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ABSTRAKT

Bakalatfskd prace se vteoretické cCasti zabyva struCnou charakteristikou purint
a cyklodextrinti, dale popisuje princip hmotnostni spektrometrie a v neposledni fadé tvorbu
supramolekuldrnich komplext v plynné fazi. Cilem praktické ¢asti této prace bylo studium
tvorby supramolekularnich komplexi mezi vybranymi 6,9-disubstituovanymi puriny
obsahujicimi adamantanovy skelet a nativnimi cyklodextriny. Schopnost vytvaret

komplexy byla studovana pomoci hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci.

Kli¢ova slova: adamantan, purin, cyklodextrin, supramolekularni komplex, hmotnostni

spektrometrie, plynna faze

ABSTRACT

In the theoretical part of this bachelor thesis brief characterization of purines and
cyclodextrins, principle of mass spectrometry as well as creation of supramolecular
complexes in the gas phase, is described. The aim of the practical part was to study the
formation of supramolecular complexes between selected purine compounds bearing
adamantane moiety and native cyclodextrins. The ability to form complexes was studied

using electrospray ionization mass spectrometry.

Keywords: adamantane, purine, cyclodextrin, supramolecular complex, mass spectrometry,

gas phase
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UvVOD

Mnohé slouceniny na bazi purinu, tedy nejen puriny samotné, ale také jeho bioisostery,
vykazuji Siroké spektrum biologické aktivity, a to nejen z toho divodu, Ze samotny purin je
soucasti nukleovych kyselin. Purinové derivaty maji zasadni roli pfi fizeni pochodu
v zivém organismu a pii pfenosu genetické informace. Diky témto vlastnostem, se tyto
slouceniny staly pfedmétem zkoumani a vyvoje novych 1é€iv, pii¢emz béhem poslednich
sedmdesati let bylo objeveno velké mnozstvi terapeuticky vyuzitelnych slouc¢enin na bazi
purinu. Zavedenim vysoce nepoldrniho polycyklického uhlovodiku, jenz je zndmy pod
trivialni ndzvem adamantan, mtze vést k lep§imu farmakologickému profilu ptipravené
slou€eniny, ve srovnani s ldkou modelou (obecné v praxi pouzivanym lécivem, ¢i latkou
podstupujici hodnoceni v rdmci klinického testovéani). Tento fakt je divodem, pro¢ se
mnohé vyzkumné skupiny pokousi pfipravit nové biologicky aktivni latky obsahujici ve

své molekule adamantanovy skelet.

Supramolekularni komplexy typu ,,host-hostitel” vznikaji prostfednictvim nekovalentnich
vazeb mezi jednotlivymi molekulami. Komplexace vznika na principu zapouzdieni hosta
uvniti kavity hostitele, pfiCemz tyto komplexy mohou pfindSet celou fadu vyhod.
V piipad¢ biologicky aktivnich latek je jednou znich zvySeni rozpustnosti predmétné
slouceniny ve vodnych médiich (tedy i v Zivych organismech) pii zachovéni jeji biologické
aktivity. Mezi vyznamné a cCasto pouzivané molekuly hostitele patii napiiklad
cyklodextriny a kukurbiturily, které diky svému tvaru poskytuji jinym molekulam prostor

pro vznik supramolekularnich komplexi typu ,,host-hostitel*.

Teoreticka cast této bakalarské prace obsahuje Ctyfi hlavni kapitoly, kdy prvni kapitola se
zabyva strunou charakterizaci purinti, jejich chemickou strukturou, vyskytem téchto
slouenin a zejména jejich vyuZzitim v chemii léciv. Nasleduje kapitola, ve které se
objevuje struéna charakteristika cyklodextrind, fyzikalné-chemické vlastnosti téchto
sloucenin a také jejich vyuziti. Ve tieti kapitole se pojednava o fyzikalni podstaté
a instrumentaci hmotnostniho spektrometru, pomoci né¢hoz byly analyzovany zkoumané
komplexy. Teoreticka ¢ast je ukon€ena literarni reSerSi o soucasnych poznatcich z oblasti

supramolekuldrni chemie v plynné fazi.

Predmétem praktické Casti této prace bylo studium tvorby inkluznich komplexti mezi

vybranymi purinovymi slou¢eninami a nativnimi cyklodextriny. Analyza téchto komplext
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byla provedena na hmotnostnim spektrometru s elektrosprejovou ionizaci a s hmotnostnim

analyzatorem na principu iontové pasti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PURINY

vvvvvv

kondenzované heterocykly, které obsahuji Ctyfi atomy dusiku v molekule. Tii atomy
dusiku maji bazicky charakter a jejich nevazebné elektronové pary v orbitalech sp?
se nachazi v roviné kruhu. Posledni atom dusiku poskytuje nevazebny elektronovy par n-

elektronovému aromatickému systému. [1]

1.1 Chemicka struktura purinii

Puriny se fadi do skupiny sloucenin, v nichZ jsou kondenzované dvé heterocyklickd jadra.
Prvnim znich je pyrimidin (Obrazek 1, vlevo), Sesticlenny heterocyklus se dvéma
heteroatomy dusiku v molekule, jehoz systematicky nazevje 1,3-diazin. Druhym
heterocyklem tvoficim purinovy skelet, je imidazol (Obrazek 1, uprostied), ktery patii
mezi péticlenné heterocykly, rovnéz obsahujici dva atomy dusiku. Pomyslnym slou¢enim
téchto dvou jednoduchych heterocyklickych slouc¢enin vznikd purin. Dle nazvoslovnych

pravidel maji purinové slouceniny specifické ¢islovani (Obrazek 1, vpravo). [2]

6 7

SISIN &
”\/Nj N> 2MN/4 st

H 3 H

pyrimidin imidazol 9H-purin

Obrazek 1. Strukturni vzorce pyrimidinu (vlevo), imidazolu (uprostfed) a 9 H-purinu spolu

s ¢islovanim purinového kruhu (vpravo).

1.2 Historie

Na izolaci purinu nese zasluhu Emil Fischer, ktery v roce 1899 jako prvni syntetizoval
bezbarvou krystalickou latku a nésledn€ ji pojmenoval purum uricum. Tento néazev
vyplyva ze spojeni slov purum, coz znamena Cisty a acidum uricum,coz je latinsky ndzev
kyseliny mocové, kterou lze pojmenovat jako 2,6,8-trioxopurin. [3,4] Kyselinu mocovou
izoloval jiz v roce 1776 ze Zlu¢ovych kament C. W. Scheele. Z kyseliny mocové, jakozto
vychozi latky, lze nckolika stupfiovou syntézou pfipravit purin, jak je naznaceno

na Obrazku 2. [3]
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V prvnim kroku reaguje kyselina mocova s PCls za vzniku 2,6,8-trichlorpurinu. Ten lze
nasledné pieménit pomoci jodidu fosfonia ([PH4]'T) a HI na 2,6-dijodpurin, ktery

je v zavére¢ném kroku redukovan zinkovym prachem na purin. [3]

0 Cl
H
N = N
HN PCl5 N \
ﬂ =0 PR | H—ci
o~ "N N ci” "NT N
H
HI| PH,l

|
N&IN\> 7n NZ | N\>
K\N N |)\\N N

Obrazek 2. Schéma syntézy purinu z kyseliny mocové.

1.2.1 Nobelova cena

V roce 1902 ziskal Hermann Emil Fischer Nobelovu cenu jako uznani jeho mimotadnych
sluzeb, které pfi své praci na syntéze purind a cukr poskytl. V roce 1877 vyprodukoval
fenylhydrazin, ktery nasledné¢ pomohl pii odhalovéani struktur molekul cukrd. Bylo
pochopeno, Ze sacharidy, vcetn¢ cukrd, jsou v Zivych organismech rozhodujici
pro biologické procesy. Také dusikaté latky, puriny nevyjimaje, patfi mezi skupinu
sloucenin s dulezitymi biologickymi funkcemi. Jiz Emil Fischer ukazal, ze pravé purinovy

skelet tvoti zédkladni strukturu naptiklad kofeinu, jenZ je obsazen v kave. [5]

1.3 Vyskyt purini

1.3.1 Dusikata barviva

V potravinach se kromé tetrapyrrolovych barviv vyskytuje také spousta dusikatych
pigmentd. Mohou to byt slouc¢eniny odvozené od isochinolinu, indolu nebo pyrimidinu.
A pravé substituované pyrimidiny piedstavuji vyznamnou skupinu pigmentti. Tfi hlavni
skupiny, které ve své molekule obsahuji ¢tyii atomy dusiku, jsou puriny, isoalloxaziny

a pteriny. [6]
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Pigmenty odvozené od purinu patii mezi vyznamné pigmenty zivoCiSné fiSe. Tyto
slouceniny, jako naptiklad xanthin, guanin a kyselina mo¢ova, jsou samy o sob¢ bezbarvé.
Avsak jako granule ¢i krystaly tvoii krémové az stiibfité pigmenty, coZ lze pozorovat

naptiklad v rybich Supinéch. [6]

1.3.2 Purinové alkaloidy

Purinové alkaloidy patfi mezi nejrozsifenéjsi alkaloidy v potravinach. Jedna
se o methylové derivaty xanthinu, coz je produkt oxidace purinu. Mezi nejrozsifencjsi
a nejznamg;jsi patii 1,3,5-trimethylxanthin, zndmy pod trividlnim nazvem kofein. Kofein
se nachazi v listech, semenech a také ovoci u vice nez Sedesati druhia rostlin. Mezi dalsi
znamé purinové alkaloidy patii dimethylxanthiny (theobromin, theofyllin ¢i paraxanthin)
arovnéz monomethylxanthiny (methylmocové kyseliny, heteroxanthin). [6] Strukturni

vzorec xanthinu a jeho vybranych methylovanych derivatl je uveden na Obrazku 3.
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HN N
1y [ )
0~ N N 0~ °N N
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Nazev slouceniny

Substituent
Kofein Theobromin Theofyllin Paraxanthin Heteroxanthin
R1 CH;s H CHs CH;s H
R CH;s CHjs CHs H H
Rs CHs CHs H CHs CHs

Obrazek 3. Strukturni vzorec xanthinu (vlevo) a jeho vybranych derivath (vpravo).

1.3.3 Heterocyklické baze DNA a RNA

Nukleové kyseliny, jakoZto biopolymery, se skladaji z nukleotidil tvoficich dlouhé fetézce.
Kazdy nukleotid je slozen z cukerné slozky, fosfatové skupiny a heterocyklické baze. DNA
obsahuje Ctyfi rtizné druhy heterocyklickych bazi a pravé dvé z nich jsou substitucni
derivaty purinu. Jedna se o bdze adenin a guanin (Obrazek 4), které jsou také soucasti
RNA. Pomoci jednotlivych bazi se urcuje sekvence nukleotidi v fetézcich, které se k sobé

vazi na principu komplementarity bazi. [1]
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Obrazek 4. Strukturni vzorce adeninu a guaninu.

