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Uvop

Jednim z mnoha fenoménti ptirody je bezpochyby fluorescence se svou schopnosti
absorbovat a nasledn¢ emitovat fotony s vyssi vinovou délkou. Tento objev ma velky vliv
na biologicky a medicindlni vyzkum. Védci mohou nyni nejen vizualizovat normalni
fyziologické procesy s vysokym rozliSenim, detekovat né¢kolik signali soucasné, stopovat
jednotlivé molekuly in vivo, ale také nahradit radioaktivni metody méné Skodlivymi

&i vnést jasno do mnoha patologickych procesi.!

Na druhou stranu neni vzdy jednoduché najit vhodnou fluorescen¢ni znacku, kterd by
spliovala vSechny parametry (kvantovy vytézek, Stokestiv posun, fotostabilita,
reaktivita, permeabilita, atd.) potfebné pro dané ucely. Pfestoze jiz bylo vyvinuto mnoho
fluorescen¢nich znacek riznych vlastnosti, literatura uvadi jen malo piikladt
multifunkénich fluorescencnich znacek, tj. znacek, které jsou schopny detekovat vice nez

jeden parametr.

Jednou z nejstarSich skupin fluorescencnich barviv jsou rhodaminy vyznacujici se
dobrymi fotochemickymi a fotofyzikalnimi vlastnostmi. Jelikoz jednou z vyhod téchto
fluorofortt je schopnost penetrovat pfes bunéénou membranu a akumulovat se

v mitochondriich, nasla tato barviva uplatnéni mimo jiné i v oblasti biologickych studii.

V nedavné dobé byla na nasi katedie vyvinuta metoda na ptipravu latek S potencionalnim
vyuzitim jako multifunkéni znacky. Tyto slouceniny obsahujici pyrimidinovy a
rhodaminovy skelet byly pfipraveny s vyuzitim syntézy na pevné fazi
a kombinatorialniho pfistupu. Bylo zjiSténo, Ze nckteré z téchto derivati mohou byt
vyuzity jako pH a teplotni indikatory a navic jsou schopny projit pies bunétnou
membranu.

Cilem této diplomové prace je modifikace téchto systémd, tak aby byly schopny tvofit

kovalentni vazbu s proteiny v mitochondridlni membrané a zachytit se tak uvnitt bunky

pro dalsi biologické studie.



CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem ptedlozené¢ diplomové prace je piiprava série latek se systémem rhodamin-
pyrimidin 3 s vyuzitim syntézy na pevné fazi (Schéma I). Po zméfeni zakladnich
fluorescen¢nich vlastnosti téchto sloucenin jsou u vybranych derivati studovany
zavislosti fluorescence na pH a teploté. Dalsi studovanou vlastnosti je reaktivita téchto
derivati s thiolovou nebo amino skupinou v postrannich fetézcich aminokyselin,
respektive peptidd. Na zavér pak bude testovana jejich schopnost penetrovat

pies bunécnou membranu.

QN N Q—(R
o peve
OzNL-N--\CI /--N--‘ }/-—Rhodamin
1 l 2

O_ = Wangova pryskyfice \[ /O
T

NH
= Peptidovy linker HN Z _N_ -N }7 Rhodamin
H o
NO,
O
3
F

Schéma |: Prehled struktur cilovych derivati.

Dil¢i cile prace 1ze shrnout v nasledujicich bodech:
» Pfiprava série latek se systtmem rhodamin-pyrimidin.
* Meéfeni fluorescennich vlastnosti cilovych latek.

» Testovani pfipravenych derivatl na penetraci do bunck.
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TEORETICKA CAST

V roce 2008 ziskali védci Osamu Simomura, Martin Chalfie a Roger Y. Tsien Nobelovu
cenu za chemii? za objev a vyzkum Zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP). Tento
protein byl izolovan z meduzy a patii mezi nejznaméjsi a nejpouzivangjsi fluorescencni

znacky. Podrobnéji bude GFP rozebran v kapitole Fluorescen¢ni znacky.

l. FLUORESCENCNI ZNACKY

Jak jiz bylo feceno v uvodu, objev fluorescence ma velky biologicky i biomedicinsky

vyznam.

Samotna luminiscence mize byt definovéana jako spontanni emise zafeni z elektronové
nebo vibraéné excitované latky, ktera neni v rovnovaze s prosttedim.® Délime ji
predevs§im na fluorescenci a fosforescenci. Mezi dal§i typy luminiscence patii
napt. bioluminiscence produkovana zivymi organismy, chemiluminiscence zptisobena
chemickou reakci ¢i mechanoluminiscence vytvéaiejici zafeni po poSkozeni krystalové

struktury latky® 4,

Fluorescence vznika absorpci fotond a jejich energie za vzniku excitovaného stavu
elektronil. Tento jev probihd pouze u latek s vhodnymi elektrony a jejich spravnou
distribuci v energetické hladiné. Téméi ihned dochazi k emisi zafeni o niz8i energii,
tzn. vyssi vlnové délce nez zafeni absorbované. Tento jev poprvé popsal Sir George

Stokes ve své publikaci z roku 1852° a od té doby je nazyvan Stokesovym posunem.

U déle trvajici fosforescence dochdzi navic k ptechodu ze singletového excitovaného
stavu na tripletovy a zarovei ke zmén¢ spinu. Navraceni elektronu do normalniho stavu
je zakazanym piechodem, proto vyzareni fotont trva déle. Oba typy fotoluminiscence lze

znazornit tzv. Jablonského diagramem (Obrdzek 1).

11
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Obrazek |: Jablonského diagram.!

Ve fluorescenéni spektroskopii mize dochdzet k riznym procesim, kterych je poté
vyuzivano v diagnostickych metodach. Prvnim z nich je zhaseni fluorescence, ke kterému
dochazi, pokud se k fluoroforu v excitovaném stavu piibliZi tzv. zhasedlo (quencher).
Fluorofor se vrati do zakladniho stavu a k vyzafeni fotonl poté dojde v omezené mite
nebo viibec. Pfesny mechanismus vzdy zavisi na konkrétnim paru molekul. Jako zhasedlo

mizou vystupovat halogeny, pfipadné tézké kovy.®

Dalsim zndméjSim procesem je naptiklad fluorescencni (Forstertiv) rezonancni pienos
energie. K tomuto pfenosu dochazi, pokud se emisni spektrum jednoho fluoroforu (donor)
prekryva s absorpcnim spektrem druhého (akceptor). V pfipadé€ dostate¢né blizkosti obou
molekul dojde prostiednictvi dipol-dipolové interakce k predani energie mezi donorem a

akceptorem.®

Jak jiz bylo v tvodu zminéno, fluorescence je jev, ktery se vyuziva u nedestruktivnich,
vysoce citlivych analytickych ¢i bioanalytickych metod jako fluorescencni spektrometrie,
fluorescenéni mikroskopie nebo pritokova cytometrie. Praktické vyuziti fluorescence se
zaméefenim na méteni intracelularniho pH véetné ptikladii pouzivanych barviv probereme

Vv nasledujicich kapitolach.
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I.  pH indikatory

Zména barvy lakmusu ¢i fenolftaleinu v zévislosti na pH prostiedi je znama jiz détem
na zakladni skole. Pro meéfeni intracelularniho pH je ale zapotiebi selektivnéjSich
indikatorti, které jsou vhodné pro pouziti v bunécnych systémech a pro nasledné

vyhodnoceni spektralnimi metodami.

Intracelularni pH hraje dtlezitou roli v aktivitach bunky, jako je proliferace, apoptoza,
1ékova rezistence (multidrug resistence, MDR), transport iontli, endocytoéza ¢i svalové
kontrakce. Abnormalni pH uvnit bunky znaci problémy v ristu, funkci a je spojené
i s nemocemi typu rakovina ¢ Alzheimerova choroba.”-® V cytosolu se hodnota pH

pohybuije v rozmezi pfiblizné 6,8 — 7,4, v kyselych organelach dosahuje az hodnot 4,5 - 6.°

pH indikatory musi obsahovat skupinu pfijimajici H*. U fluoresceinovych
arhodaminovych barviv dochazi v bezbarvé formé k tvorbé laktonu 1a, ktery se po piijeti

protonu uvolni a zaéne fluoreskovat 1b (Obrdazek 11).

(o
OO
O

1a

Rhodamin B Rhodamin B

O

Obrazek 11: Bezbarva a fluoreskujici forma rhodaminu B.

Na zacatku bych chtéla uvést fluorescein a jeho derivat 2°,7°-bis-
(2-karboxyethyl)-5/6-karboxyfluorescein (BCECF), ktery zavedl Roger Tsien uz v roce
1982.1° Fluorescein patfi mezi zakladni indikétory, ale protoze z builky velmi rychle

unika, dava se prednost jinym. 1!

BCECF 2 (Obrdzek IN) se pouziva pro pH v rozmezi 6,5 — 7,5 a S excitatnim pomérem
490/440 nm. Kvuli zvySeni propustnosti pifes membranu se vyrdbi v podobé
acetoxymethyl esteru AM a vyuziva se k méfeni intracelularniho pH a viability bunék.

V buiice ziistava déle nez fluorescein z diivodu vétsiho poétu zapornych naboji.®

13
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Obrazek I11: Struktura barviva BCECF.

Problém vymyvani feSi 5- ¢i 6-karboxyfluorescein 3 a jeho sukcimidyldiacetat 4

(Obrazek 1V) ptipadné fluorescein iSothiokyanat, které uvnitf bunky nespecificky

konjuguji s pfitomnymi makromolekulami.!?

5(6)-karboxyfluorescein sukcinimid-6-karboxyfluoresceindiacetat

Obrazek 1V: Struktury 5(6)-karboxyfluoresceinu a bezbarvé formy

sukcinimid-6-karboxyfluoresceindiacetatu.

Podobné spektralni vlastnosti jako fluorescein maji 1 halogenované derivaty Oregon
Green 488 5 ¢i 5(6)-karboxydichlorofluorescein (CDCF) 6 (Obrazek V). V praxi se

pouzivaji pro ureni pH v zévislosti na svétle v acidickych rostlinnych kompartmentech.

14



Oregon Green 488

Obrazek V: Struktury barviv Oregon Green 488 a CDCF.

Fluorecein tvofi s rhodaminy hybridni slouéeniny zvané rhodoly 7 (Obrdzek V1),
které jsou celkové stabilngjsi. Tyto latky vypadaji strukturné podobné jako rhodamin,
pricemz jedna NR» skupina je nahrazena kyslikem. Vyhodou je vysoka molarni
absorptivita a s vhodnymi N-substituenty i vysoké kvantové vytézky v rozmezi
520 — 580 nm. V praxi se pouzivd konjugit rhodolu s glykosylovanym steroidem
pro méfeni pH u kardialni Na*/K*-ATP-synthazy.™®

Obrazek VI: Struktura rhodolu.

Vysoké kvantové vytézky, dobrou stabilitu a také dobrou permeabilitu pfes membrany
vykazuji 1 rhodaminy. Jak jiz bylo feceno, podle pH prostiedi méni formu z bezbarvé
spirocyklické na fluoreskujici otevienou formu. Na ptiklad u derivatu Rhodaminu B 8
(Obrazek VII) dochazi v rozmezi pH 4,2 — 6,0 k vice nez stonasobné zmén¢ intenzity

fluorescence. !t 14

Hasegawa a kolektiv modifikovali Rhodamin B B-cyklodextrinem B-CD 9, kterym se

znacka pripojuje k makromolekulam v cilovych lysozomech.™

15



pH indikatory odvozené od rhodaminu jsou v Life Technologies nazyvany pHrodo
a V kyselém prostiedi emituji jasné cervené zafeni o vlnové délce 585 nm. Spolecnost
uvadi moznost jejich pouziti napiiklad pro méfeni miry pohlceni apoptotickych bunék

makrofagy.®

Obrazek VII: Derivaty rhodaminu B.

Dalsi skupinou pH indik4tor jsou benzoxanthenova barviva jako naptiklad
seminaftofluoron (SNAFR) 10, seminaftofluorescein (SNAFL) 11
¢i seminaftorhodafluor (SNARF) 12a,b viz Obrdzek VIIl. Centralni ¢ast struktury tvori
xanthen s ptikondenzovanym benzenovym jadrem, riznou kombinaci N/O substituentl

v poloze 3 a 10 a ptipadnou karboxylovou skupinou v poloze 3°.

SNARF 12 a SNAFL 11 indikatory emituji v protonované formé v rozmezi 540 - 580 nm
a Vv bazickém prostiedi v cervené oblasti spektra mezi 620 a 640 nm.’ Intracelularni pH

se méfi pomoci pratokové cytometrie ¢i konfokalni mikroskopie.
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12a R' = H nebo alkyl 12b
SNARF R? = alkyl SNARF

Obrazek VI1II: Obecné struktury SNAFR, SNAFL a dvou typi SNARF.

Nejpouzivangj$im benzoxanthenovym barvivem je karboxy-SNARF-1 (C.SNARF-1) 13
(Obrdzek 1X). Pro lepsi permeabilitu do zivych bunék se vyuziva chranéni karboxylové
skupiny AM (acetoxymethylem) nebo acetylem v ptipadé OH skupiny. U déletrvajicich
studii pH se pouziva chloromethyl SNARF-1 acetat 14, ktery pomalu reaguje

S intracelularnimi thiolovymi skupinami za vzniku konjugétt.

17



13
C.SNARF-1 Chloromethyl SNARF-1 acetat

Obrazek 1X: Struktury barviv karboxy-SNARF-1 a chloromethyl-SNARF-1 acetat.

Spektralni vlastnosti nebyvaji ovlivnény ani koncentraci barviva, ani iontovou silou
okolniho prostiedi, coz jsou zadané vlastnosti vSech intracelularnich indikéatort. Dalsi
vyhodou C.SNARF-1 je delsi excitacni vlnova délka (514 ¢i 536 nm), kterd neni
pro buiiky tolik destruktivni.’

