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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Autor: Mgr. Filip Kostelansky

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

Dizertac¢na praca: Vyzkum latek ovliviiujicich teplotu tani oligonukleotidovych sond

Real-time PCR je Siroko vyuzivanou metddou v réznych oblastiach vyskumu ako su napr.
biomedicina, mikrobioldgia, veterindrna medicina, atd. Kvantifikdcia génovej expresie, alelicka
diskriminacia ¢i detekcia sekvencnych variantov si novymi a zaujimavymi moznostami pre PCR.
Diskriminacia bodovych zmien pri pouziti dlhsich sond nie je optimalna. Rozdiel teploty topenia
medzi plne komplementarnym duplexom a duplexom obsahujucim bodovid zmenu je v pripade
pouzitia dlhsich sond zanedbatelny.

Na druhej strane, kratke oligonukleotidové (ON) sondy su vhodné na dobru diskriminaciu
bodovych zmien. Kratke ON sondy maju nizke teploty topenia. Tento problém je mozné vyriesit
pripojenim latok viaZucich sa do malého Zliabku DNA (minor groove binder, MGB), ¢i inych latok,
ktoré maju silnu interakciu s DNA ako napriklad interkalacné farbiva ¢i polyaminy. Tato konjugacia
moze zvysit teplotu topenia duplexov kratkych ON sond.

Tato praca bola venovana syntéze akridin-4-karboxamidovych interkalatorov, ktoré boli
pripravené v niekolkych séridch. Na ucely porovnania ucinnosti boli modifikované latky Hoechst
33258 a spermin. Bola skimand stabilizacia akridinovymi stabilizdtormi aich Struktdra bola
optimalizovana, za Ucelom zlep$enia schopnosti termalnej stabilizacie DNA duplexov. Studium
niekolkych sérii akridinov odhalilo, Ze optimalna stabilizacia akridinmi bola dosiahnuta pri pouZziti
sekundarnej karboxamidovej skupiny nestcej mensiu bazickd skupinu viazanu prostrednictvom
dvojuhlikatého retazca. Niekolko vysoko-aktivnych akridinov bolo nasledne konjugovanych
s kratkymi sondami (13 alebo 18 baz; navrhnutymi ako ¢ast HFE génu) pomocou copper-free click
chémie v pozicidch 7 a/alebo 13. Bolo preukézané, Ze teplota topenia (Tw) ich duplexov bola
v pripade najlepsej kombinacie zvy$end a? otakmer 9 °C. Studium interakcie akridinov
s jednovlaknovou a dvojvlaknovou DNA poukazali na schopnost interagovat s oboma typmi DNA
a sucasne bola potvrdend vysSia afinita akridinov k GC- bohatej sekvencii v porovnani s AT-
bohatou sekvenciou. Bola skiimana schopnost sond konjugovanych s akridinmi diskriminovat
sekvencéné varianty HFE génu na realnom modeli s nezmenenou formou, tzv. wild type, H63D C>G
a S65C A>T sekvenénymi variantmi. Bolo potvrdené, Ze akridin samotny modzZe sluzit ako
fluorescenény reportér asucasne stabilizator DNA duplexu umoziujuci diskriminaciu plne
komplementarnych duplexov od duplexov obsahujtcich bodové zmeny.
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Real-time PCR is widely used method in various research fields like biomedicine,
microbiology, veterinary medicine, etc. Quantification of gene expression, allelic discrimination
and alteration detection are new and interesting application possibilities. Mismatch
discrimination is not optimal when longer probes are used. Melting temperature difference
between fully complementary duplex and mismatched duplex is negligible in the case of longer
probes.

The short oligodeoxynucleotide (ODN) probes, on the other hand, are suitable for good
discrimination of single nucleotide variants. However, these probes suffer from low melting
temperatures. Adding minor groove binders (MGB), or other substances, which can strongly
interact with DNA such as intercalating dyes or polyamines, can increase the melting temperature
of short probes duplexes.

In this work, several series of acridine-4-carboxamide intercalators were synthesized. MGB
(Hoechst 33258) and polyamine (spermine) were modified and used for comparison purposes.
Stabilisation by these compounds was investigated and structure of acridine stabilisators was
optimized to improve the ability to increase thermal stabilisation. The study of large series of
acridines revealed that optimal stabilisation was achieved upon decoration of acridine by
secondary carboxamide carrying sterically not demanding basic function bound through a two-
carbon linker. Several highly active acridines were attached to short probes (13 or 18 bases;
designed as a part of HFE gene) by copper-free click chemistry into positions 7 and/or 13 and
proved to increase the melting temperate (Tm) of their duplexes by almost 9 °C for the best
combination. The acridines interact with both single- and double-stranded DNAs with
substantially preferred interaction for the latter. The study of interaction suggested higher affinity
of the acridines toward the GC- than AT-rich sequences. Good discrimination of two mutated
variants was shown in practical application with HFE gene (wild type, H63D C>G and S65C A>T
mutations). Acridine itself can also serve as a fluorophore and also allows discrimination of the
matched duplexes from those with point mutations in probes labelled only with acridine.
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1 Zoznam poutzitych skratiek

AA kyselina octova (z angl. acetic acid)

AAC azid-alkyn cykloadicie

ACN acetonitril

AMA zmes hydroxidu aménneho a metylaminu v objemovom pomere 1:1

BCN bicyklononyn, (1R,8S,9S)bicyklo[6.1.0]non-4-yn-9-yImetyl

BHQ1 black hole quencher 1

CDPI 6-(6-(6-(3,6,7,8-tetrahydropyrolo[3,2-e]indol-2-karbonyl)-3,6,7,8-
tetrahydropyrolo[3,2-e]indol-2-karbonyl)-3,6,7,8-tetrahydropyrolo[3,2-e]indol

CpG deoxycytidin-fosfat-deoxyguanozin

CPG sklenena pevna faza s kontrolovanou pdérovitostou (z angl. controlled pore glass)

ctDNA calf thymus DNA

CuAAC medou katalyzované azid-alkyn cykloadicie (z angl. copper-catalyzed azide-alkyne

cycloadditions)

Cy5 cyanin 5

DBCO dibenzoazacyklooktyn, dibenzo[b,flazacyklookt-4-yn
DBCO-dT DBCO deoxytymidin

DEE dietyléter

DETA dietyléntriamin, N-(2-aminoetyl)-1,2-etandiamin

DIBO dibenzocyklooktyn, dibenzo[b,flcyklookt-4-yn

DIMAC 6,7-dimetoxyazacyklookt-4-yn

DMC dichlérmetan

DMF dimetylformamid

DMSO dimetylsulfoxid

DMT dimetoxytrityl

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsAT dvojvlaknova AT-bohata DNA, (z angl. double stranded AT)
dsDNA dvojvlaknova DNA, (z angl. double stranded DNA)

dsGC dvojvlaknova GC-bohatd DNA, (z angl. double stranded GC)
dsHFE dvojvlaknova HFE DNA, (z angl. double stranded HFE)

EAC etylacetat

EB etidium bromid
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EtOH
FAM
FRET

HBTU

HEX
HFE

HPLC

HRMS

LNA

MALDI-TOF

MeOH
MF
MGB
MsCl
NHS
NK
ON
PAH
PCR
PNA
SAR
SBE
SNV

SPAAC

SSAT
ssDNA
ssGC

ssHFE

etanol
fluorescein
Forsterov rezonancny prenos energie (z angl. Forster resonance energy transfer)

(1H-Benzotriazol-1-yloxy)(dimetylamino)-N, N-dimetylmetaniminium
hexafluorofosfat

hexan
ludsky gén pre homeostaticky protein reguldtora Zeleza

vysokoucinna kvapalinova chromatografia (z angl. high performance liquid
chromatography)

hmotnostnd spektrometria s vysokym rozlisenim (z angl. high resolution mass
spectrometry)

zamknuté nukleové kyseliny (z angl. locked nucleic acids)

matricou asistovana laserové desorpcia/ionizacia (z angl. matrix assisted laser
desorption ionization — time of flight mass spectrometry)

metanol

mobilna faza

latka viaZuca sa do malého Zliabku DNA (z angl. minor groove binder)
metansulfonylchlorid

N-hydroxysukcinimid

nukleova kyselina

oligonukleotid (oligoribonukleotid, oligodeoxyribonukleotid)

polycyklické aromatické uhfovodiky (z angl. polycyclic aromatic hydrocarbons)
polymerazova retazova reakcia (z angl. polymerase chain reaction)
peptidové nukleové kyseliny (z angl. peptide nucleic acids)

vztah medzi $truktdrou a ucinkom (z angl. structure-activity relationship)
jednonukleotidova extenzia (z angl. single base extension)
jednonukleotidovy variant (z angl. single nucleotide variant/variants - SNVs)

pnutim podporené azid-alkyn cykloadicie (z angl. strain promoted azide-alkyne
cycloaddition)

jednovlaknova AT-bohatd DNA (z angl. single stranded AT)
jednovlaknova DNA (z angl. single stranded DNA)
jednovlaknova GC-bohata DNA (z angl. single stranded GC)

jednovlaknova HFE DNA (z angl. single stranded HFE)
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TAMRA

TBTA

tBuOH
TCA
TEA
TEAA

TEPA

TETA
TFA

THPTA

THF

TLC-MS

Tm

Tris-HCI

ZNA

AT

tetrametylrodamin, 2-[3,6-bis(dimetylamino)-9-xanténiumyllbenzoat

tris(benzyltriazolylmetyl)amin, 1-(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-N,N-bis[(1-
benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)metyllmetanamin

terc-butanol

trichléroctova kyselina (z angl. trichloroacetic acid)
trietylamin

trietylamoénium acetat

tetraetylémpentamin, N-(2-Aminoetyl)-N'-{2-[(2-aminoetyl)amino]etyl}-1,2-
etandiamin

trietyléntetramin, N,N'-bis(2-aminoetyl)-1,2-etandiamin
trifludroctova kyselina (z angl. trifluoroacetic acid)

Tris(3-hydroxypropyltriazolylmetyl)amin,  3,3',3"-[Nitrilotris(metylén-1H-1,2,3-
triazol-4,1-diyl)]tri(1-propanol)

tetrahydrofuran

hmotnostna spektrometria z tenkovrstvovej chromatografie (z angl. thin layer
chromatography — mass spectrometry)

teplota topenia

Trometamol hydrochlorid, 2-amino-2-(hydroxymetyl)-1,3-propandiol
hydrochlorid

Zip nukleové kyseliny (z angl. Zip nucleic acids)

zmena teploty topenia
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2 Formulacia problematiky a ciel prace

V sucasnej dobe vyskytu velmi infekéného virusu SARS-CoV-2 nadobudla potreba rutinnej,
¢asovo a technicky menej narocnej, detekcie zmien v genetickom materiali, nielen spominaného
virusu, novy rozmer. Bolo vyvinutych niekolko technik detekcie zmien a jednonukleotidovych
variantov (single nucleotide variants, SNVs). Obecne mozno SNVs detegovat Styrmi zakladnymi
mechanizmami, a to alelovo Specifickou hybridizaciou, alelovo Specifickou primerovou extenziou,
alelovo S$pecifickou ligdciou oligonukleotidov a alelovo Specifickym invazivnym Stiepenim.
Pravdepodobne najviac vyuzivanou metddou v sucasnosti je alelicka diskrimindcia zaloZena na
alelovo specifickej PCR vyuzivajucej alelovo Specificku hybridizaciu a alelovo Specifickd primerovu
extenziu. Pritomto type detekcie je d6lezité aby pouZité primery ¢i sondy boli schopné dostatocne
dobre diskriminovat SNVs. Dobra schopnost diskriminacie je zavisla hlavne na dvoch faktoroch,
ato zloZeni poutitej sekvencie a di?ke pouZitej sekvencie. Dizka sekvencie oligonukleotidovych
(ON) sond ovplyviiuje vysledni termdlnu stabilitu ich komplementarnych duplexov.
S predlZujucou sa sekvenciou rastie aj termalna stabilita jej komplementarneho duplexu. Preto su
duplexy dlhsich ON sond stabilné aj pri vyssich teplotach (70 °C) pouZivanych v PCR. Nevyhodou
dlihsich sond je ich niZSia schopnost diskriminacie SNVs. Kratke sondy naopak maju vybornu
schopnost diskriminacie SNVs, avsak ich velkou nevyhodou je nizka teplota topenia, vdaka ktorej
nie su pouzitelné v PCR.

Cieflom tejto dizertanej prace bolo pripravit sériu latok schopnych zvysit termalnu
stabilitu duplexov DNA. Na zvySenie termalnej stability kratkych ON sond som sa rozhodol poufZit
akridiny, ktoré boli pripravené v niekolkych sériach. Tieto akridiny boli testované na schopnost
zvySovat termalnu stabilitu duplexu DNA volne v roztoku (Obrazok 1A). Z vysledkov tychto testov
bolo mozné urcit vztahy medzi Struktirou a ic¢inkom (SAR). Nasledne bolo pripravenych niekolko
sond modifikovanych nddejnymi akridinmi a pre ucéely porovnania aj s polyaminom a latkou
viazucou sa do malého Zliabku DNA. Tieto sondy boli ¢istené pomocou semipreparativnej HPLC.
So sondami boli nasledne robené stludie termalnej denaturacie, ktoré poskytli informacie
o stabilizacii duplexov tychto sond (Obrazok 1B). Sondy boli dalej testované na schopnost
diskriminovat SNVs. Bola studovana interakcia akridinu s jednovldaknovou (single strand DNA,
ssDNA) a dvojvlaknovou (double strand DNA, dsDNA) DNA. Stcéasne bola Studovana interakcia s AT
a GC bohatymi sekvenciami. Sondy modifikované len akridinom boli nakoniec testované na
moznost pouZzitia akridinu stcasne ako reportéru a latky zvysSujlcej teplotu topenia duplexov
tychto sond (Obrazok 1C).
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Obrdzok 1. Obecné schémy (A) interakcie akridinu s DNA, (B) termdlnej denaturdcie sond znacenych FAM a
konjugovanych s akridinom, (C) termdlnej denaturdcie sond konjugovanych s akridinom.
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3 Prehlad sucasného stavu rieSenej problematiky

Polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction, PCR) je metdda umozniujica
amplifikaciu Specifického uUseku DNA pomocou dvoch ON primerov a termostabilnej DNA-
polymerdzy (Tag-polymerdza).> 2 V dnesnej dobe je tdto metdda, hlavne v modifikdcii real-time
PCR, Casto vyuZivand v roznych oblastiach (biomedicina, mikrobiolégia, veterindrna medicina,
farmakoldgia, biotechnoldgia, toxikoldgia)> * avrdznych aplikdcidch (génovd expresia,
genotypizacia, klonovanie, sekvenovanie, mutagenéza, analyza metylovanej DNA).

PCR je neocenitelnym nastrojom pri genotypizacii a sekvenovani DNA aumoZiuje
detekciu SNV alebo alelickd diskrimindciu.* V siéasnosti sa pri real-time PCR pouZivaju dva
spbosoby detekcie mnoZstva amplifikovanej DNA. Detekcia prebieha za pomoci interkalacnych
farbiv viaZzucich sa do dsDNA alebo za poutZitia fluorescenéne znaenych ON, tzv. sond.? Real-time
PCR analyza pomocou interkalacnych farbiv je ekonomicky vyhodnejSia v porovnani s analyzou
pomocou fluorescencne znacenych sond. Naopak velkou vyhodou fluorescencne znacenych sond
v real-time PCR je $pecifickost detekcie vyplyvajica z vlastnosti DNA — sonda hybridizuje len ku
komplementarnej sekvencii. Dizka sekvencie sondy je zavisla na detekénom systéme (rdzny obsah
AT a GC parov vplyva na termalnu stabilitu). KratSie ON sondy maju v porovnani s dlhsimi ON
sondami vyhodu lepsieho rozliSenia mutdcii, no na ukor nizsej termalnej stability.

3.1 PCR

Polymerazova retazova reakcia (PCR) sluzi na amplifikaciu (zmnoZenie) urcitého uUseku
DNA, ohraniceného primermi (kratke, synteticky pripravené Useky DNA komplementarne k 3'-
koncom templatovej DNA) in vitro. Na tento Uclel je potrebné do PCR reakcie dodat DNA
polymerazu, nukleozidtrifosfaty a primery. Templatovd DNA je na zaciatku potrebné denaturovat
zahriatim na 95 °C (Obrazok 2). Pri ochladeni na cca 45 — 70 °C dochdadza k hybridizacii primerov
(aneldcia, Obrazok 2) na jednotlivé vlakna templatovej DNA. DNA polymeraza nasadd na duplex
templatovej DNA s primerom a syntetizuje retazec komplementarny k templatovej DNA v smere
5'-3’, vacsinou pri 72 °C (elongécia, Obrazok 2).

PCR bola vyvinuta K. Mullisom a spolupracovnikmi pred viac ako tridsiatimi piatimi rokmi.>
Mullisova metdda bola zaloZzena na pouziti Klenow fragmentu DNA polymerazy Escherichia coli,
v kombindcii s kratkymi ON sekvenciami — primermi, ktoré ohranicovali amplifikovany Gsek DNA,
nukleozidtrifosfatmi a polymerdzovym pufrom. Amplifikdcia DNA prebiehala za pouZitia
cyklického zahrievania a chladenia. Nevyhodou Klenow fragmentu bola jeho denaturdcia pocas
zahrievania a nutnost jeho pridavania do reakcie po kaidom cykle, ¢o zvySovalo moznost
kontamindcie. Neskor bol Klenow fragment nahradeny termostabilnou Tag polymerdzou
izolovanou z Thermus aquaticus,® a v siasnosti st v PCR $tandardne pouZivané termostabilné
polymerazy. Na detekciu amplifikovanej DNA bola nutnd hybridizécia,” gélova elektroforéza, HPLC
¢i kapilarna elektroforéza. Tieto metddy analyzy amplifikovanej DNA su ¢asovo ndrocné, pracne
a tazko automatizovatelné. Velkym krokom vpred bolo pouZitie etidium bromidu (EB), ktory
umoznil pomocou fluorescencie sledovanie priebehu PCR v redalnom ¢ase. EB bol hned' vzapati
nahradeny dnes Siroko vyuZivanym farbivom SYBR Green I. Velky prielom, vdaka Specifickosti
hybridizacie, nastal zavedenim fluorescenéne znalenych TagMan® sond,® ktoré vychdadzali
z principu TagMan® sond znadéenych radioaktivnou zna¢kou 5'-y-32P popisanych o dva roky skér.’
Tento prielom odstartoval vyvoj mnoZstva dalSich fluorescen¢ne znacenych sond (Quenched FRET
Probes, MolecularBeacons, Scorpions atd.) zaloZzenych na odliSnych mechanizmoch detekcie, tzn.
za akych okolnosti dojde k produkcii fluorescenéného signalu. Obecne mozino povedat, ze
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hybridizacia (vysoko Specificky dej) je detegovand zmenou fluorescencie spdsobenou prave
vazbou (hybridizaciou) ON sondy k cielove]j sekvencii.
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3. Elongacia pri 72 °C

Obrdzok 2. Schematické zndzornenie priebehu PCR reakcie.

3.2 Detekcia a kvantifikacia nukleovych kyselin v PCR aplikacii

V sucasnosti existuju dva sposoby detekcie v PCR amplifikovanej DNA — pouZzitie farbiv
viazucich sa na dsDNA (umoznuju detekciu Specificky a neSpecificky amplifikovanej DNA, viz dalej
kapitola Interkalatory) alebo pouZitie fluorescenéne znacenych ON.

3.2.1 Fluoroforom znacené ON

Reportér (fluorofor) je molekula, ktord po ozZiareni excitachnym svetlom urcitej vinovej
dizky toto svetlo (energiu) absorbuje a prechadza do excitovaného stavu. Reportéry sa vyznaduju
tym, Ze pri prechode z excitovaného stavu do stavu zakladného vyZzaruju energiu vo forme
fluorescencie. Emitované svetlo mé véeobecne nizéiu energiu a vy$iu vinovu dizku ako svetlo
excitatné. Emitované svetlo moze byt zachytené akceptorom, ktory je bud fluorescenénou alebo
nefluorescenénou molekulou. Po absorpcii emitovaného svetla moéZe teda doéjst bud
k fluorescencii akceptoru (fluorescencny akceptor) alebo v pripade nefluorescencnej molekuly
(zhdsaca) kstrate absorbovanej svetelnej energie vo forme tepla. Zhasa¢ mbie vytvérat
s reportérom aj heterodiméry, u ktorych dochadza k statickému zhasaniu fluorescencie.

Fluoroforom zna¢ené ON mdzeme rozdelit na primery a sondy. Fluorescenéné primery
boli vyvinuté aby v PCR nahradili dovtedy pouZivané radioizotopmi znaené sondy.® Nasledne boli
fluoroformi znacené ON aplikované ako detekéné Cinidlo hybridizacie nukleovych kyselin.'! Prvé
fluoroformi znacené sondy pouzité priamo v PCR reakcii fungovali na principe TagMan® sond (viz
nizsie).® Vyhodou tychto sond je homogénny systém, bez nutnosti post-PCR analyzy a s fiou
spojenych komplikacii ako su faloSne pozitivhe vysledky z carry-over kontamindcie, faloSne
negativne vysledky z neldspesnych reakcii alebo ne$tandardizovanych reakénych podmienok.t?
Uzavretim PCR systému, kde dochadza k amplifikdcii a sic¢asne k detekcii amplikénov, bolo mozné
analyzu automatizovat a zrychlit.
3.2.1.1 Fluorescencne znacené primery

Fluorescenéne znafené primery plnia suéasne Ulohu primerov aj sond. Merat
fluorescenciu tychto primerov je mozné pocas elongacnej fazy.

3.2.1.1.1 Vlasenkové primer-sondy

Vlasenkové primer-sondy maju vlasenkovu Struktudru, tj. na 3’ a 5’-koncoch obsahuju
kratke, k sebe komplementarne sekvencie. Tie hybridizaciou vytvoria slucku (loop) a kmen (stem).
Vldsenkové primer-sondy su znacené fluorescenénym reportérom a mézu byt znacené aj

zhasacom.
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Scorpion® primer-sondy

i Reportér
sekvencia slucky

amplifikovany retazec

Primer

. Reportér
@ zhasas
. Blokator extenzie

Obrazok 3. Scorpion primer-sondy. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Scorpion® primer-sondy sa skladaju z dvoch casti, primeru a fluoroformi znacenej
vlasenkovej sondy, spojenych linkerom (Obrazok 3). Hexaetylénglykolovy linker spaja 3'-koniec
vldsenkovej sondy s 5-koncom primeru. Linker funguje zaroven ako blokator extenzie sondy.
Vldsenkova sonda je znacend na 3’-konci zhasa¢om a na 5’-konci reportérom. Vytvorenim kmena
sa oba fluorofory dostdvaju do blizkej vzdialenosti a dochddza k zhdsaniu fluorescencie reportéra.
Primer-sonda sa viaze na ciel pomocou svojej primerovej casti. Nasledne Taq polymeraza
syntetizuje od 3'-konca primeru vldkno komplementdrne k cielovej sekvencii. Slu¢ka vldsenkovej
sondy obsahuje Specificki sekvenciu, ktord je komplementarna k novo-syntetizovanej sekvencii
DNA. Po druhej denaturdcii a aneldcii komplementarna sekvencia slucky hybridizuje k cielovej
sekvencii novo-syntetizovaného vldkna DNA, dochddza k rozvolneniu kmena vlasenky, oddialeniu
reportéra od zhasaca a fluorescencii. Nastup fluorescencie je rychly vdaka termodynamicky
preferovanej tvorbe intramolekuldrneho duplexu.’® Fluorescencia je Umernd poétu novo
vznikajucich amplikénov. Vyhodami vyplyvajicimi zo $truktdry Scorpion primer-sond (pritomnost
kmena) su vysoky narast fluorescencie v pripade amplifikacie, nizka fluorescencia pozadia (sondy
v tzv. ,OFF“ stave), nizka tvorba dimérov primerov a nérast fluorescencie bez nutnosti degradacie
sondy.

Amplifluor™

, . Reportér
sekvencia slucky

amplifikovany retazec

Primer
@ Reportér

@ Zhasas
Obrdzok 4. Amplifluor™ primer-sondy. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Amplifluor™ primer-sondy fungujui na podobnom principe ako Scorpion® primer-sondy.
Su tvorené jednym vlaknom DNA, ktoré je mozné rozdelit na dve ¢asti, primerovi a sondovd ¢ast.
3'-koniec sluzi ako primer. 5'-koniec obsahuje sekvenciu komplementarnu k sekvencii
nasledujlcej za primerovou ¢astou primer-sondy (Obrazok 4).2 Podobne, ako Scorpion® primer-
sondy, vyuZiva princip slu¢ky a kmeria zavedeny sondami Molecular Beacons.'* Toto usporiadanie
ma totozné vyhody ako Scorpion® primer -sondy.
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LUX™

Reportér

o Reportér
Obrdzok 5. LUX™ primer-sondy. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

LUX™ (Light-Upon-eXtension) funguje na principe vlasenkovej primer-sondy.'® Rozdielom
oproti predchadzajicim primer-sondam je nepritomnost zhasaca (Obrazok 5). 3'-koniec sluzi ako
primer. Kmen vlasenkovej primer-sondy je na 3'-konci zakonceny G-bazou, ktord tvori par baz s C-
bazou 5’-konca. Fluorescenény reportér je viazany v blizkosti 3’-konca, kde vdaka blizkosti k vyssie
spominanému paru baz dochadza k interakcii stymto parom a fluorescencia reportéra je
zha3ana.’® Fluorescencia reportéra rastie po denaturacii (rozvolneni vlasenkovej §truktury)
a dosahuje maximum pri inkorporacii primeru do dsDNA. Narast fluorescencie je v porovnani
s dudlne znacenymi primer-sondami alebo sondami nizsi (osemnasobny pri laboratérnej teplote).
Vyhody st rovnaké ako u Scorpion® alebo Amplifluor™.

Cyclicons

modifikujuci oligonukleotid

3 5’
5 :

primer-sonda

[ ] Reportér
@ zhssas

Obrazok 6. Cyklikony. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Cyklikdny su primer-sondy tvorené dvoma retazcami DNA spojenymi bud' 5’-5'-koncami
alebo 3'-3'-koncami. Jeden retazec predstavuje primer-sondu a druhy retazec predstavuje tzv.
»modifikujuci oligonukleotid”. Reportér je viazany na volny koniec modifikujiceho ON (Obrazok
6). Zhasac je viazany na jednu z tyminovych baz primer-sondy. Modifukujici ON sa viaze na koniec
primer-sondy (3’ / 5'). Touto vidzbou sa dostdva reportér azhasa¢ do blizkej vzdialenosti
a dochadza k zhasaniu fluorescencie reportéra pomocou FRET. V PCR je mozné pouzit ako primer-
sondy len cyklikény spojené 5’-5" koncami. Cyklikén sa v pritomnosti ciela naviaze primer-sondou
na cielovd sekvenciu a dochadza k rozvolneniu sekundarnej Struktury a extenzii primer-sondy
DNA polymerdzou. Vyhodou je nizsSia cena cyklikdnov. Extenzia cyklikénov spojenych 3'-3'-
koncami DNA polymerdazou nie je mozna, preto tieto cyklikény slizZia ako fluorescencné sondy,
podobne ako Molecular Beacons.”
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Obrdzok 7. Angler® primer-sondy. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Angler® primer-sondy su zaloZzené na podobnom systéme ako Scorpion primer-sondy.
Angler® primer-sondy sa skladaju z dvoch Casti spojenych hexaetylénglykolovym retazcom. Prva
Cast sluZi ako primer, druhd cast sluZi ako sonda komplementarna k amplifikovanej sekvencii
primeru (Obrazok 7). Angler® primer-sondy na rozdiel od Scorpion primer-sond neobsahuju zhasac
a ako reportér je pouZité farbivo cyanine 5 (Cy5). Do PCR reakcie je nutné dodat farbivo SYBR®
Gold, ktoré ma dve funkcie, sltZi na detekciu neSpecificky amplifikovanej DNA a ako donor energie
pre Cy5. Po amplifikacii sa sondova cast Angler® primer-sondy naviaZe na ciel a vytvori duplex, do
ktorého sa interkaluje SYBR® Gold. SYBR® Gold po interkalacii do duplexu deteguje jeho
pritomnost fluorescenciou a sucasne, v pripade naviazania sondovej ¢asti k amplikénu, pomocou
FRET excituje Cy5. Vyhodou je sucasna detekcia Specificky (Cy5) a nespecificky (SYBR® Gold)
amplifikovanej DNA.8

3.2.1.2 Sondy
Sondy su ON znacené fluorescenénym reportérom. Mézu obsahovat aj zhasac. Je mozné
ich rozdelit do dvoch skupin, a to hydrolytické a hybridizacné sondy.

3.2.1.2.1 Hydrolytické sondy

Hydrolytické sondy su ON znacené reportérom azhasacom. Vyuzivaju 5'-3’
exonukledzovu aktivitu Taqg polymerdzy, vdaka ktorej dojde k dostatocnému priestorovému
oddeleniu reportéra od zhasaca. Tymto sp6sobom dochddza k produkcii fluorescenéného signalu.

TagMan®

3

cielova sekvencia
[ ] Reportér ‘ Taq polymeraza

@ zhazac

Obrazok 8. TagMan® sondy. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Princip TagMan® sond bol publikovany Hollandovou et al. a vyuZival 5'-3’ exonukleazovu
aktivitu Tag polymerdzy v kombindcii s 5'-y-32P znadenou sondou.® Nedlho na to, Lee et al.
publikovali fluorescenéne znalené sondy so zhd$aéom na principe TagMan®.® V siéasnosti
pouzivané TagMan® sondy su znacené reportérom na 5’-konci a zhasacom na 3'-konci (Obrazok
8). Sonda je v roztoku vo forme tzv. ndahodného klbka, kde st reportér a zhasac dostatocne blizko
aby dochadzalo ku kontaktnému/statickému zhasaniu fluorescencie reportéra. Po hybridizacii
sondy na ciefovu sekvenciu DNA Tag polymeraza svojou 5'-3' exonukleazovou aktivitou degraduje
sondu. Degradaciou sondy sa reportér a zhasa¢ oddelia a dochadza k vzniku fluorescené¢ného
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signalu.® ¥ Tento proces sa opakuje pri kaZdom cykle PCR. Vyhodou tohto typu sond je ich
jednoduchy dizajn a syntéza. V praxi patria k najviac vyuzivanym sondam.

3.2.1.2.2 Hybridiza¢né sondy

Fluoroforom znadené sondy, hybridizujice k cielovej DNA, boli vyvinuté za udcelom
nahradenia dovtedy pouZivanych radioizotopom znalenych sond.? Hybridizaéné sondy su
zalozené na zhasani fluorescencie reportéra zhdsacom pomocou statického zhasania alebo FRET.
Fluorescencny signal je merany pocas aneldcie alebo extenzie. Intenzita fluorescencie je priamo
Umerna poctu komplementarnych amplikénov. Hybridizacné sondy na rozdiel od hydrolytickych
sond umoziuju meranie meltingovych kriviek, a poskytuju tak dodatocné informdcie.

Quenched FRET probes
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Obrdzok 9. Bindrne sondy. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Quenched FRET sondy pozostavaju z dvoch oddelenych reportérom a zhasacom
znadenych ON.?° Prvy ON je znaéeny reportérom na 3’-konci. Druhy ON je znaéeny zhd$a¢om na
5’-konci a fosfatom na 3’-konci (Obrazok 9).%* ON sa viaZzu na cielovu sekvenciu za sebou v tesnej
blizkosti tak, Ze dochddza k FRET prenosu energie z reportéra prvého ON na zhdsac¢ druhého ON.
V zavislosti na dizajne bindrnych sond méze byt reportér na 3'-konci jedného ON alebo na 5'-konci
druhého ON. Velkou vyhodou bindrnych sond je ich jednoduchy dizajn, syntéza a jednoduchd
optimalizacia PCR podmienok. Spolo¢ne s TagMan® sondami patria k najviac vyuzivanym sondam
v praxi. Tieto sondy boli vyuzité v mojej dizertacnej praci.

Molecular Beacons
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Obrdzok 10. Molecular Beacons. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

Molecular Beacons maju podobne ako vlasenkové primer-sondy vlasenkovu strukturu, tj.
obsahuji kmen aslucku. Kmen je tvoreny 5 — 7 pdrmi bdz. Slucku tvori 18 — 30 baz
komplementarnych k cielovej sekvencii. Molecular Beacons su znacené reportérom na 5’-konci
a zha3a¢om na 3’-konci (Obrazok 10).1* Toto usporiadanie vedie k statickému zhasaniu a velmi
nizkej fluorescencii ,OFF” stavu. Sonda sa viaZe na cielovl sekvenciu sluckovou ¢astou pocas
anelacie, kedy dojde k rozvolneniu kmena a oddialeniu reportéra od zhasaca. Po naviazani sondy
na ciefovld sekvenciu dochddza a7 k stondsobnému zvy$eniu fluorescencie.?? Podobne ako
u predchadzajucich hybridizacnych sond je fluorescencia Umerna poctu amplikénov. Vyhodou
Molecular Beacons je ich vysoka Specifickost vdzby na ciel. V pritomnosti cielovych sekvencii
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obsahujucich chybne pdrované bazy (bodové zmeny) sa Molecular Beacons nenaviazu na tento
ciel pretoze u nich prevazi energeticky vyhodnejsia intramolekularna tvorba kmena.

HyBeacon™
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Obrdzok 11. HyBeacon™. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

HyBeacon™ si ON znalené fluorescenénym reportérom vo vnutri sekvencie ON.
HyBeacon™ neobsahuji zhasad. Na 3'-koniec je viazany fosfat (pripadne oktandiol), ktoré blokuju
extenziu sondy po&as PCR reakcie (Obrazok 11).%2 HyBeacon™, podobne ako Molecular Beacons,
maju volne v roztoku nizku fluorescenciu vdaka zhdasaniu fluorescencie reportéra primdrne
purinovymi bazami.?* Po naviazani na cielovl sekvenciu sa reportér vzdiali od nukleovych baz
a fluorescencia sa zvysi. Vyhodami tohto systému st moznost meltingovej analyzy, jednoduchost
dizajnu a relativne nizka cena.
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Obrdzok 12. ResonSense®. Schematické zndzornenie principu pouZitia.

ResonSense® sondy su zaloZené na rovnakom principe ako Angler® primer-sondy. Na
rozdiel od Angler® si ResonSense® sondy zloZené z jedného retazca DNA znaceného Cy5/5.5. Na
3'-koniec je viazany oktandiol, fosfat alebo iny blokdtor extenzie (Obrazok 12).1% 2% 26 Sonda je
v roztoku vo forme nahodného klbka. Po naviazani na cielovd sekvenciu vznikd duplex sondy
s cielovou sekvenciou. Do tohto duplexu sa nasledne mdze viazat v PCR reakcii pritomné SYBR®
Gold, ktoré po oZiareni pomocou FRET excituje fluorescenc¢ny reportér Cy5/5.5. Vyhodou tohto
usporiadania je sucasna detekcia neSpecificky a Specificky amplifikovanej DNA na dvoch
detekénych kandloch (520 a 670 resp. 705 nm).*®

Yin-Yang
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Obrdzok 13. Yin-Yang. Schematické zndzornenie principu pouZitia.
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Yin-Yang sondy tvoria dva komplementarne retazce DNA. Prvy retazec je v porovnani
s druhym retazcom dlhsi, na 5’-konci je znaceny fluorescenénym reportérom a na 3’-konci
fosfatom. Druhy retazec je kratsi, na 3'-konci je znaceny zhasa¢om (Obrazok 13). V roztoku tvoria
retazce komplementarny duplex. Vtomto duplexe je reportér azhasa¢ vtesnej blizkosti
a fluorescencia reportéra je zhasana. Pri anelacii dochddza k rozvolneniu duplexu, hybridizacii
prvého retazca s reportérom k cielovej sekvencii a produkcii fluorescen¢ného signalu. Jedna sa
o tzv. , displacing probes” kde je retazec so zhdsacom vymeneny za ciel. Retazec so zhasacom musi
byt krat$i, aby bola pocas PCR preferovana tvorba duplexu reportérového retazca s cielom.
Vyhodami tychto sond je ich jednoduchy dizajn a nizka cena.?”

3.3 Genotypizacia (alelicka diskriminacia - detekcia znamych zmien DNA)

Genotypizdcia napr. jednonukleotidovych variantov (single nucleotide variants - SNV) je
sekvencéne Specifickd metdda detekcie mutacii. Je zaloZzend na hybridizacii komplementarnych ON
retazcov k cielovej sekvencii. Alelicka diskriminacia je zalozena na S$tyroch zakladnych
mechanizmoch, ato: alelovo Specificka hybridizacia, alelovo Specifickd primerova extenzia,
alelovo Specificka ligacia ON a alelovo Specifické invazivne Stiepenie.

3.3.1 Alelovo Specificka hybridizacia

Hybridizacia alelovo Specifickej sondy k cielovej sekvencii obsahujlicej variant génu je
Casto vyuZivanou metddou alelickej diskrimindcie. Sonda za optimalizovanych podmienok
hybridizuje len k plne komplementarnej cielovej sekvencii (Obrazok 14). Pritomnost variantu génu
(napr. vo forme chybne parovanych baz v cielovej sekvencii) destabilizuje pripadny duplex
s chybne parovanymi bazami natolko, zZe brani anelacii sondy na cielovu sekvenciu. Problémom
hybridizacie ako genotypizacnej techniky je obmedzeny vplyv jednonukleotidovej zmeny na
celkovu stabilitu duplexu. Vplyv jednonukleotidovej zmeny na celkovu stabilitu duplexu sa zniZuje
s predlZujicim sa DNA retazcom. Dizajn sondy a naslednd optimalizacia reakénych podmienok su
pre alelickd diskriminaciu dolezité, kliCovymi sa stdvaju v pripade SNVs. PouZivanie vhodnych
modifikacii DNA, ako suU napr: LNA, PNA, ZNA, MGB, ¢i interkalatory zlepSuje diskriminacné
vlastnosti navrhovanych sond. Alelicka diskriminacia pomocou hybridizacie je najjednoduchsim
sposobom detekcie génovych variantov. Diskrimindacia je vtomto pripade zaloZzend na dvoch,
pripadne viacerych sondach® znalenych réznymi reportérmi odpovedajicimi jednotlivym
génovym variantom. Detekcia je zaloZzend na zhasani fluorescenéného signadlu reportéra
zhasacom. Podla typu analyzy dochadza k detekcii signdlu po naviazani sondy k cielovej sekvencii
(Molecular Beacons), pripadne po jej rozloZeni polymerazou (TagMan®). Genotypizacia pomocou
alelovo 3pecifickej hybridizacie méZe prebiehat v homogénnom prostredi (roztok)'® 2% 3° alebo na
pevnej faze.3% 3

24



A A
A G AG B TG'%-I;“
TcATR C
TRA T
ACTAGTACTEC
| R Y E R I R R I I |
ACTAGTACTC lONobsahujL’lci
chybn( bazu

plne komplementarny
ON
G
AATGA||
A1; oo !
1
TGATCATGAG

CTAGTACTEC ACTAGTACTEC

-

hybridizacia bez hybridizacie

Obrdzok 14. Schematické zndzornenie principu alelickej diskrimindcie pomocou alelovo Specifickej hybridizdcie. Plne
komplementdrny ON hybridizuje k cielovej sekvencii (A), zatial' o ON obsahujici nekomplementdrnu bdzu nehybridizuje
k cielovej sekvencii (B).