V piipadé DNA se jeji struktura sklada ze dvou polynukleotidovych vldken, ktera jsou
stoCena do helixu. I kdyz jsou plochy obou bazi relativné neutralni, jejich okraje mohou
byt kladn€¢ ¢i zaporn€ nabité, coz se uplatiiuje pii jejich parovani, kdy se oblasti
s protichidnym nabojem dostavaji k sobé a mohou tak vytvaret vodikové mustky.

Vzéjemné poutané baze jsou v ramci struktury Sroubovice orientovany smérem dovnitt. [1]

1.4 Vyuziti purini v chemii lé¢iv

Derivaty purinu maji opravdu Siroké vyuziti. Naptiklad N-glykosidované puriny patii mezi
pfirodni biologicky aktivni slouCeniny, jez jsou povaZzovany za pfirodni purinova
antibiotika. Né&které z téchto latek byly izolovany ptfed mnoha lety, avSak komplexni

struktury byly objasnény pomérné neddvno. Mnohé z téchto sloucenin jsou povaZzovany

za relativné zajimavé, zejména ve smyslu vyvoje novych chemoterapeutickych latek. [7]

Mezi alkylované slouceniny purinu lze zaradit napiiklad cytokininy, coZ jsou
substituované adeniny, at’ uz ve volné form¢ ¢i vdzané v nukleotidech. Nejintenzivnéji

studovanym cytokininem je kinetin, ktery vykazuje vysokou stimula¢ni aktivitu. [§]

Mezi biologicky aktivni latky na bazi purinu se fadi také ncktera antivirotika, kterd jsou
schopna inhibovat syntézu nukleovych kyselin viri. Konkrétné se jedna o modifikované
nukleosidy a nukleotidy, jeZ se mohou zaclenit do RNA virli a tim zabranit jejich replikaci.
Jako ptiklady takovych latek lze uvést acyclovir, valaciclovir a ganciclovir, které pisobi
proti virtim herpetickym. Ganciclovir je také hojné vyuzivan pii 1éCbe, presnéji feCeno
zaucelem zmirovani pfiznakli, pacientd trpicich AIDS (z angl. Acquired
Immunodeficiency Syndrome) a také pfi 1écbeé cytomegalovirt. [9,10] Strukturni vzorce

uvedenych latek jsou uvedeny na Obrazku 5.
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Obrazek 5. Strukturni vzorce vybranych antivirotik s purinovym skeletem.

Neméné dilezitou vlastnosti purinovych derivati je jejich schopnost selektivné inhibovat
vybrané cyklin-dependentni kindzy (CDK). Tyto proteinkindzy zastupuji vyznamnou roli
v pribéhu bunécného déleni. Na CDK je mozno navazat specializované bilkoviny (cykliny),
které vykazuji regulacni funkci a schopnost pfeménit CDK na aktivni formu, diky zméné
jejich konformace. Této vlastnosti je hojné vyuzivano pii 1écbé rakovinnych onemocnéni,
kardiovaskularnich onemocnéni, virovych infekci (HIV, cytomegaloviry, papilomaviry,
herpes) a také pii 1é¢be nemoci nervového systému Do této skupiny purinovych derivati

lze zatadit napt. olomoucin, olomoucin II ¢i roskovitin (Obrazek 6). [10,11,12]

olomoucin olomoucin Il roskovitin

Obrazek 6. Strukturni vzorce vybranych inhibitortt CDK na bazi purinu.
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2 CYKLODEXTRINY

Bakterie urcitych rodii jsou schopny diky svym enzymatickym systémim zpusobovat
enzymatickou degradaci amylosy za vzniku smési linearnich a cyklickych oligosacharidi,
tzv. cyklodextrini (CD). Tyto makrocykly jsou tvofeny riznym poctem D-
glukopyranosovych jednotek, jejichz pocet se pohybuje v rozmezi Sest az sto. Glukosové

jednotky jsou navzajem propojeny a-1,4-glykosidovymi vazbami. [13,14,15]

2.1 Historie objevu struktury cyklodextrinii

Podle profesora Jozsefa Szejtlie 1ze vyvoj cyklodextrinti rozdélit do tii etap, a to na obdobi
objevu, pruizkumné obdobi a obdobi vyuziti. Za pocatek obdobi objevu je povazovan rok
1891, ze kterého pochazi prvni zdznam o cyklodextrinech. Zasluhu na objevu
ma francouzsky védec A. Villiers, ktery izoloval 3 g krystalické latky, vzniklé bakterialnim
Stépenim z 1000 g Skrobu. Kvuli podobnym vlastnostem izolované latky jakymi oplyvala
celulosa, coz bylo napfiklad nevykazovani redukujicich vlastnosti, byla latka oznacena
pojmem ,,celulosin®. Nasledné rakousky mikrobiolog Franz Schardinger dokézal izolovat
dvé krystalické slouceniny, pfi¢emz ziskal pouze malé mnozstvi latky ,,A“ a podstatné
veétsi mnozstvi latky ,,B“. Na zéklad¢ jeho mySlenky, Ze oznaceni latky ,krystalicky
dextrin® je pfesnéj$i neZ ndzev ,.celulosin®, ziskaly tyto latky oznafeni o-dextrin a B-
dextrin. AZ v roce 1935 byl objeven y-cyklodextrin a také vyféena domnénka, Ze mohou

existovat i mnohem vétsi cyklodextriny. [16,17,18,19]

2.2 Struktura a charakteristika cyklodextrinii

Jak bylo zminéno jiz v tivodu této kapitoly, smés linearnich a cyklickych oligosacharidti
vznikd za pomoci enzymatickych systéml. Jedna se o bakteridlni enzymy nazyvané
glukosyltransferasy, jez produkuji napiiklad bakterie Micrococcus luteus ¢i Bacillus
macerans. Ze vzniklé smési l1ze cyklodextriny izolovat pomoci organickych latek, které
s nimi tvofi inkluzni a obtiZzné rozpustné komplexy. K této selektivni precipitaci lze vyuzit
naptiklad fluorbenzen, hexan ¢i anthracen. Cyklodextriny lze rozliSovat podle poctu

glukopyranosovych jednotek tvoticich molekulu. [13,16,20,21]

Zpravidla se jedna o minimalné Sest jednotek, jelikoZ u méné neZz Sesti jednotek se v kruhu

tvoii pnuti, kvili kterému tyto struktury nevznikaji. Maximalni bézné¢ se vyskytujici pocet



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

jednotek je osm. Cyklodextriny s vétsSim poctem jednotek Ize syntetizovat, avSak v tomto

ptipad¢ je velmi slozité pfiprava a ¢isténi. [22]
Nejvice zastoupeny jsou tedy makrocykly se Sesti, sedmi a osmi glukosovymi jednotkami,

jinak nazyvané a-cyklodextrin, B-cyklodextrin a y-cyklodextrin (Obrazek 7), znichz

v

nejdostupnéjsi je pravé B-cyklodextrin. Tyto slouceniny jsou nékdy také oznacovany jako
matetské cyklodextriny nebo také cyklodextriny prvni generace. [13,15,22,23]
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Obrazek 7. Strukturni vzorce a-, B- a y-cyklodextrinu.

Struktura cyklodextrini byla studovéna jak v pevné fazi, tak v roztoku, kde bylo zjisténo,
ze jejich konformace jsou témét shodné s krystalickym stavem. [22,24] U kazdého ze tii
krystalickych homologii bylo pozorovdno nékolik forem, které se liSily svou geometrii

a také poctem pfitomnych molekul vody. [13]

Molekuly cyklodextrini maji obecné tvar komolého kuZele, a jelikoz jsou duté, 1ze jejich
strukturu pfirovnat k Salku beze dna. Polarni interakce kuzele jsou zplisobeny hydrofilnim
charakterem vnéjSi c¢asti, zpisobené volnymi hydroxylovymi a sekundarnimi
hydroxylovymi skupinami umisténymi na okrajich kavity. Naopak schopnost komplexace
jinych molekul uvniti kavity cyklodextrinu je zptisobena nepoldrnim charakterem vnitini
casti kavity, kde dochdzi k hydrofobnim interakcim. Nepolarni charakter vnitini ¢asti

je zpiisoben atomy vodiku a také etherickymi atomy kysliku. [13,22,23,25,26,27]

2.3 Fyzikidlné-chemické vlastnosti cyklodextrini

Cyklické cyklodextriny vykazuji diky své struktufe velmi vysokou odolnost vuci
neenzymatické hydrolyze. V porovndni s linedrnimi derivaty cyklodextriny se uvadi

az pétkrat vetsi stabilita. Za pouziti silnych minerdlnich kyselin (kyseld hydrolyza)
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se cyklodextriny hydrolyzuji na smés glukosy a linedrnich oligosacharidi, avsak jsou
odolnéjsi napiiklad nez Skrob. U kyselé¢ hydrolyzy plati pomalejsi rozvolnéni cyklu
u mensi kavity (a-CD), naopak ¢im vétsi kavita, tim se rychlost rozvolnéni cyklu zvysSuje.
Pti udrZeni cyklodextrinti v pevném skupenstvi Ize tyto latky skladovat i n€kolik let pii

pokojové teploté. [17,18]

Jak jiz bylo zminéno vyse, cyklodextriny jsou dobie rozpustné ve vodé, a to diky

hydroxylovym skupindm nachazejicim se na vné&j$im okraji jejich molekuly. [13,26,27]

Na tomto misté nelze nezminit, Zze a- a y-CD vykazuji téméi desetkrat lepsi rozpustnost
ve vodé, nez je tomu v pfipadé B-CD. Je to zplsobeno intramolekuldrnimi vazbami
v krystalické mftizce B-CD, které jsou pomérné silné. Rozpustnost vSech nativnich
cyklodextrinli lze pomérn¢ vyrazné ovlivnit fadou faktorl, jako napiiklad teplotou
¢i pouzitym rozpoustédlem. Snadno rozpustné jsou v nékterych polarnich protickych
rozpoustédlech, naptiklad v jiz zminované vodég, popiipadé smési vody s ethanolem.
Cyklodextriny se relativné dobie rozpousti také v aprotickych polarnich rozpoustédlech
(napt. v DMSO). Naopak v organickych nepolarnich rozpoustédlech cyklodextriny
rozpustné nejsou. [17,24,27]

Rozpustnost cyklodextrini ovliviiuje také pfitomnost jiné molekuly, obecné oznacované
jako ligand, se kterou tvofi komplex. Ve vodé¢ obtizn€ rozpustny ligand miiZe sniZit i miru
rozpousSténi samotného cyklodextrinu. Naopak snadno rozpustna molekula ligandu,
zakomplexovana uvniti kavity, muze rapidné zvysit rozpustnost celého systému,

ve srovnani se samotnym cyklodextrinem. [17]

