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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Matéj Machan

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

Nazev prace: Syntéza azaftalocyaninovych zhasecu fluorescence vhodnych pro

vazbu doprostfed oligonukleotidového fetézce

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou analoga ftalocyaninl s obménou benzenovych
jader za jadra pyrazinova. Diky svému Sirokému spektru chemickych a fotofyzikalnich
vlastnosti maji mnoho vyuziti. Napfiklad mohou byt vyuZzity jako fotosensitizéry ve
fotodynamické terapii nebo jako fluorescenni senzory. AzaPc, které jsou
substituované alkylamino skupinami, mohou byt vyuzity jako zhasece fluorescence, a
to v usporadani jako jednoduse znaCené sondy (tzv. FRET sondy) nebo ve dvojité
znacenych sondach. AzaPc pro tuto aplikaci maji obvykle tfi ¢tvrtiny molekuly stejné
(nesouci alkylaminové substituenty zodpovédné za zhaseni fluorescence) a posledni
¢ast je modifikovana funkénimi skupinami pro vazbu na oligonukleotidovy Fetézec.
Vramci této diplomové prace byl pfipraven vhodny nesymetricky alkylamino
substituovany AzaPc s funkénimi skupinami ve tvaru T, nesouci dvé hydroxylove
skupiny, které umozni vmezefeni do oligonukleotidového fetézce. Prekurzory byly
syntetizovany za vyuziti nukleofilni substituce a Sonogashirova couplingu za vzniku
vhodné substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrili. Posléze doSlo Kk jejich
cyklotetramerizaci metodou dle Linsteada za vzniku smési kongener bezkovovych
AzaPc. Pozadovany kongener typu ABs byl izolovan pomoci sloupcové
chromatografie. V poslednim kroku syntézy byl do jeho centra koordinovan zine€naty
kationt. Pfipraveny AzaPc byl charakterizovan z hlediska svych spektralnich vlastnosti
a zaroven bylo studovano jeho agregacni chovani spolu se sérii AzaPc s podobnou

periferni substituci.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Pharmaceutical chemistry and Pharmaceutical
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Candidate: Matéj Machan

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

Title of thesis: Synthesis of novel azaphthalocyanines working as dark

quenchers suitable for binding to the middle of an oligonucleotide

chain

Azaphthalocyanines (AzaPcs) are analogues of well-known phthalocyanines
with benzene rings replaced for pyrazine ones. AzaPcs can be used in many
applications due to their interesting spectral and photophysical properties, e.g. as
photosensitisers in photodynamic therapy or as fluorescence sensors. The alkylamino
substituted AzaPcs can be used as dark quenchers of fluorescence in mono-labeled
DNA hybridization probes (FRET probes) or double-labeled probes as well. The
AzaPcs for this application have typically three quarters identical (bearing alkylamino
groups responsible for quenching of fluorescence) and the last quarter is modified with

a functional group for attaching to oligonucleotide probe.

The goal of this project was to synthesize unsymetrical AzaPc with a T-shape
functional group carrying two hydroxy groups that can be used for attaching to
oligonucleotide probe. The synthesis consisted of preparation of appropriately
substituted pyrazine-2,3-dicarbonitriles by nucleophilic substitution and Sonogashira
coupling. The precursors were then used for cyclotetramerization employing the
Linstead method in 1:3 ratio to obtain a mixture of congeners of metal-free AzaPcs.
Desired congener of AB3 type was isolated by column chromatography. Finally, zinc
cation was coordinated to the center of macrocycle. Prepared AzaPc was
characterized from spectral point of view and its aggregation was in detail studied with

a series of AzaPc of similar peripheral substitution.
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1. Seznam zkratek

AzaPc
BuOH
DAMN
DCM
DIPEA
DMF
DMSO
EtAc
HEX
MeOH
MsCI
Pc
PDT
PET

PS
RET
ROS
rtPCR
TEA
THF
TLC

Azaftalocyaniny (z angl. azaphthalocyanines)
Butanol

Diaminomaleonitril

Dichlormethan

Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Ethyl-acetat

Hexan

Methanol

Mesylchlorid (chlorid methansulfonové kyseliny)
Ftalocyaniny (z angl. phthalocyanines)
Fotodynamicka terapie (z angl. photodynamic therapy)

Fotonem indukovany elektronovy transport (z angl. photo-induced

electron transfer)

Fotosensitizér (z angl. photosensitizer)

Resonance energy transfer

Reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
Polymerazova fetézova reakce v realném Case
Triethylamin

Tetrahydrofuran

Tenkovrstva chromatografie (z angl. thin layer chromatography)



2. Cil prace

Cilem této prace bude syntéza a nasledna fotofyzikalni analyza nesymetrického
AzaPc 1, ktery bude substituovan molekulou ,ve tvaru T” — nesouci dva hydroxyly, jez
jsou schopné nahradit jeden deoxynukleosid v oligonukleotidovém fetézci. Syntéza
bude spocivat v pfipravé diolu 2 za vyuzZiti Sonogashirova couplingu, ktery bude
nasledné pfipojen na pfedem pfipraveny substituovany pyrazin-2,3-dikarbonitril za
vyuziti tzv. “click” chemie. Vysledna molekula 3 bude posléze cyklotetramerizovana
v kombinaci s molekulou 4 v poméru 1:3 za ucelem ziskani AzaPc 1 (Obr. 1), ktery
bude separovan ze smési kongenerl pomoci sloupcové chromatografie. Po ziskani
cilové struktury bude provedena spektralni analyza s naslednou titraci pyridinem. Dale
bude popsano i agregacni chovani produktu v sérii s dalSimi AzaPc s periferni

dialkylamino skupinou.
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Obr. 1 Schéma navrhovaného postupu
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3. Teoreticka cast

O™ oHg” ~oH

Porfin hem ftalocyanin azaftalocyanin

Obr. 2 Priklady makrocyklickych slouc¢enin

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou odvozené od dobfe znamych pfirodnich sloucenin
typu hemu nebo chlorofylu (Obr. 2). Jedna se o analogy ftalocyaninl (Pc), které jsou
diky svym zajimavym vlastnostem jiZ mnoho let zkoumany. Mezi hlavni strukturni
odlisnosti téchto dvou skupin je primarné pocet zastoupeni dusiku. Na zakladé poctu
dusikovych atomu a téz podle jejich polohy v jadfe rozliSujeme nasledujici typy AzaPc:
AzaPc s pyridiny, pyrimidiny resp. pyraziny misto benzenovych jader. Tato prace se
vénuje studiu AzaPc ze skupiny tetrapyrazinoporfyrazini. Centralni ¢ast cyklu
zahrnuje porfyrazin, ktery vznikd kondenzaci Ctyf pyrrolovych jader. Porfyrazin je
podobny porfinu, ktery se v pfirodé vyskytuje napfiklad i v lidském téle, a to v podobé
hemu nebo u rostlin ve formé& chlorofylu. LiSi se typem pfemosténi, kdy u porfinu
nalézame methinovou skupinu, ktera je u porfyrazinu nahrazena azomethinovym
mustkem. Kondenzované heterocykly jsou schopny chelatovat nékteré ionty kovu
v centru a to napriklad (Fe?*, Co?*, Zn?*, Mg?*...), které urcuji jak stabilitu, tak i jiné

vlastnosti vyslednych AzaPc.’
3.1. Syntéza AzaPc

Pfiprava AzaPc a jejich derivati se sklada z vicekrokové syntézy. Nejprve je
nutno pfipravit prekurzory, které budou tvofit vysledny makrocyklus. Po vytvoreni
makrocyklu je do jeho stfedu koordinovan zamysleny kationt kovu, ¢imz vétSinou
pfiprava AzaPc konci, ale v nékterych pfipadech muze byt cely makrocyklus dale

derivatizovan.3
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3.1.1. Syntéza prekurzoru

Pfiprava prekurzoru je dulezita jak z pohledu vyslednych vlastnosti makrocyklu,
tak i pro uréeni vhodné metody cyklotetramerizace. Ve vétsiné pfipadud jsou periferni
substituenty na AzaPc makrocyklu jiz obsazeny ve struktufe pyrazin-2,3-
dikarbonitril.2 Zmiovany prekurzor muze byt pfipraven jednoduchou kondenzaéni
reakci dvou vychozich alifatickych latek — vicinalni diketon a diaminomaleonitril
(DAMN) (Obr. 3)."

H,N._CN Ry~_0O ks pH  Re~ N~ CN
o« ] T
H,N” CN 07 "Ry Ry~ "N” "CN
Obr. 3 Schéma pripravy pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
Substituenty, které maji byt umistény na periferii vysledného AzaPc makrocyklu
jsou vazany na diketon. Pokud chceme, aby byly substituenty pfipojeny pfes

heteroatom tak je v tomto pfipadé vyhodné vyuzit jako vychozi vicinalni slou€eninu

oxalylchlorid za vzniku vysledného 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (Obr. 4).

Substituovany chlor je elektrondeficientni, proto funguje jako dobra odstupujici
skupina pfi nukleofilni substituci s latkami typu alkoxidu, thiolti a aminG.' Chceme-li pfi
nukleofilni substituci 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu dosahnout disubstituce
v obou polohach 5 a 6, pouziva se obvykle pfebytek nukleofilniho €inidla. Pro vznik
monosubstituovaného produktu je potfeba pracovat s jednim ekvivalentem nukleofilu
za snizené teploty. Takovato latka mlaze pak dale podléhat reakci s jinym nukleofilem
za vzniku nesymetricky substituovaného prekurzoru. V pfipadé substituentl vazanych
pres vazbu C-C je lepSi je do slouCeniny zakomponovat jesté pfed kondenzaci ve
formé prislusného diketonu &i a-ketokyseliny?, pfipadné je mozZno pouzit couplingové

reakce.
H
OICI HZNICN (@) N CN Cl /N CN
C e LT T
o7el HNTTON 07 N eN c” SN eN
Obr. 4 Schéma pripravy 5,6—dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

3.1.2. Syntéza makrocyklu

DalSim dulezitym krokem syntézy AzaPc je cyklotetramerizace, ktera je
zaloZzena na kondenzaci Ctyf pyrazin-2,3-dikarbonitrild. Podminky této reakce jsou
voleny s ohledem na vlastnosti perifernich substituentd, tak i centralniho kationtu kovu.

Obecné plati pravidlo, Ze elektron-odtahujici skupiny zvysuji reaktivitu nitrilové skupiny
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prekurzorl, a tedy cyklizace mlze probihat za mirn&jSich podminek. Naopak nese-li
prekurzor silné elektron-donorové substituenty (napfiklad alkylamino skupiny), tak se
snizuje rychlost reakce a zaroven jsou vyzadovany extrémnéjSi podminky
cyklotetramerizace. Existuji tedy dva rizné scénare cyklotetramerizace. Pfi metodé
dle Linsteada je reakce zahajena na elektron-deficitnim uhliku nitrilu. Nukleofilni
skupiny jako jsou alkoholatové jsou nedostatkem elektront pfitahovany a atakuji
nitrilovy uhlik za vzniku alkylkarboximidatu (Obr. 5). Ten dale atakuje dalSi skupiny
prekurzor( k dotvoreni cyklotetrameru. Touto metodou vznikne AzaPc bez centralniho

atomu kovu."

