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ABSTRAKT

Prednttem vyzkumu bylo studium inkluznich supramolekuiéhnkomplexi adamantano-
vych ligandi s cyklodextriny a cucurbiturily. Byly studovanyrteodynamické parametry
inkluznich komplex, za které zodpovidéada vazebnych interakci. DalSim uUkolem bylo
zjistit, jak ligandy pronikaji do kavity hostitelgsh molekul. Ukolem bylo i@devsim op-
timalizovat podminky experimentu, za kterych bydogioZné nitit série adamantanovych
ligandi, s moznosti srovnani ngenych hodnot. Pro stanoveni asoéniah konstant a

termodynamickych paramétkomplex&nich reakci byla pouzita metoda ITC.

Kli¢ové slova:
Cyklodextriny, Cucurbiturily, inkluzni komplexy, asiaéni konstanty, host-guest systém,
ITC

ABSTRACT

The subject of research was the study of inclusigzramolecular host-guest complexes of
adamantane-based ligands with cyclodextrins andrbitarils. Thermodynamic paramet-
res of inclusion complexes which is affected by ynbonding interactions were studied.
Another task of the work was to find out how ligamEknetrate cavity of host molecules. In
the first place experiment options were optimise@ls series of adamantane-based ligands
could be measured and matched. The isothermaidiiraalorimetry was used for deter-

mination of association constants and other theymaahic parameters of complexation.

Keywords:
Cyclodextrins, Cucurbiturils, inclusion complexessociation constants, host-guest sys-
tems, ITC
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UvoD

Diky technologickému pokroku doslo v poslednim tiesté ke zvy3eni citlivosti
mikrokalorimetrickych technik na Uroig kterd umo#uje jejich rutinni pouziti pro
ziskani komplexni charakterizace termodynamickétav@ni biologicky vyznamnych
molekul v roztoku. Mikrokalorimetrické metody jssahopny pimo sledovat interakci
makromolekul a popisovat jejich energetickou stabilPfimé stanoveni termodyna-
mickych parametr vazby molekul umaiuje vyuzivani mikrokalorimetrickych technik

pii farmakokinetickych studiich.

Tato prace se zabyva studiem termodynamiky inkltizkiomplext adamantano-
vych ligandi s cyklodextriny a cucurbiturily. V teoretickésti budou charakterizova-
ny cyklodextriny, cucurbiturily a jejich vyuziti eblasti farmakochemie. Dale budou
popsany vazebné interakce, které auli¥ stabilitu inkluznich komplek a zakladni
vztahy v termodynamice. Nakonec budou uvedeny nyetteré lze pouzit k zji8hi

termodynamickych paramétkomplex&nich reakci.

V praktickeé ¢asti bude popsan postugigravy roztok ligandi a hostitelskych
makromolekul. Naslednbudou uvedeny vysledkydfeni termodynamickych parame-
tra inkluznich komplex B-CD, CB[7] a MgCB[6] s adamantanovymi ligandy (1-
adamantylaniliny a imidazoliové soli), které bytydovany pomoci izotermalni titra

ni kalorimetrie (ITC).
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1 CYKLODEXTRINY

Cyklodextrin (CD) byl poprvé izolovan jako produkizkladu Skrobu A. Villier-
sem v roce 1891 a latku, kterou ziskal nazval Josin“. Az v letech 1935-1955 K.
Freudenberg, F. Cramer a jejich spolupracovnigliwdhemickou strukturu cyklodex-
trint a jejich obecné fyzikatichemické vlastnosti a schopnosti inkludovat jinglen

kuly uvnitt svych chiralnich dutych kavitjmz pitahuji pozornost chemikdodnes.

CD jsou vyrabny z obnovitelnych zdrédj (Skrob), jejich toxicita je nizka a jsou
biologicky degradabilni. Nativni cyklodextriny bytgké chemicky modifikovany, aby
bylo docileno lepSich komplexaich nebo katalytickych vlastnosti a aby byla zngse
jejich rozpustnost. Zaroviese staly velmi zkoumanymi stavebnimi bloky v sopoa

lekularni chemit

1.1 Struktura a vlastnosti cyklodextrint

Nativni cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidiladajici se zi-1,4 spojenych
D-glukopyranosovych jednotek, které vznikaji enztiokamu degradaci Skrobu (amy-
losy) glukosyltransferasami (CG Tase) bakteriainfiivodu @acillus macerans®
Uvedend biochemickér@mena na Obr. 1 poskytuje s cyklickych a linearnich oli-
gosacharid, které obsahuji Sest az vice nez sto glukosowahgtek. Za optimalizo-
vanych podminek jsou nejvice zastoupeny makrocyg&lgesti, sedmi a osmi jednot-
kami, které jsou ozr@avany jakoa-, B- ay-cyklodextrin. Tyto &i komekné dostupné
makrocykly se ze s#si izoluji selektivnim vysrdZzenim organickymi latkia(hexan,

fluorbenzen, anthracen), se kterymiifvmalo rozpustné inkluzni komplegy.

OH
CG Tase (Bacillus macerans) Q

HO

Skrob (amylosa)

OH
O

n==6-100

Obr. 1 - Vznik cyklodextrinu degradaci amylosy
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Struktura cyklodextrita byla zkoumana v roztoku i v pevné fazi. V krystaldylo
pro kazdy zeif uvedenych homolagzjisténo nékolik strukturnich forem, které se lisi
poitem gitomnych vod a geometrii molekuV disledku“C; Zidlickové konformace
glukopyranonovych jednotekigbird makrocyklus CD tvar komolého kuZele nebo du-
tého kornoutu (viz. Obr. 2), jehoz &&i SirSi okraj obklopuji sekundarni hydroxylové

skupiny a uz$i okraj obklopuiji primarni hydroxyly.

Obr. 2 - Tvar molekuly-, B- ay-CD

Tab. 1.Fyzikalns-chemické vlastnosti a rozmy kavit a-, f- ay-CD

fyz.-chem. vlastnosti a roznéry kavit a-CD B-CD v-CD

n - pofet glukosovych jednotek 6 7 8

M, [g.molY] 972,9 1135,0 1297,14
rozpustnost v HO [g.dm®] p¥i 25 °C 14,5 19 23,2

a - vniténi pramér kavity [A, mezi H3] 5,2-5,7 6,4-7,8 7,5-9,5
b - hloubka kavity [A] 8,0 8,0 8,0

¢ - vniténi objem kavity [A] 174 262 472

V dusledku toho je v§Si strana kavity hydrofilni, naopak vimt strana, kam jsou
orientovany etherické kysliky O4 a vodiky H3, H¥&, ma lipofilni charakter. Ne-
utronovou difrakci bylo zjigho, Zze makrocyklus-, - ay-CD je stabilizovan pasem

vodikovych vazeb mezi kysliky (nga O?tn-l) OH-skupin sousednich glukosovych

jednotek. Se viistajicim pétem jednotek v makrocyklu od az ky-CD se zmenSuje
vzdalenost d&chto OH-skupin, tak?e pevnost vodikovych vazeberdste vodnych
roztocich tveéi OH-skupiny vodikové vazby s okolnimi molekulantddy, coz vede

k vytvoreni hydrataniho obalu okolo molekuly CB.
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1.2 Modifikované cyklodextriny

Chemickou modifikaci Ize cilénmenit fyzikalné-chemické vlastnosti CDs. Bylo
vynalozZzeno velké Usili nafipravu derivai, které vykazuji lepsSi rozpustnost ve ¥od
v organickych rozpoudtllech. RedevSim byla optimalizovana velikost a tvar kavity
pro inkludovanou molekul(iPres znanou obtiZznost fipravy modifikovanych deriva-
ta se rkkteré z nich jiz vyra§ji a pouzivaji v pkmyslovém ndtitku. Na rozdil od ji-
nych makrocyki (nag. kalixarer), kde nmiZze bytcasto modifikace provedena jiZip
pripraw stavebnich blok pred viastni makrocyklizacifpsyntéze modifikovanych CD se

prakticky vzdy vychézi z nativniho makrocylflu.

Derivaty je mozno roziit podle p@&tu substituovanych jednotek glukosy na mo-
nosubstituované, ékolikanasobn substituované definovanym gobem poskytujici
jeden chemicky homogenni produkt, persubstituovaségsi statisticky substituova-

nych produki.?

Na kazdé jednotce glukosy jsou k dispozitiQH-skupiny s rozdilnou reaktivi-
tou. Nejvice reaktivni je primarni hydroxylova skugpv poloze C6, ktera ma nejvyssi
bazicitu a je nejménstericky bragna. Nejkyselejsi a v padi reaktivity druhé jsou
sekundarni hydroxyly v poloze C2. Nejnéreaktivni jsou sekundarni hydroxylové
skupiny v poloze C3, které mohou byt selekdiwubstituovany az po modifikaci nebo
docasném chrami hydroxyli v polohach C2 a C6. Volbou remiho cinidla a chrani-
cimi skupinami je pak mozné substituovat pouze arggrhydroxylové skupiny/Nej-
castji pouzivané substituenty pro modifikaci CDs jsanaltosyl, sulfobuthylether,

hydroxylova a methylova skupina.

1.3 Inkluzni komplexy

Cyklodextriny maji diky své strukite a tvaru molekuly schopnost vyteéinkluze
nadmolekularni povahy tim, Zze se do jejich cenir&hwity inkluduje organick&i
anorganicka molekul®. Tento jev probiha n&jstji ve vodt nebo ve sisi vody a
jiného polarniho rozpou&dla, miZze vSak probihat i na rozhrani pevné a plynné faze.
Stechiometrie komplek zavisi edevsim na velikosti kavity hostitele a charakteru
hosta (Obr. 3j.Smssi zahrnujici CD s hydrofobnimi molekulami jsou sghé pro-

niknout do tkas t&la a tam uvolnit biologicky aktivni latktt.
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Obr. 3 - Schématické znazeém komplex: moznych stechiomet?if

Fyzikalre-chemickymi metodami byly stanoveny as@aiakonstanty a termody-
namické parametrydiolika tisic inkluznich komplek prevazié nativnich cyklodex-
trint. Orientaci hosta v kawtlze v roztoku ¥tSinou zjistit detekci dipolarnich in-
terakci vhodnou metodou NMR, faROESY nebo NOESY.

Lze fici, Ze byly gipraveny inkluzni komplexy nativnich cyklodextiirs téngt
vSemi molekulami, které se do kavity vejdou, turdovodiky, alifatickymi alkoholy,
aminy a kyselinami, derivaty cyklohexanu, benzema#alenu, steroidy, aminokyse-
linami, organickymi azobarvivy, cukry, anorganickyionty, vzacnymi plyny a dalSi-
mi. Adamantan a jeho derivaty Vo silné komplexy $-cyklodextrinem
(K < ~ 16 M™). Mnohem méa byly studovany inkluzni komplexy modifikovanych
cyklodextrini, patrré pro jejich obtiZgjsi syntetickou dostupnodtPro ilustraci jsou

v Tab. 2 uvedeny nejslabsi a nejsji konstanty stability kompléxs o-, p- ay-CD.*
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Tab. 2 - Konstanty stability vybranych inkluznicbniplexi a-, p- ay-CD*

host guest solvent K M.
H,C so,
N : MOEALZ ) og agee
0,1M NaCl)
(l-CD e}

4-[(4-hydroxy-3-propylfenyl)-azc
benzensulfonat

N cal
H,0 6,31.16+ 0,1
/ indol

sol

H.O (pH2)  5,01*+0,02

B-CD H,C ibuprofen
CH,
3-methylbenzoova kyselina Hz0 1,26.16+0,1%
COOH
CH,
H,0 5,37 + 0,08

5-methylresorcinol

-
C ON4©—< H,0 1,99.10+ 0,17
HO N o

2-chlor-4[(4-hydroxyfenyl)azol]benzoat

< Lacal . . sol .. . .
“metreno spektrofotometricky,” méieno kalorimetricky ™ méreno pomoci rozpustnosti

