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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zaméfena na sledovani a zhodnoceni komplexacnich reakci vybranych
aminokyselin a cucurbit[7]urilu pomoci izotermalni titracni mikrokalorimetrie. Teoreticka
¢ast se zabyva supramolekularni chemii, metodami stanoveni supramolekuldrnich komplext
a aminokyselinami. Experimentéalni ¢ast se vénuje stanoveni a zhodnoceni komplexacnich

reakci v interakci hostitel-host mezi vybranymi aminokyselinami a cucurbit[ 7 Jurilem.

Kli¢ova slova: hostitel-host, cucurbit[7]uril, aminokyseliny, izotermalni titracni

mikrokalorimetrie

ABSTRACT

The bachelor’s thesis is focused on monitoring and evaluation of complexation reactions of
selected amino acids and cucurbit[7]uril using isothermal titration microcalorimetry. The
theoretical part deals with supramolecular chemistry, methods of determining
supramolecular complexes, and amino acids. The experimental part is devoted to the
determination and evaluation of complexation reactions in the host-guest interaction

between amino acids and cucurbit[ 7]uril.

Keywords: host-guest, cucurbit[7]uril, amino acids, isothermal titration microcalorimetry
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UvVOD

Aminokyseliny jsou nedilnou soucasti zivota kazdého z nas. At uz si to uvédomujeme vice
¢1 mén¢ jejich pritomnost je nezbytnd pro spravné fungovani lidského téla. Vyznamné jsou
zejména biogenni aminokyseliny, které¢ slouzi jako zakladni stavebni bloky peptidi a
proteind. Nékteré jsou esencidlni a musime je pfijimat v potravé, jiné si lidské télo dokaze
v dostatecné mife z dostupnych zdroji syntetizovat samo. Z hlediska supramolekularni
chemie predstavuji diky raznorodosti svych postrannich fetézci zajimavé hosty pro
molekularni kontejnery. Pozorovani komplexacnich interakci mezi nimi ndam umozni ziskat
dilezité informace o mechanismech molekulového rozpoznévani a termodynamické strance

téchto procest s potencialni aplikaci pfi transportu 1€¢iv.

Mezi zajimavé molekularni kontejnery patii cucurbiturily. Konkrétné pak
cucurbit[7]uril, kterému se jako hostitelskému makrocyklu vénuje tato bakalaiska prace.
Cucurbiturily tvofené glykourilovymi jednotkami disponuji symetrickou kavitou schopnou
pfijmout rizné hosty a na zaklad¢ jejich velikosti, tvaru a polarity. Cucurbit[7]uril disponuje
vysokou afinitou k celé fadé biomedicinsky vyznamnych latek, dobrou rozpustnosti a

stabilitou.

Cilem této prace je stanovit a charakterizovat komplexacéni interakce mezi vybranymi
aminokyselinami a cucurbit[7]urilem pomoci izotermalni titraéni mikrokalorimetrie, ktera
umoziuje sledovat tepelné zabarveni chemicky interakei a urcit termodynamické parametry,
jako jsou vazebna konstanta (K), zména entalpie (4H) a entropie (4S). To mlze piispét k
hlub§imu pochopeni supramolekuldrnich komplexa¢nich mezi aminokyselinami a
cucurbiturily a ovéfit vyuZitelnost mikrokalorimetrie jako nastroje pro detailni
charakterizaci téchto systémul. Ziskané poznatky mohou byt vyuZzity pro vybér vhodnych

aminokyselin jako kompetitort pfi komplexacnich reakcich s cucurbit[7]urilem.
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1 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE

Supramolekularni chemie je relativné novy védni obor, jehoz vyvoj sahd az do roku 1987,
kdy Lehn, Cram a Pedersen ziskali Nobelovu cenu za své prilomové objevy v oblasti
systémt hostitel-host, které jsou zaloZzeny na reakci mezi molekuldrnim receptorem
(hostitel) a ligandem (host). Podstatou vazby hostitel-host jsou predevsim nekovalentni
interakce, mezi které patfi naptiklad vodikové vazby, n—r interakce, ale také hydrofobni,
elektrostatické a Van der Waalsovy sily. Tyto interakce fidi molekularni rozpoznavani a

sebeskladani.!?

Hlavnim cilem supramolekularni chemie je ziskdni kontroly nad intramolekularnimi
vazbami. To pfitahuje pozornost predev§sim chemikd, biologl a materidlovych védct, ktefi
vyuzivaji tyto interakce k vysvétleni nekovalentnich systémil. Dal$im dilezitym objektem
zajmu tohoto oboru je vytvofeni systémd, které lidem pomohou imitovat a porozumeét
biologickym procesim. Mnoho z vyzkumt v supramolekularni chemii bylo provedeno

pouze ze zvidavosti, bez toho, aniz by bylo uvazovano nad jejich specifickym vyuzitim.>?

1.1 Interakce hostitel-host

Termin hostitel-host zavedl Donald J. Cram pro popis interakce receptoru se substratem.
Vyuziva se dodnes diky tomu, Ze vystizné znazornuje piijimani substratu (host) receptorem

(hostitel).?

+ —_—
R + 5 —_— C

Obrazek 1: Schéma pfijimani substratu receptorem?

Prostfednictvim interakce hostitel-host spolu mohou vratné reagovat dvé i vice
chemickych latek, coZz poskytuje mnoho moznosti pro konstrukci novych

supramolekularnich komplexii.>

Hostitel je obvykle chemické individuum vétSich rozméri, jako naptiklad enzym nebo
makrocyklus, ktery disponuje vhodnym hostitelskym mistem, jako je kavita a ma

konvergentni vazebna mista. Host je naproti tomu mensi, nez je jeho hostitel. MiiZe se jednat
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o molekulu nebo pouze o jednoatomovy ion nebo rozmérngjsi latky jako jsou hormony,
feromony nebo neurotransmitery. Hosté maji na rozdil od hostitelli divergentni vazebna
mista. Samotné spojeni do komplexu nebo supermolekuly vznikne pomoci nekovalentnich

interakci mezi hostem a hostitelem.*

Béhem poslednich desetileti bylo vyvinuto né€kolik makrocyklickych molekul a jejich
derivatd, napt. Calixareny, cyklodextriny, crown ethery, cucurbit[n]urily, pillar[n]areny a
dalsi. Vsechny tyto makrocykly disponuji kavitou, do které mohou vazat ptipadného hosta
nebo hosty. Jejich vnéjsi strana obvykle preferuje interakce s rozpoustédlem, zatimco ta

vnitini s hostem prostfednictvim nekovalentnich interakci.”

Nejbeznéjsi ptipad je ten, kdy je do hydrofobni kavity makrocyklu ptijata hydrofobni
molekula hosta ve vodném prostiedi. Takové komplexy jsou pomérné stabilni. Napiiklad
vazebna konstanta (K) pro host—hostitelské komplexy zaloZzené na cyklodextrinech, které
jsou makrocyklické oligosacharidy uplatiiujici se jako molekularni kontejnery pro latky
organické i anorganické povahy, mize dosahnout hodnoty 10* M™!, zatimco u komplext

zalozenych na cucurbiturilech mtize byt az 10's M~".%°

1.2 Cucurbiturily

Cucurbiturily (CBs) jsou rodina makrocyklickych hostitelskych molekul, které ziskavaji
stale na vétSim vyznamu. Skladaji se z n molekul glykourilu, které jsou spojeny do
kruhovitého tvaru pres methylenové mustky. Maji tvar pfipominajici dyni. PfestoZe jejich
syntéza pomoci kyselé kondenzace byla objevena pied stoletim, izolace hlavnich ¢lenti této

rodiny byla dosaZena az v poslednich desetiletich.'*®

Cucurbiturily maji né€kolik vlastnosti, diky kterym mohou tvofit velmi stabilni
komplexy typu hostitel-host. DiileZita je zejména blizkost velmi polarizovaného vstupniho
portalu a nepolarni hydrofobni kavity, které usnadniuji ion-dipdloveé a hydrofobni interakce.
Dalsim dilezitym faktorem je velikost kavity a vhodny tvar kavity pro maximalni u¢inky
Van der Walsovych sil mezi sténou kavity a hostem. Rigidnost kavity také pomaha

stabilizovat vznikly komplex.!
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icBI6] CB[15] (top) CB[15] (side)

Obrazek 2: Krystalova struktura cucurbituril (CB[15] tvoti komplex s Cd*")!
1.2.1 Historie

V roce 1905 skupina Rolfa Behrenda v Hannoveru provedla kondenzaci glykourilu a
formaldehydu za kyselych podminek.? Podafilo se jim izolovat bilou krystalickou latku,
ktera se ukdzala jako velmi stabilni a nerozpustna ve vodé. Byla, ale schopna tvofit
komplexy se solemi, avsak chemickd struktura ziskané slouCeniny zistala neodhalena.

