic core is its acceptor. The obtained results show that the
efficiency of ICT can be closely related to the nature of the macrocycle and its
peripheral substituents.

In the second part of this thesis, new heteroatom substituted derivatives
of 3,4-tetrapyridoporphyrazines (TPydPz) and their synthetic approach were
described. The series of TPydPz were studied due to their spectral,
photophysical and photochemical parameters, and the results were compared
with structurally similar compounds.

The final part deals with water soluble fluorescent poly(amidoamine)-
based dendritic molecules. Their photophysical activity were studied in aqueous
solution over a wide pH range.
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2. Seznam zkratek

2HPc

ALA

AMD
AzaPc

BBIQ

CSS
CTC

DBU
DET
DMF
DMSO
DPBF

FRET

HOMO

ICT
LUMO

MALDI

NMR

ftalocyanin, v jehoz centru jsou chelatovany dva atomy vodiku, tzv.
.bezkovovy Pc*

akceptor

kyselina aminolevulova (M-ALA a H-ALA jsou methyl- a hexyl-
estery ALA)

senilni makularni degenerace (Age-related macular degeneration)

azaftalocyanin (Azaphthalocyanine), v této praci obecné vyjadruje
aza-analog Pc (TPyzPz a TPydPz)

7H-benz[d,e]benzimidazo[2,1-alisochinolin-7-on, strukturalni
zaklad studovanych PAMAM dendrimeru

stav oddéleného naboje (Charge separate state)
komplex pfenosu naboje (Charge transfer complex)
donor

1,8-diazabicyklo[5,4,0]lundec-7-en

Dextrliv pfenos elektronu (Dexter electron transfer)
N,N- dimethylformamid

dimethylsulfoxid

1,3-difenylisobenzofuran (Cinidlo pouzivané u nevodnych roztokd
na stanoveni kvantového vytézku singletového kysliku)

Forsterlv resonancni pfenos energie (Forster resonance energy
Transfer)

nejvysSi obsazeny molekulovy orbital (Highest occupied molecular
orbital)

hematoporfyrinové derivaty
intramolekularni pfenos naboje (Intramolecular charge transfer)

v v,

nejnizSi neobsazeny molekulovy orbital (Lowest unoccupied
molecular orbital)

ionizace laserem za ucasti matrice (Matrix assisted laser
desorption ionization)

nuklearni magneticka rezonance
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PAMAM
Pc

PCI
PDT
PET

PS
QTOF
ROS
SI

THF
TLC
TOF
TPydPz
TPyzPz
UHPLC

ZnPc

dendritické molekuly na bazi poly(amidoaminu)
ftalocyanin (Phthalocyanine)

fotochemicka internalizace (Photochemical internalization)
fotodynamicka terapie (Photodynamic therapy)

svétlem vyvolany pfrenos elektronu (Photoinduced electron
transfer)

fotosenzitizér (Photosensitizer)
hybridni analyzator tvofeny kvadrupolem a analyzatorem doby letu
reaktivni formy kysliku (Reactive oxygen species)

doplnujici informace (Supporting information/ Electronic supporting
information); uvedeny v pfilohach k jednotlivym publikacim v kap.
Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (Thin layer chromatography)
priletovy analyzator (Time of flight)
tetrapyridoporfyrazin

tetrapyrazinoporfyrazin

ultra vysokouc€inna kapalinova chromatografie (Ultra high
performance liquid chromatography)

ftalocyanin, do jehoZ centra je chelatovan kationt Zn2*
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3. Prehled soucasného stavu reSené
problematiky

3.1. Porfyriny

Porfyriny jsou pfFirodni aromatické makrocyklické utvary vzniklé spojenim
Ctyf pyrrolovych jader pomoci methinovych mustkd. Diky rozsahlému systému
konjugovanému dvojnych vazeb (Obr. 1) se vSechny porfyriny a slou¢eniny od
nich odvozené vyznacuji barevnosti, ktera ur€ila i samotny nazev porfyrinQ-
plvodné z feckého slova mop@Upa znamenajici purpurova'. Souéasny model
porfyrinového cyklu byl navrzen vroce 1912 Williamem Kisterem?. Jejich
vyznam pro Zivé systémy je zasadni a Zivot, jak ho zname, by na nasi planeté
bez nich nemohl existovat. Jsou zodpovédné za prenos a skladovani kysliku
(hem?), pfenos elektron(i (cytochromy 4), fotosyntézu (chlorofyl®>6), bunécénou
signalizaci  (hemoxygenaza’, biliverdinreduktaza®), antioxida¢ni  Uginky
(bilirubin®10) a dalsi katalytické, metabolické a bioenergetické procesy (vitamin
B12'112 koenzymy'3). Porfyriny a slouceniny z nich odvozené jsou predmétem
mnoha studii pro své unikatni fotofyzikalni, elektrochemické a redoxni
vlastnosti.

Obr. 1. Delokalizovany 18ti m-elektronovy systém (tu€né) urcujici aromaticky charakter
porfyrind

Porfyriny a jejich derivaty silné absorbuji ve viditelné oblasti svétla kolem
vinové délky 400 nm (s molarnimi extinkéni koeficienty okolo 105 molI).
Vyznaluji se silnym Soretovym pasem (B-pasem) nesoucim nazev po
biochemikovi, ktery pas poprvé pozoroval v molekule hemoglobinu™.
Rozpojenim porfyrinového kruhu mizi i Soretlv pas'. Ve vinové délce 500-
700 nm se nachazi nékolik méné intenzivnich absorpénich Q-pasu (Obr. 2.).
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Obr. 2. Absorp&ni spektrum metaloporfyrinu (a) a bezkovového porfyrinu (b) v nujolu; viozeny
obrazek- detail absorpéniho Q-pasu’®.

3.2. Ftalocyaniny a azaftalaocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) jsou Cisté syntetické planarni makrocyklické komplexy
odvozené od porfyrinl, pfesnégji fe€eno tetraazaporfyrind. Jsou tvofeny Ctyfmi
isoindolinovymi jednotkami spojenymi v polohach 1 a 3 azomethinovymi mustky
(Obr. 3.).

Bezkovovy Pc (2HPc) y /E _ SN
byl poprvé pfipraven v roce g }Q <;\Nr N-/
HC, M. CH )
N N

1907 jako vedlejsi produkt Ny N/M“N A
béhem pfipravy 2- QCQ QL\N '
kyanobenzamidu'’. O dvacet H

let pozdéji byla popsana

reakce  1,2-dibrombenzenu

s kyanidem médnym v pyridinu,
béhem niz vznikl médnaty
komplex ftalocyaninu ve 23%
vytéZzku'®. Pfipraveny modry komplex, ktery béhem reakce vznikl jako vedlejsi
produkt, byl vysoce stabilni vuc¢i alkalickym solim, kyseliné sirové a svétlu.
Objasnénim struktury a zpusobu syntézy se vyznamné zabyval R. P.
Linstead'®, ktery také slou¢eninu poprvé pojmenoval ftalocyanin?® odvozenim
z feckych slov nafta- (ropa) a cyanin (modry). Experimentalnimi daty potvrdil
pfesnou strukturu Pc a vypracoval studii jejich pfipravy z ftalonitrilu, ktery je

porfyrin porfyrazin ftalocyanin

Obr. 3. Obecna struktura porfyrinovych derivata
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povazovan za nejlepSi prekurzor pro syntézu Pc v laboratornich podminkach
dodnes?'.

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou obecné nazyvany aza- analogy
ftalocyaninu, které maji nahrazeny methinové skupiny na pfikondenzovanych
benzenovych jadrech ftalocyaninu izosternimi atomy dusiku. Zaménou benzenu
za pyrazin lze odvodit tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPz) a za pyridin
tetrapyridoporfyraziny (TPydPz) s dusikem lezicim v poloze a- &i 3- (Obr. 4.).
Ostatni SestiClenné dusikaté heterocykly pfipraveny a studovany dosud
nebyly?2. Azaftalocyaniny maji podobné vlastnosti jako ftalocyaniny, i kdyz
pyrazinovy resp. pyridinovy dusik muUze ovlivnit jejich fotofyzikalni a
fotochemické parametry (viz publikace [P2]).

o 5
NN
fN Nﬁ \N = =N ~ N=
N P N A [(j LS N J N I N~ J
=N N { =N, N { =N_ N /
N M N P N M N N M N
\ N/ \N /) \ N/ \N /) \ N/ \N /)
N/@\\ /QN N\ Ay A N Ay AN
k/ N \) / N \N / N \

tetra(2,3-pyrazino)-porfyrazin tetra(3,4-pyrido)-porfyrazin tetra(2,3-pyrido)-porfyrazin
(TPyzPz) (3,4- TPydPz) (2,3- TPydPz)

Obr. 4. Dusikaté analogy ftalocyanin(. Vyznaceny pozice neperifernich (a-) a perifernich
(B-) substituci.

Diky pfikondenzovanym benzenovym kruhim maiji Pc a AzaPc na rozdil
od porfyrind rozsahlejSi 1-elektronovy systém, ktery posunuje absorpéni i
emisni spektra do vySSich vinovych délek pokryvajicich oblast viditelného az
blizkého infraCerveného spektra. Vykazuji také lepSi redoxni vlastnosti,
chemickou a teplotni stabilitu. VétSi moznost modifikace jejich struktury
substituenty majicimi vliv na elektronové vlastnosti molekuly vyznamné
rozsifuje jejich vyuziti?3. V neposledni fadé je nespornou vyhodou Pc derivat(
oproti porfyrinim jejich snadnéjsi pfiprava z dostupnych a levnych prekurzoru
Casto pouze v nékolika malo krocich pfi dosazeni vysSich vytézkd. Syntéza tak
muze byt pfenesena do pramyslové vyroby, ktera umoznuje SirSi vyuziti v
aplikovaném vyzkumu.

Tetrapyridoporfyraziny (TPydPz) pfedstavuji derivaty Pc, ve kterych byly
Ctyfi benzeny nahrazeny pyridinovym kruhem. Zaménou benzenu za pyridin
obsahuijici elektron-akceptorovym dusik dochazi ke stabilizaci HOMO orbitalu, a
proto maji TPydPz vySSi stabilitu proti oxidantim nez Pc. DalSi vyraznou

vyhodu oproti TPyzPz a Pc je lehce kvarternizovatelny dusik pyridinu, ktery
13



shizuje agregaci molekul a zaroven zvySuje rozpustnost ve vodé a biologickém
prostfedi. Dusikaté atomy AzaPc derivatl silné ovliviuji jejich katalytickou
aktivitu. Zatimco TPyzPz maji pouze jedno katalyticky aktivni misto zavislé na
povaze centralniho kovového kationtu, TPydPz slouCeniny maji katalyticky
aktivni dvé mista s pomérné vysokou aktivitou. V jedné ze studii byla testovana
katalyticka ucinnost TPydPz po pfidani do elektrolytu lithiovych baterii.
Nejucinngjsi se ukazaly Mn?* a Ni?* TPydPz komplexy, které zvysili energii
baterii na 119 %, respektive 123 %?2*.

3.3. Chemické vlastnosti a vyuziti Pc a AzaPc

X/

¢+  Centralni chelatovany kation

Vysoka variabilita substituce makrocyklu ftalocyanina a jejich derivatl je
umoznéna  16ti  zpfistupnénymi  vodiky, znichz se na kazdém
pfikondenzovaném benzenu nachazi dvojice v periferni (B-) a neperiferni (a-)
pozici, které se svym chemicko-fyzikalnim charakterem navzajem liSi (Obr. 4.).
Ctvereéna planarni struktura dovoluje Pc chelatovat do svého centra vice nez
80 kovovych i nekovovych kationtli témér z celé periodické soustavy?®. Vybér
centralniho kationtu silné ovliviuje barevnost i celkoveé fyzikalné-chemické
vlastnosti slouceniny. Pc makrocyklus se obvykle vyskytuje jako dvoumocny
anion (Pc?), ale muze byt snadno oxidovan ¢i redukovan do jiného oxida¢niho
stavu. Koordinaéni vazby nékterych kationtd (napf. Cu?*, Co?*, Fe?*) mohou byt
tak silné, Ze je nelze vyjmout bez znigeni celého jadra. Rada ze syntetickych
postupu vyuziva termodynamickou stabilitu vhodnych metalokomplexi a
pomoci kationtu kovu koordinaéné vaze vybrané prekurzory za vzniku
makrocyklu (viz templatovy efekt u cyklizaCnich reakci). Nékteré z objemnych
kationtd kovl (napf. Pb?*, Ti**, Sn2*) se vzhledem ke své velikosti pIné do dutiny
makrocyklu nechelatuji, ztustavaji zachycené nad rovinou Pc cyklu a zpusobuji
jeho castecné zakfiveni?'. Zménou geometrie molekuly dojde sice ke zlepSeni
rozpustnosti Pc v organickych rozpoustédlech, ale na druhou stranu muze tento
asymetricky komplex v oxida¢né-redukénich podminkach snadnéji podléhat
demetalizaci, ktera muze vést aZ kjeho rozkladu?®. Nadbytek valencnich
elektron(l troj- a Gtyf-vaznych centralnich kovu (napf. u AI¥*, Ga3*, Si**, Sn**,
Ge**) umoziuje tvorbu axialni vazby s dal$imi ligandy (napf. -Cl nebo -OH)?".
Tato axialni ligace v Pc komplexech zvySuje rozpustnost a redukuje molekularni
agregaci?’. Rozdilné vlastnosti vykazuji bezkovové Pc (2HPc), které se lisi od
kovovych v nékolika aspektech:

v" Kovem koordinovany Pc komplex vykazuje urcity iontovy charakter,
protoZe negativni naboj (?) je pIné delokalizovan nad a pod Pc kruhem, coz
zpusobuje rovnocennost ¢tyf atom N ve vnitinim jadru. Naproti tomu 2HPc je
kovalentni slou€enina se Ctyfmi rozdilnymi atomy N ve vnitinim jadru (Obr. 5.).
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v' Tvar absorpénich a emisnich spekter slou¢eniny 2HPc je odliSny od tvaru
ZnPc/MgPc kvuli rozdilné molekularni symetrii (2HPc je Cav symetricky v
porovnani se symetrii Dan napf. u ZnPc).

v 2HPc je slaba organicka kyselina, a proto vykazuje odliSny solvataéni
ucinek nez kovové komplexy Pc. Specificky solvatacni ucinek 2HPc je uréen
povahou vodikovych vazeb, acido-bazickymi vlastnostmi a agregaCnim
ucinkem. Bezkovové Pc jsou vysoce citlivé na vlastnosti prostfedi, coz silné
ovliviiuje tvar a posun absorpénich a emisnich spekter.?®

(A Clo )
N%y// / N N%y// ZN, N
' =N, N-{

N I‘I/
\ N/ "X
N¢§)\ /Q\N N= e L P~n
K,; NQ)

M = kov
Obr. 5. Chemicka struktura bezkovového a kovového Pc.

« Rozpustnost

Nesubstituované Pc jsou prakticky nerozpustné ve vodé i v
béZnych organickych rozpoustédlech?®, vyjimku tvofi pouze silné kyseliny.
Spatna rozpustnost limituje pfipravu a vyuziti Pc v praxi a ptedstavuje jednu
z hlavnich nevyhod této skupiny latek. Je dana planarni, rigidni, relativné
objemnou (diametralné vice jak 1,5 nm), hydrofobni strukturou zakladniho
porfyrazinového cyklu3®. ZvySeni rozpustnosti Ize dosahnout zavedenim
anionickych perifernich substituentl (napf. sulfonovych3'-?’, karboxylovych32.33)
¢i kationickych kvarternich substituentd (aminG3*, aromatickych dusika u
pyridinu® a chinolinu®). Dal$i moznosti je kvarternizace dusiku pFimo
v makrocyklu tetrapyridoporfyrazinu, substituce  amfoternim iontem
(zwitterionem)3”  nebo  neionickymi  substituenty  (polyethylenglykoly3®,
polyhydroxyly3®, thioly ¢i aminy). Lipofilni nebo amfifini Pc mohou byt
prevedeny do vodného prostfedi pomoci riznych systémda, napf. inkorporaci do
lipozému a micel*?, reverzibilnim zapouzdienim*' ¢i vazbou na vhodny nosi¢
(glykosidovou vazbou#?>#3 &i etherovou vazbou** na cukry, polylysinovymi
fetézci*® atd.).
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«  Absorpéni vlastnosti

Cistota a intenzita barvy ftalocyanin(i je dana izolovanym a intenzivnim
absorpénim Q- pasem na konci Cervené oblasti viditelného svétla (mezi 650 a
720 nm). Pfi této vinové délce dosahuji az dvojnasobné vysSi absorpce nez
porfyriny (&max ~ 200 000 cm-'dm3mol'). U 2,3-TPydPz je Q- pas oproti TPyzPz
hypsochromné posunut k niz§im vinovym délkam okolo 620-670 nm, zatimco
3,4-TPydPz vykazuji oproti 2,3- derivatim o 20-50 nm vyS8Si absorp&ni

T o
ol o —&«SQ

=
=
=2
=

663 nm 700 nm 645 nm 715 nm
u 649 nm 631 nm 712 nm 755 nm 810 nm

Obr. 6. Poloha absorpéniho Q-pasu u vybranych aza- analogli Pc. Upraveno ze zdrojezz.

maximum Q- pasu (Obr. 6)*. U 3,4-TPydPz zastupcl zkoumanych v publikaci
[Chyba! Nenalezen zdroj odkazU.] byl diky vysSi efektivité konjugace 1 systému
pozorovan absorp¢ni Q- pas dokonce mezi 712-806 nm. Soretav (B-) pas je pfi
porovnani s porfyriny méné dominantni a vyskytuje se u Pc i AzaPc v rozmezi
320 — 360 nm.

Poloha a tvar absorpéniho Q- pasu nam dava cenné informace o
struktufe a stavu molekuly i prostfedi, v némz se nachazi. MUuze byt ovlivnéna
nasledujicimi faktory:

v' charakterem perifernich substituentt
Substituenty vazané k makrocyklu v neperiferni (a-) (Obr. 4.) maji
vzhledem ke své vzdalenosti od konjugovaného systému vétsi moznost
ovlivnit posun absorpéniho pasu (napf. u TPydPz) nez substituenty v
periferni (B-) poloze (TPydPz i TPyzPz). Elektron-akceptorové
substituenty (halogeny, hydroxidy, karboxyly, sulfonyly) posunuji
absorpci k vy8Sim vinovym délkam do Cervené oblasti spektra. Elektron-
donorové substituenty (alkoxyly, alkyly, aminy) absorp¢ni posun ovlivAuji
pouze minimalné.
v’ charakterem centralniho kationu
Vliv na posun maji pfedevsim koordinacni a oxidacni vlastnosti a
velikost atomu kovu?'. Kationty kovl s plné obsazenymi orbitaly (Mg?*,
Zn?*, Li*) v porovnani s kovy s neobsazenymi orbitaly (Fe?*, Co?*)
absorbuji pfi vy$Sich vinovych délkach. U bezkovovych derivati Casto

dochazi k rozstépeni Q-pasu na Qx a Qy vlivem sniZzené symetrie (dva
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isoindolinové centalni dusiky vazi atom vodiku a zbylé dva jsou ve formé

iminu, Obr. 5.)*".
v" charakterem makrocyklu

Symetrické makrocykly s centralnim kationtem kovu vykazuji

jeden ostry Q-pas, zatimco nesymetrické maji Q-pas rozstépeny.
RozSifenim konjugovaného systému dvojnych vazeb lze vyrazné zvysit
bathochromni posun az o 170 nm*® (napf. naftalocyaniny, antracocyaniny,
chinoxalinoporfyraziny).
v’ charakter rozpoustédla a pH

% Agregace

Diky své planarni makrocyklické
struktufe maji Pc a od nich odvozené
slouCeniny  vlivem silnych -7
interakcim  tendenci  k agregaci®>4°.
Proces muze byt zpusoben
specifickymi interakcemi rozpoustédla s

molekulami Pc (napf. tvorbou
vodikovych mustkd & kyslikovych

Obr. 7. Mozné usporadani dimera Pc: molekuly

] . spojené pies kyslikovou vazbu (A) a pfes vodikovy
vazeb, Obr. 7.) nebo mezi molekulami mustek (B)2.

samotnymi.

Agregace v roztoku vede k nizké rozpustnosti, obtiznému Ccisténi a
charakterizaci a predevS§im k vyraznému ovlivnéni fotofyzikalnich a
fotochemickych vilastnosti. Je zplUsobena prechodem energie nezafivymi
procesy, které znemoznuji utvareni
tripletovych stavl, coz vede k snizeni
kvantového  vytézku  singletového —

. . —_=N N=,—N
kysliku @a a fluorescence @r. Navic ~—"N"{ > _n N

— Vi
aplikace do biologického prostredi N :/M/: N
vyzaduje monomerni uspofadani Pc, /\N'@EQ:}‘NA
. . N . o N N==
proto je nutné tvorbé agregatt efektivné — /-——N7 L_:> <|>|~\ ‘—-L y
zamezit0. — N N—" —
e AT
N #N"/"E'A/N /N
N N/ ":,,N P
= Qm O—=0 — N’C‘;‘NQ\N —
=0 O——0O N8N Na=e” N
. . . - Ny M
H-dimer J-dimer J-dimer u TyzPz
Obr. 8. Schématické znazornéni H- a J- dimert. Obr. 9. Studovany dimer TPyzPz%°.

Agregaci Ize uc€inné snizit zavedenim objemného substituentu na periferii
makrocyklu. napf. lipofilni terc-butylsulfanylovou skupinou nebo aryloxy-
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skupinou. Dal$i moznosti je zavedeni substituentl nesouci naboje, které zajisti
monomerizaci makrocyklu vlivem elektrostatickych (napf. Coulombovych ) sil®".

RozliSujeme agregaty typu H- (tzv. ,head-to-head"), jejichZ absorpCni pas
je u Pc posunut blize k modrému spektru (kolem 630 nm®?) a fluorescence je
zeslabena. Zatimco u J- dimerl se molekuly orientuji ,head-to-tail* a jejich
absorpéni spektrum je posunuto k Gervené oblasti (kolem 750 nm5?) a
fluorescence je naopak zvySena (Obr. 8.). NejbéznéjSim typem agregace
popsanym u Pc je orientace H-, ktera vznika interakci mezi centralnimi ionty
nebo na perifernich dusikovych atomech. Dimery vykazuji niz$i fotosenzitivitu®3
a délku Zzivota texcitovanych stavd molekuly, ktera je pravdépodobné
zpUsobena rozptylem energie do nezafivych procest®. V jedné z naSich
publikaci®® bylo poukazano na zajimavy jev mezi molekulami TPyzPc, kde
dochazi k interakci mezi centralnim atomem kovu a perifernim dusikem, které
méni usporadani J-dimeru a ,posunuje“ molekuly od sebe (Obr. 9.).

<  Aplikace a uplatnéni Pc

Kovové, zejména médnaté, komplexy Pc jsou pfipravovany v
primyslovém meéfitku a jsou pfevazné pouzivany jako barviva a pigmenty (az
v 90 %)%%. Roéni celosvétova produkce ftalocyaninu presahuje 80 000 t, z nichz
jsou vyrabény tiskarské barvy (ze 40 %), natérové hmoty (30 %), barvy do
plastd (20 %) a dal$i®”. V modernim pojeti materialt jsou Pc vyznamné hlavné
kvuli svym unikatnim vlastnostem. Diky tomu se rychle etablovali do SirSich
odvétvi védeckého vyzkumu a jsou pouzivany v modernim prumyslu,
elektrotechnice i v bézném Zivoté. Lze je technologicky snadno prevest do
tenkych vrstev pomoci organické molekularni epitaxe ve vakuu®® ¢i metodou
pulzni laserové depozice®®. Své uplatnéni nalézaji v solarnich ¢lancich® a
dalSich fotovoltaickych aplikacich®', organickych vodi¢ich a polovodi¢ich®? (jako
LED displeje®®, LCD displeje®* ¢i transistory®®), v kapalnych krystalech® a v
optickych datovych nosiCich®’. Jsou vyznamnymi katalyzatory v redoxnich
reakcich®, elektrokatalyzatory®® a senzory (v aplikaci jako biosenzory™,
chemické’ a také plynné’ senzory). V soucasné dobé narlista vyuziti novych
materiald v nanotechnologickych védach. Mnoho praci popisuje uplatnéni Pc
v materidlech tvoficich strukturu nanovlaken’®, nanomembran’#, nanod&astic’>,
liposomu’® a dendrimertt’’. Do praxe jsou zavadény fotoaktivni biocidni
nanoCastice na bazi ftalocyanini na cisténi a Upravu vody a vzduchu’® &i
TPydPz derivaty odstrarujici Sirokospektralni pesticid DDT uZivany jesté
v 60.letech v zemédélstvi’®. Vyznamny pokrok Ize sledovat v biologickych a
lékafskych védach (viz kapitola 3.5.). Kationické Pc (napf. kvarternizované
TPydPz) vytvafi diky iontovému charakteru pevnou elektrostatickou interakci
s mikrobialnimi membranami a uplatiuji se pfi antimikrobialni fotodynamické
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inaktivaci proti bakteriim a kvasinkdm®. TPydPz maiji S$iroké pouZiti ve
fotooxidac¢nich®' a elektrokonduktivnich® procesech a diky své planarni
struktuie se mohou vmezefit do dvousroubovice DNA jako interkala¢ni ¢inidla®
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3.4. Fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti Pc

Procesy, ke kterym dochazi mezi absorpci a emisi svétla jsou
znazornény v modifikovaném Jablonského diagramu (Obr. 10.), ktery pomaha
pochopit pfechody mezi excitovanymi stavy molekuly. Excitacni a relaxacni
procesy jsou zde vyznaCeny Sipkami, které mohou byt jednak zafivé
(znazornény rovné€) nebo nezafivé (znazornény vinovkou). Kazdy
z energetickych stavl ma jesté tzv. vibracni energetické hladiny (oznaceny Cisly
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Obr. 10. Modifikovany Jablonského diagram.
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Energetické hladiny molekuly oznaceny jako: So zakladni stav, S+1 prvni excitovany stav, Sz druhy
excitovany stav, T+ tripletovy stav.

Absorpci kvanta svételné energie molekulou (fadové 10" s) dojde
k pfechodu elektronu do energeticky vysSiho orbitalu, aniz by se zménil jeho
spin®. Molekula je ze zakladniho stavu excitovana na jednu z vy$Sich
vibracnich hladin S1 nebo S2. AZ na nékolik vyjimek se molekula rychle vraci na
4). Ziskanou energii ztraci vétSinou vlivem srazek s ostatnimi molekulami.
Vnitini  konverze probiha mezi excitovanymi stavy S1 a S2 nebo mezi
jednotlivymi vibra¢nimi hladinami. Pfechody jsou velmi rychlé, kazdy ze CtyfF
znazornénych procesl trva priblizné 102 s. Ze stavu S1 mulzZe molekula
relaxovat do zakladniho stavu fluorescenci, zpozdénou fluorescenci nebo
nezarivymi procesy.

Relaxace z excitovaného stavu S1 muzZe probihat v8emi uvedenymi
zarivymi i nezafivymi procesy. Pomér prechodu urcitym procesem vyjadruji tzv.
kvantové vytézky @, které Ize definovat jako pocet relaxovanych kvant k poctu
vSech kvant absorbovanych.
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3.4.1. Fluorescence

Fluorescence (Obr. 10. proces €. 3) je emise fotonu z elektronové
excitovanych stavu fluorescenéni latky (fluoroforu), kterou typicky predstavuje
aromaticka molekula. Elektron z excitovaného orbitalu v singletovém stavu je
sparovan opac¢nym spinem s druhym elektronem ve stavu zakladnim So.
Nasledkem toho se i druhy elektron vraci do zakladniho stavu a dochazi k emisi
fotonu. Primérna doba Zivota fluorescence t (,fluorescence lifetime®), tedy
doba mezi excitaci fluoroforu a jeho navratem do zakladniho stavu, se pohybuje
kolem 108 s. Jelikoz probiha vnitini konverze daleko rychleji nez fluorescence,
pravidlo). Fluorescenci se pak molekula dostava do vysSich hladin zakladniho
stavu odkud je vnitini konverzi za 10-'?s relaxovana az na nejniz$i vibraéni
hladinu. Dusledkem toho je
emisni spektrum fluoroforu L Stokesdv posun
Siroké a je  zpravidla
zrcadlovym obrazem spektra
absorpcniho (pfechod z So na
S1)8. Podobnost spekter je
zpusobena tim, Ze se po
excitaci jaderna geometrie o
podstatn& neméni. Proto jsou ARt =

o ) 550 600 650 700 750 800 850
energet|Cke mezery mezi vinova délka / nm

vibraCnimi hladinami , . ft x4 % .

. . . . Obr. 11. Normalizované absorp¢ni (Cerné carkované),
excitovanych stavi podobné emisni (zelené) a excitaéni (fialové) spektrum
t&m ve stavu zakladnim. hofe¢natého komplexu TPydPz 17Mg v THF.
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Fluorescence se obvykle vyskytuje pfi nizSich energiich nebo delSich
vinovych délkach nez jeho plvodni absorpce. Tento jev byl poprvé pozorovan
G. G. Stokesem v roce 1852 na univerzité v Cambridge® a byl po ném
pojmenovan jako tzv. StokesUv posun (Obr. 11.). Vyjadfuje rozdil vinovych
délek mezi absorpénim a emisnim spektrem a je dana pfedevSim ztratou
energie vnitini konverzi mezi vibraénimi hladinami stavu S1. StokesUv posun
mohou ovlivnit pfedevsim pouzité rozpoustédlo, reakce v excitovanych stavech,
tvorba komplext nebo pfenos energie.

Jak je ztextu patrné, fluorescencni spektralni data jsou obecné
prezentovana jako emisni spektra. Vyjadfuji zavislost intenzity fluorescence na
vinové délce (energii, vinoCtu nebo frekvenci) a zavisi na chemické strukture
fluoroforu a rozpoustédle. Kromé& emisnich spekter |ze zaznamenat i excitaéni
spektra, ktera udavaji zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pfi
konstantni vinové délce emitovaného =zafeni a jsou vétSinou totozna
s absorpCnim spektrem (Obr. 11.). Fluorescenci Ize charakterizovat pomoci tfi
zakladnich parametrd - emisnim spektrem, kvantovym vytézkem o&r, ktery
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udava pocet emitovanych fotont k celkovému poctu fotond absorbovanych a
dobou Zivota excitovaného stavu t, tj. primérnym ¢asem, ktery molekula stravi
v excitovaném stavu pfed navratem do stavu zakladniho.

Ftalocyaniny absorpci zafeni pfechazi ze zakladniho stavu So do prvniho
excitovaného stavu S1 (vyjadfuje Q-pas) nebo méné Casto az do druhého
excitovaného stavu So—S2 (B-pas). Vnitfni konverze z S2 do S1 je rychla, takze
fluorescence je detekovana pouze pfechodem z prvniho excitovaného stavu Sx.

3.4.2. Nezarivé procesy (,,zhaseni“ fluorescence)

Doba Zivota fluorescence t je z hlediska molekularnich déji pomérné
dlouhy proces, béhem néhoz muize vysoce energeticky fluorofor prochazet
Sirokou Skalou transformaci, od redistribuce elektronti a geometrickych zmén az
po reorganizaci okolnimi molekulami a chemickymi reakcemi. V mnoha
pfipadech se energie ziskana absorpci fotona ztraci nezafivymi procesy (Obr.
10. proces €. 2), souhrnné& nazyvanymi jako zhaSeni (,quenching“) a vede
k poklesu Zivotnosti fluorescence t. Jednou z moznych cest ztraty excitacni
energie jinym zpusobem nez ve formé fotonu predstavuije jeji pfevedeni na teplo.
Vzhledem k tomu, Zze zhaseni je do urcité miry nevyhnutelné, méfena délka
zivota fluorescence bude vzdy nizZSi nez délka zZivota pfirozené fluorescence a
bude se postupné bliZit k nule. Procesy zhaseni jsou svoji povahou slozZité a
mohou byt kategorizovany podle toho, jak se excitaCni energie rozptyli z
excitovaného stavu. Podle této klasifikace mizeme rozdélit zhaseni podle toho,
jakym zpusobem je excitaCni energie pohlcena, na vnitini (intramolekularni) a

v s

vnéjsi (intermolekularni).

3.4.2.1. Intramolekularni procesy zhaseni fluorescence

ExcitaCni energie je relaxovana molekularnimi vibracemi Ci rotacemi
v ramci jednoho systému.

