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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Mgr. Lukas Lochman

Skolitel: Doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.

Konzultant: Doc. PharmDr. Petr Zimcik, Ph.D.

Disertacni prace: Studium rozpoznavacich ¢asti senzorickych azaftalocyanint

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou planarni makrocyklické latky s unikatnimi fotofyzikalnimi
vlastnostmi, jako jsou absorpce a emise nad 650 nm a vysoké kvantové vytézky fluorescence. U
alkylamino substituovanych AzaPc byl objeven jev zvany intramolekularni pfenos naboje (ICT),
ktery je zodpovédny za uc¢inné zhaseni excitovanych stav( (nefluorescentni OFF stav). ICT
probiha mezi donorem (periferni amin) a akceptorem (makrocyklické jadro). Pokud zablokujeme
probihajici ICT, dojde k obnoveni kompetitivni relaxacni cesty formou silné emise fluorescence
(fluorescentni ON stav). ICT v AzaPc Ize blokovat dvéma zpUsoby: Protonizaci donoru, kterého
se vyuziva u pH-senzitivnich AzaPc senzor(, nebo koordinaci kationtu kovu do rozpoznavaci ¢asti
typické pro AzaPc senzory citlivé ke kationtdim kovu. Vyse zminéné vlastnosti predurcuji AzaPc,
aby se staly novymi fluorescencénimi senzory s dobrou svitivosti a vyhodnou absorpci a emisi
cerveného svétla, které mize pronikat hluboko do tkani diky nizké interferenci s endogennimi

chromofory.

Téma této disertacni prace bylo zaméfeno na studium rozpoznavaci €asti senzorickych
AzaPc citlivych ke kationtdim kova s cilem odhalit klicové strukturni faktory ovliviujici selektivitu
a citlivost senzoru a pfipravit senzor vysoce selektivni a citlivy k ur¢itému analytu. M3 prace
zaCala projektem studujicim vliv velikosti aza-crownu jako rozpozndvaci ¢asti na selektivitu
senzoru. Bylo zjisténo, Ze velikost aza-crownu je klicovym faktorem pro selektivni vazani kationt(
alkalickych kovu ale ne kationt( kov( alkalickych zemin pravdépodobné kvli vyssi elektronové
hustoté dané jejich dvojmocnym charakterem. Druhy projekt se zabyval vyuzitim dvou aza-
crownl ve specifickém usporadani nazyvaném ,tweezer” (pinzeta). Takovéto zvyseni rigidity

rozpoznavaci ¢asti zpUsobilo signifikantni zlepseni selektivity i citlivosti senzoru k poZadovanému



Vv

analytu s témér Zadnou zkfizenou citlivosti k jinym testovanym analytlim. Hlavni nevyhoda této
série, nizké hodnoty kvantového vytézku fluorescence v ON stavu senzoru z dlvodu nutnosti
blokovat obé donorova centra, byla pfekonana ve tfetim projektu, kde jsme vyuzili znalosti
ziskané z predeslych projektl. Tyto senzory mély jen jedno donorové centrum a zvyseni rigidity
bylo dosaZzeno pfipojenim lariat etherd nebo dalsiho crownu. Vysledkem byly pfipravené AzaPc
senzory vysoce selektivni k K* s 3,2x vyssimi hodnotami kvantovych vytézki fluorescence v ON

stavu ve srovnani se senzory ze série s aza-crowny v usporadani ,tweezer”.

V rdmci mé vyzkumné staze ve skupiné Assoc. Prof. Sergeje Borisova na , Graz University
of Technology” (Graz, Rakousko) jsem se zaméfil na moZnost vyuzit pH-senzitivni AzaPc pro
pripravu novych CO, senzorl. Nejprve byla nalezena vhodna metoda pro imobilizaci AzaPc
k podplrné félii, a poté jsme prozkoumali moZnost pouZiti novych alternativnich matrici
zaloZenych na polyuretanovych elastomerech s rliznym obsahem vody (5-25 %). Déle jsme se
zabyvali také ovlivnénim citlivosti senzoru k pCO; volbou béze ze skupiny tetraalkylammonium-
hydroxid(, které se liSily délkou svého uhlovodikového retézce. Félie s AzaPc indikatorem byla
nakonec vloZena na Spicku sklenéného vldkna a pouzita v experimentu pro predvedeni moznosti

pouzit takovéto zafizeni ve skutecné aplikaci (napf. pro monitorovani CO v dechu).
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Doctoral Thesis: Study of recognition moieties of sensoric azaphthalocyanines

Azaphthalocyanines (AzaPcs) are planar macrocyclic compounds with unique photophysical
properties like absorption and emission over 650 nm and high quantum yields of fluorescence.
Alkylamine substituted AzaPcs have been shown to undergo an ultrafast intramolecular charge
transfer (ICT) which is responsible for efficient quenching of excited states (nonfluorescent OFF
state). ICT occurs between donor (peripheral amine) and acceptor (macrocyclic core). Blocking
of ICT leads to restoration of high fluorescence emission (fluorescent ON state) which is the
competitive relaxation pathway. There are two known possible ways how to block ICT in AzaPcs
sofar: By protonation of donor in pH sensitive AzaPc sensors or by coordination of metal cation
into the recognition moiety resulting in cation sensitive AzaPc sensors. Above-mentioned
properties predestinate AzaPcs to become new fluorescent sensors with good brightness and
advantageous absorption and emission of red light deep penetrating into the tissues thank low

interference with endogenous chromophores.

The topic of my dissertation was focused on the study of the recognition moiety of sensoric
AzaPcs sensitive to metal cations with the aim to disclose structural key factors influencing
sensor selectivity and sensitivity, and to prepare a sensor highly selective and sensitive to a
desired analyte. My work began with the project studying the effect of the size of aza-crown
recognition moiety on the sensor selectivity. It was clearly demonstrated that the size of aza-
crown is the key factor for selective binding of alkali metal cations but not for alkaline earth
metal cations probably due to the higher electron density given by their divalent character.
Second project dealt with the introduction of two aza-crowns in a specific arrangement called

tweezer. Such an increase of rigidity of recognition moiety resulted in significant improvement



of the both sensor selectivity and sensitivity to desired analyte with almost no-cross sensitivity
to other analytes tested. The main drawback of this series, i.e. low fluorescence quantum yields
in ON state of sensor due to the necessity of blocking the both donor centers, was overcome in
the third project combining knowledge obtained in the first two projects. These sensors had just
one donor center whereas increased rigidity was achieved by the attachment of an either lariat
ether or an additional crown. As a result, AzaPc sensors highly selective to K* with 3,2x higher
fluorescence quantum yields in ON state in comparison with tweezer-like sensors were

developed.

The possibility to use pH-sensitive AzaPcs in development of new CO; sensors was investigated
during my research stay in the group of Assoc. Prof. Sergey Borisov at Graz University of
Technology (Graz, Austria). Firstly, the method for immobilization of AzaPc to a support foil was
successfully developped. It was followed by the study of the possibility to use new alternative
matrices based on polyurethane elastomers with different content of water uptake (5-25 %).
Then, we focused on the tuning of the sensor sensitivity to pCO; by the choice of the base from
the group of tetraalkylammonium hydroxides differing in the length of alkyl chain. Finally, the
foil containing AzaPc indicator was inserted on the tip of glass fiber and used in an experiment
demonstrating the possibility to use such device in real application (e.g. for monitoring CO; in

breathe).
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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AzaPc

BCECF

BODIPY
CSS
CTC
DAPI
DBU
DMF
DMSO
DOPC
DPP
dppn
FEF

2
FRET
GC
GFP
HOMO

HPLC

HPTS

ICT

azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

2°,7"-bis(2-karboxyethyl)-5(6)-karboxyfluorescein
(2',7'-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein)

boron-dipyrromethen (boron-dipyrromethene)

charge separated state

charge transfer complex

4',6-diamidin-2-fenylindol (4',6-diamidino-2-phenylindole)
1,8-diazabicyklo([5,4,0]Jundec-7-en

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

dioleoylfosfatidylcholin (dioleoylphosphatidylcholine)
diketo-pyrrolo-pyrrol

4,7-difenyl-1,10-fenantrolin (4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline)
zesilujici faktor fluorescence (fluorescence enhancement factor)
kvantovy vytéZek fluorescence (fluorescence quantum yield)
Forster(v rezonancni prenos energie (Forster resonance energy transfer)
plynova chromatografie (gas chromatography)

zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)
nejvyssiho obsazeny orbital (highest occupied molecular orbital)

vysoce ucinna kapalinova chromatografie

(high-performance liquid chromatography)
8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat

intramolekularni pfenos naboje (intramolecular charge transfer)
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LUMO

MeCN

MeOH

NADH

NP

PBFI

Pc

PDT

PET

PETE

RET

SBFI

SNAFL

SNARF

TBAH

TEAH

TEOS

THF

TLC

TOAH

t.t.

ZnPc

14

infracervena spektroskopie

acetonitril

methanol

nikotinamidadenindinukleotid

nanocastice (nanoparticle)

potassium-binding benzofuran isophthalate
ftalocyanin (phthalocyanine)

fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)
svétlem vyvolany pfenos elektronu (photo-induced electron transfer)
polyethylentereftalat (polyethylene terephthalate)
rezonancni pfenos energie (resonance energy transfer)
sodium-binding benzofuran isophthalate
seminaftofluorescein (seminaphthofluorescein)
seminaftorhodafluor (seminaphthorhodafluor)
tetrabutylammonium-hydroxid
tetraethylammonium-hydroxid

tetraethylorthosilikat

tetrahydrofuran

chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
tetraoktylammonium-hydroxid

teplota tani

nesubstituovany zinec¢naty ftalocyanin (unsubstituted zinc phthalocyanine)



2. FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPUSOB RESENI(

V soucasné dobé je kladen velky dlraz na vyvoj novych neinvazivnich vySetfovacich
metod pro stanoveni hladin rozdilnych iont0 (napf. Na*, K*, Li*, Ca?*, Mg?*, Zn%) v téle,[!! které
mohou mit pFimou souvislost s patogennim procesem uvnitf organismu.’? Vétsina
instrumentace (vysoce Ucinna kapalinova chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC),
potenciometrie) je neprenosna, velmi nakladna a vyZzaduje vyskoleného operatora. Proto mezi
témito dobfe zavedenymi metodami zaujaly své nesporné misto fluorescencni senzory jako

rychld, pfesna a dostupna varianta.[*3

Molekula senzoru méni své fluorescencni vlastnosti v zavislosti na pritomnosti urcitého
analytu. Soucasnym trendem je vyvoj zatizeni obsahujicich senzor(-y) v podobé tzv. kitl pro
hodnoceni hladin iontl nebo pH pfipadné CO,, O, v téle pacienta nebo pfistrojlil umoznujicich
vzdalené snimani pomoci senzorq, které jsou jako soucédst zafizeni umistény na Spic¢ce optického
vldkna.* # %5 Hlavnimi nedostatky komeréné dostupnych fluorescenénich senzor( je vétSinou
nevhodna oblast absorpce a emise pro biologické aplikace (pod 600 nm), nizka svitivost,

nedostateéna fotostabilita nebo zkFizena citlivost na pH prostfedi (neplati pro pH senzory).!?!

Nase skupina se jiz 15 let zabyva pripravou a vlastnostmi azaftalocyanin( (AzaPc) pro
vyvoj fotosenzitizér( pro fotodynamickou terapii (PDT),!® 7 nicméné teprve v dobé vypracovani
mé diplomové prace jsme pfisli s myslenkou vyuZit AzaPc jako fluorescenéni senzory.® Velkou
vyzvou byla predevsim oblast senzor( citlivych ke kationtdm kov(, u kterych by AzaPc tvofil
vlastni fluorofor a periferné navazany aza-crown pak rozpoznavaci ¢ast. Takovéto senzory by
byly schopny preklenout vyse zminéné nevyhody, nebot pro AzaPc jsou typické absorpce a emise
v Cervené oblasti spektra a vysoka hodnota extinkéniho koeficientu v hlavnim absorpcnim pasu.
Dokonalé zhaseni v OFF stavu je v ndmi navrhovaném konceptu senzor( zajisténo tzv.
intramolekuldrnim pfenosem ndboje (intramolecular charge transfer, ICT),”! ktery by mél byt po
koordinaci citlivého analytu do rozpoznavaciho centra senzoru blokovan, coZ se projevi
signifikantnim nardstem intenzity fluorescence (ON stav senzoru). Prace v této oblasti byla
zapocata béhem mé diplomové prace, kdy jsme pouze potvrdili spravnost navrzeného konceptu
AzaPc senzord pro kationty kov(.’®! Dal$im logickym krokem bylo detailni studium rozpoznavaci
Casti (velikost aza-crownu, rigidita, atd.) AzaPc senzoru, sledovani vlivu prostfedi a predevsim
pak popsani vztahl mezi strukturou a jejich senzorickymi vlastnostmi. Tyto poznatky by mély

nasledné vést k pripravé senzoru vysoce selektivniho a citlivého k urcitému kationtu kovu.
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3. CiL DISERTACNI PRACE

Jak bylo uvedeno vyse, vyvoj novych fluorescencnich senzor( je v sou¢asné dobé velmi
Zadouci a to z divodu jejich nespornych vyhod, jako je jejich vysoka citlivost, rychla odezva a
kompatibilita s biologickym prostiedim.®! Senzory nachdzeji $iroké uplatnéni v mediciné pfi
monitorovani hladin iontd v téle (Na*, K*, Ca®, Li*), pfi monitorovani plyn( v dechu (0,, CO,)
nebo v zobrazovacich metodach.? Hlavnimi nevyhodami komeréné dostupnych senzord je jejich
slabd svitivost a absorpce jen pfi nizkych vinovych délkach. To nabizi dostateény prostor pro
vyvoj strukturné novych latek s vylepSenymi vlastnostmi. A to vedlo k myslence prostudovat
moznost pouzit AzaPc jako nové fluorescenéni senzory pro rozpoznavani kationtl kovl nebo pro

kvantifikaci pCO, v prostredi.

Nejvétsi vyvhodou AzaPc je jejich silnd absorpce a emise v ¢ervené oblasti spektra (nad
650 nm, extinkéni koeficienty 2-3x10° dm?® mol™® cm™v hlavnim absorpénim pasu). U alkylamino
substituovanych AzaPc byl objeven proces ICT," ktery probihd mezi perifernim aminem (donor)
a AzaPc makrocyklem (akceptor). ICT ucinné zhasi excitované stavy molekuly (OFF stav senzoru).
Avsak po navazani analytu do rozpoznavaciho centra senzoru je ICT blokovano, a to se projevi
narGstem fluorescence (ON stav senzoru). Pfimé spojeni donorového aminu k makrocyklu AzaPc
snizuje jeho bazicitu a poskytuje tak dalsi velkou vyhodu v podobé necitlivosti senzoru k pH

prostredi.

Prvni projekt zabyvajici se AzaPc senzory pro kationty kovd!® feSeny vramci mé
diplomové prace potvrdil moZnost pouzit AzaPc jako fluorescencni senzory. Pfipravené
slouceniny byly sice preferencné citlivé k K* a Na*, avSak do rozpoznavaciho centra byly vazany i
jiné kationty (Li*, NH4*, Ba?*), které byly schopny ¢asteéné pfepnout senzor do ON stavu. Proto
se mym hlavnim cilem disertacni prace stalo detailné prozkoumat klicové strukturni faktory
ovliviujici selektivitu a senzitivitu AzaPc senzoru k vybranym analytiim a dale pak se pokusit
vyvinout vysoce selektivni a senzitivni senzor emitujici v ¢ervené oblasti spektra. Moje prace
bude vidy nejprve zahrnovat pfipravu pozadovanych AzaPc, popsani jejich spektralnich a
fluorescencnich vlastnosti s diirazem na zménu téchto vlastnosti v pfitomnosti rliznych kationtd
kovl. ZdosaZzenych vysledkl budou vyvozeny vztahy mezi strukturou a senzorickymi
vlastnostmi. Na zakladé téchto zavér( bude vidy navriena nova série AzaPc senzor(

s vylepsenymi vlastnostmi.

Dalsi ¢asti mé prace vypracované béhem staze na ,Graz University of Technology” (Graz,

Rakousko) se bude zabyvat moznosti vyuZiti pH senzitivhich AzaPc pro ptipravu plastickych CO,
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fluorescencnich senzord. V ramci tohoto projektu bylo tfeba optimalizovat podminky pro
imobilizaci AzaPc na fdlii z polyethylentereftalatu (PETE) (vybér matrice, rozpoustédlo, baze), a
poté ovéfit citlivost senzorl na pCO, mérenim zmén intenzity fluorescence. Poslednim krokem

by mélo byt ovéreni senzorickych vlastnosti v redlné aplikaci senzoru.
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4. PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) jsou planarni makrocyklické Ilatky srozsahlym systémem
konjugovanych dvojnych vazeb, ktery jim poskytuje unikatni fotofyzikalni vlastnosti. Pfedlohou
pro uméle ptipravené Pc byly pfirodni porfyriny (Obr. 1), které jsou znamy jako vyznamné latky
v metabolickych procesech, jako je fotosyntéza nebo prenos kysliku ¢ervenymi krvinkami.
Molekula Pc je slozena ze ¢tyr isoindolinovych jednotek spojenych v polohdch 1 a 3
azomethinovymi mastky.['% |zosterni zdménou benzenovych jader za jadra pyrazinova lze
odvodit aza-analogy Pc tzv. tetrapyrazinoporfyraziny patfici do Siroké skupiny AzaPc nejznaméjsi

struktury jsou uvedeny na Obr. 2.

periferni
R substituce R

porfyrin ftalocyanin R azaftalocyanin
tetrabenzoporfyrazin tetrapyrazinoporfyrazin

M = kation kovu nebo 2H

Obr. 1 Struktura porfyrinu a odvozené struktury ftalocyaninu a azaftalocyaninu.

M = kation kovu nebo 2H

Obr. 2 Aza-analogy ftalocyanin(: tetrapyridoporfyraziny (A, B), tetrapyrazinoporfyraziny (C) a

triazoloftalocyaniny (D).1*Y
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Izosterni zaménou a vznikem AzaPc dochazi ke zménam nékterych vlastnosti oproti
pavodnim Pc. AzaPc jsou vyhodnéjsimi z hlediska snazsi pfipravy prekurzord, coZ je obecné dano
vyssi reaktivitou pyrazinu nez ftalonitrilu. Vyhodou mize také byt nizsi lipofilita a lepsi
rozpustnost.? Hlavnimi nevyhodami AzaPc jsou vy33i tendence agregovat a posun hlavniho

absorpé&niho pasu k niz8im vinovym délkam.*3!

Pc/AzaPc komplexy mohou mit v centru chelatovany kationt kovu nebo mohou existovat
ve formé bez centrdlniho kationtu jako tzv. bezkovové derivdty. Dle literatury Pc mohou
chelatovat do svého centra pfes 70 rGznych kationtd kovd (Zn%, Mg?, Cu?, Si**, Ge*).110
Podobné vlastnosti miZzeme ocekdvat také v méné prozkoumané skupiné AzaPc diky stejné
velikosti centralni dutiny.*? Volba centralniho kationtu kovu makrocyklu je velmi dilezitym
faktorem, nebot ovlivriuje findlni vlastnosti molekuly, a proto se vybér kationtu kovu lisi dle

zamyslené aplikace molekuly.

Dualezitou modifikaci Pc/AzaPc molekuly je také volba vhodnych perifernich
substituentd, které zasadné ovliviu;ji finalni vlastnosti latky. Pro modifikaci molekuly mizeme
pouzit dva pFistupy. Prvni je zaloZen na modifikaci jiZ pfipravenych Pc/AzaPc pomoci aromatické
elektrofilni substituce (napt. sulfonace oktafenyl substituovaného AzaPc reakci s kyselinou
chlorsulfonovou)™? nebo reakci spojenych s hydrolyzou esterovych nebo nitrilovych skupin na
periferii Pc/AzaPc. Druhy pfistup zahrnuje vhodnou substituci prekurzort a naslednou cykliza¢ni
reakci.'3 MiiZzeme takto velmi snadno ménit tyto parametry: rozpustnost v organickych nebo
vodnych rozpoustédlech; sniZit tendenci agregovat (sterické zabranéni® nebo zabranéni vlivem
elektrostatickych odpudivych sil),*> spektrélni vlastnosti (absorpce, emise), biologicka

aktivita.[*?

4.2 Vlastnosti Pc a AzaPc

Pc a AzaPc jsou strukturné pribuzné slouceniny, a proto i jejich nize popisované
absorpcni, fotofyzikdlni a fotochemické vlastnosti jsou podobné. Ptipadné rozdily mezi Pc a

AzaPc jsou vZdy uvedeny a porovnany.
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4.2.1 Absorpcni vlastnosti

Pc a AzaPc jako latky s m—konjugovanym systémem vazeb jsou schopny absorbovat
svétlo ve viditelné oblasti (390 — 760 nm), a to je divodem jejich typického modrozeleného
zabarveni. V absorpénim spektru Pc a AzaPc jsou snadno rozpoznatelné dva hlavni absorpéni
pasy. Vysokoenergeticky B pas (Soretliv pas) v oblasti blizko ultrafialového svétla (320-380
nm),1* ktery se u Pc a AzaPc témé&F neméni, a nizkoenergeticky Q pas leZici ve viditelné oblasti
svétla 650-720 nm. Izosterni zaménou benzenovych jader v Pc makrocyklu za pyrazinovd dojde
k vyraznému hypsochromickému posunu Q pasu o 40-60 nm,® proto je Q pés u AzaPc posunut

k nizsim vinovym délkdm do oblasti 620-670 nm.

Informaci o tom, jak silné dana latka absorbuje (jak je zeslabena intenzita svétla po
prichodu vrstvou prostredi latky), vyjadfuje tzv. extinkéni koeficient, ktery predstavuje soudet
koeficientu absorpce a koeficientu rozptylu svétla v uréitém prostiedi.'” Hodnoty extink&nich
koeficientl v maximu Q pésu pro Pc a AzaPc jsou srovnatelné s hodnotami okolo 1-3x10° mol
dm=3cm ™. Z tvaru Q pasu mizeme snadno vyéist dalsi ddleZité informace tykajici se nejen

Eistoty slouceniny,* ale daji se z n&j ziskat i dalsi informace o zkoumané slouéeniné (viz nize).

Tvar Q pasu poskytuje informace tykajici se symetrie/asymetrie slouceniny. Symetricky
Pc/AzaPc komplex s centralnim kationtem kovu ma ostry, nestépeny Q pas — sloucenina se
nachazi vtermodynamicky stabilnim stavu jako delokalizovany dianion s vysokou mirou
symetrie (Obr. 3). RozStépeny Q pds je charakteristicky pro nesymetrické molekuly s rozdilnymi
perifernimi substituenty nebo pfi ztraté symetrie v pfipadé symetricky substituovanych
bezkovovych derivatd Pc/AzaPc. V molekule Pc/AzaPc bez centralniho kovového kationtu dva
isoindolové centralni dusiky vazou atomy vodiku a zbylé dva dusiky jsou zapojeny do formy

iminu.tY

0.3

0.2+

e, Mem™ x 108

0.0+——r

300 40 500 60 70 800
Wavelength, nm

Obr. 3 Absorpcni spektrum symetrického zinecnatého AzaPc (Cerna ¢ara) a odpovidajici

bezkovovy AzaPc (Eervend &ara) (pfevzato a upraveno).!*®
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Pc/AzaPc jako planarni molekuly
Q pas

maji tendenci vlivem 77z interakci 15

monomerni AzaPc

e

agregovat a formovat se do dimerdq,
trimerd pfipadné vyssich oligomerg.[t% 13!

agregovany AzaPc

Agregace je nezadouci jev, ktery je spojen

Absorbance / a.u.

s dramatickou ztratou fotochemickych

vlastnosti a rozpustnosti molekuly. ‘ 500 550 00 750 500

Vinova délka / nm

Agregaci je mozné sledovat v absorpénim

spektru, kde se projevi Sirokym Q pasem Obr. 4 Zmény tvaru Q pasu absorpcniho

o niz intenzitd s vyskytem nowych spektra: monomerni symetricky AzaPc a

absorpé&nich maxim (Obr. 4).[Y agregovany AzaPc.

Rozlisujeme dva hlavni typy agregat(: H- a J-dimery. H-dimery tvofi Pc/AzaPc bézing,
molekuly se v tomto pripadé orientuji jako ,head to head”. Absorpéni spektrum je posunuto
rozpoustédla s koordinacnim charakterem (napt. pyridin), ziedénim nebo zvySenim teploty. J-
dimery se tvofi méné cCasto a jsou v porovnani s H-dimery vice stabilni. Molekuly jsou
orientovany jako ,head to tail” a absorpcéni spektrum je posunuto bathochromné. Tvorba J-
dimerl a jejich rozvolfiovani bylo detailné studovdno nasi skupinou na

diethylaminosubstituovanych AzaPc (Obr. 5).1*!

Dalsi pfic¢inou vzniku nového absorpcniho pasu posunutého k cervené casti spektra

mUzZe byt také ¢asteénd protonizace azomethinovych dusikéi makrocyklu.?%!

no PET

PET

ial —
Ny p)m (N\\ baia,J

H —
ey 2|
1a:M=2n =N, 2 N £
2aM=Mg = BNy oM, N
aa-—\N,\:NC“ 8 Monomery
N N 1:M=2n
r 7% °5<5j 2:M=Mg
a

Obr. 5 Struktury studovanych AzaPc J-dimeru a prislusSnych monomerU v toluenu. Proces ICT je

blokovany tvorbou AzaPc dimeru (pfevzato a upraveno).[*”
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Ovlivnéni polohy a tvaru Q pasu v absorpénim spektru Pc/AzaPc je mozno docilit:

e Volbou centrélniho kationtu kovu

V zdvislosti na velikosti, koordinacnich vlastnostech a oxida¢nim stavu kationtu kovu
muze dojit k posunu Q pasu az o 100 nm (v rozsahu mezi 620-720 nm). Napfiklad Pc/AzaPc
komplexy s chelatovanymi kationty kovd s plné obsazenymi orbitaly (Mg", Zn'") maji Q pas
v oblasti okolo 670 nm, naproti tomu kationty kovd s ne plné obsazenymi orbitaly (Fe'", Co", Ru")
silné interaguji s makrocykly a dochazi k posunu Q pdasu do oblasti 630-650 nm.[** 2! P¢ikladem
vlivu oxidacniho stavu centralniho kationtu kovu muzZe byt posun absorpéniho maxima

v komplexech Co'Pc (704 nm) = Co"Pc (658 nm) = Co"Pc (673 nm).[2> %3

e Volbou perifernich, neperifernich substituentd

Prekurzory Pc i AzaPc mohou byt substituovany rliznymi substituenty, pomoci kterych
Ize ovliviiovat fyzikalni, elektronické a spektralni vlastnosti z nich pripravenych makrocykl.
Ovlivnéni posunu absorpcnich spekter periferni substituci makrocyklu je vSak komplexnéjsi
zéleZitosti a je obecné zalozeno na tom, jak dany substituent prispiva/nepfispiva do systému
konjugovanych vazeb. Prikladem muzZe byt alkyloxy- nebo aryloxy- substituovany AzaPc
s absorpci v oblasti 630-635 nm, naproti tomu AzaPc s alkylamino- nebo alkylsulfanylovymi

substituenty absorbuje 0 20 nm vy3e pFi 655 nm.[®!

U Pc je moZna substituce neperiferni i periferni (o a B) na rozdil od AzaPc, kde je mozna
pouze substituce periferni (B) z diivodu obsazenych poloh atomy dusiku (Obr. 6). Na posun
v absorpénim spektru ma vétsi vliv substituce v poloze a. Toho lze vyuZit napfiklad u
substituovanych Pc, kdy zména substituce totoznych substituentl z periferni (B) polohy do
neperiferni (a) polohy vede k bathochromnimu posunu Q pasu az o 70 nm.?* 2! Tento efekt byl
pozorovan a potvrzen také nasi skupinou na sérii alkylsulfanyl- a arylsulfanyl- substituovanych
Pc (Obr. 7). Soucasné byl pozorovany i opacny jev, kdy extrémni zakfiveni molekuly Pc pfi
substituci objemnymi terc-butylsulfanylovymi skupinami vedlo k hypsochromnimu posunu Q
pasu z divodu pravdépodobného naruseni melektronového systému,!?®! co? bylo v souladu
s dfive publikovanymi vysledky Dumoulin a jejich spolupracovnik(l ve studii popisujici stejny
efekt u odpovidajictho bezkovového Pc.?”! Vedle posunu Q pésu byly u série neperiferné
substituovanych Pc pozorovany vyssi kvantové vytézky fluorescence ve srovndni s Pc

substituovanymi periferné, na druhé strané v3ak tyto latky vykazovaly niz3i fotostabilitu.!?®!
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periferni B periferni
substituce R J B R substituce B

G
wa

R R

hexadecimalni R
substituce

neperiferni

substituce
R

ftalocyanin azaftalocyanin

M = kation kovu nebo 2H

Obr. 6 Volné polohy pro substituci u Pc a AzaPc, uhliky a pro neperiferni substituci a uhliky B

pro periferni substituci.

M = Mg/Zn/2H M = Mg/Zn

Obr. 7 Struktury Pc zapojené do studia vlivu neperiferni substituce (pfevzato a upraveno).?®!

e Rozsifenim systému konjugovanych dvojnych vazeb

Anelace dalsich cykll na periferii vede k posunu o 80-100 nm k vys$im vinovym délkam.
Vkladanim dalSich cykld jsou odvozovany nové makrocykly zPc - naftalocyaniny >
antracenocyaniny nebo superftalocyaniny™ (Obr. 8) a z AzaPc >
tetra[2,3]chinoxalinoporfyraziny?® 2! nebo tetra[6,7]chinoxalinoporfyraziny.B% 3! Bylo popséno,
Ze rozsifeni m-systému vazeb o jedno benzenové jadro vede k ¢ervenému posunu o0 20-30 nm u

Pc™ 3 022 nm u AzaPc.l?
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M = kationt kovu nebo 2H

Obr. 8 Priklad rozsifeni rr-systému vazeb u Pc: naftalocyaniny (A), antracenocyaniny (B) a

superftalocyaniny (C).[*Y

e Vlivrozpoustédla

Volba rozpoustédla ovliviiuje jen minimalné posun v absorpénim spektru tzv.
solvatochromni posun — posun zpusobeny interakci rozpoustédla s molekulou Pc/AzaPc.
Vhodnym vybérem rozpoustédla (methanol (MeOH), dimethylsulfoxid (DMSO), pyridin) Ize vsak
vyrazné omezit nezadouci agregaci molekul Pc/AzaPc nebo rozvolnit agregované komplexy.™*!!
Pfi vybéru takového rozpoustédla ldtka vykazuje monomerni charakter s ostrym Q pasem.
Zvlastnim pripadem interakce rozpoustédla charakteru slabé baze (N,N-dimethylformamid
(DMF), DMSO, pyridin) a bezkovového AzaPc je tzv. ,proton transfer komplex”. \V tomto ptipadé
nejsou centralni dusiky AzaPc kompletné deprotonizovdny za vzniku dianiontu, jako by tomu
bylo v pfipadé pfidavku silné baze (tetrabutylammonium-hydroxid, TBAH),*? ale vznika
koordinaéni komplex AzaPc/rozpoustédlo (Obr. 9). Molekula bezkovového AzaPc takto ziskava
opét symetrii, a to se projevi pouze jednim ostrym Q pasem v absorpénim spektru. S timto

fenoménem souvisi také daldi zmény fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti molekuly.% 34
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Obr. 9 Schéma deprotonizace AzaPc po pridavku silné baze TBAH (A), proton transfer

komplex AzaPc/rozpoustédlo po pFidavku slabé baze — rozpoustédlo pyridin (B).B3!
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4.2.2 FotofyzikdIni a fotochemické vlastnosti

Popis fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti Pc/AzaPc je spojen s prechody molekul
do excitovanych stav( s naslednym navratem do stavu zékladniho, proto jsou tyto vlastnosti
Casto prezentovany pomociJablonského diagramu, ktery byva modifikovan pro konkrétni pfipad
relaxace studované latky. Dle Jablonského diagramu mulzeme takto vysvétlit nejen princip
fluorescence a fosforescence ale i ostatni mozné déje vedouci k relaxaci molekuly do zakladniho

stavu, jako je zhaseni, pfenos energie nebo interakce s rozpoustédlem.

Jablonského diagram (Obr. 10) ma znazornény zakladni singletovy stav So, prvni a druhy
excitovany stav S; a S; horizontdlnimi ¢arami, pficemz kazdy stav lze jesté rozdélit na vibracéni
energetické hladiny (0, 1, 2 a 3). Pfechody mezi energetickymi stavy jsou vyznaceny vertikalnimi

Sipkami (zarivé procesy — Sipka rovna, nezarivé procesy — vinita Sipka).

— absorpce fotonu

v\ yitini konverze

—— emise fotonu
mezisystémovy pfrechod

— fosforescence

B L
g
canvw
Al

~nnn zpoZdéna fluorescence
wna nezafiva relaxace

3
£

a,
Ny

Obr. 10 Modifikovany Jablonského diagram (pfevzato a upraveno).?
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Molekuly s dostatecné rozsahlym m-systémem maiji schopnost prijmout energii ve formé
fotonu a dostat se tak ze zdkladniho stavu do nékteré z vibracnich hladin excitovaného stavu S;
nebo S,.% 3! Foton mUZe byt absorbovan jen za podminky, Ze jeho energie je pravé rovna rozdilu
energii energetickych hladin dané molekuly.> Pfechod mezi stavy trva 10*° s, coi je pfili§ kratka
doba pro vychyleni jadra (tzv. Franck-Condondv princip).!? Excitovana molekula vét$inou rychle
ztraci ¢ast své energie svou rotaci a srazkami s ostatnimi molekulami, ¢imz se dostdva na nejnizsi
vibraéni hladinu S;. Tento dé&j se nazyva vnitfni konverze a trvd asi 10'*2s. Pokud molekula pfijme
dalsi foton, je znovu excitovdna a dostava se do hladiny S,, ze které se opét vraci vnitfni konverzi

po ztraté energie na nékterou z energetickych hladin S; v ¢ase 102 s a pak znovu vnitini konverzi
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na nejnizsi energetickou hladinu S; opét za 102 5.3%1 Z nejnizsi vibraéni hladiny S; je umoZnéna
relaxace molekuly do zakladniho stavu jednou z mnoha cest: fluorescence (emise fotonu) nebo
formou nezativych procesl (ztrata energie srazkami nebo interakcemi s okolnimi molekulami,
mezisystémovy prechod, prenos elektronu). Jednotlivé déje jsou bliZze popsany v nasledujicich

kapitolach.

Vsechny nize zminéné procesy relaxace excitované molekuly ze stavu S; jsou navzdjem
kompetitivni déje a molekula muize v redlném pripadé relaxovat vSemi procesy soucasné. Pro
zjisténi pravdépodobnosti relaxace molekuly urcitym zptsobem byly zavedeny tzv. kvantové
vytézky. Napriklad kvantovy vytézek fluorescence @ je definovany jako pomér poctu

emitovanych foton( (fluorescence) na pocet absorbovanych fotona.

Fluorescence (emise fotonu)

Pokud molekula uvolni foton, dostdva se ze stavu S; do jedné zvibracnich hladin
zakladniho stavu (So) o vyssi energii, coz se projevi Sirokym fluorescen¢nim spektrem. Opét plati,
Ze energie emitovaného fotonu musi byt rovna rozdilu mezi energetickymi hladinami dané
molekuly.> 3! Pro Uplnost je nutné uvést, ze doba Zivota fluorescence trva vétdinou déle nez
vhitini konverze (okolo 102 s), to je diivodem pro¢ pfed fluorescenci ve vétsiné pfipadi probiha
vnitfni konverze molekuly a nasledna relaxace formou fluorescence probihd vidy z nejnizsi
vibraéni hladiny (S1).? Vnitini konverzi se pak mGze molekula dostat z vibraéni hladiny o vy3si

energii zdkladniho stavu (So) na hladinu zdkladniho stavu (So) s nejnizsi energii.

Diky zminénym ztratdm pfi prechodu mezi vibra¢nimi hladinami je jasné, Ze energie
uvolnéna pti emisi je vZdy nizsi, nez byla energie pfrijata pfi absorpci. Fluorescence probiha tedy
za nizsich energii, a tedy vyssich vinovych délek. Tento jev byl poprvé pozorovan v roce 1852
sirem G. G. Stokesem a byl po ném pojmenovan jako tzv. Stokes(v posun. Na ztratu energie mezi
absorpci a emisi mohou mit vliv kromé zminéné vnitini konverze i dalsi faktory napf. vliv

rozpoustédla, reakce v excitovaném stavu, formace do komplexd nebo pfenos energie, apod.?

