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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Autor: Veronika Cermékova

Skolitel: doc. PharmDr. Petr Zimdcik, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Ovlivnéni pKa rozpoznavaci ¢asti azaftalocyaninovych
senzoru

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou makrocyklické slouceniny obsahujici rozsahly
systém konjugovanych dvojnych vazeb, ktery jim udéluje schopnost absorbovat svétlo
v ¢ervené oblasti spektra. Jsou charakterizovany intenzivni ¢ervenou fluorescenci jako
jednou z moznych cest deaktivace excitovanych stavili po absorpci fotonu. Fluorescence
AzaPc substituovanych fenolickou skupinou na periferii mize byt vypnuta/zapnuta
v zé&vislosti na pH okolniho prostfedi a pKa fenolické skupiny. V zasaditém prostiedi
se molekula nachazi ve form¢ fenolatu a podstupuje tzv. intramolekularni ptenos naboje
mezi fenoldtem, ktery slouzi jako donor, a elektrondeficitnim makrocyklickym jadrem,
které slouzi jako akceptor. Vysledkem je zhaseni fluorescence. Pfepindni mezi ON/OFF
stavy u fenol-substituovanych AzaPc je zavislé na koncentraci protoni, a proto mohou
byt tyto latky vyuzity k monitorovani pH.

Cilem této prace byla syntéza derivati fenol-substituovanych AzaPc, jejichZ pKa
fenolické skupiny je modulovano vhodnou substituci v ortho pozici. Syntéza zacala
ptipravou pfislusnych prekurzor, tedy derivatat 5-(4-hydroxyfenyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu. Byla provedena elektrofilni substituce (bromace nebo nitrace) komeréné
dostupného 4-hydroxyacetofenonu. Produkty reakci byly nasledné oxidovany pomoci
oxidu selenicitého na ketoaldehydy, které nebyly izolovany, ale byly in situ v nasledné
kondenzacni reakci s diaminomaleonitrilem pifevedeny na pfisluSné pyrazin-2,3-
dikarbonitrily. Pro ziskdni nesymetrickych AzaPc byla provedena smiSena
cyklotetramerizace téchto prekurzori (A) spolu s 5,6-bis(ferc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilem (B) za pouZiti butanolatu hotfecnatého jako inicidtoru reakce. Vysledna
smes obsahovala Sest riznych kongeneri (t.j. AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB,
BBBB), z niz poZadovany kongener (ABBB) byl separovan pomoci sloupcoveé
chromatografie. AzaPc byly ndsledné ukotveny do lipofilnich nosict (mikroemulze,
lipozomy) a zmeény intenzity fluorescence byly hodnoceny jako funkce pH pufru.

Zavislost intenzity fluorescence na pH umoznila stanoveni hodnoty pKa.
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Azaphthalocyanines (AzaPc) are macrocyclic compounds containing a large
system of conjugated double bonds that enables them to absorb light in the red part
of the spectrum that is promising in biological applications. They are characterized
by intense red fluorescence as one of the relaxation pathways of the excited state after
absorbing a photon. The fluorescence of AzaPc substituted with a phenol moieties on the
periphery can be switched ON/OFF depending on the pH of the environment and the pK,
of the phenolic group. In basic medium, the molecule occurs as phenolate and undergoes
intramolecular charge transfer between the phenolate group (a donor) and the electron-
deficient macrocyclic core (an acceptor). Asaconsequence of this process,
the fluorescence is quenched. Switching between ON/OFF states in phenol-substituted
AzaPc is dependent on the proton concentration and thus can be utilized in pH sensing.
The aim of this work was to synthesize derivatives of phenol-substituted AzaPcs
whose pKa is modulated with suitable substitution in ortho position. The synthesis started
with preparation of appropriate precursors (i.e. substituted 5-(4-hydroxyphenyl)pyrazine-
2,3-dicarbonitriles).  Electrophilic ~ substitution of  commercially available
4-hydroxyacetophenone (bromination or nitration) was performed. The products were
treated with selenium dioxide affording corresponding ketoaldehydes that were
not isolated but directly reacted in a condensation reaction with diaminomaleonitrile.
To obtain unsymmetrical AzaPc, a mixed cyclotetramerization (statistical condensation)
of these precursors (A) with 5,6- bis(tert-butylsulfanyl)pyrazine-2,3-dicarbonitrile (B)
was performed using magnesium butoxide as an initiator. Resulting mixture contained
six different congeners (i.e. AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB, BBBB) from which
the required congener (ABBB) was isolated using column chromatography. AzaPcs were
then incorporated to lipophilic particles (microemulsion, liposomes) and the fluorescence
changes were investigated as a function of pH of the buffer. Dependence of fluorescence

on pH allowed determination of pK. value.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
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1 CIL PRACE

pH ptedstavuje dualezity fyziologicky parametr, ktery je v organismu zpravidla
striktn€ regulovan a udrzovan v uzkém rozmezi hodnot. Pro jeho zachovani se v bunikach
uplatnuji rizné homeostatické a pufrovaci mechanismy. Vychyleni od normalnich hodnot
doprovazi rozlicné patologické i fyziologické udalosti. pH hraje napiiklad dilezitou roli
pii apoptoze! a svalové kontrakci’?. Abnormalni hodnoty pH jsou spojovany
s rakovinou®* ¢i Alzheimerovou nemoci.’ Informace o hodnoté pH je zprostiedkovana
fluorescen¢nimi senzory a slouzi k pochopeni konkrétnich jevi a je voditkem k vyvoji
novych 1écebnych piistupii pro dané patologické stavy.

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou planarni makrocyklické slouceniny obsahujici
rozsahly systém konjugovanych dvojnych vazeb, ktery je predurcuje k modrému
az zelenému zbarveni. Vyznacuyji se silnou absorpci v ¢ervené oblasti spektraa intenzivni
cervenou fluorescenci. Jsouto syntetické slouceniny strukturné podobné piirozené
se vyskytujicim porfyrinim, jako je hem, nebo chlorinim, jako je chlorofyl.
Pro své fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti jsou v soucasnosti intenzivné zkoumany
jako uc¢inné fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii,® dale jako zhéasece fluorescence
v DNA sondach’?® a jako fluorescenéni senzory kationti kovi.® Tato prace se zabyva
AzaPc jako moznymi senzory pH, jejichz fotofyzikdlni vlastnosti jsou zavislé na pH
prostredi.

Pouziti AzaPc ke stanoveni pH je strukturné¢ podminéno pfitomnosti donorové
fenolické skupiny na periferii. Takto substituované latky podléhaji v zasaditém prostiedi
disociaci na fenolatovy anion a podstupuji proces zvany intramolekularni pfenos naboje
(intramolecular charge transfer, ICT) jako hlavni cestu deaktivace excitovanych stavi,
jehoz vysledkem je vymizeni fluorescence.!”

Cilem této prace byla syntéza nesymetrickych pH senzitivnich derivati AzaPc
ze skupiny tetrapyrazinoporfyrazind, jejichz pK. rozpoznavaci fenolické Casti

je ovlivnéno vhodnou substituci v ortho pozici (Obr 1).
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Obr. 1 Struktura cilovych molekul.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

Fluorescence je jev, pii kterém dochdzi k emisi svétla latkou, a predstavuje
jeden z moznych zpisobi uvolnéni energie nabyté predeslou absorpci fotonu. Vyskytuje
se jak u anorganickych (mineral fluorit), tak i organickych latek (typicky aromatickych).
Mezi zastupce organickych latek se schopnosti fluoreskovat se fadi napiiklad fluorescein,
ktery se kromé jiného pouziva v oftalmologii k zjisténi vad rohovky, ¢i antimalarikum
chinin.!!

Fenomén fluorescence byl pozorovan jiz v 16. stoleti ve vyluhu dfeva nazyvaného
Lignum nephriticum, pouzivaného pro 1é€bu onemocnéni ledvin. Plivodcem byla latka
strukturné blizka fluoresceinu vznikla rozstépenim glykosidické vazby pfi poruSeni tkané
dieva. V 17. stoleti bylo pfijeho zkoumani zjisténo, ze jev je mozné pozorovat
pouze v zdsaditém prostiedi, vymizi piidanim kyseliny, ale je navrdcen novym
piidavkem baze. Poprvé tak bylo vyuzZito fluorescencni latky jako ukazatele pH.!2

Pokud molekula absorbuje svétlo, prijima tak energii a dochazi k piechodu
elektronu ze zakladniho stavu So do jedné z vibrac¢nich hladin energeticky vyssiho
excitovaného stavu S; (Obr. 2). Tento stav je nestabilni, a po urCitém case se molekula
riznymi zpusoby energie zbavuje a navraci zpét do zékladniho stavu. Jednou z cest
relaxace je emise fotonu (fluorescence), pfi¢emz vinova délka vyzaten¢ho svétla
je zpravidla delSi (ma niz$i energii) nez vinova délka svétla absorbovaného. Pti¢inou
je ztrata ¢asti energie vnitini konverzi a prechodem molekuly na nejniZsi vibra¢ni hladinu
excitovaného stavu pifed vlastnim vyzafenim fotonu. Tento rozdil vlnovych délek
je oznacovan jako Stokestv posun. Proces absorpce s naslednou emisi je pifi fluorescenci
velmi rychly (fadoveé nanosekundy), a proto metody zalozené na fluorescenci poskytuji
pohotovou odpovéd’ na rychle se ménici podminky v biochemickych dé&jich.!!