3.3.2 Alelovo Specificka primerova extenzia

Alelicku diskriminaciu pomocou primerovej extenzie mozno rozdelit na alelovo Specificku
inkorporaciu dideoxynukleotidu (jednonukleotidovl extenziu — single base extension — SBE)
a alelovo Specificki PCR. Pri SBE dochadza k aneldcii primeru v tesnej blizkosti SNV, jeho extenzii
a inkorporacii dideoxynukleotidu. Produkt primerovej extenzie je detegovany pomocou
hmotnostnej spektrometrie (MALDI-TOF),* ¢ fluorescenéne (SNapShot Assay).3* Pri alelovo
Specifickej PCR dochdadza k elongacii primeru DNA polymerazou len v pripade, Ze je 3'-koniec
primeru plne komplementarny k templatu. Alelicka diskriminacia je v tomto pripade zaloZend na
pritomnosti alebo nepritomnosti PCR produktu.

SBE Alelovo Specificka PCR
A B
¢ ¢ c D
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T G A T T G A T C G
1 1 I 1 ~
RETASTRETE actaAtAcTC hetadtacte LIt iatacte
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gN P Y l ON obsahujuci plne komplementarny e
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ACTAGTACTEC ACTAATAGT S 1??12+Aé+é lgilAH\éré
extenzia primeru bez extenzie primeru extenzia primeru

bez extenzie primeru

Obrdzok 15. Schematické zndzornenie priebehu SBE a alelovo Specifickej PCR. (A) v pritomnosti komplementdrneho
nukleotidu dochddza k extenzii primeru. (B) v pritomnosti nekomplementdrneho nukleotidu nedochddza k extenzii
primeru. (C) plne komplementdrny primer je v PCR prediZeny, zatial ¢o primer s nekomplementdrnou bdzou na 3’-konci
nie je prediZeny (D).

3.3.3 Alelovo Specificka ligacia

DNA ligaza je enzym zucastnujuci sa replikacie DNA (spajanie Okazakiho fragmentov), i
opravy poskodenej DNA. Alelickad diskriminacia pomocou ligacie vyuziva schopnost DNA ligazy
kovalentne spdjat susediace fragmenty DNA hybridizované k templatu.® Susediace ON retazce su
kovalentne spojené ligdzou len v pripade, Ze sa prerusenie nachadza medzi prifahlymi nukleotidmi
a ON retazce su plne komplementarne k templatu (Obrazok 16). Génovy variant je detegovany na
zaklade pritomnosti ¢i nepritomnosti liga¢ného produktu. Ligacia je ¢asto vyuzivanou metddou
detekcie SNVs a to vdaka vysokej Specifickosti, ktord je dosledkom hybridizacie dvoch kratkych ON
retazcov a selektivnej aktivity DNA ligazy. Ligacia je v porovnani s ostatnymi alelovo $pecifickymi
detekciami vysoko $pecifickd a méa velmi nizky limit detekcie.®®
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Obrdzok 16. Schematické zndzornenie priebehu alelovo specifickej ligdcie. (A) v pripade plnej komplementarity ON
retazcov dochddza k ligdcii ON. (B) v pritomnosti nekomplementdrneho ON retazca nedochddza k ligdcii ON.

3.3.4 Alelovo Specifické invazivne Stiepenie (Invasive cleavage)

Pri tomto type alelickej diskrimindcie su pouzité dve ON sondy komplementarne
k templatu. Prva sonda je znacena reportérom (signalna sonda). Druha (invazivna) sonda sa svojim
3'-koncom ,prekryva“ s 5-koncom signalnej sondy a vymiena ho (Obrazok 17). Endonukledza
rozpozna volny 5’-koniec signdlnej sondy a k jeho odstiepeniu dochadza len v pripade plnej
komplementarity 5'-konca signalnej sondy k templatu. V pripade signalnej sondy obsahujucej
chybne pdarované bazy na 5’-konci nedochadza k vytvoreniu spravnej Struktiry a k Stiepeniu
signalnej sondy.?’
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Obrdzok 17. Princip invazivneho Stiepenia. Cielovd sekvencia (modrd), invazivna sonda (tmavozelend), signdina sonda
(bledozelena).

3.4 ZvySenie termalnej stability krdtkych DNA duplexov

Stabilita DNA duplexu je ovplyviiovand mnozstvom faktorov, ktoré mézeme rozdelit na
vnutorné (vychadzajlce z chemickej Struktiry DNA) a vonkajsie (zloZenie roztoku). Tieto faktory
mozu na DNA duplex pdsobit stabilizacne alebo destabilizacne.

DNA duplex je tvoreny dvoma retazcami DNA. Retazce DNA maju vdaka pentdzofosfatovej
kostre negativny ndaboj, ktorym sa retazce od seba odpudzuju (destabilizacny efekt). Na
pentdzofosfatovu kostru DNA su viazané nukleové bazy tvoriace komplementdrne pary (adenin —
tymin, cytozin — guanin). DNA duplex je stabilizovany slabymi nekovalentnymi interakciami:
vodikovymi vazbami medzi komplementdrnymi nukleovymi bazami a n-it interakciami susediacich
parov nukleovych baz (stacking).®® ZloZenie sekvencie DNA ma vplyv na termélnu stabilitu duplexu.
Duplexy GC bohatych sekvencii maju vysSiu termalnu stabilitu v porovnani s duplexmi AT
bohatych sekvencii a duplexmi s vyvazenym pomerom GC a AT baz. S rasticim poctom parov
nukleovych baz rastie aj termalna stabilita DNA duplexov. DIhsie DNA duplexy (30 a viac bp) maju
vy$Siu termalnu stabilitu v porovnani s kratkymi duplexmi. Obecne plati, Ze s predlZzujucim sa
retazcom DNA duplexu klesaju jednotlivé prispevky parov nukleovych baz k termdlnej stabilite
DNA duplexu. Pre kratke DNA duplexy plati, ze skratenie alebo predizenie DNA retazca o jednu
bazu ma velky vplyv na termalnu stabilitu duplexu a teda jeho teplotu topenia. Pritomnost chybne
parovanych bdz v sekvencii DNA duplexu ma destabilizacny vplyv. Chybne parované bazy sa lisia
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vplyvom na termalnu stabilitu duplexu podla toho, aké bazy su chybne parované. Najstabilnejsie
s chybne pdrované bdzy obsahujlice guanin, najmenej stabilné si chybne parované bazy
obsahujlce cytozin. Srasticim poctom chybne parovanych baz klesa stabilita DNA duplexu.
Modifikacie vlastnej prirodzenej struktiry DNA mozu mat stabilizacny alebo destabilizaény efekt.
Modifikované mo6zu byt nukleové bazy (izocytozin, izoguanin) ¢i pentdzofosfatova kostra (LNA,
PNA). DNA retazec mdze byt modifikovany aj kovalentne pripojenou molekulou. Td méze byt
viazana na jednu z baz ¢i na pentdzofosfatovu kostru.

Medzi vonkajsie faktory ovplyviiujuce termalnu stabilitu DNA duplexu patri iénova sila
roztoku (K*, Na*)* &i pritomnost katidnov kovov (Ca?*, Mg?, Mn?*, Ni%*, Fe*, Zn?*). Dal$imi latkami
ovplyviujucimi stabilitu DNA duplexov su napr. farbiva viazuce sa na DNA pouzivané v PCR
reakcidch. Medzi tieto farbiva patri EB (nepouZiva sa) a SYBR Green® |44

3.4.1 Modifikacie DNA zvySujuce stabilitu duplexu

Od objavu PCR reakcie bolo vyvinutych niekolko modifikacii DNA, ktoré zvysuju stabilitu
duplexu sondy s cielom. Tieto modifikacie moZzeme rozdelit na analégy nukleovych kyselin a na
kovalentne viazané modifikacie DNA. U analdgov nukleovych kyselin (NK) ide z chemického
hladiska o modifikaciu pentdzovej casti alebo celej pentdzofosfatovej kostry. U kovalentne
viazanych modifikacii DNA ide z chemického hladiska hlavne o tri typy latok, a to polyaminy, MGB
a interkalatory. Modifikacia DNA retazca kovalentne viazanymi molekulami je star$im pristupom
k zvySovaniu stability duplexu. Pouzitie analégov NK je novsSim pristupom k zvySovaniu stability
duplexu.

3.4.1.1 LNA

OH
LNA monomér

Obrazok 18. VSeobecna Struktiura LNA monomérov

Locked Nucleic Acids (LNA, Obrazok 18) patria medzi modifikacie pentdzy. LNA vznikli
zavedenim metylénového mostiku spajajuceho 2'-O a 4'-C ribbzy.** Zavedenim metylénového
mostiku do Struktary ribdzy vznika bicyklicka Struktura, ktora tzv. uzamykda konformaciu duplexu
takto modifikovaného ON do A-konformacie. Pritomnost LNA v ON retazci zvySuje jeho odolnost
voci nukledzam, ¢o je doblezité pre in vivo aplikacie takto modifikovanych ON. Rigidna Struktura
LNA modifikovanych ON zniZuje stratu entropie pocas prechodu z jednovlaknovej na dvojvlaknovu
DNA, ¢o ma za nasledok zvysenie stability ON duplexu.**-*¢ Na zvy3enie stability duplexu mé vplyv
pocet LNA monomérov v ON retazci (aspon dva). Pritomnost jedného LNA monoméru v ON retazci
nema vplyv na stabilitu duplexu. Podla po¢tu LNA monomérov pritomnych v ON retazci sa
zvy$enie teploty topenia duplexu pohybuje medzi 2 — 7 °C na LNA monomér.*> 3 Stabilizatné
vlastnosti LNA monomérov je mozné vyuzit v diagnostickych aplikaciach avsak je potrebné vziat
do Gvahy aj ich nevyhody. Pri navrhu primeru, primer-sondy ¢i sondy nie je mozné pouzit vyhradne
LNA monoméry. ON zloZené vyhradne z LNA monomérov ma signifikantne vyssiu stabilitu duplexu
v porovnani s ON zloZzenym z prirodzenych monomérov. Zvysenie stability je sprevadzané vyssou
vazbovou afinitou, ¢o nevyhnutne vedie k zvySeniu neSpecifickej hybridizacie a moznosti tvorby
dimérov, ktoré su extrémne stabilné.** Zuvedenych ddévodov je nutné kombinovat LNA
monoméry s prirodzenymi monomérmi. LNA modifikované ON boli pouZité vo viacerych typoch
detekcie PCR amplifikacie (Fluorescent Universal Primer,*” TagMan®,%® %9 Molecular Beacons>).
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LNA modifikdcia ON umozriuje pouzivat kratsie a Specifickejsie sekvencie. LNA modifikovné ON
mozno poufZit pri detekcii mutdcii,>® >! alelovo $pecifickej PCR,>? & multiplex PCR. 5

@ o

Obrdzok 19. VSeobecnd struktura peptidovych nukleovych kyselin.

3.4.1.2 PNA

Peptidové nukleové kyseliny (Peptide Nucleic Acids - PNA, Obrazok 19) patria medzi
modifikacie pentézofosfatovej kostry. U PNA je celd pentdzofosfatova kostra nahradend
polypeptidovym retazcom tvorenym N-(2-aminoetyl)glycinovymi podjednotkami. Bazy su na
kostru PNA viazané cez acetylovy linker. PNA sa vyznacuju unikatnymi fyzikalno-chemickymi
vlastnostami (achiralita, nepritomnost elektrostatického ndboja).>® Vdaka nenabitej kostre nie su
PNA odpudzované od nabitych molekdl DNA ¢i RNA, ¢o vedie k vysSej termadlnej stabilite ich
duplexov. Hybridné duplexy PNA/DNA maju v porovnani s duplexmi DNA/DNA vys$siu teplotu
topenia 0 2 — 4 °C na PNA monomér. PNA maju schopnost viazat sa na dsDNA a tvorit triplexy.
PNA su odolné voci enzymatickej degradacii. Nenabita polypeptidovd kostra PNA ma za nasledok
signifikantné znizenie rozpustnosti vo vode.% Dizka a zloZenie PNA je limitované (12 baz, obsah
GC < 60 %). Pre pouZitie PNA je doleZita aj koncentracia elektrolytov. Tvorba hybridnych duplexov
PNA/DNA je preferovana pri nizkej koncentrécii elektrolytov.>” >8 PNA je mozné poufZit v PCR ako
,svorku“ (clamp), ktora selektivne blokuje amplifikaciu ciela obsahujiceho nekomplementarnu
bazu (chybne parovanu bazu). Vyhodou PCR clampingu je mozZnost diskrimindcie alel, ktoré sa lisia
len jednou nukleovou bdzou.”® PNA mdzu sluzit aj ako hybridizaéné sondy zaloZené na principe
Molecular Beacons.®%% Ich vyhodami st spominand vys$ia termalna stabilita a $pecifickost.
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MO su analégy NK, v ktorych bola pentéza nahradena morfolinovym cyklom (Obrazok 21),
vdaka ¢omu doslo aj k zmene internukleozidovych spojeni na fosforamidaty.®* MO majui nenabitd

34.1.3 MO

Obrdzok 20. VSeobecnd Struktura morfolino NK.

kostru a v porovnani s PNA maju vyssiu rozpustnost vo vode, a to prave vdaka morfolinovému
cyklu. Taktiez su odolné voci mnohym nukledzam. MO Molecular Beacon bola pouZitd na
vizualizdciu RNA in vivo.%* MO je moiné pouZit na detekciu miRNA,%> DNA,® ¢ pomocou
biosenzoru. MO maju aj dobré diskriminaéné vlastnosti.®®
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3.4.1.4 ZNA™
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Obrdzok 21. Vseobecnd Struktura ZNA. ZNA su rozdelené na ON cast a sperminovu podjednotku.

Zip Nucleic Acids (ZNA, Obrazok 21) patria medzi modifikacie kovalentne viazané na ON.
Na koniec ON retazca je cez fosfat naviazana sperminova podjednotka (fosforamiditovy syntén).®®
V struktire ZNA modze byt pritomnych az dvadsat za sebou viazanych sperminovych podjednotiek,
ktoré sa viazu na ON pomocou klasickej fosforamiditovej syntézy.” Retazec ON méa vdaka
pentdzofosfatovej kostre negativny naboj. V duplexe ON p6sobia proti sebe dve protichodné sily,
pritazlivé vodikové vazby tvorené medzi bazami ON a odpudivé elektrostatické sily pdsobiace
medzi negativne nabitymi pentdzofosfatovymi kostrami retazcov. Posobenie odpudivych
elektrostatickych sil je znizované pritomnostou kladne nabitych idnov (Na*, K*, Mg?).
Kovalentnym naviazanim kladne nabitych molekdl na ON, vtomto pripade sperminovych
podjednotiek, stabilizuje duplexy takto modifikovanych ON retazcov a zvysuje ich teploty
topenia.®® 70 Stabilizacia je zavisld na pocte sperminovych podjednotiek viazanych na ON a na
koncentréacii elektrolytov (Na*).®% ® Koncentracia Na* katidnov ma relativne velky vplyv na
vysledné zvySenie teploty topenia ZNA. Pri zvySeni koncentracie Na* zo 115 na 150 mM doslo
k zniZeniu vyslednej Tm u ON konjugdtu so Siestimi sperminovymi podjednotkamiaZz o 11,3 °C. ZNA
md7u v PCR sluzit ako primery’* &i hydrolytické (TagMan®) sondy.”? Dal$im prikladom ich poufZitia
st napr. elektrochemické biosenzory pre Leidenskd mutdciu faktoru V.3

CDPI
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3.4.1.5 MGB

Obrdzok 22. Priklady Struktur niekolkych MGB. V MGB sonddch sa v sucasnosti bezne pouZiva CDPI.

Maly Zliabok DNA je tzky a plytky. Jeho &irka je priblizne 10 A. Molekuly viaZuce sa do
malého Zliabku DNA (minor groove binders — MGB), ako su oligopeptid N-
metylpyrolokarboxamidu (MPC),”* dihydropyroloindolu (CDPI)”®> a Hoechst,”® je moZné
charakterizovat obecne kosakovitym tvarom, pritomnostou spojenych aromatickych cyklov,
kladnym nabojom, tvorbou nekovalentnych vazieb s nukleovymi bazami malého Zliabku DNA (van
der Waalsove a elektrostatické interakcie) a selektivitou k AT-bohatym sekvencidam. MGB ligandy
maju vdaka vdzbe do malého Zliabku DNA rbézne biologické vlastnosti: antineoplasické,

29



antiparazitarne, antibakteridlne, antivirusové, ale aj mutagénne.”” MGB ligandy nasli uplatnenie
v mikrobioldgii ako farbiva bunkového jadra (Hoechst 33258, 33342, DAPI). MGB ligandy je mozné
pouzit ako stabilizdtory duplexu DNA, ato vdaka nekovalentnym interakciam zvysujucich
termalnu stabilitu AT-bohatych duplexov. Pre toto pouZitie je nutné ich kovalentné naviazanie na
ON. Prvé MGB modifikované ON vychadzali zo Struktiry netropsinu a distamycinu A. Zakladom ich
oligopeptidov (a7 pentapeptid) bol N-metylpyrolkarboxamid (MPC, Obrazok 22).”* Duplexy
tvorené polyadeninovym ON  modifikovanym  tymito oligopeptidmi (MGB ON)
a nemodifikovanymi polytymidinovymi ON mali vyrazne vysSiu termalnu stabilitu v porovnani
s nemodifikovanymi ON. Duplexy tvorené GC bohatym MGB ON neboli konjugaciou s MGB
ovplyvnené. Daldia MGB $truktura kovalentne viazana na polytymidinové ON vychdadzala zo
Struktdry rachelmycinu. MGB ligand vychadzajuci z tejto Struktury je tvoreny jednou aZz troma 1,2-
dihydro-3H-pyrolo[3,2-e]indol-7-karboxylatovymi  podjednotkami  (CDPIli.3). Duplexy ON
modifikované tymito MGB boli vyrazne stabilizované, v pripade ON modifikovaného CDPI; bola
teplota topenia duplexu v porovnani s nemodifikovanym ON duplexom aZ o 44°C vyssia. Duplexy
ON modifikovanych syntetickym farbivom Hoechst mali zvySend stabilitu v porovnani
s nemodifikovanym duplexom. ZvysSenie termdlnej stability duplexov Hoechstom modifikovanych
ON bolo v porovnani s CDPIl; modifikovanymi ON niZ3ie, no stéle vyrazné (13-20°C).”® 7° Prvé MGB
modifikované fluorescencné PCR sondy boli modifikované CDPI; a ich mechanizmus ucinku bol
zaloZeny na TagMan® sondach.®® Dal$imi popisanymi technolégiami s MGB Eclipse™ a MGB
Pleiades ktoré vyuZivaju ON znacené CDPIs.8Y 82 Mechanizmus Géinku MGB TagMan® je totozny
s vysSie spominanymi TagMan® sondami. U MGB Eclipse® a MGB Pleiades sondach rastie
fluorescencia po naviazani sondy na ciefovud sekvenciu, kedy dojde k rozvolneniu ndhodného
klbka, oddialeniu reportéra od zhasaca a zvyseniu fluorescencie. MGB Eclipse® maju MGB ligand
viazany na 3’-konci (so zhasacom). MGB Pleiades maju viazany MGB ligand na 5’-konci (s
reportérom), viz Obrazok 23.

MGB-TagMan® MGB-Pleiades
w rmtme = Miggme
F % | cielova sekvencia
5 3 I:>

cielova sekvencia

MGB-Eclipse®
@ Reportér ‘ Taq polymeraza

cielova sekvencia

Obrazok 23. Schematické zndzornenie mechanizmu ucinku MGB-TagMan®, MGB-Pleiades a MGB-Eclipse™ sond.

3.4.1.6 Interkaldtory

Interkalatory si molekuly tvorené lipofilnymi heteroaromatickymi alebo aromatickymi
jadrami. Interkalatory maju plandrnu struktiru a tvoria nekovalentné vazby s nukleovymi bazami
(van der Waalsove, hydrofébne a ni-it interakcie, vodikové vazby). Tieto vlastnosti su délezité pre
interkaldciu molekuly medzi susediace pary baz DNA. Interkaldcia je reverzibilny proces, pri
ktorom sa molekula interkalatoru vmedzeri medzi susediace pary baz DNA. Interkalatory je mozné
rozdelit na dva typy, monofunkéné a bifunkéné. Monofunkéné interkalatory obsahuju jednu
podjednotku schopnu interkalacie do DNA. Bifunkéné interkalatory obsahuju dve podjednotky
schopné interkalacie do DNA, ktoré su spojené vhodnym linkerom. Bifunkcné interkalatory maju
v porovnani s monofunkénymi interkaldtormi vys$siu vazbovi konstantu.®> Dalsie moiné
rozdelenie interkaldtorov je na zadklade sp6sobu interkalacie do DNA na klasické a ,threading”
interkaldtory. Klasické interkaldtory interaguju s CpG parmi celou plochou aromatického systému.
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Threading interkalatory maju naviac substituenty, ktoré sa viazu do velkého alebo malého Zliabku
DNA. Z chemického hladiska m6Zeme rozdelit interkalatory podla Struktury na:

- Fenantridiny

- Akridiny

- Antrachinény

- Cyaninové farbiva

- Pyrén a polycyklické aromatické uhfovodiky (polycyclic aromatic hydrocarbons - PAH)

Latky typu interkalatorov sa pouzivaju v réznych aplikacidch, napriklad pri liecbe nddorov
(daunorubicin a doxorubicin), ako farbiva viazuce sa na DNA v mikrobioldgii ¢i biochémii (SYTO™,
TOTO™, SYTOX™, SYBR® Green®, etidium jodid, propidium jodid a mnoho daldich) aako
stabilizatory duplexov ON (PCR sondy, antisense ON). Konjugaty ON s interkaldatormi boli
pripravené za roznymi Uucelmi, napr. zvySenie termalnej stability duplexov tychto ON (PCR sondy),
zvysSenie stability triplexov tychto ON, gene silencing Ci fluorescenéné sondy zobrazujice RNA ci
DNA v bunkach. Za tymto ucelom boli na ON kovalentne naviazané interkaldtory, ako napiklad
akridin,®*%” pyrén 83 9498 antrachindn,®1% fenazin,®7 psoralén® alebo tiazolova
orani_109, 110

antracén,

Fenantridiny

Obrdzok 24. Struktura etidium bromidu

Do fenantridinovych interkaldtorov patri etidium bromid (EB), chemicky 3,8-diamino-5-
etyl-6-fenylfenantridinium bromid, ktory sa vdaka jeho vlastnostiam (interkaldcia do DNA
a nasledna fluorescencia) zacal pouZivat na fluorescenénu vizualizaciu DNA analyzovanej pomocou
gélovej elektroforézy.''! EB bol testovany aj pre pouZitie v real-time PCR.” 12 V tomto pripade
sluzil EB ako fluorescencnd sonda, ktorej fluorescencia rastla so zvySujlicim sa po¢tom amplikénov.
Po naviazani na dsDNA, ktora poskytne hydrofébne prostredie, jeho fluorescencia vzrastla az
dvadsatpatnasobne, a to vdaka preruseniu protonového transferu z excitovaného singletového
stavu na vodu.’® EB mé preferenciu ku GC-bohatych sekvencidm a zvy3uje termdlnu stabilitu
duplexu DNA. Velmi rychlo bol v PCR nahradeny farbivami SYBR® Green. V stucasnosti sa od jeho
pouzivania upusta kvéli mutagenite a karcinogenite.

Akridiny

Pravdepodobne najviac Studovanymi konjugatmi DNA s interkaldtormi su konjugaty s
akridinovymi derivatmi. Konjugaty akridinovych derivatov s ON boli pripravené za u¢elom zvysenia
stability duplexov a triplexov takto modifikovanych ON. Na kovalentni modifikdciu ON bolo
pouzitych niekolko derivatov akridinu. NajcastejSie Studovanym bol 9-amino-6-chlor-2-
metoxyakridin® 8114116 ktory bol kovalentne naviazany na ON napr. za Géelom regulécie génovej
expresie. 6,9-diamino-2-metoxyakridin'?’ 18 bol kovalentne naviazany na ON za ulelom
stabilizacie triplexov tychto ON. Akridin-9-karboxamid®” a 9-amino-6-chldr-2-metoxyakridin®
(Obrazok 25) boli pouZité na pripravu kratkych fluorescencnych ON sond na detekciu
komplementarnych ciefov, ¢i ako novy typ fluorescenénych PCR sond. Akridinové derivaty boli
konjugované do sekvencie retazca DNA alebo na 3'- a 5’-koniec, pricom z hladiska termalnej
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stability duplexu akridinom modifikovanych ON je preferovand konjugéacia na konce retazca.
Konjugacia akridinového derivatu na 3'-koniec vedie k zvySenej odolnosti voci nukledzam. Vaésina
akridinovych derivatov bola na ON viazana cez aminoskupinu v polohe 9 akridinového jadra. Tato
vdzba je v prostredi deprotekénych Cinidiel (NH,OH, AMA) nestabilnd a dochadza k odstiepeniu
aminoakridinového zvysku z ON. Z tohto d6vodu je nutné pri syntéze ON pouzivat Ultra MILD
chraniace skupiny, pripadne iné deprotekcné Cinidla pri Standardnom chréneni.

B C
N, H,N N, Ny
oo, e, GO
71LNH ?QNH

Obrdzok 25. Struktiiry akridinov pouZitych na modifikdciu ON v publikovanej literattire.

A
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Fluoresceinom znac¢ené ON modifikované akridin-9-karboxamidom pouzivali tento
akridinovy derivat ako donor pre FRET.?” Fluorescencia tejto sondy viazanej v duplexe s ciefom
bola v porovnani s fluorescenciou sondy samotnej priblizne dvakrat nizsia. Akridinovy derivat sa
po naviazani sondy na ciel interkaloval do vzniknutého duplexu, o malo za néasledok prerusenie
FRET a znizenie fluorescencie. So zvySujucou sa teplotou fluorescencia sondy viazanej v duplexe
postupne rastla (obnova FRET). Duplex akridinom modifikovanej fluorescenénej sondy bol
v porovnani s duplexom nemodifikovanej sondy stabilizovany a jeho teplota topenia bola 0 2 °C
vyssia.

Fluorescenénd sonda modifikovand 9-amino-6-chlér-2-metoxyakridinom a fluoresceinom
pouzivala tento akridinovy derivat ako zhas$ac fluorescencie.?® Sonda mala volne v roztoku nizku
fluorescenciu vdaka statickému zhasaniu vytvorenim heterodiméru akridin-fluorescein. Po
naviazani na ciel sa fluorescencia sondy zvysila 4,5-ndsobne. Narast fluorescencie bol sp6sobeny
interkaldciou akridinu do duplexu alebo stackingom akridinu na koniec duplexu a prerusenim
statického zhasania. Duplex akridinom modifikovanej sondy bol stabilizovany v porovnani
s duplexom nemodifikovanej sondy. Teplota topenia duplexu akridinom modifikovanej sondy bola
vy$Sia 01,7 °C. Sonda si zachovala diskriminacné vlastnosti a teplota topenia duplexov sondy
s cielovymi sekvenciami obsahujucimi chybne parované bazy bola v porovnani splne
komplementarnym duplexom nizSia o 15 az 18 °C.

Antrachindény

Siroko $tudované boli aj derivéty antrachindnu. Konjugaciou ON s derivatmi antrachinénu
boli pripravené napr. oligodeoxynukleotidy (ODN),}'® 120  fosforotiodtové ODN,*?!
oligoribonukleotity & hybridné ON s antrachinénovymi pseudonukleotidmi.’® **2 Na kovalentnu
modifikaciu ON boli pouZité nasledujice antrachinénové derivaty: 1-amino-9,10-antrachindn,?
2-amino-9,10-antrachinén,*?? 2-(hydroxymetyl)-9,10-antrachinén,® 1,4-diamino-9,10-
antrachinén,**  1,4-diamino-9,10-antrachinén,?®  2,6-dihydroxy-9,10-antrachinén,'*?  9,10-
antrachindn-2-karboxylovd kyselina'® a 4-(antrachinén-2-oxy)butdnova kyselina.’®> Duplexy
a triplexy ON modifikovanych antrachindnovym derivdtom mali vysSiu termdalnu stabilitu
v porovnani s duplexmi a triplexmi nemodifikovanych ON. Antrachindnom modifikované ON boli
pouzité ako antisense ON, ultrasenzitivne Molecular Beacons urcené na monitorovanie mRNA
v bunkdch, elektrochemické biosenzory na detekciu HPV ¢i SNVs réznych druhov Bacillus.

1,4-diamino-9,10-antrachinénovy derivat bol pouZity na modifikaciu PCR primer-sondy
(Scorpions) a sondy (TagMan®). V oboch detekénych systémoch fungoval antrachindnovy derivat
ako zhasac fluorescencie réznych reportérov (FAM, TAMRA, Cy3, Cy5/5.5). Oba detekéné systémy
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mali lepsi pomer signalu k Sumu v porovnani s kontrolou pouZivajucou metylcerven ako zhasac
(okrem FAM znacenych sond). Antrachindnovy zhasac zvysoval termalnu stabilitu duplexov sond
s cielmi a ich teplota topenia bola zvySena oproti antrachindnom nemodifikovanym sonddm az
0 6,4 °C. Diskriminacné vlastnosti antrachindnom znacenych sond zostali zachované alebo boli

zlepsené.’?*

Cyaninové farbiva

Rodina cyaninovych farbiv je Sirokd. Cyaninové farbiva pouZivané na detekciu NK sa
vyznacuju vyraznym narastom fluorescencie po interkalacii do dsDNA. Do tejto rodiny patria
farbivd SYBR Green |, Il, SYBR Gold, SYBR Safe, ktoré sa pouzivaju v PCR aplikdcii na detekciu
nespecificky amplifikovanej DNA. Farbivo SYBR Green | (2-[N-(3-dimetylaminopropyl)-N-
propylamino]-4-[2,3-dihydro-3-metyl-(benzo-1,3-tiazol-2-yl)-metylidén]-1-fenylchinolinium,
Obrazok 26) patri medzi asymetrické cyaninové farbiva. Farbivo ma vysoku afinitu k dsDNA k comu
prispievaju dva kladné naboje pritomné za Standardnych PCR podmienok. SYBR® Green | nahradilo
EB pri monitorovani real-time PCR.*> 4 SYBR® Green | zvy3uje teplotu topenia (Tn) detegovanej
dsDNA, a to v zavislosti na svojej koncentracii v reakcii az 0 10 °C.*>*1 SYBR® Green | je v siéasnosti
stale najviac vyuZivanym cyaninovym farbivom v PCR,*?® ato napriek niekolkym nevyhoddm
(inhibicia PCR pri vy$sich koncentraciach,* 1’ sekvenénd Specifickost ku GC?8 ¢i niZsia stabilita?®).

Dalej do tejto rodiny farbiv patria aj farbiva tiazolova oranz (TO), benzotiazolova orani
(BO), oxazolova Zlta (YO-PRO1, Obrdzok 26) a ich diméry TOTO a YOYO. Popisané su ON konjugaty
len's TO a BO.19%:110. 130 pyplexy a triplexy tychto konjugdtov maji obecne vy3siu termélnu stabilitu
v porovnani s duplexmi a triplexmi nemodifikovanych ON.

Nl ZN
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SYBR Green | Tiazolova oranz Benzotiazolova oranz Oxazolova ZIta

Obrdzok 26. Struktury cyaninovych farbiv.
Pyrén a polyaromatické uhlovodiky (polyaromatic hydrocarbons - PAH)

Velkou skupinou Studovanych interkaldtorov je pyrén a PAH (antracén, perylén (i
koronén). Konjugaty tychto interkaldtorov s ON boli pripravené za ucelom zvySenia stability
duplexov Ci triplexov takto modifikovanych ON. Najviac Studovanou podskupinou su konjugaty ON
s pyrénom. Z Struktirneho hladiska boli na ON konjugované 4-(pyrén-1-yl)butanova
kyselina, metylpyrén a 4-(1-pyrenyletynyl)benzylalkohol. Derividty pyrénu moézZzu byt na ON
viazané na réznych poziciach ako je internukleozidovy fosfat, ribdza ¢i nukleova baza. Pyrénovy
derivat mbze byt umiestneny v retazci, na 3'- alebo 5’-koniec. Duplexy pyrénom modifikovanych
ON s komplementarnou sekvenciou maju vysSiu stabilitu a teplotu topenia (az o015 °C)
v porovnani s nemodifikovanymi ON.2 131132 Triplexy pyrénom modifikovanych ON maju vyssiu
stabilitu v porovnani s nemodifikovanymi ON.233 Duplexy a triplexy ON modifikovanych perilénom
(az 0 31 °C) ¢i koronénom (az o 24,5 °C) maju vyssiu termalnu stabilitu ako duplexy a triplexy ON
modifikovanych pyrénom (,len” o 15 °C).13! Antracénom modifikované ON mdZu mat zvy$end (11
°C)% alebo znizenu (aZ o -6 °C)** %’ teplotu topenia.

Pyrén mozino vON sondach vyuzit taktiez ako zhasa¢ fluorescencie. Pyrénom
modifikované PCR sondy (MagiPobe) maju dobré diskriminacné vlastnosti. Principom tychto sond
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je vazba pyrénu (zhasac¢) afluoresceinu (reportér) priamo do ON retazca, pomocou
fosforamiditovych monomérov, kde nahradzuju dve nukleové bazy. Zaujimavostou je o 6-11 °C
nizsia teplota topenia duplexov tychto sond v porovnani s nemodifikovanymi duplexmi. Nizsia
stabilita duplexov tychto sond vSak neovplyvriuje ich diskriminacné vlastnosti, pretoZe su nezavislé
na termalnej stabilite ich duplexov.®® Fluorescencia reportéra je zhasana dynamickym zhasanim
(kolizie), ktoré je prerusené interkaldciou pyrénu do duplexu sondy s cielovou sekvenciou. Pyrén
a fluorescein mézu byt v sekvencii vedla seba alebo oddelené jednou bézou.

3.4.2 Syntéza ON retazca
Z historického pohladu je moziné vyvoj syntetickych postupov pripravy ON retazcov
rozdelit podla pouZitych pristupov k syntéze.

3.4.2.1 Fosfodiesterovd syntéza

Hlavnou charakteristikou tohto syntetického pristupu (Obrazok 27) bola chybajica
protekcia internukleotidovych fosfodiesterovych skupin, ato pocas celej syntézy ON retazca.
Chrdnené zostdvali nukleové bazy, 5'- a 3'-koniec. Nevyhodou tohto pristupu boli neZiaduce
vedlajsie reakcie spdsobené akumulaciou nabitych fosfodiesterovych skupin. Tieto reakcie viedli
k zniZeniu celkového vytazku syntézy ON. Z vyssie uvedenych dévodov bol tento synteticky pristup
v sedemdesiatych rokoch minulého storocia viac-menej opusteny.
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Obrazok 27. Schéma fosfodiesterovej syntézy

3.4.2.2 Fosfotriesterovd syntéza

Fosfotriesterovy pristup vychddzal z publikécie Michelsona a Todda z roku 1955.234 Na ich
pracu nadviazali vdruhej polovici $estdesiatych rokov Letsinger s Ogilviem,®>137 Eckstein
s Rizkom!3 139 3 Rees s Saffhillom.*® Charakteristikou tohto syntetického pristupu bola priprava
chraneného fosfotriesteru (2-kyanoetylovou®®>137, 2,2 2-trichléretylovou,®® 3% fenylovou
skupinou®®, Obrazok 28) ako medziproduktu syntézy. V sulasnosti sa z poznatkov tohto
syntetického pristupu vo velkom vyuZiva chrdnenie internukleozidovych spojeni 2-kyanoetylovou
skupinou.
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Obrazok 28. Fosfortriesterovad syntéza
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3.4.2.3 Fosforamiditovd syntéza

V sedemdesiatych rokoch minulého storocia Letsinger a spolupracovnici vyvinuli takzvany
fosfit triesterovy pristup“.2*! Tento pristup spocival vo vyuZiti znaéne vyssej reaktivity derivatov
fosfitov v porovnani s derivatmi fosfatov. Letsinger s Lunsfordom boli schopni tymto pristupom
ziskat tetradeoxynukleozid vo vytazku 49%. PouZitie (2,2,2-trichléretyl)dichlérfosfinu v reakcii s
deoxytymidinom viedlo k vzniku reaktivneho, k vihkosti citlivého medziproduktu, nevhodného pre
automatizovanui syntézu. V snahe zmiernit spominané nevhodné vlastnosti medziproduktov
syntézy ON retazca vyvinuli Beaucage s Caruthersom novy typ medziproduktu, fosforamiditovy
prekurzor.'®  Vtomto pripade bol ako zdroj fosfinového mostiku  pouZity
chlér(dimetylamino)metoxyfosfin. Ten reakciou s vhodne chranenymi deoxynukleozidmi poskytol
stabilné, hydrolyze a oxidacii odolné, fosforamiditové derivaty. Fosforamiditové derivaty boli
nasledne pouzité na pripravu dinukleotidov v roztoku a na pevnej faze. Ako kysly aktivator bol
v tychto pripadoch pouzity 1H-tetrazol. Neskor sa ukdzalo, ze N,N-dimetylaminofosforamidity nie
su stabilné v roztoku a boli nahradené stabilnej$imi N,N-diizopropylaminofosforamiditmi.4® 144
Rovnako bol v syntéze ON na pevnej faze nahradeny aj 1H-tetrazol derivatmi, ktoré maju vyssiu
rozpustnost a nekrystalizuji behom automatickej syntézy na pevnej faze (5-(etyltio)-1H-tetrazol
¢i 4,5-dikyanoimidazol). Benzyltiotetrazol md uplatnenie vsyntéze RNA. PoZiadavky na
odchranenie jednotlivych chraniacich skupin boli r6zne. Na odchrdnenie metoxyskupiny fosfinu sa
pouzivala zmes tiofenol : trietylamin : dioxan alebo zmes terc-butylamin : metanol (MeOH). Na
odchranenie exocyklickych aminoskupin nukleovych baz sa pouZival koncentrovany hydroxid
amonny. Pouzitie dvoch réznych deprotekénych Cinidiel predlzovalo reakény ¢as a samotny
tiofenol ¢asto kontaminoval vysledny produkt. Zmenu chraniacej skupiny fosfinu (metoxyskupina)
naértli Sinha et al.2*5 Navrhli podmienky, ktoré by mala chraniaca skupina fosfinu spifiat (rychle
odchranenie v podmienkach (mierne) bazického deprotekéného Cinidla pouzitého na odchranenie
exocyklickych aminoskupin nukleovych bdaz a odstiepenie ON z pevnej fazy, nizka tvorba soli
v priebehu reakcie). Chraniacou skupinou, ktora naplifiala tieto poziadavky, bola 2-kyanoetylova
skupina. V stucasnosti pouzivand chemicka syntéza standardného ON retazca je takmer vyhradne
zalozena na fosforamiditovej metdde syntézy na pevnej faze.

