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Nazev diplomové prace Syntéza substituovanych akridinti

Polymerazova tetézova reakce (PCR) vredlném case je velmi Casto vyuzivand
metoda v mnoha laboratofich pro diagnostické ucely. Tato metoda spojuje PCR
s vyuzitim fluorescencnich signdlnich latek — sond za ucelem sledovani mnozstvi
amplikoni béhem kaZdého cyklu PCR. Existuje nékolik typt sond pouZivanych pro
analyzu deoxyribonukleové kyseliny. Kratké sondy nevytvaii dostateéné termalné
stabilni duplexy s cilovou sekvenci DNA, aby byly schopny odhalit $patné¢ parovani
jednotlivé baze. Tato prace obsahuje piehled zpiisobii feSeni ovlivnéni termostability
kratkych oligodeoxynukleotidovych (ODN) sond. V praktické ¢asti byly pfipraveny dva
strukturné odlisné derivaty akridinu, které diky schopnosti interkalace mezi baze DNA
mohou zvySovat termostabilitu duplexu sondy scilovou sekvenci. ZvySenim
termostability dochazi i1 ke zvySeni teploty tani duplexu. Z tohoto divodu tvoii
akridinové derivaty perspektivni latky vhodné pro kratké ODN sondy, které se
vyznacuji nizkou termdlni stabilitou. Popsané reakce ptipravy akridinovych derivati
byly optimalizovany. V neposledni fadé byl jeden akridinovy derivat otestovan pred i

po navazani na ODN sondu za G¢elem prokazani vlivu na jeji termostabilitu.
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Real-time PCR is a widely used method in many laboratories for diagnostic purposes.
This method combines PCR with the use of fluorescent signaling agents, probes, to
monitor the number of amplicons during each PCR cycle. There are several types of
probes used for DNA analysis. Short probes do not form sufficiently stable duplexes
with the target DNA sequence to be able to detect single base mismatching. This work
provides an overview of the oligodeoxynucleotides (ODN) probes in use and in what
way is their thermostability is affected. In the practical part, two structurally distinct
acridine derivatives were prepared because they may increase duplex thermostability
due to their ability to intercalate between DNA bases. By increasing the thermostability,
the melting temperature of the duplex between probe and the target sequence is also
increased. For this reason, acridine derivatives form promising compounds suitable for
short ODN probes that are characterized by low thermal stability. The described
reactions for the preparation of acridine derivatives have been optimized. Finally, one
acridine derivative was tested before and after binding to the ODN probe to demonstrate

the effect on thermostability of the duplex.







Seznam pouzitych zkratek

1. Seznam pouzitych zkratek

DAD Detektor diodového pole

DCM Dichlormethan

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dsDNA  Dvouvlaknova DNA (z anglického double stranded DNA)

EAC Ethylacetat

FAM 6-karboxy fluorescein

HEX Hexan

HPLC  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High-performance liquid
chromatography)

LNA Locked nucleic acid

MeOH  Methanol

MGB Latka vazajici se do malého Zlabku DNA (z angl. minor groove binder)

MS Hmotnostni spektrometrie
NK Nukleova kyselina
NU Nezadouci ucinek

ODN Oligodeoxynukleotid

PCR Polymerazova tetézova reakce

PNA Peptidova nukleova kyselina

qPCR  kvantitativni PCR

RNA Ribonukleova kyselina

Rs Retenéni faktor

SNP Mutace v jednom nukleotidu (z anglického single nucleotide polymorphisms)
ssDNA  Jednovlaknova DNA (z anglického single stranded DNA)

TEA Triethylamin

TFA Trifluoroctova kyselina

THF Tetrahydrofuran

TLC Tenkovrstva chromatografie (z angl. Thin Layer Chromatography)
ZNA Z angl Zip Nucleic Acids
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2. Cil prace

Tato prace je zaméfena na syntézu novych akridinovych derivati. Akridinové
derivaty pro tento projekt byly vybrany diky své schopnosti interkalace mezi baze
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ktera je znama jiz nékolik desetileti. Diky tomu se
zvySuje termostabilita 1 teplota tani duplexu sondy s cilovou sekvenci. Z tohoto
poznatku vychazi i naslednd aplikace interkaldtorti jako stabilizatorti duplexu kratkych
oligodeoxynukleotidovych (ODN) sond. Pti interkalaci dochéazi ke zvyseni pevnosti
vazby mezi fetézci dvouvldknové DNA pomoci nekovalentnich vazeb s interkalatorem.
Jsou to pfevazné m-m interakce, vodikové vazby, iontové vazby, hydrofobni interakce
a van der Waalsovy sily.! n-m interakce se tvofi mezi akridinovym kruhem a bazemi.
Iontové vazby vznikaji mezi kyselymi fosfaty tvofici kostru DNA a bazickym
substituentem interkaldtoru. Nejvhodnéjsi substituent je takovy, ktery mulze byt

protonizovan ve fyziologickém pH, nap¥. aminoskupina.?
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Obrazek 1. Interkalace akridinovych derivétii mezi baze DNA.

Cilem prace byla ptiprava akridinovych derivatd, které lze vhodnou metodou ptipojit
na ODN sondu. Zaroven nesmi ztratit schopnost interkalace (Obrazek 1), ktera zpeviuje
vazbu a zvySuje teplotu tani duplexu sondy s cilovou sekvenci. Konkrétné byly pro
tento projekt vybrany takové derivaty akridinu (Obrazek 2), které maji v pozici
9 akridinu  navdzany N, N-dimethylaminoethylamin a v pozici 4 navazany
N-6-(azidohexan)karboxamid (viz série latky A). Azidoskupina je kliCova

k azid-alkynové cykloadici potfebné k navazani na ODN sondy pomoci tzv. click
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chemie. Jako druhd cilova struktura byl vybran derivat akridinu, ktery mél v pozici 9
navazany 6-(azidohexan)amin. Zaroven v pozici 4 a 5 navazany karboxamid nesouci

bazickou skupinu (viz série latky B).

Obrazek 2. Pozadované produkty syntézy A a B.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Akridin a jeho derivaty

Akridin je tricyklicky kondenzovany heterocyklus, ktery vychazi ze struktury
anthracenu. Jeden z centralnich uhlikii je nahrazeny atomem dusiku.® Jedna se o slabé
bazickou latku. Molekula tvoii plandrni uspotfadani, které je zodpovédné za jeho

schopnost interkalace mezi baze DNA.

Akridin byl poprvé izolovan v roce 1870 némeckym chemikem Heinrichem Caro
z ¢ernouhelného dehtu. Zpocatku byl akridin a jeho derivaty vyuZzivan jako surovina
k piipravé barviv na kiizi a tisk.* AvSak zajem o tuto perspektivni molekulu zacal

s prichodem 20. stoleti nartstat.

Na zacatku 20. stoleti byly poprvé aminoakridiny pouzity jako 1éCivé ptipravky
s antimikrobnim U¢inkem. Jednalo se o akriflavin a proflavin. Béhem prvni svétové
valky byly vyuzivany jako antiseptika na rany.> Antimalarické u¢inky mepakrinu byly

vyuzity v druhé svétové valce pii nedostatku chlorochinu.

V 70. letech byla zjisténa jejich vyrazna protinadorova aktivita, ktera oteviela novou
oblast rozsadhlého vyzkumu. Protinadorova aktivita je zptisobena schopnosti interagovat
s DNA interkalaci mezi bize DNA a interakci s topoizomerazou I1.° Vyzkum probihal
ivdal§ich oblastech mediciny, napifiklad byly studovany antimikrobidlni,

antiparazitické a antifungélni vlastnosti.”

Na zacatku 21. se mnohonasobné zvysil zdjem o vyzkum v molekularni biologii pro
jejich fluorescencni schopnosti, které 1ze vyuZivat pro diagnostiku nemoci, genetickych
mutaci a dalSich uceld. Zaroven probiha vyzkum protinddorovych latek, latek pisobici

proti parazitiim, malarii nebo piisobici proti priontim.*’

3.1.1. Akridin a jeho derivaty vyuZivané v terapii

Diky dlouhodobému vyvoji 1é¢iv na bazi akridinu a jeho derivati lze nalézt
terapeuticky pouzivané 1 obsoletni léCivé piipravky. Spole€nym znakem je jejich

akridinové jadro, které se lisi substituenty (Obrazek 3). NejcastéjSimi substituenty jsou
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polarni substituenty, jako jsou primdrni a sekunddrni aminoskupiny. Jejich variabilita

v substituentech se odrazi v riiznorodosti klinického pouziti jednotlivych latek.
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Co 999
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HoN N N
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~~ NH S
H,N N NH,

O \/ O < Proflavin >
Cl N =

Mepakrin HoN l SN l NH,
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Amsakrin
Obrdzek 3. Akridinové derivaty pouzivané v terapii.

Ethakridin (Rivanol®) je slaba baze, kterd patii do skupiny akridinovych barviv.
Chemicky se jedna o 6,9-diamino-2-ethoxyakridin, vyuZivany ve formé soli, laktatu.!'”
Jedna se o Siroce pouzivané 1écivo v lokalni 1écbé zanétlivych nebo ulcerativnich stavii
ktze, zejména ekzému v disledku vendzni stagnace. Pii peroralnim uZziti plsobi
primarné lokalné ve stfevé, neni absorbovan do systémového fe¢isté.!! M4 adstringentni
a antibakteridlni efekt. Dnes je v tomto vyuziti obsoletni. V 60. letech 20. stoleti bylo
jeho pouziti zneuzivano k ukondeni téhotenstvi v druhém a tfetim trimestru.'? Diky
tomu byl rozvijen vyzkum jeho abortivnich ucinkii. Ze studii vyplynulo, Ze kontraktilni
ucinek etakridinu je zprostfedkovan aktivaci Zirnych bun¢k v myometriu, které uvoliuji
mediatory, jako je prostaglandin F2a, prostaglandin E2, prostacyklin a tromboxan A2.'3
Jeho pouziti k ukonceni téhotenstvi je povazovano za bezpecné, avSak vyhodnéjsi je

kombinace s mifepristonem.'*
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Aminoakridin, chemicky 5-aminoakridin, je slaba baze. Byl pouzivan jako
antiseptickd latka béhem prvni svétové valky. Po peroralnim uziti je vysoce toxicky,
proto se pouzival pouze lokaln¢. Pti ptikladani obkladii roztoku aminoakridinu na rany

byly zaznamenany jen nepatrné NU a dobra uéinnost.'

V 50. letech byl popsan vznik
rezistence u nékterych kmenta bakterii, napt. Bacillus lactis aerogenes. Diky tomu se

prestaly pouzivat.'®

Mepakrin (Atrabine®) nazyvany chinakrin, je derivat akridinu, ktery byl poprvé
syntetizovan vroce 1933 a byl Siroce pouzivan béhem druhé svétové valky jako
antimalarikum. Pro tehdejsi dobu bylo vyhodou prodlouzeni doby relapsti az na dobu
7 tydnii. Je to dano elimina¢nim polocasem molekuly. Chinakrin plisobi jako
interkalator DNA. Inhibuje aktivitu hexokindzy parazitovanych erytrocytli a zaroven
i metabolismus glukézy parazita, tim zastavuje mnoZeni plasmodii.'” Jeho dalsi pouziti
byla od 80. letech 1é¢ba giardidzy, jejiz vyzkum probiha dodnes.!® Diky nezddoucim

ucinkiim bylo upusténo od jeho pouzivani.

Akriflavin  (Acriflavine®)  smé&s  3,6-diamino-10-methylakridiniumchloridu
(trypaflavin) a 3,6-diaminoakridinu (proflavin) byla primérné¢ pouzivana jako
antiseptikum, fungicidum a méla dobry uginek proti parazitickym infekcim.! Proflavin
obsahuje aminoskupiny, které interaguji iontovou vazbou s negativné nabitymi fosfaty
DNA, zatimco se aromaticky planarni kruh interkaluje mezi baze DNA. Diky vyrazné
interkalaéni  schopnosti je zkouméan jako protinddorova latka, konkrétné
u kolorektalniho karcinomu. Dosud ma protinddorovy ucinek potvrzen u raznych
solidnich nadorti, jako je osteosarkom, rakovina prsu, mozku, plic.?’ Zaroven u¢inné
inhibuje rezistenci na léky u epitelidlné-mezenchymalnich bun€k rakoviny slinivky
ajater.”! Pii dlouhodobé podavani akriflavinu pacientiim s AIDS jako antivirotika,
nebyly odhaleny zadné zavazné vedlejsi G€inky, coz naznacuje, Ze by mohl byt pouZit
samostatné¢ nebo v kombinaci s jinymi l€ky k pfekonéni odolnosti rakovinnych bunck
vi¢i chemoterapii.?

®

Amsakrin (Amsidyl™). Jednéd se o derivat akridinu obsahujici anilinovy kruh, diky
kterému je zvySena lipofilita molekuly. Ta ovliviiuje vyrazné protinadorovou aktivitu
molekuly.?> Amsakrin interkaluje mezi baze DNA bez specifity k bazim DNA, tim vede

k nestabilit¢ DNA vldken. Inhibici topoizomerazy Il zpiisobuje pferuSeni dvouvlaknoveé
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DNA, zpisobuje zlomy vlaken a bunéénou smrt. Kromé toho miize amsakrin indukovat
transkripci proteinu p53 promotoru tumoru a blokovat ubikvitinaci pS3 a proteazomalni
degradaci, coz vede k apoptéoze nadorovych bunék zavislych na p53.2* Kromé
protinadorové aktivity ma 1 antivirové a imunosupresivni u¢inky. Amsakrin je u nas

registrovany na 1é¢bu akutni myeloidni leukémie.
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3.2. Detekce sekvenci DNA

3.2.1.Polymerazova fetézova reakce

Vyvoj PCR (polymerase chain reaction) metody je spjaty s pokrokem molekularni
biochemie, konkrétné¢ s objasnénim struktury DNA. PCR metoda byla vyvinuta v roce
1984 americkym biochemikem Kary Mullisem, ktery v roce 1993 ziskal za tento objev
Nobelovu cenu za chemii.?® V dnes$ni dobé slouzi jako jedna z nepostradatelnych a ¢asto
vyuzivanych metod v toxikologii, farmakologii a onkologii.?® Také v oblasti klinické

mikrobiologie a k 1ékaiskym diagnostickym t¢eltim.?’

