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Anotace

Cilem této prace je navrh a syntéza novych derivati flavonolu za ucelem studia
fotochemického mechanismu uvolfiovani oxidu uhelnatého (CO) z téchto molekul. Tyto latky
maji velky farmaceuticky potencial, nebot’ oxid uhelnaty je v zivociSnych buikach dulezitou
signalni molekulou, ktera dokaze regulovat mnohé vnitrobuné¢né pochody (viz 2.1.3).

V teoretické Casti prace je obsazen popis molekuly CO a jeji role v zivych organismech. Dale
je zde charakterizovan vyznam CO pro zivé organismy. Néasledné je zpracovan pichled
molekul uvolnujicich CO (CO releasing molecules, CORM), kterych bylo popsano
Vv literatuie velké mnozstvi, ale vétsina z nich jen tézko spliuje atributy potiebné k in vivo
aplikaci. V casti prace je zpracovan i souhrn molekul uvolfiyjicich CO fotochemicky (foto-
CORMYy), kde se mimo jiné také pojednava o flavonolech (soucast skupiny flavonoidi), které
se Vv poslednich letech staly inspiraci pro vyvoj nové tiidy foto-CORMU, kterym je vénovana
experimentalni ¢ast. Fotochemické uvoliiovani CO nabizi slibné moznosti, naptiklad pti lécbe
rakoviny.

V experimentalni ¢asti prace je primarnim cilem syntéza novych derivatt flavonolu za ucelem
studia mechanismu fotochemického uvoliiovani CO. Pochopeni mechanismu je klicovym
krokem pro navrzeni novych derivati s vylepSenymi vlastnostmi (zejména rozpustnost,
posunuti absorpce k vys$sim vinovym délkam) pro biologické aplikace.

V praci je popsana syntéza doposud neznamych derivati, které byly charakterizovany pomoci
nuklearni magnetické rezonance a hmostnostni spektroskopie (*H NMR a 3C NMR, HRMS).
Tyto derivaty byly studovany pomoci UV-Vis spektroskopie a jejich schopnost fotochemicky
uvolnovat CO byla studovana pomoci plynové chromatografie (GC). Také byla stanovena
cytotoxicita vybranych derivati a jejich aplikace in vitro monitorovana pomoci fluorescenéni
mikroskopie.

Annotation

The aim of this work was design and synthesis of new derivatives of flavonol that
photochemically release carbon monoxide (CO). These derivatives may possess promising
therapeutical properties because CO serves as a signalling molecule in many animal cells,
regulating their functions.

The theoretical part of this work contains the description of CO molecule and its role and
importance in both animals and plants. Numerous CO-releasing molecules have been
described in the literature, however, not all of them are suitable for in vivo applications. In the
next part, naturally occurring flavonol compounds (part of the flavone family) are discussed.
These compounds have recently become a great inspiration for the development of a new
class of photoCORMSs, which are also the aim of this work. Photocontrolled release of CO
offers novel and promising options of cancer treatment.



The experimental part describes the synthesis of new derivatives of flavonol for the purpose
of studying the mechanism of photochemical CO release. Understanding the mechanism is
acrucial step for designing new derivates with improved properties for biological
applications, such as better aqueous solubility and shifting the optical absorption to higher
wavelengths.

Most of the compounds have been prepared for the first time, and they were characterized
using nuclear magnetic resonance and mass spectroscopies (*H NMR and *C NMR, HRMS).
The photochemical behavior of the derivates was studied by UV-Vis spectroscopy, and their
ability to release CO was analyzed by gas chromatography (GC-headspace). In addition,
cytotoxicity was determined and the photolysis was monitored in vitro by fluorescence
microscopy.
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Flavonoly, oxid uhelnaty (CO), fotochemie, absorpce, uvoliiovani CO, viditelné spektrum
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Flavonols, carbon monoxide, photochemistry, absorption, CO release, visible wave spectrum



L UVO@uiiitii et 8
2 TeOTELICKA CAS ...uviiiiiiiiiiiici s 9
2.1 OXId URCINALY .eeiiiiiiiiiie e 9
2.1.1 HemOGIODIN ..o 9
2.1.2  Ptirozeny vyskyt oxidu uhelnatého v lidském t€le .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 10
2.1.3  Vyznam a u€inky oxidu uhelnatého...........ccccevviiiiiiiniiiii e 11
2.14  Lécba rakoviny pomoci molekul uvoliiujicich CO.........ccccovvviiiiiiiiiiiciec 12
2.1.5  Transport oxidu uhelnatého ...........ccccoviiiiiiiiiiiii 12

2.2 Molekuly uvolnujici oxid uhelnaty — CORMY .......ccccciiiiiiiiiiiiiiee e 13
2.2.1  Komplexy ptechodnych kovti uvoliujici oxid uhelnaty pomoci svétla ............. 15
2.2.2  Nekovové molekuly uvoliujici oxid uhelnaty pomoci svétla .........cceeeeeinnne. 16
2.2.3  O-HYArOXYKEIONY .o 19
2.24  Znadmeé derivaty flavonolu.........ccceiiiiiiiiiiii e 22
2.2.5  FIAVONOIAY ..o 25
2.2.6  Propustnost tkani pro SVEI0......ccccuviviiiiiiiiiiii i 26

3 VYSIEdKY @ dISKUSE ...ooviiiiiiiiiciieeste e 28
3.1 Navrzené derivaty flavonolu..........ccociiiiiiiiiiiiie e 28
3.2 Retrosyntetickd analyza ..........ccooiiiiiiiiiii 30
3.3  Reakéni mechanismus KONdenZace ...........ccoovveiiiiiiiiiiiiieic e 31
3.4 SYNtEZA AETIVALTL ....eovieeiiiiieie e 32
3.5  Absorpéni a kineticka charakteristika novych derivatil ...........cocoovviviiiiiiciicie, 38
3.6 Ozafovani pripravenych deriVatll..........cccoovviiiiiiiiiiiiici s 39
3.7 Uvolnovani oXidu Uhelnatého ...........ccooveiiiiiiiiiic e 42
3.8 Fluorescencni MiKIroSKOPIE ......ccveiviiiiiiiiiiic i s 43
3.9  Cytotoxicita piipravenych derivatli..........ccooiiiiiiiiiiiii 45

4 EXperimentalni CAST........oooiiriiiiieiii e 46
4.1 MEIOGIKA .....ooviviiciiiee s 46
4.2  Priprava derivatl flavonolu..........ccooiiiiiiiiiiii 48

S ZAVET it 53
6 POUZItA LIEEIATUIA .....eiiiiiiiic e 55
7 Seznam obrazKil a tabulek ...........ccooiiiiiiiiiii s 59
8  Priloha 1: NMR spektra pripravenych 1atek ..........cccccooiiiiiiiiiiiii e, 61
9  Priloha 2: Vypocet molarnich absorpcnich koeficientt...........ccccoeeviiiiiiiiiiiiiciicn, 75



1 UvoD

Oxid uhelnaty (CO) je znam piedevsim kvili svym smrticim G¢inkiim na lidsky organismus,
nebot’ se béhem dychani vaze na molekuly hemoglobinu (karboxyhemoglobin) silnéji nez
kyslik (oxyhemoglobin) [1].

V jisté mife vSak v lidském téle molekuly CO vznikaji pfi rozkladu hemoglobinu plisobenim
hemoxygenazy a mohou vznikat i pfi dal§ich béznych biochemickych reakcich v lidském téle,
pti¢emz nejde o oxid uhelnaty ze vzduchu [2].

Béhem poslednich let je této molekule vénovana pozornost ve farmaceutickém vyzkumu,

rrrrr

protoze spolu s dal$imi signalnimi molekulami (H2S, NO) vykazuje silné protizanétlivé

Vv

ucinky a dale dokaze fungovat jako antioxidaéni ¢inidlo a vazodilata¢ni latka (rozsituje cévy)

13].

Velka vyhoda této molekuly je v jeji velikosti, protoze dokéze voln¢ pronikat ptes lipidové
dvojvrstvy tvofici membrany bunék nebo organel. Vyvstava tedy otazka, jak dorudit
molekulu, kterd mé obrovsky potencial ve zdravotnictvi, do lidské tkan¢ a v kontrolované
mife ji uvolnit navzdory jeji akutni toxicité, ktera znemoziuje jakoukoli ptimou aplikaci do
tkani. Vybér presného mista a ¢asu V téle pro uvoliovani CO je naprosto kli¢ové, protoze
bude nasledn¢ mozné molekuly uvoliujici CO pouzit pro terapeutické aplikace bez jakéhokoli
mechanického naruseni tkané (,,neinvazivni skalpel®).

Piestoze molekul, které uvoliuji CO (,,CO releasing molecules” — CORMSs) fotochemicky,
tedy pomoci svétla o specifické vinové délce, je znama cela fada, ne vSechny jsou vhodné pro
aplikaci in vivo, at’ uz z divodu obsahu tézkych kovi, pro $patnou rozpustnost ¢i nevhodné
absorp¢ni vlastnosti, kde musi byt zohlednéna absorpce lidské tkané, ktera je pro svétlo
nejvice propustna mezi 600-900 nm [4].

Cilem prace tedy bylo vytvofit derivaty jiz znamé molekuly flavonolu, fotochemicky
uvoliiyjici CO, na kterych bude mozno analyticky studovat mechanismus uvoliiovani
molekuly CO. Objasnéni mechanismu uvolfiovani nam umozni navrhovat nové molekuly,
které budou spliiovat vSechny vySe uvedené podminky, vcetné nizké toxicity a velkych
vytézka CO.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty bézné vznika napiiklad pti nedokonalé oxidaci (spalovani). M4 mensi hustotu
nez vzduch (1,25 g/dm®) a vyskytuje se v zemské atmosféie vlivem lidské ¢innosti, ale tieba
I kvili lesnim pozarim nebo aktivité mikroorganismi v oceanech (40-60 % CO v atmosfére
vznika ptirozen€) [1]. Na rozdil od nedychatelného, ale nikoli toxického oxidu uhli¢itého, je
pro ¢lovéka tento plyn pii vdechnuti akutné toxicky a zptsobuje poskozeni organu [5]. Ve
vys$sich koncentracich je extrémné hoflavy a neni mozné ho senzoricky identifikovat, protoze
se jedna o bezbarvy plyn bez zapachu [1].

2.1.1 Hemoglobin

Toxicita CO pro cCloveka spocéiva piedevS§im v jeho specifické, velmi silné vazbé na
hemoglobin, konkrétné na centralni kov prostetické skupiny této transportni bilkoviny —
hemu. V buikach obratlovci se vyskytuje nékolik typta hemu (hem A, hem B, atd.). Molekuly
hemu jsou tvofeny porfinovym skeletem (1, Obrazek 1) s rdznymi substituenty
a koordinaéné-kovalentni vazbou vazanym atomem Zeleza v oxidaénim stavu Fe?*. Hem A (2,
Obrazek 1) se vyskytuje v cytochromech a3 (transportni membranova bilkovina) [6],[7].
V hemoglobinu erythrocyti (Cervené krvinky) se u dospélych jedinct ¢lovéka vyskytuje
hem B (3, Obrazek 1) [8]. Na centralni atom Zeleza se dokaze docasné vazat molekula kysliku
O, co je podstatou pienosu kysliku v krvi [9].

Obrazek 1: Porfinovy kruh (1), molekula hemu A (2), hemu B (3). Prevzato z citace: [10].



H3C CH3

Schéma 1: Navazani CO na centralni atom Zeleza 3 za vzniku 3a.

Pokud vsak dojde k navazani molekuly CO (Schéma 1, karboxyhemoglobin 3a), vznikne
vazba mezi kationtem zeleza a CO, ktera je mnohonasobné (220x) silngj$i nez vazba
s kyslikem [11],[12]. Dojde tedy k zablokovani transportni funkce této bilkoviny, nebot
molekula kysliku neni schopna molekulu CO vytlacit [11]. U ¢lovéka se tato nemoc nazyva
tkanova hypoxie, ktera se projevuje zavrati, bolesti hlavy a apatii [5]. Tato nemoc se 1&¢i
zvySenim parcialniho tlaku kysliku v plicich (alveolach), coz v praxi znamena vystavit
¢loveka inhalaci Cistého kysliku, avSak pfi dlouhé expozici CO hrozi nedostatek kysliku ve
tkanich a trvalé nelécitelné poskozeni nervové soustavy [11].

Ptesto si vSak malokdo uvédomuje, Ze hemoproteint je celd fada a blokovani pfenosu kysliku
je jen jeden z problému, ktery CO zpisobuje. Pti expozici tkani se CO vaze na vySe zminény
cytochrom a3, ktery zprostiedkovava transport elektronti pies lipidové membrany
v mitochondriich a jeho inhibice mtze zpusobit produkci kyslikovych volnych radikala [13].
Peroxidace myelinovych obald neuront (peroxidace lipidi) ma fatalni nasledky a muze dojit
az k chronickému poskozeni nervové soustavy [5],[7].

Mimo hemoglobin se v§ak CO dokaze vazat i na myoglobin a znemoznit navazani kysliku. To
mize zpusobit nedostatek kysliku (zmenSeni zasob O2) ve svalech. Myoglobin ve svalech je
identicky jako v myokardu a jeho zablokovani molekulou CO muze vést k disfunkci srdce
a kardiovaskularni soustavy [7].

2.1.2 Prirozeny vyskyt oxidu uhelnatého v lidském téle

Piestoze je tento plyn vyse charakterizovan jako toxicky a jeho delsi respirace mize zpusobit
I smrt, vyskytuje se tento plyn v minimalnim mnozstvi i v lidském téle zcela bézné a denné ho
nase télo vyprodukuje né€kolik mililitra [14]. CO vznika pisobenim enzymu hemoxygendsy
(HO), ktera zajistuje rozklad hemoproteini. Tetramer hemoglobinu je nejdiive rozdélen na
jednotlivé monomerni podjednotky a nasledné dojde k hydrolyze peptidového fetézce.
Molekula hemu (3) je poté pisobenim HO rozlozena na Fe?*, které nasledné vstupuje do
syntézy ferritinu za katalyzy enzymem ferroxidasou [3], CO a biliverdinu-1Xa (4, Schéma 2).
Ten je u Cloveka dale metabolizovan na bilirubin-IXa, ktery je vylu¢ovan v moci (Schéma 2)
[2]. Existuji celkem tii isomerni formy HO, pfi¢emz na rozkladu hemu erythrocytt se podili
HO-1 [2]. HO-1 je také vyznamnou signalni molekulou, ktera signalizuje extracelularni stres
bungk [2].
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Oxidu uhelnatého v téle vnika asi 20 pmol/h, coz je relativné velké mnozstvi [13]. Vyznamé
mnozstvi vznikne rozkladem hemu (> 86 %) a zbytek je produkovan jako zbytek po
fotooxidaci, peroxidaci lipida a metabolismu xenobiotik [13],[15].

