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ABSTRAKT 
Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra:  Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analýzy 

Kandidát:  Mgr. Jiří Demuth 

Školitel:  doc. PharmDr. Veronika Nováková, Ph.D. 

Konzultant:  prof. PharmDr. Petr Zimčík, Ph.D. 

Disertační práce:  Studium azaftalocyaninů jako zhášečů v oligo-

deoxynukleotidových sondách 

 

Ftalocyaniny (Pcs) a azaftalocyaniny (AzaPcs) jsou planární makrocyklické 

sloučeniny, které mají čistě syntetický původ, byť jsou odvozeny od přírodních barviv – 

porfyrinů. Díky rozsáhlému 18 -elektronovému konjugovanému systému mají Pcs 

a AzaPcs velice zajímavé fotofyzikální vlastnosti, a proto nacházejí uplatnění 

v elektrotechnice, jako materiál v průmyslu či v medicinálních disciplínách. 

Oktaaminoalkyl substituované tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPzs), které patří do 

rodiny AzaPcs, mají díky extrémně rychlému intramolekulárnímu přenosu náboje 

prakticky nulovou vlastní fluorescenci. Využitím této schopnosti v oblasti vývoje 

fluorescenčních sond, kde se dají tyto TPyzPzs použít jako účinné zhášeče pro různé 

fluorofory, se zabývá tato disertační práce. Takovéto sondy mohou najít uplatnění 

v různorodých experimentech napříč vědními obory např. biochemie, forenzní či 

genetická analýza. 

Syntetická část disertační práce navazuje na předchozí studium TPyzPzs v naší 

výzkumné skupině a popisuje návrh struktur a přípravu nesymetrických TPyzPzs 

určených pro jejich odlišné připojení k oligodeoxynukleotidovému (ODN) řetězci 

fluorescenční sondy (na jeho 3´, 5´ konec, respektive doprostřed sondy). Zaváděním 

rozdílných funkčních skupin (hydroxyl, karboxylová kyselina a/nebo azid) lze pak 

ovlivnit způsob připojení k ODN vláknu. Vhodnou volbou periferní substituce bylo 

docíleno snížení agregace látek.  

Další část práce vyhodnocuje vliv periferní substituce na funkčnost 

hydrolyzačních sond (např. TaqMan® sond) během kvantitativní polymerázové řetězové 

reakce (qPCR). Prvně byla vyhodnocována efektivita zhášení TPyzPzs v porovnání 

s komerčně dostupnými zhášeči fluorescence. Pro porovnání našich a komerčních sond 

pro praktické využití při qPCR byla vyvinuta v rámci této práce i modelová metoda, kde 

Taq polymerázu, používanou v qPCR, nahradila DNáza I. Během pozorování 



 

 

absorpčních spekter bylo zjištěno, že i po navázání na ODN sondu tvoří TPyzPzs J-

dimery, které jsou pro sloučeniny typu TPyzPz a obecně i Pc velmi netypickými formami 

agregace.  

Poslední část disertační práce se zabývá právě detailním popisem tvorby J-dimerů 

u TPyzPzs. Vliv různých faktorů na agregaci je popsán jak na samotných TPyzPzs 

v organických rozpouštědlech, tak po navázání na ODN sondu a po provedení 

experimentů v prostředí hybridizačního pufru. Zajímavým fenoménem u ODN sond 

popsaným poprvé v této práci je tvorba unikátního supramolekulárního heterotetrameru 

tvořeného J-dimerem TPyzPzs a dvěma molekulami fluoresceinu.



 

 

ABSTRACT 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove 

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical 

Analysis 

Author:  Mgr. Jiří Demuth  

Supervisor:  doc. PharmDr. Veronika Nováková, Ph.D. 

Consultant:  prof. PharmDr. Petr Zimčík, Ph.D.  

Doctoral Thesis:  Study of azaphthalocyanines suitable for quenching of 

fluorescence in oligodeoxynucleotide probes 

 

Phthalocyanines (Pcs) and azaphthalocyanines (AzaPcs) are planar macrocyclic 

compounds. These synthetic compounds are derived from naturally occurring dyes – 

porphyrins. Pcs and AzaPcs have very interesting photophysical properties due to their 

extensive 18 -electron conjugated system. They are used in electrotechnics, material 

industry or in medicinal applications. 

Octaalkylamino substituted tetrapyrazinoporphyrazines (TPyzPzs), which belong 

to AzaPc family, can quench fluorescence of other molecules due to the ultrafast 

intramolecular charge transfer. This thesis studies this quenching ability of TPyzPzs with 

the aim to develop efficient fluorescence probes. Such probes could find application in a 

variety of experiments across scientific disciplines i.e. – biochemistry, forensic or genetic 

analysis. 

Synthetic part of dissertation thesis is a continuation of previous investigation of 

TPyzPzs in our research group. It describes design and preparation of low symmetrical 

TPyzPzs suitable for different binding to oligodeoxynucleotide (ODN) chain of a 

fluorescent probe (at 3ʹ, 5ʹ-end or into the middle of the chain). This binding to ODN 

chain is enabled by various functional groups (hydroxyl, azide, and/or carboxylic acid) 

attached to TPyzPz. Suitable peripheral groups hinder undesirable aggregation. 

Next part of the thesis assesses the effect of peripheral substitution on usability of 

hydrolysis probes (e.g. TaqMan® probes) in quantitative polymerase chain reaction 

(qPCR). First, comparison of quenching efficiency of TPyzPzs with commercially 

available quenchers is described. For this purpose, we developed a model method, which 

simulates behavior of probes during qPCR. The principle of this simplified method lays 

in the usage of DNase I instead of Taq polymerase employed in qPCR. We found out that 



 

 

J-dimers, which is a rare type of aggregation of Pcs and AzaPcs, are formed even after 

binding TPyzPzs to ODN chain. 

Final part of the dissertation thesis deals with the detailed study of the formation 

of J-dimers. Influence of different factors on behavior of TPyzPzs was investigated in 

organic solvent and after binding to ODN chain in hybridization buffer. Self-assembly 

into a unique heterotetramer formed by the J-dimer of TPyzPzs and two molecules of 

fluorescein was described for the first time.
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1 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ACN   acetonitril 

AzaPc   azaftalocyanin (z angl. Azaphthalocyanine) 

BODIPY 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (boron 

dipyrromethene) 

CFR610  CAL Fluor Red 610 

CPG   pevná fáze (z angl. Controlled pore glass) 

CTC   komplex přenosu náboje (z angl. Charge transfer complex) 

Cy5   Cyanine 5 

DBCO 11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenz[b,f]azocin 

(dibenzoazacyklooktyn) 

DCP   5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril 

DMF   dimethylformamid 

DMSO   dimethylsulfoxid 

DPBF   1,3-difenylisobenzofuran 

FAM   6-karboxyfluorescein fosforamidit 

FRET Fösterův rezonanční přenos energie (z angl. Föster resonance 

energy transfer) 

HOMO nejvyšší obsazený molekulový orbital (z angl. Highest occupied 

molecular orbital) 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (z angl. High-

performance liquid chromatography) 

ICT intramolekulární přenos náboje (z angl. Intramolecular charge 

transfer) 

NMR   nukleární magnetická rezonance 

ODN   oligodeoxynukleotid 

Pc   ftalocyanin (z angl. Phthalocyanine) 

PCR polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction) 

PDT   fotodynamická terapie (z angl. Photodynamic therapy) 

PET světlem vyvolaný přenos elektronu (z angl. Photoinduced electron 

transfer) 

PS fotosenzitizér (z angl. Photosensitizer) 

QE   účinnost zhášení (z angl. Quenching efficiency) 

qPCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce (z angl. Quantitative 

polymerase chain reaction) 



 

14 

 

RET rezonanční přenos energie (z angl. resonance energy transfer 

TAMRA  5-karboxytetramethylrhodamin 

THF   tetrahydrofuran 

TLC tenkovrstvá chromatografie (z angl. Thin layer chromatography) 

TPyzPz  tetrapyrazinoporfyrazinů (z angl. tetrapyrazinoporphyrazin) 

ZnPc   nesubstituovaný zinečnatý ftalocyanin  
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2 FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPŮSOB ŘEŠENÍ 

Studium genetické informace buňky je v dnešní době velice rozšířené napříč 

různými vědními obory např. biochemie, genetika, analytická chemie či forenzní analýza. 

Principem těchto studií je sledování změn fluorescence, buď jejího nárůstu nebo úbytku. 

K tomu je nezbytné, aby byla v analýze přítomna fluorescenční molekula a většinou 

i molekula, která má schopnost fluorescenci naopak zhášet, obě navázané na 

oliodeoxynukleotidovém (ODN) řetězci, který slouží jako rozeznávací jednotka.1 

Většina komerčních molekul, které jsou používány jako zhášeče fluorescence, má 

ale omezení v univerzálnosti použití – je nutná pečlivá volba zhášeče v závislosti na 

použitém fluoroforu a metodě analýzy např. v případě, že je třeba docílit zhášení pomocí 

rezonančního přenosu energie (RET, viz dále), je nezbytný překryv emisního spektra 

fluoroforu a absorpčního spektra zhášeče.2 Bohužel neexistuje zhášeč, který by byl 

schopný absorbovat fluorescenci všech běžně používaných fluoroforů. 

Naše výzkumná skupina „Azaphthalocyanine Group“ se 20 let zabývá přípravou 

a studiem vlastností ftalocyaninů (Pcs) a azaftalocyaninů (AzaPcs) a jejich použitím jako 

fotosenzitizérů pro fotodynamickou terapii (PDT)3 a nebo  jako senzory pro kationty 

kovů4 či pH.5  

Před 11-ti lety bylo v naší skupině zjištěno možné použití oktaalkylamino 

substituovaných tetrapyrazinoporfyrazinů (TPyzPzs) jako zhášečů fluorescence.6 

Planární skelet TPyzPzs napomáhá tvorbě heterodimeru s fluoroforem, což je nezbytné 

pro statické zhášení fluorescence. TPyzPz mají oproti komerčním zhášečů výhodu v šířce 

absorpčního spektra, a tudíž mají předpoklad pro to, aby se staly univerzálními zhášeči 

fluorescence v ODN sondách, které umožňují kromě běžného statického zhášení 

i fungování na principu rezonančního přenosu energie. Samozřejmou vlastností nových 

zhášečů by měla být nulová vlastní fluorescence, což oktaalkylamino substituované 

TPyzPzs bez problému splňují díky ultrarychlému intramolekulárnímu přenosu náboje.7 

Vlastnosti alkylamino TPyzPzs ve vztahu k jejich využití jako zhášečů 

fluorescence byly naší skupinou poměrně detailně prostudovány, nicméně stále chybí 

detailnější studium jejich vlastností po navázání na ODN řetězec a porovnání jejich 

praktické využitelnosti s komerčními zhášeči. Nutným krokem je i vývoj takových 

TPyzPzs, které budou vhodné pro vazbu do libovolného místa řetězce ODN. Tyto kroky 

by měly být zodpovězeny řešením mé disertační práce. 
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem mé disertační práce byla syntéza nesymetrických TPyzPzs, které mohou 

být využitelné jako univerzální zhášeče fluorescence během kvantitativní polymerázové 

řetězové reakce (qPCR). Následně jsem studoval jejich chování během hybridizačních 

testů. 

První část práce se zabývala návrhem a syntézou jednotlivých nesymetrických 

TPyzPzs typu AAAB a dále studiem jejich fotofyzikálních vlastností. Pro dosažení 

maximálního intramolekulárného přenosu náboje, který je zodpovědný za nulovou vnitřní 

fluorescenci TPyzPz, byla zvolena oktaalkylaminová substituce na periferii makrocyklu. 

Jedna isoindolová jednotka vždy nesla funkční skupiny nezbytné pro navázání TPyzPz 

na ODN sondu (Obr. 1). Následná syntéza ODN sondy byla prováděna ve společnosti 

GENERI BIOTECH (Hradec Králové, Česká republika), se kterou naše výzkumná 

skupina dlouhodobě spolupracuje. Dodatečná modifikace a purifikace ODN sond 

probíhala zpět na půdě farmaceutické fakulty ve spolupráci s doc. PharmDr. Radimem 

Kučerou, Ph.D. 

 

Obr. 1 Obecné schéma připravených nesymetrických TPyzPzs. 

Druhá část mé disertační práce byla zaměřena na vyhodnocování efektivity 

zhášení fluorescence na zjednodušeném modelu qPCR ve srovnání s komerčně 

dostupnými zhášeči. 

V třetí části disertační práce jsem studoval vliv periferní substituce na tvorbu 

supramolekulárních agregátů jak v organických rozpouštědlech, tak i po navázaní na 

ODN řetězec.  
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4 PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

4.1 Základní principy fluorescence 

Fluorescence je schopnost molekuly zbavit se přijaté energie vyzářením fotonu. 

Ze strukturního hlediska je pro sloučeninu nutné, aby obsahovala konjugované dvojné 

vazby. Právě systém konjugovaných dvojných vazeb umožňuje látce absorbovat světelné 

záření. Pro snadné vysvětlení dějů mezi absorpcí záření a fluorescencí je vhodné použít 

modifikovaný Jablonského diagram (Obr. 2).8  

  

Obr. 2 Modifikovaný Jablonského diagram (vysvětlení v textu).Převzato z literatury.8 

Molekula se může z energetického hlediska nacházet v základním stavu (S0) či ve 

stavech excitovaných (S1 nebo S2). Jednotlivé stavy mají ještě další dělení na energetické 

hladiny. V případě, že sloučenina v základním stavu (S0) absorbuje foton, tak je 

excitována do některé z vyšších energetických hladin stavů S1 nebo S2. Následně pomocí 

vnitřní konverze ztrácí energii přechodem z vyšší energetické hladiny na základní 

energetickou hladinu stavu S1 nebo S2, které jsou termodynamicky stabilnější a tato 

změna trvá cca 10-12 s, což je mnohem rychlejší než fluorescence (10-8 s). Z nejnižší 

energetické hladiny stavu S1 následně dochází k emisi fotonu – fluorescenci. 

Fluorescenční spektrum je zrcadlovým obrazem spektra absorpčního (Franck-Condonovo 

pravidlo9) a je posunuto bathochromně (k červené oblasti spektra) a to z důvodu ztráty 

energie způsobené vnitřním přechodem popsaným výše.10 Tento fenomén se označuje 

jako Stokesův posun a je velice účinný k predikci vlnové délky maxima a tvaru 

příslušného emisního spektra neznámé sloučeniny. 

Z excitovaného stavu S1 může sloučenina relaxovat také mezisystémovým 

přechodem, který vede k tripletovému stavu T1. V případě stavu T1 se hovoří o stavu 

spinově zakázaném, protože elektrony mají v orbitalech souhlasný spin, což je relativně 
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ojedinělý stav. Z nejnižší energetické hladiny T1 může molekula relaxovat fosforescencí, 

předáním energie jiné molekule v tripletovém stavu či přijmutím tepelné energie 

a návratem do excitovaného stavu S1. Pokud sloučenina relaxuje fosforescencí, tak je 

spektrum ještě více bathochromně posunuto než v případě fluorescence. Přenos energie 

na jinou molekulu v tripletovém stavu (např. tkáňový kyslík – 3O2) je principem 

fotodynamické terapie (PDT, z angl. Photodynamic therapy).11 V případě absorpce 

tepelného záření molekulou ve stavu T1 dochází po jejím návratu do stavu S1 k tzv. 

opožděné fluorescenci.8 

 

4.2 Zhášení fluorescence 

Existují případy, kdy molekula fluoroforu absorbuje požadovanou energii pro 

svoji excitaci, ale ve výsledku není měřitelná skoro žádná fluorescence nebo změřené 

emisní spektrum neodpovídá emisnímu spektru daného fluoroforu. Výše zmíněný jev je 

způsoben zhášením fluorescence fluoroforu jinou molekulou přítomnou ve vzorku. 

Principiálně je možné rozdělit typy zhášení na kolizní, statické zhášení a na rezonanční 

přenos energie.12 

4.2.1 Typy zhášení fluorescence 

4.2.1.1 Kolizní zhášení 

Kolizní zhášení někdy také označované za zhášení dynamické spočívá v interakci 

excitovaného stavu fluoroforu se zhášečem. Tato interakce je zprostředkována 

náhodnými srážkami dvou molekul v souvislosti s jejich difúzním pohybem v roztoku. 

Excitovaný fluorofor se po srážce se zhášečem vrací do základního stavu, aniž by vyzářil 

foton. Tento děj je popsán Stern-Volmerovou rovnicí:13 

F

F0

 = 1 + kqτ0[Q] = 1 +  KD[Q] 

Rovnice 1 Fluorescence bez přítomnosti zhášeče (F0), fluorescence v přítomnosti zhášeče (F), bimolekulární konstanta 

zhášení (kq), doba života fluorescence bez přítomnosti zhášeče (τ0), koncentrace zhášeče ([Q]), Stern-Volmerova 

konstanta (KD = kq × τ0). 

Z  Rovnice 1 vyplývá, že poměr mezi fluorescencí bez zhášeče a se zhášečem by 

měl být nepřímo úměrný koncentraci zhášeče. Bimolekulární konstanta se mění 

v závislosti na komplexním složení roztoku, a čím složitější sloučeniny 

(např. biomolekuly) jsou přítomny v roztoku, tím je její význam větší. Jsou známi 

i případy, kdy biomolekula dokáže „ochránit“ fluorofor takovým způsobem, že se objeví 

jeho plná fluorescence.14  
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4.2.1.2 Statické zhášení 

Spočívá v přímém kontaktu fluoroforu se zhášečem, což má za následek 

nemožnost excitace fluoroforu či jeho okamžitou relaxaci do základního stavu bez emise 

fotonu. Konstantu statického zhášení (KS) lze vyjádřit vztahem: 

KS = 
[F-Q]

[F][Q]
 

Rovnice 2 koncentrace komplexu fluorofor-zhášeč ([F-Q]), koncentrace fluoroforu ([F]), koncentrace zhášeče ([Q]). 

