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Sazetak

Cilj ovog zavrsnog rada bila je priprava spojeva koji ¢e posluziti kao prekursori u sintezi
novih biomolekulskih fluorescentnih indikatora. Tako je pripravljena serija BODIPY spojeva:
1-3: 4,4-difluor-8-fenil-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (1), 4,4-difluor-8-(4-
hidroksifenil)-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (2) i 4,4-difluor-8-fenil-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacen (3).

Prvi korak u njihovoj sintezi je priprava dipirometana dobro opisanom Lindseyjevom
metodom kondezacije pirola s aromatskim aldehidima uz trifluoroctenu kiselinu kao
katalizator.  Reakcijom 2 4-dimetilpirola  (2,4-DMP-a) i benzaldehida ili 4-
hidroksibenzaldehida dobiveni su odgovarajuéi dipirometani (4 i 5). Navedeni dipirometani i
5-fenildipirometan (6), koji je prethodno pripravljen u laboratoriju, prevedeni su in situ u
dipirometene uz DDQ (2,3-diklor-5,6-dicijano-1,4-benzokinon) kao oksidans, a
kompleksiranjem s borovim trifluoridom kao Lewisovom kiselinom dobivene su ciljne
molekule 1-3. Reakcije su provedene u strogo kontroliranim, inertnim uvjetima.

Svi sintetizirani spojevi okarakterizirani su spektroskopskim metodama *H i 3C-NMR,

a konacni spojevi 1-3 dodatno jo$ infracrvenom spektroskopijom te odredivanjem talista.

Kljuéne rijeci: BODIPY, fluorescencija, Lindseyjev pristup, pirol, dipirometan, dipirometen,

sintetske modifikacije



Synthesis and characterization of BODIPY compounds
Summary

The aim of this bachelor's thesis was to prepare compounds that would serve as
precursors in the synthesis of new biomolecular fluorescent indicators. Thus a series of
BODIPY compounds 1-3 was prepared. The first step in their synthesis was the preparation of
dipyrromethanes by the well-described Lindsey's condensation of pyrrole with aromatic
aldehydes with trifluoroacetic acid serving as a catalyst. The reaction of 2,4-dimethylpyrrole
and benzaldehyde or 4-hydroxybenzaldehyde gave the corresponding dipyrromethanes (4 and
5). These dipyrromethanes, along with 5-phenyldipyrromethane (6) which was previously
prepared in the laboratory, were converted in situ to respective dipyrromethenes with DDQ
(2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone) as an oxidant and subsequent complexation with
boron trifluoride as a Lewis acid afforded target molecules 1-3. Reactions were carried out in
strictly controlled conditions.

All synthesized compounds were characterized by *H and 3C-NMR spectroscopic
methods, and final compounds 1-3 additionally by infrared spectroscopy and melting point

determination.

Key words: BODIPY, fluorescence, Lindsey's method, pyrrole, dipyrromethane,

dipyrromethene, synthetic modifications
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1. Uvod

Medu brojnim vrstama fluorescentnih boja jednu od najzapazenijih skupina ¢ine spojevi
koji sadrze 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen, poznatiji kao BODIPY (engl. boron-
dipyrromethene). lako su ih proucavajuci porfirine slucajno otkrili A. Treibs i F. H. Kreuzer jos§
1968. g.,! njihov potencijal je prepoznat tek 1990-ih godina. Od tada su detaljno istrazeni i 0
njima postoji mnostvo radova i izdan je velik broj patenata (slika 1).2 BODIPY® je zasti¢eno

ime tvrtke Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD.
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Slika 1. Grafi¢ki prikaz broja znanstvenih radova i patenata BODIPY spojeva od njihova

otkri¢a prema bazi podataka CAS Scifinder®?

BODIPY spojeve karakteriziraju superiorna fotofizicka svojstva poput izrazito visokog
fluorescencijskog kvantnog prinosa i molarnih apsorpcijskih koeficijenata te uskih
fluorescencijskih emisijskih spektara s o$trim pikovima. Dobro su topljivi u organskim
otapalima te im se svojstva slabo mijenjaju s promjenom polarnosti medija, stabilni su u
otopinama i ne stvaraju agregate. Nadalje, BODIPY spojevi otporni su prema brojnim
kemikalijama, stabilni su u fizioloskim vrijednostima pH te nisu otrovni.* Zbog navedenih
svojstava pronalaze Siroku primjenu, ponajvise kao fluorescentni indikatori za npr. pH, metalne
ione, biomolekule, redoks potencijal, reaktivne kisikove i dusikove vrste.>”’ Koriste se u
molekularnoj biologiji u obiljeZavanju proteina i oligonukleotida prilikom proucavanja zivih
stanica fluorescencijskom mikroskopijom®® te u fotodinamic¢koj terapiji.°

Sa stajalista sintetske organske kemije, BODIPY spojevi vrlo su zanimljivi zbog njihove
kemijske robusnosti i podloznosti brojnim funkcionalizacijama. Razli¢itim sintetskim
putevima, pametnim dizajnom i naknadnim direktnim modifikacijama na samoj BODIPY
jezgri, moguce je vrlo precizno modelirati elektrokemijska, spektroskopska i fotofizicka

svojstva tih spojeva.!



2. Op¢i dio
2.1. Struktura i IUPAC-ova nomenklatura BODIPY spojeva

Kao §to ime govori, BODIPY (IUPAC: 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen)
heterociklicki fluorofor sastoji se od dvije podjedinice pirola koje su povezane metinskim
mostom na polozaju 2- i borovim atomom koji je koordinacijski vezan s heteroatomima. Takva
struktura analogna je tricikli¢kom ugljikovom spoju — s-indacenu (shema 1).2 Skelet koji ¢ine
ugljikovi atomi je planaran, dipolarne je strukture i zbog dusikovih atoma blago polariziran $to

omogucuje nukleofilne i elektrofilne reakcije na razli¢itim poloZajima u molekuli.

mezo
SN 7a 8a
mz smz D
NH HN NH N= N4 N\
11 11 5 4a B 3a 3~ 3a 3
S|ndacen
dipirometan dipirometen BODIPY

Shema 1. Strukture dipirometana, dipirometena, ,,osnovnog* BODIPY spoja i s-indacena s

numeriranim polozajima prema [UPAC-u

Zbog velike reaktivnosti nesupstituirane jezgre, ,,osnovni BODIPY spoj nije bio
sintetiziran do 2008. godine, ¢ak 40 godina nakon otkri¢a te klase spojeva.'? lako struktura
BODIPY spojeva ne slijedi Hiickelovo pravilo za aromati¢nost, jer je 12 m-elektrona
distribuirano na 12 atoma, njihova svojstva su uvelike sli¢éna aromatskim z-sustavima zato §to
koordinacija tetraedarskog borovog atoma, koji ne sudjeluje u delokalizaciji elektrona, drzi
dipirometenski ligand u rigidnoj, gotovo potpuno planarnoj konformaciji. Rigidnost z-sustava
ujedno uzrokuje i visok kvantni prinos fluorescencije, @, s obzirom na to da je brzina
neradijacijske relaksacije vrlo mala.r® Na slici 2 prikazana je mapa elektrostatskog potencijala
BODIPY jezgre.

Slika 2. Mapa elektrostatskog potencijala BODIPY jezgre. Plavom je bojom oznacena manja,

a crvenom veca gustoéa elektriénog naboja.*
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2.2. Metode sinteze BODIPY spojeva
2.2.1. Lindseyjev pristup

J. S. Lindsey i suradnici razvili su dva pristupa za funkcionalizaciju BODIPY spojeva
koji zaobilaze dugotrajne sinteze derivata pirola.'® Dobro poznata sinteza porfirina posluzila je
kao inspiracija za sintezu borova kompleksa s dipirometenom. Prednost tog sintetskog pristupa
je mogucnost koristenja velikog broja derivata benzaldehida ¢ime mezo-polozaj BODIPY
spojeva moze odmah imati zeljenu funcionalnu skupinu. Takoder je moguce i postsintetski
dodatno modificirati mezo-skupinu, a da pritom ne dolazi do znatnih promjena spektroskopskih

svojstava.

