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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo pfipravit dosud nepopsany ligand 1,8,13,20-tetraazaikosan, jehoz
struktura vykazuje jistou analogii se sperminem, ktery s cucurbit[6]urilem tvoii vysoce
afinitni komplexy s hodnotou K, az 10'° M!. Celkem byly vyzkouseny dva syntetické
postupy. V prvnim vystupoval jako klicovy intermediat diamid kyseliny jantarové, ktery se
nam ovSem nepodafilo zredukovat na pozadovany amin. Béhem druhé syntetické strategie,
zahrnujici  jako  klicovy  krok  reakeci  1,4-dibrombutanu s monochranénym
hexamethylendiaminem, se objevily dal§i piekazky, které piedstavovaly problémy se
separaci produktu od vychozi latky. Po nalezeni uc¢inné separa¢ni metody byl izolovan a
charakterizovan ¢isty produkt, jehoz struktura ov§em neodpovidala titulnimu ligandu. Pro
objasnéni strukturni povahy pfipravené slouceniny, byly provedeny supramolekuldrni
experimenty pomoci NMR, ITC a ESI-MS. V budoucnu bude nezbytné modifikovat
podminky Sn reakce, a to napiiklad Gpravou pomeéru reakénich komponent, zvySenim

teploty ¢i prodlouZenim reakéni doby.

Klicova slova: polyaminy, supramolekularni chemie, systém hostitel-host, tetraazaikosan a

cucurbit[#]urily



ABSTRACT

This work aimed to prepare a previously undescribed ligand, 1,8,13,20-tetraazaeicosane,
whose structure shows some analogy to spermine, which forms high-affinity complexes
with K, cucurbit[6]uril with values up to 10'® M. Two alternative synthetic procedures
leading to the title ligand were tested. A diamide of succinic acid was a key intermediate in
the first approach. Unfortunately, we were not able to reduce it to the desired diamine.
During the second synthetic strategy, additional obstacles were encountered that presented
problems in the efficient separation of the product from the starting material. After finding
an efficient separation method, a pure product was isolated whose structure didn’t match
that of the title ligand. To elucidate nature of the prepared compound, supramolecular
experiments were performed using NMR, ITC and ESI-MS. In the future, it will be
necessary to modify the conditions of the Sy reaction, for example, by adjusting the ratio of

the reaction components, increasing the temperature or increasing the reaction time.

Keywords: polyamines, supramolecular chemistry, system host—guest, tetraazaeicosane

and cucurbit[#]urils



V prvni fadé bych chtéla podékovat vedoucimu mé diplomové prace doc. Mgr. Robertu
Vichovi, Ph.D. piedevsim za trpélivost a odborné rady, které mi béhem této prace vénoval.
Dale bych chtéla velice podékovat doc. Ing. Michalu Rouchalovi, Ph.D. za provedeni ESI-
MS analyz a Ing. Zdeiice Pruckové, Ph.D. za pomoc pii ITC experimentech. Také bych
chtéla bezmezné poddkovat celému Ustavu chemie za vytvoreni skvélého pracovniho
prostfedi a ochotu vzdy pomoci. Dékuji mym spoluzackam za jejich vécné pozitivni
pristup. A vneposledni fadé de€kuji mému skvélému pfiteli a své rodiné za jejich

neutuchajici podporu a porozuméni.



OBSAH

UV OD.cc.cucuueensensenssenssesssessssssssssssssssssssasssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssssssssssssssssssss 10
I  TEORETICKA CAST c.vuerurrunersnensserssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssens 11
1 PRIRODNI POLYAMINY .ccouvirenruernnersssnsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 12
L1 PUTRESCIN ..otiiiiietieteieieete ettt ettt ettt s et sbe e st eaessenteseesesae st eseebenseneesessenseneas 15

1.2 SPERMIDIN ...ttt ettt ettt ettt e sbe e et e s bt e e bt esate e bt esabeeabeesabeebeeaas 15
1.3 SPERMIN ..ciuiitiieiietieteteit ettt ettt ettt ettt et s e sesbe e st ese s s et eseesesae st eseebeneeneeseesanseneas 16
1.4 POLYAMINY V POTRAVINACH......ccuteittrtiaiieieniienteeteeetesieetesneesteeneesneesseeseeneenseens 16

2 SYNTETICKE POLYAMINY ...u.oucucrireerercserncsssesssessessssessesessessssesssssssessssessesssess 19
2.1 DIETHYLENTRIAMIN ....eoiitttiiitteniteesitte et e e st e esiteeesiteeenaeeeebeeeesateessneeesaneeesneeenane 19
2.2 POLYETHYLENIMIN ....cooiitiuiietiieteseteteseeseseesesesesessesessssesessesessesesessesessesessssesensnns 21
23 IMEPAKRIN . ...ttt eitte ettt ettt e ettt e sttt e et e e st e e bt e e e sateeesateeeebteeeaabeesbteesbeeesneeenane 22

3 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE .......ccovvossunennenensessssssessssssssssessssssssssasssssssess 24
3.1 HOSTITELSKE MOLEKULY ....covtttteteeiteseeeteeeesteeseeeteeeeesseenseeseesseensesnsesseensesnsesseens 26
3.1 Cucurbit[JUNILY . ...eeeeiieiieeiiee e e 26

3.1.2  Dalsi ptiklady makroCcyKIT.........cccouveriiiiiiiieciieeceece e 30

3.2 SUPRAMOLEKULARN{ KOMPLEXY S CUCURBIT[6]JURILEM .......c..ccovvveeeureeenreeennnennn 32

II EXPERIMENTALNI CAST c.ocvueenerrensennenssenssssssessssssssssssssssssssssssesssesssssssssssssssns 36
4 POUZITE PRISTROUJE......cccovvuererrersrrssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssens 37
5  SYNTEZA JEDNOTLIVYCH LATEK ..c.vveseunerserseenssenssesssssssesssessssssssssssssssssens 38
5.1 N-BOC-1,6-DIAMINOHEXAN (1).1iiutiiiiieiiiie ettt e 38
5.2 STRATEGIE A....eeeeeieteeeite ettt ettt ettt ettt et e ettt e ettt e st e s bt e e sabeeesabeeeneeesbeeens 38
5.2.1  Dichlorid kyseliny jantaroveé (2) .......ccceeeveerrieriireneenieenieeieeieeeveesreesve e 38

5.2.2  N,N’-[bis(N -Boc-6-aminohexan-1-yl)]butandiamid (3) ........ccccceevueernrnnee. 39

5.2.3  N,N’-[bis(6-aminohexan-1-yl)]butandiamid (4)........ccccccvererrerrercrierieerenne. 40

5.2.4  N,N’-[bis(6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diamin (5)......cccccceveeriieninnnnnne. 40

5.2.5  N,N’-[bis(N -Boc-6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diamin (7) .................... 41

53 STRATEGIE Bttt 42
5.3.1  N,N’-[bis(N"-Boc-6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diamin (7) .................... 42

5.3.2  N,N’-[bis(6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diamin (5)......cccccceeveririeriennense. 42

5.3.3  N,N’-[bis(6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diamin tetrahydrochlorid (6)......43

III VYSLEDKY A DISKUZE .....oououeirireeenereesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 44
6 DISKUZE ...ouuoiiiuviiiierinssnrcsssenssssassssssssssssssssasssssasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssnss 45
6.1 OCHRANENT 1,6-DIAMINOHEXANU ......cccciiiurieeeiireeeeeeitaeeeeeeereeeeeeisreeeeeeisseeeeeennnens 47
6.2 STRATEGIE A .ttt ettt ettt ettt ettt e ettt e et e st e e bt e sseeesbaee s 48
6.2.1  Chlorace kyseliny jantaroveé.............cocceeeiieiieriienieniieiecie e 48

6.2.2  Kondenzace N-Boc-1,6-diaminohexanu (1).......ccccceevevveeniieeniieeniieeiee e, 49



6.2.3  Odchranéni N,N -[bis(N " -Boc-6-aminohexan-1-yl)]butandiamidu (3) ...... 50

6.2.4  Redukce N,N’-[bis(6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diaminu (4).................. 51
6.2.5 Redukce N,N'-[bis(N -Boc-6-aminohexan-1-yl)]butandiamidu................. 52
6.3 STRATEGIE Bttt 53
6.3.1  Nukleofilni substituce N-Boc-hexan-1,6-diaminu ...........cccccovvvvvuvvvvveeeennnn. 53

6.3.2  Odchranéni N,N'-[bis(N " -Boc-6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-
QIAMINUL ..ottt ettt e et e st e ebeesaaeenseeenseennes 56
6.3.3  Prevod ligandu na hydrochlorid.............cccoveeeiiieiiiiieieeee e 60
7 DISKUZE K SUPRAMOLEKULARNIM EXPERIMENTUM.........cocoeeeunerennee 65
7.1 THNMR TITRACE.......oiuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeese e eesese s seses e ansesesasasassesnans 65
7.2 ISOTERMALNI TITRACNI MIKROKALORIMETRIE .......ccveertieeiieiieereenieeeneeneesneenens 69
7.3 ELEKTROSPREJOVA IONIZACE S HMOTNOSTNIM DETEKTOREM ........ccvueeruveaieennnenn 72
ZAVER .ccouoveerrenssrsensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssss 74
SEZNAM POUZITE LITERATURY c..cuvvunrrurensnensesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 76
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....cucvnerunrrnsensessssssssssssssssssssssses 82
SEZNAM OBRAZKU ..cccvunrerrrrnssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 83
SEZNAM TABULEK .....ccooviiiiniinnrnnicssnnicsssnisssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssss 85
SEZNAM PRILOH.......ocuueverneensenssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 86

PRILOHY coeeeeeeveveeeeeeseeesssssssssssssssssssssssssnsasssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssnssssssssssssns 87




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Ptedlozena diplomové prace predstavuje syntézu doposud nepopsaného ligandu, a sice
1,8,13,20-tetraazaikosanu, ktery lze pojmenovat také jako N,N’-[bis(6-aminohexan-1-
yl)]butan-1,4-diamin. Tetraazaikosan patii do skupiny polyaminti, jejichz chemicka
struktura obsahuje dvé ¢i vice aminoskupin. Polyaminy jsou pii fyziologickém pH
protonované, coZ jim umoznuje interagovat s opa¢né nabitymi molekulami (DNA) pfi

riznych biochemickych procesech.

Mezi nejdulezitéjsi zastupce polyamint, které jsou soucasti biosyntézy v prokaryotickych
¢i eukaryotickych bunkéch, patfi putrescin, spermidin a spermin. Prvni polyamin byl
objeven uz vroce 1678, kdyz krystaly jeho fosfatové soli shlédl svym vlastnoru¢né
sestavenym  primitivnim mikroskopem nizozemsky piirodovédec Antonie van
Leeuwenhoek. Prvni polyamin byl tedy objeven pfiblizné¢ o 200 let diive nez nukleové

kyseliny.

Samotna biosyntéza polyamintl a jejich regulace, je velice slozitd a doposud zUstava jen
castecné prozkoumand. Je ovSem vSeobecné zndmo, Ze zvySena hladina polyamind
v organismu mtiZze naznacovat piitomnost nadorového onemocnéni. Z tohoto diivodu jsou
polyaminy piedmétem vyzkumu jako potencidlni terapeutické cile a diagnostické
biomarkery. Nicméné pozornost si zaslouzi také syntetické polyaminy, které jsou
pfipravovany za rGznymi ucely. Tyto syntetické aminy mohou slouzit jako univerzélni

templaty, které jsou schopné interagovat s riznymi proteinovymi receptory nebo enzymy.

O polyaminech je zndmo, Ze tvori stabilni systémy hostitel-host s cucurbit[6]urilem. Proto
je tato prace zaméiend na studium supramolekularnich vlastnosti navrzené¢ho ligandu prave
s timto makrocyklem, kde je predpoklddana stechiometrie 2:1, jelikoz tetraazaikosan
disponuje dvéma vazebnymi misty. Ze strukturdlniho hlediska je titulni ligand podobny
sperminu, jenz s cucurbit[6]urilem vytvaii stabilni supramolekularni komplexy s afinitou

az 10'°M!,
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I. TEORETICKA CAST
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1 PRIRODNI POLYAMINY

Pod oznaCenim polyaminy (PA) si lze pfedstavit slouceniny, které ve své struktufe
obsahuji dvé nebo vice aminoskupin.! PA lze rozdélit do dvou skupin, a to na latky

prirozené se vyskytujici a synteticky ptipravené, které budou blize popsany v kapitole 2.
Mezi nejvyznamnéjsi prirozené se vyskytujici PA patii putrescin (I), spermidin (II)
a spermin (III), jejichz strukturni vzorce jsou znazornény na Obrazku 1.

HQN/\/\/NHz HN S SN SN
H

I 1I
H
H
111

Obrazek 1 Chemicka struktura putrescinu (I), spermidinu (II) a sperminu (III).

PA jsou alifatické aminy, které se pii fyziologickém pH vyskytuji v protonované formé.
Alifatické aminy disponuji vysokymi hodnotami pK. jejichz hodnota je okolo 10, cozZ je
¢ini silnymi bazemi oproti aromatickym aminim (pK. = 4). Za zasadity charakter
zodpovidad atom dusiku z aminoskupiny, ktery vykazuje, diky volnému elektronovému
paru zéasadity charakter, a tim padem velmi ochotné pfijima proton z okoli. Jakmile atom
dusiku proton piijme, stane se kladn¢ nabitym a nésledn¢ se miize vdzat na negativné
nabité molekuly, jako kupiikladu na DNA nebo RNA.? Uhlovodikové zbytky alifatickych
aminl maji zdporny indukcni efekt, ktery zodpovida za vysokou elektronovou hustotu na
atomu dusiku aminoskupiny, coz ztéchto latek ¢ini velmi silné baze ve srovnani s
aromatickymi aminy, kde je volny elektronovy par na N-atomu zapojen do konjugace
mezomernim efektem. PA jsou povazovany za zprostfedkovatele kliCovych bunéénych
funkci, jako je proliferace, migrace a diferenciace.’> Koncentrace PA je v organismu vysoce
regulovana, kdy jejich zvySena koncentrace miZe znacit pfitomnost nadorového
onemocnéni. PA jsou dale schopné vyvolat apoptozu,* coz je geneticky naprogramovana
forma bun&tné smrti, kterou butika spusti v ptipadé€, Ze je poSkozena molekula obzvlaste
dualezita pro zivot bunky. Takovou typickou nezbytnou molekulou pro zivot organismu je

DNA. Vtomto piipadé poskozeni DNA spusti kaspasovou kaskadu.’

Kaspasy jsou
proteolytické enzymy, které aktivuji bunéénou smrt uvnitt buiiky. Apoptdza je dilezitou
soucasti embryondlniho vyvoje i homeostaze a jeji mechanismus se vyuziva pro lébu

nadora.®
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YL

k prevenci riiznych chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni.’

PA lze nalézt ve viech Zivych buiikdch v milimolarnich koncentracich® a mohou vznikat
biosyntézou z proteinogennich aminokyselin L-Argininu nebo L-Methioninu (Obrazek 2).
Kromé biosyntézy mohou byt PA u savcl pfijimdny z potravy nebo mohou vznikat

mikrobidlni syntézou ve stieve.

V ptipadé biosyntézy PA z L-Argininu se do reakce jako prvni zapojuje enzym arginasa,
ktery zptsobi hydrolyzu na L-Ornithin. Enzym arginasa se v sav¢ich bunikach vyskytuje ve
dvou formdach, které jsou kodovany jinymi geny a li§i se molekularnimi vlastnostmi.'”
Prvni formou je arginasa I, zde se jedna o cytosolovy enzym, jenz je exprimovan v jatrech.
Dalsi formou je arginasa II, coz je mitochondridlni enzym. Ob¢€ zminéné formy by mély
byt schopny poskytovat L-Ornithin, avSak PA ptednostné poskytuje arginasa I, kdezto
arginasa II produkuje spise prolin a glutamat.!! Diamin putrescin (I) je biosyntetizovan z L-
Ornithinu pomoci enzymu ornithindekarboxylasy (ODC), ktery limituje rychlost
biologické syntézy.!? K pfeméné putrescinu na vyssi PA je potiebny L-Methionin, ktery ve
své struktufe obsahuje dilezity aminopropylovy fetézec. L-Methionin je dale pomoci
methionin adenosyltransferasy (MAT) pfeménén na S-adenosyl-L-Methionin, ktery je poté
dekarboxylovan adenosylmethionin dekarboxylasou (AdoMetDC) za vzniku S-adenosyl-

(5")-3-methylthiopropylaminu.'

Spermidin (II) je syntetizovan z putrescinu spermidinsyntasou (SPDS) pienosem
aminopropylové ¢asti z dekarboxylovaného S-adenosyl-L-Methioninu na aminoskupinu
putrescinu. Spermin (IIT) se tvofi pfidinim aminopropylové casti na aminobutylovy

fetézec spermidinu sperminsyntasou (SPMS).!*
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| ®
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®
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01}
O MAT... methionin adenosyltransf erasa
wur AdoMetDC... adenosylmethionin dekarboxylasa
HO ODC... omithindekarboxylasa
_ O SPDS... spermidinsyntasa
Ado = N SPMS... sperminsyntasa

ATP... adenosintrifosfat

AdoMet... S-adenosyl-1L.-Methionin

NH, dcAdoMet... S-adenosyl-(5')-3-methylthiopropylamin
MTA... 5"-methylthioadenosin

Obrizek 2 Biosyntéza polyaminti u savci.
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U rostlin a nékterych bakterii vznikd kromé& putrescinu, spermidinu a sperminu (Obrazek

1), také agmatin (Obrazek 3), coz je dekarboxylovany L-Arginin.'®

A

N NH

HoN N/\/\/ 2
1A%

Obrazek 3 Chemicka struktura agmatinu (IV).