2.4 Vyuziti cyklodextrinu

Mezi vyznamnou vlastnost cyklodextrinti se fadi schopnost vytvaret supramolekularni
komplexy s jinymi molekulami, které se obecné nazyvaji jako komplexy typu ,.hostitel—
host* (z angl. ,,host—guest®). Cyklodextriny diky jejich struktufe plni roli hostitele a roli

hosta zastavaji rtizné anorganickeé ¢i organické slouceniny. [13]

Schopnosti cyklodextrinil tvofit supramolekularni komplexy s jinymi molekulami se velmi
hojné vyuziva, a to napiiklad pro ovlivnéni rozpustnosti hostujicich molekul, ochranu latek
pted plisobenim mikroorganismii (inhibice rozvoje kolonii plisni), eliminaci ¢i potlaceni

nezadoucich vini a chuti, zafixovani t€kavych latek apod. [28,29]
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2.4.1 Vyuziti cyklodextrinii v potravinaiském primyslu

Jelikoz jsou cyklodextriny zcela degradovany mikroflorou tlustého stieva, kdy jsou
rozstépeny na molekuly glukosy, a rovnéz nedochazi k absorpci ve stievé tenkém, Ize je
vyuzit v potravinafstvi a povazovat je za piidatné latky. Jedinym cCeskou legislativou
akceptovatelnym cyklodextrinem, ktery mtize byt pouzit v potravinaiském pramyslu, je B-
cyklodextrin. Dle vyhlasky €. 4/2008 Sb. je B-cyklodextrin povazovan za stabilizator
a nosi¢, kdy jeho nejvyssi povolena koncentrace ve vyrobku ¢ini 1000 mg-kg™!. Tato latka
nese oznaceni E 459, na rozdil od a-CD a y-CD, které¢ svlij E kod pridélen prozatim

nemaji. [29,30]

Moznosti vyuziti cyklodextrinli v potravinafstvi jsou Siroké. Jejich aplikace by mohla vést
k lepsi rozpustnosti vitamind a barviv, k inhibici ¢i potlaeni vini a chuti, které jsou
v potravinach nezddouci. Pouziti cyklodextrini by mohlo mit ale i jiny ucel, napf.
stabilizaci viini, chuti ¢i vitamind, pfipadné ochranu slozek potravinaiskych vyrobku, které

maji lipofilni povahu a jsou proto citlivé na pasobeni kysliku. [15,24,28]

Diky vlastnosti cyklodextrinli vytvaret relativné stabilni supramolekularni komplexy
s celou fadou ,,potravindisky vyznamnych®“ sloucenin, je mozné tyto makrocyklické
slouceniny v potravinafstvi vyuzit napf. jako enkapsulacni ¢inidla. Tato ¢inidla maji Siroké
uplatnéni napiiklad v technologii tukii, kdy pomoci CD jsou odstranény volné mastné
kyseliny, ¢imz dojde k rapidnimu poklesu oxidace tuk a jejich zluknuti. Jako dalsi
z odstrailovanych latek, tentokrat z Zivo€iSnych vyrobki, 1ze uvést cholesterol, ktery je ve
vétsi mife zastoupen napiiklad ve vejcich, masle a mléce. Naopak u urcitého typu latek,
jako jsou naptiklad latky tékavé, je Zadané jejich zakoncentrovani a tudiz zachovani jejich

senzorickych vlastnosti. [31,32,33]
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3 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (MS; z angl. Mass Spectrometry) patifi mezi instrumentalni
analytické metody, kdy se touto metodou bézn¢ analyzuji biologicky vyznamné latky. Jeji
vyuzivani se datuje jiz od 19. stoleti, avSak do dnes$ni doby prosla znaénym zdokonalenim.
Aplikacni potencial hmotnostni spektrometrie je znacné Siroky (analyza potravin,
,»omikové“ metody, forenzni chemie, supramolekularni chemie atd.), také proto se tato
metoda bézn¢ oznacuje jako ,,robustni*“. Pomoci této metody Ize provést stopovou analyzu,
identifikovat komponenty vzorku ze slozité matrice ¢i urcit strukturu analyzovanych latek.

[34,35,36,37]

3.1 Fyzikalni podstata a instrumentace hmotnostniho spektrometru

Principem této fyzikalné-chemické metody je urceni relativni hmotnosti molekul, jejich
¢asti nebo atomil. Pro toto zjiSténi musi byt analyzovany vzorek pfeveden na zéporné

¢i kladné ionty. [35]

I kdyz mohou jednotlivé pfistroje byt velmi rozmanité, u vSech se vyskytuji velmi podobné
prvky, které zajistuji vzdy zadané zakladni pozadavky pro MS. Jedna se o iontovy zdroj,
ktery zajiStuje poZadavek na pfevedeni analyzované slouceniny do plynného stavu. Jako
dalsi vyskytujici se prvek patfi hmotnostni analyzator, ktery rozliSuje ionty podle jejich
pomérti hmotnosti a naboje. V neposledni fad¢ zde zastava dulezitou roli detektor. Neméné
dalezitou soucasti je vakuovy systém, ktery umoznuje udrZzeni nizkého tlaku
pii provoznich podminkach. Tato soucast je pro MS velmi dilezita, jelikoz tento pfistroj

pracuje za velmi nizkych tlakd. [34,35,38]

3.1.1 Iontovy zdroj

Jelikoz hmotnostni spektrometr poskytuje informace pouze o Casticich nesoucich naboj,
je ionizace analyzovaného vzorku nezbytna. Pfevedeni zkoumané latky do iontového stavu
je uskutecnovéano za dodéani ioniza¢ni energie, jejiz hodnota se 1isi v zavislosti na typu
analyzované latky, avSak obvykla hodnota se nachdzi v rozmezi 7-16 eV. Aplikaéni
moznosti metody jsou znacné ovlivnény pouzitym zpisobem ionizace. Dilezité
je mnozstvi molekule dodavané energie, které je potiebné pro jeji ionizaci, kdy pfii
nadbytku dodané energie miZe dochazet k fragmentaci jiZz vzniklého iontu. loniza¢ni

techniky lze d¢lit na mékké a tvrdé, a to podle mnozstvi piebytku dodané energie, pfi¢emz
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u mékkych technik k fragmentaci ve spektrech prvniho fadu zpravidla nedochdzi, zatimco
u tvrdych technik k fragmentaci vzniklych iontli dochazet miize, jelikoz piebytek energie

je k tomu jiz dostacujici. [34,38]

Elektronova ionizace

Mezi tvrdé ionizacni techniky patii elektronova ionizace (EI; z angl. Electron Ionization),
ktera probiha za vakua. Tvorba iontl, obecné¢ v podob¢ kation radikali, je uskutecnovana
pomoci proudu urychlenych elektronii interagujicich s analyzovanou latkou. Diky
dokonale propracovanému zptlisobu ionizace, se tato metoda dlouhd 1éta fadila mezi
nejbéznéji pouzivané, nicméné v poslednich letech jsou upfednostiovany ionizacni

techniky mékké. [34,38,39]

Chemicka ionizace

Jako ptiklad mekké ionizacni techniky z plynné faze lze uvést chemickou ionizaci (CI;
z angl. Chemical lonization), ktera je spolu s vySe uvedenou elektronovou ionizaci hojné
vyuzivana v kombinaci s plynovou chromatografii (GC-MS, z angl. Gas Chromatography-
Mass Spectrometry). Ke vzniku iontd u této metody dochéazi rovnéz za pomoci proudu
urychlenych ¢astic, avSak energie potiebnd kionizaci neni pifenaSena piimo
na analyzovanou latku, nybrz prochdzi ptfes reakéni médium. Toto médium, které
je umisténo v ioniza¢ni komote za zvySeného tlaku, mize pfedstavovat plyn ¢i kapalina
s nizkym bodem varu. Pfitomnost zvySeného tlaku je zde zddand z divodu zvyseni
pravdépodobnosti meziiontovych a mezimolekuldrnich interakci. Nasledné molekuly
analyzovaného vzorku spolu s ¢asticemi plynu tvofi protonizované ionty, které 1ze nazyvat
protonované molekuly, obecné znadeny [M+H]". Takto vznikly iont je stabiln&jsi, nez je

tomu v piipadé elektronové ionizace. [34,38,39]

Ionizace elektrosprejem

Pro ti¢ely méteni této bakalaiské prace byla vyuzita ionizace elektrosprejem (ESI; z angl.
Electrospray lonization), kterd se spolu s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku,
fotoionizaci za atmosférického tlaku a ionizaci laserem za atmosférického tlaku fadi mezi
tzv. sprejové ionizacni techniky. Ty jsou fazeny mezi m&kké ionizacni techniky v kapalné
fazi a jejich vyuziti je vhodné v kombinaci s kapalinovou chromatografii (LC; z angl.

Liquid Chromatography). [34,40]
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Jelikoz u ionizace elektrosprejem se ionty piendsi zroztoku do plynné faze, jedna
se o metodu, kterd je doprovdzena zna¢nou spotiebou tepelné energie. Tento zplsob
ionizace se vyznacuje poskytovanim zapornych i1 kladnych iont, kdy v zavislosti
na vlozeném napéti a jeho polarité vznikaji jak deprotonované tak protonované molekuly.
Zacatek samotného méteni spociva v pfivedeni ziedéného roztoku vzorku do rozpraSovaci
komurky pomoci kapilary, kterd je zhotovena zvodivého materidlu. V rozpraSovaci
komiirce dochazi vlivem nehomogenniho elektrického napéti k rozpraseni kapalné faze
na drobné kapicky, které maji vysokou hustotu povrchového naboje. Nasledné¢ zacne
dochdzet k odpafovéani rozpoustédla z ¢astic vzniklého aerosolu, tim se jesté vic navysi
hustota naboje, az dojde k ,,prasknuti* ¢astic, kdy vznikaji ¢astice jesté mensich rozméra,
tudiz 1 odpafovani rozpoustédla probiha jest¢ rychleji. K tomuto dé&ji, tedy vypateni
rozpoustédla, napomaha susici plyn (N2), ktery dosahuje teplot 200-300 °C. V zavislosti
na vlozeném modu napéti vznikaji bud’to kladné, nebo zadporné nabité ionty. V pozitivnim
skenovacim modu vznikaji primarné protonované molekuly [M+H]", kdy onen proton
prochézi z pouzitého rozpoustédla. Déle dochazi k tvorbé aduktovych iontl jako napiiklad
[M+Na]" ¢i [M+K]" nebo také vy$si asociaty [2-M+Na]" & [2-M+H]'. V negativnim
skenovacim modu mohou vznikat ionty [M-H]", [M+CI]", pfipadné vyssi asociaty typu

[2-M-HJ, [2-M-2-H+Na], apod. [34,36,41,42]

