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1 UVOD

Fluorescencni mikroskopie je v souCasnosti velmi rozSifena metoda vyuzivana
Vv moderni bunécné biologii ke studiu bunécnych struktur, organel a dynamickych
procestt uvnitt zivych bunck. Jednou z organel podavajicich mnoho informaci o
fyziologickych zménach bunky je mitochondrie, ktera se nachdzi ve vétsing
eukaryotickych bun¢k. Mitochondrie se mimo jiné podili na procesech jako je regulace

bunécného cyklu, rist nebo apoptdza bunky.

V souvislosti s posledni zminénou funkci se staly pfedmétem mnoha studii latky, které
jsou schopny funkci mitochondrii ovlivnit. Piisobeni latek s destrukénim uc¢inkem na
mitochondrie pak vede k cilené apoptoze bunky. Cytotoxicky tcinek téchto sloucenin je

pak vyuzivan pii 1écbé nékterych druht rakoviny.

Rozsahlou skupinou takovych sloucenin jsou fenolické a polyfenolické latky. Ty jsou
znamé zejména pro své antioxidaéni vlastnosti a jejich vyuziti v prevenci vzniku
riznych onemocnéni jako jsou kardiovaskuldrni choroby, zanétlivd a imunitni
poskozeni, onemocnéni gastrointestinalniho traktu (GIT), onemocnéni mozku pf.
Parkinsonova choroba, déale pak poruchy pfedCasného starnuti a nadorové bujeni. Za
ur¢itych podminek se slouceniny s antioxidacnimi vlastnostmi mohou projevovat
naopak jako prooxidanty a mit toxicky uc¢inek na mitochondrie a buniky. Mohou se tak

uplatnit pti lé€bé zhoubnych nadort.

V poslednich letech byla na naSi katedfe vyvinuta syntéza fluorescencnich znacek
vyuzivajici trisubstituovany pyrimidin jako centralni molekulu spojujici peptid a
fluorescencni barvivo. Slouceniny této struktury jsou schopny penetrovat ptes bunécnou
membranu a akumulovat se v mitochondriich a mohou byt proto vyuzity k vizualizaci
téchto organel. Struktura téchto derivati umoziluje zavedeni dalsi sloZzky do molekuly.
Vzhledem k tomu, ze cilem téchto slou¢enin jsou mitochondrie, nabizi se moznost
zanést do systému substituent ovliviijici jejich funkci. Timto spojenim by mohly

vzniknout slou¢eniny s potencidlni biologickou aktivitou a zaroven vizualiza¢ni funkeci.

Jak bylo zminéno vySe, fenolické a polyfenolické slouc¢eniny mimo jiné poSkozuji

mitochondrie a buniky produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a jsou tak schopny
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zahdjit apoptézu buiiky. Rozhodli jsme se proto substituovat pyrimidinové
fluorescencni znaCky slouceninami tohoto charakteru. Pro zacatek byly vybrany

jednoduché fenolické derivaty, na kterych bude vyvinuta metoda aplikovatelnd pro

vvvvvv

Derivatizaci fluorescencniho systému muze dojit ke zménam jeho fluorescencnich
vlastnosti, proto bude také nutné prostudovat nové vzniklé derivaty z tohoto pohledu.
Vedle fluorescence muize byt ovlivnéna i schopnost penetrace latek bunécnou a

mitochondrialni membranou. Ziskané poznatky pak budou vyuzity a porovnany

vvvvvv
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2 CIiL BAKALARSKE PRACE

Cilem predlozené bakalaiské prace je ptiprava derivatu Rhodaminu B 1 a nésledna

derivatizace volné aminoskupiny fenolickou slouceninou za vzniku cilovych latek 2.

Prekurzor 1 bude pfipraven podle vyvinuté metody vyuZivajici syntézu na pevné fazi.

Nasledujici substituce bude testovana se Ctyfmi hydroxyslouceninami, které musi byt

pfed samotnym navazanim na rhodaminovy derivat opatfeny funkéni skupinou

schopnou reagovat s aminy (Schéma 1). U pfipravenych slou¢enin pak budou zméfena

fluorescencni spektra, bude ovétrena jejich chemickd stabilita, fotostabilita a schopnost

penetrace bunéénou membranou.

Wangova pryskyfice
R «E
! o

NH,
| (0] —_— O—o w)\(
© N \©\N 70(\/ NN \©\ i
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X L1 = dikarboxylova kyselina
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X¢ halogenkarboxylova kyselina
R R
R=-H
-OH
-OCH3

Schéma 1: Obecné schéma syntetické cesty

Diléi cile prace 1ze shrnout v nésledujicich bodech:

Ptiprava fluorescen¢niho derivatu odvozeného od Rhodaminu B a pyrimidinu na
Wangové pryskyfici
Modifikace hydroxyskupiny fenolickych slou¢enin za vzniku derivati

s karboxylovou skupinou
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» Méfeni fluorescenénich vlastnosti pfipravenych derivatt
* Pfiprava vzorkll na testovani jejich schopnosti penetrovat pifes bunécnou

membranu
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Luminiscence

Luminiscence je velmi vyznamny jev, ktery se odehrava v piirodé. Je to zafeni, které
emituje pozorovana latka po pfedchozim pfijeti energie. Luminiscence muze byt
vyvolana riiznymi zptisoby. Latka naptiklad mlze pfijmout svételnou energii a nasledné
emitované zafeni se nazyva fotoluminiscence. DalSi zafeni mize byt emitovano diky
chemické reakci, kterd probihd uvniti zkoumané latky, jde tedy o chemiluminiscenci.
Dale pak bioluminiscence, ktera vznikd pomoci energie uvolnéné pii biologickych
pochodech probihajicich v latce. Elektrické pole muize vyvolat elektroluminiscenci.
Dale mizeme zminit mechanoluminiscenci, kterd vznikd poSkozenim krystalové

struktury latky. Existuji i dal3i typy luminiscence.’

Nejvyznamnéj$i kategorii luminiscence je bezpochyby fotoluminiscence. Mezi
fotoluminiscenci fadime fluorescenci a fosforescenci. Princip jejich vzniku a vyuziti

Vv praxi bude vysvétlen dale.

3.1.1 Fluorescence

Fluorescence je velmi vyznamnou formou luminiscence. Nachazi vyuziti v mnoha
disciplinach  védy, v chemii, biologii, medicin¢, materidlovém inZenyrstvi,
nanotechnologiich atd. Dilezitym ptedpokladem pro vznik fluorescence je to, aby
zkoumana latka méla takovou molekulovou strukturu, ktera je schopna absorbovat
zafeni. Cim vétsi je absorbance, tim intenzivngjsi je fluorescence dané latky.
Fluorescenci lze ofekéavat v molekulach, které maji rozsahly systém konjugovanych

dvojnych vazeb.

K fluorescenci dochazi po absorpci fotont a jejich energie. Tim molekula piejde do
vyssiho elektronového stavu, tzv. excitovaného stavu elektrond. Absorpci energie
ptejde molekula z nejnizsi vibracni hladiny zékladniho stavu Sp na jakoukoliv vibra¢ni
hladinu singletového excitovaného stavu Si, na kazdém orbitale se mohou usadit dva
elektrony s opaénym spinem. Z vysSich vibra¢nich hladin excitovaného stavu mohou
elektrony pfejit na niz$i vibracni hladiny tzv. nezatfivym ptechodem, ¢imzZ ztraci energii.

K emisi zafeni dochéazi teprve az pii pfechodu z nejniz§i vibrac¢ni hladiny prvniho
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excitovaného stavu S; do zdkladniho stavu Sp. Proto ma vyzarené svétlo nizsi energii

s r v v ;2
(vyssi vinovou délku) nez svétlo absorbované.

Tento jev poprvé popsal Sir George Stokes ve své publikaci z roku 1852 a od té doby je

nazyvan Stokesovym posunem.3

3.1.2 Fosforescence

Fosforescence je dals$i formou luminiscence. Ma del$i trvani, mize trvat nékolik minut
az hodin, na rozdil od fluorescence. Fosforescence vznika absorpci fotond, ¢imz vznika
excitovany singletovy stav jako u fluorescence. Navic ale dochazi k mezisystémovému
ptechodu za vzniku excitovaného tripletového stavu, kdy maji elektrony souhlasné
spiny. Navracenim na zakladni energetickou hladinu dochazi k fosforescenci. Toto
navraceni elektroni do normalniho stavu je kvantové zakazany ptechod, proto

, , 2
fosforescence trva déle.

Prechody mezi energetickymi hladinami popisuje obrazek, tzv. Jablonského diagram
(Obr. 1).

Excitovany singletovy stav

4
. 3
2
ES Excitovany
1 m ! tripletovy stav
“ 0 —":
3
% - 2 .
= B ' Ty
S B3
AE @ z Q2 ‘
® ®
z B3
a 1]
5
4
. 3
2
Sy . 1

1

_JN

Zakladni stav

Obr. 1: Jablonského diagram.2
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Jevu fluorescence se vyuziva u nedestruktivnich a vysoce citlivych analytickych metod
jako fluorescencni spektroskopie, fluorescencni mikroskopie nebo priitokova
cytometrie. Dale se fluorescence zaméfuje na méfeni intracelularniho pH pomoci

fluorescenénich barviv.

3.1.3 Fluorescenc¢ni znacky

NejznaméjSimi  fluorescencnimi  znackami neboli barvivy (fluorofory) jsou pH
indikatory fenolftalein, lakmus, methyloranz nebo methylcerven. Tyto indikatory se ale
nedaji pouzit pro méfeni intracelularniho pH. Efektivni fluorescenc¢ni sondy pro
sledovani zmén intracelularniho pH musi spliiovat nékolik ptisnych pozadavki jako je
dobré selektivita, vysoka citlivost, dobra fotostabilita, schopnost pracovat v ptislusSném
rozsahu pH a samoziejm¢ musi byt nedestruktivni pro bunécny systém. Vysledky

reakce pak vyhodnocujeme pomoci spektralnich technik.

Intracelularni pH hraje dulezitou roli v Zivotnich aktivitach buiiky, jako je proliferace a
apoptdza, transport zivin, endocytdza nebo svalové kontrakce. Abnormalni pH uvnitf
bunky indikuje poSkozeni riistu a jejich funkci. S témito poSkozenimi jsou spojené

nemoci jako napiiklad rakovina.

Jako fluorescen¢ni znaCky uzivané ke znaceni bunck ¢i bunécnych organel mizeme
vyuzit thodaminy, fluorescein a jeho derivaty, benzoxanthenova barviva, BODIPY nebo
trifenylphosfinové slouceniny. Déle pak rhodoly, které jsou hybridnimi slouceninami
fluoresceinu a rhodaminu. Vzhledem k tomu, ze je tato prace zaméfend na syntézu
derivati Rhodaminu B, bude v nasledujicich kapitolach pozornost vénovana pouze

skupin€ rhodaminovych barviv.

3.1.3.1 Rhodaminové fluorescenc¢ni znacky

Syntéza rhodaminil sah4 az do 19. stoleti, kdy se staly novou tfidou syntetickych barviv.
Vyuzivaly se k barveni kosmetiky, textilii, inkoustli, dokonce i potravinarskych

vyrobka.*
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Rhodaminova barviva jsou velmi Casto uzivana jako fluorescencni znacky, jelikoz maji
siroky rozsah fluorescence ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra a vysoké
kvantové vytézky. Diky jejich stabilité a vybornym fyzikalnim vlastnostem maji bohaté

vyuZziti.

Patfi do skupiny xanthenovych barviv spoleéné s fluoresceinem a jeho derivaty a
eosinem. Obecné struktury chromoforu xanthenu 3 a rhodaminovych barviv 4 jsou

uvedeny na obr. 2.

Obr. 2: Obecné struktury xanthenu a rhodaminu

Rhodaminové barviva jsou velmi Casto uzivana jako fluorescencni znacky, jelikoz maji
Siroky rozsah fluorescence ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra a vysoké
kvantové vytézky. Diky jejich stabilité a vybornym fyzikalnim vlastnostem maji bohaté

vyuZziti.

Rhodaminy se Casto pouzivaji v bunéc¢né biologii. Tyto kladné nabité fluorofory velmi
dobie pronikaji do bunck diky negativnimu membranovému potencidlu v cytoplazmé
bunck.Delokalizovany kationtovy systém n-elektronli navic podporuje akumulaci
rhodaminll uvnitf mitochondrii na zéklad¢ jesté siln€jSiho negativniho potencialu vnitini
mitochondridlni membrany. Dalsi vyhodou je jejich vysokéd stereospecifita reakce

s povrchem biomakromolekul.>®

Rhodaminové barviva Ize snadno modifikovat. Tyto modifikace miiZeme rozdélit do tfi
hlavnich tfid. Prvni z nich je modifikace aminoskupin xanthenové podjednotky, coz

vede k nékolika zménam ve fotofyzikalnich vlastnostech, mlZze dojit dokonce k tplné
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ztrat¢ fluorescence. Tato vlastnost je uzite¢nd pii syntéze latentniho fluoroforu (pro-
fluoroforu). Latentni fluorofory se uzivaji pfi studiu aktivity enzyma napf. kaspasy,
esterasy, protedsy, nebo k organokovové katalyze v zivych buiikach a k detekci malych
molekul in vivo. Pro nékteré aplikace jsou rhodaminy pouzivany v jejich volné formé,
avsak pro vétSinu z nich je potieba ukotvit je k jiné molekule (polymer, oligonukleotid,
biomolekuly atd.) nebo povrchu. Za timto uclelem jsou modifikovany na
karboxyphenylovém kruhu v pozici 4'- nebo 5’-substituenty (G = aktivovany ester, acyl
chlorid, sulfonyl chlorid), které snadno podléhaji reakci s nukleofilnimi skupinami
Vv cilové molekule. Tyto derivaty jsou velmi drahé a vétSinou se prodavaji jako smeés
isomert. Jsou to naptiklad sukcinimidestery, isothiokyanaty a maleinimidové derivaty
Rhodamin 110 nebo Rhodamin 101. Jejich pouziti je tedy omezené kvili vysoké cené.
Tteti skupinou jsou pak modifikace karboxylové kyseliny v poloze 2°. Mize se zdat, ze
modifikace této polohy je jednoducha. Avsak teprve v nedavné dob¢ zacaly vychazet
odborné ¢lanky zaméfené na zménu struktury rhodaminové fluorescen¢ni znacky prave
ve zminéné pozici.” Jednou z prvnich praci za uelem modifikovat tuto karboxylovou
skupinu byla jeji amidace, kterou provedli Cincotta a Foley.8 Nova fluorescenéni znacka

se pak pouziva ve fotografickych procesech.

