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2 SEZNAM ZKRATEK 

 

AMA – směs amoniak/methylamin 

AUC – plocha pod křivkou (area under curve) 

AzaPc – azaftalocyanin 

BHQ – Black Hole Quencher™ 

Cy5
®
 - indocyaninové barvivo pouţívané jako fluorofor 

DBU – 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en 

DCC – dicyklohexylkarbodiimid 

DMF – dimethylformamid 

DMSO – dimethylsulfoxid 

DMTr - dimethoxytrityl 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

DPBF -1,3-difenylisobenzofuran 

Fmoc – 9-fluorenylmethylkarbamát 

FRET – „Förster-resonance energy transfer“ 

HBTU – O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfát 

HOSu – N-hydroxysukcinimid 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromografie (high performance liquid 

chromatografy) 

lcaa CPG – dlouhý alifatický alkylový řetězec vázaný na pevné fázi 

s kontrolovanou velikostí pórů (long chain alkyl amine-controlled pore glass) 

MMTr – monomethoxytrityl 

Pc – ftalocyaniny (phthalocyanines) 

PCR – polymerasová řetězová reakce 

PDT – fotodynamická terapie (photodynamic therapy) 

PET – přenos energie indukovaný světlem (photo-induced elektron transfer) 

PNA – peptidická nukleová kyselina 

RNA – ribonukleová kyselina 

SARS-CoV – coronavirus způsobující syndrom akutního respiračního selhání 

SubPc – subftalocyaniny (subphthalocyanines) 

TAMRA – tetramethylrhodamin 
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Taq polymerasa – polymerasa izolovaná z bakterie Thermus aquaticus 

TFA – kyselina trifluoroctová 

THF – tetrahydrofuran 

TLC – tenkovrstvá chromatografie (thin-layer chromatografy) 

TPP – tetrapyrazinoporfyrazin 
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3 FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPŮSOB ŘEŠENÍ 

 

Vědní obory zabývající se výzkumem a posléze rutinními analýzami DNA, resp. 

RNA a proteinů vyuţívají ke své práci fluorescenční barviva (fluorofory) nejrůznějších 

chemických struktur, a tím i variabilních odezev ve fluorescenčním spektru. 

V některých případech jsou pouţívány metody, při kterých je fluorescence pouţitého 

fluorescenčního barviva „zhasnuta“ druhou pouţitou látkou nemající vlastní 

fluorescenci, příp. mající fluorescenční spektrum odlišné od pouţitého fluoroforu.  

Počet, absorpční vlastnosti a nízká stabilita při chemických reakcích komerčně 

dostupných „zhášečů“ (v anglicky psané literatuře označovány jako quenchers) nás vedl 

k syntéze alkylamino derivátů tetrapyrazinoporfyrazinů (TPP) – azaftalocyaninů 

(AzaPc). Spektrální, fotofyzikální a fotochemické vlastnosti těchto látek, zjištěné při 

předchozích syntézách AzaPc substituovaných alkylovými řetězci vázanými přes různé 

heteroatomy (kyslík, síra, dusík)[1] byly rozhodujícím předpokladem pro moţné vyuţití 

těchto látek jako potenciální „zhášeče“ fluorescence fluoroforů emitujících světlo 

v oblasti 630-700 nm. Právě tato oblast je tou nejproblematičtější z hlediska v současné 

době dostupných quencherů. 
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4 PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU ŘEŠENÉ 

PROBLEMATIKY 

 

4.1 Teoretické předpoklady pro „zhášení“ fluorescence 

 

Látky vykazující fluorescenci po přijetí určitého kvanta energie tuto energii opět 

vydávají ve formě fotonu do okolí a tuto energii je moţné detekovat jako fluorescenci. 

Pokud je v dostatečně blízké vzdálenosti od fluorescenční molekuly jiná molekula, která 

je schopná toto kvantum energie přijmout, pak původní fluorescenci nemůţeme 

detekovat. O látce emitující energii ve formě fotonu poté mluvíme jako o donoru 

energie a o látce foton přijímající mluvíme jako o akceptoru energie. Akceptorem můţe 

být druhý fluorofor emitující foton o niţší energii nebo látka, která přijatou energii 

vyzáří jiným způsobem neţ ve formě fotonu, protoţe nemá schopnost fluorescence, 

např. ve formě tepla. Látky patřící do druhé skupiny akceptorů jsou označovány jako 

„dark quenchery“. Při pouţití druhého fluoroforu jako akceptoru můţe být detekce 

„zhášení“ donoru ovlivněna několika faktory, z nichţ nejdůleţitější je překryv emisních 

spekter donoru a akceptoru energie, čímţ můţe být sníţen poměr signál/šum pozadí. Je 

také zapotřebí pouţívat optické filtry a komplexní analýzu dat. Při pouţití „dark 

quencherů“ se tyto problémy nevyskytují právě díky nepřítomnosti vlastní fluorescence 

těchto látek. Navíc umoţňují pouţití více fluorescenčních sond s různými fluorofory 

současně při jedné analýze  

Energie můţe být mezi dvěma látkami (barvivy), které jsou konjugovány 

s biomolekulami, přenášena nezářivými procesy, a to buď statickým, nebo dynamickým 

zhášením. U nekonjugovaných fluoroforů (např. fluorescein, rhodaminy, cyaniny) 

vstupuje do hry další faktor, a to agregace. Ta způsobuje vytvoření „základního 

energetického stavu“ (ground state complex). Agregace fluoroforů nastává ve vodném 

prostředí a je zapříčiněna elektrostatickými, sterickými a hydrofobními silami[2-4]. 

Statické zhášení nastává při vytvoření komplexu v „základním energetickém 

stavu“. Donor a zhášející molekula se váţí dohromady a tvoří komplex 

(intermolekulární dimer) v základním energetickém stavu, který má jiné vlastnosti neţ 

je prostý součet vlastností jeho součástí. Tento komplex je stabilizován 
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elektrostatickými silami a sterickými vlastnostmi fluoroforu[3]. Energetické stavy 

elektronových hladin v komplexu zúčastněných molekul se sčítají a výsledné 

elektronové vlastnosti pak závisí na orientaci dipólových momentů. Při tomto způsobu 

zhášení se rozeznávají dva druhy vzniklých komplexů (agregátů). H-agregáty mají 

absorpci posunutu k modré části spektra a fluorescence je sníţena[5]. J-agregáty mají 

naopak absorpci posunutu k červené oblasti a kvantový výtěţek fluorescence je vyšší[6, 

7].  

 

 

Obrázek 1: Schématické znázornění H- a J-dimérů. 

 

Z výše uvedeného vyplývá několik moţných kombinací. Jedná-li se 

o homodimer sloţený ze dvou identických fluoroforů, můţe být výsledná fluorescence 

u H-typu tohoto dimeru nulová, protoţe při opačných dipolových momentech stejné 

velikosti dojde k vykompenzování energií. U heterodimerů H-typu sloţených ze dvou 

různých fluorescenčních barviv je nepravděpodobné, ţe by došlo k absolutnímu 

vykompenzování dipólových momentů, a proto je výsledná fluorescence pouze sníţena. 

Ke kompletnímu zhášení fluorescence můţe však dojít i v případě, ţe je heterodimer 

tvořen fluoroforem a „dark quencherem“[8]. 

Dynamické zhášení je označováno také jako „fluorescence-resonance energy 

transfer“ (FRET). Je dělen na dva mechanismy, a to na Försterův a Dexterův 

mechanismus přenosu energie. Försterův mechanismus[9] (nebo téţ Coulombův) je 

zaloţen na interakci dipól-dipól mezi transitorními dipóly donoru a akceptoru. Je 

závislý na vzdálenosti donor-akceptor a sniţuje se se vzdáleností (R) v poměru 1/R
6
. 

Limitní vzdálenost akceptoru a donoru je udávána v rozmezí 2-10 nm (20-100 Ǻ), ale je 

specifická pro kaţdý pár donor-akceptor. Z tohoto vztahu vyplývá, ţe při vzdálenosti do 

70 % Försterova poloměru je přenos energie přibliţně 90 %, při zvětšení vzdálenosti na 

140 % Försterova poloměru se přenos energie sniţuje na přibliţně 10 % hodnoty[10]. 

Försterův poloměr (R0) je definován jako vzdálenost, při které je efektivita 

J-agregát H-agregát 
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energetického přenosu právě 50 %, tzn. 50 % excitovaných donorů je deaktivováno 

FRET. Försterův poloměr lze vypočítat ze vztahu (1) 

6/14223

0 ))(108,8(  JQYnR D 
,             (1) 

kde κ
2
 je faktor dipólového momentu (rozsah 0-4; κ

2
 = 2/3 pro náhodně 

orientovanou dvojici donor-akceptor), QYD je fluorescenční kvantový výtěţek donoru 

bez přítomnosti akceptoru, n je refrakční index prostředí, J(λ) je integrál spektrálního 

překryvu, který se vypočítá ze vztahu (2) 

 dFJ DA )()()()( 4 ,              (2) 

kde εA je extinkční koeficient akceptoru, FD je intenzita emitované fluorescence 

donoru jako frakce celkové integrované intenzity. Limitujícím prvkem je také relativní 

orientace transitního dipólového momentu a také spektrální překryv emisního spektra 

donoru a absorpčního spektra akceptoru[11] (viz obrázek 2). Akceptorem můţe být 

pouze molekula, jejíţ absorpční spektrum překrývá emisní spektrum donoru. Jestliţe 

absorpční spektrum akceptoru nepřekrývá emisní spektrum donoru, emitovaná energie 

nemůţe excitovat molekulu potenciálního akceptoru.  

 

 

Obrázek 2: Překryv emisního spektra donoru a absorpčního spektra akceptoru. 

 

Dexterův[12] (nebo téţ kolizní nebo výměnný přenos energie) mechanismus je 

jev, který se vyskytuje na krátkou vzdálenost a je závislý na prostorovém překryvu 

molekulových orbitalů akceptoru a donoru. Efektivita tohoto typu přenosu je dána 

vztahem e
-R

, kde R je vzdálenost mezi donorem a akceptorem. Ve většině dvojic donor-

akceptor je důleţitějším jevem Försterův neţ Dexterův mechanismus[13].  
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Další mechanismy zhášení fluorescence zahrnují tvorbu „exciplexu“ (excited-

stated complex) a přenos elektronů. Tvorba „exciplexu“ zahrnuje agregaci poté, co 

donor energie přejde do excitovaného stavu. Tento jev nastává pouze tehdy, pokud je 

donor a akceptor v těsné blízkosti nebo pokud fluorofor zůstává dlouho v excitovaném 

stavu, coţ zvyšuje pravděpodobnost setkání fluoroforu a quencheru[14]. Zhášení 

fluorescence elektronovým přenosem způsobuje fotobleaching ve větší míře neţ přenos 

energie jiný způsobem[13]. Fotobleaching je ireverzibilní oxidace nebo redukce 

fluoroforu. 

 

4.2 Molekulární sondy 

 

Molekulární sondy zaloţené na FRET jsou pouţívány v mnoha aplikacích 

k monitorování DNA a RNA[15] reakcí, včetně PCR[16, 17], hybridizace[18, 19], 

ligace[20-22], štěpení[23-25], rekombinace[26, 27] a syntézy. Jsou pouţívány 

k metodám in vitro a in vivo. Hrají také důleţitou roli při sekvenaci DNA, detekci 

mutací[28-30] a jako součást biosenzorů slouţících např. ke stanovení koncentrace 

olova[31], DNA/RNA[32] a proteinů[33].  

Část těchto metod vyuţívá zhášení fluorescence pouţitého fluoroforu k detekci 

přítomnosti či naopak nepřítomnosti sekvence DNA komplementární k sekvenci pouţité 

v sondě. Takto navrţená sonda se ve většině případů skládá ze tří částí: donoru 

fluorescence (fluoroforu), akceptoru fluorescence (druhého fluoroforu nebo quencheru) 

a sekvence DNA komplementární k sekvenci analyzovaného vzorku. Výjimku tvoří tzv. 

light-up probes, které se skládají pouze z fluoroforu a komplementární sekvence (viz. 

níţe). 

Hlavním rozdílem mezi různými sondami pro monitorování PCR reakce je, jestli 

jsou nebo nejsou inkorporovány do konečného produktu. „Molecular beacons“ a „dual-

labeled probes“ nejsou inkorporovány na rozdíl od „scorpion primer“, coţ jim dává 

výhodu, kterou je moţnost navázání a rozpoznání specifické sekvence produktu.  

Ke konstruování molekulárních sond, ve kterých se vyuţívá zhášení 

fluorescence pouţitého fluorescenčního barviva, můţe být přistoupeno několika 

základními způsoby. Jednak se vyuţívá dvou sekvencí nukleové kyseliny, kde na jedné 

z nich je vázán fluorofor a na druhé quencher (mono-labeled probes). Druhou moţností 
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je navázání fluoroforu i quencheru na jedno vlákno (dual-labeled probes). Podle výše 

uvedeného se nejčastěji pouţívané sondy dají rozdělit do šesti skupin: 

 

1. „adjacent probes“ 

2. „competitive hydridization probes“ 

3. „dual-labeled probes“ 

4. „molecular beacons“ 

5. „scorpion primers“ 

6. „light-up probes“ 

 

Ad 1) „Adjacent probes“ 

Tato nejstarší metoda vyuţívá dvou komplementárních řetězců, z nichţ jeden 

nese donor (fluorofor) a druhý akceptor (quencher) energie. Tato metoda vyuţívá vazbu 

donoru na 3´-konec oligonukleotidu a akceptoru na 5´-konec, ale bylo prokázáno, ţe 

mohou být i v inverzních polohách[19]. Sekvence obou sond je vybírána tak, aby po 

hybridizaci s cílovým vláknem jejich vzdálenost byla minimální a docházelo k přenosu 

energie co moţná nejefektivněji. Pro nejčastěji pouţívaný pár fluorescein-rhodamin 

byla experimentálně změřena vzdálenost mezi donorem a akceptorem pro 

nejefektivnější přenos energie. Tato vzdálenost je čtyři aţ pět bazí[19]. Při menší 

vzdálenosti narůstá vliv kontaktního typu zhášení. V současné době jsou „adjacent 

probes“ vyuţívány v klinické praxi k detekci amplifikací a ke genotypizaci lokusu 

F508del pro cystickou fibrózu a to v čase kratším neţ 30 minut[34]. 

 

 

Ad 2) „Competitive hybridization probes“ 

Druhý typ sond vyuţívající dvě komplementární vlákna oligonukleotidů je 

konstruován tak, ţe donor i akceptor jsou opět kaţdý na jednom vlákně. Tato vlákna 

jsou v intaktním stavu hybridizována a přenos energie je maximální. Po přidání 

F Q 

F 

Q 
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sekvence komplementární k pouţité sondě a zahřátí je sonda dehybridizována a po 

ochlazení spontánní hybridizací se jedno vlákno naváţe na templátovou sekvenci a 

druhé zůstane volně v roztoku. Tím je přenos energie přerušen a fluorescence, která 

byla na začátku zhášena, můţe být detekována. Sondy této konstrukce jsou pouţívány 

pro detekci hybridizace probíhající v ţivých buňkách[35].  

 

 

Ad 3) „Dual-labeled probes“ 

V literatuře jsou běţně označovány jako „Taq-man probes“ a to podle 

polymerasy pouţívané při polymerasové řetězové reakci (polymerase chain reaction – 

PCR). Ta je izolována z bakterie Thermus aquaticus a má zkrácený název Taq 

polymerasa.  

Vývoj tohoto typu sondy doznal od začátku 90. let 20. století značného pokroku. 

Z počátku byla na 5´-konec vázána příslušná baze značená radioaktivním fosforem[16] 

(γ-
32

P). Posléze byl tento radioaktivní fosfor nahrazen fluorescenčním barvivem a 

quencherem vázaným na jednom vláknu DNA[17]. Velikost sondy je obvykle 20-30 

bazí. V roztoku je sonda ve formě náhodného klubka, kdy je vzdálenost fluoroforu od 

quencheru pro přenos energie dostatečně malá na to, aby nebyla detekovatelná 

fluorescence. V tuto chvíli se uplatňuje především statické zhášení. Po hybridizaci 

s komplementárním řetězcem DNA dojde k oddálení fluoroforu a zhášeče, ale 

fluorescence v ideálním případě stále není měřitelná, a to díky zhášení zaloţeném na 

FRET. Po hybridizaci s templátovou strukturou DNA a následně proběhlé 

polymerasové reakci dojde k enzymatickému odštěpení terminálního nukleotidu z 5´-

konce „dual-labeled probe“ exonukleasovou aktivitou DNA polymerasy (Taq 

polymerasa) a tím pádem k dostatečnému oddálení fluoroforu a quencheru a 

k měřitelnému nárůstu fluorescence. Tento typ sondy je dnes pravděpodobně 

nejpouţívanějším nástrojem k monitorování průběhu syntézy DNA při real-time PCR. 

V dřívější práci[36] je popsán způsob rozlišení mezi divokou a zmutovanou sekvencí 

genu cystické fibrózy pomocí dvou různým Taq-man sond během jedné PCR.  

Q 
+ 

F 

F 
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Ad 4) „Molecular beacons“ 

Druhý, novější typ sondy s navázaným donorem a akceptorem energie na 

jednom vláknu DNA, který má specifickou strukturu připomínající vlásenku, je 

označován jako „molecular beacons“[37]. Paradoxně, sám o sobě nepatří tento typ mezi 

FRET sondy, ale je mezi ně obecně zařazován. Konstrukce sondy je tvořena ze dvou 

částí. První je stopka tvořená krátkou sekvencí komplementárních bazí (obvykle 5-8), 

které dávají sondě její tvar a udrţuje donor a akceptor fluorescence v intaktním stavu 

sondy v těsné blízkosti. Druhou částí je smyčka tvořená sekvencí bazí 

komplementárních s templátovou sekvencí o délce 15 aţ 35 bazí. Po kontaktu 

s komplementárním templátem dojde k hybridizaci sondy a uvolnění stopky a tím 

k obnovení detekovatelnosti fluorescence fluoroforu. Vazba mezi smyčkou sondy a 

templátovou strukturou je pevnější neţ mezi sekvencí bazí tvořících stopku. Nespornou 

výhodou této sondy je absence fluorescence v nehybridizovaném stavu, coţ je 

zapříčiněno statickým mechanismem zhášení. „Molecular beacons“ se osvědčily hlavně 

v situacích, kde je obtíţné isolovat hybrid mezi sondou a jejím cílem, jako je např. 

detekce cílů v ţivých buňkách, našly uplatnění v biosenzorech[32, 38] nebo 

genotypizaci alel lidských genů[18]. V jednom analyzovaném vzorku můţe být pouţito 

i více sond vedle sebe s různými fluorofory[18]. 
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Ad 5) „Scorpion primers“ 

Poslední skupinou častěji pouţívaných FRET sond jsou tzv. „scorpion primers“. 

Ty jsou konstruovány tak, ţe ve své struktuře spojují sondu a primer, který je u jiných 

typů sond potřebné při PCR přidávat do reakční zkumavky. Jejich konstrukce je 

většinou blízká „vlásenkovým“ sondám „molecular beacons“ na jejichţ 3´-konec je 

neštěpitelnou vazbou navázán primer[39-41]. Po přidání do reakce je celá sonda 

inkorporována do produktu PCR. Při ochlazení se sonda „ohne“ a hybridizuje ke 

komplementární sekvenci nově vzniklého vlákna DNA. Tím dojde k oddálení 

fluoroforu a quencheru a ke zvýšení signálu fluorescence. Takováto hybridizace probíhá 

rychleji neţ intermolekulární hybridizace. Výhody těchto sond v porovnání s „dual-

labeled probes“ a „molecular beacons“ jsou především při podmínkách zrychleného 

cyklu PCR. Jsou vyuţitelné např. při screeningu mutací[42-48].  

 

 

 

Ad 6) „Light-up probes“ 

Tento speciální případ molekulární sondy pouţívá pouze fluorescenční barvivo 

bez přítomnosti zhášeče. Oligonukleotidové části sond jsou tvořeny analogem DNA - 

peptidickou nukleovou kyselinou (PNA) a jsou velice krátké, typická je pro ně délka 8-

12 párů bazí. To je umoţněno vyšší vazebnou afinitou PNA[17, 49, 50], která je dále 

zvýšena interakcí mezi fluoroforem a DNA. Jako fluorofory jsou pouţívány thiazolová 

oranţ a asymetrické cyaniny, např. SYBR
®
 Green I nebo BOXTO[51, 52]. Pouţití PNA 

je nezbytné pro správnou funkci sondy[53]. Pokud je sonda volně v roztoku, tak 

prakticky nefluoreskuje, fluorescence se projeví aţ po vytvoření duplexu nebo triplexu s 

komplementárním řetězcem DNA[54]. Dojde k omezení volného otáčení vazby mezi 

aromatickým systémem thiazolové oranţe, coţ eliminuje moţnost nezářivého přenosu 

energie. Tato technika je omezena nespecifickou fluorescencí, která vzrůstá během PCR 

reakce a je tedy omezena dosaţitelnou sensitivitou. Tyto sondy jsou poměrně levné a 

Q 
Q 

F 
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jsou snadno připravitelné. Na druhou stranu je problematické měření poklesu signálu, 

především během exponenciální fáze, kdy je zhášeno pouze velmi málo sond. 