Pti studiu fluorescence je mérena zavislost intenzity fluorescence na vinovych délkach
(tzv. emisni (fluorescencni) spektrum). Zajimavosti je, Ze emisni spektrum je zrcadlovym obrazem
spektra absorpcniho (Obr. 11). Dale je moZné sledovat také zavislost intenzity fluorescence na
vinové délce pfi konstantni vinové délce emitovaného zareni (tzv. excitacni spektrum). U Pc a
AzaPc vétsSinou nedochazi ke zméné struktury v excitovaném stavu, excitacni spektrum je proto

shodné se spektrem absorpcnim a mize tak slouzZit k prokazani monomerniho stavu sloucenin.
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C) Rhodamine B in methanol
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Obr. 11 Zrcadlovy obraz absorpcéniho a emisniho spektra rhodaminu B v MeOH, Stokesuv

posun vyznaé&en Sipkou (pFevzato a upraveno).B®

Nezarivé procesy
Formu relaxace molekuly nezafivymi procesy mlzieme rozdélit na tepelnou ztratu
energie, ztratu energie srazkami nebo interakcemi s okolnimi molekulami a mezisystémovy

prechod.

Ztrata energie srazkami nebo interakcemi s okolnimi molekulami

Navrat z excitovanych stavl do stav( zakladnich (So) probiha vlivem interakci s ostatnimi

molekulami v prostiedi nékolika riznymi mechanismy.

Dynamické zhdseni je zaloZeno na prenosu energie ve formeé elektronu v momenté, kdy
se donor nachdzi v excitovaném stavu, patfi sem napf. Forsterovo a Dexterovo zhaseni.®”!
Dexterovo zhdseni (kolizni pfenos energie) probiha formou vymény elektronu mezi excitovanou
molekulou (donorem) a zhasecem (akceptorem). Po excitaci ma donor elektron v nejnizsim
neobsazeném orbitalu (,,lowest unoccupied molecular orbital”, LUMO). Elektron je poté predan
donorem na akceptor (zhasec) a ten ho preda zpét ze svého nejvyssiho obsazeného orbitalu
(,,highest occupied molecular orbital“, HOMO) donorovi tak, Ze akceptor zlstava v excitovaném

stavu.®

Béhem prenosu energie pomoci rezonancniho prenosu energie (,resonance energy
transfer”, RET) excitovana molekula (donor) prenese elektron z HOMO do LUMO a po interakci
se zhasecem se dostava do zakladniho stavu. Energie je pak vyzarena ve formé tepla nebo emisi

fotonu (fluorescence). V obou popsanych pripadech dynamického zhaseni je velmi dulezita
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vzdalenost donor-akceptor a prekryti emisniho

Absorpce
zhasece

spektra donoru sabsorpénim  spektrem &= Emise barviva

akceptoru (Obr. 12).

Statické zhdseni je zaloZeno na tvorbé - prekryti

. , , spekter ™
dimeru molekuly v zakladnim stavu (So) se

zhasecem. Vznikly dimer ma své unikatni

vlastnosti a nedovoli, aby se molekula po -

e e
absorpci fotonu dostala ze zakladniho (So) do 450 s00 550 600 650 700 750

AJnm

excitovaného stavu (S; nebo S;). Prikladem

méze byt agregace molekul barviv. Vlivem Obr. 12 Prekryti emisniho spektra donoru

jejich hydrofobniho charakteru nasedaji na (barviva) s absorpcnim spektrem zhasece

¥ 37]
sebe, aby tak minimalizovaly kontakt s vodnym (pFevzato a upraveno).

rozpoustédlem. 37

Dalsi mozZnosti zhaseni excitovanych stavl je svétlem vyvolany prenos elektronu (,,photo-
induced electron transfer”, PET) a ICT. Témto mechanismim se budu vénovat detailngji
v kapitole 4.3. Mimo uvedené mechanizmy relaxace muiZe molekula ztratit energii i

fotochemickou reakci nebo reakci excitovanych stavi.”?

Mezisystémovy prechod (,Intersystem crossing”)

Excitovand molekula se dostavd ze singletového stavu S; na nejniZsi energetickou
hladinu tripletového stavu Ti. Tento prechod je oznadovany jako spinové zakdzany, nebot
v tripletovém stavu jsou elektrony uloZeny v orbitalech paralelné, tzn., Ze maji souhlasny spin.
Kdyz se nachazely v singletovém stavu So, S1 nebo S, byly jejich spiny vzdjemné opacné. Déje
zaloZené na zméné spinu probihaji pomérné vzacné, jejich pravdépodobnost vsak mizZeme zvysit
pfitomnosti atomu svySSim atomovym Cislem. V zavislosti na volbé atomu roste
pravdépodobnost spin-orbitalovych interakci v fadé Mg = Ca = Zn - Sr - Cd - Ba 2 Hg.

Tato zavislost se nazyva efekt tékého atomu (,heavy atom effect”).?

Z tripletového stavu se miZe molekula nasledné vratit do zakladniho stavu fosforescenci
(102-107 s) nebo pfijmout dali tepelnou energii a dostat se zpét do S; stavu a odtud zpoZdénou
fluorescenci do stavu zékladniho (So).> Dal$i moZnosti je pfedani energie v tripletovém stavu
jiné molekule nachazejici se také v tripletovém stavu (To) (napf. tkarnovému O,). V tomto pfipadé

vznika vysoce reaktivni singletovy kyslik (*0,), ktery se vyuZiva v PDT.138!
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4.3 Prenos elektronu - PET a ICT

Zvlastnim pripadem relaxace molekuly ze stavu (S;) do zakladniho stavu (So) je prenos
elektronu, ktery probiha jako PET nebo ICT proces. Tyto déje jsou v soucasnosti cetné vyuzivany

v nadvrhu novych fluorescencnich senzort nebo pripadné zhasec fluorescence.

Pro PET je typicky , pfeskok” elektronu z donoru na akceptor na urcitou vzdalenost. Na
velmi kratkou chvili vznika ,,charge transfer complex” (CTC), ze kterého se molekula dostava do
zdkladniho stavu (So) jinymi mechanismy neZ je fluorescence. V praxi si elektron predava
molekula bohatd na elektrony tzv. donor (napf. amin, fenolat) s molekulou schopnou pfijmout
elektrony tzv. akceptor (aromatickda latka). V pripadé opacného redoxniho potencidlu muze

donorem byt i zhd3e¢ a akceptorem fluorofor (p¥. dvojice indol a RCOOH).

ICT je déj podobny PET, hlavnim rozdilem je, Ze donor a akceptor jsou pfi ICT v konjugaci
a pfi zhaseni béhem excitace nedochdzi k preskoku elektronu na urcitou vzddlenost, ale jen
posunuti naboje (,push-pull” princip) uvnitf jedné molekuly, tedy redistribuci elektronové
hustoty a vytvoreni dipdlu.l! Namisto CTC se tvoti ,,charge separated state” (CSS), kdy dochazi
ke zvyseni elektronové hustoty v oblasti akceptoru. CTC a CSS stavy se nachazeji energeticky nize

nez stav S;, protoZe Cast energie byla spotfebovana pravé na tvorbu téchto komplexd.

PET a ICT jsou dva rozdilné déje (Obr. 13), avsak zpUsobuji v obou pripadech velmi
ucinné zhaseni excitovanych stavid molekuly. Dlvodem je vysoka rychlost procestl, ktera

zajistuje, Ze ostatni procesy v relaxaci molekuly se témé&f nemaji moZnost uplatnit.!!

A CTC

donor e konjugovany systém vazeb CSS  "charge separate state"

@ akceptor + elektronova hustota CTC "charge transfer complex"

Obr. 13 Prenos elektronu béhem PET a ICT.
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Nejvétsi vliv na ucinnost PET a ICT procest maiji:

e Charakter rozpoustédla

Polarni rozpoustédla (MeOH, acetonitril (MeCN), DMF, DMSO) stabilizuji komplexy CTC
a CSS a tim podporuji prenos elektronu, nepolarni rozpoustédla témto procesim naopak brani

(toluen, benzen).B3*

e Vzdalenost donoru a akceptorul*”

Rychlost prenosu elektronu klesa srostouci vzdalenosti donoru a akceptoru
exponencialné.*" 42 pfenos elektronu mezi donorem a akceptorem neprobiha na vzdalenost
vétsi nez 20 A.“2 Vliv vzdalenosti donoru a akceptoru na priibéh ICT u AzaPc byl také nedavno

studovan nasi vyzkumnou skupinou a vysledky projektu?” jsou rozebrany nize (kapitola 4.9.1).
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4.4 Fluorescenéni senzory

Fluorescencni senzory jsou latky, které méni své fluorescenéni vlastnosti jako odpovéd’
v pritomnosti uréitého analytu. V soucasné dobé jsou fluorescenéni senzory intenzivné
studovany a vyvijeny z dlvodu jejich vyhodnych vlastnosti, jako je citlivost a selektivita
k urcitému analytu, doba odezvy nebo moznost vzdaleného snimani pomoci optickych vldken
s imobilizovanym senzorem na $pi¢ce vlakna.[» %3 Na druhé strané maji oproti jinym analytickym
metodam i své nevyhody, jako je nepredvidatelné zhaseni, absorpce chromofory v biologickych
aplikacich nebo limitovana povrchova aplikace. Tyto slabiny fluorescencnich senzori se daji vsak
pieklenout vyb&rem vhodného prostfedi aplikace nebo instrumentaci (endoskopie,”® kity pro

stanoveni analytu v krvi),’! a nebo vyvojem Uplné novych senzor(.

Fluorescenéni senzory pro rozpoznavani kationtd kov( (Na*, K*, Mg#, Ca?*) jsou duleZité
pfi studiu biologickych procesl jako je prenos nervovych vzruch(, svalova kontrakce, nebo
regulace uvnitf buriky, nékteré ionty (napf. Zn?**) jsou také souldsti tzv. metaloenzymd.
V mediciné jsou monitorovany hladiny Li* pfi [écbé maniodepresivni psychdzy, K* u pacient pfi
lé¢bé vysokého krevniho tlaku, hladina AI** je monitorovédna kvali toxickému charakteru hliniku
a jako potencialni pticina vzniku Alzheimerovi choroby. V oceanografii se senzory uplatiuji
v monitorovani hladin Zn?, Fe?, Fe** a Mn?* v mofské vodé, které jsou dlleZité jako koenzymy
enzym( dileZitych pro potravu nékterych mikroorganism. V neposledni fadé monitorovani
Zivotniho prostfedi vyZzaduje detekovat ionty toxické (Hg?*, Pb%*, Cd?*).*3) Neméné dileZitou
skupinou jsou senzory pro stanoveni CI, které nachdzeji uplatnéni pfi méfreni prestupu CI

membranou buriky.?

Dalsi velmi slibnou oblasti fluorescenénich senzorl je opticka detekce pH, ktera je
zdkladem pro méreni , krevnich plyn“ pCO, a pO, v krvi pacientl na jednotkdach intenzivni péce,
pifedtasné narozenych déti nebo u obéti nehod.”! Schopnost pH senzori méfit pCO; je
umoznéna mérfenim pH v hydrogenuhli¢itanu, ktery je vystaven pfitomnosti CO,. Rlzna
koncentrace rozpusténého CO, méni disociaci hydrogenuhli¢itanu a tim i pH, které je pfimo
umérné koncentraci plynu.”> 4 V této oblasti jsou sice dobfe zavedené jiné metody jako
infratervena  spektroskopie (I), GC nebo potenciometrické stanoveni pomoci
Severinghausovych elektrod,*”! aviak tyto metody maji zna¢né nevyhody (IC —silna interference
s vodou,!*®! GC — nakladnost, Severinghausovi elektrody — pouze nepfimé méfeni a vhodné pro

vys3i tlaky pCO,),[> 47! které mohou byt pfekonany pouze novymi fluorescenénimi senzory.
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4.4.1  Struktura fluorescencéniho senzoru

Fluorescencni senzor se skladd z rozpozndvaci ¢dsti a signdini dsti (tj. fluoroforu). Tyto
dvé ¢asti mohou byt spolu spojeny pfimo nebo pomoci vhodného spojovaciho fetézce (tzv.
Jlinker”). Rozpozndvaci ¢dst je zodpovédna za selektivni rozpoznani analytu, jeji vlastnosti jsou
proto pfizpGsobeny pro ucinnou vazbu konkrétniho analytu (iontovy polomér, naboj,
koordinacni Cislo, atd.). Dalsi vliv na rozpoznani analytu ma ale také prostredi, kde bude sensor
pouzit (pH, iontova sila v pfipadé vodnych roztok(). Fluorofor pak prevadi informaci o
rozpoznani analytu rozpozndvaci ¢asti do optického signalu zménou svych fotofyzikalnich

vlastnosti (obvykle nérist fluorescence).*®!

4.4.2  Principy funkce fluorescencnich senzort
Ve své praci se omezim jen na popis zakladnich nejc¢astéji se objevujicich se mechanismu
funkce senzor(: PET, ICT, Forster(iv rezonancni prenos energie (FRET, ,Forster resonance energy

trasfer”), senzory zalozené na tvorbé excimeru a senzory zaloZzené na principu kolizniho zhaseni.
e PET senzory

V PET senzorech je rozpoznavaci &asti donor (napf. amino skupina,®® fenolat,! 8!
fulleren)®! a signalni &asti fluorofor, ktery hraje roli akceptoru elektronu. Po excitaci fluoroforu
preskakuje elektron z HOMO orbitalu do neobsazeného LUMO orbitalu fluoroforu, vzniklé
prazdné misto v HOMO orbitalu se ihned obsadi elektronem z donoru (amin rozpozndvaci ¢asti).
Senzor nadale nevykazuje fluorescenci (OFF stav), relaxace formou emise fotonu je totiz ucinné
blokovana nezativym PET procesem (Obr. 14). Avsak po navazani analytu do rozpoznavaciho
centra senzoru je redoxni potencidl donoru zvysen, energie HOMO orbitalu poklesne, a proto
neni energeticky vyhodné jeho zaplnéni elektronem donoru. Tento elektron je pak vyuZit pro
vazbu s analytem. Vysledkem je potlaceni PET procesu, molekula senzoru se pifepne do ON stavu

a relaxace probihd formou emise fotonu (fluorescenci).? ¢

Skupina PET senzoru byla Siroce studovana a na tomto principu bylo pfipraveno velké
mnozstvi senzor(l s rGznymi rozpoznavacimi ¢astmi. Pro rozpoznavani iontl kovd se osvédcily
terciarni alifatické nebo aromatické aminy nebo aza-crown ethery, které byvaji pro vyssi stabilitu

s analytem modifikovény do podoby tzv. kryptandii nebo kalixarend (Obr. 15).143]
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Nefluorescentni - volna forma senzoru bez analytu

Receptor
pro analyt

Fluorofor Linker
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hv -
* e analyt

Fluorescentni - senzor s navazanym analytem

Receptor
pro analyt

Obr. 15 Priklady struktur PET senzor citlivych k Na* s modifikovanou rozpoznavaci ¢asti do

podoby kryptandu (A) nebo kalixarenu (B) (pFevzato a upraveno)./*®

e |CT senzory

Princip ICT a PET se v mnohém shoduje, avsak v pfipadé ICT je donor (rozpoznavaci ¢ast)
a akceptor (signalni ¢ast) ve vzdjemné konjugaci a nedochdzi zde k preskokiim elektronu, ale

pouze k posunu elektronovych hustot uvnitf molekuly.

Zapojeni elektronového paru donoru do konjugace s molekulou senzoru je velmi
vyhodné z dlivodu sniZeni bazicity tercidarniho aminu donoru. Tim je sniZzena Casto falesSna
citlivost senzoru vici kyselému prostredi a je tak zamezeno nezadouci protonizaci aminu, ktera

je u senzorti divodem fale$né pozitivnich vysledk(.® Dal$i vyhodou u tohoto principu je
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moznost senzory vyuZit jako , wavelength-ratiometric probes”, kdy je méren pomér signall pfi
dvou excitaénich nebo emisnich vinovych délkach.!” V praxi jsou vyuZivdny senzory pro
zobrazovéni Ca® Fura-2, ktery je pfikladem excitaéniho typu senzoru, a Indo-1 jako emisni typ

senzoru v konceptu méfeni jako ,,wavelength-ratiometric probes*.[25

e FRET senzory

Pfenos energie probihd mezi donorem (molekulou v excitovaném stavu) a akceptorem

(molekulou v zakladnim stavu). Donor obvykle emituje pfi nizSich vinovych délkach a jeho emise

se prekryva s absorpénim spektrem akceptoru. Hlavnim rozdilem oproti PET a ICT je, Ze prenos
energie je vysledkem dipdl-dipdl interakci na dlouhou vzdalenost. Nejde tedy o reabsorpci
fotonu a proces nezahrnuje emisi s ni spojenou. Rychlost pfenosu energie je dana nékolika
faktory napft. Sitkou prekryti spekter donoru a akceptoru, kvantovym vytézkem fluorescence
donoru, relativni orientaci dipdlad donoru a akceptoru a vzdéalenosti obou molekul od sebe

navzajem.?>%

FRET mechanismus je velmi vyhodny ve vyvoji senzorll v oblasti fluorescenéni
mikroskopie, kde je problém zajistit pfesnou lokalni koncentraci fluoroforu. V tomto pfipadé je
mozné méfeni poméru intenzit fluorescence donor-akceptor, které nejsou zdavislé na celkové

intenzité. Prikladem muZe byt intraceluldrni RET indikdtor pro estrogeny vyuZivajici zeleny

fluorescenéni protein (GFP).53! Daldim vyuZitim mudze byt méFeni vzdalenosti biomolekul,
pozorovani prenosu energie v bunécné membrané a predevsim sledovani procesl spojenych

s DNA pomoci oligonukleotidovych sond.!? 5% 54

e Senzory zalozené na tvorbé excimeru

Nékteré molekuly (napf. anthracen, pyren) jsou schopny tvofit excitované dimery tzv.
excimery. Excimery vznikaji pfi pfiblizeni dvou planarnich molekul v excitovaném stavu k sobé.
Pfi relaxaci molekuly do zékladniho stavu je pozorovana dualni fluorescence pfi vyssich vinovych

délkach vlivem vytvofeného excimeru - spojeni dvou molekul fluoroforu dohromady.™* 43

Pro vznik excimeru je dualezita vzdalenost dvou molekul senzoru, ta m(ze byt ovlivnéna
charakterem rozpoznavaného kationtu kovu. Pfipadné kationty kovu mohou byt rozpoznavany
na principu monitorovani zmén v pomérech vyskytujich se forem senzoru monomer/dimer,

které lIze snadno urdit z fluorescenéniho méreni. Vazba iontu kovu miZe jak podporovat, tak i
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branit vzniku excimeru. Velkou vyhodou pro praktické vyuZiti je autokalibrace a méreni
,wavelength-ratiometric probes“.*™® Pro navrh téchto senzorll jsou voleny struktury typu

koronand(,®> %® kalixarend,®”! podandd®®® nebo cyklodextrinG.>®

e Senzory zalozené na principu kolizniho zhaseni

Tyto senzory pracuji na principu dynamického zhaseni fluorescence fluoroforu
v pfitomnosti zhasece (kapitola 4.2.2). Zhase¢ nejprve difunduje k fluoroforu, ktery je
v excitovaném stavu. Po kontaktu fluoroforu se zhasecem se fluorofor vraci do stavu zakladniho

bez vyzareni fotonu. Kolizni zhdseni popisuje Stern-Volmerova rovnice (1):

0= 14k, 7o[Q] = 1+ Kp[Q] (1)

Foa F intenzita fluorescence bez pritomnosti a v pfitomnosti zhasece

kg bimolekularni konstanta zhasece

) doba Zivota fluorescence fluoroforu v nepfitomnosti zhasece

[Q] koncentrace zhasece

Kp Stern-Volmerova zhaseci konstanta pro dynamickeé zha3eni, kdy K, = k,7g

Data zhaseni jsou pak prezentovana jako linedrni zavislost poméru intenzit fluorescence

Fo/F na koncentraci zhaseée [Q]."?!

Mezi nejznaméjsi zhasece patii molekularni kyslik, ktery zhasi témér vSechny znamé
fluorofory, a proto byva nutné ho vidy odstranit ze vzorkl pro ziskani spolehlivych vysledk( pti
studiu fluorescenénich vlastnosti.’®® Aromatické a alifatické aminy jsou Gg¢innymi zhaseéi vétiny
nesubstituovanych aromatickych uhlovodikd (napf. fluorescence anthracenu je zhasena
diethylanilinem).!®" Dal$imi zhaseti jsou latky s t&zkymi atomy jako jod, brém, chlér (naptiklad
trichlorethanol nebo bromobenzen). Indol a karbazol a jejich derivaty jsou citlivé na zhaseni
chlorovanymi uhlovodiky, a elektronovymi ,scavengery” jako histidin, cystein fumarat, NOs’,
Cu®, Pb?, Cd**, Mn?*. Mechanismus je v tomto p¥ipadé pravdépodobné zaloZen na poskytnuti
elektronu z fluoroforu na zhasec. Indol, tryptofan a jejich derivaty jsou zhaseny napfiklad

akrylamidem, dichloracetamidem, methioninem, Eu®*, Ag*, Cs*, atd.l?
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Prikladem realné aplikace takovychto senzorl mize byt studium prostupnosti bunécné
membrany. Fluorofor (senzor) mize byt naptiklad navdazan na membrané buriky a pokud je
membrana buriky permeabilni prostoupi zhasec (CI') skrz ni, a to se projevi snizenim intenzity
fluorescence fluoroforu. Z hlediska detekce iontl v biologickém prostfedi jsou nejvyznamnéjsi
aplikaci senzory citlivé k ClI. Zndmé jsou senzory zaloZené na strukture chinolinu nebo akridinu,

v v v , v s . o [2, 62] v v . . , v
pfipadné se vyuziva fluorescencnich protein(. Struktury téchto sloucenin jsou zndzornény

nize na Obr. 16.
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Obr. 16 Struktury senzord pro rozpoznavani Cl iontl zaloZené na struktufe chinolinu nebo

akridinu (pFevzato a upraveno).?

4.4.3 PoZadavky na optimalni senzor pro biologickou aplikaci

e Citlivost k analytu za podminek detekce

Citlivost senzoru je dana strukturou rozpozndvaciho centra, jeho volba je zavisla na
druhu analytu. Disocia¢ni konstanta (Kp) by se méla shodovat socekdvanou mérenou
koncentraci analytu. Koncentrace analytu jsou rGzné v rlznych oblastech vyuziti méreni. Napr.
senzory pro Ca®* (Kp = 0,1-0,3 mM) navriené Tsienem!®® jsou vhodné pro méfeni v bunééné
biologii (intraceluldrni koncentrace Ca?* = 0,1 mM/I) ale ne pro klinické stanovovéni vapniku

(koncentrace Ca?* v krvi nebo séru okolo 5 mM/I).143!

e Svitivost senzoru (,,brightness”)

Svitivost je definovana jako soucin extinkéniho koeficientu pfi excitacni vinové délce a

kvantového vytézku fluorescence.!® Svitivost je ovlivnéna volbou fluoroforu. Vy33i svitivosti se
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zvySuje pomér signalu a Sumu a soucasné je tfeba méné svétla pro excitaci. Pomér signalu a
sumu ,signal-noise ratio” je ovlivnén Uucinnosti zhdseni senzoru v OFF stavu a vysokou

fluorescenci v ON stavu.

e Spektralni parametry fluoroforu

Svétlo delsich vinovych délek (600-
1000 nm) voblasti tzv. optického okna

biologickych  tkdni je malo pohlcovano

—
2
T

endogennimi chromofory ¢i rozptylovano

heterogennim prostrfedim (Obr. 17), a z toho
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fotoposkozeni. Obé zminénd fakta jsou Obr. 17 , Optické okno biologickych tkdni“

vyhodnd zejména v biologickych aplikacich.!> "] - absorbance ve tkanich a ve vode.?

,..
C

svétlo ma nizsi energii, a tim je snizeno riziko

e Koncept méreni jako ,,Wavelength-ratiometric probes”

Obecné mizeme koncepty méreni fluorescenénimi senzory rozdélit na méreni intenzity
fluorescence (pfipadné kvantového vytézku) a na méreni poméru signall pfi dvou excitacnich
nebo emisnich vinovych délkach tzv. ,wavelength-ratiometric probes”. Pfi méfeni intenzity
dochazi k odezvé detektoru jako odpovéd’ na vyskyt urcitého analytu. Intenzita fluorescence je
pak pfimo Umérnd koncentraci senzoru a neznalost pfesné koncentrace v redlném vzorku muze
znaéné znesnadnit kvantitativni hodnoceni analytu. Tento problém nastdva predevsim pfi vyuziti
senzoru v biologickych aplikacich, kde je prostfedi znacné , nedokonalé” (zakaleni vzorku, Spina
na optickych povrsich, rozdilnost biologickych materidl(, atd.), a tudiZz neni mozné stanovit
presnou koncentraci senzoru (napf. pfi fluorescen¢ni mikroskopii). Proto je v soucasnosti velky
diraz kladen na vyvoj senzorli zaloZzenych na ,wavelength-ratiometric probes”, ktery tyto
nevyhody kompenzuje a umoZnuje auto-kalibraci senzoru nezdvislou na koncentraci senzoru
v daném prostredi. AvSak jen malé mnoZstvi molekul vykazuje dudlni zmény pfi dvou riznych
excitacnich nebo emisnich vinovych délkach. Vyraznou limitaci je také ve vétSiné pfripadu

nevhodnd excitace v UV oblasti zpUsobuijici interferenci s biologickym prostfedim.!? >
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e Necitlivost k pH prostredi (netyka se pH senzorq)

PFi nezddouci citlivosti na kyselé pH prosttedi dochazi k protonizaci donorového centra
senzoru (napf. alifaticky terciarni amin u PET senzord) a tim prepnuti senzoru do ON stavu,
vznika falesné pozitivni vysledek. U ICT je tercidrni amin aromatického charakteru, tim je velmi
snizena jeho bazicita (napt. u elektrondeficientniho jaddra AzaPc pKa = - 2,5), ¢imZ tyto latky
nejsou citlivé na kyselé pH prostfedi a nemlZou touto cestou podavat falesné pozitivni

vysledky.®!

e Stabilita fluoroforu ,in vitro” a ,,in vivo”

Hlavnim problémem senzoru je tzv. ,, photobleaching” (zesvétleni) nebo nékdy uvadéno
jako ,fading” (blednuti) vedouci ke ztraté jeho senzorickych vlastnosti. Kovalentni vazby
fluoroforu jsou rozstépeny nebo fluorofor senzoru reaguje nespecifickymi reakcemi s okolnim
prostfedim a senzor je takto rozlozen.®®! Vysledkem je pak trvala ztrata fluorescence senzoru.
Tento problém je nejéastéji pozorovan pfi vyuziti senzort ve fluorescenéni mikroskopiil®® ¢”! a je

studovan u opakovaného poufziti senzorickych latek pfi tzv. , time-lapse imaging“.[*”!

e Farmakokinetika

Dulezitym parametrem senzorli pouzivanych v biologickych aplikacich je biologicky

polo&as, vazba na proteiny a nasledna degradace a exkrece in vivo.F!

e Nizka toxicita

e Cenova dostupnost
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4.5 Fluorofory

Fluorofory jsou malé fluorescencni molekuly, které jsou neocenitelnou pomuckou vsech
biologl, chemik(i a biochemik(l. Vhodnou volbou fluoroforl lze vizualizovat biologické a
biochemické pochody, nebo je pouzit pro pfipravu indikatorl, které mohou podavat dalezité
informace o daném biologickém prostfedi (pH, koncentrace iontu kovu, atd.).[%® Byly popsany
tisice rGznych fluoroford, ty se z pohledu biologickych aplikaci déli na dvé velké skupiny. Vnitini
fluorofory vyskytujici se pfirozené v biologickém prostiedi a vnéjsi fluorofory, které se pridavaji
ke vzorku (znaceni proteint, DNA, apod.), ktery do té doby nevykazuje Zddné nebo nedostatecné
spektralni vlastnosti.””! Tato kapitola je strué¢nym pfehledem nejvice zndmych skupin fluorofor

a jejich uplatnéni v biologickych védach.
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Obr. 18 Struktury vnitinich (pfirozenych) fluoroford (pfevzato a upraveno).?

Mezi vnitini (pfirodni) fluorofory (Obr. 18) patfi proteiny s aromatickymi
aminokyselinami jako je tryptofan, tyrosin a fenylalanin. V proteinech je dominantnim
fluoroforem indolova skupina tryptofanu. Indol absorbuje okolo 280 nm a emituje pfiblizné pfi
340 nm. Pokud je indolova skupina uloZena v ptirodnim proteinu vinova délka je posunuta

k nizs§im hodnotdm, naopak v pfipadé rozmotani proteinu nasleduje posun emisniho spektra
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k delsim vinovym délkam. Tento mechanismus se vyuZiva ke sledovani konformacnich zmén
proteinll. Tyrosin se uplatiiuje ve sledovani denaturace protein(l, kdy v pfirozeném proteinu
nevykazuje fluorescenci (je zhasen nejspiSe peptidovymi retézci nebo prfenosem energie
k tryptofanu). Naslednd denaturace proteinu pak vede k emisi fluorescence. Velkou skupinou
jsou kofaktory enzym0.'? Vysokou fluorescenci pfi 340 a 460 nm vykazuje redukovany
nikotinamidovy kruh nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), jeho oxidovana forma NAD* je
nefluorescentni. Fluorescence NADH je v roztoku ¢dstecné zhasena kolizemi nebo agregaci
s adeninovymi ¢astmi. Naopak pokud se NADH navazZe na protein, jeho fluorescence mlze vzrist
4x 1% Dal3imi fluorescenénimi kofaktory jsou pyridoxal fosfat, pyridoxamin’® a riboflavin (jako
flavin mononukleotid FMN a flavin adenin dinukleotid, FAD), ktery absorbuje okolo 450 nm a

emituje blizko 525 nm.1% 71

N HO o o} HoN o NH,*
40¢ 0@
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SO,Cl O O
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(O X 6] B+
F F
Chinolin Kumarin BODIPY

Obr. 19 Struktury vnéjsich fluorofor(i (pFevzato a upraveno).l?

Mezi vnéjsi fluorofory fadime latky pro znaceni proteint (,protein-labeling®), existuje
fada téchto molekul pro kovalentni i nekovalentni znaceni. Latky uréené pro kovalentni znaceni
maiji rdzné reaktivni funkéni skupiny pro spojeni s aminy, thiolovymi skupinami nebo boc¢nimi
histidinovymi Fetézci proteinu. Siroce vyuZivanou latkou k znaceni proteint je napfiklad Dansyl
chlorid popsany poprvé Weberem v roce 1952.72 Tato latka vykazuje vyhodné vlastnosti jako
excitaci pfi 350 nm v oblasti, kde proteiny neabsorbuji, emisni maximum pti 520 nm a dobu
Zivota fluorescence okolo 10 ns. Dalsimi [atkami jsou fluorescein a rhodamin a jejich derivaty
(Obr. 19). Ty maji vyhodné absorpéni maxima 480-600 nm a emituji pfi 510-615 nm. Dalsi
vyhodou je jejich vysoky extinkéni koeficient okolo 80 000 M cm™ a oproti Dansyl chloridu
nejsou citlivé na polaritu rozpoustédla. Fluorescein a rhodamin se Siroce uplatfiuji pro znaceni
malych molekul (napt. protilatek). Jako ndhrada fluoresceinu a rhodaminu byly ptipraveny

BODIPY (,boron-dipyrromethen”) barviva semisi 510-675 nm, obdobnym extinkénim
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koeficientem a necitlivosti k pH a polarité rozpoustédla. Jedinou nevyhodou BODIPY je velmi

maly StokesGv posun.l’3!

Pro nekovalentni znaceni proteinl se wvyuZivaji latky odvozené od struktury
naftylaminosulfonové kyseliny — nejcastéji 1-anilinonaftalen-6-sulfonova kyselina a 2-(p-
toluidinyl)naftalen-6-sulfonovéd kyselina.’¥ Tyto latky jsou nefluorescenéni nebo jen slabé
fluorescenéni ve vodé, avSak vysokou fluorescenci vykazuji po vazbé na protein nebo
membranu.”?! Pro znaleni membrdan je nejvice vyuZivana latka 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
(DPH), kterd je fluorescentni pouze v prostfedi membrany.). Mnoho latek s rozdilnymi
mechanismy (agregace, odpovéd na elektrické pole, atd.) bylo vyvinuto ke studiu
membranového potencidlu. Mezi nejzndméjsi patfi cyaninova barviva Cy3, Cy5 a Cy7 (Obr. 20)
jako ,long-wavelength probes” poskytujici vyhodnou absorpci a emisi nad 500 nm a moznost

zvy$ené rozpustnosti ve vodé pomoci nabitého boéniho fetézce.!> 7677

SOy

Cy5

SOy

Obr. 20 Struktury nejuzivanéjsich cyaninovych barviv pro studium membranového potencialu

(ptevzato a upraveno).?

Pfi znaceni DNA se nejvice uplatiiuje ethidium bromid, ktery je ve vodé slabé
fluorescencni a jeho fluorescence stoupa az 30x po vazbé s dvousroubovici DNA, stejnym
interkala¢nim mechanismem se vaZe i akridinova oranz.!> 78 Dal$i moZnosti je vazba do malého
7l4bku DNA, to je typické pro latky jako je 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI).?! Dal3i zndm4 latka

Hoechst 33342 se vaZe na specifické pary v sekvencich DNA (Obr. 21).18% 8 Jinym pFistupem ve
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znaceni DNA mUze byt pfidani ,,neptirodni“ fluorescentni DNA sondy (napf. 2-aminopurin), ktera
je analogem pfirozené nefluorescentni baze DNA (adeninu).’ 8 Absorpéni a fluorescenéni

vlastnosti nejcastéji vyuzivanych fluoroforl jsou shrnuny na Obr. 22.

Ethidium bromid Akridinova oranz

H,N

Cly
NH; OCH,CH3

DAPI Hoechst 33342

Obr. 21 Struktury latek uplatfiujicich se ve znageni DNA (pfevzato a upraveno).?!
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Obr. 22 Prehled nejcastéji vyuzivanych fluoroforl s vyznacenim zavislosti jejich svitivosti na

absorp&nim maximu Amax. Podbarveni molekul vyjadfuje emisni maxima Aem.®
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Pro stanoveni hladin iontll jako je CI, Na*, K*, Ca?*, Mg* se vyuZivaji fluorescenéni
senzory, které jsou v soucasné dobé neocenitelnou pomickou ve fluorescencni mikroskopii
nebo jinych zobrazovacich metodach. Tato velka skupina senzord pracuje na rGznych principech
napf. MQAE je kolizné zha3en CI- na zakladé Stern-Volmerovy rovnice (1), %% jiné senzory jako
je Fura-2 pro stanovovéni Ca?* dovoluji méFeni na zakladé posunu pFi dvou vinovych délkach pro
absorpci nebo excitaci a jsou tedy vyuZitelné jako ,,wavelength-ratiometric probe”. Jiné senzory
vyjadfuji mnoZstvi analytu Umérnym zvysenim nebo sniZzenim intenzity fluorescence na zakladé

blokovani procesti PET nebo ICT (viz kapitola 4.4.2).12!

Fluorofory pro senzory jsou pfi vyvoji voleny ze zakladnich struktur dobfe zavedenych
fluorofor( jako je fluorescein, rhodamin,®* 8 kumarin,’®! chinolin nebo BODIPY barviva (Obr.
19).1°8! Vhodné zvoleny fluorofor je v senzoru zodpovédny prevaziné za fotofyzikalni vlastnosti
senzoru (narust fluorescence ve stavu ON). Rozpoznavaci ¢asti jsou voleny dle povahy analytu,
nejvice uZivanymi pro rozpoznavani iont kovl jako Na*, K*, Ca®* jsou aza-crown ethery a jejich
rtizné chemické modifikace,'**! pro rozpoznavani Ca?* se osvédtila rozpoznavaci ¢ast BAPTA, 5>
81 pro Mg?* a Ca* ¢ast APTRA® 871 3 Zn?* jsou selektivné rozpozndavany sulfonamidovou skupinou

(Obr. 23).017.88]

Na*, K*, Ca?*: I Ca?*
n 1
oy ; 00c” N">coor BAPTA
Aza-crown ether !
! ‘00C._ _N_ _COO
NH O _ I NN
S X =N,0 ;
n=1,2 , 4 K+
5 Zn2* X X
Ca?*, Mg?* !
: ~ o0 g |
! NH,
' NN N NN
ooc” >N"coor APTRA | 0=8=0
0. _COoO" !
~ ! nebo X =H, CH3
3K 5

Obr. 23 Struktury pro selektivni rozpoznavani analyttl (pfevzato a upraveno).!?
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4.6 Prehled komeréné dostupnych senzorl pro rozpoznavani kationtl kovu

Pro rozpoznavani Na* a K" byl jako prvni zaveden ,sodium-binding benzofuran
isophthalate” (SBFI)!® pro Na* a , potassium-binding benzofuran isophthalate” (PBFI) pro K*
(Obr. 24).) Senzory byly navrieny pro ,wavelength-ratiometric probe“, av$ak vykazuji
nevyhodnou excitaci v UV oblasti zplsobujici autofluorescenci z bunék, dalsi nevyhodou jsou
malé rozdily v excitacnich spektrech po navazani analytu. LepSich vlastnosti pfedevsim v oblasti
excitace svétlem vy33i vinové délky bylo dosazeno u senzoru CD222P% pro K* odvozeného od
kumarinu a Sodium green™ odvozeného od fluoresceinu, ktery se uplatiiuje v rozpoznavani

Na*.[2!

