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Abstrakt

S rozvijejici se rezistenci bakterii na antibiotika je nutné hledat jiné zpiisoby 1éCby a
predchazeni bakterialnich infekci. Bakterie pfichycené na povrchu medicinskych implantat
mohou tvofit tzv. biofilm, ktery je zodpovédny za potencidlni rozvinuti infekce, ktera mtize
zpisobit zdravotni komplikace. Cilem této prace bylo ptipravit ligand schopny komplexace
hydrolyticky aktivnich iont kovi, které by byly schopny §tépit nukleové kyseliny bakterii.
Zvolenym ligandem byl derivat 1,4,7-triazacyklonanu obsahujici pfipojenou thiazolovou
kotvu slouzici k zabudovani vysledného komplexu do polymernich nosict. Témito
antibakteridlnimi polymernimi latkami by bylo mozné potahovat povrchy implantatd a

predchazet tak rozvijeni infekci.

Kli¢ova slova

1,4,7-Triazacyklononan; Umélé nukleazy; Biofilm; Thiazolova kotva; Hydrolyza

fosfoesterové vazby

Abstract

With the growing resistance of bacteria to antibiotics, it is crucial to search for other
ways to treat and prevent bacterial infections. Bacteria attached to the surface of medical
implants can form a so—called biofilm, which is able to potentially cause the infection and
subsequent health issues. The aim of this thesis was to prepare ligand capable of
complexation of hydrolytically active metal ions, which would be able to cleave nucleic
acids of bacteria. The selected ligand was 1,4,7-triazacyclononane derivative linked to
thiazole side group for anchoring to polymeric materials. With these antibacterial polymeric
substances it would be possible to coat the surfaces of the implants and therefore prevent

developing of infections.
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1. Teoreticky uvod

1.1 Implantaty v moderni mediciné

Implantaty jsou zafizeni ¢€i predméty vyrobené ze syntetického materidlu pro
medicinské ucely. At uz se jedna o zubni implantaty, nadhrady kloubti ¢i kanyly, spole¢nym
znakem vSech implantatt je styk s lidskou tkani. Mohou byt pouzity na nadhradu lidskych
tkani, 1ze jejich pomoci do téla vpravovat I1€ky a jiné latky, mohou regulovat a monitorovat
télesné funkce a zlepSovat kvalitu zivota.

Pro potiebu vpravovani 1éCiv a tekutin do krevniho obéhu se vyuzivaji intravenozni
kanyly. Jedna se o malé flexibilni trubicky, které jsou zavedeny do Zily pacienta. Zavedenim
latek do krevniho obéhu Ize docilit jejich rychlého Gi¢inku a vysoké biodostupnosti. Z tohoto
divodu je jejich praktické pouziti v mediciné velmi rozsahlé. Dal$imi implantaty
vyuzivanymi naptiklad k podévani tekutin, 1é¢iv nebo plynt, jsou katetry. Tyto uzké
trubicky jsou vkladany do télnich dutin a je moZzné je pouZit i jako drendz. Udava se, Ze
katetry mé zavedeno vice nez 30 % hospitalizovanych pacientt!".

Rozmach ve vyvoji modernich implantétii na jedno pouziti nastal v 50. letech 20. stoleti.
V této povale¢né dob¢ dochazelo k vyvoji novych materialii a metod pro zpracovani plasti
a jejich sterilizaci. Bylo tedy mozné vyrabét plastové predméty pro medicinské vyuziti
o definovanych rozmérech metodou extruze, ktera spocivala ve vytlacovani roztaveného
materidlu skrze formu a v jeho nasledném ochlazovani. Sterilizace ethylenoxidem za nizké
teploty, tzv. proces EtO, snizovala riziko infekce po aplikaci téchto implantati do tél
pacientdi. Mezi prvni moderni jednorazové prostiedky patfily katetry z PVC. V nésledujicich
letech dochazelo k optimalizaci pouZivanych materiald. Velky vliv mél vynalez Teflonu,
ktery byl svymi vlastnostmi svého ¢asu revolu¢ni. Teflonové kanyly bylo mozné diky

neptilnavému povrchu a flexibilité jednoduse zavést, coz zlepSovalo komfort paciental?!.

1.1.1 Rizika spojena se zavadénim implantata

Zavadéni implantatu je invazivni zasah, pii kterém dochéazi k naruseni epitelidlnich
a mukoznich bariér, nasledkem &ehoz miize dojit k rozvinuti infekce!'l. Rozhrani pevné
a kapalné faze (krev) je idedlnim rozhranim pro mnozeni mikroorganizmt na povrchu
implantatu®). Mnozici se bakterie vytvéieji vrstvu biofilmu. Biofilm je shluk bun&k nevratné

pfipojenych na povrch materidlu, ktery je uzavien v matrix tvofené predevSim



polysacharidy, které samy produku;ji*. Matrix rovnéZ obsahuje nukleové kyseliny, proteiny
a lipidy. Spole¢né¢ pak tyto extracelularni polymerni latky vytvareji tfidimenziondlni
mechanicky odolnou sit, ve které jsou bunky v blizkém kontaktu, diky kterému mezi nimi

miZe probihat komunikace!®. Vyvoj biofilmu je znazornén na Obr. 1.

