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Derivaty akridinu a antracenu jako slou¢eniny interkalujici se do DNA a jejich pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynalez nalezi do oblasti organické chemie, biochemie a molekularni genetiky. Tyka
se latek schopnych interkalovat se do dvousroubovice DNA, a zvysit tak jeji teplotu tani.

Dosavadni stav techniky

Za ucelem stabilizace duplexu dvousroubovice DNA je v soucasné dobé zkoumdno nebo jiz
existuje nékolik typti chemickych modifikaci nukleovych kyselin.

Patii sem tzv. Locked nucleic acids (LNA, O2"-C4’-methylenenovou skupinou ptemostény cyklus
ribosy), resp. Bridged Nucleic Acids (BNA, O2'-C4’-methylenaminoskupinou piemostény cyklus
ribosy).

O dosazeni vyssi stability duplexu DNA usiluji i dal$i technologie, napt. vyuziti organickych
polyaminti (NOIR R., KOTERA M., PONS B., REMY J.S., BEHR J.P. J. Am. Chem. Soc. 2008,
vol. 130, p. 13500-13505; US 8465921).

Velky potenciadl ma pak vyuziti molekul vazajicich se do malého zlabku DNA (MGB, Minor
Groove Binders) nebo piisobicich jako interkalatory. Je znamo, Ze molekuly n€kterych sloucenin
jsou schopné vsunout se a vdzat do malého zlabku dvousroubovice DNA (minor groove) nebo mezi
baze dvouSroubovice DNA (interkalovat se), a v dasledku toho zvySovat pevnost vazby
komplementarnich fetézci DNA ucastnicich se interakce, a tim teplotu tani vznikajiciho duplexu.

Rada molekul pisobicich mechanismem vazby do malého Zlabku dvousroubovice DNA je
zkoumana, testovana a v nékterych ptipadech i klinicky vyuzivana pro svou schopnost do urcité
miry sekvencné specificky blokovat realizaci genetické informace jako terapeutika, pfedevsim
bakteridlnich a parazitarnich infekci, ale i jako potencialni antivirotika ¢i antineoplastika
(WARTELL R.M., LARSON J.E., WELLS R.D. J. Biol. Chem. 1974, vol. 249, p. 6719-6731;
ZIMMER C. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 1975, vol. 15, p. 285-318; NGUYEN B., NEIDLE
S., WILSON W.D. Acc. Chem. Res. 2009, vol. 42, p. 11-21; ARAFA R.K., ISMAIL M.A.,
MUNDE M., WILSON W.D., WENZLER T., BRUN R., BOYKIN D.W. Eur. J. Med. Chem.
2008, vol. 43, p. 2901-2908; FU X.B., LIU D.D., LIN Y., et al. Dalton Trans., 2014, vol. 43, p.
8721-8737;, WANG M., YU Y., LIANG CH,, et al. Int. J. Mol. Sci. 2016, vol. 17, p. 779-795;
ALNISS H.Y. J. Med. Chem. 2019, vol. 62, p. 385—402; aj.). Diky vazb& v malém zlabku
komplikuji transkripci a nasledné tedy translaci a mnozeni nezadoucich bunék ¢i tkani. Z klinicky
vyznamnych je mozno uvést napt. pentamidin.