R4 R,
N\ /N
_R
m /RB
®/,N O N/N\N
R4 N c~ R4 N R4 N H N R>
N N NH = N\ 2 ~
| — |l — LN N
= ~ N\ ~—
Ry” °N \\N R,” °N \\N Ry™ °N 1}1 H r{1 N~ "Ry
\_/
\ /N
Ri Rz

Obr. 5 Schéma cyklotetramerizace za pomoci alkoholatu
Druha metoda vyuziva takzvany templatovy efekt a koordinacni vlastnosti

kationtu kovu. U této reakce oCekavame seskupeni prekurzoru okolo centralniho
kationtu kovu v tésné blizkosti a pfi dodani energie vytvofi makrocyklus. Centralni
kation kovu je chelatovan v centru a stabilizuje vysledny makrcyklus (Obr. 6). VytéZzek

této reakce je Casto niZSi nez u metody dle Linsteada, ovSem nezbytny pro urcité typy

R4

>—<

f&
N -
R N\ - Li/M R1 R,
| i/Mg/DBU A\
~ BuOH N"'V'g'"
Ry NN

/

R1 R,
Obr. 6 Schéma cyklotetramerizace za pomoci kovu
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prekurzord. Napfiklad u monomerl s alkoxy- a aryloxy- substituci, kdy by mohlo dojit

k vyméné substituentl za alkoxy skupinu rozpoustédia.

V pfipadé, kdy do reakce vstupuje pouze jeden typ prekurzoru, vznikaji latky
symetrické. Pro vétSinu vyuziti je ale potfeba pfipravit latky nesymetrické, které je

potfeba dale separovat od sebe.

3.1.3. Asymetrické derivaty

Pro ziskani asymetrickych cykld se nejastéji vyuziva metody statistické
kondenzace vychazejici ze dvou riznych prekurzrd A a B, jejichz cyklotetramerizace
vznika Sest riznych kongeneru typu AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB a BBBB (Obr.

7). Vysledné kongenery musi byt dale separovany pomoci chromatografickych metod.

A A A
A A A A B B
A B A
A + B _—
A A B
A B B B B B
B B B

Obr. 7 Schéma statistické kondenzace

3.2. Vlastnosti AzaPc

3.2.1. Absorbance — UV a VIS spektra

Pro Pc a latky od nich odvozené je schopnost absorpce zafeni charakteristickou
vlastnosti. Diky systému konjugovanych vazeb jsou schopny absorbovat zafeni o
specifické vinové délce. Na zakladé pozice svého absorpéniho pasma mohou
vykazovat rizna zabarveni nebo mohou vykazovat fotochemické vlastnosti, které jsou
vyuzivané napfiklad ve fotodynamickou terapii (PDT) nebo jako zhasece fluorescence
(quenchery), které budou popsany dale.

AzaPc jsou charakterizovany svymi vlastnostmi v oblasti Q-pasu ve vinovych
délkach mezi 600-700 nm s extinkénim koeficientem & kolem 200 000 M-'cm-'. B-pas
se naopak nachazi v oblasti vinové délky 360-380 nm. V téchto oblastech dochazi

vigwviiwv s
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ponévadz z tvaru a pozice Q pasu lze odhadnout slozeni makrocyklického systému,

miru rozpustnosti a tvorbu agregatu, dimert nebo protonizaci molekuly.’

0,201 Q-pas

H

o

-—

(&)
1

B-pas

Absorbance
“D
=
1

o

o

&)
1

TR ks T

400 500 600 700 800
vinova délka (nm)

0,00

Obr. 8 Znazornéni typického spektra AzaPc s vyznaéenymi typickymi pasy

3.2.2. Fotosenzitivita a PDT

Latky typu AzaPc jsou schopné pfijimat energii svétla, dostat se tim do svého
excitovaného stavu S1 a nasledné se pak vracet riznymi relaxaénimi cestami zpét do
jejich zakladniho stavu So (Obr. 9). Absorpci svétla (energie) dochazi k excitaci
molekuly a pfesunu jednoho elektronu do vysSi energetické vrstvy. V této fazi se
fotosensitizér (PS) dostane do singletového excitovaného stavu, ktery neni stabilni a
energie, ktera prebyva se vyluCuje formou tepla nebo fluorescence. Jinou moznosti
uvolnéni energie je vznik tzv. tripletového stavu. Jedna se o mezi-systémovy prechod,
kdy dochazi k oto€eni spinu jednoho z elektroni ve vnéjSim molekulovém orbitalu.
Z tripletového stavu je dale energie uvolfiovana formou fosforescence nebo interakci
PS s ostatnimi biomolekulami a interakci s tkariovym kyslikem. Pfi PDT se primarné
vyuziva pravé zminovane reakce s tkanovym kyslikem, ktery pfijmem energie pfechazi
na velmi reaktivni singletovy kyslik utoCici na okolni biologicky material. Tento proces
je popsan jako fotoproces typu Il. DalSi proces je popisovan jako fotoproces typu I, u
kterého dochazi k interakci se substratem. Témi mohou byt rozpoustédla nebo okolni
biomolekuly reagujici s PS za vzniku radikald, které napomahaji vzniku reaktivni formy
kysliku (ROS). U obou téchto procest dochazi k reakci s biomolekulami a naslednému

vyvolani apoptdzy ¢i nekrozy.?#*
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Obr. 9 Modifikovany Jablonského diagram 1. absorpce svétla, 2.
uvolnéni tepla, 3. fluorescence, 4. mezisystémovy prechod, 5.
fosforescence, 6. fotoproces typu ll., 7. fotoproces typu |.

Pravé apoptdza a nekrdza hraji velikou roli pfi svém terapeutickém uziti PDT
v mediciné pfi specifické nadorové terapii nebo v terapii akné. Z klinického hlediska
probiha aplikace z dvou-krokové procedury. V prvni fazi (tzv. ,presensitisation) je PS
aplikovan systémové nebo topicky. V druhé fazi (ozafovani), je tkan, do které byl PS
aplikovan, ozafovan svétlem o specifické vinové délce shodujici se s absorpénim
maximem dané molekuly, coz ma za nasledek produkci singletového kysliku, ktery ma

destruktivni uéinek na své okoli.®

3.2.3. Fluorescence

Fluorescence stejné jako fosforescence patii do skupiny luminiscencnich jevu,
u kterych dochazi k emisi svétla. Latky schopné fluorescence jsou nazyvany fluorofory.
Jako prvni fluorofor byl identifikovan chinin, ktery absorpci UV zafeni ze sluneéniho
svétla méni své zbarveni na svétle modrou barvu. Podobné jako PS u PDT prechazi
fluorofory do excitované formy S1. Excitované fluorofory pfechazi do svého zakladniho
stavu ztratou energie ve formé fotonu, tedy fluorescenci. Tento jev trva pfiblizné v fadu
nanosekund (108s).

Miru relaxace molekuly danou cestou Ize popsat tzv. kvantovymi vytézky. Napf.
kvantovymi vytézek fluorescence (®r), je definovan jako pomér emitovanych fotond ku
poctu pfijatych fotonl. Kvantovy vytézek produkce singletového kysliku (®a) je pak

pocet produkovanych molekul singletového kysliku ku poétu absorbovanych foton(.6
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3.3. Zhasece fluorescence (Quenchers)

Mezi dalSi vlastnost AzaPc patfi zhaseni fluorescence (tzv. quenching). Tyto
vlastnosti jsou specifické pro alkylamino-substituované AzaPc, které mohou byt
vyuzivané pro zhaseni fluorescence v DNA-hybridizacnich sondach. Molekuly typu
zhadeCu fluorescence maji Siroké uplatnéni v biochemii, molekularni biologii a

Z pohledu zhaSeni fluorescence muzeme definovat zhaSeni dynamické (kolizni)
a statické. Pro aplikaci musi byt vzdy zkombinovan vhodny donor fluorescence
(fluorofor) s jejim akceptorem, tedy zhasecem (quencherem).? Idedlni zhasece by
mély splfiovat nasleduijici kritéria: absence vlastni fluorescence a minimaini &i nulova

produkce reaktivnich ¢astic.

3.3.1. Kolizni zhaseni fluorescence (dynamické)

Jak bylo zminéno dfive, k zhaseni dochazi v pfipadé, kdy dochazi k deaktivaci
jiz excitovaného fluoroforu, ktery pfijde do kontaktu se zhasSeCem fluorescence
(quencherem).

Jedna se o Casové zavisly déj, pfi kterém dochazi k snizeni energie fluoroforu
bez vyzareni fotonu. V molekule nedochazi k chemickym zménam. Tento jev je
definovan skrze Stern-Volmerovu rovnici.

Fo
7= 1+ K[Q] =1+ k470[Q]

Jedna se o podil intenzity fluorescence bez pfitomnosti quencheru (Fo) a v jeho
pritomnosti (F). Intenzita je definovana Stern-Volmerovou konstantou (K), ktera
indikuje citlivost fluoroforu k jeho zhaseci v zavislosti na koncentraci zhasece [Q].
Hodnota K je nizka v pfipadé, kdy je fluorofor napojeny na makromolekulovy fetézec
Casto nepfistupny pro zhasecCe. Kdezto vysSich hodnot dosahujeme v pfipadé
fluoroforu, ktera nejsou nijak navazana na povrch biomolekul. Zbylé ¢asti rovnice jsou
definovany jako bimolekularni konstanty zhasSeni (k;) a doba Zivota fluoroforu bez
pritomnosti zhasSeCe 1,. Pfikladem molekul fungujicich jako kolizni zhaSece
fluorescence mohou byt kyslik, halogeny (nebo jejich slouceniny), aminy nebo
elektron-deficitni latky napf. akrylamid.®
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3.3.2. Statické zhaseni fluorescence

V pfipadé statického zhaseni dochazi v prvni fadé k tvorbé stabilniho komplexu
s quencherem. Tento komplex se po absorpci svétla rychle navraci do sveého
zakladniho stavu nikoli emisi fotonu. Intenzita fluorescence je definovana svoiji

konstantou (Ks), ktera je popsana nasledujicim vztahem.®

F—
= Trigr

[F-Q]....... koncentrace komplexu fluorofor/quencher

[F].......... koncentrace fluoroforu

[Qj......... koncentrace quencheru

Pro snizeni intenzity fluorescence plati podobny vztah jako u dynamického

zhaSeni, vyjadieny jako nasledujici rovnice:
Fo
7= 1+ K,[Q]

Jelikoz se jedna o linearni zavislost, stejné jako u zhaseni kolizniho, nelze pfi
pohledu na kfivku pfesné urcCit o jaky typ zhasecCe se jedna. Tomuto pfipadu se da
napomoci zménou podminek prostredi, napfiklad zvySenim teploty. Pfi zvySeni teploty
dochazi k rychlejSimu pohybu molekul tudiz dochazi i k vétSimu poctu kolizi zhasece
s fluoroforem. U statického typu zhaseni naopak dochazi k disociaci malo stabilnich

komplext F-Q tvofenych nekovalentnimi typy vazeb, a tedy ke snizeni intenzity.®

3.3.3. Mechanismy zhaseni
Zhaseni fluorescence muze probihat nékolika mechanismy. Pro vétSinu je
ovSem zakladni kontakt molekuly fluoroforu s molekulou zhasece. Mezi ostatni

mechanismy patfi.