Pii PCR dochazi k amplifikaci (tzn. zmnozeni) urcitych sekvenci DNA. Na vytvoreni
velkého mnozstvi kopii sekvenci, v fadu miliont, sta¢i jen né€kolik hodin. PCR metodu
lze popsat ve tfech hlavnich krocich, které se cyklicky opakuji. Prvnim krokem je
denaturace, kdy dochazi k zahtati vzorku na teplotu 90-97 °C po dobu 20-30 sekund
(Obrazek 4). V dusledku zvyseni teploty dochézi k rozpadu sekundarni struktury DNA,
konkrétn€ k rozruSeni vodikovych mustkl. Pro piesny vysledek je nezbytnd kompletni
denaturace templatu, v ptipad€¢ nedokonalé denaturace dochézi k rychlé renaturaci DNA

wrwe

vysledek.

Ve druhém kroku dochazi k anelacni fazi. Pti ni dochazi k hybridizaci (nasednuti)
primeru na obé vldkna denaturované DNA, konkrétné¢ na jejich 3'- konec. Z tohoto
mista se syntetizuje komplementarni kopie vladkna DNA. K tomu jsou potieba volné
baze v reakénim prostfedi. Anelacni faze je moznd diky ochlazeni systému na teplotu

50-60 °C, teplota se miize mirn¢ liSit v zavislosti na typu primerq.

Poslednim krokem PCR je elongacni faze. Pfi ni dochazi k paralelné probihajici
syntéze komplementarniho vldkna ztemplath ve sméru 5'—3' konec. Syntéza je
zprostfedkovana Taq polymerazou pti optimalni teploté¢ 72 °C po dobu 2-5 min. Dojde
ke vzniku dvou novych vlédken z piivodniho templatu. Nove vzniklé tiseky DNA vlakna
slouzi jako templaty pro dalsi PCR cyklus. Diky tomu dochéazi k exponencidlnimu

nértistu amplifikovanych tsekit DNA.?
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Obrazek 4. Schéma teplotniho rozlozZeni pri PCR cyklu.
1. krok denaturace, 2. krok anelacni faze, 3. krok elongacni faze.

Obrovsky zajem o PCR metodu zptisobil vyvoj vice typti PCR metod. Mezi atraktivni
metody dnes patii PCR v redlném case, nékdy nazyvana kvantitativni PCR (qPCR
z anglického quantitative polymeraze chain reaction). Tato metoda spojuje priabéh PCR
s pouzitim signalnich molekul. Ty jsou schopny kvantitativné¢ zaznamendvat mnozstvi
amplikon v redlném ¢ase béhem kazdého cyklu PCR.?® Signalni molekuly se oznaduji
jako sondy a maji fluorescencni schopnosti. Dle pouzitého typu sondy se v prib&hu
qPCR bud zvySuje nebo sniZuje fluorescence v zavislosti na mnoZzstvi vzniklych

amplikont (Obrazek 5).

fluorescence

0 50 100
pocet cyklu

Obrazek 5. Krivka odezvy gPCR. Naruist fluorescence s mnozstvim cyklit gPCR.
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3.2.2.Sondy pouzivané¢ v qPCR

Spojenim qPCR a signalnich fluorescen¢nich sond je docileno ziskani velmi
citlivého, specifického vysledku a zaroven snadno opakovatelné metody s nizkym
rizikem kontaminace vzorku. Vyuzivané sondy jsou primarné déleny na dva hlavni
typy. Prvnim jsou fluorescen¢ni barviva vazajici se na DNA a druhym ODN znacené
fluorofory, které jsou dal déleny do tii podskupin. Jejich piehled je uveden v (Obrazek
6).2

Typy sond pouzivanych v qPCR

N

Barviva vazajici se ODN znecené

na DNA fluorofory

SYBR Greenl s primery hydrolytické hybridizaéni
SYBR Gold )

E"Ef green Scorpions TagMan Hyprobe

Ethidium bromid Amplifluor Snake assay H%,.'Beacon
YO-PRO-1 LUX Molecuolar Beacon
SYTO Cyclicons TagMan-MGB

BEBO Anpler

Obrdazek 6. Prehled typii fluorescencnich sond pouzivanych v gPCR.?’

3.2.2.1. Oligodeoxynukeotidové sondy znacené fluorofory

Dle zplisobu generovani signalu délime tyto sondy na dvé hlavni skupiny. Prvni
moznosti je fluorescenni rezonancni prenos energie (FRET). Jednd se
o elektrodynamicky jev popisujici pfenos energie mezi dvéma chromofory citlivymi na
svétlo.?® Dochdzi k pienosu energie z donorového fluoroforu (nezafivé) na akceptor,
ktery je stimulovan do excitovaného stavu a vyzaii fluorescenci s jinou vlnovou délkou.
To vS$e prostfednictvim dipolové-dipdlovych interakci. Jedna se o jev pfevazné zavisly
na vzdalenosti mezi parem FRET, ktery se pohybuje od 1 do 10 nm. Pro uspésnou

existenci FRET paru musi byt splnény n&které nevyhnutelné podminky: 3!

e Donor a akceptor musi mit silné elektronické ptechody ve viditelné nebo UV

oblasti spektra.

10



Teoreticka ¢ast

e Nutna je tésnd blizkost mezi donorem a akceptorovou molekulou.

e DostateCny spektralni piekryv fluorescencniho spektra donoru s absorpcnim

spektrem akceptoru.

e Relativni orientace mezi ptechodovymi dip6ly donoru a akceptoru by neméla

byt ptili§ mala.
Druhym zpusobem je statické zhdseni (z angl. Static quenching). To je
charakterizovano tvorbou nefluorescenénich komplexii mezi zhaSeCem a fluoroforem
v zakladnim stavu.®? Pii statickém zhaseni se fluorescenéni emise sniZuje, aniz by se

zmeénila doba zivota excitovaného stavu nebo kvantovy vytézek.

3.2.3.Zptsoby ovlivnéni stability kratkych ODN sond

Tyto ODN jsou navrzeny tak, aby v reakci byly nejprve hybridizovany primery, az
pot¢ ODN sondy. K dodrzeni této podminky musi byt teplota tani (Twm) duplexu sond
s cilovou sekvenci vétsi nez duplexu primeru s cilem. To znamend, Ze sondy by mély
byt delsi nez primery. Cim delsi viak sondy jsou, tim se zvysuje jejich termostabilita
a zaroven i pravdépodobnost, Ze se zamaskuje mismatch (tzn. nedokonald hybridizace
sondy s templatovou DNA) a neprojevi se na termostabilit¢ duplexu. Proto jsou delsi
sondy méné citlivé na rozliSeni SNP (single nucleotide polymorphisms). To zplisobuje
falesné¢ vysledky. Navrhovéani delSich sond proto neni sprdvnym feSenim. Z tohoto
davodu byly vytvoreny latky, které maji potencial zvysit termostabilitu kratké ODN
sondy s cilovou sekvenci a tim i zvysit teplotu tani vznikajiciho duplexu.** Tim dojde
k pfesn¢jSimu odhaleni mismatche z divodl niZ8i termostability duplexu nez
udlouhych ODN sond, avSak s dostateCnou termostabilitou duplexu k detekci
mismatche. Do praxe jsou zavadény latky zvysujici termostabilitu duplexit ODN sond

s cilem, které jsou popsané dal v textu.**

3.2.3.1. Modifikované nukleové kyseliny

Jednou z moZnosti zvySeni temostability duplexu sond s cilem a jeho Twm je pouziti

analogli nukleovych kyselin (NK). Jednd se o NK strukturné podobné ptirozené se

11
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vyskytujicim NK. Tyto analogy jsou vyrdbény za ucelem zvySeni afinity ke

komplementarnim vldkntim DNA.

3.2.3.1.1. PNA
Peptidové nukleové kyseliny (PNA) jsou analogy DNA s kostrou tvofenou

jednotkami N-(2-aminoethyl)glycinu spojené peptidovymi vazbami. Diky tomu, ze jsou
elektricky neutrdlni, nedochazi k repulznim sildm mezi fetézci.*® Tvoii stabilni duplexni
struktury s komplementarni DNA a RNA (Obrazek 10brazek 7). Selektivita i afinita k
DNA je vyssi nez u ostatnich ODN. Nukleové baze jsou navazany na vnitinich pozicich
PNA oligomeru. Mechanismus U¢inku se odviji od konkrétniho typu pouzit¢é ODN
sondy. Slouzi k detekci SNP.¢

N Lo ®
f*? \ ’EO

O NH—

2{0@ \—/o®
NH—, 0 r
PNA JB«@ pNa © K\’:\/C

Obrazek 7. Struktura PNA v porovnani s DNA. Obrazek byl prevzaty z literatury.

3.23.1.2. LNA

LNA (z anglického Locked necleic acid) jsou modifikované RNA nukleotidy, ve
kterych jsou atomy 2'- O a 4'- C ribdzy spojeny methylenovym mustkem (Obrazek 8).
Vznika tak bicyklicky kruh, ktery uzavird strukturu molekuly do pevné konformace.
Nékolik studii prokédzalo, Ze oligonukleotidy modifikované LNA vykazuji pfii
hybridizaci s cilovymi molekulami RNA nebyvalou tepelnou stabilitu sondy s cilem.?’
Bylo experimentalné zjiSténo zvySeni teploty tani duplexu sondy s cilem (hodnota Tm)
0+2-+10°C na monomer LNA proti komplementdrni RNA ve srovnani
s nemodifikovanymi duplexy.’®® LNA jsou komerén& dostupné a kompatibilita se

standardnimi ODN sondami umoziiuje pouziti LNA v celé fad¢ aplikaci. Mechanismus

12
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ucinku je dan konkrétnim typem pouzité ODN sondy. Slouzi k detekci SNP a detekci

o

LNA Monomer

parazitarnich onemocnéni. >4

Obrazek 8. Struktura LNA monomeru. Obrdzek byl prevzaty z literatury.”®

3.2.3.2. Organické polyaminy

Oligonukleotidy nachazeji mimotadné Siroké uplatnéni v molekularni biologii
a diagnostice. Chemicky se jedna o polyanionty, které vyvijeji svou specifickou aktivitu
po hybridizaci s komplementarni sekvenci nesenou jinou polyaniontovou nukleovou
kyselinou. ZvySeni hybridiza¢ni energie lze pifidanim kationtovych skupin
k oligonukleotidu, které snizuji odpudivé sily aniontl vldken. Z diivodi ptedchazeni
toxického ucinku syntetickych polyamind, se vyuziva spermin, ktery se pfirozené
vyskytuje v eukaryotnich buiikdch.*! Spermin se vyuziva k stabilizaci DNA sond. Diky
tomu dochdzi k zvySeni termostability duplexu sondy s cilem. Spermin se také vyuzZiva

ke specifikaci zavaznosti rakoviny prostaty.*?

ZNA (Zip nucleic acid) jsou ODN sondy konjugované s opakovanymi kationicky
nabitymi sperminovymi jednotkami (Obrazek 9). Tyto jednotky snizuji elektrostatické
repulzni sily mezi dvéma zaporn¢ nabitymi fosfaty DNA vldkna, ¢imz dochdzi
ke zvyseni termostability duplexu sondy a cilové DNA sekvence.* Pocet pfipojenych
kationtovych jednotek k oligonukleotidu moduluje cilovy ndboj molekuly, ¢imz se
zvySuje odpovidajici duplexni Tm plynulym, linedrnim a ptedvidatelnym zptsobem.
Tato modifikace miiZze zvysit Tm 8-12 meru oligonukleotidi az na 70 °C.** Kromé toho
si ZNA zachovavaji vysokou selektivitu. ZNA se pouzivaji jako PCR sondy i PCR

primery.>
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Oligonukleotidovy "ocas" tvofeny fetézcem spermint zatlenéni ZNA do fetézce
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Obrazek 9. Struktura ZNA™ (vievo), Zaclenéni sperminové jednotky mezi templdtové vidkno DNA a nové vzniklé
vidkno s ODN sondou po PCR cyklu. Obrazek byl pievzaty z literatury.”®

3.2.3.3. Molekuly vazajici se do malého zlabku DNA

Terciarni prostorové usporadani DNA fetézce vytvaii maly a velky zlabek v zavislosti

na uspotradani pard bazi. Na molekuldrni trovni je prostiedi kazdého zlabku jiné. Velky
7labek m4 velikost 11,6 A a je pfistupny pro velké molekuly, kdezto maly zlidbek mé
velikost 8,2 A a je piistupny pouze pro malé molekuly (Obrazek 10). Maly Zlabek miize
byt potencialni misto pro selektivni cileni 1é¢iv, napf. v terapii nadort.*> Zaroven
nckteré latky vézajici se do malého zlabku (tzn. MGB minor-groove binder) jsou
vyuzivany pro stabilizaci kratkych ODN sond. K tomu se vyuziva naptiklad CDPI 3
trimer 1,2-dihydro-(3H)-pyrrolo[3,2-e]indol-7-karboxylatu.*®

Obrdazek 10. Vazba latky do malého Zlabku DNA Fetézce. Obrazek byl prevzaty z literatury.*’

Latky vazajici se do malého Zldbku musi spliiovat nékolik podminek: ¢

e Tvorba nekovalentni interakce s DNA.
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e Prostorové uspotradani vhodné k zaclenéni do malého zlabku (pfipominajici

pulmesic).

e Schopnost vytvaret van der Waalsovy vazby a tvofit vodikové vazby s N nebo

O heterocyklickych bazi.

e Vyhodou je i bazicita latky (pomoci elektrostatickych sil mezi protonovanymi

skupinami molekul a zaporn¢ nabitou kostrou fosfatli se komplex stabilizuje).