Velkou oblasti vyuziti MGB 1 interkalatorti je molekularni biologie a diagnostika. Z MGB patii
mezi nejvyznamnéj§i molekuly pro tyto aplikace slouceniny typu Hoechst (PJURA P.E.,
GRZESKOWIAK K., DICKERSON R.E. J. Mol. Biol. 1987, vol. 197, p. 257-271). Komer¢n¢
v oblasti molekularni biologie jako MGB vyuZzivd molekuly nezvetejnéné struktury napf.
spole¢nost Applied Biosystems Inc. (nyni Life Technologies Corp.). Jako komponentu pro syntézu
oligonukleotidii dodava spole¢nost Glen Research MGB charakteru trimeru pyrroloindolu CDPI;
(trimer-amid 1,2-dihydro-(3H)-pyrrolo[3,2-e]indol-7-karboxylové kyseliny). Zakladni struktura
této molekuly, odvozena ze struktury duokarmycint, je znama jiz fadu let, jeji syntéza je pomérné
komplikovana a problematicka mtze byt i stabilita (BOGER D.L., COLEMAN R.S., INVERGO
B.J. J. Org. Chem. 1987, vol. 52, no. 8, p. 1521-1530). Ani CDPI; v8ak neni vhodny pro vSechny
aplikace (US 5801155, US 6084102, US 7582739, US 20110172289) a je zakazano pouZzivat
uvedenou komponentu pro komeréni vyrobu oligonukleotidii bez dalsi licen¢ni dohody.
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Strukturné jsou latky pusobici mechanismem MGB pomérné rtznorodé, napt. heterocyklické
oligoamidy netropsin, distamycin a jejich analogy, diamidino- resp. diguanidinosubstituované
latky jako pentamidin, berenil, 4',6-diamidino-2-fenylindol (LARSEN T.A., GOODSELL D.S.,
CASCIO D., GRZESKOWIAK K., DICKERSON R.E. J. Biomol. Struct. Dyn. 1989, vol. 7, p.
477-491) 1 mén€ bazické derivaty benzimidazolu (Hoechst slouceniny), pfipadné¢ kombinace
uvedenych struktur (SHENG J., GAN J., HUANG Z. Med. Res. Rev. 2013, vol. 33, no. 5, p. 1119-
1173). Ptedpokladem vazby do malého zlabku DNA je vhodné prostorové zakiiveni molekuly,
schopnost vytvatet van der Waalsovy a vodikové vazby s exocyklickymi skupinami a
heterocyklickymi dusiky nukleovych bazi a vyhodou je vzhledem k anionickému charakteru
nativnich feté¢zcti DNA bazicita MGB molekul (KIELKOPF C.L., WHITE S., SZEWCZYK J.W.,
TURNER J.M., BAIRD E.E., DERVAN P.B., REES D.C. Science 1998, vol. 282, p. 111-115;
SQUIRE C.J., BAKER L.J., CLARK G.R., MARTIN R.F., WHITE J. Nucleic Acids Res. 2000,
vol. 28, p. 1252-1258; NEIDLE S., MANN J.,, RAYNER E., BARON A., BOAHEN Y., SIMPSON
L.J., SMITH N.J., FOX K.R., HARTLEY J.A., KELLAND L.R. Chem. Commun. 1999, p. 929-
930). Jednotlivé typy vazeb se uplatituji u molekul MGB v riizné mife; van der Waalsovy vazby
jsou zakladem interakce latek typu Hoechst s DNA, naproti tomu vodikové vazby jsou klicové u
oligoamidu (netropsin, distamycin). Mezi MGB patii jak molekuly s pomérné flexibilni strukturou,
jejichz prikladem je pentamidin, tak i pomé&rné rigidni, napf. jiz zminéné derivaty benzimidazolu.
Nekolik typt latek pisobicich mechanismem MGB je patentovano za ucelem vyuZiti pro stabilizaci
duplexti nukleovych kyselin, napf. distamycin a jeho derivaty (US 5955590, US 6949367).
Publikovany byly i duplex stabilizujici konjugaty oligonukleotidli s analogy barviva Hoechst
33258 (RAJUR S.B., ROBLES J., WIEDERHOLT K., KUIMELIS R.G., MCLAUGHLIN L.W.
J. Org. Chem. 1997, vol. 62, p. 523-529) nebo DAPI.

Podobné je i fada molekul piisobicich jako interkalatory zkoumana, testovana, a to mnohem castéji
nez MGB, pro svou schopnost blokovat realizaci genetické informace jako terapeutika
bakterialnich a parazitarnich infekei, jako potencialni antivirotika, klinicky jsou vsak interkalatory
vyuzivany predevsim jako antineoplastika (napf. GOFTAR M.K., KOR N.M., KOR Z.M. Int. J.
Adv. Biol. Biom. Res. 2014, vol. 2(3), p. 811-822). Interkalaci mezi bdze DNA se komplikuje
transkripce a nasledné i translace a mnozeni bunék. Z klinicky vyznamnych interkalatord mozno
uvést napt. doxorubicin, mithoxanthron, aktinomyciny.

Predpokladem pro interkala¢ni ucinek je pfitomnost relativné velké planarni ¢asti molekuly,
nejCastéji tri- a vicecyklického tutvaru, skladajiciho se z sp? hybridizovanych atomt uhliku,
ptipadne stericky odpovidajicich heteroatomt. Interkala¢ni ucinek je pak casto podpoten
ptitomnosti polarni c¢asti molekuly (sacharidu nebo analogické struktury), ktera diky
hydroxylovym skupindm a aminoskupinam vytvaii vodikové mustky k interkalované DNA a
,.kotvi“ tak interkalator.

Co se tyce pouziti v molekularni biologii, je z interkalatorti mozné zminit napf. ethidium bromid.
Interkalatory maji vyhodu v silnéjsi stabilizaci duplexu DNA.