1.4 Cyklodextriny jako nosice |&iv

Jednou z dlezitych vlastnosti cyklodextrinje tvorba komplek v roztoku i v pevném
stavu, ve kterych je alesp@ast hostujicich molekul obklopena hydrofobnim st
dim kavity cyklodextrind? Pii vyvoji novych I&iv je limitujicim faktorem schopnost
léCiva dosahnout mista svéhagobeni, zaji®hi postupného uvabvani I€iva acasty
poZzadavek na rozpustnostii@a ve vod. Jedna z moznosti jak zlepSit farmakokine-
tické vlastnosti |&v je navazat ho na specialni molekulu &esiTyto vlastnosti vyka-

zuji cyklodextriny a jejich derivaty, které préstinictvim inkluzniho komplexu zvySu-
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wrown

giemi, jako je vlhka granulace nebo rozgas$ts naslednym susSenim vzniklého kom-
plexu, gipadré vznikajiin situ, kdy se ze suché $si inkluzni komplex vytvéi az po
styku s vodnou fazi Iékové formy nebo az s tréékitinou. Léiva latka se obvykle z
komplexu snadno a ugiruvolni, takze komplexacgiméienym mnozstvim vhodného
cyklodextrinu zpravidla zvySuje biologickou dostagh |&iva.*> Cyklodextriny pozi-
tivné ovlivauji biologickou dostupnost i v lécich aplikovanyeh KiZi nebo sliznici a
urychluji permeaci kévych latek nejen zlepSenim rozpustnosti, ale Spwanim pro-
pustnosti bariérovych membran. Testuji se protaikiga k nasalni aplikaci inzulinu
na zvtatech'® Dalim atributem rozpousti je schopnost vyt¢éni neinkluznich
komplexi, vytvéeni agregdit a ibuznych domén a schopnost cyklodextrimorit a
stabilizovat pesycené medicinské roztoky. Navic mohou byt CD p@u¥ ke snizeni
nebo prevenci gastrointestinalnich énich zawta (podrazdnosti), ke snizeni nebo
odstrarni negijemnych pach nebo chuti, k prevenci vzdjemnéhispbeni |€k— 1€k
nebo lek— prisada stejjako k gemen¢ olejovych a kapalnych Iékna mikrokrysta-
lické nebo amorfni prdsky. MnoZstvi prodiuktaloZzenych na bazi cyklodextéirse

dostalo na trh kidi své schopnosti zakryt nezadouci fyzikéthemické vlastnosti.

cyklodesxrin [=TniiMu] komplex

Obr. 4 - Schématické znazeém CD jako nosie I&iva

Vyuziti prirodnich CD, zejménf-CD, jako nosital IéCiv je omezeno jejich rela-
tivné Spatnou rozpustnosti ve vodredpoklada se, Ze je to Wi relativne silnému
intramolekularnimu vodikovému propojeni v krystifiarizce. Substituci kteréhoko-
liv vodiku OH-skupiny, dokonce i lipofilnimi subgienty, vede k vyraznému zvyseni
jejich rozpustnosti ve vad'’ Derivaty CD, o které se zajima farmaceutickirpys!
(viz Tab.3), jsou 2-hydroxypropylové derivd®yCD ay-CD (tj. HP$-CD a HPy-CD),
nepravideld methylovanyp-CD (RM-B-CD), sulfobuthylethe3-CD (SBE$-CD) a
tzv. roz\&tvené CD jako 6-O-Maltosy-CD (G,-B-CD).2
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Tab. 3 - Struktura a vlastnosti CD vyuZzivanych asfacii

Rozpustnost v

Cyklodextrin n R = H nebo Substituce® HZOb (mg.miY]
a-CD 0 -H 0 145
B-CD 1 -H 0 18.5
HP-B-CD:; Kleptose® 1  -CHCHOHCH; 0,65 >600
gg;i{;j@'j sodna sl 4 _ch)sO-NaT 0,9 >500
RM-B-CD 1 -CH 1,8 >500
G,-B-CD 1 maltosyl- 0 >1500
y-CD 2  -H 0 232
HP-y-CD 2  -CHCHOHCH, 0,6 >500

& primerny paset substituerttna jednotku glukozy.
b Rozpustnost ¥isté vod pii teplot cca 25 °C.

Vyuziti cyklodextrimi se ukazalo jako vyhodné riajpri pripraw Iékové formy s
obsahem originalnihdeskéeho cytostatika na b&dyrmocné platiny s ozganim LA-
12 (Lachema) viz Obr. £tyfmocna platina je na rozdil od dvojmocné éaxicka,
vykazuje vysSi protinadorovy efekt, ale je velmasp rozpustna ve vad Peroralni
lekova forma seijpravila rozpu&tnim I&ivé latky v acetonu. Pordani HPB-CD se
roztok lyofilizoval a vznikly lyofilizat se plnil d tvrdych Zelatinovych tobolek. Stejna
acinna latka se ve s#si pouzije i k tvork suchych injekci. Latka LA-12 se zde asep-
ticky smisi s HH3-CD a snds se pouzije kifjpraw injekcein situ nebo se fipravi

spoleny roztok ze smsi LA-12 s HPB-CD, ktery se sprejavsusigi lyofilizuje.™

NH3\ |
NH/ |

@Y

Obr. 5 - Cytostatikunh.A 12
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1.4.1 Solubiliza¢ni schopnost CD (Analyza fazové rozpustnosti)

Solubilizani schopnost cyklodextiinmuze byt kvantitativ vyhodnocena meto-
dou Higuchiho-Connorsova. Diagram rozpustnosti,odelgrafické znazoréni roz-
pustnosti molekuly hosta jako funkce koncentracklodextrinu je znazomo na
Obr. 6. Kivky jsou obecsn klasifikovany jako typA (vytvai se rozpustny komplex)

nebo typB (vytvéi se komplex s omezenou rozpustndsti).

koncentrace rozpusténeho leciva

koncentrace cyklodextrinu

Obr. 6 — Diagram rozpustnosti

Typ A je déle rozZlerén do ti podtypi. A systém, kde se rozpustnost hosta zvy-
Suje linearn s koncentraci cyklodextrindyp systém indikuje izotermu, v niz sévka
odchyluje v kladném sénu od linearity (tzn. rozpou&dlo je ungrné efektivrgjSi ve
vySSich koncentracich) A&y systém indikuje zapornou odchylku od linearity (t@D
je umerné meére efektivni ve vysSich koncentracich). Tvorbu komplse stechiomet-
rii 1:1, znazoiiuje AL systém. Na vytvieni komplexu vysSihtadu se podili vice nez
jedna molekula cyklodextrinu, coZ znaioje Ap systém. Mechanismus vzniku systé-
mu Ay je komplikovarjsi, protoZze se na tvattkomplexu vyznam& podili interakce
rozpous¥na latka-rozpoustlo. V piipad systémuBs, je padateni vzestupna&ast
rozpustnosti zienéna v oblast ploSiny, ktera je nasledovana poklesepustnosti ve
vysSich koncentracich cyklodextrinu, doprovazejidirokrystalickym srazenim kom-

plexu.B, systém s¥di o vzniku nerozpustného komplexu ve ¥3d-
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2 CUCURSBIT[N]URILY

Cucurbiturily (CBI[n]) jsou makrocyklické sl@eniny (Obr.7) uplatujici se
jako hostitelské molekuly v supramolekularni chemjimbol [n] udava peet gly-
kolurilovych jednotek v makrocyklt? CB[n] maji kulovy tvar s kavitou uvrit
nejlépe jejich podobu vystihuje vydlabana dy€B[n] tvari velmi stabilni host-
guest komplexy s kladgmabitymi molekulami jako je bipyridinium, amoniuimida-
zolium a s koordingné nenasycenymi kovovymi ionty. Tyto komplexy se uéafies

vodikovou vazbu, naboj-dipél a hydrofobni interakte

A BN
LI

2)=0!

1
1/ \
\\\o Nag od

Obr. 7 - CB[n], n =5-10

N

o<l

n

2.1 Struktura a fyzikalni vlastnosti

Cucurbiturily jsou makrocykly saznym p@tem glykolurilovych jednotek vaza-
nych ges dusik methylenovymi istky. CB[n] homology CBI[5]-CBJ[8] byly zcela
charakterizovanytznymi spektroskopickymi metodami a RTG difrakci (O®). Po-
kud jde o velikost kavity CB[6], CB[7] a CB[8] jsabdobné jako u-, - ay-CD.*°

CBI[5] CBI6] CBI[7] CBI8]

Obr. 8 - Rentgenové krystalové struktury CB[n] (B-8Y°

13
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S rostoucim p&em jednotek v makrocyklu CB[n] se&suje i rozndr vnitini ka-
vity. Zatimco se vySka makrocyklu od CB[5] k CBf@meni, prtamér vstupniho otvo-
ru se z¥tSi vice nez 2,5krat. V Tab. 4 jsou uveder¥které strukturni parametry
CB[n] homologdi. CB[n] maji vysokou tepelnou stabilitu v pevném stak rozkladu
dochéazi az i 420 °C u CB[n] (n =5, 6 a 8), CB[7] se vSakiire rozkladat jiz p
niz&i teplok (370 °C)*

Tab. 4 - Strukturni parametry CB[n] (n = 5-8)

n=58 - . |

CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]
13,1 144 16,0 17,5
44 58 73 88
24 39 54 69
91 91 91 91
82 164 279 479

vngjsi pramer [A]

pramér kavity [A]

pramér portalu A]
vyska A]

objem kavity A%

o O T o

2.1.1 Rozpustnost

NejvétSi nevyhodou CB[n], attvodem pr@é se s nimi relativé Spati pracuje,
je jejich nizka rozpustnost wbnych rozpousdlech (< 16 M) s vyjimkou silr
kyselych vodnych roztak VétSina hostitel-host chemie CBJ6], byla proto stualos
ve snési kyseliny mrave#i a vody (1:1). Rozpustnost CB[n] je ob&amizSi nez u
cyklodextrini. CB[6] a CB[8] je v podstatve vod nerozpustny, CB[5] a CB[7] maji
nizkou rozpustnost ve véd2-3 x 10° M), coZ je srovnatelnéCD (1,6 x 16 M).%
Rozpustnost CB[n] ve vadse zvySuje v fitomnosti soli kowu tim, Ze iont kovu se
koordinuje na karbonylové skupiny a j&§e solvatovan vodoé&® Karbonylové
skupiny lemujici portaly CB[n] jsou slabé baze:pa3,02) pro CB[6]. &koli pKa
hodnoty pro CB[5]-CB[8] nebyly z#teny, je pravépodobné, Ze jsou podobné s hod-
notou pKa pro CBJ[6]. V dsledku toho se vyraZrzvySuje rozpustnost CB[5]-CB[8]
ve vodném roztoku koncentrované kyseliny @i mM pro CB[6] v HCGH:H,0
(1:1), 60 mM pro CBJ[5], 700 mM pro CB[7], a asi ZyBVl pro CB[8] v 3M HCI)**
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2.2 Modifikované CBJn]

Spatna rozpustnost v&nych rozpougtlech a obtizna modifikace omezovala
pouziti CB[n]. Tyto problémy byly ijgkonany K. Kimem a jeho skupinou, Kteii-
pravili hydroxylované CB[n]. Hydroxylované CB[n] @kéazaly dobrou rozpustnost
v DMSO. Existuje #kolik dalSich pikladi modifikovanych derivdi CB homolog,
kde je jeden nebo vice at@modiku na okraji nahrazedanymi skupinami obsahujici
methyl, fenyl, nebo cyklohexyP. Hexamethylovany cucurbit[6]uril (MEB[6]) byl
poprvé syntetizovan a charakterizovan pomtia **C NMR spektroskopie A. I.

