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Popis oznaka, kratica i simbola

A – apsorbancija 

APT – engl. attached proton 

test, test vezanog protona 

BODIPY – engl. borron 

dipyrromethene, borov 

dipirometen 

BSA – engl. bovine serum 

albumine, albumin 

goveđeg seruma 

DBU – 1,8-

diazabiciklo[5.4.0]undek-

7-en 

DDQ – 5,6-dicijano-2,3-

diklor-1,4-benzokinon 

DMF – N,N-

dimetilformamid 

DNK – 

deoksiribonukleinska 

kiselina 

E+ – elektrofil 

ESIPT – engl. excited 

state intramolecular 

proton transfer, 

intramolekularni prijenos 

protona u pobuđenom 

stanju 

ESPT – engl. excited state 

proton transfer, prijenos 

protona u pobuđenom 

stanju 

fs-TA – femtosekundna 

tranzijentna apsorpcijska 

spektroskopija 

HOMO – engl. highest 

occupied molecular 

orbital, najviša popunjena 

molekulska orbitala 

HPLC-MS – vezni sustav 

tekućinske kromatografije 

visoke djelotvornosti i 

masene spektrometrije 

IR – engl. infrared, 

infracrveno 

IRF – engl. instrument 

response function, 

funkcija odziva 

instrumenta 

ISC – engl. intersystem 

crossing, međusustavno 

križanje 

LFP – engl. laser flash 

photolysis, laserska 

pulsna fotoliza 

LUMO – engl. lowest 

unoccupied molecular 

orbital, najniža 

nepopunjena molekulska 

orbitala 

m- – meta- položaj 

NBS – N-bromsukcinimid 

NCS – N-klorsukcinimid 

NMR – nuklearna 

magnetska rezonancija 

Nu- – nukleofil 

o- – ortho- položaj 

ONSH – engl. oxidative 

nucleophilic substitution 

of hydrogen, oksidativna 

nukleofilna supstitucija 

vodika 

p- – para- položaj 

QM – kinon-metid 

RNK – ribonukleinska 

kiselina 

S0 – osnovno singletno 

stanje 

S1 – prvo pobuđeno 

singletno stanje 

SEAr – elektrofilna 

aromatska supstitucija 

SNAr – nukleofilna 

aromatska supstitucija 

SET – engl. single 

electron transfer, prijenos 

pojedinačnog elektrona 

T1 – prvo pobuđeno 

tripletno stanje 

TBAF – 

tetrabutilamonijev fluorid 

TC-SPC – engl. time-

correlated single photon 

counting, vremenski 

korelirano brojanje 

pojedinačnih fotona 

TD-DFT – engl. time-

dependend density 

functional theory, 

vremenski ovisna teorija 

gustoće funkcionala 

TFA – trifluoroctena 

kiselina 

THF – tetrahidrofuran 

TMS – trimetilsililna 

skupina 

UV-Vis – engl. 

ultraviolet-visible, UV-

vidljivo 

VNS – engl. vicarious 

nucleophilic substitution, 

susjedna nukleofilna 

supstitucija 

λ – valna duljina 

ε – molarni apsorpcijski 

koeficijent 

Φf – kvantni prinos 

fluorescencije 

Δ�̅� – Stokesov pomak 

τ – vrijeme života 

pobuđenog stanja
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Uvod 

 Potaknuti zanimljivim fotofizičkim svojstvima, značajnom antiproliferativnom 

aktivnosti BODIPY prekursora kinon-metida (QM) sintetiziranih u sklopu projekta 

„PhotoApp“ i njihovom potencijalnom primjenom u liječenju karcinoma, odlučili smo 

sintetizirati novi derivat, ispitati njegova fotofizička svojstva i fotokemijsku reaktivnost. Tako 

je cilj ovoga rada sinteza novog BODIPY spoja 1 (slika 1) čiji je kromofor produljen 

konjugacijom s etinilfenolnom skupinom i koji posljedično ima veću valnu duljinu apsorpcije, 

važan parametar za primjenu fotokemijski reaktivnih spojeva u biološkim sustavima. 

Uvođenjem N,N-dimetilaminometilne skupine u ortho- položaj prema hidroksilnoj skupini 

omogućuje se fotokemijska reaktivnost i nastajanje QM-a, vrlo reaktivnih intermedijara koji 

pokazuju biološku aktivnost.1 Za razliku od većine spojeva s primjenom u fotodinamičkoj 

terapiji, mehanizam antitumorske aktivnosti QM-a je različit i ne temelji se na stvaranju 

reaktivnog singletnog kisika koji uzrokuje štetu u stanicama karcinoma, već na procesu 

alkiliranja DNK ili proteina. Alkiliranjem se QM kovalentnom vezom veže za polinukleotide. 

Ovakvi adukti interferiraju sa staničnim metabolizmom, replikacijom i transkripcijom DNK i 

uzrokuju smrt stanice. Zbog brze proliferacije stanica karcinoma u kombinaciji sa strukturnim 

i funkcijskim abnormalnostima u krvnim žilama tumorskog tkiva, ona su često hipoksična, tj. 

imaju smanjenu koncentraciju kisika.2 Kako za nastajanje i reaktivnost QM-a nije potreban 

kisik, mogućnost primjene u liječenju karcinoma im je znatno veća od uobičajenih organskih 

fotosenzibilizatora. 

 

Slika 1. Struktura ciljnog novog BODIPY spoja 1, prekursora QM-a. 
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Opći dio 

BODIPY spojevi 

Struktura i fotofizička svojstva 

Među brojnim klasama fluorescentnih boja jednu od zapaženih skupina čine spojevi koji 

sadrže strukturu 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena, poznatiji kao BODIPY (engl. 

boron-dipyrromethene). Slučajno su ih otkrili A. Treibs i F. H. Kreuzer još 1968. godine 

proučavajući porfirine, kada su tijekom sinteze u reakcijskoj smjesi primijetili intenzivnu 

zelenu fluorescenciju.3 Njihov veliki potencijal prepoznat je tek 20 godina kasnije, a danas 

imaju vrlo široku primjenu. Koriste se u molekularnoj biologiji kao fluorescentni markeri4–8 i 

senzori9–11, laserske boje12,13, u fotodinamičkoj terapiji14–16 te u nanotehnologiji kao dijelovi 

optoelektroničkih uređaja17,18 i kao dostavljači lijekova.19,20 

Ovaj heterociklički fluorofor 3 sastoji se od dvije podjedinice pirola koje su povezane 

metinskim mostom na položaju α- (dipirometen 2) i borovim atomom koji je koordinacijski 

vezan atomima dušika (slika 2). Takva struktura analogna je tricikličkom ugljikovom spoju – 

s-indacenu 4. 

 

Slika 2. Strukture osnovnog dipirometena, BODIPY-ja i s-indacena. 

Postoje fluorescentni kompleksni spojevi BF2 i s drugim ligandima. Do sada su najveći 

potencijal pokazali kompleksi koji sadrže dušik umjesto ugljika na položaju 8- dipirometena – 

aza-BODIPY spojevi, a poznati su još BOPHY, BOPAHY, BOIMPY i BOPPY 5-9 (slika 3).21–

25 
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Slika 3. Primjeri struktura fluorescentnih borovih kompleksnih spojeva.21–26 

Struktura BODIPY spojeva ne slijedi Hückelovo pravilo za aromatičnost jer je 12 π-

elektrona distribuirano na 12 atoma, ali njihova svojstva su uvelike slična aromatskim π-

sustavima zato jer koordinacija tetraedarskog borovog atoma, koji ne sudjeluje u delokalizaciji 

elektrona, drži dipirometenski ligand u rigidnoj, gotovo potpuno planarnoj konformaciji. 

Struktura je zbog dušikovih atoma blago polarizirana što omogućuje nukleofilne i elektrofilne 

reakcije.27 Funkcionalne skupine tako se mogu uvesti na sve položaje: na pirolne ugljikove 

atome, na meso-ugljik i na sami borov atom.28 

 Osnovna fotofizička svojstva BODIPY spojeva uvelike ovise o prisutnim 

supstituentima, o njihovu broju i položaju te o vrsti funkcionalnih skupina povezanih preko 

meso-položaja. BODIPY spojevi intenzivno su obojeni i uglavnom imaju uske apsorpcijske 

vrpce s maksimumom apsorpcije, λabs, najčešće u području 470 – 530 nm, odnosno u plavom i 

zelenom dijelu vidljivog dijela elektromagnetskog spektra.6 U slučajevima gdje je BODIPY 

jezgra dodatno konjugirana, λabs se može pomaknuti do bliskog infracrvenog dijela spektra. 

Intenzivna obojanost čak i vrlo razrijeđenih otopina posljedica je visokih vrijednosti molarnih 

apsorpcijskih koeficijenata, ε. Vrijednosti kvantnih prinosa fluorescencije, Φf, su 

karakteristično visoke, uobičajeno 60 % – 90 %.29 Dobro su topljivi u organskim otapalima i 

nisu skloni agregaciji, polarnost otapala vrlo slabo utječe na apsorpcijske spektre uzrokujući 
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pomake apsorpcijskih i emisijskih maksimuma za manje od 10 nm.30 U krutom stanju 

fluorescencija je vrlo slaba, zbog planarnosti i intermolekulskih π-π interakcija, ali se može 

povećati uvođenjem prostorno velikih supstituenata.31 Vremena života pobuđenog singletnog 

stanja, τ, kreću se između 1 – 10 ns, dok je nastajanje tripletnog stanja, T1, zanemarivo u 

spojevima koji nisu supstituirani teškim elementima.15 Apsorpcijski spektri snimljeni u 

otopinama ili plastičnim filmovima pokazuju izražene prijelaze S0→S1. Kod pobuđivanja bilo 

u stanje S1 ili S2, opaža se jaka fluorescencija iz stanja S1, dok iz stanja S2 nije primijećena 

fluorescencija, već dolazi do učinkovite deaktivacije u S1.
32 Stokesov pomak, Δ�̅� između 

najniže apsorpcijske i emisijske energetske vrpce je vrlo malen i ukazuje na neznatnu promjenu 

strukture prateći prijelaz iz stanja S0 u S1 i vibracijsku relaksaciju.33 Kvantni prinos 

fluorescencije, Φf, ovisi o strukturi te raste sa svakom strukturnom modifikacijom koja uzrokuje 

manju konformacijsku fleksibilnost.29 Pri najčešćim eksperimentalnim uvjetima, opadanje 

intenziteta fluorescencije precizno se može opisati kinetikom prvog reda.34 

Sinteza i funkcionalizacija 

 Početak sinteze BODIPY fluorofora je priprema odgovarajućeg dipirometena. Koriste 

se dva različita pristupa za sintezu ovog liganda, a oba su razvijena na temelju kemije porfirina.  

 Prvi pristup je kiselinski kondenzirana kondenzacija pirola 10 s aromatskim aldehidom 

11, tzv. Lindseyjeva metoda (shema 1).35 Ovom reakcijom nastaju derivati dipirometana 12, 

koji se zatim oksidiraju s oksidansom poput 5,6-dicijano-2,3-diklor-1,4-benzokinona (DDQ) ili 

p-kloranila u dipirometen 13. Dipirometeni se najčešće ne izoliraju jer ih je teško 

kromatografirati i nisu stabilni, već se odmah prevode u BODIPY spojeve 14 suviškom 

BF3·OEt2 pri baznim uvjetima. Moguće je provesti sva 3 koraka u nizu, ali iskorištenja su tada 

vrlo niska i dobivene produkte je teško izolirati.9,36 

 

Shema 1. Sinteza BODIPY spoja 14 kiselinski kataliziranom kondenzacijom pirola 10 s 

aromatskim aldehidima 11 uz naknadnu oksidaciju i kompleksiranje s BF3.
9,36 

 Drugi pristup temelji se na kiselinski kondenziranoj kondenzaciji 2-acilpirola 15 s 

pirolom koji nije supstituiran na položaju 2- (shema 2).36,37 Pri ovim uvjetima nastaju soli 

dipirometena 18 koje se deprotoniraju i kompleksiraju s BF3·OEt2. U ovom slučaju supstituent 
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na položaju 8- nije ograničen na aromatske skupine, a dodatna prednost ovog pristupa je 

mogućnost sinteze asimetričnih derivata.12,38  

 

Shema 2. Sinteza soli dipirometena 18 kondenzacijom 2-acilpirola 15 i 2-nesupstituiranih 

pirola 16 i pretvorba u BODIPY spojeve 19.12,37,38 

 Vezanjem prikladnih funkcionalnih skupina na BODIPY jezgru, kemijska, 

spektroskopska i fotofizikalna svojstva ovih fluorofora lako se mogu mijenjati zahvaljujući 

golemom broju mogućih funkcionalizacijskih reakcija koje uključuju Knoevenagelove 

kondenzacije, nukleofilne aromatske supstitucije, nukleofilne supstitucije fluorovih atoma 

vezanih na borov atom, supstitucije vodikovih atoma (elektrofilne aromatske supstitucije, 

susjedne nukleofilne supstitucije, oksidativne nukleofilne supstitucije vodika, radikalske 

supstitucije) i reakcije križnog povezivanja katalizirane paladijem i drugim prijelaznim 

metalima.28  

 Mogu se razlikovati dva pristupa u sintezi funkcionaliziranih BODIPY spojeva. U 

prvom pristupu, ciljni BODIPY spoj sa željenim supstituentima pripravlja se iz različito 

supstituiranih pirola, aromatskih aldehida i acil-pirola ili sintezom njihovih odgovarajućih 

derivata prije završnog koraka fluoroboriranja. Drugi pristup obuhvaća kemijske reakcije nakon 

fluoroboriranja, odnosno na već sintetiziranom BODIPY spoju. Osim već prisutnih metilnih ili 
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alkilnih skupina, na BODIPY se mogu uvesti reaktivni supstituenti poput halogenih atoma, 

formilne ili alkiltiolne skupine koje se jednom ili nizom reakcija mogu prevesti u odgovarajuće 

skupine u finalnom spoju. Moguće je provoditi reakcije perifernih skupina, tj. skupina koje nisu 

direktno vezane za kromofor kao i reakcije na samom kromoforu – pirolnim ugljikovim 

atomima, meso-ugljiku i borovom atomu.28  

 Metilne skupine vezane na BODIPY kromofor relativno su kisele kao i u drugim 

elektron deficijentnim heterocikličkim spojevima. Ovo svojstvo omogućuje kondenzaciju s 

aromatskim aldehidima uz nastajanje alkenilnih analoga produkata Knoevenagelove 

reakcije.39–41 Ove reakcije ne dovode samo do različitosti u strukturi već uzrokuju i velike 

batokromne pomake apsorpcijskih i emisijskih spektara reakcijskih produkata.42 Elektron-

donirajući supstituenti na aromatskom aldehidu dodatno pomiču apsorpcijske i emisijske 

spektre prema većim valnim duljinama, a najveću promjenu uzrokuju dimetilamino skupine. 