7
NADPH NADP?* Fe2*
AN 3 0, CO T
\/ _
hemoxygenaza
O OH
OH 0
3 4

Schéma 2: Rozklad hemoglobinu pasobenim HO. Prevzato z citace: [2].

Pokud dojde k exogenni expozici, tak se CO, ktery je do naSeho téla vstieban plicemi,
vyskytuje v krvi jako karboxyhemoglobin (COHb). V téle Zivo¢icha se COHb vyskytuje ve
velmi malém mnozZstvi pfirozené, krev zdravého ¢loveéka obsahuje 0,4-0,7 % COHb [16],
tedy vazané formy CO. Koncentrace COHb je vyssi napiiklad u téhotnych Zen, u nichz
dochazi ke zrychleni metabolickych procest (~1,2 % COHb) [16]. U kufaki se mulze
mnozstvi COHb vici hemoglobinu (Hb) pohybovat okolo 3,0-8,0 % [16],[5]. Nékteré zdroje
vSak uvadi u chronickych kufdkd i mnohem véts§i mnozstvi [17]. Pro srovnani, symptomy
hypoxie jako jsou bolest hlavy a zvraceni nastava pii obsahu COHb 20 % [1]. Smrt mtze
nastat uz pii 50-70 % COHb v krvi [1].

2.1.3 Vyznam a ucinky oxidu uhelnatého

Béhem poslednich patnacti let se pfedmétem mnoha vyzkumu stava pravé molekula CO. Tato
molekula slibuje budouci uplatnéni v medicing. Pro svou niz§i reaktivitu se CO spolu s H2S

v

jevi jako vhodngjsi signalni molekuly nez NO, ktery je v téle rychle katabolizovan [18].1

Molekula CO v lidském téle zastava nékolik stézejnich funkci. CO uvolnuje hladkou
svalovinu kardiovaskuldrniho systému a sniZuje riziko nékterych nemoci kardiovaskularniho
systému [15]. Mimo jiné se vlivem inhibice cytochromu P450 molekulou CO miiZze zpomalit
syntéza 12-hydroxyeikosatetraenové kyseliny (12-HETE), ktera je zodpovédna za
arteriosklerozu, tedy zuzovani cév [13].

Oxid uhelnaty také hraje dllezitou roli vregulaci nervové soustavy a pilisobi
neuroprotektivné. Ukazalo se, Ze reguluje cirkadidnni rytmus mozku a ma vliv na zrakova,

1 Oxid dusnaty (NO), ktery mé jeden nesparovany elektron a tudiz velkou reaktivitu, se chova se jako volny
radikal (vyskytuje se jako NO*/NO").
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sluchova a pamétova centra mozku [19]. Bylo zjisténo, ze neurodegenerativni choroby
(Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba) mohou byt nasledkem $patné ¢i inhibované
produkce CO v sedé kiife mozkové [13]. Exogenni CO ma mozna také dulezitou ochrannou
roli a dokaze potencialné uzdravovat nervovou soustavu [13].

-----

ze pomoci CO lze 1éCit celkovou sepsi organismu [18]. Vlivem CO muze dochazet i ke
zvySeni produkce ATP (adenosintrifosfat), jakozto hlavni makroenergetické molekuly
Vv bunkach [13].

2.1.4 Lécba rakoviny pomoci molekul uvoliujicich CO

CORMy (molekuly uvoliujici oxid uhelnaty — ,,CO releasing molecules”) se vyvijeji jako
potencialni pro-lé¢iva proti rakoviné. CO, jakozto produkt metabolismu HO-1, mizZe sniZit
aktivitu proteinu teplotniho Soku 90 (HSP90) a snizit aktivitu dal$ich proteint stojicich za
rakovinou prsu [20]. Po ozafeni téchto rakovinotvornych bunék (MDA-MB-231) za
piitomnosti foto-CORMuU [MnBr(azpy)(CO)s] a [Mn(azpy)(CO)3(PPh3)](ClO4) o koncentraci
75 uM doslo vlivem uvolnéni CO ke zmenseni kolonie asi 0 40 % [20].

Pti aplikaci molekuly 5 (Obrazek 2) byla prokazana inhibice proliferace bun¢k PaTu-8902
apii koncentraci 50 uM byla zaznamenana apoptéza CAPAN-2 rakovinnych bunck ve
slinivce bfisni [21]. Trvala aplikace 5 nebo piima aplikace CO v mnozstvi 500 ppm vedla ke
snizeni aktivity proliferovanych bunék [22].

Nedavno byl také demonstrovan pozitivni vliv CO pti 1é¢bé nadori [20]. Nadorové burniky
pouzivaji k ziskavani energie pievazné laktdtovou fermentaci glukdzy, na rozdil od oxidativni
fosforylace vyuzivané normalnimi buiikami, a to dokonce i v aerobnim prostiedi [23]. Tento
jev se nazyva Warburglv efekt a je pravdépodobné dusledkem ¢asteéné nefunkcnich
mitochondrii [24]. Ukazalo se, ze CO ma velky vliv na bioenergetiku rakovinnych bun¢k
[23]. Na zdravé buiiky CO pisobi cytoprotektivné a podporuje aerobni glykolyzu, naopak
v nadorovych burkach akceleruje oxidativni metabolismus (anti-Warburglv efekt) [25]. Tim
dochazi ke generovani reaktivnich kyslikovych radikald (ROS), bunéfnému vycerpani
z divodu nedostatku energie a nasledné smrti nadorové buiky [25].

2.1.5 Transport oxidu uhelnatého

Je ztejmé, Ze molekula CO mé ve zdravotnictvi velky potencidl. Problémem je vSak pfima
aplikace inhalaci, protoze kvuli toxicit¢ neni mozné takto CO aplikovat ve velkych
koncentracich. Nicméné uz byly publikovany vyzkumy, kde byl CO aplikovan ptimo, ale
pouze v malych davkach a nizkych koncentracich (~250-500 ppm, neni karcinogenni) [18].
Vyvstava tedy otdzka, jak dorucit a uvolnit CO piimo v postizené tkani (v dostatecné
koncentraci) a nikoli tam, kde je to nepotiebné. Z tohoto divodu byly vyvinuty CORMy,
které jsou schopné CO uvolnovat a kontrolovat jejich aktivitu. Téchto molekul byla vyvinuta
cela fada a budou pfiblizeny v nasledujicich kapitolach.
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2.2 Molekuly uvoliiujici oxid uhelnaty — CORMy

Molekul uvolnujicich oxid uhelnaty je ve dne$ni dob&é znamo relativné velké mnozstvi
auvolnovani CO muze probihat nékolika zpusoby: enzymatickym rozkladem, volnou
vyménnou ligandt, protonaci nebo indukénim ohfevem [26]. Velmi zajimavou skupinou
CORMu jsou ty, které uvoliuji CO pomoci svétla tzv. foto-CORMy (anglicky
“photoactivatable CO-releasing molecules”) [27],[28].

Prvnimi objevenymi CORMYy byly jednoduché karbonylové komplexy ptechodnych kovi
rozpustné pouze v organickych rozpoustédlech [29]. Tyto molekuly jsou tvofeny centralnim
atomem kovu a ligandy kovalentné vazané na centralni atom [30]. Tento typ CORMu vsak
uvolnuje CO mechanismem spontanni vyménny ligandid. Mechanismus vychazi z interakce
CORMu s molekulou rozpoustédla a nasledné substituce CO ligandu (Schéma 3) [30].
Nasledkem je nizka kontrola nad farmakokinetickym profilem uvoliiovani CO. Postupné byly
objeveny dalsi CORMYy, vice vhodné pro biologické pouZziti.

L L
L/, | \\L +L° L/"I\l/l’\\L
M 3
v -CO RS
7 Neo S

Schéma 3: Mechanismus uvolnéni CO prostfednictvim vyménny ligandi. Prevzato z citace: [30].

Mezi dalsi CORMy, u kterych dochazi k uvolnéni CO prostiednictvim substituce ligandu,
patii naptiklad molekuly 5, 6, 7 (Obrazek 2) [31],[30]. Doruceni takovychto molekul do tkané
vSak neni vibec jednoduché, naptiklad 5 ma polocas rozpadu v lidské krevni plasmé ~4 min
[14]. Také je rozpustna pouze v bazickém vodném prostiedi a rychlost uvoliiovani CO
reguluje zména pH [32]. Molekula 5 je rozpustna pouze v ethanolu (EtOH)
a dimethylsulfoxidu (DMSO), tudiz ji nelze v krevni plasmé ani rozpustit, nebot’ EtOH je pro
bunky toxicky [32].
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Obrazek 2: Piiklady CORMuU uvolnujicich CO substituci ligandi. Prevzato z citace: [30].

CO muze byt uvolnén z molekuly také enzymatickou katalyzou. Ptikladem takovych molekul
mohou byt derivaty acyloxydien-Fe(CO)s, nize uvedené jako 8, 9, 10 (Obrazek 3) [29].
Téchto enzymaticky aktivovanych CORMU existuje celd fada a jedna se pfedevS§im o enony
(12, 13) a o derivaty cyklohexa-1,3-dienu (Obrazek 3; 8, 9, 10, 11, 12, 13) [29].
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Obrazek 3: Piehled enzymaticky fizenych CORMuU. Prevzato z citace: [29].

Tyto komplexni slouéeniny (Obrazek 3) se také vyuZzivaji pro uvoliiovani CO, ale produkty po
uvolnéni CO byvaji pro bunky casto toxické (toxicita klesa podle substituenti
acetat > pivalat > palmitat) [29]. Uvolnéni CO probiha ve tfech sekvenénich krocich (Schéma
4). Uvolnéni acylového zbytku z 8a je katalyzovano enzymem esterazou a produkt 8b po
katalyze podléha tautomerizaci za vzniku 8c. Molekula 8c se nasledné oxidac¢né rozklada za
vzniku 8d, Fe** a t¥i molekul CO, které se nasledné mizou podilet na biologické aktivit& [27].

OAc OH 0] 0]

| —_— |
OC-Fe-CO OC-Fe-CO — > 0C-Fe-CO > Fe™
co co &o 3CO
8a 8b 8c 8d

Schéma 4: Prabéh uvolnéni CO z molekuly 8a. Prevzato z citace: [27].

Nevyhodou téchto enzymaticky spousténych CORMu je jejich Spatné sledovani in vivo
a regulace uvolnovani, protoze nelze vnéjsimi vlivy regulovat mnozstvi uvolnéného CO. Tyto
molekuly tedy nejsou pro aplikaci in vivo zcela vhodné, navic nékteré tyto CORMy nejsou
také dostate¢né stalé ve fyziologickém prostiedi a samovolné hydrolyzuji [29].

Proto se hledaji alternativni metody spusténi uvoliovani CO, jako je naptiklad fotoaktivace
svétlem. Foto-CORMYy patii mezi pokrocilejsi CORMY, je jim také vénovana experimentalni
¢ast této prace, jsou nepochybné nejatraktivnéjsi skupinou. Uvolnéni molekuly CO pomoci
svétla je elegantni pro aplikaci in vivo [30]. Existuje mnoho takovychto molekul, ale ¢asto
jsou omezeny mnoha faktory.
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2.2.1 Komplexy piechodnych kovii uvoliiujici oxid uhelnaty pomoci svétla

Foto-CORMYy Ize rozdé€lit do dvou zékladnich skupin, obsahujici nebo neobsahujici
piechodny kov. Obecné¢ lze uvolnéni CO z karbonylovych komplexii ptfechodnych
kovi popsat dvéma kroky (Schéma 5). V prvnim kroku dochazi k excitaci molekuly A
a k uvolnéni jednoho nebo vice ekvivalenti CO za vzniku intermediatu B, pficemz ostatni
ligandy ziistavaji vazany (Schéma 5) [14]. V druhém kroku reaguje intermediat B vétSinou
s molekulou rozpoustédla (L") a vznika fotoprodukt C (Schéma 5) [14].

L L L
L//,,' | ‘\\\\L hV L/,,, | ‘\\\L +L' L/,,' \\\\L
/M — ‘M, — ‘M
L | \CO -CO | i | \L'

L L

A B C

Schéma 5: Zakladni schematicky mechanismus fotoindukovaného uvolnéni molekuly CO z foto-CORMy.
Prevzato z citace: [14].

Prvnimi vyvinutymi foto-CORMy z roku 2002 byly dekakarbonyl dimanganu 15
a pentakarbonyl zeleza 14 (Obrazek 4). Béhem fotolyzy 14 bilym svétlem za pfitomnosti
myoglobinu (Mb) doslo k vygenerovani CO, ktery byl stanoven spektroskopicky jako
karboxymyoglobin (MbCO) [14],[33]. Tyto molekuly maji vsak nepfiznivé vlastnosti, nebot’
fotoprodukty jsou toxické. Dnes byvaji nahrazovany komeréné dostupnymi latkami 5 a 6
(Obrazek 2) [14].

co
oc, O oc,, | \co
'Mn (610)
Fe—CO oC I\ | .wCO
OC/ cO Mn
cO OC/ | CcO
co
14 15

Obrazek 4: Pentakarbonyl Zeleza a dekakarbonyl dimanganu.

V jednoduchych karbonylovych komplexech pifechodnych kovii se kromé zeleza a manganu
mize vyskytovat jesté cela fada dalSich kovu, jako napiiklad wolfram, chrom nebo molybden
[34],[26],[14]. Naptiklad nedavno publikovany wolfram-pentakarbonylovy komplex
tris(sulfonatofenyl)fosfinu, vyskytujici se jako sil se tiemi Na* (16, Obrazek 5), je ve vodé
rozpustna a stabilni molekula, ktera uvoliiuje CO (Amax = ~410 nm) za fyziologického pH
[35]. Tato molekula uvolnuje jeden ekvivalent CO a pfi dalsi aerobni expozici svétlem nebo
termolytickym rozkladem uvoliluje dal$i dva ekvivalenty CO v zavislosti na reak¢nich
podminkach [14]. Je zfejmé, ze molekuly uvoliujici vice ekvivalenti CO se vyznacuji
slozitou reak¢ni kinetikou [30].
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Obrazek 5: Wolfram-pentakarbonylovy komplex tris(sulfonatofenyl)fosfinu.

2.2.2 Nekovové molekuly uvoliiujici oxid uhelnaty pomoci svétla

Ackoli jsou dnes jednoduché karbonylové komplexy skovy jako foto-CORMy Siroce
vyuzivany, vyvstava otazka toxicity kovovych fotoprodukti (obsahuji napi. molybden,
mangan) [36]. Napiiklad toxicita fotoproduktu fac-[MnBr(azpy)(CO)s] byla piirovnana
k expozici 5-fluorouracilem, ktery zamezuje replikaci DNA a ve farmacii se vyuziva jako
cytostatikum (buniky v pfitomnosti této latky umiraji — dochazi k apoptdze) [37]. Témto
toxickym vlastnostem lze ptedejit pouzitim lehéich kovu (Fe, Mn). Mimo cytotoxicitu jsou
kovové komplexy kovu Casto Spatné rozpustné, maji nevhodné absorp¢ni vlastnosti, napf.
Amax V ultrafialovém (UV) spektru, jsou nestabilni na vzduchu a maji omezené moznosti na
vylepseni z hlediska substituentd a designu novych derivati [37]. Kovové CORMy se tedy
obecné snazime nahrazovat latkami bez kovového centralniho atomu. Kovovy atom muze
pusobit jako kofaktor pro fadu enzymi, poSkodit membrany organel v buiice nebo narusit
strukturu deoxyribonukleové kyseliny (DNA) [12].