Dayem a skupinou pracovriik roce 2003%°

IHHH%—

Obr. 9- M%CB[6]

n=3

Bylo zjisttno, Ze je vysoce rozpustny v polarnich organicksaipoustdlech -
acetonitrilu, DMSO a trifluorethanolu, vzdy vSakzeyluje pidani malého mnoZzstvi
vody. Rozpustnost ve sisi voda-acetonitril (1:1) je 7,5 g na 100 ml, podob roz-
pustnost vykazuje v trifluorethanolu $igavkem 5-10 % vod§? Od té doby byl
MesCBJ[6] pouzit ve dvou fipadech pro fipravu pevnych inkluznich kompléxByla
zkoumana interakce mezi M&B[6] a N, N-dimethyl-4, 4’-bipyridiniumNeV?") z
nasledujicich dvodi: (1) MesCBJ[6] reprezentuje analog CB[6] s podobnou velikost
kavity, (2) MesCBJ6] je dolie rozpustny ve vag coZz umo#uje studovat jeho asociaci
s molekulami host ve vodném prosedi bez gitomnosti soli(3) MeV** a jeho deri-
vat byly zna&né zkoumany jako vhodné guest-molekuly pro asociaCB$n], wetn
CB[6].?

Obr. 10 - Dratovy model MeX/MesCB[6] komplexd®
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2.3 Syntéza CBJn]

Prvni syntézu CB[n] provedl jiZ v roce 1905 R. Beximl, kdyZ nechal reagovat
glykoluril s paraformaldehydem v koncentrované HBtodukt rekrystalizoval z
H.SO, a izoloval nerozpustnou polymerni latku, kterartheopiekvapiv rozmani-
tou Skalu krystalickych kompldixs organickymi i anorganickymi latkami, né&p
klad s KMnQ, AgNO;s, H,PtClk nebo NaAuCj, V té dol vSak nebyla k dispozici
dostupna technika, ktera by umoznila objasnit gtruktéto latky, a v praci proto
nepokr&oval. Syntézu zopakovali W. L. Mock W. A Freeman aZ v roce 1981,
kdy objasnili strukturu pomoci RTG difrakce a idiéikbvali ji jako CB[6].%’ Ten-
to makrocyklus je slozeny z Sesti glykolurilovyadpotek navzajem propojenych
dvéma methylenovymi risstky. AZ v roce 2000 K. Kim syntetizoval a izolodl-
8i homology CBIn], zahdjil tim sérii praci zkounta¢h vlastnosti CB[n] a jejich

mozné aplikacé®

CB[n] se gipravuji kondenzéni reakci glykolurilu s formaldehydem v kyse-
lém prostedi 9M HSO, nebo konc. HCI. Vysledkem reakce je&CB[n] homo-
logt, které se od sebe néaslédaddluji frakeni krystalizaci a rozpudtim nebo
chromatografif> Reakce glykolurilu a formaldehydu nejprve vyfinearni oligome-
ry, které pak cyklizujf’ Reakci v 9M kyseli# sirové pi teplot 75 °C po dobu 24 h a
pak 100 °C po dobu 12 h vznika &nCBJ[n], (n = 5-11), ktova je gedevSim nizsi
reakeni teplota, nez se pouziva u konensyntézy CBJ[6], ktera umdaje vznik vel-

kého mnoZstvi CB homoldg®

Schéema 1
H'/ H,0 H,SO,

o — 2°»  srazeni ——2—* = CB[6]

>110 T
)J\ Q
HN NH )J\ — —
H%—Q-H + H H Q
HNYNH )J\

N N—CH, |
9M H,SO,
o H H
75C
N\H/N—CHZ -
0

CB[n],n=5-11
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Reakni smés byla gidana do roztoku aceton/voda, vznikla srazenina bydd-
lena dekantaci, promyta $si aceton/voda (1:4) a Zzfiltrovana. CB[6] byl &koh od
smesi ¢asténym rozpusinim ostatnich CB[n] homoldgve snési aceton/voda (1:2).
Z rozpustného podilu byly izolovany CB[5] a CB[7Hale oddleny fralkéni krystali-
zaci, srazenim a rekrystalizaci. t&bfs poznamenat, Ze adiehi homolog je ovlivne-
no stopami kyselinyiftomné ve sisi, jakoz i NH" ionty, které mohou byt tieny z
tepelného rozkladu glykolurilu. CB[8] byl izolovae sngsi CB[n] homolog, ktera
byla pipravena modifikovanym postupem. Reakci glykolualdormaldehydu v ifp-
tomnosti HCI ve vysokotlakém reaktorii @15 °C po dobu 24 h vznika bily prasek,
ktery byl poté zativan s 7,% H,SQ,. Tato syntéza poskytuje $snCB[n] s mirg
vy$8im obsahem CB[7] a CB[§].

NMR a ESI hmotnostni studie potvrdily, Ze r&aksnés obsahuje kronCBJ[6]
skupinu homolog, s typickym obsahem CB[5] ~ 10-15%, CB[6] ~ 50-60%
CB[7], ~ 20-25%, a CBJ[8] ~ 10-15%. Stopové mnozsty$Sich homolog (CB[n],

n = 9-11) byly rov? zjis&ny pomoci hmotnostni spektrometffe.
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2.4 Syntéza modifikovanych CBJn]

V zésad existuji ti zpasoby, jak zavést furtki skupiny na okraj CB[n] (Schéma
2): (1) kondenzaci glykolurilovych derivatnesouci substituenty v tistkove' pozici, s
formaldehydem poskytuji CB[n] derivaty se substitiyev "ekvatoralni" poloze;
(2) kondenzaci glykolurilu steznymi aldehydy jako ndp trifluoracetaldehyd zavadi
substituenty na methylenovéistky CB[n]; (3) pfimé zavedeni substituentu do "ekva-
torialni" poloh(y) nebo na methylenovy(é)istek(y) CB[n] poskytuje CB[n] deriva-
ty.22

Schéma 2
)(7\ )7\ J
HN NH u N N—CH,
Q) R%_Q'R + HCHO — R R
HNYNH NYN_CHZ 4
o} o]
L —In
0 o)
)J\ )J\ Tl
HN NH u N N—CH -
(2) R%—%R + RCHO —— R_>_Q-R
HN NH N N—(llH
\H/ \H/ T
o] o}
L —In
o J o J
N N—CH, ] e N N—CH, ]
3) R R B X X
NYN—CHZ +— NYN—CHZ .
o] o}
L —In L —In
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2.4.1 Syntézacastané substituovanych CBJn]

A. |. Day a skupina pracovnikstudovali reakci mezi glykolurilem a dimethylglyke
rilem bis(cyklickym etherem), coz je ekvivalent dithylglykolurilu a formaldehydu.
Kondenzace ekvimolarniho mnozstvi glykolurilu a dthylglykolurilu bis(cyklického
etheru) za pdani LiCl a koncentrované HCI probih& peplo€ 100 °C po dobu 2h.
Reakce poskytuje stacasténé substituovanych CB[n] (n = 5-7)¢etre jejich polo-
hovych isomel, o cemz s¥dci ESI hmotnostni spektrometrie a NMR. &nfrakci
obvykle obsahuje 55-60 % substituovanych CBJ[6] @l3®% substituovanych CBJ[7].
Hlavnim produktem je M&B[6] s vy&znosti 10 %, ktery byl izolovan iontév

vyménnou chromatografii a nasledrekrystalizacf®

Schéma 3
(0] (0] (o] (0]

PN

"N NN N\ Licl, kone. HCI, t N\ /N \ N
>—< + O H3C%—<—CH3 o - — H30HCH3
HN\H/NH AN N— N N\/NYN
\[( Y n
0 0 o o)

2.5 Supramolekularni vlastnosti

Ackoli vSechny CB[n] homology sdili charakteristiakéy CB[6], jako je hydro-
fobni kavita a polarni karbonylové skupiny v okoadirtali, jejich tizné velikosti kavit
a portah vedou k pozoruhodnym molekularnim rozpoznavaciastmiostem odliSnych
od CB[6]?° Nejmensi homolog CB[5] vaZe uvhiavity pouze malé molekuly, jako
jsou acetylen, By O, a vzacné plyny, sithvaze kationty, jako je NH a PB*.2° Tyto
ionty nemohou vstoupit do kavity, aléstavaji vazany na kyslik karbonylu portalu.
Dva NH;" ionty mohou zablokovat otvor na obou stranach C.BIB[6] tvoii velmi
stabilni komplexy s alkyl amonnymi ionty, zejména,sw-alkyl diamonium ionty s
riznou délkouietszce {NH3(CH2).NHs", n = 4-7, K = 181 M~ meteno v
HCO;H/H,0) a més stabilni komplexy s protonovanymi aromatickymi awpijako je
p-methylbenzylamin (K ~ 3 x f0OM™). Také niize zapouziit neutralni molekuly
tetrahydrofuranu nebo benzenu ve vodném roztokuy7CBtvaii podobné komplexy

jako CBJ6], CB[7] vSak vytve s aromatickymi slateninami stabiljSi komplexy,



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 20

rychlost vzniku komplexu je rychlejSi. CB[7] s alifckymi molekulami vytvel mére
stabilni komplexy nez CB[6]. Na rozdil od CB[6]¢B[7] schopen vazat rozmméjSi
molekuly. Napt. CB[7] tvaii 1:1 komplex s 2,6-bis (4,5-dihydrd4iimidazol-2-
yl)naftalen BDIN), s protonovanymi adamantylaminy nebo s methybgehem N,N-
dimethyl-4,4 -bipyridiniem MV #*). Neutralni molekuly, jako jsou ferocenové dernwat
a karboran se mohou snadno zapoag vodném roztoku CBJ[7]. Kavita CBJ[8] je
dostaten¢ velka pro d¢ molekulyBDIN, mohou se tuit 1:2 komplexy, nebo s dv
mi riznymi hostujicimi molekulami jakdV ?* a 2,6-dihydroxynaftalefHN) miZe
tvorit komplex 1:1:1. Molekula CBJ8] je schopna vyfeé komplexy i s jinymi roz-
mérnymi makrocykly jako je cyklen a cyklam a jejichrkplexy gechodnych kofr.?%

NH (BDIN) (MV2+) (NH)
[ HN N H] <H N \N H>
HN\_/NH HN  NH
cyklen cyklam

2.5.1 Rozdily v hostitelské chemii mezi CB a CD

Elektrostatické efekty mohou hrat zasadni roli Mekolarnich rozpoznavacich
jevech ve vodnych i organickych roztocf®ikomplexace molekul hosts CB[n] rfiz-
nych velikosti je obdobna cyklodextéim, ale tyto d¥ hostitelské soustavy se zasadn
liSi v host-guest interakcich vychazejicich z odléh funkénich skupin lemujici
vstupni okraj kavit. OH-skupiny, které lemuji vchdd kavity cyklodextrinu mohou
prispét k navazani hosta zejména ptednictvim vodikové vazby, karbonylové skupi-
ny na okrajich CB[n] umaitlji interakce typu naboj-dipdl, hosté jsou takéogrh
pies vodikové vazby koordinace na kovové ionty. Z.Qlirjsou patrné rozdily v hod-
notach elektrostatického potencialu (ESP) mezi CB[F-CD. U CBJ7] bylo zjiS&no,

Ze ESP v oblasti kolem karbonylovych kyflije vyrazi negativni. VSim#te si, Ze
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vnitini plocha kavity je také negativni, zatimcaén povrch je pozitivni. Na druhou
stranu okraj a kavita CD jsou térmeutralni. V dsledku toho, CB[n] fednost# va-
Zou hosty s kladnym nabojem, CD &paheutralni molekuly nebo se zapornym nabo-
jem. Jeiteba zdraznit, Ze vysokd strukturni rigidita CB[n] ve snéni s CD umaiu-

je vysoce selektivni rozpoznavaci procéby.

Obr. 11 - Elektrostaticky potencial povrcta) CB[7] a(b) p-CD*
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3 TERMODYNAMICKA CHARAKTERIZACE INTERAKCE
MAKROMOLEKUL

Molekularni rozpoznavaci jevy v chemii a biologé g/kaji jen nekovalentnich
vazebnych interakci, jako jsou elektrostatické jmm ion-dip6l, dipol-dipdl, dipdl-
indukovany dipol a vyssihtadu), van der Waalsovy vazby, hydrofobni interakee,
dikové vazby, fenos nabojeg-n interakce a stericky efekf.Energetické Hspsvky
téchto interakci jsou relatignmalé, ale diky jejich velkému mnozstvéasto koopera-

tivnimu pisobeni maji vyrazny vliv na apob a rychlost molekuléarni asociace.

