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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace:

Vazba azaftalocyaninu na 5°- konec oligonukleotidalick chemie”

Tato diplomova prace je zaena na syntézu derivapyrazin-2,3-dikarbonitril
substituovanych v polohach 5 a 6 alkylaminovymisiitbenty. Poté byla provedena
jejich cyklotetramerizace do finalnich azaftaloaygin Zmininé alkylaminové
substituenty byly voleny tak, aby byla umé#a nasledna vazba azaftalocydnira 5°-
konec oligonukleotidu modifikovaném terminalnim yalem za vyuziti Huisgen 1,3-
dipolarni cykloadice.

Byl piipraven a popsan azaftalocyanin nesouci jednu Rybtreou skupinu.
Zamyslenou strukturu obsahujici jednu azidovou Bkupse nepoddo pripravit.
Azaftalocyaniny se vyzraji dulezitymi fotofyzikalnimi a fotochemickymi
vlastnostmi. Proto byly charakterizovany NMR, a4 hmotnostnimi spekiry.

Teoretickacast vys¥tluje princip zhaseni, praktické vyuziti zhaSenbfescence a
je zde uvedenighled v sodasnosti ngjastji vyuzivanych zhass fluorescence. Jejich
porovnani vyhodnych a nevyhodnych vlastnosti aimastvlastnosti idealniho zha%e



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drugti©bn
Student: Iveta Kzova

SupervisorPharmDr. Kamil Kopecky, Ph.D.

Title of diploma thesis:

Binding of azaphthalocyanine on 5"-end of oligoeotide — ,.click“ chemistry

This diploma thesis is focused on synthesis of zgr&,3-dicarbonitrile derivates
that are substituted with alkylamine substituents location 5 and 6. Then
cyclotetramerization of these compounds to thel fazaphthalocyanines was realized.
Alkylamine substituents were chosen in the wayt tlwend on 5”-end of oligonucleotide
with terminal alkyn modification could be performadcording to Huisgen 1,3-dipolar
cycloaddition.

Azaphtalocyanine with one hydoxyl group was pregaed described. Preparation
of intended structure with one azide group was ceessful. Azaphtalocyanines are
characterized by important photophysical and phetoucal properties. Therefor were
these compounds characterized with NMR, IR and rsasstra.

In section Theory was explained the principle ofemghing of fluorescence,
practical use of quenching and overview of up tdéeddne most commonly used
quencher of fluorescence. There is also comparihgheir positive and negative
properties and little bit outlining of propertidgetideal quencher.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ADMP
AzaPc
DCM
DEAD
DIPEA
DMF
DMSO
DPPA
DQ

FRET

NIR

TBTA
THF
TLC
TMDSO
TRP

TYR

2-azido-1,3-dimethylimidazolinium hexafluoosffat
azaftalocyanin

dichlormethan

diethyl-azodikarboxylat

diisopropylethyl amin

dimethylformamid

dimethyl sulfoxid

difenylfosforyl azid

dark quenchery

Fluorescent (Forster) resonance energy trarikferescenng
rezonakini prenos energie

spektrum blizké infrigervené oblasti (700 az 2500 nm)
guencher, zha&e
tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyliain
tetrahydofuran

tenkovrstva chromatografie

tetramethyldisiloxan

tryptofan

tyrosin



2 UVOD A CIL PRACE

Azaftalocyaniny jsou makrocyklické planarni struitus rozsahlym systémem
konjugovanychr-vazeb. Vychozi strukturou jsou ftalocyaniny, kéejgden nebo vice
atomi uhliku nahrazen atomem dusiku (viz. Obr.1). Vy3ainpvany systém
konjugovanych vazeb dodavé&ntto slowenindm odolnost (& vlivim okolniho
prostedi a roviz zbarveni. Konkréthu slowenin, kterymi se tato prace zabyva, je to
fialova barva.
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Obrazek 1: Struktura ftalocyaninu a azaftalocyaninu

Azaftalocyaniny mohou do svého centra chelatowahé kationty kou. To se
potom odrazi na jejich vlastnostech, hamituji fotony ve forma fluorescence, dale se
meéni poloha pés v absorgnich spektrech, ziskavaji schopnost produkovatletiongy
kyslik a mohou také ziskaiané oxidoredukni vlastnosti.

Je-li na periferii pitomna terciélni aminoskupina v konjugaci s azaftggninovym
makrocyklem dochazi k tzv. intramolekularnimiemosu naboje, ktery je zodpaminy
za zhaSeni excitovanych stawa tim vymizeni produkce singletového kysliku a
fluorescence. To pak umidje tyto slodeniny pouZzit v hybridizznich sondach jako
zhasée fluorescencé

Cilem této prace bylo fpravit derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
s alkylaminovymi substituenty nesoucimi jednu axa@o skupinu tak, aby byla
umoZréna naslednd vazba vzniklého azaftalocyaninu naobée& oligonukleotidu
modifikovaném terminalnim alkynem, pomoci cyklasdireakce — ,click” reakce.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Fluorescence

Pii swtlené excitaci je energie fotonu absorbovana ebeltim fluoroforu, coz
zvySuje jeho energetickou hladinu geyadi jej do excitovaného stavuchgm tohoto
stavu jecast energie rozptylena. Dochazi totiz k vémiarelaxaci avnitini konverzi
(Ic), elektron klesa do nejblizSiho singletového st&yua fluorescetni prechod se
uskutétuje aZ odtud. Tento jev odpovida tashovu pravidlu.®

Ze singletového stavu;SniZe byt energie ignesena na jinou molekulu. Zbytek
energie (pokud nedoSlo kgnosu na dal&iastici) je vyzéen jako foton. Tento jev se
nazyvéafluorescence Elektron zbaveny energie klesa na svou zakladefrgetickou
hladinu, co? pedstavuje tzvdohasinani fluorescenca dije se rychlosti okolo Ids.

Emitovany foton pak nese m€renergie a tudiz m& delSi vinovou délku, nez
absorbovany foton.

Excitace a emise jdou neustdle cyklicky za sebookud neni fluorofor
ireversibilre posSkozen.

Priibeh fluorescence popisujablonského diagram®?
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Obrazek 2: Jablonského diagram popisuje pozici elékonu béhem fluorescence

Vyjadieni zavislosti intenzity absorpce nebo fluorescefesmise) na konstantni
vinové délce se nazywabsorpéni nebo emisni spektrum Lze z nich uit pro kazdy
fluorofor jeho absormi a emisni maximum, tedy hodnoty vinové délky, Kgto
veli¢iny dosahuji nejvyssich hodnot.

Mezi absorpnim a fluorescetnim pasem velké&asti organickych molekul plati
zrcadlova symetrie Je dana tim, Ze usfgaani jadra &hem zakladniho a excitovaného
stavu je stejné a tedy se pasy liSi pouze polorewgmafu. Tento rozdil nazyvame
Stokediv posun’



absorpce fluorescence

Stokesiv posuy

Obrazek 3: Zrcadlova symetrie pasem a vzajemna poha grafii — Stokesiv posurt?

3.2ZhasSeni fluorescence

Je to proces, kterého se&adtni d¢ molekuly — fluorofor a zhaS& neboli
quencher (Q) a ve vysledku se snizuje kvantovy &gk fluorescence (intenzita), bez
zmeny fluorescetiniho emisniho spektfd.

3.3 Typy zhaSeni

3.3.1 Dynamické zhaSeni

Excitovany fluorofor se setka v roztoku s jinou elallou a dochézi k nefi@ému
piechodu zpt do zékladniho stavu,SPri tomto procesu nedochazi k chemickéemin
ani jedné z molekul.

Intenzita emise aigdni doba zhaseni je redukovana s rostouci kormaeéinasee
a prav@podobnost kontaktu se zh&8e je gimo Uneérna jeho koncentraci.

Tento typ zhaseni je indukovatelny teplotniémou. Ri zvySujici se teplat se
zrychluji pohyby molekul v médiu a tim se zvySujayaépodobnost kolize zhé8e a
fluoroforu ™

SniZeni intenzity fluorescence je pops&tern-Volmerovou rovnici

@0/ =10/t =1+ kqt0Cq

kde: @oje kvantovyvytéZzek za nefitomnosti zhase
¢ je kvantovy vygZzek za pitomnosti zhalee
7pje doba dohasinani fluorescence bez ztgSe
7 je doba dohasinani ¥ippmnosti zhase
kqje bimolekularni zhaSeci konstanta (typické hodidfy10"°M™'s™?)

Cqje koncentrace zhase
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3.3.2FRET = Fluorescence (Forster) resonance energy trafer, fluoresceréné
rezonanéni pienos energie

Jedna se o rezonar prenos energie z excitovaného donoru na elektronpadee
elektron donoru klesa do zakladniho stavu bez effiois®u, tedy bez fluorescence,
non-radi&ne.

Tento proces je sithzavisly nadipdlové orientaci obou molekul a nazdalenosti
mezi nimi. DalSi poZadavek k Ggmému pibehu, je dostatalny piresah spekter—
emisniho spektra donoru a absiho spektra akceptoft.