Produkt byl pojmenovan Behrendtiv polymer.

William L. Mock a jeho kolegové v roce 1981 znovu syntetizovali Behrendiv polymer
a vytvotili komplex se siranem vapenatym? a pomoci tehdejsich modernich analytickych
metod dokazali, Ze Behrendav polymer je ve skute¢nosti makrocyklus, ktery se sklada z Sesti

glykourilovych jednotek navézanych pies atomy dusiku prostiednictvim methylenovych

jednotek *
X I
Formaldehyd
NH” "NH Y —NJ\N—CH
H,SO, 2
NH_ NH — N_ _N—CH,
X ( Y
(0] (0]
— —6
Glykouril CBI[6]

Obrazek 3: Schéma syntézy CB[6] z glykourilu
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Mock navrhl pojmenovat tento makrocyklus cucurbituril a to diky jeho podobnosti s

dyni. (rod cucurbitaceae)?

Zpocatku byla znama existence dalSich homologi (tj. CB[5], CB[7] a CB[8]), avSak
jejich izolace a identifikace byla provedena az kolem roku 2000. Védecké skupiné Kimoona
Kima se podafilo izolovat CB[5], CB[7] a CBJ[8], skupina Anthonyho Daye syntetizovala a
izolovala CB[5], ktery byl zachycen v dutin¢ CB[10]. Nésledn¢ Issaacs a jeho kolegové

ziskali CB[10] nahrazenim CB[5] melamin-diaminem.>>

1.2.2 Vyznam cucurbiturila

Cucurbiturily maji schopnost enkapsulace hostitelskych molekul ve své kavité, a to mize
zpusobit katalyzu nebo inhibici chemickych reakci. Kombinace hydrofobni kavity a
hydrofilnich portali omezuje moznost pohybu hosta, ktera ovliviiuje nejenom reaktivitu,
ale 1 stereoselektivitu. Diky enkapsulaci dokazi také stabilizovat jinak nestdld chemicka

individua.

Mezi mozné vyuziti patii provedeni Diels-Alderovy reakce v dutiné CB[8] a CBJ[7],
kdy reakce sice probiha i bez pfitomnosti cucurbiturilii, ale v jejich pfitomnosti dojde k
vyznamnému az 9,5nasobnému urychleni. Kavita téchto makrocykli je také idealnim
mistem pro fotochemické reakce. Umoziiuji kontrolovat stereoselektivitu, regioselektivitu a
také dokaZzi chranit substrat pred molekulami rozpoustédla. Dalsi vyhodou je to, Ze pfi
vlnovych délkach v oblasti UV-Vis svétla jsou transparentni, takZe reakce miize probihat v
kavit¢ bez ovlivnéni spektrofotometrického métfeni makrocyklem. Mohou katalyzovat
solvolyzu a stabilizovat jinak nestabilni latky. Diky vysoké specificnosti interakci hostitel-

host nachézeji vyuziti i jako zaklad senzorickych zafizeni.'

Velkou pozornost si ale ziskali zejména diky svym aplikacim v biomedicingé. Tyto
makrocykly jsou obecné¢ Setrné k biologickému prostiedi a vykazuji dobrou
biokompatibilitu. Pfekazkou pro vyuziti v biomedicin€ je jejich omezena rozpustnost ve
vodg, kterd je podobna jako u B-cyklodextrinu. Rozpustnost cucurbiturilii miize byt ¢astecné
zvySena v kyselém prostfedi nebo v pfitomnosti iontl alkalickych kovl. Védci se také
zaméfili na modifikaci struktury samotnych cucurbiturilii. S cilem zvySit rozpustnost a
zménit vlastnosti makrocykld jsou do jejich struktury v€leniovany funkéni skupiny. Dnes uz
existuje nékolik zavedenych strategii pro funkéni modifikaci CBs, v¢etné€ ptimé kondenzace
s derivaty glykourilu nebo karbonylovymi derivaty nesoucimi funk¢ni skupiny b&hem

tvorby CBs. Vysledkem je zadany modifikovany cucurbituril. Dal$i mozZnosti je
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postsynteticka uprava (postgrafting). Nejprve se ptipravi klasicky CBs a néasledné se na n¢j

navazi funkéni skupiny.?

1.2.3  Cucurbit[7]uril

Cucurbit[7]uril (CB[7]) vy¢niva mezi ostatnimi cucurbiturily diky tomu, ze vykazuje jedny
z nejvysSich vazebnych konstant, které¢ byli doposud naméteny pro syntetické pary typu
hostitel-host. Priimér portélu je 5,4 A a pramér kavity 7,3 A. Objem kavity je 279 A3, coz
umoziuje pojmout hodné riznych kladné€ nabitych hosti, v¢etné téch s difuzné pozitivnimi

naboji s vazebnou konstantou kolem 10° M1

Rozpustnost ve vod¢ je 30 mM, coz je mnohem vice nez u jinych cucurbiturild, napf.
CBJ8] ma rozpustnost pouze 0,01 mM. Tato hodnota rozpustnosti ve vod¢ také umoznila
vyzkum chemickych interakci hostitel-host s biomolekulami kdy jsou vhodné ptedevSim
aromatické aminokyseliny jako je fenylalanin. Pti odpovidajicim pH maji pozitivné nabitou
amino skupinu pro interakce s portalem a hydrofobni skupinu k zaplnéni kavity a dochazi

tak k vytvofeni stabilnich komplext.'¢
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2 METODY STANOVENI SUPRAMOLEKULARNICH KOMPLEXU

Supramolekuldrni chemie popisuje interakce, kde dochazi ke vzniku komplexnich utvari
diky asociaci chemickych individui, které se poutaji intermolekularnimi vazbami. Komplexy
existuji diky nekovalentnim interakcim s neutralni i nabitymi individui. Komplexy mohou

mit rtiznou stabilitu i stechiometrii.’

Pro popis supramolekularnich komplexii jsou dilezité termodynamické parametry,
diky nimz je mozné stanovit jejich stabilitu a rozhodnout o moznostech jejich vyuziti. Mezi
energie, entalpie a entropie. Zasadni vlastnosti pfi komplexaci je také selektivita, kterd
popisuje schopnost hostitelské molekuly rozliSovat mezi riznymi hosty. Pomér vazebnych
konstant jednotlivych systémil hostitel-host 1ze povazovat za jistou miru selektivity. Znalost
vazebnych konstant je tedy zakladnim predpokladem pro spravné stanoveni
supramolekuldrnich komplext. Dale je také dulezité mit predstavu o tepelné zavislosti
selektivity. U n€kterych supramolekularnich systémi hraje teplota opravdu vyznamnou roli.