Elektrosprejovou ionizaci 1ze povaZovat za nejmékci ze vSech ionizacnich technik. Pomoci
ESI 1ze pokryt studium od sttedné polarnich latek po slouceniny iontového charakteru, kdy
u nepolarnich ¢i malo polarnich slouc¢enin mize dochazet k problémtim s jejich ionizaci.
Za zminku stoji vlastnost elektrosprejové ionizace, kdy ji lze aplikovat pro hodnoty

poméru m/z az do 100 000. [34,43]

Ostatni ionizacni techniky

Jako dalsi ioniza¢ni techniku lze uvést ionizaci laserem za UcCasti matrice (MALDI; z angl.
Matrix-Assisted Laser Desorptionlonization), ktera slouzi pro analyzu ptevazné velkych
molekul, zejména biomakromolekul, jako jsou polymery, proteiny a peptidy. Tato
ionizacni technika je fazena mezi mékké techniky, kdy ihned po ESI jde o nejSetrné&jsi

metodu. [41,43]

V neposledni fad¢ lze zminit ambientni ioniza¢ni techniky, kdy v soucasnosti jich je
popsano cca 30. U téchto technik je analyt pfitomen vné hmotnostniho spektrometru,

kdy na jeho povrch je namifen ioniza¢ni impulz, coz ma za nésledek desorpci analytu
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ajeho ionizaci. Nasleduje pifevedeni ionizovaného analytu pifimym vstupem
do hmotnostniho spektrometru. Nepopiratelnou vyhodou ambientnich ioniza¢nich technik
je fakt, ze pii jejich pouziti nedochédzi, na rozdil od zbylych ionizac¢nich technik,
k destrukci analyzovaného vzorku, ¢ehoz 1ze s vyhodou nejen pii analyze potravin ¢i 1€Civ,

ale také ve forenzni chemii (napft. pfi analyze drog v bankovkach). [44,45]

3.1.2 Hmotnostni analyzatory

Jiz ionizované latky vstupuji do dalsi ¢asti spektrometru, kterou je hmotnostni analyzator.
V dnesni dobé je bézn¢ vyuzivano naptiklad pruletového analyzatoru, kvadrupolového
analyzatoru, orbitrapu, iontové cyklotronové rezonance a v neposledni fad¢ iontové pasti.
V této Casti jsou ionty prichazejici z iontového zdroje selektovany na zékladé poméru m/z,
tedy dle jejich poméru hmotnosti a naboje. V této kapitole bude blize popsana pouze
iontova past, jelikoz v praktické Casti této bakalaiské prace byl pouzit hmotnostni

spektrometr, jehoz hmotnostnim analyzatorem je prave iontova past. [34,41,43,46]

Iontova past

Iontova past (IT; z angl. lon-trap) je zaloZena na schopnosti soustfedit ionty v uzavieném
prostoru, k ¢emuz je vyuzivano stfidavého elektrického pole. V soustavé se nachézi tfi
elektrody, znichz dvé jsou kruhové s hyperbolickym prifezem a tfeti s proménlivou
amplitudou, na niz je privadéno vysokofrekvencni napéti. Jedna se o elektrodu vstupni,
sttedovou a vystupni. Pfes vstupni elektrodu je zavedena analyzovana molekula, pfi¢emz
je pomoci pulzu elektronil ionizovana. Béhem tohoto procesu se dostate¢né mnozstvi iontl
akumuluje v iontové pasti, coz mize trvat 10 pus az 200 ms. Nasledné dochazi
k postupnému zvySovani amplitudy stfidavého napéti, pfi kterém jsou vypuzovany z pasti

pies otvor vystupni elektrody ionty s rostoucim pomérem mi/z. [34]

Nejveétsi prednosti iontové pasti vici jinym analyzatorim piedstavuje jeji schopnost méfit
tandemova spektra (MS"), jejichZ princip spociva v izolaci pozadovaného iontu a jeho
nasledné fragmentaci za vniku tzv. dcefinych iontl. Podle schopnosti konkrétniho pfistroje
je mozno tyto procesy n-krat opakovat. Tato schopnost ma zasadni vliv na zisk novych

informaci o chovani iontd v plynné fazi. [47]
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3.1.3 Detekéni systém hmotnostniho spektrometru

U hmotnostniho spektrometru byvaji pouzivany dva typy detektorti. V prvni tad¢ jde
o nasobi¢ové detektory, které mohou byt fotonasobiCové ¢i elektrondsobicové. Jsou
zalozeny na efektu nasobeni elektronti vznikajicich po dopadu iontti. Tyto detektory jsou
schopny poskytovat signaly i pro jednotlivé ionty. Druhym typem jsou detektory pro piima
méfeni. Ty jsou schopny jiz detekovat elektricky proud vznikajici pfimo dopadajicimi

ionty. [34]
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4 SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE V PLYNNE FAZI

Plynna faze poskytuje jedinecné poznatky, které vhodné doplnuji informace ziskané
v kapalné fazi. Tyto poznatky jsou cenné zejména s ohledem na studium vyznamu
rozpoustédla a protiiontovych ucinkd v supramolekularni chemii. V plynné fazi lze jak
rozpoustédlo, tak i protiion zcela odstranit, cozZ umoziuje, v porovnani s kapalnou fazi,
studovat nejen vliv rozpoustédla, ale protiiontu. Bez studia v plynné fazi by bylo velmi
obtizné zjistit, jak tyto faktory, jez z kapalné faze nelze odstranit, mohou ovliviiovat

pfislusny supramolekuldrni systém. [48]

V plynné fazi mize byt velmi podrobné prozkoumana vnitini chemie komplexi
a porovndna s piredpoklady. Mimo jiné je o chovéni téchto komplext v plynné fazi samo
o sobé velky zajem, protoze systémy s nekovalentnimi vazbami, jako jsou komplexy
protein-ligand, maji v dnes$ni dob¢ velky vyznam a zajem o jejich pfevedeni do plynné faze

roste z diivodu obtiznosti jejich charakterizace. [48]

Studie v plynné fazi, které obvykle vyuZivaji metody hmotnostni spektrometrie, vyzaduji
jen nepatrné mnozstvi vzorku (typicky nckolik mikrolitri roztoku v mikromolérnich
koncentracich), dale vyzaduji minimdlni ¢isténi, jelikoz toho lze snadno dosahnout diky
vlastnostem hmotnostni spektrometrie dokonale rozd€lovat latky na zékladé jejich
exaktnich hmotnosti. Uvedené vlastnosti pfedstavuji velkou vyhodu, jelikoz mnoho
systémdl, které jsou predmétem zdjmu supramolekularni chemie, je obtizné charakterizovat
jakoukoli jinou metodou. Jako ptiklad lze uvést rentgenovou difrakéni analyzu, k jejiz
aplikaci je nezbytné mit k dispozici kvalitni monokrystal supramolekularniho komplexu,
ktery bude difraktovat. BohuZel u velkého mnozZstvi supramolekularnich komplexi
se nepodafi vypéstovat vhodné monokrystaly, ¢imz je pouZiti rentgenové difrakéni analyzy
vylouceno - a tim 1 ziskani unikatnich informaci o struktute pfisluSného komplexu v pevné
fazi. V nékterych piipadech se jako nepfiliS pouZitelna jevi 1 nukledrni magnetické
rezonance (NMR; z angl. Nuclear Magnetic Resonance) a to zejména kviili problémim

s rozpustnosti (zpravidla ligandu) nebo v disledku ptitomnosti magnetickych jader. [48]

Pti studiich supramolekularnich systémi je dilezita také schopnost rozpoznat geometrické
uspotradani komplext ¢i urcit jejich vazebnou konstantu. Proto je velmi Casté, ze zjiSténi
exaktni hmotnosti komplexu, coz je vétSinou pocatecni cil v hmotnostné-
spektrometrickych experimentech, neposkytuje dostate¢nou informaci pro moznost rozlisit

potencionalné cenny supramolekuldrni komplex od nespecifického aduktu. Proto je pro



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

uspéSnou a plnou charakterizaci supramolekuldrnich komplexti v plynné fazi casto
aplikovana tzv. tandemova hmotnostni spektrometrie, tedy technika, pfi niz dochazi
k izolaci a nasledné fragmentaci pfislusného iontu. Vysledky takovych experiment
nejenze mohou poskytnout cennou informaci o tom, zda se skutecné¢ jedna
o supramolekularni komplex ¢i nespecificky agregat, ale také mohou ptispét k rozpoznani
geometrického uspofadani daného komplexu ¢i jeho stability. Tyto informace pak mohou
byt porovnany s experimenty, které byly provedeny v roztoku (NMR ¢i isotermalni titracni

mikrokalorimetrie). [48]

4.1 Supramolekularni komplexy typu ligand@cyklodextrin

O supramolekularnich komplexech s cyklodextriny a jejich nasledném vyuziti bylo
napsano jiz velké mnozstvi publikaci. Nize jsou uvedeny poznatky ze tfi vybranych pract,
v nichz se autofi zabyvali studiem vzniku a chovani supramolekularnich komplext jimi

vybranych ligandl s nativnimi cyklodextriny v plynné fazi.

V prvni z vybranych publikaci byly zkoumany supramolekularni komplexy mezi a-, B-
a y-cyklodextrinem a rutinem, coz je latka sestdvajici zcukerné Casti- rutinosy
a aglykonové Casti, kterou predstavuje kvercetin. Rutin ma velmi riznorodou biologickou
¢iinhibice agregace trombocytil. AvSak diky Spatné rozpustnosti rutinu ve vodnych
médiich ataké jeho Spatné stabilit¢ se jako velmi vhodna jevi jeho komplexace
s cyklodextriny. PiesvédCivy dikaz tvorby specifickych inkluznich komplexd mezi
rutinem a CD poskytla fragmentace komplexu (za podminek kolizi indukované disociace),
v disledku které doslo ke Stépeni kovalentni vazby mezi cukernou a aglykonovou ¢€asti
molekuly rutinu. Zatimco glykosidicka c¢ast molekuly rutinu se odstépila ve formé
neutrdlni Castice, tak deprotonovany kvercetin zlstaval navazan na CD. Na Obrazku 8
je jako piiklad uvedeno MS/MS spektrum komplexu rutin-B-CD ziskané v negativnim
skenovacim modu, kdy jako nejzajimavéjsi se jevi signal o m/z 1435, ktefi autofi prace
oznacuji jako komplex B-CD a deprotonované molekuly kvercetinu. Tyto inkluzni
komplexy mohou mit celou fadu vyuZziti. Jako pfiklad Ize uvést potravinaisky,

farmaceuticky ¢i kosmeticky primysl. [49]
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Obrazek 8. Tandemové hmotnostni spektrum komplexu rutin-B-CD ziskané v negativnim

skenovacim modu. [49]