O o

(M

B0 @

HoOC COOCH
_OOC(\O/H Hcoo
R 4NH,*
SBFI

-ooc( meo— 05?0”" g

° 4NH,* 0 \:O ° o
\__/ o
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o N
= | N =
SN NH* NH* Sy |

Obr. 24 Struktury komercéné dostupnych senzori pro selektivni rozpoznavani kationl kovi

(ptevzato a upraveno).?
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Ke stanovovani hladin Ca?" jsou uZivdny komeréné dostupné senzory s BAPTAI® 84
rozpoznavaci ¢dasti Fura-2 a Indo-1, jejich nevyhodnou je opét excitace v UV oblasti. Jistého
zlep3eni v tomto ohledu bylo docileno u senzoru Calcium green™-1 s 8x nardstem fluorescence
po navazani Ca®* (Obr. 24). Podobnou rozpoznavaci skupinu APTRA obsahuji senzory Mag-Indo-

1 pro rozpoznavani Mg?*,[8¢ 87! které jsou analogy senzor( pro vépnik Fura-2 a Indo-1.%!

Stanoveni hladin Zn% je mozné pomoci senzor(®** s chelataéni skupinou Zinpry-1.17
%1 Fotofyzikdlni vlastnosti nejéasté&ji vyuzivanych komerénich senzort jsou uvedeny nize v Tab.

1.

Tab. 1 Prehled fotofyzikalnich vlastnosti vybranych komerénich senzor(i pro rozpoznavani

kationtd kov(.[2 %!

Komeréni senzor Analyt Excitace (nm)™ Emise (nm)?! & Ko (mM)
SBFI Na* 348 (335) 499 (490) 0,045 (0,083) 38
Sodium Green™ Na* 506 535 7] 6,0
PBFI K* 336 (338) 557 (507) 0,24 (0,72) 5,1
CD222 K* 396 (363) 480 (467) 3,7x1t! 0,9
Fura-2 Ca? 362 (335) 518 (510) 0,23 (0,49) 0,145
Indo-1 Ca? 349 (331) 482 (398) 0,38 (0,56) 0,230
Calcium Green™ Ca* 506 534 0,06 (0,75) 0,19
Mag-Indo-1 Mg 349 (330) 480 (417) 0,36 (0,59) 2,7
Zinpyr-1 Zn?t 490 531 (527) 0,38 (0,92) 0,0007

[a] hodnoty pro volnou formu senzoru (OFF stav); v zavorce uvedeny hodnoty po navazani analytu (ON stav).

[b] uveden nardst intenzity fluorescence (misto @x).
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4.7 pH a CO; senzory pracujici na principu RET

Rezonanéni prenos energie probiha, pokud je donor a akceptor ve Forsterové

vzdalenosti. Zmény v pfenosu energie mohou probihat na zakladé zmén ve vzdalenosti analytu

Energy transfer
> A
Ky
Acceptor displays
changes in its

absorption spectrum

in response to analyte.

Obr. 25 Princip pfenosu energie mezi donorem a

akceptorem.?

nebo zmén zavislych na analytu, to se
projevi v absorpénim spektru akceptoru.
Velkou vyhodou tohoto principu je
jednoduchost senzorli, kdy donorem a
akceptorem mohou byt dvé oddélené
molekuly. Donor mlze byt zvolen dle

pouzitého zdroje svétla a nemusi byt citlivy

na konkrétni analyt a akceptor mlze zobrazovat zmény v absorpci jako odpovéd na pfitomnost

analytu (Obr. 25).2

Jako prvni bylo zaznamenano pouZiti eosinu jako donoru a fenolové cervené jako

akceptoru.®® Fenolova ¢erveri byla vybrana diky svému vyhodnému pKa blizko 7 a tomu, Ze jeji

bazickd forma absorbuje pfi 546 nm v

oblasti, kde eosin emituje. Intenzita
fluorescence eosinu soucasné klesd se
stoupajicim pH. Vtomto konkrétnim
pripadé vsak nebylo ziejmé, zda intenzita
fluorescence klesd kvali RET nebo tzv.
filter

efektu vnitfniho filtru (,inner

effect”).”?

Stejny koncept byl také vyuzZit pro
senzory zaloZzené na méfeni doby Zivota
fluorescence (,lifetime-based sensors”)
pro detekci pH, pCO,*” a NH3.%% % Jako
donor byl zvolen pro svidj dlouhy cas
zhaseni [Ru(dppn)s]*, kde dppn je 4,7-
difenyl-1,10-fenanthrolin (,4,7-diphenyl-
1,10-phenanthroline®). Jako akceptor byl
zvolen Sudan lll, ktery ma své absorpcni
spektrum zavislé na pCO,. Zavislost zmén
na pCO; je sledovano v podobé zmén

v médiu charakteru polymeru, které
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Obr. 26 Nahote: Absorpcni spektra Sudanu Il
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obsahuje donor, akceptor a vyrovnavaci komponenty. Pfi nizkém pCO; je pH vysoké a Sudan Il
absorbuje pfi emisnich vinovych délkach donoru. Pfi vyssim pCO, se absorpce pfi vyssich

vinovych délkach snizi (Obr. 26).2

Zcela kritickym bodem v navrhu senzor(l tohoto typu je prostfedi - matrice, v ném? je
senzor zakotven. Pro CO, senzory je napfiklad volena matrice z ethylcelulézy obsahujici
tetraoktylammonium-hydroxid (TOAH), ktery slouZi jako fazovy pfevadé¢ pro plynny CO,.1%%
Jinym pfistupem v pfipravé senzorickych zafizeni mize byt hydrolyza tetraethylorthosilikatu
(TEOS) ve smési vody a ethanolu. Ve chvili, kdy je TEOS hydrolyzovan, za¢ne se formovat SiO..
Porozita takto vzniklé matrice typu sol gel*® 92 je moZna kontrolovat a do matrice vnofit

senzory nebo enzymy.?

4.8 pH a CO; senzory tvorici dvé formy

4.8.1 Fluorescein a jeho derivdty

Jednim z prvnich pH senzord pro stanoveni intraceluldrniho pH byl fluorescein, 23! ktery
byl vyuZit i kméfeni pCO, vkonceptu méfeni s hydrogenuhli¢itanem.’*® Nevyhodou
fluoresceinu je jeho rychly Unik z bunék, proto jsou ¢asto vyuzivany jeho nabité derivaty, jako je
5(6)-karboxyfluorescein nebo 2°,7'-bis(2-karboxy-ethyl)-5(6)-karboxyfluorescein  (BCECF).
Fluorescein zobrazuje komplexni na pH zavislou rovnovahu a emituje z rliznych svych iontovych
forem.!29 1081 Napfiklad v organickych rozpoustédlech nalézéme laktonovou formu, kterd neni
tvofena ve vodnych rozpoustédlech nad pH = 5. PficemZz pouze dvé aniontové formy

fluoresceinu jsou fluorescenéni (Obr. 27).2

Fluorescein umoZiuje také méfeni jako ,wavelength-ratiometric probe” pfi dvou
excitaCnich délkach okolo 450 a 495 nm. V absorpénim spektru je pozorovany posun k vy$sim
vinovym délkam pfi pKa okolo 6,5. Tyto zmény v emisnich a absorpcnich spektrech jsou dany

rovnovahou mezi dvéma fluorescentnimi formami fluoresceinu — monoaniontem a dianiontem.

Nevyhodou fluoresceinu je pKa okolo 6,5, zatimco pH v cytosolu buriky se pohybuje mezi
6,8 — 7,4, a proto je pro presné méreni zadouci vyssi hodnota pKa. Proto byl vyvinut derivat
fluoresceinu BCECF,!*%”! ktery mé stejné vlastnosti ale vy33i pKa okolo 7,0. Tento odstavec
ilustruje dulezity aspekt vSech senzorickych latek, kdy hodnota pKa nebo Kp analytu musi byt
srovnatelna s koncentraci méreného analytu. Dalsi nevyhodou fluoresceinu je jen obtizné
méreni jako ,wavelength-ratiometric probe®, protoze absorpcni a emisni spektra vykazuji nizkou

intenzitu pro excitaci p¥i 450 nm.!?
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Obr. 27 lonizace fluoresceinu zavisla na pH. Pouze forma monoaniontu a dianiontu je

fluorescentni.®

4.8.2 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfondt (HPTS) 05
HPTS byl vyvinut jako senzor s vyhodnéjsimi it
=03
vlastnostmi, 1% 1] ne které poskytuje fluorescein a g
W50
s v , v v s . . . 4 7.24
také moZnosti méfeni jako ,wavelength-ratiometric = T
“ 7 7 . . o vey s 1 A 1O S
probe”. Sulfonatové skupiny jsou ddlezité pro L per 400 450 s
rozpustnost ve vodé a hydroxylova skupina zajituje ESEELATION, “AAVELENGIEE: immig
1.0
citlivost k pH. Excita¢ni a emisni spektra vykazuji | pH 10.92 HPTSS»O_ :
5 3 Na
silnou zavislost na pH. Pokud se pH zvysi, HPTS 5 08f @:‘
4
L I = =Nat
vykazuje vy$3i absorbanci pfi 450 nm a pokles L | sl L
v absorbanci okolo 420 nm (Obr. 28). Tyto zmény jsou & i
Zz
u 0‘_
zavislé na pH-zavislé ionizovatelnosti hydroxylové & I
]
o L
skupiny. Emisni spektrum HPTS senzoru je nezavislé 9 I
3 L
L
na pH, diivodem muze byt fakt, Ze emise probiha L2 e
500 550 600
pouze pfi ionizované formé. Velkou vyhodou HPTS je WAVELENGTH (nm)

jeho pKa okolo 7,5, a proto je tento senzor vhodny Obr. 28 NahoFe: Excitacni spektrum pH

pro klinické pouziti. HPTS m(iZe byt také pouZit jako senzoru HPTS v 0,07 M fosfatovém pufru

senzor pro méfeni pCO; ve stejném konceptu méfeni P11 riznych hodnotach pH. Dole: Emisni

jako fluorescein s hydrogenuhli¢itanem. % spektrum HPTS pfi excitaci pfi 454 nm."

MoZnou nevyhodou HPTS je, Ze ve formé fenolu (silné kyselé prostiedi) mize mit vyssi
sklon k ionizaci v excitovaném stavu nez ve stavu zakladnim, coZ zp(isobi, Ze je pozorovana pouze

emise HPTS ve formé& fenoldtu pfi vy3si vinové délce.™¥ Dalsi nevyhodou HPTS je relativné
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kratka excitacni vinova délka zejména pro kyselou formu HPTS, tato nevyhoda mize byt vsak

ptekonana pouZitim diod emitujicich modré svétlo.?

4.8.3 Seminaftofluoresceiny (SNAFL) a seminaftorhodafluory (SNARF)

SNAFL a SNARF (Obr. 29) patfi do rodiny vylepdenych pH senzord.[**?! Poskytuji posun
v absorpénim i emisnim spektru s pKa od 7,6 do 7,9. Jejich absorpéni a emisni vinové délky jsou
dostatecné dlouhé, a proto obé formy mohou byt excitovany svétlem pfi viditelnych vinovych
délkach blizko 540 nm a soucasné je mozny koncept méreni ,wavelength-ratiometric probe”.
To, ze forma kyseliny i baze obou latek jsou fluorescentni, umoZnuje jejich vyuZziti jako senzory
s méfenim doby Zivota fluorescence. Doba Zivota fluorescence je kratsi pro senzor ve formé baze
nez pro kyselou formu senzoru. Napfiklad pti pH = 4,9 je doba Zivota fluorescence 4,51 ns a pro
pH = 9,3 je doba Zivota fluorescence 0,95 ns.'*3! DUleZité je zminit, Ze toto méFeni mlze byt

omezeno nezadouci interakci s makromolekulami z méFeného biologického prostiedi.?

Pro klinické vyuZiti jsou vysoce zadouci senzory s absorpci a emisi pfi vyssich vinovych
délkach, proto byl ptipraven derivat SNAFL s pfipojenym benzenovym kruhem -

karboxynaftofluorescein (CNF).[% 4]

Karboxy SNAFL-2

CHOOH

Obr. 29 Struktury ,,wavelength-ratiometric probe” pH senzorl ze skupiny SNAFL, SNARF nebo

CNF (pFevzato a upraveno).?

4.8.4 Cyaninovd barviva a ligandy ruthenia
Dalsimi senzory pracujicimi pfi vyssich vinovych délkach byly latky zaloZené na strukture

cyaninovych barviv!* excitovatelnych pfi 795 nm.!*1¢ 117 Tyto karboxy karbocyaninova barviva
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vykazuji pokles v intenzité pti pH okolo 8,5, ale nevykazuji posun s vyjimkou kratkych vinovych
délek blizko 435 nm. Byly popsany také latky excitovatelné v oblasti UV s riznymi pKa hodnotami
od 1,7 do 9,0.

Pro klinické aplikace jsou Zaddouci senzory s dlouhou dobou Zivota fluorescence, proto
byly popsany mimo jiné kovové pH-senzitivni ligandy ruthenia s casem zhaseni 300 ns a pKa
blizko 7,5.11*8 Fotofyzikalni vlastnosti nékolika nejzndméjsich pH senzor( jsou uvedeny v Tab. 2.
Z dlvodu stélé potfeby novych pH senzor( poskytujicich vyhodnéjsi viastnosti vyvoj stéle

pokraduje.l?

Tab. 2 Srovnani fotofyzikalnich vlastnosti vybranych pH senzor.!?

Excitace Emise
pH senzor A (M) [nm] Az (Aa)® [nm] Qe (Qa)™ 8 (ta)l9 pKa
BCECF 503 (484) 528 (514) 0,7 4,49 (3,17) 7,0
HPTS 454 (403) 511 [d] [dl 7,3
K. SNAFL-2 547 (514) 623 (546) 0,054 (0,43) 0,94 (4,60) 7,7
K. SNARF-6 557 (524) 635 (559) 0,053 (0,42) 1,03 (4,51) 7,6
[Ru(deabpy)(bpy)2]** 450 (452) 615 (650) [d] 380 (235) 7,5

deabpy 4’,4-diethylaminomethyl-2,2"-bipyridin

bpy 2,2 -bipyridin

[a] vinova délka pro senzor ve formé baze (kyseliny)

[b] kvantovy vytéZek fluorescence pro senzor ve formé baze (kyseliny)
[c] doba Zivota fluorescence pro senzor ve formé baze (kyseliny)

[d] udaj neni dostupny
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4.9 Azaftalocyaniny jako fluorofory

Studium AzaPc patfi mezi dlouhodoby vyzkumny zamér pracovni skupiny
»Azaphthalocyanine group”. AzaPc mohou diky rozsahlému systému konjugovanych vazeb
absorbovat svétlo a jeho energie mize byt pak vyuzZita k rGznym aplikacim dle zplsobu relaxace
excitované molekuly. Velkou vyhodou AzaPc oproti jinym fluoroforim je absorpce a emise pfi
vyssich vinovych délkdch nad 630 nm z dlivodu zamezeni zhaseni svétla a jeho absorpci
endogennimi chromofory.?! Dal$i nespornou vyhodou je moznost ovliviiovani spektralnich
vlastnosti AzaPc ,na miru“ volbou substituentll (elektron-donorové vs. elektron-

akceptorové)**®! a vyb&rem centralniho kationtu kovu.[*?”

Nevyhodou zminovanych latek je silnd tendence agregovat vlivem plandrniho
charakteru,™! co? vede ke ztraté fotofyzikalnich vlastnosti. Dalsim problémem mize byt
nerozpustnost ve vodé pro aplikace cilené do biologického prostfedi. Obé tyto nevyhody AzaPc
lze do jisté miry preklenout vhodnou substituci (objemné, nabité substituenty) a

technologickymi postupy (pFiprava ve vodé rozpustnych nanocastic (NP), lipozom).

Velkym pradlomem ve vyzkumu byl objev a objasnéni jevu ICT u alkylamino-
substituovanych AzaPc nasi vyzkumnou skupinou v roce 2010. Bylo zjisténo, Ze ICT probiha mezi
donorem (alkylamino skupinou) a akceptorem (AzaPc makrocyklické jadro).”®! Pozdé&ji bylo
zjisténo, Zze pomoci ICT a jeho blokovani je mozné

rozpoznavaci
cast

ovliviiovat fotofyzikalni vlastnosti AzaPc. Pokud ICT

probiha (Obr. 30), je molekula v OFF stavu, protoZe

excitované stavy jsou ucinné zhaseny. Pti blokovani

ICT relaxuje molekula zexcitovaného stavu )
4 / >_ signalni

kompetitivnimi procesy, jako je fluorescence nebo =N N cast
cep

{
- 7y
N N=,
piechod do tripletového stavu a nasledna produkce %AK t°rg®
J

singletového kysliku. Rizné zplisoby blokovani ICT
objemny substituent

N

N\
umoznily vyuZiti AzaPc jako fluorescencnich senzord(, ®
kdy blokovani ICT protonizaci donorového centra je Donor alkylamino substituent

principem pH senzor(,®* 2 plokovani ICT

koordinaci kovového kationtu kovu je vyuzitelng OPbr- 30 Schématicke znazorneni pribehu

pro senzory citlivé ke kationtdm kov(.® Vobou !CT U AzaPc, obecné schéma pro navrh

pfipadech dochazi k prepnuti molekuly do ON  S€NZOru prorozpoznavani kationtd kovd

stavu, ktery je spojen svyraznym nar(istem nebo pH-senzitivniho AzaPc.

fluorescence.
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4.9.1 StrukturdIni aspekty ovliviujici ICT a vliastnosti AzaPc

Pfed navrhem novych molekul AzaPc pro konkrétni aplikace bylo tfeba detailné
prostudovat aspekty, které ovliviuji ICT. ICT je kompetitivni relaxaéni cesta k produkci
singletového kysliku molekulou, proto lze Gcinnost ICT hodnotit ze souctu kvantovych vytézku
fluorescence @x a produkce singletového kysliku @,. BEhem studia AzaPc bylo ptipraveno velké
mnoZstvi modelovych sloucenin a probéhlo mnozstvi experimentd, ze kterych vyplynuly tyto

zavislosti struktury na Ucinnosti ICT:
. Pocet donorovych dusikl na periferii

Z vysledkd vyplynulo, Ze pouze jedno donorové centrum je dostate¢né pro Gcinné
zhaseni procesem ICT (kvantové vytézky fluorescence blizké nule) se soucasnou zachovanou
citlivosti k ovlivnéni ICT vné&jsimi vlivy (pH,*?" polarita rozpoustédla) — co? umoziiuje prepinani
mezi ON/OFF stavy. U sloucenin se dvéma az ¢tyfrmi donorovymi centry jsou kvantové vytézky
fluorescence nulové (Obr. 31).1 122 A u slou&enin s vice jak &tyfmi donory probiha ICT uz natolik
ucinné, Ze se neda nijak ovlivnit vnéjsimi podminkami (molekula stéle ve stavu OFF), tyto latky

nachézeji uplatnéni jako zhasele fluorescence (,quenchery*).[123-12%

pocet 80 . . . .
sloué. donoru Substituent A A
[ ]
1 n=0 R1=R2=R3=R%= S-tBu 60} - 4
[ =]
3 n=2  R!=R2=R3= S-tBu, R*= N(CH,CHs),
4 n=4  R!=R3= S-tBu, R2=R*= N(CH,CHs), . 40t E
.=}
5 n=4  R!=R2= S-tBu, R3=R*= N(CH,CHs), » o
6 n=6 R!=S-tBu, R%=R3=R*= N(CH,CHs), 20F 1
=] o
7 n=8 R1=R2=R3=R%= N(CHCHs)> i & A
a 'y
ol g s] [ ] L
0 2 4 6 8

Number of nitrogen atoms

v

Obr. 31 Pokles intenzity fluorescence vlivem zvysSeni U¢innosti ICT pomoci vyssiho poctu
donord na periferii v pyridinu, toluenu a toluenu s 1 % (v/v) pyridinu (pfevzato a

upraveno).”!
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. Vliv vzdalenosti mezi donorem a akceptorem

Spojeni mezi akceptorem a donorem je moziné mimo ptrimého spojeni také spojenim
pfes spojovaci fetézec. Pro umoznéni probihajiciho ICT je zdsadni, aby byl donor a akceptor ve
vzdjemné konjugaci. Vliv spojovaciho fetézce na ucinnost ICT byl detailné studovan nasi
vyzkumnou skupinou na sérii pH senzitivnich AzaPc, kdy donor pro ICT byl od akceptoru spojen
spojovacim retézcem o rlizné délce (Obr. 32). Bylo jednoznacéné prokazano, Ze ucinnost ICT se
snizuje s prodluzujici se délkou spojovaciho retézce. Do studie byl pro porovnani zahrnut i AzaPc,
u kterého probihal PET misto ICT. Ukazalo se, Ze PET probihd u AzaPc s vyrazné nizsi uc¢innosti
nez ICT.[20

\>< sensors (R2=H):
s R1 \

R1

,l, DONOR
O > forlCT
ACCEPTOR \
for ICT N\
O \
/{}/ \T)\-ixi N\
Z

LINKER

controls:

R'=R?= 3{874

Obr. 32 Struktury pH senzitivnich AzaPc zapojenych do studie vlivu vzdalenosti mezi donorem a

%S~~\~ DONOR
\ for PET

akceptorem na tcinnost ICT. U&innost ICT se sniZovala s prodluZujici se délkou spojovaciho

fetézce (pfevzato a upraveno).l”

o Typ donorového dusiku

Z experimentalnich méreni nasi vyzkumné skupiny vyplynulo, Ze donorové vlastnosti
aminu rostou v poradi alifaticky amin < terciarni alifaticky amin < sekunddarni aromaticky amin <
terciarni aromaticky amin. Charakter donoru (alkyl/aryl aminu) hraje tedy dualeZitou roli pro
udinnost ICT (Obr. 33).122%I Dal$im zcela pfekvapivym zjisténim byla moZnost ovlivnéni Géinnosti
ICT vybérem substituentu v ortho poloze vic¢i donorovému dusiku. Bylo zjisténo, Ze Gcinnost ICT
roste v fadé substituentl —Cl = CH3 = H < -fenyl < terc-butylsulfanyl- < -OBu (Obr. 34). Tento

poznatek byl ziskdn empiricky a bohuZel se ho nepodafilo doposud vysvétlit.!®!
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Law |CT efficiency

R g
Low = = dx

jXN--T-- ®@ R '
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| I .
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alﬁq.__,,ﬂN . x J-;’f"m-“x a N -.iNH AN AN~
. e L)
Low High High < 1 Low
(PET) {ICT)

Obr. 33 Strukturalni faktory ovliviujici ICT u AzaPc.!*2¢!

R: O+ Oy

O 012 )
KXo
%7< 0,21

s

: Nﬁr/ ﬁN ;{© o7 et
A
>< X

CHs 0,85

cl 0,84

Obr. 34 Vliv substituentu v ortho poloze k donorovému dusiku a nasledné ovlivnéni uc¢innosti

ICT (pFevzato a upraveno).!®

. Typ makrocyklického jadra

ICT proces je mnohem efektivnéjsi u AzaPc ve srovndni s Pc diky vyraznéjsimu elektron-
deficientnimu charakteru makrocyklického jadra.*?”! Tento efekt je natolik vyrazny, Ze v sérii
nesymetrickych makrocykl( s jednim donorovym centrem byla Uc¢innost ICT signifikantné horsi
u Pc (@ + @ = 0,17) nez u AzaPc (@ + @y < 0,035).'281 Tento elektron-deficientni charakter

se da jesté vice prohloubit vhodnou substituci (viz nize).
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o Vliv substituent na makrocyklickém jadre na akceptorové vlastnosti

Ucinnost ICT je signifikantné zavisla na elektron-deficientnim charakteru akceptoru
(AzaPc jadra). Tato vlastnost mlZe byt jesté vice prohloubena vhodnou periferni substituci
makrocyklu elektrony-odtahujicimi skupinami (COOBu, terc-butylsulfanyl) nebo ,zeslabena”
pouzitim skupin elektrony poskytujicimi (OBu, neopentyl). Vybér vhodnych substituentl pro
takovéto Upravy vlastnosti AzaPc je usnadnén Hammetovymi konstantami, které koreluji s

elektron-akceptorovymi nebo elektron-donorovymi vlastnostmi substituentd (Obr. 35).112%

Obr. 35 Periferni substituce AzaPc jako ndstroj ovlivnéni elektron-deficientniho charakteru
s uvedenymi hodnotami Hammetovych konstant pro substituenty s rozdilnym elektron-

odtahujicim/poskytujicim charakterem.[**!

° Volba centralniho kationtu kovu AzaPc

Volba centralniho kationtu kovu ma vliv na findlni fotofyzikalni vlastnosti AzaPc
makrocyklu. V soucasné dobé jsou rutinné koordinovany do centra AzaPc kationty Zn** a Mg%,
které zaruduji dobré fotofyzikalni vlastnosti a v pfipadé Zn?* i stabilitu v kyselém prostfedi.
Volbou kationtu kovu je vyznamné ovlivnéna cesta relaxace molekuly, plati tzv. efekt tézkého
atomu,? ktery byl potvrzen také nadi vyzkumnou skupinou ve spolupréci s vyzkumnou
skupinou z Kuwaitu v projektu, kde AzaPc koordinovaly do svého centra AICI, Zn, GaCl nebo

InCl.[120]

. Vliv objemnych substituentt na periferii AzaPc

NeZddouci agregaci AzaPc se da zamezit volbou vhodného rozpoustédla a periferni

substituci makrocyklu objemnymi substituenty (terc-butylsulfanylova skupina).
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4.10 AzaPc jako senzory pro rozpoznavani kationtd kovi
V ramci mé diplomové prace jsem pracoval na projektu, ktery poprvé ovéfil hypotézu

pouzit AzaPc jako senzory citlivé ke kationtim kovu. Na zakladé vyse uvedenych poznatkd o vlivu

(o

36) s akceptorovou casti tvofenou 1N o~7

struktury AzaPc na ucinnost ICT byla

navrzena modelovd molekula (Obr.

zineCnatym AzaPc nesoucim Sest

¢ .
objemnych  terc-butylsulfanylovych X \& \é/ 20_~_~ 1bzn
skupin  pro zamezeni nezadouci _
agregace a zajisténi lepsi ucinnosti ICT. 5@ Q\ \>< 7<
Do molekuly byl zaveden pouze jeden \8\ }{©
s

donor pro ICT v podobé tercidrniho
i kupi - ¥ o , o
aminuze  skupmy  aza-crownd Obr. 36 Struktury pfipravenych AzaPc senzor(
(konkrétné  1-aza-15-crown-5) se zapojenych do projektu, latka s nejlepsSimi
senzorickymi vlastnostmi oznazena 1bZn (pfevzato

schopnosti koordinace Na*, K* iont(. &l
a upraveno).

Tercidrni amin aza-crownu byl pfimo
spojen s AzaPc kvali zamérnému sniZeni jeho bazicity a tim zabranéni nezadouci protonizaci

v kyselém pH, kterd je zdrojem fale$né pozitivnich vysledk u komerénich senzor.!> >

V tomto projektu byla tedy pfipravena série nesymetrickych AzaPc s 1-aza-15-crown-5
rozpoznavaci ¢asti (Obr. 36). Citlivost AzaPc senzorl byla studovana mérenim absorpce a

fluorescence béhem postupnych

a) 12-

titraci solemi kationtd kov( (Na*, 104

K*, Li*, Ca%, Ba%**, Pb?*, Hg?*, Co?) 81

. - 6

ve formé thiokyanatd. Dle s

ocCekavani AzaPc ve stavu ON po 2

14

ve 127 0- .
pfidani Na* nebo K* dosahovaly Na® K Ca®* L' NHS' Ba®* Pb?* Hg?* Co* MeOH 1c 3
b)

vysokych  hodnot kvantovych
vytézku fluorescence (@ = 0,12-

0,21) ve srovnani s @ AzaPc

pouze s terc-butylsulfanylovymi THF Na* K* Ca? Li* NH,* Ba® Pb® Hg® Co® MeOH

skupinami  (stdle vON stavu), Obr. 37 a) Narust fluorescence (uveden jako zesilujici faktor

ktery byl méfen jako kontrolni fluorescence, FEF) AzaPc 1bZn po pfidani analytu véetné

latka (@ =0,35). AzaPc 1bZn mél negativnich kontrol; b) fotografie roztok(l 1bZn po p¥idani

nejlepsi senzorické vlastnosti, kdy urtitého kationtu kovu (fex = 366 nm).®!
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vazal preferencné K* (narlst fluorescence 11,5x) a Na* (10,5x), ¢astecné byl ale citlivy i na ostatni

kationty (Li*, NHs*, Ba®') (Obr. 37). Studium stechiometrie komplexace AzaPc/analyt bylo

provedeno Jobovou metodou kontinudlnich variaci (tzv. ,Job’s plot“) a prokazalo, Ze Na* ionty

se vaii v poméru Na*/AzaPc 1:1, zatimco K* ionty se vazaly v poméru K*/AzaPc 1:2. Dlvodem

byla pravdépodobné pfilis mala
velikost kavity aza-crownu, ktery
v tomto ptipadé pouze ,0bjimad“ K*
jako korunka (Obr. 38). Sloucenina
1bZn byla dale inkorporovana do
kfemicitych NP a jeji senzorické
vlastnosti byly potvrzeny spolu

s necitlivosti k pH prostredi také ve

vodném prostredi.

Tento pilotni  projekt®!
potvrdil, Ze AzaPc jako fluorofory
nabizi mnoho vyhodnych vlastnosti
jako je silnd absorpce a emise
v Cervené oblasti spektra (nad 650
nm, € ~ 150 000 M?' cm?),
necitlivost k pH prostfedi a dobry
pomér @ mezi OFF/ON stavem a
tak stat

mohou se slibnymi

fluorescenénimi  senzory  pro
kationty kovd. Avsak pro budouci
aplikace je nutné prozkoumat
rozpoznavaci cast detailnéji, aby
selektivita a

byla zlepsena

senzitivita senzoru.
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Obr. 38 Vysledky titraci AzaPc 1bZn Na* (a, c, e) a K* ionty
(b, d, f). a) a b) absorpéni spektra; c) a d) fluorescencni
spektra; e) a f) Jobova metoda kontinualnich variaci; g)

schéma predpoklddané stechiometrie vazby AzaPc 1bZn

s Na* a K* (pFevzato a upraveno).®
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4.11 AzaPc jako pH senzory

Nase skupina se vedle vyvoje novych senzor( pro rozpoznavani kationtl kovl vénovala
také navrhu a studiu novych pH-senzoru zaloZenych na strukture AzaPc. Pfepindni senzorl mezi
OFF/ON stavy je zajisténo na zakladé blokovani ICT protonizaci donorové ¢asti senzoru vliivem
hodnoty pH prostfedi. Tento zakladni princip byl nasi vyzkumnou skupinou vice rozvinut a byly
pfipraveny pH-sentivni AzaPc pro méfeni kyselého!*?!! j zasaditého pH.3? Zcela unikatni princip
prepinani OFF-ON-OFF vyuzivajici neddvno popsané AzaPc pH-senzory navriené pro pouziti pfi

méfeni Uzké oblasti pH.[2"

4.11.1 AzaPc pro méreni v kyselé oblasti pH

Snaha pfipravit AzaPc pH senzory citlivé v oblasti kyselého pH byla motivovana praci,*3”!
ve které se dosahovalo vyssi selektivity PDT volbou pH senzitivnich latek. Tento fakt byl zalozen
na tom, Ze v oblasti nadorové tkané je pH kyselejsi (6,8) nez v oblasti zdravé tkané (7,4). A pravé
pomoci pH senzord bychom byli schopni vizualizovat oblast s nizsi hodnotou pH a odlisit tak
tkané nadorové od tkani zdravych. V ramci studie byla ptipravena série nesymetrickych AzaPc
s jednim donorovym centrem tvorenym rizné substituovanym anilinem (Obr. 39) tak, aby bylo
dosaZeno rlizné bazicity rozpoznavaciho centra. Pro posouzeni ucinnosti blokovani ICT byly
taktéz pripraveny latky kontrolni (stale v ON stavu) substituovené terc-butylsulfanylovymi nebo

fenylovymi substituenty (Obr. 39).

Citlivost ke kyselému pH byla poté ovéfena postupnymi pfidavky H,SO4 v prostieni DMF.
Dle ocekavani byla pozorovdna odpovéd senzori na snizeni pH formou silné emise v oblasti 663
— 675 nm se signifikantnim naristem fluorescence, ktery dosahoval hodnot o dva rady vyssi nez
intenzita fluorescence pro latku ve stavu OFF a zaroven byl srovnatelny s intenzitou fluorescence
u latek kontrolnich (stdle ON stav). Studované AzaPc vykazaly cca 20-ti nasobné narlsty

fluorescence.

Pro biologickou aplikaci je dilezité, aby latky byly rozpustné a mély zachované
senzorické funkce také ve vodném prostredi. Proto byly senzory ukotveny do lipozom( na bazi
dioleoylfosfatidylcholin (DOPC) a citlivost na pH byla ovéfena zménou pH pufru s prakticky
stejnym vysledkem jako v prostfedi organického rozpoustédla. Timto, bylo potvrzeno, Ze
pfipravené latky se mohou stat diky vhodnému pKa 2,2-4,2 slibnymi pH senzory pro oblasti

s kyselym pH a mohou nabidnout vyhodnou absorpci a emisi pfi vy3sich vinovych délkach.*2!
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Obr. 39 Struktury pfipravenych pH senzort a kontrolnich latek zapojenych do studie pH-

senzitivnich AzaPc pro kyselé prostiedi (pfevzato a upraveno).*?"

4.11.2 AzaPc pro méreni v zdsadité oblasti pH

V dalsim projektu byla studovana mozZnost pouzit rozpoznavaci skupinu fenol/fenolat
jako donor pro ICT v pH senzorech uréenych pro zasaditou oblast. V tomto konceptu je konverze
fluorescenéniho fenolového substituentu na nefluorescencni fenolat zplsobena deprotonizaci
OH skupin v zasaditém prostiedi. Pfi tomto jevu dochazi k vytvoreni silného donorového centra
v molekule senzoru, které je schopné Gcinné zhaset excitované stavy, a proto senzor po pfidavku

baze ztraci své fluorescencni vlastnosti (fenolat - OFF stav).

Byla studovana série AzaPc senzor( s jednim, dvéma, ¢tyfmi a osmi 3,5-di(terc-butyl)-4-
hydroxyfenylovymi skupinami (Obr. 40). A citlivost k zasaditému pH byla ovéfena postupnymi
pridavky baze TBAH v MeCN. V souladu s ocekavanim intenzita fluorescence klesala se zvysujici
se koncentraci TBAH (Obr. 41). Tento jev byl plné reverzibilni a po pfidavku kyseliny octové se

molekula senzoru opét vratila do své fluorescencni formy (fenol — ON stav).
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Vyjimku vsak tvofil senzor s osmi donorovymi centry, u kterého doslo po pridani TBAH a
nasledném okyseleni k nevratnym zménam, které se projevily plochymi roztahlymi absorpénimi
spektry a ztratou fluorescence. Stejné chovani 3,5-di(terc-butyl)-4-hydroxyfenylové skupiny bylo
pozorovdno a popsano Clarksonem a kolektivem.3¥ Vysvétlenim muze byt, Zze 3,5-di(terc-
butyl)-4-hydroxyfenylovad skupina podléhd oxidaci na chinon a/nebo zndmé transformaci

zahrnujici tvorbu endoperoxidl a/nebo kontrakci aromatického kruhu.!*32 1331

Proto AzaPc senzory pouze jen s jednou, dvéma a ¢tyfmi donorovymi centry byly vioZzeny
do lipofilnich ¢astic v mikroemulzich a citlivost k zdsaditému pH byla ovéfena i ve vodném
prostfedi. Diky tomu bylo také mozné stanovit hodnotu jejich pKa, které se pohybovalo okolo
12,5. Timto projektem bylo potvrzeno, Ze AzaPc s jednim, dvéma nebo ¢tyfmi donory tvofenymi
fenolovymi jednotkami se mohou stat také senzory pro méreni v zdsadité oblasti pH a po

pfipravé lipofilnich &astic je také umoznéno jejich vyuZiti v biologickém prostredi.?

tBu OH

O

X

X

tBu tBu
tBu tBu
HO OH
N=
\ rG

xgm

X

M = kation kovu nebo 2H

Obr. 40 Pfipravené struktury AzaPc senzort pro zasaditou oblast pH (pfevzato a upraveno).l*?
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Obr. 41 Zavislost kvantovych vytézkd fluorescence na pH pufrl. Latka s jednou fenolickou

skupinou (), dvéma fenolickymi skupinami (A), ¢tyfmi fenolickymi skupinami (°), kontrolni

latka pouze s terc-butylsulfanylovymi skupinami (A ).53?

4.11.3 AzaPc operujici v uzkém oblasti pH prostredi OFF-ON-OFF senzory

U bezkovovych AzaPc senzor( navrienych pro méfeni zasaditého pH byla pozorovana

velmi nizka intenzita fluorescence, kterd stoupla po pridani malého mnozstvi baze TBAH vlivem

protonizace centralnich NH skupin AzaPc
makrocyklu. Tento efekt vedl kvyvoji nového
konceptu OFF-ON-OFF pH senzorli pro uzké

rozmezi pH.