Mezi dal8i zpisoby ndvratu do energeticky vyhodného stavu So patii uvolnéni
energie ve formé tepla a ICT. Molekula se energie dale mlZe zbavit pomoci
mezisystémového prechodu a vyzarenim fotonu fosforescenci ¢i pfedanim energie
okolnim molekulam za vzniku jejich vysoce reaktivnich forem (reactive oxygen species,

ROS, singletovy kyslik, !02), coZ je uplatnéno ve fotodynamické terapii.'?
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Obr. 2 Schéma energetickych prechodii po absorpci energie ve formé fotonu
(tzv. Jablonského diagram). Zarivé prechody jsou vyznaceny rovnou carou s Sipkou,

nezarive vinovkou.

Me¢teni zalozend na fluorescenci se vyznaCuji mimotfadnou citlivosti
(detekovatelné jsou i koncentrace v Fadu 10-'° M). Ta je podminéna zptisobem méfent,
kdy je intenzita emitovaného zaieni vztazena k tmavému pozadi. Méfeni absorpce naproti
tomu spociva ve srovndni intenzity proSlého svétla vzorkem analytu a slepym vzorkem
a citlivost je tedy mnohem mensi.!!

Absorp¢ni a fluorescencni vlastnosti latek jsou hodnoceny na zakladé spekter
(Obr. 3). Absorp¢ni spektrum je vyjadienim grafické zavislosti absorbance na vinové
délce absorbovaného zareni. Emisni spektrum popisuje intenzitu emisniho zareni jako
funkci vinové délky tohoto zafeni, pficemz vinova délka excitaniho zareni je konstantni.
Naproti tomu excita¢ni spektrum popisuje intenzitu emisniho zéateni jako funkci vlnové
delky excitacniho zafeni, vlnova délka emisniho zafeni je konstantni. Excita¢ni spektrum

vétsinou kopiruje absorpéni spektrum, emisni spektrum je jeho zrcadlovym obrazem.!?
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1= n = 1

0,5+ R 0,5

Absorbance
2ouUd9salon|} ejizuayu|

01 T
500 600

Vinova délka, nm

Obr. 3 Ukazkové absorpcni (plna cerna cara), emisni (teckovana modra cara)
a excitacni (carkovand oranzovda cara) spektrum u AzaPc. Rozdil vinovych délek maxim

absorpcniho a emisniho spektra je oznacovan jako Stokesiiv posun.
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2.2 Fluorescencni senzory

Fluorescencni senzory jsou latky schopné selektivné rozpoznat analyt
(napf. anorganické ionty jako je Mg?", Ca®*, Na*, CI- ¢&i proton HY). Pfitomnost analytu
se projevi ve zmeén¢ jejich fotofyzikalnich vlastnosti. Pro méteni fluorescence skrze zivé
tkang¢ je zddané, aby hodnota vinové délky excitacniho a emisniho zareni byla v intervalu
650-900 nm. Jedna se o oblast spektra daleké cervené a blizké infracervené Casti. Svétlo
této vinové délky v kontrastu se svétlem kratsi vinové délky prostupuje hloubéji tkanémi,
nedochazi k autofluorescenci pfirozené¢ se vyskytujicich endogennich fluorofora
(hemoglobin, melanin), ani k nadmérnému rozptylu. Tkai po vystaveni tomuto zateni
ma pouze tendenci se zahfivat, nedochézi k piimému poskozeni tkang.'

Vyznamnym parametrem senzoru je kvantovy vytéZek fluorescence @r, ktery
udava pravdépodobnost ndvratu excitované molekuly do zékladniho stavu emisi fotonu.
Je dan pomérem poctu emitovanych fotond k poctu absorbovanych fotonl. Vysoké
kvantové vytézky fluorescence @r snizuji mnozstvi senzoru potiebna k méteni. Senzory
jsou navic testovany pro stabilitu a kompatibilitu s zivymi systémy.!4

Stanoveni koncentrace analytu miiZe byt zaloZeno pouze na poklesu nebo nartstu
intenzity fluorescence dle pH. Nevyhodou je zavislost na koncentraci senzoru. Senzory,
které tento problém piekondvaji, vykazuji posuny v absorpénich (excita¢nich)
nebo emisnich spektrech po navazani analytu. Pomér intenzit fluorescence naméfenych
pfi dvou vlnovych délkach emisniho ¢i excitaéniho zafeni na koncentraci senzoru zavisly

neni a umoziuje spolehlivéjsi stanoveni pH (Obr. 4).!!
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INTENZITA

INTENZITA

VLNOVA DELKA VLNOVA DELKA
EMISNIHO NEBO EXCITACNIHO ZARENI EMISNIHO NEBO EXCITACNIHO ZARENI

Obr. 4 Spektra namerenda pri dvou hodnotach pH (zelena a cervena krivka). Vievo
spektrum senzoru, ktery v zavislosti na pH vykazuje jednoduchou zménu v intenzité
(pokles, narust). Vpravo spektrum senzoru, ktery umoznuje stanoveni pH z pomeéru

intenzit pri dvou vinovych délkach.
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2.3 Fluorescen¢ni senzory urcené ke stanoveni pH

Dulezitym parametrem pro fluorescen¢ni pH senzory je hodnota pKa, kterd musi
odpovidat hodnoté pH méteného prostiedi, aby zjisténé hodnoty byly piesné. Pti pouze
malém vykyvu pH je tak zména ve fotofyzikalnich vlastnostech zietelna. V tomto ohledu
existuji senzory uréené¢ ke stanoveni pH v cytosolu (pH 6,8-7,4) nebo acidickych
organelach (lysozomy, pH 4,5-6).1

Mezi v soucasnosti pouzivané komercné dostupné fluorescencni pH senzory patii
derivaty fluoresceinu, jako je 2',7'-bis(2-karboxyethyl)-5(6)-karboxyfluorescein
(BCECF), jehoz pKaje oproti vlastnimu fluoresceinu upraveno k hodnoté blizké 7.
BCECEF je ve formé lipofilniho esteru (BCECF AM, acetoxymethylester), ktery snadno
prochazi pfes membrany, vpraven neinvazivné do buiiky. Zde pomoci piitomnych
nespecifickych esteraz dochézi k hydrolyze, volné karboxylové skupiny jsou v prostiedi
cytosolu ionizovany, ¢imz je zpomalen Unik molekuly ven z buiiky (Obr. 5). Absorpcni
(excitacni) spektrum BCECF vykazuje s naristajici hodnotou pH nartist intenzity a posun
k vy$§im vlnovym délkam, ktery je dan vznikem fenolatové formy molekuly BCECF.
Méteni s BCECF je zaloZeno na porovnavani intenzit fluorescence méfenych pii dvou

vlnovych délkach excitatniho zéafeni.'!

pH7

Obr. 5 Formy BCECF: BCECF AM, volna (de)protonovana forma.
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Jinym zé&stupcem fluorescencnich pH senzort je 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat
sodny (HPTS, obr. 6). Sulfonatové skupiny jsou podminkou rozpustnosti molekuly
ve vodé, hydroxyskupina, jejiz pKa je ptiblizné 7,5, poskytuje citlivost k pH. lonizovana
forma se vyznacuje silnou fluorescenci. Excita¢ni spektra vykazuji s rostoucim pH
(a tedy poctem disociovanych molekul) pokles intenzity emisniho zafeni pii vinové délce
420 nm excitacniho zéfeni a souc¢asné nartst pti 450 nm. pH je urceno na zékladé poméru

intenzit namé&fenych pfi té&chto vinovych délkach.!!

Obr. 6 HPTS.