Cyaninova barviva tvofi dal$i skupinu fluorescen¢nich pH indikatort. VSechny derivaty
absorbuji i emituji zafeni v IC oblasti spektra, coz eliminuje poskozeni bungk
i autofluorescenci. Nevyhodou je rychlejsi vysviceni. Existuji dva typy cyaninovych
barviv: na dusiku indolu nealkylované polymethinové struktury nebo modulatorem
regulované trikarbocyaniny. V prvnim ptfipad¢ dochédzi ke zméné barvy protonaci dusiku
indolu, v druhém protonaci dusiku modulatoru (na zékladé PeT = Photoinduced electron

transfer)t, 16,17,

18
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Cy-Tpy

Obrazek X: Struktury dvou typi cyaninovych barviv, Cy-5 a Cy-Tpy.

Pro neutralni prostiedi se pouzivaji pentamethin cyaninova barviva (napt. Cyanin-5 15),
kterd maji i1deélni vlastnosti pro méteni malych zmén intracelularniho pH (Obrdzek X).
Rozpustnost ve vodném prostiedi zajiStuji sulfatové skupiny, které zaroven zabranuji
agregaci. Konjugace s biomolekulami v buiice lze dosahnout aktivaci karboxylové
skupiny pomoci N-hydroxysukcimidu. Indikator trikarbocyanin obsahujici modulator
4°-(aminomethylfenyl)-2,2°:6°,2**-terpyridin (Tpy) 16 je pouZzivan v rozmezi pH 6,7 —

7,9 a vyznacuje se dobrou fotostabilitou, rozpustnosti ve vodé a nizkou cytotoxicitou.’

Mezi mens$i molekuly, které netvoii Zadnou vétsi skupinu, mizeme zatradit komplex
s europiem 17 (Obrdazek XIl). Slou¢enina fluoreskuje v rozmezi 680 az 710 nm, pii¢emz
V této oblasti je autofluorescence méné problematicka. Pii niz§im pH dochézi k uvolnéni
vazby N-Eu a také snizeni intenzity fluorescence, ktera je v bazickém prostiedi dost

vysokd. Nevyhodou, jako u vSech lanthanoidd, je relativné nizky kvantovy vytézek
(0,06).
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17

Europium komplex

Obrazek Xl: Struktura komplexniho barviva s europiem.

Indikétory vhodné pro meéfeni nizSitho pH jsou cCasto nazyvéany lysosenzory podle
kyselého prostiedi lysozomii. Komeréné jich je mnoho dostupnych u spolecnosti Life
Technologies, ptfi¢emz nejlepsi vlastnosti ma Yellow/Blue DND-160 18, ktery ma
kvantovy vytézek piiblizné 0,4 (Obrazek XII).

N
\ —
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18

Yellow/Blue DND-160

Obrazek XII: Struktura barviva Yellow/Blue DND-160.

V kyselém prostiedi indikator fluoreskuje zluté (542 nm) a v bazické formé modie
(464 nm). Vyhodou je dobra fotostabilita a permeabilita, ale na druhou stranu muze

dochazet k poskozeni bunék a autofluorescenci kviili nizkym vinovym délkam.°

Dobfe permeabilni jsou i barviva odvozena od BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacen), kterym se komeréné fika LysoTrackery. Na ptiklad mizeme uvést
Green DND-26 19, ktery emituje ve vysSich vinovych délkach (511 nm) a pouziva se
k zobrazovani kyselych kompartmenta v zivych bunkach. Jiné derivaty BODIPY
(napt. N-ethyl-methyl-BODIPY, EtMeNBDP 20) se pouzivaji v konjugaci
s monoklonalni protilatkou trastuzumabem ke znaceni lysozomil v Zivych rakovinnych

bunkach (Obrazek X111).%18
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BODIPY Green DND-26 BODIPY EtMeNBDP

Obrazek XII1: Struktury dvou druhi barviv BODIPY.

V dalsi ¢asti bych chtéla zminit netradi¢néjsi zpsoby znaceni organel a méteni jejich pH.
Indikétory intraceluldrniho pH mohou byt navazany na urcitém nosici, ktery musi byt
schopen prochdzet membranou a nesmi byt toxicky. Vyhodami nosic¢li je moznost
navazani vicera indikatorii pro pfesnéj$i analyzy ¢i vétsi stabilita nez u nékterych
organickych molekul. V praxi se pouzivaji naptiklad polystyrenové mikrocastice,

bakteriofagové a fosfolipidové ¢astice, kvantové body ¢&i silikonové nanoéastice.’

Pro detekci pH v realném ¢ase jsou vyuzivany polystyrenové mikrokulicky (cca 2 pm
vV pruméru), které nesou aminohexanovy  linker S navazanym
5(6)-karboxyfluoresceinem 2. Vyhodou je dobra permeabilita a netoxicita napfic¢ riznymi

koncentracemi.!®

Cyaninova barviva mohou byt navazana na bakteriofdgovych casticich o velikosti
priblizné 880 x 6,6 nm. Obvykle se ptipojuji 2 druhy barviv, zavislé na pH a nezavislé.
pH nezavisly indikator zde slouZzi jako kalibracni kontrola. Pro kyselé prostiedi se

pouziva kombinace cyaninového barviva HCyV-646 a kontroly Cy-7.%°

Fluorescenci zavislou na pH lze méfit i u anorganickych kvantovych boda slozenych
ze selenidu kademnatého CdSe v jadie a oballi ze sulfidu zine¢natého ZnS a selenidu
zineCnatého ZnSe. Povrch pokryty kyselinou merkaptooctovou zvySuje rozpustnost
ve vodé. Fluorescence téchto bodl vzristad v bazickém prostfedi. Vyhodou kvantovych
bodi je jejich odolnost vii¢i vysviceni a jsou vyuzivany pro dlouhotrvajici analyzy

intracelularniho pH napf. u nddorovych bunék vaje¢niku.?
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Pro méfeni pH v lysozomech a endozomech se pouzivaji opét dvé barviva tentokrat
uzaviena do silikonové nanocéstice. pH zavisly fluorescein a pH nezavisly
tetramethylrhodamin vykazuji v nanocastici lepSi spektralni vlastnosti a jsou také

stabilngjsi nez volné v roztoku.?

Druhou moznosti je kovalentni vazba obou barviv na polystyrenovou ¢éstici pokrytou
vrstvou fosfolipidu. Zamezi se tim moznému unikani barviva do okolniho prostfedi.

Fosfolipidové kuli¢ky se pouzivaji pro determinaci pH u mysich makrofagi.?

Na konec se dostavam k fluorescenénimu proteinu, ktery byl zminén v ivodu kapitoly.
Zeleny fluorescenéni protein (GFP) se hojné pouzivda v molekularni biologii jako
reportérovy gen a také jako marker biomolekul. Jasn¢ zelenou barvu poskytuje fluorofor
vytvoteny autokatalytickou kondenzaci tfi aminokyselin (Serin-tyrosin-glycin). Obal
tvofi protein v podobé p-barelu, ktery svou hydrofobni a rigidni strukturou zvySuje
kvantovy vytézek chromoforu. Ve vodném prostiedi je GFP siln€ zavisly na pH prostiedi

a pouziva se k méteni pH u specifickych bunéénych kompartmentt.

Nejvétsi vyhodou zeleného fluorescenéniho proteinu je moznost piesného zacileni
na proteiny organel, at’ uz se jedna o cytosol, jadro, mitochondrie ¢i endoplasmatické
retikulum. Vysoka specifi¢nost ale vyzaduje enormni spoustu prace se zakorporovanim

genu do buiiky, a proto se k obyéejnym laboratornim méfenim nepouziva.?*

li.  Multifunkéni sondy

Kwvili toxicité vétsSiny iontl tézkych prechodnych kovi se vyvijely senzory selektivni
ke kazdému jednotlivému prvku. V nékterych piipadech intoxikace organismu
¢i kontaminace prostiedi je pfi¢inou vice téchto iontd. Kviili moznému synergistickému
pusobeni by bylo vhodné méfit tyto infektanty zaroven. Proto se védci v posledni dobé
zamétuji na vyvoj novych multifunkénich sond, které by toho byly schopné. Viceucelové
sondy jsou vyvijeny pfedev§im pro anorganické ionty a v této kapitole jsou shrnuty

nékteré z nich.®

Piechodné kovy typu Cu?* a Fe*" jsou pro organismus nezbytné, ale jejich nadbytek mtize
zpusobit nejriznéjs$i onemocnéni jako napi. Wilsonovu chorobu, nervové onemocnéni ¢i
dokonce smrt v ptipadé méd’natych iontt. Ptili§ vysoka koncentrace zelezitych iontii zase

).26

muze vyvolat konjunktivitidu (zanét spojivek) ¢i retinitidu (zanét sitnice).”> Chromité
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ionty zlep3uji metabolismus glukézy a lipidd, pficemz piijem Cr* iontd vyssi nez 25-35
mg za den miZe zpiisobit poskozeni bunééné struktury.?” Fluoridy hraji zasadni roli
V oblasti zubt, kosti a v 1écb¢ osteopordzy. Nadbytek ni¢i zubni sklovinu a dochazi
k fluordze, nefrotoxickym zménam &i modovym kamenim.?® Dlouhodobgjsi vystaveni
se rtutnatym iontdm pfinasi nejCastéji nervova onemocnéni, nespavost, tfes az Gplnou

otravu.?®

S. Dalapati et al. vyvinuli senzor pro Cu?* a Fe3* jonty na bazi (5-diethylamino-2-[(4-
diethylamino-benzylidene)-hydrazonomethyl]-fenolu 21 (Obrazek XIV), kterym lze tyto

ionty detekovat pouhym okem.

-~ N \©\/ I
N =
= N /\©\
N7
21 I\
(5-diethylamino-2-[(4-diethylamino-benzyliden)-hydrazonomethyl]-fenol

Obrazek X1V: Struktura multifunkéni sondy pro Cu?* a Fe3* ionty.

21 rozpustény v acetonitrilu (Cislo 1 v obrdzku cislo XV) se po ptidani 2 ekvivalenti
méd’natych ionth zbarvi do jasné fialové barvy, zatimco Zelezité ionty barvi roztok svétle
zlut€. Ostatni ptechodné kovy poskytuji odstiny svétlehnédé. Zajimavé je, Ze smes
obsahujici jak Cu®" a Fe*" jonty, tak jakékoli jiné (v obrazku M™), méni barvu roztoku

na jedine¢nou Cervenou.
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M* H* Fe* Cd** Hg* Co** Ni2*

Zn** Mn**

Obrazek XV: Barevné zmény roztoku senzoru a kovovych & vodikovych ionti.?

Leva &ast molekuly s diethylaminem tvofi vazebné misto pro Fe** ionty a Cu?* jsou
zachytavany diethylaminem ve spojeni s -OH skupinou. Limit detekce tohoto
multifunkéniho senzoru je 0,4 pM.?®

Dalsi multifunk¢ni sondy jsou vyvijeny na bazi dipeptidu s navazanym dansyl zbytkem
2-(2-(5-(N,N-dimethylamino)naphthalene-1-sulfonamido)acetamido)-3-(1H-indol-3-yl)

propanova kyselina, Dansylglycinyl-L-tryptofan, DGT 22 (Obrazek XVI). Tato latka
dokaze identifikovat Hg?* a Cu?* ionty, je senzitivni ke zménam pH v rozmezi 2,0 az 5,0

a zarovefl se v piitomnosti Pb?* iontli méni na srazeninu.?®

V ptitomnosti zminénych iontd dochdzi ke zméné absorpéniho a emisniho spektra a je

zapotiebi pouzivat UV-VIS detektor. V ptipadé srazeniny olovnatého komplexu se

vyuziva turbidimetrie.
~NT
Os H
IO N.___COOH
H
O
22 NH

Dansylglycinyl-L-tryptofan
Obrazek XVI: Struktura multifunkéni sondy DGT.

Portugalsti védci zase pfipravili multifunkéni senzory odvozené od porfyrinu
S navazanym kumarinem 23 (Obrdzek XVII). Kumarin zlepSuje rozpustnost latky

Vv polarngjsich rozpoustédlech a porfyrinové jadro tvoii vazebné misto pro ionty.
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Tato sloucenina 23 je schopna uréit koncentraci Hg?* iontfi, pficemz kolorimetricka
zména emisniho spektra je rozeznatelnd lidskym okem. Navic velmi nizké pH (okolo 0,8-

1,0) poskytuje jasné zelené zbarveni roztoku, zatimco v kyselejsim pH dochazi ke zméné

na zlutou barvu.?®

23

Porfyrin-kumarin

Obrazek XVII: Struktura multifunkéniho senzoru na bazi Porfyrin-kumarin.

Kumarin ve spojeni s Rhodaminem B byl pouzit i u sondy 24 selektivni pro Cu?*, Fe3*
a Cr** ionty. 2’ Tyto dva dobie fluoreskujici zbytky jsou spojeny triazolovym linkerem,

jak je mozno vidét na obrazku ¢. XVIII.
N 4
OGO
O N—NH O © N~
)/ \ @ AN
24

Rhodamin B-kumarin

Obrazek XVI1I: Struktura multifunkéni sondy na bazi Rhodaminu B a kumarinu.
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Pro detekci rtutnatych a fluoridovych ionti byl vyvinut senzor 25 na bazi Rhodaminu 6G
(Obrazek XIX). Rozlisit pozitivni reakci od negativni Ize pouhym okem, kdy
v ptitomnosti Hg?* dochazi k zriizovéni roztoku s 25 a diisledkem desilylace v piitomnosti

F" ionti roztok nabyde Zlutou barvu.?®

25 O

Silylovany derivat rhodaminu

Obrazek XIX: Struktura derivatu rhodaminu 6G.

Vyvoj dalsich multifunkénich senzort je predmétem vyzkumu mnoha dalSich védeckych

pracovnikl. Je otdzkou ¢asu, kdy budou dostupné multisondy pro jakékoli kombinace

iontu.
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Il. ZNACENIi MITOCHONDRI{

Ve vétsiné eukaryotnich bunék muzeme nalézt mitochondrie zajistujici mnoho zivotné
dulezitych reakci. Jednou z uloh téchto membranovych organel je metabolismus
sacharidu, lipidd a aminokyselin. Dale obsahuje enzymy citratového cyklu, je centrem
[-oxidace mastnych kyselin a ketogeneze a predev§im dychaciho fetézce a syntézy ATP,

ktera bude popsana dale. .31

Mitochondrie jsou bakteridlniho pivodu a nékteré enzymy potfebné k jednotlivym
reakcim se syntetizuji podle vlastni mitochondrialni DNA. Ostatni proteiny, kterych je
vétSina, musi byt vyrobeny v cytosolu a poté mnoha transportnimi proteiny preneseny
do mitochondrie. Tyto bilkoviny jsou rozeznavany pomoci specialni signalni sekvence

na N-konci, ktera je po transportu odstépena.