e Mezisystémovy prechod (Intersystem crossing) tézkych kovu

e Fotonem podminény elektronovy transport (PET)

e Elektronovy prfenos podle Dextera

S mezisystémovym prechodem tézkych kovl se mizeme setkat v pfipadé, kdy

dochazi k excitaci molekuly v singletovém stavu do vysSiho energetického stavu
(excitovany singletovy nebo tripletovy stav). Excitovany elektron tripletového stavu
oproti singletovému jiz neni parovany s pavodnim elektronem singletu. Tohoto stavu
nejCastéji dosahneme molekulovou absorpci radiace. Excitovany triplet se navraci do

svého pulvodniho stavu nezéafivym procesem.” Transport elektronu indukovany
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sveétlem (PET) je mechanismus fungujici na bazi presunu excitovaného elektronu
pomoci donor/akceptorového systému za vzniku komplexu viz kapitola (3.3.4). Dextrav
prenos elektronu je stav, kdy taktéZz dochazi k interakci donoru s akceptorem. Oproti
PET je pfenos podminén vyménou elektronu z excitovaného donoru na akceptor a

zaroven dochazi k pfenosu jiného elektronu akceptoru na donor.8

3.3.4. Photoinduced electron transport (PET)

Jak bylo dfive zminéno, jedna se o jev, kdy vznika komplex donoru a akceptoru
elektronu v excitovaném stavu. Pfi tomto jevu nedochazi k emisi fotonu pfi navratu do
zakladniho stavu. V nékterych pfipadech k emisi fotonu komplexu dochazi. V posledni

fazi dochazi k navratu elektronu akceptoru zpét na ptuvodni donor (Obr. 10).

PRI RN

B —
o
D A D* A
Obr. 10 Elektronovy prenos pfi PET

Oproti resonanénimu prenosu energie (RET) se muze fluorofor chovat jako
akceptor, tak i donor. Mnohem CastéjSi ovSem je akceptorové chovani fluoroforu. Jako
pfiklad si mizeme uvést molekulu dimethylanilinu chovajiciho se jako donor elektront
pro vicejaderné aromatické uhlovodiky, které jsou akceptory elektronu. Elektronovy
pfenos je mnohem vyhodnéjsi pro elektron deficientni skupiny jako napfiklad 2-
kyanonaftalen. Jako pfiklad opacného pfenosu elektront si mizeme uvést excitovany

indol (fluorofor), ktery pfenasi elektron na elektron deficitni skupiny imidazolu nebo

akrylamidu (zhasece).®

3.3.5. Resonancéni prenos energie (RET)

DalSim jevem, je resonanéni pfenos energie (RET), ktery se mlze v literatufe
vyskytovat i pod pojmem fluorescencni (Forsterrliv) rezonanéni pfenos energie
(FRET). Z pohledu terminologie se vyuziva pojmu RET, ponévadz se pfenosu energie
nezucastni dalSi fotony, ale dochazi k slabym interakcim dipol-dipol. Pfenos energie
je zalozen na konceptu oscilujiciho dipdlu fluoroforu, ktery je schopen vymény energie

s dalSim dipolem o podobné frekvenci resonance. Donor je zpravidla fluorofor,
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nachazejici se v excitované formé&, akceptorem muize byt daldi fluorofor nebo
nefluorescentni molekula. V pfipadé nefluorescentni molekuly dochazi k navraceni
donoru do zakladniho stavu bez emise a vysledna energie je ztracena ve formé tepla.
Pokud je akceptorem jiny fluorofor, dochazi k pfenosu energie v podobé fluorescence,

ktera je charakteristicka pro dany fluorofor.

RET je zavisly na prekryvu absorpcnich spekter donoru a akceptoru (Obr. 11) a

na vzdalenosti molekul od sebe.

Emise donoru

Absorbce ]
akceptoru /

Vinova délka

Absorbce/Fluorescence

Obr. 11 Prekryv spekter u RET, pFevzato z publikace®

3.3.6. Typy sond

Jak bylo dfive zminéno, Ize vyuZzit zhasece fluorescence v DNA-hybridizaCnich
sondach. Ty mohou byt navazany na oligonukleotidovy fetézec jakozto jednoduse
znacené sondy (tzv. mono-labeled probes). Oligonukleotidové fetézce mohou byt
dale Caste¢né modifikované (yin-yang probes, light up probes, adjacent probes),
mohou i nemusi byt k sobé& komplementarni.®'% Bézné&jsi typy sond byvaji dvojité
znacené sondy (dual-labeled probes). Jedna se o jednovlaknové sondy s navazanym
fluoroforem na jednom konci a zhase€em na konci druhém. Podle mista napojeni
molekul rozliSujeme konce na 3‘ nebo 5' konec (Obr. 12). Jednovlaknova sonda muze
byt také komplementarni k molekularnimu primeru pfi rtPCR (real-time polymerase

chain reaction).
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Obr. 12 Schéma dvojité znacéené sondy, pfevzato z literatury'?

DalSim typem sond jsou tzv. TaqgMan sondy (Obr. 13), které vyuzivaji
komplementarni systém k urcitému segmentu cilové DNA. Sonda je ozna¢ena dvéma
fluorescencnimi znaCkami. Emisni spektrum jedné prekryva excitacni spektrum druhé
a vysledkem je zhaseni prvniho fluoroforu druhym. Sonda je pfitomna pfi PCR a ve
vysledném produktu je degradovana skrze 5‘-nukleazovou aktivitu Taq polymerazy,
ktera je specificka pro DNA-hybridizacni matrice (templat). Degradace sondy umozni

oddaleni quencheru a fluoroforu a zapficini zvySeni intenzity emitovaného svétla, které

je mozno déle identifikovat a kvantifikovat.'’

5'Fluorofor

R
5'Fluorofor 37hsiet —_——
R Q _~ TaqDNA o Q
. g lymeraza -
aar Y j-—-h_ “ LT -
.
Meadifikovana cilova DNA
1. Sonda v roztoku emitujici 2. Emise fluorescence po
nizkou fluorescenci hydrolyze

Obr. 13 Schéma dvojité znacené sondy typu TagMan, pfevzato z literatury'3

Mezi novéjsi typ sond patfi tzv. ZEN™ (Obr. 14) zhaSec fluorescence pro modifikované
dvojité znaCené sondy. Jedna se o typ zhasSece, ktery je svoji strukturou predlohou pro
syntézu zamyslené molekuly a to na vzdalenost deviti bazi. Zhasec je v sondé pfipojen
ve fixni vzdalenosti od fluoroforu na 5‘-konci nezavisle na délce sondy vuci zhaseci na
3‘-konci oligonukleotidu. Diky svému specifickému napojeni na oligonukleotidovy
fetézec se vysledna molekula duplexu stabilizuje (patrné jako zvySeni teploty tani
duplexu) na rozdil od jinych typu sond, které se chovaji jako analoga bazi. Pribéh pfi
rtPCR probiha stejné jako u jinych typl sond v zavislosti na exonukleazovou aktivitu.

Pfi pribéhu PCR nedochazi ke snizeni citlivosti nebo kvality zhaseni i v pfipadé
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delSich sond, toho je docileno pomoci konstantni vzdalenosti vnitfniho zhasece
s fluoroforem.4
)
Q
0-P=0

/_/ (')_

02N O NZNON )
O Tl
0-P=0

@]
“ 3.
Obr. 14 Schéma ZEN™ typu quencheru

3.4. Agregace azaftalocyanini

Molekularni agregace azaftalocyanini se projevuje tvorbou dvou typt dimeru,
které jsou definovany jako typ J- a H-. H-dimer je specifikovan svym paralelnim
prekryvem tr-orbitall aromatl a da se popsat tvarem podobajicimu se bloku papira.
Naopak J-dimer vznika interakci periferniho substituentu jednoho monomeru
s centralnim atomem monomeru druhého
za vzniku stabilniho agregati se svym Soclimer
schodovitym tvarem (Obr. 15). Agregace ——j_: |
jako takova je v mnohych pfipadech il / o
nezadoucim jevem Pc a AzaPc, ponévadz - \ ot
dochazi k zméné dynamiky relaxacnich .
cest excitovanych molekul.’”® Pokud je
AzaPc rozpustén v nekoordinaénim Obr. 15 Schéma vzniklych
rozpoustédle typu toluenu nebo dimert (J-a H)
dichloromethanu (DCM), Ize pfevazné pozorovat agregovana absorpCni spektra
(Obr.16a). Z hlediska fluorescencnich spekter dochazi u J-dimerl k posunu k Cervené
Casti spektra (Obr.16b), v pfipadé H-dimerU klesa fluorescence k nulovym hodnotam.

Pfidavkem koordina¢nich rozpoustédel, typu tetrahydrofuranu (THF) nebo
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dimethylformamidu (DMF) a pyridinu, dochazi krozruSeni agregatu a zméné

spektralnich vlastnosti.'®

0.4 b)
a)

J_,J-}“’L - N\ f‘_j “‘f -

800 650 00 800 ' B 00 15 0 1) 900
4/nm

Obr.16 a) Zména absorpcniho spektra pfi titraci pyridinem, b) zména
fluorescence pi titraci pyridinem. Sipky indikuji zménu spektra v zavislosti na
pridavku koordinaéniho rozpoustédla, prevzato z literatury.®

3.5. Mechanismy zamyslenych reakci

3.5.1 Nukleofilni aromaticka substituce

Nukleofilni aromaticka substituce je typem reakce, kdy je substituent, ktery je
navazan na aromatické jadro nahrazen nukleofilnim substituentem (nukleofilem).
Reakce jako takova neni pro aromatické molekuly typicka, a to z diavodu velkého
mnozstvi -elektronl jadra. Reakce obvykle probihaji diky odstupujicim substituentim
navazanym na jadro, které maji zaporné mezomerni (-M) €i zaporné indukeni (-l)
efekty. A to diky charakteru odtahovani elektron( z jadra aromatu. Timto zplsobem
vznika kladny parcialni naboj na aromatu a dochazi k usnadnéni prabéhu reakce, pro
nukleofily. Mezi typické odstupujici skupiny patfi halogeny, nitroskupiny €i diazoniovy
iont. Odstupujici skupina musi byt v poloze -ortho ¢&i -para vaci akceptorni skuping.'”-1°

Nukleofilni aromatické substituce mizeme rozdélit dle mechanismu reakce na
tfi podtypy:

a) Monomolekularni — Sn1-Ar

b) Bimolekularni (adi¢né-eliminaéni) — Sn2-Ar(a-e)

c) Bimolekularni (eliminaéné-adi¢ni) — Sn2-Ar(e-a)

Monomolekularni typ reakce je typicka pro diazoniové soli, za vzniku fenoll a
ethert (Obr. 17). DalSi specifickou reakci je tzv. Schiemannova reakce, pfi které

vznikaji aromatickeé fluorované uhlovodiky.
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Obr. 17 Monomolekularni mechanismus vzniku fenolu a etheru — Sn1-Ar'”

Adi¢né-eliminani Sn2-Ar typ, je typem reakce, kdy silny nukleofil atakuje uhlik
s odstupujici skupinou (adi¢ni faze reakce), souCasné také dochazi k pfesunu
elektronl na kysliku NO2 skupiny, ktera stabilizuje pfebytek elektronl na jadie vznikly

navazanim nukleofilu (Obr. 18)."7

Cl cl’) oH OH

eliminace
—_—
rychle

NO, NO,

Obr. 18 Adiéné-eliminaéni mechanismus Sn2-Ar(a-e)"’

V dal8i fazi reakce (eliminace) dochazi k pfesunuti elektront volného el. paru
kysliku zpét do vazby s dusikem a tlakem elektronti dochazi k odstépeni odstupujici
skupiny. Reakci stabilizuje pouze pfitomnost odstupujici skupiny v poloze -ortho Ci -
para vici elektron-akceptujici skuping, ktera stabilizuje zaporny naboj intermediatu
(karbanionu) po navazani nukleofilu.'”