Mezi pH  senzory dale patii  seminaftofluoresceiny  (SNAFL)
a seminaftorhodafluory (SNARF). Posuny podminéné zménou pH jsou u nich patrné
jak v absorpénich (excitacnich), tak emisnich spektrech. Zastupcem této skupiny
je karboxy-SNARF-1 (Obr. 7) s hodnotou pKa.~7,5, jehoz fluorescence se s pH méni

ze Zluté (580 nm) na Gervenou (640 nm).!!

Obr. 7 Karboxy-SNARF-1.

Nové molekuly v oblasti pH senzor predstavuji latky odvozené ze struktury
bor-dipyrromethenu (BODIPY, obr. 8), které absorbuji a emituji zafeni v oblasti daleké
Cervené a blizké infracervené. Jedna ztad téchto latek (2,6-dikarboxyethyl-1,3,5,7-

tetramethyl-BODIPY) byla zkouSena pro selektivni zobrazeni nadorové tkané.
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Tyto BODIPY derivaty byly konjugovany s monoklonélni protilatkou, jejiz specifickou
vazbou na povrchové struktury nadorové buiiky doslo cilené k internalizaci do endozomu.
V kyselém prostiedi zralého endozomu doslo k aktivaci BODIPY na silné fluorescenéni
formu, ¢imz bylo dosazeno vizualizace nadorové tkané s vysokym rozliSenim

od té zdravé.!°

R', R% ovlivnéni acidobazickych
vlastnosti aminoskupiny

\/ Rli\i’Rz RlH/RZ

HOOC

karboxylové skupiny umoznuji
konjugaci s monoklonalni protilatkou

Obr. 8 BODIPY.
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2.4 AzaPc jako senzory pH

Zavislost intenzity fluorescence na pH prostfedi je u AzaPc strukturné podminéna
pritomnosti volného elektronového paru donorové skupiny (amin, fenolat). Dle pH
okolniho prostfedi a hodnoty pKadonorové skupiny se molekula nachazi ve své
ionizované ¢i neionizované forme. V kyselém prostredi (pH < pKa) se vyskytuje v podobé
fenolu, ptipadn¢€ amoniového kationtu, kdy volny elektronovy par je blokovan protonem
a molekula vykazuje po excitaci intenzivni fluorescenci. V zésaditém prostredi
(pH > pK,) molekula podstupuje ICT mezi fenolatem, respektive aminovou skupinou,
a makrocyklickym jadrem, které vystupuje jako akceptor elektronu. Vysledkem
je vymizeni fluorescence (Obr. 9).1017

ICT je alternativnim mechanismem deaktivace vybuzené molekuly,
kdy se mezi donorem a akceptorem, ktefi jsou ve vzajemné konjugaci, vytvaii
v excitovaném stavu S; parcialni naboj. Dochazi k rychlému zvySeni elektronové hustoty
u akceptoru na ukor donoru (tzv. charge separate state, CSS) a nasledné se molekula
velmi rychle vraci nezafivym procesem zpét do zakladniho stavu S '8

Principem méfeni pH u AzaPc je tedy kompetice fluorescence
a ICT — dvou moznych cest navratu excitovanych molekul do zakladniho energetického
stavu. Volny elektronovy par fenolatu (aminu) je silnym donorem pro ICT a cely proces
probihd velice rychle (fddové pikosekundy), proto dochdzi piednostné ke zhaSeni
excitovanych stavi timto zptisobem.!'® V kyselém prostiedi je molekula zapnuta (ON),
v zasaditém je vypnuta (OFF). Pfepinani mezi ON/OFF stavy je zavislé na pH prostfedi

a pK, donorové skupiny a je vétSinou plné reverzibilni.!'”
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Fenolat/amin:
donor elektront

Emise fotonu NH f NH,
N

Makrocykllcke jadro:

/@\ /Q\ akceptor elektront
Sx XS

OFF
ey r

Akceptor a donor o CSS
ve vzajemné konjugaci

Obr. 9 Princip pH senzitivity u AzaPc: ICT.

20



3 EXPERIMENTALNI CAST

Vychozi latky a rozpoustédla pro reakce byly zakoupeny od firem Lach-Ner,
Penta, Sigma-Aldrich ¢i Acros. Byly pouzity bez dalsiho ¢isténi.

Pribéh reakei a Cistota vyslednych produktt byly sledovany pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) na deskach Merck Kieselgel 60 F254. Detekce UV lampou
probihaly pfi vinové délce 254 nm nebo 366 nm. Teplota tani sloucenin byla métfena
pomoci digitalniho piistroje ELECTROTHERMAL 1A9200. Cisténi produktd reakci
bylo provadéno pomoci sloupcové chromatografie na stacionarni fazi Merck Kieselgel
60 (0,040-0,063 mm). Mobilni faze pouzité pro jednotlivé reakce jsou popsany nize.
Infradervena spektra byla méfena IC spektrofotometrem Nicolet 6700 v ATR modu.
"H NMR a '3C NMR spektra byla méfena na pfistroji VNMR S500 (Varian). Elementéarni
analyza byla provedena na piistroji Vario Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar
Analysensysteme GmbH, Hanau, Germany). UV/Vis spektra byla méfena pomoci
ptistroje Shimadzu UV-2600 spectrophotometer (Shimadzu) a fluorescencni spektra
na FS5 Spectrofluorometer (Edinburg Instruments). Hmotnostni spektrometrie
(MALDI-TOF) byla provedena na piistroji 4800 MALDI TOF/TOF mass spectrometer
(AB Sciex, Framingham, MA, USA) s pouzitim trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-metyl-
2-propenyliden]-malononitrilu jako matrice. Pfistroj byl kalibrovan externé pétibodovou
kalibra¢ni metodou pomoci Peptide Calibration Mix 1 (LaserBioLabs, Sophia-Antipolis,

France).
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3.1 Schéma provadénych reakci

Br
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Br Br r katalyzator
(CHy),S04 y Br
O Br
alkylace benzoinova S OH
o~ kondenzace Br
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CN CN
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OH OH - on ] HN |CN
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3.2 Priprava 3,5-dibrom-4-methoxybenzaldehydu (1a)

OH o~
Br. Br Br. Br
K5,CO3, (CH3),S0O4
07 07
1a

3,5-dibrom-4-hydroxybenzaldehyd (2,01 g, 7 mmol) a uhli¢itan draselny (1,46 g,
10,6 mmol) byly rozpustény v acetonitrilu (ACN, 40 ml). Rozpousténi bylo usnadnéno
mikronizaci pomoci ultrazvuku. Reak¢ni smés byla ptivedena k varu, nasledné byl piidan
dimethylsulfat (1,3 ml, 14 mmol). Pokracovalo se v zahtivani k teploté varu rozpoustédla
za stalého michani pod zpétnym chladi¢em po dobu jedné hodiny. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC, kdy vyvijeci soustavu tvofil hexan a ethyl-acetat v poméru 9:1.
Smés byla nasledné prefiltrovana pies sklddany filtr a zbavena rozpoustédla pomoci
rotacni vakuové odparky. Ke zbytku byla pfidana voda a produkt byl tfikrat vytfepavan
do ethyl-acetatu. Spojené ethyl-acetatové vytiepky byly vysuSeny bezvodym siranem
sodnym, prefiltrovany pies skladany filtr a odpafeny na rota¢ni vakuové odparce.
Produktem je bila pevna latka.

Vytézek: 2,06 g (97 %)

Molekulova hmotnost: 293,94, T. t.: 89,4-90,2 °C (lit.'” 97 °C). 'TH NMR
(500 MHz, chloroform-d): 6 9,86 (s, 1H, CHO), 8,03 (s, 2H, CH), 3,97 (s, 3H, CH3) ppm.
13C NMR (126 MHz, CDCl3): & 188,38, 159,11, 134,20, 133,89, 119,28, 60,86 ppm.
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3.3 Priprava 1,12-bis{(1-methylbenzimidazolium)-
3- yl}dodekan-dibromidu (katalyzator)

/
N _
Br ’ + N 2Br
/> + Br
o g

katalyzator

Syntéza byla =zaloZena na postupu popsaném jiz dfive v literatufe.?”
1,12-dibromdodekan (8,20 g, 25 mmol) byl za horka rozpustétn v ACN (70 ml).
I-methylbenzimidazol (6,61 g, 50 mmol) byl rozpustén v ACN (30 ml) a pfidan k roztoku
1,12-dibromdodekanu. Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em za stalého michani
na teplotu varu rozpoustédla po dobu 24 hod. Po ochlazeni byl nerozpustny produkt
reakce odfiltrovan za snizené¢ho tlaku a vysuSen v susarné. Filtrat v odsavaci batice byl
zbaven rozpoustédel pomoci rota¢ni vakuové odparky, zbytek v bafice byl rozpustén
ve vodé€. Roztok byl Etyfikrat tfepan s ethyl-acetdtem. Timto zpisobem piecisténad vodna
faze byla zbavena rozpoustédla pomoci rotaéni vakuové odparky. Nasledn¢ byla
provedena rekrystalizace z ACN (25 ml), akrystaly byly po odfiltrovani spojeny
s ptedchozi frakci ziskanou piimo krystalizaci zreakéni smési. Produktem je bila
krystalicka latka.

