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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Michal Kantor

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Ziméik, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Jifi Demuth

Nézov prace: Syntéza a hodnotenie zhdsacov fluorescencie zo skupiny azaftalocyaninov

Nesymetrické dialkylamino substituované azaftalocyaniny (AzaPcs) maju
unikatne fotofyzikéalne vlastnosti — absorpciu svetla medzi 300 a 700nm, skoro nulova
vlastni fluorescenciu a schopnost’ zhdsat' fluorescenciu dalSich zlicenin. Tieto
vlastnosti robia z AzaPcs vhodnych kandidatov na univerzalne ,,dark quenchers®, ktoré
moézu byt vyuzité vreal time PCR. V tejto praci som sa zameral na hodnotenie
rozdielov v zh&sani sond znacenych v rozdielnych poziciach oligodeoxynukleotidového
(ODN) retazca. Boli pripravené dva zhéasade zroéznymi substituentmi vhodnymi
k vizbe na rozdielne miesta ODN (vid Obr.). Nasledujuc syntézu zhasacov, boli
pripravené tri rozne sondy— jedna so zhaSacom v strede ODN (Obr. A), druhd so
zhaSa¢om na konci ODN (Obr. B), tretia so zhaSaCom v strede ana konci ODN
(Obr. C). Vsetky pripravené sondy boli Cistené na systtme HPLC a nésledne bola

zmerand a porovnana efektivita zhaSania tychto sond.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Michal Kantor

Supervisor: prof. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Consultant: Mgr. Jifi Demuth

Title of thesis: Synthesis and study of azaphthalocyanine quenchers of fluorescence

Unsymmetrical dialkylamino substituted azaphthalocyanines (AzaPcs) have
unique photophysical properties — light absorption between 300 and 700 nm, almost no
self-fluorescence and ability to quench fluorescence of other compounds. This makes
AzaPcs suitable candidates for universal dark quenchers which can be used in real time
PCR. In this work, we tried to evaluate differences in quenching between probes labeled
in different positions of oligodeoxynucleotide (ODN) chain. Two quenchers bearing
different functional groups suitable for different connection to ODN were synthetized
(see Fig.). Following the synthesis of the quencher, three different probes were
prepared— the first with the quencher in the middle of ODN chain (Fig. A), the second
with the quencher attached at the end of ODN chain (Fig. B), and the third with the
quencher in the middle and at the end of ODN chain (Fig. C). All prepared ODN probes
were purified on HPLC system. Subsequently, the quenching efficiency of these ODN

probes was compared.
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1. Zoznam skratiek

AcCl............... Acetylchlorid

AzaPc............. Azaftalocyanin (z angl. Azaphthalocyanine)

BBQ............... Black Berry® Quencher 650

BHQ............... Black Hole Quencher® 650

BuOH............. Butanol

CPG.......ccuu... Pevné faza (z angl. Controlled pore glass)

DBCO............. Dibenzoazacyklooktin

DCM............... Dichlérmetan

DMF.............. Dimetylformamid

DMT(Cl.......... 4,4'-Dimetoxytrityl chlorid

FAM............... 6-Karboxyfluorescein

FRET............. Forsterov rezonan¢ny prenos energie (z angl. Forster resonance energy
transfer)

IBFQ............... Iowa Black FQ quencher

ICT..cooii. Intramolekularny prenos naboja (z angl. Intramolecular charge transfer)
MeOH............. Metanol

NaAcO............ Octan sodny

ODN............... Oligodeoxynukleotid

Peoiiii Ftalocyanin (z angl. Phthalocyanine)

PCR.......c....... Polymerazova ret'azova reakcia (z angl. Polymerase chain reaction...)
qPCR.............. Kvantitativna polymerdzova retazova reakcia (z angl. Quantitative

ROS.............. Reaktivne formy kysliku (z angl. Reactive oxygen species)
TEA.....cccoe... Trietylamin

THF................ Tetrahydrofuran

TLC....ooeee Tenkovrstva chromatografia (z angl. Thin layer chromatography)

Zn(AcO),....... Octan zinoc¢naty
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2. Ciel prace

Ciel'om mojej prace bolo pripravit’ dialkylamino substituovany azaftalocyanin

(AzaPc) s hydroxylovou skupinou uréenou pre syntézu oligodeoxynukleotidového

(ODN) retazca a s azidovou skupinou urenou pre véizbu na pevnu fazu (CPG) (vid

Obr.1). S pouzitim tohto AzaPc boli pripravené trojito a dvojito znacené sondy (Obr. 2).

Nasledne u takto pripravenych sond bola zmerana efektivita zhaSania a porovnana

s ostatnymi sondami za ucelom zistenia ¢i sonda znaena trojito je vyhodnejSia.

Rovnaké merania boli prevedené aj so sondami znacenymi s Black Berry® Quencher

650 (BBQ), pre porovnanie rozdielov s komer¢nymi zhasacmi.

Obr. 1 Schéma syntézy dialkylamino substituovaného AzaPc s hydroxylovou skupinou.
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Obr. 2 Pripravené AzaPc sondy, FAM — fluorescein, DBCO — dibenzoazacyklooktin.
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3.Teoreticka Cast’

3.1. Vlastnosti AzaPcs

AzaPcs je suhrnné oznacenie pre dusikaté analogy syntetickych farbiv

ftalocyaninov (Pcs) (Obr. 3).

Pc

Obr. 3 Schéma obecnej Struktury Pc a AzaPc.

AzaPcs su latky odvodené od Pcs izosternou zadmenou methinovych skupin
benzénovych jadier Pcs za atomy dusiku. AzaPcs st podobne ako Pcs planarne
makrocyklické molekuly s rozsiahlym syst¢émom konjugovanych vézieb, ktory im
dodava modré, zelené ¢i fialové zafarbenie zavislé na ich absorpénom spektre.
Absorpéné spektrum ma dva charakteristické absorpéné pasy — vysokoenergeticky B-

pas v oblasti 350-370 nm a nizkoenergeticky Q-pés v oblasti 620-680 nm (Obr. 4).
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Obr. 4 Znazornenie AzaPc spektra s vyznacenymi charakteristickymi absorpcnymi pasmi.
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Z hlavného absorpéného pasu (Q-pas) sada vycitat rada vlastnosti, stavov
a supramolekuldrnych interakcii ako acidobazické vlastnosti, informacie o vzniku
tzv. proton-transfer komplexu pripadne zoskupovani do agregatov a napriklad aj typ
tychto agregatov. Polohu Q-pasu ovplyviiuje typ makrocyklu, periférna substitucia
(poloha, typ substituentu), centralny kation kovu (jeho velkost’, koordinacia, oxidacny
stav) a pouzité rozpustadlo. Kovové komplexy AzaPcs maji jeden ostry Q-pas, pri
bezkovovych komplexoch AzaPcs a u nesymetricky substituovanych AzaPcs dochadza
k rozstiepeniu Q-pasu kvoli strate symetrie molekuly. Dalej tieto molekuly kvoli
planarnej Strukture makrocyclického jadra maji tendenciu tvorit diméry a vysSie
agregaty pomocou =n-m interakcii. VAcSinou je agregacia neziaduca a vedie k strate
fotofyzikalnych vlastnosti. Agregacia sa prejavuje na absorpénych pasoch poklesom
intenzity Q-péasu a vznikom novych pasov posunutych ku kratSim (H-diméry) alebo
dIhsim (J-diméry) vinovym dizkam. Vplyv periférneho substituentu na polohu Q-pasu
uréuje atdbm substituentu viazany priamo na makrocyklus a Ciastoéni rolu hra aj
zapojenie substituentu do konjugicie vidzieb makrocyklu. Z experimentalnych
vysledkov vyplyva, ze Q-pas sa posuva bathochromne v poradi substituentov: alkyloxy

< aryloxy < alkyl ~ H ~ alkylsulfanyl < arylsulfanyl < alkylamino.'

3.1.1 Fotofyzikélne vlastnosti

Po absorpcii energie svetelného Ziarenia sa AzaPcs dostavaju do excitovaného
stavu, z ktorého mozu prejst’ opit’ do zakladného stavu réznymi mechanizmami, ktoré
su znazornené v modifikovanom Jablonského diagrame (Obr. 5). Po absorpcii svetelnej
energie sa AzaPc dostdva zo svojho zdkladného stavu So do excitovaného stavu S;.
NajcastejSim sposobom navratu do zakladného stavu je emisia fotonu (fluorescencia)
alebo neradiativna relaxacia (teplo...). Dalsie moZné cesty relaxacie su spajané
z inverziou spinu (medzisystémovy prechod), ktory vedie k prvému tripletovému
stavu T1. Emisia fotonu z T sa nazyva fosforescencia a ma dlhSiu zivotnost’ a nizsiu
energiu v porovnani s fluorescenciou. Energia tripletového stavu Ti; moze byt
prenesena aj na molekulu v zdkladnom tripletovom stave akou je napr. molekula
kysliku (°02). Tento proces vedie ku vzniku vysoko reaktivneho singletového kysliku
(102). Tieto procesy sa dajii kvantifikovat’ pomocou kvantového vytazku fluorescencie
(Dr), popripade kvantového vytazku produkcie singletového kysliku (@a). Je to podiel

emitovanych foténov (popr. vzniknutych molekil '0,) k poctu absorbovanych foténov.
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Alkylamino derivaty AzaPcs su schopné relaxovat’ pomocou stavu oddelenych nédbojov
(CSS) s naslednym rychlym prechodom do zdkladného stavu. Cely tento proces sa
nazyva intramolekularny prenos naboja (ICT), ktory svojou rychlostou (radovo v ps)

vyrazne prevazuje nad ostatnymi dejmi. "2

S, /00— 1 absorpci
1 — rpeia
Ly - s CSS | 2 fluorescencia
' oo 'Y ’ 3 neradiativna relaxacia (teplo...)
o p— T 4 medzisystémovy prechod
1f 2} 3] CT,. 5 fosforencia
Lo Y6 0, 6 produkcia singletového kysliku
AN ICT intramolekulérny prenos niboja
Ca 00, CSS stav oddelenych nabojov
o FLVEES
0 m——
AzaPc

Obr. 5 Jablonského diagram.

Ako uz bolo spomenuté k ICT dochadza u alkylamino substituovanych AzaPcs,
kde dusik sluzi ako donor elektronového paru a elektrondeficientné makrocyklické
jadro ako akceptor. Medzi faktory ovplyviujuce ucinnost’ ICT patri pocet donorovych
dusikov na periférii, vplyv linkeru medzi donorom a akceptorom, typ makrocyklického
jadra, vplyv substituentov makrocyklu na jeho vlastnosti akceptoru. Uginnost ICT sa
uréuje pomocou suctu @i+ D, ktory sa vplyvom ICT ako kompetitivneho deju
znizuje. Z experimentalnych vysledkov vyplyva, Ze AzaPcs sjednym dusikovym
donorom maju hodnotu kvantovych vytazkov ®a a @r vplyvom ICT vel'mi nizku.
Zavedenim dalSich dusikovych donorov je tdto hodnota prakticky nulova. AzaPcs
s viac ako Styrmi dusikovymi donormi maju ICT natolko silné, Ze sa neda vonkajSimi
vplyvmi ovplyvnit. Takéto derivaty maji hodnotu @, a @ rovnu takmer nule

a vyuzivaju sa ako zhasace fluorescencie.'