Ze vztahu Rovnice 2 lze vyjádřit podobnou závislost jako u kolizního zhášení – 

viz Rovnice 3:  

F0

F
 = 1 + KD[Q] 

Rovnice 3 Fluorescence bez přítomnosti zhášeče (F0), fluorescence v přítomnosti zhášeče (F), koncentrace zhášeče 

([Q]), konstanta statického zhášení (KS). 

Fluorofor v tomto případě vytváří komplex s druhou molekulou. Může se jednat 

o (homo)dimer v případě, že molekula zháší samu sebe, nebo se může jednat 

o heterodimer v případě, že zhášeč je jiné chemické struktury než fluorofor.8 

4.2.1.3 Rozlišení kolizního a statického zhášení. 

Porovnáme-li grafy závislosti poměru fluorescence bez zhášeče a se zhášečem na 

koncentraci zhášeče pro kolizní a statické zhášení (Obr. 3), je zřejmé, že v obou případech 

se jedná o lineární závislosti. Tudíž z grafu tohoto vztahu nelze vyvodit o jaký typ zhášení 

se jedná. Pokud chceme zjistit typ zhášení, je nutné si pomoci změnou podmínek např. 

teplotou. Pokud budeme zvyšovat teplotu vzorku během měření, tak se fluorescence při 

statickém zhášení bude zvyšovat z důvodu disociace komplexu fluorofor–zhášeč. Na 

druhou stranu, pokud se bude jednat o kolizní zhášení, tak fluorescence bude klesat 

z důvodu častější interakce difundujících molekul a tedy účinnějšího kolizního zhášení.15 

 

Obr. 3 Porovnání obecných příkladů účinnosti zhášení fluorescence.8 
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Další možností, jak rozlišit typy zhášení je změření doby života fluorescence (), 

protože u kolizního zhášení je možné změřit určité hodnoty , kdežto u statického zhášení 

je  vždy rovno nule. 

Poslední možností, jak určit typ zhášení, je porovnání absorpční spekter samotného 

fluoroforu, samotného zhášeče a roztoku, který obsahuje jak fluorofor, tak i zhášeč. 

Pokud absorpční spektra směsi obou molekul odpovídají prostému součtu jednotlivých 

spekter, tak se jedná o kolizní zhášení, neboť kolizní zhášení ovlivňuje pouze excitované 

stavy molekul. Na druhou stranu, pokud je absorpční spektrum směsi molekul rozdílné 

od součtu jednotlivých absorpčních spekter, došlo k tvorbě dimeru/heterodimeru, a tedy 

ke statickému zhášení. Důvodem je fakt, že dimer/heterodimer má odlišné elektronové 

vlastnosti, a tudíž i jiné absorpční spektrum (Obr. 4). 

 

Obr. 4 Ukázka změn v absorpčním spektru při přibližování dvou fluoroforů (tetramethylrhodamin – prázdné kolečko, 

tetrachlorofluorescein – plné kolečko) (a, b) až po vznik heterodimeru (c). Plná čára značí absorpční spektra 

hybridizovaných vláken. Tečkovaná čára je tvořena součtem absorpčních spekter jednotlivých členů před hybridizací. 

Převzato z literatury.16 

4.2.1.4 Rezonanční přenos energie 

Rezonanční přenos energie (RET z anglického Rezonance energy transfer) 

nastává, když fluorofor (donor) emituje foton, který je přijatý akceptorem. Akceptor může 

být fluorescenční nebo nefluorescenční molekula. Pokud je akceptorem fluorofor, tak 

dochází následně k emisi fluorescence o jiné vlnové délce, než by byla původní 

fluorescence donoru. Je-li akceptorem nefluorescenční molekula (zhášeč), tak je přijatá 

energie proměněna na teplo během relaxace zhášeče.17 Pro RET jsou důležité dva 

elementy – vzdálenost mezi donorem a akceptorem a dále překryv emisního spektra 

donoru a absorpčního spektra fluoroforu (Obr. 5). Tímto jevem se zabýval v polovině 20. 

století Theodor Förster,18 který definoval účinnost RET (E) pomocí následujícího vztahu 

(Rovnice 4): 

a) b) c) 
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Obr. 5 Ukázka překryvu emisního spektra fluoresceinu 

(žlutá) a absorpčního spektra TPyzPz zhášeče (fialová). 

E = 
1

1 + (
r

R0
)

6
 

Rovnice 4 Vzdálenost mezi donorem a akceptorem 

(r), Försterův poloměr (R0). 

Försterův poloměr (R0) vyjadřuje vzdálenost, při které je přenos energie právě 50 %, a dá 

se odvodit ze vzájemného překryvu emisních a absorpčních spekter a orientace donoru 

s akceptorem. R0 typicky nabývá hodnot 20–60 Å. Znalost těchto vztahů lze použít třeba 

pro monitorování konformačních změn proteinů.19 RET je někdy označován jako 

Fösterův rezonanční přenos energie (FRET, z angl. Föster resonance energy transfer). 

4.2.2 Mechanismy zhášení fluorescence 

V kapitole 4.2.1 bylo vysvětleno, jak dochází ke zhášení fluorescence mezi 

fluoroforem a zhášečem, ale už nebylo řečeno, na jakém principu dochází k relaxaci 

zhášeče z excitovaného stavu, což bude vysvětleno v této kapitole. 

4.2.2.1 Mezisystémový přechod 

Zhášeč po excitaci do S1 může za určitých okolností přejít mezisystémovým 

přechodem do stavu T1, který má dlouhou životnost. Právě díky dlouhé životnosti 

tripletového stavu může docházet následně k relaxaci díky interakci dvou zhášečů (tím se 

vyruší jejich tripletové stavy a relaxují do základního stavu) nebo nezářivou relaxací 

z tripletového stavu uvolněním vibrační energie (tepla).8 Většinou tyto děje probíhají 

současně a jeden z nich bývá dominantní. Sloučeniny v tripletovém stavu jsou velice 

snadno zhášeny pomocí 3O2.
20 Mezisystémovým přechodem relaxují sloučeniny nesoucí 

těžké atomy (např. halogeny). 

4.2.2.2 Světlem indukovaný přenos elektronu 

Během světlem indukovaného přenosu elektronu (PET, z angl. Photoinduced 

electron transfer) se vytváří tzv. „charge transfer complex“ (CTC) mezi akceptorem 

a donorem. Následně dojde k relaxaci excitovaného stavu S1 donoru do základního stavu 

S0 bez vyzáření fotonu. Donor a akceptor může být i v rámci jedné molekuly, kdy tyto 

dvě části nejsou spojeny konjugovaným systémem. V CTC probíhá přenos elektronu 

z nejvýše obsazeného molekulového orbitalu (HOMO, z angl. Highest occupied 
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molecular orbital) donoru na nejníže neobsazený molekulový orbital a zároveň je donoru 

navrácen elektron z HOMO akceptoru (Obr. 6). 

 

Obr. 6 Schématické znázornění světlem indukovaného přenosu elektronu.21 

Zajímavostí toho způsobu přenosu energie je, že fluorofor může působit jako 

donor i jako akceptor v závislosti na redoxních potenciálech jednotlivých členů CTC 

a okolních podmínkách. Schopnost fungovat jako donor i akceptor mají například 

deriváty 4-amino-1,8-naftalimidu.8, 22, 23 

4.2.2.3 Intramolekulární přenos náboje 

Princip intramolekulárního přenosu náboje (ICT, z ang. Intramolecular charge 

transfer) je velice podobný průběhu PET, ale s tím rozdílem, že celý systém je v konjugaci 

a nedochází k přenosu elektronu na určitou vzdálenost, ale jen k jeho přemístění v rámci 

jedné molekuly. Ve své podstatě dochází pouze ke změně elektronové hustoty v molekule 

za tvorby elektronového dipólu.8 

4.3 Metody detekce sekvence DNA 

Detailní studium genomu organismů bylo pro vědce dlouhou dobu za 

nepřekročitelnou bariérou. Od objevení mikroskopu roku 1595 (Zacharias Janssen 

a Anthony van Leeuwenhoek, Nizozemsko) uplynulo k definovaní pojmu chromozom 

bezmála 300 let (1888, Heinrich W. G. von Waldeyer-Hartz, Německo),24 ale na bližší 

porozumění detailnější struktury chromozomu si musel svět počkat do roku 1953, kdy 

James D. Watson a Francis Crick popsali dvoušroubovici vlákna DNA.25 Dalším, ne však 

posledním, důležitým krokem bylo představení teorie o kodonech Marshallem W. 

Nirenbergem na konferenci v Moskvě roku 1961 (ve spolupráci s J. Heinrichem 

Matthaeiem).26 

První metodou na poli cytogenetiky byla fluorescenční in situ hybridizace, která 

sloužila ke zvýraznění specifických sekvencí na chromozomech.27, 28 Dále byly vyvinuty 

komparativní genomová hybridizace či metody hybridizačních čipů.24 Těmito metodami 
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se ale nedaly pozorovat malé změny na úrovni nukleotidů, jejichž pozorování umožnilo 

až objevení polymerázové řetězové reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction).29 

4.3.1 Polymerázová řetězová reakce 

PCR, jež byla objevena roku 1984 americkým vědcem Kary Mullisem, slouží 

k zmnohonásobení určité sekvence DNA, čehož v dnešní době využívá mnoho vědních 

oborů (biochemie, molekulární biologie, forenzní analýza, aj.). Pro PCR jsou nezbytné 

čtyři věci – předlohová DNA, primer, Taq polymeráza a deoxynukleosidtrifosfáty. 

Samotná PCR probíhá v opakujících se cyklech, ve kterých vždy vznikne dvojnásobek 

DNA než do daného cyklu vstupoval. Každý cyklus se skládá z několika fází – 

denaturace, nasednutí primeru (anelační fáze) a syntéza nové DNA 

kondenzací deoxynukleosidtrifosfátů přítomných v roztoku (elongační fáze).1 

Během denaturační fáze dochází k zahřátí vzorku na 94–98 °C po dobu 

20-30 vteřin (Obr. 7), a tudíž k rozvolnění sekundární struktury DNA. Poté je vzorek 

ochlazován na 50–60 °C a během této doby dochází k hybridizaci (nasednutí) primeru, 

od kterého pak může začít syntéza nové DNA. Samotná syntéza komplementárního 

vlákna je zprostředkována enzymem „Taq polymerázou“, který je aktivní při 68–72 °C 

(Obr. 8).30 
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Obr. 7 Teplotní schéma jednotlivých fází během PCR –  

D = denaturační fáze, A = anelační fáze, E = elongační fáze. 

 

 

Obr. 8 Schéma jednotlivých fází PCR 

a naznačení exponenciálního růstu 

množství nových kopií. 

Samotná PCR se používá v několika verzích, z nichž moderním trendem je 

kvantitativní polymerázová řetězová reakce (qPCR, z angl. quantitative polymeraze chain 

reaction) nebo někdy označovaná jako PCR v reálném čase. Výhodou qPCR je možnost 

monitorování průběhu multiplikace DNA v reálném čase, což ale není možné bez 
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přítomnosti signálních molekul ve vzorku. Tyto signální molekuly – sondy – mají 

schopnost fluorescence a v závislosti na typu sondy se v průběhu qPCR fluorescence 

snižuje nebo zvyšuje. Po každém cyklu qPCR je proto změřena fluorescence reakční 

jamky. Získaná hodnota fluorescence vynesena do grafu závislosti graf změny 

fluorescence na počtu cyklů amplifikace (Obr. 9). 
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Obr. 9 Záznam průběhu qPCR – relativní fluorescence (RFU). 

4.3.2 Sondy používané v PCR 

Primární členění sond vychází z přítomnosti či nepřítomnosti 

oligodeoxynukleotidového (ODN) řetězce v signální molekule, tudíž signální molekula 

je samotný fluorofor nebo fluorofor navázaný na ODN řetězci (Obr. 10). Mezi sondy 

s fluoroforem vázaným na ODN řetězec patří: sondy s primery, hydridizační sondy, 

hydrolyzační sondy a dále by bylo možné do této skupiny zahrnout MGB sondy a analoga 

nukleových kyselin. 

 

Obr. 10 Základní rozdělení fluorescenčních sond v PCR.1 
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4.3.2.1  Fluorofory vázající se na DNA 

Jedná se o molekuly, které pokud jsou volně v roztoku, tak nevykazují 

fluorescenci. Po jejich interakci s dvoušroubovicí DNA vazbou do malého žlábku DNA 

dojde k nárůstu fluorescence. Principem vzniku fluorescence může být samotná interakce 

s DNA nebo „schování se“ před kyslíkem v roztoku, který jejich fluorescenci jinak zháší. 

Odečet nárůstu fluorescence se provádí během elongační fáze.31, 32 Řadí se sem SYBR® 

Green, EvaGreen, ethidium bromid. Fluorofory interagující s DNA se používají k detekci 

bakterií rodu Salmonella33 či geneticky modifikovaných organismů v potravinářství.34 

4.3.2.2 ODN sondy nesoucí fluorofory 

V případě těchto sond se jedná vždy o spojení ODN s fluoroforem, popřípadě 

i zhášečem, kovalentní vazbou. Dělí se na základě přítomnosti primeru a dále pak na 

principu rozsvícení. V následujícím textu budou detailněji popsány pouze některé typy 

sond. 

Scorpion probes 

Tzv. Scorpion probe je ve své podstatě ODN řetězec nesoucí fluorofor, zhášeč a 

neštěpitelnou vazbou připojený primer.35 Pokud je tato sonda volně v roztoku, zaujímá 

tvar vlásenky. Fluorofor a zhášeč jsou v tomto případě blízko sebe a dochází ke zhášení 

fluorescence (Obr. 11). Během elongační fáze je sonda včleněna do nového vlákna DNA, 

protože zároveň obsahuje primer, od kterého začíná replikace DNA. Po denaturaci sonda 

následně hybridizuje s dosyntetizovaným vláknem DNA. Díky hybridizaci dojde 

k oddálení fluoroforu od zhášeče, což má za následek nárůst fluorescence. Detekce 

příslušného signálu fluorescence probíhá v denaturační fázi. Tyto sondy se dají využít 

např. k detekci parazitů,36 bakterií.37, 38 

 

Obr. 11 Schéma principu Scorpions probe – fluorofor (F), zhášeč (Z), tučná červená čára značí neštěpitelnou vazbu 

mezi primerem (růžová čára) a zhášečem.39 

LUXTM 

LUX™ je zkratkou pro light-upon-extention,40 což vystihuje i princip této sondy. 

Sonda se skládá z ODN řetězce s fluoroforem a primerem (Obr. 12). Pokud je sonda volně 

v roztoku zaujímá tvar vlásenky, kdy naproti fluoroforu je sekvence bohatá na guanosin, 
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který má schopnost zhášet fluorescenci. Během elongační fáze se stane sonda lineární, 

a tudíž se zvyšuje její fluorescence, která dosáhne maxima po hybridizaci 

s komplementárním vláknem.41 Detekce fluorescence probíhá v elongační fázi. V praxi 

se tato sonda používá například k detekci jedné z příčin gastroenteritidy.42  

 

Obr. 12 Schéma principu LUXTM – fluorofor (F), zelená část vlásenky odkazuje na 

přítomnost primeru začleněného v sondě.39 

Hybprobes (FRET sondy) 

Tento systém se skládá ze dvou samostatných sond, kde na jedné sondě je na 

3ʹ-konci fluorofor a na druhé sondě je na 5ʹ-konci zhášeč (Obr. 13). Během anelační fáze 

nasednou sondy na vlákno DNA tak, že konce sond s fluoroforem a zhášečem jsou blízko 

sebe, tudíž fluorofor po ozáření emituje foton, který je hned absorbován zhášečem, který 

sice fluoreskuje, ale emitované světlo má jinou vlnovou délku, než je fluorescence 

emitovaná fluoroforem. Detekce fluorescence probíhá v anelační fázi. Tímto způsobem 

mohou být detekovány viry43 či mykobakterie.44 

 

Obr. 13 Schéma principu Hybprobes – fluorofor (F), zhášeč (Z).39 

Molecular beacons 

V případě tzv. Molecular beacons se jedná o sondu, která zaujímá tvar vlásenky 

díky částem řetězce, které jsou k sobě vzájemně komplementární. Je značena fluoroforem 

a zhášečem na jednotlivých koncích (Obr. 14). Během anelační fáze hybridizuje sonda 

s komplementárním vláknem, tudíž dojde k oddálení fluoroforu od zhášeče a k nárůstu 

fluorescence.45 Detekce fluorescence probíhá v anelační fázi. Sondy založené na tomto 

principu se používají například k detekci adenoviru.46 
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Obr. 14 Schéma principu Molecular beacons – fluorofor (F), zhášeč (Z).39 

TaqMan® sondy 

TaqMan® sondy se skládají z ODN řetězce, fluoroforu a zhášeče. Fluorofor je 

většinou na 5ʹ-konci a zhášeč je na 3ʹ-konci. ODN vlákno, které spojuje fluorofor se 

zhášečem není komplementární samo se sebou, tudíž netvoří žádnou pravidelnou 

sekundární strukturu. Pokud je sonda v roztoku, tak se vytváří tzv. náhodné klubko (angl. 

random coil). Sonda v roztoku nevykazuje fluorescenci (nebo minimální), protože možné 

fluorescenci je zabráněno vytvořením heterodimeru mezi fluoroforem a zhášečem. Tento 

heterodimer je rozvolněn během anelační fáze, kdy sonda hybridizuje ke komplementární 

sekvenci DNA (Obr. 15), a v tomto okamžiku dojde k malému nárůstu fluorescence. 