Konjugacijom slobodnog elektronskog para dušikovog atoma s kromofornim sustavom nastaju 

fluorofori koji emitiraju u bliskom infracrvenom dijelu spektra i čiji se apsorpcijski spektri 

protoniranjem pomiču hipsokromno.43 Kondenzacije se provode u baznim uvjetima i 

zahtijevaju izdvajanje in situ nastale vode iz reakcijske smjese. U reakcijama se stoga koriste 

molekulska sita ili se voda uklanja azeotropno Dean-Starkovom aparaturom. Jednostavnost 

sinteze 1,3,5,7-tetrametil-BODIPY spojeva 20 (shema 3) iz kondenzacijskih reakcija 2,4-

dimetilpirola zaslužna je za uspjeh ove metode kojom je sintetiziran velik broj fluorescentnih 

senzora, posebice za metalne katione, pH i anione.40,44,45 Vinilna skupina može se uvesti i 

reakcijom metilne skupine na meso-položaju pri čemu također dolazi do batokromnih pomaka 

apsorpcijskih i emisijskih spektara, ali i do smanjenja kvantnih prinosa fluorescencije zbog 

većeg broja neradijativnih deaktivacijskih puteva.41 

 

Shema 3. Knoevenagelova reakcija 1,3,5,7-tetrametil-BODIPY spoja 23 s aromatskim 

aldehidima 24a-d.18-23 
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 Alkilne skupine BODIPY spojeva mogu se oksidirati. Reakcijom peralkiliranih, jako 

fluorescentnih derivata 24 s DDQ-om u smjesi tetrahidrofurana (THF) i vode nastaju 

odgovarajući formilni, slabo fluorescentni derivati 29 koji mogu biti korisni za daljnju 

funkcionalizaciju.46 Razvijen je i protokol bromiranja α-metilnih derivata koristeći N-

bromsukcinimid (NBS). Zbog velike reaktivnosti, bromirani međuprodukti 25 i 27 se ne mogu 

izolirati, ali dodatak nukleofila u reakcijsku smjesu nakon bromiranja omogućuje nastajanje i 

izolaciju supstitucijskih produkata 26 i 28 (shema 4).47 

 

Shema 4. Bromiranje α-metilnih skupina BODIPY spoja 27 s NBS-om i supstitucijska 

reakcija s nukleofilima te oksidacija metilne u formilnu skupinu DDQ-om.46,25 

Najčešći reaktivni supstituent koji se uvodi na BODIPY jezgru je atom halogena zato 

jer se halogenirani BODIPY spojevi mogu podvrgnuti reakcijama karakterističnima za 

halogenirane aromatske heterocikle kao što su SNAr i reakcije križnog povezivanja katalizirane 

paladijem – Suzukijeva, Stilleova, Heckova, Sonogashirina i Buchwald-Hartwigova reakcija.48–

51 3,5-dihalogenirani BODIPY derivati su od velike važnosti zato jer supstituenti na ovim 

položajima imaju najveći utjecaj na spektroskopska svojstva.29 Pouzdani način njihove sinteze 

je halogeniranje dipirometana s N-halosukcinimidom [NXS, X = C (Cl), B (Br)] u THF-u pri 
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temperaturi od -78 ℃ (shema 5).52,53 Halogenirani dipirometan 30 zatim se uobičajenim 

postupkom oksidacije i fluoroboriranja prevodi u BODIPY 31. Metoda nije ograničena samo 

na 3,5-dihalogenirane derivate, korištenjem različitih omjera množinskih ekvivalenata NXS-a 

halogeni se mogu uvesti i na ostale slobodne položaje, a reaktivnost položaja raste redom 

3,5>2,6>1,7 promatrajući BODIPY.52 Poznati su i 3,5-dijod derivati, ali se oni pripravljaju 

drugačijom metodom, dok 3,5-difluorovi analozi još nisu opisani.11 Provođenjem SNAr reakcija 

pri sobnoj temperaturi nastaju monosupstituirani derivati, dok su za disupstituciju potrebne više 

temperature i suvišak nukleofila.28 Kod Pd-kat. reakcija disupstitucija se može potaknuti većim 

količinama reaktanata i duljim reakcijskim vremenima.48 

 

Shema 5. Sinteza 3,5-dihalogeniranih BODIPY spojeva 31a,b dobivenih reakcijom 

dipirometana 12a,b s NXS-om.28 

 Jednostavnim razmatranjem rezonantnih struktura BODIPY kromofora jasno se može 

uočiti da se na položajima 2- i 6- ne pojavljuje pozitivan naboj, odnosno imaju najveću 
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elektronsku gustoću (slika 4). Reakcije s elektrofilima stoga su najvjerojatnije na položajima 

2,6-, a zatim 3,5- te na kraju 1,7-.  

 

Slika 4. Rezonantne strukture osnovnog BODIPY spoja 3. 

Halogeniranja se mogu provoditi na više načina: bromiranja s elementarnim bromom 

(shema 6)54, NBS-om55 i s CuBr2
56, jodiranja s ICl57 i I2/HIO3

58 te kloriranja s NCS-om59 i 

CuCl2·2H2O.60 Rezultirajući halogenirani derivati reagiraju nukleofilnom aromatskom 

supstitucijom prvo na položajima 3,5- i zatim 1,7-, dok na položajima 2,6- ne dolazi do 

supstitucijskih reakcija s nukleofilima.61 

 

Shema 6. SEAr BODIPY spoja 36 s Br2.
54 

Jiao i suradnici razvili su do sada jedinu opću metodu regioselektivnog halogeniranja na 

položajima 3- i 5- reakcijom α-nesupstituiranih BODIPY spojeva s CuCl2.
60 Zanimljivo je da 

reakcijom s CuBr2 ne nastaju halogenirani derivati na položaju 3- već na položaju 2-, kao i u 

reakcijama s ostalim elektrofilima, što ukazuje na različit mehanizam ovih reakcija s bakrovim 

(II) solima (shema 7). Halogeniranja na položajima 2,6- često su birana metoda za vezanje 

teških atoma (brom, jod) na BODIPY kromofor. Međusustavno križanje (ISC) takvih spojeva 

je znatno izraženije, kvantni prinosi fluorescencije su manji i vremena života singletnog 
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pobuđenog stanja su kraća.14 Tripletno stanje može biti korisno za nastajanje tripletnog kisika 

koji je od izuzetne važnosti u fotodinamičkoj terapiji i fotokatalitičkoj oksidaciji.5,14,62  

 

Shema 7. Halogeniranje BODIPY spoja 42 bakrovim (II) solima.60 

 Osim halogeniranja na položajima 2,6- moguće su i reakcije s ostalim elektrofilima. Kao 

primjeri mogu se navesti sulfoniranja s klorsulfonskom kiselinom63, Vilsmeierova-Haackova 

formiliranja sa suviškom POCl3 i N,N-dimetilformamida (DMF)64, nitriranja s dušičnom 

kiselom65 i Friedel-Craftsova aciliranja s kiselinskim kloridima uz BF3·OEt2 kao Lewisovom 

kiselinom.66 

 Neki nukleofili su sposobni reagirati na položajima 3,5- α-nesupstituiranih BODIPY 

spojeva tvoreći σH-adukte (shema 8), a da pri tome ne dolazi do supstitucije atoma fluora na 

položaju 4 (atomu bora). Direktna konverzija σH-adukata u produkte nukleofilne supstitucije 

vodika preko spontane eliminacije hidridnog iona nije moguća jer je hidridni ion slaba odlazeća 

skupina. Adukt stoga disocira u početne reaktante kako bi se ponovno uspostavila 

aromatizacija. Ukoliko je prisutan oksidans koji može uspostaviti aromatizaciju, kao npr. kisik, 

nastaju supstitucijski produkti 47. Ovaj proces naziva se oksidativna nukleofilna supstitucija 

vodika (ONSH).67 

 

Shema 8. ONSH BODIPY spoja 45.67 
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 Drugi način transformacije σH-adukata u aromatske produkte je susjedna nukleofilna 

supstitucija (VNS) vodika. U ovom slučaju, ugljikovi nukleofili su ujedno i nosioci izlazeće 

skupine vezane na nukleofilnom centru. Adukt 49 nastao adicijom takvog nukleofila podliježe 

bazom kataliziranoj eliminaciji izlazeće skupine uz tvorbu međuprodukta 50 koji nakon 

protoniranja i aromatizacije daje konačni produkt supstitucije vodika 51 (shema 9).68 

 

Shema 9. VNS BODIPY spoja 48.68 

Radikalske reakcije prikladan su način za funkcionalizaciju C–H veza jer se zbog velike 

reaktivnosti radikala mogu odvijati pri blagim reakcijskim uvjetima.69 Sintetički korisnu i 

svestranu radikalsku funkcionalizaciju α-nesupstituranih BODIPY spojeva opisali su W. 

Dehaen, N. Boens i suradnici.70 Arilni radikali nastaju redukcijom arildiazonijevih soli pri 

sobnoj temperaturi uz ferocen kao katalizator (shema 10). Reakcija započinje procesom 

prijenosa elektrona (SET) s ferocena na arildiazonijevu sol ArN2
+ iz koje zatim nastaju arilni 

radikal Ar· i molekula N2. Ovim načinom na α-položaj mogu se uvesti elektronima bogati i 

siromašni, a ujedno i sterički ometani arilni supstituenti. Promjenom reakcijskih uvjeta moguća 

je mono- i disupstitucija, a obje se odvijaju s vrlo visokim reakcijskim iskorištenjima. 

 

Shema 10. Radikalsko C–H ariliranje BODIPY spoja 48 s arildiazonijevim solima 52.70 
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Supstitucijske modifikacije također je moguće provesti i na meso-halogeniranim 

derivatima. W. Dehaen i suradnici prvi su predložili njihovu sintezu deoksigenativnom 

supstitucijom dipiridilketona 54 koji se lako može dobiti reakcijom dipiriltioketona s H2O2. 

Reakcijom dipiridilketona s POCl3 vrlo brzo nastaje sol dipirometena te in situ deprotoniranjem 

i kompleksiranjem s BF3 dolazi do nastajanja meso-klor BODIPY spoja 56 (shema 11).71 Ostali 

halogenirajući reagensi poput SOCl2, PCl3 i PCl5 daju manja reakcijska iskorištenja zbog 

nastajanja sporednih nusprodukata. Sličnim pristupom, koristeći POBr3, mogu se sintetizirati 

bromirani derivati, dok se jodirani derivati mogu sintetizirati izmjenom halogena s NaI u 

acetonu.71 

 

Shema 11. Sinteza meso-halogeniranih BODIPY spojeva 55-57.71 

BODIPY spojeve moguće je funkcionalizirati i supstitucijom atoma fluora vezanih na 

borov atom, tj. na položaju 4-.31 Mogućnosti funkcionalizacije na ovom položaju znatno su 

manje istražene nego na ostalim položajima dipirometenskog skeleta. Supstituenti na ovom 

položaju nemaju znatan utjecaj na apsorpciju i emisiju fluorofora jer nisu dio konjugiranog π-

sustava, međutim s obzirom na to da je atom bora tetraedarske konformacije mogu znatno 

smanjiti agregaciju u otopinama, utjecati na kvantne prinose fluorescencije, redoks svojstva i 

kemijsku te fotokemijsku stabilnost.31 Ovaj položaj stoga je prikladan za uvođenje hidrofilnih 

skupina, poput alkoksilnih, karboksilnih ili oligo(etilenglikolnih), što je od izrazite važnosti za 

primjenu u biološkim sustavima.31,72–74 Supstitucijske reakcije provode se koristeći jake 

kisikove nukleofile (alkokside)75 i karbanione (Grignardove i organolitijeve reagense).76,77 

Alternativno, 4,4-dialkoksi i 4,4-diariloksi BODIPY spojevi mogu se sintetizirati pri blažim 

reakcijskim uvjetima s raznim alkoholima uz AlCl3 kao Lewisovu kiselinu koja aktivira B–F 

veze (shema 12).78  
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Shema 12. Supstitucija atoma fluora BODIPY spojeva 20 i 58 kisikovim nukleofilima.78,79 
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Kinon-metidi 

Struktura i reaktivnost 

 Kinon-metidi (QM, IUPAC: kinometani) su kratkoživući, vrlo reaktivni intermedijari 

koji se susreću u kemiji fenola i njemu srodnih spojeva, a privlače velik interes zbog svoje 

zanimljive kemijske reaktivnosti i biološke aktivnosti. Važan su prekursor u organskoj sintezi 

i medicinskoj kemiji, a nalaze se i u brojnim prirodnim spojevima.80,81 

Struktura „osnovnog“ kinon-metida slična je kinonima i kinodimetanima, a sastoji se od 

cikloheksadienskog skeleta na koji su vezane karbonilna i metilenska skupina koje su u 

konjugaciji. Međutim, u literaturi se kinon-metidima nazivaju općenito svi spojevi koji sadrže 

takvu strukturu. Osim o-QM 63 postoje još 2 izomera: m-QM 64 i p-QM 65. Kod m-QM nema 

konjugacije između karbonilne i metilenske skupine, a struktura se može prikazati kao 

rezonancijski hibrid zwitteriona i biradikala (slika 5).1 

 