V zavislosti na substituentech Rl, R2, R3, R4, G a také na counteriontu X (vétSinou CI,
Br’, ClO4’) maji znacky rtizné fotofyzikalni vlastnosti v roztoku, jako absorp¢ni a emisni
maxima, polocas fluorescence a kvantovy vytézek. V kyselych roztocich je karboxylova
skupina protonovana a rhodaminova znacka se tak vyskytuje ve form¢ kationtu,
vbazickych roztocich dochazi k disociaci a rhodaminova znacka je tak pfevedena na
formu zwitteriontu. 'V dasledku  induktivniho efektu zdporného néboje
dochazik ¢ervenému posunu v absorpcnim i fluorescencnim maximu. V méné polarnich
rozpoustédlech podléhaji zwitterionty reverzibilni konverzi na bezbarvy lakton kvili

preruseni konjugace v molekule chromoforu (Obr 3).’
Na obr. 3 jsou zobrazeny kationtové a zwitteriontové struktury Rhodaminu B a

Rhodaminu 101, které po piijeti protonu fluoreskuji a laktonové formy, které jsou

bezbarvé.
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Kationt Zwitteriont Lakton
Rhodamin B

10
Kationt Zwitteriont Lakton

Rhodamin 101

Obr. 3: Fluoreskujici a bezbarvé struktury rhodaminovych barviv

V nasledujicim textu jsou uvedeny piiklady jiz pomérné dlouho zndmych a vyuzivanych
rhodaminovych slou¢enin i nékteré nedavno vyvinuté derivaty.
Mezi komeréné dostupné a velmi uzivané rhodaminy patii Rhodamin B, Rhodamin 6G,

Rhodamin 19, Rhodamin 110(Obr.4), Rhodamin 116, Rhodamin 123 a Rhodamin 101
(Obr. 5).

S)

O
( Cl \ ( cl
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:i.ﬂ COOH Ei.n COOMe
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14

13
Rho 19 Rho 110

9

Obr. 4: Struktury rhodamint
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Obr. 5: Struktury rhodaminti

Rhodamin B se uziva k monitorovani membranové fuze, ke studiu struktury krevnich
koagulacnich faktori a receptort. Dale k barveni tubuli generovanych v bunééném
cyklu, ke stanoveni lysozomalnich degradacnich lipoproteind a ke zkoumani vlivu
proteinti na dynamiku lipidt pomoci fluorescencni anizotropie.

Rhodamin 6G se pouzivad v biotechnologiich jako je fluorescenéni mikroskopie,
pritokovéa cytometrie, fluorescencni korelacni spektroskopie a ELISA. Dale je vhodny
pro piipravu nukleotidii a oligonukleotidovych konjugatd.

Rhodamin 110 je velmi uzite¢ny pfti detekci ROS v bunkach nebo pii studiu enzymi
proteasy a kaspasy. Rhodamin 123 se pouZziva pro detekci mnoha riiznych typii bun¢k
napiiklad lidskych neuront, bakterii nebo dokonce rostlinnych bunék. Rhodamin 101

mé vyuZiti pii studiu biologickych membran.®

Dulezitou aplikaci rhodaminovych barviv je stanoveni pH. Detekéni mechanismus této
metody je zaloZen na jiz zminéné zméné molekulérni struktury rhodaminovych barviv
mezi spirocyklickou (nefluorescenc¢ni) formou a formou s oOtevienym kruhem
(fluorescen¢ni). Napiiklad u derivatu Rhodaminu B 18(Obr. 6) se v rozmezi pH 4,2 -

sy . v ’ v 1
6,0 zvysi intenzita fluorescence aZ stonasobng.™
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Dalsim derivatem je B-CD, coz je Rhodamin B modifikovany B-cyklodextrinem 19
(Obr. 6) kterym se znacka ptipojuje k makromolekulam v cilovych lysozymech. Tento

derivat navrhl Hasegawa a kolektiv.

Obr. 6: Struktury derivati Rhodaminu B

Fluorescen¢ni analyza je velmi pohodlnou metodou pro sledovani struktury,
biologickych pochodil a jejich zmén v Zivém organismu. Pfestoze je dostupnd Siroka
Skala fluorescen¢nich barviv vyuzivanych v této oblasti, jejich vyuziti je stale
limitovano jejich vlastnostmi. Jako ptiklad miZe byt uvedena detekce reaktivnich
radikalt (ROS) v mitochondriich. Pouziti typickych mitochondrialnich barviv jako napft.
Rhodamin 123 je zatézovano tzv. fotobleachingem, kdy po osviceni fluoroforu dochézi
k jeho rozkladu. Proto je vyvoji novych fluorescen¢nich barviv vénovana stale velka
pozornost. Chang a kolektiv v nedavné dobé navrhli nova fluorescen¢ni barviva
MitoProbe-1 20 a MitoProbe-11 21 (Obr. 7) k detekci peroxidu vodiku v bunkach. Diky

nim mizeme pozorovat oxidacni stres v mitochondriich v redlném dase. '
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Obr. 7: Struktura fluorescenénich znadek MitoProbe [ a 11

Dalsi rhodaminovou znackou specifickou pro nadory a mitochondrie, kterd snima obsah
chlornanovych aniontd v readlném case je konjugat biotinu, rhodaminu a triphenylfosfinu
(BIiTCIO) 22(Obr. 8). Tato sonda je velmi selektivni a citliva. Triphenylfosfinova ¢ast
zamifi molekulu na mitochondrie, biotin slouZzi jako skupina specifickd pro nadorové
bunky. Pokud tato znacka reaguje s chlornanovymi anionty, dojde k nartistu intenzity

fluorescence.™
PPh,

it
. AL
H)N\MN\)

o NH 0

22 23
BIiTCIO
Obr. 8: Struktura fluorescen¢ni znacky BiTCIO

Rhodaminy jsou kvuli jejich intenzivni barvé a fluorescenci pouzivany v nizkych
koncentracich. Byla také zvaZovana jejich toxicita, ovSem bylo prok4zéano, ze pro

v v . . ;14
¢loveéka nejsou toxicke.
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3.2 Polyfenoly

Polyfenoly jsou chemické slouceniny vyskytujici se v rostlinach. Jsou heterogenni
skupinou sekundarnich metaboliti syntetizované v metabolické cesté kyseliny Sikimové
a polyacetati.Ve své struktufe maji jednu nebo vice fenolickych skupin, mohou
existovat i jako velmi rozvétvené polymery. Rozdé€luji se do dvou hlavnich skupin
flavonoida (Obr. 9) a non-flavonoidid (Obr. 10). Flavonoidy obsahuji flavony (24),
flavonoly (25), anthokyaniny (26), flavanoly (27), isoflavony (28) a chalkony (29). Do
non-flavonoidu fadime fenolové kyseliny (30), diarylheptanoidy (31), stilbeny (32), aryl
alkanony (33), antrachinony (34), kumariny (35) a jednoduché fenoly (36). Dnes je
znamo pres 8000 polyfenoll. Vyskytuji se v béznych potravinach (zelenin¢), dokonce i

v kofeni a napojich (zeleny ¢aj, vino).

Apigenin

OH
OH

HO \
- OH
o

OH OH

OH Daidzein Isoliquiritigenin
OH

26
Epigalokatechin galat

Obr. 9: Struktury zastupct jednotlivych tfid flavonoidi
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Obr. 10: Struktury zastupct jednotlivych tfid non-flavonoida

V né€kolika poslednich letech vyrazn€ stoupl védecky zajem o moZném piinosu
polyfenolti pro lidské zdravi. Jejich obsah v kazdodenni stravé by mohl mit vliv na
1é€bu nebo prevenci mnoha chorob, jako naptiklad rakovina, kardiovaskularni choroby,
cukrovka nebo neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba). V zemich, kde lidé tradi¢né konzumuji vice zeleniny nebo ovoce, je nizsi
vyskyt téchto nemoci. Polyfenoly hraji dalezitou roli v omezovani bunécného starnuti

zpusobeného reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS).

Pojednavd se také o jejich schopnosti modulovat signalni drahy zahrnuté
Vv patofyziologii téchto nemoci. I pfes mnoho kladnych biologickych u¢inkt polyfenola
pofad neni dostatek dlikazi, jak plisobi na chronické nemoci. Spekuluje se o tom, Ze
vétsi piinos pro zdravi ma kombinace vice fytochemikalii, nez jen jeden polyfenol. Déle
se musi vzit v ivahu dalsi faktory pfi prevenci chronickych onemocnéni a to pohlavi,

vek, genotyp, metabolismus a biologicka dostupnost.15
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Siroky rozsah farmakologickych aktivit je spojovan s fenoly zahrnujicimi antioxidaéni,
analgetické a protizanétlivé ucinky, také zlepSuji endotelickou funkci a cytotoxické

ucinky proti bakteriim, houbam, prvokiim a rakovinovym buitkam.

3.2.1 Pribuznost s vitaminy

Polyfenoly jsou velmi c¢asto nespravné fazeny mezi vitaminy, diky podobnym
vlastnostem. Vitaminy jsou esencidlni organické latky, ncékdy se oznacuji jako
mikronutrienty. Jejich potfebnd mnozstvi jsou velmi mald. Nedostatek téchto
esencidlnich latek vyvolava takzvanou karenci, pfiznaky jsou rozlisné podle doby
trvani. Naptiklad vitamin E neboli tokoferol (36) (Obr. 11), pasobi jako antioxidant a
chrani nenasycené mastné kyseliny a vitamin A pfed oxidaci. Také zvySuje podil HDL
cholesterolu a snizuje podil LDL cholesterolu a chrani tak télo pfed aterosklerézou.
Vitamin C neboli kyselina askorbova (37) (Obr. 11) a jeho dostate¢ny piijem je dulezity
pro spravnou funkénost mnoha metabolickych dé&jt. Spolu s vitaminem E patii do

skupiny antioxida¢nich zivin, které chrani pted kyslikovymi radikeily.16

CHs CHs CHs OH
H3C:©/\O/\i\/M HO )
gH3 Vifo
HO =
CHs HO  oH

36 37
Vitamin E Vitamin C

Obr. 11: Struktura vitaminu E a vitaminu C

3.2.2 Uéinky polyfenolii na lidsky organismus

Utinek polyfenoltl na ochranu zdravi je piipisovan jejich anti-oxidaénim vlastnostem.
Nicméné za urcitych podminek (zévislost na koncentraci a bunééném prostredi) mohou
vykazovat také prooxida¢ni Uc¢inky. Antioxidacni ani prooxidacni vlastnosti nebyly
zatim jasné prokdzany a vzhledem k nizkému obsahu polyfenoli v jidle a jejich
omezené biodostupnosti je nepravdépodobné tyto vlastnosti dokazat in-vivo po

c .y ’ ‘o v 17
konzumaci jidla a ndpoji na né bohaté.
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3.2.2.1 Polyfenoly jako antioxidanty

Polyfenoly jako antioxidanty jsou Spojovany se sniZzenim rizika chorob spojenych
s vékem. Flavonoidy maji velikou antioxida¢ni kapacitu, jsou schopné vychytat Siroké
rozmezi forem reaktivniho kysliku (ROS), dusiku (RNS) i chléru, mohou také
chelatovat kovové ionty, coz sniZzuje pro-oxidacni vlastnosti kovovych iontii. Dale
inhibuji schopnost myeloperoxidasy oxidovat nizkodenzitni lipoproteiny (LDL) a anti-

aterosklerotické u¢inky. "’

Nadorové buiky maji zvySenou hladinu ROS kvili zvySené rychlosti metabolismu.
Zvysené bunééné hladiny ROS jsou spojené s klicovymi aspekty procesu karcinogeneze
vcetné indukce genetické alterace, bunécné proliferace, rezistence k apoptoze, metastize
a angiogeneze. Navic bylo ukazano, ze sniZzeni hladiny ROS uzitim antioxida¢nich
enzymil, napi. superoxid dismutasy (SOD), mize zvratit maligni fenotyp rakovinovych
bun¢k. ROS ve vysokych koncentracich indukuji oxidativni poskozeni biomolekul,
vcetné DNA, lipidii a proteinli. V nizSich koncentracich mohou pulsobit jako druhy

v . SRR . .1
posel, coZ reguluje bun&ené pieziti a proliferaci.’®

Ucelem ,,antioxidacni ochranné sit€“ neni odstranit vSechny reaktivni radikaly, ale
kontrolovat jejich hladinu, aby byly umoZnény uzitecné funkce pii minimalizaci

vvvvvv

tfid antioxidanti a staly se pfedmétem mnoha studii.