3.2. Syntéza AzaPcs

Priprava AzaPcs je vzdy niekolko krokova. Najskoér je potrebné pripravit
vhodny prekurzor — najcastejSie 5,6-disubstituovany pyrazin-2,3-dikarbonitril (Obr. 6),
v ktorom substituenty v polohach 5 a 6 neskor tvoria periférne substituenty makrocyklu
a nitrilové skupiny sa tcastnia tvorby centradlneho pyrrolového jadra a azometinovych

mostikov medzi jednotlivymi Stvrtinami makrocyklu.
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Obr.6 Moznosti syntézy 5,6-disubstituovaného pyrazin-2,3-dikarbonitrilu.

Obecne sa da pri syntéze tychto prekurzorov vychédzat’ z dvoch typov reakeii.
Ak maju byt pozadované periférne substituenty viazané cez heteroatdm, vyuziva sa
nukleofilnd  substiticia  5,6-dichlérpyrazin-2,3-dikarbonitrilu =~ (A) v prebytku
nukleofilného ¢inidla za vzniku latky s rovnakymi substituentmi v polohach 5 a 6 (B).
V pripade reakcie s jednym ekvivalentom nukleofilného ¢inidla, casto aj za chladenia
ziskavame monosubstituované derivaty. Naslednou reakciou s d’al$im nukleofilom
ziskame prekurzor s dvoma r6znymi periférnymi substituentmi (C). Ak su alkyly alebo
aryly viazané priamo na skelet C-C vézbou (D), vznikd pyrazinové jadro kondenzéaciou
diaminomaleonitrilu s prislusnym diketénom alebo a-ketokyselinou v kyslom prostredi.
Substituovany diketon sa ziskava napr. benzoinovou kondenzaciou s naslednou
oxid4ciou alebo reakciou oxalylchloridu s Grignardovymi ¢inidlami.?

Vzniku vlastného makrocyklu sa da docielit’ cyklotetramerizaciou a to dvoma
sposobmi. V prvom pripade sa vyuziva tzv. templatového efektu kationu kovu (Obr. 7),
ktory nasledne uz ostava centralne chelatovany. Presny mechanizmus tohto spdsobu nie
je znamy, ale predpoklada sa, ze dojde k zoskupeniu prekurzorov okolo kationu kovu,
teda k ich priblizeniu na kratku vzdialenost’ a naslednym zahriatim na vysoku teplotu
k vytvoreniu AzaPc jadra. Druhd metdda podl'a Linsteada vyuZiva ataku alifatického
alkoholdtu na elektrondeficitny uhlik nitrilovej skupiny (Obr. 7). Najskor dojde
k vytvoreniu alkylkarboximidatu, ktory d’alej atakuje d’alSie kyanoskupiny, az dokym

neddjde k cyklotetramerizacii. AzaPc jadro je vtomto pripade stavané postupne.
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Metdda podl'a Linsteada méa obecne vysSiu vytaznost, ale je nepouzitelna pre alkyloxy
a aryloxy derivaty u ktorych by boli elektrondeficitné uhlikové atémy v polohach 5 a 6
napadané alkoholatom a zamenené za alkoxy skupinu alkoholatu. V pripade, Ze do

reakcie vstupuje len jeden prekurzor vznika symetricky produkt.! 3

Templatova metoda R R
chinolin alebo DMF 7R\

N N
kation kovu _

HL T ﬁ“ “?L X,

W N N

\ /)
Mg?* alebo Li* >_<
R R
Linsteadova metéda

Obr. 7 Moznosti cyclotetramerizacie.

Pri stadiu vplyvu Struktury na fotofyzikalne alebo fotochemické vlastnosti,
pripadne pre urcité praktické aplikacie je nutné pripravit nesymetricky AzaPc. V tomto
pripade do cyclotetramerizac¢nej reakcie vstupuji dva prekurzory A a B, tym padom
vznikéd Statistickou kondenzéaciou 6 réznych kongenerov (Obr. 8) apozadovany

kongener musi byt separovany chromatograficky.’

|

Obr. 8 Statistickd kondenzdcia.

3.3 VyuzZitie Pcs a AzaPcs

3.3.1 Priemysel
Pcs boli prvy krat pripravené v roku 1928 v spolo¢nosti Scotish Dyes Ltd., ked’

pri priprave ftalimidu z anhydridu kyseliny ftalovej doslo k prasknutiu skla reakéne;j

banky a k expozicii jej smaltovaného povrchu do reakcie — vysledkom bol vznik modro-
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zeleného materialu. V nadvéznosti na tieto udalosti boli pripravené derivaty s d’al§imi
kovmi a kombinaciou elementarnej analyzy, ebulioskopie a oxidativnej degradécie bola
urcena Struktira Pcs, ktora bola neskor potvrdena rontgenovou difrakciou. Potencial Pcs
ako farbiv bol jednoznacny a preto v roku 1935 vstupil na trh med’naty Pc pod nazvom
Monastral Blue. Dal$ie modifikacie upravovali farbu Pcs a zlepSovali ich rozpustnost’
vo vode.*

V sucasnosti sa pouzivaju ako farbiva v nateroch, plastoch, textile, toneroch, na
farbenie papiera, koze, viny. Mimo farbiarskeho priemyslu nasli uplatnenie v optickych,
elektronickych a fotoelektronickych zariadeniach, akymi s CD-cka, tekuté krystaly
(LCD displeje), fotokonduktory v laserovych tlaciarnach, ¢i vo fotovoltaickych

¢lankoch.’

3.3.2 Fotodynamicka terapia

Fotodynamicka terapia (PDT) je moderna neinvazivna terapia aplikovatel'na ako
aj v protinadorovej liecbe tak aj pri neonkologickych ochoreniach — v oblastiach
dermatoldgie, gynekologie auroldgie. Je zalozend na aplikacii (systémovej alebo
lokélnej) fotosenzitivnej latky — fotosenzitizéru, ktory je nasledne akumulovany
v cielovom tkanive. Fotosenzitizér absorbuje svetlo o ur¢itej vinovej dizke, ¢o spusta
procesy veduce k deStrukcii cielového tkaniva. Samotny mechanizmus PDT vyzaduje
tri komponenty: fotosenzitizér, svetlo s vhodnou vinovou dizkou a kyslik pritomny

v bunke (Obr. 9).
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Obr.9 Schematické zndazornenie mechanizmu PDT, fotosenzitizér PS je po vstupe do bunky oZiareny svetlom
o vhodnej vinovej dlzke a prechddza cez excitovany stav S1 do excitovaného stavu Ti. Prevzaté zo zdroja.’

St dva mechanizmy fotodynamickej reakcie, ale obe si Uzko zavislé na

pritomnosti molekuly kysliku v bunke. Prvy krok je v oboch mechanizmoch podobny.
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Po vstupe do bunky je fotosenzitizér oZiareny svetlom s vinovou diZkou, ktord sa
zhoduje s absorpnym spektrom fotosenzitizéru, ktory kvoli absorpcii fotonu prechadza
zo zékladného stavu So do excitovaného stavu S; (Obr. 5). Cast’ energie je vyziarena vo
forme fluorescencie azvySna energia dostava fotosenzitizér do excitovaného
tripletového stavu T; — do svojej terapeutickej formy. Prvy mechanizmus PDT je
zalozeny na T; stave, v ktorom fotosenzitizér prendSa energiu na biomolekuly vo
svojom okoli. Toto vedie ku vzniku reaktivnych foriem kysliku (ROS) — najskor vznika
superoxidovy anidonovy radikal, ktory d’alej spista kaskadu a vznik dalSich ROS.
Nésledne nahromadeny oxidativny stres vedie k deStrukcii bunky. V druhom
mechanizme PDT je energia tripletového stavu T; prenesena priamo na molekulu
kysliku *0, v zékladnom tripletovom stave. Tymto procesom vznika singletovy kyslik
10, — molekula so silnymi oxidaénymi vlastnostami. Co sa tyka selektivity PDT tak
akumulécia fotosenzitizéru je signifikantne vyssia v rakovinovych bunkach. Dévodom
moze byt tendencia fotosenzitizéru sa viazat' na LDL castice, ktoré cholesterolom
potrebnym pre tvorbu membran zasobuju rychlo deliace sa bunky akymi st bunky
nadorové. Ako fotosenzitizéry je vyhodné pouzit Pcs/AzaPcs, ktoré maji vyssi
kvantovy vytazok singletového kysliku alepsi prienik do hlbsich tkaniv vdaka
absorpénému maximu v rozmedzi vinovych dizok 650-800 nm. Hlavnou nevyhodou je
zla rozpustnost vo vode, ktord znemoziuje ich intravenézne podanie.’® DalSou
nevyhodou je vysokd miera agregicie zdovodu rozsiahleho planarneho
makrocyklického systému. RieSenim tychto problémov moze byt zavedenie nosi¢ovych
systémov, napr. inkorporovanie Pcs/AzaPcs do lipidovej dvojvrstvy alebo zavedenie

kvartérnej amoniovej soli na perifériu.

3.3.3 Senzory

Proces ICT, ktory uz bol popisovany vyssie, sa da vyhodne vyuZit' pri ndvrhu
fluorescenénych senzorov. Aby ICT mohlo prebiehat musi byt k dispozicii volny
elektronovy par dusiku ako donoru na periférii makrocyklu. Po zablokovani ICT sa
objavia fotofyzikdlne a fotochemické vlastnosti porovnatelné s hodnotami @ a &r
analégu AzaPc bez donoru elektronového paru® Na tomto principe boli zatial

publikované senzory pre dva typy analytov:
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a) pH senzitivne fluorescencné senzory:

Prepinanie medzi OFF/ON stavom pH senzitivnheho fluorescen¢ného senzoru je
zaloZzené na principe blokovania ICT vidzbou vodiku na dusikovy atém (donor

elektronového paru) na periférii makrocyklu v kyslom prostredi (Obr. 10).”
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Obr. 10 Schematicky znazorneny princip pH senzitivnych fluorescencnych senzorov, prepinanie medzi ON/OFF
stavom zalezi na dostupnosti volného elektronového paru v rozpoznavacej casti (zndazornena modro)

b) Fluorescencné senzory citlivé ku kationom kovov

V tomto pripade dochadza k blokovaniu ICT koordinacnou védzbou kationu kovu na

rozpoznavaciu ¢ast’ senzoru (Obr. 11). 8
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Obr. 11 Schematicky znazorneny princip fluorescencnych senzorov citlivych ku kationom kovov. OFF/ON stav je
zavisly na pritomnosti volného elektronového paru v rozpoznavacej casti (zndazornenda modro) pre ICT.

