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ABSTRAKT

Supramolekularni chemie nabizi jedinecné mozZnosti, jak uspofadat
molekuly do funkénich nadstruktur napodobujicich principy biologickych
systétml. Jednu zrychle se rozvijejicich oblasti predstavuje vyvoj umélych
enzym, jejichz aktivita je fizena zménami vnéjSich podminek. Motivaci této
prace bylo vytvofit viceslozkovy supramolekularni systém, jehoz struktura
I funkce by byly ovlivnitelné vnéj$§imi podnéty a ktery by mohl slouzit jako
modelovy nastroj pro biomimetickou katalyzu.

Cilem disertacni prace bylo navrhnout, syntetizovat a detailné
charakterizovat novy heptatopicky ligand schopny soucasné interagovat
s n¢kolika typy makrocyklt (cyklodextriny, cucurbit[n]urily) i s kovovymi ionty.
Dalsim cilem bylo ovétit, zda 1ze tyto interakce kombinovat za vzniku stabilnich
viceslozkovych uspofadani s potencidlni katalytickou aktivitou a zda je mozné
jejich funkci regulovat vnéjsimi podnéty, napiiklad molekularnim signalem.

V praci byly vyuzity metody syntetické organické chemie, 'H NMR
a UV-Vis spektroskopie. Ty nastroje umoznily jednak pfipravit pouzivané
komponenty a jednak popsat vazebné preference jednotlivych makrocykld, jejich
reorganizaci na ose ligandu, interakce s kovovymi kationty, stabilitu vzniklych
komplexti i jejich vzajemnou kompatibilitu.

Vysledky ukézaly, ze ligand selektivné vaze rtzné makrocykly na
specifickd mista své struktury a kombinaci téchto makrocykli vznikaji stabilni
viceslozkové (pseudo)rotaxanové systémy. Byla rovnéz jednoznacné potvrzena
koordinace kovovych ionti k bipyridinové jednotce ligandu. Navrzené systémy
byly nasledné testovany jako potencidlni umélé enzymy, a to hydrolazy. Tyto
testy byly nejuspesné;si pii hydrolyze ethyl-formidtu (modelového substratu), kde
byla prokdzana akcelerace pribéhu reakce v pfitomnosti navrzenych systémd.

Tato prace predstavuje komplexni studii navrhu, organizace a funkce
multikomponentnich supramolekularnich systémti. Vysledky oteviraji cestu
k cilenému vyvoji regulovatelnych biomimetickych katalyzatort, jejichz aktivita
by mohla byt fizena molekuldrnimi signdly, zménou hostitele ¢i reorganizaci
supramolekularni architektury.



ABSTRACT

Supramolecular chemistry offers unique opportunities to organize
molecules into functional architectures that mimic principles of biological
systems. One of its rapidly developing areas is the formation of artificial enzymes
whose activity can be regulated by changes of external conditions. The motivation
of this work was to prepare a multicomponent supramolecular system whose
structure and function could be modulated by external stimuli, serving as a model
platform for biomimetic catalysis.

The aim of this dissertation was to design, synthesize, and thoroughly
characterize a new heptatopic ligand capable of simultaneously interacting with
several classes of macrocyclic hosts (cyclodextrins and cucurbit[n]urils) as well
as with metal ions. A further objective was to verify whether these interactions
can be combined to form stable multicomponent assemblies with potential
catalytic activity, and whether their function can be regulated by external stimuli,
such as a molecular signal.

Methods of synthetic organic chemistry, *H NMR spectroscopy, and
UV-Vis spectroscopy were employed to prepare the required components and to
describe the binding preferences of the individual macrocycles, their
reorganization along the ligand axis, their interactions with metal cations, and the
stability and mutual compatibility of the resulting complexes.

Results show that the ligand selectively binds different macrocycles at
specific sites within its structure and that combinations of these hosts give rise to
stable multicomponent (pseudo)rotaxane systems. Coordination of metal ions to
the bipyridine unit of the ligand was also unambiguously confirmed. The
constructed systems were subsequently evaluated as potential artificial enzymes,
specifically hydrolases. The hydrolysis of ethyl formate (used as a model
substrate) exhibited the most significant catalytic effect, with a clear acceleration
of the reaction in the presence of the supramolecular assemblies.

This work provides a comprehensive study of the design, organization, and
function of multicomponent supramolecular systems. The results pave the way
for the targeted development of controllable biomimetic catalysts whose activity
may be regulated by molecular signals, host exchange, or reorganization of the
supramolecular architecture.
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UVOD

Principy reakci uplatitujici se V experimentalni organické chemii se do jisté
miry odlisuji od principt reakci biochemickych probihajicich v zivych systémech.
Organicti chemici nechavaji nizkomolekularni latky ,,nahodné“ reagovat
S volnym substratem v roztoku. Selektivita dosazena v takovych reakcich pak
vychazi z rozdilné reaktivity urcitych funkénich skupin substratu a také z jejich
prostoroveé naro¢nosti, coz mize branit ptiblizeni reaktanta z urcitych smért.

Naproti tomu, v biochemickych reakcich vystupuji enzymy, které vazou
a orientuji reaktanty v prostoru. Biochemicka selektivita vychdzi spiSe z orientace
substratu v prostoru jako takové, nez z vnitini reaktivity substratu. TO znamena,
ze Vreakcich katalyzovanych enzymy Casto pozorujeme napiiklad selektivni
oxidace chemicky (z pohledu organické chemie) neaktivnich casti molekuly
substratu, zatimco mnohem reaktivnéj$i Casti substratu ziistavaji nezméncny.
Vysledky takovych biochemickych procesi jsou ¢asto kvalitativng, kvantitativné
I Casove lepsi ve srovnani s vysledky jednoduchych, v laboratofich realizovanych
syntéz. Enzymatické reakce obvykle probihaji velmi rychle 1 za mirnych
(fyziologickych) podminek, uvazime-li napiiklad pH a teplotu prostfedi. Neni
ni¢im neobvyklym, ze reakce katalyzované enzymy jsou az deset miliardkrat
rychlej$i nez stejné reakce probihajici bez ptitomnosti katalyzatoru.

VétsSina reakci katalyzovanych enzymy vykazuje selektivitu vybéru
substratii  vjejich smési, specificnost v provadéném typu premény,
stereoselektivitu a regioselektivitu. Schopnost vybirat si jen ur¢ité substraty
k reakci, zatimco jiné zustavaji nedotceny, je kliCovym prvkem v biochemii, kde
se pracuje s zivymi organismy a komplexnimi smésmi chemickych slou¢enin
nesoucimi celou plejadu funkénich skupin. Ve srovnani se syntetickou chemii,
kde byvaji substraty cCisté a jedinou relevantni entitou v systému, ma tato
selektivita mensi vyznam. Selektivita v typu provadéné reakce je bézna jak
v chemickych, tak v biochemickych reakcich. Nicmén¢, regioselektivita
a stereoselektivita, zvlasté pak schopnost vytvaret Cisté stereoizomery produktu
Z achiralnich prekurzort, jsou takové aspekty enzymatické chemie, které by mély
byt vniméany a studovany syntetickymi chemiky.?

Béhem néekolika poslednich dekéad bylo syntetickymi chemiky ptipraveno
nepieberné mnozstvi umélych enzymii vyuzivajicich principti supramolekularni

8



chemie. Strukturu téchto jiz popsanych umélych enzymi tvoii ¢asto (mimo jiné)
I makrocyklické slouceniny obsahujici kavitu, napt. crownethery, cyklodextriny
nebo cucurbit[n]urily (Obrazek 1).2° Znamé umélé enzymy vsak ¢asto postradaji
schopnost regulace, tj. ménit rychlost nebo smér reakce, kterou katalyzuji. Tato
regulace je mozna napiiklad u rotaxanovych systému na bazi oligotopickych
ligandt (s riznymi vazebnymi misty) a makrocykla s sirokou skalou selektivity

danou velkym rozsahem vazebnych konstant vi¢i riznym vazebnym mistim
(limitng az k 10" M71).8

Obrazek 1 Modely a chemické vzorce vybranych zastupcti makrocyklickych
sloucenin. A: 18-crown-6. B: B-cyklodextrin. C: cucurbit[7]uril.



SOUCASNY STAV POZNANI

1. Rotaxanové a pseudorotaxanové systémy

Jiz ptes Sedesat let se nckteti chemici zabyvaji mechanicky propojenymi
molekulami (anglicky Mechanically Interlocked Molecules, MIMs). Jedna se
0 slozit&si systémy tvofené alespont dvéma (vyjma uzlani) chemickymi entitami,
propojenymi nikoliv chemickymi vazbami, nybrZz pravé mechanicky. Bez
preruseni kovalentni vazby v alespon jedné z entit neni mozné od sebe odd¢lit tyto
dvé vzajemné propojené struktury. Do skupiny MIMs (Obrazek 2) lze zaradit
rotaxany, katenany, uzlany a molekularni Boromejské kruhy.”0

&Q

Obrazek 2 Modely vybranych zastupct mechanicky propojenych molekul.
A: Rotaxan. B: Katenan. C: Uzlan. D: Boromejské kruhy. Upraveno.!*4

-0 O

B

Pravé rotaxany jsou pfedmétem mého zkoumani. Rotaxany jsou systémy,
které se skladaji z linearni jednotky (nazyvané téz tyCovita jednotka, 0sa, nebo
Z pohledu supramolekuldrni chemie host) a cyklické jednotky (nazyvané téz
koralkovitd jednotka, nebo z pohledu supramolekularni chemie hostitel). Pti
vzniku rotaxanu jsou tyto dvé jednotky vzajemné propojeny pomoci
nekovalentnich interakeci tak, Ze cyklickéd jednotka obklopuje jednotku linedrni.
Jinymi slovy, linearni jednotka prochdzi skrz kavitu cyklické jednotky.

Z hlediska moznych vzajemnych vztaht linearni jednotky (s pfihlédnutim
k objemnosti koncovych skupin) a makrocyklické jednotky rozliSujeme tii stavy,
a to rotaxany, semirotaxany a pseudorotaxany (Obrazek 3). Linearni jednotka
rotaxanl obsahuje na obou svych koncich objemné substituenty (tzv. stoppery),
které brani ,,vyvléknuti“ cyklické jednotky z jednotky line4rni. Semirotaxany jsou
charakteristické  pfitomnosti pouze jednoho objemného  substituentu.

10



Pseudorotaxanova linearni jednotka pak neobsahuje zadny objemny substituent.?
V ptipadé semi- a pseudorotaxant tedy nelze hovofit 0 molekularnich entitach,

ale ,,jen o supramolekularnich komplexech.®

rotaxan semirotaxan pseudorotaxan

Obrazek 3 Rizné moznosti vztahti mezi linearni a cyklickou jednotkou
(upraveno).®

Obrazek 4 znazornuje, jak rotaxany rozliSujeme z hlediska komplexnosti
systémil, tedy kolik cyklickych jednotek je v danou chvili navdzano na jedné
linearni. Existuji nejjednodussi [1]rotaxany,'® dale pak slozit&j$i systémy, jako
jsou naptiklad [2]rotaxany,” oligorotaxany,*® polyrotaxany,'® ¢i tak zvané daisy
chain® rotaxany.?

@0 0000t g@

[2]rotaxan [4]rotaxan [c2]daisy chain
polyrotaxan

Obrazek 4 Zastupci rotaxani s riiznou slozitosti systému (upraveno).®

2 Toto je velmi slozité definovat. Existuji strukturné hrani¢ni systémy mezi rotaxany a pseudorotaxany. Osa mize
byt ohrani¢ena objemnou jednotkou, ale jeji objemnost nemusi byt dostatecnd, aby branila pievléknuti
makrocyklu.

b Daisy chain rotaxany jsou velmi komplexni systémy, které vykazuji vnitini posuvné pohyby v ramci své struktury
Vv zavislosti na vnéjSich stimulech. Tento pohyb nejvice pfipomina funkci svalil, tedy kontrakci a relaxaci, odtud
se jim fikd molekularni svaly. Uplatiluji se pfi vyzkumu molekulédrnich stroji a pokrocilych supramolekularnich
systému.
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Strategie syntéz rotaxanovych systémt se vyvijely od nahodného
statistického navlékani linearni jednotky do cyklické (bez uplatnéni jakychkoliv
ptitazlivych sil mezi t€émito jednotkami), az po fizené syntézy s vyuzitim
aktivnich templatt.?’?? Pravé tyto nové&j§i metody umoznily v poslednich
dekadach ptipravu 1 velmi slozitych rotaxanovych systémi. Tyto metody
vyuzivaji pro vhodnou prostorovou orientaci reagentt naptiklad n—m interakce,
vodikové vazby,?* hydrofobni interakce,?® koordinace kovovych iont,? nebo
riiznych aniont(.?’

V principu rozlisujeme pét riznych metod syntézy rotaxand, tedy zpusobd,
jak mohou byt propojeny linearni a cyklicka jednotka (Obrazek 5). Jedna se
0 i) stoppering, ii) trapping, iii) clipping, iv) slipping a v) active metal template
synthesis.©

.@—0)>01-0-040-0 i o —5C

y O—H ii)
0 e

Obriazek 5 BéZzné metody piipravy rotaxanii (upraveno).t®

Metoda stoppering je zalozena na reakci pseudorotaxanu s molekulami
obsahujici objemny substituent. Na obou stranach tak najednou dochazi
k zablokovani cyklické jednotky na ose ligandu stejnymi substituenty.?®
Podobnou metodou syntézy rotaxanu je trapping, kdy dochazi k reakci
semirotaxanu s molekulou obsahujici objemny substituent za tvorby kovalentni
vazby mezi nimi. Tato metoda umozinuje piipravu rotaxanil s nesymetricky
zakon¢enymi linearnimi jednotkami.?® Dal§i moznou metodou piipravy rotaxanu
je clipping, kde je poslednim krokem uzavieni makrocyklu okolo linearni
jednotky s objemnymi substituenty.*® Metoda slipping spo¢iva v zahiivani smési

¢ Z diavodu nesnadného jednoslovného prekladu do ¢eského jazyka a perfektni vystiznosti v anglickém jazyce,
jsou nazvy téchto metod zachovany v cizim jazyce.
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makrocyklu a linearni jednotky nesouci na koncich objemné substituenty. Za
zvysenych teplot je mozné, Ze se cyklickd jednotka ,pfeviekne* pies objemne
substituenty linearni jednotky.3! Dal$i moznosti syntézy rotaxant je metoda active
metal template, ktera vyuziva koordina¢nich schopnosti kovovych iontl
pfidanych do syst¢ému. Tento kovovy ion koordinuje, tim pftiblizuje
a preduspotadava reak¢ni komponenty (typicky cyklickou jednotku a casti
linearni jednotky) a zaroven katalyzuje vznik chemické kovalentni vazby mezi
t&mito komponenty za vzniku rotaxanové struktury.3?

V tomto tisicileti byly popsany i dalsi metody syntézy rotaxant. Tyto
metody spocivaji v chemické Upravé ,,nezamknutych* rotaxant, tedy stavu, kdy
je cyklicka jednotka navazana okolo linearni (Obrazek 6). Tento stav je proti
dekomplexaci zafixovan bud’ chemickym zvétSenim objemu koncovych skupin,
tak zvany swelling,®® nebo naopak chemickym zmenSenim priméru cyklické
jednotky (shrinking).34 3°

komplexace shrinking
H + —_— =
0 o komplexace swelling m
. ‘ W; b ok
-

Obriazek 6 Novéjsi metody piipravy rotaxant (upraveno).®

1.1 Regulovani geometrie rotaxanovych a pseudorotaxanovych
systémii

Rotaxany jsou jedine¢né svymi propojenymi strukturami a diky relativné
vysokému stupni volnosti mezi jednotlivymi jednotkami (linedrni a cyklickou)
disponuji schopnosti ménit geometricka usporadani systémi, které tvori. Poloha
makrocyklu na linearni jednotce, respektive jeho pohyb po ni vychazi ze struktury
a symetrie jednotky linearni (Obrazek 7).

V piipad€, Ze ma linearni jednotka ve své struktuie dvé nebo vice stejné
afinitnich mist pro dany makrocyklus, lze ptedpokladat, ze se makrocyklicka
jednotka bude po linedrni ose (respektive mezi jejimi vazebnymi misty)
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pohybovat spontdnné za vzniku degenerovaného® molekularniho kyvadla.
V ptipad¢ linearni jednotky nesouci pravé dve stejna atraktivni mista pro jednotku
makrocyklickou, bude statisticka distribuce mezi témito dvéma misty 50:50.%

disociace
A ——————
komplexace
podnét
B LTSS

Obrazek 7 Moznosti pohybt cyklické jednotky po jednotce linearni. A: Cyklicka
jednotka je bud’ na ose, nebo mimo ni. B: Cyklicka jednotka se nachdzi na riznych
vazebnych mistech jednotky Ilinedrni v zdvislosti na podnétech a mulze
I disociovat. C: Cyklicka jednotka se nachazi na riznych mistech jednotky
linearni v zavislosti na podnétech a nemize disociovat. Upraveno.®

V piipadé, Ze linearni jednotka ma ve své struktufe dv€é nebo n riznych
vazebnych mist pro dany makrocyklus, existuji dvé nebo n rovnovaznych
uspofadani. Zastoupeni jednotlivych geometrickych usporadani pak zavisi na
tom, jak velké jsou rozdily v hodnotach asocia¢nich konstant mezi jednotlivymi
vazebnymi misty linearni jednotky vici jednotce makrocyklické. Makrocyklicka
jednotka tak spolu s linearni tvoii v tomto piipadé nedegenerované fiditelné
molekularni kyvadlo. Takovy systém (Obrazek 8) popsali R. Bissell a spol.>” Je-
li linearni jednotka nabita (kyselé prostiedi), pak elektronové deficitni
makrocyklus preferuje bifenolovy motiv (A). Po alkalizaci (B) se makrocyklus
pfemist'uje na elektronové bohaty benzidinovy motiv, ktery miize byt oxidovan
za vzniku kation-radikalu (C), coz vyvola piesun makrocyklu opét na bifenolovou
jednotku.

¢ Degenerovany systém obecné vykazuje vice moznosti prostorové orientace pii podobné energii.
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Obrazek 8 Priklad nedegenerovaného tiditelného molekularniho kyvadla. Mezi
stavy A-C je mozné vzajemné piechazet zménou pH nebo zménou redoxniho
potencialu prostiedi. Upraveno.’

Supramolekularni komplexy pseudorotaxanti piedstavuji velmi zajimavou
oblast vyzkumu, zvlasté diky jejich potencidlnim aplikacim v konstrukci umélych
molekularnich strojd, které mohou reagovat na vnéjsi podnéty. Podpofenim
ptitazlivych, nebo odpudivych sil mezi linearni a cyklickou jednotkou
pseudorotaxanu lze dosdhnout bud’ asociace, nebo disociace komplexu, a to
vratn€. Stimuly pro zménu polohy cyklické jednotky na linearni jednotce
pseudorotaxanu mohou byt rizné. Nejprve je nutno zminit, Ze vzajemnou polohu
linearni a makrocyklické jednotky (pseudo)rotaxanu lze fidit vnéj$imi stimuly,
tedy pouzitym rozpoustédlem (solvatace,®® polarita rozpoustédla,®**! tvorba
vodikovych vazeb,* hydrofobni efekt*®) nebo teplotou.**% % Jinou, vyznamnéjsi
skupinou, jsou molekularni stimuly. Ty mohou byt chemické,*” fotochemické,*®
redoxni (elektrochemické),*® pfipadné jiné.>

Do skupiny chemickych stimulfi fadime zménu pH roztokd,>*>* pfidavani

kationtdi nebo aniontd do roztoku,* >’ piipadné pFidavani dalsi molekuly
vystupujici v roli kompetitoru.®®% U rotaxanovych systémli lze ménit polohu
cyklické jednotky na linearni jednotce vSemi vySe zminénymi stimuly, nikoliv
vSak pridanim kompetitoru, nebot’ neni mozné, aby doslo k disociaci rotaxanu.
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Pravé ale pridani kompetitoru K pseudorotaxantim piedstavuje (z aplika¢niho
uhlu pohledu) velmi zajimavy ptistup pti manipulaci s makrocyklickou jednotkou
na ose ligandu. Dochazi totiz K jejimu Gplnému vyvle€eni z linearni jednotky.
Poloha cyklické jednotky na ose mlze byt ménéna v principu vSemi vySe
zminénymi stimuly.

Typicky vliv zmény pH roztoku popisuje napiiklad prace F. Huanga a spol.
publikovand roku 2005.°! Pfedmétem tohoto vyzkumu byla schopnost
komplexace/dekomplexace kryptandu (s 2,6-disubstituovanou pyridinovou
jednotkou Vv jeho struktuie) a N,N’-dimethyl-4,4’-bipyridiniové soli (methyl-
viologenu) v zavislosti na pH.

Obrazek 9 Priklad asociace a disociace zplisobené molekularnim stimulem
(upraveno).5t

Pokud nebyl atomu dusiku v pyridinu nabity (alkalické pH), tak se
elektronové deficitni methyl-viologen nachazel uvnitt kavity kryptandu, coz
autofi potvrdili pomoci NMR experimentt v acetonu-de. Po okyseleni smési doslo
Kk navazani atomu vodiku na pyridinovy atom dusiku a nasledné dekomplexaci.
Neutralizaci kyseliny trifluoroctové triethylaminem potom kryptand opét ziskal
schopnost ,,hostit™ N,N’-dimethyl-4,4’-bipyridiniovou siil (Obrazek 9).

Zajimavym piipadem kombinace dvou z vySe zminénych molekularnich
stimulti (zména pH roztoku a pfitomnost kompetitoru) je prace R. Ballardiniho
a spol. z roku 1996.52 V ramci této prace byl pfipraven dvojnasobné nabity 2,7-
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dibenzyl-2,7-diazapyreniovy  kation  (reprezentujici  linearni  jednotku
pseudorotaxanu) a 1,5-dinafto[38]crown-10 (reprezentujici cyklickou jednotku
pseudorotaxanu). Tyto dvé latky spolu tvoii komplex s Kas = 3x10° M™
(v acetonitrilu). Tento komplex je pomérné stabilni, nebot sestava
z m-clektronové chudé 2,7-diazapyreniové soli a m-elektronové bohatého
crownetherového motivu  (Obrazek 10). Zminény 2,7-dibenzyl-2,7-
diazapyreniovy kation je zajimavy jeSt€ z jiného Uhlu pohledu, a sice, Ze
s hexylaminem tvoii komplex Vvpoméru 1:2 s Kais = 108 M™2 Autofi
predpokladaji, ze tento komplex je stabilni nejen diky pienosu naboje mezi
akceptorem (pyreniova stl) a donorem (hexylamin) elektroni, ale 1 vodikovym
vazbam ve sméru od H-donoru (kyselych a-vodikl v benzylové poloze pyreniové
soli) k H-akceptoru (volny elektronovy par aminoskupiny hexylaminu). Pravé
faktu, ze tento komplex pyreniové soli s kompetitorem (alifaticky amin) ma vyssi
asociacni konstantu, bylo vyuZito pro zménu vzijemné polohy ptivodni linearni
a cyklické jednotky pseudorotaxanu, ¢imz pseudorotaxan zanikl. Tento jev je ale
vratny, a to protonaci hexylaminu kyselinou trifluoroctovou. Protonaci
aminoskupiny ztraci hexylamin schopnost kompetice, a tak se pyreniova sul opét
komplexuje s naftocrownetherem.

LNt NI NN
Q0 © 0 ©

2 2 B 8 9 _hexylamin _ p
" kyselina )N
tnﬂuoroctova
i t ]

Obrazek 10 Priklad asociace a disociace zpisobené kombinaci molekularnich
stimul® (upraveno).t®

O vratném molekularnim stimulu v podob¢ pridavku kationtti pojednava ve
své praci H. Gibson a spol.®® Byl popsan komplex kryptandu (strukturng zna¢ng
podobny pyridinovému kryptandu vyse zminéného v praci,®* kde byl H. Gibson
spoluautor) a N,N’-bis(2-hydroxyethyl)-4,4'-bipyridiniové soli S Kas =
1,4x10* M (v acetonu-ds). Host tohoto komplexu miize byt kvantitativné
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nahrazen draselnym kationtem (z K[PF¢]). Byl-li k tomuto draselnému komplexu
nasledné pfidan 18-crown-6, presel draselny kation do kavity crownetheru
a bipyridiniova sul tak zaujmula piivodni misto hosta (Obrazek 11).

Obrazek 11 Piiklad asociace a disociace zpusobené piidavkem kationtl do
systému (upraveno).t®

Vedle vyse zminénych molekularnich stimul pro zménu vzajemné polohy
linearni a cyklické jednotky pseudorotaxanu, byly studovany zaroven i podnéty
fotochemické. Pseudorotaxany mohou disociovat na volnou linearni a cyklickou
jednotku mimo jiné, napiiklad redukci elektron-akceptorni jednotky (typicky
cyklickd), nebo oxidaci elektron-donorni jednotky (typicky linedrni). Zptisob, jak
toto realizovat, spoc¢iva v zabudovani fotosenzitivniho substituentu do struktury
né¢které komponenty pseudorotaxanu. Tento fenomén publikovali napiiklad
P. Ashton a spol. roku 1998,% ktefi syntetizovali cyklofan na bazi
4,4'-bipyridiniovych, elektronové chudych jednotek. Cyklofan obsahoval ve své
struktufe 1 zabudovany 2,2'-bipyridinovy motiv, ktery je zndm svou schopnosti
koordinovat kationty kovi. Jako koordinovany kov pouzili autofi rhenium nebo
ruthenium (nesouci dalsi ligandy), které maji schopnost se jednoelektronové
oxidovat svétlem. Timto pfipravili makrocyklus nesouci fotosenzitizér. PO
komplexaci tohoto makrocyklu s elektronové bohatou linearni jednotkou vznikl
pseudorotaxan zalozeny na interakci elektronové chudé a elektronové bohaté
latky. Obrazek 12 znazoriiuje, jak excitace pseudorotaxanu svétlem zpusobila
pfesun jednoho elektronu zatomu kovu na 4,4'-bipyridiniovy skelet (jeho
redukce), ¢imz ptisel o statut elektronové chudé latky a doslo tak k disociaci
pseudorotaxanu. Po zavedeni molekularniho kysliku do tohoto systému doslo
k oxidaci 4,4'-bipyridiniového skeletu, ktery tim ziskal zpét povahu elektronoveé
chudé latky a opétovné tak doslo ke vzniku rotaxanu.
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Obrazek 12 Piiklad asociace a disociace zpusobené fotochemickym stimulem
(upraveno).®®

Dalsi vyznamnou skupinu molekularnich stimuli ptfedstavuji podnéty
redoxni, respektive elektrochemické. Zmeéna ve struktufe zucastnénych
komponent je vyvolana aplikovanim elektrického napéti. Roku 1999 publikoval
P. Ashton a spol.% praci popisujici schopnost tetrathiafulvalenu (TTF) vazat se
K riznym cyklickym jednotkdm (za vzniku pseudorotaxanil) V zavislosti na jeho
oxida¢nim stavu. Mezi jeho oxida¢nimi stavy lze piechazet elektrochemicky, kdy
se jedna o jednoelektronové oxidace/redukce. Neutrdlni tetrathiafulvalen je
elektronové bohata slouc¢enina, schopna tvorby pseudorotaxanu s elektronoveé
chudym  makrocyklem  (typicky  permanentné¢  nabitym, nesoucim
4,4'-bipyridiniové  motivy). Naopak dikation tetrathiafulvalenu (forma
S nejvysSim oxidaénim stavem) lze povazovat za jiz elektronové chudou latku,
ktera bude prednostné tvofit pseudorotaxany s elektronové bohat$imi makrocykly
(typicky derivaty arenocrownethertl). Oxidaéni mezistupen tetrathiafulvalenu,
kation-radikal, netvoii s vySe uvedenymi druhy cyklickych jednotek zadné
komplexy (Obrazek 13).
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Obrazek 13 Zmény oxida¢niho stavu TTF méni jeho afinitu vici
makrocyklickym slou¢eninam (upraveno).'®

19



2. Enzymy a umélé enzymy

Enzymy jsou biologické katalyzatory,® které urychluji biochemické procesy
(reakce) v zivych organismech,®® a které lze extrahovat z bun&k a nasledné je
vyuzit ke katalyze Siroké $kaly komeréng dilezitych procest (biotechnologie,®’
modifikace antibiotik,% vyroba potravin a napoji®®). Enzymy byly zkoumany od
prelomu 19. a 20. stoleti (extrakce z biologickych materiali, charakterizace
a komer¢ni vyuziti mnoha enzym), ale az ve 20. letech 20. stoleti, kdy byly prvni
enzymy krystalizovany, bylo zjiSténo, Ze se vlastné jedna o latky bilkovinné
povahy. Nicméng, v 80. letech 20. stoleti bylo zjisténo, Ze existuje mala skupina
enzymi, ktera je tvofena molekulami ribonukleové kyseliny (RNA), ¢imz zanikla
teorie, ze biologickymi katalyzatory jsou jen proteinové enzymy. Tato skupina
latek se nazyva ribozymy.%

Hlavni skupina pfirodnich enzyma je tak tvotfena globularnimi proteiny,
které sestavaji z rizného poctu aminokyselin (typicky od >100 po <2000). Tyto
aminokyseliny jsou v ramci enzymu spojeny amidovou vazbou a tvofi tak jeden,
nebo vice polypeptidovych fetézcl, které jsou V prostoru ,,pozohybané
a vzajemn¢ propletené* tvotfice tfirozmérnou strukturu. Enzym ve své struktuie
obsahuje tzv. aktivni misto, do kterého se vaze preménovany substrat. Aktivni
misto je tvofeno relativné malym poétem aminokyselin z celkového poctu
aminokyselin tvoficich dany enzym. Pravé tvar a elektricky naboj tohoto mista
jsou odpoveédny za specificitu enzymu, tedy ze dany enzym pieménuje pouze jisty
substrat na jisty produkt. Zbytek (vétSina enzymu), ktery neni soucasti aktivniho
mista, toto aktivni misto stabilizuje a tvotfi vhodné okoli pro pfistup substratu.
Aktivni misto tedy v principu nelze odd¢lit od zbytku enzymu, aniz by ztratil svou
katalytickou aktivitu.®

Prestoze spousta druhi enzymi je dCist¢ bilkovinné povahy, mnohé
bilkovinné enzymy obsahuji navic jesté dalsi slozku nebilkovinné povahy, tzv.
kofaktor. Ten je nezbytny pro fungovani, tedy katalytickou aktivitu enzymu jako
takového. Kofaktorem miiZze byt v principu bud’ organicka (tzv. koenzym),”® nebo

e . . . y . Co, . . .

Jako katalyzatory jsou enzymy v reakcich vyzadovany pouze ve velmi nizkych koncentracich, v reakcich nejsou
spotiebovavany a zaroven z nich vystupuji v nezménéné formé, v jaké do reakci vstupuji. Katalyzatory vedou
reakeci jinou reakéni cestou, coz umoziuje energeticky ménée naro¢ny prubéeh reakce.
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anorganicka slozka (typicky ionty kovi).®® Obvyklym piikladem koenzym jsou
mensi organické molekuly, napiiklad nukleotidy a vitaminy.”* Mezi zastupce
anorganickych kofaktord fadime nejcastéji Mg?*, Zn®*, Fe**, Fe3*, Cu*, Cu?,
Mn2+.72

Zakladni principy enzymatické katalyzy polozil jiz roku 1894 E. Fischer,
ktery je autorem konceptu kli¢e a zamku. Tento koncept tika, ze molekula
substratu svym tvarem piesné zapadd do molekuly enzymu.”® Pozdgjsi prace
piiSly s obecné pfijimanou teorii tranzitniho stavu.”*"™ Nové&jsi teorie
indukovaného ptizplisobeni popisuje interakce mezi substritem a enzymem
piesnéji. A sice, ze enzym, nebo 1 substrat, maji schopnost piizplisobit prostorove
uspotfadani aktivniho mista, respektive molekuly substratu S tim, jak se navzajem
piiblizuji. AZ po uplném navazani substratu do aktivniho mista enzymu pak splni
i Fischeriiv koncept klice a zamku (Obrazek 14).7

enzym enzym

aktivni

aktivni misto

misto

@ enzym-substrat komplex @

substrat substrat

Obrazek 14 Porovnani konceptu kli¢e a zamku (cesta A) a teorie indukovaného
piizplsobeni (cesta B).

Prvnim krokem v enzymatické katalyze je rozpoznani substratu enzymem
pomoci vhodnych supramolekuldrnich interakci. Substrat interaguje s enzymem
v aktivnim misté, které sestava z vazebného mista enzymu (v prostoru piesné
rozmisténé funk¢ni skupiny aminokyselin schopné interakci, tedy skupiny kysele,
bazické, hydrogensulfanylové, hydroxylové) a z katalytického mista (typicky
kofaktory). Vzhledem Kk primarni (chemické) struktufe enzymu je ziejmé, ze
mohou zaujimat mnoho prostorovych uspofadani. Praveé priblizeni substratu
indukuje konformac¢ni zmény enzymu, coz bylo potvrzeno jak experimentaln¢,
tak simulaéng.””’® Tyto zmény stabilizuji tranzitni stav katalyzované reakce.
V nékterych ptipadech byla dokonce namétena velmi vysoké asociacni konstanta
v komplexu enzym-—tranzitni stav (Kass > 101 M™).” Produkty enzymatickych
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reakci typicky disponuji velmi nizkou afinitou k enzymutim, které katalyzovaly
jejich vznik a neblokuji je a nesnizuji jejich ucinnost.

Co ale naopak snizuje katalytickou schopnost enzymd, jsou inhibitory. Ty
ovliviiuji katalytické vlastnosti aktivniho mista bud’ pfimo, nebo nepiimo.
Inhibitory mohou byt pro bunky jednak ciziho pivodu (xenobiotika), jednak
mohou byt pfirozenou soucasti builkky (pfirozeny bunécny metabolismus).
Reverzibilni inhibitory se do aktivniho mista vaZzou vratné, jednd se o latky
strukturné podobné skutecnym, ptivodné zamySlenym substratiim. Hovotime tak
0 kompetitivni inhibici. Typickym pfikladem takového systému je enzym
sukcinat-dehydrogenaza, jeho substrat sukcinat a jeho kompetitor malonat.
Enzym sukcinat-dehydrogenaza bézné€ oxiduje pomoci flavinadenindinukleotidu
(FAD) ctytuhlikaty nasyceny sukcinat na ctyfuhlikaty nenasyceny fumarat.
Inhibitorem sukcinat-dehydrogendzy je tiiuhlikaty malonat, tedy latka strukturné
velmi podobna sukcinatu. Nicméné malonat nelze oxidovat stejnym zpusobem
jako sukcinat, prave kvuli absenci ¢tvrtého atomu uhliku (Obrazek 15). Negativni
i¢inek reverzibilnich inhibitor® 1ze potladit zvySenim koncentrace substrati. &
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sukcinat fumarat

komplex enzym-sukcinat

sukcinat-dehydrogenaza

malonat

komplex enzym-malonat

Obriazek 15 Malonat v roli kompetitivniho inhibitoru (upraveno).8t

Jiny typ inhibitorti neblokuje pfistup substratu k enzymu, ale vaze se az na
komplex enzym-—substrat (nikoliv na samotny enzym), za vzniku ternarniho
komplexu enzym-—substrat—inhibitor. Inhibitor nebyva strukturn¢ podobny
substratu, jako wu kompetitivni inhibice. Negativni u¢inek inhibitoru
v akompetitivni inhibici nelze potlagit zvy$enim koncentrace substratu.®

Velké mnozstvi enzymi ve své struktufe obsahuje i misto alosterické
(modulaé¢ni). Pfi nekompetitivni inhibici se inhibitor vaze pravé sem a nikoliv do

22



aktivniho mista enzymu. Navazani inhibitoru na alosterické misto vyvold zménu
konformace (prostorového uspotfadani) enzymu a dojde i k ovlivnéni konformace
aktivniho mista. Toto znemozni pfistup a navazani substratu (Obrazek 16).
Negativni ucinek alosterickych inhibitorii nelze potlacit vySS$i koncentraci
substratu, nebot’ ten nevykazuje dostate¢nou afinitu vaci alosterickému mistu —
nejedna se o kompetitivni inhibici. Alosterické enzymy jsou kliCové regulacni
enzymy, které fidi ¢innost metabolickych déju pravé prostfednictvim interakce
s inhibitory.8384

enzym

Zménéné
aktivni
misto

aktivni

ist
misto O

substrat

alosterické
misto

O inhibitor

Obrazek 16 Alostericka nekompetitivni inhibice.

Znamy jsou i enzymatické inhibice ireverzibilni, kdy je struktura enzymu
jiz nevratné zménéna permanentnim navazanim inhibitoru do jeho struktury.
Takovymi inhibitory jsou nékteré organické slouCeniny fosforu (nervové-
paralytické latky) nebo ionty t&zkych kovl (Hg?*).8>86

Pfirodni enzymy jsou tedy biologické makromolekuly, které katalyzuji
chemické reakce’ v Zivych organismech. Naopak umélé enzymy jsou syntetické
molekuly, které napodobuji katalytickou aktivitu pfirodnich enzymu. Hlavni
rozdily mezi pfirodnimi a umélymi enzymy jsou:

f Enzymy typicky katalyzuji reakce redoxni (oxidoreduktdzy), prenosy funkénich skupin (transferazy), reakce
hydrolytické (hydrolazy), $tépeni funkénich skupin (lydzy), intramolekuldrni zmény ve struktuie (izomerazy),
reakce spojené s hydrolyzou adenosintrifosfatu (ligazy) a presun latek pies biologické membrany (translokézy).
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1. Pivod: Ptirodni enzymy jsou produkovany Zivymi organismy, zatimco
umélé enzymy jsou syntetizovany v laboratofi.

2. Struktura: Pfirodni enzymy se skladaji z proteinogennich
o-L-aminokyselin a maji sloZitou trojrozmérnou strukturu, zatimco umélé
enzymy mohou byt pfipraveny z rlznych latek, vcetné peptidd, nukleovych
kyselin a syntetickych polymert, ale typicky s jednodussi, snadng&ji
definovatelnou strukturou. Muize se jednat i 0 mensi organické slouceniny.

3. Specificita: Ptirodni enzymy jsou vysoce specifické ve své katalytické
aktivité, zatimco umélé enzymy mohou byt navrZeny tak, aby katalyzovaly
Sirokou Skalu chemickych reakci.

4. Stabilita: Pfirodni enzymy jsou Casto citlivé na zmény teploty a pH, téz
mohou byt denaturovany, zatimco umeélé enzymy mohou byt navrzeny tak, aby

w7

byly stabilngjsi 1 za ,,drsnéjSich* podminek.

5. Funkce: Pfirodni enzymy se podileji zvlast¢ na biochemickych
procesech, zatimco umélé enzymy maji potencialni vyuziti v ex vivo procesech,
biotechnologiich, mediciné a dalSich oblastech.

Umélé enzymy jsou stale v ranych fazich vyvoje, ale dosavadni vysledky
dosazené v tomto odvétvi se jevi jako slibné — umélé enzymy tak mohou byt
ucinné biokatalyzatory s jedineCnymi vlastnostmi, které lze piizplsobit
konkrétnim aplikacim 88

Supramolekularni chemie poskytuje a vysvétluje zakladni poznatky
0 vztazich mezi dynamickymi strukturami a jejich funkcemi. Na zdkladé
konceptu supramolekularni chemie byly navrzeny a studovany nékteré umélé
katalytické systémy.>®891 O téchto systémech bude pojednino v nasledujicim
textu.

2.1 Skupiny umélych enzymi

Struktura umélych enzyml muaze byt zaloZzena na riznych motivech,
typicky se jedna o makrocyklické slouCeniny (at’ uz kovalentné¢ modifikované, ¢i
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nikoliv), kontejnerové molekuly, proteinové fetézce, fetézce nukleovych kyselin,
nebo o amfifilni systémy vznikajici samoskladbou.