Jako prvni AzaPc senzor pro koncept OFF-
ON-OFF byla studovana struktura s jednou
fenolovou skupinou (Obr. 42). Pfidani malého
mnozstvi TBAH vedlo ke zméndm v absorpénim i
emisnim spektru (ON stav). V absorpénim spektru
se Q pas typicky rozstépeny pro bezkovové AzaPc
zménil na neroz$tépeny. Tato zména indikovala
deprotonizaci obou centralnich NH skupin.!33 134
Vemisnim spektru byl pak zaznamenan
signifikantni nardst fluorescence. Dalsi maly
pridavek baze nezplsobil Zadné spektralni zmény.

Avsak po vétSim pridavku baze doslo k poklesu
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Obr. 42 Koncept pfepinani OFF-ON-OFF
pH-senzitivnich AzaPc. Zmény v intenzité
fluorescence pro senzor s jednou
donorovou skupinou (koncentrace 1 uM,
Aexc = 600 nm, Aem = 669 NM) po pridavku
TBAH v MeCN.B2
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fluorescence vlivem deprotonizace periferni fenolové skupiny (OFF stav). Timto byla dokazana

moZnost pfepinani senzoru OFF-ON-OFF ptidavkem specifického mnoZstvi baze (Obr. 42).52

Koncept prepinani fluorescence senzor(i v konceptu OFF-ON-OFF (Obr. 43) byl rozvijen
v dalsim vyzkumném projektu nasi skupiny, kdy byla pfipravena série AzaPc s N,N-
dimethylamino skupinami spojenymi s makrocyklem rlznymi spojovacimi fetézci (délka, typ
spojovaciho atomu) uréena pro méreni v Uzké oblasti kyselého pH. V tomto projektu k prvnimu
zhaseni (OFF stavu) dochazi protonizaci azomethinovych mastk( molekuly AzaPc. Pro ndvrh
vsech senzor( bylo zvoleno stejné AzaPc jadro s koordinovanym zinecnatym kationtem, proto
k pfepnuti dochazelo u vSech senzorll pfi stejném pH (pKa = 1,3). Citlivost k pH Ize vSak ménit
volbou donoru s rlznou bazicitou (pKa = 2,29-4,76), ktera je zodpovédna za prepnuti senzoru
do ON stavu. Mimo studia citlivosti k pH postupnymi ptidavky TBAH v tetrahydrofuranu (THF)
byly pro potvrzeni moZné biologické aplikace byly ze senzor( ptipraveny lipozomy a jejich funkce
byla testovana ve vodném prostredi, kde byla pozorovana citlivost v oblasti pH = 1,0-2,5 s az 20-

ti ndsobnymi nar(sty fluorescence v ON stavech.!?”

Obr. 43 Navrhovany princip pfepinédni senzord OFF-ON-OFF.[2%
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5. METODICKA CAST

5.1 Priprava Pc a AzaPc

Pti pfipravé Pc/AzaPc je tfeba vidy v prvnim kroku pfipravit prekurzor, ze kterého
nasledné cyklizacni reakci vznikd prislusSny makrocykl. Pc a AzaPc jsou pfipravovdny stejnymi
cyklizacnimi reakcemi, lisi se pouze pfrislusné vychozi latky. V pfipadé Pc se vétSinou vychazi ze
substituovanych ftalonitril(i, naproti tomu u AzaPc je benzenové jadro nahrazeno za isosterni
pyrazin, prekurzorem je tedy substituovany pyrazin-2,3-dikarbonitril. Postupy pfipravy
zminénych prekurzorl pro Pc a AzaPc jsou rozdilné, coz je dano rozdilnou reaktivitou benzenu a

pyrazinu.

R = alkyl nebo aryl

X X = kyslik, dusik nebo sira

1.
A R
NC B NC NC XR
i, nebo :©/ M = kation kovu nebo 2H
NC NC

baze NC

A=NOy B =H
A=H;B=NO,

NCj@[Z RXH NC]@[XR R
_—  »
R
NC z baze NC XR \ R
=N~
— /
Z = Cl nebo Br N\ /N
N M_ N
\ N
N
2 OR R
OH 0=8S=0 R f R
talocyanin
NC NC R y R
NC NC
OH CHj

OR
OR
3 OR
N
) T

CN

Obr. 44 Obecné postupy pfipravy prekurzord pro Pc: 1. nukleofilni substituci; 2. alkylaci

fenolickych hydroxylQ; 3. Diels-Alderovou reakci.
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5.1.1 Priprava prekurzort pro Pc a AzaPc

Pti pripravé prekurzor( pro Pc se vychazi z komercéné dostupnych vychozich slouéenin:
3-nitroftalonitrilu, 4-nitroftalonitrilu nebo 4,5-dichlorftalonitrilu. Nukleofilni substituci jsou poté
pfipraveny alkyloxy-, aryloxy-, alkylsulfanyl- nebo arylsulfanyl- substituované ftalonitrilové
prekurzory.3! Alkyloxy- a aryloxy- derivaty mohou byt ziskany také Diels-Alderovou reakci nebo
alkylaci fenolickych hydroxylovych skupin (Obr. 44).113> 1361 Ke couplingovym reakcim je

pfistoupeno pfi pfipravé Pc prekurzort se substituenty vazanymi C-C vazbou.!**”!

Pfiprava AzaPc prekurzord vychazi z nukleofilni substituce 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu s pfislusnym N, O nebo S-nukleofilem za vzniku pozadovanych 5,6-
disubstituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilG (Obr. 45).[3% 139 Tyto reakce probihaji pomérné
snadno diky zdpornému indukénimu efektu dusiku pyrazinového kruhu a zdpornému
mezomernimu efektu nitrild v polohach 2 a 3, které sniZuji elektronovou hustotu na
pyrazinovych uhlicich 5 a 6. Uhliky v téchto polohach jsou pak snadno napadany nukleofily. Takto
vznikaji prekurzory s perifernim substituentem vazanym pres heteroatom (N, O, S). P¥i
ekvimolarnim poméru vychozich latek a chlazeni reakéni smési lze pfipravit také mono-
substituované slouceniny, které pak mohou dale v druhém kroku reagovat nukleofilni substituci

s jinym nukleofilem za vzniku nesymetrického prekurzoru.!*4

Prekurzory se substituenty spojené C-C vazbou se pfipravuji odliSné, a to kondenzaci 2,3-
diaminomaleonitrilu s vhodnou vicindlni dikarbonylovou slouéeninou v kyselém reakénim

prostfedi.l® 141

I I _ RXH NC._N_XR' R12 R12
e Ru <

1,2
baze NC N XR R
chlazeni

R'XH

S N ) 12N@¢

NC NH, 0. _R! 1 2

R"
I 4 I H* I I — azaftalocyanln
07 "R?

NC NH,
M = kation kovu nebo 2H

R', R? = alkyl nebo aryl X = kyslik, dusik nebo sira

Obr. 45 Obecné postupy pripravy prekurzord pro AzaPc.
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5.1.2  Priprava Pc a AzaPc makrocyklu — cyklizacni reakce

Priprava heterocyklickych Pc analogl byla poprvé popsana Linsteadem a jeho
spolupracovniky vroce 1937.%42 Benzenové kruhy téchto slouéenin byly substituovény
hetrerocykly jako je thiofen, thionaftalen, pyridin nebo pyrazin. Priprava AzaPc analogl byla

popsana az mnohem pozdéji v 60. letech 20. stoleti Galpenem a Luk’yanetsem.**!

Pro cykliza¢ni reakci poskytujici Pc/AzaPc lze pouzit dvé zakladni metody — metodu
postupné vystavby makrocyklu po inicializaci reakce alkoholdtem alkalického kovu, kovu
alkalickych zemin nebo pomoci silné baze (napf. 1,8-diazabicyklo[5,4,0]lundec-7-en nebo 1,5-
diazabicyklo[4,3,0]non-5-en),!**! tzv. metoda dle Linsteada, nebo metodu templdtového efektu
kovu, kdy je prekurzor zahfivan ve vysokovroucim rozpoustédle (DMF, pyridin, chinolin) se soli
urcitého kovu (Obr. 46). V tomto pripadé kationt kovu slouZi jako matrice, ktera k sobé vaze Ctyfi
prekurzory dostatec¢né blizko, aby doslo ke vzajemnému spojeni prekurzor ve finalni Pc/AzaPc
komplex.™ V obou pFipadech dochdzi k chelataci kovového iontu pouZitého k tvorbé
alkoholatu nebo jako matrice do centra makrocyklu. Pro pfipravu dle Linsteadovy metody je v
nasi skupiné rutinné pouzivan butanolat horecnaty, a proto je v centru makrocyklu po cyklizaéni
reakci vazan horecnaty kationt. Ten pak Ize velmi snadno z centra molekuly odstranit v kyselém
prostfedi (kyselina p-toluensulfonova) a do centra chelatovat poZadovany kationt kovu (napf.

Zn?'), reakci s pfislusnou soli.

Templatova metoda

prekurzor
1

N R = libovolny substituent

R R M = kation kovu (Zn2*,Mg?*)

Obr. 46 Zakladni pristupy v pfipravé AzaPc komplext: Templdtovd metoda a metoda dle

Linsteada.
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Pokud je pfi cyklizaci pouZit jen jeden prekurzor jako vychozi latka, vznika symetricky
Pc/AzaPc. KdyzZ pouzijeme v reakci dva rozdilné prekurzory (A a B), vznikne po cyklizaci statisticka
smés Sesti rlznych Pc/AzaPc (tzv. kongener(l) s rizné nakombinovanymi jednotkami A a B
(AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB, BBBB) (Obr. 47). Touto reakci zvanou statisticka kondenzace
se pripravuji nesymetrické Pc/AzaPc. Tato metoda pfipravy je neselektivni a vytézky reakce jsou
obecné nizké, avSak podil poZadovaného nesymetrického kongeneru Ize zvysit volbou vhodného
poméru prekurzord A a B (obvykle 1:3, pfi pozadované piipravé kongeneru ABBB),!”
pozadovany nesymetricky kongener (obvykle ABBB) je poté izolovan a ciStén pomoci

chromatografickych metod.

Dalsi mozZnosti pripravy nesymetrického Pc/AzaPc muZe byt pouZiti jednoho
nesymetrického prekurzoru v cyklizaéni reakci, kdy vznika smés polohovych izomer( s rGznymi

typy symetrie (Obr. 48).1*")

Obr. 47 Obecné schéma vzniku smési Sesti riznych kongener pfti ptipravé nesymetrického

Pc/AzaPc komplexu metodou statistické kondenzace (prekurzor( A a B).

M = kation kovu nebo 2H R = substituent

Obr. 48 Polohové izomery Pc po cyklizaci nesymetrického prekurzoru a oznacenim typu

izomerie.
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5.2 Metody pro studium fotofyzikalnich vlastnosti Pc a AzaPc

5.2.1 Kvantovy vytéZek fluorescence (fluorescence quantum yield, ®r)

Pro méfeni kvantového vytézku fluorescence @: je pouzivdna srovndvaci metoda
s nesubstituovanym zinec¢natym ftalocyaninem (ZnPc) jako referencni latkou (@ = 0,32
v THF).1'1 Vzorek i referenéni latka jsou excitovany pfi stejné vinové délce. Pro vypocet @ je
pak pouzita rovnice (2),”? kde F je integrovana plocha pod emisnim spektrem, A je absorbance
pfi excitacni vinové délce, n je index lomu rozpoustédla. Index R nalezi referencni [atce a index

S se tyka méreného vzorku.

2

o5 = of (&) (220 ) (3) @

5.2.2 Vazebnd konstanta

Pro stanoveni vazebné konstanty je nejprve zméreno absorpcéni a emisni spektrum (Aexe
v isosbestickém bodé) roztoku AzaPc v THF nebo MeCN (Cazapc = 1 uM). Poté je pridano
definované mnozstvi zdsobniho roztoku soli analytu rozpusténého v MeOH. Absorpcni a emisni
spektra jsou mérena po kazdém pridavku a pro kazdy bod pak je stanoven kvantovy vytézek
fluorescence. Kvantové vytézky fluorescence @& jsou pocitany dle rovnice (2), jak bylo popsano
vyse, a vyneseny jako zavislost na koncentraci analytu. Asociacni konstanta (Ka) nebo Kp jsou
pocitany nelinearni regresi za pomoci programu Prism 5 software for Windows (GraphPad
Software, inc.). Ka je hodnota, ktera vyjadfuje schopnost tvorby komplexu senzor/analyt naproti
tomu Kp vyjadfuje silu nutnou k rozpadu komplexu senzor/analyt a je z ni tedy mozné usuzovat,

jak pevné k sobé vazan senzor s analytem. Pro konstanty Ka a Kp plati vzajemny vztah Kp= 1/Ka.

5.2.3  Zesilujici faktor fluorescence (fluorescence enhancement factor, FEF)
FEF je pomér kvantového vytézku fluorescence senzoru pfi kompletni saturaci kavity
rozpoznavaci Casti senzoru analytem (@kwm+) (okamiZik, kdy titracni kfivka dosahuje stavu

»plateau”) a jeho volné formy pred pfidavkem analytu ( @kree)). FEF Ize tedy spoditat dle rovnice

(3).

_ dp(Mt)
FEF = orFree) (3)
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5.2.4 Jobova metoda kontinudlnich variaci

Jobovou metodou kontinudlnich variaci je moiné objasnit stechiometrii vazby
senzor/analyt. Pro mozné vyhodnoceni experimentu je nutné, aby senzor byl citlivy ke
studovanému analytu. BEhem méfeni musi byt zachovdna konstantni celkova koncentrace
senzoru a analytu. Vzorky je nutné excitovat v oblasti isosbestického bodu absorpéniho spektra,
a pak zméfit emisni spektrum pred pridavkem analytu (Fo) a po pridavku analytu (Fanayt). FindIni
stechiometrie komplexu senzor/analyt je nasledné stanovena ze zavislosti Fanayt-Fo na [analyt] /

([analyt] + [senzor]), jako bod zlomu pfFislusné kfivky.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

VSechna organickd rozpoustédla byla v analytické kvalité. Bezvody butanol byl susen
hofcikem zahtivanim pod zpétnym chladicem pfi teploté varu rozpoustédla a byl oddestilovan v
Cas potfeby. VSechny chemikdlie pro pfipravy sloucenin byly zakoupeny u zavedenych

dodavatelU (Sigma-Aldrich, Acros, Merck, VWR a TCI Europe) a byly pouZzity, jak byly dodany.

Silikagel s indikatorem vlhkosti a podloZni sklicka pro mikroskopii byly objednany u firmy
Carl Roth. Ethylceluléza s 49 % obsahem ethoxylu byla objedndna u Sigma-Aldrich. Hydrofilni
termoplastické elastomery HydroThane™ 5, HydroThane™ 15, HydroThane™ 25 byly ziskany od
firmy AdvanSource Biomaterials. Ultra jemny oxid titani¢ity P170 byl objednan u firmy Kemira.
Dusik, 5 % oxid uhlicity v dusiku a oxid uhli¢ity (vSechny plyny v Cistoté 99,999%) byly dodany od
Air Liquide, Rakousko. Vsechny silikonové komponenty pro pripravu CO; senzorG: vinylem-
ukonceny polydimethylsiloxan (viskozita 1000 cSt.), (25-35 % methylhydrosiloxan)-
dimethylsiloxan kopolymer (viskozita 25-35 cSt.), 1,3,5,7-tetravinyl-1,3,5,7-
tetramethylcyklotetrasiloxan a katalyzator 1,3-divinyl-1,1,3,3-tetramethyldisiloxanovy komplex
platiny byly obdrzeny od firmy ABCR, Némecko. Podpurna félie z PETE Melinex 505 byla ziskana
u firmy Putz, Némecko. Aplikatory pro nozové pokryti félie filmem s tloustkou 75 um byly

vyrobeny firmou BYK Gardner, Némecko.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) byla provadéna na deskach Silica gel 60 Fass
(Merck, Darmstadt, Némecko). Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) byl pouZit pro preparativni
sloupcovou chromatografii. Teploty tani (t.t.) byly méfeny na pfistroji Electrothermal 1A9200
Series Digital Melting Point apparatus (Electrothermal Engineering Ltd., Southend-on-Sea, Essex,
Velkd Britdnie). *H and *C NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Mercury Vx BB 300 nebo
VNMR S500 na Katedfie organické a bioorganické chemie. Zapsané chemické posuny jsou
vztazeny relativné k vnitfnimu standardu Si(CHs)s. IC byla méfena v peletdch KBr piistrojem
Nicolet 6700 v ATR mddu na Katedre organické a bioorganické chemie. UV/Vis spektra byla
zaznamenana pristrojem Shimadzu UV-2600 spectrophotometer. Fluorescencni spektra byla
namérena pristrojem AMINCO Bowman Series 2 luminescence spectrometer na Katedre
biofyziky a fyzikalni chemie nebo FS5 fluorescence spectrophotometer (Edinburgh Instruments
Ltd, Velka Britanie). Elementarni analyza byla provedena pomoci Automatic Microanalyser
EA1110CE (Fisons Instruments S.p.A., Milano, Italie) nebo Vario Micro Cube Elemental Analyzer
(Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Némecko). APCI (atmospheric pressure chemical

ionization) hmotnostni spektra byla ziskdna pomoci pfistroje Agilent 500 lon Trap LC/MS (Agilent
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Technologies, Santa Clara, California, USA) pfimym nastrikem vzorku rozpusténého v MeOH na
detektor. HR MS spektra byla méfena pomoci UHPLC system Acquity UPLC I-class (Waters,
Millford, USA), spektra byla mérena ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s vysokym
rozliSenim (HR MS) Synapt G2Si (Waters, Manchester, Velka Britdnie) zalozeném na Q-TOF.
Chromatografie pro toto HR MS méreni byla provedena na Acquity UPLC BEH300 C4 (2,1 x 50
mm; 1,7 um) a uZivala kolonu s isokratickou eluci s MeCN a 10 mmol ammonium-formiatovy
pufr pH = 3 (90:10) pfi pratoku 0,4 ml/min. lonizacni metoda elektrosprej pracujici v pozitivhim
modu. ESI spektra byla zaznamenana v rozmezi 200-2000 m/z s vyuZitim glu-fibrinopeptidu B
jako referencni latky a jodidu sodného pro kalibraci. MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight) hmotnostni spektra byla mérena v pozitivnim reflektronovém maodu na
pfistroji 4800 MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (AB Sciex, Framingham, MA, USA)
vyuZivajicim jako matrici trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methyl-2-propenyliden]malononitril.
Pfistroj byl kalibrovan za poutziti externiho pétibodového kalibracniho standardu Peptide

Calibration Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie).

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril pouzity jako vychozi latka pfi pfipravé vétSiny
prekurzord byl objedndn u TCl Europe. Vychozi latka 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehyd,?!
prekurzory P1b, P2b® a P4114¢1 3 AzaPc 1bZn a 1eZn'® byly pFipraveny piesné dle publikovaného
postupu v odborné literature. ZnPc vyuzivany jako referencni latka pfi fotofyzikdlnim studiu
pripravenych senzorl byl zakoupen u Sigma-Aldrich. Kfemicité NP 2bZn@NP, 3aZn@NP a
43aZn@NP byly pfipraveny z AzaPc senzorll 2bZn, 3aZn a 4aZn ve spoluparci s Dr. Langem a Dr.

Kirakcim z Ustavu anorganické chemie, Akademie véd CR.

pH-senzitivni AzaPc indikatory 5aZn, 5bZn, 5¢Zn®? zapojené do studie [P4] byly
pfipraveny spole&né s kontrolni latkou KLX'?”! dle publikovaného postupu. Silanizované &stice
egyptské modfi**”! a indikdtor diketo-pyrrolo-pyrrol (DPP)™® byly pfipraveny ve spolupraci s
Assoc. Prof. Sergejem Borisovem z ,Graz University of Technology” (Graz, Rakousko) dle

nedavno publikovanych postupd.
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6.1 Latky pfipravené v ramci projektu [P1]

Priprava prekurzorl
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Schéma 1 Ptiprava prekurzord: (i) bezvody K,COs, THF, -12 °C, 2 h; (ii) 1,8-
diazabicyklo[5,4,0]lundec-7-en (DBU), butanol, laboratorni teplota, 10 min — 1 h; (iii) terc-
butanolat draselny, bezvodé THF, Argon, 40 °C, 2,5 h; (iv) 10 % Pd/C saturované H,, CH;COOH,
MeOH, laboratorni teplota, 12 h; (v) NaOH 1M vodny roztok, butanol, -12 °C, 1 h; (vi) bezvody
K2COs, THF, laboratorni teplota, 1 h.

5-chlor-6-(1,4,7-trioxa-10-azacyklododekan-10-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P1a)

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (909 mg; 4,57 mmol) rozpustény v THF (60 ml) byl
zchlazen v lazni NaCl/led. K pfipravenému roztoku byl pomalu pfidédn ochlazeny roztok 1-aza-12-
crown-4 (801 mg; 4,57 mmol) v THF (15 ml) a smés byla michana 5 min. Poté byl do reakéni smési
pfisypan jemné rozemlety bezvody K,COs (842 mg; 6,09 mmol) v jednom pfidavku a vznikla
suspenze byla michana dalsi 2 h pfi laboratorni teploté. THF byl odparen, do barky byl pfidan
chloroform (50 ml) a jedna kapka kyseliny chlorovodikové. A produkt byl nasledné trikrat
vytfepan s nasycenym vodnym roztokem NaCl (3x50 ml). Organicka vrstva byla sbirdna a
presusena bezvodym Na,SO., zfiltrovana a odparena do sucha na vakuové rotacni odparce.

Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi diethyl ether/aceton 5:1 (R¢ = 0,55
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pro P1a). Surovy produkt byl nakonec rekrystalizovan z ethanolu, vznikly precipitat produktu byl

posbiran filtraci a vysuSen na vzduchu.

Vytézek: 1,44 g (94 %) #lutd pevna latka; t.t. 87,9-88,5 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls, 25
°C): 6 = 3,63-3,68 (m, 8 H, crown-H); 3,93 (t, /=5 Hz, 4 H, crown-H) a 4,08 ppm (t, /=5 Hz, 4 H,
crown-H); *C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): 6§ =52,1; 69,9; 70,5; 71,4; 112,8; 113,0; 118,0; 129,0;
135,5 a 152,0 ppm; IC (ATR): v = 2863, 2228 (CN), 1548, 1505, 1434, 1385, 1355, 1294, 1238,
1133, 1089, 1066, 1046 and 1019 cm™; HR MS (ESI*): po&itano pro Ci4H16CINsOs m/z = 338,1014
[M+H]*; nalezeno m/z = 338.1004 [M+H]".

5-chlor-6-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P1c)

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (600 mg; 3,02 mmol) rozpustény v THF (50 ml) byl
zchlazen v lazni NaCl/led. K pfipravenému roztoku byl pomalu pfidan ochlazeny roztok 1-aza-18-
crown-6 (790 mg; 3,00 mmol) rozpusténého v THF (15 ml) a smés byla michdna po dobu 5 min.
Poté byl do reakéni smési prisypan jemné rozemlety bezvody K,COs (542 mg; 3,92 mmol) v
jednom pridavku a vznikld suspenze byla michana dalsi 2 h pfi laboratorni teploté. THF byl
odparen, do banky byl pridan chloroform (50 ml) a jedna kapka kyseliny chlorovodikové. A
produkt byl tfikrat vytfepan s nasycenym vodnym roztokem NaCl (3x50 ml). Organicka vrstva
byla sbirdna a presusena bezvodym Na,SO., zfiltrovana a odparena do sucha na vakuové rotacni
odparce. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi diethyl ether/aceton 2:1

(Rf=0,28 pro P1c).

Vytézek: 1,02 g (79 %) svétle Zluty olej; 'H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): § = 3,61-3,67
(m, 16 H, crown-H); 3,82 (t, J/ = 6 Hz, 4 H, crown-H) a 4,10 ppm (t, J = 6 Hz, 4 H, crown-H); 13C
NMR (125 MHz, CDCl5, 25 °C): 6 = 51,9; 69,2; 70,52; 70,56; 70,65; 70,73; 112,9; 113,1; 117,9;
129,0; 135,6 a 152,0 ppm; IC (ATR): v = 2868, 2228 (CN), 1549, 1441, 1384, 1350, 1299, 1233,
1118, 1045, 987 a 944 cm™; HR MS (ESI*): poéitdno pro CigH24CINsOs m/z = 426,1539 [M+H]*;
nalezeno m/z = 426,1543 [M+H]".

5-butoxy-6-(1,4,7-trioxa-10-azacyklododekan-10-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P2a)

Vychozi latka Pla (900 mg; 2,66 mmol) byla rozpousténa v butanolu (110 ml) v
ultrazvukové lazni 10 min pfi laboratorni teploté. Pak bylo do roztoku prikapano DBU (446 mg;

2,93 mmol) a smés byla michana pfi laboratorni teploté dalsi 1 h. Ke smési byl pfrilit ethylacetat
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(70 ml) a kapka kyseliny chlorovodikové a produkt byl trikrat vytfepan s nasycenym vodnym
roztokem NaCl (3x50 ml). Organicka vrstva byla sbirana, vysusena bezvodym Na,SQO,, zfiltrovana
a odparena do sucha na vakuové rotacni odparce. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii
s mobilni fazi toluen/THF 10:1 (R¢f= 0,25 pro P2a). Po vymyti necistot byla mobilni faze urychlena
na toluen/THF 5:1 (R¢ = 0,67 pro P2a). Ci$tény produkt byl dale rekrystalizovan z ethanolu a

jemny precipitat produktu byl posbiran filtraci.

Vytézek: 939 mg (94 %) #lutd pevna latka, t.t. 89,7-90,6 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls, 25
°C): 6 = 0,98 (t, J = 7 Hz, 3 H, CH3); 1,45 (sext, J = 7 Hz, 2 H, CH,CH3); 1,77 (p, J = 7 Hz, 2 H,
CH>CH,CHs); 3,65 (s, 8 H, crown-H); 3,86 (t, /= 5 Hz, 4 H, crown-H); 3,99 (br s, 4 H, crown-H) a
4,36 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH,CHjs); **C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): § = 13,7; 19,3;
30,3; 52,1; 68,7; 70,3; 71,4; 114,2; 114,6; 116,4; 124,4; 146,8 a 149,5 ppm; IC (ATR): v = 2962,
2921, 2877, 2856, 2225 (CN), 1552, 1526, 1510, 1463, 1432, 1377,1334, 1289, 1272, 1248, 1180,
1154, 1130, 1095, 1065,1021,983 a 954 cm™; HR MS (ESI*): poéitdno pro CigHasNsO4 m/z =
376,1979 [M+H]*; nalezeno m/z = 376,1981 [M+H]*,

5-butoxy-6-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P2c)

Vychozi latka P1c (700 mg; 1,64 mmol) byla rozpousténa v butanolu (24 ml)
v ultrazvukové 1azni 5 min pfi laboratorni teploté. Pak bylo do roztoku pfikapano DBU (270 mg;
1,77 mmol) a smés byla michana pfi laboratorni teploté dalSich 10 min. K pfipravené smési byl
prilit ethylacetat (60 ml) a kapka kyseliny chlorovodikové a produkt byl tfikrat vytfepan s
nasycenym vodnym roztokem NaCl (3x50 ml). Organicka vrstva byla sbirdna, vysusena
bezvodym Na,SO., zfiltrovdna a odpafena do sucha na vakuové rotacni odparce. Produkt byl

precistén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi toluen/THF 3:1 (Rf = 0,16 pro P2c).

VytéZzek: 670 mg (88 %) bezbarvy olej; *H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): §=0,98 (t, /=7
Hz, 3H, CHs); 1,45 (sext, J = 7 Hz, 2H, CH,CHs); 1,77 (p, J = 7 Hz, 2 H, CH,CH,CH3); 3,64 (s, 8 H,
crown-H); 3,67 (s, 8 H, crown-H); 3,74 (t, J = 5 Hz, 4 H, crown-H); 4,02 (br s, 4 H, crown-H) a 4,36
ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH,CH3); 3C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): & = 13,7; 19,3; 30,4;
51,9; 68,7; 70,49; 70,53; 70,54; 70,79; 114,2; 114,6; 116,2; 124,6; 146,5 a 149,3 ppm:; IC (ATR):
v = 2870, 2226 (CN), 1553, 1525, 1512, 1427, 1350, 1289, 1223, 1119 a 948 cm™*; HR MS (ESI*):
pocitdno pro CyH33NsOs m/z = 464,2504 [M+H]*; nalezeno m/z = 464,2511 [M+H]*,
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5-butoxy-6-(1,4,7,10,13,16-hexaoxa-19-azacyklohenikosan-19-yl)pyrazin-2,3-dicarbonitril
(P2d)

Emulze NaOH 1M vodného roztoku (4,80 g; 4,62 mmol) v butanolu (10 ml) byla
prikapana ke smési 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (513 mg; 2,58 mmol) rozpusténého v
butanolu (120 ml), ktery byl zchlazen v lazni NaCl/led. Smés byla poté michana pfi laboratorni
teploté 1 h a pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (chloroform/toluene 6:7, R¢ = 0,60). Po
ukonceni reakce byl k reakéni smési pridan ethylacetat (100 ml) a smés byla trikrat vytfepana
svodou (3x80 ml). Organicka vrstva byla sbirdna, vysusena bezvodym Na,SO., zfiltrovana a
odparena do sucha na vakuové rotacni odparce. Surovy meziprodukt P3 (641 mg) byl rozpustén
v THF (20 ml) a roztok byl pomalu pfiddn k suspenzi K;CO; (257 mg; 1,86 mmol) a 1-aza-21-
crown-7 (520 mg; 1,69 mmol) rozpusténého v THF (25 ml). Reakéni smés byla pak michdna pfi
laboratorni teploté dalsi hodinu. Reakce byla opét monitorovdna pomoci TLC
(ethylacetat/MeOH 5:1, Rs = 0,65 pro P2d). Po ukondeni reakce bylo THF odpafeno na vakuové
rotacni odparce. Poté byl do barky ptidan chloroform (50 ml) a kapka kyseliny chlorovodikové a
produkt byl tfikrat vytfepan s vodou (3x50 ml). Po oddéleni vodné a organické faze byla sbirana
organicka vrstva, ktera byla ndsledné vysusena bezvodym Na,SO., zfiltrovdna a odparena do
sucha za snizeného tlaku. Produkt byl ciStén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi

diethylether/aceton 2:1 (R = 0,40 pro P2d).

VytéZek: 309 mg (24 %) svétle oranzovy olej; *H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 0,97
(t, J=7 Hz, 3 H, CHs); 1,44 (sext, J = 7 Hz, 2 H, CH.CH3); 1,76 (p, J = 7 Hz, 2 H, CH,CH,CHj3); 3,58-
3,69 (m, 20 H, crown-H); 3,72 (t, /=5 Hz, 4 H, crown-H); 4,02 (brs, 4 H, crown-H) a 4,36 (t,/J=7
Hz, 2 H, OCH,CH,CH,CHs); *C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 13,7; 19,3; 30,4; 51,9; 68,7;
70,49; 70,54; 70,60; 70,74; 70,95; 114,3; 114,6; 116,0; 124,6; 146,4 a 149,2 ppm; IC (ATR): v =
2944, 2869, 2225 (CN), 1555, 1513, 1427, 1350, 1289, 1253, 1222, 1118, 994 a 943 cm}; HR MS
(ESI*): pocitano pro CasH37NsO; m/z = 508,2766 [M+H]*; nalezeno m/z = 508,2770 [M+H]"*.

1-benzyl-1-aza-21-crown-7

Syntéza byla provedena podle publikovaného postupu uvedeného v literatufel*! se
zménami, které jsou popsany nize. 2,2'-(benzylazandiyl)bis(ethan-1-ol) (759 mg; 3,89 mmol) byl
rozpustén v bezvodém THF (40 ml) ve dvojhrdlé barce pod ochrannou atmosférou (argon).
K reakéni smési byl poté injekci pomalu pridan roztok 1M terc-butanolatu draselného (8,03 g;
71,56 mmol) rozpusténého v bezvodém THF. Pentaethylenglykol-di(p-toluensulfonat) (2,12 g;

3,89 mmol) byl rozpustén v bezvodém THF (20 ml) a pfidan po kapkach k reakéni smési. Smés
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byla michana 2,5 h pfi 40 °C. Okamzité zreagovani vychozich latek bylo indikovano pomoci TLC
(ethylacetat/MeOH 5:1, R¢ = 0,29 pro 1-benzyl-1-aza-21-crown-7). Po ukonéeni reakce bylo THF
odpafeno za snizeného tlaku. Produkt byl nasledné rozpustén v ethylacetdtu (50 ml) a
extrahovan 5 % kyselinou chlorovodikovou (v/v) (3x50 ml). Vodna vrstva byla sbirdna a
zneutralizovana NaOH 1M vodnym roztokem a produkt byl tfikrat extrahovdn ethylacetatem
(3x80 ml). Tentokrat byla sbirdna organicka vrstva obsahujici produkt, a poté byl ethylacetat
odparen na vaukové rotacni odparce. Surovy produkt byl Cistén sloupcovou chromatografii
s mobilni fazi ethylacetat/MeOH/triethylamin 15:1:0,1. Po vymyti necistot byla mobilni faze
urychlena na ethylacetat/MeOH/triethylamin 15:3:1.

VytéZek: 792 mg (51 %) bezbarvy olej. 'H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 2,74-2,93 (m,
4H, CH,); 3,59-3,72 (m, 26 H, CH,) a 7,22-7,41 ppm (m, 5 H, Bn-H); MS (APCI): m/z =398,7 [M+H]*.

Ostatni analytickd data korespondovala s daty publikovanymi v literatufe.[**”!

1-aza-21-crown-7

Odstranéni chranici benzylové skupiny bylo provedeno dle v literature publikovaného
postupu**® se zmé&nami, které jsou uvedeny nize. Smés 10 % Pd/C (40 mg) v MeOH (3 ml) byla
saturovana vodikem za stdlého michani pfi laboratorni teploté po dobu 1 h. 1-benzyl-1-aza-21-
crown-7 (792 mg; 1,99 mmol) byl rozpustén v roztoku 0,5 % kyseliny octové v MeOH (v/v) (20
ml) a nasledné pfidan po kapkach do reakéni smési. Reakéni smés pak byla michana a
probubldvdna vodikem dalSich 12 h. Prlbéh reakce byl monitorovdn pomoci TLC
(ethylacetat/MeOH 5:1, Rf = 0,16 pro 1-aza-21-crown-7). Po ukonéni reakce byl katalyzator
odstranén ze smési filtraci a tfikrat promyt na filtru MeOH (3x20 ml). Filtrat byl sbirdn a odparen
do sucha za snizeného tlaku a produkt byl pak rozpustén v ethylacetatu (30 ml) a extrahovan 5
% kyselinou chlorovodikovou (v/v) (3x20 ml). Vodna vrstva byla sbirana a zneutralizovana NaOH
1M vodnym roztokem a produkt byl nasledné trikrat extrahovan ethylacetdtem (3x50 ml).
Organicka vrstva obsahujici produkt byla sbirdna, vysusena bezvodym Na,SO,, zfiltrovana, a poté
byl ethylacetat odparen na vakuové rotacni odparce. Surovy produkt byl istén sloupcovou
chromatografii s mobilni fazi ethylacetat/MeOH/triethylamin 10:1:0,1. Po vymyti nedistot byla
mobilni faze urychlena na ethylacetat/MeOH/triethylamin 5:1:0,5. Produkt byl uchovavan

v lednici pod ochrannou atmosférou (argon).

Vytézek: 571 mg (93 %) bledé Zluty olej. *H NMR (300 MHz, CDCls, 25 °C): § =3,02 (t, J =
5 Hz, 4 H, CHy); 3,58-3,68 (m, 20 H, CH>); 3,71 (t,J = 5 Hz, 4 H, CH;) a 5,85 ppm (brs, 1 H, NH);
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13C NMR (75 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 48,3; 67,9; 70,41; 70,44 a 70,57 ppm. Ostatni analyticka data

odpovidala s daty publikovanymi v literatufe.*>"

Obecny postup pripravy bezkovovych AzaPc 1a2H, 1c2H a 1d2H

Hofcikové piliny (28 ekv.) s malym krystalem jédu byly suspendovany v Cerstvé
destilovaném bezvodém n-butanolu. Suspenze byla zahfivana pfi teploté varu rozpoustédla 3 h,
dokud se nevytvoril butanoladt hotecnaty. Poté byl pfislusny prekurzor P2a, P2c nebo P2d
(prekurzor A, 1 ekv.) a prekurzor P4 (prekurzor B, 3 ekv.) rozpustén kazdy zvlast v Cerstvé
destilovaném bezvodém n-butanolu, a kazdy rychle ptidan v jednom pfidavku do reakéni smési
(Schéma 2). Smés byla zahfivana pfi teploté varu rozpoustédla nékolik hodin (mnoZstvi
vychozich latek a reakéni ¢asy jsou uvedeny pro kazdou slouceninu nize). Roztok byl ochlazen a
butanol ¢astecné odparen za snizeného tlaku. K produktu byla pfilita smés voda/MeOH/kyselina
octova 10:5:1 (v/v) a reakéni smés byla michana dalSich 45 min pfi laboratorni teploté do
rozpusténi butanolatu hofecnatého v reakéni smési. Tmavé zelend pevna latka byla posbirana
filtraci a na filtru nékolikrat promyta vodou, pak byla vysusena na vzduchu. Produkt byl
rozpustén v THF a byla pfidana kyselina p-toluensulfonova (10 ekv.), roztok byl michan 2 h pfi
laboratorni teploté chranény pred prinikem svétla hlinikovou fdlii. Roztok byl poté zahustén
casteénym odparenim THF za sniZzeného tlaku a nafedén vodou. Vznikly precipitat byl shiran
filtraci a na filtru jesté nékolikrat dikladné promyt vodou. Nesymetricky AzaPc kongener (typ
ABBB) byl izolovan a ciStén nékolika opakovanymi chromatografickymi sloupci. Po vymyti
symetrického kongeneru (typ BBBB) byla mobilni faze urychlena na mobilni fazi s vyssim R¢
produktu. Mobilni faze a pocet opakovani sloupcovych chromatografii jsou uvedeny pro kazdou
slouceninu nize. Bezkovovy AzaPc 1a2H, 1c2H nebo 1d2H byl ,vyskraban” do MeOH (1a2H,
1c2H) nebo hexanu (1d2H), precipitat byl posbiran filtraci a na filtru promyt MeOH nebo

hexanem a poté dikladné vysusen za snizeného tlaku.