Kapacita antioxidantli zavisi na mnoha faktorech, které je tfeba vzit v uvahu. Jednim
ztéchto faktori je biodostupnost. Antioxidant by mél byt tedy absorbovan,
transportovan, distribuovan a spravné udrzovan v télnich tekutinidch, bunkach a

tkanich.*®

3.2.2.2 Polyfenoly jako prooxidanty

V poslednich letech vyrazné vzrostl zajem o prooxidanty jako o latky G¢inné v boji s
rakovinou. Tato 1éc¢ba je také znama jako ,,oxidaéni terapie®. Bylo zjiSté€no, Ze uZivani
1€¢iv a stravy, které generuji peroxid vodiku, mohou Gspésn¢ usmrtit nadorové buiiky a

pfitom ovlivnit zdravé burniky jen zanedbateln€. Mezi tyto slouCeniny se fadi naptiklad

26



kurkumin (30) (Obr. 10), epigalokatechin galat (EGCG) (25) (Obr. 9)nebo resveratrol
(31) (Obr. 10).20212

Protinadorova 1é¢iva cilena na mitochondrie se nazyvaji mitokany a déli se do n¢kolika
tfid podle jejich zpiisobu ptlisobeni. Jsou to napiiklad inhibitory hexokinas, thiolové
redoxni inhibitory, dereguldtory napéti dependentniho aniontového kanalu,

mitochondrialni ¢inidla zam&fujici DNAatd.*®

Nadorové buiiky jsou na zvysSenou hladinu peroxidu vodiku vice citlivé nez zdravé
buiky. Navic, tvorba ROS pfispiva k protinadorové aktivit¢ nékolika béznych
chemoterapeutik (naptiklad Paclitaxel, Cisplatina, Doxorubicin atd.). Zatim neni zcela
dokéazano, jakym zplisobem dokaZou prooxidanty usmrtit rakovinové bunky. Jednim
Z moznych vysvétleni je fakt, Ze rakovinové buiiky produkuji mnohem vice peroxidu

, . sl 1
vodiku nez zdravé buiiky.

Pti vysokém pH a ptitomnosti redoxné¢ aktivnich prechodnych kovli mohou fenolické
slouceniny pusobit jako prooxidanty. Prooxidacni vlastnosti polyfenoli jsou zalozeny
na formaci labilniho redoxniho komplexu nebo labilniho arylového radikalu s kationtem
kovu. Dale mohou byt pro-oxida¢ni ucinky polyfenoli zprostiedkovany redukci
prechodnych kovt v redoxnich cyklech nebo iniciaci generace hydroxylovych radikali
pii Fentonovych reakcich (za p¥itomnosti piechodnych kovi napi Fe**, Cu** se peroxid
vodiku redukuje na velmi reaktivni hydroxylovy radikal).** Mobilizace endogennich
pfechodnych kovll je zajimavou hypotézou k vysvétleni cytotoxicity polyfenolt

“x RO |
zam¢tfenou na rakovinové bunky. 8

Cytotoxicka aktivita polyfenolil je spojena s indukci apoptdzy a zastaveni bunécného

cyklu riznymi cestami.

Kurkumin (30) (Obr. 10) indukuje apoptézu pomoci ROS u bun¢k rakoviny zaludku
aktivaci signalni kaskady regulace apoptdzy (ASKI).25

Lécba bunék rakoviny tlustého stieva pomoci EGCG (25) (Obr. 9) vedla ke zvySené
produkci ROS doprovazenou silnou aktivaci AMP-protein kinasy (AMPK) a inhibici

. <% 2 - 26
cyklooxygenédzové exprese a redukce bunécné proliferace.
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Dalsi zastupce polyfenolil, resveratrol (31) (Obr. 10), podporuje apoptdzu rakovinovych
bunc¢k blokovanim exprese antiapoptotickych proteinti nebo inhibici pfenosu signalu

ptes fosfoinositol 3-kinasu (PI13K) nebo mitogenaktivovanou proteinkinasu (MAPK).?’

Indukce oxidativniho stresu je atraktivni piistup k podpofe apoptdozy a zastaveni
buné¢ného cyklu,coZ vede nasledné k indukci buné¢né smrti v rakovinovych burikach.
Polyfenoly mohou samy pusobit proti rakoviné nebo se pouzivaji jako dopliujici latky
pti klasické chemoterapii. Prestoze fada dikazi naznacuje, ze potraviny bohaté na
polyfenoly maji ochranné ucinky na lidsky organismus pfed mnoha vaznymi
onemocnénimi, je stale tfeba zabyvat se biologickou dostupnosti a ucinkem
polyfenolovych metabolitii, charakterizaci struktury v zdvislosti na cilové buiice a

klinickymi dikazy biologického potencidlu.

3.2.3 Vlastnosti hydroxylovych skupin

V predeslé podkapitole byl struéné popsan mechanismus prooxidacnich vlastnosti
fenolickych slouc¢enin. V molekule flavonoidu je prooxidaéni aktivita pfimoumérna
celkovému poctu hydroxylovych skupin.. Zatimco mono- a dihydroxy flavonoidy
nevykazuji detekovatelnou prooxidacni aktivitu, slouCeniny s vice hydroxylovymi

skupinami, zv14st& v B-kruhu, vyrazn& zvysuji produkei hydroxylového radikalu.?

Antioxidacni vlastnosti polyfenold jsou zaloZeny na schopnosti hydroxylové skupiny
darovat vodikovy proton molekule reaktivniho volného radikdlu, ¢imz vytvoii
stabiln€jsi a méné reaktivni molekulu. Vodikovy proton poskytnuty hydroxylovou
skupinou muZe reagovat s kyslikatymi nebo dusikatymi radikaly. Tim se porusi cyklus
nového generovani radikalli a dojde ke stabilizaci. Nékteré polyfenoly, jako napiiklad
EGCG, mohou tvofit kovové chelaty. Diky tvorbé chelatii se zabrani katalyze volnych
radikali kovem a Fentonovym reakcim. Oxidacnimu poskozeni lipidd, proteini a
nukleovych kyselin je zabrdnéno v dusledku niz§i akumulace volnych radikalt

Vv biologickém systému.

Vedle prooxidacnich a antioxidacnich vlastnosti je hydroxylova skupina také schopna
tvofit vodikové vazby s biologickymi membranami a upravuje regulaci enzyml a

receptori vazanych na membranu. Napiiklad quercetin (24) (Obr. 9) byl identifikovan
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jako silny antagonista receptoru, ktery reguluje expresi enzymu cytochromu P450, ten je

schopen aktivovat prokarcinogeny.

Ptitomnost hydrofobniho benzoového kruhu a schopnost tvorby vodikové vazby
pomaha polyfenoliim interagovat s bilkovinami v bunéénych membranach. Pravé proto
potlacuji aktivitu enzymt jako isoformy cytochromu P450, lipoxygendzy a

, VT 29
cyklooxygendzy a redukuji intracelularni oxidacni stres.

3.2.4 Funkce prevence rakoviny

Oxidacni poSkozeni DNA je centralni proces zpusobujici karcinogenezi. Rostlinné

polyfenoly vykazuji né€kolik rezimt funkci prevence rakoviny.

Zaprvé, pusobi jako antioxidanty a reguluji oxidaéni stres zpiisobeny karcinogeny.
Zadruhé, polyfenoly inhibuji aktivaci enzymii cytochromu P450, které vytvareji
elektrofilni metabolity z prokarcinogenii. Tyto reaktivni meziprodukty se mohou vazat
na mista specifickd pro DNA a tvoifi DNA adukty, které aktivuji onkogeny a potlacuji
nadorové supresorové geny, coz vede k rakoviné. Zatieti, polyfenoly zvysuji aktivitu
detoxikaénich enzymt faze II, které jsou schopny detoxikovat elektrofilni metabolity

z enzymi faze I a vylouci je moci a Zluci.

Dale mnoho polyfenolli zvySuje aktivitu mnoha enzymatickych 1 neenzymatickych

antioxidantti, které jsou schopny vyvazit hladinu ROS a RNS v buikach.*

Chemopreventivni G¢inky antioxidac¢nich polyfenoll zahrnuji jejich schopnost zabranit
nebo redukovat oxidacni stres zplisobeny bunéénym poskozenim diky vychytavani

ROS, chelataci kovii nebo indukci exprese genii detoxikacnich enzymﬁ.31

Alkoli  mnoho  preklinickychstudii ~ ukazalo  potencidlni  protinadorovou
aktivituantioxidantt,véetné selenu a vitaminu E a C, vétSina provedenych klinickych
studii selhala v demonstrovani jasného snizeni prevence rizika rakovinypodavanim

téchto antioxidantd.>
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3.3 Mitochondrie

Mitochondrie je organela eukaryotické bunky. Jeji vznik popisuje takzvana
endosymbioticka teorie(Obr. 12) kdy prokaryoticka bunka pohltila acrobni bakterii.
Tyto dva organismy se dostaly do spolecné symbiozy. Mitochondrie byla obalena do
vacku z cytoplazmatické membrany. DneSni mitochondrie maji tedy na svém povrchu
dvojitou membranu, vnitini ptivodni a vnéjsi od hostitelské buiiky. Mitochondrie byla
diive sobéstatnou organelou, jeji genom byl Casem zredukovan a pfesunut do

bunécného jadra. Nyni se mitochondrie oznacuje jako semiautonomni organela.33

dévna
eukaryontni burika

rané
vnitini eukaryontni burika
membréany

jadro
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&

o

bakterie

mitochondrie
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Obr. 12: Endosymbioticka teorie®*

Mitochondrie je multifunkéni organela, kterd je pfedev§$im energetickym centrem
buiiky. Jednou z tloh téchto organel je metabolismus sacharidii, ddle metabolismus
lipidt a aminokyselin. Obsahuje také enzymy citratového cyklu, p-oxidace mastnych
kyselin, ketogeneze a dychaciho fetézce. Za ptitomnosti kysliku zde dochazi k uvolnéni
chemické energie ze $tépenych latek. Ziskana energie je dale vazana do energeticky

bohaté slouceniny ATP.

Mitochondrie jsou pro své bohaté vlastnosti v dneSni dobé uznavany jako jeden
z nejdulezitéjSich a nejvyznamnéjSich cilt pro ,,drug design® a syntézu novych 1é¢iv.
Mitochondrialni defekty nebo dysfunkce jsou spojeny s nastupem nékolika nemoci,

napiiklad rakoviny, kardiovaskuldrnich nebo neurologickych onemocnéni. Vyvoj
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terapie zaméfeny na obnovu spravné funkce mitochondrii je velmi vyznamny a kriticky

potiebny.

Soucasna teorie je zalozena na ptedpokladu, ze zmirfiovani Skodlivého pilisobeni
reaktivnich kyslikovych radikala (reactive oxygen species, ROS) pomoci antioxidantl
nebo Cinidel pusobicich na mitochondrie (mitochondria-targeted antioxidants, MTAS)

inhibuji bun&nou smrt a zabrafiuji tak starnuti a rozvoji chronickych onemocnéni.*®

casti ATP syntazy

mezimembranovy prostor

ribozem \\

granula

vnitfni membrana
vnéjsi membrana

Obr. 13: Stavba mitochondrie®
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace vychdzi z vysledki piedchoziho vyzkumu Katedry organické chemie

Univerzity Palackého v Olomouci.®’

Predmétem tohoto vyzkumu byla syntéza
fluorescencnich znacek odvozenych od Rhodaminu B s vyuZzitim syntézy na pevné fazi.
Tyto slouceniny prostupuji bunécnou membranou, akumuluji se v mitochondriich a
mohou slouzit k jejich vizualizaci ve fluorescen¢ni mikroskopii. Systém obsahuje
centralni pyrimidinové jadro, které 1ze snadno modifikovat ve tiech pozicich. Jedna z
pozic slouzi k zavedeni peptidového linkeru pro zlepSeni permeability latky pies
membranu, popt. zacileni molekuly (linker 1). Druha pozice nese diaminovy linker, ke
kterému je kovalentné¢ vézdno fluorescencni barvivo (linker 2). V posledni pozici je
nitroskupina, ktera jednak usnadiiuje substituci dvou vyse zminénych pozic a také miize

byt nasledn¢ pfevedena na aminoskupinu a zavést do molekuly dalSi prostor pro

modifikaci.

Jelikoz jsou bunénym cilem téchto latek mitochondrie, rozhodli jsme se do tieti pozice
zavést skupinu s potencidlnim vlivem na jejich funkci. Mezi takové slouceniny se fadi
fenoly a polyfenoly. A pravé zavedenim fenolickych sloucenin do posledni pozice se

zabyva tato bakalarska prace (Obr. 14).

NH>
SPP_H\H\KH_Rhodamin B
NN
Fenol
HN
SPP_H\H\KH_Rhodamin B
NN

Obr. 14: Obecna struktura cilovych molekul
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V piedeslé praci byla pfipravena série derivatt liSicich se linkerem 1 a linkerem 2. Pro
naSe ucely jsme vybrali jeden z derivatl s nejlepSimi fluorescenénimi a penetracnimi
vlastnostmi nesouci B-alanin jako linker 1 a p-fenylendiamin jako linker 2.
Aminopyrimidinovy prekurzor(Obr.14) byl vystavén na polymernim nosi¢i podle
popsané syntetické cesty. V prvnim kroku byl na Wangovu pryskyfici 38 ukotven
aminokyselinovy linker 1. Na ten byl v dalsim kroku navézan 4,6-dichloro-5-
nitropyrimidin, ktery byl poté substituovan p-fenylendiaminem. Nasledny coupling s
Rhodaminem B poskytl slouc¢eninu 42, ktera byla po redukci nitroskupiny na
aminoskupinu 1 acylovana karboxylovymi kyselinami s fenolickym prvkem v molekule
za vzniku finalnich derivati 2(x) respektive 2(47).