3.4.2.3.1 Fosforamiditova syntéza na pevnej faze

V stcasnosti je najpouzivanejSou metddou pripravy ON retazcov ich automatizovana
fosforamiditovd syntéza na pevnej faze pomocou ON syntetizérov.*® Fosforamiditova syntéza na
pevnej faze je zlozena zo Styroch syntetickych krokov (Obrazok 29):

1. Odblokovanie (detritylacia) — na pevnej faze je viazany bud’ prvy nukleozid syntetizovanej
sekvencie, svojim 3’-koncom, alebo univerzalny linker (napr. N-metyl-sukcinimido(3,4-b]-
7-oxabicyklo[2.2.1]heptan-6-(4,4'-dimetoxytrityloxy)-5-sukcinoyl, ¢i 1-dimetoxytrityloxy-
2-O-dichléracetyl-propyl-3-N-ureayl). 5’-Koniec nukleozidu, pripadne hydroxylova skupina
univerzalneho linkeru su chranené 4,4'-dimetoxytritylom (DMT). Prvym krokom cyklu je
preto odchranenie a to najcastejSie pomocou dichléroctovej alebo trichléroctovej kyseliny
v organickom rozpustadle (dichlérmetan).

2. Coupling — volna hydroxylova skupina umoziiuje prediZenie retazca o jeden nukleotid. Na
toto predizenie je potrebné do reakcie pridat fosforamiditovy monomér. Do reakcie je
pridana zmes pouzZitétho monoméru s 5-(etyltio)-1H-tetrazolom, ktory ma funkciu
katalyzatora. Kysly 5-(etyltio)-1H-tetrazol protonizuje diisopropylaminovy substituent
pridavaného fosforamiditu, ktory nasledne nahradi. Nasledne odchranena 5'-hydroxylova
skupina napadne svojim volnym elektrénovym parom elektrédeficitny fosfor, za vzniku
novej vazby.
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3. Oxidacia — pri predlzovani retazca vznika triester fosfitu. Ten je potrebné oxidovat na
triester fosfatu, tj. prirodzenu a stabilnd formu fosforu. K oxidacii sa naj¢astejSie pouziva
jod za pritomnosti vody a pyridinu. Najprv dochddza k ataku molekuly jédu atémom
fosforu. Jédotriesterfosféniovy medziprodukt je napadnuty volnym elektrénovym parom
kysliku v molekule vody. Su¢asne odstupuje jéd vo forme pyridinium jodidu. Kysly vodik
zo vzniknutej hydroxylovej skupiny je odstiepeny molekulou pyridinu za vzniku triesteru
fosfatu.

4. Capping — je poslednym krokom cyklu. Napriek vysokému nadbytku fosforamiditového
monoméru v reakcii nie je mozné dosiahnut 100% vytazok couplingu. Neblokovana 5'-
hydroxylova skupina predchadzajiceho nukleotidu by mohla viest v dalsich syntetickych
cykloch k tvorbe a kumulacii neziaducich sekvencii s chybajldcimi bazami. Preto je pred
pokraéovanim do dalSieho syntetického cyklu potrebné zablokovat nezreagované 5'-
hydroxylové skupiny acetylom. K zablokovaniu volnych 5’-hydroxylovych skupin sa
najcastejSie pouziva acetanhydrid v zmesi s N-metylimidazolom s malym pridavkom
pyridinu. N-metylimidazol plini funkciu katalyzatoru, pyridin udrzuje bdzické pH
a zabranuje detritylacii.
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Obrazok 29. Cyklus fosforamiditovej syntézy ON na pevnej fdze

3.4.2.4 H-fosfondtovd syntéza

H-fosfonatova syntéza bola prvy krat popisand v roku 1952.1%” Hall a spolupracovnici vtedy
popisali syntézu chraneného 5'-5'-dinukleozid H-fosfonatu. Dalej rozvinutd bola tito metdda
syntézy aZz v druhej polovici osemdesiatych rokov!*1* 3 bola vhodnd pre syntézu na pevnej faze.
V devéatdesiatych rokoch bola tato metdda upravena a chranenym produktom boli aryltiofosfaty
(Obrazok 30). Tie bolo moZné néasledne previest na fosfaty.’>11>* Nedavno bola metéda pouZitd na
syntézu chimérickej DNA na pevnej faze.™ % H-fosfondtovd syntéza bola vyvinutd ako
alternativna cesta k priprave dinukleozid fosfatov.?*® Vyhodou tejto metddy syntézy na pevnej faze
je oxidacia na fosfat az na konci syntézy ON retazca.
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Obradzok 30. H-fosfondtova syntéza

3.4.3 Chraniace skupiny

Syntéza ON retazcov vyZaduje chranenie funkénych skupin deoxynukleotidov z dévodu
zabranenia neZiaducim reakcidm tychto funkénych skupin. Vyvoj tychto chrdniacich skupin presiel
od roku 1955, kedy bol prvykrat publikovany synteticky postup k priprave tymidyl dinukleotidu®34,
dlhi cestu®™ k dnes vieobecne pouzivanym a komeréne dostupnym chranenym fosforamiditovym
monomérom. Obecne je mozné rozdelit chraniace skupiny fosforamiditovych monomérov do
kategorii podla pouzitého typu chranenej funkénej skupiny na:

1. Skupiny chrdniace 5'-hydroxyl
2. Skupiny chraniace fosfat
3. Skupiny chraniace exocyklické aminoskupiny nukleovych baz (Obrazok 31)

Dnes je na chranenie 5-hydroxylovej skupiny takmer vyhradne pouzivana
dimetoxytritylova skupina. Rovnako na chranenie fosfatu je dnes takmer vyhradne pouzivana 2-
kyanoetylova skupina. VacsSia variabilita chrdniacich skupin sa zachovala len pre exocyklické
aminoskupiny nukleovych baz. Chraniace skupiny nukleovych baz je dalej moiné Elenit podla
deprotekéného cinidla a typu nukleovej bazy, ktoru chrania na:

1. Standardné skupiny chréniace:
a. Adenozin — benzoyl, fenoxyacetyl, dietylformamidyl
b. Guanosin —izobutyryl, dimetylformamidyl, izopropylfenoxyacetyl
c. Cytozin — benzoyl, acetyl
2. Mild a Ultra-Mild skupiny chraniace:
a. Adenozin —fenoxyacetyl, terc-butylfenoxyacetyl
b. Guanosin — dimetylformamidyl, izopropylfenoxyacetyl, terc-butylfenoxyacetyl
c. Cytozin —acetyl, terc-butylfenoxyacetyl
3. Depurindcii rezistentné skupiny chraniace:
a. Adenozin — dietylformamidyl
b. Guanozin — dimetylformamidyl

Standardné chraniace skupiny nukleovych baz sa pouZivaju v pripade nepritomnosti
modifikacii ON retazca citlivych k deprotekénym podmienkam (hydroxid amdnny). V pripade
pritomnosti modifikacie alebo modifikacii nestabilnych v deprotekénych podmienkach, je nutné
pouzitie Ultra Mild chraniacich skupin. Depurindcii rezistentné chraniace skupiny sa vyuZivaju
v syntéze farmakologicky aktivnych ON, kde je velmi dolezity nizky pocet abazickych chyb.
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Standardné chraniace skupiny Mild a UltraMild chraniace skupiny Depurinacii rezistentné chraniace skupiny
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Obrdzok 31. Struktury pouZivanych chrdniacich skupin fosforamiditovych monomérov. Skupiny su zndzornené uz
s véizbou na exocyklicki aminoskupinu nukleovych bdz.

3.4.3.1 Deprotekcia oligodeoxynukleotidu

Deprotekciu oligodeoxynukleotidu je moZné rozdelit do troch casti, ato cleavage
(odstiepenie  oligodeoxynukleotidu z pevnej fazy), deprotekciu fosfatovej kostry
oligodeoxynukleotidu a deprotekciu nukleovych baz. Cleavage je mozné urobit samostatne, t;.
oddelene od nasledujucich ¢asti (deprotekcia fosfatovej kostry a nukleovych baz), alebo stcasne
s nasledujucimi ¢astami. Na samostatnt cleavage sa pouzivaju rovnaké ¢inidla, s rozdielom
reakénych podmienok.

3.4.3.1.1 Standardnéa deprotekcia

Standardne chranené nukleové bazy sa be?ne odchrariuju nasytenym roztokom hydroxidu
amoénneho vo vode (28 — 33 %). BeZzne pouZivanym deprotekénym cinidlom je aj zmes hydroxidu
amoénneho a metylaminu v objemovom pomere 1:1 (tzv. AMA).**® Dal$ou mozinostou je pouZitie
0,4 M hydroxidu sodného v zmesi MeOH s vodou 4:1.

3.4.3.1.2 Ultra Mild deprotekcia

Ultra Mild chranené nukleové bazy sa odchranuju Ultra Mild deprotekénym ¢inidlami ako
je 50 mM K,COs v MeOH, terc-butylamin:MeOH:voda v pomere 1:1:2%%°, terc-butylamin:voda
v pomere 1:3, alebo Ultra-UltraMild deprotekéné Cinidlo 10% diizopropylamin v 0,25M roztoku -
merkaptoetanolu v MeOH.'° V zavislosti na pouZitom deprotekénom ¢inidle sa li3i reakény éas
a teplota.

3.4.4 Znacenie ON

V sucasnosti prevladaju dva hlavné spésoby znacenia ON, a to na pevnej faze (supporte)
av roztoku. Na pevnej faze mdze byt ON retazec znaceny inkorporaciou modifikovanych
fosforamiditovych monomérov do retazca ON pocas jeho syntézy na pevnej faze alebo
postsyntetickym znacenim na pevnej faze. Pri pouziti postsyntetického znacenia ON v roztoku je
ON najprv syntetizovany na pevnej faze, kedy sa do ON retazca inkorporuje vhodna funkéna
skupina (-NH,, -SH, atd.), a po deprotekcii je ON retazec konjugovany so znackou (vaésinou
fluorofor).

3.4.4.1 Postsyntetické znacenie ON

Pritomnost velkého mnoiZstva potencidlne reaktivnhych funkénych skupin v ON retazci
umoznuje pouzivat na postsyntetické znacenie ON len chemoselektivne ortogonalne reakcie
prebiehajuce za miernych reakénych podmienok. Na postsyntetické znacenie ON je nutné aby ON
obsahoval vhodné reaktivne funkéné skupiny umoznujuce takéto znacenie. Tieto funkéné skupiny
su do ON retazca zavedené pocas syntézy ON retazca a v zavislosti na type funkénej skupiny mézu
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byt zavedené na zaliatok retazca, tzn na 3’-koniec, do ,stredu” retazca, ¢i na 5'-koniec.
Postsyntetické znacenie ON mébze prebiehat v roztoku, po deprotekcii, alebo na pevnej faze, kde
je ON este chraneny chraniacimi skupinami. Obecnou vyhodou postsyntetického znacenia ON je
nutnost vyvoja mensieho mnoistva fosforamiditovych monomérov pouzivanych na syntézu ON.
Postsyntetické znacenie ON zahffia samostatnu syntézu ON na pevnej fdze, deprotekciu,
purifikaciu a nasledné znacenie ON poZadovanou znackou za vzniku stabilnej kovalentnej vazby
medzi znackou a ON retazcom. Na zavedenie vhodnych reaktivnych funkénych skupin do retazca
ON sa pouzivaju modifikované fosforamiditové monoméry.

Vyhodou postsyntetického znacenia v roztoku je moznost pouzitia molekdil
nekompatibilnych s podmienkami pouzivanymi pocas syntézy a hlavne deprotekcie ON retazca,
napr. skupina ATTO farbiv. Délezitou podmienkou postsyntetického znacenia v roztoku je
kompatibilita reakcii s vodnym prostredim a rozpustnost znadiek vo vode. NiZsia rozpustnost
molekul vo vode moze viest k nizsim vytazkom znacéenia. Nevyhodou tohto typu znacenia je aj
narocnejsie Cistenie vysledného konjugatu.

V pripade postsyntetického znacenia ON na pevnej faze je ON stale viazany na pevnu fazu
a chraneny chraniacimi skupinami. Vyhodami tohto postupu znacenia su: znacenie ON lipofilnymi
znackami, moznost pouzitia inych rozpustadiel (MeOH, DCM atd.) a jednoduché Cistenie
znaceného ON premytim pevnej fazy Cistym rozpustadlom. Nevyhodou tohto postupu znacenia je
moznost degradacie konjugatu pri deprotekcii ON (stabilita znacky).

Obecne sa na postsyntetické znaéenie ON mozu pouZit nasledovné reakcie:

- NHS-esterov (NHS — N-hydroxysukcinimid)61-163

- Maleimidov'®*

- Tiolov®®

- Reduktivna amindcia®®

- Staudingerova ligacia®®’

- Aminooxyskupiny?6® 16°

- Diels-Alderové cykloadicie

- Suzuki-Miyaura cross coupling

- Sonogashira coupling’417®

- Azid-alkyn cykloadicie — AAC (copper-catalyzed azide-alkyne cycloadditions — CUAAC,77-183
strain promoted azide-alkyne cycloaddition — SPAAC'8%1#7)

a hydrazinut’® 171
172

173

Vzhladom na vyuZitie v mojej dizertacnej praci, sa blizSie zameriam len na AAC.

3.4.4.1.1 CuAAC (,click” chémia)

Azidoskupina a alkynyl si pre svoju indiferentnost voci vacsine funkénych skupin
biologickych latok ako su cukry, NK, lipidy Ci proteiny, povazované za bioortogonalne. Reakciou
azidu s alkynom vznikd 1,2,3-triazolovy cyklus. Triazolovy cyklus je velmi stabilny a v pripade
pouzitia organicky substituovaného azidu v reakcii s terminalnym alkynom moéze byt triazolovy
cyklus substituovany v polohach 1 a 4 alebo 1 a 5. Hoci je 1,3-dipolarna cykloadicia (Huisgenova
cykloadicia) zndma u? takmer stotridsat rokov,® jej vyuZitie v priprave konjugdatov biologickych
latok s mnozZstvom organickych molekudl nabralo na vyzname aZ po zavedeni katalyzy mednymi
kationmi.’®% 1% 73 vyskum a velky prinos CUAAC a nizsie spominanej SPAAC bola pre rok 2022
udelend Nobelova cena za chémiu.’®® Mednymi katidnmi katalyzovana reakcia poskytuje
preferenéne 1,4-substituovany triazolovy cyklus (Obrdzok 32A).28 Velkou vyhodou CuAAC
v porovnani s inymi spésobmi postsyntetického znacenia ON je, Ze prebieha takmer kvantitativne.
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CuAAC sa beZne pouZiva na konjugaciu ON s malymi organickymi molekulami v pufroch (tImivych
roztokoch).178180 Medné katidny su nestabilné a vo vodnych timivych roztokoch maju tendenciu
k disproporciondcii na kovovi med' (Cu®) a mednaté katiény (Cu?*). Ligandy viaZzuce sa ha medné
katidny, ako su napr. s DNA kompatibilné tris(triazolyl)aminové ligandy (TBTA, THPTA, Obrazok
32B), stabilizuju medné katidny voci oxidacii ¢i disproporcionacii. ,Click” reakcie katalyzované
v komplexe viazanymi mednymi katiénmi prebiehaju v porovnani s reakciami katalyzovanymi
volnymi mednymi katiénmi aZ tisicnasobne rychlej$ie.’®? Pri znageni nukleovych kyslin pomocou
CuAAC je najviac vyuzivana in situ priprava mednych katidnov, a to redukciou vo vode lepsie
rozpustnych mednatych soli, pricom najcastejSie pouZivanym redukénym cinidlom je L-
askorbdat.’® CuAAC je mozné poufZit aj na znacenie ON na pevnej faze. Na znadenie je nutné pouzit
znacky stabilné v deprotekénych podmienkach. Tymto sp6sobom bolo pripravenych niekolko
konjugatov ON napr. s cyaninovymi farbivami (Cy3, Cy5),2* 1*> mandzou,**® pyrénom,*” peptidov
ainych malych molekual.’®" 8 Ako rozpustadlo bola vtychto reakcidch pouZitd zmes vody
s organickym rozpustadlom (MeOH, DMSO, tBuOH, ACN). Medné kationy boli vo vacsine publikacii
bud pripravené in situ pouzitim L-askorbatu sodného, alebo dodané priamo a vznikajuce mednaté
katidny boli redukované L-askorbatom sodny. Niektoré reakcie prebiehali pod inertnym plynom
(Ar®),19% 195 gstatné prebiehali bez pouZitia inertného plynu. Obecne je pri CUAAC nutné do reakcii
pridavat okrem mednych katidnov aj redukéné ¢inidlo (L-askorbat), stabilizujuce ligandy (TBTA), Ci
kosolventy (DMSO, t-BuOH). Podobne ako pri CUAAC v roztoku aj v pripade CuAAC na pevnej faze
hrozi degradacia ON ¢i uZz posobenim kombinacie mednych katidnov s L-askorbatom alebo
samotnych mednych ¢ mednatych katidnov. V oboch pripadoch medné/mednaté katidony
produkuju ROS, ktoré oxidativne Stiepia ON (obecne DNA). 198199

CuLn1 /‘H/f*OH
N-N C ; N-N

TBTA THPTA

Obrdzok 32. (A) Predpokladany reakény mechanizmus CuAAC,2% (B) struktury ligandov pouZivanych na stabilizdaciu Cu*
kationov

3.4.4.12 SPAAC

Nutnost pouzivania mednych katidonov a dalSich aditiv v CuAAC viedla kvyvoju
alternativnych tzv. ,,copper-free click” reakcii vhodnych najma na znacenie biomolekul v Zivych
organizmoch. Bolo vyvinutych niekolko typov ,,copper-free click” reakcii, menovito SPAAC (pnutim
podporend azid-alkyn cykloadicia),?®? konjugécia oxanorbornadiénovych derivitov s azidmi,?®?
reakcie tetrazinov s alkénmi®®® a svetlom katalyzovana alkén-tetrazolova reakcia.?®*

SPAAC je pnutim podporena reakcia cykloalkynovych derivatov s azidovou skupinou, ktora
prebieha aj bez katalyzy mednymi kationmi. Pnutie a ,aktivacia® trojitej vazby vznika uzavretim
linedrnej trojitej vazby alkynu do cyklu. Vdaka zakriveniu trojitej vazby (pnutiu) je alkyn tlaéeny do
prechodného cykloadi¢ného stavu. Reaktivita cykloalkynov klesd v poradi cykloheptyn >
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cyklooktyn > cyklononyn. Stabilita cykloalkynov klesd v opa¢nom poradi. Kompromisom medzi
dostatocnou stabilitou a vysokou reaktivitou cykloalkynov je cyklooktyn. Jeho reaktivita a stabilita
je aj vo vodnom prostredi dostato¢na. Reaktivitu cyklooktynu je mozné dalej zvysit substittciou
elektron-odtahujucimi substituentmi ako je fluér, viz. Obrazok 33. Daldie zvy3enie reaktivity je
mozné dosiahnut kondenzaciou s alifatickym ¢i aromatickymi cyklami, viz Obrazok 34.
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Obrdzok 33. Struktury publikovanych substituovanych cyklooktynov pouZitych pri znaceni biomolekul (k — rychlostnd
konstanta pre SPAAC).205

Za poslednych 15 rokov bolo vyvinutych viac ako 15 cyklooktynov substituovanych
elektronodtahujucimi substituentmi (Obrazok 33, Obrazok 34). Takto substituované cyklooktyny
maju aZ stoSestdestiatpatkrat vyssiu reaktivitu v porovnani s nesubstituovanym cyklooktynom.2%>
206 \/ siéasnosti sU komeréne dostupné derivaty DIMAC, DIBO, DBCO, BCN, ktoré su vhodné
obecne na SPAAC. Na znacenie ON pomocou SPAAC boli vyvinuté a v sucasnosti su komercne
dostupné fosforamiditové monoméry nestice DBCO a BCN (Obrazok 35). DBCO méze byt viazané
na 5'-fosforamidit pripadne na modifikovand bazu dT. BCN je vdaka inkompatibilite s TCA,
pouzivanou pri syntéze ON, mozné viazat len na 5’-koniec ON retazca, pripadne na 3'-koniec za
predpokladu pouzitia DCA na deprotekciu poéas syntézy ON.8* BCN je preto ako fosforamidit
komeréne dostupné len vo forme 5'-fosforamiditu. DBCO-dT md v porovnani s BCN velku vyhodu
v moznosti inkorporacie (DBCOdT) do akejkolvek pozicie v retazci syntetizovaného ON.

Reakéna rychlost SPAAC je zavisla nielen na substiticii cyklooktynu, ale aj organického
azidu a dalej na rozpustadle. Najéastejsie pouzivanymi azidmi v SPAAC s dibenzocyklooktynmi su
alifatické azidy. Ojedinelé pouZivanie aromatickych azidov v SPAAC vychddza z poznatkov
o sedemkrat niZSej reaktivite aromatickych azidov v porovnani s azidometylovym analégom?®’
a ovplyviiovani reakénej rychlosti elektréonodtahujicimi substituentmi.?®® Naopak reakcie
aromatickych azidov sBCN su pozitivne ovplyvnené substiticiou aromatického azidu
elektrénodtahujicimi substituentmi.?®® SPAAC je dalej ovplyvnend aj pouZitym rozpustadlom.
Pritomnost vody v reakénej zmesi ma pozitivny vplyv na reakénu rychlost.2%

Kondenzované cyklooktyny su beZne pouzivané na konjugaciu ON s roznymi latkami
(peptidy, protilatky, enzymy, ON)86 187, 209216 5 noyrchmi.?6222 Zmienok o znaéeni ON malymi
molekulami prostrednictvom DIBO, ¢ DBCO je velmi mélo.®> 223 ON je moZné pomocou DBCO
znacit na pevnej faze aj v roztoku.
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Obrdzok 35. Prehlad komercne dostupnych fosforamiditovych monomérov nestcich DBCO (glenresearch.com) a BCN
(lumiprobe.com ci Biosearch Technologies). DBCO je dostupné aj vo forme NHS-esteru (glenresearch.com).
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4 \Vysledky a diskusia

Pocas svojho doktorského studia som sa zaoberal syntézou akridinovych derivatov
vhodnych na stabilizaciu duplexov DNA a modifikaciu ON. Na ucely porovnania stabilizacnych
vlastnosti akridinovych derivatov bol pripraveny derivat Hoechstu 33258 a azidoderivat sperminu.
Synteticka cast mojej prace zahfnala pripravu prekurzorov, zktorych som neskor
niekolkokrokovou syntézou pripravil konecné latky. U latok boli fotofyzikalnymi meraniami uréené
absorpéné, excitatné aemisné spektrd. Sucastou mojej prace bola aj priprava, Cistenie
a testovanie modifikovanych ON sond. Priprave modifikovanych sond predchadzalo testovanie
pripravenych akridinovych derivatov na schopnost stabilizacie duplexov DNA volne v roztoku,
ktoré bolo robené v spolupraci s kolegami z firmy Generi Biotech. Na zaklade vysledkov z tychto
merani boli vybrané akridinové derivaty najviac stabilizujuce duplex DNA. Tieto akridinové
derivaty boli potom pomocou click chémie kovalentne naviazané na ON sondy na pevnej faze.
Rovnakym postupom boli pripravené sondy modifikované derivdtom Hoechst 33258 a derivatom
sperminu. S akridinmi konjugované ON sondy a sondy konjugované derivatom Hoechst 33258 a
sperminu boli nasledne testované pomocou redlneho systému na detekciu sekvenénych variantov
HFE génu.

Hlavnou publikdciou, na ktorej som uvedeny ako prvy autor je Thermal stabilisation of the
short DNA duplexes by acridine-4-carboxamide derivatives. Tato publikdacia bude z dévodu
prehladnosti v tejto Casti citovand ako [P1]. Ide o recenzovanu publikdciu prijatd do casopisu
Nucleic Acids Research. Daldie publikdcie, na ktorych som uvedeny ako spoluautor vychadzaju
z mojej diplomovej prace a tématicky nesuvisia s témou dizertacnej price, preto nie su v texte
spomenuté.

Vramci svojej dizertacnej prdce som pracoval na syntézach akridinov, modifikacii
sperminu a Hoechst 33258. Dalej som pripravil konjugdty ON sond s jednotlivymi typmi
stabilizatorov (akridiny, spermin, Hoechst), tieto konjugaty som nasledne analyzoval na HPLC
a pomocou semipreparativnej HPLC som tieto konjugdty Cistil. V dalSej Casti svojej dizertacnej
prace som vyhodnocoval vysledky jednotlivych testov (termalna stabilizacia duplexov latkami
volne v roztoku a konjugovanych s ON sondami) konjugatov ON sond. Studoval som interakciu
akridinov s DNA (ss-, dsDNA, AT-, GC-bohata sekvencia a HFE sekvencia) pomocou absorpcnych
a fluorescenénych titracii. Studoval som aj poufZitie akridinov sucasne ako reportérov
a stabilizatorov duplexu DNA.

V spolupraci s kolegami zo spolo¢nosti Generi Biotech boli pripravené stabilizatory
(akridiny, spermin a Hoechst) testované na schopnost zvySovat termalnu stabilitu DNA duplexu
volne vroztoku. Takisto boli v spolupraci skolegami z Generi Biotech testované duplexy
konjugdtov ON sond s jednotlivymi stabilizatormi na schopnost stabilizicie duplexov tychto
konjugatov. Nasledne bola testovana schopnost diskriminovat bodové zmeny HFE génu v pouZzitej
sekvencii. Modelovy test v PCR systéme prebehol takisto v tejto spoloc¢nosti.

4.1 Syntéza

Navrh akridinov vychadzal z publikacie Design and synthesis of threading intercalators to
target DNA,**> v ktorej autori popisali niekolko ldtok odvodenych od akridin-3-karboxamidov
alebo akridin-4-karboxamidov, ich silnt vdazbu na DNA a protinadorové ucinky. Z tychto latok sa

ako najvhodnejSie ukazali byt derivaty akridin-4-karboxamidov, u ktorych sme ocakavali, Ze silna
vdzba na DNA péjde ruka v ruke so schopnostou akridinov zvysovat termalnu stabilitu duplexov.
Preto sme sa najprv sustredili na 1. (1 a sekundarne amidy 2 — 9) a 2. sériu (tercidrne amidy 10 -
12) akridin-4-karboxamidov, na ktorych sme chceli uréit zédkladné vztahy medzi Struktidrou
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a schopnostou zvySovat termalnu stabilitu duplexov DNA (Obrazok 36A,B).Volna alifatickd bazicka
skupina podla literatdry prispieva k interakcii vo velkom Zliabku??® a azidoskupina bola nasledne
vyuzita na naviazanie na ON sondu pomocou click chémie. V dalSej faze sme sledovali, ¢i otocenie
substituentov na akridinovom jadre (3. séria) povedie k zmenam v aktivite (21 a 24, Obrazok 36C).
Podobne bola navrhnutd aj 4. séria, kde bola do struktury akridinu zavedena dalSia karboxamidova
skupina v polohe 5 (Obrazok 36D). Posledna, 5. séria, bola navrhnutd tak, aby sa bazickd skupina
viazand cez karboxamidovu skupinu a linker nesuci azidoskupinu nachddzali na rovnakej strane
akridinu (Obrazok 36E). Cielom posledného navrhu bolo taktieZ zaviest na akridinové jadro linker
nesuci azidoskupinu pomocou vazby uhlik-uhlik (C-C), aby bolo mozné neskor pri deprotekcii ON
sondy konjugovanej stymto akridinom pouzivat Standardné deprotekéné Ccinidla (napr.
koncentrovany NH4OH).
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Obrdzok 36. Struktury akridinov, (A) 1. séria, (B) 2 séria, (C) 3. séria, (D) 4. séria, (E) 5. séria.

4.1.1 Syntéza derivatov antranilovej kyseliny a derivatov akridénu

Syntéza substituovanych akridinov najastejSie vychddza z derivatov substituovanej
kyseliny antranilovej. Vhodne substituované derivaty kyseliny antranilovej je mozné syntetizovat
z komercne dostupnych prekurzorov. Podmienky Ullmannovej kondenzacie sa liSili pouzitym
katalyzatorom areakénym casom. Syntéza latky 13 a 14 vtejto praci vychadzala z kyseliny
antranilovej, pripadne anilinu, akyseliny 2-chlérbenzoovej, ktoré v prostredi vysokovriaceho
izoamylalkoholu a za katalyzy praskovou medou podstupovali Ullmannovu kondenzaciu [P1].
Tieto latky boli pouzité ako prekurzory v dalSich reakciach. Akridon 15 bol pripraveny reakciou
latky 14 a POCIs. Pri pouziti POCl; dochadza k intramolekuldrnej acylacii za sucasnej substitucie
hydroxylovej skupiny enol formy vzniknutého akridénu za chlér. Pri tejto reakcii dochadza aj
k tvorbe chloridu karboxylovej kyseliny potrebného na pripravu metylesteru v akridéne 15
(Schéma 1). Reakciou chloridu 9-chlérakridin-4-karboxylovej kyseliny s MeOH dochdadzalo
k esterifikacii karboxylovej skupiny. Sucasne dochdadzalo k substitlcii chléru v polohe 9 za
hydroxyskupinu, ktord okamZzite prechadza zenolformy na stabilnejSiu ketoformu. Takto
pripraveny metylester 15 bol pouzivany ako vychodiskova latka pre vSetky syntézy prvej, druhej a
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tretej série akridinov. Na syntézu prekurzoru Stvrtej série bola pouzita kyselina antranilovd, ktora
reakciou s halogénom (brém) substituovanou kyselinou izoftalovou (Schéma 1) poskytla latku 25.
Jej reakciou v koncentrovanej H,SO, bola pripravena kyselina 26. Z nej bol prevedenim na dichlorid
kyseliny 9-chldrakridin-4,5-dikarboxylovej a naslednou reakciou s MeOH pripraveny diester 27.
Jednoduchsim a kratSim postupom syntézy diesteru 27 bolo pouzitie POCls s latkou 25, kedy doslo
k vytvoreniu dichloridu kyseliny 9-chlérakridin-4,5-dikarboxylovej, ktory bol rovno prevedeny na
diester 27 bez nutnosti izolacie medziproduktu. Diester 27 sluzil ako vychodiskova latka na syntézy
Stvrtej série akridinov. Piata séria akridinov vychddzala z 2-amino-3-jodbenzoovej kyseliny. Jej
reakciou s 2-jédbenzoovou kyselinou bola pripravena kyselina 33. Jej reakciou s POCl; a ndsledne
MeOH bol pripraveny metylester 34 (Schéma 1), ktory sliuzil ako vychodiskova latka pre syntézy
piatej série akridinov.
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14 COOH (32 %) vi
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NHZ iv O 1 ii O O O
26 (95 %) 0 34(78 %)
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2.0 aiii

Schéma 1. Schéma pripravy akridénu na pripravu (A) 1., 2. a 3. série akridinovych derivdtov, (B) 4. série akridinovych
derivdatov, (C) 5. série akridinovych derivatov. i) Cu®, K2COs, izoamylalkohol, 2-chlérbenzoovd kyselina, 140 °C, 12 h; ii)
POCl3, 140 °C, 1 h; iii) MeOH, 50 °C, 12 h; iv) Cu®, Cul, K2COs, izoamylalkohol, 2-brémizoftalova kyselina, 140 °C, 1 h; v)
H»50.4, 105 °C, 1 h; vi) Cu®, Cu,0, K»CO3, izoamylalkohol, 2-jédbenzoovd kyselina, 140 °C, 3 h; vii) 1. POCls, 100 °C, 1 h; 2.
MeOH, 50 °C, 12 h.

4.1.2 Syntéza 1. a 2. série akridinovych derivatov
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Schéma 2. Syntéza akridinovych derivdtov 1 — 12. Reakcné podmienky: i) 1. 13, POCls, 140 °C, 1 h; 2. fenol, 110 °C, 15
min; 3. 6-azidohexyl-1-amin, 55 °C, 24 h; ii) 14, POCls, 140 °C, 1 h; iii) MeOH, 50 °C, 12 h; iv) 1. SOCl,, 80 °C, 1 h; 2. fenol,
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110 °C, 15 min; v) 6-azidohexyl-1-amin, 55 °C, 24 h; vi) THF, nadbytok nasyteného roztoku NaOH v zmesi MeOH:H>0 5:1,
50 °C, 1 h; vii) 1. SOCl,, rt, 1 h; 2. amin (1 ekviv.), TEA (4 ekviv.), DCM, 0 °C, 30 min / viii) HBTU (2 ekviv.), TEA (2 ekviv.),
DCM, amin (2 ekviv.), -10 °C, 30 min. Latky 2 — 12, okrem latky 9, boli prevedené na odpovedajuce hydrochloridy.

Syntéza substituovanych akridinovych derivatov prvej (sekundarne amidy) a druhej
(tercidrne amidy) série vychadzala z metylesteru 15 (Schéma 1A), ktorého enol forma
podstupovala nukleofilnd substiticiu posobenim chloraéného cinidla na prislusny derivat 9-
chlérakridinu. Nukleofilna substittcia chléru v polohe 9 za fenoxyskupinu prebieha pomerne
[ahko. Ndslednou reakciou chlér derivatov v tavenine fenolu vznikal prislusny aktivovany 9-
fenoxyakridinovy derivat. Tato reakcia sa Standardne pouZiva na pripravu 9-(alkyl)amino
substituovanych akridinov. Aktivovany 9-fenoxyderivat akridinu reaguje pomerne [ahko
s nukleofilmi ako su napr. alifatické aminy alebo amoniak. Pridanim 6-azidohexan-1-aminu do
reakénej zmesi bol pripraveny metyl ester 16, ktory slUZil na pripravu kyseliny 17 (Schéma 2). Ta
bola pouzitd ako vychodiskova latka na syntézu akridinovych derivatov 1., 2. série s vynimkou
latky 1, ktora nenesie findlnu karboxamidovu skupinu. Akridin-4-karboxamidy 1. a 2. série boli
nasledne pripravené dvoma sposobmi.[P1]

Prvym spbésobom pripravy akridin-4-karboxamidov bola reakcia akridin-4-karboxylovej
kyseliny s prislusSnym aminom za pritomnosti aktivatoru (1H-benzotriazol-1-yloxy)(dimetylamino)-
N, N-dimetylmetaniminium hexafluorofosfatu (HBTU). V tomto pripade bolo potrebné metylester
najskor previest bazickou hydrolyzou na karboxylovu kyselinu, ¢i jej sol, ktora nasledne reagovala
s aktivatorom za vzniku N-akridin-4-oyloxybenzotriazolu. Ten podstupoval nukleofilnu substituciu
len v pripade pouZitia prislusnych primarnych aminov. Reakcie so sekunddarnymi aminmi
neprebehli (Tabulka 1).

Tabulka 1 Vytazky jednotlivych akridinovych derivdtov pripravenych dvoma metddami syntézy.

Cislo latky 2 3-Boc 4-Boc 5 6 7 8 9 10 11 12
VytaZok syntézy s HBTU (%) 30 24 21 33 17 21 15 23 0 0 0
Vytazok syntézy s SOCl, (%) 60 63 88 72 73 78 8 35 79 75 53

PretoZe reakcie so sekundarnymi aminmi neprebehli a vytazky u primarnych aminov boli
pomerne nizke, pristupili sme k alternativnemu postupu amidacie. Druhym sp&sobom pripravy
akridin-4-karboxamidov bola reakcia chloridu akridin-4-karboxylovej kyseliny s prislusSnym
aminom za pritomnosti bazy (Schéma 2). Aj vtomto pripade bolo potrebné hydrolyzovat
metylester na karboxylovu kyselinu, ¢i jej sol, ktord bola nasledne prevedena na chlorid kyseliny.
Ten velmi ochotne podstupuje nukleofilnd substituciu s prislusnym aminom. Velkou vyhodou
tohto postupu boli vy$sie vytazky reakcii v porovnani s prvym postupom vyuZivajicim aktivator
a hlavne moznost pripravy derivatov substituovanych sekundarnymi aminmi (Schéma 2). Aktivne
skupiny latok 3-Boc (amino) a 4-Boc (guanidino) bolo potrebné ochranit t-butoxykarbonylom
(Boc) pred amidaciou. Nasledne bola chraniaca skupina odstranena pomocou TFA.
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4.1.3 Syntéza 3. série akridfnchh derivatov (,obratené derivéty”)
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Schéma 3. Syntéza akridinovych derivatov 19 — 24. Reakcné podmienky: i) SOCl,, 80 °C, 1 h; ii) 1. fenol, 110 °C, 15 min;
2. N,N-dimetyletdan-1,2-diamin, 55 °C, 24 h; iii) 1. fenol, 110 °C, 15 min; 2. N,N-dietyletdn-1,2-diamin, 55 °C, 24 h; iv) THF,
nadbytok nasyteného roztoku NaOH v zmesi MeOH:H,0 5:1, rt, 5 min; v) HBTU, TEA, 6-azidohexdn-1-amin, rt, 24 h.

Syntéza 3. série vychdadzala rovnako ako syntéza 1. a 2. série akridinovych z latky 15
(Schéma 1A). Na substituciu v polohe 9 boli v tejto sérii pouzité N,N-dimetyletan-1,2-diamin a N,N-
dietyletan-1,2-diamin, ktoré boli v predchadzajucich séridach pouzité ako substituenty
karboxamidovej skupiny. Substittcia v polohe 9 prebiehala za rovnakych podmienok ako priprava
latky 16. Nasledna bdzickd hydrolyza prisluSnych metylesterov 19 a 22 prebiehala v porovnani s
hydrolyzou latky 16 rychlejsie. Na hydrolyzu metylesterov 19 a 22 stacilo do reakcie za miesania
pridat nasyteny roztok hydroxidu sodného v zmesi MeOH:H,0 5:1, bez nutnosti dlhsieho miesania
pri laboratérnej teplote. Syntéza prislusnych N-6-azidohexyl karboxamidov (21 a 24, Schéma 3)
prebiehala s pomocou aktivatoru HBTU. Boli pripravené dva konecné derivaty. Latka 24
nepreukazala schopnost stabilizovat duplex DNA pri testovani jej schopnosti stabilizovat DNA
duplex v roztoku. Z tohto dévodu sa so syntézou dalsich derivatov tejto série nepokracovalo.