3.3.4. Zhéasace fluorescencie
ZhéSanie fluorescencie fluorescencnej sondy je zdkladnym principom
vyuzivanym v biochémii, analytickej chémii, biologii a v genetike. Vyuzitie je pri
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monitorovani enzymatického Stiepenia peptidov a oligonukleotidovych sond, pri
polymerazovej retazovej reakcii (PCR), pri detekcii Specifickych cielov ana
pozorovanie zmien vo vnutrobunecnom prostredi. Typickd sonda sa skladd z dvoch
farbiv — fluoroféru a zhésaca. V oblasti zhaSaCov maji vel'mi vyhodné vlastnosti
tzv. ,,dark quenchers®, ktoré nemaju vlastnu fluorescenciu, ktorou by mohli rusit’ signal
pri meraniach. ZhaSale tejto skupiny, ktoré boli pripravené a zavedené do praxe
napr. Black Hole Quencher® (BHQ), QSY™ a Black Berry® Quencher 650 (BBQ)
(Obr. 12) maju uzke absorpcné pasy preto su schopné zhaSat' len urcity pocet

fluoroférov.’

BBQ-650
Rozsah zhasania:
550 - 750 nm

BHQ-1
Rozsah zhasania:
480 - 580 nm

BHQ-2
Rozsah zhasania:
540 -670 nm

BHQ-3
Rozsah zhasania:
670—-730 nm

QSY-7
Rozsah zhasania:
500 - 600 nm

Obr. 12 Vybrané komercne dostupné zhdsace a rozsah ich zhdSania. Prevzaté a upravené zo zdrojov.'% 11 12. 13, 14
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Ziadtice vlastnosti akymi si vysoka efektivita zha3ania a pokrytie §irokého
absorpcného spektra boli ndjdené u vhodne substituovanych AzaPcs (Obr. 13), ktoré si

schopné zhasat’ vac¢sinu komer¢ne dostupnych fluoroférov (Obr. 14) pre hybridizacné

testy.!

N NMN OH
\/N /N A\ | Nﬁ"\ N

Rozsah zhasania: I\\ N Zi
~N |

300 - 700 nm PR LS O N

Fluorescence (a.u.)
(=]
o

e
o

N
.
500 600 700 800 900 / \\L
Wavelength (nm)

HO Cy5.5 oligo

Obr. 14 Vybrané fluorofory a ich emisné spektra, fluorescein (FAM), hexachloro-fluorescein (HEX) a cyaninové
farbiva (Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5). Prevzaté zo zdroja.'®

Vhodny AzaPc zhaSa¢ musi mat’ periférne substituenty viazané k makrocyklu
cez dusik svolnym elektrébnovym parom, aby bol umozneny ICT. AzaPc musi
obsahovat’ tieZ hydroxylovou skupinu, aby bola mozna Standardna fosforamiditova

syntéza ODN a d’alSiu skupinu vhodnl na naviazanie na pevnu fazu. Vhodnou skupinou
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je azidova skupina, ktord umoziuje priebeh medou katalyzovanej azid/alkyn 1,3-

dipolarnej cykloadicie (tzv. ,.click® chémia).!®

3.4 Fluorescen¢né sondy

Detekcia nukleovych kyselin a proteinov je zdkladom pre stadium ich funkcii
a pre molekularnu diagnostiku. Tieto molekuly a Struktary st zodpovedné za vicsinu
biologickych funkcii ako je uchovévanie a transfer genetickej informacie, regulacia

1.'7 Na zistenie, ¢i

biochemickych procesov, katalyza reakcii ¢i transport malych moleka
stanovenie tychto Struktur v komplexnom systéme je potrebna vysokd miera Specifity
a senzitivity. Na ich dosiahnutie je potrebna predovsetkym sonda, ktord rozozna ciel
a prenasac signalu. Pre biomolekuly ako proteiny alebo nukleové kyseliny je rozoznanie
ciela zabezpecené afinitou ligandu. Ako ligandy mozu sluzit’ nukleové kyseliny (DNA
alebo RNA), ktorych afinita je zabezpecend pomocou komplementarity retazca k ciel'u,
kde uz len jedna nezhoda medzi bazami retazcov pocas komplementarneho parovania
baz je pre hybridizaciu energeticky nevyhodna.!® Protilatky sG pouZivané na
rozoznéavanie proteinov. Ich vézba na antigén je sprostredkovana vodikovymi mostikmi,
van der Waalsovymi interakciami, hydrofobnymi interakciami a priestorovymi
interakciami vo vizobnom mieste protilatky."” Dal§im ligandom vyuZivanym na
rozpoznavanie proteinov su aptaméry. Aptamér je jednoretazoveé vldkno DNA alebo
RNA s vysokou afinitou k cielu. Vyhodou aptamérov je tepelnd stabilita, dlhSia
Zivotnost a ich l'ahka modifikécia.'® Aptaméry s dostato¢nou $pecifitou a selektivitou sa
nachadzaju v energeticky vyhodnejSej sekundarnej Struktire, o sa vSak meni po
naviazani na svoj ciel. Tato konforma¢na zmena je vyuzivana napr. pre sondy typu
molecular beacons.?’ Ako prenasaé signalu sa pouzivaji predovietkym fluorescenéné
farbiva, ktoré sa r6zne kombinuju so zhdSa¢mi (vid’ kapitola 3.4.2). Identifikacia ciel’a
vacsinou vedie k zvicSeniu vzdialenosti medzi fluroférom a zhdSacom a k objaveniu sa

fluorescen¢ného signalu.

3.4.1 Triple-labeled sondy

Okrem mono- a double-labeled sond boli uz pripravené aj sondy znacené trojito.
Moze ist’” o sondu s dvoma fluoroférmy ajednym zhaSacom alebo opacne o sondu
s jednym fluoroférom a dvoma zhasaémi.?! Znizornené modifikicie s dvoma BHQ-1

ako zhasacmi a s FAM ako fluoroférom (Obr. 15) zvysili T 0 4-5°C, vyrazne znizili
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fluorescenény Sum, a zvysili pomer signal/Sum fluorescencie pri kvantitativnej PCR
(qPCR). %2

MB13 MB14
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(* ] Do J
Obr. 15 Triple-labeled sondy typu molecular beacons (MBs), FAM zndzorneny zelenou farbou, BHQ-1 zndzorneny
ciernou farbou. Prevzaté zo zdroja.??

Dalsia triple-labeled sonda bola pripravena za pouzitia FAM a zhaa¢a Iowa Black®
Dark Quencher (IBFQ) na 5'-konci a ZEN™ ako interného zh4saca (Obr. 16). Takéto
usporiadanie bolo zvolené za i¢elom maximalizacie FRET zhaSania. Okrem toho blizke
usporiadanie (vzdialenost 9 baz) FAM a ZEN™ zvysuje u¢innost FRET mechanizmu.
Sondy tohto typu boli pouzité na kvantifikdciu deoxyribonukleotid trifosfatov (dNTPs)
bunky a vysledky boli porovnané s validovanym LC-MS/MS pristupom s vyslednou
presnostou 100+15% pre vietky dNTPs.??

hv
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Obr. 16 Schéma pripravenej sondy. Prevzaté zo zdroja.”

3.4.2 Typy oligodeoxynukleotidovych sond

ODN sondy, ktoré vo svojom principe vyuzivaju zhaSanie fluorescencie mozno
rozdelit’ na dva typy:
1. obsahujuce fluorofér a zhaSa¢ na samostatnych nukleotidovych retazcoch — mono-
labeled probes

2. obsahujuce fluorofor aj zhaSac na rovnakom nukleotidovom ret'azci — double-labeled
probes

Podla usporiadania experimentu moZeme rozdelit’ sondy do skupin:

1. ,,adjacent probes‘

2. ,,competitive hydridization probes*

3. ,,dual-labeled probes*
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4. ,,molecular beacons*
5. ,,scorpion primers*

6. ,,light-up probes*

Ad 1) ,,adjacent probes*

Najstarsia metéda vyuzivajica dve komplementarne retazce, z ktorych jeden
nesie fluorofor adruhy zhéasac. Sekvencie retazcov su navrhnuté tak, aby po
hybridizacii bola vzdialenost medzi retazcami minimalna a dochadzalo tak

k najefektivnejSiemu prenosu energie — teda Co k najefektivnejSiemu zhéasSaniu

(Obr. 17).

7

Obr. 17 Nalavo zhdsac Q a fluorofor F su volne v roztoku nedochadza k zhasaniu. Po naviazani na komplementarny
retazec dojde k ich priblizeniu a k zhdSaniu fluorescencie. Prevzaté a upravené zo zdroja.>*
Ad 2) ,,competitive hydridization probes*

Tento typ vyuZiva dva k sebe komplementarne nukleotidové retazce nestlice
zvlast fluorofor a zhaSaé. Tieto vldkna st hybridizované, prenos energie medzi
fluoroférom a zhasacom je maximalny a vysledna fluorescencia nie je detekovatelna.
Po pridani sekvencie, ktora je komplementarna k pouzitej sonde apo zahriati
anéslednom ochladeni je sonda dehybridizovand ajedno jej vldkno sa hybridizuje
s pridanou komplementarnou sekvenciou a druhé ostane volne v roztoku, zhaSanie je

prerusené¢ asme schopny detegovat’ fluorescenciu ktora bola predtym zhdSana
(Obr. 18).%

>

@

E

Obr. 18 Nalavo retazce zhasacu Q a fluoroforu F su navzajom hybridizované, fluorescencia je zhdsand. Po pridani
komplementarneho retazca, zahriati a ochladenti je fluorofor F uvolneny do roztoku a uz nieje zhasany Prevzaté

a upravené zo zdroja.>
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Ad 3) ,,dual-labeled probes*

Tento typ sondy — taktie nazyvanej ,,TagMan® sondy* — je Standardne
zostaveny z ODN retazca o dizke priblizne 30 baz s fluoroférom na 5'-konci a so
zhaSa¢om na 3’-konci. Konformdacia ndhodného klbka zabezpeci zhaSanie fluoroforu
(statické zhaSanie) apo hybridizacii na svoj ciel (dynamické zhaSanie) mozeme
detegovat’ fluorescenciu, ktord vSak dosiahne svojich maximalnych hodnét po PCR po

odstiepeni sondy exonukleazovou aktivitou Tag-polymerazy (Obr.19).

e
@/>Q 9‘>J®_}®

Obr. 19 Zhasac Q a fluorofor F su v konformacii nahodného klbka — fluorescencia je minimalna. Po hybridizacii

dochadza k narastu fluorescencie a po pridani Taq-polymerazy k odstiepeniu fluoroforu F a k narastu fluorescencie
na maximalnu hodnotu Prevzaté a upravené zo zdroja.**