Reakeni kroky bakaléiské prace 1ze shrnout do reakéniho schématu 2.
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Q- - Wangova pryskyfice i)

i)
i)

iv)
v)

Vi)
vii)

viii)

<7

Rhodamin B

Rhodamin B
R1,2 = -H/-OCH3

u Rhodamin B

Wo R1,2 = -H/-OCH3

u Rhodamin B

Rhodamin B

Rhodamin B

Fmoc-p-Ala, DMAP, HOBt, DIC, DMF/DCM
(1:1; VIV), rt, 16 hodin

piperidin/DMF (1:1; V/V), rt, 30 minut

suchy DMF 4,6-dichloro-5-nitropyrimidin,DIEA,
rt, 1,5 hodiny

p-fenylendiamin, 2,6-lutidin, DMF, rt, 16 hodin
Rhodamin B, DMAP, DIC, HOBt, DMF/DCM
(1:1; VIV), rt, 16 hodin

Na,S,04, K,CO3, ethylviologen dijodid,H,O/DCM
(1:1; VIV), rt, 16 hodin

karboxylova kyselina, HOBt, DIC, DMAP,
DMF/DCM (1:1; V/V), rt,16 hodin

TFA/DCM (1:1; V/IV), rt, 30 minut

Schéma 2: Obecné schéma syntézy
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Ptehled pouzitych karboxylovych kyselin je na obr. 15.
Oy _OH Ox-OH Oy OH
o} 0 o)
@ @\ H3CO\©/OCH3
OMe HO OH

OH

44 45 46 47

Obr. 15: Karboxylové kyseliny pouzité ve finalnim kroku

4.1 Priprava pyrimidinového prekurzoru na pevné fazi

Jak jiZ bylo v tvodu této kapitoly zminéno, prvni kroky syntetické cesty byly provedeny
S vyuzitim syntézy na pevné fazi. Syntéza na pevné fazi byla vytvofena profesorem
Robertem Brucem Merrifieldem v roce 1963 za Gdelem syntézy peptidi.®® Jeho objev

byl v roce 1984 ocenén Nobelovou cenou za chemii.

Principem syntézy na pevné fazi je pouZiti nerozpustného polymeru s reaktivni funkéni
skupinou, na kterou lze kovalentni vazbou navadzat vhodné reaktanty neboli vychozi
latky. Pryskyfice reaguje sreakénim roztokem vychozi latky po dobu nutnou ke
kvantitativnimu prib¢hu reakce. V dobé¢, kdy je reakce ukonCena se nerozpustna
pryskyfice s navazanou vychozi latkou odfiltruje a promyje vhodnymi rozpoustédly,
¢imZz dojde k odstranéni zbytkd reakéniho roztoku. Pfipojeni prvni vychozi latky
k pryskyfici se nazyva imobilizace a je to také uréujici krok pro dalsi prubéh syntézy.
Nasleduje navazovani dalSich reagentli az do ukonceni reakéni sekvence a vytvoreni
cilového produktu. Na konci syntézy je konecny produkt odStépen z pryskyfice za
specifickych podminek. Aby bylo mozné odstépit findlni produkt bez poskozeni, je
nutné vsunout mezi pryskyfici a prvni imobilizovanou latku tzv. linker. Linker mé dvé
funkéni skupiny, z nichZ jedna tvofi s polymerem pevnou vazbu, kterd je neStépitelna.
Druhé funkéni skupina slouzi k imobilizaci vychozi latky, vytvotfend vazba je pevna, ale

Stépitelnd za danych reakcnich podminek.39
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Dostupné jsou pevné nosice s riznymi linkery. Nejcastéji se pouziva tzv. Wangova

hydroxymethylova pryskytice (Obr. 16)40, ktera je pouzita v experimentalni casti.

O/@”OH
ey

38

Obr. 16: Struktura Wangova hydroxymethylenového linkeru

Tento zplsob syntézy se voli diky jednoduchosti a rychlosti provedeni, které
nevyzaduje izolaci meziproduktl. Jako reakéni naddoby se pouzivaji polypropylenové
stiikacky s porézni fritou uvnitf. Jedna se o zndmou metodu vyvoje novych 1éciv, ktera
umoziuje rychlou pfipravu série latek. Pomoci rychlé syntézy vétSiho mnozstvi latek
lze také velmi dobie studovat vztah mezi jejich strukturou a biologickou aktivitou.
Vyhoda syntézy na pevné fazi spoc¢iva piredevS§im ve snadnosti separace meziproduktli
navazanych na pevny nosic¢, od rozpustnych slozek v reakéni smési jednoduchou filtraci
a promytim pryskytice. Diky jednoduchému a opakujicimu se procesu syntézy lze cely

systém automatizovat.*!

Prvnim krokem syntézy byla imobilizace fmoc-B-alaninu na Wangovu pryskyfici
prostfednictvim esterové vazby. K tvorbé esterové vazby mezi karboxylovou skupinou
aminokyseliny a hydroxylovou skupinou Wangovy pryskyfice byla pouZita znama
metoda hojné vyuzivand v syntéze peptidi. Principem této metody je vytvofeni
aktivovaného esteru vychozi kyseliny reakci s diisopropylkarbodiimidem (DIC) a
hydroxybenzotriazolem (HOBt). Ten pak snadno reaguje s aminem V pfipad¢ tvorby
amidické vazby ¢i salkoholem v pfipadé¢ tvorby esterové vazby. Nasledovala
deprotekce chranici fmoc skupiny v 50% roztoku piperidinu v N,N-dimethylformamidu

(DMF) za vzniku volné aminoskupiny (Schéma 3).
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Q-on i, i O/O\H/\/NHZ

@)
38 39

1) Fmoc-pB-Ala-OH, DMAP, HOBt, DIC, DMF/DCM (1:1; VIV), rt, 16 hodin
i) piperidin/DMF (1:1; V/V), rt, 30 minut

Schéma 3: Priprava linkeru s B-alaninem

Centralni pyrimidinovy kruh byl do molekuly vnesen reakci imobilizované
aminokyseliny s 4,6-dichlor-5-nitropyrimidinem, kdy dochazelo k piednostni substituci
atomu chloru v poloze 6. Tento stavebni blok se voli z diivodu rozlozeni substituent,
které budou pozdéji vyuzity k dalSimu vétveni molekuly. Pfed samotnou reakci musi
byt pryskyfice promyta suchym DMF, ktery se pouziva i jako rozpoustédlo v tomto

reak¢énim kroku.

Reakce s 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem probihala v suchém DMF za pusobeni baze
diisopropylethylaminu (DIEA) za laboratorni teploty (Schéma 4). Béhem 2 hodin byla

vychozi latka zcela zreagovana.

O,
Cl

O/O\é(\/NHZ 0 CTOTO(VHW)Y

N
NN

39 40

) 4,6-dichloro-5-nitropyrimidin, suchy DMF,rt, 2hodiny

Schéma 4: Piprava systému linker-pyrimidin

Analyza slouc¢eniny40 byla znesnadnéna piitomnosti reaktivniho chloru v poloze 4. Pro
urCeni Cistoty latky 40 bylo analytické mnozstvi pryskyfice podrobeno reakci
s piperidinem v DMF a produkt substituce, ktery uz byl béhem analyzy stabilni,

nasledn¢ analyzovan. (Schéma 5).
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40 48
)] piperidin/DMF (1:1; V/V), rt, 1lhodina

Schéma 5: Substituce chlorderivatu piperidinem

Dalsim krokem byla substituce druhého atomu chléru pirimidinu 40 p-fenylendiaminem
Vv prostiedi baze 2,6-lutidinu. Reakce béZela pies noc (Schéma 6).Diaminovy substituent

byl do molekuly zaveden jako mustek pro ukotveni fluorescenéniho barviva.

NO, NO,

H . H H
0 N of i, o NW)\/N
QI N Q X
o) NN o NN NH
2
40 41

i) p-fenylendiamin, 2,6-lutidin, DMF, rt, 16 hodin

Schéma 6: Substituce chlorderivatu p-fenylendiaminem

Za Ucelem navazani barviva na pryskyfici 41 byla vyuZzita opét HOBt technika.

Rhodamin B byl navazan prostiednictvim amidické vazby (Schéma 7).

H i H
o N N 4 ) N N
YL T O
© NN NH, e N~ “Rhodamin B
41 42

) Rhodamin B, HOBt, DIC,DMF/DCM (1:1; V/V), rt, 16 hodin

Schéma 7: Acylace aminoderivatu Rhodaminem B

Pro zavedeni karboxylovych kyselin odvozenych od polyfenolti bylo nutné zredukovat

nitroskupinu latky 42. Redukce byla provedena roztokem dithioni¢itanu sodného
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(NazS;04) a uhli¢itanu draselného (K;CO3) v H,O/DCM (1:1; V/V). Jako fazovy
katalyzator byl pouzit ethylviologen dijodid (Schéma 8).

o > R

TN L TV LS
~F N “Rhodamin B ~F N~ “Rhodamin B
42 1

i) Na,S,04, KoCOg, ethylviologen dijodid, H,O/DCM (1:1; V/V), rt, 16 hodin

Schéma 8: Redukce nitroskupiny pyrimidinu na aminoskupinu

4.2 Modifikace fenolickych sloucenin

Poslednim krokem syntetické cesty bylo zavedeni fenolického substituentu na
pyrimidinovy kruh. Za timto ucelem bylo nutné modifikovat jednu fenolickou
hydroxyskupinu a opatfit ji linkerem nesoucim vhodnou funkéni skupinu. Rozhodli
jsme se zavést do molekuly karboxylovou funkci, ktera by pak s aminoskupinou
pyrimidinového kruhu vytvotila amidickou vazbu. K pfipravé téchto karboxylovych
kyselin byla pouzita roztokova syntéza. Pti roztokové syntéze se daji pomérné snadno
optimalizovat reakéni podminky, pfidava se ekvivalentni mnoZstvi reagentll, pfi¢emz se
da aplikovat libovolny typ organické reakce. Naopak se roztokovd syntéza Spatné
automatizuje. Analyzu meziprodukti muizeme provadét ihned zreakéni smési.
Rozpoustédla z reakéni smeési se odstranuji tradicnimi separa¢nimi technikami. Vlivem
isolace meziproduktu mizeme c¢asteCné ztracet jeho mnozstvi. Vyhodou roztokové

syntézy je volba syntetizovaného mnozstvi.

Vzhledem Kk tomu, ze bylo nutné jednotlivé hydroxyslouceniny modifikovat za jinych

podminek, je modifikaci kazdé z nich vénovana jedna podkapitola.
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4.2.1 4-fenoxybutanova Kkyselina

Prvni fenolickou slouceninou, ktera méla byt zavedena v poslednim kroku do molekuly,
byl jednoduchy fenol. Alkylace hydroxyskupiny 2-chloroctovou kyselinou byla prvni
varianta, kterou jsme se pokusili zavést do molekuly fenolu karboxylovou skupinu
(Schéma 9). Nejdrive jsme reakci provedli ve vodé za pusobeni 2,5 ekvivalentl
hydroxidu sodného jako baze. Principem této reakce je odtrZzeni protonu z mirné
kyselého fenolu za vzniku fenolatu, ktery reaguje substitu¢né s kyselinou 2-
chloroctovou za vzniku kyseliny 2-fenoxyoctové. Reakce ale neprobéhla s dostate¢nou
konverzi. Dal$i baze, ktera byla testovana, byl uhli¢itan draselny v ethanolu ¢i butan-2-
onu. Ani pfi této reakci jsme nedosahli lepsich vysledkii. Reakéni podminky a vysledky

reakci jsou shrnuty v tab. 1.

OH 0~ >COOH
i
© + CI”COOH —
49 50 51

) NaOH,H-0, reflux, 16 hodin nebo K,CO3,H,0, reflux, 16 hodin nebo
K,COs3, ethanol, 80 °C, 16 hodin nebo NaOH, butan-2-on, 80 °C, 16 hodin

Schéma 9:Syntéza kyseliny 2-fenoxyoctové

Ekvivalent Ekvivalent Reakini Konverze*
Rozpoustédlo | Baze béze alkyla¢niho | Teplota| doba [%]
&inidla [hodiny] 0
H,O NaOH 2,5 1 reflux 16 24
H,0O K,CO4 25 1 reflux 16 27
Ethanol K,CO; 4 1 reflux 16 30
Butan-2-on | NaOH 4 1 80°C 16 15

* Béhem reakce vznikalo zanedbatelné mnozstvi necistot, proto jsou
vysledky udavany jako konverze. Produkt = 100 % - vychozi latka

Tab. 1: Reakéni podminky alkylace fenolu kyselinou 2-chloroctovou
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Po neuspésném pokusu zavést do molekuly linker s karboxylem pies etherovou vazbu
jsme pfistoupili k dal§i moznosti a to vazbé esterové, kterou jsme se pokusili ziskat
acylaci fenolu dikarboxylovymi kyselinami. Reakce s kyselinou benzylmalonovou
V suchém tetrahydrofuranu (THF) za ptisobeni baze dicyklohexylkarbodiimidu (DCC)
neprob¢hla s dostatecnou konverzi na pozadovany produkt (Schéma 10). Lepsi vysledek
neposkytla ani reakce skyselinou sukcinovou (Schéma 10). Vedle volnych
karboxylovych kyselin jsme vyzkouseli i reakce s jejich reaktivnéjSimi funkcnimi
derivaty jako anhydrid (Schéma 11) nebo chlorid kyseliny sukcinové. Druhy zminény
derivat jsme pfipravovali z kyseliny sukcinové a thionylchloridu (SOCIy) in situ a
nasledné¢ nechali reagovat s fenolem za plsobeni baze triethylaminu (Et3N)
(Schéma 12). Ani u této reakce jsme nedosahli lepSich vysledki. Reakéni podminky a

vysledky reakci jsou shrnuty v tab. 2.