1.1 Putrescin

Putrescin (PUT) je alifaticky diamin (I, Obrazek 1), jehoz systematicky nazev je butan-
1,4-diamin. Alifaticky diamin byl poprvé izolovan ze shnilého hovéziho masa v roce 1885
némeckym chemikem Ludwigem Briegerem.!” PUT patii mezi nejbéznéjsi biogenni aminy
vyskytujici se v potravinach. Vys$§i mnozstvi biogennich amin Ize nalézt ve
fermentovanych potravinach, kde vznikaji plisobenim mikroorganismu, jako je naptiklad
kysané zeli nebo syry. Vyssi pfijem biogennich amini miize zpisobovat bolest hlavy ¢i
zvyseni tepové frekvence. PUT lze nalézt 1 pod oznaCenim mrtvolny jed, jelikoz vznika pii

hniti masa a zptsobuje jeho silny zapach.

1.2 Spermidin

Spermidin (SPD) je alifaticky PA (II, Obrazek 1), ktery 1ze systematicky pojmenovat jako
1,5,10-triazadekan nebo také N-(3-aminopropan-1-yl)butan-1,4-diamin. SPD je Ccasto
autofagii, ktera brani organismu starnout. Konkrétn¢ autofagie v organismu zplisobuje
rozklad poskozenych proteinti, nefunkénich organel a vird, ptficemz vzniklé latky jsou dale
vyuzity pro zisk energie.'"® Zda ma polyamin SPD opravdu pozitivni vliv na dlouhovékost
bylo v poslednim desetileti podrobeno nékolika studiim. Studie probihaly na modelovych
organismech, a to na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, had’atkdch Caenorhabditis
elegans, ovocnych muskach Drosophila melanogaster'® a také samoziejmé na mysich, kde
u vSech organismi doslo po suplementaci triazadekanu k prodlouzeni délky zivota. SPD
pravdépodobné ovlivituje rozvoj rakoviny, k Cemuz piispiva také apoptéoza a piesna
regulace metabolismu PA. Zda se tedy, Ze zvySeny piijem SPD potlacuje tumorigenezi, ale
také urychluje rust jiz vzniklych tumort. Z vySe jiz zminénych pozorovani plyne, ze by

SPD mohl byt vyuzivan jako klinicky diagnosticky biomarker rakoviny.?
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1.3 Spermin

Spermin (SPE) je alifaticky tetraamin (III, Obrazek 1), jenZ ma systematicky nazev
1,5,10,14-tetraazatetradekan, ptipadné N, N -bis(3-aminopropan-1-yl)butan-1,4-diamin.
Nejdiive byl SPE popsan ve formé krystal, které se vytvofily po nckolika dnech ve
vzorku lidského spermatu. Krystaly nezndmé latky jako prvni objevil nizozemsky
piirodovédec Antonie van Leeuwenhoek vroce 167872! ktery krystaly shlédl svym
primitivnim mikroskopem sestavenym v roce 1674. Pro porovnani ¢asového horizontu je
to zhruba o 200 let dfive, nez Friedrich Miescher objevil existenci nukleovych kyselin.
V roce 1791 Louis Nicolas Vauquelin zjistil, ze vzniklé krystaly jsou ve skute¢nosti fosfaty
sperminu.”? Dnes vime, Ze sperminfosfit Ize ziskat uvolnénim anorganického fosfatu, ktery
vznikd enzymatickou hydrolyzou fosforylcholinu. Fosforylcholin se nachdzi v semenné

tekutin€, ktera je produkovana semennymi vacky a prostatou.

Nazev spermin poprvé pouzili chemici Albert Ladenburg a John Jacob Abel v roce 18882
a molekularni strukturu sperminu nakonec objasnil Otto Rosenheim aZ v roce 1924.* SPE

se ukézal jako silny aktivator aktivity kaspasy v leukemickych buiikach.?

1.4 Polyaminy v potravinach

PA se nachazeji v potravinach zivocisného 1 rostlinného ptivodu, kde se mohou vyskytovat
ve volné ¢i konjugované formé. Volné PA jsou ptitomny v bunééném nebo extracelularnim
prostoru, kdezto konjugované PA mohou byt navdzané nejcastéji na nukleové kyseliny

nebo, v potravinach rostlinného piivodu, na fenolické latky .

S PA v potravinach se Ize setkat jiz po narozeni, jelikoz se nachazi v matetfském mléce.
V minulosti byla provedena studie,?’ kde byla zaznamendna koncentrace PA v matefském
mléce béhem 2 az 31 dni po narozeni ditéte (Obrazek 4). Druhy den byl v matefském
mléce dominantni vyskyt SPD v koncentraci 3,73 nmol-cm > a SPE 3,12 nmol-cm . PUT
se vmléce vyskytoval v mensim mnoZstvi a to 0,72 nmol-cm>. Z uvedenych dni na
Obrazku 4 byl nejvyssi obsah SPD a SPE v matefském mléce zpozorovan 10. den, kdezto
nejvyssi koncentrace PUT byla zaznamendna az 25. den. Posledni uvedeny den, 31. den po
narozeni ditéte, se obsah PA v matefském mléce oproti 2. dne vyrazné zvysil, kde

koncentrace SPD byla 6,75 nmol-cm >, SPE 5,83 nmol-cm>a PUT 1,34 nmol-cm>.
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Obrazek 4 Obsah polyamind v matefském mléce po narozeni ditéte ve vybranych dnech.

Dalsi vyzkumy byly zaméfeny na obsah PA v matefském mléce matek piedcasné
narozenych déti ve srovnani s ,,donoSenymi* détmi®® a také se zabyval matei'skym mlékem
obéznich matek.?’ V mateiském mléce matek predéasné narozenych déti byly zjistény
vy$si koncentrace PA, kdezto u obéznich matek byl obsah PA niz§i, ve srovnani s mlékem
od matek s normalni vahou.

PA se nachazeji témétf ve vSech potravindch rostlinného piivodu a jejich obsah se lisi

v zavislosti na druhu dané potraviny (Tabulka 1).>

V rostlinné stravé se PUT nejhojné;ji
vyskytuje v pomeranéich, kde je uvedené mnozstvi 1330 nmol-g ' a v kukufici 980
nmol-g!. Nejvice SPD lze nalézt v séjovych bobech, a to az 1430 nmol-g . V asijské

houbg shiitake, ktera roste na stromu pasania, se nachazi SPD v koncentraci 890 nmol-g '

V piipad¢ fermentovanych potravin, lze ocekavat nejvyssi koncentraci z PA, zejména
u PUT, jelikoz béhem fermentace dochazi k dekarboxylaci aminokyselin, coz je bézny
zpusob, kterym vznikaji PA. A pravé PUT jako jediny z vySe uvedenych piirodnich
zastupcti PA vznikd pfimo z aminokyseliny, konkrétné L-Ornithinu (Obrazek 2). Vysoky
obsah PUT ve fermentovanych vyrobcich Ize nalézt hlavng v sojovych omackach,*® a to
naptiklad v omacce tamari, kde se jeho koncentrace pohybovala v rozmezi 1640 az 5530

nmol-g .
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Tabulka 1 Obsah volnych a vazanych polyaminii v rostlinnych potravinach.*

Primérny obsah PA [nmol-g™!]
Potravina PUT SPD SPE c-PUT c¢-SPD ¢-SPE

Ryze <10 27 <20 ND 10 34
Kukuftice 980 240 ND 46 13 <5
Brambor 200 93 ND ND ND ND

Spenat 29 120 <5 42 22 ND
Mrkev 40 55 ND ND ND ND
Rajce 120 12 ND ND ND ND
Séjové boby 470 1430 340 ND ND 53
Houba shiitake 29 890 ND ND 24 <5
Pomeran¢ 1330 13 8 ND ND ND
Jablko ND 7 ND ND ND ND
Zeleny Cajovy list 547 851 524 89 58 80

¢ = konjugovana forma polyaminu
ND = nezjisténa koncentrace polyaminu

V Zivocisné stravé je obsah PA oproti rostlinné stravé velice proménlivy (Tabulka 2).
Z Tabulky 2 je patrné, Ze v mase se vyskytuje nejvyssi koncentrace SPE, a to predevSim
v kufecim mase, kde je jeho koncentrace ptiblizn¢ dvojnasobna na rozdil od hovéziho

a vepfového masa.

Tabulka 2 Obsah volnych a vdzanych polyaminii v Zivo¢i$nych potravindch.*

Primérny obsah PA [nmol-g!]
Potravina PUT SPD SPE c-PUT ¢-SPD c¢-SPE

Veprové maso 13 32 140 19 ND 21
Hovézi maso 6 18 140 <10 14 77
Kufeci maso <5 20 310 30 11 <10

Tunak ND 30 34 ND ND 33
Slepici vejce <5 <10 <5 ND ND ND
Kravské mléko ND ND ND ND ND ND

¢ = konjugovana forma polyaminu
ND = nezjisténa koncentrace polyaminu

Metody pro stanoveni PA v potravinach jsou zalozeny v prvni fadé na chromatografické
separaci sruznou detekci. Pfedev§Sim se wuplatiiuje vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), a také se vyuziva ultra vysokoucinna chromatografie (UHPLC)

s iontomé&ni¢ovymi kolonami nebo kolonami s reverzni fazi.*!
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2 SYNTETICKE POLYAMINY

PA se snadno vazou na riizné receptory, piedev§im dobfe interaguji s aspartamovymi,
glutamovymi a aromatickymi zbytky daného receptoru nebo enzymu, prostfednictvim
tvorby iontovych vazeb.* Pfi fyziologickém pH jsou aminoskupiny téméf tplné
protonované, jak je jiz blize specifikovano v kapitole 1, diky ¢emuz lze protonované PA
vyuzit jako univerzalni templat, ktery je schopny rozpoznat rtizné receptorové systémy
aenzymy. Pro vylepSeni afinity a selektivity k receptoru lze PA synteticky modifikovat
bud’ navazanim vhodného substituentu na aminoskupinu nebo zménou délky alifatické¢ho
fetézce, ktery je soucasti polyaminového fetézce. Cilem této designové strategie je objevit
silné a selektivni PA, které jsou schopné vézat se na receptory neurotransmitert
a enzymové proteiny. Vychozi slou¢eninou pro syntézu novych univerzéalnich templati je
benextramin (Obrazek 5), ktery kromé antagonistického u¢inku na o-adrenoreceptory,

vykazuje také antagonistické ti¢inky na cholinergni systém muskarinovych receptort.>*-*

>0

H H
N/\/\/\/N\/\S/S\/\N/\/\/\/N
H H
AV ~

Obrazek 5 Chemicka struktura benextraminu (V).

Mezi dal§i syntetické PA patfi diethylentriamin, pentamethyldiethylentriamin,

polyethylenimin a mepakrin, které jsou blize popsany v nasledujicich podkapitolach.

2.1 Diethylentriamin

Diethylentriamin (VII, DETA) se systematickym nazvem 1,4,7-triazaheptan, lze pfipravit
hydrogenaci iminodiacetonitrilu (VI, IDAN) za vzniku vedlej$iho produktu piperazinu

(VIII).

H
H,/Co, KOH v EtOH ¥ N

> LA D + [ j
N NTSN momsocizmea PN k N
I

VI A\ 1! VIII

98 % 1%

Obrazek 6 Syntéza diethylentriaminu (VII).
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Jedna z popsanych syntéz DETA® (Obrazek 6) prob&hla v nerezovém reaktoru, kde byla
smichana transformovana aniontoménicova pryskyfice, molekulové sito, Raneytiv kobalt,
IDAN a ethanol. Do roztoku byl déale ptfidan 5% hydroxid draselny v ethanolu, ktery
slouzil k aktivaci katalyzatoru, coz vedlo ke zvyseni ucinnosti reakce. Poté byl do reaktoru
pfidan inertni plyn, konkrétné dusik. Do reaktoru byl ptiveden vodik a konecné reakce
zacala probihat po pfidani kapalného amoniaku. Syntéza probihala pfi teploté 80 °C a tlaku
12 MPa. Prubéh reakce byl analyzovan pomoci plynové chromatografie. Podle analyzy
provedené na plynovém chromatografu se vznikla smés skladala z 98% DETA a z 1%

piperazinu, jakozto vedlejsiho produktu.

DETA patifi mezi synteticka chelatacni Cinidla, ktera tvofi stabilni komplexy s kovy.
Pouzivaji se pfi peroxidovém a ozonovém béleni buniiny s cilem odstranit atom zeleza ¢i
manganu.’® DETA m4 hojné vyuZiti v riznych primyslovych odvétvich, naptiklad se
vyuziva jako vytvrzovaci Cinidlo pro epoxidové pryskyfice. Epoxidové pryskyfice jsou
polymery, které vznikaji reakci epoxidovych monomeri (napfi. bisfenol A) s vytvrzovacim
¢inidlem (DETA). Reakce zplsobi otevieni epoxidového kruhu a naslednou polymerizaci,
¢imZ se vytvofi trojrozmérnd polymerni sit. Vytvrzované epoxidové pryskyfice vytvari
pevné, odolné a trvanlivé materialy, jejichz vyuziti lze nalézt v riznych aplikacich, jako

jsou lepidla nebo natérové hmoty.>’

DETA byl zkoumén jako alternativa k vodnym ethanolaminovym roztokim (MEA), které
se pouzivaji k zachycovani CO; po spalovani fosilnich paliv. DETA je v této oblasti
zajimavym kandidatem, jelikoz ve své struktufe obsahuje dvé primarni a jednu sekundarni
aminoskupinu, které jsou schopny na sebe vazat CO; za vzniku karbamatu. Pfitomnost
vody v roztocich DETA miZe rovnéZz piispét k tvorbé karbamatu. Diky vyskytu tfech
aminoskupin ve struktufe triaminu, lze oCekavat vyssi absorp¢ni kapacitu CO,. Proto se
rozhodl Ardi Hartono spoleéné se svymi kolegy*® prozkoumat kinetiku absorpce COa
s vodnymi roztoky DETA o koncentracich v rozmezi 1,0 az 2,9 kmol-m > a pii teplotach od
25 do 59 °C. Hartono a spol. zjistili, Ze DETA poskytuje mnohem vyssi absorpéni rychlost
nez MEA, coz dokazuje, Zze vodny roztok DETA je slibné rozpoustédlo pro zachycovani

CO..

Mezi dal$i vyznamné syntetické polyaminy mtizeme zatadit derivit DETA s ndzvem
pentamethyldiethylentriamin (IX), znamy pod zkratkou PMDTA, ktery lze syntetizovat
zDETA (VII) pomoci Eschweilerovy—Clarkeovy reakce.* Eschweilerova—Clarkeova
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reakce je chemickad reakce, pifi které je primarni a/nebo sekundarni aminoskupina

methylovana ptebytkem formaldehydu a kyseliny mravenci. (Obrazek 7).

H JOL HCOOH I
H2N/\/N\/\NH2 + H H 120 °C \T/\/N\/\IT'/

VII IX
Obrazek 7 Syntéza pentamethyldiethylentriaminu (IX).

PMDTA disponuje tridentatnim charakterem, ktery mu umoziuje koordinovat kovové

ionty, ¢ehoz lze vyuzit v katalytickych reakcich.*’

2.2 Polyethylenimin

Polyethylenimin (PEI) je stabilni kationtovy polymer, jehoz struktura miaze byt linearni
nebo vétvena (Obrazek 8) a je sloZzena z opakujicich se monomernich jednotek

ethyleniminu.

.

NH,

(\NHz (\ﬁ/\/NHﬁ

H2N/\\/N \/\n/\/N\/J/\/N\//\NHZ

N
H,NT > ""NH,

XI

Obrazek 8 Priklad linearniho (X) a rozvétveného (XI) fragmentu polyethyleniminu.

PEI byl primyslové vyrabén od roku 1938 v Némecku firmou BASF a v USA korporaci
Chemirad.*! Vyuziva se jako pfisada do motorovych paliv*?, ve slévarenstvi*® a pii vyrobé
anexovych pryskyfic.** PEI lze pfipravit polymeraci aziridinu, tepelnym rozkladem 2-

oxooxazolidinu nebo kondenzaci ethylendiaminu.*!
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PEI ma vyuziti jiz né€kolik let zejména v genovém inzenyrstvi, kde je jednim
z nejznaméjsich ¢inidel pro transfekci bunék.* Pod pojmem transfekce si lze predstavit
pienaSeni DNA do eukaryotické bunky za ucelem studia gent nebo 1écby genetickych
onemocnéni. Ke vzniku komplexu mezi DNA-PEI dochazi kondenzaci DNA pomoci PEI.
PEI disponuje kladné nabitymi casticemi, které se vazou na zaporné nabité bunécné
povrchy. Poté vznikly komplex vstoupi do buiiky diky endocytéze. Béhem endocytozy se
komplex DNA-PEI obali membranou a vytvoii se endosom, coz je membranovy vacek.