Slika 5. Strukture „osnovnih" o-QM, m-QM i p-QM 63-65.1 

S obzirom na to da su QM-i kratkoživuće vrste, u većini slučajeva ih nije moguće 

izolirati te ih se dokazuje vremenski razlučenim spektroskopskim tehnikama poput laserske 

pulsne fotolize.1,81 Također, postoji niz indirektnih dokaza, a većina ih se temelji na strukturnoj 

identifikaciji produkata koji su rezultat dimerizacije, trimerizacije, intramolekularnih i 

intermolekularnih [4+2]-cikloadicija i reakcija s nukleofilima.80 Postojanje o-QM-a kao 

međuprodukta na temelju logičnog slijeda reakcijskog mehanizma predložio je Fries 1907. g.,82 

dok je Gardner 1963. pirolizom o-metoksimetilfenola 66 nastali o-kinon-metid 63 izolirao i 

njegovu strukturu spektroskopski potvrdio pri temperaturi od -100 °C (shema 13).83 Danas se 

QM-i proučavaju modernim tehnikama tranzijentne spektroskopije.84–86 
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Shema 13. Nastajanje osnovnog o-QM pirolizom o-metoksimetilfenola 66.83 

 Izrazito polarna struktura i rearomatizacija benzenskog prstena nakon reakcija uzroci su 

njihove velike reaktivnosti. QM-i tako mogu reagirati i s elektrofilima i s nukleofilima.80 S 

elektrofilima reagiraju preko kisikovog atoma načinom karakterističnim za fenolate, a s 

nukleofilima reagiraju na egzocikličkom metilenskom ugljiku pri čemu nastaju produkti 

Michaelove konjugirane adicije. Reaktivnost s nukleofilima posebno je važna za biološke 

sustave u kojima mogu reagirati s alkoholima, tiolima, nukleinskim kiselinama i 

fosfodiesterima.87 Pokazuju i reaktivnost s elektron-bogatim dienofilima u Diels-Alderovim 

cikloadicijskim reakcijama (shema 14).81 

 

Shema 14. Pregled općenitih reakcija o-QM-a 63.88 

Supstituenti na QM-ima značajno utječu na brzinu reakcija, te tako i na duljinu vremena 

života. Kako su QM-i općenito siromašni elektronima, elektron-odvlačeće skupine imaju 

destabilizirajući, a elektron-donorske skupine stabilizirajući učinak, isto kao i velike alkilne 

skupine, npr. tert-butilna.89 Stabilan o-QM pripravljen je kao dio organometalnih π-kompleksa 

s osmijem, iridijem i rodijem (slika 6).90 

 

Slika 6. Struktura stabilnog organometalnog kompleksa o-QM-a 70.90 
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Fotokemijsko nastajanje 

 Iako su QM-i poznati već više od 100 godina, ovi intermedijari su se intenzivno počeli 

istraživati prije desetak godina.88,91 Njihova velika reaktivnost može predstavljati problem u 

sintezi, stoga ih je često potrebno generirati in situ. Metode njihova stvaranja mogu biti termičke 

koje uključuju reakcije poput oksidacija fenola,92 dehidratiranja hidroksibenzilnih alkohola93 i 

desililacije potaknute fluoridom.94 

Mnogo blaži pristup su fotokemijske metode koje je puno lakše primijeniti u biološkim 

sustavima s obzirom na to da su fotoni reagensi „bez traga“, a ujedno omogućuju i prostornu i 

vremensku kontrolu reakcija.1,95 U fotokemijskim reakcijama sudjeluju vrste koje su 

elektronski pobuđene, zbog čega imaju znatno različitu raspodjelu elektrona u molekuli nego 

što je to slučaj u osnovnom stanju te je stoga i reaktivnost u pobuđenom stanju drugačija nego 

u osnovnom stanju. Dodatni parametri koje treba uzeti u obzir pri primjeni fotokemijskih 

reakcija za generaciju QM-a su valna duljina svjetla potrebnog za ekscitaciju kromofora i 

kvantni prinos procesa. Prekursori QM-a trebali bi sadržavati kromofore koji apsorbiraju pri 

valnim duljinama većim od 350 nm kako ne bi došlo do interferencije s uobičajenim 

intracelularnim kromoforima: aromatskim aminokiselinama tirozinom, triptofanom i 

fenilalaninom te nukleozidima u DNK i RNK. 

 Jedna od prvih opisanih metoda fotokemijskog nastajanja QM-a je fotofragmentacija 

oksaheterocikala. Tako fotopobudom benzolaktona 71 dolazi do izdvajanja CO2 te nastajanja 

QM-a 63 koji odmah reagira s prisutnim otapalom – metanolom, dajući o-hidroksibenzil-metil-

eter 66 kao produkt reakcije fotosolvolize (shema 15). QM može nastati i iz derivata kromena 

72. Ozračivanjem dolazi do otvaranja prstena oksaheterocikla, pri čemu nastaje QM 73 u kojem 

[1,7]-sigmatropnim pomakom vodika dolazi do rearomatizacije i nastajanja nezasićenog 

fenolnog produkta 74.96 

 

Shema 15. Fotokemijsko nastajanje QM-a fotofragmentacijom oksaheterocikala 71 i 72.96 



    

17 

 

Kako QM-i najčešće nastaju iz fenola i drugih hidroksiaromatskih spojeva procesom 

koji uključuje prijenos protona u pobuđenom stanju (ESPT), potrebno je reći nešto više o 

samom procesu. Nakon pobude elektrona, kod određenih skupina aromatskih spojeva može 

doći do značajnih promjena u kiselinsko-baznim svojstvima.97 Tako fenoli i aromatski amini 

postaju jače kiseline, dok dušikovi heteroaromati, kao npr. piridin, u pobuđenom stanju postaju 

jače baze. Prilikom pobuđivanja molekule dolazi do intramolekulske preraspodjele π-

elektronskog oblaka, pri čemu se elektronska gustoća s kisika delokalizira u aromatski prsten. 

Posljedično dolazi do slabljena O–H veze i dodatne stabilizacije fenolata koji nastaje u 

sljedećem koraku. Tako npr. pKa 2-naftola u osnovnom stanju iznosi 9,5, dok u pobuđenom 

stanju pKa
* iznosi 2,8 (shema 16).98 Promjene vrijednosti pKa najčešće su 4 do 10 redova 

veličine, iako postoje i spojevi kod kojih su te promjene izraženije, a takvi spojevi nazivaju se 

superfotokiseline.99 Ako se kiselo i bazno mjesto u nekoj molekuli nalaze u neposrednoj blizini, 

tada nakon pobude može doći do intramolekulskog prijenosa protona (ESIPT), a ako nisu u 

blizini tada se prijenos protona može odvijati samo intermolekulski (ESPT). Prema mehanizmu, 

prijenos protona može biti: intrinzički (izravan prijenos između dva bliska mjesta u molekuli), 

usklađeni prijenos dvaju protona i fototautomerizacija s molekulama protičnog otapala.100 

 

Shema 16. Disocijacija 2-naftola 75 u osnovnom i pobuđenom stanju, ilustrativni prikaz 

Försterovog termodinamičkog ciklusa.98 

 P. Seiler i J. Wirz studirali su fotokemiju fenola i naftola koji sadrže benzilne 

supstituente.101 U svom istraživanju otkrili su da u singletnom pobuđenom stanju dolazi do 

fotodisocijacije fenola. Nakon eliminacije fluorida nastaje QM 81 koji reakcijom s prisutnom 

vodom daje benzilni alkohol 82 (shema 17). Proces se ponavlja dok se ne zamijene svi atomi 

fluora, a krajnji produkt je salicilna kiselina. Navedene reakcije odvijaju se s vrlo visokim 

kvantnim prinosima. 
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Shema 17. Fotokemijsko nastajanje o-QM 81 iz o-trifluormetilfenola 79.101 

 QM-i mogu nastati i reakcijama fotodehidratiranja hidroksimetilfenola i sličnih 

derivata. Prvi primjer takve reakcije opisao je Gomberg u radu iz 1913. godine.102 On je 

primijetio da uzorci suhog hidroksibenzilfenola 84 (shema 18) nakon izlaganja sunčevoj 

svjetlosti postaju žuti. Promjenu boje objasnio je nastajanjem QM-a, iako sam mehanizam nije 

razjašnjen do 1970-ih godina. Lewis i suradnici mehanizam su objasnili temeljem kristalne 

strukture spoja.103 Fenolna i benzilna hidroksilna skupina u kristalu tvore vodikove veze te u 

pobuđenom stanju dolazi do prijenosa protona s fenolne na benzilnu hidroksilnu skupinu i 

dehidratiranja. 

 

Shema 18. Fotodehidratacija Gombergova spoja 84.102 

 Wan i suradnici sistematično su proučavali fotokemiju jednostavnih hidroksibenzilnih 

alkohola.84 Utvrdili su da u reakciji fotolize alkohola 86 u pobuđenom stanju dolazi do prijenosa 

protona praćenog dehidratiranjem (shema 19). Pri tome nastaje QM koji je vrlo reaktivna vrsta 

te odmah reagira s prisutnim nukleofilnim otapalom – metanolom uz nastajanje metoksi-adukta 

66. Fotosolvoliza, tj. adicija metoksi skupine događa se i kod etera 87, ali uz znatno manje 

kvantne prinose. Razlog tome je što kod etera ne može doći do ESIPT te je izlazak benzilne 

hidroksilne skupine znatno teži. U reakciji vjerojatno dolazi do heterolize CH2–OCH3 veze uz 

nastajanje benzilnog kationa koji reagira s metanolom. Moguća je i homoliza navedene veze 

pri čemu nastaju radikali koji prijenosom elektrona daju benzilni kation.  
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Shema 19. Fotokemijsko nastajanje o-QM iz hidroksibenzilnih alkohola 89 i 90 i njihova 

solvoliza.84 

 Najveći kvantni prinosi nastanka QM-a su kod o-supstituiranih derivata (slika 7).104–106 

Razlog tome je postojanje vodikove veze između fenolne hidroksilne skupine (kiselo mjesto) i 

benzilne hidroksilne skupine (bazno mjesto) pa se prijenos protona uzduž te vodikove veze u 

pobuđenom stanju (ESIPT) odvija vrlo učinkovito. Prijenos protona praćen je eliminacijom 

molekule vode. U slučajevima kad su hidroksilne kupine na fenilnom i benzilnom položaju 

udaljene, kao što je slučaj kod m- i p-supstituiranih derivata, ESIPT nije moguć, već se prijenos 

protona odvija uz posredovanje otapala (ESPT).107 

 

Slika 7. Primjeri naftalenskog 89, bifenilnog 90 i terfenilnog 91 derivata koji 

fotodehidratacijom daju QM-e.104–106 

 Uvođenjem fenilnog supstituenta na benzilni, odnosno metilenski položaj 

odgovarajućeg QM-a, dolazi do stabilizacije, a time i produljenja vremena života i kvantnog 

prinosa njihova nastajanja.108 Vrijeme života, τ, može se produljiti i uvođenjem sterički 

ometajućih supstituenata poput fenila ili adamantana (slika 8), čime se ujedno povećava njihova 

selektivnost u reakcijama.109 
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Slika 8. Strukture QM 92 i 93 nastalih fotodehidratacijom odgovarajućih hidroksibenzilnih 

alkohola.108,109 

 Određeni QM-i mogu nastati i stupnjevitim mehanizmom iz kraće živućih vrsta. 

Semiempirijskim računima proširenom Hückelovom metodom potvrđeno je da su QM-i 

stabilniji od svojih strukturnih izomera benzokseta za oko 20 kJ mol-1, pa su time i 

prevladavajuće vrste u ravnoteži.110 Kasnijim istraživanjem koje je uključivalo femtosekundnu 

tranzijentnu apsoprciju i računske studije, utvrđeno je da benzokset nije intermedijar u 

nastajanju QM, međutim oba intermedijara moguće je detektirati u kriogenim uvjetima.111 Pri 

tim uvjetima nema dovoljno energije za svladavanje energetske barijere potrebne za reakciju 

pa reaktivne vrste mogu egzistirati duže vrijeme. Ovim načinom su Tomioka i suradnici 

generirali osnovni benzokset 94 u argonskoj matrici pri temperaturi od 10 K i proučavali 

njegovu fotoizomerizaciju u QM i obrnuto (shema 20). Snimili su IR spektre međuprodukata 

koji su bili u skladu s teorijski izračunatim te su tako izravno dokazali njihovu strukturu.112  

 

Shema 20. Ravnoteža između o-QM-a 63 i benzokseta 94.110 

 Nastajanje QM-a moguće je i eliminacijom octene kiseline u spojevima 95 i 96 (slika 

9). U pobuđenom stanju dolazi do prijenosa protona s hidroksilne skupine fenola na acetilnu 

skupinu vezanu na benzilni položaj nakon čega slijedi eliminacija octene kiseline. Ovim 

pristupom prvi put je laserskom pulsnom fotolizom (LFP) detektiran osnovni p-QM.113,114 
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Slika 9. Strukture acetatnih prekursora QM-a 95 i 96 113,114 

Najkorištenija fotokemijska reakcija za nastajanje QM-a je fotodeaminacija, uglavnom 

Mannichovih baza i njihovih odgovarajućih soli (shema 21).115,116 

  

Shema 21. Deaminacija kvaterne amonijeve soli Mannichove baze 97 i solvoliza nastalog o-

QM-a 63. 

Reakciju karakteriziraju znatno veći kvantni prinosi nego kod reakcija dehidratiranja. 

Amonijeve soli ipak imaju nekoliko prednosti u odnosu na slobodne baze 98-100 (slika 10). 