R
. ? TFA
N
H
H O

R=H,F, Cl, Br, I, NO, NH, OH, CN
Shema 2. Sinteza BODIPY spojeva Lindseyjevim pristupom

Ke) Et;N, BF3-OEt,
_ 9 _EN Bra Pkl

\\\

\HNHN/ \HN N=

vvvvv

kondenzacijom pirola i aldehida u dipirometan, a inicira se dodatkom Kiseline, primjerice
trifluoroctene kiseline. Potom se nastali dipirometan oksidira p-kloranilom (2,3,5,6-tetraklor-
1,4-benzokinonom) ili DDQ-om (2,3-diklor-5,6-dicijano-1,4-benzokinonom), a zatim se
dodaju trietilamin i borov trifluorid-dietil-eterat. Koristenjem 2-supstituiranog pirola umjesto
nesupstituiranog, reakcija kondenzacije je otezana nakon nastajanja dimera — dipirometana,
kojemu reaktivni a-polozaj nije slobodan.®

Drugi pristup, tzv. metoda bez otapala,'® koristi se za pripravu dipirometana koji nemaju
supstituente na « i f polozajima. U tom slu¢aju aldehid se otopi u velikom suvisku pirola (40
ekv. ili viSe) pri sobnoj temperaturi, te nakon dodatka kiseline vrlo brzo nastaje dipirometan.
Ukoliko se nesupstituirani dipirometan ne oksidira u potpunosti s p-kloranilom Kkoristi se
potentnije oksidacijsko sredstvo — DDQ, pomoc¢u kojeg se oksidacija odvija vrlo brzo i u
potpunosti. Ponovno, dodavanjem trietilamina kao baze i borova trifluorida kao Lewisove
kiseline nastaje odgovaraju¢i BODIPY spoj.

lako je Lindseyjevim pristupom moguce sintetizirati velik broj kompleksnih BODIPY
spojeva, postoje znacajni nedostatci poput osjetljivosti dipirometana na svjetlost, zrak i kiseline,
nastajanja kondenzacijskih smolastih nusprodukata i ¢esto potrebnih brojnih kromatografskih

3



procis¢avanja reakcijskih smjesa. Zbog navedenih problema, ukupna reakcijska iskoristenja

&esto su vrlo niska.>1®
2.2.2. MacDonaldova kondenzacija

Nadovezujuéi se na originalni rad Treibsa i Kreuzera,! mnostvo BODIPY spojeva
sintetizirano je koriste¢i slican pristup, a to je kondenzacija dviju molekula pirola s kiselinskim
kloridom, anhidridom ili ortoesterom uz nastajanje dipirometana. Navedena reakcija u literaturi
se ¢esto navodi pod imenom MacDonaldova kondenzacija, po srodnoj analognoj reakciji u

sintezi porfirina (shema 3).17

R R R
I\ O Ll o, R _w R _EWNBFaOBL /AN F
N N N/ X X >\ N N+§)
N Ho R H \_NH NQ) B’
FF
X=Cl, Br, OOCR/ R'=H, Me
RC(OR')s

Shema 3. Priprava asimetricnih BODIPY spojeva polaze¢i od MacDonaldove kondenzacije

Nastali intermedijer, acil-pirol, moze dalje reagirati u kiselim uvjetima tvoreci
dipirinijevu sol. Prednost tog sintetskog puta je moguénost sinteze asimetri¢nih dipirometena
jer izolirani acil-pirol moze reagirati i s razli¢itim supstituiranim pirolima. Takoder, koriStenjem
kiselinskog klorida prilikom kondenzacije pirola nije potreban oksidacijski korak. Kao i u
Lindseyjevoj metodi, primjenom trietilamina kao baze i dodatkom borovog trifluorid-dietil-

eterata nastaju BODIPY fluorofori.®
2.2.3. Burgessova metoda

Zanimljivu alternativu prethodnoj sintezi opisali su L. Wu i K. Burgess koji su uvidjeli
da nije uvijek potreban drugi ekvivalent pirola jer je fosforil klorid sposoban kondenzirati pirol-
2-karbaldehid s njim samim.*®

Prema predlozenom reakcijskom mehnizmu prikazanom na shemi 4, fosforil-klorid
supstituira aldehidni kisikov atom uz tvorbu kloriranog azafulvena koji podlijeze napadu
drugog pirol-2-karbaldehida. Potom slijedi nukleofilni napad kloridnog iona koji je pracen
raspadom nestabilnog meduprodukta te nastaje sol dipirometena koja se zatim kompleksira s
BF3-OEt,. BODIPY spojevi dobiveni takvom ,,0ne-pot* sintezom ne zahtijevaju dugotrajna
¢iS¢enja te su reakcijska iskoriStenja Cesto iznimno visoka u usporedbi s ostalim metodama

sinteze.®



— o) _ % (:‘,i] _cl —
H " HKR
H HN/ D
A
BF,-OEt, = -2 HCI, -CO
—NH HN—/

Shema 4. PredloZeni pojednostavljeni reakcijski mehanizam Burgessove metode priprave
BODIPY spojeva

2.2.4. Bielmannova metoda

lako je Lindseyjeva metoda prakti¢na za uvodenje funkcijskih skupina na mezo-polozaj,
neke skupine su podloZzne reakcijama s Lewisovim kiselinama i DDQ-om. Stoga je bilo
potrebno pronacéi rjeSenje za sintezu BODIPY spojeva u dobrom reakcijskom iskoristenju pri

blazim reakcijskim uvjetima. Zanimljiv pristup prikazan na shemi 5 razvili su Bielmann i

suradnici.
S s s~
I\ cscl CHgl Et;N, BF5-OFEt
Q\R 2 \\ // 3 SO - A 3 3 2 \\ N N\
H NH HN \ NH HN= N\é/N\
R R R I~ R F‘ /F

R=H, Me, Et

Shema 5. Priprava ,,.Bielmannova“ BODIPY spoja

Naime, reakcijom tiofosgena s pirolom vrlo brzo nastaju tioketoni ¢ak i pri blagim
reakcijskim uvjetima, dok istovremeno nisu primijeceni produkti daljnje kondenzacije. Razlog
tome moze biti smanjena reaktivnost intermedijera zbog induktivne stabilizacije sumpora i
stabilnost nastalog tioketona. U prisutnosti elektrofila poput metil-jodida, tioketoni reagiraju
daju¢i dipirometene, vjerojatno u obliku hidrojodida. Ti spojevi nisu stabilni te stoga niti
izolirani, provedena je tek njihova karakterizacija u sirovoj reakcijskoj smjesi. Obradom s
tercijarnim aminom i kompleksiranjem s borovim trifluorid-dietil-eteratom nastaju

odgovaraju¢i izrazito fluorescentni 8-tiometil-BODIPY derivati.?



Ti tzv. ,Bielmannovi“ BODIPY spojevi®®?!, koriste se kao intermedijeri u brojnim
sintezima priprave mezo-funkcionaliziranihn BODIPY spojeva reakcijama nukleofilne
aromatske supstitucije na sumporovu atomu koje se odvijaju adicijsko-eliminacijskim
mehanizmom?®®2! i Liebeskind-Sréglovim reakcijama unakrsnog povezivanja Kkataliziranih

paladijem pri neutralnim uvjetima.?22®
2.3. Funkcionalizacija BODIPY spojeva

BODIPY spojeve moguce je sintetski modificirati na brojne nacine, ve¢ prilikom
odabira pocetnih reaktanata ili naknadnim direktnim modifikacijama nakon kompleksiranja
dipirometena s BFs-OEt>. Funkcionalizirani BODIPY spojevi pokazali su se kao prikladni
prekursori za sintezu niza derivata sa zeljenim fotofizickim svojstvima. Funkcionalne skupine
tako se mogu uvesti na sve poloZaje: na pirolne ugljikove atome, na mezo-ugljik i na sami borov

atom kao $to je prikazano na shemi 6.2

SyAr, Pd-katalizirano unakrsno povezivanje, SyAr, Pd-katalizirano unakrsno povezivanje,
Knoevenagelova kondenzacija, Knoevenagelova kondenzacija,
direktna supstitucija vodika N radikalsko alkiliranje
'8
7 _7a <

6 4 5N SgAr, .Pd— .katalizirano unakrsno
5 42 B 3a 3 povezivanje,
FIF C-H funkcionalizacija
g
Sy s O-, N- i C- nukleofilima SNAr, Pd-katalizirano unakrsno povezivanje,

Knoevenagelova kondenzacija, direktna supstitucija
vodika, C-H aktivacija, radikalska funkcionalizacija

Shema 6. Pregled razli¢itih postfunkcionalizacijskih metoda i njihovih preferencijalnih mjesta



2.3.1. Elektrofilna aromatska suptstitucija na polozajima 2- i 6-

Vec i jednostavnim razmatranjem rezonantnih struktura BODIPY jezgre prikazanim na
shemi 7, uocljivo je da se na polozajima 2- i 6- ne pojavljuje parcijalni pozitivni naboj te se
stoga moze pretpostaviti da je na njima najvjerojatnija reakcija supstitucije s elektrofilima.

R R R
GO D LD
CN.z N/ N = N/ \N_- N/

+ ) + B B

4 = 4 = 4 2

FF FF FF

R R R
+
N N e
\_N_- N N\ _N_- N/ \_N_- N/
B + B B
4 2 4 2 4 2
FF FF FF

Shema 7. Rezonancijske strukture BODIPY jezgre

Na taj nac¢in moguce je u strukturu uvoditi brojne heteroatomne supstituente koji mogu
znatno utjecati na spektroskopska svojstva, a bitno je naglasiti da pritom nema velikog utjecaja
na B—F veze.? Ovisno o elektrofilu, kvazi-aromatski sustav se moze aktivirati ili deaktivirati za
daljnje reakcije SeAr. Medutim, nisu provedena istrazivanja regioselektivnosti tih reakcija za
BODIPY spojeve s nesupstituiranim pirolnim jedinicama zbog njihove male stabilnosti.*
Primjeri BODIPY derivata dobivenih elektrofilnom aromatskom supstitucijom prikazani su na

shemi 8.

