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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Mgr. Jiri Demuth

Skolitel: doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.

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

Disertacni prace: Studium azaftalocyanini jako zhasecu v oligo-

deoxynukleotidovych sondach

Ftalocyaniny (Pcs) a azaftalocyaniny (AzaPcs) jsou planarni makrocyklické
slou€eniny, které maji Ciste synteticky ptiivod, byt’ jsou odvozeny od ptirodnich barviv —
porfyrind. Diky rozsahlému 18 n-elektronovému konjugovanému systému maji Pcs
a AzaPcs velice zajimavé fotofyzikdlni vlastnosti, a proto nachazeji uplatnéni
v elektrotechnice, jako material v pramyslu ¢i v medicinalnich disciplinach.

Oktaaminoalkyl substituované tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPzs), které patii do
rodiny AzaPcs, maji diky extrémné rychlému intramolekularnimu pienosu naboje
prakticky nulovou vlastni fluorescenci. Vyuzitim této schopnosti v oblasti vyvoje
fluorescencnich sond, kde se daji tyto TPyzPzs pouzit jako ucinné zhasece pro rizné
fluorofory, se zabyva tato disertatni prace. Takovéto sondy mohou najit uplatnéni
v riznorodych experimentech napii¢ védnimi obory napf. biochemie, forenzni ¢i
geneticka analyza.

Synteticka ¢ast disertani prace navazuje na piedchozi studium TPyzPzs v nasi
vyzkumné skupiné a popisuje navrh struktur a pfipravu nesymetrickych TPyzPzs
uréenych pro jejich odliSné pfipojeni k oligodeoxynukleotidovému (ODN) fetézci
fluorescenéni sondy (na jeho 3’, 5” konec, respektive doprostfed sondy). Zavadénim
rozdilnych funkénich skupin (hydroxyl, karboxylovd kyselina a/nebo azid) lze pak
ovlivnit zpiisob piipojeni k ODN vldknu. Vhodnou volbou periferni substituce bylo
docileno sniZeni agregace latek.

Dalsi ¢ast prace vyhodnocuje vliv periferni substituce na funkcnost
hydrolyzaé¢nich sond (napf. TagMan® sond) b&hem kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (qPCR). Prvné byla vyhodnocovana efektivita zhaSeni TPyzPzs v porovnani
s komercné dostupnymi zhaSeci fluorescence. Pro porovnani naSich a komer¢nich sond
pro praktické vyuziti pfi gPCR byla vyvinuta v rdmeci této prace i modelova metoda, kde

Taq polymerazu, pouzivanou v qPCR, nahradila DNé&zal. B¢hem pozorovani



absorpc¢nich spekter bylo zjisténo, Ze i po navazani na ODN sondu tvoii TPyzPzs J-
dimery, kter¢ jsou pro slouceniny typu TPyzPz a obecné i Pc velmi netypickymi formami
agregace.

Posledni ¢ast disertacni prace se zabyva pravé detailnim popisem tvorby J-dimert
u TPyzPzs. Vliv riiznych faktorl na agregaci je popsan jak na samotnych TPyzPzs
v organickych rozpoustédlech, tak po navdziani na ODN sondu a po provedeni
experimentll v prostiedi hybridizacniho pufru. Zajimavym fenoménem u ODN sond
popsanym poprvé v této praci je tvorba unikatniho supramolekuldrniho heterotetrameru

tvoreného J-dimerem TPyzPzs a dvéma molekulami fluoresceinu.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical
Analysis

Author: Mgr. Jiri Demuth

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

Consultant: prof. PharmDr. Petr Zimcik, 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 m-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 3’, 5’-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. TagMan® 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.



Obsah

1 Seznam pouzitych zKratek ..........cccoeciieiiiieeiiiieiieeeeee e 13
2 Formulace problematiky a zplisob feSent ...........ccccvvvevviiieriieenieeciieeeieees 15
3 CHIE PIACE ..vveeneie ettt ettt ettt et e esb e e seeenseesaneenseenens 16
4 Ptehled soucasného stavu feSené problematiky ..........ccoeeveviieiiieniiiiniennen, 17
4.1  Zakladni principy flUOTESCENCE ......eeevieviieiieiieeiieiie ettt 17

4.2 ZhaSen] fIUOTESCEINCE .....ovueruririieiiiieniieieeie ettt 18

4.2.1  Typy zhaseni flUOTESCENCE .......ccveerieriiieiieiieeieeere e 18

4.2.2  Mechanismy zhdSeni fluoreSCence..........ccevveeieeneeeeieenieeiieeereenee. 21

4.3  Metody detekce sekvence DNA ........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 22

4.3.1  Polymerdzova fet€zova reakce.........cooueviiiriieiiienieiiiecieeeee e 23

4.3.2  Sondy pouZivané v PCR .....c..cccceviriiniiiiniinicccceccnceeeen 24

4.3.3  FIUOTOTOTY e 27

4.3.4  Zha8eCe fIUOTESCENCE .....eouviiiiiieiiiiiiieeieritee et 31

4.4  Ftalocyaniny a azaftalocyaniny ........c..ccccceceeienerieniinenieneenenecneeeeeeen 33

4.4.1  Fotofyzikalni v1astnosti.......c.cccoeevieriiniricniiniiiecicseceneeeeen 36

4.4.2  Vznik supramoleklarnich 0tvarQ............cccoeevievieniiiiiiiciieeeeeee, 38

443 APHKACE ..oevieeeieeeee e e 40

5 MEtOAICKA CAST ...oueiiiiiiieiee et 43
5.1  Vazba TPyzPz na oligodeoxynukleotidovy feté€zec .......ccccvvevvvrenvreennenn. 43

5.2 Hodnoceni u¢innosti zhaSeni u ptipravenych DNA sond..........c.cccceeuvenee 45

5.3 Popis vybranych fotofyzikalnich vIastnosti..........c.cccccvveeviieneieiniieenineens 45

5.3.1 Kvantovy vytézek produkce singletového kysliku (@) .................. 45

5.3.2  Kvantovy vytézek fluorescence (D) ......ccccoeveevcrveencreeenreeenieeennneenn 47

5.4  Hodnoceni supramolekularnich agregatii .............coccveviveiiieniieiieniieenne 47

6 Vysledky @ diSKUSE .....cccueeriiiiiiiiieieceeeee e 50
6.1  Syntéza zamysSlenych l1ateK..........cccovieiiiiieiiiiiieeeeeeee e 51



10

6.1.1  Syntéza PreKUrZorll.........ccveecvierieeiieniieeieeeieeieesieeeieeseeereesneeeeens 51

6.1.2  Synt€za TPYZPZS ....cccovieiiiieeeeeeeee e 54
6.1.3  Syntéza a purifikace ODN sONd ........ccceevvieriieiiieniieiieieeieeeee e 59
6.2 Tvorba J-dimMertl......ccceriiruiiiirieniieieee e 62
6.3 Fotofyzikalni vIastnoSti........ccceeieriieiiieiiieiieeiceceee e 66
6.4  Studium TPyzPzs po navazani na ODN fet€zZecC ........eevvvrerirreerreeeereeennnen. 68

6.4.1  Porovnani efektivity zhaseni TagMan® sond s TPyzPz proti sondam

s komercnimi zhaSeCi (P1) ...cc.eeeeviiieiieieecee e 68

6.4.2  Studium tvorby J-dimerii u ODN fetézcti (P2).......oocveviieiiienieninne 72
ZLAVET .ttt ettt a et a et et e et enae et 79
Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci..........ccceevveruveennennee. 80
Seznam PouZité IIEErAtULY ........covievierieiiiierie ettt eie et seee e seae e e 83
Seznam PIILON.......coouiiiiieii et 94

12



1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
AzaPc
BODIPY

CFR610
CPG
CTC
Cy5
DBCO

DCP
DMF
DMSO
DPBF
FAM
FRET

HOMO

HPLC

ICT

NMR
ODN
Pc
PCR
PDT
PET

PS

QE
qPCR

acetonitril
azaftalocyanin (z angl. Azaphthalocyanine)

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

CAL Fluor Red 610

pevna faze (z angl. Controlled pore glass)

komplex ptenosu naboje (z angl. Charge transfer complex)
Cyanine 5

11,12-didehydro-5,6-dihydrodibenz[b,f]azocin
(dibenzoazacyklooktyn)

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril
dimethylformamid
dimethylsulfoxid
1,3-difenylisobenzofuran
6-karboxyfluorescein fosforamidit

Fostertiv rezonan¢ni pfenos energie (z angl. Foster resonance
energy transfer)

nejvyssi obsazeny molekulovy orbital (z angl. Highest occupied
molecular orbital)

vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie (z angl. High-
performance liquid chromatography)

intramolekularni pfenos naboje (z angl. Intramolecular charge
transfer)

nuklearni magnetickd rezonance

oligodeoxynukleotid

ftalocyanin (z angl. Phthalocyanine)

polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
fotodynamicka terapie (z angl. Photodynamic therapy)

svétlem vyvolany ptenos elektronu (z angl. Photoinduced electron
transfer)

fotosenzitizér (z angl. Photosensitizer)
ucinnost zhaSeni (z angl. Quenching efficiency)
kvantitativni polymerazova fetézova reakce (z angl. Quantitative

polymerase chain reaction)
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RET
TAMRA
THF
TLC
TPyzPz
ZnPc

rezonanc¢ni pienos energie (z angl. resonance energy transfer
5-karboxytetramethylrhodamin

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (z angl. Thin layer chromatography)
tetrapyrazinoporfyrazinl (z angl. tetrapyrazinoporphyrazin)

nesubstituovany zinecnaty ftalocyanin

14



2 FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPUSOB RESENI

Studium genetické informace buiiky je v dnesni dobé velice rozSifené napfic
riznymi védnimi obory napt. biochemie, genetika, analyticka chemie ¢i forenzni analyza.
Principem téchto studii je sledovani zmén fluorescence, bud’ jejiho nartistu nebo ubytku.
K tomu je nezbytné, aby byla v analyze pifitomna fluorescen¢ni molekula a vétSinou
imolekula, kterd ma schopnost fluorescenci naopak zhaSet, obé navazané na
oliodeoxynukleotidovém (ODN) fetézci, ktery slouzi jako rozeznavaci jednotka.!

Vétsina komer¢nich molekul, které jsou pouzivany jako zhasece fluorescence, ma
ale omezeni v univerzalnosti pouziti — je nutni peclivd volba zhasece v zavislosti na
pouzitém fluoroforu a metodé analyzy napft. v ptipadé, ze je tieba docilit zhaSeni pomoci
rezonan¢niho prenosu energie (RET, viz dale), je nezbytny piekryv emisniho spektra
fluoroforu a absorpéniho spektra zhasede.”? Bohuzel neexistuje zhase¢, ktery by byl
schopny absorbovat fluorescenci vSech bézné pouzivanych fluorofora.

Nase vyzkumna skupina ,,Azaphthalocyanine Group* se 20 let zabyva piipravou
a studiem vlastnosti ftalocyanint (Pcs) a azaftalocyanini (AzaPcs) a jejich pouzitim jako
fotosenzitizéri pro fotodynamickou terapii (PDT)? a nebo jako senzory pro kationty
kovii* ¢i pH.?

Pred 11-ti lety bylo vnasi skupin€ zjiSténo mozZzné pouziti oktaalkylamino
substituovanych tetrapyrazinoporfyrazini (TPyzPzs) jako zhaSec¢t fluorescence.®
Planarni skelet TPyzPzs napomaha tvorbé heterodimeru s fluoroforem, cozZ je nezbytné
pro statické zhaSeni fluorescence. TPyzPz maji oproti komerénim zhasech vyhodu v $ifce
absorp¢niho spektra, a tudiz maji predpoklad pro to, aby se staly univerzalnimi zhéaseci
fluorescence v ODN sondéach, které umoziiuji kromé béZzného statického zhaSeni
1 fungovani na principu rezonancniho prenosu energie. Samoziejmou vlastnosti novych
zhaSecl by méla byt nulova vlastni fluorescence, coz oktaalkylamino substituované
TPyzPzs bez problému spliiuji diky ultrarychlému intramolekuldrnimu prenosu néaboje.”

Vlastnosti alkylamino TPyzPzs ve vztahu kjejich vyuziti jako zhaSecth
fluorescence byly naSi skupinou pomérné detailné¢ prostudovany, nicméné stale chybi
detailnéjsi studium jejich vlastnosti po navazdni na ODN fetézec a porovnani jejich
praktické vyuzitelnosti s komerénimi zhéase¢i. Nutnym krokem je i vyvoj takovych
TPyzPzs, které¢ budou vhodné pro vazbu do libovolného mista fetézce ODN. Tyto kroky

by mély byt zodpovézeny feSenim mé disertacni prace.
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3 CILE PRACE

Cilem mé disertacni prace byla syntéza nesymetrickych TPyzPzs, které mohou
byt vyuzitelné jako univerzalni zhasece fluorescence béhem kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (qQPCR). Nasledné jsem studoval jejich chovéani béhem hybridizacnich
testd.

Prvni cast prace se zabyvala ndvrhem a syntézou jednotlivych nesymetrickych
TPyzPzs typu AAAB a déle studiem jejich fotofyzikdlnich vlastnosti. Pro dosazeni
maximalniho intramolekularného ptenosu naboje, ktery je zodpovédny za nulovou vnitini
fluorescenci TPyzPz, byla zvolena oktaalkylaminova substituce na periferii makrocyklu.
Jedna isoindolové jednotka vzdy nesla funkéni skupiny nezbytné pro navdzani TPyzPz
na ODN sondu (Obr. 1). Nasledna syntéza ODN sondy byla provadéna ve spole¢nosti
GENERI BIOTECH (Hradec Kralové, Ceska republika), se kterou nase vyzkumna
skupina dlouhodobé spolupracuje. Dodatecnd modifikace a purifikace ODN sond
probihala zpét na pidé farmaceutické fakulty ve spolupraci s doc. PharmDr. Radimem

Kucerou, Ph.D.

Ri Ry
N;/ \LN ./‘:-N3, -OH,-COOH

L

Obr. 1 Obecné schéma pripravenych nesymetrickych TPyzPzs.

Druhéd c¢ast mé disertacni prace byla zaméfena na vyhodnocovani efektivity
zhaSeni fluorescence na zjednoduseném modelu qPCR ve srovnani s komercéné
dostupnymi zhaseci.

V teti Casti disertani prace jsem studoval vliv periferni substituce na tvorbu
supramolekularnich agregati jak v organickych rozpoustédlech, tak i po navazani na

ODN fetézec.
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4 PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Zakladni principy fluorescence

Fluorescence je schopnost molekuly zbavit se pfijaté energie vyzarenim fotonu.
Ze strukturniho hlediska je pro slouceninu nutné, aby obsahovala konjugované dvojné
vazby. Pravé systém konjugovanych dvojnych vazeb umoziuje latce absorbovat svételné
zateni. Pro snadné vysvétleni d&jii mezi absorpcei zatreni a fluorescenci je vhodné pouzit

modifikovany Jablonského diagram (Obr. 2).%

S T——
| Internal
1 Conversion
— 1
S B T Intersystem
1 i ¥ w}.ng .
‘ S |
Absorption — 1
Fluorescence hv,
hvs 7| hv, | ;
Phosphorescence,
sl W
SO é____ LN, S

Obr. 2 Modifikovany Jablonského diagram (vysvétleni v textu).Prevzato z literatury.®

Molekula se mlze z energetického hlediska nachazet v zakladnim stavu (So) ¢i ve
stavech excitovanych (S1 nebo S»). Jednotlivé stavy maji jesté dalsi d€leni na energetické
hladiny. V pfipad¢, Ze slouCenina v zdkladnim stavu (So) absorbuje foton, tak je
excitovana do nékteré z vyssich energetickych hladin stavii S1 nebo Sz. Néasledné pomoci
vnitini konverze ztraci energii prechodem z vys$si energetické hladiny na zékladni
energetickou hladinu stavu S; nebo S, které jsou termodynamicky stabilnési a tato
zména trva cca 107'? s, coz je mnohem rychlejsi neZ fluorescence (10 s). Z nejnizsi
energetické hladiny stavu S; nasledn€¢ dochazi k emisi fotonu — fluorescenci.
Fluorescen¢ni spektrum je zrcadlovym obrazem spektra absorp¢niho (Franck-Condonovo
pravidlo®) a je posunuto bathochromné (k Servené oblasti spektra) a to z diivodu ztraty
energie zptisobené vnitinim piechodem popsanym vyse.!® Tento fenomén se oznacuje
jako Stokesliv posun a je velice ucinny k predikci vinové délky maxima a tvaru

pfislusného emisniho spektra neznamé slouceniny.

Z excitovan¢ho stavu S; miiZze slouCenina relaxovat také mezisystémovym
pfechodem, ktery vede k tripletovému stavu Ti. V ptipadé stavu T; se hovoii o stavu

spinov¢ zakazaném, protoZe elektrony maji v orbitalech souhlasny spin, coz je relativné
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ojedinély stav. Z nejnizsi energetické hladiny T1 mize molekula relaxovat fosforescenci,
pfedanim energie jiné molekule v tripletovém stavu ¢i pfijmutim tepelné energie
anavratem do excitované¢ho stavu Si. Pokud sloucenina relaxuje fosforescenci, tak je
spektrum jesté vice bathochromné posunuto nez v ptipad¢ fluorescence. Pienos energie
na jinou molekulu v tripletovém stavu (napf. tkanovy kyslik — 30,) je principem
fotodynamické terapie (PDT, zangl. Photodynamic therapy).!! V piipad& absorpce
tepelného zafeni molekulou ve stavu T dochdzi po jejim navratu do stavu S; k tzv.

opozdéné fluorescenci.®

4.2 ZhasSeni fluorescence

Existuji ptipady, kdy molekula fluoroforu absorbuje pozadovanou energii pro
svoji excitaci, ale ve vysledku neni méfitelna skoro zadna fluorescence nebo zmétené
emisni spektrum neodpovidd emisnimu spektru dané¢ho fluoroforu. Vyse zminény jev je
zpisoben zhéaSenim fluorescence fluoroforu jinou molekulou pfitomnou ve vzorku.
Principialné je mozné rozdelit typy zhédseni na kolizni, statické zhaseni a na rezonan¢ni

pienos energie.!?

4.2.1 Typy zhaSeni fluorescence

4.2.1.1 Kolizni zhaseni

Kolizni zhaSeni n¢kdy také oznacované za zhaSeni dynamické spociva v interakci
excitovaného stavu fluoroforu se zhaSeCem. Tato interakce je zprostiedkovéana
nahodnymi srazkami dvou molekul v souvislosti s jejich difuznim pohybem v roztoku.
Excitovany fluorofor se po sraZce se zhdSe¢em vraci do zakladniho stavu, aniz by vyzafil
foton. Tento dé&j je popsan Stern-Volmerovou rovnici:!?

F
o 1+kq70[Q] =1 + Kp[Q]
0

Rovnice 1 Fluorescence bez pritomnosti zhdasece (Fo), fluorescence v pritomnosti zhasece (F), bimolekularni konstanta
zhaseni (kq), doba Zivota fluorescence bez pritomnosti zhdSece (to), koncentrace zhdsece ([Q]), Stern-Volmerova
konstanta (Kp = kq % 19).