Bolje su topljive u vodi čime je omogućena njihova primjena u biološkim sustavima, a 

nepostojanjem nukleofilnog centra izbjegnuta je reakcija amina s nastalim QM-om.85 

 

Slika 10. Primjeri Mannichovih baza 98-100 i kvaternih amonijevih soli 101-103, prekursora 

QM-a. 
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 Mehanizam deaminacije temeljito je istražen femtosekundnom tranzijentnom 

apsorpcijskom spektroskopijom (fs-TA) i računski TD-DFT-om na derivatu krezola 104, a 

može se pretpostaviti da je isti mehanizam prisutan i kod ostalih molekula u kojima su fenolna 

hidroksilna i amino skupina međusobno u ortho-položajima.85,86 Nakon ekscitacije navedenog 

krezola, kod rezultirajuće anti-aromatske strukture (S1) dolazi do pucanja C−N veze te iz nastale 

prijelazne strukture nastaje energetski stabilniji QM 106 u pobuđenom stanju (S1). Naknadnom 

unutarnjom konverzijskom relaksacijom iz S1 u S0 nastaje reaktivni intermedijar QM 107 

(shema 22). Rezultati fs-TA ukazuju da se deaminacija odvija sličnim procesima i u protičnim 

i u aprotičnim otapalima što je ključno za primjenu molekula koje podliježu fotodeaminaciji u 

biološkim sustavima. Naime, iako se molekula može nalaziti u staničnoj membrani ili proteinu, 

tj. u aprotičnom okruženju, i dalje ostaje fotokemijski reaktivna i može reagirati uz nastajanje 

QM-a. 

 

Shema 22. Predloženi mehanizam nastajanja QM-a 107 iz krezola 104 u CH3CN temeljen na 

fs-TA spektroskopskim mjerenjima.86 

 Posebno je zanimljiva fotokemija 4- i 5- ariletinilnih Mannichovih baza 108 i njihovih 

odgovarajućih soli 109. Kod takvih spojeva nakon pobude zračenjem valne duljine između 310 

i 400 nm može doći do dva različita procesa. U protičnim otapalima iz singletnog pobuđenog 

stanja nastaje QM 113, dok u aprotičnim otapalima iz tripletnog pobuđenog stanja dolazi do 

nastajanja singletnog kisika, 1O2 (shema 23).117 



    

23 

 

 

Shema 23. Fotokemija 4- i 5-ariletinilnih Mannichovih baza 108 i njihovih odgovarajućih soli 

109.117 

Primjena i biološka aktivnost fotokemijski nastalih QM 

QM-i su privukli veliku pozornost znanstvene zajednice zbog njihove biološke 

aktivnost. Ona se temelji na sposobnosti alkiliranja prirodnih makromolekulskih nukleofila 

prisutnih u stanici: aminokiselina116, peptida i proteina118 te nukleotida.119,120 Mogu inhibirati 

aktivnost nekih enzima121 te alkilirati i križno povezati DNK što ih svrstava u potencijalne 

antitumorske terapeutike.122–125 Fotokemijskim reakcijama unutar žive stanice mogu se 

pripraviti QM-i što je vrlo pogodno za njihovu primjenu u biološkim sustavima, npr. za tretman 

karcinoma.1,126 Križnim povezivanjem DNK inhibira se enzim topoizomeraza II koji ima ulogu 

razdvajanja lanaca DNK tijekom replikacije.127 Neki citostatici poput mitomicina C 111 svoju 

antiproliferativnu aktivnost temelje na međuproduktima QM-a 114 koji nastaju kao posljedica 

metabolizma lijeka (shema 24).128,129 

 

Shema 24. Mehanizam biološke aktivnosti mitomicina C 111.130
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Reaktivnost QM-a s nukleinskim kiselinama dobro je istražena.94 QM-i mogu alkilirati 

nukleinsku kiselinu na fosfatnoj okosnici i na samim nukleotidnim bazama (slika 11). QM-i se 

mogu upotrijebiti i za obilježavanje proteina u svrhu istraživanja njihovih interakcija.131 

 

Slika 11. Mjesta alkiliranja purinskih i pirimidinskih nukleobaza.94 

 Poželjno je da fotokemoterapeutici sami po sebi nemaju biološku aktivnost u 

primijenjenoj koncentraciji te da imaju sposobnost akumulacije u tumorskom tkivu. 

Fotokemijskom aktivacijom dolazi do nepopravljive štete na stanicama tumora, njihovog 

odumiranja te u konačnici do izlječenja. Dobar primjer fototerapeutika je porfirinski prekursor 

QM-a 122 (slika 12) čija je antitumorska aktivnost nakon svjetlosne pobude kombinacija 

stvaranja singletnog kisika i alkiliranja DNK i proteina.132 

 

Slika 12. Struktura bifunkcionalnog porfirinskog prekursora QM-a 122. 
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Valna duljina apsorpcije prekursora QM-a važan je parametar za primjenu 

fotogeneriranih QM-a u biološkim sustavima. S obzirom na to da i intracelularne molekule 

apsorbiraju svjetlost, nužno je koristiti svjetlost valne duljine veće od 350 nm. Štoviše, idealna 

valna duljina svjetlosti za pobuđivanje iznosi oko 650 nm (crveno svjetlo) koja ima najveću 

moć prodiranja kroz tkivo.133 Drugi vrlo važan uvjet za primjenu fotogeneriranih QM-a je omjer 

konstanti brzine reakcije QM-a s ciljanim biološki važnim nukleofilima i vodom. Kako bi QM 

mogao reagirati s nukleofilima i kako bi bio što selektivniji u tim reakcijama, cilj je postizanje 

što duljeg vremena života QM-a. Poželjno je i da reakcija fotogeneriranog QM-a s nukleofilima 

ima visok kvantni prinos, s obzirom na to da se na taj način smanjuje potrebno vrijeme 

osvjetljavanja.1  
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BODIPY derivati kinon-metida 

 Nedavno je razvijen novi pristup za kovalentno obilježavanje proteina koristeći derivate 

BODIPY spojeva koji anti-Kasha fotokemijskom reakcijom iz višeg pobuđenog stanja daju 

QM-e (slika 13).134,135 

 

Slika 13. Literaturno opisani BODIPY prekursori QM-a.134,135 

Ekscitacijom prikazanih BODIPY kromofora vidljivim svjetlom dolazi do 

fluorescencije iz prvog pobuđenog singletnog stanja (S1) bez modifikacija kromofora ili adukta 

protein-kromofor. Kako bi došlo do nastajanja QM-a i kovalentnog vezanja za lizinske, 

cisteinske i tirozinske ostatke proteina potrebna je ekscitacija u više pobuđeno stanje svjetlom 

manjih valnih duljina, odnosno veće energije. Međutim, većina molekula se brže relaksira u 

osnovno stanje neradijacijskom unutarnjom konverzijom, prije nego što dolazi do procesa 

fotodeaminacije te je kvantni prinos reakcije deaminacije malen. Fotofizička svojstva ovih 

spojeva istražena su fluorescencijskom spektroskopijom, dok je anti-Kasha fotokemijska 

reaktivnost i nastajanje QM-a potvrđeno osvjetljavanjem svjetlom različitih valnih duljina, 

LFP-om i izolacijom produkata solvolize. Nakon osvjetljavanja otopine spoja 125 u metanolu 

svjetlom valne duljine 350 ili 300 nm izoliran je produkt solvolize 128, što je u skladu s otprije 

opisanom anti-Kasha reaktivnosti BODIPY spojeva i ukazuje na nastajanje QM-a (shema 

25).134 
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Shema 25. Fotokemijska anti-Kasha reakcija prekursora QM-a 125, nastali QM 127 i produkt 

solvolize 128.135 

Konfokalnom fluorescencijskom mikroskopijom pokazano je da boje ulaze u stanice, 

ali ostaju u citoplazmi i ne ulaze u staničnu jezgru (slika 14). Nadalje, obilježavanje proteina 

istraženo je fluorescencijskom spektroskopijom albumina goveđeg seruma (BSA). 

Osvjetljavanjem spojeva u prisutnosti BSA svjetlom valne duljine 350 nm dolazi do 

fotokemijskog nastajanja QM-a koji se kovalentno veže na protein. Međutim, korištenjem 

svjetlosti valne duljine 490 nm u vremenskom periodu od 30 minuta ne dolazi do smanjenja 

fluorescencije što ukazuje na veliku fotokemijsku stabilnost u intracelularnom mediju prilikom 

ekscitacije u S1. Citotoksičnost spojeva istražena je standardnim MTT testovima na ljudskim 

stanicama raka dojke, sa i bez osvjetljavanja svjetlom valne duljine 300 nm te je pokazano da 

spojevi imaju citotoksična svojstva u mikromolarnim koncentracijama.134 

 

Slika 14. Žive MCF-7 stanice obojane spojem 123 (c = 10-5 M, λexc = 490 nm, λem = 510 − 

540 nm). Slika je dobivena konfokalnom mikroskopijom.134 

 Ovakva svojstva omogućuju istovremeno korištenje spojeva za kovalentno 

fotokemijsko obilježavanje proteina i praćenje vezane boje fluorescencijskom spektroskopijom 

ili mikroskopijom. 
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Rezultati i rasprava 

Uvod 

 Plan sinteze novog derivata BODIPY prekursora QM-a 1 sastoji se od sinteze 

halogeniranog BODIPY spoja, sinteze terminalnih alkina i njihovog križnog povezivanja 

Sonogashirinom reakcijom. Nakon produljenja konjugacije u strukturu je uvedena N,N-

dimetilaminometilna skupina čime se omogućuje fotokemijska reaktivnost. Nakon sinteze 

novog derivata provedena je njegova fotofizička karakterizacija te mu je ispitana fotokemijska 

reaktivnost, odnosno nastajanje QM-a. 

Sinteze spojeva 

 Prvi korak u planiranoj sintezi ciljnog spoja bila je priprava dipirometana 130 kiselinski 

kataliziranom kondenzacijom pirola 10 s benzaldehidom 129 uz trifluoroctenu kiselinu (TFA) 

kao katalizator (shema 26). 

 

Shema 26. Sinteza 5-fenildipirometana 130. 

Postupak je proveden prema dobro poznatoj Lindseyjevoj metodi u velikom suvišku 

pirola koji ujedno služi i kao otapalo, a nakon reakcije se može lako i jednostavno ukloniti 

vakuumskom destilacijom. Najveća prednost ove metode posljedica je upravo velikog 

množinskog omjer pirola i aromatskog aldehida kojim je smanjeno nastajanje oligomernih 

nusprodukata karakterističnih za kemiju pirola (shema 27). Ova metoda je izabrana jer 

kiselinski kloridi nisu prikladni za reakciju s nesupstituiranim pirolom koji je reaktivniji te bi u 

tom slučaju došlo do znatno većeg nastajanja nusprodukata. Produkt je okarakteriziran 1H NMR 

spektroskopijom. U spektru 1H NMR vidljiva su 3 signala koji odgovaraju protonima vezanim 

za pirolni prsten, široki signal kiselih protona vezanih za atom dušika, multiplet fenilnih protona 

te singlet meso-protona. 
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Shema 27. Mogući produkti kiselinski katalizirane kondenzacije pirola 11 s benzaldehidom 

129. 

Spoj 130 zatim je preveden u odgovarajući BODIPY 135 uobičajenim „one-pot“ 

dvostupanjskim korakom, bez izolacije in situ nastalog dipirometena 139. Kao oksidans 

korišten je DDQ 136, a trietilamin kao baza (shema 28). Produkt je okarakteriziran 1H i 13C 

NMR spektroskopijom. U spektru 1H NMR spoja 135 svi signali nalaze se u aromatskom 

području, 3 signala odgovaraju protonima vezanim za pirolni prsten, dok je signal fenilnih 

protona vidljiv kao multiplet. Spektar 13C NMR sadrži 9 signala u aromatskom području. 

 

Shema 28. Sinteza BODIPY spoja 135. 

 Mehanizam oksidacije hidroaromatskih sustava DDQ-om 136 nije u potpunosti 

razjašnjen.136,137 Može se pretpostaviti da tijekom reakcije dolazi do prijenosa hidridnog iona s 

dipirometana 130 na DDQ, a nastaju vrlo reaktivni karbokation 137 i fenolatni anion 138. 

Fenolatni anion zatim deprotonira karbokation pri čemu dolazi do uspostavljanja konjugiranog 

π-sustava i nastajanja dipirometena 139 te derivata hidrokinona 140 (shema 29). 



    

30 

 

 

Shema 29. Pretpostavljeni reakcijski mehanizam dvostupanjske sinteze BODIPY spoja 135 iz 

dipirometana 130. 

 Zatim je provedeno regioselektivno kloriranje α-položaja (3-) BODIPY spoja 135 

koristeći CuCl2·2H2O u acetonitrilu kao otapalu (shema 30). Uz željeni produkt 141 reakcijom 

je dobiven i 3,5-diklorirani derivat 142. Produkti su okarakterizirani 1H i 13C NMR 

spektroskopijom. U spektru 1H NMR spoja 141 svi signali nalaze se u aromatskom području, 5 

signala odgovaraju protonima vezanim za pirolni prsten, dok je signal fenilnih protona vidljiv 

kao multiplet. Kod spoja 142 1H NMR spektar je jednostavniji zbog simetrične strukture 

molekule pa su vidljiva 2 signala pirolnih protona i multiplet fenilnih protona. U 13C NMR 

spektru spoja 142 vidljivo je 9 signala, a u 13C NMR spektru spoja 141 snimljenog APT 

tehnikom zbog male količine uzorka svi signali kvaternih ugljika nisu bili vidljivi, stoga spektar 

sadrži 8 signala. 

 

Shema 30. Sinteza kloriranih BODIPY spojeva 141 i 142. 