Jsou pouţívány především ve virologii, kde se projevuje výhoda plynoucí 

z krátké sekvence. Komerčně jsou dostupné sety pro in vitro diagnostiku např. 

cytomegalovirových onemocněních[55-57], syndromu akutního respiračního selhání 

způsobeného coronavirem (SARS-CoV)[58-61] nebo non-Hodgkinova lymfomu[62, 

63]. Dále mohou být vyuţity k identifikaci specifické mRNA v ţivých buňkách. 

 

 

Dále jsou spíše výjimečně pouţívány i jiné typy sond, které jsou více či méně 

modifikacemi výše zmíněných sond. Jako příklad lze uvést sunrise primers[39], duplex 

scorpion primer[64], Plexor[65], HyBeacons[66], Yin-Yang probes[67], Cyclicons[68] 

a mnoho dalších.  

 

4.3 Přehled nejčastěji využívaných fluorescenčních barviv 

 

Nejčastěji pouţívaná fluorescenční barviva v biologicky zaměřených vědních 

oborech se dají rozdělit podle mnoha hledisek, např. podle vlnové délky emitovaného 

záření, podle moţného pouţití, podle základního strukturního skeletu, podle výrobce. 

Dále se v nabídkách firem můţeme setkat s několika formami jednoho fluoroforu. To je 

zapříčiněno různými reaktivními formami daných barviv. Nejčastěji se vyskytují 

fosforamidity, aktivní estery (sukcinimidylestery a pentafluorfenylestery), případně 

isothiokyanáty. 

 

F F F F 
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Obrázek 3: Přehled nejčastěji používaných reaktivních skupin komerčně 

dostupných fluoroforů. Substituent R ve vzorcích představuje navázaný fluorofor. 

 

Nejpřehlednější dělení je nejspíše podle společného strukturního základu. Jako 

společný základ u většiny fluoroforů můţeme nalézt:  

 

1. skelet odvozený od xanthenu 

2. indocyaninový skelet 

3. 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenový skelet 

4. další strukturní typy 

 

Ad 1) skelet odvozený od xanthenu 

Základem největšího počtu fluorescenčních barviv je různě substituovaný 

xanthen. Od tohoto společného základu je odvozen základ fluoresceinový a 

rhodaminový (viz obrázek 4). Společný základ je pak dále konjugován s dalšími 

benzenovými jádry, čímţ se posouvá vlnová délka emisního maxima k červené oblasti 

spektra. Dalšími substitucemi je pak dosahováno dalšího posunu spektrálních vlastností. 

V praxi se uplatňují hlavně substituenty ze skupiny halogenů (F, Cl), methoxy-, amino-, 

methyl- a sulfoskupina. Tyto fluorofory mají velice rozdílné spektrální vlastnosti, 

emisní maximum mají v rozsahu 350-750 nm. Pro zamýšlené pouţití je také důleţité 

vědět, jaký je vliv pH na dané barvivo.  
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Obrázek 4: Struktura fluoresceinu (FAM), tetrachlorfluoresceinu (TET) a 

hexachlorfluoresceinu (HEX). 

 

Výhody samotného fluoresceinu jsou vysoký extinkční koeficient, vynikající 

kvantový výtěţek fluorescence a dobrá rozpustnost ve vodě. Fluorescein má své 

excitační maximum (494 nm) velice blízko spektrální linii argonového laseru (488 nm), 

coţ z něj činí důleţitý fluorofor pro konfokální laserovou skenovací mikroskopii a 

aplikace zaloţené na průtokové cytometrii[69]. Navíc konjugáty fluoresceinu s proteiny 

jsou velice málo náchylné k precipitaci. Na druhou stranu má fluorescein i mnoho 

nevýhod jako je relativně vysoký fotobleaching, fluorescence citlivá na hodnotu pH[70] 

(vzhledem k pKa~ 6,4 se fluorescence výrazně sniţuje při poklesu pH pod 7) a relativně 

široké emisní spektrum. Fluorescein vykazuje vysokou tendenci ke zhášení fluorescence 

při konjugaci s biopolymery, především při vyšším stupni substituce[71, 72]. Tyto 

problémy byly vyřešeny syntézou fluoroforů podobných spektrálních vlastností se 

stejným strukturním základem[73-76]. Jsou to fluorofory Oregon Green 488, Oregon 

Green 514 (fluorované deriváty fluoresceinu)[77] a Rhodamine Green, Alexa Fluor 488 

(sulfonovaný derivát rhodaminu) (viz. obrázek 5). Tato barviva mají mnohem vyšší 

fotostabilitu a vliv fyziologických hodnot pH je minimální. 
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Obrázek 5: Struktury vybraných fluorescenčních barviv odvozených od xanthenu. 

 

Rhodaminové fluorofory jsou odvozeny od fluoresceinového skeletu záměnou 

fenolických skupin za aminoskupiny. Výsledkem jsou fotostabilnější deriváty 

s vysokým extinkčním koeficientem (ε > 75 000 M
-1

 cm
-1

) a dobrým kvantovým 

výtěţkem fluorescence. 

Barviva této rozsáhlé skupiny jsou komerčně dostupná pod mnoha obchodními 

názvy a značkami, např. Alexa
®
, Oregon Green

®
, Texas Red

®
, FAM

®
, TET

®
, HEX

®
.  

 

 

Ad 2) indocyaninový skelet 

Pro skupinu indocyaninových fluoroforů je společné spojení terciárního a 

kvarterního dusíku dvou indolových jader pomocí konjugovaného systému dvojných 

vazeb (viz obrázek 6)[78-81]. Do této skupiny patří tři zástupci: Cy3
®
, Cy5

®
 a Cy7

®
. 

V praxi se pouţívají i jejich deriváty, u kterých je přikondenzováno benzenové jádro 

k základnímu indolovému seskupení. Tyto látky, které se vyznačují posunutím 

absorpčního i emisního spektra k vyšším vlnovým délkám mají označení Cy3.5
®
, 

Cy5.5
®
. Indocyaninová barviva mají poměrně vysoký molární extinkční koeficient 
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(120000-250000 M
-1

 cm
-1

), ale také podléhají celkem snadno fotobleachingu. Tento 

fotobleaching je u indocyaninových barviv vyšší neţ u látek s označením Alexa
®
, a to o 

15-35 % při ozařování po dobu 95 sekund[82]. Tato barviva se běţně pouţívají ve 

fluorescenční mikroskopii, průtokové cytometrii a v detekčních metodách zaloţených 

na identifikaci nukleové kyseliny[83-87]. 
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Obrázek 6: Struktura indocyaninových fluoroforů. MMT ve vzorcích představuje 

monomethoxytritylovou chránící skupinu.  

 

Za jejich určitou podskupinu můţeme povaţovat tzv. asymetrická cyaninová 

barviva. Jako příklad můţeme uvést SYBR Green I
®

, BOXTO nebo Tiazole Orange 

(TO)[88]. Jejich společný strukturní základ je 3-methyl-2-[(E)-chinolin-4(1H)-

ylidenmethyl]-1,3-benzothiazol-3-ium a jsou pouţívány pro přípravu Light-up probes 

(viz. obrázek 7). 
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Obrázek 7: Struktura asymetrického cyaninu. 

 

Ad 3) 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenový skelet 

Skupina téměř dvou desítek látek, jejichţ společným základem je 4,4-difluor-4-

bora-3a,4a-diaza-s-indacen (viz obrázek 8), který je nejčastěji substituován v polohách 

1, 3, 5 a 7[89], je na trhu dostupná pod jednotným označením BODIPY
®

. K tomuto 

názvu je pak většinou doplněno číslo označují absorpční/emisní maximum dané látky, 

např. 499/508, 630/650. Výhodné vlastnosti této skupiny můţeme demonstrovat na 

fluoroforu BODIPY FL, je to především vysoký extinkční koeficient (ε > 80 000 M
-1 

cm
-1

), vysoký kvantový výtěţek fluorescence (téměř 1,0 ve vodě), spektra relativně 

nezávislá na polaritě rozpouštědla a pH a dále pak úzké emisní spektrum[90]. Oproti 

fluoresceinu mají BODIPY vyšší fotostabilitu[91]. Tyto fluorofory nejsou příliš často 

pouţívané pro sondy FRET[92], pro své vlastnosti (nepolární molekula bez elektrického 

náboje) jsou v praxi vyuţívány především k lokalizaci subcelulárních partikul[90, 93, 

94]. Dále jsou vyuţívány pro značení látek, které obsahují volné aminoskupiny, a jejich 

následnou detekci pomocí HPLC a kapilární elektroforézou[95].  
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Obrázek 8: Struktura vybraných fluoroforů odvozených od 4,4-difluor-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indacenu. 

 

Ad 4) další strukturní typy 

V praxi jsou dále vyuţívány i barviva dalších strukturních základů. Jejich emisní 

spektra zasahují jak do viditelné oblasti spektra, tak do ultrafialové oblasti. Jako příklad 

mohou slouţit derivát pyrenu (Cascade Blue
®
), furo[2,3-g]-chromenu (psoralen), 

deriváty akridinu, 10H-fenoxazinu (Epoch Redmont Red™) nebo 4-(5-fenyloxazol-2-

yl)-pyridinu (Cascade Yellow
®
, Dapoxyl

®
). Jejich názvy jsou mnohdy vytvářeny podle 

firmy, pro kterou byly připraveny nebo dokonce podle místa, kde byla umístěna daná 

výzkumná laboratoř (takto vznikl název strukturálně rozdílných látek Cascade
®
, ty byly 

poprvé syntetizovány v laboratořích v americkém pohoří Cascade Mountains). 
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Obrázek 9: Struktury některých fluoroforů s různou strukturou. 

 

4.4 Přehled používaných quencherů 

 

Pouţití quencherů je limitováno kromě vzdálenosti mezi donorem a akceptorem 

energie dvěma hlavními faktory. Prvním z nich jsou jejich spektrální vlastnosti. Pro 

efektivní přenos energie z fluoroforu na quencher je nutný dostatečný překryv emisního 

spektra fluoroforu a absorpčního spektra quencheru. Druhým faktorem je dostatečná 

chemická stabilita při standardních podmínkách syntézy a následného zpracování 

oligonukleotidu, příp. peptidu. V praxi pouţívané quenchery se dají rozdělit podle 

několika kritérií.  

 

První způsob rozdělení je na tzv. generace. Je to dělení spíše orientační. Do 

první, starší skupiny patří látky vykazující vlastní fluorescenci, která sniţuje citlivost 

pouţívaných metod, např. tetramethylrhodaminy (TAMRA). Dále potom 

nefluoreskující quenchery, jejichţ nevýhodou je absorpce záření při nízkých vlnových 

délkách, z čehoţ plyne moţnost pouţití pouze pro omezenou skupinu fluorescenčních 

barviv. Představiteli těchto látek jsou deriváty 4-(fenyldiazenyl)anilinu (DABCYL, 

DABSYL, Epoch Eclipse ™ Quencher). Stále jsou pouţívány, ale postupně se přechází 

ke druhé generaci, která má mnohé výhody.  
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Druhou, novější a větší skupinu tvoří tzv. „dark quenchery“. Jsou to látky s 

nulovou nebo téměř nulovou fluorescencí. Absence vlastní fluorescence zvyšuje poměr 

signál/šum a tím zvyšuje citlivost metod, ve kterých jsou pouţívány. Rozsahem 

absorpce pokrývají téměř celou škálu pouţívaných fluorescenčních barviv. Problémem 

ale stále zůstávají fluorofory emitující světlo o vysoké vlnové délce, např. Cy5.5
®
, 

Cy7
®
. Mezi quenchery druhé generace se řadí především skupiny látek se souhrnými 

označeními Black Hole Quenchers
®
 (BHQ), QSY™ a Iowa Black Quenchers™.  

 

Druhým kritériem pro rozdělení quencherů můţe být chemická struktura. To je 

objektivnější dělení. Jako základ pouţívaných quencherů můţeme rozeznat tři společné 

znaky: 

1. xanthen 

2. difenyldiazen 

3. jiná struktura 

 

Ad 1) xanthen 

Do této skupiny patří fluorescenční tetramethylrhodamin (TAMRA)[92, 96, 97], 

první do praxe zavedený quencher. Limitujícím faktorem pro jeho pouţití je přítomnost 

dvou absorpčních maxim v oblasti 520 a 550 nm[98]. Dále se pak do této skupiny řadí 

nefluoreskující quenchery QSY™ 7, QSY™ 9 a QSY™ 21[99]. Jsou to N,N′-

diarylderiváty rhodaminu. Tato substituce vede k potlačení fluorescence, která se u 

tohoto strukturního základu jinak vyskytuje a je vyuţívána pro přípravu fluoroforů. 

Mezi výhody QSY™ patří vysoký extinkční koeficient (více neţ 90 000 M
-1

 cm
-1

), 

absorpční spektra nezávislá na pH prostředí a kvantový výtěţek fluorescence < 0,001 ve 

vodném roztoku a také vysoká chemická stabilita a nízký fotobleaching[100]. 
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Obrázek 10: Struktura quencherů odvozených od 2H-chromenu. 

 

Ad 2) difenyldiazen 

Strukturním znakem zastoupeným u největšího počtu quencherů je přítomnost 

difenylazoskupiny, a to jedné (např. Dabcyl, Dabsyl, Epoch Eclipse ™ Quencher[101], 

Iowa Black FQ™, BHQ
®
-3[102]) nebo dvou (např. BHQ-1

®
, BHQ-2

®
, BlackBerry™ 

Quencher 650 (BBQ-650)). Mezi zástupce patří zhášeče jak z první generace (Dabsyl, 

Dabcyl), tak z druhé generace (např. BHQ
®

). Jsou to také nejčastěji pouţívané 

quenchery. Absorpční maxima těchto látek se pohybují v rozmezí 478-672 nm, ale 

quenchery absorbující při vyšších vlnových délkách mají podle některých autorů niţší 

chemickou stabilitu při syntéze a purifikaci oligonukleotidického řetězce, coţ omezuje 

jejich pouţití. Za touto nestabilitou můţe stát konjugovaný systém π–vazeb a/nebo 

pouţití silných donor-akceptorových funkčních skupin. To můţe vést k rozkladu 

quencherů pouţívanými roztoky, např. roztokem jódu nebo amoniaku a methylaminu. 

Vyšší chemickou stabilitu by měl mít quencher s označením BBQ-650, který je 

konjugován s 8-alkoxyjulolidinem, který překvapivě vykazuje bathochromní posun 

absorpce v porovnání s podobnými strukturami.  
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Obrázek 11: Struktury quencherů odvozených od difenyldiazosloučenin. 

 

Ad 3) jiná struktura 

Mezi jiné strukturní základy můţeme uvést skelet zaloţený na 1,4-diamino-9,10-

antrachinonu. Tento strukturní základ je přítomen pouze u jednoho komerčně 

dostupného quencheru, a to u Iowa Black Quencher RQ™. Jeho absorpční maximum je 

656 nm a je pouţitelný pro fluorofory v rozsahu 500-700 nm. Tedy v červené oblasti 

viditelného spektra. 

Dalším pouţitelným strukturním základem je (2,1,3-benzoxadiazol-4-

yl)aminobenzenové uskupení. To je základem pouţívané látky s označením QSY
®
 35. 
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Obrázek 12: Struktura quencherů s odlišnou strukturou. 
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5 ZVOLENÉ METODY ŘEŠENÍ 

 

5.1 Nukleofilní substituce pyrazindikarbonitrilů 

 

Aminoderiváty pyrazindikarbonitrilu byly připraveny nukleofilní substitucí 5,6-

dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Nukleofilní substituce na pyrazinovém jádře je 

v tomto případě usnadněna přítomností elektron-odtahující karbonitrilové skupiny a 

odstupujícího atomu chlóru. Jako nukleofily mohou vystupovat aminy, alkoholáty nebo 

thioláty. Při reakci s aminem je vznikající molekula chlorovodíku neutralizována 

druhou molekulou aminu a vzniká příslušný ammonium hydrochlorid, který je 

v organickém rozpouštědle málo rozpustný. Toho lze dosáhnout také přidáním 

uhličitanu draselného nebo organické baze (např. pyridin, triethylamin). Tím je 

posunována rovnováha reakce ve prospěch produktu. 

N
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+ d
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5.2 Charakterizace azaftalocyaninů 

 

Struktura oktaazaftalocyaninů (AzaPc) je odvozena od ftalocyaninů (Pc) 

izosterní záměnou methinové skupiny –CH= v benzenovém kruhu atomy dusíku. Podle 

počtu a polohy zaměněných methinových skupin se rozeznávají[103]: 
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Výchozí látka Produkt 

pyridin-2,3-dikarbonitril α-tetrapyridoporfyrazin 

pyridin-3,4-dikarbonitril β-tetrapyridoporfyrazin 

pyridazin-3,4-dikarbonitril α-tetrapyridazinoporfyrazin 

pyridazin-4,5,dikarbonitril β-tetrapyridazinoporfyrazin 

pyrimidin-4,5-dikarbonitril tetrapyrimidinoporfyrazin 

pyrazin-2,3-dikarbonitril tetrapyrazinoporfyrazin 
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Syntéza AzaPc probíhá stejným mechanismem jako syntéza častěji studované 

předlohové skupiny Pc. AzaPc mohou být připraveny stejně jako Pc z různě 

substituovaných derivátů heterocyklických sloučenin 1,2-dikarbonitrilů[104-108], 1,2-

dikarboxylových kyselin [109], anhydridů 1,2-dikarboxylových kyselin[110-112], 

ftalimidů[113, 114], diiminoisoindolinů[115-117], 2-kyano-1-karboxamidů[118, 119] 

nebo z 1,2-dibrombenzenů[120-122] tetramerizací ve výše vroucím rozpouštědle nebo 

přímým zahříváním výchozích látek (často smíchaných s močovinou). Podobná je i 
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reaktivita těchto sloučenin v porovnání s Pc, nejčastěji podléhají výměně centrálně 

chelatovaného atomu[123, 124], případně reakcím na periferních řetězcích.  

 

5.3 Syntéza ftalocyaninů 

 

Pc bez chelatovaného centrálního atomu (bezkovové Pc) se nejčastěji připravují 

z 1,2-dikarbonitrilů cyklizací s alkoholátem v alifatickém alkoholu. Tento alkoholát se 

připravuje buď působením silné organické báze 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-enu 

(DBU)[125] nebo častěji alkalického kovu, především lithia[124], které jsou 

koordinovány velice slabě a uvolňují se v kyselém prostředí (dostatečnou kyselost 

vykazuje uţ voda). Cheláty s kovy alkalických zemin jsou také málo stabilní a poskytují 

bezkovové deriváty v přítomnosti silnější kyseliny (např. kyseliny p-

toluensulfonové)[126]. 

NH

N

N N N

NH

NNN

N

DBU

pentanol

 

Dalším způsobem přípravy bezkovových Pc je cyklizace reaktivního derivátu 

ftalonitrilu 1,3-diiminoisoindolinu, připraveného zaváděním plynného amoniaku do 

methanolického roztoku ftalonitrilu s katalytickým mnoţstvím methoxidu sodného[127-

129]. Tento meziprodukt dále poskytuje příslušný Pc zahříváním ve výše vroucím 

alkoholu[130], např. dibutylaminoethanolu, diethylaminoethanolu, chinolinu[131, 132] 

nebo formamidu[133]. 
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Do centra těchto makrocyklických látek můţe být chelatován atom kovu nebo 

polokovu. V současné době jsou známy Pc obsahující prakticky všechny známé kovy i 

polokovy. Přítomnost tohoto ligandu do určité míry ovlivňuje vlastnosti daného Pc, a to 

především spektrální, fotofyzikální a oxidační. V praxi se tyto komplexy připravují 

dvěma základními způsoby. Buď vloţením centrálního atomu do bezkovového Pc 

reakcí se solí daného ligandu (ve většině případů se pouţívají chloridy, příp. organické 

soli), nebo se kovové Pc připravují přímo z prekurzorů reakcí s danou solí. Ale ani tyto 

dvě metody nejsou aplikovatelné pro všechny ligandy, pro přípravu křemičitých[134, 

135] a rheničitých[136, 137] Pc a subftalocyaninů komplexujících bor[138] je nutno 

často pouţít specifických metod. 

Připravené Pc mohou být dále derivatizovány především na periferních 

substituentech, základní makrocyklus je dostatečně stabilní a dalším substitucím 

podléhá pouze do určité míry. Při reakcích na základním makrocyklu Pc vzniká směs 

látek obsahující různý počet substituentů. Průmyslově se pouţívá chlorace[139, 140] a 

pro přípravu ve vodě rozpustných barviv sulfonace[141, 142]. 