Eliminané-adicni mechanismus reakce muzZeme ilustrovat reakci
brombenzenu s amidovym iontem (Obr. 19). V prvnim kroku dochazi Kk iniciaci
eliminace odtrzenim protonu v ortho poloze. Negativni naboj vznikly na uhliku v ortho
poloze je stabilizovany indukénim efektem sousedniho bromu. V dalSi fazi dochazi
k ztraté bromidového aniontu (eliminace) za vzniku vysoce reaktivniho arynu

(benzynu). Vznikly aryn (benzyn) poté reaguje s jakymkoli dostupnym nukleofilem.®
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Obr. 19 Eliminaéné-adiéni mechanismus Sn2-Ar(e-a)

3.5.2.Sonogashirtv coupling

Jedna se o typ reakce spadajici do skupiny cross-couplingovych reakci, pfi
kterych dochazi k de novo vzniklé o-vazbé uhlik-uhlik, pomoci katalyzujiciho kovu.
Velikou vyhodou téchto reakci je poskytnuti novych cest k tvorbé vazeb mezi
uhlikovymi skupinami, které by jinymi cestami nebylo mozné spojit.

Sonogashirliv coupling je specificky pro reakci alkynu s aryly nebo halogenvinyl
derivaty v prostfedi palladiového katalyzatoru a za pfitomnosti médného
(Cu") ko-katalyzatoru a aminové baze (Obr. 20). Reakce probihaiji typicky v bezvodém
prostfedi a v inertni atmosféfe pro vysSi vytéznost. Mechanismus reakce jesté neni

zcela objasnén, ale ma se za to, Ze reakce probiha v tzv. paladiovém cyklu.™

— (Ph3P),PdCl, — .
X+ = Cul , R3N '<> -

Obr. 20 Reakéni schéma Sonogashirova couplingu u aryla

Palladiem katalyzovany mechanismus zacina oxidativni adici
,organohalogenidu® na Pd©® za vzniku palladnatého Pd{) komplexu. V dal$i fazi cyklu
dochazi k transmetalizaci organomédéného reagentu, ktery vznikl reakci terminainiho
alkynu s médnym ko-katalyzatorem. Vznikly alkynylovy aniont dale nahrazuje halogen
palladnatého komplexu. Halogenidovy anion s médnym kationtem da vzniku nové soli,
ktera znovu putuje do vedlejSiho cyklu aktivujiciho dalsi molekuly alkynu. V posledni
fazi reakce dochazi k redukCni eliminaci, pfi které vznika finalni produkt couplingu.
Redukci Pd™ komplexu vznika Pd©), ktery muze byt znovu vyuzZit v novém cyklu (Obr.
21).20
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Obr. 21 Schéma predpokladaného mechanismu Sonogashirova couplingu

3.5.3. Cyklotetramerizace

Obecné jsou znamy dva cyklotetramerizaCni mechanismy vyuzivané pro
zacykleni prekurzort do makrocyklu. Prvni metoda vyuziva kationt kovu jako templat.
Predpoklada se, Ze kolem sebe koordinuje Ctyfi molekuly prekurzoru v dostatecné
vzdalenosti od sebe. Mala vzdalenost mezi molekulami napomaha samovolnosti
interakci mezi jednotkami za vzniku cyklotetrameru (Obr. 6). Pfi druhé metodé (tzv.
metoda dle Linsteda) se vyuziva iniciace za pomoci butanolatu lithného nebo
hofeCnatého. Nitrilova skupina prekurzoru je butanolatem atakovana za vytvoreni
aktivni molekuly, ktera samovolné reaguje s dalSimi molekulami prekurzoru. Pfi vyuziti
lithné soli dochazi ke vzniku cyklotetramerd bez centralniho kovu, ponévadz jsou lithné
kationty jen velmi slabé koordinovany a lze je vytésnit i velmi slabou kyselinou jako je
voda. Pokud bychom wvyuzili hofeCnaté soli tak vznika cyklotetramer s jiz

koordinovanym centralnim kationtem kovu.22

3.5.4. Cykloadic¢ni typ reakce alkynu s azidem, tzv. click-chemistry

Jedna se o reakci, odehravajici se mezi azidem a alkynem za vzniku
kovalentniho produktu a to 1,2,3-triazolu se dvéma substitucemi a to v poloze 1 a 4
(Obr. 22). Jedna se o velmi selektivni reakci, ktera je vyuzivana pro tvorbu rtiznych
biomolekulovych sond jako jsou dvakrat zna¢ené sondy pro rtPCR nebo napojeni
peptidd s azidovou skupinou k modifikované slozce oligonukleotidu alkynem. Diky své
selektivité mezi alkynem a azidem nejsou napadavany ostatni organické skupiny, které

se vyskytuji v DNA nebo v proteinech (napf. karboxy, amino skupiny). Reakce jako
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takova probiha pod katalyzou médnymi kationty Cu(l) a za wvyuziti polarnich
rozpoustédel, t¢émi mohou byt voda, DMSO, DMF nebo THF .26 27

/R2
P N
7 N
R1/ + Ry—Ng __Cu() E//N
N
R

Konjugovany triazol
Obr. 22 Reakcéni schéma cykloadiéni reakce
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4. Experimentalni ¢ast

Vychozi latky a rozpoustédla pro reakce byly zakoupeny od firem Lach-Ner, Penta
a Merck. Prubéh reakci a Cistota vyslednych produktd byly sledovany pomoci
tenkovrstvé chromatografie (thin layer chromatography, TLC) na deskach Merck
Kieselgel 60 F254, detekce UV lampou probihaly za vinové délky 254 nm nebo 366
nm. Cisténi produktd bylo realizovano pomoci sloupcové chromatografie na
stacionarni fazi Merck Kieselgel 60 (0,040 — 0,063 mm). Mobilni faze, které byly
pouzity, jsou popsany u jednotlivych reakci nize. '"H NMR a "*C NMR spektra byla
méfena na pfistroji Varian VNMR S500 na Katedfe organické a bioorganické
chemie. Hmotnostni spektra s vysokym rozliSenim (HRMS) byla méfena na
UHPLC systému Acquity UPLC I-class (Waters, Millford, USA) v zapojeni
s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim Synapt G2Si (Waters,
Manchester, UK) pracujicim na principu detektoru Q-TOF. Pfistroj byl kalibrovan
pomoci leucin-enkefalinového standardu s pouzitim mravenanu sodného (50-
1200 m/z) nebo jodidu sodného (50-5000 m/z) jako externi kalibrace. Spektra
UV/Vis byla méfena pomoci pfistroje Shimadzu UV-2600 spectrophotometer.

Teploty tani byly méfeny pomoci pfistroje Electrothermal I1A9200.
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4.1. Souhrnné schéma provedenych reakci
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4.2. Priprava N,N-bis(2-hydroxyethyl)-4-ethinylanilinu (1)

_Sl_

bbbt

Ho N0 Ho N0 o SN0
1

Pro pfipravu dané latky, jsme postupovali dle predepsaného postupu
v literatufe.?? Jedna se o trikrokovou syntézu za vyuziti vychozi latky 4-jodoanilinu.

NMR spektrum slou€eniny 1 odpovidalo datim v literatufe.
4.2.1. Priprava N,N-bis(2-hydroxyethyl)-4-jodanilinu
K,COg3, Argon

+ C|/\/OH ’ >
55 °C, 10h

NH N
2 HO/\/ \/\OH

Do 100 ml destila¢ni barky byl navazen 4-jodanilin (10 g, 45,66 mmol) a barika

byla napusténa inertni argonovou atmosférou. Pfes pryzové septum byl postupné
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pfikapavan 2-chlorethanol (30 ml), ktery v reakci zastupoval alkylacni Cinidlo i
rozpoustédlo. Po zahrati reakéni smési na 55°C jsme pfidali bezvody K2COs (31,5 g,
232,98 mmol). Reakce dale probihala v prostfedi argonu za teploty 55°C pod zpétnym
chladi¢em po dobu 10 hodin.

Po uplynuti 10 hodin byl zkontrolovan pribéh reakce pomoci

tenkovrstvé chromatografie (TLC) s mobilni fazi v poméru o ------ o
chloroform/methanol (MeOH) (10:0,25) proti molekule 4-jodanilinu o
(TLC 1). Reakéni smés byla poté pomoci vakuové odparky zbavena 3 i
zbytku 2-chlorethanolu a nasledné rozsuspendovana § §
v dichlormethanu (DCM) a tfikrat vytfepavana s vodou. K lepSimu 2
oddélovani fazi bylo vyuZito nasyceného roztoku NaCl (brine). [N~~~ £
Extrahovana organicka faze byla poté vysuSena od zbytkd vody TLC 1

pomoci Na2SO4 a dale byla organicka faze prefiltrovana. Smés g‘ E—rjgccljl::]tilin

s DCM jsme odpafili a nasledné rekrystalizovali z ethylacetatu
(EtAc).

Ziskali jsme bilé az nafialovélé krystalky. VytéZzek reakce byl 7,6 g (54 %),
R=0,15 (CHCI3:MeOH; 10:0,25).

"H NMR (500 MHz, CDCl3; 278 K): 8(ppm, J(Hz)): 7,45 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,46
(d, J = 8,9 Hz, 2H); 3,81 (t, J = 4,9 Hz, 4H); 3,53 (d, J = 5,1 Hz, 2H). '3C NMR (126
MHz, CDCls; 278 K): &(ppm): 147,4; 137,7; 114,8; 77,6; 64,5; 60,5; 55,1.

4.2.2. Priprava 2,2'-((4-((trimethylsilyl)ethynyl)fenyl)azandiyl)bis(ethan-1-ol)

H

N

(6]
Si \ g
. TEA PAClL(PPhg)p, Cul <:> \
‘ Dioxan, argon, 50-55°C, 14h / 2
(0]

Ho >SN0 ‘ ’

Do prostfedi bariky dle Schlenka pod argonem, jsme navazili ziskany produkt
z predeslé reakce (7,6 g, 24,82 mmol) s katalyzatory PdClz(PPhs)2 (0,292 g, 0,416
mmol) a Cul (90 mg, 0,474 mmol). Prachové &astice jsme rozpustili v bezvodém 1,4-

dioxanu (30 ml) a jako baze bylo vyuzito triethylaminu (TEA) (40 ml). Reakéni smés

byla znovu zajisténa argonem a zahfata na 50-55°C. Po dosaZeni potfebné teploty byl
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skrz pryzové septum pfidan (trimethylsilyl)acetylen (2,4 ml eq., 1,7 g, 17,31 mmol).
Reakce dale probihala pod zpétnym chladi¢em po dobu 14 hodin.