3.1 Interakce odpowdné za stabilizaci inkluznich komplexi

U molekularnich rozpoznavacich protes zejména v biologickych systémech
(nagiklad u proteiif ¢i NK), hraji tyto interakce ustdni roli viizeni struktury kom-
plexti hostitel-host, umatijici prepinani supramolekularnich funR&i.V piipads re-
lativné malych molekul cyklodextriin které nejsou tak, jipdorganizovane®,, nebo
dostatén¢ flexibilni aby u nich mohlo dochazet k alosteriokkonforma&nim zne-

nam, které jsouifznasné pro biologické supramolekularni systéthy.

Predpoklada se, Ze nejvyzna¥Bi vazebné fispivky k tvorbé komplexu cyklo-
dextrini pochazi(a) z pronikani hydrofobnéasti molekuly hosta do kavity cyklodex-
trinu a(b) z dehydratace organického hosta®> Vzhledem k tomu, Ze kavita cyklo-
dextrinu je vysoce hydrofobnifgvod hydrofobnéasti molekuly hosta z vody do kavi-
ty cyklodextrinu je proces, ktery zahrnujgel(a) i (b) a miZze byt srovnén s typickymi
hydrofobnimi interakcemi, ndiklad prenos organické molekuly z vodné faze do orga-
nické faze a byt kvantifikovan Hanschovym parammetteydrofobnostit.*? Ackoliv
byva obvykle hydrofobni efekt spojovan iggpivkem (a i b), byva rekdy (a) efekt

popisovan zvlasjako ,&ista“ van der Waalsova interakte.

Nabité skupiny, jako je amoniutt karboxylat®? nebo hydrofilni skupiny, jako je
hydroxyl, amino skupina nebo karboxylova skupihaistavaji vystaveny rozpoust
dlu vre kavity CD i po proniknuti hydrofobriasti ligandu do vnihiho prostoru kavi-
ty. Vyjimkou z obecného pravidla jsou aromatickéltoxylové skupiny, které mohou
proniknout hluboko do kavity CD, kde jsou stabilrany H-vazbou na dkterou

z perifernich OH skupin CE Pro hosty obsahujici v molekule vhédorientované
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A

polarni substituenty neplati jednoduchy model ,Jlojithti vné — lipofilni uvnit mo-
del, popsany vySe, a jakdeti prispevek k vazebné interakci je nutno zahrnout

H-vazbu(c)3*

Existuji dalSi dva faktory, které&ippivaji k tvorg komplex, které se lisi od kla-
sického hydrofobniho efektu a (d) uvolnéni molekul vody, které bylyjvodné sou-
casti kavity cyklodextrinu a jejich integrace do tkovody a(e) konformani zmeny
nebo uvolini nagti pri tvorbé komplexu. Neni fesrg znamo, kolik molekul vody se
vyskytuje v kavi¢ prirodnich cyklodextrifi X, ani kolik molekul vody je uvokno z
kavity pri tvorbé komplexuy, ale proa-cyklodextrin jsoucislax ay odhadnuta na 2
nebo 3, eventuan< 2. RTG difrakni analyza struktury ukazuje, Ze se v kavit
a-cyklodextrinu vyskytuje §& az Sest molekul vody, z nichZz djsou vazany vodiko-
vou vazbou k okrajovym hydroxylovym skupindm pMyklodextrinu je Sest az sedm

molekul vody rozloZeno uvriikavity*?

3.1.1 Z&klady termodynamiky komplexaénich reakci

Pti zahrnuti molekul vody do komplexai reakce, zafedpokladu vzniku kom-

plexi 1:1, Ize i reakci hostds s CD-hostitelentH zapsat rovnicirbvnice J:
G[¥H,0+H XH,05 H [G[{z+x~- y)H,0+ yH,0 (1)

kde z predstavuje pé&et molekul vody interagujici s volnymi hostkypocet pevig va-
zanych molekul vody uvriitkavity CD ay pacet uvolrénych molekul vody p tvorbé
komplexu. VySe je uvedeno, Ze nejsou k dispoziespé informace tykajici se hodnot
Z X, ay v roztoku a proto se obvykle molekuly vody do soué rovnice komplexace

nezahrnujf;? takZe zjednodusénze zapsat rovnicir¢vnice 3:

G+H SGIH (2)
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vztah pro rovnovaznou konstantu K Ize zapsat vénzjduSeném tvarudvnice 3:

[H(G] )

1G]

Kombinaci dvou zakladnich vztalpro Gibbsovu energirgvnice 4 Ize vyjadit vztah

mezi rovnovaznou konstantou, entalpii a entropikce:
AG = -RTInK = AH - TAS (4)

Z rovnice 4lze odvodit vztah pro vypet jediné pimo nengtitelné veltiny — reakni

entropie:

_ RTInK -AH (5)
T

AS

Vazebné entalpiaH je z molekularniho hlediska teplo spojené se \emikzani-
kem a deformaci chemickych vazeb. Vazebna entalpigkle popisuje zrny pcaitu a
typu vodikovych nistka. HodnotaAH je negativni, jestlize dhem vzijemné vazby
molekul dochéazi k celkovému zvySeni mnozstvi aleesiodikovych nistki; AH je

naopak pozitivni, jestlize dojde k zaniku nebo alshi vodikovych ristki.*

Pro nefeni termodynamickych velin makromolekularnich interakci je vyhodné
jejich vyjadreni pomoci tepelné kapacity, kterou Ize experimipétarcovat. Tepelna
kapacitaCp udava teplo, které je nutno dodat za konstanti#ia tsousta®, aby se
ohrala o jeden stue Vazebna entalpie Hipdgji za stalého tlaku je zapsana pomoci
tepelné kapacity®

AH = ['C,dT (6)
poc

Zmena entropieAS pii dané teplat T je spojena se zénou v uspéadanosti sys-
tému molekul. Zmina entropie je pozitivni, jestlizgipvzajemné vazb makromolekul

dojde k uvolrni molekul vody vazanych na povrchu makromolekptastoru vazeb-

ného mista do volného roztokZvysi se neusgadanost systému molekul a dojde ke
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zvySeni celkové entropie. Negativni &ma entropie $Sinou provazi zrny, fi kte-

rych dochézi k omezeni moznych konfotmiah stavi makromolekuf®

AS = PdT (7)

Jestlize po vzajemné vazimakromolekul dojde k pozitivni zn¢ entropieAS,
ktera je doprovazena negativni &mu tepelné kapacithCp, je to znamka toho, Ze se
pii vazke uplatnily hydrofobni interakce. V tomtdipadt se g vazkeé makromolekul
do volného roztoku uvaliji molekuly vody, které bylyjvodné uspdadany do vrstev
kolem pozdji vzdjemre reagujicich hydrofobnicasti makromolekul. To ma za na-
sledek sniZeni schopnosti celého systému mola¥irpt teplo, coZ se projevi celko-

vym sniZenim tepelné kapacity.

3.2 Interpretace ITC experimentu

Izotermalni titraéni kalorimetrie ITC (ITC z anglsothermal Titration Calorimet-
ry) je termodynamickd technika, kter&irmpo meii mnozstvi uvoldného nebo spix-
bovaného teplaipinterakci molekul. Mteni tohoto tepla umakje presné stanoveni
rovnovaznych konstanKj, reakni stechiometrien)), vazebné entalpietH) a pouze
entropie #9 neni gimo neiitelna® ale dopoita se podleovnice 5 ITC tak poskyt-
ne komplexni termodynamicky profil molekuléarni irstece v jediném experimentu.
Praw schopnost wit piimo stechiometrii vazby makromolekéihi z ITC jedingny
néstroj pro studium interakce multimernich molekaitth komplexi, kdy je stanoveni

vzajemného pogru reagujicich molekulasto slozité.

Pri interakci hostujicich makromolekul s ligandem kiézi k tepelnym efekin,
které se projevi rozdilem teploty refe¢ancely a cely se vzorkem. Rozdil teplot je
detekovan speciaintvarovanym termgdnkem umisinym v prostoru mezi celami.
Termalanek je spojen s okruhem, kter§i pnamé tepelné kapagitely vypdte dle
rovnice 6tepelny rozdil a zajisti zénu piisunu elektrické energie pro vyrovnani teplot
obou cel. B exotermické reakci, kdy sefipvazke molekul uvohuje teplo, je pisun
energie snizen, vifpadc endotermické reakce je to naopak.é&am dodavané energie
v zavislosti natase je zaznamendavana a je vztazena k okamzité rikoacigjednotli-

vych sloZek v realni cele®®
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Vynesenim (integraci) tepel uvélmych po jednotlivych fidavcich ligandu do re-
akce ziskame sigmoidalniikku kde rozdil mezi limitnimi hodnotami na vertiké
ose odpovida reahki entalpii, poloha inflexniho bodufilkky udava stechiometrii

komplexu a srrnice t&ny v inflexnim bod je rovnovazna konstanta.

K je smérnice teCny

v inflexnim bodé

1 AH

E/stechiometrie komplexu

! T ! T ! ' ! T ! T !
0,0 0.2 04 06 08 1,0

Obr. 12 — Modelova sigmoidalni tithai kiivka

3.3 DalSi metody studia termodynamickych parameti

komplexaénich reakci

Pro ugeni termodynamickych paramiétkomplex@&nich reakci CD s nizkomole-
kularnimi ligandy je k dispozici Siroky vyb experimentalnich metod, které zahrnuji
razné druhy mikrokalorimetrii: diskontinualni,ipokova, titr&ni ,makro* kalorimet-
rie a jiz diskutovana titani mikrokalorimetrie. Mezi dalSi techniky dale patlektro-
nova absorpce v UV-Vis oblasti, cirkularni dichroiss, fluoresceni spektroskopie,
nuklearni magneticka rezonance (NMR) a elektrorgpiaova rezonance (ESR), ply-

nova a kapalinova chromatografie, kapilarni elékiéza, pH potenciometrié.
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Kalorimetrie je jedina fma metoda pro stanoveni réakentalpie fH), nicmér ne-
ni nejpouziva&si metodou pro studium termodynamiky kompkedah reakci malych
molekul. To niize byt zgisobeno kombinacidkolika faktori — poteba pomirné velkého
mnoZstvi vzorku, sofistikovanost, extrémni citlivescena zdzeni a také zrimé naroky

na fresnost a p#ivost provadni samotnych experiment™

Spektroskopické metody jsou vyuZzivany Kami rovnovazné konstanty kompléxa
nich reakci CD. Vy&r metody a experimentalni postup zavisi na spektfalvlastnostech
ligandi a/nebo hostitelské molekuly. \fipadct alifatickych ligand, kdy chybi intenzivni
absorgni pasy v dosazZitelné UV-Vis oblasti, Ize stanovawwnovazné konstanty dife-
renéni spektroskopii, fidanim vhodného konkuréniho chromoforniho ligandu. Interakce
cyklodextrinu (hostitel) s aromatickymi skeninami (host), které vykazuiji silné absorp
pasy v UV-Vis oblasti, Ize studovatimmo. Termodynamické velny Ize pak stanovit na
zaklad znalosti rovnovaznych konstant komplémech reakci fi riznych teplotach po-
moci van't Hoffovy rovnice (zaipdpokladu konstantni tepelné kapacity v danémvater

|U).12

NMR se miZze pouZit k ziskani termodynamickych parathéwmplexa&nich reakci
cyklodextrinu jen za i@dpokladu, pokud jsou rozdily mezi chemickymi pgskankrét-

nich protorf v ¢istych latkach a v komplexu dost&ne velké!?

ESR spektroskopie se pouzivia meieni rovnovaznych konstant mezi stabilnimi radi-

kaly a cyklodextriny'?

Cirkularni dichroismus je jedna z nejlepSich mgboal pozorovani chovani komplex-
nich chromofornich liganids cyklodextriny, protoZze vSechnyimdni cyklodextriny jsou
chiralni a spektralni zémy zpisobené inkludaci hostujicich molekul, spektra taéaiody

jsou preferovany vice nez UV spekifa.

