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ABSTRAKT

Naplni této bakaléafské prace bylo studium tvorby supramolekularnich komplexii typu
hostitel-host vybranych  disubstituovanych  pyrrolo[2,3-d]pyrimidini  obsahujicich
adamantanovy skelet s nativnimi cyklodextriny a cucurbit[7]urilem v plynné fazi. Analyza
tvorby supramolekularnich komplext byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru

s iontovou pasti vybaveného elektrosprejovou ionizaci.

Kli¢ova slova: adamantan, cyklodextrin, cucurbit|[ 7]uril, supramolekularni chemie, komplex

hostitel-host, hmotnostni spektrometrie

ABSTRACT

The main goal of this bachelor thesis is the study of the formation of supramolecular host—
guest complexes in the gas phase. Analysed guest molecules were chosen from series of
disubstituted pyrrolo[2,3-d]pyrimidines bearing adamantane moiety. Macrocycles
functioning as hosts in this thesis were native cyclodextrins and cucurbit[7uril, respectively.
Analysis was performed using mass spectrometer with ion trap equipped with an

electrospray ionization source.

Keywords: adamantane, cyclodextrin, cucurbit[ 7]uril, supramolecular chemistry, host—guest

complex, mass spectrometry
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UvVOD

Pyrrolo[2,3-d|pyrimidiny byly v minulosti identifikovany jako mozné inhibitory vybranych
proteinkinas a jako latky s antiproliferacnimi Uc¢inky vici vybranym typim nadorovych
bunécnych linii. V ramci vyzkumné skupiny doc. Vichy plsobici na ustavu chemie FT UTB
byla pfipravena série pyrrolo[2,3-d]pyrimidint, které v pozici 4 obsahuji aromaticky amin
s adamantanovym skeletem. Biologicka aktivita téchto latek byla testovana vii¢i vybranym
proteinkinasdm a nadorovym bunéénym liniim, kdy byly testovany nejen samotné
slouceniny, ale také jejich ekvimolarni smési s P-cyklodextrinem. Proteinkinasy hraji
vyznamnou roli pfi bunééném déleni vSech eukaryotickych bunék a inhibice specifickych
proteinkinas miize vést k zastaveni bunécného deleni vybranych nddorovych bunéénych
linii. Tato prace tak tematicky navazuje na tento vyzkum a jejim cilem je popsat chovani

téchto latek s vybranymi makrocykly v plynné fazi.

Adamantanovy skelet, kterym tyto latky disponuji casto byva, diky své vysoké lipofilité,
kombinovéan se zndmymi farmakofory pfii ptipravé bioaktivnich latek za ucelem zlepSeni
jejich farmakologického profilu. Dalsi zlepSeni by mohla pfinést také schopnost
adamantanového skeletu tvofit nekovalentné vazané supramolekulérni inkluzni komplexy
s nékterymi makrocyklickymi slou¢eninami. Jedna se o latky disponujici kavitou, do které
dokézou pomoci nekovalentnich interakci vazat jiné molekuly (tzv. hosty). V kontextu
supramolekularni hostitel-host chemie se tyto latky nazyvaji ,hostitelé”. Mezi tyto latky
patii také slouceniny zrodiny cyklodextrini a cucurbit[z]urili. Na téma formace
supramolekuldrnich komplext typu hostitel-host byla publikovana celd fada védeckych
¢lankll a ptedstavuji tak v soucasné dobé vyznamnou oblast zajmu vyzkumnych tymi
z celého svéta. Vliv komplexace adamantanem substituovanych derivatl na bazi purinu s -
cyklodextrinem jiz byl studovan, pfi¢emz bylo zji$téno, ze vznik komplexli vede ke zlepSeni
rozpustnosti purinovych derivati ve vodném prostiedi bez zasadniho negativniho ovlivnéni
jejich biologické aktivity, stability ¢i biologické dostupnosti.

Experimentalni ¢ast této bakalatské prace se zabyva studiem vzniku komplext vybranych
makrocykll s derivaty na bazi pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu v plynné fazi. K tomu bylo vyuzito

hmotnostniho spektrometru s iontovou pasti vybaveného elektrosprejovou ionizaci.
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1 ADAMANTAN

1.1 Historie adamantanu

Struktura adamantanu byla poprvé hypotetizovana H. Deckerem a nazvana ,,dekaterpen®.
Adamantan byl poprvé izolovan Stanislavem Landou v roce 1932 ze vzorku hodoninské
ropy procesem frakcni destilace. Chlazeni parnich destilatt ropy vedlo ke kondenzaci pevné
latky, kterd byla diky své vysoké teploté identifkovana jako adamantan. Efektivngjsi
separace bylo pozdéji dosazeno extrakéni krystalizaci s thiomocovinou. [1] V ropé byly
nasledné objeveny dal§i slouCeniny obsahujici adamantanovy skelet, napiiklad
monosubstituované alkylderivaty adamantanu jako 1-methyladamantan, 1-ethyladamantan,
2-methyladamantan a 2-ethyladamantan nebo polysubstituované jako 1,3,5,7-
tetramethyladamantan. Soucasné byly v ropé nalezeny vyssi homology adamantanu jako

diamantan, triamantan, anti-tetramantan a neo-pentamantan. (Obrazek 1). [2]

o. B O G

1-methyladamantan  1-ethyladamantan = 2-methyladamantan  2-ethyladamantan

5 & g%

diamantan triamantan anti-tetramantan neo-pentamantan
Obrazek 1. Priklady polycyklickych uhlovodikli v nalezenych v rop¢.
1.1.1 Prvni syntéza

Ptestoze izolace z ropy byla uspé$nd, koncentrace adamantanu se pohybovala v rozmezi
0,02—-0,03 % coZ znamenalo, Ze k ziskani 200 g adamantanu bylo tfeba zpracovat az 66 kg
ropy. Tento fakt tedy vedl ke snaze o vyvinuti efektivnich metod syntézy. Prvni pokus o
syntézu adamantanu probéhl jesté pied jeho prvni izolaci, a to v roce 1922. O ni se pokusil
Meerwein, kde vychozi latkou byl produkt reakce formaldehydu s diethyl-malonatem, ktery
byl nazvan Meerweintiv ester. Tento pokus vSak dopada netuspésné a prvni ispéSna syntéza
probiha az v roce 1937. Autorem prvni syntézy adamantanu se stava Bottger, ktery reakci
Meerweinova esteru s dibrommethanem v alkalickém prostfedi ziskal substituovany

adamantan (Obrazek 2). Vroce 1941 Prelog a Seiwerth syntetizovali nesubstituovany
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adamantan z adamantan-1,3-dikarboxylové kyseliny. Vytézek izolovaného adamantanu
¢inil pouze 0,3 %. Nejvyssiho vytézku bylo dosazeno metodou zndzornénou na Obrazku 2.
Reakce Meerweinova esteru s dibrommethanem poskytuje derivat adamantanu, ktery po
hydrogenaci a nasledném plsobenim chloridu fosfore¢ného poskytuje odpovidajici
dichlorderivat. Ten po reakci s vodikem a alkalické hydrolyze vede ke vzniku 1,3,5,7-
tetrakarboxylé kyseliny. Nasleduje reakce s oxidem stiibrnym a bromem za vzniku
tetrabromadamantanu. Poslednim krokem je reakce tetrabromadamantanu s vodikem, ktera

vede ke vzniku adamantanu s vytézkem 7 %. [1][2]

COOCH;, o COOCH3 COOCH;
Cl
CHzBI’z 1) HZ"' Pt!
H;COOC COOCH, NaOH H;COOC COOCH, 2)Pt  HyCOOC COOCH;
HLCOOC o) H,COOC o H,COOC al
1) Ha/ Ni
2)OH / H,O
Br COOH
Ho/ Ni 1) Ag,0
-~ Fr Br <——— HOOC COOH
Br BI'2 y CC|4

Obrazek 2. Schéma syntézy adamantanu.
1.1.2 Syntéza metodou presmyku

Jelikoz vytézky klasickych metod syntézy nebyly nijak uspokojivé, zacali védci hledat jiné
zpusoby piipravy adamantanu. Adamantan je latka jejiz struktura disponuje nejnizsi
termodynamickou energii ze vSech izomerti o sumarnim vzorci CioHe. Tato vlastnost vedla
k hypotéze, Ze by adamantan mohl byt syntetizovan pomoci metody katalytického presmyku,
kde by vhodny prekurzor postupné zaujimal konfiguraci o nejniZsi energii, tedy adamantanu.
[2]

Prvni UspéSna syntéza adamantanu metodou piesmyku byla provedena v roce 1957
hydrogenaci dicyklopetadienu za vzniku tetrahydrodicyklopentadienu, ktery pod refluxem
v pfitomnosti chloridu hlinitého izomeroval na adamantan. [1] Vytézek této reakce se
povedlo zvysit dvéma modifikacemi. Tou prvni byla vyména AlCls za HF-BF3, kde doslo
k zvySeni vytézku z pivodnich 20 % na 30 % a druhou bylo pouZiti smési AICl; a HCI za
vysokého tlaku, kde vytézek dosahoval 40 %. Objevitelem této reakce byl Paul von Ragué

Schleyer, ktery prozkoumal dal§i mozné prekurzory jako cholesterol, cedren nebo skvalen,
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avSak zadny neposkytoval nesubstituovany adamantan, ale prevazné ethyl- a methyl-

derivaty. [1]

H, AICl,
_— — <
12h

Obrazek 3. Schéma Schleyerovy syntézy adamantanu.

Syntéza adamantanu vyuzivajici pouze chlorid hlinity je diky své jednoduchosti
nejvyuzivanéjsi komeréni metodou piipravy. Tuto metodu vyuzivala i ¢eské firma Pliva —
Lachema a.s.. Pouziti AICI3 vede k vzniku zna¢ného mnozstvi nezadouciho odpadu, a tak se
kvili rostoucim narokiim na ochranu zivotniho prosttedi hledaji nové metody. Jako vhodné
se jevi vyuziti zeolitickych katalyzatort, které jsou recyklovatelné, a tak jsou efektivnéjsi

jak z hlediska ekologického, tak ekonomického. [2]

1.2 Vyskyt adamantanu

Slouceniny s adamantanovym skeletem se v pfirodé vyskytuji vjiz zminéné rop€ a
v krystalické mfizce diamantu. Ptikladl sloucenin na bazi adamantanu vyskytujicich se
v biologickych soustavach neni mnoho ale existuji. Jednou z nejznaméjSich latek obsahujici
»adamantanovy* skelet, resp. dioxoadamantan, je tetrodotoxin (Obrazek 4). Jedna se o silny
neurotoxin, vyskytujici se v télech ryb rodu Fugu, ktery byl poprvé izolovan z vaje¢nikii
ryby Spheroides rubripes. AvSak schopnosti produkovat tetrodotoxin disponuji i néktefi

obojzivelnici a korysi. [3]

V rostlinéch Ize adamantan najit naptiklad v listech zastupct rodu Guttiferae, které obsahuji

sampsonion [ a sampsonion J. (Obrazek 4) [1]
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H _NH

N
H

sampsion |

Obrazek 4. Piiklady sloucenin na bazi adamantanu vyskytujici se v ptirodé.

1.3 Vlastnosti adamantanu

1.3.1 Fyzikalni vlastnosti

Adamantan tvofi bezbarvé krystaly kafrové viiné. Geometrické usporadani atomi uhliku této
molekule dava unikétni fyzikélni a chemické vlastnosti. VSechny délky vazeb jsou 1,54 +
0,01 A a C—C—C vazebné uhly jsou 109,5 + 1,5°. Molekula je tudiz kompletné& bez tihlového
a torzniho pnuti. Polomér adamantanu je 6,4 A, vypocitana plocha je 134 A? a objem je
128A3. [4] Adamantan je dobfe rozpustny v nepolarnich rozpoustédlech, ale za to je $patné
rozpustny v polarnich rozpoustédlech a ve vod¢ je téméf nerozpustny. Jeho struktura ma vliv
na teplotu tani, ktera je pfi 269 °C pro uhlovodik velmi neobvykla. JelikoZ jsou atomy
v prostoru rozmistény podobné jako u diamantu, krystalizuje adamantan podobné, a to

v plo$né centrované krychlové soustavé. [1]

1.3.2 Chemické vlastnosti

Adamantan obsahuje pouze alifatické atomy uhliku (CH a CHz), je proto velmi stabilni.
s bromac¢nim cCinidlem (Obrazek 5). Bylo potvrzeno, Zze bromace je adamantanu probiha
iontove, nikoliv radikdlové. Reakce je katalyzovdna Lewisovou kyselinou a pfitomnost

svétla, peroxidu nebo azobisisobutyronitrilu nema na rychlost reakce vliv. [1]
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Br Br
Br, g BBry-Brs
-~ - Br
reflux reflux
A|BI’3-BF3
reflux
80°C
Br Br
AlBr;-Brj
‘—
Br Br 140°C Br
Br
Br

Obrazek 5. Schéma bromace adamantanu.

Reakce s kyselinou sirovou poskytuje adamantan-2-on. Reakce v prvnim kroku probiha za
vzniku 1-hydroxyadamantanu, pficemz po odstépeni molekuly vody vznika adamantylovy
kation, ktery muize ,,migrovat mezi polohou C1 a C2 coz vyusti v rovnovahu mezi 1-
hydroxyadamantanem a 2-hydroxyadamantanem. Oxidace 2-hydroxyadamantanu poskytuje

vysledny adamantan-2-on. (Obrazek 6) [5]

OH 0
+ ik HQO
H,S0, H HpS04
OH "ho0 ' H*

Obrazek 6. Schéma piipravy adamantan-2-onu.

Ptiprava adamantankarboxylovych kyselin probiha metodou Kochovy—Haafovy
karboxylace, kterd vyuziva in situ generaci oxidu uhelnatého ze smési HCOOH v H>SO4 a

terc-butylového kationtu vznikajiciho z terc-butanolu (Obrazek 7). [5]

COOH

+
O == ) e
—)
2)H,0
Obrazek 7. Ptiprava adamantylkarboxylové kyseliny.

Aminoadamantan lze ziskat reakci 1-bromadamantanu s mocovinou pfi teploté 180 °C. [1]

Dalsi vyznamné reakce jsou s amoniakem, amidy a nitrily. [5] (Obrazek 8)
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Obrazek 8. Vybrané reakce 1-bromadamantanu s dusikatymi slou¢eninami.