Vytézek: 6,42 g (43%).

Molekulova hmotnost: 592,46. T. t.: 191,9-192,4 °C (dle literatury?® 193-194
°C). TH NMR (500 MHz, DMSO-dc): 69,89 (s, 2H, imidazolH), 8,13-8,06 (m, 2H,
ArH), 8,06-7,99 (m, 2H, ArH), 7,73-7,64 (m, 4H, ArH), 4,50 (t,J= 7,2 Hz, 4H, NCH>),
4,09 (s, 6H, CH3), 1,89 (p, J = 7,2 Hz, 4H, CH>), 1,35-1,27 (m, 8H, CH>), 1,21 (s, 8H,
CH,) ppm. 13C NMR (126 MHz, DMSO): § 142,80, 131,97, 131,12, 126,60, 126,59,
113,77, 113,70, 46,71, 33,45, 29,08, 28,99, 28,80, 28,65, 25,90 ppm.
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3.4 Benzoinova kondenzace latky 1a

Br
o~ o O
Br B katalyzator, O
NaOH nebo DBU Br O Br
THF nebo H,0, ~o OH
O/ var 24 hod. Br
1b

Latka 1a (0,29 g, 1 mmol) a katalyzator (0,03 g, 0,05 mmol) byly
v prostiedi tetrahydrofuranu (THF, 40 ml) a roztoku hydroxidu sodné¢ho 1M (200 pl,
0,2 mmol) zahfivany na teplotu varu rozpoustédla za stalého michdni pod zpétnym
chladi¢em po dobu 24 hodin. Produkt nebyl timto postupem ptipraven.

Druhy pokus byl proveden v prostfedi vody (5 ml) a diazabicykloundec-10-enu
(DBU, 150 pl, 1 mmol) slatkou la (1,47 g, 5 mmol) a katalyzatorem (0,15 g,
0,25 mmol). Po 24 hodinach byly na desce patrné dvé skvrny - vychozi latky a produktu.
Reakéni smés byla ttikrat vyttepana do ethyl-acetatu, spojené ethyl-acetatové vytrepky
vysuseny bezvodym siranem sodnym a piefiltrovany pies skladany filtr. Filtrat byl
zbaven rozpoustédla pomoci rota¢ni vakuové odparky. Produkt oranzové barvy byl
precistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla pouzita smés
rozpoustédel hexan/ethyl-acetat v poméru 9:1.

Vytézek: 0,08 g. NMR (Obr. 10, 11) vyloucilo pfitomnost produktu predepsané
struktury,  izolovanou  litkou dle NMR byl methylester  kyseliny
3,5-dibrom-4-methoxybenzoové (Obr. 12).

Reakce nebyla tspésné provedena.
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Obr. 11 3C NMR vysledného produktu.
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Obr. 12 Struktura izolovaného produktu dle NMR.
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3.5 Priprava 5,6-bis(terc-butylsulfanyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (2)

Cl NaOH S
SH% + N)ﬁ/ > N)\( 7<
N

Syntéza byla zalozena na postupu publikovaném jiz dfive v literatuie.?! K 1M
vodnému roztoku hydroxidu sodného (103,5 ml, 103,5 mmol) byl za pozvolného michédni
pii pokojové teploté pomoci sklenéné Pasteurovy pipety pfidan 2-methylpropan-2-thiol
(12 ml, 106,5 mmol). Smés se nechala michat pii pokojové teploté po dobu tficeti minut
a nasledn¢ byl pridan roztok 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (9,00 g, 45 mmol)
v THF (240 ml). Po dalSich patnacti minutach michani byla smés tfikrat vytfepana
do ethyl-acetatu, spojené ethyl-acetatové vytrepky byly vysuSeny pomoci bezvodého
siranu sodného a ptefiltrovany pies skladany filtr. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci
rotaéni vakuové odparky. Produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie,
kdy jako mobilni faze byl pouzit toluen. Produktem je citronové zluté pevna latka.

Vytézek: 11,90 g (86 %).

Molekulova hmotnost: 306,45. T. t.: 161,8-162,3 °C (lit.?! 161-162 °C).
Totoznost latky byly ovéfena pomoci TLC srovnanim se standardem piipravenym

v laboratofi jiz dfive.
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3.6 Priprava 1-(3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)ethanonu (3a)

OH OH

Br,, CH;COONa Br Br

CH3;COOH, 30 min.,
o laboratorni teplota o)

3a

Piiprava latky 3a byla zaloZena na postupu popsaném jiz diive v literatufe.?> Brom
(1 ml, 19 mmol) v kyselin€ octové (3 ml) byl pfidavan po kapkich ke smési
4-hydroxyacetofenonu (1,22 g, 9 mmol) a octanu sodného (2,29 g, 28 mmol) v kyseliné
octové (20 ml) za pokojové teploty. Reakéni smés byla michéna po dobu tficeti minut,
nasledné byla ptidana voda (20 ml), vznikléd srazenina byla zfiltrovana. Zbytek na filtru
byl nékolikrat promyt vodou a nechan k proschnuti. Produkt byl ptecistén pomoci
sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla pouzita soustava rozpoustédel
hexan/ethyl-acetat/kyselina octova v poméru 2:1:0,2. Po ziskdni cistych frakci byla
provedena rekrystalizace z ethanolu (25 ml) za horka.

Vytézek: 2,12 g (81 %).

Molekulova hmotnost: 293,9404. T. t.: 184-186 °C (dle literatury?* 185-187 °C)
.TH NMR (500 MHz, aceton-ds): & 8,15 (s, 2H, ArCH), 2,58 (s, 3H, CH3) ppm. 13C NMR
(126 MHz, aceton-ds): & 194,59, 155,44, 133,55, 132,62, 111,35, 26,36 ppm.
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3.7 Priprava 5-(3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (3b)

H,N_ _CN
OH OH I OH
Br Br Se0, Br Br H,N" >cN  HCI Br Br
var, 24 hod. var, 2 hod.
o
o) X 0 N7 ‘
3a
N
Nc)\(
CN
3b

Latka 3a (3,43 g, 11,7 mmol) a oxid selenicity (3,88 g, 35 mmol) byly rozpustény
ve smési rozpoustédel voda, 1,4-dioxan (1:9, v/v, 30 ml). Reakéni smés byla zahtivana
na teplotu varu rozpoustédla za stalého michani pod zpétnym chladicem po dobu
24 hodin. Po ochlazeni reakéni smési na pokojovou teplotu byl nasledné ptidan
diaminomaleonitril (DAMN, 2,53 g, 23,4 mmol) a kyselina chlorovodikové 35% (4 ml).
Smés byla dale zahtivana po dobu dvou hodin za stdlého michani pod zpétnym chladicem
pii teploté varu rozpoustédla. Po vychladnuti byla smés zfiltrovana pres skladany filtr.
Filtr byl promyt THF a filtrat zbaven rozpoustédel za snizeného tlaku pomoci rotaéni
vakuové odparky. Produkt byl pfe€istén pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako
mobilni faze byla pouzita smés hexanu, ethyl-acetatu a kyseliny octové v poméru 2:1:0,1.
Nasledné byla provedena rekrystalizace z ethanolu za horka. Produktem je oranzova
krystalicka latka.

Vytézek: 3,06 g (69 %).

Molekulova hmotnost: 380,0. T. t.: pozorovan rozklad pfi 236 °C. 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 6 11,01 (s, 1H; OH), 9,70 (s, 1H; pyrazinCH), 8,45 (s, 2H;
fenylCH) ppm. '3C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 154,79, 151,02, 145,06, 132,98,
132,04, 130,77, 126,81, 114,57, 114,22, 112,79 ppm. IC (ATR, cm™'): v = 3333 (OH),
3085, 3062 (CH), 2244 (CN). Elementarni analyza (%) pro Ci2H4Br2N4O.1H>O:
vypocitano: C 37,93, H 1,06, N 14,74; nalezeno: C 38,43, H 1,08, N 14,54.
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3.8 Priprava 2-(3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)-9,10,16,17,23,24-
hexakis(zerc-butylsufanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

(oktaaza)ftalocyaninato horecnatého komplexu (3c-Mg)

OH
Br.