0
COOH
OH OJ\(CH),T
i R
© + HoOC— (?H)n —COOH ———> @
R
49 52,53 54,55
52 n=1 R=Benzyl 54 n=1 R=Benzyl
53 n=2 R=H 55n=2 R=H

i) DCC,suchy THF, rt, 16 hodin

Schéma 10:Syntézaoxo-fenoxykarboxylovych kyselin

@)
OH 0] OJKL
<Rie o he
@)
49 56 55

i) suchy THF, K,CO3, 50 °C, 16 hodin

Schéma 11: Syntéza 4-0x0-4-fenoxybutanové kyseliny
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49 58

55

) SOCly, Et3N,suchy THF, rt, 1 hodina
i) fenol, Et3N, suchy THF, rt, 16 hodin

Schéma 12:Syntéza 4-0x0-fenoxybutanové kyseliny z chloridu kyseliny sukcinové

Ekvivalent Acylacni Ekvivalent Reakeni Konverze*
Rozpoustédlo | Baze . o acyla¢éniho | Teplota | doba
baze ¢inidlo 2. : [%]
¢inidla [hodiny]
Suchy THF | DCC | 1 Kyselina 1 it 16 23
benzylmalonova
Suchy THF | DCC 1 Kyselina 1 It 16 29
sukcinova
Anhydrid
Suchy THF NaH 1 kyseliny 1 50°C 16 22
sukcinové
Chlorid
Suchy THF | Et3N 1 kyseliny 1 rt 16 45
sukcinové

* Béhem reakce vznikalo zanedbatelné mnozstvi necistot, proto jsou
vysledky udévany jako konverze. Produkt = 100 % - vychozi latka
Tab. 2: Reakéni podminky pro syntézu 0xo-fenoxykarboxylovych kyselin

Vratili jsme se tedy zpét k alkyla¢ni metodé. Protoze piedchozi alkylaci 2-chloroctovou
kyselinou pravdépodobné branila pfitomnost karboxylové skupiny, nahradili jsme ji
kde s ethyl-4-

bromobutyratembézela podstatné l1épe. ZkouSeli jsme rtiznd rozpoustédla s rliznymi

slouceninou, je karboxylova skupina ochranéna. Reakce

pomeéry baze a alkyla¢niho ¢inidla (Tab. 3). Nejlepsi vysledek poskytla reakce v DMF s
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2,5 ekvivalenty uhlicitanu draselného a jodidem draselnym jako katalyzatorem. Pribéh

této reakce je zndzornén ve schématu 13.

Rozpoustédlo Béze Ek\l/)g/z(:lelent eﬁllj;llla\llgrll?}r:) Teplota Rgaolggm Kon[\ol/f):]r ze*
¢inidla [hodiny]
Aceton K,COs 2,5 1 reflux 16 57
Aceton K,CO;+ Kl 2,5 1 reflux 16 51
MeCN K>CO3 1,2 1 reflux 16 39
MeCN K,CO3 2 1 reflux 16 63
MeCN K>CO3 2,5 1 reflux 16 69
MeCN K,CO3+KI 2,5 1 reflux 16 75
DMF K,CO3 1,2 1 70 °C 16 45
DMF K,CO3 2 1 70 °C 16 80
DMF K,CO3+KI 25 1 70 °C 16 98

* Béhem reakce vznikalo zanedbatelné mnoZzstvi necistot, proto jsou
vysledky udavany jako konverze. Produkt = 100 % - vychozi latka
Tab. 3: Reak¢ni podminky pro syntézu ethylesteru 4-fenoxybutanové kyseliny

(0]
OH (@]
o
@ + BrMO L
49 59 60

i) K2CO3, KI, DMF, 70 °C, 16 hodin

Schéma 13: Syntéza ethylesteru 4-fenoxybutanové kyseliny

Nasledovala hydrolyza produktu 60, kdy se z esteru vytvoii karboxylova kyselina.
Hydrolyza probihd za kyselych nebo bazickych podminek. Kysela hydrolyza 1M
kyselinou chlorovodikovou byla testovana v prostiedi methanol:H,O (1:1; V/V) a
v prostiedi THF:H,O (1:1; V/V). Hydrolyza bohuzel nebézela dle piedstav, dokonce i

za zvySené teploty (50°C) byla v reakéni smési detekovana pouze vychozi latka.
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Vyzkouseli jsme tedy bazickou hydrolyzu v 1M roztoku hydroxidu sodného. Reakce
byla testovana ve smési rozpoustédel methanol:H,O (1:1; V/V) a THF:H,0 (1:1; V/V).
Ve druhém piipadé byla konverze rychlejsi. 4-Fenoxybutanova kyselina byla tedy
ziskana hydrolyzou 1M roztokem NaOH ve smési THF:H,O (1:1; V/V) a naslednou
krystalizaci z vody(Schéma 14).

O O
NJ\O/\ MOH
O O
O =0
60 44

) 1M roztok NaOH v THF: H,0 (1:1; V/V), rt, 1 hodina

Schéma 14: Hydrolyzaethylesteru 4-fenoxybutanové kyseliny na 4-fenoxybutanovou

kyselinu

4.2.2 4-(3-methoxyfenoxy)butanova kyselina

Pivodnim zamérem bylo ziskat fenoxybutanovou kyselinu odvozenou od m-
resorcinolu. Protoze m-resorcinol obsahuje dvé hydroxyskupiny, které mohou
podlehnout alkylaci, ocekéavali jsme, Ze reakce poskytne smés produktii. Podle
predpokladu reakce s bromobutyratem v pfitomnosti K,COj3 vznikaly smési mono- a di-

alkylovaného derivatu (Schéma 15).

O O

Mo/\ K\)J\O/\
OH o~ ' O (0]
i
O e 0L O
OH OH OWO

™
61 59 62 63

i) K,CO3, DMF, 70 °C, 16 hodin
Schéma 15: Alkylace m-resorcinolu
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Proto jsme se rozhodli vyuzit k syntéze této kyselinym-methoxyfenol, ktery ma volnou
pouze jednu hydroxyskupinu a po alkylaci bromobutyratem methylovou skupinu
odsteépit. Jelikoz alkylace v tomto piipadé neprobihala za stejnych podminek jako u
fenolu kvantitativné a v reakéni smeési byla pofad piitomna vychozi latka, byly reakéni

podminky optimalizovany rtiznymi pomé&ry béze a alkylac¢niho ¢inidla (Tab. 4).

Ekvivalent Ekvivalent Reakeni Konverze*

Rozpoustédlo Baze béze alkv}.llgéniho Teplota dok_)a [%]
¢inidla [hodiny]

DMF K,CO3 2,5 2 70 °C 16 63
DMF K,COs + Kl 2,5 2 70 °C 16 65
Aceton NaOH 1 2 reflux 16 54
Aceton K>CO3 1 2 reflux 16 59
DMF K,COs + Kl 3 2,6 70 °C 16 57
DMF K,COs + Kl 3 3 70 °C 16 60
Suchy aceton K>,CO3 2 2 reflux 16 51
Suchy aceton K>,CO3 4 4 reflux 16 79
Suchy DMF K,CO3 2 2 100 °C 16 45
Suchy DMF K,CO3 4 4 100 °C 16 94
Suchy DMF K,CO3 4 4 70 °C, N, 16 100

* Béhem reakce vznikalo zanedbatelné mnozstvi necistot, proto jsou
vysledky udévany jako konverze. Produkt = 100 % - vychozi latka
Tab. 4: Reakéni podminky pro syntézu ethylesteru 4-(3-methoxyfenoxy)butanové
kyseliny

Nakonec nejlépe bézela reakce za uziti 4 ekvivalenti K,COsz a 4 ekvivalentd
alkyla¢niho cinidla v suchém DMF. Po extrakci do ethylacetditu a kolonové
chromatografii byl ziskan ethylester 4-(3-methoxyfenoxy)butanové
kyseliny(Schéma 16). Piestoze Cistota latky byla dle U-HPLC analyzy pomérné vysoka
(93 %), NMR analyza odhalila pfitomnost necistot (20 %). Pokusili jsme se Cistotu
produktu zvysit krystalizaci. VyzkouSeno bylo nékolik rozpoustédel a jejich smési
(dichlormethan, hexan, methanol, cyklohexan), ani vjednom piipadé ovSem nebyl
ziskan krystalicky produkt. Do dalSiho syntetického kroku jsme tedy pokraCovali

s mirn¢ znecisténou vychozi latkou.
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OCH, * BVMO

64 59 65
i) K>,CO3,DMF, 70 °C, 16 hodin

Schéma 16:Syntéza cthylesteru 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny

Ethylester 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny 65 byl nasledné bazicky
hydrolyzovan na kyselinu 4-(3-methoxyfenoxy)butanovou 45. Hydrolyza ale nebézela
jako u ptedchozi latky za pouziti 1M roztoku hydroxidu sodného THF:H,0 (1:1; V/V) a
bylo nutné najit jiné podminky. Usp&sny byl pokus s 1M roztokem trimethylsilanolatu
draselného (TMSOK) v THF(Schéma 17). Produkt byl poté okyselen a vyextrahovan do
ethylacetatu. Odparek byl jesté n¢kolikrat rozpusStén v toluenu a odpaten pro odstranéni

zbytku silanolu. Produkt byl nasledné vykrystalizovan z methanolu a vody.

@Oiﬁlo
OCH,4

OCH,
65 45

1) THF, TMSOK, rt, 1 hodina

Schéma 17:Hydrolyza ethylesteru 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny na kyselinu
4-(3-methoxyfenoxy)butanovou

Na zacatku této podkapitoly bylo zminéno, ze pluvodni zdmér bylo ziskat
hydroxyderivat fenoxybutanové kyseliny. Pokusili jsme se tedy podrobit 4-(3-
methoxyfenoxy)butanovou kyselinu demethylaci s chloridem hlinitym (AlCl3) (Schéma
18). Bohuzel doslo k odstépeni alkylového fetézce a ziskali jsme tak 3-methoxyfenol,
ktery byl vychozi latkou pro ptipravu zminéné kyseliny. Vzhledem k tomu, ze se stejné
jako u demethylace jednd o Stépeni etherové vazby, nebyl to ptekvapivy vysledek.

Nicmén¢ podobny piipad demethylace vedle dalsi alkoxyskupiny je popsan
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v literatufe.*’Pro nedostatek Gasu jsme se hledani podminek dale nevénovali a ve

findlnim acyla¢nim kroku pouzili methylderivat 45.

SRS\
N

OH OH
i O
OH
66
OH
i “OCHj
64

i) AICl3, suchy DCM, rt, 1 hodina

Schéma 18: Demethylace 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny

4.2.3 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanova kyselina

Dalsi fenolickou slouceninou, kterou jsme chtéli navazat na fluorescenéni prekurzor,
byl pyrogallol 67. Stejn¢ jako u resorcinolu lze o¢ekavat, Ze alkylaci podlehnou v§echny
hydroxyskupiny. Podle piedpokladu reakci s bromobutyratem v ptitomnosti K;COs
vznikaly smési mono-, di- a trialkylovanych derivatd pyrogallolu(Schéma 19). Pokusili
jsme se selektivitu reakce zvysit a vyzkouSeli rizné poméry ekvivalenti baze a
bromobutyratu. VSechny testované podminky poskytly smési. Reakéni podminky a
vysledky reakci jsou shrnuty v tab. 5.

o

o o] o)
P o~ O Iy TR
i:[ . BrMO - i:[ . o™ ) 0
OH OH OH
67 8

59 6 69 70

i) DMF, K,COg, 70 °C, 16 hodin

Schéma 19: Alkylace pyrogallolu
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Rozpoustédlo | Baze Ek\l/)iglzf:l;ent 515;;:2;?}?2 Teglot R(e:izlé(;m Kon[\ol/(z]rze*
¢inidla [hodiny]
DMF K2COs 3 1 70°C 16 44
DMF K,CO3 1 1 70 °C 3 53
DMF K,CO3 2 1 70 °C 1 62
DMF K,COs 1 0.7 20 °C 3 -
DMF K2CO3 1 0,5 70 °C 1 60

* Béhem reakce vznikalo zanedbatelné mnozstvi necistot, proto jsou
vysledky udavany jako konverze. Produkt = 100 % - vychozi latka
Tab. 5: Reakéni podminky alkylace pyrogallolu ethyl-4 bromobutyratem

Bylo tedy nutné dvé hydroxyskupiny pyrogallolu ochranit. Jelikoz v predchozim
pfipad¢ jsme vyuzili derivatu, ktery mél pokrytou jednu hydroxyskupinu methylem,
zvolili jsme stejny pfistup 1 u pyrogallolu. Dimethylovany derivat jsme ale neméli
k dispozici a museli ho pfipravit. Pyrogallol byl nejdiive preveden na
trimethoxybenzen. Methylace pyrogallolu methyljodidem (CHsl) v suchém DMF za
ptitomnosti K,COgposkytla po dvou hodinach smés mono- a di-derivatu. Stejny
vysledek byl pozorovan i po prodlouzeni reakéni doby ptes noc.*Pribsh reakce se

nezménil ani po pridani dalSich 2 ekvivalentli baze a metylac¢niho ¢inidla.