Pretrvava potieba uvést do praktického pouziti slouceniny interkalujici DNA ¢i vazajici se do
malého zlabku dvousroubovice DNA, které by byly flexibilni, ale zaroven snadno pfipravitelné,
srelativné malou molekulou, nizkou molekulovou hmotnosti a konjugovatelné¢ na
oligonukleotidové sondy.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou derivaty akridinu a antracenu, které odstranuji uvedené nedostatky
dosavadniho stavu techniky. Vynalezem je pouziti latek obecného vzorce (I) jako sloucenin pro
zvyseni teploty tdni dvousroubovice DNA. Jedna se o bazické molekuly na bazi substituovaného
aromatického jadra, vyhodné substituovaného karboxamidovou skupinou obsahujici uhlikaty
fetézec zakonceny bazickou funkci a fetézcem zakoncenym azidoskupinou slouZzici ke kovalentni
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vazb¢é prikladné na oligonukleotidovou sondu. Modifikace jadra slouzi k upevnéni vazby na
dvousroubovici DNA pomoci vodikovych vazeb s dusikem a kyslikem guaninu, dale pak pomoci
vodikové vazby amidického vodiku pies molekulu vody na fosfatovou skupinu mezi pfislusSnym
guanosinem a sousednim nukleosidem. Dale jsou vynalezem latky obecného vzorce (I), které ve
své molekule obsahuji vzdy substituent zakonceny azidoskupinou slouzici k azido-alkynové
cykloadici (takzvané click reakci) na vhodné modifikovany fetézec prikladné oligonukleotidu.
Jedna se o zpravidla bazické molekuly na bazi aromatického jadra substituovaného uhlikatymi
fetézci zakoncenymi bazickou funkei.

Vynalez se tyka pouziti derivati akridinu a antracenu obecného vzorce (I):

A
X XX
Q2 : Q3
G X G
01
D

kde:
A je -N=, nebo -CH=;

substituenty Q', Q? a Q® navazané v kterékoli volné poloze tricyklického jadra jsou nezavisle
na sobé vybirany ze skupiny zahrnujici: -H, -NH> a -X-(CH>),-T, kde:

X je -O-, -S-, -CH;-, -CONH-, -NH- nebo -NR!-, kde R! je alkyl nebo aryl;
n je celé ¢islo od 0 do 10;
T je -Ns, -COOH, -CONH,, -CONHR?, -CONR?R?, -COOR?, -NH,,

-NHR?2, -NR?R3, -SH, -NCS, -CO-O-L, kde R? a R? jsou nezavisle na sobg alkyl nebo
aryl a L je N-sukcinimidinyl, 1-pentafluorfenyl, 3-sulfo-N-sukcinimidinyl, 1-(4-sulfo-
2,3,5,6-tetrafluorofenyl) nebo odpovidajici sodné soli;

a dale jejich soli vzniklych reakei s HCI, H.SO4, H3PO4 nebo HNOj3; ke zvySeni pevnosti vazby
komplementarnich fetézci DNA ucastnicich se interakce a k ovlivnéni teploty tani vznikajiciho
duplexu.

Slouceniny obecného vzorce (I) lze tedy pouzit dle vyndlezu jako latky zvySujici teplotu tani
dvousroubovice DNA. Jejich prednosti je nizkd molekulova hmotnost, bazicita, a tedy moznost
tvorby ve vodé velmi dobte rozpustnych soli, flexibilita a vysoka stabilizace duplexu DNA. Lze je
pouzit naptiklad v kombinaci s vhodnymi dvojicemi oligonukleotidd jako systém interni kontroly
v analyze teploty tani pro real-time PCR, kde mé vyznam sledovat vliv latek v reakci na teplotu
tani (napf. u analyz genetickych polymorfismt), pti¢emz sekvence oligonukleotidi se voli tak, aby
nebyly komplementarni s DNA sekvencemi bézn¢ se vyskytujicimi v pfirodé. Slou¢eniny je dale
mozné pouzit v kombinaci s dvojicemi vhodnych oligonukleotidii naptiklad v metodach srovnani
vlivu dal$ich sloucenin na zvyseni teploty tani duplexu a experimentech zjist'ujicich zévislost vlivu
na zvyseni teploty tani duplexu na sekvenci oligonukleotidd.

Vynalez se dale tyka derivati akridinu a antracenu obecného vzorce (I):
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A
X XX
C)Q---%-- Q3
G X/
01
D

kde:
A je -N=, nebo -CH=;

substituent Q! navazany v kterékoli volné poloze tricyklického jadra predstavuje skupinu
obecného vzorce (II):

I
NV oV

|
E
\fcleg )n
N3
(D)
kde:

n je celé ¢islo od 0 do 10;
E je -S-, -O-, -CH,-, -NH- nebo -NR!-, kde R! je alkyl nebo aryl;

dale substituenty Q* a Q® navazané v kterékoli volné poloze tricyklického jadra jsou
nezavisle na sob¢ vybirany ze skupiny zahrnujici: -H, -NH; a -X-(CH»),-T, kde:

n je celé ¢islo od 0 do 10,

T je -COOH, -CONH,, -CONHR?, -CONR*R*, -COOR?, -NH,, -NHR? nebo -NR’R*,
kde R? a R* jsou nezavisle na sobé& alkyl nebo aryl,

a dale jejich soli vzniklych reakci s HCI, H.SO4, H3PO4 nebo HNO:s.
Slouceniny obecného vzorce (I) obsahujici ve své molekule azidoskupinu dle vynalezu jsou, mimo
pouziti popsané vySe, soucasné¢ vhodné pro pripojeni kovalentni vazbou ptikladné¢ na

oligonukleotidové sondy. Vzniklé struktury je mozné nasledné vyuzit pfi zjistovani bodovych
mutaci v genech.