O n=1a

O n=2b

n=3 ¢

) 1 , L
OBu l) i 1a-dH
P2a-d liii)
1a-dZn

Schéma 2 Pfiprava cilovych AzaPc senzor(: (i) Mg(BuO),, butanol pfi teploté varu rozpoustédla;
(ii) kyselina p-toluensulfonova, THF, laboratorni teplota; (iii) Zn(CH3COO),, pyridin, teplota varu

rozpoustédla.
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Sloucenina 1a2H

Vychozi mnozstvi: Mg (1,09 g; 44,75 mmol), P2a (600 mg; 1,60 mmol), P4 (1,47 g; 4,80
mmol), ¢as reakce 6 h; kyselina p-toluensulfonovad (3,00 g; 15,77 mmol); mobilni faze:
toluen/THF 50:1, mobilni faze byla zménéna na toluen/THF 10:1 (Rf = 0,64) (Cisténo dvakrat);
vytéZek: 305 mg (15 %) tmavé zelend pevna latka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): &
=1,25-1,38 (m, 5H, OCH,CH,CH,CHs); 1,81-1,91 (m, 2 H, OCH,CH,CH,CH3); 2,16 (s, 18 H, CCH3);
2,22 (s, 18 H, CCHs); 2,25 (s, 18 H, CCHs); 3,75-3,90 (m, 8 H, crown-H); 4,33-4,42 (m, 4 H, crown-
H); 4,47-4,56 (m, 4 H, crown-H) a 5,15 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH,CHs); **C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 14,2; 19,8; 29,8; 30,7; 30,87; 30,95; 31,0; 51,19; 51,24; 51,28; 51,80;
51,85; 53,3; 68,0; 70,4; 71,4; 133,8; 139,5; 139,6; 144,0; 144,4; 144,8; 145,2; 149,0; 152,3;
157,19; 157,21; 157,9; 158,3; 159,95 a 160,05 ppm; IC (ATR): v = 3304, 2957, 2929, 2862, 1509,
1477, 1362, 1281, 1234, 1139, 1102, 1076 a 969 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 671 (85 710),
649 (79 960), 532 (35 020), 470 (43 370) a 364 nm (125 370 mol:dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€)
=671 (112 470), 648 (97 450), 619 sh, 593 sh, 521 sh, 476 (46 680) a 366 nm (127 690 mol
dm3cm™); HR MS (ESI*): poéitdno pro CeoHsiN1704Ss m/z = 1296,5060 [M+H]*; nalezeno m/z =
1296,5062 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1295,4 [M]*; 2590,7 [2M]*.

Sloucenina 1c2H

Vychozi mnozstvi: Mg (735 mg; 30,23 mmol), P2¢ (500 mg; 1,08 mmol), P4 (992 mg; 3,24
mmol), ¢as reakce 5 h; kyselina p-toluensulfonova (543 mg; 2,85 mmol); mobilni faze:
toluen/THF 30:1, mobilni faze byla zménéna na chloroform/THF 30:1 (Rf = 0,07) (Cisténo
dvakrat); vytéZek: 130 mg (9 %) tmaveé zelend pevna latka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds,
25 °C): 6 =-2,86 (br s, 2 H, NH); 1,32 (t, J = 7 Hz, 3 H, OCH,CH,CH,CHs); 1,82-1,97 (m, 4 H,
OCH,CH,CH,CHs); 2,17 (s, 18 H, CCH3); 2,23 (s, 18 H, CCHs); 2,26 (s, 18 H, CCH3); 3,83-3,93 (m, 16
H, crown-H); 4,27-4,35 (m, 4 H, crown-H); 4,50-4,60 (m, 4 H, crown-H) a 5,18 (t, /=7 Hz, 2 H,
OCH,CH,CH,CHs); 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): § = 14,3; 19,9; 30,7; 30,9; 31,0;
31,2; 51,23; 51,27, 51,84; 52,7; 68,1; 70,1; 71,0; 71,1; 133,8; 139,6; 140,5; 144,5; 144,7; 144,8;
145,1; 152,2; 157,16; 157,22; 157,9; 158,3; 160,0 a 160,10 ppm; IC (ATR): v = 2961, 2864, 1519,
1478, 1425, 1362, 1313, 1279, 1247, 1138, 1076, 1025 a 967 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 670
(54 810), 650 (52 910), 618 sh, 597 sh, 531 (20 830), 476 (27 220) a 362 nm (83 110 mol*dm3cm-
1); UV/Vis (THF): Amax (€) = 672 (74 010), 649 (67 060), 619 sh, 596 sh, 522 sh, 473 (28 980) a 365
nm (91 880 moltdm3cm™); HR MS (ESI*): poéitdno pro CesHsoN1706S6 m/z = 1384,5584 [M+H]*;

77



nalezeno m/z = 1384,5582 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1383,4 [M]*; 1406,4 [M+Na]*; 2766,8
[2M]*; 2789,8 [2M+Na]".

Sloucenina 1d2H

Vychozi mnozstvi: Mg (186 mg; 7,65 mmol), P2d (139 mg; 0,27 mmol), P4 (252 mg; 0,82
mmol), ¢as reakce 5 h; kyselina p-toluensulfonovd (432 mg; 2,27 mmol); mobilni faze:
chloroform/toluen/THF 5:10:1, mobilni faze byla zménéna na chloroform/THF 5:1 (R¢ = 0,37)
(Cisténo dvakrat); vytéZek: 39 mg (10 %) tmavé zelend pevnda latka; *H NMR (300 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = -2,54 (brs, 2 H, NH); 1,24-1,39 (m, 3 H, OCH,CH,CH,CHs); 1,80-1,93
(m, 4 H, OCH,CH2CHCHs); 2,16 (s, 9 H, CCHa); 2,18 (s, 9 H, CCHs); 2,23 (s, 18 H, CCHa); 2,25 (s, 18
H, CCHs); 3,76-3,95 (m, 20 H, crown-H); 4,22-4,38 (m, 4 H, crown-H); 4,42-4,63 (m, 4 H, crown-
H, prekryto signalem vody) a 5,18 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH,CH3); 3C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 14,3; 19,9; 30,65; 30,85; 30,93; 31,1; 51,2; 51,9; 52,7; 68,2; 70,74;
70,82; 70,99; 71,1; 71,3; 127,8; 133,8; 139,7; 140,7; 143,0; 143,4; 143,79; 143,81; 144,27,
144,31; 144,7; 144,8; 145,0; 145,3; 152,2; 157,3; 158,1; 158,5; 160,1 a 160,2 ppm; IC (ATR): v =
3306, 2957, 2868, 2580, 1726, 1639, 1513, 1477, 1362, 1280, 1248, 1139, 1077, 1028 a 969 cm’
L UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 672 (42 520), 649 (41 690), 622 sh, 591 sh, 539 sh, 470 (19 560) a
363 nm (58 690 moltdm3cmt); UV/Vis (THF): Amax (€) = 672 (54 720), 650 (48 300), 620 sh, 595
sh, 522 sh, 473 (22 720) a 366 nm (63 200 mol*dm3cm™); HR MS (ESI*): poéitdno pro
CesHa3N1707S¢ m/z = 1428,5846 [M+H]*; nalezeno m/z = 1428,5830 [M+H]*; MS (MALDI-TOF):
m/z = 1427,5 [M]*; 1450,5 [M+Na]*; 1466,5 [M+K]".

Obecny postup pripravy hofe¢natych AzaPc 1aMg, 1cMg a 1dMg

Bezkovovy AzaPc 1a2H, 1c2H nebo 1d2H (1 ekv.) byl rozpustén v pyridinu, a poté byl
k nému pridan bezvody octan hofecnaty (1 ekv.). Reakce (Schéma 2) byla zahfivana pfi teploté
varu rozpoustédla 1,5 h. Po ukonceni reakce byla smés zchlazena a nafedéna vodou. Vznikly
precipitat byl sbiran filtraci a nékolikrat promyt na filtru vodou a poté smési voda/MeOH 1:1
(v/v). Produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii (mobilni faze pro kazdou slouceninu jsou
uvedeny nize). Pro zajisténi vysoké Cistoty byl produkt jesté ,vyskraban“ do MeOH (1aMg,

1bMg) nebo hexanu (1dMg), posbiran filtraci a dikladné vysusen za snizeného tlaku.
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Slou¢enina 1aMg

Vychozi mnozstvi: 1a2H (40 mg; 0,031 mmol), Mg(CHsC0OO0); (4,4 mg; 0,031 mmol);
mobilni faze: toluen/THF 10:1 (R¢= 0,07), mobilni faze byla zménéna na toluen/THF 2:1; vytézek:
31 mg (76 %) zelend pevnd latka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): § = 1,24 (t, J =7
Hz, 3H, OCH,CH,CH,CHs); 1,71-1,88 (m, 4H, OCH,CH,CH-CHs); 2,20 (s, 9 H, CCHs); 2,21 (s, 9 H,
CCHs); 2,24 (s, 36 H, CCHs); 3,79-3,90 (m, 8 H, crown-H); 4,41-4,51 (m, 8 H, crown-H) a 5,13 ppm
(t, J = 6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CHs); 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 14,1; 19,8; 30,9;
31,0; 31,1; 51,2; 51,31; 51,33; 53,2; 67,7; 70,3; 71,6; 71,7; 78,0; 138,5; 144,5; 144,7; 144.8;
144,9; 145,0; 145,3; 148,7; 150,1; 150,3; 150,4; 151,0; 151,2; 152,2; 152,4; 157,3; 157,5; 157,8;
157,9; 158,4 a 158,8 ppm; IC (ATR): v = 2958, 2901, 1573, 1521, 1461, 1362, 1251, 1144, 1093 a
975 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 656 (196 720), 598 (35 470) a 375 nm (158 870 moltdm3cm-
1); UV/Vis (THF): Amax (€) = 655 (223 760), 596 (39 430), 462 sh a 382 nm (178 740 mol-*dm3cm-
1; HR MS (ESI*): poéitdno pro CeoH79MgN1704Ss m/z = 1318,4754 [M+H]*; nalezeno m/z =
1318,4740 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1317,4 [M]*; 1340,4 [M+Na]*; 1356,4 [M+K]".

Sloucenina 1cMg

Vychozi mnozstvi: 1c2H (13,4 mg; 0,0097 mmol), Mg(CH3COO0), (1,4 mg; 0,0097 mmol);
mobilni faze: chloroform/THF 6:1 (Rf = 0,03), mobilni faze byla zménéna na chloroform/THF 4:1
(R = 0,06); vytézek: 12,8 mg (94 %) zelend pevna latka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25
°C): 6 = 1,21-1,28 (m, 3 H, OCH,CH,CH>CHs); 1,72-1,90 (m, 4 H, OCH,CH,CH,CH3); 2,21 (s, 9 H,
CCHs); 2,22 (s, 9 H, CCHs); 2,24 (s, 36 H, CCH); 3,80-3,88 (m, 16 H, crown-H); 4,30-4,40 (m, 4 H,
crown-H); 4,50-4,59 (m, 4 H, crown-H) a 5,18 (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH»CH3s); *C NMR (75
MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 13,8; 19,4; 29,4; 30,4; 30,57; 30,65; 30,74; 50,8; 52,0; 67,4;
70,40; 70,43; 70,47; 70,60; 70,69; 138,0; 144,26, 144,30; 144,32; 144,44, 144,6; 144,8; 145,0;
149,86; 149,92; 149,94; 150,5; 150,8; 151,5; 151,8; 152,0; 156,9; 157,0; 157,4; 157,9 a 158,3
ppm; IC (ATR): v=2922, 2861, 1521, 1458, 1362, 1310, 1252, 1142, 1043, 974 a 848 cm™; UV/Vis
(MeCN): Amax (€) = 655 (171 920), 597 (31 170), 458 sh a 375 nm (138 660 mol*dm3cm); UV/Vis
(THF): Amax (€) = 655 (213 050), 597 (38 530), 462 sh a 382 nm (169 250 mol*dm3cm™); HR MS
(ESI*): poditdno pro CesHs7MgN1706S¢ m/z = 1406,5278 [M+H]*; nalezeno m/z = 1406,5271
[M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1405,4 [M]*; 1428,4 [M+Na]*; 1444,3 [M+K]*; 2810,7 [2M]*;
2833,7 [2M+Na]*; 2849,7 [2M+K]".
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Sloucenina 1dMg

Vychozi mnozstvi: 1d2H (9,4 mg; 0,007 mmol), Mg(CH;COO), (0,9 mg; 0,007 mmol);
mobilni faze: chloroform/THF 4:1 (R¢ = 0,07); vytéZek: 6,7 mg (70 %) zelena pevna latka; *H NMR
(300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 1,22-1,30 (m, 3 H, OCH,CH,CH,CHs); 1,71-1,90 (m, 4 H,
OCH,CH,CH,CHs); 2,21-2,29 (br s, 54 H, CCH3); 3,59-3,94 (m, 20 H, crown-H); 4,07-4,44 (m, 4 H,
crown-H, prekryto signalem vody); 4,52-4,67 (m, 4 H, crown-H) a 5,20 (t, / = 7 Hz, 2 H,
OCH>CH2CH,CHs); 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 14,2; 19,9; 29,9; 30,1; 30,9;
31,0; 31,1; 31,2; 51,25; 51,31; 52,5; 70,8; 70,9; 71,01; 71,05; 71,26; 71,37; 144,78; 144,82;
144,90; 145,0; 145,3; 151,8; 152,5; 156,8; 157,8; 158,3 a 158,8 ppm; IC (ATR): v = 2960, 2922,
1718, 1522, 1508, 1473, 1458, 1363, 1251, 1143, 1043, 974 a 848 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€)
= 657 (104 060), 602 (20 570) a 374 nm (95 960 mol*dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 656 (107
510), 599 (20 560) a 380 nm (100 180 moltdm3cm™™); HR MS (ESI*): poéitano pro CesHa1MgN1707S6
m/z = 1450,5535 [M+H]*; nalezeno m/z = 1450,5509 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1449,5
[M]*; 1472,5 [M+Nal*; 1488,4 [M+K]*.

Obecny postup pfFipravy zine€¢natych AzaPc 1aZn, 1c¢Zn a 1dZn

Bezkovovy AzaPc 1a2H, 1c2H nebo 1d2H (1 ekv.) byl rozpustén v pyridinu, pak byl do
reakéni smési pfidan bezvody octan zinecnaty (3 ekv.) a reakce (Schéma 2) byla zahfivana pfi
teploté varu rozpoustédla 1 h. Reakéni smés byla poté ochlazena a pyridin ¢astec¢né odparen za
snizeného tlaku. Ndsledné byla smés nafedéna vodou. Vznikly precipitdt byl sbiran filtraci a
nékolikrat promyt vodou. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (mobilni faze pro kazdou
slouceninu jsou uvedeny nize). Produkt byl findlné docistén ,vyskrabanim“ do MeOH (1aZn,
1bZn) nebo hexanu (1dZn), posbirdn filtraci a promyt MeOH nebo hexanem a dlkladné vysusen

za snizeného tlaku.

Sloucenina 1aZn

Vychozi mnoiZstvi: 1a2H (127 mg; 0,098 mmol), bezvody Zn(CHsCOO), (54 mg; 0,294
mmol); mobilni faze: toluen/THF 10:1 (R¢ = 0,14); vytéZek: 107 mg (80 %) zelend pevna latka; *H
NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 1,25 (t, J = 7 Hz, 3H, OCH,CH,CH>CH3); 1,73-1,90 (m,
4 H, OCH,CH,CH,CH3); 2,23 (s, 9 H, CCHs); 2,25 (s, 45 H, CCHs); 3,78-3,91 (m, 8 H, crown-H); 4,43-
4,56 (m, 8 H, crown-H) a 5,18 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH,CH3s); **C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 14,1; 19,8; 29,8; 30,8; 30,9; 31,02; 31,08; 51,3; 51,4; 53,3; 67,8; 70,3;
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71,7; 138,2; 144,28; 144,35; 144,38; 144,5; 144,6; 144,8; 148,9; 150,5; 150,67; 150,73; 151,3;
151,5; 152,2; 152,4; 152,7; 157,8; 157,9; 158,13; 158,16; 158,5 a 158,9 ppm; IC (ATR): v = 2960,
2916, 2861, 1560, 1522, 1473, 1458, 1362, 1314, 1251, 1141, 1096 a 975 cm}; UV/Vis (MeCN):
Amax (€) = 656 (176 690), 601 (33 570) a 383 nm (161 450 mol*dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) =
654 (181 050), 597 (33 230), 455 sh, 427 sh a 376 nm (147 120 mol*dm3cm™); HR MS (ESI*):
pocitano pro CeoH79N1704S6Zn m/z = 1358,4195 [M+H]*; nalezeno m/z = 1358,4183 [M+H]*; MS
(MALDI-TOF): m/z = 1357,4 [M]*; 2714,7 [2M]*.

Sloucenina 1cZn

Vychozi mnoizstvi: 1c2H (53 mg; 0,038 mmol), bezvody Zn(CH3COO); (21 mg; 0,114
mmol); mobilni faze: chloroform/THF 20:1 (R¢ = 0,16) ¢isténo jednou a poté precisténo s mobilni
fazi chloroform/THF 10:3 (R = 0,48); vytézek: 31 mg (56 %) zelena pevna latka; *H NMR (300
MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): &6 = 1,28 (t, J = 7 Hz, 3 H, OCH,CH,CH,CH); 1,78-1,94 (m, 4 H,
OCH,CH,CH,CHs); 2,27 (s, 54 H, CCHz3); 3,80-3,94 (m, 16 H, crown-H); 4,31-4,46 (m, 4 H, crown-
H); 4,51-4,66 (m, 4 H, crown-H) a 5,22 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH,CH,CH-CH); 3C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 14,2; 19,9; 30,9; 31,02; 31,09; 31,21; 51,38; 51,43; 70,94; 70,99;
71,1; 144,35; 144,42; 144,56; 144,69; 144,92; 150,76; 150,83; 151,3; 151,6; 152,1; 152,5; 152,8;
157,84; 157,94; 158,21; 158,24; 158,64 a 159,0 ppm; IC (ATR): v = 2955, 2910, 1559, 1521, 1472,
1362,1311, 1251, 1232, 1141, 1094, 1046 and 975 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 655 (158 400),
597 (28 400), 446 sh a 382 nm (135 830 mol*dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 645 (165 390),
597 (31 570), 450 sh, 425 sh a 376 nm (136 000 mol*dm3cm™); HR MS (ESI*): poditano pro
CesHs7N1706S6ZNn m/z = 1446,4719 [M+H]*; nalezeno m/z = 1446,4697 [M+H]*; MS (MALDI-TOF):
m/z = 1445,5 [M]*; 1468,5 [M+Na]*; 1484,5 [M+K]".

Sloucenina 1dZn

Vychozi mnoiZstvi: 1d2H (30 mg; 0,021 mmol), bezvody Zn(CHsCOO), (12 mg; 0,063
mmol); mobilni faze: chloroform/THF 4:1 (R¢ = 0,45); vytézek: 24 mg (77 %) zelena pevna latka;
'H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): § = 1,24-1,32 (m, 3 H, OCH,CH,CH,CH3); 1,75-1,91
(m, 4 H, OCH,CH,CH,CH3); 2,19-2,33 (br s, 54 H, CCHs); 3,82-3,90 (m, 20 H, crown-H); 4,31-4,38
(m, 4 H, crown-H, prekryto signalem vody); 4,56-4,64 (m, 4 H, crown-H) a 5,16-5,27 ppm (m, 2
H, OCH,CH>CH,CHs); 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 13,8; 19,5; 30,4; 30,56;
30,63; 30,76; 50,9; 51,0; 52,1; 67,4; 70,39; 70,45; 70,59; 70,64; 70,85; 70,94; 143,89; 143,95;

81



144,11; 144,18; 144,22; 144,5; 150,28; 150,36; 150,9; 151,2; 151,5; 152,1; 152,3; 157,4; 157,5;
157,74; 157,77; 158,2 a 158,6 ppm; IC (ATR): v = 2957, 2865, 2586, 1725, 1640, 1572, 1526,
1475, 1362, 1251, 1143, 1046, 975 a 848 cm’L; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 656 (138 670), 601 (28
490), 461 sh a 382 nm (131 670 mol*dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 654 (146 490), 598 (29
780) a 375 nm (125 750 mol*dm3cm™); HR MS (ESI*): poéitdno pro CesHoiN17075¢Zn m/z =
1490,4981 [M+H]*; nalezeno m/z = 1490,5009 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1489,4 [M];
1512,4 [M+Na]*; 1528,4 [M+K]*.

6.2 Latky pripravené v ramci projektu [P2]
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(8-10%) (21-67%) (56-79%)
Schéma 3 Priprava prekurzor( a cilovych AzaPc senzor(l s uspofadanim rozpozndvaci ¢asti typu
Stweezer”: (i) bezvody K,COs, THF, teplota varu rozpoustédla; (ii) Mg(BuO),, butanol, teplota
varu rozpoustédla; (iii) kyselina p-toluensulfonova, THF, laboratorni teplota; (iv) Zn(CH3COO),,

pyridin, teplota varu rozpoustédla.

Obecny postup pFipravy prekurzort P5a-c

PFislusny aza-crown byl pfidan k suspenzi jemné rozemletého bezvodého K,COsv THF.
Poté byl pomalu pfidan 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril a smés byla zahfivana pfi teploté
varu rozpoustédla 3-4 h (Schéma 3). THF bylo po ukonceni reakce odpareno za snizeného tlaku
a k produktu byl pfidan chloroform s kapkou kyseliny chlorovodikové a produkt byl tfikrat
vytfepan s nasycenym vodnym roztokem NaCl. Organicka vrstva byla oddélena a sbirana,

zfiltrovdna a odparena do sucha na vakuové rotacni odparce. Surovy produkt byl Cistén
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sloupcovou chromatografii (mobilni faze pro kazdy prekurzor jsou uvedeny nize). Produkt P5a,

P5b nebo P5c byl pak dikladné vysusen za sniZzeného tlaku.

5,6-di(1,4,7-trioxa-10-azacyklododekan-10-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P5a)

Vychozi mnozstvi: 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (318 mg; 1,60 mmol), 1-aza-12-
crown-4 (1,0 g; 5,74 mmol), bezvody K,COs (1,1 g; 7,97 mmol); reakéni ¢as 3 h; mobilni faze:
chloroform/aceton 5:1 (R¢ = 0,20), produkt byl promyt hexanem; vytéZzek: 631 mg (83 %) svétle
Zlutd pevna latka; t.t. 137,4-138,0 °C; *H NMR (500 MHz, aceton-ds, 25 °C): & = 3,54-3,59 (m, 16
H; crown-H) a 3,73-3,81 ppm (m, 16 H; crown-H); 13C NMR (125 MHz, aceton-ds, 25 °C): & = 49,9;
70,1; 70,6; 71,9; 116,0; 119,8 a 147,4 ppm; IC (ATR): v = 2961, 2908, 2869, 2229 (CN), 2176,
1931, 1701, 1654, 1518, 1485, 1448, 1420, 1389, 1378, 1359, 1344, 1297, 1273, 1255, 1240,
1219, 1155, 1131, 1116, 1107, 1096, 1058, 1039, 1007 a 970 cm}; elementérni analyza (%):
pocitano pro C;;H3;NeO¢: C 55,45; H 6,77; N 17,64; nalezeno: C 55,32; H 6,80; N 17,50.

5,6-di(1,4,7,10-tetraoxa-13-azacyklopentadekan-13-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P5b)

Vychozi mnoistvi: 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (500 mg; 2,51 mmol), 1-aza-15-
crown-5 (1,16 g; 5,29 mmol), bezvody K,COs (1,73 g; 12,56 mmol); reakcni ¢as 4 h; mobilni faze:
chloroform/aceton 5:1 (R¢ = 0,09), produkt byl promyt hexanem; vytéZzek: 785 mg (55 %) svétle
Zlutd pevnd latka; t.t. 107,7-108,6 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 3,58 (s, 16 H; crown-
H); 3,63 (s, 8 H; crown-H) a 3,64-3,71 ppm (m, 16 H; crown-H); 3C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C):
& = 50,0; 69,1; 70,1; 70,3; 71,1; 115,0; 119,8 a 146,5 ppm; IC (ATR): v = 2871, 2225 (CN), 1735,
1538, 1517, 1492, 1438, 1410, 1347, 1291, 1267, 1245, 1218, 1179, 1115, 1097, 1081, 1065,
1040, 1017 a 990 cm®; elementarni analyza (%): pocitdno pro CasHioNeOs: C 55,31; H 7,14; N
14,88; nalezeno: C 55,65; H 7,61; N 14,95.

5,6-di(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P5c)

Vychozi mnoizstvi: 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (410 mg; 2,06 mmol), 1-aza-18-
crown-6 (1,63 g; 6,19 mmol), bezvody K,COs (1,42 g; 10,31 mmol); reakcni ¢as 3 h; mobilni faze:
chloroform/MeOH 15:1 (Rs = 0,25); vytéZek: 1,10 g (82 %) svétle Zluty olej; *H NMR (500 MHz,
aceton-ds, 25 °C): 6 = 3,51 (s, 16 H; crown-H), 3,56-3,63 (m, 16 H; crown-H); 3,67 (t, /=5 Hz, 8
H; crown-H) a 3,83 ppm (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H); 3C NMR (125 MHz, aceton-de, 25 °C): 6 =
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49,6; 69,5; 70,8; 71,3; 71,4; 71,9; 116,2; 120,0 a 147,9 ppm; IC (ATR): v = 2864, 2224 (CN), 1948,
1529, 1517, 1486, 1437, 1350, 1293, 1249, 1220, 1119 a 946 cm™%.

Obecny postup pfipravy hofe¢natych AzaPc 2a-cMg

Hofcikové piliny (28 ekv.) s malym krystalem jédu byly suspendovany v Cerstvé
destilovaném bezvodém n-butanolu. Suspenze byla zahfivana pfi teploté varu rozpoustédla 3 h,
dokud se nevytvofil butanolat hofecnaty. Poté byl pfislusny prekurzor P5a, P5b nebo P5c
(prekurzor A, 1 ekv.) a prekurzor P4 (prekurzor B, 3 ekv.) rozpustén kazdy zvlast v Cerstvé
destilovaném bezvodém n-butanolu a kazdy rychle pfidan v jednom pridavku do reakéni smési
(Schéma 3). Smés byla zahfivana pfti teploté varu rozpoustédla dalSich 5 h. Poté byla reakéni
smés ochlazena a butanol ¢astec¢né odparen za snizeného tlaku. K produktu byla pfilita smés
voda/MeOH/kyselina octova 10:3:1 (v/v) a smés byla michana dalsi 1 h pti laboratorni teploté
do rozpusténi butanolatu hofecnatého. Tmavé zelena pevna latka byla sbirana filtraci a na filtru
nékolikrat promyta vodou, a pak byla vysusena na vzduchu. Nesymetricky AzaPc kongener (typ
ABBB) byl izolovan a cistén nékolika opakovanymi chromatografickymi sloupci. Mobilni faze a
pocet opakovani ¢isténi pro kazdou slouéeninu jsou uvedeny nize. Hore¢naty AzaPc P5a, P5b
nebo P5c byl findlné docistén ,vyskrabanim” do hexanu, a poté byl dikladné vysusen za

snizeného tlaku.

Sloucenina 2aMg

Vychozi mnozstvi: Mg (895 mg; 36,82 mmol), P5a (626 mg; 1,31 mmol), P4 (1,21 g; 3,94
mmol); mobilni faze: chloroform/THF 5:1 (R¢ = 0,22) (Cisténo dvakrat); vytézek: 153 mg (8 %)
zelend pevna latka; HR MS (ESI*): poditano pro CesHssMgN1s0eSe m/z = 1419,5231 [M+H];
nalezeno m/z = 1419,5210 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1418,4 [M]*; 1441,4 [M+Na]".

Sloucenina 2bMg

Vychozi mnozstvi: Mg (880 mg; 36,20 mmol), P5b (730 mg; 1,29 mmol), P4 (1,19 g; 3,88
mmol); mobilni faze: chloroform/THF 5:1 (R¢ = 0,09), po vymyti symetrického AzaPc kongeneru
BBBB, byla mobilni faze zménéna na chloroform/THF/MeOH 5:1:1 (¢isténo dvakrat); vytézek:
198 mg (10 %) zelena pevna latka; HR MS (ESI*): pocCitano pro CesHoaMgN150sSe m/z = 1507,5755
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[M+H]*; nalezeno m/z = 1507,5775 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1506,6 [M]*; 1529,6
[M+Na]*; 1545,6 [M+K]*.

Sloucenina 2cMg

Vychozi mnoZstvi: Mg (674 mg; 27,73 mmol), P5c (620 mg; 0,99 mmol), P4 (911 mg; 2,97
mmol); mobilni faze: chloroform/THF/MeOH 10:2:1 (R¢ = 0,14) a poté chloroform/THF 10:2
mobilni faze byla zménéna po vymyti symetrického AzaPc kongeneru BBBB na
chloroform/THF/MeOH 5:1:1 (¢isténo jednou); vytéZek: 130 mg (8 %) zelena pevna latka; HR MS
(ESI*): pocitano pro C72H102MgN15010S6 m/z = 1595,6279 [M+H]*; nalezeno m/z = 1595,6282
[M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1594,5 [M+H]*; 1617,5 [M+Na]".

Obecny postup pripravy bezkovovych AzaPc 2a-c2H

AzaPc 2aMg, 2bMg nebo 2cMg byl rozpustén v THF a k roztoku byla pridana kyselina p-
toluensulfonova (Schéma 3). Reakce byla michana 1 h pfi laboratorni teploté chranéna pred
pranikem svétla hlinikovou félii. Pak byla reakéni smés zakoncentrovana ¢asteénym odparenim
rozpoustédla na vakuové rotacni odparce a nafedéna vodou. Vznikly precipitat byl posbiran
filtraci a na filtru nékolikrat promyt vodou. Surovy produkt byl ndsledné precistén sloupcovou
chromatografii. Mobilni faze pro kazdou slouceninu jsou uvedeny nize. Produkt 2a2H, 2b2H

nebo 2c2H byl na zavér promyt hexanem a dlkladné vysusen za snizeného tlaku.

Sloucenina 2a2H

Vychozi mnozstvi: 2aMg (275 mg; 0,19 mmol), p-toluensulfonova kyselina (368 mg; 1,93
mmol); mobilni faze: chloroform/THF 5:1 (R¢ = 0,30); vytézek: 58 mg (21 %) tmavé zelena pevna
ldtka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = -1,48 (s, 2 H; central NH); 2,25 (s, 18 H; C-
CHs); 2,27 (s, 36 H; C-CHs); 3,72-3,90 (m, 16 H; crown-H); 4,28-4,38 (m, 8 H; crown-H) a 4,38-4,49
ppm (m, 8 H; crown-H); 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6§ = 30,5; 30,6; 30,8; 50,5;
51,21, 51,24, 51,8; 70,0; 70,3; 71,5; 138,6; 139,6; 145,0; 145,3; 150,9; 157,8; 158,8 a 160,3 ppm;
IC (ATR): v = 3307 (centralni NH), 2953, 2898, 2576, 1519, 1461, 1416, 1362, 1318, 1278, 1246,
1136, 1076, 1028 a 969 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 670 (64 000), 649 (71 400), 580 (36 600),
469 (26 800), 424sh a 383 nm (84 200 mol*dm3cmt); UV/Vis (THF): Amax (€) = 671 (71 900), 651
(77 100), 577 (35 200), 469 (29 800), 430sh a 367 nm (88 600 mol‘dm3cm™); HR MS (ESI*):
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pocitdno pro CesHssN180sSs m/z = 1397,5537 [M+H]*; nalezeno m/z = 1397,5557 [M+H]*; MS
(MALDI-TOF): m/z = 1396,5 [M]".

Sloucenina 2b2H

Vychozi mnozstvi: 2bMg (150 mg; 0,10 mmol), p-toluensulfonova kyselina (132 mg; 0,69
mmol); mobilni faze: chloroform/THF/MeOH 30:4:1 (R¢ = 0,52); vytéZzek: 99 mg (67 %) tmavé
zelend pevna latka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = -1,50 (s, 2 H; central NH);
2,23 (s, 36 H; C-CHs); 2,24 (s, 18 H; C-CH3); 3,71 (s, 8 H; crown-H); 3,73-3,85 (m, 16 H; crown-H);
4,21 (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H) a 4,41 ppm (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H); 3C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 30,6; 30,8; 31,0; 50,8; 51,32; 51,34; 51,9; 70,2; 70,4; 70,6; 71,2;
138,9; 139,7; 145,2; 145,6; 150,9; 157,8; 159,1 a 160,4 ppm; IC (ATR): v = 3306 (central NH),
2864, 2583, 1967, 1868, 1830, 1844, 1792, 1772, 1749, 1734, 1717, 1698, 1684, 1670, 1653,
1647, 1636, 1617, 1558, 1541, 1521, 1507, 1497, 1489, 1473, 1458, 1438, 1419, 1362, 1318,
1285, 1233, 1139, 1025 a 970 cm™; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 671 (84 200), 650 (95 000), 578
(49 700), 467 (35 200), 427sh a 365 nm (113 900 mol*dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 672
(93 000), 652 (102 200), 578 (49 500), 467 (37 800), 424sh a 366 nm (119 700 mol*dm3cm™); HR
MS (ESI*): pocitano pro CesHoeN1sOsSs m/z = 1485,6061 [M+H]*; nalezeno m/z = 1485,6062
[M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1484,6 [M]*; 1507,6 [M+Nal*; 1523,6 [M+K]*.

Sloucenina 2c2H

Vychozi mnozstvi: 2cMg (130 mg; 0,08 mmol), p-toluensulfonova kyselina (152 mg; 0,80
mmol); mobilni faze: chloroform/THF/MeOH (R = 0,20); vytéZek: 29 mg (23 %) tmavé zelena
pevna latka; *H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): § =-1,49 (s, 2 H; centralni NH); 2,22 (s,
18 H; C-CHs); 2,23 (s, 18 H; C-CHs); 2,24 (s, 18 H; C-CHs); 3,70-3,82 (m, 32 H; crown-H); 4,13 (t, J
=5 Hz, 8 H; crown-H) a 4,50 ppm (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H); 1*C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds,
25 °C): 6 = 30,6; 30,8; 31,0; 49,8; 51,3; 52,0; 70,2; 70,6; 70,9; 71,0; 71,2; 138,8; 139,6; 145,3;
145,7; 150,9; 157,8; 159,1 a 160,5 ppm; IC (ATR): v = 3301 (centralni NH), 2865, 2578, 1954,
1638, 1521, 1467, 1423, 1362, 1318, 1280, 1248, 1137, 1077, 1027 a 970 cm™; UV/Vis (MeCN):
Amax (€) = 670 (74 600), 650 (85 200), 580 (47 200), 467 (32 000), 424sh a 365 nm (102 400 mol
Ydm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 670 (92 400), 652 (102 600), 559 (54 300), 466 (39 500), 428sh
a 367 nm (120 300 mol*dm3cm™); HR MS (ESI*): poéitdno pro C72H104N18010Ss m/z = 1573,6585
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[M+H]*; nalezeno m/z = 1573,6600 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1572,6 [M]*; 1595,5
[M+Na]*; 1611,5 [M+K]*.

Obecny postup pfipravy zinecnatych AzaPc 2a-cZn

Bezkovovy AzaPc 2a2H, 2b2H nebo 2c2H byl rozpustén v pyridinu, poté byl ptidan
bezvody octan zinecnaty a reakéni smés byla zahfivana pfi teploté varu rozpoustédla 1 h
(Schéma 3). Po ukonceni reakce byla smés ochlazena a zakoncentrovana ¢astecnym odpaienim
rozpoustédla na vakuové rotacni odparce. Poté byla do reakcni smési pfrilita voda a vznikly
precipitat byl posbirdn filtraci a na filtru nékolikrat promyt vodou. Surovy produkt byl precistén
sloupcovou chromatografii. Mobilni faze pro kazdou slouc¢eninu jsou uvedeny nize. Produkt

2aZn, 2bZn nebo 2c¢Zn byl na zavér promyt hexanem a dikladné vysusen za snizeného tlaku.