Miize se objevovat i teplotné zavisl4 inverze enantioselektivity.”®

Obecny zpisob, jak urcit vazebnou konstantu je zalozeny na jednoduchém modelu
vazebné rovnovahy (vzorec 1). Pojmy vazebna konstanta, rovnovazna konstanta a konstanta
stability jsou vzdjemnymi synonymy. Obecny postup stanoveni parametrli ma Ctyii ¢asti.
Jako prvni by mély byt stanoveny stechiometrické koeficienty, déle je diileZité zjistit v jaké
koncentraci je pfitomen komplex a pfi jakych podminkach (termodynamické parametry).

Ctvrtym krokem je samotné zpracovani ziskanych dat.®

arH+b'G & C (1)
a,b: stechiometrické koeficienty
H: Hostitel

G: host

C: komplex
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2.1 Software pro stanoveni konstant stability

Konstanty stability supramolekularnich komplexi se dnes urcuji pomoci pocitacovych
programil z dat ziskanych experimentalnim méfenim. Ale je vS§ak mozné vyuzit i klasickych
vypocetnich metod. K ziskani experimentalnich dat se pouzivaji fyzikalné-chemické metody
jako potenciometrie, kalorimetrie, spektrofotometrie, NMR spektroskopie, konduktometrie
a jiné. Stanoveni konstant stability je v dnesni dobé velmi ptesné a spolehlivé. Diky tomu se
stalo jiZ rutinni zaleZitosti.”

Informace o prvnim programu pro vypocet chemickych rovnovéh se objevily v roce
1962. Program se jmenoval LetaGrop a jeho zdrojovy kdéd obsahoval 400 tadki v jazyce
ALGOL. Jeho plné verze byla zvefejnéna v roce 1965. Od té doby vytvofeno mnoho dalSich

softwart, mezi které patii napiiklad Hyperquad, ChemEqui nebo Best.’

2.2 Titrace v supramolekularni chemii

Nejbeéznéjsim zpisobem pro zhodnoceni interakci v supramolekularni chemii je titrace, kdy
se host pridava do roztoku s hostitelem, pfipadné naopak. Nasledné zmény v roztoku jsou
pak pozorovany pomoci jinych metod, napt. NMR nebo UV-Vis. Ziskané informace jsou
porovnany s vazebnymi modely za ucelem ziskani tdajl, jako je vazebna konstanta K,

termodynamické parametry (4G, AH a AS) a stechiometrie reakce.’

2.2.1 Izotermalni titra¢ni kalorimetrie (ITC)

Izotermalni titracni kalorimetrie (ITC) je jedna znejb&ZnéjSich technik, protoze velka
vétSina chemickych reakci je doprovazena tepelnymi efekty. Teoreticky by bylo mozno fict,
ze v roztoku kazda jeho slozka néjakym zptsobem interaguje s ostatnimi sloZkami roztoku.
Intenzita téchto interakci se vSak v ¢ase mliize ménit v relativné velkém rozsahu. Vse zalezi

na chemické povaze a koncentraci jednotlivych latek pfitomnych v roztoku.”s

Mezi dilezité supramolekularni interakce patii vznik reverzibilnich komplext, zanik
vazeb mezi individui, ale i reorganizace solvata¢niho obalu, ke které dochéazi vlivem
sekundarnich interakcei jako je solvofobni agregace. Tepelné efekty, které tyto d&je provazeji
mohou byt exotermni i1 endotermni a jsou integradlnim vysledkem mnoha simultdnnich

udalosti.®

Izotermalni titracni kalorimetrie umoZziuje ziskat termodynamické parametry,

asocia¢ni konstanty a stechiometrie komplexii pii dosaZeni rovnovahy v roztoku s vysokou
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pfesnosti. Oproti jinym metodam, jako napt. NMR, umoziluje stanovit stechiometrii i
termodynamické parametry v jednom jediném experimentu. Tento experiment je zalozeny
na postupném zaznamu tepelnych zmén v priibéhu titrace roztoku v cele kalorimetru piesné
danymi objemy titra¢ni latky z automatizované jehly. To umoziuje ziskat informace o
interakcich mezi latkami. Kromé sledovani téchto reakci je také mozné studovat
jednoslozkové systémy, kde se koncentrovany roztok slouceniny, kterd ma schopnost
samoskladani do vétSich celka, titruje pomoci jehly do rozpoustédla v cele. Pokud je
kone¢na koncentrace dostatecné nizkd, supramolekularni struktury se rozpadaji a uvolnéné

teplo odpovida pravé této disociaci.!®!!

Velkou vyhodou izotermalni titracni kalorimetrie je také to, ze umoziuje vyhnout se
zdlouhavé van't Hoffoveé analyze, kterd je zaloZend na teplotni zdvislosti rovnovaznych
konstant, jez je v jinych ptipadech dulezita k ziskani konstant stability a hodnot entropie a
entalpie. ITC je vyuzivano v Siroké mife pfi studiu biologickych systému s proteiny, ale také
interakci hostitel-host se syntetickymi receptory jako jsou cucurbiturily. Je mozné studovat
také procesy oligomerace a polymerace pomoci vodikovych vazeb nebo interakce mezi

kovem a ligandem v koordina¢ni chemii.!”
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2.2.2 NMR spektroskopie

V oblasti supramolekularni chemie byva castym problémem urceni struktury komplexd.
Pokud jsou dostatecné stabilni, je mozné ziskat pomérn¢ dobré informace o struktuie
s pomoci rentgenové krystalografie. Tato moznost vSak neni vhodna, pokud je stabilita nizsi.
Samotny proces krystalizace je narocnéjsi a vysledny krystal nemusi dobie reflektovat
skutecnou situaci v roztoku. Proto je pro tyto komplexy vhodnéjsi zvolit metodu stanoveni

pomoci NMR. "3

v

Nejvyhodnéjsi je vyuzit 'H NMR, ale lze vSak vyuzit i jiné. Pomoci NMR je mozné
ziskat jak kvantitativni informace o stavu vzorku, tak tak informaci o relativnich posunech
a zménach symetrie, coz umoziuje ziskat ptehled nad tim, jak spolu hostitel s hostem
interaguji a pfipadnou stechiometrii reakce. Diky vyvoji v této oblasti analyzy dok4dZeme
ziskat kvalitni spektra jiz pfi velmi nizkych koncentracich. NMR ma vSak velké omezeni
v tom, Ze je nutno vzit v Givahu, jak rychle se sledované latky vazou a uvolnuji. Rovnovazna
konstanta totiz s rychlostni uzce souvisi. Proto je duilezité védét, jestli se systém nachazi

v rychlé nebo pomalé vyméné pfi podminkach daného experimentu.’

Kyveta se vzorkem

_—
[ RF vysilac
o T g T
Magnet
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Obrazek 5: Schéma Nuklearni Magnetické Rezonance!*
2.2.3 UV-Vis spektroskopie

Dalsi béZzné vyuzivanou metodou pozorovani zmén pfi titraci v supramolekuldrni chemii je
UV-Vis. Jedna se o jednu z levnéjSich a rychlych moznosti instrumentace, kterd je velmi

flexibilni a nedestruktivni. Pfi pouziti této analytické metody dochazi k méteni absorbance
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nebo transmitance prochézejiciho svétla. Pokud je pfitomen vhodny chromofor (poriny) je
mozné tuto metodu vyuZit jiZ pro velmi nizké koncentrace (cca 10”7 mol/l). Diky UV-Vis lze
ziskat vazebné konstanty az do hodnoty 10° M'!. Pro uspéch experimentu je nutné, aby
koncentrace pouzitych chemickych individui spadala do rozsahu, ve kterém absorp¢ni piky
hostitele i jeho komplexu odpovidaji Lambert-Beerové zakonu. Je také zddouci, aby
hostujici latka neabsorbovala ve sledované vinové délce zadné svétlo, coz je v ptipad¢€ hosti
v supramolekularni chemii ¢asto splnéno. Samotnd zména ve spektru pti komplexaci by pak
méla byt, pokud mozno co nejvétsi, jelikoz predpoklad velké zmény je ve své podstaté

ditvodem pro volbu této metody.”!