Na periferii makrocyklu mohou být různé funkční skupiny podléhající dalším 

specifickým reakcím. Toho je vyuţíváno pro přípravu Pc nedostupných přímou 

cyklizací výchozího derivátu ftalonitrilu (např. tetraaminoftalocyanin[143, 144]), pro 

vazbu Pc s jinou molekulou (fulleren[145, 146], ferrocen[147-149]) nebo pro navázání 

na polymerní nosič[130]. Další moţností je reakce na centrálním atomu[118, 150, 151], 

kdy je ale reaktivita plně závislá na vlastnostech pouţitého ligandu.  
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5.4 Příprava nesymetrických ftalocyaninů  

 

Jako nesymetrické jsou označovány Pc sloţené ze dvou různě substituovaných 

isoindolových podjednotek. Ty si pro zjednodušení můţeme označit jako podjednotku 

A a podjednotku B. Vzájemný poměr produktů (A3B1 nebo A2B2) je do značné míry 

ovlivnitelný postupem tetramerizace. Nejběţněji pouţívané postupy jsou: 

 

1. statistická kondenzace 

2. rozšíření subftalocyaninu (SubPc) 

3. metoda syntézy na pevné fázi 

4. specifické syntézy ftalocyaninů typu A2B2 

 

Ad 1) statistická kondenzace 

Nejjednodušší způsob přípravy nesymetrických Pc typu A3B a dalších je 

tetramerizace směsi dvou rozdílně substituovaných ftalonitrilů postupem obdobným 

přípravě symetrických Pc. Tato metoda je neselektivní a vede ke směsi šesti Pc (viz. 

obrázek 13), kterou je nutno rozdělit pomocí chromatografie[152-155]. Obecně je 

uváděno, ţe dělení takovýchto směsí je sloţité, především kvůli tendenci Pc k agregaci.  

Statistická kondenzace se pouţívá zejména pro přípravu Pc obecného vzorce 

A3B, tedy skládajícího se ze tří stejných a jedné odlišné isoindolové podjednotky, nebo 

pokud chceme izolovat všechny produkty[156-158]. Statistické úvahy předpokládají, ţe 

reakcí dvou různých Pc s prakticky stejnou reaktivitou v poměru 3:1 vznikne směs 

produktů v procentuálním zastoupení A4 (33%), A3B (44%) a ostatní kongenery (23%). 

V praxi se výtěţek vyizolovaného kongeneruA3B z reakce při pouţití poměru 

prekurzorů 3:1 pohybuje většinou v rozmezí 10-20 %[152-154].  
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Obrázek 13: Schematické znázornění statistické kondenzace nesymetrických Pc, 

kde A a B jsou dva rozdílně substituované prekurzory a M je atom kovu, který je 

chelaován do centra Pc. 

 

Někteří autoři pouţívají poměr výchozích ftalonitrilů 9:1[159, 160]. Tento 

poměr vede ke zvýšení výtěţku kongeneru A4 a sníţení výtěţku A3B. Zbylé kongenery 

se při této reakci takřka vůbec netvoří. Hlavním důvodem bývá zjednodušení separace 

produktu A3B ze směsi. Poměr 9:1 je také výhodný, pokud prekurzor B je o hodně 

reaktivnější neţ prekurzor A[161]. Tím se sniţuje výtěţek produktu s více neţ jednou 

podjednotkou B. 

 

 

Ad 2) rozšíření subftalocyaninu 

Nejstarší metodu selektivní syntézy nesymetrických Pc typu A3B vyvinul 

Kobayashi a kolektiv koncem 80. let 20. století[138]. Jedná se o rozšíření 

subftalocyaninu (SubPc) o jednu isoindolovou podjednotku na Pc. To se provádí reakcí 

SubPc se sukcinimidovým nebo diiminoisoindolinovým prekurzorem. V jádru SubPc je 

velké geometrické pnutí a to se můţe uvolnit vloţením jedné isoindolové podjednotky. 

Tím dojde k vytvoření Pc typu A3B. V některých případech je tato metoda velmi 

selektivní a efektivní a můţe vést k přípravě jinak nedostupných derivátů.  
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Obrázek 14: Příprava nesymetrického Pc metodou rozšíření SubPc o jednu 

isoindolovou podjednotku. 

 

Dnes uţ je známo, ţe výsledek této metody závisí na pouţitých reakčních 

podmínkách a výchozích substancích[162-165]. Nejčastěji se tento typ reakce provádí 

s 6-9-ti násobným molárním přebytkem diiminoisoindolinového derivátu ve směsi 

DMSO/1-chlornaftalenu nebo (diethylamino)ethanolu po dobu 5-12 hodin při teplotě 

80-100 °C. Výtěţky reakce se pohybují v rozmezí 3-90 %.  

V roce 1995 bylo poprvé publikováno, ţe při expanzi subftalocyaninového 

kruhu dochází k částečné nebo úplné fragmentaci SubPc kruhu následované 

statistickým vytvořením Pc jádra[163, 166]. Tím dochází k tvorbě směsi všech moţných 

kombinací diiminoisoindolinových podjednotek přítomných ve výchozích prekurzorech. 

Tím metoda ztrácí selektivitu pro pouze kongener A3B. Přítomnost kovového templátu 

zvyšuje výtěţek nesymetrického kongeneru A3B[162]. Dále bylo prokázáno, ţe SubPc 

reagují s méně reaktivními ftalonitrilovými deriváty v přítomnosti silné base, např. 

DBU[162].  

Nejlepší výtěţky a selektivita byla dosaţena při rozšiřování SubPc bez 

substituentů nebo nesoucí elektron odtahující skupinu a diiminoisoindolinovým 

derivátem nesoucím elektron donorovou skupinu. Širšímu vyuţití této metody brání 

pouze její nepředvídatelnost. Dále touto metodou nelze připravit alkoxysubstituované 

deriváty z důvodu štěpení etherické vazby bromidem boritým (BBr3) pouţívaným pro 

přípravu SubPc. 
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Ad 3) metoda syntézy na pevné fázi 

Druhým přístupem k selektivní syntéze kongenerů A3B, který vyvinul Leznoff a 

kolektiv, je syntéza na pevné fázi[167]. Tato metoda zahrnuje vazbu vhodně 

substituovaného ftalonitrilu (B) na polymerní nosič nebo modifikovaný silikagel. Tento 

nerozpustný nosič můţe dále reagovat s jiným odlišně substituovaným ftalonitrilem (A) 

za vzniku Pc A3B vázaného na polymerní nosič. Ten je poté nutné uvolnit z pevné fáze. 

V literatuře je udáváno, ţe tímto postupem bylo dosaţeno výtěţku 20-25 %[167].  
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Obrázek 15: Příklad syntézy nesymetrického Pc na pevné fázi. 

 

Velkým omezením této metody je nutnost pouţití ftalonitrilu s funkční skupinou 

umoţňující vazbu na pevnou fázi a její následné rozštěpení. Tato metoda také není 

vhodná pro přípravu nesymetrických Pc ve větším mnoţství.  

 

Ad4) specifické syntézy ftalocyaninů typu A2B2 

Deriváty A2B2 se ve směsích vzniklých statistickou kondenzací vytvářejí 

v malých mnoţstvích a navíc se skládají ze směsi dvou isomerů, ABAB a AABB. Ty 

mají velice podobnou rozpustnost a mohou být eluovány ze sloupce prakticky ve 

stejnou dobu. Proto byly vyvinuty specifické metody pro přípravu výhradně jednoho 

z výše uvedených isomerů. 

 

Syntéza ABAB ftalocyaninů (Crosswise-substituted Pc) 

Syntéza kongenerů ABAB za mírných podmínek byla popsána Youngem a 

kol[168]. Vycházeli z ekvivalentních mnoţství dvou různých prekurzorů (1,3-

diiminoisoindolin a 1,1,3-trichlor-1H-isoindol). Tyto dva deriváty spolu reagují za 

mírných podmínek v přítomnosti silné base a redukčního činidla za vzniku Pc typu 
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ABAB. Výtěţek této reakce se pohybuje okolo 50 % a autoři udávají, ţe vzniká pouze 

kongener ABAB. Další autoři uvádějí niţší výtěţky (15-25%) a také, ţe vzniká 

kongener AAAB jako vedlejší produkt[169-172]. Nicméně, tato metoda vede k syntéze 

poţadovaného kongeneru s vysokou selektivitou.  
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Obrázek 16: Příklad syntézy nesymetrického Pc typu ABAB. 

 

Druhým publikovaným postupem je cross-kondenzační reakce 1,3-

diiminoisoindolinu s 1H-isoindol-1,3-(2H)-dithionem v molárním poměru 1:1. V tomto 

případě byl popsán vznik kongeneru Pc typu ABAB s příměsí všech potenciálně 

vznikajících Pc[173]. 

NH

NH

NH

R2

NH

S

S

R1
+

NH

N

NH

NH

N

N

N

H

N

HR1

R1

R2

R2  

Obrázek 17: Schematické znázornění přípravy nesymetrického Pc typu ABAB. 

 

Syntéza AABB ftalocyaninů (Adjacent Pc) 

Pro přípravu kongenerů AABB jsou popsány především dvě metody. Jedna 

vyuţívá tzv. „poloviční-Pc“ a druhá vychází z bis(ftalonitrilů). 

Metoda vyuţívající „polovičních-Pc“ intermediátů, které jsou isolovatelné 

z reakční směsi, dává vzniknout Pc typu AABB za mírných podmínek s odlišně 
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substituovaným ftalonitrilem[174]. Pouze „poloviční-Pc“ nesoucí silně elektron 

odtahující skupinu jsou dostatečně stabilní a isolovatelné. 
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Obrázek 18: Příprava nesymetrického Pc typu AABB. 

 

Kobayashi pouţil pro přípravu Pc typu AABB bis(ftalonitril) vázaný prostorově 

vhodnou skupinou, např. 2,2′-dihydroxy-1,1′-binaftyl[175-177]. Tento prekurzor dále 

reagoval s jiným ftalonitrilem za vzniku „adjacent Pc“ ve 20-25% výtěţku. 
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Obrázek 19: Příprava nesymetrického Pc typu AABB, 
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5.5 Příprava amidů a esterů 

 

Pro přípravu amidů, resp. esterů připravených nesymetrických AzaPc nemohly 

být pouţity metody zahrnující převedení karboxylové kyseliny na reaktivní 

acylhalogenid a následnou reakci s aminem, případně alkoholem. Důvodem je nízká 

stabilita AzaPc v přítomnosti běţně pouţívaných reagencií (SOCl2, POCl3, PCl5). Proto 

byly k amidaci a esterifikaci pouţity metody standardně pouţívané především v  chemii 

peptidů.  

 

Příprava „aktivního esteru“ a jeho aminolýza 

 

Jako tzv. aktivní estery se označují především sukcinimidylestery a 

pentafluorofenylestery karboxylových kyselin. Ty jsou hojně vyuţívány např. 

v imunologii a molekulární biologii. Komerčně jsou dostupné aktivní estery mnoha 

fluorescenčních barviv, které je moţné i ve vodném prostředí vázat na biologicky 

aktivní molekuly obsahující volné aminoskupiny a tím je lokalizovat za pouţití 

fluorescenčních technik. Často pouţívanou metodou přípravy sukcinimidylesteru je 

reakce karboxylové kyseliny s karbodiimidem, např. s N,N´-

dicyklohexylkarbodiimidem (DCC) a N-hydroxysukcinimidem (HOSu). Při reakci 

vzniká příslušný derivát močoviny. V případě DCC je to téměř nerozpustná N,N´-

dicyklohexylmočovina, kterou je moţné odfiltrovat. Vzniklý ester je dostatečně stabilní, 

takţe je moţné ho izolovat. Následně je podrobován aminolýze za vzniku amidů, a to i 

aminoalkoholy. Jeho velkou výhodou je dostatečná stabilita ve vodném prostředí, která 

je mnohdy potřebná pro nedostatečnou rozpustnost především biomolekul 

v organických rozpouštědlech. Pro reakce prováděné na pevných fázích byly vyvinuty i 

další karbodiimidy, které na rozdíl od DCC dávají jako vedlejší produkt rozpustné 

disubstituované deriváty močoviny. Jako příklad můţeme uvést 1-[3-

(dimethylamino)propyl]-3-ethylkarbodiimid-hydrochlorid (EDC). Největší nevýhodou 

pouţití karbodiimidů je tvorba vedlejších produktů, derivátů N-acylmočoviny. To je 

zapříčiněno mechanismem reakce, který zahrnuje vytvoření O-acyl-isomočoviny 

navázáním karboxylové skupiny na karbodiimid. Tento reaktivní intermediát reaguje 
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s alkoholem (N-hydroxysukcinimidem) nebo aminem za vzniku stabilního produktu. 

Druhou cestou je tvorba symetrických anhydridů z O-acyl-isomočoviny a dosud 

nezreagované karboxylové kyseliny. Dále pak dochází ke kompetici mezi aminem a 

nukleofilním centrem o acylový zbytek na O-acyl-isomočovině a to vede k tvorbě 

nereaktivního vedlejšího produktu N-acylmočoviny. 
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Obrázek 20: Příprava amidu pomocí „aktivního“ esteru a vedlejší reakce.  

 

Uroniové aktivátory 

 

První progenitor uroniových reagencií O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyluronium-hexafluorfosfát (HBTU) byl popsán v roce 1978 a od této doby 

bylo publikováno mnoho analogů[178, 179]. Jako ne-nukleofilní párové ionty 

(counterionty) jsou běţně pouţívány hexafluorfosfátové a tetrafluorborátové anionty. Ze 

srovnávacích studií vyplynulo, ţe counterion nemá významný vliv na reaktivitu ani 

racemizaci produktu.  
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Obrázek 21: Struktura O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-

hexafluorfosfát (HBTU). 

 

Při reakci dochází k aktivaci karboxylové skupiny vytvořením komplexu, který 

je následně napadán aminoskupinou za tvorby amidové vazby. Pro aktivaci karboxylové 

skupiny je důleţitá přítomnost tetramethyluroniového uskupení, které můţe být 

dokonce nahrazeno bispyrrolidiniovým seskupením. Pouţívané analogy HBTU mají 

různé heterocyklické zbytky, příp. pentafluorfenylový zbytek.  

 

5.6 Protekce hydroxylové skupiny 

 

K protekci primární hydroxyskupiny byla vybrána dimethoxytritylová skupina 

(DMTr). Jedná se o 4-(bisdimethoxyfenyl)fenylmethyletherovou skupinu. Výběr této 

skupiny byl podmíněn několika faktory. Jedná se o chránící skupinu, která ve formě 

chloridu selektivně reaguje s primární hydroxyskupinou i v přítomnosti sekundární 

hydroxyskupiny. Stabilita tohoto substituentu je v porovnání s tritylovou skupinou niţší 

a deprotekce v kyselém prostředí probíhá kvantitativně v řádu minut. Tritylová skupina 

je deprotekována při pouţití 80% kyseliny octové 3,5 hodiny, kdeţto DMTr se 

odštěpeno za 70 vteřin[180]. Hlavním důvodem pro pouţití DMTr jsou ale standardní 

postupy při syntéze oligonukleotidických řetězců, které vyuţívají fosforamidity bazí 

chráněných na 5´-hydroxyskupinách právě DMTr. Syntetizátory mívají navíc 

implementovaný detektor umoţňující kvantitativní monitorování průběhu elongace 

řetězce zaloţeného na měření dimethoxytritylového kationu. Pouţití jiného derivátu 

tritylového skeletu zkresluje tento monitoring. 

Reakce mezi hydroxyskupinou a alkylhalogenidem vede ke vzniku etherové 

funkční skupiny za současného uvolnění příslušného halogenovodíku. Ten musí být 

vázán přítomnou bazí (např. triethylamin, pyridin) jinak by došlo k rozštěpení vzniklé 

vazby. V případě pouţití primárního a sekundárního alkylhalogenidu probíhá reakce aţ 



[Zvolené metody řešení] 

______________________________________________________________________ 

- 43 - 

 

po převedení hydroxylové skupiny na alkoholát a to navíc za zvýšené teploty. V případě 

terciárního alkylhalogenidu tato reakce probíhá přímo s hydroxylovou skupinou jiţ při 

laboratorní teplotě.  
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Obrázek 22: Chránění primární hydroxylové skupiny pomocí 

dimethoxytritylchloridu (DMTrCl). 
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6 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

Všechny pouţité výchozí suroviny byly pouţity přímo v kvalitě výrobce a 

nebyly dále čištěny. Bezvodá rozpouštědla tetrahydrofuran, dioxan byla připravena 

sušením nad sodíkem, butanol byl sušen hořčíkem zahříváním pod zpětným chladičem a 

byl oddestilován v čas potřeby. Bezvodý pyridin byl vysušen stáním nad hydroxidem 

draselným a destilací. Bezvodý triethylamin byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. 

Tenkovrstvá chromatografie (TLC) byla prováděna na deskách Silica gel 60 F254 

(Merck, Darmstadt, Německo). Pro sloupcovou chromatografii byl pouţíván silikagel 

Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). Teploty tání byly měřeny na přístroji 

Electrothermal IA9000 Series Digital Melting point Apparatus (Electrothermal 

Engineering Ltd., Southend-on-Sea, Essex, Velká Británie) a nejsou korigovány. 

Infračervená spektra byla měřena v peletách KBr na přístroji IR-Spectrometer Nicolet 

Impact 400.
 1

H a 
13

C NMR spektra byla měřena na přístroji Varian Mercury-Vx BB 300 

(299,95 MHz-
1
H a 75,43 MHz-

13
C), chemický posun je udávaný relativně k signálu 

vnitřního standardu Si(CH3). UV-Vis spektra byla naměřena na spektrofotometru UV-

2401PC, Shimadzu Europa GmbH (Duisburg, Německo). Fluorescence byla měřena na 

přístroji AMINCO-Bowman Series 2 luminescence spectrometer (SLM-Aminco, 

Urbana, IL, USA). Hmotnostní spektra byla změřena na přístrojích Quattro Micro
TM

 

API (Waters, Milford, Massachusetts, USA) ionizační metodou elektrosprej 

v pozitivním módu (MS-ESI) nebo na přístroji Voyager-DE STR (Applied Biosystems, 

Framingham, Massachusetts, USA) v positivním reflektronovém módu (MS-MALDI-

TOF). Roztoky pro ESI MS byly připraveny rozpuštěním látek v acetonitrilu (pro látku 

17) a v methanolu (ostatní látky), a byla přidána kyselina mravenčí pro podporu 

ionizace. Adukty s Na
+
, K

+
 a kyselinou mravenčí byly vţdy pozorovány v hmotnostních 

spektrech AzaPc jako minoritní signály. Vzorky pro MS-MALDI-TOF byly připraveny 

nanesením 0,5 µl roztoku na destičku, vysušením na vzduchu a překrytím 0,5 µl roztoku 

matrice. Ta se skládala z 10 mg kyseliny α-kyan-4-hydroxyskořicové v 100 µl 

acetonitrilu v 0,1% kyselině trifluoroctové. Přístroj byl kalibrován za pouţití externího 

pětibodového kalibračního standardu Peptide Calibration Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-

Antipolis, Francie). HPLC analýzy byly prováděny na přístroji Shimadzu system LC-

20AD Prominence s SPD M20A diode array detektorem (Shimadzu, Japonsko). 
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Chromatografická kolona Phenomenex Synergy RP Fusion se zakotvenými polárními 

skupinami, 75 x 3 mm, velikost částí 4 μm, (Phenomenex, USA) byla vybrána jako 

nejvhodnější. Oligonukleotidové sondy byly syntetizovány na přístroji Perkin Elmer 

ABI 392/394 RNA/DNA Synthesizer (Waltham, Massachusetts, USA). Black Hole 

Quencher
®

-2 (BHQ-2
®
) byl zakoupen od firmy Glen Research (Sterling, Virginia, 

USA). 

 

6.1 Syntéza pyrazin-2,3-dikarbonitrilů 

 

Sloučeniny 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1)[181], kyselina 6-(3-

chlor-5,6-dikyan-pyrazin-2-ylamino)hexanová[182] (8) a kyselina 6-(5,6-dikyan-3-

diethylaminopyrazin-2-ylamino)hexanová[182] (9) byly připraveny podle literatury a 

všechna analytická data odpovídala uváděným hodnotám. 

 

6.1.1 5,6-Bis-[2-(2-hydroxyethoxy)-ethylamino]-pyrazin-2,3-dikarbonitril (2) 

N

N NH

NH

N

N

O
OH

O
OH

 

K roztoku látky 1 (500 mg, 2,5 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za míchání 

po kapkách přidán 2-(2-aminoethoxy)ethanol (1,12 g, 10,7 mmol). Reakční směs byla 

míchána při laboratorní teplotě 3 hodiny. Roztok byl dekantován od olejovitých kapek, 

odpařen za sníţeného tlaku a přečištěn sloupcovou chromatografií na silikagelu 

s mobilní fází ethylacetát/methanol 8:1. Produkt byl překrystalizován z ethanolu a vody. 

Byla získána látka 2 (410 mg, 49 %) ve formě bílých jehliček; T.t. 169,5-170,8 °C. IR 

(KBr): νmax = 3343; 2925; 2897; 2876; 2226 (CN); 1623; 1563; 1524; 1398; 1135 a 

1069 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ = 7,94 (2H, s, NH); 4,60 (2H, s, OH) a 

3,65-3,40 (16H, m, CH2) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ = 144,2; 118,4; 116,4; 

72,4; 68,1; 60,4 a 41,4 ppm. 
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6.1.2 5,6-Bis-(2-hydroxyethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (3) 

N

N NH

NH

N

N

OH

OH

 

K roztoku látky 1 (500 mg, 2,5 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za míchání 

po kapkách za laboratorní teploty přidán 2-aminoethanol (652 mg, 10,7 mmol) Reakční 

směs byla dále míchána 3 hodiny. Vzniklý precipitát byl odfiltrován a filtrát byl 

odpařen za sníţeného tlaku. Produkt byl přečištěn sloupcovou chromatografií na 

silikagelu s mobilní fází ethylacetát/methanol 6:1 a překrystalizován z vody. Byla 

získána látka 3 (569 mg, 91 %) ve formě bílých jehliček. T.t. 185,5-186,0 °C (za 

rozkladu). IR (KBr): νmax = 3483; 3347; 3289; 3196; 3091; 2950; 2937; 2889; 2229 

(CN); 1604; 1560; 1518; 1460; 1396; 1076 a 1060 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-

d6): δ = 7,95(2H, s, NH); 4,87 (2H, s, OH); 3,58 (4H, t, J = 5,5 Hz, CH2-O); 3,44 (4H, 

br s, CH2-NH) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ = 144,3; 118,3; 116,5; 58,7 a 

44,1 ppm. 