A poté se DNA uvolni do cytoplazmy.*®

2.3 Mepakrin

Mepakrin (XII, Obrazek 9) t¢Z znamy jako chinakrin, nebo pod obchodnim oznacenim
Atabrin, ma systematicky nazev 6-chlor-9-[(4-diethylamin-1-methylbutyl)amin]-2-
methoxyakridin. Mepakrin je derivatem methylenové modifi a povazuje se za prvni
synteticky piipravené antimalarikum.*’ Atabrin byl dostupny ve formé& dihydrochloridu,

jednalo se o zlutou tabletu s celkovym obsahem mepakrinu 80 %.*3

Atabrin mé velice zajimavou a dlouhou historii. Byl vyvinut ve 20. letech 20. stoleti
némeckou chemickou spole¢nosti I.G. Farbenindustrie AG, a ve 30. letech 20. stoleti byl
piedstaven jako antimalarikum.* Béhem prvni svétové valky, kdy Japonsko provedlo
invazi do jihozapadniho Pacifiku, byla pferusena dodavka chininu, ktery slouzil
americkym vojakim k prevenci malarie. Miliony americkych vojaka zacalo uzivat 100 mg
atabrinu denné¢ jako prevenci proti malarii a jeho u¢inky na vojacich sledovali americti
zdravotnici, diky ¢emuz se atabrin v té dob¢ fadil jako jedno z nejvic prozkoumanych
16¢iv. >

Jednim z nezddoucich G¢inku atabrinu byl vyskyt Zlutych skvrn na kazi a sliznicich, coz se
v n&kterych piipadech zaménovalo se Zloutenkou®' a vzacné vyvolaval reverzibilni edém
rohovky.*? Atrabin se dnes jiz nepouziva, jelikoZz zplsobuje toxickou psychozu, kterd

zahrnuje psychotické stavy ¢i halucinace.>



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

23

(
HNJ\/\/N\/
X O\
LI
Cl N
XII

Obrazek 9 Chemicka struktura mepakrinu (XII).
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3 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE

Za jednoho ze zakladatelll supramolekularni chemie se povazuje Jean-Marie Lehn, ktery ve
své publikaci z roku 1988>* uvedl, Ze tento obor lze popsat jako ,.chemistry beyond the
molecule®, coz volné pielozeno znamena chemie za molekulou. Lehn spole¢né
s Charlesem Johnem Pedersenem® a Donaldem Jamesem Cramem®® ziskali Nobelovu cenu
za chemii vroce 1987, c¢imz odstartovali rozsdhlé vyzkumy v tomto oboru.
Supramolekularni chemie je multidisciplindrni obor, ktery se zabyva studiem
organizovanych entit vyssi slozZitosti, které vznikaji spojenim dvou a vice chemickych
slozek, drzenych pohromadé nekovalentnimi vazebnymi interakcemi. Mezi nekovalentni
interakce uplatiiujici se (nejen) v supramolekularni chemii patii naptiklad vodikové vazby,
iontové, dipélové nebo m-—m interakce, Van der Waalsovy sily ¢&i hydrofobni efekt.’’
Supramolekuldrni struktury Ize nalézt i v pfirodé€, a to konkrétné napiiklad u DNA, ktera
ma strukturu dvousroubovice, ve které jsou dva propletené polyfosfatové fetézce drzeny

pohromad¢ diky n—m interakcim a vodikovym vazbam mezi komplementarnimi pary bazi.

Nekovalentni interakce jsou obecné slabsi nezZ ty kovalentni, a proto tedy supramolekularni
struktury mohou podléhat termodynamickym pfeménam, diky ¢emuz mohou tyto struktury
pfechdzet mezi riznymi konformacnimi nebo konfiguraénimi stavy. Indukované ptemény
lze studovat z hlediska dynamiky a adaptability téchto systémi, diky cemuz Ize
konstruovat rGzné supramolekuldrni struktury s laditelnymi vlastnostmi a funkcemi.
Takové systémy nasly uplatnéni v luminiscenénich materialech,® polymernich gelech® ¢i

biologickych zobrazovacich sondach.%

Jednou z oblasti supramolekularni chemie je hostitel-host chemie. Tento obor chemie
zkouma tvorbu a stabilitu komplexti typu hostitel-host neboli inkluznich komplexi.
Hostitelskd molekula vétSinou disponuje kavitou, jejiz charakter souvisi s vysokou afinitou
a selektivitou pro hostujici molekuly. Aby vznikl vysledny komplex, tak vSechny
komponenty musi mit komplementarni tvar, coZ znamena, Ze velikost hostitelské molekuly
je kompatibilni s molekulou hosta. Pro vznik inkluzniho komplexu je dale nezbytné, aby
vSechny pfitomné molekuly byly stericky dostupné a mély nastaveny spravné podminky
prostiedi (teplota, pH nebo rozpoustédlo).®! Komplexy hostitel-host vznikaji v ur¢itém
stechiometrickém poméru (Obrazek 10) nejastéji interaguje hostitel (H) s hostem (G)
v poméru 1:1. Ale existuji také supramolekularni systémy s vyssi stechiometrii, napiiklad

1:2 nebo 2:1.9
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Hostitel Host

1:1 2:1 1:2

Obrizek 10 Znazornéni inkluznich komplext v riiznych stechiometrickych pomérech.

Vznik samotného komplexu HG ve stechiometrickém poméru 1:1, jak lze vidét na
Obrazku 10, je uveden vrovnici (1). V rovnici (2) je vyjadiena piislusna asociacni
konstanta (Ka) definujici miru interakce mezi H a G, ktera se vypocte z jednotlivych

koncentraci vSech komponent.

H+GSHG (1)
. IHG)
Ko™ = o @)

NejsilnéjSim pfirozené se vyskytujicim nekovalentnim interakénim parem je komplex
biotin—avidin, pro ktery byla stanovena hodnota K, = 10" M 1% Vroce 2014 byl
publikovan doposud nejsilngjsi synteticky hostitel-host par, konkrétn¢ se jednalo o CB7
inkludujici do své kavity diamoniovy derivat na bazi 4,9-disubstituované¢ho diamantanu,
pro ktery byla v &isté vodé stanovena hodnota K, = 7,2-10'7 M1.*> Hodnota vazebné
konstanty synteticky pfipraveného komplexu je tedy pfiblizné¢ o dva fady vyssi nez K,

ptirozen¢ se vyskytujiciho paru biotin—avidin.

Inkluzni komplexy lze vyuzit ve farmaceutickém prumyslu, konkrétné v modulaéni terapii

pro prenos genfi do imunitniho systému®® a ve fotodynamické terapii slouzici k 16&bé&
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nadorovych onemocnéni.®’

V oblasti potravin I1ze supramolekuldrni systémy pouzit pro
ochranu nestabilnich slozek potravin pifed chemickymi ¢i fyzikalnimi vlivy, napiiklad ke

snizeni enzymatického hn&dnuti ovoce.5®

3.1 Hostitelské molekuly

Hostitelské molekuly v supramolekularni chemii jsou makrocyklické slouceniny, které
maji schopnost vytvafet inkluzni komplexy s hostujicimi molekulami. Makrocykly jsou
zpravidla cyklické oligomery obsahujici pravidelné¢ se opakujici jednotky. Nevyhodou
veétSiny makrocyklli je omezena rozpustnost ve vod€, coz znacné zpomaluje rozvoj
supramolekularni chemie, hlavné tedy v biologickych védach. Zvysit rozpustnost téchto
latek lze modifikaci struktury hostitelskych molekul, a to tfeba zavedenim hydrofilni

funkéni skupiny.

Mezi nejvyznamnéjSi skupiny makrocyklickych sloucenin se fadi cucurbit[n]urily,

cyklodextriny, calix[n]areny, pillar[n]areny, nebo crown ethery.

3.1.1 Cucurbit[n]urily

Cucurbit[n]urily (CBn) jsou tvofeny monomery glykolurilu spojenymi methylenovymi
mustky (Obrazek 11). V roce 1905 se povedlo Robertu Behrendovi a jeho kolegtim
pfipravit prvniho zéastupce z rodiny CBn.* Tento produkt kysele katalyzované
kondenzacni reakce glykolurilu (XIII) s formaldehydem obsahoval Sest glykolurilovych
jednotek spojenych dvanacti pary methylenovych mastki (XIV). Struktura vsak byla
uréena az vroce 1981, kdy Mock a spolupracovnici reprodukovali pivodni synteticky
protokol a pfipravili monokrystal produktu.”’ Prvnim syntetizovanym a identifikovanym
zastupcem tak byl CB6. Produkt kondenzace byl nazvan cucurbituril, jelikoz jeho tvar

pfipominé dyni, ktera patii do ¢eledi cucurbitaceae.

HN" NH ) H N~ “N-CH,—
H + HJLH A > H-%_FH
HN_ NH N_ N-CH,

hig

XIII X1V

X
@)

Obrazek 11 Syntéza cucurbit[6]urilu (XIV).
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Jachoon Kim a jeho spolupracovnici se na zacatku 21. stoleti pokusili optimalizovat
reakéni podminky ptvodni syntézy CB6, ¢imz ziskali nové homology CBn.”! Kimovi
a spol. se podafilo Uspésné izolovat a charakterizovat CB5, CB7 a CBS8 obsahujici pét,
sedm a osm glykolurilovych jednotek (Obrazek 12). Nejdiive provedli reakci
katalyzovanou 9M H>SOg4 pii 75 °C po dobu 24 hodin, poté pti 100 °C a 12 hodin. Z této
reakéni smési se jim povedlo izolovat pfiblizné 60 % CB6, 10 % CBS5, 20 % CB7, a 10 %
vetsich homologti CBn (n = 8—11). Nasledné se pokusili reakci katalyzovat HCI pti 115 °C
po dobu 24 hodin, pficemz ziskali vyssi vytézky CB7 a CBS.

Izolace

Mi}iﬁ:%i}

Zveétsuyici se velikost kavity

Y16

Obrizek 12 Vybrani zastupci cucurbit[n]uril.5

Tabulka 3 Rozméry vybranych cucurbit[n]urilt.”!

Vlastnosti CB5 CB6 CB7 CBS8

Vyska [A] 9,1 9,1 9,1 9,1
Primér portalu [A] 2.4 39 5,4 6,9
Vnéjsi primér [A] 13,1 14,4 16,0 17,5
Priimér dutiny [A] 4,4 5,8 7,3 8,8

Objem dutiny [A%] 82 164 279 479
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Jak je vidét na Obrazku 12 a v Tabulce 3 vSechny uvedené homology CBn disponuji
stejnou vyskou, a to 9,1 A. Objem dutiny jednotlivych CB#n se pohybuje od 82 do 479 A®,
v disledku ¢ehoz lze odhadnout, jaké ligandy budou s danym derivitem CBn
komplexovat. Nejmensi zastupce, v jehoz struktufe se vyskytuje pét glykolurilovych
jednotek, je idedlni zejména pro enkapsulaci plynti,”> CB6 véaze alkylové fetézce,” CB7 se
svou velikosti zvladne pojmout mensi aromatické slouceniny a polycyklické klecové
uhlovodiky.”* CB8 je jiz natolik objemny, Ze zvladne pojmout az dva riizné ligandy a tvori

tak naptiklad heteroternarni komplexy, jejichZ stechiometricky pomér bude 1:1:1.7°

Dtlezitym objevem v chemii CBn byla pfiprava CB14, jenz disponuje 14 glykoluril-
methylenovymi jednotkami v pasu stoéeném o 360°.7° V disledku sto¢eni ma CB14 oproti
mensim homologiim jinou dutinu a ma vzhled slozené osmicky (Obrazek 13). Struktura
CB14 obsahuje dvé dutiny, které jsou vétsi nez dutina CB6 a muiZze pojmout az tfi
koordina¢n€ vazana kovova jadra. CB14 lze pfipravit pouze ve velmi nizkych vytézcich,
jelikoZ u CB14 dochézi k vysokému stupni polymerace. O par let pozdé&ji byly izolovani

dalsi ¢lenové rodiny CBn se zkroucenou strukturou, a to CB13 a CB15.”

Obriazek 13 Rontgenova struktura komplexu Eu** CB14.78

Je vSeobecné znamo, ze zastupci rodiny CBn jsou Spatné rozpustni ve vod€, coz
znesnadnuje jejich pouziti v riznych biologicky oblastech. O velmi nizké rozpustnosti 1ze
hovotit v ptipadé CB6 a CBS, jejichZ hodnota rozpustnosti je mensi nez 102 mM. Zatimco
CB7 je ve vode¢ stiedné rozpustny a jeho hodnota rozpustnosti se pohybuje v rozmezi 20—
30 mM.” To je jeden z hlavnich diivodu, pro¢ se CBn zadaly rtizné funkcionalizovat. Dalsi
nevyhodou téchto makrocykll je inertnost, tedy malé reaktivita. Proto jejich modifikovani
nemusi byt snadno proveditelné. Ale CBn jsou diky svym vlastnostem a schopnostem pro
védce natolik atraktivni, Ze se povedlo k dneSnimu dni pfipravit vice nez 30 funk¢nich

derivata, které nasly své uplatnéni napiiklad v biomedicinskych aplikacich.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Prvni ptiprava modifikovaného CBn byla publikovdna v roce 1992 Fraserem Stoddartem
ajeho kolegy,®® ktefi pfipravili pln& ekvatoridlngé methylenovany CB5 v 16% vytézku.

P¥iblizné o 10 let pozdéji se povedlo Kimmovi a spol.%!

piimou modifikaci pfeménit CBn
na plné¢ hydroxylovany CBr pomoci K>S>Os pfi teploté 85 °C za drsnych podminek,
jelikoz vnéjsi vazby C—H jsou relativné citlivé na oxidaci. Nasledné se povedlo
hydroxylové skupiny z perhydroxyl-CBn za extrémné kyselych podminek nahradit jinymi
funkénimi skupinami pomoci nitrilovych ¢i alkoholovych nukleofila, diky cemuz vznikly
derivaty CBn s reaktivnimi funk&nimi skupinami.®? A navic tyto reakce poskytovaly
vysoké vytézky. Vzniklé derivaty makrocykll Ize konjugovat s enzymy, coz lze uplatnit
v proteinovém blotovani a zaroven tato pfiprava otevird nové moznosti pro rozsifeni

syntézy dalsich makrocyklii jako jsou bambus[n]urily,®® které taktéz obsahuji glykolurilové

jednotky.

Lyle Isaacs a spol. navrhli pfipravu monofunkcionalizovanych CB7 derivatl, a to
konkrétné dimethylovaného (Me>CB7) a cyklicky substituovaného CB7 (CyCB7).%
Vysledné derivaty jsou vysoce rozpustné ve vodé, rozpustnost pro Me2CB7 je 264 mM
au CyCB7 byla zjisténa hodnota rozpustnosti 181 mM. Monofunkcionalizované derivaty
CB7 byly syntetizovany z acyklického hexameru glykolurilu s glykolurilem bis(cyklickym
etherem).®> Mezi dal$i vyznamné modifikované CB(n), na jejichz syntéze se podilela
skupina Lyle Isaacsa, patii bis-nor-seco-CB10% a nor-seco-CB6.%" Derivat CB10 postrada
dva methylenové mustky, diky cemuz mé dvé symetricky propojené dutiny (Obrazek 14).

Kdezto derivat CB6 postrada jeden methylenovy mustek.

Obriazek 14 Rontgenova struktura bis-nor-seco-CB10."
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3.1.2 DalSi priklady makrocykli
Cyklodextriny

Historie cyklodextrinti (CD) se piSe od roku 1891, kdy Antoin Villiers popsal krystalickou
latku, kterd vznikala fermentaci $krobu bakterii Bacillus amylobacter.®® Jelikoz Villiers
vidél jisté podobnosti ve vlastnostech vysledného produktu fermentace a celulosy,
neznamou slouceninu pojmenoval jako celulosin. Obé latky vykazovaly odolnost proti
kyselé hydrolyze a nedisponovaly redukujicimi funkénimi skupinami. Cyklickéd struktura

byla odhalena aZ po 40 letech od vydani prvni publikace o téchto oligosacharidech.®’

V soucasné dobé¢ je znamo, Zze CD jsou cyklické oligosacharidy slozené z glukosovych
jednotek spojenych a-1,4-glykosidickou vazbou a jejich tvar ptipomina komoly kuzel.
Mezi pfirozené se vyskytujici CD se tadi a-, B- a y-CD, které lze odlisit poctem 6, 7 a 8
opakujicich se glukosovych jednotek. CD jsou i dnes pfipravovany enzymatickym

rozkladem Skrobu (Obrazek 15).

CGTase (Bacillus macerans) OH
Skrob (amylosa) -
HO
OH
- O— dn
XV

Obrazek 15 Enzymaticka ptiprava cyklodextrinu (XV).

CD patii mezi nejrozsifen&js$i makrocyklické molekuly uZivané v potravinaiském” ¢i
farmaceutickém’' primyslu, a to zejména pro svou relativné piijatelnou cenu. Viechny tfi
typy piirozené¢ se vyskytujicich CD se mohou dokonce pysnit statusem GRAS, coz je
oznaceni pouzivané¢ v USA ufadem pro bezpecnost potravin a lé¢iv (FDA), pro takové

latky, které jsou bezpe¢né a mohou se tedy pouzivat v potravinach.*>%>

CD je vyte¢na hostitelska molekula, pfedevs§im diky své hydrofobni kavité, kterd umoziiuje
vytvaret inkluzni komplexy sriznymi ligandy. Takovym ptikladem muize byt
supramolekularni systém B-CD s riznymi derivaty na bazi adamantanu jejichZ hodnoty K.

dosahuji 10*-10° M 1%
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Calix[n]areny a pillar[n]areny

Calix[n]areny jsou tvofeny fenolovymi a methylenovymi jednotkami. Calix[n]areny,
piipominajici kalich, mohou existovat v riznych konformacich kvili dvéma moznym
rotatnim rezimim fenolové jednotky. Bud'to miize probihat rotace atomu kysliku nebo
para substituentu skrz prstence, oba piipady rotace jsou zndzornény na Obrazku 16
u slouceniny oznac¢ené XVI. Diky dvéma rotacnim reZimim lze ziskat velké mnoZstvi

kavit ligicich se velikosti a tvarem.”®

Pillar[n]areny jsou slozeny z hydrochinonovych jednotek, spojenych v para poloze
methylenovymi mustky. Nejvyznamngj$i pillar[n]arenem je pravdépodobné 1,4-
dimethoxypillar[5]aren, jehoz syntéza byla publikovand Tomokim Ogoshim a jeho kolegy
v roce 2008.°7 Substituovany pillararen byl ve 20% vytézku pfipraven pomoci kondenzaéni
reakce 1,4-dimethoxybenzenu s paraformaldehydem katalyzované Lewisovou kyselinou.
Vysledny symetricky hostitel pillar[5]aren je, co se tyCe velikosti, témét totozny s a-CD.
Soucasti studie Ogoshima a spol. byl také vyzkum schopnosti tvorby supramolekuldrnich
komplexti nového hostitele s alkyl pyridiniem a dialkyl viologenem (dialkyl
bispyridinium). Vysledkem byl vznik inkluznich komplexii ve stechiometrickém poméru

1:1 pro oba typy ligandu.

R2 w OH
CH,
CH»
0 J n n

HO
R{

XVI Xvil

Obrazek 16 Chemicka struktura calix[n]arent (XVI) a pillar[z#]arent (XVII).