¢
L Tl e Y
Ncﬁw NC)YC/NN — N&NQN
XX

3c-Mg

Br

Aktivovany hot¢ik (3,33 g, 139 mmol) a Cerstvé predestilovany suchy butanol
(80 ml) spolu se zrnkem jodu byly zahtivany na teplotu varu rozpoustédla po dobu ctyt
hodin za stdlého michani pod zpétnym chladicem. Nasledné byla ptidana latka 3b (1,88 g,
5,0 mmol) alatka 2 (4,55 g, 15 mmol). Po Sestnacti hodindch varu pod zpétnym
chladi¢em byla reakce ukoncena. Po ochlazeni byl ptidin methanol (MeOH), voda
a kyselina octovd v pomeéru 5:5:1 (150 ml), smés se nechala michat po dobu patnacti
minut, kdy doslo k pfevedeni piebytecného butanolatu hotecnatého na rozpustny octan
hofec¢naty a butanol. Produkt byl posbiran pomoci filtrace na frit¢ za snizeného tlaku, filtr
byl promyt vodou a nechan na vzduchu proschnout. Produkt byl nékolikrat pfecistén
pomoci sloupcoveé chromatografie, kdy jako mobilni faze byla pouZita smés rozpoustédel
chloroform (CHF), THF, MeOH v poméru 20:1:0,2 Po odpafeni rozpoustédel
byl rozpustén v minimdlnim mnozstvi CHF anakapan do MeOH za vzniku jemné
suspenze. K maximalnimu vysrazeni byla smés ponechéna pfi teploté¢ — 18 °C pfes noc.
Srazenina byla prefiltrovana na sklddaném filtru, promyta MeOH a ponechana
na vzduchu k proschnuti. Produktem je syté zelena pevna latka.

Vytézek: 0,394 g (6 %).

Molekulova hmotnost: 1323,6. "TH NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds): & 9,92
(s, 1H, pyrazinCH) 9,07 (s, 2H, fenylCH), 2,27 (s, 9H, CH3), 2,26 (s, 36H, CH3), 2,21
(s, 9H, CH3) ppm. 3C NMR (126 MHz, CDCls): & 158,94, 158,88, 158,19, 157,90,
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157,78, 154,85, 152,01, 151,96, 151,71, 151,65, 151,17, 151,01, 150,19, 150,05, 148,32,
145,26, 145,24, 145,21, 145,16, 145,05, 141,91, 131,92, 130,30, 113,59, 51,67, 51,44,
51,42, 51,31, 31,13, 31,07, 30,85, 30,83, 30,82, 30,80 ppm. Ctyfi aromatické signaly
nebyly detekovany nebo byly prekryty signalem rozpoustédla. IC (ATR, cm™!): v= 2960,
2919 (CH). Elementarni analyza (%) pro CssHssBraMgN160S6.1H20: vypocitano:
C 48,34,H40,51,N 16,7; nalezeno: C 48,38, H 40,58, N 16,5. MS (MALDI): m/z: 1320,1

[M]™.
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3.9 Priprava 2-(3,5-dibrom-4-hydroxyfenyl)-9,10,16,17,23,24-
hexakis(zerc-butylsufanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

(oktaaza)ftalocyaninato zine¢natého komplexu (3c-Zn)

OH
OH Br. [ Br

Br Br Br

Br

X
=N
(" o
N{\r w/} OS%H
(CH3C00),Zn
THF, 3 hod., var, 1 hod.
/@\ /Q\ laboratorni teplota N;Q Q\ ;Q Q\

3c 3c-2H 3c-Zn

Latka 3c-Mg (0,39 g, 0,3 mmol) byla rozpuSténa v CHF (20 ml) a ptfidana
k roztoku kyseliny p-toluensulfonové (0,56 g, 3 mmol) v THF (10 ml). Smés byla
michéana po dobu ti hodin pii laboratorni teploté. Nasledné byla zbavena rozpoustédel
pomoci rota¢ni vakuové odparky. Do baiiky byla nasledné pfilita voda a suspenze byla
ptefiltrovana pies skladany filtr. Zbytek na filtru se nechal proschnout. Tmavé zeleny
produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla
pouzita soustava rozpousStédel CHF/THF v poméru 30:1.

Vytézek: 0,183 g (47 %).

Molekulova hmotnost: 1301,35.

Timto zplisobem pfipraveny bezkovovy derivat (latka 3c-2H, 0,183 g, 0,14 mmol)
byl rozpustén v pyridinu (10 ml) a podroben plsobeni bezvodého octanu zine¢natého
(0,258 g, 1,4 mmol) pfi teploté varu rozpoustédla po dobu jedné hodiny za stdlého
michani pod zpétnym chladi¢em. Poté bylo rozpoustédlo odpatfeno, pfidala se voda
a srazenina byla odfiltrovana a promyta vodou na filtru. Nakonec byly krystalky promyty
malym mnozstvim MeOH. Produkt byl pfeistén pomoci sloupcové chromatografie,
kdy jako mobilni faze byla pouZita soustava rozpoustédel CHF/THF/kyselina octova
v poméru 20:1:0,1. Produkt byl po odpareni promyt malym mnoZstvim MeOH.

Vytézek: 0,129 g (67 %)

Molekulova hmotnost: 1364,72. TH NMR (500 MHz) CDCls/pyridin-ds): & 9,93
(s, 1H, pyrazinCH), 9,03 (s, 2H, fenylCH), 2,24 (s, 9H, CH3), 2,20 (s, 36H, CH3), 2,17
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(s, 9H, CH3) ppm. 3C NMR (126 MHz, CDCl3): & 159,42, 159,38, 158,90, 158,87,
158,75, 158,64, 154,96, 152,41, 152,35, 152,17, 152,06, 151,68, 151,44, 150,50, 150,33,
150,02, 148,22, 144,84, 144,81, 144,79, 144,76, 144,67, 142,43, 131,96, 130,16, 113,55,
51,86, 51,58, 51,56, 51,51, 51,47,31,10, 31,04, 30,85, 30,83, 30,81 ppm. Dva aromatické
signaly nebyly detekovany nebo byly piekryty signdlem rozpoustédla. IC (ATR, cm )
v=2961, 2919 (CH). Elementarni analyza (%): pro CssHssBraN1s0S¢Zn vypocitano:
C47,53,H4,28 N 16,42; nalezeno: C 47,77, H 4,48, N 15,98. MS (MALDI): m/z: 1360,0
[M]".
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3.10Priprava 1-(4-hydroxy-3-nitrofenyl)ethanonu (4a)

OH OH
KNO3‘ H2804 NOZ

o o
4a

4-hydroxyacetofenon (1,36 g, 10 mmol) byl rozpustén v koncentrované kyseliné
sirové (15 ml). Postupné po malych castech byl ptfiddvan dusi¢nan draselny (1,01 g,
10 mmol). Reakce probihala za stdlého michani na magnetické michacce
a pro svou exotermni povahu za chlazeni v 14zni s ledem. Po dvou hodinach byla reakce
ukoncena nalitim smési na led. Po roztati ledu byly vzniklé krystalky odséaty na frité.
Produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla
pouzita smés hexanu, ethyl-acetatu a kyseliny octové v poméru 20:10:3. Produkt byl
nakonec rekrystalizovan za horka z MeOH. Produktem je Zluta krystalicka latka.

Vytézek: 1,41 g (78 %).

Molekulova hmotnost: 181,145. T. t. 131,3-132,4 °C (lit.>* 131,0~132,6 °C).
TH NMR: (500 MHz, aceton-ds): 6 10,82 (s, 1H, OH), 8,69 (d, J=2,2 Hz, 1H, C2), 8,27
(dd, /=88, 2,2 Hz, 1H, C6), 7,32 (d, J = 8,8 Hz, 1H, C5), 2,64 (s, 3H, CH3) ppm.
13C NMR (126 MHz, aceton): & 195,18, 158,19, 136,98, 134,96, 130,59, 126,65, 120,99,
26,41 ppm. IC (ATR, cm™!): v=3277 (OH), 3112 (CH), 1678 (CO). Elementarni
analyza (%) pro CsH7NO4: vypocitano: C 53,04, H 3,9, N 7,73; nalezeno: C 52,75,
H 3,75, N 7,62.
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3.11Priprava 5-(4-hydroxy3-nitrofenyl)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (4b)

OH OH HZNICN OH
NO2  seo, NO2|  HN"CN Hcl NO>
var, dioxan, HyO, var, dioxan, H,0,
17 h
e) 6h
0 ~"So | >
4a |
N