/

N o \ N o N

\
/@E >_Q\ N H\)X\ 7 N / _ o
N N ! N N

H N HaN—( H n

Hoechst 33258 H oH NH Netropsin
NH,

o NH
NH v
-0 Lo
H,N N NH, HN— NWO v
NH o N HN // o]
DAPI \
H Distamycin HN
N HN— l
Q / HN?Z “NH,
N o]
NH
N
© CDPI 3

HN
N
O)\NHZ

Obrdzek 11. Vzorce nékterych MGB.

Mezi latky vazajici se do malého Zlabku patii celd fada latek piirodniho plvodu
1 syntetickych latek (Obrazek 11). Mezi piirodni latky patfi polyamidy netropsin a
distamycin. Syntetickym MGB jsou peptid
1,2-dihydro-(3H)-pyrrolo[3.2-e]indol-7-karboxylat (CDPI3), dihydrocyklopyrroloindol
tripeptid (DPI3), slouceniny typu Hoechst a 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI).
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3.2.3.3.1. TaqMan MGB

Tato modifikovand sonda obsahuje kovalentné¢ vazanou MGB molekulu na 3'- konci
kratké ODN sondy, kde se nachazi i zhaSe¢. Jako MGB se pouziva CDPI 3. Tento
oligopeptid ma velmi vysokou afinitou k malému zlabku dvouvlaknové DNA na AT
bohaté sekvence.**® Fluorofor je na 5'- konci vldkna sondy. Ve fazi extenze se TagMan
MGB miize vazat do malé¢ drazky DNA. MGB pomoci nekovalentnich vazeb zvySuje
termostabilitu vazby sondy s cilem. Bez zvyseni poctu bazi sondy 1ze hodnotu Ty, sondy
zvysit piiblizné o 10 °C, aby se zlepsila specifi¢nost amplifika¢nich produktd.** Pii
stejné hodnoté Tm I1ze navrhnout kratsi délku sondy TagMan MGB nez u bézné sondy
TagMan.

V nativnim stavu je TagMan MGB smotand do nidhodného klubka. Diky tomu je
fluorofor 1 zhasec€ u sebe, nedochazi k emisi fluorescence. Kdyz se sonda hybridizuje na
komplementarni ¢ast templatu DNA, dojde k oddéleni fluoroforu a zhaSece. Tim dojde
k vyrazné emisi fluorescence (Obrazek 12). Fluorescence se méfi na konci PCR cyklu.
Pouziti této sondy piinasi vyssi selektivitu a citlivost. Pouzivad se na detekce SNP,

poptipadé se vyuziva k detekci virovych onemocnéni.*

=2 Taq polymeraza

.

.5' fluorofor

zhageé

DNA

Obrazek 12. TagMan MGB sonda. Obrdzek byl prevzaty z literatury.”

3.2.3.3.2. MGB Eclipse
Struktura MGB Eclipse sondy je velmi podobnd TagMan MGB. Rozdil je vSak

v orientaci fluoroforu (FAM = 6-karboxy fluorescein), ktery je na 5'- konci ODN
(Obrazek 13). Na opacném 3'-konci se nachazi zhase¢ (Eclipse Dark Quencher)
spoleéné¢ s MGB (CDPI 3). Pozice MGB chrani sondu pfed $tépenim Taq polymerdzy

a tim umoziiuje post-PCR analyzu Tm.>® Kratka délka a jedine¢na struktura sond MGB

16



Teoreticka ¢ast

Eclipse poskytuje velmi nizky Sum v pozadi méfeni fluorescence. Hydrofobni vazba
MGB k Sroubovici DNA zvySuje Tm 0 15-30 °C, coz umoziuje pouziti kratSich sond
s vysokou specifitou.’! Pouziva se pro detekci SNP, stanoveni virové zatéze a analyze

genové exprese.”’

. 3" fluorofor * ¥
isec

DNA

Obrazek 13. Struktura MGB Eclipse. Obrdzek byl prevzat z literatury.’®

3.2.3.3.3. MGB Pleiades

Jedna se o dalsi typ fluorogenni ODN sondy s vyuzitim MGB. V tomto piipad¢ je
sonda tvotrena fluoroforem (FAM) a MGB (CDPI 3) vazanym na 5'- konci kratké ODN
sondy a nefluorescenénim zhaSe€em na 3'- konci sondy (Obrazek 14). Hydrofébni
interakce mezi MGB a zhaSeCem vytvari konformaci, kdy je zhase¢ a fluorofor
v blizkosti. Tim se tlumi fluorescence. Zaroven MGB v blizké vzdalenosti od fluoroforu
dokaze mirné tlumit jeho fluorescenci. Spole¢nym plsobenim tvoii jedinecny zpisob
zhaSeni s nizkou hodnotou bazilni fluorescence pozadi.®? Fluorescence je U¢inné
obnovena po hybridizaci sondy k cilové sekvenci. Dojde k oddéleni a tim k pteruSeni
zhaseni fluorescence zhaSeCem. Zaroven muze dojit k zaclenéni MGB do malého
zlabku, coz opét podpoii zesileni fluorescence fluoroforu. Tato metoda je vhodna pro

detekci SNP a genotypizaci.
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Obrazek 14. Struktura MGB Pleiades. Obrdzek byl prevzat z literatury.”’

3.2.3.4. Interkalatory

DNA interkaldtory pfedstavuji dilezitou tiidu sloucenin s vysokym potencidlem
k pouziti jako léky zaméfené na DNA. Mnoho protirakovinnych 1€kt v klinickém
pouziti interaguje s DNA prostiednictvim interkalace.”® Lerman poprvé postudoval
a potvrdil interkala¢ni schopnosti akridinovych derivati s komplexy nativni DNA
v 60. letech 20. stoleti.”* Diky tomu doslo k obrovskému rozvoji interkaldtort.
Interkaldtory rozdélujeme na tzv. klasické interkalatory, mezi které patii proflavin,
ethidium-bromid, aktinomycin ¢i topotekan. Druhou skupinu tvoii tzv. neklasické

interkalétory, kterymi jsou nap¥. chinakrin, imipramin, amilorid ¢i steroidni hormony.>’

Pti rozvijeni terciarni struktury DNA se pary bazi odd¢luji a vytvareji dutinu. Tvar
a velikost dutiny zavisi na stupni rozvinuti a sekvenci parti bazi. KdyZ dutina dosahne
Sirky piiblizné 4 A, je mozné mezi pary bazi vlozit ploché aromatické malé molekuly.>
Maximalné rozvinuté interkala¢ni misto ma §iiku pfiblizné 8 A a délku 12-14 A a lze do
néj umistit malé molekuly s riznymi tvary a velikostmi molekul. Nejlépe s 3-4
kondenzovanymi kruhy. Diky rozdilné vzdalenosti bazi DNA jsou interkalatory méné

sekvenéné selektivni nez MGB. Vykazuji jen malou preferenci pro oblasti GC.>®

Interkalacni proces zacina pfenosem interkalacni molekuly z vodného prosttedi do
hydrofobniho prostoru mezi dvéma sousednimi pary bazi DNA. Dochézi k vmezeteni
interkalatoru mezi sousedni baze DNA. Tam jsou ukotveny pomoci van der Walsovy
sily, m-m interakce (patrové interakce) a elektrostatické sily.’” Diky témto silam leZi
interkalator rovnomérné s pary bazi, kolmo ke kostfe DNA. Timto se odliSuje napt. od
MGB. Substituenty interkaldtori mohou stabilizovat pary bdzi DNA pomoci

hydrofobnich a iontovych sil. Ty zajist'uji tvorbu vodikovych mustkd mezi O a N bazi.
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Zaroven se vyplati mit v molekule iont s kladnym nabojem, ktery vytvaii iontové vazby

s negativné nabitymi fosfaty, které neutralizuje.
Obecné pozadavky na strukturu interkalatora:
e Planarni molekula.
e 3-4 aromatické kondenzované kruhy.
e Mala velikost molekuly.

e Bazickd kationtova nebo elektrofilni funkéni skupiny ¢i substituenty (napf.

kvartérni dusik, amino skupiny)

[ 24

vysledki.®® Interkalatory jsou latky, které pti hybridizaci neméni svou sekundarni
strukturu a casto zpusobuji zesileni fluorescence fluoroforti. Tyto vlastnosti jsou
vyuzivané¢ napiiklad u svételné znacenych sond, jako jsou PNA znacené sondy
s asymetrickymi cyaninovymi barvivy — thiazolovou oranzi, nebo anthracenem znacené

ODN sondy.*

3.2.3.4.1. MagiProbes

MagiProbe je jeden typ fluorescencnich ODN sond. Je tvofeny fluoroforem (donor)
a interkalatorem (akceptor), které jsou v tésné blizkosti, a to z divodu pfimého pienosu
energie fluorescence (FRET).®® Pfi hybridizaci dochazi navazani ODN sondy. Pokud
dojde k dokonalé shodé sondy s cilovou sekvenci, interkaladtor se vmezeti mezi baze
DNA. Tim dojde k zastaveni zhaSeni emise fluorescence fluoroforu (Obrazek
150brazek 140brazek 140brazek 15). V nepfitomnosti cile zistane fluorescence
fluoroforu zhésena, protoze interkalator neni interkalovan a nedochdzi k naruSeni
FRET. Jako fluorofor se pouziva fluorescein. Jako interkalator byl vybran pyren. Pro
spravny uUcinek MagiProbe je interkalator a jeho blizka vzdalenost od fluoroforu

esencialni.®®

MagiProbe funguje jako molekuldrni senzor, ktery rozliSuje duplex s dokonalou
strukturou od duplexu s neshodnym cilem o jedné bazi. Tato sonda miiZze byt vyuZzivana

ke genotypizaci a detekci SNP.6!
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Pyren je polycyklicky aromaticky uhlovodik, ktery se skladd ze Ctyt benzenovych
kruhti, ¢imz vznika plochy aromaticky systém. Diky schopnosti interkalace budi z4jem

ve vyuziti ODN sond slouZici k detekci mismatch v DNA.5?

pred hybridizaci ' —_—= T
|  DNA bize chybné parovini
fluorofor
interkalitor
cilova DNA

hybridizovand sonda

Obrazek 15. MagiProbes struktura.

3.2.4. Akridinem znacen€ sondy

Akridin je zndmy tim, Ze stabilizuje duplexy pomoci patrovych interakci
a elektrostatickych sil s bAzemi DNA.% Z tohoto dfivodii byly piipraveny tyto dva typy
sond, které vyuzivaji interkalacni schopnosti akridinu za ucelem stabilizace sondy

s cilovou sekvenci.

3.2.4.1. Linearni sonda s akridinem s funkci zhasece

Tato sonda je tvotfena 14-merovou ODN sondou s fluoroforem (FAM, donor)
na 5'- konci spojen¢ho s interkalatorem (9-amino-6-chlor-2-methoxyakridin, akceptor).
Optimalni pozice interkaldtoru a fluoroforu je v tésné blizkosti. Nehybrizovana linearni
sonda je v podstaté¢ nefluorescencni sonda. Diky pifenosu energie mezi fluoroforem
a zhaSecem, v tomto piipad¢ akridinem, dochazi k tlumeni fluorescence. Pti interkalaci
akridinu mezi baze DNA jiZ nemize fungovat jako dokonaly zhéase¢, a tim dojde
k zesileni fluorescence (Obrazek 16).°* Vyhody této metody spocivaji v jeji
jednoduchosti, sondy jsou bez sekundarni struktury, daji se pouZzit komeréné vyrabéné
ODN sondy. Dalsi zna¢na vyhoda je, ze akridin jakoZto interkaldtor zvySuje pevnost
vazby sondy a cilové komplementarni sekvence pii hybridizaci a zaroven zvySuje jeji

Tm. Diky tomu je tento zpiisob vhodny i pro kratké ODN sondy.
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sonda = akridinem IARBIRRRERIIRE
pied hybridizaci

| DNA bdze
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cilova DMNA

hybridizovand sonda
\-.III EREBIIEE
DL |

Obrazek 16. Mechanismus ucinku dvojité znacené sondy. Pri hybridizaci dochazi k interkalaci akridinu, tim dochazi
k zastaveni zhaSenti fluoroforu.

3.2.4.2. Linearni sonda s akridinem s funkci donoru

Jedna se 15-merovou linearni sondu, ktera ma na svém 5'- konci fluorofor
(fluorescein, akceptor) a interkaldtor (akridin-9-karboxylovd kyselina, donor).
Fluorescence fluoroforu je vyvolana excitaci interkaldtoru pomoci FRET.  Pii
hybridizaci sondy s jejim komplementarnim vlaknem dochazi k zruSeni pfenosu
fluorescencni energie z interkaldtoru na fluorofor Obrazek 10brazek 170brazek 17).
Proto dojde k vyraznému poklesu fluorescence. V piipadé nepfitomnosti cilové
sekvence nedochazi k sniZeni fluorescence. Zména intenzity fluorescence odrazi tepelny
prechod komplexu sondy s cilem. ZvySeni Tn je vyhodné pro kratké sondy a vychazi
z interkala¢ni schopnosti akridinu.®> Tento typ sondy miZe byt potencialné vyuzity
k detekci komplementarnich ODN v roztoku a k analyze struktury ODN.