1.4 Vyuziti adamantanu

Adamantan disponuje unikdtnimi vlastnostmi diky, kterym nasel velmi brzy po jeho
objeveni uplatnéni v medicinalni chemii, kde se osvédc¢il jako idealni nastroj ke zvySeni
farmakologické aktivity 1éCiv. Zejména svou lipofilitou a schopnosti zvySovat stabilitu
molekul tim, Zze chrani blizké funkéni skupiny pred metabolickymi procesy, ¢imz dochazi
ke zlepSeni farmakokinetického profilu daného 1é¢iva.[7] Jelikoz az 98 % kandidati na nova
lé¢iva neprostupuje efektivné hematoencefalickou bariérou, [4] je adamantan
zakomponovavan do molekularni struktury potencidlniho 1é¢iva, nebo je jim nahrazena jina
lipofilni ¢ast piivodni molekuly. [7] ZlepSeni schopnosti prochdzek hematoencefalickou
barierou dokazuji klinické testy sedativa 1-adamantylkarboxyamidu a dopamantinu, ktery

by mohl najit vyuziti pii lé€bé Parkinsonovy choroby.[4]

H
NH»> N \/\C[O H
O < OH
1-adamantylkarboxamid dopamantin

Obrazek 9. Struktura 1é¢iv na bazi adamantanu

Prvni latkou uvedenou do klinické praxe, kterd ve své struktuie obsahuje adamantanovy
skelet, byl amantadin (1-aminoadamantan).[8] Tato latka naSla vyuziti jako 1€k proti
chiipkovému viru typu A. Mechanismus uc¢inku tohoto 1éku spociva v zablokovani
iontového kanalu M; a inhibici transmembranového toku protoni, ¢imz zabraiiuje svlékani
kapsidy tohoto viru a jeho nasledné replikaci. [9] Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze tato latka je u€inna
i proti virim Rousova sarkomu. [8] Dale bylo prokézano, Zze amantadin a dalsi
aminoadamantany, jako rimantidin a tromantadin jsou Ui¢inné proti Sir§Simu spektru virovych

onemocnéni. [4]
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Obrazek 10. Priklady aminoadamantant disponujicich antivirdlnimi uciky.

Pfitomnost adamantanu v molekule ovliviiuje metabolismus 1é¢iv, jak bylo dokazano pfi in
vivo testech 19-nortestosteron-17-adamantanoatu, kde adamantan prodlouzil anabolickou

aktivitu vice nez jin¢ alifatické estery. [4]

Obrazek 11. Struktura 19-nortestosteron-17-adamantanoatu.

Pfitomnost adamantanového skeletu zlepsila ucinnost kandidata 1é¢iv proti HIV, hepatitidé
C, malarii, Alzheimerové chorobé nebo jako antikonvulziva. Zaroven spojenim s peptidy
mohou slouzit jako ligandy pro opioidni a estrogenové receptory. Adamantanem
modifikované retinoidy jsou uplatilovany pfi vyvoji latek s moZnou cytostatickou aktivitou.
[7]

Mezi dostupna l1é€iva na bazi adamantanu patii vildagliptin, inhibitor dipeptidylpeptidazy 4,
¢imz pomaha proti hyperglykemii, dale saxagliptin, ktery disponuje stejnym ucinkem.
Dal$im dostupnym lé¢ivem je adapalen, ktery je vyuZzivam pii 1écbé€ akné. [4,7] Strukturni

vzorce uvedenych slou¢enin jsou vyobrazeny na Obrazku 12.

OH N 0] \
s Popsd OO
N N
! <

vildagliptin saxagliptin adapalen

Obrazek 12. Priklady komeréné dostupnych 1é¢iv obsahujicich adamantalovy skelet.
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2 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE

Supramolekuldrni chemie je védni disciplina, ktera slucuje poznatky z chemie, biologie,
biochemie a fyziky, kterou definoval Jean-Marie Lehn, jeden z hlavnich prukopnikt
supramolekularni chemie jako ,,chemii molekularnich soustav a mezimolekularnich vazeb®.
Za svou praci ziskal v roce 1987 Nobelovu cenu za chemii. Mezi dal$i uvadéné definice
supramolekularni chemie patii ,,Chemistry beyond the molecule®, coz lze pielozit jako
,chemie nadmolekularnich soustav*. Supramolekularni chemie je tedy obor zabyvajici se
vyvojem vysoce komplexnich chemickych systémt z komponent, které jsou navzijem
poutany nekovalentnimi interakcemi. Mezi tyto interakce patfi vodikové vazby, van der
Waalsovy sily, n—r interakce, iontové a dipolové interakce (ion—ion, ion—dipdl, dipol—dipol).
Vyvoj supramolekularni chemie zacal s objevem hostitel-host chemie. Tento pojem poprvé
pouzil Donald Cram, ktery ziskal ve stejném roce jako Jean-Marie Lehn Nobelovu cenu za
chemii za jeho ptinos v oblasti ,,vyvoje a vyuziti strukturné specifickych a vysoce selektivné
interagujicich molekul®. Pojmem ,,hostitel* se rozumi molekula, ktera (zpravidla) disponuje
kavitou, do které dokaZe pomoci nekovalentnich interakei vdzat jednu nebo vice molekulu

(tzv. ,,hosti®).

Hostem miiZze byt monoatomarni ion, anorganicky kation nebo vice sofistikovana molekula,
jako je hormon, feromon nebo neurotransmiter. Hlavnim pifedpokladem k vytvofeni
komplexu je prostorova kompatibilita tvaru obou molekul. Komplex hostitel-host obvykle
vznika ve stechiometrickém poméru 1:1, avSak mize vznikat v poméru 2:1 ¢i 1:2 (nebo 1

v jiném). [10]

2.1 Nekovalentni interakce

Nekovalentni interakce hraji dtlezitou roli v chemii, fyzice a pfevazné¢ v biochemii.
Nejjednodussim piikladem miize byt interakce mezi keratinovymi vlakny na nohou zéastupcti
celedi gekonovitych s hladkym povrchem skla. Dalsi ptiklady jsou méné viditelné, ale o to
mnohem vice dllezité. Nekovalentni interakce jsou totiz zodpovédné za specifické vlastnosti
vody, jako je jeji teplota varu a teplota tani, které se vyznamné lisi od jinych molekul se
stejnym poctem elektronil, jako napiiklad methan a amoniak. Nekovalentni interakce jsou
soucasné zodpovédné za strukturu biomakromolekul, mezi které patii naptiklad DNA, RNA
a proteiny. Tyto interakce zéaroven hraji klicovou roli v procesu molekularniho

vvvvvv

jelikoz je zodpovédné za vysokou piesnost vytvafenych komplexti. VSechny vySe
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jmenované piiklady vyzaduji jednoduchou formaci a lehké rozpojovani supramolekuldrnich
komplexii. Naptiklad DNA musi drzet pohromad¢ dost silng, aby dokdzala udrzet ulozenou
informaci, ale zaroven dostate¢né slabé aby bylo mozné ji rozvinout a umoznit tak proces
jeji replikace. Kovalentni vazby se tvofti, kdyz dojde k prekryti dvou orbitalti ¢imz dochézi
ke zvySeni elektronové hustoty a nasleduje tvorba vazby. K nejvice efektivnimu prekryti
dochézi pti vzdalenostech mensich nez 2 A. Nekovalentni vazby existuji pii mnohonésobng
vétsich vzdalenostech, jsou znamy piiklady, kdy je vzdalenost delsi nez 10 A, coz znamena,
Ze za pritazlivost mezi molekulami jsou zodpovédné jiné sily, zejména elektrické a v mensi
mife magnetické. Elektrostatické interakce existuji mezi naboji, dipoly, kvadrupoly a
vys$§imi multipdly obou podsystému. Pokud interakce probihda mezi permanentnimi dipoly
nazyva se sila Coulombicka. Pokud je jeden z podsystémi neutralni a prostorové symetricky,
probihd interakce mezi permanentnimi a indukovanymi multip6ly a jedna se o silu indukéni,
ktera je slab$i. Nejslabsi interakce vznikaji vzdjemnym plusobenim dvou nepoldrnich a
geometricky symetrickych systému, které se nazyvaji Londonovy disperzni sily. Ackoliv je
s delokalizovanymi elektrony a je porovnatelna s jinymi, naptiklad s vodikovymi vazbami.
Stabilizace nekovalentnich komplexl je zptisobena vyhodnéjsi energetickou hladinou, to
znamena, ze energie komplexu musi byt nizsi, nez je soucet energie obou slozek komplexu
in vacuo (AE < 0). Situace se zna¢né méni ve vodném prostiedi, kde vazby mohou vznikat
nejen diky vyhodné&j$i energii, ale i diky vyhodnéjsi entropii coZ vede k tomu, Ze energie

muze byt i nevyhodna (AE > 0). Tento d¢j se nazyva hydrofobni interakce. [10,11]

2.1.1 Ion-iontova interakce

Iontové vazby jsou takové vazby, kde jeden atom ptichazi o elektron a druhy elektron
ziskava. Tim vznikd kladn& nabity kation a ziporné nabity anion. Castice s opaénym
nabojem se navzdjem pfitahuji. Za tuto pfitazlivost jsou zodpovédné elektrostatické sily,
které 1ze popsat Coulombovym zédkonem. [12] Sila iontovych vazeb je srovnatelnd s vazbou

kovalentni a pohybuje se mezi 100-350 kJ mol ™. [10]

2.1.2 Ton-dipdlova interakce

Ion — dipdlové interakce jsou interakce mezi permanentné nabitou c¢astici a polarni
molekulou. Sila té&chto vazeb se pohybuje mezi 50 az 200 kJ mol ™' [10] a zavisi na relativnich

velikostech ptitazlivych a odpudivych sil mezi iontem a parcialnim nabojem molekuly za
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které je zodpovédna prostorova orientace obou latek a na velikosti iontu, kde mensi ionty

interaguji silngji nez vetsi. [12]
2.1.3 Dipél-dipolova interakce

Interakce typu dip6l — dipdl probihaji mezi dvéma polarnimi molekulami. Tyto interakce
probihaji naptiklad v polarnich rozpoustédlech jako je chloroform, aceton nebo
dimethylsulfoxid, kde zpisobuji orientaci dipoli tak, ze se jejich zaporné nabité a kladné
nabité konce vzajemné pritahuji. [12] Tyto interakce jsou slabsi nez iontové a ion—dipolové

a jejich energie se pohybuje v rozmezi 5 az 50 kJ mol '.[10]

2.1.4 Vodikové vazby

wevr

stabilizaci sekundarnich struktur proteini nebo pfi vzniku dvousroubovice DNA, ale také
maji za nasledek vysoky bod varu a tani vody nebo naptiklad mohou zlepSovat vlastnosti
polymert. [10] Kviili jejich dtlezitosti v mnoha védnich disciplinach jsou vodikové vazby
povazovany za samostatnou skupinu nekovalentnich interakei, avsak jejich charakter je
velmi podobny interakcim typu ion—dipdl nebo dip6l—dipdl v zavislosti na tom, jestli je

vazebny partner ion nebo polarni molekula.[12] Vodikova vazba je obecné zapisovana jako:
X—H---Y(—2)

kde X je prvek, ktery je elektronegativnéjsi nez vodik (napf. kyslik, dusik nebo halogen) a
je schopny vytvofit na atomu vodiku kladny parcidlni ndboj, ke kterému je ptitahovan
neutralni nebo nabity atom, molekula [13] ¢i funkéni skupina (popiipadé¢ jakykoliv jiny
element schopny interagovat s kladné polarizovanym vodikem jako jsou naptiklad -
systémy). [12] Disociacni energie téchto vazeb se vétSinou pohybuje v rozmezi 460 kJ mol™
! [10] Avsak né&které velmi kyselé slouceniny jako napiiklad HF,™ maji disociaéni energii
a7 163 kJ mol™'. Nejniz&i energii ma CHs---F-CHj3, kde disociaéni energie nabyva hodnot
0,8 kJ mol™'. [14] Charakter téchto vazeb neni pouze elektrostaticky, jedna se totiz o
kombinaci interakci, mezi které patii sily elektrostatické, disperzni, polariza¢ni a
v nékterych piipadech je charakter ¢aste¢né kovalentni. Vodikové vazby je proto mozné

rozd¢l do tii skupin.

e Silné — tyto interakce jsou ¢astecné podobné charakteru kovalentnich vazeb, vodik
se zde vyskytuje ve sttedu mezi donorem a akceptorem, vazba je linearni a tvoii se

predevS$im mezi silnymi kyselinami a silnymi akceptory vodikové vazby, jako je
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napiiklad HsO,". Sila t&chto vazeb je 60—163 kJ mol!. Vazba H--Y ma délku 1,2 —
1,5 A a je téméf rovna (175-180°). [10] Silné vodikové vazby se tvofi, kdyZ jsou
hodnoty pKa vazebnych partnerti dostatecné podobné. Pokud se velmi lisi vznika
bud’ vazba iontova nebo stiedné silna. Casteéné kovalentni vodikova vazba vznika,
kdyz se ApKa nachazi v ,kritickém* rozmezi, jehoz hodnota zavisi na povaze latky
a rozpousteédla. Silné vodikové vazby se Casto vyskytuji mezi kyselinami a jejich

konjugovanymi bazemi. [14]

- R - \ 4 N, -
F—H-----F 0-H----0 —N=H----N— 0-H----0_ ,
% / N
a b c d
H 0
o o ! | ~
N cl ';\1,2841\ N
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Obrazek 13. Piiklady silnych vodikovych vazeb. (a,b,c,d) vodikové vazby mezi
konjugovanymi pary. (e) Ptiklad silné intermolekularni vazby. (f) Ptiklad silné

intermolekularni vodikové vazby.