Objasnéni vykresu

Na obrazku €. 1 je vyobrazen graf zvyseni teploty tani duplexu DNA v zévislosti na koncentraci
testované slouceniny (III).

Na obrazku €. 2 je vyobrazen graf zvyseni teploty tani duplexu DNA v zévislosti na koncentraci
testované slouceniny (IV).
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Na obrazku ¢. 3 je vyobrazen graf zvyseni teploty tani duplexu DNA v zavislosti na koncentraci
oligonukleotidu s navazanou slouc¢eninou (III).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Piiklad €. 1

Ptiklad ¢. 1 demonstruje piipravu a charakterizaci slouceniny vzorce (III).

9]

o -

H
th,ru.H,. _

e, N
|;|.-' "-\.H_\.‘\[# :_;1, '\-\."'\:\:|
» ’ -
NN

HM R

Nz
(111

K bezvodému uhli¢itanu draselnému (5 g) se pfidd kyselina anthranilova (6,8 g) a kyselina
2-chlorbenzoova (7,8 g). Do smeési se piida isoamylalkohol (70 ml) a katalytické mnozstvi
praskové médi. Smés se 24 h micha pfi teplote 140 °C. Poté se ze smési za snizeného tlaku
oddestiluje isoamylalkohol a surovy produkt se pievede do horké vody (1 1). Smés se micha a
zahtiva do rozpusténi produktu. Néasledné¢ se do smesi pridava koncentrovanid kyselina
chlorovodikova do kyselé reakce. Vznikla srazenina se odsaje a promyje horkou vodou (0,5 1).
Srazenina se rozpusti v 1M NaOH a za michani a zahtivani se piida aktivni uhli (0,5 g). Smés se
prefiltruje a k filtratu se pfida koncentrovana kyselina chlorovodikova. Srazenina se odsaje,
promyje horkou vodou (0,5 1) a vysus§i. VysuSena srazenina se rozpusti za horka v 96% ethanolu
(11). Za michani se ptida destilovana voda do stalého zakaleni. Smés se ponecha k vysrazeni 20 h.
Vznikla srazenina se odsaje a vysusi. Pfipravi se 5,14 g jemné zluté, pevné krystalické latky, coz
odpovida vytézku 32 %.

K 2,2‘-iminodibenzoové kyseling (7,78 g, 30,24 mmol) se ptida POCl; (90 ml), smés se micha 1 h
pfi 140 °C pod zpétnym chladicem. Poté se do smési ochlazené na 50 °C pomalu ptidava bezvody
MeOH (100 ml) po dobu 2 h. Poté se do smési piidava POCI3 do rozpusténi krystalii a smés se
micha 12 h. Pfebyte¢ny MeOH se ze smési oddestiluje a vzniklé krystaly se odsaji a rekrystalizuji
z horkého MeOH. Krystaly se odsaji, promyji ledovym MeOH a vysusi. Ziska se 6,11 g hnédozluté
krystalické latky, coz odpovida vytézku 79 %.

K methylesteru kyseliny 9-oxoakridan-4-karboxylové (2,06 g, 8,13 mmol) se pfida SOCl; (8 ml) a
katalytické mnozstvi DMF. Smés se micha pii teploté 80 °C pod zpétnym chladi¢em. Poté se ze
smési oddestiluje SOCI, za snizeného tlaku. Do surového produktu se piida suchy fenol (7,75 g,
82,35 mmol) a smés se zahteje na 110 °C po dobu 15 minut. Poté se teplota snizi na 55 °C a do
smesi se prida 6-azidohexyl-1-amin (2,95 g, 20,74 mmol). Smés se micha pfi stejné teplote 24
hodin. Po ukonéeni reakce se smés prevede do chloroformu a vytifepe 1x 2M roztokem hydroxidu
sodného (85 ml). Organicka vrstva se vysusi Na,SO, a za snizeného tlaku se ze smési oddestiluje
chloroform. Produkt se pfecisti sloupcovou chromatografii na silikagelu (ethyl-acetat). Frakce
s Cistym produktem se odpaii. Ziska se 2,42 g hnédooranzové krystalické latky, coz odpovida
vytézku 94 %.

K roztoku methylesteru 9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-karboxylové kyseliny (2 g, 5,30 mmol)
v THF se prida nasyceny roztok NaOH v smési MeOH/H,O 5:1 v nadbytku. Smés se micha 1 h
pii laboratorni teploté. Poté se ze smési oddestiluji organicka rozpoustédla za snizeného tlaku.
Smés se rozpusti ve vodé (100 ml) a vytfepe 3x chloroformem (80 ml). Organicka vrstva se vysusi
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Na,SO4 a smés se zahusti za snizeného tlaku. Poté se smés vytiepe 10% HCI a organicka vrstva se
vysu$i Na,SO4 a odpafi za snizeného tlaku. Produkt se piecisti sloupcovou chromatografii na
silikagelu (chloroform/methanol 4:1). Ziska se 1,44 g Zlutooranzové krystalické latky, coz
odpovida vytézku 74 %.