Vysledna smés byla poté zahusténa pomoci vakuové odparky, rozpusténa ve
smési MeOH/DCM (v poméru 1:9) a nasledné prefiltrovana pres Celite. Prefiltrovana
smés byla dvakrat délena pomoci sloupcové chromatografie, kdy byl sloupec ochranén
pfred svétlem pomoci alobalové folie. Pro prvni déleni bylo vyuZzZito mobilni faze
CHCIs/MeOH (15:1) a pro druhou fazi cisténi mobilni faze DCM/MeOH (15:1).
Vysledna smés poté byla odpafena pomoci vakuoveé odparky.

Vysledkem reakce byly Zlutavé krystalky s vytéZkem reakce 1,3 g (27 %).

"H NMR (500 MHz, CDCl3; 278 K): 8(ppm, J(Hz)): 7,32 (d, J = 9,1 Hz, 2H); 6,56
(d, J=9,1 Hz, 2H); 3,82 — 3,77 (m, 4H); 3,56 (d, J = 4,3 Hz, 4H); 0,24 (s, 9H).

4.2.3. Priprava 2,2'-((4-ethynylfenyl)azanediyl)bis(ethan-1-ol) (1)

OH H

\ g K,CO3, MeOH
—S§i—— N >
/ 2 rt, 1h
o)

Ziskana latka z reakce (4.2.2) (1,3 g, 4,69 mmol) podstoupila reakci s K2COs3

N
H HO/\/ \/\OH
1

(1,9 g, 13,75 mmol) v prostfedi MeOH (15 ml). Reak&ni smés se michala za pokojové

teploty jednu hodinu.

Po ukoncCeni reakce dosSlo k CasteCnému zahusténi smési. Zahusténa smés
byla nafedéna s DCM a nasledné prefiltrovana pres Celite. Filtrat byl poté pomoci
vakuové odparky zbaven zbytki DCM a precistén pomoci gradientové sloupcové
chromatografie. V prvni fazi gradientové eluce byla pouzita mobilni faze DCM a poté
doSlo k vyménéni mobilni faze za DCM/MeOH (19:1).

Vysledkem reakce byly Zlutavé krystalky, které po expozici svétlem zelenaly.
VytéZek vzniklého produktu 1 byl 0,549 g (57 %) s reten¢nim faktorem (Rf) zhruba 0,35
(DCM:MeOH; 19:1).

"H NMR (500 MHz, DMSO-de, 278 K): 8(ppm, J(Hz)): 7,23 (d, J = 7,4 Hz, 2H);
6,65 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 3,54 — 3,51 (m, 4H); 3,42 (t, J = 6,3 Hz, 4H); 2,50 (s, 1H). 13C
NMR (126 MHz, DMSO-de; 278 K): &(ppm): 148,4; 147,8; 137,3; 132,9; 114,3; 111,3;
107,4; 85,0; 77,9; 58,2; 58,1; 53,3; 53,2.
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4.3. Priprava 5-(4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl)-6-
(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (3)

Pro pfipravu byly vyzkouSeny dveé rlizné cesty syntézy a pro pfipravu ve vétSim

mnozstvi byla vybrana metoda s vySSim vytézkem.

4.3.1. Priprava 5-chloro-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (2)

0
NC._N__Cl ( 30 N
NCINIU <NH THFmIn2°C I I ~

Pro pfipravu dané latky jsme postupovali podle prfedepsaného postupu
v literature.??

5,6-dichloro-pyrazin-2,3-dikarbonitril (4,8 g, 24,12 mmol) jsme rozpustili v THF
(200 ml). Roztok jsme poté ochladili za pomoci lazné led/sll na teplotu -12°C a do
reakéni smési postupné prikapavali po kapkach smés diethylaminu (3,84 g, 52,50
mmol) rozpusténého v THF. Reakéni smés byla poté michana po dobu pUl hodiny, kdy
se postupem Casu ohrala na laboratorni teplotu.

Vznikla vysrazena sul hydrochloridu diethylaminu byla poté odfiltrovana a
promyta pomoci THF. MatecCni louh byl odpafen a nasledné precistén pomoci
sloupcové chromatografie. Pro pfecisténi byla vyuzita mobilni faze Hex/EtAc (4:1).

Vysledkem reakce byla Zlutava olejovita latka s vytéZkem reakce 4,6 g (74 %).

"H NMR (300 MHz, CDCls; 278 K): &(ppm, J(Hz)): 3,75 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 1,31
(t, J = 7,0 Hz, 6H). 3C NMR (75 MHz, CDCls; 278 K): d(ppm): 151,3; 135,0; 129,4;
117,3; 113,2; 113,0; 45,5; 13,0.
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4.3.2. Priprava 5-(4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl)-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu (3)

T WO
+
b
NC N/ Cl rt.,, 1,5h N
2

4-(2-azidoethyl)piperidin?® (0,848 g, 5,50 mmol) jsme rozpustili v THF (20 ml).
K prvni slozce jsme poté pfidali navazku monosubstituované molekuly dikarbonitrilu 2
(0,5636 g, 2,39 mmol) a reakéni smés jsme nechali michat. Po pulhodinovych
intervalech byly odebirany vzorky na kontrolu pfes TLC oproti standardu s mobilni fazi

hexan (Hex)/EtAc (2:1). Po hodiné a pul byla reakce ukoncena.

Reakéni smés byla posléze zahu$téna pomoci rotacni vakuové odparky.
Koncentrat byl poté tfikrat vytfepavan ve smési EtAc s vodou. Pro lepSi oddéleni fazi
bylo vyuZito 1% roztoku HCI. Vysledna organicka faze byla poté odebrana a odpafrena.
Nasledné byla smés precisténa pomoci sloupcové chromatografie za vyuziti mobilni
fazi Hex/EtAc v poméru (3:1)

Vysledkem reakce byla Zluta olejovita latka s R=0,32 (Hex:EtAc; 5:2). Vytézek
reakce byl 210 mg latky 3 (25 %). Z ddvodu Spatné délitelnosti latky pfi Cisténi molekuly

a nizké vytéznosti byl vyzkousSen i dalSi postup.
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4.3.3. Priprava 5-(diethylamino)-6-(4-(2-hydroxyethyl)piperidin-1-yl)pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu (4)

NCININV rt. . 1.5h - NCININV
P >
NC~ °N” cl THF , HN on NC NN
2 H 4
OH

Latku 2 (2,90 g, 11,28 mmol) jsme rozpustili v THF (100 ml) a
pridali 2-(piperidin-4yl)ethan-1-ol (4 g, 30,96 mmol). Vyslednou smés [-------""---

: . . ] , . o
jsme nechali za laboratorni teploty michat hodinu a pul.
I
Po ukonceni reakce byla smés zahusSténa pomoci vakuovée i
m
odparky a nasledné tfikrat vytfepavana s EtAc va&i vodé. Pfi ~Z

vytfepavani bylo pouZito 1% roztoku HCI klepSimu odstranéni

prebyte€ného 2-(piperidin-4-yl)ethan-1-olu. Po vytfepavani byla Aé

organicka faze zbavena zbytkl vody pomoci Na2SOs, ktery byl poté TLC 2

odfiltrovan. Organicka faze byla nasledné zahusténa a Cistota produktu A - Produkt
byla ovéfena pomoci TLC (TLC 2). Precisténi pomoci sloupcové ga?li/cyechozi
chromatografie nebylo potfeba. latka

Vysledkem reakce byla naZloutla olejovita latka s vytézkem 3,57 g (96 %),
Rf=0,3 (Hex:EtAc; 1:2).

"H NMR (500 MHz, CDCls; 278 K): d(ppm, J(Hz)): 4,04 (d, J = 13,3 Hz, 2H);
3,73 (d, J=6,1 Hz, 2H); 3,56 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 2,76 (dt, J = 12,9; 2,5 Hz, 2H); 1,84
(d, J=12,3 Hz, 2H); 1,78 — 1,68 (m, 1H); 1,55 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 1,33 — 1,20 (m, 3H);
1,11 (t, J = 7,1 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCIs; 278 K): &(ppm): 146,8; 146,0;
121,1;119,7; 115,0; 114,9; 60,1; 47,1;42,4; 38,9; 32,5; 31,8; 30,9. HR MS (ESI): (m/z):
329,2091 [M+H"].
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4.3.4. Alternativni priprava 5-(4-(2-azidoethyl)piperidin-1-yl)-6-
(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (3)

BHSE 11“/
N @\Js@ TEA, DCM Q\A o
OH -8y

\
O\O

Vychozi latku 4 o navazce (3,57 g, 10,87 mmol) jsme rozpustili v DCM (50 ml)
a pridali TEA (2,31 g, €q.3,18 ml, 22,83 mmol) a nasledné pfikapavali roztok MsClI
(chlorid methansulfonové kyseliny) (1,48 g, eq.1 ml, 12,92 mmol). Reak¢ni smés se
poté michala po dobu jedné hodiny za pokojové teploty. Vznikly meziprodukt byl poté

odpaien od zbytkd rozpoustédel a bez Cisténi pouzit do dalSiho kroku.

N N \N NC.__N._N
RSB B
60°C, 1-1,5h “
.87 3 N

O\\O 3

Meziprodukt jsme rozpustili v bezvodém N,N-dimethylformamidu (DMF).
Vyslednou smés jsme zahrali na 60°C a poté pfisypali NaNs (3,53 g, 54,23 mmol).
Reakce dale probihala pod zpétnym chladi€¢em po dobu hodiny a pul.

Reakéni smés jsme po uplynuti doby zahustili a nasledné ctyfikrat vytrepavali
v chloroformu vici vodé. Odpusténou organickou fazi jsme poté vysusili pomoci
Na2SOs4, prefiltrovali a odpafili. Odpafeny produkt jsme poté pfrecistili pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni fazi CHCIls/Hex v poméru (3:2).

Vysledkem reakce byla Zlutooranzova olejovita latka s vytézkem 3,32 g (87 %)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds; 278 K): d(ppm, J(Hz)): 8,32 (s, 1H); 7,58 (d, J =
8,9 Hz, 2H); 6,73 (d, J= 9,1 Hz, 2H); 4,75 (d, J = 4,9 Hz, 2H); 4,40 (t, J = 7,2 Hz, 2H);
3,94 (t, J = 13,0 Hz, 2H); 3,59 — 3,48 (m, 8H); 3,43 (t, J=6,4 Hz, 4H); 2,78 (t, J= 12,5
Hz, 2H); 1,86 — 1,77 (m, 4H); 1,54 — 1,43 (m, 1H); 1,25 (dq, J = 12,6; 3,8 Hz, 2H); 1,05
(t, J=7,0 Hz, 6H). '3C NMR (126 MHz, DMSO-ds; 278 K): d(ppm): 147,8; 147,1; 146,6;
145,8; 126,3; 120,0; 119,3; 118,7; 118,0; 115,6; 115,5; 111,5; 58,3; 53,4; 47,1; 46,6;
42,2; 36,0; 32,6; 30,8; 30,8; 12,7. HR MS (ESI): (m/z): 559,3247 [M+H"].
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4.4. Priprava AzaPc 6-Zn postupem A

Pfi tomto postupu jsme se snazili vprvnim kroku o nesymetrickou
cyklotetramerizaci prekurzorl v poméru 1:3 za vzniku vysledného cyklotetrameru,
ktery byl nasledné vyuzit do reakce pro pfipojeni ethinylového derivatu 1 jakoZzto

periferniho substituentu.