Tvar a stavba mitochondrie je velmi riznoroda. Morfologie organely miize byt ovlivnéna
jak metabolickym stavem buiiky, bunénym cyklem ¢&i diferenciaci buiiky,
tak i patologickymi stavy. V délicich se burikach méni tvar z vicera ovalnych, ktery se
vyskytuje ve vétsin¢ publikaci (Obr. ¢. XX), na jediny vlaknity a rozvétveny. Zmény
v morfologii mitochondrii jsou kontrolovany souborem proteinti, jez zptisobuji $tépeni
I splynuti mitochondrialni hmoty. Mutace v téchto proteinech mizou postihnout
komponenty dychaciho fetézce nebo oxidativni fosforylace a zplisobit nemoci typu
9,32

laktatova acid6za, myopatie ¢i encefalopatie.

Césti ATP syntazy

mezimembranowy prostor
matrix

vnitini membréna
vnéjsi membrana

Obrazek XX: Stavba mitochondrie.3®
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Tvar mitochondrie je zaroven kontrolovan i aparatem cytoskeletu, tzn. aktinovymi

filamenty a mikrotubuly buiiky. V ned¢lici se buiice dost zalezi na typu bunky.

Rizni se 1 mnozstvi mitochondrii v jednotlivych bunikach. Urcujici je energetickd hladina
a druh buiiky, stadium bunééného cyklu a proliferace. V hnédych adipoznich buiikach®,
hepatocytech®* a v uréitych rendlnich epitelovych buiikach® byva aktivita mitochondrii
vy$$i nez naptiklad u klidovych imunitnich bunék. Markantné¢ snizeny poc¢et mitochondrii

bychom mohli najit u lidi trpicich Alzheimerovou chorobou.?.®

Mitochondrie ma nejcastéji ovalny, vejcovity tvar, jehoz povrch je pokryt vnéjsi
membranou propustnou pro vétSinu metabolitd.  Vnitini membrana je selektivné
permeabilni, uzavird matrix a navic tvofi tzv. kristy, které zvétSuji prostor
pro membranové enzymy. Je tvofena predevsim fosfolipidem kardiolipin, ktery nese
4 mastné kyseliny. Na této membrané jsou uchyceny enzymy dychaciho fetézce, ATP-
synthasa a rtizné membranové pienasece (TIM komplex = translocase of the inner
membrane). V  mezimembranovém prostoru bychom nasli adenylatkinasu
a kreatinkinasu. Na povrchu mitochondrie se vyskytuje mnoho riznych enzymu,
napiiklad acyl-CoA-synthasa, glycerolfosfatacyltransferasa a dal$i pienasSece (TOM

komplex = translocase of the outer membrane).*°

Matrix je hustd hmota uvniti mitochondrie, kterd obsahuje méné nez 50 % vody. Hlavni
slozkou jsou bilkoviny, pfedev§im enzymy Krebsova cyklu, dale nukleotidové

enzymy véetné jejich biochemickych vztahti jsou shrnuty v nasledujici kapitole.

O moznostech barveni mitochondrii bude pojednavat kapitola ii. Vlastnosti sond

specifickych pro mitochondrie.

i.  Funkce mitochondrii v lidském téle

Klicovou funkci mitochondrii je produkce energie prostfednictvim dychaciho fetézce
a oxidativni fosforylace. Téméf veSkera energie uvolnéna oxidaci cukrl, mastnych
kyselin a aminokyselin se vyskytuje uvnitt mitochondrii v podobé redukénich ekvivalentt
(H nebo elektronit). Pravé dychaci fetézec sbira a transportuje tyto ekvivalenty smérem
ke kone¢né reakci s kyslikem, ve které dochazi ke vzniku vody v procesu oxidativni
fosforylace. Uvolnéna energie se poté skladuje v podobé vysoce energetickych fosfath
(ATP). ¥
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NADH dehydrogenaza ~ cyt. c-oxidoreduktaza cytochrom c-oxidaza
komplex | komplex Il komplex IV

Obrazek XXI: Schéma elektronového transportu a oxidativni fosforylace.%’

Vsechny dulezité proteiny dychaciho fetézce jsou zakotveny ve vnitini mitochondridlni
membrané v podobé étyt velkych proteinovych komplext (Obr. ¢. XXI). Komplex 1,
NADH-Q-oxidoreduktaza, prenasi elektrony z NADH (redukovany
nikotinamidadenindinukleotid) na ubichinon (koenzym Q). Dochazi k pienosu 4 H*

pfes membranu, jak je vidét na rovnici:
NADH + Q + SH;Latrix - NAD + QHZ + 4H;lezimembrénovy prostor

Elektrony jsou nejdiive pieneseny z NADH na FMN (flavinmononukleotid), ktery mize
ptijmout dva elektrony nebo také jeden za vzniku semichinonu. Cesta z FMN vede
pfes tzv. FeS centra, coz jsou slouc¢eniny nehemového zeleza kovalentné vézajiciho
atomy anorganické siry. Nosi¢em tdchto center byvéa protein bohaty na cystein. Zelezo
a sira se ucastni jedné reakce zajiStujici ptenos elektront, pii které mocenstvi Zeleza
prochézi oxidoredukci a kolisa mezi Fe?* a Fe®". S ohledem na zaméfeni mé diplomové

prace, jsem rozkreslila moznosti vazeb zeleza v FeS-proteinech na schématu ¢. 11.%°
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Schéma II: Fe-S proteiny.

V dalsim kroku elektronového transportu jsou elektrony pieneseny z QH2 na cytochrom c

prostiednictvim komplexu III (Q-cytochrom c-oxidoreduktaza).
QHZ +2 Cyt Coxidovan}'/ + ZHrtlatrix
- Q+2Cyt Credukovany T 4H;lezimembrénovy prostor

Vyuzivaji se zde cytochromy c1 a by a k oxidaci jednoho chinolu QH2 je zapotiebi

zredukovani dvou cytochromt c.*°

V komplexu IV (cytochrom c-oxidaza) dochazi k oxidaci redukovaného cytochromu c,

ptfi¢emz se Oz redukuje na dvé molekuly vody.

4 Cyt Credukovan;'/ + 02 + 8Hr-lr-1atrix
— 4 Cyt Coxidovany + 2H,0 + 4H;,

mezimembranovy prostor

Uvolnéni 4 elektronil z cytochromu ¢ a jeho pfevedeni na Oz umoziuji dvé hemové
skupiny a méd’. Nejprve piijme elektrony Cu centrum (Cua), které obsahuje dva atomy
médi spojené proteiny s volnymi —SH skupinami cysteinu. Dale pokracuji pies obé
hemové skupiny k druhému Cup centru a na konec k O.. Molekuly kysliku zistavaji
vazany na komplex IV, dokud nedojde k uplnému zredukovani na vodu. Timto se
minimalizuje riziko uvolnéni nezaddoucich meziproduktii, jako jsou superoxidové anionty

nebo peroxidy, které jsou tvoteny, kdyz Oz pfijimé jen jeden nebo dva elektrony.

Zavéreénym krokem tvorby vysokoenergetickych ATP je pfechod protonti H* zpét

do matrix mitochondrie skrz ATP-syntazu. Oxidativni fosforylace je zalozena na teorii
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chemiosmézy, kterou navrhl Peter Mitchell v roce 1961.%8 Podle né&j ¥idi mechanismus
syntézy ATP hybna sila protoni H*, zpiisobena rozdilem elektrochemickych potencial
(negativni na stran¢ matrix, pozitivni v mezimembranovém prostoru). Vnitini
mitochondrialni membrana je, jak uz bylo uvedeno, selektivné propustna, tudiz se protony

na vng&jsi stran€ hromadi.

ATP-syntéza je protein slozeny z mnoha podjednotek. Cast Fo vede pies membran a tim
vytvari kanal pro prichod protonti. Raménkem se poji se statickou F1 ¢asti enzymu, ktera
je pevné piipojena k membrané. Transportem protont kanalem zpét do matrix dochazi

wrwe

vazebné energie ADP na tvorbu kone¢ného produktu, ATP.

Podobnym zplisobem, jako je syntéza ATP, dochdzi v hnédé adipozni tkéni
k termoregulaci organismu. Vodikové kationty v tomto piipadé prochazi membranovym

enzymem thermogenin (uncoupling protein 1, UCP1), ktery vyprodukuje teplo.*

Mitochondrie dale podobné jako endoplazmatické retikulum uchovavaji vapenaté ionty
pro pozdgj$i pouziti a tim udrzuji homeostdzu bunky. Funguji vlastné jako takovy
kalciovy pufr. Koncentrace vapniku v cytosolu reguluje mnohé reakce, je dulezita
pro ptrenos signalli a také pro uvolnéni neurotransmiterd v neuronech ¢i hormoni
v endokrinnich buiikdch.*® Dovniti se Ca®" ionty dostavaji diky membranovému
potencidlu specidlnim kalciovym pienaSecem. Zpét do cytosolu jsou poté vypoustény

pomoci Na*/Ca?" transportnim proteinem.*!

Uvnitf mitochondrii se vyskytuji 1 spoustéci mechanismy apoptdzy (programované smrti
buiiky). PO vypusténi signdlu bunééné smrti dochazi k aktivaci kaspazové drahy
a k uplnému zneskodnéni bunky beze zbytkil, které by mohly zplsobit zanétlivou

reakci.*?

V buiice je mnoho zdroji reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species, ROS)
a jednim z nich jsou i mitochondrie. ROS nemusi byt jen Skodlivé, ale mohou se ucastnit
redox signalizaénich pochodt.*®* Nadbytek ROS zptisobuje rtizné mitochondrialni

nemoci.?

Dale v mitochondriich dochéazi i k castecné syntéze hemu (porfyrint) z kyseliny

5-aminolevulové* a také k Ca?*-indukované syntéze steroidii.*®

Nakonec bych chtéla zminit funkci membréanového potencialu,®.4 ktery je udrzovan

generovanim vodikovych iontl enzymatickymi komplexy smérem
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do mezimembranového prostoru.*’

Membranovy potencial je vlastné napéti
na polarizované polopropustné membrané¢ a je mimo jiné pouzivan k bunétné
komunikaci. Ke stanoveni membranového potencialu se pouzivaji pravé rhodaminova

barviva, ktera budou probrana v nasledujici kapitole.

Jak jiz bylo fefeno, mitochondrie jsou zasadni v mnoha dtlezitych biologickych
procesich bunky, které jsou navzajem provazané. Poskozeni jedné ¢asti biochemického
vetsiny oxidoreduktaz dychaciho fetézce vznikd onemocnéni znamé jako fatalni infantilni

mitochondrialni myopatie a renalni dysfunkce®.

Dale mitochondrialni encefalopatie, laktatova acidéza a iktus (zkracené MELAS)¥® je
dédi¢na nemoc zplisobena deficitem NADH-Q-oxidoreduktdzy nebo cytochromoxidéazy
(komplexy | a 1V). Dochazi k ni po mutaci v mitochondrialni DNA a mize byt zapojena

do patogeneze Alzheimerovy choroby nebo diabetes mellitus.®

Biochemické procesy v mitochondriich mohou byt potlateny mnoha jedy ¢i inhibitory,
¢ehoz bylo vyuzito v pocatcich biologického vyzkumu. Naptiklad barbituraty inhibuji
ptenos elektronll ptes komplex I tim, Ze blokuji pfenos z FeS na Q. Ve vyssi davce miize
byt podani barbituratt fatalni. Mezi klasické chemické jedy lze zaradit H»S, oxid uhelnaty
a kyanidy, které inhibuji komplex IV a zcela zastavuji dychani. Antibiotikum oligomycin

zase zcela zabranuje oxidaci a fosforylaci tim, Ze blokuje tok protonti pfes ATP-syntazu.

Dalsi skupinou jsou takzvané odpojovace, které odpojuji oxidaci v dychacim fetézci
od fosforylace. Ve vysledku dojde k nekontrolovatelnému dychani, jelikoz koncentrace
fostatu a ADP jiz neni urcujici pro rychlost reakce. V laboratofi se nejCasteji pouziva
2,4-dinitrofenol, v ptirodé takto funguje protein thermogenin, ktery vytvaii teplo

u kojencti ¢i hibernujicich zvifat.
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ii.  Vlastnosti sond specifickych pro mitochondrie

Mitochondrie je tfeba barvit z riznych biomedicinskych divodi. Miuze se jednat

0 vyzkum morfologie organely a jeji lokalizaci®, & detekce membranového

48,49

potencialu®® *° apoptézy™ a distribuce vapenatych kanali.>

Mezi tradi¢ni mitochondridlni barviva patii bezpochyby rhodaminy a rosaminy
(Obr. XXII). Rhodamin 123 26 dobie prochazi pfes membranu, rychle se
v mitochondriich zachyti a nevykazuje ptiliSnou cytotoxicitu, piesto se ale neda pouzit ve
vSech pripadech znacCeni mitochondrii. Jeho nevyhodou, podobné¢ jako u dalSich

rhodaminovych barviv, je vymyvani z buiky po depolarizaci membrany.®: 3

Podobné¢ se chova i Tetramethylrosamin 27 ¢i Rhodamin 6G 28, které se vyuzivaji u MDR

bunck (multidrug resistence) ¢i k méteni membranového potencialu.

H,N o) NH | o (
2 2 N o) _N__ HN
= =
] COOH l
26 27

28
Rhodamin 123 Tetramethylrosamin Rhodamin 6G

Obrazek XXII: Piehled rhodaminovych barviv.