I, HIO;

Shema 8. Primjeri reakcija SaE na polozajima 2- i 6-

Sulfonirani spojevi su jedni od rijetkih sintetiziranih BODIPY spojeva koji su topljivi
u vodi, a primije¢eno je da uvodenje sulfonatnih skupina nema znatan utjecaj na

fluorescenciju.?* Reakcijom s dusi¢nom kiselinom nastaju odgovarajuéi 2,6-dinitro derivati
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kojima je kvantni prinos fluorescencije drasti¢no smanjen.® Reakcije halogeniranja na
polozajima 2- i 6- mogu se provesti i halogeniranjem dipirometana s N-halosukcinimidom
(NXS) pri blagim reakcijskim uvjetima.?® Uvodenja joda i broma kao supstituenata uzrokuje
velike batokromne pomake UV-apsorpcijskih i emisijskih maksimuma i smanjuje kvantne
prinose fluorescencije efektom teskog atoma.* Vilsmeier-Haackovom reakcijom moguce je

uvesti formilnu skupinu koja moze biti od velike koristi tijekom daljnje funkcionalizacije.?’
2.3.2. Sintetske modifikacije na poloZajima 3- i 5-

S obzirom na to da supstituenti na navedenim polozajima imaju znatan utjecaj na
fotofizicka svojstva finalnog BODIPY derivata, razvoj novih sintetskih metoda i reakcija za

njihove modifikacije i dalje predstavlja izazov.?
2.3.2.1. Knoevenagelova reakcija

Brojni BODIPY fluorofori s metilnim supstituentima na a-polozajima koji su relativno
kiseli, mogu se jednostavno sintetizirati kondenzacijskim reakcijama prikladno
funkcionaliziranih, komercijalno dostupnih pirola poput 2,4-dimetilpirola ili 3-etil-2,4-
dimetilpirola. 3,5-dimetil-BODIPY spojevi podlozni su Knoevenagelovoj kondenzacijskoj

reakciji s aromatskim aldehidima.®

HOAC, piperidin, toluen

molekulska sita

Shema 9. Primjer Knoevenagelove kondenzacije BODIPY spoja°

Tim nac¢inom moguce je precizno modificirati fotofizi¢ka svojstva sustava. Produljenje
konjugiranog z-sustava, npr. uvodenjem arilnih, alkenilnih ili alkilnih supstituenata, uzrokuje
velike batokromne pomake, ¢esto vece od 100 nm. Ukoliko se koristi derivat benzaldehida s
elektron-doniraju¢im supstituentima dolazi do dodatnog batokromnog pomaka apsorpcijskog i
emisijskog spektra, pa su tako uspjesno sintetizirani spojevi koji emitiraju ¢ak i u blisko-

infracrvenom dijelu spektra.®! Knoevenagelova reakcija obi¢no se provodi u bazi¢nim ili u
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puferiranim otopinama i zahtijeva uklanjanje vode iz reakcijske smjese, sto se obi¢no postize
Dean-Starkovom aparaturom ili pomoc¢u molekulskih sita. Upravo Knoevenagelovom
reakcijom pripravljen je najveci broj BODIPY senzora.®’3? Produljena konjugacija moze se
postici 1 sintezom derivata s kondenziranim aromatskim prstenom, npr. retro Diels-Alderovom

reakcijom.?
2.3.2.2. Reakcije nukleofilne aromatske supstitucije

Iako je najces¢a metoda uvodenja supstituenata na polozaje 3- i 5- de novo sinteza iz
supstituiranih pirola, razvijene su nove metode kojima je moguce postié¢i isti cilj. Manja
raspodjela negativnog naboja na polozajima 3- i 5- ¢ine halogene supstituente na tim polozajima
vrlo podloznima reakcijama nukleofilne aromatske supstitucije. Za nukleofilnu supstituciju
potrebna je dobra odlazeca skupina, stoga su N. Boens i W. Dehaen razvili metodu sinteze 3,5-

dihalo-BODIPY spojeva na temelju ve¢ spomenute Lindseyjeve metode.

Kako su reakcije halogeniranja BODIPY spojeva vjerojatnije na polozajima 2- i 6-, za
njihovo uvodenje na polozaje 3- i 5- potrebne su druge sintetske strategije. Halogeniranje je
moguce ako su polozaji 2- i 6- ve¢ supstituirani ili, kako su pokazali Boens i Dehaen, visoko
regioselektivnom elektrofilnom aromatskom supstitucijom dipirometana s NXS.5% Dobiveni
halogenirani derivat dipirometana zatim se lako moze prevesti u BODIPY ve¢ opisanim
postupkom kompleksiranja s BFs:OEt,. Tako su iz 3,5-dihalo-BODIPY prekursora sintetizirani
razni derivati s C-, O-, N-, S,- Se- i Te- nukleofilima.3* Stoga se reakcijama SnAr, u odli¢nim
reakcijskim iskoriStenjima, mogu sintetizirati i simetri¢ni i asimetri¢ni, heterosupstituirani
BODIPY spojevi koje bi inace bilo teSko sintetizirati drugim sintetskim putevima. Uvedeni
supstitutenti na polozajima 3- i 5- uzrokuju pomake apsorpcijskih i emisijskih spektara i

mijenjaju kvantne prinose fluorescencije.®



Shema 10. BODIPY spojevi pripravljeni reakcijama SnAr

2.3.2.3. Reakcije katalizirane prijelaznim metalima

3,5-dihalo-BODIPY spojeve moguce je dodatno modificirati raznim reakcijama
unakrsnog povezivanja uz nastajanje novih C-C veza, a katalizirane su prijelaznim metalima.
Za njihov razvoj R. F. Heck, E. Negishi i A. Suzuki dobili su Nobelovu nagradu 2010. g.3:3%
Primjeri takvih reakcija su Stilleova, Suzukijeva, Heckova, Buchwald-Hartwigova i

Sonogashirina koje su katalizirane paladijem, te Ullmanova eterifikacija katalizirana bakrom.*’
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a) Stilleova i Suzukijeva
reakcija

c¢) Sonogashirina
reakcija

o
A
b) Heckova reakcija
Q/

) O
d) Ullmanova reakcija

Shema 11. Reakcije 3,5-diklor-BODIPY spojeva katalizirane prijelaznim metalima
2.3.3. Modifikacije na poloZajima 1- i 7-

Reakcije supstitucija na polozajima 1- i 7-, te promjene koje uzrokuju u spektralnim
svojstvima spojeva, za sada su najmanje istrazene. Polozaji 1- i 7- su siromas$ni elektronima
poput polozaja 3-, 5- i 8-, stoga se ocekuje da pokazuju sli¢nu reaktivnost. Sintetizirani halo-
derivati mogu se dalje modificirati reakcijama nukleofilne supstitucije i reakcijama
kataliziranim prijelaznim metalima, slicno kao i derivati sa supstituentima na polozajima 3- i
5-, iako su nesto manje reaktivni. Takoder, primijeceno je da su batokromni pomaci uzrokovani

produljenjem konjugacije slabiji nego kada su supstituenti na polozajima 3- i 5-.%
2.3.4. Modifikacije na poloZaju 8- (mezo-)

Lindsey et al. detaljno su istrazili fotofizi¢ka svojstva 5-aril-BODIPY spojeva.®
Primijetili su da spojevi sa steri¢ki neometanom 5-fenilnom skupinom, koja je u osnovhom
stanju gotovo okomita na ravninu BODIPY jezgre, imaju male fluorescencijske kvantne
prinose, kratko vrijeme zivota pobudenog singletnog stanja, z, i da U 0snovno stanje primarno
prelaze neradijacijskom unutarnjom konverzijom. Fotofizi¢kim istraZivanjima i teorijskim
ratunima uvidjeli su da molekule iz pobudenog stanja mogu prijeéi u stanje nize energije
rotacijom fenilne skupine, prilikom ¢ega dolazi i do konformacijskih promjena BODIPY

jezgre.lt
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Slika 3. Kristalna struktura spoja mezo-aril-BODIPY spoja odredena rendgenskom

strukturnom analizom monokristala®!

Rotacijska barijera odredena je dvama suprotnim efektima: 1) delokalizacijom z-
elektrona i 2) sterickim efektima. Pojacana delokalizacija z-elektrona BODIPY jezgre i arilnog
prstena tijekom rotacije uzrokuje stabilizaciju sustava, dok stericke smetnje supstituenata
prisutnih na fenilnoj skupini ili na polozajima 1- i 7- destabiliziraju z-sustav distorzijom
BODIPY jezgre. Iako opéenito elektron-doniraju¢i supstituenti na mezo-polozaju uzrokuju
hipsokromne, a elektron-odvlace¢i batokromne pomake apsorpcijskih i emisijskih
maksimuma,* supstituenti na fenilnoj skupini na njih ne utje¢u znatno, osim ako se nalaze u
para-polozaju.® Navedeno opisuje vrlo vaznu ulogu rotacije arilnog prstena u upravljanju

fotofiziCkim svojstvima tih Sirokoupotrebljivanih fluorescentnih boja.