Dominantní úlohu ale nakonec hraje exonukleázová aktivita DNA polymerázy, která 

během elongační fáze rozštěpí sondu na malé fragmenty, což má za následek oddálení 

fluoroforu od zhášeče, a tudíž skokový nárůst fluorescence. Detekce fluorescence probíhá 

během elongační fáze. Tento typ sond lze použít např. k detekci myonecrosis viru47, ke 

studiu predispozic k rakovině slinivky48 či viru žloutenky B.49 

 

Obr. 15 Schéma principu TaqMan® sond – fluorofor (F), zhášeč (Z), DNA polymeráza (zelená kruhová výseč).39 

4.3.3 Fluorofory 

Mezi fluorofory, což jsou sloučeniny schopné fluorescence, patří syntetická 

barviva, ale i několik endogenních molekul (např. karotenoidy, flavinadenindinukleotid 

či nikotinamidadenindinukleotid).50 Tato kapitol se ale především zabývá fluorofory, 

které se používají při detekci DNA. Jejich vlastnosti jsou přehledně shrnuty v Tabulce 1 

a Obr. 16. Fluorofory lze dělit z mnoha hledisek – dle použití, vlnové délky emise či dle 

chemické struktury. Pro zkomplikování situace jsou některé fluorofory různě 

modifikovány, čímž získáme různě aktivované deriváty s modifikovanými vlastnostmi 

oproti předlohovým fluoroforům. 
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Tabulka 1 Přehled fluoroforů a jejich fotofyzikálních vlastností. Převzato a upraveno.51 

 
 

 

Obr. 16 Přehled základních struktur jednotlivých fluoroforů v závislosti na jejich emisní vlnové délce a na jejich 

svítivosti. Převzato z literatury. 51 
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Pokud se má hovořit o rozdělení fluoroforů dle struktury, tak mezi hlavní skupiny patří: 

deriváty xanthenu, deriváty indocyaninu, deriváty 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indacenu – známe jako BODIPY (z angl. boron dipyrromethene) a další strukturní typy. 

4.3.3.1 Deriváty odvozené od xanthenu 

Společným činitelem těchto látek je různě substituovaný xanthen, což dalo vznik 

dvěma hlavním rodinám v této kategorii – deriváty fluoresceinu a rhodaminu.51 

Fluorescein byl prvně syntetizován roku 1871 (Adolf von Baeyer, Německo), což z něj 

činí velice starý fluorofor, který je díky svým výhodným vlastnostem především ve 

vodném prostředí hojně využívaný dodnes. Fluorescein má vysoký extinkční koeficient 

(9,3 × 104 M-1cm-1), absorpční maximum (max) při 490 nm a emisní maximum (em) při 

514 nm. Jedna z nevýhod fluoresceinu vyplývá z toho, že jeho nejúčinnější forma je 

dianion, tudíž jeho kvantový výtěžek fluorescence je závislý na pH prostředí.8, 52 Na 

druhou stranu, většina biologických testů se provádí za standardizovaných podmínek 

a v pufru, takže s opakovatelností výsledků není problém.53 Díky různorodé substituci 

(-F, -Cl, amino, methyl, sulfonyl) byly vlastnosti fluoresceinu modifikovány pro rozličné 

použití (Obr. 17). 

 

Obr. 17 Struktura vybraných derivátu fluoresceinu. Červeně zvýrazněna karboxylová funkce, která se používá pro 

připojení k biomolekulám. 

Rhodamin je odvozený od fluoresceinu substitucí hydroxylových skupin za 

aminoskupiny (Obr. 18). Rhodaminy jsou méně náchylné na změnu pH prostředí, ale na 

rozdíl od derivátů fluoresceinu mají nižší kvantový výtěžek fluorescence (F). 

 

Obr. 18 Přehled fluoroforů odvozených od rhodaminu. 
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4.3.3.2 Fluorofory odvozené od indocyaninu 

Jedná se o molekuly, které ve své struktuře obsahují řetězec konjugovaných 

dvojných vazeb, který spojuje dvě indolová jádra. Cyaninová barviva se označují dle 

počtu spojovacích atomů uhlíku mezi jednotlivými indolovými jádry – Cy3 (n = 1), Cy5 

(n = 2), Cy7 (n = 3) (Obr. 19a).54 

 

Obr. 19 Přehled indocyaninových barviv. 

Pokud je k indolovému skeletu přikondenzováno benzenové jádro, tak dochází k posunu 

max a em o 30–40 nm k červené oblasti spektra. Že se jedná indocyanin s rozšířeným 

aromatickým systémem lze poznat z označení CyX.5 (např Cy3.5) (Obr. 19b). Základní 

cyaninový skelet může být modifikován sulfonací pro zlepšení rozpustnosti a zabránění 

agregace ve vodném prostředí (vliv na posun spektra je v takovém případě už minimální). 

Zajímavým derivátem indocyaninových barviv je IRDye 800 CW (Obr. 19c), které má 

em při 819 nm.55 

4.3.3.3  BODIPY 

Deriváty boron dipyrromethenu jsou pro výhodné vlastnosti (rozpustnost ve vodě, 

úzké emisní pásy, vysokou chemickou stabilitu, minimální rozklad světlem, malou 

agregaci, vysoké extinkční koeficienty) hojně využívány.56 BODIPY mohou být využity 

ve fluorescenční mikroskopii pro detekci subceluárních struktur,57 jako pH senzor 

v buňkách,58 pro modifikaci nukleosidů59 či ke značení β-amyloidových plaků60 (Obr. 

20). 
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Obr. 20 Modifikace BODIPY dle využití. 

4.3.3.4 Další strukturní typy 

Do této skupiny fluoroforů patří sloučeniny absorbující a emitující napříč celým 

viditelným spektrem. Patří sem molekuly ze skupiny fenanthridinů, které slouží k detekci 

DNA (ethidium-bromid)14 (Obr. 21). Jako další sloučenina sloužící jako fluorofor vázaný 

na DNA je DAPI ze skupiny fenylindolů.61 Cascade Yellow se používá v průtokové 

cytometrii.62 Dále do této kategorie dále například patří senzorická molekula pro hydrazin 

založená na skeletu resorufinu.63 

 

Obr. 21 Fluorofory jiných struktur. 

4.3.4 Zhášeče fluorescence 

Zhášeče fluorescence lze definovat jako sloučeniny, jenž mají schopnost potlačit 

či úplně eliminovat fluorescenci ostatních látek. Pro správný výběr zhášeče při návrhu 

ODN sondy nesoucí pár fluorofor-zhášeč, je nutné se zamyslet nad typem sondy, 

zamýšleným mechanismem zhášení, použitým fluoroforem a na základě použitého 

fluoroforu vybrat vhodný zhášeč, který musí splňovat dvě podmínky. Pokud má docházet 

ke zhášení přes RET, tak je důležitý překryv emisního spektra fluoroforu a absorpčního 

spektra zhášeče. Druhým požadavkem je dostatečná chemická stabilita zhášeče tak, aby 

se neměnil za podmínek používaných při syntéze ODN vlákna v DNA syntetizátoru. 

Zhášeč je totiž zpravidla umisťován na 3ʹ-konec sondy, od něhož začíná i samotná syntéza 

sondy v DNA/RNA syntetizátorech, a je tedy přítomen po celou dobu syntézy ODN.12, 64 

Pokud se jedná o samotné rozdělení zhášečů, tak je lze rozdělit buď dle času 

objevu na generace nebo dle chemické struktury. Prvně byl využíván 

5-karboxytetramethylrhodamin (TAMRA), který ale vykazoval svoji vlastní fluorescenci 
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(em = 580 nm).65 Další molekuly už spadaly do kategorie tzv. „dark quenchers“, což je 

označení pro zhášeče, které nemají vlastní fluorescenci. Nepřítomnost fluorescence 

zhášeče vede ke snížení fluorescence neaktivované sondy, což zvyšuje přesnost odečtu 

fluorescence ve vlastní metodě. Přesto dark quenchers z první generace, nebyly tak 

výhodné, protože absorbovaly pouze v úzké části absorpčního spektra, což omezovalo 

jejich univerzálnější použití. Z jejich zástupců je třeba zmínit deriváty 

4-(fenyldiazenyl)anilinu (např. Epoch Eclipse™ Quencher, DABCYL66). Druhá generace 

zahrnuje dark quenchers, které už mají širší absorpční spektra, ale stále je třeba použít 

více zhášečů k pokrytí celého spektra. Nehledě na fluorofory Cy5.5 a Cy7, které emitují 

v oblasti 700 nm a výše, kde existuje jen velice omezené množství zhášečů.67 Mezi 

zástupce druhé generace se řadí série zhášečů Black Hole Quenchers® (BHQ®), Iowa 

Black® Quenchers a BlackBerry® Quenchers (BBQ®). 

Druhou možností, jak rozdělit zhášeče, je dle jejich struktury. Toto dělení je 

přehlednější, a tudíž bude nadále využito. Zhášeče jsou odvozené od xanthenu, 

difenyldiazenu či strukturně atypické. 

4.3.4.1 Zhášeče odvozené od xanthenu 

Do této skupiny patří TAMRA (Obr. 22), který byl uvedený do praxe jako první 

zhášeč, ale má vlastní fluorescenci. Další série zhášečů z této skupiny byla odvozena od 

rhodaminu jeho N,Nʹ-diaryl substitucí, což má za následek eliminaci fluorescence. Právě 

mezi N,Nʹ-diaryl substituované rhodaminy patří QSY™ 7, QSY™ 9 a QSY™ 21 

vyvinuté firmou Molecular probes (dnes v concernu Thermo Fisher Scientific, USA). 

 

Obr. 22 Zhášeče odvozené od xanthenu. 

4.3.4.2 Zhášeče odvozené od difenyldiazenu 

Do této největší a nejčastěji používané skupiny zhášečů patří rozličně 

substituované deriváty difenyldiazenu první i druhů generace zhášečů (Dabsyl, Epoch 

Eclipse™ quencher, Dabcyl, Iowa Black™ FQ) (Obr. 23). V některých případech je 

difenyldiazen substituován v poloze 4 fenyldiazanylem, jako je to u BHQ–1®, BHQ–2® 

nebo BlackBerry™ Quencher 650.68, 69 Tyto zhášeče absorbují mezi 450-650 nm. 
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Obr. 23 Příklady zhášečů z kategorie difenyldiazenu. 

4.3.4.3 Strukturně atypické zhášeče 

Patří sem například další zhášeč vyvinutý firmou Molecular probes QSY® 35, 

který má jako základ N-fenylbenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-amin (Obr. 24). Dalším 

příkladem může být zhášeč Iowa Black® QR, který je odvozený od 1,4-diamino-9,10-

antrachinonu. Iowa Black® QR je určen pro zhášení fluorescence mezi 500-700 nm, 

protože jeho absorpční maximum je při 651 nm.70 Můžeme zde i nalézt zhášeč 

IRDye® QC-1, který je odvozený od fluoroforu Cy7 a dokáže zhášet až v NIR 

(500-800 nm).67 

 

Obr. 24 Struktury atypických zhášečů. 

4.4 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny 

Ftalocyaniny (Pcs, z angl. Phthalocyanines) jsou makrocyklické planární 

molekuly s rozsáhlým 18 -elektronovým systémem konjugovaným dvojných vazeb. 

Z hlediska původu se jedná o čistě syntetické sloučeniny odvozené od porfyrinů, které se 

v přírodě hojně vyskytují (chlorofyl, hem B). První zmínka o syntéze Pcs pochází z roku 

1907, kdy vznikly jako vedlejší produkt při přípravě 2-kyanobenzamidu.71 Zájem o Pcs 
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ale vzrostl až ve 30. letech 20. století, kdy probíhal jejich výzkum v laboratořích 

Reginalda P. Linsteada, který je i prvně označil za ftalocyaniny.72 Samotná molekula Pc 

se skládá ze 4 isoindolových jednotek, které jsou v polohách 1 a 3 spojeny 

azomethinovými můstky (Obr. 25). Pcs mohou do svého středu koordinovat více než 70 

různých kationtů kovů, polokovů (např. Zn2+, Fe3+, Al3+, Si4+) či dva atomy vodíku, což 

má výrazný vliv na jejich vlastnosti.73  

 

Obr. 25 Odvození ftalocyaninu, kde M značí centrální kationt kovu, polokovu nebo dva atomy vodíku. 

Od Pcs mohou být izosterní záměnou methinových skupin benzenových jader 

atomy dusíku odvozeny azaanalogy, tzv. azaftalocyaniny (AzaPcs, z angl. 

Azaphthalocyanines). AzaPcs mají několik strukturních podtypů dle typu heterocyklu, 

který na makrocyklu nahrazuje benzenové jádro – tetra[2,3]pyridoporfyraziny, 

tetra[3,4]pyridoporfyraziny, tetrapyrimidoporfyraziny, tetra[3,4]pyridazinoporfyraziny, 

tetra[4,5]pyridazinoporfyraziny a tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPzs, z ang. 

tetrapyrazinoporphyrazines) (Obr. 26).  

 

Obr. 26Jednotlivé podtypy azaftalocyaninů. 

Další modifikací základní struktury Pcs a AzaPcs je anelace dalších aromatických 

jader k makrocyklu. Takto lze získat naftocyaniny přikondenzováním benzenového jádra 

k Pcs a samozřejmě i zde je možná isosterní záměna methinových skupin za dusíky a poté 

vznikají tetra(2,3-chinoxalino)porfyraziny, tetra(6,7-chinoxalino)porfyraziny 

a tetra(pyrazinopyrazino)porfyraziny (Obr. 27).73, 74 
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Obr. 27 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny rozšířené o další aromatické jádro. 

Doposud byly zmiňovány pouze modifikace na úrovni záměny aromatického 

skeletu Pcs a AzaPcs, ale neméně významnou modifikací je substituce aromatických 

jader, které se dle polohy označuje za periferní ( poloha) nebo neperiferní ( poloha) 

(Obr. 28). U TPyzPzs, jak již z jejich obecné struktury vyplývá, je možná pouze periferní 

substituce. Velkou nevýhodou těchto planárních aromatických skeletů pro většinu 

potenciálních aplikací je jejich tendence agregovat, tudíž tvořit dimery a vyšší agregáty 

(viz kapitola 4.4.2.), a právě substituce aromatických jader vhodnými substituenty může 

zabránit vzniku těchto agregátů.75 Častým přístupem při návrhu nových derivátů je vázat 

substituent na aromatické jádro přes heteroatom, což má vliv na absorpční spektrum 

molekuly (viz kapitola 4.4.1.) nebo na její fotofyzikální vlastnosti. 

 

Obr. 28 Možnosti substituce u ftalocyaninu. 

Existují dva přístupy, jak provádět substituci aromatických jader. První možností 

je postsyntetická modifikace až na makrocyklickém systému (např. sulfonace 

benzenových jader,76 dimethoxytritylace hydroxylových skupin,77 hydrolýza esterů,78 

alkylace terciálních dusíků3). Druhou variantou je nejprve vhodná modifikace prekurzorů 

před samotnou cyklotetramerizační reakcí, protože tímto způsobem je možno se vyhnout 

několikanásobné purifikaci již vytvořeného makrocyklického skeletu a zbytečného 

vystavování Pc/AzaPc reakční podmínkám během příslušné reakce.79 

Pcs a AzaPcs mohou být symetrické a nesymetrické z pohledu substituce jejich 

jádra. Absolutně symetrické sloučeniny mají 4 různé roviny symetrie (Obr. 29a). 

Nesymetrické molekuly mohou vznikat, buď reakcí nesymetrických prekurzorů, v tomto 

případě se hovoří o polohové izomerii – jednotlivé izomery se označuje 
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tzv. Schoenfliesovým značením80 (Obr. 29b). Vzniklé polohové izomery se jen velmi 

těžko oddělují.81-83 Druhou možností vzniku nesymetrických molekul je 

cyklotetramerizace dvou rozdílných prekurzorů A a B – v tomto případě se hovoří o 

tzv. kongenerech (Obr. 29c). Oddělení jednotlivých kongenerů je podstatně jednodušší 

než oddělit od sebe polohové izomery, ale separace všech 6 kongenerů je až na výjimky 

extrémně komplikovaná, neboť kongenery ABAB a AABB se velice špatně oddělují.84 

Z tohoto důvodu se tyto dva kongenery připravují většinou speciálními syntetickými 

postupy.85, 86 

 

Obr. 29 Možné typy nesymetrických Pcs a AzaPcs: a) zobrazení počtu rovin symetrie u nesubstituovaného Pc, 

b) polohová izomerie, c) výsledek cyklotetramerizační reakce 2 rozdílných prekurzorů. 

4.4.1 Fotofyzikální vlastnosti 

Pcs a AzaPcs absorbují díky svému konjugovanému systému dvojných vazeb 

světelnou energii v rozsahu 300–800 nm.87 Při bližším pohledu na absorpční spektrum je 

zřejmá přítomnost dvou majoritních pásů – B-pás s absorpcí okolo 360 nm a Q-pás 

s absorpcí v rozsahu 620–750 nm (Obr. 30), což má za následek výraznou barevnost 

těchto látek. 
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Obr. 30 Vzorové absorpční spektrum – bezkovový AzaPc, zinečnatý AzaPc. 