 

6.1.3 5-Chlor-6-diethylaminopyrazin-2,3-dikarbonitril (4) 

N

N Cl

N

N

N

 

K roztoku látky 1 (2,4 g, 12 mmol) v tetrahydrofuranu (100 ml) byl za vnějšího 

chlazení směsí led/sůl za vydatného míchání po kapkách přidán diethylamin (1,77 g, 24 

mmol) Reakční směs byla dále míchána za postupného samovolného ohřátí na 

laboratorní teplotu a poté byl odfiltrován vzniklý diethylammonium hydrochlorid. 

Filtrát byl odpařen za sníţeného tlaku a přečištěn sloupcovou chromatografií na 

silikagelu s mobilní fází hexan/ethylacetát 4:1. Byl získán produkt 4 (2,66 g, 93 %) ve 

formě ţlutého oleje. IR (KBr): νmax = 2987; 2939; 2876; 2233 (CN); 1553; 1507; 1439; 

1386 a 1358 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 3,75 (4H, q, J = 7,1 Hz, CH2) a 

1,31 (6H, t, J = 7,0 Hz, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 151,3; 135,0; 

139,4; 117,3; 113,2; 113,0; 45,5 a 13,0 ppm. 
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6.1.4 5-Diethylamino-6-(2-hydroxyethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (5) 

N

N NH

N
N

N

OH

 

K roztoku látky 4 (1,0 g, 4,25 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za 

laboratorní teploty za míchání po kapkách přidán 2-aminoethanol (0,78 g, 12,75 mmol). 

Reakční směs byla dále míchána 5 hodin. Směs byla odpařena za sníţeného tlaku, 

zbytek byl rozpuštěn v chloroformu (50 ml) a třikrát extrahován vodou (50 ml). 

Organická fáze byla vysušena Na2SO4, odpařena za sníţeného tlaku a přečištěna 

sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází dichlormethan/aceton 3:1. 

Produkt byl překrystalizován z ethanolu a vody. Byl získán produkt 5 (840 mg, 76 %) 

ve formě ţlutých jehliček. T.t. 102,0-103,0 °C. IR (KBr): νmax = 3493; 3320; 2974; 2229 

(CN); 1557; 1532; 1426; 1270 a 1049 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, aceton-d6): δ = 6,71-

6,57 (1H, br s, NH); 4,07 (1H, t, J = 5,5 Hz, OH); 3,79 (2H, q, J = 5,5 Hz, CH2-O); 3,60 

(2H, q, J = 5,6 Hz, CH2-NH); 3,45 (4H, q, J = 7,2 Hz, CH2-N) a 1,14 (6H, t, J = 7,1 Hz, 

CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 148,9; 148,5; 124,0; 118,7; 116,2; 116,0; 

60,2; 44,5; 44,1 a 12,9 ppm. 

 

6.1.5 5-Diethylamino-6-[2-(2-hydroxyethoxy)ethylamino]pyrazin-2,3-

dikarbonitril (6) 

N

N NH

N
N

N

O
OH

 

K roztoku látky 4 (1,0 g, 4,25 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za 

laboratorní teploty za míchání po kapkách přidán 2-(2-aminoethoxy)ethanol (1,34 g, 

12,75 mmol). Reakční směs byla dále míchána 5 hodin. Rozpouštědlo bylo odpařeno za 

sníţeného tlaku, zbytek byl rozpuštěn v chloroformu (50 ml) a třikrát extrahován vodou 

(50 ml). Organická fáze byla vysušena Na2SO4, odpařena za sníţeného tlaku a 

přečištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází dichlormethan/aceton 

3:1. Byl získán produkt 6 (996 mg, 77 %) ve formě ţlutého oleje. IR (KBr): νmax = 

3424; 2974; 2935; 2875; 2231 (CN); 1560; 1537; 1504; 1457; 1436; 1358 a 1265 cm
-1

. 
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1
H NMR (300 MHz, aceton-d6): δ = 6,76-6,54 (1H, br s, NH); 3,73 (2H, t, J = 5,5 Hz, 

CH2-O); 3,70-3,61 (4H, m, CH2-O); 3,61-3,53 (2H, m, CH2-NH); 3,45 (4H, q, J = 7,1 

Hz, CH2-N) a 1,15 (6H, t, J = 7,1 Hz, CH3) ppm. 
13

C
 
NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 

148,6; 148,4; 123,8; 118,8; 116,2; 116,0; 73,2; 69,0; 62,0; 44,1; 41,9 a 12,9 ppm.  

 

6.1.6 5-[Bis-(2-hydroxyethyl)amino]6-diethylaminopyrazin-2,3-dikarbonitril (7) 

N

N N

N

OH

OH

N

N

 

Směs roztoků látky 4 (1,1 g, 4,7 mmol) a diethanolaminu (2,0 g, 19 mmol) 

v dioxanu (75 ml) byla vařena po dobu 4 hodin pod zpětným chladičem za stálého 

míchání při teplotě 120°C. Vzniklá směs byla dekantována od olejovitých kapek, 

odpařena za sníţeného tlaku a rozdělena sloupcovou chromatografií na silikagelu. Jako 

mobilní fáze byla pouţita soustava ethylacetát/kyselina octová v poměru 10:1. Poté byla 

reakční směs překrystalizována z vody s aktivním uhlím. Ani po krystalizaci nebyl 

produkt dostatečně čistý, a proto byl dočištěn sloupcovou chromatografií. Tentokrát 

byla jako mobilní fáze pouţita směs ethylacetát/aceton v poměru 1:1. Na závěr byl 

produkt překrystalizován z vody. Byl získán produkt 7 (360 mg, 25 %). T.t. 132,5-133,5 

°C. IR (KBr): νmax = 3431; 2935; 2224 (CN); 1538; 1491; 1218 a 1059 cm
-1

. 
1
H NMR 

(300 MHz, aceton-d6): δ = 3,83 (2H, t, J = 5,5 Hz, OH); 3,79-3,72 (4H, m, CH2-OH); 

3,72-3,65 (4H, m, N-CH2-CH2-OH); 3,59 (4H, q, J = 7,1 HZ, N-CH2) a 1,07 (6H, t, J = 

7,0 Hz, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 148,4; 147,1; 120,5; 120,1; 

116,2; 116,2; 59,8; 51,9; 43,4; 12,9 ppm. 

 

6.1.7 6-[(5,6-Dikyan-3-{[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]amino}pyrazin-2-

yl)amino]hexanová kyselina (10) 

N

N NH

NH

N

N

O
OH

O

OH

 



[Experimentální část] 

______________________________________________________________________ 

- 49 - 

 

K roztoku meziproduktu 8 (293 mg, 1 mmol) v chloroformu (25 ml) byl za 

laboratorní teploty přidán 2-(2-aminoethoxy)ethanol (315 mg, 3 mmol). Reakční směs 

byla dále míchána za laboratorní teploty 30 hodin, poté byla třikrát vytřepána s vodou 

(25 ml). Organická fáze byla vysušena Na2SO4 a odpařena za sníţeného tlaku. Poté byla 

přečištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází 

tetrahydrofuran/chloroform/kyselina octová 15:15:1 a překrystalizováno z ethanolu a 

vody. Byl získán produkt 10 (40 mg, 11 %) ve formě bílých krystalů. T.t. 134,5-135,0 

°C. IR (KBr): νmax = 3389; 2942; 2869; 2810; 2226 (CN); 1704; 1605; 1558; 1517; 

1460; 1401; 1217; 1139 a 1059 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, aceton-d6): δ = 3,74-3,62 

(6H, m); 3,59-3,53 (2H, m); 3,53-3,44 (2H, m); 2,29 (2H, t, J = 7,2 Hz); 1,74-1,55 (4H, 

m) a 1,49-1,36 (2H, m) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 174,4; 145,1 145,0; 

120,2; 119,7; 116,6; 116,6; 73,1; 69,1; 61,9; 42,4; 42,1; 33,9; 28,8; 27,1 a 25,2 ppm. 

 

6.1.8 5,6-Bis-(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (11) 

N

N

N

N
N

N

 

Diethylamin (5,3 g, 72 mmol) byl po kapkách přidán k roztoku látky 1 (2,4 g, 12 

mmol) v tetrahydrofuranu (100 ml) a zahříván pod zpětným chladičem po dobu 6 hodin. 

Po skončení zahřívání byla reakční směs ochlazena a vysráţený diethylammonium 

hydrochlorid byl odfiltrován. Roztok byl odpařen za sníţeného tlaku a ţlutooranţový 

surový produkt byl překrystalizován z methanolu. Matečné louhy z krystalizací byly 

spojeny, odpařeny za sníţeného tlaku a přečištěny sloupcovou chromatografií na 

silikagelu s mobilní fází hexan/ethylacetát 4:1. Obě frakce (z krystalizace a z 

chromatografie) byly spojeny a překrystalizovány z methanolu. Byla získána látka 11 

(3,18 g, 96 %) ve formě ţlutých plátků. T.t. 93,2-94,1 °C (lit. 94 °C[183]). IR (KBr): 

νmax = 2978; 2935; 2876; 2228 (CN); 1518; 1489; 1347 a 1253 cm
-1

. 
1
H NMR (300 

MHz, CDCl3): δ = 3,48 (8H, q, J = 7,1 Hz, CH2) a 1,07(12H, t, J = 7,1 Hz, CH3) ppm. 

13
C NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 146,1; 120,3; 115,0; 42,8 a 12,7 ppm. 
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6.1.9 5-(Diethylamino)-6-[(2-hydroxyethyl)methylamino]pyrazin-2,3-

dikarbonitril (25) 

N

N N

N
N

N

OH

 

K roztoku látky 4 (470 mg, 2 mmol) v tetrahydrofuranu (50ml) byl přikapán 2-

(methylamino)ethanol a reakční směs byla míchána při laboratorní teplotě po dobu 3 

hodin, poté bylo rozpouštědlo odpařeno za sníţeného tlaku. Vzniklá voskovitá látka 

byla rozpuštěna v chloroformu (40 ml) a třikrát vytřepána s vodou (40 ml). Organická 

fáze byla vysušena Na2SO4, odpařena za sníţeného tlaku a přečištěna sloupcovou 

chromatografií na silikagelu s mobilní fází dichlormethan/aceton 30:1. Produkt byl 

překrystalizován z ethanolu a vody. Byl získán produkt 25 (408 mg, 75 %) ve formě 

ţluté pevné látky. T.t. 86,5-87,5 °C. IR (KBr): νmax = 3525; 3463; 2977; 2934; 2877; 

2225 (CN); 1523; 1494; 1412 a 1356 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3): δ =3,81-3,74 

(2H, m, N-CH2); 3,71-3,64 (2H, m, CH2-OH); 3,50 (4H, q, J = 7,07 Hz, N-CH2); 3,07 

(3H, s, N-CH3) a 1,09 (6H, t, J = 7,07 Hz, CH2-CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, CDCl3): 

δ = 147,6; 146,1; 120,6; 120,1; 114,9; 114,9; 59,3; 52,4; 42,7; 37,2 a 12,6 ppm. 

 

6.1.10 4-[(3-Chlor-5,6-dikyanpyrazin-2-yl)methylamino]benzoová kyselina (26) 

N

N N

Cl

N

N

CH3

O

OH

 

K roztoku látky 1 (400 mg, 2 mmol) v tetrahydrofuranu (75 ml) byla přidána 

kyselina 4-(methylamino)benzoová (604 mg, 4 mmol) a reakční směs byla zahřívána 

pod zpětným chladičem při 90 °C po dobu 12 hodin. Potom byla směs ochlazena, 

odfiltrována vysráţená sůl a přečištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu 

s mobilní fází chloroform/aceton/methanol 10:1:1. Produkt byl překrystalizován 

z ethanolu a vody. Byla získána látka 26 (520 mg, 83 %) ve formě ţluté pevné látky. 

T.t. 208,1-211,6 °C. IR (KBr): νmax =3066; 2957; 2663; 2546; 2360; 2343; 2234 (CN); 

1694; 1607; 1537; 1494; 1406 a 1375 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, aceton-d6): δ = 8,09 

(2H, d, J = 8,54 Hz, arom. CH2); 7,48 (2H, d, J = 8,55 Hz, arom. CH2) a 3,66 (3H, s, N-
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CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 166,7; 153,5; 149,6; 141,1; 131,9; 130,7; 

130,0; 125,8; 121,9; 114,3; 114,2 a 42,6 ppm. 

 

6.1.11 4-[(5,6-Dikyan-3-diethylaminopyrazin-2-yl)methylamino]benzoová kyselina 

(27) 

N

N N

N

N

N

CH3

O

OH

 

K roztoku látky 26 (312 mg, 0,89 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl přidán 

diethylamin (1,3 g 18 mmol) a směs byla zahřívána pod zpětným chladičem při teplotě 

90 °C po dobu 2 hodin. Poté byla směs ochlazena, byla odsáta sůl diethylamonium 

hydrochloridu a odpařeno rozpouštědlo za sníţeného tlaku. Surový produkt byl 

přečištěn sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází chloroform/methanol 

10:1. Produkt byl překrystalizován z ethanolu a vody. Byla získána látka 27 (324 mg, 62 

%) ve formě ţluté pevné látky. T.t. 263,3-266,2 °C (za rozkladu). IR (KBr): νmax = 

2976; 2936; 2876; 2360; 2229 (CN); 1686; 1607; 1533; 1501; 1404 a 1292 cm
-1

. 
1
H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ = 7,79 (2H, d, J = 8,77 Hz, arom. CH2); 7,09 (2H, d, J = 

8,79 Hz, arom. CH2); 3,48 (3H, s, N-CH3); 3,25 (4H, q, J = 7,01 Hz, N-CH2) a 0,78 

(6H, t, J = 7,02 Hz, CH2-CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ = 167,0; 148,5; 

147,6; 143,9; 130,9; 126,0; 124,1; 120,4; 118,3; 115,4; 115,2; 42,8; 39,2 a 12,5 ppm. 
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6.2 Syntéza vedlejších produktů nukleofilní substituce pyrazin-5,6-

dikarbonitrilů 

 

6.2.1 4-(2-Hydroxyethyl)-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-

dikarbonitril (19) 

N

N O

N

N

N

OH

 

Diethanolamin (630 mg, 6 mmol) byl přidán k roztoku látky 1 (200 mg, 1 mmol) 

v tetrahydrofuranu (10 ml) a reakční směs byla zahřívána pod zpětným chladičem při 

90°C po dobu 30 minut. Rozpouštědlo bylo oddestilováno za sníţeného tlaku, voskovitá 

látka byla rozpuštěna v dichlormethanu (20 ml) a třikrát vytřepána s vodou (20 ml). 

Organická vrstva byla vysušena Na2SO4 a přečištěna sloupcovou chromatografií na 

silikagelu s mobilní fází ethylacetát/acetone 1:1. Byla získána látka 19 (120 mg, 36 %) 

ve formě bílých krystalků. T.t. 90,0-91,3 °C. IR (KBr): νmax = 2953; 2889; 2220 (CN); 

1581; 1533; 1425 a 1261 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, aceton-d6): δ =4,60 (t, 2H, J = 4,6 

Hz, O-CH2); 4,08–4,00 (m, 1H, OH); 3,95 (t, 2H, J = 4,95 Hz, CH2-OH) a 3,80-3,88 (m, 

4H, N-CH2) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 149,6; 145,8; 126,2; 117,0; 115,6; 

115,3; 65,6; 59,3; 51,5 a 47,5ppm. 

 

6.2.2 4-Methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril (21) 

N

N
N

N
N

O
 

2-(Methylamino)ethanol (375 mg, 5 mmol) byl přidán k roztoku látky 1 (200 

mg, 1 mmol) v tetrahydrofuranu (10 ml) a reakční směs byla zahřívána pod zpětným 

chladičem při 90°C po dobu 30 minut. Rozpouštědlo bylo oddestilováno za sníţeného 

tlaku, voskovitá látka byla rozpuštěna v dichlormethanu (20 ml) a třikrát vytřepána 
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s vodou (20 ml). Organická vrstva byla vysušena Na2SO4 a přečištěna sloupcovou 

chromatografií na silikagelu s mobilní fází ethylacetát/acetone 20:1. Byla získána látka 

21 (35 mg, 17 %) ve formě bílých jehliček. T.t. 192,3-193,5 °C. IR (KBr): νmax = 2931; 

2878; 2218 (CN); 1593; 1538; 1421 a 1262 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, aceton-d6): δ 

=4,63 (t, 2H, J = 4,8 Hz, O-CH2); 3,85 (t, 2H, J = 4,8 Hz, N-CH2); 3,25 (s, 3H, CH3) 

ppm. 
13

C NMR (75 MHz, aceton-d6): δ = 149,6; 146,2; 126,4; 117,1; 115,6; 115,3; 65,5; 

47,6 a 35,9 ppm. 

 

6.3 Syntéza AzaPc metodou statistické kondenzace 

 

Roztok látky 11 (816 mg, 3 mmol) a druhého prekurzoru 2, 5, 6, 7 nebo 9 (1 

mmol) v bezvodém butanolu (15 ml) byl zahříván pod zpětným chladičem a bylo 

přidáno kovové lithium (196 mg, 28 mmol). Tato směs byla zahřívána dále 3 hodiny a 

poté bylo odpařeno rozpouštědlo za sníţeného tlaku. Zbytek po odpaření byl 

suspendován ve vodném roztoku kyseliny octové (50% v/v, 30 ml) a tato suspenze byla 

míchána 30 minut. Precipitát byl zfiltrován a důkladně promyt vodou. Po vyschnutí byla 

surová směs čištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu za pouţití gradientové 

eluce. Nejprve byla pouţita mobilní fáze chloroform/aceton 6:1 k oddělení látky 17, po 

jejím vymytí ze silikagelu byl eluent zaměněn za polárnější směs (tato mobilní fáze je 

uvedena u konkrétních AzaPc) a ţádaný kongener byl jímán jako intenzivní fialová 

frakce. Tento surový nesymetrický AzaPc byl dále dočištěn další sloupcovou 

chromatografií na silikagelu, tentokrát pouze s polárnější mobilní fází. Čistý AzaPc byl 

překrystalizován rozpuštěním v minimálním mnoţství dichlormethanu a nakapán do 

hexanu. Vzniklá jemná suspenze byla zfiltrována a vysušena a byl získán čistý 

nesymetrický AzaPc. 
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6.3.1 2,3-Bis-[2-(2-hydroxyethoxy)ethylamino]-9,10,16,17,23,24-hexakis-

(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (12) 

NN

N

H

N N
N

N

N

N

NN

N

H

N

N

N

N

N

N

N N

N N

NH

NH
O

OH

O
OH

 

Tato látka byla připravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrických 

AzaPc z výchozích látek 2 a 11. Pouţitou polárnější mobilní fází byla směs 

chloroform/aceton/methanol 9:1:1. Byla získána látka 12 (114 mg, 10 %) jako fialová 

pevná látka. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 675 (86200), 644 (67200), 618sh, 592sh, 510 

(61300) a 363 nm (102800 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2968; 2930; 2871 a 1641 cm
-1

. 
1
H 

NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 13,63 (2H, br s, OH); 8,13 (2H, br s, NH); 4,36-4,26 

(4H, m, CH2-OH); 4,01-3,79 (32H, m, CH2-N + CH2-O); 3,71-3,61 (4H, m, CH2-NH) a 

1,30-1,08 (36H, m, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 153,5; 153,1; 151,0; 

150,5; 150,4; 147,4; 143,3; 143,2, 142,8; 141,2; 139,2; 138,1; 73,3; 69,5; 61,5; 43,1; 

43,0; 42,8; 42,7; 13,2; 13,1 a 13,0 ppm. MS-ESI: m/z = 1156 [M+H]
+
. Vypočtená mol. 

hmotnost: 1155 (C56H82N24O4). 
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6.3.2 2-(2-Hydroxyethylamino)-3,9,10,16,17,23,24-heptakis-(diethylamino)-

1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (13) 

NN

N

H

N N
N

N

N

N

NN

N

H

N

N

N

N

N

N

N N

N N

N

N

OH

OH

 

Tato látka byla připravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrických 

AzaPc z výchozích látek 7 a 11. Pouţitou polárnější mobilní fází byla směs 

tetrahydrofuran/chloroform/hexan 1:1:1. Byla získána pevná fialová látka (54 mg). IR 

(KBr): νmax = 2965; 2930; 2870; 1676; 1642; 1510; 1423; 1376; 1344; 1288; 1250; 1160 

a 1141 cm
-1

. MS-ESI: m/z = 1050. Vypočtená mol. hmotnost: 1123 (C56H82N24O2). 