K roztoku 9-[(6-azidohexyl)amino]akridin-4-karboxylové kyseliny (150 mg, 0,413 mmol)
v bezvodém dichlormethanu se piida HBTU (313 mg, 0,826 mmol) a triethylamin (89 mg, 0,826
mmol). Smés se micha za laboratorni teploty 10 minut. Do smési se pfida butylamin (27 mg, 0,371
mmol) a smés se miché 2 hodiny za laboratorni teploty. Po ukonceni reakce se ze smési oddestiluje
dichlormethan za snizeného tlaku. Produkt se ptecisti sloupcovou chromatografii na silikagelu
(chloroform/methanol 9:1). Ziska se 78 mg zluté olejovité latky, coz odpovida vytézku 50 %.

IC (ATR) vimax = 3358, 2932, 2861, 2095, 1639, 1617, 1593, 1560, 1532, 1503, 1476, 1435, 1423,
1371, 1357, 1328, 1273, 1254, 1211, 1187, 1149, 1127, 1094, 1027, 956, 918, 848, 822, 763, 746,
736, 680, 657, 630,617 cm’.

"H NMR (500 MHz, aceton) & 12,29 (s, 1H); 8,78 (s, 1H); 8,54 (d, ] = 8,7 Hz, 1H); 8,43 (d, ] = 8,8
Hz, 1H); 7,98 (s, 1H); 7,76 (t, J = 7,7 Hz, 1H); 7,43 (q, J = 9,1, 8,0 Hz, 2H); 6,91 — 6,79 (m, 1H);
3,97 (t, J=7,2 Hz, 2H); 3,61 (q, J = 6,3 Hz, 2H); 3,27 (t,J = 6,9 Hz, 2H); 1,89 (p, J = 7,3 Hz, 2H),
1,77 (p, I = 7,0 Hz, 2H); 1,67 — 1,51 (m, 5H); 1,51 — 1,35 (m, 4H); 1,04 (t, J = 7,4 Hz, 3H); 1*C
NMR (126 MHz, aceton) & 166,33; 154,38; 135,00; 131,65; 129,68; 128,33; 124,54; 123,68,
122,01; 117,21; 116,30; 114,72; 51,79; 51,32; 39,74; 32,61; 31,63; 30,33; 29,31; 27,03; 21,19;
14,12.

HRMS: m/z 419,2562 [M+H]"
Piiklad €. 2

Ptiklad ¢. 2 demonstruje piipravu a charakterizaci slouceniny vzorce (IV).

K suspenzi kyseliny 2-chlorbenzoové (20,46 g) a bezvodého uhli¢itanu draselného (18,05 g) v
isoamylalkoholu (120 ml) se za michani pfida anilin (12 ml). Do smési se ptida katalytické
mnozstvi praskové meédi. Smés se 24 h micha pfi teploté 140 °C. Poté se ze smési za snizeného
tlaku oddestiluje isoamylalkohol a surovy produkt se rozpusti v 1M NaOH. Roztok se pievede do
horké vody (1 1). Nasledn¢ se do smési pridava 35% HCI do kyselé reakce. Vznikla srazenina se
odsaje a promyje horkou vodou (0,5 1). SraZenina se rozpusti v 1M NaOH a za michéani a zahiivani
se prfida aktivni uhli (1 g). Smés se prefiltruje a k filtratu se ptidd koncentrovand kyselina
chlorovodikova. Srazenina se odsaje, promyje horkou vodou (0,5 1) a vysu$i. VysuSena srazenina
se rozpusti za horka v 96% ethanolu (300 ml). Za michani se pfidava destilovana voda do stalého
zakaleni. Smés se ponechd k vysrdzeni 20 h. Vznikl4 sraZenina se odsaje a vysu$i. Produkt se
piecisti sloupcovou chromatografii na silikagelu (1. CHCIs, 2. CHCl3:MeOH 4:1). Frakce s Cistym
produktem se odpafi. Ziska se 11,96 g Cisté nazloutlé krystalické latky, coz odpovida vytézku 43
%.