JRREAE
450 500 550  GOO &R0 TOO 750
A (nm)

Obrazek 4: Presah emisniho spektra fluoroforu a absorniho spektra zhasée ®)

3.3.3 Statické zhaseni

Fluorofor a zha&e pii svém kontaktu vytvd nefluorescetni komplex, tzv.
intermolekularni dimery. Dochazi kindukovanym zmam vlastnosti fluoroforu,
zagicinénych blizkosti zhase.

S rostouci teplotou zhaseni klesa, jelikoz zvydepéota vede k disociaci slabych
vazebnych interakci mezi komplexy zh&$leorofor.

Kdyz je zh&Se pevrt fixovan v pozici blizko excitovaného fluoroforu g. ve
zmrazené matrici nebo zeolitu), jedna se o moditiky typ statického zhaSeni. Tato
situace je oznmvana jakoPerrinav model zhaSeni Tento model vyuziva tz\sféru
efektivniho zhasenj coz je prostor okolo fluoroforu, wmz zhase efektivre snizuje
intenzitu fluorescence fluoroforu. Jakmile je vat@st mezi zhagem a fluoroforem
V&tSi nez je sféra efektivniho zhaseni, nema zhaéeny vliv na fluorofor®

3.3.4 Selfquenching, samozhaseni

SamozhasSeni je fenomén, kdy je fluorofor zhaSen smou. Tato situace nastava
pii vysoké koncentraci fluoroforu v roztoku. Dochaz koliznimu zhaSeni mezi
molekulami fluoroforu. Mezi excitovanymi molekulanai molekulami v zakladnim
stavu dochazi k neelastickym srazkam. Molekuly peRk absorbuji zZé&ni, ale
neemituji, energie se vyloive forme tepla.®
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3.3.5Photobleaching, fotovyl&lovani

FotovylkElovani je ireversibilni destrukce fluoroforutgmbena bdi
prolongovanym vlivem excitamiho zdroje anebo vystaveni ex¢iému swtlu velmi
vysoké intenzity. V pibéhu analyzy je tento jev nezadouci.

MuZe byt minimalizovan pouZzitim nejnizS§i mozné infgnexcitatniho s¥tla po
nejnutrgjSi dobu, kdy vyzek fluorescence bude jeftolie detekovatelny.

DalSi moZnosti je pouZziti fotostabijdich fluorofofi nebo latek, které budou
swtelné podminky pro fluorofor tlumit a tak jej brépted fotovytslenim”

3.4 Aplikace zhaseni fluorescence ve fluorescé&mich sondach

Fluorescetini sondy jsou sestrojeny pro detekci specifickyekvenci nukleovych
kyselin, proteifi, jejich komplexnich formaci a konforgreich znén. RovréZz se mohou
pouzivat k monitorovani biologickych proées vivo.

Dale v textu budouifblizeny vlastnosti fluorescenich hybridiz&nich sond, které
se vyuzivaji k detekci nukleovych kyselin (NK).

RozliSujemet zakladni typy, které pracuji na principu FRET nebo kontaktnim
zh&Senimpfrilehlé sondy

5'-nukleasové sondy

molekularni majaky

strand-displacement sondy

3.4.1 Prilehlé sondy

Jsou tvéeny d¥ma samostatnymietézci, které se &ghem detekce vazi dastem
fettzce obklopujicim cilovou sekvenci nukleové kyseliiYK). Jedenietzec je
ozna&en fluoroforem na 3'-konci, druhy je ozea zh&S&em na 5'-konci. ®
hybridizaci musi byttrettzce vtakové vzdalenosti od sebe, aby dostnnd
k rezonagnimu grenosu energie.

Hybridizace sondy a cilové NK je zachycovan&enim bu’ sniZzeni donorového
fluorescexiniho signalu, nebo zvyseni akceptorového fluoresdan signald?

Schéma 1: Rilehla sonda pred hybridizaci a po navazani na cilovou nukleovouyselinu

3.4.25'-nukleasové sondy (TagMan)

Jsou to jednietzcové hybridizani sondy. Pracuji na principu 5°-3"-exonukleasové
aktivity Taq polymerasy, ktera &ti sondu Bhem hybridizace s komplementarni
cilovou sekvenci. Skladaji se zfluoroforu kovatnt vazaného k 5°-konci

12



oligonukleotidové sondy a zh&&e vdzaného k 3’- konci. ZhasSeni je realizovano
prostednictvim FRET.

Jakmile dojde k roz8peniietzce sondy, vlivem polymerasy, poruSi seiplona
vzdalenost mezi fluoroforem a zhé&8m, coZ vede k obnoveni fluorescence fluoroforu.
(Viz. Schéma 2). S kazdym dalSim cyklem je fluoessoi signal vyssi, coz indikuje
akumulaci cilové DNAY

e e N o, o s o S | <
v polymerasa

Schéma 2: 5 -nukleasovéa sondapd hybridizaci a nasledné roz#peni sondy vlivem polymerasy

3.4.3 Molekularni majaky

Jedndetézcové hybridizani sondy, které majvlasenkovy tvar (viz. Schéma 3).
Sondu tvei stedni ¢ast této struktury, tzv. smiya (15 az 30 nukleotid a je
komplementarni k cilové sekvenci v DNA. Sonda j& pmezéena mezi d¥ ramena.
Délka ramen je asi 5 az 7 nukledtidRamena jsou k sékkomplementarni a nesouvisi
ani se sekvenci sondy, ani s cilovou sekvenci.

Fluorofor je gichycen ke konci jednoho ramene a nefluoresterzhase je
piichycen ke konci druhého ramene. Diky malé vzd&grigchto dvou koné dochazi
mezi nimi ke kontaktnimu zhaseni.

KdyZ se sonda setk& s cilovou DNA nebo RNA molekubtojde ke konformani
zmeéné sondy, coZ ma za nasledek rozwolnvliasenkové struktury a oddaleni fluoroforu
a zhaseée. Jakmile se tyto @dvmolekuly od sebe vzdali, ukéinse kontaktni zhaSeni a je
obnovena fluorescené®.

%>+_4" Fanrd
v 7

Schéma 3: VlIasenkovy tvar majaku a nasledné rozvodni struktury po hybridizaci sondy s
cilovou sekvenci

3.4.4 Strand-displacement sondy (Yin-Yang sondy)

Jsou tvééeny dv¥ma komplementarnimi oligonukleotidovynietézci, jeden je
oznaen fluoroforem, druhy zha&em. KdyZ jsou tyto dvaetézce hybridizovany,
dostava se fluorofor a zh&Selo potebné vzdalenosti a dochazi ke kontaktnimu
zh&sSeni. V fitomnosti cilové nukleové kyseliny s ni jedna sondweori stabilrgjSi
hybrid. Sondy jsou v takovémiipad od sebe odfleny. Dochazi tedy k vysmeé

retszce sondy z#etszec cilové NK, odtud nazev sondy.

13
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Schéma 4: Hybridizovana sonda nevykazuje fluorescen po vymeéné retézce za cilovou sekvenci je
fluorescence obnovena

3.5Bézné pouzivané zhasée

3.5.11dealni zhase&

Mezi vlastnosti idealniho zha&%e by ntla patit absence vlastni fluorescence
Pokud totiz zha%e vykazuje fluorescemi vlastnosti, mZe tato fluorescence
interferovat s emisnim spektrem fluoroforu a zkveat tak vysledky rreni. Rovigz
tato situace vyzaduje Upravweiitiho zdizeni, nap. pouzitim filtru, jak tomu byvaip
pouziti kugikladu TAMRA.

K dalSim vlastnostem by #a patit univerzalnost pro vSechny fluorofory.
Nekteré zhasee jsou kompatibilni tést se vSemi fluorofory, jsou ale i takové, ktere
jsou vysoce specifické jen procity fluorofor.

Bunky, tkarg, blotting membrany a dalSi chemické <glenminy maji
autofluorescetni vlastnosti, které mohou interferovat gtemou fluorescenci. V NIR
(near infra red spektru - 700 az 2500 nm) je autwéscedni pozadi dramaticky
redukovano. Kuli tomu je idedlni, kdyZz zha8epracujev SirSim zakkru spekter,
véetrg NIR, je tak zvySena det&hi citlivost.

Zhése by takénemél produkovat reaktivni ¢astice které by naruSovaly reaki
prostedi. ProtoZe kuikladu vysoce reaktivni singletovy kyslikize poskodit sondt

3.5.2 Zastupci béZzné pouzivanych zhas&i

3.5.2.1 Molekularni O,

Studie Lakowicze a Webera (1973) jako prvni nayriia by molekularni kyslik
mohl snadno penetrovat do proteinové strukturyasehtak fluorescenci aminokyselin.
Toto tvrzeni bylo nasle@npotvrzeno Calhounem a kol. Kyslik opravdu penetm
struktury proteinu a zhasi dokonce i nevystaveygtafanove jednotky.