2.1.1 Umélé enzymy zaloZené na makrocyklickych slou¢eninach

Ve snaze napodobit kavitu enzymu (okoli aktivniho mista), byly do vyvoje
umélych enzymii zahrnuty i makrocyklické slouceniny. Kavita u enzymu
poskytuje vhodné prostfedi pro reakci, oddé€luje substraty od jinych latek
V systétmu a substraty pfeduspotadava. Byly popsany umélé enzymy, jejichz
struktura  vychazela zplejady nemodifikovanych, 1 modifikovanych
makrocyklickych  sloudenin, konkrétné se jednda o cyklodextriny,%
cucurbit[n]urily,®% calixareny,® kavitandy,® cyklofany®” a crownethery.®

Nemodifikované makrocvyklické slouCeniny

A. Palma a spol. publikovali v roce 2017 studii o vlivu cucurbit[7]urilu
(CB7) na Kkatalyzu intramolekularni Dielsovy—Alderovy reakce rizné
5-substituovanych N-allyl-2-furfurylamini. Autofi zkoumali tuto reakci za
fyziologickych podminek (voda, 37 °C) a provadéli ji bez nutnosti pouziti
chréanicich skupin na atomu dusiku. Ukézalo se, ze pravé kavita CB7 ma zésadni
vliv na pribéh reakce, kdy s vychozi latkou tvoii supramolekularni komplex,
meéni jeji prostorové uspotradani do vysoce reaktivni konformace (piiblizeni volné
dvojné vazby k furanovému kruhu) a v pribéhu cykloadice brani ptistupu vody.
Bohuzel, vznikajici produkty (napfiklad vazebna konstanta vznikajicich
pyrrolidind vi¢i CB7 ¢ini 6,3x10° Mt (X=H); 2,9x10° Mt (X=Br); 6,3x10° M
(X=Cl)) vykazuji vici CB7 vyssi afinitu nez vychozi latky (vazebna konstanta
vychozich derivatd furanu vii¢i CB7 &ini 3x10° M (X=H); 1x10® M (X=Br);
4,6x10° Mt (X=CI)), v coz reakci jako takovou zpomaluje (Obrazek 17).%
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Obriazek 17 CB7 jako katalyzator Dielsovy—Alderovy reakce (upraveno).®

Prace J. Czescikové a spol. z roku 2020 popisuje ptipad regulovatelného
katalytického systému. Katalyzatorem transesterifika¢ni reakce modelového
RNA substratu, 2-hydroxypropyl-(4-nitrofenyl)-hydrogenfosfatu, byl dizine¢naty
komplex sestavajici ze dvou triazacyklononanovych jednotek spojenych Cig
fetézcem. Tento alifaticky fetézec vykazuje vysoky stupen volnosti a neni vhodné
preduspotadany. Po piidani y-cyklodextrinu dochazi ke vzniku hostitel-host
komplexu se stechiometrii 1:1, kdy je zna¢na ¢ast nepolarniho alifatického fetézce
inkludovana v kavité y-CD, zatimco oba zine¢naté kationty se nachdzi mimo
kavitu y-CD. Ty jsou v takovém okamziku v prostoru vhodné orientovany
a efektivné katalyzuji zminénou transesterifikacni reakci. Pfiddnim kompetitoru,
adamantan-1-karboxylatu, ktery ma vyssi afinitu vi¢i y-CD, nez alkylovy fetézec,
se vyrazn¢ snizuje rychlost katalyzované reakce, nebot’ kovova centra jiz nejsou
vhodné uspotfadana z divodu, Ze jejich nositel jiz netvofi komplex s y-CD
(Obrazek 18).1%°
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Obrazek 18 A: Mechanismus hydrolyzy 4-nitrofenylesteru. B: Moznosti
(de)aktivace katalyzatoru. C: Struktura katalyzatoru. Upraveno.1%

J. Li a spol.’* popsali roku 2015 umély enzym, kdy vyuzili faktu, Ze
cucurbit[6]uril (CB6) tvofi velmi stabilni komplexy s a,m-alkandiamoniovymi
solemi (typicky C4, Cs nebo Cs), zatimco v alkalickém prostiedi jsou tyto
komplexy velmi malo stabilni. Zabudovanim atomu selenu do struktury takového
diaminu ziskali selenoenzym, glutathionperoxiddzu (GPx). Pti nizkych hodnotach
pH byla selenadiamoniova stl navazana uvnitf kavity CBG6, tvotfic pseudorotaxan.
Ale pii pH 6 a vy$Sim se selenadiamin jiz v kavité nenachazel a mohl se tak
podilet na katalyze reakce (Obrazek 19). Tato molekula katalyzovala oxidaci
glutathionu peroxidem vodiku za vzniku glutathiondisulfidu (dimeru
glutathionu). Autoi1 tak dospéli k pH responzivnimu umélému enzymu
s fiditelnou aktivitou.
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Obriazek 19 Regulace aktivity umélé glutathionperoxidazy (upraveno).tot

Elektrofilni chlorace anisolu (methoxybenzenu) pomoci kyseliny chlorné
poskytuje smés 2-chloranisolu a 4-chloranisolu v poméru 40:60. Je-li tato reakce
provedena Vv pfitomnosti a-, nebo B-CD, vznika vyhradné para-substituovany
produkt. Anisol se totiz komplexuje do kavity CD, ¢imz je ortho- (ale i meta-)
poloha blokovana a jedina pfistupna poloha pro atak elektrofilu je para-poloha.
Toto popsali R. Breslow a spol.%2 jiz roku 1971. Obé analoga cyklodextrinii
poskytuji vyhradné 4-chloranisol, nicméné reakce katalyzovana a-CD probiha
znaén¢ rychleji, nebot’ anisol efektivnéji vypliuje kavitu a-CD (Kanisoi@a-co =
2,7x10%> M) oproti kavité B-CD (Kanisoi@p-co = 1,4x10%> M™?). Reakce komplexu
anisol@CD s HOCI dle autort poskytuje cyklodextrinovy ester kyseliny chlorné,
z n¢hoz nasledné prechazi chlor na substrat (Obrazek 20).

Obrazek 20 Selektivni chlorace anisolu uvnitf kavity a-CD.
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Kovalentné modifikované makrocvklické slouc¢eniny

B. Wang a spol.1® popsali ptipravu série strukturné jednoduchych umélych
metaloenzymu zaloZenych na solich a-, nebo B-cyklodextrindikarboxylatt, které
se liSily poétem uhlikovych atomi (n = 0, 1, 2) mezi -COOH skupinami
a cukernou jednotkou, ze které vychazely. Tyto umélé enzymy disponovaly
schopnosti urychlovat oxidaci alkoholi benzylového typu peroxidem vodiku na
piislusné aldehydy. Pravé pouziti riznych kationtd (Cu?*, Zn** a Fe?)
dikarboxylatti ovliviiovalo rychlost oxida¢ni reakce (Obrazek 21). Nejvyssi
rychlosti reakce bylo dosazeno v pfitomnosti Zeleznatych soli, které reakci
urychlovaly az 2700%. Urychleni reakce zbylymi kationty nebylo vyznamné.

Oxn jo) O)\OH
\ e /
o © OHO
e 4
é - @ . K\ér . ”O °
v >

Hy0, HO\0O O@j

OH HO

| Me?2* = Fe2*, Cu?* nebo Zn2*

Obrazek 21 A: Schéma katalyzované oxidace. B: Struktury
B-cyklodextrinovych katalyzatort. Upraveno.1%

Taktéz byly popsany umélé enzymy na bazi calix[4]arent. Modifikaci
téchto makrocykll byla pfipravena série latek nesoucich ve své struktufe jeden,
dva nebo tii zineCnaté kationty reprezentujici katalytickd mista enzymu.
Zine¢naté kationty byly koordinovany K bis(dimethylaminomethyl)pyridinovym
jednotkam, které byly jednou, dvakrat nebo tfikrat kovalentné navazany na horni
okraj calix[4]arenu Vv konické konformaci. Dolni okraj kazdého jadra byl
monoalkylovan, pouze v jednom ptipad¢ byla 1,3-jadra kovalentné¢ pfemosténa
diethylenglykolovym mistkem. Katalyticka aktivita téchto umélych enzyma byla
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testovana na schopnosti transesterifikovat modelovy RNA  substrat,
2-hydroxypropyl-(4-nitrofenyl)-hydrogenfosfat (Obrazek 22). Calix[4]arenovy
systém s jednim Zn?** iontem modelovou reakci piekvapivé zpomaloval, zhruba
50x oproti nekatalyzované reakci. Umély enzym se dvéma kovovymi centry
(a kovalentné¢ nepiemosténymi 1,3-aromaty) urychloval modelovou reakci az
23000x. Paklize umély enzym nesl kationty tii, reakce byla urychlena az 32000x.
Za zminku stoji 1 porovnani katalytické aktivity dvou riiznych dvoukovovych
umélych enzymi, a to 1,3-nepfemosténého (flexibilnj$i  systém)
a 1,3-pfemosténého (vice ptreduspotadany, rigidnéjsi systém). Proti ocekavani
dosahl vyssi rychlosti reakce nepfemostény calix[4]arenovy enzym, coZ znadi, ze
pro piistup substratu je nutny jisty stupenn flexibility v calix[4]arenové kavité.
Vedle série umélych enzymi odvozenych od calix[4]aren(i, byla testovana
katalytick4 aktivita i samotné jednotky nesouci katalytické centrum reakce, Zn?*
kation, tedy zine¢naty komplex bis(dimethylaminomethyl)pyridinu. Katalyticka
aktivita této samotné jednotky s jednim zine¢natym kationtem byla niz$i, nez
katalytickd aktivita umélého enzymu slozeného z calix[4]arenové jednotky
a jednoho kovového centra. Toto indikuje, ze pfitomnost kavity makrocyklu ma
pozitivni vliv na pribgh katalyzy.1%
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Obrazek 22 A: Struktury umélych enzymu na bazi calix[4]arend.

B: Transesterifikaéni reakce katalyzovana t&émito umé&lymi enzymy. Upraveno.®®

Teprve vroce 2008 byly objeveny pillar[n]Jareny, nova skupina
makrocyklickych  slouCenin,  sestavajicich  z hydrochinonovych, nebo
dialkoxybenzenovych jednotek, které jsou v poctu 5 az 10 propojeny v para-
polohach methylenovymi mistky do cyklu.l® Také tyto makrocykly jiz byly
vyuzity pro tvorbu supramolekularnich umélych enzymia. Chemickou modifikaci
jednoduchého derivatu pillar[S]arenu byl piipraven slozitéj$i derivat nesouci
deset imidazolovych substituentl. Takto modifikovany makrocyklus vykazoval
vysokou aktivitu v hydrolytickych reakcich arylfosfodiesterti. Aromatické jadro
fosfoesteru se komplexuje do kavity makrocyklu, pticemz diky vyhodné délce
linkeru mezi kavitou a imidazolovym substituentem je misto ataku vody, centralni
atom esteru, vyhodn¢ ptedusporadan pro jeho hydrolyzu. Nukleofilni atom dusiku
imidazolu atakuje atom fosforu za odstoupeni fenolatu, a vzniku nestabilniho
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fosforamidatu, ktery rychle hydrolyzuje, ¢imzZ se regeneruje katalyzator. Reakce
katalyzovanad imidazolovym pillar[5]arenem byla zhruba 270x rychlejsi, nez
reakce katalyzovana samotnym imidazolem (Obrazek 23).1%
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Obrazek 23 A: Struktura umélého enzymu na bazi pillar[5]arenu.
B: Hydrolyticka reakce katalyzovana timto enzymem. Upraveno.%

R. Breslow a spol.1%” popsali umély enzym zaloZeny na dvou jednotkach
B-CD kovalentné¢ = propojenych  spojkou s katalytickym  mistem
(5,5-disubstituovany-2,2'-bipyridin) schopnym komplexovat kovovy ion. Jsou-li
hydrofobni koncové ¢asti molekuly substratu komplexovany do kavit jednotek
B-CD, pak se samotnd esterova funkce nachazi vyhodné mezi kavitami
a Vv blizkosti kovového centra na spojce, které katalyzuje hydrolyzu onoho esteru.
Tento systém s médnatym kationtem vyrazné urychluje hydrolyzu estera,
4-nitrofenyl-1-adamantylpropynoatu a 4-nitrofenyl-3-indolpropanoatu (Obrazek
24), za fyziologickych podminek (oproti nekatalyzované reakci az vice nez 200
000x).
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Obrazek 24 A: Schématicka struktura umélého enzymu. B: Mechanismus
hydrolytické reakce. C: Struktury substratti katalyzované hydrolyzy.

V odborné literatuie se lze setkat s fadou dalSich praci, v nichz se autofi
vénuji  syntéze umélych enzyml na bdazi makrocyklickych sloucenin
a naslednému studiu jejich katalytickych vlastnosti v riiznych typech reakci.108-112

2.1.2 Umélé enzymy zaloZené na kontejnerovych molekulach

Vedle makrocyklickych slou¢enin nachdzeji své uplatnéni pii konstrukci
umélych enzymi 1 tzv. kontejnerové molekuly (zajimavé i1 zjinych uhli
pohledu9)!'3, tedy nadstruktury, které sice také obsahuji kavitu, ale ta je typicky
veétsi nez u makrocyklu a je tvorena né¢kolika molekularnimi entitami. Tato kavita
op¢t napodobuje aktivni misto enzymu, tedy kapsu, kterd oddé¢luje reakcni
centrum od okoli.}!* Kontejnerové molekuly mohou vznikat bud’ méné obvykle
synteticky,!'® nebo mnohem ¢astéji samoskladbou.?

9 Své uplatnéni nachazeji také mimo oblast umélych enzymu, a to pti enkapsulaci a stabilizaci extrémné
reaktivnich, jinak nezachytitelnych, intermediatd reakci. Tyto intermediaty je mozné studovat prave jen ve formé
komplexi s kontejnerovymi molekulami, ¢imz napomahaji objasiiovat reakéni mechanismy.
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Klasické makrocyklické slouceniny nejsou schopny komplexovat
objemn¢j$i molekuly, proto se nckteré vyzkumné tymy zacaly zabyvat
chemickym rozSifenim kavit klasickych  makrocykl, tj. syntézou
vicejednotkovych cyklt (napiiklad cucurbit[14]urilu,}*® nebo cyklodextrinu
slozeného z 26 glukézovych jednotek)!’ ve snaze expandovat kavitu tak, aby byla
schopna komplexovat opravdu velké molekuly (fullereny, ptirodni latky, barviva,
1é¢iva). Bohuzel bylo zjisténo, Ze nékterd vyssi analoga nejsou dostate¢né rigidni
nebo se rtzné ,krouti,” jiné se proplétaji, ptehybaji, piekryvaji a kolabuji,

v diisledku ¢ehoz nejsou pro komplexaci vétsich molekul vhodné. 8

W. Hart-Cooper a spol.!t® popsali piipravu kontejnerové molekuly ziskané
smichanim a zahfivanim dusi¢nanu gallitého s nadbytkem linearni molekuly
nesouci na kazdém z koncii vazebna mista pro gallity kation (pyrokatecholovy
motiv). Tato kontejnerova molekula vznika samoskladbou a ma tetraedricky tvar,
jehoz vrcholy tvoii ionty Ga* a hrany jsou tvofeny vyse zminénymi linearnimi
molekulami. V kavité této kontejnerové molekuly byla uspésné katalyzovana
Prinsova reakce, intramolekularni cyklizace linearniho 6-enalu za vzniku
cyklohexanolového skeletu. Autoti sledovali vliv odlisnych linearnich komponent
v systému (tedy hran Ctyfsténu vzniklého samoskladbou) na vysledky reakce.
Linearni komponenty se li§ily jednak vazebnymi misty pro Ga®
(monosubstituovany  pyrokatecholovy  motiv ~ versus  disubstituovany
pyrokatecholovy motiv) a jednak velikosti spojky (vzdalenosti mezi
koordina¢nimi misty) ve struktufe (1,5-disubstituovany naftalen versus
1,6-disubstitovany pyren). Strukturni zména v chelatacnim centru ovliviiovala
rychlost katalyzované reakce, ale ne jeji selektivitu. Zména ve struktuie Spojky
ovliviiovala jak rychlost, tak i selektivitu, respektive diastereoselektivitu reakce.
Reakce probihajici v tomto kontejnerovém uskupeni (a nim katalyzovana) byla
10% az 10°x rychlejsi nez stejna reakce provadéna bez piitomnosti katalyzatoru
(Obrazek 25).
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Obrazek 25 A: Kontejnerové molekuly s riznymi spojkami. B: Cykliza¢ni
reakce katalyzovana kontejnerovymi molekulami. Upraveno.%9

W. Brenner a spol. popsali roku 2017 samoskladbu kontejnerové molekuly
krychlového tvaru, nesouci ve svych vrcholech osm kationtd Fe?* nebo Zn?*.120
Stény této kubické molekuly tvoifi Sest symetrickych, plné konjugovanych
substituovanych derivati porfyrinu ve tvaru kifize s centrdlnim nikelnatym
kationtem. Tato kubickd klec s elektronové chudymi sténami selektivné
komplexuje kovalentni bisadukty fullerenu s anthracenem, nebo indenem,
konkrétné Ceo-bisanthracen a Cego-bisinden, zatimco jejich monoadukty
(Ceo-anthracen a Cgo-inden), ¢i nesubstituované fullereny nikoliv (Obrazek 26).
Tato supramolekularni kontejnerovd molekula navic katalyzuje praveé
funkcionalizaci fullerenu Cgp dvéma molekulami anthracenu za vzniku vyhradné
bisaduktu, ktery je po svém vzniku enkapsulovan do kavity. Reakce za stejnych
podminek bez pfitomnosti této kontejnerové molekuly vibec neprobihd. Tyto
fullerenové bisadukty nachazeji uplatnéni naptiklad ve vyzkumu polymernich
solarnich systémi.
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Obrazek 26 A: Samoskladba a struktura kubické kontejnerové molekuly.
B: Selektivita viici fullerentim, jejich monoaduktiim a bisaduktiim. Upraveno.?

Smichdnim c¢tyt ekvivalentli exo-tridentatniho tripyridyltriazinu s Sesti
ekvivalenty palladnatych iontl v roztoku vznikd samoskladebnym procesem
oktaedricka kontejnerova molekula. M. Yoshizawa a spol.*?! studovali roku 2006
vliv této kavity na regioselektivitu Dielsovy—Alderovy reakce mezi
N-cyklohexylimidem kyseliny maleinové (reagujicim jako  dienofil)
a 9-hydroxymethylanthracenem. Druhy zminény reaguje obecné v Dielsové—
Alderové reakci jako dien a reaguje na prostiednim benzenovém jadie za vzniku
9,10-aduktd. Reaktivita se zasadné¢ zméni v pfitomnosti zminéné palladnaté
kontejnerové molekuly. Obé vychozi latky se komplexuji do této klece a jsou
V jejim prostoru preduspotradany tak, ze se dienofil, respektive jeho dvojna vazba,
piesouva nad krajni benzenové jadro anthracenu, se kterym pak reaguje za vzniku
netypického 1,4-aduktu (Obrazek 27).
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Obriazek 27 A: Oktaedricka kontejnerova molekula s Pd?* ionty ve vrcholech.
B: Selektivita Dielsovy—Alderovy reakce bez piitomnosti a vV pfitomnosti
kontejnerové molekuly. Upraveno.®®

Dalsi systémy vyuzivajici kontejnerové molekuly jako umélé enzymy byly
predmétem vyzkumu V radmci jiz publikovanych praci zabyvajicich se napiiklad
stabilizaci a pfenosem karbenoidi, nebo stabilizaci intermediatti aza-Prinsovy
reakce 122-124

2.1.3 Umélé enzymy zaloZené na proteinovych retézcich

Umélé enzymy zaloZené na proteinovych fetézcich vychdzi strukturné
z prirodnich latek, které byly modifikovany implementaci dalsi (syntetické) entity
do struktury ptvodniho proteinu. Obecné existuji téi pristupy pro pripravu
umélych enzymu tohoto typu, kdy se jedna se o funkcionalizaci nativniho enzymu
,2umélou®“ jednotkou, piipadné o modifikaci peptidi s dostatecné velkymi
hydrofobnimi kavitami, ale postradajicimi katalyticka mista. V obou ptipadech
dochazi ke vzniku umélych enzymdi, které maji nové vazebné schopnosti
a vSestrann¢jsi aktivitu. Tretim pfistupem je jejich de novo design, vyuzivajici
pokrocCilych metod vypocetni chemie a simulaci. Pfitom je nutné znat reakcni
mechanismy a tranzitni stavy zamySlenych reakci, aby byla co nejvhodnéji
navrzena sekvence aminokyselin a tvar aktivniho mista v nové pfipraveném
umélém enzymu.!?
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Zajimavy piipad zavedeni nového katalytického centra, a tim novych
katalytickych vlastnosti do struktury existujiciho ptirodniho enzymu, popsali
Y. Zubi a spol.,*?® ktefi modifikovali prolyl oligopeptiddzu" za vzniku umélého
metaloenzymu. Ptipravili sérii riznych derivatt proteint, bud’ kovalentn¢, nebo
nekovalentné nesoucich tris(bipyridin)ruthenaty komplex [Ru(bpy)s]?*. Uginnost
téchto katalyzatorti byla uspé$né¢ ovérena jednak na fotoreduktivni cyklizaci
diendioni a jednak na [2+2]cykloadi¢ni reakci organickych alkent. Tyto
ruthenatym komplexem modifikované enzymy poskytly vyssi vytézky a rychlejsi
pribéh reakce, nez katalyza samotnym [Ru(bpy)s]?*. Nicméné Zadny z téchto
katalyzatorti nefavorizoval néktery z enantiomerti produktti (Obrazek 28).

katalyzator

(@) O 0,1 mol% katalyzat [¢) o] g
B 5'3(:,,,\,' ;fgégtom h/< umély enzym [Ru(bpy)s1*+
A N ¢ A —— Y ~  Ar
L 10% ACN/H,0 r
470 nm LED, 40 min 72 % 36 %

25 uM

\ 9 S ~Ar A ar 1 mol% katalyzatoru
N\ex\ﬁ * T l0%ACNpUT \2\\ \WA 5% S
Q\,‘ 10 mM (25 mM, pH 6) r

N imm 470 nm LED, 2h

Obrazek 28 A: Softwarova simulace proteinu s ligandem a substraty. B: Reakce
studované v ramci prace a jejich vytézky. Upraveno.!?

Protein FhuA, ktery vychytava a pres cytoplazmatickou membranu bakterii
E. coli transportuje ionty zeleza ve form¢ hydroxamatti, ma tvar velkého 3-barelu.
Reprezentuje tak skupinu proteint s Sirokou hydrofobni kavitou. Tento protein
modifikovali do formy umélého enzymu a jeho katalytickou aktivitu popsali

" Prolyl oligopeptidaza je enzym z fady serinovych peptidaz, které selektivné hydrolyzuji peptidy sestavajici z <30
aminokyselin.
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A. Thiel a spol.??” roku 2021. Na volné sulfanylové skupiny cystein{l v proteinu
FhuA kovalentné¢ navazali Cp*Ru komplex pifes maleimidovou skupinu
(ve smyslu Michaelovy adice). Tento umély metaloenzym tspésné katalyzoval
intermolekularni alken—alkyn coupling mezi but-3-en-1-olem a hex-5-yn-
nitrilem. Takova reakce mize poskytovat obecné dva produkty, a sice linearni
a rozvétveny dien (Obrazek 29). Pii katalyze Cp*Ru-modifikovanym proteinem
je reakce az desetkrat rychlejsi a je vyrazné (16:1) preferovan vznik linearniho
produktu oproti katalyze samotnym Cp*Ru komplexem (2:1).
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Obrazek 29 A: Struktura barelového proteinu nesouciho rutheniové katalytické

misto. B: Reakce katalyzovana timto umélym enzymem vyrazné preferuje vznik
linearniho produktu. Upraveno.'?’

V literatuie se lze setkat také s dalsimi systémy vyuzivajicimi
modifikované proteiny jako umélé enzymy'?812° a systémy vyuzivajicimi de novo
design novych umélych enzym. 30131

2.1.4 Umélé enzymy zaloZené na retézcich nukleovych kyselin

Retézce nukleovych kyselin s unikatni sekundarni strukturou mohou
katalyzovat rizné chemické reakce a napodobovat tak ptirodni enzymy. Ke své
funkci ale nutné potiebuji kofaktory, typicky néjaky komplex prechodného kovu
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(katalytické centrum), ktery je pomoci nekovalentnich interakci zabudovan do
fetézce DNA, ¢i RNA. Reakce katalyzované takto vzniklym umélym enzymem
jsou Casto enantioselektivni a probihaji vysokou rychlosti. Dochéazi pfi nich
k modifikaci prochiralnich substrati na chiralni produkty.!32-13%

DNA nekovalentné¢ modifikovanda médnatymi komplexy derivat
2,2'-bypiridnu Gspésné katalyzuje enantioselektivni Dielsovu—Alderovu reakci
mezi cyklopentadienem a azachalkonem. A. Boersma a spol.1® zjistili, Ze tato
modelova reakce miize probihat s az 99% ee,' a to v piipadé modifikace DNA
méd’natym komplexem 4,4'-dimethyl-2,2'-bypiridinu (Obrazek 30). Reakce
katalyzovana pouze samotnym komplexem (tedy bez DNA matrice) je o dva fady
pomalejsi. Autori také zjistili, Ze absolutni konfigurace produktu je znaéné
ovlivnéna sekvenci bazi nukleovych kyselin nachazejicich se v okoli Cu?
komplexu.

I Zkratka ee znamend enantiomerni prebytek (z anglického enantiomeric excess). Vyjadiuje Cistotu chiralnich
latek, tedy pfevahu jednoho enantiomeru ve vzorku nad druhym enantiomerem. Matematicky je vyjadien jako
absolutni hodnota rozdilu molarnich zlomkd jednotlivych enantiomer.
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Obrazek 30 Dielsova—Alderova reakce katalyzovana riznymi umélymi enzymy
(upraveno).3®

K. Liu a spol.®® popsali novy DNA-katalyzator pro 1,3-dipolarni
cykloadici mezi alkynem a azidem (tzv. klik reakce), kdy se jedna se o synteticky
polymer slozeny ze 79 nukleotidii, jehoz casti byly pfi postupné syntéze
Vv automatickém syntetizditoru DNA modifikovany riznymi substituenty,
naptiklad fluorofory nebo jejich derivaty. Tento umély enzym na bazi DNA, ktery
autofi nazvali pracovné CLICK-17, vykazoval vynikajici katalytické vlastnosti
v klik reakcich, nebot’ tyto reakce probihaly i pfi limitn¢ nizkych (menSich nez
mikromolarich) koncentracich, pro reakci nezbytnych, Cu® iontd. Reakce
probihala dokonce i bez ptitomnosti askorbatu, ktery se pii téchto reakcich
pouziva jako redukéni ¢inidlo v katalytickém cyklu Cu?* ionti. Jako modelovou
reakci zvolili autofi cykloadici mezi hex-5-yn-1-olem a 3-azido-7-
hydroxykumarinem (Obrazek 31). Reakce probiha o n¢kolik fadd pomaleji, je-li
ptitomen jako katalyzator pouze Cu” ion, nikoliv nukleotidovy skelet.
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Obrazek 31 Cykloadice katalyzovana syntetickym polynukleotidem.

Jako U¢inny a  enantioselektivni  katalyzator  cyklopropanace
2-methoxystyrenu ethyl-diazoacetatem popsali A. Rioz-Martinez a spol.1® adukt
ptirodni DNA a zelezitétho komplexu tetrakis(N-methylpyridinium)porfyrinu.
Autofi zkoumali strukturni vliv relativni pozice pyridinovych atomti dusiku vici
mistu vazby na porfyrinovy skelet. NejlepSich vysledkl pii reakcich dosahoval
porfyrin substituovany pyridin-2-ylem. Reakce, pfenos karbenu na dvojnou
vazbu, probihala za velmi mirnych podminek, ve vod¢ a pii 5 °C (Obrazek 32).
Rychlost takto katalyzované reakce byla o nékolik fadu vyssi (zvlasté v pripadé
pyridin-2-ylového substituentu), nez reakce katalyzovana stejnym porfyrinem, ale
bez ptitomnosti DNA.

O DNA - Fe3* porfyrin
~ + N pory e O
e} pufr pH 6,5
5°C, 5 min O

Obrazek 32 A: Struktury porfyrinovych kofaktorit DNA. B: Reakce
katalyzovana komplexem DNA-Fe* porfyrin. Upraveno.!%
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V odborné literatute byly popsany dalsi systémy vyuzivajici umélé enzymy
zalozené na struktufe modifikovanych nukleovych kyselin. Tyto enzymy byly
usp&sné pouzity pii sulfoxidacich,*® hydratacich enoni,*® demethylacich,*!
nebo dal§ich transformacich.142-14%

2.1.5 Umélé enzymy zaloZené na samoskladnych molekulach

Jak jiz bylo zminéno, ptirodni enzymy jsou tvofeny proteinovymi fetézci
S riznym prostorovym uspofddanim. Tyto fetézce jsou vzajemné propojeny
pomoci nekovalentnich interakci. Tyto se zaroven uplatituji pfi vzniku a existenci
nanostruktur, naptiklad vezikul, micel, nanotrubic, nanogelti a nanovlaken. Do
téchto ,,nanometrovych® struktur mohou byt zavedeny dalsi funkéni skupiny,
¢i rlizné substituenty, slouzici jako zéklad pro konstrukci umélych enzymu.?

Pro napodobeni funkce enzymu glutathion-peroxiddzy (GPx) vyvinuli
Y.Yin a spol.1*® umély amfifilni enzym ve tvaru vezikuly, ktery nesl ve své
struktufe GPx aktivni mista. Tato vezikula vznikla samoskladbou blokového
substituovaného polymeru pripraveného radikalovou polymeraci polystyren-
blok-poly[tri(ethylenglykol)methylether-akrylatu] (PS-PMEOsMA). Monomery
tohoto polymeru jiz mély zabudovana katalyticka (atom telluru navazany do
struktury) arozpoznavaci (B-cyklodextrinové jednotky pro komplexaci
aromatickych jader substrati a amoniové jednotky pro komplexaci
karboxylovych skupin substratt) mista ve svych strukturach. Takto pfipraveny
umély enzym vykazoval vysokou katalytickou aktivitu pii oxidacich

sulfanylovych skupin aromatii peroxidem vodiku na prislusné disulfidy (Obrazek
33).
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samoskladba,

W7/ ° \
l 1l ]
amoniova skupina — tellurid — cyklodextrin —
rozpoznavaci misto katalytické rozpoznavaci misto
pro karboxylaty misto pro aromaty
PS PMEO;MA
‘& COOH
o) N—(; :}—SH
2 + HO0, ——nx————— ON s‘S~<j/>»No2 + HO

HOOC
HOOC

Obrazek 33 A: Vznik a slozeni vezikuly. B: Reakce katalyzovana vezikulou.
Upraveno.146

X. Qian a spol. popsali micelarni umély enzym,#’ ktery napodobuje
ptirodni enzym (syntazu oxidu dusnatého), jenz Vv pfitomnosti peroxidu vodiku
uvoliiuyje z L-argininu oxid dusnaty. Struktura tohoto umélého enzymu byla
zalozena na metaloporfyrinech (Fe?*, Mn?*, nebo Co?*), které byly kovalentné
navazany K hydrofilnimu homopolymeru poly(2-karboxyethyl-akrylatu) (PCEA).
Tento systém poskytl samoskladbou strukturu micely s katalytickymi vlastnostmi
(Obrazek 34). Autoti pfipravili 1dalsi katalyzatory toho typu, jiné derivaty
metaloporfyrini  konjugované k dalSim polymertim, napiiklad k blokovému
kopolymeru  poly(cholesteryl-methakrylatu)-blok-PCEA.  Tyto  micelarni
katalyzétory pracovaly az tikrat rychleji nez samotné metaloporfyriny.
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R = spojka k polymeru

Obrazek 34 A: Vznik a struktura umélého micelarniho enzymu. B: Reakce
katalyzovana timto enzymem. Upraveno.'4’

Samoskladbou  polyethylenglykolovymi  fetézci  substituovanych
cyklickych oligopeptidi nesoucich ve struktufe alespon jednu molekulu histidinu
vznikaji supramolekularni nanotrubice, které maji vlastnosti umélych enzymad.
Vnitini prostor nanotrubice je tvofen kavitami pravé téchto cyklickych
oligopeptidd. Takovy systém popsali Q. Song a spol.}*® roku 2023. Tyto
nanotrubicovité katalyzatory vyrazné urychluji hydrolyzu esterii, a to az 70x
oproti nekatalyzovanym reakcim. Diky amfifilni povaze (hydrofobicité kavity)
téchto nanotrubic, jsou schopny hydrolyzovat I ve vodé nerozpustné estery
(Obrazek 35).
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Obrazek 35 A: Cyklické oligopeptidy. B: Nanotrubice vznikajici samoskladbou
cyklickych oligopeptidt. C: Reakce katalyzovana nanotrubicovym umélym
enzymem. Upraveno.4®

Byly popsany téz dal$i systémy vyuzivajici umélé enzymy strukturné
zalozené na amfifilnich uskupenich, jako naptiklad koacervaty a nanovldkna,

ktera vznikaji samoskladbou.149-1%3
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CILE A KONCEPT DISERTACNI PRACE

Tato kapitola predstavuje cile a koncepci disertacni prace a obsahuje také
schematickd znazornéni kli€ovych komponent a ocekavanych systémi
Vv navrzenych formach.

1. Na zaklad¢ detailni literarni reSerSe navrhnout strukturu umélého enzymu
(@ jeho aktivniho mista) Sohledem na ocekavané supramolekularni
interakce s makrocyklickymi hostitelskymi molekulami.

2. Prozkoumat navrzené syntetické strategie, provést jednotlivé reakéni
kroky vedouci k cilové struktuie ligandu. Nové slou¢eniny charakterizovat
pomoci dostupnych instrumentalnich metod, tj. 1D a 2D spektroskopie
nuklearni magnetické resonance (NMR), infradervené spektroskopie (IC)
a hmotnostni spektrometrie S vysokym rozliSenim (HRMS).

3. Ptipraveny ligand podrobit supramolekularnim experimentim, kdy bude
studovdno jeho chovani v pfitomnosti vybranych makrocyklickych
sloucenin z rodiny cyklodextrind, ¢i cucurbit[n]urilt. Sledovat odezvu
systému pomoci studia lateralnich interakci mezi nov€é vazanym
makrocyklem a makrocyklem v systému jiz ptitomnym. Toto zkoumat
zejména pomoci NMR titraci, pfipadné UV-Vis spektroskopie
a isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie.

4. Provést ,,screening® interakci cilové latky s vybranymi ionty kova, které
budou koordina¢né-kovalentné vazany Kk centralni jednotce piipraveného
ligandu. Tato ¢ast se poté stane aktivnim mistem umélého enzymu.

5. Po ziskani poznatkii z pfedchozich boda provést testy, které proveti
katalytickou aktivitu enzymu pifi vybrané chemické reakci, a sice
hydrolyze. Zaroven zkoumat moznost fizeni priabéhu a rychlosti vybrané
hydrolytické reakce v zavislosti na slozeni systému, zvlasté molekularnim
signalem. Tim se pokusit validovat koncept umé¢lého enzymu s aktivitou
fiditelnou vn&jSimi podnéty.
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6. Ziskané¢ vysledky interpretovat a nasledné publikovat v mezindrodnim
Impaktovaném odborném periodiku.

Cilovou strukturou této disertacni prace je heptatopicky ligand 10 nesouci
typové Ctyfi rizna vazebna mista (adamantylamin, p-xylylendiamin, butan-1,4-
diamin a 2,2'-bipyridin), ktera se mezi sebou lisi afinitou k makrocyklickym
slouceninam, zvlasté pak cyklodextrinim a cucurbit[n]urilim. Tyto struktury
a jejich schématicka zobrazeni, kterd budou v nasledujicim textu hojné uzivany,
znazornuje Obrazek 36.

o] 0]
HQ{ OH ANNJJ\ L o )J\ L
o 0 = 7 N = TN
X H - H
o \ﬂ/ . \/NTN\
. " L O Js L O s
B-cyklodextrin cucurbit[7]uril cucurbit[8]uril

Obrazek 36 Schématickd zobrazeni struktur stézejnich pro tuto praci.

Poradi jednotlivych vazebnych mist na ose ligandu bylo navrzeno
S ohledem na znamé asocia¢ni konstanty cucurbit[n]urilt (zvlast¢ pak CB7
a CB8) a cyklodextrini (zvlaste pak B-CD) vici jednotlivym vazebnym motivim.
Obvyklé asociacni konstanty, respektive jejich bézné tady pro jednotlivé
makrocykly a jednotlivda (samostatn¢ stojici) vazebna mista zachycuje
Obrazek 370brazek 37. %
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Obrazek 37 Obvykl¢ fady asociacnich konstant vybranych makrocykll viici
samostatn¢ stojicim vazebnym motivim tvoficim ligand 10.

ZamySleny katalyzator vybrané hydrolytické reakce je tvofen
heptatopickym ligandem s centralnim bipyridinovym motivem koordinujicim
kation kovu. Na ose ligandu katalyzatoru se nachazi makrocyklické jednotky
riznych typu. Jako pfedpokladané aktivni centrum slouzi pravé zminény kovovy
jon spolu s B-cyklodextrinem, jehoz kavita hosti bipyridinovou jednotku
a usmérnuje tak interakci se substratem. Tento makrocyklus je na ose ligandu
,uzamcen“ okolnimi makrocykly. Zamyslené varianty vystavby umélého enzymu
znazornuje Obrazek 38.
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Obrazek 38 Varianty vystavby katalyzatori — o¢ekavané interakce
heptatopického ligandu s dal§imi komponentami ptidavanymi do systému.

Rizeni aktivity umélého enzymu a moznost zpomaleni &i zastaveni vybrané
hydrolytické reakce je Vv obou ilustrovanych piipadech systémi A a B zalozeno
na vyvazani obou CB7 z termindlnich adamantanovych vazebnych mist pomoci
kompetitoru s vys$i vazebnou konstantou, nez maji adamantylaminové motivy.
Timto by mélo v obou ptipadech dojit k reorganizaci systémui.

V piipad¢ ,,aktivni“ formy systému A probihd katalyzovanid reakce
rychlosti  kp;. Reorganizace syst¢ému molekularnim  signdlem ve
varianté A znamend pifesun jednotek CB8 2z xylylenovych na terminalni
adamantanova vazebna mista, coz s sebou nese jakési rozvolnéni pro B-CD, ktery
se potrad bude nachazet na ose ligandu, avSak nebude pevné ,,uzamcen* na jednom
vazebném mist¢, kde usmérnuje interakci se substratem. Tim by doslo ke vzniku
méné aktivni (potazmo az neaktivni) formy systému A s rychlosti hydrolytické
reakce kao.
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V piipadé ,,aktivni“ formy systému B probiha reakce rychlosti kg;.
Reorganizace systému ve varianté B znamena Gplné rozvolnéni pro B-CD, ktery
se mize porad nachazet nékde na ose ligandu, ale nebude na ni pevné ,,uzamcen®.
Z hlediska *H NMR by se dalo u signalii B-CD hovofit 0 zméné z rezimu pomalé
vymény do rezimu rychlé vymény. Tim dojde ke vzniku ,neaktivni formy
systému B s rychlosti hydrolytické reakce kg, .

Opctovné aktivace V obou pripadech 1ze dosahnout pitidavkem CB7 tak, aby
komplexoval termindlni adamantanové motivy ligandu 10, coZ opét zplsobi
reorganizaci systému, ,,uzamceni® B-CD na centralnim bipyridinovém motivu
a navrat do vychoziho uspotadani. Tento princip zachycuje Obrazek 39.

Z kinetického hlediska lze oba systémy popsat pomoci zminénych konstant
rychlosti hydrolytické reakce kai, kaz, kg1, @ kgy, které odpovidaji jejich
»aktivnim* a ,,neaktivnim™ formam. V ptipadech obou syst¢tmu A i B je
predpokladano, ze k; > k,, tedy Ze reorganizace systému vlivem kompetitoru
vede ke zpomaleni reakce. Tento rozdil lze vyjadfit pomoci pomérového

k 4 v o A4 4 . . e . I3
parametru p = k—l, ktery slouzi jako méftitko rozdilu mezi aktivnim a neaktivnim
2

stavem.

Je v8ak tieba zdiraznit, ze porovnani mezi systtmy A a B (tedy systémy
s a bez CB8) nelze provadét piimo, nebot’ se tyto systémy lisi nejen slozenim, ale
I sterickymi parametry aktivniho mista a S tim souvisejici pristupnosti substratu.
Lze proto pouze predpokladat, ze u kazdého z nich samostatné plati, ze p > 1,
coz by potvrzovalo, ze kompetitivni vyvazani CB7 a nasledna reorganizace
komplexu skute¢né ovliviiuje funkéni stav katalytického systému.
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kompetitor@CB7

kompetitor ,
N7 a7 systém A

,neaktivni” forma systému A
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o] k o]
B1
}:{1)1\0’RZ R1)LOH + R,—OH
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CB7 systém B
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0
B2
Rﬂ)j\o’R2 R,AOH + R,—OH

Obrazek 39 Ocekavané moznosti prepinani mezi aktivnimi a neaktivnimi
formami katalyzatoru — umélého enzymu. Znazornénou miru volnosti pohybu
jednotky B-CD po ose ligandu je nutné chapat relativné a jako porovnani mezi
dvéma krajnimi stavy kazdého ze systému zvlast.
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VYSLEDKY A DISKUZE

3. Syntéza cilového ligandu a latek pribuznych

Strukturu cilové latky 10 lze z pohledu retrosyntetické analyzy rozdélit do
nékolika logickych fragmentl rizné povahy, jejichz vhodnym spojovanim lze
teoreticky ziskat cilovou latku.

 ZT

Obrazek 40 Retrosyntetické fragmenty latky 10.
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Obrazek 40 znazornuje struktury reprezentujici riizné syntony vyplyvajici
z retrosyntetické analyzy. Vzhledem ktomu, ze ligand 10 obsahuje vice
sekundarnich aminoskupin, je tak hlavni reakci pfi jeho syntéze praveé vznik
novych C-N vazeb probihajici vriznych oxidacnich stavech substrati.
Teoreticky se jedna o syntézy amidi karboxylovych kyseliny a jejich naslednou
redukci na aminy, reduktivni aminace (syntézy iminu a jejich redukce na aminy)
nebo prosté alkylace aminii probihajici ve smyslu nukleofilnich substituci.
Dulezitym aspektem pii syntéze latky 10 je také jeji symetrie. Rovina symetrie
latky 10 prochazi 5,5'-disubstituovanym-2,2’-bipyridinovym motivem. Pravé
tohoto faktu bylo pfi planovani syntézy s vyhodou vyuzito. Symetrie molekuly
totiz umoZnila provadét reakce paralelné na obou ramenech molekuly, ¢imz se
cely synteticky proces zjednodusil.