K 2-(fenylamino)benzoové kyseliné (1,00 g) se ptida POCI; (10 ml), smés se micha 1 h pti 140 °C
pod zpétnym chladi¢em. Poté se ze smési za snizeného tlaku oddestiluje piebytecny POCls. Do
surového produktu se ptida suchy fenol (4,42 g) a smés se zahieje na 110 °C po dobu 15 minut.
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Poté se teplota snizi na 55 °C a do smési se prida 6-azidohexyl-1-amin (1,34 g, 9,41 mmol). Smés
se micha pii stejné teploté 24 hodin. Po ukonceni reakce se smés pievede do chloroformu a vytiepe
1x 2M roztokem hydroxidu sodného (50 ml). Organicka vrstva se vysusi Na>SOs a za snizeného
tlaku se ze smési oddestiluje chloroform. Produkt se piecisti sloupcovou chromatografii na
silikagelu (ethyl-acetat). Frakce s Cistym produktem se odpafi. Ziska se 282,3 mg hnédooranzové
olejovité latky, coz odpovida vytézku 19 %.

IC (ATR) vimax = 3188, 3030, 2934, 2859, 2788, 2094, 1635, 1588, 1569, 1535, 1473, 1362, 1340,
1272, 1191, 1170, 1143, 1115, 1091, 1036, 953, 869, 748, 733, 698, 661, 640, 632 cm™.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8,45 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 8,07 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 7,48 (t, J = 7,7
Hz, 2H); 7,21 (t, J = 7.8 Hz, 2H); 4,06 (t, ] = 7.5 Hz, 2H); 3,47 (s, 1H); 3,18 (t, ] = 6,8 Hz, 2H);
2,04 (p, 2H); 1,57 — 1,49 (m, 2H); 1,49 — 1,42 (m, 2H); 1,42 — 1,34 (m, 2H); *C NMR (126 MHz,
CDCls) & 156,62; 140,30; 133,58; 125,22; 122,93; 119,68; 112,49; 51,07; 48,57; 29,80; 28.51;
26,29; 26,18;

HRMS: m/z 320,1880 [M+H]*
Priklad & 3

Priklad ¢. 3 demonstruje pfipravu a charakterizaci slouc¢eniny vzorce (V).

e N .-""Q.:-:
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N
I
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K methylesteru kyseliny 9-oxoakridan-4-karboxylové (0,5 g, 1,97 mmol) se ptidd SOCl, (1 ml) a
katalytické mnozstvi DMF. Smés se micha pii teploté 80 °C pod zpétnym chladi¢em. Poté se ze
smési oddestiluje SOCI, za snizeného tlaku. Do surového produktu se prida suchy fenol (1,86 g,
19,74 mmol) a smés se zahfeje na 110 °C po dobu 15 minut. Poté se teplota snizi na 55 °C a do
smesi se pfida 2-dimethylaminoethylamin (434 mg, 4,92 mmol). Smé&s se mich4 pfi stejné teplote
24 hodin. Po ukonéeni reakce se smés pievede do chloroformu a vytfepe 1x 2M roztokem
hydroxidu sodné¢ho (20 ml). Organicka vrstva se vysusi Na;SOs a odpafi. Produkt se pfecisti
sloupcovou chromatografii na silikagelu (hexan:ethyl-acetat 7:3). Frakce s Cistym produktem se
odpati.

K roztoku methylesteru 9-{[2-(dimethylamino)ethyl]amino}akridin-4-karboxylové kyseliny (63
mg, 0,195 mmol) v THF se pfida nasyceny roztok NaOH ve smési MeOH/H>O 5:1 v nadbytku.
Smeés se micha 1 h pii laboratorni teploté. Poté se ze smési oddestiluji organicka rozpoustédla za
snizené¢ho tlaku. Smés se rozpusti ve vod¢ a vytiepe 3x chloroformem. Organické vrstvy se spoji a
vysus§i Na,SO4. Smés se zahusti za snizeného tlaku. Poté se smés vytiepe 10% HCI a organicka
vrstva se vysusi Na,SOs a odpaii za sniZzeného tlaku. Produkt se piecisti sloupcovou chromatografii
na silikagelu.

Kroztoku  9-{[2-(dimethylamino)ethyl]amino}akridin-4-karboxylové kyseliny (150 mg,
0,485 mmol) v bezvodém dichlormethanu se ptida HBTU (368 mg, 0,97 mmol) a triethylamin (98
mg, 0,97 mmol). Smés se na 15 minut vlozi do ultrazvukové 1azn€. Poté se do smési piida 6-
azidohexylamin (0,485 mmol) a sm¢s se micha 2 hodiny za laboratorni teploty. Po ukonceni reakce
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se ze smési oddestiluje dichlormethan za snizeného tlaku. Produkt se pieéisti sloupcovou
chromatografii na silikagelu.

