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2 SEZNAM ZKRATEK

AMA — smés amoniak/methylamin

AUC - plocha pod kiivkou (area under curve)

AzaPc — azaftalocyanin

BHQ — Black Hole Quencher™

Cy5" - indocyaninové barvivo pouzivané jako fluorofor

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

DCC - dicyklohexylkarbodiimid

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DMTr - dimethoxytrityl

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DPBF -1,3-difenylisobenzofuran

Fmoc — 9-fluorenylmethylkarbamat

FRET — ,,Forster-resonance energy transfer*

HBTU — O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfat

HOSu — N-hydroxysukcinimid

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromografie (high performance liquid
chromatografy)

Icaa CPG - dlouhy alifaticky alkylovy fetézec vazany na pevné fazi
s kontrolovanou velikosti port (long chain alkyl amine-controlled pore glass)

MMTr — monomethoxytrityl

Pc — ftalocyaniny (phthalocyanines)

PCR — polymerasova fetézova reakce

PDT — fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

PET — pfenos energie indukovany svétlem (photo-induced elektron transfer)

PNA — peptidické nukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

SARS-CoV — coronavirus zpusobujici syndrom akutniho respiracniho selhani

SubPc — subftalocyaniny (subphthalocyanines)

TAMRA — tetramethylrhodamin
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Taq polymerasa — polymerasa izolovana z bakterie Thermus aquaticus
TFA — kyselina trifluoroctova

THF — tetrahydrofuran

TLC — tenkovrstva chromatografie (thin-layer chromatografy)

TPP — tetrapyrazinoporfyrazin
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3 FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPUSOB RESENI

Védni obory zabyvajici se vyzkumem a posléze rutinnimi analyzami DNA, resp.
RNA a proteinti vyuzivaji ke své praci fluorescenéni barviva (fluorofory) nejriznéjsich
chemickych struktur, a tim i variabilnich odezev ve fluorescencnim spektru.
V nékterych ptipadech jsou pouzivany metody, pfi kterych je fluorescence pouzitého
fluorescen¢niho barviva ,zhasnuta® druhou pouzitou latkou nemajici vlastni
fluorescenci, pfip. majici fluorescenéni spektrum odlisné od pouzitého fluoroforu.

Pocet, absorpcni vlastnosti a nizka stabilita pfi chemickych reakcich komercéné
dostupnych ,,zhaseca* (v anglicky psané literatuie oznacovany jako quenchers) nas vedl
k syntéze alkylamino derivatt tetrapyrazinoporfyrazini (TPP) — azaftalocyanint
(AzaPc). Spektralni, fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti téchto latek, zjisténé pti
pfedchozich syntézach AzaPc substituovanych alkylovymi fetézci vdzanymi ptes rizné
heteroatomy (kyslik, sira, dusik)[1] byly rozhodujicim pfedpokladem pro mozné vyuziti
téchto latek jako potencialni ,,zhaSece™ fluorescence fluoroforti emitujicich svétlo
v oblasti 630-700 nm. Prav¢ tato oblast je tou nejproblematictéjsi z hlediska v soucasné

dobé dostupnych quencherti.
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4 PREHLED SOUCASNEHO STAVU  RESENE
PROBLEMATIKY

4.1 Teoretické predpoklady pro ,,zhaSeni* fluorescence

Latky vykazujici fluorescenci po pfijeti ur€itého kvanta energie tuto energii opét
vydavaji ve form¢ fotonu do okoli a tuto energii je mozné detekovat jako fluorescenci.
Pokud je v dostate¢né blizké vzdalenosti od fluorescen¢ni molekuly jina molekula, ktera
je schopna toto kvantum energie pfijmout, pak plivodni fluorescenci nemizeme
detekovat. O latce emitujici energii ve formé fotonu poté mluvime jako o donoru
energie a o latce foton pfijimajici mluvime jako o akceptoru energie. Akceptorem miize
byt druhy fluorofor emitujici foton o nizsi energii nebo latka, ktera piijatou energii
vyzaii jinym zpisobem nez ve formé& fotonu, protoze nema schopnost fluorescence,
napt. ve form¢ tepla. Latky patfici do druhé skupiny akceptorti jsou oznaovany jako
»dark quenchery®“. Pti pouziti druhého fluoroforu jako akceptoru mutize byt detekce
,»zhéaSeni* donoru ovlivnéna nékolika faktory, z nichz nejdulezitéjsi je prfekryv emisnich
spekter donoru a akceptoru energie, ¢imz miiZze byt snizen pomér signal/Sum pozadi. Je
také zapotiebi pouZivat optické filtry a komplexni analyzu dat. Pii pouziti ,,dark
quencheri® se tyto problémy nevyskytuji pravé diky neptitomnosti vlastni fluorescence
téchto latek. Navic umoziuji pouziti vice fluorescen¢nich sond s riznymi fluorofory
soucasné pii jedné analyze

Energie miZe byt mezi dvéma latkami (barvivy), které jsou konjugovany
s biomolekulami, pienaSena nezafivymi procesy, a to bud’ statickym, nebo dynamickym
zhasenim. U nekonjugovanych fluoroforti (napf. fluorescein, rhodaminy, cyaniny)
vstupuje do hry dalSi faktor, a to agregace. Ta zplisobuje vytvoreni ,,zékladniho
energetického stavu* (ground state complex). Agregace fluoroforii nastdva ve vodném

Statické zhaSeni nastava pii vytvotfeni komplexu V ,,zakladnim energetickém
stavu“. Donor a zhasejici molekula se vazi dohromady a tvoii komplex
(intermolekuldrni dimer) v zédkladnim energetickém stavu, ktery ma jiné vlastnosti nez

je prosty soucet vlastnosti jeho soucasti. Tento komplex je stabilizovan
-10 -
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elektrostatickymi silami a sterickymi vlastnostmi fluoroforu[3]. Energetické stavy
elektronovych hladin v komplexu zGcastnénych molekul se séitaji a vysledné
elektronové vlastnosti pak zavisi na orientaci dipdlovych momentti. Pfi tomto zptisobu
zhaSeni se rozeznavaji dva druhy vzniklych komplext (agregatli). H-agregaty maji
absorpci posunutu k modré ¢asti spektra a fluorescence je snizena[5]. J-agregaty maji
naopak absorpci posunutu k ¢ervené oblasti a kvantovy vytézek fluorescence je vyssi[6,
7].

[ — > | | — >

- ] >

J-agregat H-agregat

Obrazek 1: Schématické znazornéni H- a J-diméri.

Zvyse uvedeného vyplyva nékolik moznych kombinaci. Jedna-li se
0 homodimer slozeny ze dvou identickych fluoroforti, mize byt vysledna fluorescence
u H-typu tohoto dimeru nulova, protoZe pii opacnych dipolovych momentech stejné
velikosti dojde k vykompenzovani energii. U heterodimera H-typu slozenych ze dvou
ruznych fluorescen¢nich barviv je nepravdépodobné, ze by doslo k absolutnimu
vykompenzovani dipoélovych momentt, a proto je vysledna fluorescence pouze sniZena.
Ke kompletnimu zhéaseni fluorescence muze vSak dojit i v pfipadé, ze je heterodimer
tvofen fluoroforem a ,,dark quencherem*[8].

Dynamické zhaseni je oznaCovano také jako ,,fluorescence-resonance energy
transfer (FRET). Je délen na dva mechanismy, a to na Forsteriv a Dexteriv
mechanismus pienosu energie. Forsteriv mechanismus[9] (nebo téz Coulombiv) je
zalozen na interakci dipdl-dip6l mezi transitornimi dip6ly donoru a akceptoru. Je
zavisly na vzdalenosti donor-akceptor a snizuje se se vzdalenosti (R) v poméru 1/R®.
Limitni vzdalenost akceptoru a donoru je udavana v rozmezi 2-10 nm (20-100 A), ale je
specificka pro kazdy par donor-akceptor. Z tohoto vztahu vyplyva, zZe pii vzdalenosti do
70 % Forsterova poloméru je ptenos energie piiblizné 90 %, pfi zvétSeni vzdalenosti na
140 % Forsterova poloméru se pienos energie snizuje na piiblizné 10 % hodnoty[10].

Forsteriv polomér (Rg) je definovan jako wvzdalenost, pfi které je efektivita

-11 -



[Ptehled soucasného stavu fesené problematiky]

energetického prenosu pravé 50 %, tzn. 50 % excitovanych donort je deaktivovdno

FRET. Forsteruv polomér 1ze vypocitat ze vztahu (1)

R, = (8,8x10% x x” xn* x QY x J(A))"° (1)

kde x° je faktor dipdlového momentu (rozsah 0-4; x¥° = 2/3 pro néhodn&
orientovanou dvojici donor-akceptor), QYp je fluorescenéni kvantovy vytézek donoru
bez pritomnosti akceptoru, n je refrakéni index prostiedi, J(A) je integral spektralniho
piekryvu, ktery se vypocita ze vztahu (2)
J(A) =T &,(A) x Fy (A) x (2)da 2)

kde ¢a je extinkéni koeficient akceptoru, Fp je intenzita emitované fluorescence
donoru jako frakce celkové integrované intenzity. Limitujicim prvkem je také relativni
orientace transitniho dipélového momentu a také spektralni piekryv emisniho spektra
donoru a absorpéniho spektra akceptoru[11] (viz obrazek 2). Akceptorem muze byt
pouze molekula, jejiz absorpcni spektrum prekryva emisni spektrum donoru. Jestlize
absorp¢ni spektrum akceptoru nepiekryva emisni spektrum donoru, emitovand energie

nemuze excitovat molekulu potencialniho akceptoru.

J ()

Fluorescence donoru Absorpce akceptoru

WVinova délka (A)

Obrazek 2: Prekryv emisniho spektra donoru a absorp¢éniho spektra akceptoru.

Dexterav[12] (nebo téZ kolizni nebo vyménny pienos energie) mechanismus je
jev, ktery se vyskytuje na kratkou vzdalenost a je zdvisly na prostorovém piekryvu
molekulovych orbitalti akceptoru a donoru. Efektivita tohoto typu pienosu je dana

vztahem e, kde R je vzdalenost mezi donorem a akceptorem. Ve vétSin€ dvojic donor-

vvvvvv

-12 -
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Dalsi mechanismy zhaSeni fluorescence zahrnuji tvorbu ,,exciplexu (excited-
stated complex) a pienos elektron. Tvorba ,,exciplexu® zahrnuje agregaci poté, co
donor energie piejde do excitovaného stavu. Tento jev nastava pouze tehdy, pokud je
donor a akceptor v tésné blizkosti nebo pokud fluorofor zustava dlouho v excitovaném
stavu, coz zvySuje pravdépodobnost setkani fluoroforu a quencheru[l4]. Zhaseni
fluorescence elektronovym pienosem zpusobuje fotobleaching ve vétsi mife nez pienos
energie jiny zpusobem[13]. Fotobleaching je ireverzibilni oxidace nebo redukce

fluoroforu.

4.2 Molekularni sondy

Molekularni sondy zalozené na FRET jsou pouzivany v mnoha aplikacich
k monitorovani DNA a RNA[15] reakci, v¢etné PCR[16, 17], hybridizace[18, 19],
ligace[20-22], stépeni[23-25], rekombinace[26, 27] a syntézy. Jsou pouzivany
k metodam in vitro a in vivo. Hraji také dilezitou roli pii sekvenaci DNA, detekci
mutaci[28-30] a jako soucast biosenzorui slouzicich napi. ke stanoveni koncentrace
olova[31], DNA/RNA[32] a proteint[33].

Cast t&chto metod vyuziva zhaseni fluorescence pouzitého fluoroforu k detekci
pfitomnosti ¢i naopak neptfitomnosti sekvence DNA komplementarni k sekvenci pouzité
v sond¢. Takto navrzend sonda se ve vétSin¢ pripadt sklada ze tii ¢asti: donoru
fluorescence (fluoroforu), akceptoru fluorescence (druhého fluoroforu nebo quencheru)
a sekvence DNA komplementarni k sekvenci analyzovaného vzorku. Vyjimku tvoii tzv.
light-up probes, které se skladaji pouze z fluoroforu a komplementarni sekvence (viz.
nize).

Hlavnim rozdilem mezi riznymi sondami pro monitorovani PCR reakce je, jestli
jsou nebo nejsou inkorporovany do kone¢ného produktu. ,,Molecular beacons* a ,,dual-
labeled probes® nejsou inkorporovany na rozdil od ,,scorpion primer®, coz jim dava
vyhodu, kterou je moznost navazani a rozpoznani specifické sekvence produktu.

Ke konstruovani molekularnich sond, ve kterych se vyuzivd zhaSeni
fluorescence pouzitého fluorescencniho barviva, mlze byt pfistoupeno nékolika
zakladnimi zptisoby. Jednak se vyuziva dvou sekvenci nukleové kyseliny, kde na jedné

Z nich je vazan fluorofor a na druhé quencher (mono-labeled probes). Druhou moznosti
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je navazani fluoroforu i quencheru na jedno vlakno (dual-labeled probes). Podle vyse

uvedeného se nejcastéji pouzivané sondy daji rozd¢lit do Sesti skupin:

»adjacent probes*

,,competitive hydridization probes
,,dual-labeled probes*

,,molecular beacons*

,,scorpion primers*

o o k~ w N oE

,,light-up probes‘

Ad 1) ,, Adjacent probes “

Tato nejstarsi metoda vyuzivd dvou komplementarnich fetézcl, z nichz jeden
nese donor (fluorofor) a druhy akceptor (quencher) energie. Tato metoda vyuziva vazbu
donoru na 3’-konec oligonukleotidu a akceptoru na 5°-konec, ale bylo prokazano, ze
mohou byt i v inverznich polohach[19]. Sekvence obou sond je vybirana tak, aby po
hybridizaci s cilovym vlaknem jejich vzdalenost byla minimalni a dochézelo k ptenosu
energie co mozna nejefektivnéji. Pro nejcastéji pouzivany par fluorescein-rhodamin
byla experimentalné zméfena vzddlenost mezi donorem a akceptorem pro
nejefektivnjsi prenos energie. Tato vzdalenost je Ctyfi az pét bazi[19]. Pii mensi
vzdélenosti nartsta vliv kontaktniho typu zhdSeni. V soucasné dob¢ jsou ,,adjacent
probes® vyuzivany v klinické praxi k detekci amplifikaci a ke genotypizaci lokusu

F508del pro cystickou fibrozu a to v ¢ase krat§$im nez 30 minut[34].

@

=@

Ad 2) ,, Competitive hybridization probes “

Druhy typ sond vyuzivajici dvé komplementarni vladkna oligonukleotida je
konstruovan tak, ze donor i akceptor jsou opét kazdy na jednom vldkné. Tato vlakna

jsou v intaktnim stavu hybridizovana a pfenos energie je maximalni. Po pfidani
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sekvence komplementarni k pouzité sondé a zahiati je sonda dehybridizovana a po
ochlazeni spontanni hybridizaci se jedno vldkno navdze na templdtovou sekvenci a
druhé zistane volné v roztoku. Tim je pfenos energie pierusen a fluorescence, ktera
byla na zacatku zhéasena, mtze byt detekovana. Sondy této konstrukce jsou pouzivany

pro detekci hybridizace probihajici v zivych buiikach[35].

Ad 3) ,,Dual-labeled probes “

V literatufe jsou bézné oznacovany jako ,Tag-man probes“ a to podle
polymerasy pouzivané pii polymerasové fetézové reakci (polymerase chain reaction —
PCR). Ta je izolovana z bakterie Thermus aquaticus a ma zkraceny nazev Taq
polymerasa.

Vyvoj tohoto typu sondy doznal od zacatku 90. let 20. stoleti zna¢ného pokroku.
Z pocatku byla na 5’-konec vazana ptislusna baze znacena radioaktivnim fosforem[16]
(y-2P). Posléze byl tento radioaktivni fosfor nahrazen fluorescenénim barvivem a
quencherem vazanym na jednom vlaknu DNAJ17]. Velikost sondy je obvykle 20-30
bazi. V roztoku je sonda ve formé& ndhodného klubka, kdy je vzdalenost fluoroforu od
quencheru pro pfenos energie dostatené mala na to, aby nebyla detekovatelna
fluorescence. V tuto chvili se uplatituje predevsim statické zhaseni. Po hybridizaci
s komplementarnim fetézcem DNA dojde k oddaleni fluoroforu a zhasece, ale
fluorescence v idealnim ptipadé stale neni méfitelna, a to diky zhaseni zalozeném na
FRET. Po hybridizaci stemplatovou strukturou DNA a nasledné probéhlé
polymerasové reakci dojde k enzymatickému odstépeni terminalniho nukleotidu z 5'-
konce ,,dual-labeled probe“ exonukleasovou aktivitou DNA polymerasy (Taq
polymerasa) a tim padem k dostatecnému oddaleni fluoroforu a quencheru a
k méfitelnému narastu fluorescence. Tento typ sondy je dnes pravdépodobné
nejpouzivanéj$im nastrojem K monitorovani pribéhu syntézy DNA pfi real-time PCR.

vvvvvv

genu cystické fibrozy pomoci dvou riznym Tag-man sond béhem jedné PCR.
-15 -
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ag-

lpolymeras/&

Ad 4) ,, Molecular beacons “

Druhy, novéjsi typ sondy snavazanym donorem a akceptorem energie na
jednom vlaknu DNA, ktery ma specifickou strukturu pfipominajici vlasenku, je
oznac¢ovan jako ,,molecular beacons*“[37]. Paradoxn¢, sam o sobé& nepatii tento typ mezi
FRET sondy, ale je mezi né obecné zatazovan. Konstrukce sondy je tvofena ze dvou
Casti. Prvni je stopka tvofena kratkou sekvenci komplementarnich bazi (obvykle 5-8),
které davaji sond¢ jeji tvar a udrzuje donor a akceptor fluorescence v intaktnim stavu
sondy Vtésné blizkosti. Druhou ¢asti je smycka tvofena sekvenci bazi
komplementarnich s templatovou sekvenci o délce 15 az 35 bazi. Po kontaktu
s komplementarnim templatem dojde K hybridizaci sondy a uvolnéni stopky a tim
k obnoveni detekovatelnosti fluorescence fluoroforu. Vazba mezi smyckou sondy a
templatovou strukturou je pevngj$i nez mezi sekvenci bazi tvoficich stopku. Nespornou
vyhodou této sondy je absence fluorescence v nehybridizovaném stavu, coZz je
v situacich, kde je obtizné isolovat hybrid mezi sondou a jejim cilem, jako je napf.
detekce cili v zivych bunkach, nasly uplatnéni v biosenzorech[32, 38] nebo
genotypizaci alel lidskych gent[18]. V jednom analyzovaném vzorku miiZze byt pouzito

i vice sond vedle sebe s riznymi fluorofory[18].

/@
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Ad 5) ,,Scorpion primers

Posledni skupinou ¢astéji pouzivanych FRET sond jsou tzv. ,,scorpion primers®.
Ty jsou konstruovany tak, ze ve své struktufe spojuji sondu a primer, ktery je u jinych
typti sond potiebné pii PCR piidavat do reakéni zkumavky. Jejich konstrukce je
vétSinou blizka ,,vlasenkovym® sondam ,,molecular beacons na jejichz 3’-konec je
nestépitelnou vazbou navazan primer[39-41]. Po pfidani do reakce je cela sonda
inkorporovana do produktu PCR. Pii ochlazeni se sonda ,,ohne* a hybridizuje ke
komplementarni sekvenci noveé vzniklého vldkna DNA. Tim dojde k oddéleni
fluoroforu a quencheru a ke zvyseni signalu fluorescence. Takovato hybridizace probiha
rychleji nez intermolekularni hybridizace. Vyhody téchto sond v porovnani s ,,dual-
labeled probes™ a ,,molecular beacons® jsou piedev§im pii podminkach zrychleného

cyklu PCR. Jsou vyuzitelné napt. pii screeningu mutaci[42-48].

©

Ad 6) ,, Light-up probes “

Tento specilni ptipad molekularni sondy pouziva pouze fluorescencni barvivo
bez piitomnosti zhasece. Oligonukleotidové ¢asti sond jsou tvoreny analogem DNA -
peptidickou nukleovou kyselinou (PNA) a jsou velice kratké, typicka je pro né délka 8-
12 part bazi. To je umoznéno vyssi vazebnou afinitou PNA[17, 49, 50], ktera je dale
zvySena interakci mezi fluoroforem a DNA. Jako fluorofory jsou pouzivany thiazolova
oranz a asymetrické cyaniny, napt. SYBR® Green | nebo BOXTO[51, 52]. Pouziti PNA
je nezbytné pro spravnou funkci sondy[53]. Pokud je sonda volné v roztoku, tak
prakticky nefluoreskuje, fluorescence se projevi az po vytvoreni duplexu nebo triplexu s
komplementarnim tfetézcem DNA[54]. Dojde k omezeni volného otaceni vazby mezi
aromatickym systémem thiazolové oranzZe, coZ eliminuje moznost nezafivého pienosu
energie. Tato technika je omezena nespecifickou fluorescenci, ktera vzrusta béhem PCR

reakce a je tedy omezena dosazitelnou sensitivitou. Tyto sondy jsou pomérné levné a
-17 -
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jsou snadno piipravitelné. Na druhou stranu je problematické méteni poklesu signalu,
predevs§im béhem exponencidlni faze, kdy je zhaSeno pouze velmi malo sond.

Jsou pouzivany predev§im ve virologii, kde se projevuje vyhoda plynouci
z kratké sekvence. Komer¢né jsou dostupné sety pro in vitro diagnostiku napf.
cytomegalovirovych onemocnénich[55-57], syndromu akutniho respira¢niho selhani
zpusobeného coronavirem (SARS-CoV)[58-61] nebo non-Hodgkinova lymfomu[62,
63]. Dale mohou byt vyuzity k identifikaci specifické mRNA v zivych bunkach.

®

Dale jsou spise vyjimecné pouzivany i jiné typy sond, které jsou vice ¢i méné
modifikacemi vyse zminénych sond. Jako piiklad lze uvést sunrise primers[39], duplex
scorpion primer[64], Plexor[65], HyBeacons[66], Yin-Yang probes[67], Cyclicons[68]

a mnoho dalSich.

4.3 Prehled nejcastéji vyuzivanych fluorescen¢nich barviv

Nejcastéji pouzivand fluorescencni barviva v biologicky zaméfenych védnich
oborech se daji rozdélit podle mnoha hledisek, napt. podle vinové délky emitovaného
zatfeni, podle moZného pouziti, podle zékladniho strukturniho skeletu, podle vyrobce.
Déle se v nabidkach firem mizeme setkat s nékolika formami jednoho fluoroforu. To je
fosforamidity, aktivni estery (sukcinimidylestery a pentafluorfenylestery), ptipadné

isothiokyanaty.
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Obrazek 3: Prehled nejcastéji pouZivanych reaktivnich skupin komeréné

dostupnych fluorofori. Substituent R ve vzorcich predstavuje navazany fluorofor.

Nejptehlednéjsi déleni je nejspise podle spoleéného strukturniho zakladu. Jako

spole¢ny zaklad u vétSiny fluorofori mizeme nalézt:

skelet odvozeny od xanthenu
indocyaninovy skelet

4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenovy skelet

> wnp e

dalsi strukturni typy

Ad 1) skelet odvozeny od xanthenu

Zakladem nejvétsiho poctu fluorescencnich barviv je rdzné substituovany
xanthen. Od tohoto spole¢ného zakladu je odvozen zaklad fluoresceinovy a
rhodaminovy (viz obrazek 4). Spole¢ny zaklad je pak dale konjugovan s dalsimi
benzenovymi jadry, ¢imz se posouva vinova délka emisniho maxima k ¢ervené oblasti
spektra. DalSimi substitucemi je pak dosahovano dal$iho posunu spektralnich vlastnosti.
V praxi se uplatiuji hlavné substituenty ze skupiny halogenu (F, Cl), methoxy-, amino-,
methyl- a sulfoskupina. Tyto fluorofory maji velice rozdilné spektralni vlastnosti,
emisni maximum maji v rozsahu 350-750 nm. Pro zamyslené pouziti je také dulezité

vedeét, jaky je vliv pH na dané barvivo.
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R1 R2 R3
FAM H H H
TET H Cl Cl
HEX Cl Cl Cl

Obrazek 4: Struktura fluoresceinu (FAM), tetrachlorfluoresceinu (TET) a

hexachlorfluoresceinu (HEX).

Vyhody samotného fluoresceinu jsou vysoky extinkéni koeficient, vynikajici
kvantovy vytézek fluorescence a dobrd rozpustnost ve vodé. Fluorescein ma své
excitaéni maximum (494 nm) velice blizko spektralni linii argonového laseru (488 nm),
coz zng Cini dualezity fluorofor pro konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii a
aplikace zalozené na prutokové cytometrii[69]. Navic konjugaty fluoresceinu s proteiny
jsou velice malo nachylné k precipitaci. Na druhou stranu ma fluorescein i mnoho
nevyhod jako je relativné vysoky fotobleaching, fluorescence citliva na hodnotu pH[70]
(vzhledem k pK,~ 6,4 se fluorescence vyrazné snizuje pti poklesu pH pod 7) a relativné
Siroké emisni spektrum. Fluorescein vykazuje vysokou tendenci ke zhaseni fluorescence
pii konjugaci s biopolymery, pfedev§im pii vys$Sim stupni substituce[71, 72]. Tyto
problémy byly vyfeSeny syntézou fluorofori podobnych spektralnich vlastnosti se
stejnym strukturnim zakladem[73-76]. Jsou to fluorofory Oregon Green 488, Oregon
Green 514 (fluorované derivaty fluoresceinu)[77] a Rhodamine Green, Alexa Fluor 488
(sulfonovany derivat rhodaminu) (viz. obrazek 5). Tato barviva maji mnohem vyssi

fotostabilitu a vliv fyziologickych hodnot pH je minimalni.
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Oregon Green 514 Texas Red

Obrazek 5: Struktury vybranych fluorescen¢nich barviv odvozenych od xanthenu.

Rhodaminové fluorofory jsou odvozeny od fluoresceinového skeletu zaménou
fenolickych skupin za aminoskupiny. Vysledkem jsou fotostabilngj$i derivaty
S vysokym extinkénim koeficientem (¢ > 75 000 M* cm?) a dobrym kvantovym
vytézkem fluorescence.

Barviva této rozsahlé skupiny jsou komeréné dostupna pod mnoha obchodnimi

nazvy a znackami, napft. Alexa®, Oregon Green®, Texas Red®, FAM®, TET®, HEX®.

Ad 2) indocyaninovy skelet

Pro skupinu indocyaninovych fluorofori je spoleéné spojeni terciarniho a
kvarterniho dusiku dvou indolovych jader pomoci konjugovaného systému dvojnych
vazeb (viz obrazek 6)[78-81]. Do této skupiny patii tii zastupci: Cy3®, Cy5® a Cy7".
V praxi se pouZivaji i jejich derivaty, u kterych je ptfikondenzovano benzenové jadro
k zdkladnimu indolovému seskupeni. Tyto latky, které se vyznacuji posunutim
absorpéniho i emisniho spektra k vy$§im vinovym délkdm maji oznadeni Cy3.5%,
Cy5.5". Indocyaninova barviva maji pomémné vysoky molarni extinkéni koeficient
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(120000-250000 M™* cm™), ale také podléhaji celkem snadno fotobleachingu. Tento
fotobleaching je u indocyaninovych barviv vy$si nez u latek s 0znatenim Alexa®, ato o
15-35 % pii ozafovani po dobu 95 sekund[82]. Tato barviva se bézné¢ pouzivaji ve
fluorescenéni mikroskopii, prutokové cytometrii a v detekénich metodach zaloZenych

na identifikaci nukleové kyseliny[83-87].

MMTO OH

MMTO OH

Cy3 Cy35

, I~ | O ) O~ l
O N N NT T T N
cl % 5 cl %

MMTO OH MMTO OH
Cy5 Cy7
Obrazek 6: Struktura indocyaninovych fluorofori. MMT ve vzorcich piedstavuje

monomethoxytritylovou chranici skupinu.

Za jejich urcitou podskupinu mizeme povazovat tzv. asymetrickd cyaninova
barviva. Jako piiklad mizeme uvést SYBR Green I“, BOXTO nebo Tiazole Orange
(TO)[88]. Jejich spolecny strukturni zaklad je 3-methyl-2-[(E)-chinolin-4(1H)-
ylidenmethyl]-1,3-benzothiazol-3-ium a jsou pouZzivany pro piipravu Light-up probes

(viz. obrazek 7).
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SYBR Green |

Obrazek 7: Struktura asymetrického cyaninu.