Vhodnym  syntetickym  ekvivalentem  5,5'-disubstituované¢ho-2,2'-
bipyridinového motivu a zaroven komeréné dostupnou slouceninou je 5,5'-
dimethyl-2,2"-bipyridin. Pro jeho zapojeni do struktury cilové latky je nutné jej
derivatizovat, tedy zavést do jeho struktury reaktivni skupiny, které budou moci
byt vhodné spojeny se sousednimi fragmenty.

Prvni moznosti modifikace 5,5'-dimethyl-2,2"-bipyridinu je oxidace
postranniho fetézce a nasledné reakce v oxidacnim stupni karboxylové kyseliny
(Obrazek 41). Konkrétné se jedna o oxidaci methylovych skupin manganistanem
draselnym za vzniku piislusné dikarboxylové kyseliny 1 (60 %). Ta byla
podrobena reakcim s aminy jednak za ,,steglichovskych® podminek, jednak po
pievodu na jeji dichlorid, nicméné reakce byly neuspésné, pravdépodobné kviili
omezené rozpustnosti komponent, pfipadné¢ produktt. Dikyselina 1 tak byla
nasledné esterifikovana ve smyslu Fischerovy esterifikace na diethylester 2
(60 %), ktery byl pouzit jako vychozi latka do n¢kolika dalSich reakci. Jednalo se
oredukci na pfislusny dialkohol (LiAlHs;, NaBH4),**1% kdy dochazelo
k vymizeni vychozi latky v reakéni smési, avsak vSechny pokusy selhaly ve fazi
zpracovani reakéni smési a izolace produktu, pravdépodobné pro jeho velmi
omezenou rozpustnost. Dale byl diester 2 podroben reakcim s amoniakem
a s propan-1l-aminem pro teoreticky snadné zisky amida karboxylové kyseliny 3,
respektive 4 a pro zisk substratu vhodného k redukci na amin. OvSem i tyto cesty
byly ukonéeny netispésnou redukei.
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Obrazek 41 Piehled prvni syntetické strategie. 1) KMnOa, H2O, reflux; ii)
1. SOClI, (téz i (COCI)y) 2. 4-nitroaniling TEA, DCM; iii) 4-nitroanilin, EDCI,
HOBt, DMAP, DIPEA, DMF; iv) EtOH, HSO4, reflux; v) LiAlHa, THF, reflux
(téz i NaBH4, MeOH, reflux); vi) PrNH,, reflux; vii) BHs - Me,S, THF, reflux;
viii) NH4OH, reflux; ix) BHs - MeS, THF, reflux (téz i BHs - THF, THF, reflux
a LiAIH4, THF, reflux).

Dalsi syntetické snahy se tak pfesunuly do nizSich oxidac¢nich stavi
(Obrazek 42). Druhou moznosti modifikace 35,5'-dimethyl-2,2'-bipyridinu
je radikalova substituce, konkrétné¢ tedy bromace na methylovych skupinach
N-bromsukcinimidem v tetrachlormethanu katalyzovana benzoylperoxidem. Tato
reakce poskytovala 5,5'-bis(brommethyl)-2,2"-bipyridin (5) ve vytézcich okolo
40 %. Ten mize byt jednak pfeveden na ptisluSny diamin, na ptisluSny dialdehyd
nebo miize slouzit jako alkyla¢ni ¢inidlo pro jiné aminy.

'V pocatcich prace figuroval ve struktuie cilové molekuly 1,4-fenylendiaminovy motiv. Tento motiv ma pro
zamyslené supramolekularni komplexace srovnatelné vazebné konstanty, jako 1,4-butandiaminovy motiv, za ktery
byl nahrazen z divodu redoxni stability.
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Obrazek 42 Dalsi modifikace 5,5'-disubstiuovanych-2,2'-bipyridinovych
derivatu. i) NBS, Bz,0,, CCly, reflux; ii) urotropin, CHClIs, reflux; iii) AcOH,
H.0, reflux; iv) HCI, reflux; v) DMSO, NaHCOs, 130 °C; vi) 1. Bredereckovo
¢inidlo, DMF, 120 °C; 2. NalO4, DCM, THF, H0; vii) NaNs, DMF, 70 °C; viii)
Ha, Pd/C, MeOH (téz i PhsP, THF).

Ve snaze ptipravit dalsi slouceniny z dibromderivatu byla provedena
alkylace urotropinu a nasledny rozklad diurotropiniové soli za rizné kyselych
podminek, bohuzel ptisluSny diamin, ani dikarbaldehyd nebyly izolovany. To
mohlo byt zpiisobeno bud’ nestabilitou produktii, nebo jejich rozpustnosti ve vode,
¢1 kyselych roztocich.

Dalsi kroky se tak ubiraly k pfipravé dikarbaldehydu. 5,5'-
bis(brommethyl)-2.,2"-bipyridin (5) byl ve smyslu Kornblumovy oxidace zahtivan
v DMSO a pritomnosti baze, zadany produkt byl izolovéan, bohuzel opakované ve
velmi nizkém vytézku do 10 %, coz tuto metodu Cini prakticky nepouzitelnou.
Dalsi moznosti, jak ziskat piislusny dikarbaldehyd, je vV literatufe popsana
dvoukrokova syntéza vychazejici pfimo z komeréné dostupného 5,5'-dimethyl-
2,2'-bipyridinu.*® Pouzitim pomérné exotického Bredereckova ¢inidla X prechazi
substrat na enaminovy derivat, ktery je nasledné $tépen jodistanem sodnym za
vzniku dikarbaldehydu. Reakce probéhly dle ocekavani, ale pravdépodobné pro
nizsi kvalitu dodaného komeréniho ¢inidla byl izolovany vytézek opét velmi
nizky (do 10 %), coz i tuto metodu ¢ini prakticky nepouzitelnou.

K Chemicky se jedna o terc-butoxybis(dimethylamino)methan.

56



Pro alternativni zpusob pfipravy 5,5'-bis(aminomethyl)-2,2'-bipyridinu
byla nejprve provedena nukleofilni substituce atomti bromu azidem sodnym
poskytujici derivat 6 (94 %). Jako problematicky se ale ukdzal druhy krok —
redukce azidoskupin. Pfi redukci vodikem na palladiu dochazelo do
nezanedbatelné miry i k hydrogenolyze C-N vazeb v benzylové poloze
a k aplnému odredukovani dusikaté funkce. Tomu sice bylo zabranéno pti
Staudingerové redukci, nicméné Vvzhledem Kk horSi rozpustnosti produktu
a neuspésnym pokusum jej separovat chromatograficky se nepodatilo oddélit
produkt od trifenylfosfinoxidu.
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H
H,N NH

7 (61 %) 8 (50 %)

CHO
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Obrazek 43 Syntéza cilové latky a jejich prekurzord. i) Boc,O, DCM; ii) 1. 5,
MeCN, reflux; 2. AcCIl, MeOH, 0 °C; iii) 1. tereftaldehyd, 75 W, MeOH, 100 °C;
2. trimethyl-orthoformiat, p-TsOH; 3. NaBH4, MeOH; 4. H,SO4, H2O; iv) 1. §,
75 W, MeOH, 100 °C; 2. NaBH4, MeOH.

Naopak mezi Gspesné syntézy lze zatadit prosté alkylace alifatickych amint
bisbromderivatem 5 (Obrazek 43). Vzhledem ke struktufe cilové latky se jedna
zvlaste¢ o alkylace 4-substituovanych butan-l-amind. StéZejnim aminem pro
alkylace byl terc-butyl-(4-aminobutyl)karbamat (7), ptipraveny reakci butan-1,4-
diaminu s di-terc-butyl-dikarbonatem (vytézky ~ 60 %). Pro zminénou alkylacni
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reakci probihajici mezi derivaty 5 a 7 za refluxu v acetonitrilu bylo pouzito pouze
10-12,5 mol. % alkyla¢niho ¢inidla 5 ve snaze zabranit alkylacim do vyssich
stupni. To s sebou pochopiteln€ nese velké mnozstvi nezreagovaného vychoziho
aminu 7 v reakéni smési, proto nebyl produkt alkylace izolovan a cela reakéni
smés byla ihned podrobena dalS§imu kroku — kyselému odstranéni vSech

Boc-skupin. Po dvou krocich tak byla moZné izolace produktu 8 ve vytézcich
okolo 50 %.

Pro syntézu koncového fragmentu 9, bylo vyuZito jiz ovéfené¢ho postupu
kolegy Petra Janovského.™®” Tato piiprava sestava ze &ty krokd. Cela sekvence je
zahdjena mikrovlnami asistovanou kondenzaci adamantylaminu s piebytkem
tereftaldehydu. Vznikly iminoaldehyd je na karbonylové funkci ochranén na
dimethylacetal pied redukci NaBHa. Po zisku aminu redukci iminu je acetal
kysele hydrolyzovan na aminobenzaldehydovy derivat 9. Ten je izolovan po
chromatografii v cca 50% vytézku. Dva ekvivalenty tohoto aminoaldehydu 9
V poslednim syntetickém kroku reaguji s diaminem 8 ve smyslu reduktivni
aminace (opét mikrovlnami asistovanou) za vzniku finalni slou¢eniny 10.

Pro provedeni zamySlenych supramolekuldrnich a koordina¢né-
chemickych experimentl S cilovou latkou bylo nutné ji izolovat ve formé
rozpustné ve vodé. Byla tedy pfevedena na hydrochlorid pomoci etherického
chlorovodiku. U izolované pevné latky nebyl piimo urcen jeji naboj, tedy kolik
molekul HCI ptipada na jednu molekulu cilové latky. Byla ale stanovena jeji
experimentalni molekulovd hmotnost pomoci *H NMR na standard kyseliny
maleinové. Dle tohoto experimentu se jedna o hexahydrochlorid (nabizi se, Ze
jsou nabité pravé vSechny sekundarni alifatické aminoskupiny cilové molekuly),
nicméné izolovany material zcela jisté¢ obsahuje vlhkost, zbytkova rozpoustédla
(jichZ se nedatilo zbavit) a jiné minoritni neéistoty.

V pribéhu vyvoje nejvhodnéjsi syntetické cesty vedouci k derivatu 10 byly
ptipraveny i dalsi fragmenty, které ovSem nebyly k jeho finalni syntéze nakonec
pouzity. Obrazek 44 ukazuje derivaty 11 a 12 jako alternativni syntony latky 10.
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Obrazek 44 Alternativni syntony latky 10. 1) 1. MeOH, H,SQy, reflux; 2. KOH,
MeOH, reflux; 3a. SOCI,, reflux; 3b. adamantylamin, TEA, DCM; 4. LiOH, THF,
H2O; ii) 1. 7, 75 W, MeOH, 100 °C; 2. NaBH4, MeOH; 3. TFA, DCM.

Pro sledovani vlivli jednotlivych ¢asti (funkénich skupin) findlni latky na
vysledky supramolekularnich experimentii byl ptipraven jesté dalsi amin 13, ktery
nenese koncové primarni aminoskupiny (Obrazek 45).

5 13 (87 %)

Obrazek 45 Piiprava modelového ligandu 13. i) pentan-1-amin, MeCN,
reflux.

SYNTEZA CILOVEHO LIGANDU A LATEK PRIBUZNYCH — SHRNUTI

Na zaklad¢ retrosyntetick¢ analyzy byla navrZzena synteticka strategie
cilové latky vychazejici z centralniho symetrického 2,2’-bipyridinového motivu.
Jako wvychozi slouCenina byl pouzit komeréné dostupny 5,5'-dimethyl-2,2'-
bipyridin, ktery byl po radikalové bromaci pieveden na 5,5’-bis(brommethyl)-
2,2"-bipyridin. Ten byl nasledné vyuzit jako alkyla¢ni ¢inidlo pfi piipravée
symetrického bis(4-aminobutyl)derivatu 8. Paralelné byl piipraven aldehyd 9
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vychazejici z kondenzace adamantylaminu s tereftaldehydem. Finalni latka 10
byla ptipravena soubéhem téchto dvou vétvi ve smyslu reduktivni aminace mezi
latkami 8 a 9 s vytéZkem 73 %. Pro potfeby naslednych supramolekularnich
a koordina¢né-chemickych experimentti byl ligand pfeveden na ve vodé
rozpustny hydrochlorid. V prib&hu optimalizace syntetické cesty byly ptipraveny
také dalsi alternativni fragmenty a modelovy ligand 13 urceny ke studiu vlivu
jednotlivych spoleénych strukturnich motivlli ligandii na supramolekularni
a koordina¢né-chemické chovani.
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4. Principy a pristup ke studiu interakci hostitel-host
systému

Studium interakci v hostitel-host systémech a sledovani jejich
strukturdlnich zmén v pribéhu komplexaci je zasadnim pilifem této prace.
Klicovym néastrojem pro jejich sledovani je vramci této prace *H nuklearni
magneticka rezonance, kterd umoziuje detailni rozbor chemického okoli
jednotlivych jader a tim 1 pfimé pozorovani komplexacnich dé&jt.

Pro vyhodnocovani supramolekularnich experimenti bylo nejprve
nezbytné provést dikladny rozbor 'H NMR spektra slougeniny 10 a piifadit
vSechny signaly této latky (Obrazek 46). Kvuli tomu, Ze veskeré nasledujici
experimenty byly vzhledem k jejich povaze provadény ve vodném prostiedi,
respektive v D0, byla latka 10 pfipravena a pouzivana ve form¢ hydrochloridu.

a b c
e
e
H/\O\/H n J
N\/\/\N
f g h H
«x HCI
10
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I

I 7N

8.02
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8.03
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20.13

ath
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EtOH

EtOH
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Obriazek 46 'H NMR spektrum latky 10 a piifazeni signal.
61



Pritazeni jednotlivych signali ke konkrétnim protontiim ligandu 10 bylo
provedeno na zadkladé kombinace nasledujicich NMR experimentd: H, 13C,
HMBC, HSQC, COSY. Nejvice odstinény jsou protony bipyridinového jadra (],
K, 1), nasledované xylylendiaminovym motivem, ktery se i pfes nesymetrickou
substituci projevuje jako singlet (e). V oblasti kolem 4,4 ppm se objevuji tii
singlety odpovidajici tfem odlisnym benzylovym poloham (i, f, d). Zbyvajici ¢ast
spektra nalezi alifatickym protontim. Ctyfuhlikata spojka je zastoupena signaly
dvojici ,,vné&jsich NCH,CH; (g) a,,vnitinich“ NCH,CH, skupin (h), pficemz
signaly ,,vnitfnich® methylenovych jednotek se ¢astecné piekryvaji se signaly
adamantanu (a, b, ¢). Ve spektru jsou dale pfitomny signaly zbytkového ethanolu,
jehoz uplného odstranéni se nepodafilo dosahnout ani opakovanym suSenim
vzorku za nizkého tlaku (0,05 bar), ¢i zvysené teploty (60 °C).

Vzhledem k velkému poctu prezentovanych titraCnich spekter
Vv nasledujicich kapitolach, neni pfifazeni jednotlivych protonovych signalt
ligandli opakovano u kazdého experimentu. Pro usnadnéni orientace je
k disertaéni praci pfilozena samostatna referencni karta obsahujici piehled
pfifazeni signall, ktera mize byt pouzita jako orientaéni pomtcka pii studiu
spekter titracnich experimentu.

Jak jiz bylo zminéno, latka 10 obsahuje ve své struktuie nékolik raznych
vazebnych motivii, zvlasté pro cyklodextriny a cucurbit[n]urily. Pii vzniku
inkluznich komplext ovliviiuji kavity, ¢i portaly hostitele chemické okoli hosta,
coz se typicky projevi v chemickém posunu dotéenych signalt. VIiv na
pozorované jadro je dan soub&éhem celé fady jevi — prostou elektronovou
hustotou, pfitomnosti a orientaci silné magneticky anizotropnich skupin,
Lewisovskymi pary uvnitf kavity a dals$imi typy nevazebnych interakci. Z tohoto
soubéhu jeva pro komplexy cucurbit[n]urilt vyplyva, ze atomy hostt uvniti kavit
jsou typicky stinény, zatimco atomy hostll uvniti kavit cyklodextrinti jsou mirné
odstinény. Tento obecny trend je zde ilustrovan na 'H NMR spektrech
hydrochloridu adamantan-1-ylmethylaminu v D,O (Obrazek 47) jak
v ptitomnosti 1 ekvivalentu CB7 (spodni spektrum), tak v pritomnosti
1 ekvivalentu B-CD (horni spektrum). Analyzované smési vznikly prostym
smichanim dvou roztoki.
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Obrazek 47 Vliv komplexace AACH;NH; - HCI (L) riznymi makrocykly na
posun jeho *H NMR signald. A) L@B-CD (1:1); B) L; C) LQCB7 (1:1).

Naproti tomu postupnd NMR titrace ligandu makrocyklem piedstavuje
sledovani zmén chemickych posunil v zavislosti na molarnim poméru slozek,
atim i odhad stechiometrie komplexu a charakteru vyménného rezimu. Tento
piistup byl zvolen pro vSechny dale popsané experimenty. Pro kazdou
komponentu titrace byla stanovena jeji efektivni molarni hmotnost pomoci
ptesnych navéazek se standardem (kyselinou maleinovou). Tyto molarni hmotnosti
byly nésledné¢ pouzity pii vypocltech navazek komponent titraci. Autentické
roztoky makrocykli byly pro zjisténi piesné koncentrace pfed samotnou titraci
taktéz standardizovany na kyselinu maleinovou.
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PRINCIPY A PRISTUP KE STUDIU INTERAKCI HOSTITEL-HOST
SYSTEMU — SHRNUTI

Interakce hostitel-host byly v této praci studovany piedevsim pomoci
'HNMR spektroskopie. Vznik inkluznich komplexii se v NMR spektrech
projevuje charakteristickymi zménami chemickych posunt signald, jejichZz smér
1 velikost zavisi na typu makrocyklického hostitele a povaze interakci
v komplexu. Pro sprdvnou interpretaci téchto zmén je zasadni Uplné piifazeni
signalti v IH NMR spektru cilové latky. Pro detailngjsi studium komplexa¢nich
procesii byly vyuzity metody *H NMR titraci, které umoziuji sledovat zmény ve
spektrech v zavislosti na molarnim poméru slozek a poskytuji informace
o0 stechiometrii a charakteru komplexu.
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5. Interakce s makrocykly

5.1 Dvouslozkové systémy

Interakce ligandu 10 s 3-CD

Se zvySujicim se podilem B-CD (zhruba do 2,5 ekvivalenti makrocyklu,
kde posun ustava) vici ligandu 10 dochazi k postupnému obsazovani obou
terminalnich adamantanovych jednotek, coz se vH NMR spektrech projevuje
posunem jejich signald (a, b, ¢) smérem K niz§imu poli (Obrazek 48). Z pohledu
'H NMR signalti makrocyklu se jedna o rychlou vyménu, coz znamen4, Ze tyto
signaly predstavuji zaroven Jjak volny (piebytkovy) makrocyklus, tak
makrocyklus navazany na ose ligandu 10. Byt pii téchto titracich az do piebytku
(5 ekv.) B-CD nebyval patrny signal prokazujici interakce tfeti jednotky B-CD
s ligandem 10, o ¢emZ by svéd¢il druhy signal anomerniho protonu z makrocyklu
kolem 5,0 ppm, ktery by byl v rezimu pomalé vymény, byla tato interakce (mezi
prokdzéana (viz déle). Navazani 3-CD na termindlni adamantanové jednotky ma
mirny vliv také na sousedni xylylenové jednotky, coz se projevuje zménou tvaru
jejich signalt (e). Snizujici se intenzita signald je zpusobena postupnym
snizovanim koncentrace studovaného roztoku systému jednotlivymi piidavky.

zde NMR
neprokazané
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Obrazek 48 *H NMR spektra titrace latky 10 roztokem B-CD.

Interakce ligandu 10 s v-CD

Pti *H NMR titraci ligandu 10 y-CD nebyly pozorovany zadné vyznamné
zmény v chemickych posunech ani tvarech signald, coz naznacuje absenci
méfitelné interakce mezi makrocyklem a ligandem za danych podminek. Pti¢inou
je pravdépodobné pfili§ objemna kavita y-CD. Ztohoto divodu byl tento
makrocyklus vyfazen z dalSich experimenti.
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Interakce ligandu 10 s CB7

Titrace ligandu 10 cucurbit[7]urilem vede k postupnému obsazovani obou
adamantanovych jednotek, coz se v *H NMR projevuje posunem jejich signali (a,
b, ¢) smérem k vyssimu poli (zhruba do 2,5 ekv.). Navazani CB7 ma zaroven vliv
na sousedni xylylenové jednotky. Jejich signal (e) se v disledku blizkosti portalu
CB7 posunuje smérem K niz§imu poli, méni tvar a multiplicitu (Obrazek 49).
Dalsi piidavky CB7 (od 2,5 ekv.) jiz nikterak neméni *H NMR spektra, a tak je
velmi pravdépodobné, ze stechiometrie systému 10@CB7 je 1:2.

Prehled prirazeni jednotlivych @O—( >—O\/\/\O—QQ—O/\/\/O—<:>—O@
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ligandii je uveden na C AD
OO0 O
referencni karté prilozené Q0 O Wg

k disertacni praci.

5 ekv JL_ﬂ__,J'\_JL_J}L

4,5 ekv | ﬁ\J

—

dekv bt N
35ekv | h ) N
3ekv N ]
2,5 ekv JL“JUJ' |

1

v | b
1,5 ekv JLJUL
te AN
0,5 ekv L"UUJ( JJ

0 ekv __,J‘L J‘L[’L L,

80 50 40 30 2.0 10

chemicky posun (ppm)

Obriazek 49 'H NMR spektra titrace latky 10 roztokem CB?7.

67



Interakce ligandu 10 s CB8

Titrace ligandu 10 cucurbit[8]urilem (Obrazek 50) vede k postupnému
obsazovani obou adamantanovych jednotek, coz se v *H NMR projevuje posunem
jejich signalt (a, b, ¢) smérem K vy$§imu poli. Pii jesté vyssich koncentracich
CB8, tj. od 3 az 3,5 ekvivalentu CB8 dochazi k reorganizaci systému a jednotky
CB8 jsou z adamantanovych vazebnych mist ,,zatlacovany“ dale po ose
ligandu 10 na alifatické Cy fetézce. Toto se v 'H NMR spektrech odrazi v posunu
jejich signald (h, g) smérem k vy$§Simu poli. Adamantanové jednotky jsou
okamzit¢ obsazeny dal$im volnym CB8 z roztoku. Pfitomnost CB8 na
alifatickych spojkach ovliviiuje i vSechny sousedni aromatické jednotky na ose,
UnichZz jsou vlivem portdld CB8 patrné zmény chemickych posuni, tvaru

I intenzity signald. Ligand 10 je tedy schopen interakce az se ¢tyfmi jednotkami
CBS8.

2 ekv CB8

Cwﬂ

2 ekv CBSl

(BYok-Hool-304e)
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Obriazek 50 'H NMR spektra titrace latky 10 roztokem CBS.

Ve snaze provéfit vliv struktury ligandu a jednotlivych vazebnych motivii
Vv ném pritomnych na tvorbu komplext s makrocyklickymi slou¢eninami, byly ve
stejném duchu provedeny také titrace latek 8 a 13. I u téchto derivati bylo
provedeno piifazeni jednotlivych signald v 'H NMR spektrech konkrétnim
H-atomam.

Interakce ligandu 8 s B-CD

Pti titraci hydrochloridu 8 nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény, pouze
mirné rozsifeni signalu (h) z centralni bipyridinové jednotky (Obrazek 51).
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Obriazek 51 'H NMR spektra titrace latky 8 roztokem B-CD.
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Interakce ligandu 8 s CB7

Dochazi k navazani CB7 na butan-1,4-diaminovy motiv ligandu 8. Pomérné
komplikovand *H NMR spektra mohou naznadovat piitomnost vice druhf
komplext — ¢ast molekul ligandu 8 vaze jednu jednotku CB7 (posun signalti Cy4
spojky a, b, ¢, d smérem K vy$simu poli) a ¢ast molekul ligandu 8 dvé jednotky
CB7 (Obrazek 52). Titrace byla provedena do 2,5 ekvivalentu CB7.
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Obriazek 52 'H NMR spekira titrace latky 8 roztokem CB?7.
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Interakce ligandu 8 s CB8

S postupné rostoucim mnozstvim CB8 dochazi k navazani makrocyklu na
ob¢ alifatickd ramena ligandu 8, coz se v *H NMR spektrech projevuje posunem
jejich signald (a, b, ¢, d) smérem k vyssimu poli (Obrazek 53).
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Obriazek 53 'H NMR spekira titrace latky 8 roztokem CBS.
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Interakce ligandu 13 s 3-CD

Pfi 'H NMR titraci ligandu 13 B-CD nebyly pozorovany zadné zmény
V chemickych posunech ani tvarech signall, coZ naznacuje absenci méfitelné
interakce mezi makrocyklem a ligandem za danych podminek.

Interakce ligandu 13 s CB7

Dochéazi k navazani CB7 na pentylaminovy motiv ligandu 13. Dosti
komplikovana 'H NMR spektra mohou naznadovat pfitomnost vice typi
komplexti. Nicméné¢ vSem signalim (a, b, c, d, e) alifatickych Cs fetézci
v pribghu titrace klesa v *H NMR spektrech chemicky posun, coz indikuje jejich
komplexaci v kavit¢ CB7. Lze pozorovat taktéZ vyznamné zmény ve tvarech,
a multiplicitach signald aromatickych protonti (g, h, 1) (Obrazek 54).
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Obriazek 54 'H NMR spektra titrace latky 13 roztokem CB7.
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Interakce ligandu 13 s CB8

Podobné jako pii titraci cucurbit[ 7]urilem, dochazi i pfi titraci ligandu 10
cucurbit[8]Jurilem k obsazeni obou pentylaminovych fetézci makrocykly
(pozorovano ve spektrech od 2-3 ekvivalentii CB8). Ne zcela piehledna *H NMR
spektra tento trend potvrzuji. VSechny signaly Cs fetézce vykazuji posun smérem
k vys$imu poli, dokonce az k zapornym hodnotam chemického posunu. Dochazi
taktéz k pomérné¢ vyznamné zméné tvard vSech signald latky 13 ve spektru
(Obrazek 55).

N o-QD oM

2 ekv CBSl

oo

I e PN

NN PN

| ) e d/\j

T T 50 40 3.0 20 1.0 0
chemicky posun {ppm)

o AAA

Obriazek 55 'H NMR spektra titrace latky 13 roztokem CB8.
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DVOUSLOZKOVE SYSTEMY — SHRNUTI

CB7 a CBS8 predstavyji afinitnéjSi a univerzalnéj$i hostitele schopné
komplexovat rizné ¢asti ligandl s rozdilnou afinitou a specifitou, zatimco 3-CD
vykazuje afinitu zejména k adamantanové ¢asti. Vzhledem k tomu, ze nebyly
pozorovany z4dné zmény V!H NMR spektrech v ptipadé titraci ligandu 10
s y-CD, jevi se dany makrocyklus pro strukturni motivy v téchto ligandech ziejmé
nevhodnym hostitelem. Vysledky experimenti s ligandy 8 a 13 podpotily
pfedpoklad o existenci interakci makrocyklickych hostitelti S konkrétnimi
vazebnymi motivy pfitomnymi rovnéz v ligandu 10.
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5.2 Systémy s vice makrocykly

Interakce ligandu 10 s piebytkem B-CD a s CB7

Ligand 10 byl smichan s pifebytkem 3-CD (Obrazek 56 reprezentuje stav
s 20 ekv. B-CD), ktery obsazuje celkem dv¢ jeho vazebna mista, a sice terminalni
adamantanové jednotky (v 'H NMR jsou patrné posuny signald a, b, ¢ smérem
K niz§imu poli) a ¢asteéné interaguje i s centralni bipyridinovou jednotkou.
Pridavky CB7 vedou K postupnému nahrazeni obou jednotek B-CD na
adamantanovych motivech, a to diky az o osm fada vyssi vazebné konstant¢ CB7
vici Ad (ve srovnani s B-CD).%° To se projevuje v H NMR posunem signali (@,
b, ¢) naopak smérem K vy$§imu poli. Tim dochazi k ,,uzamceni” prostfedni
jednotky B-CD na ose ligandu 10, ¢imz vznika (pseudo)rotaxanova struktura
(Obrazek 56). Tento fenomén, tj. ,,uzamceni* jednoho makrocyklu na ose ligandu

jinymi dvéma makrocykly, byl jiz diive pozorovan a publikovan,1°81%

o O-ovo- @O oo o]

piebytek B-CD l
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Obriazek 56 'H NMR spektra titrace smési 10 a 20 ekv. B-CD roztokem CB?7.

Ptidavek CB7 do roztoku se vsak projevuje i v dalsi roving. Pfestoze v *H
NMR spektrech nedochazi ke zméné chemickych posunti signdli centralniho
biarylu (j, k, 1), jak by se dalo oc¢ekavat, objevuje se minoritni signal u ,,paty*
hlavniho signalu anomernich protond 3-CD pfi cca 5,0 ppm (Obrazek 57). Tento
minoritni signal ukazuje na existenci B-CD v odliSném rezimu vymény oproti
hlavni formé (majoritni signal), pravdépodobné v disledku omezené disociace

zptusobené ,,uzamcenim“ terminalnich adamantanovych jednotek ligandl
v kavitach CB7.
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Obrazek 57 Vyiez oblasti okolo 5 ppm z Obrazku 56.

Integralni intenzita tohoto minoritniho signalu neodpovidala ekvivalentné
integralnim intenzitam signalam ligandu 10, coZ ukazuje, Ze i pii pfebytku -CD
(20 ekv.) nedoslo ke komplexaci vSech molekul ligandu; komplexovano timto
makrocyklem bylo pftiblizné 50 % ligandu 10. Pti analogickém experimentu
s niz§im piebytkem B-CD (10 ekv.) byl podil komplexu se stechiometrii 3:1
zhruba 35 % ve vztahu k ligandu 10. Tyto experimenty byly bohuzel obtizné
reprodukovatelné. Pfimd umeéra mezi mnozstvim do systému ptidaného B-CD
a podilem komplexované formy ligandu 10 by teoreticky mohla platit, avsak jeji
praktické¢ ovéfeni je limitovano omezenou rozpustnosti B-CD (pifi zachovani
mnozstvi ostatnich komponent, a zvlasté pak objemu). Taktéz je tteba zduraznit,
ze cilovy supramolekularni systém by m¢l obsahovat B-CD idealné¢ pouze ve
formé komplexované a uzamcené na ose ligandu 10 jednotkami CB7, nikoli jako
volny B-CD Vv roztoku (vice v kapitole 8).

78



Interakce ligandu 10 s piebytkem B-CD a s CB8

Prebytek B-CD (zde 10 ekv.) vede Kk obsazeni obou terminalnich
adamantanovych jednotek a zaroven k navazani ur¢itého podilu makrocyklu na
centralni bipyridinovou ¢ast ligandu 10 (viz vySe). Pfidavek CB8 v mnoZstvi
2 ekvivalentli zplsobi to, Ze se CB8 navle€e na osu ligandu, tentokrat vSak zcela
neodekdvané na xylylenové jednotky (Obrazek 58). V tomto stavu jsou tedy v *H
NMR spektrech pozorovatelné signaly adamantanovych jednotek (a, b, )
posunuté smérem k niz§imu poli (v kavité 3-CD), zatimco signaly xylylenu (e) se
posouvaji smérem K vys$§imu poli, az pod hodnotu 7,0 ppm z diavodu jejich
komplexace v kavité¢ CBS. Pro tieti jednotku B-CD ,,uzam¢enou’ na ose ligandu
10 je v H NMR spektrech opét patrny signal anomernich protonti okolo 5,0 ppm.
Tento signél je nicméné patrny pouze do 2,5 ekv. CBS, kdy je touto tteti B-CD
jednotkou komplexovano zhruba 20-50 % ligandu 10.

Dalsi pridavky CBS8 (od 2 do 5 ekv.) vyvolavaji dal§i vyraznéjsi zmény.
Jednotky B-CD jsou z termindlnich adamantanovych jednotek postupné
nahrazovany silngj§im vazebnym hostitelem CB8. Nicméné, vzhledem
K repulzivnim interakcim mezi dvéma sousednimi CB8 dochazi k piesunu
vnitiniho CB8 z xylylenovych jednotek az na alifatické C4 mustky. Tento piesun
makrocykld je v H NMR spektrech doprovazen posunem signali xylylenu (e)
smérem K niz§imu poli a soucasné posunem signala alifatickych fetézcu (h, g)
smérem K vy$§imu poli (tyto vazebné motivy se nachazi uvnitt kavity CBS).
Vlivem blizkosti portald CB8 k centralni bipyridinové jednotce se jeji signaly (],
k, 1) v IH NMR spektrech rozsifuji a ztraceji v umu. Co se ty¢e osudu vnitiniho
B-CD navazaného na bipyridinovou ¢ast V pritomnosti CBS8, nelze na zaklad¢
dostupnych 'H NMR dat spolehlivé potvrdit jeho piitomnost. Ta je jesté patrna,
jak je uvedeno vyse, tésné pied ptidavkem piebytku (vice nez 2,5 ekv.) CBS, ktery
nasledné iniciuje rozsahlou reorganizaci celého komplexniho systému.
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Obriazek 58 'H NMR spektra titrace smési 10 a 10 ekv. B-CD roztokem CBS.

Interakce ligandu 10 s piebytkem B-CD, s 2 ekv. CB8 a s piebytkem CB7

Zacatek experimentu byl shodny s predchozim piipadem: ligand 10 byl
smichan s ptfebytkem B-CD (10 ekv.) a dvéma ekvivalenty CB8. Nasledn¢ byl do
systému misto dal§iho mnozstvi CBS8 postupné ptidavan CB7 (az 4 ekv.), coz

80



vyvolalo obdobnou reorganizaci komplexu jako v pfipadé pirebytku CBS.
Terminalni adamantanové jednotky, pivodné vazané v kavitach B-CD, jsou
postupné obsazovany jednotkami CB7, které timto zplisobem ,,zatlacu;i* CB8 ze
sousednich Xylylenovych jednotek az k alifatickym C4 muistktim, blize k centralni
¢asti ligandu 10.

Tyto zmény se v 'H NMR spektrech projevuji posunem signald
xylylenovych protond (€) smérem k niz§imu poli. Piestoze v této fazi nejsou
xylylenové jednotky pifimo komplexovany Zadnym hostitelem, jejich chemickeé
posuny se zvysuji vlivem blizkosti portalit CBn z obou stran, a to dokonce vice,
neZ je jejich chemicky posun ve vychozim stavu. Sou€asné¢ dochazi k posunu
signala alifatickych protont ,,h* a ,,g0% (Cs mustky) smérem k vys$Simu poli.
Vlivem blizkosti portald CB8 k centralni bipyridinové jednotce se signaly .,j, K,
I“ vyrazné roz$ifuji a ztraceji na intenzité, az se stavaji prakticky nerozliSitelné
(Obrazek 59).
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Obriazek 59 'H NMR spektra titrace smési 10, 10 ekv. B-CD, 2 ekv. CB8
roztokem CBY7.

Zasadni rozdil oproti pfedchozimu systému obsahujicimu piebytek CBS8
spociva v tom, ze signal anomernich protoni B-CD, ,,uzamfeného® na ose
ligandu, zistava v 'H NMR spektru nadale dobfe patrny (Obrazek 60). To
naznacuje, ze ve vysledném komplexu miize byt pfitomno az pét makrocykl tii
riznych typt (B-CD, CB7 a CB8).
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Obrazek 60 Vyiez oblasti okolo 5 ppm z Obrazku 59.

Interakce ligandu 10 s piebytkem B-CD, s 2 ekv. CB7 a s pfebytkem CB8

Ve vychozim stavu pred provedenim *H NMR titrace jsou na ose ligandu
10 piitomny celkem ti1 makrocykly. Systém byl piipraven analogicky
k pfedchozim experimentim, pfi¢emZ na ose ligandu 10 se nachazi jednotka
B-CD, ,,uzaméena“ dvéma jednotkami CB7 na terminalnich adamantanovych
klecich. Postupné ptidavky az ctyf ekvivalenti CB8 vedou k reorganizaci
systemu.

V 'H NMR spektrech v priibéhu titrace nejprve dochazi k mirnému posunu
signala (h, g) smérem K vys$simu poli, nasledné¢ Kk vyraznému snizeni jejich
integralni intenzity (prakticky az K jejich vymizeni). Toto pravdépodobné
naznacuje komplexaci obou butan-1,4-diaminovych mustkt cucurbit[n]urilovymi
jednotkami. Nelze vsak s jistotou uréit, zda tyto pozice obsazuje CB7 nebo CB8,'
jelikoz obecny vliv jejich kavit na chemické posuny protonii hosta je obdobny —

' Pfi porovnani hodnot vazebnych konstant komplex@i mezi pouzitymi makrocykly a pfitomnymi vazebnymi
motivy se nabizi, ze vznikne komplex s nejvy$si vazebnou konstantou, a to Ad@CB7. C4 spojky by tak byly
komplexovany CBS.
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signaly se typicky posouvaji smérem k vyS$Simu poli. Ve srovnani s pfedchozim
ptipadem, kdy byl systém ligandu 10 + 10 ekv. B-CD + 2 ekv. CB8 titrovan CB7,
je tento experiment mén¢ jednoznacny praveé kvili nejasnému osudu signali Ca

spojky (h, g).

Signal anomernich protont B-CD ,,uzamceného* na ose ligandu zlstava
v prib&hu 'H NMR titrace nadale zietelny, coz naznaduje, ze B-CD zlstava na
ose ligandu 10 navazan a nedochazi k jeho disociaci. Podobn¢ jako v piedchozich
ptipadech jsou signaly centralniho biarylu (j, k, 1) vyrazné rozsifené a jejich
intenzita vyznamné klesa, az prakticky mizi v Sumu (Obrazek 61).

o--ovro-@@-0 o -0

pfebytek B-CD l
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Obrazek 61 *H NMR spektra titrace smési 10, 10 ekv. B-CD, 2 ekv. CB7
roztokem CBS.

Interakce ligandu 10 s 2 ekv. CB8 a s piebytkem CB7

Ve vychozim stavu pted titraci je ligand 10 komplexovan dvéma
jednotkami CBS8, které obsazuji oba terminalni adamantanové motivy (v *H NMR
spektru je patrny ofekavany posun signali a, b, ¢ smérem K vy$Simu poli).
Postupné pridavky CB7 vedou k reorganizaci systému. Dva ptidané ekvivalenty
CB7 postupné vytésiiuji CB8 z téchto krajnich pozic smérem ke stifedu 0Sy
ligandu 10, pravdépodobné na alifatické C4 fetézce. V prubehu titrace je tento d¢j
doprovéazen charakteristickym posunem *H NMR signalti alifatickych protond (h,
g) smérem K vy$s$imu poli. Pravdépodobné vlivem blizkosti portali CB8 se
signaly centralni bipyridinové jednotky (j, K, 1) viH NMR spektrech jevi jako
roz$ifené a malo intenzivni (Obrazek 62).
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Obriazek 62 'H NMR spektra titrace smési 10, 2 ekv. CB8 roztokem CB?7.

Interakce ligandu 10 s 2 ekv. CB7 a s piebytkem CBS§

Ve vychozim stavu pied samotnou *H NMR titraci je ligand 10
komplexovan dvéma jednotkami CB7, které obsazuji oba terminalni
adamantanové motivy (v 'H NMR spektru je patrny odekdvany posun signald a,
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b, ¢ smérem k vys$Simu poli). Postupné pridavky CB8 vedou k reorganizaci
systétmu. Jakkoliv neni prihéh reorganizace zcela ziejmy, dochazi
pravdépodobné Kk navleceni dvou jednotek CB8 na osu ligandu 10. V H NMR
spektrech v pribéhu titrace dochazi postupné k mirnému posunu signald Cg4
spojky (h, g) smérem k vy$simu poli. Zaroven ale bohuzel dochazi i k vyraznému
rozS8iteni téchto signall, az prakticky mizi v Sumu. Toto pravdépodobné
naznacuje komplexaci obou butan-1,4-diaminovych mistkil cucurbit[nJurilovymi
jednotkami. Opét vsak nelze jednoznaéné urcit, zda C,4 Spojku obsazuje CB7 nebo
CB8. Pravdépodobné vlivem blizkosti portald CBn K centralni bipyridinové
jednotce a ke xylylenovym jednotkam se signaly (j, K, 1, &) v *H NMR spektrech
jevi jako zna¢né rozSifené a jejich intenzita vyrazné klesa, az prakticky mizi
v Sumu (Obrazek 63).
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Obriazek 63 'H NMR spektra titrace smési 10, 2 ekv. CB7 roztokem CBS.