V nésledujicich dvou publikacich byly jako ligandy pouzity slouceniny, jez lze
zjednodusen¢ oznacit jako aminy (odvozené od anilinu ¢i benzylaminu) obsahujici ve své
molekule adamantanovy skelet, kteryzto ma ideéalni vlastnosti (vysoka lipofilita) a rozméry
pro tvorbu relativné stabilnich komplext s cyklodextriny. Zna¢na lipofilita adamantanu
usnadnuje jako prestup molekul obsahujicich tento polycyklicky uhlovodik pies bunécné
membrany, ¢ehoz lze svyhodou vyuZit napf. v chemii léCiv. Ona lipofilita s sebou
rozpustnost neutrdlnich slou¢enin obsahujicich adamantanovy skelet ve vodé. Zlepsit
rozpustnost téchto latek ve vodé je mozné napf. jejich zakomplexovanim do kavity

nékterého z cyklodextrind. [50]

Umisténi adamantanového skeletu mize nevhodné ovlivnit biologickou aktivitu finalni
slouceniny, a to v piipad¢, je-li tento objemny substituent umistén pfili§ blizko aktivnimu
mistu potencionélniho 1é¢iva (tzv. farmakoforu). Proto je nutné zvazit vlastnosti a pfipravu
novych stavebnich prvkii. V pfedmétné publikaci byly nové pfipraveny potencialné vhodné
stavebni bloky pro ptipravu novych biologicky aktivnich latek a nésledné zkouméana jejich
schopnost vytvaiet komplexy s 3-CD pomoci ESI-MS, NMR a titra¢ni kalorimetrie. [50]

Na Obrazku 9 je pro ilustraci uvedeno hmotnostni spektrum prvniho tadu jednoho
z ptipravenych aromatickych amind (v publikaci oznacené¢ho jako latka 27) s B-CD
v pozitivnim skenovacim moédu, pfi¢emz je patrné, Ze ve spektru byly pozorovany celkem

tfi vyznamné signaly. Jednalo se o protonovany amin (242 m/z), sodny adukt B-CD
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(1157 m/z) a zeyjména pak komplex amin-B-CD (1377 m/z), pticemz tvorba komplexu byla
nejen v tomto, ale také ve vSech ostatnich ptipadech potvrzena pomoci izolace a nasledné
fragmentace iontu, jehoz hodnota m/z odpovidala ptislusného typu supramolekuldrniho

komplexu. [50]

[amine + H]* 7 7 I
aJ;i'Z; TSN,

amine 27

1157.5

[CD + NaJ*

[amine + CD + H]*
1376.7

b d sl 2 WU

Obrazek 9. Hmotnostni spektrum aminu s 3-CD. [50]

V posledni z vybranych publikaci byly pfipraveny ligandy na bazi adamantanu, pficemz
v tomto pfipadé se nejednalo o derivaty ,,anilinu®, nybrz pak ,,benzylaminu®. Jak autofi
v praci uvadgji, jednotlivé benzylaminy byly z divodu jejich nepfili§ znacné stability
(pti laboratorni teploté dochdzelo k jejich rozkladu za vzniku smési sloucenin, jejichz
strukturu se nepodatilo urcit) tyto slouceniny prevedeny jednoduchou reakci ptislusného
aminu s acetanhydridem v prostiedi pyridinu na odpovidajici benzylamidy. Po uplné
strukturni charakterizaci téchto ligandd, pfistoupili autofi prace k naslednému studiu jejich
supramolekuldrnich vlastnosti. U téchto benzylamidl tak byly studovany vazebné
vlastnosti vici B-CD pomoci MS, NMR, izotermické titratni kalorimetrie a semi-
empirickych vypoéti. U vSech zkoumanych ligandl byla pozorovéana tvorba inkluznich
komplexii, pfi¢emz nejsilnéjsi vazbu v kavité B-CD vykazoval ligand obsahujici mezi
adamantanovym skeletem a aromatickym jadrem delsi ,,linker*. [51]

Na Obrazku 10 jsou pro vétsi ndzornost uvedena hmotnostni spektra komplexu jedné
z ptipravenych sloucenin a B-CD. Na Obrazku 10a je spektrum prvniho fadu ziskané
v pozitivnim skenovacim moédu, v némz byl, vyjma signald pochézejicich z ligandu
a makrocyklu, detekovan také jedenkrit nabity ion o m/z 1461 odpovidajici
protonovanému komplexu typu ligand-B-CD. Izolaci a naslednou fragmentaci tohoto iontu

(Obrazek 10b) bylo potvrzeno, ze skute¢né jedna o ptislusny supramolekularni komplex.
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Na Obrazcich 10c¢ a 10d jsou pak zndzornéna spektra ziskana v negativnim skenovacim

modu, pfi¢emz i v tomto piipade byl ocekavany komplex pozorovan. [51]
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Obrazek 10. Hmotnostni spektra (MS a MS/MS)komplexu typu benzylamid-3-CD. [51]

4.2 Supramolekularni komplexy typu ligand@kukurbit[n]uril

Kukuribit[n]urily (CB) jsou makrocyklické slouceniny sestavajici z ,,n“ (n=15, 6,7, 8 a 10)
glykolurilovych jednotek spojenych dvéma methylenovymi mustky. Jedna se o vysoce
rigidni molekulu svym tvarem pifipominajici soudek. (Obrazek 11). Vzhledem

k jedinecnym schopnostem kukurbit[n]urild vytvaret vysoce afinitni supramolekularni
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systémy typu hostitel-host, vykazuji komplexy obsahujici tento makrocyklus vyznamné
schopnosti molekularniho rozpoznavani a maji tak urcity potencidl jakozto ndstroj

pro distribuci 1€Civ. [52]

Obrazek 11. Obecny vzorec kukuribit[n]urilt (vlevo) a zndzornéni struktury CB7

(uprostied a vpravo). [53]

V poslednich letech bylo publikovdno mnoho odbornych praci zalozenych na studiu

supramolekuldrnich komplext typu ligand@kukurbit[n]uril v plynné fazi.

Za pomoci ESI-MS byla zkouména tvorba komplexti mezi kukurbit[6]urilem (CB6)
a peptidy, kdy CB6 vykazoval vysoké uptednostnéni vazby na lysin (lys) za vzniku CB6-
peptidového komplexu. Vzhledem k velkym rozmérim CB6 a jejich silné vazebné sile
na protonovany bo¢ni fetézec lysinu, zlstavaly i po kolizi indukované disociaci (CID,
z angl. Collision Induced Disociation) CB6 a lysin ve formé komplexu (Lys@CB6).
Zkouména byla také wvazba kukurbit[7]urilu na N-termindlni aromatické zbytky
aminokyselin. U tohoto typu komplexu poskytovala kolizi indukovand disociace mnohem
vice fragmentll ve srovnani s nekomplexovanymi peptidy. Obé studie demonstruji novy,
vysoce inovativni a perspektivni piistup ke zlepSeni analyzy peptidii a proteinli za pomoci

pravé kukurbit[n]urilt. [54,55,56]

Kukurbit[n]urily 1ze vyuzit také pro pomémé rychlou a pfesnou analyzu biogennich
polyaminti, kterd pfinasi fadu vyhod oproti metoddm vyuZivanym doposud, kdy tyto
zahrnovaly derivatizaci, zakoncentrovani a €isténi zkoumanych vzorkd. Toto stanoveni
je mozné napiiklad u destilovanych ndpoja (putrescin v destilatech z hroznovych vyliski),
kdy jsou biogenni aminy nejprve natraveny kyselinou a nasledné¢ zapouzdieny pomoci

kukurbit[n]urilii. Tento komplex lze nasledné stanovit za pouziti ESI-MS. [52,53]

Své vyuziti naSly kukurbit[n]urily také pii inhibici neurodegenerace, kdy jsou povazovany

za blokatory neurotoxinit MPTP (N-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) a MPP (N-
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methyl-4-fenylpyridinium-jodid) (Obrazek 12), jez jsou zodpovédné za Parkinsonovu
chorobu. Tyto neurotoxiny mohou byt zapouzdieny kukurbit[n]urily ve vodném prostredi
s pomérn¢ velkou afinitou. Ziskané vysledky naznacuji, Ze CB maji obrovsky potencial

pusobit jako neuroprotektivni Cinitelé proti neurotoxinim. [56,57]

— I i
O~<- O+
MPP

MPTP

Obrazek 12. Strukturni vzorce neurotoxinit MPTP a MPP.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pristroje a vybaveni

Pro hmotnostné-spektrometrické experimenty byl pouzit hmotnostni spektrometr amaZon
X (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) vybaveny elektrosprejovym ionizacnim zdrojem
aiontovou pasti jakozto hmotnostnim analyzatorem. VeSkera meéieni byla provedena
v pozitivnim a negativnim skenovacim modu. Jako susici a rozprasovaci plyn byl pouzit
dusik. Tandemovéa hmotnostni spektra byla, po izolaci pfislusného iontu, métena pomoci
kolizi indukované disociace (z angl. Collision-induced Dissociation, CID). Jako kolizni
plyn bylo pouzito helium. V prib&hu provadéni analyz byl pouzivan software Trap

Control, k vyhodnocovani provedenych experimentt byl pouzit software Data Analysis.

Pro potieby této prace byly pouzity Ctyfi purinové ligandy (vizkapitola5.2), které byly
ziskany z laboratornich zasob a jeZ dfive nasyntetizoval Ing. David Gergela. Tyto latky
byly pro potvrzeni jejich struktury analyzovany pomoci ESI-MS a déale pouZivany
bez nutnosti jakékoliv dalsi purifikace. Makrocyklické slouceniny slouzici jako hostitelské
molekuly, tedy a-, B- a y-cyklodextrin byly zakoupeny z komer¢nich zdroji a pouZity
bez jakékoliv dalsi purifikace. Veskera rozpoustédla (chloroform, methanol a voda) byla

zakoupena z komer¢nich zdroji, kdy tato byla v odpovidajici kvalité¢ (LC-MS).

5.2 Specifikace pouzitych ligandu

Ligandy, u nichz byla v ramci pfedlozené bakaléatské prace studovana schopnost vytvaret
supramolekuldrni komplexy s cyklodextriny v plynné fézi, byly, jak je zminéno vysSe,
ptfipraveny Ing. Davidem Gergelou a pouzity s jeho laskavym svolenim. Jedna se o sérii
6,9-disubstituovanych purinovych sloucenin obsahujicich v poloze 9 neobjemny nepolarni
alifaticky uhlovodik a v poloze 6 sekundarni aromaticky amin obsahujici vysoce lipofilni
arelativné stericky objemny adamantanovy skelet. BlizS§i charakteristika pouZzitych
ligandli, véetné jejich strukturnich vzorch je uvedena niZe. Jednotlivé ligandy byly
pro potieby této prace oc¢islovany (L1-L4) a z diivodu snazsi orientace piipadného Ctenare

v samotném rukopise.
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(1-Adamantyl){3-[(9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} methanon(1)
Sumarni vzorec: C25H29N50

Exaktni hmotnost[u]: 415,237

HN
Vzhled: bezbarvy krystalicky N )\/E N> O
N
prasek |
s >\

(1-Adamantyl){4-[(9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} methanon(2)

Sumarni vzorec: C25H29N50 O
Exaktni hmotnost[u]: 415,237
Vzhled: svétle Zluty

HN
krystalicky prasek N7 N\
LAy
N ;\

(1-Adamantyl){3-[(9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} methanol(3)
Sumarni vzorec: C2sH31N50

Exaktni hmotnost[u]: 417,253

HN
Vzhled: svétle zluty NT X N> OH
N
krystalicky prasek |
k N/ ;\
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(1-Adamantyl){4-[(9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} methanol(4)

Sumarni vzorec: C2sH31N50 OH
Exaktni hmotnost[u]: 417,253
Vzhled: bezbarvy krystalicky

HN
préasek N
NT X
e,
N ;\

5.3 ESI-MS analyza samotnych ligandi

5.3.1 Parametry ESI-MS analyz

Jednotlivé vzorky v podobé roztoku CH3;OH:H>O (1:1, v:v), o koncentraci 500 ng-ml™,
byly piivadény do iontového zdroje kovovou kapilarou pti konstantnim pritoku 3 ul-min!.
Jednotlivé analyzy byly provedeny jak v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim modu.