Z Rovnice 1 vyplyva, Ze pomér mezi fluorescenci bez zhaSece a se zhaseCem by
me¢l byt nepfimo umérny koncentraci zhaSeCe. Bimolekuldrni konstanta se méni
v zavislosti na komplexnim sloZeni roztoku, a <¢im slozit€$i slouCeniny
(napt. biomolekuly) jsou pfitomny v roztoku, tim je jeji vyznam vétSi. Jsou znami
1 ptipady, kdy biomolekula dokéze ,,ochranit* fluorofor takovym zplsobem, Ze se objevi

jeho plné fluorescence.'*
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4.2.1.2 Staticke zhaseni
Spociva v pfimém kontaktu fluoroforu se zhaSeCem, coz mé za néasledek
nemoznost excitace fluoroforu ¢i jeho okamzitou relaxaci do zdkladniho stavu bez emise

fotonu. Konstantu statického zhaseni (Ks) Ize vyjadrit vztahem:
F-Q
[FI[Q]
Rovnice 2 koncentrace komplexu fluorofor-zhasec ([F-Q]), koncentrace fluoroforu ([F]), koncentrace zhasece ([Q]).

Ze vztahu Rovnice 2 lze vyjadiit podobnou zavislost jako u kolizniho zhaseni —

viz Rovnice 3:

Booiik
= =14 KplQ)

Rovnice 3 Fluorescence bez pritomnosti zhasece (Fy), fluorescence v pritomnosti zhasece (F), koncentrace zhdsece
(109]), konstanta statického zhaseni (Ks).

Fluorofor v tomto ptipad¢ vytvaii komplex s druhou molekulou. Miize se jednat
o (homo)dimer v pfipad¢, Ze molekula zhdsi samu sebe, nebo se miZze jednat
o heterodimer v piipadg, Ze zhase¢ je jiné chemické struktury nez fluorofor.®
4.2.1.3 Rozliseni kolizniho a statického zhaseni.

Porovname-li grafy zavislosti poméru fluorescence bez zhasece a se zhaSecem na
koncentraci zhasece pro kolizni a statické zhaSeni (Obr. 3), je zfejmé, Ze v obou ptipadech
se jedna o linearni zavislosti. Tudiz z grafu tohoto vztahu nelze vyvodit o jaky typ zhaSeni
se jedna. Pokud chceme zjistit typ zhaSeni, je nutné si pomoci zménou podminek napf.
teplotou. Pokud budeme zvySovat teplotu vzorku béhem méteni, tak se fluorescence pii
statickém zhaSeni bude zvySovat z ditvodu disociace komplexu fluorofor—zhase¢. Na
druhou stranu, pokud se bude jednat o kolizni zhaSeni, tak fluorescence bude klesat

z divodu ¢astgjsi interakce difundujicich molekul a tedy u¢innéjsiho kolizniho zhaseni.!®

Collisional Quenching Static Quenching
N (F) * Qs (F Q¥
TOI PR e 7=%'  No emission
g hv K |
Q F+aQ F-Q
Higher
- /= temperature B
- L P i L
:9 L K4 o Higher
w b % | iopeskt 1terfplqature
5 B o |-l-o ™ =
i |,/ /' Slope=kq To"Kp - -
“ L B
[ -
W 1f 1} T
0 1 " 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
[Q] [@]

Obr. 3 Porovnani obecnych prikladii ii¢innosti zhdSeni fluorescence.’
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Dalsi moznosti, jak rozlisit typy zhaseni je zméteni doby zivota fluorescence (7),
protoze u kolizniho zhaseni je mozné zméftit urcité hodnoty t, kdezto u statického zhaSeni
je t vzdy rovno nule.

Posledni moznosti, jak urcit typ zhaseni, je porovnani absorp¢ni spekter samotného
fluoroforu, samotného zhasece a roztoku, ktery obsahuje jak fluorofor, tak i zhasec.
Pokud absorp¢ni spektra smési obou molekul odpovidaji prostému souctu jednotlivych
spekter, tak se jedna o kolizni zhaseni, nebot’ kolizni zhaSeni ovliviiuje pouze excitované
stavy molekul. Na druhou stranu, pokud je absorpcni spektrum smési molekul rozdilné
od souctu jednotlivych absorp¢nich spekter, doslo k tvorbé dimeru/heterodimeru, a tedy
ke statickému zhaseni. Diivodem je fakt, ze dimer/heterodimer ma odlisné elektronové
vlastnosti, a tudiz 1 jiné absorpcni spektrum (Obr. 4).

10-nucleotide overhang 5-nucleotide overhang 0-nucleotide overhang
O 3 Orrm @I ¢ g ¢
012
010 b @ E b)

0.08

0.06

0.04

Absorption (OD)

0.02

1
450 500 550 600 500 550 600 500 550 600

-l

Wavelength (nm)

Obr. 4 Ukdzka zmén v absorpcnim spektru pri priblizovani dvou fluoroforii (tetramethylrhodamin — prazdné kolecko,
tetrachlorofluorescein — plné kolecko) (a, b) az po vznik heterodimeru (c). Plna cara znaci absorpcni spektra
hybridizovanych viaken. Teckovand cara je tvorena souctem absorpcnich spekter jednotlivych clenii prred hybridizaci.
Prevzato z literatury.’®

4.2.1.4 Rezonancni prenos energie

Rezonan¢ni pifenos energie (RET zanglického Rezonance energy transfer)
nastava, kdyz fluorofor (donor) emituje foton, ktery je piijaty akceptorem. Akceptor miize
byt fluorescencni nebo nefluorescenéni molekula. Pokud je akceptorem fluorofor, tak
dochazi nésledné¢ k emisi fluorescence o jiné vlnové délce, nez by byla plvodni
fluorescence donoru. Je-li akceptorem nefluorescen¢ni molekula (zhasec€), tak je piijata
energie proménéna na teplo béhem relaxace zhasece.!” Pro RET jsou dilezité dva
elementy — vzdalenost mezi donorem a akceptorem a dale ptfekryv emisniho spektra
donoru a absorp¢niho spektra fluoroforu (Obr. 5). Timto jevem se zabyval v poloviné 20.
stoleti Theodor Férster,'® ktery definoval Gi¢innost RET (E) pomoci nasledujiciho vztahu

(Rovnice 4):
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Obr. 5 Ukdzka prekryvu emisniho spektra fluoresceinu
(Zluta) a absorpcniho spektra TPyzPz zhasece (fialova).

Forsterav polomér (Ro) vyjadiuje vzdalenost, pti které je prenos energie praveé 50 %, a da
se odvodit ze vzajemného piekryvu emisnich a absorp¢nich spekter a orientace donoru
s akceptorem. Ry typicky nabyva hodnot 20-60 A. Znalost téchto vztahii 1ze pouzit tieba
pro monitorovani konformacnich zmén proteint.!® RET je nékdy oznacovan jako

Fostertiv rezonancéni pienos energie (FRET, z angl. Foster resonance energy transfer).

4.2.2 Mechanismy zhéS$eni fluorescence

V kapitole 4.2.1 bylo vysvétleno, jak dochazi ke zhaSeni fluorescence mezi
fluoroforem a zhasecem, ale uz nebylo feceno, na jakém principu dochazi k relaxaci
zhéasece z excitovaného stavu, coz bude vysvétleno v této kapitole.
4.2.2.1 Mezisystéemovy prechod

Zhase¢ po excitaci do S; muze za urcitych okolnosti pfejit mezisystémovym
pfechodem do stavu Ti, ktery ma dlouhou Zivotnost. Pravé diky dlouhé Zivotnosti
tripletového stavu mize dochézet ndsledné k relaxaci diky interakci dvou zhaseci (tim se
vyrusi jejich tripletové stavy a relaxuji do zékladniho stavu) nebo nezafivou relaxaci
z tripletového stavu uvolnénim vibraéni energie (tepla).® Vétsinou tyto d&je probihaji
soucasn¢ a jeden znich byvd dominantni. Slouceniny v tripletovém stavu jsou velice
snadno zhaseny pomoci *0,.2° Mezisystémovym piechodem relaxuji slou¢eniny nesouci
tézké atomy (napft. halogeny).
4.2.2.2 Svetlem indukovany prenos elektronu

Béhem svétlem indukovaného pienosu elektronu (PET, z angl. Photoinduced
electron transfer) se vytvaii tzv. ,charge transfer complex* (CTC) mezi akceptorem
a donorem. Nasledné¢ dojde k relaxaci excitovaného stavu S| donoru do zakladniho stavu
So bez vyzateni fotonu. Donor a akceptor mize byt i v rdmci jedné molekuly, kdy tyto
dvé c¢asti nejsou spojeny konjugovanym systémem. V CTC probiha pienos elektronu

znejvySe obsazen¢ho molekulového orbitalu (HOMO, z angl. Highest occupied
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molecular orbital) donoru na nejnize neobsazeny molekulovy orbital a zarovei je donoru

navracen elektron z HOMO akceptoru (Obr. 6).

LUMO . &— + + —_
/ Photo-excitation PET

h o
HOMO% 4"—

Ground state Excited Electron Reduced Oxidized Deactivated Recovered
fluorophore fluorophore  donor Fluorophore Donor Fluorophore Donor

Obr. 6 Schématické zndzornéni svétlem indukovaného prenosu elektronu.?!

Zajimavosti toho zplsobu pfenosu energie je, ze fluorofor miize ptsobit jako
donor i jako akceptor v zavislosti na redoxnich potencialech jednotlivych ¢lentt CTC
a okolnich podminkéch. Schopnost fungovat jako donor i akceptor maji naptiklad
derivaty 4-amino-1,8-naftalimidu.® 2% 2
4.2.2.3 Intramolekuldarni prenos naboje

Princip intramolekularniho pfenosu naboje (ICT, z ang. Intramolecular charge
transfer) je velice podobny prub¢hu PET, ale s tim rozdilem, ze cely systém je v konjugaci
a nedochazi k pfenosu elektronu na urcitou vzdalenost, ale jen k jeho pfemisténi v ramci

jedné molekuly. Ve své podstaté dochazi pouze ke zméné elektronové hustoty v molekule

za tvorby elektronového dip6lu.®

4.3 Metody detekce sekvence DNA

Detailni studium genomu organismi bylo pro védce dlouhou dobu za
nepiekrocitelnou bariérou. Od objeveni mikroskopu roku 1595 (Zacharias Janssen
a Anthony van Leeuwenhoek, Nizozemsko) uplynulo k definovani pojmu chromozom
bezmala 300 let (1888, Heinrich W. G. von Waldeyer-Hartz, Némecko),?* ale na blizsi
porozuméni detailnéjsi struktury chromozomu si musel svét pockat do roku 1953, kdy
James D. Watson a Francis Crick popsali dvousroubovici vldkna DNA.?* Dalsim, ne vSak
poslednim, dilezitym krokem bylo pfedstaveni teorie o kodonech Marshallem W.
Nirenbergem na konferenci v Moskvé roku 1961 (ve spolupraci s J. Heinrichem
Matthaeiem).?

Prvni metodou na poli cytogenetiky byla fluorescencni in situ hybridizace, ktera
slouzila ke zvyraznéni specifickych sekvenci na chromozomech.?”> 28 Dale byly vyvinuty

komparativni genomova hybridizace ¢i metody hybridiza¢nich ¢ipt.2* Témito metodami
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se ale nedaly pozorovat mal¢ zmény na turovni nukleotidii, jejichz pozorovani umoznilo

az objeveni polymerazové fetézové reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction).?’

4.3.1 Polymerazova fetézova reakce

PCR, jez byla objevena roku 1984 americkym védcem Kary Mullisem, slouzi
k zmnohondasobeni urcité¢ sekvence DNA, ¢ehoz v dnesni dob¢ vyuzivd mnoho védnich
oborl (biochemie, molekularni biologie, forenzni analyza, aj.). Pro PCR jsou nezbytné
Ctyfi véci — predlohova DNA, primer, Taq polymeraza a deoxynukleosidtrifosfaty.
Samotna PCR probiha v opakujicich se cyklech, ve kterych vzdy vznikne dvojnasobek
DNA nez do daného cyklu vstupoval. Kazdy cyklus se sklada z nékolika fazi —
denaturace, nasednuti primeru (anelaéni fdze) a syntéza nové DNA
kondenzaci deoxynukleosidtrifosfatd piitomnych v roztoku (elongaéni fize).!

Béhem denaturacni faze dochazi k zahtati vzorku na 94-98 °C po dobu
20-30 vtetin (Obr. 7), a tudiz k rozvolnéni sekunddrni struktury DNA. Poté je vzorek
ochlazovan na 50—-60 °C a béhem této doby dochazi k hybridizaci (nasednuti) primeru,
od které¢ho pak mize zalit syntéza nové DNA. Samotna syntéza komplementarniho
vldkna je zprostfedkovana enzymem ,,Taq polymerazou®, ktery je aktivni pii 68—72 °C
(Obr. 8).%°
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Obr. 7 Teplotni schéma jednotlivych fazi béhem PCR —
D = denaturacni faze, A = anelacni faze, E = elongacni faze.

Obr. 8 Schéma jednotlivych fazi PCR
a naznaceni exponencialniho riistu
mnozstvi novych kopii.
Samotna PCR se pouzivd v né€kolika verzich, znichZz modernim trendem je
kvantitativni polymerazova fet€zova reakce (QPCR, z angl. quantitative polymeraze chain
reaction) nebo nekdy oznac¢ovana jako PCR v redlném case. Vyhodou qPCR je moznost

monitorovani prubéhu multiplikace DNA v redlném case, coz ale neni mozné bez
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pfitomnosti signdlnich molekul ve vzorku. Tyto signdlni molekuly — sondy — maji
schopnost fluorescence a v zavislosti na typu sondy se v pribéhu qPCR fluorescence
snizuje nebo zvysuje. Po kazdém cyklu qPCR je proto zméfena fluorescence reakéni
jamky. Ziskand hodnota fluorescence vynesena do grafu zavislosti graf zmény

fluorescence na poctu cykli amplifikace (Obr. 9).
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Obr. 9 Zaznam prubéhu gPCR — relativni fluorescence (RFU).

4.3.2 Sondy pouzivané v PCR

Primarni  c¢lenéni  sond  vychazi  zpfitomnosti ¢i  nepfitomnosti
oligodeoxynukleotidového (ODN) fetézce v signalni molekule, tudiZ signalni molekula
je samotny fluorofor nebo fluorofor navdzany na ODN fetézci (Obr. 10). Mezi sondy
s fluoroforem vazanym na ODN fetézec patii: sondy s primery, hydridiza¢ni sondy,
hydrolyzac¢ni sondy a dale by bylo mozné do této skupiny zahrnout MGB sondy a analoga
nukleovych kyselin.

Tvpy fluorescenénich sond v PCR

— o

e s ODN znaéené fluorofory
fluorofory vazajici se

na DNA ‘k//////// ¢ .\\\\\\\\*k

Ethidium bromide

YO_PRO-1 ! sprmery |  hybridizatni } hydrolyzacni

® ' : '
SYBR ®Green I : Scorpions | Hybprobes TagMan®

SYBR™ Gold ! Amplifiuor® | Molecular beacons TagMan-MGB

SYTO LUX™ HyBeacon™ | Snake assay
BEBO Angler®
BOXTO | ; |
EvaGreen

Obr. 10 Zdkladni rozdéleni fluorescencnich sond v PCR.!
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4.3.2.1 Fluorofory vazajici se na DNA

Jedna se o molekuly, které pokud jsou volné v roztoku, tak nevykazuji
fluorescenci. Po jejich interakci s dvouSroubovici DNA vazbou do malého zlabku DNA
dojde k nartstu fluorescence. Principem vzniku fluorescence miize byt samotna interakce
s DNA nebo ,,schovani se pied kyslikem v roztoku, ktery jejich fluorescenci jinak zhasi.
Odecet narastu fluorescence se provadi béhem elongaéni faze.’"> 3> Radi se sem SYBR®
Green, EvaGreen, ethidium bromid. Fluorofory interagujici s DNA se pouzivaji k detekci

bakterii rodu Salmonella®® & geneticky modifikovanych organismi v potravinaistvi.>*

4.3.2.2 ODN sondy nesouct fluorofory

V piipadé téchto sond se jednd vzdy o spojeni ODN s fluoroforem, poptipadé
1 zhaSeCem, kovalentni vazbou. DéEli se na zakladé pfitomnosti primeru a dale pak na
principu rozsviceni. V nasledujicim textu budou detailngji popsany pouze nékteré typy

sond.

Scorpion probes

Tzv. Scorpion probe je ve své podstat¢ ODN fetézec nesouci fluorofor, zhasec a
nestépitelnou vazbou pfipojeny primer.* Pokud je tato sonda volné v roztoku, zaujima
tvar vlasenky. Fluorofor a zhase¢ jsou v tomto piipadé blizko sebe a dochazi ke zhaseni
fluorescence (Obr. 11). Béhem elongacni faze je sonda v¢lenéna do nového vldkna DNA,
protoZe zaroven obsahuje primer, od kterého zacina replikace DNA. Po denaturaci sonda
nasledné hybridizuje s dosyntetizovanym vlaknem DNA. Diky hybridizaci dojde
k oddaleni fluoroforu od zhasece, coz ma za nasledek narist fluorescence. Detekce
ptislusného signéalu fluorescence probihd v denaturacni fazi. Tyto sondy se daji vyuZzit

nap¥. k detekci parazitii,*® bakterii.’” 3

PCR ( \ =

Obr. 11 Schéma principu Scorpions probe — fluorofor (F), zhasec (Z), tucna cervenad cdra znaci nestépitelnou vazbu
mezi primerem (riiZova éara) a zhasecem.’