Mezi striktné organické foto-CORMYy lze zaradit nékolik skupin obsahujicich karbonylovou
skupinu. Z nejvyznamnéjsich je nutno uvést a-diketony, a-hydroxyketony, cyklopropenony
a derivaty xanthen-9-karboxylové kyseliny (uvedeny nize) [38]. Dalsi foto-CORMy, jako
napiiklad 1,3-diketony, nejsou vhodné pro biomedicinské vyuziti kvili nevhodnym
absorpénim vlastnostem a nerozpustnosti ve vodném prostiedi [26].

Mezi derivaty xanthen-9-karboxylové kyseliny se fadi napfiklad 6-hydroxy-3-oxo0-3H-
xanthen-9-karboxylova kyselina (17, Schéma 6, Amax =488 nm pii pH=7,4), ktera je
analogem fluoresceinu [39]. Fotoproduktem po uvolnéni CO je 3,6-dihydroxy-9H-xanthen-9-
on (18, Schéma 6) [39]. Uvolnéni CO probiha pies a-laktonovy intermediat za vzniku ketonu
[39]. Vzhledem k tomu, ze 17 obsahuje hydroxylovou a karboxylovou funkéni skupinu,
mnozstvi uvolnéného CO je znaéné zavislé na pH, které ovliviiuje kvantové vytézky
(@ = 7x1074, ph=7) [39]. Oba substraty jsou fluorescen¢né aktivni, coz umoziuje dobré
monitorovani procesu uvoliiovani CO [39]. Absorp¢ni spektrum se nepodafilo posunout
K vys$im vlnovym délkam a kvili narocné syntéze nebylo mozné dosahnout velkych vytézki,
které by umoznily studium mechanismu [39].
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Schéma 6: Uvolnéni CO z 6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-karboxylové kyseliny. Prevzato z citace: [39].

Na zaklad¢ piedpovédi elektronovych vlastnosti molekulovych orbitala HOMO (highest
occupied molecular orbital) a LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) byla navrzena
molekula meso-boron-dipyrromethenové (BODIPY) karboxylové kyseliny (19, Obrazek 6,
Amax = 502 nm) [40]. Je analogicka molekule 17, ale Ize ji snadnéji syntetizovat a izolovat ve
vyssich vytézcich [40].

H3C(OH,CH,C)30 O(CH,CH,0);CH,

19 20

Obrazek 6: Meso-BODIPY karboxylova kyselina 19 a jeji styrylovy derivat 20.

Molekuly 19 (Amax =502 nm) a jeji derivat 20 (Obrazek 6, Amax= 640 nm) absorbuji také ve
viditelné oblasti spektra, pticemz lidska kuze je schopna propoustét svétlo A =600-900 nm
[4]. Derivat 20 byl piipraven kvili posunu absorp¢niho spektra [40],[41]. Ob&é molekuly jsou
rozpustné ve fyziologickém prostiedi pH =7, 4 a tyto latky 19, 20, a ani jejich fotoprodukty
nevykazuji Zzadnou cytotoxicitu (¢ <100 umol/dm3) [40]. Pouziti 20 pro uvolnéni CO bylo
demonstrovano in vivo na mysich [40].

Cyklické o-diketony se vyznacuji tim, ze na rozdil od ostatnich foto-CORMu dokazi
uvoliovat 2 ekvivalenty CO. Maji také nejvétsi podil hmotnosti CO ve struktufe (22,
24 % wit) [38]. Nevyhoda téchto latek zaloZenych na anthracenu 21, 22 (Obrazek 7) je Spatna
rozpustnost ve vodé, avSak byly vyvinuty micely interagujici s touto molekulou a zvysujici
jeji rozpustnost, a zaroven zabrafujici adici vody na karbonyl [42]. Ackoli mnoho
polyaromatickych uhlovodikii piisobi karcinogenné a mutagenné, u téchto derivati nebyla
tato toxicita pozorovana do koncentrace <40 uM [38]. Molekula 9,10-dihydro-9,10-
ethanoanthracen-11,12-dionu (22, Obrazek 7, Amax =513 nm) vykazuje také aktivni
fluorescenci, tudiz ji Ize in vivo také monitorovat [38]. Mechanismus uvolnéni CO je popsan
nize (Schéma 7).
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Obrazek 7: Molekula Benzo-DK (21) a 9,10-dihydro-9,10-ethanoanthracen-11,12-dionu (22).
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Schéma 7: Uvolnéni CO z 9,10-dihydro-9,10-ethanoanthracen-11,12-dionu (22) za vzniku anthracenu
(23). Prevzato z citace: [26].

Cyklopropenony podléhaji taktéz fotoindukované dekarbonylaci. Problémem jsou vsak jejich
absorp¢ni  vlastnosti.  Napfiiklad  2,3-bis-(4’-methoxyfenyl)-cyklopropenon  disponuje
Amax = 340 nm v methanolu (CHsOH), tzn. v ultrafialové (UV) oblasti spektra [26]. 2,3-Bis-
naftyl-cyklopropenony obvykle absorbuji o néco vyse (4 =400-440 nm) a navic nejsou
rozpustné ve vodé [26]. Pii ozafeni 2,3-di(anthracen-9-yl)cykloprop-2-en-1-onu (24) dochazi
k excitaci molekuly a nasledné dekarbonylaci [26]. Nize uvedena dekarbonylace je velmi
rychla, adiabaticka reakce, které chromofor podléha pii ozafeni UV svétlem (Amax = 267 nm)
za vzniku alkynu 25 jako fotoproduktu (Schéma 8) [43].

Schéma 8: Uvolnéni CO z 2,3-di(anthracen-9-yl)cykloprop-2-en-1-onu 24. Pievzato z citace: [43].
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2.2.3 a-Hydroxyketony

Mezi a-hydroxyketony, jakozto Cisté organické molekuly (neobsahujici atom kovu), fadime
I 3-hydroxyflavony, které obsahuji ve své struktufe zakladni skelet flavonoidi (Obrazek 8).
Flavonoidy jsou ptirodni latky vyskytujici se jako u¢inné latky v mnoha rostlinach (Tabulka
1). Tato zakladni kostra je dale substituovana, ¢imz dochazi ke zlepSeni absorpcnich
vlastnosti.

OH
0]

26

Obrazek 8: 3-Hydroxyflavon.

Zakladni mySlenka vyuziti 3-hydroxyflavoni jako CORMU vychazi z enzymatického
rozkladu quercentinu 27 (Schéma 9), ktery se fadi mezi bézné G¢inné latky rostlin a patii
taktéZ do skupiny flavonoidi [44]. Pokud neni enzymatickd reakce mozna, napiiklad
z diivodu absence enzymu, pak mize dojit k dal§im typtim oxidativniho rozkladu a jednim
z nich je rozklad indukovany UV svétlem [44]. K takovéto reakci je nutnd piitomnost
tzv. fotosensitizatoru, ktery generuje singletovy kyslik pomoci viditelného svétla [44].
Excitovany singletovy kyslik pak dale reaguje s molekulou 27 a rozklada ji za vzniku CO a 28
(Schéma 9). Ukazalo se vsak, ze je mozné pouzit k rozkladu i samotné UV svétlo a na zaklad¢
této hypotézy jsou 3-hydroxyflavony zkoumany jako nové CORMYy [44].

OH
enzymova katalyza o
» OH
0, -CO HO 0
OH
OH O
27 28

Schéma 9: Enzymaticky aerobni rozklad quercentinu generujici CO. Prevzato z citace: [44], [45].

Jako CORM bylo doposud publikovano jen nékolik molekul zaloZenych na struktuie
3-hydroxyflavonu, kterym se také jinak fika flavonoly. Na obrazku nize vidime 3-hydroxy-2-
fenyl-2,3-dihydro-4H-benzo[g]chromen-4-on (29, Obrazek 9, Amax = 409 nm), zjehoz
struktury se odvozuji v§echny derivaty 3-hydroxyflavonu, které se chovaji jako CORMYy [44].
O dalsich derivatech bude pojednano dale. Na rozdil od 26 obsahuje 29 dalsi benzenové
jadro C (Obrazek 9), které posouva absorpéni vlastnosti vice do ¢ervené oblasti, ovliviiuje
mechanismus uvolnéni CO a umoznuje uvolnéni CO bez nutnosti dal§iho substituentu
zvysujiciho podil tripletového excitovaného stavu [46].
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Obrazek 9: 3-Hydroxy-2-fenyl-2,3-dihydro-4H-benzo[g]chromen-4-on (29).

3-Hydroxyflavony jsou schopné uvoliiovat CO za aerobnich i anaerobnich podminek, coz
vétsina CORMuU neumozinuje. Prvni krok anaerobniho rozkladu probiha bez piistupu O za
vzniku nestabilniho intermediatu 31 (Schéma 10), ktery je nésledné rozkladan ptisobenim
silného UV svétla (4 = 200-400 nm) a vznika fotoprodukt 32 a jedna molekula CO [47].
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Schéma 10: Anaerobni (bez pfistupu O2) uvolnéni CO z 2-fenyl-4H-chromen-4-onu (30). Prevzato
z citace: [26].

Aerobni rozklad 29 za piimé fotochemické excitace nebyl dosud zcela piesn€ objasnén. Zatim
byly navrzeny dva mechanismy. Predpoklada se, ze prvni zpiisob dekompozice spociva
v [3 + 2] cykloadici singletového kysliku za vzniku cyklického peroxidu 33a, ktery podléha
B-otevieni peroxidového kruhu (Schéma 11, cesta a). Soucasné vznika molekula CO a uhliky
C2 a C3 jsou preménény na karbonylové funkéni skupiny. V tomto piipadé je nutné zminit
ptitomnost volné hydroxylové skupiny na C2, bez které se 29 nejevi jako chromofor a je
na svétle stabilni. Nedavna studie mechanismu fotolyzy 29 se ptiklani k této alternative
mechanismu ([3+2] adice; Schéma 11, cesta a), protoZze meziprodukt 33b (Schéma 11,
cesta b) je vysoce nestabilni a je krajné nepravdépodobné, Ze rozklad probiha touto cestou.
Fotoproduktem rozkladu 29 je v obou piipadech 2-(benzoyloxy)benzoova kyselina 35, ktera
je derivatem salicylové kyseliny (2-(hydroxy)benzoova kyselina) [26].
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Schéma 11: Mechanismus aerobniho fotoindukovaného wuvolnéni CO z molekuly 29.
Prevzato z citace: [26].

Druhy zminény zpisob dekompozice 29 probiha [2 + 2] cykloadici singletového kysliku
na aktivovanou dvojnou vazbu za vzniku 33b (Schéma 11, cesta b). Protoze jsou 1,2-
dioxetany nestabilni latky, rychle se rozkladaji na dva karbonylové fragmenty za vzniku
intermediatu 34, ktery nasledné dekarbonyluje na 35 a CO (Schéma 11, b). Mechanismus
probiha stejné i u 30, protoze druhé aromatické jadro A (Obrazek 9), které molekula 29
obsahuje, nema na mechanismus reakce vliv [47].

Pro wvyuziti molekul in vivo je také dulezité objasnit jejich chovani v simulovaném
fyziologickém prostiedi. Specifické pro 29 (Amax = 409 nm, @ = 7x1073) je, Ze méni svou
absorbanci v zavislosti na formé, ve které se vyskytuje. Ve smési DMSO:TRIS pufr (1 : 1) se
pti pH = 7,4 vyskytovala pfevazné ve své neutralni form¢ a absorpéni spektrum je podobné
jako v roztoku CH3CN : DMSO (1:1) a DMSO : H20 (1:1). Pro 29 je v obou ptipadech
Amax = ~409 nm [28]. Pii méfeni absorpce ve smési DMSO : PBS pufru (1: 1) pti pH = 7,4 se
v absorp¢nim spektru objevuje pik Amax = ~480 nm, coz znaci deprotonaci hydroxy skupiny,
ktera byla potvrzena méfenim absorpce po pfidani dvou ekvivalenti roztoku NaOH do
roztoku 29 v DMSO :HO (1:1), potvrzené vznikem 29a (Amax=483 nm) [28]. Tato
vlastnost je kli¢ova pro tvorbu komplexii se Zn?* (Schéma 12).
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Schéma 12: Deprotonace hydroxy skupiny na uhliku C2 29. Prevzato z citace: [28].

2.2.4 Znamé derivaty flavonolu

Od molekuly 29 1ze odvodit dalsi derivaty, které se fotolyticky jednokrokové rozkladaji vyse
zminénym mechanismem [3 + 2] adice singletového kysliku (Schéma 11). Z molekul 36 a 38
byly odvozeny derivaty pfipravené v ramci experimentalni ¢asti prace (Obrazek 10). Nize
mizeme vidét absorpéni spektra téchto derivati (Obrazek 11) [44].
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Obrazek 10: Znamé derivaty molekuly 29.

Z grafu absorpcnich spekter (Obrazek 11) je patrné, ze pii zvySené elektronové hustoté na
aromatickém kruhu C dochazi k posunu absorpéniho maxima Amax K vy$§im vinovym délkam.
Spektra byla podle literatury doposud méfena pouze v acetonitrilu nebo v PBS pufru s velkym
podilem DMSO (az 50 %) [44].
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Obrazek 11: Vlevo absorpéni spektra derivatt 29, 36, 38, 37 v acetonitrilu; zavislost molarniho absorpéniho
koeficientu (Mcm™) na vinové délce (nm) [44] a vpravo piehled absorp&nich maxim a molarnich absorpénich
koeficienti molekul 29, 36, 38, 37. Prevzato z citace: [28],[48].

Flavonoly jsou skupina latek, ktera se vyznacuje velmi dobrou variabilitou pro dalsi
vylepSovéni, protoze umoziiuji dal§i vyvoj derivatd, ale i tvorbu komplexnich molekul
s anorganickymi heteroatomy. Obdobné¢ i uvolovani CO piimo z pevné latky pfinasi mnoho
vyhod, pficemz se podle literatury datfilo dosahovat srovnatelnych vytézka CO [48].