Ad 4) ,,molecular beacons

Druh sondy, ktory obsahuje na svojom nukleotidovom retazci zhéasac aj
fluorofor. Sonda obsahuje skupinu 15-35 baz komplementarnych k cielovej sekvencii
(slucka) a stopku, ktora je tvorena 5-8 komplementarnymi bazami, ktoré udrzuji zhaSac
a fluorofor (statické zhaSanie) pri sebe a davaju sonde tvar vlasenky. Vizba slucky
k cielovej sekvencii je pevnejsSia ako vézba baz tvoriacich stopku, preto po hybridizacii

detegujeme fluorescenciu (Obr. 20).24 23

gifﬁk [

Obr. 20 Vo vlasenke su zhasac Q a fluorofor F v tesnej blizkosti a fluorescencia je zhasand. Po hybridizacii sa

vidsenka roztvori a fluorescencia narastd. Prevzaté a upravené zo zdroja.>

Ad 5) ,,scorpion primers*

Sondy Struktirneho typu podobného ,,molecular beacons* avSak odpada potreba
pridavat’ primer do reak¢énej zmesi pri PCR. Primer je uz naviazany neStiepitelnou
vdzbou na 3'-koniec sondy. Po pridani do reakcie sa celd sonda stdva sucast'ou produktu

PCR. Pri ochladeni reak¢nej zmesi sa sonda ohyba a hybridizuje sa na komplementarnu
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sekvenciu novo vzniknut¢tho DNA retazca. Tym doéjde kohybu celej sondy

a k oddialeniu fluoroforu od zhasaca a k narastu fluorescencie (Obr. 21).

faza extenzie
o _ ~ | le

denaturacia a
ochladenie

Obr. 21 Po denaturacii DNA, primer inkorporovany v sonde nasadda na retazec DNA. Nasleduje syntéza nového DNA
retazca, ktorého sucastou je aj sonda. Po dalSej denaturdcii a naslednom ochladeni sa celd sonda ohyba, viaze sa

na vlastny novo vzniknuty retazec a fluorescencia narastd. Prevzaté a upravené zo zdroja.’*

Ad 6) ,,light-up probes*

Retazec tejto sondy je tvoreny analdégom DNA — peptidovou nukleovou
kyselinou (PNA) o dizke 8-12 baz a fluoroférom. Dizka PNA refazca je dostatujica
kvoli vyssej vizobnej afinite PNA, ktora je eSte zvySend interakciou fluoroféru a DNA.
Ako fluorofory sa vyuzZivaji asymetrické cyaniny alebo thiazolovd oranz. Samotna
sonda v roztoku nefluoreskuje, k fluorescencii dojde az po vytvoreni duplexu alebo
triplexu s komplementarnym retazcom DNA. Po naviazani je obmedzené volné
otacanie vdzby v aromatickom systéme thiazolovej oranze ¢im sa straca schopnost

neZiarivého prenosu energie a sonda sa rozziari (Obr. 22).%

® '

Obr. 22 Schématické zndzornenie light-up sondy. Prevzaté a upravené zo zdroja.’*
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3.4.3 Principy zhasania

Energia moze byt medzi dvoma latkami, ktoré st konjugované s biomolekulami
prenasana neziarivymi procesmi a to bud’ statickym alebo dynamickym zhaSanim. Pri
nekonjugovanych fluoroféroch (napr. fluorescein, cyaniny) sa uplatiiuje aj ich
agregacia, ktorad sposobuje vytvorenie ,,zakladného energetického stavu®. Dochadza
k nej vo vodnych roztokoch kvoli elektrostatickym, sterickym a hydrofébnym silam.
Statické zhasSanie nastava pri vytvoreni komplexu (heterodiméru) v ,zakladnom
energetickom stave®. Tento komplex je zlozeny z donoru (fluoroforu) a zhaSaca a ma
iné vlastnosti ako jeho jednotlivé zlozky. Komplex je stabilizovany elektrostatickymi
silami a sterickymi vlastnostami fluoroféru. Jednotlivé energetické stavy elektrénovych
hladin komplexu sa s¢itaji a vysledné vlastnosti potom zdvisia od orientacie dipdlovych
momentov.

Pri dynamickom zhésani alebo aj ,,Forsterovom rezonancnom prenose energie*
(FRET) sa uplatiiuji dva mechanizmy prenosu energie. Prvym mechanizmom je
Forsterov alebo Coulombov mechanizmus prenosu energie. Je zaloZzeny na interakcii
dipol-dipél medzi tranzitornymi dipdlmi donoru a akceptoru. Tento prenos energie je
zavisly na vzdialenosti donoru a akceptoru a s narastajucou vzdialenostou (R) sa
znizuje v pomere 1/R®. Limitna vzdialenost je $pecifickd pre kazdy donor-akceptorovy
par a pohybuje sa v rozmedzi 2-10 nm. Vzdialenost’ pri ktorej je efektivita prenosu
rovna 50% (50% excitovanych donorov je deaktivovanych pomocou FRET) sa nazyva

Forsterov polomer (Ro), ktory je mozno vypocitat’ podl'a rovnice 1.

1
Ry = (8,8 x 1023 x k2 X n* X QY X J(1))5

(1)
k% — faktor diplového momentu
QY4 — fluorescencny kvantovy vytazok donoru bez pritomnosti akceptoru
n — refrakény index prostredia
J(\) — integral spektralneho prekryvu (vypocitany podl'a rovnice 2)
IO = [ &) x Fo () x (A2
2)

ea — extinkény koeficient akceptoru
Fp — intenzita emitovanej fluorescencie donoru ako frakcie celkovej integrovanej

intenzity
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Limitujicim prvkom je aj relativna orientdcia tranzitného dipolového momentu

a nutnost’ prekryvu absorp¢ného spektra akceptoru s emisnym spektrom donoru.

Druhym mechanizmom FRET je Dextrov alebo kolizny mechanizmus. Je to jav
vyskytujici sa na kratku vzdialenost aje zdvisly na priestorovom prekryti
molekulovych orbitalov donoru a akceptoru. Efektivita Dextrovho prenosu sa da

vyjadrit vztahom e}, kde R je vzdialenost medzi akceptorom a donorom.’2*
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4. Experimentalna Cast’

Rozpustadla a vychodzie latky pre syntézy boli zakiipené u firiem Penta, Lach-
Ner aMerck. Priebeh reakcii a cistota vyslednych produktov boli sledované
tenkovrstvou chromatografiou (TLC) na doskach Merck Kieselgel 60 F254, detekcia
UV lampou prebiehala pri 254 nm alebo 366 nm. V stipcovej chromatografii bola ako
stacionarna faza Merck Kieselgel 60 (0,040 — 0,063 mm). Pouzité mobilné faze st
uvedené pri jednotlivych reakciach. 'H NMR a '>*C NMR spektra boli merané na
Katedie organické a bioorganické chemie na pristroji Varian VNMR S500. Hmotnostné
spektra s vysokym rozliSenim (HRMS) boli merané na UHPLC systéme Acquity UPLC
I-class (Waters, Millford, USA) v zapojeni s hmotnostnym spektrometrom s vysokym
rozlisenim Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK) pracujicim na principe detektoru Q-
TOF. Pristroj bol kalibrovany s pouzitim leucin-enkefalinového Standartu a mravencanu
sodného (50-1200 m/z) alebo jodidu sodného (50-5000 m/z) ako externej kalibracie.
UV/Vis spektrd boli merané na pristroji Shimadzu UV-2600 spectrophotometer.
Fluorescencia bola merana na pristroji FS5 Spectrofluorometer (Edinburg Instruments).
Teploty tavenia boli merané pristrojom Electrothermal 1A9200. Hmotnostné spektra
ODN sond boli meran¢ na MALDI-TOF Bruker Autoflex II mass spectrometer v
matrici zloZzenej z kyseliny 3-hydroxypikolinovej a citratu amoénneho v 50%
acetonitrilu.  HPLC bolo prevedené na kvapalinovom chromatografe LC-20
A Prominence (Schimadzu, Kyoto, Japonko) s odplynovacom typu DGU-20-A3, dvomi
vysokotlakovymi cerpadlami typu LC-20AD, autosamplérom typu SIL-20AC, riadiacou
jednotkou typu CBM-20AC, detektorom typu SPD-M20A, kolénovym priestorom typu
CTO-20AC a softwarom LC Solution Version 1.22 SP1.

4.1 Syntéza 5-chlor-6-[4-(2-hydroxyetyl)piperidin-1-yl]pyrazin-
2,3-dikarbonitrilu (3)

NC N Cl THF, -10 °C NC N Cl
ISR O
— 1h —
NC®™ N CI OH NC™ N
1 o 3 OH

5,6-Dichloérpyrazin-2,3-dikarbonitril (2,02 g, 10,15 mmol) (1) bol rozpusteny

v THF (25ml) v100 ml banke. Za chladenia v ststave I'ad/NaCl bol do reakcie
prikvapkavany 2-(piperidin-4-yl)etan-1-ol (2.596 g, 20,12 mmol) (2) rozpusteny v THF
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(20 ml). Reakcia bola miesana za staleho chladenia po dobu 1 hodiny a potom d’al§ich
24 hodin, pricom bol jej priebeh sledovany na TLC (mobilnd faza chloroform:aceton
8:1). Vysledna suspenzia bola sfiltrovana, odparena a &istena pomocou stipcovej
chromatografie v sustave chloroform:aceton v pomere 8:1. Vytazok €inil 2,8 g (95 %)

zItého oleja.

'H NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C, TMS): J = 4,59-4,47 (m, 2 H), 3,74 (t, J = 6,4 Hz,
2H), 3,10 (td, J = 13,0 a 2,1 Hz, 2 H), 1,98-1,80 (m, 3 H), 1,57 (q, J = 6,5 Hz, 1 H),
1,42 (d, J=3,0 Hz, 1 H), 1,40-1,30 ppm (m, 2 H). 13C NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C,
TMS): 6=152.6, 137,7, 129,4, 118,7, 113,1, 112,8, 59,9, 48.8, 38,7, 32,1, 32,0 ppm. IR
(ATR): v = 3365 (OH), 2928, 2856 (CH), 2228 cm™! (CN). MS (ESI): m/z 292 [M +
HI".

4.2 Syntéza 2-[1-(3-chlor-5,6-dikyanopyrazin-2-yl)piperidin-4-

yl]etyl acetatu (4)
NC._N_CI NaAcO AcCl NC
NCIN/ THF 24 h, rt I I Q\A o
3 OH . OJ\

K latke 3 (3,87 g, 13,30 mmol) rozpustenej v THF (100 ml) bol pridany octan
sodny (NaAcO) (2,18 g, 26,58 mmol) a acetylchlorid (AcCl) (4,74 ml, 66,43 mmol).
Reakcia prebiehala 24 hodin pri laboratérnej teplote, potom bola vytrepana medzi H.O
a etylacetat. Odobrané etylacetatové frakcie boli vysusené bezvodym Na>SOs
a prefiltrované cez skladany filter. Cistota produktu bola skontrolovana TLC (mobilna

faza chloroform:aceton 40:1). Po odpareni vytazok ¢inil 4,35 g (98 %) Zltého oleja.