Sloucenina 2aZn

Vychozi mnoizstvi: 2a2H (40 mg; 0,029 mmol), bezvody Zn(CHsCOO); (16 mg; 0,087
mmol); mobilni faze: chloroform/THF 4:1 (R¢ = 0,35); vytézek: 33 mg (79 %) zelenda pevna latka;
1H NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 2,27 (s, 54 H; C-CHs) a 4,14-4,53 ppm (m, 32 H;
crown-H); 3C NMR (75 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 23,97; 24,02; 24,1; 29,69; 29,72; 30,9;
31,1; 50,34; 50,40; 51,41; 51,43; 67,5, 67,8; 70,2; 70,7; 71,8; 106,6; 107,8; 110,4; 142,5; 144,3;
144,5; 144,8; 151,6; 152,9; 157,9; 158,2 a 158,7 ppm; IC (ATR): v = 2948, 2885, 2864, 1736, 1518,
1458, 1417, 1362, 1295, 1248, 1143, 1096 a 975 cm'%; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 654 (153 500),
595 (31000) a 379 nm (123 800 moltdm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 654 (152 500), 595
(32 600) a 376 nm (121 500 moltdm3cm™); HR MS (ESI*): pocitdno pro CesHgsN180sSsZn m/z =
1459,4672 [M+H]*; nalezeno m/z = 1459,4662 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1458,4 [M];
1481,4 [M+Nal".

Sloucenina 2bZn

Vychozi mnoistvi: 2b2H (73 mg; 0,049 mmol), bezvody Zn(CHsCOO), (63 mg; 0,34
mmol); mobilni faze: chloroform/THF/MeOH 50:10:1 (R = 0,49); vytézek: 43 mg (56 %) zelena
pevné latky; *H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 2,28 (s, 54 H; C-CHs); 3,77 (s, 8 H;
crown-H); 3,82 (s, 16 H; crown-H); 4,20 (t, J = 6 Hz; 8 H, crown-H) a 4,40 ppm (t, / = 6 Hz; 8 H,
crown-H); 13C NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & =30,92; 30,95; 31,1; 50,5; 51,41; 51,44;
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51,47; 70,4; 70,7; 71,2; 123,9; 136,1; 142,6; 144,4; 144,5; 144,9; 150,0; 150,2; 150,5; 150,6;
151,6; 153,0; 157,9; 158,2 a 158,9 ppm; IC (ATR): v = 2945, 2895, 1703, 1638, 1519, 1489, 1458,
1421, 1362, 1296, 1233, 1144, 1049 a 976 cm™%; UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 655 (162 400), 596
(34 800) a 376 nm (130 100 mol*dm3cm™); UV/Vis (THF): Amax (€) = 654 (157 900), 594 (34 900)
a 375 nm (131 200 mol*dm3cm™); HR MS (ESI*): po&itdno pro CesHosN180sSeZn m/z = 1547,5196
[M+H]*; nalezeno m/z = 1547,5190 [M+H]*; MS (MALDI-TOF): m/z = 1546,5 [M]*; 1569,5
[M+Na]*.

Sloucenina 2cZn

Vychozi mnoZstvi: 2c2H (25 mg; 0,017 mmol), bezvody Zn(CH5COO0); (20 mg; 0,11 mmol);
mobilni faze: chloroform/THF/MeOH (R¢ = 0,34); vytézek: 16 mg (62 %) zelend pevna latka; *H
NMR (300 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): & = 2,24 (s, 54 H; C-CHs); 3,74-3,82 (m, 32 H; crown-H);
4,08 (t, J = 8 Hz; 8 H, crown-H) a 4,45 ppm (t, J = 8 Hz, 8 H; crown-H); 3C NMR (75 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 29,8; 30,8; 31,0; 49,5; 51,33; 51,36; 70,4; 70,6; 70,85; 70,99; 71,08;
142,5; 144,3; 144,4; 144,8; 151,5; 153,0; 157,8; 158,1 a 158,8 ppm; IC (ATR): v = 2975, 2920,
2850, 1739, 1563, 1515, 1455, 1416, 1362, 1297, 1255, 1233, 1140, 1099, 1043 a 976 cm};
UV/Vis (MeCN): Amax (€) = 656 (137 700), 597 (27 300) a 379 nm (98 260 moltdm3cm™); UV/Vis
(THF): Amax (€) = 655 (134 700), 595 (28 600) a 377 nm (105 200 moldm3cm™); HR MS (ESI*):
pocitano pro C72H102N18010S6Zn m/z = 1635,5720 [M+H]*; nalezeno m/z = 1635,5712 [M+H]*; MS
(MALDI-TOF): m/z = 1634,5 [M]*; 1657,5 [M+Na]"*.

88



6.3 Latky pfipravené v ramci projektu [P3]

Priprava prekurzorl

Prekurzory A: K\O/\’ K\O/\’

vi)

Prekurzory B:

NC N cl vii) iPr iPr
| ~ NC N (0]
_ N
NC” N al eH | /j:
iPr iPr NC (0]
ix) P10 iPr: iPr
‘\X) P4
jL HO OH
iPr iPr OH

NC_ _N_ _S
| N
X
NCT N7 s
P4 + 07

Schéma 4 Priprava prekurzor(i A a B pro AzaPc senzory: (i) 1-aza-18-crown-6, bezvody K,COs,
THF, -12 °C, 2 h; (ii) 2,2 -oxydiethan-1-ol, NaOH 1M vodny roztok, THF/voda, laboratorni teplota,
1 h; (iii) 3,4-dihydro-2H-pyran, pyridinium p-toluensulfonat, chloroform, teplota varu
rozpoustédla, 4 h; (iv) 1-aza-15-crown-5, bezvody K,COs, THF, -12 °C, 3 h; (v) 2-hydroxymethyl-
12-crown-4, NaOH 1M vodny roztok, THF/voda, laboratorni teplota, 90 min; (vi) 2-
hydroxymethyl-12-crown-4, triethylamin, THF, laboratorni teplota, 2,5 h; (vii) 1-aza-15-crown-5,
bezvody K2COs, THF, laboratorni teplota, 3 h; (viii) NaOH 1M vodny roztok, THF/voda, laboratorni
teplota, 1 h; (ix) terc-butylthiol, NaOH 1M vodny roztok, THF/voda, laboratorni teplota; (x) 4-

hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehyd, NaBHs, MeOH, laboratorni teplota, 30 min.
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5-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)-6-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)pyrazin-
2,3-dikarbonitril (P6)

2,2 -oxydiethan-1-ol (240 mg; 2,26 mmol) byl rozpustén v NaOH 1M vodném roztoku
(2,26 ml) a k této smési byla pridana sloucenina P1c (875 mg; 2,06 mmol) rozpusténa v THF (15
ml). Reakéni smés byla pak michana pfi laboratorni teploté 1 h. TLC analyza odhalila, Ze béhem
tfepani produktu ve smési ethylacetat/voda latka P6 nepfechazi dostateéné do organické vrstvy.
Proto obé faze byly posbirany a zahustény na vakuové rotacni odparce do sucha. A surovy

produkt byl ¢iStén pfimo sloupcovou chromatografii s mobilni fazi acetonem (R¢= 0,19 pro P6).

Vytézek: 801 mg (79 %) Zluty olej; *H NMR (500 MHz, aceton-ds, 25 °C): 6 = 3,52-3,55 (m,
4 H, crown-H); 3,61-3,65 (m, 16 H, crown-H); 3,82 (t, /= 6 Hz, 4 H); 3,89-3,91 (m, 2 H); 4,05-4,09
(m, 4 H) a 4,54-4,56 ppm (m, 2 H, CH,0Ar); 3C NMR (125 MHz, aceton-ds, 25 °C): & = 150,6;
148,1;125,4; 116,5; 115,7; 115,4; 73,5; 73,4; 71,43; 71,30; 71,24; 71,23; 71,17, 69,0; 68,4; 62,00;
61,96 a 52,7 ppm; IC (ATR): v= 2918, 2850, 2226 (CN), 1558, 1515, 1449, 1428, 1351, 1292, 1224,
1121, 925 a 759 cm™. MS (APCI*): m/z = 496,3 [M+H]*.

5-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)-6-(2-(2-((tetrahydro-2H-pyran-3-
yl)oxy)ethoxy)ethoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P7)

Smés prekurzoru P6 (800 mg; 1,61 mmol), 3,4-dihydro-2H-pyranu (543 mg; 6,46 mmol)
a pyridinium p-toluensulfonatu (32 mg; 0,13 mmol) rozpusténych v chloroformu (20 ml) byla
zahtivana pfi teploté varu rozpoustédla 4 h. Barva reakéni smési zoranZovéla. Poté byla do barky
pridana voda (60 ml) a produkt byl extrahovan ethylacetatem (4x). Organické vrstvy byly
posbirany a spojeny, vysuseny bezvodym Na,SO, a odpareny za snizeného tlaku. Produkt byl pak
¢istén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi ethylacetat/MeOH 8:1 (R¢ product = 0,47 pro

P7).

Vytézek: 510 mg (55 %) zluty olej; *H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 1,48-1,60 (m, 4
H, pyran-H); 1,67-1,84 (m, 2 H, pyran-H); 3,46-3,52 (m, 1 H, pyran-H); 3,61-3,68 (m, 18 H, crown-
H); 3,75 (t, J = 6 Hz, 4 H); 3,81-3,86 (m, 4 H); 4,03 (br s, 4 H); 4,49-4,52 (m, 2 H, CH,OAr) a 4,59
ppm (t, J = 4 Hz, 1 H, pyran-H); *C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): § = 148,9; 146,6; 124,9; 115,8;
114,5; 114,2; 99,1; 77,3; 77,0; 76,7; 70,7; 70,5; 70,44, 70,43; 68,4; 67,3; 66,6; 62,4; 52,0; 30,5;
25,3 a 19,5 ppm; IC (ATR): v = 2965, 2866, 2226 (CN), 1556, 1513, 1426, 1350, 1288, 1224, 1120,
1076, 1033, 987, 930, 872 a 814 cm™. MS (APCI*): m/z = 580,3 [M+H]*, 496,7 [M-CsHsO0]".
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5-((1,4,7,10-tetraoxacyklododekan-2-yl)methoxy)-6-chlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (P8)

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (500 mg; 2,51 mmol) byl pfidan ke smési 2-
hydroxymethyl-12-crown-4 (570 mg; 2,76 mmol) a triethylaminu (509 mg; 5,03 mmol)
rozpusténych v THF (15 ml). Reakéni smés zC¢ervenala a byla michana pfilaboratorni teploté dalsi
2,5 h. Rozpoustédlo s triethylaminem bylo odpafeno za snizeného tlaku a surovy produkt byl

Cistén primo sloupcovou chromatografii s mobilni fazi ethylacetatem (R¢= 0,51 pro P8).

Vytézek: 543 mg (59 %) Zluta pevnd latka; t.t. 111.5-115.2 °C; *H NMR (500 MHz, aceton-
ds, 25 °C): & = 3,55-3,85 (m, 14 H, crown-H); 4,23 (m, 1 H, CH); 4,53 (dd, J; = 7 Hz, J,= 7 Hz, 1 H,
CH,O0Ar) a 4,69 ppm (dd, J; = 4 Hz, J> = 4 Hz, 1 H, CH,0Ar); 3C NMR (125 MHz, aceton-ds, 25 °C):
5 = 158,6; 143,4; 130,3; 124,7; 113,88; 113,86; 77,6; 72,4; 72,3; 71,4; 71,3; 71,17; 71,15 a 70,8
ppm; IC (ATR): v=2927, 2864, 2242 (CN), 1545, 1528, 1461, 1437, 1356, 1306, 1231, 1159, 1128,
1101, 1065, 1041, 1027, 976, 943, 919, 853 a 830 cm™.

5-((1,4,7,10-tetraoxacyklododekan-2-yl)methoxy)-6-(1,4,7,10-tetraoxa-13-
azacyklopentadekan-13-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P9)

1-aza-15-crown-5 (596 mg; 2,72 mmol) rozpustény v THF byl pfidan ke smési latky P8
(530 mg; 1,44 mmol) a bezvodého K;CO; (397 mg; 2,87 mmol) v THF (10 ml). Reakéni smés
okamzité zoranZovéla, michani pti laboratorni teploté pokracovalo dalsi 3 h. Rozpoustédla byla
pak odpafena za snizeného tlaku a surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii

s mobilni fazi ethylacetat/aceton 1:1 (R¢= 0,21 pro P9).

Vytézek: 743 mg (94 %) zluty olej; *H NMR (500 MHz, aceton-ds, 25 °C): 6 = 3,56-3,89 (m,
30 H, crown-H); 3,98-4,04 (m, 4 H, crown-H); 4,11 (m, 1 H, CH); 4,42 (dd, J; =7 Hz, J,=7 Hz, 1 H,
CH,0Ar) a 4,49 ppm (dd, J; = 4 Hz, J, =4 Hz, 1 H, CH,0Ar); 3C NMR (125 MHz, aceton-de, 25 °C):
6=150,7;147,9; 125,4; 116,6; 115,6; 115,3; 77,6; 72,1, 71,7; 71,6; 71,4; 71,2; 71,14, 71,11, 70,8;
70,7; 70,3; 70,1; 69,4 a 54,1 ppm; IC (ATR): v = 2863, 2226 (CN), 1558, 1522, 1508, 1428, 1354,
1289, 1255, 1223, 1120, 982, 926 a 840 cm™’. MS (APCI*): m/z = 552,3 [M+H]".

5,6-bis(4-(hydroxymethyl)-2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P11)

Latka P10 (1,203 g; 5,78 mmol) byla rozpusténa ve smési NaOH 1M vodného roztoku
(5,78 ml) a THF (10 ml). Pak byl do takto pripravené reakcni smési pridan 5,6-dichlorpyrazin-2,3-

dikarbonitril (500 mg; 2,51 mmol) rozpustény v THF (10 ml) a reakce byla michana pfi laboratorni
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teploté 1 h. Po ukonceni reakce byla rozpoustédla odparena na vakuové rotacni odparce.
Produkt byl nafedén vodou (50 ml) a nasledné extrahovan do ethylacetatu (3x50 ml). Organické
vrstvy byly posbirdny a spojeny, suseny bezvodym Na,SO. a odpafeny za snizeného tlaku.

Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/aceton 9:1.

VytéZek: 1,34 g (98 %) bild pevna latka; t.t. 245,4-245,8 °C; *H NMR (500 MHz, aceton-
de, 25 °C): 6 = 7,37 (s, 4 H, ArH); 4,70 (d, J = 6 Hz, 4 H, CH,0H); 4,29 (t, / = 6 Hz, 2 H, OH); 3,06
(hept, J= 7 Hz, 4 H, CH) a 1,23 ppm (d, J = 7 Hz, 24 H, CHs); *C NMR (125 MHz, aceton-dg, 25 °C):
6= 152,3; 146,0; 142,6; 140,7; 125,3; 123,6; 114,3; 64,6 a 28,4 ppm; IC (ATR): v = 2967, 2933,
2872,2241 (CN), 1607, 1548, 1508, 1465, 1444, 1405, 1385, 1362, 1334, 1271,1232, 1188, 1157,
1114,1089 a 1018 cm™.

4-(hydroxymethyl)-2,6-diisopropylphenol (P10)

NaBH, (303 mg; 8,0 mmol) byl po kapkadch ptidan kroztoku 4-hydroxy-3,5-
diisopropylbenzaldehydu (1,5 g; 7,27 mmol) rozpusténého v MeOH (70 ml) a tato smés byla
michdana pfilaboratorni teploté 30 min. Po ukonceni reakce byla smés okyselena zfedénou H,SO4
a byla pridana voda (50 ml). Surovy produkt byl extrahovan do ethylacetatu (3x50 ml). Organické
vrstvy byly posbirdny a spojeny, suseny bezvodym Na,SO., a odpafeny za snizeného tlaku.

Produkt byl na zavér precistén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/aceton 9:1.

Vytézek: 1,42 g (94 %) bezbarvy olej; *H NMR (500 MHz, aceton-de, 25 °C): § = 7,05 (s, 2
H, ArH); 7,00 (s, 1 H, ArOH); 4,53 (dd, J; = 5,8 Hz, J, = 0,6 Hz, 2 H, CH,OH); 3,92 (td, J; = 5.8 Hz, J»
= 0.5 Hz, 1 H, CH,0H); 3,37 (hept, J = 6,9 Hz, 2 H, CH) a 1,22 ppm (d, J = 6,9, 0,5 Hz, 12 H, CHs);
13C NMR (125 MHz, aceton-ds, 25 °C): & = 145,5; 130,4; 129,7; 117,8; 60,2; 22,5 a 18,4 ppm; IC
(ATR): v=2961, 2870, 1598, 1468, 1444, 1383, 1363, 1285, 1259, 1201, 1171, 1153, 1122, 1104,
1091, 1075 a 1004 cm™.
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Obecny postup pFipravy zinecnatych AzaPc 3a-bZn a 4a-bZn templatovou metodou

Prislusny prekurzor P7 nebo P9 (prekurzor A, 1 ekv.) a prekurzor nesouci objemné
skupiny P4 nebo P11 (prekurzor B, 3 ekv.) byly spole¢né s bezvodym octanem zine¢natym
rozpustény pod ochrannou argonovou atmosférou v malém mnozstvi bezvodého pyridinu
(vétSinou 1-3 ml) (Schéma 5). Reakéni smés byla pak zahfivana 5 h pfi teploté varu rozpoustédla.
Po ukonceni reakce byl pyridin ¢aste¢né odparen za snizeného tlaku a do barky byla pfidana
voda (20 ml). Vznikla tmava suspenze, ze které byl precipitat sbiran filtraci a na filtru dlikladné
nékolikrdat promyt vodou. Cilovy AzaPc kongener ABBB byl izolovan a cistén sloupcovou
chromatografii. MnoZzstvi vychozich latek a konkrétni mobilni faze jsou pro kazdou slouceninu

uvedeny nize.
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Schéma 5 Pfiprava cilovych struktur AzaPc 3a-bZn a 4a-bZn statistickou kondenzaci pomoci
templdtové metody: (i) bezvody Zn(CHs3COO),, bezvody pyridin, argon, teplota varu

rozpoustédla.
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Sloucenina 3azZn

Vychozi mnoiZstvi: P7 (346 mg; 0,60 mmol), P4 (549 mg; 1,79 mmol), bezvody
Zn(CHsCOO0); (438 mg; 2,39 mmol); mobilni faze: chloroform/MeOH/THF 10:0,5:1 (R¢ = 0,59 pro
3azZn) (¢isténo trikrat) poté mobilni faze zménéna na chloroform/THF 10:1 (¢isténo jednou);
vytéZek: 48 mg (5 %) zelena olejovitd pevna latka, *H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): &
=1,21-1,51 (m, 6 H, pyran-H); 1,88 (s, 9 H, CCHs); 1,90 (s, 45 H, CCHs); 3,18-3,23 (m, 1 H, pyran-
H); 3,32-3,43 (m, 18 H, crown-H); 3,47-3,61 (m, 10 H); 3,66-3,78 (br s, 4 H); 4,19 (t, / = Hz, 4 Hz,
2 H, CH,0Ar) a 4,34 ppm (t, J = 4 Hz, 1 H, pyran-H); 13C NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C):
6=159,1; 158,6; 158,23; 158,20; 157,9; 157,8; 152,6; 152,4; 151,6; 151,5; 151,3; 150,80; 150,75;
150,50; 150,48; 148,8; 146,8; 144,9; 144,7; 144,5; 144,4; 144,3; 125,1; 115,9; 114,8; 114,5; 99,2;
71,0; 70,7; 70,6; 68,6; 67,5; 66,9; 62,5; 52,3; 31,1; 31,1; 30,86; 30,82; 30,8; 30,3; 30,1; 25,6 a
19,7 ppm; IC (ATR): v=2972, 2867, 1744, 1556, 1514, 1442, 1427, 1362, 1350, 1286, 1255, 1225,
1123, 1077, 1033 a 978 cm™%; UV/Vis (THF): Amax (€) = 654 (183 000), 596sh, 429sh a 377 nm (141
000 moltdm3cm™™); MS (MALDI-TOF): m/z = 1561,4 [M]*; 1584,4 [M+Na]*; 3122,7 [2M]*.

Sloucenina 3bZn

Vychozi mnozstvi: P7 (100 mg; 0,172 mmol), P11 (280 mg; 0,518 mmol), bezvody
Zn(CHsC0OO0); (127 mg; 0,69 mmol); mobilni faze: chloroform/MeOH/THF 20:3:2 (R¢ = 0,26 pro
3bzn) (¢idténo dvakrat); vytéZek: 30 mg (8 %) modra olejovitd pevna latka; *H NMR (500 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 0,99-1,15 (m, 78 H, CHs a pyran-H); 3,07-3,26 (m, 12 H, CH(CHs));
3,36-3,96 (m, 34 H, crown-H, CH,0 lariat etheru a CH,0 v pyranu); 4,39 (br s, 1 H, OCHO); 4,60
(s, 2 H, CH.OH); 4,65 (s, 2 H, CH,OH); 4,69 (s, 2 H, CH,0H); 4,87 (s, 6 H, CH,0H); 5,27 (br s, 6 H,
OH) a 7,21-7,39 ppm (m, 12 H, ArH, ¢asteéné prekryto signdlem rozpoustédla); 3C NMR (125
MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 151,6; 147,3; 147,0; 142,6; 142,5; 141,0; 140,98; 140,8; 140,4;
140,3; 127,9; 124,2; 99,2; 70,5; 69,0; 66,9; 65,0; 62,4; 50,3; 44,7; 32,1; 31,6; 31,2; 30,8; 30,6;
30,4; 29,9; 29,7; 29,5; 28,5; 25,6 a 23,7 ppm; IC (ATR): v = 2963, 2928, 2870, 1467, 1402, 1364,
1285, 1246, 1215, 1158, 1101, 1056, 1034 a 927 cm™; UV/Vis (THF): Amax (€) = 634 (183 000),
579sh a 370 nm (175 000 mol*dm3cm); MS (MALDI-TOF): m/z = 2269,9 [M]*; 2292,9 [M+Na]*;
2308,8 [M+K]".
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Sloucenina 4aZn

Vychozi mnoiZstvi: P9 (100 mg; 0,181 mmol), P4 (167 mg; 0,544 mmol), bezvody
Zn(CHsC0O0); (133 mg; 0,725 mmol); mobilni faze: chloroform/MeOH/THF 10:0,5:1 (R¢= 0,39 pro
4azn) ¢isténo jednou a poté dvakrat ¢isténo s mobilni fazi chloroform/MeOH/THF 10:0,25:1 (R¢
= 0,15 pro 4aZn); vytéiek: 27 mg (9 %) zelena olejovitd pevna latka; 'H NMR (500 MHz,
CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 1,93 (s, 9 H, CCHs); 1,947 (s, 27 H, CCHs); 1,952 (s, 18 H, CCH3); 3,37-
4,28 (m, 35 H); 4,93 (dd, J; = 6 Hz, J> = 6 Hz, 1 H, CH,0Ar) a 5,02 ppm (dd, J; = 5 Hz, J,= 5 Hz, 1 H,
CH,0Ar); 3C NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 = 158,7; 158,2; 157,9; 157,8; 157,6;
157,4; 152,2; 151,9; 151,22; 151,20; 150,9; 150,49; 150,45; 150,20; 150,17; 148,1; 146,2;
144,55; 144,47; 144,3; 144,2; 144,04; 144,02; 143,97; 137,5; 124,7; 115,8; 114,4; 114,1; 76,7;
71,04; 71,02; 70,86; 70,81; 70,7; 70,45; 70,32; 70,23; 70,21; 70,05; 69,7; 69,4; 68,2; 53,6; 53,4;
51,06; 51,04; 51,03; 51,00; 50,97; 30,7; 30,6; 30,50 a 30,46 ppm; IC (ATR): v = 2916, 2863, 1524,
1470, 1446, 1427, 1362, 1252, 1138, 1101, 1045, 976, 847 a 784 cm™; UV/Vis (THF): Amax (€) =
653 (142 000), 594sh a 376 nm (100 000 mol*dm3cm™). MS (MALDI-TOF): m/z = 1533,3 [M]*,
1556,3 [M+Na]*; 3066,7 [2M]*; 3089,6 [2M+Na]".

Sloucenina 4bZn

Vychozi mnoiZstvi: P9 (100 mg; 0,181 mmol), P11 (295 mg; 0,544 mmol), bezvody
Zn(CH3COO0); (133 mg; 0,725 mmol); mobilni faze: chloroform/MeOH/THF 10:1:1 poté mobilni
faze zménéna na chloroform/MeOH/THF 10:0,5:1 (Rf = 0,40 pro 4bZn); vytézek: 20 mg (5 %)
modra olejovita pevna latka; *H NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): § =0,91-1,24 (m, 72 H,
CHs); 1,92-2,00 (m, 12 H, CHCHs); 3,08-3,26 (m, 4 H, crown-H); 3,32-4,10 (m, 30 H, crown-H);
4,66 (d, J = 7 Hz, 2 H, CH.0H); 4,83-4,89 (m, 4 H, CH,0OH); 5,03 (s, 2 H, CH.OH); 5,18-5,28 (m, 4
H, CH,0H); 5,35-5,52 (m, 6 H, OH) a 7,18-7,28 ppm (m, 12 H, ArH, ¢astecné prekryto signalem
rozpoustédla); *C NMR (125 MHz, CDCls/pyridin-ds, 25 °C): 6 =171,3;171,1; 148,4; 142,1; 141,9;
141,3; 141,1; 140,4; 128,0; 125,1; 124,9; 108,1; 107,9; 106,7; 98,4; 71,4; 70,8; 70,7; 70,5; 67,9;
67,6;67,5;67,1;66,9; 65,4; 65,2; 65,1; 53,9; 30,0; 29,82; 29,78; 29,73, 28,7 a 28,6 ppm; IC (ATR):
v =2966, 2930, 2870, 1734, 1541, 1522, 1489, 1398, 1363, 1338, 1286, 1245, 1214, 1158, 1101,
1056 a2 927 cm™%; UV/Vis (THF): Amax (€) = 635 (128 000), 579sh and 365 nm (115 000 mol*dm3cm-
1); MS (MALDI-TOF): m/z = 2365,9 [M+2Na+2K]*, 2388,9 [M+3Na+2K]".
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6.4 Fotofyzikalni studium AzaPc senzorid [P1-3]

VsSechny AzaPc pfipravené v rdmci mé disertacni prace byly charakterizovany z hlediska
fotofyzikalnich vilastnosti (absorpcéni spektrum, extinkéni koeficient, emisni spektrum). Studium
selektivity a citlivosti senzor(l k uréitému analytu probihalo pomoci fluorescencnich titraci
rdznymi kationty kovd (K*, Na*, Li*, Ca?*, Ba®*, Mg®* a NH4*) ve formé jejich soli (thiokyanatd,

chloristan(l nebo triflatl). Dale byly senzory studovany pomoci nize popsanych metod.

6.4.1 Vypocet Of

Kvantovy vytézek fluorescence @k byl stanoven (v MeCN nebo THF) srovnavaci metodou
s ZnPc (@ = 0,32 v THF).1 Vzorek i srovnavaci latka byly excitovany pfi stejné vinové délce (Aexc
=600 nm pro 1a-dZn; Aexc = 595 Nm pro 2a-cZn; 3aZn a 4bZn; Aexc = 580 nm pro 3bZn a 4bZn). &
byl pak vypotitan dle rovnice (2)!? (viz kapitola 5.2.1). Viechny experimenty byly provedeny
trikrat a prezentované vysledky byla primérem téchto tfi méreni. Absorbance vzork( pfi
excitacnich vinovych délkdch byla udrzovana pod hodnotou 0,05 a maximum Q pdasu pod
hodnotou 0,1, aby se zabranilo efektu vnitfniho filtru (,inner filter effect”). Odhadovana chyba

méreni je 15 %.

6.4.2 Stanoveni vazebné konstanty

Stanoveni vazebné konstanty vychdazelo ztitraCnich experimentd, kdy definované
mnozstvi zasobniho roztoku AzaPc senzoru (obvykle 10 - 40 ul) rozpusténého v MeCN nebo THF
(HPLC kvalita; <0,05% H,0) bylo pfevedeno do kiemenné fluorescenéni kyvety (10x10 mm)
s 2,45 ml MeCN nebo THF tak, aby celkova koncentrace roztoku senzoru v kyveté byla 1 uM.
Tato koncentrace byla kontrolovdna extinkénim koeficientem pfislusného senzoru. Bylo
zméreno absorpcni a emisni spektrum (excitace v oblasti isosbestického bodu; Aexc = 600 nm pro
1a-dZn; Aexc = 595 nm pro 2a-cZn; 3aZn a 4bZn; A = 580 nm pro 3bZn a 4bZn). Poté bylo
k senzoru pfiddano definované mnozstvi (obvykle 5 - 50 ul) zdsobniho roztoku obsahujiciho
kovovy kationt ve formé SCN", ClIO, nebo CF3;SOs™ soli (vétSinou o koncentraci 0,001 — 0,5 M)
rozpusténé v MeCN nebo MeOH. Absorpcni a emisni spektra byla mérena po kazdém pridavku.
Kvantové vytézky fluorescence byly pocitany dle rovnice (2)? (kapitola 5.2.1) pro kazdy pfidavek
(viz niZze). Ka nebo Kp byly vypocitany nelinearni regresi za pomoci programu Prism 5 software

for Windows (GraphPad Software, inc.).
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6.4.3 \Vypoclet FEF

FEF byl vypocitan z vysledk( fluorescencnich titraci provedenych v MeCN nebo THF
(Csenzor = 1 M) dle rovnice (3) (viz kapitola 5.2.3) jako podil kvantového vytézku fluorescence
senzoru po Uplné saturaci analytem @+ a kvantového vytézku fluorescence volné formy
senzoru @rree) bez navazaného analytu. V pfipadé bifazické titracni isotermy byl pocitan FEF;
pro narust fluorescence v prvnim kroku titrace a celkovy FEF odpovidajici narlstu fluorescence

pro oba kroky titracni kfivky.

6.4.4 Stanoveni stechiometrie vazby senzor/analyt Jobovou metodou

Pro potfeby méreni byl pripraven zasobni roztok AzaPc senzoru (c = 100 uM)
rozpusténého v THF a zasobni roztok citlivého analytu KSCN, K(CF3SOs) nebo Ba(CFsS0s); (c =1
mM) v MeOH. Poté byla provedena série méreni fluorescence s rdznymi poméry senzor/analyt
(15—20 méfeni, s poméry od 1:9 po 9:1 senzor/analyt). Do kiemenné fluorescenéni kyvety (10x4
mm) bylo pfidano takové mnozstvi THF, aby po pfidavku zasobniho roztoku senzoru a zdsobniho
roztoku analytu byl celkovy objem 1,00 ml. Do kyvety byl pfidan nejprve zasobni roztok senzoru
a bylo zméfeno fluorescencné emisni spektrum. Intenzita fluorescence v maximu byla
povaZovdana za Fo. Poté bylo ptidano prislusné mnozstvi zasobniho roztoku analytu a platilo, Ze
celkova koncentrace latek je 10 uM ([senzor] + [analyt] = 10 puM). Opét bylo zméreno
fluorescenéné emisni spektrum a jeho maximum bylo tentokrdt pokladdno za Fma. Vysledna
stechiometrie vazby senzor/analyt byla stanovena z Jobovy zavislosti rozdilu Fmax-Fo na podilu

koncentraci [analyt]/([analyt]+[senzor].

6.4.5 Fluorescencni titrace NP

2,5 ml zasobniho vodného roztoku 2bZn@NP, 3aZn@NP nebo 4aZn@NP (c = 1 uM) bylo
preneseno do kyvety z kiemenného skla (10x10 mm) a byla zmérena absorpcni a emisni spektra
(Aexc = 599 nm pro 2bZn@NP a Aexc = 595 nm pro 2bZn@NP). Poté bylo pridano definované
mnoZstvi (5 - 50 pL) zasobniho roztoku (koncentrace 10 mM — 1 M) analytu rozpusténého ve
vodé a byla mérena absorpcni a emisni spektra po kazdém pfidavku. Intenzita fluorescence byla
korigovdna na absorbanci pfi hodnoté excitacni vinové délky. Intenzita fluorescence byla pak

vynesena do grafu jako zavislost na koncentraci analytu.
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6.5 Pfiprava CO;senzoru [P4]

Senzorické folie pro méreni fluorescence
Pti pripravé senzorl je podplrna félie nebo sklo potazeno vrstvou obsahujici indikator
imobilizovany v matrici tzv. senzorickd vrstva a vrstvou ochranou, ktera kryje senzorickou vrstvu

a je tvorena silikonem (Obr. 49).

Ochranna vrstva

A Senzoricka vrstva —

PET félie nebo sklo

Excitace Emise

Obr. 49 Schéma pfipravovaného CO; senzoru.

Senzoricka (citlivd) vrstva

»Cocktail”“ obsahujici 1 mgindikatoru 5aZn, 5bZn nebo 5c¢Zn pfipadné kontrolni [atky KLX
(1 % w/w vzhledem k polymeru) a 100 mg matrice rozpusténé ve 2 g smési toluen/ethanol 6:4
(w/w) byl saturovan probublavanim 100 % CO, ze zasobni lahve. V pfipadé indikatoru DPP bylo
mnozstvi latky 0,25 mg (0,25 % w/w vzhledem k polymeru). K smési latek byla pfidana pfislusna
baze (0,02 mmol; MeOH roztok). S vyjimkou fdlie obsahujici kontrolni latku KLX. Takto
pfipravend smés byla noZové potaZena na podplrnou PETE fdlii v tloustce 75 um. Fdlie byly
ponechany na vzduchu pfi laboratorni teploté 45 min, aby doslo k Uplnému odpareni
rozpoustédel ze senzorické vrstvy. Pfi pripravé senzoru obsahujiciho DPP indikator nebyla
pouzita PETE podplrna félie ale podpora ve formé chlortrimethylsilanem modifikovaného
mikroskopového sklicka, a to z dlivodu vysoké citlivosti indikatoru a zamezeni hromadéni CO,
uvnitf citlivé vrstvy senzoru.*”! Detaily (indikator, matrice, typ a mnoZstvi baze) pro pfipravu

vsech félii jsou shrnuty v Tab. 3.
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Tab. 3 Seznam pfipravenych CO, senzorickych félii.

Ucel méreni Typ podpory® Indikator Matrice Bazel
Absorpéni méfeni PETE 5azZn HydroThane™ 5 20,7 ul TBAH
PETE 5azZn HydroThane™ 15 20,7 ul TBAH
PETE 5azZn HydroThane™ 25 20,7 ul TBAH
Fluorescencni méreni PETE 5aZn Ethylceluldza 49 % 50,0 ul TOAH
PETE 5bZn Ethylceluldza 49 % 50,0 ul TOAH
PETE 5c¢Zn Ethylceluldza 49 % 50,0 Wl TOAH
PETE KLX Ethylceluldza 49 % -
PETE 5azZn HydroThane™ 5 50,0 ul TOAH
PETE 5bZn HydroThane™ 5 50,0 ul TOAH
PETE 5¢Zn HydroThane™5 50,0 pl TOAH
PETE KLX HydroThane™5 -
PETE 5azZn HydroThane™5 20,7 ul TBAH
PETE 5azZn HydroThane™ 15 20,7 ul TBAH
PETE 5azZn HydroThane™ 25 20,7 Wl TBAH
PETE 5azZn HydroThane™ 25 50,0 ul TOAH
PETE 5aZn HydroThane™ 25 12,2 pl TEAHE
sklo DPP HydroThane™ 25 50,0 ul TOAH
sklo DPP HydroThane™ 25 20,7 ul TBAH
sklo DPP HydroThane™ 25 12,2 pl TEAHE
Mé&Feni s optickym vldknem!@ PETE 5aZn HydroThane™ 15 20,7 pul TBAH

[a] podplirnad PETE félie nebo chlortrimethylsilanem modifikované sklo.

[b] mnoZstvi baze pocitané na 1 mg AzaPc indikatoru (nebo 0,25 mg indikatoru DPP) ve 100 mg matrice rozpusténych

ve 2 g smési toluen/ethanol 6:4 (w/w).

[c] tetraethylammonium-hydroxid

[d] pridavek 80 mg silanizovanych ¢astic egyptské modri do ochranné silikonové vrstvy.
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Ochrannad silikonova vrstva

Polydimethylsiloxanovy polymer s terminalnim vinylem (500 mg) a ultra jemny oxid
titani¢ity P170 (125 mg) byly dispergovany v cyklohexanu (1 ml) a smés byla michana pres noc
pfi laboratorni teploté. Poté byl do smési za intenzivniho michani postupné pridan kopolymer
(25-35 %  methylhydrosiloxan)-dimethylsiloxan (20  ul), 1,3,5,7-tetravinyl-1,3,5,7-
tetramethylcyklotetrasiloxan (2 ul) a katalyzator 1,3-divinyl-1,1,3,3-tetramethyldisiloxanovy
complex platiny (3,5 ul). Takto pfipraveny ,cocktail“ byl okamZité noZové potdhnut na
senzorickou vrstvu v tloustce 75 um. Silikonova vrstva byla poté ponechana v susarné pfi 60 °C

15 min, aby byla umoZnéna kompletni polymerizace silikonové vrstvy.