< Vnitini rotace

V &asti molekuly podilejici se na fluorescenci obsahujici dvojné vazby
muUze dochazet pfi excitaci k rotaci kolem dvojné vazby, kiera ma za nasledek
zménu pevné dvojné vazby na systém pruznéjSich jednoduchych vazeb
vedouci k pretoCeni molekuly kolem C-C vazby s naslednou cis / trans
izomeraci (tzv. fotoizomerace)®”. Vyskytuje se v alkenech (karotenoidy,
retinoidy, diazo-barviva, aj.) pfi vysoké rychlosti kolem 102 s, ovliviiuje ji
teplota, viskozita a polarita prostfedi, ale v procesech zhaseni fluorescence
neni pfilis vyznamna.
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«»  Excitovany prenos elektront a protont

Délka zZivotnosti fluorescence t mize byt ovlivnéna také reverzibilnimi
zménami distribuce elektronl, ke kterym dochazi po excitaci. Tyto zmény maji
silnou strukturni souvislost a jsou méné nachylné k vlivim prostfedi. Lze jich
vyuzit pfi vyrobé vodivych polymerl, kovovych senzorl, pH sond, zhasecu
fluorescence (,dark quencher®), fluoroford pro fluorescenénim znaceni a
dalSich. Po excitaci se elektrony pfesunuji z donorové Casti (D) s prebytkem
elektronl k elektron-deficitnimu akceptoru (A). K pfenosu dochazi v ramci jedné
molekuly, pokud je donor v tésné blizkosti akceptoru (1-3 vazby). Efekt probiha
velmi rychle (méné nez 10712 s)® a vysledny nefluorescenénimu produkt se
nezafivym procesem vraci do zakladniho stavu So. Jako darci elektronl se
uplatiuji prfedevsSim aminy, jejichz sila zhaSeni klesa v poradi terciarni >
sekundarni > primarni. Ze skupin, které elektrony odebiraji, byl efekt potvrzen
pouze u nitroskupiny®. Rada molekul

s elektron-donorovymi nebo akceptorovymi | X
skupinami ovliviiuje fluorescenci pouze N”
casteCné. Prfenos protonu je zavisly na n
tredi®? ‘F') bj'h t i ty ; \‘\‘N> H LN"/,_,

pros redi 'a vmuzg pI’O'I a |nv.r:c1- v| __/N~(‘=}“ N N=S N
intermolekularné  (viz  dale), pfiCemz NW Rl N
intramolekularni pfenos je rychlejsi. Protony NG P e

v ’|| i N

se po excitaci od molekuly neodtrhavaji, ale  — X N “N/Jﬂ(-—
pouze odchyli a mohou tak tvofit napf.
s molekulou rozpoustédla tzv. ,proton
transfer komplex“. Tento jev byl pozorovan |

u bezkovovych derivata TPyzPz &

v pfitomnosti pyridinu (Obr. 12.) zménou

absorpéniho spektra, kde vznikl z pdvodné  Obr. 12. Bezkovovy derivat TPyzPz
rozstépeného Q- pasu vlivem symetri¢nosti V”prOtor;t;?:}gfﬁ;rl?mp'exu“
jeden ostry pas®. Rozpoustédla charakteru '

slabych organickych bazi (napf. aminy, DMSO, DMF, pyridin) podporuji pfenos
protonu a ovliviuji celkové fotofyzikalni a fotochemickeé vlastnosti.

3.4.2.2. Intermolekularni procesy zhaseni fluorescence

Vnéjsi procesy byly povazovany v prvotnich studiich nezafivych procesl
za jediné mozné relaxaéni cesty®®. Pfi intermolekularnim zhaseni prechazi
excitacni energie z fluoroforu na okolni molekuly.
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«  Forstertuv resonancéni prenos energie (FRET)

OO-@O®-0@

svétlo ) -
i D D* A D A"

Obr. 13. Schéma pienosu energie FRET. Po excitaci fotonem je elektron donoru pfenesen do
excitovaného stavu (1), po némz nasleduje pfenos energie do excitovaného orbitalu akceptoru
(2), soucasné se excitovany elektron vraci zpét do zakladniho stavu (3) a dochazi k excitaci
akceptoru (4). D- donor (darce) energie; A- akceptor (pfijemce) energie

Forsterlv resonancni pfenos energie ¢i nékdy oznacovan jako
fluorescencni resonanéni pfenos energie (FRET) je pojmenovany podle
Theodora Forstera, ktery polozil matematicky zaklad tohoto procesu®. Prenos
energie je uskutec¢nén resonancnimi interakcemi mezi fluorescenénim barvivem
a zhaSeCem na vzdalenost nékolikanasobné vétsi nez meziatomovou bez
pfemény energie na tepelnou a bez kinetické kolize mezi obéma molekulami
(Obr. 13.).

Jako chromofory lze vyuZzit tradiCni organicka barviva, fluorescencéni
proteiny, lanthanoidy, fullereny, uhlikové nanotrubice® nebo malé
semikonduktorové Castice
zvané kvantove tecky §

AN prekryv spekter 1
(,quantum dots“, vyuzivané u 1 ¢ *
LCD monitord)%. Dlouhou dobu
bylo primarnim cilem metod
zaloZzenych na FRET urceni
vzdalenosti mezi interagujicimi
molekulami, vétSinou proteiny,
na zakladé sledovani zmén
intenzity fluorescence 300 T I
donorové nebo akceptorové vinové délka (nm)

molekuly. Pozdéji, s vyvojem
fluorescendnich technik, se Obr. 14. Piekryv fluorescen¢niho spektra donoru
(Carkované) a absorpCniho spektra akceptoru (pIné).

absorbance (a.u.)
fluorescence (a.u.)

FRET stal dulezitou metodou
ke studiu struktur, interakci a funkénich déji mezi molekulami v burikach a
malych zvifatech®”. FRET zpUsobuje zhaseni fluorescence donoru, ale velka
Cast energie je emitovana pres akceptor. V tomto ohledu dokaze FRET, jednak
energii prenést, tak irelaxovat. Aby se efekt projevil, je nutna pfitomnost
akceptoru s pfistupnymi orbitaly a energii blizkou nebo nizsi nez je hodnota
excitovaného stavu donoru. To znamena, Ze emisni spektra donoru se musi
prekryvat s absorp&nimi spektry akceptoru (Obr. 14.).
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V jedné z hlavnich aplikaci FRET- zkoumani interakci mezi proteiny-
nemusi vSechny donory reagovat s akceptory. Tento stav vede k dvéma
skupinam donorl s odliSnou fluorescenéni zivotnosti: jedna s Zivotnosti donoru
odpovidajici t¢ a druha s kratSi Zivotnosti tda zplisobenou procesem zhaseni.
Prfenos energie E; lze matematicky vypocitat ze vztahu mezi Zzivotnosti
fluorescence donoru (Rov. 1.).

Tda
E, =1-2
Ta

Rov. 1. Vypocet energie pfenosu E,, kde 7y, je doba Zivota fluorescence donoru v pfitomnosti
akceptoru a 7y je doba Zivota fluorescence donoru bez akceptoru.

Béhem FRET se 7 donoru energie snizuje kvuli pfitomnosti nezafivych
procest a ,photobleachingu® (tzv. rozkladu svétlem), ale z pfijemce zustava
nezménéna. Toto tvrzeni je platné pouze tehdy, kdyz nedochazi k prenosu
reverzni energie, napf. mezi dvéma identickymi fluorofory (homoFRET),
pficemz celkova doba Zivota se snizuje, jsou-li oba fluorofory blizko. FRET je
pfimo umérny vzdalenosti donor-akceptor, kterou Ize matematicky
z naméFenych hodnot vypoditat, a ktera musi byt mezi 10 a 100 A. V jedné z
hlavnich aplikaci FRET - zkoumani interakci mezi proteiny - nemusi vSechny
donory reagovat s akceptory. Tento stav vede k dvéma skupinam donord s
odliSnou fluorescenéni dobou Zivota: jedna s dobou Zivota donoru odpovidajici
w0 a druha s kratSi dobou Zivota wa zplsobenou procesem zhaseni. V sou€asné
dobé existuje Siroka Skala technik, které jsou zaloZzené na FRET a mohou byt
vyuzity k spektroskopii, anizotropii®®, polarizaci®®. ¢i k detekci v molekularnich
sondach (viz. kapitola 3.5.3.).

< Dextriv prenos elektronu (DET)

—_—
svétlo /~
D A

Obr. 15. Dextriiv prenos elektrontl. V poc¢atecni fazi se orbitaly donoru a akceptoru prekryji.
Po excitaci fotonem je elektron donoru pfenesen do excitovaného stavu (1), nasledovany
pfenosem elektronu do excitovaného orbitalu akceptoru (2) a zpétnym pfenosem
excitovaného elektronu na donor (3).

D- donor (darce) energie; A- akceptor (pfijemce) energie

PFi vzdalenostech vyrazné kratSich nez je polomér u FRET se donor a
akceptor pfekryvaji a mohou si tak pfedavat excitované elektrony. Zavedenim
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této teorie Dexter objasnil dé&j vyskytujici se mezi molekulami na kratSi
vzdalenosti, ktery neodpovidal teoretickym vypoétim FRET'®. Po excitaci
molekuly donoru D* (Obr. 15., dé 1) dochazi k pfenosu elektronu z jeho
preda svuj elektron z nejvys§siho obsazeného molekulového orbitalu (HOMO)
zpét donoru (3) a sam zlstava v excitovaném stavu.

Tyto procesy kratkého dosahu maji zasadni vyznam v fadé molekularnich
elektronickych zafizeni a biologickych systémech, jako je fotosyntéza a analyza
DNA. Podobné jako u FRET je rychlost pfenosu elektronl pfimo umérna
spektralnimu prekryvu. VétSina publikaci popisujicich mechanismus DET
souvisi s feSenim klasického problému excitovanych stavd, tedy k odliSeni
prenosu elektront a energie'®'. Nedavno byly prezkoumany vypocetni algoritmy
Dextrova prenosu elektronl, z kterych bylo zjisténo, Zze DET lze pozorovat
pouze pfi vzdalenosti mensi nez 10-15 A, kterd odpovida pfekryvu orbitald02,
OvSem nékolik systému, obzvliasté téch, které jsou zalozeny na DNA-
organokovovych interkalaCnich komplexech, vypoclty ukazaly, ze je mozné
pozorovat DET pfi vzdalenostech donor-akceptor aZz do 40 A1%3,

<+ Dynamické zhaseni

Jedna se o proces zhaseni, ve kterém excitovana fluorescenéni molekula
ztraci svou energii nezafivou kolizi s jinymi molekulami. Tyto molekuly snizuji
dobu zivota fluorescence 7 v dusledku srazky nékolika procesy. Muze to byt
tvorbou metastabilnich komplext, pfenosem rezonancni energie, pfenosem
elektrond a dalSich. Diky vysoké citlivosti fluorescenéniho déje ma dynamické
zhaSeni a sondy zaloZzené na jeho principu vyznamnou ulohu pfi detek¢nich
metodach rliznych analytt. Detekovany mohou byt kationty (Li*, Na*, K*, Mg?*,
Zn?*, Ca?*, Pb?*), anionty (citraty, karboxylaty, fosfaty), neutralni molekuly
(glukdéza) nebo plyny (O2, CO2, NO)194,

3.4.23. ICTaPET

Jak bylo uvedeno v pfedeSlém textu, zhaSeni excitovanych stavu
molekuly a z toho vyplyvajici uc€innost fluorescence muze byt ovlivnéna mnoha
vlivy. V literatufe byly publikovany mechanismy pfenosu protonu z excitovanych
stava'%®, tvorba excimer / exciplex komplexu'®, torze dvojné vazby,
nizkoenergetické vazby nd*, vliv "téZkych" atom(® &i mechanismus pirenosu
naboje mezi kovem a ligandem'”. Detailngji budou popsany procesy
intramolekularniho pfenosu naboje (ICT) a fotoindukovaného pfenosu elektronu
(PET), které jsou zafazeny v samostatné podkapitole, protoZe se pfenos naboje
muze odehravat v ramci jedné molekuly, ale v pfipadé PET mulze probihat i
mezi nimi'%. Zhaseni excitovanych stavll je zprostiedkovano prenosem
elektronu z donoru (D) na akceptor (A). Obecné mohou byt donory a akceptory

povazovany svymi specifickymi konotacemi za nukleofil / elektrofil
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zprostfedkujici tvorbu vazby nebo reduktant / oxidant zprostfedkujici prfenos
elektrond nebo bazi / kyselinu zprostfedkujici tvorbu aduktd. Tim Ize ulehdit
orientaci v klasifikaci rlznych bimolekularni reakci v ramci jediné donor-
akceptorové dvojice a nabizi fadu vyhod vedouci ke kvantitativnimu urCeni
reakénich rychlosti’%°,

Svétlem vyvolany pfenos elektronu vede k vytvofeni komplexu mezi
kationtovym radikalem donoru a aniontovym radikalem akceptoru nazyvanym
,charge transfer complex® (CTC)'0 viz Obr. 16. V intramolekularnim PET
procesu D a A koexistuji ve stejné molekule, zatimco v intermolekularnim PET
se nachazeji na riznych molekulach. Kinetika a termodynamika
intermolekularniho  PET procesu byla objasnéna v pracich Marcuse'",
Closse''? a Wellera'"® v 50. - 60. letech 20. stoleti. V roce 1992 byla udélena
Rudolfovi A. Marcusovi Nobelova cena za chemii za ,jeho pfispévky k teorii
reakci pfenosu elektrond v chemickych systémech®. PET je ovlivnén
elektrochemickymi vlastnostmi a charakterem excitaCnich stavl akceptorovych
a donorovych skupin. Stejné jako u jinych fotochemickych procesu je
intermolekularni a / nebo intramolekularni PET v pfimé konkurenci s mnoha
jinymi zafivymi a nezafivymi deaktivacnimi procesy vychazejicimi z excitaCnich
stavll molekularnich systému''4.

vyzaieni svétla

svétlo a/nebo tepla
% CH* CH
—_— s, @ 5 @ «charge transfer
complex"
¥ IcT . .\
CH CH CH* CH CH CH

H

donor elektronu

5 ® ©
—_—
f .charge -separated state"
akceptor elektronu

Obr. 16. Mechanismus zhaseni excitovanych stavil na zakladé PET, ICT nebo pfimym
zafivym procesem. (CH = chromofor)
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Celkové vede PET jednak k poklesu doby Zivota fluorescence t, tak i
kvantového vytézku fluorescence @r. PET ma zasadni vyznam v fadé
chemickych a biologickych procesu, napf. pfi zkoumani vlastnosti proteind,
DNA analyzach, v pfirozené''s nebo umélé'® fotosyntéze, ve fotovoltaickych''”
senzorech Ci v biotechnologii. Na principu PET jsou zaloZeny fluorescencni
spinacge a senzory pro analyty''®, jako jsou napt. kationty kov(, anionty, Oz, NO,
reaktivni formy kysliku (ROS) a dal$i biologické slouceniny'® nebo pH'®.
Fluorofor je v tomto pfipadé kovalentné pfipojen k receptoru pfes mustek, tzv.
,Spacer”, ktery mize byt uplny (obvykle alkylova skupina se dvéma atomy)
nebo dokonce chybi. Receptor s pfebytkem elektronu, typicky obsahuje
aminoskupinu, jejiz elektrony mohou vazat elektrondeficitni analyty. Elektron je
pfenesen receptorem do nebo z excitovaného fluoroforu, ktery tak muaze
pfedstavovat zaroven D i A elektronu v zavislosti na hodnoté redoxniho
potencialu’. Timto zplsobem je znemoznéna vysledna emise fotonu. Vazbou
analytu na volné elektronové pary receptoru dojde ke zméné jeho redoxniho
potencialu tak, ze prenos elektronl jiz neni energeticky vyhodny a energie
excitovaného stavu fluoroforu je emitovana v podobé fotonl, coz vede ke
zvySeni fluorescence.

Charakteristickymi rysy této metody jsou jeji kvantitativni povaha a
predvidatelnost pozorovatelnych parametrl, protoZze pomeéry intenzity emisi
"ON / OFF" staviu mohou byt snadno vypocteny. Efektivita fluorescence méni
energii mezi zakladnim a excitovanym stavem a vede k posunu absorpc¢nich
spekter fluoroforu'*.

Aby byla jednoznacné prokazana existence PET a kvantifikovana jeji
rychlost, je nutné detekovat radikalni ionty pomoci C¢asové rozliSenych
spektroskopii. Separaci naboje nebo rekombinaci (zpétny pfenos elektronu) Ize
provést napf. pomoci laserovych fotolyznich experimentld, které méri
prfechodovou absorpci radikalovych aniontll a kationt(i'22123, Jiné techniky jako

LU MO+ LUMO
HOMO+ D HOM $ |

HOMO
excitovany  volny excitovany  obsazeny
fluorofor  receptor fluorofor receptor

interakce s
bez fluoresence analytem silna fluoresccence

Obr. 17. Princip PET senzor(, ktery je vysledkem interakce vazaného vzorku s D nebo A elektrond
véetné prechodt molekularnich orbitalti. Upraveno ze zdroje 9.
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jsou Casové rozliSena Ramanova spektroskopie, spin elektronova rezonance
nebo infraCervena spektroskopie mohou také poskytnout informace tykajici se
rekombinace a separace naboje'?*. V literatufe se lIze setkat s pracemi
zabyvajicimi se intramolekularnimi PET procesy, které nebyly dostate¢né témito
metodami potvrzeny'?3125 Zejména v oblasti fluorescenénich senzorl a
spinacu je pozorované fluorescencni zhaseni v mnoha pfipadech automaticky
pripisovano PET procesu bez pfesvédCivych experimentalnich dikazi. Na Obr.
17. jsou uvedeny hrani¢ni molekulové orbitalni diagramy pro PET a jeho
energetické prechody.

Na rozdil od PET principu, kde dochazi k ,pfeskoku® elektronu na urcitou
vzdalenost, jsou u intramolekularniho pfenosu naboje (ICT) donor a akceptor ve
vzajemné konjugaci pres - elektronovy systém’?6. B&éhem excitace systému
dochazi k intramolekularnimu pfenosu naboje mezi donorem (Casto
aminoskupinou) a akceptorem. Nasledna zména dipolového momentu vede ke
zvySeni elektronové hustoty A na ukor D a vytvofeni prechodového stavu
oddéleného naboje tzv. ,charge separated state“ (CSS). To ma za nasledek
StokesUv posun spekter, ktery silné zavisi na mikroprostfedi fluoroforu.
Energeticka hladina, na které CTC a CSS lezi, je nizSi nez stav S1, nebot’ ¢ast
energie excitovaného stavu je pouzita pravé na tvorbu CTC a CSS#.

Uginnost prenosu elektronu miize byt ovlivnéna polaritou rozpoustédia,
vzdalenosti a orientaci mezi D a A, pH nebo teplotou. V kyselém prostredi je
donorova aminoskupina protonizovana a je pozorovana silna, charakteristicka
fluorescence. ZvySenim pH dochazi k deprotonizaci aminoskupiny, ¢imz je
intenzita fluorescence snizena probihajicim PET. Silné polarni rozpoustédla
(methanol, acetonitril, DMF, DMSO) jsou schopna stabilizovat nabité komplexy
CTC a CSS a vyrazné tim podporuji pfenos elektronu, zatimco nepolarni
rozpoustédla jako toluen nebo benzen PET inhibuji'?’. Rychlostni konstanta
pfenosu elektronu exponencialné klesa s rostouci vzdalenosti mezi D a A.
Pfenos elektronu byl pozorovan do vzdalenosti 20 A28,

Kdyz donor elektron uvnitf fluoroforu senzoru interaguje s analytem,
dochazi k redukci konjugace, ktera vede k posunu do modré absorpcCni oblasti
spole¢né s poklesem extink&niho koeficientu. Na druhou stranu interaguje-li
analyt s akceptorovou skupinou elektronl, zvySuje jeji elektronovou hustotu,
¢imz posunuje absorpéni spektrum A do Cervené oblasti a zvySuje jeho
extinkéni koeficient. Fluorescencni spektra jsou v zasadé posunuta ve stejném
sméru jako spektra absorpcni (Obr. 18).
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interakce s elektron donorovou skupinou interakce s elektron akceptorovou skupinou

modry posun
spektra

[

¢erveny posun

. - S~ —— spektra
po interakci pred interakci

s analytem s analytem

po interakci
s analytem

pfed interakci
s analytem

Obr. 18. Princip ICT senzor, ktery je vysledkem interakce vazaného vzorku s donorem nebo
akceptorem elektrond. Upraveno ze zdroje119

Fluorescencni sondy vyuzivaji pfi svém uc€inku zmény barvy systému a
vysledné fluorescence'?®. Koncentraci analytu Ize kvantifikovat pouzitim poméru
intenzit fluorescencnich pasu pfi dvou rtiznych vinovych délkach pro sondu bez
analytu a s analytem. Takova samokalibrace s pouzitim dvou emisnich pasem
muze eliminovat vliv koncentrace sondy, podminek prostfedi a instrumentalni
efektivity’®®. Tato metoda umoziiuje pfesnou a kvantitativni analyzu i ve
slozitych systémech biologickych a pramyslovych matricich a snizuje tak
problémy s autofluorescenci, rozptylem svétla nebo fotostabilitou pfi
fluorescenénim snimani v mnoha biologickych a primyslovych matricich'.
Slou€eni PET a ICT fotorelaxacnich metod vedlo k tvorbé viceurovriovych
fotorelaxacnich systému 32, Molekuly schopné provadét rizné funkce snimani
souCasné a samostatné vypocitat kompozitni vysledek maji velky potencial pro
aplikace v realném zivoté. V poslednich letech je intenzivné zkoumano vyuziti
senzoru pfi kédovacich a zobrazovacich metodach, jako inteligentni materialy,
pfi distribuci a aktivaci €k nebo pfi diagnostické metody v medicinég33.

3.4.3. Mezisystémovy prechod (,,intersystem crossing“)

Mechanismus mezisystémového prechodu je podobny pfenosu naboje
mezi orbitaly’* a vyskytuje se pomérné vzacné. Probiha prostfednictvim spin-
orbitalovych interakci ze singletového stavu do vibracnich hladin T1. Jedna se o
tzv. spinové zakazany dé&j (Obr. 10. proces €. 6), pfi kterém nesparované
elektrony ze singletovych stavi s opacnym spinem pfechodem zméni spin
jednoho zelektron. Vysledny tripletovy stav ma tak v obsazenych
molekulovych orbitalech nesparované elektrony se stejnou orientaci spinu.

S protonovym Cislem, resp. poctem elektrond v orbitalech, roste
mnozstvi spin-orbitalovych interakci, a tim se zvySuje i pravdépodobnost
pfechodu do tripletového stavu. U organickych fluorofor slozenych z lehkych
atomd (C, N, O, H atd.) je mira pfechodu do tripletového stavu v porovnani
s fluorescenénim pfechodem relativné nizka a pomala (v fadu mikrosekund) a
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zustava konstantni i pfi strukturalnich obménach molekuly. Napfiklad u
rhodamint je rychlost pfechodu S — T (~ 5,3 x 10 s)'35 ve srovnani s rychlosti
fluorescence (~ 5,1 x 10-19 s) niz§i'38. Z toho miZeme usoudit, Ze rhodaminy, i
jejich substituované derivaty, budou jen obtizné pfechazet do tripletovych stavi
a budou dosahovat silné fluorescence. Avsak je-li fluorofor substituovan tézkymi
atomy, jako je Br nebo |, pravdépodobnost pfechodu do T1 dramaticky stoupa a
dosahuje rychlosti 10-'° s. Jod-substituovana molekula, jako je napf. bengalska
Cerven, bude vykazovat silnou fosforescenci (pfechod z T1 na So) s Zivotnosti
fosforescence ~ 100 us', a tim i sniZzeni doby Zivota fluorescenéni t z
nanosekund na pikosekundy (89 ps)'38. Efekt téZkého kovu stoupa podle
naopak rtut nejvysSSi pravdépodobnost prechodu ze singletového do
tripletového stavu. Tohoto efektu se vyuzivd u metaloftalocyaninl, kde lze
volbou vhodného centralniho kationtu kovu upravit fotofyzikalni a fotochemické
vlastnosti zadoucim smérem. HofeCnaté komplexy zpravidla vykazuji vySSi
fluorescenci, zatimco zineCnaté komplexy jsou vyborni producenti singletového
kysliku3°.

3.4.4. Ostatni fotorelaxaéni procesy

Béhem pomérné dlouhé délky Zivota tripletovych stavl (az sekundy)
muUze dojit kinterakci s okolnimi molekulami, napf. s kyslikem, ktery se
vyskytuje v zakladnim tripletovém stavu To a maze tak snadno pfijmout energii
excitované molekuly (Obr. 10., proces 8 a 9). Vznika tak vysoce reaktivni kyslik,
tzv. singletovy kyslik, ktery je zakladem cytotoxické IéCby, fotodynamické
terapie (viz kap. 3.5.1.).

Z tripletového stavu T1 se mlze molekula vratit do svého zakladniho
stavu i fosforescenci (Obr. 10. Modifikovany Jablonského diagram., proces ¢.
7). K uvolnéni energie dochazi pomalu (v fadu az desitek sekund), pfi¢emz
muze byt délka zivota fosforescence mulze byt u tranzitnich komplexu
prodlouzena zavedenim ligandu s vazanymi ionty tézkych kovu. Publikovana
byla napfiklad studie zkoumajici syntézu a navrh luminisen¢nich sond na bazi
Ru?* iontd 40,

Poslednim zde uvadénym procesem, kterym muze molekula ztracet svou
energii, pfedstavuje zpozdéna fluorescence''. Na Jablonského diagramu Obr.
10. je u déje €. 5 patné, ze mlze probihat dvéma zpUsoby. Jedna se o tzv. E-
typ zpozdéné fluorescence (na diagramu oznacen rovnou Sipkou), ktery nese
oznadceni po eosinu, kde byl poprvé pozorovan'4?. Pfechod z tripletové stavu T+
do excitovaného stavu S1 je doprovazen zahfivanim systému, pfipadné neni-li
rozdil mezi hladinami T1 a S+ pfili§ vysoky, muze dochazet k statistické fluktuaci

elektronl mezi hladinami. Druhym typem zpozdéné fluorescence je P-typ
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(poprvé byl pozorovan u pyrenu)'?, kde k excitaci dochazi po kolizi dvou
molekul v tripletovém stavu. Jedna molekula odevzda nezafivé svoji energii
druhé, ktera prejde do excitovaného S+ stavu. Rozdily mezi S1 a T1 mohou byt
vySSi, nez u typu E.

DalSi energetické pfechody souvisejici s excitovanymi stavy v molekule
mohou byt zpusobeny pfitomnosti paramagnetickych kov(, spin-orbitalovych
interakci, excitovanych dimeru &i fotonovou reabsorpci a jsou pro nasi tématiku
méné vyznamne.

3.5. Vyuziti fotorelaxacénich procesi v mediciné a
biochemii

Svételna energie pomaha v pfirodé preméné oxidu uhli¢itého a vody na
sacharidy. Fotosyntéza je tak dukazem nejjednodussSi a velmi efektivni
modifikace svételné energie na energii chemickou. Terapeuticky ucinek svétla
byl jiz pfed tisici lety vyuzZivan kléCbé predevSim kozZnich onemocnéni
(novorozenecké Zloutenky, psoriazy, ekzému, vitiliga, lichen planus, k 1é¢bé
nedostatku vitaminu D a dokonce i ke zmirnéni pfiznakl Parkinsonovy
nemoci)'#3. Poznatky z fototerapie daly zaklad modernim fotomedicinalnim a
fotobiochemickym metodam'4, znichz se zde zaméfime predevS§im na
fotodynamickou terapii, fotochemickou internalizaci a zhaSeni fluorescence na
molekularnich sondach.
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3.5.1. Fotodynamicka terapie

Fotodynamické terapie (PDT) byla poprvé popsana roku 1900, kdy
student mediciny Oscar Raab pfi svych experimentech nahodné zjistil, Ze prvoci
z rodu nalevnikd umiraji po inkubaci s akridinovym barvivem. Dochazelo k tomu
pouze ve dne, ale nikoli kdyz byly ve tmé. Nasledné dokazal, Ze je pro pokus
nezbytny kromé svétla i kyslik ze vzduchu'#®. Tento svétlem zprostfedkovany
cytotoxicky efekt byl oznacen terminem "fotodynamicky ucinek". Zanedlouho po
téchto objevech byl jev vyuzit pfi I1éEbé koznich projeva syfilis, tuberkuldzy,
psoriazy a rakoviny aplikaci barviv pfimo na lozisko s naslednym vystavenim
svétlu'8, Moderni éra PDT zacala v 70. letech minulého stoleti v USA diky
snaham doktora Thomase Doughertyho. Prvni fotosenzitizér (PS), ktery
Dougherty a jeho spolupracovnici predstavili, byla ve vodé rozpustna smés
porfyrinG, které nazval "hematoporfyrinovymi derivaty" (HpD)'#’. Od té doby
bylo v in vitro a in vivo studiich zkoumano mnoho potencialné u€innych PS
s vyhodnéjSimi vlastnostmi, z nichz stovky jsou navrzeny ¢i aplikovany
v klinické praxi pro Ié¢Ebu rakoviny, infekci a mnoha dalSich onemocnéni.

< Princip fotodynamické reakce

Jak jiz bylo uvedeno, PDT pfi svém ucinku vyuZiva tfi zakladnich
netoxickych komponentl - svétla, kysliku a fotosenzitizéru. Po aplikaci PS do
organismu je oblast nadoru ozarena svétlem vhodné vinové délky, které

excituie PS ze zakladniho stavu So
na vysSi energetickou hladinu S
(Obr. 19.). Excitovany fotosenzitizér
se pak mezisisystémovym
@ pfechodem dostava do tripletového
T1 stavu, ze kterého muze predat
svou energii tkariovému kysliku 30x.
: Vzniklé reaktivni formy kysliku (ROS),

Aplikace PS do tEla T Mpeemae 00 x i : v PO
nédoru prfedevS§im singletovy kyslik 'Oz,
napadaji  okolni  biomolekuly a
zpusobuiji jejich oxidaci, ktera vede k
destrukci zasazenych bunék.
Cytotoxické ROS jsou zhruba tisickrat
reaktivnéjSi nez zakladni molekula
kysliku a nici okolni rakovinné buriky,
nezadouci tkané, krevni cévy a

patogenni mikroorganismy.

PS musi byt dostate¢né
stabilni v excitovaném stavu Si, aby
preSel mezisystémovym prechodem a
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Obr. 19. Lécebné schéma PDT.



vydrzel v déletrvajicim stavu tripletovém T1. V této fazi mohou probihat dva typy
reakénich procest pfemény molekularniho kysliku a okolniho substratu. V
prvnim procesu (fotoproces typu I; Obr. 10. d&j ¢. 8) dochazi k odtrzeni vodiku
nebo pfenosu elektront mezi excitovanym PS a sousedni molekulou za vzniku
iontovych radikalu. Mezi redukujici molekuly dodavajici elektrony patfi NADPH,
guanin €i aminokyseliny cystein, tryptofan a tyrosin. Dlsledkem excitace vznika
dvojice radikalu'8- aniont PS~ a kationt biomolekuly**. V aerobnim prostiedi
muze vysledny radikal reagovat s kyslikem v zakladnim stavu (302) za vzniku
reaktivnich forem Kkysliku, jako je superoxidovy anion radikal (O2*), peroxid
vodiku (H202) nebo hydroxylovy radikal (OH®). ROS mohou puUsobit jako
nevazebna oxidacni &i redukéni Cinidla malych molekuly (napf. sificitanu,
katecholamind ¢&i urcitych druhd cukr()'®, ale nikoli objemnych molekul
nukleovych kyselin, lipid(l a sacharid'°. Vysokou afinitou ROS inklinuji k témér
vSdem biologicky relevantnim radikalim, &imz uvolfuji potencialné toxické
produkty poskozujici buniky'®'. Mezi takové radikaly patfi oxid dusnaty (NO°),
fenoxylové radikaly napf. tyrosylovy radikal aminokyseliny’? ¢i guaninovy
neutralni radikal [G(-H)*]"%3.

Ve druhém procesu (fotoproces typu Il) se energie z T1 pfenese pfimo na
30, ktery je sam v tripletovém stavu, a excituje ho na kyslik singletovy ('02), jak
je znazornéno na Obr. 10., déj €. 9. Pfenos energie muze nastat pouze tehdy,
jsou-li PS i substrat v tripletovém stavu, ¢emuz vyhovuje pouze omezeny pocet
molekul. Energie posunuje jeden ze dvou nevazebnych elektront 302 na orbital
s vysS8i energetickou hladinou (mluvime o excitaci elektronu) a zaroven pfevraci
jeho spin, ¢imz pfeméni zakladni stav molekularniho kysliku na kyslik
singletovy ('0O2). Singletovy kyslik napada nenasycené vazby mezi uhliky,
neutralni nukleofily (napf. sulfidy, aminy) a anionty za vzniku peroxid('®*.
V biologickém prostiedi je Zivotnost 'O2 omezena jak fyzikalnim tak chemickym
zhasenim. V disledku fyzikalniho zhaseni je délka Zivota 'Oz v Cisté vodé
pouze 4 ps'd, zatimco v burikach je vzhledem k chemickému zhaseni jesté
krat$i. | bez vlivu chemického zhaseni neptresahuje maximalni akéni radius 02
150 nm"8. Tato vzdalenost je mnohem mensi nez velikost pramérné savdi
buriky a dokonce i bunéénych organel. Kratka Zivostnost 'O2 predstavuje
kliCovy faktor pfi lokalizaci uc¢inku PDT.

Predpoklada se, ze pfi PDT vétSina PS napomaha soucasné vzniku
singletového kysliku i radikalim, avsak jejich relativni podil na destrukci nadoru
zavisi na typu a koncentraci PS, na koncentraci kysliku v nadoru a na vazbé
fotosenzitizéru na substrat. Na rozdil od pfenosu elektronu (fotoproces typu I)
ma pFfenos energie za vzniku singletového kysliku (fotoproces typu Il) vétsi
schopnost posSkodit tkan a je pfi fotodynamické terapii ucinnéjsi. Je to dano
jednak rychlosti, ktera je u fotoprocesu typu Il (k = 1-3 x 10° mol-'s~") oproti
fotoprocesu typu | (tvorba O2* k < 1 x 107 mol-'s™") rychlej$i'%’, a zaroven
reaktivitou, ktera je vySSi u singletového kysliku nez superoxidového radikalu.
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Navic jsou biologické systémy enzymaticky chranény pied ROS, ale
antioxidac¢ni enzymy, které by 'Oz eliminovali, se pravdépodobné vzhledem k
jejich kratké zivotnosti nevyvinuly.

<+  Fotodynamicky ucdinek na cilové tkané

Normalni burika

2 . Fotosenzitizér mlze byt
R 8 @ lokalizovan na rlznich

i rf"’\'f'. mistech buriky

- i\\.ﬂ-’"
g o
‘@ o .
Apoptoza Autofagie Nekréza
(PS lokalizovan v lyzozomu (PS lokalizovan v (PS lokalizovan na
nebo mitochondriich ) endoplazmatickém retikulu) plazmatické membrané)
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Obr. 20. Mechanismy bunééné smrti. Hlavni roli hraje typ cilové organely, kde PS plsobi,
méneg jiz vliv celkova koncentrace PS &i parametry zafeni.