Polozaj 8- vrlo se jednostavno moze derivatizirati i odabirom prikladno supstituiranih
pirola i benzaldehida ili acilnih derivata za kondenzaciju. U literaturi su opisane i
postfunkcionalizacijske metode. Osim supstitucijom ve¢ spomenutog ,,Bielmannova“ BODIPY
spoja, koji se zapravo ponasa kao pseudohalogen, naknadne supstitucijske modifikacije takoder
je moguce provesti i na mezo-halo derivatima. W. Dehaen i suradnici prvi su predlozili njihovu
sintezu deoksigenativnom supstitucijom dipirilketona, koji se moze lako dobiti reakcijom

dipiriltioketona s H20,.4
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Shema 12. Priprava mezo-halo-BODIPY spoja

Reakcijom dipirilketona s POCIs vrlo brzo nastaje sol dipirometana, te deprotoniranjem
in situ i kompleksiranjem dolazi do nastajanja isklju¢ivo mezo-klor-BODIPY spoja, bez
nusprodukata. Ostali halogenirajuci reagensi poput SOCI,, PClz i PCls daju manja reakcijska
iskoriStenja, pracena nastajanjem sporednih produkata. Slicnim pristupom, koriste¢i POBrs3,
mogu se sintetizirati bromirani derivati, a jodirani nastaju izmjenom halogena s Nal u acetonu.
Mezo-halo-BODIPY spojevi vrlo su korisni prekursori za sintezu kompleksnijih spojeva

reakcijama SnAr s N-, O- i S- nukleofilima i reakcijama kataliziranim prijelaznim metalima.'*
2.3.5. Modifikacije na borovu atomu

Atome fluora vezane za borov atom moguée je supstituirati s jakim Kisikovim
nukleofilima u bazi¢nim uvjetima. Tako alkoksi skupine poboljsavaju topljivost BODIPY
spojeva u vodi*?#® i ujedno smanjuju nespecifi¢no vezanje boje u Zivim stanicima, dok velike
skupine na tetraedarskom borovom atomu otezavaju agregaciju.** Koristeéi organolitijeve i
Grignardove reagense* pripravljen je niz 4,4-dialkinil-BODIPY spojeva. Navedeni derivati
mogu biti sastavni dio dimera, oligomera, polimernih i supramolekularnih struktura koje se
kKoriste u organskim solarnim éelijama®®*’, u kojima mogu biti akceptori ili donori u

rezonancijskom prijenosu energije.*®
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Shema 13. Derivati BODIPY spojeva pripravljeni supstitucijskim reakcijama s jakim
nukleofilima

2.4. Fotofizicka i spektroskopska svojstva BODIPY spojeva

Osnovna fotofizicka svojstva BODIPY spojeva uvelike ovise o prisutnim
supstituentima, o njihovu broju i polozaju te o vrsti funkcionalnih skupina povezanih preko
mezo-polozaja. BODIPY spojevi intenzivno su obojeni i uglavnom imaju uske apsorpcijske
vrpce s maksimumom apsorpcije, Aabs, najéesce u podrucju 470 — 530 nm, odnosno u plavom i
zelenom dijelu vidljivog dijela elektromagnetskog spektra. U sluc¢ajevima gdje je BODIPY
jezgra dodatno konjugirana, Aans se moze pomaknuti do bliskog infracrvenog dijela spektra.
Intenzivna obojanost ¢ak i vrlo razrijedenih otopina posljedica je visokih vrijednosti molarnih
apsorpcijskih koeficijenata, emax, koje mogu biti u rasponu od 12 000 — 110 000 M* cm™.
Vrijednosti kvantnih prinosa fluorescencije, @, su karakteristicno visoke, uobicajeno izmedu
60 % i 90 %.2 Dobro su topljivi u organskim otapalima i nisu skloni agregaciji, polarnost otapala
vrlo slabo utjeGe na apsorpcijske spektre uzrokuju¢i pomake apsorpcijskih i emisijskih
maksimuma za manje od 10 nm. U krutom stanju fluorescencija je vrlo slaba, zbog planarnosti
i m-m preklapanja, ali se moze povecéati uvodenjem prostorno velikih supstituenata poput
adamantana.*® Vremena Zivota pobudenog singletnog stanja, 7, kreéu se izmedu 1 — 10 ns, dok
je nastajanje tripletnog stanja zanemarivo u spojevima koji nisu supstituirani teSkim
elementima. Apsorpcijski spektri snimljeni u otopinama ili plasti¢nim filmovima pokazuju
izrazene prijelaze So — S1. Kod pobudivanja bilo u stanje Sy ili Sz, opaza se jaka fluorescencija

iz stanja S1 §to ukazuje na zrcalnu simetriju s najnizom apsorpcijskom vrpcom, dok iz stanja Sz
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nije primije¢ena fluorescencija, ve¢ dolazi do kvantitativne interne konverzije u S;. Stokesov
pomak izmedu najniZze apsorpcijske i emisijske energetske vrpce je kao i u vecini organskih
boja popriliéno nizak, A A= 600 cm™ i ukazuje na neznatnu promjenu strukture prateéi prijelaz
iz stanja So u S1 i vibracijsku relaksaciju.*® Fluorescencijski kvantni prinos, @, ovisi o strukturi
te raste sa svakom strukturnom modifikacijom koja uzrokuje manju konformacijsku
fleksibilnost. Pri najces¢éim eksperimentalnim uvjetima, opadanje intenziteta fluorescencije

precizno se moZe opisati kinetikom prvog reda.>

Slika 4. Otopina BODIPY spoja u CH2ClI> osvijetljena UV-svjetlom A = 366 nm

Zbog navedenih svojstava i gotovo neograni¢enih moguénosti modifikacija, BODIPY
jezgra odli¢an je izbor kao gradivni sintetski blok prilikom izrade raznih fluorescentnih

indikatora, tj. kemosenzora.®
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3. Rezultati i rasprava
3.1. Uvod

BODIPY spojevi prepoznati su kao fluorofori izvanrednih svojstava.'* Zbog brojnih
mogucénosti sinteze 1 strukturnih modifikacija, moguée je vrlo precizno prilagoditi
spektroskopska i fotofiziCka svojstva tih spojeva ovisno o zeljenoj primjeni. Najcesce se koriste
kao fluorescentni biomarkeri u molekularnoj biologiji za obiljezavanje proteina i DNK, a zatim
kao fluorescentni indikatori i laserske boje.>®852 Broj parametara koje je potrebno zajednicki
I istovremeno modificirati je velik. Nuzno je da indikator izaziva visoko selektivni fluorescentni
signal za analit, bez kompeticije ili reakcije sa drugim tvarima. Bitan kriterij je i otpornost
prema kemikalijama te stabilnost i neotrovnost u fizioloskim uvjetima. PozZeljna je Sto je
moguce intenzivnija fluorescencija koja zahtijeva velike vrijednosti molarnog apsorpcijskog

koeficijenta e(4) na valnoj duljini ekscitacije i visoke kvantne prinose fluorescencije, @s.

U svrhu daljnjeg istrazivanja i modifikacija na BODIPY jezgri radi priprave
biomolekulskog indikatora, u laboratoriju su Lindseyjevom metodom kondenzacije pirola i
aromatskog aldehida, te naknadnom oksidacijom DDQ-om i kompleksiranjem s BFz-OEt;

pripravljena tri razli¢ita BODIPY spoja.

H__O
1) DDQ
/ 2) EtsN, BF5-OEt,
TFA
4
W
N
H TFA
OH 1) DDQ
2) EtzN, BF3-OEt,
07 H 5

1) DDQ
2) EtsN, BF3-OEt,

\_NH HN—/

6

Shema 14. Plan sinteze spojeva 1-3
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3.2. Sinteza i spektroskopska karakterizacija dipirometana 4-6

Za sintezu dipirometanskih prekursora odabrana je Lindseyjeva metodu Kiselinski
katalizirane kondenzacije pirola s aromatskim aldehidima kojom se mogu sintetizirati 5-
fenildipirometani sa zeljenim supstituentima na benzenskom prstenu, ovisno o koristenom
aldehidu.

Reakcija zapocinje dodatkom trifluoroctene kiseline (TFA) koja djeluje kao katalizator
te dolazi do protoniranja karbonilne skupine benzaldehida. Prilikom nukleofilnog napada pirola
na karbonilni C atom benzaldehida i dehidratacije nastalog meduprodukta nastaje vrlo reaktivni
karbokation koji je sklon daljnjoj oligomerizaciji. Pojednostavljeni reakcijski mehanizam
prikazan je na shemi 15.

H. F +
" o HO/_\ O&F HKOH2
PH H I (H+ Ar F . N " H
E/) O J7H \ \J N.)
C T \_/TFA_ E/)
)
/_\TFA_
Ar
H Ar
N 1
— N - N
NHH’N\J\ D \ NH h Y

Shema 15. Pojednostavljeni reakcijski mehanizam Lindseyjeve sinteze dipirometana

Ukoliko se koristi aldehid s elektron-doniraju¢im supstituentima, dolazi do stabilizacije
nastalog karbokationa mezomernim efektom. Moguci produkti kondenzacije prikazani su na
shemi 16.