Mechanismus zhaseni je prépddobré zpisoben nezéym (non-radignim)
piechodem barviva do tripletového stgtav. intersystémovou konverzi)

3.5.2.2 Atomy halogeni — brom, jod

PouzZivaji se halogenované sieniny jako jodbenzen, trichlorethanol nebo
brombenzen. Ke zhaSeni dochaziuslddku intersystémové konverze barviva do
tripletového stavu. Jedna se o tefekt téZkeho atomu

14



Sloweniny obsahujici chlor maji pragobdobri jiny mechanismus zhaseni.
Chlorované uhlovodiky velmidginné zh&si indoly, karbazoly a jejich derivaty. Zhaseni
v tomto gipad® ma mechanismug@nosu elektronu fluoroforu ke zhése

Chloridovy ion je znamy svou schopnosti zhaSetréiscenci chininu.

I HO Br
Cl

Cl
Cl

Obrazek 5: Prehled struktur zhasea obsahujicich halogen v molekule
Struktura jodbenzenu, 2,2,2-trichlorethanolu a brorbenzenu

3.5.2.3 Zhasa&*e s malou molekulou

PouzZivaji se ke zh&Seni fluorescence aminokyseliproteinech, hlavh
tryptofanovych jednotek. Zaly se pouzivat ki domreénce, Ze do proteinovych
struktur dolse pronikaji jen malé molekuly a tim by mohlo byt airéno zhaseni i
tézko dostupnych tryptofanovych jednotek nevystavanga povrchu, ke kterym se
zhasee s velkou molekuloudSinou nedostalf?)

Tato skuténost nebyla potvrzena, byly navrzeny zki@Se ¢tSimi molekulami a
nevystavené tryptofanové jednotky bylyiep to zhaseny.

o) H cl o) CH,
0=\ 0 N
HoCx NH; N
NH Cl \
2 H CHj3
o]
akrylamid sukcinimid dichloroacetamid dimethylforma mid

Obrazek 6: Prehled struktur zhas&i s malou molekulou

3.5.2.4 Dark quenchers (DQ)

Pri prijmuti energie od fluoroforu tyto zha%e non-radiané klesaji do zakladniho
stavu. Tento jev nazyvdmelgrk quenching”. DQ nejsou schopny radiai emise.
Molekula se energie zbavuje vibracemi, uwolm tepla. JelikoZz se v sokhdhachazi
zhé&seé v koncentraci mikromdl, je teplo ztohoto fgnosu tak zanedbatelné, Ze
neovliviiuje celkovou teplotu regki soustavy.

DQ jsou kZr¢ pouzivany pro FRET typ fluorogennich sond, pro ekeit
proteasové aktivity, hybridizaci nukleovych kysglereal-time PCR.

Jedna se o Sirokou skupinu rozmanitych strukter v&Sinou v molekule obsahuiji
diazo skupind®V nasledujicim textu jsou uvedenikteri zastupci.
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Dabsyl (dimethylaminoazobenzensulfonova kyselina)

Absorbuje v zeleném spektru (520 az 565 nm)&§o pouzivan s fluoresceinem.
Obsahuje v molekule sulfonylovou skupinu.

Dabcyl (Dimethylaminofenylazobenzenova kyselina)

Ma ténti identické absormi spektrum jako Dabsyl.
Bézre se pouziva do molekularnich majak scorpion prime.

(0] O O
H3C H3C \V/4
\ \ S
N N OH N N OH
/ \ / \
HC N HsC N
Obréazek 7: Struktura Dabcyl a Dabsyl liSici se pouz v substituci na benzenovém jaik (0.10)

MPQ quenchery — multiple pathway geunchery

Jsou to zhase, které maji ve své strukwunckolik donorovych a akceptorovych
skupin, cozZ roz$uje jejich absorgni spektrum a zvySuje zhaSecinnost. Redlohou
k zakladni struktte byl Dabcy(M

Obrazek 8: Struktura MPQ 1

BHQ - Black Hole Quenchery

Jsou to polyaromatické diazostaminy. Jsou hydrofobni, po navazani na
oligonukleotid se stavaji ve védozpustné, tak jako&iSina barviv. Jsou to pravée dark
guenchery, nevykazuji tedy Zzadnairgzenou fluorescenci.

Poskytuji sérii zha®é ktera pokryva celé viditelné &elné spektrum a NIR (400-
800 nm). Jejich absotpi maxima jsou:BHQO: 493 nnBHQ1: 534 nm BHQ2: 578
nm; BHQ3: 672 nm.

Mohou byt pouzity k multiplexnim analyzam. Velmasto se pouzivaji v gPCR
sondach*?

Mechanismus zhaSeni je na zakladRET a také vykazuji tvorbu kompliex
s fluoroforem, tedy zhasi i staticky.
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CH,
CH,
HaC—— -
N N N
i /J Y NO,
=

© Hyc—©

Obrazek 9: Struktura BHQ1 %3

O/CHs
N N N
) /_/ N Lo,
e

0]

Obrazek 10: Struktura BHQ2!21®

N
e
N X
Q/ h N N ceH,
HSC/\N KCHs

* o]

hig

(0]

Obréazek 11: Struktura BHQ3 (12,13)

H3C—\
N N\ //N
* / \N g
>/ o H,C

(0] HsC
Obrazek 12: Struktura BHQO (13)
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lowa black RQ

-
Absorbuje v oranZovdervené  ¢asti | -
spektra. Je odolny it nara:ngSim reaknim G HN
podminkam (pH, teplota). =
|
. (14) =
Obrazek 13: Struktura lowa Black RQ
o HM
e
L?
DﬂT—_D
lowa black FQ o
Absorbuje v zeleno-Zlut&sti spektra. D\J\

Obréazek 14: Struktura dark quencheru lowa Black FQ(14)

IRDyes

Zhasi v rozsahu 500-900 nm, tedof}Na
v oblasti VIS a NIR (near infra-red),
odtud nazev IR.

Z&kladni strukturou jecyanin,
ktery je na indolu substituovan amino
skupinou. Tato substituce eliminuje
fluorescenci cyaninu a vede take
k mnohem SirSimu absampimu pasu.
Cyaniny v roztoku formuji dimerove

N
asociace, ochon se rozpousti )
v methanolu a vodnych roztocich soli. 50s
O
(o]
/

O;Nas

S

To usnaduje vazani na biomolekuly a
purifikacni  procesy a eliminuje
nezadouci nespecifické vazby N

, s . O _—0
s cilovymi molekulami. m/

Obréazek 15: IRDye QC-1 NHS estef™”

V kyselém prosedi (1%-ni roztok kyseliny octové v methanolu) dmh

k protonizaci amino skupiny a barvivo se stavariscegini. V bizZné pouzivanych
podminkéach p biologickém vyzkumu je ale tato protonizace zdvadIna.
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Eclipse quencher

Absorgini maximum tohoto quencheru je 522 nm. Zhasi flscegni barviva
emitujici v nizSich vinovych délkach, pro fluorofojako napiklad cyaniny, tedy neni
piilis vhodny zhaseJe soudasti tzv.MGB Eclipse sondy znamé také jako Quanti
sonda.

V téchto sondach je pouzivan v kombinaci dihydrocyklopyrroloindol
tripeptidem — tzv. minor groove binderem (MGB), cozZ je podjednotka pouZivana u
non-fluoresceénich quencheér pri tvorbé sondy. Ovliviuje bod tani sondy a tim
umoziuje navrZeni kratSi sondy a tedy sondy s vysSiiffpecdetekce.

NH,
Cl

O,N

Obrazek 16: Struktura Eclipse quencheru, 4—[(2—ch|oo—4—nitro—phenyl)—azo]aniIin(16)

Shrnuti skupiny DQ

Jak je uvedeno vySeg¢které DQ zasahuji jen dodité oblasti absofmiho spektra
a nekteré zhasi v SirSi oblasti. Pouziti zhfi§gejichz spektrum zasahuje az do NIR
spektra ma ¢kolik vyhod. V NIR je extrémé potlaiena autofluorescence, coz vyrézn
redukuje fluorescenci v pozadi, které interferujugrescenci barviv a snizuje tak
presnost detekce.

Proin vivo zobrazovaci aplikaci, jsou NIR analyzy také bengfikvili tomu, Ze
swtlo o vinové délce 650 - 900 nm Iépe penetruje dkén

Rovrez pii tak Sirokém spektru zhaSeni je mozno parovat pjiaSée s tensi
vSemi barvivy.
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3.5.2.5 TAMRA - tetramethylrhodamin

Tento zhaSe byl diive hojré pouzivan, vykazuje ale dity autofluoresceni
signal, tudiz bylo pdeba @i analyzach pouzivat filtry, aby nedochazelo k Bakani
praibéhu mefeni. V dnesni dabza’ina byt nahrazovan ng&imi zhasei, nagiklad ze
skupiny dark quencherkteré tyto nevyhody nemaji.

Nejcasteji se pouziva v TagMan seéd Tyto sondy s TAMRA jsou relativn
dlouhé (30-40 bazi), coz je nevyhodu, jelikideh delSi sonda je, tim mé&fe detekce
specificka. Zkraceni délky sondy je mozno zajigbuzitim jiz vySe zmignych MGB
bindefi, které zvySuji T, sondy, coZz dovoluje zkratit sonduy, Pro vyrobu kratSich
sond je 65-67 °C.