Nejvyznamnéjsi parametry méteni byly nasledujici:

Skenovaci mod: Enhanced resolution (8 100 m/z*s™)

Napéti na kapilare: +4,2kV

Napéti na konci kapilary: £140V

Tlak rozpraSovaciho plynu: 55,16 kPa

Priitok susiciho plynu: 6 dm?* min’!

Teplota susiciho plynu: 220 °C

ICC (maximalni pocet iontil v pasti): 200 000 (+MS), 70 000 (-MS)
Maximalni akumulaéni ¢as: 20 ms

Rozpéti m/z: 0-2000

Tandemova spektra: MS/MS
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5.3.2 Priprava vzorki

Ptislusny ligand (slouc¢enina L.1-L4) byl v mnozstvi 1 mg navdZen do vialky o objemu
1,5cm?® a nasledné rozpustén v 1 cm?® chloroformu. Z takto piipraveného zisobniho
roztoku bylo odebrano 5 pl a napipetovano do vialky obsahujici 500 pl methanolu a 500 pl
vody, ¢imZ vznikl roztok o koncentraci 5 pg-ml. Z tohoto roztoku bylo odebrano 100 ul
a napipetovano do vialky obsahujici 450 ul methanolu a 450 pl vody, ¢imz vznikl roztok
o koncentraci 500 ng-ml™!, ktery byl nasledné nastfiknut do hmotnostniho spektrometru.

Jednotlivé roztoky byly pfipravovany bezprostiedné pied samotnou analyzou.

5.4 ESI-MS analyza supramolekuliarnich komplexi

5.4.1 Parametry ESI-MS analyz

Jednotlivé vzorky v podobé roztoku CH3OH:H>O (1:1, v:v) obsahujici ekvimolarni
mnozstvi piisluSného ligandu a cyklodextriny (o koncentraci 25um), byly ptivadény
do iontového zdroje kovovou kapildrou pii konstantnim pritoku 3 pl-min’!. Jednotlivé
analyzy byly provedeny jak v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim modu.
Nejvyznamnéj$i parametry méteni byly nasledujici:

Skenovaci mod: Enhanced resolution (8 100 m/z-s™)

Napéti na kapilare: +4,0 kV

Napéti na konci kapilary: -5 az-30 V

Tlak rozpraSovaciho plynu: 206,84 kPa

Priitok susiciho plynu: 6 dm?*-min’!

Teplota suSiciho plynu: 300 °C

ICC (maximalni pocet ionta v pasti): 200 000 (+MS), 70 000 (-MS)
Maximalni akumulacni ¢as: 20 ms

Rozpéti m/z: 0-3000

Tandemova spektra: MS/MS
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5.4.2 Priprava vzorki

Ptislusny ligand (sloucenina 1-4) byl v mnozstvi 1 mg navazen do vialky o objemu
1,5 cm® a nasledné rozpustén v 1 cm® chloroformu. Analogicky byly piipraveny zasobni
roztoky kazdé hostitelské molekuly, tedy a-, B- a y-cyklodextrinu s tim rozdilem, ze tyto
byly rozpustény v 1 cm®vody.Nésledné z takto pfipravenych roztokti byla mikropipetou
odebrana odpovidajici mnozstvi ligandu a makrocyklu do vialky s roztokem CH3OH:H>O

(1:1, v:v) tak, aby vysledna koncentrace roztoku ¢inila 25 puM.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této budou, pokud mozno co nejsrozumitelnéjsi formou, komentovany veskeré vysledky,
kterych bylo v pribéhu feseni této bakalaiské prace dosazeno. Kapitola bude strukturovana
ve stejném duchu, jako tomu bylo v experimentdlni ¢asti, coz by mélo ptispét ke snadnéjsi
orientaci piipadného ctendie v predlozeném textu. Nejprve tak bude podan komentat
k analyze samotnych purinovych ligandi, nasledovany podrobnou diskuzi tykajici
se studia schopnosti téchto latek vytvaiet supramolekuldrni komplexy s cyklodextriny

v plynné fazi.

6.1 ESI-MS analyza samotnych ligandi

Jak bylo zminéno jiz v experimentalni ¢asti, ligandy, které byly pouzity v této praci,
predstavuji Ctyfi rizné 6,9-disubstituované purinové slouceniny, pro potieby této prace
oznaGovany jako latky L1 az L4 (Obrazek 13), které byly diive syntetizovany na Ustavu
chemie. Dlvodem pfipravy téchto slouCenin je umysl prostudovat jejich moznou
biologickou aktivitu, a to konkrétné¢ jakozto moznych inhibitort cyklin-dependentnich
kindz, coz jsou heterodimerni komplexy, jejichz hlavnim ukolem je regulace bunééného
cyklu, ptipadné jinych kinaz, napi. CRK3/CYC6, tedy protein kinazy, ktera je vyznamnym

regulatorem bunécného cyklu cizopasnych prvoki zptisobujicich zdvazna onemocnéni.

HN
N\\>O NT X

L P

L1 )\ N L2 )\ Q)\@
P 5\,[
L3 /L L4 )\

Obrazek 13. Strukturni vzorce ligandi pouzitych v této praci.

S ohledem na molekuldrni strukturu vyse uvedenych ligandi Ize predpokladat, Zze budou
velmi omezené rozpustné ve vodnych médiich. To je zplisobeno zejména piitomnosti silné

lipofilniho adamantanového skeletu. Na druhou stranu, pfitomnost tohoto polycyklického
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uhlovodiku umoziiuje uvazovat o schopnosti téchto latek vytvaret supramolekularni
komplexy s cyklodextriny, ¢imz by mohlo byt dosazeno vyssi rozpustnosti vzniklého
komplexu ve vodé€, ve srovnani se samotnym ligandem. Otdzkou tedy zlstava, zda jsou
slouceniny L1 az L4 schopny tyto komplexy vytvaret i nikoliv. Paklize by byla tvorba
komplexii potvrzena, a to nejen v plynné fazi, coz bylo predmétem této prace, ale také
v roztoku, je namisté¢ podrobit testovani biologické aktivity nejen samotné slouceniny L1
az L4, ale rovnéz pak jejich smési s cyklodextriny. Z vysledkii takovych testii by pak
mohlo byt patrné, zda a piipadné jaky vliv ma na biologickou aktivitu pfitomnost ptislusné

makrocyklické slouceniny.

Protoze byly ligandy pouzité v této praci jiz diive nasyntetizovany a byla provedena jejich
uplna strukturni charakteristika [58], byly v rdmci této prace pouze ,,pro jistotu* pieméieny
pomoci ESI-MS, aby bylo ziejmé, Ze se skute¢né jedna o uvazované slouceniny. VSechny

experimenty byly provedeny jak v pozitivnim, tak negativnim skenovacim modu.

Ve spektru prvniho fadu sloucenin L1 a L2 obsahujicich mezi aromatickym jadrem
a adamantanovym skeletem karbonylovou skupinu ziskanych v pozitivnim skenovacim
moédu byl jako dominantni pozorovan jedenkrat nabity ion o m/z 416,3 odpovidajici
protonované molekule purini L1 a L2. Tento ion byl doprovdzen dvéma jedenkrat
nabitymi ionty o m/z 438,3 a 454,3, které byly charakterizovany jako sodny, resp. draselny
adukt pfislusné molekuly. V ptipadé negativniho skenovaciho méddu byly dva signaly,
a sice deprotonovana molekula (m/z 414,3) a ion o m/z 851,4 odpovidajici sodnému aduktu

dvou deprotonovanych molekul [2-M-2-H+Na] .

V ptipadé€ sloucenin L3 a L4, které mezi aromatickym kruhem a adamantanovym skeletem
obsahuji hydroxylovou skupinu, byl ve spektru prvniho fadu ziskaného v pozitivnim
skenovacim modu pozorovan pouze jediny ion uréeny jako protonovand molekula, kdy
hodnota tohoto jedenkrat nabitého iontu ¢inila 418,3 m/z. V negativnim skenovacim modu
pak byly v obou ptipadech pozorovany dva signaly, dominantni o m/z 416,3 odpovidajici
deprotonované molekule a déale pak jedenkrat nabity signdl o m/z 855,4, ktery
byl pozorovan také ve spektrech sloucenin L1 a L2, tedy sodny adukt dvou
deprotonovanych molekul. Na Obrazku 14 jsou pro ilustraci uvedena +MS spektra

prvniho fadu sloucenin L2 a L4.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

416.3
[M+H] 0
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Obrazek 14. ESI-MS spektra prvniho fadu slou¢enin L2 a L4 ziskana v pozitivnim

skenovacim modu.

Pro vétsi prehlednost je rovnéz v Tabulce 1 uvedeno shrnuti vSech pozorovanych typl
iontl ve spektrech prvniho fadu jednotlivych ligandd, a to jak v pozitivnim tak negativnim
skenovacim moédu. U kazdého typu iontu je uvedena jak vypocitand hodnota m/z, ktera

by méla byt teoreticky pozorovana, tak také hodnota experimentalné zmétena.

Tabulka 1. Vysledky ESI-MS analyz samotnych ligandi L1-L4
+MS -MS

SI¢.

[M+H]* [M+Na]* [M+K]* [M-H] [2-M-2-H+Na]"

Vyp. exp. vyp. exp. vVyp.  exp. vyp. exp. vyp. exp.

L1 416,3 416,3 438,2 4383 4542 4543 4142 4143 8515 851.4
L2 416,3 416,3 438,2 4383 4542 4543 4142 4143 851,5 8514
L3 418,3 418,3 440,2 n.d. 456,2 n.d. 416,3 416,3 855,5 855.4

L4 4183 4184 440,2 nd. 456,2 n.d. 416,3 416,3  855,5 855,5

n.d. (nebyl detekovan)
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Jelikoz v této praci nebylo cilem studovat chovani samotnych ligandi v plynné fazi,
ale pouze potvrdit jejich strukturu, nebudou na tomto misté vysledky ziskané pomoci kolizi

indukované disociace blize komentovany.