Mezi nevyhody patii vysoka citlivost na ptitomnost necistot, zmény teploty a piipadné

zifedéni. Je tedy nutnd kontrola teploty a vysoké ptesnost pii pfipravé vzorkl z vychozich
vvvvv 9
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Obrazek 6: Schéma UV-Vis spektrofotometru'®

2.2.4 Fluorescen¢ni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie oproti NMR a UV-Vis je mnohem citlivéj§i a umoziuje
provadét experiment i v nanomolarnich koncentracich. Je idedlni pro meéfeni vétSich
konstant stabilit (vice nez 10°M). Fluorescené¢ni titrace musi byt provedena pii nizké
koncentraci, idedlné tak aby absorbance pfi excitacni vinové délce byla mensi nez 0,05.

Pokud je vétsi, tak vysledek experimentu uz nebude mit linedrni zavislost na absorbovaném
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svétle. Tato metoda je vhodnd, pokud je v roztoku fluorescencné aktivni pouze jedna jeho
slozka. Fluorescen¢ni latka ma schopnost absorbovat svétlo o dané vinové délce. Po urcitém
Case zaCne ono pohlcené svétlo emitovat na jiné vinové délce, kterd je obvykle vyssi. Pri
komplexaci pak dochazi bud’ aktivaci této slozky (,,on*) nebo ke zhéaseni (,,off*). Pokud
dojde ke zhaSeni, je nutno rozlisit statické zhédseni, ke kterému dojde pii vzniku komplexu

hostitel-host a dynamické zhaseni, které zptisobuji narazy molekul.”!6
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Obrazek 7: Schéma spektrofluorimetru!’
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3 AMINOKYSELINY V SUPRAMOLEKULARNI CHEMII

Aminokyseliny jsou zakladni stavebni jednotkou proteinii a peptidii. Samy o sobé jsou
dualezité, protoze hraji kliCovou roli pii regulaci rtiznych procesti souvisejicich s genovou
expresi, véetné¢ modulace funkce proteinti, které zprostiedkovavaji translaci mRNA. Jsou
nezbytné pro tvorbu bilkovin a pokud chybi, syntéza proteinii neprobihd. To mize vést k

onemocnénim zptisobenych nedostatkem bilkovin s vaznymi nasledky. '

Jednim z hlavnich davodi, pro¢ je dulezité studovat interakce aminokyselin se
supramolekuldrnimi latkami, pfestoze se jednd o velmi naro¢ny proces, je molekularni
rozpoznavani. Jedna se o jeden ze zékladnich procest, které probihaji v biologickych
systémech. Molekuly hostli se vdZzou spolu s molekulami hostitelii pomoci specifickych
nekovalentnich interakci s relativné velkou afinitou. Jejich velkou vyhodou je jejich
biokompatibilita, biologicka vstfebatelnost, nizka cena a snadnd produkce. VétSina
aminokyselin s vyjimkou aromatickych nedokdze v roztoku vytvafet usporadané
molekularni struktury, protoze interakce mezi nimi nejsou dostatecné silné, aby ptekonaly

solvataéni efekt.’

Mezi cile v oblasti supramolekuldrni chemie patii vytvofeni supramolekularnich
receptord, které dokazou aminokyseliny presné rozpoznat a pevné navazat. To je kliCovy
krok k vyvoji receptort schopnych cilené¢ vazat celé peptidy. RozliSit jednotlivé volné
aminokyseliny vSak neni snadné, protoZe né€které maji velmi podobné postranni fetézce.
Zajimavé jsou také jako stavebni bloky biomaterialti. Zde se uplatituji zejména oligopeptidy,
které¢ maji diky své jednoduché struktute velky potencidl pro vyvoj cenové dostupnych

nanostruktur a bioaktivnich materiala.'82°

3.1 Rozdéleni aminokyselin

Dnes je popséano jiz vice néz 300 aminokyselin, ale pouze 20 z nich je proteinogennich.
Obsahuji funkéni skupinu karboxylovou (-COOH) a aminovou (-NH»). S vyjimkou prolinu,
ktery ma specifickou strukturu se vSechny proteinogenni aminokyseliny 1i$i pouze v

postrannim fetézci R.!%!

O

HoN
2 j)LOH

R

Obréazek 8: Obecna struktura aminokyselin; R — postranni fetézec?!
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Aminokyseliny se déli na kyselé, zasadité a neutralni. N&které aminokyseliny si télo
nedokaze samo syntetizovat a je nutné je piijimat ve stravé — tyto aminokyseliny se nazyvaji
esencidlni. Jiné aminokyseliny jsou v téle syntetizovany, takze neni nutné je ziskavat z
potravy — tyto se nazyvaji neesencialni aminokyseliny. Existuji také aminokyseliny, které si
télo syntetizuje, ale v nedostatecném mnozstvi — tyto se oznacuji jako poloesencidlni

aminokyseliny.!*?!

Tabulka 1: Rozdéleni 20 zakladnich aminokyselin?!

Esencialni Neesencialni Poloesencialni
aminokyseliny aminokyseliny aminokyseliny
Valin Alanin Arginin
Leucin Glycin Histidin
Izoleucin Prolin
Lysin Cystein
Methionin Kyselina asparagova
Threonin Kyselina glutamova
Tryptotan Serin
Fenylalanin Tyrosin
Asparagin
Glutamin

3.2 Rozpoznavani receptorem

Molekularni rozpoznavani je proces kdy se jedna molekula asociuje s jinou prostfednictvim
specifickych nekovalentnich interakci. Diky specificnosti téchto interakci dochazi k
sestaveni molekul zpsobem, ktery predem urcuji jejich vlastnosti, jako je velikost, tvar a
jiné.??

Geneticky kod wurcuje slozeni proteini z dvaceti béznych stavebnich blokt
aminokyselin. Ackoli je strukturdlni rozmanitost mezi aminokyselinami dostate¢na k
produkci nescCetnych globularnich a strukturdlnich proteinovych produktt, vétSina
rozmanitosti vychazi z variaci v sekven€nich kombinacich. Na urovni jednotlivé
aminokyseliny pfedstavuje relativné minimélni rozmanitost ve strukturach dvaceti
postrannich fetézcl velkou vyzvu pro molekularni rozpoznavani. Napiiklad pro receptor,
ktery se vdze na hydrofobni hosty (tj. cyklodextriny), jsou bocni fetézce alaninu, valinu,
leucinu, isoleucinu, prolinu, fenylalaninu a tryptofanu vSichni potencialnimi hosty. Nuance
tedy budou urcovat selektivni interakci s jedinou aminokyselinou nebo malym

podmnoZstvim aminokyselin. %2
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Dalsim krokem po rozpoznavani jednotlivych aminokyselin je rozpoznavani delSich
fetézcl, jako jsou peptidy a proteiny. Peptidy se strukturdlné€ 1i$i od aminokyselin nékolika
zpusoby. Kromé své zvySené velikosti maji peptidy oligoamidovy skelet s pouze jednou
amoniovou skupinou na N-konci a jednou karboxylovou skupinou na C-konci a maji vice
(n€kdy 1 Cetné) postranni fetézce a jejich struktura zavisi na sekvenci aminokyselin. Tyto
vlastnosti vytvareji jak vyzvy, tak také prilezitosti pro molekularni rozpoznavani. Jednim z
hlavnich cili pfi detekci proteinii je rozpoznani klicovych prvki, nejcastéji na jejich
povrchu, protoze tato oblast je nejdostupné€jsi pro vazbu. U malych peptidii jsou vétSinou
jejich zbytky snadno pfistupné pro vazbu, coz také usnadnuje vybér cilové oblasti pro
detekci. V obou ptipadech je nejefektivnéjsi metodou rozpozndvani postrannich fetézch