'HNMR (500 MHz, CDCls) § 12,51 (s, 1H); 8,87 (d, J=7,1; 1,4 Hz, 1H); 8,29 (d,J =8.7; 1,5 Hz,
1H); 8,18 (d, ] = 8,8; 0,9 Hz, 1H); 7,93 (d, J = 8,7; 1,3 Hz, 1H); 7,71 (t, ] = 8,3; 6,6; 1,3 Hz, 1H);
7,45 — 7,34 (m, 2H); 7,14 (s, 1H); 3,91 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 3,68 (q, ] = 6,9; 5,3 Hz, 2H); 3,28 (t, J
=7,0 Hz, 2H); 2,82 — 2,76 (m, 2H); 2,69 (q, J = 7,1 Hz, 4H); 1,83 (p, J = 7,0 Hz, 2H); 1,70 — 1,57
(m, 4H); 1,57 — 1,47 (m, 2H); 1,13 (t, ] = 7,1 Hz, 6H); *C NMR (126 MHz, CDCls) 5 166,54;
152,91; 147,87; 147,43; 134,59; 130,57; 128,98; 127,91; 126,81; 123,03; 122,80; 121,51; 116,13;
115,26; 52,18; 51,40; 46,37; 46,07; 39,55; 29,66; 29,50; 28,81; 27,01; 26,54; 11,87.

Priklad ¢. 4

Ptiklad ¢. 4 demonstruje ptipravu a charakterizaci oligonukleotidu vzorce (VI) s navazanou DNA
interkalujici molekulou vzorce (III) metodou click reakce.
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Oligonukleotid se syntetizuje na syntetizéru DNA/RNA ABI 394, v pribéhu syntézy se s vyuzitim
standardnich  komer¢nich monomert provede modifikace fosfaitem na  3’-konci,
6-karboxyfluoresceinem (6-FAM) na 5’-konci a v pozici 7 se inkorporuje deoxythymidin
modifikovany dibenzocyklooktynem.

Syntetizovany oligonukleotid se ponecha neodste€peny na pevné fazi. 0,01 mmol molekuly vzorce
(I1D) se rozpusti v 0,2 ml methanolu, ptida se 6 mg pevné faze s navazanym DBCO modifikovanym
oligonukleotidem (200 nmol) a tiepe se za laboratorni teploty na tfepacce pies noc.

Poté se roztok molekuly vzorce (III) v methanolu odpipetuje a pevnd faze se promyje opakované
methanolem a dichlormethanem, dokud neni rozpoustédlo bezbarvé. Pak se pevna faze vysusi,
prida se 0,5 ml 50mM roztoku K>COs v methanolu a tfepe se za laboratorni teploty na tfepacce 8
hodin.

Methanolicky roztok se poté odpipetuje od pevné faze, k ni se pfida 0,5 ml vody, protiepe se, voda
se opét odpipetuje a ptida se k methanolickému roztoku odblokovaného oligonukleotidu. Vznikne
tak 1 ml roztoku, ktery se nasledn¢ zbavi nizkomolekularnich vedlejSich produkti gelovou
chromatografii. Roztok surového oligonukleotidu z gelové chromatografie se pak odpafi do sucha,
zbytek se rozpusti v definovaném objemu prislusného rozpoustédla a precisti se na HPLC.

Pro analyzu modifikovanych oligonukleotidovych sond se aplikuje chromatograficka metoda,
ktera umoznuje také semi-preparativni purifikaci, a to pfi nasledujicich separacnich podminkach:
kolona Luna-PhenylHexyl 150%x3,0 mm, 5 pm, izokratickd eluce s vyuzitim mobilni faze
ACN:TEAA (83:17, v/v).

Charakterizace pfipraveného modifikovaného oligonukleotidu:
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spoc¢itana MW = 5534,36
MS (MALDI-TOF): klastr s hlavnim pikem m/z 5536 [M+H]".
Piiklad €. 5

Ptiklad ¢. 5 demonstruje metodu stanoveni vlivu latek obecného vzorce (I) na zvySeni teploty tani
duplexu DNA.

Metoda se provadi ve vodném prostiedi za pritomnosti pufru pro Taq polymerasu pouzivaném
bézné pro PCR. V roztoku jsou pfitomny 2 navzdjem komplementarni oligonukleotidy. Jeden je
znacen fluoroforem na 5’-konci (FAM) a druhy zhaSecem na 3’-konci (BHQ-1). Stanoveni teploty
tani duplexu se provadi v piistroji pro real-time PCR, kde dochézi k postupnému zvySovani teploty
ze stavu, kdy jsou oligonukleotidy vazany v duplexu, az do teploty, kdy jsou oligonukleotidy
denaturovany. Denaturace je doprovdzena zvySenim fluorescence, nebot vzdalenost mezi
zhaseCem a fluoroforem je v denaturovaném stavu veétsi a nedochdzi ke zhaseni fluoroforu
zhéaSeCem.

Zvysovani teploty tani probiha v narastu 0,2 °C/ 5 s v pfedem stanoveném teplotnim intervalu (40—
80 °C), ktery odpovida pouzitému testovacimu systému. Ve stejnych intervalech je pak métena
fluorescence v kazdé z 96 jamek desticky. Vysledkem je zdznam, kdy na ose x je teplota a na ose
y fluorescence. Derivaci zmény fluorescence podle teploty ziskame graf, kde maximum piku
odpovida teploté tani duplexu.