Stiedni — tento typ vodikové vazby se vyskytuje mezi dvéma molekulami bez
néboje. Energie této vazby je niz§i (1660 kJ mol™') a vazba je tudiz delsi, pohybuje
se v rozmezi 1,5-2,2 A coZ dovoluje, aby tato vazba nebyla nutné rovna, ale miize

byt mirné zahnuta (130-180°). [10]

Slabé — slabé vodikové vazby hraji roli ve stabilizaci struktur a jejich vliv miize byt
signifikantni, kdyZ je jich mnoho, jsou velmi nelinearni (90-150°) a jako donory a
akceptory slouzi C-H skupiny, n-systémy aromatickych jader nebo alkyny,
popiipadé¢ prechodné kovy. [10]

Atomy tvofici vodikovou vazby preferuji co nejvice linearni geometrii. Tento efekt

umoziuje nasmeérovat molekuly v biopolymerech a ma vliv na geometrii a-Sroubovic a -

skladanych listii, pfipadné na geometrii dimerd 1,3-karboxylovych kyselin. [15] Ptidavek

donoru a akceptoru protonu miize umoznit kopolymerizaci nemisitelnych polymernich

smési. [16] Tvorba vodikovych vazeb ¢asto zodpovida za molekularni rozpoznavani a funkci

enzymdu a supramolekuldrnich katalyzatort. [17]
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Obrazek 14. Ptiklady vodikovych vazeb (1) vodikové vazby mezi cytosinem a guaninem
(2) formace dimeru karboxylovych kyselin (3) vodikové vazby mezi molekulami vody.

2.1.5 7= interakce

- interakce mezi dvéma aromatickymi jadry lze rozdélit do tii kategorii na zékladé
geometrického usporadani vzniklého systému. Ty mohou nabyvat tvaru pismene T, mohou
byt rovnob&zn& posunuté nebo sendvicové. SendviCovd geometrie se vyskytuje mezi
aromatickymi jadry bazi nukleonovych kyselin, ¢imz dochazi ke stabilizaci struktury DNA
(tzv. patrové interakce DNA) [10]. Rovnobézné posunuta geometrie je svym charakterem
podobna slabym vodikovym vazbam, jelikoz zde nedochazi k interakci mezi dvéma -
systémy, ale mezi elektronové deficitnim atomem vodiku a elektronové bohatym jadrem.
[12] Geometrie ve tvaru pismene T je zodpoveédna za typické uspofaddni malych cyklickych

uhlovodiki jako je naptiklad benzen.

. B
(a) o-ﬁ.(: o-%o

Obrazek 15. Geometrické usporadani dvou aromatickych jader (a) ve taru pismene T (b)
rovnobézné posunuta (¢) sendvicova geometrie n—m interakci v aromatickych systémech.
[18]

Malé nesubstituované aromatické slouCeniny preferuji geometrii ve tvaru pismene T a
naopak velké polycyklické aromatické slouCeniny preferuji rovnobéZzné posunutou

geometrii. Sendvi¢ova geometrie se vyskytuje velmi vzacné. [18] Podstata téchto interakci

spociva ve vzajemné pritazlivosti mezi parcidlnim zdpornym elektrostatickym potencidlem
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nad jadrem aromatického jadra a parcidlnim kladnym elektrostatickym potencidlem na
hranach kruhu. Dvé takové molekuly budou preferovat geometrii ve taru pismene T. Na toto
ma vliv piitomnost skupin odtahujici elektrony (napt. u hexafluorbenzenu), coz vede
k otoceni polarizace a dochazi k piesunuti kladného parcialniho naboje do stiedu, a naopak
negativniho na hrany jadra. Toto vede ke zméné geometrie tak, ze pokud tento systém pftijde
do kontaktu s aromatickou slou¢eninou se zapornym potencialem ve stiedu jadra, budou se
navzajem pfitahovat a tento systém bude zaujimat geometrii sendviCovou. Ruznorodost

Waalsovymi silami. [12,18]

n—7 interakce hraji dtilezitou roli pfi vzniku supramolekularnich komplexti (napt. katenany
a rotaxany) obsahujici alespon jedno aromatické jadro, jelikoz vznik téchto komplexl je

fizen predevsim témito interakcemi. [19]

2.1.6 Van der Waalsovy sily

Disperzni neboli van der Waalsovy interakce jsou nejslabsi z nekovalentnich interakci. Tyto
interakce vysvétluji, pro¢ dvé stejné nepolarni slouceniny jako alkany nebo vzacné plyny
navzajem interaguji a pro¢ mohou byt naptiklad zkapalnény. Kdyz se dvé molekuly ptibliZi
dostate¢né blizko k sobé, dojde k piekryti orbitalii a elektrony v téchto orbitalech musi
prechazet na vys$i energetickou hladinu, aby zajistily, Ze kazdy obsazuje individualni
kvantovy stav a dochazi k Pauliho odpudivé interakci (tzv. ,,Pauli repulsion). S rdstem
vzdalenosti mezi atomy tato sila rapidné klesa (%) [12]. V ur¢ité vzdalenosti sila zacind byt
ptitazliva kvili pohybu elektronti, coz vede k oscilujicim dipéliim na jedné molekule, ktery
vyvola vznik dipo6lu na druh¢ a vyusti v kratkodobou pfitazlivou interakci. Tento efekt vede

ke stabilizaci molekularni struktury. [20]

(a) 8

r (&)

Obrazek 16. Graf zavislosti energie na vzdalenosti. [12]
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Jelikoz supramolekulérni systémy jsou casto strukturné komplexni, maji tyto sily, pfestoze
jsou velmi slabé, signifikantni vliv na stabilizaci supramolekularnich komplexd.
Optimalizace van der Waalsovych interakci se vyuziva pti vyvoji uhlikovych nanotrubic,
[21] nebo pii vyvoji optoelektroniky jako jsou napiiklad fotodetektory, lasery nebo
fotovoltaické ¢lanky. [22]

2.2 Chemie typu hostitel-host

Chemie typu hostitel-host spoc¢iva ve studiu interakci mezi molekulami zvanymi hostitel a
host. Hostitelem je zde molekula, ktera disponuje vnitini kavitou. Do této kavity se pomoci
nekovalentnich interakci mtize vazat mensi molekula neboli host. Navdzanim hosta do
kavity hostitele vznik4 supramolekularni komplex. Host je v kavité poutdn pouze pomoci
dynamickych nekovalentnich interakcich a supramolekuldrni systémy tudiz pohotové
reaguji na externi podnéty jako je naptiklad zména pH, teplota, svételné zareni, elektricky
signdl nebo chemické prostiedi coz znich déld velmi zajimavé systémy pro vyuziti
v riznych odvétvich. Jsou vyuzivany jako molekularni senzory a biosenzory, katalyzatory
nebo systémy pro piipravu funkénich materialt. Dalsi uplatnéni nachdzi v medicing, kde
slouzi jako systémy pro transport 1é¢iv nebo pii vyvoji nanostruktur slouzici naptiklad jako

molekularni elektronicka zatizeni. [23,24]

Hostitelské molekuly disponujici kavitou se nazyvaji makrocyklické slouceniny, mezi ty
patii naptiklad cyklodextriny, cucurbit[#]urily, pillareny nebo crown ethery. Do kavity se
muZe vazat celd molekula hosta nebo pouze jeho Cast, [24] a tudiz je k tvorbé komplexil
hostitel-host dulezitd kompatibilita velikosti a tvaru hosta a kavity makrocyklické
slouceniny. Vzajemnd prostorova orientace obou molekul je urcena nekovalentnimi

interakcemi mezi rozpoznavacimi misty makrocykll a funkénimi skupinami hosti. [23]

Makrocyklické slouceniny disponujici nepftili§ objemnou kavitou upfednostiiuji tvorbu

komplexli ve stechiometrickém poméru 1:1, avSak slouceniny s vétsi kavitou jsou schopny

vvvvvv
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polymery, micely nebo nanotrubice. [26] Hostitelské molekuly jsou nejcastéji tvoreny
cyklickym fetézcem pravideln€ opakujicich se podjednotek. Prvni popsanou hostitelskou
molekulou byly cyklické ethery, zvané crown ethery, které poprvé izoloval Charles Pedersen
pfi syntéze polyethylen glykolu [24] v roce 1967.[25] Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze tyto cyklické

molekuly jsou schopné tvofit komplexy s draselnymi ionty v organickych rozpoustédlech.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

Jean-Marie Lehn byl poté schopen vytvofit mustky posilujici struktury crown etherti, které
byl nazvany kryptandy. Za tyto objevy oba ziskali v roce 1987 Nobelovu cenu za chemii.
[23,25,26]
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Obrazek 17. Piiklad crown-etheru (vlevo) a kryptandu (vpravo).

2.3 Cyklodextriny

Po objevu unikatnich vlastnosti crown etherti a kryptandd se zvysil zdjem o studium
podobnych molekul s vnitini kavitou. Jednim z moznych kandidati byla skupina molekul
zvanych cyklodextriny, které byly objeveny jiz vroce 1891.[26] Za tento objev je
zodpovédny Antoine Villers, ktery studoval schopnost bakterii provadét enzymatickou
degradaci bramborového Skrobu pomoci cyklodextrin glukosyltransferasy (CGTasa). [27]
Ackoliv tento objev probéhl pted pomérné dlouhou dobou, byl do roku 1975 zajem o tyto
molekuly minimalni, az s objevy prikopnikii v oblasti supramolekularni chemie zacal zdjem
o studium této molekuly postupné rist. Od objevu cyklodextrinti az ke konci roku 1975 bylo
o cyklodextrinech napsdno pouze 422 publikaci, v roce 2020 jiZ jejich pocet dosahoval 85

tisic. [26]
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Obrazek 18. Struktura a-, B-, y- cyklodextrinu.
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Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy skladajici se z glukopyranosovych podjednotek
spojenych 0-1,4 glykosidickymi vazbami. Existuji tfi zékladnd typy takzvanych
,prirodnich* cyklodextrinii, t€émi jsou a-cyklodextrin (a-CD), B-cyklodextrin (B-CD) a vy-
cyklodextrin (y -CD). Tyto tfi se od sebe 1isi riznym poctem D-glukosovych podjednotek,
kde o-CD je slozen z Sesti, B-CD ze sedmi a y-CD z osmi glukosovych jednotek. Toto
usporddani glukosovych podjednotek vede ke vzniku ,prstence se wvnitini dutinou.
Glukosové podjednotky v cyklodextrinech zaujimaji zidlickovou konformaci, coz vede
k stabilizaci molekuly ve tvaru komolého kuzele, kde primarni hydroxylové skupiny sméiuji
ven a vyskytuji se pii uzSim otvoru a sekundarni jsou orientovany k SirSimu otvoru. [25,26]
Toto usporadani zplsobuje, ze vnéjsi ¢ast molekuly disponuje atomy vodiku, které jsou
schopné tvofit vodikové vazby s molekulami vody a zpiisobuje, Zze cyklodextriny jsou
rozpustné ve vod¢. [26] Toto neplati u B-CD, kde se tvofi vodikové vazby mezi sousednimi
sekundarnimi hydroxylovymi skupinami a tento makrocyklus je tak méné rozpustny. [27]
Na rozdil od vnéjsku molekuly, je vnitini kavita cyklodextrini hydrofobni, protoze do kavity
jsou orientovany méné polarni ¢asti molekul. Objem kavity nativnich cyklodextrint roste s

poctem glukosovych podjednotek, kde vétsi prstence tvoti vétsi kavity (Tabulka 1). [26]

Tabulka 1. Vybrané rozméry cyklodextrint. [26]

CDh Pocet Molarni Vnitrni Vnéjsi Vyska Objem
glukosovych hmotnost priamér primér kavity kavity
jednotek (g'mol™) kavity (A) Kkavity (A) A) (A3
o 6 972 4,7-5,2 14,6 7,8 174
B 7 1135 6,0-6,4 15,4 7,8 262
Y 8 1297 7,5-8,3 17,5 7,8 427

Vlastnosti cyklodextrinti jako jejich schopnost vazat molekuly do své kavity se spolu s
dalSimi vlastnostmi jako je napiiklad nizka toxicita nebo vhodna velikost kavity se osvédcily
v medicindlni chemii a jinych oblastech. [28] Zde vSak vyvoj narazil na piekdzku, kterou
byla nedostate¢na rozpustnost f-CD ve vod¢. Tento problém byl vyfesen modifikaci f-CD,
kde byly hydroxylové skupiny vyménény za skupiny 2-hydroxypropylové, coz vedlo ke
zvySeni rozpustnosti z 18,5mg/ml na >1200mg/ml. [26] Nyni existuje celd fada dalSich
popsanych modifikaci cyklodextrinii, které nachazi vyuziti ve farmaceutickém primyslu,

potravinafském nebo jako katalyzatory.

V potravinaiském primyslu, jsou pouzivany k odstranéni hotkych sloucenin, stabilizuji rybi

tuky nebo maskuji nezadouci pachy chuté¢ a barvy, dale jsou schopné odstranovat nezadouci
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latky jako cholesterol z mléka nebo vajec. V kosmetickém pramyslu jsou vyuzivany ke
zlepSeni stability a maskovani pachi, nalézaji tak vyuziti v krémech, zubnich pastach nebo
avivazi. [26] Dale jsou vyuzivany ke zvyseni biologické dostupnosti 1éCiv tim, ze zvySuji
rozpustnost 1é¢iv a pomahaji jim prostupovat biologickymi membranami.[29] V chemickém
primyslu jsou vyuzivany k separaci enantiomerti a isomerd, katalyze reakci nebo

k detoxikaci odpadu. [26]

2.4 Cucurbit[n]urily

Dalsi skupinou makrocyklickych sloucenin s vyznamnym vyuzitim v supramolekularni
chemii jsou cucurbit[n]urily (CBr). Prvnim objevenym CB byl CB6. Tuto latku poprvé
ziskal Robert Behrend vroce 1905 pii kondenzaci glykolurilu s formaldehydem
v koncentrované HCI. [32] Struktura této latky byla popséna az v roce 1981, kdy bylo
zjisténo, ze se jedna o makrocyklickou slouceninu sloZenou z Sesti glykolurilovych
podjednotek spojenych dvanacti methylenovymi mustky. Tato latka byla nazvana
zastupce rodu Cucurbitaceae. Stejné jako v piipad¢ cyklodextrinl, se zajem o tyto latky
zacCal zvySovat s pokrokem supramolekularni chemie a vedl k objevu ¢tyt novych homologii
CBn, kterymi jsou CB[5], CB[7] CB[8] a CB[10]. [33] CBmn, stejn¢ jako cyklodextriny,
disponuji nepoléarni kavitou, do které jsou schopny vazat nepolarni, neutralni nebo kladné

nabité slouceniny.