4.1.4 Syntéza 4. série akridinovych derivatov

Syntéza 4. série akridinovych derivatov vychadzala z diesteru 27. Syntéza latky 28 bude
diskutovana az v kapitole popisujucej syntézu 5. série. Latka 29 (Schéma 4) bola pripravena
obdobnym sposobom ako latka 16 (Schéma 2). Rozdiel bol v reakénom ¢ase s POCl;, kedy bolo
potrebné nechat latku 27 reagovat o 30 minat dlhsie kvéli zlej rozpustnosti. Nasledné pokusy
s pripravou dikarboxylatu sodného 30 neboli Uspesné, a preto aj napriek hroziacej von Braunovej
degradécii amidov??” 228 y prostredi POCl; &i SOCI, bola pripravena najprv latka 31 (Schéma 4). T4
bola reakciou s SOCI, prevedena na 9-chlér derivat, ktory bol dalej pouzity na syntézu findlnej latky
32. Latku 32 sa podarilo ziskat v prekvapujico dobrom vytazku 44 %, a to pravdepodobne sthrou
niekolkych faktorov ako bolo skratenie reakéného Casu a znizend elektrénovd hustota na
karboxamidovych skupindch latky 31.
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Schéma 4. Syntéza akridinov 28 — 32. i) 1. POCls3, 140 °C, 1 h; 2. fenol, 110 °C, 15 min; 3. (NH4),COs, 55 °C, 1 h; ii) 1. POCl3,
140 °C, 1,5 h; 2. fenol, 110 °C, 15 min; 3. 6-azidohexyl-1-amin, 55 °C, 16 h; iii) ) THF, nadbytok nasyteného roztoku NaOH
v zmesi MeOH:H0 5:1, rt; iv) N,N-dimetyletdn-1,2-diamin, 108 °C, 24 h; v) 1. SOCl;, 85 °C, 30 min; 2. fenol, 110 °C, 15
min; 3. 6-azidohexyl-1-amin, 55 °C, 24 h.

4.1.5 Syntéza 5. série akridinovych derivatov

Vzhladom na nestabilitu vazby C-N v polohe 9 akridinového jadra v pritomnosti
$tandardne pouzivanych deprotekénych Cinidiel (koncentrovany NH;OH* alebo AMA) u vietkych
predchadzajucich sérii, bola 5. séria akridinov vyvinutd za ucelom pripravy latok stabilnych
v Standardne pouzivanom deprotekénom prostredi. Su¢asne sme sa zamerali na zmenu pol6h
bazického retazca a linkeru s azidoskupinou, ktoré mézu viest k inému typu interakcie s finalnym
duplexom. Na syntézu piatej série akridinov bolo potrebné zvolit novy prekurzor, kyselinu 2-
amino-3-jédbenzoovd (Schéma 1C). Naslednd Ullmannova kondenzacia s kyselinou 2-
jodbenzoovou poskytla kyselinu 33, ktora bola pomocou POCI; a nasledne MeOH prevedena na
metylester 34. Ten bol pouzity ako vychodiskova latka na syntézy piatej série akridinov. Z latky 34
bol pomocou Sonogashirovho couplingu pripraveny 5-alkynylovany derivat 35 s hydroxylovou
skupinou na konci hexynylového retazca. Z nej bol pripraveny prislusny metansulfonat, z ktorého
bol in situ pripraveny azidoderivat 36. Ztohto azidoderivatu bolo potrebné pripravit 9-
aminoderivat 37. Vtomto pripade poslizZila modelovd syntéza latky 28 zo 4. série, ktora bola
pripravend za uUcelom overenia moZnosti pouzitia (NH4),COs; ako alternativneho zdroja
aminoskupiny v polohe 9 k Standardne pouzivanému plynnému amoniaku. Priprava latky 28 bola
Uspesna s vytazkom 78 %, a preto je moZné tento spdsob pripravy 9-aminoderivatov akridinov
pouzit ako vhodnejsi Nasledny pokus o pripravu latky 37 nebol UspeSny, nie vsak kvdli
aminacnému cinidlu. Pri tejto reakcii doSlo primarne k intramolekuldrnej cykloadicii azidu na
trojitu vazbu a bola pripravena latka 37-1 (Schéma 5). Latka 36 bola pouZita taktieZ na modelovu
reakciu aminolyzy metylesteru, ktord poskytla pozadovany produkt 38 v nizSom vytazku (35 %).
Latka 38 nebola prevedenda na 9-aminoderivat, ato uZ zvysSie spominaného dévodu
intramolekularnej cykloadicie.
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36 (88 %)
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Schéma 5. Syntéza akridinov 35 — 38-1. i) Cul, Pd(PPhs),, CHCl3, TEA, hex-5-yn-1-ol, 30 min, 60 °C; ii) 1. DCM, TEA, MsCl;
2. NaNs, DMF, 3 h, 60 °C; iii) 1. POCls, 140 °C, 1 h; 2. fenol, 110 °C, 15 min; 3. (NH4)2COs, 55 °C, 1 h; iv) ) N,N-dimetyletdn-
1,2-diamin, 108 °C, 1 h.

Po tychto nie velmi Uspesnych pokusoch bola zvolena nova synteticka stratégia. Latka 34
bola pomocou SOCI; prevedend na aromaticky 9-chlérderivat, ktory bol pouzity na pripravu latky
39. Na pripravu tejto latky bol ako zdroj aminoskupiny pouZity vysSie spominany (NH4),COs.
Produkt bol ziskany vo vysokom vytazku, takmer 90 %. Nasledne bola pripravena a izolovana latka
37 (Schéma 6). Pokusy o jej charakterizaciu neboli Uspesné, vzhladom na jej nestabilitu. Pri Cisteni
pomocou stipcovej chromatografie sa latka nerozkladala, no kjej ¢iastoénému rozkladu
dochdadzalo vidy pri pokuse o oddestilovanie rozpustadiel mobilnej fazy za znizeného tlaku aj
teploty. Cisté NMR spektrum tejto latky sa nepodarilo ziskat. Vtomto momente bola zvolend
dalSia syntetickd stratégia vychadzajuca z latky 39. Z nej bola aminolyzou pripravena latka 40
s vysokym vytazkom 91 %. Latka 40 bola podrobena Sonogashirovmu couplingu s hex-5-yn-1-
metdnsulfonatom za vzniku nestabilného medziproduktu, ktory bol bez Cistenia prevedeny na
finalny azidoderivat 41 (Schéma 6). Latku sa podarilo pripravit pri reakcii v malom mnozstve (100
mg) s vytazkom 47 %. Pokusy o pripravu vacsieho mnoiZstva latky dosahovali omnoho nizsie
vytazky spésobené intramolekularnou click reakciou (Schéma 6).

o

00

NHz 39 (87 %) NH; 41 (47%)
40 (91%

NH, 37 (64 %)
Schéma 6. Syntéza akridinov 37, 39 —41. i) 1. SOCl;, 80 °C, 1 h; 2. fenol, 110 °C, 15 min; 3. (NH4),COs, 65 °C, 1 h; ii) N,N-

dimetyletan-1,2-diamin, 60 °C, 4 h; iii) Cul, Pd(PPhs)s, CHCls, TEA, hex-5-yn-1-metdnsulfondt, 60 °C; iv) 1. Cul, Pd(PPhs),,
CHCls, TEA, hex-5-yn-1-yl metdnsulfondt, 45 °C, 2 h; 2. NaNs, DMF, 3 h, 60 °C.
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Kvoli zabraneniu intramolekularnej cykloadicii sme sa rozhodli pripravit derivat akridinu
44 sredukovanou trojitou vazbou. Jeho syntéza najprv vychadzala zlatky 40 (Schéma 7).
Sonogashirovym couplingom bola pripravena latka 42 s hydroxyskupinou na konci hexynylového
retazca. V porovnani s couplingom latky 34 (metylester akridonu) prebiehal coupling v tomto
pripade pomalSie a potreboval o 2,5 h dlhsi reakény ¢as. Na redukciu trojitej vazby latky 42 bolo
potrebné tato latku najprv rozpustit vo vhodnom rozpustadle (kompatibilnom s pouzitym
reduktorom H-Cube®). Nasledne bolo potrebné optimalizovat podmienky redukcie, kedy bolo
zistené, Ze za tlaku 10 bar prebiehala redukcia na dvojitu vazbu. ZvySenim tlaku v reakcii na 30 bar
doslo k redukcii na dvojitu a jednoduchd vazbu. Nasledne bol tlak zvyseny na 50 bar a prietok
celou s katalyzatorom znizeny na 0,5 ml/min, ¢o viedlo k redukcii na jednoducht vazbu (latka 43).
Latka 43 bola znecistena priblizne 10 % latky s dvojitou vdzbou (podla tudajov z TLC-MS). Dalsie
zvysSenie tlaku na 70 bar neprinieslo zlepsenie redukcie trojitej vazby, naopak doslo k vyraznému
rozkladu latky 43. V dalSom kroku reagovala latka 43 s MsCl, avSak k vytvoreniu produktu nedoslo
pravdepodobne kvoli reakcii saromatickou aminoskupinou v polohe 9. Preto bola ako
vychodiskova latka pre dalSie syntézy zvolena latka 35 (Schéma 8). Latka 35 bola za nizsieho tlaku
(30 bar) arovnakej teploty redukovand vo vysokom vytazku 85 %. Z latky 45 bol nasledne
pomocou metansulfonatu pripraveny azidoderivat 46. Zneho bol, uz vysSie spominanym
postupom pomocou (NH;),COs, pripraveny 9-aminoderivat 47, a to v relativhe dobrom vytazku 67
%. Latka 47 bola nasledne jednoduchou aminolyzou metylesteru prevedend na findlnu latku 44.

OH
OH Ns
;\J/ ;\J/ Ijl/ ;\l/
| O« NH Il Oy NH Oy NH O NH

N N . N ; N

~ | ~ I N I ~
C0 Co0—— 0 D

NH, 40 (91%) NH, 42 (87 %) NH, 43 (31 %) NH, 44

Schéma 7. Syntéza akridinov 42 — 44. i) Cul, Pd(PPhs),, CHCl3, TEA, hex-5-yn-1-metdnsulfondt, 60 °C; ii) Pd/C, MeOH, 45
°C, 50 bar, 0,5 ml/min (H-Cube®); iii) 1. DCM, TEA, MsCl; 2. NaNs, DMF, 3 h, 60 °C.
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Schéma 8. Syntéza akridinov 44 —47. i) Pd/C, MeOH, 45 °C 30 bar, 0,5 ml/min (H-Cube®); ii) 1. DCM, TEA, MsCl; 2. NaNs,
DMF, 3 h, 60 °C, iii) 1. SOCl,, 80 °C, 1 h; 2. fenol, 110 °C, 15 min; 3. (NH,4),COs3, 65 °C, 1 h; iv) N,N-dimetyletdn-1,2-diamin,
60 °C, 1 h.

4.1.6 Syntéza modifikovaného sperminu a Hoechstu 33258

Na porovnanie aktivity akridinov boli vybrané dalSie dve skupiny latok, a to polyaminy
(spermin, DETA, TETA, TEPA) a MGB (Hoechst 33258). Zo sperminu bol pripraveny jeho
azidoderivat 48 a z Hoechst 33258 bol pripraveny jeho alkylovany derivat nesuci azidoskupinu (49,
Obrazok 37), aby mohli byt nasledne konjugované sON. Syntéza azidosperminu bola
publikovand.?®® Syntéza latky 49 Williamsonovou reakciou bola indpirovand publikovanymi
postupmi.??® Samotna syntéza latky 49 bola jednoduchd, av$ak nasledné Cistenie latky 49 bolo
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vyzvou. Kvoli vysokej fotolabilite, bolo nutné latku Cistit za nepritomnosti svetla, ¢o spésobovalo
nemalé problémy pri odoberani jednotlivych frakcii pri ¢isteni pomocou stipcovej chromatografie.
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Obrdzok 37. Struktury pouZitych Idtok 48, 49 a §truktury syntetickych polyaminov (DETA, TETA, TEPA).

4.2 Testovanie vplyvu akridinov, polyaminov a MGB na T, duplexu volne v roztoku
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Obrdzok 38. (A) Meltingové krivky duplexov Ci+T, v pritomnosti akridinov 2 (modrda), 4 (Cervend), 11 (prerusovand
zelend) pri koncentrdcii akridinov 6,25 uM a C,+T, bez pridaného akridinu (Cierna). (B) Princip testovania aktivity
akridinov volne v roztoku.

VyssSie zmiefiované latky boli testované na schopnost ovplyvriovat teplotu topenia (Tm)
duplexu DNA volne v roztoku v zavislosti na ich koncentracii (Obrazok 39) [P1]. Akridiny boli
pridané k roztoku modelového duplexu DNA tvoreného C, (5'-FAM) a T, (3'-BHQ1) sekvenciou
(Tabulka 3). Nasledne prebehla termalna denaturacia s postupnym zvySovanim teploty a meranim
fluorescencie. V rdmci duplexu je fluorescencia FAM zhasnutd vdaka kratkej vzdialenosti medzi
FAM a zhasa¢om BHQ1. Pri zvySovani teploty dochddza k topeniu duplexu a reportér so zhdsacom
sa dostdvaju do vacsej vzdialenosti a dochdadza k nérastu fluorescencie (Obrazok 38). Zo zavislosti
fluorescencie na teplote mozno nasledne stanovit Ty, pre dany testovaci systém. PouZita sekvencia
modelového duplexu je suéastou systému na detekciu sekvenénych zmien v HFE géne. Ty, tohto
duplexu bola stanovend v pritomnosti a nepritomnosti testovanych akridinov. Zvysenie teploty
topenia (ATn) bolo spocitané ako rozdiel medzi hodnotou T, s aTm bez pritomnosti
odpovedajuceho akridinu. V Tabulka 2 su pre porovnanie uUcinnosti jednotlivych akridinov
uvedené hodnoty AT, pri koncentracii akridinov 6,25 uM. Na zaklade tychto testov bolo mozné
odvodit vztahy medzi $truktdrou a G¢inkom (SAR). Zo ziskanych dat z 1. a 2. série bolo mozné
vyvodit zakladné SAR:

(1) Akridiny nesuce terciarnu karboxamidovu skupinu nezvysuju T, ani pri vysokych
koncentraciach (100 uM, viz napr. latky 2 a 10). Akridiny nestce sekundarnu karboxamidovu
skupinu vykazuju najvysSiu aktivitu. Tento rozdiel sa zdda byt vsulade s publikovanymi
krystalografickymi Udajmi o interakcii akridinov s DNA, kde pritomnost vodikového atému na
dusiku karboxamidovej skupiny vytvarala doleZiti vodou-premostend vodikovd vazbu na
fosfatovu skupinu kostry DNA,%°
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(2) Nepritomnost bazickej skupiny v boénom retazci karboxamidu (latka 9) ¢i zmena
karboxamidovej skupiny na skupinu karboxylovu (latka 17) viedli k Uplnej strate schopnosti
zvy$ovat teplotu topenia.?°

(3) Samotné nesubstituované akridinové jadro ma tiez schopnost stabilizacie (latka 1).
Avsak nepritomnost karboxamidove] skupiny vyrazne znizuje schopnost stabilizovat duplex DNA
v porovnani so sekundarnymi karboxamidmi nestcimi bazickud skupinu.

(4) Pritomnost bazickej skupiny v postrannom retazci vyrazne prispieva k stabilizacii (viz
latka 9 alatky 2-8). Jej charakter (hlavne velkost) ovplyvriuje vysledni schopnost stabilizacie
duplexu. Cim mensia je bazicka skupina (napr. 2 a 3), tym vysia je stabilizicia duplexu.[P1]

(5) Optimalna vzdialenost medzi karboxamidovou skupinou a bazickou skupinou
postranného retazca st dva atomy uhliku.

Na zaklade testov schopnosti stabilizacie duplexu boli vybrané akridiny (2, 3 a 4) vhodné
na kovalentnd modifikaciu sond. Z dalSich sérii latok pripravenych neskor boli testované
nasledujuce latky: 18, 24, 32 a 41. Latka 18 (planovany prekurzor pre latky 3. série) obsahujuca
karbonyl v polohe 9 nezvySovala termalnu stabilitu a ani latka 24 zastupujuca 3. sériu, kde bolo
obratené umiestnenie substituentov na akridinovom jadre, nezvySovala termdlnu stabilitu
duplexu, pripadne aZ pri vysokej koncentracii a aj to len velmi mierne. Latka 32 (4. séria) nesuca
dve karboxamidové skupiny v polohach 4 a 5 mala v porovnani s najlepsou latkou 1. a 2. série (2)
porovnatelnu (iba mierne nizsiu) schopnost stabilizovat duplex. Latka 41 zastupujica 5. sériu
akridinov, s postrannym retazcom viazanym prostrednictvom vazby C-C v polohe 5, stabilizovala
duplex porovnatelne ako ldtka 2. Z polyaminov fungoval iba spermin, ostatné syntetické
(poly)etylénaminy neboli schopné stabilizovat duplex. U¢innost sperminu a farbiva Hoechst 33258
bola nizsia nez uéinnost najlepsich akridinov. Z vy$sie uvedeného boli odvodené dalsie SAR:

(6) Vazba postranného retazca s bazickou skupinou do polohy 9 avéazba neutrdlneho
linkeru nesuceho azidoskupinu do karboxamidu v polohe 4 mali vyrazne negativny vplyv na
schopnost latky 24 zvySovat termalnu stabilitu duplexu DNA.

(7) Pridanie dalsej karboxamidovej skupiny nestcej bazicky postranny retazec do polohy
5 neviedlo k vyrazne lepsim vysledkom, naopak malo skér mierne negativny efekt.

(8) Akridiny so sekundarnou karboxamidovou skupinou a bazickym postrannym retazcom
mali vSeobecne vyrazne lepsie stabilizacné vlastnosti ako latky z inych skupin stabilizatorov
(polyaminy, MGB, Obrazok 39B).

(9) Termalnu stabilitu duplexu DNA s schopné ovplyvnit iba biogénne polyaminy so
spravnym rozmiestnenim aminoskupin v retazci (napr. spermin). Pocet aminoskupin v retazcoch
syntetickych polyaminov (DETA, TETA, TEPA) ma zanedbatelny vplyv na schopnost stabilizovat
duplex DNA.
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Tabulka 2 Zvysenie teploty topenia duplexu C,+T, v pritomnosti testovanych akridinov (Cakridinov) = 6,25 UM).

Latka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 17 18 24 32 41
AT, 2,07 12,00 9,93 4,47 3,60 6,80 5,13 4,87 0,27 0,07 0,07 0,00 0,13 0,07 0,13 8,33 10,5
(°Cr; + + + + + + + + + + + + + + + + +
0,09 0,19 0,34 043 0,28 00 0,19 0,33 0,23 009 00 00 00 009 00 0,0 0,6
A B
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Obrdzok 39. Testovanie schopnosti Idtok zvySovat termdlinu stabilitu (teplotu topenia) duplexu DNA. A) porovnanie
vlastnosti akridinov 1. a 2. série (1 - 17); B) porovnanie vlastnosti akridinov 2, 24 (3.séria), 32 (4.séria), 41 (5.séria),
sperminu, syntetickych polyaminov TEPA, TETA, DETA a Hoechstu 33258. Bodkovand Ciara oznacuje AT, pri koncentrdcii

6,25 uM.

4.3 Priprava modifikovanych ON sond
4.3.1 Modifikacia ON sond na pevnej faze

Testované sondy boli za ucelom dalSieho vyskumu stabilizacie duplexu konjugované

s u€innymi akridinmi na pevnej faze pomocou SPAAC, tj click chémie bez katalyzy mednymi

katidnmi. Na tento ucel boli do ON sond priich syn

téze inkorporovani modifikované T bazy nesuce

DBCO (struktura viz Obrazok 35). Uzavretie linedrnej trojitej vazby do cyklooktynového kruhu

vedie k pnutiu a zvySeniu reaktivity trojitej vazby. Kondenzaciou dvoch benzénovych jadier na
cyklooktyn do poloh [a,e] dochadza k dalSiemu zvySeniu pnutia trojitej vazby a k dalSiemu
zvysSeniu reaktivity takto substituovaného cyklooktynu, viz. Obrazok 34
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N3

Obrazok 40. Schematické zndzornenie principu click reakcie na pevnej faze a ndsledného odstiepenia a deprotekcie ON
sond.

SPAAC prebiehala za miernych reakénych podmienok, tj. laboratérna teplota a trepanie, a
poskytla vysoké vytazky. Pri reakcii reaguje azidoskupina pouzitého akridinu s aktivovanou trojitou
vazbou DBCO (Obrazok 40). Priebeh reakcie na pevnej faze (CPG support) umoznuje jednoduchym
premytim pevnej fazy Cistym rozpustadlom, odstranenie a recyklaciu prebytocného akridinu,
pripadne inej Iatky. ON sondy, pouzité na modifikaciu akridinmi na pevnej faze, boli navrhnuté ako
Cast HFE génu obsahujlca dve zname SNVs. Na syntézu samotnych ON sond, pomocou RNA/DNA
syntetizéru, boli pouzité UltraMild chranené fosforamiditové monoméry. Sondy boli znacené na
5’-konci reportérom FAM, ktory sluzil k neskorsim meltingovym analyzam. Tri sondy, v Tabulka 3
oznacené hviezdickou, boli navrhnuté bez znacenia FAM, aby bolo moZné pomocou
fotofyzikadlnych merani Studovat interakciu akridinu 2 so samotnou sondou as duplexom
a nedochéadzalo k interferencii s absorpciou alebo fluorescenciou fluoresceinu.

ON sondy pouZité v tejto praci boli navrhnuté s roznou dizkou sekvencie (13 (S) a 18 (L)
baz), umiestnenim DBCO v réznych pozicidch sekvencie (pozicie 1, 7 a 13) a s réznym poctom
DBCO v sekvencii. ON sondy maju sense orientaciu odpovedajucu Wild typu HFE génu. V sekvencii
boli vdaka tomu pritomné chybne parované bdazy v pripade S65C A>T variantu a H63D C>G
variantu. Na zaklade vysledkov testov schopnosti stabilizacie duplexov v roztoku boli zvolené tri
aktivne akridiny (2, 3 a 4) a jeden neaktivny akridin (11).[P1] K tejto Stvorici akridinov boli neskér
pridané dalSie akridiny, a to 32 a 41. Na tcel porovnania boli pripravené aj ON sondy modifikované
polyaminom 47 a MGB 48. Modifikacia ON sond pomocou akridinu 3 nebola Uspesna ani po
niekolkych opakovanych pokusoch. V HPLC chromatograme neboli viditelné piky odpovedajice
ON sondam modifikovanym akridinom 3. Preto tieto ON sondy nie su uvedené v Tabulka 3 a ani
vo vysledkoch.
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Tabulka 3. Oznacenie a sekvencie pripravenych sond na CPG. S — krdtka sonda (13 bdz), L — dlhd sonda (18 bdz), 1/7/13
— pozicie DBCOAT nukleotidu. * sonda neznacend FAM (fluorescein).

Sonda Sekvencia sondy

S_1%* 5°-[DBCOdT]GA TCA TGA GAG T-3"-Phos

S_7 FAM-5"-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG T-3’-Phos

S_13 FAM-5"-TGA TCA TGA GAG [DBCOdT]-3"-Phos

L_1* 5°-[DBCOdT]GA TCA TGA GAG TCG CCG-3'-Phos
L7 FAM-5"-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG TCG CCG-3"-Phos
L_7* 5'-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG TCG CCG-3"-Phos
L_13 FAM-5"-TGA TCA TGA GAG [DBCOdT]CG CCG-3"-Phos
L 7,13 FAM-5"-TGA TCA [DBCOdT]GA GAG [DBCOdT]CG CCG-3'-Phos
Kontrola Sekvencia kontroly

Cs FAM-5"-TGA TCA TGA GAG T-3"-Phos

C FAM-5"-TGA TCA TGA GAG TCG CCG-3’-Phos

Kéd ciela Sekvencia ciela

Ts 5'-ACT CTC ATG ATC A-3'-BHQ1

T, 5’-CGG CGA CTC TCA TGA TCA-3’-BHQ1

Ts(a) 5°-ACA CTC ATG ATC A-3°-BHQ1

Ts( 5°-ACT CTC ATC ATC A-3°-BHQ1

Tua) 5’-CGG CGA CAC TCA TGA TCA-3'-BHQ1

Tie 5’-CGG CGA CTC TCA TCA TCA-3'-BHQ1

4.3.2 Deprotekcia a Cistenie modifikovanych ON sond

UltraMild chranené bazy boli pouZité z dovodu zndmej nestability vazby C-N v polohe 9
akridinov 1. a 2. série v pritomnosti koncentrovaného hydroxidu amdénneho, ktory sa standardne
pouzZiva na odstiepenie adeprotekciu ON. Pri pouziti tohto cinidla dochadza k substitucii
azidoalkylaminového retazca v polohe 9 za aminoskupinu. Tymto spdsobom dochéadza
k odstraneniu akridinu z modifikovanych ON sond. Toto deprotekéné ¢inidlo nebolo mozné pouzit
v pripade modifikacie ON sond akridinmi 2, 4, 11 a 32. Vdaka UltraMild chraniacim skupinam bol
pouzity 0,05 M K;CO; v MeOH, v pritomnosti ktorého je vazba C-N v polohe 9 stabilnd. Samotné
odstiepenie a deprotekcia ON sond prebiehali podla odporuc¢aného deprotekéného postupu
s predizenim reakéného ¢asu na 8 h.

Po odstiepeni z pevnej fazy boli vSsetky sondy analyzované a purifikované pomocou HPLC
na koléne Luna-PhenylHexyl a s mobilnou fazou TEAA v r6znych pomeroch s ACN (Tabulka 4).
Podmienky separacie boli optimalizované a pouZité pri semipreparativnej HPLC purifikacii sond.
Absorpcné spektra (Obrazok 41B) analyzovanych sond mali charakteristické spektrdlne rysy pre
ON retazec (pas pri 260 nm), akridin (450 nm) a FAM (495 nm). Zaujimavostou bola pritomnost
dvoch pikov s priblizne rovnakou intenzitou (Obrazok 41A). Tieto piky boli pozorované pocas
analyzy vSetkych sond obsahujucich akridin, MGB ¢i polyamin (viz. Priloha 1 a 2, Obrazok 54,
Obrazok 55). U sond modifikovanych akridinom 32 sa piky prekryvali tak, Ze vyzeraju ako jeden.
Pri blizSom skimani bolo zistené, ze pravdepodobne vplyvom druhej karboxamidovej skupiny
v kombindcii so zloZzenim MF boli elu¢né casy pikov tychto sond velmi podobné. Z tohto dévodu
sa dva piky tychto sond javia na chromatogramoch ako jeden (viz. Priloha 2, Obrazok 55A-D).
Jedinou vynimkou boli sondy modifikované akridinom 41, ktoré mali iba jeden pik. Piky vSetkych
sond mali rovnaké absorpcné spektra (Obrazok 41B). Po purifikacii boli sondy charakterizované
pomocou MS MALDI-TOF (Obrazok 41C), ktord potvrdila spravnu hmotu. Mozné vysvetlenie pre
pritomnost dvoch pikov na HPLC chromatogramoch je zaloZené na pritomnosti dvoch polohovych
izomérov vychdadzajucich z click reakcie akridinov, MGB a polyaminu s nesymetrickym DBCO
(Obrazok 40) aje dalej podporené pozorovanim troch pikov (v pomere 1:2:1) v pripade sond
L_7,13_2 alL_7,13_4, ktoré boli znacené dvoma molekulami akridinu (Obrazok 54, viz priloha 1).
Pritomnost iba jedného piku usond modifikovanych akridinom 41 bola pravdepodobne

55



spésobena vznikom len jedného polohového izoméru. Vznik jedného polohového izoméru bol
pravdepodobne sp6sobeny sterickym branenim karboxamidovej skupiny v polohe 4 akridinu 41

pri reakcii s DBCO.
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Obradzok 41. (A) Chromatogram sondy S_7_2 (A = 260 nm). (B) Absorpcné spektrd dvoch pikov na chromatograme (A).

(C) hmotnostné spektrum sondy S_7_2.

Na zvysSenie stability a moZnosti pouzivat akridiny taktieZz s ON chranenymi beZnymi
chrdniacimi skupinami na fosformamiditoch bol vyvinuty synteticky postup na pripravu akridinu
41, ktory ma linker pripojeny cez C-C vazbu. ON sonda modifikovana akridinom 41 bola na
overenie hypotézy o stabilite vazby akridinu 41 na retazci ON v pritomnosti koncentrovaného
NH4OH odchrdnena tymto deprotekénym cinidlom. Nukleové bazy ON sondy boli sice chrdnené
UltraMild chraniacimi skupinami, avsak tie je mozné odchranit aj pouZitim NH,OH podas dvoch
hodin. Hypotéza o stabilite akridinu 41 v prostredi koncentrovaného NH;OH sa potvrdila
pritomnostou jedného piku na HPLC chromatograme, ktory svojim absorpénym spektrom
odpovedal ON sonde modifikovanej akridinom 41 odchranenej pomocou 0,05 M K,COs v MeOH

(Obrazok 42).

Tabulka 4. Zoznam pripravenych sond modifikovanych akridinmi, optimdlne zloZenie mobilnej fazy pre HPLC analyzu

Nazov Stabilizator

sondy

NNNBPRARAPA,BANNNNN

[y
[y

Mobilna
faza
(ACN:TEAA)

18:82
18:82
18:82
18:82
22:78
19:81
19:81
18:82
18:82
22:78
17:83
18:82
17:83
18:82

Nazov sondy Stabilizator Mobilna faza
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32
32
32
32
41
41
41
41
41
48
48
48
48
49

(ACN:TEAA)

18:82
18:82
17:83
17:83
18:82
18:82
17:83
17:83
22:78
17:83
18:82
15:85
17:83
22:78
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Obrazok 42. (A) HPLC chromatogram sondy S_7_41 odchrdnenej 0,05 M K,CO3 v MeOH (modrd) a koncentrovanym
NH4OH (Cervend). (B) Absorpcné spektrum merané v maximdch pikov sondy odchrdnenej 0,05 M K;COs v MeOH
(prerusovand cierna) a koncentrovanym NH4OH (pInd oranZovd).

4.4 Studia interakcie akridinovych derivatov s DNA

Akridin 2, s najvy$sou hodnotou ATy, z latok 1. a 2 série, bol vybrany na Studium interakcie
akridinov s jednovldaknovou a dvojvldaknovou DNA (ssDNA, dsDNA). Na Studium interakcie akridinu
2 s DNA pomocou absorpénej titracie boli vybrané tri typy DNA, podla obsahu jednotlivych baz
(Tabulka 5), a to AT-bohata DNA, GC-bohata DNA a HFE DNA (vyvazeny pomer AT a GC). Po pridani
dsDNA do roztoku akridinu 2 boli pozorované bathochromné a hypochromné posuny v jeho
absorpcénom spektre (Obrazok 43A-C). Rovnako bol pozorovany pokles fluorescencie a zmeny
v emisnom spektre (Obrazok 43E-G). Zmeny fluorescencie a emisného spektra boli vyraznejsie po
pridani GC-bohatej a HFE dsDNA. Zmeny v absorpénom a emisnom spektre naznacuju vyznamné
Tt-1t interakcie akridinového jadra s nukleovymi bazami. Podobné zmeny v absorpcnych spektrach
boli pozorované aj u 9-aminoakridinu viazaného do poly (dA).poly (dT) duplexu.?! Rovnako boli
popisané podobné zmeny emisného spektra N-{[N-(2-dimetylamino)etyl]akridin-4-karboxamid}-
a-alaninu viazaného do ctDNA (calf thymus DNA). 22 Kvalitativne zmeny absorpéného a emisného
spektra akridinu 2 viazaného do GC-bohatého a AT-bohatého duplexu poukazuju na mierne
odlidné interakcie stymito nukleovymi bdzami.?®! Absorpéné aemisné spektrum akridinu 2
viazaného do HFE a GC-bohatého duplexu su takmer zhodné (Obrdzok 431,]). Z vyssie uvedenych
informacii vyplyva preferencia akridinu 2 k GC-bohatej sekvencii v porovnani s AT-bohatou
sekvenciou. Tieto zdvery potvrdzuju aj kvantitativne data z titracie, u ktorych bola pozorovana
strmsia vazbova izoterma u GC-bohatej a HFE dsDNA (Obrazok 43D) v porovnani s izotermou AT-
bohatej dsDNA. Vazbova izoterma z fluorescencie (Obrazok 43H) dalej podporuje preferenciu
k GC-bohatej sekvencii, i ked' v porovnani s izotermou z absorpcie nie je rozdiel medzi GC-bohatou
a AT-bohatou dsDNA tak viditelny. Preferenciu akridinu 2 k GC-bohatej dsDNA je mozné vysvetlit
orientaciou akridinového jadra karboxamidovou skupinou do velkého Zliabku DNA,?%% 233 ktory je
hlbsi prave v GC-bohatej ¢asti DNA a poskytuje vacsi priestor pre karboxamidovu skupinu. Naviac
tymin svojimi metylovymi skupinami v AT-bohatej Casti pravdepodobne mierne stericky brani
zanoreniu karboxamidovej skupiny do velkého Zliabku.
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Tabulka 5. ON duplexy pouZité na studium interakcie akridinu 2 s ONs. Sense vidnka (pouZité ako ssDNAs v studii) su
vyznacené cervenym obd[Znikom.
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Obrdzok 43. Zmeny absorpcného spektra (A—C) a emisného spektra (E—G)(Aex = 380 nm) akridinu 2 (20 uM) pocas titrdcie
AT-bohatou (A, E), GC-bohatou (B, F), a HFE (C, G) dsDNA v reakénom pufri. (D, H) Zmeny absorpcie pri 417 nm (D) a
emisie pri 530 nm (H) akridinu 2 pocas titracii dsDNA (AT-bohatd — zelend, GC-bohatd — cervend, HFE — modrd), a ssGC-
bohata (fialovad). (I, J) Porovnanie absorpcného (1) a emisného (J) spektra akridinu 2 (20 uM) viazaného do AT-bohatej
(zelend), GC-bohatej (Cervend) a HFE (modrd) dsDNA (20 uM). (K) Schéma principu experimentu.

Podobne bola studovana aj interakcia akridinu 2 so ssDNA. Vzhladom na nachylnost tvorby
sekundarnych Struktdr u ssDNA bola urobena na absorpcii zaloZzena meltingova analyza, pocas
ktorej neboli pozorované vyrazné zmeny absorpcného spektra (Priloha 5, Obrazok 58). Tieto
vysledky potvrdzuju, Ze sekundarne Struktiry u skimanych ssDNA su pri teplotach pouzitych
v tejto Studii nestabilné, ateda je nepravdepodobné, Ze boli pritomné. Zmeny absorpéného
a emisného spektra pozorované pocas titracie akridinu 2 pomocou ssDNA boli velmi podobné
zmendm pozorovanym pri titracii pomocou dsDNA. Opat boli pozorované hypochromné
a bathochromné zmeny v absorpcnom spektre pri titracii vdetkymi troma typmi ssDNA (Obrazok
44A-C). Boli pozorované mierne odlisné zmeny v absorpcénych spektrach pri titracii AT-bohatou
a GC-bohatou sekvenciou. Absorpcné spektra boli pri titracii ssDNA v porovnani so spektrami pri
titracii dsDNA mierne posunuté k nizéim vinovym dizkam (Obréazok 441, J). Zmeny vo vizbovych
izotermach HFE, GC-bohatej a AT-bohatej sekvencie boli zanedbatelné (Obrazok 44D, H).
V porovnani s izotermami interakcii s dsDNA boli izotermy interakcii so ssDNA podstatne menej
strmé, ¢o naznacuje omnoho slabsie interakcie so ssDNA. Rozdiely vo vazbovych izotermach HFE,
GC- a AT-bohatej ssDNA ziskanych z emisnych spektier boli vyraznejsie (Obrazok 44H) v porovnani
s absorpénymi izotermami ssDNA ¢i vazbovymi izotermami s dsDNA (Obrazok 43H). Absorpcné
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a emisné spektrum akridinu 2 viazaného na GC-bohatu a HFE ssDNA boli takmer totozné, ¢o opat
potvrdzuje preferenciu akridinu 2 pre GC-bohatu sekvenciu. Pravdepodobné vysvetlenie
interakcie akridinu 2 so ssDNA je zaloZené na stackingu planarneho jadra s nukleovymi bazami.?*
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Obrazok 44. Zmeny absorpcného spektra (A—C) a emisného spektra (E—G)(Aex = 380 nm) akridinu 2 (20 uM)pocas titrdcie
AT-bohatou (A, E), GC-bohatou (B, F), a HFE (C, G) ssDNA v reakcnom pufri. (D, H) Zmeny absorpcie pri 417 nm (D) a
emisie pri 530 nm (H) akridinu 2 pocas titrdcii ssDNA (AT-bohatd — zelend, GC-bohatd — Cervend, HFE — modra). (1)
Porovnanie absorpcného spektra akridinu 2 (20 uM) viazaného do AT-bohatej (zelend), GC-bohatej (Cervend) a HFE
(modrd) ssDNA (20 uM). (J) Porovnanie absorpcného spektra akridinu 2 (20 uM) viazaného do AT-bohatej (zelend), GC-
bohatej (Cervend) a HFE (modrd) ssDNA (plné Ciary) a dsDNA (prerusované ciary) (20 uM). (K) Porovnanie emisnych
spektier (Aex = 380 nm) akridinu 2 (20 uM) viazaného do AT-bohatej (zelend), GC-bohatej (Cervend) a HFE (modrd) ssDNA
(20 uM). (L) Porovnanie emisnych spektier (Aex = 380 nm) akridinu 2 (20 uM) viazaného do AT-bohatej (zelend), GC-
bohatej (Cervend) a HFE (modrd) ssDNA (pIné Ciary) a dsDNA (prerusované Ciary) (20 uM).

Na urcenie stechiometrie viazania akridinu 2 na ssHFE a vSetky typy dsDNA bol urobeny
Job's plot. Zo zostrojenych grafov je zrejmé, Ze sa na jeden duplex DNA (dsDNA), pripadne na
ssDNA, viaZe priblizne 9 molekul akridinu 2 (Obrazok 45). Tie su viazané na 18 baz dlhu ssHFE di
dsDNA pravdepodobne striedavo, na kazdy druhy par baz.
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Obrazok 45. Grafy interakcie akridinu 2 (Job’s plot) s dsHFE, ssHFE, dsAT, dsGC (merané ako absorpcia akridinu pri 417
nm).