Problém vymyvani znacek z bunky, zejména po fixaci aldehydovymi €inidly, lze feSit
kovalentnim pfipojenim barviva k thiolovym skupindim v mitochondrii. Matrix
mitochondrii je na volné SH skupiny v proteinech opravdu bohatd. BéZn¢ se koncentrace

pohybuji mezi 20 — 40 mM.>2
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Oxidace Thiol-konjugace
O e —_—
H,C H,C H.C
e e Z7> 5 —Peptid
29a 29b 29c

Schéma I11: Vazba MitoTrackeru Orange CMTMRos Kk proteinu.

Spolec¢nost Life Technologies prodava tzv. MitoTrackery, které jsou odvozené
od rhodaminu ¢i rosaminu a navic obsahuji chlormethylovy zbytek 29a. Pravé tato
reaktivni skupina je zodpoveédna za déletrvajici barevnost bun¢k po aplikaci fixa¢nich
¢inidel na bazi aldehydu (Schéma I111). MitoTracker Orange CMTMRosamine
fluoreskuje pfi 576 nm, a proto se dobfe kombinuje s jinymi zelenymi barvivy v rdmci

vicebarevného znaceni (Obrdzek XXIIN).°2

Obrazek XXI1I: Ukazka barveni GeLu bunécné linie. Cervené sit’ mitochondrii zvyraznéna

s pomoci MitoTracker Orange, jadro SYTOX Green.>

Shugi Wu a spol.>* piipravili a otestovali podobnou latku na bazi rhodaminu B, kterd
obsahuje (2°-chloroacetyl)piperazinamid 30 (Obrdzek XXIV). Toto barvivo ma byt

levnéj$i nez MitoTrackery a zaroven se stejnymi fluorescencnimi vlastnostmi.
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Obrazek XXI1V: Struktura derivatu rhodaminu B RB-CAP.

Komercéné dostupné jsou mimo jiné barviva s vyssi excitacni vlnovou délkou, ktera
nezpusobuje poskozeni bunék a zabrani se tim 1 autofluorescenci n¢kterych biologickych
tkani. Na priklad mtizu uvést MitoFluor Red 589 a MitoFluor Far Red 680, coz jsou sondy
vhodné pro méfeni membranového potencialu. MitoFluor Red 589 se akumuluje
v mitochondrii bez ohledu na polarizaci membrany, ¢imz je vhodnym barvivem pro Zivé
i fixované bunky. Barvivo MitoFluor Far Red neni viditelné piimo a k jeho zobrazeni je
nutné pouzit detektor pro infracervené zaieni (napt. CCD kamera). Ani jedna sonda

neobsahuje reaktivni chlormethylovou skupinu.®

Mitochondrie je jedinym mistem, kde dochazi k syntéze biotinu, a proto lze vyuzit silné
afinity avidinu Kk biotinu. Pfipojenim téméft jakéhokoli barviva k avidinu ¢i streptavidinu
dojde k selektivnimu obarveni organely. V praxi se pouziva napiiklad Alexa Fluor 488

streptavidin 31 (Schéma XXV).

35



31
AlexaFluor 488 - Streptavidin

Obrazek XXV: Konjugat barviva AlexaFluor 488 a streptavidinu.

Jak jiz bylo fefeno, Zivotné dulezity proces oxidativni fosforylace probiha
v mitochondriich. Zapotiebi je 5 membranovych proteinovych komplexi, pfi¢emz
ke kazdému z nich jiz byla vyvinuta vhodna protilatka. Stupen exprese téchto proteint se
sleduje pomoci metody Western blottingu ¢i imunohistochemicky. Odhaleni zmén
v komplexech oxidativni fosforylace je dulezité pro 1écbu Alzheimerovy
nebo Parkinsonovy nemoci. Prehled dostupnych monoklonalnich protilatek je k dispozici
na webu Life Technologies.®
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VYSLEDKY A DISKUZE

Jiz v ivodu bylo zminéno, Ze cilem této diplomové prace je syntéza pyrimidint,
ke kterym je pfes fenylendiaminovy linker vazany Rhodamin B, barvivo vykazujici

vhodné vlastnosti pro zna¢eni mitochondrii.
Na obrdazku ¢. 1 1ze vidét strukturu, ktera byla piedlohou pro tuto diplomovou praci.

Systém obsahuje centralni pyrimidinové jadro, které lze snadno modifikovat ve tiech
pozicich. Jedna z pozic slouzi k zavedeni peptidového linkeru pro zlepSeni permeability
latky pfes membranu, popi. zacileni molekuly (Cervené zvyraznénd cast molekuly).
Druhé pozice nese diaminovy linker, ke kterému je kovalentn¢ vazano fluorescen¢ni
barvivo (fialové zvyraznéna ¢ast molekuly). V posledni pozici je nitro skupina, ktera
jednak usnadnuje substituci dvou vyse zminénych pozic a také muze byt nasledné

prevedena na aminoskupinu a zavést do molekuly dal$i prostor pro modifikaci.

Problémem téchto latek je jejich vymyvani z buiiky po aplikaci fixacnich ¢inidel (fixace
buiiky = konzervace nebo usmrceni buiiky za u¢elem zachovani jeji p¥irozené podoby).®
Reseni by mohlo byt navazani halogenovaného zbytku podobné jako u MitoTrackert
(Viz Schéma |l teoretické Casti), ptipadné zaclenéni cysteinu do peptidového linkeru.
Timto zplisobem by se pak znacka kovalentné navazala (alkylaci —SH skupin cysteinu
Vv ptipad¢ halogenovanych derivatii nebo tvorbou disulfidické vazby v ptipadé derivati

obsahujicich cystein) uvniti mitochondrii.

H
Peptidovy linker N

N
Permeabilita R Z D

1 TTToee- N
Targeting
2
-~ NH
X Rhodamin B
R, = NO,/NH, o

pH senzory
Teplotni senzory

Obrazek 1: Struktura vychozich molekul.
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K syntéze cilovych molekul byla pouZzita syntéza na pevné fazi. V prvnim kroku byl

na Wangovu pryskyfici navazan peptidovy linker 1. Na ten byl v dalsim kroku navazan

dichloro-5-nitropyrimidin, ktery byl poté substituovan fenylendiaminem. Nasledny

coupling s Rhodaminem B poskytl slouceniny 4, které byly po redukci nitro skupiny

acylovany 4-fluor-3-nitrobenzoovou kyselinou za vzniku finalnich derivati 6.

Zamér diplomové prace 1ze shrnout do reakéniho schématu cislo 1.

Ptehled ¢islovani vSech latek odvozenych od linkeru 1 a 2 je zndzornén na schématu ¢. 2

a3.

Q—{L)}nH, i

1

H
N AY —_ N O
H NL—--\(] A
’ \ / \Flifodamin

O— = Wangova pryskyfice

O-

HOOC
TONH,
1a

HOOC. -~ NH,

HOOC._~ NH,

SH

HN L»

Rhodamin

\ H
/N N —/2\N (@]
O,N ~---Cl -
: 7Y
4

[N 5
LN N —N ©
NO Rhodamin

i) 2,4-/4,6-dichloro-5-nitropyrimidin, DIEA,
suchy DMF, 1,5 h

i) o-/m-/p-fenylendiamin, DIEA, DMF, on

iii) rhodamin B, HOBt, DIC, DMF/DCM, on

iv) Na,S,04 K,COj3, ethylviologendijodid,
voda/DCM, on

v) kyselina 4-fluor-3-nitrobenzoova, HOBt,
DIC, DMF/DCM, 3,5h

Schéma 1: Obecné schéma syntézy.
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Schéma 3: Znazornéni Cislovani latek odvozenych od linkeru s g-alaninem a fenylalaninem.
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1. PRIPRAVA CILOVYCH LATEK SYSTEMU PYRIMIDIN-RHODAMIN

Vsechny cilové latky byly ptipraveny metodou syntézy na pevné fazi. Tento zplsob
syntézy spociva V postupném piidavani jednotlivych fragmentii, které se v presném
potadi navazi na vychozi latku navdzanou na polymerni kulicku. Na rozdil od klasické
roztokové syntézy zde odpadd nutnost izolace jednotlivych meziproduktt, které jsou
jednoduchym promytim pryskyfice zbaveny nadbytku reagenti. Touto technikou lze
pripravit velky pocet latek v relativné kratkém cCase, coz mé velky vyznam zejména

u kombinatorialniho zptasobu piipravy chemickych knihoven.

Tato metoda syntézy byla vyvinuta pfedevs§im pro ptipravu peptidi nebo oligonukleotidii
S presnym pofadim aminokyselin ¢i bazi. Za zavedeni syntézy na pevné fazi dostal v roce
1984 Robert Bruce Merrifield Nobelovu cenu za chemii.®® Syntéza na pevné fazi byla

popsana jiz v mnoha pracich, niZze jsou pouze shrnuty zakladni kroky.

Po navazani prvniho stavebniho bloku (napf. aminokyseliny 8) je dulezité produkt
navazany na pryskyfici dobfe promyt, odchranit dal§i funkéni skupinu 9 a nasat novou
reakéni smés. Pro odstépeni produktu z pryskyfice je zapotiebi 30 minutové reakce 50 %
roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu s naslednym odfoukanim dusikem.
Dutlezité je chranit vSechny ostatni reaktivni skupiny, a proto je vyuzivano mnoha
ruznych chranicich skupin s variabilnimi zptsoby deprotekce (Trt, Fmoc, Boc, BzO,
AcO, MesSiO...). Princip syntézy na pryskyfici je znazornén na schématu ¢. 4, kde je

pouzita Wangova pryskyfice 7.
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OH
O . .
O—@—/ C = @—oH — - Q—0  HN—Fmoc — .

o) R4
7 8

(o) . (0]
11 v

e} NH, ——» O_O HN ——» HO HN JFmoc

>—< >_< NH >—< NH
o} R4 o} R, R,  Fmoc o Ri Ry
9 10 11
O— = Wangova pryskyfice i) aminokyselina 1, HOBt, DMAP, DIC, DMF/DCM

ii) 50 % piperidin v DMF, 15 min
iii) aminokyselina 2, HOBt, DIC, DMF/DCM
iv) 50 % TFA v DCM, 30 min

Schéma 4: Princip syntézy na pevné fazi s vyuzitim Wangovy pryskyfice.

Prvnim krokem syntézy linkeru je navazani f-alaninu na Wangovu pryskyfici (Schéma 5).
K navazené Wangové pryskyfici byl pfidan 0,3 M roztok reakéni smési obsahujici Fmoc-
p-Ala-OH, HOBt, DMAP a DIC ve smési dimethylformamidu a dichlormethanu (1:1).
Dimethylaminopyridin katalyzuje tvorbu esterové vazby, pies kterou je Fmoc-£-Alanin
vazéan k pryskfici. Reakce bézi 1,5 h za vzniku produktu la s loadingem pfiblizné 0,4
mmol/g. Ten byl vypocitan z LC-MS analyzy za pouziti standardniho roztoku Fmoc-f-

Ala-OH.

i il

Q—oH — O—o}/_/—N\H — O—o}/_/—NH2
Fmoc

(0] o}

1a l
111

i) Fmoc--Ala-OH, HOBt, DMAP, DIC, DMF/DCM, 1,5h  (Q—0 NH HN—Fmoc
ii) 50 % piperidin v DMF, 15 minut }—/7
iii) Fmoc-Phe-OH, HOB, DIC, DMF/DCM, 1,5 h 3 3

1b

Schéma 5: P¥iprava Fmoc-g-alaninu.

U poloviny latek byl linker prodlouzen o fenylalanin (Schéma 5). Pro vznik amidické
vazby je zapotiebi defmokovat aminoskupinu Fmoc-£-alaninu 1a 15-ti minutovou reakci

50 % roztoku piperidinu v DMF. Po dostate¢ném promyti DMF a DCM byla
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za podobnych podminek jako v pfedchozim kroku provedena acylace HOBt aktivovanym
esterem (v tomto piipadé¢ jiz nebyla nutna ptitomnost DMAP) za vzniku dipeptidu 1b.

Na konec bylo vyzkouSeno za¢lenit do linkeru cystein, ktery by mohl tvofit disulfidickou
vazbu s thiolovymi skupinami Vv mitochondridlnich proteinech. Po defmokaci
aminoskupiny g-alaninu la byla pouzita reakéni smés obsahujici Fmoc-cystein(Trt),
HOBt, DIC, DMAP a DMF/DCM (Schéma 6). Podle LC-MS analyzy poskytla reakce po
1,5 hodin¢ smés latek, jejichz molekularni hmotnosti byly ze ziskanych hmotnostnich

spekter Spatné Citelné.

O—OMNl:mOC—> O—o}_/f — . O—O}_FN;_%N Fmoc

(e} O
l 1c

la
iv
NH HN—Fmoc ——<—— O—o}/_/—NH HN—Fmoc

RO

1) 50 % piperidin v DMF, 15 minut

ii) Fmoc-Cys(Trt)-OH, HOBt, DIC, DMF/DCM, 1,5 h

iii) TFA, TIS, DCM, 10 minut

iv) kyselina benzoova, HOBt, DMAP, DIC, DMF/DCM, on

Schéma 6: Pfiprava linkeru g-alanin-cystein.

Kromé¢ 4-dimethylaminopyridinu byly vyzkouseny reakce bez baze i s DIEA, ale nedoslo
témet k Zadné zméné. Také u nasledujicich reakei vznikala neptehlednd spektra, takze

neslo pokracovat.

JelikoZ tritylovd skupina patii do skupiny kysele labilnich protektivnich skupin, 1ze
predpokladat, Ze behem Stépeni latky z pryskytice v kyselém Stépicim koktejlu dochézi
soucasn¢ ke Stépeni tritylové skupiny z cysteinu. Za ucelem eliminace vedlejSich
produktli vznikajicich pfi nechténém odchranovani thiolové skupiny a pro snadnéjsi
detekci produktu reakce s cysteinem 1c byla tritylova skupina nejprve odchranéna reakcei

s TFA a triisopropylsilanem (TIS) v DCM a nasledné benzoylovana (Schéma 6). Bohuzel

42



ani tato reakce nebézela podle piedstav a ani jedna ze vzniklych latek neodpovidala podle

LC-MS pozadovanému produktu 1d.

Metoda deprotekce byla vyzkouSena s riznymi reak¢énimi ¢asy (5, 10 a 15 minut).
Mezi témito reakcemi ale nebyl zjistén vétsi rozdil, proto bylo od pfipravy linkeru

S cysteinem upusténo.