Tabulka 2. Vybrané rozméry cucurbit[z]urili. [30]

Molarni Vnoiti"{ll' Vloléj §v1' Vy§.ka Obj em Rozpustnost
CB[n] hmotnost pramér prumér kavity  kavity 1

(gmol?) Kkavity ()  Kavity (&) A) Ay ~ (mmoll™
CBJ5] 830 24 4.4 9,1 82 20-30
CB|6] 996 3,9 5,8 9,1 164 0,018
CB|7] 1163 5,4 7,3 9,1 279 20
CB|8] 1329 6,9 8,8 9,1 479 0,01
CBJ[10] 1661 9,0-11,0 10,7-12,6 9,1 870 0

Atomy kysliku glykoulrilovych podjednotek smétuji do kavity CBn, ¢imZ dochézi k tomu,
7e portaly CBn maji o 2 A mensi priimér ne kavita samotnd. Rozpustnost v porovndnim
s cyklodextriny je zna¢né nizsi, CB[5] a CB[7] jsou ve vod¢ malo rozpustné, kdezto CB[6],

CBJ8] a CBJ[10] jsou téméf nerozpustné. [30,32]
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Obrazek 19. Struktura CB[6] a pohled ze strany a shora. [32]

Cucurbit[n]urily podobné¢ jako cyklodextriny nalézaji vyuziti jako hostitelé malych molekul.
Vyuziti v textilnim primyslu, kde jsou vyuzivany pro odstranéni chromanti a dichromand,
tézkych kovi a barviv z odpadnich vod. [31] V chemickém primyslu jsou vyuzivany jako
katalyzatory nebo pro separaci latek.[32] V soucasné dob¢ probiha vyzkum potencialniho
vyuziti CB[n] v fadé odvétvi, v nichZ by mohly najit vyuziti, jako jsou nanotechnologie,

supramolekuléarni stroje, fotochemie, nanoterapeutika a dalsi. [33]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

3 HMOTNOSTNiI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (MS) je instrumentalni analytickd metoda nalézajici vyuziti
v rozmanitém spektru odvétvi. Siroka $kala moznych konstrukénich FeSeni umoZiuje
detekci, latek které se mezi sebou vyrazné 1iSi svou hmotnosti i povahou. V zavislosti na
technickém zpracovani lze detekovat jak jednotlivé izotopy, tak i velké biomakromolekuly.
Zékladnim principem vSech metod vSak z(stdva separace iontli podle poméru jejich

hmotnosti ku néboji interakci s elektrickym nebo magnetickym polem. [34]

3.1 Historie

Prvni vyuziti hmotnostni spektrometrie se datuje k zacatku 20. stoleti, kdy tato metoda byla
pouzita fyzikem J.J. Thomsonem, ktery studoval elektrické napéti v plynech. Hledal
odpovéd’ na otdzku: ,Jaka je povaha katodovych paprskii? Piestoze se v té dob¢ touto
otazkou védci zabyvali jiz pfiblizné padesat let, nebyla dosud zndma odpovéd’. Thomsontv
asistent E. Everett podle Thomsonova navrhu sestavil zatizeni schopné méfit pomér naboje
ku hmotnosti, ozna¢ované e/m (dfive bylo pouzivano e/m oproti dne$Snimu standardu m/z) a
publikoval pomér e/m elektronl. Pozd¢ji s Everettem sestavili zafizeni schopné zaroven
méfit e/m a ,e‘,coZ umoznilo nepiimé méfeni hmotnosti elektronll. Za jeho objevy v oblasti
vodivosti plynt ziskal v roce 1906 Nobelovu cenu. Vyvoj spektrometrti pokracuje s F. W.
Astonem, ktery ptepracoval design tohoto zafizeni a docilil tak vyS§siho rozliSeni. [35] V roce
1912 popsal F. W. Aston pomoci hmotnostniho spektrometru hmotnost nabitych atomi a
objevil tak izotopy. Nasledné popsal vétSinu stabilnich izotopli a jejich odchylky od
celistvych Cisel. Za tuto préci ziskal v roce 1922 Nobelovu cenu. [34] Do ¢tyficatych let 20.
stoleti byla hmotnostni spektrometrie povaZzovana za obor vyhradné fyzikalni, to v§ak zménil
Alfred Niel, sestavil pfistroj s niz§imi energetickymi naroky a vyS$§i presnosti, ¢imz se
z hmotnostni spektrometrie stala nejcitlivéjsi a nejpiesn€jsi komeréné dostupnd analyticka
metoda té doby. A. Neil poméhal biologfim piipravit '*C obohacenou smés uhliku, ktera je
vyuzivand pii studiu metabolismu. Dale také spolupracoval pii stanoveni stafi zeme
stanovenim poméru 2’Pb/**Pb v zemské kiife. Déle na Zadost Enrica Fermiho separoval

izotopy uranu 2*8U a >°U. [35]

Komer¢ni dostupnosti MS vyuzivali chemici v primyslu ke kontrole vyrobnich procesii
kvantitativnim stanoveni smési o znamém slozeni, avSak u akademickych chemik se setkala
pfevazné se skepticismem. Tento nezajem méli za cil zménit tfi védci: Fred McLafferty,

Klaus Biemann a Carl Djerassi, ktefi spole¢n¢ v prabéhu 50. let 20. stoleti popularizovali
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MS na poli chemie. McLafferty vyvinul standardy interpretace spekter a popsal mechanismy
fragmentace. Biemann zacal vyuzivat MS pro popis struktury nezndmych latek s vyuzitim
databazi znamych latek a souCasné objasnil fragmentace peptidii a alkaloidii. Djerassi
aplikoval MS pro analyzu steroid a soucasné se zaslouzil o vzdélani velkého mnozstvi
odbornikti v oboru MS. V 80. letech 20. stoleti se MS jiz hojné vyuzivala pro analyzu malych
organickych molekul, ale pro vétsi latky, jako jsou bilkoviny, DNA nebo RNA byly tehdejsi
ionizac¢ni techniky nevhodné kvuli vysoké fragmentaci a nizké mife ionizace. Vyvoj
ioniza¢nich metod vedl k objevu elektrosprejové ionizace (ESI) a hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za tcasti matrice (MALDI) v roce 1988, které umoznily
analyzovat pomoci MS i velké biomakromolekuly [35] V soucasné dobé nachazeji tyto
techniky krom organické chemie uplatnéni i pfi analyze povrchii pomoci tzv. SIMS
(Secondary Ion Mass Spectrometry), prvkové analyze pomoci techniky hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) nebo jako mikroanalyzatory ve

vesmirnych sondach. [36]

Jednotlivé metody se od sebe razantné¢ li§i svym technickym zpracovanim a také
charakterem latek, které analyzuji, pfesto lze fict, Ze hmotnostni spektrometrie zahrnuje tfi
po sob¢ jdouci kroky. Témi jsou ionizace v iontovém zdroji, separace v analyzatoru a

detekce v detektoru.

3.2 Tontové zdroje

Jelikoz je pro méfeni m/z nutné, aby hodnota naboje nabyvala nenulovych hodnot, je tieba
generovat nabité ¢astice. Do iontového zdroje vstupuji molekuly nebo atomy v plynné fazi
a odchazi ve formé¢ iont. Ionty vznikajici v iontovém zdroji se li$i svym charakterem
v zavislosti na metod€ pomoci, které k ionizaci doSlo. Techniky, které se oznacuji jako
,tvrdé® generuji molekulové ionty ve formé kation radikali za soucasného vzniku znaéného

mnozstvi produktovych iontli, coz jsou fragmenty vznikajici z pivodni molekuly.

,M&Ekké* ionizaéni techniky k ionizaci vyuZivaji procesy, kde neni ptfedand energie tak
vysoka jako u technik ,tvrdych® a tudiz dochazi k mensi mife fragmentace a vétSimu
zastoupeni iontl prekurzorovych. Zasadni rozdil mezi ,,tvrdymi* a ,,mékkymi* ioniza¢nimi
metodami spocivd v tom, ze zatimco ,,tvrdé* techniky probihaji za vakua, ,mckké™ za
atmosférického tlaku. Ackoliv je v dneSni dobé dostupnd celd fada ionizacnich technik
mnoho z nich je nekompatibilni s analyzou supramolekularnich komplexi, jelikoz vysoka

ionizacni energie vede k disociaci téchto komplexii. [37]
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3.2.1 Elektronova ionizace

Elektronova ionizace (EI) je typickd ,,tvrda® metoda vyuzivajici ostfelovani neutralnich
¢astic elektrony. Pfed provedenim EI je nutno pfevést analyt do plynné faze, kde se ¢astice
analytu vyskytuji ve velmi nizké koncentraci. V praxi se za nizkou koncentraci povazuje
takova koncentrace, kdyz se vzdalenost mezi molekulami dostatecné prodlouzi tak, aby se
bimolekularni interakce béhem Zivotnosti téchto Castic staly témét nemoznymi. Toho Ize
snadno dosahnout pii tlacich v rozsahu 10~ Pa, kter¢ jsou obvykle nastaveny v ioniza¢nich
zdrojich pro elektronovou ionizaci.[39] Kdyz do neutrdlni Castice narazi letici elektron
nesouci desitky elektron voltl kinetické energie Cast této energie je pfenesena na neutralni
¢astici. Toto vede k odstranéni jednoho elektronu z neutralni ¢astice za vzniku kladné
nabitého molekularniho radikalu.
M+e » M*"+2e”

Ionizacni energie vétSiny molekul se pohybuje v rozmezi 7-70 eV. [39] Zfidka je mozno
pozorovat dvakrat nebo 1 tfikrat nabité ionty, avSak tyto se vyskytuji vzacné. Niz$i hodnota
ionizaéni energie vede k niz$i mite fragmentace v ziskanych spektrech. Zpravidla se pouziva
hodnota ioniza¢ni energie 70 eV. Divodem je ndslednd moznost porovnavat naméfena

hmotnostni spektra se spektry, kterd jsou soucasti databaze, tzv. knihovny spekter

3.2.2 Meékké ionizacni techniky

Problémy s vysokou mirou fragmentace ,,tvrdych® ionizac¢nich technik se podafilo vyftesit
vyvojem ,mekkych® technik jako je chemicka ionizace, kde neni energie preddvana
elektronem s vysokou energie, ale jinym chemickym individuem. Pro tento ucel je Casto
volen methan nebo vodik, ktery se prvné ionizuje a nasledné pfeda energii analytu. Jelikoz
ionizovany plyn nedisponuje tak vysokou energii jako letici, dochazi béhem chemické

ionizace k mensi mife fragmentace. [40,41]

Pti analyze supramolekularnich komplext je vyuzivano takovych metod, které jsou schopné
analyzovat latky s vysokou molekularni hmotnosti a zaroven zajistit nizkou vnitini energii
iontu, aby byla zajiSténa nizk4 mira fragmentace. Témito metodami jsou: ESI (Electrospray
Ionization) nebo MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) pfipadné REMPI

(Resonance-Enhanced Multiphoton Ionization). [37]
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3.2.3 Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (ESI) je uplatiovana pii analyze stiedné polarnich az polarnich
latek. ESI je pravdépodobné nejhojnéji vyuzivanou ionizacni technikou, od rutinni analyzy
sttedn¢ velkych molekul, pies studium biomakromolekul nebo supramolekularnich
komplexti. Roztok analytu je pumpovan sprejovaci kapilarou, jejiz hrot se nachazi
v elektrickém poli o intenzité v fadu 10° —10° Vm™. [43]. Toto pole zpiisobuje polarizaci
rozpoustédla a hromadéni iontl se stejnym ndbojem ve Spicce sprejovaci kapilary. Pii
dostatecné intenzité elektrického pole je meniskus kapaliny deformovan a vzniké ,, Taylortv
kuzel*“ ze, kterého tryska jemny proud kapaliny, ktery se rozpada na primarni kapky
disledkem Coulombickych interakei. [42]

kapky
sprejovaci kapilara pm nm ionty
.+ * =+
TR snizeny tlak
roztok vzorku —__* P ¥
X az X.10% plimin - +~ L -
ot Y Y @% :_+ +
. . . .
S,  atmosféricky tlak difzren ;:Ié'lm
erpani
™~
N
. N

.,

pozitivniméd
~ \

N\
N

Taylorav kuZel

Obrazek 20. Tvorba nabitych kapek v elektrospreji v pozitivnim modu. [42]

Kapky, které opousti sprejovaci kapilaru obsahuji nabité ¢astice, které se navzajem odpuzuji.
Pti letu dochazi k odpatrovani rozpoustédla, ¢ehoz tohoto I1ze dosdhnout aplikaci zahiatého
inertniho plynu, ktery proudi proti sméru pohybu iontii. Odpatovanim rozpoustédla dochazi
ke zmensSeni kapek a zvySeni hustoty naboje. ZvySeni hustoty naboje znamena vyssi hodnotu
odpudivych sil, kterd v pritbéhu odpatovani neustale roste. Jakmile odpudivé sily zacnou
nabyvat hodnot vysSich nez Rayleightv limit (bod, kdy se odpudivé sily rovnaji

povrchovému napéti) dochazi ke Coulombickému $tépeni kapek za vzniku sekundarnich
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kapek. Tento proces se nasledn¢ opakuje az do doby, kdy se z malych kapek zacnou

uvolnovat ionty do plynné faze. [43]

Adukty vznikaji interakci prekurzorového iontu s atomem nebo molekulou za vzniku iontu
obsahujici obé& slozky. [38] Aduktové ionty se vyskytuji ve form& [M+H']", [M-H'T,
[M+K']", [M+Na']", [M+ClI]" a nebo dvojnasobné nabitych jako [M+2-H']*",
[M+H"+K*]** a dalich. [39,40]

3.3 Hmotnostni analyzator

Dalsi dulezitou ¢asti hmotnostniho spektrometru je analyzator, ve kterém dochazi za vakua
k separaci iontd na zdkladé poméru hmotnosti ku néaboji (m/z). Pfi analyze
supramolekuldrnich komplexii se je nejcastéji vyuziva iontova pasti nebo analyzéator doby

letu (TOF, Time of Flight) v kombinaci s ESI. [37]