Obr. 1: Vyvoj biofilmu — 1) ptfichyceni bakterii na povrch, 2) bakteridlni bunky vylucuji
polymerni latky a jejich pfichyceni na povrch se stavd nevratnym, 3) zac¢ina se objevovat
tfidimenzionalni struktura, 4) stadium zralosti, 5) ,,disperzni‘ stddium, ve kterém dochazi

k uvoliiovéni a §ifeni bunék oteviranim kanalkd (obrazek pievzaty z literaturyl®l)

Ve vetejném prohlaseni U.S. National Institutes of Health bylo sdéleno, Ze biofilmy jsou
zodpovédny za vice nez 80 % mikrobialnich onemocnéni v lidském télel”!. Mechanizmus
vzniku onemocnéni spojeného s pfitomnosti v biofilmu vazanych organizmi neni dostatecné
popsany. Navrhovany mechanizmus zahrnuje i) oddéleni bunék z biofilmu do krevniho
feCisté nebo do mocovych cest, ii) produkci endotoxind, iii) rezistenci na imunitni systém
hostitele, a iv) poskytnuti prostoru pro mnozZeni nové generace rezistentnich organizmil
v diisledku vymeény plazmida.

Problémem je, Ze bakterie v biofilmu jsou odolné vii¢i imunitni odpovédi hostitele
a vici antibiotické 1€¢bé. Bylo pozorovéno, ze pro biofilmy stejnych organizmu se efektivita
urcitého antibiotika projevovala az pfi 100 az 1000 vétsi koncentraci, neZ byla zapotiebi
u volnych planktonickych bakterii®. Z tohoto divodu je standardni antibiotick4 1é&ba tohoto
typu infekce zpravidla net¢inna®. Mechanizmus rezistence bakteridlnich biofilmi neni
piesné znam!%. Bylo ukazano, Ze na rozdil od povrchu biofilmu miZe byt koncentrace
kysliku v jeho centru nizka!'!!. To by mohlo mit za nisledek vznik anaerobnich podminek

ve spodnich vrstvach biofilmu. Podobny trend vykazuje aktivita v rlstu, syntéze proteint



a metabolické aktivité bun&k. To byva jednim z vysvétleni déivodii antibiotické rezistencel'?!.

Dal§im vysvétlenim je role matrix biofilmu coby diftizni bariéry pro antibioticka 1é¢ival'3l,

1.1.2 Soucasna 1écba a predchazeni biofilmovych infekci

S pokrokem mediciny se vyuziva stale vice implantovanych zatizeni. V disledku toho
jsou i infekce zplisobené piitomnosti biofilmu vice &asté!!*l. V soudasné dobé existuje
nékolik strategii, jak biofilm kontrolovat. Patfi mezi né i) predchdzeni kontaminace
implantatu, ii) penetrace matrix biofilmu a zabiti asociovanych bunck a iii) odstranéni
implantatul®!,

V praxi zacind 1écba téchto infekci odstranénim implantatu, ktery byva nahrazen
novym, a naslednou antibiotickou 1é¢bou. Novy potencialni pfistup spociva napiiklad
v pouziti slabych organickych kyselin, jako je kyselina octova, ktera je schopna difundovat
skrz bunéénou membranu, a poté disociovat a snizovat cytoplazmické pH, coz miize vést
k naruseni metabolické aktivity bakteridlnich bun¢k. Zatim vSak nebyl proveden vyzkum,
ktery by testoval toleranci lidského organizmu na slabé organické kyseliny a zaroven jejich
efektivitu'?,

Dal$i ochrana pfed biofilmovymi infekcemi spocivd v upravé povrchii implantath
vedouci ke snizeni adheze bakterii. Piikladem miize byt povrch upraveny oxidem titani¢itym
nebo potazeny polymerni latkou, ktera je schopna nosit antibakterialni latky. V praxi se také
pouziva potahovani stiibrem (v atomdarni/nanocasticové forme), jehoZ dezinfekéni Ucinky
jsou dlouho znamé!'®!. Kromé stiibra vykazuje antimikrobidlni Gi¢inky fada dalsich kovl
a jejich komplex, které jsou schopny §tépit extracelularni DNA produkovanou buiikami pfi
tvorbé biofilmul'”1. Za timto icelem se také stéle Cast&ji pouzivaji komplexy obsahujici
méd?%. Extracelularni DNA zvySuje adhezi bakterii k povrchu, zvySuje agregaci bunék

a propojuje je s dal§imi komponenty matrix?'l. St&penim této slozky matrix lze rozlozit jiz

[22

vznikly biofilm & zabranit jeho vzniku®?!. Syntézou komplexii s vlastnostmi enzymii

schopnych S$tépit nukleové kyseliny 1ze potencidlné prechdzet rozvinuti infekci spojenych

s tvorbou biofilmu na implantétech.

1.2 Nukleové kyseliny a jejich Stépeni

Nukleové kyseliny jsou biopolymery s nezastupitelnou funkci v zivych organizmech.