peptidi nebo C- a N-koncovych aminokyselinovych zbytk.!%22

Makrocyklické receptory obecné vytvareji komplexy s opac¢né nabitymi latkami.
Hlavni hnaci silou pro tvorbu komplexu jsou elektrostatické sily ve vodném prostiedi,
zatimco nekovalentni interakce pomahaji vazbu stabilizovat. Dobrymi receptory pro
aminokyseliny jsou napfiklad cyklodextriny, které vykazuji afinitu k fenylalaninu, avSak
oproti jinym receptorim se k peptidim vazou pomérné slabé. Naproti tomu cucurbiturily,
které jsou selektivni pro hydrofobni a bazické aminokyseliny, dokazi tvofit velmi stabilni

komplexy.'®

3.3 Interakce s cucurbiturily

Cucurbiturily jsou rodina syntetickych hostitelskych makrocyklu, které maji schopnost vazat
organické hosty. Patfi mezi jedny znejslibnéjSich supramolekuldrnich receptorii pro
interakce s biologickymi molekulami s afinitami a selektivitou nezbytnou pro in vivo

aplikace.?

Hlavni hnaci silou pfispivajici ke stabilité pii tvorbé komplexti je uvolnéni vysoce
energetickych molekul vody z dutiny makrocyklu. Ion-dipdlové a vodikové vazebné
interakce mezi karbonylovymi portdly receptoru a specifickymi funkénimi skupinami
pfitomnymi v molekule hosta se na celkové vazebné energii podileji v mensi mife, ale

mohou hrét rozhodujici roli v pozorované selektivité.'®

3.4 Aplikace aminokyselin v supramolekularni chemii

Jednou z mnoha modernich aplikaci jsou supramolekularni hydrogely zaloZené na

aminokyselinach se stfibrnymi ionty, které zajiStuji lepSi antibakteridlni vlastnosti
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hydrogelu. K vyzkumu v této oblasti vedla potfeba vyvinu novych antimikrobnich latek v
disledku resistence mikroorganismil k tém stavajicim diky naduzivani antibiotik. Peptidy
tvofené aminokyselinami si v odvétvi 1é€by bakteridlnich infekci ziskavaji ¢im dal vétsi
pozornost. Obrovsky aplikaéni potencial maji aminokyseliny konjugované s
fluorenylmethyloxykarbonylem, které disponuji schopnosti tvofit jiz zminéné
supramolekuldrni hydrogely. Nicméné nejsou pfilis ti¢inné proti gram-negativnim bakteriim,

coz Ize zménit diky pfidavku riiznych organickych nebo anorganickych latek do hydrogelu.?

Dalsi zajimavou oblasti, kde Ize narazit na vyuziti aminokyselin v supramolekularni
chemii je vyzkum transportu pomoci nosice pres kapalné membrany, kdy jako nosic lze
vyuzit naptiklad calix[6]aren, ktery vytvofi komplex s aminokyselinou pomoci

nekovalentnich interakci.?*

Své misto maji 1 pfi biomedicinskych aplikacich jako je bioluminiscenéni zobrazovani,
které umoznuje neinvazivné sledovat biologické procesy a transplantaci bunék. Pti této
metod¢ se ¢asto pouziva D-luciferin jako bioluminiscenéni sonda, kterd je vSak limitovana
svou nedostateCnou zivotnosti. Aminokyselinami kodované stavebni bloky napomadhaji
vytvoreni shlukti D-luciferinu a prodluzuji jeho Zivotnost uvniti nadorovych bunék. Dochazi
ke vzniku nanostruktur, které vykazuji velmi kvalitni dlouhotrvajici signal a dobrou
biokompatibilitu. Supramolekuldrni sebeskladani kddované aminokyselinami mé velky

potencial pro vyvoj novych sond pro bioluminiscenéni zobrazovani.?
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11

PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristroje

4.1.1 ThermoVac

Ptistroj od spolecnosti MicroCal s moznosti nastaveni teploty i rychlosti michani byl vyuzit

k odplynéni vSech roztokii pouzitych pii mikrokalorimetrické titraci.

Obrazek 9: ThermoVac

4.1.2 Izotermalni titra¢ni mikrokalorimetr

Pro stanoveni supramolekularnich komplexacnich reakci mezi CB[7] a aminokyselinami byl
pouzit mikrokalorimetr VP-ITC od firmy MicroCal, ktery umoZznil sledovat tepelné

zabarveni probihajicich chemickych interakci.

Mikrokalorimetr samotny ma dvé cely. Jedna je referencni a druha méfici, ktera je pred
zahdjenim meéfeni naplnéna roztokem s jednim z reakénich partnerd a nasledné je do ni
jehlou davkovan roztok s druhym reakénim partnerem. Obé cely jsou umistény uvnitf
adiabatického plasté, aby bylo zabranéno uniku tepla do prostoru. Pfistroj zaznamenava
v programu VPViewer pohlcené ptipadné uvolnéné teplo po kazdém ptidavku titrantu

z jehly do mérné cely.

Pro méfeni byla zvolena metoda s 29 ptidavky, kazdy po 210 sekundach. Pro kazdé
méfteni interakce s aminokyselinou bylo zaznamenano i tvz. zied'ovani, coz byla interakce
pouze aminokyseliny a rozpoustédla. Zred’ovani bylo nasledné pti vyhodnoceni v programu
ORIGIN 7.0 odecteno od méteni s CB[7], aby ve vysledcich nefigurovali vlivy rozpoustédla,
ale pouze dvou Zadanych reak¢nich partnert. Jako matematicky model pro vypocet

termodynamickych parametrl interakci byl pouZzit One Set of Sites.
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4.2 Makrocyklus

e Cucurbit[7]uril

~CH,

0
N_ N-CH,
)i
0

= —7

Obrazek 10: Struktura CB[7]
Sumarni vzorec: C42H42N28014

Molarni hmotnost: 1163,0 g/mol

4.3 Vybrané aminokyseliny

Aminokyseliny byly vybrany na zakladé ptfedpokladu schopnosti vytvofit komplex s CB[7]
a jejich ptitomnosti ve skladu chemikalii na FT UTB.

e Tryptofan

Obrazek 11: Struktura tryptofanu
Systematicky nazev: (2S5)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanova kyselina
Sumarni vzorec: C11H12N202

Molarni hmotnost: 204,23 g/mol
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e Leucin

O

OH
NH>

Obrazek 12: Struktura leucinu
Systematicky nazev: 2-amino-4-methylpentanova kyselina
Sumarni vzorec: CcH13NO2
Molarni hmotnost: 131,18 g/mol

e Prolin

OH
NH

Obrazek 13: Struktura prolinu
Systematicky nazev: (25)-pyrrolidin-2-karboxylova kyselina
Sumarni vzorec: CsHoNO>
Molarni hmotnost: 115,13 g/mol

e Serin

O

HO/\l)J\OH

NH,

Obrazek 14: Struktura serinu

Systematicky ndzev: (25)-2-amino-3-hydroxypropanova kyselina

Sumarni vzorec: C3H7/NO;3

Molarni hmotnost: 105,09 g/mol
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e Lysin hydrochlorid

Obrazek 15: Struktura lysinu hydrochloridu
Systematicky ndzev: (25)-2,6-diaminohexanova kyselina hydrochorid
Sumarni vzorec: CsHisCIN20:
Molarni hmotnost: 182,648 g/mol

e Tyrosin

O

OH

NH
HO 2

Obrazek 16: Struktura tyrosinu
Systematicky nazev: (25)-2-amino-3-(4-hydroxyfenyl)propanova kyselina
Sumarni vzorec: CoH11NO3
Molarni hmotnost: 181,19 g/mol

e Methionin

S
~ \/YJ\OH

NH,

Obrazek 17: Struktura methioninu
Systematicky nazev: (25)-2-amino-4-(methylsulfanyl)butanova kyselina
Sumarni vzorec: CsH11NO2S

Molarni hmotnost: 149,21 g/mol
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e Cystin
NH, 0
Ho\ri\/s\ S/\l)kOH
o) NH.