Obréazek 17: Struktura karboxytetramethylrhodamin sukcinimidyl esteru (18)

3.5.2.6 Lipofilni quenchery

Tempo-PC , 5-Doxyl PC a 12-Doxyl PC

Jedna se o fosfolipidy zdenénitroxidovou skupinou, které jsou v dékzhaseni
umiseny do lipidové dvojvrstvy buttné membrany. Préwnitroxid je zodpowdny za
jejich schopnost zhaSet. Pouzivaji se ke zhaSeoidioi obsazenych v. membra
tedy ke studiu polohythto fluorofof.

Nekteré jsou umishy na povrchu (Tempo PC)¢které ve sedu (5-Doxyl PC) a
dal3i hluboko (12-Doxyl PC) v lipidové dvojvrstd*®

o}

? HoO =
_Oi}\slf\/O’Rgo\/\’\/O\n/\/\\/\/\/\/\/\/
! =

D o
Tempo PC

5-DOXYL PC
WM
o} H O

\)\/0\]/\/\/\/\/\/\/\/

0
12-DOXYL PC

1
\@ ~R~

—N/\“/O \OO

/ S

Obréazek 18: TEMPO PC - 1-palmitoyl-2-oleoylSn-glycero-3-fosfotempocholin,
5-DOXYL PC - 1-palmitoyl-2-stearoyl-(5-doxyl)-Sn-glycero-3-fosfocholin,
12-DOXYL PC - 1-palmitoyl-2-stearoyl-(12-doxyl)-Sn-glycero-3-fosfocholin®®
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Doxylem zn#&ena kyselina stearova (DSA 5 a DSA 12)

Mastné kyseliny 5-doxylstearova a 12-doxylstearga@u pro studium zhaseni
umisgny v lipidové dvojvrst¢ anebo ve sférovych lipoproteinovyehsticich a sleduje
se jejich zhaSeni fluorescence, coz pak poskyhiggmace o umighi a membranové
piistupnosti zhaSenych fluorofofnag. tyrosinu, rhodopsinyj®

I

H3C NY
H3C>QO

Obrazek 19: Zaklad struktury doxylové skupiny tvoii oxazolidonovy skelet

R

3.5.2.7 Purinové nukleosidy

Nejsou to BZn¢ pouzivané zhase, pesto maji schopnost zhaseti Ravrhovani
oligonukleotidové sondy musime bréat na tuto skudst ohledy. Vyhybame se untist
fluoroforové znéky do ®sné blizkosti guanosinu, dochazi totiz k n&céimu
fenoménu, kdy je signifikantnsnizen kvantovy vg¥ek fluorescence. Zéalezi na typu
fluoroforu, ale niZe to byt az o 40%.

Obecrg zhaSi fluorofory s excitami vinovou délkou okolo 500 az 550 nm.
Nejiinngjsi zhase je guanosin, za nim adenosin, cytidin a thymitfih.

O

P
HO
0 ( ]/ NH

HO OH

Obréazek 20: Struktura guanosinu
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3.5.2.7.1 Azaftalocyaniny (AzaPc)

AzaPc a dalSi podobné latky ze skupiny ftalocyanimykazuji vyrazné
fluorescerini vlastnosti a row¥ produkci singletového kyslikd@,). Tyto skuténosti
byly zkoumany, vyuzity (nap k fototerapii) a rovéZ potlaeny, coz vedlo k umoZni
aplikace azaPc jako zh&sdluorescencé”

Syntéza substituovanych azaftalocyaryla cilem této diplomové préace.

3.5.2.7.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti AzaPc

Jsou to planarni makrocykly s rozsahlym systémemjugmvanych dvojnych
vazeb. Jsou schopny absorbovattewou energiiiznych vinovych délek, této energie
se molekula rize zbavit &kolika zpisoby, jak bylo uvedeno vySe. Fosforescence a
uvolreéni tepla jsou moznosti, které pro tuto praci nemggnam. Déle rize byt
energie emitovana ve fognfiotonu, tento jev se nazyva fluorescence.

Latka nachézejici se v tripletovém stavuizen pgedavat energii  kysliku
fotoprocesem typu Il, coZz vede k produkci jeho \‘gsoreaktivni formy, tzv.
singletového kysliku'Q,).

Rovrez mize dojit k nezivému intramolekularnimuipnosu naboje.

Vyskyt popsanych relaxaich staw je vyraz@ ovlivnén strukturou AzaPc.
Dulezita je gitomnost a druh centralniho kationtu, sloZzeni meybckého jadra a
rovreZ hraji dilezitou roli periferni substituenty.

Jako centrélni kationty se pouzivaji hlawn**, Mg®*, Al**. U zin&natych AzaPc
je potlatena fluorescence a vykazuji vysokou produl@i. U haesnatych AzaPc je
tomu gresré naopak. Je to figobeno tzv. efektendzkého atomu, kdy chelatace atomu
svyééi{n atomovyngislem vede k ufgdnostini mezisystémovéhoigchodu a tedy
vzniku 0.

Periferni substituenty hrajiateZitou roli v ovlivreni vlastnosti AzaPc. Mezi
nejdilezitejSi periferni substituenty patalkylamino- a dialkylamino- derivaty. Volny
elektronovy par dusiku se totiz zapojuje do kongega po excitaci se okamZit
pierozctluje hustota naboje v molekule a molekula se ryatderaci do zakladniho
stavu. Dochéazi tedy k neghé&mu intramolekularnimuipnosu naboje. Tyto latky pak
vykazuji ténd nulové hodnoty emise fluorescencé@. Ke zhasecimu efektu sta

pouze jedno donorové centrum v molekile.

3.5.2.7.1.2 Vyuziti AzaPc ve fotodynamické terapii

AzaPc produkujfO,. KdyZ se tato vysoce reaktivni forma dostane dgaismu,
ni¢i okolni biomolekluly, coz vede k naruSeni jejiemkénosti. JelikoZ doba existence
10, je velmi kratka, difunduje do velmi malé vzdaletico zar&uje cilené psobeni a
minimalni poSkozeni okolni tk&nTato terapie nachézi vyuziti hlava nadorovych
onemockni, ale i v dermatologii a oftalmologii.
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3.5.2.7.1.3 Vyuziti azaftalocyaninl jako zhasSe¢u fluorescence

Diky intramolekularnimu fgnosu naboje alkyl- a dialkylaminoazaftalocyanini
nemaji tyto latky zadné autofluoresérh vlastnosti a rowt neprodukuji reaktivni
castice. Pat tedy k dark quench&m. K dalSim vyhodnym vlastnostem fiagiroke
absorgni spektrum (300-740 nm), tudiz mohou zhaSet polakticelou Skalu dnes
pouzivanych fluorofar. Tyto vlastnosti jeradi kidealnim univerzalnim zh&sen
fluorescence.

K ovéreni zhaSecidinnosti byla provedena hybridigai studie zinénatého AzaPc
s Sesti fluorofory, pokryvajicimi celé spektrum ¥jwané v DNA analyze (od 520 nm
az po 703 nm).

ZhéSeci Ginnost g statickém zhaSeni byla éinou v rozsahu 97-99,5%.
V piipact zhaseni pomoci FRET azaftalocyaniny vykazovalyt ojvyssi dinnost,
coz je dano jejich Sirokym abs@rdm spektrem a tedy vyraznygkryvem s emisnim
spektrem fluoroforu.

Dale byly provedeny porovnavaci studigninosti zhaSeni AzaPc a dalSich DQ
(BHQL, BHQ2 a BBQ-650. AzaPctimngji zhaSely nez oba BHQ a srovnatelako
BBQ (1,22,23,24)
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4 METODICKA CAST

4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti organickych azid

Nejprve podle Curtie a Hantzsche byl azid zobralqaﬁo cyklicka strukturd H-
triazirinu. Poté seigslo k dnes uZivané linearni farrazidu.®®

- +
—— R—HN—HN=—N

M

Obréazek 21: Vyvoj zobrazovani struktury azidu

Azidy jsou také Bkdy ozna&ovany jakopseudohalogeny protoze gkterymi svymi
vlastnostmi se prahalogerim podobaji. Jsou &kkymi nukleofily.

Vyskytuji se v gkolika rezonatinich strukturach, nejdezitgjsi je N=N"=N".
Organické azidy vykazuji silnou absorpci v ieaveném spektru (2080 - 2170 ¢mn

Vyraznym rysem azii je jejich toxicita. Nafiklad anorganicky NafN(LDso= 27
mg/kg) miZze byt absorbovan itki. Azidova skupina sefipozere vibec nevyskytuje
v prostedi buiky, cehoZ se pak udkterych reakci vyuziva (viz. nize).

Azidy nachazi cetné uplatdnimi v organické chemii ipsyntéze wtznych
heterocykii obsahujicich dusik, v chemii peptih podobs. NaSli dokonce vyuZiti i
jako |&iva. Azidonukleosidy se pouzivaji «lg AIDS, terminuji totiz transkripci
virové DNA.