Crown ethery

V neposledni fad¢ je nezbytné zminit hostitelské molekuly, které se nazyvaji crown ethery.
Uvedené makrocykly jsou cyklické slouceniny slozené z nékolika etherovych skupin. Za
jejich objevitele se povazuje Charles Pedersen, ktery byl za tento objev také ocenén
Nobelovou cenou.”®> Pedersenovym prvnim pfipravenym crown etherem byl 2,3,11,12-
dibenzo-1,4,7,10,13,16-hexaoxacyklooktadeka-2,11-dien, nebo také oznaCovan jako

dibenzo[18]crown-6 jehoZ struktura je zndzornéna na Obrazku 17. Vychozimi latkami pro
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syntézu hostitelské molekuly dibenzo[18]crown-6 je pyrokatechol a bis(2-chlorethyl)ether.
Reakce probiha v pfitomnosti NaOH.

5o

o, O

Lo

XVIII

Obrazek 17 Chemicka struktura dibenzo[18]crown-6 (XVIII).

Struktura makrocyklu vytvafi centrdlni hydrofilni dutinu tvofenou elektronegativnimi
atomy kysliku. Crown ethery vazou Siroké spektrum kationtl. Za ucelem snadnéjSiho
navazani daného iontu podléhaji vyraznym konformacnim zméndm. Zmény v jejich
konformaci jsou zplsobeny rotaci dvou jednoduchych vazeb v crown etherovém kruhu.
Crown ethery mezi ostatnimi makrocykly dominuji zejména silnou afinitou k iontim

alkalickych kovii a kovii alkalickych zemin.”®

3.2 Supramolekularni komplexy s cucurbit[6]urilem

CBn jsou v chemii hostitel-host velmi oblibené, vytvaii binarni a ternarni komplexy
sriznymi kladné nabitymi organickymi slouceninami, za coz si vyslouzily rozsahly
veédecky vyzkum. Tyto synteticky pfipravené makrocykly obecné vytvaii velmi stabilni

komplexy s hodnotami K, v rozmezi 10’-10"" M

CB6 je prvnim izolovanym a zaroven nejhojnéji se vyskytujicim typem CBn. CB6
disponuje primérem portalu 3,9 A (Tabulka 3), coz mu umoziuje vytvafet stabilni
supramolekularni komplexy, zejména s alifatickymi aminy s relativné kratkymi fetézci.

CB6 se pouziva jako komponenta pii sestavovani supramolekularnich piepinaca,”

polyrotaxanii'® a katenang.!'”!

William Mock a Neng-Yang Shih, jako prvni opublikovali studium komplexace alkyl-
a aryl-substituovanych alkylamoniovych a alkyldiamoniovych ionti ve vodné kyseliné
mravenci.'” Kyselina mravenéi byla pouZitd pro zvyseni rozpustnosti CB6. Touto studii

prokazali tvorbu stabilnich komplext CB6 s aminy, coZ je nasledek silnych interakci mezi
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kladn¢ nabitymi aminoskupinami a Sesti elektronegativnimi kyslikovymi atomy
karbonylovych skupin na kazdém portalu CB6. Cim bliZe je aminoskupina portalam CBur,
tim stabilngjsi komplex je tvoren. Kavita CBn ma hydrofobni neboli nepolarni povahu,
diky ¢emuz se povazuje za idedlni hostitelskou molekulu pro ligandy, které maji ve své

struktufe nepolarni alifatickou ¢ést.

Mock se svym kolegou se rozhodli ve studiu supramolekuldrnich systémi s CB6
pokraCovat. Autofi publikace se rozhodli jako hostujici molekuly vyuzit substituované

amonné kationty.!®

Pozoruhodné vysledky enkapsulace s makrocyklem byly
zaregistrovany u pfirozené se vyskytujicich PA (putrescin, spermidin a spermin). Tyto PA
jsou blize specifikovany v kapitole 1. Interakce mezi hostitelem a hostem nachdzejicimi se
v 50% roztoku kyseliny mravenc¢i, byly studovany pomoci NMR a UV/VIS titrace.
Z téchto tii zastupcti PA se nejsilngji v kavit¢ CB6 vazal spermin, ktery mél hodnotu K,
hodnota K, byla zaznamenana u komplexu CB6 s putrescinem, a to 6,5-10° M. O 20 let
pozdgji byly publikovany vysledky méfeni sperminu a spermidinu v 50 mM NaCl,'** kde
se afinita obou PA zvysila o jeden fad. Systém CB6-spermin disponoval hodnotou K,
3,3-10° M1, Komplexace CB6 se sperminem byla také studovana ve 200 mM LiCl. Z ITC
méfeni bylo zjisténo, Ze systém je v prostiedi LiCl vazan pevnéji (K, = 5,4-10'° M!) nez
vroztoku NaCl. Témito experimenty lze nazorn¢ dokazat, ze hodnotu K, ovliviluje

prostiedi, ve kterém se dany systém nachazi.

V oblasti hostitel-host chemie probéhla fada experimentl, které se zabyvaly velmi
dilezitou oblasti supramolekuldrni chemie, kterou je kinetika inkluze. Jedna ze studii se
vénovala méfeni rychlosti tvorby komplexu CB6 s cyklohexylmethylaminem ve formé
volné baze a jeho soli v zavislosti na pH.!” Z vyzkumu vyplyva, Ze cyklohexylmethylamin
v prostfedi s hodnotou pH 11 vstupuje do kavity hostitele pfimo a dvacetinasobné vyssi
rychlosti nez protonovany ligand pfi pH 8. VySe popsany systém hostitel-host lze
pfirovnat ke ,.kinetickému spinaci, ktery reaguje na pH. Takové systémy se Casto oznacuji
jako pH responzivni. Moznost ovladani rychlosti disociace a vzniku komplexu ma velkou
perspektivu zejména ve farmaceutickém primyslu, v oblasti ¥izeného dodavani 1é¢iv.'%

Takovy komplex by mohl zrychlit nebo zpomalit uvoliiovani lé¢iva v potiebném casovém

horizontu bud’ pfirozen¢, nebo reakci na vnéjsi podnét.

V roce 2006 se povedlo vytvofit unikatni ternarni komplex (Obrazek 18) s asociacni

konstantou 2,2:10° M™! v roztoku sodné soli. Jako hostitelské molekuly byly pouzity CB6
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s ptirozen¢ se vyskytujicimi CD (a-, B- ay-CD). Hostem pouzitym v této studii byl
dihexylamonium (DHA),'"” jenz silné interaguje s CB6 za vzniku hostitel-host komplexu
ve stechiometrickém poméru 1:1. Jakmile se k binarnimu komplexu CB6-DHA piidal -
CD, doslo k vytvofeni stabilniho ternarniho komplexu se stechiometrii 1:1:1, zatimco
samotny B-CD s hexylamoniem tvoii slaby komplex s K, = 6,5-10! M™!. Tato studie
ukazuje, ze ptidanim CB6 se vyznamné zvysila vazebna afinita B-CD k hexylamoniovému
fetézci. Vznikly ternarni komplex je stabilizovan pomoci laterarnich interakci mezi obéma
makrocykly prostiednictvim vodikovych vazeb mezi hydroxyly CD a karbonyly CBn.
Tento princip pozitivni kooperace byl do t¢ doby znamy v souvislosti s koordinaci

kovovych ionti.!%

"~
-

1
|

Obrazek 18 Ternarni komplex DHA s CB6 a 3-CD.

Publikace zroku 2011 pojednava o vzniku velmi zajimavého komplexu mezi CB6
a bispyridinium ethylenem nebo také 4,4’-diazastilbendiium ethylenem slouZicimu ke
konstrukci rotaxanu.!” Jiz diive byla publikovana studie, ktera se zabyvala komplexaci

CB6 s dimethylviologenem,'!?

ale vzhledem k malé velikosti hostitele se do dutiny
inkludovalo pouze jedno aromatick¢ jadroligandu. CB6 sligandem N,N’-
dimethyldipyridyliumethylenem v roztoku NaCl, vytvofil stabilni inkluzni komplex se
stechiometrii 1:1 s K,=2,1-10° M~!. Tento komplex byl autory pouZit na p¥ipravu rotaxanu
(Obrazek 19). Pripraveny rotaxan byl analyzovdn pomoci 1D a 2D NMR. Tyto
experimenty odhalily, Ze hostitel vykazuje specifické chovani tzv. kyvadla, tim ze se

pohybuje mezi dvéma stejnymi ¢astmi ligandu, coz je zndzornéno na Obrazku 19.
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NO,

O,N

Obrazek 19 Struktura ptipraveného rotaxanu a znazornéni kyvadlového chovani CB6.

Dale bylo nezbytné objasnit vliv vodikovych vazeb pochazejicich z molekuly vody,
jakoZto rozpoustédla, na stabilitu supramolekuldrniho systému. A proto byla provedena
korelacni studie, kde se autofi zabyvali zkoumdnim interakci CB6 s rliznymi
o,m—alkyldiamonnymi hosty, jako je hexamethylendiamin. Experimenty probihaly ve
vodném roztoku kyseliny mravenéi a nasledné v plynné fazi.''! Chovéani komplexti bylo
monitorovano pomoci ITC, NMR a ESI-MS. Studie ukézala, Zze korelace mezi
jednotlivymi fazemi existuje, ale 1isi se vysledna stabilita komplexu. Za rozdilnou stabilitu
je ztejmé zodpovédny vyskyt vodikovych vazeb, jejichz poskytovatelem je hlavné voda.
V ptipad€ plynné faze dochdzi ke strukturni deformaci hosta, za coz jsou zodpovédné

prevazujici iont—dipolové interakce a chybé&jici vodikové vazby.

Aktudlng€j$i publikace pak popisuje syntézu nového ligandu, ktery je opatien
spiroheptanovym centrdlnim motivem a zkoumanim jeho vazebného chovani s CB6

v roztoku NaCl.'!?

Hlavnim tkolem tohoto vyzkumu bylo najit novy vazebny motiv pro
CB6, ktery bude poskytovat vice vazebnych mist pro hostujici molekuly. A tak byly
ptipraveny dosud nepopsané ligandy, konkrétné bisimidazoliova sl a diamoniova stl na
bazi spiro[3.3]heptanu, kde prvni z nich tvofila s CB6, komplex s hodnotou K, 1,4-10° M !
a systém s diamoniovou soli vykazovala hodnotu K, 4,0-10* M. Kinetickd studie
odhalila, ze u systému s bisimidazoliovou soli se rovnovaha ustalila az za n¢kolik hodin,

zatimco u komplexu s diamoniovou soli dosSlo k ustanoveni rovnovahy jiz za nékolik

sekund.
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 POUZITE PRISTROJE

Me¢ieni spekter nuklearni magnetické resonance (NMR) byla provaddéna na pfistroji
JEOL JNM-ECZ 400R/S3, pracujicim na frekvenci 399,78 MHz ('H) a 100,53 MHz (3C).
Hodnoty chemického posunu (6) v 'H a 3C NMR spektrech jsou uvadény v jednotkach
ppm. Ve vypisech spekter jsou pouzity zkratky pro multiplicitu signali: s (singlet), t
(triplet) a m (multiplet). Jako interni standardy pro 'H méfeni byla pouzZita rozpoustédla: ¢
(CHCI3) = 7,27 ppm; 6(D20) = 4,75 ppm; 6(DMSO-ds) = 2,50 ppm a 6(CHD,CN) = 1,94
ppm. Pro méfeni 1*C spekter: § (CDCl3) = 77,00 ppm.

K méfeni isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC) byl vyuzit pfistroj VP-ITC, firmy
MicroCal. Soucasti mikrokalorimetru je automatickd 0,295 cm® mikropipeta. Dal§imi
¢astmi jsou referencni (srovnavaci) a reak¢éni (mefici) cely ve tvaru mince o objemu 1,4438
cm®. Teplota obou cel byla po celou dobu experimentu po¢itadové udrzovana na 30 °C.
Experiment byl vyhodnocen v programu ORIGIN 7.0 s matematickym modelem (,,One set
of Sites™) pro vyhodnoceni interak¢ni stechiometrie (7), vazebnou konstantu (K), enthalpii
(AH) a entropii (AS). Vzorky byly pfed méfenim odplynény na piistroji ThermoVac od
firmy MicroCal.

ESI-MS experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X (Bruker Daltonics) za pouZiti elektrospreje jako iontového zdroje. Méfeni byla
provadéna v pozitivnim skenovacim moédu. Do iontového zdroje byly vzorky piivadény
kovovou kapilarou pii konstantnim prittoku 3 mm?®-min!. Parametry méfeni samotnych
ligandi a komplexti hostitel-host byly odli§né, proto jsou uvedeny separatné. Samotné
ligandy: koncentrace vzorku 0,5 pg-cm >, pouzité rozpoustédlo MeOH:H>O 1:1 (v:v) nebo
W (100 %), napéti na kapilare —4,2 kV, napéti na konci kapilary 140 V, teplota susiciho
plynu 220 °C, pratok susiciho plynu 6 dm*min! a tlak rozprasovaciho plynu 55,16 kPa.
Komplexy hostitel-host: koncentrace hosta 1 hostitele 12,5 pM, rozpoustédlo H>O, napéti
na kapilaie —4,0 kV, napéti na konci kapilary 140 V, teplota susiciho plynu 300 °C, prutok

susicitho plynu 6 dm?® min!

, tlak rozpraSovaciho plynu 206,84 kPa. Jako suSici a
rozprasovaci plyn byl pouzit dusik. Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci
vybraného iontu, méfena za pomoci kolizni indukované disociace (CID), pficemz jako

kolizni plyn bylo pouzito helium.

Rozpoustédla byla ziskédna z komerénich zdrojt a byla pouzivana bez dalsich uprav.
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5 SYNTEZA JEDNOTLIVYCH LATEK

Pfipravované sloufeniny v této praci jsou pojmenovany generickym, a nikoliv
systematickym nazvoslovim, jelikoz by nazvy slouCenin byly velice dlouhé a
srozumitelnost textu by mohla byt vyznamné snizena. Pfipravované latky jsou rozdéleny

do dvou kategorii (strategie A a B), dle cest, kterymi byly syntetizovany.

5.1 N-Boc-1,6-diaminohexan (1)

Do batiky o objemu 500 cm’® bylo navidZeno piiblizné 10 g (86,05 mmol)
hexamethylendiaminu, ktery byl nasledné rozpustén ve 200 cm® bezvodého CH2Clo. Do
vzniklého roztoku byl pfivadén inertni plyn (Ar). Mezitim byl nachystan roztok s chranici
skupinou. Do 50 cm?® baiiky bylo pomoci Pasteurovy pipety pfidano 3,8 g (17,41 mmol)
vytemperovaného di-terc-butyl dikarbonatu, ktery byl rozpustén ve 25 cm® bezvodého
CH»Cl. Takto ptipravena smés byla prelita do ptikapavaci nalevky, ktera byla pfipojena na
baitku s hexamethylendiaminem. Za chlazeni v ledové ldzni byl po dobu 5 hodin
ptikapavan di-terc-butyl dikarbonat v CH>Clo. Smés byla poté opatiena chlorkalciovym
uzavérem a michana dalSich 25 hodin pfi laboratorni teploté. Po ukonceni reakce byla
reakéni smés s CH>Cl, promyta 4x150 cm® destilované vody. Celd organickd faze byla
susena nad Na>SO4 do dalsiho dne, a poté byl CH>Cl» odpatfen na vakuové rotacni odparce
(RVO). Titulni latky bylo ziskano 3,62 g (vytéZek 95 %) v podobé nahnédlé olejovité
kapaliny.

'H NMR (400 MHz, CDCls, 303 K): 6 4,55 (s, 1H); 3,10 (m, 2H ); 2,67 (t, 2H, J = 13,76
Hz); 1,49-1,43 (m, 13H); 1,33-1,26 (m, 4H) ppm.

5.2 Strategie A

5.2.1 Dichlorid kyseliny jantarové (2)

Kyselina jantarova se vyskytuje ve form¢ hrubych krystalt, které bylo nutné pred
samotnym navazenim rozetfit ve tfeci misce na jemny praSek z divodu snadnéjSiho
rozpusténi vychozi latky. Do batiky o objemu 50 cm? bylo navazeno 1,2 g (10,16 mmol)
kyseliny jantarové. K navazce kyseliny bylo pfiddno pomoci pipety 10 cm® (137,85 mmol)
SOCl. Reakéni smés byla refluxovana pii teploté 80 °C v olejové lazni po dobu 6 hodin
do tplného rozpusténi vychozi kyseliny. Béhem prvnich 20 minut byl do reakce piivadén

argon, a poté byl pfipojen chlorkalciovy uzavér. Po oddestilovani piebytecného SOCI,
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vznikl bily prasek, ktery byl identifikovan jako anhydrid kyseliny jantarové (hmotnost 0,97
g a vytézek 95 %).

'H NMR (400 MHz, CDCls, 303 K): 6 3,01 (s, 4H) ppm.
13C NMR (101 MHz, CDCl3, 303 K): 6 170,6; 28,3 ppm.

Reakce byla optimalizovana pridanim katalyzatoru DMF. Do banky ke smési 11 g (93,15
mmol) rozdrcené kyseliny jantarové a 50 cm® (689,25 mmol) SOCL byly pomoci
Pasteurovy pipety ptidany tfi kapky dimethylformamidu (DMF). Oproti pfedchozi reakci
bylo uz ze zacatku zpozorovano okamzité rozpusténi kyseliny jantarové. Vznikla smés
cerné tuhé latky v kapalin€. Pozadovany produkt byl ziskédn vakuovou destilaci (pfi tlaku 8

torru a bodé€ varu 78 °C) ve formé naZloutlé kapaliny v izolovaném vytézku 35 % (5,07 g).
"H NMR (400 MHz, CDCl3, 303 K): 6 3,27 (s, 4H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls, 303 K): 6 171,9; 41,5 ppm.