Pro ptipravu centralni ¢asti molekuly byl pouzit 5-nitropyrimidin substituovany dvéma
chlory v poloze 2,4 nebo 4,6. Tento stavebni blok byl zvolen z divodu rozlozeni
a variabilit¢ substituentl, které mohou byt vyuzity k dalSimu vétveni. Jak je vidét
na schématu ¢. 7., aminoskupina linkeru 1 musela byt opét odchranéna. Po obvyklém
promyti DMF a DCM je nutné pryskyfice promyt i suchym dimethylformamidem,

ktery byl pouzit i pro samotnou reakci.

Reakce s 2,4- nebo 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem probihala v suchém DMF
Vv ptitomnosti baze v podob¢ DIEA za laboratorni teploty. B€hem 1,5 hodiny byla vychozi

latka zcela zreagovana.

Q—{L)}—nH — > Q{1 —» QLN

N
Fmoc I/\\[\\
1 O,N N

---- Cl
1) 50 % piperidin v DMF, 15 minut
ii) 2,4-/4,6-dichloro-5-nitropyrimidin, DIEA,
suchy DMF, 1,5 h

Schéma 7: Priprava systému linker-pyrimidin.

Vysoka reaktivita atomu chléru znesnadnovala analyzu vzniklych derivatd 2.
Pro jednozna¢né urceni jejich Cistoty bylo analytické mnozstvi pryskyfice 2 podrobeno
reakci s piperidinem v DMF (Schéma ¢. 8) a vzniklé stabilngjsi derivaty byly analyzovany
pomoci LC-MS.
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1) piperidin, DMF, 1 h
Schéma 8: Reakce s piperidinem.

Na schématu ¢. 9 je znazornén synteticky krok substituce chloru pyrimidinu 2 Vv prostfedi

baze a pres noc.

~

NS —\ _NH,
02N ———— Cl 02N Z A

\
TN
1) o-/m-/p-fenylendiamin, DIEA, DMF, on
Schéma 9: Priprava centralni ¢asti molekuly.

U vSech tfi izomerd fenylendiaminu byly vyzkouSeny ctyii rtizné baze: DBU
(1,8-diazabicykloundec-7-en), 2,6-lutidin  (2,6-dimethylpyridin), proton sponge
(N,N,N',N'-tetramethylnaphthalen-1,8-diamin) a DIEA (Tabulka 1). Pfi pouziti DBU
nedochazelo téméf vibec ke vzniku 0- a m- derivatti a p- pouze v malém mnozstvi (podle

LC/MS analyzy). Pro dalsi syntézy byl vybran diisopropylethylamin pfedev§im kvili

vvvvv
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Tabulka 1: Shrnuti pouzitych bazi v reakci s fenylendiaminem.

Baze pK a*® Produkty
2,6-lutidin 6,6 o-, m-, p-
DIEA 10,75 0-, m-, p-
Proton sponge 12,1 0-, m-, p-
DBU 13,5 pouze p-

53
78
80

LC-MS cistota [%]
m-
60
65
72

66
69
60
29

Nedavno vyvinutd metoda® zavadi barvivo do molekuly reakci 0,3 M roztoku

Rhodaminu B, HOBt, DIC a DMAP ve smési DMF/DCM (Schéma 10).

Q-+~ N —
N =
OQNL.”.:C.@””z

3

i) rhodamin B, HOBt, DIC, DMF/DCM, on

Schéma 10: Priprava systému pyrimidin-Rhodamin B.

)

Rhodamin

Za téchto podminek dochézelo k tvorbé vedlejsiho produktu s molekulovou hmotnosti

MW=445, ktera byla s produktem v poméru ptiblizné 1:1. Pro eliminici tvorby necistoty

byly vyzkouseny rtizné reakéni podminky, které jsou shrnuty v tabulce ¢. 2. Reagenty

byly smichany pfesné

k fenylendiaminovému meziproduktu 3.

v uvedeném poradi

a poté

nasaty do

Tabulka 2: Shrnuti reakénich podminek acylace Rhodaminem B.

Rhodamin B DMF DMAP DIC
Reakce
[mmol] [ml] [mmol]
a 0,3 0,5 0,16 0,3
b 0,3 0,5 - 0,3
(o} 0,3 0,5 - 013
d 0,3 0,5 0,16 0,3

*... Pomér produktu 4 a vedlej$iho produktu.
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[mmol]

Aktivace
[minut]
15
15

HOBt DCM
[mmol] [ml]
0,3 0,5
0,3 0,5
0,3 0,5
0,3 0,5

stifkacky

Pomeér*

0,8:1
24:1
6,2:1
0,7:1



Bylo zjisténo, ze pro kvantitativni priibéh reakce neni nutnd pifitomnost DMAP,
ktera naopak podporuje vznik vedlejsiho produktu. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno v
pripadé, kdy byl Rhodamin B ponechan 15 minut reagovat s DIC a poté byl pfidin HOBt
pro tvorbu aktivovaného esteru (Tabulka 2., reakce b). Predpokladali jsme, Ze vedlejsi
produkt mize vznikat v diisledku netiplné konverze Wangovy pryskyfice vV prvnim kroku.
Nezreagované volné —OH skupiny pryskyfice by se pak acylovaly v ptitomnosti DMAP
za vzniku imobilizovaného Rhodaminu B. Na obrdazku ¢. 2 lze vidét vysledné LC-MS
spektra produkti zminénych 4 reakci (popisky a-d jsou vlevo u kazdého chromatogramu,
produkt ma reten¢ni Cas 3.28). Pro ovéfeni tohoto piedpokladu byla pryskyfice 3
podrobena acylacni reakci s Fmoc-fenylalaninem. V pfitomnosti volnych —OH skupin by
mélo dojit ke vzniku esteru Fmoc-phenylalaninu vazaného na pryskyfici. Vznik tohoto

produktu vSak nebyl pozorovan. Mechanismus vzniku vedlej$itho produktu je zatim

neobjasnén.
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Obrazek 2: LC-MS analyzy produkti zkusebnich reakci.
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Pro zavedeni fluorovaného fragmentu do molekuly bylo zapotiebi zredukovat nitro

skupinu pyrimidinu 4 (Schéma 11). U této reakce bylo vyzkouseno nékolik reak¢nich

podminek, které jsou shrnuty v tabulce ¢. 3.

C1
C2
C3
Ca

Na5$,04
[mmol]

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

Tabulka 3: Shrnuti testovanych reakénich podminek redukce.

K>CO3
[mmol]

0,7
0,7
0,7
0,7
0,7
0,7

i) Na,S,0, K,COs, ethylviologendijodid, voda/DCM, on

Schéma 11: Redukce nitroskupiny pyrimidinu.

DMF/
voda
[ml]

R R R R R R

TBAHS
[mmol]

0,05

(0]

Rhodamin

Methyl
viologen
dichlorid

[mmol]

0,05

Ethyl
viologen
dijodid
[mmol]

SnClz -2

[mmo

2

J

DIEA DMF
[mmol] [ml]
1 1
H
N (0]
Rhodamin

Prvni metodou a byla redukce pomoci dithioni¢itanu sodného, uhli¢itanu draselného

a fazového katalyzatoru v podob¢ tetrabutylamoniumhydrogensulfatu (TBAHS). Reakce

byla provedena ve smési DCM a vody (1:1) s reak¢ni dobou 24 hodin a bylo nutné zajistit

dostatecné miseni. Po skonceni reakce a dostatecném promyti DCM/vodou, DMF, MeOH

a nakonec DCM byla na chromatogramu detekovana necistota s molekulovou hmotnosti

o 80 jednotek vyssi nez oCekavany produkt dosahujici az 15 % (podle LC-MS). Vznik

analogického vedlejsiho produktu byl pozorovan jiz v piedeslych pracich, podle kterych

dochazi k formaci sulfoamidoderivatu.®’
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U reakce b byl jako fazovy katalyzator pouzit methylviologen dichlorid, se kterym

k tvorbé necistoty nedochazelo.

Poté byl kvuli dostupnosti nahrazen ethylviologen dijodidem (reakce C), ktery ma
ale mnohem horsi rozpustnost ve vodé i DCM. U tohoto katalyzatoru byly testovany
i niz§i koncentrace nez udava literatura.®® V p¥ipadé reakce c1 a c2 doslo k uplnému
zreagovani a vzniku zédaného produktu 5. Koncetrace 0,01 mmol/ml a nizsi nebyla
dostate¢na a po 24 hodinové reakci bylo na LC-MS spektru detekovano 10 % vychozi

latky (reakce C3 a C4).

Posledni testovanou metodou byla redukce pomoci chloridu cinatého d. V tomto ptipadé
byl pouzit 1 M roztok SnClz « 2 H20 a DIEA v DMF, ktery byl pfedem probubldn
dusikem. Pii pouZiti této metody doslo podle LC-MS analyzy k plnému zredukovani
vychozi latky. Od dal§iho pouZivani bylo ale kvili vzniku problematicky odstranitelnych

anorganickych soli upusténo.

Poslednim krokem bylo navazani kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové, prostfednictvim
které by se mohly cilové molekuly kovalentné vazat do mitochondrii. K reakci byl pouzit

0,3 M roztok kyseliny, HOBt a DIC v DMF/DCM (Schéma 12.). Reakéni doba nutna pro

stoprocentni konverzi byla 3,5 hodiny.

Q—(N_ e QN

N
| \\r\\ H | \\r\\ H
N _/N o N —/N (@]
HoN o=\ \[4 HN O\ / \l%
Rhodamin NO, Rhodamin
5 (oF I :[
F 6

i) kyselina 4-fluor-3-nitrobenzoova, HOBt, DIC, DMF/DCM, 3,5h
Schéma 12: Pi¥iprava cilové latky s kyselinou 4-fluor-3-nitrobenzoovou.

Vsechny derivaty byly ptecistény na HPLC Breeze s mobilni fazi acetonitril/acetatovy
pufr metodou 50-60 na 80 % MeCN. Acetonitril byl poté odpaien na vakuové odparce
pti40°C a zbyly pufr nasledné vysusen na lyofilizatoru. V tabulce ¢. 4 je uveden piehled

nasyntetizovanych latek.
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Kéd
latky

6a
6b
6¢
6d
6e
6f
6g
6h
6i
6j
6k
6l

Linker

B-Ala
B-Ala
B-Ala
B-Ala
B-Ala
B-Ala
B-Ala-Phe
B-Ala-Phe
B-Ala-Phe
B-Ala-Phe
B-Ala-Phe
B-Ala-Phe

Tabulka 4: Prehled pFipravenych latek.

Pyrimidin

2,4
2,4
2,4
4,6
4,6
4,6
2,4
2,4
2,4
4,6
4,6
4,6

Fenylendiamin

49

LC-MS Cistota
surovych
produktd

[%]
43
46
50
65
64
70
78
82
86
71
73
51

Vytézek
po HPLC
purifikaci
[%]
8
10
18
25
24
33
41
13
22
20
42
4



1V. REAKTIVITA CILOVYCH LATEK

Pfed samotnym testovanim latek na penetraci do bun¢k a jejich schopnost udrzet se
Vv bunice i1 po chemické fixaci byla na vybranych derivatech testovana jejich reaktivita.

Vysledky této studie jsou shrnuty v nasledujicich dvou podkapitolach.

I.  Reaktivita s thiolovymi skupinami

Jak jiz bylo feCeno, mitochondrie jsou bohaté na cystein a volné thiolové skupiny,
které mohou substituovat atom fluoru cilovych derivath. Ty jsou také cilem pfipravenych
fluorovanych produkti. Nejprve byla vyzkouSena reaktivita nechranéného cysteinu 12 a

kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové 13 (Schéma 13).

NH, NO,

NO,
HOOC._ _NH, F : /l\v/s
\I: . _1 _ Hooc
SH COOH COOH
12 13

14

1) K,CO3, voda, 15 minut - 1h
voda, DMSO, 15 minut - 1h
2 ekv. K,COj3, voda, 15 minut - 1h

Schéma 13: Reakce cysteinu s kyselinou 4-fluor-3-nitrobenzoovou.

Kviili Spatné rozpustnosti cysteinu ve vodé byl cystein pieveden na st kyseliny pfidanim
ekvivalentniho mnozstvi K2COs. Po pfidani kyseliny 13 byl roztok tfepan za pokojové
teploty a po 15 a 60 minutach zanalyzovan. Na LC-MS byl kromé& neznamych pikt
pozorovan tahly pik pobliz nastfikového, ktery ukazoval hmotu produktu 14. Podobné
byla otestovana i reakce bez pouziti baze. V tomto pfipadé byl cystein rozpustén v DMSO
a roztok dofedén vodou v poméru 1:1. Reakce poskytla podobny vysledek jako v

predchozim ptipadé¢.

Obdobné reakéni podminky byly pouzity i u reakce nechranéného cysteinu 12 a cilové
latky 69 (Schéma 14). Podobn¢ jako u reakce se samotnou kyselinou 4-fluor-3-
nitrobenzoovou i v tomto piipadé byl po 15 minutich detekovan produkt 15.
Po prodlouzeni reak¢éni doby na 60 minut dochézelo k tvorbé necistot. Stejné reakci byl

podroben i derivat 6Kk. Vysledky byly obdobné.
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COOH

HZN)\

F S
(0] (0]

NO;

HOOC\[NHZ HNI\ iy r
SH AIa Phe )\ Ala Phe )\
12 Rhodamln\n/NH Rhodamln\n/NH

(0] (0]

6g 15

i) K,CO3, voda, 15 minut - 1h
Schéma 14: Reakce cysteinu s cilovou latkou.
Na zéavér bylo vyzkouseno, jak cilové latky reaguji s tripeptidem obsahujicim cystein.
Pozadovany tripeptid se sekvenci aminokyselin Gly-Cys(Trt)-Fmoc-Phe-OH 17 byl

piipraven na pevné fazi s vyuzitim HOBt metody (Schéma ¢. 15). Chranény peptid nebyl

moc dobfe rozpustny ve vodg, a proto bylo nutné Fmoc skupinu z molekuly odstranit.

o 0
Q——o N F N
moc ;i
N Nig L Hooc” N NH
\H/\H H - H
o 0 0
S SH

Trt
17 18 Gly o

(B-Ala-Phe) ﬁ/ : (B-Ala-Phe)
: el
NH NH

PN

6k 19

Rhodamin (@] Rhodamin O

1) 50 % piperidin, DMF, 15 minut

ii) TFA, TIS, DCM, 1 h

iii) DMSO, voda, 15 - 100 minut
voda, 15 - 120 minut
voda, 50°C, 15 - 120 minut
voda, 80°C, 15 - 120 minut

Schéma 15: Deprotekce tripeptidu a reakce s cilovou latkou.
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Ptipraveny tripeptid 17 byl na pryskyfici nejprve defmokovéan reakci s piperidinem
v DMF. Po dostatecném promyti byla pryskyfice tiepana 1 hodinu v roztoku kyseliny
trifluoroctové a TIS v DCM, kdy byla z thiolové skupiny odstranéna tritylova skupina
a soucasn¢ byla sloucenina odStépena z pryskyfice. Po odpaieni Stépiciho koktejlu
pod proudem dusiku byl k odparku pridan diethylether. Suspenze byla sonifikovana

Vv ultrazvuku, ptefiltrovana za vakua za zisku produktu 18 0 dostatecné Cistote.