Nejnovéjsim derivatem 29 je 3-hydroxy-2-fenylbenzo[g]quinolin-4(1H)-on (40, Schéma 13,
Amax = 445nm, & = 7800 Mtcm?) [49]. Od ostatnich flavonolii se li§i piitomnosti
sekundarniho aminu. Ma obdobné chemické vytézky uvoliiovani CO jako 29 a dobie uvoliuje
CO i v anaerobnim prostiedi, coz je dulezité¢ naptiklad v nadorovych bunkach, kde je casto
velmi nizkd koncentrace kysliku, silné redukujici prostfedi a niz$i pH [50],[49],[51].
Molekula 40 tudiz b&zné existuje ve své oxidované formé 39 v podobé diketonu a vlivem
redukujiciho prostiedi thiolovych skupin (albumin v rakovinnych buiikéach) dochazi k jeho
redukci na funkéni chromofor 40 (Schéma 13) [49]. Mezi foto-CORMy se jedna 0 prvni
molekulu neobsahujici kov, ktera byla testovana na G¢inky proti rakoving [49]. Vyznacuje se
také silnou afinitou k proteinliim, komplex 40 s hovézim albuminem naznacuje snadnou
intracelularni aplikaci [49].

redukce hV 02
@) th|olovou H
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Schéma  13:  3-Hydroxy-2-fenylbenzo[g]chinolin-4(1H)-on  (40), jeho  oxidovana  forma
2-fenylbenzo[g]chinolin-3,4-dion (39) a fotoprodukt 3-benzamido-2-naftoova kyselina (41). Prevzato

z citace: [49].
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Dale existuje n€¢kolik dalSich derivati v podobé komplexii, které nejsou tak stézejni jako vyse
zminéné. Mezi né patii napiiklad zine¢naté komplexy (Obrazek 12). Tyto komplexy byly
prvnimi derivaty, které absorbovaly svétlo v oblasti viditelného svétla [48]. Molekula 42
(Obrazek 12, Amax = 609 nm, ¢ = 189 750 M cm™) je zine¢naty komplex molekuly 37 (37,
Obrazek 10) [48]. Molekula absorbuje v oblasti viditelného svétla, konkrétné zluté [48]. Ne
vSechny tyto komplexni derivaty flavonoli umoznuji anaerobni uvolnéni CO a nejsou
rozpustné ve vodném prostredi (VSechny experimenty s nimi byly provadény v pyridinu) [48].
U nékterych komplexii bylo potvrzeno uvoltiovani CO v pevném stavu pii ozafovani
viditelnym svétlem [48].

Pokro¢ilejsi molekula 43 (Amax = 600 nm, &= 111 700 Mtcm™) ma vyssi chemické vytézky
CO a dovede uvoliiovat CO anaerobné¢, i jako nerozpusténa tuhd latka v praskovém stavu
[48]. Absorpéni maximum 43 tedy zasahuje do fototerapeutického okna, neboli vinové
oblasti, kterou propousti lidska tkan (viz 2.2.6).

Cloy

42 43

Obrazek 12: Molekuly Zn(37),-2H,0 (42) a [(6-Ph,TPA)Zn(37)]CIO4 (43), kde TPA je N,N-bis((6-fenyl-
2-pyridyl)methyl)-N-((2-pyridyl)methyl)amin, Ph — fenyl. Prevzato z citace: [48].
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2.2.5 Flavonoidy

Doposud byl pojednano pouze o flavonolu 29 a jeho derivatech a komplexnich formach
skovy ¢i proteiny. Latky obsahujici ve své struktufe kostru flavonolu (jsou tudiz i
3-hydroxyketony) jsou vsak pfirodni latky, které tvorfi skupinu zvanou flavonoidy (Obrazek
13) [52]. Jedna se piedevs§im o polyfenoly, které se hojné vyskytuji v rostlinach a jsou huie
rozpustné ve vodeé [53]. Vétsinou se jedna o sekundarni metabolity rostlin, které slouzi jako
zdroje potravin (Tabulka 1) [53].

Skupina Molekula Vyskyt

Flavonoly Chrysin Bortvky
Myricetin Hrozny
Rutin Celer
Quercentin Brokolice

Flavanony Fisetin Citrusové plody
Hesperetin

Katechiny Katechin Cervené vino
Epikatechin Cajovnik

Antokyaniny Kyanidin Jahody
Malvidin (:Zervené vino
Petunidin Cajovnik

Flavony Apigenin Cervené vino
Tangeritin
Rpoifolin

Tabulka 1: Piehled vybranych molekul a podskupin flavonoidu a jejich vyskyt v potravinach. Prevzato
z citace: [53], [54].

Predev§im katechiny v lidském téle reaguji s volnymi kyslikovymi radikaly reakci
s hydroxylovou skupinou na C2 uhliku a formuji stabilnéj$i a mén¢é reaktivni radikal [54].
Tato aktivita chrani nizkodenzitni lipoproteiny a teoreticky se predchazi jiz zminénym
nemocem (viz kapitola 2.1.3) [54].

Flavonoidy

OH
(ON HO
P9 C
Z  0H
OH
Antokyaniny Katechiny Flavanony Flavony Flavonoly

Obrazek 13: Schématické zachyceni nékolika vyznamnych podskupin flavonoidd, vpravo struktura
zéakladniho flavonolu 30 patficiho mezi foto-CORMYy. Prevzato z citace: [53].
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2.2.6 Propustnost tkani pro svétlo

V soucasnosti se foto-CORMy stavaji pfedmétem vyzkumu malych bioaktivnich foto-
molekul. Hlavnim cilem je navrhovat molekuly, které budou vysoce selektivni pro své cilové
subjekty a zaroven se ,,aktivuji“ jen v misté, kde je to nezbytné, ¢imz se piedejde neptiznivym
vedlejsim ucinkam (kapitola 2.2) [12].

Fotochemické aplikace pro ozafovani bunck a tkani jsou zavislé na pouzité vinové délce.
Problém nastava v oblasti UV svétla, které na buiiky pisobi toxicky a karcinogenné [55].
Vétsina potencialnich bioaktivnich molekul mé absorpéni maxima situovana pravé do UV
oblasti [55]. Nicméné existuje rozmezi vinovych délek, které se nazyva ,transparent tissue
window® — fototerapeutické okno (Obrazek 14, ,Phototherapeutic window*), které se
vymezuje mezi 600 a 900 nm [56]. Svétlo o téchto vymezenych vinovych délkach je schopné
s urCitou mirou pronikat do tkani, nez dojde k jeho pohlceni a pfeméné na tepelnou energii.
Mira penetrace silné zavisi na konkrétni tkdni, saturaci kyslikem, na pouzitém zdroji svétla
a podobné. Presto se potvrdilo, ze 800 nm svétlo dokaze pronikat do tkani az do hloubky 2 cm
[57]. Absorpéni maxima novych bioaktivnich molekul se cilené¢ snazime dostavat pravé do
tohoto intervalu vinové délky.

Na Obrazek 14 je modrym sloupcem vymezeno tzv. fototerapeutické okno — interval mezi
600-900 nm, kde vyznamné neabsorbuje zaddnd vyznamna skupina latek obsazenych ve
tkanich. Zleva jsou pojmenovany kiivky pro: nukleové kyseliny, aminokyseliny, kolagen,
melanin, vitaminy, bilkoviny a bilirubin. Pfi vy$$i vinové délce od horni hranice absorbuje
svétlo intenzivné voda. Graf nezahrnuje absorpéni spektra vSech latek ve tkani, jde pouze
0 schématické znazornéni [56].
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Obrazek 14: Graf zavisloti absorbance (formalné bezrozmérna veli¢ina) na vilnové délce (nm) pro

vybrané typy molekul v lidskych tkanich. Prevzato z citace: [56].

Propustnosti tkani pro svétlo se dnes bézné vyuziva v terapeutické metodé znamé jako
fotodynamicka terapie (PDT), za pouziti metaloporfinti (obsahuji porfinovy kruh, Obrazek 1)
jako fotosenzitizatorii [56]. Pii ozafeni takovéto molekuly svétlem o dané vinové délce
a intenzité je schopna fotochemicky generovat singletovy kyslik [56]. Ten pak v nadorové
tkani (musi obsahovat kyslik) zptsobuje ptimou apoptézu nebo nekrézu nadorovych bunék
[56]. Pokud oxidaéni stres nadorovou bunku piimo neni¢i, mize dojit ke stimulaci imunitniho
systému a fagocytaci proliferovanych bunék [56]. Metody 1é¢by nadord zalozené na tomto

principu se uZ v dnesni dobé bézné vyuzivaji v nemocnicich.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 NavrZené derivaty flavonolu

Pro uspésné biologické aplikace foto-CORMu je nevyhnutné zlepSit vlastnosti, jako jsou
jejich rozpustnost ve vod¢, chemicky vytézek CO, kvantovy vytézek uvolnovani CO
a v neposledni fadé posunout absorpéni maximum do fototerapeutického okna (Obrazek 14).
Pravé studium mechanismu fotochemického uvolitovani CO je klicové k pochopeni, jakym
zpusobem konkrétni pozice modifikovat, abychom zkonstruovali analogy s Zzadanymi
vlastnostmi.

Na zaklad¢ doposud znamych poznatki o foto-CORMech zaloZzenych na flavonolovém
skeletu jsme navrhli sérii derivati, které byly odvozeny z pivodnich struktur, konkrétné 29
a36 [44]. Jelikoz je derivatizace kruht A a B synteticky narotna kvuli komeréni
nedostupnosti odpovidajich vychozich latek, nebo jejich jednoduché ptipraveé, zaméfili jsme
se Vvtéto praci na derivatizaci kruhu C. Nami navrzené molekuly jsou zobrazeny nize
(Obrazek 15).

Jako prvni je potiebné pochopit, jestli fotochemicka transformace probiha ze singletového
nebo tripletového excitovaného stavu. Tripletovy excitovany stav je déle Zijici a tim se
zvySuje pravdépodobnost nasledné chemické reakce. Ptitomnost tézkych atoml v molekule
vede ke zvySeni podilu tripletového excitovaného stavu [41]. Z tohoto divodu byl navrzen
flavonol 44-51 nesouci na C fenylovém kruhu tézky atom halogenu (Br, 1). Nasledné byly
navrzeny derivaty obsahujici elektron akceptorni (44, 45, 46, 50) a elektron donorni (51)
substituenty na fenylu C (Obrazek 15). V této fazi jsme se snazili, aby derivaty byly rozpustné
v PBS pufru, jelikoz je to jediné relevantni médium pro biologické aplikace. Z tohoto diivodu
byly na flavonol instalovany polarni skupiny pro zvySeni rozpustnosti ve vodé. Kromé
experimentti popsanych v dalsi ¢asti této prace byly tyto molekuly pouzity ve skupiné
prof. Klana k dalsim studiim pomoci transientni absorpcéni spektroskopie. Dalsimi
fotochemickymi experimenty pak bude moZné piesn¢ objasnit dosud nejasny mechanismus
fotolyzy a vyvijet nové foto-CORMYy s vhodngjsimi vlastnostmi pro in vivo aplikaci.
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Obrazek 15: Navrzené derivaty molekuly 29 nesouci rizné substituenty na jadie C.

Derivaty jsou navrzené na zdkladé predchozich poznatkli o flavonolech jakozto kategorie -
hydroxyketond. Vychozi molekula 29 je znazornéna modrou barvou uprostied. TfO™ je anion
zvany trifluormethylsulfonat, jehoz struktura je znazornéna v pravém dolnim rohu. Jeho
vyhodou je zna¢nd odolnost proti svétlu, nebot’ nepodléhda chemickym zménam jako je
fotooxidace a neovliviiuje tak studium fyzikalné-chemickych vlastnosti. Cervené Sipky
znazoriuji kroky syntézy, které se nepodafilo uskutecnit. Meziprodukty, které se podatilo
ptipravit, ale finalni krok syntézy nebylo mozno provést, budou uvedeny v nasledujicich
kapitolach.
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3.2 Retrosynteticka analyza

Aldolovou kondenzaci a oxidaci odpovidajiciho aldehydu a ketonu 52 se ziska flavonolovy
skelet (Schéma 14). Pti ptipravé analogu 29 bylo uzito stejného postupu jako v literatuie [44],
ktery byl otimalizovan. Jako vychozi latka pro piipravu ketonu 52 se vyuziva 3-hydroxy-2-
naftoova kyselina 54, ktera je bézn¢ dostupnou komeréni latkou. Nukleofilni adici methyl
synthonu na 3-hydroxy-2-naftoové kyselinu 54 se ziska keton 52 (Schéma 14).

Aldolova kondenzace
+ O H )
O O Oxidace
OH OH
(0]
29 52 53

Nukleofilni adice
Eliminace vody

O

o
OH

54
Schéma 14: Retrosynteticka analyza syntézy molekuly 29 a jejich analogd.

Piislusné aldehydy jsou komeréni latky nebo se pfipravi standartnimi postupy (alkylace,
formylace, bromace). Na derivaty N,N-dimethylanilinu 55 se zavede formylova skupina
pomoci Vilsmeier-Haackovy formylace (produkt 56, Schéma 15). Benzenové jadro je
aktivované elektron-donorni dimethylaminovou skupinou, ktera diriguje elektrofilni substituci
do polohy para. Poloha ortho je stericky branéna obéma methyly (Schéma 15).

\N/
\N/ Vilsmeier-Haackova
formylace
(0] H
55 56

Schéma 15: Retrosyntetické schéma formylace derivatd N,N-dimethylanilinu.

Kvarternizace dusiku derivatd nesoucich na aromatickém kruhu C dimethylaminovou skupinu
se provadi pomoci metyla¢nich ¢inidel (trifluormethansulfonat, Mel) v jednom kroku.
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Schéma 16: Retrosyntetickd analyza metylace aminovych derivata 29.

3.3 Reakéni mechanismus kondenzace

Na nize uvedeném schématu (Schéma 17) je uveden podrobny mechanismus syntézy 29, kterou
jsme ptevzali z literatury a modifikovali [44]. Pravdépodobné je mechanismus kondenzace
obdobny i pro ostatni vytvofené analogy flavonolu.

Y
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Schéma 17: Navrh mechanismu kondenzace 29.

Nejdiive dojde k deprotonaci na a-uhliku a k elektrofilni adici benzaldehydu a nasledné
eliminaci vody za vzniku dvojné vazby. Poté dojde k reakci deprotonovaného peroxidu
v alkalickém prostiedi za vzniku epoxidového kruhu, ktery se otevird a dochéazi k uzavieni
flavonolového kruhu [58]. Nasledné dochazi k oxidaci a protonaci hydroxy skupiny.

Podle literatury vsak tdajné nebyl pozorovan epoxidovy intermediat (¢ervené, Schéma 17),
proto byl tento mechanismus prohlaSen za nepravdépobodny [59],[60]. Pfesny mechanismus
syntézy doposud nebyl zcela objasnén.

31



3.4 Syntéza derivati

Vychozi keton je pomérné finanéné nakladny, tudiz byl ptipraven v jednom kroku reakci
s methyllithiem z 3-hydroxy-2-naftoové kyseliny, tento postup je jiz znam a nejedna se
0 nové pripravenou latku [44].