Termodynamické parametry Ize tak€itipomoci plynové nebo kapalinové chromato-
grafie z teplotni zavislosti retémiho casu hostujici molekuly, které se vazi na cyklodextr

ny imobilizované na stacionarni fazi netitdpné do mobilni faz&
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. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a vybaveni

Pro mikrokalorimetrické experimenty byl pouzit ieahalni titr&ni kalorimetrVP-
ITC od firmy MicroCal, LLC (USA). Miici ¢astVP-ITC zahrnuje automatickou mikro-
pipetu o objemu 29§, referertni a reakni mefici celu ve tvaru mince o objemu 1,8 ml,
ale pracovnim objemu 1,4 ml. VSechny vzorky bytggnerenim odplygny na odplyio-
vacim gistroji stermostatenThermoVac od firmy MicroCal, LLC (USA) vzdy pi nizSi
teplo€ nez byl provagh samotny experiment. Vyhodnoceni experimdptokladani bodl
regresni kivkou) bylo provedeno v program@RIGIN 7.0, ktery je gizpusoben pro dato-

vou analyzu ITC.

M¢éteni jednotlivych experimeatna gFistroji VP-ITC bylo provedeno tak, Zgiprave-
ny vzorek ligandu byl nasat do automatické mikrepjpa pd@itacové fizenym pistem bylo
postupr v casovem intervalu 210 sediglavan za stalého michani 29 nebo az 3éauki
vazajici se molekuly ligandu. Do regk cely obsahujici roztok hostitelskych makromole-
kul (B-CD nebo MeCB[6] a CB[7]) byl gidan prvni pidavek o mensim objemu |2 a
ostatni o objemu 7 nebo 1 Teplota u obou cel bylathem experimeritudrzovana kon-
stantni. V piibéhu experimentu bylo uvoémé teplo pi interakci neéfeno v zavislosti na
case. Jednotlivé piky reprezentu;ji teplotniémm které byly vyvolany postupnymfiplav-

ky malého mnozstvi ligandu do reak cely.

pH roztoki pufri bylo m&teno na gistroji pH-meter Elleca CPM52, ktery byl kalibro-

vany pomociii komegnich pufi.

Ke komplex&nim reakcim byl pouZif-CD ziskany z komeénich zdroji, ktery byl
suden da\m=0 @i T = 328,0 K a tlaku 27,0 hPa. CB[n] kéteni poskytl doc. ing. V. Sin-
del&, Ph.D. z BF MU v Brrg. Pouzité ligandy byly iipraveny v laborat na UCH FT
UTB ve Zling, predevsim dkuji ing. J.Cernochové za poskytnuti soli imidazolia a benzi-
midazolia, ing. Z. Kozubkové a ing: M. Rouchalowai goskytnuti 1-adamantylanilinovych
ligandi. K pripraw rozpou&del byly pouzity latky ocisto p.a. bez dalSi Upravy, tris
(hydroxymethyl)aminomethan je kondaf od firmy Aldrich a ligand AANKCI™ od firmy

Lachema.
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4.2 Priprava TRIS-HCI pufru

Pii pifpraw TRIS-HCI pufru byla rozpusha cca v 400 cfdestilované vody baze
tris(hydroxymethyl)aminomethanu v 500 tkédince. Naslednbyla provedena Uprava
pH pripravenou srési konc. HCI/HO (1/1, viv), snis byla po kapkachifgavana k rozto-
ku pufru za stadlého michani do dosazeni poZzadowanéhs rozmezi 7,0-7,3. Nakonec byl
pufr kvantitativié pteveden do odimné baiky o objemu 500 crh doplren po rysku desti-

lovanou vodou a pH bylo éteno na pH-metru.

4.3 Inkluzni komplexy B-CD s 1l-adamantylaniliny

« Roztok ligandu byl fipraven v odrmirné baice o objemu 5 cfirozpugénim 9,017 mg
(0,0353 mmol) 1-adamantyl-(4-aminofenyl)methanoruswési DMSO/HO (3/1, viv) a

doplréno po rysku.

1-adamantyl-(4-aminofenyl)methanon Q)

NH,

Sum. vzorec:C;7H21NO
M;: 255,361 g.mot
Vzhled: Zluty krystalickyprasek o}

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné baice o objem25 cnt bylo rozpu&-
no 18,311 mg0,0161 mmolCD ve sn¢si DMSO/H0 (3/1, v/v) a dopléno po rysku.

« Roztok ligandu byl fipraven v odrirné baice o objemu 5 cfirozpuénim 8,730 mg
(0,0342 mmol)jl-adamantyl-(3-aminofenyl)methanomw ve sn¢si DMSO/H0 (3/1, viv) a

doplreno po rysku.

1-adamantyl-(3-aminofenyl)methanon (2

Sum. vzorec:Cy7H>:NO

M;: 255,361 g.mot "

Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek o}

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné bace o objem25 cnt bylo rozpu&t-
no 18,716 mg (0,0165 mmdDD ve sm¢si DMSO/H0 (3/1, v/v) a dopléno po rysku.
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« Roztok ligandu byl fipraven v odmirné baice o objemu 5 cfirozpugénim 9,444 mg
(0,0351 mmol) 2-(1-adamantyl)-1-(3-aminofenyl)etliannu ve smsi DMSO/HO (3/1,
v/v) a doplno po rysku.

2-(1-adamantyl)-1-(3-aminofenyl)ethan-1-on 3)

Sum. vzorec:C.gH230N o)

M,: 269,381 g.mot N

Vzhled: oranZovy krystalicky prasek

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 25 cirbylo rozpusi-
no 18,164 mg (0,0160 mmol) CD ve &nDMSO/H0 (3/1, v/v) a dopléno po rysku.

e V400 cn? kadince bylo rozpu&o 100 mg (0,3426 mmol) 3-[2-(1-
adamantyl)ethyl]anilin hydrochloridu ve 20¢miipraveného 5% roztoku NaOH aepe-
den na 3-[2-(1-adamantyl)ethyl]anilin. Ssnbyla opakovahextrahovana 4 x 10 chDEE
a spojené organické podily byly vysuseny nadST. Rozpoustdlo bylo odp#no na
RVO a ziskany produkt byl rozpégtv mobilni fazi PE:EA (4:1) aipistén na kolo®,
priabéh cleni byl sledovan na TLC vrstvLatka byla identifikovana pomoci GC MS.

Roztok ligandu byl fipraven rozpughim 3,585 mg (0,0140 mmol) 3-[2-(1-
adamantyl)ethyl]anilinu v 2 chrsmssi DMSO/H:0 (3/1, v/v) a dopléno po rysku.

3-[2-(1-adamantyl)ethyl]anilin 4)

Sum. vzorec:CigH2sN

M,: 255,405 g.mot N

Vzhled: naZloutly olej

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné baice o objemu 25 cirbylo rozpu-
no 18,165 mg (0,0160 mmol) CD ve &nDMSO/H0 (3/1, v/v) a dopléno po rysku.
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 V Tab. 5 jsou uvedeny zbyvajici 1-adamantylanilikigré byly ngteny, ale vysledky
nebylo mozno analyzovat. Roztoky liganid3-CD byly pripraveny stejnym postupem, jak
je vySe uvedeno. K jejichifpraw byla pouzita sis rozpoustdel DMSO/HO (3/1, v/v).

Tab. 5 - 1-adamantylaniliny pouzité krani

ligand Sum.vz. Mr[g.mol"] | ¢ig[mM] cco [MM]
o 7,0038 0,6402
N CLeHaNO 271,404
5 21,0083 1,9198
" Ci/H.sNO 257,377 6,9983 0,6405
OH 6
NH2
Ci/H.sNO 257,377 6,6300 0,6388
OH 7
NH2
@\/@ CiH2N 241,378 7,0131 0,6401
8
NH2
7,0810 0,6403
Cl7H23N 241,378
9 3,5405 0,3202
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4.4 Inkluzni komplexy B-CD s imidazoliovymi solemi

* Roztok ligandu byl ppraven rozpushim 3,092 mg (0,0088 mmol) 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylimidazolium bromidu v 2 temisi MeOH/TRIS-HCI pufr (1/1,
vIv). K piipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,21.

1-(1-adamantylmethyl)-3-butylimidazolium bromid (10

Sum. vzorec:CqigH>gNoBr

. ] —\ . Br
M;: 353,348 g.mot @\/NVNW

Vzhled: hrédy olej

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 10 cirbylo rozpusi-
no 4,539 mg (mmol) cyklodextrinu ve gsn MeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, v/v) a doptno
po rysku.

* Roztok ligandu byl ppraven rozpushim 5,620 mg (0,0140 mmol) 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylimidazolium jodidu v 2 &mmisi MeOH/TRIS-HCI pufr (1/1,
v/Iv). K pripraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,31.

1-(1-adamantylmethyl)-3-butylimidazolium jodid (11)

Sum. vzorec:CygHo9Nol

. Y - + |7
M;: 401,15 g.mot N N~

Vzhled: oranZzovo-Zluty olej

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné baice o objemu 10 cibylo rozpu-
no 7,264 mg (0,0064 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplréno po rysku.
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* Roztok ligandu byl fipraven rozpushim 1,287 mg (0,0035 mmol) 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylimidazolium mesylatu v 2°smisi MeOH/TRIS-HCI pufr (1/1,

viv). K piipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,21.

1-(1-adamantylmethyl)-3-butylimidazolium mesylat (12

Sum. vzorec:.CygH3oN-03S

/~—\ CH,S0.
M,: 368,542 g.mat , CHsS0
r g @\/NVNW

Vzhled: bily praSek

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 10 cfrbylo rozpusi-
no 1,815 mg (0,1599 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplreno po rysku.

* Roztok ligandu byl fipraven rozpushim 5,650 mg (0,0140 mmol) 1-(1-
adamantylmethyl)-3-(2-bromoethyl)imidazolium bromid 2 cn? smssi MeOH/TRIS-HCI
pufr (1/1, v/v). K gipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,31.

1-(1-adamantylmethyl)-3-(2-bromoethyl)imidazolium kromid (13)

Sum. vzorec:Ci6H24N5Br

M,: 404,19 g.mot :
r g N\yN\/\Br
Vzhled: bily praSek

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 10 cfrbylo rozpusi-
no 7,260 mg (0,0064 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplreno po rysku.
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* Roztok ligandu byl ppraven rozpusnim 2,402 mg (0,0053 mmol) 1-(4-(1-
adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylimidazolium bromig 2 cn? smsi MeOH/TRIS-HCI
pufr (1/1, v/v). K gipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,31.

1-(4-(1-adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylimidazolium bro- (14)
mid

Sum. vzorec:C,sH3z3N>,OBr — &

M,: 457,456 g.mot N N~
Vzhled: hnédy olej o}

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 10 cfrbylo rozpusi-
no 2,725 mg (0,0024 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplreno po rysku.

 Roztok ligandu byl ppraven rozpugnim 1,770 mg (0,0035 mmol) 1-(4-(1-
adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylimidazolium jodidu2 cn? smisi MeOH/TRIS-HCI
pufr (1/1, v/v). K gipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,31.

1-(4-(1-adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylimidazolium jodid (15)
Sum. vzorec:CysH33N20l
—\ |
M;: 504,457 g.mot N N~

Vzhled: hnéda viskozni kapa-
lina

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 25 cirbylo rozpudi-
no 4,541 mg (0,0040 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplnén po rysku.
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* Roztok ligandu byl ppraven rozpugnim 1,657 mg (0,0035 mmol) 1-(4-(1-
adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylimidazolium mesyl& 2 cni smssi MeOH/TRIS-HCI
pufr (1/1, v/v). K gipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=6,99.

1-(4-(1-adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylimidazolium mesylat ~ (6)

Sum. vzorec:CyeHzeN204S —\ CH,S0,”

M,: 472,65 g.mot NN~
Vzhled: bily olej o}

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné baice o objemu 10 cirbylo rozpu-
no 1,816 mg (0,0016 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplreno po rysku.