NMR ani MS analýza nepotvrdily předpokládanou strukturu.  

 

6.3.3 2-(2-Hydroxyethylamino)-3,9,10,16,17,23,24-heptakis-(diethylamino)-

1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (14) 

NN

N

H

N N
N

N

N

N

NN

N

H

N

N

N

N

N

N

N N

N N

NH

N

OH
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Tato látka byla připravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrických 

AzaPc z výchozích látek 5 a 11. Pouţitou polárnější mobilní fází byla směs 

tetrahydrofuran/chloroform/hexan 3:3:1. Byla získána látka 14 (28 mg, 3 %) jako 

fialová pevná látka. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 678 (88300), 647 (64800), 618sh, 592sh, 

507 (56100) a 364 nm (104600 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2967; 2931; 2871 a 1640 cm
-

1
. 

1
H NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 13,74 (1H, br s, OH); 7,64-7,54 (1H, m, NH); 

4,49-4,33 (2H, m, CH2-OH); 4,06-3,72 (26H, m, CH2-N + CH2-NH); 3,63 (4H, q, J = 

6,8 Hz, CH2-N) a 1,30-1,05 (42H, m, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 

152,2; 150,6; 149,1; 148,2; 144,4; 141,5; 141,0; 140,9; 137,3; 60,9; 45,0; 44,5; 43,0; 

42,8 a 13,1 ppm. MS-ESI: m/z = 1080 [M+H]
+
. Vypočtená mol. hmotnost: 1079 

(C54H78N24O1). 

 

6.3.4 2-[2-(2-Hydroxyethoxy)-ethylamino]-3,9,10,16,17,23,24-heptakis-

(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (15) 
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Tato látka byla připravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrických 

AzaPc z výchozích látek 7 a 11. Pouţitou polárnější mobilní fází byla směs 

tetrahydrofuran/chloroform/hexan 3:3:1. Byla získána látka 15 (115 mg, 9 %) jako 

fialová pevná látka. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 677 (95300), 647 (69500), 617sh, 591sh, 

508 (58400) a 365 nm (108000 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2969; 2931; 2872 a 1640 cm
-

1
. 

1
H NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 13,74 (1H, br s, OH); 7,43 (1H, t, J = 5,3 Hz, 

NH); 4,34 (2H, q, J = 5,2 Hz, CH2-OH); 4,10 (2H, t, J = 5,1 Hz, CH2-O); 4,05 (2H, t, J 

= 5,1 Hz, CH2 -O); 4,00-3,72 (26H, m, CH2-N + CH2-NH); 3,62 (4H, q, J = 7,1 Hz, 
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CH2-N) a 1,36-0,93 (42H, m, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 151,9; 

150,6; 148,2; 146,6; 144,3; 141,5; 141,1; 140,9; 137,4; 73,6; 69,9; 61,7; 44,5; 43,0; 42,8 

a 13,1 ppm. MS-ESI: m/z = 1124 [M+H]
+
. Vypočtená mol. hmotnost: 1123 

(C56H82N24O2). 

 

6.3.5 2-(5-Karboxypentylamino)-3,9,10,16,17,23,24-heptakis-(diethylamino)-

1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (16) 

NN

N

H

N N
N

N

N

N

NN

N

H

N

N

N

N

N

N

N N

N N

NH

N

COOH

 

Tato látka byla připravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrických 

AzaPc z výchozích látek 9 a 11. Pouţitou polárnější mobilní fází byla směs 

hexan/ethylacetát/kyselina octová 4:7:1. Byla získána látka 16 (125 mg, 11 %) jako 

fialová pevná látka. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 678 (90500), 647 (67100), 592sh, 618sh, 

508 (56000) a 364 nm (103000 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2969; 2930; 2871; 1726 

(CO) a 1640 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 13,75 (1H, br s, OH); 7,44 (1H, 

t, J = 5,5 Hz, NH); 4,22-4,06 (2H, m, CH2-NH); 4,00-3,71 (24H, m, CH2-N); 3,64 (4H, 

q, J = 7,0 Hz, CH2-N); 2,68 (2H, t, J = 7,1 Hz, CH2-COOH); 2,12-1,91 (4H, m, CH2); 

1,86-1,69 (2H, m, CH2) a 1,26-1,04 (42H, m, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-

d5): δ = 176,0; 152,3; 150,6; 144,7; 141,7; 140,9; 140,8; 137,1; 44,5; 43,0; 42,8; 34,9; 

29,6; 27,4; 25,5; 13,1 a 12,9 ppm. MS-ESI: m/z = 1150 [M+H]
+
. Vypočtená mol. 

hmotnost: 1149 (C58H84N24O2). 
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6.3.6 2,3,9,10,16,17,23,24-Oktakis-(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-

(oktaaza)ftalocyanin (17) 

NN

N

H

N N
N

N

N

N

NN

N

H

N

N

N

N

N

N

N N

N N

N

N

 

K roztoku prekurzoru 11 (1,08 g, 4 mmol) v bezvodém butanolu (15 ml) 

zahřívaném pod zpětným chladičem bylo přidáno kovové lithium (196 mg, 28 mmol). 

Reakční směs byla dále zahřívána při 130°C po dobu 3 hodin. Poté bylo za sníţeného 

tlaku oddestilováno rozpouštědlo, přidán vodný roztok kyseliny octové (50% v/v, 30 

ml) a vzniklá suspenze byla míchána 30 minut při laboratorní teplotě. Precipitát byl 

zfiltrován a promyt vodou a methanolem. Surový produkt byl naadsorbován na silikagel 

(5 g) a na skleněné fritě promýván methanolem do odbarvení rozpouštědla. Produkt na 

silikagelu byl vysušen a přečištěn sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní 

fází hexan/ethylacetát 6:1. Přečištěný produkt byl překrystalizován rozpuštěním 

v minimálním mnoţství dichlormethanu a nakapáním do methanolu. Vzniklá jemná 

suspenze byla zfiltrována a vysušena. Byla získána látka 17 (270 mg, 25 %) jako fialová 

pevná látka. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 679 (93700), 649 (68600), 620sh, 595sh, 513 

(60700) a 367 nm (103700 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2969; 2931; 2872 a 1640 cm
-1

. 
1
H 

NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ =3,89 (32H, q, J = 6,8 Hz, CH2-N) a 1,20 (48H, t, J = 

6,9 Hz, CH3) ppm. 
13

C
 
NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 150,8; 147,6; 141,2; 43,0 a 13,1 

ppm. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 4,05 (32H, q, J = 7,2 Hz, CH2-N) a 1,32 (48H, t, 

J = 7,2 Hz, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 150,5; 147,0; 140,2; 42,9 a 13,2 

ppm. MS-ESI: m/z = 1092 [M+H]
+
. Vypočtená mol. hmotnost: 1091 (C56H82N24). 
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6.3.7 Příprava azaftalocyaninů 22-24 

 

Roztok prekurzorů 9 (363 mg, 1,33 mmol) a 11 (405 mg, 1,33 mmol) 

v bezvodém butanolu (30 ml) byl záhříván pod zpětným chladičem a bylo přidáno 

kovové lithium (130 mg, 18,5 mmol). Tato směs byla zahřívána po dobu 3 hodin a poté 

bylo rozpouštědlo odpařeno za sníţeného tlaku. Zbytek po odpaření byl suspendován ve 

vodném roztoku kyseliny octové (50% v/v, 100 ml) a tato suspenze byla míchána po 

dobu 30 minut. Precipitát byl zfiltrován a důkladně promyt vodou. Po vyschnutí byla 

vzniklá směs přečištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu za pouţití gradientové 

eluce. Nejprve byla pouţita mobilní fáze chloroform/aceton/methanol 10:1:1 k oddělení 

látek 17 a 16. Po vymytí látky 16 byla mobilní fáze změněna na 

chloroform/aceton/methanol 10:3:3 a látky 22 a 23 byly jímány jako další intenzivní 

fialové frakce. Sloučenina 24 byla ze sloupce vymyta za pouţití methanolu jako mobilní 

fáze. Tyto surové frakce byly dále dočištěny sloupcovou chromatografií na silikagelu za 

pouţití mobilní fáze uvedené u konkrétních AzaPc. 

 

6.3.8 2,9-Bis-(5-karboxypentylamino)-3,10,16,17,23,24-hexakis-(diethylamino)-

1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (22) 
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Tato frakce byla dočištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu za pouţití 

mobilní fáze hexan/ethylacetát/kyselina octová 2:20:1. Isolovaná frakce byla odpařena 

za sníţeného tlaku, rozpuštěna v minimální mnoţství dichlormethanu a nakapána do 
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hexanu. Jemná suspenze byla zfiltrována. Byla získána látka 22 (35 mg, 4 %) ve formě 

fialové pevné látky. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 677 (90500), 646 (67100), 618sh, 591sh, 

499 (56000), 363 nm (103000 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2966; 2931; 2869; 1724 (CO) 

a 1640 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 13,74 (2H, br s, OH); 7,40 (2H, br s, 

NH); 4,25-4,03 (4H, m, CH2-NH); 3,99-3,76 (16H; m, CH2-N); 3,62 (8H, q, J = 7,0 Hz, 

CH2-N); 2,68 (4H, t, J = 4,6 Hz, CH2-COOH); 2,12-1,90 (8H, m, CH2); 1,90-1,69 (4H, 

m, CH2) a 1,34-1,07 (36H, m, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 176,1; 

152,2; 150,7; 145,1; 142,0; 141,3; 136,2; 44,5; 43,0; 42,1; 35,0; 29,6; 27,4; 25,6; 13,1 a 

13,0 ppm. MS-ESI: m/z = 1208 [M+H]
+
. Vypočtená mol. hmotnost: 1207 

(C60H86N24O4). 

 

6.3.9 2,9,16-Tris-(5-karboxypentylamino)-3,10,17,23,24-pentakis-(diethylamino)-

1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (23) 
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Tato frakce byla dočištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu za pouţití 

mobilní fáze ethylacetát/kyselina octová 20:1. Isolovaná frakce byla odpařena za 

sníţeného tlaku, rozpuštěna v minimální mnoţství acetonu a nakapána do etheru. Jemná 

suspenze byla zfiltrována. Byla získána látka 23 (20 mg, 3 %) ve formě fialové pevné 

látky. UV/Vis (MetOH): λmax (ε) = 681 (90500), 651 (67100), 618sh, 511 (56000), 362 

nm (103000 M
-1

cm
-1

). IR (KBr): νmax = 2965; 2930; 2868; 1734 (CO) a 1637 cm
-1

. 
1
H 

NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 13,70 (3H, br s, OH), 7,42 (3H, br s, NH); 4,20-3,98 

(6H, m, CH2-NH); 3,94-3,75 (8H; m, CH2-N); 3,69-3,47 (12H, m, CH2-N); 2,73-2,59 
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(6H, m, CH2-COOH); 2,10-1,87 (12H, m, CH2); 1,86-1,64 (6H, m, CH2); 1,23-1,05 

(30H, m, CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 176,2; 152,3; 150,6; 122,8; 

44,5; 42,9; 42,1; 35,1; 29,6; 27,4; 25,7; 25,6; 13,1 a 13,0 ppm. MS-ESI: m/z = 1267 

[M+H]
+
. Vypočtená mol. hmotnost: 1266. (C62H88N24O6) 

 

6.3.10 2,9,16,23-Tetrakis-(5-karboxypentylamino)-3,10,17,24-tetrakis-

(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (24) 
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Tato frakce byla dočištěna sloupcovou chromatografií na silikagelu za pouţití 

mobilní fáze ethylacetát/kyselina octová 5:1. Isolovaná frakce byla odpařena za 

sníţeného tlaku, rozpuštěna v acetonu a nakapána do etheru. Jemná suspenze byla 

zfiltrována. Byla získána látka 24 (15 mg, 2 %) ve formě fialové pevné látky. Všechna 

analytická data odpovídala látce připravené jiţ dříve v naší laboratoři[182].  
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6.3.11 2-[(4-Karboxyfenyl)methylamino]-3,9,10,16,17,23,24-heptakis-

(diethylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyanin (29) 
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Nesymetrický AzaPc 29 byl připraven analogicky k AzaPc 12-16. K roztoku 

látky 27 (300 mg, 0,85 mmol) a látky 11 (700 mg, 2,57 mmol) v bezvodém butanolu 

bylo přidáno kovové lithium (168 mg, 24 mmol) a reakční směs byla zahřívána pod 

zpětným chladičem při 130 °C po dobu 3 hodin. Po odpaření rozpouštědla za sníţeného 

tlaku byl přidán vodný roztok kyseliny octové (50%, v/v, 50 ml) a tato suspenze byla 

míchána 30 minut. Po zfiltrování, promytí vodou a vyschnutí byla směs kongenerů 

rozdělena sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází 

dichlormethan/aceton/methanol 20:1:1. Poţadovaná frakce byla dočištěna opakovanou 

sloupcovou chromatografií s mobilní fází dichlormethan/aceton/methanol 30:1:1. 

Nakonec byla substance přesráţena rozpuštěním v minimálním mnoţství 

dichlormethanu a nakapáním do hexanu, vzniklá jemná suspenze byla zfiltrována. Byla 

získána látka 29 (150 mg, 15 %) ve formě fialové pevné látky. UV/Vis (THF): λmax (ε) = 

680,5 (80000), 654,5 (66500), 622sh, 597sh, 518 (54300) a 369,5 nm (93200 M
-1

cm
-1

). 

IR (KBr): νmax = 2969; 2931; 2873; 1710 (CO); 1639; 1605 a 1426 cm
-1

. 
1
H NMR (300 

MHz, pyridin-d5): δ =13,83 (1H, br s, OH); 8,48 (2H, d, J = 8,86 Hz, arom. CH2); 7,20 

(2H, d, J = 8,67 Hz, arom, CH2); 3,97-3,78 (27H, m, N-CH3 a N-CH2); 3,78-3,65 (4H, 

m, N-CH2) a 1,27-1,06 (42H, m, CH2-CH3) ppm. 
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 

169,0; 153,2; 151,0; 150,9; 150,5; 146,7; 146,6; 143,0; 142,9; 141,6; 140,0; 139,9; 

139,7; 139,7; 131,4; 117,3; 43,8; 43,1; 43,1; 39,1; 13,2; 13,1 a 13,1 ppm. MS-MALDI-

TOF: m/z = 1170 [M+H]
+
. Vypočtená mol. hmotnost: 1169 (C60H88N24O2). 



[Experimentální část] 

______________________________________________________________________ 

- 63 - 

 

 

6.4 Modifikace AzaPc pro navázání na pevnou fázi 

 

6.4.1 Azaftalocyanin (30) 
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K roztoku AzaPc 29 (290 mg, 248 µmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (40 ml) 

byl přidán N,N′-dicyklohexylkarbodiimid (56,2 mg, 273 µmol) a následně N-

hydroxysukcinimid (31,4 mg, 273 µmol) a reakční směs byla míchána za laboratorní 

teploty 72 hodin. Reakce byla monitorována pomocí TLC s mobilní fází 

dichlormethan/aceton/methanol 40:1:1. Poté byla odfiltrována vznikající N,N′-

dicyklohexylmočovina a k filtrátu byl přidán 3-amino-1,2-propandiol (113 mg, 1,24 

mmol) v methanolu a tato směs byla míchána za laboratorní teploty 36 hodin. Reakce 

byla chráněna před světlem zabalením baňky do hliníkové folie. Po skončení reakce 

bylo rozpouštědlo oddestilováno za sníţeného tlaku, pevná látka byla suspendována ve 

vodě a na filtru promyta větším mnoţstvím vody. Nakonec byla směs přečištěna 

sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází dichlormethan/aceton/methanol 

30:1:1 do vymytí nečistot, poté byla mobilní fáze zaměněna za 

dichlormethan/aceton/methanol 10:1:1. Byla získána látka 30 (150 mg, 49 %) ve formě 

fialové pevné látky. IR (KBr): νmax = 2969; 2931; 2873; 1636 (CONH); 1607; 156 a 

1427 cm
-1

. 
1
H NMR (300 MHz, pyridin-d5): δ = 9,32 (1H, t, J = 6,32 Hz, NHCO); 8,32 

(2H, d, J = 9,15 Hz, arom. CH2); 7,17 (2H, d, překryv s rozpouštědlem, arom. CH2); 

4,53-4,42 (1H, m, CH-OH); 4,32-4,00 (4H, m, CH2); 3,97-3,84 (24H, m, N-CH2); 3,83 
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(3H, s, N-CH3); 3,69 (2H, q, J = 6,98 Hz, N-CH2) a 1,32-0,94 (42H, m, CH2-CH3) 

ppm.
13

C NMR (75 MHz, pyridin-d5): δ = 168,4; 153,1; 151,0; 150,9; 150,9; 150,6; 

150,5; 150,0; 147,0; 146,1; 142,8; 142,7; 141,5; 140,1; 139,9; 139,8; 139,7; 139,6; 

129,4; 128,9; 128,3; 126,1; 122,9; 117,9; 116,7; 114,4; 72,2; 65,2; 56,1; 43,7; 43,1; 

43,0; 39,2; 30,2; 13,3; 13,1 a 13,1 ppm. MS-MALDI-TOF: m/z = 1244 [M+H]
+
. 

Vypočtená mol. hmotnost: 1243 (C63H87N25O3). 

 

6.4.2 Azaftalocyanin (31) 
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AzaPc 30 (124 mg, 0,1 mmol) byl rozpuštěn v bezvodém pyridinu (20 ml) a byl 

přidán 4,4′-dimethoxytrityl chlorid (DMTrCl) (44 mg, 0,13 mmol) a katalytické 

mnoţství 4-dimethylaminopyridinu a reakční směs byla při laboratorní teplotě míchána 

po dobu 14 hodin. Poté byl přidán další DMTrCl (169 mg, 0,5 mmol) a směs byla 

míchána dalších 24 hodin. Reakce byla chráněna před světlem zabalením baňky do 

hliníkové fólie. Reakce byla monitorována pomocí TLC s mobilní fází 

dichlormethan/pyridin 40:1. Produkt nebyl čištěn a byl pouţit přímo k následujícímu 

kroku.  
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6.4.3 Azaftalocyanin (32) 
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K roztoku AzaPc 31 z předchozí reakce byl přidán sukcinanhydrid (100 mg, 1 

mmol) a reakční směs byla zahřívána pod zpětným chladičem při teplotě 60 °C po dobu 

12 hodin. Rozpouštědlo bylo odpařeno za sníţeného tlaku a produkt byl přečištěn 

sloupcovou chromatografií na silikagelu s mobilní fází dichlormethan/pyridin 40:1, 

která byla po vytečení první barevné frakce odpovídající AzaPc 31 změněna na 

dichlormethan/pyridin 20:1 a ve chvíli, kdy začal vytékat produkt na 

dichlormethan/methanol/pyridin 20:1:1. Byla získána látka 32 (40 mg, 25 % po dvou 

krocích) ve formě fialové pevné látky. IR (KBr): νmax = 3428; 3305; 3050; 2966; 2930; 

2871; 1734 (CO-O); 1640(CO-NH); 1607; 1508; 1425 a 1250 (O-CH3) cm
-1

. MS-

MALDI-TOF: m/z = 1644 [M+H]
+
 (bez kyseliny trifluoroctové v matrici), m/z = 1342 

[M-DMTr+H]
+
 (s kyselinou trifluoroctovou v matrici). Vypočtená mol. hmotnost: 1645 

(C88H109N25O8). 
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6.4.4 Azaftalocyanin (32) vázaný na pevnou fázi (33) 
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Roztok AzaPc 32 (8 mg, 5µmol) a HBTU (3 mg, 10 µmol) v bezvodém N,N-

dimethylformamidu (DMF) (2 ml) byl přidán k pevné fázi (500 Å amino lcaa CPG) 

(100 mg) a posléze byl přidán bezvodý triethylamin (10 µl). Reakční směs byla za 

občasného protřepání ponechána 24 hodin, poté byla pevná fáze promývána DMF do 

odbarvení rozpouštědla a následně promyta acetonitrilem a diethyletherem. Pevná fáze 

byla vysušena v exsikátoru nad silikagelem a byla změřena míra navázání (loading) 

azaftalocyaninu 32 na pevnou fázi prostřednictvím loadingu dimethoxytritylového 

kationtu (DMTr) po jeho odštěpení a následném fotometrickém stanovení. K přesně 

naváţenému mnoţství značené pevné fáze (2-3 mg) byl přidán roztok kyseliny chloristé 

(10 ml; 51,4 ml 70% HClO4 a 46 ml methanolu) a byla změřena absorbance tohoto 

vzorku při 498 nm v kyvetě o optické délce 1 cm. Hodnota absorbance byla dosazena 

do vztahu (3): 

 

Loading (µmol/g) = (absorbance při 498 nm) × zředění × 143 / (naváţka pevné fáze, 

mg),                  (3) 

 

ze kterého byl vypočítán loading DMTr na pevné fázi (30,8 µmol/g pevné fáze). 
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6.5 Optimalizace syntézy AzaPc pomocí HPLC analýzy 

 

Příprava vzorků pro HPLC analýzu 

Standardy látek 16, 17, 22-24 byly naváţeny a rozpuštěny ve 2 ml směsi 

tetrahydrofuran/methanol 1:1 (v/v). Kaţdý roztok byl zředěn směsí 

tetrahydrofuran/methanol 1:1 v poměru 1:1 a 1:10. Roztoky byly analyzovány a byla 

vytvořena kalibrační křivka pro kaţdý kongener. Kaţdá kalibrační křivka se skládala ze 

tří experimentálně změřených bodů z výše uvedených roztoků (základní roztok, zředění 

1:1, zředění 1:10). Linearita byla zajištěna pro kaţdý kongener rozsahu měřených 

koncentrací. Kaţdá koncentrace byla nastříknuta na HPLC kolonu dvakrát a pro 

kalibrační křivku byla pouţita průměrná hodnota plochy pod křivkou při vlnové délce 

510 nm. 