0
CH-
HM
| o
0 M CH—0—P—0OH

0 Il
o]

N

Obrazek 22: AZT (3'-azido-2",3"-dideoxythymidin), gm)uzwa se @i terapii AIDS v kombinaci
s dalSimi I&ivy, nevyhodou je ale jeho vysoka toxicitd

Azidy rovrez hraji roli @i pripraw terapeuticky vyznamné struktury sartana.
Nektefi jeji zastupci jsou ffpravovani biosterickou nahradou karboxylové skypin
tetrazolovou?

Organoazidy jsou wezité slozky v Huisgen 1,3-dipolarni cykloadici,elick"

reakci. Jsou také vyuzivany Kipraw biokonjugah pii Staudingerov reakci (viz.
nize).

24



4.2 Priprava organickych alifatickych azidi

Hlavni zdroj azidové skupiny jazid sodny Ten je vyrabn primyslow reakci
oxidu dusného pD s amidem sodnym za chlazeni tekutym dusikem:

N2O + 2NaNH — NaNs + NaOH + NH

VétSina organickych i anorganickych aigsou gipravovany bd’ piimo, nebo
ne@imo z azidu sodného. V nasledujicim textu jsou aagdtkteré zmsoby gipravy
azidi

4.2.1 Pfenosem celé azidové skupiny na:

4.2.1.1 Alkeny

Alkeny, které tvaéi stabilni karbokationty, poskytuji reakce s aziodkovou
kyselinou HN. Ta je ovSem sikh explozivni. Jako bezpeéjSi alternativa
azidovodikové kyseliny se pouziva naikfad trimethylsilylazid. Tento azid je
rozpustny pouze ve vysoce polarnich rozpadiéth®”

CHs
HSC_?l_NE}
CHs

Obrazek 23: Struktura alternativniho azidaéniho ¢inidla trimethylsilylazidu

Kobaltem katalyzovana azidace alkén

Jedna se o vysoce selektivni konvetznych alked na azidy, dle Markovnikova
pravidla. VysSich vgZka bylo dosaZzeno pouzitim katalyzy kobaltnatymi ion8
ekvivalenti p-toluensulfonylazidu (tosylazidu) jako zdroje dusila jednoduchych
silani — fenylsilanu (PhSik) nebo tetramethyldisiloxanu (TMDSO).

B mol-% ColBF ). = 6 HO ligand:
H\F/,\R.. . Jegq  Bmo-% ligand, 0.3 eq. tBUOOH N R A Ho
R TsM; 1.6 eq. PhSiH; or 1 eq. TMDSO M Koo M
3 = =

EtOH, 23°C, 2- 24 h e B

Schéma 5: Piibéh kobaltem katalyzovaného vzniku alkyl azidi z alkeni (28)
Tuto reakci Ize aplikovat na mono-, di- i tri- stihgované alkeny. Reaguiji digb
razné funkini skupiny, jako estery a silyletherové skupinysk&iné alkyl azidy mohou

byt bezprosedre po vzniku konvertovany na aminy (redukci) nebazoly (Cu(l)-
katalyzovanou cykloadici)
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Kobaltem katalyzovana syntéza terciarnich akziwa,a-disubstituovanych alkeia

15 eq. SO:N‘3 B rmal-% CD[BFC‘J: -G H:O Iigar‘ldi
", 1
H/\T/ . @ B mol-% ligand R/\]i/ HO
0.3 eq. {BuDOH Koo N
a0 © 2 eq. TMDSO s TR
? EtOH,23°C, 4 - 11 h Fh Ph

Schéma 6: Pfibéh kobaltem katalyzovaného vzniku alkyl azidi, jako donor azidové skupiny je
pouzit azidosulfonylbenzoat sodny (29)

Syntéza poskytuje terciarni azidy v dobryché¥gich za mirnych podminek.

Regiospecificka azidojodace alkénodistanem sodnym, jodidem draselnym a azidem
sodnym

Kombinace &chto ti sloweniny je &inny, jednoduchy a levny #gob pro ziskani
azidojodovanych alkan Regiospecificka 1,2-azidojodace poskytufejodazidy
v relativre vysokych vygzcich.

1 eq. KI,3 eq. Nah,
1 eq. MalO, |

AcOH,25°C, 2k R)\fmﬁ R Ar, akyl

Schéma 7: Syntéz$-jodazidu z alkeni (30)

4.2.1.2 Alkoholy

Alifatické primarni a sekundarni alkoholy poskytuji azidy diky tzv.
Mitsunobuo¥ reakci za pouZziti azidovodikové kyseliny kjNrifenylfosfinu a diethyl-
azodikarboxylatu (DEAD). Konverze -OH skupiny naidaze ale vtomto ippads
neprovadi z tivodu gipravy azidu samotného.ul2zitéjSi je naslednaipména azidu v
dalSi funkni skupiny. Opt vysoce explozivni azidovodikova kyselinaize byt
nahrazena difenylfosforyl azidem (DPP&J:>Y

O\\P’N3
/ N\
o o
Obréazek. 24: Struktura difenylfosforyl azidu (DPPA)
Terciarni alkoholy mohou také poskytovat azidy.riPtéto substituci vznika

piislusny karbokation, ktery je substituovan azidoskupinou a naslednvzniklé azidy
mohou byt permenény na iminy.
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PFiméa syntéza organickych azidz alkohol: za pouziti 2-azido-1,3-
dimethylimidazolinium hexafluorophosfatu

Pfenos azidu z 2-azido-1,3-dimethylimidazolinium Hex@ofosfatu (ADMP) na
alkohol poskytuje adekvatni azidyi pnirnych reaknich podminkach. Azidy je pak
mozné jednoduSe izolovat, protoZze vedlejSi prodygbty velmi dobe rozpustné ve
vock.

12-2eq
My ~PF, .
R Ji s 15-3eq DBU R
/l\ * Me_y xﬁ,Me > A R:Ar{rt;R:-H,
R OH \ f THF R Ny Me, Et, Ph),
0°Corrt, 10 - 90 min alkyl (0°C; R H)
Schéma 8: Vznik alkyl azidi z alkoholi (32)

4.2.1.3 Halogeny

Nukleofilni substituce alkylhalogéns azidem sodnym ve vodnych roztocich
poskytuji gislusné alkylazidy. Analogicky je tomdipeakci acyl halogeihs azidovym
iontem.

P i :
+ - PR — + -
=N=N, - MaCl R “ﬂfmﬂi H'J_\{E—NENI

Schéma 9: Vznik acyl azidu z acyl halogenu substitiiazidového iontu®?

a-chlormethyl ester a-chlor alkohol jsou takéipmenovany na odpovidajici azidy
za @itomnosti NaN v DMF pii 60°C.

V piipact dibrom esteru a mirném nadbytku azidu sodného WD¥tnik4
monoazid ve vysokém Wiku a asi 15% diazidu.

Kool a kol. popsali konverzi 5"-jod oligonukleaticha 5-azido oligonukleotidy
diky nahrad halogenu s pomoci NaN DMF.

Substituce alkyl halogénazidovou skupinou na pevné faziihe byt provaéna
bud” pomoci NaN nebo tetrabutylamonium azidt/”

4.2.1.4 Derivaty sulfonovych kyselin

Velmi ¢asto se pouzivaremena funkini skupiny nejprve na |épe odstupuijici, hap
methansulfonylovou skupinu a ta naslédreaguje s azidem sodnym, za vzniku
adekvatnich azid

Tato strategie se pouzivdi piipraw azidovanych sachairid které jsou dlezité
hlavré z hlediska moznosti jejich redukce a ziskani anrcimkr.

Tento gistup byl pouzit i vtéto diplomové praci k ziskamikterych struktur,
véetns cilove.
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Schéma 10: Piprava 5-[4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl]-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
(3) z 5-diethylamino-6-[4-(2-hydoxyethyl)piperidinl-yl)]pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)
pomoci mesylace

4.2.2 Pfenos diazo-skupiny na aminy

Vyuziti diazotransferu je dalSim agobe pipravy organoazitl Imidazol-1-
sulfonylazid hydrochlorid se v nize uvedené reagouziva jako diazotransferovée
¢inidlo. Je to krystalickd, skladovatelna pevna datk reakci primarnich alkyl a aryl
amini funguje jako donor diazo- skupiny, za vzniku odigayicich azid.

12 eq. 1 mok% CuS0, =5 H,0
R-NH, + N E yN _ 2Toen R0 R-N
T+ Ny \::-*J feOH, rt,4-12h - e

R: Ar, alkyl O g

Schéma 11: Piprava organoazidu za pouziti diazotransferovéhdinidla (34)

e

DalSi zmisob gipravy organoazitl miZze probiharozStépenim slozigjSich, casto
cyklickych struktur, obsahujicich gebnou fadu dusik. Fikladem niize byt
rozSepeni epoxidového kruhu vlivem azidového iontu. Ta&akce poskytujen-

(asgigg)alkoholy Organoazidy se mohou takdigravovat piesmykem z jinych azidi.