” oligomerizacija
—_—

Shema 16. Moguc¢i produkti kondenzacije pirola s aromatskim aldehidima
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Spoj 6 prethodno je pripravljen u laboratoriju Lindseyjevom metodom bez otapala u
velikom suvisku pirola te je nakon izolacije dodatno rekromatografiran. Produkt je

okarakteriziran spektroskopijom H-NMR.

Kako bi se povecala iskoristenja reakcija, za sintezu spojeva 4 i 5 koristen je 2,4-
dimetilpirol kojemu je jedan reaktivni a-polozaj blokiran metilnim supstituentom te je tako u
reakciji kondenzacije u dipirometan sprije¢ena oligomerizacija. Reakcije su provedene u strogo
kontroliranim reakcijskim uvjetima pod inertnom atmosferom N zbog velike reaktivnosti
stericki ometanog dipirometanskog mezo-ugljika i sklonosti dipirometana oksidaciji. Kao
otapalo koriSten je suhi diklormetan (DCM) jer H2O ¢ak i u tragovima smanjuje reakcijska
iskoristenja. Dobivene dipirometane pozeljno je $to prije kromatografirati i Cuvati na hladnom
kako bi se sprije¢ilo daljnje nastajanje smolastih nusprodukata. Cisti produkti dobiveni su
viSestrukim kromatografskim proc¢is¢avanjem. Nastajanje produkata potvrdeno je temeljem
spektara H i *C-NMR.

U spektru *H-NMR spoja 4 prikazanom na slici 5 vidljivo je 8 signala zbog simetri¢ne
strukture molekule. Signali koji odgovaraju metilnim protonima nalaze se u desnom dijelu
spektra pri nizim kemijskim pomacima. Protonu Hc odgovara singlet s integralom 6H pri 6 =
1,82 ppm, dok je proton Hp, manje zasjenjen jer je blize duSikovu atomu te je vidljiv takoder
kao singlet s integralom 6H pri 6 = 2,16 ppm. Signal protona Hg vidljiv je kao singlet s
integralom 1H pri 6 = 5,44 ppm, a svi ostali signali nalaze se u aromatskom dijelu spektra.
Signali fenilnih protona Hen vidljivi su kao multiplet s integralom 5H izmedu ¢ = 7,31 — 7,22
ppm, a signal pirolnog protona H, kao singlet s integralom 2H pri 6 = 5,71 ppm. Protonu

vezanom za atom dusika, Ha, odgovara $iroki singlet s integralom 2H pri 6 = 7,47 — 7,36 ppm.
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Slika 5. Spektar *H-NMR spoja 4 snimljen u CDCls

U spektru *H-NMR spoja 5 prikazanom na slici 6 vidljivo je 7 signala koji odgovaraju
spoju i signali zaostalih otapala nakon obrade reakcijske smjese. Metilnim protonima asignirani
su singlet Hcs integralom 6H pri 6 = 1,82 ppm i singlet Hy s integralom 6H pri 6 = 2,12 ppm, a
singlet Hq pri ¢ = 5,37 ppm s integralom 1H asigniran je mezo-protonu. Ostali signali nalaze se
u aromatskom dijelu spektra. Dublet na 6 = 5,77 s integralom 2H i s konstantom sprezanja J =
2,6 Hz odgovara pirolnom protonu Hy, Siroki singlet pri 6 = 7,25 — 7,22 ppm s integralom 1H
protonu Ha vezanom za dusSikov atom, a fenilni protoni su medusobno spregnuti i vidljivi su
kao dublet Hpnz: s integralom 2H, pri 6 = 7,0 ppm s konstantom sprezanja J = 8,4 Hz i dublet
Hpen2 pri 0 = 6,75, 2H, J = 8,4 Hz, konstanta sprezanja karakteristi¢na je za orto-fenilne

protone.>
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Slika 6. Spektar *H-NMR spoja 5 snimljen u CDCls

U spektrima °C i 3C APT-NMR spoja 5 prikazanima na slici 7 vidljivo je 11 signala
koji odgovaraju spoju te signali zaostalih otapala. Signali pri kemijskom pomaku ¢ = 11,1 ppm
i 13,2 ppm odgovaraju metilnim ugljicima Cy i Co. Signal pri 6 = 39,9 ppm asigniran je
tercijarnom mezo-ugljiku Ca. Preostali signali su signali aromatskih ugljikovih atoma.
Temeljem spektra 13C APT-NMR pirolnim ugljicima odgovaraju signali Cs pri 114,9 ppm te
C4 i C7 koji se zbog induktivnog efekta dusika nalaze pri ve¢em kemijskom pomaku, 6 = 125,5
ppm i ¢ = 126,5 ppm. Fenilnom ugljiku Cg odgovara signal pri 6 = 134,4 Hz, dok je signal za
ugljik C11 najmanje zasjenjen i nalazi se pri 0 = 154,4 ppm. Ostali signali odgovaraju metinskim
ugljicima. Pirolnom Cs asigniran je signal pri ¢ = 108,6 ppm, a fenilnim ugljicima signal Cy pri
0 =115,6 ppm i C1o pri o = 129,6 ppm.

20



£GP PST

— 06EPET
— L19°621
_— 1¥59ZT
— 28Y'S2T
99
6
— £19°807
Z68'6E

— 6ST'ET
— 690°11

il U l‘ |
CDCl,
2

10 9 5 ;

11 8 417 6 3 ‘
| L | | !
T | T | T I T I T | g | T | T

PPM 130 110 90 70 50 30 10

Slika 7. Spektar 3 C-NMR spoja 5 snimljen u CDCls

U spektru *H-NMR spoja 6 prikazanom na slici 8 vidljivo je 6 karakteristi¢nih signala.
Singlet s integralom 1H pri 6 = 5,48 ppm odgovara mezo-protonu Hy. U aromatskom dijelu
spektra vidljivi su signali pirolnih protona, singlet Hy s integralom 2H pri 6 = 5,92 ppm,
multiplet pri 0 = 6,19 — 6,12 ppm i dublet na 6 = 6,70 ppm, s konstantom sprezanja J = 1,3 Hz
koja odgovara a-protonu.> Multiplet pri 6 = 7,37 — 7,16 ppm s integralom 5H signal je fenilnih
protona Hpn, a Siroki singlet s integralom 2H pri 6 = 8,03 — 7,82 ppm odgovara protonu Ha

vezanom za dusik.
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Slika 8. Aromatski dio spektra *H-NMR spoja 6 snimljen u CDCls
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3.3. Sinteza i spektroskopska karakterizacija BODIPY spojeva 1-3

Pretvorba dipirometanskih prekursora u odgovaraju¢e BODIPY spojeve prili¢no je
jednostavna. Koristenjem DDQ-a kao oksidansa u ekvivalentnom omjeru dolazi do oksidacije
dipirometana u dipirometen. Nakon odvajanja nastalog hidrokinona filtracijom,
kompleksiranjem s BF3-OEt> u prisutnosti tercijarnog amina kao baze nastaju BODIPY spojevi.
Reakcija se prekine dodatkom vodene otopine NaOH te se produkti prociste kolonskom
kromatografijom. Reakcijski mehanizam prikazan je na shemi 17.

O
Ar m P Ar‘\ OH
A _ DDQ X NN NC Cl
\ NH CH,CI \ - \ NH /)
HN -/ 2Cl2 NH yN_ 7 NC Cl _N

or H> NC cl

Ar

o_
Ar
. X N < X
BF;-OFEt, m - \ N \+ N\ - . S - N+\\
NH N~ (\\‘N\ B/
He Y o
F~r “E
F
F
Fg-h
0

N I+
Shema 17. Reakcijski mehanizam sinteze BODIPY spojeva oksidacijom dipirometana i

naknadnim kompleksiranjem s BFs-OEt;

lako je metoda vrlo jednostavna, velik problem predstavljala su mukotrpna ¢iS¢enja
reakcijskih smjesa 1 izolacije konacnih produkata 1-3 zadovoljavajuce Cisto¢e koja je nuzna za
daljnja fotofizicka istrazivanja i naknadne modifikacije kako bi se sintetizirali bioloski

indikatori.

Prilikom sinteze spoja 1, nakon kromatografije koju je vrlo prakti¢no pratiti
tankoslojnom kromatografijom (TLC-om) jer produkti intenzivno fluoresciraju pod UV-
svjetlom valne duljine A = 366 nm, dobiveni produkt nazalost nije u potpunosti izoliran u obliku
kristala. Prema spektru 'H-NMR smjesa je i dalje sadrzavala znatne koli¢ine suvi$nog
BF3-OEt2. Smjesa je zatim ¢iséena mijesanjem s koncentriranijom vodenom otopinom NaOH,
ali ponovno nije uklonjen suvisak BF3 te je dobiven produkt u obliku ulja. Smjesa je zatim
obradena 30 %-tnom vodenom otopinom monoetanolamina (MEA). Naime, slobodni

elektronski par MEA nukleofilnim napadom s BFz tvori kompleksni spoj, dok hidroksilna
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skupina poboljsava njegovu topljivost u vodi te dolazi do prijelaza BF3 iz organske u vodenu

fazu. Mehanizam je prikazan na shemi 18.