4.5 Inkluzni komplexy B-CD s benzimidazoliovymi solemi

 Roztok ligandu byl ppraven rozpugnim 6,301lmg (0,0140 mmol) 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium jodidu vcg® smssi MeOH/TRIS-HCI pufr
(1/1, viv). K gipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=7,31.

1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium jodid a7

Sum. vzorec:CyoHz1Nol
M;: 450,409 g.mot I
Vzhled: Zluty prasek NS~
Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné baice o objemu 10 cibylo rozpu-
no 7,264 mg (0,0064 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplréno po rysku.

« Roztok ligandu byl fipraven rozpugnim 6,308 mg (0,0140 mmol) latky7 v 2 cn?
TRIS-HCI pufru (pH=7,02). Roztok cyklodextrinu bgtipraven: v odmirné bace o obje-
mu 10 cni bylo rozpu&no 7,272 mg (0,0064 mmol) cyklodextrinu v TRIS-H@@fru
(pH=7,02) a dopléno po rysku.
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* Roztok ligandu byl fipraven rozpushim 5,864 mg (0,0140 mmol) 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium mesylat8 gnt snsi MeOH/TRIS-HCI pufr
(1/1, viv). K gipraw rozpou&dla byl pouzit pufr o pH=7,31.

1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium mesyl&é  (18)

Sum. vzorec:Ca3H34N203S
M,: 418,602 g.mot CH,SO,"
Vzhled: bily pragek N e e

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 10 cfrbylo rozpusi-

no 7,265 mg (0,0064 mmol) cyklodextrinu ve &smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, viv) a

doplreno po rysku.

* Roztok ligandu byl ppraven rozpusnim 1,778 mg (0,0035 mmol) 1-(4-(1-
adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylbenzimidazoliunommidu v 2 cmi smisi MeOH/TRIS-
HCI pufr (1/1, v/v). K gipraw rozpoustdla byl pouzit pufr o pH=6,99.

1-(4-(1-adamantylkarbonyl)benzyl)-3-butylbenzimidaolium bro- (19)

mid
Sum. vzorec:CogH3sNOBr
M;: 507,516 g.mot Br
NN~
Vzhled: hreédy prasek I

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odnirné baice o objemu 10 cibylo rozpu-
no 1,817 mg (0,0016 mmol) cyklodextrinu veé&smMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, v/v) a

doplréno po rysku.
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« Roztok ligandu byl fipraven rozpu&nim 0,547 mg (0,0007 mma®D v 2 cnt TRIS-
HCI pufru (pH=6,99).

1,1"-bis(1-adamantylmethyl)-3,3"-methylendibenzimidzolium dijo- (20)
did

Sum. vzorec:Cz7HaeNal2
M,: 800,613 g.mot

\/N /N

Vzhled: bily praSek

Roztok cyklodextrinu byl fipraven: v odmirné baice o objemu 25 cirbylo rozpusi-
no 1,066 mg (0,0009 mmol) cyklodextrinu v TRIS-H@&lfru (pH=6,99) a dopkmno po
rysku.

» Pro nefeni teplotni zavislosti bylyfpraveny roztoky ligandu 1-(1-adamantylmethyl)-
3-methylbenzimidazolium jodiduzdy pred kaZzdym nrenim, v 2 cm TRIS-HCI pufru
(pH=7,21) bylo rozpugho 2,858 mg (0,0069 mmol).

1-(1-adamantylmethyl)-3-methylbenzimidazolium jodid (21)

Sum. vzorec:CigH2sNl
M,: 408,328 g.mot @V -

Vzhled: bily pragek AN

Déle byl gipraven zasobni roztok cyklodextrinu: vilce o objemu 50 cibylo roz-
puseno 18,163 mg (0,0160 mmol) cyklodextrinu v TRIS-H@ifru (pH=7,21) a doplmo
po rysku.
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e Zde je uveden benzimidazoliovy ligand u, kteréhanepodélo nameiit termodyna-

mické parametry interakce s cyklodextrinem.

1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium bromid (22

Sum. vzorec:Cy2H31N2Br
M;: 403,408 g.mot @v B
N NS
Vzhled: Sedy prasek NN

4.6 Inkluzni komplexy MegCBJ6] s benzimidazoliovymi solemi

« Roztok ligandu byl fipraven rozpugnim 0,613 mg (0,0014 mmol) latky7 v 2 cn?
TRIS-HCI pufru (pH=6,99). Roztok cucurbiturilu bgtipraven: v odmirné baice o obje-
mu 25 cni bylo rozpu&no 2,028 mg (0,0019 mmol) M@B[6] v TRIS-HCI pufru
(pH=6,99) a dopléno po rysku.

« Roztok ligandu byl fipraven rozpugnim 0,556 mg (0,0014 mmol) |4tk v 2 cn?
TRIS-HCI pufru (pH=7,21). Roztok cucurbiturilu bgtipraven: v odmirné baice o obje-
mu 10 cni bylo rozpu&no 0,811 mg (0,0008 mmol) M@B[6] v TRIS-HCI pufru
(pH=7,21) a dopléno po rysku.

4.7 Inkluzni komplexy CB[7] s benzimidazoliovymi solemi

« Roztok ligandu byl fipraven rozpugnim 0,279 mg (0,0007 mmol) latkdt v 2 cn?
TRIS-HCI pufru (pH=7,21). Roztok cucurbiturilu bgtipraven: v odnirné baice o obje-
mu 10 cni bylo rozpu&tno 0,436 mg (0,0004 mmol) CB[7] v TRIS-HCI pufriH7,21)
a doplréno po rysku.

« Roztok ligandu byl fipraven rozpudnim mg (mmol) latky20 v 2 cn? TRIS-HCI
pufru (pH=7,21). Roztok cucurbiturilu byfipraven: v odnirné baice o objemu 10 cih
bylo rozpusno mg (mmol) CB[7] v TRIS-HCI pufru (pH=7,21) a dogno po rysku.
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5 DISKUZE A VYSLEDKY

Cilem této prace bylorpdevsim nalézt vhodné podminky titrace utgizi stanoveni
Siroké série latek. Zachovani stejnych podminddij@vé pro vyvozovani z&va v oblasti
vztahu struktury liganid a termodynamickych paramétkomplex&nich reakci. Protoze
vazebné chovani je sdrovlivnéno teplotou, sloZzenim rozpogdta a rekdy i samotnymi
koncentracemi komponent. ITC technikou byly studgvéayto skupiny ligand; 1-
adamantylaniliny, soli imidazolia a benzimidazdigodidovym, bromidovym a mesylato-
vym aniontem, jako hostitelské molekuly byly poyanakromolekuly;3-CD, Me;CBJ6],
CBI[7].

Na zaatku vyvoje ITC metodiky bylo nutné nejprve provestndardni testovacidie-
ni (voda-voda test a EDTA test). Tyta&ifani se provadi se z&énem seznameni se zaklad-
nimi rysy hardwaru a softwaru VP-ITGigtroje. Steja tak maji za ukol poskytnout zkuSe-

nosti s manipulaciifstroje, které musi ziskat kazdy uzivatel.

Po usgsSném zvladnuti standardnich testovacich experiimagyio prikroceno k ngreni
znamych termodynamickych parantetkomplexace adamantan-l-amonium chloridu s
B-cyklodextrinem ve fosfatovém pufru. Namené hodnoty termodynamickych parametr
odpovidaji publikovanym vysledkn,*" jak je moZno porovnat v Tab. 6. Po tomtai@ni
zvladnuti samotné n&fmé experimentalni techniky bylaikro¢eno k néteni parametr

komplex&nich reakci dosud nepublikovanych adamantanovgemdi.

Tab. 6 - Experimentalni a publikované hodnoty patairinterakce AANH'CI" sB-CD

parametry n KM™]  -AH kimol]  -As [3.K% mol ]
@\ | experimentaini 0,939 +0,002 6960 +29 23,72%0,05 4,61
NH; ClI

publikované - 8396 + 300 22,15%0,15 0,84
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Zde budou uvedeny a diskutovany daejgjSi problémy, které se vyskytovalyipro-

vadini isotermélnich kalorimetrickych titraci.

Na Obr 13.a je znazoran dodatény tepelny efekt, ktery pragdodobré plyne
z dalSiho agregaiho dije (disociace, rozklad,...). Tento problém komplikbwagteni
velmi ¢asto, viack pripadi byl odstragn snizenim koncentraci obowifenych roztok. Na
obr 13.b je uveden fipad dalSiho dodateého teleného efektu, ke kterému dochazélo p
meieni experimerit v systému MeOH/ED (1/1, v/v), tento problém se pdda omezit
nebo odstranit ve &Sin¢ pripadi nahrazenim kO pufrem. Dodatny tepelny efekt
v tomto gipact byl pravd&podobré vyvolan snizenim koncentrace MeOH veésnroz-
pousStdla MeOH/HO nebo MeOH/TRIS-HCI pufr. Ke sniZzeni koncentraceeQW
v rozpou&dle mohlo dojit jeh@ast&nym odpaenim i ptipraw roztoki k méieni nebo
béhem odplyiovani vzorki. Vliv zmény prostedi se projevil i fi zted'ovacich experimen-
tech, kdy bylo uvalovano tSi teplo nez i samotné titraci, coz postrada fyzikalni smysl.
Je teba tedy provad meieni s extrémni opatrnosti, protoZe i nepatrn&narpodminek

(sloZeni roztok) muze ovlivnit vysledek experimentu.

Na Obr.13.cje uveden fipad, kdy byl Bhem celého rteni zaznamenan dodéey
tepelny efekt stejné intenzity od¢&ku do konce, jehoZ figinou mohou byt dalSi agre-
gani &kje v mreném systému nebo nedostate odplyrni roztoki pired nEfenim. Na
Obr. 13.d je uveden fklad, kdy i méreni dochazelo k dalSi reakci wfaném systému,
doprovazené pomalou ekvilibraci. Nasledk&shoz gechazi jeden pik v druhy bez dosa-

Zeni base line.
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Obr. 13 — Komplikaceip méieni
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Na Obr.14 je uveden typicky korektni vysledek d&&s@ho experimentu tvorby kom-
plexu 1:1, kdy stechiometrie n=1. Vrchiéist grafu reprezentuji surova data, ktera wjad
ji zavislost zngny tepelné kapacity n&gase. Hodnota signalu je n&si na poatku titrace,
kdy je vroztoku velky nadbytek makromolekul. \ipghu titrace dochazi postupn
k obsazovani vazebnych mist hostitele ligandem gowidajicimu sniZzovani tepelného
signalu az do stavu, kdy dojde k nasyceni vazebmyistt a v roztoku se nachazi volny
ligand. Nasled& je provedena korekce na tepelné vlivy spojenéisdoxanim ligandu,
odettenim refereéni kiivky ziskané fi méreni za identickych podminek, avSak bég p
tomnosti hostitelskych makromolekul v réak cele. K vyhodnoceni ITC experimentu byly

pouZzity integrované hodnoty (doledst grafu).
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Obr. 14 —Korektni vysledek ITC experimentu
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5.1 Supramolekularni komplexy 3-CD s 1-adamantylaniliny

Byla provedena série ITC &feni latek na bazi 1-adamantylanilin3-sCD. U rekte-
rych latek této skupiny, které jsou uvedeny v Taly. experimentalnéasti, nebyly stano-
veny hodnoty termodynamickych paranieforotoze seifp meéieni vyskytly problémy, kte-
ré se nepoddo odstranit (dodatmy tepelny efekt, velmi pomala ekvilibrace a dal§ie-
gani kje,...).

U této skupiny latek byly titrace prov&dy ve sngsi DMSO/HO (3/1, v/v), vysledky

uvedené v Tab. 7 jsou s@sti publikace fjaté do tisku wasopiseSupramolecular Che-

mistry.