Nc)ﬁ/

CN

4b

Latka 4a (1,21 g, 6,7 mmol) a oxid selenicity (2,22 g, 20 mmol) byly rozpustény
ve smési voda, dioxan (1:9, v/v, 15 ml). Reak¢éni smés byla zahfivana na teplotu varu
rozpoustédla za stalého michani pod zpétnym chladicem po dobu sedmnécti hodin.
Nésledné po ochlazeni byl pfidan DAMN (1,43 g, 13,3 mmol) a kyselina
chlorovodikova 35% (2 ml), smés byla dale zahtivana po dobu Sesti hodin. Vznikld smés
byla po ochlazeni zfiltrovana ptes skladany filtr. Filtr byl promyt THF, filtrat zahustén
¢asteCnym odpafenim rozpoustédel. Nasledné byla pfidana voda a produkt byl tfikrat
vytfepan do ethyl-acetatu. Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym,
ptefiltrovana pies skladany filtr a odpafena na rotacni vakuové odparce. Produkt byl
precistén pomoci sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni fize byla pouzita soustava
rozpousStédel hexanu, ethyl-acetitu a kyseliny octové v poméru 20:5:1. Dale byla
provedena rekrystalizace z MeOH a malého mnoZstvi vody. Vzniklé krystalky byly
posbirany pomoci filtrace na frit€¢ za sniZzeného tlaku, promyty smési MeOH/voda
v poméru 1:1 a vysuSeny v susSici pistoli. Produktem je oranzova krystalicka latka.

Vytézek: 0,998 g (56 %).

Molekulova hmotnost: 267,2. T. t.: 179-189 °C. 'TH NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 12,05 (s, 1H, OH), 9,70 (s, 1H, pyrazinH), 8,76 (d, J = 2,4 Hz, 1H, C2),
8.41 (dd, J= 8.9, 2,4 Hz, 1H, C6), 7,31 (d, J = 8,9 Hz, 1H, C5) ppm. 13C NMR (126
MHz, DMSO): 6 155,27, 151,82, 144,92, 138,16, 133,99, 133,06, 130,71, 125,39, 123,89,
120,29, 114,60, 114,25 ppm. IC (ATR, cm') v = 3236 (OH), 3089 (CH), 2243 (CN).
Elementarni analyza (%) pro Ci2HsNsOs3: vypoc€itano: C 53,94, H 1,89, N 26,21;
nalezeno: C 53,86, H 1,78, N 26,21.
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3.12Priprava 2-(3-nitro-4-hydroxyfenyl)-9,10,16,17,23,24-
hexakis(zerc-butylsufanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

(octaaza)ftalocyaninato horecnatého komplexu (4c-Mg)

OH
NO,

¢
)N;(N + 7N<\ 74 Mg(BuO),, I, X ﬁ/ \Q/
NC CN N BuOH /@\ /Q\

>< ><

4c-Mg

O

H
o
N

Aktivovany hoic¢ik (0,83 g, 34,6 mmol), Cerstvé predestilovany suchy butanol
(20 ml) spolu se zrnkem jodu byly zahtivany na teplotu varu rozpoustédla po dobu ¢tyt
hodin za stalého michani pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni byla pfidadna latka 4b
(0,33 g, 1,2 mmol) a latka 2 (1,13 g, 3,7 mmol). Po dvaceti hodindch varu byla smés
zahusténa pomoci rotani vakuové odparky, byla pfidana kyselina octovd 50% (v/v,
50ml) a smés senechala patndct minut michat za vzniku rozpustného octanu
hofe¢natého. Nasledné byla smés prefiltrovana ptes skladany filtr, zbytek na filtru
se nechal na vzduchu proschnout. Produkt byl n¢kolikandsobné pieciStén pomoci
sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla pouZita soustava rozpoustédel
CHF, THF, MeOH v poméru 20:1:0,5. Produkt byl déale rozpuStén v minimalnim
mnozstvi CHF a nakapan do MeOH za vzniku jemné suspenze. K maximalnimu
vysrazeni byla smés ponechdna pfi teploté — 18 °C pies noc. SraZenina byla odfiltrovana
na sklddaném filtru a ponechéna na vzduchu k proschnuti. Produktem je syté zelena
pevna latka.

Vytézek: 0,049 g (3 %).

Molekulova hmotnost: 1210,8. "TH NMR (500 MHz, CDCls/pyridin-ds): & 9,65
(s, 1H), 9,45 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 7,19 (d,J=8,5 Hz, 1H), 1,95 (s, 9H, CH3), 1,92 (s, 36H,
CH3), 1,87 (s, 9H, CH3) ppm. 13C NMR (126 MHz, CDCl3): § 159,04, 159,01, 158,44,
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158,27, 158,09, 156,40, 152,13, 152,09, 151,79, 151,75, 151,12, 150,96, 145,31, 145,25,
145,15, 141,99, 129,07, 125,29, 121,22, 51,77, 51,50, 51,38, 31,09, 31,05, 30,85 ppm.
Nekteré aromatické signaly nebyly detekovany nebo byly piekryty signalem
rozpoustédla. IC (ATR, cm') v=2961, 2920 (CH). Elementirni analyza (%)
pro CssHsoMgN1703S6.1H20: vypocitano: C 52,78, H 5,00, N 19,38; nalezeno: C 53,14,
H 5,08, N 18,70. MS (MALDI): m/z: 1209,3 [M]".
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3.13Priprava mikroemulze se zabudovanym senzorem

Triglyceridy se stfedni délkou fetézce (medium chain triglycerides, MCT, 29 mg)
a Cremophor EL (neionogenni surfaktant, stabilizdtor emulzi, 72 mg) byly rozpustény
v CHF. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rotacni vakuové odparky.
Latka 3¢-Mg (0,331 mg, 0,25 umol) byla rozpusténa za pomoci ultrazvuku v CHF
(2,5 ml), roztok byl nésledné¢ pfidin do bainky obsahujici MCT a Cremophor EL.
Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rotacni vakuové odparky. Pro odstranéni veskerych
zbytkll rozpoustédla bylo udrzovano hluboké vakuum (5 mbar) po dobu tficeti minut.
Nasledné bylo ptidano asi 4,5 ml Britton-Robinsonova pufru o pH 7. Smés byla tfepana
pomoci tfepacky a poté kvantitativné prevedena do 5 ml odmérné banky a doplnéna
porysku roztokem pufru. Koncentrace latky 3e-Mg v takto vzniklé homogenni
mikroemulzi byla 50 pmol/l. Stejny postup byl uplatnén pro latku 3b (0,950 mg,
2,5 umol), jejiz vysledna koncentrace byla 500 umol/l (Obr. 13).

hydrofilni

hiavicka hydrofobni

konce

3c-Mg MCT, Cremophor EL
. >
3b

olej voda
Obr. 13 Priprava mikroemulze se zabudovanou latkou 3c-Mg, popr-
prekurzorem 3b (v hydrofobnim jadre, naznaceno cervené). Obrazek byl se svolenim
autora prevzat a upraven z Cermak, P. Pfiprava a fotofyzikalni hodnoceni
tetrapyridoporfyrazinti vhodnych pro fotodynamickou terapii. Diplomové préce.

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Hradec Kralové 2016.
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3.14Priprava lipozomii se zabudovanym senzorem

Lipidy (dioleoylfosfatidylcholin, DOPC (Lipoid GmbH), 10,1 mg, 0,013 mmol)
byly rozpustény v dichlormethanu. Pfesnd navazka latky 4¢-Mg (0,721 mg,
0,0006 mmol) byla rozpusténa v 6 ml THF (bez antioxidacnich piisad) za vzniku 100uM
roztoku. 0,25 ml tohoto roztoku bylo pfidano k roztoku lipidi a spolecné odpaieno
pomoci rotacni vakuové odparky. Tenky lipidovy film na sténé banky byl smyt pomoci
1,0 ml Britton-Robinsonova pufru o pH 10 nejdiive jemnymi krouzivymi pohyby rukou,
poté pomoci tfepacky, pii¢emz doSlo ke sbaleni lipidii do multilamelarnich vezikul.
Suspenze byla ponechdna po dobu tfi hodin bobtnat za laboratorni teploty v temnu,
aby nedochazelo k ptipadnému rozkladu latky svétlem. Nasledné byla protlacena
(extrudovana) tam a zpatky celkem jednadvacetkrat skrze dva polykarbonétové filtry
(velikost pori 100 nm) za vytvofeni unilamelarnich vezikul jednotné velikosti.
Koncentrace latky 4c-Mg ve finalni suspenzi byla 25 pmol/l.