6.2 Studium vzniku inkluznich komplexu mezi ligandy a cyklodextriny
v plynné fazi

V nésledujicich  podkapitolach budou diskutovany vysledky experimentt, které
predstavovaly nejvyznamnéjsi ¢ast predlozené bakalatské prace. Jednalo se o studium
vzniku supramolekuldrnich komplext typu ligand-cyklodextrin, pficemz jako ligandy byly
pouzity slouceniny L1 az L4 a jako hostitelské molekuly a-, B- a y-cyklodextrin. Z diivodu
lepsi ptehlednosti pro ptipadného ctenédte budou ziskané vysledky komentovany vzdy pro
dvojici liganda obsahujicich mezi adamantanovym skeletem a aromatickym kruhem stejny

Llinker®, tedy bud’to karbonylovou (L1 a L.2), nebo hydroxylovou (L3 a L.4) skupinu.

Na tvod by bylo nasnad¢ podotknout, Ze vSechny niZze uvedené vysledky byly ziskény
za stejnych podminek (viz Experimentdlni ¢éast), nicméné cesta vedouci k jejich
optimalizaci nebyla uplné¢ hladka a jednoducha. Prvotni experimenty byly provadény
ve vodném  prostfedi, bohuzel vSak svysledky nepoukazujicimi na vznik
supramolekularnich komplext, a to ani v pfipad¢ B-CD, coz se zdalo byt pfinejmensim
prekvapivé. Z tohoto diivodu bylo ptistoupeno ke zméné rozpoustédla a samotna voda byla

nahrazena smési voda/methanol (1/1, v/v), ktera se ukéazala byt vhodné&;si.

6.2.1 Komplexace sloucenin L1 a L2 s cyklodextriny

V této kapitole budou postupné komentovany vysledky ESI-MS analyz ligandi L1 a L2

s a-, B- a y-cyklodextrinem.
Studium supramolekularnich komplexii s a-cyklodextrinem

V ptipadé experimenti, béhem nichz byly studovany ekvimoldrni smeési piislusného
ligandu a a-cyklodextrinu bylo ve spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnim
skenovacim modu pozorovano celkem pét signalti (v obou piipadech se tyto shodovaly
hodnotami m/z a liSily relativni intenzitou), které pochazely bud’ z pfislusného ligandu,
nebo a-cyklodextrinu. Tii z péti pozorovanych ionti ndlezely molekule hosta a byly

uréeny jako protonovana molekula ligandu [L1/L2+H]" (416 m/z), sodny adukt ligandu
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[L1/L2+Na]" (438m/z) a sodny adukt dimeru piislusného ligandu [2-L1/L2+Na]"
(853 m/z). Zbylé dva signaly o m/z 995 a 1011 byly identifikovany jako sodny, respektive
draselny adukt hostitelské molekuly [a-CD+Na/K]". Ani v jednom piipadé nebyl
ve spektru prvniho fadu ziskaného v pozitivnim skenovacim mddu pozorovan signal, jehoz
hodnota m/z by odpovidala vznikajicimu supramolekuldrnimu komplexu. Tato skutecnost
muze byt zpisobena tim, ze rozmér kavity a-CD je pfili§ maly na to, aby v ni mohl byt
inkludovan adamantanovy skelet. V nékterych ptipadech dochézi v plynné fazi ke vzniku
tzv. nespecifickych agregatii, tedy uskupeni, kterd nelze povazovat za supramolekularni,
neboli inkluzni komplex, nebot’ nedochdzi ke komplexaci ligandu uvniti dutiny

makrocyklu. Tyto typy agregatl jsou nékdy oznaCovany také jako tzv. externi komplexy.

Ve spektrech pozorovanych v negativnim skenovacim modu se v obou piipadech
vyskytovaly dva signdly, a sice ion o m/z 414 odpovidajici deprotonované molekule hosta

a signal o m/z 971, ktery byl urcen jako deprotonovana molekula o-CD.

Spektra prvni fadu (+MS a —-MS) ekvimolarni smési sloueniny L1 a o-CD jsou

znazornéna na Obrazku 15.

+MS 8535
[2:L1+Na]’| 9954
[«-CD+Na]"
[L1+H]" [0-CD+K]'
416.3 1011.3
[L1+Na]'
438.3
.. | 1 |.I L l \I L b
-MS 971.2
[o-CD-HI
HNIQ/@
L1 = NS ©
[L1-HT L~ V
41[.1 ),\
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Obrazek 15. ESI-MS spektra prvniho fadu ekvimolarni smési L1-o-CD ziskana

v pozitivnim a negativnim skenovacim modu.
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Studium supramolekularnich komplexu s [-cyklodextrinem

V ptipadé komplexace sloucenin L1 a L2 s makrocyklem obsahujicim o jednu glukosovou
jednotku vice, nez tomu bylo ve vySe komentovaném piipadé, tedy B-CD byly ziskané
vysledky odlisné. Vyjma signald, pochazejicich z molekuly hosta (protonovana molekula,
jeji sodny adukt ¢i dimer sodného aduktu), piipadné hostitele (sodny adukt B-CD), byl ve
spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnhim skenovacim mddu obou analyzovanych
smési, pozorovan také jedenkrat nabity ion, s monoisotopickym pikem o m/z 1572,6
odpovidajici supramolekularnimu komplexu, pro néhoz byla navrZzena struktura
[L1/L2@B-CD+Na]" (Obrazek 16). Piestoze se ani v jednom pfipadé nepodaiilo tento ion
vyizolovat a nésledné podrobit fragmentaci za podminek kolizi indukované disociace,
1ze se s velkou pravdépodobnosti domnivat, ze se skutecné jednd o supramolekularni
komplex, nikoliv o komplex nespecificky. Tato domnénka vyplyvéa ze zkuSenosti, které

byly pfti studiu podobnych systému ziskdny v minulych letech.

Neuspéch spojeny sizolaci iontu o m/z 1576 lze pficist n€kolika faktorim. Jednak
z nizké relativni intenzity iontu, kterou lze snadno vypozorovat na ptislusnych obrazcich,
je zfejmé, ze pocet iontd, o jejich izolaci v iontové pasti bylo usilovano, byl velmi maly.
iontl, které jsou sodnymi adukty, coZz plati 1 pro tento pfipad. Idealni by bylo, kdyby
se jednalo o komplex, jehoZz kladny néboj by byl dan pfitomnosti atomu vodiku.
V takovém piipadé by mozna byl vznikly ion stabiln€j$i, coz by umoznilo nejen jeho

izolaci, ale 1 naslednou fragmentaci.

Ve spektrech prvniho ftadu ziskanych v negativnim skenovacim modu byly opét
pozorovany jak signdly pochézejici jak z molekuly hosta (deprotonovana molekula,
ptipadné sodny adukt dimeru postradajiciho dva atomy vodiku), tak z molekuly hostitele
(deprotonovana molekula B-CD). Navic byl ve spektrech obou analyzovanych smési
pozorovan signal o m/z 1548, ktery byl uren jako deprotonovany komplex ptislusného
ligandu s -CD [L1/L2@B-CD-H] (Obrazek 16). Ani v tomto ptipad¢ se nepodafilo tento

ion vyizolovat a podrobit fragmentaci za podminek kolizi indukované disociace.
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Obrazek 16. ESI-MS spektra prvniho fadu ekvimolarni smési L1/L.2-B-CD ziskana

v pozitivnim a negativnim skenovacim modu.
Studium supramolekularnich komplexii s y-cyklodextrinem

Poslednim makrocyklem, ktery byl pouzit pro potieby této bakalaiské prace jako
hostitelska molekula, byl y-cyklodextrin. Jedné se o nativni cyklodextrin sestavajici z osmi
glukosovych jednotek a obsahujici tak nejobjemnéjsi kavitu, jejiz rozméry umoziuji

inkludaci adamantanového skeletu, nicméné s tim, ze kavita neni zcela vyplnéna, z ¢ehoz
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vyplyva, ze stabilita takového komplexu muize byt mensi, nez by tomu bylo v pfipadé
komplexace analogického ligandu s B-cyklodextrinem, jehoz rozméry, resp. rozméry jeho

kavity, jsou pro adamantanovy skelet v podstaté idealni.

Ekvimolarni smési piislusného ligandu a y-cyklodextrinu studované pomoci ESI-MS
v pozitivnim skenovacim moédu poskytovaly ve spektru prvniho fadu signaly, které¢ byly
ureny jako sodny adukt pfislusného ligandu [L1/L2+Na]", sodny adukt dimeru ligandu
[2-L1/L2+Na]", sodny adukt y-cyklodextrinu a rovnéz pak signal o m/z 1734, pro néhoz
byla navrzena struktura [L1/L2@y-CD+Na]" (Obrazek 17). Relativni intenzita tohoto
signalu byla relativné nizkd, coz mohlo byt disledkem toho, Ze se jej nepodaftilo vyizolovat

a nésledné podrobit fragmentaci.
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Obrazek 17. ESI-MS spektra prvniho fadu ekvimolarni smési L1-y-CD ziskana

v pozitivnim a negativnim skenovacim modu.

Stejné jako ve vSech ptedchozich ptipadech, také v tomto bylo pfistoupeno k analyze nejen
v pozitivnim, ale také v negativnim skenovacim moddu. Za zminku stoji zejména fakt,
Ze zatimco v ,,pozitivu“ byl u obou ligandi pozorovan vznik komplexu (byt v malé

relativni intenzité), pak v ,,negativu se signal, jehoZz hodnota m/z by odpovidala tvorbé
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supramolekuldrniho komplexu, detekovat nepodaftilo, a to ani u jednoho ze studovanych

ligandt.

6.2.2 Komplexace slou¢enin L3 a L4 s cyklodextriny

V této kapitole budou postupné komentovany vysledky ESI-MS analyz ligandt L3 a L4

s a-, B- a y-cyklodextrinem.
Studium supramolekularnich komplexii s o-cyklodextrinem

V experimentech, béhem nichz byly studovany ekvimolarni smési ptisluSnych ligandi s a-
cyklodextrinem byly ve spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnim skenovacim modu
pozorovany celek Ctyfi signaly, z nichZ tii pochazely z molekuly hosta a jeden z molekuly
hostitele. Signadly odpovidajici pfislusSnému ligandu byly urceny jako protonovana
molekula (418 m/z), sodny adukt ligandu (440 m/z) a sodny adukt dimeru ptislusného
ligandu (857 m/z). V pripad¢ hostitelského makrocyklu, tedy a-CD, byl pozorovan signal
o m/z 995 odpovidajici sodnému aduktu této molekuly. Stejné jako u sloucenin L1 a L2,
ani v pfipad¢ latek L3 a L4 nebyl ve spektru prvniho faddu ziskané¢ho v pozitivnim
skenovacim médu pozorovan zadny signal, jehoz hodnota m/z by odpovidala vznikajicimu
supramolekuldrnimu komplexu. Jak jiz bylo uvedeno v predchazejici kapitole, mtize to byt
zpusobeno malym rozmérem kavity a-CD nevhodnym pro inkludaci adamantanového

skeletu.