F

LUX™
LUXT™ je zkratkou pro light-upon-extention,*’ coz vystihuje i princip této sondy.
Sonda se skladd z ODN tetézce s fluoroforem a primerem (Obr. 12). Pokud je sonda volné

v roztoku zaujima tvar vlasenky, kdy naproti fluoroforu je sekvence bohatd na guanosin,
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ktery mé schopnost zhaset fluorescenci. Béhem elongacni faze se stane sonda linearni,
atudiz se zvysuje jeji fluorescence, ktera dosdhne maxima po hybridizaci
s komplementarnim vlaknem.*' Detekce fluorescence probiha v elongaéni fazi. V praxi

se tato sonda pouziva naptiklad k detekci jedné z p¥i¢in gastroenteritidy.*?

anelace
EE—

Obr. 12 Schéma principu LUX™ — fluorofor (F), zelend cast vidsenky odkazuje na
piitomnost primeru zaclenéného v sondé.’®

Hybprobes (FRET sondy)

Tento systém se skladd ze dvou samostatnych sond, kde na jedné sond¢ je na
3'-konci fluorofor a na druhé sond¢ je na 5'-konci zhése¢ (Obr. 13). Béhem anelacni faze
nasednou sondy na vldkno DNA tak, Ze konce sond s fluoroforem a zhasecem jsou blizko
sebe, tudiZ fluorofor po ozafeni emituje foton, ktery je hned absorbovan zhasecem, ktery
sice fluoreskuje, ale emitované svétlo ma jinou vlnovou délku, nez je fluorescence
emitovana fluoroforem. Detekce fluorescence probiha v anela¢ni fazi. Timto zpGisobem

mohou byt detekovéany viry* ¢ mykobakterie.**
; F
e o PR
@ —p 111 LLLL UL il

Obr. 13 Schéma principu Hybprobes — fluorofor (F), zhasec (Z).%°

Molecular beacons

V piipadé tzv. Molecular beacons se jedna o sondu, kterd zaujima tvar vlasenky
diky ¢astem fetézce, které jsou k sob¢ vzajemné komplementarni. Je znac¢ena fluoroforem
a zhaSecem na jednotlivych koncich (Obr. 14). Béhem anelacni fdze hybridizuje sonda
s komplementarnim vlaknem, tudiz dojde k oddaleni fluoroforu od zhéasece a k nartstu
fluorescence.*® Detekce fluorescence probihd v anelaéni fazi. Sondy zaloZené na tomto

principu se pouzivaji napiiklad k detekci adenoviru.*®
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PCR F @

Obr. 14 Schéma principu Molecular beacons — fluorofor (F), zhdSec (Z).%°

TaqMan® sondy

TagMan® sondy se sklddaji z ODN fetézce, fluoroforu a zhaseée. Fluorofor je
vétSinou na 5'-konci a zhaSe€ je na 3'-konci. ODN vldkno, které spojuje fluorofor se
zhaSeCem neni komplementarni samo se sebou, tudiz netvoii Zadnou pravidelnou
sekundarni strukturu. Pokud je sonda v roztoku, tak se vytvaii tzv. ndhodné klubko (angl.
random coil). Sonda v roztoku nevykazuje fluorescenci (nebo minimalni), protoze mozné
fluorescenci je zabranéno vytvofenim heterodimeru mezi fluoroforem a zhase¢em. Tento
heterodimer je rozvolnén béhem anelacni faze, kdy sonda hybridizuje ke komplementarni
sekvenci DNA (Obr. 15), a v tomto okamziku dojde k malému nartstu fluorescence.
Dominantni tlohu ale nakonec hraje exonukleazova aktivita DNA polymerazy, ktera
béhem elongacni faze rozs$tépi sondu na malé fragmenty, coZ ma za nasledek oddaleni
fluoroforu od zhésece, a tudiz skokovy nartst fluorescence. Detekce fluorescence probiha
béhem elongaéni fize. Tento typ sond lze pouzit napt. k detekci myonecrosis viru*’, ke

8 &i viru Zloutenky B.*

anelace Taq polymerédza_
0@ 1@ ' @
, J.LLLu.l.l.uJ.U.LU.l.LI.l.LI.I.U.LU.LLJ.Lu.LLu.LL w;mu.ﬁ.ﬂﬂl\ﬂum

nahodné klubko

studiu predispozic k rakoving slinivky

Obr. 15 Schéma principu TagMan® sond — fluorofor (F), zhdsec (Z), DNA polymerdza (zelend kruhovd vysec).%
4.3.3 Fluorofory

Mezi fluorofory, coz jsou slouCeniny schopné fluorescence, patii synteticka
barviva, ale 1 n¢kolik endogennich molekul (napft. karotenoidy, flavinadenindinukleotid
¢i nikotinamidadenindinukleotid).’® Tato kapitol se ale piedeviim zabyva fluorofory,
které se pouzivaji pii detekci DNA. Jejich vlastnosti jsou piehledné shrnuty v Tabulce 1
a Obr. 16. Fluorofory 1ze délit z mnoha hledisek — dle pouZiti, vinové délky emise ¢i dle
chemické struktury. Pro zkomplikovani situace jsou nékteré fluorofory razné
modifikovany, ¢imz ziskame rizné aktivované derivaty s modifikovanymi vlastnostmi

oproti ptedlohovym fluoroforim.

27



Tabulka 1 Piehled fluoroforii a jejich fotofyzikdlnich viastosti. Pievzato a upraveno.’!

Fluorophore Solvent  Apn (M)  £(M'cm™)  Aen (nm) @  £xP(M'cm’)
quinine 1 pH 2 347 5400 448 0.55 3000
phenylalanine 2 H.O 260 200 282 0.024 5
tyrosine 3 H-O 275 1500 303 0.14 210
tryptophan 4 H.O 280 6 300 348 0.13 820
NADH 5 H.0 340 6 200 435 0.019 120
FMN 6 H-O 450 12 200 530 0.25 3100
EDANS 7 H.0 336 6100 520 0.27 1600
Lucifer Yellow 8 H.0 428 12 300 535 0.21 2600
pyrene 9 MeCOH 340 43 000 376 0.75 32 000
4-MU 10 pH 10 360 17 000 450 0.63 11 000
AMC 11 MeOH 351 18 000 430 0.75 14 000
DAPI 12 H.O/DNA 358 21 000 461 0.34 7 100
Hoechst 33342 13 H.O/DNA 350 45 000 461 0.38 17 000
NBD 14 MeCOH 465 22 000 535 0.3 7 000
bimane 15 pH74 390 5300 482 0.3 2000
Cascade Yellow 16 MeOH 409 24 000 558 0.56 13 000
fluorescein 17 pH 9 490 93 000 514 0.95 88 000
Rhy19 18 pH75 496 74 000 517 0.92 68 000
TMR 19 MeCOH 540 95 000 565 0.68 65 000
SRh;o1 20 pH 7 586 108 000 605 0.77 83 000
naphthofluorescein 21 pH9.5 595 44 000 660 0.14 6200
SNARF-1 22 pH 10 573 44 000 631 0.092 4100
propidium 23 H.O/DNA 535 5400 617 0.13 700
BODIPY-FL 24 MeCOH 505 91 000 511 0.94 86 000
BODIPY-TR 25 MeOH 588 68 000 616 0.84 57 000
Cy326 pH 7 554 130 000 568 0.14 18 000
Cy5 27 pH 7 652 200 000 672 0.18 36 000
Cy7 28 pH7 755 200 000 778 0.02 4000
IRDye 700DX 29 H.O 689 165 000 700 0.14 23 000
resorufin 30 pH 9.5 572 56 000 585 0.74 41 000
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Obr. 16 Prehled zdkladnich struktur jednotlivych fluorofori v zavislosti na jejich emisni vinové délce a na jejich
svitivosti. Prevzato z literatury. !
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Pokud se ma hovofit o rozdéleni fluorofort dle struktury, tak mezi hlavni skupiny patii:
derivaty xanthenu, derivaty indocyaninu, derivaty 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacenu — zname jako BODIPY (z angl. boron dipyrromethene) a dalsi strukturni typy.
4.3.3.1 Derivaty odvozené od xanthenu

Spole¢nym ¢initelem téchto latek je rizné substituovany xanthen, coz dalo vznik
dvéma hlavnim rodinam v této kategorii — derivaty fluoresceinu a rhodaminu.”!
Fluorescein byl prvn¢ syntetizovan roku 1871 (Adolf von Baeyer, Némecko), coz z néj
¢ini velice stary fluorofor, ktery je diky svym vyhodnym vlastnostem ptredevSim ve
vodném prostiedi hojné€ vyuzivany dodnes. Fluorescein ma vysoky extinkéni koeficient
(9,3 x 10* M'em™), absorpéni maximum (Amax) pfi 490 nm a emisni maximum (Aem) pii
514 nm. Jedna z nevyhod fluoresceinu vyplyva z toho, ze jeho nejucinnéjsi forma je
dianion, tudiZ jeho kvantovy vytézek fluorescence je zavisly na pH prostredi.® > Na
druhou stranu, vétSina biologickych testd se provadi za standardizovanych podminek
a v pufru, takze s opakovatelnosti vysledkd neni problém.>® Diky riznorodé substituci

(-F, -Cl, amino, methyl, sulfonyl) byly vlastnosti fluoresceinu modifikovany pro rozli¢né

pouziti (Obr. 17).

R4 R, R;

fluorescein H H H
hexachlorfluorescein Cl Cl Cl
tetrachlorfluorescein H Cl Cl
Oregon Green H F H

Obr. 17 Struktura vybranych derivatu fluoresceinu. Cervené zvyraznéna karboxylova funkce, kterd se pouzivi pro
pripojent k biomolekulam.

Rhodamin je odvozeny od fluoresceinu substituci hydroxylovych skupin za
aminoskupiny (Obr. 18). Rhodaminy jsou méné nachylné na zménu pH prostiedi, ale na

rozdil od derivatd fluoresceinu maji nizsi kvantovy vytézek fluorescence ( @r).

) CLe L
N o N 0=8=0 0=8=0
O or HoN 0 NH
7 99@
%
COOH
O ! COOH

O~ "OH
rhodamin B Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 610 Texas Red

Obr. 18 Prehled fluoroforii odvozenych od rhodaminu.
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4.3.3.2 Fluorofory odvozené od indocyaninu

Jedna se o molekuly, které ve své struktufe obsahuji fetézec konjugovanych
dvojnych vazeb, ktery spojuje dvé indolova jadra. Cyaninova barviva se oznacuji dle
poctu spojovacich atomt uhliku mezi jednotlivymi indolovymi jadry — Cy3 (n= 1), Cy5

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

IRDye 800CW

Obr. 19 Prehled indocyaninovych barviv.

Pokud je k indolovému skeletu ptikondenzovano benzenové jadro, tak dochézi k posunu
Amax @ Aem 0 30—40 nm k Eervené oblasti spektra. Ze se jedna indocyanin s rozsifenym
aromatickym systémem lze poznat z oznaceni CyX.5 (napt Cy3.5) (Obr. 19b). Zékladni
cyaninovy skelet mize byt modifikovan sulfonaci pro zlepSeni rozpustnosti a zabranéni
agregace ve vodném prostiedi (vliv na posun spektra je v takovém ptipad€ uZ minimalni).
Zajimavym derivatem indocyaninovych barviv je IRDye 800 CW (Obr. 19¢), které ma
Aem pii 819 nm.>
4.3.3.3 BODIPY

Derivaty boron dipyrromethenu jsou pro vyhodné vlastnosti (rozpustnost ve vode,
uzké emisni pasy, vysokou chemickou stabilitu, minimalni rozklad svétlem, malou
agregaci, vysoké extinké&ni koeficienty) hojné vyuzivany.** BODIPY mohou byt vyuzity
ve fluorescenéni mikroskopii pro detekci subceluarnich struktur,”” jako pH senzor
v burikach,>® pro modifikaci nukleosidid®® ¢i ke zna¢eni p-amyloidovych plaki®® (Obr.

20).
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fluoroforem modifikovany
nukleosid

LysoTracker Green DND-26 pH sonda pro lysosomy

—N
Obr. 20 Modifikace BODIPY dle vyuziti.

4.3.3.4 Dalsi strukturni typy

Do této skupiny fluoroforii patii sloueniny absorbujici a emitujici napfic¢ celym
viditelnym spektrem. Patii sem molekuly ze skupiny fenanthridint, které slouzi k detekci
DNA (ethidium-bromid)'* (Obr. 21). Jako dali slou¢enina slouZici jako fluorofor vazany
na DNA je DAPI ze skupiny fenylindol.®' Cascade Yellow se pouziva v priitokové
cytometrii.®* Dale do této kategorie dale napiiklad patii senzorickd molekula pro hydrazin

zalozena na skeletu resorufinu.®

NH, o] Y©/\®\( HoN
J o3 At ()
O N B g ° ° -t /@Nm
O sor  HO o o
O ?\\/S\\o Oo— sz

ethidium-bromid Cascade Yellow © papl  HN

HyN

resorufin

Obr. 21 Fluorofory jinych struktur.

4.3.4 Zhasece fluorescence

Zhasece fluorescence lze definovat jako slouceniny, jenZ maji schopnost potlacit
¢i uplné eliminovat fluorescenci ostatnich latek. Pro spravny vybér zhdSece pii navrhu
ODN sondy nesouci par fluorofor-zhaSe¢, je nutné se zamyslet nad typem sondy,
zamySlenym mechanismem zhaSeni, pouzitym fluoroforem a na zakladé¢ pouzit€ho
fluoroforu vybrat vhodny zhasec, ktery musi spliiovat dvé podminky. Pokud ma dochazet
ke zhaSeni pfes RET, tak je dulezity piekryv emisniho spektra fluoroforu a absorpéniho
spektra zhasece. Druhym pozadavkem je dostatecna chemicka stabilita zhaSece tak, aby
se neménil za podminek pouzivanych pii syntéze ODN vldkna v DNA syntetizatoru.
Zhasec je totiz zpravidla umist'ovan na 3’-konec sondy, od né¢hoz za¢iné i samotna syntéza
sondy v DNA/RNA syntetizatorech, a je tedy pfitomen po celou dobu syntézy ODN.!% 64
Pokud se jedna o samotné rozdé€leni zhasecu, tak je lze rozdé€lit bud’ dle €asu

objevu na generace nebo dle chemické struktury. Prvné byl vyuZivan

5-karboxytetramethylrhodamin (TAMRA), ktery ale vykazoval svoji vlastni fluorescenci
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(em = 580 nm).* Dalsi molekuly uz spadaly do kategorie tzv. ,,dark quenchers®, coz je
oznaceni pro zhasece, které nemaji vlastni fluorescenci. Nepfitomnost fluorescence
zhéaSece vede ke snizeni fluorescence neaktivované sondy, coz zvySuje presnost odectu
fluorescence ve vlastni metod€. Presto dark quenchers z prvni generace, nebyly tak
vyhodné, protoze absorbovaly pouze v uzké ¢asti absorpéniho spektra, coz omezovalo
jejich  univerzalnéjsi pouziti. Zjejich zastupci je tfeba zminit derivaty
4-(fenyldiazenyl)anilinu (napi. Epoch Eclipse™ Quencher, DABCYLS®). Druha generace
zahrnuje dark quenchers, které uz maji SirSi absorpéni spektra, ale stale je tieba pouzit
vice zhasecl k pokryti celého spektra. Nehled€ na fluorofory Cy5.5 a Cy7, které emituji
v oblasti 700 nm a vyse, kde existuje jen velice omezené mnozstvi zhasec.%” Mezi
zastupce druhé generace se fadi série zhase¢t Black Hole Quenchers® (BHQ®), Iowa
Black® Quenchers a BlackBerry® Quenchers (BBQ®).

Druhou moznosti, jak rozdélit zhaSece, je dle jejich struktury. Toto déleni je
pfehlednéjsi, a tudiz bude nadéle vyuzito. ZhaSeCe jsou odvozené od xanthenu,
difenyldiazenu ¢i strukturné atypické.
4.3.4.1 Zhasece odvozené od xanthenu

Do této skupiny patii TAMRA (Obr. 22), ktery byl uvedeny do praxe jako prvni
zhasec, ale ma vlastni fluorescenci. Dalsi série zhasecu z této skupiny byla odvozena od
rhodaminu jeho N,N'-diaryl substituci, coZ ma za nasledek eliminaci fluorescence. Pravé
mezi N,N'-diaryl substituované rhodaminy patii QSY™ 7, QSY™ 9 a QSY™ 21

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

QSY™7X=-H

QSY™ 9 X =- S0, Qsy™ 21
Obr. 22 Zhdsece odvozené od xanthenu.

4.3.4.2 Zhasece odvozené od difenyldiazenu

Do této nejvétsi a nejcastéji pouzivané skupiny zhdSeci patii rozlicné
substituované derivaty difenyldiazenu prvni 1 druhli generace zhasect (Dabsyl, Epoch
Eclipse™ quencher, Dabcyl, lowa Black™ FQ) (Obr. 23). V nékterych ptipadech je
difenyldiazen substituovan v poloze 4 fenyldiazanylem, jako je to u BHQ-1®, BHQ-2®
nebo BlackBerry™ Quencher 650.°% % Tyto zhasece absorbuji mezi 450-650 nm.
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Obr. 23 Priklady zhdsecii z kategorie difenyldiazenu.

4.3.4.3 Strukturné atypické zhasece

Patii sem napiiklad dalsi zhase¢ vyvinuty firmou Molecular probes QSY® 35,
ktery ma jako zdklad N-fenylbenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-amin (Obr. 24). Dal$im
piikladem muze byt zhase¢ Iowa Black® QR, ktery je odvozeny od 1,4-diamino-9,10-
antrachinonu. Iowa Black® QR je uréen pro zhaseni fluorescence mezi 500-700 nm,
protoze jeho absorpéni maximum je pfi 651 nm.”” MlZeme zde i nalézt zhase¢
IRDye® QC-1, ktery je odvozeny od fluoroforu Cy7 a dokaze zhaset az v NIR
(500-800 nm).5’

o 0
L &
‘*‘ :
0 HN_~,, ))

QsYy™ 35 lowa Black® RQ IRDye® QC-1

HO

Obr. 24 Struktury atypickych zhdsecii.
4.4 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny
Ftalocyaniny (Pcs, zangl. Phthalocyanines) jsou makrocyklické planarni
molekuly s rozsdhlym 18 m-elektronovym systémem konjugovanym dvojnych vazeb.
Z hlediska ptivodu se jedna o Cisté syntetické slouceniny odvozené od porfyrind, které se
v prirod¢ hojné vyskytuji (chlorofyl, hem B). Prvni zminka o syntéze Pcs pochdzi z roku

1907, kdy vznikly jako vedlejsi produkt pii ptipravé 2-kyanobenzamidu.”! Zajem o Pcs
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ale vzrostl az ve 30. letech 20. stoleti, kdy probihal jejich vyzkum v laboratotich
Reginalda P. Linsteada, ktery je i prvné oznadil za ftalocyaniny.’? Samotna molekula Pc
se sklada ze 4 isoindolovych jednotek, které jsou v polohach 1 a 3 spojeny
azomethinovymi mustky (Obr. 25). Pcs mohou do svého sttedu koordinovat vice nez 70
riznych kationtii kovii, polokovii (napt. Zn**, Fe**, AI**, Si*") ¢&i dva atomy vodiku, coz

ma vyrazny vliv na jejich vlastnosti.”

porfyrin porfyrazin ftalocyanin
Obr. 25 Odvozeni ftalocyaninu, kde M znaci centralni kationt kovu, polokovu nebo dva atomy vodiku.

Od Pcs mohou byt izosterni zdménou methinovych skupin benzenovych jader
atomy dusiku odvozeny azaanalogy, tzv. azaftalocyaniny (AzaPcs, zangl.
Azaphthalocyanines). AzaPcs maji n€kolik strukturnich podtypt dle typu heterocyklu,
ktery na makrocyklu nahrazuje benzenové jadro — tetra[2,3]pyridoporfyraziny,
tetra[3,4]pyridoporfyraziny, tetrapyrimidoporfyraziny, tetra[3,4]pyridazinoporfyraziny,
tetra[4,5]pyridazinoporfyraziny —a  tetrapyrazinoporfyraziny  (TPyzPzs, zang.
tetrapyrazinoporphyrazines) (Obr. 26).

,’/ N
ON=
7 N @
, \

tetra[2 3]pyr|d|noporfyrazm

(a-tetrapyridinoporfyrazin)
tetra[3,4]pyridinoporfyrazin
(B-tetrapyridinoporfyrazin)

tetra[3,4]pyridazinoporfyrazin tetrapyrazinoporfyrazin

tetra[4,5]pyridazinoporfyrazin tetrapyrimidoporfyrazin
Obr. 26Jednotlivé podtypy azaftalocyaninui.

Dalsi modifikaci zakladni struktury Pcs a AzaPcs je anelace dalSich aromatickych
jader k makrocyklu. Takto lze ziskat naftocyaniny pfikondenzovanim benzenového jadra
k Pcs a samoziejmé i zde je mozna isosterni zaména methinovych skupin za dusiky a poté
vznikaji tetra(2,3-chinoxalino)porfyraziny, tetra(6,7-chinoxalino)porfyraziny

a tetra(pyrazinopyrazino)porfyraziny (Obr. 27).7 7
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Obr. 27 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny rozsirené o dalsi aromatické jadro.