Vysokoenergetický B-pás se mění jen minimálně v závislosti na okolních 

podmínkách, proto je možné ho použít například k odhadu koncentrace ve variabilním 

prostředí. Nízkoenergetický Q-pás ( = 600–750 nm) poskytuje při detailnější analýze 

mnohem větší škálu informací. Pokud je Q-pás ostrý a nerozštěpený, tak to značí že se 

jedná pravděpodobně o symetrický Pc/AzaPcs s centrálně koordinovaným kationtem. Na 

druhou stranu, když je Q-pás rozštěpený, tak to značí přítomnost nesymetrie v molekule, 

která může být způsobena centrálními vodíky bezkovového derivátu Pc/AzaPc (pouze v 

případě měření spektra v nekoordinačním rozpouštědle, viz níže) nebo nesymetrickou 

periferní substitucí s rozdílným vlivem těchto substituentů na posun spektra. Tvar Q-pásu 

je ovlivněn také agregací látek (viz kapitola 4.4.2) nebo protonizací makrocyklického 

jádra v kyselém prostředí. Polohu Q-pásu ovlivňuje základní skelet molekuly např. 

izosterní záměna benzenového jádra za pyrazinové posune Q-pás od 40–50 nm 

hypsochromně.88 Postupné rozšiřování -konjugovaného systému pomocí anelovaných 

benzenových jader posouvá Q-pás o přibližně 20 nm bathochromně za každé nové jádro 

(tj. za každou záměnu isoindolové jednotky za benzo[f]isoindolovou jednotku).89 

Substituce aromatických jader nemá na posun Q-pásu tak výrazný vliv, ale i tak se jedná 

o velice důležitý nástroj při ladění vlastností výsledného Pc/AzaPc. Obecně lze říci, že 

bathochromního posunu oproti nesubstituovanému makrocyklu lze docílit, zavedeme-li 

na periferii alkylové (~ 5 nm), alkylaminové (~ 15 nm), thioetherové (~ 20 nm) skupiny, 

naopak hypsochromní efekt má alkoxy/aryloxy substituce (~ 10 nm).90 Vliv použitého 

rozpouštědla (tzv. solvatochromní posun) na pozici Q-pásu je minimální. Větší roli hraje 

koordinační schopnost rozpouštědla na rozvolňování agregátů (viz kapitola 4.4.2). 

Zajímavé chování je pozorováno u bezkovových derivátů Pcs a AzaPcs v přítomnosti 

slabě bazického koordinačního rozpouštědla (dimethylformamid – DMF, pyridin, 

dimethylsulfoxid – DMSO), kdy dochází ke vzniku tzv. „proton transferového 
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komplexu“ (Obr. 31), čímž bezkovový Pc či AzaPc získává zpět symetrii a jeho Q-pás je 

ostrý jako u sloučeniny s centrálním kationtem. 

 

Obr. 31 Proton transfer komplex. 

Díky systému konjugovaných vazeb mohou Pcs a AzaPcs excitovat ze svého 

základního stavu S0 do stavu S1 (viz Obr. 2 v kapitole 4.1) a přijatou energii vyzářit ve 

formě fotonu – fluorescence, či se přijaté energie zbavit nezářivými procesy. Třetí 

možností je mezisystémový přechod do tripletového stavu T1 a následné předání energie 

kyslíku (3O2), který se díky tomu změní na singletový kyslík (1O2) (viz kapitola 4.4.3). 

Účinnost přeměny přijaté energie na vlastní fluorescenci či produkci 1O2 vyjadřují tzv. 

„kvantové výtěžky“ (Rovnice 5), kdy jejich součet musí být vždy v rozmezí 0 až 1, neboť 

platí zákon zachování energie. 

kvantový výtěžek fluorescence: ΦF = 
počet emitovaných fotonu

počet absorbovaných fotonů
 

kvantový výtěžek produkce 

singletového kyslíku: 
ΦΔ = 

počet vzniklých molekul O
1

2

počet absorbovaných fotonů
 

Rovnice 5 Definice kvantových výtěžků dějů uplatňujících se při relaxaci excitovaných stavů Pc/AzaPc. 

4.4.2 Vznik supramoleklárních útvarů 

Pcs a AzaPcs mají tendenci díky své planární struktuře nasedat na sebe a vytvářet 

supramolekulární útvary – tzv. agregáty. Agregace je většinou považována za nežádoucí 

vlastnost, negativně ovlivňuje fotofyzikální vlastnosti látek jako je absorpční spektrum, 

fluorescence či produkce 1O2 (Obr. 32a, b). Existují dva základní typy agregátů, se 

kterými se můžeme v případě Pcs/AzaPcs setkat – H-dimery a J-dimery. 
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Obr. 32 Vliv vzniku agregátů na absorpční spektrum a) H-typ agregace, b) J-typ agregace, kde červená značí 

agregované spektrum a modrá spektrum monomerní. Znázornění uspořádání agregátů: c) H-dimer, d) J-dimer. 

Červeně je naznačena osa protínající centra jednotlivých molekul. 

Obecně lze agregaci zabránit volbou vhodného koordinačního rozpouštědla 

(schopnost rozpouštědla koordinovat se na centrální kation Pcs/AzaPcs), vhodnou 

substitucí makrocyklu objemnými či nabitými substituenty.91, 92 Pcs/AzaPcs s vhodným 

centrálním atomem (Si, Al, Ge) nabízí možnost axiální substituce, která velice dobře 

zabraňuje agregaci, neboť zavádí substituenty nad a pod rovinu makrocyklu.93 

4.4.2.1 H-typ agregace 

H-typ agregace, také označovaný jako „head-to-head“, se velice často vyskytuje 

u planárních makrocyklických molekul s konjugovaným systémem dvojných vazeb, 

protože je založena na interakci - systémů.94 Zjednodušeně si lze tuto agregaci 

představit jako stoh papírů, kde jednotlivé listy představují samotné planární molekuly, 

proto je i osa protínající středy molekul kolmá k jejich rovině (Obr. 32c). Vznik 

H-agregátů má za následek v absorpčním spektru hypsochromní posun Q-pásu a snížení 

jeho intenzity (Obr. 32a). Dalšími změnami u Pcs/AzaPcs je snížení rozpustnosti a změna 

relaxačních procesů po absorpci světla. Agregované molekuly tedy mají omezenou 

fluorescenci a produkci singletového kyslíku,95 protože jsou poté upřednostněny nezářivé 

formy relaxace. 

4.4.2.2 J-dimery 

J-typ agregace, též nazývaný „head-to-tail“, byl prvně pozorován Edwinem E. 

Jelleyem roku 1936.96 Vznik u Pcs/AzaPcs J-agregátů může být zprostředkován částečně 

c) d) 
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- interakcemi, ale důležitější roli hraje koordinační interakce mezi donorem volného 

elektronového páru (např. dialkylamino skupina) a centrálního kationtu kovu.97-99 

Prostorové uspořádání J-typu agregátů připomíná schodiště, což znamená, že osa 

protínající centrální kationty kovů není kolmá k rovině makrocyklů (Obr. 32d). Různé 

aspekty tvorby a vlastností J-dimerů u různých typů sloučenin byly popsány 

v přehledném review Wurthnera a kol.100 

Oktaamino substituované TPyzPzs mají schopnost se uskupovat 

v nekoordinačních rozpouštědlech do J-dimerů, což je v rodině AzaPcs velice ojedinělé 

chování, protože hlavním typem agregace u Pcs/AzaPcs je H-agregace. Právě substituce 

periferními skupinami obsahující dusík umožňuje vytvoření J-dimeru u Pcs/AzaPcs (Obr. 

33), čímž se i zabývali zahraniční výzkumné skupiny.97, 98 

  

Obr. 33 Ukázka unikátních J-dimerů u Pcs. Supramolekulární uspořádání je způsobeno koordinací volných 

elektronových párů dusíku na periferii. Převzato z literatury.97, 98 

V pilotní práci naší výzkumné skupiny jsme pozorovali velice zajímavý vliv 

J-agregace na fotofyzikální vlastnosti oktaamino substituovaných TPyzPzs, kdy 

docházelo kromě očekávaného bathochromního posunu spektra (Obr. 32b) i k výraznému 

ovlivnění mechanismů relaxace molekuly. Získali jsme tak systémy, které v agregovaném 

stavu vykazovaly vyšší F a Δ než odpovídající monomery. Princip lze vysvětlit tak, že 

v monomerním stavu relaxují oktaamino substituované TPyzPzs pomocí ICT, takže 

nevykazují fluorescenci ani produkci 1O2. Po jejich agregaci do J-dimerů 

v nekoordinačních rozpouštědlech dojde k blokování ICT, kde možným vysvětlení je 

stérické bránění druhou molekulou. Jako důsledek je možné pozorovat přítomnost 

fluorescence a produkce 1O2. 

4.4.3 Aplikace 

Nesubstituované nebo symetricky substituované deriváty Pcs se pro svoji stabilitu 

a jednoduchost syntézy dočkaly širokého uplatnění v mnoha průmyslových odvětvích. 

Pro svoji zelenou (měďnatý hexadekachloro Pc) či modrou (nesubstituovaný 

měďnatý Pc) barvu jsou Pcs hojně využívány jako pigmenty v tiskařských tonerech, 

lacích či při obarvování plastů. Nicméně nelze opominout i jiné vlastnosti Pcs než je jen 
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jejich barevnost. Pcs mají polovodivé vlastnosti, a proto své uplatnění nalezly 

v elektrochemii.101-103 Díky světové snaze o ekologickou rovnováhu a využití 

obnovitelných zdrojů energie je snaha zlepšit efektivitu solárních článků, a právě v této 

oblasti by velice mohly pomoci Pcs, protože mají schopnost být jak akceptory, tak donory 

elektronů.104-106 Další využití, které souvisí s jich elektronovými vlastnosti, je v nelineární 

optice107, 108 či v OLED (organic light-emitting diode) technologii.109, 110 Pcs našly i své 

medicinální uplatnění jako fotosenzitizéry (PSs, z angl. Photosensitizers) v PDT. Princip 

PDT spočívá v součinnosti tří samostatně netoxických činitelů – PS, světla a kyslíku. 

Pouze v případě, že se tyto tři elementy vyskytnou na jednom místě, dojde 

k požadovanému fotodynamickému účinku. PS absorbuje energii světla, je tak  excitován 

do vyššího energetického stavu, ze kterého následně relaxuje skrze mezisystémový 

přechod do tripletového stavu a může tak předat svou energii tkáňovému kyslíku, který 

se díky tomu mění na svoji vysoce reaktivní formu tj. singletový kyslík (1O2), který je 

cytotoxický (Obr. 34).111 Jako PSs jsou většinou používány sloučeniny na bázi porfyrinů 

(protoporphyrin IX, verteporfin) a v Ruské federaci je od roku 2001 registrován 

sulfonovaný Pc (Photosens®).112 Pcs se také dají použít jako senzorické molekuly na 

přítomnost kationtů kovů.113 

 

Obr. 34 Princip PDT – jedná se o nekonečný cyklus, pokud budou dostupné všechny tři složky. V ideálním případě by 

se měl PS regenerovat ze 100 %, ale může docházet k tzv. photobleachingu, čímž se označuje světelný rozklad PS. 

TPyzPzs, které také mají výrazné zbarvení, našly podobně jako Pcs uplatnění jako 

pigmenty v tiskařských tonerech,114 fotoreceptory laserových tiskáren115 či inkousty do 

tiskáren.116 TPyzPzs jsou v současnosti předmětem vědeckého bádání v oblastech 

optických vláken, polovodivých materiálů,117 detekci plynů118 či fotokonverzi.90 TPyzPzs 

jsou studovány i pro své opticky nelineární vlastnosti.119 Jak již bylo řečeno v kapitole 

4.4.2, TPyzPzs mají tendenci vytvářet agregáty, což je využito v technologii kapalných 

krystalů.120 Měďnaté, železnaté či kobaltnaté TPyzPzs mohou sloužit jako katalyzátory 

při oxidačních reakcích.121, 122 Své uplatnění nachází TPyzPzs i ve studiu nových PSs pro 

PDT.76, 123-125Velmi nadějnou oblastí pro TPyzPzs design nových fluorescenčních 
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senzorů použitelných v biologickém prostředí. Princip tohoto použití spočívá 

v selektivním ovlivnění ICT efektu u těchto látek, a to buď blokací periferní 

aminoskupiny nebo deprotonací fenolické hydroxy skupiny. Takto je možné připravit 

rozličné senzory pro kationty kovů4, 126, 127 či indikaci pH.118, 128, 129 Oktaamino 

substituované TPyzPzs, které díky vysoce účinnému ICT jsou schopny zhášet 

fluorescenci jiných molekul nezávisle na podmínkách okolního prostředí, jsou v naší 

skupině předmětem intenzivního výzkumu v oblasti zhášení fluorescence v ODN 

sondách, což je mj. téma předložené disertační práce.77, 130, 131   
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5 METODICKÁ ČÁST 

5.1 Vazba TPyzPz na oligodeoxynukleotidový řetězec 

Pro syntézu samotného ODN řetězce se používá DNA syntetizátor, kde je vlákno 

postupně syntetizováno na pevné fázi od 3ʹ-konce pomocí částečně chráněných 

deoxynukleosidů (Obr. 35). 

 

Obr. 35 Schéma jednoho cyklu v DNA syntetizéru: 1) detritylace hydroxy skupiny v pozici 5, 2) coupling volné hydroxy 

skupiny s fosforamiditem, 3) oxidace esteru kyseliny fosforité na ester kyseliny fosforečné, 4) vstup do dalšího cyklu, 

5) tzv. „capping“ čili acetylace nezreagovaných hydroxylových skupin. 

Samotná syntéza končí odštěpením ethylennitrilu z esteru kyseliny fosforečné 

a odštěpením ODN řetězce z pevné fáze. Po odštěpení z pevné fáze následuje čištění 

pomoci gelové chromatografie či vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC, 

z angl. High-performance liquid chromatography). 

V případě ODN sond připravovaných v rámci této disertační práce bylo 

postupováno dle standardních procedur s drobnými obměnami. Syntéza sond značených 

pomocí TPyzPz začínala na pevné fázi (CPG, z angl. Controlled pore glass), která byla 

modifikována pomocí TPyzPz, kde samotné napojení TPyzPz na pevnou fázi probíhalo 

pomocí azido-alkynové Huisgenovy cykloadice (Obr. 36a). 
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loading (µmol/mg) = 
A498 nm × zředění × 143

navážka pevné fáze
 

Obr. 36 a) reakce napojení TPyzPz na modifikovanou pevná fázi (CPG), červeně naznačeno místo, kde dochází 

k uvolnění z CPG; b) rovnice pro výpočet loadingu na pevnou fázi. 

Pro správné zvolení podmínek syntézy ODN řetězce bylo třeba znát množství 

funkčních skupin, na kterých může začít syntéza, což bylo určeno pomocí rovnice pro 

výpočet tzv. loadingu (Obr. 36b). Samotná syntéza ODN sondy pak probíhala u externí 

společnosti GENERI BIOTECH (Králové, Česká republika) v DNA/RNA syntetizátoru 

Applied Biosystems 394 (Perkin-Elmer, USA). Následné čištění sond jsem již prováděl 

na půdě Farmaceutické fakulty pod vedením doc. PharmDr. Radima Kučery, Ph.D. 

Prvním krokem čištění ODN sond bylo odstranění nízkomolekulárních nečistot pomocí 

gelové chromatografie na předplněných kolonkách CentriPure N10 (empBIOTECH, 

Německo). Finální čištění probíhalo semipreparativní HPLC na sestavě 

LC 20 A Prominence (Shimadzu, Japonsko) s DAD detektorem, kdy k detekci produktu 

sloužila absorbance ODN řetězce (při 260 nm), použitého fluoroforu a TPyzPz. 

Další možností napojení TPyzPz nesoucího azidovou skupinu na ODN řetězec je 

využití click chemie na thymidin modifikovaný dibenzoazacyklooktynem (DBCO) (Obr. 

37). 

 

Obr. 37 Thymidin modifikovaný pomocí DBCO – zvýrazněna trojná vazba, kde probíhá azido-alkynová Huisgenova 

cykloadice   

a) 

b) 
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5.2 Hodnocení účinnosti zhášení u připravených DNA sond 

Jednotlivé sondy jsem hodnotil z hlediska účinnosti zhášení (QE, z angl. 

Quenching efficiency), což je důležitý parametr pro nové zhášeče fluorescence.12 Pro 

tento účel jsem vyvinul zjednodušenou modelovou metodu PCR. Exonukleázová aktivita 

Taq-polymerázy byla simulována v tomto případě pomocí DNázy I (Obr. 38).77 

 

Obr. 38 Schéma upraveného TaqMan® modelu PCR. 

Roztok sondy byl vpraven do kyvety s 600 µl hybridizačního pufru, tak aby 

výsledná koncentrace sondy v kyvetě byla 50 nM. Následovalo měření emisního spektra 

sondy (stav – náhodné klubko a statické zhášení) na přístroji FS5 Spectrofluorometer 

(Edinburgh Instruments, Velká Británie). Poté bylo do kyvety přidáno komplementární 

vlákno DNA, tak aby jeho výsledná koncentrace byla 250 nM, a kyveta byla zahřívána 

při 75 °C po dobu 10 minut. Roztok byl následně ponechán ve tmě 30 minut volně 

zchladnout. Znovu bylo změřeno emisní spektrum (stav – zhybridizovaná sonda a zhášení 

pomocí FRET). Posledním krokem bylo přidání 1 μl DNázy I (1 U/1 μL, Thermo 

Scientific, USA) a měření emisních spekter v 2 minutových intervalech (stav – pouze 

fragmenty ODN řetězce). Dvou minutové intervaly měření ukázaly kinetiku fragmentace 

ODN řetězce, která potvrdila dosažení fáze plateau. Výsledná účinnost zhášení byla 

vypočítána z následující rovnice (Rovnice 6): 

QE = (1 – 
FX

Fmax

)  × 100 [%] 

Rovnice 6 Rovnice pro výpočet QE: hodnota emisního maxima v daném bodu experimentu (FX), hodnota emisního 

maxima po kompletní fragmentaci ODN řetězce (Fmax). 