5.2.2 N,N’-|bis(N -Boc-6-aminohexan-1-yl)|butandiamid (3)

Do 50 cm?® bariky s kulatym dnem bylo navazeno 100 mg (0,46 mmol) ochranéného
diaminohexanu 1. Batika byla opatfena septem a proplachnuta inertnim plynem (Ar).
Nasledné bylo pies septum, pomoci injekéni stiikacky, pfidano 10 cm?® bezvodého CH,Cl,
a 0,09 cm® (0,65 mmol) EtsN. Do dal§i bafiky bylo pfidano 32,62 mg (0,21 mmol)
dichloridu kyseliny jantarové a 2 cm® CH>Clo. Roztok dichloridu 2 byl pomoci injekéni
stiikacky, po dobu 30 minut za chlazeni (led, voda a NaCl), postupné vpravovan ke smési
chranéného hexamethylendiaminu 1 s EtsN v CH>Cl,. Reakce probihala pod argonem. Po
dokapani dichloridu kyseliny jantarové bylo odstaveno chlazeni a dalSich 25 hodin byla
reakce michana pfi laboratorni teploté. Reakéni smés v CH2Cla byla po ukonceni reakce
promyta 3x5cm?® 10% NaHCOs, a nakonec jesté 1x4 cm® nasycenym roztokem NaCl.
Organickéd faze byla susena nad Na»SOs4, a poté bylo rozpoustédlo odpafeno na RVO.
Takto bylo ziskdno 48 mg (vytézek 44 %) nazloutlé pevné latky, kterd byla identifikovana
jako N,N’-[bis(N""-Boc-6-aminohexan-1-yl)]butandiamid.

'H NMR (400 MHz, CDCls, 303 K): 6 6,11 (s, 2H): 4,57 (s, 2H); 3,23 (q, J = 19,48 Hz,
4H); 3,11 (m, 4H); 2,51 (s, 4H); 1,54-1,45 (m, 26H); 1,34—1,27 (m, SH) ppm.
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5.2.3 N,N’-|bis(6-aminohexan-1-yl)|butandiamid (4)

Do barky s 47,5 mg (0,09 mmol) ochranéné¢ho diamidu 3 bylo pomoci injek¢ni stiikacky
piidano 1 cm® bezvodého CH>Cl, a 1 cm® (13,46 mmol) CF;COOH. Reakce probihala
v inertni atmosféfe (Ar) pii laboratorni teplot€¢ po dobu 3 hodin za stalého michani na
magnetické michacce. Z reakéni smési bylo nasledné odpateno rozpoustédlo s CFzCOOH.
Surovy produkt reakce byl rozpustén v 10 cm® EtOAc. K produktu v EtOAc bylo ptidano
10 cm® 10 % NaOH, a poté byl samotny roztok NaOH promyt 3x7 cm?® EtOAc. Na zavér
byly vSechny organické podily spojeny a promyty 1x5 cm’® nasycenym roztokem NaCl.
Produkt v EtOAc byl suSen nad bezvodym Na>SOs. Rozpoustédlo bylo po jednom dni

odpateno a byla ziskana nahnédlé olejovita latka.

Dalsi pokus o odchranéni byl proveden za pomoci AcCl v MeOH. 239 mg (0,46 mmol)
ochranéného diamidu 3 bylo rozpusténo v baiice o objemu 50 cm® v 10 cm® bezvodého
MeOH. Baiika byla opatiena septem a proplachnuta Ar. V mezicase bylo do vedlejsi 25
cm® barniky automatickou pipetou piidino 0,3 cm® AcCl (4,20 mmol) a 10 cm® MeOH.
K rozpusténému produktu byl v pribéhu 30 minut za chlazeni ledovou lazni pfikapavan
injekéni stfikackou roztok, ktery po reakci AcCl s MeOH obsahoval HCI, MeOAc a
MeOH. Poté bylo chlazeni odstaveno a reakéni smés byla michdna pfti laboratorni teploté
piiblizné 4,5 hodiny. Nasledoval odpafeni MeOH pomoci RVO. Po odpafeni MeOH se
v baice nachézela 7lutd mazlava hmota, ktera byla rozpusténa v 10 cm® CH,Clo. Roztok
byl zalkalizovan pfiddnim 5 cm?® 10% NaOH (kontrolovano pH papirky). Takto pfipravena
sm¢s byla pred extrakci michéna zhruba 30 minut pii 0 °C. Anorganicka ¢ast byla promyta
celkem 3x7 cm® CH2Cly. Spojené organické podily byly suseny nad bezvodym Na>SOa. Po
odpateni CH2Cl» byla izolovana nahnédla olejovita latka. Produkt byl bez dalsiho ¢isténi

pouzit v dalsim kroku.

5.2.4 N,N’-|bis(6-aminohexan-1-yl)|butan-1,4-diamin (5)

Do baiiky vysusené argonem, bylo navazeno 60 mg (0,21 mmol) LiAlH4. Banka s LiAlH4
byla ponotfena do ledové lazné a proplachovana proudem argonu pies septum. Do banky
bylo pfidano 10 cm?® destilovaného dimethoxyethanu (DME). Do jiné baiiky bylo navazeno
50 mg (0,16 mmol) latky po odchranéni, ktera byla rozpusténa ve 2 cm® DME. Nasledng
byla smés odebrana pomoci injekéni stiikacky a pfes septum za chlazeni (led, voda a
NaCl) pfidéna k rozpusténému redukénimu ¢inidlu. Po ptidani veskeré vychozi latky byla

vyménéna ledova lazen za olejovou a smés se nechala zahtivat pii teplot¢ 85 °C. Po
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uplynuti 7 hodin byla reakéni smés zfiltrovana na Biichnerové nalevce pomoci vakuové
vyvévy. Pevny podil byl promyt 5x2 cm® DME a ziskany filtrat byl odpafen na RVO.
Odparek byl rozpustén v 10 cm® CH,Cl,, roztok byl pielit do délici nalevky a bylo piidano
5 ecm® 10% NaOH. Vodna faze byla extrahovana celkem 4x8 cm® CH>Cl.. Spojené
organické podily byly suSeny bezvodym Na>SO4 a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO.

Po odpateni CH>Cl; vznikla nazloutld mazlava hmota.

5.2.5 N,N’-|bis(N -Boc-6-aminohexan-1-yl)|butan-1,4-diamin (7)

Do baiiky bylo navazeno 100 mg (0,19 mmol) ochranéného diamidu 3, ktery byl rozpustén
v 7 cm® bezvodého n-PrOH. Do reakéni smési bylo piidano 290 mg (12,61 mmol) sodiku,
ktery byl nejdiiv oplachnut v toluenu. Jelikoz se sodik pomalu rozpoustél, byl pfidan jeste
n-PrOH dle potieby. Smés byla michana pii laboratorni teplot¢ 3 hodiny. Po skonceni
reakce byl n-PrOH odpaien na RVO. Poté byl produkt rozpustén v 5 cm® CHxCl, a
k roztoku bylo pfidino 5 cm? destilované vody. Vodna faze byla promyta jesté 2x5 cm?
CH:Cl. Organické podily byly spojeny a suSeny do druhého dne nad Na>SOs, a poté bylo

rozpoustédlo odpateno. Z reakce byl izolovan produkt ve forme hnédého oleje.

Ve vyzihané trojhrdlé baiice bylo v 10 cm?® destilovaného tetrahydrofuranu (THF)
rozpusténo 177 mg (0,34 mmol) slouceniny 3. Krajni hrdla banky byla uzaviena septem a
sklenénou zatkou, na prostfedni hrdlo byl pfipojen zpétny chladi¢. Do aparatury byl
pfiveden argon. Pomoci injekéni stiikacky bylo za chlazeni (led, voda a NaCl), do smési
pfidano 4,7 cm® (49,11 mmol) komplexu BH3-THF. Po piidani veskerého ¢inidla byla
ledova lazen vyménéna za olejovou a smés byla zahtivana na teplotu 70 °C po dobu 18
hodin. Béhem reakce bylo nutné do reakéni smési ptidat dalsi dvé porce 4,7 cm® komplexu
BH;-THF. THF byl odpafen na RVO, k surovému produktu bylo ptidano 10 cm® CH2Cl,
spolu s 5 cm® 10% NaHCOs. Roztok NaHCOj; byl nasledné promyt jesté 2x10 cm® CH,Cla
a pii posledni extrakci byly spojené organické podily promyty 10 cm® 10% NaOH.
Vsechny CHCl: podily byly vysuSeny nad Na>SOs, a poté nasledovalo odpateni CH>Clz na
RVO. Nakonec byla ziskdna nahnédla olejovita latka.

Do baiiky o objemu 50 cm?, ktera byla fadné vysuSena argonem, bylo navazeno 83 mg
(2,18 mmol) LiAlH4. Banka byla pies septum napojena na inertni plyn (Ar) a dikladné
chlazena smési ledu, vody a NaCl. Pomoci stiikacky bylo pies septum vpraveno 10 cm?
bezvodého THF. 100 mg (0,19 mmol) ochranéného diamidu 3 bylo rozpusténo v 5 cm’

THF a roztok byl injekéni stiikackou za chlazeni opatrné pfidavan k redukénimu ¢inidlu.
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Poté bylo chlazeni odstaveno a reakce se zahiivala pii teplot¢ 70 °C po dobu 17 hodin.
Béhem reakcéni doby bylo nutné ke smési pridat dalSich 50 mg (1,32 mmol) LiAlH4. Po 17
hodinach byl produkt v THF promyt 3x5 cm® 10% NaOH. Organicka faze byla poté susena
nad bezvodym Na>SO4 a rozpoustédlo bylo odpaieno pomoci RVO. Izolovan byl produkt

ve formé hnédého oleje.
5.3 Strategie B

5.3.1 N,N’-|bis(/N"-Boc-6-aminohexan-1-yl)|butan-1,4-diamin (7)

Barika o objemu 100 cm?® obsahovala 3,21 g (14,82 mmol) ochranéného diaminohexanu 1,
ktery byl rozpustén ve 35 cm® destilovaného MeCN. K ziskanému roztoku bylo pfiddno
0,89 cm?® 1,4-dibrombutanu (7,41 mmol) a 0,89 cm?® (6,35 mmol) Et;N. Do reakce byl po
dobu 20 minut pfivadén argon a po zbytek reakéniho Casu byla reakce pted vlhkosti
chranéna chlorkalciovym uzavérem. Reakce probihala 16 hodin pfi teplot¢ 85 °C. Po
ukonéeni reakce byl odpafen MeCN a surovy produkt byl rozpustén ve 25 cm?® CH,Cl,, ke
vzniklému roztoku bylo pfidano 15 cm® 10% NaOH. Vodn4 fize byla extrahovana 3x20
cm?® CH,Cly. Spojené organické podily byly suseny nad bezvodym Na,SOu. Priibéh reakce
byl monitorovan tenkovrstvou chromatografii (TLC), pfiCemz byla pouzita desticka,
obsahujici Si0,, kterd byla vyvijena v mobilni fazi MeOH:Et;N v poméru 100:1 (v:v).
Nahnédla olejovita latka izolovand pomoci sloupcové chromatografie ve vytézku 51 %
(1,34 g) byla pozd¢ji identifikovana jako N-(N’-Boc-6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-

amin (7a).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3, 303 K): § 4,56 (s, 1H); 3,08 (m, 2H); 2,54 (m, 4H); 2,45 (m,
2H); 1,79 (m, 4H); 1,58-1,42 (m, 13H); 1,31 (m, 4H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls, 303 K): § 156,0; 78,9, 56,4; 54,1; 40,5; 29, 9; 28,5; 28,4;
27,2;26,6; 23,3 ppm.

5.3.2 N,N’-|bis(6-aminohexan-1-yl)|butan-1,4-diamin (5)

Vychozi ochranéna sloucenina 7 (405 mg; 0,83 mmol) byla rozpusténa v5 cm?
destilovaného CH2Cly, ke kterému bylo napipetovano 5 cm® CF;COOH (67,31 mmol).
Reakce probihala v inertni atmosféfe (Ar) po dobu 3 hodin. Po dokonceni reakce byla
prebyte¢na CF3COOH oddestilovana. Poté bylo k produktu piidano 10 cm® CH2Cl, a 5 cm®
10% NaOH. Roztok s NaOH byl promyt 3x10 cm?® CH>Cl,. Organické podily byly spojeny

a vysuseny nad Na>SOg.
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Slouc¢enina 7 byla odchranéna také pomoci AcCl v MeOH. Do 100 cm® bariky bylo
odméfeno 10 cm® bezvodého MeOH, ktery byl chlazen ledovou 1azni asi 30 minut. Poté
bylo k vychlazenému MeOH piidano 0,89 cm® AcCl (12,60 mmol). Smés byla za chlazeni
smési ledu, vody a NaCl, michdna dalSich 30 minut. Po uplynuti potiebné doby byla
k roztoku, injekcéni stiikackou postupné piidavana rozpusténd navazka 409 mg (0,84
mmol) sloudeniny 7 v 10 cm® bezvodého MeOH. Po piidani veskeré vychozi latky byla
odstranéna ledova lazen a vznikly roztok byl michan pii laboratorni teploté¢ 4 hodiny.
Z reakéni smési byl odpafen MeOH, produkt reakce byl rozpustén ve 25 cm® CH.Cl a
k roztoku bylo pfidano 15 cm?® 10% NaOH. Takto pfipravena smés byla michana 30 minut
pfi 30 °C. Vodna faze byla promyta 3x20 cm® CH>Clo. Veskery CH>Cl: byl susen nad
NaxSQOs. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC, pficemZz v tomto piipadé byla
pouzita desticka z Al2O3 a jako mobilni faze byla pouzita smés MeOH:EtsN v poméru
100:1 (v:v). Byla izolovana olejovita latka ve vytézku 84 % (245 mg), ktera byla posléze

identifikovana jako N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-amin (5a).

'"H NMR (400 MHz, D>0, 303 K): 6 2,67 (t, J = 13,76 Hz, 2H); 2,48 (m, 4H); 2,41 (m,
2H); 1,76 (m, 4H); 1,53—1,40 (m, 4H); m 1,33 (4H) ppm.

5.3.3 N,N’-|bis(6-aminohexan-1-yl)|butan-1,4-diamin tetrahydrochlorid (6)

Latka ziskand podle pfedchoziho postupu byla nasledné¢ pfevedena na hydrochlorid.
Navazka 360 mg byla v 50 cm® bafice rozpusténa ve 3 cm® destilovaného Et0. Ke
vzniklému roztoku byl pomoci Pasteurovy pipety ptidavan roztok HCI-Et,O, do vzniku
srazeniny. Poté byl roztok se srazeninou pfemistén do centrifugacni zkumavky a suspenze
se srazeninou byla odstiedéna pii 1000 ot-min !. Nésledné byl Pasteurovou pipetou
odebran roztok Et2O nad srazeninou a opét byl ptidan Cisty Et>O. Srazenina byla promyta
celkem 5x. Dale byla sraZenina spole¢né s ¢istym Et,O pievedena ze zkumavky do 50 cm?
banky a rozpoustédlo bylo odpateno na RVO. Takto bylo ziskano 207 mg (44 %)
hydrochloridu ve form¢ nahnédlé lepkavé hmoty. Tato latka byla posléze identifikovana

jako N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-aminu dihydrochlorid (6a).

'"H NMR (400 MHz, D,0, 303 K): 6 3,08 (m, 4H); 2,94 (m, 2H); 2,92 (t, J = 14,88 Hz,
2H); 1,92 (m, 4H); 1,63—1,51 (m, 4H); 1,33 (m, 4H) ppm.

3C NMR (101 MHz, D>0, 303 K): 6 55,2; 53,9; 39,8; 28,2; 25.9; 25,7; 25,4; 22,8 ppm.
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III. VYSLEDKY A DISKUZE
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6 DISKUZE

Tématem této diplomové prace je syntéza 1,8,13,20-tetraazaikosanu, nebo také N,N'-
[bis(6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diaminu a nasledné sledovani jeho supramolekularnich
vlastnosti s makrocyklickymi slou¢eninami, a to zejména s CB6. Syntetizovany ligand,
ktery disponuje dvéma hexamethylendiaminovymi vazebnymi misty, zahajuje novou studii
v ramci vyzkumné skupiny doc. Roberta Vichy. Zakladni otdzka, kterou je tieba vyfesit,
spociva v nejistoté, zda odd€leni hexamethylenovych mist tetramethylenovou spojkou je
dostate¢né na to, aby ligand mohl vytvotit komplex s CB6 v poméru 2:1 (Obrazek 20).
Pokud se tento predpoklad potvrdi, bude titulni ligand nasledné¢ prodluzovan o dalsi
alifatické fetézce s aminoskupinami, coz povede k vytvofeni molekuly s vice vazebnymi
misty. Vysledny komplex by mohl najit uplatnéni pfi mechanicky fizeném
transmembranovém pienosu chemického signédlu, ktery v pfirod¢ zajistuji nckteré
transmembranové proteiny. Doposud nebyla publikovdna zadna prace, ktera by popisovala
fizeni pfenosu chemického signdlu pfes membranu pomoci  syntetickych

transmembranovych struktur.