"H NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C, TMS): § = 4,57-4,49 (m, 2H), 4,14 (t, J = 6,5Hz,
2H), 3,09 (dt, J = 13,0 a 2,2 Hz, 2 H), 2,06 (s, 3 H), 1,96-1,88 (m, 2 H), 1,82—1,72 (m, 1
H), 1,64 (q, J = 6,6 Hz, 2 H), 1,41-1,30 ppm (m, 2 H); '>*C NMR (125 MHz, CDCl,,
25°C, TMS): d=171,0, 152,6, 137,8, 129,4, 118.,9, 113,0, 112,8, 61,8, 48,6, 34,8, 32,6,
31,9, 21,0 ppm; IR (ATR): v = 2951, 2872 (CH), 2226 (CN), 1721 cm " (CO); MS
(ESI): m/z 334 [M+H]".
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4.3 Syntéza 2-(1-{5,6-dikyano-3-[4-(2-hydroxyetyl)piperidin-1-

OH
NC N\ Cl H "O/\/
T X :
—
" " O\/\ i '\O\/\ i
OJJ\ ok
4 5

Latka 4 (3,57 g, 10,70 mmol) bola rozpustena v THF (60 ml) a do banky bol

yl]pyrazin-2-yl}piperidin-4-yl)etyl acetatu (5)

Y SH
4>
OH Th  Ne N

2

prikvapkany 2-(piperidin-4-yl)etan-1-ol (3,45 g, 26,74 mmol) (2) rozpusteny v THF
(20 ml). Reakcia prebiehala 1 hodinu za laboratérnej teploty, priebeh reakcie bol
skontrolovany TLC (mobilnd fiza chloroform:aceton 10:1) arozpusStadlo bolo
odparené. Cistenie prebiehalo stipcovou chromatografiou v sustave chloroform:aceton

v pomere 10:1. Vysledny vytazok ¢inil 4,15 g (91 %) zltého viskdzneho oleja.

'H NMR (500 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): 6 = 4,19 (s, 4 H), 4,12 (t, J = 6,4 Hz, 2 H),
3,72 (t, J = 6,4 Hz, 2 H), 2,80-2,70 (m, 4 H), 2,05 (s, 3 H), 1,84 (d, J = 13,7 Hz, 4 H),
1,79-1,70 (m, 1 H), 1,69-1,52 (m, 6 H), 1,30—1,18 ppm (m, 4 H); 3*C NMR (125 MHz,
CDCl,, 25°C, TMS): § = 171,1, 146,7, 146,7, 120,8, 120,6, 114.8, 61,9, 60,0, 46,5,
38,9, 34,8, 32,8, 32,4, 31,8, 31,6, 29,6, 21,0 ppm; IR (ATR): v = 3435 (OH), 2927, 2849

(CH,), 2226 (CN), 1735 cm_] (C=0); MS (ESI): m/z: 427 [M+H]".

4.4 Syntéza 2-(1-{3-[4-(2-azidoetyl)piperidin-1-yl]-5,6-
dikyanopyrazin-2-yl}piperidin-4-yl)etyl acetatu (6)

o]

o\ £
NC N\ m bezvody DCM, rt I I NaN;, DMF NCI
" .
NCININ o TEA MSCL1h O\A 2 60°C,15h yc Q\A
Qv\ok o k
5

Latka 5 (4,15 g, 9,73 mmol) sa rozpustila v bezvodom dichléormetdne (DCM)
(~100ml). Potom sa pridal trietylamin (TEA) (2,94 ml, 21,08 mmol) a metansulfonyl
chlorid (MsCl) (0,903 ml, 11,67 mmol). Reakcia bola mieSana 1 hodinu pri laboratdrnej

teplote a priebeh bol monitorovany TLC (mobilnd faza chloroform:acetén 20:1). Po
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ukonceni bol medziprodukt vytrepany DCM/voda s pridavkom sol'anky, vysuSeny
bezvodym Na,SO4 a odpareny s pridavkom toluénu.

Medziprodukt bol rozpusteny v dimetylformamide (DMF) (25 ml) a bol pridany
azid sodny (3,164 g, 48,67 mmol). Reakcia bola miesana 1,5 hodiny pri teplote 60 °C.
Nasledne bolo rozpustadlo odparené a produkt bol vytrepany medzi chloroform a vodu.
Cistenie prebichalo stipcovou chromatografiou s chloroformom ako mobilnou fazou.

Vytazok ¢inil 3,8 g (87 %) ZItého viskozneho oleja.

"H NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C, TMS): d = 4,20 (s, 4 H), 4,13 (t, J = 6,4 Hz, 2 H),
3,36 (t, J = 6,8 Hz, 2 H), 2,81-2,71 (m, 4 H), 2,06 (s, 3 H), 1,88-1,81 (m, 4 H), 1,72—
1,54 (m, 6 H), 1,30-1,18 ppm (m, 4 H); *C NMR (125 MHz, CDCl,, 25 °C, TMS): 0 =
171,1, 146,7, 146,7, 120,8, 120,7, 114,7, 61,9, 48,7, 46,4, 34,9, 34,8, 33,2, 32,8, 31,6,
31,4, 21,0 ppm ; IR (ATR): v = 2930, 2850 (CH,), 2227 (CN), 2095 (N;), 1736 cm '
(C=0); MS (ESI): m/z: 452 [M+H]".

4.5 Syntéza 2-[4-(2-azidoetyl)piperidin-1-yl]-3-[4-(2-
hydroxyetyl)-piperidin-1-yl]-9,10,16,17,23,24-hexakis[bis(2-
metoxyetyl)amino]-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninu (8)

O ac N

JAS g

Y

6 Ns o\ /Z_S\
. o BuOH, Li \ONNI ﬁ i:[ Im

\S_Z/

g

e
_ 0 o__N__O
NG N N0 P S aN _/—N N—\_
H THF, 75 °C * o 2 3 o
7 5h | NC cl o o
o)
. X e
NC cl
~ 8

Latky 6 (1 g, 2,22 mmol) a7 (2.61 g, 6,66 mmol) boli rozpustené v cerstvo
nadestilovanom butanole (BuOH) (50 ml) a po zahriati na 130 °C bolo pridané kovové

litium (0,46 g, 66,6 mmol). Reakcia prebiehala pri tej istej teplote 0,5 hodiny a po
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ukonceni bol odpareny BuOH anésledne bola zmes rozpustend v DCM, vytrepana
medzi DCM al % HCI (odstranenie prebyto¢ného litia). Odobrat¢ DCM frakcie
boli s pridavkom toluénu odparené. Zmes AzaPcs sa Eistila stipcovou chromatografiou
v siistave DCM:MeOH v pomere 15:1. Ziadany produkt bol izolovany ako druha
intenzivne fialova frakcia. Nepodarilo sa ho vSak oddelit’ od ostatnych kongenerov

a preto bola do d’alSej reakcie pouzita ich zmes.

4.6 Syntéza 2-[4-(2-azidoetyl)piperidin-1-yl]-3-[4-(2-

dimetoxytrityloxyetyl)-piperidin-1-y1]-9,10,16,17,23,24-

hexakis[bis(2-metoxyetyl)amino]-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninu (9)

. N}_i,:f ° \ °1Ng Hg:f ° Q o
[0 T ]i @ Qw

/o\/\N SN H NN bezvody pyridin, 48 h, o 0\/\NI\ I
NN N
pig . H

NN o

i i

d od
8 9

K zmesi latok 8 (1,67 g, ~1 mmol) zpredchadzajice; reakcie sa pridal
dimetoxytrityl chlorid (DMTrCl) (4,31 g, 12,72 mmol) a katalytické mnozstvo (par
krystalikov) 4,4°-dimetylaminopyridinu. Reakénd banka bola uzavretd septom,
evakuovand, naplnend argéonom a potom bol pridany bezvody pyridin (15 ml). Reakcia
bola mieSana pri laboratdérnej teplote 48 hodin. Po odpareni, prebiehalo cistenie
stipcovou chromatografiou v siistavach DCM:MeOH v pomere 19:1, kde bola izolovana
§tvrta intenzivne fialovd frakcia. DalSie dogistenie prebiechalo v mobilnej faze
DCM:aceton:MeOH v pomere 40:1:1. Nakoniec bol produkt rozpusteny v minimalnom
mnozstve DCM a nakvapkany do hexdnu (100 ml) a uskladneny pri -18 °C cez noc.
Precipitdt bol odfiltrovany, vysuSeny avytazok cinil 321 mg (7,6 %) fialovych
krystalov.

34



T.t.> 300 °C. '"H NMR (500 MHz, Pyridin-ds) § 7,87 — 7,81 (m, 2 H), 7,73 — 7,66 (m, 4
H), 7,54 — 7,49 (m, 2 H), 7,40 — 7,35 (m, 1 H), 7,15 — 7,08 (m, 4 H), 4,81 — 4,70 (m, 4
H), 4,45 — 4,39 (m, 16 H), 4,39 — 4,34 (m, 8 H), 3,77 (s, 6 H), 3,77 — 3,72 (m, 16 H),
3,72 - 3,66 (m, 8 H), 3,47 — 3,41 (m, 2 H), 3,35 (t, /= 7.1 Hz, 2 H), 3,24 (s, 18 H), 3,23
(s, 6 H), 3,22 (s, 6 H), 3,21 (s, 6 H), 3,11 — 3,03 (m, 4 H), 1,98 — 1,78 (m, 8 H), 1,59 —
1,43 (m, 6 H), -1,49 (s, 2 H) ppm. *C NMR (126 MHz, Pyridin-ds) § 158,9, 150,9,
150,8, 150,6, 149,5, 137,1, 135,3, 135,1, 130,5, 128,6, 128,1, 127,0, 123,3, 123,1,
113,5, 71,0, 70,9, 70,9, 61,3, 58,3, 58,3, 55,1, 49,0, 48,9, 48,8, 48,8, 47,8, 47,5, 36,9,
35,2, 33,7, 33,5, 32,6, 32,1 ppm (niektoré aromatické signaly su zluc¢ené¢). HRMS (ESI)
(m/z): pocitané pre [M+H]" (CosH132N27015) vyzaduje 1891,0391, namerané 1891,0325.