HO _~ + 2 —» HO +é/F + N0
NH, F-BC BN E 0
F H
F 2

Shema 18. Uklanjanje suviska BF3 vodenom otopinom monoetanolamina

Nakon cis¢enja spoja tom metodom i rekromatografije uspjesno je izoliran uljasti
produkt koji stajanjem kristalizira te je prema spektru 'H-NMR visoke ¢istoée, a ukupno

reakcijsko iskoristenje iznosi # = 10,1 %.

S obzirom na to da je najveéi problem pri sintezi spoja 1 predstavljala njegova izolacija
i uklanjanje suviska BF3, nakon §to je sintetiziran spoj 2, tankoslojnom je kromatografijom
detaljno istrazen odgovarajuéi sustav otapala kako bi se poboljsala izolacija spoja kolonskom
kromatografijom. Reakcijska smjesa adsorbirana je na silikagel i kao takva naneSena na
kromatografsku kolonu. Nakon dugotrajnog ispiranja nepolarnim otapalom, postupno je
povecéan udio polarnog otapala te je uspjesno izoliran ¢isti spoj 2 u obliku naran¢asto-crvenih

kristala, a ukupno reakcijsko iskoriStenje iznosi # = 6,4 %.

Reakcijska smjesa spoja 3 nakon oksidacije i kompleksiranja dipirometana 6 takoder je
sadrzavala velik udio necisto¢a. Dodatnim ¢iS¢enjima i rekromatografijama suhim pakiranjem,
uspjesno je izoliran spoj 3 u obliku crvenih kristala, a ukupno reakcijsko iskoristenje iznosi n =
4,4 %.

U spektru *H-NMR spoja 1 prikazanom na slici 9 vidljivo je 5 signala. Singlet s
integralom 6H na ¢ = 1,37 pripada metilnim protonima Hy, te singlet s integralom 6H pri 6 =
2,56 protonima Ha. Singlet s integralom 2H pri 6 = 5,98 je pirolni proton Hp. Dublet dubleta s
integralom 2H pri 6 = 7,28 ppm i s konstantama sprezanja J = 2,1 Hz, 1,6 Hz pripada protonu
Hrns Koji je spregnut s protonima Hpn1 i Henz koji su vidljivi kao multiplet s integralom 3H pri
0=17,51-7,41ppm.
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Slika 9. Spektar *H-NMR spoja 1 snimljen u CDCls

U spektrima**C i *C APT-NMR spoja 1 prikazanima na slici 10 vidljivo je 11 signala.
Signali pri kemijskom pomaku ¢ = 14,3 ppm i 6 = 14,6 ppm pripadaju metilnim ugljicima Cy i
C.. Signal metinskog pirolnog ugljika Cs je pri o = 121,2 ppm, a signali ostalih pirolnih ugljika
Ca, Ce i Cy vidljivi su pri § = 135,0 ppm, 141,7 ppm i 143,2 ppm. Temeljem spektra 3C APT-
NMR moze se pretpostaviti da signali pri 0 = 128,0 ppm, 128,9 ppm i 129,1 ppm pripadaju
fenilnim ugljicima Cg, C10 i C11. Signal pri 6 = 131,4 ppm odgovara mezo-ugljiku Cs, a najmanje

zasjenjen signal pri 6 = 155,4 ppm odgovara kvarternom fenilnom ugljiku Cs.
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Slika 10. Spektar *C-NMR spoja 1 snimljen u CDCls

U IR-spektru spoja 1 prikazanom na slici 11 vidljiva je apsorpcijska vrpca
karakteristiéna za istezanje sp> C-H veze pri 2924 cm™ i ostra vrpca pri 1540 cm

karakteristi¢na za istezanje aromatske C=C veze.
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Slika 11. IR-spektar spoja 1
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U spektru *H-NMR spoja 2 prikazanom na slici 12 vidljivo je 6 signala. Singlet s
integralom 6H pri 6 = 1,44 ppm odgovara protonima Hp, a singlet s integralom 6H pri 6 = 2,55
ppm protonima Ha. Hidroksilnom protonu Hc pripada singlet s integralom 1H pri 6 = 5,24 ppm,
pirolnom protonu Hp singlet s integralom 1H pri 6 = 5,98 ppm, dublet s integralom 2H pri 0 =
6,94 ppm, J = 8,4 Hz odgovara fenilnom protonu Henz, a dublet s integralom 2H pri nesto vecoj
vrijednosti kemijskoh pomaka zbog blizine hidroksilne skupine, 6 = 7,12 ppm, J = 8,4 Hz,
pripada protonu Hen1.

1
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H,0
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Slika 12. Spektar *H-NMR spoja 2 snimljen u CDCls

U BC i BC APT-NMR spektrima spoja 2 prikazanima na slici 13 vidljivo je 11
karakteristi¢nih signala. Signali pri kemijskom pomaku 6 = 14,71 ppm i ¢ = 14,73 ppm
pripadaju metilnim ugljicima C; i C,. Signal metinskog pirolnog ugljika Cs je pri 6 = 121,3
ppm, a signali ostalih pirolnih ugljika Ca4, Ce i C7 su pri 6 = 132,0 ppm, 141,9 ppm i 143,3 ppm.
Temeljem spektra 3C APT-NMR moze se pretpostaviti da signali pri 6 = 116,3 ppm, 129,5
ppm i 156,4 ppm pripadaju fenilnim ugljicima Co, C1o i C11. Mezo-ugljiku Cz pripada signal pri
0 =127,3 ppm, a signal pri ¢ = 155,5 ppm fenilnom ugljiku Cs.
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Slika 13. Spektar *C-NMR spoja 2 snimljen u CDCls

U IR-spektru spoja 2 prikazanom na slici 14 vidljiva je Siroka apsorpcijska vrpca
karakteristi¢na za istezanje O—H veze pri 3406 cm™, slaba apsorpcijska vrpca pri 2925 cm*
karakteristi¢na za sp?> C—H istezanje i ostra apsorpcijska vrpca pri 1503 cm™ karakteristiéna za

istezanje aromatske C=C veze.
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Slika 14. IR-spektar spoja 2
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Na slici 15 prikazan je spektar *H-NMR spoja 3 na kojem su vidljiva 4 signala. Multiplet
s integralom 5H pri 0 = 7,59 — 7,52 ppm signal je fenilnih protona Hen. Dublet s integralom 2H
pri 0 = 6,55 ppm, J = 3,5 Hz odgovara protonu Hs, dublet s integralom 2H pri 6 = 6,94 ppm, J
= 3,5 Hz protonu Hc, dok se za singlet s integralom 2H koji je pri najvecoj vrijednosti kemijskog

pomaka zbog induktivnog efekta dusikova atoma, 0 = 7,95 ppm, moze pretpostaviti da odgovara

protonu Ha.
| |/
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Slika 15. Aromatski dio spektra *H-NMR spoja 3 snimljen u CDCls

U spektru 3C-NMR spoja 3 prikazanom na slici 16 vidljivo je 9 signala koji se svi
nalaze u aromatskom dijelu spektra u podru¢ju kemijskih pomaka od ¢ = 115 ppm do ¢ = 150
ppm. Kako su svi ugljikovi atomi u spoju sp? hibridizirani i nemaju vezane funkcionalne
skupine, njihove kemijske okoline su vrlo sli¢ne te se stoga signalima ne mogu s velikom
sigurno$cu pripisati odgovarajuéi ugljikovi atomi. Signal pri kemijskom pomaku ¢ =118,7 ppm
odgovara mezo-ugljiku Cs, a signal pri najvecem kemijskom pomaku ¢ = 147,5 ppm fenilnom
ugljiku Ce. Pirolnim ugljikovim atomima Ci, C2, Cs i C4 vjerojatno pripadaju signali pri ¢ =
130,9 ppm, 131,8 ppm, 134,0 ppm i 135,1 ppm. Odzivi ostalih fenilnih ugljika C7, Cs i Co mogli
bi se pripisati signalima pri ¢ = 128,6 ppm, 130,6 ppm i 144,3 ppm.