Senzorické folie pro absorpcni méreni
Senzorické félie pro tento Ucel byly pfipraveny stejné, jak je popsano vyse, avsak bez

pridavku ultra jemného oxidu titani¢itého P170 v silikonové ochranné vrstvé.

Senzorické folie pro méreni na optickém vilakné
Senzorické félie byly pripraveny podobné, jako je uvedeno vyse, ale do silikonové ochranné

vrstvy byly pfidany silanizované castice egyptské modri (80 mg).
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6.6 Fotofyzikalni studium CO.senzorl [P4]

Pro michani plynt pro kalibraci CO, senzorl bylo pouzito zatizeni GSC-A4TA-BB22 red-y
smart series (Vogtlin). Méreni zmén fluorescence senzorickych materiali bylo provedeno na
pristroji Hitachi F-7000 fluorescence spectrometer vybaveném fotondsobi¢em citlivym
v ¢ervené oblasti R928 od firmy Hamamatsu s filtry OG550 a ND50, dale byla méreni provedeno
v kovové cela domdci vyroby (Obr. 50). Vlhkost plynd pfi méfeni byla upravena na 85 %
probublavanim plynu ptes vyhtivanou banku naplnénou silikagelem s indikatorem vlhkosti a
vodnym roztokem chloridu draselného. Teplota byla kontrolovana termostatem ThermoHaake
DC50. Absorpcni méfeni bylo provedeno na pfistroji Cary 50 UV-vis spectrophotometer (Varian).
Kvantové vytézky fluorescence senzorickych félii byly méreny absolutni metodou na pfistroji
Fluorolog3 fluorescence spectrometer (Horiba) vybaveném fotonasobicem R2658 (Hamamatsu)
citlivym v oblasti 300-1050 nm a integracni sférou (Horiba). Pro experiment s CO; senzory na
optickych vlaknech byly zmény fluorescence vyhodnoceny pfistrojem FireStingO, oxygen meter
(PyroScience), ktery byl vybaven LED zdrojem pro excitaci pfi 624 nm a fotodiodou pro detekci
svétla. Pro spojeni s pristrojem byla pouZita opticka vlakna z poly(methylmetakrylatu) délka 1 m,
pramér: 1 mm (Ratioplast, Némecko). Na konec vldkna byla umisténa senzoricka fdlie (prameér:

3 mm), ktera byla zajisténa kovovou ¢epickou.

,,,,,,
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci mého studia jsem se zabyval pfipravou a studiem fotofyzikdlnich vlastnosti
AzaPc s ddrazem na jejich senzorické vlastnosti ke kationtim kovl nebo pCO,. Ma prace
zahrnovala pfipravu prekurzorl a nasledné poZadovanych AzaPc senzoru, které jsem poté
studoval z hlediska fotofyzikalnich vlastnosti. AzaPc byly také ukotveny do kfemicitych NP, které
byly pripraveny ve spolupraci s Dr. Langem a Dr. Kirakcim z Ustavu anorganické chemie,
Akademie véd CR, a poté jsem provedl studium jejich senzorickych vlastnosti ve vodném
prostredi. Tato kapitola je rozdélena na dvé hlavni ¢3asti. Prvni ¢ast je vénovana systematickému
studiu vztahu struktury rozpozndvaci ¢asti na selektivitu a senzitivitu senzorl pro rozpoznavani
kationtd kov(. Druha ¢ast komentuje vysledky, kterych bylo dosazeno béhem mé zahrani¢ni
staze ve vyzkumné skupiné Assoc. Prof. Sergeje Borisova pfi vyvoji CO, senzord vyuZivajicich pH

senzitivni AzaPc jako indikatory.

Stézejni publikace, u kterych jsem uveden jako prvni autor, jsou v této kapitole z dlivodu
prehlednosti oznadeny a citovany jako [P1-P4]. Jedna se o recenzované clanky [P1-2 a P4], které
byly ptijaty k tisku do impaktovanych ¢asopisu. Projekt [P3] byl dokonéen v dobé sepisovani této
disertacni prace a manuskript s vysledky prace je nyni finalizovany a pfipraveny k odeslani
k recenznimu fizeni v impaktovaném casopise. Kromé téchto publikaci jsem jesté spoluautorem
dalsi publikace,’® kterd je citovéna s ostatnimi odkazy na plvodni literaturu. Tato publikace

vychazi z vysledkd mé diplomové prace, a tudiz neni podkladem pro mou disertacni préci.

7.1 Studium rozpoznavacich ¢asti AzaPc senzor citlivych ke kationtiim kov(

Z vysledkd predchoziho projektul® vyplynulo, Ze AzaPc se mohou opravdu stét
strukturdlné novymi fluorescen¢nimi senzory pro rozpoznavani kationtld kovl s mnohymi
vyhodnymi vlastnostmi oproti komerc¢né dostupnym senzortim. Avsak pro budouci aplikaci bude
tfeba do detailu prozkoumat strukturni faktory ovliviujici selektivitu a senzitivitu senzoru
k urcitému analytu. To se stalo hlavnim tématem mé disertacni prace a dosazené vysledky jsou

popsany v nasledujicich kapitolach.
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7.1.1 Vliv velikosti aza-crownu na selektivitu a senzitivitu AzaPc senzoru [P1]

Prvni projekt se zabyval ovlivnénim selektivity a senzitivity AzaPc senzord volbou
velikosti rozpoznavaci ¢asti. Struktury pripravenych AzaPc senzorll byly navrieny dle struktury
latky s nejlepsimi vlastnostmi studované v minulém projekt&.!® Dle pfedchozich zkudenosti byl
tedy jako fluorofor zvolen zine¢naty AzaPc, nebot Zn?* je v centru pevné vazan. AzaPc byl
substituovan Sesti objemnymi terc-butylsulfanylovymi skupinami jako sterickd zdbrana
nezddouci agregace. Zvolend periferni substituce stejné jako centralni zine¢naty kation jsou
zaroven zarukou dobrych fotofyzikalnich viastnosti. Do ortho polohy k rozpoznavaci ¢dasti byla
zvolena butoxy skupina na zakladé empirického poznatku z pfedchoziho projektu.® Jednotlivé
AzaPc se v této sérii lisily rGznou velikosti aza-crownu slouziciho jako rozpozndvaci ¢ast a
konkrétné byly pfipraveny AzaPc 1a-dZn nesouci 1-aza-12-crown-4; 1-aza-15-crown-5; 1-aza-18-

crown-6 a 1-aza-21-crown-7 (Obr. 51).

X (3“ w,

Al XQ**J
We <& SR e AL

s 1a-dM n=1 a S 1eZn
)< >< n=2 b )< ><
n= 3¢ kontrolni latka
M = Mg, Zn nebo 2H n=4 d (stale OFF)

Obr. 51 Struktury pfipravenych AzaPc senzor( 1a-dZn a kontrolni latky 1eZn.

Nejprve jsme pfipravili prekurzory pro navriené AzaPc podobnymi reakcemi, které byly
popsany dfive pro pfipravu prekurzoru P2b.®® 5 6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril reagoval
nejprve s prislusSnym aza-crownem za vzniku mono-substituovanych meziproduktl P1a, c. Tyto
alkylaminové derivaty se bézné pripravuji nukleofilnimi substitucemi s nadbytkem pfislusného
alkylaminu, ktery soucasné slouzi k vychytavani odstupujicich chloridovych aniontd. Avsak
v tomto pripadé bylo nutné Setfit aza-crowny z dlivodu jejich vysoké ceny, a proto byl do reakce
pridan jako baze bezvody K,COs, ktery vychytaval chloridové anionty, a tak bylo moZzné do reakce
dodat pouze maly nadbytek pfislusného aza-cownu. Finalni prekurzory P2a, c byly pak

pripraveny reakci s butanolem s vytézky 70 - 88 % (P2a, c) pro oba kroky reakce (Schéma 1).
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Prekurzor P2d byl ptipraven také nukleofilni substituci ve dvou krocich, ale postup
pfipravy byl obraceny a 1-aza-21-crown-7 byl substituovdan na monosubstituovany meziprodukt
P3 a7 ve druhém kroku. K tomuto postupu jsme pfistoupili na zakladé vysledkl predbéiného
experimentu, kdy meziprodukt 5-chlor-6-(1,4,7,10,13,16-hexaoxa-19-azacyklohenikosan-19-

|II

yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril se ,,tahl“ na chromatografickém sloupci a ¢isténi bylo velmi obtizné.
Taktéz Cisténi meziproduktu P3, ktery byl pfipraven v prvnim kroku nukleofilni substituce reakci
5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s butanolem, bylo velmi obtizné tentokrat z divodu velmi
malého rozdilu mezi retenénim faktorem (R¢) pfipravované latky P3 a vedlejSiho produktu reakce
(5,6-dibutoxypyrazin-2,3-dikarbonitrilu). Proto jsme se rozhodli tento meziprodukt necistit a
nechat pfimo reagovat v dalsi nukleofilni substituci a 1-aza-21-crown-7 za vzniku cilového
prekurzoru P2d (Schéma 1). | pfes modifikaci v postupu pripravy jsme dosahli velmi nizkého
vytézku reakce jen 24 % pro oba kroky reakce. Prekurzor P4 nesouci objemné terc-

butylsulfanylové skupiny byl pfipraven rutinni a nasi vyzkumnou skupinou publikovanou reakci

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s terc-butylthioldtem sodnym. 12!
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Schéma 1 Priprava prekurzorU: (i) bezvody K,COs, THF, -12 °C, 2 h; (ii) DBU, butanol, laboratorni
teplota, 10 min — 1 h; (iii) terc-butanolat draselny, bezvodé THF, Argon, 40 °C, 2,5 h; (iv) 10 %
Pd/C saturované H,, CH3COOH, MeOH, laboratorni teplota, 12 h; (v) 1M NaOH, butanol, -12 °C,
1 h; (vi) bezvody K>COs, THF, laboratorni teplota, 1 h.
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VsSechny aza-crowny potirebné pro substituci byly komercné dostupné s vyjimkou 1-aza-
21-crown-7, ktery bylo tfeba pfipravit. Ackoli pfiprava tohoto aza-crownu byla v literature jiz
popsdana, !4l nepodafilo se ndm ho pfipravit reakci pentaethylenglykol-di(p-toluensulfonatu)
s N-benzyldiethanolaminem a NaH jako bazil**'! ani jinym publikovanym postupem s CsCl,
tetrabutylammonium-bromidem a 50 % vodnym roztokem NaOH.® 1-aza-21-crown-7 byl
nakonec Uspésné pripraven az reakci pentaethylenglykol-di(p-toluensulfonatu) a N-
benzyldiethanolaminu s pfidavkem terc-butanolatu draselného jako baze (s vytézkem 47 % po
odchranéni benzylové skupiny), podobné jako popisoval ve své publikaci Maeda a kolektiv.!**!
My jsme ale plvodni postup v nasi praci upravili a nenechali tvofit terc-butanolat draselny in

situ, ale pfidali ho pfimo do reakce (Schéma 1). Odchranéni benzylové skupiny pak probéhlo dle

publikovaného postupu redukci 1-benzyl-1-aza-21-crown-7 vodikem za katalyzy Pd/C.!**%

Findlni nesymetrické AzaPc l1la-dZn byly pfipraveny statistickou kondenzaci dvou
rozdilnych prekurzort A (latka P2a-d) a B (latka P4 s objemnymi substituenty) v poméru 1:3 (A/B)
dle Linsteadovi metody s butanolatem hofeCnatym jako inicidtorem reakce (Schéma 2).
Z dlouhodobych zkuSenosti nasi vyzkumné skupiny vyplynulo, Ze hore¢naté AzaPc kongenery se
pfi sloupcové chromatografii zadrzuji na silikagelu, a tim je podstatné ztizena jejich izolace a
purifikace.”! Proto Mg?* byly z centra AzaPc odstranény reakci s kyselinou p-toluensulfonovou a
poZzadovany ABBB kongener byl izolovan chromatografickymi metodami v bezkovové formé (1a-
d2H). V poslednim kroku pfipravy byl do centra izolovanych nesymetrickych AzaPc koordinovan

Zn?** reakci s octanem zineénatym za vzniku cilovych zineénatych AzaPc 1a-dZn.
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Schéma 2 Priprava cilovych AzaPc senzoru: (i) Mg(BuO),, butanol pfi teploté varu rozpoustédla;
(i) kyselina p-toluensulfonova, THF, laboratorni teplota; (iii) Zn(CHsCOO),, pyridin, teplota varu

rozpoustédla.

Béhem studia senzorickych vlastnosti pripravenych senzord 1a-dZn byl po pridavku
kationt alkalickych kovl (Li*, Na*, K*) zaznamenan hypso- a hyperchromicky posun Q pasu
absorpéniho spektra u citlivého AzaPc senzoru. Tyto zmény byly vice prohloubeny pfi zvyseni

interakce mezi senzorem a kationtem kovu pfi vysSich koncentracich analytu. Kjesté
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vyraznéjsim zménam v absorpcnich spektrech vsak dochdazelo po ptridavcich kationt kovid ze
skupiny kovU alkalickych zemin (Ca%, Ba%*, Mg?*). UZ po prvnim pfidavku kationtu kovu jsme
zaznamenali rozStépeni Q pasu doprovazeného jeho hypso- a hyperchromickym posunem (Obr.
52). Tento efekt si vysvétlujeme interakci mezi kationtem kovu a perifernim aminem (donorem),
ktery nemlZe naddle prispivat mz—elektronovému systému makrocyklu svym volnym
elektronovym parem. Po vyhodnoceni namérenych absorpcnich spekter jsme vyvodili, Ze vazba
kationtl kov( alkalickych zemin je v porovnani s vazbou kationtd alkalickych kovli mnohem

silnéjsi a to asi z divodu vyssiho ndboje (1+ vs. 2+).
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Obr. 52 Zmény v absorpénich spektrech AzaPc 1bZn sledované v pribéhu titrace a) NaClO4 (O -
50 mM); b) Ca(ClO4)2 (0 — 70 mM) v MeCN.

Popisovany efekt byl soufasné pozorovan i pfi méfeni fluorescencnich spekter, které
navice prokazaly souvislost mezi silou vazby analytu a selektivitou senzoru. Dle naseho
ocekavani jsme zjistili, Ze velikost kavity aza-crownu hraje roli ve skupiné kationtl alkalickych
kovl (Li*, Na*, K*), kde je selektivita jednoznacné dana velikosti kationtu a jemu odpovidajici
velikosti kavity aza-crownu. Napf. AzaPc 1aZn s 1-aza-12-crown-4 byl nejvice citlivy k Li*, 1cZn
s 1-aza-18-crown-6 byl vice selektivni k K* (FEF = 12,4) neZ k Li* a Na* (Obr. 54). Senzor 1dZn s 1-
aza-21-crown-7 mél Spatné rozpoznavaci vlastnosti, diivodem byla nejspise vyssi flexibilita
aza-crownu do konformace, kde jsou atomy kysliku pftilis blizko sebe, ¢imz je znemoznéno
navazani kationtu kovu. AzaPc 1bZn byl srovnatelné citlivy k K* a Na*, tento vysledek byl

ocekavan a byl v souladu s vysledky z pfedeslého projektu.®

Naproti tomu zajimavym a zcela neCekanym zjisténim byl fakt, Ze ve skupiné kationtd
kovl alkalickych zemin (Ca?*, Ba*, Mg?*) nehraje velikost kationtu na selektivitu Zadnou roli,

navic tyto analyty byly do rozpozndvacich center vazany vyrazné vyssi silou nez alkalické kovy. |
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kdyZ je polomér téchto kationt( priblizné srovnatelny v jednotlivych periodach s alkalickymi
kovy, jednd se o dvojmocné kationty, a s tim je spojena i jejich vyssi elektronova hustota. Tim si
vysvétlujeme pevnéjsi vazbu, a s tim spojené ucinéjsi blokovani ICT a vyssi hodnoty FEF (FEF azZ
100x) pozorované pfi nasich titracich (Obr. 53, 54 a Tab. 4). Vyjimku opét tvofil AzaPc 1dZn s 1-
aza-21-crown-7, vjehoz pripadé byla opét potvrzena necitlivost ke kationtim kov(
pravdépodobné z dlivodu pfilis velké a flexibilni kavity ,,nejvétsiho” 1-aza-21-crown-7. Siln&jsi
komplexace kationtl kovl alkalickych zemin byla potvrzena také vypocty hodnot @ wm.) a
vazebnych konstant Kp, které byly porovnany s hodnotami dosazenymi u kationtd alkalickych
kovl srovnatelné velikosti. Pfikladem ilustrujicim toto tvrzeni m{iZe byt senzor AzaPc 1cZn citlivy
k K* (@rw+) = 0,074, Kp = 0,25), jehoZ hodnoty @4 a Ko byly pfi pfidavcich Ba* (@kwms) = 0,18,
Ko = 0,0023) z hlediska @rpm+) 2,4% vyssi a z hlediska hodnoty Kp o cca 2 Fady nizsi. Namérené
experimentalni Udaje (FEF, @, Kp) k senzorim 1a-dZn pro titraci konkrétnim analytem jsou

uvedeny v Tab. 4.

0.004
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04

Koncentrace, M

Fluorescence, a.u.

Vinova délka, nm

Obr. 53 NarUst fluorescence senzoru 1bZn po ptidavku Ca(ClO,),. Ve vyfezu uvedena zdvislost

@k na koncentraci pfidaného kationtu.
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Obr. 54 Nar(Ust fluorescence vyjadreny jako FEF senzor( 1a-dZn po Uplném navazani kationt(
kovl a) ze skupiny alkalickych kov(; b) ze skupiny kov( alkalickych zemin titrace provedeny ve

formé chloristan(i nebo thiokyanatli (méfeno v MeCN).
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Tab. 4 Spektralni a fluorescenéni vlastnosti senzord 1a-dZn v MeCN [

Senzor®  Analyt Aabs (log €) / nm (Mtcm™?) Dr (Aem) FEF Ko/ mM
1laZn volny 0,0018 (662) - -
+ LiClO4 0,067 (652) 37,2 64,31
+ NaClO4 0,030 (654) 16,7 14,54
+ KSCN 0,009 (656) 44 9,11
+Mg(Cl0Oa4)2 0,074 (658) 41,1 5,50
+Ca(ClO4)2 0,10 (660) 55,6 4,89
+Ba(Cl0a4)2 0,11 (658) 61,1 1,08
1bZn volny 0,0024 (662) - -
+ LiClO4 0,029 (659) 11,9 0,17
+ NaClO4 0,064 (656) 26,8 1,51
+ KSCN 0,059 (658) 24,5 1,89
+Mg(ClO4)2 0,23 (661) 95,8 0,38
+Ca(Cl0a)2 0,17 (661) 71,7 0,0050
+Ba(Cl04)2 0,17 (659) 72,1 0,12
1cZn volny 0,0059 (663) - -
+ LiClO4 0,021 (661) 3,6 0,59
+NaClOs 0,011 (661) 1,8 (d
+ KSCN 0,074 (656) 12,4 0,25
+Mg(ClO4)2 0,093 (659) 15,8 0,13
+Ca(Cl0a)2 0,16 (663) 27,1 0,0037
+Ba(Cl04)2 0,18 (661) 30,5  0,0023
1dzZn volny 0,0011 (663) - -
+ LiClO4 0,003 (664) 2,6 (d
+ NaClO4 0,002 (664) 1,6 [cl
+ KSCN 0,005 (660) 4,6 [cl
+Mg(ClOa)2 0,006 (662) 5,5 (el
+Ca(Cl04)2 0,018 (665) 16,2  0,0010
+Ba(Cl04)2 0,018 (663) 16,6  0,0013

[l Aaps (absorpéni maximum Q pdsu), € (extinkéni koeficient), @ (kvantovy vytéZek fluorescence), Aem (emisni

maximum)

bl ¢c1a.am) = 1 UM)

[cl hodnota nemohla byt zjisténa (slaba vazba kationtu kovu).
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Zavérem lze shrnout, Ze tento projekt poskytuje dulezité informace pro budouci navrh
novych AzaPc senzor(. Ovéfili jsme hypotézu, Ze velikost aza-crownu opravdu hraje kli¢ovou roli
v selektivnim rozpoznavdni kationtl alkalickych kov( (Li*, Na*, K*). Na druhou stranu, kationty
kov( alkalickych zemin se do centra aza-crownu vazZou vlivem dvojmocného charakteru mnohem
silnéji, a proto velikost aza-crownu v tomto pfipadé neni faktorem ovliviiujicim selektivitu.
Experimentalni vysledek této prace je zaroven nejspiSe vysvétlenim, pro¢ komeréné dostupné
senzory pro rozpoznavani dvojmocnych kationtl kovl nevyuZivaji jako rozpoznavaci ¢asti aza-
crowny ale jiné rozpoznavaci skupiny. Napfiklad pro rozpoznavani Ca* se vyuZiva skupina BAPTA

(Calcium Green) nebo pro rozpoznani Mg?* skupina APTRA (Magnesium Green).

7.1.2  Vliv rigidity rozpozndvaci ¢asti AzaPc senzoru na vazbu analytu [P2]

Z projektu [P1] vyplynulo, Ze velikost aza-crownu neni dostatecnym strukturalnim
faktorem k zajisténi selektivity senzoru k ur¢itému analytu. Pfi studiu problematiky v odborné
literatufe?1>4 jsme dodli k zavéru, Ze vy3si rigidita rozpoznavaciho centra je zasadnim
aspektem ovliviiujicim selektivni vazbu kationtu kovu do rozpoznavaciho centra zalozeného na
aza-crownu. A proto jsme pfrisli s mySlenkou pftipravit sérii AzaPc senzor( s vyssi rigiditou
rozpoznavaciho centra, které by bylo dosazeno substituci AzaPc dvéma aza-crowny ve vzajemné
ortho poloze ve specifickém usporadani ,tweezer” (pinzeta) nékdy také oznacovaného jako

IM

»sandwich” nebo ,clamshell”. Vzajemna blizkd poloha aza-crownl umoziuje vytvoreni pevné
»kapsy“, a tim je podporena stabilita vazby senzor/analyt. V sérii pfipravenych senzorl jsme
soucasné kombinovali i poznatky z [P1] a senzory tak nesly dva totoZzné aza-crowny s rdznou
velikosti kavity: 1-aza-12-crown-4; 1-aza-15-crown-5 a 1-aza-18-crown-6 (Obr. 55). Tento
projekt byl inovativni i z hlediska toho, Ze doposud nebyl popsén Zadny fluorescen¢ni senzor

s aza-crowny, které by byly od sebe vzdalené méné nez 4 vazby.[*>> 5]

Pozadované prekurzory jsme pfipravili stejné jako v projektu [P1], avsak v nukleofilni
substituci reagoval 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril s aza-crownem pfislusné velikosti pouze
v jednom kroku za vzniku disubstituovanych prekurzord P5a-c (Schéma 3). Pfi predbéznych
reakcich vychozi latky reagovaly pfi laboratorni teploté, ale v reakéni smési vznikalo velké
mnozstvi monosubstituovaného Pla-c, a Uplné konverze na disubstituovany produkt nebylo
dosazeno ani pfi delSich reakénich ¢asech (nékolik dnd) nebo po pfidani nadbytku pfislusného
aza-crownu. Proto se jako zcela zasadni projevilo zahtivani reakce pti teploté varu rozpoustédla

pro umoznéni kompletniho zreagovani vychozi latky 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu na

109



disubstituovany produkt P5a-c s dobrymi vytézky (55 — 83 %). Prekurzor P4 byl ptipraven opét

dle publikovaného postupu jako v [P1].1*21

e

N

jyf " %4 o ;

>< ﬁ/\é/ ) : 1a-cZn
J
/Q/¢ a(n=1),b(n=2) cn=3)
M = Mg, 2H or Zn
2a-cM

N )< ><

Obr. 55 Struktury pfipravenych AzaPc senzorl 2a-cM v ramci projektu [P2], pro porovnani

recognition moiety

signaling moiety
AN

zahrnuty i struktury 1a-cM ptipravené v ramci predeslého projektu [P1].
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Schéma 3 Priprava prekurzor(l a cilovych AzaPc senzor(i 2a-cZn s usporadanim rozpoznavaci
cCasti typu ,tweezer”: (i) bezvody K,COs, THF, teplota varu rozpoustédla; (ii) Mg(BuO),, butanol,
teplota varu rozpoustédla; (iii) kyselina p-toluensulfonova, THF, laboratorni teplota; (iv)

Zn(CHCOO0),, pyridin, teplota varu rozpoustédla.

Navrhované AzaPc senzory 2a-cZn byly pak pfipraveny statistickou kondenzaci
prekurzord A (P5a-c) a B (P4) v poméru 1:3 (A/B) Linsteadovou metodou s butanolatem
hofe¢natym stejné jako v projektu [P1]. Odlisné byla provedena pouze izolace ABBB AzaPc

kongeneru, kterd byva rutinné provedena s AzaPc v bezkovové formé z divodu minimalizace
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zadrZovani na silikagelu. V tomto pfipadé bylo ale mozné ABBB kongener Cistit sloupcovou
chromatografii v horfe¢naté formé diky velmi rozdilnym R: jednotlivych AzaPc kongenerd.
Izolovany nesymetricky AzaPc 2a-cMg byl pak preveden reakci s kyselinou p-toluensulfonovou
na bezkovovou formu 2a-c2H. A v zavérecném kroku ptipravy byl do centra AzaPc 2a-c2H
koordinovdn Zn?" reakci s octanem zineénatym za vzniku cilového zine¢natého AzaPc 2a-cZn

(Schéma 3).

Pti pridavcich kationtd alkalickych kovl a kovU alkalickych zemin k senzoriim jsme
pozorovali jen malé zmény v absorpcnich spektrech souvisejici s interakci mezi analytem a
senzorem. Ve fluorescencnich spektrech byly vsak pozorovany mnohem vyraznéjsi narlsty
intenzit fluorescence vidy vazané citlivosti senzoru k uréitému analytu, napftiklad u latky 2aZn
byla odhalena selektivita pouze k Na*, senzor 2bZn rozpozndval K*, Ca** a Ba?* avsak s rozdilnymi
Ka (Obr. 56), senzor 2cZn byl selektivni pouze ke K*. Z popisovanych experimentalnich vysledk
vyplyva, Ze rigidni uspofadani rozpozndavaci ¢asti ,tweezer” vedlo k podstatnému zlepseni
selektivity senzord v porovnani s predchozi sérii senzorl 1a-dZn, kde se kationty kovl vazaly
preferencné dle velikosti kavity aza-crownu (s vyjimkou kationtl kovu alkalickych zemin), avsak
s pomérné nizkou selektivitou. Uspofadani ,tweezer” nejspise limituje pocet kationtd, které
maji vhodnou velikost pro vazbu do kavity rozpoznavaci ¢dsti. Velmi zajivavé bylo to, ze senzory
2a-cZn lépe rozpoznavaly vétsi kationty kovl, neZ byla odpovidajici velikost kavity jejich aza-

crownu, napfiklad 2aZn vazal Iépe Na* neZ Li*, nebo 2bZn Iépe rozpoznaval K* nez Na*.

U pfipravenych AzaPc 2a-cZn jsme soucasné zaznamenali velmi ucéinné zhdaseni
excitovanych stavi molekul procesem ICT (@& < 0,001) diky dvéma donorim na periferii
makrocyklu. Toto zhaseni zajistovalo mnohem vyraznéjsi — méné fluorescentni OFF stavy
v porovnani s prislusnymi latkami pouze s jednim donorem z [P1]. Popisovany vysledek byl ndmi
oCekavan jako jedna zvyhod, ktera zajistila u celé série senzorll 2a-cZn vysSi nardsty
fluorescence mezi OFF/ON stavy, v nékterych pfipadech hodnota FEF presahovala i hodnotu 100
(Obr. 56). Na druhou stranu efekt zhaseni byl natolik ucinny, Ze senzory nebylo mozné , upIné”
pfepnout do ON stavu po pfidavku citlivého analytu, coZ se projevilo nizkymi hodnotami
kvantovych vytézk( fluorescence senzor( v pfitomnosti analytl (@xm+ < 0,067) a tim i nizkou
svitivosti senzoru. Tato pozorovana nevyhoda byla zplsobena nutnosti blokovat obé donorova
centra pro ICT tak, aby nedochazelo k ¢aste¢nému (Ci uplnému!) zhaseni molekuly pfi blokovani

pouze jednoho ze dvou donorovych center.
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Obr. 56 Senzorické vlastnosti v THF. a) zavislost @ senzoru 2bZn na koncentraci K*. b)
Fluorescencni spektra 2bZn (1 uM) béhem titrace K*. c) Jobova metoda pro studium interakce
2bZn a K* (c(k+ 2bzn) = 10 uM).d) Absorpcni spektra 2bZn (1 uM) béhem titrace K*. FEF pro senzor

2aZn (e), 2bZn (f), 2cZn (g) pro rizné kationty kovd.

Z titraCnich experimentl dale vyplynulo, Ze vazba iontl do rozpoznavaciho centra
senzoru je zcela odliSna pokud porovname predchozi sérii latek 1a-dZn a latky s uspofadanim
Stweezer” 2a-cZn. V pripadé latek 1a-dZn méla titracni kfivka pouze jednu fazi. Avsak v pfipadé
senzorul 2a-cZn byly ¢asto pozorovany bifazické titracni kfivky (Obr. 57). Teoreticky je moZné, ze
dva kationty mohou byt koordinovany do centra obou aza-crown( soucasné (stechiometrie 1:2
senzor/analyt) nebo jeden kationt se muze koordinacné vazat mezi dva aza-crowny
(stechiometrie 1:1 senzor/analyt) (Obr. 58). V prvnim ptipadé je nutné, aby se oba kationty
koordinovany do centra aza-crownu soucasné pro prepnuti senzoru do ON stavu, protoZe i jedno

volné donorové centrum je stdle schopno uUcinné zhaset excitované stavy molekuly. Dvé faze
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titracni krivky byly pozorovany po pfidavcich kationt( s velikosti idealni pro vazbu do kavity aza-
crownu nebo s velikosti mensi nez byly velikosti kavity aza-crownu. V souladu s nasim
teoretickym vysvétlenim, v prvni fazi kfivky byla vazba kationtu doprovazena pouze malym
narGstem fluorescence 1,3 — 1,8x avsak vysokymi hodnotami Ka. Druhd faze titrace byla
uskutecnéna pfti vyssich koncentracich analytu (200 — 400 mM) s Ka hodnotami nizsimi nez 10
M. Naptiklad Na* se vazal v prvni fazi titrace do centra senzoru 2azZn s pomérné vysokou Ka
(21 000 M) a stfedné vysokym nardstem fluorescence 7,7x, se zvysenim koncentrace Na* se ale
nejspise zménil charakter vazby a byla preferovana vazba dvou kationtd Na* zvlast do kazdého

aza-crownu s vysokym celkovym narlstem fluorescence 291x.
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Obr. 57 Priklad titracni krivky se dvéma fazemi (zavislost @: senzoru 2bZn na koncentraci Na*)

méreno v THF.

Obr. 58 Predpokladané modely vazby kationtl kovl do rozpoznavaciho centra typu ,,tweezer”
s pfiloZenymi iontovymi poloméry pro jednotlivé kationty. a) stechiometrie vazby 1:1

(senzor/analyt). b) stechiometrie vazby 1:2 (senzor/analyt).
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Popsany typ vazby s bifazickou kfivkou nebyl ale pro vSechny analyty stejny, vyjimku
tvorily vétsi kationty kovu, nezZ byla velikost pfislusného aza-crownu senzoru (napf. 2bZn/K*;
2bZn/Ba?*). Vtomto pfipadé se vazba analytu projevila okamZitym vysokym narQstem
fluorescence 22 — 413x a titraéni kfivkou s jednou fazi. Toto chovani je nejspise zplsobeno
ucinnym blokovanim obou donorll pro ICT ,vmezefenim” vétsiho kationtu mezi oba dva aza-
crowny. Nase vysvétleni bylo soudasné doloZeno studiem stechiometrie vazby senzor/analyt
pomoci Jobovy metody, kdy jsme u ,vétsich” kationtl kovli nalezli stechiometrii vazby 1:1 pro

senzor/analyt.

Mimo struktury senzoru je za jeden z nejvyznamnéjSich faktor( ovliviiujicich vazbu
senzoru a analytu povazovany efekt rozpoustédla.l*>” Velikost kationtu kovu se mlze zvétsit
vlivem solvatace, a tim se mlzZe zménit i vhodna velikost aza-crownu preferovaného pro
koordinaci. Navic vlivem rozpoustédla mize také dochazet k riznym zménam v konformaci aza-
crownu. Efekty dané solvataci Ize jednoduse odhadovat z Gutmannovych donorovych &isel,!*8!
kde vyssi hodnota indikuje vyssi solvataci. Napfiklad voda (18), MeOH (19) a THF (20) maji silny
solvatacni efekt, naproti tomu bézna organicka rozpoustédla maji tento efekt nizsi MeCN (14,1),
benzonitril (11,9), dichlormethan (1,0).[*9 Z literatury™®® jsme dale zjistili, Ze voda mize vyrazné
snizovat stabilitu vazby senzor/analyt, proto jsme se rozhodli tento efekt prostudovat také u
naseho senzoru 2bZn. Zjistili jsme, Ze i stopovd mnozstvi vody vedou k vyraznému poklesu
kvantovych vytézkd fluorescence béhem pridavk( citlivého analytu (Obr. 59) a Ze ackoli
Gutmannovo donorové Cislo je srovnatelné pro THF a vodu, THF jako rozpoustédlo nemuze
simulovat vodné prostredi a my pro zamyslenou biologickou aplikaci musime zajistit, aby AzaPc

senzory pracovaly ve vodé.
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Obr. 59 Vliv vody na kvantové vytézky fluorescence u 2bZn titrovaného K*. a) Titrace 2bZn
rozpusténého v bezvodém THF s pridavky KSCN rozpusténého v bezvodém MeOH. b) Postupné
pridavky vody k roztoku 2bZn v bezvodém THF obsahujicim ptridavem KSCN v bezvodém

MeOH.
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Na zakladé vySe popsaného jsme se rozhodli pouzit 2bZn jako modelovy senzor pro
pfipravu kfemicitych 2bZn@NP a ovéfit, zda je moZné senzorické vlastnosti testované
v prostfedi organickych rozpoustédel extrapolovat na vodné prostiedi. BEhem fluorescencnich
titraci 2bZn@NP rGznymi kationty alkalickych kovl a kovu alkalickych zemin byly pozorovany
témér stejné zavislosti jako v prostiedi organickych rozpoustédel. Senzor 2bZn@NP byl! citlivy
k K* s narGstem fluorescence 17x (Ka = 82 M) a necitlivy k Na*, Li*, Mg?*. PFidavky Ca?* a Ba?* se
projevily narGstem fluorescence avsak pfi koncentracich o nékolik fadd vyssich nez je biologicky
relevantni koncentrace. To bylo déle potvrzeno titraci 2bZn@NP K* v pfitomnosti Na* a Ca®* pfi
jejich fyziologickych, resp. suprafyziologickych koncentracich. Pfitomnost kompetitivnich iontl
neméla vliv na pribéh titracni kfivky (Obr. 60) a senzor 2bZn@NP vykazal uspokojivy narust
fluorescence (5x) i pfi suprafyziologickych koncentracich Na* (150 mM) a Ca?* (100 mM).[
Senzorické vlastnosti byly vice neZ srovnatelné se dvéma nejcastéji vyuZivanymi komeréné
dostupnymi senzory PBFI (FEF = 3,0; Ka = 200 M%; Aem = 557 nm) a CD222 (FEF = 3,7; Ka= 1110
M Aem = 480 nm) pro detekci K* ve vodé.”?! 2bZn@NP v3ak nabizi vy3si FEF = 17 a mnohem

Vv
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Obr. 60 Titrace 2bZn@NP K* ve smési voda/kyselina octova 3:1 v pfitomnosti riznych

koncentraci Na* a Ca?".

Zavérem lze shrnout, Ze v rdmci tohoto projektu byly pfipraveny AzaPc senzory 2a-cZn
s vyssi rigiditou rozpoznavaciho centra diky dvéma aza-crownlm v uspofradani ,,tweezer”. Timto
byla podstatné zvysena selektivita a citlivost senzor( v porovnani se sérii senzor( ptipravenych

v predeslé studii [P1]. Nejlepsi latkou série byl senzor 2bZn, ktery byl citlivy k K* s vysokou Ka
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(14 000 M?) a narGstem fluorescence 22x. Ze senzoru 2bZn byly déle pfipraveny 2bZn@NP a

senzorické vlastnosti byly potvrzeny také ve vodném prostredi.

Hlavni nevyhodou této série senzorll 2a-cZn a oblasti, kterou je nutné zlepsit v dalsi
vyzkumné praci, jsou nizké kvantové vytézky fluorescence v ON stavech senzorl, které
nepresahly hodnotu 0,067 v pfipadé citlivého analytu a byly zplisobené nutnosti blokovat obé

donorova centra pro ICT.