4.7 Syntéza zinoCnatého 2-[4-(2-azidoetyl)piperidin-1-yl]-3-[4-(2-
dimetoxytrityloxyetyl)-piperidin-1-y1]-9,10,16,17,23,24-
hexakis[bis(2-metoxyetyl)amino]-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninu (10)

\ /
] \

/
00
= s oy G

t L
(o}

N N N N O/\/ H NN SN Q/V O
SN0 H So NN ] NN
o N N 0 _Zn(Ac0);, 130°C I I \
\/\N N n T pyridinah O Sy [ s i

N_ NN
Na \ N

-0 N N _o N N

of” "xo Ve
L 3

Latka 9 (290 mg, 0,15 mmol) bola rozpustena v pyridine (5 ml) a bol pridany
octan zinoc¢naty (Zn(AcO)>) (169 mg, 0,96 mmol). Reakénd zmes bola mieSand a pod
spatnym chladicom pri 130 °C po dobu 3 hodin. Nasledne bol pyridin odpareny.
Cistenie prebichalo stipcovou chromatografiou v sustave DCM:MeOH. 22:1. Nakoniec
bol produkt rozpusteny v minimalnom mnozstve DCM a nakvapkany do hexanu (100
ml) auskladneny pri -18°C cez noc. Precipitat bol odfiltrovany, vysuSeny a vytazok

¢inil 150 mg (50%) tmavomodrych krystalov.
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T.t.> 300 °C. 'H NMR (500 MHz, Pyridin-ds) § 7,86 — 7,81 (m, 2 H), 7,71 — 7,67 (m, 4
H), 7,52 (t, J = 7,8 Hz, 2 H), 7,40 — 7,35 (m, 1 H), 7,14 — 7,09 (m, 4 H), 4,81 — 4,70 (m,
4 H), 4,45 — 4,40 (m, 16 H), 4,40 — 4,35 (m, 8 H), 3,78 (s, 6 H), 3,77 — 3,73 (m, 16 H),
3,72 — 3,67 (m, 8 H), 3,44 (t, J= 6,4 Hz, 2 H), 3,37 — 3,32 (m, 2 H), 3,23 (d, /= 1,3 Hz,
24 H), 3,21 (s, 6 H), 3,20 (s, 6 H), 3,14 — 3,03 (m, 4 H), 1,97 — 1,78 (m, 8 H), 1,59 —
1,42 (m, 6 H) ppm. '*C NMR (126 MHz, Pyridin-ds) & 159,1, 151,5, 149,6, 1428,
137,3, 135,5, 135,3, 130,7, 128,8, 128,3, 123,5, 123,3, 113,7, 71,2, 71,2, 71,1, 58,5,
58,4, 55,3,49,2, 49,2, 49,1, 49,0, 48,0, 47,7, 35,4, 32,8, 32,3 ppm (niektoré aromatické
signaly su zlucené). HRMS (ESI) (m/z): poéitané pre [M+H]" (CosHi30N27015Zn")
vyzaduje 1952,9526, namerané 1952,9515.

4.8 Syntéza 2-[4-(2-azidoetyl)piperidin-1-y1]-3-[4-(2-
hydroxyetyl)-piperidin-1-y1]-9,10,16,17,23,24-hexakis[bis(2-
metoxyetyl)amino]-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninu

zino¢natého (11)
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K latke 10 (50 mg, 0,026 mmol) rozpustenej v DCM (5 ml) bola pridana
trichloroctova kyselina (8,4 mg, 0,051 mmol). Reakcia prebiehala po dobu 2 hodin za
laboratornej teploty. Potom bol pridany DCM (30 ml) a zvySok trichléroctovej kyseliny
bol neutralizovany vytrepanim s 5% NaHCOs3 (3 x 20 ml). Organicka vrstva DCM bola
vysu$end bezvodym Na»SOs aodparena dosucha. Cistenie prebiehalo stipcovou
chromatografiou v sustave DCM:MeOH v pomere 15:1. Vytazok Cinil 37 mg (88%)

tmavomodrych krystalov.
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T.t. > 300 °C. 'H NMR (500 MHz, Pyridin-ds) & 4,78 (t, J = 9,4 Hz, 4 H), 4,44 — 4,38
(m, 16 H), 4,38 — 4,33 (m, 8 H), 4,04 (t, /= 6,5 Hz, 2 H), 3,77 — 3,71 (m, 16 H), 3,71 —
3,65 (m, 8 H), 3,34 (t,J="7,1 Hz, 2 H), 3,23 (s, 24 H), 3,20 (s, 6 H), 3,20 (s, 6 H), 3,16
—-3,02 (m, 4 H), 2,09 — 2,03 (m, 2 H), 1,99 (br, 1 H), 1,91 — 1,80 (m, 4 H), 1,73 — 1,41
(m, 8 H) ppm. 3C NMR (126 MHz, Pyridin-ds) § 151,53, 151,44, 151,30, 150,91,
149,66, 143,22, 143,10, 142,88, 142,84, 135,51, 135,31, 123,50, 123,30, 71,22, 71,13,
59,72, 58,47, 49,20, 49,12, 49,02, 48,07, 47,76, 40,47, 35,41, 33,94, 33,47, 33,00, 32,33
ppm (niektoré aromatické signaly su zlucené). UV/Vis (THF): Amax (log €) = 654 (5,4),
596 (4,6), 505 (4,6), 373 nm (5,2). HRMS (ESI) (m/z): pocitané pre [M+H]"
(C74H112N27013Zn") vyzaduje 1650,8219, namerané 1650,8181.

4.9 Modifikacia pevnej fazy pomocou AzaPcs a syntéza ODN
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Obr. 23 Zavadzanie latky 10 na pevnii fazu. Prerusovand modrda Ciara znaci miesto odstiepenia DMTr a zaciatok pre
syntézu ODN, oranzovd prerusovand ciara znaci miesto odstiepenia sa z pevnej fize.

Do sklenenej vialky bola navazena latka 10 (24 mg, 0,012 mmol)), Cul
(34,4 mg, 0,181 mmol), alkyn-CPG (12) (120 mg) a zmes THF/diisopropyletylamin
v pomere 2:1 (1 ml). Vialka bola trepana 24 hodin za laboratornej teploty. Nasledne
bolo rozpustadlo odstranené dekantaciou a CPG sa opakovane premyvalo THF,
acetonitrilom, DCM a dietyléterom (4 x 1ml z kazdého). CPG bolo vysusené pod
vakuom nad P,Os. Loading AzaPc na pevnu fazu bol uréeny absorb¢nou spektroskopiou

a monitorovanim pdasu, ktory odpovedd 4,4°-dimethoxytritylu (498 nm) uvolnenému
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z pevnej faze. Priblizne 2-3 mg pevnej faze sa presne navazilo do skimavky, potom bol
pridany roztok kyseliny chloristej (10 ml, 70% HCIO4/metanol v pomere
52:46), skimavka bola uzavretd atrepana 0,5 hodiny. Vzorka roztoku bola potom
zriedend aprenesena do 1 cm kyvety, kde bola zmerana absorbancia pri 498 nm.
Loading bol vypocitany podla vzorca:

Asognm X zriedenie X 143

loadi l/g9) =
oading (umol/g) hmotnost pevnej fazy v mg

Vysledny loading bol 55 umol/g.

Takto modifikovana pevna faza 13 sluzila ako vychodzi material (Obr. 23) pre
syntézu ODN sondy F D Q znacenej na 3'-konci (Obr. 24). Cela syntéza ODN sond
prebichala v externej firme GENERI BIOTECH (Hradec Kralové, Ceska republika) na
DNA/RNA syntetizatore (Perkin-Elmer, Applied Biosystems 394).

Sekvencia ODN ret'azca pripravenych sond je nasledujtca:
5'-FAM-TCTTTTTGAAAAGTTATA[DBCOdT]CTACTTACAGAAAAGTAAAT-
(AzaPc 11)-3".

Firmou GENERI BIOTECH (Hradec Kralové, Ceska republika) bol dodany aj antisense
ODN o sekvencii (tu¢ne je znazornena ¢ast’ komplementarna k pripravenym sondam):
5'-TCTATGTCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGATATAACTTTTCAAAAAGA
CAGTCAATTC-3'

Nasyntetizovand bola aj sonda bez latky 11 na 3'-konci s oznatenim F D X.
/
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Obr. 24 Schematicky znazornena sonda F_D_Q, zlta ciara znaci miesto odStiepenia z pevnej faze,
dibenzoazacyklooktin (DBCO,).

Po syntéze ODN retazca boli sondy F D X aF D Q (detailny popis sond vid’

nizsie Obr. 26) odstiepené z pevnej faze pridanim 32% amoniaku (1 ml) a trepanim po
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dobu 24 hodin pri laboratérnej teplote. Naslednym precistenim gélovou
chromatografiou na predplnenej kolonke CentriPure N10 (empBIOTECH, Nemecko) sa
odstranili nizkomolekuldrne necistoty. Koldonka sa nechala vykvapkat’ a nasledne bola
nanesend sonda v 32% amoniaku (1 ml), ktory bol vykvapkany. Pridala sa voda
(0,5 ml), ktora sa nechala vykvapkat’ a s dal§im pridavkom vody (1 ml) sa uz odoberal
eluent. Nasledne podl'a absorbancie zmeranej pri 260 nm, bola ur¢end koncentracia,

vypocitané latkové mnozstvo sondy v roztoku a rozpustadlo odparené.

4.10 Znacenie ODN sond AzaPcs

Sondy s oznatenim F Q Q a F_Q X boli pripravené pridanim latky 14 (15 mg,
0,009 mmol) (Obr. 25) v THF (300 pl) k ODN retazci este stale naviazanému na CPG
(20 mg) (bud F D _Q alebo F D X) atrepanim po dobu 24 hodin pri laboratornej
teplote.
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Obr. 25 Vzorec latky 14.

Latka 14 je synteticky dostupnejSia abola uz v laboratériu v minulosti
pripraven4.?® Obsahuje na periférii jednu azidov(i skupinu, ktora bola vyuzita pre viizbu
na DBCO. (vid’ kapitola 5.2). Po zmienenych 24 hodinach bola pevna faza preplachnuta
THF (4 x 1 ml). Sondy boli odstiepené z pevnej faze pridanim 32% amoniaku (1 ml)
atrepanim po dobu 24 hodin pri laboratdrnej teplote. Precistenim gélovou

chromatografiou na predplnenej kolonke CentriPure N10 (empBIOTECH, Nemecko) sa
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odstranili nizkomolekularne necistoty (vid kapitola 4.9). Sondy analogicky znacené

zhasaCcom BBQ boli pripravené a dodané externou firmou GENERI BIOTECH.

Schématické zobrazenie vsetkych Studovanych sond je na Obr. 26.