Mikrokalorimetrickou titraci bylo zji$no, Ze meziortho a meta isomerem
1-adamantyl-(4-aminofenyl)methanonu nebyly pozomgvaozdily v termodynamickém
chovani. Ztoho Ize usoudit, Ze poloha Nekupiny nema vliv na tvorbu komplexu.
Z vysledki je Zejmé, Ze 3-[2-(1-adamantyl)ethyl]anilin t¥onejstabil@jSi komplex s
B-CD z uvedenych l-adamantylanilinZ hlediska stability studovanych kompiejsou
tedy vyhodgjSi ligandy s delSim nepolarnibettzcem mezi adamantanovym skeletem a

zbytkem molekuly.

Tab. 7 - Termodynamické parametry komm@lef-CD s 1 adamantylaminy v
DMSO/HO (3/1, v/v) @i 303,15 K

ligand n KIM™]  -AH[kJ.mol’] -AS [J.K*mol'] ccplmM] g [mM]
1 1,07+£036  186+23  34,94%14,16 71,60 0,6453 6220
> 1,02+027  226+25 4568 +14,98 105,51 0,6596 83F4
3 0,998+0,359 31355 37,50+ 16,97 76,20 06401  7,0116

4 0,931 +£0,049 694+ 28 43,54 + 2,96 89,18 0,6402 7,0182
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5.2 Supramolekularni komplexy 3-CD s imidazoliovymi solemi

Jako nejvhodgjsi prostedi pro néieni komplexanich reakci imidazoliovych soli byla
po mnoha pokusech zvolena &mMeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, v/v). Vysledky uvedené
v Tab. 8 ukazuji na jisté rozdily ve staksilikomplexa zpisobené odliSnou strukturou latek
a rozdilnymi protianionty.

Zatimco hodnoty asogiaich konstant pro 1-(1-adamantylmethyl)-3-butyliaadlium
Hodnota asocimi konstanty pro 1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbemziazolium mesylat
je dvakrat ¥tSi nez pro jodid. Termodynamické parametry komgtex3-CD s 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium bromid@hse nepod@do nameiit, piilis vel-
ka tepla uvoltna (i zied'ovacim experimentu a dodaty tepelny efekt znemdaje in-
terpretaci narrenych vysledi. Nutno podotknout, Ze &eni bylo provedeno opakovan
se stejnym vysledkentjmz byla vylodena nahodila chyba — ndiglad bubliny v reakni
cele nebo zrinma koncentrace MeOHripSpatné manipulaci s roztoky ligandu a CDBi-P
tomnost rozdilnych anioéit pii tvorb¢ komplexa B-CD s 1-(4-(1-adamantylkarbonyl)-
benzyl)-3-butylimidazoliovymi solemi nema prokazatezadny vliv na jejich stabilitu,
asoci&ni konstanta u viech dosahtgelow K ~ 4.1G M™.

Déle byly nandieny termodynamické parametry kompléxizh reakci ligandl 17 a
20, kde jako prosedi pro titrace byl pouZit pouze TRIS-H@Ufr. Pouziticistého pufru
jako rozpous&tdla u jinych studovanych ligaddbylo znemoz#éno jejich velmi omezenou
rozpustnosti ve vad Vzhledem k tomu, Ze jednou z hlavnidiegpokladanych hnacich sil
pii vytvareni komplexu nepolarniho adamantarfi+GD je desolvatace povrchu adamanta-
nu @i vstupu do nepolarni kavity CD, vykazuji deriva@iyamantanu vysSi tendenci tvorby
rovani zn&ného naistu hodnoty asoctai konstanty komplexace ligandid v samotném
pufru oproti smisi MeOH/ TRIS-HClpufr. Dale byly naréireny termodynamické parametry
komplexuB-CD s benzimidazoliovouéinkou“ 20. Hodnota parametru n v tomtéipadce
naznguje tvorbu komplexu v potnu 1:1. Vzhledem k patkud nizsi hodnat (0,77) nez
by odpovidalo uvedené stechiometrii — co#izem byt zgisobeno chybou ip navazovani
nebo nedostate¢ vysuSenymi latkami — bude nutné tento experimgrakovat a/nebo

ovérit stechiometrii jinou nezavislou metodou, fi&ad NMR. Pokud by vSak ligan2D
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tvoril s B-CD komplex se stechiometrii 1:2 acolazebné pozice na molekul&nky” by

se vzajemé neovliviovaly, nmela by byt hodnota parametru n rovna 0,5. Tentonkighyl

pouzit i k nefeni komplexu s CBJ[7], coz bude diskutovano ggizd

Tab. 8 - Termodynamické parametry komplexace inotdlaeych ligandi s B-CD
v sousta¥ MeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, v/v) gistém pufru pi 303,15 K.

ligand n KIM™]  -AH [kd.mol "] 1AS - TAS, cco[MM] - ¢jig [mM]
[3.KLmol'] [kd.mol’] g

10% 1,14+0,05 1230+ 68 36,87 + 2,47 62,39 18,91 0,3999  4,3753
11° 1,28+0,02 1180+38 31,94 +0,93 46,48 14,09 0,6400  7,0043
122 1,00 1550 + 55 42,41 +1,03 78,72 23,86 0,1599 1,7461
13°  0,76+0,02 1650 +45 41,84 +1,50 76,62 23,23 0,6397  6,9893
14°  112+0,02 4280 +129 34,75+0,78 45,22 13,71 0,2401  2,6254
15°  1,00+0,03 4400 + 162 50,83 + 2,02 97,98 29,70 0,1600  1,7544
16°  1,20+0,05 4290 +309 42,12 +2,76 69,50 21,07 0,1600  1,7529
17° 095+0,07 874+55 50,66+4,87 110,96 33,64 0,6400  6,9948
179 0,83+0,02 1830+69 25,15+0,87 20,47 6,21 0,6407  7,0025
18°  0,94+0,01 1690+35 23,69+ 0,42 16,37 4,96 0,6401  7,0043
19¢ 1,14 +0,07 3810 +342 45,51 + 4,27 81,65 24,75 0,1601 1,7517
20° 0,77+0,01810°+2.1G 48,86 + 0,70 67,41 20,44 0,0376 0,3416

Solvent MeOH/TRIS-HCI pufr (1/1, vivft pufr (pH=7,21),° pufr (pH=7,31) pufr (pH=6,99).

Solvent pouze TRIS-HCI puf(rj: (pH:7,02),e (pH:6,99),f invariantni hodnota

5.2.1 Kompenzani entalpie-entropie zavislost

Smernice @ aTAS® versufdH° graficka zavislost indikuje do jaké miry entaky zisk

AAH°® je ruSeny doprovodnou entropickou ztrafahS®, z nichZ ol jsou vyvolany zrdinou

molekul hostitele, hosta a rozpaotdia. Jinymi slovy i nepatrny entalpickyfippsvek

(1 - @) muze pispét ke zvySeni stability komplexu. Na druhou strantelicept TAS%)

piedstavuje firozenou stabilitu komplexuAG®) pii H° = 0, coZz znamena, Zze komplex je

stabilizovan dokonce v n&pmnosti entalpického ziskulrfS% je pozitivni). Sndrnice

(@) a intercept TAS%) regresni fimky je spojen se zémou konformanich staw a mirou

desolvataceip komplexaci®®
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Ze srovnavaci analyzy termodynamickych dat pro KemypB-CD s imidazoliovymi li-
gandy byla uftena smirnice a a intercept TAS%). Ze ziskanych vysledkje zejmé, ze
stupdi konformani zmény AdCH, ligandi pii komplexaci3-CD ma mésn stumua volnosti
nez AdCOPCH ligandy, coz souvisi s hodnotou &mce a, pro AdCH ligandy
(a0 =1,000£0,016) a pro AdCOPhGHgandy ¢ = 0,86+0,6) Pii komplexaci AdCOPhCH
ligandi s 3-CD dochazi k vyrazjSi desolvataci nezipkomplexaci s AJCH ligandy,
molekuly vody vazané na povrchu ligainsle uvohuji z prostoru vazebného mista cyklo-
dextrinu do volného roztokéimzZ se zvySuje neusfaanost systému molekul a dochézi

k naristu celkové entropie.

N @DO}N -
N\yN\/\/ NN

Obr. 15 — Mozné konforntai zmeny na AdCOPhChla AdCH ligandech

o

Graf 1 - Entalpie-Entropie kompenaai zavislosf3-CD komplexi se solemi imidazolia

-5 4 = AdCH, ligandy
e AdCOPhCH, ligandy
-10 -
é -15 - TAS® = 21,00,7 TAS® = 1442
2 a = 1,000+0,016 a =0,86+0,6
ey 207
J
|_
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5.3 Vliv teploty na tvorbu a stabilitu komplexu 3-CD s 1-(1-adamantyl-

methyl)-3-methylbenzimidazolium jodidem

Vzhledem k velmi omezené rozpustnosti imidazolidvgoli ve vod, byl ke studiu
vlivu teploty na komplexaci molekul vybran 1-(1-adntylmethyl)-3-methylbenz-
imidazolium jodid(21). Na systémi3-CD s21 v TRIS-HCI pufru (pH=7,21) byl pozoro-
van vliv zimeny teploty na tvorbu supramolekularniho komplexete stabilitu. Termody-
namické parametry komplexace jsou uvedeny v TaBn@&na entropieAS pii danych tep-
lotach T je spojena se Zmou v uspéadanosti systému molekul, se zvysujici se teplotou
roste neusp@danost systému. Molekuly imidazoRa se i vySSi teplok pohybuji s ¥tSi
rychlosti, coz ztZzuje inkludaci molekuly ligandu do kavif}*CD. Hodnota asoctai kon-
stanty kleséa ugrn¢ s rostouci teplotou, t¥bse tedy méh stabilni komplexy. Zrafu 2
lze také pozorovat, jak se #nou teploty dochazi k z¢né¢ sklonu sigmoidalni ivky,

s rostouci teplotou se snizuje strmostiaka se narovnava.

Graf 2 — Zavislost integrovanych tepel Xa, pridaného k roztoku CDipriaznych T
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Tab. 9 — Termodynamické parametry komplexace beadairoliového ligandu s
B-CD v TRIS-HCI pufru (pH=7,21) v zavislostina T

T K] n K.10'[M7] -AH [kJ.mol ] -AS [J.K*mol'] cco[mM]  cjg [mM]

298,15 0,988+0,001 6,1%0,6 26,99 £ 0,04 1,09 3,4996  0,3201
303,15 1,010+0,001 52%0,4 29,00 + 0,04 5,40 34996  0,3201
313,15 0,996 +0,014 3,4%0,3 32,57 0,06 17,21 3,4996  0,3201
323,15 1,020+0,001 2,29+0,13 3541+ 0,05 26,17 3,5009  0,3201
333,15 1,010+0,002 1,49+0,13 39,84 +0,11 39,73 3,4996  0,3201

5.3.1 ZavislostAH na teploté

Z Grafu 3 zavislosti zndny asociéni entalpie na tepldtje mozné od#st (dle dife-
rencialniho tvaru rovnice 6, z@gqupokladu konstantni tepelné kapacity v daném tejoio
rozsahu) tepelnou kapacitu asociace jakoZtérsici proloZzené Fmky. Bylo prokazand?
Ze tato tepelnd kapacita ma vztah k prooeskteré nastavajidhem tvorby inkluznich
komplexi. Pokud je vznik komplexu provazen dehydrataci f@péo ligandu, ktery

vstupuje do kavity hostitelské molekuly, je zii4 tepelna kapacita vyrazmaporna’

Povrch molekuly adamantanu je silhydratovany, $ piechodu do nepolarni kavity
CD dochéazi k desolvataci a s tim souvisejicimuistéar entropie. Aby mohly molekuly
vody p@ijit do kontaktu s nepolarnim povrchem, musi bywvee preruseny vodikove vaz-
by. Velkd zaporna hodnotsCp naznauje, Ze zn&na ¢ast, ne-li cely povrch hosta (ada-
mantanu) je &hem komplexéni reakce desolvatovan a v komplexu jefimgm kontaktu
s vnittni ¢asti kavity cyklodextrinu. V naSemiipact byla nandiena tepelnd kapacita
ACp = -356 J.K.mol* asociacd3-CD s 1-(1-adamantylmethyl)-3-methylbenzimidazolium
jodidem v TRIS/HCI-pufru (pH = 7,21), coz je por@atalné s hodnotou tepelné kapacity
ACp = -625 J.K.mol* asociac&-CD s (+)-kafrem v HO(ref 7).
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Graf 3 - ZavislostAH na T @i komplexacif3-CD s 1-(1-adamantylmethyl)-3-
methylbenzimidazolium jodidem v TRIS/HCI pufr (pH21)
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5.4 Supramolekularni komplexy s CBJ[n]