Do organismu muze byt PS podavan intravenézné, intraperitonealné
nebo lokalné a je pak selektivné vychytavan nadorovymi burikami diky
fyziologickym rozdilim rakovinné a zdravé tkané'8. Maximalniho koncentrace
PS je dosaZeno za 3 aZz 96 hodin v zavislosti na typu nadoru a PS. Lokalizaci
fluorescence fotosenzitizéru muzeme nasledné diagnostikovat a detekovat
misto nadoru. Degradace bunék muze nastat nékolika zpusoby, jednim z nich
je poskozeni vaskulatury, dalSi je pfima destrukce bunék apoptdézou, nekrézou
¢i autofagii’®® (Obr. 20.).

Akutni reakce bunék na stres vyvolany ozafenim PS vede ke zménam
metabolismu vapniku a lipidd a k tvorbé cytokinu a stresovych proteinu. Aktivuji
se enzymy, zejmeéna proteinové kinazy, které exprimuji transkripéni faktory.
Lokalizace PS uzce souvisi s bunéCnou odpovédi a mechanismem destrukce
buriky. Pokud PS pulsobi vlysozomu ¢&i mitochondriich indukuje nejcastgji
apoptozu, tedy fizenou bunéénou smrt. Probiha bud mitochondrialni cestou s
naslednym uvolnénim cytochromu ¢ do cytosolu, nebo cestami ovliviujici
receptory ceramidu’®. Burika ma schopnost recyklovat po$kozené organely
autofagii, pfi které jsou Castice pohlceny strukturou s dvojitou membranou
nazyvanou autofagosom, ktery se spoji s lysosomy degradujicimi jeho obsah'®".
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PfestoZe se vyskytly zpravy o poSkozeni DNA zplsobené PDT, neni tento
zpUsob bunééné smrti povazovan za vyznamny.

Kromé pfimych fototoxickych ucinkG na cilové tkané muaze PDT
stimulovat rizné imunitni bunky a zanétlivé bunétné mediatory. V dusledku
imunospecifické odpovédi na PDT dochazi k produkci rdznych cytokind, jako
jsou interleukiny, tumor nekrotizujici faktor-a ¢i matrixova metaloproteinaza’®2.
Schopnost indukovat protinadorovou imunitu vedla k hledani vakcin proti
rakoviné generované PDT. Tyto vakciny lze pouzit bud profylakticky nebo
dokonce jako terapeutikum. Vyhodou je, Ze se pacient vyhne pfimé |écbé
fotosenzibilizatorem i plsobeni svétla (Obr. 21.) Studie zkoumajici moznosti
takovych vakcin maji slibné vysledky'63,
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Obr. 21. Princip nadorové Iécby pomoci vakciny generované PDT. Pacientovi se odebere
material z operativné resekované nadorové tkané, do té je aplikovan PS ex vivo a vznikla
frakce ozafena. Vakcinovany materidl je injektovan bud pfimo do pacienta, z kterého byla
nadorova tkan odebrana (autologni vakcina), nebo do jiného pacienta (alogenni vakcina).

T = nador; P = fotosenzitizér; V = okovaci latka

Siroce zkoumanym tématem je vznik Iékové rezistence pfi chronické
|éCbé rakoviny, jeji pfi¢iny a schopnost ji ovlivnit. V této souvislosti mizeme
odkryt zajimavy jev, kdy rezistence indukovana jednou IéEbou mulze byt
potlacena |écbou jinou'*. Preklinické i klinické studie naznaduji, Zze
mechanismy poskozeni nadorovych bunék a mikroprostfedi zplisobené PDT by
mohly byt vyuzity k prekonani rezistence va¢&i rakoving, ¢i dokonce k
resenzibilizaci rezistentnich bunék k standardnim terapiim’®. S rozvojem
nanotechnologii je mozné, aby byla aktivace svétlem vyuZita nejen k poskozeni
a senzibilizaci nador, ale také kfizenému uvolnéni Iéku inhibujici
mechanismus vzniku rezistence nebo k proliferaci bunék'® (samostatné v kap.
Fotochemicka internalizace).

< Svétlo

Terapeuticka ucinnost PDT zavisi na vlastnostech svétla pouzitého k
aktivaci PS. P¥i povrchové aplikaci musi svétlo proniknout kiizi a tkani tak, aby
dosahlo cilového mista a bylo schopno aktivovat PS in situ. V intraluminalnim
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nebo intersticialnim usporadani je dilezitym hlediskem umisténi vice zdroju
svétla.

Penetrace svétla do tkané je
komplexni proces, ktery zavisi
na optickych  vlastnostech
tkané pfi  vinové  délce
pouzitého svétla. Existuje
znacna heterogenita meazi
tkanémi a dokonce i v tkanich,
pficemz Fada molekul muze
rozptyl svétla a jeho absorpci
ovlivnit (Obr. 22.). U kratSich
vinovych délek muze byt
ucinnost omezena vzhledem k
absorpci endogennimi

svételny paprsek

odraz svétla

[50-150 pm

1mm

ozptyl 2mm

rpce

10 mm

chromofory, jako je Obr. 22. Pranik svétla tkandmi.
hemoglobin, melanin,

myoglobin, zatimco pfi delSich vinovych délkach muze absorbovat svétlo voda.
To omezuje rozsah vinovych délek optimalni pro prinik do tkané mezi 600 nm a
1300 nm. Svétlo s vinovou délkou delSi nez 850 nm vSak neposkytuje
dostateCnou energii potfebnou k aktivaci PS do jeho tripletového stavu a
k vytvoreni singletového kysliku. Jako optimalni "terapeutické okno" pro vétSinu
aplikaci PDT se uvadi rozmezi v Cervené oblasti spektra mezi 620 - 850 nm'¢7.
Ukazalo se, Ze pro dodani svétla jsou stejné ucinné jak lasery, tak i zarovky
[89]. Lasery jsou Siroce vyuzivany v klinické PDT, protoze jsou silné, mohou byt
spojeny s optickymi vlakny, které mohou osvétlit hloubégji lokalizované nadory
za vyuziti difuznich hrot'®8. Cetné studie se snaZi optimalizovat zdroje svétla
novymi pristupy. Je napfiklad popsano a do praxe zavedeno pouZiti svételnych
diod (LED)'®® ¢i denniho svétla'’?. DulezZity je rovnéz optimalni rezim davkovani
svétla. Vysoka rychlost davkovani svétla muze pfilis rychle snizit hladiny kysliku
v nadorové tkani, coz uc¢innost PDT omezuje'"".

%  Fotosenzitizér

Pfevazna Cast PS, které jsou v sou€asné dobé pouzivany pro PDT, jsou
cyklické, tetrapyrrolové derivaty podobné struktufe hemu: porfyriny a jejich
analogy (chloriny, bakteriochloriny, ftalocyaniny a dalSi). Nicméné je omezena
¢ast syntetickych a pfirodnich ne-porfyrinovych chromogenu, které vykazuji
taktéz dostateCnou fotodynamickou aktivitu. Uvedeni zastupci jsou shrnuty nize
v Tab. 1 spolu s fotofyzikalnimi parametry a jejich vyuZzitim.
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Prvni generace PS je odvozena od latek pfirozené se vyskytujicich
v pfirodé, jejichz strukturalni zaklad tvofi porfyrinové jadro. Jejim jedinym
zastupcem jsou derivaty hematoporfyrinu (HpD), které v roce 1960 predstavil
Lipson'"2, Byly pfipraveny acetylaci hematoporfyrinu s naslednou neutralizaci a
alkalickou hydrolyzou. Jedna se o slozitou smés monomeru, dimeru i oligomeru
hematoporfyrinu spojenych esterovou a éterovou vazbou. Po vycisténi na
porfimer sodny byl tento pfipravek pozdéji registrovan pod komerénim nazvem
Photofrin®. Ackoli je Photofrin® jednim z nejvice pouzivanych PS na celém
svété, ma mnoho nevyhod'’3. Je to pfedev§im jeho vysoka retence v kuzi
zpUsobuijici fotosenzitivitu pacienta na denni svétlo, ktera maze trvat tydny az
mésice po aplikaci. Dale také nejednotné slozeni, slaba absorpce a nizka
excitacni vinova délka, ktera limituje pouziti zejména u objemnych nadort, kde
je prunik svétla problematicky'”4.

U PS druhé generace se rozSifuje konjugovany systém dvojnych vazeb a
vyrazné vylepSuji fotofyzikalni vlastnosti. V souCasné dobé jsou nejCastéji
pouzivanymi PS v dermatologii kyselina 5-aminolevulova (ALA) a jeji derivaty.
ALA je endogenni latka, ktera je vychozi slouceninou biosyntézy hemu u vSech
savcu a je produkovana enzymem ALA syntetazou z glycinu a sukcinyl-CoA.
V organismu funguje jako prolécivo, ze kterého se biosyntézou tvofi ucinny PS
protoporfyrin IX, posledni intermediat pfemény na hem, kterému chybi pouze
centralni atom zeleza. Inkorporace kovu do molekuly hemu je katalyzovana
ferrochelatazou, jejiz kapacita je v mitochondriich limitovana, coz vede k
nahromadéni protoporfyrinu IX v bufice v zavislosti na dostupnosti ALA'.
Vyhodou ALA je, Ze jako proléCivo nezpusobuje fotodynamickou toxicitu a
vykazuje relativné kratkou a nizkou fotosenzitizaci. Zaroven je zvySena jeji
selektivni koncentrace v tumordzni tkani, protoZze je v rychle se mnozicich
rakovinnych burikach omezena dostupnost Zeleznatych iontd, a tim zpomalena
pfeména na neucinny hem'7S,

Za hlavni nevyhodu ALA v PDT lIze oznacit silnou hydrofilitu, ktera
znacné omezuje penetraci zvlasté skrz stratum corneum a bunécné membrany.
Uziva se proto jen pfi povrchovych léCbach. Jako nejvhodnéjsi obména pro
zvySeni lipofility a penetrace pfi zachovani aktivity se ukazala esterifikace volné
karboxylové skupiny'’’. Byla pfipravena fada esteri ALA, z nichZ do klinické
praxe byly prozatim uvedeny pouze methyl- (M-ALA) a hexyl- (H-ALA) ester
kyseliny aminolevulové. Estery lze podat systémové, dochazi ke vzrlstu
bunééného influxu a selektivity vychytavani v rakovinné tkani a jsou 50-100krat
ucéinné&jsi nez ALA'8,

Do dalsi skupiny PS patfi chloriny, které maji na rozdil od porfyrint
ojednu konjugovanou vazbu vjednom pyrrolovém kruhu méné. Tato

strukturalni zména vede k bathochromnimu posunu v absorp&nim pasmu (640
az 700 nm) a zvysSeni emax (~ 40 000 cm~'dm3mol"). Klinicky vyznamnymi jsou
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verteporfin'”®, talaporfin'8, temoporfin'®', rostaporfin'® a radachlorin83,
Nejniz8i kozni fotosenzitivitu vykazuji prvni dva uvedeni zastupci.

Bakteriochloriny jsou aktivovany blizkym infraCervenym svétlem (700 -
800 nm) a jsou zvlasté ucinné proti pigmentovanym nadortiim, napf. malignimu
melanomu'8. Nedavno vstoupil v Portugalsku do klinickych studii fluorovany
sulfonamidovy bakteriochlorin F2BMet'®. Dal$i bakteriochloriny jsou ve fazi
testovani jako potencialni PS pfi nadorové '8 a antimikrobni'®’ terapii.

Bakteriofeoforbidy jsou strukturou podobné bakteriochlorinim a maji o 4
vodiky vice na dvou pyrrolovych cyklech nez porfyriny. Dosahuji absorpénniho
maxima pfi 740-800 nm a &max (~ 50 000 cm-'dm3mol'). Padoporfin'® a jeho
novéj8i ve vodé rozpustny derivat'® jsou odvozeny od bakteriochlorofylu a,
ktery je izolovan z bakterii. Ma nizkou akumulaci v kizi a rychlé vyluCovani z

tela™®o.

porfyrin chlorin bakteriochlorin feoforbid

bakteriofeoforbid texafyrin ftalocyanin

Obr. 23. Zakladni struktury fotosenzitizérd druhé generace.

Feoforbidy maiji o 2 vodiky méné na jednom pyrrolu oproti porfyrinim a
strukturou vychazi z chlorofylu. 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbid a
(komeréni nazev Photochlor®) je semisynteticky PS pfipraveny z pfirozené se
vyskytujiciho porfyrinoidu'®!. Photochlor® se muze po jedné infuzi v plazmé
vyskytovat i nékolik mésict'®?. Navzdory tak pomalé exkreci je kozni
fotosenzitivita jen minimalni'®. Photochlor® prochazi v Roswell Park Cancer
Institute riznymi stadii klinickych studii.
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Texafiriny jsou porfyrinové analogy s pfikondenzovanym benzenovym
kruhem. NejvyznamnéjSim zastupcem je Lu-Tex, ktery je hodnocen v mnoha
klinickych studiich a v oboru fotoangioplastiky je zkouman jeho ucinek na
onemocnéni perifernich a koronarnich cév'®4,

Ftalocyaniny byly jedny z prvnich slouCenin testované jako potencialni
PS. Detailné jsou popsany v uvodu této kapitoly (3.2.). Pro fotodynamicky
ucinek je nezbytna chelatace Pc kovovym iontem, ktera umozni mezisystémovy
pfechod mezi energetickymi hladinami molekuly'®® a ovlivni délku trvani
tripletového stavu. AbsorpCni pas se pohybuje na konci Cervené oblasti
viditeIného svétla kolem 650-720 nm a dosahuje silné absorpce emax az 200 000
cm'dm®mol', ktera je fadové vy388i nez u ostatnich obdobnych latek.
Ftalocyaniny vstupuji do bunék endocyt6zou, jsou lokalizovany v lysozomech a
poté se kumuluji v mikrozomech a mitochondriich. Relativné Spatnou
rozpustnost Pc ve vodé Ize zvysit substituci na periferii, inkorporaci do lipozéml
nebo micel ¢i vazbou na vhodny nosi¢ (cukry, polylysinové fetézce atd.). Jednu
z moznosti, jak zvySit rozpustnost ve vodé, pfedstavuje sulfonace, pfi niz vznika
pomeérné obtiZzné separovatelna smés sulfonovych produktd. Tetrasulfonovany
hlinity Pc (AIPcS4) registrovan v Rusku pod obchodnim nazvem Photosens® je
navzdory kozni fototoxicité pouzivan na IéCbu karcinoml zaludku, kize a
dalSich™6, Z ostatnich Pc, které jsou ve fazi testovani, bych rada zminila
kifemicity komplex ftalocyaninu (Pc4), lypozomalni nesubstituovany ZnPc'®" a
kationtovy Pc, ktery je v in vivo studiich zkouman na antimikrobni aplikaci pfi
viedech spojenych s diabetickou nohou'%,

Ostatni ne-porfyrinové PS pfedstavuji riznorodou skupinu vychazejici
prevazné ze struktury pfirodnich barviv, které jsou hodnoceny v rliznych fazich
klinickych studii, ale dosud nebyly do praxe uvedeny.

Mezi nejvyznamnéjSi patfi hypericin, antrachinonovy derivat extrahovany
z tfezalky teCkované, ktery dokaze produkovat ROS a absorbuje pfi 590 nm
S &max ~ 44 000 cm~'dm3mol-'. Provedené klinické studie k Ié¢bé& karcinom, ale
nepfinesly uspokojivé vysledky'®®. Ze skupiny fenothiazinit miZzeme uvést
methylénovou a toluidinovou modi?®. Prvné zminéna modi absorbuje pii 666
nm s €&max ~44 000 cm'dm®mol' a cilené se zaméfuje na melanomové
buriky??!. Spole¢né jsou sledovany pro léébu chronické parodontitidy. Dal$im
prirodnim barvivem s fotodynamickym ucinkem je bengalska Cerven. Jedna se
o ve vodé rozpustny derivat xanthenu, ktery absorbuje pfi 549 nm s &max ~ 100
000 cm'dm®mol' a experimentalné se pouziva pfi |é¢bé karcinomu prsu a
melanomu?%?2. Poslednim vybranym ne-porfyrinovy PS je kurkumin, barvivo
izolované z oddenku kurkumy?2®3. Kurkumin absorbuje pfi 420 nm a ma &max
~ 55 000 cm'dm3®mol' a byl pouzit v pilotni studii jako dezinfek&ni prostfedek
pfi chirurgickém zakroku v oblasti ist?%4.
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Néktera literatura uvadi jeSté treti generaci, do které fadi PS
konjugované s jinymi biomolekulami, protilatkami, receptorovymi ligandy Ci
nanocCasticemi?®®, které pomahaji zlepsit cilengj8i distribuci do nadorové
tkan&?%. Zapouzdiené nanocastice PS vykazuji lep$i lokalizaci do nadoru a
snizenou fotosenzitivitu pokozky.

Q-pas
/ C wirr .
o Strukturaini [nm] / &max Terapeutické vyuziti (T, datum uvedeni do
Fotosenzitizér L4Klad x103 praxe)
[cm- Klinicka studie (K)
dm3mol-']
T- rakovina mocového méchyre (1993), jicnu
(1995), plic (1998), hlavy, krku, mozku, klze,
Photofrin® porfyrin 630/3 | zaludku, prsu a d&lozniho hrdla2%,
kolorektalni karcinom?298, Barretav jicen
(2003)%%°
T- aktinoidni keratoza(1999)2'%, Bowenova
ALA porfyrin 632/5 choroba, basaliom, detekce rakoviny
mocového méchyre, klize a pIic211
M-ALA porfyrin ) T- aktinoidni kgratoza(2004)
K- akne vulgaris
T- detekce rakoviny mocového méchyrie
H-ALA porfyrin - (2010)
K- cervikalni intraepitelialni neoplazie,
genitalni lichen planus
T- ilni makularni d 1999
verteporfin chlorin 689 /34 | |- senini makulami degenerace (1999)
K- nemelanomova rakovina kuze
_ ; ; 209213
talaporfin chlorin 664 /40 | I rakovinaplic (2003)
K- rakovina mozku
T- rakovina hlavy, krku, plic, tat linivk
temoporfin chlorin 652/ 35 bﬁ;:i;;'”a avy, Kreu, plic, prostaty a siniviy
K- adenokarci K ih k
rostaporfin chlorin 664 / 30 2 ;20 Areinom prsti, Faposing sarkem.
ADM
; ; toyo185 ;
F.BMet bakteriochlorin 750 / 140 K- adenokarcinom tlustého stfeva'=°, rakovina
hlavy a krku
padoporfin bakteriofeoforbid | 763 /88 | K- rakovina prostaty?'’
K- rakovina plic?'8, jicnu, klize, dutiny Ustni,
Photochlor® feoforbid 665 /47 | hlavy a krku, 1é&ba dysplazie a Barrettova
jicnu
- i 219 d&lozniho &i
Lu-Tex texafirin 732/ 42 K rakc’)\v/lna pro.stai(y , délozniho Cipku a
prsu, lécba maligniho melanomu, ADM
AIPCS4 ftalocyanin 676 / 200 '(I'Z-Orggovma Zaludku, kdze, rtd, ust a prsu
Pc4 ftalocyanin | 675/ 200 | - aktinoidni keratoza, Bowenova choroba,
rakovina kuze“<", mykdza, imunosupresivum

Tab. 1. Fotosenzitizéry schvalené pro lé€bu PDT nebo zkoumané v klinickych studiich
souvisejicich s PDT221- 223,
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< Fotodynamicky efekt na urovni bunék a tkani

Rozpustnost PS hraje dulezitou roli pfi distribuci a cilené lokalizace uvnitf
nadorovych bunék. Hydrofobni sloueniny se vazi na nizkodenzitni
lipoproteinovy (LDL) receptor, zatimco hydrofilni molekuly se vazou na albumin
a globuliny??*. Akumulace PS v bunéénych organelach zavisi také na jeho
naboji. Kationtové slouCeniny (napf. iminové soli) se shromazduji
v mitochondriich a aniontové slou€eniny (napf. sulfonované a karboxylované
kyseliny) se nachazeji v lysozomech??®, Optimalni je vyvazeny pomér mezi
hydrofilnimi vlastnostmi, které jsou dulezité pro biologickou dostupnost PS, a
lipofilnimi vlastnostmi, které umoznuji difuzi lécCiva pres lipidové bariéry a
lokalizaci v nitrobunééném prostoru?26.

Obecné Ize fici, Ze normalni tkané jsou schopny za urcitou dobu
eliminovat PS, zatimco nadorova tkan kvuli neexistenci lymfatické drenaze toto
nedokaze. To vede ke kumulaci PS v tumordzni tkani, coz v kombinaci
s lokalizovanym ozarenim v misté nadoru dava PDT urcitou selektivitu. Faktory,
které ovliviiuji preferenéni akumulaci PS v neoplastické tkani, jsou slozité a
existuje nékolik teorii objasfiujicich jejich mechanismus??’. Popularni teorie,
ktera plati pro vSechny PS, je zalozena na morfologickych rozdilech mezi
zdravymi a nadorovymi tkanémi. Kvdli rychlému a nekontrolovanému ristu
nadorovych bunék maji pevné tumory abnormalni, neorganizovanou vaskularitu
s defektni vnitini vystelkou. Nasledkem toho dochazi k naru$eni endotelu a
extravazaci makromolekul do extravaskularniho prostoru®?8. Jiné teorie se kloni
k poznatkim, Ze dochazi ke zvysené expresi urCitych receptorl na nadorovych
burikach, snizeni intratumoralniho pH nebo imunitni systém reaguje vytvorenim
makrofagl asociovanych s tumory (TAM), které fagocytuji molekuly PS22°, Tyto
teorie nejsou zatim plné objasnény a jsou ovlivnény charakterem PS
(hydrofobni vs. hydrofilni), typem nadoru, davkovanim PS a dal$imi faktory23.

Shrneme-li v8echny uvedené poZadavky na vlastnosti idealniho PS,
muzeme sestavit profil I€Civa, které by mélo splfiovat nasleduijici kritéria:

v chemicky Ccista latka znamého slozeni, stabilni, dostatecné ve vodé
rozpustna

snadna pfiprava z dostupnych prekurzort

silna absorpce v Cervené oblasti viditelného svétla s vysokym
extinkénim koeficientem gmax ~ 50 000- 100 000 cm-'dm3mol-’

vysoky kvantovy vytézek singletového kysliku (@a)

ucinna akumulace v nadorové tkani a nizka toxicita PS i jeho metabolit
ve tmé a okolni zdravé tkani

snadna aplikace do téla a rychla eliminace po ukon&eni léCby
dostateCna fluorescence pro vizualni kontrolu nadoru a nizky
.photobleaching® (tzn. rozklad PS svétlem) pro zachovani ucinnosti
terapie

ASANEERNRN
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Fotodynamicka terapie je vedle chemoterapie, radioterapie a
imunoterapie jednou z moznosti 1éCby nadorového onemocnéni. Oproti
konvencnim terapeutickym metodam ma vzhledem ke své vysoké selektivité
minimalni vedlejSi u€inky. Byl popsan princip fotodynamického ucinku, ktery je
diky tfem netoxickym aktivujicim slozkam Setrny ke zdraveé tkani a zaroveni ma
PS schopnost kumulovat v nadorové tkani. Vyhodou je zachovani minimalni
fluorescence PS, ktera pomaha Vvizualizaci nadorové tkané a
jejimu chirurgickému odstranéni. Mezi hlavni nevyhody patfi zvySené riziko
fotosenzitivity kiize a o€i. Po ukonceni |éCby by méli pacienti omezit expozici
slune¢nimu zafeni na vice nez tficet dni v zavislosti na zvoleném PS. PDT je
omezena na uziti pouze u lokalizovanych, pevnych nadord, nebot je pfi
metastazach velice obtizné najit vSechna neoplasticka loziska, ktera museji byt
ozarena. Problematické mohou byt i vétsi a hlubsi nadory, kde svétlo nemuze
proniknout skrz celou nadorovou tkan a je nutné zareni v cyklech opakovat.

3.5.2. Fotochemicka internalizace

Fotochemicka internalizace (PCI) je technologie zaloZzena na stejnych
principech jako PDT (PS, svétlo a kyslik) a se stejnymi u€inky na nadorovou
tkan - pfimou cytotoxicitou??!, vaskularnim odumienim?32 a moZnou aktivaci
imunitniho systému?33. Prakopniky této metody byli Berg a jeho kolegové, ktefi
objevili jesté Cctvrty, novy efekt PCl - fotochemické uvolnéni obsahu
endocytickych vezikul do cytosolu?34. Velké makromolekuly jako jsou proteiny
(protilatky, rlstové faktory), peptidy, mRNA na ockovani proti rakoving,
nukleotidy na genovou modifikaci, stejné jako velké molekuly 1€Civ, jako jsou
polymery a nanocastice maji znaCné omezen vstup pfes plazmatickou
membranu. Makromolekuly a PS

jsou spolecné pohlceny
endocytozou a uloZzeny do
endocytickych vezikulach

(endozomu). PS se zaclefiuje do
membrany endozomu, po ozafeni
svétlem se aktivuje a vytvafi
singletovy kyslik stejnym
mechanismem jako u PDT. Tim
dochazi k oxidaci membrany, jejimu

komplex i L.
Ié¢ivo-cil prasknuti a uvolnéni

makromolekuly v aktivni formé do
cytosolu bunky (Obr. 24.). Bez
Obr. 24. Princip fotodynamické internalizace. ~ ozafeni svétlem mize byt po urcité
dobé terapeuticka Castice

cytotoxicita
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rozlozena v lysozomech.

Typicky PS vhodny pro PClI ma amfifilni povahu. Hydrofilni ¢ast brani
prestupu PS pFfes plazmatickou membranu, aby mohl byt PS spole¢né
s terapeutikem aktivné transportovan endocytézou Ci pinocytézou do
intracelularniho prostoru. Zaroven je nezbytna hydrofobni povaha slouceniny,
ktera PS naopak pomaha dostate¢né proniknout do membrany endozomu, aby
doSlo k efektivni produkci singletového kysliku. Mezi nejvyznamnéjsi amfifilni
PS patfi disulfonovany hlinity Pc (AlPcSza) a disulfonovany tetrafenylporfyrin
(TPPS2a). Vysoce hydrofilni PS, jako je napf. AIPcS4, nedokaze ucinné narusit
plazmatickou membranu a je do buriky pfenesen pomoci pinocytdzy, ktera neni
oproti endocytoze v transportu tak U¢inna?%. Klinicky uzivané fotosenzitizéry
pro PDT jsou pfi srovnani s PS pro PCI obecné vice lipofilni?3. Bylo prokazano,
Ze PCl mlze vyvolat nekrozu i u hlub$ich nadorti?3”-238 a ma v porovnani s PDT
pfi pouZiti stejnych PS vétsi vaskularni uc¢inek?323°, Vysledky studii potvrzuji
zvyseni biologickeé aktivity u molekul, které obtizné prostupuji pfes plazmatickou
membranu. Konkrétné se jedna o imunotoxiny, plazmidy, adenoviry, ruzné
oligonukleotidy, dendrimerova chemoterapeutika#, nekonjugovana
chemoterapeutika jako bleomycin a doxorubicin23%239

3.5.3. Zhasece fluorescence pro pouziti na molekularnich
sondach

Zatimco PS pouzivané v PDT vykazuji samy vysokou fluorescenci a
produkci cytotoxického singletového kysliku, jiné Pc derivaty naopak dosahuji
v obou pfipadech hodnot témér nulovych a jsou dokonce schopny fluorescenci
zhaset?*!. K vlastnimu zhaseni fluorescence dochazi na zakladé nezafivych
procesul, predevSim Foérsterova rezonanéniho prfenosu energie (FRET), dale
Dextrova prenosu elektronu (DET), dynamického zhaseni, tvorbou komplexu
v zakladnim stavu (statické zhaseni) Ci jejich kombinaci. Statické zhaseni se na
molekularnich sondach uplatiuje, je-li fluorofor a zhase¢ v pfimém kontaktu a
vyuziva se sporadicky. Produkce singletového kysliku je na rozdil od latek
aplikovanych v PDT nezadouci, nebot kyslik v singletovém stavu nici
oligonukleotidové sondy. Pokud neni fluorofor nevratné zni€en v excitovaném
stavu (tzv. ,photobleaching“), potom tentyz fluorofor muze byt opakované
excitovan a emitovat fluorescencni zareni. To dava zaklad vysoké citlivosti
fluorescencnich technik.

Sonda se obvykle sklada ze tfi ¢asti - donoru fluorescence (fluoroforu),
akceptoru fluorescence (zhasece neboli ,quencheru“ nebo druhého fluoroforu) a
sekvence DNA komplementarni k sekvenci analyzovaného vzorku. Délka
sekvence vétSinou nepresahuje 50 nukleotidu, coz sondé umoznuje rychle se
navazat na komplementarni nukleotidy cilové molekuly a rovnéz presnéji
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detekovat bodové mutace zkoumané sekvenci nukleové kyseliny®. Sonda ma
na opacnych koncich navazany fluorofor, ktery samotny na pocCatku energii
absorbuje a ve formé zareni emituje, a zhasec, ktery je nasledné schopen toto
zareni tlumit. Narast fluorescenéni aktivity je zpusoben snizenim vlivu zhasece
na fluorofor duisledkem relativniho zvétSeni vzdalenosti mezi obéma
molekulami.

Molekularni sondy vyuZzivaji pfenosu energie mezi hladinami a uplatiuji
se pii fluorescenénim znaceni k monitorovani DNA a RNA reakci?*?, real-time
PCR2?#3, pfi procesech $tépeni, hybridizace®**, k detekci mutaci a mnoha
dalSich biochemickych aplikacich®®>. Sonda je jednofetézcovy nebo
dvouretézcovy fragment nukleové Kkyseliny, ktery se na zakladé
komplementarity bazi navazuje k pfislusnym, tzv. komplementarnim usekim
cilové DNA ¢i RNA. Po navazani k dané sekvenci je sonda diky znaceni
vizualizovana, coz poskytne informaci o pfitomnosti €i nepfitomnosti sekvence
ve vzorku nebo také informaci o kvantité testované sekvence.

Fluorofor a zhaSe€¢ mohou byt navazany kazdy na samostatném
oligonukleotidu (Obr. 25.; tzv. ,Adjacent probe“ &i navzajem kompetetivni
fetézce) nebo soucasné na jednom oligonukleotidovém fetézci, tzv. dualné
znatené sondy (Obr. 26.; vlasenkové sondy ,Light Up probe“, TagMan®,
Molecular Beacons, Scorpions® sondy).
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., Adjacent' Probe

Zhaseni Obnova
fluorescence fluorescence
[) {:H
I 1 I I D 111
5 o 3
i
AT 3

Molecular Beacons | i
Vlasenkova sonda

: — \CRmmre_,
—_— (-—5'
Scorpions® sonda
o Akceptor . Fluorofor
(8} Donor (®) Zhaset .}1
3 ¥ ¥ 5
TagMan® sonda
Obr. 25. Zjednodusené schéma FRET
sond pro detekci hybridizace. ,Adjacent Donor fluorescence = PCR blokator
probe“-fluorescence akceptoru se zvysi, @ Zhaset nebo akeeptor fluorescence o DNA polymeraza
kdyz dvé sondy hybridizuji s cilovou
sekvenci. Molecular Beacons-po
hybridizaci sond se oddali fluorofor od
zhasece a dojde k obnoveni Obr. 26. Zjednodusené schéma FRET sond pro
fluorescence. sledovani PCR. Vlasenkova sonda ,Light Up“- narast

fluorescence po oddaleni D a Q na nové
syntetizovaném retézci DNA. Scorpions® sonda-
Volba vhodného zhadede tvofena kromé& Q a D je&té blokujicim primerem, ktery
L ,ohne“ vldkno, ¢imz se Q a D oddali a fluorescence
(Tab. 2.) zavisi na typu vzroste. TagMan® sondy- jsou v prib&hu PCR zni¢eny
fluorescenéniho barviva. TagDNA polymerazou, oddélenim D a Q fluorescence

Y v, . . vzroste.
PredevSim je nutné, aby se

emisni  spektrum  fluoroforu

prekryvalo s absorpénim spektrem zhasece. V souCasné dobé jsou v praxi
pouzivany dvé skupiny (generace) zhaseCu. Prvni, starsi a jiz témér
nevyuzivana skupina ma fadu nevyhodnych vlastnosti. Jednak latky vykazuji
vlastni  fluorescenci, ktera sniZuje citlivost detekénich metod, napf.
tetramethylrhodaminy (TAMRA®) nebo absorbuji zafeni pouze pfi nizkych
vinovych délkach, coz znaéné omezuje jejich pouziti (DABCYL, DAB®).

Druhou a novéjsi skupinu tvofi tzv. ,dark quenchery“?#¢. Jsou to latky
s nulovou fluorescenci a Sirokym rozsahem absorpce pokryvajicim témér celou
S8kalu pouzivanych fluorescenénich barviv. Nékteré starSi zastupci jsou
omezeny pouze na pokryti fluoroforll emitujicich svétlo pfi nizSich vinovych
délkach.
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Ab Oblast Emax X103

Zhased Strukturaini zaklad o e [cm-'dm3mol
Amax [nm] | zh&Seni [nm)] 1
DAB® fenyldiazenylanilin 453 400-550 32
Eclipse fenyldiazenylanilin 522 390-625 53
BHQ®-1 difenyldiazen 543 480-580 34
BHQ®-2 difenyldiazen 544 520-650 91
BHQ®-3 difenyldiazen 672 620-730 43
BBQ® 650 difenyldiazen 650 550-750 41
QSY-21 rhodamin 660 590-720 89

Tab. 2. Tabulka komeréné uzivanych zhasecu fluorescence. Pouzito z online zdrojl:
Eurofins Genomic?*” a ATDBIo 248

Strukturné se jedna o derivaty azobenzenu a analogy fluoresceinu. Mezi
komeréné nejvice uzivané quenchery se fadi predevSim difenyldiazenové
derivaty se souhrnym oznacenim Black Hole Quenchers® (BHQ®-224°, BHQ®-
32%0) a BlackBerry® (BBQ-650)%%". Dosahuji absorpénich maxim v rozmezi 478-
672 nm, ale quenchery absorbuijici pfi vysSich vinovych délkach (napf. BHQ®-3)
maji niz8i chemickou stabilitu pfi podminkach syntézy v DNA/RNA syntetizéru.
Omezené pouziti v disledku snizené stability ma i dal$i uzivany zhase¢ QSY®-
212%2, Jedna se derivat rhodaminu s vysokym extinkénim koeficientem a nizkym
,photobleachingem®, u kterého je N,N'-diaryl- substituci potlacena fluorescence.