Navedena reakcija odvija se SET procesom s jedne podjedinice pirola BODIPY spoja 

135 na CuCl2 čime nastaje radikal-kationski intermedijar 143˙+. Ovaj radikal-kation zatim 

podliježe elektrofilnoj adiciji Cl- iona. Najmanja elektronska gustoća BODIPY spoja je na 
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položaju 1-, međutim zbog steričke smetnje fenilne skupine najreaktivniji je α-položaj (3-). 

Dolazi do stvaranja novog radikala 144˙ koji potom ponovno podliježe SET procesu dajući spoj 

141 (shema 31).60 Tijekom reakcije dolazi do in situ stvaranja HCl-a, stoga je sintezu poželjno 

provoditi s relativno malim količinama CuCl2·2H2O zato jer BODIPY spojevi nisu stabilni pri 

niskim vrijednostima pH.138 

 

Shema 31. Reakcijski mehanizam radikalskog regioselektivnog kloriranja BODIPY spoja 

135.60 

 Nakon uspješne priprave halogeniranog BODIPY derivata 141 uslijedila je sinteza 

terminalnih alkina 148 i 150 paladijem kataliziranom Sonogashirinom reakcijom križnog 

povezivanja (shema 32). 

 

Shema 32. Sinteze terminalnih alkina: 4-etinilfenola 148 i O-acetil-4-etinilfenola 150. 

Sonogashirinom reakcijom p-jodfenola 145 i acetilena zaštićenog trimetilsililnom 

(TMS) skupinom 146 uz [Pd(PPh3)2]Cl2 i CuI kao katalizatore, trietilamin kao bazu i DMF kao 

otapalo dobiven je spoj 147 u vrlo visokom iskorištenju. Reakcija je provedena pod inertnom 

atmosferom N2 kako bi se što je više moguće smanjilo Glaserovo povezivanje dviju molekula 

acetilena, a ujedno je acetilen dodan u malom suvišku kako ne bi zaostalo neizreagiranog p-
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jodfenola. Zaštitna skupina uklonjena je otopinom tetrabutilamonijevog fluorida (TBAF) u 

tetrahidofuranu (THF) kao izvorom F- iona koji stvara jaku Si–F vezu te je dobiven terminalni 

alkin 148. Primijećeno je da spoj 148 nije stabilan te s vremenom polimerizira što je vidljivo 

promjenom boje. Stoga je alkinu 147 prije uklanjanja zaštitne TMS skupine provedena 

konverzija izrazito elektron-donorske hidroksilne skupine u acetilnu skupinu čime je smanjena 

reaktivnost i povećana stabilnost. Spoj 149 pripravljen je uobičajenim postupkom acetiliranja 

koristeći acetanhidrid, NaHCO3 kao bazu i etil-acetat kao otapalo. Iako je ovime uveden 

dodatan korak u sintezu ciljanog spoja, ovaj alkin je stabilan, u krutom je stanju pa je njime 

lakše rukovati, a ujedno je i olakšana oksidativna adicija s kompleksom paladija u sljedećem, 

ključnom koraku sinteze ciljnog spoja. Nakon uklanjanja zaštitne TMS skupine dobiven je spoj 

150. Produkti su okarakterizirani 1H NMR spektroskopijom. Spektri svih navedenih alkina vrlo 

su slični i sadrže dva dubleta u aromatskom području karakteristična za protone para-

supstituiranih benzenskih prstena, signali protona zaštitne TMS skupine spojeva 147 i 149 

vidljivi su kao lako uočljivi singlet intenziteta 9H, kiselim fenolnim protonima spojeva 147 i 

148 odgovaraju široki signali na oko 5 ppm, a protonima acetilne skupine spojeva 149 i 150 

odgovara singlet na oko 2 ppm. 

Nakon sinteza prekursora, halogeniranog BODIPY spoja 141 te terminalnih alkina 148 

i 150 stigli smo do ključnog dijela sinteze, produljenja konjugacije kromofora i priprave novih, 

do sada neopisanih spojeva. Slijeđena je literaturno opisana metoda Sonogashirine reakcije 

BODIPY spojeva,48 međutim nisu uspješno dobiveni željeni produkti 151 i 152 (shema 33). 
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Shema 33. Neuspješne sinteze novih BODIPY derivata 151 i 152. 

Probane su reakcije pri različitim reakcijskim uvjetima, mijenjani su katalizatori i njihov 

omjer (tablica 1), ali reakcijama su uvijek dobivane smjese više spojeva koje nije bilo lako 

razdvojiti, a čijom analizom nije jednoznačno potvrđeno nastajanje željenog produkta. 

Tablica 1. Reakcijski uvjeti Sonogashirinih reakcija BODIPY 141 spoja s terminalnim 

alkinima 148 i 150. 

BODIPY alkin katalizatori baza T / ℃ t / h otapalo produkt 

141 
148 

(2 ekv.) 

Pd(PPh3)4 (5 %mol) 

CuI (5 %mol) 
Et3N 80 3 DMF - 

141 
150 

(2 ekv.) 

Pd(PPh3)4 (8 %mol) 

CuI (8 %mol) 
Et3N 80 3 DMF - 

141 
150 

(1,1 ekv.) 

Pd(PPh3)4 (5 %mol) 

CuI (10 %mol) 
Et3N 80 3 DMF - 

141 
150 

(2,5 ekv.) 

[Pd(PPh3)2]Cl2 (3 %mol) 

CuI (6 %mol) 
Et3N 80 4 DMF - 

 

 Kako je poznato da se u Sonogashirinim reakcijama reaktivnost aril-halogenida 

smanjuje nizom I>Br≫Cl,139 odlučili smo sintetizirati reaktivniji, bromirani BODIPY 155 i 

probati reakciju s alkinom 150. S obzirom na to da nije poznat regioselektivni način bromiranja 



    

34 

 

BODIPY spojeva na α- položaju (3-), morali smo promijeniti strategiju i provesti halogeniranje 

prije kompleksiranja dipirometena s BF3. Stoga smo odlučili halogenirati dipirometan 130 s 

NBS-om u THF-u (shema 34). 

 

Shema 34. Sinteza bromiranih BODIPY spojeva 155 i 156. 

Postupak se pokazao kao eksperimentalno prilično zahtjevan jer su bromirani 

dipirometani izrazito nestabilni i vrlo se brzo raspadaju nakon izolacije, kao i ostali halogenirani 

piroli stoga je sintezu potrebno provesti brzo i vrlo pažljivo.140 Nakon halogeniranja, 

dipirometan 153 je odmah oksidiran s DDQ-om, zatim samo djelomično pročišćen i već prije 

opisanim postupkom uspješno preveden u odgovarajući BODIPY 155, iako u malom 

reakcijskom iskorištenju. Uz monosupstituirani derivat, iz reakcijske smjese izoliran je i 

disupstituirani BODIPY 156. Produkti su okarakterizirani 1H i 13C NMR spektroskopijom. 

NMR spektri slični su kloriranim spojevima 141 i 142, ali naravno s blago drugačijim 

kemijskim pomacima.  

 Pripravljeni bromirani BODIPY 155 podvrgnut je Sonogashirinoj reakciji s alkinom 150 

sličnim postupkom kao i klorirani derivat 141 (shema 35). Kao katalizatori korišteni su 

Pd(PPh3)4 i CuI, trietilamin kao baza, a kao otapalo ovaj put je korišten THF radi jednostavnije 

obrade reakcijske smjese te je reakcija provedena pri nešto blažim uvjetima. Gotovo trenutačno 

nakon dodatka katalizatora u reakcijsku smjesu došlo je do vidljive promjene boje i intenzivne 

fluorescencije. 
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Shema 35. Sinteza BODIPY spoja 152 Sonogashirinom reakcijom. 

Zamjena klora reaktivnijim bromom pokazala se kao uspješna. Iz reakcijske smjese 

izoliran je spoj u zadovoljavajućem reakcijskom iskorištenju za kojeg je NMR spektroskopijom 

potvrđeno da odgovara željenom produktu, novom BODIPY spoju 152. Produkt je 

okarakteriziran 1H i 13C NMR spektroskopijom. U 1H NMR spektru spoja 152 vidljivo je 5 

signala koji odgovaraju protonima vezanim za pirolne prstenove, multiplet intenziteta 5H koji 

odgovara meso-fenilnim protonima, 2 dubleta para-supstituiranog benzenskog prstena te 

singlet intenziteta 3H koji odgovara protonima acetilne skupine. U 13C NMR spektru vidljiv je 

21 signal. 

Premda nije u potpunosti razjašnjen, pretpostavili smo da se bakrom ko-katalizirana 

Sonogashirina reakcija odvija u dva neovisna katalitička ciklusa prema opće prihvaćenom 

mehanizmu (shema 36).141 
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Shema 36. Pretpostavljeni reakcijski mehanizam Sonogashirine reakcije BODIPY spoja 155 s 

terminalnim alkinom 150. OA – oksidativna adicija, TM – transmetaliranje, RE – reduktivna 

eliminacija. 

 Paladijev ciklus započinje nastajanjem aktivnog oblika paladijevog katalizatora, 14-

elektronskog Pd0(PPh3)2 iz početnog paladijevog kompleksa pri reakcijskim uvjetima, 

kompleksnim mehanizmom koji nije u potpunosti razjašnjen. U sljedećem koraku oksidativne 

adicije važne su karakteristike supstrata, a reakcija se odvija to bolje što je slabija Ar–X veza, 

a nastaje stabilan paladijev kompleks. Slijedi poveznica s bakrovim ciklusom. 

Transmetaliranje, odnosno prijenos liganda s bakrovog acetilida na paladijev kompleks, često 

je najsporiji korak o kojemu ovisi ukupna brzina reakcije. Nakon cis-trans izomerizacije 

kompleksa, reduktivnom eliminacijom nastaje konačni produkt križnog povezivanja uz 

regeneraciju katalizatora. U bakrovom ciklusu prvo nastaje π-alkinski kompleks bakra. 

Alkinski proton ovog kompleksa je kiseliji i može se deprotonirati tercijarnim aminom uz 

nastajanje bakrovog acetilida. Bakrovi acetilidi mogu biti uključeni i u nastajanje aktivnog 

oblika paladijevog katalizatora pri čemu nastaju diacetilenski nusprodukti. 

BODIPY spoj 152 potrebno je deacetilirati, odnosno prevesti skupinu na α- (3-) 

položaju u derivat fenola prije uvođenja N,N-dimetilaminometilne skupine kako bi 
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fotokemijskom reakcijom moglo doći do deaminacije i nastajanja kinon-metida.  Deacetiliranje 

BODIPY spoja 152 prilično je jednostavna reakcija. Poznato je da aromatski esteri lako 

hidroliziraju, gotovo kvantitativno čak i pri vrlo blagim reakcijskim uvjetima. Reakcija je 

provedena u bazno kataliziranim uvjetima sa smjesom vodene otopine NaHCO3 i metanola 

(shema 37). Reakcijsko iskorištenje je manje nego očekivano, vjerojatno zbog jako slabe 

topljivosti spoja 152 u metanolu, a korištena je blago lužnata otopina zato jer pri visokim 

vrijednostima pH dolazi do reakcija na borovom atomu BODIPY spojeva.138 Produkt 151 

okarakteriziran je 1H i 13C NMR spektroskopijom. Spektar spoja 151 sličan je spoju 152, ali 

nema signala acetilnih protona već je vidljiv široki singlet kiselog fenolnog protona. 

 

Shema 37. Sinteza etinilfenolnog BODIPY spoja 151. 

 Zadnji korak u planiranoj sintezi bio je oblik Mannichove reakcije spoja 151. Spoj 151 

deprotoniran je kako bi mu se povećala vjerojatnost elektrofilne aromatske supstitucije s N,N-

dimetileniminijevim kloridom, ekvivalentom poznatije Eschenmoserove jodidne soli. 

Reakcijom je dobiven ciljni BODIPY spoj 1, prekursor QM-a (shema 38). Nastajanje produkta 

potvrđeno je HPLC-MS analizom. 

 

Shema 38. Sinteza BODIPY spoja 1, prekursora QM-a. 
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Fotofizička karakterizacija sintetiziranih spojeva 

 Novosintetiziranim spojevima 151 i 152 snimljeni su UV-Vis apsorpcijski spektri te 

određeni molarni apsorpcijski koeficijenti, εmax,  dok je spoju 1b zbog male količine snimljen 

samo UV-Vis spektar. Dodatno, spoju 157 također je snimljen UV-Vis spektar radi usporedbe 

različitog produljenja konjugiranog π-sustava kromofora dvostrukom i trostrukom vezom.  

 

Slika 15. Strukture fotofizički okarakteriziranih spojeva. 

Uz vrijednosti εmax, prema apsorpcijskim UV-Vis spektrima određene su i valne duljine 

maksimuma apsorpcije, λabs,max (tablica 2). Ujedno je konstruiran zajednički grafički prikaz 

normalizirane apsorbancije spojeva. 

Tablica 2. Valne duljine apsorpcijskih maksimuma i vrijednosti molarnih apsorpcijskih 

koeficijenata spojeva. 

spoj λabs, max / nm εmax / M
-1 cm-1 

152 548 53800 ± 400 

151 559 49400 ± 600 

1b 552 - 

157 564 42300 ± 2700 
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Slika 16. Normalizirani UV-Vis apsorpcijski spektri spojeva 151, 152, 157 i 1b u acetonitrilu. 