4.5 Studie terméalnej denaturacie sond znaéenych FAM a stabilizétorom

Ako prvé boli testované sondy konjugované s akridinmi 1. a 2. série (2, 4 a 11, Priloha 6,
Obrazok 59). Neskor boli testované aj sondy konjugované s akridinmi 4. a 5. série (32 a 41, Priloha
6, Obrazok 59), ktoré boli doplnené o testy sond modifikovanych polyaminom 48 a MGB 49 (viz.
nizsie). Studie termalnej denaturacie duplexov sond znaéenych FAM a akridinom nadvizovali na
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testovanie vplyvu akridinov na termalnu stabilitu duplexov volne v roztoku. Sondy pouZité v tychto
§tadiach (Tabulka 4) sa lisili dizkou retazca (13 bazové (S), 18 bazové (L)), typom kovalentne
viazaného akridinu (2, 4, 11), po¢tom akridinov (jeden alebo dva) a poziciou tejto modifikacie
v sekvencii [P1]. VSetky sondy znacené FAM a akridinom boli testované v redlnom meltingovom
systéme pre HFE gén s cielovymi komplementarnymi sekvenciami znacenymi zhasacom BHQ1 (Ts
— 13 baz, T, —18 bdz) a neskér aj so sekvenciami obsahujucimi SNVs. Meltingové krivky (merané
ako narast fluorescencie FAM po rozvolneni duplexu) vsetkych sond mali sigmoidny tvar
porovnatelny s tvarom meltingovej krivky kontrolnych sond (Obrazok 46A). Derivaciou kriviek
bolo moziné potom ziskat grafy s tzv. ,meltingovymi pikmi“ (napr. Obrazok 20B, D), kde bolo
mozné odéitat T, ako maximum krivky a vysledky lahko medzi sebou porovnat. Na grafoch
meltingovych kriviek akridinmi modifikovanych sond L_7_4 aL_13_4 su zdanlivo viditelné dva
prechody (Obrdzok 46). Prechod pri nizSich teplotdch je v meltingovych pikoch detekovatelny ako
mierna vina. Pravdepodobnou pri¢inou vyskytu takychto artefaktov na zaciatku meltingovych
pikov vyssie spominanych sond je lokdlne rozvolfiovanie interakcie medzi akridinom a FAM (tie
mozu tvorit heterodimér), ktoré je zavislé na pozicii modifikacie v sekvencii. Pri porovnavani
meltingovych pikov sond L_7_4 al_13_4 je viditelny vacsi vplyv artefaktu na zaciatku
meltingového piku usondy L_7_4, ktord ma akridin viazany blizSie k FAM na 5’-konci. Je
pravdepodobné, Ze sa kratSia vzdialenost medzi akridinom a FAM prejavuje vyraznejsim
artefaktom na zaciatku meltingového piku sondy L_7_4. Artefakty na zaciatku meltingovych pikov
vSak nemali vplyv na analyzu meltingovych pikov a uréenie Ty, (Obrdzok 46).
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Obrazok 46. Porovnanie meltingovych kriviek(A) a odpovedajtcich meltingovych pikov (B) sond L_7_4 (modra), L_13 4
(Cervend) v plne komplementdrnych duplexoch s T, a kontrolného duplexu C, + T, bez akridinu (prerusovand cierna). (C)
Porovnanie meltingovych kriviek a odpovedajucich meltingovych pikov (D) duplexov: L_13 4 s T, (modrd), L_13_4 s dlhou
sekvenciou Tya) variantu S65C A>T (Cervend), L_13_4 s dlhou sekvenciou Tya) variantu H63D C>G (zelend), a kontrolného,
plne komplementdrneho duplexu C, + T, bez akridinu (prerusovand cierna). Vsetky meltingové krivky boli zmerané
v kandli pre FAM (Aem = 515-530 nm). VSetky merania boli robené v triplikadte.

Tm duplexov vsetkych akridinom (2, 4 alebo 11) modifikovanych sond bola vyssia ako Ty,
duplexov kontrolnych nemodifikovanych sond (Tm), Tabulka 6). Teplota topenia L sond bola
vacSinou 04 az 5 °C vyssia ako teplota topenia kontrolnych sond. Teplota topenia S sond bola
vysSia vacsinou o 6 az 7 °C. Najlepsi vysledok dosiahla sonda S_13_2 s AT, az 7,8 + 0,24 °C. Toto
pozorovanie bolo o¢akavané, vzhladom na vacsi absolutny prispevok stabilizatoru k vazbovej
energii kratkych sond v porovnani s dlhymi sondami. Medzi sondami modifikovanymi akridinom 2
a 4 neboli pozorované Ziadne jednoznacné rozdiely (Tabulka 6). Pozicia modifikacie (7 alebo 13)
v sekvencii S a L sond nemala zasadny vplyv na ATm( plne komplementdrnych duplexov. Sonda
L_7_11, modifikovana akridinom 11 (prakticky nefunkcna pri testoch v roztoku — viz Tabulka 2),
sluzila ako negativna kontrola. ATm( plne komplementdrneho duplexu tejto sondy bola zvysena
len velmi mierne (1,7 °C)[P1].
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Tabulka 6. Teploty topenia modifikovanych ON sond.%b

Kéd To© (°C) Tm (°C)  Tma) (°C) Tmc) (°C) ATm@) (°C) ATma) (°C) ATmc) (°C)
S 72 38,3 44,0 35,5 25,3 5,7 8,5 18,7
S 132 38,3 46,2 38,2 21,7 7,8 8,0 24,5
S74 38,3 457 37,3 28,0 7,3 8,3 17,7
S 13 4 38,3 452 36,2 21,2 6,8 9,0 24,0
S 7 .32 - - - - - - -
S _13_32 385 435 35,5 19,3 5 8 24,2
S _7_41 38,3 46,8 39 29,5 8,5 7,8 17,3
S _13_41 38,3 45 35,5 20,8 6,7 9,5 24,2
L7 2 58,3 62,0 57,6 53,2 3,7 4.4 8,8
L_13_2 58,3 62,3 57,9 51,2 3,9 4.4 11,1
L_7,13_2° 58,3 - - - - - -
L7 4 58,3 632 58,2 54,0 4,9 5,0 9,2
L_13_4 58,3 62,9 58,2 52,1 4,6 4,7 10,9
L_7,13_4° 58,3 - - - - - -
L_7_32 580 615 55,3 52,7 3,5 6,2 8,8
L_13_32 580 61,0 55,7 49,2 3 5,3 11,8
L_7 41 58,3 63,9 58,3 54,7 5,5 5,5 9,2
L_13_41 58,3 64,3 58,5 54,3 6 5,9 10,1

3 Tm(o), teplota topenia nemodifikovanych kontrolnych duplexov (Cs+Ts alebo Ci+Ty); Tm, teplota topenia duplexov
modifikovanych ON sond s plne komplementdtnym cielom (Ts alebo Ty); Tma), teplota topenia duplexov modifikovanych
ON sond so sekvenciou variantu S65C A>T (Tsa) alebo Tya)); Tm(c), teplota topenia duplexov modifikovanych ON sond so
sekvenciou variantu H63D C>G (Tsiq or Tyq); ATm©) = Tm - Tm@) ATma) = Tm = Tmay ATmc) = Tm - Tm(g). PUréené
fluorescenénymi meraniami na PCR cykléri. “Meltingovy pik modifikovanych sond z fluorescenénych merani nemohol
byt riadne analyzovany. ATme) = 6,6 °Ca 7,0 °Cpre L_7,13_2 a L_7,13_4, boli uréené pomocou na absorpénych merani.

Zaujimavé chovanie bolo pozorované u L sond dvakrat znacenych akridinom (L_7,13_2
al_7,13_4). U oboch viedla modifikdcia dvoma akridinmi k posunu meltingovych kriviek k vyssim
teplotam, v porovnani so sondami modifikovanymi jednym akridinom, avsak tvar meltingovych
kriviek bol pozmeneny a neumozfioval jednoznacnu analyzu meltingovych pikov po derivacii
(Obrazok 47)[P1]. Ztohto dbévodu bola zvolend alternativna metdda urcenia teploty topenia
komplementarnych duplexov tychto sond zaloZzena na merani absorpcie, kedy pri rozvolneni
duplexu dochadza k zmene absorpcie pri A = 260 nm. Na tdto analyzu bolo potrebné zvysit
koncentraciu sond v testovanom roztoku na 1 uM, pretoZe absorpéné merania su menej citlivé
ako fluorescen¢né merania (fluorescencné merania prebiehali s koncentraciou 0,3 uM). ZvySena
koncentracia sond zvysila teplotu topenia aj kontrolnych sond priblizne 0 1,6 °C. V prvom kroku
boli porovnané data ziskané z fluorescencénych a absorpénych merani tepl6t topenia dvoch sond
(L_13_2 al_7_4). Hodnoty ziskané absorpénym meranim boli porovnatelné s hodnotami
ziskanymi fluorescenénym meranim ateda bolo mozné pouzit na absorpcii-zaloZené meranie
teploty topenia duplexov na urcenie teplot topenia sond dvakrat znacenych akridinom. Absorpcéné
meranie Ty, poskytlo meltingové krivky, z ktorych boli derivaciou ziskané jednoznacné meltingové
piky. Teploty topenia duplexov sond dvakrat znacenych akridinom s T, boli zvysené 06,6 °C
ul_7,13 2a7,0°Cul_7,13_4 (Obrazok 47)[P1]. Toto zvysenie teploty topenia je esSte vyssie ako
u odpovedajucich sond znacenych jednym akridinom a naznacuje vacsi stabilizacny efekt dvoch
akridinov na duplexy sond. Napriek tomu je vyuZitie dodatocného stabilizacného efektu druhého
akridinu obmedzené, vzhladom na nemoZnost jednoznacnej analyzy fluorescenénych
meltingovych kriviek. Z tohto dévodu neboli sondy dvakrat znacené akridinom dalej Studované.
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Obrazok 47. (A) Na fluorescencii-zaloZené porovnanie normalizovanych meltingovych kriviek a (B) meltingovych pikov
duplexov akridinom modifikovanych sond L_7,13 2, L_13 2, a nemodifikovanej sondy C, s plne komplementdrnou
sekvenciou T.. (C) Na absorpcii-zaloZené porovnanie normalizovanych meltingovych kriviek a (D) normalizovanych
meltingovych pikov duplexov akridinom modifikovanych sond L_7,13_2, L_7,13_4, a nemodifikovanej sondy C; s plne
komplementdrnou sekvenciou T;.

Na zaklade wvysSie spominanych povzbudivych vysledkov sond znacenych jednym
akridinom bola ako dalsia testovana schopnost tychto sond diskriminovat SNVs. Na tieto
experimenty boli zvolené dve sekvencie HFE génu obsahujice chybne parované bdazy
(jednonukleotidové varianty, SNVs), konkrétne H63D C>G (rs1799945, c¢.187, dochadza
k chybnému pdrovaniu baz CC, sekvencie Tsi) a Tiq) a S65C A>T (rs1800730, ¢.193, dochadza
k chybnému pdarovaniu baz AA, sekvencie Tsia) a Tua) (Tabulka 3). Obe varidcie su spojené
s dedi¢nou hemochromatézou 1. typu. 23> 236 Teploty topenia duplexov akridinom znagenych sond
so sekvenciami Tsa), Tsicp, Tua) @ Tuyq (Tabulka 3) boli porovnané s teplotami topenia plne
komplementarnych duplexov. Vo vsetkych pripadoch boli teploty topenia duplexov sSNVs
(obsahujucich chybne parované bazy) a akridinom znacenych sond vyrazne nizsie ako teploty
topenia plne komplementarnych duplexov tychto sond. ATm) hodnoty u duplexov sond so
sekvenciami variantu S65C A>T boli v pripade kratkych sond 8 —9 °C a v pripade dlhych sond 4 -5
°C a neboli pozorované Ziadne vyrazné rozdiely medzi sondami berdc do Uvahy pozicie akridinu
v sekvencii a typ pouZitého akridinu (2 alebo 4). ATm) hodnoty u duplexov sond so sekvenciami
variantu H63D C>G dosahovali omnoho vyraznejSie rozdiely v porovnani s plne
komplementarnymi duplexmi (ATm) az 24,3 °C, Tabulka 6). Tieto rozdiely boli jasne zavislé na
pozicii akridinu v sekvencii, nie vSak na jeho type (akridin 2 alebo 4). Stabilizacia duplexu s chybne
parovanymi bazami bola v pripade akridinu v pozicii 13 vidy niZsia, ¢o viedlo k nizS§im teplotam
topenia a teda k vy$$im hodnotdam ATy umoZiujucim lepsiu diskriminaciu chybného parovania
baz. Aj v pripade duplexov s variantom H63D C>G boli teploty topenia dlhych sond v porovnani
s kratkymi sondami vysSie, ateda hodnoty ATm niZSie, a to oviac ako polovicu. Z vyssie
uvedeného mdzeme konstatovat, Ze pripravené, akridinom modifikované sondy maju vynikajlce
diskriminacné vlastnosti, ktoré boli potvrdené na HFE systéme.

Neskor pripravené sondy znacené akridinmi 32 a 41 boli, podobne ako sondy spominané
vysSie, testované v realnom meltingovom systéme pre HFE gén s cielovymi komplementarnymi
sekvenciami (Ts — 13 bdz, T. —18 baz) aneskor aj so sekvenciami obsahujucimi SNVs.
Z meltingovych kriviek duplexov sond znaéenych akridinom 32 bolo mozZné jasne urdit teploty
topenia u nasledujucich sond S_13_32, L_7_32 aL_13_32. Tieto duplexy poskytovali meltingové
krivky sigmoidného tvaru, porovnatelné s kontrolnym duplexom sond Cs;. (Obrazok 48C). Duplex
sondy S_7_32 neposkytol, v porovnani s kontrolnym duplexom sondy Cs, meltingovd krivku
posunutu k vyssim teplotdm (Obrazok 48A). Meltingova krivka tohto duplexu bola pozmenen3,
a nebolo z nej mozné po derivacii jasne uréit teplotu topenia (Obrazok 48B). Vsetky ostatné sondy
znacené akridinom 32 boli schopné diskriminovat sekvenéné varianty HFE génu. Sondy znacené
tymto akridinom vsak neposkytovali lepsie vysledky ATy, ako sondy znacené akridinmi 2 a 4. Druha
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karboxamidova skupina v polohe 5 akridinu 32 nezvysuje ucinnost stabilizacie a schopnost
diskriminacie.
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Obrdzok 48. (A) Meltingové krivky a odpovedajtce meltingové piky (B) duplexov sondy S_7_32 s plne komplementdrnou
sekvenciou Ts (modrd), S_7_32 s krdtkou sekvenciou Tsa) variantu S65C A>T (Eervend), S_7_32 s krdtkou sekvenciou Ts(q)
variantu H63D C>G (zelend) a kontrolného duplexu Cs + Ts. (C) Meltingové krivky a odpovedajuce meltingové piky (D)
duplexov sondy L_7_32 s plne komplementdrnou sekvenciou T, (modrd), L_7_32 s dlhou sekvenciou Tya) variantu S65C
A>T (Cervend), L_7_32 s dlhou sekvenciou Ty variantu H63D C>G (zelend) a kontrolného duplexu C, + T,.

Duplexy sond znacenych akridinom 41 poskytovali meltingové krivky sigmoidného tvaru,
porovnatelné s duplexmi kontrolnych sond Cs; (Obrazok 49). AT, duplexov sond znacenych
akridinom 41 boli vo vSeobecnosti vacsie ako u sond znacenych akridinmi 2, 4 a 32 (Tabulka 6).
Vsetky sondy znadené akridinom 41 boli schopné velmi dobre diskriminovat medzi WT
a sekvencénymi variantmi S65C A>T a H63D C>G HFE génu. Meltingové piky obsahovali len velmi
mierne artefakty, ktoré boli predtym pozorované u sond znacenych akridinom 4 (Obrazok 49).
Zmensenie tychto artefaktov md potencialne vysvetlenie v znizeni schopnosti interakcie akridinu
s FAM zo stérickych dovodov. Modifikacia struktary akridinu 41 (zmena spdsobu a polohy
naviazania linkeru nesticeho azidoskupinu) mali pozitivny vplyv na schopnost stabilizovat duplex
DNA, ato volne v roztoku aaj po konjugacii s ON sondami. Tato modifikacia priniesla lepsie
vysledky pri testovani schopnosti stabilizacie duplexu akridinom 41, a taktiez do budicna umozni
pouzivanie Standardne chranenych baz pri syntéze ON sond na pevnej faze, ¢o bude mat za
nasledok zlacnenie vyroby ON sond modifikovanych tymto akridinom. Do budicna ma preto tento
akridin (pripadne jeho redukovana forma — 44, ktory nebol testovany z ¢asovych dévodov) najvacsi
potencial pro praktické vyufZitie.
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Obrdzok 49. (A) Meltingové krivky a odpovedajtice meltingové piky (B) duplexov sondy S_7_41 s plne komplementdrnou
sekvenciou Ts (modrd), S_7_41 41 s kratkou sekvenciou Tsia) variantu S65C A>T (Cervend), S_7_41 s krdtkou sekvenciou
Ts(¢) variantu H63D C>G (zelend) a kontrolného duplexu Cs + Ts. (C) Meltingové krivky a odpovedajice meltingové piky
(D) duplexov sondy L_7_41 s plne komplementdrnou sekvenciou T, (modrd), L_7_41 s dlhou sekvenciou Tya) variantu
S65C A>T (Cervend), L_7_41 s dlhou sekvenciou Tyc) variantu H63D C>G (zelend) a kontrolného duplexu C; + T;.

Na ucel porovnania ucinnosti stabilizacie duplexov sond konjugovanych s akridinmi boli
do testovania zaradené aj sondy konjugované s modifikovanym sperminom (48) a modifikovanym
farbivom Hoechst (49). Pri testovani sond znacenych azidoderivditom biogénneho polyaminu
sperminu (48) bolo pozorované neobvyklé chovanie tychto sond. Pri zvySovani teploty
nedochadzalo k ndrastom fluorescencie typickym pre FAM znacené sondy, dokonca nedochddzalo
k Ziadnemu narastu fluorescencie. Preto nebolo vébec moziné urcit T, tychto sond. U sondy
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modifikovanej MGB 49 dochdadzalo len k velmi miernemu zvyseniu Ty, jej duplexu s T, (len 0,9 °C,
Obrazok 50).
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Obrdzok 50. (A) na fluorescencii zaloZené porovnanie normalizovanych meltingovych kriviek a (B) normalizovanych
meltingovych pikov duplexov MGB modifikovanej sond L_13_49, a kontrolného duplexu nemodifikovanej sondy C, + T;.

Akridinom modifikované sondy boli nasledne pouzité na uréenie SNVs HFE génu v systéme
Quenched FRET sond na modeli redlnych vzoriek. Na urcenie pritomnosti variantov boli ako
templaty pouzité plazmidy (pred PCR linearizované) s naklonovanym prirodzene sa vyskytujdcim
variantom (wild-type — WT) alebo sekvencnymi variantmi HFE génu. Fluorescenc¢na sonda L_7_2
diskriminovala WT od oboch variantov S65C A>T & H63D C>G. Templdt (1 x 10° képii) bol
amplifikovany pomocou PCR s ndslednou meltingovou analyzou so sekvenciou nesicou BHQ1
zhasac hybridizovanou v tesnej blizkosti reportérovej sondy. Bola pozorovand dobra diskrimindcia
medzi WT a sekvenénymi variantmi, podobne ako vo vyssie popisanych experimentoch (Obrazok
51).
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Obrdzok 51. Diskrimindcia sekvencnych variantov HFE génu na modeli redlnych vzoriek. (A) Templdt obsahujuci
sekvenciu HFE génu. (B) Princip diskrimindcie. (C) Meltingové krivky a meltingové piky (D) WT variantu HFE (modrd), jeho
sekvencného variantu S65C A>T (Cervend), a H63D C>G (zelend), diskriminované pomocou sondy L_7_2. Vysledok
kontrolného experimentu so sondou L_7 (bez konjugdcie s akridinom) a WT variantom HFE je zndzorneny prerusovanou
Ciernou ciarou.

4.6 Studium interkalacie akridinu 2 viazaného na ON pomocou absorpénych
a fluorescen¢nych merani

Na $tudium interkalacie akridinu 2 konjugovaného na ON sondu bolo potrebné pripravit
sondu L_7_2%*, ktora nie je znacena FAM, kvéli interferencii jeho absorpcného a emisného spektra
so spektrami akridinu 2. Fluorescencia akridinu 2 umoznila sledovat zmeny jeho interakcie s DNA
pomocou jeho emisného spektra (Aem = 520 nm, @ = 0,49 pre akridin 2 (v MeOH)). Roztok sondy
L_7_2* bol titrovany sekvenciou T, (bez BHQ1) a absorpcné a emisné spektrum roztoku (Obrazok
52A, C) bolo zmerané po kazdom pridavku a hybridizacii. Absorpcné spektrum samotnej sondy
pred titraciou pripominalo absorpéné spektrum akridinu 2 viazaného na ssON HFE sense (Obrazok
52B). Podobnost absorpénych spektier akridinu 2 kovalentne viazaného na ON sondu a akridinu
volne interkalovaného do ssHFE naznacuje, Ze akridin 2 v ramci L_7_2%* interaguje s nukleovymi
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bazami uz v samotnej (jednovldknovej) sonde. Zmeny absorpéného spektra boli po postupnom
pridavani a hybridizacii s T, minimalne (bathochromné a hypochromné), napriek tomu dobre
pozorovatelné (Obrazek 26A). Tieto malé zmeny naznacovali interakciu s novo vznikajucim
duplexom, ¢o potvrdzovala podobnost absorpéného spektra pri pomere L_7_2* a T, 1:1 so
spektrom akridinu 2 nekonjugovaného so sondou a interkalovaného do dsHFE (Obrazok 52B).
Merania emisného spektra odhalili zniZzenie intenzity fluorescencie o 53 % (tvar spektra zostal
rovnaky) po hybridizacii s T, (Obrazok 52C). Zmeny pri merani absorpcie a fluorescencie
postupovali aZ do o¢akdvaného pomeru L_7_2* a T, 1:1, kedy s pridavanim dalSieho mnozstva T,
uz k dalsim zmendm nedochadzalo (Obrazok 52A, C, D). Pozorované zmeny v absorpénom
a emisnom spektre su pravdepodobne sposobené prechodom zo stavu interkaldcie v ssON do
interkalacie v dsON, kde je zvySené zhasanie fluorescencie akridinu nukleovymi bazami.
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Obrdzok 52. (A, C) Zmeny absorpiného (A) a emisného (C) spektra sondy L_7_2%* titrovanej T, (B) Porovnanie
absorpcnych spektier roztoku akridinu 2 (plné Ciary) viazaného na ssHFE (modrd) alebo dsHFE (Cervend). Prerusované
Ciary patria absorpénym spektram sondy L_7_2%* s (Cervend) alebo bez (modrd) komplementdrnej sekvencie T,; (D)
normalizované zmeny absorpcie (modrad) a fluorescencie (Cervend) sondy L_7_2* pocas titrdcii T, (z dat grafov A a C).
koncentracia sondy L_7_2* bola 10 uM. T = 23 °C.

Akridin samotny moZe byt potencidlne vyuZity aj ako reportér, a to vdaka vlastnej
fluorescencii akridinového jadra. Tato mozZnost bola overena pomocou troch sond modifikovanych
akridinom 2 (bez FAM)—S_1_2%*,L_1_2* aL_7_2*. Dodatocna pozicia 1 (na 5'-konci) bola zvolend
vzhladom na pdvodnu poziciu 1 s reportérom (FAM), kedy by mal akridin slGzit v tejto pozicii aj
ako reportér. Duplexy sond s odpovedajucimi antisense sekvenciami (T. aTs) mali nizku
fluorescenciu vdaka jej zhasaniu nukleovymi bazami azhasac¢om BHQ1l (Obrazok 53). So
zvySovanim teploty sa zvySovala aj fluorescencia roztoku, kde prebiehalo topenie duplexu
a vzdalovanie akridinu od zhasaca (Obrazok 53). Meltingové krivky vynesené do grafu ako zmeny
fluorescenie akridinu (Aex = 400 nm) pri Aem = 500 Nm (najvacsia zmena emisie) mali sigmoidny tvar
porovnatelny s nemodifikovanou kontrolnou sondou Cs (Obrazok 53B, Priloha 7, Obrazok 60).
Takto ziskané meltingové krivky duplexov sond S_1_2* (ATm) = 7,9 °C), L_1_2* (AT = 6,1 °C)
al_7_2* (ATm = 4,3 °C) boli vdaka stabilizacii posunuté k vyssim teplotdm. Tieto sondy boli
testované v modifikovanom HFE  meltingovom  systéme (termalna  denaturacia)
s komplementarnymi sekvenciami (Ts a T,, Obrazok 53) a so sekvenciami variantov S65C A>T
aH63D C>G(Obrazok 53C,D). Aj vtomto pripade bola pozorovana dobra diskrimindcia
sekvencnych variantov HFE génu (Tabulka 7) najma u sondy S_1_2* (Obrazok 53C, D). Na zaklade
vysSie uvedenych vysledkov je mozné akridin pouZit sucasne ako stabilizator a vdaka jeho
fluorescencii aj ako fluorescencny reportér.
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Obrdzok 53. (A) Teplotne zdvislé zmeny emisného spektra (Aex = 400 nm) duplexu sondy L_1_2* s T,. (B) Porovnanie
meltingovych kriviek duplexov sond S_1_2* (modrd) a Cs (Cierna) s plne komplementdrnou Ts. (C) Porovnanie
meltingovych kriviek a meltingovych pikov duplexov (D) sond S_1_2%* s plne komplementdrnou Ts (modrd), S_1_2%*
s kratkou sekvenciou Tsa) variantu S65C A>T (Cervend), a S_1_2%* s krdatkou sekvenciou Tsic) variantu H63D C>G (zelend).

Tabulka 7 Teploty topenia sond modifikovanych iba akridinom ziskané z fluorescenénych merani.®

) . \ . omi ATm ATm ATm
Kod T (°C)  Tm(°C)  Tma (°C)  Tm() (°C) (OC)“’) (OC)(A’ (OC)(C’

S 1 2 41,30 49,00 39,30 25,90 7,70 9,70 19,50
L1 2* 61,00 67,20 61,80 58,70 6,20 5,40 8,50
L7 2* 61,00 65,60 58,70 58,10 4,60 6,90 7,50

2 Tm(o), teplota topenia nemodifikovanych kontrolnych duplexov (Cs+Ts alebo Ci+T.); Tm, teplota topenia duplexov
modifikovanych ON sond s plne komplementdrnym cielom (Ts alebo Ty); Tma), teplota topenia duplexov modifikovanych
ON sond so sekvenciou variantu S65C A>T (Ts(a) alebo Tya)); Tm(c), teplota topenia duplexov modifikovanych ON sond so
sekvenciou variantu H63D C>G (Ts(q) or Tuq); ATm©) = Tm = Tm(o) ATm(a) = Tm = Tmia), ATm(c) = Tm - Tm(o)-
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5 Zaver

Tato dizertacna prdca bola venovana hlavne syntéze akridinov, potencidlne schopnych
zvysit termalnu stabilitu duplexov DNA a duplexov ON sond konjugovanych s tymito akridinmi.
Nadvazujuca cast dizertacnej prace bola venovand modifikdcii ON sond na pevnej faze
s naslednym odstiepenim, deprotekciou a purifikdciou pomocou HPLC. Tretia Cast dizertacnej
prace bola venovand extenzivhemu testovaniu a vyhodnocovaniu modifikovanych sond
v spolupraci s kolegami z firmy Generi Biotech. Posledna, sStvrta cast dizertacnej prace bola
venovana studiu interakcie akridinov s DNA (jedno, ¢i dvojvlaknovou). Synteticka ¢ast priniesla
niekolko zaujimavych Struktdr akridinov, ktoré maju potencial uplatnenia v praxi (2, 4, 41). Boli
stanovené zakladné vztahy medzi struktdrou a aktivitou, ktoré odhalili d6lezité Strukturne rysy,
kde najdolezZitejSim rysom je pritomnost sekundarnej karboxamidovej skupiny v polohe 4
a dvojuhlikaty linker k bazickej skupine, ktora by mala byt podla moznosti ¢o najmensia
(dimetylamino-, ¢i aminoskupina). Duplexy sond znacenych FAM a konjugovanych s tymito
akridinmi mali zvySenu termdlnu stabilitu a niekolkondsobne prekonavali vysledky sond
konjugovanych s polyaminom ¢i MGB. Sondy konjugované s akridinmi vyborne diskriminovali
SNVs (S65C A>T, H63D C>G) pouzitej sekvencie HFE génu. Iba plne komplementdrne duplexy
tychto sond mali v porovnani s kontrolnymi duplexmi nemodifikovanych sond zvysenu teplotu
topenia. Testy sond vredlnom PCR systéme pre HFE gén poskytli velmi dobré vysledky
diskriminacie variantov sekvencie HFE génu podobné tym z meltingovych studii. Zmeny tvarov
absorpcnych aintenzity emisnych spektier akridinov poukazuju na interakciu akridinov s DNA
formou interkalacie. Bolo preukazané, ze vdaka vlastnej fluorescencii akridinového jadra je mozné
pouzit akridin ako fluorescenény reportér a zaroven stabilizator duplexu DNA. Vybrané akridinové
derivaty mozu sluzit ako vhodné stabilizatory duplexov DNA a sucasne ako fluorofory pre DNA
duplexy, hlavne pre kratke sondy schopné diskriminacie jednonukleotidovych variantov. Na
pouzitie akridinov ako stabilizatorov a suc¢asne ako fluoroforov je ale potrebnd dalsia optimalizacia
fotofyzikalnych vlastnosti akridinov.
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6 Experimentalna Cast

Pouzité organické rozpustadla boli v analytickej kvalite. Chemikalie pouzité na syntézu
zlt€enin boli komeréne dostupné u zavedenych doddvatelov (Sigma-Aldrich, Acros, Merck,
Fluorochem, VWR a TCI Europe) a boli pouZité v stave, v akom boli dodané.

Na tenkovrstvovu chromatografiu boli pouzité dosky Silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt,
Nemecko). Cistenie produktov prebiehalo pomocou preparativnej stipcovej chromatografie na
stacionarnej faze Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). Teploty topenia (t.t.) boli stanovené na
pristroji Electrothermal 1A9200 Series Digital Melting Point apparatus (Electrothermal Engineering
Ltd., Southend-on-Sea, Essex, Velkd Britanie). *H and 3C NMR spektra boli zmerané na pristroji
Varian Mercury Vx BB 300 alebo VNMR S500 a na pristroji Jeol INM-ECZ600R spectrometer (Jeol,
Peabody, MA, USA) na Katedre organické a bioorganické chemie. Chemické posuny su vztiahnuté
relativne k vnuUtornému $tandardu Si(CHs)s. IC spektra boli zmerané v peletich KBr na IC
spektrofotometri Nicolet 6700 v ATR mdde na Katedre organické a bioorganické chemie. UV/Vis
spektra boli merané pomocou pristroja Shimadzu UV-2600 spectrophotometer. Fluorescencné
spektra boli merané pomocou pristroja FLS1000 spectrofluorometer (Edinburgh Instruments Ltd,
Edinburgh, UK) alebo FS5 fluorescence spectrophotometer (Edinburgh Instruments Ltd, UK).
HRMS spektra boli merané na pristroji UHPLC system Acquity UPLC I-class (Waters, Millford, USA)
spojenom s hmotnostnym spektrometrom svysokym rozliSenim (high resolution mass
spectrometer - HRMS) Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK) zaloZenom na Q-TOF.
Chromatograficka separdcia prebiehala na pristroji Shimadzu LC20 chromatograph (Kyoto, Japan),
zlozenom z DGU-20A3 solvent degasser, dvoch LC-20AD bindrnych gradientovych pump, SIL-20AC
autosampleru s 100-pL sluckou na vzorku, CTO-20AC termostatu, SPD-M20A photodiode array
detector (PDA) a CBM-20A system controller. Chromatografické data boli zaznamenané
a analyzované pomocou LabSolutions software 5.3 (Shimadzu, Kyoto, Japan). Semipreparativna
HPLC separacia bola pouZzita na Cistenie pripravenych oligodeoxynukleotidovych sond pomocou
Phenomenex Luna 5u Phenyl-Hexyl (150x3,0 mm; velkost ¢astic 5 um) kolény za pouZitia
izokratickej elucie a mobilnej fazy acetonitril (ACN) a 50 mmol trietylamdnium acetatovy pufor,
prietoku 1 ml/min ateplote termostatu 40°C. Hmotnostné spektra oligodeoxynukleotidovych
sond boli zmerané pomocou pristroja MALDI-TOF Bruker Daltonics Autoflex Il mass spectrometer
(Bruker, Bellerica, MA, USA) s 3-hydroxypikolinovou kyselinou a citratom aménnym v 50%
acetonitrile ako matrix.

Nasledujuce latky boli pripravené podla publikovanych postupov: terc-butyl (2-
aminoetyl)karbamat,?®’ 1-azido-6-bromhexan,?*® 1,6-diazidohexan,?® 6-azidohexan-1-amin,?®
bis(2-metyl-2- propanyl) biskarbamat,?®® terc-butyl (6-aminohexyl)karbamat, 2-chlér-N-(2-
jodfenyl)acetamid,?® (E)-2-(hydroxyimino)-N-(2-jédfenyl)acetamid,?** 7-jédindolin-2,3-dién,**? 2-
amino-3-jédbenzoovd kyselina®*® a hex-5-yn-1-yl metansulfonat (HMS).%*

6.1 Syntéza

6.1.1 2-(fenylamino)benzoova kyselina (13)

K bezvodému K,COs3 (36,11 g) bola pridana kyselina 2-chlérbenzoova (20,46 g, 131 mmol),
izoamylalkohol (120 ml) a katalytické mnoZstvo praskovej medi (0,05 ekviv.). Za staleho miesania
bol do zmesi pridany anilin (12,24 g, 131 mmol) a zmes bola miesana a zahrievana 24 h. Nasledne
bol zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany izoamylalkohol. Surovy produkt bol rozpusteny
v 1M NaOH (150 ml) a naliaty do horucej vody (1 1). Do roztoku bola pridand koncentrovana
kyselina chlorovodikova do kyslej reakcie. Vzniknuta zrazenina bola odsatd a premyta hortcou
vodou (0,5 I). Vysusena zrazenina bola rozpustena za tepla v 96 % EtOH (350 ml). Do miesajucej sa
zmesi bola priddvand destilovana voda do staleho zakalenia. Zmes bola ponechand 20 h pri
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laboratérnej teplote. Produkt bol vy&isteny stipcovou chromatografiou na silikageli (1. CHCls, 2.
CHCl3:MeOH 4:1). Bolo ziskanych 11,96 g bledoZltého prasku. Vytazok 43 %.

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 13,07 (s, 1H); 9,63 (s, 1H); 7,90 (dd; J = 8,0; 1,7 Hz; 1H);
7,42 = 7,31 (m; 3H); 7,27 = 7,19 (m; 3H); 7,07 (tt; J = 7,6; 1,3 Hz; 1H); 6,77 (ddd; J = 8,1; 7,0; 1,1 Hz;
1H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) § 170,41; 147,46; 140,96; 134,63; 132,34; 129,95; 123,55;
121,85; 117,87; 114,20; 113,01.

6.1.2 2,2'-iminodibenzoova kyselina (14)

K bezvodému K;COs; (5 g) bola pridand kyselina antranilova (6,8 g) a kyselina 2-
chlérbenzoovd (7,8 g). Do zmesi bol pridany izoamylalkohol (70 ml) a katalytické mnoZstvo
praskovej medi. Zmes bola miesand 24 h pri teplote 140 °C. Nasledne bol zo zmesi za znizeného
tlaku oddestilovany izoamylalkohol a surovy produkt bol preneseny do horucej vody (1 I). Zmes
bola mieSsand a zahrievand do rozpustenia produktu. Nasledne bola do zmesi pridana
koncentrovana kyselina chlorovodikova, do kyslej reakcie. Vzniknutd zrazenina bola odsatd
a premytd horudcou vodou (0,5 I). Zrazenina bola rozpustend v 1M NaOH a za mieSania a
zahrievania bolo pridané aktivne uhlie (0,5 g). Zmes bola prefiltrovana a k filtratu bola pridana
koncentrovand kyselina chlorovodikova do kyslej reakcie. Zrazenina bola odsata a premyta
hortcou vodou (0,5 ) a vysuSend. Vysusena zrazenina bola rozpustena za tepla v 96 % EtOH (1 1).
Do mieSajucej sa zmesi bola pridana destilovana voda do staleho zakalenia. Zmes bola ponechana
20 h pri laboratdrnej teplote. Vzniknutd zrazenina bola odsata a vysusena. Bolo pripravenych 5,14
g jemne Zltej, pevnej krystalickej latky. Vytazok 32 %.

14 NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 13,01 (s; 2H); 10,83 (s; 1H); 7,91 (dd; J = 8,0; 1,6 Hz; 2H);
7,48 — 7,38 (m; 4H); 6,94 (ddd; J = 8,1; 6,7; 1,5 Hz; 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) & 168,56;
143,76; 133,52; 131,97; 120,15; 117,77; 117,74.

6.1.3 metyl 9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylat (15)

K latke 14 (7,78 g, 30,24 mmol) bol pridany POCI; (90 ml) a zmes bola mieSana 1 h pri
teplote 140 °C. Do zmesi ochladenej na 50 °C bol postupne po kvapkach pridavany bezvody MeOH
(100 ml) po dobu 2 h. Nasledne bol do zmesi za stdleho miesania pridavany dalsi POCl; do
rozpustenia zrazeniny a zmes bola mieSana 12 h pri teplote 50 °C. Prebytony MeOH bol zo zmesi
oddestilovany za znizeného tlaku a vzniknuté krystaly boli odsaté a prekrystalizované z hortceho
MeOH. Krystaly boli odsaté, premyté [adovym MeOH a vysusené. Bolo ziskanych 6,11 g hnedoZltej
krystalickej latky. Vytazok 79 %.

T.t. 170,8 -172,1 °C. *H NMR (500 MHz, Chloroform-D) & 11,70 (s; 1H); 8,70 (m; 1H); 8,41
(m; 2H); 7,67 (m; 1H); 7,37 (m; 1H); 7,33 — 7,18 (m; 2H); 4,00 (s; 3H). 3C NMR (126 MHz,
Chloroform-D) 6 177,74; 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. 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™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre
C1sH11NOs, 254,0812; namerané: 254,0818.

6.1.4 metyl 9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-karboxylat (16)

K latke 15 (2,06 g, 8,13 mmol) bol pridany SOCI; (8 ml) a katalytické mnozstvo DMF a zmes
bola miesana pri teplote 80 °C. Potom bol zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany SOCl,. Do
surového produktu bol pridany suchy fenol (7,75 g, 82,35 mmol) a zmes bola zahriata na 110 °C
a mieSana po dobu 15 mindt. Potom bola teplota znizend na 55 °C a do zmesi bol pridany 6-
azidohexyl-1-amin (2,95 g, 20,74 mmol). Zmes bola miesana pri teplote 55 °C 24 hodin. Po
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ukonceni reakcie bola zmes rozpustena v chloroforme a vytrepana 2M roztokom NaOH (1 x 85
ml). Organicka vrstva bola vysusena Na,SO4a odparena za zniZzeného tlaku. Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli s etylacetatom (EAC) ako mobilnou fazou. Frakcie s istym
produktom boli odparené. Bolo ziskanych 2,42 g hnedooranzovej olejovitej latky. Vytazok 94 %.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-D) 6 11,08 (bs; 1H); 8,99 — 7,81 (m; 3H); 7,48 (s; 1H); 7,32
—6,98 (m; 3H); 4,05 — 3,84 (m; 5H); 3,27 (t; ) = 7,0 Hz; 2H); 2,01 — 1,81 (m; 2H); 1,65 (p; J = 7,0 Hz;
2H); 1,59 — 1,42 (m; 4H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-D) & 168,56; 140,51; 133,35; 132,66;
131,26; 129,26; 128,90; 120,35; 117,25; 115,53; 52,71; 52,22; 51,40, 32,30; 28,79; 26,99; 26,57.
IC (ATR) vmax = 3280, 2935, 2847, 2818, 2091, 1689, 1608, 1573, 1519, 1487, 1465, 1446, 1436,
1415, 1370, 1321, 1279, 1269, 1254, 1195, 1161, 1141, 1124, 1079, 1068, 1019, 995, 941, 908,
891, 854, 829, 780,766, 754, 746, 731, 684, 665, 657, 612 cm™.