SYSTEMY S VICE MAKROCYKLY — SHRNUTI

Studium viceslozkovych systémi potvrdilo, ze ligand 10 je schopen
interagovat najednou s vice makrocykly riznych typu, které se na jeho ose
uspotadavaji v zavislosti na potadi ptidani, na jejich vazebnych konstantach a na
sterickych moznostech. Ligand 10 s piebytkem -CD a v ptitomnosti CB7 tvoii
heteroternarni systém, kde dochazi k ,,uzamceni jedné jednotky B-CD na ose
ligandu 10 mezi dvé jednotky CB7, coz vede ke vzniku (pseudo)rotaxanové
struktury. Prida-li se naopak ke smésiligandu 10 s piebytkem B-CD vyssi
homolog z rodiny CBn, a sice CB8, dochazi k vyrazné odlisnému chovani: CB8
neocekavané preferuje xylylenové vazebné misto, zatimco B-CD zlstdva na
terminalnich adamantanovych motivech. Nasledné piidavky CB8 nebo CB7
zpusobuji dalsi reorganizace systému.
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5.3 Reorganizace supramolekularnich systémii vlivem
kompetitoru

Tato cast predlozené prace se zaméfuje na vySe zminéné moznosti fizeni
rozmisténi makrocykll na ose ligandu 10 vnéj$Sim podnétem, v tomto piipadé
ptidavkem kompetitoru. Cilem bylo ovéftit, zda 1ze pomoci molekuldrniho signalu
(hydrochloridu adamantan-1-ylmethylaminu)™ ovlivnit rovnovahu mezi
jednotlivymi supramolekularnimi komplexy ligandu 10 s CB8 a CB7. Vsechny
zde popsané ,,proof-of-concept “ experimenty byly provedeny bez kovového iontu
a bez substratu pro sledovani funk¢énosti systému, aby bylo mozné izolované
sledovat Cist¢ supramolekularni efekty. Taktéz byly tyto systémy pro
zjednoduseni a jeho pfedpokladany zanedbatelny vliv oprostény od B-CD. Takto
zvolena sestava umoznuje zjednoduSeny pohled na vzajemnou soutéz o vazebna
mista — tj. jak se CB7 a CBS8 pteskupuji po ose ligandu 10 v zdvislosti na
piitomnosti kompetitoru. Tyto reorganizace byly sledovany pomoci *H NMR.
Do NMR kyvet byl k roztoku ligandu 10 nejprve piidan roztok CB8 (2,2 ekv.),
nasledovan pridavkem CB7 (2,2 ekv.) a takto vznikla smés (Obrazek 64) byla
povazovana za vychozi uspotradani systému pii experimentech s kompetitorem.
Detailnéji je piiprava této smési (v€etné NMR spekter) popsana vyse
(Obrazek 62).

Obrazek 64 Ligand 10 komplexovany jednotkami CBS8 (na alifatickych Ca
vazebnych mistech) a jedotkami CB7 (na adamantanovych vazebnych mistech).

V prvnim experimentu byl do kyvety obsahujici vychozi systém
(Obrazek 64) piidan kompetitor AJCH,NH, (3,9 ekv.). *H NMR spektrum
zaznamenané priblizné po 15 minutach od ptidavku kompetitoru ukazalo, ze
zhruba 20 % kompetitoru bylo komplexovano CB7, zatimco piiblizné 80 %

™ Vazebna konstanta pro komplex AdCH,NH,@CB?7 &ini fadové 10 M a piedstavuje jednu z viibec nejvyssich
publikovanych konstant.
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kompetitoru zistalo volné v rozotku. Nicméné v experimentu bylo dale
pokracovano a ve zhruba 30minutovém okné byl do systému ptidan dalsi podil
CB7 (4 ekv.), coz vedlo ihned (zhruba po 15 min) k tplné komplexaci jak
kompetitoru, tak adamantanovych vazebnych mist (a, b, ¢) ligandu 10 (do toho
momentu obsazenych CBn) — signaly odpovidajici jakymkoliv volnym
adamantanovym motiviim z *H NMR spektra prakticky zmizely. Kratce poté byl
do kyvety piidan znovu kompetitor (4 ekv.) apo zhruba 15 minutach bylo
zaznamenano dalsi *H NMR spektrum. V tomto stavu vytvoiil kompetitor opét
pouze z¢asti komplex s CB7, zatimco ¢ast kompetitoru zustala volné v roztoku
(nekomplexovana). Celkové tak experiment prokazal, Ze piredpokladana
reorganizace probiha, ale nikoliv okamzité, a ze rovnovazny stav nebyl béhem
tohoto kratkého (vyssi desitky minut) experimentu dosazen (Obrazek 65).
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Obrazek 65 Vyiez z alifatické oblasti 'H NMR spekter smési 10, CB8, CB7
a kompetitoru sledujici vyvoj reorganizace systému fadu desitek minut vlivem

ptidavku jednotlivych komponent. Potfadi hodnot ekvivalenti u jednotlivych
spekter odpovida potadi 10:CB8:CB7:AdCH,NH,.
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Na zakladé téchto zjiSténi byl proveden navazny experiment, kdy byl do
vychoziho roztoku komplexu ligandu 10, CB8 a CB7 jednorazové ptidan
kompetitor AACH,NH, (3,3 ekv.). Prvni *H NMR spektrum bylo zaznamenano
pfiblizn€¢ 15 minut po ptidavku kompetitoru a bylo patrn¢, ze zhruba 30 %
kompetitoru se nachazi ve form& komplexu. Na rozdil od ptedchoziho
experimentu byla kyveta ponechdna stat po dobu 4 dni pfi teploté laboratoie
a az poté podrobena H NMR analyze. V dané smési nebyl pozorovan zadny
signal volného kompetitoru, coz svéd¢i o uplné komplexaci AdCH;NH;
jednotkami CB7. Zaroven jsou adamantanové protony (a, b, ¢) ligandu 10 stale
komplexovany, s velkou pravdépodobnosti jednotkami CB8, ktery se piresunul
z C4 mistkt zpét na terminalni pozice po vyvazani CB7 kompetitorem. Signaly
protont C4 spojek (g, h) v tomto kone¢ném stavu nejsou komplexovany zadnym
makrocyklem a naopak vykazuji mirny posun smérem K niz§imu poli, coz mize
naznacovat jejich umisténi V blizkosti portalti cucurbiturilovych jednotek
(Obrazek 66).
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Obriazek 66 Vyiez z alifatické oblasti 'H NMR spekter smési 10, CB8, CB7
a kompetitoru sledujici vyvoj reorganizace systému v fadu dni. Pofadi hodnot
ekvivalentt u jednotlivych spekter odpovida poradi 10:CB8:CB7:AdCH;NHs.

REORGANIZACE SUPRAMOLEKULARNICH SYSTEMU VLIVEM
KOMPETITORU — SHRNUTI

Provedené experimenty prokazaly, ze kompetitor dokaze narusit rovnovahu
v komplexu ligandu 10 s CB7 a CB8. V kratkodobém méfitku (minuty) dochazi
k castecné komplexaci kompetitoru jednotkami CB7 pivodné obsazujicimi
adamantanova vazebnd mista ligandu 10, zatimco Uplna reorganizace systému
probih4 postupné béhem nékolika hodin az dnd. *H NMR spektra jednoznaéné
ukazuji, Ze po dostatecné dlouhé dobé dochazi k tiplnému vyvazani CB7 z ligandu
10 na kompetitor, zatimco CB8 se stabilizuje na terminalnich adamantanovych
vazebnych mistech ligandu 10. Ziskané vysledky tak potvrzuji, ze rozmisténi
makrocyklii po ose ligandu Ize cilené fidit vnéjSim molekuldrnim podnétem, coz
pfedstavuje dilezity krok smérem k realizaci funkéné prepinatelnych
supramolekularnich systémii.
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6. Interakce s kationty kovii

Jeden ze zékladnich pilifa této prace predstavuji rovnéz koordinaéné-
chemické schopnosti centralniho motivu ligandu” 10 (potazmo ligandu 8)
reprezentovaného 5,5'-disubstituovanym-2,2'-bipyridinem. Motiv 2,2'-bipyridinu
je heteroaromaticky ligand® schopny tvofit stabilni chelatové komplexy s mnoha
pifechodnymi kovy diky dvéma dusikovym donorovym atomtim, které¢ umoziuji
vznik péti¢lenného chelatového kruhu.

Jako kationty kovii byly pro tuto praci vybrany Cu?*, Co?*, Ni** a Zn?*,
Tento vybér vychazi z Irvingovy—Williamsovy fady, ktera popisuje obecny trend
stability komplexd dvojmocnych kationtti pfechodnych 3d kovid a je obecné
formulovana jako: Mn?* < Fe?* < Co?* < Ni?* < Cu?* > Zn?*,160

Vybér téchto Ctyt kovi tak odpovida teoreticky nejvhodnéjSim kandidatim
Z hlediska stability komplexti. Do zkoumanych systému byly v ramci této prace
ptidavany kovy k syntetizovanym latkdm s 2,2'-bipyridinovym motivem ve
struktufe ve formé svych chloridi. UV-Vis méfeni byla provadéna ve vod¢ pii
koncentraci organického substratu 50 uM, NMR experimenty pak v D,O pii
koncentraci organického substratu 1 mM. Pro NMR experimenty bylo pied
pouzitim tyto chloridové soli kovii (dodavané komercné jako hydraty) vzdy nutno
dehydratovat vhodnou metodou (reflux s SOCI; ¢i zihani). Vzhledem k tomu, Ze
hlavni studované derivaty obsahujici 2,2'-bipyridinovy motiv byly pouzivany ve
form¢ hydrochloridi, bylo praktické volit 1 kovové soli ve formé chloridt. Tento
pristup zajisStuje vzajemnou kompatibilitu systémt a zaroven umoznuje zachovat
srovnatelné experimentalni podminky napti¢ vS§emi mefenimi.

Ziddany komplex kov-bipyridinovy motiv ligandu 10 je kvili
supramolekularnimu ptesahu prace zamyslen jako stericky co nejméné narocny,
spiSe linearni. Tedy tak, aby komplex pohodiné prosel do kavity makrocyklu.
Z tohoto duvodu byl zvolen ekvimolarni pomér smési bipyridinovy motiv:ion

" Zpohledu supramolekularni chemie nazyvame ligandem molekulu, ktera je vazana (komplexovana)
makrocyklem, pti¢emz makrocyklus je v tomto kontextu hostitel a ligand host.

° Naproti tomu ligand v koordinaéni chemii poskytuje volny elektronovy par pro koordinaci kovového centra (je
donor, host) a kov je akceptor (hostitel).
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@ objemnych tetraedrickych ¢i oktaedrickych

kovu, aby bylo pfedejito navazani dvou nebo tii
_ QCFR bipyridinovych ligandt na jeden kov za vzniku
komplext, jejichz rozméry by prekrocily
prostorovou kapacitu kavity B-CD a nebylo by

; E RﬂO_R mozn¢ je efektivné hostit.
R@&“ Jinymi slovy, pfi experimentalnim névrhu
syst¢tmu bylo zaroven nezbytné zohlednit, Ze
RMR kazdy bipyridinovy motiv by mél koordinovat
;e b@ pravé jeden kovovy ion. Tento pfistup by mél
Q zamezit tvorbé rozsahlejsich komplexnich
§ struktur typu M(bipy). ¢i M(bipy)s, jejichz vznik
Obrazek 67 Ocekavané by vedl kprostorové naroénym agregatim

interakce bipyridinové s omezenou schopnosti vstoupit do Kkavity

Jednotky ligandu 10 s B-CD.  ayrocykiu  (Obréazek 67). Teoreticky by

Kk zajisténi tohoto stavu mohl byt pouzit mirny
piebytek kovu, aby kazdéa bipyridinova jednotka ligandu 10 méla zarucené své
kovové centrum. Takovy ptistup s piebytkem MCl; by vSak pozdéji pii sledovani
funk¢nosti systému vedl K pfitomnosti volnych kovovych iontti v roztoku, které
by mohly samy pusobit jako nezavisla katalytickd centra. Vzhledem k tomu, ze
cilem této prace je studium katalytickych vlastnosti komplexu, v némz je aktivnim
mistem vyhradné kov koordinovany k bipyridinovému motivu, nebylo zadouci,
aby v roztoku zistavaly volné ionty kovu schopné ovlivnit rychlost c¢i
mechanismus sledovanych reakci.

Z hlediska koordinaéni chemie navic plati, Ze prechodné kovy typu Cu?*,
Ni2*, Co?" a Zn?* obvykle vykazuji koordinaéni ¢isla vyssi nez dva. To znamena,
ze bipyridin poskytuje pravé dva donorové atomy dusiku, zatimco zbyvajici
koordinani pozice jsou zaplhovany dalSimi ligandy z prostiedi, zde
pravdépodobné molekulami vody nebo chloridovymi anionty. Pfitomnost téchto
slabé koordinujicich ligandt je pfirozenym diisledkem pouzitého rozpoustédla
asoli. V zavislosti na kovovém centru tak lze ocekavat vznik ¢tvercovych,
tetraedrickych, ¢i oktaedrickych komplext, kde je ke kovu koordinovan jeden
stericky naro¢ny organicky skelet (derivat 2,2"-bipyridinu) a dale n€kolik stericky
malo naro¢nych jednoduchych ligandi typu voda a chloridovy anion.
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Interakce latky 10 s ionty vybranvch kova

K charakterizaci komplexac¢nich schopnosti ligandu 10 byly pouzity dvé
spektroskopické metody: UV-Vis spektroskopie (umoznujici sledovat tvar
aposun past absorpénich maxim a zmény intenzit pii tvorbé komplexu)
a 'H NMR spektroskopie (poskytujici detailni informace o vlivu kovovych iont
na chemické okoli signalti protont ligandu 10).

Studium interakci pomoci UV-Vis

Absorpéni spektra samotného ligandu 10 a jeho smési s chloridy Co?*, Cu?*,
Zn** a Ni** byla zaznamendana ve vodném prostedi. K ligandu 10 bylo pro kazdé
méieni pridano Sest ekvivalentl prisluSného kovoveého kationtu. Tento pomér byl
zvolen zamérn¢, nebot’ cilem téchto méfeni nebylo napodobit skute¢né reakéni
podminky budouciho katalytického systému, ale umoZnit plnou saturaci
koordina¢nich mist a maximalizovat pozorovany spektralni efekt. Piebytek kovu
zajiSt'yje, ze kazdy bipyridinovy motiv je efektivné komplexovéan, a umoziuje tak
spolehlivé detekovat posuny a zmény v UV-Vis spektrech odpovidajici tvorbé
komplexu. Stejné interakce byly téz sledovany pomoci NMR titraci (viz dale),
které pokryvaly mj. i molarni pomér 1:1. UV-Vis méfeni tak slouzilo vyhradné
k potvrzeni schopnosti vzniku komplexi bipyridin—kov a k charakterizaci jejich
zékladnich spektroskopickych vlastnosti, zatimco strukturni a kvantitativni
informace byly ziskavany z NMR titraci, které jsou diskutovany v dalsi ¢asti
prace.

Zaznamenana spektra ukazala, ze latka 10 vykazuje typicky dvé hlavni
absorp¢ni pasma — mén¢ intenzivni n—n* piechod pod 250 nm a intenzivni pasmo
kolem 280-300 nm. Pii ptidavku Cu?" nebo Ni** dochazi k bathochromnimu
posunu obou téchto pasti doprovdzenému zménou tvaru (St€épeni) a zménou
intenzity, coz naznacuje rigidizaci m-systému a tvorbu stabilniho komplexu
s kovovym kationtem. Naproti tomu, smési s Co?" a Zn?** nevykazuji oproti
spektru samotného ligandu zadné vyznamné zmény, coZ by mohlo naznacovat
spise nizs§i afinitu téchto kovid k bipyridinovému motivu za danych
experimentalnich podminek (Obrazek 68).
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Obrazek 68 UV-Vis spektra latky 10 a jejich smési s kovovymi ionty.

Studium interakci pomoci 'H NMR

Do NMR kyvety byl na zacatku daného experimentu pfipraven definovany
objem roztoku kovoveé soli o zndmé koncentraci. Postupné byl do kyvety ptidavan
roztok ligandu s piesné stanovenou koncentraci (1 mM) a kontrolovanym
objemem kazdého ptidavku. Tento postup umoznuje pokryt Siroké spektrum
stechiometrickych pomért kov:ligand, pocinaje nizkymi ekvivalenty ligandu
(naptiklad 0,25 ekvivalentu ligandu), pies ekvivalenci 1:1, az po stav, kdy je
ligand v nadbytku. Diky tomu lze teoreticky sledovat vznik a vyvoj komplext
S riznymi stechiometriemi v pribéhu titrace. Pro usnadnéni identifikace signalt
ligandu bylo pod nésledujici série titratnich spekter vloZzeno referencni spektrum
Cistého ligandu 10, méfené samostatné, protoze pii takto provedené titraci nelze
ptimo ziskat spektrum samotného volného ligandu 10.

Interakce latky 10 s CoCl,

Jiz po prvnim piidavku ligandu 10 k roztoku CoCl; jsou v *H NMR spektru
patrné okamzité zmeny, coz naznacuje tvorbu komplexu. Piesto v systému stale
zustava vyznamné mnozstvi volného ligandu 10. Jedna se tak s velkou
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pravdépodobnosti 0 smés komplexovaného a nekomplexované¢ho ligandu 10.
Neocekavané je zachovani ostrého tvaru signalti a celkové ,,Cistoty* spektra,
piestoze Co?* je paramagneticky kation (d”), ukterého se ocekdva vyrazné
rozSifeni signald. V 'H NMR spektrech se objevuji nové signaly v ne zcela
typickych oblastech, a to kolem 17 ppm (rozsitené signaly, které pro velky
nepomgér intenzit vuéi ostatnim signalm nejsou vyobrazeny) a od —1 do —3 ppm.
Zcela nové sady signall poskytuje xylylen (e) a taktéz vSechny alifatické protony
(a, b, ¢, g, h) (Obrazek 69). Pro srovnani ‘H NMR chovani byla provedena
analogicka titrace CoCl; se strukturné podobnou latkou ligandu 10, ve které byl
bipyridinovy motiv nahrazen bifenylovou jednotkou. V tomto ptipadé nebyly
pozorovany zadné zmény spektra, coZ naznaCuje, zZe piitomnost bipyridinové
jednotky je nezbytna pro koordinaci Co?*, zatimco samotna azaalifatickd ramena
se na komplexaci Co?* podle experimentalné ziskanych vysledki nepodile;ji.

1:3,5 ekv JLJLLMLJUWW#_J . WUJU% LU_ VD
1:3 ekv J__MLLMJU__JU MJJW fhu, e e
1:2 ekv JJL,LJJ__JLJ NN

1:1,5 ekv AJWLWLJ( .JUULLLJL_J T P
1:1 ekv J_JL_WJL__JUQM_J ; UL_JL N

1:075ekv || MJ JU_J_JJUJUM LJL VY AN

1:05ekv | J_JJ B _J LJL Y

1:025ekv | [ JUUL,UJL_JJUWLM
O % B PO Y

chemicky posun (ppm)

Obriazek 69 'H NMR spektra titrace roztoku CoCl, latkou 10.
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Interakce latky 10 s CuCl,

Jiz po prvnim ptidavku ligandu 10 (0,25 ekv.) k roztoku CuCl; dochazi
v IH NMR spektru k vyraznym zménam. Objevuji se Siroké signaly typické pro
paramagnetické komplexy (Cu?*: d%). Aromatické protony bipyridinového motivu
(, k, ) jsou pravdépodobné natolik ovlivnény komplexaci méd’natym kationtem,
ze jejich signaly jsou siln€ rozsifené a velmi malo intezivni. V kontrastu k tomu
zustava signal xylylenové jednotky (e) v aromatické oblasti zachovan jako
relativné ostry singlet, coz naznauje, Ze tyto protony pravdépodobné nejsou
ptimo ovlivnény komplexaci kovu (Obrazek 70).

K zajimavému vyvoji dochazi v*H NMR spektrech pti obsahu pfiblizng
1,5 ekv. ligandu 10, kdy se v oblasti kolem 11,5 ppm (pro vyrazny nepomér
intenzit vici ostatnim signdlim nevyobrazeno) pivodné piitomny rozSifeny
signal postupné ztraci a soucasné se objevuji nové signaly v oblasti 8-9 ppm. Tyto
zmény ve spektrech mohou souviset s pfibyvanim volného nekomplexovaného
ligandu 10, nebo se vznikem druhé, strukturné odlisné formy komplexu —
pravdépodobné s jinou stechiometrii (napi. pfechod od M(bipy) — M(bipy)2).
Pfesna interpretace vSak neni vzhledem k silnému paramagnetickému ovlivnéni
mozna.
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Obrazek 70 *H NMR spektra titrace roztoku CuCl, latkou 10.

Interakce latky 10 s NiCl,

Spektra ziskana titraci zistavaji pomérné ,,Cista“ a signaly relativné ,,ostré,
coz by odpovidalo spiSe diamagnetickému charakteru tohoto vzniklého komplexu
Ni?* (d®). Jiz po prvnim ptidavku ligandu 10 k roztoku NiCl, byly v *H NMR
spektru pozorovany nové, avSak a méné intenzivni signdly s chemickym posunem
okolo 10 a 14 ppm (pro vyrazny nepomér intenzit vaci ostatnim signaliim
nevyobrazeny), coz svéd¢i o okamzité interakci kationtu Ni?* s bipyridinovymi
centry ligandu 10. S postupnym navySovanim mnozstvi ligandu 10 az do
stechiometrie 1:1 zistava tvar spekter relativné neménny, coz naznacuje, ze
Vv roztoku pievlada jeden typ komplexu. Po piekroceni tohoto poméru dochazi
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predevsim ke zvySovani polohy maxim signalt (j, k, I) volného ligandu, které na
zaCatku titrace vibec nebyly pozorovany, zatimco signdly odpovidajici
pivodnimu komplexu postupné slabnou. Tento jev mize byt zpiisoben fedénim
béhem titrace. Jemné zmény v chemickych posunech a zmény ve tvaru signalt
alifatické C4 spojky okolo 3,1 ppm pak naznacuji, ze i tato ramena by se svymi
krajnimi dusikatymi atomy mohla podilet na komplexaci kovu. (Obrazek 71).
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Obriazek 71 *H NMR spektra titrace roztoku NiCl; latkou 10.
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Interakce latky 10 s ZnCl,

Pii 'H NMR titraci ZnCl; bipyridinovym ligandem 10 byly pozorovany
pouze minimalni zmény v ziskanych spektrech, coz mulze naznacovat, Ze
interakce mezi Zn?* a ligandem 10 jsou za danych experimentalnich podminek
pravdépodobné slabsiho charakteru. Vzhledem k elektronové konfiguraci Zn?*
(d°) byla otekavana ,,Cista a ostra“ spektra, coz se plné potvrdilo. V pribéhu
titrace se neobjevily zadné nové signaly, pouze signaly bipyridinové jednotky (],
k, 1) vykazovaly mirné rozsiieni, ,,rozostieni tvaru a velmi mirny posun smérem
K niz§imu poli vici spektru samotného ligandu (Obrazek 72).
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Obriazek 72 'H NMR spektra titrace roztoku ZnCl; latkou 10.
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Interakce latky 8 s ionty vybranvch kovu

S vidinou objasnéni rozdilnych vysledkl ziskanych pii studiu interakci
mezi ligandem 10 a rGznymi kationty, byl dale studovan modelovy ligand 8, ve
kterém je bipyridinové koordinacni centrum zachovano, avSak ramena ligandu
jsou krats$i. Byly sledovany komplexac¢ni vlastnosti a vliv participace dusikatych
funk¢énich skupin na vznik interakci. K charakterizaci chovani ligandu 8
Vv ptitomnosti kovovych ionth byly opét pouzity dvé komplementarni
spektroskopické metody: UV-Vis a tH NMR.

Studium interakci pomoci UV-Vis

Pro modelovy ligand 8 byla UV-Vis méfeni provedena analogicky jako
u ligandu 10. Cilem bylo potvrdit schopnost tohoto modelového ligandu 8
interagovat s vybranymi kovovymi kationty.

Ziskana UV-Vis spektra modelového ligandu 8 byla obdobna, jako
v piipadé ligandu 10. Pii piidavku Cu?* kligandu 8 doslo k vyraznému
bathochromnimu posunu a ke zméné tvaru obou vySe zminénych absorp¢nich
pastl, coz potvrzuje interakci 8 s Cu?*. U Ni?* byl pozorovan stejny trend, avsak
s méné vyraznym posunem nez u 10. Naopak smési s Co?" a Zn?* nevykazaly
zadné vyznamné zmény a poskytly stejné vysledky jako v pfipadé ligandu 10, coz
svédci o slabsi interakci téchto kovi i s ligandem 8 za danych experimentalnich
podminek (Obrazek 73). Vzhledem k prakticky stejnym vysledkim pro oba
ligandy Ize soudit, Ze signifikantni pro vazbu na kov je u ligandi 10 a 8 spole¢ny
strukturni motiv.
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Obrazek 73 UV-Vis spektra latky 8 a jejich smési s kovovymi ionty.

Studium interakci pomoci *H NMR

Postup *H NMR titraci u modelového ligandu 8 byl zcela analogicky jako
v ptipadé¢ ligandu 10, tedy postupnym davkovanim roztoku ligandu do roztoku
soli za ucelem pokryti riznych stechiometrickych pomért.

Interakce latky 8 s CoCl,

JiZ po prvnim piidavku ligandu 8 k roztoku CoCl; se v *H NMR spektrech
objevuji nové signaly v neobvyklych oblastech chemického posunu, a sice kolem
nejsou témeér pozorovatelné. To naznaCuje, Ze vetsi Cast ligandu je ve formé
komplexu. Piestoze Co?* je paramagneticky, signily zistavaji piekvapivé
pomérné ostré a spektrum je celkové dobie rozliSené. Od poméru piiblizné 1:1
za¢ina vyznamng rust relativni intenzita signalti volného ligandu 8, coz naznacuje
nasyceni kovového centra a vznik rovnovahy mezi komplexovanou a volnou
formou ligandu (Obrazek 74). Od poméru 1:1 se také objevuje minoritni sada
signala reprezentovand mén¢ intenzivnimi piky okolo —0,5 a 15,5 ppm, ktera by
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napiiklad mohla prisluset komplexu s vyssi stechiometrii. Prubéh titrace je tedy
do jisté miry podobny jako u ligandu 10.
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Obrazek 74 *H NMR spektra titrace roztoku CoCl, latkou 8.

Interakce latky 8 s CuCl,

Jiz po prvnim pfidavku ligandu 8 k roztoku CuCl, dochazi v *H NMR
spektru k vyraznym zménam, které svédci o rychlé tvorbé komplexu. Jednotlivé
signaly se vyrazn¢ roz$ifuji a ztraceji svou puvodni strukturu pravdépodobné
v diisledku silného paramagnetického vlivu kationtu Cu®* (d®). Aromatické
protony bipyridinového jadra vykazuji znacné rozSifeni az téméf do vymizeni
signalli, pficemz se noveé objevuji Siroké a méné intenzivni piky v oblasti kolem
12 a 9 ppm. V prub¢hu titrace intenzita signalu u 12 ppm postupné klesa, zatimco
pas u 9 ppm mirn¢ nariistd a nepatrné se posouva, coz naznacuje moznou zménu
stechiometrie komplexu a nartst koncentrace volné formy ligandu. Signaly
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odpovidajici alifatickym ramenim se jen mirn€ posouvaji smérem k vySSimu poli
a vykazuji menSi ostrost. Celkovy vyvoj spekter je velmi podobny chovani
pozorovanému u ligandu 10 a potvrzuje interakci mezi CuCl, a ligandem 8
(Obrazek 75).
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Obrazek 75 'H NMR spektra titrace roztoku CuCl, latkou 8.

Interakce latky 8 s NiCl»

Po ptidavku ligandu 8 k roztoku NiCl, dochazi v *H NMR spektru
k okamzitym zménam, které naznacuji tvorbu komplexu. Jiz po prvnim ptidavku
se objevuji nove, rozsitené signaly v oblasti kolem 10 a 14 ppm, zatimco ptivodni
signaly ligandu témeét mizi. Do poméru ptiblizné€ 1:1 zGstava tvar spekter relativné
neménny, coZ naznacuje pritomnost jednoho dominantniho typu komplexu. Po
piekroceni tohoto poméru se zacinaji zietelné objevovat ostré signaly volného
ligandu 8, zatimco signaly komplexu postupné slabnou, pravdépodobné
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v disledku disociace nebo fedéni béhem titrace. V oblasti 10-14 ppm Ize navic
pii vySsich ekvivalentech pozorovat jemné déleni piivodnich roz§ifenych signald,
kter¢ miize naznaCovat vznik minoritnich forem s odliSnou stechiometrii
(Obrazek 76). Celkovy prubéh titrace odpovida chovani pozorovanému
u ligandu 10.

1:3,5 ekv

1:3 ekv

1:2,5 ekv

1:2 ekv

1:1,5 ekv

1:1 ekv

m@%@
BN

1:0,75 ekv

1:0,5 ekv K—
1:0,25 ekv -
: L1 gl I

LI L B

T T B L I LR B L
14.0 13.0 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

chemicky posun (ppm)

Obrazek 76 *H NMR spektra titrace roztoku NiCl; latkou 8.

Interakce latky 8 s ZnCly

Pti *H NMR titraci ZnCl; ligandem 8 byly pozorovany pouze minimalni
zmény ve spektrech, coZ svéd¢i o interakci slabsiho charakteru mezi Zn?
a bipyridinovym centrem ligandu 8 za danych experimentdlnich podminek.
Spektra z{istavaji ostra, jak lze ocekavat pro kation s konfiguraci d*°, a bez novych
signali. Nejvyrazn€jsi zménou je mirné rozSifeni a ,zaobleni® signala
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bipyridinove ¢asti, zatimco jejich chemické posuny zistavaji prakticky beze
zmény. Ostatni protonové signaly ligandu 8 se béhem titrace neméni, coZ
naznacuje, Ze interakce nemusi byt az tak silna (Obrazek 77).
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Obrazek 77 *H NMR spektra titrace roztoku ZnCl; latkou 8.

Pro uplnost je tieba zminit, ze *H NMR titracim se viemi étyimi vybranymi
ionty kovl byl podroben i ligand 13, a to ve stejném duchu, jako tomu bylo
v pripad¢ ligand 10 a 8. Ziskané vysledky ukdzaly, ze trendy pozorované pti
interakcich kovt s ligandy 10 a 8 byly shodné patrné i v ptipadé ligandu 13. Lze
tedy predpokladat, ze pro vazbu kovu je u ligandii 10, 8 a 13 klicovy jejich
spole¢ny strukturni motiv. Vzhledem k prakticky totoznému pribéhu titraci
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nejsou 'H NMR spektra pro ligand 13 v této praci dale uvedena. Interakce ligandu
13 s kovovymi ionty nebyly studovany pomoci UV-Vis spektrometrie.

INTERAKCE S KATIONTY KOVU — SHRNUTI

Kombinace UV-Vis a 'H NMR spektroskopie potvrdila, Ze bipyridinové
ligandy 10, 8 a 13 vykazuji schopnost interagovat predev$im s ionty Cu?* a Ni?*.
V ptipadé¢ ligandt 10 a 8 byly u téchto kationtll pozorovany vyrazné zmény jak
v UV-Vis (posuny pasti, zména tvaru a intenzity), tak i v NMR spektrech (vznik
novych signald a jejich rozsifeni), coz naznacuje tvorbu koordina¢nich komplexd.
Ligand 13 vykazoval v 'H NMR experimentech analogické chovani, coz
podporuje zadvér o obdobném typu interakce a potvrzuje vyznam spole¢ného
strukturniho motivu pro vazbu kovu. Urcita odliSnost byla pozorovana v piipadé
interakci s Co?*. Zatimco zmény byly zietelné patrné v *H NMR spektrech,
v UV-Vis spektrech nebyly zaznamendny vyrazné zmény. Tento rozdil muize
naznacovat, ze k interakci sice dochazi, avsak jeji vliv na elektronové absorpéni
piechody sledované metodou UV-Vis je méné vyrazny. Naopak v piipadé Zn?*
nebyly ani jednou z pouzitych metod zaznamenany vyznamné zmény Ve
spektrech, coz pravdépodobné naznacuje spiSe niz§i afinitu tohoto
diamagnetického kationtu k bipyridinovym centriim liganda 10, 8 a 13.
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/. Interakce s makrocykly a kationty kovii zaroven

Studium vicesloZzkovych systému tvoienych ligandem, kationtem kovu
a makrocyklickymi hostiteli predstavuje dal$i krok k poznani komplexaénich
vlastnosti pfipravenych ligandi a jejich schopnosti vytvaret hierarchicky
uspofadané supramolekularni struktury. Tyto systémy umoziuji sledovat
predevs§im vzajemné ovlivitovani jednotlivych komponent, kompetici 0 vazebna
mista a ptipadnou kooperativitu pfi tvorbé komplexti. Cilem této ¢asti prace je
popsat, jak pritomnost kovového centra ovliviiuje komplexaci ligandi
s makrocykly a naopak, jak zaclenéni téchto makrocykli modifikuje koordinaéni
chovani bipyridinového jadra vii¢i kovovym iontiim.

Pro systém hlavniho ligandu 10 byly nejprve zkoumdany interakce se ¢tyfmi
vybranymi kovy (Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*) v piitomnosti B-CD. Kazda titrace byla
provedena tak, Ze do NMR kyvety byl nejprve pfipraven roztok ligandu 10
S Jednim ekvivalentem pfislusného kovového kationtu, ¢imz vznikl predem
definovany komplex M(bipy). Tento roztok byl nasledné titrovan roztokem -CD,
pficemz byly zaznamenavany zmény v chemickych posunech a tvarech signalt
v zavislosti na pridavaném mnozstvi makrocyklu. Titrace probihaly v D,O
a umoznily sledovat, jak pfitomnost kovového centra ovliviiuje polohu a stabilitu
makrocyklu na ose ligandu a jak se méni koordina¢ni chovani bipyridinového
motivu. V naslednych experimentech byly vybrané komplexy rozsifeny o CB7,
coz umoznilo pozorovat vznik ¢tyftkomponentnich systémt a vyhodnotit, jakym
zpusobem se tyto dva typy makrocykli navzajem ovliviuji.

Interakce latky 10 s CoCl, a s 3-CD

Po piidavku jednoho ekvivalentu Co?* k ligandu 10 se objevuje nova sada
signall piislusejici komplexované formé. Ur¢ity podil ligandu 10 v roztoku s Co?*
neinteraguje (v 'H NMR spektrech ziistdvaji pivodni signaly samotného ligandu).
Objevuyji se jiz diive pozorované ,,markerové signaly kobaltu™ pii 17 ppm (pro
vyrazny nepomér intenzit vi¢i ostatnim signaliim nevyobrazeno) apii —1 az
=3 ppm (viz dvouslozkové titrace). Pfi titraci B-CD se dle ofekavani primarné
komplexuji adamantanové jednotky — jejich signaly (a, b, ¢) v *H NMR spektrech
vykazuji posun smérem K niz§imu poli. Tento trend je patrny u obou forem
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ligandu: volného 1 Co-komplexovaného. Toto je zvlasté ziejmé u vyvoje signalu
,.b% pfi 2,2 ppm. Nové& vznikly signal (po piidavku Co?*) pfi 2,1 ppm lze pfifadit
témuz protonu, ale v Co-komplexované formé ligandu 10. Béhem nasledujici
titrace 3-CD oba signaly vykazuji obdobny posun K niz§imu poli, avsak intenzita
signalu odpovidajiciho Co-komplexu se postupné snizuje, coZ naznacuje zménu
zastoupeni jednotlivych forem v roztoku. Plvodni singlet xylylenu (e) se po
¢aste¢né komplexaci ligandu 10 Co?* $t&pi na dva dublety (posun pod 7 ppm);
jeden z dubleti se Vprubéhu titrace posouva smérem k niz§imu poli
pravdépodobné vlivem blizkosti portalu 3-CD. Signaly (g, h) alifatické C4 spojky
nevykazuji v prub&hu titrace systematické posuny, ale je patrna druha sada jejich
signali souvisejici s komplexaci Co?*. Intenzita vSech signald druhé sady
Vv pritb¢hu titrace klesa, bud’ vlivem disociace, nebo fedéni (Obrazek 78).
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Obriazek 78 'H NMR spektra titrace smési 10 a 1 ekv. CoCl, roztokem B-CD.

Interakce latky 10 s CuCl, a s B-CD

Po ptidavku jednoho ekvivalentu Cu?* k ligandu 10 dochézi k vyraznym
zménam ve spektru. Aromatické signaly bipyridinového jadra viH NMR
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spektrech jsou rozsifené a dochazi k dramatickému snizeni jejich maximalni
vysky, coz je <¢&ini prakticky az ,neviditelné”. Toto odpovida vlivu
paramagnetického Cu?*. Objevuji se $iroké signaly, téméi v Sumu, pii piiblizné
12 a 9 ppm (viz dvouslozkové titrace), jejichz poloha maxima v prubéhu titrace
jesté navic dale klesa. Pro tento vyrazny nepomér intenzit zde nejsou vyobrazeny.
Po celou dobu titrace je patrna pouze jedna sada signalli, coz naznacuje, ze ligand
10 je pln¢ komplexovan méd’'natym kationtem a v roztoku neptetrvava jeho volna
forma. Pti titraci B-CD se dle ocekavani komplexuji adamantanové jednotky —
jejich 'H NMR signaly (a, b, ¢) se posouvaji smérem k niz§imu poli. Signaly (g,
h) prislusejici C4 spojce jsou od pocatku rozsifené a v prub&hu titrace dale ztraci
ostrost a sniZuje se poloha jejich maxima, coz ukazuje na ovlivnéni této Casti
ligandu komplexaci Cu?*. Xylylenovy singlet ,,e* postupné snizuje polohu svého
maxima, méni multiplicitu @ mirn¢ se rozsifuje. Ligand 10 je tedy v piitomnosti
Cu?* pravdépodobné plné komplexovan a B-CD pii titraci obsazuje obé&
adamantanové jednotky (Obrazek 79).

1:1:3,5 ekv M N MUJ\N

1:1:3 ekv . SR J b

1:1:2,5 ekv

1:1:2 ekv Jﬂ

|
n

-
1:1:1,5 ekv W_J\L_ | jt\k
1:1:1 ekv wJL L l jJH\
1:1:0,5 ekv “JL U “
1:1:0 ekv B U Jt
to0ekv |l éLJU | QJ\ b/UMtL

chemicky posun (ppm})

Obriazek 79 'H NMR spektra titrace smési 10 a 1 ekv. CuCl;, roztokem B-CD.
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Interakce latky 10 s NiCl, a s 3-CD

Po ptidavku jednoho ekvivalentu Ni?* k ligandu 10 se v *H NMR spektru
objevuji nove, rozsifené signaly v oblasti pfiblizn¢ 10 a 14 ppm (viz dvouslozkové
titrace), které lze ptifadit Ni-komplexované formé ligandu. V priib&éhu nasledné
titrace 3-CD dochazi ke snizovani poloh jejich maxim a také k jejich rozsitovani.
Tyto signaly zde nejsou vyobrazeny pro vyrazny nepomér intenzit vzhledem
Kk ostatnim signalim. Aromatické signaly bipyridinového jadra se po pridavku
kovu mirné posouvaji smérem k niz§imu poli, dale se vSak jiz vyrazné neméni.
Spektra ziistavaji pomérné dobie rozliSend, coz odpovida spiSe diamagnetickému
charakteru vznikajiciho Ni** komplexu (d®). Signaly xylylenové (€) i benzylové
casti pti 4,2 ppm se Vv priibéhu titrace postupné $té€pi na vice slozek. Signaly
alifatické spojky (g, h) vykazuji po komplexaci ligandu 10 s Ni?* mirny posun
| rozSifeni, které se béhem titrace jiz dale neméni. Nejvyraznéj$i zmény se
projevuji u signald adamantanové jednotky (a, b, c), jejichz posun smérem
k niz§imu poli je v souladu s jejich inkluzi do kavity B-CD. V pribé&hu celé titrace
pretrvava jedna sada signalii, coz ukazuje, Ze v roztoku dominuje pravdépodobné
jedind forma komplexu, pficemz se zd4, Zze koordinace Ni?* na bipyridinovém
jadru zOstdvd zachovdna a komplexace B-CD probihd na terminalnich
adamantanovych motivech (Obrazek 80).
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Obriazek 80 'H NMR spektra titrace smési 10 a 1 ekv. NiCl, roztokem B-CD.

Interakce latky 10 s ZnCl, a s 3-CD

Po pridavku jednoho ekvivalentu Zn?* k ligandu 10 zistava ‘H NMR
spektrum celkové pomérné ostré a bez vyraznych zmén, coz odpovida
diamagnetické povaze iontu Zn?*. Nejsou pozorovany zadné nové signaly ani
zadné vyznamné posuny signall ligandu 10. Pouze mirné rozsifeni a rozostteni
signalt bipyridinové jednotky naznacuji slabsi interakci mezi kovem a ligandem.
Béhem titrace B-CD jsou mirné zmény pozorovany v oblasti protonti benzylovych
skupin. Pti titraci dochazi také k posunu signalti adamantanovych protona (a, b,
¢) smérem k niz$imu poli, v souladu ocekavanim. Titrace tedy ukazuje, Ze Zn?*
ma na komplexaci ligandu 10 s f-CD minimalni vliv (Obrazek 81).
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Obriazek 81 *H NMR spektra titrace smési 10 a 1 ekv. ZnCl, roztokem B-CD.