Lipozomy pfipraveny timto postupem byly charakterizovany jiz dfive pomoci
fotonového korelacniho spektroskopu Zetasizer Nano-ZS (Malvern, UK) na Katedie
farmaceutické technologie a jejich primérnd velikost se pohybovala okolo 154,7 nm
(index polydisperzity 0,227), 132,2 nm (index polydisperzity 0,106) a 0,131,5 nm (index
polydisperzity 0,074) v pofadi pro pH 3, 5 a 7 (Obr. 14).%3

DOPC

; 4

4c-Mg »’,j —<——— membrana tvofena
o L4 ‘,ﬂ 4 dvojitou vrstvou
i fosfolipid(i
liposomy

Obr. 14 Priprava lipozomii se zabudovanou latkou 4c-Mg (uvnitr lipidové dvojvrstvy

s hydrofilni fenolickou skupinou vycnivajici ven, naznaceno cervené).
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3.15Stanoveni pK. pomoci méreni absorpcnich

a fluorescenc¢nich spekter

25 pl mikroemulze se zaclenénou latkou 3¢-Mg (popi. latkou 3b) a 2,5 ml
Britton- Robinsonova pufru o pfislusné hodnoté¢ pH bylo vpraveno do sklenéné kyvety.
Konecnd koncentrace ve vzorku byla 0,5 umol/l v piipadé latky 3c-Mg a 5 umol/l
v ptipadé latky 3b. Thned poté byla proméfena absorpéni a emisni spektra téchto vzorki.
Na zakladé meétfeni byl sestaven graf zavislosti maxima intenzity fluorescence
(nebo absorbance pii zvolené vinové délce) na pH pufru, pomoci néhoz byla stanovena
hodnota pK, obou latek nelinearni regresi v programu Prism 7 for Windows (GraphPad).

40 pl suspenze lipozoml se zabudovanou substanci 4c¢-Mg spolu s 2 ml
Britton- Robinsonova pufru o pfislusné hodnoté pH bylo pievedeno do sklenéné kyvety.
Vyslednd koncentrace 4c-Mg v suspenzi byla 0,5 pmol/l. Thned bylo proméfeno
absorp¢ni a nésledné emisni spektrum vzorku. Vzdy stejnym zpisobem byly pfipraveny
vzorky pro celkem jedenact hodnot pH pufru. Na zaklad¢ t€chto méfeni byl sestaven graf
zavislosti maxima intenzity fluorescence na pH pufru, pomoci né¢hoz byla stanovena

hodnota pK, latky 4c-Mg.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je pokracovanim systematického studia AzaPc vyzkumné skupiny
Azaphtalocyanine group Katedry farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. V ptedchozim zkoumani bylo pozorovano
zhaSeni fluorescence u AzaPc substituovanych aminoskupinou na periferii. Byl potvrzen
ICT jako princip tohoto jevu, kdy volny elektronovy par na dusiku slouzi jako silny donor
pro ICT.?¢ Blokovanim volného elektronového paru na dusiku protonem v kyselém
prostiedi dochdzi k obnové fluorescence. Analogicky byl proces ICT uspésné zkousen
u fenolatové skupiny.'? Tato prace na tyto poznatky navazuje. Jejim cilem je ovlivnéni
pKa fenolické skupiny pH senzitivnich AzaPc. Snahou je posun k hodnotam slu¢itelnym
s fyziologickym pH pro aplikaci v zivych soustavach in vivo.

Piivodné byla navrzena série latek obsahujicich dvé fenolické skupiny na periferii

(Obr. 15).

OH
Br- Brgr OH
O OH Br O BrBr ><
. o :
(0] Br O
<N N=
0 NZ Br S\e\
\IN X N =N~ /?l
NC =N, N
N —— N M§ N
\ / N /)
+ L0
; XA )
) \
Nl)§'/87< S’S\/N NQX\S
N S S
7 X X
2

Obr. 15 Pivodni navrh — molekuly se dvéma fenoly na periferii. Retrosynteticka

analyza.

Syntéza zacala ochranénim hydroxyskupiny 3,5-dibrom-4-hydroxybenzaldehydu

methylaci. Jednalo se o alkylani reakci s dimethylsulfditem probihajici prakticky
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kvantitativné. Nasledovala benzoinova kondenzace. V navaznosti na fadu neuspeésnych
pokust kolegy v laboratofi, ktery podobné latky syntetizoval (pouziti thiazoliové soli
a NaCN jako katalyzatort), byla jako katalyzatoru pouzita bis(benzimidazoliova) stl
s methylenovym pfemosténim, ktera jedind vykazovala vysledky v pfedchozi studii.?’

Mechanismus reakce je obdobny jako pfi pouziti kyanidu (Obr. 16).

= R

Br. Br
. Br \
— katalyzator ! O
7 -
/ O

NMN N Br Br
N : % T
/=N /=N
—N —N

OH + 1o N

Obr. 16 Mechanismus benzoinové kondenzace (inspirovano Hrabalek, A. Laboratorni
cviceni z organické chemie pro farmaceuty. 2., nezmén. vyd. Karolinum, Praha 2011.

ISBN 978-80-246-1981-1).

Prvni pokus byl proveden v THF a za pouziti NaOH jako baze. TLC nepotvrdilo

probéhlou reakci. Jako reakcni prostfedi v druhém pokusu byla zvolena voda a DBU.
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TLC vykazovalo dvé skvrny — vychozi latky a produktu, ktery byl nasledné izolovan.
Jeho totoznost odhalila NMR, kdy namisto zddaného acyloinu se jednalo o methylester
substituované kyseliny benzoové. Doslo ziejmé k disproporcionaci aldehydu
v Canizzarové reakci, ktera je také iniciovana silnymi bazemi. Plivod methylu mutze byt

v katalyzatoru ¢i methoxy skupinég jiné molekuly aldehydu (Obr. 17)

~
o o~ o~
Br Br Br Br Br Br
DBU
2 > +
O~ 'H OH Ho¢)

eI
Br Br Ne) N~ Br Br

Obr. 17 Preména aldehydu na methylester substituované kyseliny benzoové.

DalSich pokusti (bromace az po cyklotetramerizaci) bylo zanechdno. Byla
navrzena nova série latek obsahujici pouze jednu hydroxy skupinu na periferii, jejichz
syntéza se benzoinové kondenzaci vyhyba.

Struktura (Obr. 18) byla raciondlné€ sestavena dle poznatkl ptedesliého vyzkumu.
Zékladem je tetrapyrazinoporfyrazinové jadro bohaté naatomy  dusiku,
které mu propijcuji vyznamny elektrondeficitni charakter, a c¢ini ho tedy silnym
akceptorem pro ICT.?#* Navic izosterni zdména methinovych skupin dusikem
v benzenovych jadrech makrocyklického kruhu ftalocyaninti vede k vy$§im kvantovym
vytézkam fluorescence.”

Navrzené molekuly dale obsahuji Sest objemnych zerc-butylsulfanylovych skupin
na periferii, které brani jinak plandrni molekule v nezddouci agregaci. Agregity
nespecificky, nezavisle na pH ztraci své fotofyzikalni vlastnosti, coZ by mohlo vést
k mylnému vykladu vysledki fotofyzikalnich méfeni.3%3!

Klicovou rozpoznavaci cast tvoii fenolicka skupina podminiujici citlivost
molekuly ke zmé&nam pH. Jiz jedna donorova skupina zajistuje dostatecnou ucinnost

ICT.26 Ovlivnéni pK, rozpoznavaci fenolické skupiny je dosahovano vhodnou substituci

44



v ortho poloze. V ramci této prace se jedna o dva atomy bromu u prvni slouceniny
a o jednu nitroskupinu u druhé.

Do stfedu molekul je chelatovan hote¢naty, ptfipadné zinec¢naty kationt. Lehky
hoteCnaty kationt zajistuje vysoké vytézky fluorescence @r odpovidajici teorii zvané
efekt tézkého atomu (heavy atom effect). Podle ni plati, Ze komplexace atomy s niz§im
atomovym cCislem vede k upfednostiiovani emise fotonu nad alternativnimi cestami
navratu z excitovaného stavu.32333* T&z§i zine¢naty kationt je na rozdil od hofe¢natého

poutan v molekule pevnéjsi vazbou a nehrozi jeho odstranéni v silné kyselém prostiedi.

Fenol:

\ citlivost ke zménam pH

Substituenty v ortho poloze:
ovlivnéni pK; fenolu

Objemné substituenty:
omezeni agregace

a X, Y= Br
b X=NO,
Y=H

Chelatovany kation kovu:
Mg: intenzivni fluorescence
Zn: stabilita

Obr. 18 Rozbor struktury cilovych molekul ve vztahu k ucinku.

Po raciondlnim navrhu struktur novych molekul byly ureny jednotlivé kroky

syntézy (Obr. 19).