29



EPS LPT
[4: a2
— SZT'SET
— PSHEET
— GLLTET
—— S06'0ET
—— LE£9°0ET
— £65'8ZT
£89'8TT

7/8/9

11213/4

7/8/9 J\

T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 144 140 136 132 128 124 120

Slika 16. Spektar **C-NMR spoja 3 snimljen u CDCls

U IR-spektru spoja 3 prikazanom na slici 17 vidljiva je vrlo slaba apsorpcijska vrpca pri
3061 cm™, karakteristicna za sp> C—H istezanje. Ostra apsorpcijska vrpca pri 1538 cm™

karakteristi¢na je za istezanje aromatske C=C veze.
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Slika 17. IR-spektar spoja 3

30



4. Eksperimentalni dio
4.1. Opée napomene

Za identifikaciju sintetiziranih spojeva u okviru ovog zavr$nog rada i odredivanje njihove
Sistoce koristene su spektroskopske metode: nuklearna magnetska rezonancija (*H, *C, *C-
APT) i infracrvena spektroskopija (IR-ATR). Spektri 'H i *C-NMR snimljeni su na
spektrometrima Bruker AV-600 i AV-300 na Institutu Ruder Boskovié, koji rade na frekvenciji
od 600 MHz i 300 MHz za jezgre 'H i frekvenciji od 150 MHz i 75 MHz za jezgre *C. Spektri
NMR snimani su u CDCIs kao otapalu, koriste¢i tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard,
a kalibrirani su prema otapalu (6 = 7,26 ppm za *H i 6 = 77,16 ppm za *C-NMR). Vrijednosti
kemijskih pomaka i karakteristi¢ne apsorpcijske vrpce IR-zradenja u skladu su s literaturnima.®
Za potpunu asignaciju signala potrebno je snimiti i 2D spektre NMR. IR-spektri snimljeni su

na instrumentu Perkin-Elmer IR.
Talista su odredena na Koflerovu aparatu i nisu korigirana.

Cistoéa pojedinih spojeva utvrdena je tankoslojnom kromatografijom (TLC-om) i dana je

njihova R¢-vrijednost u odredenom razvijacu.

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom (Merck 63-200

um) uz odgovarajuci sustav otapala.

Koristena su kupovna otapala ili prociS¢ena dvostrukom destilacijom. U nekim koracima
koriStena su otapala suSena iznad molekulskih sita 1 granula KOH. Pirol, 2,4-DMP,

benzaldehid, 4-hidroksibenzaldehid i borov trifluorid-dietil-eterat su kupovne kemikalije.
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4.2. Sinteza spoja 1
4.2.1. Sinteza 5-fenil-1,3,7,9-tetrametildipirometana (4)

U dvogrloj tikvici od 100 mL otopljen je benzaldehid (0,8 mL, 8,0 mmol) u suhom DCM-u (20
mL) pod inertnom atmosferom N te uz zastitu od svjetla. Zatim je u reakcijsku smjesu dodan
2,4-dimetilpirol (2,1 mL, 20,0 mmol) i TFA u malim obrocima (1 mL, 1,3 mmol) pri ¢emu
dolazi do burne, egzotermne reakcije i promjene boje otopine iz svijetlo-zute u crveno-smedu.
Reakcijska smjesa je potom mijesana 2,5 h pri sobnoj temperaturi. Reakcija je zaustavljena
dodatkom vodene otopine NaOH (20mL, 0,1 M). Vodeni i organski sloj su odijeljeni, a vodeni
sloj je neutraliziran s HCI (4 M) i ekstrahiran s DCM-om (3 x 20 mL). Skupljeni organski
ekstrakti suseni su iznad bezvodnog MgSOas. Susilo je odfiltrirano preko filter-papira, a filtrat
je uparen do suha pod snizenim tlakom na rotacijskom uparivacu te je dobiveno 3,49 g smede,

uljaste tekucine.

Istim postupkom dobiveno je dodatnih 3,24 g spoja 4, ukupno 6,73 g iz obje sarze, koji je zatim
prociséen kromatografijom na koloni punjenoj silikagelom uz DCM kao eluens. Izolirano je
5,73 g smede uljaste smjese koja prema spektru *H-NMR sadrzi Zeljeni produkt i pocetni 2,4-
DMP u omjeru 3:2. Radi bolje karakterizacije dobivenog spoja 4 iz odvage 120 mg dobivene
smjese uspjes$no su rekromatografijom uklonjeni nusprodukti i pocéetni 2,4-DMP na koloni
punjenoj silikagelom uz heksan/DCM (0 — 50 %) kao eluens te je dobiveno 50 mg analiti¢ki

Cistog spoja 4.

5-fenil-1,3,7,9-tetrametildipirometan (4)

\_NH HN_/

Smede ulje, *H-NMR (CDCls, 300 MHz) d/ppm: 7,47 — 7,36 (Siroki s, 1H), 7,31 — 7,22 (m,
5H), 5,71 (s, 2H), 5,44 (s, 1H), 2,16 (s, 6H), 1,82 (s, 6H).
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4.2.2. Sinteza 4,4-difluor-8-fenil-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (1)

2,90 g smjese koja sadrzi spoj 4 (= 1,74 g, ~ 6,3 mmol) i DDQ (2,75 g, 12,1 mmol) suspendirani
su u suhom DCM-u (20 mL) u tikvici s okruglim dnom od 100 mL. Reakcijska smjesa je
mijesana zasticena od svjetla na magnetskoj mijesalici pod inertnom atmosferom N2 pri sobnoj
temperaturi 3 h. Potom je reakcijska smjesa filtrirana preko filter-papira i filtrat je uparen do
suha pri snizenom tlaku na rotacijskom uparivacu. Dobiveno je 2,02 g smede uljaste tekuéine

koja je bez proc¢iS¢avanja koriStena u sljede¢em reakcijskom koraku.

Dobivena sirova smjesa otopljena je DCM-u (20 mL) u dvogrloj tikvici od 100 mL. Pod
atmosferom N te uz zastitu od svjetla, uz stalno mijeSanje na magnetskoj mijesalici strcaljkom
je dodan trietilamin (13,2 mL, 94,6 mmol) i BF3-OEt> (11,8 mL, 94,6 mmol) u malim obrocima.
Smjesa je mijesana pri sobnoj temperaturi preko noci. Sljedeci dan u reakcijskoj smjesi bila je
vidljiva izrazita fluorescencija. Dodana je vodena otopina NaOH (20 mL, 0,1 M) te je smjesa
mijesana 1 h pri sobnoj temperaturi. Organski i vodeni sloj su odijeljeni, a vodeni je ekstrahiran
DCM-om (3 x 20 mL). Kombinirani organski slojevi suseni su iznad bezvodnog MgSO4 i nakon
susenja filtrirani preko filter-papira te je otapalo otpareno pri snizenom tlaku na rotacijskom
uparivacu. Dobiveno je 1,78 g tamno-crvenog ulja koje prema spektru *H-NMR sadrzi produkt
1 i suvisak BF3-OEto.

Analiti¢ki Cist uzorak dobiven je rekromatografijama 840 mg procis¢ene sirove smjese
metodom suhog pakiranja na stupcu silikagela uz smjesu otapala heksan/Et,O (0 — 25 %) kao
eluens. Dobiveno je 170 mg narancasto-crvenog ulja koje stajanjem Kristalizira i sadrzi iznimno

mali udio nedistoca.

4,4-difluor-8-fenil-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (1)

Ukupno reakcijsko iskoristenje # = 10,1 %, narancasto-crveni kristali, Rf (DCM) = 0,91. tH-
NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7,51 — 7,41 (m, 3H), 7,28 (dd, 2H, J = 2,1 Hz, J = 1,6 Hz),
5,98 (s, 2H), 2,56 (s, 6H), 1,37 (s, 6H). BC-NMR (CDCls, 150 MHz) s/ppm: 155,4, 1432,
141,7,135,0, 131,4, 129,1, 128,9, 128,0, 121,2 14,6, 14,3. IR w/cm™*: 2924, 1540.
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4.3. Sinteza spoja 2
4.3.1. Sinteza 5-(4-hidroksifenil)-1,3,7,9-tetrametildipirometana (5)

U dvogrloj tikvici od 100 mL suspendiran je 4-hidroksibenzaldehid (1,51 g, 12,4 mmol) u
suhom DCM-u (30 mL), pod inertnom atmosferom N i uz zastitu od svjetla. Potom su u
reakcijsku smjesu dodani 2,4-DMP (3 mL, 29,1 mmol) i TFA (0,1 mL, 1 mmol) u malim
obrocima pri ¢emu dolazi do burne, egzotermne reakcije i promjene boje iz svijetlo-zute u
tamno-smedu. Reakcijska smjesa je mijesana 2,5 h pri sobnoj temperaturi. Reakcija je prekinuta
dodatkom vodene otopine NaOH (20 mL, 0,1 M). Organski i vodeni sloj zatim su odijeljeni, a
vodeni sloj je neutraliziran s HCI (4 M) i ekstrahiran s s EtOAc (3 x 25 ml). Kombinirani
organski ekstrakti oprani su s vodom (30 mL) i suseni iznad bezvodnog MgSOs. Susilo je
filtrirano preko filter-papira i filtrat je uparen do suha na rotacijskom uparivacu pri snizenom
tlaku te je dobiveno 3,33 g smede uljaste tekucine. Spojeni ekstrakti proc¢iséeni su kolonskom
kromatografijom na stupcu silikagela uz smjesu otapala DCM/EtOAc (0 — 20 %) kao eluens.
Dobiveno je 2,09 g smedeg ulja koje prema spektru *H-NMR odgovara produktu, spoju 5.