Použitelnost sond v reálných qPCR experimentech byla testována ve firmě GENERI 

BIOTECH na multiplikaci transportního genu SLCO2B1.132 

5.3 Popis vybraných fotofyzikálních vlastností 

5.3.1 Kvantový výtěžek produkce singletového kyslíku (Δ) 

Pro měření hodnot Δ jsou používány dvě metody – přímá a nepřímá. V přímé 

metodě je po ozáření vzorku sledována fosforescence produkovaného 1O2 při 1275 nm, 
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která je poté porovnána s fosforescencí 1O2 produkovaného referenční sloučeninou za 

stejných podmínek.133 

V nepřímé metodě se sleduje vliv 1O2 na tzv. scavenger, což je molekula, která se 

působením 1O2 chemicky mění. Při studiu Δ u Pcs a TPyzPzs v organických 

rozpouštědlech je většinou používán jako scavanger 1,3-difenylisobenzofuran (DPBF), u 

něhož dochází působením 1O2 k cykloadici a následnému rozštěpení furanového cyklu 

(Obr. 39a) a tím k poklesu absorbance molekuly v oblasti 417 nm. Podmínkou při měření 

Δ je zachování identických podmínek včetně použití stejného rozpouštědla (v mém 

případě tetrahydrofuran – THF, DMF, toluen) pro vzorek a referenční sloučeninu. 

 

 

Obr. 39 a) rovnice rozkladu DPBF; b) pokles absorpce DPBF při 414 nm v závislosti na době iradiace. 

Měření rozkladu DPBF se v naší skupině provádí na optické lavici, kde zdrojem 

světla je 100 W lampa (ozone-free xenonová lampa, 100 W, Newport). Světlo nejprve 

prochází přes vodní filtr pro odfiltrování infračerveného spektra, dále prochází cut-off 

filtrem OG530 (odfiltrování světla o vlnové délce nižší než 530 nm, které by mohlo 

nespecificky rozkládat DPBF). Předposledním prvkem v této optické soustavě je čočka, 

která fokusuje světelné paprsky do držáku, kde je upevněna kyveta se vzorkem. V držáku 

je i malá míchačka, která umožňuje míchání roztoku v kyvetě během měření. Celé měření 

probíhá za co největšího vyloučení externích zdrojů světla. Prvně je připraven zásobní 

roztok DPBF, tak aby absorbance DPBF byla okolo 1,0. Roztok DPBF (2,5 ml) je 

přenesen do kyvety, ve které je nasycen kyslíkem (1 min probublání), a je změřeno 

absorpční spektrum (tzv. blank) na přístroji UV-VIS Spectrophotometer UV-2600 

(Shimadzu, Japonsko). Poté je do kyvety přidán vzorek (obvykle 20 μl ze zásobního 

koncentrovaného roztoku), tak aby absorbance v Q pásu byla okolo 0,1, a je změřeno opět 

absorpční spektrum. Poté následuje iradiace vzorku světlem na optické lavici a změření 

absorpčního spektra. Tento krok se opakuje minimálně třikrát. Délka ozařování by měla 

odpovídat vždy snížení absorbance DPBF o 2-3 %. Maximální rozklad DPBF během 

a) 

b) 



 

47 

 

jednoho experimentu nesmí překročit 15 %, protože by kinetika rozkladu DPBF následně 

nemusela mít lineární trend. Změřené hodnoty absorbance v maximu DPBF (obvykle 

417 nm) jsou zaznamenány a využity pro stanovení směrnice přímky (k) závislosti 

přirozeného logaritmu poklesu absorbance na době ozáření. Tyto hodnoty jsou následně 

využity pro výpočet ΦΔ dle rovnice (Rovnice 7a), kde celkové množství přijatého světla 

(IaT) je spočítáno na základě Beerovy rovnice (Rovnice 7b):134 

a) ΦΔ
S  = ΦΔ

R k
S
IaT
R

k
R

IaT
S

                      b) Ia = I0(1 – e–2,3A) 

Rovnice 7 a) rovnice použitá pro výpočet 1O2 – směrnice křivky závislosti ln (A0/At) na době ozáření (A0 a At jsou 

absorbance DPBF před a po ozáření) (k), celkové množství přijatého světla (IaT) (horní indexy: „R“ pro referenční 

sloučeninu a „S“ pro vzorek) od 530 nm do 850 nm; b) rovnice pro výpočet množství přijatého světla – transmitance 

filtru při dané vlnové délce (I0) a absorbance vzorku při dané vlnové dálce (A). 

Jako referenční sloučenina je tradičně používán nesubstituovaný zinečnatý 

ftalocyanin (ZnPc), který má Δ 0,53 v THF,135 0,56 v DMF136 a 0,58 v toluenu.137 

Výsledné hodnoty jsou vždy průměrem tří samostatných měření. 

5.3.2 Kvantový výtěžek fluorescence (F) 

F u Pcs a TPyzPzs je měřen také pomocí porovnávací metody, kde jako 

referenční sloučenina slouží obvykle ZnPc (F = 0,32 v THF138). Principem metody je 

excitace roztoku referenční sloučeniny a roztoku vzorku světlem stejné vlnové délky 

a sledování plochy pod křivkou příslušného emisního spektra. Následně jsou hodnoty 

dosazeny do rovnice (Rovnice 8)134 a je spočteno F: 

ΦF
S  = ΦF

R (
FS

FR
) (

1 – 10
-AR

1 – 10
-AS

) (
nS

nR
)

2

 

Rovnice 8 Rovnice pro výpočet F – plocha pod křivkou emisního spektra (F), absorbance při excitační vlnové délce 

(A), index lomu použitého rozpouštědla (n) (horní indexy: referenční sloučenina (R) a vzorek (S)). 

Rozpouštědlo, ve kterém se provádí měření, má vliv na F, ale tento vliv lze 

snadno korigovat indexem lomu použitých rozpouštědel. Lze proto při měření použít jiné 

rozpouštědlo pro vzorek a referenční sloučeninu. Výsledné hodnoty jsou opět průměrem 

tří samostatných měření. 

5.4 Hodnocení supramolekulárních agregátů 

Oktaamino substituované TPyzPzs mají tendenci agregovat do J-dimerů 

v závislosti na jejich koncentraci či použitém rozpouštědle. Pokud je použito 

nekoordinační rozpouštědlo (toluen, hexan), tak TPyzPz vytvářejí J-dimery, které je 

následně možné rozvolnit přídavkem koordinující sloučeniny (pyridin, 

N-methylimidazol). 
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Tendence k tvorbě dimerů byla studována pomocí titrací, kdy k roztoku TPyzPz 

(1 µM nebo 10 µM) v toluenu byl postupně přidáván pyridin až do maximální 

koncentrace (200 mM), čímž došlo k monomerizaci TPyzPz v roztoku. Po každém 

přídavku pyridinu byla měřena absorpční a emisní spektra. Excitace při měření emisních 

spekter byla volena v isobestickém bodě absorpčních spekter, aby nebylo nutno korigovat 

emisní spektra na množství dodané energie. Ze získaných dat byly vypočteny 

rovnovážné konstanty TPyzPzs nelineární regresí pomocí programu Prism 8 for 

Windows (GraphPad Software), a to na základě vztahů popsaných výzkumnými 

skupinami Kobukeho139 a Torrese.97 První konstantou byla rovnovážná konstanta KP, 

která v sobě zahrnuje ochotu pyridinu koordinovat se na centrální zinečnatý kationt 

TPyzPz a zároveň sílu vzájemné vazby mezi dvěma TPyzPzs (Obr. 40a, b). KP byla 

spočítána na základě závislosti tzv. normalizované absorbance AM (Obr. 40c) na 

koncentraci pyridinu, kde AD je absorbance v maximu odpovídajícímu dimeru (před 

začátkem titrace) a AM je absorbance v Q pásu monomeru (na konci titrace pyridinem). 

 

KP = 
[TPyzPz-P]

2

[(TPyzPz)2] × [P]2
 

AM = 
2εM(Ax – AD)

2εM –  εD

 

 

Obr. 40 Výpočet monomerizační konstanty (KP). a) schéma rovnovážné reakce; b) rovnice rovnovážné reakce – 

koncentrace koordinovaného pyridinu na TPyzPz ([TPyzPz -P]), koncentrace dimeru ([(TPyzPz)2]), koncentrace 

pyridinu ([P]); c) rovnice pro výpočet normalizované absorbance – extinkční koeficient (ε), monomer (M), dimer (D), 

absorbance (A), libovolný bod během titrace (x). 

Vliv koncentrace na tvorbu J-dimerů byl sledován měřením absorpčních spekter 

roztoků vzorku v rozmezí koncentrací 100-0,1 µM tak, že původní roztok byl vždy ředěn 

na polovinu (tj. 50 µM, 25 µM, 12,5 µM atd). Roztoky v rozmezí koncentraci 

100-12,5 µM bylo nezbytné měřit v kyvetách s optickou dráhou 1 mm z důvodů vysoké 

absorbance převyšující možnosti detektoru spektrofotometru. Dimerizační konstanta (KD) 

(Obr. 41) byla následně spočtena nelineární regresí pomocí programu Prism 8 for 

Windows (GraphPad Software) ze závislosti absorbance monomerní složky TPyzPz na 

celkové koncentraci roztoku TPyzPz. 

c) 

a) b) 
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KD= 
[(TPyzPz)2]

[TPyzPz]
2

 

Obr. 41 Schéma a rovnice dimerizační konstanty. 

Asociační konstanta K1 (definice viz Obr. 42a), která charakterizuje sílu vazby 

pyridinu na centrální kation kovu byla spočtena z jednoduchého vztahu mezi KD a KP, 

který jsme získali na základě dosazení jednotlivých rovnic pro KP a KD do sebe. Toto 

odvození je popsáno na Obr. 42b. 

 

K1 = 
[TPyzPz-P]

[TPyzPz] × [P]
 

KP = 
[TPyzPz-P]

2

[(TPyzPz)2] × [P]2
 KD = 

[(TPyzPz)2]

[TPyzPz]
2

 K1 = 
[TPyzPz-P]

[TPyzPz] × [P]
 

KD = 
[(TPyzPz)2]

[TPyzPz]
2

=

[TPyzPz-P]2

KP[P]2

(
[TPyzPz-P]

K1 × [P]
)

2
= 

K1
2

KP

 K1 = √KD × KP 

Obr. 42 a) schéma a rovnice asociační konstanty; b) úprava rovnic nutná pro výpočet asociační konstanty K1. 

Vliv teploty na stálost J-dimerů byl sledován v rozmezí 20–100 °C pomocí 

měření transmitance roztoku v temperovaném držáku kyvet (FS5 Spectrofluorometer, 

Edinburgh Instruments, Velká Británie). Získaná spektra byla převedena na absorpční 

podle vztahu A = -log T, kde A je absorbance a T je transmitance. Vyhodnocení probíhalo 

na základě sledování nárůstu Q-pásu monomerní formy TPyzPz.  

a) 

b) 
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6  VÝSLEDKY A DISKUSE 

Během svého postgraduálního studia jsem se zabýval převážně syntézou 

oktaalkylamino substituovaných TPyzPzs využívaných jako zhášeče fluorescence 

a zkoumáním jejich vlastností. Výsledky mé laboratorní práce byly sepsány do tří 

publikací, kde jsem jako první autor. Tyto publikace budou pro přehlednost citovány jako 

přílohy P1–P3. Dále jsem se podílel jako spoluautor na dvou dalších publikacích během 

svého postgraduálního studia – jedné na téma senzorických molekul128 a druhé na téma 

PDT.140 Tyto publikace nesouvisí s tématem mé disertační páce, nebudou proto detailněji 

popisovány a jsou citovány klasickým způsobem. Další dvě práce3, 141 z oblasti PDT, kde 

jsem jako spoluautor, vycházely z náplně mé diplomové práce a jsou citovány v textu 

opět klasickým způsobem. 

Určité části mých prací P1–P3 se prolínají, takže diskuse výsledků bude z části 

společná a poté budou samostatně diskutovány obsahy jednotlivých článků. Číslovaní 

připravených molekul je zvoleno tak, aby TPyzPzs měly co nejnižší čísla. 

Cesta jednotlivých experimentů je naznačena na obrázku níže (Obr. 43), kde je 

schematicky znázorněno, co bylo možno v jakém kroku testovat. 

 

Obr. 43 Zjednodušené schéma jednotlivých kroků v experimentální části disertační práce. 
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6.1 Syntéza zamýšlených látek 

Jednotlivé kroky syntézy cílových struktur budou popsány v následujících 

kapitolách – jedná se o popis především použitých postupů při řešení této práce 

a v některých případech budou zmíněny i alternativy k použitým metodám. 

6.1.1 Syntéza prekurzorů 

Syntéza prekurzorů vycházela z komerčně dostupného 5,6-dichlorpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu (DCP), který byl v elektron-deficitních polohách 5 a 6 periferně 

modifikován pomocí nukleofilní substituce (Obr. 44). Aromatická nukleofilní substituce 

byla na DCP výrazně usnadněna díky zápornému mezomernímu efektu karbonitrilových 

skupin, a dále pak i díky záporným indukčním efektům pyrazinových dusíků a chloro 

substituentů. Pro posunutí rovnováhy reakce směrem k produktům byla nezbytná 

přítomnost báze, která mimo jiné vychytávala vzniklé chloridové ionty odstupující 

z DCP. Jako báze obvykle sloužil přebytek sekundárního aminu, který byl použit pro 

samotnou nukleofilní substituci (obvykle 6 ekvivalentů, pokud měl být požadovaný 

produkt disubstituovaný). Bohužel ne vždy byla možnost použít nadbytku sekundárního 

aminu např. z důvodu jeho vysoké ceny či nesnadné syntetické dostupnosti. V takovémto 

případě bylo nutné použít nenukleofilní organickou bázi (triethylamin) nebo 

anorganickou bázi (K2CO3). Pro mono-substituci DCP jen do prvního stupně bylo 

nezbytné použít pouze 2 ekvivalenty sekundárního aminu (nebo 1 ekvivalent aminu 

a 1 ekvivalent báze) a reakční směs chladit. 
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Obr. 44 Schéma syntézy prekurzorů pro práce P1–P3. i) slouč. 34, TEA, NMP, laboratorní teplota, 48 h; ii) slouč. 34, 

THF, laboratorní teplota, 3 dny; iii) slouč. 33, THF, 66 °C, 24 h; iv) N,N-diethylamin, THF, -12 °C, 20 min; v) 

2-(piperidin-4-yl)ethan-1-ol, THF, laboratorní teplota, 90 min; vi) 1. MsCl, TEA, bezv. DCM, 20 °C, 1 h; 2. NaN3, anh. 

DMF, 60 °C, 90 min; vii) slouč. 35 CuI, DIPEA, anh. DMF, argon, 153 °C, 15 h; viii) 2-(piperidin-4-yl)ethan-1-ol, 

THF, 0 °C; ix) AcCl, AcONa, THF, 20 °C; x) 2-(piperidin-4-yl)ethan-1-ol, THF, 20 °C; xi) 1. DCM, DIPEA, MsCl, 

20 °C, 1 h; 2. DMF, NaN3, 60 °C, 90 min; xii) bis(2-methoxy)ethylamin, THF, 66 °C, 5 h; xiii) N,N-diethylamin, THF, 

66 °C, 6 h; xiv) morfolin, THF, 20 °C, 1 h; xv) N,N-dibutylamin, THF, 66 °C, 1,5h; vxi) N,N,Nʹ-trimethylethylendiamin, 

THF, 66 °C, 2,5 h; xvii) N,N-dimethyamin v ethanolu (33%), THF, 20 °C, 1,5 h. 

Příprava téměř všech symetricky 5,6-disubstituovaných prekurzorů probíhala bez větších 

potíží s výtěžky převyšujícími 75 %. Jediná syntéza prekurzoru 16 dosahovala maximálně 

24 % nejspíše z důvodu horší rozpustnosti N-methyl-4-aminobutanové kyseliny 

v reakčním rozpouštědle. Daná reakce byla prováděna i za zvýšené teploty, což vedlo 
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k velkému množství vedlejších produktů. Zároveň byla vyzkoušena reakce v THF, které 

se používá jako běžné rozpouštědlo při tomto typů reakcí, ale výsledný výtěžek dosahoval 

pouze 8 %. Velice zajímavá byla syntéza prekurzoru 31, kde došlo během reakce 

k eliminaci jedné methylové skupiny na substituentu a k tvorbě částečně nenasyceného 

6-ti členného cyklu, podobně jako bylo pozorováno v minulosti naší skupinou.142 

Důležitým krokem bylo zefektivnění přípravy prekurzoru 26, která probíhala čtyř 

stupňovou syntézou z DCP a výtěžek dosahoval 74 % za všechny 4 kroky syntézy. 

Prvním krokem bylo zjištění nejvhodnějšího acetylačního činidla pro blokaci 

hydroxylové skupiny na sloučenině 23, kdy byly zkoušeny anhydrid kyseliny octové, 

anhydrid kyseliny octové s katalytickým množstvím kyseliny sírové, anhydrid kyseliny 

octové s octanem sodným a jako poslední činidlo byl zkoušen chlorid kyseliny octové, 

který se ukázal jako nejvýhodnější. Druhým důležitým faktorem kaskády reakcí bylo 

zavedení azidu na místo hydroxylové skupiny sloučeniny 25. Při původní reakční teplotě 

90 °C vznikalo velké množství vedlejších produktů (nejspíše tetrazolů reakcí azidu 

sodného s nitrilovými skupinami), ale po snížení teploty na 60 °C probíhala konverze 

mesylátu z 87 %. 