Pro pfipravu 59 bylo nutné syntetizovat 4-(dimethylamino)-2,6-difluorbenzaldehyd 58
(Schéma 18), ktery neni komeréné dostupny a V literatuie dosud popsan nebyl. Vyuzili jsme
Vilsmeier-Haackovy formylace pro zavedeni aldehydové skupiny na aromatické jadro.
Reakéni roztok po zastaveni vodou a neutralizaci NaOH vyzadoval extrakei produktu 58
z dimethylformamidu (DMF) do diethyletheru, ve kterém byl $patné rozpustny a tudiz se po
¢iSteni pomoci kolonové chromatografie vytézek jesté snizil. Misto diethyletheru se ukézalo
vhodnéjsi pouzit pro extrakci ethyl acetat. Pied kolonou bylo nutno odpafit rozpoustédlo
S ptidanim heptanu kvli zbaveni zbytkového DMF.

F F O
1. POCl; DMF
- H
F N/ 2. NaOH, H,0, 0 °C \N F
| 54 % |
57 58

Schéma 18: Syntéza benzaldehydu 58.

Ziskany aldehyd 58 byl nasledné pouzit pro piipravu 50 (Schéma 19). Kondenzaci 58 a 52
anaslednou oxidaci jednoduché vazby vznikl po protonaci HCI produkt 59 (Schéma 19).
Finalni methylaci (produkt 50) se nepodafilo uskutecnit, protoze meziprodukt 59 nebyl
rozpustny V dichloromethanu (DCM), tetrahydrofuranu (THF), ani Vv acetonitrilu. Dalsi
moznosti metylace byla reakce s methyljodidem pii 100 °C, ktera dle NMR neprob¢hla a byla
pozorovana pouze komplexni smés neznamych produktd. Latku 59 se ani za vysoké teploty
ve zminénych rozpoustédlech kromé DMF nepodafilo rozpustit a zadna reakce nebyla
pozorovana.
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Schéma 19: Syntéza derivatu 50.

Na ptipravu 61 (Schéma 20) byl pouzit 3-bromo-4-(dimethylamino)benzaldehyd, ktery byl
pfipraven bromaci 4-(dimethylamino)benzaldehydu pomoci N-bromosukcinimidu (NBS).
Produkt 61 byl hafe rozpustny v DCM, tudiz bylo potieba reakéni smés po dokonceni
druhého kroku dikladné promyt DCM, aby se dosahlo pozadované Cistoty 46.

H__O |
0 N<
1. NaOH/H,0, EtOH, rt o
+ > Br
o & 2.H,0, 0°C |
N 48 % OH
PEARN o)
52 60 61
P
Cr
TFOCH
o) 3
cune.
: DCM, rt
oy TO
64 %

Schéma 20: Syntéza derivatu 46.

Nepolarni derivat 48 byl ptipraven kondenzaci 52 a 4-bromobenzaldehydu (Schéma 21), ktery
je bézné dostupnou komeréni latkou. Produkt 48 byl izolovan filtraci z reakéni smési jako
srazenina, ktera byla vy¢isténa promyvanim ethanolem, jelikoz v methanolu se 48 velmi
dobie rozpousti. Jde o jediny pfipraveny nepolarni derivat s tézkym atomem bromu.
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Schéma 21: Syntéza derivatu 48.

Derivat 44 (Schéma 22) je nejjednodussi analog flavonolu, na ktery byla zavedena
trimethylammoniova skupina pro zvySeni rozpustnosti ve vod¢. Derivat 44 (Schéma 22) byl
pfipraven podle jiz znamého postupu v literatuie [44] S dobrymi vytézky v obou krocich.
Methylace se podafila aZz s pouzitim methyl trifluormethansulfonatu, pii reakci methyljodidu
v acetonitrilu za zvy$ené teploty nebyla pozorovana zadna reakce, resp. Podle *H NMR se
potvrdilo malé mnozstvi produktu, které vSak nebylo mozné kvantitativné vyizolovat.
Dichlormethan je vhodnym rozpoustédlem, protoze je velmi nepolarni a po kvarternizaci
dusiku se finalni latka okamzité srazi z roztoku, coz usnadnuje izolaci a purifikaci.
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Schéma 22: Syntéza derivatu 44.
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Vychozim aldehydem pro syntézu 51 (Schéma 23) byla molekula 66; syntéza zacala
z 4-hydroxybenzaldehydu 64 alkylaci pomoci nadbytku 1,4-dibromobutanu s dobrym
vytézkem 65 (Schéma 23). Nadbytek alkyla¢niho ¢inidla potlacil pfipadnou sekundarni reakci
na druhé strané fetézce. Nasledna nukleofilni substituce na 65 nadbytkem dimethylaminu
poskytla pozadovany aldehyd 66 (Schéma 23). Jelikoz 4-(dimethylamino)butoxy skupina
V para pozici pusobi jako elektron donor, bylo nutno nechat probihat aldolovou kondenzaci
po delsi dobu avVvkoncentrovanéjSim roztoku. Niz8i reaktivita je zplsobena nizsi
elektrofilicitou karbonylového uhliku. Methylace 67 probéhla rychle za vzniku 51 s dobrym
vytézkem.

B
OH O/\/\/ r O/\/\/N\
B BT 1. Me,NH/diethylether
> >
MeCN 2. NaOH/H,0
80 % 95 %
07 H
H™ o 00
64 65 66

1. NaOH/H,0, EtOH, rt
o)

| II 22
O 2 O , O °C

le} 46 %
67
O\/\/\N+/
| \
TfOCH3 O TfO
oo (]
OH
74 % o)
51

Schéma 23: Syntéza derivatu 51.

Vysledna molekula 52 vSak uz neni tak polarni a dobfe rozpustna ve vod¢ jako 44 (Schéma
22) a 46 (Schéma 20). Proto se ji také nepodafilo rozpustit v ¢istém pufru (PBS, pH = 7.4,
I =100 mM), ze kterého se srazela a roztok nebylo mozné ptipravit v dostate¢né koncentraci
potiebné pro méfeni absorbance a kinetiky. Nasledné byl ptipraven roztok 51 v DMSO, ktery
byl dofedén PBS pufrem, pficemz se nam podafilo dosdhnout koncentrace DMSO pouhych
5 %. Oproti literature kde se molekulu flavonolu podaftilo rozpustit az v pfitomnosti 50 %
DMSO to predstavuje vyrazny pokrok [28]. Horsi rozpustnost naseho analogu je zplisobena
relativné dlouhym butylovym fetézcem, kterym se polarni skupina trimethylammonia
vzdaluje od nepoldrniho aromatického jadra.

Obecné jsou flavonoly velmi $patné rozpustné v polarnich rozpoustédlech. Zakladni molekulu
flavonolu 29 se dafi bez problému rozpoustét v acetonitrilu a methanolu (organicka polarni
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rozpoustédla) [44]. Podle literatury se dafilo 29 rozpustit ve smési DMSO/TRIS pufru
(tris(hydroxymethyl)aminomethanovy pufr), avSak koncentrace DMSO se stale pohybuji
kolem 50 %. Pro biologickou aplikaci a napiiklad pro méfeni bunécné viability jsou piijatelné
koncentrace max. 2-5 %.

Derivat 69 nesouci na fenylovém kruhu C v para poloze atom jodu se taktéZz nepodafilo
ptipravit (Schéma 24). Béhem reakce nejspi$ flavonol vznikne, nicméné pravdépodobné dojde
k sekundarni oxidaci peroxidem vodiku. Po pfidani peroxidu vodiku jsme totiz pozorovali
zbarveni reakce do zelena, coz pro tuto transformaci neni typické. 'H NMR spektrum
ziskaného produktu potvrdilo absenci o¢ekavaného produktu a komplexni smés produkti.

| |
Q 1. NaOH/H,0, EtOH, rt o O
* 7 - OO |
on 2.H,0, 0°C OH
0 H o)

52 68 69

Schéma 24: Syntéza derivatu 69.

Kyano-substituovany analog 50 (Schéma 25) se nam bohuzel také pfipravit nepodatfilo.
Formylova skupina byla na 2-(dimethylamino)benzonitril 70 zavedena taktéz Vilsmeier-
Haackovou formylaci s relativné dobrym vytézkem 71 vzhledem K naro¢nosti extrakce
produktu (metoda vyzaduje dalsi optimalizace). Nasledna reakce aldehydu 71 s ketonem 52
(Schéma 25) podle *H NMR spektroskopie neprobéhla uspesné, ackoli byl ziskén oéekavany
zluty prések.
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Schéma 25: Syntéza derivatu 50.

TaktéZ nebylo mozno pfipravit derivat nesouci na C fenylovém kruhu dva atomy bromu
(Schéma 26). Je vsak zajimavé, Ze 48 nesouci brom pouze v para pozici byl ziskan s dobrym
vytézkem (Schéma 21), zatimco reakce 52 s 3,5-dibrombenzaldehydem 73 dle 'H NMR
spektroskopie poskytla jenom komplexni smés neindifikovanych produkti. Brom jako
substituent v alkalickém prostiedi obsahujici peroxid vodiku nema snahu tvofit radikaly, proto
by tato reakce méla také fungovat. Zadny dalsi derivat nesouci vic tézkych atomil se nam
pfipravit nepodafilo.

Br
o) Br Br
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Schéma 26: Syntéza derivatu 49.
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3.5 Absorp¢ni a kineticka charakteristika novych derivati

Absorpce elektromagnetického zafeni byla studovana pomoci UV-Vis spektroskopie. Pro
porovnani absorpénich vlastnosti vSech derivati byla absorbance piepodtena na molarni
absorp¢ni koeficient £V zavislosti na vinové délce (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Absorpéni spektra 29, 48, 51, 44, 46.

Absorpéni spektrum 29 se shoduje s literaturou [44]. Spektra 29 a 48 vykazuji absorpéni pasy
pti témét stejnych vinovych délkach (272 resp. 275 nm, 344 nm a 406 nm), a li$i se v podstaté
jenom Vv jejich intenzit¢ (Obrazek 16, preruSovana cerna a Cervena). Derivaty 44
a 46, rozpustné vPBS (10 mM; pH 7,4; | = 100 mM), také vykazuji obdobny tvar
absorpéniho spektra a dva hlavni pasy pti ~272 a ~345 nm. Pik u ~400 nm je mén¢ intenzivni
a navic se objevuje novy Siroky pas u ~470 nm, ktery je zptisoben deprotonovanou hydroxy
skupinou na uhliku C2 (Obrazek 9). V ptipadé bromo derivatu 46 je tento pas zodpovidajici
aniontu o néco intenzivnéj$i nez pro 44. To je pravdépodobné z divodu vyssi kyselosti
hydroxylové skupiny zpisobené elektron akceptornim charakterem atomu bromu.

V ptipadé 51 doslo k malému bathochromnimu posunu absorpce dvou pasu ze 272 a 343 nm
na 285 a 358 nm (Obrazek 16, modra ¢ara). Hydroxylova skupina derivatu 51 obsahujiciho na
fenylu C elektron donorni skupinu neni tak kysela a v pufru PBS pii pH 7,4 je jen minimalné
deprotonovana. U derivatu 51 dochazi v absorpcnim spektru pfi A <250 ke zkresleni
absorbance, kvuli interferenci s DMSO (obsahuje 5 %), které v této oblasti absorbuje.
Nicméné tato UV oblast neni pro biologickou aplikaci relevantni. Piiprava dalSich derivata se
silnymi elektron akceptornimi skupinami na C fenylu bude pfedmétem dalSiho vyzkumu.
Také bude nutno v budoucnosti stanovit stanovit pKa hydroxylové skupiny na C3 uhliku pro
vSechny derivaty.
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Podle literatury molekula 29 podléha v aerobnim prostiedi ptimé fotolyze (Schéma 27) za
uvolnéni jednoho ekvivalentu CO a za vzniku 3-(benzoyloxy)-2-naftoové kyseliny 35 (derivat
naftoové kyseliny) [44]. Pfredpokladame, ze fotolyza probiha stejnym mechanismem i u nami

(@] O hv, 02 o]
OO0 — O
OH

ol Co 0
29 35

pripravenych analogu.

Schéma 27: Fotoindukované uvolnéni CO z 29, Prevzato z citace: [44].
3.6 Ozarovani pripravenych derivatii

Schopnost molekul se fotolyzovat a uvoliiovat CO byla experimentalné testovana pomoci
UV-Vis absorpéni spektroskopie. Experimenty byly provadény v reaktoru, do kterého se
umisti vzorek v kifemikové kyveté¢ a z jedné strany je ozatfovan LED diodami o dané vlnové
délce (v nasem ptipade 410 a 470 nm). Kolmo na paprsky diod prochazi paprsky svétla z UV-
Vis spektrometru, ktery méti absorpci latky v roztoku. Pfi kalibraci spektrometru se bere
Vv ivahu 1 svétlo vyzafené z LED diod, presto vSak dochazi k ¢astecnému rozptylu az do
detektoru. Tim dochazi k pozorovani artefaktu, ktery se v grafu jevi jako ostry zub pii 410 nm
nebo 470 nm. U v8ech derivatli byla méfena kinetika pii 410 nm, u derivatd rozpusténych
v pufru (51, 44, 46) i pti 470 nm, protoze anion po deprotonaci hydroxylu absorbuje az pti
téme&f 500 nm (viz absorpcni spektrum vyse, Obrazek 16). U derivatu 51 byla zkuSebné
pouzita i vy$si vinova délka (lir = 510 nm), nicméné fotolyza pak bézi priblizné pétkrat
pomaleji.

Alnm_

500 600

Obrazek 17: UV-Vis absorpéni spektra: vlevo 29 (c =1,45x10° mol/dm3; Air = 410 nm; MeOH;
krok: 10 s) a vpravo 48 (c = 3,09x1075 mol/dm?3; A= 410 nm; MeOH; krok: 10 s).
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Zakladni molekula flavonolu 29 se pti ozéfeni chova velmi podobné jako pfipraveny bromo
derivat 48 (Obrazek 17). Absorbance se li$i pouze v maximech, pro 29 (Amax =405 nm) a pro
48 (Amax = 408 nm). Fotolyza 48 (Obrazek 17, vpravo) probiha zdanlivé o néco rychleji nez
ulatky 29 (Obrazek 17, vlevo), pravdépodobné disledkem piitomnosti bromu a tedy
zvySené¢ho podilu tripletového stavu. Pro dal$i potvrzeni bude nutno uskute¢nit dalsi
experimenty, napt. mefeni kvantovych vytézkia.

Obrazek 18: UV-Vis absorpéni spektra: vlevo 44 (¢ = 2,70x10°° mol/dm?®; Air = 410 nm; PBS; krok: 10 s)
avpravo 44 (c = 3,81x10°° mol/dm?; Air = 470 nm; PBS; krok: 30 s).

U 44 (Obrazek 18) je velmi dulezité zminit, ze pouhou deprotonaci hydroxylové skupiny na
C2, dokazeme posunout absorpci téméi k 500 nm na rozdil od 29, kde pik prudce klesa pii
430 nm a dal molekula témét neabsorbuje. Absorbance piku aniontu je vSak skoro polovi¢ni
oproti absorbanci pii 410 nm, tudiz roztok absorbuje mén¢ svétla a fotolyza pak probiha
zna¢né pomaleji (Obrazek 18, vpravo). Ve vSech spektrech se také objevuji isosbestické body,
kter¢ indikuji jednoduchou A—B transformaci.