Svi spojevi pokazuju izrazito jake apsorpcijske vrpce u području 500 – 590 nm koje 

odgovara energijama HOMO→LUMO prijelaza, to jest prijelazu u S1 pobuđeno stanje. Vidljive 

su i izrazito energetski odvojene vrpce u području manjem od 440 nm koje odgovaraju 

energetskim prijelazima u viša pobuđena singletna stanja. Usporedbom s literaturno poznatim 

apsorpcijskim maksimumom nesupstituiranog BODIPY spoja 135 pri 499 nm u etanolu,35 može 

se uočiti da uvođenje stirilnog supstituenta dovodi do batokromnog pomaka od 65 nm kod spoja 

157 koji ima maksimum pri 564 nm, dok fenilalkinski supstituent pomiče maksimum spoja 151 

za 60 nm. Auksokromna elektron-odvlačeća acetilna skupina spoja 152 uzrokuje manji 

batokromni pomak u odnosu na elektron-donorsku hidroksilnu skupinu spoja 151, tako je 

apsorpcijski maksimum pri 548 nm, što je batokromni pomak od 49 nm u odnosu na 

nesupstituirani BODIPY spoj 135. Primijećeno je da spektar spoja 1b čine dvije bliske vrpce, 

što je pripisano smjesi protoniranog i neprotoniranog spoja 1 i 1b, a maksimum apsorpcije je 

pri 552 nm. Iznosi molarnih apsorpcijskih koeficijenata karakteristični su za BODIPY spojeve. 

Promatrajući razlike u spektroskopskim svojstvima spoja 151 i 157 kod kojih su fenolne 

skupine konjugirane s BODIPY kromoforom dvostrukom vezom, odnosno trostrukom vezom, 

vidljivo je da dvostruka veza uzrokuje veći batokromni pomak apsorpcijskog maksimuma, dok 

je molarni apsorpcijski koeficijent ipak većeg iznosa kod konjugacije trostrukom vezom.  
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Tablica 3. Spektroskopska i fotofizička svojstva spojeva 151, 152, 157 i 1b. 

spoj λabs, max 

(nm) 

εmax 

(M-1 cm-1) 

λem, max 

(nm) 

Δ�̅� 

(cm-1) 

Φf τ1  

(ns) 

τ2  

(ns) 

kf 

(108 s-1) 

knr 

(108 s-1) 

152 548 53800 ± 400 565 549 0,47 ± 0,02 2,18 - 2,16 2,43 

151 558 49400 ± 600 588 882 0,40 ± 0,01 1,93 - 2,07 3,11 

157 564 42300 ± 2700 581 519 0,90 ± 0,03 4,04 - 2,23 0,25 

1b 555 - 581 904 0,05 ± 0,01 1,74 

(38 %) 

3,36 

(62 %) 

0,18 3,46 

λabs, max – valna duljina maksimuma apsorpcije, εmax – molarni apsorpcijski koeficijent pri valnoj 

duljini maksimuma, λem, max – valna duljina maksimuma emisije, Δ�̅� – Stokesov pomak, Φf – 

kvantni prinos fluorescencije, τ1, τ1 – vremena života pobuđenog stanja, kf – konstanta brzine 

deaktivacije zračenjem, knr – konstanta brzine deaktivacije bez zračenja 

 

Slika 17. Ekscitacijski (lijevo: λem = 590 nm) i emisijski (desno: λexc = 530 nm) spektri 

spojeva 151, 152, 157 i 1b u acetonitrilu. 

 Ekscitacijski i emisijski spektri ispitivanih spojeva u zrcalnom su odnosu, a Stokesovi 

pomaci su mali, što je karakteristično za BODIPY spojeve.142 Usporedbom vrijednosti 

emisijskih maksimuma ispitivanih spojeva s literaturnom vrijednosti nesupstituiranog BODIPY 

spoja 135 (λem, max = 521 nm u etanolu)35 može se uočiti da su emisijski maksimumi batokromno 

pomaknuti za 44 – 60 nm. Kod spoja 151 s trostrukom vezom pomak je za 7 nm veći nego kod 

spoja 157 s dvostrukom vezom. Emisijski maksimum spoja 152 hipsokromno je pomaknut zbog 

auksokromne acetilne skupine za 23 nm u odnosu na spoj 151. Kvantni prinos fluorescencije 

spoja 1b prilično je niske vrijednosti od 0,05, čak 8 puta manje nego kod spoja 151, što se može 

pripisati intramolekularnom prijenosu protona u pobuđenom stanju (ESIPT) s fenola na atom 

dušika, slično kao i kod otprije opisanih BODIPY prekursora QM-a.135 Spoj 157 ima uvjerljivo 

najveći iznos kvantnog prinosa fluorescencije od 0,90 što nije posljedica isključivo različitog 

produljenja konjugacije već i utjecaja metilnih skupina. Naime, metilne skupine sterički 

ometaju rotaciju fenilne skupine i smanjuju broj neradijacijskih deaktivacijskih puteva, a 

tvrdnju potkrepljuje vrijednost knr koja je znatno niža nego kod ostalih spojeva, iako su im 
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vrijednosti kf slične. Vrijeme života singletnog pobuđenog stanja, τ, najdulje je kod spoja 157 s 

dvostrukom vezom i iznosi 4,04 ns, dok je kod ostalih spojeva oko 2 ns. Visok kvantni prinos 

fluorescencije i dugo vrijeme života singletnog pobuđenog stanja za alkenski derivat je 

neuobičajeno jer je poznato da se oni vrlo učinkovito deaktiviraju iz singletnog pobuđenog 

stanja fotokemijskom E-Z izomerizacijom.143 Očito je da se spoj 157 ne ponaša kao tipični 

alken, odnosno da pobuda u S1 kod njega ne dovodi do smanjenja elektronske gustoće između 

C-atoma dvostruke veze što bi rezultiralo s torzijskom relaksacijom na plohi potencijalne 

energije stanja S1. 

 

Slika 18. Opadanje intenziteta fluorescencije spojeva 151, 152, 157 i 1b u acetonitrilu 

izmjereno tehnikom vremenski koreliranog brojanja pojedinačnih fotona (TC-SPC). 

Ispitivanje fotokemijske reaktivnosti 

 Ispitivanje fotokemijske reaktivnosti provedeno je na način da su otopine 

novosintetiziranog spoja 1b u metanolu osvjetljavanje svjetlom različitih valnih duljina 16 h te 

potom analizirane HPLC-om. 

Tablica 4. Uvjeti ispitivanja fotokemijske reaktivnosti. 

Spoj Otapalo λ = 300 nm λ = 350 nm Vis 

(bijela svjetlost) 

1b CH3OH 7 % 2 % - 



    

42 

 

Analizom otopine nakon osvjetljavanja vidljivom svjetlošću nije detektiran produkt, 

dok je nakon osvjetljavanja u trajanju od 16 h svjetlošću λ = 350 nm vidljivo nastajanje 

fotoprodukta solvolize 3b (2 %), što je u skladu s očekivanom anti-Kasha reaktivnosti BODIPY 

prekursora QM-a.134,135 Osvjetljavanje svjetlošću λ = 300 nm također dolazi do nastajanje 

fotoprodukta, ali i do raspada početnog spoja (shema 39). 

 

Shema 39. Fotometanoliza spoja 1b. 

Zaključak 

Uspješno je sintetiziran novi BODIPY derivat QM-a 1 s produljenom konjugacijom i 

posljedično pomaknutom apsorpcijom prema crvenom dijelu elektromagnetskog spektra. 

Rezultati dobiveni fotofizičkom karakterizacijom kao što su visoki kvantni prinos 

fluorescencije i apsorpcija u području od 500 do 600 nm pogodni su za primjenu u biološkim 

sustavima. Ispitivanjem fotokemijske reaktivnosti dobiveni su rezultati koji su u skladu s već 

opisanom anti-Kasha reaktivnosti BODIPY QM-a. Kao nastavak istraživanja provest će se 

eksperimenti na živim stanicama ljudskog karcinoma i odredit će se antiproliferativna svojstva 

novog derivata. 
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Eksperimentalni dio 

Opće napomene 

Za identifikaciju sintetiziranih spojeva i određivanje njihove čistoće u okviru ovog rada 

korištene su spektroskopske metode nuklearne magnetske rezonancije 1H i 13C NMR te HPLC-

MS. Spektri NMR snimljeni su na spektrometrima Bruker AV-600 i AV-300, koji rade na 

frekvenciji od 600 MHz i 300 MHz za  jezgre 1H i frekvenciji od 150 MHz i 75 MHz za jezgre 

13C. Spektri NMR snimani su u otapalima CDCl3 i (CD3)2CO, koristeći tetrametilsilan kao 

unutarnji standard, a kalibrirani su prema deuteriranim otapalima ili standardu. Tališta su 

određena Köflerovim aparatom i nisu korigirana. Sva reakcijska iskorištenja odnose se na 

izolirane, čiste spojeve. Tijek reakcija praćen je TLC-om koristeći odgovarajuće sustave 

otapala, a detekcija je izvršena korištenjem UV svjetla valne duljine 254 i 365 nm. 

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kromatografskim kolonama punjenim 

silikagelom (Merck 63 – 200 μm) i Al2O3 (akt. IV) uz odgovarajući sustav otapala. Korištena 

su komercijalno dostupna otapala ili su pročišćena destilacijom. Bezvodna otapala sušena su 

iznad Na ili molekulskih sita (4 Å). Preparativna HPLC odvajanja provedena su na Varian Pro 

Star instrumentu s UV-Vis detektorom i Phenomenex Jupiter 5u C18 300A kolonom. Mobilna 

faza bila je smjesa CH3OH i H2O (1:1 + 0,1 % TFA, 5 min), CH3OH (0→100 %, 40 min) i 

CH3OH (10 min). Brzina protoka bila je 3,5 mL min-1, a injektirani volumen otopine 200 μL. 

MS spektar je snimljen na HPLC-MS sustavu koji se sastoji od uređaja HPLC Agilent 1200 

Series s DAD detektorom i Agilent 6420 spektrometra masa s trostrukim kvadrupolom. 

Sinteze spojeva 

Sinteza 5-fenildipirometana (130) 

 

U dvogrloj tikvici (100 mL) pomiješani su benzaldehid (2,0 mL, 0,02 mol) i pirol (30 mL, 0,45 

mol) pod inertnom atmosferom N2. Zatim je u reakcijsku smjesu dodana trifluoroctena kiselina 

(TFA, 0,15 mL, 2 mmol) te je smjesa miješana na magnetskoj miješalici 1,5 h pri sobnoj 

temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodatkom vodene otopine NaOH (25 mL, 0,1 M). 

Reakcijska smjesa ekstrahirana je s CH2Cl2 (3 × 30 mL). Organski ekstrakti sušeni su iznad 
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bezvodnog MgSO4 i filtrirani, a filtrat je koncentriran na rotacijskom uparivaču. Suvišak pirola 

uklonjen je vakuumskom destilacijom, a ostatak je pročišćen kromatografijom na stupcu 

silikagela uz CH2Cl2 kao eluens. Izoliran je čisti produkt (3,91 g, 88 %) u obliku bezbojnih 

kristala. 1H NMR spektar spoja 130 odgovara onom iz literaturnog navoda.144  

5-Fenildipirometan (130) 

Bezbojni kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,93 (široki s, 2H), 7,35 – 7,21 (m, 5H), 

6,70 (dd, 2H, J = 1,6 Hz, J = 2,6 Hz,), 6,16 (dd, 2H, J = 3,1 Hz, J = 2,8 Hz), 5,93 (m, 2H), 5,49 

(s, 1H). 

Sinteza 8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (135) 

 

U dvogrloj tikvici (200 mL) suspendiran je spoj 130 (1,82 g, 8,2 mmol) u suhom toluenu (30 

mL) pod atmosferom N2. U suspenziju je dodan 5,6-dicijano-2,3-diklor-1,4-benzokinon (DDQ, 

1,85 g, 8,2 mmol) te je suspenzija miješana na magnetskoj miješalici 1 h pri sobnoj temperaturi. 

Zatim je štrcaljkom u malim obrocima kroz septum dodan Et3N (6,9 mL, 49,2 mmol), a nakon 

15 min miješanja i BF3·OEt2 (9,3 mL, 73,8 mmol). Reakcijska smjesa je miješana pri sobnoj 

temperaturi preko noći. Reakcija je zaustavljena dodatkom dodatkom vodene otopine 

NaOH (50 mL, 1 M) i potom ekstrahirana s CH2Cl2 (3 × 50 mL). Organski ekstrakti oprani su 

vodom (3 × 50 mL), sušeni iznad bezvodnog MgSO4 i filtrirani, a otapalo iz filtrata je uklonjeno 

na rotacijskom uparivaču. Uljasti ostatak pročišćen je kromatografijom na stupcu silikagela uz 

CH2Cl2/heksan (2:1, v:v) kao eluens. Izoliran je čisti produkt (630 mg, 29 %) u obliku 

narančastih kristala. 1H NMR spektar spoja 135 odgovaraja onom iz literaturnog navoda.35  

8-Fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (135) 

Narančasti kristali, 1H NMR (CDCl3, 600 MHz) δ/ppm: 7,95 (široki s, 2H), 7,59 – 7,52 (m, 

5H), 6,94 (d, 2H, J = 4,1 Hz), 6,55 (d, 2H, J = 4,1 Hz). 

13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ/ppm: 147,5, 144,3, 135,1, 134,0, 131,8, 130,9, 130,6, 128,6, 

118,7. 
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Sinteza 8-fenil-4,4-difluor-3-klor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (141) i 8-fenil-4,4-

difluor-3,5-diklor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (142) 

 

U tikvici (50 mL) opremljenoj hladilom otopljen je spoj 135 (210 mg, 0,8 mmol) u acetonitrilu 

(20 mL). U otopinu je dodan CuCl2·2H2O (399 mg, 2,3 mmol) te je reakcijska smjesa miješana 

i grijana pri temperaturi refluksa 5 h. Nakon hlađenja do sobne temperature, reakcijska smjesa 

je razrijeđena s CH2Cl2 (50 mL) i oprana vodom (3 × 50 mL). Organska faza sušena je iznad 

bezvodnog MgSO4 i filtrirana te je otapalo uklonjeno na rotacijskom uparivaču. Kruti ostatak 

pročišćen je kromatografijom na stupcu silikagela uz CH2Cl2/heksan (2:1, v:v) kao eluens. 