Aminy sloužící jako nukleofily pro přípravu prekurzorů byly v mnoha případech 

komerčně dostupné, nicméně některé z nich bylo nutno připravit dle publikovaných 

postupů (Obr. 45).143-145 Amin 33 jsme původně zamýšleli používat jako univerzální 

molekulu pro zavedení azidu na prekurzor v jednom kroku, ale díky vysokému výtěžku 

konverze prekurzorů 20 na 21 (86 %) a 24 na 25 (87 %) se postup přes amin 33 ukázal 

jako méně výhodný. Syntéza meziproduktu 35, který byl následně připojen k 21 pomocí 

azido-alkynové Huisgenovy cykloadice, byla náročná z důvodu nestability produktu na 

světle, tudíž bylo nezbytně nutné po přečištění sloupcovou chromatografií alkyn 35 

okamžitě navázat na molekulu 21 za vzniku stabilního produktu 22. 
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Obr. 45 Syntetické postupy pro syntézu periferních substituentů. i) (Boc)2O, DCM, 20 °C, 4 h; ii) Ph3P, I2, pyridin, 

toluen, 80 °C, 3 h; iii) NaN3, DMSO, 20 °C, 60 h; iv) TFA, DCM, 20 °C, 3 h; v) Ba(OH)2, voda, 100 °C, 4 h; vi) 2-

chlorethanol, K2CO3, Ar, 55 °C, 10 h; vii) (trimethylsilyl)acetylen, PdCl2(PPh3)2, CuI, TEA, dioxan, argon, 50-55 °C, 

14 h; viii) K2CO3, MeOH, 20 °C, 1 h. 

6.1.2 Syntéza TPyzPzs 

Pro přípravu Pcs a příbuzných makrocyklů se běžně používají dvě základní 

metody cyklotetramerizačních reakcí prekurzorů. První možností je tzv. templátová 

metoda, kdy jsou prekurzory zahřívány ve vysoko vroucím rozpouštědle (DMF, chinolin 

či lze provádět v tavenině) s příslušnou solí, kde kationt kovu funguje jako středobod, 

okolo kterého se uspořádají 4 prekurzory a díky tomu se karbonitrilové skupiny dostanou 

tak blízko sebe, že reagují za vzniku konečného makrocyklu (Obr. 46). Druhou metodou 

je metoda postupné výstavby kruhu (tzv. Linsteadova metoda), která je zahájená 

atakem karbonitrolové skupiny pomocí alkoholátu. V naší laboratoři se pro syntézu 

alkylaminových TPyzPz osvědčila Linsteadova metoda v bezvodém butanolátu lithném 

nebo hořečnatém. Pokud je použit butanolát lithný, tak vzniká bezkovový derivát TPyzPz, 

protože lithné ionty jsou koordinovány v centru makrocyklu velice slabě a jejich 

odstranění probíhá i při pouhém kontaktu s vodou. Při použití butanolátu hořečnatého 

vznikají hořečnaté komplexy TPyzPzs, které je většinou nutné převést na bezkovové 

deriváty z důvodu snadnější purifikace sloupcovou chromatografií, kterou se odseparují 

vzniklé kongenery, a pak následně opět inkorporovat kationt kovu, a to i v případě, že je 

záměrem připravit hořečnatý makrocyklus. Jestli zvolit alkoholát hořečnatý nebo lithný 

záleží na periferní substituci makrocyklu, protože alkoholát lithný je mnohem 

agresivnější, např. při použití alkylsulfanylové substituce prekurzorů dochází k nahrazení 

alkylsulfanových skupin alkoxyly.141 
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Obr. 46 Dva možné mechanismy cyklotetramerizační reakce. 

Při syntéze nesymetrického TPyzPz vstupují do reakce prekurzory A a B. 

Výsledkem je statistická směs 6-ti kongenerů složených z různě nakombinovaných 

podjednotek A a B (AAAA, AAAB, ABAB atd.). Pokud je cílovým produktem kongener 

typu AAAB, používá se obvykle poměru výchozích prekurzorů 3:1. Po prvotní 

makrocyklizační reakci jsou separovány jednotlivé bezkovové kongenery TPyzPz 

pomocí sloupcové chromatografie na silikagelu, což není vždy jednoduchá činnost. 

Separace bezkovových kongenerů je výhodnější než separace TPyzPzs s centrálním 

kationtem kovu, protože u bezkovových derivátů nedochází obvykle k chvostování na 

silikagelu. Posledním krokem je chelatace požadovaného kationtu kovu do centra 

TPyzPz, což se běžně provádí v prostředí vroucího pyridinu a soli kationtu kovu (octan 

zinečnatý, octan hořečnatý). 

TPyzPzs, které jsem připravoval v rámci své disertační práce (Obr. 48), byly vždy 

připraveny metodou postupné výstavby kruhu, kdy jako iniciátor reakce sloužil butanolát 

lithný. Do centra izolovaných bezkovových derivátů TPyzPzs byl inkoroporován 
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zinečnatý kationt, aby bylo zabráněno neřízené chelataci rozličných kationtů kovů během 

syntézy ODN vlákna (Obr. 47). 

 

Obr. 47 Obecný postup přípravy TPyzPzs. i) Li, BuOH, 118 °C, 30 min, ii) separace sloupcovou chromatografií na 

silikagelu; iii) Zn(OAc)2, pyridin, 115 °C, 3 h. 

Cyklotetramerizační reakce se zprvu prováděla v prostředí butanolátu lithného ve 

vroucím butanolu po dobu 3 hodin, což byl již dříve používaný postup,130, 142 ale během 

syntézy sloučeniny 4H byl zaznamenán velice malý výtěžek 2-4%. Proto byla reakce 

opakována a každých 10 minut byl průběh monitorován pomocí tenkovrstvé 

chromatografie (TLC, z angl. Thin layer chromathography). TLC odhalilo, že reakční čas 

delší než 30 minut vede ke vzniku velkého množství polárních nečistot, a proto následně 

nepřesahoval čas cyklotetramerizační reakce 30 minut, čímž byl například zvýšen 

výtěžek syntézy sloučeniny 4H na 15 %. 

Při syntéze nesymetrických TPyzPzs 3H2 a 7H2 docházelo během cyklizace 

k odchránění hydroxy skupiny na prekurzoru 25. Odstranění acetylu je důsledkem 

transesterifikace butanolátem lithným. Podobný jev byl pozorován i v literatuře.146, 147 

Nutno dodat, že se jedná o žádoucí proces, neboť tato hydroxy skupina mohla být posléze 

rovnou modifikována pomocí dimethoxytritylu z důvodu použití molekuly při syntéze 

ODN řetězce (viz dále). 
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Obr. 48 TPyzPzs připraveny v rámci této disertační práce. 

Během syntézy TPyzPz 3H nastal problém s chromatografickou separací 

požadovaného kongeneru AAAB, protože všechny kongenery ve statistické směsi 

vykazovaly podobné retenční faktory ve všech testovaných mobilních fázích a docházelo 

tak k eluci většiny kongenerů společně. Tento problém byl vyřešen zavedením 

dimethoxytritylové skupiny na volnou hydroxylovou skupinu odchráněnou během 
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cyklizace prekurzoru 25 pomocí reakce částečně přečištěné směsi kongenerů 

s dimethoxytrityl chloridem. Změnou lipofility jednotlivých kongenerů jsme byli schopni 

odseparovat a vyčistit požadovaný kongener 3H-DMTr (Obr. 49) a následně ho převést 

na zinečnatý TPyzPz 3Zn-DMTr. Odchránění hydroxy skupiny od dimethoxytritylu bylo 

provedeno pouze u malé části vzorku, aby bylo možné provést analýzy sloučeniny 

a fotofyzikální měření. Většina vzorku však zůstala v chráněné formě 

s dimethoxytritylem, protože takto je to výhodné pro syntézu ODN na pevné fázi. 

 

Obr. 49 Periferní modifikace pro změnu lipofility kongenerů. i) 1. Li, BuOH, 118 °C, 30 min; 2. DMTrCl, DMAP, 

bezvodý. pyridin, 20 °C. 48 h, ii) separace sloupcovou chromatografií na silikagelu; iii) Zn(OAc)2, pyridin, 115 °C, 

3 h; iv) trichloroctová kyselina, DCM, 20 °C. 2 h, 88 %. 

Zaměříme-li se na typy funkčních skupin vhodných pro vazbu na ODN, připravil 

jsem během svého postgraduálního studia TPyzPzs nesoucí karboxylovou skupinu, azid 

či hydroxy skupinu. Podrobně jsem se přípravou nesymetrických TPyzPz vhodných pro 

vazbu do libovolného místa ODN zabýval ve své práci P3. V rámci zmíněného projektu 

jsem připravil a charakterizoval TPyzPz, které by v budoucnu mohly být navázány 

na 5´- či 3´-konec nebo doprostřed ODN. Pro vazbu na 5´-konec je možné modifikovat 

hydroxy skupinu TPyzPz pomocí 2-kyanoethyl N,N-diisopropylchlorfosforamiditu 

a následně využít standardní fosforamiditovou syntézu. Pro vazbu do středu je možno 

využít dvě hydroxylové skupiny na periferii TPyzPz, kdy se jedna modifikuje pomocí 

2-kyanoethyl N,N-diisopropylchlorfosforamiditu a druhá pomocí dimethoxytrityl 

chloridu. Vazba na 3´-konec využívá modifikace pevné fáze pomocí TPyzPz s volnou 

hydroxylovou skupinou. Schematicky jsou tyto možnosti zobrazeny na Obr. 50. Kromě 

vazby vlastního zhášeče na ODN je možno na připravené TPyzPz navázat i tzv. 

modifikátory, které mohou pozitivně ovlivňovat pevnost vazby sondy k antisense vláknu. 
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Obr. 50 Schématické znázorní teoretických možnosti vazby TPyzPzs na ODN řetězec. 

6.1.3 Syntéza a purifikace ODN sond 

Obecné postupy napojení TPyzPz na ODN byly popsány v kapitole 5.1. V případě 

napojení zhášeče na 3ʹ-konci probíhala syntéza standardně na modifikovaném CPG ve 

směru 3ʹ-5ʹ a ukončena byla modifikací 5ʹ-konce navázáním fluoroforu fosforamiditovou 

chemií. Pokud byl TPyzPz vázán do středu ODN řetězce, tak během syntézy byl 

inkoroporovaný thymidin modifikovaný pomocí DBCO, na který jsme navázali příslušný 

TPyzPz zhášeč pomocí „click“ chemie. Posledním krokem bylo vždy uvolnění ODN 

řetězce z pevné fáze pomocí 32% roztoku amoniaku (v případě značení pomocí 

6-karboxyfluorescein fosforamiditu (FAM), TPyzPz, BBQ–650®), roztoku K2CO3 

v MeOH (pro CAL Fluor Red 610 – CFR610) nebo methoxyethylaminu v MeOH (pro 

Cy5). 

Roztok sondy po uvolnění z pevné fáze bylo nejprve nutné zbavit 

nízkomolekulárních nečistot gelovou chromatografií na kolonkách CentriPure N10. 

Požadované frakce byly odpařeny a následně naředěny destilovanou vodou na 

koncentraci 1 mM dle absorbance při 260 nm. Dalším krokem bylo využití 

semipreparativního HPLC pro purifikaci sondy. 

Pro isokratickou HPLC purifikaci byla jako mobilní fáze použita směs acetonitrilu 

(ACN) s triethylamonium-acetátovým pufrem, kde se vzájemný poměr upravoval dle 

čištěné sondy. Jako stacionární fáze sloužily C18 reverzní kolony (Tabulka 2). 
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Tabulka 2 Specifikace HPLC systému. 

 Sestava A Sestava B 

kolona 

Hypersil GOLD C18 

150×10 mm 

velikost částic – 5 µm 

Hypersil BDS C18 

100 × 4.6 mm 

velikost částic 2,4 μm 

Teplota kolony 40 °C 

Průtok 2,5 ml/min 1,0 ml/min 

Správné frakce byly sbírány na základě údajů z DAD detektoru. V momentu, kdy 

bylo detekováno požadované absorpční spektrum, byl zvýšen podíl ACN o 1–2 %, aby 

se urychlila eluce a snížil se tak objem sbíraných frakcí. Na Obr. 51 je možné porovnat 

chromatogram před a po purifikaci. 

 

Obr. 51 HPLC záznam z čištění dvojitě značené sondy FAM-ODN-3Zn z práce P2. a) chromatogram po CentriPURE 

N10; b) chromatogram po purifikaci na HPLC (čistota – 95 %); c) absorpční spektrum píku dvojitě značené sondy; 

d) MALDI hmotnostní spektrum přečištěné sondy  

Pro zatím nepublikovaný projekt zabývající se dlouhými ODN sondami, které 

jsou značeny na 5ʹ-konci pomocí FAM a poté ve svém středu či na 3ʹ-konci značeny 

pomocí zhášeče, byly připraveny dvojitě a trojitě značené sondy (Obr. 52). 

 

Obr. 52 Design dlouhých sond s jedním nebo dvěma zhášeči. 

Pokud v případě sond s TPyzPz byl zhášeč přítomen na 3ʹ-konci, tak syntéza 

začínala standardně na modifikované pevné fázi, a pokud byl TPyzPz umisťován do 
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středu řetězce, tak jeho vazba zde probíhala pomocí azido-alkynové Huisgenovy 

cykloadice mezi trojnou vazbou DBCO a azidem na TPyzPz. Během čištění sond, 

značených TPyzPz nebylo zaznamenáno žádné nestandardní chování. Pro porovnání 

účinnosti zhášení bylo zamýšleno připravit tytéž sondy s tím rozdílem, že jako zhášeč 

bude BBQ–650® namísto TPyzPz. Čištění trojitě značené sondy a sondy s BBQ–650® 

uprostřed proběhlo bez problému. V případě sondy značené BBQ–650® na 3ʹ-konci 

a volným DBCO uprostřed proběhla separace bez problémů, ale po zakoncentrování 

sondy na rotační vakuové odparce při 40 °C ukázal nový analytický nástřik přítomnost 

většího množství nečistot, než před separací. Nakonec byl udělán stabilitní test této sondy 

(Obr. 53a, b), kde se ukázalo, že daná ODN sonda je nestabilní za zvýšené teploty, tudíž 

jí nelze použít ani pro PCR. Pro ověření stability dalších sond v této sérii byly testovány 

i další dvě sondy FAM-dT-BBQ, kde DBCOdT je nahrazen klasickým thymidinem, 

a FAM-DBCOdT-3Zn, kde je namísto BBQ–650® použit TPyzPz zhášeč (Obr. 53c, d). 

Tyto sondy se ukázaly jako stabilní. Z výsledků vyplynulo, že kombinace volného DBCO 

a BBQ–650® vede k nespecifikované nestabilitě dané sondy. 
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Obr. 53 Teplotně stabilitní test sondy FAM-DBCOdT-BBQ – a) závislost AUC na době zahřívání roztoku sondy, b) 

chromatogramy (260 nm) na konci experimentů při různých teplotách). Negativní kontrola – c) a d). 
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6.2 Tvorba J-dimerů 

TPyzPzs měly tendenci tvořit v nekoordinačních rozpouštědlech zajímavé 

supramolekulární útvary, proto jsme se rozhodli tuto problematiku důkladněji 

prozkoumat. Jako ideální rozpouštědlo byl vybrán toluen, protože se jedná 

o nekoordinační rozpouštědlo a TPyzPzs jsou vněm dobře rozpustné. Základním 

nástrojem této studie byly titrace toluenových roztoků TPyzPzs koordinačním 

rozpouštědlem. 

Při studiu agregačního chování sloučenin 3Zn, 7Zn, 9Zn a 10Zn v rámci práce 

P2, bylo prvním krokem stanovení rovnovážných konstant (KD, KP) dle postupů 

v kapitole 5.4. Přesné stanovení dimerizační konstanty KD bylo možné pouze u sloučeniny 

9Zn (KD = 1,1 ± 0,14 × 106 M-1), neboť pouze u ní byla patrná monomerizace během 

ředění. U 3Zn, 7Zn, 10Zn je díky méně objemné periferní substituci pevnost J-dimerů 

výrazně vyšší a je tedy možné pouze říct, že KD je větší než 1010 M-1 (Obr. 54a, b). 

Hodnotu KP (Tabulka 3), což je rovnovážná konstanta zahrnující v sobě jak pevnost vazby 

molekul v J-dimeru tak ochotu koordinovat pyridin, bylo možné stanovit pro všechny 

studované TPyzPzs 3Zn, 7Zn, 9Zn a 10Zn, kdy síla koordinace mezi dvěma makrocykly 

klesala následovně 10Zn ˃ 7Zn ~ 3Zn ˃ 9Zn (Obr. 54c, d, e, f). Vyšší hodnota KP značí 

menší stabilitu J-dimeru. Rovnovážnou konstantu KP lze určit dvěma způsoby buď 

sledováním nárůstu absorbance Q-pásu monomeru (Obr. 54c, d) nebo poklesem emisního 

maxima dimeru (Obr. 54e, f). Obě metody poskytly srovnatelné výsledky, a potvrdily tak 

správnost získaných hodnot. 
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Obr. 54 Určení rovnovážných konstant pro symetrické sloučeniny 10Zn (a, c, e) a 9Zn (b, d, f). Závislost absorpce na 

koncentraci TPyzPz (a, b); závislost absorpce TPyzPz na přídavku pyridinu (c, d), závislost fluorescence na přídavku 

pyridinu (e, f). Modře jsou vždy označena spektra monomerní a červeně spektra dimerů. 

Jelikož pouze sloučenina 9Zn poskytla jak hodnotu KD (1.1 ± 0.14 × 106 M-1), tak 

KP (12,7 × 102 M-1), mohla být následně použita na výpočet rovnovážné konstanty K1, 

která poskytuje informaci o ochotě pyridinu koordinovat se na zinečnatý TPyzPz. Ze 

vztahu na Obr. 42b jsme tak získali hodnotu K1 rovnu 4.25 × 104 M−1, kterou lze 

považovat za obecnou hodnotu pro sílu vazby dvojice pyridin-zinečnatý TPyzPz. 