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

Skupina téméf dvou desitek latek, jejichz spolecnym zakladem je 4,4-difluor-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indacen (viz obrazek 8), ktery je nejcastéji substituovan v polohach
1, 3, 5 a 7[89], je na trhu dostupna pod jednotnym oznadenim BODIPY™. K tomuto
nazvu je pak vétSinou doplnéno cCislo oznacuji absorpéni/emisni maximum dané latky,
napt. 499/508, 630/650. Vyhodné vlastnosti této skupiny mizeme demonstrovat na
fluoroforu BODIPY FL, je to predevsim vysoky extinkéni koeficient (¢ > 80 000 M™
cm™), vysoky kvantovy vytézek fluorescence (témé&f 1,0 ve vods), spektra relativng
nezavisla na polarité¢ rozpoustédla a pH a dale pak Gzké emisni spektrum[90]. Oproti
fluoresceinu maji BODIPY vyssi fotostabilitu[91]. Tyto fluorofory nejsou piili§ ¢asto
pouzivané pro sondy FRET[92], pro své vlastnosti (nepolarni molekula bez elektrického
naboje) jsou Vv praxi vyuzivany predevsim k lokalizaci subcelularnich partikul[90, 93,
94]. Dale jsou vyuzivany pro znaceni latek, které obsahuji volné aminoskupiny, a jejich

naslednou detekci pomoci HPLC a kapilarni elektroforézou[95].
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BODIPY 493/503 BODIPY 530/550

BODIPY 499/508 BODIPY 650/665

Obrazek 8: Struktura vybranych fluorofori odvozenych od 4,4-difluor-4-bora-

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

Ad 4) dalsi strukturni typy

V praxi jsou dale vyuzivany i barviva dalSich strukturnich zékladi. Jejich emisni
spektra zasahuji jak do viditelné oblasti spektra, tak do ultrafialové oblasti. Jako ptiklad
mohou slouzit derivat pyrenu (Cascade Blue®), furo[2,3-g]-chromenu (psoralen),
derivaty akridinu, 10H-fenoxazinu (Epoch Redmont Red™) nebo 4-(5-fenyloxazol-2-
yl)-pyridinu (Cascade Yellow®™, Dapoxyl®). Jejich ndzvy jsou mnohdy vytvateny podle
firmy, pro kterou byly pfipraveny nebo dokonce podle mista, kde byla umisténa dana
vyzkumna laboratof (takto vznikl nazev strukturalng rozdilnych latek Cascade®, ty byly

poprvé syntetizovany v laboratofich v americkém pohoti Cascade Mountains).
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OH

Cascade Blue psoralen

Epoch Redmont Red Cascade Yellow
COOH

Obrazek 9: Struktury nékterych fluoroforii s riiznou strukturou.

4.4 Prehled pouzivanych quenchert

Pouziti quenchert je limitovano kromé vzdalenosti mezi donorem a akceptorem
energie dvéma hlavnimi faktory. Prvnim z nich jsou jejich spektralni vlastnosti. Pro
efektivni pfenos energie z fluoroforu na quencher je nutny dostateény piekryv emisniho
spektra fluoroforu a absorpéniho spektra quencheru. Druhym faktorem je dostatecna
chemickd stabilita pfi standardnich podminkich syntézy a nasledného zpracovani
oligonukleotidu, ptip. peptidu. V praxi pouzivané¢ quenchery se daji rozdélit podle

nékolika kritérii.

Prvni zpiisob rozd€leni je na tzv. generace. Je to déleni spiSe orientacni. Do
prvni, star$i skupiny patii latky vykazujici vlastni fluorescenci, ktera snizuje citlivost
pouzivanych metod, napf. tetramethylrhodaminy (TAMRA). Dale potom
nefluoreskujici quenchery, jejichZ nevyhodou je absorpce zareni pii nizkych vinovych
délkach, z ¢ehoz plyne moznost pouziti pouze pro omezenou skupinu fluorescencnich
barviv. Predstaviteli téchto latek jsou derivaty 4-(fenyldiazenyl)anilinu (DABCYL,
DABSYL, Epoch Eclipse ™ Quencher). Stale jsou pouzivany, ale postupné se piechazi

ke druhé generaci, ktera ma mnohé vyhody.
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Druhou, novéjsi a vétsi skupinu tvoti tzv. ,,dark quenchery. Jsou to latky s
nulovou nebo témét nulovou fluorescenci. Absence vlastni fluorescence zvySuje pomér
signal/Sum a tim zvySuje citlivost metod, ve kterych jsou pouzivany. Rozsahem
absorpce pokryvaji téméf celou $kalu pouzivanych fluorescenénich barviv. Problémem
ale stale zastavaji fluorofory emitujici svétlo o vysoké vinové délce, napt. Cy5.5%,
Cy7". Mezi quenchery druhé generace se fadi piedevsim skupiny latek se souhrnymi
ozna&enimi Black Hole Quenchers® (BHQ), QSY™ a Iowa Black Quenchers™.

Druhym kritériem pro rozdéleni quencherti mize byt chemicka struktura. To je
objektivngjsi déleni. Jako zaklad pouzivanych quencheri miizeme rozeznat tfi spole¢né
znaky:

1. xanthen
2. difenyldiazen

3. jina struktura

Ad 1) xanthen
Do této skupiny patii fluorescenéni tetramethylrhodamin (TAMRA)[92, 96, 97],

prvni do praxe zavedeny quencher. Limitujicim faktorem pro jeho pouziti je pfitomnost
dvou absorp¢nich maxim v oblasti 520 a 550 nm[98]. Dale se pak do této skupiny fadi
nefluoreskujici quenchery QSY™ 7, QSY™ 9 a QSY™ 21[99]. Jsou to N,N*-
diarylderivaty rhodaminu. Tato substituce vede k potlaceni fluorescence, ktera se u
tohoto strukturniho zéakladu jinak vyskytuje a je vyuzivana pro pfipravu fluoroford.
Mezi vyhody QSY™ patfi vysoky extinkéni koeficient (vice nez 90 000 M™* cm™),
absorp¢ni spektra nezavisla na pH prostiedi a kvantovy vytézek fluorescence < 0,001 ve

vodném roztoku a také vysoka chemicka stabilita a nizky fotobleaching[100].

-26 -



[Ptehled soucasného stavu fesené problematiky]

QSY-7

0,SH” :

QSY-9

QsY-21

Obrazek 10: Struktura quencherta odvozenych od 2H-chromenu.

Ad 2) difenyldiazen

Strukturnim znakem zastoupenym u nejvétsiho poctu quenchert je pritomnost

difenylazoskupiny, a to jedné (napi. Dabcyl, Dabsyl, Epoch Eclipse ™ Quencher[101],
Towa Black FQ™, BHQ®-3[102]) nebo dvou (napi. BHQ-1*, BHQ-2%, BlackBerry™
Quencher 650 (BBQ-650)). Mezi zastupce patii zhase¢e jak z prvni generace (Dabsyl,
Dabcyl), tak z druhé generace (napf. BHQ"). Jsou to také nejcastéji pouzivané
quenchery. Absorp¢ni maxima téchto latek se pohybuji v rozmezi 478-672 nm, ale
quenchery absorbujici pii vysSich vinovych délkach maji podle nékterych autorti nizsi
chemickou stabilitu pti syntéze a purifikaci oligonukleotidického fetézce, coz omezuje
jejich pouziti. Za touto nestabilitou muize stat konjugovany systém n—vazeb a/nebo
pouziti silnych donor-akceptorovych funkénich skupin. To mutze vést k rozkladu
quencher pouzivanymi roztoky, napf. roztokem jodu nebo amoniaku a methylaminu.
Vys§i chemickou stabilitu by mél mit quencher s oznacenim BBQ-650, ktery je
konjugovan s 8-alkoxyjulolidinem, ktery piekvapivé vykazuje bathochromni posun

absorpce v porovnani s podobnymi strukturami.
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Obriazek 11: Struktury quencheri odvozenych od difenyldiazosloucenin.

Ad 3) jina struktura

Mezi jiné strukturni zaklady mtizeme uvést skelet zalozeny na 1,4-diamino-9,10-
antrachinonu. Tento strukturni zaklad je pfitomen pouze u jednoho komeréné
dostupného quencheru, a to u Iowa Black Quencher RQ™. Jeho absorpéni maximum je
656 nm a je pouzitelny pro fluorofory v rozsahu 500-700 nm. Tedy v ¢ervené oblasti
viditelného spektra.

Dalsim pouzitelnym strukturnim zakladem je (2,1,3-benzoxadiazol-4-

yl)aminobenzenové uskupeni. To je zakladem pouZivané latky s oznatenim QSY™ 35.
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Obrazek 12: Struktura quencheri s odliSnou strukturou.
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5 ZVOLENE METODY RESENI

5.1 Nukleofilni substituce pyrazindikarbonitrili

Aminoderivaty pyrazindikarbonitrilu byly pfipraveny nukleofilni substituci 5,6-
dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Nukleofilni substituce na pyrazinovém jadie je
vV tomto piipadé usnadnéna piitomnosti elektron-odtahujici karbonitrilové skupiny a
odstupujiciho atomu chloru. Jako nukleofily mohou vystupovat aminy, alkoholaty nebo
thiolaty. Pfi reakci s aminem je vznikajici molekula chlorovodiku neutralizovana
druhou molekulou aminu a vznik4d pfisluSny ammonium hydrochlorid, ktery je
v organickém rozpoustédle malo rozpustny. Toho lze dosdhnout také ptidanim
uhli¢itanu draselného nebo organické baze (napf. pyridin, triethylamin). Tim je

posunovana rovnovaha reakce ve prospéch produktu.

Nao d+ d X
N N\ Cl . Yo N N\ Nv . ) 4’-_
| 4 HN — | 2 Cl H,N
~ \ 7~ N/\ \_
=z

N\ Cl = N
\1 N k

\

(

5.2 Charakterizace azaftalocyaninu

Struktura oktaazaftalocyanini (AzaPc) je odvozena od ftalocyanini (Pc)
izosterni zaménou methinové skupiny —CH= v benzenovém kruhu atomy dusiku. Podle

poctu a polohy zaménénych methinovych skupin se rozeznavaji[103]:
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Vychozi latka Produkt
pyridin-2,3-dikarbonitril a-tetrapyridoporfyrazin
pyridin-3,4-dikarbonitril pB-tetrapyridoporfyrazin
pyridazin-3,4-dikarbonitril a-tetrapyridazinoporfyrazin
pyridazin-4,5,dikarbonitril pB-tetrapyridazinoporfyrazin
pyrimidin-4,5-dikarbonitril tetrapyrimidinoporfyrazin
pyrazin-2,3-dikarbonitril tetrapyrazinoporfyrazin

— =N
b3 2
NS =N NS =SN N7 SN
4 - Ny 4 N NN / N
NH  HN | NH  HN | NH  HN
\ = 7 =N 7 AN
N N =N N =N NN
8 NN 7 N\
_ N=
ftalocyanin a- tetrapyridoporfyrazin b- tetrapyridoporfyrazin
=N N=\ =\
\ N Wa NN

_N U
NOOT N N \N ( D \N [ j
A~ N\
NN

N

pd
N A\
Z
p
Ji\
e
\

/ A\ N/ \N
N= \__N \—/
tetrapyridazinoporfyrazin tetrapyrimidinoporfyrazin tetrapyrazinoporfyrazin

Syntéza AzaPc probihd stejnym mechanismem jako syntéza Castéji studované
predlohové skupiny Pc. AzaPc mohou byt pfipraveny stejné jako Pc zrlzné
substituovanych derivati heterocyklickych sloucenin 1,2-dikarbonitrila[104-108], 1,2-
dikarboxylovych kyselin [109], anhydrida 1,2-dikarboxylovych kyselin[110-112],
ftalimida[113, 114], diiminoisoindolini[115-117], 2-kyano-1-karboxamidi[118, 119]
nebo z 1,2-dibrombenzenti[120-122] tetramerizaci ve vyse vroucim rozpoustédle nebo

pfimym zahfivanim vychozich latek (Casto smichanych s mo€ovinou). Podobna je i

-31-



[Zvolené metody feSeni]

reaktivita téchto sloucCenin v porovnani s Pc, nejcastéji podléhaji vymeéné centralné

chelatovaného atomu[123, 124], ptipadné reakcim na perifernich fetézcich.

5.3 Syntéza ftalocyanini

Pc bez chelatovaného centralniho atomu (bezkovové Pc) se nejcastéji pripravuji
z 1,2-dikarbonitrilti cyklizaci s alkoholatem v alifatickém alkoholu. Tento alkoholat se
pfipravuje bud’ ptisobenim silné organické baze 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-enu
(DBU)[125] nebo cast&ji alkalického kovu, piedev§im lithia[124], které jsou
koordinovany velice slabé a uvoliiuji se v kyselém prostfedi (dostatecnou kyselost
vykazuje uz voda). Chelaty s kovy alkalickych zemin jsou také malo stabilni a poskytuji
bezkovové derivaty Vv pfitomnosti  silngjsi  kyseliny (napf. kyseliny  p-

toluensulfonové)[126].

N\ =N
ZN DBU ;N
~I
— NH HN
X pentanol \ =
SN N N<=N

Dal§im zpusobem pftipravy bezkovovych Pc je cyklizace reaktivniho derivatu
ftalonitrilu 1,3-diiminoisoindolinu, pfipraveného zavadénim plynného amoniaku do
methanolického roztoku ftalonitrilu s katalytickym mnozstvim methoxidu sodného[127-
129]. Tento meziprodukt dale poskytuje pfislusny Pc zahfivanim ve vySe vroucim
alkoholu[130], napf. dibutylaminoethanolu, diethylaminoethanolu, chinolinu[131, 132]
nebo formamidu[133].
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NH N\ =N

N
= NH, DMF ! -
— NH — NH  HN
S, MeONa { VAN \ =
SN NH N N =N

Do centra téchto makrocyklickych latek mize byt chelatovan atom kovu nebo
polokovu. V soucasné dob¢ jsou znamy Pc obsahujici prakticky vSechny znamé kovy i
polokovy. Ptitomnost tohoto ligandu do urcité miry ovliviiuje vlastnosti daného Pc, a to
predevsim spektralni, fotofyzikdlni a oxidacni. V praxi se tyto komplexy pfipravuji
dvéma zdkladnimi zpisoby. Bud’ vlozenim centralniho atomu do bezkovového Pc
reakci se soli daného ligandu (ve vétsing€ ptipadl se pouzivaji chloridy, ptip. organické
soli), nebo se kovové Pc ptipravuji piimo z prekurzori reakei s danou soli. Ale ani tyto
dvé metody nejsou aplikovatelné pro vSechny ligandy, pro ptipravu kiemicitych[134,
135] a rhenicitych[136, 137] Pc a subftalocyanini komplexujicich bor[138] je nutno
Casto pouzit specifickych metod.

Piipravené Pc mohou byt dale derivatizovany piedevSsim na perifernich
substituentech, zakladni makrocyklus je dostate¢né stabilni a dalSim substitucim
podléha pouze do urcité miry. Pfi reakcich na zédkladnim makrocyklu Pc vznikd smés
latek obsahujici rizny pocet substituentd. Primyslové se pouziva chlorace[139, 140] a
pro piipravu ve vod¢ rozpustnych barviv sulfonace[141, 142].

Na periferii makrocyklu mohou byt rzné funkéni skupiny podléhajici dalsim
specifickym reakcim. Toho je vyuZivano pro piipravu Pc nedostupnych piimou
cyklizaci vychoziho derivatu ftalonitrilu (napf. tetraaminoftalocyanin[143, 144]), pro
vazbu Pc s jinou molekulou (fulleren[145, 146], ferrocen[147-149]) nebo pro navazani
na polymerni nosi¢[130]. Dal$i moznosti je reakce na centralnim atomu[118, 150, 151],

kdy je ale reaktivita pln€ zavisléa na vlastnostech pouZzitého ligandu.
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5.4 Priprava nesymetrickych ftalocyanina

Jako nesymetrické jsou oznacovany Pc slozené ze dvou rizné substituovanych
isoindolovych podjednotek. Ty si pro zjednoduseni mizeme oznacit jako podjednotku
A a podjednotku B. Vzajemny pomér produktt (AszB; nebo A;B;) je do zna¢né miry

ovlivnitelny postupem tetramerizace. Nejbéznéji pouzivané postupy jsou:

statisticka kondenzace
roz§ifeni subftalocyaninu (SubPc)

metoda syntézy na pevné fazi

A wnp e

specifické syntézy ftalocyanini typu A;B,

Ad 1) statistickd kondenzace

Nejjednodussi zpusob piipravy nesymetrickych Pc typu AszB a dalSich je
tetramerizace smési dvou rozdiln¢ substituovanych ftalonitrilli postupem obdobnym
piipravé symetrickych Pc. Tato metoda je neselektivni a vede ke smési Sesti Pc (viz.
obrazek 13), kterou je nutno rozdélit pomoci chromatografie[152-155]. Obecné je
uvadéno, Ze déleni takovychto smési je slozité, pfedevsim kvuli tendenci Pc k agregaci.

Statistickda kondenzace Se pouzivd zejména pro piipravu Pc obecného vzorce
A3B, tedy skladajiciho se ze tii stejnych a jedné odlisné isoindolové podjednotky, nebo
pokud chceme izolovat v§echny produkty[156-158]. Statistické uvahy ptedpokladaji, ze
reakci dvou riznych Pc s prakticky stejnou reaktivitou v poméru 3:1 vznikne smés
produktii v procentualnim zastoupeni A4 (33%), A3B (44%) a ostatni kongenery (23%).
V praxi se vytézek vyizolovaného kongeneruAsB z reakce pii pouziti poméru

prekurzort 3:1 pohybuje vétsinou vV rozmezi 10-20 %[152-154].
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A
A A A|lM|A A B B B
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B B B

Obrazek 13: Schematické znazornéni statistické kondenzace nesymetrickych Pc,
kde A a B jsou dva rozdilné substituované prekurzory a M je atom kovu, ktery je

chelaovan do centra Pc.

Nektefi autofi pouzivaji pomér vychozich ftalonitrild 9:1[159, 160]. Tento
pomeér vede ke zvySeni vytézku kongeneru A4 a snizeni vytézku AsB. Zbylé kongenery
se pii této reakci takika vibec netvofi. Hlavnim diivodem byva zjednoduseni separace
produktu AsB ze smési. Pomér 9:1 je také vyhodny, pokud prekurzor B je o hodné
reaktivnéjsi nez prekurzor A[161]. Tim se snizuje vytézek produktu s vice nez jednou

podjednotkou B.

Ad 2) rozsiveni subftalocyaninu

Nejstar§i metodu selektivni syntézy nesymetrickych Pc typu AsB vyvinul
Kobayashi a kolektiv koncem 80. let 20. stoleti[138]. Jedna se o rozsifeni
subftalocyaninu (SubPc) o jednu isoindolovou podjednotku na Pc. To se provadi reakei
SubPc se sukcinimidovym nebo diiminoisoindolinovym prekurzorem. V jadru SubPc je
velké geometrické pnuti a to se miiZze uvolnit vloZenim jedné isoindolové podjednotky.
Tim dojde k vytvofeni Pc typu AsB. V nékterych piipadech je tato metoda velmi

selektivni a efektivni a mtize vést k pfiprave jinak nedostupnych derivati.
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Obrazek 14: Priprava nesymetrického Pc metodou rozSifeni SubPc o jednu

isoindolovou podjednotku.

Dnes uz je znamo, ze vysledek této metody zavisi na pouzitych reakcnich
podminkach a vychozich substancich[162-165]. Nejcastéji se tento typ reakce provadi
S 6-9-ti ndsobnym moldrnim piebytkem diiminoisoindolinového derivatu ve smési
DMSO/1-chlornaftalenu nebo (diethylamino)ethanolu po dobu 5-12 hodin pii teploté
80-100 °C. Vytézky reakce se pohybuji v rozmezi 3-90 %.

V roce 1995 bylo poprvé publikovano, ze pii expanzi subftalocyaninového
kruhu dochéazi k ¢astecné nebo uplné fragmentaci SubPc kruhu nasledované
statistickym vytvofenim Pc jadra[163, 166]. Tim dochazi k tvorb&é smési vSech moznych
kombinaci diiminoisoindolinovych podjednotek pfitomnych ve vychozich prekurzorech.
Tim metoda ztraci selektivitu pro pouze kongener A3B. Pfitomnost kovového templatu
zvySuje vytézek nesymetrického kongeneru A3B[162]. Dale bylo prokazano, ze SubPc
reaguji s méné reaktivnimi ftalonitrilovymi derivaty v pfitomnosti silné base, napf.
DBU[162].

Nejlepsi vytézky a selektivita byla dosazena pii rozSitovani SubPc bez
substituenti nebo nesouci elektron odtahujici skupinu a diiminoisoindolinovym
derivitem nesoucim elektron donorovou skupinu. Sir§imu vyuziti této metody brani
pouze jeji nepfedvidatelnost. Dale touto metodou nelze pfipravit alkoxysubstituované
derivaty z divodu S$tépeni etherické vazby bromidem boritym (BBr3) pouzivanym pro

piipravu SubPc.
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Ad 3) metoda syntézy na pevné fazi

Druhym pfistupem k selektivni syntéze kongenert A3B, ktery vyvinul Leznoff a
kolektiv, je syntéza na pevné fazi[167]. Tato metoda zahrnuje vazbu vhodné
substituovaného ftalonitrilu (B) na polymerni nosi¢ nebo modifikovany silikagel. Tento
nerozpustny nosi¢ muze dale reagovat s jinym odlisn¢ substituovanym ftalonitrilem (A)
za vzniku Pc A3B vazaného na polymerni nosi¢. Ten je poté nutné uvolnit z pevné faze.

V literatufe je udavano, ze timto postupem bylo dosazeno vytézku 20-25 %[167].

NH, NH,
N\ + N\
N , N — _
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NH NH ==
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N /N =N
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Obrazek 15: Priklad syntézy nesymetrického Pc na pevné fazi.

Velkym omezenim této metody je nutnost pouziti ftalonitrilu s funkéni skupinou
umoznujici vazbu na pevnou fazi a jeji néasledné rozStépeni. Tato metoda také neni

vhodna pro ptipravu nesymetrickych Pc ve vétsim mnozstvi.

Ad4) specifické syntézy ftalocyaninii typu A,B»

Derivaty A,B, se ve smésich vzniklych statistickou kondenzaci vytvareji
Vv malych mnozZstvich a navic se skladaji ze smési dvou isomert, ABAB a AABB. Ty
maji velice podobnou rozpustnost a mohou byt eluovany ze sloupce prakticky ve
stejnou dobu. Proto byly vyvinuty specifické metody pro piipravu vyhradné jednoho

z vySe uvedenych isomerd.

Syntéza ABAB ftalocyaninii (Crosswise-substituted Pc)

Syntéza kongenerit ABAB za mirnych podminek byla popsdna Youngem a
kol[168]. Vychazeli z ekvivalentnich mnozstvi dvou riznych prekurzora (1,3-
diiminoisoindolin a 1,1,3-trichlor-1H-isoindol). Tyto dva derivaty spolu reaguji za

mirnych podminek v pfitomnosti silné base a reduk¢niho ¢inidla za vzniku Pc typu
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ABAB. Vytézek této reakce se pohybuje okolo 50 % a autofi udavaji, Ze vznika pouze
kongener ABAB. Dalsi autofi uvadé&ji nizsi vytézky (15-25%) a také, Ze vznika
kongener AAAB jako vedlejsi produkt[169-172]. Nicméné¢, tato metoda vede k syntéze

pozadovaného kongeneru s vysokou selektivitou.

e

\_/
O;m; iIJ OQ i@

7 N\

_rll_oz

Obrazek 16: Priklad syntézy nesymetrického Pc typu ABAB.
Druhym publikovanym postupem je cross-kondenzaéni reakce 1,3-
diiminoisoindolinu s 1H-isoindol-1,3-(2H)-dithionem v molarnim poméru 1:1. V tomto

pfipadé¢ byl popsan vznik kongeneru Pc typu ABAB s pfimési vSech potenciilné
vznikajicich Pc[173].

N
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Obrazek 17: Schematické znazornéni pripravy nesymetrického Pc typu ABAB.

Syntéza AABB ftalocyanini (Adjacent Pc)

Pro ptipravu kongeneri AABB jsou popsany predevsim dvé metody. Jedna
vyuziva tzv. ,,polovi¢ni-Pc* a druha vychézi z bis(ftalonitrili).
Metoda vyuzivajici ,,polovi¢nich-Pc* intermediati, které jsou isolovatelné

zreakéni smési, davd vzniknout Pc typu AABB za mirnych podminek s odlisné
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substituovanym ftalonitrilem[174]. Pouze ,,polovi¢ni-Pc* nesouci siln¢ elektron

odtahujici skupinu jsou dostatecné stabilni a isolovatelné.

R CN
R CN
A R

LiOMe MeOH

L
2 R
N NLi CN

B

~=Z

N

AABB

N

NN

OMe "polovi¢ni-Pc"
AA

Obriazek 18: Priprava nesymetrického Pc typu AABB.

Kobayashi pouzil pro piipravu Pc typu AABB bis(ftalonitril) vazany prostorové
vhodnou skupinou, napt. 2,2'-dihydroxy-1,1'-binaftyl[175-177]. Tento prekurzor dale

reagoval s jinym ftalonitrilem za vzniku ,,adjacent Pc* ve 20-25% vytézku.

Obrazek 19: Priprava nesymetrického Pc typu AABB,
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5.5 Priprava amidi a estert

Pro pfipravu amidd, resp. estert pfipravenych nesymetrickych AzaPc nemohly
byt pouzity metody zahrnujici pievedeni karboxylové kyseliny na reaktivni
acylhalogenid a naslednou reakci s aminem, piipadné alkoholem. Duvodem je nizka
stabilita AzaPc v pfitomnosti bézn¢ pouzivanych reagencii (SOCl,, POCIs3, PCls). Proto
byly k amidaci a esterifikaci pouzity metody standardné pouzivané piedev§im v chemii

peptidi.

Priprava ,, aktivniho esteru* a jeho aminolyza

Jako tzv. aktivni estery se oznaCuji piedevS§im sukcinimidylestery a
pentafluorofenylestery karboxylovych kyselin. Ty jsou hojné vyuzivany napf.
Vv imunologii a molekuldrni biologii. Komeréné jsou dostupné aktivni estery mnoha
fluorescencnich barviv, které je mozné i ve vodném prostfedi vazat na biologicky
aktivni molekuly obsahujici volné aminoskupiny a tim je lokalizovat za pouziti
fluorescenénich technik. Casto pouzivanou metodou p¥ipravy sukcinimidylesteru je
reakce karboxylové kyseliny s karbodiimidem, napi. sNN'-
dicyklohexylkarbodiimidem (DCC) a N-hydroxysukcinimidem (HOSu). Pti reakci
vznik4 piislusny derivat mocoviny. V piipadé DCC je to témef nerozpustnd N,N -
dicyklohexylmocovina, kterou je mozné odfiltrovat. Vznikly ester je dostate¢né stabilni,
takZe je mozné ho izolovat. Nasledné je podrobovan aminolyze za vzniku amidd, a to i
aminoalkoholy. Jeho velkou vyhodou je dostatena stabilita ve vodném prosttedi, ktera
je mnohdy potiebnd pro nedostatecnou rozpustnost piedevSim biomolekul
Vv organickych rozpoustédlech. Pro reakce provadéné na pevnych fazich byly vyvinuty i
dalsi karbodiimidy, které na rozdil od DCC davaji jako vedlejsi produkt rozpustné
disubstituované  derivaty mocoviny. Jako piiklad miZzeme uvést 1-[3-
(dimethylamino)propyl]-3-ethylkarbodiimid-hydrochlorid (EDC). Nejvétsi nevyhodou
pouziti karbodiimidl je tvorba vedlejSich produktd, derivati N-acylmocoviny. To je

navazadnim karboxylové skupiny na karbodiimid. Tento reaktivni intermedidt reaguje
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s alkoholem (N-hydroxysukcinimidem) nebo aminem za vzniku stabilniho produktu.
Druhou cestou je tvorba symetrickych anhydridd z O-acyl-isomoc¢oviny a dosud
nezreagované karboxylové kyseliny. Dale pak dochazi ke kompetici mezi aminem a
nukleofilnim centrem o acylovy zbytek na O-acyl-isomocovin¢ a to vede K tvorbé

nereaktivniho vedlejsiho produktu N-acylmocoviny.

HN.__N
R-COOH * <:>—N=C=N—<:> — G \O — _<O—N * NH
R__O R
¥ 2
ol
/ R—COOH \
e
R\(O R—« O=<
OO e
o R—(
o
0
\\
0
0-N 1 \
R NHR
_<O o + Rl—NHz — R—< + HO—N;:‘
0
o

Obrazek 20: Priprava amidu pomoci ,,aktivniho* esteru a vedlejsi reakce.