 

Příprava vzorků pro analýzu distribuce kongenerů 

Celkem 0,2 mmol prekurzorů 9 a 11 v poměrech 1:6, 1:3, 1:2, 2:3, 1:1, 3:2, 2:1, 

3:1 a 6:1 (celkové látkové (molární) mnoţství pyrazindikarbonitrilů bylo vţdy stejné, 

měnily se pouze poměry prekurzorů) bylo rozpuštěno v 5 ml bezvodého butanolu, pod 

zpětným chladičem zahřáto k varu a bylo přidáno kovové lithium (1,4 mmol, 10 mg). 

Reakční směs byla zahřívána 3 hodiny, poté bylo za sníţeného tlaku odpařeno 

rozpouštědlo a byl přidán vodný roztok kyseliny octové (50% v/v, 50 ml) a vzniklá 

suspenze byla míchána po dobu 30 minut. Poté byla suspenze zfiltrována a voskovitá 

látka na filtru byla promývána vodou (200-300 ml) do odbarvení filtrátu. Vzniklá pevná 

látka byla vysušena na vzduchu a kvantitativně přenesena do vialky. Poté byly všechny 

vzorky rozpuštěny v 6 ml směsi tetrahydrofuran/methanol 1:1 (v/v) a vzniklý roztok byl 

analyzován na HPLC. Z kaţdého vzorku bylo na HPLC kolonu nastříknuto 10 µl 

roztoku. Syntéza a analýza byla provedena dvakrát pro kaţdý poměr prekurzorů. 

Z plochy pod křivkou (AUC) ze záznamu HPLC analýzy bylo z kalibrační křivky 

vypočteno molární mnoţství kaţdého kongeneru v kaţdé směsi. Procentuální mnoţství 

kaţdého kongeneru bylo vypočteno za pouţití celkové molární koncentrace kongenerů 

jako 100 %. 
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6.6 Měření stability AzaPc v reagenciích pro syntézu oligonukleotidů 

 

Byly připraveny základní roztoky AzaPc (12, 15, 16 a 17) v dichlormethanu (pro 

roztok A), acetonitrilu (pro roztok B), tetrahydrofuranu (pro roztoky C+D a E) a 

methanolu (pro roztoky F a G, kromě látky 17) o koncentraci 2 × 10
-5

 mol×dm
-3

. 

Sloţení reagenčních roztoků A-G je uvedeno v tabulce 1. Dále byly připraveny roztoky 

reagencií pouţívaných pro syntézu oligonukleotidů o dvojnásobné koncentraci, neţ je 

obvykle pouţívána. Roztok F byl pouţit v koncentraci běţně pouţívané kvůli 

nemoţnosti přípravy koncentrovanějšího roztoku. Při měření bylo smícháno 10 ml 

základního roztoku AzaPc a 10 ml roztoku příslušné reagencie, takţe výsledná 

koncentrace byla 1 × 10
-5

 mol×dm
-3

 AzaPc a reagencie byla v koncentraci pouţívané 

pro syntézu. Tyto směsi byly míchány po dobu 24 hodin chráněny před světlem a 

v časech 0, 2, 6, 22 a 24 hodin bylo odebráno 2,5 ml roztoku a bylo změřeno UV-Vis 

spektrum. Pro roztok E bylo spektrum změřeno i v čase 15 minut.  

AzaPc 24 byl v roztoku F rozpuštěn přímo bez základního roztoku. Dále byly po 

kaţdém měření látky 24 v roztoku G do optické kyvety přidány dvě kapky kyseliny 

octové a spektrum bylo změřeno znovu. 

 

Reagencie pro 

syntézu 

oligonukleotidu 

Složení Čas 

expozice
a
 

(minuty) 

A 3% (m/m) kyselina trichloroctová v dichlormethanu 25 

B 0,25 M 5-(ethylthio)-1H-tetrazol v acetonitrilu 20 

C 10% (m/m) 1-methylimidazol v tetrahydrofuranu 15 

D Tetrahydrofuran/pyridin/acetanhydrid 8:1:1 15 

E 0,02 M jód v tetrahydrofuranu/pyridinu/vodě 7:2:1 15 

F 32% amoniak/40% methylamin 1:1 90
b 

G 0,05 M K2CO3 v methanolu 240-720
b
 

 

Tabulka 1: Složení reagenčních roztoků pro syntézu oligonukleotidů. 

a
 časy expozice jsou udány pro syntézu 20-méru ve standardním módu. 
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b
 roztoky F a G jsou při syntéze oligonukleotidu použity pouze jednou, ne 

v každém cyklu. 

 

6.7 Měření produkce singletového kyslíku a fluorescence 

 

Produkce singletového kyslíku ΦΔ byla měřena metodou rozkladu 1,3-

difenylisobenzofuranu (DPBF)[1]. Do optické kyvety bylo přeneseno 2,3 ml roztoku 

DPBF v DMF (5 × 10
-5

mol×dm
-3

), který byl nasycen kyslíkem (jednu minutu bubláno). 

Poté byl přidán základní roztok AzaPc v DMF (obvykle 20 μl) tak, aby výsledná 

absorbance v Q-pásu byla okolo 0,1. Roztok byl míchán a ozařován halogenovou 

lampou (Tip, 200 W). Pouţité světlo bylo filtrováno přes vodní filtr (6 cm) a oranţový 

HOYA G filtr. Tím bylo odfiltrováno infračervené světlo a světlo o vlnové délce pod 

506 nm. Byl měřen rozklad DPBF při 415 nm do poklesu maximálně 15 %. Kvantový 

výtěţek produkce singletového kyslíku byl vypočítán ze vztahu (4) 

S

aT

R

R

aT

S
RS

Ik

Ik
  ,                (4) 

kde k je směrnice grafu závislosti ln (A0/At) na ozáření vzorku za čas t, kdy A0 a 

At jsou absorbance DPBF při vlnové délce 415 nm před a po ozáření měřeného vzorku 

v čase t. Index R označuje porovnávací látku a S označuje měřený vzorek. Jako 

porovnávací látka byl pouţit zinečnatý ftalocyanin (ZnPc), u kterého je známa hodnota 

ΦΔ = 0,56[184]. IaT je celkové mnoţství světla absorbovaného AzaPc a bylo vypočteno 

jako suma intenzit absorbovaného světla Ia v rozmezí vlnových délek 506 nm aţ 800 

nm (měřeno po 0,5 nm). Světlo pod 506 nm bylo zcela odfiltrováno oranţovým filtrem 

HOYA G a záření nad 800 nm není absorbováno AzaPc. Ia při dané vlnové délce bylo 

vypočítáno podle Beerovy rovnice (5) 

)1( 3,2

0

A

a eII 
,                (5) 

kde I0 je transmitance filtru při dané vlnové délce a A je absorbance AzaPc při 

této vlnové délce. 

Fluorescence AzaPc byla měřena v roztoku tetrahydrofuranu (THF). Do 

fluorescenční kyvety bylo dáno 2,5 ml THF a byla změřena base-line. Poté byl do této 

kyvety přidán roztok AzaPc v THF (přibliţně 20 µl) tak, aby výsledná absorbance 

připraveného roztoku v Q-pásu byla okolo 0,04 a bylo změřeno emisní spektrum tohoto 
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roztoku. Nastavení fluorimetru bylo: excitace při 373 nm, šířka štěrbiny 16 nm, rychlost 

měření 1,5 nm×s
-1

. 

 

6.8 Měření účinnosti zhášení fluorescence AzaPc 

 

Nejprve byly syntetizovány oligonukleotidové sekvence S1, S2 a S3 na pevné 

fázi 33 standardním programem a poté byly odblokovány standardním postupem 

(AMA/NH3, 25 °C, 90 minut)[185]. Sekvence S2 a S3 byly oproti sekvenci S1 

prodlouţeny vţdy o pět bazí.  

 

S1: 5´- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA - AzaPc - 3´ 

S2: 5´- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA TTT TT - AzaPc - 3´ 

S3: 5´- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA TTT TTT TTT T - AzaPc - 3´ 

 

Na standardní fázi pro syntézu oligonukleotidu byl syntetizován oligonukleotid 

se sekvencí S4 komplementární k sekvenci S1 a 24 bazím sekvencí S2 a S3, značený 

komerčně dostupným fluorescenčním barvivem Cy5™: 

 

S4: 5´- Cy5™- TCT GCT TTT TGA CCA CCC GAC TTC - 3´ 

 

Oligonukleotid S4 byl rozpuštěn v hybridizačním pufru na koncentraci 0,05 µM 

a byla změřena jeho fluorescence při 690 nm po excitaci v absorpčním maximu 

fluoroforu (651 nm). K roztoku oligonukleotidu S4 byl poté přidán roztok 

oligonukleotidu S1, S2 nebo S3 v hybridizačním pufru tak, aby jeho koncentrace ve 

finální směsi byla 0,25 µM. Po hybridizaci byla změřena fluorescence roztoků S4+S1, 

S4+S2 a S4+S3. Naměřené sníţení hodnoty fluorescence (X) bylo vypočteno dle vztahu 

(6) 

0/ FFX X ,                  (6) 

kde F0 je fluorescence samotného roztoku S4 a FX je fluorescence roztoku S4 po 

smíchání s jedním z roztoků S1, S2 nebo S3. 

Pro porovnání bylo zároveň s tímto měřením provedeno stanovení efektivity 

zhášení fluoroforu Cy5™ komerčně dostupným quencherem BHQ-2
®
 se stejnými 
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sekvencemi oligonukleotidů jako S1-S3 pouze s tím rozdílem, ţe zhášeč AzaPc byl 

nahrazen BHQ-2
®
. Syntéza a deprotekce sond značených BHQ-2

®
 byla provedena 

standardním postupem.  

 

6.9 Měření tvorby komplexu s pyridinem 

 

Pro měření tvorby komplexů AzaPc s pyridinem byly připraveny roztoky látek 

12, 14, 15 a 17 o koncentraci 10 mM v pyridinu. Z těchto roztoků byly odebrány 3 ml 

do kyvety z křemenného skla o optické délce 10 mm, která byla uzavřena teflonovou 

zátkou během celého měření. Tyto roztoky byly poté měřeny na spektrofotometru 

v průběhu 24 hodin. První měření bylo provedeno v nejkratším moţném čase, coţ je 

přibliţně 3 minuty a tento čas byl vzat jako čas 0. 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

Pro přípravu zhášečů fluorescence byly jako vhodné deriváty vybrány 

alkylaminoderiváty oktaazaftalocyaninů (AzaPc). Jedná se o dusíkové analogy 

ftalocyaninů (Pc), které se oproti Pc vyznačují hypsochromním posunem v UV-vis 

oblasti. To sice není zcela vhodná vlastnost AzaPc, výhodnější by byl bathochromní 

posun. Ale na druhou stranu doposud nebyly popsány ţádně bis-dialkylaminoderiváty 

ftalonitrilu, který je nejčastějším výchozím materiálem pro přípravu Pc. Bylo popsáno 

pouze několik 4-alkylamino-5-chlorftalonitrilů, např.: 4-chlor-5-

(dibutylamino)ftalonitril[186], nukleofilní substituce do druhé polohy je znesnadněna 

deaktivací benzenového jádra a 4,5-bis-dialkylaminoftalonitrily doposud nebyly 

připraveny. Oproti tomu příprava některých bis-dialkylaminoderivátů pyrazin-2,3-

dikarbonitrilů probíhá jiţ za laboratorní teploty. Z tohoto důvodu byly vybrány deriváty 

pyrazinu. 
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7.1 Syntéza pyrazin-2,3-dikarbonitrilů nukleofilní substitucí 
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Obrázek 23: Přehled připravených prekurzorů použitých pro tetramerizační 

reakce. 

 

Výchozí látkou pro přípravu prekurzorů byl reaktivní 5,6-dichlorpyrazin-2,3-

dikarbonitril (1) připravený dle literatury[181]. Ten podléhá nukleofilním substitucím 

primárními nebo sekundárními aminy v roztoku dioxanu nebo tetrahydrofuranu za 

tvorby mono- či disubstituovaného pyrazindikarbonitrilu a chlorovodíku, který je 

neutralizován přítomným aminem, který musí být v nadbytku. Takto byly připraveny 

symetrické deriváty 2 a 3 nesoucí dvě hydroxylové skupiny. Dále byly nasyntetizovány 

deriváty 5-7 nesoucí jeden substituent s funkční skupinou a v druhé poloze byl vázán 

diethylaminový zbytek. Syntéza těchto tří derivátů byla provedena přes meziprodukt 4 

připravený opět z látky 1 přidáním ekvimolárního mnoţství diethylaminu. Derivát 

obsahující jednu karboxylovou skupinu (9) byl připraven jiţ dříve[182] přes 
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meziprodukt (8), ale byl pouţit pouze pro syntézu AzaPc obsahujícího čtyři funkční 

skupiny. V této práci byl vyuţit pro přípravu nesymetrických derivátů AzaPc nesoucích 

různý počet karboxylových funkčních skupin. Meziprodukt 8 byl dále podroben také 

reakci s 2-(2-aminoethoxy)ethanolem za vzniku prekurzoru 10 obsahujícího jak 

karboxylovou, tak hydroxylovou skupinu. Výtěţky prováděných reakcí se pohybovaly 

v rozmezí 60-95% s výjimkou přípravy prekurzoru 10, kde se výtěţek pohyboval pouze 

okolo 10%. 

Tyto substance byly posléze pouţity pro tetramerizační reakci s druhým 

prekurzorem, a to s 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilem (11). Ten byl 

vybrán jako nejvhodnější alternativa zajišťující dostatečnou inhibici agregace 

makrocyklu AzaPc díky objemnosti diethylaminových substituentů. Náchylnost 

k tvorbě agregátů (dimerů a vyšších agregátů) znesnadňuje purifikaci a analýzu AzaPc a 

také do určité míry mění jejich vlastnosti. Dalším důvodem byla jeho snadná příprava 

nukleofilní substitucí výchozího 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu diethylaminem 

v tetrahydrofuranu (výtěţky přes 90 %). 
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Obrázek 24: Přehled vedlejších reakcí pozorovaných při přípravě pyrazinových 

derivátů. 

 

Při syntéze prekurzoru 18 nesoucího čtyři hydroxyskupiny byla z reakční směsi 

vyizolována jako majoritní frakce substance struktury 4-(2-hydroxyethyl)-3,4-dihydro-

2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril (19) (viz. obrázek 24). Tato reakce 

byla později potvrzena obdobnou reakcí, kdy byl pouţit 2-methylaminoethanol. Při této 

reakci vznikla látka analogické struktury (4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-

b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril (21)). Tvorba tohoto morfolinového kruhu je 
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vysvětlována substitucí atomu chloru nukleofilem[1] (amin[187], thiolát[188] nebo 

alkoholát[189]). Nejprve dochází k substituci jednoho atomu chloru silným nukleofilem 

(v našem případě sekundárním aminem), v dalším kroku volný sekundární amin 

přítomný v reakční směsi odebírá proton z hydroxylové skupiny alkoholu za vzniku 

alkoholátu. Takto generovaný nukleofil napadá v dalším kroku elektron-deficitní uhlík 

pyrazinového kruhu nesoucí zbývající atom chloru. Tvorba morfolinového kruhu je 

upřednostňována před tvorbou disubtituovaného derivátu pyrazindikarbonitrilu 

pravděpodobně kvůli stérickým efektům (blízkost alkoholátového nukleofilu × 

objemnost dalšího aminového nukleofilu). 

 

 

Obrázek 25: Mechanismus tvorby morfolinového kruhu. 
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7.2 Syntéza AzaPc metodou statistické kondenzace 
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Obrázek 26: Přehled připravených AzaPc. 

 

Nesymetrické deriváty AzaPc (12-16) byly připraveny metodou statistické 

kondenzace směsi dvou rozdílně substituovaných pyrazindikarbonitrilů butanolátem 

lithným v butanolu při teplotě 117 °C. Po převedení lithného komplexu na bezkovový 

derivát byl ze směsi vyizolován kongener typu A3B, kde A je isoindolová jednotka 

substituovaná dvěma jednotkami diethylaminu a B je isoindolová jednotka nesoucí 

funkční skupinu. Tato izolace byla provedena sloupcovou chromatografií na silikagelu 

se dvěma aţ třemi opakováními. Ze směsi bylo nutné vyizolovat nejprve symetrický 

kongener 17, který se skládá pouze z jednotek A. Tuto látku lze připravit také 

tetramerizací samotné jednotky A, tedy 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu. 

Při pouţití poměru prekurzorů 3:1 zbývající kongenery (A2B2, AB3 a B4) vznikaly ve 

směsi v menším mnoţství a nebylo obtíţné je oddělit od kongeneru A3B díky výrazně 

odlišným Rf hodnotám.  

Ani syntéza nesymetrických AzaPc nebyla bez překvapivých reakcí. Hlavním 

problémem se ukázala syntéza a izolace AzaPc 13 a 14 nesoucích krátký řetězec 

s hydroxylovou skupinou. Oproti analogům s delším řetězcem (12 a 15) byly 

nesrovnatelně niţší výtěţky tetramerizace. Následně byl při analýze dat produktu 13 

z hmotnostního spektroskopu (MS) pozorován hlavní signál odpovídající struktuře 

s molekulovou hmotností niţší o 74 jednotek, coţ pravděpodobně odpovídá ztrátě jedné 
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diethylaminové skupiny z periferní substituce makrocyklu. Zároveň vznikaly v okolí 

produktu 13 vedlejší fialové produkty, které indikovaly vedlejší reakce na periferní 

substituci makrocyklu. Podobné vedlejší produkty byly pozorovány i v blízkosti 

substance 17 izolované z této reakce. Tento problém jsme se pokusili odstranit 

zablokováním hydroxyskupiny chránící skupinou (dimethoxytrityl), ale ani takto 

substituovaný prekurzor nevykazoval zlepšené výsledky. 

Dále z prekurzoru 3 se nepodařilo připravit nesymetrický AzaPc, a to ani po 

zablokování obou hydroxyskupin dimethoxytritylovou chránící skupinou. Při 

tetramerizaci s prekurzorem 11 poskytoval pouze symetrický derivát AzaPc 17. 

Prekurzor 3 (nesoucí dva 2-hydroxyethylaminové řetězce) dokonce neposkytoval AzaPc 

ani tetramerizaci samotného prekurzoru, vznikaly pouze hnědé rozkladné produkty. 

 

7.3 Optimalizace syntézy AzaPc pomocí HPLC analýzy 

 

Syntéza nesymetrických AzaPc neprobíhá tak jednoduše jako syntéza 

symetrických derivátů. Pro jejich přípravu lze pouţít několik různých přístupů 

popsaných v metodické části. Nejrozšířenější metodou jejich přípravy je statistická 

kondenzace dvou různých prekurzorů. Tento postup dává vzniknout šesti různým 

molekulám (AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB a BBBB). Díky jejich podobnosti a 

společnému základu jsou označovány jako kongenery. Isolace jednotlivých kongenerů 

ze směsi je často komplikována špatnou rozpustností a tendencí k agregaci AzaPc. 

Úspěšná chromatografická separace všech kongenerů i z tohoto důvodu byla provedena 

pouze v několika málo případech[157, 158]. Zavedení objemného substituentu efektivně 

inhibuje tendenci k agregaci a umoţňuje separaci.  

Zastoupení jednotlivých kongenerů v reakční směsi při statistické tetramerizace 

lze vypočítat. Reálná data ale mohou být ovlivněna mnoha faktory, kterými jsou 

především reaktivita jednotlivých prekurzorů a objemnost periferní substituce. 

Vypočtená data se se skutečnými daty budou shodovat u směsi dvou prekurzorů 

s podobnou reaktivitou a u těch, které nemají stérické zábrany pro tvorbu AzaPc. 

Při pouţití poměru prekurzorů 1:1 lze z reakční směsi vyizolovat všechny 

kongenery v dostatečném mnoţství z jedné reakce. Procentuální zastoupení 

jednotlivých kongenerů se liší v závislosti na poměru výchozích látek. Proto bylo 
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provedeno měření vlivu poměru prekurzorů na procentuální zastoupení jednotlivých 

látek. Při izolaci kongenerů preparativní sloupcovou chromatografií dochází ke ztrátám 

AzaPc během zpracování. Proto tento postup nemůţe být pouţit pro analýzu distribuce, 

protoţe to můţe vést ke zkresleným výsledkům. Z tohoto důvodu nebyla reakční směs 

po promytí roztokem kyseliny octové dále čištěna, ale byla přímo analyzována pomocí 

HPLC. Navíc HPLC analýza byla jednodušší, přesnější a rychlejší. Ţádný z vedlejších 

produktů tetramerizační reakce nebyl eluován ve stejném retenčním čase jako AzaPc. 