Dal$i moznou variantou bylo pouziti dimethylsulfatu ((CH3)2SO4). Bylo vyzkouSeno
nekolik reakci s riznymi poméry ekvivalenti baze a alkyla¢niho cinidla i rtzna

rozpoustédla (Tab. 6).
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Rompoustado| Bige. | At | Atk | R EE s | “dopa | Komveze®
¢inidla [hodiny]

Suchy DMF | K,COy 1 CH;l 2 rt 2 3

Suchy DMF | K,COg 1 CH;l 2 rt 16 16

Suchy DMF | K,COy 3 CH;l 4 rt 16 87
H,O NaOH 1 (CH,),S0, 2 80 °C 16 20
Aceton NaOH 1 (CH3),S0, 2 rt 16 70

Aceton:H,0 | NaOH 3 (CH,),S0, 1 65 °C 16 46

Aceton:H,0 | K,CO; 3 (CH3),S0, 2 65 °C 16 90
Aceton NaOH 3 (CH3),S0, 1 rt 16 17
Aceton K,COs 1 (CH3),S0, 3 reflux 16 11
Aceton K,CO; 3 (CH3),S0, 3 reflux 16 36
Aceton K,CO; 3 (CH3),S0, 4 reflux 16 98
Aceton K,COs 3 (CH3),S0, 4 rt 16 80

* Béhem reakce vznikalo zanedbatelné mnozstvi necistot, proto jsou

vysledky udavany jako konverze. Produkt = 100 % - vychozi latka

Tab. 6: Reak¢ni podminky pro methylaci pyrogallolu

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno reakci pyrogallolu v acetonu se 3 ekvivalenty K,CO,

pod inertni atmosférou a naslednym ptidanim 4 ekvivalenti dimethylsulfatu a refluxem

reak¢ni smési (Schéma 20).

OH

OH o i
+ HzCO-S-OCH;
OH )

67

i)

7

K,COs, aceton,reflux, 16 hodin

OCH,
OCH,
OCH,

72

Schéma 20:Methylace pyrogallolu

Trimethoxybenzen 72 byl nasledné podroben parcialni demethylaci na dimethoxyfenol

73. Jednou zreakci, ktera byla aplikovana na demethylaci, byla reakce s uzitim
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3 ekvivalentt chloridu litného (LiCl) v DMF.* Tato reakce byla bohuZel neusp&ina a

v reakéni smési byla detekovéana pouze vychozi latka.

V dalsim pokusu jsme nechali na trimethoxybenzen puasobit 3 ekvivalenty
AICl3v suchém DCM.* V reakéni smési ale i po jednom dnu zistavala vychozi latka.
Po ptidavku dalsiho ekvivalentu AICIl; byla vychozi latka zreagovana za 3 hodiny

(Schéma 21). Po extrakci a sloupcové chromatografii byl ziskan produkt 73.

OCHj, OCHj3
OCH; . OH
|
OCHg, OCHg
72 73

i) AICl3,suchy DCM, rt, 3 hodiny

Schéma 21: Parcialni demethylace trimethoxybenzenu na dimethoxyfenol

Ziskany dimethoxyfenol 73byl stejn¢ jako v pfedchozim piipadé naalkylovan ethyl-4-
bromobutyratem v DMF za pfitomnosti uhli¢itanu draselného (Schéma 22). Po

zpracovani byl ziskan produkt 74, ktery byl nasledné podroben hydrolyze.

O

OCHs OCH,
OH Q i 0
+ Bn\\//\\//u\o/»\\'——————’ (0]
OCH; OCH, )

73 59 74

) K2CO3, DMF,70 °C, 16 hodin

Schéma 22: Syntéza ethylesteru 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanové kyseliny

K tomuto ucelu se opét vyuzila hydrolyza 1M TMSOK v THF. Po extrakci a kolonové
chromatografii byla ziskana karboxylova kyselina 46. (Schéma 23).
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Schéma 23: Hydrolyza ethylesteru 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanové kyseliny na

0] )

OCH, //J OCH;

74 46
i) THF, TMSOK, rt, 3 hodiny

kyselinu 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanovou

4.3 Finalni acylace pyrimidinovych prekurzori

Ziskané amino derivaty 1 byly v poslednim kroku podrobeny reakci s karboxylovymi

kyselinami. JelikoZ se jednalo o tvorbu amidické vazby, byl v tomto kroku opét vyuZit

HOBLt coupling (Schéma 24). Piestoze reakce aktivovaného esteru s aminem probiha ve
vétsing pripadt bez ptitomnosti dalsi baze (jen DIC), z ptedchozich nepublikovanych

vysledkt vyplynulo, Ze tento aminopyrimidinovy derivat reaguje pouze v piitomnosti

N,N-dimethylaminopyridinu (DMAP).

1A sR e e o S u el

o N2y ;
N I

Ko

Rhodamin B ~

i OH
HO OH

1 Rhodamin B

o

Rhodamin B
2(47)

karboxylova kyselina, HOBt, DIC, DMAP,DMF/DCM (1:1; V/IV), 1,

16 hodin

Schéma 24:Ptiprava cilovych latek

R
o /© h
Wo R1,2 = -H/-OCH3
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Tyto podminky se vSak osvédCily pouze pro derivaty 2(44) a 2(45), které vznikaly v
surové Cistoté 93% respektive 95%. Kyselina 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanova
poskytla za téchto podminek produkt o MW = 839, kdy mohlo ptfednostné¢ dojit ke
vzniku aduktu s DIC (Obr. 17). Protoze byl ale produkt vyizolovan ve velmi malém
vytézku, nepodatilo se nam doposud strukturu produktu potvrdit. Charakterizaci tohoto

produktu bude dale vénovana pozornost.

e
Ho NH oy
0 N N
QT Y T8
© NN HJ\Rhodamin B

75

Obr. 17: Vedlejsi produkt reakce kyseliny 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanové

Kyselina gallova 47 také nereagovala za podminek HOBt acylace a po ukonceni reakce
jsme ziskali pouze vychozi latku. Proto byla do systému 1 zavedena jeSté jedna
aminokyselina — Fmoc-p-Ala-OH za vzniku latky 76 (Schéma 25). Acylaci pryskyfice 1
nasledovanou odchranénim fmoc skupiny jsme do molekuly zanesli novou reaktivnéjsi
aminoskupinu, ktera byla dale od pyrimidinového jadra a celého systému, tudiz 1épe
ptistupna pro navazani dalsi molekuly. Navic se jednalo o alifatickou aminoskupinu,
ktera je nukleofilngjsi a tedy reaktivnéjsi pii acylaci nez ptivodni aromaticka amino-
skupina. Nicmén¢ ani pryskyfice 76 s kyselinou gallovou za podminek HOBt acylace
nereagovala. Protoze existuje celd fada couplingovych Ccinidel, rozhodli jsme se
vyzkouset, jestli nékteré z nich neposkytne pozadovany produkt 77. K dispozici jsme
méli  1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium  3-oxid
hexafluorofosfat (HATU), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC),
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorofosfat (PyBOP) a 1-[(1-
(cyano-2-ethoxy-2-oxoethylideneaminooxy)-dimethylamino-morpholino)Juranium
hexafluorofosfat (COMU).*®*"Reakéni podminky jsou shrnuty v tab. 7.
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: .. |Ekvivalent| U-HPLC
ex . Ekvivalent| Acyla¢ni Y L
Rozpoustédlo| Baze b sinidl acylaéniho| Cdistota
aze “meio 1 inidla [%]
DMF DIEA 1 PyBOP 1 76
DMF DIEA 2,5 EDC 1,2 46
DMF DIEA 3,5 HATU 3,5 44
DMF DIEA 6 COMU 3 30

Tab. 7: Reak¢éni podminky acylace pryskyfice kyselinou galovou

Nejlepsi vysledek tedy poskytla reakce s PyBoP. Bohuzel pti pokusu pievést reakei do
preparativniho mnozstvi bylo detekovano jen malé procento produktu v bohaté smési

vedlejsich latek (Schéma 25).

NH; |, - NH

i, ii o H N
QY W s Q1 W LR
NN H Rhodamin B ~F H Rhodamin B

1 76

T

SaEeuvE!

77

) Fmoc-B-Ala-OH, HOBt, DMAP, DIC, DMF/DCM (1:1; V/V), 11,16 hodin
i) piperidin/DMF (1:1; V/V), rt, 30 minut
i) kyselina gallova, PyBOB, DIEA,DMF, rt, 16 hodin

Schéma 25:Syntéza cilové latky s kyselinou gallovou
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Protoze jsme neuspéli pii pokusu ziskat derivaty fenolickych sloucenin s volnymi
hydroxylovymi skupinami béhem jejich modidifikace (viz. kapitola4.2.2), pokusili jsme
o demethylaci findlnich slou¢enin na pryskyfici 2(45). Provedli jsme pokus
s analytickym mnozstvim pryskyfice a AlCls, ale bohuzel bez Gspéchu. Po odstépeni a

analyze jsme detekovali pouze vychozi latku.

Latky 2(44) a 2(45)byly stépeny 50% kyselinou trifluoroctovou v DCM a poskytly
produkty 43(44) a 43(45), které byly poté purifikovany na semipreparativnim HPLC za
pouziti mobilni faze: vodny roztok octanu amonného a acetonitril. Pfestoze po
purifikaci byla Cistota latek vysoka (98 % a 95 %, podle U-HPLC), po lyofilizaci
roztoku octanu amonného vyrazné klesla (85 % a 78 %, podle U-HPLC). Pted dalsi
ptipravou findlnich latek a purifikaci jsme chtéli ziskat informace o jejich stabilité.
Provedli jsme proto nékolik pokusi s vyuZitim rozlozenych findlnich sloucenin
Z ptedeslého pokusu. Z tab. 8 vyplyva, ze delSim stdnim v octanovém pufru zlstdva

Cistota latek zachovana, naopak se snizuje v roztoku methanolu a vody.

U-HPLC U-HPLC
Latka |Rozpoustédlo| dny | cistota | Latka |Rozpoustédlo| dny | Cdistota
[%] [%]
1 85 1 78
Octan ’ 5 84 Octan ’ 5 76
amonny amonny
3 82 3 62
1 83 1 82
DMSO 2 76 DMSO 2 80
43(44) 3 69 |43(45) 3 8
Pevna latka | 1 6 Pevna latka | 1 80
za RT bez 2 74 za RT bez 2 71
rozpoustédla 3 70 rozpoustédla 3 70
MeOH:H,0 L o7 MeOH:H,0 L L
e H> e Hap)
L1V 4 64 @1 vy |2 L
5 60 5 77

Tab. 8: Testy stability produktd 43(44) a 43(45)
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ProtoZe jsme se chtéli vyhnout semipreparativnimu HPLC a lyofilizaci, pfestoupili jsme
ke sloupcové chromatografii. Timto zpisobem se nam podafilo ziskat v dostatecné
Cistoté pouze derivat 43(44). U druhé slouceniny se nam nepodafiilo vSechny nelistoty
odstranit ani po opakované sloupcové chromatografii ¢i pouziti gradientové metody.
Poslednim pokusem o separaci necistot bylo pouziti semipreparativni tenkovrstevné

chromatografie. Bohuzel ani ten nebyl uspésny.

4.4 Fluorescencni vlastnosti latek

V nésledujicich podkapitolach jsou popsany vSechny namétené fluorescencni vlastnosti
cilové latky 43(44). Emisni a excitaéni spektra byla méfena na fluorescenénim

spektrofotometru.

4.4.1 Emisni spektra

Testovana sloucenina vykazovala fluorescenci pii excitacni vinové délce 320 nm a
565 nm. Druhd zminénd vlnova délka je typickd pro rhodaminové derivaty.
Fluorescence byla méfena za pouziti Britton-Robinsonova pufru v rozmezi pH 2,4-12.

Ptislusndemisni spektra mizeme vidét v ptiloZzenych grafech

100 -
90 -
=—pH 2,4
80 -
70 e pH 4
) i
) 60 =——pH 5
[}
=z 50 e DH 6
c
30 pH 8
pH9
20
pH 10
10 pH 11
0 - pH 12
300 400 500 600 700
vinova délka [nm]

Graf 1: Emisni spektrum pii excitaci 320 nm
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Graf 2: Emisni spektrum pii excitaci 565 nm

4.4.2 pH zavislost

U dané latky byla métena zavislost jeji rhodaminové fluorescence na pH. Z grafu 3 je

patrné, Ze latka prestava fluoreskovat jiz ve slabé kyselém prostiedi pti excitaci 565 nm.

120 +

100 -

80 -

60 -

intenzita [a.u]

40 -

20 -

Graf 3: pH zavislost fluorescence pii excitaci 565 nm.
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4.4.3 Fotostabilita

Zméfili jsme také fotostabilitu dané latky v Britton-Robinsonové pufru béhem jedné
hodiny pfi vybranych hodnotach pH. Zjistili jsme, Ze jsou latky stabilni, coz je ziejmé

z dolozeného grafu 4.