3.3.1 Iontova past

Iontova past miize byt povazovana za trojrozmérnou variantu linearnich kvadrupolt. Sklada
se z kruhové stiedové elektrody a dvou elektrod kruhového prifezu pii vstupu a vystupu. Na
tyto elektrody je pfivadéno stiidavé napéti, coz zplsobuje, ze se ionty v kavité mezi
elektrodami pohybuji ve stabilnich trajektoriich. Toto umoziuje akumulaci iontd. [37] Doba
akumulace iontl se pohybuje v rozmezi 10 us az 200 ms. [44] Velkou vyhodou iontovych
pasti je moznost provadét MS" experimenty, kde se po vybéru iont o dané hodnoté m/z
vypudi vSechny ostatni ionty z pasti. Tyto vybrané ionty jsou nasledné akcelerovany a
podrobeny kolizi s koliznim plynem, ¢imZ dochazi k fragmentaci. V tomto okamZiku je
mozno prekurzorovy iont a produktové ionty uvolnit zpét do analyzatoru nebo vybrat dalsi

hodnotu m/z a tento proces opakovat. [37]
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Obrazek 21. Schématické znazornéni iontové pasti. [39]
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3.4 Detektor

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor, ktery zaznamenava bud’ indukovany
naboj nebo elektricky proud generovany prichodem iontu. Nejjednodussi formou detektoru
je Faradayuv detektor, na ktery ionty pienesou svilj naboj, ktery je nasledné odveden skrze
rezistor za vzniku elektrického proudu. Tento detektoru je Casto uzivan pti analyze izotopu.
V dnesni dob¢ jsou nejvice vyuzivany dynodové elektronové nasobice. Kdyz nabita Castice
narazi na povrch kovu nebo polovodi¢e dochdzi k emisi elektronti, kdy pocet elektronti
zavisi na hmotnosti ¢astice. Elektrony jsou nasledné usmérnény smérem k dalsi elektrodé¢ a
proces se opakuje. Pocet elektrod se pohybuje mezi 12—18, kde kazda ma ptiblizn€ o 100
V vyssi elektricky potencil nez pfedchozi. Dalsi Casto vyuzivanym typem je ,,channeltron.*
Tyto detektory jsou kompaktnéjsi a ekonomicky dostupnéjsi. Funguji na stejném principu,
avSak misto kaskady dynod se pouziva sklenéna nebo keramicka trubice pokrytd vrstvou
kovu. Na stény je privadéno vysoké napéti, které urychluje elektrony k vystupu. Elektrony

opakovan¢ naraZzeji do stén trubice a dochazi tak k emisi elektronti. [37,39]
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Obrazek 22. Schéma detektora typu elektronovy nasobi¢ (vlevo) a channeltron (vpravo).
[40]

3.5 Vyuziti hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vSestranna a vysoce citlivd metoda nalézajici vyuZiti v Sirokém
spektru obortl. Casté vyuziti naléza ve farmacii, kde vyuziti MS metod umoziiuje analyzy
1é¢iv a jejich metabolitli nebo monitorovani koncentraci 1é¢iv v krvi. [40] Stanovit Ize také
koncentraci hormonti a vitaminli jako napt. testosteronu [45] a hydroxylované formy
vitaminu D nebo karotenoidii [46] V biochemii vyuziti mékkych ioniza¢nich metod
umoziuje analyzu biomakromolekul jako je napt. DNA a RNA [47], sekvenovani peptid
nebo studium struktury proteinovych komplexii a jejich stechiometrii nebo vazebnych
interakei s ligandy. [48] V mikrobiologii je analyzou biomarkeri mozno identifikovat viry

[49] a bakterie. [50] Vyvoj malych osobnich spektrometrii umoznil provadét rychlé
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monitorovani kvality vody a ptdy, ale i identifikaci neznamych latek od toxickych latek po

vybusniny. [51]

V supramolekularni chemii nachézi hmotnostni spektrometrie zna¢né vyuziti pfi studiu
komplexti typu hostitel-host v plynné fazi. Pfi analyze supramolekuldrnich systému
umoziiuje MS nejen pozorovat tvorbu komplext s hosty ale i1 studovat jejich fragmentacni
chovani v plynné fazi. Externé vazané komplexy (tzv. nespecifické agregaty) disociuji
snadné&ji, zatimco u inkluznich komplexii je energie potfebna k disociaci komlexu zpravidla
vys$i. [52] Hmotnostni spektrometrie je dale vyuZzivana pii stanoveni stechiometrie a
vazebné selektivity komplexi, ¢ehoz bylo vyuzito pii vyvoji systému cileného dodani
nékterych 1é¢iv napt. lorazepamu (¢len skupiny benzodiazepinll) a kyseliny olenalovou,
latku disponujici protizdnétlivymi vlastnostmi. [53] Studium tvorby komplexh s léCivy je
dilezité 1 pro porozuméni jejich chovani v téle. Mechanismus G¢inku byl pomoci MS
odhalen u latky flokalinu, disponujici kardioprotektivnim efektem, ktery tvofi komplexy
s lysinem a threoninem [54]. Dalsi vyuziti nalezla MS pfi identifikaci enantiomerd. Jelikoz
prostorova orientace ma vliv na vazebnou afinitu hosta k hostiteli, 1ze po izolaci a reakci s
makrocyklem porovnat pomér vzniklych komplexti mezi sebou a ur€it o jaky enantiomer se
jedna. [55] Vysoka citlivost MS umoziiuje odhalit pfitomnost vedlejSich produktd pti
syntéze dendrimerli a pomaha tak urcit dendritickou cistotu (pomér dendrimeri bez

defektu). [56]

3.6 Aplikace hmotnostni spektrometrie v supramolekularni chemii

V této casti bakalafské prace je popsano nékolik vybranych publikaci zaméfujici se na

studium supramolekularnich komplexti v plynné fazi pomoci hmotnostni spektrometrie.

Cilem prace, publikované autory Wei Jiang, Andreas Schéfer a Parveen Choudhary Mohr
v Casopise Journal of the American Chemical Society v roce 2010 [57] bylo prozkoumat
chovani tfi pseudorotaxanti v plynné fazi. Tyto latky se skladaji ze dvou crown ethert, které
vazou ligandy za vzniku supramolekularnich komplexii. Pravé vznik téchto komplext byl
pfedmétem zkoumani v této praci, jejiz cilem bylo popsat kinetiku a termodynamiku téchto
vznikajicich komplexi. V multikomponentnich systémech se vyskytuje pocetnd fada
chemickych individui, témi jsou volné komponenty, reakéni mezi produkty,
termodynamicky nevyhodné uspofddané komplexy a Zadané termodynamicky stabilni
struktury v riznych koncentracich. Pro analyzu takto slozitych smési autoii vyuzili

hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS), jelikoz tato metoda dokaze
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analyzovat velké mnozstvi latek soucasné a zaroven monitorovat dynamické procesy pii
samovolné komplexaci systému. Pied vstupem do spektrometru byl umistén mikro reaktor
s nastavitelnou vyskou a Sitkou coz umoznilo studovat priabéh reakci v riizném Casovém

rozmezi od jednotek minut do péti desetin sekundy.
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Obrazek 23. Crown ethery, hiidele a pseudorotaxany pouZité v publikaci. [57]

Pomoci ESI-MS byly provedeny dv¢ série experimentti. V prvni sérii reagovaly ,,hfidele*
1-H-PF¢ a 2-H-PFs s crown ethery C7 a C8 v ekvimolarnim mnoZstvi. Vznikaly pouze tii
pseudorotaxany (Obrazek 23), jelikoz kavita latky C7 nebyla dostatecné objemna pro vazbu
latky 1-H-PFe. Pseudorotaxany 8-H:-PFe¢ a 9-H-PFs¢ byly detekovdny jiz po 22 s,
pseudorotaxan 7-H-PFs se ve spektru objevil az po 40 min. Po 15 h signal pseudorotaxanu
9-H-PFs mizi a ustanovuje se rovnovaha mezi 7-H-PFs a 8-H-PFs. Po ptidani latky 3-
2H-2PFs6 do smési dochazi k rychlému vyvlékani 1-H-PFe z C8 a rychlému navlékani C8
na aminoskupinu latky 3-2H-2PFe¢ oznacenou zelené a nasleduje pomaly posun na
aminoskupinu oznacenou modfe. Rychlost nasledného navlékani sekundarniho crown etheru

zavisi na stabilité¢ komplexu, kde navlékani stabilnéjSich probiha rychleji. Ve druhém

vvvvvv



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

na dva crown ethery zaroven. Vysledkem bylo zjisténi, ze reakcni cesty vedouci
k nejstabilnéjSimu produktu probihaji pomalu, zatimco reakce vedouci k méné stabilnim
probihaji rychle. Zaroven byla pozorovana rychlost vymény htideli, kterd byla nepiimo

umérnd stabilité¢ komplexu.

Dalsi zajimavou publikaci z této oblasti je prace, publikovand Shin Jung C. Lee a kolegy
publikovana ¢asopise The Journal of Physical Chemistry B v roce 2013 [58], jejimz cilem
bylo objasnit vliv vody jako rozpoustédla pii komplexaci CB[6] a CB[7] s alkyldiaminy
obecné struktury [HoN-(CH2)«NH2, x = 4, 6, 8, 10, 12]. Autofi ocekavali, ze hydrofobni a
ion—dip6lové interakce komplexu s vodou maji vliv na stabilitu komplexu. Porovnanim
stability komplexu v plynné a kapalné fazi by mohlo odhalit vliv téchto efektd. Pro zjisténi
vazebnych konstant v kapalné fazi byla vyuzita izotermdlni titraéni mikrokalorimetrie.
Touto metodou bylo zjisténo, ze vazebna konstanta se snizuje s rostouci délkou alifatického
fetézce alkyldiaminu. Pro posouzeni korelace s trendem v kapalné fazi bylo vyuzito ESI-
MS pro stanoveni relativni ¢etnosti komplext v plynné fazi. Tohoto bylo dosazeno analyzou
smési dvou ligandii a makrocyklu v molarnim poméru 1:1:1. Vysledna relativni Cetnost
odpovida hodnotam v kapalné fazi. DalS§im krokem bylo urceni stability komplexu v plynné
fazi pomoci kolizn¢ indukované disociace (CID, z angl. Collision induced dissociation)
v iontové pasti. Stabilita komplexii se opét snizovala s rostouci délkou alifatického fetézce.
Vliv vody byl vypocitdn pomoci simulaci molekuldrni dynamiky. Vysledky této prace
ukazuji, Ze s rostouci délkou alifatického fetézce dochazi v ke sniZovani poctu vodikovych
vazeb a sily ion—dipdlovych interakci mezi hostem a hostitelem. Dal$im zjisténim bylo, ze
snizeni poctu vodikovych vazeb u delSich fetézcii je kompenzovéano vodikovymi vazbami
s vodou a dochazi ke snizeni se interakce s hostitelem. V plynné fazi dochazi k ,,ohybu*
molekul hosta, za u¢elem maximalizace tvorby nekovalentnich interakci, kde se molekuly
s del$im fetézcem deformuji vice molekuly s fetézci kratSimi. Vysoka mira deformace

molekuly hosta tak vede k nizsi stabilité komplexu. [58]

V dalsi préci, kterou publikoval Dominik P. Weimann a kolegové v Casopise Nature
Chemistry v roce 2009 [59] se autofi pokusili objasnit mechanismus pohybu 18—crown—6
etheru mezi NH> skupinami oligolysinového fetézce. Cilem prace bylo prozkoumat, zda
k pohybu mezi aminoskupinami dochazi pomoci disociace a nésledné asociace na jiném
miste, nebo zda se makrocyklus presouva z jedné polohy do druhé bez disociace. V kapalné

fazi by byly oba mechanismy vzajemné nerozliSitelné, a proto bylo vyuzito ESI-MS, coz
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umoznilo izolovat komplexy a zabranit tak jejich vzdjemné interakci, jelikoz se tyto

komplexy diky stejnému ndboji budou v plynné fazi odpuzovat.

Ionty generované pomoci ESI-MS byly akumulovany v iontové pasti a podrobeny reakci
s deuterovanym methanolem (CH3OD) v FTICR hmotnostnim spektrometru. Kdyz byl této
reakci podroben pouze Lysis vSechny vyménitelné atomy vodiku byly vyménény za atomy
deuteria. Pokud byl této reakci podrobena smés Lysis a 18—crown—6 etheru v molarnim
pomeéru 1:2 je vyménéno vic atomua vodiku, nez autoti predpokladali. Za 5 ms se vSechny
atomy vodiku, které nejsou chranény makrocyklem vymeéni za atomy deuteria, avsak reakce
pokracuje a v fadu sekund dochazi k vyméné dalsich atomii vodiku. Toto pozorovani slouzi
jako ditkaz pohybu makrocyklti po amino skupinach bez nutnosti disociace, jelikoz zminéné
atomy vodiku mély byt chrdnény makrocykly. Autofi popisuji mechanismus pohybu
nasledovné: crown ether spole¢né s H' pfistoupi k -ND; mistu, kde se nasledné navaze a je
zde poutan na ~-ND>H" skupiné. Vyména atomu vodiku je tedy moznd, az v dobg, kdy se

makrocyklus spole¢né s D" navaZze na dalsi skupinu a odhali tak zbyvajici atom vodiku.