Na ptedchozich systémech bylo pomoci *H NMR spektroskopie prokazano,
ze ligand 10 muZe zaroven interagovat s kationty vybranych kova (diky
pfitomnosti bipyridinového centra) i s jednotkami B-CD (diky ptitomnosti
terminalnich adamantanovych substituentt). Dalsim krokem bylo objasnit, jak se
systém zachova pti pridavku dal§iho makrocyklu, a sice CB7. Tedy zda CB7
muze B-CD ,,uzamknout“ na ose ligandu (viz vySe) a soucasn¢ zachovat
koordinaci kovu na bipyridinovém centru. Vzhledem k ptedchozim vysledktim
byly pro tyto experimenty vybrany pouze systémy s ionty Cu?* a Ni?*, tedy kovy,
které ve vSech predchozich ¢astech vykazovaly vyrazné a jednoznacné projevy
komplexace. Titrace CB7 byly provadény na vychozich komplexech ligand 10 +
M?2* + B-CD, piipravenych ve stechiometrii 1:1:10 v prostiedi D,O.
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Interakce latky 10 s CuCly, s piebytkem 3-CD a s ptebytkem CB7

Ve vychozim stavu pfed samotnou titraci jsou pozorovany vyse popsané
trendy — 'H NMR signaly adamantanovych proton ligandu 10 jsou posunuty
smérem K niz§imu poli a je patrnd interakce bipyridinového jadra s Cu®*.
Postupnymi ptidavky CB7 dochazi pfti titraci K systematickému posunu signala
adamantanovych protont (a, b, ¢) smérem k vys$§imu poli, coz odpovida nahradé
puvodné¢ komplexovanych jednotek p-CD za CB7 vykazujicim vaci
adamantanovym motiviim vys§i vazebnou afinitu. Ve spektrech jsou nadale
pozorovany zmény spiSe méné vyznamného charakteru: dochazi k rozliSeni
signalll xylylenovych protond (vlivem blizkosti portalu CB7) a signaly
ctyfuhlikaté spojky postupné snizuji polohu maxim. Na rozdil od ptedchozich
experimentti bez M?* (viz oddil 5.2) se viak nepodafilo jednozna&né prokéazat
piitomnost ,,uzaméené“ B-CD na ose ligandu 10 — v *H NMR spektrech chybi
charakteristicky signal anomerniho H-atomu kolem 5,0 ppm, ktery by potvrdil
ptitomnost B-CD v rezimu pomalé vymény (Obrazek 82).
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Obriazek 82 'H NMR spektra titrace smési 10, 10 ekv. B-CD, 1 ekv. CuCl,
roztokem CB7.
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Interakce latky 10 s NiCly, s piebytkem 3-CD a s ptebytkem CB7

Ve vychozim stavu titrace jsou patrné jiz diive popsané projevy interakci
mezi ligandem 10, Ni?* a B-CD — signaly adamantanovych protonti jsou posunuty
smérem K niz§imu poli a v aromatické oblasti jsou zfetelné znamky komplexace
kovového centra s bipyridinovym jadrem. Postupnymi ptidavky CB7 dochdzi,
obdobné jako v piipadé systému s Cu?*, k posunu signalti adamantanovych
protonu (a, b, ¢) smérem k vy$$imu poli, coz odpovida postupné nahradé 3-CD
makrocykly CB7 na terminalnich pozicich. Signaly ¢tyfuhlikaté spojky (g, h) se
v prubéhu titrace rozsifuji a $§tépi na nekolik signadld s niz8i polohou maxim. Na
rozdil od analogickych experimentil bez kovu se ani zde nepodatilo jednoznacné
prokéazat pfitomnost ,,uzaméené* B-CD na ose ligandu — v 'H NMR spektrech
chybi charakteristicky signal anomerniho H-atomu kolem 5,0 ppm (Obrazek 83).
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1:10:1:2,5 ekv -

1:10:1:1 ekv _
1:10:1:0,5 ekv LJL
1:10:1:0 ekv JLJ
1110:00 ekv | .. tk Mj
1:0:00ekv i ) /\ j\ i
80 60 50 70 30 20

chemicky posun (ppm)

Obriazek 83 'H NMR spektra titrace smési 10, 10 ekv. B-CD, 1 ekv. NiCl;,
roztokem CB7.
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Modelovy ligand 8 byl Taktéz zafazen do zkoumani viceslozkovych
systétmil. Cilem téchto nasledujicich experimentli bylo pfedev§im ovéfit, zda
poradi ptidavkid jednotlivych komponent (ligand — B-CD — kation) ovliviiuje
vysledné usporadani systému a zda ke komplexacim miize dochazet nezavisle na
piedchozi vazbé jedné ze slozek. Pro tyto experimenty byl vybran pouze Ni?".

Interakce latky 8 s 3-CD a s NiCl,

Titrace modelového ligandu 8 B-CD je jiz popsana na str. 69 a 70. Do
systému ligandu 8 a 5 ekv. B-CD byl ptidavan roztok NiCl, po 0,5 ekv. Jiz prvni
piidavek vedl ke zménam ve spektru — v aromatické oblasti se objevily nove,
rozsitené signaly kolem 10 a 14 ppm, odpovidajici interakci Ni?* s bipyridinovym
centrem. Soucasn¢ se objevuji mirné posunuté, rozSitené a zaoblené signaly
v oblasti alifatickych protonid butylového fetézce okolo 1,8-2,0 ppm, coz
naznaCuje i c¢asteCné ovlivnéni této c¢asti molekuly koordinaci kovu. Dalsi
ptidavky NiCl; jiz zasadné neméni charakter spekter, coz naznacuje ustaveni
rovnovahy mezi volnym a Ni-komplexovanym ligandem (Obrazek 84).

1:5:1,5 ekv =™ P N J

—

1:5:1 ekV e S
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1:5:0,5 eky we e ‘ )J\h\ :JJ
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8 ’/lA
T
1:0:0 ekv J_JL S |
9.0 8.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0

14.0 13.0 12.0 11.0 10.0

chemicky posun (ppm)

Obriazek 84 'H NMR spektra titrace smési 8, 5 ekv. B-CD roztokem NiCl..
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Interakce 3-CD s NiCl, a s latkou 8

Oproti spektru samotného B-CD, nevykazuje smés NiCl, s B-CD zadné
zmény v 'H NMR spektru, coz naznaduje, ze mezi témito dvéma slozkami
nedochdzi k vyznamné 'H NMR pozorovatelné interakci. P postupném
pfidavani ligandu 8 (v rozmezi 0,25-3,5 ekv.) se vSak spektra méni jiz od prvniho
ptidavku. Objevuji se nové, dosti rozSifené a zaoblené signaly v oblasti kolem 10
a 14 ppm, odpovidajici koordinaci Ni** k bipyridinovému centru ligandu 8.
Zmény jsou patrné také v oblasti alifatickych protond butylového tetézce, kde se
pii 1,8-2,0 ppm objevuyji Siroké, mirné posunuté signdly, coZ naznacuje CasteCné
ovlivnéni této ¢asti molekuly koordinaénim procesem s Ni**. Az do piiblizné 0,5
ekv. ligandu 8 je ve spektru patrna pifevaha komplexované formy a volny ligand
neni témeét detekovatelny. Pii dalSim piidavku se zacinaji objevovat signaly
volného ligandu, zatimco intenzita signalli odpovidajicich komplexu zistava
viceméné konstantni. To ukazuje na vznik komplexu s pevné danou stechiometrii.
Mirné rozsifeni jednoho aromatického signalu bipyridinové ¢asti (cca 8,2 ppm),
pozorované jiz u dvouslozkového systému ligand 8 + 3-CD (viz vyS$e), naznacuje
slabsi interakci s cyklodextrinem, ktera viak na koordinaéni rovnovahu Ni?*—
ligand nema zasadni vliv (Obrazek 85).

3,5:1:1 ekv )
3:1:1 ek e o -
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0,75:1:1 ekv _. e~ |
0,5:1:1 ekv e ,
0,25:1:1 ekv ... S
0:1:1 ekv
0:1:0 ekv

chemicky posun (ppm)

Obriazek 85 'H NMR spektra titrace smési 1 ekv. B-CD a 1 ekv. NiCl, roztokem
latky 8. Poradi hodnot ekvivalenti u jednotlivych spekter odpovida potadi
8:B-CD:NICl;.
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Interakce latky 8 s NiCl, a s 3-CD

Po piidavku jednoho ekvivalentu NiCl, k ligandu 8 se v *H NMR spektru
objevuji charakteristické nové signdly kolem 10 a 14 ppm, odpovidajici
komplexaci kationtu Ni?* na bipyridinové centrum a déle rozsifené signaly
v oblasti butylového fetdzce. Cast ligandu pfitom zistivd v nekomplexované
formé¢, jak naznacuje pritomnost ptivodnich signalt ligandu 8.

Postupné ptidavky B-CD v rozmezi 1-5 ekvivalentli nevedou k zasadnim
zméndm v poloze ani tvaru signdli komplexu. Jedinym patrnym efektem je mirné
zaobleni aromatického signalu bipyridinového jadra piiblizné pii 8,2 ppm, které
se stava zietelnym od piiblizné 2—3 ekvivalent 3-CD (Obrazek 86). Tento jev
odpovida slabsi interakci mezi B-CD a ¢asti ligandu v okoli bipyridinového
centra, obdobn¢ jako bylo pozorovéno 1 v pfedchozich systémech.
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Obriazek 86 'H NMR spektra titrace smési 8 a 1 ekv. NiCl, roztokem B-CD.
Potadi hodnot ekvivalentti u jednotlivych spekter odpovida poradi 8:3-CD:NiCl,.
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INTERAKCE S MAKROCYKLY A S KATIONTY KOVU ZAROVEN —
SHRNUTI

Kombinace = makrocyklickych  hostiteld a  kovovych  kationtl
S bipyridinovymi ligandy umoZnila detailni pohled na jejich vzajemné
ovliviiovani a stabilitu vznikajicich komplext. Vysledky prokazaly, Ze ligand 10
si 1 v pritomnosti -CD zachovava schopnost koordinovat kovy, pficemz
Kk nejvyrazngjiim interakcim dochazi s ionty Cu®* a Ni?*. B-CD se ve vSech
piipadech vaze dle ocfekdvani na adamantanové konce ligandu, zatimco
bipyridinové jadro zlistavad dostupné pro koordinaci kovového centra. Zavedeni
druhého hostitele, CB7, vedlo k nahradé B-CD na terminalnich pozicich ligandu.

Experimenty s modelovym ligandem 8 potvrdily obdobné trendy a ukézaly,
ze poradi pridavanych slozek nemé zasadni vliv na vysledné uspotfaddani systému
— koordinace Ni?** na bipyridinovém jadru probiha spolehlivé i v pfitomnosti
B-CD. Celkové Ize tedy konstatovat, Ze kovové centrum a makrocykly interaguji
s ligandy a tyto interakce spolu mohou koexistovat bez vyrazné kompetice. To
predstavuje dilezity pfedpoklad pro ndslednou konstrukci hierarchicky
slozitéjSich supramolekularnich systém.
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8. Funkéni testovani supramolekularnich systémiu

Po  studiu  jednotlivych  hostitel-host interakci, reorganizaci
supramolekularnich komplexi a interakci ligand s kationty kovill byla pozornost
dale zaméfena na moZnost vyuZit tyto poznatky k vytvoreni funkéniho systému
s katalytickou aktivitou. Zatimco v predchozich ¢astech prace byly sledovany
pfevazné rovnovazné, avSak i1 dynamicky Se meénici systémy (reorganizaci
vyvolanou ptidavkem dalsich makrocyklt ¢i kompetitoru), cilem této c¢asti
projektu bylo posunout tyto principy jesté o uroven dale — k systému, ktery
nejenze mize ménit SV usporadani, ale zaroven vykonava chemickou funkci.

Inspiraci pro navrh takovych systémi jsou predev§im prace amerického
chemika Ronalda Breslowa, ktery jiz v druhé poloviné 20. stoleti prokazal, ze
zékladni principy enzymové katalyzy lze napodobit i mimo biologické prostredi.®
Breslow demonstroval, ze vhodné¢ uspotadany hydrofobni mikroprostor
v kombinaci s polarnimi skupinami nebo kovovymi centry mize vést ke zvyseni
rychlosti reakci, typicky u hydrolytickych procest, proto jeho prace polozily
zéklad konceptu umélych hydrolaz.

V névaznosti na tento ptistup byla pro experimentalni ¢ast této prace zvolena
pravé hydrolyza esterti, jako modelova reakce pro testovani katalytické aktivity
piipravenych systémi. Hydrolytické reakce pfedstavuji v oblasti biomimetické
katalyzy idealni volbu z nékolika divodu:

« maji dobfe prostudovany mechanismus zaloZeny na aktivaci karbonylu
a nasledném nukleofilnim ataku,

o umoziuji pomérné jednoduché a piesné sledovani priabehu reakce (napf.
'H NMR spektroskopie, nebo UV-Vis spektroskopie),

o probihaji za mirnych podminek a ve vodé¢, coz odpovidd prostredi
ptirodnich enzymu,

« majijistou biologickou relevanci, protoze hydrolyzy esterti jsou klicové pro
fadu biochemickych procesu (lipazy, fosfatazy, karboxyesterazy, apod.).

Z hlediska laboratornich experimentti tak hydrolyza esterti predstavuje
vhodnou reakci, ktera by mohla prokazat uc¢innost navrzeného umélého enzymu.
Cilem této Casti prace je tedy ovéfit, zda lze navrZzeny multikomponentni
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supramolekularni systém vyuzit jako funkéni analog katalytického centra
enzymu.

Od kazdé slozky systému se oc¢ekava néjaka funkce: ligand 10 slouzi jako
nositel vazebnych mist pro makrocykly i kovovy Kkation, B-CD hosti
bipyridinovou jednotku a muize tak usmérnovat interakci se substratem, CB7
a CB8 ruznou mérou ,,uzamykaji“ jednotku B-CD na ose ligandu 10 a o¢ekava se,
ze se budou podilet na regulaci aktivity systému. Kovovy kation koordinovany na
bipyridinové jednotce je uvazovan jako Lewisova kyselina aktivujici karbonyl
substratu (esteru) pro adici nukleofilu (vody).

Jak jiz bylo popsano vySe, kombinaci téchto uvedenych komponent lze
pfipravit dva rizné¢ supramolekularni systémy, jeden s CB8, druhy bez néj
(Obrazek 87).

systém B

Obrazek 87 Moznosti uspofadani supramolekularnich systému pro studium
katalyzy.

Prakticka ptiprava téchto systémui je podobna. Nejprve byl ligand 10
rozpustén v roztoku B-CD (10 ekv., eventualné 20 ekv.), ktery obsadil terminalni
adamantanové jednotky ligandu 10 a ¢astecné interagoval s bipyridinovou
jednotkou. Pti pripraveé systému A byl nasledné piidan roztok CB8 (2,2 ekv.)
Nasledné byl postup stejny pro oba systémy: byl pridan roztok CB7 (2,2 ekv.),
jenz nahradil B-CD na krajnich adamantanovych pozicich a zaroven ,,uzamkl*
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jednu jednotku B-CD (a v ptipadé systému A také dvé jednotky CB8) na ose
ligandu 10, ¢imz vznikla (pseudo)rotaxanova struktura.

V takto pfipravenych roztocich se vSak spolecné s Zadanou
pseudorotaxanovou formou (A nebo B) nachazel i zbytek volného, nyni jiz
nezadouciho B-CD (na zacatku bylo pouzito 10 ekv., potazmo 20 ekv.). Jeho
mnoZzstvi v roztoku se podafilo pomérné vyrazn€ sniZit postupnymi piidavky
cyklohexanu, nebo toluenu. Tato nepolarni rozpoustédla tvofi totiz s 3-CD ve
vodé téméf nerozpustny inkluzni komplex, ktery byl po ,uzrani“ odstranén
Z roztoku systému A nebo systému B filtraci. Nicménég sraZeni nebylo nikdy zcela
kvantitativni, tj. jisty podil volného B-CD se v roztoku, dle *H NMR spekter,
nachazel i po pfidani piebytku precipita¢niho ¢inidla (Obrazek 88; ekvivalenty
precipitacniho ¢inidla na ose X jsou uvedeny vici celkové navazce B-CD).
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Obrazek 88 Vyvoj obsahu volného B-CD pfijeho srdZeni precipitacnim ¢inidlem
(PC) za riznych podminek. i) systém B, 10 ekv. B-CD, PC: cyklohexan; ii) systém
B, 10 ekv. B-CD, PC: toluen; iii) systém B, 20 ekv. B-CD, srazedlo: PC; iv) systém
B, 20 ekv. B-CD, PC: toluen; v) systém A, 20 ekv. -CD, PC: cyklohexan.

124



Pi1 tomto procesu pravdépodobné nedochédzi ke sraZeni Zadnych jinych
komponent systému. Dilezité je také to, ze se dle *H NMR srazenim nikterak
zasadné neméni obsah B-CD ,,uzamceného* na ose ligandu 10 (Obrazek 89).
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Obrazek 89 Vyvoj obsahu ,,uzamc¢eného* B-CD pii jeho srazeni precipitacnim
¢inidlem (PC) za riznych podminek. i) systém B, 10 ekv. B-CD, PC: cyklohexan;
ii) systém B, 10 ekv. B-CD, PC: toluen; iii) systém B, 20 ekv. p-CD, PC:
cyklohexan; iv) systém B, 20 ekv. B-CD, PC: toluen; v) systém A, 20 ekv. B-CD,
PC: cyklohexan.

Po odfiltrovani pevného komplexu precipitacni ¢inidlo@B-CD bylo nutné
stanovit skutecnou koncentraci latek v roztoku filtratu. To bylo provedeno Vv jeho
alikvotnim podilu pomoci *H NMR experimentu s kyselinou maleinovou jako
internim standardem. Na zdklad¢ experimentalné zjisténé koncentrace ligandu 10
v ziskaném filtratu byl pfidan roztok 1 ekvivalentu pfislusné kovové soli MCly,
jejiz volba odrazi vysledky experimentli uvedené v kapitolach 6 a 7 (nejcastéji se
jednalo o CuCl,). Kov byl vzdy ptidavan az jako posledni (resp. predposledni,
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vzhledem k substratu) komponenta kvtli tomu, aby bylo mozné provést zminéné
'H NMR stanoveni koncentrace ligandu 10 a rozpoznani p¥itomnosti a mnozstvi
komplexovaného [(-CD. Kationty paramagnetickych kovli by zcela jisté
znemoziovaly provedeni pfesného *H NMR experimentu.

Kation se i zde s velkou pravdépodobnosti koordinoval k bipyridinové
centralni jednotce ligandu 10 (patrné *H NMR zmény potvrzujici interakce).

Findlnim krokem byl ptidavek substratu, ktery zaroven definoval zacatek
méfeni ¢asu (tmixing) pii sledovani jeho hydrolyzy. Vybér vhodného modelového
substratu podléhal nékolika kritériim: 1) ester musi byt dobfe rozpustny ve
vodném prostiedi (typicky mala organicka molekula nebo latka s nabojem), ii)
musi podléhat hydrolyze v experimentalné vhodném Casovém ramci (minuty az
hodiny pro prvni 1152), aby bylo mozné pomoci *H NMR spektroskopie sledovat
casovy vyvoj] systému a porovnat vliv slozeni katalytické smési, 1i1) musi
poskytovat produkty s jednozna¢né rozlisitelnymi signaly v *H NMR spektrech
bez prekryvu s ostatnimi latkami v systému (ligand, makrocykly), iv) alternativné
musi ve své struktufe obsahovat vhodné chromofory pro jednozna¢né sledovani
pomoci UV-Vis spektroskopie.

Hydrolyzy byly monitorovany pii ruznych teplotach, jak pfi teploté
laboratoie (20-25 °C), tak pii fizené temperaci na 30 °C, 35 °C, nebo 45 °C.

Dal$im testovanym parametrem bylo reakcéni prostfedi. Substraty byly
zkouméany pomoci 'H NMR spektroskopie bud’ v nepufrovaném DO, tedy
Vv roztoku vSech komponent bez jakékoli upravy pH, nebo naopak v pufrovanych
roztocich pfipravenych v D,O. Byly pfipraveny a pouzity roztoky pufrd
fosfatového (pH 7,14), boraxového (pH 7,31) a TRIS pufru (pH 7,26).P Koncept
prace pocitd s tim, ze hydrolyzu esteru by mél Lewisovsky katalyzovat vybrany
M?2*, nikoliv ,,extrémni kyselost, ¢i zasaditost prostiedi. Zaroven je nutno dodat,
ze pH celého systému teoreticky nesmi byt vys$si nez cca 8, aby byla zajiSténa
protonace sekundarnich aminoskupin v ligandu 10, coz z jeho jednotlivych casti
¢ini atraktivni vazebné motivy pro cucurbit[n]urily (zakladni podminka konceptu

P Fosfatovy pufr (dle Sérensena) se sklada z KH,PO4 a NapHPO.. Boraxovy pufr (dle Palitzsche) se sklada
z NazB107, H3sBOs a NaCl. TRIS pufr je roztok tris(hydroxymethyl)aminomethanu okyseleny HCI, resp. DCI.
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prace). Dillezitym parametrem pro sledovani kinetiky vybranych procesti je také
celkova absolutni molarni koncentrace jednotlivych komponent.

Soucasti experimentalni strategie bylo také zkoumdni vlivu jednotlivych
komponent systému na hydrolyzu substratu, a tak byly zaroven s ostatnimi
provadény kontrolni experimenty (slepé experimenty), v nichz byly nékteré
slozky (ligand, makrocykly, kovovy ion nebo jejich kombinace) zamérné
vynechany.

Pocet moznych kombinaci experimentalnich podminek je u takovych
viceslozkovych systémi enormni. Z praktickych a Casovych diivodi proto nebylo
mozné vSechny z nich experimentdlné otestovat. Zminénym Slepym
experimentim byla zpocatku vénovdvna vEétSi pozornost, umoziuji totiz
nahlédnout na obecnou stabilitu samotného esteru vii€i hydrolyze pii rliznych
teplotach, v riizném prostiedi a v zavislosti na pfitomnosti dal§ich komponent
V systému.

Tyto 'H NMR experimenty byly vedeny a analyzovany dvéma zpfisoby.
V tom prvnim byla NMR kyveta se vzorkem ihned po pfipravé analyzovana
s vyuzitim JEOL NMR metody ,,kinetics®, tedy byla vlozena do temperovaného
NMR spektrometru na vyssi desitky hodin (bez vysunuti). Pribéh analyzy byl
nastaven na automatické méfeni 'H spekter vzorku kazdych 30 minut. Druhy
zpusob piedstavuje diskontinudlni sledovani: pfipraveny vzorek byl ve
stanovenych intervalech vyjmut ztemperované 1lazné, rychle proméien
jednoduchym 'H NMR experimentem anasledng byl vzorek vracen do
temperované lazné€ zpét. Tento postup je vhodny a byl zvolen zejména pro
dlouhodoba sledovani trvajici dny az mésice.

Data ziskand metodou JEOL NMR |, kinetics“ byla vyhodnocena pomoci
softwaru JEOL Delta integraci jednoho vybraného signalu napfi¢ vSemi
naméeienymi spektry. Pocate¢ni obsah vychoziho esteru byl stanoven normalizaci
jeho integralni hodnoty na 100 % pfi Case tp (mezi Casem piidani substratu ke
katalyzatoru tmixing @ Casem zmé&teni prvniho spektra to nutn€ uplynula doba fadovée
Vv minutach; vzhledem k vyhodnoceni vSak spiSe zanedbatelnd). Konverze
substratu pak byla nasledné¢ vyjadiena porovnanim jeho integralu v daném
casovém bod¢ s touto pocatecni hodnotou. V piipadech, kdy to bylo vhodnéjsi
nebo nezbytné, byl obdobnym zplisobem sledovan i nartst integralnich hodnot
signali produktii (napt. ethanol, cholin). Jak jiz bylo zminéno, soucasti
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experimentalniho planu byla také celd fada kontrolnich, tzv. slepych experimentt,
jejichz ucelem bylo zjistit, jakou merou piispivaji k hydrolyze jednotlivé slozky
komplexnich supramolekularnich systémil. Tyto experimenty byly provedeny za
obdobnych podminek, pouze s vynechanim jedné nebo vice komponent: ligandu
10, kovového iontu, B-cyklodextrinu, CB7, CBS8, ¢i jejich kombinaci. Umoznily
tak jednoznacné odlisit vlastni katalyticky efekt vysledného systému od spontanni
hydrolyzy substratu ¢i od pfispévku jednotlivych latek v roztoku.

V ramci této prace bylo Vvrizné mife otestovano né&kolik rtznych
esterovych substratl, (Obrazek 90) ato za Siroké skaly experimentalnich
podminek (teplota, reakéni prostfedi a slozeni systému). Jednalo se o: A)
ethyl-acetoacetat, B) methyl-acetat, C) 4-nitrofenyl-fosfat disodny, D)
3-(methoxykarbonyl)-N-methylpyridinium-jodid, E) methyl-N,N,N-
trimethylglycinat chlorid, F) ethyl-glycinat hydrochlorid, G) butyl-formiat, H)
acetylcholin chlorid a 1) ethyl-formiat. Rada z nich se v$ak z riznych davoda
ukdzala jako nevhodné substraty pro sledovani pribéhu jejich hydrolyzy.
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Obrazek 90 Pichled struktur testovanych estert.

A) Ethyl-acetoacetat byl vybran za ucelem otestovani vlivu pfitomnosti
o,B-dikarbonylového systému, ktery by mohl pusobit jako bidentatni ligand
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a efektivngji se koordinovat k Cu?*, nez jednoduché estery. Bylo totiz
predpokladano, ze by toto mohlo hydrolyzu ethyl-acetoacetatu akcelerovat. Jiz
v IH NMR spektru samotného ethyl-acetoacetatu v D,O viak bylo pozorovano
vyznamné zastoupeni enol formy, jenZ vedlo k celkové hilife interpretovatelné mu
spektru. Po piidavku CuCl, do roztoku nedoslo kziadnym !H NMR
pozorovatelnym zméndm vlivem koordinace. Zarovet u tohoto vzorku s Cu?*
nebyl ani po 120 hodinach pii 45 °C pozorovan vyznamny ubytek esteru.
Vzhledem ke kombinaci pomalé hydrolyzy a spektralni nejednoznacnosti
zpusobené tautomerizaci se tento substrat ukdzal jako nevhodny pro dalsi
experimenty.

B) Methyl-acetat byl zafazen jako jednoduchy, ve vod¢ rozpustny ester. Po
ptidavku CuCl; dochdzelo k jeho pozvolné hydrolyze, po 9 dnech pti 45 °C bylo
pfeménéno zhruba 50 % substratu. Celkové pribéh odpovida kontinualni, ale
pomalé hydrolyze.

C) 4-Nitrofenyl-fosfat disodny byl zvolen jako atraktivni kandidat diky
ptitomnosti chromoforu v produktu jeho hydrolyzy, 4-nitrofenolu, coz by
Videalnim ptipadé umoznilo sledovat pribéh hydrolyzy jednoduSe pomoci
UV-Vis spektroskopie. Nejprve vSak byla testovana jeho stabilita a reaktivita
v pfitomnosti CuCl, pomoci *H NMR pii riiznych teplotdch. V D,O probihala
hydrolyza velmi pomalu: pii laboratorni teplot¢ dosahovala po zhruba tfech
tydnech jen cca 5-6% konverze, teprve pii 45 °C bylo za stejnou dobu dosazeno
ptiblizné€ 40% premény. I ptes zajimavy potencial sledovat tuto hydrolyzu pomoci
UV-Vis se ukazalo, Ze reakce je prili§ pomala. Pi pokusu pfevést systém do pufru
(pH ~7) dochazelo po smichani 4-nitrofenyl-fosfatu s kterymkoliv z uvazovanych
pufriit k okamzitému vzniku sraZeniny. Tato precipitace znemoznila jakékoliv
spolehlivé NMR nebo UV-Vis sledovani. Z téchto divodi byl 4-nitrofenyl-fosfat
disodny pro dalsi experimenty vyfazen, prestoze z hlediska detekce by jinak Slo
0 velmi zajimavy substrat.

D) 3-(Methoxykarbonyl)-N-methylpyridinium-jodid se ukazal jako
nevhodny substrat jiz v ptipravné fazi experiment. PO smichani jeho vodného
roztoku s roztokem CuCl, totiz dochazelo okamzit€ k ne zcela ocekavané
nezadouci redoxni reakci: méd’naty kation oxidoval jodidovy anion za uvolnéni
elementarniho joédu, za soucasné tvorby nerozpustné meédné soli, coz zcela
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znehodnotilo ptipraveny vzorek. Z tohoto divodu byl tento ester pro dalsi studium
vyrazen.

E) Methyl-N,N,N-trimethylglycinat chlorid je ve vodé dobfe rozpustny
kationtovy ester s malou molekulou, avsak v pfitomnosti CuCly byl velmi stabilni
vici hydrolyze. Ani pti 45 °C a vice neZ mé&sicnim sledovani nedochazelo dle
'HNMR k jakékoliv detekovatelné konverzi tohoto permanentné nabitého
substratu.

F) U ethyl-glycinatu hydrochloridu sledovaného v piitomnosti CuCl, pfi
45 °C byla hydrolyza také velmi pomald. Osmy den ¢inila konverze nékolik
jednotek procent. Po vice nez 5 tydnech bylo hydrolyzovano ptiblizné 40 %
substratu. Takto pomaly rozklad ¢ini z ethyl-glycinatu nevhodného kandidata pro
detailni kinetické studie v ramci této prace.

G) U butyl-formiatu byla hydrolyza, v porovnani s pfedchozimi estery,
rychlej$i. V neptitomnosti kovu pii laboratorni teploté probihal rozklad spis
pozvolna — béhem prvnich 24 h vzniklo cca 3 % butanolu, po 4-5 dnech se
konverze pohybovala okolo 10 %. Pfidavek CuCl, hydrolyzu znateln¢ urychlil:
pfi laboratorni teploté bylo po 24 h rozstépeno asi 17 % substratu, zatimco pfi
45 °C dosahovala pieména béhem jednoho dne ptiblizn¢ 75 %. Je vSak nutno
dodat, ze butyl-formiat neni zcela misitelny s vodou, coz mize do jisté miry
zkreslovat vysledky.

H) Samotny acetylcholin chlorid v prosttedi D,O hydrolyzuje mimotadné
pomalu, a to i pii 45 °C. Po zhruba 140 hodinach je detekovano méné nez 1 %
cholinu a ani po 300 hodinach neptesahuje jeho obsah 1,5 %. Po vice neZ zhruba
800 hodinach zustava obsah cholinu pod 3 %. Po dvou mésicich hydrolyzovalo
pfiblizné¢ 7 % substratu. Tyto hodnoty dobte ilustruji, ze Spontanni rozklad
acetylcholinu v ¢istém vodném prostiedi je zanedbatelny.

Jeho hydrolyza v ptitomnosti samotnych kovovych iontd (Cu?*, Zn?*, Ni?*,
Co?*) probihala pomérné pomalu, aviak mezi jednotlivymi kovy byly patrné
vyrazné rozdily. Nejvyssi aktivitu vykazoval Cu?', pficemz zvySeni teploty
z 35 na 45 °C vedlo k témé&f dvojnasobnému urychleni. Zn?* pti 45 °C vykazoval
pouze mirny katalyticky efekt, srovnatelny s Co?*. Ni?*, byt pii 45 °C, byl pti
hydrolyze acetylcholinu nejméné uc¢inny (Obrazek 91). Acetylcholin chlorid byl
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prvni ester, u kterého byly navzdory ne zcela vyhovujici rychlosti hydrolyzy pfi
predbéznych analyzach provedeny i komplexnéjsi experimenty.
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Obrazek 91 Vyvoj obsahu cholinu pfi hydrolyze acetylcholinu (4 mM) v DO

za ruznych podminek (Cmciz = 1mM).

V porovnani s pokusy s kovovymi ionty a S hydrolyzou samotného
acetylcholinu v prostiedi D,O se ukazalo, Ze pouziti pufrii ovliviiuje rychlost
hydrolyzy substratu vyraznéji, nez by odpovidalo jejich bézné roli v udrzovani
pH. Rychlosti hydrolyz substratu v jednotlivych pufrech (fosfatovy, boraxovy,
TRIS) se mezi sebou navzajem pfti laboratorni teploté liSily jen mirné¢ (10-15 %
konverze po zhruba 8 dnech). Zasadni zlom vSak nastal po zvySeni teploty
experimentu. V boraxovém pufru pti 45 °C hydrolyza dramaticky zrychlila (napft.
47 % po 2 dnech, 68 % po 4 dnech) (Obrazek 92).
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Obrazek 92 Vyvoj obsahu cholinu po rozpusténi acetylcholinu (4 mM)
v prislusnych pufrech za riizné teploty.

Po koordinaci kovového iontu K bipyridinové jednotce ligandu 10 se
ukazalo, ze rychlost hydrolyzy acetylcholinu v tomto komplexnéj$im systému se
oproti syst¢tmum s voln¢ rozpusSténymi, resp. nekoordinovanymi kovy mirné
zvysila, avSak ziistava celkové nizka.

Pti 35 °C poskytly komplexy ligandu 10 s Cu?* a Zn?* srovnatelné vysledky
— po zhruba dvou tydnech bylo dosazeno pouze 9-11% konverze na cholin, coz
je jen mirné zrychleni oproti pokustim bez ligandu 10. Teplotni zvySeni na 45 °C
vede u vSech koordinovanych kovi ke zrychleni hydrolyzy substratu, avSak
rozdily mezi jednotlivymi ionty jsou stale spiSe mensi. Nejaktivngj$i je ve
sledované reakci komplex ligandu 10 s Cu?*, ktery dosahuje nejvyssi konverze
Vv ramci celého experimentu, nasledovany komplexem s Zn?* a mirn& pomalejs$im

Co?* (Obrazek 93).
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Obrazek 93 Vyvoj obsahu cholinu pii hydrolyze acetylcholinu (4 mM) v DO
za riznych podminek (Ci0 = Cmciz = 1mM).

V dalsi fazi prace byly testovany plné sestavené supramolekularni systémy,
V nichz jsou pfitomny vSechny komponenty navrzeného umélého enzymu:
ligand 10, B-CD, CB7 a potazmo CBS, kovovy ion (typicky Cu®*) koordinovany
k centralni bipyridinové jednotce a substrat acetylcholin chlorid.
Systém A odpovidé varianté s CB8 na ose ligandu, zatimco systém B predstavuje
jednodussi uspotadani pouze s B-CD a CB7.

U obou systémid bylo ocekavano, ze jejich ptedusporadani (kov
koordinovany k bipyridinu, B-CD komplexovany na centralni bipyridinové
jednotce v blizkosti substratu a ,,uzamceni* systému pomoci CB7 na terminalnich
adamantanovych jednotkach) povede k akceleraci hydrolyzy substratu ve
srovnani nejen se samotnym acetylcholinem v D,0, ale i se systémy obsahujicimi
pouze kov bez makrocykli, nebo kov a ligand 10 bez makrocyklt. Experimentalni
vysledky vSak ukazaly, Zze tomu tak bohuzel neni.
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Systéem B

VétSina nékolikrat opakovanych experimentl provedenych se systémem B
(s CuCly, bez CB8) prokazala pii 45 °C téméf nulovou nebo jen minimalni
hydrolyzu acetylcholinu. Pokles koncentrace acetylcholinu byl spise
zanedbatelny: po 2040 h se hodnoty obsahu cholinu pohybovaly v desetinach
procenta, po 200-300 h zpravidla nepiesahovaly 2—4 % a ani po 900-1300 h se
mnozstvi produktu nedostalo nad 5-8 %. Tento vysledek byl reprodukovatelny ve
veétSim poctu nezavislych opakovani.

Jedinou vyjimku pfedstavoval jeden z prvnich pokust ztéto série
suvedenym sloZzenim provedeny v D;O. Zde bylo pozorovano postupné
zvySovani koncentrace cholinu az na 40-44 % po 1300-1360 h. Ptestoze tento
experiment daval nadé¢ji na uspéch, jeho vysledek se jiz nikdy nepodafilo
zopakovat a nasledné vyssi jednotky experimentt za stejnych podminek vedly
Kk téméf nulové konverzi.

Za vyjimku lze povaZovat také experimenty se sloZzenim odpovidajicim
syst¢tmu B provedené v boraxovém pufru pii 45 °C, kde rychlost hydrolyzy
acetylcholinu dramaticky vzrostla: po 24 h vzniklo 20-25 % cholinu, po dvou
dnech to bylo 35-37 %, po deseti dnech 80-85 %. Tyto vysledky byly pozorovany
ve dvou nezavislych experimentech. Je tedy ziejmé, Ze hydrolyza zde neni
zpusobena vlastni supramolekularni strukturou systému B, ale zejména ucinkem
boraxového pufru. Vzhledem k nezanedbatelnému vlivu pufru na akceleraci
hydrolyzy acetylcholinu bylo od jeho dal$iho pouziti ustoupeno.

System A

Systém A (s CuCly, obsahujici navic dvé jednotky CBS8 vazané na C4 spojky
ligandu 10), byl testovan v D,O za rtznych teplot (RT, 35 °C, 45 °C). Ve vSech
ptipadech byl vysledek stejny: hydrolyza acetylcholinu neprobihala viibec, po 16
dnech nebyl v *H NMR spektrech patrny ani naznak signalu cholinu.

Tato absolutni neaktivita je zvla$tni zejména v porovnani s tim, ze Samotny
acetylcholin v DO hydrolyzuje sice pomalu, ale méfitelné, stejné tak hydrolyzuje
I v pritomnosti kovu nebo ligandu 10 a kovu. Systém A nebyl na zékladé
dosavadnich vysledka testovan v pufrech.
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Celkove tak komplexni systémy A a B v ramci provedenych experimentli
nevykazaly vici hydrolyze acetylcholinu jednoznaény katalyticky efekt. Z tohoto
diivodu nemohlo byt postoupeno k zamyslenym experimentim s kompetitorem
a zamérnou regulaci rychlosti hydrolytické reakce.

I) Ethyl-formiat (EF) se v piedbéZznych experimentech ukazal jako
potencialné vhodny ester pro zamyslené hydrolytické experimenty (konverze
dostate¢né rychld za riiznych podminek a prehledna v *H NMR spektrech). Proto
byla s timto esterem provedena ucelena série experimentt, v nichz byly v§echny
systémy rizného slozeni studovany za stejnych podminek: pocate¢ni koncentrace
EF byla pokazdé stejna, a to 1,6 mM a vSechny experimenty probihaly pti 30 °C.
Tato série experimentil umoZnila ptimé porovnani vlivu jednotlivych komponent
systému — kovového 1ontu, ligandu 1 makrocykla na celkovou rychlost hydrolyzy
ethyl-formiatu.

Hydrolyza samotného ethyl-formiatu v ¢istém D20 (Co = 1,6 mM) probiha
rychleji nez u acetylcholinu, ale jeji rychlost se pomérné brzy snizuje a systém
zhruba po tydnu smétuje do rovnovahy (kolem 80 % substratu) (Obrazek 94).
V ramci predbéznych experimentil byla pfi vyssi koncentraci substratu ptirozend
pozorovana vyssi rychlost hydrolyzy.

106

. 1004 =
1007 % = HCOOR \
~ e OCH, = HCOOR
951 95 - \
=~ 90
L L
| w gp
= =
S 85 g
0 ]
o o
80 85 - n
75 -
80 4 ] n
70 T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 50 100 150 200 250
gas (h) &as (h)

Obrazek 94 Vyvoj obsahu ethyl-formiatu v D,O (1,6 mM; 30 °C). Vlevo: Data
Z kinetického kontinudlniho méteni prvnich zhruba 65 hodin. Jednotlivé kiivky
piedstavuji 'H NMR signaly substratu, které byly pouzity pro vyhodnoceni.
Vpravo: Vyvoj obsahu ethyl-formiatu v témze vzorku dale analyzovaném
diskontinudlng.
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V piitomnosti 0,25 ekv. CuCl, hydrolyzuje ethyl-formiat (1 ekv.) vyrazné
rychleji nez ester samotny. Nicmén& vIHNMR spektrech kinetického
experimentu byl na zacatku pozorovan anomalni nartst koncentrace substratu.
Pavod této anomalie nebyl objasnén a bude pfedmétem dalSiho studia. Pfitomnost
méd’natého kationtu vede k témért uplné konverzi substratu. Po 68 h klesa obsah
substratu na zhruba 80 %, po 10 dnech na 56 %. Dvacaty ¢étvrty den je
zhydrolyzovdno 92 % vychoziho esteru. V porovnani s acetylcholinem, ktery
v ptitomnosti Cu?* vykazuje pouze mirné zrychleni hydrolyzy oproti hydrolyze
samotného esteru v D,0 je aktivace ethyl-formiatu méd’natym iontem mnohem
u¢innéjsi (Obrazek 95).
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Obrazek 95 Vyvoj obsahu ethyl-formiatu (1,6 mM; 4 ekv.) v ptitomnosti 1 ekv.
CuCl; v D20 (30 °C). Vlevo: Data z kinetického kontinualniho méfeni prvnich
zhruba 65 hodin. Jednotlivé kiivky piedstavuji *H NMR signaly substratu, které
byly pouzity pro vyhodnoceni. Vpravo: Vyvoj obsahu ethyl-formiatu v témze
vzorku déle analyzovaném diskontinudlné. Pozn.: Prvni bod odpovida bodu
s nejvyssi y-hodnotou v grafu vievo.

| v systému obsahujicim ethyl-formiat (4 ekv.), ligand 10 (1 ekv.) a CuCl;
(1 ekv.) byla pii 30 °C v *H NMR spektrech kinetického experimentu pozorovana
stejna, vySe popsand anomadlie. Po tydnu jiz zlstdvala pouze polovina piivodniho
mnozstvi ethyl-formidtu a béhem 400 hodin klesl jeho obsah prakticky na
jednotky procent. Systém, kde ligand 10 méni koordina¢ni sféru Cu?* kationtu
koordinaci k bipyridinové jednotce, tak vykazuje mirn€ vyssi rychlost hydrolyzy
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esteru, nez kdyz je kation Cu®* voln& v roztoku, respektive kdyz neni koordinovan
(Obrazek 96).
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Obrazek 96 Vyvoj obsahu ethyl-formiatu (1,6 mM; 4 ekv.) v pfitomnosti 1 ekv.
ligandu 10, 1 ekv. CuCl; v D,0O (30 °C). Vlevo: Data z kinetického kontinualniho
méieni prvnich zhruba 65 hodin. Jednotlivé kiivky ptedstavuji 'H NMR signaly
substratu, které byly pouzity pro vyhodnoceni. Vpravo: Vyvoj obsahu ethyl-
formidtu v témzZe vzorku dale analyzovaném diskontinudln€. Pozn.: Prvni bod
odpovida bodu s nejvyssi y-hodnotou v grafu vlevo.