Reaktivita cilovych sloucenin s thiolovou skupinou ziskané¢ho peptidu byla testovana
na derivatu 6K. Pro Spatnou rozpustnost ve vodé byl tento derivat nejprve rozpustén
v DMSO a nasledné byl roztok dofedén vodou 1:1. Reakce byla ukonéena po dvou

hodinach od pfidani tripetidu a podle LC-MS byly detekovany pouze vychozi latky.

Pokusili jsme se reaktivitu latky 6k podpofit zvySenim teploty a reakci provedli pii 50°C
a 80°C. Ani v tomto ptipad¢ produkt 19 nevznikal.

Lepsich vysledkd bylo dosazeno za pfitomnosti baze. Stejné jako v pfipadé reakce se
samotnym cysteinem byl pouzit 1 ekvivalent KoCOz. Po 15 minutach byl na LC-MS

spektru zaznamenan pozitivni prib¢h reakce.

ii.  Reaktivita s amino skupinami

Obdobnym zptsobem jako u thiolovych skupin, byla studovana reaktivita cilové latky 6k
s tripeptidem 20 (s NH2 skupinou v postrannim fetézci) obsahujicim Gly-Lys-Fmoc-Phe-
OH. Stejné jako v pfedchozim piipadé byl tripeptid 21 pfipraven na pryskyfici, odchranén

a po sonifikaci v etheru odsat za vakua (Schéma ¢. 16).

Reakce byly provedeny za stejnych podminek jako u tripeptidu 19, tzn. ve smési
DMSO:voda (1:1) pfi tfech raznych teplotaich (RT, 50°C a 80°C). Podobné¢ jako
v pfedchozi podkapitole byla reakce sledovana az 2 hodiny, ale ani v jednom piipadé

nedochazelo ke vzniku o¢ekavaného produktu 22.
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HoN

0 o)
Qo N A v
mocC EES
N Nig L hooc” N NH
Y\H H H 2
o) o)
HoN

20 21 Gly 0

H
N

NH
-AIa Phe -AIa Phe NO, Phe
l =
N N NH NH
H

Rhodamin/g

6k 22

(e} Rhodamin O

1) 50 % piperidin, DMF, 15 minut

ii) TFA, DCM, 1h

iii) DMSO, voda, 15 - 100 minut
voda, 15 - 120 minut
voda, 50°C, 15 - 120 minut
voda, 80°C, 15 - 120 minut

Schéma 16: Deprotekce tripeptidu a reakce s cilovou latkou.
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V. FLUORESCENCNI VLASTNOSTI LATEK

V nasledujicich tfech podkapitoldch jsou popsany vSechny naméfené fluorescencni

vlastnosti cilovych latek.

i. Zakladni fluorescenéni vlastnosti

Zakladni fluorescencni vlastnosti vSech cilovych latek jsou shrnuty v tabulce ¢. 5.

Tabulka 5: Shrnuti excita¢nich a emisnich vinovych délek u v§ech cilovych latek.

, Aex Aem Aem

tka v o
6a 556 415 579 80
6b 554 - 579 18
6c 560 - 588 26
6d 558 - 581 27
be 557 - 580 19
6f 550 - 569 4
6g 559 - 581 19
6h 560 - 581 14
6i 564 482 588 70
6j 554 - 576 40
6k 555 - 580 5
el 547 422 570 46

dexc [NM] ... excita¢ni vinova délka
Xem, 1 [NmM] ... fluorescenéni emisni maximum pii nizs§i vinové délce
Xem, 2 [nM] ... fluorescenéni emisni maximum pii vy$si vinové délce

¢ [%] ... kvantovy vytézek

Excita¢ni i emisni spektra byla namétena na fluorescenénim spektrofotometru. Kvantovy
vytézek byl stanoven porovnadnim emise zkoumané latky s fluorescenci chinin sulfatu

jako standardem.
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Ii.  Zavislost fluorescence na pH

U dvou latek 6a, d byla zméfena také jejich zavislost na zméné pH. Z grafu ¢. 1 je patrné,
ze u obou studovanych latek se fluorescence méni v zavislosti na pH prostiedi

a Vv neutralni a bazické oblasti pfestavaji fluoreskovat.

Graf 1: Znazornéni zavislosti fluorescence na pH.

Zavislost fluorescence na pH.

= = N N
o (O] o (O]
o o o o

(6]
o

Fluorescence intensity (a. u.)

o

pH

6a 6d

iii. Fotostabilita

U tii vybranych zastupcti 6a, 6d a 6i byla studovana fotostabilita ve fosfatovém pufru
(pH = 7,4). Bylo zjisténo, ze po dobu jedné hodiny jsou znacky stabilni, coz je opét
zietelné na doloZenych grafech (Grafy ¢. 2-4).
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Graf 2: Znazornéni fotostability derivatu 6a.
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Graf 3: Znazornéni fotostability derivatu 6d.
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Graf 4: Znazornéni fotostability derivatu 6i.
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VI. STABILITA

Z dtivodu nestability pozorované u podobnych latek z predeslé prace®® byla u vybranych

derivata (Obrdzek 3) zkoumana stabilita ve vode¢.

F
© NO
2 H
HN r N N \(o
= Rhodamin
Ny O
H H
6¢
F
© NO
2 H
HN XN N \’?O
| //I\ Rhodamin
B-Ala-Phe—N N N
H H
6i

NO,
F
B-Ala—NH"
N)\/ENH
(P Q
N7 N
H

HN \[( Rhodamin
(@]

6d

Obrazek 3: Struktury latek zkoumanych na stabilitu ve vodé.

Latky byly rozpustény ve vodném roztoku o pH piiblizné 4 (6¢C) respektive 8 (6i). Latka

6d byla rozpusténa ve smé&€si DMSO a H20 a pH upraveno na 4 a 8. Roztoky byly

skladovany za pokojové teploty a analyzovany pomoci LC-MS v pribéhu 4 tydni.

V grafu ¢. 5 lze sledovat stabilitu latek 6c, 6i, 6d-4 a 6d-8 ve dnech, pfi¢emz osa y je

dana v procentech. Z grafu lze vy¢ist, Ze latky se za mésic rozlozily maximalné z 30 %.

58



%

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Graf 5: Znazornéni stability nékterych latek ve vodé.
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VIlI. MERENI PENETRACE CiLOVYCH LATEK DO BUNEK

Jak jiz bylo feceno, soucésti této prace je studie prichodu syntetizovanych latek
pies bunéénou membranu. Pro méteni byla pouzita bunécna linie U20S. Tyto bunky byly
poprvé vyizolovany z lidského osteosarkomu roku 1964 z nadorové kostni tkané

patnactileté divky.%

Latky byly aplikovany nejdiive na zivé bunky, které byly pozorovany pod mikroskopem
Yokogawa CV7000 pii excitacni vlnové délce 561 nm (Obrdzek 5). Z testovanych
sloucenin penetrovala pfes bunécnou membranu pouze jedna latka 6a. Nasledné byla
provedena chemicka fixace ,,nabarvenych® bun¢k za pouziti formaldehydu a za stejnych
podminek potizeny snimky bunécného vzorku (Obrazek 5). Z obrazku je patrné, Ze po

fixaci dochazi k vymyvani znac¢ky z bungk.

Soucasné byla studovana i schopnost findlnich latek penetrovat do pfedem fixovanych
bunék a bylo zjisténo, ze derivat 6a penetruje 1 pies membranu piedem fixovanych bunék

(Obrazek 6).

Rhodamin\n/NH
(@)

6a

Obrazek 4: Struktura uspésné latky.
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Obrazek 5: Nabarvené Zivé buiiky linie U20S (vlevo); buiiky linie U20S po fixaci (vpravo)

Obrazek 6: Nabarvené fixované buiiky linie U20S.
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EXPERIMENTALNI CAST

i.  Metody

Meéteni hmotnostnich spekter bylo realizovano na hmotnostnim spektrometru
s jednoduchym kvadrupdlem (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 (6) jsou udany v ppm jednotkach, interakéni 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 sloZzena 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
fluorescenénim spektrofotometru Cary Eclipse (FL1009MO015, Varian). UV-VIS spektra
byla méfena na spektrofotometru Cary 300 UV-VIS (UV1111MO031, Agilent
Technologies). Kvantovy vytézek byl stanoven porovnanim emise zkoumané latky s

fluorescenci chinin sulfatu jako standardem.

Pro §tépeni vzorki z pevné fdze a jeho naslednou LC-MS analyzu bylo z kazdého
produktu odebrano analytické mnozstvi (5 - 10 mg) promyté pryskyfice. Po dobu
30 minut byla pryskyfice michana ve smési 50% TFA/DCM (1 ml). Po odpafeni
rozpoustédla pod proudem dusiku byl odparek rozpustén v methanolu pro HPLC (1 ml)

a po filtraci ptes mikrofiltr zméfen na LC-MS.

ii.  Pripravy

Priprava linkeru obsahujiciho Fmoc-g-alanin la

Wangova pryskyfice (1 g) byla 3x promyta DMF a 3x DCM. Do stiikacky byl ptidan 0,3
M roztok Fmoc-f-Ala-OH (1,288 g), HOBt (660,5 mg), DMAP (139,5 mg) a DIC
(697 ul) ve 14 ml DMF/DCM (1:1). Reakce byla tiepana za laboratorni teploty po dobu

1,5 hodiny. Poté byla reakéni smés odstranéna a pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM
(3x).

MS m/z pro CigH17NOa: 311,12, nalezeno 310 [M-1]. Cistota 97 %.
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Priprava linkeru obsahujiciho Fmoc-fenylalanin-g-alanin 1b

Vychozi latka 1a (cca 1 g) byla defmokovana reakci s 50 % piperidinem v DMF (10 ml)
po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Po odstranéni reak¢ni smési byla pryskyfice 3x
promyta DMF a 5x DCM. Do stiikacky byl piidan 0,3 M roztok Fmoc-Phe-OH (1,16 g;
3,0 mmol), HOBt (0,46 g; 3,0 mmol) a DIC (0,47 ml; 3,0 mmol) v 10 ml DMF/DCM
(1:1). Reakce byla tfepana za laboratorni teploty po dobu 1,5 hodiny. Poté byla reak¢ni
smés odstranéna a pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM (3x).

MS m/z pro C27H26N20s: 458,18, nalezeno 457 [M-1]. Cistota 91 %.

Priprava latky se systémem linker-pyrimidin 2

Vychozi latka 1 (cca 1 g) byla defmokovana reakci s 50 % piperidinem v DMF (10 ml)
po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Po odstranéni reakéni smési byla pryskyfice 3x
promyta DMF, 5x DCM a 3x suchym DMEF. Do sttikacky byl ptidan 0,5 M roztok 2,4
nebo 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinu (0,97 g; 5,0 mmol), DIEA (0,83 ml; 5,0 mmol)
v suchém DMF (10 ml). Reakce byla tfepana za laboratorni teploty po dobu 1,5 hodiny.
Poté byla reak¢ni smés odstranéna a pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM (3x). Nize je
ptehled ptipravenych meziproduktl 2.

. o LC-MS distota
Linker | Pyrimidin [%] MS

Kaéd
latky

MS m/z pro C7H7CIN4Oa:
2a B-Ala 2,4 72 246,02
nalezeno 245 [M-1]

MS m/z pro C7H7CIN4Oa:
2b B-Ala 4,6 67 393,08
nalezeno 392 [M-1]

MS m/z pro C7H7CIN4Oa4:

2 | P 24 63 393,08
nalezeno 392 [M-1]
B-Ala- MS m/z pro C7H7CIN4O4:
2d Phe 4,6 59 393,08

nalezeno 392 [M-1]
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Priprava latky se systémem linker-pyrimidin-fenylendiamin

Do stiikacky k vychozi latce 2 byl pfidan 0,5 M roztok 0-, m- nebo p-fenylendiaminu
(0,54 g; 5,0 mmol), DIEA (0,83 ml; 5,0 mmol) v DMF (10 ml). Reakce byla tfepana

za laboratorni teploty pies noc (cca 16 h). Poté byla reakéni smés odstranéna a pryskyiice

promyta DMF (3x) a DCM (3x). Nize je piehled pfipravenych meziprodukti 3.