Obrazek 18: Struktura cystinu
Systematicky nazev: 3,3'-dithiobis(2-aminopropionova kyselina)
Sumarni vzorec: CsH12N204S2
Molarni hmotnost: 240,3 g/mol

e Hydroxyprolin

HO OH
NH

Obrazek 19: Struktura hydroxyprolinu

Systematicky nazev: (25,4R)-4-hydroxypyrrolidin-2-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec: CsHoNO3
Molérni hmotnost: 131,13 g/mol

e Kyselina glutamova

O O
NH-

Obrazek 20: Struktura kyseliny glutamové
Systematicky nazev: kyselina (2S5)-2-aminopentandiova
Sumarni vzorec: CsHoNO4

Molarni hmotnost: 147,130 g/mol
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e Kyselina asparagova

O

HO
OH

O NH,

Obrazek 21: Struktura kyseliny asparagové
Systematicky ndzev: (25)-2-aminobutandiova kyselina
Sumarni vzorec: C4H7NO4
Molarni hmotnost: 133,10 g/mol

e Glycin

0
foN \-)I\OH

Obrazek 22: Struktura glycinu
Systematicky ndzev: aminoethanova kyselina
Sumarni vzorec: C;HsNO>

Molérni hmotnost: 75,07 g/mol
4.4 Redici média
e Demineralizovana voda

Voda, ktera proSla procesem demineralizace je jedno z béZnych hojné pouZivanych
chemickych rozpoustédel. Ma nizsi obsah iontll nez voda kohoutkova. Je velmi dostupna a
s neutrdlnim pH kolem 7, pfipadn€ o néco mén€ je vhodnd pro vétSinu chemickych

experimentd.
e C(Citratovy pufr

Jedna se o pufrovaci roztok z kyseliny citronové a jejich solich. Ulohou pufru je udrzet
stabilni pH po pifidavku kyselin 1 zasad. Vyhodou citratového pufru je nizkd cena jeho slozek

a vhodnost pro vyuZiti v medicin€ a biochemii diky jeho netoxické povaze.
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Bylo pfipraveno 500 ml 10 mM citratového pufru smichanim 0,3451 g kyseliny citronové,
0,9282 g dihydratu citratu sodného a doplnénim demineralizovanou vodou do objemu 500
ml v odmérné baiice. Pufr byl mirn¢ dokyselen ptidavkem par kapek koncentrované HCI na

pH 5,05.

Vypocet navazky pro pufr byl proveden pomoci Henderson-Hasselbalchovy rovnice (2),
diky kter¢ bylo zjisténo, ze zdsady musi byt 1,698krat vice nez kyseliny. Pomér byl nasledné

vyuzit k pfepoctu 10 mM pufr a na objem 500 ml.
pH =pK, + log =~ 2)
pH: vysledné pH pufru [5]
pKa: disocia¢ni konstanta konjugované kyseliny pufru [4,77]

ca, cB: rovnovazné koncentrace konjugované kyseliny a zasady
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni ¢ast bakalatské prace se zabyva stanovenim supramolekularnich komplext
vybranych aminokyselin s CB[7] pomoci izotermalni titratni kalorimetrie. Pii kazdém
stanoveni bylo pozorovano tepelné zabarveni reakce a pokud doslo ke komplexaci byly
uréeny termodynamické parametry reakce, a to stechiometricky pomér n, vazebnd konstanta
K a entalpie 4H. Entropie byla matematickym modelem dopocitdna z hodnoty vazebné

konstanty.

5.1 Tryptofan

Vodny roztok tryptofanu o koncentraci 4,48 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 0,915 mg
latky v 1 ml demineralizované vody. Roztok byl jehlou ddvkovan do méfici cely, kterd byla

naplnénd vodnym roztokem CB[7] o koncentraci 0,54 mmol/l.
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Obrazek 23: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a tryptofanu

Byla pozorovana komplexacni reakce tryptofanu a CB[7] se stechiometrickym
pomérem 0,775. Reakce méla exotermicky pribéh a oproti ostatnim reakcim kde byla

zaznamenana komplexace s niz$i vazebnou konstantou. Ziskané hodnoty odpovidaji
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literatuie, kdy pti pH 7 byla naméfena vazebna konstanta 1,2-10° M™! ve fosfatovém pufiu.?®
Hodnota sice neni stejna, ale je pomérné blizka a 1ze fici, Ze v demineralizované vodé mohla

byt afinita tryptofanu k CB[7] o néco vyssi nez v pufru.

5.2 Leucin

Z jehly byl do mérmné cely postupné dadvkovan vodny roztok leucinu o koncentraci 5,01
mmol/l pfipraveny rozpusténim 0,809 mg latky v 1,230 ml demineralizované vody. M¢fici

cela byla naplnéna vodnym roztokem CB|[7] o koncentraci 0,54 mmol/l.
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Obrézek 24: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a leucinu

Dle stechiometrického poméru dochéazi ke komplexaci v poméru 1:2 s dosti vysokou
vazebnou konstantou, klesajici entropii a za uvolnéni tepelné energie. Nicméné aby bylo
mozné mefenim ziskané body prolozit kiivkou za pouziti matematického modelu One Set of
Sites muselo byt vynechdno pomérné hodné bodi. Dle v§eho dochézelo do bodu ekvivalence
k jinym efektiim, které uvolilovaly teplo, nez je komplexace leucinu do kavity CB[7]. Pro
dalsi stanoveni by bylo vhodné snizit koncentraci na polovi¢ni hodnotu, ¢imZ by se mohlo

ptedejit nezddoucim jevim.
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5.3 Prolin

Navazka 0,476 mg prolinu byla rozpusténa v 1,5 ml demineralizované vody. Vznikly roztok
o koncentraci 2,76 mmol/l byl natazen do jehly a postupné po 10 ul ve 29 piidavcich
davkovan do méfici cely naplnéné roztokem CB[7] v demineralizované vodé o koncentraci

0,27 mmol/I.
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Obrézek 25: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a prolinu

Stechiometricky pomér 0,275 udava, Ze na jednu molekulu CB[7] ptipadd 0,275
molekuly prolinu, nebo Ze na jednu molekulu prolinu se vazi 3 jednotky CB[7]. To
naznacuje, ze nedochazi ke komplexaci 1:1. V dostupné literatuie nebylo dohledéano, zda se
prolin komplexuje do kavity CB[7]. Molekula prolinu je pomérné mala a je mozné, Ze se
v dutiné CB[7] nezachyti. A je také mozné, Ze se prolin vaze nespecifickou vazbou
k povrchu makrocyklu CB[7], ¢emuz by odpovidal nizky vazebny pomér. K potvrzeni téchto
domnének by bylo nutno analyzovat komplexaci prolinu k CB[7] jinou metodou, napi. NMR
Vazebna konstanta 1,08-10* M™! naznaduje, Ze se jednd o pomémé silnou vazbu. Doslo

k uvolnéni 50,12 kJ/mol tepelné energie a vazba prolinu k CB[7] tudiZ probihala exotermné.
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Interakce prolinu s CB[7] byla pozorovana také v citratovém pufru. 0,501 mg prolinu
bylo rozpusténo v citratovém pufru. Vznikly roztok o koncentraci 2,90 mmol/l byl umistén
do jehly. M¢fici cela byla naplnéna roztokem CB[7] v citratovém pufru o koncentraci

0,07 mmol/l.
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Obrazek 26: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a prolinu v pufru

Bylo pozorovano malé exotermni teplo (obrazek 26), které bylo skoro stejné po kazdém
pridavku s mirné snizujici se tendenci. Toto bylo piekvapujici, jelikoz pti snizeni pH roztoku
bylo oc¢ekavano zvyseni afinity hosta k hostiteli, nikoliv absence komplexacni reakce. Proto

bylo provedeno ovéteni interference kyseliny citronové, ktera je slozkou citratového pufru,

s CB[7].