Doposud byly zminovany pouze modifikace na tirovni zdmény aromatického
skeletu Pcs a AzaPcs, ale neméné vyznamnou modifikaci je substituce aromatickych
jader, které¢ se dle polohy oznacuje za periferni (B poloha) nebo neperiferni (o poloha)
(Obr. 28). U TPyzPzs, jak jiz z jejich obecné struktury vyplyva, je moZna pouze periferni
substituce. Velkou nevyhodou téchto planarnich aromatickych skeleti pro vétSinu
potencidlnich aplikaci je jejich tendence agregovat, tudiz tvofit dimery a vyS$$i agregaty
(viz kapitola 4.4.2.), a pravé substituce aromatickych jader vhodnymi substituenty mize
zabrénit vzniku téchto agregatii.”® Castym piistupem pti navrhu novych derivati je vazat
substituent na aromatické jadro pfes heteroatom, coz ma vliv na absorp¢ni spektrum

molekuly (viz kapitola 4.4.1.) nebo na jeji fotofyzikalni vlastnosti.

periferni R o B

b
substituce \ ' J
N— =~
N / \

\
R NN
=N
neperiferni

substituce R
Obr. 28 Moznosti substituce u ftalocyaninu.

Existuji dva pfistupy, jak provadét substituci aromatickych jader. Prvni moZnosti
je postsyntetickd modifikace az na makrocyklickém systému (napf. sulfonace
benzenovych jader,”® dimethoxytritylace hydroxylovych skupin,’’ hydrolyza esterd,’
alkylace tercilnich dusiki®). Druhou variantou je nejprve vhodna modifikace prekurzorti
pfed samotnou cyklotetrameriza¢ni reakci, protoZe timto zpiisobem je mozno se vyhnout
nckolikandsobné purifikaci jiz vytvofeného makrocyklického skeletu a zbyte¢ného
vystavovani Pc/AzaPc reakéni podminkam b&hem piislusné reakce.”

Pcs a AzaPcs mohou byt symetrické a nesymetrické z pohledu substituce jejich
jadra. Absolutné symetrické slouceniny maji 4 rizné roviny symetrie (Obr. 29a).
Nesymetrické molekuly mohou vznikat, bud’ reakci nesymetrickych prekurzori, v tomto

piipadé se hovoii o polohové izomerii — jednotlivé izomery se oznacuje

35



tzv. Schoenfliesovym znaéenim®® (Obr. 29b). Vzniklé polohové izomery se jen velmi
t¢Zko oddéluji.?'** Druhou moznosti vzniku nesymetrickych molekul je
cyklotetramerizace dvou rozdilnych prekurzori A a B — v tomto ptipad¢ se hovoii o
tzv. kongenerech (Obr. 29¢). Odd¢leni jednotlivych kongenert je podstatné jednodussi
nez oddélit od sebe polohové izomery, ale separace vSech 6 kongenerti je az na vyjimky
extrémné komplikovand, nebot’ kongenery ABAB a AABB se velice $patné odd&luji.®*

Z tohoto divodu se tyto dva kongenery pfipravuji vétSinou specidlnimi syntetickymi

R = libovolny substituent , _

M = kationt (polo)kovu nebo dva vodiky /

Foah Tox, G G
3% &% & &%
LU LU PN LY PGP
SR N B NE B

AAAA AAAB AABB ABAB ABBB BBBB

postupy.gs’ 86

Obr. 29 Mozné typy nesymetrickych Pcs a AzaPcs: a) zobrazeni poctu rovin symetrie u nesubstituovaného Pc,
b) polohova izomerie, ¢) vysledek cyklotetramerizacni reakce 2 rozdilnych prekurzori.

4.4.1 Fotofyzikalni vlastnosti

Pcs a AzaPcs absorbuji diky svému konjugovanému systému dvojnych vazeb
svételnou energii v rozsahu 300-800 nm.?” Pfi bliz§im pohledu na absorpéni spektrum je
zfejma piitomnost dvou majoritnich pastt — B-pés s absorpci okolo 360 nm a Q-pas
s absorpei v rozsahu 620—750 nm (Obr. 30), coz ma za nasledek vyraznou barevnost

téchto latek.
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Obr. 30 Vzorové absorpcni spektrum — bezkovovy AzaPc, zinecnaty AzaPc.

Vysokoenergeticky B-pas se méni jen minimaln¢ v zavislosti na okolnich
podminkach, proto je mozné ho pouzit naptiklad k odhadu koncentrace ve variabilnim
prostiedi. Nizkoenergeticky Q-pas (A = 600—750 nm) poskytuje pfi detailnéjsi analyze
mnohem vétsi Skalu informaci. Pokud je Q-pés ostry a nerozstépeny, tak to znaci ze se
jedna pravdépodobné o symetricky Pc/AzaPcs s centraln¢ koordinovanym kationtem. Na
druhou stranu, kdyz je Q-pés rozstépeny, tak to znaci pfitomnost nesymetrie v molekule,
kterd mlze byt zplisobena centralnimi vodiky bezkovového derivatu Pc/AzaPc (pouze v
pfipadé méteni spektra v nekoordinacnim rozpoustédle, viz nize) nebo nesymetrickou
periferni substituci s rozdilnym vlivem téchto substituentli na posun spektra. Tvar Q-pasu
je ovlivnén také agregaci latek (viz kapitola 4.4.2) nebo protonizaci makrocyklického
jadra v kyselém prostiedi. Polohu Q-pasu ovliviiuje zékladni skelet molekuly napf.
izosterni zaména benzenového jadra za pyrazinové posune Q-pas od 40-50 nm
hypsochromné&.?® Postupné rozsifovani n-konjugovaného systému pomoci anelovanych
benzenovych jader posouva Q-pas o piiblizné 20 nm bathochromné za kazdé nové jadro
(tj. za kazdou zadménu isoindolové jednotky za benzo[f]isoindolovou jednotku).®’
Substituce aromatickych jader nema na posun Q-pasu tak vyrazny vliv, ale i tak se jedna
o velice dulezity nastroj pti ladéni vlastnosti vysledného Pc/AzaPc. Obecné lze fici, Ze
bathochromniho posunu oproti nesubstituovanému makrocyklu lze docilit, zavedeme-li
na periferii alkylové (~ 5 nm), alkylaminové (~ 15 nm), thioetherové (~ 20 nm) skupiny,
naopak hypsochromni efekt ma alkoxy/aryloxy substituce (~ 10 nm).”® Vliv pouzitého
rozpoustédla (tzv. solvatochromni posun) na pozici Q-pasu je minimalni. VEtsi roli hraje
koordina¢ni schopnost rozpoustédla na rozvoliiovani agregath (viz kapitola 4.4.2).
Zajimavé chovani je pozorovano u bezkovovych derivati Pcs a AzaPcs v pfitomnosti
slab&é bazického koordina¢niho rozpoustédla (dimethylformamid — DMF, pyridin,
dimethylsulfoxid — DMSO), kdy dochazi ke vzniku tzv. ,proton transferového
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komplexu “ (Obr. 31), ¢imz bezkovovy Pc ¢i AzaPc ziskava zpét symetrii a jeho Q-pas je

ostry jako u slouceniny s centralnim kationtem.
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Obr. 31 Proton transfer komplex.

Diky systému konjugovanych vazeb mohou Pcs a AzaPcs excitovat ze svého
zakladniho stavu So do stavu S; (viz Obr. 2 v kapitole 4.1) a pfijatou energii vyzafit ve
formé¢ fotonu — fluorescence, ¢i se pfijaté energie zbavit nezafivymi procesy. Tieti
moznosti je mezisystémovy piechod do tripletového stavu T a ndsledné predani energie
kysliku (?02), ktery se diky tomu zméni na singletovy kyslik ('O,) (viz kapitola 4.4.3).
Utinnost pfemény piijaté energie na vlastni fluorescenci &i produkei 'O, vyjadiuji tzv.
., kvantove vytezky “ (Rovnice 5), kdy jejich soucet musi byt vzdy v rozmezi 0 az 1, nebot’

plati zékon zachovani energie.

pocet emitovanych fotonu

kvantovy vytézek fl : & =
vamovy vylezek THoreseenee F pocet absorbovanych fotoni
kvantovy vytézek produkce pocet vzniklych molekul 1O2
singletového kysliku: o pocet absorbovanych fotonil

Rovnice 5 Definice kvantovych vytézkii déjit uplatnujicich se pri relaxaci excitovanych stavii Pc/AzaPc.

4.4.2 Vznik supramoleklarnich atvarta

Pcs a AzaPcs maji tendenci diky své planarni struktufe nasedat na sebe a vytvaret
supramolekularni Gtvary — tzv. agregaty. Agregace je vétSinou povazovana za nezadouci
vlastnost, negativné ovliviiuje fotofyzikalni vlastnosti latek jako je absorpcni spektrum,
fluorescence ¢i produkce 'O, (Obr. 32a, b). Existuji dva zikladni typy agregatll, se

kterymi se miizeme v piipadé Pcs/AzaPcs setkat — H-dimery a J-dimery.
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Obr. 32 Vv vzniku agregatii na absorpcni spektrum a) H-typ agregace, b) J-typ agregace, kde cervend znact
agregované spektrum a modra spektrum monomerni. Zndazornéni usporadani agregatii: ¢) H-dimer, d) J-dimer.
Cervené je naznacena osa protinajici centra jednotlivych molekul.

Obecné lze agregaci zabranit volbou vhodného koordina¢niho rozpoustédla
(schopnost rozpoustédla koordinovat se na centralni kation Pcs/AzaPcs), vhodnou
substituci makrocyklu objemnymi ¢i nabitymi substituenty.”"> °? Pcs/AzaPcs s vhodnym
centrdlnim atomem (Si, Al, Ge) nabizi moznost axialni substituce, kterd velice dobie

zabrafiuje agregaci, nebot’ zavadi substituenty nad a pod rovinu makrocyklu.”?

4.4.2.1 H-typ agregace

H-typ agregace, také oznaCovany jako ,, head-to-head “, se velice Casto vyskytuje
u planarnich makrocyklickych molekul s konjugovanym systémem dvojnych vazeb,
protoZe je zaloZena na interakci m-m systémi.”* ZjednoduSené si lze tuto agregaci
pfedstavit jako stoh papiri, kde jednotlivé listy predstavuji samotné planarni molekuly,
proto je 1 osa protinajici stfedy molekul kolma k jejich roviné (Obr. 32c¢). Vznik
H-agregatii ma za nasledek v absorpénim spektru hypsochromni posun Q-pésu a sniZeni
jeho intenzity (Obr. 32a). Dal§imi zménami u Pcs/AzaPcs je snizeni rozpustnosti a zména
relaxacnich procesii po absorpci svétla. Agregované molekuly tedy maji omezenou
fluorescenci a produkci singletového kysliku,” protoze jsou poté upfednostnény nezaiivé
formy relaxace.
4.4.2.2 J-dimery

J-typ agregace, téZ nazyvany ,, head-to-tail “, byl prvn€ pozorovan Edwinem E.

Jelleyem roku 1936.¢ Vznik u Pcs/AzaPcs J-agregatti miize byt zprostfedkovan ¢asteéné
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elektronového péaru (napf. dialkylamino skupina) a centralniho kationtu kovu.’”?

Prostorové usporadani J-typu agregatl ptfipomind schodisté, coz znamend, Zze osa
protinajici centralni kationty kovii neni kolma k roviné makrocykli (Obr. 32d). Riizné
aspekty tvorby a vlastnosti J-dimeri u riznych typt sloucenin byly popsany
v piehledném review Wurthnera a kol.!®

Oktaamino  substituované TPyzPzs maji  schopnost se uskupovat
v nekoordinacnich rozpoustédlech do J-dimert, coz je v rodiné AzaPcs velice ojedinélé
chovani, protoze hlavnim typem agregace u Pcs/AzaPcs je H-agregace. Pravé substituce
perifernimi skupinami obsahujici dusik umoziuje vytvoreni J-dimeru u Pcs/AzaPcs (Obr.

33), ¢imz se i zabyvali zahrani¢ni vyzkumné skupiny.”” *®
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Obr. 33 Ukdzka unikatnich J-dimerii u Pcs. Supramolekularni usporddani je zpiisobeno koordinaci volnych
elektronovych parit dusiku na periferii. Prevzato z literatury.”” %

V pilotni préaci nasi vyzkumné skupiny jsme pozorovali velice zajimavy vliv
J-agregace na fotofyzikdlni vlastnosti oktaamino substituovanych TPyzPzs, kdy
dochézelo kromé o¢ekavaného bathochromniho posunu spektra (Obr. 32b) 1 k vyraznému
ovlivnéni mechanismi relaxace molekuly. Ziskali jsme tak systémy, které v agregovaném
stavu vykazovaly vy$§i @ a @x nez odpovidajici monomery. Princip 1ze vysvétlit tak, Ze
v monomernim stavu relaxuji oktaamino substituované TPyzPzs pomoci ICT, takze
nevykazuji fluorescenci ani produkci 'O,. Po jejich agregaci do J-dimeri
v nekoordinaénich rozpoustédlech dojde k blokovani ICT, kde moznym vysvétleni je
stérické branéni druhou molekulou. Jako disledek je mozZné pozorovat pfitomnost

fluorescence a produkce 'O..

4.43 Aplikace
Nesubstituované nebo symetricky substituované derivaty Pcs se pro svoji stabilitu
a jednoduchost syntézy dockaly Sirokého uplatnéni v mnoha priimyslovych odvétvich.
Pro svoji zelenou (méd’naty hexadekachloro Pc) ¢i modrou (nesubstituovany
médnaty Pc) barvu jsou Pcs hojné vyuZivany jako pigmenty v tiskafskych tonerech,

lacich ¢i pti obarvovani plastli. Nicméné nelze opominout 1 jiné vlastnosti Pcs nez je jen
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jejich barevnost. Pcs maji polovodivé vlastnosti, a proto své uplatnéni nalezly

v elektrochemii. 01103

Diky svétové snaze o ekologickou rovnovdhu a vyuziti
obnovitelnych zdroji energie je snaha zlepsit efektivitu solarnich ¢lankt, a pravé v této
oblasti by velice mohly pomoci Pcs, protoZze maji schopnost byt jak akceptory, tak donory
elektronti.! %1% Dalgi vyuziti, které souvisi s jich elektronovymi vlastnosti, je v neline4rni

107.108 &i v OLED (organic light-emitting diode) technologii.!® '1° Pcs nagly i své

optice
medicinalni uplatnéni jako fotosenzitizéry (PSs, z angl. Photosensitizers) v PDT. Princip
PDT spociva v soucinnosti tii samostatné¢ netoxickych cinitela — PS, svétla a kysliku.
Pouze vpfipadé, Ze se tyto tfi elementy vyskytnou na jednom misté¢, dojde
k pozadovanému fotodynamickému ucinku. PS absorbuje energii svétla, je tak excitovan
do vyssiho energetického stavu, ze kterého nésledné relaxuje skrze mezisystémovy
pfechod do tripletového stavu a miize tak predat svou energii tkdflovému kysliku, ktery
se diky tomu méni na svoji vysoce reaktivni formu tj. singletovy kyslik (102), ktery je
cytotoxicky (Obr. 34).!!! Jako PSs jsou vétsinou pouzivany sloudeniny na bazi porfyrinti
(protoporphyrin IX, verteporfin) a v Ruské federaci je od roku 2001 registrovan

sulfonovany Pc (Photosens®).!'? Pcs se také daji pouzit jako senzorické molekuly na

3

piitomnost kationtd kovi.!!

So

e

cyklus aktivace
fotosenzitizéru

T1ff] s

mezisystémovy
prechod

Obr. 34 Princip PDT — jedna se o nekonecny cyklus, pokud budou dostupné vsechny tri slozky. V idedalnim pripadeé by
se mel PS regenerovat ze 100 %, ale miize dochazet k tzv. photobleachingu, cimz se oznacuje svételny rozklad PS.

TPyzPzs, které také maji vyrazné zbarveni, naSly podobné jako Pcs uplatnéni jako
pigmenty v tiskai'skych tonerech,!!'* fotoreceptory laserovych tiskdren'!® ¢&i inkousty do
tiskaren.''> TPyzPzs jsou v soucasnosti predmétem védeckého badani v oblastech
optickych vlaken, polovodivych materialt,!!” detekci plyni''® &i fotokonverzi.”® TPyzPzs
jsou studovany i pro své opticky nelinearni vlastnosti.!'? Jak jiz bylo feceno v kapitole
4.4.2, TPyzPzs maji tendenci vytvafet agregaty, coZ je vyuzito v technologii kapalnych
krystalt.!?* Méd'naté, Zeleznaté &i kobaltnaté TPyzPzs mohou slouzit jako katalyzatory
pii oxida¢nich reakcich.!?! 122 Své uplatnéni nachazi TPyzPzs i ve studiu novych PSs pro

PDT.’s 2-13Velmi nad&jnou oblasti pro TPyzPzs design novych fluorescenénich
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senzorti pouzitelnych v biologickém prostiedi. Princip tohoto pouziti spociva
v selektivnim ovlivnéni ICT efektu u téchto latek, a to bud’ blokaci periferni
aminoskupiny nebo deprotonaci fenolické hydroxy skupiny. Takto je mozné pfipravit

126, 127 &i indikaci pH.''® 128 129 Oktaamino

rozli¢né senzory pro kationty kova*
substituované TPyzPzs, které¢ diky vysoce ucinnému ICT jsou schopny zhasSet
fluorescenci jinych molekul nezavisle na podminkach okolniho prostfedi, jsou v nasi
skupiné¢ predmétem intenzivniho vyzkumu v oblasti zhaseni fluorescence v ODN

sondéch, coZ je mj. téma ptedloZené disertaéni prace.’” 139 131
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5 METODICKA CAST

5.1 Vazba TPyzPz na oligodeoxynukleotidovy retézec
Pro syntézu samotného ODN fetézce se pouzivda DNA syntetizator, kde je vlakno
postupné syntetizovano na pevné fazi od 3'-konce pomoci castecné chranénych

deoxynukleosidii (Obr. 35).

O = pevna faze o

5.
(o]
(o) -B 1.0
O
Q°
o’

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 fosforecné, 4) vstup do dalsitho cyklu,
5) tzv. ,,capping “ ¢ili acetylace nezreagovanych hydroxylovych skupin.

Samotnd syntéza kon¢i odStépenim ethylennitrilu zesteru kyseliny fosfore¢né
a odstépenim ODN fetézce z pevné faze. Po odstépeni z pevné faze nasleduje Cisténi
pomoci gelové chromatografie ¢i vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC,
z angl. High-performance liquid chromatography).

V ptipadé ODN sond pfipravovanych vramci této disertatni prace bylo
postupovano dle standardnich procedur s drobnymi obménami. Syntéza sond zna¢enych
pomoci TPyzPz zadinala na pevné fazi (CPG, z angl. Controlled pore glass), ktera byla
modifikovana pomoci TPyzPz, kde samotné napojeni TPyzPz na pevnou fazi probihalo

pomoci azido-alkynové Huisgenovy cykloadice (Obr. 36a).
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Obr. 36 a) reakce napojeni TPyzPz na modifikovanou pevna fazi (CPG), cervené naznaceno misto, kde dochazi
k uvolneni z CPG, b) rovnice pro vypocet loadingu na pevnou fazi.

Pro spravné zvoleni podminek syntézy ODN fetézce bylo tfeba znat mnozZstvi
funkénich skupin, na kterych miize zacit syntéza, coz bylo ur¢eno pomoci rovnice pro
vypocet tzv. loadingu (Obr. 36b). Samotna syntéza ODN sondy pak probihala u externi
spole¢nosti GENERI BIOTECH (Kralové, Ceska republika) v DNA/RNA syntetizatoru
Applied Biosystems 394 (Perkin-Elmer, USA). Nésledné CiSténi sond jsem jiz provadél
na pidé Farmaceutické fakulty pod vedenim doc. PharmDr. Radima Kucery, Ph.D.
Prvnim krokem ¢isténi ODN sond bylo odstranéni nizkomolekuldrnich necistot pomoci
gelové chromatografie na predplnénych kolonkdch CentriPure N10 (empBIOTECH,
Némecko). Finalni ¢isténi probihalo semipreparativni HPLC na sestavé
LC 20 A Prominence (Shimadzu, Japonsko) s DAD detektorem, kdy k detekci produktu

slouzila absorbance ODN fetézce (pii 260 nm), pouzitého fluoroforu a TPyzPz.