6.1.5 9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-karboxylova kyselina (17)

K roztoku latky 16 (2 g, 5,30 mmol) v THF bol pridany nadbytok nasyteného roztoku NaOH
v zmesi MeOH/H,0 5:1. Zmes bola miesana 1 h prilaboratdrnej teplote. Potom boli zo zmesi
oddestilované organické rozpustadla za znizeného tlaku. Zmes bola rozpustend vo vode (100 ml)
a vytrepand CHCl; (3 x 80 ml). Organicka vrstva bola vysusena Na,SO, a zmes bola zahustena za
znizeného tlaku. Potom bola zmes vytrepana 10% HCl a organicka vrstva bola vysusend Na;SOs a
odparend za znizeného tlaku. Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
(chloroform/MeOH 4:1). Bolo ziskanych 1,44 g ZltooranZovej krystalickej latky. Vytazok 74 %.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-D) & 11,21 (s; 1H); 8,81 (t; J = 6,5 Hz; 2H); 8,71 (d; J = 8,7
Hz; 1H); 7,74 (t; ) = 7,6 Hz; 1H); 7,67 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,44 (t; ) = 7,9 Hz; 1H); 7,38 (t; ) = 7,9 Hz;
1H); 4,19 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 3,16 (t; J = 6,8 Hz; 2H); 2,13 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,59 — 1,46 (m; 4H);
1,46 — 1,36 (m; 2H). 13C NMR (126 MHz, Chloroform-D) & 170,69; 158,10; 141,50; 139,48; 137,48;
134,16; 128,46; 126,19; 123,91; 123,05; 122,23; 119,70; 113,45; 112,87; 51,19; 49,20; 29,61;
28,60; 26,49; 26,30. IC (ATR) Vmax = 2936, 2859, 2095, 1622, 1584, 1553, 1532, 1479, 1441, 1382,
1337,1277, 1236, 1171, 1085, 1070, 1041, 972, 935, 889, 780, 750, 663, 642, 632, 619 cm™. HRMS
(m/z): [M+H]* vypocitané pre CxH2:1NsO>, 364,1768, zmerané: 364,1780.

6.1.6 N-(6-azidohexyl)akridin-9-amin (1)

Zmes latky 13 (1,00 g, 4,7 mmol) a POCl; (10 ml) bola miesand a zahrievanda 1 h pri 140 °C.
Nasledne bol zo zmesi za znizeného tlaku oddestilovany POCIs. Reziduum bolo pouZité bez
dalSieho cistenia v nasledujicej reakcii. K reziduu bol pridany suchy fenol (4,42 g, 47 mmol) a zmes
bola mieSana 15 minut pri teplote 110 °C. Reakéna zmes bola ndsledne ochladena na 55 °C a do
zmesi bol pridany 6-azidohexan-1-amin (1,34 g, 9,41 mmol) a zmes bola dalej miesana 24 h pri
teplote 55 °C. Reakcéna zmes bola rozpustena v chloroforme a vytrepana 2M NaOH (1 x 50 ml).
Organicka vrstva bola oddelena a vysusena bezvodym siranom sodnym. Prebytocny chloroform
bol zo zmesi oddestilovany za znizeného tlaku. Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli (EAC). Cisté frakcie boli spojené a EAC bol oddestilovany. Bolo ziskanych 282 mg Zltej
amorfnej latky. Vytazok 19 %.

T.t.: 100.6 — 102.2 °C. 'H NMR (500 MHz, Chloroform-D) & 10,21 (bs; 1H); 8,45 (d; J = 8,6
Hz; 2H); 8,07 (d; J = 8,5 Hz; 2H); 7,48 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 7,21 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 4,06 (t; J = 7,5 Hz;
2H); 3,18 (t; J = 6,8 Hz; 2H); 2,04 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,56 — 1,33 (m; 6H). 3C NMR (126 MHz,
Chloroform-D) 6 156,62; 140,30; 138,58; 125,22; 122,93; 119,68; 112,49; 51,07; 48,58; 29,81,
28,51; 26,29; 26,19. IC (ATR) vmax = 3188, 3030, 2934, 2859, 2788, 2094, 1635, 1588, 1569, 1535,
1473, 1362, 1340, 1272, 1191, 1170, 1143, 1115, 1091, 1036, 953, 869, 748, 733, 698, 661, 640,
632 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre Ci9H22Ns, 320.1870, ndjdené, 320.1879.
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6.1.7 Obecny postup 1

Zmes latky 17 (200 mg; 0,55 mmol), HBTU (420 mg; 1,11 mmol), a trietylaminu (112 mg;
1,11 mmol) v DCM bola mikrosuspendovana 15 minut v ultrazvukovom kupeli. Do mieSanej zmesi
vychladenej na -10 °C bol pridany odpovedajtci amin alebo derivat aminu (0,55 mmol). Zmes bola
dalej miesana v ladovom kupeli po dobu 30 minut. Nasledne bol za znizeného tlaku zo zmesi
oddestilovany DCM. Produkt bol preéisteny stipcovou chromatografiou na silikageli.

6.1.8 Obecny postup 2

Latka 17 (200 mg, 0.55 mmol) bola rozpustend v SOCl; (2 ml) a zmes bola miesana pri
laboratdrnej teplote 1 h. SOCI; bol za zniZzeného tlaku zo zmesi oddestilovany. Reziduum bolo
rozpustené v bezvodom DCM a po kvapkdch priddvané do miesajlcej sa zmesi odpovedajluceho
aminu (1 ekvivalent) a trietylaminu (4 ekvivalenty) v bezvodom DCM pri 0 °C. Reakénd zmes bola
miesand 30 minut. DCM bol zo zmesi oddestilovany za znizeného tlaku. Produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli.

6.1.9 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-[2-(dimetylamino)etyl]akridin-4-karboxamid (2)

MF - EAC:MeOH:TEA 95:5:1, R¢ = 0,19. Zlty olej, vytazok 60 %. 'H NMR (600 MHz, acetdn-
de) 8 12,43 (s; 1H); 8,72 (s; 1H); 8,50 (d; J = 8,7; 1,6 Hz; 1H); 8,38 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 8,04 (s; 1H);
7,71 (t; ) =7,0 Hz; 1H); 7,47 — 7,30 (m; 2H); 6,81 (bs; 1H); 3,91 (t; ) = 7,2 Hz; 2H); 3,65 (q; /= 5,8 Hz;
2H); 3,22 (t; J = 6,9 Hz; 2H); 2,61 (t; J = 6,1 Hz; 2H); 2,36 (s; 6H); 1,84 (p; J = 7,4 Hz; 2H); 1,50 (p; J =
7,0 Hz; 2H); 1,45 — 1,30 (m; 4H). 3C NMR (151 MHz, acetén-ds) & 165,66; 153,42; 148,12; 147,29;
133,98; 130,64; 129,15; 128,45; 127,64; 123,73; 122,87; 121,19; 116,54; 115,63; 58,44; 51,03;
50,53; 44,83; 37,53; 30,87; 28,54; 26,28; 26,25. IC (ATR) Vmax = 3369, 2940, 2860, 2817, 2767, 2086,
1748,1714, 1680, 1643, 1617, 1594, 1558, 1532, 1503, 1475, 1457, 1441, 1429, 1373, 1355, 1326,
1292, 1272, 1255, 1212, 1187, 1149, 1130, 1072, 1057, 1042, 941, 918, 884, 849, 780, 763, 748,
736, 681, 656,643, 632, 617 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypodéitané pre C,iH3iN;O, 434,2663,
zmerané, 434,2670.

6.1.10 terc-butyl (2-{9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-karboxamido}etyl)karbamat (3-

Boc)

MF - EAC:MeOH:TEA 96:2:2, R = 0,46. th\'/ olej, vytazok 63 %, 'H NMR (600 MHz,
Chloroform-D) 6 12,51 (s; 1H); 8,80 (s; 1H); 8,17 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 8,06 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,97 (s;
1H); 7,67 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 7,37 (s; 2H); 5,51 — 5,14 (m; 2H); 3,85 — 3,69 (m; 4H); 3,49 (q; J = 5,8
Hz; 2H); 3,21 (t; J = 6,8 Hz; 2H); 1,77 (p; J = 7,2 Hz; 2H); 1,55 (p; J = 7,0 Hz; 2H); 1,49 — 1,35 (m;
13H). BCNMR (151 MHz, Chloroform-D) 6 167,34; 156,30; 152,74; 147,89; 147,25; 134,80; 130,83;
129,63; 127,99; 126,86; 123,66; 122,49; 122,07; 116,54; 115,76; 79,32; 51,31; 51,04; 41,29; 39,63;
31,69; 28,76; 28,55; 26,50. IC (ATR) vmax = 3370, 2932, 2860, 2098, 1678, 1639, 1620, 1557, 1524,
1459, 1435, 1391, 1364, 1351, 1270, 1252, 1166, 1147, 1129, 1093, 1064, 1046, 1022, 847, 749,
730, 716, 683, 653, 642, 635, 627, 621, 609, 605 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre
Cy7H3sN703: 506,2874; zmerané: 506,2873.

6.1.11 bis(2-metyl-2-propanyl) {[(2-{9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-
karboxamido}etyl)amino]metylylidén}biskarbamat (4-Boc)

MF: EAC:MeOH:TEA 100:1:0,5.R¢=0,47. th\'/ olej, vytaZzok 88 %. *H NMR (600 MHz, acetén-
de) 6 12,23 (s; 1H); 8,74 (s; 1H); 8,50 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 8,39 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 7,95 (d; J = 8,5 Hz;
1H); 7,72 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 7,39 (p; J = 6,1 Hz; 2H); 6,80 (s; 1H); 3,93 (t; /= 7,0 Hz; 2H); 3,57 (q; J =
6,5 Hz; 2H); 3,23 (t; J= 7,0 Hz; 2H); 1,86 (p; J = 7,4 Hz; 2H); 1,72 (p; J = 7,0 Hz; 2H); 1,61 — 1,47 (m;
4H); 1,47 — 1,31 (m; 4H); 1,00 (t; J = 7,4 Hz; 3H). 3C NMR (151 MHz, acetdn-ds) 6 165,5; 153,63;
148,16; 147,49; 134,24, 130,87; 128,93; 128,56; 127,52; 123,75; 122,93; 121,27; 116,44, 115,52;
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51,01; 50,51; 38,93; 31,83; 30,81; 28,52; 26,23; 20,40; 13,33. IC (ATR) Vmax = 3358, 2932, 2861,
2095, 1639, 1617, 1593, 1560, 1532, 1503, 1476, 1435, 1423, 1371, 1357, 1328, 1273, 1254, 1211,
1187, 1149, 1127, 1094, 1027, 956, 918, 848, 822, 763, 746, 736, 680, 657, 630, 617 cm™. HRMS
(m/z): [M+H]* vypocitané pre Cs3HasNgOs: 648,3616; zmerané: 648,3622.

6.1.12 N-(2-aminoetyl)-9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-karboxamid dihydrochlorid (3)

Latka 3-Boc (202 mg, 0,4 mmol) bola rozpustena v DCM (3 ml) a do roztoku bola pridana
TFA (2,98 g, 26 mmol) za stidleho mieSania. Reakéna zmes bola mieSand 1 h pri laboratérnej
teplote. Prebytoc¢né rozpustadla boli nasledne z reakcie oddestilované za znizeného tlaku. Produkt
bol precisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (CHCls:MeOH 4:1), Ri = 0,21. Frakcie
s Cistym produktom boli zli¢ené a odparené za znizeného tlaku. Produkt bol rozpusteny v CHCl;
(25 ml) a vytrepany 1M NaOH (3 x 25 ml). Organicka vrstva bola oddelen3, vysusena bezvodym
Na,SO, a za zniZzeného tlaku oddestilovana. Produkt bol rozpusteny v DEE (15 ml) a prevedeny na
hydrochlorid pomocou plynného HCI pripraveného z NaCl priddvanim H,SOs. Bolo ziskanych 80
mg tmavozltej olejovitej latky. Vytazok 42 %.

IH NMR (500 MHz, MeOH-D;) & 8,69 (bs; 1H); 8,55 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 8,52 — 8,40 (bs; 1H);
7,98 (t; J=7,7 Hz; 1H); 7,84 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,67 — 7,52 (m; 2H); 4,14 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 3,83 (t;
J=5,8 Hz; 2H); 3,33 — 3,25 (m; 2H); 2,02 (p; /= 7,1 Hz; 2H); 1,61 (p; J = 6,7 Hz; 2H); 1,57 — 1,42 (m;
4H). ¥C NMR (126 MHz, MeOH-D,) 6 170,39; 159,92; 136,95; 136,23; 128,76; 126,08; 120,43;
119,68; 114,99; 52,29; 50,67; 40,92; 38,74; 30,33; 29,69; 27,34; 27,32. IR (ATR) vmax = 2930, 2861,
2095, 1643, 1621, 1590, 1566, 1535, 1478, 1443, 1351, 1310, 1273, 1251, 1178, 1132, 1073, 1037,
898, 842, 823, 755,659, 649,640, 633, 626, 614, 602 cm™™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocéitané pre
C2,H27N70: 406,2350; zmerané: 406,2354.

6.1.13 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-(2-guanidinoetyl)akridin-4-karboxamid dihydrochlorid

(4)

Latka 4-Boc (150 mg, 0,23 mmol) bola rozpustena v DCM (3 ml) a do roztoku bola pridana
TFA (2,98 g, 26 mmol) za staleho mieSania. Reakéna zmes bola miesand 2 h pri laboratérnej
teplote. Prebytocné rozpustadla boli nasledne z reakcie oddestilované za znizeného tlaku. Produkt
bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (CHCl3:MeOH 4:1), R = 0,20. Frakcie
s Cistym produktom boli zli¢ené a odparené za znizeného tlaku. Produkt bol rozpusteny v CHCl;
(25 ml) a vytrepany 1M NaOH (3 x 25 ml). Organicka vrstva bola oddelend, vysusena bezvodym
Na,SO, a odparend. Produkt bol bol rozpusteny v DEE (15 ml) a prevedeny na hydrochlorid
pomocou plynného HCI pripraveného z NaCl priddvanim H,SO,. Bolo ziskanych 62 mg tmavoZltej
olejovitej latky. VytaZok 48 %.

1H NMR (500 MHz, MeOH-D,) & 8,46 — 8,27 (m; 2H); 8,19 (bs; 1H); 7,87 — 7,55 (m; 2H);
7,36 (bs; 2H); 3,84 (bs; 2H); 3,66 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 3,53 (t; /= 6,4 Hz; 2H); 3,21 (t; J = 6,8 Hz; 2H);
1,83 (bs; 2H); 1,53 (p; J = 6,8 Hz; 2H); 1,37 (bs; 4H). 3C NMR (126 MHz, MeOH-D,) § 168,37, 157,72,
134,41, 129,02, 123,61, 121,51, 51,02, 49,43, 48,58, 40,75, 38,62, 29,58, 28,43, 26,07. IR (ATR)
vmax = 3129, 2928, 2857, 2095, 1668, 1642, 1620, 1563, 1462, 1352, 1308, 1273, 1252, 1178, 1129,
900, 858, 757,728, 677, 659, 631, 621, 609. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre Ci3H3oNsO:
448,2568; zmerané: 448,2572.

6.1.14 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-[3-(dimetylamino)propyl]akridin-4-karboxamid (5)

MF — EAC:MeOH:TEA 95:5:1. Rf = 0,1. *H NMR (600 MHz, Acetdn-Ds) & 12,32 (s; 1H); 8,74
(s; 1H); 8,48 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 8,36 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,95 (bs; 1H); 7,75 — 7,61 (m; 1H); 7,46 —
7,25 (m; 2H); 6,85 (bs; 1H); 3,88 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 3,61 (qg; J = 6,6 Hz; 2H); 3,19 (t; J = 6,9 Hz; 2H);
2,43 (t; J=7,1Hz; 2H); 2,18 (s; 6H); 1,87 (p; /= 6,9 Hz; 2H); 1,81 (p; /= 7,2 Hz; 2H); 1,47 (p; /=7,0
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Hz; 2H); 1,41 — 1,27 (m; 4H). 3C NMR (151 MHz; Acetén-Ds) 6 165,84; 153,52; 148,12; 147,43;
134,19; 130,77; 128,98; 128,38; 127,72; 123,85; 122,84; 121,14; 116,46; 115,54; 57,53; 51,03;
50,53; 45,05; 37,57; 30,90; 28,56; 27,84; 26,31; 26,27. IC (ATR) vmax 3228, 2938, 2686, 2096, 1621,
158, 1567, 1537, 1476, 1443, 1349, 1311, 1273, 1248, 1177, 1133, 1091, 1035, 1004, 979, 753,
659, 643, 633, 609 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CsHssN;O: 448,2819; zmerané:
448,2828.

6.1.15 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-[2-(pyrrolidin-1-yl)etyllakridin-4-karboxamid (6)

MF — EAC:MeOH:TEA 95:5:1 Rf = 0,08, *H NMR (600 MHz, Acetén-Ds) 6 12,47 (s; 1H); 8,74 (d;
J=7,0 Hz; 1H); 8,50 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 8,38 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 8,09 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 7,71 (t; J =
7,6 Hz; 1H); 7,54 (s; OH); 7,46 — 7,30 (m; 2H); 6,76 (s; 1H); 3,97 — 3,88 (m; 2H); 3,66 (q; /= 5,7 Hz;
2H); 3,23 (t; /= 6,9 Hz; 2H); 2,77 (t; J = 6,0 Hz; 2H); 2,69 — 2,59 (m; 4H); 1,90 — 1,78 (m; 6H); 1,52
(p; J=7,0 Hz; 2H); 1,47 — 1,30 (m; 4H). 3C NMR (151 MHz; Acetdn-Ds) 6 165,50; 153,43; 148,28;
147,41; 134,10; 130,41; 129,31; 128,72; 127,45; 123,63; 122,95; 121,31; 116,48; 115,54; 55,27;
54,13; 53,86; 51,02; 50,49; 38,72; 30,83; 29,52; 28,53; 26,25; 23,53. IC (ATR) vmax 3391, 3230, 2938,
2614, 2095, 1644, 1622, 1590, 1568, 1537, 1475, 1445, 1401, 1350, 1311, 1272,1250, 1193, 1178,
1120, 1080, 1015, 899, 821, 755, 659, 641, 633, 625, 617, 610 cm™. HRMS (m/z): [M+H]*
vypocitané pre CysHi3N;O: 460,2819; zmerané: 460,2823.

6.1.16 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-[2-(dietylamino)etyl]akridin-4-karboxamid (7)

MF — EAC:MeOH:TEA 95:5:1 Rf = 0,12. *H NMR (600 MHz, Acetdn-Ds) 6 12,36 — 12,29 (m;
1H); 8,79 — 8,71 (m; 1H); 8,43 — 8,38 (m; 1H); 8,30 — 8,25 (m; 1H); 8,12 — 8,07 (m; 1H); 7,75 — 7,66
(m; 1H); 7,43 = 7,33 (m; 2H); 7,25 — 7, 17 (m; 1H); 3,99 — 3,88 (m; 2H); 3,63 (q; J = 6,0 Hz; 2H); 2,80
(t; J = 6,0 Hz; 2H); 2,72 (t; J = 6,2 Hz; 2H); 2,67 (q; J = 7,0 Hz; 1H); 2,62 (q; J = 7,0 Hz; 1H); 1,10 —
0,98 (m; 12H). 3C NMR (151 MHz; Acetdn-Ds) 6 165,51; 153,11; 148,22; 147,46; 134,15; 130,47;
129,39; 128,74; 127,19; 123,36; 122,81; 121,14; 116,09; 115,17; 52,38; 52,31; 51,02; 50,51; 46,97;
46,55; 46,11; 37,81; 30,85; 26,26; 11,58; 11,50. IC (ATR) vmax 3391, 3233, 2980, 2649, 2486, 2097,
1622, 1588, 1569, 1537, 1474, 1397, 1352, 1313, 1273, 1247, 1180, 1141, 1015, 968, 755, 660,
651, 633, 606 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoditané pre CyeH3sN,O: 462,2976; zmerané: 462,2977.

6.1.17 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-[2-(piperidin-1-yl)etyl]akridin-4-karboxamid (8)

MF — EAC:MeOH:TEA 95:5:1 Rf = 0,2. *H NMR (600 MHz, Acetén-Dg) & 12,30 (s; 1H); 8,74
(d; J= 7,4 Hz; 1H); 8,51 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 8,39 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 8,19 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,72 (t; J
=7,6 Hz; 1H); 7,47 — 7,32 (m; 2H); 6,76 (s; 1H); 3,94 (q; /= 6,9 Hz; 2H); 3,66 (q; J = 5,8 Hz; 2H); 3,24
(t; J=6,9 Hz; 2H); 2,62 (t; /= 6,2 Hz; 2H); 2,51 (bs; 4H); 1,86 (p; J = 7,3 Hz; 2H); 1,64 (p; J = 5,7 Hz;
4H); 1,53 (p; J = 7,0 Hz; 2H); 1,50 — 1,41 (m; 4H); 1,41 — 1,32 (m; 2H). 3C NMR (151 MHz; Acetén-
Ds) 6 165,50; 153,46; 148,24; 147,44; 134,16; 130,43; 129,56; 128,68; 127,47; 123,64; 122,97,
121,31;116,47; 115,54;58,42; 54,61; 51,02; 50,50; 50,38; 36,96; 36,85; 30,80; 28,52; 26,24, 26,03;
24,53. IC (ATR) vimax 3226,2941, 2862, 2648, 2541, 2095, 1622, 1590, 1568, 1537, 1474, 1443, 1350,
1310, 1272, 1179, 1134, 1099, 1037, 1007, 949, 897, 856, 755, 659, 632, 624, 609 cm™. HRMS
(m/z): [M+H]* vypocitané pre Cy7H33sN;O: 474,2976; zmerané: 474,2977.

6.1.18 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-butylakridin-4-karboxamid (9)

MPF: EAC:MeOH:TEA 96:2:2. Rf = 0,54. ZIty olej, 59 %. *H NMR (600 MHz, acetén-Dg) 6 12,23
(s; 1H); 8,74 (s; 1H); 8,50 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 8,39 (d; /= 8,8 Hz; 1H); 7,95 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,72 (t;
J=7,6Hz; 1H); 7,39 (p; J = 6,1 Hz; 2H); 6,80 (s; 1H); 3,93 (t; /= 7,0 Hz; 2H); 3,57 (q; / = 6,5 Hz; 2H);
3,23 (t; J=7,0 Hz; 2H); 1,86 (p; J = 7,4 Hz; 2H); 1,72 (p; /= 7,0 Hz; 2H); 1,61 — 1,47 (m; 4H); 1,47 —
1,31 (m; 4H); 1,00 (t; J = 7,4 Hz; 3H). 3C NMR (151 MHz; Acetdén-Ds) & 165,5; 153,63; 148,16;
147,49; 134,24; 130,87; 128,93; 128,56; 127,52; 123,75; 122,93; 121,27, 116,44, 115,52; 51,01;
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50,51; 38,93; 31,83; 30,81; 28,52; 26,23; 20,40; 13,33. IC (ATR) vmax = 3358, 2932, 2861, 2095,
1639, 1617,1593, 1560, 1532, 1503, 1476, 1435, 1423, 1371, 1357,1328, 1273, 1254, 1211, 1187,
1149, 1127, 1094, 1027, 956, 918, 848, 822, 763, 746, 736, 680, 657, 630, 617 cm™. HRMS (m/z):
[M+H]* vypocitané pre Ca4H3oNgO: 419,2562; zmerané: 419,2554.

6.1.19 9-[(6-azidohexyl)amino]-N-[2-(dimetylamino)etyl]-N-metylakridin-4-karboxamid

(10)

MF — EAC:MeOH:TEA 95:5:1 Rf = 0,1. *H NMR (500 MHz, MeOH-D,) & 8,36 (t; J = 10,0 Hz;
1H); 8,28 (t; J = 9,0 Hz; 1H); 7,99 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 7,94 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 7,69 — 7,60 (m; 2H);
7,36 (p; /= 8,3 Hz; 2H); 3,87 (bs; 1H); 3,83 (q; / = 6,8 Hz; 2H); 3,27 (s; 1,5H); 3,23 (t; J=7,7 Hz; 1H);
3,22 — 3,14 (m; 2H); 2,85 —2,77 (m; 2,5H); 2,54 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 2,42 (s; 3H); 1,84 (s; 3H); 1,76
(p; J=7,3 Hz; 2H); 1,54 — 1,44 (m; 2H); 1,37 — 1,29 (m; 4H). 3*C NMR (126 MHz; MeOH-D,) § 172,24;
152,76; 152,63; 130,19; 130,01; 128,14; 127,83; 125,00; 123,45; 122,55; 121,17; 121,07; 116,25;
56,50; 55,48; 50,88; 49,89; 44,88; 44,41; 43,92; 36,21; 32,12; 30,59; 30,54; 28,34; 26,06; 26,04. IC
(ATR) vmax 2936, 2095, 1629, 1592, 1573, 1538, 1446, 1404, 1351, 1293, 1269, 1168, 1149, 1104,
1088, 1041, 976, 898, 857, 817, 759, 687, 656, 647, 637, 605 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané
pre CsH3sN7O: 448,2819; zmerané: 448,2824.

6.1.20 {9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-yl}{(4-metylpiperazin-1-yl)metandn (11)

MF — EAC:MeOH:TEA 95:5:1 Rf = 0,1. *H NMR (600 MHz, Acetén-Ds) & 8,40 — 8,31 (m; 2H);
7,93 - 7,89 (m; 1H); 7,67 — 7,61 (m; 1H); 7,56 — 7,52 (m; 1H); 7,37 — 7,31 (m; 2H); 6,47 — 6,38 (m;
1H); 3,95 — 3,85 (m; 3H); 3,75 (m; 1H); 3,25 (t; J = 6,9 Hz; 2H); 3,16 — 3,10 (m; 1H); 3,07 — 3,01 (m;
1H); 2,59 — 2,53 (m; 1H); 2,43 — 2,33 (m; 2H); 2,20 (s; 3H); 2,08 — 2,03 (m; 1H); 1,84 (p; J = 7,3 Hz;
2H); 1,53 (p; J = 7,9 Hz; 2H); 1,46 — 1,40 (m; 2H); 1,40 — 1,33 (m; 2H). 3C NMR (151 MHz; Acetdn-
Ds) 6 168,57; 151,88; 149,59; 146,46; 137,61; 130,04; 129,74; 127,47; 124,23; 123,60; 122,83;
121,87;116,61; 116,23; 55,09; 54,84; 51,03; 50,41, 50,30; 46,78; 45,65; 41,29; 30,96; 28,54, 26,28.
IC (ATR) vinax 2936,2602, 2095, 1629, 1592, 1573, 1538, 1445, 1351, 1269, 1198, 1165, 1131, 1090,
1023, 974, 902, 860, 816, 758, 681, 656, 647, 628, 613 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre
CsH31N7O: 446,2663; zmerané: 446,2671.

6.1.21 9-[(6-azidohexyl)amino]-N,N-bis[2-(dietylamino)etyl]akridin-4-karboxamid (12)

MF - EAC:MeOH:TEA 95:5:1. Rf = 0,07. *H NMR (500 MHz, MeOH-D.) & 8,39 (d; J = 8,7 Hz;
1H); 8,31 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 7,96 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,71 — 7,64 (m; 1H); 7,64 — 7,60 (m; 1H); 7,43
—7,35 (m; 2H); 3,86 (t; J = 7,2 Hz; 3H); 3,81 (bs; 2H); 3,27 — 3,18 (m; 4H); 3,08 — 2,92 (bs; 2H); 2,74
(9; J = 7,2 Hz; 4H); 2,78 — 2,70 (bs; 2H); 2,11 (q; J = 7,2 Hz; 4H); 1,78 (p; J = 7,3 Hz; 2H); 1,52 (p; J =
6,9 Hz; 2H); 1,43 — 1,30 (m; 4H); 1,19 (t; J = 7,2 Hz; 6H); 0,61 (t; J = 7,2 Hz; 6H). 13C NMR (126 MHz,
MeOH-D,) 6 172,40; 152,54; 134,06; 132,15; 130,02; 128,84; 127,80; 127,66; 125,97; 124,92;
123,33;122,62; 121,96; 121,12; 120,57, 117,31, 116,38, 50,89, 50,53; 49,90; 49,55; 47,38; 47,10;
46,71; 43,49; 30,56; 28,36; 26,09; 26,06; 10,62; 9,94. IR (ATR) vmax 3411, 2942, 2650, 2482, 2096,
1629, 1593, 1574, 1537, 1464, 1445, 1397, 1352, 1327, 1268, 1197, 1169, 1125, 1070, 1038, 969,
895, 817, 763, 678, 660, 652, 641, 606 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoditané pre Cs;HssNsO:
561,4024; zmerané: 561,4032.

6.1.22 N-(6-azidohexyl)-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-karboxamid (18)
9-0x0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylova kyselina (1 g , 4,18 mmol), HBTU (3,17 g, 8,36
mmol) a TEA (850 mg, 8,39 mmol) boli pridané do bezvodého THF (25 ml) a reakéna zmes bola
ponechana v ultrazvukovom kupeli 15 minut. Do zmesi bol pridany 6-azidohexan-1-amin (800 mg,
5,63 mmol) a zmes bola mieSana 2 h v argénovej atmosfére pri laboratérnej teplote. Nasledne bol
zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany THF. Reziduum bolo rozpustené v dietyléteri (DEE, 50
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ml) a vytrepané vodou (3 x 50 ml). DEE vrstva bola oddelena a vysusena bezvodym Na;SO..
Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (HEX:EAC:MeOH 7:3:0,5). Bolo
ziskanych 1,03 g Zltej olejovitej latky. Vytazok 68 %.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 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; J = 8,4; 6,9; 1,6 Hz; 1H); 7,57 (t; J = 5,7
Hz; 1H); 7,38 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 7,24 (ddd; /= 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); 1,69 (p; 2H); 1,56 (p; J = 6,9 Hz; 2H); 1,47 — 1,33 (m; 4H).
13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 178,02; 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.
IC (ATR) vimax 3333, 2936, 2859, 2098, 1644, 1616, 1597, 1582, 1572, 1544, 1523, 1479, 1434, 1402,
1310, 1272, 1249, 1184, 1160, 963, 858, 833, 793, 754 681 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané
pre CoH22Ns0,: 364,1768; zmerané: 364,1777.

6.1.23 metyl 9-{[2-(dimetylamino)etyl]amino}akridin-4-karboxylat (19)

Latka 15 (118 mg, 0,466 mmol) bola rozpustend v SOCI; (1 ml) a zmes bola miesana 1 h pri
teplote 80 °C. Zo zmesi bol nasledne za znizeného tlaku oddestilovany SOCI,. K reziduu bol pridany
fenol (10 ekvivalentov) a zmes bola miesand 15 minut pri teplote 110 °C. Po ochladeni zmesi na
55 °C bol do zmesi pridany N,N-dimetyletan-1,2-diamin (127 pul) a reakéna zmes bola mieSana 24
h pri teplote 55 °C. Ndsledne bola reakéna zmes rozpustena v chloroforme a vytrepana 2M NaOH
(3 x 30 ml). Organickd vrstva bola oddelend, vysusena Na,SO, a odparend za znizeného tlaku.
Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (1. HEX:EAC 1:1, 2. DCM:MeOH
9:1). Bolo ziskanych 63 mg Zltooranzovej olejovitej latky. Vytazok 41 %.

1H NMR (600 MHz, MeOH-D.) 6 8,21 (s; 1H); 8,01 (dd; J = 7,8; 1,5 Hz; 1H); 7,90 (s; 1H); 7,39
(ddd; J=8,2; 6,9; 1,5 Hz; 1H); 7,15 — 7,10 (m; 1H); 7,06 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 6,96 (t; J = 7,8 Hz; 1H);
3,94 (t; J=7,0 Hz; 2H); 3,89 (s; 3H); 2,75 (t; J = 6,9 Hz; 2H); 2,30 (s; 6H). 3C NMR (151 MHz, MeOH-
D.) & 168,29; 153,99; 136,61 132,86; 130,89; 128,56; 125,92; 120,67; 116,89; 61,17; 51,41; 50,92;
44,55. IC (ATR) vmax 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™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CioH,1N30,: 324,1707;
zmerané: 324,1716.

6.1.24 9-{[2-(dimetylamino)etyllamino}akridin-4-karboxylat sodny (20)

Latka 19 (214 mg, 0,66 mmol) bola rozpustend v THF (4 ml). Do reakcnej zmesi bol
priddvany nasyteny roztok hydroxidu sodného v zmesi MeOH/H20 5:1 (0,4 ml) do syteho
oranzovo-Cerveného sfarbenia roztoku. Zmes bola mieSana 5 min pri laboratérnej teplote.
Prebyto¢ny THF bol za znizeného tlaku z reakénej zmesi oddestilovany. Surovy produkt bol
predisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (CHCI3:MeOH, 4:1) R = 0,18. Bolo ziskanych
182 mg oranzového oleja. Vytazok 89 %.

'H NMR (600 MHz, MeOH-D,) 6 8,33 (dd; J = 7,2; 1,2 Hz; 1H); 8,21 (t; J = 8,8 Hz; 2H); 7,73
(ddd; J=8,2; 6,9; 1,2 Hz; 1H); 7,40 (ddd; J = 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; J = 6,1 Hz; 2H); 2,94 (t; J = 6,1 Hz; 2H); 2,47 (s; 6H). 23C NMR (151
MHz, MeOH-D,) 6 171,84; 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. IC (ATR) Vimax 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™. HRMS (m/z): [M+H]* vypotitané
pre CigHisN3sNaO,: 332,1369; zmerané: 332,1371.
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6.1.25 N-(6-azidohexyl)-9-{[2-(dimetylamino)etyl]amino}akridin-4-karboxamid (21)

Latka 20 (147 mg, 0,48 mmol) bola rozpustena v bezvodom THF a do zmesi bol pridany
HBTU (90,1 mg, 0,24 mmol) a TEA (70 ul). Zmes bola ponechand 15 minut v ultrazvukovom kupeli.
Nasledne bol do reakénej zmesi pridany 6-azidohexan-1-amin (68 mg, 0,48 mmol) a zmes bola
miesand 24 h pri laboratérnej teplote. Prebytocny THF bol zo zmesi oddestilovany za znizeného
tlaku. Reziduum bolo rozpustené v dietyléteri (20 ml) a vytrepané vodou (3 x 20 ml). Organicka
vrstva bola vysusena bezvodym Na2S04 a organické rozpustadlo bolo oddestilované za znizeného
tlaku. Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (EAC:MeOH:TEA, 9:0,5:0,5)
R¢ = 0,28. Bola ziskana Zlta olejovita latka (67 mg). Vytazok 32 %.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 12,46 (s; 1H); 8,89 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 8,30 (dd; J = 8,7;
1,5 Hz; 1H); 8,19 (dt; J = 8,7; 0,8 Hz; 1H); 7,96 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 7,76 — 7,69 (m; 1H); 7,48 — 7,37
(m; 2H); 6,88 (s; 1H); 3,92 (t; J = 5,4 Hz; 2H); 3,68 (q; J = 6,9; 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). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 166,50; 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. IC (ATR) vmax 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™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CysHsiN;O: 434,2663; zmerané: 434,2668.

6.1.26 metyl 9-{[2-(dietylamino)etyl]amino}akridin-4-karboxylat (22)

Latka 15 (115 mg, 0,454 mmol) bola rozpustend v SOCI; (1 ml) a zmes bola miesana 1 h pri
teplote 80 °C. Zo zmesi bol nasledne za zniZeného tlaku oddestilovany tionylchlorid. K reziduu bol
pridany fenol (10 ekvivalentov) a zmes bola mie$ana 10 minut pri teplote 110 °C. Po ochladeni
zmesi na 55 °C bol do zmesi pridany N,N-dietyletan-1,2-diamin (58 mg, 0,5 mmol) a reakéna zmes
bola miesana 24 h pri teplote 55 °C. Nasledne bola reakénd zmes rozpustena v chloroforme
a vytrepana 2M hydroxidom sodnym (3 x 30 ml). Organickd vrstva bola oddelend, vysusena
siranom sodnym aodparend za znieného tlaku. Produkt bol predisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (1. HEX:EAC 1:1, 2. DCM:MeOH 9:1). Bolo ziskanych 111 mg
ZltooranZovej olejovitej latky. Vytazok 72 %.

1H NMR (500 MHz, MeOH-D.) & 8,23 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 8,10 (d; 1H); 7,99 (d; J = 8,2 Hz;
1H); 7,49 (ddd; J = 8,4; 7,1; 1,4 Hz; 1H); 7,23 (d; 1H); 7,15 (t; 1H); 7,06 (t; J = 7,9 Hz; 1H); 4,02 (t; J
= 6,7 Hz; 2H); 3,95 (s; 2H); 3,02 (t; J = 6,8 Hz; 2H); 2,80 (q; J = 7,2 Hz; 4H); 1,14 (t; J = 7,2 Hz; 6H).
13C NMR (126 MHz, MeOH-D,) § 168,10; 154,34; 133,39; 131,36; 121,12; 119,10; 117,14; 53,91;
51,48; 49,54; 47,05; 9,69. MS (ESI) m/z: 352,4.

6.1.27 9-{[2-(dietylamino)etyl]amino}akridin-4-karboxylat sodny (23)

Latka 22 (111 mg, 0,33 mmol) bola rozpustend v THF (2 ml). Do reakcnej zmesi bol
pridavany nasyteny roztok hydroxidu sodného v zmesi MeOH/H20 5:1 do syteho oranZovo-
cerveného sfarbenia roztoku. Zmes bola miesana 5 min pri laboratérnej teplote. Prebytoény THF
bol za zniZzeného tlaku z reakénej zmesi oddestilovany. Surovy produkt bol bez dalSieho Cistenia
pouzity v dalSej reakcii.

6.1.28 N-(6-azidohexyl)-9-{[2-(dietylamino)etyllamino}akridin-4-karboxamid (24)

Latka 23 (bez Cistenia) bola rozpustena v THF (2 ml) a do zmesi bol pridany HBTU (250 mg,

0,658 mmol) a TEA (67 mg, 0,658 mmol). Zmes bola ponechana v ultrazvukovom kupeli 15 minut.