200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 e—pH 3

intenzita [a.u]

80 - e 13 V4
60 -
40 -
20 -

pH 12

0 n 1 1 1 1 1 - 1

0 10 20 30 40 50 60 70

¢as [min]

Graf 4: Fotostabilita v pribé¢hu 1 hodiny

Kvantovy vytézek bohuzel nebyl stanoven a UV/VIS spektra nebyla zmétena, jelikoz
doslo k poruse pocitace. Kvantovy vytézek bude stanoven a UV/VIS spektra budou

doméfena.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Analytické metody

M¢éieni hmotnostnich spekter bylo realizovano na hmotnostnim spektrometru s
jednoduchym kvadrupolem (Waters) s kolonou X-Select C18 za pouziti mobilni faze
slozené z (A) 0,01 M octanu amonného ve vod¢ a (B) acetonitrilu. Méfeni NMR spekter
bylo provedeno v roztoku DMSO — d6 na Jeol ECX-500 (500 MHz). Hodnoty
chemického posunu (8) jsou udany v ppm jednotkach, interak¢ni konstanty (J) v Hz.
Preparativni HPLC byla provadéna s vyuzitim pfistroje Waters 1500 series a
preparativni kolony YMC-Pack Pro C1820x100mm s-5um, 12 nm. Mobilni faze byla
slozena z 0,01 M octanu amonného a acetonitrilu. TLC chromatografie byla provadéna
na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F254 znacky Merck. Emisni spektra
byla zaznamenana na fluorescen¢nim spektrofotometru Cary Eclipse (FL1009MO015,
Varian). UV-VIS spektra byla méfena na spektrofotometru Cary 300 UV-VIS
(UV1111M031, Agilent Technologies).

Pied kaZzdou analyzou LC-MS byla pryskyfice promyta vhodnym rozpoustédlem. Malé
mnozstvi pryskyfice (cca 5 mg) se odebralo do eppendorfky a poté byla po dobu 30
minut tfepana ve smeési 50% TFA/DCM (1 ml). Roztok byl poté odpaten pod proudem
dusiku. Odparek byl rozpustén v methanolu (0,5 ml) a vodé (0,5 ml). Pfed analyzou byl

roztok zfiltrovan pomoci polypropylenové injekéni stiikacky a mikrofiltru.

5.2 Stanoveniloadingu

Pro stanoveni loadingu byla provedena metoda vné&jsiho standardu, jako standard byl
pouzit roztok o piesné koncentraci Fmoc-p-Ala-OH v methanolu. Protektivni skupina
Fmoc absorbuje UV zafeni o vlnové délce 300 nm. Na zakladé toho byly srovnany
plochy pikd absorbance standardu a vzorku. Pro kazdé stanoveni loadingu byly

provedeny dva paralelni odbéry vzorku.

sz. Cstd.
%

L =
Sstd. myyz.

* 1000

(L =loading pryskyfice [mmol/g]; Sy, =plocha piku vzorku; Sgg =plocha piku standardu;

Csta. = koncentrace standardu [mmol/ml]; m,,, = hmotnost odebrané pryskyfice [g])
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5.3 Syntetické postupy
5.3.1 Modifikace fenolickych sloucenin

5.3.1.1 Priprava 4-fenoxybutanové kyseliny 44

5.3.1.1.1 Priprava ethylesteru 4-fenoxybutanové kyseliny 60
Fenol 49 (2 g; 0,02 mol) byl rozpustén vDMF (40 ml) a za rt michan s 2,5 ekvivalenty
K,CO3 (7,35 g; 0,05 mol) po dobu 30 minut. Poté byl ptidan 1 ekvivalent ethyl-4-
bromobutyratu (3 ml; 0,02 mol), jako katalyzator byl pouzit jodid draselny (0,04 g;
0,024 mmol). Reak¢ni smés byla zahtivana v olejové lazni (70 °C) pies noc (cca 16
hodin). Nasledné byla reak¢éni smés piefiltrovana. Filtrat byl nafedén vodou(30 ml) a
tiikrat extrahovan do ethylacetatu (60 ml). Organicka faze byla vysuSena Na,;SO,. Siran
byl odstranén filtraci pfes vatu. Ethylacetat byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce.
Z odparku byl odebran vzorek na analyzu LC/MS. Zbytkovy DMF byl odstranén
lyofilizaci pies noc. Cistota produktu60 byla ovétenapomoci LC/MS a NMR.

5.3.1.1.2 Hydrolyza ethylesteru 4-fenoxybutanové kyseliny 44

Sloucenina 60 byla rozpusténa v 1M roztoku NaOH ve smési THF:voda (1:1, V/V,
30 ml). Reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty 5,5 hodiny. Reakéni smés
byla odpafena na polovinu svého objemu a zneutralizovana 1M roztokem HCI (20 ml).
Po neutralizaci se smés nafedila vodou(100 ml) a tiikrat extrahovala do diethyletheru
(100 ml). Organicka faze byla vysuSena Na,SO,. Siran se odstranil pomoci filtrace ptes
vatu. Dietylether byl odpafen na RVO. Po odpateni se k odparku ptidala voda (20 ml).
Vylouéena srazenina byla odfiltrovana, vysuena a zvazena. Cistota produktu 44 byla

ovéfena pomoci LC/MS a NMR.

5.3.1.2 Priprava 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny 45

5.3.1.2.1 Priprava ethylesteru 4-(3-metoxyfenoxy)butanové kyseliny 65

3-Methoxyfenol 64 (0,5 g; 4 mmol) byl rozpustén v DMF (40 ml) a za rt michan se
4 ekvivalenty K,CO; (2,19 ¢; 0,016 mol) po dobu 30 minut. Poté byly
ptridany4 ekvivalenty ethyl-4-bromobutyratu (2,305 ml; 0,016 mol). Reakéni smés byla
zahtivana v olejové lazni (70°C) ptes noc (cca 16 hodin). Nasledné byla reakéni smés
okyselena 1M HCI (20 ml) na pH 2 a nafedéna vodou (30 ml) a tiikrat extrahovana do
ethylacetatu (60 ml). Organicka faze byla vysusena Na,SQO,. Siran byl odstranén filtraci
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ptes vatu. Ethylacetat byl odpafen na rotacni vakuové odparce. Odparek byl precistén
pomoci kolonové chromatografie (mobilni faze hexan:ethylacetit v poméru 7:1). Po
odpareni rozpoustédel ze sesbiranych frakci byl produkt 65 vysusen na lyofilizatoru.

Cistota produktu65byla ovéfenapomoci LC/MS a NMR.

5.3.1.2.2 Hydrolyza ethylesteru 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny 45
Sloucenina 65 byla zhydrolyzovana 1M roztokem TMSOK (2,56 g; 0,02 mol) v THF
(20 ml) za rt za dobu 1 hodiny. Reak¢ni smés se nafedila vodou (200 ml) a okyselila 3M
roztokem HCI (20 ml) na pH 2. Nasledn¢ se reakéni smés tikrat extrahovala do
ethylacetatu (200 ml).Organicka faze byla vysusena Na,SO,. Siran byl odstranén filtraci
pies vatu. Ethylacetat byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce. K odparku byl ptidan
toluen (20 ml), ktery byl nésledné¢ odpatren na odparce. Odpateni toluenu se opakovalo
jesté dvakrat. Nasledné byl odparek rozpuStén v MeOH (15 ml) za zahtivani pod
horkovzdusnou pistoli. Za stalého michani se ptidavala tepla voda, dokud se roztok
nezakalil. Poté se ptidal jest¢ zahraty MeOH (5 ml). Po vycefeni roztoku se opét
ptiddvala voda (celkovy objem 30 ml) dokud nezacaly vypadavat krystalky. Produkt byl
odfiltrovan. Cistota produktu 45 byla ovéfena pomoci LC/MS a NMR.

5.3.1.3 Priprava 4-(2,6-dimethoxyphenoxy)butanové kyseliny 46

5.3.1.3.1 Priprava trimethoxybenzenu 72

Pyrogallol 67 (2 g; 0,016 mol) byl rozpustén v acetonu (60 ml) a za rt byl michan se
3 ekvivalenty K,CO3(6,57 g; 0.048 mol) po dobu 30 minut.Poté byly piidany
4 ekvivalenty dimethylsulfatu (6 ml; 0,063 mol). Reakéni smés byla refluxovéana ptes
noc (cca 16 hodin). Nasledné byl odpaten aceton na RVO, odparek byl natedén 100 ml
vody. Smés byla zneutralizovana 3M HCl (15 ml) a tfikrat extrahovana do
diethyletheru. Organickd faze byla vysuSena pomoci NapSO4. Siran byl odstranén
filtraci pfes vatu. Diethylether byl odpafen na rotacni vakuové odparce. Odparek byl
vysuden pies noc na lyofilizatoru. Cistota produktu byla ovéfena pomoci LC/MS.
Odparek byl precistén pomoci kolonové chromatografie (mobilni faze hexan:ethylacetat
v poméru 7:1). Po odpafeni rozpoustédel ze sesbiranych frakci jsme ziskali produkt

trimethoxybenzen 72. Cistota produktu 72 byla ovéfena pomoci LC/MS a NMR.

60



5.3.1.3.2 Parcialni demethylace trimethoxybenzenu 73

Trimethoxybenzen 72 (0,5 g; 0,003 mol) byl rozpu$tén v suchém DCM (20 ml).
Nasledné byly ptidany 4 ekvivalenty chloridu hlinitého (1,57 g; 0,011 mol). Reakéni
smés byla michédna za rt po dobu 3 hodin. K reakéni smési byla pfidana po ¢astech 1M
HCl (30 ml) za chlazeni vledové lazni. Smés byla poté tfikrat extrahovana do
diethyletheru (50 ml). Organicka faze byla promyta5 % NaHCOj; a solankou.
Organicka faze byla vysusena pomoci Na;SQO,. Siran byl odstranén filtraci pies vatu.
Diethylether byl odpafen na rotaéni vakuové odparce. Cistota produktu
dimethoxyfenolu 73 byla ovéfena pomoci LC/MS. Produkt byl pfecistén pomoci
kolonové chromatografie (mobilni faze petrolether:ethylacetdit v poméru 5:3). Po
odpafteni frakci byl odparek rozpustén ve smési terc-butylmethyletheru a hexanu (5:6;
V/V; 11 ml) a podchlazen v kapalném dusiku. Po chvili vypadla bila srazenina, ktera
byla promyta hexanem a vysusena. Cistota produktu 73 byla ovéfena pomoci LC/MS a

NMR.

5.3.1.3.3 Priprava ethylesteru 4-(2,6-dimethoxyphenoxy)butanové kyseliny 74
Dimethoxyfenol 73 (0,5 g; 0,003 mol) byl rozpustén v DMF (20 ml) a za RT byl
michan se 4 ekvivalenty K,CO3 (1,65 g; 0,012 mol) po dobu 30 minut. Nasledné byly
pfidany 4 ekvivalenty ethyl-4-bromobutyratu (1,7 ml; 0,012 mol). Reakéni smés byla
michéna a zahtfivéna v olejové lazni (70°C) ptfes noc (cca 16 hodin). Nésledné byla
reak¢ni smés nafedéna vodou (100 ml) a tiikrat extrahovana do diethyletheru (300 ml).
Organickd faze byla vysuSena NaySO4. Siran byl odstranén filtraci pies vatu.
Diethylether byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce. Odparek byl lyofilizovan pies
noc. Cistota produktu 74 byla ovéfena pomoci LC/MS a NMR.

5.3.1.3.4 Hydrolyza ethylesteru 4-(2,6-dimethoxyphenoxy)butanové kyseliny 46

Produkt 74 (0,6 g; 0,002 mol) byl zhydrolyzovan 1M roztokem TMSOK (1,28 g; 0,01
mol) v THF (10 ml) pies noc. Reakéni smés byla nafedéna 1M HCI (30 ml). Smés byla
tiikrat extrahovana do diethyletheru (150 ml). Organicka faze byla vysusena Nay;SOa.
Siran byl odstranén filtraci pies vatu. Diethylether byl odpafen na rota¢ni vakuové
odparce. K odparku byl pfidan toluen (20 ml), ktery byl nasledné¢ odpaten na odparce.
Odpareni toluenu se opakovalo jest¢ dvakrat. Produkt 46 se precistil pomoci kolonové
chromatografie (mobilni fize hexan:ethylacetat:methanol v poméru 7:4:2). Cistota

produktu 46 byla ovétena pomoci LC/MS a NMR.
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5.3.2 Syntéza pyrimidinového prekurzoru

5.3.2.1 Ukotveni Fmoc-f-alaninu na Wangovu pryskyrici 39

Wangova pryskyfice (1 g, 0,49 mmol/g) byla promyta DMF (3x) a DCM (3x). Do
stiikacky byl ptidan 0,2 M roztok Fmoc-f-Ala-OH (0,623 g; 2 mmol), HOBLt (0,27 g; 2
mmol), DMAP (0,24 g; 2 mmol) a DIC (0,308 ml; 2 mmol) v 10 ml DMF/DCM (1:1;
V/V). Reakce byla tiepana za laboratorni teploty po dobu dvou hodin. Poté byla reakéni
smés odstranéna a pryskytice promyta DMF (3x) a DCM (3x).

5.3.2.2 Navazani 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinu na pryskyfrici 40
Vychozi latka 39 byla defmokovana reakci s 50 % piperidinem v DMF (10 ml) po dobu

30 minut za laboratorni teploty. Po odstranéni reak¢éni smési byla pryskyfice promyta
DMF (3x), DCM (3x) a suchym DMF (3x). Do stiikacky byl pfidan 0,5 M roztok 4,6-
dichloro-5-nitropyrimidinu (0,97 g; 5 mmol), DIEA (0,83 ml; 5 mmol) v suchém DMF
(10 ml). Reakce byla tfepana za laboratorni teploty po dobu 1,5 hodiny. Poté byla
reakéni smés odstranéna a pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM (3x).

5.3.2.3 NukKleofilni substituce pryskyiice 40 s p-fenylendiaminem 41
Do stiikacky k vychozi latce 40 byl piidan 0,5 M roztokp-fenylendiaminu (0,54 g;

5mmol) a 2,6-lutidinu(0,582 ml; 5 mmol) v DMF (10 ml). Reakce byla tfepana za
laboratorni teploty ptfes noc (cca 16 h). Poté byla reakéni smés odstranéna a pryskyfice

promyta DMF (3x) a DCM (3x).