4.3 Dilezité reakce organoazid

4.3.1 Cu(l)-katalyzovana Huisgenova cykloadice (,click“reakce)

,Click" reakce poskytuji produkty rychle, spolehiiva v dobrych vyizcich, za
mirnych reaknich podminek.
V reakci se upldiuje msd’ny kation jako katalyzatdr®

Mechanismus click reakce

Jedna se o reakarida a alkyna za laboratorni teploty.

Cu(l) tvari in situ t-komplex s trojnou vazbou terminalniho alkynu. Nt@mnosti
baze se odtrhava terminalni vodik za vyera meziproduktCu-acetylidu. Dalsi Cu(l)
mezitim aktivuje azid. Dochazi pak k tveérBu-azid-acetylidového komplexu V této
chvili maze z&it proces cyklizace.

Produktem cyklizace je kruh obsahufitézolové seskupeni
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Co se tye tvorby katalyzatoru, osucilo se pouziti srési Cu(ll) nebo CuS@a
redukeniho¢inidla (askorbat sodny aj.) k ziskani Cufi)situ. Cu(l) je rovéZz mozno
stabilizovat ligandy jako naptris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]Jamin
(TBTA), pro lepsi vynosnost reak&&

R
R'—=
s R)/ (Cul, I \%
CULnE Culny
N_ 3 @ o
R N=N-N,

@
R'—=—"Cul,,
. N._,

-

M. N
MWTOCR
Schéma 12: Popis pibéhu Cu(l)-katalyzované cykloadicésg)

Reakce mize probihat viiznych rozpougtlech, jako jsou alkoholy, DMSO, DMF
nebo butanol a aceton. Acetonitril neni vhodnylkmezadoucim reakcim s Cu(l).

Reakce di-azil a di-alkymi s Cu(l) a TBTA vede kvzniku konjugovanych
fluorenpolymetd. Stupé polymerizace rize dosahovat az 50.

Ani alkyny ani azidy se nevyskytujtippzere v buice, reaguji tedy v biologickych
médiich jen spolu, chemoselekté/n

Praktické vyuziti sp@iva v umozgni sledovani enzymoveé aktivity, vizualizace
biomolekul ve fixovanych hikach, detekce DNA syntézy v proliferujicichii@ach a
selektivni gipojeni fluoroforové znéky k virovym strukturam. Rtomnost Cu(l)
v nékterych butkach je nezadouci, kli toxicité. CoZz Fedstavuje Uity limit pro
pouziti této reakcé®’ %39

V této praci bylo zamysSleno pomoci ,click” reakcenistit cilovou molekulu

AzaPc, zhagefluorescence, na oligonukleotid zeay na terminalnim konci alkynem a
umoznit tak nasledny vznik hybridiga fluorescenni sondy.
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4.3.2 Staudingerova reakce (crosslinking, biokonjugace)

Tato reakce byla objevena lauredtem Nobelovy ceh953) Hermannem
Staudingerem, v roce 2000 (Saxon a Bertozzi) bgl&k@ana na biologické systémy a
biokonjugani technologie.

Je to opt chemoselektivni metoda, spea v reakciazida s methylester fosfinem

Jak uz bylareceno azidy a ani fosfiny nejsou s@sti Zivé biiky, v jejim prostedi
reaguji tedy pouze spolu. Dochazi v podstatdetekci azidové zrky pomoci
fosfinovych slogenin.

L Andem macena

i i
OCH; N
H H
\N/d\ i Y Nj‘/d\hl
{ ' \\I:‘=[]
Fi

1
y o Pha molelala ) ! e,
Fosfinem znadend 0 : Konjugovana
molekula o, mol?kula
H : 4 {amidovou vazbou)
N & ©
P—N ”

| | 0 Ph o CHi0
Aza-vlidovy
mezistupefi

Schéma 13: Detek(cszg) azidové zdley fosfinem, za vzniku konjugatu, ketry obsahuje andovou
vazbu

Azidova skupina je relativh mald, tudiz mohou byt syntetizovany biogenni
molekuly, které budou azid obsahovat ve své stigktmapiklad aminokyseliny,
sacharidy a dalSi zakladni stavebni kameny probobsaus zn&né timto zpsobem.
Tyto pozneénéné molekuly jsou pak vpraveny do itky, aby se zdenily do
metabolismuPak se do organismu vpravi fosfinem éare latka. V organismu se tyto
sloweniny setkaji a konjuguji navzajem s vysokou sjtecif

Tato biokonjugani reakce je Setgsi nez vySe zmima azid-alkyn ,click” reakce,

jelikoz nevyzaduje fitomnost ndd’ného kationtu. Proto je tedy Staudingerova reakce
velmi dole vyuZitelna pro sledovani mechanismzivych buikach®®
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5 EXPERIMENTALNI CAST

VSechna pouzitd organicka rozpaia byla analytické kvality. Bezvody butanol
byl skladovan nad hoikem a destilovanésne pied vlastnim pouzitim. VSechny
chemikalie, pouzité &dhem jednotlivych syntéz, byly zakoupeny od uznacany
dodavatei (Aldrich, Acros, Merck, TCI Europe) a pouzity bealSiho zpracovani.

Tenkovrstva chromatografie byla pro¢ad na hlinikovych deskach Merck se
silikagelem 60 Bss Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit Merckekelgel 60
(0.040-0.063 mm).

Infracervena spektra byla zffena na zazeni Nicolet 6700 v ATR modu.

'H a**C NMR spektra byla zaznamenana pomoci spektrénvetrian Mercury Vx
BB 300 nebo VNMR S500 NMR. Chemické posuny byly waddy relativie k
tetramethylsilanu a vztaZzeny na signal rozpallat

MALDI-TOF hmotnostni spektra byla zaznamenana vitpaEm reflektronovém
modu na Voyager-DE STR hmotnostnim spektrometru plidd Biosystems,
Framingham, MA, USA) vtrans2-[3-(4+terc-butylfenyl)-2-methyl-2-propenyliden]-
malononitrilu, ktery byl pouZit jako matrice.riBtroj byl zevi kalibrovan pomoci
pétibodové kalibrace s vyuzitim Peptide CalibrationxM (LaserBio Labs, Sophia-
Antipolis, France).
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Schéma 14: Strény piehled reakci pouzitych k ziskani cilové struktury



5.1 Priprava 5-chlor-6-[4-(2-hydoxyethyl)piperidin-1-yl)]pyrazin-2,3-

dikarbonitrilu (1)
Sat "
HN
OH

NC N\ cl . N\ U\/

D
=
NC N Cl NG N ol
5 mmol 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (1,0) dpylo rozpustno v cca 30 ml
tetrahydrofuranu. Reé&ki smés byla ochlazena ssi ledu a soli. Poté bylafipano 10
mmol 4-hydroxyethylpiperidinu (1,29 g) rozp&$ého v tetrahydrofuranu. Reak
smes byla michana 1 hodindigaboratorni teplat Reakce byla monitorovana pomoci
TLC (chloroform/aceton 50:1) oproti standardni éatdPo ukoteni reakce bylo
odpdeno rozpousgdlo. Snes byla vyiSttna pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu (mobilni faze chloroform/aceton 50:1pZBdovana frakce byla Zzfiltrovana a
rozpoustdlo odpaeno. Vysledny produkt byl Zluty olej.
Vytézek: 1,4 g, (90 % teoretického ¥gku)

¥C NMR (125 MHz, CDGJ) ¢ 32,03 32,12 38,65 48,76 59,93 112,80 113,04
118,74 129,37 137.70 152,59.

'H NMR (500 MHz, CDCJ) § 4.53 (ddt,J = 13,9 4,7 2,3 Hz 2H); 3,74 (t,J = 6,4 Hz
2H); 3,10 (td,J = 13,2 2,4 Hz 2H); 1,99 — 1,80 (m, 3H),67 (bs, 1H)1,57 (q.J = 6,5
Hz, 2H) 1,47 — 1,29 (m, 2H).

IR (ATR) vmax 3365; 2928; 2856; 2228; 1545; 1496; 1454; 137271 1155; 1128;
1058: 978 crit.

5.2 Priprava 5-diethylamino-6-[4-(2-hydoxyethyl)piperidin-1-
yl)]pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)

OH OH
HiC._ _NH _CH
NC._ _N._ _N NN el N O/\/
X
THF P~
N N NG N
CHg

3 mmol 5-chlor-6-[4-(2-hydoxyethyl)piperidin-1-ypyrazin-2,3-dikarbonitrily(1)

(658 mg) a 9 mmmol diethylaminu (1 ml) bylo rozgmét v THF. Soustava byla
zahtivana 4 hodiny pod 2Zym chladéem, @i teplo€ 90°C. Reakce byla
monitorovana pomoci TLC (chloroform/aceton 10:1)\Rohladnuti byla odfiltrovana
vznikla g1l - diethylamonium hydrochlorid. Zrea&ki snEsi bylo odp&eno
rozpoustdlo.

N
I\E\CH3
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Nasledovalo v§isteni pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(chloroform/aceton 8:1). PoZzadovana frakce byldrafiana a odp@na. Vznikla
olejovita tekutina Zluté barvy.