Uroniové aktivatory

Prvni  progenitor  uroniovych  reagencii  O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorfosfat (HBTU) byl popsan v roce 1978 a od této doby
bylo publikovano mnoho analogu[178, 179]. Jako ne-nukleofilni parové ionty
(counterionty) jsou bézné pouzivany hexafluorfosfatové a tetrafluorboratové anionty. Ze
srovnavacich studii vyplynulo, Ze counterion nema vyznamny vliv na reaktivitu ani

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

Pti reakci dochazi k aktivaci karboxylové skupiny vytvorenim komplexu, ktery
je nasledn€ napadan aminoskupinou za tvorby amidové vazby. Pro aktivaci karboxylové
skupiny je dulezitd piitomnost tetramethyluroniového uskupeni, které mulze byt
dokonce nahrazeno bispyrrolidiniovym seskupenim. Pouzivané analogy HBTU maji

ruzné heterocyklické zbytky, ptfip. pentafluorfenylovy zbytek.

5.6 Protekce hydroxylové skupiny

K protekci primarni hydroxyskupiny byla vybrana dimethoxytritylova skupina
(DMTr). Jedna se o 4-(bisdimethoxyfenyl)fenylmethyletherovou skupinu. Vybér této
skupiny byl podminén nékolika faktory. Jednéd se o chranici skupinu, kterd ve formé
chloridu selektivné reaguje s primarni hydroxyskupinou i v pfitomnosti sekundarni
hydroxyskupiny. Stabilita tohoto substituentu je v porovnani s tritylovou skupinou nizsi
a deprotekce v kyselém prostiedi probiha kvantitativné v fadu minut. Tritylova skupina
je deprotekovana pii pouziti 80% kyseliny octové 3,5 hodiny, kdezto DMTr se
odstépeno za 70 vtetin[180]. Hlavnim divodem pro pouziti DMTr jsou ale standardni
postupy pii syntéze oligonukleotidickych fetézcl, které vyuzivaji fosforamidity bazi
chranénych na 5’-hydroxyskupindch pravé DMTr. Syntetizatory mivaji navic
implementovany detektor umoziujici kvantitativni monitorovani pribéhu elongace
fetézce zalozeného na méfeni dimethoxytritylového kationu. Pouziti jiného derivatu
tritylového skeletu zkresluje tento monitoring.

Reakce mezi hydroxyskupinou a alkylhalogenidem vede ke vzniku etherové
funkéni skupiny za soucasného uvolnéni pfislusného halogenovodiku. Ten musi byt
vazan ptitomnou bazi (napf. triethylamin, pyridin) jinak by doslo k rozStépeni vzniklé
vazby. V ptipadé pouziti primarniho a sekundarniho alkylhalogenidu probiha reakce az
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po prevedeni hydroxylové skupiny na alkoholat a to navic za zvySené teploty. V piipadé

terciarniho alkylhalogenidu tato reakce probiha piimo s hydroxylovou skupinou jiz pfi

laboratorni teplote¢.

Obrazek 22: Chranéni

primarni

dimethoxytritylchloridu (DMTTrCI).

o HCI

hydroxylové skupiny pomoci
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Vsechny pouzité vychozi suroviny byly pouzity piimo v kvalit¢ vyrobce a
nebyly dale Cistény. Bezvoda rozpoustédla tetrahydrofuran, dioxan byla pfipravena
susenim nad sodikem, butanol byl susen hoif¢ikem zahfivanim pod zpétnym chladicem a
byl oddestilovan v ¢as potieby. Bezvody pyridin byl vysuSen stinim nad hydroxidem
draselnym a destilaci. Bezvody triethylamin byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich.
Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach Silica gel 60 Fasg
(Merck, Darmstadt, Némecko). Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan silikagel
Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm). Teploty tani byly méfeny na pfistroji
Electrothermal 1A9000 Series Digital Melting point Apparatus (Electrothermal
Engineering Ltd., Southend-on-Sea, Essex, Velka Britanic) a nejsou korigovany.
Infracervena spektra byla méfena v peletach KBr na pfistroji IR-Spectrometer Nicolet
Impact 400. 'H a BC NMR spektra byla méfena na piistroji Varian Mercury-Vx BB 300
(299,95 MHz-'H a 75,43 MHz-*C), chemicky posun je udavany relativng k signalu
vnitiniho standardu Si(CHz). UV-Vis spektra byla namétfena na spektrofotometru UV-
2401PC, Shimadzu Europa GmbH (Duisburg, Némecko). Fluorescence byla méfena na
ptistroji  AMINCO-Bowman Series 2 luminescence spectrometer (SLM-Aminco,
Urbana, IL, USA). Hmotnostni spektra byla zmé&fena na piistrojich Quattro Micro ™
API (Waters, Milford, Massachusetts, USA) ioniza¢ni metodou elektrosprej
Vv pozitivnim médu (MS-ESI) nebo na piistroji Voyager-DE STR (Applied Biosystems,
Framingham, Massachusetts, USA) Vv positivnim reflektronovém modu (MS-MALDI-
TOF). Roztoky pro ESI MS byly pfipraveny rozpusténim latek v acetonitrilu (pro latku
17) a v methanolu (ostatni latky), a byla pfidana kyselina mraven¢i pro podporu
ionizace. Adukty s Na*, K™ a kyselinou mraven¢i byly vzdy pozorovany v hmotnostnich
spektrech AzaPc jako minoritni signaly. Vzorky pro MS-MALDI-TOF byly pfipraveny
nanesenim 0,5 pl roztoku na desticku, vysusenim na vzduchu a ptekrytim 0,5 pl roztoku
matrice. Ta se skladala z 10 mg kyseliny o-Kyan-4-hydroxyskoficové v 100 pl
acetonitrilu v 0,1% kyseling trifluoroctové. Ptistroj byl kalibrovan za pouziti externiho
pétibodového kalibra¢niho standardu Peptide Calibration Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-
Antipolis, Francie). HPLC analyzy byly provadény na pfistroji Shimadzu system LC-
20AD Prominence s SPD M20A diode array detektorem (Shimadzu, Japonsko).
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Chromatograficka kolona Phenomenex Synergy RP Fusion se zakotvenymi polarnimi
skupinami, 75 x 3 mm, velikost ¢asti 4 um, (Phenomenex, USA) byla vybrana jako
nejvhodnéjsi. Oligonukleotidové sondy byly syntetizovany na piistroji 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-dikarbonitrili

Slouceniny 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (1)[181], kyselina 6-(3-
chlor-5,6-dikyan-pyrazin-2-ylamino)hexanova[182] (8) a kyselina 6-(5,6-dikyan-3-
diethylaminopyrazin-2-ylamino)hexanova[182] (9) byly pfipraveny podle literatury a

vSechna analytické data odpovidala uvadénym hodnotam.

6.1.1 5,6-Bis-[2-(2-hydroxyethoxy)-ethylamino]-pyrazin-2,3-dikarbonitril (2)
NS N NSO 0n
X

N// N NH/\O/\/OH

K roztoku latky 1 (500 mg, 2,5 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za michani
po kapkach pfidan 2-(2-aminoethoxy)ethanol (1,12 g, 10,7 mmol). Reakéni smés byla
michana pfi laboratorni teploté 3 hodiny. Roztok byl dekantovan od olejovitych kapek,
odpafen za snizené¢ho tlaku a pieistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
s mobilni fazi ethylacetat/methanol 8:1. Produkt byl ptekrystalizovan z ethanolu a vody.
Byla ziskana latka 2 (410 mg, 49 %) ve formé bilych jehlicek; T.t. 169,5-170,8 °C. IR
(KBr): vmax = 3343; 2925; 2897; 2876; 2226 (CN); 1623; 1563; 1524; 1398; 1135 a
1069 cm™. *H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 7,94 (2H, s, NH): 4,60 (2H, s, OH) a
3,65-3,40 (16H, m, CH,) ppm. **C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 144,2; 118,4; 116 4;
72,4;68,1; 60,4 a41,4 ppm.
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6.1.2 5,6-Bis-(2-hydroxyethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitril (3)

K roztoku latky 1 (500 mg, 2,5 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za michani
po kapkach za laboratorni teploty piidan 2-aminoethanol (652 mg, 10,7 mmol) Reak¢ni
smés byla dale michana 3 hodiny. Vznikly precipitat byl odfiltrovan a filtrat byl
odpafen za snizené¢ho tlaku. Produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii na
silikagelu s mobilni fazi ethylacetat/methanol 6:1 a piekrystalizovan zvody. Byla
ziskana latka 3 (569 mg, 91 %) ve formé bilych jehli¢ek. T.t. 185,5-186,0 °C (za
rozkladu). IR (KBr): vmax = 3483; 3347; 3289; 3196; 3091; 2950; 2937; 2889; 2229
(CN); 1604; 1560; 1518; 1460; 1396; 1076 a 1060 cm™. *H NMR (300 MHz, DMSO-
ds): 0 = 7,95(2H, s, NH); 4,87 (2H, s, OH); 3,58 (4H, t, J = 5,5 Hz, CH,-0); 3,44 (4H,
br s, CH,-NH) ppm. *C NMR (75 MHz, DMSO-dg): = 144,3; 118,3; 116,5; 58,7 a
44,1 ppm.

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

N N~

X

N Cl

K roztoku latky 1 (2,4 g, 12 mmol) v tetrahydrofuranu (100 ml) byl za vnéjsiho
chlazeni smési led/stl za vydatného michani po kapkach ptidan diethylamin (1,77 g, 24
mmol) Reakéni smés byla dale michdna za postupného samovolného ohiati na
laboratorni teplotu a poté byl odfiltrovan vznikly diethylammonium hydrochlorid.
Filtrat byl odpafen za snizeného tlaku a prteciStén sloupcovou chromatografii na
silikagelu s mobilni fazi hexan/ethylacetat 4:1. Byl ziskan produkt 4 (2,66 g, 93 %) ve
formé zlutého oleje. IR (KBr): vimax = 2987; 2939; 2876; 2233 (CN); 1553; 1507; 1439;
1386 a 1358 cm™. *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 3,75 (4H, q, J = 7,1 Hz, CH,) a
1,31 (6H, t, J = 7,0 Hz, CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 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 4
X7

OH
NTSNH

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

laboratorni teploty za michani po kapkach p¥idan 2-aminoethanol (0,78 g, 12,75 mmol).
Reakéni smés byla dale michana 5 hodin. Smés byla odpatfena za sniZzeného tlaku,
zbytek byl rozpustén v chloroformu (50 ml) a tfikrat extrahovan vodou (50 ml).
Organickd faze byla vysuSena Na,SO, odpafena za snizen¢ho tlaku a preciSténa
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi dichlormethan/aceton 3:1.
Produkt byl piekrystalizovan z ethanolu a vody. Byl ziskan produkt 5 (840 mg, 76 %)
ve formé zlutych jehli¢ek. T.t. 102,0-103,0 °C. IR (KBr): vmax = 3493; 3320; 2974; 2229
(CN); 1557; 1532; 1426; 1270 a 1049 cm™. *H NMR (300 MHz, aceton-ds): J = 6,71-
6,57 (1H, br s, NH); 4,07 (1H, t, J = 5,5 Hz, OH); 3,79 (2H, g, J = 5,5 Hz, CH,-0); 3,60
(2H, q, J = 5,6 Hz, CH,-NH); 3,45 (4H, q, J = 7,2 Hz, CH,-N) a 1,14 (6H, t, J = 7,1 Hz,
CHs) ppm. 3C NMR (75 MHz, aceton-dg): 6 = 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)

X Ny I\L
)ININH’\/OV\OH

K roztoku latky 4 (1,0 g, 4,25 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl za
laboratorni teploty za michani po kapkach pfidan 2-(2-aminoethoxy)ethanol (1,34 g,
12,75 mmol). Reakéni smés byla dale michana 5 hodin. Rozpoustédlo bylo odpaieno za
snizeného tlaku, zbytek byl rozpusStén v chloroformu (50 ml) a tfikrat extrahovan vodou
(50 ml). Organicka faze byla vysusena Na,SO,, odpafena za snizeného tlaku a
ptecisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi dichlormethan/aceton

3:1. Byl ziskan produkt 6 (996 mg, 77 %) ve formé Zlutého oleje. IR (KBr): vmax =
3424; 2974; 2935; 2875; 2231 (CN); 1560; 1537; 1504; 1457; 1436; 1358 a 1265 cm™.
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'H NMR (300 MHz, aceton-dg): J = 6,76-6,54 (1H, br s, NH); 3,73 (2H, t, J = 5,5 Hz,
CH,-0); 3,70-3,61 (4H, m, CH»-0); 3,61-3,53 (2H, m, CH2-NH); 3,45 (4H, q, J = 7,1
Hz, CH,-N) a 1,15 (6H, t, J = 7,1 Hz, CHs) ppm. **C NMR (75 MHz, aceton-dg): & =
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)

Na ‘/
N | N\:ENV
2 N ’\Q\/OH

OH

N

Smés roztoku latky 4 (1,1 g, 4,7 mmol) a diethanolaminu (2,0 g, 19 mmol)
v dioxanu (75 ml) byla vafena po dobu 4 hodin pod zpétnym chladicem za stalého
michani pfi teplot€¢ 120°C. Vznikld smés byla dekantovana od olejovitych kapek,
odparena za snizené¢ho tlaku a rozd¢lena sloupcovou chromatografii na silikagelu. Jako
mobilni faze byla pouzita soustava ethylacetat/kyselina octova v poméru 10:1. Poté byla
reakéni smés piekrystalizovana z vody s aktivnim uhlim. Ani po krystalizaci nebyl
produkt dostate¢né Cisty, a proto byl docistén sloupcovou chromatografii. Tentokrat
byla jako mobilni faze pouZita smés ethylacetat/aceton v poméru 1:1. Na zavér byl
produkt prekrystalizovan z vody. Byl ziskan produkt 7 (360 mg, 25 %). T.t. 132,5-133,5
°C. IR (KBr): vmax = 3431; 2935; 2224 (CN); 1538; 1491; 1218 a 1059 cm™. *H NMR
(300 MHz, aceton-dg): 6 = 3,83 (2H, t, J = 5,5 Hz, OH); 3,79-3,72 (4H, m, CH,-OH);
3,72-3,65 (4H, m, N-CH,-CH»-OH); 3,59 (4H, q, J = 7,1 HZ, N-CH2) a 1,07 (6H, t, J =
7,0 Hz, CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, aceton-dg): 6 = 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]Jamino}pyrazin-2-

yl)amino]hexanova kyselina (10)
N
T
N§ N NH/\O/\/OH
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K roztoku meziproduktu 8 (293 mg, 1 mmol) v chloroformu (25 ml) byl za
laboratorni teploty pfidan 2-(2-aminoethoxy)ethanol (315 mg, 3 mmol). Reakéni smés
byla dale michana za laboratorni teploty 30 hodin, poté byla tiikrat vytiepana s vodou
(25 ml). Organicka faze byla vysusena Na;SO, a odpaiena za snizeného tlaku. Poté byla
precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi
tetrahydrofuran/chloroform/kyselina octova 15:15:1 a piekrystalizovano z ethanolu a
vody. Byl ziskan produkt 10 (40 mg, 11 %) ve form¢ bilych krystali. T.t. 134,5-135,0
°C. IR (KBr): vmax = 3389; 2942; 2869; 2810; 2226 (CN); 1704; 1605; 1558; 1517;
1460; 1401; 1217; 1139 a 1059 cm™. *H NMR (300 MHz, aceton-dg): & = 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. *C NMR (75 MHz, aceton-dg): 6 = 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)

NS Ny N(v

Diethylamin (5,3 g, 72 mmol) byl po kapkach ptidan k roztoku latky 1 (2,4 g, 12
mmol) v tetrahydrofuranu (100 ml) a zahfivan pod zpétnym chladi¢em po dobu 6 hodin.
Po skonceni zahtivani byla reakéni smés ochlazena a vysrazeny diethylammonium
hydrochlorid byl odfiltrovan. Roztok byl odpafen za sniZzeného tlaku a Zlutooranzovy
surovy produkt byl piekrystalizovan z methanolu. Mate¢né louhy z krystalizaci byly
spojeny, odpafeny za snizené¢ho tlaku a ptecistény sloupcovou chromatografii na
silikagelu s mobilni fazi hexan/ethylacetdt 4:1. Ob¢ frakce (z krystalizace a z
chromatografie) byly spojeny a piekrystalizovany z methanolu. Byla ziskéna latka 11
(3,18 g, 96 %) ve formé zlutych platkd. T.t. 93,2-94,1 °C (lit. 94 °C[183]). IR (KBr):
vmax = 2978; 2935; 2876; 2228 (CN); 1518; 1489; 1347 a 1253 cm™. *H NMR (300
MHz, CDCls): 6 = 3,48 (8H, q, J = 7,1 Hz, CH,) a 1,07(12H, t, J = 7,1 Hz, CH3) ppm.
B3C NMR (75 MHz, CDCly): 6 = 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)

K roztoku latky 4 (470 mg, 2 mmol) v tetrahydrofuranu (50ml) byl ptikapan 2-
(methylamino)ethanol a reakéni smés byla michana pti laboratorni teploté¢ po dobu 3
hodin, poté bylo rozpoustédlo odpafeno za snizené¢ho tlaku. Vznikld voskovita latka
byla rozpusténa v chloroformu (40 ml) a tfikrat vytfepana s vodou (40 ml). Organicka
faze byla vysuSena Na,SO, odpaiena za snizeného tlaku a pfecisténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu s mobilni fazi dichlormethan/aceton 30:1. Produkt byl
prekrystalizovan z ethanolu a vody. Byl ziskan produkt 25 (408 mg, 75 %) ve formé
zluté pevné latky. T.t. 86,5-87,5 °C. IR (KBr): vmax = 3525; 3463; 2977, 2934; 2877;
2225 (CN); 1523; 1494; 1412 a 1356 cm™ *H NMR (300 MHz, CDCls): § =3,81-3,74
(2H, m, N-CHy); 3,71-3,64 (2H, m, CH,-OH); 3,50 (4H, q, J = 7,07 Hz, N-CH,); 3,07
(3H, s, N-CH3) a 1,09 (6H, t, J = 7,07 Hz, CH»-CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls):
0 = 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]benzoova kyselina (26)
NX N _Cl
L o
Nz T@OH
CH,

K roztoku latky 1 (400 mg, 2 mmol) v tetrahydrofuranu (75 ml) byla ptidana
kyselina 4-(methylamino)benzoova (604 mg, 4 mmol) a reakéni smés byla zahiivana
pod zpétnym chladicem pii 90 °C po dobu 12 hodin. Potom byla smés ochlazena,
odfiltrovana vysraZzena sul a pteciSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu
smobilni fazi chloroform/aceton/methanol 10:1:1. Produkt byl piekrystalizovan
z ethanolu a vody. Byla ziskana latka 26 (520 mg, 83 %) ve form¢ zluté pevné latky.
T.t. 208,1-211,6 °C. IR (KBr): vmax =3066; 2957; 2663; 2546; 2360; 2343; 2234 (CN);

1694; 1607; 1537; 1494; 1406 a 1375 cm™. *H NMR (300 MHz, aceton-ds): J = 8,09

(2H, d, J = 8,54 Hz, arom. CH,); 7,48 (2H, d, J = 8,55 Hz, arom. CH,) a 3,66 (3H, s, N-
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CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, aceton-dg): 6 = 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]benzoova kyselina

(27)
Na. r
A Noo N~
| I 0
2N )
N | OH
CH,

K roztoku latky 26 (312 mg, 0,89 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) byl pfidan
diethylamin (1,3 g 18 mmol) a smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em pii teploté
90 °C po dobu 2 hodin. Poté byla smés ochlazena, byla odsata stl diethylamonium
hydrochloridu a odpatfeno rozpoustédlo za snizeného tlaku. Surovy produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi chloroform/methanol
10:1. Produkt byl ptekrystalizovan z ethanolu a vody. Byla ziskana latka 27 (324 mg, 62
%) ve formé zluté pevné latky. T.t. 263,3-266,2 °C (za rozkladu). IR (KBr): vmax =
2976; 2936; 2876; 2360; 2229 (CN); 1686; 1607; 1533; 1501; 1404 a 1292 cm™. *H
NMR (300 MHz, DMSO-dg): 0 = 7,79 (2H, d, J = 8,77 Hz, arom. CHy); 7,09 (2H, d, J =
8,79 Hz, arom. CHy); 3,48 (3H, s, N-CHg); 3,25 (4H, g, J = 7,01 Hz, N-CH,) a 0,78

(6H, t, J = 7,02 Hz, CH2-CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 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 vedlejSich produkti nukleofilni substituce pyrazin-5,6-

dikarbonitrilu

6.2.1 4-(2-Hydroxyethyl)-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-
dikarbonitril (19)

OH

N H
X_ _N_ _N
N
& No

Diethanolamin (630 mg, 6 mmol) byl ptidan k roztoku latky 1 (200 mg, 1 mmol)
Vv tetrahydrofuranu (10 ml) a reakéni smés byla zahtivana pod zpétnym chladicem pfi
90°C po dobu 30 minut. Rozpoustédlo bylo oddestilovdno za sniZeného tlaku, voskovita
latka byla rozpusténa v dichlormethanu (20 ml) a tfikrat vytfepana s vodou (20 ml).
Organickd vrstva byla vysusena Na,SO4 a preciSténa sloupcovou chromatografii na
silikagelu s mobilni fazi ethylacetat/acetone 1:1. Byla ziskana latka 19 (120 mg, 36 %)
ve formé bilych krystalkt. T.t. 90,0-91,3 °C. IR (KBr): vmax = 2953; 2889; 2220 (CN);
1581; 1533; 1425 a 1261 cm™. *H NMR (300 MHz, aceton-dg): 6 =4,60 (t, 2H, J = 4,6
Hz, O-CHy); 4,08-4,00 (m, 1H, OH); 3,95 (t, 2H, J = 4,95 Hz, CH,-OH) a 3,80-3,88 (m,
4H, N-CH,) ppm. **C NMR (75 MHz, aceton-dg): 6 = 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 |

X _N_ _N
N

N§ N (0]

2-(Methylamino)ethanol (375 mg, 5 mmol) byl ptidan k roztoku latky 1 (200
mg, 1 mmol) v tetrahydrofuranu (10 ml) a reak¢éni smés byla zahfivana pod zpétnym
chladicem pii 90°C po dobu 30 minut. Rozpoustédlo bylo oddestilovano za snizen¢ho

tlaku, voskovita latka byla rozpusténa v dichlormethanu (20 ml) a tfikrat vytfepana
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svodou (20 ml). Organicka vrstva byla vysuSena NaySO, a pieCisténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu s mobilni fazi ethylacetat/acetone 20:1. Byla ziskana latka
21 (35 mg, 17 %) ve formé bilych jehlicek. T.t. 192,3-193,5 °C. IR (KBr): vmax = 2931;
2878; 2218 (CN); 1593; 1538; 1421 a 1262 cm™. *H NMR (300 MHz, aceton-dg): &
=4,63 (t, 2H, J = 4,8 Hz, O-CH,); 3,85 (t, 2H, J = 4,8 Hz, N-CHy); 3,25 (s, 3H, CH3)
ppm. *C NMR (75 MHz, aceton-d): = 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 latky 11 (816 mg, 3 mmol) a druhého prekurzoru 2, 5, 6, 7 nebo 9 (1
mmol) v bezvodém butanolu (15 ml) byl zahtivan pod zpétnym chladi¢em a bylo
pfidano kovové lithium (196 mg, 28 mmol). Tato smés byla zahtivana dale 3 hodiny a
pot¢ bylo odpafeno rozpoustédlo za snizeného tlaku. Zbytek po odpaieni byl
suspendovan ve vodném roztoku kyseliny octové (50% v/v, 30 ml) a tato suspenze byla
michana 30 minut. Precipitat byl zfiltrovan a dikladn¢ promyt vodou. Po vyschnuti byla
surova smeés CiSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti gradientové
eluce. Nejprve byla pouzita mobilni faze chloroform/aceton 6:1 k odd¢leni latky 17, po
jejim vymyti ze silikagelu byl eluent zaménén za polarnéjsi smés (tato mobilni faze je
uvedena u konkrétnich AzaPc) a zadany kongener byl jiman jako intenzivni fialova
frakce. Tento surovy nesymetricky AzaPc byl déale docistén dalsi sloupcovou
chromatografii na silikagelu, tentokrat pouze s polarn&jsi mobilni fazi. Cisty AzaPc byl
prekrystalizovan rozpu$ténim v minimalnim mnoZstvi dichlormethanu a nakapan do
hexanu. Vznikla jemnd suspenze byla zfiltrovana a vysuSena a byl ziskdn Cisty

nesymetricky 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)

NV

I ﬁ H ii D
o I
N NH_~ 5 ~_-OH
/ \
N N
Tato latka byla ptipravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrickych
AzaPc zvychozich latek 2 a 11. Pouzitou polarn€jsi mobilni fazi byla smés
chloroform/aceton/methanol 9:1:1. Byla ziskana latka 12 (114 mg, 10 %) jako fialova
pevna latka. UV/Vis (THF): Amax (¢) = 675 (86200), 644 (67200), 618sh, 592sh, 510
(61300) a 363 nm (102800 M *cm™). IR (KBr): vinax = 2968; 2930; 2871 a 1641 cm™. *H
NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 = 13,63 (2H, br s, OH); 8,13 (2H, br s, NH); 4,36-4,26
(4H, m, CH,-OH); 4,01-3,79 (32H, m, CH,-N + CH,-0O); 3,71-3,61 (4H, m, CH,-NH) a
1,30-1,08 (36H, m, CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 = 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]". Vypoctend mol.
hmotnost: 1155 (C55H82N2404).
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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)

LQ (s

Iﬁ ﬁiw

/ \ OH
N N
/- 5 < A\
Tato latka byla ptipravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrickych
AzaPc zvychozich latek 7 a 11. Pouzitou poladrn€j§i mobilni fazi byla smés
tetrahydrofuran/chloroform/hexan 1:1:1. Byla ziskana pevna fialova latka (54 mg). IR
(KBr): vmax = 2965; 2930; 2870; 1676; 1642; 1510; 1423; 1376; 1344; 1288; 1250; 1160

a 1141 cm™. MS-ESI: m/z = 1050. Vypo&tena mol. hmotnost: 1123 (CsgHgaN2405).
NMR ani MS analyza nepotvrdily pfedpokladanou 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)

VR
H

N N

\
I ﬁ i o
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Tato latka byla ptipravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrickych
AzaPc zvychozich latek 5 a 11. Pouzitou polarngjsi mobilni fazi byla smés
tetrahydrofuran/chloroform/hexan 3:3:1. Byla ziskana latka 14 (28 mg, 3 %) jako
fialova pevna latka. UV/Vis (THF): Amax (¢) = 678 (88300), 647 (64800), 618sh, 592sh,
507 (56100) a 364 nm (104600 M cm™). IR (KBr): vinax = 2967; 2931; 2871 a 1640 cm
! 'H NMR (300 MHz, pyridin-ds): d = 13,74 (1H, br s, OH); 7,64-7,54 (1H, m, NH);
4,49-4,33 (2H, m, CH,-OH); 4,06-3,72 (26H, m, CH,-N + CH>-NH); 3,63 (4H, q, J =
6,8 Hz, CH,-N) a 1,30-1,05 (42H, m, CHs) ppm. **C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 =
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]". Vypoétena mol. hmotnost: 1079
(Cs4H78N2401).

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)

N
H

N N

I el i e

N\ —N

/\
N>:<N

Tato latka byla ptipravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrickych
AzaPc zvychozich latek 7 a 11. Pouzitou polarngj§i mobilni fazi byla smés
tetrahydrofuran/chloroform/hexan 3:3:1. Byla ziskana latka 15 (115 mg, 9 %) jako
fialova pevna latka. UV/Vis (THF): Amax (¢) = 677 (95300), 647 (69500), 617sh, 591sh,
508 (58400) a 365 nm (108000 M ecm™). IR (KBI): vinax = 2969; 2931; 2872 a 1640 cm
! 'H NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 = 13,74 (1H, br s, OH); 7,43 (1H, t, J = 5,3 Hz,
NH); 4,34 (2H, q, J = 5,2 Hz, CH,-OH); 4,10 (2H, t, J = 5,1 Hz, CH,-0); 4,05 (2H, t, J

= 5,1 Hz, CH, -O); 4,00-3,72 (26H, m, CH-N + CH»-NH); 3,62 (4H, g, J = 7,1 Hz,
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CHy-N) a 1,36-0,93 (42H, m, CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 = 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]". Vypoétena mol. hmotnost: 1123
(Cs6Hg2N2402).