Obriazek 19: UV-Vis absorpéni spektra: vlevo 46 (¢ = 1,47x10° mol/dm?®; Air = 410 nm; PBS; krok: 10 s)
a vpravo 46 (c = 1,64x10° mol/dm3; Air = 470 nm; PBS; krok: 15 s).
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U molekuly 46 (Obrazek 19) obsahujici atom bromu, je fotolyza jesté efektivnéjsi nez u 44.
To se projevuje hlavné pii ozafeni molekuly 470 nm svétlem (Obrazek 19, vpravo), kdy
dochazi k dekompozici srovnatelné rychle jako pifi ozafovani 410 nm svétlem (Obrazek 19,
vlevo) a podstatné rychleji nez u 44. Bylo by proto v budoucnu vyhodné pfipravit molekuly
svice tézkymi atomy a lépe objasnit jejich vliv na fotochemii flavonoli. Pik aniontu
hydroxylové skupiny podobné jako u 44 dosahuje az za 500 nm, coz v budoucnu po objasnéni
mechanismu pomoci tranzientni absorp¢ni spektroskopie uUmozni navrhnout molekuly
absorbujici v oblasti fototerapeutického okna.

Obrazek 20: UV-Vis absorpéni spektra: vlevo 51 (¢ = 1,64x10°° mol/dm3; Air = 410 nm; 5% DMSO/PBS;
krok: 10 s) a vpravo 51 (c = 2,59x10° mol/dm?; Airr = 470 nm; 5% DMSO/PBS; krok: 30 s).

Derivat 51 vykazuje taktéz dva piky pfi 355 nm a 415 nm (Obrazek 20). Podil hydroxylového
aniontu, ktery zasahuje az k 500 nm vSak neni tak velky, protoZe u molekuly ziejmé nedojde
K uplné deprotonaci. Molekulu 51 nebylo mozné ani rozpustit v ¢istém PBS, proto musel byt
pouzit maly podil DMSO (5%). Timto experimentem se také potvrdilo, Ze zvySena
elektronovd hustota na C fenylovém kruhu zplsobena elektron donorni skupinou ma za
nasledek niz$i kyselost hydroxylového protonu a signal aniontu je tedy zasadné méné
intenzivni nez u pfedchozich derivati métenych v ¢istém PBS. To se projevilo i pii ozafeni 51
Airr = 470 nm, kdy probiha fotolyza znateln¢ pomaleji (Obrazek 20, vpravo).
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3.7 Uvolnovani oxidu uhelnatého

Schopnost ndmi navrzenych derivati uvoliiovat CO jsme experimentalné stanovili pomoci
plynové chromatografie GC-headspace. Pii pouziti této metody se analyzuje atmosféra nad
roztokem v hermeticky uzavienych vialkach. Vzorky jsou pied analyzou ponechany ve tmé
nebo ozafeny danou vinovou délkou. Chemické vytézky CO jsou znazornény spolu s jejich
smérodatnymi odchylkami (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Chemické vytézky CO po fotolyze syntetizovanych derivati.

V levé sekci grafu jsou zndzornéna kontrolni métfeni neozarenych vzorkd. Vzorky 29 a 48
obsahovaly nepatrné mnozstvi CO pravdépodobné kvili neopatrné manipulaci a expozici
svétlem (Obrazek 21, tma). I kdyZ jsou roztoky vSech nasich pfipravenych derivati ve tmé
enorm¢ stabilni a vydrzi skladovani ve tmé&, mohlo navzdory opatfenim dojit k ¢astecné
fotolyze pti manipulaci pfed samotnym méfenim.

Derivaty byly ozafeny svétlem o Air =410 nm v methanolu (29, 48) nebo v pfipad¢ 51, 44
a46 v pufru (PBS, 10 mM, pH = 7.4, 1 =100 mM). Vsechny nové derivaty 48, 51, 44, 46
dosahuji pfiblizné stejnych vytézki CO okolo 90 %. Flavonol 29 uvolnil méné CO
pravdépodobné kvuli nizsi elektronové hustoté v konjugovaném elektronovém systému, to
sam¢é lze ovSem prohlasit o molekule 48, ktera vSak obsahuje tézky atom bromu, ktery
zvysuje podil tripletového excitovaného stavu. VSechny derivaty uvoliuji CO velmi rychle
v fadu desitek minut, je tudiz nepravdépodobné, Ze by nedoslo k tplné fotolyze, ale mohlo
dojit naptiklad k tniku CO pftes septum vialky.

Derivaty 29 a 48 jsme neozafovali svétlém o Air = 470 nm, protoze v této oblasti spektra
viibec neabsorbuji (viz absorpéni spektra, Obrazek 16). Oba dva derivaty jsou obecné $patné
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rozpustné a v methanolu nedeprotonuji. Naopak, derivaty 51, 44 a 46 v této casti spektra
vpufru (PBS, 10 mM, pH=7.4, | = 10 mM) castecné¢ absorbuji kvuli deprotonaci
hydroxylové skupiny na C2 uhliku.

3.8 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro biologickou aplikaci byly vybrany derivaty 51 a 44, které vykazuji nejlepsi fluorescencni
vlastnosti. Dle literatury emituje zakladni flavonol 29 svétlo pii Amax = 582 nm. Fotoprodukty
naopak nevykazuji zadnou emisi svétla. To umoziuje méftit a sledovat latky v biologickém
prostiedi pomoci fluorescenéni mikroskopie a zaroven monitorovat fotolyzu in vitro. Lidské
Hepl-6 bunky byly inkubovany v médiu v piitomnosti flavonoli 51 a 44 a nésledné
vizualizovany pomoci fluorescenc¢ni spektroskopie.

PredbéZzné experimenty uskutecnéné ve spolupraci s pracovistém na Karlové univerzité
V Praze naznacuji, ze slouceniny 51 a 44 se prevazné lokalizuji v cytoplazmatické membrané
a ¢asteéné¢ prochazeji dovnitt bun€k (Obrazek 22). Na rozdil od 29, ktera pronikd do
cytoplasmy [44], zustava 51 zachycena prevazné na membrané bunky. To muze byt
zpuisobeno siln€ polarni trimethylammoniovou skupinou, ktera stézuje piechod pies nepolarni
lipidovou vrstvu. Tento problém by se dal vyfesit pouzitim méné polarni funkcni skupiny.
Flavonolovy skelet je ve vodném prostfedi tak Spatné rozpustny, Ze by pravdépodobné
zavedeni naptiklad PEG (polyethylenglykol) fetézcti nestaéilo. Pro podrobné&jsi urceni
lokalizace budou v blizke budoucnosti provedeny experimenty za pouziti konfokalniho
mikroskopu.

Obrazek 22: Snimky fluorescenéni mikroskopie mySich hepatoblastomovych bunék (Hepl-6) inkubované
v médiu s 51 (vlevo) a 44 (vpravo) ¢ = 50 uM v MEM, po dobu 10 minut. Médium bylo odstranéno tésné
pred pofizenim snimkd.
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Obrazek 23: Snimky fluorescenéni mikroskopie mys$ich hepatoblastomovych bunék (Hepl-6) inkubované
v médiu s 51 (c = 10 mmol/dm?3), snimky bez média, ozafovano excitaénim zdrojem mikroskopu (LED,
A ~ 450 nm). A) 0 min, B) 1 min, C) 2 min, D) 3 min.

Nasledné jsme sledovali fotolyzu 51 in vitro pomoci fluorescen¢ni spektroskopie. Burnky
Vv piitomnosti média a 51 byly ozafovany excitanim zdrojem mikroskopu (4 ~ 450 nm).
Periodicky kazdou minutu byly pofizovany snimky pfi stejné expozici (Obrazek 23). Ze
snimkli bylo evidentni, ze disledkem ozafovani kles4 intenzita fluorescence az do jejiho
vymizeni (Obrazek 23). Fotolyza probiha velmi rychle, nebot’ po 4 minutach uz vzorek

nevykazoval témér zadnou emisi svétla, coZ znamena, Ze se molekula rozlozila za uvolnéni
CO [44].

44



3.9 Cytotoxicita pripravenych derivati

Experimentalné byla stanovena akutni cytotoxicita ndmi pfipravenych derivati 44, 46, 51 na
HepG2 buiikach s dobou expozice 24 h. Bunééna viabilita je v grafu vstazena procentudlne
vuci kontrolnimu vzorku (€isté medium bez latek) spolu se smérodatnymi odchylkami.

140

I 46 |
Bl 44
51 |

120

100

viabilita / [%]
2

1N
o

[
o

Kontrola

Obrazek 24: Akutni cytotoxicita (LCso) pfipravenych derivatt flavonold 44, 46 a 51 na HepG2 buiikach.
Graf vyjadifuje procento piezivsich bufiek (viabilita) po vystaveni dané koncentraci latky po dobu 24 h.
Stanoveno vici kontrolnimu vzorku.

Latky 44 a 46 jsou minimalné toxické, obé vykazuji hodnotu LCsp > 200 uM (LCso je
koncetrace zkoumané latky, jejiz expozici piezije pravé 50 % bunék). Derivat 51 vykazuje
mirnou toxicitu (LCsp = 50-100 uM), coz je vSak pro nase biologické experimenty
dostacujici. Vysledky naznacuji, Ze bude mozné tyto derivaty testovat in vitro.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Metodika

Reagenty a rozpoustédla byla koupena od dodavatelt (Sigma-Aldrich, Acros, Fluorochem,
TCI, Penta, Mikrochem) a béhem experimentii pouzita ve stavu, ve kterém byla zakoupena,
popiipad¢ byla docisténa ¢i vysuSena standartnimi metodami. Sucha rozpoustédla byla susena
a uskladnéna s 3A molekularnimi sity pod inertni atmosférou. Deuterovana rozpoustédla byla
uskladnéna taktéz pod inertni atmosférou. Syntéza byla provadéna za volného piistupu okolni
atmosféry, pokud konkrétni reakce nevyzadovala inertni atmosféru (N2). Pii nutnosti
bezvodého prostiedi bylo laboratorni sklo suseno ptfes noc pii 150 °C a reakce probihala
taktéz v inertni atmosfére bez ptistupu vzduchu.

Kolonova chromatografie byla provadéna na silikagelu (230400 pum, Merck). Pro TLC
(tenkovrstva chromatografie) byly vyuzité silikagelové desticky (Merck Silicagel 60 F254),
které byly visualizovany pomoci UV lampy (254 nm nebo 365 nm).

UV-Vis absorpéni spektra byla méfena na Agilent Technologies Cary 8454
spektrofotometru za pouziti 1,0 cm kiemikové kyvety a rozpoustédel spektroskopické Cistoty

pti teploté 2611 °C. Ziskana data byla zpracovana pomoci programiit Microsoft Excel 2010
a OriginLabPro 2016.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) molekul byla méfena na Bruker AVANCE 11 300
a Bruker AVANCE 111 500 spektrometrech. *H NMR spektra byly méfena pii 500 MHz nebo
300 MHz a BC NMR pii 125 MHz nebo 75 MHz. Méfeni byla provddéna pti 303+1 K
vV kyvetach o priméru 5 mm. Chemické posuny (8) jsou uvadény v ppm relativné proti
tretramethylsilanu (0,00 ppm), za pouziti deuterovaného rozpoustédla jako referen¢niho piku.
Pro méfeni byly pouzity (CD3):SO a CDCls. *H NMR posuny jsou uvadény v ppm
s (CD3)2SO (5 = 2,50 ppm) a CDCls (8 = 7,26 ppm) jako vnitinimi standardy [61]. 1*C NMR
posuny spekter jsou uvadény v ppm s (CDz)2SO (& = 39,52 ppm) a CDClz (6 = 77,16 ppm)
jako vnitfnimi standardy [61].

Plynova chromatografie (GC—Headspace) byla pouzita pro stanoveni obsahu uvolnéného
CO po ozafovani. Agilent Technologies 6890N GC System v zapojeni s autosamplerem
Agilent 7683B a hmotnostnim detektorem Agilent 5973 MS byl vybaven kolonou plnénou
molekulovymi sity (MXT-Msieve 5A, Restek). Obsah CO v atmosféfe nad vzorkem byl
analyzovan nastiikem alikvotu atmosféry (50 pl) do pfistroje a naslednou integraci piku
odpovidajiciho CO. Pfistroj byl kalibrovan pouzitim cyklopropenonu, ktery kvantitativné
fotochemicky uvoliuje CO [62].

Méfeni molarnich absorpénich koeficienti. Absorpéni spektra molekul 29 a 48 byla
méfena v methanolu; 46 a 44 ve vodném fosfatovém pufru PBS (10 mM, pH 74;
| =100 mM); a molekula 51 ve smési PBS : DMSO (95 : 5). Ze zasobniho roztoku (¢ = 3—
7x10-5 M) bylo ptipraveno pét vzorki o klesajici koncentraci (¢ = 10 az 10° M), pro které
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byla zméfena absorbance v 1,0 cm kiemikové kyveté. Ze zavislosti absorbance na koncentraci
podle Lambert-Beerova zakona byly pomoci linarni regrese stanoveny molarni absorpéni
koeficienty (Ptiloha 2: Vypocet molarnich absorpénich koeficientl). Data byla zpracovana
v programech Microsoft Excel 2010 a OriginLabPro 2016.

Fotolyza a jeji sledovani pomoci UV-Vis absorpéni spektroskopie. Roztoky derivati 29,
44, 46, 48, 51 (c = 1-3x10° M) v MeOH nebo vodném fosfatovém pufru PBS (10 mM;
pH=7,4; 1 =100 mM) v 1,0 cm kiemikové kyveté byly ozatovany v reaktoru 410 nm nebo
470 nm LED-dioami (celkem 28 LED, ~10 mW/cm?). Béhem ozatovani byly periodicky (10—
30 s) méfeny UV-Vis absorpcni spektra az do tplné fotolyzy vychozich roztoku (cca 5-
15 min). Vysledné série spekter byly zpracovany v programu OriginLabPro 2016.

Stanoveni uvoliieného CO pomoci GC—Headspace. Roztok piislusné latky (800—1000 pl,
c=1-5 x 10° M) v MeOH (methanol) nebo fosfitovém pufru PBS (10 mM; pH = 7,4;
| =100 mM) byl umistiien do GC vialky (2 ml) a zakrimpovan vrskem s teflonovym septem.
Vzorek byl nasledné umistnén do tmy, nebo ozafovan Vv reaktoru pomoci 410 nm (30 min)
nebo 470 nm (60 min) LED diodami (90 mW/cm?). Atmosféra nad roztokem byla nasledng
analyzovana na vyse popsaném plynovém chromatografu.