Ab Enn Emax X103
Barvivo Strukturalni zaklad sorpee mise [cm-'dm3mol-
Amax [nm] Amax [nm] 1]
FAM® fluorescein 494 518 68
TET® fluorescein 521 536 99
HEX® fluorescein 535 556 98
JOE® fluorescein 520 548 75
TAMRA® rhodamin 555 580 65
ROX® rhodamin 575 602 82
Alexa Fluor® 488 rhodamin 492 517 65
Alexa Fluor® 750 rhodamin 753 775 240
Texas Red® rhodamin 595 615 80
Bodipy® 630/650 diazaindacen 625 640 101
Cy3® indocyanin 550 564 136
Cy5® indocyanin 648 668 250
Cy5.5% indocyanin 685 706 209
Tye® 665 - 645 665 294
WellRED D4 cyanin 650 670 203
Dy 750 - 747 776 270

Tab. 3. Tabulka komeréné uzivanych fluorescenénich barviv. Posledni tfi zastupci
vzhledem k patentové ochrané nemaji uvedenou piesnou strukturu. Pouzito z online zdroju :
Integrated DNA Technologie3253, Eurofins Genomic254 a ATDBI0%%.

NejCastéji pouzivana fluorescencni barviva jsou shrnuta v Tab. 3.
spolecné s jejich fotofyzikalnimi parametry.

47



3.6. Poly (amidoaminové) dendrimery

Dendrimery jsou symetrické, vysoce rozvétvené polymery s kompaktnim
sférickym uspofradanim (primér v rozmezi 1,1 nm pro prvni generaci PAMAM
az 9 nm pro osmou generaci PAMAM dendrimer()?%6. Obvykle se syntetizuji z
centralniho polyfunkéniho jadra opakovanym pfidanim monomert. Jadro je
charakterizovano fadou funk&nich skupin. Pfidani monomert ke kazdé funkéni
skupiné vede k dalSi generaci dendrimert a k expresi koncovych skupin pro
dal$i reakci®®’. Velikost dendrimeru se zvySuje s rostoucim poétem generaci.
Ve fazi, kdy dosahne své maximalni velikosti, je tésné zabalen a vypada jako
mi¢. Pro syntézu dendrimerd se pouzivaji riiznorodé metody2°®. Popsany byly
klasické postupy pfipravy tzv. rozbihava (divergentni) a sbihava (konvergentni)
metoda. Kromé toho se pouzivaji i dalSi pfistupy jako je rust ,hyperjadra“,
rozvétveni monomerd, dvojité exponencialni rist nebo pomoci ,lego“ &i ,click®
chemie?°® (Obr. 27.)
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Obr. 27. Metody syntézy dendrimerd. Upraveno ze zdroje?%°.

Dendrimery naftalimidu na bazi poly(amidoaminu) (PAMAM) pfedstavuiji
prvni kompletni dendrimerni skupinu, ktera byla pfipravena, charakterizovana a
komercializovana. Na zakladé rozsahlych védeckych vyzkumu jsou uznavany
jako jedine¢na nova tfida syntetickych nanostruktur?s0.
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Dendrimery obsahuji vnitfni jadro obklopené soustfednymi vrstvami tzv.
generacemi dendrimeru (G1-G10; Obr. 28.). Jedna se o vysoce monodisperzni
systém, jehoZz hydrofilni povrch a hydrofobni jadro umozriuje transport ve vodé
Spatné rozpustnych I[éCiv. Dendrimery jsou strukturné blizké organizaci
supramolekularnich micel, ale na rozdil od nich nemaji nabity vnitini prostor.
Mohou tedy vykazovat podobné vlastnosti jako micely a stabilizovat latky uvnitf
neutralniho prostfedi s vyuzitim nevazebnych interakci.

(1) (1 (1)
Flexibilni povaha ¢astic Molekularni konterejnery Castice s rigidnim povrchem

Z, -Z ~10,71A 10,71 A 1025A 9,52A 8,46 A 712A 562 A
vzdalenost

zZ2Z

G=0 1 2 3
Flexibilni oteviena
dendrtiticka struktura
Bez vnitini dutiny Pfistupna vnitfni dutina Nepfistupna vnitini dutina

Obr. 28. Relativni velikosti a povrchové hustoty PAMAM dendrimerd. Nejvhodnéjsi velikostni
rozmezi nanocastic s pristupnou centralni dutinou pfedstavuji dendrimery 4. aZ 6. generace.
Upraveno ze zdroje2%°.

Vyhodou dendrimeru je, ze mohou byt syntetizovany a navrzeny pro
specifické aplikace. Jsou tak idealnimi systémy pro cilené podani léku a
mulzeme je pfirovnat k vysoce organizovanym biomolekulam typu DNA nebo
proteinu. Jejich architektonické uspofadani si zachovava pozadované vlastnosti
a schopnosti biologického prostfedi, jako jsou: velikost, tvar, topologii, flexibilitu
¢i povrchové vlastnosti makromolekul?®’ (Obr. 29.). Ve vodé rozpustné
fluorescencni dendritické molekuly nalézaji uplatnéni v biologickych aplikacich
véetné vizualizace a diagnostického zobrazovani?®2,

Divergentni syntéza PAMAM dendrimerd probiha stfidanim Michaelovy
adice methyl-akrylatu na pfislusny diamin a naslednou aminolyzou takto
vzniklych estert Ize ziskat dendrimery az do G10 generace (Schéma 1.).
Kazdou dalSi generaci dendrimeru nartusta molekulova hmotnost, velikost a
poCet funkénich skupin na povrchu dendrimeru. U této divergentni syntézy
umoznuji vétvici segmenty zdvojeni popf. ztrojeni funk&nich skupin na povrchu
vznikajici generace. Pocet funkénich skupin pak narlsta pfisluSnou
geometrickou fadou v zavislosti na generaci. Takto |ze velmi zahy dosahnout
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dendrimert Citajicich stovky funk&nich skupin na povrchu dendrimeru.
Komeréné dostupné PAMAM dendrimery generace G7,5 poskytuji 1024
povrchovych karboxylovych funkci. Pfi zvySujici se molekulové hmotnosti
dendrimert narlsta i jejich vnitfni viskozita, ktera dosahuje maxima ve Ctvrté
generaci a poté zacina klesat. VysSi generace dendrimeru tvofi nanocCastice
slozené z rozvétvenych makromolekul s pfesné definovanou strukturou, které
vykazuji hemolytické ucinky.

40 A— +—55A—

cytochrom ¢ hemoglobin prealbumin

WI i
Ei b L (, j |
Pl LS 55 A
!’i“'; !l"r‘ "" pi
IEI E AL BV TU R
lipidova dvojvrstva

Y

~_ DNA

~30 A

2

inzulin

variabilni y
povrchova vrstva [/ ¢F

(~20x30A) B ”-‘..___

¥

s DNA-histon
nahy shluk komplex

histond

Obr. 29. Porovnani série PAMAM dendrimer( (NHs jadro, generace (G) 4-7) s rlznymi
bilkovinami, lipidovou membranou a DNA, které ukazuji podobné rozméry a tvar PAMAM

dendrimert s dileZitymi proteiny a biologickymi strukturami. Upraveno ze zdroje2%1.

Vzhledem k silné fluorescenci a dobré fotostabilité se pouzivaji derivaty
1,8-naftalimidu jako fluorescenéni markery v biologii?%3, diody emitujici svétlo?64,
senzory pro fotoindukovany prenosu elektron?®, fluorescenéni detekéni
sensory?%6 a foto-chemoterapeutické inhibitory?6”. A v neposledni fadé byla
testovana fada derivatd 1,8-naftalimidu a 7H-benz[d,e]benzimidazo[2,1-
alisochinolin-7-onu (BBIQ) kvili svym fluorescenénim vlastnostem pro pouziti
jako fluorofory?308.305.268

PAMAM dendrimery pfedstavuji prvni pfipravené dendrimery vySSi
generace a jednu z nejvice prostudovanych skupin dendrimer(?®®. Jsou
povazovany za jedny z nejlepSich moznych nosic¢l Iéka diky své vysoké
biologické kompatibilité. PAMAM dendrimery jsou vysoce hydrofilni, mohou
napodobovat globularni proteiny?%%, jsou snadno transportovany pres epitelialni
bariéru stfeva®’%2"! inhibuji vazbu mezi proteiny?’? a mohou byt synteticky
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modifikovany tak, aby obsahovaly fluorescencni jednotky v jejich jadfe nebo na
periferii.

HQN1 NH, NH, H,N
NH
NH NH
5 0 ERO) (N~ R
I -
(ii) o (i)
. HN HN © Qreni
jadro HN ©
0 NH, NH, NH,
H,N | |
generace 0 enerace 1
HoN NH, ¢
H,N
H,N NH,
AN TN NH,
2
E ™)
NH
H N NN O :
) OMe
@ HNHQ = Y
H,N Vg v N N N‘/l-l ©
3 3 NH, - 5 (i) ~ANH,
) =
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_
HN" h, NH,
generace 2

Schéma 1. Pfiprava PAMAM dendrimer(
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4. Cil prace

V naSem predesSlém vyzkumu zaméfeném na vztahy mezi strukturou a
fotofyzikalnimi vlastnostmi bylo zjisténo, Zze u derivatd TPyzPz jiz pfitomnosti
dvou periferné vazanych diethylaminovych skupin klesa fluorescence a
produkce singletového kysliku k nulovym hodnotam. Kvantové vytézky obou
zminénych veli¢in nebyly zatim u podobné substituovanych zastupcu Pc
zméfeny a potvrzeny. Cilem prace bylo pfipravit nesymetrické
tetrapyrazinoporfyraziny a tribenzopyrazinoporfyraziny s odliSnymi perifernimi
substituenty nesouci volnou karboxylovou skupinu, ktera muaze byt snadno
navazana na pevnou fazi oligonukleotidovych sond pro aplikaci jako zhasece
fluorescence. Porovnat jejich fotofyzikalni a fotochemické parametry
se strukturné podobnymi TPyzPz nebo Pc a zaroven zhodnotit ucinek
diethylaminovych skupin na intramolekularni pfenos naboje a jeho ovlivnéni
kvantovych vytézkl fluorescence a singletového kysliku.

V dalSi Casti jsem se zaméfila na novy strukturalni typ aza-analogl Pc-
tetrapyridoporfyraziny, které nebyly dosud v nasi skupiné studovany. Navic,
dosud nebyla publikovana ve védecke literatufe Zadna prace popisujici derivaty
heteroatom. Cilem tak bylo vyvinout metodu syntézy heteroatom-
substituovanych TPydPz, ktera by mohla byt aplikovatelna pro pokracujici
vyzkum téchto slouCenin. U pfipravenych latek stanovit jejich fotofyzikalni
vlastnosti a porovnat s dosud publikovanymi vysledky.

Poslednim cilem bylo nalézt vhodny postup a metodu stanoveni
fluorescencni aktivity ve vodé rozpustnych dendritickych molekul na bazi
poly(amidoaminu). Popsat jeji ucCinek na generaci dendritické struktury a
ovlivnéni intramolekularnim zhasenim prostfednictvim PET pfi Sirokém rozmezi
pH hodnot.
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5. Vysledky a diskuze

V ramci této prace byly studovany vybrané skupiny latek z pohledu jejich
syntézy a fotofyzikalnich vlastnosti. Tato kapitola je rozdélena na dvé hlavni
témata. Majoritni Cast se zabyva makrocyklickymi komplexy ze skupiny
azaftalocyanind, na nichZz jsem pracovala jiz vramci své diplomové prace,
pokracovala béhem studia doktorského a je detailné studovana v naSi
vyzkumné skupiné. Jsou zde komentovany postupy syntetickych praci
nesymetrickych pyrazinoporfyrazini a tetrapyridoporfyrazin a hodnoceny
vztahy mezi jejich strukturou a u€inkem z hlediska spektralnich a fotofyzikalnich
parametrd. Druha c&ast se zabyva fluorescencnimi latkami ze skupiny
poly(amidoaminovych) dendrimert, které jsem b&hem své zahrani¢ni staze ve
vyzkumné skupiné profesora Neila McKeown na cardiffské univerzité zkoumala
z pohledu jejich fluorescencni aktivity.

Pro pfehlednost v nasledujicim textu jsou publikace tykajici se studované
tématiky oznacCeny a citovany jako [P1] - [P4] Jedna se o recenzovaneé clanky
v impaktovanych Casopisech, u nichZz jsem uvedena jako prvni autor nebo
spoluautor, a jejich kopie jsou uvedeny v pfiloze v kapitole Chyba! Nenalezen
zdroj odkazu.. Kromé zminénych praci jsem spoluautorem jesté dalSi
publikace?’3, ktera je zde citovana spole¢né s ostatnimi odkazy na pUvodni
literaturu. Prace [P1] vychazi ze syntetickych vysledkl mé diplomové prace a je
zde zminéna pro uvedeni dalSich ¢asti v kapitole 4.1. do souvislosti. Prace [P1]
neni podkladem pro mou disertacni praci.

5.1. Vliv intramolekularniho pfenosu naboje na
fotofyzikalni vlastnosti ftalocyaninovych analogu

Jak bylo popsano v teoretickém uvodu, vyznamny vliv na fotofyzikalni a
fotochemické vlastnosti Pc, v studované problematice predevS§im na
fluorescenci a produkci singletového kysliku, ma zejména povaha centralniho
chelatovaného kovu a perifernich substituentt. Z pohledu chemické modifikace
predstavuji nejjednodussi zpusob ovlivnéni ucinnosti elektronovych prechod
Pc a jim pfibuznych struktur. V ramci nasi vyzkumné skupiny byly publikovany
prace, které srovnavaji vliv periferniho heteroatomu (pfes ktery se vazi
substituenty) na vySe zminéné vlastnosti?’3. Studovana byla Siroka skupina
sloucenin prfedevsim derivatd alkylsulfanyl- , alkyl/aryloxy- nebo alkylamino- Pc
a TPyzPz?"#. Posledni jmenovana skupina vykazovala, na rozdil od ostatnich,
prakticky nulové kvantové vytézky fluorescence a singletového kysliku, coz tyto
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latky vyluCuje pro uplatnéni v PDT. Vyuzit Ize jejich opacny uCinek, nebot aminy
pfedstavuji vyborné zhasece singletovych a tripletovych excitovanych stavu a
diky vysoké citlivosti a univerzalnosti na Siroké spektrum fluoroforl jsou
alkylaminoderivaty TPyzPz zkoumany jako zhasece fluorescence pro aplikaci
na molekularnich sondach (viz kap. 3.5.3.). Prace na této tématice byla nasi
skupinou popsana v nékolika publikacich?’>?4' a je soucasti udéleného
patentu?7s.

Na pocatku stala prace na vybrané skupiné tetrapyrazinoporfyrazinu,
kterou jsem studovala jiz v ramci své diplomové prace?’’ a byla podkladem
publikaci [P1], kde jsem uvedena jako spoluautor.

Pfenos naboje byl poprvé v nasi pracovni skupiné pozorovan pfi studiu
agregacnich vlastnosti u latek nesoucich na periferni ¢asti makrocyklu TPyzPz
funkéni diethylaminoethylsulfanylovou skupinu?’®. Bylo zjisténo, Ze kvantové
vytéZzky fluorescence a singletového Kkysliku se s rostoucim pocétem
aminoskupin snizovaly. Efekt byl pfisuzovan fotoindukovanému pfenosu
elektront (PET), ktery zpUsobuje zhaSeni excitovanych stavd. V pfipadé této
studované skupiny latek vystupoval jako donor volny elektronovy par periferniho
dusiku a jako akceptor TPyzPz jadro.

V pfipadé, Ze by diethylaminoskupina byla pfimo napojena na TPyzPz
cyklus, dochazelo by k ICT, ktery je obecné ucinnéjsi ve zhaseni excitovanych
stavld. Pro potvrzeni procesu ICT a studium ucinnosti zhaseni excitovanych
stavll v zavislosti na poc¢tu donorovych skupin byla pfipravena série TPyzPz
nesoucich na periferii 0, 1, 2, 4, 6 nebo 8 donorovych N,N-diethylaminovych
skupin (viz publikace [P1]). Z naméfenych
kvantovych vytézku &r a &a bylo zjisténo, Ze jiz
jedno donorové centrum pro ICT (slouCenina >< < ¥
uvedena na Obr. 30.) je zodpovédné s?‘*N %,
za vyrazny pokles fluorescence a produkce X b ,N%{Q E><
singletového kysliku (#F=0,0025 a @»=0,13; =n, N4
oproti slouCeniné bez donorovych center AN N/Mﬁ
nepodporujici ICT: @r=0,31 a &»=0,66 Ci N:Q\ L /~n
TPyzPz  sedvéma  donorovymi  centry: Xs/%,{\, . N%%
@r=0,0011 a &a =0,01, mé&feno v pyridinu). §< ><s

Déle byla uc€innost ICT zkoumana M = 2H, Mg, Zn
v rozpoustédlech o rtzné polarité?’®, kde bylo
Yy . _ vy v Obr. 30. Struktura vybraného
ovéfeno, ze polarni rozpoustédla usnadnuji TPyzPz z [P]
ICT, zatimco nepolarni naopak. U sloucenin
bez donorovych skupin, nedoSlo vlivem rozpoustédla s vySSi polaritou
k ovlivnéni kvantovych vytézkl @&r a @a, coz potvrdilo pfedpoklad, Zze u téchto
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TPyzPz ICT neprobiha. Protonizace N,N-diethylaminovych skupin slou€eniny
uvedené na Obr. 30. provadéné titraci kyselinou sirovou vedla k vyraznému
narustu fluorescence (az na 15ti nasobek puvodni hodnoty). Volny elektronovy
par dusiku byl protonizaci zablokovan, coz zamezilo ICT a umoznilo pfechodu
molekuly do zékladniho stavu So. Pfenos elektronu v procesu ICT u studované
skupiny latek byl také potvrzen pomoci cyklické voltametrie pfi Casové
rozliSenych fluorescenénich méfrenich a experimenty umoznujici sledovat oxido-
reduk¢ni stavy molekul.

V praci P1 bylo potvrzeno zhaSeni excitovanych stavia u vybrané
skupiny TPyzPz. Pfedpokladali jsme, Ze ICT bude probihat podobnym
mechanismem i u latek strukturné blizSich Pc. Bylo potfeba odhalit, jakou bude
mit ucinnost a zda lze pfipravit vhodné zastupce pro aplikaci na molekularni
sondy. Byla navrhnuta série nesymetrickych tetrapyrazinoporfyrazini a
tribenzopyrazinoporfyrazini nesouci dva dialkylaminové substituenty jako
donory pro ICT a Sest objemnych alkylsulfanylovych nebo aryloxy substituentt
zajistujici dostateCnou inhibici agregace rovinného makrocyklu TPyzPz i Pc v
roztoku?®® (Schéma 2.).

(NJ 6 R=—S<‘— X=N
NQ 7 R=-s~k X = CH

COOH iPr,
8 R=-0 X = CH

\ iPr
XQX\R
M = Mg, 2H, Zn

10 R= —3% X = CH
iPr.
1M1 R=-0 X = CH

iPr
M = Mg, 2H, Zn

Schéma 2. Struktury sloucenin 6 — 11 studované v [Chyba! Nenalezen zdroj odkaz(.].

Jedna z dialkylaminovych skupin byla modifikovana jako funkéni derivat
karboxylové kyseliny, jejiz volna karboxylova skupina muze byt snadno
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navazana na pevnou fazi pfi syntéze oligonukleotidovych sond?’®> (Schéma 3.).
Pritomnost jedné karboxylové skupiny umozriuje kontrolovat modifikaci a
zamezuje tvorbé vice oligonukleotidovych fetézcl na jedné molekule TPyzPz.
Vramci této prace byly pfipraveny hofeCnaté, bezkovové a zineCnaté
makrocykly tvofené C&tyfmi pyrazinovymi kruhy (latka 6) a porfyrazinové
derivaty, které byly fuzovany tfemi benzenovymi a jednim pyrazinovym kruhem
(7 a 8). SlouCeniny 6 a 7 obsahovaly stejné substituenty a liSily se pouze v
makrocyklickém jadru. Tato série umoznila srovnani mezi typy makrocyklt bez

(o) (o] N NH

COOH —> ‘—I/ — Om

HN HN o)
PodB

OH O-DMTr

l syntéza DNA v DNA/RNA syntetizéru

oligonukleotid modifikovany na 3" konci ftalocyaninem

Schéma 3. Modifikace ftalocyaninu na pevnou fazi. Karboxylova skupina ftalocyaninu je
pfevedena na amid nesouci primarni a sekundarni hydroxylovou skupinu. Primarni hydroxylova
skupina je blokovana dimethoxytritylem (DMTr), ktery je v kyselém prostfedi labilni, a po jeho
odstépeni probiha na volné hydroxylové skupiné syntéza oligonukleotidu. Sekundarni
hydroxylova skupina je esterifikovana sukcinanhydridem, esterova vazba je labilni v
deprotekénim roztoku a umoznuje odstépeni finalniho produktu z pevné faze tvofené dlouhym
alifatickym alkylovym fetézcem s kontrolovanou velikosti port (CPG).

vlivu periferni substituce (sloueniny 6 a 7) a mezi perifernimi substituenty bez
vlivu makrocyklického kruhu (7 a 8). Symetrické slouceniny (8-10) bez
donorového centra byly pouzity jako negativni kontroly, které nepodporuji ICT.

Pfiprava prekurzorll vychazela z 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (u
latek 1 a 4) a 4,5-dichlorftalonitrilu (2 a 3) za podminek uvedenych na Schéma
4. Nukleofilni substituci byly chlory nahrazeny postrannimi fetézci navazanymi
pres atomy -O, -S nebo -N. Pfi syntéze latky 2 byla reakce provadéna pod
argonovou atmosférou v bezvodém prostredi, coz zvySilo vytéZzek na 36% (dle
literatury 25%328'). Zarovenn byl produkt dukladnéji precistén (extrakci do
ethylacetatu, pouzitim vhodnéjSiho eluentu pfi sloupcové chromatografii), a tim
se zvysSila Cistota produktu (teplota tani 157,7-158,1 °C, dle literatury 150-152
°C?81). Syntéza latky 3 nesouci objemné aryloxy- substituenty byla
modifikovana z pfipravy podobné slouéeniny34®. Nejprve byl po potvrzeni NMR
analyzou ziskan pouze monosubstituovany produkt. Upravou reakénich
podminek (K2COs pfidavan postupné v intervalu 5 minut, prodlouzeni reakéni
doby) byl pfipraven produkt 3 ve 45% vytézku.

Syntéza finalnich Pc a TPyzPz byla provedena metodou smisSené
cyklotetramerizace (tzv. statistickou kondenzaci). Jedna se o nejjednodussi
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postup pfipravy a izolace nesymetrickych Pc a TPyzPz typu AAAB, pfi které byl
ziskan 5Mg - 7Mg v pfiméfenych vytéZzcich 7 az 15 % (Schéma 5.). Pro
zvySeni mnozstvi kongeneru AAAB ve statistické smési, byl pomér vychozich
latek 3: 1 (A: B) a prekurzor A byl kvadli nizSi reaktivité sloueniny 5 pfidan ve
tfech Castech.

SH NC._ _N
1 NC o NaOHM,OMHE D -5
VAT I Ar. 20 °C_1 hod L 89 %
’ NC ™ g e NCT"N™ s
1
SH - NC
NC . /,%\fu NaH/Cu,O/DMF -\“/mrs .
AN I ; —> . ’
NE- 5 g Ar, 90 °C, 45 min NC~ T g
2 |
.\_ .{jx_\‘;\
[ OH 7=
. NC. -~ O —
- \_|,L:? L one, rﬂ.ﬁ,_u K,COL/DMSO 1|, HT e
+ o y P = N, °
(. NP G 28hod ey
\\ _,:3; W,
}—{r" D
.-r. \\ .rj
NHCH, 3 (/
PN NC_ _N_ ol NC. N, .CI NC_ N N~
-/ ﬂ + hiae THI TS diethylamin / THI e
e \,ﬂ I c—h e -fl,\ f”:\ a0 *C_ 5 hod - ]L ,_-,|_ i
NCTTONT e 90°C 24 hod NCT TN N—i\}\ J;-_}—'COOH 4 2 N0 NGCT TN CN—,  »—COOH
COOH N |\
62 % 4 48 % 5

Schéma 4. Priprava prekurzord 1 — 5.

Pfi praci se slouceninami 7, a jesSté vyrazné€ji u latky 8, bylo nutné
vénovat zvySenou pozornost expozici svétlu. Tyto latky se na svétle rychle
rozkladaji, proto byly béhem reakci i €isténi chranény hlinikovou félii. Horsi
rozpustnost bezkovového derivatu 8H znesnadnovala Cisténi a vedla k niz§imu
vytézku (68 %) oproti ostatnim pfipravovanym bezkovovym komplexdm.
Postupy pfipravy a analytickd data novych slou€enin jsou uvedeny
v samostatné kapitole 8.

1 + 5 6Mg 15% 6H 94% 6Zn 88%
Mg, butanol, I, p-TSA/ TFA, H,0 Zn(CH,CO0)

2, 5| —2—2»| Mg 7% | — 2> | TH 97% | —————— | 72n 62%
130°C 20 °C pyridin, 130 °C

3 , 5 8Mg 11% 8H 68% 8Zn 46%

Schéma 5. Priprava finalnich makrocykld 6 — 8.
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Absorpcni spektra
vykazovala pritomnost

vysokoenergetického B- 5 "o

pasu v oblasti 350-390 nm a s

nizkoenergetického Q-pasu §

pfi 650-695 nm s jasné 8 0.57

oznacenymi vibracnimi §

pasy. Obecné plati, Zze 2

nesymetrické makrocykly s 0.0

raznymi isoindolovymi 300 400 500 600 700 800
jednotkami sou Vinova délka / nm
charakterizovany Obr. 31. Normalizovana absorpéni spektra 6H (modré),
rozStépenym Q-pasem 7H (Cervené) a 8H (Cerné) v THF.

(zfetelné napf. u slou€eniny

8). U bezkovovych derivatd 6H - 8H je navic symetrie sniZzena pfitomnosti
centralnich vodikl, ktera vede k rozdéleni Q- pasu na Qx- a Qy- (Obr. 31.).
Nahrazenim tfi pyrazinovych kruht v makrocyklu TPyzPz za benzenové
dochazi k posunu absorpce do vySSich vinovych délek téméf o 35 nm
(srovname-li slou€eniny 6 a 7), zatimco zména centralniho kovu vede
k rozdilim v posunu pouze minimalnim. Pozorovan byl vliv perifernich
substituentt na  absorpci, ktery dokazuje = bathochromni  posun
alkylsulfanylového derivatu 7 oproti aryloxy- derivatu 8 pfiblizné o 10 nm.

Potvrzeni ucinnosti ICT (Obr. 32.) vychazelo zjednoduchého
predpokladu, Ze pokud v molekule dochazi k pfenosu naboje, jsou excitované
stavy ucinné zhasSeny a naméfené kvantové vytézky @r a @a by mély byt nizké.
Naopak pokud se v molekule donorové centrum nenachazi, energie
z excitovanych stavi maze byt pouzita na fluorescenci €i produkci singletového
kysliku. Z tohoto hlediska byla pfipravena skupina kontrolnich latek 9-11, ktera
dosahuje vysokych hodnot kvantovych vytézkd, aby byla dostateéné provéfena
ucinnost ICT.

Kvantove vytézky
fluorescence a  singletového
kysliku byly méfeny pouze
u kovovych komplexu. Bezkovové
Pc jsou obecné charakterizovany
nizkou fluorescenci a kvantovym
vytézkem singletového X X
kysliku273.  To maze byt R <R
zpUsobeno rozdilnou molekularni R R
symetrii?®  nebo  zvySenym
vibraénim a rotaénim

R=-0 iPr
<

COOH =5

X = CH,N

M= Mg, 2H, Zn

Obr. 32. Princip ICT na studované skupiné latek

58



pohybem, které vedou k deaktivaci excitovanych stavd odliSnou fotorelaxacni
cestou, a proto nejsou tyto derivaty vhodné pro srovnani Géinnosti ICT. Udaje
ziskané pro slou€eniny 6-8 a odpovidajici symetrické derivaty bez donorového
centra (9-11) jsou uvedeny v Tab. 4. Jak jsme z pfedeslych studii pfedpokladali,
TPyzPz slouceniny 6Mg a 6Zn dosahuji velmi nizkych hodnot @r < 0,01, coz
dokazuje ucinnost ICT. Hodnoty jsou téméF o dva fady nizSi nez u
odpovidajicich slou€enin bez donorovych center (9Mg a 9Zn). To potvrdilo
pfedchozi pozorovani [P1], Ze u takto substituovanych TPyzPz predstavuje ICT
vysoce uc€innou relaxaéni cestu excitovanych stavd. Hodnoty @r sloucenin,
které jsou strukturalné blizsi k Pc (7 a 8), byly mnohem vys$Si nez u TPyzPz 6,
acCkoli vychazely stale nékolikrat nizSi nez u odpovidajicich derivati bez
donorového centra. Zavedeni donorového centra vedlo pouze k mirnému
snizeni @r, coz naznacuje, ze ICT je u tohoto typu slou¢enin mnohem méné
ucinnym deaktivacnim procesem. Vysledky jsou v souladu s pozorovanim ICT
ujinych Pc, kde byl po zavedeni jednoho az C¢tyf donorovych center
zaznamenan pouze mirny pokles téchto fotofyzikalnich hodnot?82.

Sloucenina Donorove Q)\::(S Aem [NM] Stokes(]v-1 BpP dpP (DF(N)CI P C/
centrum? [nm] posun [cm™'] DF(D) Da (D)
6Mg D 655 660 116 0,0087 | 0,013 61 22
6Zn D 654 662 185 0,0045 | 0,030 78 19
7Mg D 690 698 166 0,062 0,043 3,7 54
7Zn D 689 696 146 0,071 0,1 2,3 6,6
8Mg D 680 684 86 0,35 0,23 1,5 1,1
8Zn D 678 682 87 0,15 0,37 1,9 1,7
9Mg¢ N 651 658 163 0,53 0,30 - -
9Znd N 649 656 164 0,35 0,55 - -
10Mg¢ N 699 709 202 0,23 0,23 - -
10Zn¢ N 697 707 203 0,16 0,68 - -
11Mg¢ N 677 681 87 0,52 0,26 - -
11Znd N 675 680 109 0,29 0,61 - -

Tab. 4. Fotofyzikalni a fotochemicka data pro studované latky 6-11 v THF.

a D= slou¢enina nese donorové centrum, N=slou¢enina nema donorové centrum

b tfi nezavisla méreni, odhadovana chyba + 15%

¢pomeér & slouceniny bez donorového centra (N) ku @ odpovidajici slou¢eniny s donorovym
centrem (D), pfislusné dvojice: 6a 9,7 a10, 8 a 11

d data z reference?’3

Kvantové vytéZzky singletového kysliku @a naznacuji podobné zavislosti,
které byly pozorovany pfi fluorescenci. Nejvétsi pokles produkce singletového
kysliku po zaclenéni dvou donorovych center do molekuly byl pozorovan u
TPyzPz 6, nasledovan komplexem 7 a pouze minimalni vliv ICT byl zjistén u
derivatu 8. Ziskané vysledky ukazaly, ze vysoka ucinnost ICT muze byt Uzce
propojena s charakterem makrocyklu. Slou€eniny strukturalné blizSi k Pc se
zdaji byt pro tento deaktivaéni proces méné vhodné (srovname-li 6 a 7). Také
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periferni substituenty, které nejsou zapojeny do ICT, mohou hrat dalezitou roli
(srovname-li 7 a 8).

Ftalocyaninové komplexy Casto utvareji v roztocich dimery nebo vysSi
agregaty elektronovymi interakcemi mezi makrocyklickymi jadry. Ziskana
fotofyzikalni a fotochemicka data by mohla pfipadna agregace zkreslit. U vSech
studovanych latek byla potvrzena pfitomnost pouze monomerl prekryvem
excitacniho a absorpcniho spektra (Obr. 33., ostatni latky viz Sl u pfilohy [P2]).

Vysvétleni vSech
pozorovanych vysledkd muize 1.04 F10
souviset se silnymi elektron- 3 3
deficitnimi vlastnostmi P o
makrocyklu TPyzPz ve § 0,54 05 §
srovnani s Pc?83, V pripadé 5 8
nami pozorovaného § 2
deaktivacniho procesu je 00 . . 00 '
makrocyklicky komplex 500 600 700 800
akceptorem, zatimco periferni Vinova délka / nm
aminovy substituent Obr. 33. Absorpéni (Servené), emisni (modré) a
prostfednictvim svého volného excitaéni (Eerné) spektra latky 7Zn v THF.
elektronového paru Aexc = 612 nm, Aem = 730 nm.

predstavuje donor elektrond.