5 3

-

sonda = aknidinem
pred hybnidizacs "’

| DNA bdze
fluorofor

‘ akndin
cllova DNA

hybridizovand sonda 2

Obrazek 17. Schéma ucinku linearni sondy s akridinem.
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4 Experimentalni Cast

Rozpoustédla a vychozi latky vyuzivané v syntézach byly zakoupeny od firem Merck
a Fluorochem, Sigma-Aldrich, Lach-Ner, Penta. Pouzivané ODN sondy byly zakoupeny
od firmy Generi Biotech. Pomoci tenkovrstvé chromatografie (thin layer
chromatography, TLC) byly monitorovany reakce a Cistota vyslednych latek. Konkrétné
se pouzivaly desky Merck Kieselgel 60 F254 nebo Merck Aluminiumoxid 60 F254
u nichz detekce probihala pii vinové délce 254 nm nebo 366 nm. K ¢isténi produktt
sloupcovou chromatografii byl vyuzivan jako stacionarni faze silica gel Merck
Kieselgel 60 (0,040 — 0,063 mm) a Merck aluminium oxid 90 (0,063-0,200 mm).
Mobilni faze se lisily proto jsou uvedeny dal v textu u jednotlivych reakci. 'H NMR
a3C NMR spektra byla méfena na Katedfe organické a bioorganické chemie na
pfistrojich Varian VNMR S500 (Varian, USA) nebo Jeol INM-ECZ600R (Jeol, USA),
(1H: 500 MHz a 600 MHz; '*C: 126 MHz a 151 MHz) spektrometrech. Na stejné
katedfe byla zméfena i IC spektra. K tomu byl vyuzit IC spektrofotometr Nicolet 6700
v ATR moédu. Hmotnostni spektra byla meéfena na pristroji ExpressionL CMS
v propojeni s ASAP® (Advion, Inc., USA). Cisténi HPLC (High-performance liquid
chromatography) byl pouzit ptistroj LC 20 A Prominence (Shimadzu, Japonsko) s DAD
detektorem. UV/Vis spektra byla zméfena pfistrojem Shimadzu UV2600
spektrofotometr na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy. Hmotnostni
spektra sond s latkou byla zméfena pomoci MALDI Autoflex II (Bruker DALTONICS).
Fluorecsence a T byly zméfeny Thermo Cycler - meltingy - CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System Bio-Rad.
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4.1. Série A

4.1.1.Pfiprava 2,2’-iminodibenzoov¢ kyseliny (1)

HO.__O Oy _OH
N

Smeés 2-chlorbenzoové kyseliny (7,825 g, 0,05 mol), anthranilové kyseliny (6,95 g,
0,05 mol) a KoCOs3 (5g,0,036 mol) byla rozpusténa v isoamylalkoholu (70 ml).
Do smési byl ptidan katalyzator Cu’. Smés byla zahtivana pod zp&tnym chladi¢em na
teplotu 140 °C po dobu 8 h. Piebytecny isoamylakohol byl oddestilovdn na rota¢ni
vakuové odparce. Vznikly produkt byl rozpustén v horké destilované vodé¢ (11). Do
smési byla ptidavana koncentrovana HCIl do kyselé reakce. Vznikla srazenina byla za
horka odsata za snizeného tlaku. Ziskand srazenina byla rozpusténa v 1M NaOH
(100 ml) a bylo ptfidano aktivni uhli (3 g). Aktivni uhli s adsorbovanymi rezidui bylo
odstranéno pomoci filtrace. Vznikly filtrat byl okyselen koncentrovanou HClI do kyselé
reakce. Vznikla Zlut4 srazenina, kterd byla odséata za snizeného tlaku a promyta horkou
destilovanou vodou (5%20 ml). Ziskany produkt byl rozpustén v horkém EtOH (500 ml)
a rekrystalizovan doplnénim destilované vody. Byl nechan krystalizovat 10 h. Vzniklé
krystaly byly odsaty za snizeného tlaku a vysuSeny v exikatoru. Byly ziskany svétle
7luté krystaly (6,68 g). Vytézek 52 %.5¢

'H NMR (500 MHz, DMSO de) & 13,01 (s, 2H); 10,82 (s, 1H); 7,90 (dd, J = 7,9, 1,6
Hz, 2H): 7,49 — 7,40 (m, 4H); 6,94 (ddd, J = 8,1, 6,6, 1,6 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz,
DMSO de) 5 168,56; 143,76; 133,52; 131,97; 120,15; 117,77; 117,74.

23



Experimentalni ¢ast

4.1.2.Ptiprava methylesteru kyseliny
9-0x0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylové (2)
0O
H
Ce
0
Latka 1 (10g, 0,03887 mol) byla rozpusténa v POCIz (100 ml, 0,3887 mol)

~

a zahfivana pod zpétnym chladiCem na teplotu 140 °C po dobu 1h za vzniku
hnédocervené smési. Po ochlazeni smési v ledové 1azni byl po kapkach pridavan ledovy
MeOH (90 ml) po dobu 1-2 h. Pfebyte¢ny MeOH byl nasledné ze smési oddestilovan na
rotaéni vakuové odparce. Nasledn¢ byl do smési pfiddn POCI3 (2 ml) do rozpusténi
krystall a smés byla michana 2 h pifi laboratorni teploté. Nezreagovany POCI; byl
posléze oddestilovan za snizeného tlaku. Reziduum bylo rozpusténo v destilované vodé
(20 ml) a vyttepano do CHCIz (3%20 ml). Organicka vrstva byla spojena a vysusena
bezvodym Na;SOs. Nasledné byla prefiltrovana a oddestilovana na rotacni vakuové
odparce. Reziduum bylo za horka rozpusténo v MeOH (100 ml) a nésledné ponechéano
ke krystalizaci pti -18 °C po dobu 14 h. Vzniklé krystaly byly odsaty za snizeného tlaku
a vysuSeny v exikatoru. Byly ziskany zlutohnédé krystaly (8,1 g). Vytézek 82 %. Tato
reakce byla provedena dvakrat, druhy vytézek byl 60 %.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 11,70 (s, 1H); 8,70 (ddt, J = 7.9; 1,4; 0,6 Hz, 1H); 8,43
(ddq, J=8,1; 1,4; 0,6 Hz, 1H); 8,39 (ddd, J = 7,6; 1,7; 0,6 Hz, 1H); 7,71 — 7,64 (m, 1H);
7,37 (dq, J = 8,3; 0,7 Hz, 1H); 7,29 (ddt, J = 8,0; 7,0; 0,8 Hz, 1H); 7,23 (td, J = 7,8; 0,6
Hz, 1H); 4,00 (d, J = 0,7 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCI®) § 177,74; 168,34;
141,66; 139,98; 136,43; 133,88; 133,87; 127,00; 122,34; 122,29; 121,47; 119,78;
117,48; 113,46; 52,43.

HRMS (m/z): [M+H]" vypoéteno pro CisHi11NO3, 254,0812; zméieno: 254,0818.

IC (ATR) vmax = 3267, 3068, 2947, 1687, 1633, 1615, 1596, 1523, 1483, 1464, 1441,
1418, 1356, 1322, 1281, 1202, 1170, 1139, 1113, 1085, 1072, 1027, 1008, 992, 963,
940, 896, 873, 827, 802, 754, 739, 711, 677 cm™.
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4.1.3.Ptiprava 9-0x0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylové
kyseliny (3)

Latka 2 (4,05 g, 0,016 mol) byla rozpusténa v THF (4 ml). Ke smési byl pfidan
nasyceny roztok NaOH (20 ml) ve smési MeOH/H>O 5:1. Smés byla michana 1 h pfi
laboratorni teploté. Doslo k zméné barvy za vzniku syté oranzové sraZzeniny. Piebyte¢né
rozpou$tédlo bylo oddestilovdno na rotacni vakuové odparce pii teplot¢ 40 °C.
Reziduum bylo rozpusténo v destilované vodé a okyseleno koncentrovanou HCIl do
kyselé reakce. Vznikla husta zlutd srazenina, kterd byla odsata za snizeného tlaku
a vysusena. Byla ziskdna Zluta pevna latka (2,6 g). Vytézek 68 %.%

"H NMR (500 MHz, DMSO d¢) § 11,92 (s, 1H); 8,50 (dd, J = 7,9; 1,7 Hz, 1H); 8,41
(dd, J =7,5; 1,7 Hz, 1H); 8,21 (dd, J = 8,1; 1,1 Hz, 1H); 7,78 — 7,71 (m, 2H); 7,37 —
7,26 (m, 2H). '3C NMR (126 MHz, DMSO d¢) & 176,65; 169,29; 141,35; 140,05;
137,01; 134,21; 132,55; 126,04; 122,43; 121,78; 120,76; 120,33; 118,73; 115,10.
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4.1.4.Ptiprava N-(6-azidohexyl)-9-0x0-9,10-dihydroakridin-4-

karboxamidu (5)
O N O N
~TN T NN
4 Ng 5 N3
N N
S
D oL
Cl o)

Latka 3 (103,1 mg, 0,43 mmol) byla rozpusSténa v POCl; (1 ml). Smés byla zahiivana
pod zpétnym chladi¢em na teplotu 140 °C po dobu 1 h. Doslo ke zméné barvy smési na
hnédou. Po zreagovani byl nezreagovany POCI; oddestilovan za sniZzeného tlaku.
Posléze byl produkt rozpustén v ledové chlazeném bezvodém DCM (2 ml). Do
vychlazeného roztoku byl po kapkach piridavan vychlazeny 6-azidohexan-1-amin
(92 mg, 0,64 mmol). Smés byla michana po dobu 2 h pfi laboratorni teploté. Poté byla
vyttepana 10% Na,COsz 3x15ml. Organickd vrstva byla vysuSena Na;SO4
a prefiltrovana. Nasledné¢ byla odpafena. Produkt byl piecistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu (HEX:EAC:MeOH, 7:3:1) R¢=0,44. Vznikla tmavé zluta
olejovita latka (116 mg). Vytézek latky 5 byl 73 %.

Nésledné NMR nepotvrdilo totoznost puvodné zamysleného
N-(6-azidohexyl)-9-chlorakridin 4 karboxamidu (4), v pozici 9 se nenachazel chlor, ale

keton.

Analyzy potvrdily pfitomnost  N-(6-azidohexyl)-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-

karboxamid 5.
TLC (HEX:EAC:MeOH, 7:3:1). Rr=0,44.

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 12,38 (s, 1H); 8,45 (dd; J = 8,0; 1,4 Hz, 1H); 8,36 (dd,
J=8,2; 1,5 Hz, 1H); 8,03 (dd, J = 7,5; 1,5 Hz, 1H); 7,64 (ddd, ] = 8,4; 6,9; 1,6 Hz, 1H);
7,57 (t, T = 5,7 Hz, 1H); 7,38 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,24 (ddd, J = 8,0; 6,9; 1,1 Hz, 1H);
7,01 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 3,50 (td, J = 7,4; 5,8 Hz, 2H); 3,21 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 1,70 (q,
J =72 Hz, 2H); 1,56 (p, J = 6,9 Hz; 2H); 1,40 (ttd, J = 9,6; 6,4; 5,4; 3,4 Hz; 4H). 13C
NMR (126 MHz, CDCl3) & 178,02; 168,42; 140,85; 140,10; 133,81; 131,78; 131,06;
126,49; 122,17; 121,88; 120,98; 119,49; 117,85; 117,72; 51,16; 39,94; 29.24; 28,58;
26,49; 26,29.
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4.1.5.Ptiprava methylesteru kyseliny
9-{[2-(dimethylamino)ethyl]amino } akridin-4-karboxylove
(6)

Latka 2 (507,8 mg, 2,01 mmol) byla rozpusténa v SOCl> (4 ml). Smés byla zahtivana
pod zpétnym chladicem na teplotu 85 °C po dobu 1 h. Pfebytecny SOCI: byl ze smési
oddestilovan za snizeného tlaku. Do reakéni smési byl pfidan fenol (1,89 g, 0,02 mol).
Smés byla michana a zahfivana pod zpétnym chladi¢em na teplotu 110 °C po dobu
15 min. Nasledn¢ byla smés ochlazena na teplotu 55°C ado smési byl pfidan
N,N-dimethylaminoethylamin (0,263 ml, 2,41 mmol). Smés byla michdna pfi teploté
55°C po dobu 24 h. Nasledn¢ byla smés rozpusténa v CHCIz (20 ml) a vytfepana
2M NaOH (3x%20 ml). Organické vrstva byla sesbirdana a vysuSena bezvodym NaSOj.
Smés byla prefiltrovana a organickd rozpoustédla byla oddestilovana za sniZzeného
tlaku. Vysledny produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
(EAC:MeOH:TEA, 9:0,5:0,5) Rf=0,36. Byla ziskdna Zzlutooranzova olejovita latka
(279,5 mg). Vytézek 43 %. Reakce byla prubézné optimalizovana — piehled zmén
v reakénich podminkach viz Tabulka 1.

Tabulka 1. Vyzkousené reakcni podminky pripravy latky 6.

Reakéni podminky Rozpoustedlo Teplota (°C) Cas (min) | Vytézek (%)
1. POCl; 110 60 21
2. SOCl» 100 30 37
3. SOCl» 85 60 43

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 10,82 (s, 1H); 8,45 (m, 1H); 8,11 (m, 1H); 7,96 (m,
1H); 7,44 — 7,39 (m, 1H); 7,17 (m, 1H); 7,07 — 7,03 (m, 2H); 4,11 — 4,05 (m, 2H); 3,96
(s, 3H); 2.81 (m, 3H); 2,39 — 2,36 (s, 6H).

MS (ESI) m/z: 324,20 [M+H]"
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IC: 3316, 2948, 2813, 2762, 1743, 1702, 1689, 1611, 1604, 1579, 1559, 1489, 1451,
1435, 1340, 1277, 1267, 1198, 1167, 1143, 1123, 1098, 1043, 1027, 893, 870, 845, 828,
758, 746, 740, 722, 686, 664, 644, 612 cm™.

4.1.6.Ptiprava
9-{[2-(dimethylamino)ethyl]amino } akridin-4-karboxylové
kyseliny (7)

HN
L

Latka 6 (214 mg, 0,66 mmol) byla rozpusténa v THF (4 ml). Ke smési byl ptidan
nasyceny roztok NaOH ve smési MeOH/H>O 5:1 (0,4 ml) do vzniku syté oranzovo-
cerveného roztoku. Smés byla michana 5 min pfi laboratorni teploté. Prebytecné THF
bylo oddestilovdno na rota¢ni vakuové odparce. Vznikld smés byla pfecisténa
sloupcovou chromatografii na silikagelu (CHCI3;:MeOH, 4:1) R¢= 0,18. Byla ziskdna
oranzova olejovita latka (181,7 mg). Vytézek 89 %.