4.41. Priprava AzaPc 5-H2

) <

/N
NN
N\ /
N I "
NC N N H ( N= N =N O/\/
I I b NOr s L Buon " /Nb H ;):EN\ N
— + ‘ I ! I\ N N I
NCT N "O\/\ NCIN/ N 125°C, 3h NN Iil H K‘ NTONTS
3 Ng ) K W L
N N
L - _/

N N
e
Do destilacni banky jsme navaZzili oba prekurzory v poméru 1:3. Navazka
prekurzoru 3 byla 370 mg, 0,96 mmol a 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu
24785 mg, 2,88 mmol. Navazené prekurzory jsme rozpustili v ¢erstvé predestilovaném
butanolu (BuOH) a reak&ni smés jsme zahfali na 125°C. Po dosazeni pozadované
teploty jsme pfidali skrz chladi¢ navazené lithium (201 mg, 28,7 mmol). Reakce
probihala po dobu tfi hodin a po uplynuti doby byla reakce ukon&ena a zbavena zbytku
rozpoustédla. Pevny zbytek po odpareni byl suspenzovan ve vodé a postupné byla
pfikapavana 50% kyselina octova do zmény zbarveni suspenze a slabé kyselé reakce
reakéni smési, ktera byla nasledné michana 10 minut pfi laboratorni teploté pro
odstranéni centralné koordinovanych lithnych kationtl. Reakéni smés byla poté
prefiltrovana, vysusena. Produkt na filtru byl poté rozpustén ve smési DCM/MeOH a
preveden do bariky, rozpoustédla byla poté odparena.
K precisténi jsme vyuzili sloupcové chromatografie. Spravny pomér mobilni

faze bylo potfeba vyzkouset pomoci TLC (Tab. 1).
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Tab. 1 Poméry mobilnich fazi pro separaci kongenert

DCM MeOH Aceton Vyvoj déleni
40 1 1 Rychlé
40 0,5 0,5 PomalejSi, neoddélené
40 0,5 0 Stale rychlé
40 0 0,5 Pomalejsi, neoddélené
40 0 1 Pomale
30 1 1 Moc rychlé
30 0 1 Caste¢né oddéleni, pouzito

Vysledkem reakce byly nafialovélé krystalky latky 5-H2 a vytéZek Castecné
precCisténé slozky bylo 161 mg. Z dadvodu Spatné délitelnosti jsme se pokusili o
pripojeni ethinylové molekuly 1 na periferii ke zlepSeni délicich vlastnosti. Postup pfi

déleni je popsan detailnéji v sekci Diskuze.

4.4.2. Prevedeni na zine€naty AzaPc 5-Zn

) < > <

N N N N
/- Y—( A\ /- Y A\
g g
N N
( NE N <N O/\/ 3 ( NZ N <N O/\/ 3
~ NN b NN o S NN NN
I\ R Nam| /I Zn(CH3COO0),, Pyridin :[\ BT _Z\an/ | ;[
SONTSNTT) H T ONTONTS 120°C, 3h 0 e e U D Sa i NEa N
L N NS N L NPL N L
i T
N;\ /iN NG N
N v \>N: :NJ
5-H; 5-Zn

Slou€eninu 5-H2 (53 mg, 0,045 mmol) z pfedchozi reakce jsme rozpustili
v pyridinu (20 ml). Po zahfati smési na 120°C jsme pfidali bezvody Zn(CH3COO)2 (83
mg, 0,45 mmol) a reakéni smés jsme nechali pod zpétnym chladi€em zahfivat pfi

stejné teploté po dobu tfi hodin.

Po ukonceni reakce jsme smés zbavili pyridinu odpafenim do sucha, poté jsme
prilili destilovanou vodu pro rozpusténi nezreagovaného Zn(CHsCOO)2. Produkt 5-Zn

jsme posbirali filtraci pfes filtraéni papir a nechaly vysusit.
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Vysledkem reakce byly namodralé krystalky 5-Zn ve formé nepfecisténé smési

o hmotnosti 44 mg. Produkt byl v této podobé pouzit do nasledujici reakce.

4.4.3. Priprava AzaPc 6-Zn

N N N N
/- \ 20 SV OH
N N/ N
( NS QN 3 ( NZN SN QN
SN A RN Nop N Cul, THF, DIPEA SN /N‘ N \MN/ ‘N\ N
PSS [ N ‘n N S PPN ZT A~ OH
NTONTTY J~ ONTON Argon, 75°C ,15h \ I
C N\Q/N " rgon, 75°C ,15 L N\Q/N §
N, N NN
Y/ N\ 7/
W, ' LN)HCJ
5-Zn 6-Zn
HO/\/:‘\/\OH

Do bariky dle Schlenka jsme navazili neprecistény produkt pfedchozi reakce
obsahujici AzaPc 5-Zn (44 mg, 0,036 mmol), Cul (27 mg, 0,142 mmol) a N,N-bis(2-
hydroxyethyl)-4-ethinylanilin 1 (50 mg, 0,242 mmol). Nasledné jsme naplnili banku
argonem a pridali THF (15 ml) skrz septum. Reakcéni smés byla zahfata na 75 °C. Do
reakéni smési jsme poté po kapkach pfidavali roztok diisopropylethylaminu (DIPEA)
(552 mq, 4,27 mmol). Reakci jsme poté zahfivali pod zpétnym chladi¢em po dobu 15
hodin.

Po 15 hodinach byl odebran vzorek a porovnan pomoci TLC proti vychozi latce
5-Zn a bylo zjiSténo, Ze reakce neprobéhla. Proto jsme se rozhodli o druhou moznou

cestu syntézy popsanou dale.
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4.5. Priprava AzaPc 6-Zn postupem B

4.5.1. Priprava 5-(4-(2-(4-(4-(bis(2-hydroxyethyl)amino)fenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)ethyl)piperidin-1-yl)-6-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (7)
OH

5

N
NC. _N_ _N 2
| ~ + Cul, DIPEA, THF
— A~ OH
NCT N O\/\ Argon, 15h, 80°C  NC
N
3 N HO™ > "on 7 K

Do varné bariky jsme navazili slou¢eninu 3 (174 mg,
0,493 mmol), slou€eninu 1 (250 mg, 1,218 mmol) a Cul (9 [~ o T
mg, 0,045 mmol), rozpustili v bezvodém THF (50 ml) a ’

Z

atmosféra byla nahrazena atmosférou argonu. Reakéni

- 6l

HO®W dvid

smés byla zahfata na 80°C a nasledné byla do smési
pfikapavana baze DIPEA (1,7 g, 13,16 mmol). Pribéh
reakce byl kontrolovan pomoci TLC oproti vzorku azidového

prekurzoru 3 (TL.C3. |l bemmmmeame mmemmm
X Y

TLC 3

byla prefiltrovana a filtracni kola¢ promyt THF. Mate¢ni louh X - standard latky 3
. . ] ) Y - a. produkt (7)

byl zbaven zbytkd rozpoustédel pomoci vakuové odparky. b. latka 1

c. latka 3

l

Po 15 hodinach byla reakce ukon¢ena, reakéni smés

Ziskany koncentrat byl poté pfecistén pomoci sloupcové
chromatografie s mobilni fazi EtAc/MeOH (19:1). Sesbirané frakce byly odpafeny na
vakuové odparce. Vysledny produkt byl poté rekrystalizovan z DMSO.

Vysledkem reakce byly zZluté jemné krystalky s bodem tani (180.0-181,9°C) o
vytézku 225 mg (82 %).

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds; 278 K): d(ppm, J(Hz)): 8,32 (s, 1H); 7,58 (d, J =
8,9 Hz, 2H); 6,73 (d, J=9,1 Hz, 2H); 4,75 (d, J = 4,9 Hz, 2H); 4,40 (t, J = 7,2 Hz, 2H);
3,94 (t, J = 13,0 Hz, 2H); 3,59 — 3,48 (m, 8H); 3,43 (t, J=6,4 Hz, 4H); 2,78 (t, J= 12,5
Hz, 2H); 1,86 — 1,77 (m, 4H); 1,54 — 1,43 (m, 1H); 1,25 (dq, J = 12,6; 3,8 Hz, 2H); 1,05
(t, J=7,0 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds; 278 K): 8(ppm): 147,8; 147,1; 146,6;
145,8; 126,3; 120,0; 119,3; 118,7; 118,0; 115,6; 115,5; 111,5; 58,3; 53,4; 47,1; 46,6;
42,2; 36,0; 32,6; 30,8; 30,8; 12,7. HR MS (ESI): (m/z): 559,3247 [M+H*]. Tm = 180,0-
181,9°C
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4.5.2. Priprava AzaPc 6-H2

g
FNHNT OH
N ( l;ﬁ\ O/\/ﬁj\@ru
NJ\Q + NC NN~ Li, BUOH ~UNN N NN 2
NCINIO/V 8 NCININ/\ 125°C , 30min Ij:? H gN/IN/\ OH
NCTONTONTS OH L \N/ N §
e Pe!
N
)
Latku 7 (73 mg, 0,13 mmol) a 5,6-bis(diethyalmino)pyrazin-
2,3-dikarbonitril (111 mg, 0,41 mmol) jsme rozpustili v Cerstvé e

6

U010V HORIW NDA

predestilovaném BuOH (20 ml) a zahfali na 125°C. Po dosazeni

1 =

pozadované teploty bylo do reakéni smési pfidano kovoveé Li (28 mg, L

4 mmol). Reakce probihala po dobu 30 minut. Reakce monitorovana

T

vlci symetrické molekule viz TLC 4. 0>

Vysledna smés poté byla zbavena zbytki BuOH odpafenim A X

za snizeného tlaku a po zahusténi byla smés rozpusténa v DCM. TLC 4

Poté jsme danou smés ftfikrat vytiepavali s vodou, do které jsme A - Symetricka
molekula

X - Reakce
navazanych lithnych kationtt v centru makrocyklu. Demetalace byla (produkt)

pridali 1% roztok HCI k okyseleni smési, aby doslo k odstranéni

indikovana zménou barvy az na fialovou. Organickou faze jsme nasledné sebrali a
vysuSili bezvodym Na2SO4. V dalSi fazi jsme smés piedistili pomoci sloupcové
chromatografie s mobilni fazi DCM/MeOH/Aceton 15:1:1. V druhé fazi Cisténi produktu
bylo znovu vyuzito sloupcové chromatografie, tentokrat s mobilni fazi v poméru
DCM/MeOH 20:1.

Po druhém precisténi byla vysledna latka rozpusténa v minimalnim mnozstvi
DCM a pfesrazena do hexanu pfi -20°C. Po rekrystalizaci byla smés centrifugovana
(7000 ot. po dobu 4 minut) a dekantovana od hexanu. Krystalky produktu byly
ponechany v centrifugacni zkumavce v digestofi pro odpareni zbytkl hexanu.

Celkovy zisk produktu byl 36 mg (20 %) fialovych krystalka latky 6-H2.