System B

Hydrolyza ethyl-formiatu v piitomnosti supramolekularniho systému B
(obsahujiciho ligand 10, B-cyklodextrin a CB7) probiha rtizn¢ rychle v zavislosti
na tom, zda je ¢i neni v systému pfitomen kovovy ion Cu?'. V systému B
obsahujicim CuCl; je hydrolyza vychoziho esteru efektivnéjsi. Za 66 hodin je jeho
konverze zhruba 15%, po 336 hodinach dosahuje 60 %. Po uplynuti 572 hodin
obsahoval vzorek okolo 84 % ethanolu.

Kontrolni experiment provedeny za stejnych podminek, avsak bez CuCly,
ukazuje mirné odlisny prubéh. Po 168 hodinach hydrolyzuje priblizné 23 %
substratu a po 336 hodinach 39 %. Za 912 hodin ziistdva pritomno stale kolem
20 % vychoziho substratu. Tento systém tedy rovnéz vykazuje tedy nizsi
reaktivitu, nez jeho méd’naty analog (Obrazek 97).
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Obrazek 97 Vyvoj obsahu ethyl-formiatu (1,6 mM; 4 ekv.) v systému B (1 ekv.
ligandu 10, B-CD, 2,2 ekv. CB7, 1 ekv. CuCly) v D,O (30 °C). Vlevo: Data
Z kinetického kontinudlniho méfeni prvnich zhruba 65 hodin. K¥ivka pfedstavuje
'H NMR signal substratu, ktery byl pouzit pro vyhodnoceni. Vpravo: Vyvoj
obsahu ethyl-formiatu v témze vzorku dale analyzovaném diskontinualné (¢erna
ktivka). Cervena kiivka reprezentuje analogické uspotadani, ale bez CuClo.

System A

V systému A (tedy v plné sestaveném supramolekularnim uspoiadani
s ligandem 10, B-CD, CB7, CB8 a CuCl,) probihala hydrolyza ethyl-formiatu
zieteln& nejrychleji ze vSech dosud testovanych sestav. *H NMR kinetické
sledovani prvnich 70 hodin hydrolyzy ukazalo pokles obsahu substratu piiblizné
k 66 %. Nasledné méfeni potvrdilo vysokou katalytickou aktivitu systému A: po
238 hodinach (pravdépodobng diive) jiz nebyl vH NMR spektru detekovan
zddny vychozi ester. Takto rychlého auplného rozkladu nebylo dosazeno
u zadného jiného testovaného usporadani.

V dopliikkovém experimentu k systému A bez CuCl; doslo k jesté
rychlej§imu snizeni obsahu ethyl-formiatu: jiz po 66 hodinach nebyl detekovan
zadny zbytkovy substrat (tento stav pietrval i pfi pozd¢jSich méfenich)
(Obrazek 98).
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Obrazek 98 Vyvoj obsahu ethyl-formiatu (1,6 mM; 4 ekv.) v systému A (1 ekv.
ligandu 10, B-CD, 2,2 ekv. CB7, 2,2 ekv. CB8, 1 ekv. CuCl;) v DO (30 °C).
Vlevo: Data z kinetického kontinualniho méfeni prvnich 65 hodin. Kiivka
predstavuje 'H NMR signal substratu, ktery byl pouZit pro vyhodnoceni. Vpravo:
Vyvoj obsahu ethyl-formidtu v témze vzorku dale analyzovaném diskontinudlné
(Serna kiivka). Cervena k¥ivka reprezentuje analogické uspoi-adani, ale bez CuClo.

V celkovém  srovnani  ethyl-formiatu s  acetylcholinem, ktery
v komplexnich systémech vykazoval téméf nulovou konverzi hydrolyzou,
predstavuje ethyl-formiat mnohem reaktivné;si substrat. PIné supramolekularni
sestaveni zde tedy nevede k inhibici, ale k dramatickému zrychleni reakce

(Obrazek 99).

Celkové porovnani testovanych systémil z hlediska rychlosti ubytku EF
(co = 1,6 mM) shrnuje Tabulka 1.

Tabulka 1 Porovnani prvnich polo¢ast rozpadu EF v rizném prostiedi.

systém T, EF (h)
EF, 10, B-CD, CB8, CB7 > 66
EF, CuCly, 10, B-CD, CB8, CB7 108
EF, CuCl,, 10 180
EF, CuCl,, 10, B-CD, CB7 246
EF, CuCl, 265
EF, 10, B-CD, CB7 471
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Obrazek 99 Porovnani vyvoje obsahu ethyl-formidtu (EF) ve vSech vyse
zminénych systémech.

Pozorovana vyrazna akcelerace hydrolyzy ethyl-formidtu v systému A
jasn¢ ukazuje, Zze navrzend supramolekuldrni architektura mulze skute¢né
vykazovat funk¢ni vlastnosti principti umélych enzymu.

Na ziskané experimentalni vysledky logicky navazuje nutnost jejich
dalsim krokem jsou zavere¢né experimenty s kompetitorem, které ovéii, zda lze
aktivitu systému A a B pfi hydrolyze substratu regulovat cilenym piidavkem dalsi
latky (molekularnim signalem). Nabizi se rovnéz sledovani vlivu jinych
koncentraci substratu a komponent systému, vlivu riznych teplot nebo vlivu
zmény reak¢niho prostiedi (pufry) na priabéh hydrolyzy vybranych substratt. Pred
zahajenim téchto planovanych experimentt vSak doslo k uplynuti standardni doby
prezen¢ni formy doktorského studia.
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I ptes uvedené skuteCnosti poskytuji vysledky dosazené v ramci této
disertacni prace vychodisko pro ptipadné navazujici studie zaméfené na dalsi,
hlubsi zkoumani nastinénych systémil. Soucasné vSak odhalily nékolik aspekti,
které vyzaduji podrobngjsi analyzu a experimentalni uptesnéni.

V prvni fadé by mély byt experimenty s kompetitorem, popsané
v oddile 5.3, realizovany pifimo na plné¢ sestavenych supramolekularnich
systémech za podminek jiz probihajici hydrolyzy, zatimco dosud byly tyto studie
provadeény na zjednodusSenych, katalyticky neaktivnich modelech. Bude nezbytné
ovéfit, zda kompetitorem indukovana reorganizace systému skute¢né¢ vede ke
zméng rychlosti hydrolyzy v redlném katalytickém usporadani.

V dalsich studiich by bylo vhodné systematicky ovéfit vliv samotného
sloZzeni supramolekularniho systému, zejména porovnavat pln¢ sestaveny systém
A obsahujici CB8 se systémem B (bez této komponenty). Dalsi, velmi vyznamnou
pozornost si zaslouzi volba dalSich vhodnych substratu pro hydrolyzu. Dllezitym
faktorem je také reakéni prostiedi (teplota a piipadna pufrace), které muze
ovliviiovat jak rovnovahy supramolekularnich interakci, tak rychlost hydrolyzy.

Je rovnéZ zadouci zopakovat a ovétit diive pozorovany neobvykly narist
koncentrace ethyl-formiatu v NMR , kinetics® experimentech. Otazkou zustava
vliv samotnych CBn, jakozto soucasti supramolekuldrnich systémi pfi
hydrolyzach substrata s kvarterni amoniovou skupinou, ¢i jinou aminoskupinou.
Takové motivy jsou totiz obecné znamy svou afinitou k CBn. Nelze tak zcela
vyloudit, ze tyto interakce mohou (a mohly) ovliviiovat chovani substratu
V systému, at’ uz prostfednictvim inkluze do kavity nebo jinych interakci v oblasti
portalti makrocyklu.

FUNKCNI TESTOVANI SUPRAMOLEKULARNICH SYSTEMU -
SHRNUTI

Tato kapitola demonstruje, Ze navrzené supramolekularni sestavy lze
skute¢n¢ vyuzit jako ucinné katalyzatory. Hydrolyza acetylcholinu se bohuzel
ukézala jako pomala reakce, kterd nebyla vyznamné urychlena ani samotnymi

kovy, ani koordinovanym ligandem 10, ani plné sestavenymi systémy A a B.
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Vyjimku tvofily pouze experimenty v boraxovém pufru, kde vSak zvySena
reaktivita vychazi z vlastnosti pufru, nikoli ze systému samotného.

Zcela odliSny obraz byl pozorovan u ethyl-formiatu, jehoz hydrolyza byla
rychlejsi uz v samotném D,0 a déle byla vyrazné akcelerovana piftomnosti Cu?*
1koordinaci kovu ligandem 10. Nejvyraznéj$i i€inek na rychlost sledované reakce
poskytl plné sestaveny systém A, kdy bylo dosazeno rychlého a upIného rozkladu
substratu, a to 1V nepfitomnosti kovového iontu. Tento vysledek ukazuje, Ze
vhodné uspotfddand supramolekularni architektura miize pro urcité substraty
vytvofit skute¢né funkéni a ,,enzymu podobné* prostiedi.

Lze konstatovat, Ze ucinek supramolekularniho systému na rychlost
sledované reakce silné zavisi na povaze substratu: zatimco acetylcholin zlstava
vaci hydrolyze pomérné inertni, ethyl-formiat je v téchto systémech pomérné
rychle hydrolyzovéan. Tato zjiSténi tvoii pevny vychozi bod pro dalsi vyvoj
regulovatelnych umélych hydroldz zalozenych na kombinaci makrocykli, ligandt
a kovovych center.
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9. Ostatni projekty

V pribéhu doktorského studia jsem se riznou mirou podilel na dalSich tfech
projektech zaméfenych na supramolekuldrni chemii. Miru mého ptispévku k dané
problematice zohlediiuje nasledujici text.

9.1 Design a priprava trojrozmérnych supramolekularnich
hydrogelovych siti

Tento interdisciplinarni projekt byl zaméfen na vyvoj supramolekularnich
hydrogeli zaloZzenych na hostitel-host interakcich mezi adamantylovymi
skupinami navazanymi na jedné komponenté (nizkomolekularni tritopické
ligandy) a B-cyklodextrinem navazanym na druhé komponenté (hyaluronan).
Cilem bylo vytvofit polymerni 3D sit€¢ s proménlivymi mechanickymi
vlastnostmi dostate¢né stabilni pro 3D tisk a potencialni biomedicinské aplikace

(Obrazek 100). Vysledky tohoto vyzkumu byly publikovany v prestiznim
§.161

mezinarodnim recenzovaném ¢asopise Carbohydrate Polymer

Obrazek 100 Schéma vzniku supramolekularni 3D sit¢ pomoci nekovalentnich
interakeci.

V ramci tohoto projektu jsem se spolecné s Barborou Gieskovou vénoval
navrhu struktur cilovych nizkomolekularnich latek, jejich syntetické strategie
a samotné syntéze. Taktéz jsme Se spolecné zabyvali chemickou modifikaci
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polymert  (hyaluronanti) a jejich chemickou a fyzikalné-chemickou
charakterizaci. Hodnoceni biologické kompatibility areologické studie
pfipravenych latek, respektive materiall, byly zajiStény spolupracujicimi tymy
z FT UTB ve Zlin¢.

Byla syntetizovana pétice ,ramen” 16-20 reakcemi adamantan-1-
karbonylchloridu (15) s pfislusnymi nukleofily (Obrazek 101A). Daéle byla
ptipravena série péti nizkomolekularnich, Cs, symetrickych, organickych molekul
22-26, tzv. ,,tripodi“ s riznymi typy vazeb (amidy, estery) a s riznymi délkami
ramen, nesouci vzdy kovalentn¢ vazané tii adamantanové jednotky (Obrazek
101B). Jednalo se vesmés o pomérné jednoduché syntézy postavené na
nukleofilnich acylovych substitucich na trichloridu 21 diive pfipravenymi rameny
16-20. Latky 22-26 slouzily jako sitovaci ¢inidla modifikovanych polymerd,
z pohledu supramolekularni chemie se jedna o hosty.

A
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Obrazek 101 A: Priprava prekurzort hostujicich molekul. B: Ptiprava hostujicich
molekul. 1) Boc,O, DCM; i) SOCly, reflux; iii) 1. 14, TEA, DCM; 2. TFA, DCM;
Iv) 2-(2-aminoethoxy)ethanol, DCM; v) diethylenglykol, TEA, DCM; vi)
triethylenglykol, TEA, DCM; vii) tetraethylenglykol, TEA, DCM; viii) 16, TEA,
DCM,; ix) 17, TEA, DCM,; x) 18, TEA, DCM,; xi) 19, TEA, DCM,; xii) 20, TEA,
DCM.

Pro kovalentni navazani B-CD na fetézce hyaluronanu pies 1,2,3-
triazolovou spojku bylo zapotiebi pfipravit mono-6-azido-6-deoxy-f3-
cyklodextrin (B-CD-N3). Jeho syntézu provedla Barbora Gieskova.

Dale byly pripraveny B-cyklodextrinem substituované¢ hyaluronany
(CD-HA) 28 a 30. Byly syntetizovany dvé varianty CD-HA s riznou povahou
vazby mezi polymernim fetézcem a substituentem nesoucim makrocyklus. Ty se
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dale mezi sebou liSily délkou polymerniho fetézce a stupném substituce
polymerniho fetézce. Nativni hyaluronan byl modifikovan jednak na jednotce
N-acetylglukosaminu (mirna oxidace primarni hydroxylové skupiny, reduktivni
aminace za vzniku derivatu propargylaminu 27) a jednak na jednotce kyseliny
D-glukuronové (syntéza propargylamidu 29 z karboxylatové funkce). Trojné
vazby obou derivati (z propargylovych fetézcl) byly nasledné spojeny
s azidomethyl-B-CD ve smyslu 1,3-dipolarni cykloadice (Obrazek 102).
Vysledna délka a stupen substituce jsou dusledkem reaktivity a reakcnich
podminek. Vyssi stupen modifikace byl dosazen u amido-CD-HA (30). Naopak
delsi fetézce polymeru (mensi Stépeni zakladniho skeletu) byly ziskany
u amino-CD-HA (28).

B-CD

—N

NaOOC N 0oC NH
wo a o) HO o) _ N/a&io N 00g o HO
AcHN Rvoere

27 (64 %; 3kroky m =0,91-0,92

’i)
OH
NaOOC
HO [®)
OH  AchHN n

\ N7 \N/\[s cD

HOOC
III
ACHN AcHN

29 (92 %; 3kroky) m=0,75

8 (98 %), m = 0,91-0,92

30 (90 %), m=0,75

Obrazek 102 i) 1. 4-AcNH-TEMPO, NaClO, H)O; 2. propargylamin
hydrochlorid; 3. BHs - pikolin; ii)1. DOWEX 50WX4; 2. TEA, ECF, DMSO;
3. propargylamin; iii) B-CD-Nz, CuSOs, askorbat sodny, PBS.

Existence interakci mezi hostem a hostitelem, tedy vznik komplext
Ad@CD(-HA) a tim padem i vznik hydrogelu a supramolekularni 3D sit¢ byly
zkoumany pomoci reologickych experimentii a ‘H NMR spektroskopie.
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Reologickd métfeni byla provedena a vyhodnocena Lenkou Vitkovou
z Ustavu fyziky a materidlového inZenyrstvi FT UTB. Experimenty byly
provadény pii 15 °C pro minimalizaci nezadoucich vlivi tepelného pohybu (tfeni)
ve smési vody a acetonitrilu (a sice 4:1, v/v). V této smési byly rozpustény oba
CD-HA derivaty 28 a 30 tak, aby vznikly jejich 4% rozotky, které byly nasledné
jednotlivé smichany s tripody 22-26, analyzovany a vzajemné porovnany.
Vysledky reologickych oscila¢nich experimentd ukazaly, Ze amino-CD-HA (28)
vykazuje vyssi komplexni viskozitu a lepsi mechanickou stabilitu vzniklé sité nez
amido-CD-HA (30), a to i pfi niz§i koncentraci polymeru. Vzorky s derivatem 28
vykazovaly v§echny typické vlastnosti gelu (damping factor < 1), sitové chovani
(moduly nezavislé na frekvenci) 1 stfizné ztencovani. Rovnéz bylo prokézéano, Ze
struktura nizkomolekularnich sitovacich ¢inidel 22—26 ma vliv na viskoelastické
vlastnosti vyslednych geli — amidové struktury (tedy derivaty 22 a 23)
vykazovaly lepsi mechanické chovani nez esterové derivaty. V neposledni fadé
bylo ovéteno, Ze nekovalentni vazby tvotici sit’ maji reverzibilni charakter — po
jejich pteruseni vn&jsi silou doslo k poklesu komplexni viskozity a po ustani
vnéj$i sily doSlo k samovolné obnové nekovalentnich vazeb mezi hostem
a hostitelem a opétovnému zvyseni komplexni viskozity smési, coz potvrzuje
samoregenerani schopnosti systému. Piiklad vysledku z cyklického testu
smykového zatizeni znazoriiuje Obrazek 103.
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Obrazek 103 Cyklicky test smykového zatizeni smesi amino-CD-HA (28)
a tripodu 23.
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Dale byly vSechny piipravené adamantanové tripody 22—26 podrobeny
'H NMR titraci s amino-CD-HA 28 (na zékladé horsich vysledki z reologickych
mefeni byl derivat 30 vyfazen z nasledujicich experimentt)). Vzhledem
k omezené rozpustnosti tripodd v D2O bylo nutné pro celou titraci pouzit smeés
D,0:CD3CN v poméru 2:1 (v/v). Piislusny tripod byl rozpustén v této smési za
vzniku 0,92mM roztoku. Do NMR kyvet s roztoky tripodii byla postupné
pfidavana definovana mnozstvi zasobniho roztoku amino-CD-HA 28 ato po
1 ekvivalentu az do dosazeni 5 ekvivalentl. Po kazdém ptidavku byl vzorek
dikladné promichdn a ponechan ustalit, aby byla pfed méfenim NMR spektra
zajisténa rovnovaznd distribuce komplexu. Ve vSech piipadech byly ve smési
tripodit 22-26 s amino-CD-HA (28) v !H NMR spektrech pozorovany posuny
signald protontt adamantanu smérem K niz§imu poli po smichani, coz potvrzuje
vznik inkluzniho komplexu Ad@CD(-HA). Reprezentativni piiklad *H NMR
titrace znazornuje Obrazek 104.
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Obriazek 104 Vyiez alifatické oblasti *H NMR spektra titrace tripodu 23
roztokem modifikované¢ho polymeru 28.
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DESIGN A PRIPRAVA TROJROZMERNYCH SUPRA -
MOLEKULARNICH HYDROGELOVYCH SITi - SHRNUTI

V ramci tohoto projektu byly uspéSné piipraveny a charakterizovany
supramolekularni hydrogely na bazi polymeru CD-HA (hostitel) a molekul
s adamantanovymi substituenty (host). Tyto hydrogely vykazovaly proménlivé
mechanické vlastnosti a vysokou biokompatibilitu. Moje role spocivala zejména
v syntéze cilovych latek a jejich strukturalni a fyzikalné-chemické charakterizaci.
Publikovany ¢lanek ptedstavuje vysledek multidisciplinarni spoluprace, ve které
byly spojeny chemické, biologické a materialové oblasti vyzkumu.

9.2 Svétlem indukované zmény struktur supramolekularnich
komplexi

Na tomto projektu jsem se podilel vrdmci mé zahrani¢ni stdze na
University of Huelva ve Spanélsku pod vedenim prof. Uwe Pischela, jednoho
Z ptednich svétovych odbornikl v oblasti supramolekularni fotochemie, S jehoz
vyzkumnou skupinou Ustav chemie FT UTB ve Zlin& spolupracuje. Projekt se
zabyval problematikou molekul DASA (z angl. Donor-Acceptor Stenhouse
Adducts). Vysledky tohoto vyzkumu byly publikovany ve vysoce prestiznim
mezinarodnim recenzovaném c¢asopise Journal of American Chemical Society
(JACS).162

DASA derivaty piedstavuji tiidu fotochromnich push-pull molekul
schopnych (reverzibilni) izomerace vlivem viditelného svétla. Diky své
schopnosti pfechazet mezi linedrni barevnou formou a cyklickou bezbarvou
strukturou nachdzeji uplatnéni naptiklad v oblasti svétlem fizenych materiali
a molekularnich ptepinact. Jejich praktické vyuziti vSak casto limituje nizka
stabilita a relativné rychla izomerace v polarnim protickém prostiedi. Obecné se
struktura DASA molekul skladd ze tfi Casti: donorova (tercidrni amin),
konjugovany trienovy mistek a akceptorova (derivaty Meldrumovy kyseliny,
barbiturové kyseliny, a dalsi) (Obrazek 105).
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Obrazek 105 Izomery molekul DASA.

Jeden z perspektivnich pfistupt, jak ovlivnit (zpomalit) rychlost izomerace
(tedy pfechodu mezi linearni a cyklickou formou DASA derivatd), predstavuje
soubé&h dvou trovni spocivajici jednak zavedeni vhodnych vazebnych motivi pro
makrocyklické slou¢eniny do struktury oteviené linearni formy (konkrétné do jeji
donorové oblasti) a jednak tvorba hostitel-host komplext s témito
makrocyklickymi molekulami. V dasledku sterické naro¢nosti komplexu linearni
formy derivatu DASA s makrocyklem by mohla byt zpomalena cyklizaca¢ni
reakce.

Cil mého vyzkumu Vv ramci tohoto projektu spocival v posouzeni
a porovnani stability vodnych roztokd dvou ruzné¢ N-substituovanych DASA
molekul (z nichz jednu jsem syntetizoval) a zaroven jejich komplexti s CB7, a to
I v zavislosti na dodané svételné energii. Konkrétn¢ se jednalo o derivaty 31 a 32
(Obrazek 106). Latka 31 je asi nejrozSifenéjsim zastupcem molekul DASA
popsanych v literatuie, ale ve své struktuie obsahuje z hlediska supramolekularni
chemie pro CB7 jen slabé afinitni diethylaminovy motiv. Proto byla navrzena
a syntetizovana latka 32 obsahujici adamantylaminovy motiv, ktery je naopak
jednim z nejvice afinitnich vazebnych motivii pro CB7 (Obrazek 107). Tato
pomérn¢ jednoducha dvoukrokova syntéza sestava z kondenzace furfuralu
s Meldrumovou kyselinou a nasledného otevieni furanového kruhu sekundarnim
aminem, zde N-methyladamantan-1-aminem.

N oH° O\F oHON©
|
\/N\/\/\/\I\;(O @/N N~ O
o} o
31 32

Obrazek 106 Struktury stézejnich latek tohoto projektu.
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Obrazek 107 Ptiprava adamantanového DASA derivatu 32. i) H,O, 75 °C;
i) THF.

Latky typu DASA v oteviené linearni formé jsou obecné Spatné rozpustné
ve vod¢ (navic vni jako v protickém rozpousStédle spontanné piechazi na
uzavienou formu), proto byly dopfedu rozpustény v THF (kde jsou dobte
rozpustné a stabilni) a nasledné byly tyto roztoky natedény vodou na pozadované
koncentrace (15 az 30 uM, obsah THF 1 % v/v) a ihned analyzovany pomoci
UV-Vis spektrofotometrie. Latky 31 a 32 jsou vSak rozpustné ve vodnych
roztocich CB7 (15 az 30 uM, 8 ekv. CB7), tvorba komplexu s CB7 tak byla
studovana bez nutnosti pridavat THF jako kosolvent. Vzhledem k tomu, Ze
studované latky jsou rozpustné pouze pii nizkych koncentracich, nebyla pro
studium tvorby supramolekuldrnich komplexiti s CB7 vyuzita NMR
spektroskopie. Vyjma UV-Vis byla tvorba hostitel-host komplexti derivatt 31
a 32 s CB7 potvrzena také pomoci hmotnostni spektrometrie (ESI-MS).

Pomoci UV-Vis byl sledovan tubytek absorbance (a tedy i koncentrace)
vychozi barevné linearni formy (i jejiho komplexu s CB7) s maximem vinovych
délek 460 az 490 nm a zvySovani absorbance (a tedy i koncentrace) bezbarvé
cyklické formy (pfipadné jejiho komplexu s CB7) s maximem vinovych délek
okolo 260 nm v Case, a to bud’ za vylouceni svétla, nebo za ozafovani vzorku
xenonovou lampou s filtrem propoustéjicim vinové délky > 455 nm. VVznikla tak
matice osmi kombinaci: 31 a 32, komplexy 31@CB7 a 32@CB7, kde kazdy
z téchto systému byl analyzovan za dvou riznych podminek (tma vs. ozafovani).
Byly vyhodnoceny polocasy rozpadi jednotlivych systémi (Tabulka 2).
U experimentli s ozafovanim byly navic stanoveny kvantové vytézky
izomerace. 183
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Tabulka 2 Prehled polocast rozpadt jednotlivych systémd.

.28 Ty, PI1
systém vylouceni fp . Amax [nM] )
. ozafovani
svéetla
31 200 min 100 s 481 0,12
31@CB7 20 h 190 min 491 0,01
32 30 min 120 s 481 0,2
32@CB7 28 d 92 min 461 0,09

Levé grafy (Obrazek 108 a Obrazek 109) reprezentuji cela UV-Vis
spektra roztokd prislusnych systému v rozsahu od 250 nm do 700 nm a jejich
vyvoj v pribéhu ¢asu. Cervena linie znadi poéatek experimentu (prvni méfeni),
modra linie poté konecny stav (posledni méfeni — absorbance (koncentrace)
vychozi latky (systému) je prakticky nulova). Sedé linie znadi pribézna spektra
ziskand b&hem experimentu. Pravé grafy zndzoriiuji vyvoj absorbance
z pasu maxima vinové délky v case (Obrazek 108 a Obrazek 109).

Komplexace latek 31 a 32 s CB7 ma vyrazny vliv na jejich stabilitu
I fotochemické chovani. U obou derivatt DASA je patrné, Ze pfitomnost CB7
vyrazné zpomaluje piechod z oteviené linedrni formy do uzaviené cyklické
formy, a to jak pii vylouceni svétla, tak pii ozafovani.

Zatimco samotny derivat 31 vykazuje polocas rozpadu ve tmé piiblizné 200
minut, jeho komplex 31@CB7 dosahuje hodnoty az 20 hodin, tedy zhruba
Sestinasobného prodlouzeni stability. Podobny trend je pozorovan i pii ozafovani
— komplexaci se polocas prodluzuje ze 100 sekund na 190 minut, coz odpovida
vyraznému potlaceni fotoizomerace v piitomnosti hostitele (Obrazek 108A-D).

Jesté vyrazngjsi efekt komplexace s CB7 byl pozorovan u slouceniny 32.
Zatimco volna forma vykazuje polocas rozpadu ve tme pouze 30 minut, komplex
32@CB7 je mimotadné stabilni, s polocasem rozpadu ptiblizn¢ 28 dni. I pfi
ozatfovani komplexu 32@CB7 se polocas rozpadu prodluzuje ze 120 sekund na
92 minut. Tento trend potvrzuje, Zze komplexace do kavity CB7 G¢inné chrani
otevienou formu DASA pfed spontanni i svétlem indukovanou cyklizaci,
pravdépodobné diky sterickym diivodim a omezené flexibilité linedrni formy
v hostitel-host komplexu (Obrazek 109A-D).
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B)

31, 1% THF ve vodé¢ (v/v), za vylouceni svétla
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Obrazek 108 UV-Vis spektra derivatu 31 a jeho komplext s CB7 ziskana za
ruznych podminek.
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A)

32, 1% THF ve vodé¢ (v/v), za vylouceni svétla
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Obrazek 109 UV-Vis spektra derivatu 32 a jeho komplext s CB7 ziskana za

ruznych podminek.
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Dale je patrné, Zze komplexace latek 31 a 32 s CB7 vede ke zméné polohy
pasu absorpéniho maxima Amax oproti volnym nekomplexovanym formam. Je
zajimavé, ze u derivatl 31 a 32 je tento trend protichiidny. V ptipadé 31 se jedna
o bathochromni posun (481 nm — 491 nm), zatimco DASA 32 vykazuje pfi
komplexaci s CB7 hypsochromni posun (481 — 461 nm). Toto je pravdépodobné
zpusobeno rozdilnou vzajemnou polohou (kavity) CB7 a samotného DASA.
V piipadé 32 kavita pravdépodobné zahrnuje pouze adamantanovou klec, zatimco
U 31 nesouci slabé afinitni motiv se v kavité nachazi i ¢ast trienového mistku.
Kvantové vytézky izomeraci jsou u obou komplexti s CB7 systematicky nizsi, coz
odpovida potlaceni efektivity fotoizomerace v dusledku sterického omezeni
a nizsi flexibility linearni formy v hostitel-host komplexu.

SVETLEM INDUKOVANE ZMENY STRUKTUR
SUPRAMOLEKULARNICH KOMPLEXU — SHRNUTI

V ramci této studie byly zkoumany spontanni a svétlem indukované
izomerace dvou derivati DASA a jejich komplexti s CB7 ve vodnych roztocich.
Vysledky ukézaly, ze komplexace s CB7 vyznamng¢ stabilizuje linearni barevnou
formu obou derivata DASA, pricemz u komplexu adamantanového DASA s CB7
doslo k prodlouzeni polo¢asu rozpadu az na desitky dni. Soucasné byly
U komplexii zaznamenany nizsi kvantové vytézky izomerace, svédcici o sterické
naro¢nosti komplexti a tim naro¢néjsi izomeraci. Pozorované rozdilné¢ posuny
absorpcnich maxim komplext odraZeji rozdilny zplsob interakce mezi DASA
a CB7. Tyto vysledky dokladaji, ze komplexace s CB7 je po zaclenéni vhodnych
vazebnych motivi do struktury fotopiepinace ucinnym ndstrojem pro fizeni
stability a fotochemickych vlastnosti DASA systémii.
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9.3 Komplexy a jejich stechiometrie vybranych ligandi s y-CD

Projekt je zaméfen na ptipravu a detailni studium série symetrickych
multitopickych hostitelskych ligand, které se li§i typem centralniho vazebného
motivu (spiro[3.3]heptan, kuban, hexamethylen, bicyklo[2.2.2]oktan, nebo
bifenyl) astupném substituce adamantanovych koncovych jednotek
(nesubstituované nebo 3,5-dimethylované). Spole¢nym rysem téchto sloucenin
jsou permanentné nabité adamantylpropylimidazoliové motivy (Obrazek 110).
Molekuly jsou navrzeny pro vytvareni stabilnich hostitel-host komplext zvlasté
sy-CD, priCemz variabilita struktury umoziuje systematicky zkoumat vliv
struktury ligandu na podobu komplexu s y-CD.

R2 R3
O = = O Ri=Rx=R3z=R4=H
Br Nl/\ — spojka — /\l\\l Br nebo
R1 ®§/ \7® R4 R1=R2=R3=|Q4=(:H3

spojka = \\@\
Y
L e W

Obrazek 110 Struktury ligandl pro komplexy s y-CD.

V ramci projektu jsem se podilel na syntéze dvou ligandi z této série, a sice
latek 38 (s bifenylovym centralnim motivem) a 39 (s hexamethylenovym
centralnim motivem), v obou piipadech s nesubstituovanymi adamantanovymi
terminalnimi  jednotkami. Nasledn¢ jsem se podilel na studiu jejich
supramolekularnich interakci s 7y-CD. Experimentalni ovéfovani vzniku
a stechiometrie komplexti bylo provedeno kombinaci NMR titraci, metody
kontinuélnich variaci (Jobova metoda) a izotermdlni titra¢ni kalorimetrie (ITC).
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Cilové symetrické bisimidazoliové latky 38 i 39 wvznikaly dvojitou
kvarterniza¢ni reakci, jejiz vychozi komponenty byly syntetizovany ve dvou
vétvich zahrnujicich ptipravu alkyla¢niho ¢inidla 36 a ptipravu nukleofilniho
bisimidazolového derivatu 37 (Obrazek 111). Prvni syntetickd vétev zacina
syntézou 1-(3-brompropyl)adamantanu (36), a to méné obvyklou reakci mezi
komerénim 1-bromadamantanem a akrylonitrilem probihajici ve smyslu
radikalové adice. Jedna se o pomérné vyhodnou metodu, jak adamantanovou klec
substituovat v jednomu kroku Cj; fetézcem, navic funkcionalizovanym. Vytézky
se pohybuji okolo 60 %.

Sekvence reakci pokracuje alkalickou hydrolyzou nitrilu 33, kterd
vyzadovala zhruba dvoudenni reflux, po vykyseleni byla karboxylova kyselina 34
ziskana ve vytézku 91 %. Redukce této karboxylové funkce poskytovala Cisty
alkohol 35 (76 %). Poslednim krokem této vétve byla bromace za mirnych
podminek probihajici ve smyslu Appelovy reakce. Po purifikaci byl izolovan Cisty
bromderivat 36 (77 %).

Druhd syntetickd vétev zahrnovala jednoduchou jednokrokovou ptipravu
centralni jednotky 37. K in-situ hydridem sodnym generovanému imidazolidu byl
ptidan komer¢ni 4,4'-bis(chlormethyl)-1,1'-bifenyl, kdy vytézek reakce byl takika
kvantitativni.

Druhy centralni motiv, 1,6-di(1H-imidazol-1-yl)hexan, pfipravila a mné
poskytla Barbora Gteskova.

Finélni kvarterniza¢ni reakce probihaly zahfivanim latky 36 s latkou 37,
resp. s 1,6-di(1H-imidazol-1-yl)hexanem v acetonitrilu po pomérné¢ dlouhou
dobu, zhruba jeden tyden). Jejich vysrazeni diethyletherem s naslednou purifikaci
surové smesi byly ziskany pozadované slouceniny 38 a 39 ve vytézkcich 77 %,
respektive 91 %.
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Obrazek 111 i) akrylonitril, BusSnH, AIBN, PhCHs, reflux; ii) 1. KOH, EtOH,
H.0, reflux; 2. HCI; iii) 1. LiAlH4, Et;0, reflux; 2. H2O; iv) CBr4, PhsP, DCM,
0 °C; v) imidazol, NaH, MeCN, reflux; vi) 37, MeCN, 70 °C; vii) 1,6-di(1H-
imidazol-1-yl)hexan, MeCN, 70 °C.

Ob¢ pripravené kvarterni imidazoliové soli 38 a 39 byly podrobeny NMR
titraci s y-CD. Kazdy ligand byl rozpustén v D,0O, pficemz poc¢atecni koncentrace
téchto roztokl Cinila 1,83 mM. Zasobni roztok y-CD pro titraci byl pfipraven
rovnéz v D20. Do NMR kyvet s roztoky ligandd byla postupné ptidavana

158



definovana mnozstvi zasobniho roztoku y-CD, po 0,5 ekvivalentu az do dosazeni
3,5 ekvivalentu. Po kazdém ptidavku byl vzorek dikladné promichan a ponechan
ustalit.

Nékteré ze signald atomt vodiku ligandu 38, naptiklad signal ,,f* pfi
4,1 ppm, nebo aromatické protony ,.k, 1, g, h* (signal kyselého protonu ,,i* byl
témét nedetekovatelny), vykazuji pii titraci y-CD mirné posuny smérem
k niz§imu poli. Pro vybrané signaly z titraénich spekter byly vyneseny grafy
zavislosti chemického posunu na poctu ekvivalenti y-CD. Vysledky ne zcela
piesvédcive naznacuji stechiometrii 1:1. BohuZel nelze jednozna¢né urcit pfesnou
polohu makrocyklu na ose ligandu (Obrazek 112).

= =N ™~
™ ES o

® © =]
L |

(
-
N
5
|
PSS
S

~ ~
N
>
I
~
@
L

N
e
|

E 4,124

chemicky posun (ppm)

~

r

S
L

~
™ i
w
1

~

T T T T T T T T 17, - T T : : : : T , 409 T T T T T T T T |
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 30 3.5 4.0 0,0 05 1,0 15 20 2.5 3.0 3,5 4.0 0.0 05 10 15 2,0 25 3.0 35 4,0
ekvivalenty -CD ekvivalenty v-CD ekvivalenty w-CD

159



F
L

wasee UL | " Ik
waw L R s
r25e I | | “ | H JUUUM
12ekv L jLJJ ‘ L
|
_

115ekv | Wl

11ekv UM

1:.0,5ekv M JLJU

[+h | 8 f b+e ¢
+
B . Y
. “
g0 S 50 40 10

chemicky posun (ppm)
Obriazek 112 *H NMR spektra titrace latky 38 roztokem y-CD.

Pfi 'H NMR titraci ligandu 39 y-CD vykazuji mirny posun smérem
Kk niz§imu poli signaly imidazolu ,,g, h, i a obé CH, skupiny (signaly ,,j, f) S nim
tésné sousedici. Taktéz byly pro vybrané signdly z titraénich spekter vyneseny
grafy zavislosti chemického posunu na poctu ekvivalentti y-CD, avsak s ne zcela
jasnou stechiometrii. Bohuzel ani vtomto ptipadé nelze jednoznacné urcit
presnou polohu makrocyklu na ose ligandu (Obrazek 113).
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Stechiometrie téchto komplexti byla nasledné méfena pomoci metody
Kontinualnich variaci. Byly pfipraveny zasobni roztoky ligandd 38, resp. 39
ay-CD vD;0O o shodné koncentraci. Tyto zasobni roztoky byly vzajemné
michany v riznych pomérech (ovSem za zachovani shodné vysledné hodnoty
objemu v kyvet¢) tak, aby celkova molarni koncentrace (ligand + y-CD) zstala
konstantni (1,83 mM). Molarni zlomek ligandu byl postupné ménén od 0 do 1
VvV krocich po 0,1. Po piipravé byly vzorky promichany, ponechany ustalit
a nasledné analyzovany pomoci *H NMR.

Pro komplex 38@y-CD se maximum kiivky ziskané z rozdilti chemickych
posunt signald nachazi mezi hodnotami 0,5 (komplex 1:1) a 0,67 (komplex 2:1),
avSak blize hodnoté 0,5. Maximum normalizované kiivky komplexu 39@y-CD
ma polohu blizko hodnoty 0,33, coz indikuje stechiometrii 1:2. Nutno podotknout,
ze ziskana data nejsou zcela jednozna¢na (Obrazek 114).
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Obrazek 114 Kiivky ziskané metdou kontinualnich variaci pro komplexy 38,
resp. 39 s y-CD.
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Do tietice byla stechiometrie téchto komplex stanovovana pomoci
isotermalni titracni kalorimetrie (ITC). Ligandy 38 i 39 byly podrobeny analyze
v klasickém ITC uspotadani, tj. roztok ligandu v jehle kalorimetru a roztok y-CD
v cele kalorimetru. Pfi tomto uspofadani byla stanovena stechiometrie komplexu
makrocyklu a ligandu 1:1 pro oba ligandy 38 a 39 (Obrazek 115). Pro ovéfeni
pozorovan¢ho chovéani y-CD bylo provedeno také ITC stanoveni v reverznim
rezimu, kdy v jehle kalorimetru byl roztok y-CD a v cele kalorimetru byl roztok
ligandu. | vtomto uspotfadani se hodnota vazebného poméru n blizila v obou
ptipadech k 1.
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Obrazek 115 Vysledky z ITC stanoveni stechiometrie komplext 38, resp. 39

s y-CD.
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KOMPLEXY A JEJICH STECHIOMETRIE VYBRANYCH LIGANDU
Sy-CD - SHRNUTI

V ramci této studie byly pfipraveny a charakterizovany dva symetrické
bisimidazoliové ligandy, 38 a 39, liSici se typem centralni vazebné jednotky
(bifenyl, resp. hexamethylen). Oba ligandy nesou vazebné motivy schopné
interakce s y-CD, ¢imz umoznuji tvorbu supramolekularnich komplexda.

Stanoveni stechiometrie komplexd téchto ligandi s y-CD bylo provedeno
kombinaci tii metod: 'H NMR titraci, metody kontinudlnich variaci (Jobova
metoda) a izotermalni titraéni kalorimetrie (ITC). Vysledky *H NMR titraci obou
ligandti 38 a 39 mohou naznacovat stechiometrii pfiblizné 1:1, avSak tento zaveér
nelze povazovat za jednoznaény. Vysledky Jobovy metody tento zavér podpoiily,
avsak pouze u derivatu 38. M¢éteni pomoci ITC ukazovala na vznik komplext
s prevladajici stechiometrii 1:1 u obou ligandl bez ohledu na uspotadani titrace
(klasické ¢i reverzni). Zaveérem je tteba zdlraznit, ze na této sérii ligandl bude
nutné v budoucnu provést dalsi experimenty (NMR analyza rezidualni distribuce
dat a HRMS, ¢i ESI-MS) s cilem stanovit skute¢nou stechiometrii komplext
s y-CD. Taktéz bude zkoumano ivazebné chovani téchto ligandli s dalSimi
makrocykly typu CD a CBn.
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ZAVER

Tato disertaéni prace se zabyvala navrhem, pfipravou, charakterizaci
a funkénim testovadnim viceslozkovych supramolekularnich systémil zalozenych
na kombinaci interakci makrocyklickych hostitelit a kovovych kationtd se
syntetizovanym heptatopickym ligandem. Cilem prace bylo ovéfit, zda lze
navrzené syntetické systémy vyuzit jako analogy pfirodnich enzymii a zda je
mozné¢ aktivitu téchto syntetickych systému dale regulovat reorganizacnimi
principy supramolekularni chemie.