Bylo zjisttno, ze mezi CB[7] a 1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbienidazolium jodi-
dem v TRIS/HCI pufru (pH=6,99) dochazi k tvérBupramolekularnino komplexu. Na
Obr. 16 je v pipact 16.aznazorrn prab¢h titrace za &nych podminek. Na Obt6.b je
uveden vysledek interakce stejného ligadds CBJ[7], ale zarozdilnych podminek (nizsi
koncentrace, mensi objem a tim i zvySenygpgednotlivych pidavki a delSi interval mezi
jednotlivymi gridavky). Snizeni objemuijdlavki bylo provedeno zadélem omezeni nebo
odstragni pomalého ustavovani rovnovahy, tak aby piky gangtlivych gidavcich do-
sahly base liny. V tomtoifpac byly nangieny vyznamné tepelné efekty pro jednotlivé
piidavky ligandu kroztoku CB[7] asoc¢is konstanta pro tuto reakdlini fadow
K ~ 10' M, coZ vypovida o vysoké stabdlivytvoreného komplexu. Interpretaci ostatnich
termodynamickych paramétivSak znemaiuje podstaté opozdna ekvilibrace, jak Ize
vidét na Obr.16.b (dochazi k propojeni ploch jednotlivych pjkPo modifikaci podminek
experimentu (koncentrace, typ a sloZeni rozpollgt velikost pidavka,...) bude snad

mozné zndfit presré termodynamické parametry této kompléxiareakce.
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Obr. 16 — Komplex CBJ[7] s benzimidazoliovou sbrli
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ITC méfenim bylo zjis&¥no, Ze mezi benzimidazoliovoucinkou® 20 a CBJ[7]
v TRIS/HCI pufru (pH=6,99) dochazi k tvartsupramolekularniho komplexu. Vibmo-
delu k vyhodnoceni experimentu je zavisly natpa charakteru vazebnych mist molekuly
ligandu20. Reakci Ize analyzovat za pouZitiZbého modelu tvorby komplexu 1:2, i kdyz
tomu vysledek r&eni na Obr.17 neodpovida. Pokud je naSe hypotéasarsp tak jsou ab
vazebna mista na moleku®® identicka, takze se molekul@B[7] vaZzena ol# mista se

stejnou silou, tedy asodiai konstanta K= K, ~ 10 M™.

CB + Lig =——*= CB-Llig =——= 2CB-Lig
K, K,

Stejre jako v gredeSlém experimentu na Qbf.aje jednou z ficin neldsgsné titrace
velmi pomalé ustanovovani rovnovahy (ekvilibradénavaznosti na toto &eni byl pro-
veden experiment se stejnym ligandem za identickyotiminek (rozpou&tllo teplota,
koncentrace, ...), ale s rozdilnou hostitelskou no@iolekulou B-CD), v tomto pipack
dochazi jednozrta¢ k tvorbs komplexu 1:1. DalSi snahou bylo upravit sloZerdto&u
rozpoustdla, k pufru byl pidan DMSO v poriru (1:9) DMSO/TRIS/HCI pufr a nasleén

(3:7) Obrl7.b, ale ani tato z&éna nevedla k vyraznému zlep3eni.
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Obr. 17 — Komplex CBJ[7] s benzimidazoliovotinkou*
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Také byla mitena interakce mezi CB[7] a molekulou 1-(1-adamamthyl)-3-
methylbenzimidazolium jodidem, kter4 byla vyrobgako modelovy ligand ke studiu
komplex&nich reakci s cucurbiturily. Bylo zji&to, ze CB[7] tvéi s21 v TRIS/HCI pufru
(pH=7,21) supramolekularni komplex. Velmi pomaléausvani rovnovahy (ekvilibrace)
neumoznilo vyhodnotit vSechny termodynamické patamele hodnota asodiai kon-
stanty Ize odhadnoutdow na K ~ 10 M. Z tohoto divodu byly upraveny podminky
meéieni, nejdiv zmeénou koncentrace ligandu i CBJ[7], poté Upravou shbzezpousidia
piidavkem NaCl (50mM NaCl v TRIS/HCI pufru). Modifikepodminek raeni, [ kte-
rych byl experiment proveden, doSlo jen k nepatunéztepSeni, jak lze pozorovat na
Obr.18.
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Obr. 18 — Komplex CBJ[7] s benzimidazoliovou saili
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V navaznosti naiedchozi experiment s CB[7] bylachena mezi MgCBJ[6] a ligan-
dem21. Fxi vzdjemné interakci molekul bylo uvano jen velmi malé reaki teplo, coz je
viditelIné z pomdru piki a zneén velmi nestabilni zakladriary (base line) na Obr. 19. Z
praktického hlediska vzato mezi molekulami nedachartitelné interakci. Tento expe-
riment potvrdil gFedem dekavany vysledek. Roziry kavity MeCB[6] neumozni inklu-
daci molekuly host®1, pro adamantanovy skelet je kavita §@8[6] priliS mala a na
opaném konci molekuly je délka futii skupiny (methyl) filiS kratka, aby se na ni moh-

la navazat molekula MEB[6]. A tedy k tvorlé komplexu nedochézi.
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Obr. 19 — Vysledek gfeni interakce mezi
MesCB[6] a benzimidazoliovou sofil
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Z vysledka experimentu bylo zji§ho, Ze mezi MgCB[6] a molekulou hostal7
v TRIS/HCI pufru (pH=6,99) dochazi k tvarksupramolekularniho komplexu. V tomto
piipadt byly nangieny vyznamné tepelné efekty pro jednotlivédpvky ligandu k roztoku
MesCB[6]. Reakce byla analyzovana za pouziZrn®¥ho modelu tvorby komplexu 1:1,
nizka hodnota stechiometrie n komplexu (n = 0,603003) je patré zpisobena Spatnym
navazovanim nebo nedostatgm vysuSenim M&£B[6]. Pro tento komplex byly natie-
ny tyto hodnoty termodynamickych paranietk = 6,2+ 0,9.1d M™, AH = -34,9+ 0,2
kJ.mol* aAS = -23 J.K mol™.
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ZAVER

Pomoci metody ITC se pofdla ve smési DMSO/HO (3/1, v/v) prokazat vznik -
kavanych supramolekularnich kompleg-adamantylamiin s B-CD. Z hlediska stability
studovanych komplekjsou tedy vyhod§sSi ligandy s delSim nepolarnitettzcem mezi
adamantanovym skeletem a zbytkem molekuly. &anmeé termodynamické parametry

komplex@&nich reakci jsou s@asti publikace fijaté do tisku vasopiseSupramolecular

Chemistry.

Dale byly studovany pomoci ITC techniky intera®€D se solemi imidazolia a ben-
zimidazolia s jodidovym, bromidovym a mesylatovymaatem. Metodou ITC byly stano-
veny termodynamické parametry t@&mvSech soli imidazolia, vyjimku t¥d pouze
1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium bromid@C metodou bylo zjigho, Ze
piitomnost rozdilnych aniofit u 1-(4-(1-adamantylkarbonyl)-benzyl)-3-butylimidaz
liovych soli @i tvorb¢ komplexi s 3-CD nema prokazatedrzadny vliv na jejich stabilitu,
asoci&ni konstanta u v3ech dosahigelow K ~ 4.1¢ M. Zatimco hodnoty asociaich
konstant pro 1-(1-adamantylmethyl)-3-butylimidamati jodid a bromid se v podstateli-
Si, mesylat tvii nepatr@ stabilrgjSi komplex 3-CD asociani konstanta pro 1-(1-
adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazolium mesylatdeakrat ¥tSi nez pro jodid. Dale
byly stanoveny termodynamické parametry komptakeh reakci benzimidzoliovych li-
gandi, kde jako prosedi pro titrace byl pouzit pouze TRIS-H@ufr. ITC mefenim bylo
prokdzano, Ze derivaty adamantanu maji vysSi temdmorby inkluznich komplek
adamantylmethyl)-3-butylbenz-imidazolium jodid3<CD méfena véistém pufru je dva-
krat wtSi nez ve sisi TRIS/HCI pufr.

Méfenim interakce mefi-CD a 1-(1-adamantylmethyl)-3-methylbenzimidazolijon
didem za #znych teplot bylo zji¥no, Ze hodnota asocis konstanty klesa uémné

s rostouci teplotou, tedy dochazi ke snizeni stpkibmplexu.

Dale byly nefeny interakce mezi CB[n] (CB[7] a MEB[6]) a benzimidazoliovymi
solemi véistém TRIS-HCI pufru. Usgnym ngienim byl prokézan vznik supramolekular-
niho komplexu MgCB[6] s 1-(1-adamantylmethyl)-3-butylbenzimidazotijodidem. Ta-
ké byly nmeieny interakce benzimidazoliovych ligahd CB[7], interpretaci na&ienych

vysledki vSak komplikovala velmi pomala ekvilibrace (jedak prechazi plynule v druhy
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bez dosazni base line). Pomalé ustavovani rovnowvabsnoznilo vyhodnotit vSechny ter-
modynamické parametry, ale hodnota aswmdiakonstanty lze odhadnoutadow na
K ~ 10 M™Y. Z vysledk: studia interakci mezi CB[n] a adamantanovymi lijatze usou-
dit na vysoce specificky #igob vazby jednotlivych komponent, kdy malé kavite;&B[6]
nekomplexuje adamantanovy skelet ani methylovytdulest. Na druhou stranwtsi ka-
vita CB[7] vaze selektivh adamantanovy substituent. Do budoucna bude tealynimh
ukolem nalezeni alternativnich podminek préreni vSech termodynamickych paranietr
komplexa&nich reakci s CB[7] (n&puprava sloZeni rozpodgita nebo nalezeni vhogsi-
ho rozpous&tdla a dalSi modifikaci procesnich podminek). PetbA{1-adamantylmethyl)-
3-methylbenzimidazolium jodid interaguje pouze 41Ba ne s MgCB[6] mohl by se
pouzit jako templat pro syntézu CB[7].

Benzimidazoliova ¢inka“ tvori 3-CD komplex v portru 1:1, ale bude ta'eéba jest
oVétit jinou nezavislou metodou, ndklad NMR s CB[7] tvéi komplex 1:2 s jedinou aso-
ciatni konstantou (K= Ky). Z ¢ehoz plyne, Ze @bmista na benzimidazoliové€ince" jsou

identickeé.
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CBJ[n]
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TRIS
PE
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RVO

TLC

Cyklodextrin

Cucurbit[n]uril, kde n udava pet jednotek glykolurilu
Izotermalni titrani kalorimetrie

dimethylsulfoxid

tris(hydroxymethyl)aminomethan 113 1NO3
petrolether

diethylether

ethyl-acetat

rotani vakuova odparka

chromatografie na tenke vrstv
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Novel Adamantane-Bearing Anilines and Properties of heir
Supramolecular Complexes with3-Cyclodextrin
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Abstract

Several novel anilines bearing 1-adamantyl sulestitithat are useful for
drug modification were synthesised from the comesiing 1-adamantyl (ni-
trophenyl) ketones. The host-guest systems of thesgared ligands witB-
cyclodextrin were studied using ESI-MS, NMR spestapy, titration calo-
rimetry, and semi-empirical calculations. The coemxels with 1:1 stoichiome-
try were found to predominantly exist as pseudoiana-like threaded struc-
tures with the adamantane cage sitting deep ircélvéy of B-cyclodextrin
close to the wider rim. Such geometry was obsefoedll examined amines
and is independent of their structure and/or presei protic substituents.

Keywords: adamantane; amines; cyclodextrins; hossgsystems
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