Izolirani su čisti produkti, spoj 141 (92 mg, 38 %) u obliku narančastih kristala i spoj 142 (22 

mg, 8 %) u obliku crvenih kristala. 1H NMR spektri spojeva 141 i 142 odgovaraju onima iz 

literaturnog navoda.60 

8-Fenil-4,4-difluor-3-klor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (141) 

Narančasti kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,94 (široki s, 1H), 7,60 – 7,52 (m, 

5H), 6,91 (d, 1H, J = 5,0 Hz), 6,89 (d, 1H, J = 5,0 Hz), 6,56 (d, 1H, J = 2,9 Hz), 6,43 (d, 1H, J 

= 4,3 Hz) 

13C NMR - APT (CDCl3, 75 MHz) δ/ppm: 144,5 (d), 131,8 (d), 131,5 (d), 130,8 (d), 130,5 (d), 

128,5 (d), 118,9 (d), 118,4 (d). 

8-Fenil-4,4-difluor-3,5-diklor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (142) 

Crveni kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,64 – 7,44 (m, 5H), 6,85 (d, 2H, J = 4,3 

Hz), 6,55 (d, 2H, J = 4,3 Hz). 

13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ/ppm: 145,0, 144,0, 133,8, 132,4, 131,6, 130,9, 130,4, 128,6, 

118,9. 

Sinteza 3-brom-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (155) i 3,5-dibrom-8-

fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (156) 
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U dvogrloj tikvici (250 mL) pod inertnom atmosferom N2 otopljen je spoj 130 (1,09 g, 4,9 

mmol) u suhom tetrahidrofuranu (THF, 50 mL). Otopina je ohlađena na -78 °C smjesom 

acetona i suhog leda. Zatim je, uz stalno miješanje, lijevkom za dokapavanje kroz 1 h dodana 

otopina N-bromsukcinimida (NBS, 0,87 g, 4,9 mmol) u suhom THF-u (30 mL). Nakon dodatka 

NBS-a maknuta je kupelj za hlađenje i reakcijska smjesa je miješana još 30 min. Zatim je 

pomoću lijevka za dokapavanje dodana otopina DDQ-a (1,11 g, 4,9 mmol) u THF-u (30 mL) 

te je miješanje nastavljeno pri sobnoj temperaturi još 1 h. Sirova reakcijska smjesa 

koncentrirana je na rotacijskom uparivaču i pročišćena na koloni silikagela uz suhi CH2Cl2 kao 

eluens. Frakcije s bromiranim produktima su koncentrirane na rotacijskom uparivaču i 

prebačene u dvogrlu tikvicu (200 mL). Pod inertnom atmosferom N2 su zatim dodan Et3N (4,1 

mL, 29,4 mmol), a nakon 15 min miješanja i BF3·OEt2 (5,5 mL, 44,1 mmol) u malim obrocima. 

Reakcijska smjesa miješana je pri sobnoj temperaturi preko noći. Reakcija je zaustavljena 

dodatkom vodene otopine NaOH (50 mL, 0,1 M). Diklormetanska otopina zatim je oprana 

vodom (5 × 50 mL) i zasićenom vodenom otopinom NaCl (3 × 30 mL), sušena iznad bezvodnog 

MgSO4 i filtrirana. Otapalo iz filtrata uklonjeno je na rotacijskom uparivaču. Uljasti ostatak 

pročišćen je kromatografijom na stupcu silikagela uz CH2Cl2/heksan (3:2, v:v) kao eluens. 

Dobiveni su čisti produkti, spoj 155 (357 mg, 21 %) u obliku crvenih kristala i spoj 156 (146 

mg, 7 %) u obliku narančastih kristala. 1H NMR spektri spojeva 155 i 156 odgovaraju onima iz 

literaturnog navoda.145 

3-Brom-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (155) 

Crveni kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,97 (široki s, 1H), 7,62 – 7,51 (m, 5H), 

6,92 (d, 1H, J = 4,2 Hz), 6,83 (d, 1H, J = 4,2 Hz), 6,57 (d, 1H, J = 4,2 Hz), 6,52 (d, 1H, J =4,2 

Hz) 

13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ/ppm: 145,0, 144,0, 133,8, 132,4, 131,6, 130,9, 130,4, 128,6, 

118,9. 

3,5-Dibrom-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (156) 
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Narančasti kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,60 – 7,48 (m, 5H), 6,79 (d, 2H, J = 

4,3 Hz), 6,54 (d, 2H, J = 4,3 Hz). 

13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ/ppm: 145,2, 144,5, 135,4, 134,6, 132,7, 131,6, 131,5, 131,4, 

130,7, 130,2, 128,3, 121,9, 119,0. 

Sinteza 4-(trimetilsililetinil)fenola (147) 

 

U dvogrloj tikvici (100 mL) otopljen je p-jodfenol (660 mg, 3 mmol) u suhom DMF-u (6 mL). 

Zatim su dodani TMS-acetilen (0,46 mL, 3,3 mmol) i Et3N (1,70 mL, 12 mmol). Nakon 

uspostavljanja inertne atmosfere N2 dodani su katalizatori [Pd(PPh3)2]Cl2 (63 mg, 0,09 mmol) 

i CuI (34 mg, 0,18 mmol). Reakcijska smjesa miješana je 3 h pri temperaturi od 50 °C. Reakcija 

je prekinuta dodatkom vode (30 mL) te je smjesa ekstrahirana s EtOAc (3 × 30 mL). Organski 

ekstrakti sušeni su iznad bezvodnog MgSO4 i filtrirani, a otapalo je otpareno na rotacijskom 

uparivaču. Smeđi uljasti ostatak pročišćen je kromatografijom na stupcu silikagela uz CH2Cl2 

kao eluens. Izoliran je čisti produkt, spoj 147 (535 mg, 94 %) u obliku blijedo žutog ulja koje 

kristalizira stajanjem. Spektar 1H NMR spoja 147 odgovara onom iz literaturnog navoda.146 

4-(Trimetilsililetinil)fenol (147) 

Bezbojni kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,36 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,75 (d, 2H, J 

= 8,7 Hz), 4,87 (široki s, 1H), 0,23 (s, 9H). 

Sinteza 4-etinilfenola (148) 
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U dvogrloj tikvici (50 mL) pod inertnom atmosferom N2 otopljen je spoj 147 (393 mg, 2,8 

mmol) u suhom CH2Cl2 (10 mL). Otopina je ohlađena na 0 °C te je zatim dodan 

tetrabutilamonijev fluorid (TBAF, 3 mL, 1 M otopina u THF-u) u malim obrocima. Reakcija je 

prekinuta dodatkom zasićene vodene otopine NH4Cl (20 mL) nakon 1 h miješanja. Reakcijska 

smjesa ekstrahirana je s EtOAc (3 × 25 mL) te su organski ekstrakti sušeni iznad bezvodnog 

MgSO4, filtrirani, te je otapalo otpareno na rotacijskom uparivaču. Uljasti ostatak pročišćen je 

kromatografijom na stupcu silikagela uz CH2Cl2 kao eluens. Izoliran je čisti produkt, spoj 8 

(281 mg, 85%) u obliku blijedo žute uljaste tekućine. 1H NMR spektar spoja 148 odgovara 

onom iz literaturnog navoda.147 

4-Etinilfenol (148) 

Blijedo žuto ulje, 1H NMR (CDCl3, 600 MHz) δ/ppm: 7,39 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,78 (d, 2H, J 

= 8,7 Hz), 5,08 (s, 1H), 2,98 (s, 1H). 

Sineza O-acetil-4-(trimetilsililetinil)fenola (149) 

 

Spoj 147 (532 mg, 2,8 mmol) otopljen je u u tikvici (100 mL) u EtOAc (15 mL). Zatim su 

dodani acetanhidrid (1,33 mL, 14,0 mmol) i NaHCO3 (1,18 g) te je reakcijska smjesa miješana 

pri sobnoj temperaturi preko noći. Reakcijska smjesa je razrijeđena vodom (30 mL) i 

ekstrahirana s EtOAc (3 × 20 mL) te su organski ekstrakti zatim oprani zasićenom vodenom 

otopinom NaCl (2 × 20 mL), isušeni iznad bezvodnog MgSO4, potom filtrirani te je otapalo 

otpareno na rotacijskom uparivaču. Uljasti ostatak pročišćen je kromatografijom na stupcu 

silikagela uz CH2Cl2 kao eluens. Izoliran je čisti produkt, spoj 149 (576 mg, 89 %) u obliku 

bezbojnih kristala. 1H NMR spektar spoja 149 odgovara onom iz literaturnog navoda.148 

O-Acetil-4-(trimetilsililetinil)fenol (149) 
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Bezbojni kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,47 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,03 (d, 2H, J 

= 8,7 Hz), 2,29 (s, 3H), 0,24 (s, 9H). 

Sinteza O-acetil-4-etinilfenola (150) 

 

U dvogrloj tikvici (50 mL) ) pod atmosferom N2 otopljen je spoj 149 (393 mg, 1,7 mmol) u 

suhom CH2Cl2 (10 mL). Otopina je ohlađena na 0 °C te je zatim dodan TBAF (5,1 mL, 1 M 

otopina u THF-u) u malim obrocima. Reakcijska smjesa miješana je 2 h. Reakcija je prekinuta 

dodatkom zasićene vodene otopine NH4Cl (25 mL). Organska faza ekstrahirana je s CH2Cl2 (3 

× 20 mL) te su organski ekstrakti sušeni iznad bezvodnog MgSO4, potom filtrirani te je otapalo 

otpareno na rotacijskom uparivaču. Dobiveni uljasti ostatak pročišćen je kromatografijom na 

stupcu silikagela uz CH2Cl2 kao eluens. Izoliran je čisti produkt, spoj 150 (229 mg, 84 %) u 

obliku bezbojnih kristala. 1H NMR spektar spoja 150 odgovara onom iz literaturnog navoda.148 

O-Acetil-4-etinilfenol (150) 

Bezbojni kristali, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,50 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,06 (d, 2H, J 

= 8,7 Hz), 3,06 (s, 1H), 2,30 (s, 3H). 

Sinteza 3-(4-acetoksifeniletinil)-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (152) 
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U dvogrloj tikvici (50 mL) otopljeni je spoj 155 (50 mg, 0,144 mmol) u suhom THF-u (2 mL). 

Zatim su dodani spoj 150 (30 mg, 0,187 mmol) i Et3N (1,00 mL, 7,11 mmol). Uspostavljena je 

inertna atmosfera N2 te su nakon toga dodani katalizatori Pd(PPh3)4 (11,2 mg, 0,007 mmol, 5 

ekv%) i CuI (2,7 mg, 0,014 mmol, 10 ekv%). Reakcijska smjesa miješana je na magnetskoj 

miješalici 3 h pri temperaturi refluksa. Reakcija je prekinuta dodatkom zasićene vodene otopine 

NH4Cl (5 mL). Smjesa je razrijeđena vodom (30 mL) i ekstrahirana s CH2Cl2 (3 × 20 mL). 

Organski ekstrakti sušeni su iznad bezvodnog MgSO4, potom filtrirani te je otapalo otpareno 

na rotacijskom uparivaču. Kruti ostatak pročišćen je kromatografijom na stupcu silikagela uz 

CH2Cl2 kao eluens. Izoliran je čisti produkt, spoj 152 (27 mg, 44 %) u obliku ljubičastih kristala. 

3-(4-Acetoksifeniletinil)-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (152) 

Ljubičasti kristali, Tt = 173 – 176 ℃, 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ/ppm: 7,98 (široki s, 1H), 

7,68 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,59 – 7,50 (m, 5H), 7,14 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,92 (d, 1H, J = 4,3 Hz), 

6,90 (d, 1H, J = 4,3 Hz), 6,70 (d, 1H, J = 4,3Hz), 6,57 (d, 1H, J = 4,3 Hz), 2,32 (s, 3H).  

13C NMR (CDCl3, 150 MHz) δ/ppm: 168,9, 151,5, 144,8, 144,7, 137,4, 136,0, 135,6, 133,8, 

133,5, 131,2, 130,9, 130,6, 130,5, 128,4, 123,4, 121,9, 119,8, 118,9, 101,3, 82,8, 21,2. 

Sinteza 3-(4-hidroksifeniletinil)-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacena (151) 

 

U tikvici (100 mL) je suspendiran spoj 152 (65 mg, 0,2 mmol) u CH3OH (30 mL), dodana je 

zasićena vodena otopina NaHCO3 (50 mL) te je reakcijska smjesa miješana pri sobnoj 

temperaturi preko noći. Reakcijska smjesa zatim je razrijeđena vodom (50 mL) i ekstrahirana s 

CH2Cl2 (6 × 20 mL). Organski ekstrakti sušeni su iznad bezvodnog MgSO4, potom filtrirani te 

je otapalo otpareno na rotacijskom uparivaču. Kruti ostatak pročišćen je kromatografijom na 

stupcu silikagela uz CH2Cl2/EtOAc (5 vol%) kao eluens. Izoliran je čisti produkt 151 (31 mg, 

53 %) u obliku tamno ljubičastih kristala. 
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3-(4-Hidroksifeniletinil)-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (151) 

Tamno ljubičasti kristali, Tt = 179 – 181 ℃, 1H NMR ((CD3)2CO), 300 MHz) δ/ppm: 9,14 

(široki s, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,71 – 7,58 (m, 5H), 7.53 (d, 1H, J = 7,3 Hz ), 7,03 (d, 2H, J = 4,3 

Hz), 6,99 (d, 1H, J = 4,3Hz), 6,96 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 6,80 (d, 1H, J = 4,3 Hz), 6,68 (d, 1H, J 

= 4,3 Hz).  

13C NMR ((CD3)2CO), 150 MHz) δ/ppm: 160,3, 145,5, 145,0, 139,1, 136,7, 136,1, 134,8, 134,6, 

132,2, 131,63, 131,58, 131,5, 129,5, 124,1, 119,8, 116,9, 113,6, 104,0, 82,7. 

Sinteza 3-{4-hidroksi-[3-(N,N-dimetilaminometil]fenil)etinil}-8-fenil-4,4-difluor-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indacena (1) 

 

U tikvici (100 mL) suspendiran je spoj 151 (38 mg, 0,10 mmol) u suhom toluenu (30 mL). 