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)

>>:[ INH/\/\/COOH

ZI IZ

NNR

N/ \N

/ AN

N N
Tato latka byla pfipravena podle obecného postupu pro syntézu nesymetrickych
AzaPc z vychozich latek 9 a 11. PouZitou polarnéjsi mobilni fazi byla smés
hexan/ethylacetat/kyselina octova 4:7:1. Byla ziskana latka 16 (125 mg, 11 %) jako
fialova pevna latka. UV/Vis (THF): Amax (¢) = 678 (90500), 647 (67100), 592sh, 618sh,
508 (56000) a 364 nm (103000 Mcm™). IR (KBr): vmax = 2969; 2930; 2871; 1726
(CO) a 1640 cm™. *H NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 = 13,75 (1H, br s, OH); 7,44 (1H,
t, J = 5,5 Hz, NH); 4,22-4,06 (2H, m, CH,-NH); 4,00-3,71 (24H, m, CH,-N); 3,64 (4H,
g, J = 7,0 Hz, CH2-N); 2,68 (2H, t, J = 7,1 Hz, CH,-COOH); 2,12-1,91 (4H, m, CH,);
1,86-1,69 (2H, m, CH,) a 1,26-1,04 (42H, m, CH3) ppm. **C NMR (75 MHz, pyridin-
ds): 0 = 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]". Vypoétena mol.
hmotnost: 1149 (C58H84N2402).
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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)

VR

mgm

/\
N N

K roztoku prekurzoru 11 (1,08 g, 4 mmol) v bezvodém butanolu (15 ml)
zahfivaném pod zpétnym chladi¢em bylo ptidano kovové lithium (196 mg, 28 mmol).
Reakéni smés byla dale zahtivana pii 130°C po dobu 3 hodin. Poté bylo za snizeného
tlaku oddestilovano rozpoustédlo, ptidan vodny roztok kyseliny octové (50% v/v, 30
ml) a vznikla suspenze byla michana 30 minut pfi laboratorni teploté. Precipitat byl
zfiltrovan a promyt vodou a methanolem. Surovy produkt byl naadsorbovan na silikagel
(5 g) a na sklenéné frit¢ promyvan methanolem do odbarveni rozpoustédla. Produkt na
silikagelu byl vysuSen a pfeciStén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni
fazi hexan/ethylacetat 6:1. Piecistény produkt byl piekrystalizovan rozpusténim
V minimalnim mnozstvi dichlormethanu a nakapanim do methanolu. Vznikla jemna
suspenze byla zfiltrovana a vysusena. Byla ziskana latka 17 (270 mg, 25 %) jako fialova
pevna latka. UV/Vis (THF): Amax (¢) = 679 (93700), 649 (68600), 620sh, 595sh, 513
(60700) a 367 nm (103700 M *em™). IR (KBr): vinax = 2969; 2931; 2872 a 1640 cm™. *H
NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 =3,89 (32H, g, J = 6,8 Hz, CH,-N) a 1,20 (48H, t, J =
6,9 Hz, CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 = 150,8; 147,6; 141,2; 43,0 a 13,1
ppm. *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 4,05 (32H, g, J = 7,2 Hz, CH»-N) a 1,32 (48H, t,
J =17,2 Hz, CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls): ¢ = 150,5; 147,0; 140,2; 42,9 a 13,2
ppm. MS-ESI: m/z = 1092 [M+H]". Vypoétena mol. hmotnost: 1091 (CsgHgaN24).
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6.3.7 Priprava azaftalocyanina 22-24

Roztok prekurzorat 9 (363 mg, 1,33 mmol) a 11 (405 mg, 1,33 mmol)
Vv bezvodém butanolu (30 ml) byl zdhiivan pod zpétnym chladi¢em a bylo pfidano
kovové lithium (130 mg, 18,5 mmol). Tato smés byla zahfivana po dobu 3 hodin a poté
bylo rozpoustédlo odpatreno za snizeného tlaku. Zbytek po odpateni byl suspendovan ve
vodném roztoku kyseliny octové (50% v/v, 100 ml) a tato suspenze byla michéna po
dobu 30 minut. Precipitat byl zfiltrovan a dikladn¢ promyt vodou. Po vyschnuti byla
vznikld smés precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti gradientové
eluce. Nejprve byla pouzita mobilni faze chloroform/aceton/methanol 10:1:1 k oddéleni
latek 17 a 16. Po vymyti latky 16 byla mobilni fidze zménéna na
chloroform/aceton/methanol 10:3:3 a latky 22 a 23 byly jimany jako dalsi intenzivni
fialové frakce. Sloucenina 24 byla ze sloupce vymyta za pouziti methanolu jako mobilni
faze. Tyto surové frakce byly dale docistény sloupcovou chromatografii na silikagelu za

pouziti mobilni faze uvedené u konkrétnich 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)

¥NL<N”VVTHO
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Tato frakce byla dociSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti
mobilni faze hexan/ethylacetat/kyselina octova 2:20:1. Isolovana frakce byla odpafena
za snizeného tlaku, rozpusténa v minimalni mnoZstvi dichlormethanu a nakapéana do
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hexanu. Jemna suspenze byla zfiltrovana. Byla ziskana latka 22 (35 mg, 4 %) ve formé
fialové pevné latky. UV/Vis (THF): Anax (€) = 677 (90500), 646 (67100), 618sh, 591sh,
499 (56000), 363 nm (103000 M™cm™). IR (KBr): vimax = 2966; 2931; 2869; 1724 (CO)
a 1640 cm™ 'H NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 = 13,74 (2H, br s, OH); 7,40 (2H, br s,
NH); 4,25-4,03 (4H, m, CH,-NH); 3,99-3,76 (16H; m, CH,-N); 3,62 (8H, g, J = 7,0 Hz,
CHy-N); 2,68 (4H, t, J = 4,6 Hz, CH,-COOH); 2,12-1,90 (8H, m, CH,); 1,90-1,69 (4H,
m, CH,) a 1,34-1,07 (36H, m, CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 = 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]". Vypoétena mol. hmotnost: 1207
(CeoHgsN2404).

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 docisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti
mobilni faze ethylacetat/kyselina octova 20:1. Isolovanad frakce byla odpafena za
sniZzeného tlaku, rozpuSténa v minimalni mnozstvi acetonu a nakapéana do etheru. Jemna
suspenze byla zfiltrovana. Byla ziskana latka 23 (20 mg, 3 %) ve form¢ fialové pevné
latky. UV/Vis (MetOH): Amax (¢) = 681 (90500), 651 (67100), 618sh, 511 (56000), 362
nm (103000 M*cm™). IR (KBr): vmax = 2965; 2930; 2868; 1734 (CO) a 1637 cm™ 'H
NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 = 13,70 (3H, br s, OH), 7,42 (3H, br s, NH); 4,20-3,98
(6H, m, CH,-NH); 3,94-3,75 (8H; m, CH»-N); 3,69-3,47 (12H, m, CH,-N); 2,73-2,59
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(6H, m, CH,-COOH); 2,10-1,87 (12H, m, CHy); 1,86-1,64 (6H, m, CHy); 1,23-1,05
(30H, m, CH3) ppm. **C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 = 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]". Vypoétena mol. hmotnost: 1266. (Cs2HggN24Og)

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 docisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti
mobilni faze ethylacetat/kyselina octova 5:1. Isolovand frakce byla odpafena za
snizen¢ho tlaku, rozpusténa v acetonu a nakapana do etheru. Jemnd suspenze byla

zfiltrovana. Byla ziskana latka 24 (15 mg, 2 %) ve form¢ fialové pevné latky. VSechna

analyticka data odpovidala latce pfipravené jiz dfive v nasi laboratoti[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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Nesymetricky AzaPc 29 byl pfipraven analogicky k AzaPc 12-16. K roztoku
latky 27 (300 mg, 0,85 mmol) a latky 11 (700 mg, 2,57 mmol) v bezvodém butanolu
bylo pfidéno kovové lithium (168 mg, 24 mmol) a reakéni smées byla zahtivana pod
zpétnym chladi¢em pfti 130 °C po dobu 3 hodin. Po odpateni rozpoustédla za snizeného
tlaku byl ptfidan vodny roztok kyseliny octové (50%, v/v, 50 ml) a tato suspenze byla
michidna 30 minut. Po zfiltrovani, promyti vodou a vyschnuti byla smés kongenerti
rozdélena sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi
dichlormethan/aceton/methanol 20:1:1. Pozadovana frakce byla docisténa opakovanou
sloupcovou chromatografii S mobilni fazi dichlormethan/aceton/methanol 30:1:1.
Nakonec byla substance pfesrdZzena rozpuSt€énim v minimalnim mnoZstvi
dichlormethanu a nakapanim do hexanu, vznikla jemné suspenze byla zfiltrovana. Byla
ziskana latka 29 (150 mg, 15 %) ve formé fialové pevné latky. UV/Vis (THF): Anax (6) =
680,5 (80000), 654,5 (66500), 622sh, 597sh, 518 (54300) a 369,5 nm (93200 M™cm™).
IR (KBI): vmax = 2969; 2931; 2873; 1710 (CO); 1639; 1605 a 1426 cm™. *H NMR (300
MHz, pyridin-ds): 6 =13,83 (1H, br s, OH); 8,48 (2H, d, J = 8,86 Hz, arom. CHy); 7,20
(2H, d, J = 8,67 Hz, arom, CHy); 3,97-3,78 (27H, m, N-CH3; a N-CHy); 3,78-3,65 (4H,
m, N-CH,) a 1,27-1,06 (42H, m, CH,-CHs) ppm. *C NMR (75 MHz, pyridin-ds): ¢ =
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]". Vypo&tena mol. hmotnost: 1169 (CeoHggN2405).
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6.4 Modifikace AzaPc pro navazani na pevnou fazi

6.4.1 Azaftalocyanin (30)

NV

N N
\/N:[N\ / INV
g ﬁ Q
N/
// NH OH

I TITZ=

prd

/_> Q_\ OH

K roztoku AzaPc 29 (290 mg, 248 umol) v bezvodém tetrahydrofuranu (40 ml)
byl pfidan N,N'-dicyklohexylkarbodiimid (56,2 mg, 273 umol) a nasledné¢ N-
hydroxysukcinimid (31,4 mg, 273 umol) a reak¢ni smés byla michana za laboratorni
teploty 72 hodin. Reakce byla monitorovana pomoci TLC s mobilni fazi
dichlormethan/aceton/methanol 40:1:1. Poté byla odfiltrovana vznikajici N,N'-
dicyklohexylmoc¢ovina a kK filtratu byl ptidan 3-amino-1,2-propandiol (113 mg, 1,24
mmol) v methanolu a tato smés byla michana za laboratorni teploty 36 hodin. Reakce
byla chrdnéna pied svétlem zabalenim banky do hlinikové folie. Po skonceni reakce
bylo rozpoustédlo oddestilovano za snizeného tlaku, pevna latka byla suspendovana ve
vodé a na filtru promyta v&tSim mnozstvim vody. Nakonec byla smés precisténa
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi dichlormethan/aceton/methanol
30:1:1 do vymyti necistot, poté byla mobilni faze zaménéna za
dichlormethan/aceton/methanol 10:1:1. Byla ziskana latka 30 (150 mg, 49 %) ve formé
fialové pevné latky. IR (KBr): vmax = 2969; 2931; 2873; 1636 (CONH); 1607; 156 a
1427 cm™. *H NMR (300 MHz, pyridin-ds): 6 = 9,32 (1H, t, J = 6,32 Hz, NHCO); 8,32
(2H, d, J = 9,15 Hz, arom. CHy); 7,17 (2H, d, piekryv s rozpoustédlem, arom. CH,);
4,53-4,42 (1H, m, CH-OH); 4,32-4,00 (4H, m, CHy); 3,97-3,84 (24H, m, N-CH,); 3,83
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(3H, s, N-CH3); 3,69 (2H, g, J = 6,98 Hz, N-CH,) a 1,32-0,94 (42H, m, CH,-CH3)
ppm.2C NMR (75 MHz, pyridin-ds): 6 = 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]".
Vypocétena mol. hmotnost: 1243 (Cg3Hg7N2503).

6.4.2 Azaftalocyanin (31)
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AzaPc 30 (124 mg, 0,1 mmol) byl rozpustén v bezvodém pyridinu (20 ml) a byl
ptidan 4,4'-dimethoxytrityl chlorid (DMTrCl) (44 mg, 0,13 mmol) a katalytické
mnozstvi 4-dimethylaminopyridinu a reakéni smés byla pfi laboratorni teploté michana
po dobu 14 hodin. Poté byl pfidan dalsi DMTrCl (169 mg, 0,5 mmol) a smés byla
michana dalSich 24 hodin. Reakce byla chranéna pted svétlem zabalenim baniky do
hlinikové folie. Reakce byla monitorovana pomoci TLC s mobilni fazi
dichlormethan/pyridin 40:1. Produkt nebyl ¢istén a byl pouzit pifimo k néasledujicimu
kroku.
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6.4.3 Azaftalocyanin (32)

NV
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K roztoku AzaPc 31 z piedchozi reakce byl ptidan sukcinanhydrid (100 mg, 1

/I

mmol) a reakéni smés byla zahtivana pod zpétnym chladicem pii teploté 60 °C po dobu
12 hodin. Rozpoustédlo bylo odpafeno za sniZzeného tlaku a produkt byl pieciStén
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi dichlormethan/pyridin 40:1,
ktera byla po vyteCeni prvni barevné frakce odpovidajici AzaPc 31 zménéna na
dichlormethan/pyridin  20:1 a ve chvili, kdy =zacal vytékat produkt na
dichlormethan/methanol/pyridin 20:1:1. Byla ziskana latka 32 (40 mg, 25 % po dvou
krocich) ve formé fialové pevné latky. IR (KBr): vnax = 3428; 3305; 3050; 2966; 2930;
2871; 1734 (CO-0); 1640(CO-NH); 1607; 1508; 1425 a 1250 (O-CHj) cm™. MS-
MALDI-TOF: m/z = 1644 [M+H]" (bez kyseliny trifluoroctové v matrici), m/z = 1342
[M-DMTr+H]" (s kyselinou trifluoroctovou v matrici). Vypoétena mol. hmotnost: 1645
(Ce3H109N250s).
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6.4.4 Azaftalocyanin (32) vazany na pevnou fazi (33)

NN
N N
~_N N\ /
L
NN
)

7\

Roztok AzaPc 32 (8 mg, 5umol) a HBTU (3 mg, 10 umol) v bezvodém N,N-
dimethylformamidu (DMF) (2 ml) byl pifiddn k pevné fazi (500 A amino lcaa CPG)
(100 mg) a posléze byl ptfidan bezvody triethylamin (10 pl). Reakéni smés byla za
obcasného protfepani ponechana 24 hodin, poté byla pevna faze promyvana DMF do
odbarveni rozpoustédla a nasledn¢ promyta acetonitrilem a diethyletherem. Pevna faze
byla vysusena v exsikatoru nad silikagelem a byla zméfena mira navazani (loading)
azaftalocyaninu 32 na pevnou fazi prostfednictvim loadingu dimethoxytritylového
kationtu (DMTr) po jeho odstépeni a nasledném fotometrickém stanoveni. K piesné
navazenému mnozstvi znacené pevné faze (2-3 mg) byl ptfidan roztok kyseliny chloristé
(10 ml; 51,4 ml 70% HCIO4 a 46 ml methanolu) a byla zméfena absorbance tohoto
vzorku pfi 498 nm v kyveté o optické délce 1 cm. Hodnota absorbance byla dosazena

do vztahu (3):

Loading (umol/g) = (absorbance pti 498 nm) x ziedéni x 143 / (navazka pevné faze,

mg), ©)

ze kterého byl vypocitan loading DMTr na pevné fazi (30,8 umol/g pevné faze).
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6.5 Optimalizace syntézy AzaPc pomoci HPLC analyzy

Priprava vzorkii pro HPLC analyzu

Standardy latek 16, 17, 22-24 byly navédzeny a rozpustény ve 2 ml smési
tetrahydrofuran/methanol  1:1  (v/v). Kazdy roztok byl zfedén  smési
tetrahydrofuran/methanol 1:1 v poméru 1:1 a 1:10. Roztoky byly analyzovany a byla
vytvorena kalibra¢ni kfivka pro kazdy kongener. Kazda kalibracni kiivka se skladala ze
tii experimentalné zmétenych boda z vyse uvedenych roztoki (zakladni roztok, zfedéni
1:1, zfedéni 1:10). Linearita byla zajiSténa pro kazdy kongener rozsahu métenych
koncentraci. Kazda koncentrace byla nastfiknuta na HPLC kolonu dvakrat a pro
kalibra¢ni kfivku byla pouzita primérna hodnota plochy pod kiivkou pti vinové délce

510 nm.

Priprava viorki pro analyzu distribuce kongeneri

Celkem 0,2 mmol prekurzorti 9 a 11 v pomérech 1:6, 1:3, 1:2, 2:3, 1:1, 3:2, 2:1,

3:1 a 6:1 (celkové latkové (molarni) mnozstvi pyrazindikarbonitril bylo vzdy stejné,
ménily se pouze poméry prekurzori) bylo rozpusténo v 5 ml bezvodého butanolu, pod
zpétnym chladi€em zahtato k varu a bylo ptfidano kovové lithium (1,4 mmol, 10 mg).
Reak¢éni smés byla zahfivana 3 hodiny, poté bylo za snizeného tlaku odpatreno
rozpoustédlo a byl pfidan vodny roztok kyseliny octoveé (50% v/v, 50 ml) a vznikla
suspenze byla michana po dobu 30 minut. Poté byla suspenze zfiltrovana a voskovita
latka na filtru byla promyvéana vodou (200-300 ml) do odbarventi filtratu. Vznikla pevna
latka byla vysuSena na vzduchu a kvantitativné pfenesena do vialky. Poté byly vSechny
vzorky rozpustény v 6 ml smési tetrahydrofuran/methanol 1:1 (v/v) a vznikly roztok byl
analyzovan na HPLC. Z kazdého vzorku bylo na HPLC kolonu nastiiknuto 10 pl
roztoku. Syntéza a analyza byla provedena dvakrat pro kazdy pomér prekurzord.
Z plochy pod kiivkou (AUC) ze zaznamu HPLC analyzy bylo z kalibracni kiivky
vypocteno molarni mnozstvi kazdého kongeneru v kazdé smési. Procentudlni mnozstvi
kazdého kongeneru bylo vypocteno za pouziti celkové molarni koncentrace kongenerti

jako 100 %.
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6.6 Méreni stability AzaPc v reagenciich pro syntézu oligonukleotidi

Byly pfipraveny zakladni 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, kromé& latky 17) o koncentraci 2 x 10 molxdm™.
Slozeni reagenénich roztokt A-G je uvedeno v tabulce 1. Dale byly pfipraveny roztoky
reagencii pouzivanych pro syntézu oligonukleotidi o dvojnasobné koncentraci, nez je
obvykle pouzivana. Roztok F byl pouzit v koncentraci bé&zné€ pouzivané kvuli
nemoznosti piipravy koncentrovangjSiho roztoku. Pfi méfeni bylo smichano 10 ml
zékladniho roztoku AzaPc a 10 ml roztoku pfislusné reagencie, takze vysledna
koncentrace byla 1 x 10 molxdm™ AzaPc a reagencie byla v koncentraci pouzivané
pro syntézu. Tyto smési byly michdny po dobu 24 hodin chrdnény pied svétlem a
v ¢asech 0, 2, 6, 22 a 24 hodin bylo odebrano 2,5 ml roztoku a bylo zmé&feno UV-Vis
spektrum. Pro roztok E bylo spektrum zmeéteno i v ¢ase 15 minut.

AzaPc 24 byl v roztoku F rozpustén ptimo bez zakladniho roztoku. Dale byly po
kazdém méfeni latky 24 v roztoku G do optické kyvety ptidany dvé kapky kyseliny

octové a spektrum bylo zméfeno znovu.

Reagencie pro SloZeni Cas
syntézu expozice®
oligonukleotidu (minuty)

A 3% (m/m) kyselina trichloroctova 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 jod v tetrahydrofuranu/pyridinu/vodé 7:2:1 15

F 32% amoniak/40% methylamin 1:1 90°
G 0,05 M K,CO3 v methanolu 240-720°

Tabulka 1: SloZeni reagen¢nich roztoki pro syntézu oligonukleotidi.

& Easy expozice jsou udany pro syntézu 20-méru ve standardnim médu.
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b roztoky F a G jsou pri syntéze oligonukleotidu pouzity pouze jednou, ne

Vv kazdém cyklu.

6.7 Méreni produkce singletového kysliku a fluorescence

Produkce singletového kysliku @&, byla méfena metodou rozkladu 1,3-
difenylisobenzofuranu (DPBF)[1]. Do optické kyvety bylo pfeneseno 2,3 ml roztoku
DPBF v DMF (5 x 10 molxdm™), ktery byl nasycen kyslikem (jednu minutu bublano).
Poté byl pfidan zékladni roztok AzaPc v DMF (obvykle 20 pl) tak, aby vysledna
absorbance v Q-pasu byla okolo 0,1. Roztok byl michan a ozafovan halogenovou
lampou (Tip, 200 W). Pouzité svétlo bylo filtrovano pies vodni filtr (6 cm) a oranzovy
HOYA G filtr. Tim bylo odfiltrovano infradervené svétlo a svétlo o vinové délce pod
506 nm. Byl mé&fen rozklad DPBF pii 415 nm do poklesu maximalné 15 %. Kvantovy
vytézek produkce singletového kysliku byl vypocitan ze vztahu (4)
D5 = DF KLy

L= @

kde k je smérnice grafu zavislosti In (Ao/A;) na ozatfeni vzorku za ¢as t, kdy Ag a
A jsou absorbance DPBF pfi vinové délce 415 nm pied a po ozéafeni méten¢ho vzorku
v ¢ase t. Index R oznaCuje porovnavaci latku a SoznaCuje méfeny vzorek. Jako
porovnavaci latka byl pouzit zine¢naty ftalocyanin (ZnPc), u kterého je znama hodnota
@, =0,56[184]. lar je celkové mnozstvi svétla absorbovaného AzaPc a bylo vypodéteno
jako suma intenzit absorbovaného svétla |, vV rozmezi vlnovych délek 506 nm az 800
nm (méfeno po 0,5 nm). Svétlo pod 506 nm bylo zcela odfiltrovano oranZovym filtrem
HOYA G a zafeni nad 800 nm neni absorbovano AzaPc. |, pii dané vinové délce bylo

vypo¢itano podle Beerovy rovnice (5)

l, = |0(1—e*2'3“)’ (5)

kde lg je transmitance filtru pfi dané vinové délce a A je absorbance AzaPc pfi
této vinové délce.

Fluorescence AzaPc byla meétena v roztoku tetrahydrofuranu (THF). Do
fluorescencni kyvety bylo ddno 2,5 ml THF a byla zmétena base-line. Poté byl do této
kyvety ptfidan roztok AzaPc v THF (pfiblizné 20 pl) tak, aby vysledna absorbance

ptipraveného roztoku v Q-pasu byla okolo 0,04 a bylo zméfeno emisni spektrum tohoto
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roztoku. Nastaveni fluorimetru bylo: excitace pti 373 nm, Sitka Stérbiny 16 nm, rychlost

méfeni 1,5 nmxs™.

6.8 Meéreni ucinnosti zhaseni fluorescence AzaPc

Nejprve byly syntetizovany oligonukleotidové sekvence S1, S2 a S3 na pevné
fazi 33 standardnim programem a poté byly odblokovany standardnim postupem
(AMA/NH3, 25 °C, 90 minut)[185]. Sekvence S2 a S3 byly oproti sekvenci S1

prodlouzeny vzdy o pét bazi.

S1:  5-GAAGTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA - AzaPc - 37
S2:  5-GAAGTC GGG TGG TCAAAAAGCAGATTTTT - AzaPc - 3’
S3:  5-GAAGTC GGG TGG TCAAAAAGCAGATTTTTTTITT - AzaPc - 3°

Na standardni fazi pro syntézu oligonukleotidu byl syntetizovan oligonukleotid
se sekvenci S4 komplementarni k sekvenci S1 a 24 bazim sekvenci S2 a S3, znaceny

komeréné dostupnym fluorescennim barvivem CyS5™:

S4: 5-CyS™-TCTGCTTTT TGACCACCCGACTTC -3’

Oligonukleotid S4 byl rozpustén v hybridizacnim pufru na koncentraci 0,05 uM
a byla zméfena jeho fluorescence pii 690 nm po excitaci v absorpénim maximu
fluoroforu (651 nm). Kroztoku oligonukleotidu S4 byl poté piidan roztok
oligonukleotidu S1, S2 nebo S3 v hybridizacnim pufru tak, aby jeho koncentrace ve
findlni smési byla 0,25 uM. Po hybridizaci byla zmétena fluorescence roztoki S4+S1,
S4+S2 a S4+S3. Naméiené snizeni hodnoty fluorescence (X) bylo vypoéteno dle vztahu
(6)
X=FKJ1F,, (6)

kde Fy je fluorescence samotného roztoku S4 a Fx je fluorescence roztoku S4 po
smichani s jednim z roztoku S1, S2 nebo S3.

Pro porovnani bylo zaroven stimto méfenim provedeno stanoveni efektivity

zhageni fluoroforu Cy5™ komeréng dostupnym quencherem BHQ-2% se stejnymi
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sekvencemi oligonukleotidii jako S1-S3 pouze s tim rozdilem, ze zhaSe¢ AzaPc byl
nahrazen BHQ-2®. Syntéza a deprotekce sond znatenych BHQ-2® byla provedena

standardnim postupem.

6.9 Meéreni tvorby komplexu s pyridinem

Pro méfeni tvorby komplexti AzaPc s pyridinem byly pfipraveny roztoky latek
12, 14, 15 a 17 o koncentraci 10 mM v pyridinu. Z téchto roztokt byly odebrany 3 ml
do kyvety z kiemenného skla o optické délce 10 mm, ktera byla uzaviena teflonovou
zatkou béhem celého méfeni. Tyto roztoky byly poté méfeny na spektrofotometru
Vv pribéhu 24 hodin. Prvni méfeni bylo provedeno Vv nejkratsim mozném case, coz je

pfiblizné¢ 3 minuty a tento c¢as byl wvzat jako cas 0.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro pfipravu zhéasect fluorescence byly jako vhodné derivaty vybrany
alkylaminoderivaty oktaazaftalocyanini (AzaPc). Jedna se o dusikové analogy
ftalocyaninti (Pc), které se oproti Pc vyznacuji hypsochromnim posunem v UV-vis
oblasti. To sice neni zcela vhodna vlastnost AzaPc, vyhodnéjsi by byl bathochromni
posun. Ale na druhou stranu doposud nebyly popsany zadn¢ bis-dialkylaminoderivaty
ftalonitrilu, ktery je nejcastéjSim vychozim materialem pro ptipravu Pc. Bylo popsano
pouze nékolik 4-alkylamino-5-chlorftalonitrilt, napf.: 4-chlor-5-
(dibutylamino)ftalonitril[186], nukleofilni substituce do druhé polohy je znesnadnéna
deaktivaci benzenového jadra a 4,5-bis-dialkylaminoftalonitrily doposud nebyly
ptipraveny. Oproti tomu piiprava nékterych bis-dialkylaminoderivati pyrazin-2,3-
dikarbonitrild probihd jiz za laboratorni teploty. Z tohoto diivodu byly vybrany derivaty

pyrazinu.
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7.1 Syntéza pyrazin-2,3-dikarbonitrilii nukleofilni substituci

OH
5 R= ONH
6 R= \NH/\/O\/\OH

7 R= \N/\/OH

OH
Obrazek 23: Prehled pripravenych prekurzori pouZitych pro tetrameriza¢ni

reakce.

Vychozi latkou pro ptipravu prekurzori byl reaktivni 5,6-dichlorpyrazin-2,3-
dikarbonitril (1) pfipraveny dle literatury[181]. Ten podléha nukleofilnim substitucim
primarnimi nebo sekundarnimi aminy v roztoku dioxanu nebo tetrahydrofuranu za
tvorby mono- ¢i disubstituovaného pyrazindikarbonitrilu a chlorovodiku, ktery je
neutralizovan pfitomnym aminem, ktery musi byt v nadbytku. Takto byly pfipraveny
symetrické derivaty 2 a 3 nesouci dvé hydroxylové skupiny. Dale byly nasyntetizovany
derivaty 5-7 nesouci jeden substituent s funkéni skupinou a v druhé poloze byl véazan
diethylaminovy zbytek. Syntéza téchto tii derivati byla provedena pies meziprodukt 4
pfipraveny opét zlatky 1 pfiddnim ekvimolarniho mnoZstvi diethylaminu. Derivat
obsahujici jednu karboxylovou skupinu (9) byl pfipraven jiz diive[182] pies

-73-



[Vysledky a diskuze]

meziprodukt (8), ale byl pouzit pouze pro syntézu AzaPc obsahujiciho ¢tyfi funkéni
skupiny. V této praci byl vyuzit pro ptipravu nesymetrickych derivatti AzaPc nesoucich
rizny pocet karboxylovych funkénich skupin. Meziprodukt 8 byl déle podroben také
reakci s 2-(2-aminoethoxy)ethanolem za vzniku prekurzoru 10 obsahujiciho jak
karboxylovou, tak hydroxylovou skupinu. Vytézky provadénych reakci se pohybovaly
v rozmezi 60-95% s vyjimkou ptipravy prekurzoru 10, kde se vytézek pohyboval pouze
okolo 10%.