Nejprve byly detailné charakterizovany interakce piiraveného ligandu
s jednotlivymi makrocykly (B-CD, CB7 a CB8) i s jejich kombinacemi. Tyto
hostitele 1ze na ose ligandu kombinovat a vzajemné reorganizovat, ¢i nahrazovat,
coz umoziuje vznik nékolika typt (pseudo)rotaxanovych usporadani. Bylo
potvrzeno, ze jednotlivé makrocykly interaguji S odlisnymi vazebnymi misty
ligandu a jejich rozlozeni lze fidit pofadim ptidani i slozenim systému.

Dalsi provedené experimenty byly zaméfeny na studium koordinace
vybranych kovovych kationtti (Cu?*, Ni?*, Co?" a Zn?*) k bipyridinovému centru
ligandu. Ziskana data ukazala, Ze nejstabiln&j$i komplexy vznikaji s Cu?* a Ni?*,
které zaroven poskytuji nejmarkantnéj$i spektroskopické zmény. Bylo rovnéz
potvrzeno, ze makrocykly nebrani koordinaci kovu (a zaroven i naopak), coz byl

vvvvvv

Nasledné byly obé tyto roviny (hostitel-host interakce a koordinace kovii)
zkombinovany do dvou navrzenych supramolekuldrnich sestav (systém A s CB8
a systétm B bez néj). Zaroven byla optimalizovana jejich pfiprava s ohledem na
snizeni mnozstvi piebyte¢ného B-CD.

Funkéni testovani obou systémili probihalo na zdklad¢ toho, jakym
zpisobem ovliviiovaly rychlost vybrané reakce, a sice hydrolyzy esterti. Nejprve
byla predbézné studovana reaktivita riznych esteri, na zaklad¢ cehoz byla
vyclenéna dvojice vhodnych substratti pro dikladnéj$i experimenty. Nejvice
experimentil bylo provedeno pii sledovani pribéhu hydrolyzy acetylcholinu
chloridu a ethyl-formiatu. Prvné jmenovany vykazal pomérn¢ vysokou stabilitu
vuc¢i hydrolyze za riiznych podminek v rtizné uspotfadanych systémech. Zato
ethyl-formiat se ukazal jako mnohem vhodnéjsi substrat diky vyssi reaktivite,
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pifehledné NMR monitorovatelnosti a citlivosti vi¢i zmé€nam v systému.
Synteticky pfipravené supramolekularni systémy pouZzité jako katalyzatory
vykazaly vyznamn€ zvySenou rychlost hydrolyzy oproti nekatalyzované reakci.

Z ¢asovych duvodi nebyly provedeny planované experimenty
s kompetitorem, které¢ mély testovat moznost fidit aktivitu systému pomoci
molekularniho signalu. Nebyly zopakovany experimety pro vSechny uspé$né
systémy a nebyly provedeny detailni teplotni a koncentraéni studie.

Celkové lze uzaviit, ze v této praci byl UspéSné navrZen, piipraven
a studovan multikomponentni  supramolekularni systém, jenz vykazuje
katalyticky efekt v hydrolyze vhodného substratu. Tato prace tak otevira cestu
K hlubsimu vyzkumu fizené supramolekularni katalyzy, véetné¢ moznosti regulace
pomoci kompetitorli, variaci hostitelti, zmén molekularnich geometrii ¢i studia
dalSich typt reakci.
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EXPERIMENTALNI CAST

Materialové a pristrojové vybaveni

Veskera pouzita rozpoustédla, ¢inidla a dalsi chemikalie byly zakoupeny
od komercnich dodavatelt a pouzivany bez dal$i Gpravy, pokud neni uvedeno
jinak. Bezvoda rozpoustédla byla pripravena destilaci za ptitomnosti sodiku
(diethylether, tetrahydrofuran), oxidu fosfore¢ného (dichlormethan, chloroform,
tetrachlormethan, acetonitril), pfipadné hot¢iku (methanol, ethanol). DMSO byl
vysusen pomoci hydridu vapenatého (CaH:), DMF pomoci molekulového sita.
Obe¢ tato vysokovrouci rozpoustédla byla destilovana za snizeného tlaku (7 torr).
Vsechna vysSe zminéna rozpoustédla byla po destilaci nasledné uchovavana nad
molekulovym sitem o velikosti pord 3 A nebo 4 A, které byly pred pouzitim
zihany pii 400 °C po dobu ¢tyi hodin. Makrocyklické slouc¢eniny pouzité v této
praci byly potizeny z komer¢nich zdroji, nebo ptipraveny podle publikovanych
postupti zaméstanci UCH FT UTB ve Zling&.'%*

Mikrovinami asistované syntézy byly provedeny v mikrovinném reaktoru
CEM Discover SP v uzavienych zkumavkich o objemu 10 nebo 35 cm?®,
opatfenych septem, za podminek zvySeného tlaku.

NMR spektra byla namétena spektrometrem JEOL ECZ 400, ktery pracuje
na frekvenci 399,78 MHz pro jadra *H a 100,53 MHz pro jadra 3C. Jako vnitini
standardy pro *H NMR byly pouzity rezidudlni signaly rozpoustédel, zatimco pro
kalibraci 3C NMR slouzily signaly deuterovanych rozpoustédel. Pouzité
chemické posuny: *H HDO (4,79 ppm), *H CHCI; (7,26 ppm), *H DMSO-d5s
(2,50 ppm), **C CDCl; (77,16 ppm), ¥*C DMSO-ds (39,52 ppm).. Oznadeni typii
signalt bylo nasledujici: s (singlet), d (dublet), t (triplet), g (kvartet), dd (dublet
dubletd), dt (dublet triplett), br s (rozSifeny singlet) a m (multiplet).
U specifickych typt latek, jako jsou modifikované polymery, byla interpretace
spekter provedena v odlisném formatu vzhledem k povaze jejich signalt
a strukturni sloZitosti. Pro uréeni efektivni molarni hmotnosti latek pomoci *H
NMR byla pouzita jako standard kyselina maleinova. Ta byla taktéz pouzita jako
standard pro stanoveni piesné (realné) koncentrace konkrétnich roztoku
makrocyklti nebo ligandii. Pokud neni uvedeno jinak, méteni byla provadéna pti
teplot¢ 30 °C. V titracnich experimentech byla pocate¢ni koncentrace ligandu
v NMR kyvetach nastavena na 0,6 mM, pokud neni uvedeno jinak. V opaéné
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vedenych titranich experimentech, tj. pii postupném piidavku ligandu k roztoku
jiné komponenty (typicky MCl,) odpovidala koncentrace ligandu hodnoté 1 mM
pti dosazeni molarniho poméru 1:1, pokud neni uvedeno jinak. U viceslozkovych
experimentli monitorovanych H NMR odpovidd pofadi hodnot poiadi
komponent uvedenych v popisu systému, pokud neni uvedeno jinak.

Elementarni analyza prvk C, H a N na zatizeni Thermo Fisher Scientific
Flash EA 1112 byla provedena Lenkou Trhlikovou.

Infradervena spektra (IC) byla zaznamenana metodou disperze v KBr
tabletach s vyuzitim spektrometru FTIR ALPHA-T (Bruker, Némecko). Méteni
byla provedena v rozsahu vinovych &isel 4004000 cm™, s akumulaci 16 skenti
na spektrum a spektralnim rozli§enim 1 c¢cm™. Intenzity absorp&nich pasi ve
spektrech jsou klasifikovdny nasledujicimi oznaCenimi: w (weak — slaby),
m (medium — stfedni), s (strong — silny), bs (broad strong — silny a Siroky).

Teploty tani byly ureny metodou vizualniho pozorovani na Kofleroveé
teplotnim bloku; naméfené hodnoty nejsou korigovany vic¢i standardnim
referencim.

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (HRMS) byla provedena
na piistroji 6530 Q-TOF (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) vybaveném
elektrosprejovym ionizaénim zdrojem. Méfeni probihala v kladném skenovacim
modu. Piistroj pracoval za nasledujicich podminek: napéti na kapilare —4,0 kV,
tlak rozprasovaciho plynu 275,8 kPa, pritok susiciho plynu 8,0 dm®-min!
a teplota susiciho plynu 300 °C. Spektra byla zaznamenavana v rozsahu m/z 50—
3000 pii rychlosti 3 spektra-st. Piesnd méfeni hmotnosti byla provedena
S vyuzitim internich referen¢nich standardi — purinu (CsHaN4, m/z 121,050873)
a HP-0921 [hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropentoxy)fosfazenu] (C1gHisOsN3P3F24,
m/z 922,009798). Zaznam a zpracovani dat v softwaru MassHunter verze B.05.01
(Agilent Technologies) byly provedeny Michalem Rouchalem.

Hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS) byla
provedena na pfistroji amaZon X (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
vybaveném elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem. Méfeni probihala v kladném
skenovacim moddu. Roztoky vzorkl byly do iontového zdroje ptivadény pomoci
automatické pumpy pfi konstantnim priitoku ptiblizng 3-4 pl-m-. Jako médium
byla pouzita sme¢s methanol:voda (1:1, v/v). lonizace byla provadéna pii napéti
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na kapilare —4,0 az —4,2 kV a pii napéti na vystupu z kapilary 140 V. Dusik byl
pouzit jako su$ici i rozpraSovaci plyn s pritokem ptiblizng 6 dm®min-1. Teplota
susiciho plynu se pohybovala v rozmezi 220-300 °C a tlak rozprasovaciho plynu
¢inil 55-210 kPa, v zavislosti na charakteru méfeného vzorku. Zaznam
a zpracovani dat byly provedeny Michalem Rouchalem.

UV-Vis spektra latek 8 a 10 byla zaznamenana na spektrofotometru
Thermo Helios Alpha v kiemenné kyveté o délce optické drahy 1 cm. Pro méfeni
UV-Vis spekter latek 31 a 32 v kiemennych kyvetach s délkou hrany 1 cm byl
pouzit spektrofotometr CARY 5000 (Agilent Technologies), pro ozafovani
vzorkll byla pouzita 150 W Xe lampa (Oriel GmbH & Co. KG) s filtrem pro
vlnové délky > 455 nm.

Gelova permeacni chromatografie (GPC) byla pouzita ke stanoveni stfedni
molarni hmotnosti a molekulové hmotnostni distribuce hyaluronanu a jeho
derivati. Méfeni byla provedena na systému vysokou¢inné kapalinové
chromatografie Shimadzu Prominence (Shimadzu, Japonsko) vybaveném
refraktometrickym detektorem (RI, fada LC-20). Jako mobilni faze byl pouzit
0,AM pufr PBS (pH = 7,4) pii pritoku 0,8 cm®*min? a teplot¢ 30 °C.
Chromatograficky systém byl osazen kolonami PL aqua gel-OH 60 a PL aqua
gel-OH 40 (8 um, 300 x 7,5 mm) zapojenymi v sérii. Kalibrace molarni hmotnosti
byla provedena pomoci pullulanovych standardd (Mw = 805-0,342 kDa; PSS
GmbH, Némecko). Vzorky o koncentraci 2,5 mg-cm=3 byly pied analyzou
filtrovany pies nylonovy filtr (0,45 um, pramér 13 mm) a objem nastfiku ¢inil
0,01 cm?. Data byla ziskdna a vyhodnocena v softwaru LabSolutions GPC
(Shimadzu) Evou Achbergerovou.

Izotermalni titra¢ni kalorimetrie (ITC) byla provedena na mikrokalorimetru
MicroCal VP-ITC (Malvern Panalytical) pii teplot¢ 30 °C. M¢éteni probihala ve
vodném prostiedi, pfiCemz roztok jedné ze slozek systému byl umistén
Vv kalorimetrické cele, zatimco druha slozka byla ptidavana pomoci jehly v sérii
postupnych ptidavkl. Obvykly pocet pridavkt ¢inil 29, s objemem jednoho
pridavku 10 pl. Vyvijené teplo po kazdém pridavku bylo automaticky
zaznamenavano a korekce na fedici teplo byla zahrnuta do vypocth.
Experimentalni data byla naméfena, analyzovana a vyhodnocena v softwaru
MicroCal Origin pomoci nelinearni regresni analyzy Zdenkou Pruckovou.
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Syntézy K hlavnimu projektu
(2,2'-bipyridin)-5,5'-dikarboxylova kyselina (1)

0] — — O

/ \
HO \N N/ OH

Do banky byl pfedloZen manganistan draselny (7,6 g; 48,01 mmol), voda
(100 cmd) a 5,5'-dimethyl-2,2"-bipyridin (1 g; 5,43 mmol). Reakéni smés byla
refluxovana 4 hodiny a po ochlazeni byla zfiltrovana. K filtratu byla pfidana
koncentrovana HC1 (10 cm®). Pevny podil byl odsit, promyvan vodou do
vymizeni kyselé reakce a vysuSen v susarné. Bylo ziskano 0,79 g (60 %) bezbarveé

krystalické latky. Naméfena data jsou v dobré shodé s literarnimi idaji.%°

"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 13,37 (br s, 2H); 9,20 (d, J = 1,5 Hz, 2H);
8,57 (d, J= 8,0 Hz, 2H); 8,45 (dd, J = 8,4 Hz, J" = 2,3 Hz, 2H) ppm.

3C NMR (DMSO-ds, 101 MHz) & 165,9; 157,2; 150,2; 138,5; 127,2;
121,1 ppm.

diethyl-(2,2-bipyridin)-5,5'-dikarboxylat (2)

) — — )

TN
EtO \ N N / OEt

Do banky byla piedlozena (2,2'-bipyridin)-5,5’-dikarboxylova kyselina (1;
1,25 g; 5,12 mmol), ethanol (25 cm®) a kyselina sirova (2,5 cm®). Vzniklad smés
byla refluxovana po dobu 24 hodin. Vzhledem k tomu, Ze se po 24 hodinach stale
jednalo o suspenzi, byl znovu ptidan ethanol (40 cm?®) i kyselina sirova (5 cm®)
a bylo pokra¢ovano v refluxovani. Jiz po dalSich tfech hodinach byla reakéni smés
¢ira. Po ochlazeni byly zhruba dvé tfetiny reakéni smési oddestilovany na RVO.
Ke zbytku byla za chlazeni ptfidavadna voda, dokud dochdzelo k vylu¢ovani
pevného podilu. Ten byl nasledné odsat a promyvan vodou do vymizeni kyselé
reakce a vysuSen v susarné. Bylo ziskano 0,886 g (58 %) bezbarvé krystalické

latky. Naméfena data jsou v dobré shodé s literarnimi udaji. %
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'"H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 9,29 (d, J = 1,9 Hz, 2H); 8,57 (d, J = 8,4 Hz,
2H); 8,43 (dd, J=8,2 Hz, J"= 2,1 Hz, 2H); 4,45 (q, J= 7,1 Hz, 4H); 1,44 (t, J =
7,2 Hz, 6H) ppm.

3C NMR (CDCl;, 101 MHz) & 165,3; 158,5; 150,8; 138,2; 126,7; 121,4; 61,7,
14,4 ppm.

(2,2'-bipyridin)-5,5'-dikarboxamid (3)

0 — — O

w0

Do tlakové ampule o objemu 15 cm? byl piedlozen diethyl-(2,2'-bipyridin)-
5,5'-dikarboxylat (2; 0,127 g; 0,42 mmol) a 28% vodny roztok amoniaku (8 cm?).
Dikladné uzaviend ampule byla nasledn€ zahiivana na olejové 1azni na teplotu
150 °C po dobu 17 hodin. Pevny podil byl zfiltrovan, promyvan vodou do
vymizeni zasadité reakce a vysuSen v susarné. Bylo ziskano 0,03 g (29 %)
bezbarvé krystalické latky. Literarni udaje z NMR nejsou k dispozici.

"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 9,15 (s, 2H); 8,50 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 8,39
(d, J= 8,0 Hz, 2H); 8,23 (s, 2H); 7,64 (s, 2H) ppm.

13C NMR (DMSO-ds, 101 MHz) se nepodafilo ziskat vzhledem k velmi
omezené rozpustnosti latky.

N®,N>"-dipropyl-(2,2’-bipyridin)-5,5'-dikarboxamid (4)

Do banky byl ptedlozen diethyl-(2,2'-bipyridin)-5,5'-dikarboxylat (2;
0,055 g; 0,18 mmol) a propylamin (10 cm?®). Reakéni smés byla refluxovana

20 dni. Po ochlazeni byly tékavé podily oddestilovany na RVO. Bylo ziskdno
0,058 g (97 %) bezbarvé krystalické latky. Naméfena data pro *H NMR jsou
v dobré shodé s literarnimi udaji. ®’

171



'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 8 9,11 (d, J = 1,9 Hz, 2H); 8,73 (t, J= 5,5 Hz,
2H): 8,50 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 8,36 (dd, J = 8,2 Hz, J' = 2,1 Hz, 2H); 3,29-3,25
(m, 4H); 1,62-1,53 (m, 4H); 0,92 (t, J = 7,2 Hz, 6H) ppm.

13C NMR (DMSO-dg, 101 MHz) & 164,3; 156,2; 148,3; 136,2; 130,4; 120,4:
41,0; 22,3; 11,4 ppm.

5,5"-bis(brommethyl)-2,2’-bipyridin (5)

\ /

/ \
Br N N Br

Do banky byl piedlozen 5,5'-dimethyl-2,2'-bipyridin (2 g; 10,86 mmol),
N-bromsukcinimid (4,06 g; 22,8 mmol), benzoylperoxid (katalytické mnoZstvi)
a tetrachlormethan (40 cm®). Vznikla suspenze byla refluxovana pod argonovou
atmosférou po dobu 3 hodin. Po ochlazeni byly vSechny tékavé podily
oddestilovany na RVO. Zbytek byl suspendovan v methanolu (cca 50 cmd)
a ponechan 30 minut v ultrazvukové lazni. Pevny podil byl odsat na frité a promyt
methanolem. Po vysuSeni byl rozpusten v tetrahydrofuranu (cca 20 cm?)
a nasledné z tohoto roztoku vysrazen prebytkem vody (cca 60 cm?®) a znovu odsat
na frité€. Po vysuSeni bylo ziskano 1,613 g (43 %) bezbarvé krystalické latky.
Namétend data jsou v dobré shodé s literarnimi udaji.®8

'H NMR (CDCls, 400 MHz) 5 8,68 (d, J = 1,9 Hz, 2H); 8,40 (d, J = 8,0 Hz,
2H); 7,85 (dd, J = 8,4 Hz, J' = 2,3 Hz, 2H); 4,51 (s, 4H) ppm.

3C NMR (CDCls, 101 MHz) 8 155,6; 149,5; 137,7; 134,0; 121,3; 29,7 ppm.

5,5'-bis(azidomethyl)-2,2"-bipyridin (6)

Y SV R

Do banky byl piedlozen 5,5'-bis(brommethyl)-2,2’-bipyridin (5; 0,5 g;
1,46 mmol), azid sodny (0,57 g; 8,77 mmol) a bezvody N,N-dimethylformamid
(20 cm?®). Reakéni smés byla zahfivana na 70 °C pod argonovou atmosférou po
dobu 90 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés nafedéna vodou (20 cm?®)

a extrahovana dichlormethanem (40 cm?®), organicky podil byl nisledné promyt
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vodou (4 x 40 cm®) a vysuSen siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podilt

bylo ziskano 0,365 g (94 %) bezbarvé krystalické latky. Naméfend data jsou

v dobré shodg s literarnimi udaji.*®

TH NMR (CDCls, 400 MHz) & 8,62 (s, 2H); 8,43 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 7,78 (dd,
J=28,0Hz, J'= 1,9 Hz, 2H); 4,43 (s, 4H) ppm.

13C NMR (CDCl, 101 MHz) § 155,8; 148,9; 136,8; 131,4; 121,3; 52,1 ppm.

terc-butyl-(4-aminobutyl)karbamat (7)

H
HoN" >N O
2 \g/ j<

Do banky byl piedlozen butan-1,4-diamin (20 g; 0,227 mol)
a dichlormethan (75 cm?®). Vznikly roztok byl vychlazen na 0 °C a pomoci
prikapavaci nalevky k nému byl pomalu pfikapavan roztok di-terc-butyl-
dikarbonatu (5 g; 22,9 mmol) v dichlormethanu (75 cm®). Druhého dne byla
reakéni smés pievedena do délici nilevky a promyta vodou (5 x 100 cm?).
Organickd vrstva byla vysuSena siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych

podili na RVO bylo ziskano 2,613 g (61 %) svétle Zluté olejovité latky. Namétena

data jsou v dobré shodé s literarnimi idaji.*"°

"H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 4,80 (s, 1H); 3,17-3,06 (m, 2H); 2,75-2,49 (m,
2H); 1,47-1,39 (m, 13H); 1.27 (s, 2H) ppm.

3C NMR (CDCls, 101 MHz) 8 156,1; 79,2; 42,0, 40,6; 31,0; 28,6; 27,6 ppm.

N, NY-([2,2'-bipyridin]-5,5'-diylbis(methylen))bis(butan-1,4-diamin) (8)

o
NH =N N HN
HZNJJ ‘\_\—NH

Do banky byl ptedlozen 5,5'-bis(brommethyl)-2,2’-bipyridin (5; 0,59 g;
1,72 mmol), terc-butyl-(4-aminobutyl)karbamat (2,6 g; 13,8 mmol) a bezvody
acetonitril (30 cm®). Vznikld suspenze byla refluxovdana pod argonovou
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atmosférou 16 hodin. Po ochlazeni byly tékavé podily oddestilovany na RVO.
Zbytek byl rozmichin ve vodném roztoku hydroxidu sodného (20 cm?®)
a extrahovan dichlormethanem (4 x 40 cm®), spojené organické podily byly
vysuseny nad bezvodym siranem sodnym. Po oddestilovani té¢kavych podila byl
Zbytek rozpustén v bezvodém methanolu.

Do prazdné a vysuSené batiky byl piedlozen bezvody methanol (30 cm?3),
za chlazeni na 0 °C k nému byl pfikapéan acetylchlorid (2 cm®). Po tficeti minutach
byl do této smési piikapadn methanolicky roztok destilaéniho zbytku (viz vyse).
Druhy den byly tékavé podily oddestilovany na RVO, zbytek byl rozmichan ve
vodném roztoku hydroxidu sodného (30 cm?®), extrahovéan dichlormethanem (4 x
40 cm®) a vysuSen siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podili bylo
ziskano 0,31 g (50 %) nazloutlé olejovité latky.

TH NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 8,60 (s, 2H); 8,34 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,79 (d,
J=6,1 Hz, 2H); 3,87 (s, 4H); 2,73-2,66 (m, 8H); 1,55-1,50 (m, 8H) ppm.

3C NMR (CDCl;, 101 MHz) § 155,2; 149,2; 136,9; 135,9; 120,9; 51,3; 49.4;
42,3; 31,7; 27,6 ppm.

I¢ (KBr) # 3373 (m), 3277 (m), 3011 (m), 2933 (s), 2863 (s), 1583 (s), 1554
(s), 1466 (s), 1413 (s), 1110 (w), 1027 (), 816 (m), 742 (m) cm ™.

HRMS (m/z): teoreticky pro [M+H"]|": 357,2722; nalezeno: 357,2784.

4-((adamantan-1-ylamino)methyl)benzaldehyd (9)

@”QCHO

Do mikrovlnné zkumavky o objemu 35 cm?® byl pfedlozen adamantylamin
(1,0 g; 6,61 mmol), tereftaldehyd (1,773 g; 13,22 mmol) a bezvody methanol
(25 cm®). Vznikly roztok byl zahfivan v mikrovlinném reaktoru na teplotu 100 °C
po dobu 35 minut (75 W). Dle GC-MS zreagovala s aminem za vzniku iminu
pravé jedna karbonylova skupina tereftaldehydu. Reakéni smés byla pievedena
do bafiky, byl kni pfidan trimethyl-orthoformiat (5 cm?®; velky pfebytek)
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a monohydrat kyseliny p-toluensulfonové (1,38 g; 7,25 mmol) a byla michana
pod argonovou atmosférou po dobu 90 minut. Nasledna GC-MS analyza potvrdila
uplnou acetalizaci vSech karbonylovych skupin. K roztoku reakéni smési byl za
ucelem alkalizace ptfidan methoxid sodny (1,9 g; velky pifebytek) a nasledné
v n¢kolika porcich tetrahydridoboritan sodny (0,38 g; 10 mmol). Druhého dne
byla pomoci GC-MS potvrzena nepiitomnost iminu. Tékavé podily byly
oddestilovany pomoci RVO, zbytek byl rozmichan ve vodé a extrahovan
diethyletherem (4 x 40 cm®), spojené organické podily byly promyty nasycenym
roztokem chloridu sodného (2 x 50 c¢cm®) a vysuSeny nad bezvodym siranem
sodnym. Po filtraci suSidla byl roztok diethyletheru zahu§tén pomoci RVO na
zhruba polovicni objem a vychlazen na 0 °C na ledové lazni. Do tohoto roztoku
byla za intenzivniho michani pfikapadvana koncentrovana kyselina sirova (0,5 az
1 cm®). Okamzité dochézelo k vyluGovani srazeniny, kterd byla nasledn& odsata
na frit¢ a promyta bezvody diethyletherem. Po jejim vysuSeni byla sraZenina
pfevedena do baiiky a rozpuSténa v minimalnim mnozstvi vody, vznikly roztok
byl michéan za laboratorni teploty po dobu 60 minut, nasledné provedend GC-MS
analyza potvrdila hydrolyzu acetalu (odchrdnéni benzaldehydové skupiny).
Roztok byl nasledné alkalizovan vodnym roztokem hydroxidu sodného
a extrahovan dichlormethanem (4 x 40 cm?®), spojené organické podily byly
promyty nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 50 c¢cm®) a vysuSeny nad
bezvodym siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podili byl zbytek
piecistén sloupcovou chromatografii (silikagel, ethyl-acetat). Bylo ziskano 0,91 g
(51 %) bezbarvée krystalické latky. Namétend data jsou v dobré shod¢ s literarnimi
daji.!”!

"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 9,97 (s, 1H); 7,83 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,58
(d, J= 28,0 Hz, 2H); 3,79 (s, 2H); 2,02 (s, 3H); 1,64-1,56 (m, 12H) ppm.

13C NMR (DMSO-ds, 101 MHz) § 192,7; 150,4; 134,6; 129,3; 128,3; 50,2;
44,0; 42,3; 36,3; 29,0 ppm.

N!-(4-((adamantan-1-ylamino)methyl)benzyl)- N*-((5’-(((4-((4-((adamantan-

1-ylamino)methyl)benzyl)amino)butyl)amino)methyl)-(2,2'-bipyridin)-5-
yl)methyl)butan-1,4-diamin (10)
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Do mikrovinné zkumavky o objemu 35 c¢cm?® byl piedlozen N*,N'-([2,2'-
bipyridin]-5,5'-diylbis(methylen))bis(butan-1,4-diamin) (8; 0,65 g; 1,82 mmol),
4-((adamantan-1-ylamino)methyl)benzaldehyd (9; 0,98 g; 3,65 mmol) a bezvody
methanol (25 cm?®). Vznikly roztok byl zahfivan v mikrovlnném reaktoru na
teplotu 100 °C po dobu 35 minut (75 W). Reak¢ni smés byla pfevedena do banky,
vychlazena na 0 °C a nasledné byl v n¢kolika porcich pfidan tetrahydridoboritan
sodny (0,28 ¢; 7,37 mmol). Druhého dne byly tékavé podily oddestilovany
pomoci RVO, zbytek byl rozmichan ve vod¢ a extrahovan dichlormethanem (5 x
20 cmd), spojené organické podily byly promyty nasycenym roztokem chloridu
sodného (2 x 50 cm?®) a vysuieny nad bezvodym siranem sodnym. Po
oddestilovani tékavych podild bylo ziskano 1,113 g (73 %) svétle zluté olejovité
latky. Ta byla nasledné rozpusténa v bezvodém ethanolu a k tomuto roztoku byl
pridavan ethericky roztok chlorovodiku. Vznikla srazenina byla odséta na frité
a promyta bezvodym ethanolem a bezvodym diethyletherem. Bylo ziskano 0,91 ¢
svétle oranzové krystalické latky. Vzhledem k nejasnému naboji latky a poctu
HCI pfipadajicich na pfitomné aminoskupiny, neni uren vytézek. Latka byla
analyzovana a pouzivana ve stavu soli (hydrochloridu).

"H NMR (D,0, 400 MHz) & 8,85 (s, 2H); 8,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 8,24 (d, J
= 8,4 Hz, 2H); 7,62 (s, 8H); 4,49 (s, 4H); 4,36 (s, 4H); 4,33 (s, 4H); 3,27 (dt, J =
24,4 Hz, J = 7,0 Hz, 8H); 2,31 (s, 6H); 2,08 (d, J= 2,3 Hz, 12H); 1,92-1,76 (m,
20H) ppm.

13C NMR (D,0, 101 MHz) § 155,6; 150,3; 140,2; 133,2; 131,9; 130,6 (2%);
128,1; 122,9; 58,6; 50,7; 48,2; 47,0; 46,6; 43,1; 38,2; 35,0; 29,1; 22,9 (2x) ppm.

IC (KBr) 7 3431 (m), 3011 (s), 2926 (s), 2913 (s), 2851 (m), 2801 (s), 1603 (W),
1561 (m), 1433 (s), 1371 (s), 1077 (m), 981 (m) cm ™.
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HRMS (m/z): teoreticky pro [M+H']": 863,6383; nalezeno: 863,6480.
T¢>300 °C.

kyselina 4-(adamantan-1-ylkarbamoyl)benzoova (11)

O

Do bariky byla pfedlozena kyselina tereftalova (6 g; 36,11 mmol), methanol
(100 cm®) a kyselina sirova (2 ¢cm?®). Vznikld smés byla refluxovana po dobu
24 hodin. Vzhledem k tomu, Ze se stale jednalo o suspenzi, byl znovu pfidan
methanol (15 cm?®) i kyselina sirova (1 cm®) a bylo pokradovéno v refluxovani. Jiz
po dalSich dvou hodinich byla reakéni smés Cird. Po ochlazeni byly vSechny
tékavé podily oddestilovany na RVO. Zbytek byl suspendovan v dichlormethanu
(cca 100 cm®) promyt vodou (3 x 50 cm®) a nasycenym roztokem chloridu
sodného (2 x 50 cmd®). Organick4 vrstva byla vysuSena siranem sodnym. Po
oddestilovani t€kavych podila bylo ziskano 6,16 g (88 %) dimethyl-tereftalatu ve
formé bezbarvé krystalické latky, ktera byla ihned pouzita do dalSiho kroku.

Do banky byl predlozen hydroxid draselny (1,471 g; 26,2 mmol)
a methanol (50 cm?®), za intenzivniho michani vznikl &iry roztok, poté byla
pridana krystalickd latka z ptedchoziho kroku (5,093 g; 26,2 mmol), vznikla smés
byla refluxovana pravé 4 hodiny. Po ochlazeni byly t€kavé podily oddestilovany
na RVO. Zbytek byl rozmichan ve vodé (50 cm?®) a extrahovan dichlormethanem
(3 x 15 cm®), vodna vrstva byla poté okyselena pfidavkem koncentrované
kyseliny chlorovodikové (15 cmd®), vyloucena sraZenina byla odsata na frité,
promyta vodou (2 x 50 cm®) a vysusena pii 60 °C. Bylo ziskano 3,896 g (82 %)
4-(methoxykarbonyl)benzoové kyseliny ve formé bezbarvé krystalické latky,
ktera byla ihned pouzita do dal§iho kroku.

Do banky byla ptedlozena krystalicka latka z ptedchoziho kroku (0,2 g;
1,11 mmol), thionylchlorid (3 c¢cm® a dvé kapky N,N-dimethylformamidu.
Vznikla suspenze byla pod argonovou atmosférou refluxovana do jejiho uplného
rozpusténi po dobu 90 minut. Po ochlazeni byly vSechny tékavé podily
oddestilovany na RVO. Zbytek byl rozpustén v bezvodém dichlormethanu
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(25 cm?®). Vznikly roztok byl pomoci injekéni stiikacky s jehlou pomalu davkovan
proti proudu argonu do banky se smési adamantylaminu (0,176 g; 1,16 mmol),
triethylaminu (0,45 g; 4,44 mmol) a bezvodého dichlormethanu (25 cm?)
vychlazené na 0 °C. Druhého dne byla reakéni smés pievedena do délici nalevky
a promyta vodou (2 x 50 cm?®), vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(2 x 50 cm®), 10% vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové (2 x 50 cmd)
a nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 50 cm®). Organicka vrstva byla
vysusena nad bezvodym siranem sodnym. Po oddestilovani t€kavych podild byl
zbytek piecistén sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether:ethyl-acetat,
3:1, wviv). Bylo ziskdano 0,136 g (39 %) methyl-4-(adamantan-1-
ylkarbamoyl)benzoatu ve formé nazloutlé krystalické latky, ktera byla ihned
pouzita do dal$iho kroku.

Do banky byla ptfedlozena krystalickd latka z pfedchoziho kroku (0,1 g;
0,32 mmol), hydroxid lithny monohydrat (0,07 g; 1,68 mmol), tetrahydrofuran
(2 cm®) a voda (1,4 cm?®). Vznikl4d smés byla michdna za laboratorni teploty po
dobu ¢tyf hodin, poté byla pomoci TLC (silikagel, petrolether:ethyl-acetat, 3:1,
V.V) prokazana neptitomnost vychozi latky. Po oddestilovani t€kavych podilt na
RVO byl odparek rozpustén ve vodé (7 cm?). K tomuto roztoku byla ddvkovana
po kapkéch koncentrovana HCI, dokud dochazelo k vylu€ovani pevného podilu.
Ten byl odsat na frité, promyt vodou (4 x 5 cm?®) a vysusen pii 60 °C. Bylo ziskano
0,07 g (73 %) bezbarvé krystalické latky. Naméfena data jsou v dobré shodé
s literarnimi Gdaji.t"

"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 6 13,11 (br s, 1H); 7,96 (d, J = 8,4 Hz, 2H);
7,85 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,74 (s, 1H); 2,07 (s, 9H); 1,66 (s, 6H) ppm.

13C NMR (DMSO-ds, 101 MHz) 6 166,8; 165,3; 139,8; 132,5; 128,9; 127,5;
51,7; 40,8; 36,0; 28,8 ppm.

N!-(4-((adamantan-1-ylamino)methyl)benzyl)butan-1,4-diamin (12)

H H
\/\/\NHZ

Do mikrovinné zkumavky o objemu 10 cm?® byl piedlozen terc-butyl-(4-
aminobutyl)karbamat (7; 0,026 g¢; 0,138 mmol), 4-((adamantan-1-
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ylamino)methyl)benzaldehyd (9; 0,037 g; 0,138 mmol) a bezvody methanol
(5 cm?®). Vznikly roztok byl zahiivan v mikrovinném reaktoru na teplotu 100 °C
po dobu 35 minut (75 W). Reak¢ni smés byla prevedena do baiky, vychlazena na
0 °C a nasledné byl v n€kolika porcich pridan tetrahydridoboritan sodny (0,05 g;
1,32 mmol). Druhého dne byly t€kaveé podily oddestilovany pomoci RVO, zbytek
byl rozmichin ve vodé a extrahovan dichlormethanem (3 x 10 cmd). Spojené
organické podily byly promyty nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x
10 cm?®) a vysuSeny nad bezvodym siranem sodnym. Po oddestilovani t&kavych
podili na RVO Dbylo ziskano 0,052 g (86 %) terc-butyl-(4-((4-((adamantan-1-
ylamin)methyl)benzyl)amino)butyl-karbamatu ve formé nazloutlé olejovité latky,
ktera byla ihned pouzita do dalSiho kroku.

Odparek byl rozpustén a michan ve smési bezvodého dichlormethanu
(2,5 cm?) akyseliny trifluoroctové (0,7 cm®), vznikly roztok byl michan pti
teploté laboratoie. Druhého dne byly tékavé podily oddestilovany pomoci RVO,
odparek byl rozmichan v 10% vodném roztoku hydroxidu sodného (15 cmd)
a extrahovan dichlormethanem (5 x 15 cmd), spojené organické podily byly
promyty nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 15 cm?®) a vysuseny nad
bezvodym siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podili bylo ziskdno
0,030 g (64 %) zluté olejovité latky.

"H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 7,27 (d, J = 7,6 Hz, 2H); 7,22 (d, J = 7,6 Hz,
2H); 3,74 (s, 2H); 3,72 (s, 2H); 2,64 (dt, J = 25,4 Hz, J" = 6,7 Hz, 4H); 2,07 (s,
3H); 1,69-1,43 (m, 20H) ppm.

13C NMR (CDCl;, 101 MHz) & 140,5; 138,9; 128,4; 128,3; 53,8; 51,0; 49,2;
44,9, 43,0; 42,2; 36,9; 31,6; 29,8; 27,5 ppm.

IC (KBr) ¥ 3468 (w), 3425 (w), 3051 (m), 3010 (m), 2903 (s), 2846 (s), 1650
(m), 1584 (s), 1462 (s), 1355 (m), 1143 (m), 988 (w), 815 (m) cm™".

HRMS (m/z): teoreticky pro [M+H"]": 342,2865; nalezeno: 342,2919.

N,N’-([2,2"-bipyridin]-5,5'-diylbis(methylen))bis(pentan-1-amin) (13)

7N

\
J_/—NH =N N HNH
HsC CH



Do banky byl ptedlozen 5,5'-bis(brommethyl)-2,2"-bipyridin (5; 0,318 g;
0,93 mmol), pentan-1-amin (0,81 g; 9,3 mmol) a bezvody acetonitril (20 cm?).
Vznikla suspenze byla refluxovana pod argonovou atmosférou 16 hodin. Po
ochlazeni byly tékavé podily oddestilovany. Zbytek byl rozmichan ve vodném
roztoku hydroxidu sodného (20 cm?®) a extrahovan dichlormethanem (4 x 20 cm®),
spojené organické podily byly vysuseny nad siranem sodnym. Po oddestilovani
tékavych podilii na RVO bylo ziskdno 0,287 g (87 %) bezbarve krystalické latky.
Ta byla nasledné rozpusténa v bezvodém ethanolu a k tomuto roztoku byl
pfidavan ethericky roztok chlorovodiku. Vznikl4 sraZenina byla odsata na frité
a promyta bezvodym ethanolem a bezvodym diethyletherem. Bylo ziskano 0,32 ¢
bezbarvé krystalické latky. Vzhledem k nejasnému ndboji latky a poctu HCI
pfipadajicich na pfitomné aminoskupiny, neni uren vytéZek. Latka byla
analyzovana a pouzivana ve stavu soli (hydrochloridu).

TH NMR (D0, 400 MHz) 6 9,04 (s, 2H); 8,62-8,56 (m, 4H); 4,57 (s, 4H); 3,25
(t, J = 7,8 Hz, 4H); 1,85-1,78 (m, 4H); 1,46-1,39 (m, 8H); 0,96 (t, J = 6,9 Hz,
6H) ppm.

BC NMR (D0, 101 MHz) & 149,2; 147,8; 143,9; 130,7; 124,3; 48,0; 47,5;
27,9; 25,3; 21,5; 13,1 ppm.

IC (KBr) 7 3425 (w), 3008 (m), 2935 (s), 2866 (s), 2791 (s), 1599 (w), 1553
(w), 1469 (s), 1431 (s), 1385 (m), 1054 (w), 848 cm .

HRMS (m/z): teoreticky pro [M+H"]": 355,2817; nalezeno: 355,2884.

T¢>300 °C (rozklad).
Syntézy K ostatnim projektiim

terc-butyl-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)karbamat (14)

H
0]

Do banky byl piedlozen 2,2'-(ethan-1,2-diylbis(oxy))bis(ethan-1-amin)

(16,3 g; 0,11 mol) a dichlormethan (30 cm®). Vznikly roztok byl vychlazen na
0 °C apomoci ptikapavaci nalevky k nému byl pod dusikovou atmosférou
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pomalu piikapavan roztok di-terc-butyl-dikarbonatu (4 g; 18,3 mmol)
v dichlormethanu (40 cm®). Druhého dne byla reakéni smés prevedena do délici
nalevky a promyta vodou (6 x 70 cm?®). Organicka vrstva byla vysu$ena nad
siranem sodnym. Po oddestilovani t€kavych podill bylo ziskédno 2,73 g (61 %)
bezbarvé olejovité latky. Naméfena data jsou v dobré shodé s literarnimi udaji.l’

TH NMR (CDCl;, 400 MHz) & 5,16 (s, 1H); 3,67-3,52 (m, 4H); 3,52-3,40 (m,
4H); 3,31-3,17 (m, 2H); 2,94-2,66 (m, 2H); 1,37 (s, 9H); 1,24 (s, 2H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) & 156,0; 79,1; 73,6; 70,2 (3%); 41,8; 40,4; 28,4
ppm.

adamantan-1-karbonylchlorid (15)

el

o)

Do banky byla ptredlozena adamantan-1-karboxylova kyselina (3 ¢;
16,6 mmol), piebytek thionylchloridu a dvé kapky N,N-dimethylformamidu
(DMF). Vznikla smés byla zahtivana k refluxu po dobu 3 hodin za vzniku ¢irého
roztoku. Tekavé podily byly oddestilovany, ¢imz byl kvantitativné ziskan
pozadovany produkt ve formé nazloutlé pevné latky, ktera byla ihned pouzita do
dalsiho kroku.