Správnost stanovené konstanty potvrzuje fakt, že její hodnota koreluje s  publikovanými 

daty podobných dvojic popsaných skupinou prof. Torrese.148 

Podobně jako v práci P2 zmíněné výše, umožnila série látek popisovaných 

v publikaci P3 popis stability J-dimerů ve vztahu k objemnosti periferního substituentu. 

Nicméně díky větší škále nesymetrických sloučenin bylo možné porovnat detailněji i vliv 

funkčních skupiny na pevnost vazby molekul J-dimeru. V sérii látek s převažující 

bis(methoxyethyl)amino substitucí rostla hodnota KP takto 1Zn~3Zn~2Zn<4Zn<<9Zn, 

z čehož lze usuzovat, že funkční skupiny a zejména objemnost substituentu je nesoucího 

mají výrazně stabilizující efekt na pevnost J-dimeru. Stejný trend byl pozorován i u série 

TPyzPzs s převažující diethylamino substitucí, kde ale není tak výrazný vliv v závislosti 

na použité funkční skupině (stabilita dle KP 5Zn~6Zn~7Zn~8Zn>>9Zn) (Obr. 55). 
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Obr. 55 Graf závislosti absorbance Q-pásu monomeru na koncentraci pyridinu. 

Tabulka 3 shrnuje zjištěné hodnoty KP téměř všech připravených TPyzPzs. Pokud 

se zaměříme na symetrické sloučeniny (9Zn, 10Zn, 11Zn, 12Zn, 13Zn), tak se nám 

potvrzuje teorie vlivu objemnosti substituentu na stabilitu J-dimeru. Tudíž TPyzPz 11Zn 

s dimethylamino substitucí je nejvíce stabilní, kdežto u TPyzPz 9Zn je pevnost J-dimerů 

výrazně nižší. 

Tabulka 3 Porovnání rovnovážných konstant KP připravených sloučenin. [a] KD = 2,19 ± 0,66 × 1010 M-1 a K1 = 

4,32 × 104 M-1, [b] špatná rozpustnost slpoučeniny v toluenu. 

 KP (M-1)   KP (M-1) 

1Zn 2,1×102  9Zn 12,7×102 

2Zn 3,1×102  10Zn 1,9×102 

3Zn 2,2×102  11Zn 2,84 

4Zn 7,9×102  12Zn 8,5×102 [a] 

5Zn 0,55×102  13Zn [b] 

6Zn 0,32×102  14Zn 4,02×102 

7Zn 0,48×102  15Zn 1,86×102 

8Zn 0,60×102    

Tvorba supramolekulárních útvarů látek použitých v práci P2 byla detailně 

studována i pomocí nukleární magnetické rezonance (NMR) ve spolupráci 

s doc. PharmDr. Jiřím Kunešem, CSc. (Katedra organické a bioorganické chemie, 

FaF UK), kdy byl pozorován vliv makrocyklického jádra na stínění vodíků na periferních 

alkylamino substituentech.98 U sloučenin 9Zn a 10Zn byly změřeny 1H a 13C spektra 

v toluenu (Obr. 56) a následně provedeny i pokročilé 2D experimenty, pomocí kterých 

bylo možno přiřadit signály vodíků v agregovaném vzorku. Přestože absorpční spektrum 

sloučeniny 9Zn je monomerní při koncentraci 1 µM, tak v koncentraci (10 mM) použité 
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pro NMR měření je sloučenina agregovaná. Poměr štěpení signálů ukazuje, že nad 

makrocyklem je vždy jedna čtvrtina druhého makrocyklu. 

 

 

Obr. 56 1H NMR spektra 9Zn v toluenu-d8 (a) a v pyridinu-d5 (b). Hvězdička označuje zbytkovou vodu. Protony, které 

jsou ovlivněné stíněním protějšího makrocyklu, jsou vyznačeny červenými čtverci. 

U látek 9Zn a 10Zn se nám povedlo vypěstovat také krystaly, u kterých jsme poté 

chtěli zjistit, zda-li je supramolekulární chování těchto TPyzPzs stejné v roztoku i v pevné 

fázi. Krystaly TPyzPz 9Zn a 10Zn byly připravené volnou difuzí rozpouštědel (toluen – 

hexan) a zkoumány rentgenovou krystalografií ve spolupráci s prof. Ing. Alešem 

Růžičkou, Ph.D. (Fakulta chemicko-technologická, Univerzita Pardubice). Z rentgenové 

krystalografie vyplynulo, že sloučeny jsou v dimerickém uspořádání, které je ale odlišné 

od uspořádání v roztoku potvrzeném NMR. Oproti uspořádání v roztoku je krystalický 

TPyzPz otočen o 45   okolo centrálního kationtu a je zde zcela jiný způsob koordinace. 

Do páté koordinační pozice zinečnatého kationtu je koordinován atom kyslíku 

pocházejícího z vody, jejíž vodíky vytvářejí vodíkové můstky k pyrazinovým 

a azamethinovým dusíkům protější molekuly (Obr. 57). 
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Obr. 57 Krystalografická struktura sloučeniny 10Zn. Pohled z boku (a) a ze shora (b). Barevné označení atomů: dusík 

– modrá, zinek – zelená, kyslík – červená, uhlík – šedá, vodíky obsažené ve vodě – oranžová. Pro přehlednost ostatní 

vodíky nejsou zobrazeny, vodíkové můstky v dimerickém uspořádání jsou zvýrazněny oranžově. c) krystaly 9Zn. 

6.3 Fotofyzikální vlastnosti 

Fotofyzikální parametry nasyntetizovaných TPyzPzs byly určeny pomocí 

standardních postupů uvedených v kapitole 5.3. Zkoumané TPyzPzs v monomerní formě 

(tj. v DMF) vykázaly předpokládané fotofyzikální vlastnosti, kdy jejich kvantové výtěžky 

1O2 a fluorescence byly téměř nulové (Δ < 0,0234 a F < 0,0042)) díky účinnému ICT 

(Tabulka 4). Běžně se hodnoty Δ u dobrých PS pohybují nad 0,50, hodnoty F pro 

kvalitní fluorofory nad 0,20. Téměř nulová produkce fluorescence předurčuje mnou 

připravené alkyalaminové TPyzPzs k použití jako tzv. „dark quenchers“ – tedy zhášečů 

bez své vlastní fluorescence. 

K zajímavým závěrům jsme došli při porovnání fotofyzikálních dat 

u alkylaminových TPyzPzs ve formě monomeru vs. J-dimeru. Účinnost ICT je obecně 

silně závislá na polaritě prostředí, proto bylo potřeba zajistit srovnatelnou polaritu 

prostředí,84, 149 ve kterém bude sledování vlastností monomeru vs. J-dimeru probíhat. 

Jednotlivé experimenty proto probíhaly v prostředí toluenu (J-dimery) nebo v toluenu 

s 0,1 M pyridinem (monomery). Tento malý podíl pyridinu neovlivní signifikantně 

polaritu prostředí, a přitom zajistí plnou monomerizaci TPyzPz. 

Tabulka 4 Porovnání fotofyzikálních parametrů zinečnatých TPyzPzs v monomerním a dimerizovaném stavu. [a] nelze 

stanovit všechny parametry vlivem špatné rozpustnosti v toluenu. 

 Toluen (J-dimery) Toluen + 0.1 M pyridin (monomery) 

 , nm , nm Δ F , nm F, nm Δ F 

1Zn 709 766 0,029 0,0012 662 671 0,023 0,00031 

2Zn 708 765 0,063 0,0027 662 670 0,026 0,00040 

3Zn 711 763 0,12 0,0075 660 669 0,028 0,0011 

c) 
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 Toluen (J-dimery) Toluen + 0.1 M pyridin (monomery) 

 , nm , nm Δ F , nm F, nm Δ F 

4Zn 708 762 0,13 0,0071 661 669 0,030 0,0011 

5Zn 700 758 0,055 0,0015 660 669 0,025 0,0010 

6Zn 704 755 0,12 0,0086 660 668 0,047 0,0014 

7Zn 705 752 0,24 0,022 659 667 0,056 0,0032 

8Zn 701 752 0,22 0,020 660 668 0,049 0,0033 

9Zn 706 768 0,090 0,0004 661 665 0,029 0,0009 

10Zn 699 750 0,28 0,027 659 665 0,056 0,00043 

11Zn 703 752 0,063 0,0089 655 662 0,034 0,0002 

12Zn 708 751 0,26 0,029 659 667 0,081 0,0086 

13Zn 732 [a] 0,26 0,023 [a] 656 0,33 0,028 

14Zn 708 755 0,28 0,019 659 666 0,037 0,0029 

15Zn 705 761 0,22 0,010 659 666 0,032 0,0017 

Z výsledků v Tabulce 4 je patrné, že molekuly ve formě J-dimerů mají 

několikanásobně vyšší (až 7krát) kvantové výtěžky než sloučeniny monomerní, což je 

způsobeno zřejmě blokací ICT v dimerizovaném stavu. Za zmínku stojí fakt, že se jedná 

o naprosto unikátní jev, neboť agregace obecně vede u Pc a AzaPc k výraznému poklesu 

kvantových výtěžků. 

Dalším důsledkem tvorby J-dimerů u TPyzPzs byl Stokesův posun 50 nm, což je 

velice ojedinělé u tohoto typu sloučenin, neboť samotné monomerní TPyzPzs mají 

Stokesův posun obvykle pouze 5–10 nm (Obr. 58).99 
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Obr. 58 Rozdíl v absorpčním a emisním spektru vyobrazeného TPyzPz – absorpční a emisní spektrum monomeru, 

absorpční a emisní spektrum dimeru.  
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6.4 Studium TPyzPzs po navázání na ODN řetězec 

V této části disertační práce jsem se zaměřil na detailnější popis stěžejních 

výsledků, které se zabývají chováním ODN sond značených TPyzPz během 

hybridizačních testů. 

6.4.1 Porovnání efektivity zhášení TaqMan® sond s TPyzPz proti sondám 

s komerčními zhášeči (P1) 

Tento projekt navazoval na naší publikaci,130 kde bylo poprvé popsáno možné 

použití TPyzPzs u jednoduše značených sond. Cílem mého navazujícího projektu bylo 

srovnat použitelnost TPyzPzs jako zhášečů fluorescence v hydrolyzačních sondách 

a srovnat efektivitu zhášení s komerčními zhášeči (BHQ–1® a BBQ–650®) v návaznosti 

na použitý fluorofor (FAM, CFR610 a Cy5). 

Nejprve bylo nutné navrhnout cílovou strukturu molekuly, která by umožnila 

vazbu TPyzPz na 3ʹ-konec řetězce (Obr. 59). Zvolili jsme TPyzPz nesoucí azidovou 

skupinu a hydroxylovou skupinu. Azidová skupina umožnila připojení TPyzPz k pevné 

fázi pomocí azido-alkynové Huisgen cykloadici, na hydroxylové skupině následně začala 

syntéza ODN vlákna. 

 

Obr. 59 Zjednodušené schéma syntézy TPyzPz 7Zn. 

Při návrhu značení sondy, na které mělo být provedeno zkoumání účinnosti 

zhášení, byl kladen důraz na výběr vhodných fluoroforů. Důraz byl kladen především na 

to, aby jejich emisní spektrum pokrylo co největší rozsah vlnových délek, čímž lze 

posléze posoudit univerzálnost daného zhášeče (Obr. 60a). Samotná sekvence nukleotidů 

v ODN řetězci ODN byla zvolena tak, aby bylo možné sondu následně použít k určení 

reálného vzorku (Obr. 60b),132 konkrétně pro kvantifikaci transportního genu SLCO2B1, 

který kóduje transportní protein pro organické anionty v jaterních buňkách. 
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Obr. 60 a) Překryv emisních spekter použitých fluoroforů s absorpčním spektrem TPyzPz 7Zn; b) sekvence 

nukleotidů, které tvořily jednotlivé ODN sondy. 

Při zkoumání absorpčních spekter všech připravených sond typu F-ODN-Q jsme 

potvrdili, že pokud jsou sondy volně v roztoku, vytváří fluorofor se zhášečem 

heterodimer. Tato tvorba heterodimeru byla potvrzena na základě porovnání absorpčních 

spekter před a po hybridizaci s antisense vláknem (ODN-ant). Před hybridizací 

neodpovídaly absorpční spektra dvojitě značených sond součtu absorpčních spekter 

příslušných jednoduše značených sond (Obr. 61). Tato změna tvaru absorpčního spektra 

je jasným důkazem kontaktní interakce dvou molekul a tvorby heteromeru. Naopak po 

hybridizaci výsledné absorpční spektrum již plně odpovídalo součtu příslušných 

absorpčních spekter jednoduše značených sond, což potvrdilo rozvolnění heteromeru 

a zánik mezimolekulárních interakcí. 
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Obr. 61 Porovnání absorpčních spekter sond F-ODN-7Zn. a) a b) ukazují teoretický součet absorpčních spekter sonda 

značených pouze pomocí FAM, nebo 7Zn a následně porovnání s hybridizovanou sondou FAM-ODN-3Zn; c) a d) 

znázorňují změnu absorpčních spekter před (modré) a po hybridizaci (červené) pro zbylé dva fluorofory. 

a) b) 
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Stanovení účinnosti zhášení bylo prováděno podle postupu uvedeného v kapitole 

5.2. Z výsledků vyplývá, že účinnost zhášení v náhodném klubku byla pro všechny 

zhášeče u různých fluoroforů téměř stejná a přesahující 95 % (Obr. 62). Z hlediska 

statického zhášení vykazují tedy TPyzPz srovnatelnou účinnost zhášení s komerčně 

dostupnými zhášeči. Mnohem větší diverzita výsledků byla následně patrná při zkoumání 

účinnosti zhášení po hybridizaci, kdy se uplatňuje především zhášení pomocí FRET. 

V účinnosti zhášení po hybridizaci TPyzPz 7Zn signifikantně převyšoval účinnost 

zhášení komerčních zhášečů. Záporné hodnoty účinnosti zhášení po hybridizaci u Cy5 

jsou způsobeny nižší fluorescencí po fragmentaci DNázou než během hybridizace, což je 

způsobeno pravděpodobně interakcí cyaninového barviva s nukleosidovými bázemi 

antisense vlákna. Tento jev není ještě plně objasněn, ale byl pozorován i v naší předchozí 

práci150 a v publikaci jiné výzkumné skupiny.12 
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Obr. 62 Porovnání účinnosti zhášení jednotlivých zhášečů v závislosti na použitém fluoroforu a) fluorescein, b) CAL 

Fluor Red 610, c) Cyanine 5. 

Chtěli jsme se také ujistit, že TPyzPzs neovlivňují schopnost ODN řetězce sondy 

nasedat na komplementární vlákno, proto jsme provedli hybridizační titraci FAM-ODN-

7Zn založené na sledování změn v absorpčních spektrech. Experiment spočíval 

v postupném přidávání antisense vlákna ODN-ant k roztoku sondy, kdy se vždy musel 

opakovat krok zahřátí roztoku a následné pozvolné chladnutí z důvodu opakované 

denaturace a následné hybridizace sondy na antisense vlákno (Obr. 63a). Na výsledném 

grafu závislosti absorbance FAM při 496 nm na přidaném ekvivalentu antisense je patrný 

výrazný zlom, jehož poloha ukazuje, že sonda se váže k antisense vláknu v poměru 1:1 

(Obr. 63b). Z těchto výsledků je patrné, že TPyzPzs nijak hybridizaci vláken negativně 

neovlivňují, protože z logiky věci by se komplementární vlákna měla k sobě vázat 

v poměru 1:1 pokud je to možné. 
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Obr. 63 Titrace FAM-ODN-7Zn pomocí antisense. a) absorpční spektrum; b) závislost absorbance FAM na poměru 

sonda/antisense. 

Po výborných výsledcích sondy značené TPyzPz 7Zn v zjednodušeném TaqMan® 

modelu jsme chtěli vyzkoušet použitelnost našich sond v reálném prostředí při 

kvantifikaci transportního genu SLCO2B1, který obsahuje komplementární sekvenci 

k ODN. Byla provedena řada qPCR stanovení cílového genu SLCO2B1 s decimálním 

ředěním cílové sekvence (Obr. 64a). Následně byly vytvořeny kalibrační křivky pro 

jednotlivé sondy (Obr. 64b). Experiment prokázal, že TPyzPz 7Zn lze využít i v reálných 

aplikacích a že jeho účinnost je minimálně srovnatelná s komerčně dostupnými zhášeči 

používanými běžně v praxi. Veškeré qPCR experimenty byly prováděny v triplikátu. 
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Obr. 64 Výsledky qPCR. a) příklad multiplikace cílového genu v decimálním ředění za využití CFR-ODN-7Zn 

(150 nM); b) kalibrační křivka pro TPyzPz sondy (150 nM), kde sondy s CFR610 a Cy5 byly testovány ve dvou 

rozdílných koncentracích (označeno písmenem „H“, 250 nM).  

Z tohoto projektu vyplynulo, že TPyzPzs zhášeče mají výrazně lepší chování ve 

zjednodušeném modelu PCR než komerčně dostupné zhášeče, a to především díky 

účinnějšímu zhášení po hybridizaci sondy. V reálných testech kvantifikace transportního 

genu SLCO2B1 měly sondy nesoucí TPyzPz zhášeč srovnatelné výsledky jako sondy 

s komerčními zhášeči, ale je nutno přihlédnout k tomu, že na rozdíl od komerčních 

zhášečů byl třeba pouze jeden TPyzPz zhášeč pro všechny tři fluorofory. Tato 



 

72 

 

univerzálnost TPyzPzs je dána širokým absorpčním spektrem TPyzPzs pokrývající 

vlnové délky 300-800 nm. 