Tyto substance byly posléze pouzity pro tetramerizacni reakci s druhym
prekurzorem, a to s 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilem (11). Ten byl
vybran jako nejvhodnéjsi alternativa zajistujici dostatecnou inhibici agregace
makrocyklu AzaPc diky objemnosti diethylaminovych substituentti. Nachylnost
K tvorb¢ agregatti (dimerQ a vy$Sich agregatll) znesnadniuje purifikaci a analyzu AzaPc a
také do urcité miry méni jejich vlastnosti. Dal§Sim divodem byla jeho snadna ptiprava
nukleofilni substituci vychoziho 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu diethylaminem
v tetrahydrofuranu (vytézky pies 90 %).

OH

Obrazek 24: Piehled vedlejSich reakci pozorovanych pri pripravé pyrazinovych

derivatu.

Pti syntéze prekurzoru 18 nesouciho ¢tyfi hydroxyskupiny byla z reakéni smési
vyizolovana jako majoritni frakce substance struktury 4-(2-hydroxyethyl)-3,4-dihydro-
2H-pyrazino[2,3-b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril (19) (viz. obrazek 24). Tato reakce
byla pozdé&ji potvrzena obdobnou reakci, kdy byl pouzit 2-methylaminoethanol. Pfi této
reakci vznikla latka analogické struktury (4-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrazino[2,3-

b][1,4]oxazin-6,7-dikarbonitril  (21)). Tvorba tohoto morfolinového kruhu je
-74 -



[Vysledky a diskuze]

vysvétlovana substituci atomu chloru nukleofilem[1] (amin[187], thiolat[188] nebo
alkoholat[189]). Nejprve dochazi k substituci jednoho atomu chloru silnym nukleofilem
(vnasem piipadé sekundarnim aminem), v dal§im kroku volny sekundarni amin
pfitomny v reakéni smési odebirda proton z hydroxylové skupiny alkoholu za vzniku
alkoholatu. Takto generovany nukleofil napada v dalSim kroku elektron-deficitni uhlik
pyrazinového kruhu nesouci zbyvajici atom chloru. Tvorba morfolinového kruhu je
upiednostiiovana pied tvorbou disubtituovaného derivatu pyrazindikarbonitrilu
pravdépodobné kvili stérickym efektim (blizkost alkoholdtového nukleofilu x

objemnost dal§iho aminového nukleofilu).

OH HO
" H m 2
SN N~ NH~
~
& N

N H
X_ N_ N
N
Z N o

Obriazek 25: Mechanismus tvorby morfolinového kruhu.
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7.2 Syntéza AzaPc metodou statistické kondenzace

\_> (J 12 R1=R2= — N> 0n
N N
N/ \N 13 N/_ N/\/OH
RL= — R2=  —
T4 — o
\ N N ’i‘ 1
~ NN N_R
I AN Ny s I , 14 Ri= =N Re= _p~OH
NN H N7 R N
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15 R1 N/_ R2 O~
NN = . =  —NH OH
N N Vo
/_) Q_\ 16 RL= —N R2=  —NH >"""COOH
N
17 RL=R2= —N

Obrazek 26: Prehled pripravenych AzaPec.

Nesymetrické derivaty AzaPc (12-16) byly pfipraveny metodou statistické
kondenzace smési dvou rozdilné¢ substituovanych pyrazindikarbonitrili butanoldtem
lithnym v butanolu pii teploté 117 °C. Po pievedeni lithného komplexu na bezkovovy
derivat byl ze smési vyizolovan kongener typu As3B, kde A je isoindolova jednotka
substituovand dvéma jednotkami diethylaminu a B je isoindolova jednotka nesouci
funkéni skupinu. Tato izolace byla provedena sloupcovou chromatografii na silikagelu
se dvéma azZ tfemi opakovanimi. Ze smési bylo nutné vyizolovat nejprve symetricky
kongener 17, ktery se sklada pouze zjednotek A. Tuto latku lze pfipravit také
tetramerizaci samotné jednotky A, tedy 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilu.
Pfi pouziti poméru prekurzor 3:1 zbyvajici kongenery (A,B,, AB3 a Bs) vznikaly ve
smési v menSim mnozstvi a nebylo obtizné je oddé€lit od kongeneru AzB diky vyrazné
odlisnym R¢ hodnotam.

Ani syntéza nesymetrickych AzaPc nebyla bez ptekvapivych reakci. Hlavnim
problémem se ukazala syntéza a izolace AzaPc 13 a 14 nesoucich kratky fetézec
S hydroxylovou skupinou. Oproti analogim s delsim fetézcem (12 a 15) byly
nesrovnatelné nizsi vytézky tetramerizace. Nasledné byl pii analyze dat produktu 13
z hmotnostniho spektroskopu (MS) pozorovan hlavni signal odpovidajici struktuie

s molekulovou hmotnosti nizs§i o 74 jednotek, coz pravdépodobné odpovida ztraté jedné
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diethylaminové skupiny z periferni substituce makrocyklu. Zaroven vznikaly v okoli
produktu 13 vedlejsi fialové produkty, které indikovaly vedlejsi reakce na periferni
substituci makrocyklu. Podobné vedlejsi produkty byly pozorovany i v blizkosti
substance 17 izolované ztéto reakce. Tento problém jsme se pokusili odstranit
zablokovanim hydroxyskupiny chranici skupinou (dimethoxytrityl), ale ani takto
substituovany prekurzor nevykazoval zlepSené vysledky.

Dale z prekurzoru 3 se nepodafilo pfipravit nesymetricky AzaPc, a to ani po
zablokovani obou hydroxyskupin dimethoxytritylovou chranici skupinou. Pii
tetramerizaci s prekurzorem 11 poskytoval pouze symetricky derivat AzaPc 17.
Prekurzor 3 (nesouci dva 2-hydroxyethylaminové fetézce) dokonce neposkytoval AzaPc

ani tetramerizaci samotného prekurzoru, vznikaly pouze hnédé rozkladné produkty.

7.3 Optimalizace syntézy AzaPc pomoci HPLC analyzy

Syntéza nesymetrickych AzaPc neprobiha tak jednoduse jako syntéza
symetrickych derivati. Pro jejich pfipravu lze pouzit nékolik riznych pfistupt
popsanych v metodické casti. Nejrozsifenéjsi metodou jejich pfipravy je statisticka
kondenzace dvou riznych prekurzori. Tento postup dava vzniknout Sesti riznym
molekuldam (AAAA, AAAB, AABB, ABAB, ABBB a BBBB). Diky jejich podobnosti a
spole¢nému zakladu jsou oznacovany jako kongenery. Isolace jednotlivych kongeneri
ze smési je Casto komplikovana Spatnou rozpustnosti a tendenci k agregaci AzaPc.
Uspésna chromatograficka separace viech kongenerti i z tohoto diivodu byla provedena
pouze v n€kolika malo piipadech[157, 158]. Zavedeni objemného substituentu efektivné
inhibuje tendenci k agregaci a umoziuje separaci.

Zastoupeni jednotlivych kongenerl v reakéni smési pfi statistické tetramerizace
lze vypocitat. Redlnd data ale mohou byt ovlivnéna mnoha faktory, kterymi jsou
predevsim reaktivita jednotlivych prekurzori a objemnost periferni substituce.
Vypoctend data se se skuteCnymi daty budou shodovat u smeési dvou prekurzori
s podobnou reaktivitou a u té€ch, které nemaji stérické zdbrany pro tvorbu AzaPc.

Pii pouziti poméru prekurzorti 1:1 lze zreakéni smési vyizolovat vSechny
kongenery v dostatecném mnozstvi zjedné reakce. Procentualni zastoupeni

jednotlivych kongenerti se lisi v zavislosti na poméru vychozich latek. Proto bylo
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provedeno méieni vlivu poméru prekurzorti na procentualni zastoupeni jednotlivych
latek. Pii izolaci kongeneri preparativni sloupcovou chromatografii dochazi ke ztratdm
AzaPc béhem zpracovani. Proto tento postup nemize byt pouzit pro analyzu distribuce,
protoze to miize vést ke zkreslenym vysledkiim. Z tohoto diivodu nebyla reakéni smés
po promyti roztokem kyseliny octové dale Cisténa, ale byla piimo analyzovéana pomoci
HPLC. Navic HPLC analyza byla jednodussi, presnéjsi a rychlej$i. Zadny z vedlejsich
produktli tetramerizacni reakce nebyl eluovdn ve stejném retencnim Case jako AzaPc.
Tento fakt byl potvrzen porovnanim UV-Vis spektra chromatografického zaznamu
samotného standardu a analyzované smési. Chromatografické zaznamy byly navic
analyzovany pii vlnové délce 510 nm, kde byla ocekavana absorpce pouze makrocyklu
AzaPc. Pro kazdy kongener byla zmétfena kalibracni kiivka. Zjeji linearity bylo
potvrzeno, ze v mé&fenych koncentracich nedochazi k zadné vyznamné agregaci AzaPc
V pouzité mobilni fazi.
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Obrazek 27: Porovnani UV-Vis spekter standardu a jednotlivych frakci ze smési

substanci pfi HPLC analyze substanci 16, 17, 22-24.

Ziskana data jsou shrnuta v obrazku 28. Dle ocekdvani vytéZek reakce ve
prospéch kongeneru typu AAAB (substance 16) vzrastal v rozsahu 0-25 % latky 9

Vv reak¢éni smési. Maxima bylo dosazeno pfi vzajemném pomeéru 3:1 prekurzori 11 a9 a
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pot¢ pomalu klesal ve prospéch zbyvajicich kongenerti. Podobné chovéani bylo
pozorovano pro reverzni typ ABBB (substance 23). Nejvyssi vytézek typu AzB;
(substance 22) byl pozorovan pii poméru prekurzorti 1:1. VSechna experimentalné
naméfend data odpovidala teoretickému vypoctu. To byl také ocekavany vysledek
vzhledem k velice podobné reaktivit¢ obou prekurzort, coz je zpusobeno téméf
stejnymi elektronovymi efekty perifernich substituentli a nepfitomnosti stérickych
zabran pro tvorbu AzaPc. Pomér vychozich prekurzorii 3:1 je bézné€ pouzivan k ziskani
maximalniho mnozstvi kongeneru typu AAAB, ale véSinou pouze na zakladé teoretické

predikce.

Procentualni zastoupeni kongeneru

Vychozi mnozstvi (%) prekurzoru 11

Obrazek 28: Procentualni zastoupeni kongeneri ve smési po statistické
kondenzace. Latka 17 (¢ervena kfivka), 16 (modra kiivka), 22 (€erna krivka), 23
(fialova Kkrivka) a 24 (zelena krivka). VloZeny obrazek ukazuje teoreticky

vypoc¢tenou distribuci kongeneri.

U kongeneru A;B; (AzaPc 22) bylo navic pozorovano rozstépeni piku v HPLC
zaznamu pro tuto slouCeninu (viz obrazek 29.), coz je zpisobeno pritomnosti péti

polohovych izomert. Retenéni faktory (Ryf) té€chto izomera jsou natolik podobné, ze k
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uplné separaci nedoslo. Toto bylo pozorovano jiz pii hledani vhodné mobilni faze pro
separaci na TLC, ale separace jednotlivych izomerti pomoci sloupcové chromatografie
nebyla moznd. V tohoto divodu byla smés vSech péti izomerd povazovana za jednu
slouc¢eninu. Podobn¢ je tomu i kongeneru 23 a symetrického AzaPc 24, kdy se jednalo o

smésy Ctyt polohovych izomert.

16

23 22

il

17

Intenzita, a.u.

/L

0 5 10 15

Cas, min

Obrazek 29: HPLC chromatogram standardii slou¢enin 16, 17, 22-24 pri pouZiti

optimalni mobilni fize. MéFeno pri vinové délce 510 nm.

V nékterych pifipadech nemusi procentudlni zastoupeni kongenerti odpovidat
teoretickym vypoctim. A to pfedevSim v ptipadech, kdy jeden nebo oba prekurzory
budou mit stérické zabrany ke spojeni dvou sousednich isoindolovych podjednotek.
V tom piipadé je omezena nebo zcela znemoZznéna tvorba nékterych kongeneri a tim se
snizuje jejich vytézek nebo nemohou v reakéni smési vznikat vibec[190]. V piipadé
rozdilné reaktivity prekurzorti se mohou nékteré kongenery objevit ve vyssim vytézku
nez by bylo vypocitané mnozstvi. V takovém piipadé je mozné modifikovat postup
tetramerizace zménou pomérd reaktantd nebo postupnym piidavanim reaktivnéjs$iho

prekurzoru do reakce[158].
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7.4 Meéreni stability AzaPc v reagenciich pro syntézu oligonukleotidu

Oligonukleotidy je mozné modifikovat na jejich 3'- nebo 5-konci. Pro obé
moznosti plati, Ze tuto modifikaci lze provést v roztoku az po syntéze oligonukleotidu
na pevné fazi a jeho odstépeni a odblokovani. Poté je ale nutné dany oligonukleotid
purifikovat od ptebytku pouzitého ¢inidla, které musi byt rozpustné ve vode.

Druhou moznosti je provést navazani modifikujici molekuly jesté na pevné fazi.
Vazba na 3'-konec se vétSinou provadi modifikaci pevné faze, na které je syntetizovan
oligonukleotid, modifikujici latka tedy musi byt stabilni za podminek syntézy
oligonukleotidického fetézce.

Vazbu na 5'-konec je mozné provést piimo reakci fosforamiditu modifikujici
latky na fetézec oligonukleotidu nebo pomoci modifikatoru. Modifikatory jsou
komeréné dostupné fosforamidity kratkych, alifatickych fetézci nesoucich vhodnou
reaktivni skupinu (napi. aminoskupina, sulfanylskupina) blokovanou chranici skupinou.
V tomto poslednim piipadé je vazana latka vystavena pouze deprotekénimu ¢inidlu a
nejsou na ni kladeny tak velké naroky na stabilitu v reagenciich pouzivanych pfi syntéze

oligonukleotidii jako v pfipadé 3'-modifikace.
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Obriazek 30: Cyklicka syntéza oligonukleotidii na syntetiséru.

Pro pouziti AzaPc jako quencherti vazanych na oligonukleotidy na 3’-konci je

nutnd jejich dostate¢nd stabilita v roztocich pouzivanych pii syntéze a deprotekci

oligonukleotidickych sond. Tato syntéza probiha na pfistrojich umoznujici cyklické

opakovani reakci s riznymi nukleotidy. Standardné tento cyklus zahrnuje deprotekci

hydroxylové skupiny blokované dimethoxytritylovou skupinou 3%-nim roztokem

kyseliny trichloroctové v dichlormethanu, nésleduje aktivace uvolnéné hydroxyskupiny

0,25 M roztokem 5-(ethylthio)-1H-tetrazolu v acetonitrilu, na kterou navazuje ptidani

nukleotidu ve formé fosforamiditu. Za standardnich podminek tato reakce probiha na

98-100 %. Pro zamezeni tvorby fetézce na nezreagovanych hydroxyskupinach o jiné
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sekvenci nasleduje krok, ve kterém je ptidan 10%-ni (m/m) roztok N-methylimidazolu a
10%-ni roztok acetanhydridu v tetrahydrofuranu a pyridinu (8:1). Tim dojde k jejich
zablokovani acetylaci. Poslednim krokem cyklu syntézy oligonukleotidu je oxidace
fosfinovych skupin na fosfatové. K tomu se pouziva 0,02 M roztok jédu ve smési
tetrahydrofuran/pyridin/voda 7:2:1 (viz obrazek 30). Po nasyntetizovani pozadované
sekvence je nutné odblokovat chranicich skupin zjednotlivych bazi nukleotidi a
chranici skupiny z fosfatové skupiny a zaroven odstépit oligonukleotid z pevné faze. To
se déje vjednom kroku a bézné¢ se pouziva 32%-ni roztok amoniaku, ptfipadné pro
rychlé odblokovani (,,ultra fast deprotection®) smés 32%-ni roztok amoniaku/40%-ni
roztok methylaminu, 1:1 (AMA). Pii znaceni fluorofory ¢i jinymi molekulami
nestabilnimi v amoniaku ¢i methylaminu se pouziva pro odblokovani 0,05 M
methanolicky roztok uhli¢itanu draselného, ale s tim je tieba pocitat dopiedu a pouzit
pii syntéze oligonukleotidového fetézce k tomu urcené nukleotidové monomery. Tato
metoda deprotekce je vétSinou oznacovana jako ,,ultra mild deprotection®.

K testovani stability byly vybrany AzaPc jak s funkéni skupinou (12, 14, 15 a
16), tak 1 symetricky AzaPc 17. Nejprve byly testovany roztoky pouzivané pii syntéze
oligonukleotidi. M¢feni bylo provedeno smichdnim roztoku AzaPc v pfislusném
rozpoustédle (dichlormethan, acetonitril, pfip. tetrahydrofuran) a roztokem reagencii
tak, aby vyslednad koncentrace AzaPc byla 10 uM a koncentrace reagencii odpovidala
pouzivanym koncentracim. Ihned po smichdni roztokdi byla zméfena absorbance.
Roztoky byly poté michany chranény pied svétlem po dobu 24 hodin a v intervalech 2,
6 a 24 hodin byla opét zméfena absorbance.

Ihned po smichani AzaPc sroztokem A (3% (m/m) kyselina trichloroctova
v dichlormethanu) byly pozorovany zmény ve tvaru UV-Vis spektrech (viz. obrazek
31), ale ani tvar ani intenzita se v prabé¢hu 24 hodin neménila. Roztok A je silna
organickd kyselina, ktera zpasobuje protonizaci atomu dusiku v testovanych
AzaPc[191]. Pii pouzivané koncentraci kyseliny trichloroctové dochazi k protonizaci
perifernich diethylaminovych dusikti a pravdépodobné i k protonizaci azomethinového
dusiku spojujiciho dvé sousedni isoindolinové podjednotky do prvniho stupné. To se
projevuje zménonu (,,zplosténim*‘) absorpéniho spektra. Tvar i intenzita spekter se vraci
k piivodnim hodnotam po promyti roztoku A vodnym roztokem NaOH (1 mol x dm™).

Tyto zmény jsou tedy reverzibilni a pouziti roztoku A nezptisobuje rozklad AzaPc.
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Obrazek 31: Absorp¢ni spektra latky 15 v dichlormethanu (plna ¢ara), v kyselém
prostiredi roztoku A (teCkovana ¢ara) a v bazickém prostiedi roztoku G tésné po
pridani do methanolického roztoku (prerusovana cara). Koncentrace ve vSech

piipadech je 1 x 10 ° mol dm,

Stabilita vroztoku B (0,25 M 5-ethylthio-1H-tetrazol v acetonitrilu) byla
vyborna a v UV-Vis spektru nebyly pozorovany Zzadné zmény tvaru spektra ani
intenzity.

Reaktanty C (10% (m/m) 1-methylimidazol v tetrahydrofuranu) a D
(tetrahydrofuran/pyridin/acetanhydrid 8:1:1) jsou obvykle smichiny dohromady
v DNA/RNA syntetizéru jesté pied reakci v poméru 1:1. Stabilita byla tedy testovana na
smeési téchto dvou reakénich roztokl. Ani v tomto piipadé nebyly pozorovany zmény
v absorpcnich spektrech. Byly pozorovdny pouze ocekavané zmeény, a to acetylace
hydroxyskupin u latek 12, 14 a 15, coZ bylo pozorovéano na TLC.

Reaktant E (0,02 M jéd v tetrahydrofuran/pyridin/voda 7:2:1) je silné oxidaéni
¢inidlo. Pfi méfeni v roztoku E v pribéhu 24 hodin byla zjisténa vyznamna nestabilita
vSech AzaPc obsahujicich alesponi jednu sekunddrni aminoskupinu. Pouze latka 17
obsahujici jako periferni substituenty pouze tercidrni aminoskupiny se ukézala byt
stabilni za téchto oxida¢nich podminek. K potvrzeni toho, Ze za rozklad je zodpovédna
sekundarni aminoskupina a ne terminalni polarni skupina byly otestovany dalsi tfi latky.

Byla pouzita latka 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) (jiz diive pfipravena na nasem pracovisti[1]), ktera obsahuje
osm sekundarnich aminoskupin a dale pak byla u AzaPc 15 zablokovédna hydroxylova
skupina chranici skupinou stabilni v oxida¢nim prostfedi — acetylester a
dimethoxytritylether. Vsechny tii slou¢eniny byly také rozkladany roztokem E, navic
byly ob¢ chranéné formy latky 15 rozkladany ve stejném pomeéru jako nechranéna latka
15. Tato meéteni vedla k zavéru, ze sekundarni aminoskupina je zodpovédnd za
nestabilitu makrocyklu AzaPc v oxidacnim roztoku jodu. Nicméné, za typickych
podminek standartni syntézy oligonukleotidické sondy obsahujici 20 bazi je expozice
AzaPc priblizné 15 minut. Jak je vidét z tabulky 2, stabilita po 15 minutach expozice
roztoku E je rozmezi 92-97 %. To muze byt dostate¢né pro syntézu kratké sondy
obsahujici quencher na jejim 3'-konci, ale diky nestabilit¢ quenchert bude

pravdépodobné nutné pfipravené sondy purifikovat pomoci HPLC.

HN>_<NH
N/ \N

pou ol sawes

N N 34

Obrazek 32: Struktura 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butylamino)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninu.

Ze zjisténych vysledkdi vyplynul novy cil syntetickych praci, a to pfiprava
novych prekurzort a nasledné AzaPc nesoucich pouze tercidrni aminoskupiny a ovéteni
nami navrzené hypotézy. Po nasyntetizovani a charakterizaci latky 29, ktera nese

volnou karboxylovou skupinu a pouze terciarni aminoskupiny, byla zmétena jeji

vvvvvv
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Deprotekce fostata a bazi se stejné jako odstépeni oligonukleotidu z pevné faze
provadi pomoci roztoka F (32% amoniak/40% methylamin 1:1) nebo G (0,05 M K,CO3
v methanolu). Béhem téchto méfeni se vyskytl problém s rozpustnosti a agregaci
testovanych latek. Roztok F je ve skutecnosti vodny roztok a je tedy nevhodny pro
piimé testovani vybranych AzaPc. Proto byly piipraveny methanolické roztoky latek
12, 15-16 (latka 17 neni rozpustna v methanolu) a smichany s roztokem F pro alesponi
ptiblizné  simulovani silné¢ Dbazickych podminek. Tento postup nevedl
k reprodukovatelnym vysledkim vzhledem k silné agregaci a precipitaci AzaPc
z roztoku béhem nékolika minut. Lepsich vysledkd bylo dosazeno s roztokem G, ktery
je na bazi methanolu, ale i v tomto ptipadé dochazelo k precipitaci v pribéhu 24 hodin.
V tohoto divodu byly methanolické roztoky testovany pouze pomoci TLC, kdy byly
pfitomny pouze skvrny AzaPc a nebyly detekovany Zzadné rozkladné produkty.
Z divodu nedostate¢né rozpustnosti testovanych AzaPc v roztocich F a G byla do
testovani pridana latka 24 nesouci Ctyii karboxylové skupiny a mé vyssi rozpustnost
v methanolu. I jeji rozpustnost v roztoku F je dostatecna pro testovani stability bez
precipitace v pribéhu 24 hodin. UV-Vis spektra v obou roztocich vykazovala necekany
tvar zpusobeny deprotonizaci centralnich atomt dusiku (viz. obrazek 31).
Deprotonizace muze u AzaPc bez chelatovaného centralniho kovového ligandu probihat
do prvniho a do druhého stupné. Rovnovaha tohoto dé&je je silné posunuta k energeticky
vyhodn&j$imu dianionu a monoanion nevznika v detekovatelném mnozstvi[191-193].
V bazickém prostiedi tedy dochézi k tvorbé komplexu s vy$§im stupném symetrie a to
je provazeno zménou absorp¢niho spektra, ve kterém mizi typické rozstépeni v oblasti
630-670 nm a objevuje se nové maximum pii piiblizné¢ 650 nm. Pfi pouziti roztoku F
byly sledovany zmény ve tvaru absorpcniho spektra v ¢asovém intervalu. Zmény
ukazovaly na rostouci mnozstvi dimerni formy AzaPc v roztoku, coZ je indikovano
vzrustem nového absorpéniho maxima pii 705 nm. Zaroven bylo pozorovano nékolik
isosbestickych bodt (666 nm, 607 nm, 577 nm a 458 nm), coz ukazuje na jednoduchou
zménu z monomerni formy AzaPc na dimerni formu. Vzhledem k nepfitomnosti nového
maxima pii nizSich vlinovych délkach, které by ukazovalo na pfitomnost rozkladnich
produktii, mohou byt zmény v UV-Vis spektrech v roztoku F ptisouzeny pouze agregaci
AzaPc ve vodném prostiedi. Toto je podpoieno ptitomnosti isosbestickych bodu, které
by nemohly byt tak pfesné, pokud by zaroven dochdzelo k rozkladu métenych latek.

Prace s roztokem G byla jednodussi diky vyssi rozpustnosti AzaPc 24 v methanolu,
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ktera zptisobovala pouze malé zmény zapficinéné agregaci ionizované formy. V tomto

ptfipadé mohlo byt navic vyuzito moznosti neutralizace bazického prostfedi nékolika

kapkami kyseliny octové. Neionizovana forma latky 24 je dobie rozpustna v methanolu

a neagreguje na rozdil od ionizované formy. Absorp¢ni spektrum zneutralizované¢ho

roztoku AzaPc s roztokem G se v prubéhu 24 hodin neménilo a z toho vyplyva, ze

roztok G nezpusobuje rozklad alkylaminoderivati AzaPc.

AzaPc | Reaktant | Reaktant | Reaktant | Reaktant | Reaktant | Reaktant | Reaktant
A B C+D E E F G

(24h) | (15min)

12 100° 100 100° 57 98 N’ 100%

14 100° 100 100° 34 95 N’ 100* ¢

15 100° 100 100° | 27,28° | 93,93 N 100%°
25¢ 921

16 100° 100 100 24 96 N’ 100* ¢

17 100° 100 100 100 100 N N

34 - - - 59 97 - -

24 - - - - - 100° 100°

29 - - - 100 100 - -

Tabulka 2: Stabilita studovanych AzaPc. Vyjadieno v procentech zbylého AzaPc

Vv prislusném roztoku po 24 hodinach.

4 Zmény spekter v disledku protonizace/deprotonizace.

b Acetylace hydroxylovych skupin.

° Hydroxyskupina chranéna acetylovou skupinou.

d Hydroxyskupina chranéna dimethoxytritylovou skupinou.

® Precipitace po 24 hodinach, stabilita detekovana pomoci TLC.

f Methanolicky roztok AzaPc precipitoval v priibéhu nékolika minut.

N — neméfeno z diivodu vysrazZeni vzorku z méreného roztoku.
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7.5 Meéreni produkce singletového kysliku a fluorescence

Pfeména molekularniho kysliku O, na singletovy kyslik 0, je vlastnosti mnoha
latek. Obecné se vyskytuje u Pc a AzaPc po jejich aktivaci svétlem o vhodné vinové
délce. Singletovy kyslik je velice reaktivni agens, ktery ochotné interaguje
s biomolekulami, a proto je vyuzivan napt. ve fotodynamické terapii (PDT). Pro tuto
aplikace je jiz registrovano nékolik piipravka ze skupiny porfyrint, chlorint i Pc. Pro
pouziti AzaPc jako quenchery fluorescence v molekularnich sondach je produkce 0,
nezadouci z divodu mozné degradace ptipravenych sond béhem syntézy, purifikace
nebo aplikace.

Mgfteni produkce kvantového vytézku singletového kysliku (@,) je zaloZzeno na
specifické chemické reakci singletového kysliku s jeho scavengerem 1,3-
difenylisobenzofuranem (DPBF) za vzniku 1,2-dibenzoylbenzenu. Zjisténé hodnoty @,
se pohybovaly v hodnotach do 0,003 (viz. tabulka 3), coz jsou pfiblizné stokrat nizsi
hodnoty, nez jsou typické hodnoty fotosensitisérti vhodnych pro aplikaci v PDT (@4 =
0,2-0,7). Tyto velice nizké hodnoty zarucuji, Ze pfipravené¢ sondy nebudou podléhat
rozkladu za normalnich svételnych podminek. K rozkladu sondy by vlivem piisobeni
'0, nemélo dochazet ani po osviceni sondy silnym zdrojem svétla, ktery je pouzivan

pro excitaci fluoroforu.