Kod
latky

Vychozi
latka

Fenylendiamin

LC-MS
Cistota
[%0]

MS

3a

2a

88

MS m/z pro C13H14N6Oa4:
318,11
nalezeno 317 [M-1]

3b

2a

85

MS m/z pro Ci13H14NeOs4:
318,11
nalezeno 317 [M-1]

3c

2a

90

MS m/z pro C13H14N6Oa4:
318,11
nalezeno 317 [M-1]

3d

2b

59

MS m/z pro C13H14NeOs4:
318,11
nalezeno 317 [M-1]

3e

2b

65

MS m/z pro C13H14N6Oa4:
318,11
nalezeno 317 [M-1]

3f

2b

79

MS m/z pro C13H14NeOs4:
318,11
nalezeno 317 [M-1]

39

2C

87

MS m/z pro C22H23N70s:
465,18
nalezeno 464 [M-1]

3h

2C

86

MS m/z pro C22H23N70s:
465,18
nalezeno 464 [M-1]

3i

2C

92

MS m/z pro C22H23N70s:
465,18
nalezeno 464 [M-1]

3j

2d

78

MS m/z pro C22H23N7Os:
465,18
nalezeno 464 [M-1]

3k

2d

57

MS m/z pro C22H23N70s:
465,18
nalezeno 464 [M-1]

3l

2d

91

MS m/z pro C22H23N7Os:
465,18
nalezeno 464 [M-1]
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Priprava latky se systémem linker-pyrimidin-rhodamin B 4

V kadince byl rozpustén Rhodamin B (1,53 g; 3,0 mmol) a DIC (0,5 ml; 3,0 mmol) v5 ml
DMF. Po 15 minutach promichavani byl ptidan HOBt (0,49 g; 3,0 mmol) a DCM (5 ml)
a reakéni smés byla nasana do stiikacky k vychozi latce 3. Reakce byla tfepana
za laboratorni teploty pfes noc (cca 16 h). Poté byla reakéni smés odstranéna a pryskyfice

promyta DMF (8x) a DCM (8x). Nize je piehled ptipravenych meziprodukti 4.

Kod latky | LC-MS distota [%0] MS

4a 66 MS m/z pro Ca1H43NsOs: 743,33
nalezeno 742 [M-1]

ab 72 MS m/z pro Ca1H43NgOe: 743,33
nalezeno 742 [M-1]

4c 79 MS m/z pro Ca1H43NsOs: 743,33
nalezeno 742 [M-1]

44 80 MS m/z pro Ca1H43NgOe: 743,33
nalezeno 742 [M-1]

4e 82 MS m/z pro Ca1H43NsOs: 743,33
nalezeno 742 [M-1]

r 79 MS m/z pro Ca1H43NgOe: 743,33
nalezeno 742 [M-1]

4 83 MS m/z pro CsoHs2N9O7: 890,40
g nalezeno 889 [M-1]

4h 86 MS m/z pro CsoHs2NgO7: 890,40
nalezeno 889 [M-1]

4i 80 MS m/z pro CsoHs2NgO7: 890,40
nalezeno 889 [M-1]

4i 78 MS m/z pro CsoHs2NgO7: 890,40
J nalezeno 889 [M-1]

ak 85 MS m/z pro CsoHs2NgO7: 890,40
nalezeno 889 [M-1]

Al 79 MS m/z pro CsoHs2N9O7: 890,40
nalezeno 889 [M-1]

Priprava redukované latky se systémem linker-pyrimidin-rhodamin B 5
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Metoda s Na2S204, K2COs a fazovym katalyzatorem:

Do stiikacky k vychozi latce 4 (cca 0,5 g) byl piidan 0,5 M roztok Na»S204 (0,87 g;
5,0 mmol), K2CO3 (0,97 g; 7,0 mmol) a fazového katalyzatoru ve smési DCM/voda
(10 ml). Jako Kkatalyzator byl pouzit TBAHS (0,17 g¢; 04 mmol)
nebo methylviologendichlorid (64,3 mg) a nebo ethylviologendijodid (0,12 g; 0,3 mmol).
Reakce byla tiepana za laboratorni teploty pies noc (cca 16 h). Poté byla reakéni smés

odstranéna a pryskyfice promyta DCM/voda (3x), DMF (3x), MeOH (3x) a DCM (3x).
Metoda s SnClz:

Analytické mnozstvi vychozi latky 4 bylo promyto DMF, ktery byl probublan dusikem.
Poté byl k pryskyfici pfidan 1M roztok SnCl2 (0,23 g; 1 mmol) a DIEA (0,17 ml; 1 mmol)
v piipraveném DMF (1ml). Reakce byla tfepana za laboratorni teploty pies noc (cca 16
h). Poté byla reak¢ni smés odstranéna a pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM (3x). Nize
je ptrehled ptipravenych meziprodukta 5.

Kod

- 1 [0)
latky LC-MS distota [%0] MS

MS m/z pro C41HasNgOs:
5a 66 713,36
nalezeno 712 [M-1]
MS m/z pro Cs1HasNgOa:
5b 74 713,36
nalezeno 712 [M-1]
MS m/z pro Ca1HasNgOa:
5c 79 713,36
nalezeno 712 [M-1]
MS m/z pro C41HsNgOxs:
5d 80 713,36
nalezeno 712 [M-1]
MS m/z pro Ca1HasNgOa:
5e 82 713,36
nalezeno 712 [M-1]
MS m/z pro C41HasNgOas:
5f 79 713,36
nalezeno 712 [M-1]
MS m/z pro CsoHs4NgOs:
59 83 860,42
nalezeno 859 [M-1]
MS m/z pro CsoHs2NgO7:
5h 86 890,40
nalezeno 859 [M-1]
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MS m/z pro CsoHs2NyO7:
5i 80 890,40
nalezeno 859 [M-1]
MS m/z pro CsoHs2NgO7:
5j 78 890,40
nalezeno 859 [M-1]
MS m/z pro CsoHs2NoO7:
5k 85 890,40
nalezeno 859 [M-1]
MS m/z pro CsoHs2NgO7:
51 72 890,40
nalezeno 859 [M-1]

Priprava cilovych latek se systémem linker-pyrimidin-rhodamin B 6

Do sttikacky byl pifidan 0,3 M roztok kyseliny 4-fluor-3-nitrobenzoové (0,28 g;
3,0 mmol), HOBLt (0,23 g; 3,0 mmol) a DIC (0,23 ml; 3,0 mmol) v 5 mI DMF/DCM (1:1).
Reakce byla tiepana za laboratorni teploty po dobu 3 hodin. Poté byla reakéni smés
odstranéna a pryskyfice promyta DMF (3x) a DCM (3x). VSechny latky byly ¢iStény na

HPLC s mobilni fazi slozenou z MeCN a acetatového pufru.

6a N-(9-(2-((2-((4-((2-karboxyethyl)amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)
pyrimidin-2-yl)amino)fenyl)karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-

xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminium

Kod Qe o stevek [0
Lty LC-MS ¢istota [%0] MS Vytézek [%0]
MS m/z pro CsgH47FNyO7:
6a 43 880,36, nalezeno 879 [M-1] 7.9

NMR spektra derivatu 6a nebyla interpretovatelna (tento jev byl pozorovan i u nékterych

derivatii z predeslé prace °'), proto nejsou NMR data doloZena.
6b N-(9-(2-((3-((4-((2-karboxyethyl)amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)

pyrimidin-2-yl)amino)fenyl)karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-
xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminium
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Kod

) e o stézek [0
latky LC-MS distota [%0] MS Vytézek [%0]

MS m/z pro CsgHa7FN9O7:

6b 46 880,36, nalezeno 879 [M-1]

10,3

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.00 (t, J=6.9 Hz, 12 H) 2.51-2.53 (m, 2 H) 3.24
(g, J=6.9 Hz, 8 H) 3.53 (g, J=6.7 Hz, 2 H) 6.17 - 6.25 (m, 3 H) 6.33 (dd, J=9.2, 2.3 Hz, 2
H) 6.51 (m, 2 H) 6.88 - 6.95 (m, 2 H) 6.99 (d, J=7.5 Hz, 1 H) 7.38 (d, J=8.6 Hz, 1 H) 7.45
- 754 (m, 2 H) 7.63 (s, 1 H) 7.68 (s, 1 H) 7.73 - 7.75 (m, 1 H) 7.83 (d, J=6.9 Hz, 1 H)
8.34 - 8.36 (m,1 H) 8.73 (dd, J=7.2, 2.0 Hz, 1 H) 8.97 (s, 1 H) 9.76 (s, 1 H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & ppm 12.9, 34.3, 36.8, 44.1, 66.9, 97.8, 106.3, 108.6,
109.3, 116.8, 117.6, 118.5, 119.1 (d, J=22 Hz), 123.3, 124.2, 126.4, 128.4, 128.8, 129.0,
130.2, 131.8, 133.7, 136.3 (d, J=10 Hz), 137.5, 141.9, 148.8, 152.8, 154.3, 154.6
(d, J=289Hz), 158.3, 158.9, 163.9, 167.3, 173.6.

6c N-(9-(2-((4-((4-((2-karboxyethyl)amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)
pyrimidin-2-yl)amino)fenyl)karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-
xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminium

Kod Qe o tezek [0
latky LC-MS cistota [%0] MS Vytézek [%0]
MS m/z pro CagHa7FNyO7:
6 S0 880,36, nalezeno 879 [M-1] 17.5

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.03 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 2.52 — 2.54 (m, 2 H)
3.25 (g, J=1.00 Hz, 8 H) 3.51 - 3.56 (M, 2 H), 6.19 (M, 1H), 6.22 (d, J=2.75 Hz, 1 H) 6.36
(dd, J=8.93, 2.52 Hz, 2 H) 6.49 - 6.55 (m, 4 H) 7.00 - 7.06 (M, 2 H) 7.46 - 7.54 (m, 4 H)
7.70-7.74 (m, 2 H) 7.82 (dd, J=5.95, 1.83 Hz, 1 H) 8.33 — 8.35 (m, 1 H) 8.71 (dd, J=7.33,
2.29 Hz, 1 H) 9.07 (s, 1 H) 9.78 (s, 1 H), 12.18 (b.s., 1H).

6d N-(9-(2-((2-((6-((2-karboxyethyl)amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)
pyrimidin-4-yl)amino)fenyl)karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-
xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminium
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Kod

) e o stézek [0
latky LC-MS distota [%0] MS Vytézek [%0]

MS m/z pro CsgHa7FN9O7:

6d 65 880,36, nalezeno 879 [M-1]

25,4

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.95-0.95 (m, 6H), 1.09 - 1.12 (m, 6 H), 2.42 - 2.47
(m, 2 H), 2.53 — 2.57 (m, 4H), 3.14 — 3.17 (m, 4 H) 3.43 — 3.52 (m, 2 H) 5.55 (d, J=8.01
Hz, 1 H) 5.98 (s, 1 H) 6.10 (dd, J=8.00, 1.10 Hz, 1 H) 6.29 (s, 1 H) 6.46 — 6.52 (m, 3 H)
6.73 — 6.79 (M, 2 H) 6.97 (d, J=7.56 Hz, 1 H) 7.03 - 7.14 (m, 3 H) 7.34 (t, J=7.44 Hz, 1
H) 7.46 - 7.53 (m, 2 H) 7.77 (s, 1 H) 7.88 — 7.93 (m, 1 H) 8.36 - 8.43 (m, 1 H) 8.71 (dd,
J=7.21,1.95Hz, 1 H) 9.80 (s, 1 H) 12.10 (br. s., 1 H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.90, 34.77, 36.98, 44.25, 68.61, 96.98, 106.3,
107.72,108.9, 119.07, 123.1, 123.64, 124.37, 126.3, 126.92 (d, J=10 Hz), 127.84, 128.46,
128.91, 130.04, 131.48, 131.49, 133.71, 136.8, 137.1 (d, J=7 Hz), 152.49, 154.27, 155.72,
155.81, 156.8 (d, J=266 HZ) 158.99, 163.46, 167.35, 173.62.

6e N-(9-(2-((3-((6-((2-karboxyethyl)amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)
pyrimidin-4-yl)amino)fenyl)karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-

xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminium

Kod A 0 rtezek 9
latky LC-MS cistota [%0] MS Vytézek [%0]
MS m/z pro CsgH47FNyO7:
be 64 880,36, nalezeno 879 [M-1] 239

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.01 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 2.45 — 2.48 (m 2 H)
3.25 - 3.31 (m, 8 H) 3.50 (g, J=6.00 Hz, 2 H) 6.22 (d, J=1.83 Hz, 2 H) 6.32 (dd, J=8.70,
2.29 Hz, 2 H) 6.37 (d, J=8.24 Hz, 1 H) 6.52 — 6.54 (m, 2 H) 6.59 (t, J=5.50 Hz, 1 H) 6.91
-7.00 (M, 2 H) 7.16 (d, J=8.24 Hz, 1 H) 7.44 - 7.54 (m, 3 H) 7.75 — 7.80 (m, 1 H) 7.81
(d, J=6.41 Hz, 1 H) 7.92 (s, 1 H) 8.16 (s, 1 H) 8.39 — 8.43 (m, 1 H) 8.75 (dd, J=7.10, 2.06
Hz, 1 H) 9.55 (s, 1 H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § ppm 12.9, 34.8, 37.0, 44.1, 66.9, 97.2, 97.8, 106.1,
108.6, 118.6 (d, J=21 Hz), 119.3, 119.6, 123.3, 124.2, 126.8, 128.9, 129.4, 129.9, 132.3,
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133.8, 136.8 (d, J=8 Hz), 136.9, 137.33, 140.9, 148.8, 152.7, 154.5, 155.8, 156.0, 156.6
(d, J=266 Hz), 159.1, 163.6, 167.4, 173.7, 207.0.

6f N-(9-(2-((4-((6-((2-karboxyethyl)amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)
pyrimidin-4-yl)amino)fenyl)karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-
xanthen-3-yliden)-N-ethylethanaminium
l‘;t";:; LC-MS distota [%6] MS Vytezek [%6]

of

70

MS m/z pro CagHa7FNyO7:
880,36, nalezeno 879 [M-1]

32,7

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.02 (t, J=6.87 Hz, 12 H) 2.41 (t, J=7.10 Hz, 2 H)
3.24 (g, J=6.90 Hz, 8 H) 3.46 (g, J=6.00 Hz, 2 H) 6.20 (d, J=2.29 Hz, 2 H) 6.35 (dd,
J=9.20, 2.30 Hz, 2 H) 6.52 — 6.55 (M, 4 H) 6.64 (t, J=5.72 Hz, 1 H) 7.05 (dd, J=6.18, 1.60
Hz, 1 H) 7.27 (d, J=8.70 Hz, 2 H) 7.48 - 7.57 (m, 2 H) 7.73 — 7.78 (m, 1 H) 7.82 (dd,
J=6.40, 2.30 Hz, 1 H) 8.01 (5, 1 H) 8.15 (s, 1 H) 8.38 — 8.42 (m, 1 H) 8.74 (dd, J=7.33,
2.29 Hz, 1 H) 9.59 (br. s., 1 H).