Dal$i moZnosti napojeni TPyzPz nesouciho azidovou skupinu na ODN fetézec je
vyuziti click chemie na thymidin modifikovany dibenzoazacyklooktynem (DBCO) (Obr.
37).
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Obr. 37 Thymidin modifikovany pomoci DBCO — zvyraznéna trojna vazba, kde probiha azido-alkynova Huisgenova
cykloadice
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5.2 Hodnoceni u¢innosti zhaseni u pripravenych DNA sond

Jednotlivé sondy jsem hodnotil zhlediska ucinnosti zhaseni (QE, zangl.
Quenching efficiency), coz je dileZity parametr pro nové zhasece fluorescence.!? Pro
tento icel jsem vyvinul zjednodusenou modelovou metodu PCR. Exonukle4dzova aktivita

Tag-polymerazy byla simulovéana v tomto piipadé pomoci DN4zy I (Obr. 38).77

hybridizace FRET
00 /77 8)lp, ey o0

N

o

nahodné klubko hybridizovana sonda fragmenty sondy

plna fluorescence
Obr. 38 Schéma upraveného TagMan® modelu PCR.

Roztok sondy byl vpraven do kyvety s 600 pl hybridizacniho pufru, tak aby
vysledna koncentrace sondy v kyvet¢ byla 50 nM. Nésledovalo méteni emisniho spektra
sondy (stav — ndhodné klubko a statické zhéaseni) na pftistroji FS5 Spectrofluorometer
(Edinburgh Instruments, Velkd Britanie). Poté bylo do kyvety ptiddno komplementarni
vlakno DNA, tak aby jeho vysledné koncentrace byla 250 nM, a kyveta byla zahfivana
pfi 75 °C po dobu 10 minut. Roztok byl néasledné ponechédn ve tmé 30 minut volné
zchladnout. Znovu bylo zméfeno emisni spektrum (stav — zhybridizovana sonda a zhaSeni
pomoci FRET). Poslednim krokem bylo pfidani 1 pl DNazy I (1 U/1 pL, Thermo
Scientific, USA) a méfeni emisnich spekter v 2 minutovych intervalech (stav — pouze
fragmenty ODN fetézce). Dvou minutové intervaly méfeni ukazaly kinetiku fragmentace
ODN fetézce, ktera potvrdila dosaZeni faze plateau. Vysledna ucinnost zhasSeni byla
vypocitana z nasledujici rovnice (Rovnice 6):

Fx

QE=<1— )XIOO[%]

max

Rovnice 6 Rovnice pro vypocet QE: hodnota emisniho maxima v daném bodu experimentu (Fx), hodnota emisniho
maxima po kompletni fragmentaci ODN retézce (Fmax).

Pouzitelnost sond v redlnych qPCR experimentech byla testovdna ve firmé GENERI
BIOTECH na multiplikaci transportniho genu SLCO2B1.!%2

5.3 Popis vybranych fotofyzikalnich vlastnosti

5.3.1 Kvantovy vytézek produkce singletového kysliku (@)

Pro méteni hodnot @ jsou pouzivany dvé metody — piimé a nepiimd. V piimé

metodé je po ozafeni vzorku sledovana fosforescence produkovaného 'O, pii 1275 nm,
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ktera je poté porovnéana s fosforescenci 'O, produkovaného referenéni slou¢eninou za
stejnych podminek.!3

V nepiimé metodé se sleduje vliv 'Oz na tzv. scavenger, coz je molekula, ktera se
pisobenim 'O, chemicky méni. Pfi studiu @ u Pcs a TPyzPzs v organickych
rozpoustédlech je vétSinou pouzivan jako scavanger 1,3-difenylisobenzofuran (DPBF), u
néhoz dochazi ptisobenim 'O2 k cykloadici a naslednému rozstépeni furanového cyklu
(Obr. 39a) a tim k poklesu absorbance molekuly v oblasti 417 nm. Podminkou pfi méfeni
@y je zachovani identickych podminek vcetné pouziti stejného rozpoustédla (v mém

ptipadé tetrahydrofuran — THF, DMF, toluen) pro vzorek a referencni slouceninu.
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Obr. 39 a) rovnice rozkladu DPBF; b) pokles absorpce DPBF pii 414 nm v zavislosti na dobé iradiace.

Meéteni rozkladu DPBF se v nasi skupiné provadi na optické lavici, kde zdrojem
svétla je 100 W lampa (ozone-free xenonova lampa, 100 W, Newport). Svétlo nejprve
prochazi pfes vodni filtr pro odfiltrovani infracerveného spektra, dale prochézi cut-off
filtrem OG530 (odfiltrovani svétla o vinové délce nizsi nez 530 nm, které by mohlo
nespecificky rozkladat DPBF). Pfedposlednim prvkem v této optické soustave je Cocka,
ktera fokusuje svételné paprsky do drzaku, kde je upevnéna kyveta se vzorkem. V drzaku
je 1 mald michacka, kterda umoznuje michani roztoku v kyveté béhem méfeni. Celé méteni
probiha za co nejvétsiho vylouceni externich zdrojii svétla. Prvné je pfipraven zasobni
roztok DPBF, tak aby absorbance DPBF byla okolo 1,0. Roztok DPBF (2,5 ml) je
pienesen do kyvety, ve které je nasycen kyslikem (1 min probublani), a je zméteno
absorpéni spektrum (tzv. blank) na pfistroji UV-VIS Spectrophotometer UV-2600
(Shimadzu, Japonsko). Poté je do kyvety pfidan vzorek (obvykle 20 ul ze zdsobniho
koncentrovaného roztoku), tak aby absorbance v Q pasu byla okolo 0,1, a je zméteno opét
absorp¢ni spektrum. Poté nasleduje iradiace vzorku svétlem na optické lavici a zméteni
absorp¢niho spektra. Tento krok se opakuje minimalné tikrat. Délka ozafovani by méla

odpovidat vzdy snizeni absorbance DPBF o 2-3 %. Maximalni rozklad DPBF béhem
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jednoho experimentu nesmi piekrocit 15 %, protoze by kinetika rozkladu DPBF nasledné
nemusela mit linedrni trend. Zmétené hodnoty absorbance v maximu DPBF (obvykle
417 nm) jsou zaznamenany a vyuzity pro stanoveni smérnice piimky (k) zavislosti
piirozeného logaritmu poklesu absorbance na dob¢ ozatreni. Tyto hodnoty jsou néasledné

vyuzity pro vypocet @ dle rovnice (Rovnice 7a), kde celkové mnozstvi piijatého svétla

(I.7) je spoéitano na zakladé Beerovy rovnice (Rovnice 7b):!3*
K1’
a) Pp = Py ¢ b) [ =Ip(1 —e>*)
| 'q

Rovnice 7 a) rovnice pouZita pro vypocet 102 — smérnice kiivky zavislosti In (Ao/As) na dobé ozdreni (Ao a A: jsou
absorbance DPBF pred a po ozareni) (k), celkové mnozstvi prijatého svétla (Lat) (horni indexy: ,,R* pro referencni
slouceninu a ,,S* pro vzorek) od 530 nm do 850 nm, b) rovnice pro vypocet mnozstvi prijatého svétla — transmitance
filtru pri dané vinové délce (ly) a absorbance vzorku pri dané vinové dalce (A).

Jako referencni sloucenina je tradi€né pouzivan nesubstituovany zinecnaty
ftalocyanin (ZnPc), ktery ma @ 0,53 v THF,'* 0,56 v DMF!* a 0,58 v toluenu.'®’

Vysledné hodnoty jsou vzdy primérem tfi samostatnych méteni.

5.3.2 Kvantovy vytézek fluorescence (@r)

@r u Pcs a TPyzPzs je méfen také pomoci porovnavaci metody, kde jako
referen¢ni slou¢enina slouzi obvykle ZnPc (@r = 0,32 v THF'®®). Principem metody je
excitace roztoku referencni slouceniny a roztoku vzorku svétlem stejné vinové délky
a sledovani plochy pod kiivkou pfisluSného emisniho spektra. Nasledné jsou hodnoty

dosazeny do rovnice (Rovnice 8)!3

R
s ofF\[(1-10%)/nS
Pr=PF | ® |\ T J\§
FY/\1-10%/\n
Rovnice 8 Rovnice pro vypocet @r— plocha pod kiivkou emisniho spektra (F), absorbance pri excitacni vinové délce
(A), index lomu pouZzitého rozpoustédla (n) (horni indexy: referencni sloucenina (R) a vzorek (S)).

a je spocteno @
2

Rozpoustédlo, ve kterém se provadi méteni, ma vliv na @r, ale tento vliv Ize
snadno korigovat indexem lomu pouzitych rozpoustédel. Lze proto pii méfeni pouzit jiné
rozpoustédlo pro vzorek a referencni slouceninu. Vysledné hodnoty jsou opét prumérem

tfi samostatnych méteni.

5.4 Hodnoceni supramolekularnich agregati

Oktaamino substituované TPyzPzs maji tendenci agregovat do J-dimert
v zavislosti na jejich koncentraci ¢i pouzitém rozpousStédle. Pokud je pouzito
nekoordinaéni rozpoustédlo (toluen, hexan), tak TPyzPz vytvéreji J-dimery, které je
nasledné mozné rozvolnit pfidavkem  koordinujici  slouceniny  (pyridin,

N-methylimidazol).
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Tendence k tvorbé dimerti byla studovana pomoci titraci, kdy k roztoku TPyzPz
(1 uM nebo 10 uM) v toluenu byl postupné ptfiddvan pyridin az do maximalni
koncentrace (200 mM), ¢imz doSlo k monomerizaci TPyzPz v roztoku. Po kazdém
pridavku pyridinu byla métfena absorpcni a emisni spektra. Excitace pii méfeni emisnich
spekter byla volena v isobestickém bod¢ absorpc¢nich spekter, aby nebylo nutno korigovat
emisni spektra na mnozstvi dodané energie. Ze ziskanych dat byly vypocteny
rovnovazné konstanty TPyzPzs nelinearni regresi pomoci programu Prism 8 for
Windows (GraphPad Software), a to na zadklad¢ vztahli popsanych vyzkumnymi

139 a Torrese.”” Prvni konstantou byla rovnovazna konstanta Kp,

skupinami Kobukeho
ktera v sobé zahrnuje ochotu pyridinu koordinovat se na centralni zine¢naty kationt
TPyzPz a zéaroven silu vzajemné vazby mezi dvéma TPyzPzs (Obr. 40a, b). Kp byla
spoCitdna na zdkladé zavislosti tzv. normalizované absorbance Am (Obr. 40c) na
koncentraci pyridinu, kde Ap je absorbance v maximu odpovidajicimu dimeru (pted

zaCatkem titrace) a Ay je absorbance v Q pasu monomeru (na konci titrace pyridinem).

a 3 $
)\o X SN NZ I%O/ b) [TPyzpz-P]2
f’ “?/\KN S dz s KP = 2
ey oo [(TPyzPz),] x [P]
S R e
O\OA@N“@’\%N P /0\:%%’ ’N/zquNO\ C) = zgl\él(Ax - AD)
N IN= —O4 2| /\ j Oo— -
M= % Y
—0 I i S \ o\
e o o TPyzPz-P

(TPszz)
Obr. 40 Vypocet monomerizacni konstanty (Kp). a) schéma rovnovazné reakce; b) rovnice rovnovaizné reakce —
koncentrace koordinovaného pyridinu na TPyzPz ([TPyzPz -P|), koncentrace dimeru ([(TPyzPz)z]), koncentrace

pyridinu ([P]); ¢) rovnice pro vypocet normalizované absorbance — extinkcni koeficient (€), monomer (M), dimer (D),
absorbance (A), libovolny bod béhem titrace (x).

Vliv koncentrace na tvorbu J-dimeri byl sledovan méfenim absorpénich spekter
roztokli vzorku v rozmezi koncentraci 100-0,1 uM tak, Ze ptivodni roztok byl vzdy fedén
na polovinu (tj. 50 uM, 25 uM, 12,5 uM atd). Roztoky v rozmezi koncentraci
100-12,5 uM bylo nezbytné méfit v kyvetach s optickou drahou 1 mm z diivodl vysoké
absorbance ptrevysujici moznosti detektoru spektrofotometru. Dimeriza¢ni konstanta (Kp)
(Obr. 41) byla nasledné spoctena nelinearni regresi pomoci programu Prism 8 for
Windows (GraphPad Software) ze zavislosti absorbance monomerni slozky TPyzPz na

celkové koncentraci roztoku TPyzPz.
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Obr. 41 Schéma a rovnice dimerizacni konstanty.
Asocia¢ni konstanta K; (definice viz Obr. 42a), ktera charakterizuje silu vazby
pyridinu na centralni kation kovu byla spoc¢tena z jednoduchého vztahu mezi Kp a Kp,
ktery jsme ziskali na zdklad€¢ dosazeni jednotlivych rovnic pro Kp a Kp do sebe. Toto

odvozeni je popsano na Obr. 42b.

IO L R O L
N TN i
G 5 o L P T XX " [TPyzPz-P]
—O0__ N/@LN)‘/\:}\N _—_0O— P/ —O0~ /N\—/’NEN’N”/ }_\ —~_0O— 1 = TP
N—=N NH”—N NS=N g NH”—N 7Pz] X [P
/O;ﬁzo OSQ?O\ ~O/:INZOQ) OSNKEOR [TPyzPz] x [P]
a) / TPyzPz \ /TPszz-P‘
b)K _ [TPyzPz-P] P [(TPyzPz),] __[TPyzPz-P]
®~ [(TPyzPz),] * [P]2 P [TPyzPz)? '~ [TPyzPz] x [P]
[TPyzPz-P]?
[(TPyzPz),]  Kp[P] K’
K- EL . <1.J S S K =Ko Ky
[TPyzPz] ([TPyZPz-P]) Kp
K, x[P]

Obr. 42 a) schéma a rovnice asociacni konstanty; b) iiprava rovnic nutnd pro vypocet asociacni konstanty K.

Vliv teploty na stalost J-dimerti byl sledovan v rozmezi 20-100 °C pomoci
méfeni transmitance roztoku v temperovaném drzaku kyvet (FS5 Spectrofluorometer,
Edinburgh Instruments, Velka Britanie). Ziskana spektra byla pifevedena na absorp¢ni
podle vztahu A = -log T, kde A je absorbance a T je transmitance. Vyhodnoceni probihalo

na zéklad¢ sledovani nartstu Q-pasu monomerni formy TPyzPz.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Béhem svého postgradualniho studia jsem se zabyval prevazné syntézou
oktaalkylamino substituovanych TPyzPzs vyuzivanych jako zhdSece fluorescence
a zkoumanim jejich vlastnosti. Vysledky mé laboratorni prace byly sepsany do tii
publikaci, kde jsem jako prvni autor. Tyto publikace budou pro piehlednost citovany jako
ptilohy P1-P3. Dale jsem se podilel jako spoluautor na dvou dal§ich publikacich béhem
svého postgradualniho studia — jedné na téma senzorickych molekul'?® a druhé na téma
PDT.'* Tyto publikace nesouvisi s tématem mé disertacni pace, nebudou proto detailngji
popisovany a jsou citovany klasickym zpisobem. Dalsi dvé prace® 14! z oblasti PDT, kde
jsem jako spoluautor, vychazely z naplné¢ mé diplomové prace a jsou citovany v textu
opét klasickym zptisobem.

Urcité ¢asti mych praci P1-P3 se prolinaji, takZe diskuse vysledkt bude z ¢asti
spole¢na a poté budou samostatné diskutovany obsahy jednotlivych &lanki. Cislovani
ptipravenych molekul je zvoleno tak, aby TPyzPzs mély co nejnizsi ¢isla.

Cesta jednotlivych experimentil je naznaCena na obrazku nize (Obr. 43), kde je

schematicky znazornéno, co bylo mozno v jakém kroku testovat.

RX XR
RX\&N N#XR
6.1.1 Syntéza 6.1.2 Syntéza NﬁN\Y}N _
CnN N RX NN TPyzPzs NN

Y prekurzony ety y NZAWAR

Cl N CN

RX” N7 CN /N/ ‘N=
N = = N
| NN
RX _N N= XR
RX XR

6.1.3 Syntéza
a purifikace ODN sond

6.2 Tvorba
J-dimeru

6.3 Fotofyzikalni

vlastnosti
6.4 Studium TPyzPzs po

navazani na ODN fetézec F
F = fluorofor

Obr. 43 Zjednodusené schéma jednotlivych krokii v experimentalni ¢asti disertacni prdce.
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6.1 Syntéza zamyslenych latek

Jednotlivé kroky syntézy cilovych struktur budou popsany v nasledujicich
kapitolach — jednd se o popis predevSim pouzitych postupl pii feSeni této prace
a v n¢kterych ptipadech budou zminény i alternativy k pouzitym metodam.

6.1.1 Syntéza prekurzoru

Syntéza prekurzori vychazela z komeréné dostupného 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (DCP), ktery byl v elektron-deficitnich polohdch 5 a 6 periferné
modifikovan pomoci nukleofilni substituce (Obr. 44). Aromaticka nukleofilni substituce
byla na DCP vyrazné usnadnéna diky zapornému mezomernimu efektu karbonitrilovych
skupin, a déle pak i diky zdpornym indukénim efektim pyrazinovych dusikd a chloro
substituentll. Pro posunuti rovnovéhy reakce smérem k produktim byla nezbytna
pritomnost baze, kterd mimo jiné vychytavala vzniklé chloridové ionty odstupujici
z DCP. Jako baze obvykle slouzil piebytek sekundarniho aminu, ktery byl pouzit pro
samotnou nukleofilni substituci (obvykle 6 ekvivalent, pokud mél byt pozadovany
produkt disubstituovany). BohuZel ne vzdy byla moznost pouzit nadbytku sekundarniho
aminu napft. z divodu jeho vysoké ceny €1 nesnadné syntetické dostupnosti. V takovémto
pfipadé bylo nutné pouzZit nenukleofilni organickou bazi (triethylamin) nebo
anorganickou bazi (K;CO3). Pro mono-substituci DCP jen do prvniho stupné bylo
nezbytné pouZzit pouze 2 ekvivalenty sekundarniho aminu (nebo 1 ekvivalent aminu

a 1 ekvivalent baze) a reakéni smés chladit.
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Obr. 44 Schéma syntézy prekurzori pro prace P1-P3. i) slouc. 34, TEA, NMP, laboratorni teplota, 48 h; ii) slouc. 34,
THF, laboratorni teplota, 3 dny; iii) slouc. 33, THF, 66 °C, 24 h; iv) N,N-diethylamin, THF, -12 °C, 20 min; v)
2-(piperidin-4-yl)ethan-1-ol, THF, laboratorni teplota, 90 min; vi) 1. MsCl, TEA, bezv. DCM, 20 °C, I h; 2. NaNs, anh.
DMEF, 60 °C, 90 min, vii) slouc. 35 Cul, 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, NaNs, 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,N'-trimethylethylendiamin,
THF, 66 °C, 2,5 h; xvii) N,N-dimethyamin v ethanolu (33%), THF, 20 °C, 1,5 h.