AzaPc @, (DMF)
12 0,0012
14 0,0020
15 0,0015
16 0,0028
17 0,0013
29 0,0018

Tabulka 3: Hodnoty @&, pripravenych AzaPc.

Fluorescence je obecné znamou vlastnosti Pc a AzaPc. U alkylaminoderivati

nebyla naméfena zadna fluorescence. To je nejspiSe zpusobeno pienosem volného
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elektronového paru z atomu dusiku na perifernim substituentu a jeho zapojenim do
delokalizovaného systému elektronii makrocyklu. Tento pfenos je indukovan svétlem.

V zahrani¢ni literatufe je oznac¢ovan jako ,,photo-induced electron transfer* (PET).

7.6 Modifikace AzaPc pro pripravu znacené pevné faze

Jako nejvhodnéjsi substance pro vazbu na pevnou fazi a naslednou syntézu
oligonukleotidickych sond byl vybran AzaPc 29 pro svoji vysokou stabilitu
V pouzivanych reagenciich a zaroven pro pritomnost pouze jedné funkéni (karboxylové)
skupiny umoziiuji snadnou a definovatelnou modifikaci.

Vhodnd pevnd faze pro syntézu oligonukleotidického fetézce vyzaduje
hydroxylové skupiny (nejlépe blokované dimethoxytritylovou chréanici skupinou), na
které po deprotekci probihd syntéza oligonukleotidu, a 2) vazba prvniho monomeru
nebo spojovaciho ¢lanku k pevné fazi labilni v bazickém prostfedi (nejvyhodnéjsi a
nejCastéji pouzivand je esterova vazba) umoznujici odstépeni finalniho produktu
Z pevné faze. K tomuto ucelu lze pouzit napi. komercné dostupny nosi¢ s oznacenim 3'-
aminomodifikovany C7 Icaa CPG (long chain alkyl amine-controlled pore glass), kde je
hydroxyskupina blokovana dimethoxytritylovou skupinou, kterd je labilni v kyselém
prostfedi roztoku kyseliny trichloroctové. Aminoskupina je blokovana 9-
fluorenylmethylkarbamatovou skupinou (Fmoc), kterd je labilni v bazickém prostiedi
(obvykle odblokovavana roztokem piperidinu). Na této pevné fazi lze tedy selektivné
odblokovat aminoskupinu, na kterou je mozné navazat latku (quencher) obsahujici
karboxylovou skupinu. Nevyhodou tohoto postupu je nemoznost kontroly loadingu
(navdzaného mnozstvi) quencheru (v naSem piipadé¢ nesymetricky AzaPc obsahujici
jednu karboxylovou skupinu) na pevnou fazi. Kromé toho reakce neni kvantitativni, ne
vSechny aminoskupiny pevné faze nesou znaici molekulu. Pfi nésledné syntéze
oligonukleotidu vznikaji potom fetézce jak znacené, tak i neznacené danou latkou a
jejich separace byva vétSinou obtizna. Dal§i nevyhodou je vysokd cena takto

modifikované pevné faze.
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Obrazek 33: Komer¢né dostupna pevna faze 3-aminomodifikovany C7 Icaa CPG

Pro zajisténi ,,100%-niho* loadingu AzaPc na oligonukleotidicky fetézec byla
pripravena pevna faze 33. Jednalo se o amino lcaa CPG modifikovany AzaPc 32, ktery
obsahuje potiebné strukturni prvky. Slouc¢enina 32 byla pfipravena z AzaPc 29 sledem
reakci zahrnujici nékolik krok. Nejprve byl pfipraven ,aktivni* ester -
sukcinimidylester latky 29, ktery aminolyzou 3-amino-1,2-propandiolem poskytl diol
30 obsahujici jednu primarni a jednu sekundarni hydroxyskupinu. Primarni skupina byla
selektivné ochranéna dimethoxytritylovou skupinou za vzniku AzaPc 31, ktery
obsahoval  volnou sekundarni  hydroxyskupinu. Ta byla esterifikovdna
sukcinanhydridem za vzniku AzaPc 32. Tato sloucenina obsahuje tedy hydroxyskupinu
blokovanou dimethoxytritylem labilni v kyselém prostifedi kyseliny trichloroctové,
esterovou vazbu labilni v deprotekénim roztoku a zaroven volnou karboxylovou
skupinu umoziujici efektivni vazbu na amino Icaa CPG.

Pfi charakterizaci pomoci hmotnostni spektroskopie (MS MALDI-TOF) se jako
latka podporujici ionizaci pouziva kyselina trifluoroctova (TFA). Tato slozka ale
odstépuje DMTr skupinu a tim dochazi ke zkresleni vysledki. Pti charakterizaci AzaPc
32 proto bylo méfeno hmotnostni spektrum jak s ptidavkem TFA, tak i bez ptidavku
TFA. V druhém piipadé muselo byt k ionizaci vzorku pouzito zareni o vyssi intenzité a
tim dochéazelo k vyssi fragmentaci analyzované molekuly. Hodnoty zjist€né pii obou
téchto méteni jsou uvedeny u charakterizace latky 32. Rozdil hodnot téchto dvou
méfeni je 302, coZ presné odpovida odstépeni DMTr skupiny.

Vazba 32 na amino Icaa CPG pevnou fazi byla provedena aktivaci karboxylové
skupiny pomoci O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium hexafluorfosfatu
(HBTU). HBTU je casto pouzivany reaktant v peptidické chemii pro tvorbu amidové
vazby a jeho vyhody jsou jednoduché reakéni podminky, kratky reakéni cas a vysokeé

vytézky. Zbyvajici volné aminoskupiny na pevné fazi byly nasledné zablokovany
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acetylaci acetanhydridem ve smési s N-methylimidazolem, aby nedochazelo k syntéze
oligonukleotidi na téchto volnych skupinach. Po vycisténi pevné faze byl zméfen
loading dimethoxytritylu.

Loading (umol/g) = (absorbance pii 498 nm) x zfedéni x 143/(navazka pevné
faze, mg).

Mnozstvi AzaPc vazaného na pevnou fazi se pohybovalo z rozmezi 20-50 pmol

-1 . o e a1, . L , . e
x g~ pevné faze, coz je idealni mnozstvi pro syntézu oligonukleotidi.

Obrazek 34: Priprava pevné faze 30 znacéné AzaPc s jednou karboxylovou

skupinou.

Takto upraveny nosi¢ byl piimo pouZzit pro piipravu oligonukleotidickych

sekvenci pouzitych pro testovani u¢innosti quenchingu alkylaminoderivati AzaPc.
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7.7 Meéreni ucinnosti zhaSeni fluorescence AzaPc¢

Pro potvrzeni mozného pouziti AzaPc jako zhaSeCi fluorescence
v molekularnich sondach byly pfipraveny komplementarni sekvence oligonukleotid,
kdy jeden fetézec nesl na 3'-konci AzaPc a druhy fetézec nesl na 5’-konci fluorescenéni
indocyaninové barvivo Cy5®.

Na pevné fazi 33 byly standardnim postupem na syntetizéru Perkin Elmer ABI
392/394 RNA/DNA syntetizovany oligonukleotidy se sekvencemi S1, S2 a S3 znacené
na svém 3’-konci AzaPc. VSechny tfi fetézce mély shodné sekvence komplementarni
k oligonukleotidu S4, ktery byl na 5'-konci znaceny komeréné dostupnym fluoroforem
Cy5". Oligonukleotid S1 mé&l délku odpovidajici sekvenci S4 a byl vhodny pro
stanoveni statického zhaseni, oligonukleotid S3 byl na 3’-konci prodlouzen o 10 bazi
nekomplementarnich se sekvenci S4, ¢imz doSlo k oddaleni fluoroforu a quencheru.
Toto oddaleni je potfebné pro stanoveni dynamického zhaSeni. U oligonukleotidu S2
byla sekvence na 3’-konci prodlouzena o 5 bazi a pii takovéto vzdalenosti fluoroforu a

quencheru se mohou projevit oba principy zhaseni[194].

S1:  5-GAAGTC GGG TGG TCA AAA AGC AGA - AzaPc - 37

S2:  5-GAAGTC GGG TGG TCAAAAAGCAGATTTTT - AzaPc - 3’

S3:  5-GAAGTC GGG TGG TCA AAAAGCAGATTTTTTTTT T - AzaPc - 3°
S4: 5-CyS™-TCTGCTTTT TGACCACCCGACTTC -3’

Pro porovnani byly syntetizovany stejné sekvence S1, S2 a S3 znacené na 3'-

konci komeréng dostupnym quencherem BHQ-2".

S1 S2 S3
AzaPc 89,5 % 94,0 % 89,0 %
BHQ-2" 92,5% 91,5 % 80,5 %

Tabulka 4: Efektivita zhaeni AzaPc a BHQ-2 fluoroforu Cy5®
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Obrazek 35: Srovnani spektralnich piekryvi absorpénich spekter BHQ-2° a

AzaPc a emisniho spektra fluoroforu Cy5™,

7.8 Méreni tvorby komplexu s pyridinem

Zajimavym jevem pii rozpuSténi AzaPc ve slabé bazickych rozpoustédlech
(napt.: pyridin, DMF) byla zména postupna zména UV-Vis spektra tohoto roztoku.
Vizualn¢ se to projevovalo pfechodem z fialové barvy do modré.

Bezkovové Pc a AzaPc se chovaji jako slabé N-kyseliny a proto mohou podlé¢hat
deprotonizaci v bazickém prostiedi na obou centralnich atomech dusiku. Tento proces
je obvykle spojen se zménou barvy. V ptipad¢, Ze jsou protony Uplné odtrzeny, vznikaji
pravé iontové slouCeniny. Tvorba tzv. ,proton-transfer komplexu“byla popsana
v nékolika publikacich Vv ptipadech interakce se slabymi bazemi (aminy, DMF nebo

DMSO0)[195-197]. Tato reakce probiha podle rovnice (v naSem piipadé pyridin)
HyAzaPc + 2 pyridin — pyridin...H...AzaPc...H...pyridin.

Molekula AzaPc neztraci proton UGplné, ale tvoii adukt se dvéma molekulami
pyridinu. Byla zméfena kinetika tvorby komlexu s pyridinem u pfipravenych AzaPc 12,
14, 15 a 17. Absorpéni spektra v UV-Vis oblasti se po rozpusténi v pyridinu postupné
meénila (viz. obrazek 36). Tento proces byl spojen se zménou barvy z fialové do modré.
Rozstépeni Q-pasu, které je charakteristické pro Dy symetrickou molekulu AzaPc, se
meénilo na nerozstépené spektrum odpovidajici Dan symetrii molekuly. D4, spektrum se

typické pro vysoce symetrickou molekulu AzaPc a je pfitomno pouze pokud jsou na

-03-



[Vysledky a diskuze]

molekulu AzaPc komplexovany dvé molekuly pyridinu, kazda na jedné strané
makrocyklu. Béhem méfeni byly nalezeny isosbestické body, coz znaci, ze adukt je

tvofen piimo se dvéma molekulami pyridinu bez detekovatelného mnozstvi

meziproduktu s jednou molekulou.

1.5+

=
o
1

Absorbance/ a.u.
o
o

00 T T - LI
400 600 800
Vinova délka (nm)
Obrazek 36: Zmény v UV-Vis absorp¢nim spektru slouceniny 12 v pyridinu v ¢ase

(3 min. — 24 hod.).

Obrazek 37: Predpokliadana struktura AzaPc jako proton transfer komplexu

s pyridinem.
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Méfeni s vySe zminénymi AzaPc ukazala rozdilné kinetické parametry tvorby
komplexti. Reakce probihd podle kinetiky pseudo-prvniho tadu, protoze pyridin (jeden
z reaktantil) je ve velkém piebytku a tudiz je jeho koncentrace konstantni. V tom

ptipadé¢ muze byt rovnice odvozena (7)

A=A+ Ay~ AL ™) -

kde A; je absorbance v case t, Amax je absorbance v oblasti plateu, Ay je
absorbance v case 0 a k; je rychlostni konstanta. Zmény spektra byly méfeny pfi
konstantni vinové délce, v maximu Q-pasu tvoreného komplexu (okolo 662 nm), kde
jsou zmény v absorbci nejveétsi. Rychlostni konstanta byla odvozena z nelinedrni regrese
z dat ziskanych v ruznych ¢asech. Hodnoty k; ziskané z linearni regrese a spektralni data

jsou uvedeny v tabulce 5.

Sloucenina Kr (S-1) Amax (€) komplexu v pyridinu
12 6,05 x 107 661 (137300)
14 3,00 x 107 662 (108800)
15 1,71 x 10™ 662 (138600)
17 1,62 x 10™ 663 (131500)
17 + ethanol 2,45 % 10" 663 (151400)
17 + n-oktanol 1,82 x 10 663 (150700)

Tabulka 5: Rychlostni konstanty k, tvorby komplexu s pyridinem a spektralni data
v Q-pasu.
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Obrazek 38: Absorbance pyridinového roztoku substance 14 pii 662 nm
Vv zavislosti na ¢ase po rozpusténi. Namérené hodnoty (0) a vypocitané hodnoty

(plna ¢ara) podle rovnice 7 s dosazenymi hodnotami linearni regrese 3,00x 10° st

Jak je vidét z reak¢nich konstant K, tvorba aduktu je pomalejsi (ptiblizné o jeden
rad) u latek 12 a 14, coz mlze byt zpisobeno pifitomnosti hydroxylové skupiny. Proto
byla provedena studie s latkou 17 (bez ptitomnosti hydroxylové skupiny) v pyridinu
s piidavkem alkoholu (ethanol, n-oktanol — vzdy 1% v/v) Kk potvrzeni nebo vyvraceni
efektu hydroxyskupiny na rychlost tvorby ,,proton-transfer komplexu“ s pyridinem.
Reakéni rychlosti byly podobné, piipadné o malo vyssi nez bez piitomnosti alkoholu.
Hydroxylova skupina tedy nema vliv na rychlost tvorby komplexu s pyridinem. Rozdily
Vv rychlosti tvorby téchto komplext vyplyvaji proto pravdépodobné z jinych strukturnich

faktorti dané slouceniny.
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8 ZAVER

V této praci je popsana syntéza novych nesymetrickych alkylaminoderivati
AzaPc s definovanym pocétem funk¢énich skupin vhodnych pro naslednou vazbu na
pevnou fazi a syntézu oligonukletidovych fetézcu (hydroxy- a karboxyskupiny).
Pritomnost jedné funkéni skupiny umoziuje kontrolovat modifikaci substanci a zaroven
zamezuje tvorbé vice oligonukleotidovych fetézcii na jedné molekule AzaPc. Dale je
zde popsana optimalizace jejich syntézy pomoci HPLC analyzy reakénich smési,
pfipravenych smichanim vychozich pyrazindikarbonitrili v rGznych pomérech.
Zpoméru vznikajicich kongenert byl vybran nejvyhodnéjsi pomér, tedy pomér
prekurzorit 3:1 v neprospéch prekurzoru nesouciho finkéni skupinu, pro syntézu
kongeneru A3B, ktery se shodoval s vypocitanymi hodnotami. Dale byla testovana
stabilita pfipravenych AzaPc v roztocich reagencii pouzivanych pifi syntéze
oligonukleotid. Z téchto méfeni bylo zjisténo, ze AzaPc obsahujici alespon jednu
periferni sekundarni aminoskupinu jsou rozkladany roztokem jodu. AzaPc obsahujici
pouze terciarni aminoskupiny na periferii makrocyklu jsou v tomto roztoku stabilni a
tedy dale pouzitelné. Vybrany stabilni AzaPc byl nasledné¢ modifikovan a navazan na
pevnou fazi. Na takto modifikované pevné fazi byla nésledné provedena syntéza
oligonukletidické sondy nesouci na svém 3’-konci vazany AzaPc. Dale byla pfipravena
komplementarni sonda znac¢ena na 5°-konci fluoroforem Cy5™ a smichanim roztoku
téchto dvou komplementarnich sond byla zmeéfena ucinnost zhaSeni fluorescence
V porovnani s komeréné dostupnym quencherem BHQ-2™. Pfi jejich porovnani bylo
zjiSténo, ze pii statickém quenchingu je ucinnost rovnocenna, ale pifi dynamickém
quenchingu je uc¢innost zhaSeni AzaPc vyS$i nez u BHQ-2™. To je zplsobeno vétSim
prekryvem fluorescencniho spektra fluoroforu a absorpéniho spektra quencheru
v piipadé AzaPc. Moznost pouziti AzaPc jako quencheru fluorescence je dale
umoznéno minimalni produkei singletového kysliku (*0,) a nulovou vlastni
fluorescenci, coz jsou obecné znamé vlastnosti ftalocyanini a AzaPc s alkoxylovou a
alkylsulfanylovou periferni substituci. Singletovy kyslik je velmi reaktivni agens

napadajici biomolekuly a zplisobuje jejich degradaci, tedy 1 oligonukleotidickyh fetézci
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tvoticich molekularni sondu. Z tohoto divodu je jeho produkce nezadouci. Zaroven
vlastni fluorescence quencheru znesnadiuje analyzu vzorku a je také nezadouci.

Pripravené AzaPc pro aplikaci jako quenchery fluorescence maji oproti bézné
pouzivanym quencheriim vyhodu v tom, Ze je mozné zaménou pyrazinového kruhu za
chinoxalinovy v rizném pomeéru plynule ménit absorpéni maximum piipravené¢ho
AzaPc. Prikondenzovanim dal$iho aromatického jadra se absorpce posunuje K vy$§im
vinovym délkam a tim bude mozné ucinné zhaset fluorofor Cy5.5™, ptipadné i Cy7™,
Navic je mozné je pouzit pro kterykoliv fluorofor od fluoresceinu po indocyanin Cy5™,
coz je dano absorbci AzaPc v oblasti 450-700 nm. To Zadny z v soudasnosti
pouzivanych qurncheri neumoznuje, tzn. AzaPc mohou byt univerzalnimi quenchery
pro prakticky celou Skalu bézn€ pouzivanych fluorofora.

Bezkovové AzaPc maji vlastnosti slabych N-kyselin. Atomy dusiku ze stiedu
makrocyklu mohou byt deprotonizovany. Pii pouZiti slabych bazi (napt. pyridin, DMF)
nedochdzi k Giplnému odtrzeni protonu, ale k vytvofeni tzv. ,,proton-transfer komplexu*
slozeného z bezkovového AzaPc a dvou molekul bazického rozpoustédla. To zplisobuje
zménu symetrie molekuly AzaPc a stimto procesem je spojena také zména barvy
roztoku, v tomto ptipadé z fialové do modré. Tvorba komplexu probiha podle kinetiky
pseudo-prvniho fadu (reaktant - rozpoustédlo je ve velkém piebytku) a je zavisla na

strukturnich faktorech cel¢ molekuly.
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[Souhrn]

9 SOUHRN

Tato disertacni prace se zabyva hleddnim strukturné¢ novych potencialnich
nefluoreskujicich zhasecu fluorescence, pouzitelnych pro ptipravu molekularnich sond.
Tyto potencidlni zhaSece jsou odvozeny od nesymetricky substituovanych
alkylaminoderivatl tetrapyrazinoporfyrazinli - azaftalocyanind. Soucasti prace je také
ptiprava prekurzori — 5,6-disubstituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrild. Z nich byly
ptfipraveny finalni slouCeniny — azaftalocyaniny obsahujici rizné funk¢éni skupiny
(hydroxy- a karboxyskupiny). Celkem bylo pfipraveno:

14 meziproduktt (z toho 3 diive popsané na nasem pracovisti)

13 finalnich azaftalocyanint (z toho 1 dfive popsdn na naSem pracovisti)

1 modifikovana pevna faze vhodna pro syntézu znaeného oligonukleotidy

2 vedlejsi produkty

Podatilo se ptipravit 23 dosud nepopsanych sloucenin. Syntéza 4 sloucenin byla
neuspeésSna.

Finalni produkty byly testovany na produkci singletového kysliku, stabilitu
Vv roztocich pouzivanych pii syntéze oligonukleotidii a ndsledné na schopnost zhaSeni
fluorescence komeréné dostupného a &asto pouzivaného fluoroforu Cy5® v porovnani
S komeréné dostupnym zhaSecem Black Hole Quencher-2®. Sougasti této prace bylo
také ovéfeni rozlozeni zastoupeni jednotlivych kongeneri vznikajicich pfi statistické
tetramerizace prekurzori pomoci metody HPLC s UV-vis detekci. Dale pak byla
zméfena kinetika tvorby komplexu AzaPc s pyridinem. AzaPc se chovaji jako slabé
kyseliny a jsou schopné komplexovat dvé molekuly slabé baze, vtomto ptipadé
pyridinu. To je spojeno se zménou symetrie molekuly a se zménou barvy roztoku.

Byla podana pfihlaska vyndlezu na aplikaci azaftalocyanini jako zhasect

fluorescence.
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[Summary]

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.

- 100 -



[Seznam publikovanych praci]

11 SEZNAM PUBLIKOVANYCH PRACI

11.1 Prace v odbornych ¢asopisech

Zimcik P., Miletin M., Kostka M., Schwarz J., Musil Z., Kopecky K.: Synthesis
and comparison of photodynamic activity of alkylheteroatom substituted
azaphthalocyanines. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 2004,
163, (1-2), 21-28. 1F»003=1,693. Podil na publikaci 15%.

Kostka M., Zimcik P., Miletin M., Klemera P., Kopecky K., Musil Z.:
Comparison of aggregation properties and photodynamic activity of phthalocyanines
and azaphthalocyanines. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry
2006, 178, (1), 16-25. 1F»005=2,286. Podil na publikaci 15%.

Musil Z., Zimcik P., Miletin M., Kopecky K., Link M., Petrik P., Schwarz J.:
Synthesis and singlet oxygen production of azaphthalo-cyanines bearing functional
derivatives of carboxylic acid. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines 2006, 10,
(2), 122-131. 1F5005=1,139. Podil na publikaci 10%.

Zimcik P., Miletin M., Musil Z., Kopecky K., Kubza L., Brault D.: Cationic
azaphthalocyanines bearing aliphatic tertiary amino substituents - Synthesis, singlet
oxygen production and spectroscopic studies. Journal of Photochemistry and
Photobiology A: Chemistry 2006, 183, (1-2), 59-69. 1F,005=2,286. Podil na publikaci
15%.

Musil Z., Zimcik P., Miletin M., Kopecky K., Lenco J.: Synthesis, separation
and UV/Vis spectroscopy of pyrazino-quinoxalino-porphyrazine macrocycles.
European Journal of Organic Chemistry 2007, (27), 4535-4542. 1F,06=2,769. Podil na
publikaci 15%.

Musil Z., Zimcik P., Miletin M., Kopecky K., Petrik P., Lenco J.: Influence of
electron-withdrawing and electron-donating substituents on photophysical properties of
azaphthalocyanines. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 2007,
186, (2-3), 316-322. 1F,006=2,098. Podil na publikaci 15%.

-101 -



[Seznam publikovanych praci]

Petrik P., Zimcik P., Kopecky K., Musil Z., Miletin M., Loukotova V.:
Protonation and deprotonation of nitrogens in tetrapyrazinoporphyrazine macrocycles.
Journal of Porphyrins and Phthalocyanines 2007, 11, (7), 487-495. 1F,006=1,115. Podil
na publikaci 20%.

Zimcik P., Miletin M., Kopecky K., Musil Z., Berka P., Horakova V., Kucerova
H., Zbytovska J., Brault D.: Influence of aggregation on interaction of lipophilic, water-
insoluble azaphthalocyanines with DOPC vesicles. Photochemistry and Photobiology
2007, 83, (6), 1497-1504. 1F2006=2,061. Podil na publikaci 15%.

Kopecky K., Zimcik P., Novakova V., Miletin M., Musil Z., Stribna J.: The
synthesis and characterization of metal-free, unsymetrical azaphthalocyanines with
hydroxy groups and their complex formation with pyridine. Dyes and Pigments 2008,
78, 231-238. 1F,007=2,796. Podil na publikaci 75%.

Zimcik P., Miletin M., Musil Z., Kopecky K., Slajsova D.: The synthesis and
characterization of novel unsymmetrical azaphthalocyanines containing one carboxylic
group. Dyes and Pigments 2008, 77, (2), 281-287. 1F5007;=2,796. Podil na publikaci
10%.

Novakova V., Zimcik P., Kopecky K., Miletin M., Kunes J., Lang K.: Self-
assembled azaphthalocyanine dimers with higher fluorescence and singlet oxygen
quantum vyields than the corresponding monomers. European Journal of Organic
Chemistry 2008, 19, 3260-3263. 1F»007=2,914. Podil na publikaci 15%.

Zimcik P., Novakova V., Miletin M., Kopecky K.: Azaphthalocyanines
containing pyrazine rings with focus on the alkylheteroatom, aryl and heteroaryl
substitution and properties important in photodynamic therapy. Macroheterocycles
2008, 1. (1). 21-29. Podil na publikaci 15%.

Zimcik P., Miletin M., Novakova V., Kopecky K., Dvorakova Z.:
Tetrapyrazinoporphyrazines with different number of peripheral pyridyl rings.
Synthesis, photophysical and photochemical properties. Dyes and Pigments accepted.
Podil na publikaci 10%.

-102 -



[Seznam publikovanych praci]

11.2 Patentova prihlaska

Miletin M., Zim¢ik P., Kopecky K., Musil Z., Novakova V., Haluza R., Buncek
M.: Nefluoreskujici derivaty ftalocyanint a azaftalocyanint jako zhéasece fluorescence.

Ptihlaska vynalezu PV 2008-415, (2. 7. 2008).

11.3 Abstrakty ze sympozii a konferenci

Kopecky, K.; Zimc¢ik, P.; Musil, Z.; Miletin, M., Derivaty asymetrickych
azaftalocyaninii jako ,,dark quenchery“. 57. zjazd chemickych spolocnosti, Vysoké
Tatry, Tatranské Matliare, Slovensko, 4.-8. september 2005. In ChemZi, 2005, 1, (1),
215-216. ISSN 1336-7242.

Zimcik, P.; Kostka, M.; Miletin, M.; Musil, Z.; Kopecky, K., Agrega¢ni rozdily
mezi ftalocyaniny a azaftalocyaniny. 57. zjazd chemickych spolocnosti, Vysoké Tatry,
Tatranské Matliare, Slovensko, 4.-8. september 2005. In ChemZi, 2005, 1, (1), 248.
ISSN 1336-7242.

Kopecky, K.; Zimcik, P., Syntéza metaboliti halucinogent DOB a 2C-B.
Shornik XXXIV. konference Syntéza a analyza léciv, Brno, Ceska republika, 12.-14. zafi
2005, s. 81. ISBN 80-7305-533-3.

Musil, Z.; Zimcik, P.; Kopecky, K., Vztah mezi strukturou a produkei
singletového kysliku u derivath azaftalocyanint. Shornik XXXIV. konference Syntéza a
analyza 1é¢iv, Bro, Ceska republika, 12.-14. za¥i 2005, s. 101. ISBN 80-7305-533-3.

Kopecky, K.; Musil, Z.; Zim¢ik, P., Zakladni principy fotodynamické terapie
v negradualni vyuce. 58. sjezd chemickych spolecnosti, Usti nad Labem, Ceska
republika, 4.-8. zaii 2006. Chemické listy, 2006, 100, (8), 695-696. ISSN 0009-2770.

Kopecky, K.; Satinsky, D.; Zimcik, P.; Svoboda, A.; Petrik, P., Optimalization
of synthesis of desired congeners of tetrapyrazinophyrazines. Book of abstracts of the
XIl. Blue Danube Symposium on Heterocyclic Chemistry. Tihany, Hungary, June 10-
13th, 2007, p. 92. ISBN 978-963-7067-15-0.

-103 -



[Seznam publikovanych praci]

Kopecky, K.; Satinsky, D.; Zimé&ik, P.; Svoboda, A., Optimalizace syntézy
zadanych kongenera tetrapyrazinoporfyrazini. 42. konference Pokroky v organické,
bioorganické a farmaceutické chemii, Nymburk, Ceska republika, 16.-18. listopad 2007.
Chemické listy, 2007, 101, (11), 948-949. ISSN 0009-2770.

Kopecky, K.; Zimcik, P.; Miletin, M.; Novakova, V., Binding of
tetrapyrazinoporhyrazine to a standard sold phase. Fifth International Conference on
Porphyrins and Phthalocyanines, Book of Abstracts. Moscow, July 6-11, 2008, p. 429.

Kopecky, K.; Zimcik, P.; Miletin, M.; Novakova, V., Alkylaminoderivatives of
tetrapyrazinoporhyrazines — new effective quenchers of fluorescence. Fifth
International Conference on Porphyrins and Phthalocyanines, Book of Abstracts.
Moscow, July 6-11, 2008, p. 430.