Tento fakt byl potvrzen porovnáním UV-Vis spektra chromatografického záznamu 

samotného standardu a analyzované směsi. Chromatografické záznamy byly navíc 

analyzovány při vlnové délce 510 nm, kde byla očekávána absorpce pouze makrocyklu 

AzaPc. Pro kaţdý kongener byla změřena kalibrační křivka. Z její linearity bylo 

potvrzeno, ţe v měřených koncentracích nedochází k ţádné významné agregaci AzaPc 

v pouţité mobilní fázi.  
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Obrázek 27: Porovnání UV-Vis spekter standardů a jednotlivých frakcí ze směsi 

substancí při HPLC analýze substancí 16, 17, 22-24.  

 

Získaná data jsou shrnuta v obrázku 28. Dle očekávání výtěţek reakce ve 

prospěch kongeneru typu AAAB (substance 16) vzrůstal v rozsahu 0-25 % látky 9 

v reakční směsi. Maxima bylo dosaţeno při vzájemném poměru 3:1 prekurzorů 11 a 9 a 
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poté pomalu klesal ve prospěch zbývajících kongenerů. Podobné chování bylo 

pozorováno pro reverzní typ ABBB (substance 23). Nejvyšší výtěţek typu A2B2 

(substance 22) byl pozorován při poměru prekurzorů 1:1. Všechna experimentálně 

naměřená data odpovídala teoretickému výpočtu. To byl také očekávaný výsledek 

vzhledem k velice podobné reaktivitě obou prekurzorů, coţ je způsobeno téměř 

stejnými elektronovými efekty periferních substituentů a nepřítomností stérických 

zábran pro tvorbu AzaPc. Poměr výchozích prekurzorů 3:1 je běţně pouţíván k získání 

maximálního mnoţství kongeneru typu AAAB, ale věšinou pouze na základě teoretické 

predikce.  

0 20 40 60 80 100

0

20

40

60

80

100

Výchozí množství (%) prekurzoru 11

P
ro

c
e

n
tu

á
ln

í 
z
a

s
to

u
p

e
n

í 
k

o
n

g
e

n
e

ru

0 20 40 60 80 100
0

20

40

60

80

100

 

Obrázek 28: Procentuální zastoupení kongenerů ve směsi po statistické 

kondenzace. Látka 17 (červená křivka), 16 (modrá křivka), 22 (černá křivka), 23 

(fialová křivka) a 24 (zelená křivka). Vložený obrázek ukazuje teoreticky 

vypočtenou distribuci kongenerů. 

 

U kongeneru A2B2 (AzaPc 22) bylo navíc pozorováno rozštěpení píku v HPLC 

záznamu pro tuto sloučeninu (viz obrázek 29.), coţ je způsobeno přítomností pěti 

polohových izomerů. Retenční faktory (Rf) těchto izomerů jsou natolik podobné, ţe k 
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úplné separaci nedošlo. Toto bylo pozorováno jiţ při hledání vhodné mobilní fáze pro 

separaci na TLC, ale separace jednotlivých izomerů pomocí sloupcové chromatografie 

nebyla moţná. V tohoto důvodu byla směs všech pěti izomerů povaţována za jednu 

sloučeninu. Podobně je tomu i kongeneru 23 a symetrického AzaPc 24, kdy se jednalo o 

směsy čtyř polohových izomerů. 
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Obrázek 29: HPLC chromatogram standardů sloučenin 16, 17, 22-24 při použití 

optimální mobilní fáze. Měřeno při vlnové délce 510 nm. 

 

V některých případech nemusí procentuální zastoupení kongenerů odpovídat 

teoretickým výpočtům. A to především v případech, kdy jeden nebo oba prekurzory 

budou mít stérické zábrany ke spojení dvou sousedních isoindolových podjednotek. 

V tom případě je omezena nebo zcela znemoţněna tvorba některých kongenerů a tím se 

sniţuje jejich výtěţek nebo nemohou v reakční směsi vznikat vůbec[190]. V případě 

rozdílné reaktivity prekurzorů se mohou některé kongenery objevit ve vyšším výtěţku 

neţ by bylo vypočítané mnoţství. V takovém případě je moţné modifikovat postup 

tetramerizace změnou poměrů reaktantů nebo postupným přidáváním reaktivnějšího 

prekurzoru do reakce[158]. 
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7.4 Měření stability AzaPc v reagenciích pro syntézu oligonukleotidů 

 

Oligonukleotidy je moţné modifikovat na jejich 3′- nebo 5′-konci. Pro obě 

moţnosti platí, ţe tuto modifikaci lze provést v roztoku aţ po syntéze oligonukleotidu 

na pevné fázi a jeho odštěpení a odblokování. Poté je ale nutné daný oligonukleotid 

purifikovat od přebytku pouţitého činidla, které musí být rozpustné ve vodě. 

Druhou moţností je provést navázání modifikující molekuly ještě na pevné fázi. 

Vazba na 3′-konec se většinou provádí modifikací pevné fáze, na které je syntetizován 

oligonukleotid, modifikující látka tedy musí být stabilní za podmínek syntézy 

oligonukleotidického řetězce. 

Vazbu na 5′-konec je moţné provést přímo reakcí fosforamiditu modifikující 

látky na řetězec oligonukleotidu nebo pomocí modifikátoru. Modifikátory jsou 

komerčně dostupné fosforamidity krátkých, alifatických řetězců nesoucích vhodnou 

reaktivní skupinu (např. aminoskupina, sulfanylskupina) blokovanou chránící skupinou. 

V tomto posledním případě je vázaná látka vystavena pouze deprotekčnímu činidlu a 

nejsou na ní kladeny tak velké nároky na stabilitu v reagenciích pouţívaných při syntéze 

oligonukleotidů jako v případě 3'-modifikace. 
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Obrázek 30: Cyklická syntéza oligonukleotidů na syntetiséru. 

 

Pro pouţití AzaPc jako quencherů vázaných na oligonukleotidy na 3′-konci je 

nutná jejich dostatečná stabilita v roztocích pouţívaných při syntéze a deprotekci 

oligonukleotidických sond. Tato syntéza probíhá na přístrojích umoţňující cyklické 

opakování reakcí s různými nukleotidy. Standardně tento cyklus zahrnuje deprotekci 

hydroxylové skupiny blokované dimethoxytritylovou skupinou 3%-ním roztokem 

kyseliny trichloroctové v dichlormethanu, následuje aktivace uvolněné hydroxyskupiny 

0,25 M roztokem 5-(ethylthio)-1H-tetrazolu v acetonitrilu, na kterou navazuje přidání 

nukleotidu ve formě fosforamiditu. Za standardních podmínek tato reakce probíhá na 

98-100 %. Pro zamezení tvorby řetězce na nezreagovaných hydroxyskupinách o jiné 
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sekvenci následuje krok, ve kterém je přidán 10%-ní (m/m) roztok N-methylimidazolu a 

10%-ní roztok acetanhydridu v tetrahydrofuranu a pyridinu (8:1). Tím dojde k jejich 

zablokování acetylací. Posledním krokem cyklu syntézy oligonukleotidu je oxidace 

fosfinových skupin na fosfátové. K tomu se pouţívá 0,02 M roztok jódu ve směsi 

tetrahydrofuran/pyridin/voda 7:2:1 (viz obrázek 30). Po nasyntetizování poţadované 

sekvence je nutné odblokovat chránících skupin z jednotlivých bazí nukleotidů a 

chránící skupiny z fosfátové skupiny a zároveň odštěpit oligonukleotid z pevné fáze. To 

se děje v jednom kroku a běţně se pouţívá 32%-ní roztok amoniaku, případně pro 

rychlé odblokování („ultra fast deprotection“) směs 32%-ní roztok amoniaku/40%-ní 

roztok methylaminu, 1:1 (AMA). Při značení fluorofory či jinými molekulami 

nestabilními v amoniaku či methylaminu se pouţívá pro odblokování 0,05 M 

methanolický roztok uhličitanu draselného, ale s tím je třeba počítat dopředu a pouţít 

při syntéze oligonukleotidového řetězce k tomu určené nukleotidové monomery. Tato 

metoda deprotekce je většinou označována jako „ultra mild deprotection“. 

K testování stability byly vybrány AzaPc jak s funkční skupinou (12, 14, 15 a 

16), tak i symetrický AzaPc 17. Nejprve byly testovány roztoky pouţívané při syntéze 

oligonukleotidů. Měření bylo provedeno smícháním roztoku AzaPc v příslušném 

rozpouštědle (dichlormethan, acetonitril, příp. tetrahydrofuran) a roztokem reagencií 

tak, aby výsledná koncentrace AzaPc byla 10 μM a koncentrace reagencií odpovídala 

pouţívaným koncentracím. Ihned po smíchání roztoků byla změřena absorbance. 

Roztoky byly poté míchány chráněny před světlem po dobu 24 hodin a v intervalech 2, 

6 a 24 hodin byla opět změřena absorbance. 

Ihned po smíchání AzaPc s roztokem A (3% (m/m) kyselina trichloroctová 

v dichlormethanu) byly pozorovány změny ve tvaru UV-Vis spektrech (viz. obrázek 

31), ale ani tvar ani intenzita se v průběhu 24 hodin neměnila. Roztok A je silná 

organická kyselina, která způsobuje protonizaci atomů dusíku v testovaných 

AzaPc[191]. Při pouţívané koncentraci kyseliny trichloroctové dochází k protonizaci 

periferních diethylaminových dusíků a pravděpodobně i k protonizaci azomethinového 

dusíku spojujícího dvě sousední isoindolinové podjednotky do prvního stupně. To se 

projevuje změnonu („zploštěním“) absorpčního spektra. Tvar i intenzita spekter se vrací 

k původním hodnotám po promytí roztoku A vodným roztokem NaOH (1 mol × dm
-3

). 

Tyto změny jsou tedy reverzibilní a pouţítí roztoku A nezpůsobuje rozklad AzaPc.  
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Obrázek 31: Absorpční spektra látky 15 v dichlormethanu (plná čára), v kyselém 

prostředí roztoku A (tečkovaná čára) a v bazickém prostředí roztoku G těsně po 

přidání do methanolického roztoku (přerušovaná čára). Koncentrace ve všech 

případech je 1 × 10 
-5

 mol dm
-3

. 

 

Stabilita v roztoku B (0,25 M 5-ethylthio-1H-tetrazol v acetonitrilu) byla 

výborná a v UV-Vis spektru nebyly pozorovány ţádné změny tvaru spektra ani 

intenzity. 

Reaktanty C (10% (m/m) 1-methylimidazol v tetrahydrofuranu) a D 

(tetrahydrofuran/pyridin/acetanhydrid 8:1:1) jsou obvykle smíchány dohromady 

v DNA/RNA syntetizéru ještě před reakcí v poměru 1:1. Stabilita byla tedy testována na 

směsi těchto dvou reakčních roztoků. Ani v tomto případě nebyly pozorovány změny 

v absorpčních spektrech. Byly pozorovány pouze očekávané změny, a to acetylace 

hydroxyskupin u látek 12, 14 a 15, coţ bylo pozorováno na TLC. 

Reaktant E (0,02 M jód v tetrahydrofuran/pyridin/voda 7:2:1) je silné oxidační 

činidlo. Při měření v roztoku E v průběhu 24 hodin byla zjištěna významná nestabilita 

všech AzaPc obsahujících alespoň jednu sekundární aminoskupinu. Pouze látka 17 

obsahující jako periferní substituenty pouze terciární aminoskupiny se ukázala být 

stabilní za těchto oxidačních podmínek. K potvrzení toho, ţe za rozklad je zodpovědná 

sekundární aminoskupina a ne terminální polární skupina byly otestovány další tři látky. 

Byla pouţita látka 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butylamino)-1,4,8,11,15,18,22,25-
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(oktaaza)ftalocyanin (34) (jiţ dříve připravena na našem pracovišti[1]), která obsahuje 

osm sekundárních aminoskupin a dále pak byla u AzaPc 15 zablokována hydroxylová 

skupina chránící skupinou stabilní v oxidačním prostředí – acetylester a 

dimethoxytritylether. Všechny tři sloučeniny byly také rozkládány roztokem E, navíc 

byly obě chráněné formy látky 15 rozkládány ve stejném poměru jako nechráněná látka 

15. Tato měření vedla k závěru, ţe sekundární aminoskupina je zodpovědná za 

nestabilitu makrocyklu AzaPc v oxidačním roztoku jódu. Nicméně, za typických 

podmínek standartní syntézy oligonukleotidické sondy obsahující 20 bazí je expozice 

AzaPc přibliţně 15 minut. Jak je vidět z tabulky 2, stabilita po 15 minutách expozice 

roztoku E je rozmezí 92-97 %. To můţe být dostatečné pro syntézu krátké sondy 

obsahující quencher na jejím 3′-konci, ale díky nestabilitě quencherů bude 

pravděpodobně nutné připravené sondy purifikovat pomocí HPLC. 
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Obrázek 32: Struktura 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butylamino)-

1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninu. 

 

Ze zjištěných výsledků vyplynul nový cíl syntetických prací, a to příprava 

nových prekurzorů a následně AzaPc nesoucích pouze terciární aminoskupiny a ověření 

námi navrţené hypotézy. Po nasyntetizování a charakterizaci látky 29, která nese 

volnou karboxylovou skupinu a pouze terciární aminoskupiny, byla změřena její 

stabilita v roztoku jódu. Naměřené výsledky potvrdily dřívější pozorování.  
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Deprotekce fosfátů a bazí se stejně jako odštěpení oligonukleotidu z pevné fáze 

provádí pomocí roztoků F (32% amoniak/40% methylamin 1:1) nebo G (0,05 M K2CO3 

v methanolu). Během těchto měření se vyskytl problém s rozpustností a agregací 

testovaných látek. Roztok F je ve skutečnosti vodný roztok a je tedy nevhodný pro 

přímé testování vybraných AzaPc. Proto byly připraveny methanolické roztoky látek 

12, 15-16 (látka 17 není rozpustná v methanolu) a smíchány s roztokem F pro alespoň 

přibliţné simulování silně bazických podmínek. Tento postup nevedl 

k reprodukovatelným výsledkům vzhledem k silné agregaci a precipitaci AzaPc 

z roztoku během několika minut. Lepších výsledků bylo dosaţeno s roztokem G, který 

je na bázi methanolu, ale i v tomto případě docházelo k precipitaci v průběhu 24 hodin. 

V tohoto důvodu byly methanolické roztoky testovány pouze pomocí TLC, kdy byly 

přítomny pouze skvrny AzaPc a nebyly detekovány ţádné rozkladné produkty. 

Z důvodu nedostatečné rozpustnosti testovaných AzaPc v roztocích F a G byla do 

testování přidána látka 24 nesoucí čtyři karboxylové skupiny a má vyšší rozpustnost 

v methanolu. I její rozpustnost v roztoku F je dostatečná pro testování stability bez 

precipitace v průběhu 24 hodin. UV-Vis spektra v obou roztocích vykazovala nečekaný 

tvar způsobený deprotonizací centrálních atomů dusíku (viz. obrázek 31). 

Deprotonizace můţe u AzaPc bez chelatovaného centrálního kovového ligandu probíhat 

do prvního a do druhého stupně. Rovnováha tohoto děje je silně posunuta k energeticky 

výhodnějšímu dianionu a monoanion nevzniká v detekovatelném mnoţství[191-193]. 

V bazickém prostředí tedy dochází k tvorbě komplexu s vyšším stupněm symetrie a to 

je provázeno změnou absorpčního spektra, ve kterém mizí typické rozštěpení v oblasti 

630-670 nm a objevuje se nové maximum při přibliţně 650 nm. Při pouţití roztoku F 

byly sledovány změny ve tvaru absorpčního spektra v časovém intervalu. Změny 

ukazovaly na rostoucí mnoţství dimerní formy AzaPc v roztoku, coţ je indikováno 

vzrůstem nového absorpčního maxima při 705 nm. Zároveň bylo pozorováno několik 

isosbestických bodů (666 nm, 607 nm, 577 nm a 458 nm), coţ ukazuje na jednoduchou 

změnu z monomerní formy AzaPc na dimerní formu. Vzhledem k nepřítomnosti nového 

maxima při niţších vlnových délkách, které by ukazovalo na přítomnost rozkladních 

produktů, mohou být změny v UV-Vis spektrech v roztoku F přisouzeny pouze agregaci 

AzaPc ve vodném prostředí. Toto je podpořeno přítomností isosbestických bodů, které 

by nemohly být tak přesné, pokud by zároveň docházelo k rozkladu měřených látek. 

Práce s roztokem G byla jednodušší díky vyšší rozpustnosti AzaPc 24 v methanolu, 
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která způsobovala pouze malé změny zapříčiněné agregací ionizované formy. V tomto 

případě mohlo být navíc vyuţito moţnosti neutralizace bazického prostředí několika 

kapkami kyseliny octové. Neionizovaná forma látky 24 je dobře rozpustná v methanolu 

a neagreguje na rozdíl od ionizované formy. Absorpční spektrum zneutralizovaného 

roztoku AzaPc s roztokem G se v průběhu 24 hodin neměnilo a z toho vyplývá, ţe 

roztok G nezpůsobuje rozklad alkylaminoderivátů AzaPc. 

 

AzaPc Reaktant 

A 

Reaktant 

B 

Reaktant 

C+D 

Reaktant 

E  

(24h) 

Reaktant 

E 

(15min) 

Reaktant 

F 

Reaktant 

G 

12 100
a
 100 100

b
 57 98 N

f
 100

a, e
 

14 100
a
 100 100

b
 34 95 N

f
 100

a, e
 

15 100
a
 100 100

b
 27, 28

c
, 

25
d
 

93, 93
c
, 

92
d
 

N
f
 100

a, e
 

16 100
a
 100 100 24 96 N

f
 100

a, e
 

17 100
a
 100 100 100 100 N N 

34 - - - 59 97 - - 

24 - - - - - 100
a
 100

a
 

29 - - - 100 100 - - 

 

Tabulka 2: Stabilita studovaných AzaPc. Vyjádřeno v procentech zbylého AzaPc 

v příslušném roztoku po 24 hodinách. 

a
 Změny spekter v důsledku protonizace/deprotonizace. 

b
 Acetylace hydroxylových skupin. 

c
 Hydroxyskupina chráněna acetylovou skupinou. 

d
 Hydroxyskupina chráněna dimethoxytritylovou skupinou. 

e
 Precipitace po 24 hodinách, stabilita detekována pomocí TLC. 

f
 Methanolický roztok AzaPc precipitoval v průběhu několika minut. 

N – neměřeno z důvodu vysrážení vzorku z měřeného roztoku. 
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7.5 Měření produkce singletového kyslíku a fluorescence 

 

Přeměna molekulárního kyslíku O2 na singletový kyslík 
1
O2 je vlastností mnoha 

látek. Obecně se vyskytuje u Pc a AzaPc po jejich aktivaci světlem o vhodné vlnové 

délce. Singletový kyslík je velice reaktivní agens, který ochotně interaguje 

s biomolekulami, a proto je vyuţíván např. ve fotodynamické terapii (PDT). Pro tuto 

aplikace je jiţ registrováno několik přípravků ze skupiny porfyrinů, chlorinů i Pc. Pro 

pouţití AzaPc jako quenchery fluorescence v molekulárních sondách je produkce 
1
O2 

neţádoucí z důvodu moţné degradace připravených sond během syntézy, purifikace 

nebo aplikace. 

Měření produkce kvantového výtěţku singletového kyslíku (ΦΔ) je zaloţeno na 

specifické chemické reakci singletového kyslíku s jeho scavengerem 1,3-

difenylisobenzofuranem (DPBF) za vzniku 1,2-dibenzoylbenzenu. Zjištěné hodnoty ΦΔ 

se pohybovaly v hodnotách do 0,003 (viz. tabulka 3), coţ jsou přibliţně stokrát niţší 

hodnoty, neţ jsou typické hodnoty fotosensitisérů vhodných pro aplikaci v PDT (ΦΔ = 

0,2-0,7). Tyto velice nízké hodnoty zaručují, ţe připravené sondy nebudou podléhat 

rozkladu za normálních světelných podmínek. K rozkladu sondy by vlivem působení 

1
O2 nemělo docházet ani po osvícení sondy silným zdrojem světla, který je pouţíván 

pro excitaci fluoroforu.  

AzaPc ΦΔ (DMF) 

12 0,0012 

14 0,0020 

15 0,0015 

16 0,0028 

17 0,0013 

29 0,0018 

 

Tabulka 3: Hodnoty ΦΔ připravených AzaPc. 

 

Fluorescence je obecně známou vlastností Pc a AzaPc. U alkylaminoderivátů 

nebyla naměřena ţádná fluorescence. To je nejspíše způsobeno přenosem volného 
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elektronového páru z atomu dusíku na periferním substituentu a jeho zapojením do 

delokalizovaného systému elektronů makrocyklu. Tento přenos je indukován světlem. 

V zahraniční literatuře je označován jako „photo-induced electron transfer“ (PET).  