7.1.3  Porovndni rozpozndvacich ¢asti AzaPc senzort [P3]

V projektu [P2] jsme experimentdlné dokazali, Ze zvyseni rigidity rozpoznavaciho centra
ma vliv na selektivni vazbu analytu. Pfipravené senzory 2a-cZn byly vysoce selektivni k urcitému
analytu, ale jejich velkou nevyhodou byly velmi nizké hodnoty kvantovych vytézk( fluorescence
v ON stavech, které omezovali budouci vyuZiti senzord kvali jejich nizké svitivosti. Proto jsme
navrhli ,,nové”“ AzaPc senzory 3a-bZn a 4a-bZn (Obr. 61) s jednim donorovym centrem a

7

zvySenou rigiditou podobné jako u senzori s usporadanim rozpozndvaci ¢asti typu , tweezer”.
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(A) mono-crown (B) crown-lariat ether (C) crown-additional crown (D) sandwich

Obr. 61 Struktury AzaPc senzor( zapojenych do studie. CtyFi typy uspoiadani rozpozndavacich
Casti (A) mono-aza-crown; (B) kombinace aza-crownu s lariat etherem; (C) kombinace aza-

crownu s dalsim crownem a (D) dva aza-crowny v usporadani ,,tweezer”.

U senzord 3a-bZn je rozpozndvaci ¢ast tvorena 1-aza-18-crown-6 s vhodnou velikosti
kavity pro koordinaci K* do centra aza-crownu a srigiditou posilenou lariat etherem v ortho
poloze, ktery by byl po navazani analytu schopen kationt kovu ,obejmout”, a tim vazbu
senzor/analyt stabilizovat. U 4a-bZn rozpozndavaci centrum tvofi mensi 1-aza-15-crown-5

s dalsim pridavnym 2-hydroxymethyl-12-crown-4 v ortho poloze pro zvyseni rigidity vazby.
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V tomto navrhu byl predpokladan odlisny charakter vazby K* mezi oba crowny, které by sviraly
kationt kovu nahote a dole jako ,¢epicka”. Senzory 3aZn a 4aZn maji na periferii navazané
objemné substituenty branici nezadouci agregaci tvorené sSesti terc-butylsulnalovymi skupinami.
V pfipadé senzor 3bZn a 4bZn jsou objemné Ccasti tvoreny Sesti hydrofilnéjsimi 4-
(hydroxymethyl)-2,6-diisopropylfenylovymi skupinami, které by umoZnovaly imobilizaci senzoru

na félii a budouci pfipravu senzorického zafizeni.

Nejprve jako v predesSlych projektech [P1] a [P2] bylo tfeba pfipravit prislusné
prekurzory (Schéma 4) pro cyklizaéni reakci, kterou by byly nasledné pfipraveny nové AzaPc
senzory 3a-bZn a 4a-bZn. Meziprodukty reakci P1b a P1c byly pfipraveny nukleofilni substituci
5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s aza-crownem pfislusné velikosti, jak bylo popsano v praci
[P1]. P1c poté reagoval s 2,2 -oxydiethan-1-olem a NaOH jako bazi za vzniku meziproduktu P6
(vytéiek 79 %). Cisténi meziproduktu P6 bylo provedeno piimo sloupcovou chromatografii bez
predchoziho vytfepavani z dlvodu zvysené hydrofility meziproduktu, a tim i obtizného
prechazeni do organické vrstvy ve smési ethylacetat/voda. Nakonec byla ochranéna terminalni
hydroxylova skupina prekurzoru P6 reakci s 3,4-dihydro-2H-pyranem za vzniku prekurzoru P7
(vytézek 55 %). Pri pripravé prekurzoru P9 nukleofilni substituci intermediatu P1b s 2-
hydroxymethyl-12-crown-4 a NaOH jako bazi vSechny pokusy selhaly — TLC analyza prokazala
vznik mnoha vedlejsich produktli nebo mozZny rozklad produktu reakce. Proto jsme k pfipravé
P9 museli pristoupit obracené a nejprve pripravit mono-substituovany meziprodukt P8
nukleofilni substituci 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s 2-hydroxymethyl-12-crown-4, kde
po vyzkouseni nékolika bazi (NaOH, K2CO,, triethylamin) se jako nejlepsi osvédcil triethylamin

poskytujici nejvyssi vytézky (59 %).

Symetrické prekurzory P4 a P11 byly pfipraveny (Schéma 4) v jednom kroku nukleofilni
substituci 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu a terc-butylthiolatu®?Y nebo 4-(hydroxymethyl)-
2,6-diisopropylfenolatu (P10) s NaOH jako bazi (vytézky P4 77 % a P11 98 %). Pfislusny fenolat
pro pripravu P11 bylo nutné nejprve ptipravit redukci 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehydu
pomoci NaBHs v MeOH (vytéZzek 94 %). Pokus o pfipravu prekurzoru P11 opacnym postupem,
kdy reagoval nukleofilni substituci 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril s 4-hydroxy-3,5-
diisopropylbenzaldehydem, a poté nasledovala redukce NaBH,; na pyrazinovém derivatu, byl

také uspésny ale s nizSimi vytézky (67 % pro nukleofilni substituci a 60 % pro redukci).
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Prekurzory A: OK\O/\’ OK\O/\’
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Schéma 4 Priprava prekurzorl A a B pro AzaPc senzory: (i) 1-aza-18-crown-6, bezvody K,COs,
THF, -12 °C, 2 h; (ii) 2,2"-oxydiethan-1-ol, NaOH, THF/voda, laboratorni teplota, 1 h; (iii) 3,4-
dihydro-2H-pyran, pyridinium p-toluensulfonat, chloroform, teplota varu rozpoustédla, 4 h; (iv)
1-aza-15-crown-5, bezvody K,COs, THF, -12 °C, 3 h; (v) 2-hydroxymethyl-12-crown-4, NaOH,
THF/voda, laboratorni teplota, 90 min; (vi) 2-hydroxymethyl-12-crown-4, triethylamin, THF,
laboratorni teplota, 2,5 h; (vii) 1-aza-15-crown-5, K,COs, THF, laboratorni teplota, 3 h; (viii)
NaOH, THF/voda, laboratorni teplota, 1 h; (ix) terc-butylthiol, NaOH, THF/voda, laboratorni

teplota; (x) 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehyd, NaBH4, MeOH, laboratorni teplota, 30 min.

Pro ptipravu senzorl 3a-bZn a 4a-bZn nebyl mozZny postup pfipravy Linsteadovou
metodou®¥ jako v [P1] a [P2] kvili nestabilité alkyloxy skupin prekurzor(i P7 a P9 a vysoce
pravdépodobné vyméné téchto substituentl za butoxy skupiny rozpoustédla (butanol), jak bylo

podobné dfive popsano nasi skupinou.l*®? Proto byla pro pfipravu senzor( 3a-bZn a 4a-bZn
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zvolena templatova metoda, kterd je v kapitole 5.1.2 uvedena jako dalsi z moznych pfistupl
v pfipravé AzaPc a v tomto konkrétnim je i Setrnéjsi volbou. Nesymetricky prekurzor P7 nebo P9
reagoval s prislusnym symetrickym prekurzorem (P4 nebo P11) opét v poméru 1:3, reakce vsak
probihala v pfitomnosti octanu zine¢natého a vysSevrouciho rozpoustédla (pyridin). Izolace
zinecnatého kongeneru ABBB je vZdy velmi obtizna, proto prekurzory P7, P8 byly navrZeny tak,
aby mély vice hydrofilni charakter ve srovndni s prekurzory P4 a P11, a tim byla umoZnéna
snadnéjsi izolace diky rozdilnym Rs. Vytézky této reakce byly pomérné nizké (5 -9 %) z divodu
jiz zminéné obtiznéjsi separace pfti CiSténi sloupcovou chromatografii a nutnosti opakovani
nékolika cykl( Cisténi. V zavéru je ale nutné uvést, Zze vytézky reakci i tak byly srovnatelné

s celkovymi vytézky tfi-krokové ptipravy AzaPc Linstedovou metodou, coz neni viibec Spatny

vysledek.

Senzorické vlastnosti pripravenych senzorl 3aZn a 4aZn jsme poté studovaly
fluorescenénimi titracemi kationty alkalickych kovt, kov( alkalickych zemin a NHs* (ve formé
triflatQ) a srovnaly je s latkami pfipravenymi dfive v [P1] a [P2]. Nejprve jsme se zaméfili na
prozkoumani vlivu rQzné rigidity rozpoznavaci ¢asti senzor(l a pro toto studium vybrali latky
1cZn, 3aZn, 4aZn a 2bZn s ocekdvanou citlivosti k K*. Senzor 1¢Zn s nejjednodussi rozpoznavaci
&asti typu mono aza-crown rozeznaval K* s nizkou Ka (Ka = 0,25 M%; FEF = 4) a byl o néco vice
citlivy k jinym kationtdm kov( (Ca®* s Ka = 1,5 M a Ba?* s Ka = 1,4 M). Nové senzory 3aZn a
4aZn, kde vazba analytu je podporena lariat etherem nebo dalSim crownem v ortho pozici, mély
navzajem srovnatelné vlastnosti. Ve srovnani s AzaPc 1cZn se jejich citlivost k K* zvysila pouze
nepatrné (3aZn Kx = 0,49 M a4aZn K, = 0,63 M1), aviak s dvakrat vy38im nérlstem fluorescence
mezi OFF/ON stavem (3aZn FEF = 7,4; 4aZn FEF = 7,9). Dalsim dlkazem ucinného blokovani ICT
silnou vazbou analytu byla vtomto pripadé namérena vyssi hodnota @+ (0,1) v ON stavu.
3aZn a 4aZn se ukazaly mimo to také jako skvélé senzory pro rozpoznavani Ba®* (3aZn Ka = 11;
FEF = 21 a 4aZn Ka = 1,2; FEF = 13) s vysokymi kvantovymi vytézky fluorescence v ON stavu (@
>0,20) a vyhodnou necitlivosti k Ca%". U senzoru 2bZn s rozpoznavacim centrem typu ,tweezer”,
tedy dvéma donorovymi centry, velmi silny efekt ICT nedovolil po pfidavku K* Uplné prepnuti
senzoru do ON stavu. 2bZn sice dosahl nejvyssiho narlstu fluorescence po pridavku K* (FEF =
14), ale kvantovy vytéZek fluorescence v ON stavu byl velmi nizky (@& = 0,0055). Z tohoto
pohledu nové pripravené senzory 3aZn a 4aZn s obdobnou rigiditou rozpozndavaciho centra a

jednim donorovym centrem jsou dobrou alternativou pro detekci K* pfipadné Ba* kationtd.

Z hlediska pfipravy senzorickych zatizeni je dllezZité, aby indikatory byly dostate¢né
lipofilni z hlediska pevného ukotveni v matrici a zabrané ,vyteceni” indikdtoru z matrice do

vodného roztoku. Na druhé strané pfilis lipofilni latky trpi sklonem k nezadouci agregaci. Proto
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s vz

jsme pfipravili hydrofilnéjsi senzory 3bZn a 4bZn, které mély identickou rozpozndavaci ¢ast s 3aZn
a 4aZn, a experimentalné dokdzali, ze vykazuji i plné srovnatelné senzorické vlastnosti.
Namérené experimentalni Udaje (@, FEF, Ka) k senzorlim 1cZn, 3a-bZn, 4a-bZn a 2bZn pro titraci

konkrétnim analytem jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5 Senzorické vlastnosti studovanych senzorl v THF (analyty ve formé triflatd)e.

1cZn 3aZn 3bZn 4aZn 4bZn 2bZn
Volna Dyl! 0.011 0.012 0.014 0.017 0.010 0.00039
forma
Amax 654 654 637 653 637 654
€ 165 000 183000 183000 142000 128 000 158 000
Fmax 667 667 643 666 646 670
Na* @yl 0.015 0.013 0.027 0.035 0.021 0.0013
FEF 1.4 1.1 1.9 2.0 2.1 3.3
KA[c] - - - - - -
K* Dylb] 0.044 0.092 0.086 0.14 0.090 0.0055
FEF 4.0 7.4 6.0 7.9 8.9 14
Kald! 0.25 0.49 2.9 0.63 3.0 XXX
Lit @ylb] 0.011 0.012 0.013 0.017 0.0081 0.00040
FEF 1.0 1.0 0.9 1.0 0.8 1.0
Kald! - - - - - -
NH4* Dylb] 0.011 0.029 0.023 0.016 0.0095 0.00035
FEF 1.0 2.3 1.6 0.9 0.9 0.9
Kaldl - - - - - -
Ca?t @ylb] 0.048 0.042 0.018 0.016 0.0095 0.0022
FEF 4.4 3.4 1.2 1.0 0.9 5.5
Kald! 1.5 - - - - -
Ba%t @ylb] 0.23 0.26 0.21 0.21 0.18 0.17
FEF 22 21 15 13 18 439
Kaldl 1.4 11 53 1.2 17 0.06
Mg2+ Dylb] 0.011 0.021 0.012 0.015 0.028 0.0079
FEF 1.0 1.7 0.9 0.9 2.8 20
Kald! - - - - -

[a] Amax — absorpéni maximum Q pésu (nm), € — molarni absorpéni koeficient (molldm-3cm 1), Fmnax — poloha maxima

fluorescence (nm)

bl jako referenéni latka byl pouZit ZnPc (@ = 0,32 v THF).

1Ky (M-1) bylo stanoveno z @.
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V dalsim kroku nasi studie jsme pro demonstraci mozné biologické aplikace pripravili ze
senzoru 3aZn kiemicité NP (3aZn@NP) a senzorické vlastnosti ovérili také ve vodé. Senzor
3aZn@NP byl selektivni pouze k Ba®* a K*, tak jako tomu bylo p¥i studiu v prostiedi organického
rozpoustédla, avSak dosazeni plateau senzoru nebylo mozné v pfipadé ani jednoho kationtu
zdlvodu nutné vyssi koncentrace soli, které nebylo moziné dosdhnout kvali omezené

rozpustnosti obou soli ve vodé.

Nasledujicim cilem naseho projektu bylo detailni prozkoumani role aniontu soli na
rozpoznavani kationtu kovu. Pro potreby studie jsme zvolili rozdilné Na* soli (slabé koordinujici:
SCN", CF3SOs', ClOy4; stifedné koordinujici: Br™ a silné koordinujici anionty: NO5’) z dlivodu jejich
vySSi rozpustnosti v porovnani s K* solemi. Soucasné jsme zapojili do studie vhodné senzory,
s rozdilnou rigiditou rozpoznavaci c¢asti a predpokladanou preferencni citlivosti k Na* (1bZn,
2aZn) nebo jen ¢astecnou schopnosti rozpozndvat Na* (4aZn). Dle naseho ocekavani byly po
pridavcich analytld pozorovany signifikantni zmény u rlznych typl Na* soli. Napriklad NaNOs;
nezpusobil po pridavku Zadny narust fluorescence u viech senzor( (FEF = 1), zatimco pFidavek
NaSCN vedl k signifikantnim naristim fluorescence: 1bZn (FEF = 9,1), 2aZn (FEF = 9,2), nejvice
markantni narQst byl zaznamenan u latky srozpoznavaci Casti typu ,tweezer” 4aZn se
selektivitou k Na* (FEF = 88,2). Velmi zajimavym zjisténim bylo, Ze citlivost senzor( stoupala
v fadé soli NO3™ < Br < CF3SO3 < ClO4 << SCN™ (Obr. 62). Dle studia v literature se nasledné
ukazalo, Ze experimentalné ziskana zavislost kopiruje zavislost iontll se schopnosti Stépit
vodikové vazby tzv. Hofmeisterovu fadu.'*® Z vy$e uvedeného vyplyva, Ze také aniont soli
pouzité pfi titraci maze signifikatné ovliviiovat vazbu analytu do rozpoznavaci ¢asti senzoru, a
proto na néj musi byt brdn zretel predevsim pfi porovnavani vysledkl publikovanych v riznych

¢lancich.
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Obr. 62 Role aniontu soli na rozpoznavani analytu (rizné typy sodnych soli).
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V ramci tohoto projektu byly tedy pfipraveny ,nové“ AzaPc senzory 3a-bZn a 4a-bZn
s jednim donorem pro ICT a zvySenou rigiditou podobné jako u senzorl typu ,,tweezer” tentokrat
docilenou lariat etherem nebo dalSim crownem v blizkosti rozpoznavaci ¢asti. 3a-bZn a 4a-bZn
senzory mély zachovanou citlivost k K* pfipadné Ba%* iontim, ale sou¢asné odstranily diky pouze
jednomu donorovému centru hlavni nevyhodu senzorl z [P2] a vykazovaly vysoké kvantové
vytézky fluorescence (@rm+ > 0,20) v ON stavu. Mozné vyuziti v biologické aplikaci bylo
demonstrovano pripravou 3aZn@NP a experimentalnim ovéfenim senzorickych vlastnosti ve
vodé. Ve druhé casti studia jsme popsaly silny vliv aniontu soli na citlivost rozpoznavani analytu
aza-crowny. Objevili jsme, Ze citlivost ke kationtu soli roste v fadé aniontdl NOs;™ < Br < CF3S05™ <
ClO4 << SCN', a proto pfi studiu senzorickych vlastnosti musi byt vénovana pozornost nejen

citlivosti ke kationtu kovu, ale také k typu soli pouZité pfi titraci.
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7.2 Vyvoj a studium novych CO; senzor(l zaloZzenych na pH-senzitivnich AzaPc [P4]

V rdmci mé vyzkumné staze v Rakousku jsem se zabyval studiem vyuzZiti pH-senzitivnich
AzaPc jako indikatorG v CO; senzorech. V plastickém typu senzoru je pH-senzitivni indikator (Ind)
ulozen v hydrofobni polymerové matrici spolecné s lipofilni bazi, ktera indikdtor deprotonizuje
(nefluorescentni OFF stav) v nepfitomnosti analytu. CO, poté difunduje semipermeabilni
silikonovou membrdanou do citlivé vrstvy, kde v pfitomnosti vody protonizuje indikator, ¢imz

dojde v pfipadé AzaPc k signifikantnimu nardstu fluorescence viz rovnice (4).[26% 165]

CO, + H,0 + Ind”Base* & HCO3Baset + IndH (4)

Motivaci pro vyvoj novych CO, senzorl bylo predevsim zavedeni a ovéreni funkce
nového indikatoru zaloZzeného na AzaPc, ktery by pfinesl vylepSeni v podobé optimdlnich
spektralnich vlastnosti a moznosti modifikace pKa,!***! coZ je nespornou vyhodou v porovnani
s konvencné pouzivanymi indikatory jako je HPTS nebo indikdtory zaloZzené na
trifenylmethanovych barvivech.[*%® 1671 Oblasti, kterou jsme chtéli detailngji prostudovat, bylo
pouziti vedle konvencni ethylcelulézové matrice také pouZiti novych matric zaloZzenych na
polyuretanovych elastomerech srlznym obsahem vody (5-25 %). Nové matrice jsou
v soucasnosti intenzivné studovanym a vyhleddvanym nastrojem z hlediska moznosti, vylazeni“
citlivosti senzoru k pCO, v urcitém dynamickém rozsahu a minimalizace vlivu vnéjsich podminek.
Pro potfeby nasi studie byly zvoleny zine¢naté AzaPc s jednou (5aZn), dvéma (5bZn) nebo ¢tyfmi
(5¢Zn) fenolovymi substituenty (Obr. 63), které byly nedavno popsané jako Cervené emitujici
(Aem = 660 nm) pH indikatory pro bazickou oblast (pKa = 12,6)3% a v nasi studii by byly vhodnymi

indikatory v CO, senzorech.

Na pocdatku projektu bylo tfeba nalézt vhodnou matrici pro vlozeni AzaPc indikatora.
Prvnim pokusem byla volba konvencné vyuzivané EC matrice pro nekovalentni vazbu indikatoru
5aZn, 5bZn, 5¢Zn nebo kontrolni latky KLX s TOAH jako bazi. Avsak fdlie obsahujici AzaPc
indikdtory po expozici CO, nevykazaly dostate¢ny narast fluorescence, a to zdlvodu
nedostatecného zhaseni fluorescence v OFF stavu u senzoru s 5aZn nebo nedostatecného
prepnuti do stavu ON v pfipadé senzorl s 5bZn a 5c¢Zn. Tento neuspéch jsme si vysvétlovali
absenci vody v hydrofobni EC matrici, AzaPc indikatory jsou sice také hydrofébni, ale pro
prepnuti senzoru do ON stavu po prlichodu CO, hraje malé mnoZstvi vody nejspise dlilezitou

roli. To bylo pozdéji dokdzdno i na tom, Ze senzory zaloZzené na AzaPc indikatorech byly citlivé
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pouze na CO; s urcitou humiditou nikoli na suchy plynny CO,. Cela tato teorie je ddle podporena
faktem, Ze jiné indikatory s dobrou odezvou v EC matrici jsou vétsinou vice hydrofilni, coZz muze

zajistit potrebné ,lokdIni“ mnozstvi vody.

tBu o OH
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Obr. 63 Struktury AzaPc indikator( 5a-cZn vyuzité pro pripravu CO; senzor( a kontrolni latka

KLX (stale ON stav).

Proto jsme se rozhodli pro hydrofobni AzaPc indikdtory vybrat matrice s urcitym
obsahem vody, jako jsou amfifilni polyurethanové elastomery komeréné dostupné pod
oznaéenim HydroMed™ a HydroThane™, které obsahuji hydrofilni i hydrofobni domény
s obsahem vody 5-95 %. Ackoli nékteré studie jiZz popisovaly matrici HydroMed™ D4 (50 %
obsahu vody) jako vhodnou pro pfFipravu optickych senzord,!*®® 1% my se rozhodli spise
prostudovat matrice s niz§imi obsahy vody HydroThane™ 5, 15, 25 (5, 15 a 25 % vody), a to
z nékolika ddvodl. Vys$si obsah vody v matrici (nad 40 % obsahu vody) mlZe zpUsobit
mechanickou nestabilitu félie a navice lipofilni charakter AzaPc m(iZe v matrici s vy$Sim obsahem

vody vyustit v nezaddouci agregaci indikatoru.
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Proto indikatory 5a-cZn a kontrolni latka KLX byly nekovalentné vioZeny do matric
HydroThane™ 5, 15 a 25. Po expozici CO, byly zaznamendny méné vyrazné zmény v absorpénich
spektrech se dvéma isosbestickymi body (pfi 595 a 652 nm) dokazujicimi, Ze zmény jsou
zpUsobeny pfechodem jedné formy (fenolat) senzoru na druhou (fenol) (Obr. 64). V emisnich
spektrech byly zmény vice markantni a zaznamenali jsme signifikantni narlsty fluorescence

zavislé na pCO,, ¢imZ jsme potvrdili citlivost pripravenych senzort k pCO..
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Obr. 64 Zmény v absorpcnich (a) a emisnich (b) spektrech senzoru s indikatorem 5aZn a TBAH
bézi v matrici HydroThane™ 25 po expozici CO; (0 — 95 kPa. 85% relativni humidity), c)
fotografie senzorickych folii pod UV (excitace pfi 365 nm) ve vodé s N, (OFF stav) a CO, (ON

stav).

V dal$im kroku nasi prace bylo tfeba nalézt nejlepsi AzaPc indikator pro potieby naseho
dalSiho studia, proto jsme senzory s 5a-cZn vzajemné srovnaly a jako nejlepsi latku vybrali
indikdtor 5aZn obsahujici jen jednu donorovou skupinu pro ICT. Senzor s 5aZn po expozici CO;
totiz vykazal narust fluorescence srovnatelny s kontrolni KLX (stale ON), a tim bylo dokazano
ucinné blokovani ICT a ,dokonalé” prepnuti senzoru do ON stavu (Obr. 65). Naproti tomu
senzory s indikatory 5bZn a 5cZn mély intenzity fluorescence po expozici CO, ve srovnani se
senzorem obsahujicim 5aZn polovicni, protoze v jejich pfipadé je pro ucinné blokovani ICT nutna
interakce vSech donorovych skupin s analytem. Tento vysledek nebyl pro nds prekvapujici
z hlediska dfive publikovanych vysledkd!® 1?2 tykajicich se G&inného blokovani ICT (viz kapitola

4.9.1).

Poté bylo nasim ukolem vybrat nejvhodnéjsi matrici, a proto jsme pfipravili senzory
s 5aZn indikdtorem a bdazi TBAH s rznymi matricemi HydroThane™ 5, 15 a 25 lisicimi se
obsahem vody (5, 15 a 25%). Nejlepsi vlastnosti mél senzor s matrici HydroThane™ 25, vysledky
byly opakovatelné s vybornou citlivosti k pCO, v rozsahu 0 — 5 kPa se zaroven nejvyssimi nardsty
fluorescence (12x) mezi OFF/ON stavy v rozsahu 0-95 kPa pCO,. HydroThane™ 15 se zdal byt

také vyuZitelnym pro ptipravu CO, senzor(, avsak mél nizsi narast fluorescence (jen 5x).
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Nejméné reprodukovatelné vysledky méla matrice HydroThane™ 5 a moZnym vysvétlenim

Spatné reprodukovatelnosti méreni je nejspise nizky obsah vody.
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Obr. 65 Zmény intenzity fluorescence pfi 672 nm pro senzory s indikatory 5a-cZn s TOAH a

kontrolni latkou KLX v matrici HydroThane™ 5 po expozici CO, pfi 25 °C (Aexc = 382 nm).

Hlavni nevyhodou plastickych CO, senzorl zaloZzenych na EC matrici je citlivost na
teplotu. PFi vyssich teplotach dochazi k poklesu citlivosti senzoru, kterda mulze vést k negativné
faleSnym vysledklim méreni. Proto nasim dalSim cilem bylo studium vlivu teploty (pfi 15, 25 a
35 °C) na citlivost k CO, u senzorll obsahujicich indikator 5aZn a bazi TBAH s matrici
HydroThane™ 5, 15 a 25. Senzor s matrici HydroThane™ 25 dosahoval opét nejlepsich
vlastnosti, mél stejnou citlivost k CO, pFi vSech teplotach do 2 kPa CO; a pouze malé zmény byly
zaznamenany pro teploty 15 a 25 °C v rozsahu méreni pCO, 2 — 93 kPa, a je tak nejhodnéjsi pro
pfipravu optickych CO; senzord. V pfipadé matric HydroThane™ 5 a 15 byly zmény citlivosti

k CO; vlivem teploty vice vyrazné.

Jak bylo jiz vySe zminéno, v plastickém typu senzoru je k indikatoru pridavana baze, kterd
udrzuje indikator v deprotonizované nefluorescentni formé (OFF stav). Nejcastéji je volen
TOAH!#8:170 7e skupiny tetraalkylammonium-hydroxid. Z literatury jsme zjistili, Ze volbou méné
stericky naroénych bdzi dochazi k signifikantnimu poklesu citlivosti senzord.'’* Proto néas
v neposledni fadé zajimal vliv rizné stericky ndro¢nych bazi ze skupiny tetraalkylammonium-
hydroxid (TOAH, TBAH a tetraethylammonium-hydroxid (TEAH)) na findlni citlivost CO,
senzoru. Po vyhodnoceni experimentalnich dat jsme dosli k zavéru, Ze rozmérnost a tedy
lipofilita baze opravdu koreluje s citlivosti senzoru a my takto mulZeme pfripravit senzory
s rlznymi citlivostmi dle volby baze v fadé TOAH < TBAH < TEAH (Obr. 66). Naptiklad senzor

s TOAH byl citlivy pfi vyssich pCO, (0-50 kPa). Pfridani TBAH baze k senzoru zvysila citlivost asi o
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polovinu v porovnani s TOAH. Senzory s TOAH a TBAH by tak diky své citlivosti mohly nalézt
uplatnéni v monitorovani biologickych hladin CO, (v dechu pacienta) nebo v biotechnologickych
aplikacich. Senzor s TEAH byl citlivy i pfi velmi nizkym hladindm CO; (= 2 kPa, pfi 25 °C), coz mlze
byt velmi vyhodné pro aplikaci v environmentalnim monitorovani CO,. Ovlivnéni citlivosti
senzoru vybérem baze je zplsobeno tim, Ze hydrofobni vice rozmérné baze (TOAH) brani, aby
se voda dostala do blizkosti baze a naopak vice hydrofilni baze jako TEAH jsou vice hydratovany.
Tato teorie je podporena dileZzitym obsahem vody v matrici pro pfepnuti senzoru z OFF do ON
stavu a zaroven tim, Ze hydrofébnéjsi baze lokalizuji indikdtor do oblasti matrice s mensim
obsahem vody a naopak. ,Vyladéni“ citlivosti CO, senzoru vybérem baze o rizné délce fetézce
je navic mozné v matricich HydroThane™ i pro strukturdlné jiné indikatory nez je AzaPc, co? jsme
dokazali pFipravou a studiem vlastnosti senzoru s DPP!**® indikatorem v matrici HydroThane™

25 s rznymi bazemi (TOAH, TBAH nebo TEAH).

Fluorescence, a.u.

Obr. 66 Vliv baze na citlivost senzoru pfi 25 °C (senzor s 5aZn indikatorem v matrici

HydroThane™ 25 a bazemi TOAH, TBAH a TEAH).

Na zavér jsme chtéli doloZit opravdovou vyuZitelnost senzoru v redlnych aplikacich, a
proto jsme pfipravili senzor (indikator 5aZn + HydroThane™ 25 + TBAH) vhodny pro méfeni v
kombinaci s optickym vlaknem, umoziujicim vyhodnoceni pomoci kompaktniho oxygenometru
(FireSting0Q;). Tento pfistroj je vybaven excitacnim zdrojem cerveného svétla (624 nm) a
fotodiodou, kterd detekuje emisi v éervené oblasti. Béhem experimentu jsme naméreli
reprodukovatelné zvyseni fluorescence v zavislosti na pCO; (0 — 4,75 kPa) a to v nékolika cyklech
(Obr. 67), coz je velmi dllezité pro redlnou aplikaci. Mimo vySe uvedené predvedeni realné
aplikace senzoru jsme navrhli také dva mozné koncepty méreni: ,Dual Lifetime Referencing”

(DLR) technikou (Obr. 68),!*7? kdy je do ochranné vrstvy senzoru pfidan je$té druhy referenéni
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materidl (silanizované &astice egyptské modfi).l*”! A méFeni jako ,ratiometric 2-wavelenght”,
kdy do ochranné silikonové vrstvy senzoru je pfidan fluorofor (Lemon Yellow), ktery je necitlivy
k analytu a vykazuje odlisné emisni spektrum. A timto zplsobem je pak umoznéno snimani

emisnich spekter v ¢ervené a zelené oblasti pomoci RGB kamery.

201 co, 4.75 kPa CO, co, Cco,

Fluorescence, a.u.

Time, h

Obr. 67 Dynamicka odpovéd senzoru (5aZn a TBAH v HydroThane™ 15) na optickém vldkné

spojeném s kompaktnim oxygenometrem FireStingO; pfi 25 °C pro expozici CO; (0 — 4,75 kPa).
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Obr. 68 Dynamicka odpovéd senzoru (5aZn a TBAH v HydroThane™ 15) obsahujiciho
silanizované ¢astice egyptské modfi jako refencni mataridl, koncept méfeni , Dual Lifetime

Referencing” (modulaéni frekvence 4kHz, 25 °C).
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V radmci projektu byly pfipraveny nové CO, senzory vyuZivajici AzaPc indikatory 5a-cZn.
Jako nejoptimalnéjsi indikator byl zvolen AzaPc 5aZn s jednou fenolovou skupinou. Pro
imobilizaci indikator( byly namisto konvecni EC matrice zvoleny polyurethanové elastomery pod
komerénim oznaéenim HydroThane™ 5, 15 a 25 (s 5, 15 a 25 % obsahu vody), jako nejvhodnéjsi
matrice byl zvolen HydroThane™ 25. Déle byl nalezen a objasnén vztah meazi lipofilitou bazi ze
skupiny tetraalkylammonium-hydroxidd s riznou délkou fetézce. Byl pozorovan nardst citlivosti
senzoru v fadé TOAH < TBAH < TEAH se zkracujici se délkou alkylu baze. Timto je mozné pripravit
senzory citlivé v rizném rozsahu pCO,. Tento objev je univerzalni, coZ bylo doloZeno pfipravou
senzoru s jinou strukturou indikdtoru (DPP). Na zavér byla demonstrovana redlna aplikace
pfipraveného senzoru zaloZzeného na AzaPc indikatoru 5aZn na rozdilnych konceptech méreni

s kombinaci s optickymi vlaky spojenymi s komercéné dostupnym oxygenometrem FireStingO;.
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8. ZAVER

Tato disertacni prace byla vénovana detailnimu studiu rozpoznavacich ¢&asti
senzorickych AzaPc. V Teoretické ¢asti je shrnut soucasny stav studované problematiky. Zaméfil
jsem se predevsim na popsani struktur Pc a jim pribuznych AzaPc a jejich absorpéni a
fotofyzikalni vlastnosti. Zvlastni pozornost jsem vénoval problematice fluorescencénich senzord
a pripravil kratky prehled fluoroforl a rozpoznavacich ¢asti s priklady citlivych analyt( spolecné
s prehledem komercéné dostupnych fluorescenénich senzorli pro rozpoznavani kovovych
kationtl a senzor( citlivych k pH. V zavéru kapitoly jsou sepsany vsechny doposud publikované
informace tykajici se senzorickych AzaPc a ovlivnéni jejich vlastnosti. Metodicka ¢ast je vénovana
pfipravé Pc a AzaPc a jejich prekurzorll a metodam pouzitym pro studium fotofyzikalnich
vlastnosti. V Experimentalni ¢asti jsou popsany konkrétni mnou provadéné pripravy prekurzord
a cilovych AzaPc struktur a postupy pfi studiu senzorickych vlastnosti AzaPc. Cést Vysledky a
diskuze je pak komentafem ke vSem vyzkumnym projektim, které probéhly pri pripravé

disertacni préce.

Prvni ¢ast prace mapuje studium rozpoznavacich ¢asti senzorickych AzaPc s cilem
pripravit fluorescencni senzor vysoce selektivni a citlivy k uréitému kationtu kovu. Projekt [P1]
ukazal, Ze velikost aza-crownu je klicovym faktorem v selektivnim rozpoznavani kationt(
alkalickych kov(l. Pfekvapivé kationty kov( alkalickych zemin se vazaly do centra aza-crownu
mnohem silnéji pravdépodobné diky jejich vyssi elektronové hustoté dané dvojmocnym
charakterem, a proto velikost aza-crownu neméla v tomto pfipadé vliv na selektivitu. V praci
[P2] byla zvySena rigidita rozpoznavaciho centra usporadanim dvou aza-crownu typu ,tweezer”,
coz vedlo ke zlepseni selektivity k urcitym analytlim. Hlavni nevyhodou senzori byly vsak nizké
kvantové vytézky fluorescence v ON stavu zpUsobené nutnosti blokovat obé donorova centra
pro ICT. VySe zminény problém jsme se snazili pfeklenout v poslednim zatim nepublikovaném
projektu [P3], kde navrhované senzory mély jen jedno donorové centrum a rigidita byla zvysena
pomoci vhodnych substituentl (lariatether, dalsi crown) v blizkosti aza-crownu. Pfipravené
senzory si zachovaly vysokou selektivitu k K* pfipadné Ba?* soudasné s vysokymi hodnotami

kvantovych vytézk( fluorescence v ON stavu, coz bylo cilem této série.

Druha cast prace se tykala studia moZnosti pouZit pH-senzitivni AzaPc jako indikatory
v CO; senzorech [P4] a vznikla béhem mé vyzkumné staze v Rakousku. Pro imobilizaci AzaPc
indikator( k podplirné félii byly nejprve nalezeny optimalni podminky (matrice, rozpoustédlo,

baze) a AzaPc indikator s jednou fenolovou skupinou se ukazal jako nejlepsi pro pripravu a
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studium vlastnosti ,nového“ CO, senzoru. Vramci projektu byl pouZit novy typ matric
zaloZzenych na polyurethanovych elastomerech (Hydrothane™) se stfednim obsahem vody (5-
25 %). Velkym prekvapenim byl pro nas nalezeny vztah mezi délkou retézce baze ze skupiny
tetraalkylammonium-hydroxid( a citlivosti senzoru k pCO,. Bylo pozorovano, Ze se snizujici se
délkou alkylového tfetézce (vyssi hydrofilita, nizsi sterickd naro¢nost) baze roste citlivost k pCO»
vfadé TOAH < TBAH < TEAH a my jsme takto schopni pfipravit senzory citlivé v rGznych
rozmezich pCO,, coZ umozZniuje pfipravit senzory pro rGzné aplikace (monitorovani dechu,
biotechnologie, environmentalni monitorovani CO,). V zavéru tohoto projektu byla predvedena
realna aplikace senzoru pfipravou senzorického materidlu a jeho umisténim na optické vlakno

s vyhodnocenim moznym pomoci kompaktniho fluorimetru.

Prace na vyvoji AzaPc senzor( bude dale pokracovat projektem, kde v aza-crownech
budou nékteré atomy kysliku zaménény za atomy dusiku nebo siry. U této série je
pfedpokladana vyssi citlivost k tézkym kovim (Hg?, Pb?, Cd**) a mohly by tak byt velmi
uziteénymi nastroji v environmentalnich aplikacich. Mimo jiné je ve spolupraci s kolegy
z vyzkumné skupiny Assoc. Prof. Sergeje Borisova planovana pfiprava a studium senzorického

zafizeni pro rozpoznavani kationtl kov( vyuzivajici AzaPc 3bZn a 4bZn jako indikatory.
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