Novakova, V.; Zimcik, P; Kopecky, K., Inhibition of photo-induced electron
transfer by forming of stable azaphthalocyanine J-dimers. Fifth International
Conference on Porphyrins and Phthalocyanines, Book of Abstracts. Moscow, July 6-11,
2008, p. 495.

Novakova, V.; Zimcik, P; Kopecky, K.,  Synthesis of zinc
quinoxalinoporphyrazine macrocycles. Fifth International Conference on Porphyrins
and Phthalocyanines, Book of Abstracts. Moscow, July 6-11, 2008, p. 496.

Zimc¢ik, P.; Miletin, M.; Kopecky, K.; Novakova, V., Syntéza a aplikace novych
zhasecu fluorescence pouzitelnych v DNA sondach. 37. konference Syntéza a analyza
léciv, Brno, Ceska republika, 8.-10. zaF{ 2008. Chemické listy, 2008, 102 (S), 206. ISSN
0009-2770.

Novakova, V.; Zimcik, P.; Kopecky, K., Vliv periferni substituce na fluorescenci
a produkeci singletového kysliku u derivatd azaftalocyanind. 37. konference Syntéza a
analyza léciv, Brno, Ceska republika, 8.-10. zati 2008. Chemické listy, 2008, 102 (S),
236. ISSN 0009-2770.

Miletin, M.; Zimcik, P.; Kopecky, K.; Novakova, V.; Grandova, M.,
Solubiliza¢ni systémy pro fotodynamicky aktivni azaftalocyaniny. 37. konference
Syntéza a analyza 1éciv, Brmo, Ceské republika, 8.-10. zaii 2008. Chemické listy, 2008,
102 (S), 236. ISSN 0009-2770.

- 104 -



[Ptiloha]

12 PRILOHA

URAD PRUMYSLOVEHO VLASTNICTVI

st o unt, 0PV C2
E-mail: posta@upv.cz
PRIHLASKA VYNALEZU
se zadosti o udéleni patentu
PO/
Vyplni Ufad: N
IF'otvrzeni o piileti vydano dne: - 2 "W 2008 { Cislo jednac:

v.1.0

Pv 2008-4 15 mhu Viastnictvi

02.07.2008 02:049:22

=2 -07- 2008
Antonina e
I - 5.5‘ ‘I’ga";s ;ghnzlga 2a
L BNE il 7
1. DRUH PRIHLASKY
Piihlagka NARODNI (vypliite N), nebo ZAHRANICGNI (vypliite Z) (1300) EN ]

Vyberte druh  Nova prihlagka vynalezu

2. NAZEV VYNALEZU

(5400) !Neﬂuoreskujlci derivaty ftalocyanin( a azaftalocyaninii jako zha3eée fluorescence

3. ZASTUPCE PRIHLASOVATELE

Firma (7401)
Prijmeni (7402)

Jméno (7403)

Titul pred jm. (7404)

Titul za jm. (7415)

Ulice (7405) |
G.p. (7406) [

Mésto (7407) |
Psé (7408) |

Zemé (7400) |Ceska republika

Telefon* (7412)

Fax* (7413)

E-mail* (7414)

V pfipadé prezidialni piné moci uvedte &islo pfidélené Ufadem (7418)

Cislo jednaci zastupce (7419)

Pozn.: *) Nepovinné tdaje slouzici UPV pro pfipadné vyjasnéni dajl uvedenych v pfihlasce a pro dalsi flzenf o pfihlagce.

4, POGET PRIHLASOVATELU

Piiloha 1: Uvodni strana piihlasky patentu.

- 105 -



[Seznam pouzité literatury]

13 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1. Zimcik, P.; Miletin, M.; Kostka, M.; Schwarz, J.; Musil, Z.; Kopecky, K.
Synthesis and comparison of photodynamic activity of alkylheteroatom substituted
azaphthalocyanines. J. Photochem. Photobiol. A, Chem.. 2004, 163, (1-2), 21-28.

2. Arbeloa, I. L.: Dimeric and Trimeric States of the Fluorescein Dianion .1.
Molecular-Structures. J. Chem. Soc. Faraday Trans. 11 1981, 77, 1725-1733.

3. Khairutdinov, R. F.; Serpone, N.: Photophysics of cyanine dyes: Subnanosecond
relaxation dynamics in monomers, dimers, and H- and J-aggregates in solution. J. Phys.
Chem. B 1997, 101, (14), 2602-2610.

4. West, W.; Pearce, S.: Dimeric State of Cyanine Dyes. J. Phys. Chem. 1965, 69,
(6), 1894-1903.

5. Wang, M. M,; Silva, G. L.; Armitage, B. A.: DNA-templated formation of a
helical cyanine dye J-aggregate. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, (41), 9977-9986.

6. Fidder, H.; Knoester, J.; Wiersma, D. A.: Optical-Properties of Disordered
Molecular Aggregates - a Numerical Study. J. Chem. Phys. 1991, 95, (11), 7880-7890.
7. Fidder, H.; Terpstra, J.; Wiersma, D. A.: Dynamics of Frenkel Excitons in
Disordered Molecular Aggregates. J. Chem. Phys. 1991, 94, (10), 6895-6907.

8. Johansson, M. K.; Fidder, H.; Dick, D.; Cook, R. M.: Intramolecular dimers: A
new strategy to fluorescence quenching in dual-labeled oligonucleotide probes. J. Am.
Chem. Soc. 2002, 124, (24), 6950-6956.

9. Forster, T.. Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz. Ann.
Phys. 1948, 437, (1-2), 55-75.

10.  Massey, M.; Algar, W. R.; Krull, U. J.: Fluorescence resonance energy transfer
(FRET) for DNA biosensors: FRET pairs and Forster distances for various dye-DNA
conjugates. Anal. Chim. Acta 2006, 568, (1-2), 181-189.

11.  Stryer, L.: Fluorescence Energy-Transfer as a Spectroscopic Ruler. Ann. Rev.
Biochem. 1978, 47, 819-846.

12. Dexter, D. L.: A Theory of Sensitized Luminescence in Solids. J. Chem.Phys.
1953, 21, (5), 836-850.

13.  Johansson, M. K., Cook, Ronald M.: Intramolecular Dimers: A New Design
Strategy for Fluorescence-Quenched Probes. Chem. Eur. J. 2003, 9, (15), 3466-3471.
14, Hudgins, R. R.; Huang, F.; Gramlich, G.; Nau, W. M.: A fluorescence-based
method for direct measurement of submicrosecond intramolecular contact formation in
biopolymers: An exploratory study with polypeptides. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, (4),
556-564.

15.  Sei-lida, Y.; Koshimoto, H.; Kondo, S.; Tsuji, A.: Real-time monitoring of in
vitro transcriptional RNA synthesis using fluorescence resonance energy transfer.
Nucleic acids res. 2000, 28, (12).

16. Holland, P. M.; Abramson, R. D.; Watson, R.; Gelfand, D. H.: Detection of
specific polymerase chain reaction product by utilizing the 5' — 3' exonuclease activity
of Thermus aquaticus DNA polymerase. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 1991, 88, (16),
7276-7280.

17. Livak, K. J.; Flood, S. J. A.; Marmaro, J.; Giusti, W.; Deetz, K.:
Oligonucleotides with fluorescent dyes at opposite ends provide a quenched probe

- 106 -



[Seznam pouzité literatury]

system useful for detecting PCR product and nucleic acid hybridization. PCR Methods
Appl. 1995, 4, (6), 357-362.

18.  Tyagi, S.; Bratu, D. P.; Kramer, F. R.: Multicolor molecular beacons for allele
discrimination. Nat. Biotechnol. 1998, 16, (1), 49-53.

19. Cardullo, R. A.; Agrawal, S.; Flores, C.; Zamecnik, P. C.; Wolf, D. E.: Detection
of Nucleic Acid Hybridization by Nonradiative Fluorescence Resonance Energy
Transfer. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 1988, 85, (23), 8790-8794.

20.  Didenko, V. V.; Boudreaux, D. J.; Baskin, D. S.: Substantial background
reduction in ligase-based apoptosis detection using newly designed hairpin
oligonucleotide probes. BioTechniques 1999, 27, (6), 1130-1132.

21.  Didenko, V. V.; Hornshy, P. J.: Presence of double-strand breaks with single-
base 3' overhangs in cells undergoing apoptosis but not necrosis. J. Cell Biol. 1996, 135,
(5), 1369-1376.

22.  Didenko, V. V.; Tunstead, J. R.; Hornsby, P. J.: Biotin-labeled hairpin
oligonucleotides: Probes to detect double-strand breaks in DNA in apoptotic cells. Am.
J. Pathol. 1998, 152, (4), 897-902.

23. Ghosh, S. S.; Eis, P. S.; Blumeyer, K.; Fearon, K.; Millar, D. P.: Real time
kinetics of restriction endonuclease cleavage monitored by fluorescence resonance
energy transfer. Nucleic Acids Res. 1994, 22, (15), 3155-3159.

24.  Li, J. J.; Geyer, R.; Tan, W.: Using molecular beacons as a sensitive
fluorescence assay for enzymatic cleavage of single-stranded DNA. Nucleic acids res.
2000, 28, (11).

25.  Uchiyama, H.; Hirano, K. I.; Kashiwasake-Jibu, M.; Taira, K.: Detection of
Undegraded Oligonucleotides in Vivo by Fluorescence Resonance Energy Transfer. J.
Biol. Chem. 1996, 271, (1), 380-384.

26.  Bazemore, L. R.; Takahashi, M.; Radding, C. M.: Kinetic Analysis of Pairing
and Strand Exchange Catalyzed by RecA. Detection by fluorescence energy transfer. J.
Biol. Chem. 1997, 272, (23), 14672-14682.

27.  Gupta, R. C.; Golub, E. I.; Wold, M. S.; Radding, C. M.: Polarity of DNA strand
exchange promoted by recombination proteins of the RecA family. Proc. Nat. Acad.
Sci. U.S.A. 1998, 95, (17), 9843-9848.

28.  Lyamichev, V.; Mast, A. L.; Hall, J. G.; Prudent, J. R.; Kaiser, M. W.; Takova,
T.; Kwiatkowski, R. W.; Sander, T. J.; De Arruda, M.; Arco, D. A.; Neri, B. P.; Brow,
M. A. D.: Polymorphism identification and gquantitative detection of genomic DNA by
invasive cleavage of oligonucleotide probes. Nat. Biotechnol. 1999, 17, (3), 292-296.
29. Hall, J. G,; Eis, P. S.; Law, S. M.; Reynaldo, L. P.; Prudent, J. R.; Marshall, D.
J.; Allawi, H. T.; Mast, A. L.; Dahlberg, J. E.; Kwiatkowski, R. W.; De Arruda, M.;
Neri, B. P.; Lyamichev, V. I.: Sensitive detection of DNA polymorphisms by the serial
invasive signal amplification reaction. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 2000, 97, (15),
8272-82717.

30.  Hessner, M. J.; Budish, M. A.; Friedman, K. D.: Genotyping of Factor V
G1691A (Leiden) without the Use of PCR by Invasive Cleavage of Oligonucleotide
Probes. Clin. Chem. 2000, 46, (8), 1051-1056.

31. Li, J.; Lu, Y.: A highly sensitive and selective catalytic DNA biosensor for lead
ions. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, (42), 10466-10467.

32. Liu, X.; Farmerie, W.; Schuster, S.; Tan, W.: Molecular beacons for DNA
biosensors with micrometer to submicrometer dimensions. Anal. Biochem. 2000, 283,
(1), 56-63.

-107 -



[Seznam pouzité literatury]

33.  Stojanovic, M. N.; de Prada, P.; Landry, D. W.: Homogeneous assays based on
deoxyribozyme catalysis. Nuceic Acids Res. 2000, 28, (15), 2915-2918.

34. Gundry, C. N.; Bernard, P. S.; Herrmann, M. G.; Reed, G. H.; Wittwer, C. T.:
Rapid F508del and F508C assay using fluorescent hybridization probes. Genet. Test.
1999, 3, (4), 365-370.

35.  Sixou, S.; Szoka Jr, F. C.; Green, G. A.; Giusti, B.; Zon, G.; Chin, D. J.:
Intracellular oligonucleotide hybridization detected by fluorescence resonance energy
transfer (FRET). Nucleic Acids Res. 1994, 22, (4), 662-668.

36.  Lee, L. G.; Connell, C. R.; Bloch, W.: Allelic discrimination by nick-translation
PCR with fluorogenic probes. Nucleic Acids Res. 1993, 21, (16), 3761-3766.

37.  Tyagi, S.; Kramer, F. R.: Molecular beacons: Probes that fluoresce upon
hybridization. Nat. Biotechnol. 1996, 14, (3), 303-308.

38.  Fang, X,; Liu, X.; Schuster, S.; Tan, W.: Designing a novel molecular beacon for
surface-immobilized DNA hybridization studies. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, (12),
2921-2922.

39.  Nazarenko, I. A.; Bhatnagar, S. K.; Hohman, R. J.: A closed tube format for
amplification and detection of DNA based on energy transfer. Nucleic Acids Res. 1997,
25, (12), 2516-2521.

40. Whitcombe, D.; Theaker, J.; Guy, S. P.; Brown, T.; Little, S.: Detection of PCR
products using self-probing amplicons and fluorescence. Nat. Biotechnol. 1999, 17, (8),
804-807.

41.  Thelwell, N.; Millington, S.; Solinas, A.; Booth, J.; Brown, T.: Mode of action
and application of Scorpion primers to mutataon detection. Nucleic Acids Res. 2000, 28,
(19), 3752-3761.

42. Neoh, S. H.; Brisco, M. J.; Firgaira, F. A.; Trainor, K. J.; Turner, D. R.; Morley,
A. A.: Rapid detection of the factor V Leiden (1691G>A) and haemochromatosis
(845G>A) mutation by fluorescence resonance energy transfer (FRET) and real time
PCR. J. Clin. Pathol. 1999, 52, (10), 766-769.

43. Murakami, A.; Suminami, Y.; Sakaguchi, Y.; Nawata, S.; Numa, F.; Kishi, F.;
Kato, H.: Specific detection and quantitation of SCC antigen 1 and SCC antigen 2
MRNAs by fluorescence-based asymmetric semi-nested reverse transcription PCR.
Tumor Biol. 2000, 21, (4), 224-234.

44.  Chen, X.; Kwok, P. Y.: Homogeneous genotyping assays for single nucleotide
polymorphisms with fluorescence resonance energy transfer detection. Genet. Anal. -
Biomol. Eng. 1999, 14, (5-6), 157-163.

45.  Chen, X.; Livak, K. J.; Kwok, P. Y.: A homogeneous, ligase-mediated DNA
diagnostic test. Genome Res. 1998, 8, (5), 549-556.

46.  Loeffler, J.; Hagmeyer, L.; Hebart, H.; Henke, N.; Schumacher, U.; Einsele, H.:
Rapid detection of point mutations by fluorescence resonance energy transfer and probe
melting curves in Candida species. Clin. Chem. 2000, 46, (5), 631-635.

47.  Nauck, M.; Mirz, W.; Wieland, H.: Evaluation of the Roche Diagnostics
LightCycler-factor V Leiden mutation detection kit and the LightCycler-prothrombin
mutation detection kit. Clin. Biochem. 2000, 33, (3), 213-216.

48. Nauck, M.; Wieland, H.; Mairz, W.: Evaluation of the roche diagnostics
lightCycler-apo B 3500 mutation detecton kit. Clin. Chem. Lab. Med. 2000, 38, (7),
667-671.

49, Egholm, M.; Buchardt, O.; Christensen, L.; Behrens, C.; Freier, S. M.; Driver,
D. A,; Berg, R. H.; Kim, S. K.; Norden, B.; Nielsen, P. E.:. PNA hybridizes to

- 108 -



[Seznam pouzité literatury]

complementary oligonucleotides obeying the Watson-Crick hydrogen-bonding rules.
Nature 1993, 365, (6446), 566-568.

50.  Mackay, I. M.; Arden, K. E.; Nitsche, A.: Real-time PCR in virology. Nucleic
Acids Res. 2002, 30, (6), 1292-1305.

51. Karlsson, H. J.; Bergqvist, M. H.; Lincoln, P.; Westman, G.: Syntheses and
DNA-binding studies of a series of unsymmetrical cyanine dyes: structural influence on
the degree of minor groove binding to natural DNA. Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, (9),
2369-2384.

52. Karlsson, H. J.; Eriksson, M.; Perzon, E.; Akerman, B.; Lincoln, P.; Westman,
G.: Groove-binding unsymmetrical cyanine dyes for staining of DNA: syntheses and
characterization of the DNA-binding. Nucleic Acids Res. 2003, 31, (21), 6227-6234.

53.  Svanvik, N.; Nygren, J.; Westman, G.; Kubista, M.: Free-Probe Fluorescence of
Light-up Probes. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, (5), 803-8009.

54, Svanvik, N.; Stahlberg, A.; Sehlstedt, U.; Sjoback, R.; Kubista, M.: Detection of
PCR products in real time using light-up probes. Anal. Biochem. 2000, 287, (1), 179-
182.

55.  Mengoli, C.; Cusinato, R.; Biasolo, M. A.; Cesaro, S.; Parolin, C.; Palu, G.:
Assessment of CMV load in solid organ transplant recipients by pp65 antigenemia and
real-time quantitative DNA PCR assay: Correlation with pp67 RNA detection. J. Med.
Virol. 2004, 74, (1), 78-84.

56. Kalpoe, J. S.; Schippers, E. F.; Eling, Y.; Sijpkens, Y. W.; De Fijter, J. W.;
Kroes, A. C. M.: Similar reduction of cytomegalovirus DNA load by oral valganciclovir
and intravenous ganciclovir on pre-emptive therapy after renal and renal-pancreas
transplantation. Antiv. Ther. 2005, 10, (1), 119-123.

57.  Tanaka-Kitajima, N.; Sugaya, N.; Futatani, T.; Kanegane, H.; Suzuki, C.;
Oshiro, M.; Hayakawa, M.; Futamura, M.; Morishima, T.; Kimura, H.: Ganciclovir
therapy for congenital cytomegalovirus infection in six infants. Pediatr. Infect. Dis. J.
2005, 24, (9), 782-785.

58. Akerstrom, S.; Mousavi-Jazi, M.; Klingstrom, J.; Leijon, M.; Lundkvist, A.;
Mirazimi, A.: Nitric Oxide Inhibits the Replication Cycle of Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus. J. Virol. 2005, 79, (3), 1966-1969.

59. Rota, P. A.; Oberste, M. S.; Monroe, S. S.; Nix, W. A.; Campagnoli, R.;
Icenogle, J. P.; Penaranda, S.; Bankamp, B.; Maher, K.; Chen, M. H.; Tong, S.; Tamin,
A.; Lowe, L.; Frace, M.; DeRisi, J. L.; Chen, Q.; Wang, D.; Erdman, D. D.; Peret, T. C.
T.; Burns, C.; Ksiazek, T. G.; Rollin, P. E.; Sanchez, A.; Liffick, S.; Holloway, B.;
Limor, J.; McCaustland, K.; Olsen-Rasmussen, M.; Fouchier, R.; Giinther, S.;
Osterhaus, A. D. H. E.; Drosten, C.; Pallansch, M. A.; Anderson, L. J.; Bellini, W. J.:
Characterization of a novel coronavirus associated with severe acute respiratory
syndrome. Science 2003, 300, (5624), 1394-1399.

60.  Drosten, C.; Giinther, S.; Preiser, W.; Van der Werf, S.; Brodt, H. R.; Becker, S.;
Rabenau, H.; Panning, M.; Kolesnikova, L.; Fouchier, R. A. M.; Berger, A.; Burguiere,
A. M.; Cinatl, J.; Eickmann, M.; Escriou, N.; Grywna, K.; Kramme, S.; Manuguerra, J.
C.; Miller, S.; Rickerts, V.; Stirmer, M.; Vieth, S.; Klenk, H. D.; Osterhaus, A. D. M.
E.; Schmitz, H.; Doerr, H. W.: Identification of a novel coronavirus in patients with
severe acute respiratory syndrome. N. Engl. J. Med. 2003, 348, (20), 1967-1976.

61. Emery, S. L.; Erdman, D. D.; Bowen, M. D.; Newton, B. R.; Winchell, J. M.;
Meyer, R. F.; Tong, S.; Cook, B. T.; Holloway, B. P.; McCaustland, K. A.; Rota, P. A,;
Bankamp, B.; Lowe, L. E.; Ksiazek, T. G.; Bellini, W. J.; Anderson, L. J.: Real-Time

- 109 -



[Seznam pouzité literatury]

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction Assay for SARS-associated
Coronavirus. Emerging Infect. Dis. 2004, 10, (2), 311-316.

62.  Stahlberg, A.; Aman, P.; Ridell, B.; Mostad, P.; Kubista, M.: Quantitative Real-
Time PCR Method for Detection of B-Lymphocyte Monoclonality by Comparison of
{kappa} and {lambda} Immunoglobulin Light Chain Expression. Clin. Chem. 2003, 49,
(1), 51-59.

63.  Stahlberg, A.; Zoric, N.; Aman, P.; Kubista, M.: Quantitative real-time PCR for
cancer detection: the lymphoma case. Expert Rev. Mol. Diagn. 2005, 5, (2), 221-230.
64. Solinas, A.; Brown, L. J.; McKeen, C.; Mellor, J. M.; Nicol, J.; Thelwell, N.;
Brown, T.: Duplex Scorpion primers in SNP analysis and FRET applications. Nucleic
Acids Res. 2001, 29, (20), e96.

65.  BioSearch Technologies. https://www.biosearchtech.com, stazeno 15. zati 2008.
66. French, D. J.; Archard, C. L.; Brown, T.; McDowell, D. G.: HyBeaconTM
probes: a new tool for DNA sequence detection and allele discrimination. Mol. Cell.
Probes 2001, 15, (6), 363-374.

67.  Li, Q.; Luan, G.; Guo, Q.; Liang, J.: A new class of homogeneous nucleic acid
probes based on specific displacement hybridization. Nucleic acids res. 2002, 30, (2),
es.

68.  Kandimalla, E. R.; Agrawal, S.: "Cyclicons' as hybridization-based fluorescent
primer-probes: synthesis, properties and application in real-time PCR. Bioorg. Med.
Chem. 2000, 8, (8), 1911-1916.

69.  Stevens, J. K. E.; Mills, L. R.; Trogadis, J. E. (Eds): Three-Dimensional
Confocal Microscopy: Volume Investigation of Biological Specimens: Volume
Investigation of Biological Specimens (Cell Biology). Academic Press Inc, Burlington,
MA, USA 1994.

70.  Song, L.; Hennink, E. J.; Young, I. T.; Tanke, H. J.: Photobleaching kinetics of
fluorescein in quantitative fluorescence microscopy. Biophys. J. 1995, 68, (6), 2588-
2600.

71. Wachsmuth, M.; Weidemann, T.; Muller, G.; Hoffmann-Rohrer, U. W.; Knoch,
T. A.; Waldeck, W.; Langowski, J.: Analyzing Intracellular Binding and Diffusion with
Continuous Fluorescence Photobleaching. Biophys. J. 2003, 84, (5), 3353-3363.

72.  Der-Balian, G. P.; Kameda, N.; Rowley, G. L.: Fluorescein labeling of Fab'
while preserving single thiol. Anal. Biochem. 1988, 173, (1), 59-63.

73.  Panchuk-Voloshina, N.; Haugland, R. P.; Bishop-Stewart, J.; Bhalgat, M. K.;
Millard, P. J.; Mao, F.; Leung, W. Y.; Haugland, R. P.: Alexa dyes, a series of new
fluorescent dyes that yield exceptionally bright, photostable conjugates. J. Histochem.
Cytochem. 1999, 47, (9), 1179-1188.

74.  Kumar, R. K. Chapple, C. C.; Hunter, N.: Improved Double
Immunofluorescence for Confocal Laser Scanning Microscopy. J. Histochem.
Cytochem. 1999, 47, (9), 1213-1218.

75.  Kathy Triantafilou, M. T. N. F.: Lipopolysaccharide (LPS) labeled with Alexa
488 hydrazide as a novel probe for LPS binding studies. Cytometry 2000, 41, (4), 316-
320.

76.  Turner, L.; Ryu, W. S.; Berg, H. C.: Real-Time Imaging of Fluorescent Flagellar
Filaments. J. Bacteriol. 2000, 182, (10), 2793-2801.

77.  Gee, K. R.; Poot, M.; Klaubert, D. H.; Sun, W.-C.; Haugland, R. P.; Mao, F.:
Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR, USA): Fluorinated xanthene derivatives US patent
6,162,931 (CO7C 245/00).

-110 -



[Seznam pouzité literatury]

78. Ermst, L. A.; Gupta, R. K.; Mujumdar, S. R.; Lewis, C. J. Waggoner, A. S.:
Cyanine dye labeling reagents for sulfhydryl groups. Cytometry 1989, 10, (1), 3-10.

79.  Mujumdar, R. B.; Ernst, L. A.; Mujumdar, S. R.; Lewis, C. J.; Waggoner, A. S.:
Cyanine dye labeling reagents: Sulfoindocyanine succinimidyl esters. Bioconjugate
Chem. 1993, 4, (2), 105-111.

80.  Brush, C. K.; Anderson, E. D.: Pharmacia P-L Biochemicals Inc. (Milwaukee,
WI, USA): Indocarbocyanine-linked phosphoramidites, US patent 5,556,959 (CO7H
21/00).

81. Brush, C. K.; Anderson, E. D.: Pharmacia Biotech Inc. (Milwaukee, WI, USA):
Indocarbocyanine and benzindocarbocyanine phosphoramidites, US patent 5,808,044
(CO7H 21/00).

82.  Berlier, J. E.; Rothe, A.; Buller, G.; Bradford, J.; Gray, D. R.; Filanoski, B. J.;
Telford, W. G.; Yue, S.; Liu, J.; Cheung, C.-Y.; Chang, W.; Hirsch, J. D.; Beechem, J.
M.; Haugland, R. P.; Haugland, R. P.: Quantitative Comparison of Long-wavelength
Alexa Fluor Dyes to Cy Dyes: Fluorescence of the Dyes and Their Bioconjugates. J.
Histochem. Cytochem. 2003, 51, (12), 1699-1712.

83.  Toutchkine, A.; Nalbant, P.; Hahn, K. M.: Facile Synthesis of Thiol-Reactive
Cy3 and Cy5 Derivatives with Enhanced Water Solubility. Bioconjugate Chem. 2002,
13, (3), 387-391.

84.  Flanagan, J. H.; Khan, S. H.; Menchen, S.; Soper, S. A.; Hammer, R. P.:
Functionalized Tricarbocyanine Dyes as Near-Infrared Fluorescent Probes for
Biomolecules. Bioconjugate Chem. 1997, 8, (5), 751-756.

85. Roederer, M.; Kantor, A. B.; Parks, D. R.; Herzenberg, L. A.: Cy7PE and
Cy7APC: Bright new probes for immunofluorescence. Cytometry 1996, 24, (3), 191-
197.

86.  Brismar, H.; Trepte, O.; Ulfhake, B.: Spectra and fluorescence lifetimes of
lissamine rhodamine, tetramethylrhodamine isothiocyanate, texas red, and cyanine 3.18
fluorophores: influences of some environmental factors recorded with a confocal laser
scanning microscope. J. Histochem. Cytochem. 1995, 43, (7), 699-707.

87.  Mujumdar, S. R.; Mujumdar, R. B.; Grant, C. M.; Waggoner, A. S.: Cyanine-
Labeling Reagents: Sulfobenzindocyanine Succinimidyl Esters. Bioconjugate Chem.
1996, 7, (3), 356-362.

88.  Svanvik, N.; Westman, G.; Wang, D.; Kubista, M.: Light-Up Probes: Thiazole
Orange-Conjugated Peptide Nucleic Acid for Detection of Target Nucleic Acid in
Homogeneous Solution. Anal. Biochem. 2000, 281, (1), 26-35.

89.  Treibs, A., Kreuzer, F.-H.: Difluorboryl-Komplexe von Di- und
Tripyrrylmethenen. Liebigs Ann. Chem. 1968, 718, (1), 208-223.

90. Karolin, J.; Johansson, L. B. A.; Strandberg, L.; Ny, T.: Fluorescence and
absorption spectroscopic properties of dipyrrometheneboron difluoride (BODIPY)
derivatives in liquids, lipid membranes, and proteins. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116,
(17), 7801-7806.

91.  Kambara, H.; Nagai, K.; Kawamoto, K.: Photodestruction of fluorophores and
optimum conditions for trace DNA detection by automated DNA sequencer.
Electrophoresis 1992, 13, (1), 542-546.