__________________
~~~~~~~~
. 4 .,

1 ‘I" Hy? i G
®/\\/\/\/ N \/\/\@/\/\/\\/ NH;
HaN" : N :
' j o H i
L / 4Cl o =

Obrazek 20 Piedpokladany komplex 2:1 CB6 s pfipravovanym ligandem.

Néavrh pivodni syntézy cilového ligandu je znazornén na Obrazku 21. OvSem tento
zpusob pfipravy pravdépodobné fungoval pouze do syntézy slouceniny 3. Slouceninu 4 se
jiz ptipravit nepodafilo. Proto bylo rozhodnuto vyzkouset redukci oxo skupiny jiz na
slouceniné 3, ovSem 1 tento pokus byl neuspésny. To vedlo k navrzeni alternativniho
syntetického postupu potencialné vedouciho k zisku titulniho ligandu (Obrazek 22). Nova
synteticka strategie je na rozdil od ptivodné navrhovaného postupu (Obrazek 21) ¢asové
méné narocnd, a navic neobsahuje problémovou redukci amidu. OvSem nova synteticka
strategie s sebou piinesla i nové prekazky. Jednalo se predevSim o vyskyt vysokého
prebytku vychozi latky, ktery znesnadiioval izolaci a identifikaci produktii v prib&hu
syntéz. Postupné¢ bylo vyzkouseno nékolik moznych zplisobtl, a uprav reakénich podminek

vedouci k odstranéni vychozi latky z produktu.
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NH
H2N/\/\/\/ 2

Obrazek 21 Obecné schéma syntetické strategie A.
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Sl
H
1

B B

Obrazek 22 Obecné schéma syntetické strategie B.

6.1 Ochranéni 1,6-diaminohexanu

Monochranény hexamethylendiamin je spolecny prekurzor pro obé syntetické strategie.
Nejdiive tedy bylo nutné provést ochranéni jedné ze dvou primarnich aminoskupin
v molekule hexamethylendiaminu. Vzhledem k zamysSlenym dal$im transformacim byla
zvolena chrénici skupina Boc. Ochranéni aminoskupiny bylo provedeno za pouziti di-terc-
butyl dikarbonatu, ktery byl k roztoku diaminohexanu postupné ptidavan po dobu 5 hodin
za chlazeni. Obé komponenty byly rozpustény v bezvodém CH>Cl> a po uplynulych 5
hodindch bylo odstaveno chlazeni a zbylych 25 hodin se smés ponechala michat pfi
laboratorni teploté (Obrazek 23). Struktura byla ovéfena pomoci 'H NMR spektra
(PFiloha 1) a vytézek této reakce byl 95 % Tato syntéza jiz byla popsana v literatute,!''
kde se autorim podafilo pfipravit N-Boc-1,6-diaminohexan ve vytéZzku 96 %. Coz je

obdobny vysledek jako v nasem piipadé.

O
Boc,O, CH,CI
Ao~~~ NHa 0 2, >l\ J—I\ Ao~~~ NHy
HoN 0°C, 30 h 0] N

1
95%

Obrazek 23 Syntéza N-Boc-1,6-diaminohexanu.
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6.2 Strategie A

6.2.1 Chlorace kyseliny jantarové

Pro naslednou kondenzaci ochranéného hexan-1,6-diaminu bylo nutné pfipravit dichlorid
kyseliny jantarové reakci kyseliny jantarové s SOCl,. Chloraci jsme provedli dvéma mirné
odlinymi zptsoby. Nejprve jsme postupovali dle literatury,''* a to rozpusténim kyseliny
jantarové v SOCla. Vznikld smés byla zahfivana na teplotu 80 °C po dobu pfiblizné 6
hodin (Obrazek 24). Po dokonceni reakce bylo nezbytné oddestilovat piebyvajici SOClo.
Po odstranéni SOCI; vznikl produkt ve formé bilého praSku. Po vizudlni kontrole a
zmétenych 'H a ')C NMR spekter (PFiloha 2 a 3) bylo zjisténo, Ze s nejvétsi
pravdépodobnosti vznikl anhydrid kyseliny jantarové, jehoz struktura je znazornénd na

Obrazku 24 a nikoliv pozadovana slou€enina 2.

0O
J\/\WOH SOCl, 0= 20
HO >~ W
reflux, 6 h

© 95 %

Obrazek 24 Neuspésny pokus o piipravu dichloridu kyseliny jantarové.

Proto bylo nezbytné reakci optimalizovat, a z tohoto diivodu byl pfidan katalyzator DMF,
ktery je hojné vyuZzivan také jako rozpoustédlo. Nejdiive jsme n€kolik minut refluxovali
smés obsahujici SOCl> a DMF, a poté byla pfidana kyselina jantarova. Syntéza dichloridu
kyseliny jantarové dale probihala jiz za stejnych podminek, jako v prvnim piipadé tzn.
reflux 6 hodin (Obrazek 25). Pritomnost DMF vedla ke vzniku smési ¢erné tuhé latky
v kapalin€, a proto bylo nutné produkt oddestilovat za snizené¢ho tlaku. Po sestaveni
destilacni aparatury byla provedena zkouska jeji té€snosti. Tlak pfi samotné destilaci byl
nastaven na 8 torr. Destilace trvala dvé hodiny a celkem byly jimany dvé frakce. Prvni
frakce byla sbirana jiz od 30 °C do 75 °C pfti vakuu, zde se nejspiSe oddestiloval zbytek
SOCl,. Od 75 °C byla jimana druhé frakce, kde se nachazel pozadovany produkt reakce,
coz bylo potvrzeno 'H a *C spektry (P¥iloha 4 a 5). Izolovany vytézek pozadovaného

dichloridu 2 v podob¢ nazloutlé kapaliny byl 35 %.
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O O
)WOH SOC,, DMF_ )Wcu
HO reflux, 6 h -«
0] 2 0]
35%

Obrazek 25 Chlorace kyseliny jantarové.

6.2.2 Kondenzace N-Boc-1,6-diaminohexanu (1)

K ochranénému diaminohexanu, ktery byl rozpustén v bezvodém CH:Clz byl béhem 30
minut za chlazeni pfidavan roztok obsahujici dichlorid kyseliny jantarové a bazi EtsN v
CHxCl, (Obrazek 26). Po smichani vSech komponent byla reakéni smés michana pfi

laboratorni teploté.

ﬁ\ O @]
Cl EtsN, CH-CI
O)J\N/\/\/\/NHZ + CIM 3 2 2=

0°C,25h

Obrazek 26 Priprava ochranéného diamidu 3 pomoci kondenzace.

Struktura produktu kondenzace byla ovéfena pomoci 'H NMR spektra (Obrazek 27).
Nasledné byly pfiifazeny signaly vzniklého diamidu. Prvni dva singlety s chemickym
posunem 6,11 a 4,57 ppm budou pravdépodobné patfit atomim vodiku navazanym na
amidovy a karbamatovy dusikovy atom. Nasledujici signdly, konkrétné kvartet (6 =3,23
ppm) a multiplet (6 = 3,11 ppm) nélezi methylenovym skupinam nachéazejicim se nejblize
atomim dusiku. Singlet s chemickym posunem 2,51 ppm patfi vodikovym atomiim
z centralniho Ctytuhlikatého fetézce. Kromé jiz zminénych signalii se v alifatické oblasti
nachazi také signaly atoml vodiku z methylovych skupin patiici chranici skupiné a atomy
vodiki z methylenovych skupin vyskytujicich se ve stiedu Sestiuhlikatého alifatického

fetézce.
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Obrazek 27 '"H NMR spektrum ochranéného diamidu 3 (CDCls, 303 K).

6.2.3 Odchranéni N,N’-[bis(/V -Boc-6-aminohexan-1-yl)|butandiamidu (3)

V dalsim kroku bylo nutné odchranit vznikly produkt kondenzace 3 (Obrazek 28).
Odstranéni terc-butylkarbamatu, 1ze obecné provést v kyselém prostiedi. V této préci bylo
vyzkousSeno odstranéni chranici skupiny pomoci CF3COOH v CH>Cl> nebo pomoci HCl in

situ generované reakci AcCl s MeOH.

Nejdiive byla reakce uskutecnéna s CFzCOOH v CH2Cl,, a to tak Ze se smés nechala
michat pfi laboratorni teploté po dobu 3 hodin. V 'H NMR vsak byly stalé pfitomny
signaly methylovych skupin pattici chranici skuping. Z tohoto diivodu byl vyzkouSen dalsi
zpusob odchranéni a to reakci s HCI v MeOH. Roztok, ktery jiz obsahoval HCI, MeOAc a
MeOH, byl po dobu 30 minut pii 0 °C ptfidavan ke slouceniné 3 v MeOH. Pfi této reakci
vznika produkt ve formé hydrochloridu a je tedy nutné vysledny produkt prevést na volnou
bazi. Po odpafeni MeOH, MeOAc a ptipadného HCI na RVO byl k alkalizaci pouzit 10%
NaOH. V tomto piipadé jiz v 'H NMR spektru nebyly signaly z terc-butylkarbamatu
pozorovany. Kromé toho ale také nebyly nalezeny vSechny signaly pozadované
slouCeniny. Je mozné, ackoliv pfi teploté kolem 0 °C malo pravdépodobné, ze béhem

extrakce doslo k hydrolyze. Podminky obou typu reakci jsou zndzornény v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Podminky reakci k odstranéni Boc chranici skupiny.

Cinidlo Rozpoustédlo Reakéni podminky
CF;COOH CHxCl, laboratorni teplota, 3 h
AcCl MeOH 0°C,5h

2. NaOH

@] @]
J\ H H 1. Deprotekce
AN N/\/\/\/N O >

H
HoN N
o H
4

Obrazek 28 Neuspésny pokus o odchranéni diamidu 3.

6.2.4 Redukce N,N-|bis(6-aminohexan-1-yl)]|butan-1,4-diaminu (4)

I ptesto, Ze po odchranéni slouc¢eniny 3 (reakci s HCl v MeOH) pozadovana latka 4
nevznikla, rozhodli jsme se nezndmy produkt podrobit redukci. Jako redukéni €inidlo byl
pouzit vysoce reaktivni LiAlH4, ktery je pouzivan k redukci rtiznych funkénich skupin,

jako naptiklad karbonylové slouceniny, mezi které patii amidy ¢i karboxylové kyseliny.

Pfi pouziti LiAlH4 je ponékud omezen vybér rozpoustédla na aproticka, relativné malo
polarni, jako je EtoO nebo THF. Ovsem produkt piedchozi reakce nebyl ve zminénych
rozpoustédlech rozpustny. Proto bylo nutné pouzit DME. Po smichani vS§ech komponent
byla reakéni smés zahfivana pfiblizn¢ 7 hodin (Obrazek 29). Ocekavany produkt

1,8,13,20-tetraazaikosan dle 'H NMR spektra nevznikl.

F ? -
/\\/\/\/NN Ao~ ~-NH LiAIH,, DME.;
H2N N reflux, 7 h
O 4
H NH
HQN/\/\/\/ \/\/\N/\/\/\/ 2
H
5

Obrazek 29 Nezdatena redukce produktu odchranéni.
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6.2.5 Redukce N,N-[bis(N -Boc-6-aminohexan-1-yl)|butandiamidu

Kvuli problémiim s odchranénim jsme se rozhodli obratit potadi redukce a odstranéni
chranici skupiny a provést redukci rovnou na slouceniné 3 (Obrazek 30) za pouziti tii

ruznych redukénich €inidel za odlisnych podminek (Tabulka 5).

Tabulka 5 Reakéni podminky jednotlivych redukci.

Cinidlo Rozpoustédlo Reakéni podminky
Na n-PrOH laboratorni teplota, 3 h
BH3- THF THF reflux, 18 h
LiAlH4 THF reflux, 17 h

Prvni redukce probihala po smichani slou¢eniny 3 s Na v n-PrOH, pii laboratorni teploté

témet 4 hodiny. Z '"H NMR spektra bylo patrné, Ze reakce viibec neprobghla.

Dalsi pokus o redukei se uskutecnil pfidanim komplexu BH3-THF k slouceniné 3 v THF.
Smés byla zahiivana pod zpétnym chladicem okolo 17 hodin a pribéh reakce byl
monitorovan pomoci '"H NMR a TLC. V 'H NMR spektru se objevila nova sada signald,
ktera by mohla nalezet nové vzniklym methylenovym skupindm po redukci oxoskupiny.
Ale reakce probihala velmi pomalu a spotieba reduk¢éniho ¢inidla byla velmi vysoka, proto

bylo rozhodnuto, ze se redukce ukon¢i a provede se jinym zpisobem.
Nakonec byl opét vyzkouSen LiAlH4 1 pro slouceninu 3 v THF, ale ani tato redukce nebyla
usp&$na. V této fazi jiz dochazely moznosti redukei, a proto nezbyvalo nic jiného nez

syntetickou cestu k vyslednému ligandu upravit. A tak byla napldnovana nova cesta

syntézy.
@] 0]
H H Redukce
>LO)J\N/\/\/\/NNN/\/\/\/NTOW< T .
H H
0] (0]
3
| j t
>\O N/\/\/\\/N\/\/\N/\/\/\/N\H/OK
7 " ©

Obrazek 30 Nezdafené redukce ochranéného diamidu 3.
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6.3 Strategie B

6.3.1 Nukleofilni substituce N-Boc-hexan-1,6-diaminu

Nukleofilni substituce (Sn) je jiz soucasti nového syntetického planu, vedoucimu k zisku
titulniho ligandu. Po rozpusténi slouceniny 1 v bezvodém MeCN byl k roztoku ptidan
dibrombutan a reakéni smés byla refluxovana po dobu 16 hodin (Obrazek 31). Pribéh
reakce byl sledovan pomoci 'H NMR a TLC. Z divodu vyskytu celkem dvou aminoskupin
ve struktufe slouceniny 7, bylo nutné pfidat minimalné 2 ekvivalenty vychozi latky (1). A
protoze vychozi latka slouzila také jako baze, bylo potteba pouzit dalsi dva ekvivalenty
slou€eniny 1. Jednotlivé ekvivalenty vychozich latek S byly n€kolikrat upraveny, jelikoz

se v 'H spektrech nachizel produkt ve smési s vychozim ochranénym diaminohexanem

).

O
EtaN, MeCN
>LOJLN/W\/NH2 NN 3 _
H reflux, 16 h
1

S t t
0 N/\\/\//\/N\/\/\N/\/\/\/NW/O\K
H H

)
7

Obrazek 31 Neuspésna piiprava slouceniny 7 pomoci nukleofilni substituce.

V prvnich pokusech byla Sy reakce provedena v desetinasobném moldrnim piebytku
vychoziho N-Boc-1,6-diaminohexanu vii¢i 1,4-dibrombutanu. Nicméné v 'H NMR spektru

S~ produktu (PFiloha 6) byl patrny vysoky obsah vychozi latky 1 viici sloucening 7.

Za UCelem snizeni mnozstvi vychozi latky 1 byl v reakci moldrni pomér N-Boc-1,6-
diaminohexanu (1) vici 1,4-dibrombutanu sniZzen na 5:1. Mnozstvi slouceniny 1 se snizit

ve smési podafilo, ale potad byl jeji obsah vysoky (Priloha 7).

Po uvazeni predeslych zkuSenosti byla Sy provedena v minimalnim mozném poméru 2:1,
ale to znamenalo, Ze jiz nebylo pfitomno dostate¢né mnozstvi slouCeniny 1, aby mohla
vystupovat zarovein jako baze. Jako baze byl tedy do reakéni smési piidan EtsN (Obrazek
31), ktery byl vybran diky kladnym zkuSenostem z piedeslych reakci. OvSem 1 v tomto

ptipadé se produkt reakce nachdzel stile ve smési s vychozi latkou 1 (Priloha 8), ale
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pomér vychozi latky k produktu reakce byl jiZ mnohem mensi. OvSem i pfesto bylo nutné

slouc¢eninu 1 od slouceniny 7 odd¢lit.

Proto byla hleddna vhodné mobilni fazi, ve které by se produkt Sx oddélil od vychozi
latky. Byla vyzkousena smés EtOH s EtOAc v poméru 2:1 (v:v) s pfidavkem 1 % Et;N,
diky ¢emuz se smés pii TLC analyze rozdélila. Pribéh sloupcové chromatografie byl
monitorovan tenkovrstvou chromatografii, dle které se smés rozdélila na dvé samostatné
latky. Ovem i po odstranéni vychozi latky od produktu reakce se v 'H NMR spektru
(Obrazek 32) vyskytoval vétsi pocet signalti, nez by odpovidalo symetrické slouc¢eniné 7.
Tak bylo zjisténo 7e 'H NMR spektrum na Obrazku 32 piislusi N-(N -Boc-6-aminohexan-
1-yl)-4-brombutan-1-aminu (7a). Signal s nejvyssi hodnotou chemického posunu patii
atomu vodiku na chranéném atomu dusiku (Boc—NH—). Signaly s chemickym posunem
3,08 a 2,45 ppm nalezi vodikovym atomim hexylového fetézce nejblize aminoskupinam.
Mezi témito signdly se nachdzi multiplet, ktery predstavuje nékteré signaly butylového
fetézce, konkrétné H; a Hi. Signal shodnotou chemického posunu 1,79 ppm, patii
vodikovym atomiim methylenovych skupin ze stfedu butylu. Zbyvajici signély v alifatické
¢asti, pak nalezi chranici skupiné¢ (Ha.) a vnitini Casti hexylu. Struktura produktu 7a
izolovaného pomoci sloupcové chromatografie byla ovéfena také zméfenim *C NMR

spektra (PFriloha 9).
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Obrazek 32 '"H NMR spektrum produktu nukleofilni substituce (CDCls, 303 K).

To tedy =znamena, ze Sx pravdépodobné probéhla pouze na jednom konci
dibrombutanového prekurzoru za vzniku latky 7a, jak je naznaceno na Obrazku 33. Je
tedy mozné, Ze se v predchozich pokusech o provedeni Sy, kde jsme pivodné vyhodnotili
surovy produkt jako slouceninu 7 ve smési s vychozim N-Boc-1,6-diaminohexanem (1) se
ve skuteCnosti jednalo o slouCeninu 7a ve smési s vychozi latkou 1. Pro GspéSnou syntézu
slouc¢eniny 7 bude v budoucnu nezbytné pouzit bud’ vyssi podil N-Boc-1,6-diaminohexanu
(1) oproti dibrombutanu, prodlouzit reakéni dobu, pfipadné jinak zvysit rychlost reakce
(vyssi teplota, MW). Po pfepoctu molarnich hmotnosti byl zjistén vytézek latky 7a po

sloupcové chromatografii 51 %.

O
Et3N, MeCN
j\o)LN/\/\/\/NHZ + Br/\/\/Br >
H reflux, 16 h

Obrazek 33 Pravdépodobné pripraveny produkt nukleofilni substituce 7a.
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6.3.2 Odchranéni N,N’-[bis(NV"-Boc-6-aminohexan-1-yl)|butan-1,4-diaminu

Jesté predtim, nez jsme zjistili Ze izolovany produkt po S je pravdépodobné sloucenina 7a
bylo provedeno ochranéni s pfedpokladem, Ze se jedna o slouc¢eninu 7 ve smési s vychozi
latkou 1. Odchranéni uvazované slouceniny 7 bylo provedeno za stejnych podminek, jako
je jiz diive popsano pii pokusech o odchranéni slouceniny 3 (kapitola 6.2.3). Vyzkouseli