5-(4-hidroksifenil)-1,3,7,9-tetrametildipirometan (5)

OH

\_NHHN_/

5

Smede ulje, tH-NMR (CDCls, 300 MHz) o/ppm: 7,25 — 7,22 (3iroki s, 1H), 7,00 (d, 2H, J = 8,4
Hz), 6,75 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 5,77 (d, 2H, J = 2,6 Hz), 5,37 (s, 1H), 2,12 (s, 6H), 1,82 (s, 6H).
13C-NMR (CDCls, 150 MHz) 8/ppm: 154,4, 134,4, 129,6, 126,5, 125,5, 115,6, 114,9, 108,86,
39,9, 13,2, 11,1.

4.3.2. Sinteza 4,4-difluor-8-(4-hidroksifenil)-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indacena (2)

U tikvici s okruglim dnom od 200 mL suspendirani su spoj 2 (2,09 g, 8,8 mmol) i DDQ (2,99
g, 13,2 mmol) u toluenu (50 mL). Suspenzija je mijeSana na magnetskoj mijeSalici pri

temperaturi refluksa 1 h. Reakcijska smjesa je potom filtrirana preko filter-papira i otapalo je
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otpareno na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku. Dobiveno je 1,96 g tamno-smedeg ulja

koje je bez procis¢avanja koristeno u sljede¢em reakcijskom koraku.

Upareni uljasti ostatak suspendiran je u toluenu (35 mL) u ultrazvucnoj kupelji. Pod inertnom
atmosferom N2 dodan je EtsN (12,2 mL, 87,7 mmol) i BF3-OEt2 u malim obroima (11 mL, 87,7
mmol) uz stalno mijeSanje na magnetskoj mijesalici. Reakcijska smjesa je grijana preko noci
pri 70 °C. U ohladenu smjesu nakon mijeSanja dodana je vodena otopina NaOH (30 mL, 1 M)
te su odijeljeni organski i vodeni sloj. Vodeni sloj je neutraliziran s HCI (4 M) i ekstrahiran s
EtOAc (3 x 30 mL). Kombinirani organski ekstrakti suseni su iznad bezvodnog MgSO; i
filtirani preko filter-papira i potom upareni na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku. Sirova
reakcijska smjesa nanesena je na stupac silikagela metodom suhog pakiranja i proc¢iséena uz
smjesu otapala heksan/Et,O (0 — 50 %) kao eluens. Dobiveno je 209 mg narancastih Kristala
koji prema spektru *H-NMR odgovaraju produktu, spoju 2, te 68 mg crvenog ulja s malim

udjelom necistoca.

4,4-difluor-8-(4-hidroksifenil)-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (2)

Ukupno reakcijsko iskoristenje, n = 6,4%, Tt = 222 — 226 °C, narancasti Kristali, Rs (heksan/
Et,0, 1:1) = 0,20. 'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 7,12 (d, 2H, 8,4 Hz), 6,94 (d, 2H, J =
8,4 Hz), 5,98 (s, 1H), 5,24 (s, 1H), 2,55 (s, 6H), 1,44 (s, 6H). 3C NMR (CDCls, 150 MHz)
olppm: 156,4, 155,5, 143,3, 141,9, 132,0, 129,5, 127,3, 121,3, 116,3, 14,73, 14,71. IR v/cm™:
3406, 2925, 1503.
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4.4. Sinteza spoja 3

4.4.1. Sinteza 4,4-difluor-8-fenil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (3)

Spoj 6 (1,12 g, 5,4 mmol) otopljen je u tikvici s okruglim dnom od 200 mL u suhom DCM (35
mL) te je dodan DDQ (2,45 g, 10,8 mmol) i reakcijska smjesa je mijesana 3 h pri sobnoj
temperaturi pod inertnom atmosferom N». Reakcijska smjesa je potom profilitrirana preko
filter-papira te je otapalo otpareno na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku. Dobiveno je

1,15 g tamno-crvenog ulja koje je bez pro¢is¢avanja koristeno u sljede¢em reakcijskom koraku.

Upareni ostatak otopljen je u suhom DCM-u (35 mL) te mu je pod atmosferom N> dodan EtsN
(11,3 mL, 8,1 mmol) i BF3-OEt; (10,2 mL, 8,1 mmol) u malim obrocima pri ¢emu dolazi do
burne reakcije. Reakcijska smjesa mijesana je preko noéi pri sobnoj temperaturi. Sljedeéi dan
u tikvicu je dodana vodena otopina NaOH (40 mL, 1 M) te je reakcijska smjesa mijeSana 1 h.
Odijeljeni su vodeni i organski sloj, a vodeni sloj je neutraliziran s HCI (4 M) i ekstrahiran s
DCM (3 x 20 mL). Kombinirani organski ekstrakti suseni su iznad bezvodnog MgSQyg, filtrirani
preko filter-papira te je filtrat uparen do suha na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku.
Dobiveno tamno-crveno ulje kromatografirano je na stupcu silikagela na koji je nane$eno suhim
pakiranjem i eluirano sa smjesom otapala heksan/Et.O (0 — 20%). Dobiveno je 64 mg crvenih

kristala koji su na osnovu snimljenih spektara NMR identificirani kao produkt, spoj 3.

4,4-difluor-8-fenil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (3)

Ukupno reakcijsko iskoristenje, # = 4,4%, Tt= 102 — 103 °C, crveni kristali, Rs (heksan/Et.O
(20 %)) = 0,34.'H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 7,95 (3iroki s, 1H), 7,59 — 7,52 (m, 5H),
6,94 (d, 2H, J = 3,5 Hz), 6,55 (d, 2H, J = 3,5 Hz). 3C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm: 147,5,
144,3, 135,1, 134,0, 131,8, 130,9, 130,6, 128,6, 118,7. IR w/cm™*: 3061, 1538.
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5. Zakljucak

U ovom zavr$nom radu Lindseyjevim pristupom pripravljena je serija BODIPY spojeva
1-3: 4,4-difluor-8-fenil-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (1), 4,4-difluor-8-(4-
hidroksifenil)-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (2) i 4,4-difluor-8-fenil-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacen (3). Prvi korak u njihovoj sintezi je priprava dipirometana metodom
kondezacije pirola s aromatskim aldehidima uz trifluoroctenu kiselinu kao katalizator pri sobnoj
temperaturi. Reakcijom 2,4-dimetilpirola i benzaldehida ili 4-hidroksibenzaldehida dobiveni su
odgovaraju¢i  5-fenil-1,3,7,9-tetrametildipirometan  (4) 1  5-(4-hidroksifenil)-1,3,7,9-
tetrametildipirometan (5). Navedeni dipirometani i 5-fenildipirometan (6), koji je prethodno
pripravljen u laboratoriju, prevedeni su in situ u dipirometene uz 2,3-diklor-5,6-dicijano-1,4-
benzokinon kao oksidans, a kompleksiranjem s borovim trifluoridom kao Lewisovom
kiselinom dobivene su ciljne molekule 1-3 u ukupnim reakcijskim iskoristenjima od 4 — 10 %.
Reakcije su provedene pri suhim i inertnim uvjetima. Temeljem spektara *H i *C-NMR
potvrdeno je dobivanje BODIPY spojeva 1-3, koji su dodatno okarakterizirani infracrvenom
spektroskopijom te odredivanjem taliSta.

Odabrani pristup sinteze BODIPY spojeva koristenjem razli¢ito supstituiranih derivata
pirola 1 benzaldehida dobro je istrazen. Tako je koriStenjem susptituiranih pirola smanjena
mogucénost nastajanja oligomera, medutim reakcijska iskoriStenja su i dalje niska, a dugotrajne
izolacije Cistih spojeva velik su nedostatak. S obzirom na to da je najveci problem bio uklanjanje
BF3-OEty, reagensa kojeg je nuzno koristiti u suvisku, optimizacijom reakcijskog koraka
kompleksiranja u buduc¢nosti bi se mogli izbjec¢i navedeni problemi.

Pripravljeni razlicito supstituirani BODIPY spojevi posluzit ¢e kao prekursori u sintezi

novih biomolekulskih fluorescentnih indikatora.
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6. Popis oznaka, kratica i simbola

APT — test vezanog protona

ATR - oslabljena totalna refleksija
BODIPY — borov dipirometen

DCM - diklormetan

DDQ - 2,3-diklor-5,6-dicijano-1,4-benzokinon
2,4-DMP — 2,4-dimetilpirol

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

IR —infracrveno

MEA — monoetanolamin

NMR — nuklearna magnetska rezonancija
NXS — N-halosukcinimid

SeAr — elektrofilna aromatska supstitucija
SnAr — nukleofilna aromatska supstitucija
TFA — trifluoroctena kiselina

TLC — tankoslojna kromatografija

TMS — tetrametilsilan

UV — ultraljubicasto

J — konstanta sprezanja

Rf — faktor razlucivanja

Tt — temperatura taljenja

v — valni broj

A A — Stokesov pomak

0 — kemijski pomak

¢ — molarni apsorpcijski koeficijent

n — reakcijsko iskoristenje

A —valna duljina

T — vrijeme Zivota pobudenog stanja

&5 — kvantni prinos fluorescencije
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