'H NMR (600 MHz, CD:OD) & 8.33 (dd, J = 7.2, 1.2 Hz, 1H), 8.21 (t, J = 8.8 Hz,
2H), 7.73 (ddd, T = 8.2, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.40 (ddd, ] = 8.3, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.35 (dd, J
=8.5, 1.1 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.5, 7.1 Hz, 1H), 4.17 (t, ] = 6.1 Hz, 2H), 2.94 (t, J =
6.1 Hz, 2H), 2.47 (s, 6H). 3C NMR (151 MHz, CD;0OD) & 171.84, 158.17, 141.29,
139.84, 138.60, 136.14, 128.84, 126.32, 125.04, 124.04, 123.63, 120.28, 114.29,
113.63, 58.30, 47.03, 45.21.

MS (ESI) m/z: 310,10 [M+H]", 332,06 [M+Na]*

IC: 2990, 2831, 2781, 1622, 1585, 1552, 1533, 1479, 1466, 1439, 1383, 1357, 1327,
1279, 1265, 1230, 1166, 1096, 1085, 1056, 1037, 1013, 959, 939, 893, 780, 750, 742,
651, 648, 643, 634,617 cm™.
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4.1.7.Ptiprava
N-(6-azidohexyl)-9-{[2-(dimethylamino)ethyl]amino } akridi
n-4-karboxamidu (8)

0N
\/\/\/\N3

Latka 7 (147 mg, 0,48 mmol) byla rozpusSténa v bezvodém THF, byl ptidan
HBTU (N,N,N’,N'-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uroniumhexafluorophosphate)
(90,1 mg, 0,24 mmol) a TEA (trimethylamin) (70 pl). Smés byla ponechana 15 minut
v ultrazvukové l4zni. Nasledné¢ byl do reakéni smési pridan 6-azidohexan-1-amin
(68 mg, 0,48 mmol) a smés byla michéna pii laboratorni teplot¢ pomoci magnetické
michacky. Smés byla michdna po dobu 24 h. Pfebyte¢na rozpoustédla ve smési byla
oddestilovana na rota¢ni vakuové odparce. Reziduum bylo rozpusténo v diethyletheru
(20 ml) anasledné vytfepano destilovanou vodou (3x20 ml). Organickd vrstva byla
vysuSena bezvodym Na>SOy a prefiltrovana. Nasledné byla rozpoustédla oddestilovana
narotacni vakuové odparce. Produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii na
silikagelu (EAC:MeOH:TEA, 9:0,5:0,5) R¢=0,28. Byla ziskdna Zlutd olejovita latka
(67 mg). Vytézek 32 %.

K cisténi latky bylo potieba najit optimalni soustavu, vyzkouSeny byly tyto moZnosti
(Tabulka 2).

Tabulka 2. vyzkousené soustavy k cisteni latky 8.

Soustava Pomeér Specifikace
HEX:THF:TEA 7:3:0,5 Moc rychla soustava, skvrny se neodd¢lily.
HEX:THF:TEA:MeOH | 7:3:0,5:0,25 | Skvrny se neoddélily, lezely na startu.
CHCl3:MeOH 8:2 Skvrny se neoddélily, tdhly se na TLC.
EAC:MeOH:TEA 9:0,5:0,5 Latky se oddé¢lily, TEA mirné rozkladal latku.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 12,47 (s, 1H); 8,89 (d, J = 7.4 Hz, 1H); 8,30 (dd, J =
8,7; 1,5 Hz, 1H); 8,19 (dt, J = 8.8; 0,8 Hz, 1H); 7,96 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,76 — 7,69
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(m, 1H); 7,48 — 7,37 (m, 2H); 6,88 (s, 1H); 3,95 — 3,89 (m, 2H); 3,68 (q, J = 5,3 Hz,
2H); 3,29 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 2,64 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,41 (s, 6H); 1,84 (p, J = 7,0 Hz,
2H); 1,72 — 1,58 (m, 4H); 1,57 — 1,47 (m, 2H). '*C NMR (126 MHz, CDCls) § 166,50;
153,04; 147,90; 147,44; 134,68; 130,63; 129,09; 128,06; 126,79; 123,12; 123,00;
121,87; 116,57; 115,70; 58,55; 51,42; 46,92; 44,89; 39,58; 29,52; 28,84; 27,03; 26,56.

MS (ESI) m/z: 434,14 [M+H]"

IC: 3331, 2929, 2868, 2097, 1652, 1620, 1549, 1516, 1471, 1433, 1377, 1361, 1324,
1285, 1271, 1148, 1044, 965, 919, 857, 792, 762, 731, 677, 655, 632, 626, 613 cm™.
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4.2. Série B

4.2.1.Ptiprava kyseliny 2-[(2-karboxyfenyl)amino]isoftalové
(10)
@) OH HO 0]
N
O

HO
Smés 2-bromisoftalové kyseliny (512,2 mg, 2,09 mmol), 2-aminobenzoové kyseliny
(286,8 mg, 2,09 mmol) a KyCO3z (866,7 mg, 6,27 mmol) byla  rozpuSténa
v isoamylalkoholu (5 ml). Do smési byl ptidan katalyzator Cu® a CuxO. Smés byla
zahtivana pod zpétnym chladi¢em na teplotu 140 °C po dobu 1 h. Nasledn¢ byl z reakce
oddestilovan isoamylalkohol na rotacni vakuové odparce. Reziduum bylo rozpusténo
v IM NaOH a pfefiltrovano. K filtraitu byla pfidana HCI.  Produkt postupné
vykrystalizoval v podob& malych Zlutych krystalt. Krystaly byly odsaty za snizené¢ho
tlaku. Byly vysuSeny a nasledné ptecistény sloupcovou chromatografii na silikagelu
(EAC:HEX:AA 6:3:1) R¢=0,67. Byly ziskany zluté krystaly (412,1 mg). Vytézek
66 %, tato latky byla pfipravena opakované¢ ve velkém mnozstvi s vytézky 68 %

a 65 %.%

'H NMR (500 MHz, DMSO de) & 7,92 (dd, J = 7.7, 0,6 Hz, 2H); 7,83 (ddd, J = 8,4;
1,6; 0,7 Hz, 1H); 7,29 — 7,22 (m, 1H); 7,16 (td, J = 7.7; 0,6 Hz, 1H); 6,82 — 6,75 (m,
2H).'3C NMR (126 MHz, DMSO ds) & 168,98; 168,10; 146,96; 140,75; 134,45; 133,53;
131,70; 125,70; 121,90; 118,79; 115,70; 113,83.
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4.2.2. Ptiprava 9-0x0-9,10-dihydroakridin-4,5-dikarboxylove
kyseliny (11)

Latka 10 (1,0115 g, 3,358 mmol) byla rozpusténa v koncentrované kyselin¢ sirové
(6 ml). Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em na teplotu 105 °C po dobu 1 h.
Vychladla smés byla po kapkach ptidavana do vychlazené destilované vody (150 ml) za
stalého michéni. Vznikla srazenina byla odsata za snizeného tlaku a promyta 5x50 ml
destilované H»O. SraZenina byla vysuSena v exsikatoru. Byla ziskdna svétle Zluta

praskova latka (0,9001 g). Vytezek 95 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO de) & 13,89 (s, 1H); 8,46 (ddd, J = 21,2; 7,7; 1,8 Hz, 4H);
7,37 (t, J = 7,7 Hz, 2H).>*C NMR (126 MHz, DMSO de) & 176,42; 168,12; 140,75;
137,50; 132,22; 121,85, 121,18; 116,50.

MS (ESI) m/z: 284,07 [M+H]"

IC: 2987, 1709, 1683, 1612, 1580, 1521, 1469, 1421, 1326, 1284, 1218, 1177, 1147,
1102, 1087, 991, 944, 833, 796, 755, 718, 681, 670, 648, 633, 623 cm’!
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4.2.3.Ptiprava dimethylesteru kyseliny
9-0x0-9,10-dihydroakridin-4,5-dikarboxylove (12)

Latka 11 (1,69 g, 5,97 mmol) byla rozpusténa v POCI; (15 ml). Smés byla zahtivana
pod zpétnym chladi¢em na teplotu 125 °C po dobu 1 h. Po ochlazeni se po kapkach
ptidal bezvody MeOH (15 ml) ve stejném mnozstvi jako POCIs. Postupné se vysrazely
malé Zluté krystaly. Nésledné€ byl do smési pfidan nadbytek MeOH (20 ml) a smés byla
zahfivana na teplotu 55 °C po dobu 1 h. Do smési byl postupné ptidavan POCI; (3 ml)
do rozpusténi krystalli. Roztok byl michan pfi teploté 50 °C dalSich 24 h. Vznikla
suspenze byla odsata za snizeného tlaku. Néasledné byla rozpusténa v CHCI; (20ml)
a vyttepana 5% Na;COs (5%20 ml). Organicka vrstva byla vysuSena bezvodym NaxSOq.
Smés byla pfefiltrovana a oddestilovana na rotacni vakuové odparce. Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (CHCI3) R¢= 0,31. Byla ziskana zluta

pevna latka (1,857 g). Vytézek 80 %
Reakce byla opakovana s vytézky 79,3 %, 75,2 % a 79,9 %.

"H NMR (500 MHz, CDCls) & 13,65 (s, 1H); 8,62 (ddd, J = 7,9; 1,8; 0,7 Hz, 2H);
8,41 (dd, J = 7,6; 1,7 Hz, 2H); 7,24 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 4,03 (s, 6H). 3C NMR (126
MHz, CDCI3) 6 177,10, 166,96; 140,80; 137,09; 133,19; 122,22; 120,61; 115,10; 52,55.

MS (ESI) m/z: 312,20 [M+H]"

IC: 3162, 1717, 1707, 1647, 1610, 1592, 1519, 1465, 1451, 1433, 1398, 1344, 1315,
1292, 1275, 1266, 1189, 1170, 1142, 1134, 1095, 1076, 998, 950, 907, 886, 842, 828,
807, 759, 753, 697, 683, 669, 662, 654, 649, 640, 633, 629, 625, 616, 612, 604 cm’".
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4.2.4.Ptiprava dimethylesteru kyseliny
9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4,5-dikarboxylove (13)

N3

Latka 12 (220,5 mg, 0,708 mmol) byla rozpusténa v POCl; (2 ml). Smés byla
zahtivana pod zpétnym chladicem na teplotu 140 °C po dobu 1,5 h. Pfebytecny POCI3
byl oddestilovan za snizeného tlaku. Do baiiky byl pfidan fenol (708 mg, 7,52 mmol).
Smés byla zahtivana pod zpétnym chladicem na teplotu 110 °C po dobu 15 minut. Smés
byla ochlazena na teplotu 55 °C. Nasledné¢ kni byl pfidan 6-azidohexan-1-amin
(302 mg, 2,214 mmol). Smés byla michdna pfti teploté¢ 55 °C po dobu 16 h. Poté byla
smés rozpusténa v EAC (30 ml) a vytfepana 1M NaOH (4x25 ml). Organicka vrstva
byla vysusena bezvodym NaSOs Smés byla prefiltrovana a rozpoustédla byla
oddestilovana na rotacni vakuové odparce. Produkt byl pfecistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu (1. EAC:AA, 9:1) Rf=0,06. (2. EAC:MeOH, 4:1). Byla
ziskana 7luta olejovita latka (154 mg). Vytézek 50 %.

"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 13,11 (s, 1H); 8,45 (s, 1H); 8,24 — 8,17 (m, 2H), 7,99
(d, J=7,9 Hz, 1H); 7,14 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 7,06 (t, ] = 7,8 Hz, 1H); 4,02 (d, ] = 8,3 Hz,
6H); 3,82 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 3,24 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 1,82 (p, J = 7,0 Hz, 2H); 1,62 (p,
J =7,1 Hz, 2H); 1,54 — 1,39 (m, 4H). '*C NMR (151 MHz, CDCl3) § 167,68; 167,49;
152,68; 142,62; 139,55; 134,52; 133,91; 133,54; 131,92; 121,13; 118,43; 117,87;
114,33; 113,56; 53,29; 52,57; 52,46; 51,54; 32,74; 28,93; 27,17; 26,71.

MS (ESI) m/z: 436,13 [M+H]"

IC: 3604, 3265, 2930, 2861, 2102, 1706, 1604, 1582, 1510, 1472, 1446, 1436, 1402,
1371, 1306, 1277, 1267, 1256, 1192, 1145, 1107, 1083, 1055, 1037, 1009, 989, 974,
937, 903, 888, 825, 768, 755, 720, 687, 658, 636, 631, 622, 602 cm™.
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4.2.5.Ptiprava kyseliny
9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4,5-dikarboxylova (14)

HO.__O O4_OH

N\
(L
HN\/\/\/\N3
Latka 13 (47 mg, 0,11 mmol) byla rozpusténa v THF (3 ml) a ke smési byl pfidan
nasyceny roztok NaOH ve smési MeOH/H>0 5:1 (0,5 ml) do zmény zbarveni roztoku.
Piebytecny THF byl oddestilovan na rota¢ni vakuové odparce. Vznikla smés byla
rozpusténa v destilované vod¢ a okyselena koncentrovanou HCI do kyselé reakce.
Vznikly roztok byl vytfepan s EAC (4x10 ml). Organicka vrstva byla spojena, vysuSena
bezvodym Na>SOs4. Smés byla pfefiltrovana a oddestilovana narotacni vakuové

odparce. TLC (EAC:AA, 95:5) Rr=0,89.