N-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)-1-adamantankarboxamid (16)

H
@\WN\/\O/\/O\/\NH2

0]

Do banky byl predlozen terc-butyl-(2-(2-(2-
aminoethoxy)ethoxy)ethyl)karbamat (14; 2,585 g¢; 10,4 mmol), triethylamin
(8,7 cm?; 62,5 mmol) a bezvody dichlormethan (25 cm?®). Vznikly roztok byl
vychlazen na 0 °C a pomoci piikapdvaci nalevky k nému byl pomalu piikapavan
roztok adamantan-1-karbonylchloridu (15; 2,7 g; 13,6 mmol) v bezvodém
dichlormethanu (30 cm?®). Druhého dne byla reakéni smés pievedena do délici
nalevky a promyta 1M roztokem uhli¢itanu draselného (2 x 70 cm®) a nasycenym
roztokem chloridu sodného (1 x 70 cm?®). Organicka vrstva byla vysuSena nad
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siranem sodnym. Po oddestilovani t€kavych podilti na RVO bylo ziskano 1,868 g
(99 %) terc-butyl-(2-(2-(2-(adamantan-1-karboxamido)ethoxy)ethoxy)-
ethylkarbamatu ve formé& Zluté olejovite latky, ktera byla ihned pouzita do dal§iho
kroku.

Odparek byl rozpustén a michan ve smési bezvodého dichlormethanu
(10 cm?®) a kyseliny trifluoroctové (5 cmd). Po tiech hodindch byly t&kavé podily
oddestilovany na RVO, zbytek byl rozmichan v 10% vodném roztoku hydroxidu
sodného (30 cm®) a extrahovéan dichlormethanem (5 x 30 cm®), spojené organické
vrstvy byly promyty 10% vodnym roztokem hydroxidu sodného (2 x 150 cm?®)
nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 150 cm®) a vysuseny nad bezvodym
siranem sodnym. Po oddestilovani té€kavych podili bylo ziskano 3,03 g (94 %)

7luté olejovité latky. Naméfena data jsou v dobré shodé s literarnimi idaji.t™

TH NMR (CDCl;, 400 MHz) & 6,07 (s, 1H); 3,64-3,56 (m, 4H); 3,55-3,46 (m,
4H); 3,45-3,36 (m, 2H); 2,85 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 2,06-1,95 (m, 3H); 1,88-1,75
(m, 6H); 1,77-1,61 (m, 6H); 1,38 (br s, 2H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) § 178,2; 73,3; 70,5; 70,3; 70,0; 41,9; 40,7; 39,4;
39,0; 36,8: 28,4 ppm.

N-(2-(2-hydroxyethoxy)ethyl)-1-adamantankarboxamid (17)

H
@\(N\/\o/\/%

)

Do batiky byl predlozen 2-(2-aminoethoxy)ethanol (2,4 cm3; 24 mmol)
a bezvody dichlormethan (10 cm®). Vznikly roztok byl vychlazen na 0 °C
a pomoci prikapavaci nalevky k nému byl pomalu piikapavan roztok adamantan-
1-karbonylchloridu (15; 1,2 g; 6 mmol) v bezvodém dichlormethanu (5 cm?).
Druhého dne byla reakéni smés pievedena do délici nalevky a promyta 1M
roztokem kyseliny chlorovodikové (4 x 20 cm®) a nasycenym roztokem chloridu
sodného (1 x 20 cm?®). Organicka vrstva byla vysuSena nad siranem sodnym. Po
oddestilovani tékavych podilt bylo ziskano 1,23 g (76 %) bezbarvé olejovité

latky. Naméfena data jsou v dobré shod¢ s literarnimi idaji.t™
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'H NMR (CDCls, 400 MHz) § 6,04 (s, 1H); 3,79-3,70 (m, 2H); 3,62-3,52 (m,
4H); 3,49-3,39 (m, 2H); 2,30 (br s, 1H); 2,07-1,95 (m, 3H); 1,90-1,78 (m, 6H);
1,79-1,62 (m, 6H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) § 178,3; 72,3; 70,2; 61,9; 40,8; 39,4; 39,2; 36,7;
28,3 ppm.

2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-1-adamantankarboxylat (18)

@\WO\/\O/\/OH

)

Do batiky byl piedlozen diethylenglykol (1,147 cm3; 12 mmol),
triethylamin (1,01 cm®; 7,2 mmol) a bezvody dichlormethan (10 cm®). Vznikly
roztok byl vychlazen na 0 °C a pomoci ptikapavaci nadlevky k nému byl pomalu
ptikapavan roztok adamantan-1-karbonylchloridu (15; 1,2 g; 6 mmol)
Vv bezvodém dichlormethanu (5 cm®). Druhého dne byla reakéni smés pievedena
do délici nalevky a promyta 10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (2 X
20 cm®) a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 20 cm?®). Organicka vrstva
byla vysuSena nad siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podilti byl zbytek
pre¢istén sloupcovou chromatografii (silikagel, ethyl-acetat). Bylo ziskano
1,135 g (70 %) bezbarve olejovité latky.

"H NMR (CDCl;, 400 MHz) & 4,21 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 3,79-3,64 (m, 4H);
3,59 (t, J=4,6 Hz, 2H); 2,19 (br s, 1H); 2,06-1,96 (m, 3H); 1,94-1,81 (m, 6H);
1,79-1,62 (m, 6H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) § 177,6; 72,2; 69,2; 63,1; 61,8; 40,7; 38,8; 36,5;
27,9 ppm.

IC (KBr) ¥ 3441 (br m), 2907 (s), 2853 (s), 1728 (s), 1454 (m), 1324 (w), 1269
(m), 1236 (s), 1134 (m), 1104 (m), 1079 (s) cm .

ESI-MS (pos.) m/z (%): 559,2 [2-M+Na*]* (87); 422,1 [3-M+H*+K*]** (10);
291,0 [M+Na*]* (100).
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2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-1-adamantankarboxylat (19)

%OwONOwOH

o)

Do batiky byl piedlozen triethylenglykol (8,883 cm?®; 66,6 mmol),
triethylamin (5,57 cm®; 40 mmol) a bezvody dichlormethan (25 cm?®). Vznikly
roztok byl vychlazen na 0 °C a pomoci ptikapavaci nalevky k nému byl pomalu
prikapavan roztok adamantan-1-karbonylchloridu (15; 6,61 g; 33,3 mmol)
Vv bezvodém dichlormethanu (25 cm®). Druhého dne byla reakéni smés pievedena
do délici nalevky a promyta 10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 X
70 cm?®) a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 70 cm®). Organicka vrstva
byla vysusena nad siranem sodnym. Po oddestilovani t¢kavych podilt byl zbytek
pre¢istén sloupcovou chromatografii (silikagel, ethyl-acetat). Bylo ziskano
6,315 g (61 %) bezbarvé olejovité latky. Naméiena data jsou v dobré shodé
s literarnimi udaji.'"

TH NMR (CDCl;, 400 MHz) & 4,22 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 3,77-3,75 (m, 2H);
3,71-3,60 (m, 6H); 2,25-2,22 (m, 1H); 2,03 (s, 3H); 1,95-1,84 (m, 6H); 1,77—
1,66 (m, 6H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) § 177,6; 72,5; 70,7; 70,5; 69,3; 63,1; 61,8; 40,7;
38,8; 36,5; 27,9 ppm.

2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-1-adamantankarboxylat (20)

@\WO\/\O/\/O\/\O/\/OH

)

Do batiky byl piedloZen tetracthylenglykol (2,085 cm?® 12 mmol),
triethylamin (1,01 cm®; 7,2 mmol) a bezvody dichlormethan (10 cm®). Vznikly
roztok byl vychlazen na 0 °C a pomoci ptikapavaci nalevky k nému byl pomalu
prikapavan roztok adamantan-1-karbonylchloridu (15; 1,2 g; 6 mmol)
Vv bezvodém dichlormethanu (5 cm®). Druhého dne byla reakéni smés pievedena
do délici nalevky a promyta 10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 X
20 cm?®) a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 20 cm?®). Organicka vrstva
byla vysusena nad siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podili byl zbytek
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precistén sloupcovou chromatografii (silikagel, ethyl-acetat). Bylo ziskano 1,2 g
(56 %) bezbarvé olejovite latky. Namétend data jsou v dobré shod¢ s literarnimi
tdaji.t’”

'H NMR (CDCl;, 400 MHz) 4,22 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,75-3,61 (m, 14H);
2,44-2,42 (m, 1H); 2,02 (s, 3H); 1,94-1,90 (m, 6H); 1,74-1,69 (m, 6H) ppm.

3C NMR (CDCls, 101 MHz) § 177,7; 77,2; 72,5; 70,8; 70,7; 70,5; 69,4; 63,3;
61,9; 40,8; 38,9; 36,6; 28,0 ppm.

benzen-1,3,5-trikarbonylchlorid (21)

O._~ClI

Cl 0]

@) Cl

Do baiiky byla ptfedloZzena benzen-1,3,5-trikarboxylovd kyselina (1 g;
4,8 mmol), prebytek thionylchloridu advé kapky N,N-dimethylformamidu
(DMF). Vznikld smés byla zahtivana k refluxu po dobu 4 hodin za vzniku ¢irého
roztoku. T¢€kavé podily byly oddestilovany pomoci RVO, ¢imz byl kvantitativné

ziskan produkt ve formé bilé az nazloutlé pevné latky, ktera byla ihned pouzita do
dalsiho kroku.

NZ,N3 N>°-tris(2-(2-(2-(adamantan-1-
karboxamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)benzen-1,3,5-trikarboxamid (22)

H A :

N\/\O/\/O\/\N R

N ﬁ@
N R

R

Do banky byl ptedlozena slouc¢enina 16 (3,79 g; 12,2 mmol), triethylamin
(1,86 cm?®; 13,3 mmol) a bezvody dichlormethan (15 cm?®). Vznikly roztok byl
vychlazen na 0 °C a pomoci ptikapavaci nalevky k nému byl pomalu ptikapavan
roztok benzen-1,3,5-trikarbonylchloridu (21; 0,983 g; 3,7 mmol) v bezvodém
dichlormethanu (15 cm?®). Druhého dne byla reakéni smés pievedena do délici
nalevky a promyta 10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 x 30 cm?®)
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a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 30 ¢m?®). Organicka vrstva byla
vysusena had siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podild byl zbytek
precistén sloupcovou chromatografii (silikagel, ethyl-acetat:ethanol, 3:1, v:v).
Bylo ziskano 2,5 g (62 %) bezbarvé olejovité latky.

'"H NMR (CDCl;, 400 MHz) & 8,45 (s, 3H); 7,33 (s, 3H); 6,22 (t, J = 5,1 Hz,
3H); 3,67-3,59 (m, 24H); 3,55 (t, J = 5,3 Hz, 6H); 3,43-3,32 (m, 6H); 2,02—-1,94
(m, 9H); 1,87-1,76 (m, 18H); 1,75-1,58 (m, 18H) ppm.

13C NMR (CDClg, 101 MHz) & 178,4; 166,0; 135,1; 128,5; 70,3; 70,1; 69,8;
69,5; 40,6; 40,0; 39,2; 39,0; 36,5; 28,1 ppm.

IC (KBr) ¥ 3351 (m), 3076 (w), 2904 (s), 2850 (), 1640 (s), 1534 (s), 1452
(m), 1288 (m), 1134 (m), 1105 (m), 742 (w) cm 2.

ESI-MS (pos.) m/z (%): 1125,6 [M+K*]* (5); 1109,7 [M+Na*]* (100); 1106,6
[2-M+H*+K*]?* (7); 1087,7 [M+H'T* (11); 566,3 [M+2-Na*]** (18); 563,3
[M+H*+K*]?* (17); 555,3 [M+H*+Na*]>* (11).

tris(2-(2-(adamantan-1-karboxamido)ethoxy)ethyl)-benzen-1,3,5-
trikarboxylat (23)

R
! ( ]
@ﬁ( N0 ™0 R
N o o J
Y
R

Do banky byl predlozen N-(2-(2-hydroxyethoxy)ethyl)-1-
adamantankarboxamid (17; 1,037 g; 3,9 mmol), triethylamin (0,59 cm?;
4,25 mmol) a bezvody dichlormethan (10 cm?®). Vznikly roztok byl vychlazen na
0 °C a pomoci piikapavaci nalevky k nému byl pomalu piikapavan roztok benzen-
1,3,5-trikarbonylchloridu (21; 0,313 g; 1,18 mmol) v bezvodém dichlormethanu
(5 cm?®). Druhého dne byla reakéni smés pievedena do délici ndlevky a promyta
10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 x 15 cm®) a nasycenym roztokem
chloridu sodného (1 x 15 cmd®). Organicka vrstva byla vysuSena nad siranem
sodnym. Po oddestilovani tékavych podili byl zbytek ptecistén sloupcovou
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chromatografii (silikagel, ethyl-acetat:ethanol, 7:1, v:v). Bylo ziskano 0,79 g
(70 %) bezbarvé olejovité latky.

"H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 8,87 (s, 3H); 6,01 (s, 3H); 4,63-4,45 (m, 6H);
3,92-3,74 (m, 6H); 3,59 (t, J = 5,2 Hz, 6H); 3,44 (q, J = 5,3 Hz, 6H); 2,00-1,91
(m, 9H); 1,83-1,76 (m, 18H); 1,73—1,57 (m, 18H) ppm.

13C NMR (CDClz, 101 MHz) & 178,0; 164,8; 134,7; 131,2; 70,0; 68,8; 64,6;
40,6; 39,2; 39,0; 36,5; 28,1 ppm.

IC (KBr) ¥ 3361 (m), 3085 (W), 2905 (s), 2851 (s), 1732 (s), 1640 (s), 1524 (5),
1452 (m), 1241 (s), 1136 (s), 742 (m) cm ™.

ESI-MS (pos.) m/z (%): 996,5 [M+K*]* (9): 980,5 [M+Na*]* (100); 977,5
[2-M+H+K*]?* (11); 958,5 [M+H']* (14); 501,7 [M+2:Na‘]** (6); 498,7
[M+H*+K*]?* (7); 490,7 [M+H*+Na*]>* (5).

tris(2-(2-((adamantan-1-karbonyl)oxy)ethoxy)ethyl)-benzen-1,3,5-
trikarboxylat (24)

R
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Do banky byl pfedlozen 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl-1-adamantankarboxylat
(18; 1,39g; 5,18 mmol), triethylamin (0,79 cm?® 5,65 mmol) a bezvody
dichlormethan (10 cm®). Vznikly roztok byl vychlazen na 0 °C a pomoci
pfikapavaci nalevky k nému byl pomalu pfikapavan roztok benzen-1,3,5-
trikarbonylchloridu (21; 0,417 g; 1,6 mmol) v bezvodém dichlormethanu (5 cmd).
Druhého dne byla reakéni smés prevedena do délici ndlevky a promyta 10%
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 x 15 cm®) a nasycenym roztokem
chloridu sodného (1 x 15 cm®). Organicka vrstva byla vysuSena nad siranem
sodnym. Po oddestilovani tékavych podili byl zbytek ptecistén sloupcovou
chromatografii (silikagel, ethyl-acetat:petrolether, 5:3, v:v). Bylo ziskano 1,01 g
(67 %) bezbarvé olejovité latky.
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"H NMR (CDCl;, 400 MHz) & 8,88 (s, 3H); 4,53 (t, J = 4,8 Hz, 6H); 4,22 (4,
J=15,0 Hz, 6H); 3,85 (t, /= 5,0 Hz, 6H); 3,73 (t, J = 5,0 Hz, 6H); 1,99-1,91 (m,
9H); 1,88-1,80 (m, 18H); 1,75-1,61 (m, 18H) ppm.

13C NMR (CDClg, 101 MHz) & 177,5; 164,9; 134,8; 131,2; 69,3; 68,9; 64,5;
63,1, 40,7; 38,8; 36,5; 27,9 ppm.

IC (KBr) ¥ 3434 (w), 3085 (w), 2907 (s), 2852 (s), 1729 (s), 1608 (w), 1454
(m), 1325 (m), 1235 (s), 1104 (m), 1078 (s), 867 (w), 742 (m) cm™*.

ESI-MS (pos.) m/z (%): 983,5 [M+Na*]* (100).

tris(2-(2-(2-((adamantan-1-karbonyl)oxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-benzen-
1,3,5-trikarboxylat (25)
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Do banky byl pfedlozen 2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-1-
adamantankarboxylat (19; 1,62 g; 5,2 mmol), triethylamin (0,8 cm?; 5,8 mmol)
a bezvody dichlormethan (10 cm®). Vznikly roztok byl vychlazen na 0 °C
a pomoci ptikapavaci ndlevky k nému byl pomalu ptikapadvan roztok benzen-
1,3,5-trikarbonylchloridu (21; 0,33 g; 1,24 mmol) v bezvodém dichlormethanu
(5 cm®). Druhého dne byla reakéni smés prevedena do délici nalevky a promyta
10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 x 15 cm®) a nasycenym roztokem
chloridu sodného (1 x 15 cm®). Organicka vrstva byla vysuSena nad siranem
sodnym. Po oddestilovani tékavych podili byl zbytek ptecistén sloupcovou
chromatografii (silikagel, ethyl-acetat:petrolether, 5:3, v:v). Bylo ziskdno 1,37 g
(80 %) bezbarvé olejovité latky.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8,87 (s, 3H); 4,53 (t, J = 4,8 Hz, 6H); 4,19
(t, J =5,0 Hz, 6H); 3,87 (t, J = 4,8 Hz, 6H); 3,73-3,63 (m, 18H); 2,03-1,95 (m,
9H); 1,93-1,84 (m, 18H); 1,77-1,64 (m, 18H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) & 177,5; 164,9; 134,8; 131,2; 70,69; 70,66;
69,3; 69,1, 64,7; 63,2; 40,7; 38,8; 36,5; 27,9 ppm.
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IC (KBr) ¥ 3430 (w), 3086 (w), 2907 (s), 2853 (s), 1729 (s), 1608 (w), 1453
(m), 1325 (m), 1237 (s), 1104 (m), 1078 (s), 865 (m), 742 (m) cm™2.,

ESI-MS (pos.) m/z (%): 1115,6 [M+Na*]" (100).

tris(1-(adamantan-1-yl)-1-oxo-2,5,8,11-tetraoxatridekan-13-yl]-benzen-
1,3,5-trikarboxylat (26)

\@TO\/\ONO\/\ONO?QQR
v

Do barnky byl ptedlozen 2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-1-
adamantankarboxylat (20; 1,87 g; 5,2 mmol), triethylamin (0,8 cm?; 5,8 mmol)
a bezvody dichlormethan (15 cm®). Vznikly roztok byl vychlazen na 0 °C
a pomoci ptikapavaci nalevky k nému byl pomalu ptikapadvan roztok benzen-
1,3,5-trikarbonylchloridu (21; 0,423 g; 1,6 mmol) v bezvodém dichlormethanu
(5 cm®). Druhého dne byla reakéni smés prevedena do délici nalevky a promyta
10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (3 x 20 cm®) a nasycenym roztokem
chloridu sodného (1 x 20 cm®). Organicka vrstva byla vysuSena nad siranem
sodnym. Po oddestilovani tékavych podili byl zbytek pteistén sloupcovou
chromatografii (silikagel, ethyl-acetat). Bylo ziskano 1,04 g (53 %) bezbarvé
olejovité latky.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8,85 (s, 3H); 4,52 (t, J = 4,8 Hz, 6H); 4,18
(t, J = 5,0 Hz, 6H); 3,85 (t, J = 5,0 Hz, 6H); 3,72-3,61 (m, 30H); 2,02-1,95 (m,
OH); 1,92-1,85 (m, 18H); 1,77-1,64 (m, 18H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) & 177,5; 164,9; 134,8; 131,2; 70,66 (2x);
70,64; 70,58; 69,2; 69,0; 64,7; 63,2; 40,6; 38,8; 36,5; 27,9 ppm.

1C (KBr) ¥ 3432 (W), 3086 (W), 2906 (s), 2854 (s), 1728 (s), 1608 (W), 1454
(m), 1325 (m), 1238 (s), 1078 (s), 865 (m), 742 (m) cm™2.,

ESI-MS (pos.) m/z (%): 1263,6 [M+K*]" (6); 1247,7 [M+Na*]* (100);
635,3 [M+2-Na*]?* (26); 632,3 [M+H"+K*]?* (10).
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Propargylamino-HA (27)

l[
OH
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Do banky byl ptfedlozen hyaluronan sodny (My = 124 kDa; 1,1 g;
2,75 mmol) a voda (73 cm?®). Po jeho rozpusténi druhého dne byl do batiky ptidan
bromid sodny (0,212 g; 2,1 mmol) a dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu
disodného (1,21 g; 3,4 mmol). Tento roztok byl vychlazen na 0 °C a nasledn¢ byl
probublavan dusikem. Do roztoku byl pfidan 4-acetamido-TEMPO (5,86 mg;
0,03 mmol) a chlornan sodny (1,34 cm3; 4,9% vodny roztok). Po 20 minutach
michani bylo upraveno pH reakéni smési na 5 pomoci ptidavku kyseliny octové
a byl ptidan propargylamin hydrochlorid (0,4 g; 4,36 mmol). Po péti hodinach
michani byl pfidan komplex boran-pikolin (90 mg; 0,84 mmol) a reakéni smés
byla michdana do dal§iho dne. Produkt byl ptecistén dialyzou ptes 14 kDa
membranu proti 0,1% roztoku NaCl a 0,1% roztoku NaHCO; (2 x 8 dm?®)
a nasledng proti demineralizované vodé (6 x 8 dmd). Po lyofilizaci bylo ziskano
0,76 g (64 %) bezbarvé latky (stupen substituce: 8-9 %; My, = 79 kDa). Namétena
data jsou v dobré shodé s literarnimi idaji.'"®

'H NMR (NaOD v D,0, 400 MHz) & 4,50 (d, 2H); 4,09-3,40 (m, 10H);
3,19-3,10 (m, CHy); 2,88-2,71 (m, CH,); 1,89 (s, 3H).

B-Cyklodextrinem modifikovana amino-HA (28) (amino-CD-HA)
B-CD

N-l\\l\
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Do banky byla piedlozena propargylamino-HA (27; My, = 79 kDa; 0,51 g;
1,25 mmol) a 0,1M pufr PBS o pH 7,4 (25 cm®). K tomuto roztoku byl piidan
mono-6-azido-6-deoxy-p-cyklodextrin (0,23 g; 0,2 mmol), pentahydrat siranu
médnatého (0,02 g; 0,08 mmol) a askorban sodny (0,02 g; 0,1 mmol). Reak¢ni
smés byla intenzivné michana do dalSiho dne pfi laboratorni teploté. Produkt byl
piecistén dialyzou pres 14 kDa membranu proti 0,01% roztoku EDTA (2 x 8 dm?®)
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a nasledné proti demineralizované vodé (6 x 8 dmd). Po lyofilizaci bylo ziskano
0,61 g (98 %) bezbarvé latky (stupen substituce: 89 %; My, = 105 kDa).

Naméfena data jsou v dobré shodé s literarnimi udaji."

'H NMR (D0, 400 MHz) § 8,24 (s; CH triazol); 5,18-5,01 (m); 4,53-4,47
(m); 4,00-3,32 (m); 2,00 (s; 3H) ppm.

Propargylamido-HA (29)

~
HO o AT R HO o O AN o
Do banky byl piedlozen hyaluronan sodny (My = 600 kDa; 1,5 g) a voda
(100 cm®). Po rozpusténi byla k roztoku pfisypana kyseld iontoméni¢ova
pryskyfice DOWEX 50WX4 (6 g). Po ¢tyfech hodindch michani byla tato smés
zfiltrovana a filtrat byl lyofilizovan. Byla ziskana kyselina hyaluronova.

Do bariky byla piedloZena ziskana latka (My = 200 kDa; 0,5 g; 1,32 mmol)
a bezvody dimethylsulfoxid (50 cm?®). Pro rychlejsi rozpusténi byla smés zahtata
na 60 °C. Po rozpusténi a ochlazeni na laboratorni teplotu byl do roztoku ptidan
triethylamin (0,92 cm?; 6,6 mmol), vznikla smés byla michana 10 minut, poté byl
pfidan ethyl-chlorformiat (0,4 cmd®; 3,0 mmol). Po 1 hodiné michani byl do
reakéni smési piidan propargylamin (0,1 cm3; 1,32 mmol). Reakéni smés byla
michdna do dalSiho dne, nésledn¢ byla vychlazena na 0 °C a nafedéna
demineralizovanou vodou (50 cm?®). Produkt byl pie¢istén dialyzou pres 14 kDa
membranu proti 0,1% roztoku NaCl (2 x 8dm®) a nasledng proti
demineralizované vodé (6 x 8 dm?®). Po lyofilizaci bylo ziskano 0,46 g (92 %)
bezbarvé latky (stupen substituce: 25 %; My = 135 kDa). Nam¢iena data jsou
Vv dobré shodg s literarnimi udaji.t’®

'H NMR (D20, 400 MHz) & 4,53-4,42 (m, CH,); 4,10-3,98 (m); 3,91-3,72
(m); 3,51-3,35 (m); 2,00 (s, 3H) ppm.
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B-Cyklodextrinem modifikovana amido-HA (30) (amido-CD-HA)

NC
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Latka byla pfipravena podle modifikovaného postupu.’®® Do batiky byla
ptedlozena propargylamido-HA (29; My, = 135 kDa; 0,41 g; 1,01 mmol) a 0,1M
pufr PBS 0 pH 7,4 (25 cm®). K tomuto roztoku byl p¥idin mono-6-azido-6-deoxy-
B-cyklodextrin (0,58 g; 0,5 mmol), pentahydrat siranu méd’natého (0,05 g;
0,2 mmol) a askorban sodny (0,05 g; 0,25 mmol). Reak¢ni smés byla intenzivné
michdna do dalS§iho dne pfti laboratorni teploté. Produkt byl ptecistén dialyzou
pies 14 kDa membranu proti 0,01% roztoku EDTA (2 x 8 dm?) a nasledné proti
demineralizované vodé (6 x 8 dm®). Po lyofilizaci bylo ziskano 0,64 g (90 %)
bezbarvé latky (stupen substituce: 25 %; My = 26 kDa).

'H NMR (D,0, 400 MHz) & 7,98 (s; CH triazol); 5,17-4,98 (m); 4,54-4,48
(m); 4,00-3,35 (m); 2,00 (s, CH3) ppm.

5-((2Z,4E)-5-(adamantan-1-yl(methyl)amino)-2-hydroxypenta-2,4-dien-1-
yliden)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (32)

Do bariky byl pfedlozen 2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (3 g; 20 mmol),
furfural (1,92 g; 20 mmol) a destilovana voda (40 cm?®). Vznikla smés byla
zahtivana po dobu 2 hodin na 75 °C, kdy doslo k vylouceni pevného podilu. Ten
byl po ochlazeni odsat a promyt studenou vodou (2 x 40 cm?®). Nasledng byl
rozpustén v dichlormethanu (40 ¢cm?®) a promyt nasycenym roztokem NaHSO3
(40 cm®) a vodou (40 cm®). Organick4 vrstva byla vysusena nad bezvodym
siranem sodnym. Po oddestilovani t€kavych podili bylo ziskano 4,3 g (98 %) 5-
(furan-2-ylmethylen)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dionu ve form¢ svétle zluté
krystalické latky, ktera byla ihned pouzita do dalSiho kroku.
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Latka zptfedchoziho kroku (0,269 g; 1,2 mmol) byla rozpuSténa
V bezvodém tetrahydrofuranu (10 cm®), do vzniklého roztoku byl pfidan
N-methyladamantan-1-amin (0,2 g; 1,2 mmol) a smés byla michana 30 minut pii
laboratorni teploté a poté 30 minut pii 0 °C. Vylouceny pevny podil byl odsat,
promyt vychlazenym diethyletherem (3 x 5 ¢m®) a vysuSen za snizeného tlaku.
Bylo ziskano 0,4 g (85 %) fialové krystalické latky.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) § 11,44 (s, 1H); 7,53 (d, J = 12,0 Hz, 1H);
7,06 (t, J = 2,6 Hz, 1H); 6,74 (d, J = 12,0 Hz, 1H); 6,09 (t, J = 12 Hz, 1H);
2,29 (s, 3H); 1,92 (s, 6H); 1,78 (d, J = 13,0 Hz, 3H); 1,71 (s, 6H); 1,68 (d, J =
13,0 Hz, 3H) ppm.

3C NMR (CDCls, 101 MHz) 8 167,1; 165,3; 153,8; 151,5; 145,0; 138,9; 103,4;
102,7; 90,4, 61,4; 40,7; 35,6; 31,8; 29,4; 26,7 ppm.

HRMS (m/z): teoreticky pro [M—H*]": 386,1962; nalezeno: 386,1983.

3-(adamantan-1-yl)propionitril (33)

H e

Do banky byl pfedlozen 1-bromadamantan (2,8 g; 13 mmol), bezvody
toluen (45 cm?), akrylonitril (1,72 cm?; 26,2 mmol), tributylstannan (4,23 cm3;
15,6 mmol) a nékolik kapek 0,2M roztoku AIBN v toluenu. Reak¢éni smés byla
zahiivana K refluxu pod argonovou atmosférou 6 hodin. Po ochlazeni byla reak¢ni
smes pievedena do dé¢lici nalevky, byla promyta 0,5M vodnym roztokem
amoniaku (3 % 50 cm®) a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 50 cm?).
Organicka vrstva byla vysuSena nad siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych
podilt byl zbytek piecCistén sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether:ethyl-acetat, 30:1, v:v). Po oddestilovani t€kavych podilt bylo ziskano
1,388 g (56 %) bezbarvé krystalické latky. Naméfena data jsou v dobré shodé
s literarnimi Gdaji.

!'H NMR (CDCls, 400 MHz) § 2,27 (t; J = 8,0 Hz; 2H); 2,07-1,90 (m, 3H);
1,67 (dd; J = 40,4 Hz, J" = 11,8 Hz; 6H); 1,52-1,42 (m, 8H) ppm.

3C NMR (CDCls, 101 MHz) § 121,0; 41,8; 39,6; 37,0; 32,3; 28,6; 11,1
ppm.
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3-(adamantan-1-yl)propionova kyselina (34)

@\ACOOH

Do banky byl ptedlozen 3-(adamantan-1-yl)propionitril (33; 1,388 g;
7,3 mmol), hydroxid draselny (1,892 g; 33,7 mmol), ethanol (16 cmd)
a demineralizovana voda (16 cm®). Reakéni smés byla zahiivana k refluxu po
47 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smés zbavena tékavych podili na RVO.
Ke zbytku byla pfidina koncentrovand HCI (10 cm®). Pevny podil byl odsat,
promyvan vodou do vymizeni kyselé reakce a vysuSen v suSarn¢. Bylo ziskdno
1,385 g (91 %) bezbarvé krystalické latky. Namétfena data jsou v dobré shodé
s literarnimi udaji.!®?

!H NMR (CDCls, 400 MHz) 6 9,83 (br s; 1H); 2,36-2,24 (m, 2H); 2,02—
1,90 (m, 3H); 1,67 (dd; J = 35,3 Hz, J" = 11,6 Hz; 6H); 1,52-1,39 (m, 8H) ppm.

3C NMR (CDCl;, 101 MHz) & 180,9; 42,2; 38,8; 37,2; 32,1; 28,8; 28,0 ppm.

3-(adamantan-1-yl)propan-1-ol (35)

o

Do baiky byl piedlozen bezvody diethylether (15 cm?®) a tato barika byla
pod argonovou atmosférou vychlazena na 0 °C. Do banky byl za stalého michani
postupné davkovan tetrahydridohlinitan lithny (0,783 g; 20,6 mmol)
a 3-(adamantan-1-yl)propionova kyselina (34; 1,385 g; 6,65 mmol), sm¢s byla
michdna 15 minut za laboratorni teploty. Nasledné byla reakéni smés zahiivana
k refluxu pod argonovou atmosférou 4 hodiny. Po ochlazeni na 0 °C byla do
reakéni smési opatrné piidana demineralizovana voda (1 cm?®), 15% vodny roztok
hydroxidu sodného (1 cm?®) aopét demineralizovana voda (3 cmd®). Vznikla
suspenze byla odsata pomoci Biichnerovy nalevky, dvoufazovy filtrat byl
pfeveden do d¢lici ndlevky. Organicka vrstva byla promyta 1M roztokem
uhli¢itanu draselného (2 x 20 ¢cm?), nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x
20 cm?®) a vysusena nad siranem sodnym. Po oddestilovani t&€kavych podili bylo
ziskano 0,979 g (76 %) bezbarvé krystalické latky. Naméiena data jsou v dobré
shodé s literarnimi udaji. '8
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!H NMR (CDCls, 400 MHz) & 3,59 (t; J = 6,7 Hz; 2H); 2,02-1,87 (m, 3H);
1,66 (dd; J = 33,4 Hz, J' = 11,6 Hz; 6H); 1,56-1,44 (m, 8H); 1,13-1,02 (m, 2H)
ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) 8 64,1; 42,6; 40,5; 37,4; 32,1; 28,9; 26,1 ppm.

1-(3-brompropyl)adamantan (36)

s

Do banky byl ptfedlozen 3-(adamantan-1-yl)propan-1-ol (35; 0,978 g;
5,0 mmol) a bezvody dichlormethan (50 cm?®). Batika byla vychlazena na 0 °C
a byl do ni pfidan tetrabrommethan (2,0 g; 6 mmol) a po ¢astech trifenylfosfin
(2,2 g; 8,4 mmol). Reakéni smés byla michéna pti 0 °C pod argonovou atmosférou
4 hodiny, nésledn¢ byla uloZena na noc do lednice. Druhého dne byla reakéni
smés nafedéna vychlazenym pentanem (50 cm®) a michana pii 0 °C jednu hodinu,
¢imz doslo k vylouceni sraZzeniny trifenylfosfinoxidu, ktery byl odsat. Filtrat byl
zbaven tékavych podili na RVO a zbytek opétovné nafedén vychlazenym
pentanem (50 cm?), tato procedura byla opakovana jesté téikrat. Po oddestilovani
tékavych podili byl zbytek ptecistén sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether). Bylo ziskano 1,0 g (77 %) bezbarvé olejovité latky. Namétena data
jsou v dobré shodg s literarnimi idaji.*8*
!H NMR (CDCls, 400 MHz) & 3,37 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,02-1,89 (m, 3H);
1,88-1,76 (m, 2H); 1,66 (dd, J = 34,5 Hz, J" = 11,6 Hz, 6H); 1,53-1,41 (m 6H);
1,22-1,10 (m, 2H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) & 43,3; 42,6; 37,3; 35,1; 32,3; 28,9; 26,7 ppm.
4,4'-bis((1H-imidazol-1-yl)methyl)-1,1"-bifenyl (37)

Do baiiky byla pod argonovou atmosférou ptedlozena 60% suspenze
hydridu sodného v mineralnim oleji (0,454 g; 11,4 mmol), kterda byla promyta
bezvodym pentanem (3 x 5 cm?®). Do baiiky byl néasledné pridian bezvody
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acetonitril (10 cm?®) aroztok imidazolu (0,813 g; 11,9 mmol) v bezvodém
acetonitrilu (10 cm?®). Vznikl4 suspenze byla michana dvé hodiny pod argonovou
atmosférou. Poté byl do banky pridan roztok 4,4'-bis(chlormethyl)-1,1'-bifenylu
(1,0 g; 3,98 mmol) v bezvodém acetonitrilu (10 cm®). Reakéni smés byla
zahtivana k refluxu pod argonovou atmosférou 8 hodin. Po ochlazeni byly tékave
podily oddestilovany na RVO. Zbytek byl rozmichdn v demineralizované vod¢
(50 cm®) a extrahovan dichlormethanem (3 x 50 cm®), spojené organické podily
byly vysuseny nad siranem sodnym. Po oddestilovani tékavych podili bylo
ziskano 1,26 g (kvant.) bezbarvé krystalické latky. Naméfena data jsou v dobré
shodé s literarnimi udaji.

IH NMR (CDCls, 400 MHz) & 7,66-7,46 (m, 6H); 7,25-7,19 (m, 4H); 7,15-
7,05 (m, 2H); 6,97-6,88 (m, 2H); 5,16 (s, 4H) ppm.

13C NMR (CDCls, 101 MHz) § 140,5; 137,6; 135,7; 130,1; 127,9; 127,8; 119,4;
50,6 ppm.

1,1'-((1,1'-bifenyl)-4,4'-diylbis(methylen))bis(3-(3-adamantan-1-yl)propyl)-
1H-imidazol-3-ium dibromid (38)

e

O \% Br
B@eré\N
@W

Do banky byl piedlozen 1-(3-brompropyl)adamantan (36; 0,233 g;
0,91 mmol), 4,4"-bis((1H-imidazol-1-yl)methyl)-1,1"-bifenyl (37; 0,095 g;
0,3 mmol) a bezvody acetonitril (6 cm®). Reak&ni smés byla zahiivana na 70 °C
168 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reak¢ni smés nafedéna
diethyletherem (20 cm?®), ¢imz doslo k vyloudeni sraZeniny, ktera byla izolovéna
odstfedénim pomoci centrifugy a opakované promyvana diethyletherem (5 X
10 cmd). Po vysuseni bylo ziskano 0,193 g (77 %) nasedlé krystalické latky.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 8 9,46-9,31 (m, 2H); 7,96-7,81 (m, 4H); 7,72
(d, J=8,0 Hz, 4H); 7,52 (d, J = 8,0 Hz, 4H); 5,48 (s, 4H); 4,14 (t, J = 7,2 Hz, 4H);
1,96-1,85 (m, 6H); 1,83-1,70 (m, 4H); 1,61 (dd, J= 35,7 Hz, J = 11,6 Hz, 12H);
1,46-1,32 (m, 12H); 1,02-0,90 (m, 4H) ppm.
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13C NMR (DMSO-ds, 101 MHz) & 139,7; 136,1; 134,4; 128,9; 127.2; 122,8;
122,5;51,5; 49,7, 41,7; 39,7; 36,5; 31,5; 27,9; 22,9 ppm.

IC (KBr) ¥ 3424 (m), 3129 (w), 3058 (m), 2900 (s), 2845 (s), 1616 (W), 1560
(m), 1450 (m), 1361 (w), 1159 (m), 811 (w), 755 (w), 639 (w) e

EA pro CssHeoBraNs (%): teoreticky C 66,66; H 7,30; N 6,76; nalezeno
C 65,46; H7,51; N 6,88.

Te= 235-235 °C.

1,1’-(hexan-1,6-diyl)bis(3-(3-adamantan-1-yl)propyl)-1H-imidazol-3-ium
dibromid (39)
B(? - ®

NQ/N\/\/\/\N/%N o
® — Br

Do banky byl piedlozen 1-(3-brompropyl)adamantan (36; 0,265 g;
1,03 mmol), 1,6-di(1H-imidazol-1-yl)hexan (0,075 g; 0,34 mmol) a bezvody
acetonitril (6 cm®). Reakéni smés byla zahiivana na 70 °C po dobu 168 hodin. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byla reak¢éni smés nafedéna diethyletherem
(20 cm®), ¢imz doslo k vyloudeni sraZeniny, kterd byla izolovana odstfedénim
pomoci centrifugy a opakovand promyvana diethyletherem (5 x 10 cm?®). Po
vysuseni bylo ziskdno 0,229 g (91 %) nasedlé krystalické latky.

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & 9,31-9,18 (m, 2H); 7,89-7,74 (m, 4H);
4,24-4,06 (m, 8H); 1,97-1,87 (m, 6H); 1,86-1,71 (m, 8H); 1,62 (dd, J = 38,3 Hz,
J'=11,6 Hz, 12H); 1,48-1,35 (m, 12H); 1,33-1,21 (m, 4H); 1,04-0,91 (m, 4H)
ppm.

13C NMR (DMSO-ds, 101 MHz) § 135,9; 122,4; 122,4; 49,5; 48,7; 41,7; 39,7;
36,5; 31,5; 29,0; 27,9; 24,8; 22,9 ppm.

IC (KBr) ¥ 3423 (m), 3135 (w), 3070 (m), 2900 (s), 2846 (s), 1625 (w),
1563 (m), 1451 (m), 1362 (w), 1171 (m), 639 (w) cm .
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EA pro CssHeoBraNs (%): teoreticky C 62,29; H 8,25; N 7,65; nalezeno
C 60,36; H 8,38; N 7,91.

Te= 139-141 °C.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

4-AcNH-TEMPO 4-acetamido-(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl
AcCl acetylchlorid

AcOH kyselina octova

Ad adamantan-1-yl

AIBN 2,2'-azobis(2-methylpropannitril)
Boc,O di-terc-butyl-dikarbonat

Bz,0, benzoylperoxid

DASA Donor-Acceptor Stenhouse Adduct
DCM dichlormethan

DIPEA N, N-diisopropylethylamin
DMAP N,N-dimethylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

ECF ethyl-chlorformiat

EDCI ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid
ekv (potazmo ekv.) molarni ekvivalenty

Et,O diethylether

EtOH ethanol

HOBt benzotriazol-1-ol

NBS N-bromsukcinimid

PBS phosphate-buftered saline

Ph;P trifenylfosfin

ppm parts per million

PrNH; propan-1-amin

p-TsOH kyselina p-toluensulfonova

RT laboratorni teplota

RVO rotacni vakuova odparka

TEA triethylamin

TFA trifluoroctova kyselina

THF tetrahydrofuran

) kvantovy vytézek

Amax maximum vinové délky

T polocas rozpadu
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