Cim vétsi je nedostatek elektron(i na makrocyklu, tim vice Ize predpokladat
jejich prechod prostfednictvim ICT. To mize vysvétlit rozdily mezi slou¢eninami
6 a 7. Navic silné elektron-donorové periferni substituenty (napf. 2,6-
diisopropylfenoxy- skupiny ve slouCeniné 8) mohou dale snizovat elektron-
akceptorové vlastnosti makrocyklického jadra a v disledku toho i Uu€innost ICT.
Fotofyzikalni a fotochemické parametry takovych sloucenin proto zlstavaji
podobné pfislusnym analoglim bez donorového centra.

5.2. Heteroatom-substituované tetra(3,4-pyrido)-
porfyraziny

Hlavni preferencni oblast nasi vyzkumné skupiny se zaméfovala na
derivaty ftalocyanini a azaftalocyaninl ze skupiny tetrapyrazinoporfyrazinu
(TPyzPz). Dosud neprobadanou oblast v tomto sméru pfedstavuji dalsi z aza-
analogu Pc- tetrapyridoporfyraziny (TPydPz), vzniklé izosterni zaménou
benzend u molekuly Pc za pyridinové heterocykly. RozliSujeme dva typy
TPydPz podle polohy pyridinového dusiku v makrocyklickému jadru: tetra(2,3-
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pyrido)porfyraziny (2,3-TPydPz) a tetra(3,4-pyrido)porfyraziny (3,4-TPydPz),
uvedeny na Obr. 4. Prvné zminované derivaty vzhledem ke svému
absorpénimu maximu vyskytujicimu se kolem 620-670 nm nevyhovuji nasim
pozadavkim, a proto byl zvolen jako makrocyklicky zaklad struktura 3,4-
TPydPz derivatu, u kterého zlstavaji vyhodné absorpéni vlastnosti matefské Pc
struktury zachovany?®4285_Zaroven 3,4-TPydPz podléhaji snadnéji kvarternizaci
nez 2,3-TPydPz?%%, proto je snadnéj$i pfiprava ve vodé rozpustného kationtu
3,4-TPydPz%®.

Prekvapivé, ackoliv byly TPydPz mezi prvnimi analogy Pc popsanymi
Linsteadem a jeho kolegy?®® roce 1937, jejich strukturni modifikace zustaly az
doposud omezeny pouze na vyménu centralnich kationtdl, axialni substituce?8®
¢i kvarternizaci pyridinového dusiku?®. Publikovano bylo jen velmi malo praci
popisujicich derivaty TPydPz substituované pfimo na pyridinovém kruhu jednim
alkylem??, zatimco slozitéjsi substituce nebo substituce pres heteroatom nebyly
dosud zvefejnény vlbec. Jakjiz bylonaznaceno vyse, jsou-li heteroatomy (napf.
O, S a N) pfipojeny pfimo k jadru, vyrazné ovliviiuji spektralni i fotofyzikalni
vlastnosti makrocykld Pc typu?’3. Rozdil je je$té vyraznéjsi, jedna-li se o
substituenty v neperiferni a-pozici®>2°1, Nasim cilem byl vyvoj prvnich TPydPz
substituovanych v a- poloze objemnymi substituenty vazanymi pres heteroatom,
zjisténi jejich vlastnosti a potencialu pro pouziti pfi fotodynamické terapii.
Substituenty v této praci byly zvoleny nejen pro studium vlivd riznych
spojovacich heteroatomt (O, S, N), ale také aby zabranily svou objemnosti
pfipadné agregaci TPydPz v roztoku?73.

Syntéza pyridinového prekurzoru 12 vychazela ze tfislozkové in situ
reakce tetrakyanoethylenu s ketonem v pfitomnosti katalytického mnozZstvi
kyseliny chlorovodikové?®?, Jako keton byla zvolena slou¢eninu obsahujici
vodik na a-uhliku, tedy ethylmethylketon, aceton nebo acetofenon (Schéma 6.).

CN
NC.__CN 0 -70° R CN
| . )J\/ . 60-70°C 2 X
Ry Re + P
NC™ 'CN R, N cl

Schéma 6. Priprava substituovanych 2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitril .
a) R1 =R2=CHs (51 %), latka 12; b) R1 = CHs, R2 = H; ¢) R1 = CsHs, R2 = H.

Reakce probihaly v prostfedi 1,4-dioxanu pfi teploté 60-70 °C po dobu 2
hodin, pficemz poZadovany produkt byl ziskdan pouze z prvné uvedeného
ketonu. Pfi pfipravé substitovaného 2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitrilu z acetonu a
acetofenonu bylo pfi monitorovani prabéhu reakce na TLC zjisténo, ze vychozi
latky ani pozadovany produkt se jiz v reakci nenachazi. Postup pfipravy byl
opakovan za zvySené teploty na 130 °C, za laboratorni teploty po dobu 24
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hodin nebo vpfipadé acetonu byla syntéza provadéna pouze s
tetrakyanoethylenem rozpusténym v acetonu. Vysledek reakci po ovéfeni
pomoci TLC a NMR analyzy byl u vS8ech negativni. Podafilo se tak pfipravit
pouze 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitril (12) ve vytéZzku 51 %.

Prekurzory 13-15 byly pomérné snadno syntetizovany nukleofilni
substituci s thiolatem, fenolatem nebo aminem se slou€eninou 12 ve vysokych
vytézcich (Schéma 7.). Uhlik v poloze C2 je vlivem kyanoskupin, sousedniho
pyridinového dusiku a atomu chloru silné elektron-deficitni, a proto také dobfe
pfristupny nukleofilu. Prekurzor 12 byl jednoduse pFfeveden na terc-
butylsulfanylovy derivat 13 reakci s 2-methylpropan-2-thiolem v THF za
pritomnosti vodného NaOH s vytéZzkem 92 % (mohou byt pouZity i jiné baze,
napfiklad K2COs). Aryloxy- derivat 14 byl syntetizovan za pouZiti fluoridu
cesného v bezvodém DMF. Odlisné pokusy vyuZzivajici jinych zasad (NaOH,
triethylamin, pyridin, K2COz3) nevedly k ziskani poZadovanému produktu 14.
Niz8i vytéZek této slouceniny (68 %) oproti latkam 13 a 15 je zpUsoben vétSim
vlivem sterického branéni 2,6-diisopropylfenolu. Slou€enina 15 byla pfipravena
témér kvantitativné reakci 12 s prebytkem diethylaminu (vytézek 95 %).

CN (0] . N cl
dioxan, HCI S
NC%CN N 65 °C, 2 hod MCN °
CN CN 12

1

e SH NaOH,THF _ ~ N 5
+ 4{ 20°C, 1 hod | 92 %
IXCN e
CN CN 13
OH
N_ _Cl CsF, DMF, Ar N_ O
® + )\©)\ 20°C, 2 hod » o8 %
) (o]
ZNCeN Z >N
CN CN 14
Ny cl THF NN~
» + 7N 70 °C, 30 hod P 95 %
CN H CN
CN CN 15

Schéma 7. Priprava prekurzor( 12- 15.
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Pokusy o pripravu alkyloxy- derivatu reakci 12 s nadbytkem butanolu
v triethylaminu?®3, v pyridinu ani za pouziti hydridu sodného nevedly k zisku
pozadovaného produktu (Schéma 8.). Provedenou NMR analyzou bylo
zjiSténo, Ze ve vSech pfipadech reak¢éni smeés tvofila pouze nezreagovana
vychozi latka 12.

TEA, 90 min, 20 °C
Ar, 3 hod, 130 °C

N« N O~
X T ° N&
| P 4 ~_"“OH pyridin, 12 hod, 20 C= :[ Y
CN Ar, 5 hod, 130 °C T/\.;N
CN

CN

NaH, 30 min
Ar, 20 °C

Schéma 8. Neuspésné reakce na pfipravu butoxy derivatu.

Syntéza TPydPz vychazela z pfisluSnych pyridin-3,4-dikarbonitrild.
Testovany byly rizné metody cyklotetramerizace zahfivanim prekurzor( se soli
kovu v chinolinu pod inertni atmosférou, s octanem zine¢natym v DMF, pyridinu
nebo chinolinu nebo v taveniné s chloridem bis(chinolinato)zine¢natym, avsak
74dna znich neposkytla pozadovany produkt. Uspé&sné vytvoreni
makrocyklického kruhu TPydPz bylo pozorovano pouze pfi pouziti alkoholatu
jako iniciatoru reakce, tedy za plvodnich podminek popsanych Linsteadem?8®
(Schéma 9.). Latka 16 ve schématu 9 a od ni odvozené TPydPz byly
pfipraveny jinymi kolegy v laboratofi.

Pro cyklotetramerizaci 13 a 14 byl pouzit mirnéjSi iniciator butanolat
hofe¢naty, abychom vyloucily mozné vymeénné reakce s perifernimi substituenty
v aryloxylovych a alkylsulfanylovych derivatech, které byly popsany u nékterych
aza-analogll Pc syntetizovanych s pouzitim iniciatoru butanolatu lithného?%. U
slouCeniny 15 nebyl po reakci s butanolatem hofeCnatym detekovan zZadny
produkt, protoZe silné elektron-donorovy diethylaminovy substituent branil
pribéhu cyklotetramerizace. Reakce byla provedena za pouziti butanolatu
lithného jako iniciatoru, z které byl ziskan bezkovovy derivat 19H. Kovové
hofeCnaté 19Mg a zinecCnaté 19Zn komplexy byly nasledné pfipraveny za
pouZziti odpovidajiciho bezvodého octanu v pyridinu. HofeCnaté komplexy 17Mg
resp. 18Mg byly poskytnuty do reakce se silnou organickou kyselinou za vzniku
bezkovovych TPydPz 17H resp. 18H, které byly pfevedeny na finalni zine€naté
komplexy reakci s octanem zineCnatym v pyridinu.
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CN CN

CN CN
13 14 15 16
l(i) l(i) l ) l ()
17Mg (25%) 18Mg (19%) 19H (14%) 20Mg (61%)
l(ii) i(ii) (iii’)/ \(:) l(ii)
1TH (41%) 18H (54%) 19Zn  19Mg  (20H) (97%)

(76%)  (53%)

l(iii) i(iii) l(iii)

17Zn (90%) 18Zn (96%) 20Zn (48%)
(vi)
; |
21Zn (48%)
!\ 17M
N
I -§-o iPr
M Vo
I 'E-N\_
N =N
19M
/ R S\/\ PN S \4_
M=Mg,2H,Zn\ N X TN

20M 21Zn K'
17M-21M

Schéma 9. Pfiprava latek 13 — 21.
reakéni podminky: (i) Mg, bezvod. BuOH, 130 °C. (ii) TsOH, CHCIs nebo THF/MeOH,
20 °C. (iii) Zn(CH3COO)z2, pyridin, 130 °C. (iv) Li, bezvod. BuOH, 130 °C. (v)
Mg(CH3sCOO)2, pyridin, 130 °C. (vi) CH3CHzl, NMP, 20 °C.

V dusledku nesymetrickych struktur vychozich dikarbonitrild by se mohl
potencialné kazdy z tetra(3,4-pyrido)-porfyrazind 17-19 vyskytovat jako Ctyfi
polohové izomery (Obr. 34.). Zastoupeni izomerU je teoreticky predpokladano
v poméru: 12,5 % izomert Dzn a Csn, 25 % C2v @ 50 % Cs izomeru z celkového
mnozstvi v§ech polohovych izomert?®. Pro izolaci izomer(i 13Mg a 14Mg byly
nejprve sloupcovou chromatografii oddéleny frakce podle Rrhodnot. Nasledné
byla kazda z frakci (50 mg) pomoci preparativni TLC chromatografie nanesena
na 30 hlinikovych desek pro kazdou ze slou€enin. Pozadované izomery byly
zdesek seSkrabany, precCistény a analyzovany pomoci  UV-vis
spektrofotometrie, 'TH NMR analyzy a fluorescencnich spekter.
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Obr. 34. Mozné polohové izomery 18Mg.

Ackoli se podle TLC desek zdali alespon nékteré izomery izolované
(Obr. 36.), ze ziskanych dat se kvuli pfekryvajicim spektrim jednoznaéné
nepodafilo jednotlivé izomery charakterizovat. Za pouziti HPLC bylo
detekovano nékolik izomert (Tab. 5.), ale pouze izomery derivatu 18Mg byly
identifikovany na zakladé jejich absorpénich spekter. Na HPLC chromatogramu
byly detekovany u latky 18Mg c¢tyfi piky oznacené A (Czy), B (D2n), C (C4n) a D
(Cs) s distribuci 1%, 1,5%, 30,5% a 67%.

Slouc¢enina Izomer A Izomer B Izomer C Izomer D
17Mg 21,9 (61,5 %) 22,77 (38,5 %) - -
0, 0,
18Mg 288(1%)Co | 22 (10%) | S00L08%) | 305 67 %) c,
19H 26,5 (16 %) 28,5 (71 %) 29,0 (13%) -

Tab. 5. Retenc¢ni €asy (fr, min) a procentualni zastoupeni TPydPz izomer(.

Piky byly pfifazeny riGznym izomerdm na zakladé $tépeni absorpéniho Q-
pasu, které se podstatné liSi u izomerQ s odliSnou symetrii doloZzené nedavno
zvefejnénymi teoretickymi vypocty?®. Zjevné odchylky od teoretického
zastoupeni izomerl lze vysvétlit vyznamnou sterickou pfekazkou objemnych
2,6-diisopropylfenoxy substituentdl v 18Mg (Obr. 35.). Pozorovali jsme témér
2,5krat vyssi zastoupeni nejméné stericky branéného Can izomeru, zatimco
nejvice stericky branény izomer D2, byl zastoupen pouze v 1,5%. Vedle
sterického omezeni mohou mit vliv na zastoupeni izomeru jesté elektronové
efekty, které by vysvétlovaly vyrazny rozdil v mnozstvi podobné stericky
branénych Cs a C2, izomerl podobné jako bylo uvedeno vjedné z naSich
praci®®’. Vzhledem k nesymetrickému sloZeni vychozich slou¢enin 13 - 15
nemaji jejich dvé kyano- skupiny stejnou elektronovou hustotu a pfi
cyklotetramerizaci nejsou napadany nukleofilnim butoxidovym aniontem
rovnomérné®®. 'H NMR spekta slou¢eniny 18Mg (obr. S14 S| kap. Chyba!
Nenalezen zdroj odkaz(.. [Chyba! Nenalezen zdroj odkazui.]) potvrdila
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pfevladajici zastoupeni Cs izomeru ve smési dokladajici vznikem C&tyf signald
zhruba stejné intenzity pro obé methylové skupiny na pyridinovém kruhu. U Cs
izomeru jako jediného z polohovych izomerl Ize oc€ekavat Ctyfi signaly z
kazdého methylu.

D
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frakcemi izomer( 18Mg, zleva

Obr. 35. HPLC chromatogram (A = 710 nm) polohovych

izomert 18Mg s vlozenym celkovy chromatogramem a

absorpéni spektra ziskana z HPLC analyzy v maximech

pikd izomer( A-D. Detail Q-pasu je vloZzen ke kazdému
izomeru.

Experimentalné bylo popsano, ze u derivatl 3,4-TPydPz Ize oCekavat
posun Q- pasu do vy$Sich vinovych délek oproti 2,3-TPydPz zastupctim?®.
Zaroven bylo potvrzeno, Zze Pc s perifernimi B-substituenty nachazejicimi se na
uhlicich vice vzdalenych od Pc jadra se obecné objevuji pfi nizSich vinovych
délkach, zatimco u makrocykll, které maji periferni substituenty na uhlicich
blize k jadru Pc (a- pozice) je posunut Q-pas k ¢ervené oblasti spektra3®. Tyto
teoretické poznatky davaly nami studované sérii latek vysoky potencial pro své
absorpéni vlastnosti. Z vysledkl bylo potvrzeno, Ze pfi porovnani makrocyklu
Pc a AzaPc s podobnou periferni substituci vykazuji TPydPz nejvys$Si posun
absorpcnich spekter do ¢ervené oblasti viditelného svétla (Obr. 37.).
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Obr. 37. Normalizovana absorp&nich spektra Pc a AzaPc v THF.

Vysokoenergeticky absorpéni B- pas byl u zkoumanych TPydPz derivat(
pozorovan v rozmezi 315-390 nm a nizkoenergeticky Q- pas od 710 do 806 nm
(Tab. 6.). Tvary absorpénich spekter TPydPz 17 - 19 jako smési regioizomer(
byly podobné ftalocyaninim i jejich aza- analogiim TPyzPz.

2 Emax

Slouéenina X )\mQa;FE:;] [cm‘1d1r]n3mol' Ar [nm] [Cﬁqt] oF? Dp?
17Mg S 728 225 000 739 204 0,38 0,36
17HP S 743 - 771 489 0,11 0,1
17Zn S 730 150 000 742 222 0,14 0,69
18Mg O 712 193 000 721 175 0,46 0,29
18H O 741 89 000 748 126 0,26 0,14
18Zn O 712 126 000 724 233 0,23 0,58
19Mg N 771 95 000 802 501 0,10¢ 0,18
19H N 806 86 000 825 286 0,02¢ 0,01
19Zn N 772 94 000 802 485 0,06° 0,41
21Zn¢ S 722 207 500 735 245 0,10 0,61

Tab. 6. Fotofyzikalni data studovanych TPydPz v THF. Uvedeny jsou spojujici heteroatom (X),
absorpéni maximum Q- pasu (Amax), extinkéni koeficient (emax), emisni maximum (Ar), Stokestv
posun (AA), kvantovy vytézek fluorescence (®r) a kvantovy vytézek singletového kysliku (®a).

a uren za pouziti ZnPc jako referencni latky (®r (THF) = 0,32, ®a (THF) = 0,53, ®a (DMF) = 0,56),

tfi nezavisla méreni, odhadovana chyba + 15%; b snizena rozpustnost, ¢astecné agregovano;
¢ odhadovana chyba * 50%; ¢ méreno v DMF.
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Polohy maximalnich hodnot
Q-pasu absorpcCnich spekter (Amax) 730

. . . 712 7 12
byly znacné ovlivnény povahou . 1.0 T
heteroatomu. Srovname-li  Amax 2
s nesubstituovanym  zineCnatym 8
komplexem tetra(3,4- 5 05-
pyrido)porfyrazinu, ktery absorbuje §
ve =]
pfi 676 nm (stanoveno <
v pyridinu)®', vyvolava pfitomnost 0.0 u - = - -

. . 300 400 500 600 700 800
aryloxylového substituentu Vinova délka / nm
vyznamny posun Q- pasu
do Cervene oblasti 0 36 nm (Amax Obr. 38. Normalizovana absorpéni spektra 17Zn
18Zn = 712 nm). Jesté vétsi (Cervené), 18Zn (Cerné) and 19Zn (modré) v THF.
bathochromni posuny byly
pozorovany u komplexu
substituovanych alkylsulfanylovymi skupinami (Amax 17Zn = 730 nm) a

dialkylaminovymi substituenty (Amax 19Zn = 772 nm). NejvysSich absorpénich
maxim dosahoval bezkovovy TPydPz komplex s dialkylaminovymi substituenty
(Amax 19H = 806 nm), ktery je svymi hodnotami srovnatelny s bezkovovym
TPydPz nesoucim neperiferni chalkogenové substituenty absorbujicim v blizké
¢ervené oblasti popsanym v literature?®’. Aminové substituenty indukuji posun
do Cervené oblasti ziejmé silngji nez chalkogenové, coz doklada skuteCnost, Ze
Ctyfi dialkylaminové substituenty v 19H zarucuji stejny posun Q- pasu jako osm
chalkogenovych substituenttu v literatufe. TPydPz s aminovymi neperifernimi
substituenty pfedstavuji vhodnou alternativu k odpovidajicim Pc, které jsou kvli
naroéné syntéze obtizné dostupné. V literatufe bylo dosud popsano pouze
nékolik vhodnych pfiprav Pc s neperifernimi aminovymi substituenty??-302.303,
Naproti tomu zkoumané TPydPz amino- derivaty i jejich prekurzory mohou byt
snadno pfipraveny ve vysokych vytézcich a vykazuji vyhodné spektralni
vlastnosti.

Fluorescenéni emisni spektra TPydPz pozorovana v této studii byla
typicka pro Pc a jejich analogy s malymi Stokesovymi posuny (obr. S35 SI kap.
Chyba! Nenalezen zdroj odkazl.. [Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.], Obr. 39.,
Tab. 6.). ExcitaCni spektra odpovidala absorp&nim spektrim, coz poukazovalo
na absenci agregace béhem méreni (kromé 17H- Obr. 39. vpravo). Soucet &r a
vSechny bezkovové TPydPz maly, bez ohledu na typ substituentu. Stejné
vysledky byly pozorovany i pro bezkovové Pc a TPyzPz, které byly pficCitany
jinym relaxaénim cestam, a dosud nebyly pIné objasnény?’3. U
dialkylaminoslou€eniny 19 byl vzhledem k pfitomnosti donorového centra
deaktivovany excitované stavy intramolekularnim pfenosem naboje ([P2]).
Hodnoty @r a ®&a pro kovové komplexy aminoderivatu TPydPz (19Zn, 19Mg)
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byly nizSi nez hodnoty odpovidajicich alkylsulfanylovych a aryloxy- derivatu
TPydPz, coz u slouceniny 19 naznacuje na vliv ICT na fotofyzikalni vlastnosti.
Nicméné ucinnost ICT byla ponékud omezena ve srovnani s (di)alkylamino-
TPyzPz, u nichZz je ICT hlavni fotorelaxaéni cestou ([Chyba! Nenalezen zdroj

1.0 1.0
: ul
3 = 3 3
s g s g
- o @
] 0 @ 7]
Qo o g 8
S 0.5 e S 0.5 2
g 3 £ 2
5 : : i
2 o a o
< > c < c
0.0 T T T T T T 0.0 T T T T T T
600 650 700 750 800 850 550 600 650 700 750 800 850
Vinova délka / nm Vinova délka / nm

Obr. 39. Normalizované absorpcni (Eerné Carkované), emisni (zelené) a excitacni (fialové)
spektrum kovovych komplexd TPydPz 17Zn vilevo a 17H vpravo v THF.

odkazl.]).

Kovové komplexy aryloxy- a alkylsulfanyl- TPydPz mély hodnoty @F a &a
az 0,80, coz naznacCuje, Ze ostatni relaxacni procesy jiz nebyly vyznamné.
Slouceniny se liSily pouze v poméru fluorescence k produkci singletového
kysliku. Byla pozorovana silna fluorescence u aryloxy- derivatu a hofe¢natych
komplexu, zatimco alkylsulfanylové derivaty a komplexy zinku vykazovaly
vysokou produkci singletového kysliku. To lze pfiCitat jednak pulsobeni
chelatovaného tézkého kovu nebo také vlivu perifernich substituent(i3%4.

Na zakladé fotofyzikalnich
dat byly vyhodnoceny jako
nejslibnéjsi slouceniny pro PDT
zineCnaté komplexy
alkylsulfanyl-  TPydPz.  Maji
nejvysSi produkci singletového

kysliku, nejdulezitéjsiho
cytotoxického kyslikového 800 900
radikalu v PDT, a vykazuji VInova délka / nm

vyznamny Cerveny posun Vv . -
. Q . hodnot Obr. 40. Studované TPydPz 17-19 a jejich
maximu - pasu ha hodnotu normalizovana absorpcni spektra.

Amax ~ 730 nm. Kolegy

z laboratofe byla proto navrzena a pfipravena ve vodé rozpustna sloucenina
21Zn s podobnymi fotofyzikalnimi hodnotami jako modelova slou¢enina 17Zn.
Fotodynamicka aktivita slouceniny 21Zn byla nasledné vyhodnocena s pouzitim
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bunécné linie lidského karcinomu délozniho Cipku HelLa, ktera demonstrovala
potencial TPydPz v PDT. Pro ziskani hlubSiho pohledu na mechanismus
pusobeni byla studovana subcelularni lokalizace 21Zn v lysozomech pomoci
fluorescenéni mikroskopie (viz kap. Chyba! Nenalezen zdroj odkazUl.. [Chyba!
Nenalezen zdroj odkazu.]).
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5.3. Studium fluorescenénich vlastnosti dendritickych
molekul na bazi poly(amidoaminu)

Vramci této studie byly zkoumany ve vodé rozpustné derivatu
naftalimidu na bazi poly(amidoaminu) (PAMAM) z hlediska fotofyzikalni aktivity.
Tyto dendritické molekuly vychazi ze strukturalnino zakladu 7H-
benz[d,e]benzimidazo[2,1-alisochinolin-7-onu  (BBIQ) a vykazuji silnou
fluorescenci ze svych excitovanych stavli. Byla navrhnuta a pfipravena nova
skupina PAMAM dendrimeru na bazi BBIQ. Divergentni syntéza byla provedena
stfidanim Michaelovy adice methyl-akrylatu na pfislusny diamin a naslednou
aminolyzou za vzniku esteru (Schéma 10.).

Q\Ji?/\/"“z—-— ’N O /\/NJﬁR Q:N O‘ /\/"Jﬁ
; \,)’R ; \?F R

— 23 R =-0Me 24

Q 27 R=-ONa

26 j\ NNz ~ 25 R=-OMe :

NH Q . 0” R
28 R=-0Na

29 R=-ONa

Schéma 10. Studovana skupina PAMAM dendrimer( 22-29.
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Cilem této prace bylo studium fotofyzikalnich vlastnosti novych PAMAM
dendritickych molekul, které obsahuji jednu fluoroforovou jednotku v jadfe
dendrimeru. PAMAM dendrony s karboxylovou skupinou byly vybrany pro
zvy$eni rozpustnosti ve vodé a pro lepsi biokompatibilitu3°®3%, Karboxylatové
PAMAM dendrimery aniontového charakteru maji vétSi potencial jako nosicCe
léCiv, protoZe jsou oproti kationtovym dendrimeriim netoxické?’%-3%7 zaroven si
zachovavaji vysokou rozpustnost ve vodé, jsou ucinné pfi mezibunéCném
transportu a pfi peroralni aplikaci®®’.

Fluorescencni znaCeni vyzaduje vysoké detekCni limity a citlivost,
spoleéné s pfiméfenou excitaci a emisi®®, Vlastni zhaseni excitovanych stavu
tzv. ,self-quenching” predstavuje znacné omezeni ve vodném prostfedi
zpusobené agregaci hydrofobniho fluoroforu. Proto je vyhodné pouzit objemné,
ve vodé rozpustné dendritické struktury, které brani agregaci. Fluorofor maze
byt zaclenén do molekuly na pozici periferni skupiny, vétve dendrimeru
(dendron) nebo do jadra. Pficemz plati, Ze umisténi fluorescencni jednotky
vyznamné ovliviiuje vysledné fotofyzikalni vlastnosti molekuly. Zavedeni
fluoroford na periferii dendrimerl je obtizné vzhledem Kk problémim
souvisejicim se stechiometrickou kontrolou syntézy3%°. Témto nevyhodam se
Ize vyvarovat zavedenim fluoroforu do jadra dendrimeru nebo na pfipojny bod
dendritické molekuly. Zavedeni jednoho substituentu na dendron také
umoznuje, aby aromaticky fluorofor mohl volné reagovat s biologickymi systémy
(napf. se mlze vazat na DNA).

Z fotofyzikalnich méreni byly pro slouCeniny 22 az 29 stanoveny
absorpcni a emisni Anx Spolu s délkou Zivota fluorescencniho stavu t (uvedeny
v Tab. 7.).

Sloutenina Cislo Absorpce? Emax Emise® ¢
generace | Amax [nm] [cm-'"dm3mol"] Amax [nm] [ns]
22 0 445 3,5x104 504 6,2
23 0,5 458 5,8 x 104 508 3,0
24 1 457 4,1 x 104 507 1,3
25 1,5 445 5,7 x 104 511 0,7; 2,7 (77%)¢
26 2 450 2,3x104 509 1,1; 3,8 (58%)¢
27 0,5 446 4,3 x 104 500 2,0;5,3 (83%)¢
28 1,5 455 4,3 x 104 506 1,4; 5,2 (73%)°
29 2,5 457 3,2x104 507 1,3; 4,8 (72%)¢

Tab. 7. UV/vis a fluorescenéni data studovanych latek 22-29.

a méfeno v methanolu

b excitata¢ni vinova délka 455 nm (MeOH).

¢ excitatacni vinova délka 459 nm (MeOH)

d délka Zivota fluorescence rt, relativni zastoupeni slozky s del$i Zivotnosti fluorescence je
uvedeno v zavorce.
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Intenzita emisi byla u vSech studovanych latek ovlivnéna dendritickym
substituentem v poloze C-3 na fluoroforu. Délka Zivota fluorescence byla kratka
(<10 ns) a odpovidala hodnotam charakteristickym pro podobné slouceniny. U
dendrimert vyS$Si generace nebyl rozpad po celou dobu zivota fluorescence
exponencialni, proto bylo v téchto pfipadech vhodnéjSi zaznamenat t jako bi-
exponencialni funkci (relativni zastoupeni je uvedeno v Tab. 7.). ZjiSténi dvou
hodnot rozpadu naznacuje, zZe pro tyto vysSSi generace dendrimer( existuji dva
odliSné excitované stavy. Spolu s pozorovanym poklesem intenzity
fluorescence (22 >> 23~24> 25> 26> 29) je tento efekt pravdépodobné
zpusoben zhasenim excitovanym stavl fotoindukovanym pfenosem elektronu
(PET). PFitomné terciarnimi aminy na PAMAM dendronech vystupuji jako
donory elektrond a zprostifedkovavaji PET30.

Bylo zjisténo, Ze intenzita fluorescence klesa u karboxylatovych solich
27> 28> 29 srozSifujicim se dendritickym vétvenim, coz bylo v souladu
s publikovanymi Gdaji3"'. V mé&feném koncentraénim rozmezi 0,83 - 5,75 x 10”7
mol I'' se intenzita fluorescence zvySovala téméF linearné s koncentraci
vodnych roztokll 27 — 29, coz doklada, Zze nedochazelo k vlastnimu zhaseni
excitovanych stavl tzv. ,self-quenchingu“ v disledku agregace (Obr. 41.).
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Obr. 41. UV/vis absorp&ni (vlevo) a fluorescenéni spektrum (vpravo) slou€enin 22-29 v methanolu
(c= 6,88 x 10 mol I'"; Aexc =459 nm)

Absorpéni UV/vis spektra slouCenin 22, 24 a 27 ukazaly podobnou
zavislost na pH s bathochromnim posunem hlavniho absorpéniho pasu pfi pH
pod 5 zplUsobené protonaci chromoforu. Zavislost fluorescenénich spekter
slou€enin 22, 24 a 27 na pH byla zkoumana v rozmezi pH 1-13. U dendrimeru z
nulté generace 22 se intenzita emisi snizila pfi velmi nizkém pH za vzniku dvou
maxim pfi 490 a 560 nm (Obr. 42. vlevo). ZvySeni pH na 7-8 vedlo k narlstu
fluorescence s jednim maximalnim pikem pfi 510 nm se snizujici se tendenci
intenzity pfi ristu bazicity. Délka Zivotnosti emisi pfi téchto hodnotach pH byla
relativné neménna, kdy se vSechny t nachazely v rozmezi 5,1 - 6,2 ns (Tab. 8.).
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Obr. 42. Emisni spektra sloucenin 22 (vlevo) a 24 (vpravo) méfena v rozmezi pH 1-12
v methanolu pfi koncentraci c= 6,88 x 10 mol I'" a Aexc= 455 nm.

Naproti tomu dendrimer 1. generace 24 odhalil dva emisni piky pfi pH 1-
4 s maximalni emisni intenzitou pfi pH 4 a jeden emisni pik pfi pH 6-12 (Obr.
42., pravé spektrum). Doba Zivota emisi pfi pH 1-4 dosahovala vy$Sich hodnot
(5,2 - 5,6 ns) a potvrzovala pfedpoklad redukce zhaseni vlivem potlaceni PET.
Pfi pH> 6 byly sledovany bi-exponencialni délky Zivotnosti fluorescence s velmi
kratkymi (<0,5 ns) a kratkymi (<3 ns) €asovymi hodnotami (Tab. 8.), coz
naznacuje, ze pfi téchto pH je zhaseni excitovanych stavi zvySeno a zavisi na
konformacnich vlastnostech molekuly.

Slouc¢enina 22 Sloucéenina 24 Sloucéenina 27

pH T [ns] pH T [ns] pH T [ns]
1 5,29 1 5,17 1 4,68
3 5,39 2 5,39 2 4,74
5 5,68 4 5,60 3 5,11
7 6,24 6 | 1,03;3,27 (69 %) 4 6,32
8 6,20 8 | 0,45;2,36 (80 %) 5 6,24
10 5,15 10 | 0,20; 2,21 (82 %) 6 6,35
12 3,50 12 | 0,38; 1,96 (82 %) 8 6,30
9 6,24
10 6,31

11 0,27; 5,09 (60%)

Tab. 8. Délka zivotnosti fluorescence 1 slou€enin 22, 24 a 27 pfi acidobazickém méfeni v roztoku
methanolu, relativni zastoupeni sloZky s delSi Zivotnosti fluorescence je uvedeno v zavorce.
(c= 6,88 x 106 mol I'"; Aexc =459 nm)

Sodna sul dendrimeru 27 (znazornéno na Obr. 43.) dosahuje maximalni
intenzity fluorescence okolo pH = 6-8 pfi hodnoté 500 nm. Pfi velmi nizkém pH
(<2) je emise posunuta do Cervené oblasti viditelného svétla na 560nm a
s pfechodem do neutralnich hodnot pH jeji intenzita nartsta. Naopak pfi velmi
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vysokém pH > 10,5 byl pozorovan vyrazny pokles fluorescence, ktery byl
zpusoben nedostateCnou protonaci aminovych skupin v dendritickém
substituentu a obnovenim procesu PET.

pH=0.63
pH = 1.59
pH =265 700
— pH 4,50-9,53 —pH=370 500
—pH=450 PH 4,50-9,53
—pH =580 —
—pH=6.44 500 4
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—pH=11.44 200 |/
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0

Obr. 43. Emisni (obrazek vlevo) a excitacni (vpravo) spektra sodné soli slou¢eniny 27 pfi pH 0,63
— 13,26 mérené v methanolu pfi Aexc 448 nm; Aem 501nm; c= 6.88 x 10 mol I-".