5.4 Kyselina citronova

Kyselina citronovd monohydrat o hmotnosti 0,702 mg byla rozpuSténa v 1,5 ml
demineralizované vody. Vznikly roztok o koncentraci 2,23 mmol/l byl pfeveden do jehly a
davkovan do méfici cely naplnéné roztokem CB[7] v demineralizované vod¢ o koncentraci

0,25 mmol/I.
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Obrazek 27: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a kyseliny citronové ve vodé
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Na obrazku 27 je vystup titratniho mikrokalorimetrického méteni a naznacuje, ze doslo
k mirn¢ endotermni reakci mezi kyselinou citrénovou a CB[7]. Hodnoty uvolnéného tepla
vSak nenaznacuji, ze by dochazelo ke komplexaci mezi kyselinou citronovou a CB[7].
Kavita by tudiz méla zlistat neobsazena. Pro potvrzeni bylo provedeno jesté méfeni interakce

kyseliny citronové monohydratu v citratovém pufru.

V 1,178 ml citratového pufru bylo rozpusténo 0,619 mg kyseliny citrébnové. Tim byl
ziskan roztok o koncentraci 2,5 mmol/l, ktery byl natazen do jehly. Cela byla naplnéna

roztokem CBJ[7] o koncentraci 0,07mmol/Il.
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Obrazek 28: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a kyseliny citronové v pufru

Z grafu lze vy¢ist, Ze endotermni teplo se mirn€ zvysilo a s kazdym ptidavkem mélo
mirné klesajici tendenci, nicméné stale nic nenasvédcuje, ze by dochazelo ke komplexaci

s makrocyklem. Tuto moZnost tedy mizeme vyloucit.

5.5 Serin

Navazka 0,372 mg serinu byla rozpusténo v 1,5 ml demineralizované vody. Do jehly byl
nasledné nasan vznikly roztok o koncentraci 2,36 mmol/l. Cela byla naplnéna roztokem

CBJ[7] ve vod¢ o koncentraci 0,27 mmol/I.
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Obrazek 29: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a serinu

V grafu tohoto méfeni mizeme vidét, Ze se jedna o exotermickou reakci o pomérné
nizkém uvolnéném teple. Hodnoty se povedlo prolozit kiivkou, nicméné pokud byly
prolozeny co nejpiesnéji, vysledné termodynamické parametry byly nesmysiné a odchylky
byly fadové vyssi neZ vysledek samotného stanoveni a hodnota vazebného poméru
limitovala k hodnoté 0. Proto byl jako stechiometricky pomér nastaveno Cislo 1. Tak byla
stejnd ziskana ktivka s redlnymi parametry. Stejné jako v ptipadé prolinu nejde odhadnout,
zda je kavita CB[7] pro serin velkd, nebo Ze se jedna o nespecifickou vazbu k povrchu

makrocyklu CBJ[7].

Pro zajimavost bylo provedeno 1 stanoveni v citratovém pufru, kdy v jehle byl pfitomen
serin pfipraveny rozpusténim 0,403 mg v 1,5 ml pufru. V méfici cele pak roztok CB[7] o

koncentraci 0,07 mmol/l také v pufru.
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Obrazek 30: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a serinu v pufru

Jak se dalo oc¢ekavat (obrazek 30) ke komplexaci nedoslo a zaznamenané teplo bylo

opravdu extrémn¢ malé a neodpovidalo komplexaci

5.6 Lysin hydrochlorid

Do méfici cely byl stiikackou vpraven roztok CB[7] v demineralizované vod¢ o koncentraci
0,27 mmol/l. V jehle byl lysin hydrochlorid o koncentraci 2,78 mmol/l. Vznikly rozpusténim
0,508 mg lysinu hydrochloridu v 1ml demineralizované vody.
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Obrazek 31: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a lysinu hydrochloridu
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Na obrazku 31 je mozno vidét, Ze ke komplexaci nejspiSe doSlo. Podle
stechiometrického poméru ptipada na 1 makrocyklus 0,463 lysinu hydrochloridu, tedy by se
mohly véazat dvé molekuly lysinu do kavity CB[7]. Vazebna konstanta je t¢Z pomérné velka.
Asi 6krat vetsi nez u prolinu. Zaporna entalpie poukazuje na exotermicky pribéh reakce a
zapornd entalpie na zvysujici se usporddanost, coz z podstaty odpovida komplexaci. Dle
literatury je vazebnd konstanta lysinu 2,1-10> M™!, kdy bylo ale stanoveni provedeno ve
fosfatovém pufru o pH 7.2° Lze tedy usoudit, Ze lysin hydrochlorid, ktery obsahuje kationt

na atomu dusiku ma lepsi vlastnosti pro komplexaci s CBJ[7].

5.7 Tyrosin

Z jehly byl do meéfici cely davkovan vodny roztok tyrosinu o koncentraci 2,60 mmol/l
pfipraveny rozpusténim 0,471 mg latky v 1 ml demineralizované vody. V méfici cele byl
vodny roztok CB[7] o koncentraci 0,27 mmol/l.
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Obrazek 32:Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a tyrosinu

V této exotermické interakci se stechiometricky pomér se blizi hodnoté 1 to znaci, Ze

do kavity makrocyklu vstupuje 1 molekula tyrosinu. Vazebné konstanta, kterd méa hodnotu
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9,18-10* M"! naznacuje Ze host s hostitelem k sobé& maji pomémé vysokou afinitu. Lze Fici,
7e komplexace zde Gisp&sné probéhla. Dle literatury je vazebnd konstanta 1,6-10* M™! p¥i pH
7 ve fosfatovém pufru?®, coz je hodnota pomérmé blizka a rozdil je pravdépodobné zpisoben

zvolenym fedicim médiem.

5.8 Methionin

Byl vytvoien vodny roztok o koncentraci 2,39 mmol/l rozpusténim 0,356 mg methioninu
v 1 ml demineralizované vody. Roztok byl nésledn¢ jehlou mikrokalorimetru davkovan do

méfici cely, ve které byl vodny roztok CB[7] o koncentraci 0,27 mmol/I.
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Obrazek 33: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a methioninu

Komplexa¢ni interakce mezi methioninem a CB[7] ma exotermicky charakter se
stechiometrickym pomérem 0,517. tento vazebny pomér by odpovidal vazani dvou molekul
do kavity CB[7]. Vazebna konstanta 3,48-10* M! je vyssi nez u prolinu, ale niz$i nez u
tyrosinu a lysinu hydrochloridu. Zména entropie byla pomérné vysSi oproti ostatnim

interakcim, kde byla doposud zaznamendna komplexace.
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5.9 Cystin

By pfipraven vodny roztok cystinu smisenim 0,937 mg cystinu s 1,5 ml demineralizované

vody. M¢fici cela byla naplnéna roztokem CB[7] o koncentraci 0,25 mmol/l.
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Obrazek 34: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a cystinu

Z grafu na obrazku 34 je patrné, Ze uvolnéné teplo je relativné malé. Tomu také
odpovidd vyhodnoceny vazebny pomér, ktery limituje k hodnoté¢ 0 a kdy prolozené kiivka
matematickym modelem opisuje skoro vSechny body. Pokud by se zmeénila hodnota
vazebného poméru na hodnotu 1 nebo 0,5, nelze vyslednou kiivkou prolozit body grafu a
vyhodnoceni neni spravné. Lze tedy predpokladat, Ze se nejedna o vznik komplexu cystinu

a makrocyklu, ale Ze uvolnéné teplo odpovida n¢jaké jiné nespecifické interakeci.