Fluorescen¢ni mikroskopie v mysich buiikach. Bunky z linie mySich hepatoblastomi
Hepl-6 byly vypéstovany podle protokolu vyrobce ve “48-well* destickach. Bunky byly
udrzovany pii 37 °C a 5 % CO; pted a béhem experimentii. Na zacatku bylo ptidano MEM
médium obsahujici latku 44 nebo 51. Po 10 minutach inkubace byla tato smés vyménéna za
¢isté médium a buniky byly vizualizovany pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (Olympus IX51,
rtutova vybojka, zeleny filtr fluorescence Olympus WIB). V piipad¢ ozafovani vzorkl byl
jako zdroj svétla pouzit excitacni zdroj mikroskopu (A ~ 450 nm) a buiiky byly periodicky
vizualizovany pii konstantni expozici kazdou minutu.

Stanoveni in vitro toxicity. Lidské hepatoblastomové buinky HepG2 byly péstovany podle
protokolu vyrobce v ,,96-well“ desti¢kach se sterilnimi roztoky 44, 46 (PBS, ¢ =10 mM,
pH 7.4, 1 =100 mM ), 51 (PBS : DMSO - 95 :5) o koncentraci ¢ = 12,5-200 uM po dobu
24 h. Bunécna viabilita byla stanovena pomoci mitochondrialné zavislé redukce MTT na
formazan. Po 2 h inkubace sroztokem MTT byla spektroskopicky stanovena absorbance
formazanu. Derivaty 44, 46, 51 nevykazuji interferenci s formazanem (pfi 545 nm
neabsorbuji). Pro kazdy derivat byla provedena nejméné tii méteni.
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4.2 Priprava derivata flavonolu

V této kapitole je uveden postup vSech piipravenych latek v ramci tohoto projektu. Grafy
'H NMR, *3C NMR jsou uvedeny v piilohach (Piiloha 1: NMR spektra piipravenych latek).
HRMS bylo méteno pouze pro dosud nepublikované molekuly.

3-Bromo-4-(dimethylamino)benzaldehyd (60).

K roztoku 4-(dimethylamino)benzaldehydu (3,00 g; 20,1 mmol) v DCM (30 ml) ~N7
byl pfidan pevny N-bromosukcinimid (5,37 g; 30,2 mmol) a reakéni roztok byl Br
michan pii pokojové teploté pies noc. Reakce byla zastavena pfidanim vodného

roztoku NaOH (30%; 100 ml). Smés byla extrahovana DCM (2x50 ml)

a kombinované organické vrstvy byly vysuSeny MgSOs4. Rozpoustédlo bylo 0™ °H
odpafeno za sniZzen¢ho tlaku a surovy produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii
(silikagel, hexan : ethyl-acetat — 10 : 1). Produktem 60 je bezbarvy olej (3,08 g; 68 %).
'H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 9.77 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.68 (d, 1H, J=8.2 Hz),
7.03 (d, 1H, J=8.2 Hz), 2.91 (s, 6H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § (ppm) 189.4, 156.7,
135.8, 130.9, 129.8, 119.3, 116.4, 43.3.

4-(Dimethylamino)-2,6-difluorobenzaldehyd (58).

Bezvody POCIs (1,78 ml; 19,0 mmol) byl po kapkach pfidan do intenzivné ~
michaného suchého dimethylformamidu (DMF; 20 ml; 4 eq). Smés se michala

V inertni atmosféfe po dobu 30 minut pfi 0 °C. 3,5-Difluoro-N,N-dimethylanilin

(2,00 g; 12,7 mmol) byl pfidan do pfipraveného roztoku a michajici se smés F F
byla ponechdna 1 hodinu pii pokojové teploté a nésledn¢ byla zahtdta na 07 H
100 °C po dobu 1 hodiny. Poté byla reakéni smés ochlazena na pokojovou teplotu a michana
pies noc. Reakéni roztok byl ochlazen na 0 °C a reakce byla zastavena vodnym NaOH (20 ml,
2 M). Surovy produkt byl extrahovan ethyl-acetatem (2x10 ml), kombinované organické
vrstvy byly vysuseny MgSOs a rozpoustédlo bylo odpafeno za snizeného tlaku. Surovy
produkt byl pie¢istén pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, hexan : ethyl-acetat —
3:1) za vzniku produktu 58 jakozto bezbarvého oleje (1,27 g; 54 %). b.t. 93,7-95,8 °C.
'H NMR (500 MHz, de-DMSO): § (ppm) 9.91 (s, 1H), 6.42 (d, 2H, J = 13.9 Hz), 3.04 (s, 6H).
13C NMR (125 MHz, dg-DMSO): § (ppm) 164.1 (dd, J1=254.6 Hz, J,=10.5 Hz), 155.3 (dd,
J1=15.6 Hz, J»=15.6 Hz), 102.1 (dd, J1 = 12.0 Hz, Jo=12.0 Hz), 94.4 (d, J = 27.7 Hz), 39.7.
F NMR (470 MHz, ds-DMSO): § (ppm) -115.4 (s). HRMS (APCI): Vypoéteno pro
CoH10F2NO [M+H"] 186.0725, nalezeno 186.0723.

4-(4-Bromobutoxy)benzaldehyd (65).

Smés 4-hydroxybenzaldehydu 64 (2,00 g; 16,4 mmol), O~
1,4-dibromobutanu (10,60 g; 49,1 mmol) a K,COs (4,53 g; Hm/©/ Br
32,8 mmol) byla v MeCN refluxovana (100 ml) pfes noc. Smés

byla nasledné ochlazena na laboratorni teplotu a po pfidani vody ©

(100 ml) byla extrahovana ethyl-acetatem (3x70 ml). Kombinované organické vrstvy byly
vysuseny MgSQOs. Rozpoustédlo bylo odpafeno za snizeného tlaku a surovy produkt byl

precistén pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, hexan : ethyl-acetit — 5 : 1).
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Produktem 65 je bezbarvy olej (3,35 g; 80 %). *H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 9.87 (s,
1H), 7.81 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 6.98 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 4.07 (t, 2H, J = 5.8 Hz), 3.48 (t, 2H,
J=6.3 Hz), 1.95-2.09 (m, 4H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § (ppm) 190.8, 164.0, 132.1,
130.1, 114.9, 67.4, 33.3, 29.5, 27.8. HRMS (APCI): Vypoéteno pro Ci1H1BrO2" [M+H]
257.0177, nalezeno 257.0179

4-(4-(Dimethylamino)butoxy)benzaldehyd (66).
K roztoku aldehydu 65 (1,68 g; 6,5 mmol) v EtOH (30 ml) byl

_ O\/\/\N/
pfiddn roztok dimethylaminu (5,6 M v EtOH: 233 ml: ”7{© |
131 mmol) a vyslednd smés byla michana pies noc za

laboratorni teploty. Nasledné byl pfidan vodny roztok K,CO3

(IM, 100ml) a tato smés byla michana dalsi hodinu. Nasledn¢ byla reakéni smés
vyextrahovdna pomoci ethyl-acetaitu (3x70 ml). Kombinované organické vrstvy byly
vysuSeny MgSO4. Rozpoustédlo bylo odpafeno za sniZzen¢ho tlaku a surovy produkt byl
pouzit v nasledujici reakci bez dalsiho ¢isténi. Produktem 66 je bezbarvy olej (1,38 g; 95 %).
'H NMR (300 MHz, CDCls): § (ppm) 9.84 (s, 1H), 7.79 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 6.95 (d, 2H,
J=8.4Hz),4.03(t, 2H, J = 6.3 Hz), 2.30 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 2.20 (s, 6H), 1.77-1.86 (m, 2H),
1.57-1.67 (m, 2H). *3C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) 190.8, 164.3, 132.1, 130.0, 114.9,
68.3, 59.4, 45.5, 27.1, 24.2. HRMS (APCI): Vypocteno pro CiHNO2" [M+H"] 222.1494,
nalezeno 222.1497.

Obecny postup pro piipravu derivata flavonolu (29, 48, 59, 61, 63, 67).
1-(3-hydroxynafthalen-2-yl)ethanon (10,7 mmol) byl rozpustén v ethanolu (EtOH; 30 ml). Ke
smé&si byl nasledné piidan NaOH (42,9 mmol) ve vodé (6 ml). Po 5 minutach michani roztoku
byl ptidan odpovidajici aldehyd (13,9 mmol) a reakéni smés se michala pii pokojové teploté
4 hodiny. Vodny roztok peroxidu vodiku byl pfidan po kapkach (30%; 29,0 mmol) a reakce
byla dale michana pies noc. Nakonec byla reakéni smés okyselena vodnym roztokem HCI
(1 M) na pH 6,5. Srazenina byla odfiltrovana, promyta ethanolem (3x15 ml) a vysusena na
vzduchu.

2-(4-(4-(Dimethylamino)butoxy)fenyl)-3-hydroxy-4H-benzo[g]chromen-4-on (67).
Piipraveno podle obecného postupu pro piipravu O~
derivata flavonolu z ketonu 52 (7,25g; 4,0 mmol) o O I
a aldehydu 66 (1,34 g; 6,1 mmol) se 46% vytéZzkem OO |

(760 mg) za vzniku produktu 67; Zluty prasek. OH

b.t. 153-155°C. H NMR (500 MHz, ds-DMSO): § °

(ppm) 9.43 (brs, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 8.27 (d, 2H, J = 9.1 Hz) 8.24 (d, 1H,
J=8.3Hz), 8.07 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.67 (dd, 1H, J; = 7.6 Hz, J, = 7.5 Hz), 7.57 (dd, 1H,
J1=7.6 Hz, J» = 7.5 Hz), 7.15 (dd, 2H, J= 9.1 Hz), 4.10 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 2.31 (t, 2H,
J=7.2Hz), 217 (s, 6H), 1.80-1.74 (m, 2H), 1.61-1.55 (m, 2H). 3C NMR (125 MHz, ds-
DMSO0): 6 (ppm) 173.5, 160.0, 150.8, 146.4, 136.9, 135.2, 129.6, 129.4, 129.3, 128.6, 127.1,
125.8, 125.7, 123.6, 120.9, 114.5, 114.0, 67.6, 58.5, 44.9, 26.4, 23.3. HRMS (APCI):
Vypoéteno pro C2sHasNO4™ [M+H™] 404.1856, nalezeno 404.1857.
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3-Hydroxy-2-fenyl-4H-benzo[g]chromen-4-on (29).
Ptipraveno podle obecného postupu pro piipravu derivati flavonolu z

1-(3-hydroxynafthalen-2-yl)ethanonu 52 (9,50g; 51,0 mmol) a o O

benzaldehydu (6,75 ml; 7,04 g; 66,3 mmol) se 44% vytézkem (6,50 Q) OO |

za vzniku produkru 29; zluty prasek. b.t.200-202 °C. 'H NMR OH
o}

(500 MHz, ds-DMSOQO): & (ppm) 9.57 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 8.31-8.28

(m, 3H), 8.25 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 8.07 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.68 (dd, 1H, J; = 7.9 Hz,
J2=7.2 Hz), 7.54-7.62 (m, 4H). *C NMR (125 MHz, ds-DMSO): § (ppm) 173.9, 150.8,
146.0, 137.7, 135.4, 131.5, 130.0, 129.4, 129.3, 128.7, 128.5, 127.9, 127.1, 125.9, 125.8,
120.9, 114.1.

2-(3-Bromo-4-(dimethylamino)fenyl)-3-hydroxy-4H-benzo[g]chromen-4-on (61).
Ptipraveno podle obecného postupu pro piipravu derivata

I
flavonolu  z 1-(3-hydroxynaftalen-2-yl)ethanonu 52 (0,50 g; O N~
2,7mmol) a 3-bromo-4-(dimethylamino)benzaldehydem 60 OO 0 | Br
(0,86 g; 3,8 mmol) se 48% vytézkem (0,52 g) za vzniku produktu oH

o}

61; zluty prasek. b.t. 169-171 °C. 'H NMR (500 MHz,

ds-DMSO): 5 (ppm) 9.64 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.51 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.26-
8.23 (m, 2H), 8.07 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.67 (dd, 1H, J1 = 7.5 Hz, J» = 7.4 Hz), 7.57 (dd, 1H,
J1=75Hz, J,=75Hz), 7.33 (d, 1H, J=8.7Hz), 2.86 (s, 6H). ®C NMR (125 MHz,
ds-DMSO): & (ppm) 173.5, 152.7, 150.7, 144.7, 137.4, 135.3, 132.9, 129.4, 129.3, 128.7,
128.0, 127.1, 126.1, 125.8, 125.7, 120.9, 120.2, 116.6, 114.1, 43.3. HRMS (APCI):
Vypocteno pro C21H17BrNO3z [M+H*] 410.0386, nalezeno 410.0387.

2-(4-(dimethylamino)fenyl)-3-hydroxy-4H-benzo[g]chromen-4-on (63).
Ptipraveno podle obecného postupu pro ptipravu derivati

flavonolu z 1-(3-hydroxynaftalen-2-yl)ethanonu 52 (2,00 g; IL\
10,7 mmol) a 4-(dimethylamino)benzaldehydu 56 (2,08 g; 13,9 0 O
mmol) s 84% vytézkem (3,00 g) za vzniku 63; Zluty prasek. OO |
OH
o}

b.t. 219-221°C.*H NMR (500 MHz, ds-DMSO): § (ppm) 9.13 (s,

1H), 8.78 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.20-8.25 (m, 3H), 8.06 (d, 1H,

J=8.4Hz), 7.65 (dd, 1H, J1=7.5Hz, Jo=7.5Hz), 7.55 (dd, 1H, J1 = 7.4 Hz, J.= 7.4 H2),
6.87 (d, 2H, J = 9.1 Hz), 3.04 (s, 6H). *3C NMR (125 MHz, ds-DMSO): & (ppm) 172.6, 151.1,
150.7, 147.6, 136.0, 135.0, 129.3, 129.2 (2xC), 128.4, 127.1, 125.6, 125.4, 121.1, 118.0,
113.7, 111.4, 111.0, 39.6. HRMS (APCI): Vypoéteno pro CoiHisNO3 [M+H*] 332.1281,
nalezeno 332.1281.

2-(4-bromofenyl)-3-hydroxy-4H-benzo[g]chromen-4-on (48).
Ptipraveno podle obecného postupu pro piipravu derivati

Br
flavonolu z 1-(3-hydroxynaftalen-2-yl)ethanonu 52 (0,40 g; o O
2,1 mmol) a 4-bromobenzaldehydu (0,59 g; 3,2 mmol) s 53% OO |
vytézkem (0,42 g) za vzniku 48; oranzovy prasek. b.t. 209-211 °C. OH
0

IH NMR (500 MHz, ds-DMSO): 9.79 (s, 1H), 8.83 (s, 1H), 8.30
(s, 1H), 8.23-8.25 (m, 3H), 8.07 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.81 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.68 (dd, 1H,
J1=74Hz, J,=73Hz), 757 (dd, 1H, J1=7.5Hz, Jo=7.4Hz). ®CNMR (125 MHz,

50



ds-DMSO): & (ppm) 174.0, 150.8, 144.8, 138.0, 135.4, 131.6, 130.7, 129.7, 129.39, 129.35,
128.8, 127.1, 125.90, 125.85, 123.5, 120.8, 114.2. HRMS (APCI): Vypocteno pro
C19H12BrOs [M+H"] 366.9964, nalezeno 366.9966.