¥

t -

FDX < @.._—

F_D_BBQ S{Q‘ - o mq

— @ rwam —O—@

! F_BBQ_X @—— t

Obr. 26 Znazornenie modifikacii AzaPc a BBQ sond.
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4.11 Cistenie sond v systéme HPLC

Nasledne boli pripravené sondy cistené pomocou semipreparativnej HPLC
(Obr. 27). Vsetky odparené sondy boli rekonStituované pridavkom vody tak, aby
vyslednd koncentracia odpovedala priblizne 0,1-0,5 mM pre Ccistenie pomocou
semipreparativnej HPLC. Ako mobilnd faza bola pouzita zmes acetonitrilu (ACN)
a trietylamonium-acetatového (TEAA) pufru, ktorych vzajomny pomer bol upravovany
podl’a Cistenej sondy. Ako stacionarna faza sluzila C18 reverznej kolony Hypersil BDS
C18 (100 x 4,6 mm, velkost’ castic 2,4 um). Kolona bola temperovana na 40 °C
a prietok bol nastaveny na 1 ml/min. Spravne frakcie boli zbierané na zaklade udajov
z DAD detektoru v momente, ked” bol na absorpénom spektre vidite'ny zhasac, FAM aj
ODN retazec aaby sa znizil objem zbieranych frakcii tak v ¢ase, v ktorom bolo
detekované pozadované spektrum sa pomer ACN zvysil o 1-2 %. Zbierané frakcie boli

odparené a uchovéavané v mraznicke (—20 °C).
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Obr. 27 Chromatogramy (pri 260 nm) a absorpcné spektra AzaPc sond po separacii.
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BBQ znacené sondy boli Cistené semipreparativnou HPLC za nastavenia a
spracovania vzorku, ktoré je uvedené vyssie. Vysledné podmienky separacie st uvedené

v nasledujiucom obrazku (Obr. 28).
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Obr. 28 Chromatogramy (pri 627 nm pre BBQ sondy a 497 nm pre sondu F D _X) a absorpcné spektra sond po
separdci.

42



4.12 Hodnotenie sond

Efektivita zhaSania vSetkych pripravenych sond bola merand podla
nasledujuceho postupu. Do kyvety sa pridalo 600 pl hybridizacného pufru (20 mM Tris-
HCI (pH 8.4), 2 mM MgCl, 50 mM KCI) a zmerala sa bazéalna fluorescencia pufru.
Potom bolo pridané také mnozstvo sondy, aby vysledna koncentracia odpovedala 50
nM a merala sa fluorescencia. Potom sa pridala antisense ODN tak, aby jej vysledna
koncentracia bola 250 nM a kyveta sa zahriala na 75 °C po dobu 10 minat. Nésledne
kyveta chranena pred svetlom chladla pri laboratornej teplote 0,5 hodiny a potom sa
merala fluorescencia. Nasledne sa pridal 1 pl enzymu DNasy (DNase I (1 U, Thermo
Scientific)) a okamzite sa zacala sledovat’ fluorescencia (10 cyklov, meranie kazdé

2 minuty).

Vysledné hodnoty boli dosadené do vzorca:

0F —[1 ( LB >]><100
Fmax_Fb

kde :
Fx je hodnota okamzitej fluorescencie
Fy je hodnota bazalna fluorescencia

Fmax je maximalna hodnota fluorescencie po pridani DNasy
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5. Diskusia a vysledky

Cielom mojej prace bolo syntetizovat dialkylamino substituovany
AzaPc, pripravit’ trojito znaenu sondu a porovnat’ efektivitu jej zhaSania oproti sonddm

znacenym dvojito. Okrem toho som hodnotil vplyv polohy zhasaca na efektivitu

zhaSania.

5.1 Syntéza AzaPc
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Obr. 29 Schéma syntézy AzaPc pouzitého na véizbu na 3'-koniec ODN.
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Syntéza AzaPc zacala najskor pripravou vhodnych prekurzorov —
substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilov. V prvom kroku vznikala nukleofilnou
substituciou atomu chloru v latke 1 latka 3. Nasledne bola jej hydroxylova skupina
ochranend acetylaciou (Obr. 29). V tomto kroku pri syntéze latky 4 som zistoval
najvyhodnejSie podmienky acetyldcie latky 3. Jednotlivé reakéné podmienky st
uvedené v tabulke 1. Reakcie prebiehali po dobu 3 hodin v2 ml THF. Po ukonceni

reakcie som vyvinul TLC v sustave chloroform:aceton v pomere 20:1 (Obr. 30).

Tabulka 1 Reakcné podmienky acetylacie latky 3

. Reakéné podmienky: . Reakéné podmienky:
a)

100 mg latky 3 ©) 100 mg litky 3
10 eq anhydridu kyseliny octove;j 10 eq anhydridu kyseliny octovej
1,5 eq NaAcO
b) 100 mg latky 3 4 100 mg latky 3
10 eq anhydridu kyseliny octovej 5eq AcCl
+ katalytické mnozstvo H,SO, 1,5eq NaAcO
o
=
o
=
S
g
® ° 0=
5
o
¢ 2
¢ =
[\
e
. N [
° t &
o8
=
F---t----- |------ b----- 4------ b---
a) b) 3 C) d)

Obr. 30 TLC po acetyldcii za réznych reakénych podmienok.

Za reakénych podmienok a) reakcia neprebehla. V pripade b) reakcia prebiehala
kvantitativne ale produkt bol znecisteny (pravdepodobne v dosledku hydrolyzy
nitrilovych skupin silnou kyselinou). V pripade c) reakcia prebichala dobre, ale nie
lepsie ako za podmienok d), ktoré boli zvolené ako findlne reakéné podmienky pre
syntézu latky 4. Nasledne bola prevedena nukleofilna substitucia druhého atomu chloru
na latku 5 a voI'na OH skupina bola v dvoch krokoch (mesylacia a nasledna substittcia)

prevedend na azidoskupinu. Druhy prekurzor (latka 7), ktory bol pouzity do
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cyklotetramerizéacie a tvoril tri Stvrtiny vysledného makrocyklu, bol uz v minulosti

pripraveny v laboratoriu obdobne nukleofilnou substiticiou.?

Do cyklotetramerizacie teda vstupili dva prekurzory a vysledné produkty reakcie

boli dosledkom Statistickej kondenzacie (Obr. 31).

"

Obr. 31 Schematicky znazornené produkty statistickej kondenzacie.

Takto vznikala zmes kongenerov, kedy kazdy kongener
obsahoval jednu az Styri hydroxylové skupiny. Bohuzial
retenény faktor jednotlivych kongenerov bol vel'mi podobny,

kvoli tomu, ze hydroxylové skupiny jedného prekurzoru mali U
vel'mi podobny vliv na hydrofilitu vysledného makrocyklu ako &
-
ﬁ

bis(metoxyetyl)amino substituenty druhého prekurzoru. Vyssie

zmienena skuto¢nost’ znemoziovala separaciu pomocou e
stipcovej chromatografie (Obr. 32). Preto bol do zmesi :_
kongenerov chranenim hydroxy skupiny/skupin zavedeny jeden i:
az Styri DMTr. Takto substituované kongenery mali uz . %
dostatone rozdielne retencéné faktory pre delenie stipcovou %)

)
»

chromatografiou. Zavedenie DMTr do vysledného makrocyklu

umoznilo separaciu ziadaného kongeneru (Obr. 32, znazorneny Mﬂq ’rfﬂl
¢erveno), avsak okrem toho, bolo nepostradatel'né aj pre zistenie ~ Obr. 32 H2mix: zmes 6

kongenerov s OH
»loadingu® AzaPc na pevnu fazu v d’alSej fazy projektu. Do  skupinami. Trit: zmes
kongenerov po tritylacii.
takto pripravenej a pre€istenej latky 9 bol zavedeny zinoc¢naty

kation ako centralny kation za vzniku AzaPc 10.
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Podmienky detritylacie boli vyskuSané so
separovanou latkou 10 a troma roznymi kyselinami. Latka [~~~ """~ 7777777777
10 reagovala s prislusnou kyselinou v pomere 1:2.

Nasledne bolo vyhotovené TLC (Obr. 33).

o

@

<

=

V pripade kys. trichloroctovej reakcia prebiehala %
dostato¢ne v prospech detritylovaného produktu. Pri =
pouziti kys. trifluéroctovej alebo kys. p-toluénsulfonove;j _;
reakcia prebiehala v prospech detritilovaného produktu, IC:)
=

ale Skvrna odpovedajica vychodzej latke 10 bola v oboch

pripadoch intenzivnejS§ia ako pri pouziti  kys. a) b) 10 ¢

trichloroctovej. Z tohto dovodu bola pouzitd kyselina Obr. 33 TLC detritylacie pre rozne
kyseliny. a) kys. trichloroctova,

trichloroctova na odchranenie hydroxyskupiny. b) kys. trifludroctovd, c) kys. p-
toluénsulfonova.

5.2 Syntéza ODN znacenych AzaPc a HPLC distenie

Po zavedeni zino¢natého kationu do centra makrocyklu som naviazal latku 10 na
pevnu fazu alkyn— CPG. Reakciou volby bola v tomto pripade med’ou katalyzovana
azid-alkyn cykloadicia, ktord prebieha medzi azidom latky 10 a trojnou vizbou alkyn-
CPG za katalyzy Cul za vzniku triazolového cyklu medzi latkou 10 a CPG (Obr. 34).

Reakcie tohto typu patria do tzv. ,,click chémie.

( Cul, THF, DIPEA
rt,24 h

10 13

fo] HN— cpg

I

Y

Obr. 34 Zndzornenie naviazania AzaPec na pevnii fizu.

K takto na pevnu fazu upevnenému AzaPc bol v externej firme GENERI
BIOTECH prisyntetizovany ODN retazec v ramci automatickej syntézy v DNA/RNA
syntetizatore:
5'-FAM-TCTTTTTGAAAAGTTATA[DBCOdT]CTACTTACAGAAAAGTAAAT-
(AzaPc-CPG)-3’,
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ktory obsahoval na 5'-konci fluorofor fluorescein a na 3'-konci zhdsa¢ 11 naviazany na
pevnej faze viazany cez hydroxylova skupinu. Priblizne v strede ODN retazca bol
dibenzoazacykloktin (DBCO), cez ktory bol k ODN pripojeny AzaPc zhasac 14.

DBCO je molekula obsahujuca vo svojej Struktare trojna vazbu. Prave na thto
trojnu vdzbu sa viaze azid latky 14 za vzniku triazolového kruhu. Této reakcia bola
spominand uz pri zavadzani latky 10 na CPG, jednd sa o alkyn-azid cykloadiciu, ale
v tomto pripade reakcia vd’aka silnému pnutiu vizieb v DBCO prebiecha samovolne, bez
katalyzy Cul (Obr. 35). V pripade znacenia DNA je nepritomnost mednych iontov

vyhodou, pretoze tie mézu ni¢it DNA retazce.
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Obr. 35 Znazornenie vizby AzaPc 14 na DBCO za vzniku triazolového cyklu.