Ptiprava téméft vSech symetricky 5,6-disubstituovanych prekurzori probihala bez vétsich
potizi s vytézky prevysujicimi 75 %. Jedind syntéza prekurzoru 16 dosahovala maximalné
24 9% nejspiSe z davodu horSi rozpustnosti N-methyl-4-aminobutanové kyseliny

v reakénim rozpoustédle. Dana reakce byla provadéna i za zvySené teploty, coz vedlo
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k velkému mnozstvi vedlejsich produktl. Zaroven byla vyzkousena reakce v THF, které
se pouziva jako bézné rozpoustédlo pii tomto typi reakei, ale vysledny vytézek dosahoval
pouze 8 %. Velice zajimava byla syntéza prekurzoru 31, kde doSlo b&hem reakce
k eliminaci jedné methylové skupiny na substituentu a k tvorbé castecné nenasyceného
6-ti ¢lenného cyklu, podobné jako bylo pozorovano v minulosti nasi skupinou.'#?
Dtlezitym krokem bylo zefektivnéni ptipravy prekurzoru 26, kterd probihala Ctyf
stupiiovou syntézou z DCP a vytézek dosahoval 74 % za vSechny 4 kroky syntézy.
Prvnim krokem bylo zjisténi nejvhodnéjsiho acetylacniho ¢inidla pro blokaci
hydroxylové skupiny na slouceniné 23, kdy byly zkouseny anhydrid kyseliny octové,
anhydrid kyseliny octové s katalytickym mnozstvim kyseliny sirové, anhydrid kyseliny
octové s octanem sodnym a jako posledni ¢inidlo byl zkousen chlorid kyseliny octové,
ktery se ukdzal jako nejvyhodné&jsi. Druhym dilezitym faktorem kaskady reakci bylo
zavedeni azidu na misto hydroxylové skupiny slouc¢eniny 25. Pti pivodni reakéni teploté
90 °C wvznikalo velké mnozstvi vedlejSich produkti (nejspiSe tetrazolti reakeci azidu
sodného s nitrilovymi skupinami), ale po snizeni teploty na 60 °C probihala konverze
mesylatu z 87 %.

Aminy slouzici jako nukleofily pro pfipravu prekurzord byly v mnoha ptipadech
komeréné dostupné, nicméné nékteré znich bylo nutno pfipravit dle publikovanych
postupdl (Obr. 45).14314 Amin 33 jsme piivodné zamysleli pouZivat jako univerzalni
molekulu pro zavedeni azidu na prekurzor v jednom kroku, ale diky vysokému vytézku
konverze prekurzorti 20 na 21 (86 %) a 24 na 25 (87 %) se postup pies amin 33 ukazal
jako méné€ vyhodny. Syntéza meziproduktu 35, ktery byl nasledné pfipojen k 21 pomoci
azido-alkynové Huisgenovy cykloadice, byla narocnd z divodu nestability produktu na
svétle, tudiZ bylo nezbytné nutné po piecisténi sloupcovou chromatografii alkyn 35

okamzité navazat na molekulu 21 za vzniku stabilniho produktu 22.
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Obr. 45 Syntetické postupy pro syntézu perifernich substituentit. i) (Boc):0, DCM, 20 °C, 4 h; ii) PhsP, I, pyridin,
toluen, 80 °C, 3 h; iii) NaNs;, DMSO, 20 °C, 60 h; iv) TFA, DCM, 20 °C, 3 h; v) Ba(OH)z, voda, 100 °C, 4 h; vi) 2-
chlorethanol, KxCOs, Ar, 55 °C, 10 h; vii) (trimethylsilyl)acetylen, PdCIl2(PPhs)2, Cul, TEA, dioxan, argon, 50-55 °C,
14 h; viii) K2COs, MeOH, 20 °C, 1 h.

6.1.2 Syntéza TPyzPzs

Pro pfipravu Pcs a ptibuznych makrocykll se bézné pouzivaji dvé zakladni
metody cyklotetramerizacnich reakci prekurzor. Prvni moZnosti je tzv. templatova
metoda, kdy jsou prekurzory zahtivany ve vysoko vroucim rozpoustédle (DMF, chinolin
¢i lze provadét v tavening) s prislusnou soli, kde kationt kovu funguje jako stfedobod,
okolo kterého se uspotadaji 4 prekurzory a diky tomu se karbonitrilové skupiny dostanou
tak blizko sebe, ze reaguji za vzniku kone¢ného makrocyklu (Obr. 46). Druhou metodou
je metoda postupné vystavby kruhu (tzv. Linsteadova metoda), kterd je zah4jena
atakem karbonitrolové skupiny pomoci alkoholdtu. V naSi laboratofi se pro syntézu
alkylaminovych TPyzPz osvéd¢ila Linsteadova metoda v bezvodém butanolatu lithném
nebo hotecnatém. Pokud je pouzit butanolat lithny, tak vznika bezkovovy derivat TPyzPz,
protoze lithné ionty jsou koordinovany v centru makrocyklu velice slabé a jejich
odstranéni probiha 1 pfi pouhém kontaktu s vodou. Pfi pouziti butanolatu hotecnatého
vznikaji hofe¢naté komplexy TPyzPzs, které je vétSinou nutné pievést na bezkovoveé
derivaty z divodu snadnéjsi purifikace sloupcovou chromatografii, kterou se odseparuji
vzniklé kongenery, a pak nasledn¢ opét inkorporovat kationt kovu, a to 1 v pfipade¢, Ze je
zamérem piipravit hofeCnaty makrocyklus. Jestli zvolit alkoholat hofe¢naty nebo lithny
zalezi na periferni substituci makrocyklu, protoze alkoholadt lithny je mnohem
agresivnéjsi, napf. pfi pouziti alkylsulfanylové substituce prekurzorti dochazi k nahrazeni

alkylsulfanovych skupin alkoxyly.'*!
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Obr. 46 Dva mozné mechanismy cyklotetramerizacni reakce.

Pti syntéze nesymetrického TPyzPz vstupuji do reakce prekurzory A a B.
Vysledkem je statistickd smés 6-ti kongenerG slozenych z rtizné nakombinovanych
podjednotek A a B (AAAA, AAAB, ABAB atd.). Pokud je cilovym produktem kongener
typu AAAB, pouzivd se obvykle poméru vychozich prekurzorti 3:1. Po prvotni
makrocyklizacni reakci jsou separovany jednotlivé bezkovové kongenery TPyzPz
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu, coz neni vzdy jednoducha cinnost.
Separace bezkovovych kongeneri je vyhodné&jsi nez separace TPyzPzs s centralnim
kationtem kovu, protoze u bezkovovych derivati nedochazi obvykle k chvostovani na
silikagelu. Poslednim krokem je chelatace pozadovaného kationtu kovu do centra
TPyzPz, coz se béZzné provadi v prostfedi vrouciho pyridinu a soli kationtu kovu (octan
zinec¢naty, octan hofecnaty).

TPyzPzs, které jsem pfipravoval v ramci své disertacni prace (Obr. 48), byly vzdy
pfipraveny metodou postupné vystavby kruhu, kdy jako inicidtor reakce slouzil butanolat

lithny. Do centra izolovanych bezkovovych derivati TPyzPzs byl inkoroporovan
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zinec¢naty kationt, aby bylo zabranéno netizené chelataci rozlicnych kationtii kovii béhem

syntézy ODN vlakna (Obr. 47).

NC.__N._R'
JpS
—
||)
) N 3.
c N\ R bezkovovy zinecnaty
| _ TPyzPz TPyzPz
N R

Obr. 47 Obecny postup pripravy TPyzPzs. i) Li, BuOH, 118 °C, 30 min, ii) separace sloupcovou chromatografii na
silikagelu; iii) Zn(OAc),, pyridin, 115 °C, 3 h.

Cyklotetramerizacni reakce se zprvu provadéla v prostredi butanolatu lithného ve

130. 142 ale behem

vroucim butanolu po dobu 3 hodin, coz byl jiz dfive pouzivany postup,
syntézy slouCeniny 4H byl zaznamenan velice maly vytéZzek 2-4%. Proto byla reakce
opakovana a kazdych 10 minut byl pribéh monitorovan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC, z angl. Thin layer chromathography). TLC odhalilo, Ze reak¢ni Cas
delsi nez 30 minut vede ke vzniku velkého mnozstvi polarnich necistot, a proto nasledné
nepiesahoval Cas cyklotetramerizacni reakce 30 minut, ¢imZz byl napiiklad zvySen
vytézek syntézy slouceniny 4H na 15 %.

Pii syntéze nesymetrickych TPyzPzs 3H2 a 7H2 dochdzelo béhem cyklizace
k odchranéni hydroxy skupiny na prekurzoru 25. Odstranéni acetylu je dusledkem
transesterifikace butanolatem lithnym. Podobny jev byl pozorovén i v literatuie.'4® 147
Nutno dodat, Ze se jedna o Zadouci proces, nebot’ tato hydroxy skupina mohla byt posléze
rovnou modifikovana pomoci dimethoxytritylu z diivodu pouziti molekuly pfi syntéze

ODN fetézce (viz déle).
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Obr. 48 TPyzPzs pripraveny v ramci této disertacni prace.

Béhem syntézy TPyzPz 3H nastal problém s chromatografickou separaci
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pozadovaného kongeneru AAAB, protoze vSechny kongenery ve statistické smeési
vykazovaly podobné retencni faktory ve vSech testovanych mobilnich fazich a dochéazelo
tak keluci vétSiny kongenerl spolecné. Tento problém byl vyfeSen zavedenim

dimethoxytritylové skupiny na volnou hydroxylovou skupinu odchranénou béhem



cyklizace prekurzoru 25 pomoci reakce Ccastecné precisténé smési kongenert
s dimethoxytrityl chloridem. Zménou lipofility jednotlivych kongenerti jsme byli schopni
odseparovat a vycistit pozadovany kongener 3H-DMTr (Obr. 49) a nésledné ho prevést
na zine¢naty TPyzPz 3Zn-DMTr. Odchranéni hydroxy skupiny od dimethoxytritylu bylo
provedeno pouze u malé ¢asti vzorku, aby bylo mozné provést analyzy slouceniny
a fotofyzikdlni meéfeni. VéEtSina  vzorku  vSak  zlstala v chrdnéné  formé

s dimethoxytritylem, protoZze takto je to vyhodné pro syntézu ODN na pevné fazi.

g
& \OXNE_foO/

smés Castecné
precisténych kongenerd
pred dimethoxytritylaci

N
" o
P 3H-DMTr M
25+26 —) o 1) _ sypmrr —i), 3zn-DMTr Y 371
(8%) (50%) (88%)

Obr. 49 Periferni modifikace pro zménu lipofility kongeneri. i) 1. Li, BuOH, 118 °C, 30 min; 2. DMTrCl, DMAP,
bezvody. pyridin, 20 °C. 48 h, ii) separace sloupcovou chromatografii na silikagelu; iii) Zn(OAc)z, pyridin, 115 °C,
3 h; iv) trichloroctova kyselina, DCM, 20 °C. 2 h, 88 %.

Zaméiime-li se na typy funkénich skupin vhodnych pro vazbu na ODN, pfipravil
jsem b&hem svého postgradudlniho studia TPyzPzs nesouci karboxylovou skupinu, azid
¢1 hydroxy skupinu. Podrobné jsem se pfipravou nesymetrickych TPyzPz vhodnych pro
vazbu do libovolného mista ODN zabyval ve své praci P3. V ramci zminéného projektu
jsem pfipravil a charakterizoval TPyzPz, které by v budoucnu mohly byt navazany
na 5’- ¢i 3’-konec nebo doprostfred ODN. Pro vazbu na 5’-konec je moZzné modifikovat
hydroxy skupinu TPyzPz pomoci 2-kyanoethyl N,N-diisopropylchlorfosforamiditu
a nasledné vyuzit standardni fosforamiditovou syntézu. Pro vazbu do stfedu je mozno
vyuzit dvé hydroxylové skupiny na periferii TPyzPz, kdy se jedna modifikuje pomoci
2-kyanoethyl N,N-diisopropylchlorfosforamiditu a druha pomoci dimethoxytrityl
chloridu. Vazba na 3’-konec vyuZziva modifikace pevné fdze pomoci TPyzPz s volnou
hydroxylovou skupinou. Schematicky jsou tyto moznosti zobrazeny na Obr. 50. Krom¢
vazby vlastniho zhaSeCe na ODN je mozno na piipravené¢ TPyzPz navazat i tzv.

modifikatory, které mohou pozitivné ovliviilovat pevnost vazby sondy k antisense vlaknu.
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Obr. 50 Schématické znazorni teoretickych moznosti vazby TPyzPzs na ODN Fetézec.

6.1.3 Syntéza a purifikace ODN sond

Obecné postupy napojeni TPyzPz na ODN byly popsany v kapitole 5.1. V pripadé
napojeni zhasece na 3'-konci probihala syntéza standardné na modifikovaném CPG ve
sméru 3'-5" a ukonc€ena byla modifikaci 5'-konce navazanim fluoroforu fosforamiditovou
chemii. Pokud byl TPyzPz védzan do stfedu ODN fetézce, tak béhem syntézy byl
inkoroporovany thymidin modifikovany pomoci DBCO, na ktery jsme navazali pfislusny
TPyzPz zhase¢ pomoci ,,click” chemie. Poslednim krokem bylo vzdy uvolnéni ODN
fetézce zpevné fadze pomoci 32% roztoku amoniaku (v pfipadé znaceni pomoci
6-karboxyfluorescein fosforamiditu (FAM), TPyzPz, BBQ-650%), roztoku K>COs
v MeOH (pro CAL Fluor Red 610 — CFR610) nebo methoxyethylaminu v MeOH (pro
Cy5).

Roztok sondy po wuvolnéni zpevné faze bylo nejprve nutné zbavit
nizkomolekuldrnich necistot gelovou chromatografii na kolonkach CentriPure N10.
Pozadované frakce byly odpafeny a nasledné¢ natfedény destilovanou vodou na
koncentraci 1 mM dle absorbance pifi 260 nm. Dal§im krokem bylo vyuziti
semipreparativniho HPLC pro purifikaci sondy.

Pro isokratickou HPLC purifikaci byla jako mobilni fize pouZita smés acetonitrilu
(ACN) s triethylamonium-acetatovym pufrem, kde se vzdjemny pomér upravoval dle

¢isténé sondy. Jako stacionarni faze slouzily C18 reverzni kolony (Tabulka 2).
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Tabulka 2 Specifikace HPLC systému.

Sestava A Sestava B
Hypersil GOLD C18 Hypersil BDS C18
kolona 15010 mm 100 x 4.6 mm
velikost ¢astic — 5 um velikost ¢astic 2,4 pm
Teplota kolony 40 °C
Prutok 2,5 ml/min 1,0 ml/min

Spravné frakce byly sbirdny na zakladé udajti z DAD detektoru. V momentu, kdy
bylo detekovano poZadované absorpcni spektrum, byl zvySen podil ACN o 1-2 %, aby
se urychlila eluce a snizil se tak objem sbiranych frakci. Na Obr. 51 je mozné porovnat

chromatogram pted a po purifikaci.
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Obr. 51 HPLC zdaznam z cisténi dvojité znacené sondy FAM-ODN-3Zn z prace P2. a) chromatogram po CentriPURE
NI10; b) chromatogram po purifikaci na HPLC (Cistota — 95 %), ¢) absorpcni spektrum piku dvojité znacené sondy,
d) MALDI hmotnostni spektrum precisténé sondy

Pro zatim nepublikovany projekt zabyvajici se dlouhymi ODN sondami, které
jsou znaceny na 5'-konci pomoci FAM a poté ve svém stiedu ¢i na 3'-konci znaceny

pomoci zhasece, byly pfipraveny dvojité a trojit€¢ znacené sondy (Obr. 52).

(Z

9
F (2) F (Z)

Obr. 52 Design dlouhych sond s jednim nebo dvéma zhaseci.
Pokud v ptipad¢ sond s TPyzPz byl zhaSe¢ ptitomen na 3'-konci, tak syntéza

zacinala standardné¢ na modifikované pevné fazi, a pokud byl TPyzPz umistovan do
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sttedu fetézce, tak jeho vazba zde probihala pomoci azido-alkynové Huisgenovy
cykloadice mezi trojnou vazbou DBCO a azidem na TPyzPz. Béhem C<¢isténi sond,
znacenych TPyzPz nebylo zaznamenano Zadné nestandardni chovéni. Pro porovnani
ucinnosti zhaseni bylo zamysleno pfipravit tytéz sondy s tim rozdilem, Ze jako zhaSec
bude BBQ—650® namisto TPyzPz. Cisténi trojité znadené sondy a sondy s BBQ—650®
uprostted prob&hlo bez problému. V piipadé sondy znacené BBQ-650® na 3’-konci
a volnym DBCO uprostied probéhla separace bez problémii, ale po zakoncentrovani
sondy na rotacni vakuové odparce pii 40 °C ukazal novy analyticky néstiik pfitomnost
vétsiho mnozstvi necistot, nez pred separaci. Nakonec byl udélan stabilitni test této sondy
(Obr. 53a, b), kde se ukazalo, ze dana ODN sonda je nestabilni za zvySené teploty, tudiz
ji nelze pouzit ani pro PCR. Pro ovéfeni stability dalSich sond v této sérii byly testovany
1 daldi dvé sondy FAM-dT-BBQ, kde DBCOAT je nahrazen klasickym thymidinem,
a FAM-DBCOJdT-3Zn, kde je namisto BBQ-650® pouzit TPyzPz zhase¢ (Obr. 53c, d).
Tyto sondy se ukazaly jako stabilni. Z vysledka vyplynulo, Ze kombinace volného DBCO
a BBQ-650® vede k nespecifikované nestabilité dané sondy.

FAM-DBCOdT-BBQ FAM-DBCOdT-BBQ
a) 1.5 b) 2%104 pik FAM-DECOdT-BBQ
5 j
©
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9 1.04 . E1,5%10%
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Obr. 53 Teplomeé stabilitni test sondy FAM-DBCOAdT-BBQ — a) zavislost AUC na dobé zahiivani roztoku sondy, b)
chromatogramy (260 nm) na konci experimentui pri riznych teplotach). Negativni kontrola — ¢) a d).
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6.2 Tvorba J-dimeri

TPyzPzs mély tendenci tvofit v nekoordinacnich rozpoustédlech zajimavé
supramolekuldrni ttvary, proto jsme se rozhodli tuto problematiku dukladnéji
prozkoumat. Jako idealni rozpoustédlo byl vybran toluen, protoze se jedna
o nekoordinaéni rozpoustédlo a TPyzPzs jsou vném dobie rozpustné. Zakladnim
nastrojem této studie byly titrace toluenovych roztokii TPyzPzs koordinacnim
rozpoustédlem.