Autory posledni v této kapitole popsané prace, publikované v Casopise Journal of the
American Chemical Society v roce 2015 byli Min Hyeon Shin a kolegové [60]. V této praci
autofi vyresili problém vznikajici pii pouziti MS pii sekvenovani proteinti. Enzymaticka
degradace proteinti vede ke vzniku velkého mnozstvi peptidii. Tento jev vSak vede k tomu,
ze peptidy s vyS§i protonovou afinitou budou ionizovat diive neZ ty s protonovou
afinitou mensi, coZ vyusti v potlaceni signdlu peptida s nizkou protonovou afinitou, a tudiz
niz§i miru ionizace téchto peptidii. Pfidanim CB[7] do reakéni smési dochazi k tvorbé
komplexti mezi CB[7] a termindlnim fenylalaninem a intenzita signalu téchto komplexii
v hmotnostnim spektru se zvysila 3—7krat v zavislosti na typu peptidu. DalSim benefitem
této metody je, Ze zvySenim ioniza¢ni efektivity je umozZnéno provadét experimenty pomoci
kolizné¢ indukované disociace. Pied reakci s CB[7] CID experimenty byly bud’to
neproveditelné nebo dochazelo k velmi nizké mife fragmentace, avSak po reakci bylo touto
metodou mozné fragmentovat a charakterizovat 61-75 % aminokyselin tvotici vazany

peptid.
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II PRAKTICKA CAST



42 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Vybaveni a pristroje

Analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru znatky amaZon X (Bruker
Daltonics, Brémy, Némecko) vybavenym elektrosprejovou ionizaci. Jako hmotnostni
analyzator byla pouZita iontova past. Susicim plynem byl dusik. K méfeni fragmentace byla
vyuzita kolizn€ indukovana disociace, kde koliznim plynem bylo helium. Software vyuzity
k ovladani hmotnostniho spektrometru byl Trap Control a k vyhodnoceni spekter bylo

vyuzito softwaru Data Analysis.

Analyzovanymi makrocyklickymi slou¢eninami byly a-, B-, y-cyklodextrin a cucurbit[7]uril.
Pouzita rozpoustédla (voda, methanol) byla v kvalit¢ LC—MS zakoupena z komerc¢nich

zdroji. Ligandy byly pfipraveny Filipem Zatloukalem v ramci jeho diplomové prace

4.2 Charakteristika analyzovanych ligandu

V této bakalaiské praci byly analyzovany celkem ¢tyfi ligandy. Jednotlivé ligandy se od sebe
lisily pfitomnymi funkénimi skupinami a/nebo polohou substituce benzenového jadra.
Konkrétné se jednalo o dva ,,alkoholy* a dva ,,ketony*. Benzenov¢ jadro bylo substituovano
v poloze para nebo meta. Vsechny ¢tyfi ligandy disponuji pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovym
motivem disubstituovanym v polohach 7 a 4. V poloze 7 se vyskytuje isopropyl a v poloze
4 sekundarni aromaticky amin, na ktery je v poloze para nebo meta navdzana karbonylova
skupina s adamantanovym skeletem nebo hydroxylovd skupina se adamantanovym
skeletem. Tento skelet se diky svym rozmérim miiZze véazat do kavity makrocyklickych
sloucenin za vzniku supramolekularnich komplext. Pouzité ligandy byly pro lepsi orientaci

ctenare v predloZené praci oznaceny jako L1-L4.
(1-adamantyl)(4-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4yl)amino]fenyl) methanol
Oznacdeni: L1 OH

Sumarni vzorec: Ca6H32N4O

Exaktni hmotnost: 416,258 u HN
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek N7
AN
Bod tani: 208-211 ° k\ |
N N
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(1-adamantyl)(3-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-4-yl)amino]fenyl)

methanol

Oznaceni: L2

Sumarni vzorec: C26H32N40

Exaktni hmotnost: 416,258

Charakter: bezbarvy krystalicky prasek

Bod tani: 254 — 259 °C

(1-adamantyl)(3-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)amino]fenyl)

methanon

Oznaceni: L3

Sumarni vzorec: C26H30N4O HN
Exaktni hmotnost: 414,242 N ~ @
A N
Charakter: bezbarvy krystalicky prasek |\\
N N

Bod tani: 161 — 165 °C )\

(1-adamantyl)(4-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)amino|fenyl)

methanon
Oznaceni: L4 O
Sumarni vzorec: Ca6H30N4O

Exaktni hmotnost: 414,242

Charakter: bezbarvy krystalicky prasek HN
Bod tani: 237 — 242 °C N~ | A\
N
N

N

—
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4.3 Analyza samotnych ligandi

Prvnim krokem byla piiprava vzorki samotnych ligandi. Vzorky byly pfipraveny
navazenim 1 mg ligandu do vialky Eppendorf™ o objemu 1,5 ml. Vzorky byly nasledné
rozpuStény v 1 ml methanolu. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 3 pl vzorku do vialky
Eppendorf™ o objemu 1,5 ml obsahujici 0,5 ml methanolu a 0,5 ml vody. VSechny ligandy
byly podrobeny analyze v kladném a zaporném skenovacim moédu a rovnéz byla provedena
izolace a naslednd fragmentace vybranych iontl pomoci kolizn¢ indukované disociace

(CID).

4.3.1 Parametry ESI-MS analyzy

Napéti na kapilare: +4200 V
Napéti na konci kapilary: +140 V
Pratok vzorku: 3 pl/ min
Prutok susiciho plynu: 61/ min
Tlak rozprasovaciho plynu: 8 psi
Teplota susiciho plynu: 220 °C

Skenovaci mod:

kladny, zaporny

Maximalni pocet iontl v pasti (ICC): 200 000
Maximdlni akumulacni ¢as: 20 ms
Rozsah méfeného m/z: 50-2000 m/z
Target mass: 500 m/z

4.3.2 Parametry CID

Rozpéti amplitudy pouzité béhem fragmentace se liSilo v zavislosti na daném vzorku a pro

potieby stanoveni iontového vytézku bylo nésledujici:

Ligand 1: 0,20-0,65
Ligand 2: 0,20-0,50
Ligand 3: 0,05-0,70
Ligand 4: 0,10-0,60
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4.4 Analyza supramolekuliarnich komplexii

Vzorky byly pfipraveny odpipetovanim 5,2 pl roztoku pfipraveného rozpusténim 1 mg
ligandu v I ml methanolu (viz kapitola 4.3) a pieneseny do vialky Eppendorf™ 1,5 ml
obsahujici predem vypocitané mnozstvi vody. Koncentrace ligandu ¢inila 12,5 uM. Do
vodného roztoku ligandu bylo dale piidano odpovidajici mnozstvi daného makrocyklu tak,
aby vzorek obsahoval makrocyklus a ligand v moldrnim poméru 3:1 (Tabulka 3).
Analogicky byly pfipraveny roztoky ligand se vSemi pouzitymi makrocykly. Parametry

provedenych analyz jsou uvedeny v kap. 4.4.1.

Tabulka 3. Mnozstvi ligandu, makrocyklu a vody pouzité k ptipravé studovanych roztok.

Objem Ligandu Objem Makrocyklu Objem vody
Ligand Makrocyklus

[nd] [nd] [nd]
a-CD 5,2 36,5 958.3
B-CD 5,2 42,6 952,2
L1
y-CD 5.2 48,6 946,2
CB[7] 5.2 43,6 951,2
a-CD 5,2 36,5 958.3
L2 B-CD 5,2 42,6 952,2
y-CD 5,2 48,6 946,2
CB[7] 5,2 43,6 951,2
a-CD 5.2 36,5 958.3
B-CD 5.2 42,6 952,2
L3
y-CD 5.2 48,6 946,2
CB[7] 5.2 43,6 951,2
a-CD 5.2 36,5 958.3
B-CD 5.2 42,6 952,2
L4 y-CD 5.2 48,6 946,2

CB[7] 5,178 43,61 951,18
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4.4.1 Parametry ESI-MS analyz supramolekularnich komplexii

Napéti na kapilate:

Napéti na konci kapilary:
Pritok vzorku:

Prutok susiciho plynu:
Tlak rozprasovaciho plynu:
Teplota susSiciho plynu:

Skenovaci mod:

Maximalni pocet iontl v pasti (ICC):

Maximalni akumulaéni ¢as:
Rozsah méfeného m/z:

Target mass:

+4000 V

—70 az 140 V

3 ul/ min

81/ min

30 psi

300 °C

kladny, zaporny
200 000

20 ms

50-3000 m/z

1000-1500 m/z
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavni ulohou této kapitoly bude popsat vysledky méteni jak samotnych ligandi, tak jejich
komplexti s makrocykly, popsat tvorbu komplexi téchto latek a castecné popsat jejich
chovani v plynné fazi. Prvni cast této kapitoly bude vénovana popisu analyz ligandi (L1-
L4). V druhé ¢asti bude popsano méieni celkem 16 vzorkl ziskanych kombinaci vSech
ligandii a makrocykll jejiz soucasti bude diskuze o jejich schopnosti tvofit supramolekularni

komplexy v plynné fazi.

5.1 ESI-MS analyza samotnych ligandu

Jelikoz byly ligandy pouzité v ramci této prace (Obrazek 24) jiz diive strukturné popsany
[61], nebylo méfeni provadéno za ucelem ziskat informace o struktufe téchto latek, nybrz
k potvrzeni, Zze se skutecné jednd o konkrétni latku. Zaroven bylo cilem seznamit se
s pouzivanim daného pfistroje a nastavovanim zékladnim parametr, jelikoz se jednéd o
relativné sofistikovanou instrumentaci, s niz jsem v ramci bakalafského studia doposud
nem¢l moznost pracovat. Pro kazdy ligand byly rovnéz provedeny CID experimenty za
ucelem ziskani informaci o fragmentaci a stabilité¢ vybranych ionti. Méfeni byla provedena

v pozitivnim 1 negativnim skenovacim modu.
Jelikoz latky s hydroxylovou skupinou (L1 a L2) a latky s karbonylovou skupinou (L3 a L4)
disponuji stejnou hmotnosti, a tudiz by v jejich spektrech mély byt pozorovany signaly se

stejnymi hodnotami m/z, budou v nasledujicich odstavcich popsany tyto pary spole¢né.

mw@@@*@

S ;
pe . o8 .

L1 L2 L3 L4

Obrazek 24. Strukturni vzorce analyzovanych ligandt.

Ve spektrech prvniho fadu analyzovanych ligand L1 a L2, tedy para a meta alkoholti byly
detekovany dva vyznamné signdly v pozitivnim i negativnim skenovacim moédu. Tyto
jedenkrat nabité signaly byly identifikovany jako protonovand molekula ligandu L1 a L2
[M+H*1" (m/z 417) a sodny [M+Na']" (m/z 439) adukt ligandu. Dalsi signal v tomto spektru
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se nachazel pti hodnot& m/z 833 a odpovidal jedenkrat protonovanému dimeru [2-M+H']".
V negativnim skenovacim médu byl pozorovan jedenkrat nabity ion o hodnoté 415 m/z, coz
odpovida deprotonované molekule ligandu [M-H']". Druhy signal se v tomto spektru
vyskytoval pii hodnoté 867 m/z. Jednalo se tedy o jedenkrat nabity chloridovy adukt dimeru
ligandu [2-M+CI .

Podobné vysledky byly pozorovany také pii analyze ligandi L3 a L4, které disponuji
karbonylovou skupinou spojujici adamantanovy skelet s aromatickym jadrem. Ve spektrech
prvniho fadu méfeného v pozitivnim skenovacim modu bylo pozorovano pét signali. Opét
se vyskytoval ion protonované molekuly ligandu pii m/z 415 [M+H'], ktery dosahoval ze
vSech iontl nejvyssi intenzity. Déle se ve spektru vyskytovaly ionty o hodnoté m/z 437, ktery
byl identifikovan jako sodny adukt [M+Na']" a draselny adukt ([M+K"]") pfi hodnot& 453
m/z. Zaroven byly ve spektru pozorovany dva dimery, a to jedenkrat protonovany dimer
[2M+H"]" pfi hodnoté m/z 829 a sodny adukt dimeru [2-M+Na']" pfi hodnoté m/z 851.
V negativnim skenovacim médu byly pozorovany ionty deprotonované molekuly ligandu
pii hodnoté 413 m/z [M-H']™ a chloridovy adukt pfi hodnoté 449 [M+CIl]. Poslednim
pozorovanym iontem byl chloridovy adukt dvou molekul lidandu pfi hodnoté m/z 863

[2-M+CI T

V Tabulce 4 je uvedeno shrnuti naméfenych dat a porovnani pozorovanych hodnot m/z
s vypocitanym hodnotami m/z jednotlivych iontd. V tabulce jsou vedle sebe teoretické
hodnoty ziskané souctem exaktni hmotnosti analytu a iontu (pfipadné odectenim hmotnosti)

a hodnoty ziskané experimentaln¢.

Tabulka 4. Vysledky ESI-MS analyzy latek L1-L4.

+MS -MS

[M+H'T"  [M+K'*  [M+Na'l* [2M+H'* [M-H'|" [M+CI" [2:M+CH|
LIG. VYP. EXP. VYP. EXP. VYP. EXP. VYP. EXP. VYP. EXP. VYP. EXP. VYP. EXP.
L1 4173 4173 4552 ND 4392 4392 8335 8334 4153 4154 4513 ND 867,10 867,1
L2 4173 4173 4552 ND 4392 4392 833,5 8334 4153 4154 4513 ND 867,1 867,1

L3 4152 4152 4532 4532 4372 4372 8295 8294 4133 4133 4493 4493 863,01 863,1

L4 4152 4152 4532 4532 4372 4372 8295 8294 4133 4133 4493 4493 863,01 863,1

ND= nedetekovano
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Pro zjiSténi stability jednotlivych liganda byla provedena fada méfeni pii, kterych byl ion
[M+H']" izolovéan a nasledné fragmentovan za podminek kolizné indukované disociace.
Izolovany ion byl nasledné vystaven zvysSujici se hodnoté amplitudy v rozsahu 0,10 V az
0,70 V, kde v kazdém kroku doslo k navyseni amplitudy o 0,05 V. Pfi zvySovani kolizni
energie doslo k fragmentaci izolovaného (prekurzorového) iontu a sniZeni jeho intenzity, jez
doprovazel vznik iontl produktovych. Tato data byla vyuZita pro vypocteni tzv. iontového

vytézku (IV) dle nasledujiciho vztahu:

7 7LV IP
I zek = 1
ontovy vytézek L (1)
kde:
Ip......... intenzita prekurzorového iontu
DIp....... intenzita vSech produktovych iontl (vznikajicich fragmenti)

Data ziskana touto metodou byla pfenesena do grafu, ktery je znazornén na Obrazku 25. Na
obrazku je mozno vidét, Ze energie potiebnd k fragmentaci molekuly byla v ptipadé vSech
latek znacné podobnd. VSechny ¢tyfi latky zacinaji fragmentovat pifi hodnotdch amplitudy
0,20-0,22 a k uplnému vymizeni prekurzorovych ionti dochdzelo pfi hodnoté 0,50-0,55.
Nejstabilngjsim ligandem byl tedy ligand L4. lontovych vytézka je déale vyuzivano ke
stanoveni charakteristické kolizni energie. Tento parametr je definovéan jako takova kolizni
energie, pii které intenzita fragmentovaného iontu nabyva stejnych hodnot jako soucet v§ech
intenzit fragmentl molekuly. Charakteristickd kolizni energie téchto sloucenin se
pohybovala mezi hodnotami amplitudy 0,29 az 0,33. Charakteristickd kolizni energie
sloucenin L1 a L2 byla stanovena jako 0,30 a 0,29, sloucenin L3 a L4 jako 0,32 a 0,33.
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Obrazek 25. Vysledky fragmentace ligandi pomoci CID.