Vznikly produkt byl extrémné nestabilni, z tohoto divodu nebyly zméfeny zadné

udaje k potvrzeni Cistoty a totoznosti.
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4.2.6.Ptiprava
N* N°-bis[(2-dimethylamino)ethyl]-9-0x0-9,10-
dihydroakridin-4,5-dikarboxamidu (15)

\N/ \N/

HN O Os_NH
H
N

o

Latka 11 (680,2 mg, 2,185 mmol) byla rozpusténa vV N,N-dimethylaminoethylaminu
(21 ml). Smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 24 h. Ptebyte¢ny
N,N-dimethylaminoethylamin byl oddestilovan na rota¢ni vakuové odparce. Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (1. CHCl3:MeOH:TEA, 10:1:1)
Rr=0,16, (2. MeOH:TEA 3:2) Rr=0,92. Byla ziskana zluta olejovita latka (523,6 mg).
Vytézek 57 %.

'"H NMR (500 MHz, DMSO d¢) & 13,61 (s, 1H); 8,79 (s, 2H); 8,42 (d, J = 1,5 Hz,
2H); 8,16 (d, ] = 7,4 Hz, 2H); 7,36 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 3,46 (q, J = 6,2 Hz, 4H); 2,54 (t,
J = 2,0 Hz, 4H); 2,25 (s, 12H). *C NMR (126 MHz, DMSO ds) & 176,53; 167,08;
139,54; 133,52; 129,65; 121,52; 121,11; 120,75; 58,01; 45,29; 37,45

MS (ESI) m/z: 424,27 [M+H]"

IC: 3305, 3099, 2947, 2820, 2763, 1640, 1609, 1579, 1548, 1520, 1463, 1430, 1393,
1327, 1302, 1290, 1238, 1187, 1160, 1085, 1064, 1046, 1023, 981, 937, 839, 820, 754,
729, 691, 635, 628 cm’".
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4.2.77.Ptiprava
9-[(6-azidohexyl)amino]-N*, N°-bis[(2-dimethylamino)ethyl]
akridin-4,5-dikarboxamidu (16)

H H
N O (0] N
\T/\/ \/\T/

N\
(2

Ny >SN
Latka 15 (82 mg, 0,194 mmol) byla rozpusténa v SOCL> (1,5 ml) a zahfivana na
teplotu 85 °C pod zpétnym chladicem po dobu 30 minut. Piebyte¢cny SOCl. byl
oddestilovan za snizené¢ho tlaku. K reziduu byl pfidan fenol (182 mg, 1,94 mmol)
a sm&s byla zahfivana pod zpétnym chladicem na teplotu 110 °C po dobu 15 minut.
Nasledné byla ochlazena na teplotu 55 °C a do smési byl pfidan 6-azidohexan-1-amin
(41,2 mg, 0,290 mmol). Smés byla michana pfi teploté 55 °C po dobu 24 h. Nasledné
byla smés rozpuSténa v EAC (20 ml) a vytiepdna 1M NaOH (5x%50 ml). Organicka
vrstva byla vysuSena bezvodym Na»SOs. Naésledné byla prefiltrovana a organicka
rozpoustédla byla oddestilovana na rota¢ni vakuové odparce. Produkt byl ptecistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (1. EAC:MeOH:TEA, 7:3:0,1) Rr=0,4.
Nasledné sloupcovou chromatografii na oxidu hlinitém
(2. HEX:DCM:MeOH, 10:5:0,5) Rr= 0,24. Byla ziskana Zluta olejovité latka (46,7 mg).
Vytézek 44 %. Podminky reakce byly optimalizovany zménou reakénich podminek

(Tabulka 3).

Tabulka 3. Reakcni podminky syntézy latky 16.

Reakce | Rozpoustédlo (ml) | Teplota °C | 6-azidohexan-1-amin (ul) | Vytézek (%)
1. POCl;-2 110 72 11
2. SOCl-1,5 90 40 27
3. SOCL -2 85 66 44

"H NMR (500 MHz, aceton de) 5 8.49 (dd, J = 8.7, 1.5 Hz, 2H), 8.32 (qd, ] = 6.2, 1.4
Hz, 2H), 7.42 (dd, J] = 8.7, 7.0 Hz, 2H), 6.92 (t, ] = 5.7 Hz, 1H), 3.98 — 3.91 (m, 2H),
3.69 (td, ] = 6.9, 5.5 Hz, 4H), 3.29 (t, ] = 6.9 Hz, 2H), 2.61 (t, ] = 7.0 Hz, 4H), 2.26 (s,
12H), 1.89 (p, J = 7.2 Hz, 2H),1.57 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.53 — 1.35 (m, 4H). *C NMR
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(126 MHz, acetone ds) & 167.76, 154.42, 147.00, 133.18, 132.90, 127.23, 122.48,
116.72, 59.48, 51.80, 51.41, 45.81, 38.60, 31.56, 27.03.

MS (ESI) m/z: 548,19[M+H]"

4.2.8 . Piiprava N*, N°-bis[(2-Boc-ethylamino)ethyl]9-oxo-
9,10-dihydroakridin-4,5-dikarboxamidu (17)

H H

Boc\N/\/N O Oy N._~\,,-Boc

N H
CoC

O
Latka 12 (100,3 mg, 0,32 mmol) byla rozpusténa v N-Boc-1,2-diaminoethanu (2 ml).
Smés byla zahiivana pod zpétnym chladicem na teplotu 105 °C po dobu 24 h. Nésledné
byla smés vychlazena a rozpusténa v CHCl; (30 ml). Smés byla pfecisténa sloupcovou

chromatografii na silikagelu (1. CHCI3:MeOH:TEA, 9:1:8) R¢= 0,34,
(2. CHCI3:MeOH:TEA, 99:1:5) R¢= 0,22. Byla ziskana oranzova olejovita latka.

Dle NMR byl ptitomny N-Boc-1,2-diaminoethan ve vysoké koncentraci.

4.3. Navazani produktu 16 na ODN sondu

Tabulka 4. Pouzivané ODN sondy modifikované fosfatem na 3 -konci, 6-karboxyfluoresceinem (6-FAM) na 5'- konci.

Kodove Modifikované oligonukleotidy Modifikace MW
oznaceni
16-18/13 5'-TGA TCA TGA GAG [DBCOdT]CG CCG-3' | 5'-6-FAM, 6626,7
3'-phos
16-18/7 5'-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG TCG CCG-3' | 5'-6-FAM, 6626,7
3'-phos
16-13/7 5'-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG T-3' 5'-6-FAM, 5100,8
3'-phos
16-13/13 5'-TGA TCA TGA GAG [DBCOdT]-3' 5'-6-FAM, 5100,8
3'-phos

Akridin 16 (42 mg, 0,099 mmol) byl rozpustén v 1 ml MeOH a k roztoku bylo
pfidano 100 pl TFA. Nadbytecny MeOH a TFA byly oddestilovany na rota¢ni vakuové
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odparce. Reziduum bylo rozpusténo v MeOH (1,68 ml), aby bylo dosazeno koncentrace
25 mg/ml. 200 pl roztoku bylo pfidano ke komeréné¢ dodanym ODN sondam na CPG
(controlles pore glass) pevné fazi (3 mg) (Tabulka 4), kdy ODN sonda je pfipojena na
CPG na 3'- konci. Suspenze byla tfepana za laboratorni teploty na automatické trepacce
po dobu 24 h. Pevna faze byla promyta 5 x 0,5 ml MeOH. Do smési byl ptidan 50 mM
K2CO; v MeOH (0,5 ml) a smés byla tfepana za laboratorni teploty na automatické

ttepacce po dobu 8 h.

Nasledné¢ byla smés centrifugovana po dobu 30 s pfi 13 000 otackadch za minutu.
Metanolicky supernatant byl doplnén ultracistou vodou do objemu 1 ml a byl pfenesen
na kolonky gelové chromatografie (CentriPure N10). Na kolonkach byla oddélena
frakce vysokomolekularnich latek (sondy) a tim bylo docileno odstranéni
nizkomolekularnich necistot (FAM, akridin, K2CO3). Frakce byla vysuSena pomoci
rota¢ni vakuové odparky. Vzniklé reziduum bylo rozpusténo 3 x 20 ul H>O a pfeneseno

do vialky. Smés byla nasledné precisténa semipreparativni HPLC metodou.

Cisténi sond HPLC metodou probihalo pii podminkach uvedenych v (Tabulka 5).
K detekci byl vyuzit detektor diodového pole (DAD), ktery méfil absorbanci pii
260, 445, 495 nm. Byla jimana frakce, jejiz absorpcéni spektrum odpovidalo sondé
s navazanym FAM a produktem 16.

Tabulka 5. Parametry HPLC systému.

Kolona Phenomenex Luna 5p Phenyl-Hexyl 150%3.00 mm, velikost ¢astic Sum
Teplota 40 °C

Pritokova 1 ml/min

rychlost

Mobilni fize | 50 mM TEAA:ACN (Triethylammonium acetat:acetonitril) v poméru
18:82, ktera byla izokraticky upravena na pomér 20:80 pii eluci
pozadované sondy s produktem 16

Ziskané sondy s produktem 16 byly odeslany na testovani do firmy Generi Biotech.
Tam byly zmé&feny potiebné hodnoty Mw, Tw, a fluorescence, které byly nasledné

graficky zpracovany.
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4.4. Obecny postup pi1 testovani produktu 16 s ODN
sondou v roztoku

Jako modelovy duplex byla zvolena redlna, 18 bazi dlouhd, sekvence genu HFE.
Sense ODN vldkno bylo znaceno FAM na 5°‘-konci. Antisense ODN vlakno bylo
znateno BHQ1 na 3‘-konci, zaroven byly pouzity sekvence AA a CC mismatche
(Tabulka 6). 15 ul duplexu v TrueStart pufru bylo pieneseno do 96 jamkové desticky.
Byl ptipraven 10 mM zasobni roztok testovaného akridinu 16 v DMSO. Nasledné byl
z tohoto roztoku pfipraven nafedény zasobni roztok v ¢isténé vodé, o koncentraci 0,8
mM. Z druhého zasobniho roztoku o koncentraci 0,8 mM bylo nasledné ptipraveno 7
pracovnich roztokd v pufru tak, aby po pfidani 5 pl téchto roztoki k 15 pl roztoku
duplexu bylo dosazeno vyslednych testovanych koncentraci latky (Tabulka 7). Smés
(20 ul) byla zahiivana 1 min pii 95 °C. Poté byla smés ochlazena na 40 °C a pii této
teploté byla drzena 3 minuty. Nasledné byla smés postupné zahtivana po krocich 0,2 °C
az dosahla teploty 80 °C. Fluorescence byla zmétena vzdy 5 sekund po dosazeni
zvySeni teploty o 0,2 °C. Vysledné hodnoty fluorescence byly vyneseny do grafu proti
teplot¢ a byly ziskdny meltingové kiivky. Z hodnot zaporné derivace zmény
fluorescence byly ziskany teploty tani duplexu.

Tabulka 6. Pouzivané ODN.

ODN ODN sekvence znaceni
Sense FAM-5"-TGA TCA TGA GAG TCG CCG-3’ FAM
Antisense 5’-CGG CGA CTC TCA TGA TCA-3'-BHQ1 BHQI1
Mismatch AA 5-CGG CGA CAC TCA TGA TCA-3"-BHQI1 BHQI1
Mismatch CC 5’-CGG CGA CTC TCA TCA TCA-3'-BHQI BHQI1

Tabulka 7. Koncentrace pripravenych roztokii a koncentrace testované smési.

Roztok 1 2 3 4 5 6 7

¢ (uM) pracovnich roztok 0,08 0,64 6,24 | 25 50 100 | 400

Vysledna ¢ (uM) smesi (20 ul) | 0,02 0,16 1,56 | 6,25 | 12,5 | 25 100
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4.5. Spektrofotometrické titrace akridinu 16 s dsODN a
ssODN

Akridin 16 byl rozpusttna v MeOH za vzniku 4 mM roztoku. Do kyvety bylo
odebrano 5 pul tohoto roztoku, bylo piidano 995 ul pufru (reaction buffer for DNase I
MgClz) za vzniku 20 pM roztoku akridinu 16. Nasledné byly pfiddvan roztok ODN
(Tabulka 8). Po ptfidani pfedepsaného mnozstvi 1 mM roztoku dsODN nebo 2 mM
roztoku ssODN (Tabulka 9), byl roztok promichan a nasledn¢ byla zmétena absorbance
roztoku v rozmezi 350-500 nm. Hodnoty zmétfené absorbance byly vyneseny do grafu a
porovnény viz diskuse.

Tabulka 8. ODN se kterymi se provadéla spektrofotometricka titrace.

dsODN ssODN

5'-TGA TCA TGA GAG TCG CCG-3' 5'-TGA TCA TGA GAG TCG CCG-3'
5'-CGG CGA CTC TCA TGA TCA-3'

5'-TCC AGG GGT CCC GCC AGC-3' 5'-TCC AGG GGT CCC AGC-3'
5'-GCT GGC GGG ACC CCT GGA-3'

5'-TAT ATT TAT AGT TCT TTA-3' 5'-TAT ATT TAT AGT TCT TTA-3'
5'-TAA AGA ACT ATA AAT ATA-3'

Tabulka 9. Mnozstvi pridavané ODN k pripravé roztokii pro dsDNA a ssDNA.

Pridavané mnozstvi 2 {0,5/0,5/0,5 |0,5]05(1,5(2,0(2 |2 3 3 4
mM ssDNA (ml)

Ptiddvané¢ mnozstvi 1 /0,5/0,5]0,5 [0,5(0,5]0,5|1 1,012,5(25|501]5.0
mM dsDNA (ml)
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5.Diskuse

Syntéza akridinovych derivati spociva ve vicekrokové syntéze, pii které nejprve
vznikd samotné akridinové jadro a nasledné¢ jsou na néj navazany pozadované
substituenty. Casté problémy, které byly feseny v priibéhu celé této prace, byla stabilita
molekuly, vznik nechténych rezidui a obtizné ¢isténi latek. Konkrétni pojednéani o feseni

téchto problémil je zminéno u kazdé latky zvlast.