Pti studiu agregacniho chovéni sloucenin 3Zn, 7Zn, 9Zn a 10Zn v ramci prace
P2, bylo prvnim krokem stanoveni rovnovaznych konstant (Kp, Kp) dle postupt
v kapitole 5.4. Pfesné stanoveni dimeriza¢ni konstanty Kpbylo moZzné pouze u slouceniny
9Zn (Kp = 1,1 £ 0,14 x 10 M!), nebot pouze u ni byla patrnd monomerizace béhem
fedéni. U 3Zn, 7Zn, 10Zn je diky mén¢ objemné periferni substituci pevnost J-dimera
vyrazné vyssi a je tedy mozné pouze fict, Ze Kp je vétsi nez 10'° M (Obr. 54a, b).
Hodnotu Kp (Tabulka 3), coZ je rovnovazna konstanta zahrnujici v sob¢ jak pevnost vazby
molekul v J-dimeru tak ochotu koordinovat pyridin, bylo moZzné stanovit pro vSechny
studované TPyzPzs 3Zn, 7Zn, 9Zn a 10Zn, kdy sila koordinace mezi dvéma makrocykly
klesala nasledovné 10Zn > 7Zn ~ 3Zn > 9Zn (Obr. 54c¢, d, e, f). Vys$si hodnota Kp znaci
mensi stabilitu J-dimeru. Rovnovaznou konstantu Kp Ize urcit dvéma zplsoby bud’
sledovanim naristu absorbance Q-pasu monomeru (Obr. 54¢, d) nebo poklesem emisniho
maxima dimeru (Obr. 54e, f). Obé metody poskytly srovnatelné vysledky, a potvrdily tak

spravnost ziskanych hodnot.
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Obr. 54 Urceni rovnovaznych konstant pro symetrické slouceniny 10Zn (a, c, e) a 9Zn (b, d, f). Zavislost absorpce na
koncentraci TPyzPz (a, b); zavislost absorpce TPyzPz na pridavku pyridinu (c, d), zavislost fluorescence na pridavku
pyridinu (e, f). Modre jsou vidy oznacena spektra monomerni a cervené spektra dimerii.

Jelikoz pouze sloudenina 9Zn poskytla jak hodnotu Kp (1.1 £0.14 x 10 M), tak
Kp (12,7 x 10> M), mohla byt nasledné pouZita na vypocet rovnovazné konstanty Ki,
kterd poskytuje informaci o ochoté pyridinu koordinovat se na zine¢naty TPyzPz. Ze
vztahu na Obr. 42b jsme tak ziskali hodnotu K; rovnu 4.25 x 10* M!, kterou lze
povazovat za obecnou hodnotu pro silu vazby dvojice pyridin-zine¢naty TPyzPz.
Spravnost stanovené konstanty potvrzuje fakt, ze jeji hodnota koreluje s publikovanymi
daty podobnych dvojic popsanych skupinou prof. Torrese.!*®

Podobné jako v praci P2 zminéné vySe, umoZnila série latek popisovanych
v publikaci P3 popis stability J-dimerti ve vztahu k objemnosti periferniho substituentu.
Nicméné diky vétsi Skéale nesymetrickych sloucenin bylo mozné porovnat detailnéji 1 vliv
funkénich skupiny na pevnost vazby molekul J-dimeru. V sérii latek s pfevazujici
bis(methoxyethyl)amino substituci rostla hodnota Kp takto 1Zn~3Zn~2Zn<4Zn<<9Zn,
z ¢ehoz lze usuzovat, ze funk¢ni skupiny a zejména objemnost substituentu je nesouciho
maji vyrazn¢ stabilizujici efekt na pevnost J-dimeru. Stejny trend byl pozorovan i u série
TPyzPzs s ptevazujici diethylamino substituci, kde ale neni tak vyrazny vliv v zavislosti

na pouzité funkéni skuping (stabilita dle Kp SZn~6Zn~7Zn~8Zn>>9Zn) (Obr. 55).
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Obr. 55 Graf zavislosti absorbance Q-pasu monomeru na koncentraci pyridinu.

Tabulka 3 shrnuje zjisténé hodnoty Kp téméf vSech ptipravenych TPyzPzs. Pokud
se zaméfime na symetrické slouceniny (9Zn, 10Zn, 11Zn, 12Zn, 13Zn), tak se nam
potvrzuje teorie vlivu objemnosti substituentu na stabilitu J-dimeru. Tudiz TPyzPz 11Zn
s dimethylamino substituci je nejvice stabilni, kdezto u TPyzPz 9Zn je pevnost J-dimert
vyrazné nizsi.

Tabulka 3 Porovnani rovnovdznych konstant Kp pripravenych sloucenin. [a] Kp = 2,19 0,66 x 10" M a K; =
4,32 x 10* M, [b] Spatnd rozpustnost slpouceniny v toluenu.

Kp (M) Kp (M)
1Zn 2,1x102 9Zn 12,7102
2Zn 3,1x102 10Zn 1,9%10
3Zn 2,2x102 11Zn 2,84
4Zn 7,9%102 12Zn 8,5%102 [a]
5Zn 0,55%102 13Zn [b]
6Zn 0,32x10? 14Zn 4,02x10
7Zn 0,48x10? 15Zn 1,86x102
8Zn 0,60%10?

Tvorba supramolekularnich Utvard latek pouZitych v praci P2 byla detailné
studovana 1 pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) ve spolupraci
s doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. (Katedra organické a bioorganické chemie,
FaF UK), kdy byl pozorovan vliv makrocyklického jadra na stinéni vodika na perifernich
alkylamino substituentech.”® U slou¢enin 9Zn a 10Zn byly zméfeny 'H a '*C spektra
v toluenu (Obr. 56) a nasledné provedeny i pokrocilé 2D experimenty, pomoci kterych
bylo mozno pfifadit signaly vodikli v agregovaném vzorku. PfestoZe absorp¢ni spektrum

slouceniny 9Zn je monomerni pii koncentraci 1 uM, tak v koncentraci (10 mM) pouzité
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pro NMR méfteni je sloucenina agregovana. Pomér Stépeni signali ukazuje, ze nad

makrocyklem je vzdy jedna ¢tvrtina druhého makrocyklu.
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Obr. 56 'H NMR spektra 9Zn v toluenu-ds (@) a v pyridinu-ds (b). Hvézdicka oznacuje zbytkovou vodu. Protony, které
Jjsou ovlivnéné stinénim protéjsiho makrocyklu, jsou vyznaceny cervenymi ctverci.

U latek 9Zn a 10Zn se ndm povedlo vypéestovat také krystaly, u kterych jsme poté
chtéli zjistit, zda-li je supramolekularni chovani téchto TPyzPzs stejné v roztoku i v pevné
fazi. Krystaly TPyzPz 9Zn a 10Zn byly pfipravené volnou difuzi rozpoustédel (toluen —
hexan) a zkoumany rentgenovou krystalografii ve spoluprici s prof. Ing. AleSem
Rizickou, Ph.D. (Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice). Z rentgenové
krystalografie vyplynulo, Ze slouceny jsou v dimerickém uspotadani, které je ale odlisné
od uspofadani v roztoku potvrzeném NMR. Oproti uspofadani v roztoku je krystalicky
TPyzPz otocen 0 45 okolo centralniho kationtu a je zde zcela jiny zptisob koordinace.
Do paté koordinacni pozice zineCnatého kationtu je koordinovan atom kysliku
pochazejiciho zvody, jejiz vodiky vytvareji vodikové miustky k pyrazinovym

a azamethinovym dusikiim proté;j$i molekuly (Obr. 57).
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Obr. 57 Krystalograficka struktura slouceniny 10Zn. Pohled z boku (a) a ze shora (b). Barevné oznaceni atomii: dusik
— modra, zinek — zelend, kyslik — cervena, uhlik — Seda, vodiky obsazené ve vodé — oranzova. Pro prehlednost ostatni

vodiky nejsou zobrazeny, vodikové miistky v dimerickém usporadéni jsou zvyraznény oranzové. ¢) krystaly 9Zn.
6.3 Fotofyzikalni vlastnosti

Fotofyzikalni parametry nasyntetizovanych TPyzPzs byly ureny pomoci
standardnich postupt uvedenych v kapitole 5.3. Zkoumané TPyzPzs v monomerni forme
(. v DMF) vykazaly ptedpokladané fotofyzikalni vlastnosti, kdy jejich kvantové vytézky
10, a fluorescence byly téméf nulové (@ < 0,0234 a @r < 0,0042)) diky Gg¢innému ICT
(Tabulka 4). Bézn¢ se hodnoty @A u dobrych PS pohybuji nad 0,50, hodnoty @r pro
kvalitni fluorofory nad 0,20. Téméf nulovd produkce fluorescence ptedurcuje mnou
ptipravené alkyalaminové TPyzPzs k pouziti jako tzv. ,,dark quenchers* — tedy zhasect
bez své vlastni fluorescence.

K zajimavym zavérim jsme doSli pii porovnani fotofyzikdlnich dat
u alkylaminovych TPyzPzs ve form& monomeru vs. J-dimeru. U¢innost ICT je obecné
siln¢ zavisla na polarité prostfedi, proto bylo potieba zajistit srovnatelnou polaritu

prostiedi,®* 14

ve kterém bude sledovani vlastnosti monomeru vs. J-dimeru probihat.
Jednotlivé experimenty proto probihaly v prostfedi toluenu (J-dimery) nebo v toluenu
s 0,1 M pyridinem (monomery). Tento maly podil pyridinu neovlivni signifikantné

polaritu prostfedi, a pfitom zajisti plnou monomerizaci TPyzPz.

Tabulka 4 Porovnani fotofyzikdlnich parametrii zinecnatych TPyzPzs v monomernim a dimerizovaném stavu. [a] nelze
stanovit vSechny parametry vlivem Spatné rozpustnosti v toluenu.

Toluen (J-dimery) Toluen + 0.1 M pyridin (monomery)
A, nm A, nm Dp Dr A, nm Ar, NM Dy Dr
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
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Toluen (J-dimery) Toluen + 0.1 M pyridin (monomery)
A, nm A, nm Dy Dp A, nm AF, NM Dy Dp

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 vysledkti v Tabulce 4 je patrné, Zze molekuly ve form¢ J-dimerti maji
nckolikandsobné vyssi (az 7krat) kvantové vytézky nez slouceniny monomerni, coz je
zpusobeno ziejmé blokaci ICT v dimerizovaném stavu. Za zminku stoji fakt, ze se jedna
o naprosto unikatni jev, nebot” agregace obecné vede u Pc a AzaPc k vyraznému poklesu
kvantovych vytézka.

Dal$im dasledkem tvorby J-dimerti u TPyzPzs byl Stokesiiv posun 50 nm, coz je
velice ojedin€lé u tohoto typu sloucenin, nebot” samotné¢ monomerni TPyzPzs mayji

Stokestiv posun obvykle pouze 5-10 nm (Obr. 58).%
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Obr. 58 Rozdil v absorpcnim a emisnim spektru vyobrazeného TPyzPz — absorpcni a emisni spektrum monomeru,
absorpéni a spektrum dimeru.
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6.4 Studium TPyzPzs po navazani na ODN retézec

V této casti disertacni prace jsem se zaméfil na detailnéjsi popis stézejnich
vysledki, které se zabyvaji chovanim ODN sond znacenych TPyzPz béhem
hybridiza¢nich testa.

6.4.1 Porovnani efektivity zhaSeni TagMan® sond s TPyzPz proti sondidm

s komerénimi zhaseéi (P1)

139 kde bylo poprvé popsano mozné

Tento projekt navazoval na nasi publikaci,
pouziti TPyzPzs u jednoduse znacenych sond. Cilem mého navazujiciho projektu bylo
srovnat pouzitelnost TPyzPzs jako zhéaSecii fluorescence v hydrolyza¢nich sondach
a srovnat efektivitu zhaseni s komerénimi zhaseci (BHQ—-1® a BBQ—650%) v navaznosti
na pouzity fluorofor (FAM, CFR610 a CyS5).

Nejprve bylo nutné navrhnout cilovou strukturu molekuly, kterd by umoznila
vazbu TPyzPz na 3’-konec fetézce (Obr. 59). Zvolili jsme TPyzPz nesouci azidovou
skupinu a hydroxylovou skupinu. Azidové skupina umoznila pfipojeni TPyzPz k pevné
fazi pomoci azido-alkynové Huisgen cykloadici, na hydroxylové skupiné nasledné zacala

syntéza ODN vlakna.
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Obr. 59 Zjednodusené schéma syntézy TPyzPz 7Zn.

Pfi navrhu znaceni sondy, na které mélo byt provedeno zkoumani ucinnosti
zhéSeni, byl kladen dliraz na vybér vhodnych fluoroforti. Dliraz byl kladen pfedevSim na
to, aby jejich emisni spektrum pokrylo co nejvétsi rozsah vinovych délek, ¢imz Ize
posléze posoudit univerzalnost daného zhasece (Obr. 60a). Samotna sekvence nukleotida
v ODN fetézci ODN byla zvolena tak, aby bylo mozné sondu néasledné pouzit k urceni
realného vzorku (Obr. 60b),'*? konkrétng pro kvantifikaci transportniho genu SLCO2B1,

ktery koduje transportni protein pro organické anionty v jaternich bunikach.
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Obr. 60 a) Prekryv emisnich spekter pouzitych fluoroforii s absorpcnim spektrem TPyzPz 7Zn; b) sekvence
nukleotidii, které tvorily jednotlivé ODN sondy.

Pti zkoumani absorp¢nich spekter v§ech ptipravenych sond typu F-ODN-Q jsme
potvrdili, Ze pokud jsou sondy voln¢ v roztoku, vytvaii fluorofor se zhéaSeCem
heterodimer. Tato tvorba heterodimeru byla potvrzena na zaklad¢ porovnani absorpcnich
spekter pfed a po hybridizaci s antisense vlaknem (ODN-ant). Pied hybridizaci
neodpovidaly absorpcni spektra dvojit¢ znadenych sond souctu absorpénich spekter
ptislusnych jednoduse znacenych sond (Obr. 61). Tato zména tvaru absorp¢niho spektra
je jasnym dukazem kontaktni interakce dvou molekul a tvorby heteromeru. Naopak po
hybridizaci vysledné absorp¢ni spektrum jiz pln¢ odpovidalo souctu pftislusnych
absorpc¢nich spekter jednoduse znacenych sond, coz potvrdilo rozvolnéni heteromeru

a zanik mezimolekularnich interakeci.
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Obr. 61 Porovnani absorpcnich spekter sond F-ODN-7Zn. a) a b) ukazuji teoreticky soucet absorpcnich spekter sonda
znacenych pouze pomoci FAM, nebo 7Zn a nasledne porovnani s hybridizovanou sondou FAM-ODN-3Zn; ¢) a d)
zndzornuji zménu absorpcnich spekter pred (modré) a po hybridizaci (Cervené) pro zbylé dva fluorofory.
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Stanoveni u¢innosti zhaseni bylo provadéno podle postupu uvedeného v kapitole
5.2. Z vysledkl vyplyva, ze ucinnost zhaseni v ndhodném klubku byla pro vsechny
zhéSece u ruznych fluoroford témeét stejnd a presahujici 95 % (Obr. 62). Z hlediska
statického zhaSeni vykazuji tedy TPyzPz srovnatelnou ucinnost zhaseni s komercné
dostupnymi zhaSeci. Mnohem vétsi diverzita vysledkl byla nésledné patrna pti zkoumani
ucinnosti zhaSeni po hybridizaci, kdy se uplatiiuje predev§im zhaSeni pomoci FRET.
V ucinnosti zhaSeni po hybridizaci TPyzPz 7Zn signifikantné¢ pifevySoval uUc¢innost
zhaSeni komer¢nich zhasec¢lt. Zaporné hodnoty Uc¢innosti zhaseni po hybridizaci u Cy5
jsou zpusobeny nizsi fluorescenci po fragmentaci DNazou nez béhem hybridizace, coz je
zpisobeno pravdépodobné interakci cyaninového barviva s nukleosidovymi bazemi

antisense vldkna. Tento jev neni jeste pln€ objasnén, ale byl pozorovan i v nasi ptedchozi

praci'®® a v publikaci jiné vyzkumné skupiny.'?
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Obr. 62 Porovnani ucinnosti zhaseni jednotlivych zhasecii v zavislosti na pouzitém fluoroforu a) fluorescein, b) CAL
Fluor Red 610, ¢) Cyanine 5.

Chtéli jsme se také ujistit, Ze TPyzPzs neovliviiuji schopnost ODN fetézce sondy
nasedat na komplementarni vlakno, proto jsme provedli hybridiza¢ni titract FAM-ODN-
7Zn zalozené na sledovani zmén v absorpénich spektrech. Experiment spocival
v postupném piidavani antisense vlakna ODN-ant k roztoku sondy, kdy se vZdy musel
opakovat krok zahtati roztoku a nasledné pozvolné chladnuti z divodu opakované
denaturace a nasledné hybridizace sondy na antisense vldkno (Obr. 63a). Na vysledném
grafu zavislosti absorbance FAM pii1 496 nm na pfidaném ekvivalentu antisense je patrny
vyrazny zlom, jehoZ poloha ukazuje, ze sonda se vaze k antisense vldknu v poméru 1:1
(Obr. 63b). Z téchto vysledkt je patrné, ze TPyzPzs nijak hybridizaci vlaken negativné
neovliviiuji, protoze zlogiky véci by se komplementarni vldkna méla k sobé vazat

v poméru 1:1 pokud je to mozné.
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Obr. 63 Titrace FAM-ODN-7Zn pomoci antisense. a) absorpcni spektrum; b) zavislost absorbance FAM na poméru
sonda/antisense.

Po vybornych vysledcich sondy znatené TPyzPz 7Zn v zjednoduseném TaqMan®
modelu jsme chtéli vyzkouSet pouzitelnost naSich sond v redlném prostredi pii
kvantifikaci transportniho genu SLCO2BI1, ktery obsahuje komplementarni sekvenci
k ODN. Byla provedena fada qPCR stanoveni cilového genu SLCO2BI1 s decimalnim
fedénim cilové sekvence (Obr. 64a). Nasledn¢ byly vytvoteny kalibra¢ni kiivky pro
jednotlivé sondy (Obr. 64b). Experiment prokézal, ze TPyzPz 7Zn Ize vyuzit i v redlnych
aplikacich a ze jeho ¢innost je minimalné srovnatelna s komeréné dostupnymi zhaseci

pouzivanymi b&zné€ v praxi. Veskeré qPCR experimenty byly provadény v triplikétu.
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Obr. 64 Vysledky qPCR. a) priklad multiplikace cilového genu v decimalnim redéni za vyuziti CFR-ODN-7Zn
(150 nM); b) kalibracni kiivka pro TPyzPz sondy (150 nM), kde sondy s CFR610 a Cy5 byly testovdany ve dvou
rozdilnych koncentracich (oznaceno pismenem ,,H", 250 nM).

Z tohoto projektu vyplynulo, Ze TPyzPzs zhaSece maji vyrazné lepsi chovani ve
zjednoduseném modelu PCR nez komeréné dostupné zhaSeCe, a to predevsSim diky
ucinné€j$imu zhaseni po hybridizaci sondy. V redlnych testech kvantifikace transportniho
genu SLCO2B1 mély sondy nesouci TPyzPz zhaSe¢ srovnatelné vysledky jako sondy
s komerénimi zhaSeci, ale je nutno piihlédnout k tomu, Ze na rozdil od komerénich

zhaSeCli byl tfeba pouze jeden TPyzPz zhdse¢ pro vSechny tfi fluorofory. Tato
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univerzalnost TPyzPzs je déna Sirokym absorpénim spektrem TPyzPzs pokryvajici
vinové délky 300-800 nm.
6.4.2 Studium tvorby J-dimert u ODN fetézci (P2)

Obsah této studie plynule navazuje na moji praci P1 a rozSifuje poznatky
ptedchoziho projektu ve sméru tvorby J-dimert TPyzPzs po jejich vazbé na ODN. Touto
problematikou jsme se zacali zabyvat, protoze jsme pozorovali podobnost v oblasti
Q-pasu mezi absorpcnimi spektry sond zna¢enych pomoci TPyzPz a J-dimery samotnych
TPyzPzs v toluenu. Pfi experimentech jsme pozorovali vznik zajimavého utvaru —
heterotetramemeru, ktery bude popsan nize.