6.4.2 Studium tvorby J-dimerů u ODN řetězců (P2) 

Obsah této studie plynule navazuje na moji práci P1 a rozšiřuje poznatky 

předchozího projektu ve směru tvorby J-dimerů TPyzPzs po jejich vazbě na ODN. Touto 

problematikou jsme se začali zabývat, protože jsme pozorovali podobnost v oblasti 

Q-pásu mezi absorpčními spektry sond značených pomocí TPyzPz a J-dimery samotných 

TPyzPzs v toluenu. Při experimentech jsme pozorovali vznik zajímavého útvaru – 

heterotetramemeru, který bude popsán níže. 

Pro porovnání rozdílu mezi monomerním a dimerním TPyzPz vázaným na ODN 

vláknu bylo nutné připravit sloučeninu, která bude buď hydrofilnější, tudíž se zmenší vliv 

agregace pomocí potlačení hydrofobních interakcí, nebo bude mít objemnější periferní 

substituci, která stericky zabrání agregaci. Nakonec byl zvolen derivát TPyzPz, který 

kombinoval oba přístupy. Docíleno toho bylo náhradou periferních diethylaminových 

skupin molekuly 7Zn objemnějšími a zároveň hydrofilnějšími 

bis(methoxyethyl)aminovými skupinami (Obr. 65). Pro zjednodušení interpretace 

výsledků některých experimentů v organických rozpouštědlech byly připraveny 

i odpovídající symetrické TPyzPzs 9Zn a 10Zn. 

 

Obr. 65 Změna převažující periferní substituce. 

Jak je již zvykem, začali jsme od pozorování jednoduchých systémů a postupně 

se propracovávali ke složitějším. Prvním krokem byl popis agregačního chování roztoku 

TPyzPzs v toluenu, kde bylo na základě zjištěných údajů (KP) možné porovnat stabilitu 

J-dimerů. Síla koordinace mezi dvěma makrocykly klesá následovně 10Zn ˃ 7Zn ~ 3Zn 

˃ 9Zn. Tudíž nejpevněji drží J-dimery tvořené symetrickým TPyzPz s diethylamino 

substitucí. Podle NMR studie jsme zjistili, že v J-dimeru je nad makrocyklem vždy jedna 

čtvrtina druhého makrocyklu. Krystalografická studie pak odhalila, že struktura dimerů 



 

73 

 

v pevném stavu je odlišná od J-dimeru v roztoku. Detailněji je tato problematika popsána 

v kapitole 6.2. 

V této části disertační práce bych se chtěl zaměřit na specifické aspekty 

dimerizace TPyzPzs po jejich navázání na ODN. Pro tento projekt byly připraveny 3 nové 

ODN sondy (FAM-ODN-3Zn, ODN-3Zn, ODN-7Zn), zbylé 3 sondy byly již 

připraveny pro předchozí projekt P1 (Obr. 66). 

 

Obr. 66 Sekvence ODN sond v P2. 

Sledováním změn absorpčních spekter různě modifikovaných ODN sond jsme 

studovali tvorbu a vlastnosti J-dimerů u připravených sond. V prvním experimentu jsme 

připravili 1 µM roztok sondy v pufru, provedli hybridizaci, fragmentaci ODN pomocí 

DNázy a nakonec titrovali pyridinem. V druhém typu experimentu už neprobíhala 

fragmentace DNázou, ale pyridin byl přidáván okamžitě po hybridizaci s antisense. 

V posledním schématu experimentu byla pyridinem titrována rovnou samotná ODN 

sonda (viz schématická část Obr. 67). U jednoduše značených ODN sond ODN-3Zn 

a ODN-7Zn jsme zjistili, že absorpční spektrum zůstává během hybridizačního testu 

neustále stejné (v náhodném klubku, po hybridizaci i po fragmentaci), dle tvaru spektra 

se jedná v případě ODN-7Zn jednoznačně o J-dimer, zatímco ODN-3Zn vykazuje 

převážně charakter monomerního spektra. Po fragmentaci ODN-3Zn došlo 

k prohloubení agregovaného charakteru spektra, pravděpodobně vlivem nižšího 

solubilizačního efektu ODN vlákna, čímž převládly hydrofobní interakce 

makrocyklického jádra 3Zn. K monomerizaci ODN-7Zn došlo vždy až po přidání 

pyridinu (Obr. 67). Tyto experimenty dokázaly, že tvorbu J-dimerů téměř neovlivní 

navázání na ODN řetězec, neboť srovnatelné chování bylo pozorováno i při studiu 

TPyzPzs v toluenu. 
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Obr. 67 Změny v absorpčním spektru ODN-7Zn (a, tvoří J-dimer (ODN-7Zn)2) a ODN-3Zn (b) v hybridizačním pufru 

během hybridizačních/hydrolyzačních experimentů a po přídavku pyridinu; modrá – samotná sonda v pufru, červená 

– po hybridizaci s antisense ODN-ant, zelená – po hydrolýze DNázou, fialová – po přídavku pyridinu. 

Stejné experimenty jako u jednoduše značených sond byly provedeny i u dvojitě 

značených sond FAM-ODN-3Zn a FAM-ODN-7Zn, kde byly kromě absorpčních 

spekter sledovány v každém kroku i spektra emisní, což může naznačit tvorbu 

supramolekulárních útvarů mezi FAM a TPyzPz (heteromerů). Absorpční spektra 

FAM-ODN-7Zn (Obr. 68a) ukázala, že pokud je sonda v pufru, je možné pozorovat 

Q-pás charakteru agregované sloučeniny 7Zn (tedy jako J-dimer) a náznak absorpčního 

pásu FAM (modré spektrum). Fluorescence je účinně zhášena především díky statickému 

zhášení, což ukazuje na přítomnost heterodimeru mezi FAM a TPyzPz. Po následné 

hybridizaci dochází k nárůstu absorpčního pásu FAM, protože dojde k rozvolnění 

heterodimeru FAM-7Zn, ale Q-pás TPyzPz i nadále vykazuje charakter J-dimeru 

(červené spektrum). Nárůst fluorescence po hybridizaci též potvrzuje rozvolnění 

heterodimeru FAM-7Zn, jelikož FAM není v tuto chvíli zhášen statickým zhášením 

(červené spektrum) a FRET není tak účinný jako statické zhášení. Po fragmentaci sondy 

FAM-ODN-7Zn nedochází téměř k žádným změnám v absorpčním spektru (TPyzPz je 

tedy v roztoku stále v agregované formě), ale narůstá fluorescence, protože se ještě více 

oddálí FAM od zhášeče 7Zn a ten je v této chvíli v roztoku zcela mimo dosah FRET 

(zelená spektra). K monomerizaci 7Zn dojde až po přidání pyridinu, což je patrné 

z nárůstu v oblasti Q-pásu absorpčního spektra (fialové spektrum). Z výše uvedených 

poznatků usuzujeme, že sonda FAM-ODN-7Zn tvoří v pufru unikátní prostorový útvar 

– heterotetramer, který je tvořen dvěma heterodimery FAM-7Zn, které jsou spojeny 

J-dimerem molekuly 7Zn. ODN vlákna poté tvoří pomyslné číslo osm, kde v jeho středu 

je právě zmiňovaný heterotetramer. Odlišné chování bylo pozorováno u sondy 
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FAM-ODN-3Zn, která se na počátku experimentu uskupila pouze do heterodimeru 

tvořeného FAM a monomerním TPyzPz (Obr. 68b). To bylo jednoznačně patrné 

z přítomnosti ostrého Q-pásu sloučeniny 3Zn a nulové fluorescence dané statickým 

zhášením po tvorbě dimeru FAM s TPyzPz (modré spektrum). Jediná výraznější změna 

v absorpčních spektrech nastala po hybridizaci, kdy došlo k nárůstu absorpčního pásu 

FAM (červené spektrum). Emisní spektra se měnila podobně jako u předchozí sondy, 

tedy k nejvýraznějšímu nárůstu intenzity fluorescence došlo po hybridizaci díky potlačení 

statického zhášení a následně ještě lehce po fragmentaci sondy. 

 

Obr. 68 Změny v absorpčních a emisních spektrech FAM-ODN-7Zn (a, tvoří heterotetramer (FAM-ODN-7Zn)2) a 

FAM-ODN-3Zn (b) v hybridizačním pufru během hybridizačních/hydrolyzačních experimentů a po přídavku pyridinu; 

modrá – samotná sonda v pufru, červená – po hybridizaci s antisense ODN-ant, zelená – po hydrolýze DNázou, fialová 

– po přídavku pyridinu. 

V dalších experimentech jsme se rozhodli zjistit stabilitu heterotetrameru a zdali 

je stabilnější v tomto uspořádaní J-dimer TPyzPzs nebo heterodimer TPyzPz-FAM. Toto 

bylo studováno na základě přídavků pyridinu k FAM-ODN-7Zn. Po analýze absorpčních 

a emisních spekter vyplynulo, že přídavkem pyridinu až do koncentrace 0,6 M se nejprve 

rozvolní J-dimer (7Zn)2 (mění se absorpční spektra v oblasti Q-pásu, minimálně v oblasti 

FAM a nedochází k nárůstu fluorescence FAM). Dalšími přídavky pyridinu mezi 

0,6-1,5 M dojde k rozvolnění heterodimeru TPyzPz-FAM (Obr. 69a), což naznačuje 

nárůst absorpčního pásu v oblasti FAM a zároveň dochází k nárůstu fluorescence FAM – 

Obr. 69a, zelená spektra. Po přidání ODN-ant dochází pouze k nárůstu fluorescence 

FAM, protože dojde k většímu oddálení FAM a TPyzPz, takže dojde k oslabení zhášení 

pomocí FRET. Absorpční spektra v tomto případě zůstávají shodná, protože heterodimer 

zůstává rozvolněn. Obr. 69b ukazuje průběh titrace během experimentů studujících 

stabilitu heterotetrameru. Modrá (dvojitě značená sonda) a fialová (jednoduše značená 
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sonda) křivka popisují nárůst absorbance monomerní formy TPyzPz 7Zn v závislosti na 

koncentraci pyridinu. Tím, že modrá křivka kopíruje fialovou křivku, u které je možné 

pouze rozvolnění J-dimeru, byl potvrzen fakt, že J-dimer je téměř rozvolněn do 0,6 M 

koncentrace pyridinu v obou případech. Červená křivka dokumentuje nárůst absorbance 

FAM, kdy strmější nárůst je patrný mez 0,6–1,5 M koncentrací pyridinu, což ukazuje na 

rozvolnění FAM-7Zn. Poslední křivka (zelená) ukazuje nárůst fluorescence, ke kterému 

dochází nejvíce během rozvolňování heterodimeru FAM-7Zn při koncentraci pyridinu 

nad 0,6 M. Výsledky zobrazené v grafu (Obr. 69b) prokázaly, že heterodimer FAM-7Zn 

vykazuje pevnější vazbu než J-dimer (7Zn)2. 
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Obr. 69 Titrace FAM-ODN-7Zn pyridinem. a) absorpční a emisní spektra, modrá – samotná sonda v pufru, červená 

– konc. pyridinu 0,6 M, zelená – konc. pyridinu 1,5 M, růžová – po hybridizaci s antisense ODN-ant; b) porovnání 

normalizované absorbance TPyzPz a fluorescence FAM v závislosti na koncentraci pyridinu. 

V neposlední řadě jsme se zaměřili na porovnání vlivu přítomnosti J-dimeru na 

účinnost zhášení a použitelnost ODN sond během qPCR experimentů. Větší objemnost 

periferních substituentů o sloučeniny 3Zn měla za následek snížení stability heterodimeru 

TPyzPz-FAM, a tudíž částečné snížení účinnosti zhášení v náhodném klubku. Pokud 

vyjádříme snížení stability heterodimeru poklesem účinnosti zhášení, tak sonda 

FAM-ODN-3Zn je o 10 procentních bodů méně účinná než FAM-ODN-7Zn (Obr. 70d). 

Na účinnost zhášení po hybridizaci nemá objemnější substituce 3Zn již téměř žádný vliv, 

protože ke zhášení dochází FRET mechanismem. Při samotných qPCR experimentech na 

reálném vzorku bylo zjištěno, že sonda FAM-ODN-7Zn má lepší nárůst fluorescence 

během opakování cyklů qPCR (Obr. 70a, b). Během qPCR bylo dále zjištěno, že 

FAM-ODN-7Zn má přibližně o 10 % lepší poměr mezi ON a OFF stavem než 

FAM-ODN-3Zn (příslušná data nejsou v Obr. 70 zobrazena), což je způsobeno vyšší 

stabilitou heterodimeru a vyšší účinností zhášení v náhodném klubku u sondy 

b) 
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FAM-ODN-7Zn. Nižší účinnost zhášení v náhodném klubku FAM-ODN-3Zn má za 

následek zvýšení fluorescence pozadí během qPCR, což je nežádoucí jev. Kalibrační 

křivky získané během qPCR byly lineární s hodnotou koeficientu determinace vyšší než 

0,99 (Obr. 70c).  
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Obr. 70 Vyhodnocení qPCR a hybridizačních experimentů. Kvantitativní vyhodnocení multiplikace transportního genu 

SLCO2B1 (RFU – relativní jednotka fluorescence) (a + b).c) Kalibrační křivky na základě dat z a a b. d) porovnání 

účinnosti zhášení během hybridizačních experimentů ***P < 0,05 (Welchův test). 

Selektivní změny v intenzitě fluorescence nebo absorpčních spektrech sondy 

FAM-ODN-7Zn otevírají také možnost využití v oblasti biomolekulárních logických 

bran.150, 151 Fluorescence systému heterotetrameru (FAM-ODN-7Zn)2 může být spuštěna 

dvěma různými vstupními informacemi – přítomností antisense ODN-ant nebo 

přítomností koordinačního rozpouštědla (např. pyridin, N-methylimidazol). Na systém 

lze z principu Booleových logických bran aplikovat operátory YES, NOT a OR. 

Operátory YES nebo NOT lze sledovat přítomnost koordinačního rozpouštědla v roztoku 

(Obr. 71c, d). O jakou operaci se jedná, rozhoduje sledovaná vlnová délka – pro 670 nm 

platí operátor YES (Obr. 71b) a pro 725 nm platí operátor NOT (Obr. 71a). Pokud se 

rozhodneme sledovat fluorescenci FAM, tak lze použít operátor OR, protože fluorescence 

může být emitována ve třech případech – v přítomnosti antisense, pyridinu nebo obou 

spouštěčů (Obr. 71e, f, g). 
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Obr. 71 a) graf a tabulka pravdivosti pro operátor NOT, b) graf a tabulka pravdivosti pro operátor YES, c) detail 

absorpčního spektra se sledovanými vlnovými délkami, d) symboly operátorů YES a NOT, e) graf a tabulka pravdivosti 

pro operátor OR, f) emisní spektra při studiu operátor OR, g) symbol operátoru OR. 

V projektu P2, jsme tedy zjistili, že tvorba J-dimerů TPyzPzs nemá vliv na 

samotný průběh qPCR. Na druhou stranu, pokud se pro zamezení vzniku J-dimerů použije 

objemnější substituce zhášeče, dojde k nežádoucímu zvýšení fluorescence pozadí během 

experimentů. Velice zajímavou částí této práce byl popis možnosti použití sondy 

FAM-ODN-7Zn jako reportéru pro biomolekulární logické brány, což je v současné 

době velmi studované téma. Jedná se o úplně první zmínku o logických branách 

využívajících tohoto principu.  
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7 ZÁVĚR 

Tato disertační práce se zabývala detailním studiem chování TPyzPzs jako 

univerzálních zhášečů fluorescence v ODN sondách. První kapitoly disertační práce 

rozebírají současný stav poznání na poli fluorescence a jejího zhášení včetně popisu 

používaných sond v PCR. Další kapitola pak popisuje vlastnosti a využití Pcs a AzaPcs. 

Samotná kapitola týkající se výsledků a diskuse je komentovaným souborem tří 

prací, které vznikly během mého postgraduálního studia. První publikace P1 navazuje na 

předešlou práci mých kolegů v naší výzkumné skupině a zabývá se použitím TPyzPzs 

jako zhášečů na dvojitě značených ODN sondách. V této práci byla srovnávána účinnost 

zhášení našich látek oproti komerčním zhášečům fluorescence ve vztahu k použitému 

fluoroforu. Z práce vyplynulo, že TPyzPz zhášeč je stejně účinný ve zhášení 

nehybridizované sondy jako komerční zhášeče, ale po hybridizaci je TPyzPz v účinnosti 

zhášení předčí. V reálných qPCR experimentech, kde se projevuje pouze účinnost zhášení 

nehybridizované sondy, měl TPyzPz zhášeč srovnatelné výsledky jako komerční zhášeče. 

Během experimentů v této práci jsme zjistili, že dvojitě značená sonda obsahující 

FAM a TPyzPz vytváří unikátní agregovaný útvar, který jsme se rozhodli dále detailněji 

studovat, čímž vznikla publikace P2. Tato práce se zabývala studiem vlivu agregace FAM 

a TPyzPz na použití daných molekul v ODN sondách. Byly porovnávány dva TPyzPz 

s rozdílnou periferní substitucí, kdy jeden TPyzPz velice snadno tvořil J-dimery a druhý 

TPyzPz byl převážnou většinu experimentů v monomerním stavu. Výsledky tohoto 

projektu vedly mimo jiné k prvnímu popisu Booleových logických bran využívajících 

TPyzPzs. 

Poslední práce P3 popisuje syntetické postupy TPyzPzs s rozdílnými funkčními 

skupinami umožňující odlišnou vazbu zhášeče na ODN řetězec. Součástí této práce bylo 

i studium tvorby dimerů TPyzPzs v závislosti na použitých funkčních skupinách a popis 

ovlivnění rozpustnosti pomocí periferní substituce. Výsledky tohoto projektu byly 

diskutovány u jednotlivých kapitol zabývajících se danou problematikou.  
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