"H NMR (500 MHz, Pyridin-ds; 278 K): 3(ppm, J(Hz)): 8,39 (s, 1H); 8,14 (d, J =
8,4 Hz, 2H); 7,03 (d, J = 9,3 Hz, 2H); 4,57 — 4,46 (m, 4H); 4,07 (t, J = 5,8 Hz, 4H); 4,01
(9, J=17,1Hz, 4H); 3,90 (p; J = 6,6 Hz, 24H); 3,81 (t, J = 5,9 Hz, 4H); 2,94 (t, J = 11,8
Hz, 2H); 1,87 (d, J = 12,9 Hz, 4H); 1,61 — 1,41 (m, 4H); 1,27 (t, J=7,0 Hz, 9H); 1,24 —
1,18 (m, 28H); 1,18 — 1,14 (m, 6H); -1,22 (s, 2H). *C NMR (126 MHz, Pyridin-ds; 278
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K): d(ppm, J(Hz)): 162,4; 151,5; 150,8; 150,8; 150,7; 150,7; 150,5; 149,7; 148,8; 148,7;
135,5; 135,3; 127,3; 123,8; 123,5; 123,3; 119,5; 119,2; 112,6; 59,8; 55,0; 48,0; 47,9;
43,0; 42,9; 42,6; 37,1; 35,7; 33,6; 32,0; 30,8; 13,1; 13,1. HR MS (ESI): (m/2):
1377,8630 [M+H*]. UV/Vis (THF): Amax (€) = 679 (91 040), 648 (68 230), 516 (59 350),
367 nm (106 350 mol-'dm3cm™).

4.5.3. Priprava zine€natého AzaPc 6-Zn

/N M oH F'“?_f'“T OoH
NG N N g N N 3
( meN OMNJ\Q\N } ( meN O/VN\/)\QN
e e GTHE S NSNS ' AONTINTTY ,L IONTONTS
g N\Q/N L L N W N N
N N N\ /N
W NN
{ ﬁ.zf

Slouéeninu 6-H2 (25 mg, 0,018 mmol) a Zn(CH3COO)2 (20 mg, 0,109 mmol)

jsme rozpustili v pyridinu a zahfivali pfi 120°C po dobu 3 hodin.

Po zastaveni reakce jsme odpafili zbytek pyridinu a zahusténou smés jsme
Ctyrikrat vytfepavali DCM proti vodé a nasledné jsme odebrali organickou fazi. Pred

odparenim zbytki DCM byl do smési pfidan toluen k lepSimu odstranéni zbytk( vody.

Nasledné byla latka dvakrat precisténa sloupcovou chromatografii s mobilni fazi
DCM/MeOH 13:1 a ziskany produkt byl rozpustén v minimalnim mnozstvi DCM a
presrazen pomoci hexanu. Po vyndani smési z mrazaku byl produkt centrifugovan a
vysusen.

Vysledkem reakce bylo 18 mg (69 %) namodralych krystal( 6-Zn.

"H NMR (500 MHz, Pyridine-ds; 278 K): &(ppm, J(Hz)): 8,40 (s, 1H); 8,16 (d, J
= 9,2 Hz, 2H); 7,04 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 4,56 — 4,47 (m, 4H); 4,12 — 4,06 (m, 4H); 4,01
(g, J=7,0 Hz, 4H); 3,90 (p; J = 6,9 Hz, 24H); 3,82 (t, J= 5,9 Hz, 4H); 2,95 (d, J= 11,3
Hz, 2H); 1,91 - 1,82 (m, 4H); 1,53 — 1,43 (m, 4H); 1,25 (t, J=7,1 Hz, 9H); 1,23 — 1,17
(m, 28H); 1,15 (t, J = 7,1 Hz, 6H). '3C NMR (126 MHz, Pyridin-ds) & 150,9; 149,0;
143,0; 142,3; 141,8; 134,8; 134,6; 126,6; 122,8; 122,6; 118,9; 118,5; 111,9; 59,1; 54,3;
47,2; 42,3; 42,1; 41,9; 36,4; 33,0; 31,3; 12,5. HR MS (ESI): (m/z): 1439,7747 [M+H"*].
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UV/Vis (THF): Amax (€) = 705 (67 333), 653,5 (84 710), 382 (103 160), 367 nm (106 350
mol-'dm3cm-’).
4.6. Spektralni analyza

Spektralni analyza byla zaméfena na méfeni absorpCnich spekter molekul

podle tabulky (Tab. 2), které byly dale titrovany pfidavky pyridinu.

4.6.1. Studium agregacnich vlastnosti AzaPc

Pro vlastni méfeni asymetrickych zineCnatych latek z tabulky (Tab. 2) jsme si
pripravili 100 uM zasobni roztoky v toluenu podle nasledujiciho postupu (latky 6-Zn az
15-Zn byly pfipraveny kolegy v laboratofi): k navazenym vzorkim AzaPc ve
zkumavkach jsme pfidali takové mnozstvi toluenu, aby vysledny roztok byl 100 uM, a
na 5 minut byly dany zkumavky do ultrazvukové lazné. Nakonec byly prefiltrovany, aby
byly zbaveny prachovych ¢astic.

Do kyvety bylo napipetovano 2,5 ml toluenu a zméfena baseline absorpcniho
spektra. Nasledné bylo pfidano 25 ul zasobniho roztoku daného AzaPc a zméfeno
opét absorpéni spektrum. DalSim krokem byl pfidavek pyridinu dle tabulky €. 3 nebo 4
a zmérfeni absorpCniho spektra. Pyridin byl pfidavan tak dlouho, dokud nebylo
dosazeno faze plateau pro dany AzaPc. Bylo pouzito pfiblizné 20 pfidavkd pyridinu
pro dosazeni maximalni koncentrace pyridinu 2%. Pro nizSi pfidavky pyridinu byla

vyuzita triturace v toluenu 10% a 1%.

Tab. 2 Struktury AzaPc pro méreni absorpcénich spekter a naslednou titraci pyridinem
- 8
1 :3 — NCI N\ Nv
Pl eee
l NG~ ONT N N/\/O
K K/O\

6-Zn X

N=N
O/\/

N7

\

o/\/z\/\
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8-Zn 9-Zn
X 10-Zn
11-Zn X
X 12-Zn
13-Zn 14-Zn
15-Zn X




16-Zn
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5. Diskuze a vysledky

NH,
Cilem mé prace bylo /N N
nasyntetizovat asymetrickou molekulu o <N |N/)
AzaPc 6-Zn, kterou je mozné pfimo -O_B_o o @
|
vmezefit do oligonukleotidového fetézce o H ¢
. . . - O H Q @)
a zaroven aby byly zachovany jeji 5 IID O/I/
vlastnosti zhaseni fluorescence (Obr. ('5 I\Llj \fj\/'t
23). Této metody by bylo mozné vyuzit o N~ ~O
|
pfi tPCR, kdy by byla vysledna molekula 0-P-0 0
w o s . . @)
soucasti dvojité znaCenych sond, pro HO HH
lepSi identifikaci v pribéhu PCR. 'O—Ié’—O'
I}
Prvnim krokem byla pfiprava o

Obr. 23 Teoretické schéma vmezerfeni molekuly
ethinylové latky 1. Jednalo se o syntézu AzaPc

za vyuziti nukleofilni substituce a Sonogashirova couplingu. Reakce byla zkouSena
vicekrat a to z nékolika divodu. Jako prvni divod se da popsat reaktivita PdCl2(PPhs)z,
tento katalyzator je velmi citlivy na reak&ni prostiedi a pfi nedodrzeni inertni atmosféry
argonu reakce neprobihala a dochazelo k zCernani reakéni smési. DalSi problém, ktery
se vyskytl, byl pfi CiSténi smési s vyslednym produktem. Pro Cisténi smési bylo nejprve
vyuzito vytfepavani s EtAc. Pfi vytfepavani pravdépodobné vznikal ethylester latky 1,
ktery nebylo mozné navratit do puvodniho stavu. Pfi Cisténi pfes sloupec se
silikagelem dochazelo k velmi pomalé eluci, pravdépodobné z divodu vzniku slabych
vodikovych interakci mezi molekulami hydroxylu s molekulou silanolu obsazeného
v silikagelu. V prabéhu sloupcové chromatografie dochazelo také ke zméné zabarveni
cisténé latky ze zluté na zelenou vlivem UV zafeni. K stejnému fenoménu dochazelo i
pfi kontrole TLC pod UV lampou. K zabranéni rozkladu jsme ziskanou latku uchovavali
pod atmosférou argonu v mrazaku. Zaroveni se nam také nepodafilo dosahnout
vytéZnosti couplingu popsaného v literatufe,? ktera se pohybovala kolem 91%, nase
vytéznost byla 27 %.

Pro pfipravu latky 3 bylo nejprve vyuZito pfimé nukleofilni aromatické substituce
6-diethylamino-5-chloropyrazin-2,3-dikarbonitrilu 4-(2-azidoethyl)piperidinem.2°
Z duavodu blizkych retenénich faktor( pfi €isténi bylo nutno vyslednou smés precistit
nékolikrat. Z tohoto ddvodu dochazelo k vy§Sim ztratam. Proto jsme se rozhodli pro

zavedeni azidu az v poslednim kroku syntézy prekurzoru. 6-diethylamino-5-
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chloropyrazin-2,3-dikarbonitril byl substituovan 2-(piperidin-4-yl)ethan-1-olem a
naslednou substituci hydroxylové skupiny pomoci MsClI, ktery vytvofil lepSi odstupujici
skupinu pro nasledné zavedeni azidu pomoci reakce s NaNs. | kdyz se jednalo o

vicekrokovou syntézu, tak se nam podafilo dosahnout vytézka kolem 90 %.

Pro pfipravu finalni latky 6-Zn bylo vyuzito dvou cest syntézy (metoda A a B).
Metoda A sméfovala k cyklotetramerizaci latky 3 s 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-
dikarbonitrilem. Po cyklotetramerizaci vznikal produkt 5-H2. Pfi okyseleni reakcni
smési dochazi k odstranéni lithiovych kationtd z centra cyklu. BohuzZel jsme pfi prvnim
pokusu pfidali do vysledné smési velké mnozstvi 50% roztoku CHsCOOH a doslo
k rozlozeni cyklu. Syntéza proto musela byt zopakovana a pfi demetalizaéni fazi
zpracovani musela byt 50% kyselina octova pouze pfikapavana do suspenze. Pfed
precisténim jsme zkouseli kombinovat mobilni faze v riznych pomérech pro spravnou
separaci vzniklych kongenert (Tab. 1). NejvhodnéjSi kombinace mobilni faze

k separaci se nam zdal pomér DCM/Aceton 30:1 (TLC 5). Bohuzel se

nepodafilo uplné odseparovat vSechny kongenery, které mély podobné - --- 1
retencni faktory. Bylo udélano dvoudimenzionalni TLC za vyuZiti w8
DCM/aceton 30:1 a DCM/THF 30:1, ale to nam ukazalo, Zze smés oi
kongenerl nepujde dale rozdélit. Z tohoto duvodu jsme se rozhodli na A%
alespon castecné precisténou latku 5-H2 napoijit latku 1 pro zlepSeni S

délitelnosti z ddvodu zmény polarity vysledného AzaPc. Pred | _leIC_s_ i

samotnym pfipojenim latky 1 k AzaPc 5-H2 bylo nutné koordinovat

zineCnaté kationty do centra makrocyklu, nebot' latka 1 méla byt pfipojena pomoci
,click“ reakce, pfi které dochazi ke katalyze pomoci médnych iontd, které by se jinak
mohly chlelatovat bezkovovym AzaPc.