Ve spektrech prvniho fadu ziskanych v negativnim skenovacim maédu se v obou piipadech
vyskytovaly dva signdly, jeden pochazejici z molekuly hosta, druhy z makrocyklické
slouceniny, pficemz v obou piipadech se jednalo o deprotonovanou molekulu. Ani
v negativnim modu nebyly pozorovany signaly, jejichz hodnota m/z by odpovidala vzniku

ptislusného supramolekularniho komplexu.
Studium supramolekularnich komplexu s [-cyklodextrinem

V ptipadé komplexace sloucenin L3 a L4 s makrocyklem obsahujicim sedm glukosovych
jednotek, tedy B-CD, byly ziskané vysledky opét odlisné od a-CD. Vyjma signald,
pochézejicich z molekuly hosta (protonovana molekula, jeji sodny adukt ¢i dimer sodného
aduktu), ptipadné hostitele (sodny a draselny adukt B-CD), byl ve spektrech prvniho fadu
ziskanych v pozitivnim skenovacim moédu obou analyzovanych smési, pozorovan také

jedenkrat nabity ion, s monoisotopickym pikem o m/z 1574,6 odpovidajici
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supramolekularnimu komplexu, pro néhoZ byla navrzena struktura [L1/L2@B-CD+Na]"

(Obrazek 18). Navrzena struktura komplexu byla néasledné potvrzena pomoci izolace
anasledné fragmentace iontu [L1/L2@P-CD+Na]" za podminek kolizi indukované
disociace, kdy dochazelo ke vzniku jednoho produktového iontu o m/z 1157, ktery byl
urcen jako sodny adukt B-CD. Jinymi slovy, v pribéhu fragmentace supramolekularniho
komplexu dochazelo k neutrdlni ztraté molekuly hosta, ktery nebyl, jakozto neutrdlni

Castice, ve spektru pozorovan.
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Obrazek 18. ESI-MS/MS spektra prvniho fadu ekvimolarni smési L3--CD ziskana

v pozitivnim skenovacim moédu.

Ve spektrech prvniho fadu ziskanych v negativnim skenovacim modu byly opét
pozorovany nejen signaly pochdzejici z molekuly hosta, pro néZ byla navrZena struktura
[M-H] a [2-M-2-H+Na]’, ale také z molekuly hostitele (deprotonovana molekula B-CD).
Navic byl ve spektrech obou analyzovanych smési pozorovan signal o m/z 1550, ktery byl
uréen jako deprotonovany komplex pftislusného ligandu s B-CD [L1/L2@pB-CD-H]". Ani
v jednom ptipadé¢ se nepodatilo tento ion vyizolovat a podrobit fragmentaci za podminek

kolizi indukované disociace.
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Studium supramolekularnich komplexu s y-cyklodextrinem

Poslednim makrocyklem, u néhoz byla studovana moznost komplexace s ligandy L3 a L4

byl, jak jiz bylo feceno, y-cyklodextrin, sestavajici se z osmi glukosovych jednotek.

Ekvimolarni smési piislusného ligandu a y-cyklodextrinu studované pomoci ESI-MS
v pozitivnim skenovacim moddu poskytovaly ve spektru prvniho fadu signaly, které byly
uréeny jako protonovand molekula [L3/L4+H]", sodny adukt piislusného ligandu
[L3/L4+Na]’, sodny adukt dimeru ligandu [2-L3/L4+Na]’, sodny a draselny adukt y-
cyklodextrinu [y-CD+Na/K]" a rovnéz pak signal o m/z 1737, pro néhoz byla navrzena
struktura [L3/L4@y-CD+Na]" (Obrazek 19). Pokusy o izolaci a naslednou fragmentaci

tohoto iontu, nebyly ani v jednom piipade uspésné.
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Obrazek 19. ESI-MS spektrum prvniho fadu ekvimolarni smési L3-y-CD ziskané

v pozitivnim skenovacim moédu.

Stejné jako ve vSech ptedchozich ptipadech, také v tomto bylo pfistoupeno k analyze nejen
v pozitivnim, ale také v negativnim skenovacim modu. Stejné€ jako tomu bylo v ptipade
ligandt L1 a L2, tak ani u ligandd L3 a L4 nebyl ve spektru pozorovan signal odpovidajici

supramolekuldrnimu komplexu.
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6.3 Sumarizace ziskanych vysledki

V této podkapitole jsou shrnuty veSkeré ziskané vysledky, kdy pro vétSi prehlednost
a srozumitelnost jsou uvedeny v souhrnné tabulce niZze (Tabulka 2). Z této tabulky lze
lehce vypozorovat, zda jednotlivé slouceniny (L1-L4) tvofily komplex s pfisluSnym
makrocyklem (a-, B-, y-CD) ¢i nikoliv, a to jak v pfipadé pozitivni, tak také negativni
ionizace. Je patrné, Zze zadny ze studovanych ligandi nevykazoval schopnost vytvaret
supramolekuldrni komplex s a-CD v plynné fazi, a to jak v negativnim, tak pozitivnim
skenovacim modu. Naopak u B-CD byla prokazana tvorba inkluznich komplexti u vSech
vybranych sloucenin v obou skenovacich mddech, a tim se ukazal byt jako nejvhodnéjsi,
pravdépodobné diky optimalni velikosti své kavity. U posledniho pouzitého makrocyklu,
tedy y-CD, byly u vSech liganda detekovany v pozitivnim skenovacim modu signaly, které
odpovidaly svou hodnotou m/z ptisluSnému komplexu, avSak v negativnim skenovacim

moddu tyto signaly pozorovany nebyly.

Tabulka 2. Sumarizace ESI-MS analyz inkluznich komplexii

para-keton V

L2 meta-keton l{j }(j f v f ]‘5
L3 para-alkohol ¢ x v v v X
L4 meta-alkohol ¢ x v v v X



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

ZAVER

Jak je patrné jiz znazvu této bakalaiské prace, hlavnim cilem bylo studium tvorby
inkluznich komplexii mezi vybranymi purinovymi sloueninami a mezi cyklodextriny
prvni generace (a-, B- a y-CD). O purinovych slouCeninach a zejména jejich vyuziti
v chemii 1€éCiv, pojednava cast teoretické resSerSe, kde jsou nasledné charakterizovany
i cyklodextriny. V posledni ¢asti reSerSe je pojednano o tvorbé supramolekularnich
komplexi mezi vybranymi ligandy a rtznymi typy hostitelskych molekul. V ramci
experimentalni Casti této prace byly analyzam podrobeny purinové slouceniny, které
obsahovaly mezi adamantanovym skeletem a aromatickym kruhem stejny ,,linker*, tedy
bud'to karbonylovou skupinu u ligandti L1 a L2, nebo hydroxylovou skupinu u ligandi L3
a L4. Molekulu hostitelského makrocyklu piedstavovaly a-, B- a y-cyklodextriny, které

byly ziskané z komer¢nich zdrojt.

Pied samotnym studiem tvorby inkluznich komplexl, byly podrobeny ESI-MS analyze
purinové ligandy, ¢imz byla potvrzena jejich struktura. Néasledovala série experiment, kdy
schopnost tvofit inkluzni komplexy mezi vybranymi slouceninami byla studovéana v plynné

fazi pomoci hmotnostniho spektrometru s elektrosprejovou ionizaci a iontovou pasti.

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, méfeni bylo provadéno jak v pozitivnim tak
v negativnim skenovacim modu, avSak ne u vSech pouzitych makrocykla byly pozorovany
signaly, které by odpovidaly danym komplexiim. Nejmén¢ vhodnou hostitelskou molekulu
predstavoval a-cyklodextrin, jelikoZ netvotil komplex s Zddnym z vybranych ligandd, a to
jak v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim modu, a to pravdépodobné v dusledku
nedostatecné velikosti jeho kavity. Naopak u B-cyklodetrinu se ukédzala nejvétsi vhodnost
pro komplexaci s danymi ligandy. V ESI-MS spektrech byly detekovany signaly, jejichZ
hodnota m/z odpovidala komplexim typu [L@B-CD+Na]*, a to v obou skenovacich
modech u vSech pouzitych ligandil. V ptipad€ meta substituovaného alkoholu, tedy ligandu
uvadéném v praci pod oznaCenim L3 byla navic tvorba vzniku supramolekularniho
komplexu v plynné fazi potvrzena pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (ESI-
MS/MS). U posledniho makrocyklu, tedy y-cyklodextrinu, se podafilo detekovat signaly
odpovidajici danému komplexu v ,,pozitivu®, avS§ak o pomérné¢ nizké relativni intenzit¢,
coz muze byt disledkem nezdafené izolace a nasledné fragmentace. V ,,negativu‘ pii této

analyze nebyla detekovana tvorba inkluzniho komplexu.
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v

Ze ziskanych vysledkt se jako nejvhodnéjsi jevi pro tvorbu inkluznich komplexi prave -
cyklodextrin, coz mlze byt pripisovano takika ideadlnim rozmérim jeho kavity, do niz

adamantanovy skelet témért idealné ,,zapada“.

Nutno podoktnout, ze predmétna prace se zaméfovala pouze na studium vzniku komplexii
v plynné fazi a pro ziskani ucelenych informaci bude nutné provedené experimenty doplnit
dalSimi, tentokrate ve fazi kapalné. Jedna se zejména o analyzy, které budou provedeny
pomoci nukledrni magnetické rezonance a izotermalni titracni mikrokalorimetrie, pficemz
ziskané vysledky by mohly pfinést fadu dalSich cennych informaci nejen o geometrii, ale

také o pevnosti vznikajicich komplexi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

o-CD
AIDS
B-CD
CB
CB6
CD
CDK
CI
CID
DMSO
DNA
EI
ESI

GC

LC

Lys
MALDI
MPP
MPTP
MS

m/z

a-cyklodextrin

syndrom ziskaného selhani imunity
B-cyklodextrin

kukurbit[n]uril

kukurbit[6]uril

cyklodextrin

cyklin-dependentni kinaza
chemicka ionizace

kolizi indukovand disociace
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
elektronové ionizace
elektrosprejova ionizace

plynova chromatografie
v-cyklodextrin

virus lidské imunitni nedostatecnosti
iontova past

kapalinova chromatografie

lysin

ionizace laserem za ucasti matrice
N-methyl-4-fenylpyridinium-jodid
N-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
hmotnostni spektrometrie

hmotnost/néboj
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NMR nukledrni magnetické rezonance

RNA ribonukleova kyselina
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