5.3.2.4 Acylace pryskyrice 3 Rhodaminem B 42
V kadince byl rozpustén Rhodamin B (1,53 g; 3,0 mmol) a DIC (0,5 ml; 3,0 mmol) v 5

ml DMF. Po 15 minutach byl piidan HOBt (0,49 g; 3,0 mmol) a DCM (5 ml) a reak¢ni
smés byla pfidana do stiikacky k vychozi latce 41. Reakce byla tfepana za laboratorni

teploty ptfes noc (cca 16 h). Poté byla reakéni smés odstranéna a pryskyfice promyta
DMF (8x) a DCM (8x).

5.3.2.5 Redukce nitro skupiny 1

Do stiikacky k vychozi latce 42 byl pfidan 0,5 M roztok Na,S,04 (0,87 g; 5 mmol),
K2COs3 (0,97 g; 5 mmol), ethylviologen dijodidu (0,12 g; 0,3 mmol) v 10 ml smési
DCM/voda (1:1). Reakce byla tiepana za laboratorni teploty pies noc (cca 16 h). Poté

byla reakéni smés odstranéna a pryskytice promyta DCM/voda (1:1; V/V) (3x), DMF
(3x), MeOH (3x) a DCM (3x).
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5.3.2.6 ProdlouZeni pyrimidinového prekurzoru -alaninem 76

Do stiikacky s 0,5 g vychozi latky 1 byl ptidan 0,2 M roztok Fmoc-B-Ala-OH (0,315 g;
2 mmol), HOBt (0,135 g; 2 mmol), DMAP (0,12 g; 2 mmol) a DIC (0,154 ml; 2 mmol)
v 10 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Reakce byla tfepana za laboratorni teploty po dobu
dvou hodin. Poté byla reakéni smés odstranéna a pryskytice promyta DMF (3x) a DCM
(3x). Poté byla latka defmokovéna reakci s 50 % piperidinem v DMF (10 ml) po dobu
30 minut za laboratorni teploty. Po odstranéni reak¢ni smési byla pryskyfice promyta

DMF (3x), DCM (3x).

5.3.3 Finalni acylace pyrimidinovych prekurzori

5.3.3.1 Acylace pryskyrice 1 fenoxybutanovou kyselinou 43(44)
Do stiikacky s0,5 g vychozi latky 1 byl pfidan 0,2 M roztok kyseliny 4-
fenoxybutanové (0,181 g; 1 mmol), HOBt (0,135 g; 1 mmol), DMAP (0,122 g; 1 mmol)
a DIC (0,154 ml; 1 mmol) v 5 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Reakce byla tfepana za
laboratorni teploty pfes noc (cca 16 hodin). Poté byla reakéni smés odstranéna a
pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM (3x). Latka bylapieciSténa na semipreparativnim

HPLC s mobilni fazi slozenou z AcCN a acetatového pufru.

5.3.3.2 Acylace pryskyrice 1 4-(3-methoxyfenoxy)butanovou kyselinou 43(45)
Do stiikacky $0,5 g vychozi latky 1 byl ptidan 0,2 M roztok kyseliny 4-(3-

metoxyfenoxy)- butanové (0,21 g; 1 mmol), HOBt (0,135 g; 1 mmol), DMAP (0,122 g;
1 mmol) a DIC (0,154 ml; 1 mmol) v 5 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Reakce byla tfepana
za laboratorni teploty pies noc (cca 16 hodin). Poté byla reakéni smés odstranéna a
pryskytice promyta DMF (3x) a DCM (3x). Latka bylapteciSténa na semipreparativnim
HPLC s mobilni fazi slozenou z ACCN a acetatového pufru.
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5.4 Analyticka data

Ethylester 4-fenoxybutanové kyseliny 60
vytézek: 68 %, nazloutld olejovita latka

ESI-MS pro C1,H103: 208,11; nalezeno 209,14 [M+H]"; Cistota: 88 %

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.18 (t, J=7.16 Hz, 3 H), 1.96 (quin, J=6.59 Hz,
2 H), 2.45 (t, J=7.16 Hz, 2 H), 3.97 (t, J=6.01 Hz, 2 H), 4.06 (q, J=7.06 Hz, 2 H), 6.88 -
6.94 (m, 3 H), 7.27 (t, J=7.73 Hz, 2 H). *°C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 14.64,
24.77, 30.70, 60.40, 66.81, 114.91, 121.05, 130.01, 158.96, 173.10.

NMR data koresponduji s diive popsanou strukturou

4-fenoxybutanova kyselina 44
Vytézek: 63 %, bila krystalicka latka

ESI-MS pro C19H1,03:180,08;nalezeno 179,45 [M-H]; Cistota: 97 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.90 (quin, J=6.87 Hz, 2 H), 2.35 (t, J=7.45 Hz,
2 H), 3.93 (t, J=6.59 Hz, 2 H), 6.85 - 6.91 (m, 3 H), 7.24 (t, J=8.02 Hz, 2 H), 12.12 (s, 1
H). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & ppm 24.78, 30.65, 66.91, 114.92, 121.01,
130.01, 159.02, 174.66.

NMR data koresponduji s diive popsanou strukturou

Ethylester 4-(3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny 65
Vytézek: 75 %, naZloutla olejovita kapalina

ESI-MS pro C13H104: 238,12; nalezeno 239,11 [M+H]";Cistota: 93 %

NMR analyza znecis$téna

4-(3-methoxyfenoxy)butanova kyselina 45
Vytézek: 64 %, bila krystalicka latka

ESI-MS pro C11H1404: 210,09; nalezeno 209,24 [M-H]; Cistota: 98 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.91 (2 H, quin, J=6.87 Hz), 2.37 (2 H, t, J=7.16
Hz), 3.68 (3 H, s), 3.95 (2 H, t, J=6.30 Hz), 6.48 - 6.51 (3 H, m), 7.16 (1 H, t, J=8.02
Hz), 12.12 (1 H, s). **C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & ppm 24.77, 30.64, 55.58, 67.08,
101.19, 106.86, 107.12, 130.46, 160.30, 161.04, 174.59.

NMR data koresponduji s diive popsanou strukturou

64



Trimethoxybenzen 72
Vytézek: 65 %, bila krystalicka latka
ESI-MS pro CgH1,03: 168,08; nalezeno169,11 [M+H]";Cistota: 98 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3.73 (9 H, s), 6.62 (2 H, d, J=8,02), 6.95 (1 H, t,
J=8.02 Hz). *C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & ppm 56.31, 60.49, 106.02, 124.21,
137.08, 153.70.

NMR data koresponduji s diive popsanou strukturou

Dimethoxyfenol 73
Vytézek: 76 %, olejovita kapalina
ESI-MS pro CgH1003: 154,06; nalezeno 155,05 [M+H]"; Cistota: 92 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.77 (6 H, s), 6.56 (2 H, d, J=8,3), 6.95 (1 H, t,
J=8.88 Hz), 8.19 (1 H, s). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & ppm 56.52, 106.32,
118.67, 136.26, 148.75.

NMR data koresponduji s diive popsanou strukturou

Ethylester 4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanové Kyseliny 74
Vytézek: 70 %, nazloutld olejovita kapalina
ESI-MS pro C14H200s: 268,13; nalezeno 269,17 [M+H]";Cistota: 95 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.14 (3 H, s), 1.77 - 1.83 (2 H, m), 3.82 (2 H, t,
J=6.16 Hz), 4.04 (2 H, q, J=7.16 Hz), 6.62 (2 H, d, J=8.59 Hz), 6.93 (1 H, t, J=8.72 Hz
). 3C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & ppm 14.64, 25.58, 30.51, 56.36, 60.23, 71.86,
106.08, 124.13, 137.07, 153.83, 173.32.

4-(2,6-dimethoxyfenoxy)butanova kyselina 46
Vytézek: 50 %, bila krystalicka latka
ESI-MS pro C1,H160s: 240,10; nalezeno 241,38 [M+H]™; Cistota: 94 %

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.80 (2 H, g, J=6.59), 2.40 (2 H, t, J=7.45 Hz),
3.81 (2 H, t, J=6.30 Hz), 6.6 (2 H, d, J=8.31 Hz), 6.94 (1 H, t, J=8.31). *C NMR (126
MHz, DMSO-ds) & ppm 25.65, 30.62, 56.39, 72.04, 106.08, 124.09, 137.14, 153.83,
174.32.
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N-(9-(2-((4-((6-((2-carboxyethyl)amino)-5-(4-fenoxybutanamido)pyrimidin-4-
yl)amino)fenyl)carbamoyl)fenyl)-7-(diethylamino)-3H-xanthen-3-ylidene)-N-
ethylethanaminium 43(44)

Vytézek: 5 %, rizova krystalicka latka
ESI-MS pro Cs;HssNgOg': 875,42; nalezeno 875,62 [M+H]"; Cistota: 89 %
HRMS m/z calcd for Cs;Hs4NgOg[M+H]" 875,4239, nalezeno 875,4304

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.10 (12 H, t, J=6,9), 2.02 (2 H, quin, J=6.84
Hz), 2.43 (2 H, t, J=7.16 Hz), 2.52 - 2.58 (4 H, m), 3.47 - 3.53 (8 H prekryto se
signalem vody), 4.00 (2 H, t, J=6.44 Hz), 6.23 - 6.33 (3 H, m), 6.40 (2 H, dd, J=8.88,
2.58 Hz), 6.52 - 6.61 (4 H, m), 6.87 - 6.98 (3 H, m), 7.08 (1 H, d, J=6.59 Hz), 7.22 -
7.33 (3H, m), 7.52 - 7.61 (2 H, m), 7.81 (L H, s), 7.85 - 7.89 (1 H, m), 8.01 (1 H, s),
8.72 (1 H,s).

Kvili nizkému vytézku nebylo uhlikové spektrum citelné.
3-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)propanova kyselina 39
ESI-MS pro C1gH17NO4: 311,12; nalezeno 311 [M-H]; Cistota: 93 %
3-((6-chloro-5-nitropyrimidin-4-yl)amino)propanova kyselina 40
ESI-MS pro C7H;CIN,O4: 246,02; nalezeno 245 [M-H]; Cistota: 80 %
3-((6-((4-aminophenyl)amino)-5-nitropyrimidin-4-yl)amino)propanova kyselina41
ESI-MS pro C13H14NgO4: 318,11; nalezeno 317 [M-H]; Cistota: 74 %

N-(9-(2-((4-((6-((2-carboxyethyl)amino)-5-nitropyrimidin-4-
yl)amino)phenyl)carbamoyl)phenyl)-7-(diethylamino)-3H-xanthen-3-ylidene)-N-
ethylethanaminium 42

ESI-MS pro C41H43NgOs":743,33; nalezeno 743 [M+H]";Cistota: 72 %

N-(9-(2-((4-((5-amino-6-((2-carboxyethyl)amino)pyrimidin-4-
yl)amino)phenyl)carbamoyl)phenyl)-7-(diethylamino)-3H-xanthen-3-ylidene)-N-
ethylethanaminium 1

ESI-MS pro C41HasNgO4": 713,36; nalezeno 712 [M-H] ;Cistota: 68 %

N-(9-(2-((4-((5-(3-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)propanamido)-6-
((2-carboxyethyl)amino)pyrimidin-4-yl)amino)phenyl)carbamoyl)phenyl)-7-
(diethylamino)-3H-xanthen-3-ylidene)-N-ethylethanaminium 76

ESI-MS pro CsgHgoNgO;:1006,46; nalezeno 1007 [M+H]*;Cistota: 59 %
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6 ZAVER

Tato prace byla zaméfend na modifikaci fluorescencénich znacek odvozenych od
pyrimidinu a Rhodaminu B fenolickymi slouc¢eninami s cilem ziskat latky, které se

hromadi v mitochondriich, maji schopnost je vizualizovat a pisobit na n¢ svymi ucinky.

V prvni Casti byla pozornost vénovana derivatizaci pouzitych fenolickych sloucenin
tak, aby byly schopny reagovat s aminoskupinou pyrimidinového jadra. Ptfipraveny byly
tfi karboxylové kyseliny, z nichZ jedna nebyla dosud popsana. Dvé zbyvajici kyseliny
jsou sice znamé slouceniny, nicméné piesto bylo nutné optimalizovat podminky pro

jejich ptipravu.

Nasledujici ¢ast byla zaméfena na vyvoj metody navazani karboxylovych kyselin
odvozenych od fenolickych sloucenin na fluorescencni systém. Pfi tomto kroku byla
pozorovana snizend reaktivita u nékterych substratii a z testovanych ¢tyi fenolickych
derivati se nam podafilo na fluorescenéni systém navazat dva (kyselina 4-

fenoxybutanova a kyselina 4-(3-methoxyfenoxy)butanova).

Purifikaci findlnich sloucenin znesnadiiovala jejich nestabilita pfi separaci na
semipreparativnim HPLC a bylo nutné hledat alternativni metody cisténi. Diky této
komplikaci byl ziskan pouze jeden finalni produkt o dostatecné Cistoté. U finalni
slouceniny byla zméfena excitacni a emisni fluorescencni spektra, kterd vykazovala
typickou rhodaminovou fluorescenci. Dalsimi experimenty bylo zjisténo, ze
fluorescence finalni slou€eniny je zavisla na pH. Testovana byla také fotostabilita a bylo
potvrzeno, Ze slouCenina je po dobu jedné hodiny stabilni. Z Casovych divoda a
vzhledem k tomu, Ze se dosud podafilo ptipravit pouze jeden derivat, zatim neprob&hlo

testovani penetrace pies bunéénou a mitochondrialni membranu.
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