69 N-(9-(2-((2-((4-((1-((2-karboxyethyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)
amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-2-yl)amino)fenyl)
karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-
ethylethanaminium

Kod e e
Lty LC-MS cistota [%0] MS Vytézek [%0]
6g 78 MS m/z pro Cs7HsgFN10Os: 40,7

1027,43, nalezeno 1026 [M-1]

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.77 - 1.14 (m, 12H), 2.64 - 2.76 (m, 2H), 2.78 -
2.89 (m, 2H), 2.96 - 3.22 (m, 10H), 4.58 — 4.65 (m, 1H), 6.10 — 6.23 (m, 4H), 6.52 (d,
J=8.3 Hz) 6.70 (t, J=7.8 Hz), 6.88 (s, 1H), 7.06 - 7.20 (m, 8H), 7.58 - 7.65 (m, 2H), 7.74
~7.85 (m, 3H), 7.96 — 7.99 (m, 2H), 8.36 — 8.39 (m, 1H), 8.72 (d, J=7.45 Hz, 1H), 9.96
(s, 1H), 12.16 (br. s., 1H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.9, 34.1, 35.3, 38.2, 41.0, 44.2, 68.3, 97.7,
109.9, 119.4 (d, J=22 Hz), 122.4, 123.5, 124.8, 126.4, 126.7, 127.7, 128.4, 128.6, 129.3,
129.66, 130.8, 131.5, 134.1, 136.3, 136.4, 137.1 (d, J=7 Hz), 137.8, 138.1,149.1, 153.1,
153.4, 156.9 (d, J=267 Hz), 157.4, 163.8, 167.0, 173.2.

6h N-(9-(2-((3-((4-((1-((2-karboxyethyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)
amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-2-yl)amino)fenyl)
karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-

ethylethanaminium

Kéd } ' o rt&yek [0
litky LC-MS ¢istota [%0] MS Vytézek [%0]
MS m/z pro Cs7HseFN10O0s:
6h 82 1027,43, nalezeno 1026 [M-1] 159

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.94 - 1.07 (m, 12 H), 2.27 — 2.30 (m, 2H), 2.94 —
3.29 (m, 12 H), 4.78 - 4.90 (m, 1H), 6.23 (d, J=8.47 Hz, 4H), 6.35 (d, J=8.70 Hz, 1H),
6.46 (d, J=8.70 Hz, 1H), 6.57 (d, J=8.93 Hz, 1H), 6.92 - 7.05 (m, 2H), 7.06 — 6.99 (m,
2H), 7.12 — 7.13 (m, 3H), 7.22 — 7.24 (m, 3H), 7.48 - 7.58 (m, 3H), 7.73 - 7.83 (M, 2H),
7.86 - 7.91 (m, 1H), 7.95 - 8.01 (m, 1H), 8.35 - 8.43 (m, 1H), 8.76 (d, J=7.10 Hz, 1H),
9.22 (br. s., 1H), 10.01 (br. s., 1H), 12.23 (b.s., 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.9, 34.1, 35.5, 37.8, 44.2, 55.8, 67.2, 97.8,
108.6, 109.5, 119.4 (d, J=21 Hz), 123.4, 124.3, 126.5, 126.8, 128.5, 128.8, 129.0, 129.1,
129.7, 130.1, 131.5, 133.9, 136.5, 137.1 (d, J=8 Hz), 137.5, 138.4, 148.8, 152.8, 154.3,
156.5 (d, J=267 Hz), 164.1, 167.6, 171.5, 173.3.
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6i N-(9-(2-((4-((4-((1-((2-karboxyethyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)
amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-2-yl)amino)fenyl)
karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-
ethylethanaminium
:;‘;{dy LC-MS &istota [%6] MS Vytézek [%6]

6i

MS m/z pro Cs7HseFN10Os:

86 1027,43, nalezeno 1026 [M-1]

21,7

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.98 - 1.07 (m, 12 H), 2.31 (t, J=6.90 Hz, 2H),
2.9-2.94 (m, 1 H), 3.12-3.15 (m, 1H), m — piekryv s vodou, 4.75 (m, 1 H), 6.24 (s, 2H),
6.37 (d, J=8.60 Hz, 2H), 6.51 - 6.60 (m, 4 H), 6.84 (d, J=8.59 Hz, 1H), 7.02 - 7.16 (m,
6H), 7.32 (d, J=9.16 Hz, 2H), 7.48 - 7.56 (m, 2H), 7.79 — 7.83 (m, 2 H), 7.84 (d, J=6.30
Hz, 1H), 8.02 (t, J=5.44 Hz, 1H), 8.36 - 8.42 (m, 1H), 8.75 (dd, J=6.87, 2.29 Hz, 1H),
9.01(s, 1H), 10.00 (br. s., 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.9, 34.1, 35.5, 37.9, 44.2, 55.8, 66.9, 97.7,
106.2, 108.6, 109.3, 118.6, 119.3 (d, J=21 Hz), 123.3, 124.4, 126.5, 126.7, 127.6, 128.56,
128.9, 129.2, 129.6, 129.9, 130.8, 131.6, 133.6, 136.5, 137.0 (d, J=7 Hz), 138.6, 139.8,
148.9, 152.9, 153.6 (d, J=288 Hz), 153.9, 155.9, 158.1, 164.0, 167.1, 171.5, 173.3.

6] N-(9-(2-((2-((6-((1-((2-karboxyethyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)
amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-4-yl)amino)fenyl)
karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-
ethylethanaminium

llzt";(‘; LC-MS distota [%6] MS Vytézek [%6]

6j

MS m/z pro Cs7HseFN10Os:

n 1027,43, nalezeno 1026 [M-1]

20,0

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.05 (t, J=6.9 Hz, 12H), 2.31 (t, J=6.87 Hz, 2H),
2.91 - 3.05 (M, 2H), 3.20 — 3.31 (m, 10H), 4.78 — 4.82 (m, 1H), 6.21 (d, J=1.83 Hz, 2H),
6.24 (d, J=8.24 Hz, 1H), 6.32 (dd, J=9.16, 2.29 Hz, 2H), 6.52 — 6.57 (m, 4H), 7.0 - 7.3
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(m, 1H), 7.12 — 7.16 (m, 6H), 7. 30 (d, J=7.6 Hz, 2H), 7.43 - 7.54 (m, 2H), 7.74 - 7.79
(m, 1H), 7.79 - 7.83 (m, 1H), 7.99 — 8.02 (m, 2H), 8.25 (s, 1H), 8.37 - 8.42 (m, 1H), 8.79
(dd, J=7.10, 2.06 Hz, 1H), 9.70 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dgs) & ppm 12.91, 31.2, 34.1, 35.4, 38.0, 44.1, 55.3, 66.9,
97.6, 97.8, 106.1, 108.6, 118.9 (d, J=21 Hz), 119.4, 119.7, 119.9, 123.3, 124.3, 126.7,
126.8, 128.2, 128.5, 128.9, 129.7, 129.9, 131.9, 133.8, 136.8, 136.9 (d, J=8 Hz), 137.4,
138.5, 140.7, 148.8, 152.7, 154.4, 155.4, 155.6, 156.0, 158.0, 163.7, 167.4, 171.9, 173.3.

6k N-(9-(2-((3-((6-((1-((2-karboxyethyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)
amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-4-yl)amino)fenyl)
karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-

ethylethanaminium

Kod } v o st&zek [0
latky LC-MS ¢istota [%0] MS Vytézek [%0]
MS m/z pro Cs7HssFN10Os:
6k 3 1027,43, nalezeno 1026 [M-1] 421

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1.00 (q, J=6.90 Hz, 12H), 2.29 (t, J=7.16 Hz, 2H),
2.90 — 2.94 (m, 1H), 3.00 — 3.02 (m, 1H), 3.17 - 3.27 (m, 10H), 4.75 - 4.81 (m, 1H), 6.19
- 6.24 (M, 3H), 6.32 (dd, J=8.59, 2.29 H, 2Hz), 6.37 (d, J=8.02 Hz, 1H), 6.48 (d, J=9.16
Hz, 2H), 6.93 - 6.99 (m, 2H), 7.07 - 7.16 (m, 6H), 7.44 - 7.54 (m, 3H), 7.75 — 7.79 (m,
1H), 7.81 (d, J=7.45 Hz, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.97 (t, J=5.44 Hz, 1H), 8.24 (s, 1H), 8.37 -
8.42 (m, 1H), 8.78 (dd, J=7.16, 2.00 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 12.9, 34.2, 35.4, 38.1, 44.1, 55.3, 67.0, 97.6, 97.8,
106.2, 108.6, 118.9 (d, J=25 Hz), 119.4, 119.7, 119.9, 123.3, 124.2, 126.7, 126.8, 128.2,
128.5, 128.9, 129.7, 130.0, 131.9, 133.8, 136.8, 136.8, 136.9 (d, J=8 Hz), 137.4, 138.5,
140.7, 148.8, 152.7, 154.4, 155.7, 156.1, 156.8 (d, J=266 Hz), 158.1, 163.7, 167.3, 171.9,
173.3.

6l N-(9-(2-((4-((6-((1-((2-karboxyethyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)

amino)-5-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)pyrimidin-4-yl)amino)fenyl)
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karbamoyl)fenyl)-6-(diethylamino)-3H-xanthen-3-yliden)-N-

ethylethanaminium

Kod } v o st&zek [0
latky LC-MS distota [%0] MS Vytézek [%0]
6l 51 MS m/z pro Cs7HseFN10Os: _ 3.6
1027,43, nalezeno 1026 [M-1]

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.01 (t, J=6.90 Hz, 12H), 2.29 (t, J=6.87 Hz, 2H),
2.94 —3.07 (m, 2H), 3.21 — 3.31 (m, 10H), 4.73 - 4.80 (m, 1H), 6.18 — 6.20 (M, 2H), 6.29
(d, J=8.02 Hz, 1H), 6.35 (dd, J=8.59, 2.29 Hz, 2H), 6.47 - 6.55 (m, 4H), 7.03 - 7.09 (m,
1H), 7.10 - 7.13 (m, 6H), 7.26 (d, J=9.16 Hz, 2H), 7.49 - 7.55 (m, 2H), 7.76 — 7.79 (m,
1H), 7.82 (d, J=6.30 Hz, 1H), 7.95 - 7.98 (M, 2H), 8.25 (s, 1H), 8.37 — 8.39 (m, 1H), 8.77
(dd, J=7.16, 2.00 Hz, 1H), 9.70 (s, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & ppm 12.9, 34.1, 35.4, 38.1, 44.2, 55.3, 67.0, 97.7,
106.1, 108.6, 121.6, 123.3, 124.4, 126.7, 126.8, 127.2, 128.5, 129.2, 129.7, 130.78 -
130.89 (m), 131.2, 131.9, 133.7, 136.8 (d, J=8 Hz), 138.4, 148.8, 152.9, 153.7, 155.8 (d,
J=268 Hz), 156.2, 158.2, 163.7, 167.0, 171.9, 173.3, 232.1.
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ZAVER
PredloZena diplomova prace byla vénovana syntéze derivati pyrimidinu, které by mohly

byt vyuzity jako nové fluorescencni znacky. K pfipravé cilovych latek byla vyuzita

syntéza na pevné fazi jako rychly a efektivni zpiisob piipravy vétsiho poctu latek.

V tivodni teoretické ¢asti je shrnuto nékolik fluorescencnich znacek pouzivanych jako pH
indikatory. Uvedeny jsou i méné obvyklé zplisoby barveni pomoci polystyrenovych ¢i
fosfolipidovych mikrocastic, bakteriofagl,, kvantovych bodu a silikonovych nanocastic.
Zminény jsou také multifunk¢ni sondy, které jsou schopné méfit vice parametr. Dalsi

kapitola je vénovana stavbé¢ a funkci mitochondrii véetné vyctu pouzivanych barviv.

Prakticka ¢ast navazuje na ptedeslou praci, zamétenou na piipravu derivatl se systémem
pyrimidin-Rhodamin B. Zamérem této prace byla pfiprava sloucenin, které oproti
puvodnim molekulam obsahuji navic halogenarylovy zbytek nebo -SH skupinu, které by
umoznily kovalentni navazéni znacky v mitochondrii. Z téchto dvou planovanych
modifikaci byla Uspé$na pouze prvni zminovana, ktera poskytla derivaty nesouci
fluorfenylovy zbytek. V prubéhu prace byly také optimalizovany reakéni podminky

nedavno vyvinuté metody.

V ramci této diplomové prace se podafilo ptipravit 12 rlizn€ substituovanych derivati,
u kterych byly testovany jejich zékladni fluorescenéni vlastnosti. U vybranych derivati
byla studovana zavislost fluorescence na pH a bylo zjiSténo, Ze na rozdil od sloucenin
z predeslé prace, jsou tyto nové latky pH-dependentni. Dale bylo zjisténo, ze jsou tyto

derivaty fotostabilni ve fosfatovém pufru po dobu jedné hodiny.

Dal$im zkoumanym parametrem byla stabilita pfipravenych derivatl ve vodé, ktera byla
studovana na vybranych derivatech pii pH 4 a 8 po dobu 30 dnt1 a byl zaznamenan rozklad

asi z 30 %.

Soucasti prace jsou 1 studie reaktivity cilovych latek s tripeptidem obsahujicim
aminokyselinu s —SH ¢i —NH: skupinou. Bylo zjisténo, Ze v pfipad€ pouziti ekvivalentu
K2COs je cilova latka 6k schopna se do 15 minut navazat.

Vsechny latky byly studovany z hlediska jejich schopnosti projit pres bunécnou
membranu a akumulovat se v mitochondriich. Testy byly provedeny na zivych

I fixovanych buikach. Biologicka studie ukazala, Ze latka 6a vykazuje schopnost barvit
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zivé 1 fixované buiiky. Bohuzel vSak nebyla prokazéana jejich schopnost nevymyt se

Z buiiky po bunééné fixaci.
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