5.2 Studium komplexace ligandi s pouzitymi makrocykly

Vsechny pouzité ligandy disponuji adamantanovym skeletem, o kterém je znamo, ze se diky

svym rozmérum dokaze vazat do kavity riznych makrocyklickych sloucenin.

Nasledujici cast predstavuje hlavni cil této bakalatské prace, tedy prozkoumat vznik
supramolekuldrnich komplexti latek ptedstavenych v kapitole 4.2 s makrocykly, kterymi
byly a-, B-, y-cyklodextrin a cucurbit[7]uril. Stejn¢ jako v pfedchozi kapitole budou latky
L1-L4 rozdéleny do dvou skupin, a to na para a meta alkoholy (L1 a L2), které disponuji
hydroxylovou skupinou mezi adamantanovym skeletem a aromatickym jadrem. Druhou
skupinou budou para a meta ketony (L3 a L4), jejimz spolecnym znakem je piitomnost

karbonylové skupiny.

5.2.1 Supramolekularni komplexy L1 a L2 s a-cyklodextrinem

Ve spektru prvniho fadu analyzované smési L1 a a-CD byl pozorovén jiZ znamy signal pfi
hodnoté 417 m/z, tedy [M+H']". Dal§im signalem, ktery v tomto spektru dosahoval nejvyssi
intenzity, byl signal pii hodnoté 995 m/z. Tento signal byl identifikovan jako jedenkrat nabity
sodny adukt a-CD [a-CD+Na']". Poslednim identifikovanym signalem v tomto spektru byl
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draselny adukt a-CD [a-CD+K"]" 0 m/z 1011. Signal odpovidajici komplexu ligandu L1 a
a-CD nebyl, dle pivodniho pfedpokladu, ve spektru pozorovan.

Analyza smési L2 s a-CD vedla k pozorovani vétsiho poctu signalti, z nichz se podafilo
navrhnout strukturu péti iontl ve spektru se vyskytujicich. Prvni signal se nachézel pii
hodnoté 417 m/z, a tudiz byl identifikovan jako protonovana forma L2 [M+H']". Dalimi
signaly identifikovanymi ve spektru byly dva adukty a-CD. Jednalo se o sodny adukt pii
hodnoté 995 m/z [a-CD+Na']" a draselny adukt pii hodnoté 1011 m/z [a-CD+K']". Tyto
signaly jsou stejné jako signaly identifikované pii predchozim méteni, avSak ve spektru této
smési byly pozorovany jest¢ dva dalsi signdly. Témi byly dvakrat nabité ionty o m/z 506
a 1478. Prvni signdl byl identifikovéan jako adukt makrocyklu obsahujici proton a draselny
kation [a-CD+H"+K*]**. Druhy zminény by pak mohl odpovidat nespecifickému agregatu
sestivajicimu ze ti jednotek a-CD, protonu a draselného kationtu [3-a-CD+H™+K'T*". Tyto
vysSi agregaty (¢i asociaty) mohou byt ve spektrech pozorovany v piipadeé, Ze se
makrocyklickd slouc¢enina ve smési nachdzi ve vyssi koncentraci a vykazuje schopnost

takova uskupeni vytvaren, napf. prosttednictvim vodikovych vazeb mezi makrocykly.

Ve spektru nebyl identifikovan zadny signal odpovidajici komplexu ligandu L2 s a-CD.
Dtivodem je pravdépodobné maly rozmér kavity a-CD, ktera neni dostatecné objemna pro
tvorbu inkluzniho komplexu s adamantanovym motivem. ESI-MS spektrum smési ligandu

L2 s a-CD v molarnim poméru 1:3 (ve vod¢€) je znazornéno na Obrazku 26.

[0-CD+H +K T
506

[0-CD+K'T
1011
. [300-CD+H+K T
(M2 [0-CD+Na'] 1478
995 |
B
Lo 1
|
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Obrazek 26. ESI-MS spektrum latky L2 s o-CD (L2 = M).
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5.2.2 Supramolekularni komplexy L3 a L4 s a-cyklodextrinem

Ve spektrech analyzované smési L3 s a-CD bylo identifikovano celkem pét iontli. Prvnim
identifikovanym byl signal protonovaného ligandu L3 [M+H"]" s hodnotou 415 m/z. Ostatni
signaly nalezely a-CD. Prvni ze Ctyft signalti a-CD se nachazel pii 506 m/z a jednalo se tedy
o dvakrat nabity ion uréeny jako [a-CD+H™+K']*>". Dal§imi dvéma signaly byly jiz vyse
popsané signaly sodného aduktu [a-CD+Na"]" pfi 995 m/z, respektive draselného aduktu pfi
1011 m/z [a-CD+K']".

Ve spektrech prvniho fadu smési L4 a a-CD v molarnim poméru 1:3 byl pozorovan signal
iontu, ktery svou hmotnosti odpovidal sodnému aduktu latky L4 [M+Na']" pfi hodnoté
m/z 437. Dal§imi pozorovanymi signaly byly signaly pochazejici z a-CD. Konkrétné se
jednalo o signal protonované formy a-CD [a-CD+H']" pfi 973 m/z a sodny adukt a-CD [a-
CD+Na']", ktery se vyskytoval pii 995 m/z. Poslednim identifikovanym signalem byl
draselny adukt a-CD [a-CD+K*]" pfi hodnoté 1011 m/z.

Ani v jedné smési studovanych ligandi s a-CD nebyl pozorovan signal, ktery by svym
pomérem hmotnosti ku naboji odpovidal jakékoliv formé supramolekularnimu komplexu
typu hostitel-host (tedy komplexu inkluznimu). Toto odpovidd nasemu ptedpokladu, ze
kavita a-CD neni dostatecné¢ objemnd, aby dokazala pojmout ncktery ze studovanych

liganda.

5.2.3 Supramolekularni komplexy L1 a L2 s B-cyklodextrinem

Po potvrzeni naSich ptfedpokladli ohledné absence vzniku komplext studovanych liganda
s a-CD nésledovaly experimenty vét§Sim homologem z rodiny cyklodextrint, a sice s -CD.
V tomto piipadé¢ se ocekavalo, ze ackoliv je tento makrocyklus vétsi pouze o jednu
glukosovou jednotku, jeho kavita bude dostatecné objemna pro vznik supramolekularniho

komplexu typu hostitel-host.

Po provedeni méteni byly identifikovany signaly jiz vySe popsané, tedy signal jedenkrat
protonované molekuly hosta L1 a L2 [M+H"]" pfi 417 m/z a sodny a draselny adukt B-CD
[B-CD+Na*/K*]" s hodnotou 1157 a 1173 m/=.

Kromé téchto signaltt byl ve spektru smési L1 s B-CD (1:3) pozorovan dalsi signal,
vyskytujici se pti hodnoté 1573 m/z odpovidajici sodnému aduktu komplexu L1 a B-CD
[M+B-CD+Na']". Ve spektru smési L2-B-CD byly navic pozorovany dal$i dva signal
s hodnotou 1551 m/z a 1589 m/z. Také tyto dva ionty byly identifikovany jako signaly
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supramolekularnich komplext. Signal u 1551 m/z byl identifikovéan jako protonovana forma
komplexu [M+B-CD+H"]" a signal s hodnotou 1589 m/z jako draselny adukt B-CD [M+§-
CD+K']". Bohuzel se ani vjednom piipadé nepodafilo jakykoliv ion odpovidajici
vznikajicimu hostitel-host komplexu typu L1/L2@f-CD podrobit izolaci a nasledné CID
fragmentaci, pravdépodobn¢ z diivodu malé stability vznikajicich komplext, a nemohlo tak
byt detailn€ji prozkoumdno chovani téchto iontli v plynné fazi. Ukazalo se vsak, ze
objemn¢jsi kavita hostitele, byt’ jen o jednu glukosovou jednotku, nabyvala dostatecnych

rozmeéru pro tvorbu komplext s ligandy L1 a L2.

M+H'T
v

[R-CD+K'T [M+R-CD+Na'T
1173 1573

s
/ //

[R-CD+Na']"
1157 //

// ‘/
| I " l L II‘ |
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Obrazek 27. ESI-MS spektrum latky L1 s -CD (L1 = M)

Nabizela se vSak otazka, zda nebude mozZné pozorovat vznikajici komplexy v negativnim
skenovacim modu a zda-li nebude pfipadné stabilita vznikajicich komplext v negativnim
skenovacim modu dostatecnd pro provedeni MS/MS experimentl. Spektra ziskana v
negativnim skenovaciho mdédu obsahovala signaly deprotonovaného ligandu L1 nebo L2
(415 m/z) [M-H'T", deprotonovaného makrocyklu pii 1133 m/z [B-CD-H']" a dvakrat
deprotonovaného makrocyklu [B-CD-2-H']? pifi 566 m/z. Signal komplexu byl
identifikovan jako jedenkrat nabity ion o m/z 1549 odpovidajici deprotonované formé
komplexu, tedy [M+B-CD-H']". Tento signal, avSak také nebylo mozné izolovat. Posledni
identifikovany signal v tomto spektru se nachazel pii 1341 m/z a byl dvakrat zdporn¢€ nabity.
Tato hodnota m/z odpovida dvakrat deprotonovanému komplexu dvou jednotek B-CD

a jednoho ligandu [M+B-CD-2-H'] . Toto uskupeni je v8ak pouhym ndvrhem vychézejicim
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z dostupnych dat, tedy pozorované hodnoty m/z a nabojového ¢isla daného iontu. Domnivam

se, ze by se mohlo jednat o uskupeni, ve kterém by byl

k systému [M+B-CD-H']" externé

navazana deprotonovana jednotka B-CD. Nicmén¢€, navrhnout piesnéjsi geometrii tohoto

asociatu si v danou chvili netroufam.
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Obrazek 28. ESI-MS spektrum smési L2 a B-CD (1:3) v negativnim (nahote)
a v pozitivnim skenovacim moédu (dole), (L2 = M).

5.2.4 Supramolekularni komplexy L3 a L4 s B-cyklodextrinem

Pfi analyze smési L3 s B-CD (1:3) v pozitivnim skenovacim médu byly identifikovany tyto

signaly: signal protonované latky L3 [M+H"]" pii 415 m/z. Signal sodného aduktu [M+Na*]*

pii 437 m/z a draselného aduktu [M+K*]" pti 453 m/z. Dalsi dva signaly nélezely dimertim

latky L.3. Prvni signdl, pfi 829 m/z byl ur¢en jako jedenkrat nabit4 protonovana forma dimeru
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[2:M+H"]" a druhy signal byl identifikovan jako sodny adukt téhoz dimeru [2-M+Na']" pii
851 m/z. Ve spektru se dale vyskytovaly dva signadly adukti B-CD. Konkrétné sodného
aduktu [B-CD+Na']" pfi 1157 m/z a draselného aduktu B-CD [B-CD+K']" pii 1173 m/.
Posledni dva signaly odpovidaly svou hodnotou m/z komplexu L3 a B-CD. Prvni z téchto
signalii se objevil pii hodnoté 1549 m/z a byl poté identifikovan jako protonovanéd forma
tohoto komplexu [M+B-CD+H']". Druhym signdlem byl signal sodného aduktu komplexu
L3 a B-CD, ktery se vyskytoval pfi hodnoté 1571 m/z [M+B-CD+Na"]".

[M+H'T
415
[p-CD+Na']
1157
[M+Na'T [26M+Na'] [B -CD+KT [M+§-CD+Na']
ST MK T [M+B-CD+H']
453 [2eM+H] > 1549
829 v
\4 A I m >
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Obrazek 29. ESI-MS spektrum prvniho fadu smési L3 a B-CD (L3 = M).

Analyza smé&si L4 s B-CD poskytla nasledujici signaly: signal protonované molekuly L3
[M+H"]" pfi hodnoté m/z 415, sodného aduktu [M+Na"]" pti 437 m/z a aduktu draselného
[M+K*]" pfi 453 m/z. Dale se ve spektru vyskytoval signal protonovaného dimeru této
molekuly [2-M+H']" pfi 829 m/z a soucasné i sodného aduktu tohoto dimeru [2:-M+Na']".
Znovu se objevily signaly B-CD, které byly totozné s piedchozimi spektry, tedy sodny adukt
B-CD [B-CD+Na']" pti 1157 m/z a draselny adukt [3-CD+K']" p¥i 1173 m/z. Signal pfi 1571
m/z byl identifikovan jako komplex [M+B-CD+Na']", soucasné byl také pozorovan signal
[M+B-CD+H"]" pti 1549 m/z. Bohuzel, ani v tomto piipadé se nepodafilo jakykoliv ion
odpovidajici vznikajicimu hostitel-host komplexu typu L3/L4@f-CD podrobit izolaci
anasledné CID fragmentaci, opét pravdépodobné z dlivodu malé stability vznikajicich

komplexi.
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5.2.5 Supramolekularni komplexy L1 a L2 s y-cyklodextrinem

Ve spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnim skenovacim modu liganda L1 a L2 s y-
cyklodextrinu bylo identifikovano celkové pét iontd. Signal s nejvyssi intenzitou nalezel
pravé y-CD, respektive jeho sodnému aduktu [y-CD+Na']", ktery se nachazel pfi hodnoté
1319 m/z. Dal$im signdlem v tomto spektru byl ion o 417 m/z, ktery byl jiz popsan jako
signal protonovaného ligandu L1 nebo L2. Dalsi tfi signdly, jiz o nizsi relativni intenzité,
nalezely sodnému aduktu dimeru ligandd [2-M+Na']" pii 885 m/z a dvakrat nabitého
protonovaného draselného aduktu y-CD [y-CD+H™+K*]** pii 668 m/z. Poslednim signalem,
ktery byl ov§em pozorovan pouze ve smési L2-y-CD (nikoliv ve smési L1-y-CD), a ktery
meél ze vSech péti pozorovanych nejnizsi intenzitu, byl jedenkrat nabity ion s hodnotou
m/z 1735. Tento ion byl identifikovan jako sodny adukt komplexu slouc¢eniny L2 s y-CD
[M+y-CD+Na']". Izolace tohoto iontu, zfejmé z divodu jeho nizké intenzity, opét nebyla
mozné. Divodem pro takto nizkou intenzitu miize byt velikost kavity makrocyklu, jelikoz
host nedokaze efektivné vyplnit jeji prostor, coz mize mit zdsadni vliv na stabilitu
komplexu. Toto pozorovani odpovidd plavodnim predpokladim ohledné¢ chovani

studovanych ligandti s y-CD.
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Obrazek 30. ESI-MS spektrum latky L2 s y-CD (L2 = M).