Pfipravena fada dendritickych molekul, ktera kombinuje vysoce
fluorescenéni BBIQ jednotku s malymi perifernimi PAMAM skupinami,
vykazovala viditelnou fluorescenci u v8ech vzorki véetné vodnych roztokd.
Intenzita fluorescence a jeji délka zivota byly citlivé na povahu a generaci
dendritické struktury a byly ovlivnény intramolekularnim zhasenim
prostfednictvim PET vychazejicim ze sekundarnich a terciarnich aminovych
skupin. Vysledky doby Zivota fluorescence t naznacuji, Ze mechanizmus PET
bude pravdépodobné ovlivnén konformaci molekuly. Celkové fotofyzikalni
chovani studované skupiny latek bylo pfiblizné shodné s analogickymi systémy
1,8-naftalimidu. OdliSna byla fluorescence pfi nizkych pH, ktera byla vyznamné
posunuta k vy$8§im vinovym délkam okolo 550 nm?306.
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6.Zaver

V ramci této disertacni prace byla pfipravena a z hlediska fotofyzikalnich
a fotochemickych vlastnosti popsana skupina derivatu ftalocyaninovych barviv.
V prvni €asti jsem se zabyvala vlivem intramolekularniho pfenosu naboje (ICT)
na heteroatom substituované nesymetrické tetrapyrazinoporfyraziny a
tribenzopyrazinoporfyraziny nesouci dva dialkylaminové substituenty jako
donory pro ICT. Byl navrzen optimalni synteticky postup pro studovanou
skupinu latek s odliSsnymi perifernimi substituenty nesoucimi volnou
karboxylovou skupinu, ktera muze byt snadno navazana na pevnou fazi
oligonukleotidovych sond. Syntéza prekurzord vychazela z nukleofilni
substituce 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu a 4,5-dichlorftalonitrilu.
Cyklotetramerizace finalnich Pc a TPyzPz byla provedena metodou statistické
kondenzace s naslednym oddélenim pozadovaného kongeneru AAAB za
pomoci sloupcové chromatografie. U finalnich slouCenin byly porovnany
absorpéni, fotofyzikalni a fotochemické parametry se strukturné podobnymi
TPyzPz a Pc bez donorovych skupin. Bylo potvrzeno, Ze vlivem dvou
diethylaminovych skupin podporujicich ICT klesaji kvantové vytézky
fluorescence @r a produkce singletového kysliku @a. Nejvyraznéjsi snizeni @
bylo dosazeno u AzaPc derivatu, zatimco slou€eniny strukturalné blizSi k Pc se
zdaji byt pro tento deaktivacni proces méné vhodné. Pokud se v molekule
donorové centrum nenachazelo, energie z excitovanych stavl byla pouzita na
fluorescenci €i produkci singletového kysliku. PFi porovnani vlivu perifernich
heteroatom substituentu, které nebyly do ICT pfimo zapojeny, bylo zjisténo ze,
silné elektron-donorové periferni substituenty (napf. 2,6-diisopropylfenoxy-
skupina) mohou dale snizovat elektron-akceptorové vlastnosti makrocyklického
jadra, a tim i ucinnost ICT. Fotofyzikalni a fotochemické parametry takovych
slouenin proto zUstavaji podobné pfisluSnym analogdm bez donorového
centra.

V druhé ¢asti prace byl studovan novy strukturalni typ aza- analogu Pc-
tetra(3,4-pyrido)porfyraziny, které nebyly dosud v nasSi skupiné studovany.
Jedna se o relativné malo popsanou kategorii Pc z pohledu syntetického i
fotofyzikalniho. Byla navrzena vhodna metoda syntézy heteroatom-
substituovanych TPydPz, ktera by mohla byt aplikovatelna pro pokracujici
vyzkum téchto slou€enin. V duasledku nesymetrickych struktur vychozich
pyridin-3,4-dikarbonitrill  byly ziskany TPydPz jako smés C¢tyf polohovych
izomerQ. Za pouziti HPLC metody byly u derivatu s nejobjemnéjsimi perifernimi
substituenty identifikovany izomery na zakladé jejich absorpénich spekter.
Pomér zastoupeni jednotlivych polohovych izomerd byl oproti teoretické
predpovédi odliSny. Pozorovali jsme témér 2,5krat vysSi zastoupeni nejméné
stericky branéného Can izomeru, zatimco nejvice stericky branény izomer D2p
byl zastoupen pouze v 1,5%. To bylo pravdépodobné zpusobeno v dusledku
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nesymetrického slozeni vychozich sloucenin, jejichz dvé kyano- skupiny nemaji
stejnou elektronovou hustotu a pfi cyklotetramerizaci nejsou napadany
nukleofilnim butoxidovym aniontem rovnomérné. Kovové komplexy aryloxy- a
alkylsulfanyl- TPydPz dosahovaly vysokych hodnot & a &a az 0,80, coz
naznaCuje, ze téméf vSechny fotorelaxaéni procesy byly uskuteCnény
pozadovanymi cestami. Byla pozorovana silna fluorescence u aryloxy- derivatu
a hofeCnatych komplext, zatimco alkylsulfanylové derivaty a komplexy zinku
vykazovaly vysokou produkci singletového kysliku. To lze pfiCitat jednak
pusobeni chelatovaného tézkého kovu nebo vlivu perifernich substituentl. Na
zakladé fotofyzikalnich dat byly vyhodnoceny jako nejslibnéjSi slouceniny pro
PDT zineCnaté komplexy alkylsulfanyl- TPydPz, které dosahovaly nejvyssi
produkce singletového kysliku, nejdulezitéjSiho cytotoxického Kkyslikového
radikalu v PDT. Zaroven vykazuji vyznamny ¢erveny posun Q- pasu na hodnotu
Amax ~ 730 nm, ktery rozSifuje pouziti takového fotosenzitizéru i na hlubsi
nadory. Pyridinovy dusik muze byt v budoucnu snadno kvarternizovan za
vzniku ve vodé rozpustnych sloucenin vhodnych pro biologické aplikace.

V posledni ¢asti byla popsana vhodna metoda stanoveni fluorescenéni
aktivity ve vodé rozpustnych dendritickych molekul na bazi poly(amidoaminu)
(PAMAM) s 1,8-naftalimidovou fluorescenéni jednotkou v jadfe dendrimeru.
Vysledna fluorescence byla ovlivnéna procesem fotoindukovaného prenosu
elektront (PET) vychazejiciho z volného elektronového paru sekundarnich
aminQ, které vystupuji jako donory elektronl. S kazdou dalSi dendritickou
generaci roste i poCet sekundarnich amind, vliv PET se zvySuje, coz vede k
poklesu doby Zivota fluorescence rt, tak i intenzity fluorescence. Dale byly
fotofyzikalni vlastnosti studovany ve vodném roztoku v Sirokém rozmezi pH.
Doba Zivota emisi pfi pH 1-4 dosahovala vysSich hodnot a potvrzovala
predpoklad redukce zhaseni vlivem potlaceni PET. Pfi pH> 6 byly sledovany bi-
exponencialni doby Zivota fluorescence s kratkymi ¢asovymi hodnotami, které
naznacuji, ze pfi téchto pH bylo zhaseni excitovanych stavl zvySeno a zavisi
na konformacnich vlastnostech molekuly. U ve vodé rozpustné sodné soli
dendrimeru byla pozorovana maximalni intenzita fluorescence okolo pH = 6-8,
zatimco pfi vyrazném snizenim pH byla emise posunuta do Cervené oblasti
viditelného svétla a naopak pfi velmi vysokém pH byla pozorovan jeji pokles
v dusledku nedostate¢né protonace aminovych skupin a obnoveni procesu
PET.

Skupina ftalocyaninovych slou€enin nabizi Siroké moznosti modifikace
struktury a ovlivnéni fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti pro specifické
metody pouziti®'2. V rdmci nasi vyzkumné skupiny pokracuji prace na novych
strukturalnich  typech TPydPz a dalSich slou€eninach vychazejicich
z porfyrazinového makrocyklu.

77



7. Metodicka cast

Tato kapitola popisuje metodické postupy, pfistroje a chemikalie pouzité
pro syntézu, ovéfeni struktury a cisténi produktl a meziproduktld. Zvlast jsou
uvedeny metody a material, které byly vyuzity pfi studii fotofyzikalnich viastnosti
PAMAM dendrimerd na cardiffské univerzité. V dalSi ¢asti jsou popsany obecné
pripravy prekurzorl spole€né s cyklotetramerizaénimi postupy vyuzivanymi pro
syntézu Pc, TPyzPz a TPydPz.

71. Pouzité chemikalie a material

VSechny vychozi suroviny pouzité k syntéze byly v kvalité vyrobce
(zakoupené u firem Acros, Sigma-Aldrich, Merck nebo TCI Europe) a nebyly
dale cistény. ZineCnaty komplex ftalocyaninu ZnPc pouZity jako referencni
standard pfi fotofyzikalnich méfeni byl zakoupen u firmy Sigma-Aldrich.
Bezvoda rozpoustédla THF a dioxan byla pfipravena suSenim nad sodikem,
butanol byl suSsen hofCikem a oddestilovan v Cas potrfeby. Bezvody pyridin byl
vysusen stanim nad hydroxidem draselnym a destilaci. Bezvody triethylamin byl
zakoupen od firmy Sigma-Aldrich a bezvody dimethylformamid u firmy Acros.
Prekurzor 4,5-dichlorftalonitril byl pofizen u firmy TCI Europe.

Prabéh reakci, Cistota produkti a meziproduktd byla kontrolovana
tenkovrstvou chromatografii (TLC) na hlinikovych deskach Silikagel Merck 60
F254 (Merck, Darmstadt, Némecko). Detekce byla provadéna UV svétlem vinové
délky 254 nm a 366 nm. Vyvijeci soustavy jsou uvedeny u jednotlivych reakci.
Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu Merck Kieselgel 60
(0,040-0,063 mm).

VSechna pouzita rozpoustédla pro fotofyzikalni méfeni v publikaci [P4]
byly v kvalité vyrobce (zakoupeny od spoleCnosti Sigma-Aldrich nebo Acros
Organics / Fisher Scientific ) a nebyly dale Cistény.

7.2. Pouzité pristroje

Teplota tani byla méfena na digitalnim pfistroji ELECTROTHERMAL
IA9200 Series (Electrothermal Engineering, Southend-on-Sea, Essex, Velka
Britanie) a nebyla korigovana. 'H a '3C NMR spektra byla méfena na pfistroji
VARIAN MERCURY Vx BB 300 nebo VNMR S500 na katedfe anorganické a

organické chemie FaF UK v Hradci Kralové. Chemické posuny jsou udavany
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k signalu vnitiniho standardu Si(CHs)4. InfraCervena spektra byla méfena
v peletach KBr na pfistroji IR-Spectrometer NICOLET 6700 za pouZiti
reflektan¢ni techniky ATR-Ge. UV-Vis spektra ve viditelné oblasti byla zmé&fena
na pfistroji Shimadzu UV-2401PC a UV-2600 (Shimadzu Europa, GmbH,
Duisburg, Némecko). Elementarni analyza byla provedena na automatickém
mikroanalyzéru EA1110CE (Fisons Instruments, Milano, Italie). Hmotnostni
spektra MALDI-TOF byla méfena v positivnim reflektronovém modu za pouziti
matrice trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methyl-2-propenyliden]-dinitrilu kyseliny
malonové na hmotnostnim spektrometru VOYAGER-DE STR (Applied
Biosystems, Framingham, Massachusetts, USA). Pfistroj byl kalibrovan za
pouziti externiho pétibodového kalibraéniho standardu Peptide Calibration Mix1
(LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie). Fluorescenéni spektra byla méfena
na pfistroji AMINCO-Bowman Series 2 luminescence spectrometer (SLM-
Aminco, Urbana, lllinois, USA). VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
(HR MS) byla u publikace [P3] méfena na spektrometru SYNAPT G2Si (Waters,
Manchester, Velka Britanie) v kombinaci s analyzatorem Q-TOF a s vyuZzitim
UHPLC detekce ACQUITY UPLC I-class (Waters, Millford, USA). Vzorky byly
analyzovany pomoci UHPLC systému na koloné ACQUITY UHPLC BEH300 C4
(50 x 2,1 mm, velikost Castic 1,7 ym) pfi podminkach izokratické separace
s mobilni fazi acetonitrilu a 10 mM roztoku mraven€anu amonného jako pufru o
pH 3 (v poméru 90:10, v/v) pfi pritoku 0,4 ml/min. lonizace byla provedena
elektrosprejem v pozitivnim modu. Hmotnostni spektra byla zaznamenana
vrozmezi m/z 200 — 2000, vztazena k pfesné hmoté kalibracniho roztoku
[Glu']-fibrinopeptidu B m/z 785,835 [(M+2H*)/2] a kalibrovana jodidem sodnym.

Fluorescencni data pro publikaci [P4] byla ziskana na spektrometru
JobinYvone- Horiba Fluorolog (Edison, New Jersey, USA) vybaveného
pikosekundovym fotodetekénim modulem JY TBX. Emisni spektra nebyla
korigovana a excitaCni spektra byla korigovana pfistrojem. Pulsnim zdrojem
byla nano-LED dioda konfigurovana pro vystup 372 nm pracujici na frekvenci 1
MHz. Doba zivota fluorescence byla ziskana pomoci modulu pro scitani fotonu
JobinYvone- Horiba FluoroHub (Edison, New Jersey, USA) a naméfena data
byla zpracovana dekonvulaci pomoci softwaru dekonvoluce DAS6. UV/ vis /NIR
absorpéni spektra byla zaznamenavana na spektrofotometru JASCO V-570
(Hachioji, Tokyo, Japonsko).
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7.3. Pouzité metody

7.3.1.  Stanoveni kvantového vytézku fluorescence &r a
singletového kysliku @a

Fluorescenéni kvantové vytéZzky (&r) byly stanoveny srovnavaci
metodou®® za pouziti ZnPc jako standardu (& = 0,20 v pyridinu3'® pro [P1]; &F
= 0,30 v chlornaftalenu®' pro [P2] a &F = 0,32 v THF?"® pro [P3]). VSechny
vzorky pouzité pro stanoveni kvantovych vytézkd byly pfed méfenim precistény
pomoci preparativni TLC na deskach s oxidem kifemiCitym (s vyjimkou 21Zn),
aby byla zajisténa jejich vysoka Cistota. PouZité eluenty jsou uvedeny pro
kazdou slou€eninu v experimentalni Casti. Odpovidajici ¢asti destiCek byly
odstfizeny, vzorek byl extrahovan THF z oxidu kfemicitého, Zfiltrovan a
rozpoustédlo bylo odpafeno za snizeného tlaku. Fluorescencni kvantove
vytézky @r byly stanoveny v pyridinu pro [P1] nebo v THF pro [P2] a [P3] vyjma
slouCeniny 21Zn (DMF). Standard i vzorek byly excitovany pfi pfislusnych
vinovych délkach: 608 nm [P1]; pfi 612 nm u [P2] nebo pfi 360 nm [P3].
Absorbance pfi excitaéni vinové délce a pfi maximalni hodnoté Q- pasu byla
vzdy udrzovana pod 0,05, aby se omezil efekt vnitfniho filtru. Béhem
experimentll nebyly pozorovany zadné zmény v tvaru nebo intenzité
absorpénich pasl testovanych barviv. U vS8ech emisnich spekter u publikace
[P3] byla opravena data pro odezvu pfistroje.

Fluorescen¢ni kvantové vytéZzky byly vypocCteny podle nasledujici
rovnice:

s s\ 2
of = o £ (1) (10
F FFR\1-10-45) \nR
Rov. 2. Vypocet kvantového vytéZku fluorescence, kde F pfedstavuje integrovanou oblast pod

emisnim spektrem, A absorbanci pfi excitaéni vinové délce, n index lomu rozpoustédla a
oznaleni R a S odpovidaji referenci (standardu) a vzorku.

VS8echny experimenty byly provadény tfikrat a uvedena data predstavuji
prumér téchto tfi experimentid. Odhadovana chyba byla 15%, u slou€eniny
19Mg, 19Zn a 19H + 50% kvuli detek&nimu limitu pFistroje. Excitacni spektra
byla méfena pfi hodnotach pozorované fluorescence: 675-740 nm u Pc a
AzaPc v [P2] nebo 710-800 nm u TPydPz z [P3].

Kvantové vytézky singletového kysliku (@a) byly stanoveny v pyridinu a
toluenu u [P1] resp. v THF u [P2] a [P3] (kromé& 21Zn v DMF) podle dfive
publikovaného postupu®'® na zakladé rozkladu 1,3-difenylisobenzofuranu
(DPBF). Jako referen¢ni hodnoty byly pouzity kvantové vytézky ZnPc (u [P1] @a
= 0,61 v pyridinu3'3, @a = 0,56 v toluenu3'3; u [P2] a [P3] @a = 0,53 v THF316,
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resp. @a = 0,56 v DMF3'7). V§echny vzorky byly pfipraveny podle nasledujiciho
postupu: 2,5 ml zasobniho roztoku DPBF v pfislusném rozpoustédle (5 x 10
mol I'") bylo pfeneseno do kiemicité optické kyvety o rozmérech 10 mm x 10
mm, ktera byla sycena kyslikem po dobu 1 minuty. Zasobni roztok testované
slou€eniny v odpovidajicim rozpoustédle (obvykle 20-30 pl) byl pfidan, aby se
dosahla absorbance konecného roztoku v maximu Q-pasu pfiblizné 0,1. Roztok
byl michan a ozafovan za pouziti xenonoveé lampy (100 W, bezozonova lampa,
Newport). Dopadajici svétlo bylo prefiltrovano pfes vodni filtr (6 cm) a
oddélovaci filtr OG530 (Newport), aby se odstranilo teplo a svétlo pod 523 nm
(u [P3]) nebo oranzovy filtr HOYA G pro odstranéni tepla a svétla pod 506 nm.
Snizeni hodnot DPBF v roztoku po ozafeni (maximalné 15 %) bylo sledovano
pfi vinové délce 414 nm. Kvantovy vytézek singletového kysliku (@a) byl
vypocten ze vztahu:

o K515

*kRIGy

DR =

Rov. 3. Vypocet kvantového vytéZku singletového kysliku, kde k pfedstavuje sklon zavislosti In
(Ao / At) na Case ozareni t, pficemz Ao a At jsou absorbance DPBF pfi 414 nm pfed ozafenim a
po Case ozafeni t. l,7 je celkové mnozstvi svétla absorbované barvivem a oznaCeni R a S
odpovidaji referenci (standardu) a vzorku.

lat se vypocita jako soucet intenzit absorbovaného svétla /I, pfi vinovych
délkach od 506 nm (resp. 523 nm) do 800 nm (po 0,5 nm krocich). Svétlo pod
506 nm je zcela odfiltrovano pomoci filtru HOYA G (v pfipadé filtru OG530 je
odfiltrovano svétlo pod 523 nm) a svétlo nad 800 nm neni barvivy absorbovano.
l2 se pfi dané vinoveé délce vypocita podle Lambert-Beerova zakona:

I = I, (1—e™23%)

Rov. 4. Vypocet intenzity absorbovaného svétla pomoci Lambert-Beerova zdkona, kde /o
vyjadfuje propustnost filtru pfi dané vinové délce a A absorbanci barviva pfi této vinové délice.

VSechny experimenty byly provedeny tfikrat a data u jednotlivych
vysledkl predstavuji pramér téchto tfi pokustu (odhadovana chyba: + 15 %).
Béhem experimentu nebyly pozorovany zadné zmény absorpCnich spekter
testovanych latek, coz naznacuje, Zze nedoSlo k fotorozkladu nebo agregaci
(kromé slouceniny 17H).

7.3.2. HPLC separace

Analyza vzorkG TPydPz v [P3] byla provedena metodou HPLC-DAD.
Oddéleni izomeru bylo provedeno na koloné Hypersil BDS C18 (100 x 4,6 mm,
velikost Castic 2,4 um) za pouziti mobilni faze obsahujici acetonitril, THF a
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vodu. Mobilni faze A byla voda a mobilni faze B obsahovala acetonitril/ THF (1:
1, vlv), oba s pfidavkem 0,025 % triethylaminu. Gradientni metoda (s vyjimkou
18Mg) byla nastavena nasledovné: 0-20 min 60—90% B; 20-40 min 90% B; 40-
40,5 min 90—60% B. Kolona byla poté ekvilibrovana po dobu 5 minut za
vychozich podminek (60% B). Pro dosaZeni lepSiho oddéleni 18Mg izomeru
byla kone¢na koncentrace mobilni faze B pfi gradientovém programu snizena
na 83%. Teplota kolony byla udrzovana na 40 °C a rychlost prutoku byla
nastavena na 1,0 ml/min. Chromatogramy byly zaznamenany DAD detektorem
s vinovou délkou odpovidajici maximalni absorbanci pro kazdou slouceninu:
17Mg, 17Zn 730 nm; 18Mg, 18Zn 710 nm; 18H 715 nm; 19Mg 770 nm; 19Zn
775 nm; 19H 800 nm. Sloucenina 6H nebyla pro HPLC analyzu dostateCné
rozpustna.

Kvantitativni analyza HPLC (tj. procentualni rozloZeni izomerd ve smési)
byla provedena pouze pro 17Mg, 18Mg a 19H, tedy slou€eniny, které byly
pfipraveny pfimo z cyklotetramerizaCni reakce a nikoli po vlozeni Ci odstranéni
centralniho kovu. U nasledné pfipravenych izomerd by mohlo byt jejich
mnozstvi snizeno béhem dalSich reakénich kroku ¢i Cisténi, a tim by mohly byt
vysledky zkresleny. Nicméné retencni Casy (fr) izomer( vyjadfujici kvalitativni
charakter izomeru jsou uvedeny v experimentalni ¢asti u kazdého komplexu
kromé 17H, jehoz velmi nizka rozpustnost neumoznila HPLC analyzu.

7.4. Priprava prekurzort

O

NH
Qe — Q™ — s
0
ftalanhydrid N 2-kyanbenzamid /ummnmsomdolm
; ; U ) ; (iii) ) % ;

d**b d»*b , 5

PcH, w Pcli,
o]
CN : i
NH
CN
o]
ftalonitril ftalimid
Schéma 11. Pfehled prekurzorl pro pfipravu kovového Pc véetné reakénich podminek (M=kov).

(i) zahfivano ve vySevroucim rozpoustédle (napf. chinolin, DMF) se soli kovu, (ii) zahfivano ve
vySevroucim rozpoustédle se soli kovu a moc€ovinou, (iii) zahfivano v ethanolu se soli kovu.
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NejcastéjSi prekurzory pro pfipravu Pc pfedstavuji substituované derivaty
kyseliny ftalové, napfiklad ftalonitril, ftalanhydrid, ftalimid, 2-kyano-1-
karboxamid, diiminoisoindolin a dalSi (Schéma 11.). U AzaPc prekurzorl je
benzenové jadro vyménéno za izosterni pyrazin nebo pyridin.

Z komeréné dostupnych prekrzort 4,5-dichlorftalonitrilu, 3- nebo 4-
nitroftalonitrilu l1ze nukleofilni substituci v aprotickém polarnim rozpoustédle
(DMF, DMSO, dioxan, acetonitril, a dalSi) za pfitomnosti pfebytku baze (K2COs,
NaH) pfipravit alkyloxy-, aryloxy-, alkylsulfanyl- nebo arylsulfanyl- substituované
ftalonitrily3'®. Alkyloxy- a aryloxy- derivaty lze ziskat i alkylaci fenolickych
hydroxylovych skupin3'’® nebo Diels- Alderovou cykloadi¢ni reakci®?°. Syntéza
alkylamino- derivat vychazi pfevazné z nukleofilni substituce nitro- nebo brom-
substituovanych ftalonitrild s pfislu§nymi alkylaminoderivaty3°3,

Diky pfitomnosti dusikl na pyrazinovém cyklu, které pfitahuji vazebné
elektrony, jsou pyrazinové analogy oproti benzenovym reaktivnéjSi. Zaroven
vlivem nitrilovych skupin odebirajicich ze systému elektrony snizuji
elektronovou hustotu na uhlicich 5 a 6, které tak mohou byt snadno napadany
nukleofily za vzniku 5,6-disubstituovanych pyrazindikarbonitrild. Prekurzory s
perifernim substituentem vazanym pfes heteroatom (O, S, N) lze pfipravit
reakci  5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s nukleofilnim  &inidlem za
pfitomnosti baze ve vysokych vytéZcich3?!. Nejbéznéj$i metody pro pfipravu
alkyl- nebo aryl- substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrild  zahrnuji
kondenzacni reakci komercné dostupného 2,3-diaminomaleodinitrilu s
prislusnou vicinalni a-dikarbonylovou slou¢eninou v kyseliné octové nebo ve
smési kyseliny octové a ethanolu (Schéma 12.)288.322,

N N
S _NH, O R o TN R
oyt e Sy

2 2

& NH,  O07TR Z NTR

Schéma 12. Obecny postup pfipravy 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu. (R, R2 = alkyl nebo
aryl)

«  Pfiprava pyridindikarbonitrili

VétSina prekurzort pro TPydPz byla pfipravena zplsobem, ktery byl jiz
dfive pouzit pro pfipravu substituovanych ftalonitrild (Schéma 11.), tj. reakci
nesubstituované nebo alkylsubstituované pyridin-2,3- nebo pyridin-3,4-
dikarboxylové kyseliny na odpovidajici anhydridy, imidy, diamidy nebo
dinitrily323:324,
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Schéma 13. Syntéza 2,5,6-trimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu.

Zajimavou reakCni cestou pro pfipravu 5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu a 2,5,6-trimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu, ktera byla objevena v
roce 1970, je Diels-Alderova reakce mezi substituovanymi oxazoly a
fumaronitrilem, ktera vede k tvorbé& bicyklického meziproduktu??. Tento
bicyklicky intermediat Ize snadno aromatizovat odstranénim molekuly vody za
vzniku  5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu =~ a  2,5,6-trimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (Schéma 13.).

Lipinem a jeho kolegy byla popsana pfiprava substituovanych 2-
chlorpyridin-3,4-dikarbonitrill kondenzacni in situ reakci tetrakyanoethylenu
s alifatickym ketonem v pFitomnosti kyseliny chlorovodikové34°. Jako keton Ize
pouzit slou€eninu obsahuijici vodik na a-uhliku. V pdvodni Lipinové praci byly
pouzity ethylmethylketon, pent-2-on, acetofenon a 2-acetylthiofen, z kterych
byly pfipraveny odpovidajici 2-chlorpyridin-3,4-dikarbonitrily s odliSnou
substituci v polohach 5 a 6. Obdobné reakce byly navrzeny stejnou vyzkumnou
skupinou za pouziti kyseliny bromovodikové a jinych ketonu.

NC CN
o . NC lCN O NC CN o HC R, o R, N
R A w, NG CN Ry H,0
1 2 HO
R, CN R, % o NS0
HsN
Ry
JHCN
CN CN CN
| -— | N | o + H*Cr
H

R ' 0
1 I—rNQCI/

Schéma 14. Mechanismus syntézy 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu
z ethylmethylketonu. (R, Rz = radikal)
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7.1. Cyklizaéni metody pripravy symetrickych
ftalocyaninu a jejich aza-analogt

Pfi reakci jediného prekurzoru vznika symetricky makrocyklus Pc nebo
AzaPc. Vzhledem k tomu, Ze jsou si tyto slouCeniny blizce pfibuzné, tak take
jejich syntéza vychazi z obdobnych reakci?®®. Vychozimi latkami pro
tetramerizaci jsou ve vétSiné pfipadu rGzné substituované derivaty ftalonitrilu
(vznika Pc), pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (TPyzPz), pyridin-2,3-dikarbonitrilu (2,3-
TPydPz) nebo pyridin-3,4-dikarbonitrilu  (3,4-TPydPz). Na pfipraveném
makrocyklickém komplexu Ize poté provadét obmény jednak zaménou
centralnich kationtd kovl nebo modifikaci na periferii.

Podle mechanismu muzeme pfipravu symetrickych Pc rozdélit na dvé
skupiny: cyklizace bez nebo s pfitomnosti centralniho atomu kovu. Pc bez
chelatovaného centralniho atomu (bezkovové, H2Pc) se nejCastéji pfipravuji
tetramerizaci vlivem silnych bazi. Jako baze se pouZivaji lithné nebo hofecnaté
alkoholaty®>®  nebo je  alkoholat  vytvofen za  pomoci  1,8-
diazabicyklo[5,4,0]lundec-7-enu (DBU)3%6. Tyto alkoholaty napadaji nitrilové
skupiny reaktantll a dochazi k jejich polymeraci. Vznika tak bud bezkovovy Pc
(pfi pouziti DBU) nebo komplex s velmi slabé chelatovanym atomem lithia, které
se uvolnuje jiz ve velmi slabé kyselém prostfedi vody (Schéma 16.).
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[\ﬂ\ e ,‘]N [ e [ HN, ﬁ }
= \ N e S P g
NH - L \
N Na [ e N NN N NN
N= - —
L O,N N4 # N/

Schéma 15. Intermediaty cyklizacni reakce diiminoisoindolinu s pouzitim templatu Ni2*.

Pfi cyklizacnich postupech s atomem kovu se vyuziva tzv. templatového
efektu centralniho kovu. Mechanismus této cyklizace je zalozen na koordinaci
prekurzoru kolem centralniho atomu (napf. Zn?*, Ni?*, Co?*, Cu?*). Vychozi latky
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se koordinacné vazi za teploty varu vySevrouciho rozpoustédla (DMF, 2-
dimethylaminoethanol nebo chinolin) se soli kovu nebo v taveniné (napf. s
chloridem bis(chinolinato)zine¢natym) a utvofi makrocyklus (Schéma 15.)%%".

7.2. Cyklizaéni metody prfipravy nesymetrickych
ftalocyaninu a jejich aza-analogt

Zatimco pfi symetrickych syntézach reaguje pouze jedna vychozi latka, u
asymetrickych metod vstupuji do reakce minimalné dva odlisné prekurzory
nebo jeden nesymetricky substituovany prekurzor bez roviny zrcadlové
soumérnosti k aromatickému kruhu (napf. monosubstituovany ftalonitril nebo
pyridin; viz publikace [P3]). Obecné maji asymetrické Pc oproti symetrickym
derivatim fadu vyhodnéjSich fyzikalnich a chemickych vlastnosti napf. vyssi
rozpustnost, bathochromni posun absorpéniho Q-pasu nebo moznost specificky
vazat molekulu Pc na dany nosic.

7.21. Syntéza nesymetrickych Pc — metoda nesymetrického
prekurzoru

Geometrickou kombinaci Ctyf shodnych nesymetrickych jednotek ve
struktufe ftalocyanind vznikaji Ctyfi konstituéni (polohové) izomery se
symetriemi Cs, Don, C2v @ Can (Obr. 44.). Statisticka smés téchto &tyf izomerl by
teoreticky obsahovala 12,5 % D2 izomeru, 12,5 % Can izomeru, 25 % Co, a 50
% Cs izomeru.

)ir.! N= . R =N NZN R ;. . =N N= R
) />/’ j{\/ " Di \\ \(\ /\;/
N &7 =N \/ i N = \/ N N NN~ N
=N Hn—t) =N HN 4 —n uN /
N, N A

/
\\ NH N \ H N\ H N /
sz@liN/Q\$ /QR N/i/\ ’é Nﬂm%
6% MW el Lrgth
@ = @ @ "
Obr. 44. Mozné polohové izomery vzniklé cyklizaci nesymetrického prekurzoru (R je libovolny
postranni fetézec).

Pro selektivni pfipravu pouze jednoho ze &tyf izomerl mohou byt pouzity
nasledujici metody syntézy:

X/

«»  Statisticky pristup (,statistical approach®)

Upravou reakénich podminek, volbou vhodného centralniho kationtu
kovu Ci pozic substituentd na vychozich latkach Ize sméfovat syntézu pouze k

jednomu ze Ctyf moznych izomer( (obzvlasté Cun). Toho Ize dosahnout napfr.
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pridanim alkoholatu lithného jako katalyzatoru, pouzitim kovového nosice (Zn?*,
Cu?*, Ni*) nebo zménou reakéni teploty?98.

%  Pfimy pfistup (,directed approach®)

Metoda spociva ve spojeni dvou ftalonitrilovych jednotek pfislusSnym
mustkem, tzv. ,spacerem®. Timto zplsobem Ize ziskat pfedevSim D2n izomery.
Na nasledujicim Obr. 45. je uveden pfiklad struktury izomeru se symetrii Do
tvofeného dimerem sloZzenym z dvou ftalonitrild spojenych 2,2-disubstituovanym
propan-1,3-diolovym mustkem v pozici C33%,

oy

{4

Obr. 45. Dimer slozeny z dvou D3, ftalonitrild spojenych mastkem.