jsme dva postupy s CF3COOH v CH2Cl; a AcCl v MeOH (Obrazek 34) za podminek
v Tabulce 6. Pficemz v obou ptipadech vznikl stejny produkt. Pfi odchranéni vétSiho
mnoZstvi uvazované latky 7 pomoci CF3COOH v CH,Cl, reakce neprobéhla, jelikoz v 'H
NMR se i nadale vyskytoval signdl chrénici skupiny. Tudiz se stale jednalo o ochranény
produkt Sn. Kviili tomuto nezdaru byla upfednostiiovana reakce s AcCl v MeOH. Nejdiive
byl vychlazen a probublan argonem samotny MeOH a po 30 minutach byl k vychlazenému
rozpoustédlu napipetovan AcCl. Vznikly roztok byl michan dalSich 30 minut, a poté byl ke
smési pridan produkt Sn, rozpustény v MeOH. Po smichdni vSech komponent byla reak¢ni
smés michana pii laboratorni teploté zhruba 4 hodiny (Tabulka 6). Po 5 hodinach byla
reakce ukoncena a opét byl vysledny hydrochlorid pfeveden na volnou bézi alkalizaci 10%

NaOH.

Tabulka 6 Podminky reakci k odstranéni Boc chranici skupiny.

Cinidlo Rozpoustédlo Reakéni podminky
CF;COOH CHxCl; laboratorni teplota, 3 h
AcCl MeOH 0°C,5h
0
>\ )L H H o 1. Deprotekce
o N N g \r >
H H ; ' 2. NaOH
O |
7
H
HQN/W\/NWHW\/M_&

Obrazek 34 Neuspeésné odchranéni slouceniny 7.

A tak byl surovy produkt 7, ktery byl pfipraven Sx provedenou v molarnim poméru 5:1
(vychozi latky 1 vic¢i dibrombutanu), podroben odchranéni. Na odchranéném produktu 5
bylo nasledné provedeno mnoho pokust o vymyti vychoziho diaminohexanu, se kterym se

nachazel ve smési (Obrazek 35). Odchranény produkt Sy byl rozpustén v 10 cm® CH.Cl> a
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nésledné byl promyt 8x7 cm® 10% roztokem NaOH. Pted kazdou extrakei v délici nalevce
byl roztok michan na magnetické michacce piiblizné 20 minut. Tento postup byl
zopakovan celkem 3x. V momentg, kdy byly v 'H NMR spektru signaly diaminohexanu
vuci signalim latky S ve stejném pomeéru, se mnozstvi vychozi latky vici produktu jiz
dal§imi extrakcemi nesnizovalo.
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Obrazek 35 '"H NMR spektra postupného vymyvani vychozi latky od uvazovaného
produktu 5 (CDCls, 303 K).

Z tohoto diivodu bylo nutné ovéfit, zda se signaly vychozi latky neptekryvaji se signaly
produktu, coz je mozné ocekdvat vzhledem k podobnosti struktur latek. Proto byly
zméieny homonukledrni (COSY a TOCSY) a heteronuklearni (HSQC a HMBC) 2D NMR
experimenty s cilem pfifadit jednotlivé signaly v 'H a 1*C NMR spektrech. Provedené 2D
experimenty (Obrazek 36) prokazaly interakce (oznaceno modrym krouzkem) mezi atomy
vodiku, které pivodné patfily vychozi latce, a atomy vodiku, naleZici produktu. Tato
skutecnost poukazuje na to, ze signdly vychozi latky se piekryvaji s atomy vodiku

produktu po extrakci.
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Obrazek 36 2D COSY NMR spektrum produktu po extrakci (CDCI3, 303 K).

Avsak po provedeni n€kolika extrakci v délici nalevce byla zietelna nizka mira efektivity
této metody. Zejména Casova narocnost a nizka Cistota produktu nas vedla k myslence, ze
je potiebné zvolit alternativni moznost izolace ¢istého produktu, vhodného pro identifikaci.
Nabizela se sloupcova chromatografie, nicméné na TLC desticce se od sebe vychozi
diaminohexan a produkt po odchranéni 5 rozd¢€lit nepovedlo. Vzhledem k nezdaru se
separaci odchranénych amintli, byla tentokrat separace provedena jiz s ochranénym

produktem 7 (viz ptedchozi kapitola 6.3.1) nikoliv s odchranénou slouceninou 5.

Produkt Sn izolovany pomoci sloupcové chromatografie byl tedy odchranén s HCI
v MeOH, kdy reakce probchla za stejnych podminek jako u odchranéni uvazovaného
produktu 5 (Tabulka 7). Na Obrazku 37 je zndzornéno reakéni schéma pravdépodobného
prubéhu odchranéni, kde byl ziskan N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-amin (5a) ve

vytézku 84 %.
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1. AcCl, MeOH, 0 °C,5h
2. NaOH
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Obrazek 37 Odchranéni slouceniny 7a.

Na Obrazku 38 je jiz znazornéno 'H NMR spektrum, které odpovidalo predpokladané
struktufe N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-aminu. Piky s chemickym posunem 2,48
ppm a 1,76 ppm patii kratSimu alifatickému fetézci. V levé ¢asti spektra jsou pozorovany
dva signdly, nalezici methylenovym skupinam, které jsou soucasti hexylu a nachéazeji se
vedle atomil dusiku. Mezi chemickymi posuny 1,80—1,32 ppm se vyskytuji zbylé signaly

H-atomu Sestiuhlikatého fetezce.
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Obriazek 38 '"H NMR spektrum slouc¢eniny 5a (CDCls, 303 K).
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Pro definitivni potvrzeni struktury N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-aminu (5a),
bylo nezbytné¢ dokazat piitomnost atomu bromu. A tak jsme se rozhodli provést

Lassaigneovou zkousku. Lassaigneova zkouska,'!®

patii mezi kvalitativni elementarni
analyzy, jejichz princip spociva v taveni organického vzorku se sodikem a naslednym
dikazem halogenu. Soucasné s analyzovanym vzorkem byl provadén i slepy pokus bez
ptfitomnosti slou€eniny Sa. Do zkumavky bylo navézeno 30 mg N-(6-aminohexan-1-yl)-4-
brombutan-1-aminu (5a), ke kterému byl opatrné ptfiddn maly kus sodiku, tak aby nebyl
v kontaktu se slouceninou Sa. Jelikoz latka Sa ve své struktufe obsahuje atom N, da se
predpokladat, ze pii této reakci vznika HCN. Zkumavka byla zahtivana nad kahanem,
dokud se sodik zcela nerozpustil. Jakmile byla zkumavka fadné zahtata, byla ponofena do
kadinky s destilovanou vodou, kde nésledné praskla. Zbytek sodiku reagoval prudce
s vodou, a poté byla provedend filtrace smési. Alkalicky filtrat byl okyselen HNO;3 a
vzapéti opatrné zahiivan do poloviéniho objemu roztoku, coz mélo odstranit t€kavy HCN.
Poté¢ byl ke smési pfidan 1% AgNOs;, kde by v pfipadé pfitomnosti halogenu méla
vzniknout bila nebo zlutd srazenina. V nasem piipad¢ nebyla zpozorovana zadna srazenina,

tudiz pro slouceninu Sa byla Lassaigneova zkouska neprikazna.

6.3.3 Prevod ligandu na hydrochlorid

Nicméné i1 tak jsme se rozhodli provést zakladni studii supramolekuldrniho chovani
ptipraveného ligandu 5a. Nejvétsi pochybnosti panovaly v otdzce struktury ligandu, byla tu
moznost jak linearni, tak cyklické formy. V ptipad¢ Ze by se jednalo o cyklickou strukturu,
ligand by s CB#n nevytvarel zddné komplexy. Jelikoz jsou hydrochloridy obecné stabilné;si,
byl pted zahajenim supramolekularnich experimenti N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-

1-amin (5a) pifeveden na dihydrochlorid (Obrazek 39).

@
H HCI-E,0, Et,O ® 2
AN > AN
o
5a 6a o]

44 %
Obrazek 39 Prevod slouceniny 5a na dihydrochlorid.
Nejdtive byla latka 5a rozpusténa v destilovaném Et;0, ke kterému byl opatrné piikapavan

HCI-Et,0 do vzniku viditelné srazeniny. Srazenina byla spole¢né s roztokem ptfemisténa

do sklenéné centrifugaéni zkumavky a smés byla odstiedéna pti 1000 ot-min~! po dobu
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priblizné 3 minut. Po oddé€leni srazeniny od pevného podilu byla kapalina odsata pipetou a
ke srazeniné¢ byl piidan cCisty Et2O. Postup byl 2x zopakovan a takto byla ziskana
sloudenina 6a, jejiz 'H NMR spektrum je uvedeno na Obrazku 40. Po pievodu slou¢eniny
5a na dihydrochlorid ma nyni nejvyssi hodnotu chemického posunu signal Hg+j. V jeho
blizkosti se nachazi signaly vodikovych atomil z methylenovych skupin, které se vyskytuji
vedle aminoskupin. Zbytek signalll v alifatické ¢asti zlistava obdobny jako v piipadé 'H
NMR spektra volné baze (Obrazek 38). Kromé '"H NMR spektra bylo zméfeno také '*C
spektrum (PFiloha 10).
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Obrazek 40 '"H NMR spektrum slouceniny 6a v (D20, 303 K).

Dihydrochlorid byl podroben také 2D NMR métenim, které ndm napomohly k pfifazeni
jednotlivych signalt. Z 2D experimenti bylo zméfeno COSY, TOCSY a HSQC. V
TOCSY spektru slouceniny 6a (Obrazek 41) byly pozorovany interakce mezi vodiky
z methylenovych skupin pattici butylovému fetézci H(g+j) s H(h+i), a interakce mezi

vodiky, vyskytujici se v hexylovém fetézci.
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Obrazek 41 2D TOCSY NMR spektrum 6a (D20, 303 K).

Slouceninu 6a jsme se rozhodli podrobit také ESI-MS analyze, abychom blize urcili
strukturu titulniho ligandu dal$i nezavislou metodou. Doufali jsme, Ze experiment potvrdi
pfitomnost atomu bromu, nachazejici se ve struktufe predmétného ligandu. Pfitomnost
atomu bromu jsme se pokusili dokézat jiz Lassaigneovou zkouskou, popsanou v kapitole
6.3.2, kterd vSak byla neprtikaznd. Vzhledem k tomu, Ze titulni ligand vykazuje kationtovy
charakter, tak ESI-MS méfeni bylo provadéno v pozitivnim skenovacim moédu. V
hmotnostnim spektru ilustrovaném na Obrazku 42 nebyla pozorovana protonovana forma
slouceniny 6a, jejiz hodnota m/z by ¢inila 251 m/z ani jeji ptipadné dvakrat protonovana
forma s hodnotou m/z 126. Byly pozorovany pouze jeji fragmenty, jejichz strukturu jsme
se pokusili navrhnout. K eliminaci doslo pravdépodobné jiz v iontovém zdroji (,,in-source
fragmentation ) nebo v jeho blizkosti. V ESI-MS spektru (Obrazek 42) lze vidét iont o
hodnoté 171 m/z, ktery mize ndlezet bud’to linedrni formé fragmentu (alkenu), nebo
cyklické formé fragmentu produktu (Obrazek 43). V piipadé Zze by ion o hodnoté¢ 171 m/z
patfil linearni formé fragmentu, mohl by jeho dal$i fragmentaci vznikat ion 154 m/z, jehoz

uvazovana struktura je zndzornénd na Obrazku 43.
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Obrazek 43 Navrh mozné fragmentace ligandu.

Kratce pfed odevzdanim této zavérecné prace byly zjistény vysledky elementarni analyzy

(EA), které meély slouzit ke standardizaci molarni hmotnosti ligandu. Experimentalni
vysledky EA CHN ¢inily 50,15/10,40/11,81. Na zaklad¢ vysledkt EA byly navrzeny rizné

chemické struktury (Obrazek 44), které by nastinily moZznou podobu ligandu. Zaroven

v Tabulce 7 jsou vypocteny teoretické hodnoty zastoupeni danych atoma v navrzenych

chemickych strukturach. Data, ktera byla zjiSténa z experimentii, se nejvice blizila

spoc¢tenym teoretickym hodnotam nenasyceného produktu eliminace 11. Tato stuktura, ale
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neodpovida izolovanému produktu, jelikoz 'H, '*C ani Dept-Q135 NMR spektra
nenaznacuji vyskyt alkenu ani methylové skupiny, ¢imz Ize zavrhnout také strukturu ¢islo
12. Dale jsme uvazovali o struktuie alkoholu 9, jehoz vznik by teoreticky mohla zapticinit
hydrolyza béhem nékteré z reakci nebo pii zpracovani reakéni smési. A proto bylo
zméteno IR spektrum, kde by v ptipadé vyskytu O—H skupiny byl viditelny vibracni pas
s vlnoétem 3200-3600 cm!. Ovsem tento pas se v IR spektru nenachazel, tudiz struktura

zkoumaného ligandu ziistava neobjasnéna.
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Obrazek 44 Chemické struktury moznych podob titulniho ligandu.

Tabulka 7 Teoretické procentudlni zastoupeni atomti v navrzenych strukturach.

Slou¢enina C[%] H[%] NJ[%] Cl1[%] Br[%] O][%] M [g'mol™]

ED 50,15 10,40 11,81
6 44,45 9,79 12,96 32,8 / / 432,34
6a 37,06 7,77 8,64 21,88 24,65 / 324,13
8 42,94 9,01 10,02 38,03 / / 279,68
9 45,98 10,03 10,72 27,14 / 6,12 261,23
10 40,48 9,51 14,16 35,38 / / 296,71
11 49,38 9,95 11,52 29,15 / / 243,22
12 48,98 10,69 11,42 28,91 / / 245,23

ED = experimentalni data
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7 DISKUZE K SUPRAMOLEKULARNIM EXPERIMENTUM

Cilem této prace byla syntéza N,N’-[bis(6-aminohexan-1-yl)]butan-1,4-diaminu (5) a
zkoumani jeho supramolekularnich vlastnosti s CB6, kde jsme piedpokladali vznik
komplexu ve stechiometrickém poméru 2:1. Jak je jiz podrobné popsano v syntetické Casti
(kapitola 6.3), misto titulniho ligandu se nam povedlo pfipravit pravdépodobné N-(6-
aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-amin (5a). OvSem i piesto jsme se rozhodli provést
studium hostitel-host na slouceniné 5a, kterd byla nasledné ptevedena na dihydrochlorid
(6a). Supramolekularni experimenty jsme se rozhodli provést také vzhledem k jistym
pochybnostem o struktufe ligandu. Konkrétné zda se jedna o latku v cyklické ¢i linearni
formé. Pokud by se jednalo o cyklickou slouceninu, netvofila by supramolekuldrni
komplexy s CB6 a CB7. Uvazovand molarni hmotnost pfipraveného ligandu byla 324,13

g-mol L.

Pro inkluzi dihydrochloridu N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-aminu byly vyuZity
hostitelské slou¢eniny CB6 a CB7. Pro CB6 se uvadi molarni hmotnost 996,82 g-mol ! a
v piipadé CB7 se jednd o hodnotu 1162,96 g-mol'. Oba makrocykly byly ziskany

z komercnich zdroji.

Vznik hostitel—-host systémi byl sledovan pomoci 'H NMR titrace, ITC a ESI-MS.

7.1 'H NMR titrace

'H NMR titrace je analytickd metoda, ktera zkouma interakce systému hostitel—host. Tyto
existujici interakce vedou ke zméné€ rozlozeni elektronové hustoty, coz se projevi zménou
chemickych posunti jednotlivych signala ligandu a makrocyklu. V zévislosti na pracovni
frekvenci NMR spektrometru, 1ze ve spektrech 'H NMR titrace rozlisit pomalou &i rychlou
vyménu. V této praci byl pouzit NMR spektrometr pracujici na frekvenci 400 MHz pro 'H.

Byly studovany komplexy pouze se zastupci CBn, pro které je typickd pomald vyména.

Pfi pomalé vymeéné jsou ve spektrech zpravidla pozorovatelné signaly vazané a nevazané
formy obou komponent ucastnicich se enkapsulace. Pokud komplex vznika, ve spektrech
se po pridani CBn objevi nova sada signall. Z titrace lze zjistit také stechiometrii daného
systému dle mnozstvi pfidaného hostitele. Dale lze odlisit, zda jsou signaly odstinéné ¢i
zastinéné. Pokud se signaly ligandu posouvaji smérem k vys$Sim hodnotdm chemického
posunu, pak se jedna o odstinéné H-atomy, které se nachazeji blizko portalu CBn. Kdezto

signaly zastinénych H-atomil se posouvaji smérem k niz§im hodnotadm chemického posunu
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a vime, Ze se dané¢ atomy vodiku nachazeji uvnitt kavity CBn. Diky vySe popsanym
informacim, které nam dokaZe poskytnout 'H NMR titrace je mozné odhadnout orientaci

ligandu v CBn.

Experimenty probihaly v 50 mM roztoku NaCl, jelikoz je CB6 v Cisté vodé Spatné
rozpustny. Za ucelem zachovani totoznych podminek byla titrace s CB7 rovnéz provedena

ve stejné koncentrovaném solném roztoku.

Pfed samotnou titraci bylo nutné provést standardizaci ligandu a CB#n za pouziti kyseliny
maleinové. Standardizace pro 'H NMR titraci s CB6, byla provedena ve dvou samotnych
kyvetach, které obsahovaly 2,12 pumol ligandu 6a a 4,48 pumol CB6. Nasledné bylo do
obou kyvet pfidano 11,28 pumol kyseliny maleinové, jakoZzto standardu. Standardizace
experimentu s CB7 prob¢hla obdobnym zpiisobem jako pro méteni s CB6, s tim ze latkové
mnozstvi ligandu 6a bylo 2,06 umol, CB7 4,44 umol a kyseliny maleinové 12,58 pmol.