92. Lee, L. G.; Connell, C. R.; Woo, S. L.; Cheng, R. D.; McArdle, B. F.; Fuller, C.
W.; Halloran, N. D.; Wilson, R. K.: DNA sequencing with dye-labeled terminators and
T7 DNA polymerase: Effect of dyes and dNTPs on incorporation of dye-terminators
and probability analysis of termination fragments. Nucleic Acids Res. 1992, 20, (10),
2471-2483.

-111 -



[Seznam pouzité literatury]

93.  Yeum, K.-J.; Russell, R. M.; Krinsky, N. I.; Aldini, G.: Biomarkers of
antioxidant capacity in the hydrophilic and lipophilic compartments of human plasma.
Arch. Biochem. Biophys. 2004, 430, (1), 97-103.

94.  Pagano, R. E.; Watanabe, R.; Wheatley, C.; Chen, C.-S.: Use of N-[5-(5,7-
dimethyl boron dipyrromethene difluoride-sphingomyelin to study membrane traffic
along the endocytic pathway. Chem. Phys. Lipids 1999, 102, (1-2), 55-63.

95.  Timperman, A. T.; Khatib, K.; Sweedler, J. V.. Wavelength-Resolved
Fluorescence Detection in Capillary Electrophoresis. Anal. Chem. 1995, 67, (1), 139-
144,

96. Chehab, F. F.; Kan, Y. W.: Detection of Specific DNA Sequences by
Fluorescence Amplification: A Color Complementation Assay. Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S.A. 1989, 86, (23), 9178-9182.

97. Oefner, P. J.; Huber, C. G.; Umlauft, F.; Berti, G. N.; Stimpfl, E.; Bonn, G. K.:
High-Resolution Liquid Chromatography of Fluorescent Dye-Labeled Nucleic Acids.
Anal. Biochem. 1994, 223, (1), 39-46.

98.  Ravdin, P.; Axelrod, D.: Fluorescent tetramethyl rhodamine derivatives of
[alpha]-bungarotoxin: Preparation, separation, and characterization. Anal. Biochem.
1977, 80, (2), 585-592.

99. Buntel, C. J.: Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR, USA): Fluorescence-
qguenching chemicals for use in scientific research. Trade mark Serial Number
76061161.

100.  Gregory, J. (ed.): Handbook of Fluorescent Probes and Research Products. 9"
ed.; Molecular Probec, Inc.: Eugene, OR, USA 2002.

101. Reed, M. W.; Lukhtanov, E. A.; Gall, A. A.; Dempcy, R. O.: Epoch
Pharmaceuticals, Inc. (Redmond, WA, USA): Fluorescent quenching detection reagents
and methods. US patent 6,727,356 CO7C 245/00.

102. Cook, R. M.; Lyttle, M.; Dick, D.: Biosearch Technologies, Inc. (Novato, CA,
USA): Dark quenchers for donor-acceptor energy transfer. US patent 7,019,129 (CO7H
19/04).

103. Schaumann, E. (ed.): Methods of Organic Chemistry (Houbel-Weyl). 4th ed.;
Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1998; Vol. E 9d.

104. Hanack, M.; Osiobarcina, J.; Witke, E.; Pohmer, J.: Easy Procedures for the
Synthesis of Soluble [2,3,9,10,16,17,23,24-Octakis(Pentyloxy)
Phthalocyaninato]Ruthenium(Il) and (Phthalocyaninato)Ruthenium(ll). Synthesis 1992,
(1-2), 211-214.

105. Grunewald, H.; Homborg, H.: Preparation and Spectroscopical Characterization
of Nitridophthalocyaninatomanganese(V). Z. Naturforsch. B. 1990, 45, (4), 483-489.
106. Ford, W. T.; Sumner, L. L.; Zhu, W. M.; Chang, Y. H.; Um, P. J.; Choi, K. H,;
Heiney, P. A.; Maliszewskyj, N. C.: Liquid-Crystalline Octa-(2-Ethylhexyloxy)
Platinum and Lead Phthalocyanines. New J. Chem. 1994, 18, (4), 495-505.

107. Wohrle, D.; Eskes, M.; Shigehara, K.; Yamada, A.: A Simple Synthesis of 4,5-
Disubstituted  1,2-Dicyanobenzenes and  2,3,9,10,16,17,23,24-Octasubstituted
Phthalocyanines. Synthesis. 1993, (2), 194-196.

108. Gurek, A. G.; Bekaroglu, O.. Octakis(Alkylthio)-Substituted Phthalocyanines
and Their Interactions with Silver(l) and Palladium(Il) lons. J. Chem. Soc., Dalton
Trans. 1994, (9), 1419-1423.

109. Mikhalen, S.A.; Lukyanet, E. A.: Phthalocyanines and Related Compounds .1.
Synthesis and Properties of Tetraphenylphthalocyanines. J. Gen. Chem. USSR 1969, 39,
(9), 2081-2086.

-112 -



[Seznam pouzité literatury]

110. Mikhalen, S. A.; Korobkov, E. V.; Lukyanet, E. A.: Phthalocyanines and
Related Compounds. 4. Polychlorophthalocyanines. J. Gen. Chem. USSR 1970, 40, (2),
367.

111. Derkacheva, V. M.; Lukyanets, E. A.: Phthalocyanines and Related-Compounds.
18. Phenoxythio-Substituted and Phenylthio-Substituted Phthalocyanines. Zh. Obshch.
Khim. 1980, 50, (10), 2313-2318.

112. Metz, J.; Schneider, O.; Hanack, M.: Synthesis and Properties of Substituted
(Phthalocyaninato)lron and (Phthalocyaninato)Cobalt Compounds and Their Pyridine
Adducts. Inorg. Chem. 1984, 23, (8), 1065-1071.

113. Negrimovskii, V. M.; Derkacheva, V. M.; Kaliya, O. L.; Lukyanets, E. A.:
Phthalocyanins and Related-Compounds. 32. Synthesis and Certain Properties of
Tetranitro-Substituted and Octanitro-Substituted Phthalocyanins. Zh. Obshch. Khim.
1991, 61, (2), 460-470.

114. Kempa, A.; Dobrowolski, J.: Palladium Phthalocyanine and Its Polymorphic
Forms. Can. J. Chem. 1988, 66, (10), 2553-2555.

115. Yao, J. C.; Yonehara, H.; Pac, C. J.: A Convenient Synthetic Method for Pure
Oxo(Phthalocyaninato) Titanium(IV) and Application to Other Metal Phthalocyanines.
Bull. Chem. Soc. Jpn. 1995, 68, (3), 1001-1005.

116. Beck, A Mangold, K. M.; Hanack, M.: Soluble
(Tetraethylphthalocyaninato)lron(11) and (Tetraethylphthalocyaninato)Cobalt(11)
Compounds. Chem. Ber. 1991, 124, (10), 2315-2321.

117. Beck, A.; Hanack, M.: Synthesis of Tetravinylphthalocyanine. Chem. Ber. Recl.
1993, 126, (6), 1493-1494.

118. Nyokong, T.: Cyclic Voltammetry and Spectroelectrochemistry of Rhodium
Phthalocyanines. J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1994, (9), 1359-1365.

119. Hanack, M.; Gul, A.; Subramanian, L. R.: Synthesis and Semiconducting
Properties of Bridged (Phthalocyaninato)Osmium Compounds with Bidentate N-Donor
Ligands. Inorg. Chem. 1992, 31, (8), 1542-1544.

120. Soloveva, L. I.; Mikhalenko, S. A.; Chernykh, E. V.; Lukyanets, E. A..
Phthalocyanines and Related-Compounds. 20. Alkylamides of Isomeric
Phthalocyanintetrasulfonic Acid and Octasulfonic Acids. Zh. Obshch. Khim. 1982, 52,
(1), 90-101.

121. Duro, J. A.; Delatorre, G.; Torres, T.:. Synthesis and Different Aggregation
Properties in Solution of Alkyl-Amide and Dialkyl Amide Surrounded Phthalocyanines.
Tetrahedron Lett. 1995, 36, (44), 8079-8082.

122. Duro, J. A.; Torres, T.: Synthesis and Aggregation Properties in Solution of a
New Octasubstituted Copper Phthalocyanine - [-2,3,9,10,16,17,23,24-Octakis
[(Dioctylaminocarbonyl)Methoxy]Phthalocyaninato-]Copper(ll). Chem. Ber. Recl.
1993, 126, (1), 269-271.

123. Galpern, M. G.; Kudrevich, S. V.; Novozhilova, I. G.: Synthesis and Spectral
Properties of Soluble Phthalocyanine and Naphthalocyanine Azaanalogues. Chem.
Heterocycl. Compd. 1993, (1), 58-63.

124. Freyer, W.: Metallo-Tetrabenzo[G]Quinoxalino-2,3-Porphyrazines. J. Prakt.
Chem. 1994, 336, (8), 693-694.

125. Ohta, K.; Watanabe, T.; Hasebe, H.; Morizumi, Y.; Fujimoto, T.; Yamamoto, I.;
Lelievre, D.; Simon, J.: Discotic Liquid-Crystals of Transition-Metal Complexes-9 -
Synthesis and Properties of Discotic Liquid-Crystals of Tetrapyrazinoporphyrazine
Derivatives. Mol. Cryst. Lig. Cryst. 1991, 196, 13-26.

-113 -



[Seznam pouzité literatury]

126. Faust, R.; Weber, C.. Three-step synthesis and absorption and emission
properties of peripherally peralkynylated tetrapyrazinoporphyrazines. J. Org. Chem.
1999, 64, (7), 2571-2573.

127. Leznoff, C. C.; Svirskaya, P. I.; Khouw, B.; Cerny, R. L.; Seymour, P.; Lever,
A. B. P.. Syntheses of Monometallated and Unsymmetrically Substituted Binuclear
Phthalocyanines and a Pentanuclear Phthalocyanine by Solution and Polymer Support
Methods. J. Org. Chem. 1991, 56, (1), 82-90.

128. Sasa, N.; Okada, K.; Nakamura, K.; Okada, S.: Synthesis, structural and
conformational analysis and chemical properties of phthalocyaninatometal complexes.
J. Mol. Struct. 1998, 446, (3), 163-178.

129. Hofman, J. W.; van Zeeland, F.; Turker, S.; Talsma, H.; Lambrechts, S. A. G;
Sakharov, D. V.; Hennink, W. E.; van Nostrum, C. F.: Peripheral and axial substitution
of phthalocyanines with solketal groups: Synthesis and in vitro evaluation for
photodynamic therapy. J. Med. Chem. 2007, 50, (7), 1485-1494.

130. Leznoff, C. C.; McArthur, C. R.; Qin, Y. N.: Phthalocyanine-Modified Silica-
Gels and Their Application in the Purification of Unsymmetrical Phthalocyanines. Can.
J. Chem. 1993, 71, (9), 1319-1326.

131. Dirk, C. W.; Inabe, T.; Schoch, K. F.; Marks, T. J.: Cofacial Assembly of
Partially Oxidized Metallomacrocycles as an Approach to Controlling Lattice
Architecture in Low-Dimensional Molecular-Solids - Chemical and Architectural
Properties of the Face-to-Face Polymers [M(Phthalocyaninato)O]N, Where M = Si, Ge,
and Sn. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, (6), 1539-1550.

132. Lo, P. C.; Wang, S. Q.; Zeug, A.; Meyer, M.; Roder, B.; Ng, D. K. P..
Preparation and photophysical properties of halogenated silicon(IV) phthalocyanines
substituted axially with poly(ethylene glycol) chains. Tetrahedron Lett. 2003, 44, (9),
1967-1970.

133. Barker, C. A.; Findlay, K. S.; Bettington, S.; Batsanov, A. S.; Perepichka, I. F.;
Bryce, M. R.; Beeby, A.: Synthesis of new axially-disubstituted silicon-phthalocyanine
derivatives: optical and structural characterisation. Tetrahedron 2006, 62, (40), 9433-
9439.

134. Joyner, R. D.; Kenney, M. E.: Phthalocyaninosilicon Compounds. Inorg. Chem.
1962, 1, (2), 236-238.

135. Ford, W. E.; Rodgers, M. A. J.; Schechtman, L. A.; Sounik, J. R.; Rihter, B. D.;
Kenney, M. E.: Synthesis and Photochemical Properties of Aluminum, Gallium,
Silicon, and Tin Naphthalocyanines. Inorg. Chem. 1992, 31, (16), 3371-3377.

136. Sievertsen, S.; Homborg, H.: Preparation and Spectroscopical Properties of
Nitridophthalocyaninatorhenium(V). Z. Anorg. Allg. Chem. 1994, 620, (8), 1439-1442.
137.  Ziener, U.; Durr, K.; Hanack, M.: Synthesis and Characterization of the First
Soluble Phthalocyaninatorhenium Complexes. Synth. Met. 1995, 71, (1-3), 2285-2286.
138. Kobayashi, N.; Kondo, R.; Nakajima, S.; Osa, T.: New route to unsymmetrical
phthalocyanine analogs by the use of structurally distorted subphthalocyanines. J. Am.
Chem. Soc. 1990, 112, (26), 9640-9641.

139. Kovshev, E. I.; Lukyanet.E. A.: Phthalocyanines and Related Compounds. 11.
Substituted 2, 2,3-Naphthalocyanines. Zh. Obshch. Khim. 1972, 42, (7), 1593.

140. Freyer, W.; Minh, L. Q.: Influence of Lewis-Acids on the Absorption Behavior
of Substituted Metallotetraazaporphins. J. Prakt. Chem. 1987, 329, (2), 365-373.

141. Linstead, R. P.; Weiss, F. T.: Phthalocyanines and Related Compounds. 21. The
Oxidation of Phthalocyanine, Tetrabenzporphin, and Allied Substances. J. Chem. Soc.
1950, (NOV), 2981-2987.

- 114 -



[Seznam pouzité literatury]

142. Monahan, A. R.; Brado, J. A.; Deluca, A. F.. Association of Copper(ll),
Vanadyl, and Zinc(ll) 4,4',4",4"-Tetraalkylphthalocyanine Dyes in Benzene. J. Phys.
Chem. 1972, 76, (14), 1994-1996.

143. Achar, B. N.; Fohlen, G. M.; Parker, J. A.; Keshavayya, J.: Synthesis and
Structural Studies of Metal(li) 4,9,16,23-Phthalocyanine Tetraamines. Polyhedron
1987, 6, (6), 1463-1467.

144, Kudrevich, S. V.; Ali, H.; van Lier, J. E.: Syntheses of Monosulfonated
Phthalocyanines, Benzonaphthoporphyrazines and Porphyrins Via the Meerwein
Reaction. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1994, (19), 2767-2774.

145. Tamura, T.; Kikuchi, K.; Takeoka, Y.; Rikukawa, M.: Synthesis of fullerene
containing cyano group and formation of the metal complexes. Synth. Met. 2003, 135-
136, 739-740.

146. Torres, T.; Gouloumis, A.; Sanchez-Garcia, D.; Jayawickramarajah, J.; Seitz,
W.; Guldi, D. M.; Sessler, J. L.: Photophysical characterization of a cytidine-guanosine
tethered phthalocyanine-fullerene dyad. Chem. Comm. 2007, (3), 292-294.

147. Yokoyama, S.; Kurata, H.; Harima, Y.; Yamashita, K.; Hoshino, K.; Kokado,
H.: Adsorption Behavior of a Cationic Surfactant Derivative of Ferrocene on
Phthalocyanine Pigment Surface. Chem. Lett. 1991, (3), 441-444.

148. Cook, M. J.; Cooke, G.; Jafarifini, A.: A Liquid-Crystalline Ferrocenyl-
Phthalocyanine. J. Chem. Soc., Chem. Comm. 1995, (17), 1715-1716.

149. Gonzalez-Cabello, A.; Vazquez, P.; Torres, T.: A new phthalocyanine-ferrocene
conjugated dyad. J. Organomet. Chem. 2001, 637, 751-756.

150. Kasuga, K.; Moriwaki, N.; Handa, M.: Reaction of carbon dioxide with tetra-t-
butylphthalocyaninato-aluminium(lll)-ethylate or -ethoxide. Inorg. Chim. Acta 1996,
244, (1), 137-139.

151. Sievertsen, S.; Homborg, H.: Monomeric and Dimeric Chromium(lll)
Phthalocyanines - Synthesis and Properties of
Hydroxopyridiniophthalocyaninatochromium(l11) and Mu-
Oxodi(Pyridinophthalocyaninatochromium(lll). Z. Anorg. Allg. Chem. 1994, 620, (9),
1601-1606.

152. Aoudia, M.; Cheng, G.; Kennedy, V. O.; Kenney, M. E.; Rodgers, M. A. J.:
Synthesis of a Series of Octabutoxy- and Octabutoxybenzophthalocyanines and
Photophysical Properties of Two Members of the Series. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119,
(26), 6029-6039.

153. Kliesch, H.; Weitemeyer, A.; Muller, S.; Wohrle, D.. Synthesis of
Phthalocyanines with One Sulfonic-Acid, Carboxylic-Acid, or Amino Group. Liebigs
Ann. Chem 1995, (7), 1269-1273.

154. Linssen, T. G.; Durr, K.; Hanack, M.; Hirsch, A.: A Green Fullerene - Synthesis
and Electrochemistry of a Diels-Alder Adduct of [60]Fullerene with a Phthalocyanine.
J. Chem. Soc., Chem. Comm. 1995, (1), 103-104.

155. Galanin, N. E.; Kudrik, E. V.; Shaposhnikov, G. P.; Aleksandriiskii, V. V.:
Synthesis and Spectral Characteristics of Unsymmetrical Porphirazines with
Triphrnylmethyl Groups. Russ. J. Org. Chem. 2004, 40, (5), 723-728.

156. Zimcik, P.; Miletin, M.; Musil, Z.; Kopecky, K.; Kubza, L.; Brault, D.: Cationic
azaphthalocyanines bearing aliphatic tertiary amino substituents - Synthesis, singlet
oxygen production and spectroscopic studies. J. Photochem. Photobiol. A, Chem. 2006,
183, (1-2), 59-69.

-115-



[Seznam pouzité literatury]

157.  Musil, Z.; Zimcik, P.; Miletin, M.; Kopecky, K.; Lenco, J.: Synthesis, separation
and UV/Vis spectroscopy of pyrazino-quinoxalino-porphyrazine macrocycles. Eur. J.
Org. Chem. 2007, (27), 4535-4542.

158. Musil, Z.; Zimcik, P.; Miletin, M.; Kopecky, K.; Petrik, P.; Lenco, J.: Influence
of electron-withdrawing and electron-donating substituents on photophysical properties
of azaphthalocyanines. J. Photochem. Photobiol. A, Chem. 2007, 186, (2-3), 316-322.
159. McKeown, N. B.; Chambrier, I.; Cook, M. J.: Synthesis and Characterization of
Some 1,4,8,11,15,18,22,25-Octa-Alkyl-22,25-Bis(Carboxypropyl)Phthalocyanines and
1,4,8,11,15,18-Hexa-Alkyl-22,25-Bis(Carboxypropyl)Phthalocyanines. J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 1 1990, (4), 1169-1177.

160. Chambrier, I.; Cook, M. J.; Cracknell, S. J.; McMurdo, J.: Synthesis and
Characterization of Some Nonuniformly Substituted Mesogenic Phthalocyanines. J.
Mater. Chem. 1993, 3, (8), 841-849.

161. Torres, T.; de la Torre, G.; Garcia-Ruiz, J.: Synthesis of new push-pull
unsymmetrically substituted styryl metallophthalocyanines: Targets for nonlinear
optics. Eur. J. Org. Chem. 1999, (9), 2323-2326.

162. Weitemeyer, A.; Kliesch, H.; Wohrle, D.: Unsymmetrically Substituted
Phthalocyanine Derivatives via a Modified Ring Enlargement Reaction of Unsubstituted
Subphthalocyanine. J. Org. Chem. 1995, 60, (15), 4900-4904.

163. Sastre, A.; Del Rey, B.; Torres, T.: Synthesis of novel unsymmetrically
substituted push-pull phthalocyanines. J. Org. Chem. 1996, 61, (24), 8591-8597.

164. Kobayashi, N.; Ishizaki, T.; Ishii, K.; Konami, H.: Synthesis, Spectroscopy, and
Molecular  Orbital Calculations of  Subazaporphyrins,  Subphthalocyanines,
Subnaphthalocyanines, and Compounds Derived Therefrom by Ring Expansion. J. Am.
Chem. Soc. 1999, 121, (39), 9096-9110.

165. Kasuga, K.; Idehara, T.; Handa, M.; Isa, K.: Preparation of unsymmetrical
phthalocyanine by means of a ring expansion of subphthalocyanine. Inorg. Chim. Acta
1992, 196, (2), 127-128.

166. Sastre, A.; Torres, T.; Hanack, M.: Synthesis of novel unsymmetrical
monoaminated phthalocyanines. Tetrahedron Lett. 1995, 36, (46), 8501-8504.

167. Leznoff, C. C.; Hall, T. W.: The synthesis of a soluble, unsymmetrical
phthalocyanine on a polymer support. Tetrahedron Lett. 1982, 23, (30), 3023-3026.

168. Young, J. G.; Onyebuagu, W.: Synthesis and characterization of di-disubstituted
phthalocyanines. J. Org. Chem. 1990, 55, (7), 2155-2159.

169. Dabak, S.; Bekaroglu, O.: Synthesis and properties of water-soluble crosswise-
disubstituted phthalocyanines. J. Chem. Res., Synop. 1997, (1), 8-9.

170. Dabak, S.; Bekaroglu, O.: Synthesis of phthalocyanines crosswise-substituted
with two alkylsulfanyl and two amino groups. New J. Chem. 1997, 21, (2), 267-271.
171. Stihler, P.; Hauschel, B.; Hanack, M.: Synthesis of a bisdienophilic
phthalocyanine and of precursors for repetitive Diels-Alder reactions based on
hemiporphyrazines and phthalocyanines. Chem. Ber. Recl. 1997, 130, (6), 801-806.

172.  Maizlish, V. E.; Kulinich, V. P.; Shaposhnikov, G. P.: Unsymmetrical
azaporphyrins. Synthesis, structure, and properties. Russ. J. Gen. Chem. 2004, 74, (11),
1801-1817.

173. Leznoff, C. C., Greenberg, S.; Khouw, B.; Lever, A. B. P. : The syntheses of
mono- and disubstituted phthalocyanines using a dithioimide. Can. J. Chem. 1987, 65,
(8), 1705-1716.

174, Nolan, K. J. M.; Hu, M.; Leznoff, C. C.. "Adjacent" Substituted
Phthalocyanines. Synlett 1997, (05), 593-594.

-116 -



[Seznam pouzité literatury]

175. Kobayashi, N.: Optically active adjacent type non-centrosymmetrically
substituted phthalocyanines. Chem. Comm. 1998, (4), 1998, 487 - 488.

176. Miwa, H.; Kobayashi, N.: A novel naphthalocyanine isomer: A
dinaphthophthalocyanine with C2v symmetry. Chem. Lett. 1999, (12), 1303-1304.

177. Kobayashi, N.; Miwa, H.; lIsago, H.; Tomura, T.. An Adjacent
Dibenzotetraazaporphyrin: A Structural Intermediate between Tetraazaporphyrin and
Phthalocyanine. Inorg. Chem. 1999, 38, (3), 479-485.

178. Kbnorr, R.; Trzeciak, A.; Bannwarth, W.; Gillessen, D.: New coupling reagents in
peptide chemistry. Tetrahedron Lett. 1989, 30, (15), 1927-1930.

179. Han, S.-Y.; Kim, Y.-A.: Recent development of peptide coupling reagents in
organic synthesis. Tetrahedron 2004, 60, (11), 2447-2467.

180. Smith, M.; Rammler, D. H.; Goldberg, I. H.; Khorana, H. G.: Studies on
Polynucleotides. XIV.1 Specific Synthesis of the C3-Cs-; Interribonucleotide Linkage.
Syntheses of Uridylyl-(3"—5")-Uridine and Uridylyl-(3"—5")-Adenosine2. J. Am.
Chem. Soc. 1962, 84, (3), 430-440.

181. Mearkved, E. H.; Holmaas, L. T.; Kjesen, H.; Hvistendahl, G.: Preparation of
magnesium azaphthalocyanines by cyclotetramerisation of S-substituted 4,5-
disulfanylpyrazine-2,3-dicarbonitriles. Acta Chem. Scand. 1996, 50, (12), 1153-1156.
182. Zimcik, P.; Miletin, M.; Ponec, J.; Kostka, M.; Fiedler, Z.: Synthesis and studies
on photodynamic activity of new water-soluble azaphthalocyanines. J. Photochem.
Photobiol. A, Chem. 2003, 155, (1-3), 127-131.

183. Foks, H.; Manowska, W.; Sienicka, J.: Synthesis and tuberculostatic activity of
some derivatives of pyrazine 2 carboxylic acid. Acta Pol. Pharm. 1976, 33, (6), 687-
693.

184. Michelsen, U.; Kliesch, H.; Schnurpfeil, G.; Sobbi, A. K.; Woéhrle, D.:
Unsymmetrically substituted benzonaphthoporphyrazines: A new class of cationic
photosensitizers for the photodynamic therapy of cancer. Photochem. Photobiol. 1996,
64, (4), 694-701.

185. Model 392 and 394 DNA/RNA Synthesizers, Users Manual. Applied Biosystems,
Inc.: Forster City, CA, USA, 1994,

186. Gumus, G.; Ahsen, V.. Synthesis and characterization of di-n-hexylamino-
substituted phthalocyanines. J. Porphyrins Phthalocyanines 2002, 6, (7-8), 489-493.
187. Ried, W.; Tsiotis, G.: New Fused Nitrogen-Rich Heterocycles from 5,6-
Dichloropyrazine-2,3-Dicarbonitrile. Liebigs Ann. Chem. 1988, (12), 1197-1199.

188. Kostka, M.; Zimcik, P.; Miletin, M.; Klemera, P.; Kopecky, K.; Musil, Z..
Comparison of aggregation properties and photodynamic activity of phthalocyanines
and azaphthalocyanines. J. Photochem. Photobiol. A, Chem. 2006, 178, (1), 16-25.

189. Morkved, E. H.; Ossletten, H.; Kjosen, H.. Preparation of octa(alkoxy)
azaphthalocyanines. Acta Chem. Scand. 1999, 53, (12), 1117-1121.

190. Vagin, S.l.; Hanack, M.: Synthesis and Spectroscopic Properties of Non-
Symmetrical Benzo-Annulated Porphyrazines and Their Metal Complexes. Eur. J. Org.
Chem. 2002, 2002, (16), 2859-2865.

191. Petrik, P.; Zimcik, P.; Kopecky, K.; Musil, Z.; Miletin, M.; Loukotova, V.:
Protonation and deprotonation of nitrogens in tetrapyrazinoporphyrazine macrocycles.
J. Porphyrins Phthalocyanines 2007, 11, (7), 487-495.

192. Bergami, C.; Donzello, M. P.; Ercolani, C.; Monacelli, F.; Kadish, K. M,;
Rizzoli, C.: Tetra-2,3-pyrazinoporphyrazines with externally appended pyridine rings.
3. A new highly electron-deficient octacationic macrocycle: Tetrakis-2,3-[5,6-di{2-(N-

- 117 -



[Seznam pouzité literatury]

methyl)pyridiniumyl}pyrazino]porphyrazine, [(2-Mepy)(8)TPyzPzH(2)](8+). Inorg.
Chem. 2005, 44, (26), 9852-9861.

193. Donzello, M. P.; Ou, Z. P.; Monacelli, F.; Ricciardi, G.; Rizzoli, C.; Ercolani,
C.; Kadish, K. M.: Tetra-2,3-pyrazinoporphyrazines with externally appended pyridine
rings. 1. Tetrakis-2,3-[5,6-di(2-pyridyl)pyrazino]porphyrazine: A new macrocycle with
remarkable electron-deficient properties. Inorg. Chem. 2004, 43, (26), 8626-8636.

194. Marras, S. A. E.; Kramer, F. R.; Tyagi, S.: Efficiencies of fluorescence
resonance energy transfer and contact-mediated quenching in oligonucleotide probes.
Nucleic Acids Res. 2002, 30, (21), e122.

195. Stuzhin, P. A.: Azaporphyrins and phthalocyanines as multicentre conjugated
ampholites. J. Porphyrins Phthalocyanines 1999, 3, (6-7), 500-513.

196. Stuzhin, P. A.; Khelevina, O. G.: Azaporphyrins: Structure of the reaction centre
and reactions of complex formation. Coord. Chem. Rev. 1996, 147, 41-86.

197. Sheinin, V. B.; Berezin, B. D.; Khelevina, O. G.; Stuzhin, P. A.; Telegin, F. Y.:
Acidic lonization of Tetraazaporphin in Dimethyl-Sulfoxide. Zh. Org. Khim. 1985, 21,
(7), 1571-1576.

-118 -