«  Priprava TPydPz

Obecné pfi pripravé tetrapyridoporfyrazini vznika smés polohovych
izomerl se stejnou molekularni hmotnosti, ale odliSnymi chemickymi,
spektralnimi, fotofyzikalnimi a fotochemickymi vlastnostmi (pfikladem TPydPz
na Obr. 34.). Prvni nesubstituované TPydPz byly syntetizovany Linsteadem a
jeho spolupracovniky v roce 1937 za pouziti standardni kondenzace 3,4-
dikyanopyridinu v prostfedi alkoholatu kovu?88. Dal8i studium a pfiprava
nesubstituovanych a alkyl- substituovanych derivatt 2,3- a 34-
pyridindikarbonitrilu nasledovala az pocatkem 70. let 20. stoleti®?3. Doposud
bylo popsano nékolik syntetickych metod pfipravy TPydPz vychazejici
z derivatu pyridin-2,3- nebo pyridin-3,4- dikarboxylové kyseliny. Ackoli vzhledem
k jednodusSim postupim CciSténi jsou preferovany jako prekurzory TPydPz
dikyanopyridiny32°,

Nejbéznéjsi metodu pfipravy bezkovovych TPydPz pfedstavuje odkoveni
hofeCnatych  nebo lithiovych ~ komplexd  koncentrovanou  kyselinou
chlorovodikovou nebo sirovou?®. Wohrle a jeho kolegové popsali synteticky
postup pfipravy bezkovového TPydPz reakci dikyanopyridinu v N,N-
dimethylaminoethanolu s amoniakem3.

VétSina z metod pfipravy kovovych komplextd TPydPz vychazi z pyridin-
2,3-dikarbonitrilu nebo pyridin-3,4-dikarbonitrilu jako vychozi latky. Ackoli byly
publikovany i prace zahrnujici jiné funk&éni derivaty pyridindikarboxylové
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kyseliny, pfedstavuji oproti vySe zminénym dikarbonitrilim pouze okrajovou
Cast. Pfi reakci 2,3-dikyanopyridinu s kovovymi solemi (bezvodé chloridy nebo
octany) bez pfitomnosti rozpoustédla pfi teploté 190 - 230 °C Ize pfipravit
nesubstituované TPydPz. Zatimco substituované a kondenzované
heterocyklické dinitrily vyzaduji pfi reakci s kovovymi solemi pfitomnost
vySevrouciho rozpoustédla (napf. trichlorbenzenu, chinolinu, DMF nebo
pyridinu)3*8. Pfehled metod syntézy 2,3-TPydPz vcetné reakénich podminek je
znazornén na Schéma 17. Obdobné mohou byt tyto postupy pouZity k pfipravé
3,4-TPydPz, ovSem ne vSechny byly dosud popsany.

R? R2
sul kovu
190-230°C N/ AN
stl kovu, rozpoustédlo N
_N ‘ CN  teplotavarurozpouitédla  R' _ / | Ny R
| ..

T = ¥/ =

CN stl kavu _ R¥ N \ R?

DBU, mocovina, NH 3

Mg / Al
zahrivani

\J

Schéma 17. Metody pfipravy 2,3-TPydPz. (M = kation kovu; R1, Rz = radikal)

Pouzitim pyridindikarboxylové kyseliny nebo pyridindiamidu v pfitomnosti
amoniovych bazi jako napf. mocCovina, amoniové soli nebo DBU vznikaji
odpovidajici 2,3-TPydPz nebo 3,4-TPydPz33', které maji oproti slou¢eninam
pfipravenym z dinitrild hors$i Cistotu a nizSi vytézky (Schéma 18). Takto mohou
byt pfipraveny slou€eniny, které nelze ziskat jinym vySe popsanym
zplsobem332,

Zahtfivanim 5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu a VCls v chinolinu po
dobu 8 hodin pfi 150 az 165 °C byl pfipraven vanadylovy komplex tetrakis(5,6-
dimethyl-3,4-pyridin)porfyrazinu v 52% vytéZku. Je zajimavé, Ze podobna
reakce s vice stericky branénym 2,5,6-trimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilem
k tvorbé odpovidajiciho porfyrazinu nevedla.??

88



N
7 N\
MCI, mocovina, 7\
molybdenan amonny N N N
NZ | coZz zahfivani R = | l XN
2 N P
R COZ  Cu, NHSO,NH, S R
zahrivani

Schéma 18. Metody pfipravy publikovanych 3,4-TPydPz. (M = Cu, VO, nebo Co; R =H, terc-
butyl; Z = OH nebo NHy2)

Pfitomnost pyridinového atomu dusiku umoziiuje tvorbu ve vodé
rozpustné kationické formy makrocyklu kvarternizaci pomoci
dimethylsulfatu330:333 nebo alkylbromidu32°.

V literatufe nalezneme odkazy zabyvajici se pfipravou rGzné
asymetrickych  benzopyridoporfyrazini  kondenzaci anhydridu  kyseliny
pyridinkarboxylové a anhydridu kyseliny ftalové334. Ve vSech pripadech byly
izolovany TPydPz jako smés polohovych izomerl. Vibec poprvé byly v roce
2001 oddéleny a popsany Sakamotem a jeho kolegy polohové isomery u
zine¢natych komplexd dibenzodipyridoporfyrazinu33°,

7.2.2. Syntéza nesymetrickych Pc — metoda dvou riznych
prekurzoru

Syntéza, do niz vstupuji jako prekurzory dva odliSné substituované
prekurzory (oznaCované A a B), vede na zakladé zvolené metody a prekurzort
ke vzniku ftalocyaninu strukturniho typu AsB nebo A2B2, ale i dalSich moznych
kombinaci?’’. Syntéza nesymetrickych Pc metodou dvou rliznych prekurzort
muze probihat podle nasledujicich pfistup:

«  Statisticka kondenzace (,statistical condensation*)

Cyklotetramerizaci dvou vychozich latek A a B Ize pfipravit statistickou
smés kongenerl s ruzné nakombinovanymi podjednotkami znazornéné na Obr.
46. (AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB, BBBB). Béhem reakce vznika fada
vedlejSich produktl z ostatnich kongener(, které se nasledné z reakéni smési
odstrani separacnimi, nejCastéji chromatografickymi metodami. Statisticka
kondenzace se obecné uziva pro pfipravu AsB ftalocyaninu, jejichz syntéza
probiha jinymi metodami obtizngji a v nizSich vytézcich33%. Uplatiiuje se
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pfedevSim pfi pfipravé makrocykll, jejichz podjednotky A nesou donorové
skupiny a podjednotky B elektron-akceptorové skupiny, ¢i naopak3?’,

Problém velkého poctu vedlejSich produktl, a z toho vyplyvajicich
nizSich vytézkd, muze byt potlaten pouzitim vhodného stechiometrického
pomeéru prekurzorl €i vazbou objemnych substituentd na jeden z prekurzoru.
Statistickym vypocétem lze zjistit, Ze reakce dvou rGznych ftalylderivata stejné
reaktivity v poméru 3:1 poskytne smés produktu v nasledujicim procentualnim
zastoupeni: AAAA (33 %), AsB (44 %) a dalSi kondenzaéni produkty (23 %). V
praxi se pfi bézném molarnim poméru 3:1 pohybuji vytézky pozadované
slouceniny AsB pouze v rozmezi 10 - 20 %. Upfednostriuje se pouziti ftalonitrilt
s riznym stupném rozpustnosti nebo jinou lipofilitou, ktera usnadnuje oddéleni
nesymetrickych Pc diky odliSnym chromatografickym vlastnostem.

S &2
N7

Obr. 46. Metoda statistické kondenzace.

Vazba objemnych rigidnich substituentll napf. terc-butylovych skupin,
substituovanych aromatd nebo uhlovodikovych Fetézch v poloze 3 a 6 na
jednom z prekurzorli (obvykle na tom v nadbytku) usnadriuje izolaci BsA
produktu. V dusledku sterického branéni se jednak zvySuje rozpustnost a
snizuje agregace makrocykld a zaroven spolu nemohou dvé objemné
podjednotky A sousedit ani byt v jedné roving, coz podporuje tvorbu pfevazné
slouceniny typu BBBB, BBBA a ABAB.

«  Subftalocyaninova metoda (,subphthalocyanine approach®)

Tato selektivni syntéza nesymetricky substituovanych Pc typu AsB byla
publikovana vroce 1990 Kobayashim a dalS$imi chemiky338,  Uvnitf
subftalocyaninového kruhu dochazi ke geometrickému pnuti, které ma v
pritomnosti jednotky diiminoisoindolinu nebo sukcinimidu za nasledek snadné
rozstépi vazeb, €imz dochazi k rozSifeni kruhu a utvoreni Pc. Tato reakce je na
rozdil od pfedchozi metody vysoce selektivni a umoznila pfipravu Pc, které byly
diive nedosazitelné3*®. | presto, Ze se jedna o selektivni metodu, vznikaji
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béhem syntézy vedlejSi produkty, protoze muze dojit k Caste¢né nebo upiné
fragmentaci kruhu subftalocyaninu a nasledné statistické kondenzaci
jednotlivych fragmentd poskytujici smés vSech Sesti moznych kongeneru (podle
schéma na Obr. 47.).

S—@o2

Obr. 47. Fragmentace subftalocyaninu béhem syntézy s naslednou statistickou kondenzaci.

*

% Metoda s vyuzitim pevné faze (,polymeric support method")

V roce 1982 publikoval Leznoff praci, v niz predstavil jednofazovou
syntézu AsB Pc s vyuzitim polymeru34. Vhodné substituovany ftalonitril (B)
navazany na nerozpustny polymerni nosi¢ podrobil reakci s odliSné
substituovanym volnym ftalonitrilem (A), ¢imz ziskal AsB ftalocyanin navazany
na pevné fazi (Schéma 19.).

Reakci vzniklé vedlej§i produkty AAAA ftalocyaniny mohou byt
jednoduse ze smési odstranény promytim pevné faze ve vhodném
rozpoustédle. Na zavér jsou AsB Pc odstépeny z polymerni faze za vzniku
finalniho produktu.

iPro oiPr
VA N
iPro ~
A NH, NH N
\
N4 N
N

+ NH
\

x>

=

®_ { A
TrO(CH,)nO ;
2 OiPr 3B

NH

B 2 O(CHz)nOTr—®

Schéma 19. Syntéza Pc s vyuzitim pevné faze (Tr = trityl, P = pevna faze).
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<  Syntéza priéné substituovanych ABAB Pc (,cross condensation®)

Pfiprava pficné substituovanych ABAB derivatl je pomérné narocna,
protoze kongenery ABAB a AABB jsou vzhledem k podobné rozpustnosti Casto
eluovany ve stejné frakci a daji se tak ze statistické smési od sebe velmi
obtizné izolovat. Pfesto byly v poslednich desetiletich nalezeny specifické
metody pFipravy pouze jednoho ze dvou polohovych izomeru.

(> 2 ) —>

Obr. 48. Priprava ABAB Pc metodou ,cross condensation®.

V roce 1990 patentoval Young a jeho kolegové3*' metodu selektivni
syntézy Don symetrickych derivatl, z niz vychazela i pfiprava ABAB makrocyklu
tzv. ,cross couplingem“32. Jako prekurzory pouZili ekvivalentni mnozstvi 1,3-
diiminoisoindolinu (A) a 1,3,3-trichlorisoindoleninu (B) (Schéma 20.). Pfi
mirnych reakénich podminkach v pfitomnosti baze a reduk¢niho Cinidla se
vytézek pohyboval pomérné vysoko (kolem 50 %).

R
NH
R NO,
NH o Na
N—n_
A\ \_-NH y
—_— N\ y
+
Cl N  HN
O,N b\~
N N
O,N
al 2 ABAB

Schéma 20. Pfiprava ABAB Pc popsana Youngem a kol. (R = radikal)
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<  Syntéza soumérné substituovanych AABB Pc (,adjacent Pc“)

Obr. 49. Metoda pfipravy ,adjacent Pc*.

Pfiprava Pc typu AABB byla popsana Leznoffem a jeho
spolupracovniky®*3 za pouziti meziproduktu tzv. poloviéniho ftalocyaninu (AA)
(angl. ,half-Pc*), ktery byl podroben reakci s odliSné substituovanym
ftalonitrilem (B) za velmi mirnych podminek (Schéma 21.). Pfiprava stabilniho a
izolovatelného meziproduktu vyZzaduje pouziti ftalonitril se substituenty silné
odtahujici elektrony. Reakci takto substituovaného ftalonitrilu byl ziskal AABB
produkt ve vysledném vytéZku okolo 20 %.

Dal$im zpusob pfipravy izomeru AABB zavedl Kobayashi3*4. Podobné
jako u syntézy ,directed approach“ pouZil 2 jednotky spojené ,spacerem®.
Vychazel z prekurzoru bis(ftalonitrilu) (A) spojeného pfes fetézec (napf. 2,2'-
dihydroxy-1,1"-binaftyl). Po pfidani odliSsné substituovaného ftalonitrilu (B)
dochazelo vlivem velkého pnuti v molekulach reaktantl k tvorbé& energeticky
vyhodnéjSiho Pc typu AABB ve vytéZku kolem 20-25 % (Schéma 22.).

93



Z
7
Z
-
@
gmz
Z/Z|\Z
=y
\
=

CN
X

e o G

D: _LiOMe _ D:((N Zn(OAc), ! ~

R “on MeOH /

"half-Pc" AABB

Schéma 21. Pfiprava AABB Pc z half-Pc intermediatu publikovana Leznoffem a kol. R = radikal
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Schéma 22. Prfiprava AABB Pc podle prace Kobayashiho.
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8. Experimentalni ¢ast

Popisuje postupy syntetickych praci, analyticka data a charakterizace
jednotlivych sloucenin. U latek, které byly jiz publikovany v odborné literature,
vychazela pfiprava z popsanych postupl a vtextu jsou uvedeny pouze
s odkazem na pfislusny zdroj. Prezentovany jsou pfipadné obmény
v postupech vedouci k zvySeni vytézku Ci zjisSténa nova data.

8.1. Priprava ftalocyaninovych analogi s odliSnou
periferni substituci pro studium ICT [P2]

8.1.1. Priprava prekurzoru 1-5— derivaty ftalonitrilu a
dikyanopyrazinu

Slouceniny 5,6-bis-terc-butylsulfanyl-pyrazin-2,3-dikarbonitril (1)?81, 4-[(3-
chlor-5,6-dikyanopyrazin-2-yl)methylaminolbenzoova kyselina (4)34° a 4-[(5,6-
dikyano-3-diethylaminopyrazin-2-yl)methylamino]benzoova kyselina (5)3*° byly
pripraveny podle literatury a v8echna analyticka data odpovidala uvadénym
hodnotam.

8.1.1.1. Syntéza 4,5-bis-terc-butylsulfanyl-ftalonitrilu (2)

s
NCD[S
+

Podminky syntézy byly upraveny z dfive popsané metody?81.346,

Do tfihrdlé bariky byla vpravena 60% (v/v) disperze hydridu sodného
(0,42 g; 17,5 mmol), homogenizovana ultrazvukem a opakované sycena
argonem. Disperze byla nékolikrat promyta benzinem, ktery byl odsat pipetou.
Vysuseny NaH byl dispergovan v 50 ml bezvodého DMF a za stalého michani
bylo do ledovou lazni chlazené smési pres septum po kapkach pfidano 1,034
ml 2-methylpropan-2-thiolu (9,2 mmol). Po ukonceni vyvoje plynu (Hz2) bylo do
smeési pfisypano 1,253 g Cu20 (8,8 mmol) a 1,046 g 4,5-dichlorbenzen-1,2-
dinitrilu (5,3 mmol). Reakéni smés byla za stalého michani ohfivana 30 minut
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na glycerolové lazni pfi 90°C pod atmosférou argonu. DalSich 30 minut byla
reakéni smés za stalého michani pozvolna chlazena, aby nakonec mohla byt
nalita do ledové vody. Vznikla rizova smés byla chlazena 10 hodin pfi teploté
8° C a nasledné prefiltrovana k oddéleni Cu20 a produktu. Zbytek na filtraCnim
papife, vSechny pouzité filtraéni papiry i filtrat byly opakované vytfepany do
chloroformu (4x30 ml). Spojené organické vytfepky byly vysuSeny bezvodym
NaxSOs4 a rozpoustédlo odpafeno. Obdrzeny surovy produkt byl
chromatograficky precCistén na silikagelu za pouziti mobilni faze
chloroform/toluen 2:1. Po odpafeni zadanych frakci byla ziskana nazloutla
krystalicka latka, ktera byla za pouziti aktivniho uhli pfekrystalizovana z horkého
methanolu. Vytézek 582 mg (36%) bilé krystalické latky. T.t. 157,7-158,1 °C
(dle literatury 150-152 °C)?%'. NMR spektra vykazuji stejné charakteristiky, jaké
jsou popsany v literature?®’ pro stejnou slouéeninu pfipravenou za pouZiti
odlisného pfistupu pfi vytézku 25%.

8.1.1.2. Syntéza 4,5-di(2,6-diisopropylfenoxy)ftalonitrilu (3)
NCI:[O
NC 0

Podminky syntézy byly upraveny z dfive popsané metody347-348,

K roztoku 2,6-diisopropylfenolu (1,07 g; 6 mmol) v 20 ml bezvodého
dimethylsulfoxidu (DMSO) byl vpraven 4,5-dichlorftalonitril (197 mg; 1 mmol) a
po pétiminutovych intervalech byl do smési pfidavan najemno rozetfeny K2COs3
(8x 276,4 mg; 2 mmol). Reakéni smés byla zahfivana na olejové lazni pfi
teploté 90 °C pod vzduSnym chladi¢em po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakce
byla smés ochlazena na vzduchu a nékolikrat vytfepana do soustavy
vodal/ethylacetat. Organicka ¢ast byla odparena a chromatograficky precisténa
na koloné za pouziti mobilni faze toluen/benzin 2:1. Vysledny produkt byl za
pouziti aktivniho uhli pfekrystalizovan z horkého methanolu. Vytézek 216 mg
(45%) bilé krystalické latky. T.t. 181,8-183,3 °C. NMR spektra vykazuji stejné
charakteristiky, jaké jsou popsany v literature34’.
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8.1.2.  Priprava nesymetrickych Pc a TPyzPz 6-11 metodou
statistické kondenzace

Symetrické ftalocyaniny (10-11) a azaftalocyanin (9) byly pfipraveny
v nasi laboratofi podle nize uvedenych obecnych postupl pro derivaty (6-8)
cyklizaci jednoho prekurzor( a jsou soucasti publikované prace?’s.

8.1.2.1. Syntéza hofe¢natych komplext Pc a TPyzPz (6Mg-8Mg)

Obecny postup pro syntézu (6Mg-8Mg) vychazel z reakce hofciku (28
ekv.) s malym krystalem jodu, ktera byla zahfivana pfi teplot¢ 130 °C pod
zpétnym chladi€em v prostfedi bezvodého butanolu po dobu 3 hodin. Po
uplynuti této doby byla do smési vpravena sloucenina (5) v jednoekvimolarnim
mnozstvi. Druhy prekurzor (1, 2 nebo 3, 3 ekv.) byl pfidan ve tfech stejnych
castech po 30 minutach a zahfivan dalSich 20 hodin. Smés byla na vzduchu
ochlazena a po odpafeni rozpoustédla za snizeného tlaku byla michana s 50%
roztokem kyseliny octové (v/v) za laboratorni teploty 30 minut. Vznikla tmava
pevna smés byla Zfiltrovana, promyta 50% kyselinou octovou (v/v) a vodou a
vysusena na vzduchu. Smés kongenerl byla oddélena sloupcovou
chromatografii na silikagelu (eluenty jsou uvedeny nize) za vzniku hofecnatych
komplextu 6Mg az 8Mg ve formé zelenych pevnych latek.

*

«+  Horeénaty komplex TPyzPz (6Mq)

X%Qﬁm
s

S>< ><S

Vychozi latky : (1) (460 mg; 1,5 mmol) a (5) (175 mg; 0,5 mmol), eluent:
chloroform/aceton/methanol (40:2:1), vytézek: 96 mg (15%). Amax THF, 1 pM/
nm (e/dm3 mol~' cm™'): 655 (189 500); 595 (30 700); 382 (119 900). 'H NMR
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(300 MHz, pyridin-ds) on= 8,51 (d, J = 8,2 Hz, 2H, ArH); 7,24 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
ArH); 3,99 (s, 3H, N-CHs); 3,85-3,74 (m, 4H, N-CH2); 2,31-2,16 (m, 45H,
CHz); 2,12 (s, 9H, CHz3); 1,30-1,20 (m, 6H, NCH2CH3) ppm. *C NMR (75 MHz,
pyridin-ds) 6c= 158,13; 145,47; 131,22; 117,88; 51,31; 51,27; 51,21; 51,17;
44 .42; 38,45; 30,76; 13,40 ppm; nékteré aromatické signaly nebyly detekovany.
m/z (MALDI TOF) 1292,40 [M]*; 1315,38 [M + Na]*; 1331,36 [M + K]*.

<  Horeénaty komplex Pc (7TMg)

X

Vychozi latky : (2) (730 mg; 2,4 mmol) a (5) (280 mg; 0,8 mmol), eluent:
chloroform/aceton/methanol (20:1:1), vytézek: 75 mg (7%). Amax THF, 1 yM/ nm
(e/dm3 mol™" cm™): 690 (229 800); 623 (38 800); 373 (86 900). 'H NMR (300
MHz, pyridin-ds) én= 10,21 (s, 1H, ArH-Pc); 10,19-10,15 (m, 4H, ArH-Pc);
10,14 (s, 1H, ArH-Pc); 8,45 (d, J = 8,2 Hz; 2H, ArH-fenylamino); 7,21-7,17 (m,
2H, ArH-fenylamino); 3,91 (s, 3H, N—CHB3); 3,79 (q, J = 7,1 Hz, 4H, N-CH2);
1,64 (s, 18H, CHa); 1,63-1,60 (m, 18H, CHa); 1,58 (s, 9H, CHs); 1,50 (s, 9H,
CHzs); 1,15 (t, J = 7,1 Hz, 6H, NCH2CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, pyridin-ds)
O0c= 168,99; 155,25; 155,17; 154,96; 154,68; 154,42; 153,81; 152,84; 151,01;
146,85; 146,39; 142,85; 142,21; 142,13; 141,80; 141,70; 141,39; 139,08;
138,98; 138,95; 138,80; 132,84; 132,18; 131,60; 131,50; 131,44; 131,36;
131,16; 124,75; 117,20; 48,78; 48,73; 48,69; 48,63; 44,03; 39,03; 31,39; 13,28
ppm; nékteré aromatické signaly nebyly detekovany. m/z (MALDI TOF)1286,39
[M]*; 1309,38 [M + NaJ*; 1325,35 [M + K]*.
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< Horecénaty komplex Pc (8Mq)

Vychozi latky : (3) (1440 mg; 3 mmol) a (5) (350 mg; 1 mmol), eluent:
chloroform/aceton/methanol (20:1:1), vytézek: 200 mg (11%). Amax THF, 1 uM/
nm (&/dm® mol~' cm™): 680 (148 300); 608 (24 600); 363 (80 950). '"H NMR
(300 MHz, pyridin-ds) éu= 9,05 (s, 1H, ArH-Pc); 8,98 (s, 1H, ArH-Pc); 8,75-8,65
(m, 4H, ArH-Pc); 8,47 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH-fenylamino); 7,97-7,85 (m, 4H,
ArH-fenoxy); 7,77-7,40 (m, 14H, ArH-fenoxy); 7,08 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH-
fenylamino); 3,90-3,41 (m, 19H, CH, N-CH2, N—-CHs), 1,58—1,00 (m, 78H, CH3)
ppm. 3C NMR (75 MHz, pyridin-ds) dc= 169,15; 155,26; 155,15; 155,00;
154,70; 153,20; 152,01; 151,26; 151,23; 151,19; 151,13; 142,25; 142,10;
141,81; 140,86; 134,24; 134,17; 133,76; 133,70; 133,66; 133,57; 131,22,
127,43; 127,30; 125,73; 125,58; 116,88; 108,15; 108,10; 107,89; 44,24; 37,89;
28,00; 24,31; 22,81; 13,27 ppm; nékteré aromatické signaly nebyly detekovany.
m/z (MALDI TOF) 1814,81 [M]*; 1837,80 [M + Na]*; 1853,77 [M + K]*.

8.1.2.2. Syntéza bezkovovych komplext Pc a TPyzPz (6H-8H)

Obecny postup pro syntézu (6H-8H) vychazel z hofe¢natého komplexu
(6Mg, 7Mg, resp. 8Mg, 1 ekv.), ktery byl rozpustén v chloroformu a michan pfi
laboratorni teploté po dobu 1 hodiny s kyselinou (kyselinou trifluoroctovou
v chloroformu pro 7Mg a 6Mg, resp. kyselinou p-toluensulfonovou v THF pro
8Mg, 15 ekv.). Nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno za sniZzeného tlaku,
surovy produkt byl promyt vodou a pfecistén sloupcovou chromatografii
(eluenty jsou uvedeny nize). Byly ziskany vysledné produkty 6H-8H ve formé

tmavé zelené pevné latky.
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X/

< Bezkovovy komplex TPyzPz (6H)

X
B
Slachsch

WSCES NN

S>< ><

Vychozi latka : (6Mg) (60 mg; 0,05 mmol), eluent:
toluen/chloroform/pyridin (80:10:1), vytézek: 56 mg (94%). Amax THF, 1 uM/ nm
(e/dm® mol~" cm™"): 674 (106 300); 648 (90 900), 618sh, 593 (31 000), 551 (27
800), 474 (40 800); 366 (101 700). 'H NMR (300 MHz, pyridin-ds) dx= 12,60 (s,
2H, NH); 8,62 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH); 7,54 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH); 4,27 (s,
3H, N-CHs); 3,99 (q, J = 7,2 Hz, 4H, N-CH2); 2,30 (s, 9H, CH3); 2,26 (s, 18H,
CH3); 2,23 (s, 27H, CH3); 1,45-1,36 (m, 6H, NCH2CH3) ppm. 3C NMR (75
MHz, pyridin-ds) 6c= 168,92; 159,64; 159,56; 159,39; 159,14; 158,48; 158,44;
152,75; 147,61; 145,07; 144,83; 131,25; 126,23; 119,24; 51,93; 51,91; 51,43;
51,38; 51,30; 44,69; 39,18; 30,82; 30,72; 13,56 ppm; nékteré aromatické
signaly nebyly detekovany. m/z (MALDI TOF) 1270,42 [M]*, 1293,41 [M + Na]*,
1309,38 [M + K]*.

/®/COOH

X/

<  Bezkovovy komplex Pc (7H)

X%
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Vychozi latka : (7Mg) (42 mg; 0,033 mmol), eluent:
chloroform/aceton/methanol (20:1:1), vytézek: 40 mg (97%). Amax THF, 1 uM/
nm (&/dm3 mol™' cm™): 715 (143 800); 684 (130 500); 655 (46 000); 624 (33
900); 549 (21 000); 352 (79 700). 'H NMR (500 MHz, pyridin-ds) d1= 10,00 (s,
1H, ArH-Pc); 9,98 (s, 1H, ArH-Pc); 9,91 (s, 1H, ArH-Pc); 9,90 (s, 1H, ArH-Pc);
9,88 (s, 1H, ArH-Pc); 9,81 (s, 1H, ArH-Pc); 8,61 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH-
fenylamino); 7,49 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH-fenylamino); 4,04 (s, 3H, N-CH3);
3,89-3,78 (m, 4H, N-CH2); 1,76 (s, 9H, CHs); 1,75 (s, 9H, CHs); 1,74 (s, 9H,
CHs); 1,72 (s, 9H, CHs3); 1,66 (s, 9H, CHs); 1,59 (s, 9H, CHs); 1,21-1,14 (m, 3H,
NCH2CHzs); -0,65 (s, 2H, NH) ppm. *C NMR (125 MHz, pyridin-ds) éc= 168,90;
153,35; 144,14; 143,82; 143,47; 143,04; 142,12; 131,39; 119,04; 49,13; 49,06;
48,99; 48,90; 48,78; 48,66; 43,84; 39,74; 31,48; 31,47; 31,43; 31,42; 13,13
ppm; nékteré aromatické signaly nebyly detekovany. m/z (MALDI TOF) 1264,40
[M]".

<  Bezkovovy komplex Pc (8H)

XQY x U
KX

Vychozi latka : (8Mg) (154 mg; 0,084 mmol), eluent:
chloroform/aceton/methanol (80:2:1), vytézek: 103 mg (68%). Amax THF, 1 uM/
nm (e/dm3 mol~" cm™'): 700 (59 800); 662 (50 600); 637 (24 600); 606 (13 700);
506 (7200); 353 (42 700). '"H NMR (300 MHz, pyridin-ds) éx= 9,01 (s, 1H, ArH-
Pc); 8,94 (s, 1H, ArH-Pc); 8,68-8,63 (m, 4H, ArH-Pc); 8,52 (d, J = 8,8 Hz, 2H,
ArH-fenylamino); 7,94 (t, J = 7,8 Hz, 4H, ArH-fenoxy); 7,75 (d, J = 7,8 Hz, 8H,
ArH-fenoxy); 7,70-7,52 (m, 6H, ArH-fenoxy); 7,21-7,15 (m, 2H, ArH-
fenylamino); 3,91-3,67 (m, 10H, CH); 3,66-3,56 (m, 7H, N-CH2, N-CH3); 3,45-
3,30 (m, 2H, CH); 1,58-1,20 (m, 72H, CHCHa3); 1,20-1,11 (m, 6H, NCH2CH?3);
-0,71 (s, 2H, NH) ppm. C NMR (75 MHz, pyridin-ds) &c= 169,06; 152,53;
152,09; 152,04; 151,92; 151,84; 149,23; 142,17; 142,07; 142,04; 142,00;

COOH
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141,77, 141,32; 134,80; 132,37; 131,73; 131,23; 127,62; 127,51; 127,34,
125,86; 125,83; 125,73; 125,43; 125,13; 117,72; 108,13; 107,93; 44,26; 38,20;
28,03; 27,82; 27,78; 24,31; 23,04; 13,19 ppm; nékteré aromatické signaly
nebyly detekovany. m/z (MALDI TOF) 1792,76 [M]"; 1815,72 [M + Na]*;
1831,70 [M + K]*.

8.1.2.3. Syntéza zine€¢natych komplexti Pc a TPyzPz (6Zn-8Zn)

Bezkovové derivaty (6H, 7H, resp. 8H, 1 ekv.) byly rozpustény v pyridinu
s bezvodym octanem zineCnatym (15-20 ekv.). Smés byla vlozena do
predehfaté olejové lazné na 130 °C a michana pfi této teploté po dobu 2,5
hodiny. Nasledné bylo rozpoustédlo odstranéno za snizeného tlaku a zbytek po
odpareni v podobé tmavé pevné latky byl dukladné promyt vodou. Nakonec byl
produkt precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluenty jsou
uvedeny nize), pozadované frakce byly spojeny a odpafeny za snizeného tlaku
za vzniku zelené pevné latky (6Zn-8Zn).

<  Zineénaty komplex TPyzPz (6Zn)

X%Qﬁm
s
S>< ><

Vychozi latka : (6H) (40,0 mg; 0,03 mmol), eluent: chloroform
/aceton/methanol (40:2:1), vytéZzek: 37 mg (88%). Amax THF, 1 uM/ nm (&/dm?
mol™" cm™): 654 (177 100); 594 (29 500); 377 (108 500). '"H NMR (300 MHz,
pyridin-ds) énw= 8,53 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH); 7,29 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH); 4,03
(s, 3H, N-CHs3); 3,84 (q, J = 7,1 Hz, 4H, N-CH2); 2,29-2,22 (m, 45H, CH3); 2,14
(s, 9H, CH3); 1,34-1,21 (m, 6H, NCH2CH3) ppm. '*C NMR (75 MHz, pyridin-ds)
o0c= 168,89; 159,20; 158,90; 158,44; 158,40; 158,16; 158,05; 153,01; 152,41;
152,22; 151,91; 151,35; 151,11; 150,99; 150,72; 150,70; 147,03; 146,25;
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14534; 14512; 145,00; 144,77, 144,75, 144,69; 141,58, 131,25; 125,22;
118,02; 51,35; 51,28; 44,51; 38,50; 30,74; 29,98; 13,40 ppm. m/z (MALDI TOF)
1332,33 [M]*; 1355,32 [M + NaJ*; 1371,29 [M + K]*.

s Zineénaty komplex Pc (7Zn)

Vychozi latka : (7H) (31,3 mg; 0,025 mmol), eluent: chloroform
/aceton/methanol (20:1:1), vytéZzek: 21 mg (62%). Amax THF, 1 uM/ nm (&/dm?
mol~" cm™): 689 (267 800); 622 (45 300); 365 (97 100). '"H NMR (300 MHz,
pyridin-ds) éw= 10,21 (s, 1H, ArH-Pc); 10,17 (s, 2H, ArH-Pc); 10,16 (s, 2H, ArH-
Pc); 10,14 (s, 1H, ArH-Pc); 8,47 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH-fenylamino); 7,22 (d, J
= 8,7 Hz, 2H, ArH-fenylamino); 3,94 (s, 3H, N-CH3); 3,81 (q, J = 7,1 Hz, 4H, N-
CHz2); 1,66 (s, 18H, CHa); 1,64 (s, 9H, CHs); 1,63 (s, 9H, CHa); 1,60 (s, 9H,
CHz); 1,51 (s, 9H, CH3); 1,21-1,14 (m, 6H, NCH2CH3) ppm. *C NMR (75 MHz,
pyridin-ds) 6c= 168,95; 155,41; 155,31; 155,13; 154,81; 154,59; 153,97; 152,94;
151,26; 146,64; 146,41; 143,13; 142,41; 142,33; 142,31; 141,90; 141,52;
141,35; 138,49; 138,38; 138,33; 138,19; 132,64; 131,90; 131,36; 130,82;
117,40; 48,85; 48,83; 48,78; 48,74; 48,67; 44,06; 39,09; 31,38; 31,35; 13,26
ppm; nékteré aromatické signaly nebyly detekovany. m/z (MALDI TOF) 1326,28
[M]*; 1349,25 [M + Na]*.
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<  Zineénaty komplex Pc (8Zn)

Vychozi latka : (8H) (88,2 mg; 0,05 mmol), eluent: chloroform
/aceton/methanol (20:1:1), vytéZzek: 42 mg (46%). Amax THF, 1 uM/ nm (&/dm3
mol~" cm™): 678 (301 900); 607 (34 200); 359 (96 100). '"H NMR (500 MHz,
pyridin-ds) ov= 9,04 (s, 1H, ArH-Pc); 8,97 (s, 1H, ArH-Pc); 8,74-8,64 (m, 4H,
ArH-Pc); 8,49 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH-fenylamino); 7,95-7,88 (m, 4H, ArH-
fenoxy); 7,77-7,46 (m, 14H, ArH-fenoxy); 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 2H, ArH-
fenylamino); 3,85-3,66 (m, 12H, CH); 3,62 (q, J = 7,0 Hz, 4H, N-CHy2); 3,55 (s,
3H, N-CHj3); 1,57—1,06 (m, 78H, CH3s) ppm. "*C NMR (125 MHz, pyridin-ds) éc=
169,15; 155,15; 155,03; 154,90; 154,58; 153,89; 153,16; 152,07; 151,39;
151,36; 151,33; 151,29; 151,24; 149,35; 148,88; 145,82; 145,63; 142,26;
142,15; 142,12; 142,11; 141,82; 140,53; 135,99; 133,85; 133,77; 133,33;
133,29; 133,23; 133,15; 131,22; 127,50; 127,45; 127,34; 127,28; 125,77,
125,74; 125,66; 125,60; 124,38; 117,03; 108,28; 108,05; 108,00; 107,76; 44,31;
37,92; 28,02; 24,62; 22,90; 13,29 ppm; nékteré aromatické signaly nebyly
detekovany. m/z (MALDI TOF) 1854,63 [M]*; 1877,61 [M + Na]*; 1893,59 [M +
K]*.