Do zmesi bol za pridany 6-azidohexan-1-amin (52 mg, 0,37 mmol) a zmes bola miesana 2 h pri
laboratérnej teplote. Zo zmesi boli nasledne za znizeného tlaku oddestilované rozpustadla

76



a produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (EAC:MeOH:TEA 99:1:1). Bolo
ziskanych 22 mg Zltej olejovitej latky. Vytazok 13 %.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-D) 6 12,51 (s; 1H); 8,87 (dd; J = 7,1; 1,4 Hz; 1H); 8,29 (dd; J
=8,7; 1,5 Hz; 1H); 8,18 (dt; /= 8,8; 0,9 Hz; 1H); 7,93 (dd; J = 8,7; 1,3 Hz; 1H); 7,71 (ddd; J = 8,3; 6,6;
1,3 Hz; 1H); 7,45 — 7,34 (m; 2H); 7,14 (s; 1H); 3,91 (t; /= 5,8 Hz; 2H); 3,68 (td; J = 6,9; 5,3 Hz; 2H);
3,28 (t; J= 7,0 Hz; 2H); 2,82 — 2,76 (m; 2H); 2,69 (q; J = 7,1 Hz; 4H); 1,83 (p; / = 7,0 Hz; 2H); 1,72 —
1,57 (m; 4H); 1,57 — 1,47 (m; 2H); 1,13 (t; J = 7,1 Hz; 6H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-D) &
166,54; 152,92; 147,87; 147,44; 134,59; 130,57; 128,98; 127,91; 126,81; 123,03; 122,80; 121,51;
116,13; 115,26; 77,20; 52,19; 51,40; 46,37; 46,07; 39,55; 29,66; 29,50; 28,81; 27,01; 26,54; 11,87.
HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CysH3sN;O: 462,2976; zmerané: 462,2980. Vzhladom na
vysledky testov na schopnost stabilizacie duplexu latka nebola dalej charakterizovana.

6.1.29 2-[(2-karboxyfenyl)aminolizoftalova kyselina (25)

Do zmesi 2-brémizoftalovej kyseliny (1,721g, 7,02 mmol), antranilovej kyseliny (0,964 g,
7,03 mmol), bezvodého K,COs (3,15 g, 22,80 mmol), katalytického mnozstva praskovej medi
a katalytického mnozZstva Cul bol pridany izoamylalkohol (10 ml). Reakéna zmes bola miesSana
a zahrievand 1 h pri 140 °C. Nasledne bol zo zmesi oddestilovany izoamylalkohol za znizeného
tlaku. Reziduum bolo rozpustené v 1M NaOH a vzniknuty roztok bol prefiltrovany. Zo zmesi bola
za znizeného tlaku odparend voda. K reziduu bola pridand koncentrovana kyselina chlorovodikova
avzniknutd zrazenina bola odsatd apremytd vodou. Produkt bol predisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (EAC:HEX:AA 6:3:1). Bolo ziskanych 1,702 g bledoZltej krystalickej
latky. Vytazok 80 %.

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 12,39 (s; 3H); 7,92 (dd; ) = 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; ) = 7,7; 0,6 Hz; 1H); 6,82 — 6,75 (m; 2H). 13C NMR
(126 MHz, DMSO-D) 5 168,98; 168,10; 146,96; 140,75; 134,45; 133,53; 131,70; 125,70; 121,90;
118,79; 115,70; 113,83.

6.1.30 9-ox0-9,10-dihydroakridin-4,5-dikarboxylova kyselina (26)

Latka 25 (1,01 g, 3,36 mmol) bola rozpustend v koncentrovanej kyseline sirovej (6 ml).
Zmes bola miesand 1 h pri 105 °C. Zmes ochladend na laboratérnu teplotu bola po malych ¢astiach
a za mieSania pridavana do vychladenej destilovanej vody (150 ml). Vzniknutd zrazenina bola
odsata a premyta vodou (5x50 ml). Produkt bol vysuSeny v exsikatore. Vytazok 95 %.

T.t. >390 °C. *H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 13,89 (s; 1H); 8,46 (ddd; J = 21,2; 7,7; 1,8 Hz;
4H); 7,37 (t; J = 7,7 Hz; 2H),*3C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) 6 176,42; 168,12; 140,75; 137,50;
132,22; 121,85; 121,18; 116,50. IC (ATR) Vmax = 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
cmt, HRMS (m/z): [M+H]* vypoéitané pre CisHsNOs: 284,0553; zmerané: 284,0563.

6.1.31 dimetyl 9-ox0-9,10-dihydroakridin-4,5-dikarboxylat (27)

K latke 26 (2,42 g, 8,55 mmol) bol pridany POCls (20 ml) a zmes bola mieSana 1 h pri teplote
140 °C. Do zmesi ochladenej na 50 °C bol po kvapkach pridavany bezvody MeOH (20 ml). Do
miesajucej sa zmesi bol po kvapkach pridavany POCIl; do rozpustenia zrazeniny a zmes bola
miesand 12 h pri 50 °C. Zo zmesi bol nasledne za zniZzeného tlaku oddestilovany MeOH a vzniknuta
zrazenina bola odsata. Zrazenina bola rozpustena v chloroforme (50 ml) a vytrepana 10 % Na,COs;
(3 x 50 ml). Chloroformova vrstva bola oddelend, vysusena pomocou bezvodého Na,SO4
a odparend za znizeného tlaku. Produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
(CHCI3). Bolo ziskanych 2,1 g hnedej amorfnej latky. Vytazok 79 %.

77



Alternativny postup syntézy:

K latke 25 (1,79 g 5,94 mmol) bol pridany POCIs (20 ml) a zmes bola mieSana 1 h pri teplote
140 °C. Do zmesi ochladenej na 50 °C bol po kvapkach pridavany bezvody MeOH (20 ml). Do
mieSajucej sa zmesi bol po kvapkach pridavany POCI; do rozpustenia zrazeniny a zmes bola
mieSanda 12 h pri 50 °C. Zo zmesi bol nasledne za zniZzeného tlaku oddestilovany MeOH a vzniknuta
zrazenina bola odsata. Zrazenina bola rozpustena v chloroforme (50 ml) a vytrepana 10% Na,COs;
(3 x 50 ml). Chloroformova vrstva bola oddelend, vysusend pomocou bezvodého Na,SO4
a odparend za znizeného tlaku. Produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou na silikageli
(CHCIs). Bolo ziskanych 1,48 g hnedej amorfnej latky. Vytazok 80 %.

T.t. >230 °C za rozkladu. *H NMR (500 MHz, Chloroform-D) & 13,65 (s; 1H); 8,62 (ddd; J =
7,9; 1,8; 0,7 Hz; 2H); 8,42 — 8,39 (dd; 2H); 7,26 — 7,22 (t; 2H); 4,03 (d; J = 0,8 Hz; 6H). 3C NMR (126
MHz, Chloroform-D) § 177,10; 166,96; 140,80; 137,09; 133,18; 122,22; 120,61; 120,58; 115,10;
52,54. IC(ATR) vmax = 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™. MS (ESI) m/z: 312,20
[M+H]*

6.1.32 dimetyl 9-aminoakridin-4,5-dikarboxylat (28)

Latka 27 (820 mg, 2,634 mmol) bola rozpustend v POCIs (5 ml) a zmes bola mieSana pri
teplote 140 °C po dobu 1 h. Nasledne bol zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany prebytoény
POCls. K reziduu bol pridany fenol (10 ekviv.) a zmes bola miesana pri teplote 110 °C po dobu 15
min. Po uplynuti 15 minut bola zmes ochladena na teplotu 55 °C a do zmesi bol pridany (NH4).CO3
(506 mg, 5,266 mmol). Zmes bola miesana pri tejto teplote 1 h. Nasledne bola zmes rozpustena
v CHCl3 (50 ml) a vytrepana 1M NaOH (3 x 50 ml). Organicka vrstva bola oddelend, vysusend
pomocou Na,SO; a odparend za znizeného tlaku. Produkt bol pretisteny pomocou stipcovej
chromatografie na silikageli (EAC:MeOH:TEA 9:1:0,5). Rf = 0,2. Bolo ziskanych 639 mg Zltej
praskovitej latky. Vytazok 78 %.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 8,27 (dd; J = 8,0; 1,6 Hz; 2H); 8,20 (ddd; J = 7,6; 1,6;
0,5 Hz; 2H); 7,15 — 7,06 (m; 2H); 4,70 (s; 2H); 4,00 (d; J = 0,5 Hz; 6H). 3C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) 6 167,46; 161,85; 139,47; 136,20; 131,15; 121,16; 119,71; 115,24, 52,72. IC (ATR)
vmax 3183, 2953, 2097, 1708, 1606, 1557, 1521, 1450, 1429, 1406, 1360, 1279, 1262, 1218, 1187,
1131, 1078, 1003, 993, 925, 887, 859, 832, 817, 780, 748, 710, 684, 663, 650, 624 cm™. HRMS
(m/z): [M+H]* vypocitané pre Cs;HisNgO: 311,1026; zmerané: 311,1040. Latka nebola dalej
charakterizovana.

6.1.33 dimetyl 9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4,5-dikarboxylat (29)

Latka 27 (220 mg, 0,708 mmol) bola rozpustend v POCls; (2 ml). Reakénd zmes bola miesana
1,5 h pri teplote 140 °C. Prebytocny POCI; bol z reakénej zmesi oddestilovany za zniZzeného tlaku.
K reziduu bol pridany fenol (708 mg, 7,52 mmol) a zmes bola miesana 15 min pri 110 °C. Nasledne
bola zmes ochladend na 55 °C a do zmesi bol pridany 6-azidohexan-1-amin (302 mg, 2,214 mmol).
Zmes bola miesand pri 16 h pri teplote 55 °C. Nasledne bola zmes rozpustena v EAC (30 ml) a
vytrepana 1M hydroxidom sodnym (4 x 25 ml). Organicka vrstva bola vysusena bezvodym siranom
sodnym. Zo zmesi boli nasledne za znizeného tlaku oddestilované rozpustadla. Produkt bol
pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (1. EAC:AA, 9:1, R; = 0,06; 2. EAC:MeOH, 4:1).
Bola ziskana zIta olejovita latka (154 mg). Vytazok 50 %.

78



'H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) &§ 13,11 (s; 1H); 8,45 (s; 1H); 8,21 (dd; J = 16,8; 7,7
Hz; 2H); 7,99 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 7,14 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 7,06 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 4,02 (d; J = 8,3 Hz;
6H); 3,82 (t; /= 6,9 Hz; 2H); 3,24 (t; J= 7,0 Hz; 2H); 1,83 (q; /= 7,2 Hz; 2H); 1,62 (p; / = 7,1 Hz; 2H);
1,54 — 1,39 (m; 4H). 3C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) & 167,68; 167,49; 152,69; 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; 14,44. IC (ATR) Vmax 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™.
MS (ESI) m/z: 436,6 [M+H]*

6.1.34 9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4,5-dikarboxylat sodny (30)

Latka 29 (47 mg, 0,11 mmol) bola rozpustena v THF (3 ml). Do reakénej zmesi bol pridavany
nasyteny roztok hydroxidu sodného v zmesi MeOH/H20 5:1 (0,5 ml) do zmeny sfarbenia roztoku.
Prebyto¢ny THF bol za znizeného tlaku z reakénej zmesi oddestilovany. Surovy produkt bol
rozpusteny vo vode a k zmesi bola pridana HCI do kyslej reakcie. Zmes bola vytrepana do EAC (4 x
10 ml). EAC bol nasledne vysuseny bezvodym Na,SO, oddestilovany za zniZzeného tlaku. Produkt
nebol pri &isteni pomocou stipcovej chromatografie stabilny a dochadzalo k jeho rozkladu.
Produkt sa nepodarilo ziskat.

6.1.35 N4 N>-bis[2-(dimetylamino)etyl]-9-oxo-4a,9,9a,10-tetrahydroakridin-4,5-
dikarboxamid (31)
Latka 27 (680,2 mg, 0,185 mmol) bola rozpustena v N,N-dimetyletan-1,2-diamine (21 ml).
Zmes bola zahrievana pri 108 °C po dobu 24 h. Prebyto¢ny N,N-dimetyletan-1,2-diamin bol
oddestilovany za znizeného tlaku. Produkt bol pre¢isteny stipcovou chromatografiou na silikageli
(1. CHCl3:MeOH:TEA, 10:1:1, R¢ = 0,16 a 2. MeOH:TEA 3:2, R¢ = 0,92). Bola ziskana Zlta olejovita
latka (523,6 mg). Vytazok 57 %.

T.t. 250,5 — 252,5 °C za rozkladu. *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; ] = 7,7 Hz; 2H); 3,46 (q; J = 6,2 Hz; 4H);
2,54 (t; J = 2,0 Hz; 4H); 2,25 (s; 12H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-De) 6 176,53; 167,08; 139,54;
133,52;129,65;121,52;121,11; 120,75, 58,01; 45,29; 37,45. I (ATR) vmax 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™. HRMS (m/z): [M+H]*
vypocitané pre CasHasNsOs: 424,2343; zmerané: 424,2349.

6.1.36 9-[(6-azidohexyl)amino]-N4 N>-bis[(2-dimetylamino)etyl]akridin-4,5-dikarboxamid

(32)

Latka 31 (82 mg, 0,194 mmol) bola rozpustena v SOCl; (1,5 ml) a zmes bola miesana pri
teplote 85 °C po dobu 30 minut. Prebyto¢ny SOCI; bol oddestilovany za zniZzeného tlaku. K reziduu
bol pridany fenol (182 mg, 1,94 mmol) a reakénd zmes bola miesana pri teplote 110 °C po dobu
15 minut. Ndsledne bola reakénd zmes ochladena na teplotu 55 °C a do zmesi bol pridany 6-
azidohexan-1-amin (41,2 mg, 0,290 mmol). Zmes bola miesana pri teplote 55 °C po dobu 24 h. Po
ochladeni na laboratdrnu teplotu bola reakéna zmes rozpustenda v EAC (20 ml) a vytrepana 1M
NaOH (5 x 50 ml). Organicka vrstva bola vysusena bezvodym Na;SOs. Organicka vrstva bola
oddelend a za zniZeného tlaku oddestilovana. Produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou
na silikageli (EAC:MeOH:TEA, 7:3:0,1; Rs = 0,4) a nasledne na oxide hlinitom (HEX:DCM:MeOH,
10:5:0,5; R¢ = 0,24). Bola ziskanych 46,7 mg zltej olejovitej latky. Vytazok 44 %.
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'H NMR (500 MHz, Acetén-Ds) & 8,49 (dd; J = 8,7; 1,5 Hz; 2H); 8,32 (qd; J = 6,2; 1,4 Hz; 2H);
7,42 (dd; J = 8,7; 7,0 Hz; 2H); 6,92 (t; J = 5,7 Hz; 1H); 3,98 — 3,91 (m; 2H); 3,69 (td; J = 6,9; 5,5 Hz;
4H); 3,29 (t; J = 6,9 Hz; 2H); 2,61 (t; J = 7,0 Hz; 5H); 2,26 (s; 12H); 1,89 (p; J = 7,2 Hz; 2H); 1,57 (p; J
=7,1Hz; 2H); 1,53 -1,35 (m; 3H). 3C NMR (126 MHz, Acetdn-D¢) & 167,76; 154,42; 147,00; 133,18;
13&90;12123;12148;11&72;5&48;5L80;5L41;4581;3&60;3L56;27IB.IC(ATR)wmx=
3198, 2942, 2095, 1705, 1686, 1637, 1608, 1589, 1558, 1518, 1431, 1400, 1312, 1280, 1233, 1192,
1171, 1142, 1120, 1092, 1078, 1067, 1007, 942, 888, 833, 805, 751, 722, 700, 691, 985, 658, 654,
645, 641, 634, 622, 616, 611, 607 cm™*. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CasHa1NsO»: 548,3456;
zmerané: 548,3466.

6.1.37 2-[(2-karboxyfenyl)amino]-3-jédbenzoova kyselina (33)

Do zmesi 2-amino-3-jddobenzoovej kyseliny (662 mg, 2,52 mmol), 2-jédbenzoovej
kyseliny (812 mg, 3,27 mmol), bezvodého K,COs (1,65 g, 11,94 mmol), katalytického mnozstva
praskovej medi a katalytického mnoZstva Cu,0 bol pridany izoamylalkohol (10 ml). Reak¢na zmes
bola mieSana 30 minut pri 140 °C. Ndsledne bol zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany
izoamylalkohol. Reziduum bolo rozpustené v 1M NaOH a vzniknuty roztok bol prefiltrovany.
K filtratu bola pridand koncentrovand HCl a vzniknutd zrazenina bola odsata a prekrystalizovana
z MeOH. Vzniknuté krystaly boli odsaté a vysusené. Bolo ziskanych 697 mg hnedoZltych krystéalov.
Vytazok 72 %.

T.t. 240,2 -242,1 °C za rozkladu. *H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) § 12,85 (s; 2H); 9,89 (s; 1H);
8,13 (dd; J=7,9; 1,5 Hz; 1H); 7,93 — 7,78 (m; 2H); 7,26 (ddd; J = 8,6; 7,1; 1,7 Hz; 1H); 7,11 (t; J= 7,8
Hz; 1H); 6,74 (ddd; J = 8,0; 7,1; 1,1 Hz; 1H); 6,25 (dd; J = 8,6; 1,0 Hz; 1H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-
D¢) 6 169,65; 167,31; 147,71; 143,24; 141,37; 133,87; 131,70; 131,02; 130,62; 127,46; 117,50;
113,93; 113,00; 101,89. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CisH10INO4 383,9727, zmerané:
383.9727. IC (ATR) vmax = 3314, 2976, 2639, 1675, 1605, 1587, 1573, 1554, 1502, 1432, 1297, 1242,

1205, 1159, 1087, 1049, 924, 891, 828, 812, 747, 722, 698, 685, 657, 649, 638, 632, 628, 611 cm”
1

6.1.38 metyl 5-j6d-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylat (34)

K latke 33 (3,48 g, 9,1 mmol) bol pridany POCI; (20 ml) a zmes bola miesana 1 h pri teplote
100 °C. Do zmesi ochladenej na 50 °C bol postupne po kvapkach pridavany bezvody MeOH (100
ml). Do zmesi bol za stdleho miesSania pridavany dalsi POCls do rozpustenia zrazeniny a zmes bola
miesana 12 h pri teplote 50 °C. Prebytocny MeOH bol zo zmesi oddestilovany za znizeného tlaku.
Vzniknutd zrazenina bola odsatd, premytd vodou avysuSend. Bolo ziskanych 2,97 g Zltych
krystalov. Vytazok 78 %.

T.t.: 189,8 — 191,4 °C. *H NMR (600 MHz, Chloroform-D) & 11,85 (s; 1H); 8,53 (dd; J = 7,9;
1,6 Hz; 1H); 8,34 — 8,27 (m; 2H); 8,06 (dd; J = 7,4; 1,6 Hz; 1H); 7,16 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,96 (t; J =
7,7 Hz; 1H); 3,97 (s; 3H). 3C NMR (151 MHz, Chloroform-D) 6 177,26; 167,77; 143,85; 141,31;
140,57; 136,83; 133,72; 127,62; 123,47; 122,36; 121,73; 120,63; 114,10; 86,21; 52,79. HRMS
(m/z): [M+H]* vypocitané pre C14H10INO4, 379.9778, zmerané, 379.9783. IC (ATR) Vmax = 3197,
2952,1704, 1686, 1636, 1607, 1588, 1555, 1517, 1430, 1401, 1312,1279, 1232, 1190, 1171, 1141,
1119, 1091, 1077, 1067, 1006, 942, 887, 832, 805, 751, 722, 700, 690, 685, 633 cm™.

6.1.39 metyl 5-(6-hydroxyhex-1-yn-1-yl)-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylat (35)

K zmesi latky 34 (100 mg, 0,264 mmol) a hex-5-yn-1-olu (52 mg, 0,530 mmol) bol pridany
CHCI5 (3 ml) a TEA (1 ml). Do reakénej zmesi bol za staleho miesania pridany Cul (10 mg) a Pd(PPhs)4
(10 mg). Reakéna zmes bola miesana 30 minat pri 60 °C. Nasledne boli z reakénej zmesi za
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znizeného tlaku oddestilované rozpustadla. Produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou na
silikageli (CHCls) R¢ = 0,14. Bolo ziskanych 70 mg Zltej amorfnej latky. Vytazok 75 %.

T.t. 150,2-152,0 °C. *H NMR (600 MHz, Chloroform-D) & 12,09 (d; J = 7,1 Hz; 1H); 8,64 —
8,59 (m; 1H); 8,31 — 8,24 (m; 2H); 7,68 — 7,61 (m; 1H); 7,16 (tq; J = 7,8; 2,9; 1,8 Hz; 2H); 3,94 (d; J
= 2,4 Hz; 3H); 3,76 (t; J = 6,1 Hz; 2H); 2,69 (td; J = 6,8; 2,0 Hz; 2H); 1,95 — 1,80 (m; 4H). 3C NMR
(151 MHz, Chloroform-D) 6 177,87; 167,87; 141,18; 141,10; 136,57; 136,11; 133,70; 126,44,
122,28; 121,60; 121,14; 120,21; 114,07; 112,83; 99,43; 75,02; 62,60; 52,43; 32,10; 24,93; 19,67.
IC (ATR) vmax = 3397, 3238, 2949, 1743, 1702, 1699, 1684, 1654, 1647, 1637, 1622, 1610, 1584,
1559, 1550, 1544, 1524, 1507, 1490, 1468, 1458, 1435, 1417, 1401, 1374, 1362, 1330, 1313, 1283,
1273,1226,1191, 1141, 1053, 1042, 1025, 1008, 971, 931, 888, 834, 811, 775, 752, 722, 694, 657,
650, 646, 640, 632, 626, 608 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoéitané pre C,iHisNO4: 350,1387;
zmerané: 350,1387.

6.1.40 metyl 5-(6-azidohex-1-yn-1-yl)-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylat (36)

Latka 35 (250 mg; 0,72 mmol) bola rozpustend v zmesi DCM (6 ml) a TEA (200 pl). Do
reakénej zmesi bol pridany metansulfonylchlorid (MsCl, 67 ul) a reakéna zmes bola miesana 30
minut pri laboratérnej teplote. Nasledne bola reakénd zmes vytrepana solankou (3 x 15 ml).
Organicka vrstva bola oddelend, vysusena Na;SO. a odparena za zniZzeného tlaku. Reziduum bolo
rozpustené v DMF (5 ml) a do zmesi bol pridany NaNs (140 mg; 2,14 mmol). Reakéna zmes bola
miesand 3 h pri 60 °C. Nasledne bol zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany DMF. Reziduum
bolo rozpustené v CHCls a vytrepané vodou (3 x 50 ml). Organicka vrstva bola oddelend, vysusena
bezvodym Na,SO, aodparend za znizeného tlaku. Produkt bol pretisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (CHCls). R¢ = 0,16. Bolo ziskanych 236 mg Zltej amorfnej latky.
Vytazok 88 %.

T.t. 54,0 — 56,1 °C. *H NMR (600 MHz, Chloroform-D) § 12,29 (s; 1H); 8,69 (ddd; J = 8,0;
1,6; 0,8 Hz; 1H); 8,42 (ddd; J = 7,5; 1,7; 0,7 Hz; 1H); 8,35 (ddt; J = 8,1; 1,4; 0,7 Hz; 1H); 7,73 (dt; J =
7,3; 1,0 Hz; 1H); 7,28 — 7,18 (m; 2H); 3,99 (d; J = 0,7 Hz; 3H); 3,42 — 3,36 (m; 2H); 2,76 — 2,69 (m;
2H); 1,93 — 1,83 (m; 4H). 3C NMR (151 MHz, Chloroform-D) 6 177,96; 167,99; 141,39; 141,29;
136,68; 136,11; 133,83; 126,70; 122,48; 121,63; 121,31; 120,28; 114,23; 112,66; 98,70; 75,46;
52,37;51,14; 28,21; 25,61; 19,43. IC: 3248, 2955, 2094, 1698, 1632, 1608, 1586, 1520, 1438, 1402,
1356, 1312, 1281, 1225, 1195, 1170, 1134, 1068, 1052, 1003, 942, 885, 837, 811, 757, 737, 717,
696, 646, 640, 626 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoéitané pre C;H1sN4Os: 375,1452; zmerané:
375,1465.

6.1.41 metyl 9-amino-5-(6-azidohex-1-yn-1-yl)akridin-4-karboxylat (37)

K latke 39 (100 mg, 0,264 mmol) a hex-5-yn-1-yl metansulfonatu (95 mg, 0,539 mmol) bol
pridany TEA (2 ml) a DCM (2 ml). Do reakcnej zmesi bol za staleho miesania pridany Cul (10 mg) a
Pd(PPhs)s (10 mg). Reakéna zmes bola miesana 2 h pri 45 °C. Rozpustadla boli za znizeného tlaku
oddestilované z reakénej zmesi. Reziduum bolo rozpustené v DMF (3 ml) a do zmesi bol za staleho
miesania pridany NaNs (175 mg, 2,69 mmol) a reakéna zmes bola zahrievana 1 h pri 60 °C. DMF
bol zreakénej zmesi oddestilovany za znizeného tlaku a produkt bol precisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (EAC:MeOH:TEA 95:5:5). Bolo ziskanych 40 mg Zlto-Cervenej pevnej
latky. Latka sa pri oddestilovani rozpustadiel rozkladala a nebolo mozné ziskat NMR Cistej latky.

6.1.42 metyl 9-amino-5-(4,5,6,7-tetrahydro-[1,2,3]triazolo[1,5-a]pyridin-3-yl)akridin-4-
karboxylat (37-1)
K latke 36 (100 mg, 0,267 mmol) bol pridany POCIs (2 ml) a reakéna zmes bola miesana 1
h pri 140 °C. Nasledne bol POCls z reakénej zmesi oddestilovany za zniZzeného tlaku a k reziduu bol
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pridany fenol (600 mg) a zmes bola mieSana 15 minut pri 110 °C. Nasledne bola reakénd zmes
ochladena na 55 °C a do reakénej zmesi bol pridany (NH4)>COs a reakéna zmes bola miesana este
24 h pri 55 °C. Potom bola reakéna zmes rozpustena v CHCI; (20 ml) a vytrepand 2 M NaOH (3 x
25 ml). Organickd vrstva bola oddelena, vysusena bezvodym Na,SO, a odparend za znizeného
tlaku. Produkt bol pregisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (EAC:MeOH:TEA 95:5:5, R; =
0,05). Vytazok 64 %.

1H NMR (600 MHz, CHLOROFORM-D) & 11,62 (s; 1H); 8,46 — 8,42 (m; 1H); 8,16 (dd; J = 7,7;
1,6 Hz; 1H); 7,97 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,68 — 7,61 (m; 1H); 7,50 (dt; J = 7,4; 1,9 Hz; 1H); 7,43 (td; J =
7,7; 2,8 Hz; 1H); 7,04 (td; J = 7,8; 4,9 Hz; 2H); 3,91 (s; 3H); 3,39 — 3,32 (m; 2H); 2,71 — 2,63 (m; 2H);
1,88 — 1,78 (m; 4H). 13C NMR (151 MHz, CHLOROFORM-D) & 167,98; 161,45; 140,18; 139,27;
134,68 (d; J = 16,5 Hz); 134,27 (d; J = 11,2 Hz); 132,23 (d; J = 19,6 Hz); 131,44 (d; J = 24,8 Hz);
128,59; 124,26; 121,23 (d; J = 24,3 Hz); 120,54; 119,81 (d; J = 25,5 Hz); 118,72; 113,32; 112,14;
98,21; 75,80; 52,14; 51,14; 28,20; 25,61; 19,58 — 19,19 (m). IC (ATR) Vmax = 3258, 2950, 1748, 1702,
1694, 1654, 1647, 1637, 1604, 1559, 1540, 1520, 1490, 1451, 1436, 1411, 1355, 1269, 1192, 1138,
1071, 999, 921, 884, 823, 796, 763, 748, 721, 695, 670, 660, 653, 650, 643, 637, 631, 625, 621, 616

cm™.

6.1.43 5-(6-azidohex-1-yn-1-yl)-N-[2-(dimetylamino)etyl]-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-

karboxamid (38)

Latka 36 (100 mg, 0,267 mmol) bola rozpustend v N,N-dimetyletan-1,2-diamine (2 ml)
areakénd zmes bola mieSanad pri 108 °C 1 h. Nasledne bol zreakcie za znizeného tlaku
oddestilovany prebytoény N,N-dimetyletan-1,2-diamin. Surovy produkt bol preisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (CHCl;:MeOH 4:1, R¢ = 0,38). Bolo ziskanych 40 mg Zltej amorfnej
latky. VytaZzok 35 %.

T.t. 232,7 — 234,9 °C. *H NMR (500 MHz, Chloroform-D) & 12,90 (s; 1H); 8,58 (dd; J = 8,0;
1,4 Hz; 1H); 8,35 (dd; J = 8,1; 1,5 Hz; 1H); 7,98 (dd; J = 7,5; 1,5 Hz; 1H); 7,72 (dd; J = 7,2; 1,5 Hz;
1H); 7,47 (d; J = 5,4 Hz; 1H); 7,18 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 3,61 (q; J = 5,4 Hz; 2H); 3,40 (t; J = 6,3 Hz; 2H);
2,74 (t; J = 6,5 Hz; 2H); 2,66 (t; /= 5,9 Hz; 2H); 2,36 (s; 6H); 1,90 (ddddd; J = 10,5; 8,9; 6,8; 4,6; 2,1
Hz; 4H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-D) & 177,98; 167,95; 141,37; 140,63; 135,79; 131,80;
131,43;126,36;122,46;121,06; 120,90; 119,92; 118,04; 112,63; 98,39; 75,49; 57,51; 51,01; 44,96;
36,83; 28,06; 25,42; 19,29. IC (ATR) Vimax 3293, 3073, 2941, 2822, 2773, 2098, 1644, 1611, 1573,
1525, 1457, 1436, 1393, 1328, 1305, 1268, 1246, 1229, 1189, 1157, 1086, 1061, 1042, 962, 945,
885, 836, 810, 787, 755, 710, 664, 626 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypotitané pre CpqH26NeO2:
431,2190; zmerané: 431,2191.

6.1.44 metyl 9-amino-5-jédakridin-4-karboxylat (39)

K latke 34 (1,7 g, 4,48 mmol) bol pridany SOCI, (10 ml) a zmes bola miesand 1 h pri 80 °C.
Nasledne bol z reakénej zmesi za znizeného tlaku oddestilovany SOCI,. K reziduu bol pridany fenol
(8,8 g, 93,5 mmol) a reakéna zmes bola miesana 15 minut pri 110 °C. Do reakénej zmesi bol po jej
ochladeni na 65 °C pridany (NH4),COs (1,117 g, 11,62 mmol) a reakéna zmes bola pri tejto teplote
miesanda 1 h. Potom bola reakénd zmes rozpustena v CHCIs (50 ml) a vytrepana 2 M NaOH (3 x 75
ml). Organicka vrstva bola oddelena, vysusend bezvodym Na,SO, a odparena za znizeného tlaku.
Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (CHCls:MeOH 9:1, R¢ = 0,25).
Vytazok 87 %.

T.t. 205 - 209 °C za rozkladu. *H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 8,51 — 8,48 (m; 1H); 8,41 (d;
J=8,4 Hz; 1H); 8,31 (d; /= 7,0 Hz; 1H); 8,06 (s; 2H); 7,78 (s; 1H); 7,35 (t; J=7,7 Hz; 1H); 7,05 (t; J =
8,0 Hz; 1H); 3,95 (s; 3H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-D) 6 170,09; 151,81; 146,85; 146, 38; 141,35;
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133,39; 129,67; 126,16; 124,80; 123,64; 121,68; 113,74; 113,15; 105,29; 52,88. IC (ATR) Vmax =
3240,3013, 2947, 1687, 1606, 1564, 1547, 1517, 1456, 1438, 1408, 1352, 1314, 1274, 1216, 1195,
1139, 1120, 1094, 1079, 1012, 976, 922, 885, 859, 825, 792, 766, 750, 746, 717, 680, 670, 657,
641, 628,612 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoditané pre CasH3sN;O: 378,9938; zmerané: 378,9947.

6.1.45 9-amino-N-[2-(dimetylamino)etyl]-5-jédakridin-4-karboxamid (40)

Latka 39 (0,5 g, 1,322 mmol) bola rozpustenad v N,N-dimetyletan-1,2-diamine (5 ml).
Reakénd zmes bola mieSand 1 h priteplote 60 °C. Nasledne bol z reakénej zmesi za znizeného tlaku
oddestilovany prebytoény N,N-dimetyletan-1,2-diamin. Produkt bol precisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (EAC:MeOH:TEA 9:1:1). Rf = 0,1. Bolo ziskanych 521 mg
Zltooranzového prasku. Vytazok 91 %.

T.t. 214,0 -215,8 °C za rozkladu. *H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) § 12,25 (t; J = 6,1 Hz; 1H);
8,66 (dd; J=7,1; 1,5 Hz; 1H); 8,59 (dd; /= 8,6; 1,6 Hz; 1H); 8,46 (dd; J = 8,6; 1,2 Hz; 1H); 8,38 (dd; J
=7,1; 1,2 Hz; 1H); 8,34 (s; 2H); 7,45 (dd; J = 8,5; 7,1 Hz; 1H); 7,11 (dd; J = 8,5; 7,1 Hz; 1H); 3,64 (q;
1=6,7 Hz; 2H); 2,54 (t; J = 7,0 Hz; 2H); 2,18 (s; 6H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) & 165,64; 153,58;
147,18; 146,59; 142,31; 135,62; 127,99; 127,69; 124,87; 123,87; 121,94; 114,17; 112,99; 103,17;
59,55; 45,92; 38,33. IC (ATR) Vmax 3368, 3245, 2980, 2918, 2850, 2809, 2778, 2763, 2606, 2498,
1671, 1640, 1604, 1551, 1536, 1519, 1477, 1442, 1399, 1383, 1360, 1350, 1289, 1248, 1194, 1172,
1156,1117, 1062, 1036, 965, 935, 902, 877, 852, 834, 808, 792, 778, 746, 719, 678, 661, 640, 633,
617 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CisH15IN4O: 435,0676; zmerané: 435,0686.

6.1.46 9-amino-5-(6-azidohex-1-yn-1-yl)-N-[2-(dimetylamino)etyl]akridin-4-karboxamid

(41)

K zmesi latky 40 (101 mg, 0,233 mmol) a hex-5-yn-1-yl metansulfonatu (108 mg, 0,613
mmol) bol pridany CHCIl; (3 ml) a TEA (1 ml). Do reakcnej zmesi bol za stdleho miesania pridany
Cul (10 mg) a Pd(PPhs)s (10 mg). Reakénd zmes bola zahriata na 60 °C, reakcia bola ukoncena
a rozpustadld boli za znizeného tlaku oddestilované z reakénej zmesi. Reziduum bolo pouzité
v dalSej reakcii bez Cistenia. Reziduum bolo rozpustené v DMF (3 ml) a do reakcnej zmesi bol
pridany NaNs; (148 mg, 2,28 mmol). Reakénd zmes bola miesana 1 h pri 60 °C. Nasledne bol
zreakénej zmesi za znizeného tlaku oddestilovany DMF. Produkt bol pregisteny stipcovou
chromatografiou na silikageli (1. CHCl3:MeOH 3:2, 2. EAC:MeOH:TEA 95:5:5; Rs = 0,14.). Bolo
ziskanych 46 mg oranzového prasku.

T.t. 158,9 - 161,2 °C. *H NMR (600 MHz, DMSO-D¢) 6 12,64 (t; J = 6,1 Hz; 1H); 8,64 (dd; J =
7,1; 1,5 Hz; 1H); 8,58 (dd; J = 8,6; 1,6 Hz; 1H); 8,39 (dd; /= 8,7; 1,4 Hz; 1H); 8,25 (s; 2H); 7,86 (dd; J
=7,0; 1,3 Hz; 1H); 7,42 (dd; J = 8,5; 7,1 Hz; 1H); 7,30 (dd; J = 8,6; 6,9 Hz; 1H); 3,60 — 3,54 (m; 2H);
3,39 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 2,64 (t; J = 6,7 Hz; 2H); 2,47 — 2,42 (m; 2H); 2,16 (s; 6H); 1,77 — 1,65 (m; 4H).
13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 165,93; 153,26; 147,62; 146,75; 136,51; 135,26; 127,95; 127,49;
124,05; 122,21; 121,97; 121,63; 113,90; 112,82; 95,61; 80,54; 59,60; 50,78; 45,98; 40,61; 38,27;
28,23; 26,45; 19,38. IC (ATR) Vmax = 3156, 2931, 2827, 2775, 2082, 1691, 1630, 1567, 1549, 1530,
1494, 1466, 1440, 1386, 1353, 1281, 1258, 1237, 1190, 1173, 1086, 1056, 1013, 974, 904, 849,
802, 759, 752, 679, 650, 646, 637. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre CysH33N;O: 430,2350;
zmerané: 430,2359.

6.1.47 9-amino-N-[2-(dimetylamino)etyl]-5-(6-hydroxyhex-1-yn-1-yl)akridin-4-
karboxamid (42)
K latke 40 (128 mg, 0,295 mmol) a hex-5-yn-1-olu (58 mg, 0,59 mmol) bol pridany CHCl;
(3 ml) a TEA (1 ml). Do reakénej zmesi bol za stdleho miesania pridany Cul (10 mg) a
tetrakis(trifenylfosfin)paladium (10 mg) a reakcna zmes bola miesana 3 h pri 60 °C. Nasledne boli

83



z reakénej zmesi za znizeného tlaku oddestilované rozpustadla a surovy produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou na silikageli (EAC:MeOH:TEA 9:1:0,5; R¢ = 0,16). Bolo ziskanych 104 mg
oranzového prasku. Vytazok 87 %.

IH NMR (500 MHz; DMSO-Dg) & 12,71 (t; J = 6,1 Hz; 1H); 8,64 (ddd; J = 22,2; 7,9; 1,6 Hz;
2H); 8,43 (dd; J = 8,7; 1,4 Hz; 1H); 8,31 (s; 2H); 7,89 (dd; J = 7,1; 1,2 Hz; 1H); 7,46 (dd; J = 8,5; 7,1
Hz; 1H); 7,34 (dd; J = 8,7; 6,9 Hz; 1H); 3,62 (q; J = 6,8 Hz; 2H); 3,47 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 2,64 (t; J= 7,0
Hz; 2H); 2,54 (t; J = 7,3 Hz; 2H); 2,24 (s; 5H); 1,74 — 1,59 (m; 4H). 3C NMR (126 MHz; dmso) &
165,96; 153,19; 147,53; 146,64; 136,42; 135,18; 127,95; 127,31; 123,91; 122,16; 121,99; 121,53;
113,81; 112,73; 96,13; 80,19; 60,69; 59,33; 45,71; 37,94; 32,34; 25,90; 19,58. MS (ESI) m/z: 405,3.

6.1.48 9-amino-N-[2-(dimetylamino)etyl]-5-(6-hydroxyhexyl)akridin-4-karboxamid (43)

Latka 42 (102 mg, 0,252 mmol) bola rozpustena v MeOH (25 ml). Roztok bol pouzity na
redukciu trojitej vazby alkynu v polohe 5 akridinového jadra. Na redukciu bol pouzity pristroj H-
Cube Mini Plus™ (ThalesNano Nanotechnology Inc., Budapest, Hungary). Boli testované
nasledujice podmienky redukcie: 1. Pd/C, t = 45 °C, p = 10 bar, prietok 1 ml/min; 2. Pd/C, t =45
°C, p = 30 bar, prietok 1 ml/min, 3. Pd/C, t =45 °C, p = 50 bar, prietok 0,5 ml/min; 4. Pd/C, t = 45
°C, p = 70 bar, prietok 0,5 ml/min. Najlepsie vysledky podla TLC-MS analyzy boli dosiahnuté za
podmienok €. 3, kedy podla TLC a TLC-MS doslo k redukcii trojitej vazby na vazbu jednoduchu.
V zmesi boli pritomné aj degradac¢né produkty. Bolo ziskanych 38 mg latky. Vytazok 37 %.