Takto pripravené sondy boli odStiepené z pevnej faze pomocou 32% amoniaku
anasledne precistené gélovou chromatografiou v kolonke (CentriPure N10) od
pripadnych nizkomolekularnych necistot. Nasledne podla absorbancie zmeranej pri
260 nm, bola ur¢end koncentréacia, rozpustadlo odparené a sondy rozpustené vo vode
tak, aby vysledna koncentracia odpovedala priblizne 0,1-0,5 mM pre Ccistenie
semipreparativnym HPLC. ODN po odStiepeni zpevnej fiaze modzu okrem
pozadovaného produktu obsahovat' aj nedokonale znatené ODN retazce (napr.
chybajuci zhéasa¢ alebo FAM, nedokonale vymyty zhasa¢ pouzity pre click). Pre
ilustraciu uvadzam na d’alSom obrazku (Obr. 36) sondu F Q Q pred a po separacii

(podmienky 5 mM TEAA:ACN 72:28).
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F_Q_Q pred separaciou F_Q_Q po separacii
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Obr. 36 Znazornenie sondy F_Q _Q pred a po HPLC. V prvom piku (¢erveno) sa eluujii nedokonale znacené ODN
(chybajuci zhasac/FAM), v druhom piku (fialovy) som odoberal Ziadanii sondu F Q Q.

Pri HPLC bola pouzitd kolona Hypersil BDS C18 (100 x 4,6 mm, velkost’ ¢astic
2,4 pm). Systém bol temperovany na 40 °C a prietok nastaveny na 1 ml/min. Zaciatocné
zloZenie mobilnej faze bolo 5 mM TEAA:ACN v pomere 65:35 abolo upravené
v priebehu delenia podla vlastnosti separovanej sondy. Ako hlavny urcujici parameter
pri rozhodovani, ktory pik v chromatograme obsahuje zvoleny produkt, bolo brané do
uvahy absorpcné spektrum (Obr. 37) v eluovanom piku (ODN retazec absorbuje pri
260 nm, FAM absorbuje pri 495 nm a AzaPc absorbuje ve vice pasech, avSak ako

hlavna sa brala intenzita v oblasti Q-pasu (okolo 660 nm).
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Obr. 37 Absorpcné spektrum sondy FQ X, ODN (zelena) absorbuje pri 260 nm, FAM (Zlta) absorbuje pri 495 nm,
AzaPc (fialovo) absorbuje vo viacerych pdsoch ale ako hlavny sa bral Q-pds (660 nm).

Vysledné podmienky separacie su uvedené v kapitole 4.11.
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Sondy s BBQ zhaSacom boli pripravené externou firmou GENERI BIOTECH.
Celkovo boli pripravené tri sondy s ozna¢enim F BBQ X, F D BBQ aF BBQ BBQ.
Ich Struktara a spdsob vdzby na ODN je nacrtnuty nizSie (Obr. 38). V tomto pripade

som len Cistil pripravené sondy pomocou HPLC.
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Obr. 38 Znazornena sonda F BBQ BBQ a vizba BBQ na ODN.

5.3 Stanovenie u¢innosti zhasania

Pripravené sondy boli d’alej pouzité pre porovnanie ucinnosti zhasania, pri
ktorom sa sledoval hlavne vplyv vzdialenosti medzi fluoroforom a zhasacom
a potencidlne vysSia ucinnost’ pri pouziti dvoch zhésacov (sonda F_Q Q). Vysledky
AzaPc sond boli porovnané z komerc¢ne dostupnym BBQ zhdSacom. Pri samotnom
merani U¢innosti zhéaSania (QE, quenching efficiency) bola merana fluorescencia
hybridiza¢ného pufru ako bazdlna fluorescencia. Nasledne bolo do kyvety pridané také
mnozstvo sondy, aby vysledna koncentrdcia odpovedala 50 nM azmerala sa
fluorescencia. ODN retazec sondy bol vtomto okamziku v roztoku vo forme
nahodného klbka a zhaSa¢ a fluorofor spolu interagovali na zaklade hydrofébnych

interakcii a tvorili heterodimér (Obr. 39). Jednalo sa o statické zhaSanie.

2x105
: 4 ISP = ODN sonda
Statické zhasanie 3 5x10°-
(]
e
@ 1x1054
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Obr. 39 Samotnd sonda F D_Q v roztoku vo _forme nahodného klbka, dochddza ku statickému zhasaniu na zdaklade
tvorby heterodiméru fluoroforu F a zhdsacu Q a vysledna fluorescencia je minimdlna (modra krivka).
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Po merani samotnej sondy bol pridany pét nasobok antisense ODN o sekvencii:
TCTATGTCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGATATAACTTTTCAAAAAGACA
GTCAATTC, ktord je komplementarna (tucne) k zvolenym sondam. Nasledne bola
kyveta zahriata vo vodnej lazni na 75 °C na 10 minut a potom bez pristupu svetla
chladla 30 mintt, aby doslo k hybridizacii. Po vychladnuti bola merana fluorescencia.
Naviazanim sondy na antisense sa od seba vzdialil fluorofor a zhasac, ktoré uz nemohli
spolu priamo interagovat’ na zaklade hydrofébnych interakcii a uplatiiuje sa dynamické

zhaSanie, ktoré nie je také u€inné ako statické preto narasta fluorescencia (Obr. 40).
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Obr. 40 Po pridani antisense AS do roztoku a naslednej hybridizacii je fluorescencia tlmend dynamickym zhasanim,
ktoré ma vSak nizsiu efektivitu ako zhasanie statické. Pozorujeme narast fluorescencie (Cervend krivka).

Nasledne bol do kyvety pridany enzym DNasa, ktory rozstiepal DNA ret'azce na
malé kusky. Tym doslo k oddeleniu fluoroféru a zhaSaca od seba vol'ne do roztoku
avzdialenost mezi nimi narastla natolko, Ze uz nedochadzalo k ziadnemu
zhaSaniu (Obr. 41). Tuto hodnotu fluorescencie potom modZeme povazovat za
maximalnu, ktori méze dana sonda dosiahnut' a pouzit ju nasledne pre vypocet
ucinnosti zhédsania.
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Obr. 41 Po pridanit DNasy doslo k rozstiepaniu ODN, fluorofor F a zhasac Q sa dostali volne do roztoku, k zhasaniu
nedochadza a fluorescencia dosahuje maximalnych hodnét (zelena krivka).
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Tieto merania som zopakoval trikrat pre kazdu sondu. Vysledné¢ hodnoty som

dosadil do vzorca a spocital ucinnost’ zhasania QE:

QF = [1 ( b= )]xlOO
Fmax_Fb

v ktorom hodnote Fx odpovedala hodnota fluorescencie samotnej sondy pre vypocet
efektivity statického zhaSania (Obr. 39) alebo hodnota po pridani antisense pre vypocet
efektivity dynamického zhdSania (Obr. 40). Hodnota Fmax odpovedala maximalnej
hodnote fluorescencie, ktora bola namerand po pridani DNasy (Obr. 41). Hodnota Fy je

hodnota bazalnej flurescencie.

Vysledné hodnoty som spracoval do grafu (Obr. 42):

2 m FQAQ
g 75 = F BB
% == F QX
< 501

N == F B X
8 F.D.Q
£ 254

o] a2 F D B
] _D_|

0" T T

statické zhasanie dynamické zhasanie

Obr. 42 Vysledné hodnoty QF pre jednotlivé sondy.

Vysledky statického zhéaSania AzaPcs sond F D Q aF Q Q dosahuju
podobnych hodnot. Sonda F_Q X dosahuje hodnét nizsich, pravdepodobne v dosledku
horSieho pribliZzenia zhéasaca, ktory je umiestneny v strede ODN retazca a fluoroforu.
Najnizs$iu hodnotu dynamického zhaSania dosiahla naopak sonda F D Q, ¢o bolo
ocakavané, kedZze efektivita dynamického zhaSania klesd so zvacSujucou sa
vzdialenostou zhasac¢a a fluoroforu. Sondy F Q Q aF Q X dosiahly podobnych
hodnét dynamického zhaSania. Sondy obsahujiice BBQ zhédsa¢ sa v ramci statického
zhaSania spravali veI'mi podobne ako v pripade sond AzaPcs. Pri dynamickom zhaSani
boli vysledky prakticky porovnatelné pre vSetky sondy obsahujice BBQ, vo vicSine
pripadov bolo ale zhaSanie fluorescencie dynamickym mechanismom vyrazne horSie

ako pri AzaPcs.
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6. Zaver

Podnetom pre tto pracu bol ¢lanok, v ktorom boli vyuzité trojito znacené sondy
(s FAM na 5'-konci, s jednym zhaSacom na 3’-konci a s druhym v strede ODN ret’azca)
aqPCR pre kvantifikaciu deoxyribonukleosidtrifosfatov ako alternativa k metodam
vyuZivajucim radioizotopy alebo chromatografické metody.?

Mojim cielom bolo pripravit’ trojito znaceni sondu s takymto usporiadanim
zhasacov a FAM za pouzitia AzaPcs a porovnat’ efektivitu zhaSania takto pripravenej
trojito znacenej sondy so sondou znacenou dvojito a vpliv polohy zhaSaca na efektivitu
zhaSania. Vo vysledku som nasyntetizoval dialkylamino substituovany AzaPc
s hydroxylovou funkénou skupinou pre naviazanie ODN retazca a azidovou funkcénou
skupinou pre zavadzanie na pevnu fazu. Takto substituovany AzaPc som nasledne aj
izoloval a precistil v systéme HPLC. Nasledne som uspesne pripravil trojito a dvojito
znacené ODN sondy a zmeral efektivitu zhaSania. Hodnoty statického aj dynamického
zhéSania pripravenych AzaPc sond dosahovali vel'mi blizkych hodndt a aj napriek tomu,
ze sonda znacena trojito dosahovala o trochu lepsSich vysledkov, tak rozdiel medzi
AzaPc sondami nebol natolko vyrazny, aby som mohol povedat’, ze mnou pripravené
trojito znaéend AzaPc sonda je vyhodnejsia ako sondy znaené dvojito. Co sa tyka
porovnania sond s AzaPc a sond s BBQ tak z hl'adiska zhasSania sa ukazali vyhodnejSie
AzaPc sondy. Zaverom z mojej prace vyplyva, ze vzhladom k syntetickej naro¢nosti,
nie je dovod uprednostnovat’ trojito znacenit AzaPc sondu pred AzaPc sondou znacenou
dvojito.

Vysledky mojej syntetickej prace pri priprave AzaPc boli zahrnuté do publikacie
popisujucej rozne moznosti modifikacie ODN ret’azcov, v ktorej som spoluautorom:

Demuth J, Miletin M, Machan M, Kantor M, Zimcik P, Novakova V, Synthesis and J-

Dimer Formation of Tetrapyrazinoporphyrazines with Different Functional Groups for
Potential Biomolecular Probe Applications, ChemPlusChem, 2020, 85, 527-537
(IF2018 = 3,441, Q2).
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