2-(4-(Dimethylamino)-2,6-difluorofenyl)-3-hydroxy-4H-benzo[g]lchromen-4-on (59).
Ptipraveno podle obecného postupu pro ptipravu derivati |
flavonolu z 1-(3-hydroxynaftalen-2-yl)ethanonu 52 (0,40 g;
2,2mmol) a 4-(dimethylamino)-2,6-difluorbenzaldehydu 58
(0,63 g; 3,2mmol) s 68% vytézkem (0,53 g) za vzniku 59;
oranzovy prasek. b.t. >260 °C (rozklad). *H NMR (500 MHz,
ds-DMSO): & (ppm) 9.21 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.25 (d, 1H,
J=8.2Hz), 8.19 (s, 1H), 8.05 (d, 1H, J=8.2 Hz), 7.68 (dd, 1H, J1 =7.3 Hz, J.=7.2 H2),
758 (dd, 1H, J1=7.4Hz, Jo=7.2Hz), 653 (d, 2H, J=12.0Hz), 3.02 (s, 6H).
13C NMR (125 MHz, de-DMSO0): & (ppm) 173.3, 161.86, 161.78, 159.90, 159.82, 153.2,
151.3, 141.0, 139.0, 135.3, 129.3, 128.8, 127.1, 126.0, 125.9, 121.4, 114.0, 94.76, 84.54.
FNMR (470 MHz, de-DMSO): & (ppm) 110.15 (s). HRMS (APCI): Vypoéteno pro
C21H16F2NO3 [M+H"] 368.1093, nalezeno 368.1095.

Obecny postup pro metylaci derivati flavonolu (44, 46, 51).
Odpovidajici derivat flavonolu 61, 63, 67 (1,50 mmol) byl rozpustén v suchém dichlormetanu

(DCM; 10 ml) v inertni atmosféie. Methyl trifluoromethansulfonat (2,25 mmol) byl pfidan do
reakéni smési po kapkach injekéni stiikackou. Reakéni smés byla michana pfes noc, srazenina
byla odfiltrovana, promyta DCM (3x8 ml) a vysuSena vzduchem za vzniku kvarterni
ammoniové soli 44, 46, 51.

4-(4-(3-Hydroxy-4-oxo-4H-benzo[g]chromen-2-yl)fenoxy)-N,N,N-trimethylbutan-1-
amonium trifluoromethansulfonat (51).
Ptipraveno podle obecného postupu pro metylaci

®
derivétt flavonolu z 67 (0,35 g; 0,87 mmol) a methyl O I
trifluormethansulfonatu (0,15 ml; 1,30 mmol) s O © | ? 5
vytézkem 74 % (0,37 g) za vzniku 51; zluty prasek. on FsC‘f.)‘O
b.t. 208-210 °C. *H NMR (500 MHz, ds-DMSO): & 0

(ppm) 9.44 (brs, 1H), 8.83 (s, 1H), 8.28-8.30 (m, 3H), 8.24 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 8.07 (d, 1H,
J=8.4 Hz), 7.68 (dd, 1H, J1 =7.5 Hz; J>, = 7.5 Hz), 7.57 (dd, 1H, J1 = 7.8 Hz, J. = 7.2 Hz),
7.18 (d, 2H, J = 9.1 Hz), 4.15 (t, 2H, J = 6.0 Hz), 3.39 (m, 2H), 3.08 (s, 9H), 1.90 (M, 2H),
1.80 (m, 2H). *C NMR (125 MHz, de-DMSO): & (ppm) 173.5, 159.8, 150.8, 146.3, 136.9,
135.2, 129.7, 129.4, 129.3, 128.7, 127.1, 125.8, 125.7, 124.5 (TfO"), 123.8, 121.9 (TfO),
120.9, 119.4 (TfO"), 116.8 (TfO"), 114.6, 114.0, 66.9, 65.0, 52.2, 25.5, 19.2. HRMS (ESI):
Vypoéteno pro C26H2sNO4" [M*] 418.2013, nalezeno 418.2015.

51



4-(3-Hydroxy-4-oxo0-4H-benzo[g]chromen-2-yl)-N,N,N-trimethylbenzenamonium
trifluoromethansulfonat (44).
Ptipraveno podle obecného postupu pro metylaci derivati

flavonolu z 63 (0,49 g; 1,5 mmol) a methyl trifluormethan
sulfonatu (0,26 ml; 2,3 mmol) s 87% vytézkem (0,65 g) za
vzniku 44; tmavé zluty prasek. b.t. 240-242 °C. 'H NMR
(500 MHz, ds-DMSO): 6 (ppm) 9.97 (brs, 1H), 8.87 (s, 1H),
8.47 (d, 2H, J = 9.2 Hz), 8.34 (s, 1H), 8.27 (d, 1H, J = 8.4 Hz),
8.19 (d, 2H, J =9.2 Hz), 8.09 (d, 1H, J =8.4 Hz), 7.70 (dd, 1H, J1 = 7.6 Hz, J, = 7.2 Hz), 7.59
(dd, 1H, J1 = 7.5 Hz, J2=7.5Hz), 3.69 (s, 9H). ¥C NMR (125 MHz, ds-DMSO): & (ppm)
174.1, 150.8, 147.5, 143.9, 138.5, 135.5, 133.1, 129.44, 129.42, 129.16, 129.0, 127.1, 126.1,
126.0, 124.5 (TfO"), 121.9 (TfO"), 120.83, 120.80, 119.4 (TfO"), 116.8 (TfO"), 114.3, 56.4.
HRMS (ESI): Vypocteno pro C22H20NOs™ [M*] 346.1438, nalezeno 346.1440.

2-Bromo-4-(3-hydroxy-4-oxo-4H-benzo[g]chromen-2-yl)-N,N,N-
trimethylbenzenamonium trifluoromethansulfonat (46).
Ptipraveno podle obecného postupu pro metylaci derivati

flavonolu z  2-(4-(dimethylamino)fenyl)-3-hydroxy-4H-
benzo[g]chromen-4-onu 61 (0,15 g; 0,4 mmol) a methyl
trifluormethan sulfonatu (0,08 ml; 0,7 mmol). Citénim
surového produktu pomoci kolonové chromatografie
(silikagel, DCM : MeOH — 10 :1a5: 1) byl ziskan produkt
46 s 64% vytezkem (0,13 g); zluty prasek. b.t. 154-156 °C.H NMR (500 MHz, dg-DMSO):
10.27 (s, 1H), 8.81-8.87 (m, 2H), 8.49 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 8.38 (m, 1H), 8.31-8.26 (m, 2H),
8.09 (d, 1H, J=8.5Hz), 7.71 (dd, 1H, J1 =7.8 Hz, J» =7.2 Hz), 7.60 (dd, 1H, J1 = 7.7 Hz,
J2 = 7.5 Hz), 3.90 (s, 9H). 3C NMR (125 Mhz, ds-DMSO): & (ppm) 174.4, 150.8, 142.9,
141.9, 135.0, 129.42, 129.02, 128.1, 127.1, 126.0, 125.9, 124.52, 124.36, 121.9, 120.7, 119.4,
116.8, 114.4, 113.8, 55.9. HRMS (ESI): Vypocteno pro C2oHi1eBrNO3z* [M*] 426.0525,
nalezeno 426.0528.
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5 ZAVER

V teoretické Casti prace jsou shrnuty vlastnosti oxidu uhelnatého a jeho chovani v buiikach,
véetné lidského t€la. Oxid uhelnaty (CO) se v budoucnosti mtize uplatnit pti 1é€bé nadoru,
protoze iniciuje oXidativni metabolismus glukozy, ktery kvili nefunkénim mitochondriim
nadorovych buné¢k zpusobi jejich smrt [25]. Byly shrnuty i toxické u¢inky pro ¢lovéka, vyskyt
a zpusoby vzniku CO v téle, jakozto produkt metabolismu. Na druhou stranu jsou zdiraznény
I pozitivni G¢inky CO a jeho dulezitost v lidském téle.

Z navrzenych derivatl se podatilo ptipravit celkem pét novych derivati. Publikovany postup
syntézy byl optimalizovan. Do struktury téi novych derivati (44, 46, 51) se podafilo zavést
trimethylammoniové funkéni skupiny, které umoznuji velmi dobrou rozpustnost ve vodném
prostiedi (pufr) a jsou tudiz vyuzitelné pro dalsi biologické experimenty. Dva derivaty (44
a 46) byly pIn¢ rozpustné ve vodném prostiedi bez nutnosti pfidavku dal$iho rozpoustédla.

Pro fotochemické experimenty (transientni absorpéni spektroskopie) za ucelem objasnéni
mechanismu byl pfipraven derivat 48 nesouci tézky atom bromu podporujici piechod
do tripletového excitovaného stavu. Fotolyza tohoto derivatu pii ozafeni 410 nm svétlem
probihala rychleji nez u zbylych derivati. Dale byly pfipraveny derivaty s elektron akceptorni
(44) 1 donorni (51) funkéni skupinou. VSechny experimenty byly provadény i s jiz znamym
nesubstituovanym flavonolem 29, ktery slouZil jako kontrola pro porovnani s literaturou.

Derivaty 44, 46, 48, 51, 58, 61, 67 jsou poprvé piipravené molekuly, a proto byla jejich
struktura pIn& analyzovana pomoci *H NMR a *3C NMR spektroskopie a HRMS. Dale byly
zmé&feny absorpéni vlastnosti vSech novych derivati. V prostfedi pufru byl pozorovan vliv
deprotonace hydroxy skupiny na absorpéni spektrum v podobé bathochromniho posunu
absorpéniho maxima (Amax) az k ~450 nm. Dal$im cilem navazujici prace bude posunout
absorpci az do oblasti fototerapeutického okna, coz je nezbytné pro aplikaci in vivo.

Schopnost novych derivati uvoliiovat CO po ozafeni svétlem byla dokdzdna pomoci plynové
chromatografie GC-headspace, pii¢emz bylo dosazeno velmi dobrych chemickych vytézku
u vSech derivati (90 %, 410 nm), které dokonce piekrocily vytézek 29 (75 %). Sledovanim
fotolyzy pomoci UV-Vis spektroskopie se potvrdilo, ze prabéh fotolyzy vykazuje stejné
vlastnosti jako u 29 a Ze tézky atom bromu fotolyzu vyznamné urychluje. Derivaty rozpustné
v PBS s deprotonovanou hydroxylovou skupinou (pH = 7,4) podléhaly fotolyze i po ozafeni
anionické formy piti 470 nm.

Fluorescen¢ni mikroskopie ukazala, ze naSe derivaty dokazi uvoliiovat CO in vitro a to velmi
rychle v fadu nékolika minut. Derivat 51 se ziejmé té¢zko dostava do intracelularniho prostoru,
coz predpokladdme i pro dalsi derivaty rozpustné v PBS nesouci kvarterni ammoniovou sul.
Fotoprodukt 51 nevykazuje fluorescenéni vlastnosti, analogicky jako fotoprodukt 29.

Dale byla stanovena in vitro toxicita a bunéc¢na viabilita pii expozici roztoky téchto derivata.
V budoucnu je nutné provést dal$i méteni cytotoxicity i pro fotoprodukty. Poznatky ziskané o
flavonolech budou dale vyuzity ve skupiné prof. Klana k daSimu vyzkumu. V souasném
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obdobi se uz pracuje na objasnéni mechanismu fotolyzy 29 s vyuzitim zde pfipravenych
derivata. Poté bude mozné navrhnout nové molekuly s vylepSenymi vlastnostmi jako je
absorpce v oblasti fototerapeutického okna.
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9 PRILOHA 2: VYPOCET MOLARNICH ABSORPCNICH
KOEFICIENTU

Zavislost absorbance na koncentraci (uM) a linearni regrese, pomoci které byly spocitany
molarni absorpéni koeficienty pro kazdou charakterizovanou latku (Smérnice prolozené
ptimky). U absorbance byl proveden linearni posun hodnot spektra kvuli korekci minima na
nulovou hodnotu.

1,2 — : : : , ' , .
1,0 - -
0,8 - 4
0,6 - A
Equation y=a+b'x
Weight No Weighting
0’4 B Residual Sum  9,43774E-4 -
of Squares
Pearson's r 0,99876
i Adj. R-Square 0,9967
Value Standard Error
Intercept -0,06764 0,0186
0,2 B Slope 433563400 1247,70787 | |
I c/uM
O 0 L | L 1 1 | 1 1 L
]
5 10 15 20 25

Obrazek 24: Zavislost absorbance latky 29 na koncentraci (Amax = 272 nm, MeOH).
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y=a+bx

Equation

Weight No Weighting
B Residual Sum 0,00201 -
of Squares
Pearson's r 0,99776
i Adj. R-Square 0,9944
Value Standard Error
Intercept 0,01951 0,01877
B B Slope 4515806604  1514,87077 | |
I c/uM
| L 1 | 1 1
5 10 15 20

25

Obrazek 25: Zavislost absorbance latky 44 na koncentraci (Amax = 270 nm)
v PBS (10 mM, pH 7.4, 1 =100 mM).

1A

Equation y=a+b'x

Weight No Weighting
Residual Sum 0,00139
of Squares
Pearson's r 0,99782
Adj. R-Square 0,9942
Value Standard Error
Intercept 7,75211E-4 0,01913
B Slope 46295,95038 1766,15898

c/uM

0 5 10

15

20

Obrazek 26: Zavislost absorbance latky 46 na koncentraci (Amax = 274 nm)
v PBS (10 mM, pH 7.4, 1 =100 mM).
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1.2 = T ' T T T T T T

0,6 - 4
Equation y=a+b'x
Weight No Weighting
0’4 B Residual Sum 0,00844 =
of Squares
Pearson's r 0,98735
i Adj. R-Square 0,9623 1
Value Standard Error
O 2 | B Intercept -0,002 0,06857 _
1 Slope 46726,41099 5305,32401

I c/uM -

0,0 L ! : 1 . 1 . 1 ,
5 10 15 20 25

Obrazek 27: Zavislost absorbance latky 48 na koncentraci (Amax = 274 nm, MeOH).

0,8 : : : : : , , , ,
i I A [ ] 1
0,6 4
04 i
B Equation y=a+b'x i
Weight No Weighting
Residual Sum 0,00134
of Squares
Pearson's r 0,99687
0’2 B Adj. R-Square 0,99167 -
Value Standard Error
Intercept -0,0569 0,02213
B Slope 16956,61388 776,00099
L [ ) |
c/uM
0 0 L | L | 1 | " | "
1

10 20 30 40 50

Obrazek 28: Zavislost absorbance latky 51 na koncentraci (Amax = 356 nm)
v PBS (10 mM, pH 7.4, 1 = 100 mM).
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