Latka bola charakterizovana iba MS (ESI) m/z: 409,3.

Latka 43 (38 mg, 0,093 mmol) bola pouZzita v dalSej reakcii na pripravu latky 44. K roztoku
latky 43 v zmesi DCM (6 ml) a TEA (2 ml) bol pridany MsCl a zmes bola miesana pri 0 °C po dobu
30 minut. Zo zmesi sa nepodarilo izolovat poZzadovany produkt, a preto bola tato synteticka cesta
opustena. Iny synteticky postup pripravy latky 44 bude popisany nizsie.

6.1.49 metyl 5-(6-hydroxyhexyl)-9-oxo0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylat (45)

Latka 35 (99 mg, 0,283 mmol) bola rozpustena v MeOH (25 ml). Roztok bol pouzZity na
redukciu trojitej vazby alkynu v polohe 5 dihydroakridénového jadra. Na redukciu bol pouzity
pristroj H-Cube Mini Plus™ (ThalesNano Nanotechnology Inc., Budapest, Hungary) za
nasledujlcich podmienok: katalyzator Pd/C, t = 45 °C, p = 30 bar, prietok 0,5 ml/min. Na redukciu
trojitej vazby stacil 1 cyklus a produkt bol potvrdeny pomocou TLC/MS analyzy. Produkt bol
precisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikageli (CHF:MeOH 99:1, R; = 0,45). Bolo
ziskanych 88 mg (0,249 mmol) Zltkastej amorfnej latky. Vytazok 85 %.

T.t. 106,3 — 108,8 °C. *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 12,00 (s; 1H); 8,73 (dd; J = 8,0;
1,7 Hz; 1H); 8,44 (dd; J = 7,6; 1,7 Hz; 1H); 8,35 (dd; J = 8,0; 1,5 Hz; 1H); 7,54 (dd; J = 7,1; 1,5 Hz;
1H); 7,29 — 7,22 (m; 3H); 4,04 (s; 3H); 3,68 (t; J = 6,5 Hz; 2H); 2,96 (t; 2H); 1,88 — 1,77 (m; 3H); 1,66
—1,57 (m; 3H); 1,60 — 1,47 (m; 5H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 178,23; 168,59; 141,46;
138,39; 136,47; 133,88; 133,70; 129,28; 124,97; 122,00; 121,92; 121,66; 119,82; 113,68; 62,90;
52,53;32,57; 30,96; 29,19; 28,97; 25,49. IC (ATR) Vmax = 3271, 2929, 2857, 1690, 1613, 1594, 1525,
1438, 1412, 1278, 1194, 1173, 1059, 1009, 889, 836, 808, 755, 722, 690, 650, 645, 637, 626, 618,
611 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre C,1H23NO4: 354,1700; zmerané: 354,1709.

6.1.50 metyl 5-(6-azidohexyl)-9-ox0-9,10-dihydroakridin-4-karboxylat (46)

Latka 45 (80 mg, 0,226 mmol) bola rozpustena v DCM (1 ml). Do roztoku bol pridany TEA
(46 mg, 0,458 mmol) a za stadleho miesania bol do reakénej zmesi pridany MsCl (31 mg, 0,271
mmol). Zmes bola miesand 30 minut pri laboratdrnej teplote. Nasledne bola reakéna zmes
prenesena do deliaceho lieviku a bol pridany DCM (19 ml). Zmes bola vytrepana solankou (3 x 30
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ml) a organicka vrstva bola oddelena, vysusena Na,SO4 a odparena za znizeného tlaku. Reziduum
bolo rozpustené v DMF (2 ml) a do zmesi bol za stdleho miesania pridany NaNs; (50 mg, 0,769
mmol). Reakénd zmes bola miesana 3 h pri 60 °C. nasledne bol zo zmesi za zniZzeného tlaku
oddestilovany DMF a reziduum bolo rozpustené v CHCl; (30 ml) a vytrepané vodou (3 x 30 ml).
Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (CHCls. R¢ = 0,4). Bolo ziskanych 71
mg Zltkastej amorfnej latky. Vytazok: 83 %.

T.t. 75,5 —77,7 °C. *H NMR (500 MHz, Chloroform-D) & 11,86 (s; 1H); 8,63 (dd; J=7,9; 1,6
Hz; 1H); 8,33 (dd; J = 7,6; 1,6 Hz; 1H); 8,28 (dd; J = 8,1; 1,5 Hz; 1H); 7,46 (dd; J = 7,2; 1,5 Hz; 1H);
7,18 (td; J = 7,9; 5,7 Hz; 2H); 3,98 (s; 3H); 3,26 (t; J = 6,9 Hz; 2H); 2,88 — 2,81 (m; 2H); 1,76 (p; J =
7,7 Hz; 2H); 1,62 (p; J = 7,0 Hz; 2H); 1,56 — 1,40 (m; 3H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-D) &
177,90; 168,32; 141,21, 138,17; 136,23; 133,56; 133,42; 128,98; 124,81; 121,80; 121,73; 121,48;
119,64; 113,48; 52,38; 51,25; 30,76; 28,87; 28,66; 28,60; 26,37. IC (ATR) vmax = 3268, 2934, 2860,
2087, 1695, 1636, 1610, 1597, 1593, 1524, 1462, 1435, 1409, 1348, 1309, 1280, 1193, 1170, 1139,
1106, 1075, 1006, 973, 917, 901, 888, 833, 823, 764, 742, 725, 696, 689, 680, 660, 654, 649, 644,
637, 632, 627, 611 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoéitané pre C:1H22N40s: 379,1765; zmerané:
379,1772.

6.1.51 metyl 9-amino-5-(6-azidohexyl)akridin-4-karboxylat (47)

Latka 46 (68 mg, 0,179 mmol) bola rozpustena v SOCl, (1 ml) a zmes bola miesana 1 h pri
80 °C. Nasledne bol z reakcie za zniZzeného tlaku oddestilovany SOCI; a k reziduu bol pridany fenol
(10 ekvivalentov) a reakéna zmes bola zahriata na 110 °C a miesana pri tejto teplote 15 minut. Po
ochladeni na 65 °C bol do zmesi pridany (NH4),COs (50 mg, 0,52mmol) a reakéna zmes bola
mieSana 1 h pri tejto teplote. Reakéna zmes bola nasledne rozpustena v CHCl3 (40 ml) a vytrepana
2M NaOH (3 x 30 ml). Organicka vrstva bola oddelena, vysusend Na,SOs a za zniZzeného tlaku
oddestilovana. Produkt bol preéisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (1. EAC, 2. EAC:TEA
95:5. Rr = 0,13). Bolo ziskanych 18 mg ZltooranZovej olejovitej latky. Vytazok 26 %.

T.t. 66,3 — 68,5 °C. Rf v druhej MF: 0,35. *H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 8,49 (d; J = 8,7 Hz;
1H); 8,23 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 7,80 (s; 2H); 7,74 (d; J = 6,7 Hz; 1H); 7,50 (d; J = 6,6 Hz; 1H); 7,31 (dd;
J=8,6; 6,7 Hz; 1H); 7,28 — 7,21 (m; 1H); 3,91 (s; 3H); 3,29 (t; J/ = 6,9 Hz; 2H); 3,14 — 3,07 (m; 2H);
1,72 (d; J = 7,7 Hz; 2H); 1,52 (dd; J = 8,9; 5,0 Hz; 2H); 1,36 (p; J = 3,4 Hz; 4H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO-D¢) & 170,13; 150,85; 147,68; 145,24; 140,67; 133,44; 129,68; 128,81; 125,93; 122,27;
121,55; 120,72; 113,19; 113,09; 52,21; 51,05; 32,33; 30,45; 29,34; 28,72; 26,58. IC (ATR) Vmax =
3265, 2936, 2859, 2097, 1693, 1609, 1557, 1523, 1452, 1436, 1415, 1361, 1329, 1306, 1271, 1189,
1169, 1138, 1099, 1078, 1000, 955, 910, 887, 838, 809, 787, 760, 753, 736, 651, 637, 627,612, 609
cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre Cy1H23NsO,: 378,1925; zmerané: 378,1931.

6.1.52 9-amino-5-(6-azidohexyl)-N-[2-(dimetylamino)etyl]akridin-4-karboxamid (44)

Latka 47 (18 mg, 0,0476 mmol) bola rozpustena v N,N-dimetyletan-1,2-diamine (1 ml)
azmes bola miesand 1 h pri 60 °C. Nasledne bol zo zmesi za zniZzeného tlaku oddestilovany
prebytoény N,N-dimetyletan-1,2-diamin. Produkt bol precisteny stipcovou chromatografiou na
silikageli (1.CHCl3:MeOH 4:1; 2. CHCI;:MeOH:TEA 4:1:0,5. R¢ = 0,5). Bolo ziskanych 18 mg (0,0415
mmol) ZltooranZovej krystalickej latky. Vytazok 87 %.

T.t. 172,2—174,0 °C. *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 12,59 (t; J = 6,0 Hz; 1H); 8,60 (d;
J=7,1Hz; 1H); 7,70 (dd; J = 14,9; 8,6 Hz; 2H); 7,37 (d; J = 6,8 Hz; 1H); 7,20 (t; / = 7,7 Hz; 1H); 7,08
(t; J=7,8 Hz; 1H); 6,41 (s; 2H); 3,85 (q; J = 6,1 Hz; 2H); 3,23 (t; J = 7,0 Hz; 2H); 3,11 (t; / = 7,4 Hz;
2H); 2,83 (t; /= 6,4 Hz; 2H); 2,48 (s; 6H); 1,80 (t; /= 7,2 Hz; 2H); 1,58 (d; /= 6,9 Hz; 2H); 1,45-1,38
(m; 4H). 3C NMR (126 MHz, Chloroform-D) & 167,27; 149,97; 145,52; 145,06; 138,83; 134,24;
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129,67;127,18;124,78;122,42;121,46; 119,67; 112,71; 112,19; 59,41; 51,38; 45,71; 37,50; 32,58;
29,22; 29,00; 28,78; 26,82. IC (ATR) vmax = 3379, 3183, 2928, 2859, 2827, 2801, 2094, 1688, 1632,
1616, 1569, 1550, 1529, 1490, 1467, 1440, 1395, 1355, 1330, 1277, 1258, 1211, 1192,1171, 1162,
1093, 1082, 1057, 1039, 1015, 960, 895, 853, 801, 763, 757, 730, 712, 681, 666, 650, 645, 641,
636, 631, 627, 617, 610, 603 cm™. HRMS (m/z): [M+H]* vypoéitané pre Ca4H3iN,O: 434,2663;
zmerané: 434,2669.

6.1.53 N!-(3-aminiopropyl)-N*-(3-azidopropyl)butdn-1,4-diaminium trifluorooctat (48)
Latka 47 bola pripravena podla publikovaného postupu.?*®

6.1.54 2'-{4-[(6-azidohexyl)oxy]fenyl}-6-(4-metylpiperazin-1-yl)-1H,3'H-2,5'-

bibenzo[d]imidazol (49)

Do zmesi Hoechst 33258 (100 mg, 0,187 mmol) a bezvodého K,CO3 (117 mg, 0,846 mmol)
bol pridany bezvody DMF (1,2 ml). Do reakénej zmesi bol pridany 1-azido-6-brémhexan (58 mg,
0,281 mmol) a zmes bola miesand 12 h pri 60 °C. Nasledne bol zo zmesi za zniZzeného tlaku
oddestilovany DMF. Produkt bol pretisteny stipcovou chromatografiou na silikageli (CHCls:MeOH
95:5. R¢ = 0,5). Produkt bol prevedeny na hydrochlorid okamZite po precisteni. Bolo ziskanych 45
mg Zltej praskovitej latky. VytaZzok 48 %.

1H NMR (500 MHz, MeOH-D,) & 8,19 (s; 1H); 7,96 — 7,87 (m; 3H); 7,63 (d; J = 8,4 Hz; 1H);
7,49 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,10 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,01 (m; 1H); 6,97 — 6,91 (m; 2H); 3,88 (t; J = 6,5
Hz; 2H); 3,27 — 3,17 (m; 6H); 2,70 (t; J = 5,0 Hz; 4H); 2,40 (s; 3H); 1,76 — 1,64 (m; 2H); 1,56 (p; J =
6,9 Hz; 2H); 1,46 — 1,34 (m; 4H). 3C NMR (126 MHz, MeOH-D,) & 162,53; 155,27; 153,72; 149,45;
129,48; 125,56; 122,68; 122,39; 116,33; 115,88; 69,02; 56,07; 52,38; 51,60; 45,90; 30,18; 29,85;
27,62; 26,67. HRMS (m/z): [M+H]* vypocitané pre C31H3sNsO: 550,3037, zmerané: 550,3045.

6.2 Modifikacia ON na pevnej faze a purifikdcia modifikovaného ON

Testované ON boli pripravené Standardnou fosforamiditovou syntézou na pevnej faze
(CPG 500 A, loading 30 — 40 umol/g) na ABI 394 DNA/RNA syntetizéri. Syntéza ON prebiehala v 1
pmol scale. Na syntézu bolo pouzité 3'-fosfat CPG a Ultra Mild chridnené fosforamiditové
monoméry. Tymidinovy fosforamidit nestci DBCO bol pocas syntézy zavedeny do poZadovanych
pozicii v sekvencii. Na 5'-koniec bol zavedeny FAM pomocou fosforamiditového monoméru. Po
syntéze bola pevnd faza so syntetizovanym ON vysusend a pouZitd na modifikaciu ON pomocou
akridinovych derivatov. Bolo pripravenych 8 typov ON (Tabulka 3).

6.2.1 Obecny postup modifikacie a purifikacie ON sond

Ku 4 mg pevnej fazy v2,5 ml plastovych vialkach bol pridany roztok prislusného
akridinového derivatu v MeOH (200 pl, ca 50 mM). Zmes bola trepand v tme, za laboratérnej
teploty po dobu 24 h. Nasledne bol zo zmesi odpipetovany prebytocny roztok akridinového
derivatu a pevna faza bola este 5-krat premyta ¢istym MeOH (500 pl). K premytej pevnej faze bolo
pridané Ultra Mild deprotekéné Cinidlo — 0,05 M K,CO3; v MeOH (500 pl). Zmes bola trepand v tme,
za laboratérnej teploty po dobu 8 h. Do reakénej zmesi bola pridana demineralizovana voda (500
ul) a cely objem zmesi (1 ml) obsahujuci odchranené modifikované ON bol predcisteny pomocov
gélovej chromatografie na kolénkach CentriPure N10 (emp Biotech GmbH, Berlin, Nemecko). Cely
objem (1 ml) sa nechal vsiaknut do koldnky. Nasledne bola do koldnky pridand demineralizovana
voda (1,5 ml) a modifikovana sonda bola eluovana do vialky. Nasledne bola voda z roztoku sondy
odparena za zniZeného tlaku. K suchému reziduu bola pridand demineralizovana voda (120 pl)
avysledny roztok (2 ul) bol analyzovany pomocou HPLC. ZvySny objem bol pouZity na
semipreparativnu HPLC purifikaciu za optimalizovanych elu¢nych podmienok (objemovy pomer
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ACN v mobilnej faze). Purifikovana sonda bola zachytena do vialky a mobilna faza bola zo zmesi za
zniZzeného tlaku odparend. K reziduu bola pridana demineralizovana voda (120 pl) a ¢istota sondy
vo vyslednom roztoku (2 pl) bola analyzovand pomocou HPLC pomocou kolény Phenomenex Luna
5u Phenyl-Hexyl 150x3.00 mm, velkost ¢astic 5um a mobilnej fazy acetonitril : trietylamonium
acetat (ACN:TEAA). Teplota termostatu bola 40 °C a prietok mobilnej fazy 1 ml/min. Spravna
hmota sond bola overena pomocou MALDI-TOF (Obrazok 56, Obrazok 57) v spoluprdci s kolegami
z Generi Biotech.

6.3 Testovanie

6.3.1 Test aktivity akridinov volhe v roztoku

Na testovanie aktivity akridinovych derivatov volnhe vroztoku boli pouzité dva
komplementdrne 18 baz dlhé ON. Sense ON bol znaceny na 5’-konci 6-karboxyfluoresceinom (6-
FAM), antisens ON bol znaceny BHQ1 na 3’-konci. Bolo pripravenych niekolko roztokov akridinov.
Prvy zdsobny roztok (10 mM) bol pripraveny rozpustenim prislusného akridinového derivatu
v DMSO. Druhy zasobny roztok (0,8 mM) bol pripraveny nariedenim prvého zasobného roztoku
do vody. Pracovné roztoky boli pripravené nariedenim druhého zasobného roztoku na sedem
koncentrdcii akridinovych derivatov (400; 100; 50; 25; 6,25; 0,64; 0,08 uM). Pracovné roztoky
akridinovych derivatov (5 pl) boli nariedené na finalnu koncentraciu akridinovych derivatov (1/4
vyssie uvedenych koncentracii) pridanim do PCR pufru (15 pl; pH 8,3; 20 mM Tris—HCI; 20 mM KCl;
5 mM (NH,4),S04; €. 0,15 uM; T, 0,30 uM) v jamkach. Zmes bola zahrievana pri 95 °C 1 minutu.
Zmes bola ochladena na 40 °C pocas 3 minut. Ndsledne bola teplota zmesi pomaly zvySovand po
0,2 (pripadne 0,5) °C krokoch, kym dosiahla 80 °C. Fluorescencia bola merana 5 s po kazdom
zvyseni teploty 0 0,2 (pripadne 0,5) °C. Vysledné hodnoty fluorescencie v zavislosti na teplote
tvorili meltingové krivky. Tie boli porovnané s meltingovymi krivkami kontroly. Porovnanim
meltingovych pikov boli ziskané hodnoty AT,,. VSetky testy boli robené v triplikate.

6.3.2 Na fluorescencii zaloZzena Studia termdlnej denaturdcie sond znacenych FAM

a akridinom

ON sondy znacené FAM a akridinom a ON sondy znacené FAM boli testované na CFX96
Touch Real-Time PCR cykléri (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 96 jamkova dosticka bola pouzitd na
zmeranie T,, (kanaly pre fluorescenciu FAM, Aex = 450490 nm, Aem = 515-530 nm). Do jamiek bol
pipetovany PCR pufor obsahujici antisense ON znac¢ené BHQ1 (15 ul; 0,53 pl). Pracovny roztok
sond znacenych FAM a konjugovanych s akridinmi (5 ul; 1,2 uM) bol pridany do jamiek s PCR
pufrom. Vysledna koncentracia ON sond bola 0,3 uM a antisense ON 0,4 uM. Obsah jamiek na
dosticke bol jemnym krazivym pohybom zamieSany a nasledne centrifugovany. Obsah jamiek bol
zahrievany 1 minutu pri 95 °C a nasledne ochladzovany 3 minuty na 40 °C. Po dosiahnuti teploty
40 °C bol obsah jamiek postupne po krokoch (0,5 °C) zahrievany kym teplota dosiahla 80 °C.
Fluorescencia bola merana 5 sekind po kazdom zvyseni teploty 0 0,5 °C. Vysledné hodnoty
fluorescencie vynesené do grafu proti teplote vytvorili meltingové krivky. Tie boli porovnané
s meltinogovymi krivkami kontrolnych sond znacenych len FAM. Porovnanim meltingovych pikov
boli ziskané hodnoty AT,,. VSetky testy boli robené v triplikate.

6.3.3 Na absorpcii zaloZzend S3Studia termalnej denaturdcie sond znalenych FAM
a akridinom
Modifikované sondy boli testované na Shimadzu UV-2600 spektrofotometri spojenom
s Shimadzu S-1700 teplotnym holderom (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Na meranie Ty, boli pouZité
1400-pl fluorescencné quartz kyvety. Do kyviet bol pipetovany PCR pufor (1000 ul) obsahujuci
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antisense ON znacené BHQ1 a sondu znacenud FAM a modifikovanu akridinom, obe o koncentracii
1 uM. Kyveta bola zahrievana 3 minuty na 95 °C a nasledne postupne chladend po dobu 10 minuat
na laboratérnu teplotu. Kyveta bola vioZend do teplotného holderu temperovaného 40 °C.
Absorpcia pri 260 nm bola merana po 90 sekunddch stabilizacie teploty. Kyveta bola postupne po
krokoch (0,5 °C) zahrievana kym teplota dosiahla 80 °C. Absorpcia bola merana 90 sekund po
kazdom zvyseni teploty 0 0,5 °C. Vysledné hodnoty absorpcie vynesené do grafu proti teplote
vytvorili meltingové krivky. Prism 9 (GraphPad) software bol pouzity na analyzu meltingovych
pikov. VSetky experimenty boli robené v triplikate.

6.3.4 Na fluorescencii zaloZzend Studia termalnej denaturdcie sond modifikovanych

akridinom

ON sondy modifikované akridinom (L_1_2*, L_7_2* aS_1_2%*) boli testované pomocou
FLS100 spektrofluorimetru (Edinburgh Instruments, Edinburgh, UK). Na meranie T, boli pouzité
1400-pul fluorescencéné quartz kyvety. Do kyviet bol pipetovany PCR pufor (1000 ul) obsahujuci
antisense ON znacené BHQ1 a sondu modifikovanu akridinom, obe o koncentracii 1 puM. Zmes
bola zahrievana 3 mindty na 95 °C a nasledne postupne chladena po dobu 10 minut na laboratérnu
teplotu. Kyveta bola vloZzend do teplotného holderu temperovaného na 20 °C (pre S sondy) a 40
°C (pre L sondy). Fluorescencia (Aex = 400 nm, Aem = 500 nm) bola merand po 90 sekundach
stabilizacie teploty. Kyveta bola postupne po krokoch (0,5 °C) zahrievana kym teplota dosiahla 60
°C (pre S sondy) a 80 °C (pre L sondy). Fluorescencia bola merana 90 sekiund po kazdom zvyseni
teploty 00,5 °C. Vysledné hodnoty fluorescencie vynesené do grafu proti teplote vytvorili
meltingové krivky. Prism 9 (GraphPad) software bol pouzity na analyzu meltingovych pikov. VSetky
experimenty boli robené v triplikate.

6.3.5 Studia interakcie akridinu 2 s ssDNA a dsDNA

Na studium bol pouzity 4-mM zasobny roztok akridinu 2 vo vode. Zasobny roztok akridinu
2 vo vode (5ul) bol pridany do reakéného pufru (995 ul; 10 mM Tris—HCl o pH 7,5 pri 25 °C; 2,5
mM MgCl,; 0,1 mM CaCl,) aby vytvoril 20 uM roztok akridinu 2 v kyvete. Takto pripraveny roztok
akridinu 2 v kyvete bol pouZity na UV-Vis monitorovanu Studiu interakcie akridinu 2 s DNA.
Absorpéné spektrum v rozmedzi vinovych dizok 350 — 500 nm bolo merané po kazdom malom
pridavku ssDNA alebo dsDNA (koncentracia zadsobného roztoku DNA bola 1mM) aZ do konecnej
koncentracie ssDNA (40 uM) a dsDNA (20 uM). Sekvencie jednotlivych ON pouzitych v studii su
uvedené v Tabulka 3. V pripade fluorescencnych merani bol pouzZity spektrofluorimeter FLS1000
(Edinburgh Instruments) a emisné spektrum bolo merané v rozmedzi vinovych diok 390-700 nm
(Aex =380 nm).

6.3.6 Job's plot

Boli pripravené zasobné roztoky akridinu 2 (20 uM) a dsHFE, dsAT, dsGC a ssHFE (20 uM)
v reakénom pufri (10 mM Tris—HCl o pH 7,5 pri 25 °C, 2,5 mM MgCl,, 0,1 mM CaCl). Zasobny roztok
akridinu 2 a odpovedajuci zdsobny roztok dsDNA alebo ssDNA boli zmiesané v kyvete v roznych
pomeroch, tak aby celkovy objem zmesi bol zakazdym 1 ml. Sucasne bol zasobny roztok akridinu
2 zmieSany s reakénym pufrom v kyvete v rovnakych pomeroch, tak aby celkovy objem zmesi bol
zakazdym 1 ml. Absorpcné spektra roztokov boli zmerané v rozmedzi 350 — 500 nm. Od absorpcie
zmesi akridinu 2 s dsDNA alebo ssDNA pri 417 nm bola od¢itana absorpcia zmesi akridinu 2
s reakénym pufrom pri rovnakej vinovej dizke. Takto ziskand zmena absorpcie bola vynesena do
grafu oproti cacr/( Cacr + Cona), kde cacr je koncentracia akridinu a cpna je koncentracia dsDNA alebo
ssDNA.
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6.3.7 Studium hybridizicie sondy modifikovanej akridinom 2 (L_7_2%*)

Roztok L_7_2* sondy (10 pM) bol pripraveny vreakénom pufri vo fluorescencnej
quartzovej kyvete. Pripraveny roztok bol pouzity na UV-Vis afluorescenéné monitorovanie
spektralnych zmien akridinu pri interakcii so samotnou sondou (intramolekuldrna interakcia)
asduplexom (L_7_2* + ciel). Kroztoku L_7_2* bol postupne po malych castiach pridavany
zasobny roztok komplementarneho T, neznaceného BHQ1 (2 mM) az do dosiahnutia konecnej
koncentracie T, 20 uM. Absorpcné spektra (350 — 500 nm) a fluorescencné spektra (420 — 650 nm,
Aex = 400 nm) boli merané po kazdom pridavku a hybridizacii T.. Hybridizacia ON prebiehala
nasledovnym sposobom: zmes bola zahrievand 3 minuty na 95 °C a nasledne postupne chladend
po dobu 10 minut na laboratérnu teplotu. Postup hybridizacie bol opakovany po kazdom pridavku
Te.

6.3.8 Studium teplotne zavislych zmien emisného spektra sondy L_7_2*

Teplotné mapy emisného spektra sondy L_7_2* (420 — 700 nm) boli zmerané pomocou
FLS1000 spektrofluorimetru (Edinburgh Instruments). Na meranie emisnych spektier bola pouZzita
1400-pul fluorescencna quartzova kyveta. K roztoku L_7_2* v PCR pufri (1 uM, 1000 pl) bol pridany
zasobny roztok T, (1 ul, 1 mM). Zmes bola zahrievand 3 mindty na 95 °C a nasledne postupne
chladena po dobu 10 minut na laboratdérnu teplotu. Kyveta bola vloZzena do teplotného holderu
temperovaného na 40 °C a po 90 sekundovej stabilizacii teploty bolo zmerané emisné spektrum
(420 — 700 nm, Aex = 400 nm). Nasledne bola teplota postupne po krokoch (1 °C) zvySovana kym
nedosiahla 80 °C. Emisné spektrd boli merané 90 sekund po kazdom zvyseni teploty o 1 °C.

6.3.9 Meltingova analyza amplifikovaného templatu HFE génu

Real-time PCR a meltingovd analyza boli urobené pomocou CFX96T cykléru (Bio-Rad)
s pouzitim kanalu pre fluorescenciu FAM (Aex = 450 — 490 nm, Aem = 515 — 530 nm) v gb Basic PCR
master mix s2 mM koncentrdciou Mg* v reakcii. Vietky komponenty boli zmie$ané pred
zaCiatkom PCR (forward primer (0,1 uM), reverse primer (0,5 uM), sekvencia s BHQ1 (0,2 uM),
sonda L_7_2 (0,15 pM) a templat (1 x 10° képii)). Teplotny profil PCR reakcie bol nasledovny:
pociatocna denaturdcia 3 minuty pri 95 °C a 50 cyklov denaturacie 10 s pri 95 °C, nasledovnej
aneldcie 10 s pri 60 °C a elongacie 20 s pri 72 °C. Meltingova analyza prebehla okamzite po PCR za
nasledovnych podmienok: 1 minuta pri 95 °C, 3 minuty pri 35 °C a zvySovanie teploty (0,5 °Cza 5
sekdnd, 35 => 80 °C) s meranim fluorescencie. Sondy a primery boli zaloZené na kvantifikacnej
analyzy pre HFE gén s nasledujlcimi sekvenciami: forward primer: GGACCTTGGTCTTTCCTTGTTTG,
reverse primer: CACATCTGGCTTGAAATTCTACTGG, fluorescencna sonda L_7_2:
TGATCATGAGAGTCGCCG a zhdasacia sekvencia znacena BHQ1 na 3’-konci:
ATGGATGACCAGCTGTTCGTGTTC. Sekvencie templdtov su uvedené na Obrazok 51. Vsetky
experimenty boli robené v triplikate.
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7 Publikované vedecké prace, podané patenty, prezentacie
vedeckych vysledkov

Publikacie v impaktovanych ¢asopisoch
P1

Kostelansky, F.; Miletin, M.; Havlinova, Z.; Szotakova, B.; Libra, A.; Kucera, R.; Novakova,
V.; Zimcik, P. Thermal stabilisation of the short DNA duplexes by acridine-4-carboxamide
derivatives, Thermal stabilisation of the short DNA duplexes by acridine-4-carboxamide
derivatives. Nucleic Acids Research 2022, 50 (18), 10212-10229.
https://doi.org/10.1093/nar/gkac777. IF202; = 19,160

Podiel autora: syntéza, Cistenie a charakterizdcia akridinov, priprava a purifikacia ON sond
modifikovanych akridinmi, vyhodnotenie testov (akridinov volne v roztoku a viazanych na
sonddch), studium interakcii akridinov s DNA pomocou absorpcnych a fluorescencnych titrdcii,
Studium termdlnej stabilizdcie duplexov sond pomocou absorpcnych a fluorescencnych merani,
vyhodnotenie a finalizdcia dat. Priprava textu publikdcie.

Dalsie publikacie:

Halaskova, M., Kostelansky, F., Demuth, J., Hlbocanova, I., Miletin, M., Zimcik, P.,
Machacek, M., Novakova, V., Amphiphilic Cationic Phthalocyanines for Photodynamic Therapy of
Cancer, Amphiphilic Cationic Phthalocyanines for Photodynamic Therapy of Cancer,
ChemPlusChem, 2022, 87 (9), €202200133. https://doi.org/10.1002/cplu.202200133. IFy: =
3,210

Podiel autora: syntéza, Cistenie a charakterizdcia Casti latok, absorpcné a fluorescencné
merania.

Machacek, M., Carter K, Kostelansky, F., Miranda, D., Seffouh, A., Ortega, J., Simunek, T.,
Zimcik, P., Lovell, J., Binding of an amphiphilic phthalocyanine to pre-formed liposomes confers
light-triggered  cargo  release, J. Mater. Chem. B, 2018, 6, 7298-7305.
https://doi.org/10.1039/C8TB01602J. IF2018 = 5,047

Podiel autora: syntéza, Cistenie a charakterizdcia Casti latok. Podiel na priprave textu
publikdcie.

Nawrot, D., Koleni¢, M., Kunes, J., Kostelansky, F., Miletin, M., Novakova, V., Zimcik,
P. Transalkylation of alkyl aryl sulfides with alkylating agents, Tetrahedron, 2018, 74, 5: 594-599.
https://doi.org/10.1016/j.tet.2017.12.039. IFy018 = 2,379

Podiel autora: syntéza, Cistenie a charakterizdcia Casti latok.
Patentové prihlasky

UNIVERZITA KARLOVA, GENERI BIOTECH s.r.o. Derivaty akridinu a antracenu jako
slouceniny interkalujici se do DNA a jejich poufiti. Vynalezci: Filip KOSTELANSKY, Veronika
NOVAKOVA, Petr ZIMCIK, Miroslav MILETIN, Zuzana HAVLINOVA, Antonin LIBRA, Pavel FLIDR.
Ceska republika. Patentovy spis PV 2020-154. 19.3.2020.

UNIVERZITA KARLOVA, GENERI BIOTECH s.r.o. Derivaty akridinu a antracenu jako
slouceniny interkalujici se do DNA a jejich poufiti. Vynalezci: Filip KOSTELANSKY, Veronika
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NOVAKOVA, Petr ZIMCIK, Miroslav MILETIN, Zuzana HAVLINOVA, Antonin LIBRA, Pavel FLIDR.
Ceska republika. Patentovy spis PV 2021-407. 03.09.2021

Prezentdcia vedeckych vysledkov formou tstnych prezentdcii a posterov

Ustne prezentécie

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zimcik, P., Investigation of the Compounds
Influencing the Melting Temperature of Oligonucleotide Probes. 9. Postgradudlni a 7.
postdoktorandska konference, Hradec Kralové, Ceskd republika, 23. - 24.1. 2019.

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zim¢ik, P., Preparation, HPLC Purification, and
Evaluation of Modified Oligodeoxynucleotide Probes. 10. Postgradudlni a postdoktorandska
konference, Hradec Kralové, Ceska republika, 22. - 23.1. 2020.

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zim¢ik, P., Preparation of New Melting
Temperature Modifiers. 11th Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec Kralové, Ceska
republika, 27. - 28.1. 2021

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zimdcik, P., Synthesis of Acridine-4-
Carboxamides for Thermal Stabilization of Short DNA Duplexes. Conference Synthesis and Analysis
of Drugs 2021, Hradec Kralové, Ceska republika, 16. - 17.9. 2021.

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zimcik, P., Synthesis of New Acridine-4-
Carboxamides. 12th Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec Kralové, Ceskd republika, 1. -
2.2.2022.

Postery

Kostelansky, F., Havlinov3, Z., Zimcik, P., Miletin, M., Increasing melting temperature of
fluorescent oligonucleotide probes (4th Conference on Fluorescent Biomolecules and Their
Building Blocks FB?, 30.6. — 3.7.2018, Glasgow, Spojené Kralovstvi)

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zimcik, P., Investigation of the Compounds
Influencing the Melting Temperature of Oligonucleotide Probes (17th Congress of the
International Union of Photobiology and 18th Congress of the European Society for Photobiology,
25. 30.8.2019, Barcelona, Spanélsko)

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zimcik, P., Preparation and HPLC Purification of
Modified Oligonucleotide Probes (Liblice 2019; 6. — 8. 11. 2019; SpindlerGv Mlyn, Ceskd republika)

Kostelansky, F., Havlinova, Z., Miletin, M., Zimcik, P., Investigation of the Compounds
Influencing the Melting Temperature of Oligonucleotide Probes (Immuno Series: Virtual &
Biologics Series Virtual, 24. — 28.8.2020, Londyn, Spojené Kralovstvi)

Kostelansky, F., Zimcik, P., Miletin, M., Havlinova, Z., poster, Synthesis of Acridine-4-
carboxamides for Thermal Stabilization of Short DNA Duplexes (Liblice 2021; 3. — 6. 11. 2021;
SpindlerGv Mlyn, Ceska republika)
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Obrdzok 54 HPLC chromatogramy modifikovanych sond (merané pri A = 260 nm) a) S_7_2, b) S_13 2, c)L_7 2, d)
L 13 2,e)l_7,13.2,f)L_7,13.4,9)S_7 4, h)S_13 4 i)L_7 4,j)L_13 4, k)L_7 11,1)S_1_2* m)L_1_2* n)L_7_2*0)
porovnanie sondy S_7_2 (modrd prerusovand ciara), nemodifikovanej sondy S_7 (obsahujiucej nemodifikované DBCO,
Cervend prerusovand cCiara), a kontrolnej sondy Cs (znacenej len FAM, zelend pind ciara). HPLC analyza bola robend
pomocou Phenomenex Luna 5u Phenyl-Hexyl (150x3,0 mm; velkost Castic 5 um) koldony za pouZitie izokratickej eltcie s
ACN a 50 mmol trietylamdnium acetdtovym pufrom (TEAA) s prietokom 1 ml/min a teplotou 40°C. Na analyzu boli
pouZité nasledujuce pomery TEAA:ACN: 1. TEAA:ACN 83:17 (I, n); 2. TEAA:ACN 82:18 (a, b, ¢, d, i, j, k, m, 0); 3. TEAA:ACN
81:19 (g, h); 4. TEAA:ACN 78:22 (e, f).
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Obrdzok 55 HPLC chromatogramy modifikovanych sond (merané priA =260 nm)a)S_7_32,b)S_13 32,c)L_7_32,d)
L 13.32,e)S.7 41,f)S 13 41,g)L_7 41, h)L_13 41,i)L_7,13 41,j)L_7 48 k) S_7_47,1) S_13 47, m) L_7_47, n)
L_13 47. HPLC analyza bola robend pomocou Phenomenex Luna 5u Phenyl-Hexyl (150x3,0 mm; velkost castic 5 um)
kolony za pouZitie izokratickej elucie s ACN a 50 mmol trietylaménium acetdtovym pufrom (TEAA) s prietokom 1 ml/min
a teplotou 40°C. Na analyzu boli pouZité nasledujuce pomery TEAA:ACN: 1. TEAA:ACN 83:17 (I, n); 2. TEAA:ACN 82:18 (a,
b, c d, i j k m,0); 3. TEAA:ACN 81:19 (g, h); 4. TEAA:ACN 78:22 (e, f).
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Obrdzok 57 MALDI-MS spektrd sond. Sodikové adukty u (B) S_13 32 a (D) L_13 32
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Obrazok 58 Na absorpcii zaloZend meltingovd analyza ssDNAs. ssHFE sekvencia (modrd Ciara), ssAT sekvencia (Cervend

Ciara), ssGC sekvencia (zelend Ciara).
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Obrdzok 59 Normalizované meltingové krivky a meltingové piky duplexov sond modifikovanych akridinmi 2, 4, 31 a 41

s plne komplementdrnymi sekvenciami Tsy. (modrd), so sekvenciami Tsa)ya) variantu S65C A>T (Cervend), so sekvenciami
Ts(c)/(c) variantu H63D C>G (zelend) a duplexov Cs+Ts a C+T, (prerusovand Cierna)

107



10.7 Priloha 7

>
o
o
w)

F]
* F]

Ea0]—Ts 812 E"™_q L_1_2*
w B ? D L L
| % — Tsmy Sk sk — Ty g'_
2 — ©
Se T 35“' gm — Ty 3 E
=5 = NG 8 3
™ C 50 ml&- =70 5 =R
ES EZ £ g
- © = =T
S S T
z2 = S S

o Zz = =z

S S

s 0 T T T 1 E]

20 30 40 50 60
Teplota (°C)

40 50 60 70 80
Teplota (°C) Teplota (°C)

m
M

100-
—

L7 2

Normalizovana

fluorescencia akridinu
Normalizovany
d(RFU)AT

Teplota (°C) Teplota (°C)

Obrazok 60. Normalizované meltingové krivky a meltingové piky duplexov sond S_1_2%* L_1 2% L 7 2* spine
komplementdrnymi sekvenciami Tsy (modrd), so sekvenciami Tsu)a) variantu S65C A>T (Cervend), so sekvenciami
Ts(c)/(¢) variantu H63D C>G (zelend).
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