 

7.6 Modifikace AzaPc pro přípravu značené pevné fáze 

 

Jako nejvhodnější substance pro vazbu na pevnou fázi a následnou syntézu 

oligonukleotidických sond byl vybrán AzaPc 29 pro svoji vysokou stabilitu 

v pouţívaných reagenciích a zároveň pro přítomnost pouze jedné funkční (karboxylové) 

skupiny umoţňují snadnou a definovatelnou modifikaci. 

Vhodná pevná fáze pro syntézu oligonukleotidického řetězce vyţaduje 

přítomnost několika strukturních znaků. Nejdůleţitějšími znaky jsou: 1) přítomnost 

hydroxylové skupiny (nejlépe blokované dimethoxytritylovou chránící skupinou), na 

které po deprotekci probíhá syntéza oligonukleotidu, a 2) vazba prvního monomeru 

nebo spojovacího článku k pevné fázi labilní v bazickém prostředí (nejvýhodnější a 

nejčastěji pouţívaná je esterová vazba) umoţňující odštěpení finálního produktu 

z pevné fáze. K tomuto účelu lze pouţít např. komerčně dostupný nosič s označením 3′-

aminomodifikovaný C7 lcaa CPG (long chain alkyl amine-controlled pore glass), kde je 

hydroxyskupina blokována dimethoxytritylovou skupinou, která je labilní v kyselém 

prostředí roztoku kyseliny trichloroctové. Aminoskupina je blokována 9-

fluorenylmethylkarbamátovou skupinou (Fmoc), která je labilní v bazickém prostředí 

(obvykle odblokovávána roztokem piperidinu). Na této pevné fázi lze tedy selektivně 

odblokovat aminoskupinu, na kterou je moţné navázat látku (quencher) obsahující 

karboxylovou skupinu. Nevýhodou tohoto postupu je nemoţnost kontroly loadingu 

(navázaného mnoţství) quencheru (v našem případě nesymetrický AzaPc obsahující 

jednu karboxylovou skupinu) na pevnou fázi. Kromě toho reakce není kvantitativní, ne 

všechny aminoskupiny pevné fáze nesou značící molekulu. Při následné syntéze 

oligonukleotidu vznikají potom řetězce jak značené, tak i neznačené danou látkou a 

jejich separace bývá většinou obtíţná. Další nevýhodou je vysoká cena takto 

modifikované pevné fáze. 
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Obrázek 33: Komerčně dostupná pevná fáze 3′-aminomodifikovaný C7 lcaa CPG 

 

Pro zajištění „100%-ního“ loadingu AzaPc na oligonukleotidický řetězec byla 

připravena pevná fáze 33. Jednalo se o amino lcaa CPG modifikovaný AzaPc 32, který 

obsahuje potřebné strukturní prvky. Sloučenina 32 byla připravena z AzaPc 29 sledem 

reakcí zahrnující několik kroků. Nejprve byl připraven „aktivní“ ester – 

sukcinimidylester látky 29, který aminolýzou 3-amino-1,2-propandiolem poskytl diol 

30 obsahující jednu primární a jednu sekundární hydroxyskupinu. Primární skupina byla 

selektivně ochráněna dimethoxytritylovou skupinou za vzniku AzaPc 31, který 

obsahoval volnou sekundární hydroxyskupinu. Ta byla esterifikována 

sukcinanhydridem za vzniku AzaPc 32. Tato sloučenina obsahuje tedy hydroxyskupinu 

blokovanou dimethoxytritylem labilní v kyselém prostředí kyseliny trichloroctové, 

esterovou vazbu labilní v deprotekčním roztoku a zároveň volnou karboxylovou 

skupinu umoţňující efektivní vazbu na amino lcaa CPG.  

Při charakterizaci pomocí hmotnostní spektroskopie (MS MALDI-TOF) se jako 

látka podporující ionizaci pouţívá kyselina trifluoroctová (TFA). Tato sloţka ale 

odštěpuje DMTr skupinu a tím dochází ke zkreslení výsledků. Při charakterizaci AzaPc 

32 proto bylo měřeno hmotnostní spektrum jak s přídavkem TFA, tak i bez přídavku 

TFA. V druhém případě muselo být k ionizaci vzorku pouţito záření o vyšší intenzitě a 

tím docházelo k vyšší fragmentaci analyzované molekuly. Hodnoty zjištěné při obou 

těchto měření jsou uvedeny u charakterizace látky 32. Rozdíl hodnot těchto dvou 

měření je 302, coţ přesně odpovídá odštěpení DMTr skupiny.  

Vazba 32 na amino lcaa CPG pevnou fázi byla provedena aktivací karboxylové 

skupiny pomocí O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N′,N′-tetramethyluronium hexafluorfosfátu 

(HBTU). HBTU je často pouţívaný reaktant v peptidické chemii pro tvorbu amidové 

vazby a jeho výhody jsou jednoduché reakční podmínky, krátký reakční čas a vysoké 

výtěţky. Zbývající volné aminoskupiny na pevné fázi byly následně zablokovány 
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acetylací acetanhydridem ve směsi s N-methylimidazolem, aby nedocházelo k syntéze 

oligonukleotidů na těchto volných skupinách. Po vyčištění pevné fáze byl změřen 

loading dimethoxytritylu.  

Loading (µmol/g) = (absorbance při 498 nm) × zředění × 143/(naváţka pevné 

fáze, mg). 

Mnoţství AzaPc vázaného na pevnou fázi se pohybovalo z rozmezí 20-50 µmol 

× g
-1

 pevné fáze, coţ je ideální mnoţství pro syntézu oligonukleotidů. 
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Obrázek 34: Příprava pevné fáze 30 značéné AzaPc s jednou karboxylovou 

skupinou. 

 

Takto upravený nosič byl přímo pouţit pro přípravu oligonukleotidických 

sekvencí pouţitých pro testování účinnosti quenchingu alkylaminoderivátů AzaPc. 
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7.7 Měření účinnosti zhášení fluorescence AzaPc 

 

Pro potvrzení moţného pouţití AzaPc jako zhášečů fluorescence 

v molekulárních sondách byly připraveny komplementární sekvence oligonukleotidů, 

kdy jeden řetězec nesl na 3′-konci AzaPc a druhý řetězec nesl na 5′-konci fluorescenční 

indocyaninové barvivo Cy5
®

.  

Na pevné fázi 33 byly standardním postupem na syntetizéru Perkin Elmer ABI 

392/394 RNA/DNA syntetizovány oligonukleotidy se sekvencemi S1, S2 a S3 značené 

na svém 3´-konci AzaPc. Všechny tři řetězce měly shodné sekvence komplementární 

k oligonukleotidu S4, který byl na 5´-konci značený komerčně dostupným fluoroforem 

Cy5
®
. Oligonukleotid S1 měl délku odpovídající sekvenci S4 a byl vhodný pro 

stanovení statického zhášení, oligonukleotid S3 byl na 3´-konci prodlouţen o 10 bazí 

nekomplementárních se sekvencí S4, čímţ došlo k oddálení fluoroforu a quencheru. 

Toto oddálení je potřebné pro stanovení dynamického zhášení. U oligonukleotidu S2 

byla sekvence na 3´-konci prodlouţena o 5 bazí a při takovéto vzdálenosti fluoroforu a 

quencheru se mohou projevit oba principy zhášení[194]. 

 

S1: 5´- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA - AzaPc - 3´ 

S2: 5´- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA TTT TT - AzaPc - 3´ 

S3: 5´- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA TTT TTT TTT T - AzaPc - 3´ 

S4: 5´- Cy5™- TCT GCT TTT TGA CCA CCC GAC TTC - 3´ 

 

Pro porovnání byly syntetizovány stejné sekvence S1, S2 a S3 značené na 3´-

konci komerčně dostupným quencherem BHQ-2
®

.  

 

 S1 S2 S3 

AzaPc 89,5 % 94,0 % 89,0 % 

BHQ-2
®

 92,5 % 91,5 % 80,5 % 

Tabulka 4: Efektivita zhášení AzaPc a BHQ-2
®
 fluoroforu Cy5

®
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Obrázek 35: Srovnání spektrálních překryvů absorpčních spekter BHQ-2
®
 a 

AzaPc a emisního spektra fluoroforu Cy5™.  

 

7.8 Měření tvorby komplexu s pyridinem 

 

Zajímavým jevem při rozpuštění AzaPc ve slabě bazických rozpouštědlech 

(např.: pyridin, DMF) byla změna postupná změna UV-Vis spektra tohoto roztoku. 

Vizuálně se to projevovalo přechodem z fialové barvy do modré.  

Bezkovové Pc a AzaPc se chovají jako slabé N-kyseliny a proto mohou podléhat 

deprotonizaci v bazickém prostředí na obou centrálních atomech dusíku. Tento proces 

je obvykle spojen se změnou barvy. V případě, ţe jsou protony úplně odtrţeny, vznikají 

pravé iontové sloučeniny. Tvorba tzv. „proton-transfer komplexu“byla popsána 

v několika publikacích v případech interakce se slabými bazemi (aminy, DMF nebo 

DMSO)[195-197]. Tato reakce probíhá podle rovnice (v našem případě pyridin) 

 

H2AzaPc + 2 pyridin → pyridin…H…AzaPc…H…pyridin. 

 

Molekula AzaPc neztrácí proton úplně, ale tvoří adukt se dvěma molekulami 

pyridinu. Byla změřena kinetika tvorby komlexu s pyridinem u připravených AzaPc 12, 

14, 15 a 17. Absorpční spektra v UV-Vis oblasti se po rozpuštění v pyridinu postupně 

měnila (viz. obrázek 36). Tento proces byl spojen se změnou barvy z fialové do modré. 

Rozštěpení Q-pásu, které je charakteristické pro D2h symetrickou molekulu AzaPc, se 

měnilo na nerozštěpené spektrum odpovídající D4h symetrii molekuly. D4h spektrum se 

typické pro vysoce symetrickou molekulu AzaPc a je přítomno pouze pokud jsou na 
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molekulu AzaPc komplexovány dvě molekuly pyridinu, kaţdá na jedné straně 

makrocyklu. Během měření byly nalezeny isosbestické body, coţ značí, ţe adukt je 

tvořen přímo se dvěma molekulami pyridinu bez detekovatelného mnoţství 

meziproduktu s jednou molekulou. 
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Obrázek 36: Změny v UV-Vis absorpčním spektru sloučeniny 12 v pyridinu v čase 

(3 min. – 24 hod.). 
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Obrázek 37: Předpokládaná struktura AzaPc jako proton transfer komplexu 

s pyridinem. 
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Měření s výše zmíněnými AzaPc ukázala rozdílné kinetické parametry tvorby 

komplexů. Reakce probíhá podle kinetiky pseudo-prvního řádu, protoţe pyridin (jeden 

z reaktantů) je ve velkém přebytku a tudíţ je jeho koncentrace konstantní. V tom 

případě můţe být rovnice odvozena (7) 

)1)(( 0max0

tk

t
reAAAA




,               (7) 

kde At je absorbance v čase t, Amax je absorbance v oblasti plateu, A0 je 

absorbance v čase 0 a kr je rychlostní konstanta. Změny spektra byly měřeny při 

konstantní vlnové délce, v maximu Q-pásu tvořeného komplexu (okolo 662 nm), kde 

jsou změny v absorbci největší. Rychlostní konstanta byla odvozena z nelineární regrese 

z dat získaných v různých časech. Hodnoty kr získané z lineární regrese a spektrální data 

jsou uvedeny v tabulce 5. 

 

Sloučenina kr (s-1) λmax (ε) komplexu v pyridinu 

12 6,05 × 10
-5

 661 (137300) 

14 3,00 × 10
-5

 662 (108800) 

15 1,71 × 10
-4

 662 (138600) 

17 

17 + ethanol 

17 + n-oktanol 

1,62 × 10
-4

 

2,45 × 10
-4

 

1,82 × 10
-4

 

663 (131500) 

663 (151400) 

663 (150700) 

 

Tabulka 5: Rychlostní konstanty kr tvorby komplexu s pyridinem a spektrální data 

v Q-pásu. 
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Obrázek 38: Absorbance pyridinového roztoku substance 14 při 662 nm 

v závislosti na čase po rozpuštění. Naměřené hodnoty (o) a vypočítané hodnoty 

(plná čára) podle rovnice 7 s dosazenými hodnotami lineární regrese 3,00×10
-5

 s
-1

. 

 

Jak je vidět z reakčních konstant kr, tvorba aduktu je pomalejší (přibliţně o jeden 

řád) u látek 12 a 14, coţ můţe být způsobeno přítomností hydroxylové skupiny. Proto 

byla provedena studie s látkou 17 (bez přítomnosti hydroxylové skupiny) v pyridinu 

s přídavkem alkoholu (ethanol, n-oktanol – vţdy 1% v/v) k potvrzení nebo vyvrácení 

efektu hydroxyskupiny na rychlost tvorby „proton-transfer komplexu“ s pyridinem. 

Reakční rychlosti byly podobné, případně o málo vyšší neţ bez přítomnosti alkoholu. 

Hydroxylová skupina tedy nemá vliv na rychlost tvorby komplexu s pyridinem. Rozdíly 

v rychlosti tvorby těchto komplexů vyplývají proto pravděpodobně z jiných strukturních 

faktorů dané sloučeniny.  
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8 ZÁVĚR 

 

V této práci je popsána syntéza nových nesymetrických alkylaminoderivátů 

AzaPc s definovaným počtem funkčních skupin vhodných pro následnou vazbu na 

pevnou fázi a syntézu oligonukletidových řetězců (hydroxy- a karboxyskupiny). 

Přítomnost jedné funkční skupiny umoţňuje kontrolovat modifikaci substancí a zároveň 

zamezuje tvorbě více oligonukleotidových řetězců na jedné molekule AzaPc. Dále je 

zde popsána optimalizace jejich syntézy pomocí HPLC analýzy reakčních směsí, 

připravených smícháním výchozích pyrazindikarbonitrilů v různých poměrech. 

Z poměrů vznikajících kongenerů byl vybrán nejvýhodnější poměr, tedy poměr 

prekurzorů 3:1 v neprospěch prekurzoru nesoucího finkční skupinu, pro syntézu 

kongeneru A3B, který se shodoval s vypočítanými hodnotami. Dále byla testována 

stabilita připravených AzaPc v roztocích reagencií pouţívaných při syntéze 

oligonukleotidů. Z těchto měření bylo zjištěno, ţe AzaPc obsahující alespoň jednu 

periferní sekundární aminoskupinu jsou rozkládány roztokem jodu. AzaPc obsahující 

pouze terciární aminoskupiny na periferii makrocyklu jsou v tomto roztoku stabilní a 

tedy dále pouţitelné. Vybraný stabilní AzaPc byl následně modifikován a navázán na 

pevnou fázi. Na takto modifikované pevné fázi byla následně provedena syntéza 

oligonukletidické sondy nesoucí na svém 3´-konci vázaný AzaPc. Dále byla připravena 

komplementární sonda značená na 5´-konci fluoroforem Cy5™ a smícháním roztoků 

těchto dvou komplementárních sond byla změřena účinnost zhášení fluorescence 

v porovnání s komerčně dostupným quencherem BHQ-2™. Při jejich porovnání bylo 

zjištěno, ţe při statickém quenchingu je účinnost rovnocenná, ale při dynamickém 

quenchingu je účinnost zhášení AzaPc vyšší neţ u BHQ-2™. To je způsobeno větším 

překryvem fluorescenčního spektra fluoroforu a absorpčního spektra quencheru 

v případě AzaPc. Moţnost pouţití AzaPc jako quencheru fluorescence je dále 

umoţněno minimální produkcí singletového kyslíku (
1
O2) a nulovou vlastní 

fluorescencí, coţ jsou obecně známé vlastnosti ftalocyaninů a AzaPc s alkoxylovou a 

alkylsulfanylovou periferní substitucí. Singletový kyslík je velmi reaktivní agens 

napadající biomolekuly a způsobuje jejich degradaci, tedy i oligonukleotidickýh řetězců 
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tvořících molekulární sondu. Z tohoto důvodu je jeho produkce neţádoucí. Zároveň 

vlastní fluorescence quencheru znesnadňuje analýzu vzorků a je také neţádoucí. 

Připravené AzaPc pro aplikaci jako quenchery fluorescence mají oproti běţně 

pouţívaným quencherům výhodu v tom, ţe je moţné záměnou pyrazinového kruhu za 

chinoxalinový v různém poměru plynule měnit absorpční maximum připraveného 

AzaPc. Přikondenzováním dalšího aromatického jádra se absorpce posunuje k vyšším 

vlnovým délkám a tím bude moţné učinně zhášet fluorofor Cy5.5™, případně i Cy7™. 

Navíc je moţné je pouţít pro kterýkoliv fluorofor od fluoresceinu po indocyanin Cy5™, 

coţ je dáno absorbcí AzaPc v oblasti 450-700 nm. To ţádný z v současnosti 

pouţívaných qurncherů neumoţňuje, tzn. AzaPc mohou být univerzálními quenchery 

pro prakticky celou škálu běţně pouţívaných fluoroforů. 

Bezkovové AzaPc mají vlastnosti slabých N-kyselin. Atomy dusíku ze středu 

makrocyklu mohou být deprotonizovány. Při pouţití slabých bazí (např. pyridin, DMF) 

nedochází k úplnému odtrţení protonu, ale k vytvoření tzv. „proton-transfer komplexu“ 

sloţeného z bezkovového AzaPc a dvou molekul bazického rozpouštědla. To způsobuje 

změnu symetrie molekuly AzaPc a s tímto procesem je spojena také změna barvy 

roztoku, v tomto případě z fialové do modré. Tvorba komplexu probíhá podle kinetiky 

pseudo-prvního řádu (reaktant - rozpouštědlo je ve velkém přebytku) a je závislá na 

strukturních faktorech celé molekuly.  
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9 SOUHRN 

 

Tato disertační práce se zabývá hledáním strukturně nových potenciálních 

nefluoreskujících zhášečů fluorescence, pouţitelných pro přípravu molekulárních sond. 

Tyto potenciální zhášeče jsou odvozeny od nesymetricky substituovaných 

alkylaminoderivátů tetrapyrazinoporfyrazinů - azaftalocyaninů. Součástí práce je také 

příprava prekurzorů – 5,6-disubstituovaných pyrazin-2,3-dikarbonitrilů. Z nich byly 

připraveny finální sloučeniny – azaftalocyaniny obsahující různé funkční skupiny 

(hydroxy- a karboxyskupiny). Celkem bylo připraveno: 

14 meziproduktů (z toho 3 dříve popsané na našem pracovišti) 

13 finálních azaftalocyaninů (z toho 1 dříve popsán na našem pracovišti) 

1 modifikovaná pevná fáze vhodná pro syntézu značeného oligonukleotidy 

2 vedlejší produkty 

Podařilo se připravit 23 dosud nepopsaných sloučenin. Syntéza 4 sloučenin byla 

neúspěšná.  

Finální produkty byly testovány na produkci singletového kyslíku, stabilitu 

v roztocích pouţívaných při syntéze oligonukleotidů a následně na schopnost zhášení 

fluorescence komerčně dostupného a často pouţívaného fluoroforu Cy5
®

 v porovnání 

s komerčně dostupným zhášečem Black Hole Quencher-2
®
. Součástí této práce bylo 

také ověření rozloţení zastoupení jednotlivých kongenerů vznikajících při statistické 

tetramerizace prekurzorů pomocí metody HPLC s UV-vis detekcí. Dále pak byla 

změřena kinetika tvorby komplexu AzaPc s pyridinem. AzaPc se chovají jako slabé 

kyseliny a jsou schopné komplexovat dvě molekuly slabé baze, v tomto případě 

pyridinu. To je spojeno se změnou symetrie molekuly a se změnou barvy roztoku. 

Byla podána přihláška vynálezu na aplikaci azaftalocyaninů jako zhášečů 

fluorescence. 
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10 SUMMARY 

 

This dissertation thesis deals with searching of structurally new non-fluorescent 

quenchers of fluorescence, which may be used for preparation of molecular probes. 

These potential quenchers are derived from asymmetrically substituted 

alkylaminoderivatives of tetrapyrazinoporphyrazines – azaphthalocyanines. As the part 

of this work is preparation of precursors – 5,6-disubstituted pyrazine-2,3-dicarbonitriles. 

They are starting material for the preparation of final substances – 

tetrapyrazinoporphyrazines bearing different functional moieties.  

In total were prepared: 

14 intermediates (3 of them have been described in our department) 

13 final tetrapyrazinoporphyrazines (1 of them has been described in our 

department) 

1 modified solid phase suitable for synthesis of marked oligonucleotides 

2 by-products 

23 undescribed compounds were prepared. Synthesis of 4 substances was not 

successful. 

Final products were tested for their singlet oxygen quantum yields, stability in 

solutions used for synthesis of oligonucleotides and subsequently ability of quenching 

of commercially available fluorofor Cy5
®
. This ability was compared with 

commercially available quencher Black Hole Quencher-2
®
. As a part of this work is 

confirmation of distribution of congeners arising during the statistical tetramerization of 

precursors by HPLC method with UV-vis detection. The kinetic of formation of 

complexes with pyridine was measured. AzaPcs have weak N-acids properties and can 

complex with two molecules of weak bases, in my case with pyridine. This is link 

together with change of symmetry and change of colour of solution of AzaPc.  

This new application of azaphthalocyanines is patent pending. 
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