5.1. Série latek A

O Cl NN
H H
HOOC co0 Na N
@ e D |0
C' HoN 140 C 140°C Z 15 °C
COOH 22003 COOH POCls Cl MeOH o
u
)\/\ 1(52 %) 2 (82 %)
OH

Schéma 1. Schéma 1. Syntéza prekurzoru akridinu 1 a 2.

Prekurzor akridinového jadra, latka 1 byla pfipravena Ullmannovou kondenzaci
pomoci médi katalyzované nukleofilni aromatické substituce 2-chlorbenzoové kyseliny
anthranilovou kyselinou (Schéma 1). Nasledné byl prekurzor 1 kondenzovan pomoci
POCI3 do akridinového kruhu. Tento velmi reaktivni meziprodukt byl pfeveden na
metylester pomoci nadbytku MeOH za vzniku ndmi pozadovaného prekurzoru 2. Tato
syntéza vychazela z publikovaného postupu s vytézkem 60 %, poté v opakované reakci

az 82 %. Prvni vytézek byl nizsi z diivodu kratsiho ¢asu reakce o 3 h.®
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Schéma 2. Syntéza prekurzorii 3, 4 a 5.

Latka 2 jiz obsahovala akridinové jadro a diky dostatecné lipofilité a stabilité ji bylo
mozno dobfe vycistit a charakterizovat. Pro dal§i kroky ovSem musela byt dale
uvolnéna volna karboxylova funkéni skupina. Ta byla pfipravena bazickou hydrolyzou
methylesteru za vzniku prekurzoru 3 s vytézkem 68 % (Schéma 2). Dalsi reakci byl
ptipraven silné reaktivni meziprodukt 9-chlorakridin-4-karbonyl chlorid, ze které¢ho byl
pfipraven pomoci 6-azidohexan-1-aminu amid 4. Prekurzor se pfi nasledném ciSténi
sloupcovou chromatografii na silikagelu rozlozil. Kontrolni TLC odhalilo vznikajici
rozkladny produkt (Obrazek 18) Rys)=0,44.°” Nasledna NMR analyza nepotvrdila

totoznost prekurzoru 4. Vznikl stabilnéjsi prekurzor 5.

Obrazek 18. TLC zaznam latky 4 a 5 v soustavée HEX:EAC:MeOH, 7:3:1.

43



Diskuse

H
O+_OH N.__O

o /\/\/\/
H N N3 N
N ’
1.85°C, SOCl, e 25°C
% 2.110°C, 2.fenol TN~ aon AN SN e hsTu TEA S~ NH
3.85°C | MeOHM,0 |
6 (43 %) 7(89 %) 8 (32 %)

o N
\/\/\/\N3

N
X
L
HN
N
Schéma 3. Syntéza akridinu 6, 7 a produktu 8.

Pro ptipravu produktu 8 byl zvolen alternativni synteticky postup (Schéma 3). Pfi
syntéze nejprve doSlo knukleofilni aromatické substituci akridinového jadra
N,N-dimethylaminoethylaminem po ptevedeni latky 2 in situ na reaktivni 9-chlor a
nasledné na 9-fenoxy derivat. Ptiprava akridinu 6 byla nékolikrat opakovana. Pii prvni
reakci byl ziskan vytézek 21 %, proto byly upraveny reakéni podminky. Misto POCI3

byl pouzit mén¢ reaktivni SOCI> ¢imz byl ziskéan o 22 % vyssi vytézek.

Prekurzor 7 byl nasledné pfipraven bazickou hydrolyzou methylesteru karboxylové
kyseliny. Tato reakce probéhla témét okamzZité po ptidani nasyceného roztoku NaOH.
Analyzu reakce méné komplikovalo chromatografické chovani latek 6 a 7.
Na kontrolnim TLC byla pfitomna pouze jedna skvrna (Obrazek 19) se shodnym R¢
jako u vychozi latky. Zasadni rozdil mezi latkami byl v intenzité fluorescence pii UV
detekci. Reakce probéhla témet s 90 % vytézkem. Delsi Cas reakce vice neZ 30 min mél
za nasledek rozklad produktu a sniZeni vytéZku reakce, coZ bylo zjisténo pti opakovani

reakce, kdy klesl vytézek o 72 %.
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Obrazek 19. TLC deska latky 7 po vycisteni na silikagelu s porovndanim vychozi latky 6 v soustave EAC:MeOH:TEA,
9:0,5:0,5. Rrobou latek je témér totozny, ale intenzita zareni pod UV lampou je odlisna.

Amid 8 byl nasledné ptipraven s vyuzitim aktivatoru HBTU. Dle kontrolniho TLC
vznikla smés produktu s rezidui (Obrazek 20). Na TLC je vidét vyrazné reziduum v
Cele, které vznikalo témét ve stejném mnozstvi jako produkt 8. Pro vycisténi produktu
bylo vyzkouSeno né€kolik soustav, které nebyly uc¢inné. Nakonec byl problém s ¢iSténim
vyfeSen soustavou EAC:MeOH:TEA, 9:0,5:0,5. Pro zvySeni vytéZzku by bylo potieba
optimalizovat reakéni podminky. To nebylo provedeno z diivodu velmi nizké ti¢innosti
v naslednych testech na zvySovani T duplext DNA u strukturné podobné latky 9, ktera
byla pfipravena v na$i skupin€é paralelné s latkou 8. Latka 9 byla substituovana
N,N-diethylaminoethylaminem v poloze 9 akridinového jadra. Z tohoto divodu jsme se
rozhodli od této série latek upustit. Rozhodli jsme se ptipravit novou sérii latek, které

nesou dva karboxamidy v poloze 4 a 5 (sérii B).

Obrazek 20. TLC zdaznam latky 8 pred cisténim sloupcovou chromatografii na silikagelu.
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5.2. Série latek B

o OH HO (0]
COOH H >
. COOH HOOC H COO
r N
Yy o O OO O O O
+ B
COOH 140°C 105 °C
K,COs HOOC H,S0, 1.125 °C, POCl,
cul 2.55 °C, MeOH
)\/\OH 10 (66 %) 1 (95 %) 12 (80 %)

Schéma 4. Syntéza prekurzori 10, 11, 12..

Prekurzor 10 (Schéma 4) byl pfipraven analogickym postupem jako prekurzor 1,
tentokrat kondenzaci anthranilové kyseliny s kyselinou 2-bromisoftalovou. Reakce byla
pfipravovana opakované s vytézkem, ktery se pohyboval mezi 60-70 %. Nasledovala
kondenzace v prostiedi koncentrované kyseliny sirové s vytézkem 95 %. Tato reakce
probihala dle publikovaného postupu, upravena byla jen teplota z 50 °C na teplotu
105°C a doba reakce ze 3h na 1h. Byl ziskdn vysSsi vytézek, nez byl uveden
v publikovaném postupu.’® Reakce byla monitorovana pomoci TLC po dobu 3 hodin.

Bylo zjisténo, Ze po jedné hodiné jiZ nedochéazi ke zméné na TLC desce (Obrazek 21).

Obrazek 21. TLC zaznam latky 11 v case spusteni reakce, v dobé 1 h a v dobé 3 h. Soustava EAC:HEX:AA, 6:3:1.

Z prekurzoru 11 byl pfipraven nejprve reaktivni meziprodukt chlorid kyseliny
9-chloroakridin-4,5-dikarboxylové, z néhoz naslednou esterifikaci vznikl prekurzor 12

ve velmi dobrém vytézku 80 %.
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Schéma 5. Syntéza prekurzorii akridinu 13 a 14.

Prekurzor 13 (Schéma 5) byl pfipraven nukleofilni aromatickou substituci
akridinového jadra podobné¢ jako vysSe po in situ prevedeni na 9-chlor a nasledné
9-fenoxy derivat. TLC po Cisténi sloupcovou chromatografii na silikagelu odhalilo
nckolik skvrn, které se nedafilo oddé¢lit soustavou CHCl3:MeOH, 98:2. VyzkouSena
byla i soustava HEX:EAC:MeOH, 2:1:0,1 pfi které byla odstranéna jina necistota, avSak
nedafilo se odd¢lit latky 12 a 13 (Obrazek 22). Prekurzor 13 se podaiil vycistit vyuzitim
mobilni soustavy EAC:AA, 9:1 (R¢=0,06), kdy doslo k protonizaci sekundarniho
aminu v pozici 9, tim doSlo k zadrZeni latky na silikagelu. Po eluci nelistot byla
zménéna mobilni soustava na EAC:MeOH:TEA, 4:1:0,5 Rr= 0,87, doslo k neutralizaci
a uvolnéni Cisté latky ze silikagelu. Prekurzor 13 se rychle rozkladal, proto byl ihned
zpracovan do dalsi reakce, kterou byla bazicka hydrolyza esteru. Na kontrolni TLC
desce prekurzoru 14 po cCisténi kyselinou bylo pfitomno nékolik skvrn rezidui. Béhem
10 minut se prekurzor 14 rozlozil. Tento prekurzor se nepodatilo vycistit bez rozkladu,

a proto byla zménéna strategie syntézy.

g2t

Obrazek 22. Vlevo -TLC, soustava CHCl3:MeOH, 98:2 po cisteni na sloupci. Vpravo — TLC, soustava
HEX:EAC:MeOH (2:1:0,1).
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Schéma 6. Syntéza prekurzorii 15 a produktu 16.

V nové strategii byl nejprve ptipraven diamid 15 (Schéma 6) amidolyzou esterovych
vazeb v latce 12. Tato reakce byla pfipravovana nékolikrat. Pti prvni reakci byl ziskan
velmi nizky vytéZzek 18 %, proto byly upraveny reakéni podminky. Nizky vytézek byl
zpisoben nedostateCnym rozpusténim prekurzoru 12 v N,N-dimethylaminoethylaminu.
Pti dostatecném rozpusténi byl ziskan vytézek 57 %. Produkt 16 byl nasledné ptfipraven
nukleofilni aromatickou substituci akridinového jadra. Pfi pouziti POCI; jako
chloraéniho ¢inidla byl ziskan pouze nizky vytéZzek 11 %, nahrazenim POCI3 za SOCl;
byl ziskan vyssi vytézek o 33 %. Pro Cisténi byla pouZita soustava EAC:MeOH:TEA,
7:3:0,1, kdy doslo k odd€leni vychozi latky a necistot od produktu. Vzniklo malé
mnozstvi rozkladnych produkt, které byly odstranény preciSténim soustavou

HEX:DCM:MeOH, 10:5:0,5 sloupcovou chromatografii na oxidu hlinitém.

~ ?oc Boc. N AN
H

™
120 °C

0]
12 17 H H
Boc\H/\/N o O N\/\H/Boc
N
N
o
S NH
N3

Schéma 7. Syntéza prekurzorii 17.
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Nasledn¢ jsme chtéli uplatnit stejny postup syntézy produktu 16 pro ptipravu
produktu 18 (Schéma 7), kde jsme nésledn¢ planovali odchranéni aminoskupin a dalsi
zkoumani latky s volnou primarni aminoskupinou. Dle TLC desky byl vytvotfen
prekurzor 17, avSak nepodafilo se ho vycistit od jedné z vychozich latek. Z ¢asovych

divodi nebylo pokracovéano optimalizaci podminek syntézy latky 18.

5.3. Navazani produktu 16 na ODN sondu

Tabulka 10. Pouzité ODN sondy akridinem 16.

Koédoveé oznaceni | ODN sondy hodnota Mw sond
s akridinem 16

D 16-18/13 5'-TGA TCA TGA GAG [DBCOdT]CG CCG-3' | 7174,4

D 16-18/7 5'-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG TCG CCG-3' | 7174,4
K 16-13/7 5'-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG T-3' 5648,5
K 16-13/13 5'-TGA TCA TGA GAG [DBCOdT]-3' 5648,5

Ptipraveny akridin 16 jsme se dale rozhodli navazat na ODN sondy (Tabulka 10).
Akridin obsahoval azidovou skupinu, kterd je vhodna k reakci s alkyny v tzv. click
reakci. Z tohoto diivodu byly vySe uvedené ODN sondy ptipraveny tak, aby obsahovaly
DBCO (dibenzocyklooktyn-amin) navdzany na jednu z vybranych T bazi. Silné pnuti
v osmiclenném cyklu s trojnou vazbou umoZituje snadnou reakci s azidy. ODN sondy
po piiprav€é v DNA syntetizatoru jeSt¢ stile na pevné fazi byly proto tfepany
s akridinem 16 rozpusténym v MeOH bez dalSich ptidavkl reagencii. Po dikladném
promyti pevné faze a odStépeni ODN sondy z pevné faze byly jednotlivé ODN sondy
preciStény na gelovou sloupcovou chromatografii. Zde byla oddélena frakce
vysokomolekularnich latek (sondy) od nizkomolekularnich necistot (FAM, akridin,

K>2COs3). Navazana sonda byla nakonec CiSténa semipreparativni HPLC metodou.

Semipreparativni HPLC sond s produktem 16 bylo provedeno za podminek
uvedenych v (Tabulka 5). Tyto podminky byly vybrany na zaklad¢ zkuSenosti paralelné
probihajiciho vyzkumu. Jelikoz se pii téchto podminkach snadno oddélila sonda

s produktem 16 od zbylych rezidui, byla latka takto ¢ist€éna. Mobilni faze byla pii eluci
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pozadované sondy s produktem 16 izokraticky upravena za Ucelem sniZzeni mnozstvi
odjimanych frakci z 50 mM TEAA:ACN v poméru 18:82 na pomér 20:80. Nasledné

byla provedena analyza sondy s produktem 16 po ¢isténi pii stejnych podminkach.

NizZe jsou pfilozeny chromatogramy jednotlivych ODN sond s produktem 16 pied
¢isténim a po ¢isténi HPLC metodou (Graf 1, Graf 2, Graf 3, Graf 4).