Interakce cystinu s CB[7] byly provéfeny i v citratovém pufru. Kdy byl do jehly
naplnén roztok pfipraveny rozpusténim 0,937 mg cystinu v citraitovém pufru. Vzorek byl
rozpustén pomoci ultrazvuku. V méfici cele byl roztok CB[7] v pufru o koncentraci

0,07 mmol/l.
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Obrazek 35: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a cystinu v pufru

Jak je patrné z obrazku 35, bylo uvolnéno velmi malé exotermické teplo, které se
s kazdym ptidavkem mirné snizovalo. Pfesto ale lze usuzovat, ze nedoslo k zddné interakci

cystinu a CB[7] v citratovém pufru.

5.10 Hydroxyprolin

Pfi métfeni pomoci titraéniho mikrokalorimetru byl z jehly do méfici cely postupné davkovan
roztok hydroxyprolinu o koncentraci 2,60 mmol/I pfipraveny rozpusténim 0,511 mg latky
v 1,5 ml demineralizované vody. V mérmné cele byl vodny roztok CB[7] o koncentraci

0,25 mmol/I.

Time (min)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

LN DL DL | T T T T T T T T TT T
0004 ﬂ 4
005 4 ( ”Wf -
o -0.10 - -
©
i
© -0.15 4
(4]
= N = 1,07
0.20 - -
i K=24910*M™1
i k
AH = 72,64—]
— ] mol
c
©
= . J
Q AS = —56,48
£ ] K -mol
©
© i
©
£ i
w©
(5] -
-l
0.27 , , ,

T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Molar Ratio

Obrazek 36: Tepelné zabarveni a stanoveni interakce CB[7] a hydroxyprolinu
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Stechiometricky pomér je velmi blizko hodnoté 1. Reakce byla mirné exotermniho
charakteru s malou zménou entalpie. Vazebna konstanta byla stanovena 1,49-10° M™!. Co je
zajimavé tak doslo ke zvyseni entropie. Tento efekt mize vzniknout, kdyz je z makrocyklu
vytlacena molekula vody. pro lepsi vysledek, by bylo dobré provést toto stanoveni jesté

jednou s vyssi koncentraci hydroxyprolinu a CBJ[7].

5.11 Kyselina glutamova

Vodny roztok kyseliny glutamové o koncentraci 2,56 mmol/l. byl piipraven rozpusténim
0,565 mg latky v 1,5 ml demineralizované vody a natazen do mikrokalorimetrické jehly.

Meérici cela byla naplnéna roztokem CB[7] o koncentraci 0,25 mmol/I.
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Obrazek 37: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a kyseliny glutamové

Jak je patrné z obrazku 37, byla pfi tomto stanoveni pozorovana exotermicka reakce.
Vydana tepelna energie se nejdiive zvySovala a pted polovinou méteni se zacala snizovat.

Ke komplexaci nedoslo.

5.12 Kyselina asparagova

Do mikrokalorimetrické jehly byl nataZzen vodny roztok kyseliny asparagové o koncentraci
2,47 mmol/l pfipraveny rozpuSténim 0,493mg latky v 1,5 ml demineralizované vody.
Roztok byl jehlou davkovan do mérné cely s vodnym roztokem CB[7] o koncentraci

0,25 mmol/l.
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Obrézek 38: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a kyseliny asparagové

Jak je patrné z obrazku 38, ke komplexac¢ni reakci mezi kyselinou asparagovou a CB[7]
nedoslo. Nicméné byl pozorovan zajimavy jev, kdy se teplo nejdiive spotifebovavalo a
nasledné uvoliovalo. Toto bylo jediné z provedenych méfeni, kde se tento jev vyskytoval.

U ostatnich doslo k ¢isté endotermické nebo exotermické reakci.

5.13 Glycin

U stanoveni komplexacéni reakce mezi glycinem a CB[7] se vznik komplexu neptedpokladal
a méteni bylo spiSe doplitkové. Do jehly byl natazen vodny roztok glyciny o koncentraci
2,53 mmol/l, ktery vznikl rozpusténim 0,285 mg glycinu v 1,5 ml demineralizované vody.
Vodny roztok byl v pritbéhu méteni ptidavan do métici cely s roztokem CB[7] o koncentraci

0,25 mmol/I.
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Obrazek 39: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a glycinu
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Vystupem méteni je graf (obrazek 39) zachycujici exotermickou reakcei, kdy béhem 6
ptidavkl doslo k viditelnému uvolnéni tepla a pti dalSich pfidavcich bylo uvolnéné teplo

sotva znatelné.

Meéieni bylo provedeno 1 v citratovém pufru kdy byl do cely s roztokem CBJ[7] v pufru
o koncentraci 0,07 mmol/l postupné€ davkovan roztok glycinu vznikly rozpusténim 0,257 mg

latky v 1,5 ml pufru.
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Obrazek 40: Tepelné zabarveni interakce CB[7] a glycinu v pufru

Pii méfeni v citratovém pufru dosSlo k uvolnéni malého exotermického tepla. Doslo

k potvrzeni, Ze mezi CB[7] a glycinem ke komplexaéni reakci nedochazi.
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ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo stanoveni

supramolekularnich komplexti vybranych

aminokyselin s CB[7]. Interakce, ve kterych doslo k vytvofeni komplexu jsou uvedeny

v tabulce niZe spolu s hodnotami vazebného poméru a vazebné konstanty

Tabulka 2: Vysledky méfeni

Aminokyselina

Stechiometricky pomér N vazebna konstanta K [M-]

Tryptofan
Leucin
Prolin
Serin
Lysin hydrochlorid
Tyrosin
Methionin

Hydroxyprolin

0,775

0,515

0,275

1

0,463

0,903

0,517

1,07

7,56-10%

4,12-104

1,08-104

4,33-10%

6,39-104

9,18-10¢

3,48-104

2,49-10%

Tvorba komplexu byla pomoci izotermdlni titrani mikrokalorimetrie spolehlivé

zaznamenana u 8 aminokyselin. Kdy nejvys$si vazebna konstanta byla stanovena u tyrosinu

a nejnizsi u hydroxyprolinu, coz miize byt zptisobeno jeho cyklickou strukturou, ktera je

znacné rigidni. U cystinu byl pfi vyhodnoceni stechiometricky pomér limitovan k 0. Ke

vzniku komplexu tedy nejspiSe nedoSlo, ale uvolnéné teplo naznacuje vznik jiné

nespecifické exotermické interakce.

Hodnoty u tryptofanu, tyrosinu a lysinu byly porovnany s literaturou a bylo zjiSténo, Ze

hodnoty jsou fadové stejné, ale o néco vyssi. Rozdil mize byt zplisoben jinou volbou

fediciho média. Prace potvrdila vyuZzitelnost mikrokalorimetrie pro detailni charakterizaci

téchto systémd.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

K Vazebna konstanta

AH Zm¢éna entalpie

a8 Zmeéna entropie

CBs Cucurbiturily

CBJ[5] Cucurbit[5]uril

CBJ6] Cucurbit[6]uril

CBJ[7] Cucurbit[7]uril

CBJ8] Cucurbit[8]uril

CBJ[10] Cucurbit[7]uril

iCBJ[6] Modifikovany cucurbit[6]uril
CBJ[15] Cucurbit[15]uril

UV-Vis Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
NMR Nuklearni magneticka rezonance
mRNA Messenger RNA

RF Vysokofrekvencni

ITC Izotermalni titraéni kalorimetrie