Na téze desticce se vyhodnocuje Skala koncentraci testované latky v rozsahu 100 uM az 20 nM
proti kontrole, kterou je vzorek bez obsahu testované latky. Testované latky 1ze poté mezi sebou
porovnavat dle koncentrace, ve které uc¢inné zvysuji teplotu tani.

Piiklad €. 6

Ptiklad ¢. 6 demonstruje metodu stanoveni vlivu latek obecného vzorce (I) vazanych na sekvenci
oligonukleotidu na zvyseni teploty tani duplexu DNA.

Pro otestovani vlivu navazané modifikace na oligonukleotid se testy provadi obdobné jako
v piipadé€ testu modifikaci volné v roztoku. V reakci jsou pfitomny 2 navzajem komplementarni
oligonukleotidy. Jeden je znacen fluoroforem na 5"-konci (FAM) a druhy zhaSecem na 3’-konci
(BHQ-1). Testovana modifikace je umisténa ve vybrané pozici fluoroforového oligonukleotidu.
Stanoveni teploty tani duplexu se provadi v pfistroji pro real-time PCR, kde dochazi k postupnému
zvySovani teploty ze stavu, kdy jsou oligonukleotidy vazany v duplexu, az do teploty, kdy jsou
oligonukleotidy denaturovany. Denaturace je doprovazena zvySenim fluorescence, nebot
vzdalenost mezi zhaSeCem a fluoroforem je v denaturovaném stavu vétsi a nedochazi ke zhaseni
fluoroforu.

ZvySovani teploty tani probihd v naristu 0,2 °C/ 5 s v pfedem stanoveném teplotnim intervalu (40—
80 °C), ktery odpovida pouzitému testovacimu systému. Ve stejnych intervalech je pak métena
fluorescence v kazdé z 96 jamek desticky. Vysledkem je zaznam, kdy na ose X je teplota a na ose
y fluorescence. Derivaci zmény fluorescence podle teploty ziskame graf, kde maximum piku
odpovida teplotée tani duplexu.

Na téze desti¢ce se kiizové vyhodnocuje koncentrace oligonukleotidu se zhase¢em (0,4 resp. 0,2
uM v reakci) a s fluoroforem (0,3 resp. 0,15 puM). Navzajem jsou porovnavany oligonukleotidy s
navazanou modifikaci i proti kontrole bez modifikace.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti derivatt akridinu a antracenu obecného vzorce (I):

A
X XX
Q2 : Q3
G X G
01
D

kde:
A je -N=, nebo -CH=;

substituenty Q', Q? a Q® navazané v kterékoli volné poloze tricyklického jadra jsou nezavisle
na sob¢ vybirany ze skupiny zahrnujici: -H, -NH> a -X-(CH>),-T, kde:

X je -O-, -S-, -CH;-, -CONH-, -NH- nebo -NR'-, kde R! je alkyl nebo aryl;
n je celé ¢islo od 0 do 10;
T je -N3, -COOH, -CONH,, -CONHR?, -CONR?R?, -COOR?, -NH,, -NHR?,

-NR?R?, -SH, -NCS, -CO-O-L, kde R? a R? jsou nezévisle na sobé& alkyl nebo aryl a L
je N-sukcinimidinyl, 1-pentafluorfenyl, 3-sulfo-N-sukcinimidinyl,

1-(4-sulfo-2,3,5,6-tetrafluorofenyl) nebo sodny kation;
a dale jejich soli vzniklych reakei s HCI, H.SO4, H3PO4 nebo HNO;3 ke zvySeni pevnosti vazby
komplementarnich fetézci DNA ucastnicich se interakce a k ovlivnéni teploty tani vznikajiciho

duplexu.

2. Derivaty akridinu a antracenu obecného vzorce (I):

A
X XX
Q2 : Q3
G X G
01
D

kde:
A je -N=, nebo -CH=;

substituent Q! navazany v kterékoli volné poloze tricyklického jadra piedstavuje skupinu
obecného vzorce (I1):

-10 -
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D)
kde:
n je celé ¢islo od 0 do 10;
E je -S-, -O-, -CH,-, -NH- nebo -NR'-, kde R! je alkyl nebo aryl;

dale substituenty Q? a Q°® navazané v kterékoli volné poloze tricyklického jadra jsou
nezavisle na sob¢ vybirany ze skupiny zahrnujici: -H, -NH; a -X-(CH»),-T, kde:

X je -CONH-, -O-, -S-, -CH,-, -NH- nebo -NR?2-, kde R? je alkyl nebo aryl;
n je celé ¢islo od 0 do 10;

T je -COOH, -CONH,, -CONHR?, -CONR*R*, -COOR?, -NH,, -NHR? nebo -NR>R*,
kde R? a R* jsou nezavisle na sobé alkyl nebo aryl;

a dale jejich soli vzniklé reakci s HCI, H>SOs, H3PO4 nebo HNO:s.

2 vykresy

-11-
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