Vytézek: 847 mg, (87 % teoretického v¥ku)

3C NMR (125 MHz, CDGJ) § 12,76 31,71 32,43 38,88 42,36 47,04 60,07 114,84 114,91
119,69 121,04 145,97 146,75.

'H NMR (500 MHz, CDCJ) § 4,08 — 4,00 (m, 2H), 3,72 @,= 6,4 Hz, 2H), 3,55 (d] = 7,1 Hz,
4H), 2,80 — 2,70 (m, 2H), 1,83 (ddi= 14,4 3,4 Hz, 2H), 1,72 (ddd] = 11,2 7,4 4,0 Hz, 1H),
1,54 (9,0 = 6,5 Hz, 2H), 1,48 (bs, 1H), 1,32 — 1,20 (m, 2H10 (tJ = 7,0 Hz, 6H).

IR (ATR) vmax 3405; 2973; 2931; 2874; 2227; 1712; 1518; 1481491 1436; 1373; 1270;
1227; 1091; 1060; 985 ¢

5.3 Priprava 5-[4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl]-6-
(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (3)
(0]

I
on CTRTC O/\/N3
O/\/ © NaNg  nc N
NC_ _No_ _N I N
) T X
I I bezvody DCM, DIPEA, DMF .
NC N/ I\L/\CHg

CHs

N
I\L/\CH3

2,5 mmol 5-diethylamino-6-[4-(2-hydoxyethyl)pipeinetl-yl)]pyrazin-2,3dikarbonitrilu (2)
(0,8374 g) bylo rozpusho v bezvodém dichlormethanu, bylaidano 5 mmol
diisopropylethylaminu (871ul). Poté nasledovaliffdavek 3,5 mmol methansulfonyl
chloridu (271ul). Reakni sn&s byla michana cca 1 hodinu. Reakce byla monitor@va
pomoci TLC (chloroform/aceton 20:1). Po dokeni mesylace byla soustavaiwggana

s vodou, organicka faze byla vysuSena siranem soday rozpougdlio bylo
oddestilovano za snizeného tlaku. Nasteyl meziprodukt rozpudh v bezvodém
dimethylformamidu. Poté bylofidano 17,5 mmol azidu sodného (1,14 g).éSrayla
zahivana 1 hodinu ifp 100°C pod zptnym chladéem. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC v chloroformu. Poté byla &m peciSttna pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu (chloroform).

VytéZzek: 574 mg (65 % teoretického vgku)

¥C NMR (75 MHz, CDCJ) ¢ 12,76 31,38 33,20 34,95 42,38 46,89 48,70 114,78 114,86
119,71 121,24 146,03 146,68.

'H NMR (300 MHz, CDCJ) 6 4,05 (d,J = 13,4 Hz, 2H), 3,56 (g} = 7,1 Hz, 4H), 3,5 (1) = 6,8
Hz, 2H), 2,75 (ddd] = 13,5 12,4 2,5 Hz, 2H), 1,82 (d] = 14,2 Hz, 2H), 1,55 — 1,53 (m, 3H +
H,0), 1,35 — 1,18 (m, 2H), 1,10 (= 7,0 Hz, 6H).

IR (ATR) vmax 2970; 2935; 2226; 2102; 1523; 1515; 1483; 145151 1373; 1357; 1347,
1264; 1250; 1227; 1062 cm-1.
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5.4 Priprava 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (4)

CH
A~ C N CH
I I Y T
NC N N CH

CH

25,2 mmol 5,6-dichlor-2,3-dikarbonitrilu (5,012 lgylo rozpustno v THF. Nasleda
bylo priddno 15 mmol diethylaminu (15,4 ml). Soustava hytgstna pod zptny
chladi, zalfivana @i 100°C po dobu 5 hodin. Pak byla ze¢sirodsata vzniklai a
bylo oddestilovano rozpoustio. Snes byla fekrystalizovana z methanolu. Latka ma
swtle Zluté, lesklé krystaly.

Vytézek: 5,54 g,(81 % teoretického ¥¥ku)

5.5 Cyklizace 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbontrilu (4) a 5-
[4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl]-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (3)

H3C

HsC CHa
HyC

0,717 mmol pyrazindikarbonitril§3) (235 mg) a 2,2 mmol pyrazindikarbonitri{4)
(585 mg) bylo rozpusho v bezvodém butanolu, Z@wno kvaru, pod zfinym
chladicem opattenym susici rourkou. Poté byl#igano 28 mmol kovoveho lithia (141
mg). Snés byla michdna a z#&kana po dobuit hodin. Po skoteni reakce bylo
rozpoustdlo za sniZzeného tlaku oddestilovano a byldgma 40 %-ni kyselina octova.
Soustava byla michdna 30 minut za laboratorni tgpPoté nésledovala filtrace, na
filtru ulpivala tma¥ fialova latka. Pevny podil byl na filtruiladné promyt vodou. R
hledani mobilni faze pro sloupcovou chromatogrdiyilo zjiS€no, Ze jednotlivé
kongenery nily stejné Ra byly prakticky neodditelné.
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5.6 Cyklizace 5-diethylamino-6-[4-(2-hydoxyethyl)piperdin-1-
yl)]pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2) s 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu (4)

CH
H3C 3

H3C
ﬁ //CH3

~ = H3Cj /g/
20D //Y\; C.
HN \
H3CW 3C"’\ \ \ Q\\\
. H3C\/Nj:/NICN H3C ’S/ \2\
Hae” N Ny CN

HsC

Hs
CH3

2,6 mmol pyrazindikarbonitril{2) (847 mg) a 7,8 mmol pyrazindikarbonitri{d) (2,1

g) bylo rozpusino v bezvodém butanolu, cca 20 ml. &nbyla umisina pod zptny
chladi opateny suSici rourkou a za michani dahna k varu. Nasledovalripavek
72,1 mmol kovového lithia, (504 mg). UdrZzovaci tepl laze pak cinila 130°C a
celkovd doba zdfvani byla 4 hodiny. Néasledovalo oddestilovani mzgdla a
piidavek 40 % kyseliny octové, soustava byla mict&hainut. Poté byla zfiltrovana,
promyta vodou. SEs byla vyisSténa pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(smes dichlomethan/aceton/methanol 100:1:1). Pcoilesid kongeneru nesouciho pouze
diethylaminové substituenty byla soustavaéména (dichlormethan/aceton/methanol
20:1:1). Rozposdla byla oddestilovana, produkt byl rozpusty malém mnoZzstvi
dichlormethanu a nakapan do benzinu. Nasledovi#dack, po vyschnuti benzinu byl
produkt smyt dichlormethanem a naslédeetonem. Poté byl produkt vysusen.
Vytézek: 437 mg, (15 % teoretického v¥ku)

13C NMR (75 MHz, CDCY/pyridin-dg) 6 12,51 12,54 31,88 32,26 39,13 41,73

41,94 42,04 47,17 58,83 123,11 139,37 139,43 139,50 139,87 140,56 146,00

149,57 149,60 149,63 149,65 149,68 150,67.

'H NMR (300 MHz, CDCYJ) ¢ 4,36 (d,J = 12,7 Hz, 2H), 3,77 (dgl = 30,9 7,0 Hz,
32H), 3,59 (tJ = 6,4 Hz, 2H), 2,85 () = 12,1 Hz, 2H), 1,85 — 1,70 (m, 2H), 1,62 (bs,
1H), 1,46 — 1,25 (m, 3H), 1,11 — 0,89 (m, 42H).

IR (ATR) vmax 3304; 2971; 2931; 2872; 1641; 1477; 1422; 13BA1] 1285; 1252;
1159; 1135; 1059; 1019; 756; 743; 691 tm

MALDI TOF (m/2): 1146,70 (vypét. [M]*1146,74)
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5.7 Priprava 2-[4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl]-3,9,10,1617,23,24-
heptakis-(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaa)ftalocyaninu
(7)

OH N3
He 3G Hoe 5§
\\ CH \\ CH
HaC N N 8 HaC N // 8
N N
ch\/’\‘\kN N/’ ~_—CHs H3C\/N\e§N N/’ ~_~CHs
\ N N (o] N
N N N I NN
/ Cl—S—CHj /
N [ —N N
H [9) , NaN; H

\ / N\ H 4
N bezvody DMF, DIPEA N )
[ Y Y
H3C/\N)w/ N/\CHs e _N N\ /\CH3
P N

HsC  HsC CH; CHs HsC  HiC CH; CMs

0,2 mmol(6) (227 mg) rozpugho v bezvodém DMF, sés. Nasledoval ifidavek 7,9
mmol diisopropylethylaminu (1,4 ml) a 7,9 mmol matsulfonylchloridu (611ul).
Smes byla michanaiges noc, bezijstupu s¥tla. Poté byl gdan 1mmol azidu sodného
(63,9 mg). Sns byla zakivana po dobu 1 hodinyipl00°C. Byla provedena kontrolni
TLC (smes dichlomethan/aceton/methanol 100:1:1). Poté faylss zahudina, promyta
vodou a Zfiltrovana. K wjisténi smesi byla pouZita sloupcova chromatografie na
silikagelu (sm#s dichlomethan/aceton/methanol 150:1:1)¢Smobilni faze a produktu
byla nasled&a odpdena, produkt byl rozpudt v malém mnozstvi DMF a nakapan do
benzinu. Srs byla umisina do mrazaku. Vysrazeny produkt byl zfiltrovanyausen.
Vytézek: 179 mg

IR (ATR) vmax 3303; 2966; 2929; 2871; 2095; 1506; 1443; 1423%6] 1341; 1285;
1251; 1160; 1131; 1058; 1017; 748; 693'cm

MALDI TOF (m/2: 1171,67 (vypét. [M]*1171,75).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

AzaPc jsou ziskavany cyklotetramerizaci vhbdsubstituovanych pyrazin-2,3-
dikarbonitriti. Nejprve byly syntetizovany vhodné prekurzory pislednou Pipravu
cilové struktury, ktera obsahovala jednou azidogskupinou. Ta je totiz iezita pro
vazbu AzaPc na 5°-konec oligonukleotidu modifiko#amn terminalnim alkynem,
pomoci cykloadini reakce — ,click” reakce.