45



4 X=NO OH OH OH OH
2 Y- X Y. X Y. X
Y=H
y OH
Y X — — ; —
S )N\/(l o o o

N
l —
7 N | N
NC NC Z
CN CN
3¢, 4c 2

Obr. 19 Cesta ke komercné dostupnym vychozim latkam retrosyntézou.

Retrosyntetickou  tGvahou se dospélo ke komeréné  dostupnému
4-hydroxyacetofenonu, ktery elektrofilni substituci poskytl latky 2a, 3a. Latka 2a byla
pripravena bromaci obou ortho poloh vi¢i aktivujici hydroxyskupiné (substituent
I. fddu), kdy octanovy anion se ucastni reakce jako baze a odStépuje proton
ze o-komplexu za obnoveni aromaticity cyklu (Obr 20). Pro pfipravu latky 3a byla
nitro-skupina zavedena do molekuly vychozi latky po reakci s dusi¢nanem draselnym

a kyselinou sirovou.

CH3CO0

®
OH g2 |(¢OH (OH OH OH OH
Br Br Br Bé Br
. . H .

Obr. 20 Mechanismus bromace.

Latky 3a, 4a byly podrobeny oxidaci oxidem seleni¢itym za poskytnuti
prislusnych ketoaldehydti. Produkty nebyly izolovany, ale pro jednoduchost bylo
pokracovano kondenzacni reakci s DAMN v pfitomnosti kyseliny chlorovodikové

za vzniku substituovanych pyrazin-3,4-dikarbonitrila (prekurzort 3b, 4b, Obr. 21).
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Obr. 21 Naznaceni mechanismu kondenzacni reakce s DAMN.

Syntéza  prekurzoru 2 je  zalozena na  nukleofilni  substituci
5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu, kdy v reakci s 2-methyl-2-propanthiolem dochazi
k nahrazeni obou atomu chloru ferc-butylsulfanylem.

Molekula AzaPc je slozena ze Ctyf jednotek prekurzorti. Pro piipravu
nesymetrickych AzaPc typu AAAB do cyklotetramerizacni reakce vstupuji dva rizné
prekurzory A, B (tfi ekvivalenty latky 2 spolu s jednim ekvivalentem latky 3b nebo 4b).
Reakce je zahajena iniciatorem, kterym byl v nasem pfipadé butanolat hotecnaty.
Vyslednd statistickd smés hotfecnatych komplexii vznikld ndhodnym kombinovanim
prekurzori A a B obsahuje Sest kongeneri (AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB,
BBBB), z nichz zadany kongener ABBB je separovan pomoci sloupcové chromatografie.
Reakce neni selektivni, ovSem vhodny pomér prekurzori zvySuje podil Zadouciho
kongeneru.

Ani jedna zcilovych latek neni rozpustna ve vodé, proto k hodnoceni
fotofyzikalnich vlastnosti byly latka 3¢-Mg a jeji prekurzor 3b zabudovany do lipofilnich
¢astic v mikroemulzi, latka 4c-Mg byla inkorporovéna do lipidové dvojvrstvy lipozomt,
které napodobuji jednoduchy model biologické membrany.

Absorpéni spektra latek 3c¢-Mg a 4c-Mg vykazovala tvar typicky
pro tetrapyrazinoporfyraziny s dvéma hlavnimi absorpénimi pasy — nizkoenergeticky
Qpas (~660 nm) a vysokoenergeticky B-pas (~ 380 nm). Ostry Q-pas potvrzoval
pfitomnost pouze monomerni formy bez znamky agregatii vznikajicich na zakladé¢
n- w interakce. V zavislosti napH pufru byly pozorovany nevyznamné posuny
v absorpnim spektru (Obr. 22). S narGstajicim podilem fenolatové formy byl
zaznamenan mirny batho- (smérem k vy$§im vlnovym délkdm) a hypochromni (snizeni

intenzity absorpce) posun nizkoenergetického Q pasu.
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Obr. 22 Zmeény v absorpcnim spektru latky 3c-Mg v mikroemulzi pri prechodu
z kyseléeho (modra krivka) do bazického pH (svetle hneda krivka).

Absorpcni spektrum prekurzoru 3b naproti tomu vykazovalo s rostoucim pH
vyznamny pokles absorbance pii vlnové délce ~340 nm a soucasné narist pii ~430 nm
(Obr. 23), cozZse projevilo zménou barvy ze Zluté na oranzovou. Prekurzor
je tak potencidln¢ vhodny pro vyuziti jako pH indikator v acidobazickych titracich

s vizualni kontrolou zmén pH.
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Obr. 23 Zmény v absorpcnim spektru prekurzoru 3b v mikroemulzi pii prechodu

z kyselého pH (fialova krivka) do bazického pH(Cervena krivka).

Emisni spektra latek 3c-Mg a 4c-Mg byla zrcadlovym obrazem jejich absorp¢nich
spekter s pouze malym Stokesovym posunem. VInova délka emisniho zéteni piislusejici

maximu intenzity fluorescence byla 663 nm. Jako odpovéd’ na rizné hodnoty pH pufru
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byly zaznamenany vyznamné zmény v intenzité fluorescence (Obr. 24, 25), coz bylo
vsouladu steorii oICT jako kompetitivniho procesu kemisi fotonu
u fenol-substituovanych AzaPc. Nebyly pozorovany podstatné posuny jak v absorp¢nich
(viz vyse), tak v emisnich spektrech, proto nelze tyto latky vyuzit jako pH senzory

zalozené na porovnavani intenzit pii dvou vinovych délkach.
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80000+

60000+

40000+
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Obr. 24 Zmény v emisnim spektru latky 3c-Mg v mikroemulzi p¥i prechodu z kyselého
pH (svétle hneda kirivka) do bazickeho (modra krivka) pH.

Obr. 25 Rada kyvet s odstupiiovanou hodnotou pH vzorku latky 4c-Mg v lipozomech
pod UV lampou (366 nm).

Ze zavislosti intenzity fluorescence (respektive absorbance v ptipad¢ prekurzoru)

na pH byla urCena hodnota pK. (Obr. 26). Ve srovnani s diive syntetizovanym
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fenol substituovanym AzaPc¢ bez substituentli v ortho poloze (pKa 10,05)! bylo pKa
novych molekul (5,62 pro latku 3c-Mg , 6,06 pro latku 4c-Mg ) posunuto a odpovida
hodnoté pH, kterou nalezneme v acidickych organelach, jako jsou lysozomy. Obrazek
dale poskytuje srovnani s kontrolou, tedy se strukturné blizkym AzaPc, ktery vsak
ve své molekule neobsahuje zadnou fenolickou skupinu. Jak obrazek doklada, jeho

fluorescence se s pH neméni.
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Obr. 26 Grafické porovnani zavislosti intenzity fluorescence na pH latek 4c-Mg, 3c-Mg,

derivatu bez substituentu v ortho poloze, derivatu bez fenolické skupiny.

Hodnota pK, prekurzoru 3a byla stanovena na 4,76. Obr. 27 srovnava vliv
karbonitrilovych skupin a AzaPc jadra na acidobazické vlastnosti fenolické skupiny.
Karbonitrilové skupiny v porovnani s AzaPc jadrem maji siln¢j$i elektronegativni
charakter, ktery ¢ini vodik fenolické skupiny snadnéji odstépitelnym, pKa proto dosahuje

nizsi hodnoty.
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Obr. 27 Grafické porovnani zavislosti intenzity fluorescence (absorbance) na pH latky

3c a jejiho prekurzoru.
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5 ZAVER

V ramci mé diplomové prace byly uspésné syntetizovany a popsany celkem
dva derivaty fenol-substituovanych AzaPc. Ve formé mikroemulze ¢i zabudované
do lipozomti, (simulujici biologickou membranu) byly vyhodnoceny jejich fotofyzikalni
vlastnosti jako funkce pH pufru. Z vysledki méfeni byla stanovena hodnota pKa.
Monitorovani pH pomoci téchto derivati vychazi pouze ze zmén intenzity fluorescence,
jejich spektra nevykazuji posuny, a nejsou tedy vhodné pro méteni zalozené na poméru
intenzit pfi dvou vlnovych délkach. Velmi vyhodné ale je, Ze oba derivaty absorbuji
a emituji svétlo v Cervené oblasti spektra okolo 660 nm. Jejich hodnoty pKa (5,62, 6,06)
jsou diky vhodné substituci v ortho poloze vucifenolické skupingé vyladény
tak, aby odpovidaly fyziologickému pH. Tyto vlastnosti je ¢ini vhodnymi kandidaty

pro monitorovani pH v acidickych organelach, jako jsou napft. lysozomy.
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