Pro porovnani rozdilu mezi monomernim a dimernim TPyzPz vazanym na ODN
vlaknu bylo nutné pfipravit slouceninu, kterd bude bud’ hydrofilng;si, tudiz se zmensi vliv
agregace pomoci potlaceni hydrofobnich interakci, nebo bude mit objemnéjsi periferni
substituci, kterd stericky zabrani agregaci. Nakonec byl zvolen derivat TPyzPz, ktery
kombinoval oba pfistupy. Docileno toho bylo ndhradou perifernich diethylaminovych
skupin molekuly 7Zn objemnéjsimi a zaroven hydrofilné&j$imi
bis(methoxyethyl)aminovymi skupinami (Obr. 65). Pro zjednoduSeni interpretace
vysledkti nékterych experimentli v organickych rozpoustédlech byly pfipraveny
1 odpovidajici symetrické TPyzPzs 9Zn a 10Zn.
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Obr. 65 Zména prevazujici periferni substituce.

Jak je jiz zvykem, zacali jsme od pozorovani jednoduchych systémii a postupné
TPyzPzs v toluenu, kde bylo na zéklad¢ zjisténych udajii (Kp) mozné porovnat stabilitu
J-dimert. Sila koordinace mezi dvéma makrocykly klesa nasledovné 10Zn > 7Zn ~ 3Zn
> 97Zn. TudiZ nejpevnéji drzi J-dimery tvofené symetrickym TPyzPz s diethylamino
substituci. Podle NMR studie jsme zjistili, Ze v J-dimeru je nad makrocyklem vZzdy jedna

¢tvrtina druhého makrocyklu. Krystalografické studie pak odhalila, Ze struktura dimert
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v pevném stavu je odli$na od J-dimeru v roztoku. Detailnéji je tato problematika popsana
v kapitole 6.2.

V této Casti disertacni prace bych se chtél zaméfit na specifické aspekty
dimerizace TPyzPzs po jejich navazani na ODN. Pro tento projekt byly pfipraveny 3 nové
ODN sondy (FAM-ODN-3Zn, ODN-3Zn, ODN-7Zn), zbyl¢ 3 sondy byly jiz
pfipraveny pro ptedchozi projekt P1 (Obr. 66).

5 3"
TCA TGC TCA TCC TAA GAG GAG TGA

ODN-TPyzPz
5 3 F | =FAM
F | —TCA TGC TCA TCC TAA GAG GAG TGA
F-ODN-Q @ =3Zn, 7Zn, BHQ-1®, BBQ-650°
3’ 5
AG CTC AGT ACG AGT AGG ATT CTC CTC ACT CAT CA
ODN-ant

Obr. 66 Sekvence ODN sond v P2.

Sledovanim zmén absorpcnich spekter rizné modifikovanych ODN sond jsme
studovali tvorbu a vlastnosti J-dimert u pfipravenych sond. V prvnim experimentu jsme
ptipravili 1 uM roztok sondy v pufru, provedli hybridizaci, fragmentaci ODN pomoci
DNazy a nakonec titrovali pyridinem. V druhém typu experimentu uz neprobihala
fragmentace DNazou, ale pyridin byl pfidavan okamzité po hybridizaci s antisense.
V poslednim schématu experimentu byla pyridinem titrovana rovnou samotna ODN
sonda (viz schématicka ¢ast Obr. 67). U jednoduSe znacenych ODN sond ODN-3Zn
a ODN-7Zn jsme zjistili, Ze absorpéni spektrum zlstava béhem hybridiza¢niho testu
neustale stejné (v ndhodném klubku, po hybridizaci 1 po fragmentaci), dle tvaru spektra
se jedna v ptipadé ODN-7Zn jednozna¢n€ o J-dimer, zatimco ODN-3Zn vykazuje
pfevdazné charakter monomerniho spektra. Po fragmentaci ODN-3Zn doslo
k prohloubeni agregované¢ho charakteru spektra, pravdépodobné vlivem niZsiho
solubiliza¢niho efektu ODN vlakna, ¢imZz prevladly hydrofobni interakce
makrocyklického jadra 3Zn. K monomerizaci ODN-7Zn doSlo vzdy aZ po piidani
pyridinu (Obr. 67). Tyto experimenty dokdzaly, ze tvorbu J-dimerti téméef neovlivni
navazani na ODN fetézec, nebot’ srovnatelné chovéani bylo pozorovano i pfi studiu

TPyzPzs v toluenu.
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Obr. 67 Zmény v absorpcnim spektru ODN-7Zn (a, tvori J-dimer (ODN-7Zn)3z) a ODN-3Zn (b) v hybridizacnim pufru
béhem hybridizacnich/hydrolyzacnich experimentit a po pridavku pyridinu; modrd — samotna sonda v pufiru, cervenda
— po hybridizaci s antisense ODN-ant, zelend — po hydrolyze DNazou, fialova — po pridavku pyridinu.

Stejné experimenty jako u jednoduse znacenych sond byly provedeny i1 u dvojité
znacenych sond FAM-ODN-3Zn a FAM-ODN-7Zn, kde byly kromé absorpcnich
spekter sledovany v kazdém kroku i spektra emisni, coz muze naznalit tvorbu
supramolekuldrnich utvari mezi FAM a TPyzPz (heteromert). Absorpéni spektra
FAM-ODN-7Zn (Obr. 68a) ukdzala, ze pokud je sonda v pufru, je mozné pozorovat
Q-pas charakteru agregované slouc¢eniny 7Zn (tedy jako J-dimer) a ndznak absorpcniho
pasu FAM (modré spektrum). Fluorescence je u¢inné zhaSena piedevsim diky statickému
zhéSeni, coz ukazuje na pfitomnost heterodimeru mezi FAM a TPyzPz. Po nasledné
hybridizaci dochazi k nariistu absorpcniho pasu FAM, protoze dojde k rozvolnéni
heterodimeru FAM-7Zn, ale Q-pas TPyzPz i nadédle vykazuje charakter J-dimeru
(Cervené spektrum). Narust fluorescence po hybridizaci téz potvrzuje rozvolnéni
heterodimeru FAM-7Zn, jelikoZ FAM neni v tuto chvili zhaSen statickym zhaSenim
(Cervené spektrum) a FRET neni tak Gi¢inny jako statické zhaSeni. Po fragmentaci sondy
FAM-ODN-7Zn nedochdzi t¢émét k zadnym zméndm v absorpcnim spektru (TPyzPz je
tedy v roztoku stale v agregované form¢), ale nariista fluorescence, protoze se jesté vice
oddali FAM od zhéasece 7Zn a ten je v této chvili v roztoku zcela mimo dosah FRET
(zelend spektra). K monomerizaci 7Zn dojde az po ptidani pyridinu, coz je patrné
z nartistu v oblasti Q-pasu absorpcniho spektra (fialové spektrum). Z vyse uvedenych
poznatki usuzujeme, Ze sonda FAM-ODN-7Zn tvoii v pufru unikatni prostorovy utvar
— heterotetramer, ktery je tvofen dvéma heterodimery FAM-7Zn, které jsou spojeny
J-dimerem molekuly 7Zn. ODN vldkna poté tvoii pomyslné ¢islo osm, kde v jeho stiedu

je pravé zminovany heterotetramer. OdliSné chovani bylo pozorovano u sondy
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FAM-ODN-3Zn, ktera se na pocCatku experimentu uskupila pouze do heterodimeru
tvofeného FAM a monomernim TPyzPz (Obr. 68b). To bylo jednoznacné patrné
z ptitomnosti ostrého Q-pasu slouceniny 3Zn a nulové fluorescence dané statickym
zhaSenim po tvorbé dimeru FAM s TPyzPz (modré spektrum). Jedina vyraznéjsi zména
v absorp¢nich spektrech nastala po hybridizaci, kdy doslo k nartistu absorpéniho pésu
FAM (Cervené spektrum). Emisni spektra se ménila podobné jako u piedchozi sondy,
tedy k nejvyraznéjSimu nartstu intenzity fluorescence doslo po hybridizaci diky potlaceni

statického zhaseni a nasledné jesté lehce po fragmentaci sondy.
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Obr. 68 Zméeny v absorpcnich a emisnich spektrech FAM-ODN-7Zn (a, tvori heterotetramer (FAM-ODN-7Zn)2) a
FAM-ODN-3Zn (b) v hybridizacnim pufru béhem hybridizacnich/hydrolyzacnich experimentii a po pridavku pyridinu;
modrd — samotnd sonda v pufiu, Cervenda — po hybridizaci s antisense ODN-ant, zelena — po hydrolyze DNazou, fialova
— po pridavku pyridinu.

V dalSich experimentech jsme se rozhodli zjistit stabilitu heterotetrameru a zdali
je stabilngjsi v tomto uspotadani J-dimer TPyzPzs nebo heterodimer TPyzPz-FAM. Toto
bylo studovano na zaklad¢ ptidavkl pyridinu k FAM-ODN-7Zn. Po analyze absorp¢nich
a emisnich spekter vyplynulo, Ze ptidavkem pyridinu az do koncentrace 0,6 M se nejprve
rozvolni J-dimer (7Zn)2 (méni se absorp¢ni spektra v oblasti Q-pasu, minimalné v oblasti
FAM a nedochdzi k narGstu fluorescence FAM). DalSimi piidavky pyridinu mezi
0,6-1,5M dojde k rozvolnéni heterodimeru TPyzPz-FAM (Obr. 69a), coz naznacuje
nartst absorpéniho pasu v oblasti FAM a zaroven dochézi k narastu fluorescence FAM —
Obr. 69a, zelena spektra. Po pfidaini ODN-ant dochézi pouze k naristu fluorescence
FAM, protoze dojde k vétSimu oddaleni FAM a TPyzPz, takze dojde k oslabeni zhaSeni
pomoci FRET. Absorp¢ni spektra v tomto ptipadé¢ zlstavaji shodnd, protoZze heterodimer
zUstava rozvolnén. Obr. 69b ukazuje prib¢h titrace béhem experimentl studujicich

stabilitu heterotetrameru. Modra (dvojité znacend sonda) a fialova (jednoduse znacena
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sonda) kfivka popisuji narast absorbance monomerni formy TPyzPz 7Zn v zavislosti na
koncentraci pyridinu. Tim, Zze modré kiivka kopiruje fialovou kiivku, u které je mozné
pouze rozvolnéni J-dimeru, byl potvrzen fakt, ze J-dimer je téméf rozvolnén do 0,6 M
koncentrace pyridinu v obou piipadech. Cervena kiivka dokumentuje nartist absorbance
FAM, kdy strm¢;jsi narGst je patrny mez 0,6—1,5 M koncentraci pyridinu, coz ukazuje na
rozvolnéni FAM-7Zn. Posledni kiivka (zelend) ukazuje nartist fluorescence, ke kterému
dochazi nejvice béhem rozvolnovani heterodimeru FAM-7Zn pii koncentraci pyridinu
nad 0,6 M. Vysledky zobrazené v grafu (Obr. 69b) prokazaly, ze heterodimer FAM-7Zn

vykazuje pevnéjsi vazbu nez J-dimer (7Zn)2.

a) 0.15 ga b)
o 0 ~ 1,0 : 80900410 _
: 5 : o
008 : (FAM-ODN-7Zn), < : ®e? T
ool 0 06 M "% 0,81 . . +0,8
400 500 60D 700 800 500 550 GO0 650 -9 < ] o @ =
e Wave\englh.;n 5 Wavslongin,om pyridine <E 0,64 .? o ® : L0.6 "I\\'I
M - : .

010 = o. © L4 : 3
1 & - : 0.4 2

008 | 4 <° 0’4 @ - o X
4 b J
00 p— < <

00 550 600 650

. :
. 0,2-‘&.- : 0,2
s Wavelength, nm 5 Wavelength, nm 1.5M 0,0 | . : . | i 0,0

by Py 00 05 10 15 20

B
of t
:
2 m Cpyr, M
0
400 500 €00 TOO 800 500 550 600 650

Wavelength, nm 3 Wavelength, nm /\/\/\/\l o A of (ODN_7Zn)2 ()\‘ = 673 nm)

Q.10

0.05

o
8
E

0.15

010 ! ODN-ant ® A of (FAM-ODN-7Zn), (A =673 nm)
k ® A of (FAM-ODN-7Zn), (A = 500 nm)
: % ® F of (FAM-ODN-7Zn), (¢ = 521 nm)

0.05

o
(a.
PR

400 500 600 700 800 00 550 600 650
Wavelength, nm Wavalength, nm

Obr. 69 Titrace FAM-ODN-7Zn pyridinem. a) absorpcni a emisni spektra, modrd — samotnd sonda v pufiu, cervena
— konc. pyridinu 0,6 M, zelena — konc. pyridinu 1,5 M, rizova — po hybridizaci s antisense ODN-ant; b) porovnani
normalizované absorbance TPyzPz a fluorescence FAM v zavislosti na koncentraci pyridinu.

V neposledni fad¢ jsme se zaméfili na porovnani vlivu pfitomnosti J-dimeru na
ucinnost zhaseni a pouzitelnost ODN sond béhem qPCR experimentli. VEtsi objemnost
perifernich substituenti o slouceniny 3Zn méla za nasledek snizeni stability heterodimeru
TPyzPz-FAM, a tudiz ¢astecné snizeni Uc¢innosti zhaSeni v ndhodném klubku. Pokud
vyjadiime snizeni stability heterodimeru poklesem tucinnosti zhaSeni, tak sonda
FAM-ODN-3Zn je o 10 procentnich bodi méné uc¢inna neZ FAM-ODN-7Zn (Obr. 70d).
Na ucinnost zhaSeni po hybridizaci nema objemnéjsi substituce 3Zn jiz témét Zadny vliv,
protoze ke zhaSeni doch4azi FRET mechanismem. Pfi samotnych qPCR experimentech na
realném vzorku bylo zjiSténo, ze sonda FAM-ODN-7Zn ma lepsi nartst fluorescence
beéhem opakovani cykla qPCR (Obr. 70a, b). Béhem qPCR bylo dale zjisténo, ze
FAM-ODN-7Zn ma piiblizné o 10 % lepSi pomér mezi ON a OFF stavem neZ
FAM-ODN-3Zn (pfislusna data nejsou v Obr. 70 zobrazena), coz je zpisobeno vyssi

stabilitou heterodimeru a vys§i U¢innosti zhdSeni v ndhodném klubku u sondy
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FAM-ODN-7Zn. Nizs8i uc¢innost zhaSeni v ndhodném klubku FAM-ODN-3Zn ma za
nasledek zvyseni fluorescence pozadi béhem qPCR, coz je nezddouci jev. Kalibra¢ni

kiivky ziskané béhem qPCR byly linearni s hodnotou koeficientu determinace vyssi nez

0,99 (Obr. 70c).
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Obr. 70 Vyhodnoceni gPCR a hybridizacnich experimentii. Kvantitativni vyhodnoceni multiplikace transportniho genu
SLCO2BI (RFU — relativni jednotka fluorescence) (a + b).c) Kalibracni kfivky na zdkladé dat z a a b. d) porovndni
icinnosti zhdseni béhem hybridizacnich experimentii ***P < 0,05 (Welchiiv test).

Selektivni zmény v intenzité fluorescence nebo absorpcnich spektrech sondy
FAM-ODN-7Zn oteviraji také moZnost vyuZiti v oblasti biomolekularnich logickych
bran.'>% 13! Flyorescence systému heterotetrameru (FAM-ODN-7Zn); miize byt spusténa
dvéma riznymi vstupnimi informacemi — pfitomnosti antisense ODN-ant nebo
pritomnosti koordina¢niho rozpoustédla (napt. pyridin, N-methylimidazol). Na systém
lze z principu Booleovych logickych bran aplikovat operatory YES, NOT a OR.
Operatory YES nebo NOT lze sledovat pfitomnost koordina¢niho rozpoustédla v roztoku
(Obr. 71c, d). O jakou operaci se jedna, rozhoduje sledovana vinova délka — pro 670 nm
plati operator YES (Obr. 71b) a pro 725 nm plati operator NOT (Obr. 71a). Pokud se
rozhodneme sledovat fluorescenci FAM, tak 1ze pouzit operator OR, protoZe fluorescence
muze byt emitovana ve tiech pfipadech — v pfitomnosti antisense, pyridinu nebo obou

W v O

spoustecu (Obr. 7le, £, g).
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V projektu P2, jsme tedy zjistili, Ze tvorba J-dimerd TPyzPzs nema vliv na
samotny pribéh qPCR. Na druhou stranu, pokud se pro zamezeni vzniku J-dimert pouzije
objemng¢jsi substituce zhasece, dojde k nezddoucimu zvyseni fluorescence pozadi béhem
experimentll. Velice zajimavou ¢asti této prace byl popis moznosti pouziti sondy
FAM-ODN-7Zn jako reportéru pro biomolekularni logické brany, coz je v soucasné
dobé velmi studované téma. Jednid se o Uplné prvni zminku o logickych branach

vyuZzivajicich tohoto principu.
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7 ZAVER

Tato disertacni prace se zabyvala detailnim studiem chovani TPyzPzs jako
univerzalnich zhasect fluorescence v ODN sondach. Prvni kapitoly disertacni prace
rozebiraji souCasny stav poznani na poli fluorescence a jejiho zhaSeni vcetné popisu
pouzivanych sond v PCR. Dalsi kapitola pak popisuje vlastnosti a vyuziti Pcs a AzaPcs.

Samotna kapitola tykajici se vysledkl a diskuse je komentovanym souborem tii
praci, které vznikly béhem mého postgradudlniho studia. Prvni publikace P1 navazuje na
predeslou praci mych kolegl v nasi vyzkumné skupiné a zabyva se pouzitim TPyzPzs
jako zhaSeci na dvojité znacenych ODN sondach. V této praci byla srovnavana uc¢innost
zhéSeni nasich latek oproti komerénim zhase¢im fluorescence ve vztahu k pouzitému
fluoroforu. Z prace vyplynulo, ze TPyzPz zhase¢ je stejné ucinny ve zhaSeni
nehybridizované sondy jako komercni zhaSece, ale po hybridizaci je TPyzPz v Gi¢innosti
zhéaSeni predci. V redlnych qPCR experimentech, kde se projevuje pouze G¢innost zhaSeni
nehybridizované sondy, mél TPyzPz zhasec¢ srovnatelné vysledky jako komercni zhasece.

Béhem experimentll v této praci jsme zjistili, ze dvojit€ znacend sonda obsahujici
FAM a TPyzPz vytvafi unikétni agregovany utvar, ktery jsme se rozhodli déle detailnéji
studovat, ¢imZ vznikla publikace P2. Tato prace se zabyvala studiem vlivu agregace FAM
a TPyzPz na pouziti danych molekul v ODN sondach. Byly porovnavany dva TPyzPz
s rozdilnou periferni substituci, kdy jeden TPyzPz velice snadno tvofil J-dimery a druhy
TPyzPz byl pfevaznou vétSinu experimentli v monomernim stavu. Vysledky tohoto
projektu vedly mimo jiné k prvnimu popisu Booleovych logickych bran vyuZivajicich
TPyzPzs.

Posledni prace P3 popisuje syntetické postupy TPyzPzs s rozdilnymi funkénimi
skupinami umoziujici odliSnou vazbu zhaSece na ODN fetézec. Soucasti této prace bylo
1 studium tvorby dimert TPyzPzs v zavislosti na pouZzitych funkénich skupinach a popis
ovlivnéni rozpustnosti pomoci periferni substituce. Vysledky tohoto projektu byly

diskutovany u jednotlivych kapitol zabyvajicich se danou problematikou.
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