Jako vychozi skelet byl zvolen pyrazin-2,3-dikarixdn jelikoz praw nitrilové
skupiny se @astni tvorby centrélnich pyrrolovych jader a vazebzi jednotlivymi
¢tvrtinami makrocyku AzaPc.

Pokud jsou pozZadovany na AzaPc skeletu perifertistguenty vazané ips
heteroatom (v fpad této prace dusik), provadi se nukleofilni sube&tus,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitriluiigbytkem nukleofilnih@inidla. Vznikaji pak latky se
stejnymi substituenty v poloze 5 a 6.

Pokud je vyZadovana syntéza prekuizamonosubstituovanych, provadi se
nukleofilni substituce se dma ekvivalenty nukleofilu, za snizené r&akteploty. Tyto
sloweniny pak mohou dale podléhat reakci s jinym nuikem a ziskavaji se tak
prekurzory, které maji dvaizné periferni substituent{)

Pii syntéze pyrazindikarbonitrilu 1§ bylo na zakladni strukturu umisb
hydroxyethylpiperidinové jadro do polohy 6. Tat@kee probihala za snizené teploty,
aby dochézelo k substituci pouze jednoho vazebméfsta. VytZzky produktu byly
vysoké. Poté byla ziskana latka podrobena reall@tbylaminem a vznikl tak skelet
pyrazindikarbonitrilu(2) se déma fiznym substituenty na pozici 5a 6ébpe vysokém
vytéZKku.

U prekurzoru (4) byly do pozice 5 i 6 pyrazin-2,3-dikarbonitrilu isttny
diethylaminové zbytky. Reakce probihala v nadbytiudla, aby doSlo k substituci na
obou mistech.

Substituce  dialkylaminovymi  zbytky hraje udldzitou roli v ovlivreni
fotofyzikélnich a fotochemickych vlastnosti AzafRo cyklotetramerizaci prekurzor
S €mito substituenty se volny elektronovy par dusikavatomu zapoji do konjugace, a
kdyz dojde k excitaci molekuly, velmi rychle stepzdluje hustota naboje v molekule
a dochazi pak krychléemu navratu do zakladniho ust@mtramolekularni fenos
naboje). Nedojde tedy k emisi fluorescence ani lsen®D,. V piipad, Ze je &chto
substituent na periferii vice, latka ztraci ugrschopnost emitovat fotony. Jiz jedno
donorové centrum v molekule vyvolavé intramoleknigienos nabojé”

Syntéza 5-[4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl]-6-(digthmino)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu(3) byla nejprve provatha bez vytepani soustavy ve védpred
piidavkem azidu sodnéhoiiRnalyze NMR spekter takto ziskaného produktu bylo
zZjisténo, Ze se v molekule sice azidova skupina nachbeziyy€zek celkove reakce byl
velmi maly (36%) a Spatiteprodukovatelny.
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Vysvétleni malého vyizku spd@iva Zejmeé vtom, Ze po pdani azidu sodného
k pyrazindikarbonitrilu v fitomnosti  amoniovych  soli, vtomto fipad
diisopropylethylamonium hydrochloridu, prajmbdobré vznika z nitrilové skupiny
pyrazinu a azidu sodného tetrazol. To vede ke shi&tu pouzitelnych molekul pro
cyklotetramerizaci a tedy k nizkym ¥ykam pozadované struktury. Rodinse produkt
stdva nepouzitelny pro cyklotetrametimarekace, protoze nitrilové skupiny sé&aétni
tvorby centralnich pyrrolovych jader a v tomtdpact tvori tetrazol.

H
/N
N
S/
N—N
Obrazek 25: Struktura tetrazolu

Pfi pouZziti konvednich metod fipravy vznika tetrazol z neaktivovanych niiril
neochot® a @i vysokych reaknich teplotach. AvSakipkatalyze amoniovymi solemi
na pyrazindikarbonitrilech se tfio snadno a i relativné mirnych reaknich
podminkéach (teplota 100°C).

Nasledovala tedy optimalizace réakho postupu, spdvajici v odstrasni
diisopropylethylamoniovych soli igpanim s vodou. Mesylat ve vbdepodléha
rozkladu, jedna se tedy o nejjednodussispb zbaveni se nezadoucich soli. A az poté
byl pridan azid sodny.

Vytézky reakce se po optimalizaci zhruba zdvojnasabilyiC spektru produktu se
jiz nachéazel absotpi pas odpovidajici azidové skupirs vinastem 2102crit (pro
azidovou skupinu je rozmezi 2080 az 2170'%M{”

AzaPc makrocyklus vznika reakeétyt molekul pyrazindikarbonitrilu. K jejich
cyklotetramerizaci rize dochazet dima zakladnimi mechanismy. Prvni gp@ v tzv.
templatovém efektu kationtu kovu, prekurzory seksps okolo ®j a néslednym
zahratim rekace dojde k vytveni jadra. Kationt se pak stava &asti makrocyklu.

NejcastjSi zpisob ziskani AzaPc spiwa v ataku alkoholatu alifatického alkoholu
na elektron deficitni uhlik nitrilové skupiny. Vi@ mezistupe, alkylkarboximidat, ten
dale napada dalsi nitrilové skupiny, aZ dojde kaikuz AzaPc™®

V cykloteramerizaci AzaP() i (7) byl vyuzit atak butanolatu lithného.

Pt volbé strategie fipravy AzaPd7) byly jako prekurzory nejprve zvoleny 5,6-
bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarboniti) a 5-[4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl]-6-
(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrfB). Toto se jevilo jako nejjednodussi cesta k
ziskani pozadovaneho azaftalocyaninu.

Po provedeni cyklotetramerizacé pledani vhodné mobilni faze pro sloupcovou

chromatografii bylo zji&no, Ze jednotlivé kongenery maji prakticky stejmfertni
faktor (R,. Vhodnou soustavu k jejich odldni se nepod#do najit.
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Na zaklad tohoto zjiSéni byla zvolena strategie nejprve cyklotetramerat b+
diethylamino-6-[4-(2-hydoxyethyl)piperidin-1-yl)]pgzin-2,3-dikarbonitri(2) a 5,6-
bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonit). Vznikly cyklus AzaP¢6) neobsahuje
pozadovanou azidovou skupinu, ale hydroxylovou skuge tedy patba provést
modifikaci na gipraveném AzaPc.

Cyklotetramerizace AzaPd6) vyuziva ataku butanolatu lithného. W¥ek
pozadovaného kongeneru byl 15%, cozZ je grokhvysoky vygzek, protoZe f tomto
zpasobu ipravy vznika smss riznych kongenér. Prvni pokus fipravy AzaPc(7)
vychazel z velmi malého mnoZstvi (desitky miligignizaPc(6). Vysledny produkt
byl podroben spektralnim analyzam - MS spektraadd IC spektra a ty potvrdily
totoZnost struktury aiffiomnost azidoveé skupiny. Produkt ale nebyl z¢edty.

Kdyz byla reakce k ziskani AzalPg) provedena ve &Sim mnoZzstvi, pozadovany
produkt se nepodi#o ziskat. Hmotnostni spektrum ukazuje clustermetmosti o7
jednotek niz3i. CoZ by odpovidalo absenci dusika Qbr. X a X). £ analyza rovisz
nepotvrdila pitomnost azidové skupiny. Vysledny produkt vznikiy reakci s ¢tSim
mnozstvim prekurzérse nepoddo identifikovat.

Cyklotetramerizace AzaP@), tedy cilové struktury se poiila provést ve velmi

malém mnozstvi a vysledny produkt n#grdostaténou ¢istotu. Ri zvétSeni reaknich
mnozstvi poZzadovany AzaPc nevznikal prgpatobr vibec.
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7 ZAVER

Byly pripraveny vhodné prekurzory pro syntézu cilovéhdtalacyaninu. Z nich
byl pfipraven a popséan azaftalocyanin nesouci jednu Rytreou skupinu. R
piipraw cilové struktury azaftalocyaninu obsahujici azmlovskupinu se produkt
nepodailo pripravit v dostat&ném mnozstvi distots.
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