K 16 - 13/7 po &iSténi

A) K 16 - 13/7 pied ¢isténim B)
80000+ necistoly 25000 Sondas
Sond 20000 latkou 16
onda s -
60000 latkou 16
- = 15000
£ 40000 "
§ § 10000
= 200001 =
= ~  5000-
0 T T T 1 0 T T T 1
10 20 30 40 10 20 30 40
-20000- eluéni éas (min) -5000- cluéni Eas (min)

Graf 1. Chromatogram sondy K 16—13/7. Pri pouziti mobilni faze 50 mM TEAA:ACN v poméru 18:82, ktera byla
izokraticky upravena na pomeér 20.:80 pri eluci pozadované sondy s akridinem 16.

A) Chromatogram analyzy sondy pred cisténim HPLC metodou. Necistoty jsou oznaceny v zeleném ramecku.
B) Chromatogram analyzy sondy po cistént.

K 16-13/13 p fed it énim K 16-13/13 po cisténi

40000+ 15000
nodistoty Sonda s
30000H Sonda s Jatkou 16
a latkou 16 ~ 10000
= =
g 20000 E
= T 5000
= 10000+ -
o T T T 1 0 L I T T 1
10 20 30 40 10 20 30 40
-10000- cluéni &as (min) -5000- elu¢ni éas (min)

Graf 2. Chromatogram sondy K 16—13/13. Pri pouZiti mobilni faze 50 mM TEAA:ACN v poméru 18:82, ktera byla
izokraticky upravena na pomer 20:80 pri eluci pozadované sondy s akridinem 16.

A) Chromatogram analyzy sondy pred cistenim HPLC metodou. Necistoty jsou oznaceny v zeleném ramecku.

B) Chromatogram analyzy sondy po cisténi.
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Graf' 3. Chromatogram sondy K 16—18/7. Pri pouziti mobilni faze 50 mM TEAA:ACN v poméru 18:82, ktera byla
izokraticky upravena na pomer 20:80 pri eluci pozadované sondy s akridinem 16.

A) Chromatogram analyzy sondy pred cisténim HPLC metodou. Necistoty jsou oznaceny v zeleném ramecku.

B) Chromatogram analyzy sondy po cistént.

D 16-18/13 pied ¢isténim 13 16-18/13 po ¢isténi
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Graf 4. Chromatogram sondy K 16-18/13. Pri pouziti mobilni faze 50 mM TEAA:ACN v pomeru 18:82, kterd byla
izokraticky upravena na pomer 20:80 pri eluci pozadované sondy s akridinem 16.

A) Chromatogram analyzy sondy pred cistenim HPLC metodou. Necistoty jsou oznaceny v zeleném ramecku.
B) Chromatogram analyzy sondy po cisténi.

Pomoci semipreparativni HPLC se podatilo oddé&lit necistoty na zacatku analyzy.
Byly to neznaCené sekvence, kratké sekvence, sekvence s FAM bez DBCO, sekvence

s DBCO ale bez FAM, sekvence s FAM a DBCO bez produktu 16.

5.4. Grafy ODN sond

Vycisténé ODN sondy byly odesldny k zméteni teploty tani duplexu modifikované
sondy s cilovou sekvenci a molekulové hmotnosti (Graf 5) kratkych a dlouhych ODN
sond do firmy Generi Biotech. Ziskané¢ naméfené hodnoty byly zpracovany do grafické
podoby (Graf 6, Graf 7, Graf 8, Graf 9). Pro lepsi Citelnost grafti byly normalizovany

hodnoty fluorescence i fluorescence -d(F)/dT.
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Graf 5. Zmérené hodnoty molekulové hmotnosti pomoci pristroje Maldi. A + B Zmérena hodnota odpovida
vypocitané Mw 5648,5 sondy s produktem 16. C + D zméiend hodnota odpovida vypocitané Mw 7174.4.

Z grafu lze vycist, ze hodnoty zméfené i vypocitané hodnoty Mw jednotlivych sond
s produktem 16 odpovida. U sondy D 16-18/13 se objevuje pik s hodnotou Mw 4200,

jedna se pravdépodobné o Mw nékteré z popisovanych necistot.
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Graf 6. Zaznam mereni sondy K16-13/7.

Normalizovana

B) K 16-13/

=

=
T
£
2T
N o
=
3£
E ¢ ___ modifikovand sonda
Z g s latkou 16

& — nemodifikovana sonda

T T T
20 40 60
teplota (°C)

D) K16-13/7
-
=
=
7

8 __ Komplementarni
g sekvence

1]

é —— CC mismatch
é —  AA mismatch

T T T
60

teplota (°C)

A) Porovnani meltingovych krivek duplexu modifikované sondy K 16—13/7 (modra) a nemodifikované sondy (zelend)

s komplementarni cilovou sekvenci.

B) Porovndani meltingovych pikii duplexit modifikované sondy K 16—13/7 (modra) a nemodifikované sondy (zelend)

s komplementarnim cilovou sekvenci.

C) Porovnani meltingovych krivek duplexii modifikované sondy K 16—13/7 s komplementarnim (modrd) AA mismatch

(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.

D) Porovnani meltingovych piku duplexii modifikované sondy K 16—13/7 s komplementdarnim (modra) AA mismatch

(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.
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Graf'7. Zaznam meéreni sondy K16-13/13.
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A) Porovnani meltingovych krivek duplexu modifikované sondy K 16—13/13 (modrad) a nemodifikované sondy (zelend)

s komplementarni cilovou sekvenci.

B) Porovnani meltingovych pikii duplexii modifikované sondy K 16—13/13 (modra) a nemodifikované sondy (zelena)

s komplementarni cilovou sekvenci.

C) Porovnani meltingovych kiivek duplexii modifikované sondy K 16—13/13 s komplementarni (modra) AA mismatch

(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.

D) Porovnani meltingovych pikii duplexii modifikované sondy K 16—13/13 s komplementdarni (modrd) AA mismatch

(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.
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Graf'8. Zaznam méreni sondy D16-18/7.

A) Porovnani meltingovych kiivek duplexu modifikované sondy D 16—18/7 (modrd) a nemodifikované sondy (zelend)
s komplementarni cilovou sekvenci.

B) Porovnani meltingovych pikii duplexit modifikované sondy D 16—18/7 (modrd) a nemodifikované sondy (zelena)
s komplementarni cilovou sekvenci.

C) Porovnani meltingovych krivek duplexit modifikované sondy D 16—18/7 s komplementarni (modra) AA mismatch
(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.

D) Porovnani meltingovych piku duplexit modifikované sondy D 16—18/7 s komplementdrni (modrd) AA mismatch
(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.
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Graf 9. Zaznam méreni sondy D 16-18/13.

A) Porovnani meltingovych krivek duplexu modifikované sondy D 16-18/13 (modrd) a nemodifikované sondy
(zelend) s komplementarni cilovou sekvenci.

B) Porovnani meltingovych pikii duplexit modifikované sondy D 16-18/13 (modra) a nemodifikované sondy (zelena)
s komplementdrni cilovou sekvenci.

C) Porovnani meltingovych kiivek duplexii modifikované sondy D 16—18/13 s komplementarni (modra) AA mismatch
(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.

D) Porovnani meltingovych piki duplexii modifikované sondy D 16-18/13 s komplementdarni (modra) AA mismatch
(cervena) a CC mismatch (zelena) cilovou sekvenci.

Porovnani vysledki graft raznych sond (Graf 6, Graf 7, Graf 8, Graf 9) pfineslo tyto
vysledky. Porovnani meltingovych kiivek u vSech pouzitych modifikovanych sond
s produktem 16 a nemodifikovanych sond ukazuje mirné zvyseni Tm u modifikovanych
sond (grafy A). Posun Ty je vice patrny u (grafu B), kde je vidét ostry posun
meltingového piku. U (Graf 7, Graf 8, Graf 9) ma tento meltingovy pik poZzadovany
tvar. (Graf 6) ma vSak tento pik atypicky. To vypovida o pfitomnosti ruSivych necistot
¢1 tvorbé sekundarni struktury modifikované sondy. U grafii C jsou patrné rozdily Tm
mezi duplexem modifikované sondy skomplementarni sekvenci a duplexem
modifikované sondy s AA a CC mismatchem. Pro zachovani schopnosti
diskrimina¢niho mismatche je nutnd nizs$i Tm duplexu nez u komplementarniho vlakna.

Toho bylo docileno u vSech pouzitych sond. U (grafii D) je zobrazen ostry ptechod
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meltingovych piki s pozadovanym tvarem. U (Graf 6), je tvar atypicky. To je

zpisobeno ze stejného divodu jako u (Graf 6, B).

5.5. Spektrofotometricka titrace

UV viditelnd spektrofotometrie je nejbéznéjSim a nejvhodnéjSim zplisobem studia
interakci mezi malymi latkami a nukleovymi kyselinami. Molekuly obsahujici
aromatické skupiny mohou interagovat se strukturou dvojité Sroubovice DNA, proto Ize

interakci mezi nimi zkoumat podle zmén absorpé&nich spekter pied reakci a po ni.”!
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Graf' 10. Zaznam spektrofotometrické titrace produktu 16 s dsODN.

A) Zavislost vinové délky na absorbanci u dsODN bohatych na AT baze.

B) Zavislost vinové délky na absorbanci u dsODN bohatych na GC baze.

C) Zavislost vinové délky na absorbanci u dsODN se stejnym mnozstvim AT a GC baze.

D) Zména absorbance pri 417 nm na koncentraci. Zelené dsODN, modre AT a cervené GC.
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Graf 11. Zaznam spektrofotometrické titrace produktu 16 s ssODN.

A) Zavislost vinové délky na absorbanci u ssODN bohatych na AT baze.

B) Zavislost vinové délky na absorbanci u ssODN bohatych na GC baze.

C) Zavislost vinové délky na absorbanci u ssODN se stejnym mnoZstvim AT a GC baze.

D) Zména absorbance pri 417 nm na koncentraci. Zelené ssODN, modie AT a cervené GC.

S produktem 16 byla provedena spektrofotometricka titrace. Nejprve byl do roztoku
produktu 16 postupné ptidavan roztok dsODN poté byl stejny postup zopakovéan se
ssDNA rtizné bohatych na urcité baze. Na (Graf 10)A-C je viditelny posun absorp¢éniho
maxima k Cervené c¢asti spektra (tzn. dochazi k bathmochromnimu a hypochromnimu
posunu spektra). Z grafu je patrny vyrazny posun u duplexu bohatého na GC baze
graf C, ktery je o mnoho vyraznéjsi nez u duplexu bohatého na AT baze, coz vypovida
o interkalaci, mezi GC bohaté Useky bazi DNA, produkt 16 ma k nim vyssi afinitu.
Zména absorbance v zavislosti na koncentraci je nejvice patrna u pfirozené se
vyskytujici dsODN (HFE) a GC bohatych tseki dsODN a nejméné u AT obohacenych
dsODN.

Pti testovani ssODN (Graf 11) nebyl patrny stejny fenomén afinity produktu 16 na
GC baze jako byl pozorovan u dsDNA. Zména absorbance v zévislosti na koncentraci je
nejvice patrné u ptirozené se vyskytujici ssODN (HFE) a AT bohatych useki ssODN a
nejméné u GC obohacenych ssODN.
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6.Zaver

Tato diplomova prace si kladla za cil pfipravu akridinovych derivati slouzicich jako
stabilizatory duplexti sond s cilovou sekvenci. Derivaty akridinu maji schopnost
interkalovat se do dvousroubovice DNA, a tak zvysit pevnost vazby mezi fetézci DNA.
Zvyseni pevnosti vazby mezi fetézci DNA se promitne do zvySené teploty tani duplexu,
z ¢ehoz vychazi inasledna aplikace derivati akridinu jako termalnich stabilizatora
duplexu DNA sondy s cilem.”! V této praci byly piipraveny derivaty akridinu, které
byly substituovany 6-(azidohexan)aminem a N, N-dimethylaminoethylamin. Azid byl
potiebny k vytvoreni kovalentni vazby s ODN sondou pomoci click chemie pies
DBCO. Amidicky vodik vytvafi vodikové mistky pfes molekulu vody na fosfatovou
skupinu mezi pfislusSnym guanosinem a sousednim nukleosidem, ¢imz upeviiuje latku
ve dvousSroubovici. Bazickd aminoskupina pak umoznuje interakci s fosfatovymi
skupinami. Byla pfipravena série derivati akridinu A, které maji v pozici 9 akridinu
navazany N,N-dimethylaminoethylamin a v pozici 4 navdzany 6-(azidohexan)amin jako
amid karboxylové kyseliny. Diky negativnim vysledkiim paralelné¢ vytvofeného
derivatu 9, ktery je strukturné podobny latce 8, nebyla latka ve finale jiz ani otestovana.
U latky 9 nebyl pozorovan vliv na termostabilitu duplexu sondy s cilovou sekvenci,
pravdépodobné kviili nevytvoreni zpevitujicich vodikovych mustki. Z toho diivodu byla
pfipravena série latek B, kterd méla v pozici 9 navazany 6-(azidohexan)amin. Zaroven
v pozici 4 a 5 méla navazany N,N-dimethylaminoethylamin, jako diamid. U této latky
se projevil ocekavany ucinek. Pti spektrofotometrické titraci byla u dsODN prokdzana
vyssi afinita produktu 16 k usekiim bohatym na GC baze, kam interkalovala. U ssODN
nebyl tento fenomén zvySené afinity pozorovan. ZvySeni termostability duplexu
modifikované ODN sondy s produktem 16 a cilem, bylo pozorovano u vSech pouZzitych
sond. Byla pozorovana zvySena teplota tani duplexu s cilovou sekvenci v rozmezi 5-
8 °C. U modifikované sondy K 16-13/7 byl pozorovan atypicky tvar meltingovych pikd.
To je pravdépodobné zplsobeno piitomnosti necistot ¢i tvorbou dimerd. U
modifikovanych sond produktem 16 byla prokazéna rozliSovaci schopnost nutna
k hodnoceni SNP. U vSech sond doslo k zvyseni T u duplexu sondy s cilovou sekvenci.

Tm mismatche byla vzdy vyrazné niz§i nez u komplementarni sekvence.
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