Dodani su K2CO3 (21 mg, 0,15 mmol) i N,N-dimetileniminijev klorid (Eschenmoserova sol, 14 

mg, 0,15 mmol). Reakcijska smjesa miješana je i grijana preko noći pri temperaturi refluksa. 

Nakon hlađenja na sobnu temperaturu reakcijska smjesa je oprana vodom (30 mL) te je vodena 

faza ekstrahirana s EtOAc (6 × 30 mL). Organski ekstrakti sušeni su iznad bezvodnog MgSO4, 

potom te je otapalo otpareno na rotacijskom uparivaču. Upareni kruti ostatak kromatografiran 

je na stupcu Al2O3 (aktivitet IV) uz CH2Cl2/EtOAc (10 – 50 vol%) kao eluens, a pročišćena 

smjesa je dodatno čišćena HPLC-om radi dobivanja analitički čistog spoja u obliku tamno 

ljubičaste TFA soli 1b (3 mg, 6 %). Nastajanje produkta u reakciji potvrđeno je HPLC-MS 

analizom. 
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UV-Vis i fluorescencijska spektroskopija 

UV-Vis spektri snimljeni su sa spektrofotometrom PG T80/T80+. Mjerenja su provedena u 

acetonitrilnim otopinama spojeva (c ≈ 10-5 M) pri temperaturi od 25 ℃ u kivetama dimenzija 

10 × 10 mm. 

Fotofizička svojstva spojeva određena su stacionarnom i vremenski razlučenom 

fluorescencijskom spektroskopijom koristeći Edinburgh Instruments FS5 spektrofluorimetar. 

Emisijski fluorescencijski spektri snimljeni su u rasponu od 535 – 750 nm u intervalima od 0,5 

nm uz vrijeme sakupljanja fluorescencije u svakom intervalu od 0.1 s. Pobuda svjetlom bila je 

valnih duljina 510, 520 i 530 nm te uz širinu pukotine koja odgovara propusnosti vrpce od 1,5 

nm. Ekscitacijski spektri snimljeni su u rasponu od 400 – 580 nm u intervalima od 0,5 nm i 

pobudu svjetlom valnih duljina 570 i 590 nm te širinu pukotine koja odgovara propusnosti vrpce 

od 1,0 nm. Spektri su korigirani zbog fluktuacija u intenzitetu svjetlosne pobude i transmitancije 

optike. Za određivanje relativnih kvantnih prinosa fluorescencije, Φf, korištene su otopine 

spojeva u acetonitrilu s A<0,1 pri valnoj duljini ekscitacije, a prikazane vrijednosti su 

aritmetička sredina 3 mjerenja pri različitim valnim duljinama ekscitacije (510, 520 i 530 nm). 

Prije snimanja fluorescencijskih spektara otopine su propuhivane s argonom 15 min. Kao 

fluorescencijski standard korištena je otopina Rodamina B u CH3OH (Φf = 0,66).149 Sva 

mjerenja provedena su u kvarcnim kivetama dimenzija 10 × 10 mm pri temperaturi od 25 ℃. 

Kvantni prinosi fluorescencije izračunati su prema jednadžbi: 𝛷f = 𝛷R ·
𝐼

𝐼R
·

𝐴R

𝐴
· (

𝑛D

𝑛D
R)

2

, gdje su: 

𝛷f – kvantni prinos fluorescencije, 𝛷R – kvantni prinos fluorescencije Rodamina B, 𝐼 – 

intenzitet fluorescencije (vrijednost integrala emisijskog spektra), 𝐼R – intenzitet fluorescencije 

Rodamina B, 𝐴R – apsorbancija otopine Rodamina B pri valnoj duljini pobude, 𝐴 – apsorbancija 

otopine pri valnoj duljini pobude, 𝑛D – indeks loma otapala i 𝑛D
R – indeks loma otapala u kojem 

je otopljen standard (CH3OH).  

Mjerenje funkcija opadanja intenziteta fluorescencije provedeno je tehnikom vremenski 

koreliranog brojanja pojedinačnih fotona koristeći Edinburgh Instruments FS5 

spektrofluorimetar. Pulsirajuća laserska dioda korištena je za ekscitaciju molekula svjetlom 

valne duljine 562 nm, a trajanje pulsa bilo je 1,5 ns. Mjerenje je provedeno u 1023 kanala s 

vremenskim inkrementom od ≈ 0,02 ns po kanalu. Mjerenja su provođena do detekcije 1000 

fotona u maksimumu pri valnim duljinama 570 i 590 nm. Funkcija odziva instrumenta (IRF) 

snimljena je koristeći suspenziju silikagela u vodi. Parametri fitanja (vremena života, t, i pred-



    

53 

 

eksponencijalni faktori, α) određeni su minimiziranjem reducirane kvadratne hi vrijednosti, χ2. 

Opadanja intenziteta fluorescencije su fitana prema izrazu sume eksponencijala: 𝐹(𝑡) =

𝛼1𝑒
−

𝑡

𝜏1 + 𝛼2𝑒
−

𝑡

𝜏2 + 𝛼3𝑒
−

𝑡

𝜏3 + ⋯, gdje su: t – vrijeme detekcije fluorescencije, τ – vrijeme života 

pobuđenog stanja. Za opadanje fluorescencije koja su se mogla opisati monoeksponencijalno 

konstante brzine radijativne, 𝑘f, i neradijativne deaktivacije, 𝑘nr, izračunate su prema 

jednadžbama: 𝑘f =
𝛷f

𝜏
 i 𝑘nr =

1−𝛷f

𝜏
. 

Ispitivanje fotokemijske reaktivnosti 

Ispitivanja fotokemijske reaktivnosti provedena su ozračivanjem metnolnih otopina (c ≈ 10-4 

M) u Luzchem fotokemijskom reaktoru opremljenom s 8 lampi koje zrače u vidljivom dijelu 

spektra ili imaju maksimum zračenja na 350 nm ili 300 nm. Nastajanje fotokemijskih produkata 

praćeno je HPLC-om Agilent 1260 Infinity II opremljenim s DAD detektorom i kolonom 

Phenomenex Luna 3u C18 100A. Mobilna faza bila je smjesa CH3OH i H2O (1:1 + 0,1 % TFA, 

1 min), CH3OH (0→100 %, 19 min) i CH3OH (10 min). Brzina protoka bila je 0,8 mL min-1, a 

injektirani volumen otopine 10 μL. 
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Sažetak 

 Jedan od pristupa za tretman karcinoma utemeljen je na korištenju svjetla. Konkretno, 

takozvana fotodinamička terapija bazirana je na uporabi fotosenzibilizatora koji apsorbiraju 

svjetlo i prenose apsorbiranu energiju na kisik kako bi nastao singletni kisik i druge reaktivne 

vrste koje su odgovorne za citotoksične učinke. Međutim, stanice karcinoma često su 

hipoksične, čineći ovaj pristup neučinkovitim. Kao rješenje problema dizajnirali smo niz 

molekula koje nisu toksične, ali nakon izlaganja svjetlu u fotokemijskoj reakciji stvaraju 

citotoksične vrste, kinon-metide (QM). QM-i važni su intermedijari u kemiji fenola, poznati po 

svojoj biološkoj aktivnosti zbog reaktivnosti s biološki važnim molekulama kao što su DNK i 

proteini. Ovaj rad opisuje derivatizaciju fluorescentne BODIPY boje u prekursor QM-a. 

Primjena fluorescentnih boja u biološkim sustavima intenzivno je istražena i posebna pažnja 

posvećena je fluorescentnim markerima za fluorescencijsku spektroskopiju i mikroskopiju. 

Nadalje, BODIPY spojevi naročito su zanimljivi zbog njihovih izvanrednih fotofizičkih 

svojstava koja se lako mogu mijenjati sintetskim modifikacijama. 

 U ovom radu opisana je sinteza novog prekursora QM-a sa značajno pomaknutom 

apsorpcijom prema crvenom dijelu elektromagnetskog spektra kao posljedicom produljene 

konjugacije BODIPY kromofora s etinilfenolnom skupinom. Fotofizička svojstva sintetizirane 

boje ispitana su UV-Vis te stacionarnom i vremenski razlučenom fluorescencijskom 

spektroskopijom. Fotokemijska reaktivnost boje ispitana je osvjetljavanjem u metanolu, dok su 

HPLC analizom detektirani adukti metanola, potvrđujući očekivane QM-e kao intermedijare u 

reakcijama. Dobiveni rezultati posebno su zanimljivi zato jer ispitivana boja pokazuje 

neuobičajenu anti-Kasha fotokemijsku reaktivnost. Naime, reakcije se događaju samo prilikom 

pobude u viša pobuđena singletna stanja, dok ekscitacija u S1 vodi jedino do deaktivacije 

fluorescencijom. Posljedično, novo sintetizirane molekule imaju potencijal za razvoj u 

fotoaktivirajuće fluorescentne markere za različite biološki važne molekule kao što su proteini 

i DNK. 

 

 

 

 

Ključne riječi: BODIPY, fluorescencija, kinon-metidi, fotokemija, fotofizika 
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Summary 

 One approach to treat cancer is based on the use of light. In particular, so called 

photodynamic therapy relies on the use of photosensitizers that absorb light and transfer the 

absorbed energy to oxygen to produce singlet oxygen and other reactive species which are 

responsible for the cytotoxic effects. However, cancer cells are often hypoxic, rendering this 

approach inefficient. As a solution to this problem, we have designed a series of molecules that 

are non-toxic, but upon exposure to light in the photochemical reaction they form cytotoxic 

species, quinone methides (QMs). QMs are important intermediates in the chemistry of phenol, 

known for their biological activity due to reactivity with biologically important molecules such 

as DNA and proteins. This work features derivatization of a fluorescent BODIPY dye into a 

QM precursor. The application of fluorescent organic dyes in biological systems has been 

intensively investigated and a special focus has been devoted to fluorescent labels for 

fluorescence spectroscopy and microscopy. Furthermore, BODIPY compounds are particularly 

interesting owing to their outstanding photophysical properties which can be easily tuned by 

synthetic modifications. 

In this work the synthesis of a new QM precursor with a significantly red-shifted 

absorption owing to extended conjugation of the BODIPY chromophore by ethynylphenol 

group is described. The photophysical properties of the synthesized dye were examined by UV-

Vis and steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy. Photochemical reactivity of 

the dye was investigated by irradiations in methanol, whereupon HPLC analysis allowed for 

the detection of the methanol adducts, confirming anticipated QMs as intermediates in the 

reactions. Obtained results are particularly interesting since the investigated dye shows unusual 

anti-Kasha photochemical reactivity. Namely, the reactions take place only upon the excitation 

to higher singlet excited states, whereas excitation to S1 leads only to the deactivation by 

fluorescence. Consequently, newly prepared molecules have the potential to be developed into 

photoswitchable fluorescent labels for different biologically relevant molecules such as proteins 

and DNA. 

 

 

 

Key words: BODIPY, fluorescence, quinone-methides, photochemistry, photophysics 
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Dodatak 

UV-Vis spektri 

 

Slika 19. UV-Vis spektar spoja 1b u CH3CN. 

 

Slika 20. UV-Vis spektar spoja 152 u CH3CN. 
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Slika 21. UV-Vis spektar spoja 151 u CH3CN. 

 

Slika 22. UV-Vis spektar spoja 157 u CH3CN. 
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Slika 23. Određivanje molarnog apsorpcijskog koeficijenta, εmax, spoja 152. 

Ekscitacijski i emisijski spektri 

 

Slika 24. Ekscitacijski i emisijski spektar spoja 152 u CH3CN. 
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Slika 25. Ekscitacijski i emisijski spektar spoja 151 u CH3CN. 

 

Slika 26. Ekscitacijski i emisijski spektar spoja 157 u CH3CN. 
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Slika 27. Ekscitacijski i emisijski spektar spoja 1b u CH3CN. 

1H i 13C NMR spektri 

 

Slika 28. 1H NMR spektar spoja 130 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 
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Slika 29. 1H NMR spektar spoja 135 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 600 MHz. 

 

Slika 30. 13C NMR spektar spoja 135 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 150 MHz. 



    

71 

 

 

Slika 31. 1H NMR spektar spoja 141 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 32. 13C NMR APT spektar spoja 141 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 75 MHz. 



    

72 

 

 

Slika 33. 1H NMR spektar spoja 142 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 34. 13C NMR spektar spoja 142 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 150 MHz. 
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Slika 35. 1H NMR spektar spoja 155 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 36. 13C NMR spektar spoja 155 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 150 MHz. 
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Slika 37. 1H NMR spektar spoja 156 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 38. 13C NMR spektar spoja 156 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 75 MHz. 
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Slika 39. 1H NMR spektar spoja 147 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 40. 1H NMR spektar spoja 148 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 600 MHz. 
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Slika 41. 1H NMR spektar spoja 149 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 42. 1H NMR spektar spoja 150 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 
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Slika 43. 1H NMR spektar spoja 152 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 44. 13C NMR spektar spoja 152 snimljen u CDCl3 kao otapalu, 150 MHz. 
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Slika 45. 1H NMR spektar spoja 151 snimljen u (CD3)2CO kao otapalu, 300 MHz. 

 

Slika 46. 13C NMR spektar spoja 151 snimljen u (CD3)2CO kao otapalu, 150 MHz. 
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HPLC kromatogrami i MS spektri 

 

Slika 47. HPLC kromatogrami osvjetljavanih otopina spoja 1b, CH3OH i H2O (1:1 + 0,1 % 

TFA, 1 min), CH3OH (0→100 %, 19 min) i CH3OH (10 min). Brzina protoka = 0,8 mL min-1, 

a injektirani volumen otopine 10 μL. 

 

 
Slika 48. HPLC-MS (ESI) spektri spoja 1b (gore: + mod, dolje: - mod) 
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