Pomoci integralnich intenzit signali ligandu a hostitelskych latek zjisténych z 'H NMR
spekter, byly spocitdny skute¢né objemové poméry zasobnich roztokid, odpovidajici
pozadovanym molarnim pomérim. Vzhledem k pietrvavajici nejistoté stran struktury
ligandu 6a neni takto jista molarni koncentrace, ale molarni pomeéry titrovanych
komponent jsou spravné. Po standardizaci byla provedena titrace ligandu 6a s CBn.
Vsechny komponenty se nachazely v roztoku o stejném latkovém mnozstvi jako v piipade

standardizace.

Na Obrazku 45 je zaznamenany pribsh 'H NMR titrace ligandu 6a, hostitelem CB6.
Spektrum oznacené Cernou barvou, znazoriuje spektrum Cistého ligandu. Ke slouceniné 6a
byly postupné pipetovany 2 ekvivalenty CB6 po krocich 0,5 ekvivalentu. Jakmile byl
k ligandu ptidan prvni pfidavek makrocyklu ve spektru se objevila nova sada signald, coz
poukazuje na pomalou chemickou vyménu. Vznik systému CB6—6a ve stechiometrickém
poméru 1:1 naznacuje vymizeni signali nekomplexované formy po pifidani jednoho
ekvivalentu CB6. Ve spektrech je mozné pozorovat, ze atomy Hg a Ha jsou odstinéné, coz
znamend, ze se nachdzeji v blizkosti portalu CB6. Naproti tomu o atomech Hy, Hye a He+d
lze tvrdit, Ze se pravdépodobné vyskytuji uvnitt CB6. U signali Hj a Hu+i nedochazi ke
zméné chemického posunu, proto jsou komplexaci nejméné ovlivnény. CB6 bude mit
piednostné vyssi afinitu k hexylovému fetézci nez k butylovému.'”® Podoba vzniklého
komplexu CB6—6a je znazornéna na Obrazku 46. JelikoZ jiz prvni provedeny experiment
poukazuje na vznik komplexu, lze zavrhnout moznost cyklické struktury studovaného

ligandu.
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Obrizek 45 '"H NMR titrace ligandu 6a s CB6 (NaCl, 303 K).
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Obriazek 46 Komplex CB6—6a ve stechiometrii 1:1 dle "H NMR titrace.

'"H NMR titrace byla provedena také s CB7 (Obrazek 47). K &istému ligandu 6a bylo
pridano celkem 1,5 ekvivalentu CB7. Obdobn¢ jako u systému s CB6, i komplex CB7—6a
vykazuje stechiometrii 1:1, coz je patrné z vymizeni sady pivodnich signali ligandu po
pridavku jednoho ekvivalentu hostitele. Z titrace s CB7 vyplyva, Ze v blizkosti portalu
hostitele se bude vyskytovat pouze atom Hg, Zadny jiny odstinény atom vodiku ve spektru
zpozorovany nebyl. Nicméné uvnitf dutiny se budou, obdobné jako u titrace s CB6,

nachazet signaly ze stfedu hexylového fetézce a to Hy/e a také He+a s Hr. Vzhledem k tomu,
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ze CB7 ma ve své struktufe o jednu glykolurilovou jednotku navic oproti CB6, zvladne do

své dutiny pojmout také atom Ha. Strukturni podoba navrhovaného komplexu CB7—6a je

uvedena na Obrazku 48.
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Obrizek 47 'H NMR titrace ligandu 6a s CB7 pii 30 °C (NaCl, 303 K).
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Obriazek 48 Komplex CB7—6a ve stechiometrii 1:1 dle "H NMR titrace.

Pro spravné piifazeni nové sady signali ligandu 6a, byly provedeny 2D 'H-'H NMR
experimenty TOCSY a ROESY titrované¢ho ligandu 6a s CB6. Zelené¢ oznacené krospiky

patii TOCSY experimentu, pomoci kterého bylo mozné identifikovat vodikové atomy
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piislusejici izolovanym spinovym systémiim butylového a hexylové fetézce. ROESY

spektrum (Cervené krospiky) pak identifikuje sousedici methylenové skupiny.
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Obrazek 49 2D NMR experimenty TOCSY (zelen¢ krospiky) s ROESY (Cervené
krospiky).

7.2 Isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie

Isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC) je dal§i velmi dalezitou metodou pro popis
supramolekuldrnich systémtll. Mikrokalorimetrie se zabyvd méfenim uvolnéného ¢i
spotfebovaného tepla, souvisejiciho s interakcemi mezi hostitelem a hostem. ITC poskytuje
dalezit¢ termodynamické parametry daného komplexu a to stechiometrii, vazebnou

konstantu, zménu enthalpie a zménu entropie.

Stanoveni komplexu CB6—6a a CB7—6a probihalo v 50 mM NaCl pfi 303 K, pokud neni
dale uvedeno jinak. Ke komponenté v reakéni cele bylo vzdy pfidano celkem 28 piidavka
po 10 mm® druhé komponenty (prvni piidavek byl 2 mm?®). Jelikoz sloudenina 6a
vykazovala vysokou afinitu k CB6, bylo nutné pouzit kompetitor (Obrazek 50). V
Tabulce 8 jsou uvedeny koncentrace ligandu, CB#n a kompetitorti pouzitych pro jednotliva

méfeni. Oba kompetitory byly jiz diive pfipraveny v laboratotich na Ustavu chemie.
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Obrazek 50 Chemické struktury kompetitort pro méteni s CB6.

Tabulka 8 Koncentrace jednotlivych komponent vystupujicich v ITC méfeni.

Makrocyklus Kompetitor Koncentrace Koncentrace Koncentrace
ligandu [ mM] CBr [mM] kompetitoru [mM]
CB6 / 0,56 0,05 /
CB7 / 0,56 0,05 /
CB6 13 0,56 0,05 0,10
‘CB7 / 0,49 0,05 /
CB7 / 0,04 0,34 /
CB6 14 0,56 0,05 0,08
CB6 14 0,56 0,05 0,8
CB6 14 0,56 0,05 7,1

*Méfeno v H,O

Pti vybéru vhodného kompetitoru bylo nutné znat jeho hodnotu asocia¢ni konstanty k
CB6. Tato hodnota by méla byt v idedlnim piipadé o tfi fady nizsi nez K, studovaného
komplexu, jelikoz béhem titrace je kompetitor s nizsi afinitou vytlacen ligandem 6a z
dutiny CB6. U titulniho ligandu 6a jsme predpokladali vazebnou konstantu 10’-10° M,
jelikoz v tomto rozmezi jsou uvadény K, komplexi CB6 s alkyldiamoniovymi ionty, které
nesou jistou strukturni podobnost s pfipravenym ligandem.!”> A proto jsme vyzkouseli
kompetitor 13, ktery vykazuje s CB6 v 2,5 mM NaCl hodnotu K, = 5,33-10° M"'. Bohuzel
se ukazalo, Ze sloucenina 13 neni pro tento typ méfeni vhodnd, jelikoZ kompetitor se
k CB6 vazal siln€ji nez ligand. Proto byl pouzit syst¢tm CB6 se slouceninou 14, jejiz
asociaéni konstanta je velmi podobna pfedchozimu ligandu a to 2,99-10° M! v 2,5 mM
NaCl.!'% Navzdory tiem opakovanym méfenim, kde jsme vzdy desetindsobné zvysili

koncentraci kompetitoru 14, se ndm nepodatilo dosdhnout reprodukovatelnych vysledkii.

Na Obrazku 51 Ize vidét ITC zdznam z méteni ligandu 6a s CB6 po odecteni zied'ovaciho
tepla. Na prvni pohled si 1ze vSimnout, Ze se teplo produkované danym systémem uvolituje

i po dosazeni ekvivalence, coz neni pro pary hostitel—host obvyklé. Proto jsme se rozhodli
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podminky métfeni modifikovat. Pro nasledujici méteni s CB7 jsme misto 50 mM NaCl
experiment uskutecnili v destilované vodé. Také jsme vyzkouSeli reverzni méteni, kde
jsme titrovali ligand makrocyklem. Nicméné, i pfes tyto rizné pokusy, jsme v ITC
zdznamech neustale pozorovali dodate¢né uvoliiovani tepla po dosazeni ekvivalence. V
systémech CB6 a CB7 s ligandem 6a se tedy pravdépodobné odehrava dalsi jev, ktery
nelze metodou ITC identifikovat. S velkou pravdépodobnosti by mohl béhem titrace
makrocyklus potlacovat disociaci ligandu, coz by mohlo vysvétlit doplitkové teplo po
ekvivalenci. Vzhledem k nereprodukovatelnosti ITC experimentli a piitomnosti dalSich
neidentifikovanych procest spojenych s uvoliovanim tepla nelze ziskat zadné vérohodné
termodynamické parametry téchto komplexaci. Kazdopadné ze strmosti kiivky (Obrazek
51) Ize o komplexu CB6—6a konstatovat, ze K, bude ziejmé vétsi nez 10’ M !, Obdobng,
afinita ligandu k CB7 bude pravdépodobné mensi nez pro systém CB6—6a.
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Obrazek 51 ITC zaznam pro komplex CB6—6a (NaCl, 303 K).
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7.3 Elektrosprejova ionizace s hmotnostnim detektorem

Vznik supramolekularnich komplexii 6a-CB6/7 byl ovéifen tfeti nezdvislou metodou, a to
hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). MS slouzi k analyze
vzorku tim, Ze méfi pomér hmotnosti k naboji (m/z) iontd, jez jsou vytvoreny urcitou
ioniza¢ni technikou. V tomto piipad¢ se jednd o ESI, coz je pifiklad meékké ionizacni

techniky vhodné pro analyzu stfedné az siln€ polarnich latek.

ESI-MS experimenty probihaly v pozitivnim skenovacim modu a v ¢isté vodé.

Koncentrace hostitele i hosta ve vzorku byla vzdy 12,5 uM.

Jak je popséno v kapitole 6.3.3, v hmotnostnim spektru patiicimu samotnému ligandu
(Obrazek 42), nebyl pozorovan molekulovy ion, ktery by nalezel protonované molekule
6a. V ESI-MS spektrech byl spatfen pouze fragment o hodnoté 171 m/z, ktery vystupuje
také v pfipadé méteni s CBn. Tento fragment by mohl nalezet iontu s linedrni nebo
cyklickou strukturou (Obrazek 43). Jelikoz jsme 'H NMR titraci prokazali vznik

komplexu, moznost cyklického fragmentu mizeme nyni zavrhnout.

Na Obrazku 52 jsou znazornéna hmotnostni spektra smési ligandu 6a s CB6 a CB7.
V ESI-MS spektru ozna¢eném pismenem A, Ize pozorovat jako dominantni dvakrat nabity
ion o hodnoté¢ 584 m/z. Tato hodnota odpovida vzniku komplexu dvojndsobné
protonovaného produktu eliminace (M+2-H")** s CB6 vpoméru 1:1 [M*-CB6]*". V
hmotnostnim spektru oznaceném pismenem B, je ilustrovan vysledek analyzy ekvimoldrni
smési ligandu 6a s CB7. Ve spektru prvniho fadu byl opét pozorovan jeden dominantni
dvojnéasobné& nabity ion s hodnotou 662 m/z, ktery odpovidd vzniku komplexu dvojnasobné

protonovaného produktu eliminace s CB7 v poméru 1:1 [M**-CB7]*".
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Obrazek 52 Hmotnostni spektra smési ligandu 6a s CB6 (A) a CB7 (B).
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ZAVER
Cilem diplomové prace byla ptiprava 1,8,13,20-tetraazaikosanu a nasledné zkoumani jeho

supramolekularnich vlastnosti s CB6.

Prvni navrZzeny pladn syntézy zahrnoval jako intermedidt diamid kyseliny jantarové 3.
Zatimco tato latka byla uspésné pfipravena, naslednéd redukce amidovych skupin na amin
se nezdafila. Z tohoto diivodu byla navrzena alternativni strategie syntézy, jenz se ubirala
cestou nukleofilni substituce, pti které jsme se potykali s vyskytem vychozi latky ve smési
s produktem po Sn.

Jako nejefektivnéjSi metoda pro izolaci Cistétho produktu se ukazala sloupcova
chromatografie. OvSem po detailngjsi identifikaci izolované latky jsme zjistili, Ze se po
odchranéni pravdépodobné jedna o N-(6-aminohexan-1-yl)-4-brombutan-1-amin, a nikoliv

o titulni ligand.

I pfesto jsme se rozhodli provést studium supramolekularniho chovéani piipraveného
ligandu s CB6 a CB7 pomoci 'H NMR titrace, ITC a ESI-MS. Tento krok byl zejména

dilezity pro objasnéni strukturni povahy ligandu, zda je linearni nebo cyklicky.

Jiz '"H NMR titrace ptipraveného ligandu s CB6 i CB7, odhalila vznik komplexti ve
stechiometrickém poméru 1:1. Na zdkladé ¢ehoz lze vyvratit moznost cyklické struktury

ligandu.

Z ITC experimentli nebylo mozné ziskat zadné termodynamické parametry, jelikoz ligand
s obéma hostiteli (CB6 a CB7) vykazoval doplitkové teplo po dosazeni ekvivalence, coz
muze znacCit potlaCenou disociaci ligandu makrocyklem. Nicméné z méieni bylo
vypozorovéano, ze systém s CB6 méa hodnotu K, vétsi nez 10’ M ™! a afinita CB6 k ligandu

je veétsi nez afinita CB7.

Tteti pouzitou nezdvislou metodou je ESI-MS. Z hmotnostniho spektra ligandu 6a bylo
evidentni, ze ligand kvantitativné¢ podléha eliminaci nejpozdéji v iontovém zdroji. Coz ma
za nasledek, Ze v ESI-MS spektru nelze vidét protonovanou molekulu, ale fragmentovy ion
171 m/z. V hmotnostnich spektrech studovanych komplexii tvofil produkt eliminace s CB6
1 CB7 dvakrat nabité systémy se stechiometrii 1:1. Dle zaznamenanych intenzit v ESI-MS

spektrech je komplex s CB6 stabilnéjsi nez s CB7.

Pozdéji byla zjiSténa experimentalni data z EA, ktera nesouhlasila s teoreticky vypoctenym

zastoupenim jednotlivych prvka ve struktufe ligandu. Experimentalni data se nejvice
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shodovala s vypoctenymi hodnotami odpovidajici struktufe eliminovaného produktu.

Ovsem mozny vznik alkenu je vyvracen NMR métenim.

K uspésné syntéze 1,8,13,20-tetraazaikosanu by mohla vést tprava reakénich podminek
Sn. ZvySeni moldrnitho poméru vychozi latky 1 vi¢i dibrombutanu, piipadné smés
refluxovat pfi vyssi teploté. Dale by mohlo pomoci vyrazné prodlouzit reakéni dobu nebo

pouzit jiné rozpoustédlo.

Titulni ligand bude nasledné¢ postupné prodluzovan o dalsi alifatické fetézce

s aminoskupinami, diky ¢emuz vznikne sloucenina s vice vazebnymi misty.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PA polyaminy

PUT putrescin

SPD spermidin

SPE spermin

DETA diethylentriamin

MEA ethanolamin

PMDTA pentamethyldiethylentriamin
PEI polyethylenimin

K, asociacni konstanta

CBn cucurbit[n]uril

CD cyklodextrin

ITC isotermalni titracni mikrokalorimetrie
NMR nuklearni magneticka resonance
ESI-MS elektrosprejova ionizace s hmotnostnim detektorem
CDCl3 deuterovany chloroform

DO deuterovana voda

0 chemicky posun

RVO rota¢ni vakuova odparka

DMF dimethylformamid

THF tetrahydrofuran

DME dimethoxyethan

TLC tenkovrstva chromatografie

SN nukleofilni substituce

EA elementarni analyza
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SEZNAM PRILOH

Piiloha 1 '"H NMR spektrum slou¢eniny 1 (CDCl3, 303 K).

Piiloha 2 'H NMR spektrum anhydridu kyseliny jantarové (CDCls, 303 K).
P¥iloha 3 1°C NMR spektrum anhydridu kyseliny jantarové (CDCls, 303 K).
P¥iloha 4 'H NMR spektrum slou¢eniny 2 (CDCls, 303 K).

P¥iloha 5 '*C NMR spektrum slouceniny 2 (CDCl;3, 303 K).

P¥iloha 6 'H NMR spektrum Sy produktu po reakci v poméru 10:1 (CDCls, 303 K).
Piiloha 7 'H NMR spektrum Sy produktu po reakci v poméru 5:1 (CDCls, 303 K).
Piiloha 8 'H NMR spektrum Sy produktu po reakci v poméru 2:1 (CDCls, 303 K).
P¥iloha 9 '*C NMR spektrum slouceniny 7a (CDCl3, 303 K).

P¥iloha 10 '*C NMR spektrum slou¢eniny 6a (D-0, 303 K).
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PRILOHY

Piiloha 1 '"H NMR spektrum slou¢eniny 1 (CDCl3, 303 K).
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P¥iloha 2 'H NMR spektrum anhydridu kyseliny jantarové (CDCls, 303 K).
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P¥iloha 3 '*C NMR spektrum anhydridu kyseliny jantarové (CDCls, 303 K).
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P¥iloha 5 '*C NMR spektrum slouéeniny 2 (CDCl;3, 303 K).
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Piiloha 6 '"H NMR spektrum Sn produktu po reakci v poméru 10:1 (CDCls, 303 K).
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Piiloha 7 '"H NMR spektrum Sy produktu po reakci v poméru 5:1 (CDCls, 303 K).
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Piiloha 8 'H NMR spektrum Sy produktu po reakci v poméru 2:1 (CDCls, 303 K).
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P¥iloha 9 '*C NMR spektrum slouceniny 7a (CDCl;3, 303 K).
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Piiloha 10 *C NMR spektrum sloueniny 6a (D-0, 303 K).
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