8.2. Priprava heteroatom- substituovanych tetra(3,4-
pyrido)-porfyrazinti [Chyba! Nenalezen zdroj odkaz.]

8.2.1.  Priprava prekurzori 12-16- derivaty tetra(3,4-pyrido)-
porfyrazint
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Prekurzor (16) byl pfipraven reakci (12) s diethylaminoethanthiol
hydrochloridem v naSi laboratofi. Postup syntézy a analytickd data vSech
slouCenin jsou uvedeny v pfiloze ,Supporting Information“(Sl) k publikaci
[Chyba! Nenalezen zdroj odkaz(.] kap. Chyba! Nenalezen zdroj odkazd..

8.21.1. Syntéza 2-chlor-5,6-dimethylpyridin-3,4-dikarbonitrilu

(12)
N_ _Cl
| ~N
ZSCeN
CN

K roztoku butan-2-onu (675 mg; 9,36 mmol) v 1,4-dioxanu (20 ml) byl
pridan tetrakyanoethylen (1 g, 7,8 mmol). Do smési byla pomalu pfikapavana
koncentrovana kyselina chlorovodikova (8 ml) a reakce byla zahfivana na 65 °C
po dobu 2 hodin. Unikajici vysoce toxicky HCN byl jiman do pojistné lahve
s alkalickym roztokem FeSOa4. Po ukoncCeni reakce byla smés zfedéna vodou
(150 ml), srazenina byla oddélena a kapalny zbytek byl tfikrat extrahovan
ethylacetatem. Organicka vrstva byla susena bezvodym Na2S0O4 a rozpoustédlo
bylo za snizeného tlaku odpafeno. SlouCené surové produkty (srazenina a
organicka vrstva z extrakce) byly Ccistény sloupcovou chromatografii na
silikagelu s mobilni fazi toluen/aceton 20: 1 (alternativné muze byt jako eluent
pouzit chloroform) a rekrystalizovany z propan-2-olu za vzniku bilych jehel. (763
mg, 51 %). Rr (toluen/aceton 20:1) = 0,49; Rr (benzin/ethylacetat 5:1) = 0,18; Rs
(chloroform) = 0,56. T. t. 75,7-76,6 °C; IR (ATR, cm™): 2236 (CN); 1562; 1540;
1387; 1275; 992; 889 a 806; elementarni analyza pro CoHsN3Cl nalezeno (%):
C 56,4; H 3,3; N 21,7; pozadovano (%): C 56,4; H 3,2; N 21,9. "H NMR (300
MHz, CDCls) én= 2,56 (3H, s, CHzs), 2,66 (3H, s, CHs) ppm. 3C NMR (75 MHz,
CDCI3) 6c= 17,3; 23,7; 109,2; 112,4; 112,7; 125,9; 134,3; 150,1; 164,4 ppm.
Analyticka data odpovidaji publikovanym hodnotam pro tuto slou¢eninu34.

8.2.1.2. Syntéza 2-(terc-butylsulfanyl)-5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (13)

L

N. _S

AN

ZeN

CN
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Roztok 1,77 ml (15,7 mmol) 2-methylpropan-2-thiolu v tetrahydrofuranu
(30 ml) byl michan pfi laboratorni teploté s 9,12 ml vodného roztoku NaOH (1,0
mol / dm3) po dobu 30 min. Poté byl po kapkach pfidavan roztok (12) (600 mg;
3,13 mmol) v 15 ml tetrahydrofuranu. Reakéni smés byla michana dalSich 30
minut, poté bylo rozpoustédlo za sniZzeného tlaku odpafeno a zbytek byl
nékolikrat promyt vodou. Surovy produkt byl precistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu s mobilni fazi toluen/aceton 20:1. Byl ziskan
produkt (13) ve formé bilé pevné latky (707 mg, 92%). Rr (toluen/aceton 20:1) =
0,70. T.t. 130,1-130,8 °C; IR (ATR, cm™): 2966; 2929; 2222 (CN); 1552; 1457;
1390; 1362; 1263; 1232; 1163; 1007; 884 a 806; elementarni analyza pro
C13H15N3S nalezeno (%): C 63,6; H 6,1; N 16,9; pozadovano (%): C 63,6; H 6,2;
N 17,1. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) on= 1,62 (9H, s, tBu); 2,47 (3H, s, CH3);
2,62 (3H, s, CHs) ppm. "3C NMR (125 MHz, CDClI3) éc= 17,0; 23,8; 30,3; 50,4;
106,9; 113,4; 113,5; 124;4; 129,5; 161,9; 162,1 ppm.

8.2.1.3. Synthéza 2-(2,6-diisopropylfenoxy)-5,6-dimethylpyridin-
3,4-dikarbonitrilu (14)

Fluorid cesny (2,38 g, 15,7 mmol) byl vysuSen pfi 300 °C ve vakuu. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl vpraven do bariky nasycené argonem a
pres septum bylo pfidano 1,12 g (6,26 mmol) 2,6-diisopropylfenolu ve 20 ml
bezvodého DMF. Sloucenina 12 (1,00 g, 5,2 mmol) byla rozpusténa v
bezvodém DMF (20 ml) pod atmosférou argonu a byla nakapana pfes septum k
suspenzi fluoridu cesného s 2,6-diisoprolyfenolem v DMF. Roztok okamzité
zménil barvu na fialovou a reakéni smés byla michana dalsi 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Poté byla do smési nalita voda (200 ml), fialova srazenina
byla oddélena filtraci a dukladné promyta vodou. Surovy produkt byl Cistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu s benzinem/ethylacetatem 5:1 jako
eluentem a prekrystalovan z benzinu. VytéZzek 1,19 g (68%) lesklych bilych
krystalt. R (benzin/ethylacetat 5:1) = 0,44. T. 152,7-153,8 °C; IR (ATR, cm™):
2968; 2869; 2232 (CN); 1568; 1408; 1332; 1244; 1169; 1120 a 765;
elementarni analyza pro C21H23N3O nalezeno (%): C 75,8, H 7,4; N 12,7;
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pozadovano (%): C 75,7; H 7,0; N 12,6. "H NMR (300 MHz, CDClsz) o= 1,15
(12H, br s, CHCH?3); 2,38 (3H, s, CHs); 2,47 (3H, s, CHs); 2,82 (2H, sep, J= 6,9
Hz, CH); 7,18 (1H, d, J=1,9 Hz, ArH); 7,24-7,31 (2H, m, ArH) ppm. 3C NMR (75
MHz, CDCls) éc= 16,8; 22,7; 23,4; 23,7; 27,6; 94,8; 112,6; 113,5; 124,1; 126,3;
126,7; 128,6; 140,8; 146,8; 161,7; 163,1 ppm.

8.2.1.4. Syntéza 2-(diethylamino)-5,6-dimethylpyridin-3,4-
dikarbonitrilu (15)
NN~
|
Z>cN
CN

Do roztoku slouceniny (12) (850 mg, 4,4 mmol) v tetrahydrofuranu (30
ml) byl po kapkach pfidavan diethylamin (2,3 g, 31 mmol) a smés byla
zahfivana k varu (70° C) pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 hodin. Na konci
reakce byla smés ochlazena a vysrazeny diethylamin-hydrochlorid byl
odfiltrovan. Roztok byl odpafen za snizeného tlaku a pfecistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu chloroformem. Cisté frakce byly spojeny,
rozpoustédlo za snizeného tlaku odpafeno a nakonec byl produkt
prekrystalizovan z methanolu za vzniku (15) (962 mg, 95%) ve formé Zlutych
pevnych jehel. R (benzin/ethylacetat 5:1) = 0,42. T. t. 66,2-67,0 °C; IR (ATR,
cm™'): 2988; 2941; 2201 (CN); 1565; 1541; 1497; 1471; 1457; 1434; 1376;
1358; 1260; 1171; 810; 758 a 689. '"H NMR (500 MHz, CDCI3) o1 = 1,25 (6H, t,
J=7,0 Hz, CH2CHB3s); 2,35 (3H, s, CHs); 2,43 (3H, s, CH3); 3,69 (4H, q, J=7,0 Hz,
CHz) ppm. *C NMR (125 MHz, CDCls) 6c = 13,4; 16,3; 23,9; 44,2; 86,5; 114,8;
117,0; 122,3; 126,6; 155,5; 162,2 ppm.

8.2.2. Cyklotetramerizace prekurzoru (13-16) za vzniku tetra(3,4-
pyrido)porfyrazina (17-21)

TPydPz (20) s [2-(diethylamino)ethyl]sulfanylovym  perifernim
substituentem byl pfipraveny v nasi laboratofi cyklotetramerizaci prekrzoru (16)
podle obecného postupu uvedeného u latek (17) a (18). Jeho naslednou reakci
s ethylacnim C¢inidlem ethyljodidem v N-methylpyrrolidinonu byla ziskana ve
vodeé rozpustna kvartérni ammoniova sl (21). Postup syntézy a analyticka data
vSech sloucenin jsou uvedeny v pfiloze ,Supporting Information“ (Sl1) k publikaci
[Chyba! Nenalezen zdroj odkaz(.] kap. Chyba! Nenalezen zdroj odkaz..
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8.2.2.1. Syntéza horecnatych komplexti TPydPz (17Mg a 18Mg)

Obecny postup pfipravy vychazel zreakce hof€iku (7 ekv.) s malym
krystalem jodu, ktera byla zahfivana pfi teploté 130 °C pod zpétnym chladiem
po dobu 2,5 hodiny v prostfedi v bezvodém butanolu. Poté byl pfidan prekurzor
13 nebo 14 (1 ekv.) a zahfivan dalSich 20 hodin. Reak¢ni smés byla nechana
na vzduchu vychladnout, rozpoustédlo bylo za sniZzeného tlaku odpafeno a
smés byla michana s roztokem kyseliny octové (50% v/v) po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté. Tmava pevna latka byla Zfiltrovana, promyta roztokem
kyseliny octové (50% v/v) a vodou a vysuSena na vzduchu. Reakéni smés byla
precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluenty jsou uvedeny nize)
za vzniku hofe¢natych komplexad 17Mg a 18Mg ve formé zelenych pevnych
latek.

*

«  Horeénaty komplex TPydPz (17Mq)

Vychozi latka : (13) (500 mg; 2,0 mmol), eluent:
toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0.5, vytézek: 125 mg (25%) zelené
pevné latky. Rs (toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,48; HPLC (tr,
min): 21,9 (61,5 %); 22,77 (38,5 %); Amax THF/ nm (¢/dm® mol~" cm™): 728 (225
200), 653 (49 700), 465 (12 200), 365 (61 300). IR (ATR, cm™): 2957; 2913;
1547; 1264; 1182; 1106; 1018; 982; 913; 791 a 760;'H NMR (300 MHz,
CDCls/pyridin-ds) 61=2,09-2,25 (36H, nékolik s, tBu); 2,98-3,19 (12H, nékolik s,
CHs); 3,58-4,20 (12H, nékolik s, CHs) ppm; '*C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-
ds) 6c = 156,82; 156,76; 156,15; 155,95; 154,70; 154,63; 154,59; 154,53;
154,14; 153,97; 153,76; 153,71; 153,63; 153,33; 153,11; 152,88; 152,60;
151,98; 151,62; 143,80; 143,76; 143,66; 143,41; 142,76; 128,72; 128,65;
128,24; 128,18; 127,89; 124,15; 124,07; 48,65; 47,88; 47,81; 31,56; 31,06;
31,03; 23,26; 23,20; 23,04; 17,05; 16,86; 16,72; 16,08; 15,92 ppm; MS (MALDI-
TOF) m/z: 1004,4 [M]", 948,3 [M-CsHs]*, 892,3 [M-2xCsHs]"; HRMS m/z:
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nalezeno: [M+H]* 1005,3864; pro Cs2He1MgN12S4 pozadovano [M+H]*
1005,3875.

< Horeénaty komplex TPydPz (18Mq)

Vychozi latka : (14) (1 g; 3,0 mmol), eluent: toluen/chloroform/tetrahydrofuran
10:1:0.2, wytéZek: 195 mg (19%) tmavé zelené pevné latky. Rs
(toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,48; HPLC (tr, min): 28,8 (1 %);
29,2 (1,5 %); 30,0 (30,5 %); 30,5 (67 %); Amax THF/ nm (¢/dm3 mol™* cm™): 712
(192 500); 639 (43 700); 389 (41 700); 346 (38 100). IR (ATR, cm™): 2965;
2930; 2868; 1734; 1596; 1417; 1322; 1263; 1170; 1096; 1061; 1003; 930; 796 a
766. 'TH NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds) 6= 0,90-1,62 (m, CHCH3); 2,31-2,44
(m); 2,70 (s, CHs); 2,76 (s, CHs); 2,82 (s, CHs); 2,87 (s, CHs); 3,27-3,47 (m,
CH); 3,60-3,79 (m, CH); 3,82 (s, CH3); 3,84 (s, CHs); 3,87 (s, CHg); 3,89 (s,
CHg); 7,22-7,40 (m, ArH); 7,45-7,57 (m, ArH) ppm pocet protonu nelze urcit
kvlli smési izomerd (podrobnosti viz S| kap. Chyba! Nenalezen zdroj odkazu..
[Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.]). *C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds) dc =
158,50; 158,41; 157,78; 157,54; 157,29; 156,32; 154,48; 153,33; 151,83;
146,88; 146,72; 146,58; 142,11; 142,05; 141,69; 141,64; 125,83; 125,50;
124,09; 123,80; 117,66; 117,28; 29,91; 27,79; 27,71; 24,30; 23,46; 23,35;
23,23; 22,89; 22,73; 15,77; 15,71; 14,19; 14,14 ppm. MS (MALDI-TOF) m/z:
1356,6 [M]*; HRMS m/z: nalezeno: [M+H]" 1357,7270; pro CssHgozsMgN1204
pozadovano [M+H]" 1357,7290. Navzdory sloZitosti spekter je pFevladajici
pfitomnost Cs izomer( ve smési dolozena vznikem &ty signalt zhruba stejné
intenzity (kromé jinych mensich signall) pro obé& methylové skupiny na
pyridinovém kruhu.
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8.2.2.2. Syntéza bezkovovych komplext TPydPz (17H a 18H)

Obecny postup syntézy vychazel z pfisluSnych hofeCnatych tetra(3,4-
pyrido)porfyrazind (17Mg, resp. 18Mg; 1 ekv.), které byly rozpustény v
chloroformu a michany pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny s kyselinou p-
toluensulfonovou (10 ekv.). Potom bylo rozpoustédlo odpafeno, surovy produkt
byl promyt vodou a preCistétn  sloupcovou chromatografii s
benzinem/ethylacetatem 20:1 jako mobilni fazi, ¢imz byla ziskana tmavé zelena
pevna latka (17H) nebo (18H).

<  Bezkovovy komplex TPydPz (17H)

Vychozi latka : (17Mg) (100 mg; 0,1 mmol), vytézek: 39 mg (41%); Rs
(benzin/ethylacetat 20:1) = 0,55; HPLC nebyla provedena kvuli nizké
rozpustnosti; Amax THF/ nm (¢ nemohlo byt spravné urCeno kvuali nizké
rozpustnosti): 743; 695; 331. IR (ATR, cm™): 3296 (NH); 2922; 2853; 1739;
1575; 1457; 1262; 1171; 1030; 973 a 761. '"H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-ds)
on= 1,77 (9H, s, tBu); 1,93-2,32 (27H, several s, tBu); 2,52-4,11 (24H, nékolik s,
CHz) ppm. ®C NMR (75 MHz, CDCla/pyridin-ds) &c = nebyly detekovany zadné
signaly. MS (MALDI-TOF) m/z: 982,3 [M]*.
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<+ Bezkovovy komplex TPydPz (18H)

Vychozi latka : (18Mg) (41 mg; 0,03 mmol), vytézek: 22 mg (54%); Rs
(benzin/ethylacetat 20:1) = 0,38; HPLC (tr, min): 26,9; 28,0; Amax THF/ nm
(e/dm3 mol~" cm™): 741 (88 700); 714 (82 600); 674 (27 300); 646 (26 000); 325
(32 500). IR (ATR, cm™): 3257 (NH); 2960; 2925; 2855; 1734; 1594; 1438;
1311; 1270; 1165; 1097. 1080; 991; 913 a 766. 'H NMR (500 MHz,
CDCls/pyridin-ds) év= 1,82-1,55 (m, CHCHs3); 1,62-1,79 (m); 2,00-2,44 (m); 2,66
(s, CH3); 2,73 (s, CHs); 2,78 (s, CHa); 2,84 (s, CHs); 3,24-3,38 (m, CH); 3,57-
3,72 (m, CH); 3,76 (s, CHs); 3,78 (s, CH3); 3,81 (s, CHs); 7,20- 7,32 (m, ArH);
7,42-7,52 (m, ArH) ppm, poCet protonl nelze pfifadit kvili komplexni smési
izomerQ, (podrobnosti viz SI kap. Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.. [Chyba!
Nenalezen zdroj odkaz(.]). *C NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds) &c = 159,72;
159,49; 158,97; 158,23; 158,03; 157,77; 157,50; 157,34; 148,84; 142,04,
141,95; 141,62; 126,08; 125,55; 124,18; 124,00; 122,39; 122,27; 115,52;
115,10; 37,58; 33,90; 32,94; 32,11; 30,36; 29,90; 29,56; 27,86; 27,83; 27,72,
24,30; 23,42; 23,27; 23,17; 22,99; 22,89; 15,73; 14,40; 14,33; 14,23 ppm. MS
(MALDI-TOF) m/z: 1334,6 [M]*; HRMS m/z: nalezeno: [M+H]* 1335,7566; pro
Cs4Ho5N 1204 pozadovano [M+H]* 1335,7599.

8.2.2.3. Syntéza zine€natych komplexti TPydPz (17Zn a 18Zn)

Obecny postup pfipravy vychazel z bezkovovych TPydPz (17H, resp.
18H; 1 ekv.), které byly rozpustény v pyridinu (2 ml) a byl k nim pfidan bezvody
octan zine€naty (7 ekv.). Smés byla zahfivana pfi 130 °C po dobu 2,5 hodin.
Nasledné byl pyridin z reakéni smési odpafen za sniZzeného tlaku a produkt byl
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dukladné promyt vodou, ¢imz byly ziskany surové TPydPz (17Zn) nebo (18Zn),
které byly precistény sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluenty viz nize).

s Zineénaty komplex TPydPz (17Zn)

XM
{

Vychozi latka : (17H) (20 mg; 0,02 mmol), eluent:
toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5; vytézek: 19 mg (90%) zelené pevné
latky; Rf (toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,58; HPLC (tr, min):
24,6; 25,5; Amax THF/ nm (¢/dm3 mol™" cm™): 730 (154 200); 653 (37 400); 461
(9 800); 359 (45 000). IR (ATR, cm™): 2914; 2853; 1544; 1472; 1456; 1265;
1185; 1104; 1007; 984 a 752. "H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds) ox= 1,99-
2,35 (36H, nékolik s, tBu); 2,85-4,28 (24H, nékolik s, CHz) ppm. 3C NMR (75
MHz, CDCls/pyridin-ds) 6c = 156,73; 156,67; 156,20; 155,78; 154,59; 154,25;
153,71; 153,64; 153,55; 153,42; 153,05; 151,93; 151,13; 151,08; 150,95;
143,08; 142,54; 141,42; 128,87; 128,35; 128,31; 127,68; 126,81; 125,25; 48,90;
48,79; 48,01; 47,97; 47,82; 32,09; 31,69; 31,65; 31,14; 31,06; 23,65; 23,41;
23,37; 23,10; 22,95; 22,87; 17,49; 16,98; 16,76; 16,45; 16,13 ppm. MS (MALDI-
TOF) m/z: 1044,2 [M]"; 988,9 [M-CsHs]*; HRMS m/z: nalezeno: [M+H]*
1045,3306; pro Cs2Hs1N12S4Zn pozadovano [M+H]* 1045,3316.
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< Zineénaty komplex TPydPz (18Zn)

Vychozi latka : (18H) (19,5 mg; 0,015 mmol), eluent:
toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,2; vytézek: 19,6 mg (96%) zelené
pevné latky; R (toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,69; HPLC (tr,
min): 22,0; 22,2; Amax THF/ nm (&/dm3 mol~' cm™): 712 (125 900); 639 (31 800);
314 (88 000). IR (ATR, cm™): 2960; 2924; 2854; 1593; 1577; 1438; 1314; 1272;
1170; 1128; 1096; 1002; 928 a 767. 'H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds) on=
0,83-1,64 (m, CHCHas); 2,00-2,26 (m); 2,72-2,50 (m); 2,67 (s, CHzs); 2,74 (s,
CHa); 2,79 (s, CHas); 2,85 (s, CH3); 3,27-3,45 (m, CH); 3,58-3,78 (m, CH); 3,77-
3,99 (m, CHa); 7,20-7,37 (m, ArH); 7,40-7,57 (m, ArH) ppm; pocet protonu nelze
prifradit kvali komplexni smési izomerl, (podrobnosti viz Sl kap. Chybal
Nenalezen zdroj odkazu.. [Chyba! Nenalezen zdroj odkaz(.]). *C NMR (75
MHz, CDCls/pyridin-ds) 6c = 158,25; 157,83; 157,70; 157,58; 157,49; 157,39;
157,20; 157,02; 156,33; 156,27; 156,18; 155,42; 154,80; 154,65; 154,12;
154,01; 153,78; 153,38; 152,71; 151,35; 146,53; 146,24; 142,02; 141,70;
131,07; 125,83; 125,30; 124,03; 122,08; 117,53; 117,45; 117,25; 38,87; 34,10;
32,07; 29,86; 29,51; 27,72; 24,25; 23,52; 23,41; 23,34; 23,07; 22,84; 22,70;
15,71; 14,30; 14,19; 14,10 ppm. MS (MALDI-TOF) m/z: 1396,5 [M]*; HRMS
m/z. nalezeno: [M+H]* 1397,6729; pro CssH93sN1204Zn pozadovano [M+H]*
1397,6734.

8.2.2.4. Syntéza TPydPz (19)

Pfiprava tohoto derivatu byla provadéna cyklotetramerizaci vychoziho
prekurzoru (15) pfes lithium za vzniku bezkovového komplexu (19H), z kterého
byl nasledné pfipraven hofecnaty (19Mg) a zineCnaty komplex TPydPz (19Zn).
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s+ Bezkovovy komplex TPydPz (19H)

Sloucenina (15) (700 mg; 3,1 mmol) byla zahfivana pfi 130 °C v Cerstvé
predestilovaném suchém butanolu (10 ml), do kterého bylo nasledné pfidano
lithium (149 mg; 21,5 mmol). Smés byla zahfivana na 130 °C po dobu 15 hodin.
Po uplynuti této doby byl roztok odpafen do sucha a suspendovan ve vodném
roztoku kyseliny octové (50% v/v, 50 ml). Precipitat byl Zfiltrovan a duakladné
promyt zfedénou kyselinou octovou a vodou. Produkt byl Cistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu s mobilni fazi toluen/chloroform/tetrahydrofuran
5:1:1. Vytézek 97 mg (14%) fialové pevné latky; R
(toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,57; HPLC (fr, min): 26,5 (16
%), 28,5 (71 %); 29,0 (13 %); Amax THF/ nm (e/dm® mol~" cm™"): 806 (85 700);
718sh; 537 (9 600); 339 (38 500). IR (ATR, cm™'): 3292 (NH); 2968; 2931;
2867; 1560; 1442; 1424; 1254; 1237; 1180; 1060; 1037; 986; 909 a 760. 'H
NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds) éx= 1,06-1,49 (24H, m, CH2CHs); 3,00 (12H,
br s, CHs); 3,66 (5H, br s, CH3); 3,78 (7H, br s, CH3); 4,24-4,52 (16H, m, CHa,
prekryté signalem zbytkového H20) ppm. 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds)
oc = 158,58; 158,43; 157,64; 157,53; 156,03; 155,07; 154,28; 154,02; 46,36;
45,38; 23,48; 14,25; 13,50; 13,10 ppm. MS (MALDI-TOF) m/z: 914,5 [M]%;
HRMS m/z: nalezeno: [M+H]* 915,5716; pro Cs2He7N1e poZadovano [M+H]*
915,5735.
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< Hofreénaty komplex TPydPz (19Mq)

Bezvody 8H (30 mg, 0,033 mmol) byl rozpustén v pyridinu (5 ml) a byl
pfidan pfebytek bezvodého octanu hofecnatého (33 mg, 0,23 mmol). Reakéni
smés se 24 hodin zahfiva k teploté varu. Po uplynuti této doby byl pyridin
odstranén za snizeného tlaku a tmava pevna latka byla dikladné promyta
vodou. Surovy produkt byl precistén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi
toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,2. VytéZzek 16 mg (53%) fialovo-hnédé
pevné latky. Rs (toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,29; HPLC (i,
min): 18,4; 18,6; 18,8; Amax THF/ nm (¢/dm3 mol~' cm™): 771 (94 800); 690 (32
900); 505 (10 400); 367 (48 200). IR (ATR, cm™): 2973; 2933; 2869; 1559;
1444; 1253; 1173; 1083; 1060; 992; 934 a 764. 'H NMR (300 MHz,
CDCls/pyridin-ds) 61= 1,10-1,68 (24H, m, CH2CHs); 2,86-3,27 (12H, m, CHj3);
3,56-3,97 (12H, m, CHs); 4,13-4,70 (16H, m, CH2) ppm. 3C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds) 6c = 47,79; 45,62; 23,20; 13,18 ppm, nékteré aromatické
signaly nebyly detekovany. MS (MALDI-TOF) m/z: 936,4 [M]*; 908,4 [M-C2H4]*;
HRMS m/z: nalezeno: [M+H]* 937,5400; pro Cs2HesMgN1s pozadovano [M+H]*
937,5429.
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< Zineénaty komplex TPydPz (19Zn)

Bezkovovy (19H) (30 mg; 0,033 mmol) byl rozpustén v pyridinu (5 ml),
pfidan bezvody octan zine€naty (42 mg; 0,23 mmol) a reakéni smés byla
zahfivana pod zpétnym chladi¢em pfi teploté lazné 130 °C po dobu 4 hodin. Po
ukonceni reakce byl pyridin ze smési odstranén za snizeného tlaku a tmava
pevna latka byla dukladné promyta vodou. Surovy produkt byl precistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi
toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5. Vytézek 24 mg (76%) fialové pevné
latky. Rf (toluen/chloroform/tetrahydrofuran 10:1:0,5) = 0,41; HPLC (tr, min):
17,7; 18; 20; 21; Amax THF/ nm (¢/dm3 mol~" cm™): 772 (94 000), 697 (29 400),
504 (54 000), 359 (37 400). IR (ATR, cm™): 2967; 2930; 2867; 1559; 1480;
1442; 1253; 1172; 1124; 1087; 1061; 991; 937 a 755. 'H NMR (300 MHz,
CDCls/pyridin-ds) on= 1,33 (24H, br s, CH2CH3); 3,01 (12H, br s, CH3); 3,78 (5H,
br s, CH3); 3,87 (7H, br s, CH3); 4,22-4,66 (16H, m, CH2) ppm. "*C NMR (75
MHz, CDCls/pyridin-ds) 6c = 156,50; 155,19; 153,98; 46,62; 45,28; 23,35;
15,63; 14,37; 13,47; 12,85 ppm. MS (MALDI-TOF) m/z: 976,4 [M]*, HRMS m/z:
nalezeno: [M+H]* 977,4854; pro Cs2HesN16Zn poZzadovano [M+H]* 977,4870.
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near-infraredabsorbing macrocycles. Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 5608-
5612. IF2016 3,564.

Podil autorky: Syntéza vétsSiny prekurzort a cilovych molekul, jejich izolace
a charakterizace, fotofyzikalni mérfeni, pfiprava vzorki na HPLC
chromatografii, analyza dat. Spoluautor textu.
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Novakova V., Zimcik P., Miletin M., VACHOVA L., Kopecky K., Lang K.,
Chabera P., Polivka T.: Ultrafast intramolecular charge transfer in
tetrapyrazinoporphyrazines controls the quantum yields of fluorescence and
singlet oxygen. Phys. Chem. Chem. Phys., 2010,12, 11, 2555-2563. IF2016
4,123.

(Tato prace vznikla za pouZiti dat zmé diplomové prace. Neni proto
uplatnéna jako podklad pro ziskani titulu Ph.D.)

Zimcik P., Novakova V., Kopecky K., Miletin M., Kobak R. Z. U,
Svandrlikova E., VACHOVA L., Lang K.: Magnesium azaphthalocyanines:
An emerging family of excellent red-emitting fluorophores. Inorg. Chem.,
2012, 51, 4215-4223. IF2016 4,857.
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% VACHOVA L., Ziméik P., Novakova V., Kopecky K.: Monokarboxylové
derivaty ftalocyanind a jejich aza- analogu vyuzitelné jako zhaSece
fluorescence. Syntéza a analyza |éCiv, Hradec Kralové, 2009, plakatové
sdéleni.

%  VACHOVA L., Ziméik P., Novakova V., Kopecky K.: Monokarboxylové
derivaty ftalocyanind a jejich aza- analogu vyuzitelné jako zhaSece
fluorescence. Studenska védecka konference, Hradec Kralové, 2009,
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X VACHOVA L., Zimcik P., Novakova V., Kopecky K.: Synthesis of
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quenching the fluorescence. 2009. 13th Blue Danube Symposium on
Heterocyclic Chemistry, Bled, Slovinsko, 2009, plakatové sdéleni.

X VACHOVA L., Zimcik P., Novakova V., Kopecky K.: Synthesis of
monocarboxylic derivatives of phtalocyanines capable as fluorescence
quenchers on oligonucleotide probes. 18th International Conference on Organic
Synthesis, Bergen, Norsko, 2010, plakatové sdéleni.

<% VACHOVA L., Zim&ik P., Novakova V., Kopecky K.: Syntéza ftalocyaninG
pouzitelnych jako zhasSeCe fluorescence na oligonukleotidickych sondach.
Konference Syntéza a analyza lieCiv, Modra, Slovensko, 2010, plakatové
sdéleni.

> VACHOVA L., Novakova V., Kopecky K., Zimcik P.: Effect of
intramolecular charge transfer on fluorescence of phthalocyanines and
azaphthalocyanines. Studentska védecka konference, Hradec Kralové, 2011,
prednaska.
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<> VACHOVA L., Zimcik P., Novakova V., Kopecky K.: Synthesis of
monocarboxylic derivatives of phthalocyanines and azaphthalocyanines and
study of their photophysical and photochemical properties. 12th Tetrahedron
Symposium, Sitges, Spanélsko, 2011, plakatové sdéleni.

<> VACHOVA L., Novakova V., Zimcik P., Kopecky K.: Monocarboxylic
derivatives of phthalocyanines and azaphthalocyanines - study of their
synthesis, photophysical and photochemical properties. Konference Syntéza a
analyza léCiv, Brno, 2011, plakatové sdéleni.

% VACHOVA L., Bezzu C. G., El-Betany A. M. M., McKeown N. B.:
Photophysical Study of Poly(amidoamine) Dendrimers Molecules. Konference
Syntéza a analyza |éCiv, Bratislava, Slovensko, 2012, plakatové sdéleni.

X VACHOVA L., Novakova V., Cidlina A., Kopecky K., Zimcik P.: Synthesis
of novel tetrapyridoporphyrazine complexes. 13th Tetrahedron Symposium;
Challenges in Organic and Bioorganic Medicinal Chemistry, Taipei, Taiwan,
2012, plakatové sdéleni.

X VACHOVA L., Zimcik P., Novakova V., Kopecky K.: Synthesis and study
of azaphthalocyanines and phthalocyanines in relation to their peripheral
heteroatoms substitution. Fakultni postgradualni a postdoktorandska védecka
konference, Hradec Kralové, 2013, prednaska.
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Syntéza ftalocyaninovych barviv a studie jejich vyuziti pfi zhaseni
fluorescence (hlavni feSitel: Mgr. Lenka Vachovda) GAUK 68110/B-
CH/FaF UK 2010-2012
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Novakova, spolufesitel: Mgr. Lenka Vachova) GAUK 57810/B-CH/FaF
UK 2010-2012
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pfenosu naboje u azaftalocyaninu (hlavni feSitel Mgr. Antonin Cidlina,
spolureSitel: Mgr. Lenka Vachova) GAUK 1182313 /B-CH/FaF 2013-
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