Latku 1 jsme se tedy pokusili napojit na azidovy konec makrocyklu za pomoci
médného katalyzatoru a baze DIPEA. Reakce nevysla z nékolika divodu. Jako prvni
divod se da uvazovat sterické branéni objemné molekuly cyklotetrameru. Druhym
dlvodem muze byt nizka reaktivita ethinylového produktu 1 s azidem vazanym na
komplexu s hydroxylovymi skupinami na periferii latky 1. Po nelspéchu syntézy a po
nabyti novych znalosti z pohledu reaktivity jsme se rozhodli o druhou cestu syntézy.

Metoda B se skladala z prvotniho napojeni alkynu latky 1 na azidovou skupinu

latky 3 pomoci tzv. click — chemie. Pfi syntéze latky 7 jsme narazili na par uskali.
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Jelikoz se jednalo o prvotni syntézu, tak bylo potfeba reakci provadét v nizkych
navazkach, aby doslo k optimalizaci reakCniho prostfedi. Pfi prvni pfipravé jsme do
reakéni smési pFidavali pfidavky latky 1 az do ustaleni 2,7 nasobku ekvivalentu vidi
azidovému prekurzoru 3. Pfi kontrole pomoci TLC byla i dale optimalizovana mobilni
faze pro precisténi pfes sloupcovou chromatografii. Cisty EtAc pouZity pro prvni
vyvinuti chromatogramu ukazal, Zze se jednalo o velmi pomalou mobilni fazi, proto byl
pridan pfridavek MeOH v poméru 19:1, ktery dostateCné separoval necistoty od
vysledného produktu (TLC 3). Po uspésné separaci produktu jsme pokrocili na reakci
ve vétSim méfitku, ktera z neznamych didvodl nevysla. Po prvotnim neuspéchu jsme
se ovSem nevzdavali a reakci jsme za stejnych podminek zkusili znovu s malou
zménou reakcnich podminek. Reakce byla provedena jako bezvoda, tudiz bylo pouzito
bezvodého THF a reakce probihala pod argonovou atmosférou. Reakce v tomto
pfipadé probihala bez problémU a smés byla podrobena precisténi za stejnych
podminek jako pfi pilotni reakci. Po precisténi pfes sloupcovou chromatografii jsme se
pokousSeli danou latku jesté zbavit zbytki necistot pomoci rekrystalizace. Problém
ovSem nastal pfi vybirani spravného rozpoustédla. Vysledna latka se nechtéla
rozpoustét v zadnych rozpoustédlech, a to jak slabé polarnich, tak i nepolarnich
(MeOH, THF, CHCIs, EtAc...). Rozpousténi jsme zkouseli jak za pokojové teploty, tak
i za zvySené teploty, v obou pfipadech jsme se nedockali pozadovaného efektu.
Domnivame se, Ze pfi této reakci doSlo k tvorbé jiné krystalické struktury, ktera
zabranovala v rozpustnosti. Jediné rozpoustédlo, kterému se povedlo produkt rozpustit
byl DMSO. Vyuziti DMSO je ovSem problematické, ponévadz pfi odpafovani se velmi
obtizné da reakéni smés zbavit zbytkl rozpoustédla. | pfes tuto nevyhodu jsme se
rozhodli pro rekrystalizaci v DMSO. Smés jsme po dni v mrazu zkontrolovali. V bance
se objevily Zlutavé krystaly s jemnym praskem na dné. Vysledné velké krystaly byly
ovSsem tvofeny pevnym DMSO (Tm =16-19 °C) a ne nasi latkou. Jemné krystaly

produktu byly odfiltrovany za snizeného tlaku.
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Po Uuspésné provedeném piecisténi jsme ziskany produkt podrobili
cyklotetramerizaci za stejnych podminek jako pfi prvnim postupu. S jiz napojenou
latkou 1 jsme predpokladali lepSi podminky pro nasledné déleni smési. Po provedeni
cyklizace jsme se ovSem znovu dopustili chyby pfi odstranovani lithia z centra cyklu.
DoSlo k nadmérnému okyseleni smési a vlivem velmi nizkého pH doslo k rozkladu
cyklotetrameru. Za vétSi opatrnosti jsme proto reakci provedli znovu za postupného

okyseleni smési, kdy jsme smeés pii vytfepavani postupné

okyselovali 1% roztokem HCI az do stalého fialového zabarveni. Po [ """ 5
vytfepani jsme provedli TLC pro zjisténi délitelnosti jednotlivych a%
kongeneru za vyuzit mobilni faze DCM/MeOH/Aceton 15:1:1, kde se o - %
ukazalo, Ze smés bude délitelna viz TLC 6 (sbirané frakce 1 az 5 o0 c—c;:t
ze sloupcové chromatografie). Pfi cyklotetramerizaCnich reakcich, —\og
kde vznika nesymetricky AzaPc, jsou z divodu vzniku kongenert [“{"3 1 %@

bézné nizsi vytéZky reakci. Z tohoto duvodu jsme po rekrystalizacia TLC 6

centrifugaci postupovali velmi opatrné, aby nedochazelo ;;Ood,ggt S

k zbyteCnym ztratam pfi zpracovani. Jelikoz jsme pracovali v fadech

miligramu, byla prace s témito navazkami velmi obtizZna na zpracovani.
Azaftalocyaniny jako takové jsou velmi citlivé na svétlo. Proto bylo dllezité

zajistit co nejvhodnéjsi podminky pro reakce, zpracovavani a uchovavani. Toho mize

byt dosazeno napfiklad vyuzitim alobalové folie kolem banék a sloupcu.

Po ziskani finalniho produktu 6-Zn jsme danou latku podrobili spektralnim
méfenim, kdy jsme zkoumali spektralni vlastnosti cilového produktu a latek z tabulky
(Tab. 2). Pfi méfeni absorpcniho spektra latky 6-Zn v toluenu byl pozorovan velice
Siroky Q-pas s nizkymi extinkénimi koeficienty a pfitomnosti dalSich maxim
posunutych k Cervené Casti spektra (modré spektrum na Obr. 25a), coz je typické
absorpcni spektrum pfi vzniku J-dimert. U 6-Zn jsou J-dimery tvofené interakci

periferni dialkylamino skupiny s centralnim zineCnatym iontem (Obr. 24)
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Obr. 24 Schodovité uskupeni J-dimeru latky 6-Zn a monomerizace po pridavku pyridinu
Tyto J-dimery je mozné rozvolnit pfidavkem koordinacnich rozpoustédel napf.

pyridin, imidazol a dalSi. Vlivem volného elektronového paru na dusiku pyridinu
dochazi k interakci s centralnim kationtem kovu a nasledné k rozruSeni agregatu.
Postupnou titraci pyridinem jsme zaznamenali narist absorbance v Q-pasu

absorpéniho spektra. V oblasti B-pasu nedochazelo k razantnim zménam viz (Obr.

25).
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Obr. 25 a) zména absorpcéniho spektra latky 6-Zn béhem titrace pyridinem (dimer,
monomer); b) normalizovany narist Amax v Q-pasu latky 6-Zn

Stejnym zpUsobem byly provedeny titrace pro zbylé latky z 8-Zn az 16-Zn.
Béhem titraci jsem pfiSel na skuteCnost, Zze pfi pfidavcich pyridinu u
bis(methoxyethyl)amino substituovanych latek dochazelo k snadnéjSimu rozruseni
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dimerd. Z tohoto divodu jsme provadéli titraci nizSimi pfidavky pyridinu. Na grafu na
(Obr. 26) mlizeme porovnat absorpci Q-pasu jednotlivych latek béhem titrace
pyridinem. Narust absorpce je nepfimo umérny stabilité J-dimerd, coz znamena, ze
narast absorbance pfi niz8i koncentraci pyridinu indikuje mensi stabilitu J-dimera.
Ztéchto poznatki Ize usoudit, 2Z2e AzaPc s pfevazujici periferni
bis(methoxyethyl)amino substituci tvofi slabsi vazbu mezi dimery nez AzaPc
s diethylamino substituci. Tento fenomén je s nejvétsi pravdépodobnosti zplsoben
vétSi objemnosti bis(methoxyethyl)aminové skupiny, ktera ztéZuje pfiblizeni
periferniho dusiku k centralnimu zine€natému kationtu, oproti diethylaminové skupiné,

ktera je mensi.

e 6-Zn
1,00 e o o
YIS LI + 820
- » AA“ (]
£ 4o g* | _ s 9-7Zn
< 0,754 4 ..: — 1,00 awans e e Sy
" §o° E £ Lok 4 10-Zn
e - R : : e 11-Zn
£ ° R | s 12-Zn
i 0.25 N | e 13-Zn
S "o 5x109  1x102  15x102  2x102
0.00 pyridin ¢ [uM] A 14'Zn

0 5x102 1x10-1 1,5x10-' 2x10-" 2,5x101 ¢ 15-Zn
pyridin c [M] s+ 16-Zn

Obr. 26 Znormalizovana zavislost Amax pro Q-pds jednotlivych AzaPc. Oznaceni
prevazujici periférni substituce: bis(methoxyethyl)amin- A a diethylamin-e
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6. Zaver

Cilem mé diplomové prace bylo nasyntetizovat AzaPc s modifikovanym
perifernim substituentem bis(hydroxyethyl)anilinem s pfemosténim pres triazolovy
mustek. Latku jako takovou se nam podafilo ziskat pouze v omezenym mnozstvi
z davodu prvotnich neuspéchl a pfi Cisténi. Z tohoto divodu se nam nepodafilo
nasyntetizovat dostateCné mnozstvi pro dfive zamyslenou pripravu DNA sond. Latka
jako takova ukazovala zajimava spektra pfi spektralni analyze, kdy byla viditelna
vyrazna zména absorpce v oblasti Q-pasu absorpéniho spektra, ktera vznikala vlivem
agregace v prostfedi nekoordinacniho rozpoustédla. Latka byla titrovana postupnymi
pridavky pyridinu az do faze plateau, za vzniku ostrého vrcholu v oblasti Q-pasu
spektra. Pro porovnani byly pfipraveny roztoky latek s podobnou alkylamino periferni
substituci, které jsme nasledné titrovali podle stejného schématu. Vysledky byly
nasledné zaznamenany do grafu a porovnany. Z analyzy ziskanych dat muzeme
usoudit, Zze AzaPc s periferni substituci dialkylamino skupinou se v prostfedi
nekoordinacnich rozpoustédel budou chovat podobné za vzniku J-dimeru, pfi ¢emz
objemna periferni substituce snizuje stabilitu dimert a pfispiva k jejich snadné&jSimu
rozvolnéni.

Tvorbu J-dimer( Ize vyuzit pro stabilngjsi tvorbu heterodimert mezi fluoroforem
a zhasecem pfi pfipravé DNA-sond. Vysledky mé diplomové prace budou pfinosné pro

navazujici projekt zamérfujici se na vyuziti tohoto fenoménu.
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