5.2.6 Supramolekularni komplexy L3 a L4 s y-cyklodextrinem

Analyza smési L3 s y-CD poskytovala signal protonované molekuly L3 [M+H"]" pti 415 m/z
a dva signaly pochazejici z y-CD, kterymi byly jedenkrat nabity sodny adukt [y-CD +Na']"
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pti 1157 m/z a dvakrat nabity ion pii hodnoté 587 m/z, jemuz byla pfitazena struktura [y-CD
+H"+K*]**. Dalgi dva signaly ndleZely komplexu L3 s y-CD. Prvni signal se vyskytoval pfi
1549 m/z a byl uréen jako [M+y-CD+H']", druhy nabyval hodnoty m/z 1571 a odpovidal
sodnému aduktu komplexu [M+y-CD-+Na']".

Ve spektru latky L4 byly pozorovany Ctyfti signaly, témi byly ion odpovidajici protonované
formé ligandu L4 [M+H']" pii 415 m/z. Druhym signalem byla protonovana forma
draselného aduktu y-CD [y-CD+H™+K*]** pti 668 m/z. Dalsi signél se nachazel pti 885 m/z,
nesl nabojové &islo 3+ a byl identifikovan jako [y-CD+H'+Na™+K']*". Poslednim

identifikovanym signalem byl signal sodného aduktu y-CD [y-CD+Na']" pfi 1319 m/z.

5.2.7 Supramolekulirni komplexy L1 a L2 s cucurbit[7]urilem

Ve spektru analyzované smési .1 a CB7 (1:3) byl pozorovan signal protonované molekuly
L1 [M +H"]" pti 417 m/z, dale byly pozorovany dva signaly odpovidajici dvakrat nabitému
iontu [CB7+H"+K*]*" pii 1182 m/z a dvakrat nabitému sodnému aduktu [CB7 +2-Na']** pii
605 m/z. Signal jednou nabitého sodného aduktu [CB7+Na']" byl identifikovan jako
jedenkrat nabity ion s hodnotou 1185 m/z. Dale se ve spektru vyskytovaly dva signaly o m/z
odpovidajici moznému vzniku supramolekularniho komplexu. Témi byly: dvakrat nabity ion
o0 801 m/z a jedenkrat nabity ion s hodnotou 1579 m/z. Struktura prvniho byla navrzena jako
komplex ligandu L1 aCB7 doprovazeny jednim protonem a sodnym kationtem
[M+CB7+H"+Na*]**, druhy jako protonovana forma komplexu [M+CB7+H]". Déle se ve
spektru objevily tfi vicenasobné nabité ionty, kterymi by mohly byt nasledujici nespecifické
agregaty: [M+2-CB7+H™+Na']** pfi 1382 m/z, [M+2:CB7+2-H+K']*" pii 927 m/z,
[L1+2-CB7+H"+2:Na*]*" pii 929 m/z.

Spektrum smési L2 a CB7 poskytovalo nékolik signalt, shodujicich se s vySe komentovanou
smési (L1 a CB7), témi byly: protonovana molekula ligandu [M+H"]" pii 417 m/z, dvakrat
nabity sodny adukt CB7 [CB7+2:Na']*" pii 605 m/z, signal protonovaného komplexu
[M+CB7+H']" pfi 1579 m/z a sodného aduktu protonovaného komplexu
[M+CB7+H™+Na']*" pti 801 m/z. Dalsi signaly, které se neobjevovaly v predchozim
spektru, byly: dvakrat nabity signal komplexu [M+CB7+H*+K"]** pti 809 m/z a sodny adukt
komplexu [M+CB7+Na]" pfi 1601 m/z. Pozorovano bylo soufasné pét dalsich

]3+

nespecifickych agregati, jejichz struktura byla navrzena jako: [M+2-CB7+2-H+K"]*" pii
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927 m/z, [M+2-CB7+H"+2:-Na*]*" pti 929 m/z, [2-M+2-CB7+2-H+Na']** pti 1060 m/z,
[2-M+2-CB7+2-H+K ** pti 1066 m/z a [2-M+2-CB7+H™+Na"+K** pti 1073 m/z.

Signal protonovaného komplexu [M+CB7+H"]" pfi 1579 m/z bylo dile mozné izolovat a
provést jeho fragmentaci. Prekurzorovy ion zacal fragmentovat az pti velmi vysoké hodnoté
amplitudy, ktera ¢inila 1,60. V MS/MS spektru byly pozorovany dva produktové ionty, a
sice signal 0 1561 m/z, ktery byl identifikovan jako [M+CB7+H"~H>O]" vznikajici neutralni
ztratou molekuly vody a signal o m/z 1163 odpovidajici protonované formé CB7 [CB7+H']".
Nutno podotknout, ze vzhledem ke znacné stabilité prekurzovového iontu a hodnoté pouzité
amplitudy, byla intenzita MS/MS spektra velmi nizka a v ném vznikajici produktové ionty

se jevily jako nestabilni. Z tohoto divodu se nepodafilo ziskat dostate¢né kvalitni zaznam

MS/MS spektra, z néhoz by mohl byt pfipraven vystup v podobé obrazku.

[MeHT [M+CB7+Na'+H'T”
801
| [M+CB7+K'+H[*"
| 809
| [M+CB7+2eH"+K']"
| | 927
v | | [M+CB7+H+K'+Na'l"
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| /[2:M+CB7+2eH"+Na']”"
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Obrazek 31. ESI-MS spektrum latky L2 s CB7 (L2 = M).
5.2.8 Supramolekularni komplexy L3 a L4 s cucurbit[7]urilem

Ve spektru L3 s CB7 byl opét pozorovan signal protonované molekuly L3 [M +H']" pti 415
m/z, protonovaného komplexu [M+CB7+H"]" pti 1577 m/z a pti hodnot& 605 m/z se nachazel
signdl dvakrat nabitého sodného aduktu CB7 [CB7+2-Na*]**. Dale byl pozorovany signaly
dvakrat nabitého komplexu [M+CB7+H™+Na']*" pii 800 m/z a [M+CB7+H"+K']*" pii
808 m/z. Déle se ve spektru nachazely tfi nespecifické agregaty: [M+2-CB7+2-H"+K']** pti
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926 m/z, [M+2-CB7+H*+Na"+K']** pti 932 m/z a poslednim identifikovanym agregatem byl
M+2-CB7+H"+Na"]** pii 1381 m/z.
[ p

Totozné signaly byly pozorovany i ve spektru L4 s CB7.
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e 800
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Obrazek 32. ESI-MS spektrum prvniho fadu smési ligandu L3 s CB7 méfeno v pozitivni
modu (L3 = M).

Signal [M+CB7+H']" pti 1577 m/z bylo mozné izolovat a provést fragmentaci. V MS/MS
spektru bylo mozné pozorovat ion protonované formy CB7 pii 1163 m/z [CB7T+H'],

poslednim identifikovanym signalem byla protonovana forma ligandu 3 [M+H"]".
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5.3 Shrnuti vysledki analyzy

Vysledky popsané v kapitole 5.2 jsou pro vyssi prehlednost sumarizovany v Tabulce 5.
Informace v této tabulce popisuji vznik supramolekuldrnich komplexti ligandi L1-L4
s vybranymi makrocykly. Vysledky méteni ukazuji, ze s a-CD nebyl pozorovan vznik
komplexu ani s jednim z ligandl, zato s f-CD bylo mozno pozorovat vznik komplexu
s kazdym jednotlivym ligandem. V piipad¢ y-CD byl vznik komplexu potvrzen pouze
u ligandti L2 a L3 VSechny tyto signaly, vSak disponovaly velmi nizkou intenzitou. S CB7
byl taktéz pozorovan vznik komplexu se vSemi pouzitymi ligandy. CB7 a B-CD se pfi této
analyze projevily jako vhodné makrocykly pro tvorbu supramolekuldrnich komplext
s ligandy L1-L4. Vysledky dale naznacuji, Ze zbyvajici dva makrocykly nejsou pro tyto
latky vhodnymi hostiteli. V ptipad¢ a-CD komplex nevznikal viibec, pravdépodobné vlivem
malého objemu kavity makrocyklu. V ptipad¢ y-CD, piestoze komplex vznikal, jeho signal

disponoval zna¢né nizkou mirou intenzity, coz mize naznacovat nizkou miru komplexace.

Tabulka 5. Shrnuti vysledktt ESI-MS analyzy komplexace.

Makrocyklus
Ligand  a-CD B-CD 7-CD CB7
L1 X \/ X \/
2ooX v J J
Booox v v v
L4 X \/ X \/
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ZAVER

Tato bakalarska prace se vénovala studiu vzniku supramolekuldrnich komplexa latek L1—
L4 s vybranymi makrocykly v plynné fazi. Latkami, které¢ v této bakalaiské praci figurovaly
jako hosté, byly ¢tyii deazapuriny (pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny), o jejichz syntézu se postaral
Ing. Filip Zatloukal v rdmci jeho diplomové préace. Tato bakalatska prace tudiz navazuje na
jiz zminénou diplomovou praci a jejim cilem bylo rozsifit znalosti o charakteru téchto latek
z pohledu supramolekularni chemie. Cilem bylo ovéfit schopnost studovanych latek tvofit

supramolekularni komplexy typu hostitel-host s vybranymi makrocykly v plynné fazi.

Vsechny ¢tyfi ligandy obsahovaly 4,7-disubstituovany deazapurinovy motiv, ktery byl
v poloze 4 substituovan aromatickym aminem. Tento amin pomoci ,linkeru® spojuje
adamantanovy skelet s touto molekulou. Pravé timto ,,linkerem* se vSechny ctyfi zkoumané
molekuly lisi, a to bud’ polohou ,linkeru* (meta nebo para) anebo skupinou jez jej tvori
(hydroxylova nebo karbonylova). Schopnost tvofit supramolekularni komplexy téchto latek

s makrocykly byla prozkoumana a popséna v experimentalni ¢asti této prace.

Analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru s iontovou  pasti
vybavenym elektrosprejovou ionizaci. Samotné ligandy byly podrobeny analyze na
hmotnostnim spektrometru, pfi¢emz byla nejprve potvrzena jejich struktura. Nasledné byly
provedeny CID experimenty a urcena charakteristickd kolizni energie téchto latek.
Vysledkem této analyzy bylo zjisténi, Ze charakteristicka kolizni energie ligandl
disponujicich karbonylovou skupinou nabyvala hodnot amplitudy 0,32 (L3) a 0,33 (L4),
kdezto u latek s hydroxylovou skupinou charakteristicka kolizni energie nabyvala hodnot
amplitudy 0,29 (L2) a 0,30 (L.1). Tyto rozdily nelze povaZzovat za vyznamné a nenaznacuji

tak rozdilnou stabilitu pfedmétnych slou€enin v plynné fazi.

Hlavnim cilem této prace bylo studium komplexace ligandl L1-L.4 s makrocykly, kterymi
byly a-, B-, y-cyklodextrin a cucurbit[7]uril. Vysledky provedenych analyz poskytu;ji
informace o tvorbé komplexii s nékterymi z pouZitych makrocyklii. NejvhodnéjSim
makrocyklem pro tvorbu komplexi se jevi B-cyklodextrin a cucurbit[7]uril, jelikoZ oba tyto
makrocykly poskytovaly signdly pti hodnoté m/z odpovidajici vzniku supramolekularnich
komplexti. Toto pozorovani potvrdilo nas predpoklad, jelikoz velikost kavity téchto
makrocykll se jevi jako idedlni ve vztahu k velikosti adamantanového skeletu, ktery je
obsazen ve zkoumanych ligandech. Nejméné vhodnym makrocyklem byl a-cyklodextrin,

ktery netvofil komplex s zddnym ze Ctyt ligandli. Divodem tohoto jevu je pravdépodobné
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prilis malé velikost kavity tohoto makrocyklu. y-cyklodextrin tvofil komplex ve dvou ze Ctyt

ptipadu, avSak pokazdé byl signal tohoto komplexu pozorovan s velmi nizkou intenzitou.

Izolovat pozorované ionty komplexu bylo mozné pouze ve dvou analyzovanych smésich,
kdy oba uspesné izolované ionty byly charakterizovany jako jedenkrat nabité protonované
komplexy, konkrétné [L2+CB7+H"]" pti 1579 m/z a [L3+CB7+H"]" 1577 m/z. Ackoliv se
MS/MS experimenty ukdzaly jako ,hraniéni“ (zejména s ohledem na pocet ionti
nachazejicich se béhem fragmentace v iontové pasti), dovolim si na zakladé povahy

vznikajicich produktovych ionta tvrdit, Ze se jednalo o inkluzni komplexy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HIV

DNA

RNA

MS

ESI

CB

CD

MALDI

ICP-MS

SIMS

EI

TOF

m/z

CID

Lidsky virus imunitni nedostatecnosti (Human Immunodeficiency Virus)
Deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina

Hmotnostni spektrometrie

Elektrosprejova ionizace

Cucurbit[n]uril

Cyklodextrin

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionization

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Inductively

Coupled Plasma Mass Spectrometry)

Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd (Secondary-ion mass

spektrometry)

Elektronova ionizace
Doba letu (Time Of Flight)
Pomér hmotnosti ku naboji

Kolizi indukovana disociace (Collision Induced dissociation)
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