V DNA je ulozena genetickd informace, ktera mtize byt prepsana do struktury mRNA, ktera
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ma zéasadni roli v syntéze proteint. Struktura DNA 1 RNA obsahuje fosfodiesterové vazby,
které propojuji jednotlivé nukleosidy. Tyto fosfodiesterové vazby jsou velmi odolné vici
spontanni hydrolyze!?}). Nekatalyzovand hydrolyza DNA je termodynamicky vyhodn4, ale
kineticky velmi pomald. Fosfodiesterova skupina je zaporn¢ nabitd a chrani strukturu DNA
pied nukleofilnim atakem hydroxidovych iontd & jinych nukleofili**l. Ve skute¢nosti je
hydrolyza tak pomald, Ze bylo obtizné méfit rychlostni konstantu tohoto $tépeni. Z tohoto
divodu se pouzivaji modelové slouceniny, které se k tomuto méteni vyuzivaji. Soucasny
odhad polo¢asu hydrolyzy jedné fosfoesterové vazby je asi 30 milioni let??3]. Vyssi rychlosti
hydrolytického Stépeni lze dosdhnout pomoci enzymi ze tiidy nukleaz. Pfirozené se
vyskytujici nukle4zy ve své struktufe ¢asto obsahuji ionty kovi, konkrétng ionty Mg?*, Ca**,
Mn?" a Zn**, které maji dileZzitou katalytickou funkcil®>l. Z tohoto déivodu byly intenzivng
studovany komplexy riznych kovl jako umélé nukledzy, které by byly schopny
hydrolyticky Stépit nukleové kyseliny a napodobit tak funkei télu vlastnich enzymi.

1.2.1 Mechanizmus hydrolyzy fosfoesterové vazby

Ionty kovl pfitomné v metalonukleazdch maji dilezitou roli v jejich hydrolytické
aktivité. Jsou obecné piijimany tii pfimé a tii neptimé zplsoby, kterymi ionty kovii urychluji
hydrolyzu fosfoesterové vazby (Schéma 1I).

Ptimé zptisoby zahrnuji 1) aktivaci Lewisovy kyseliny, kdy se atom kysliku koordinuje
na ion kovu, 11) nukleofilni aktivaci, pfi které dochéazi ke koordinaci nukleofilu a iii) aktivaci
odstupujici skupiny, pfi které se kyslik z odstupujici skupiny koordinuje na atom kovu. Mezi
nepiimé zpisoby patii iv) chovani koordinovanych hydroxido komplext jakoZzto bazi,
v) chovani koordinovanych molekul vody jako kyselin a také vii) elektrostatické interakce

mezi iontem kovu a nekoordinovanym fosfoesterem!?”],
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Schéma I: Navrhovany mechanizmus hydrolyzy fosfoesterové vazby (pfevzato

z literatury!?™)

Hydrolyza fosfodiesteri probihd pravdépodobné asociativnim mechanizmem
analogickym k Sx2 mechanizmu na uhliku. Hendry a Sargeson'®®! pouzili komplex
obsahujici Ir(II) k demonstraci tohoto mechanizmu (Schéma 2) na modelové sloucening
ethyl-4-nitrofenyl fosfatu. Bylo dokazano, Ze kyslik koordinované vody (nebo hydroxidu)
nukleofiln¢ atakoval fosforovy atom, na kterém doSlo k vytvofeni pentakoordinovaného
trigonalné bipyramidalniho ptechodového stavu, ve kterém pfistupujici i odstupujici skupiny
obsazovaly axialni polohy. Vznikly oxyfosforan se rychle rozkladal odstoupenim
4-nitrofenolu za vzniku monoesteru. Alternativni (pravdépodobné i castéjsi) zptisob
odstoupeni 4-nitrofenolatu vedl pies deprotonizaci hydroxylové skupiny. V poslednim
kroku nasledovalo rychlé otevieni chelatového kruhu rozstépenim vazby P-O za vzniku
monodentatniho ester komplexu.

Tento navrhovany mechanizmus se stal vzorem pro vysvétlovani iontem kovu

katalyzované hydrolyzy fosfoester(!?¢),
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Schéma 2: Navrhovany mechanizmus hydrolyzy fosfodiestert za ucasti Ir(I1)

(pfevzato z literatury!?°T)

1.2.2 Pouzivané ionty kovii schopné hydrolyzovat nukleové kyseliny

TéméF jedna tfetina enzymatickych procesti vyzaduje jako kofaktor ion kovul®®!. Lidské
t&lo obsahuje esencialni ionty kovii Na*, K, Mg?*, Ca**, Fe*"*", Mn?*, Co?>"3*, Cu**, Zn*
a Mo*"13%, Tonty Mg?* patti mezi nejvice se vyskytujici kofaktory v mnoha nukle4zach diky
jejich schopnosti vytvafet stabilni komplexy se slou¢eninami obsahujici fosfat. Jednd se
o tvrdou Lewisovu kyselinu s nejvyssi hustotou naboje mezi ostatnimi ionty zastoupenymi
v biologickych systémech. Pravé diky témto vlastnostem jsou ionty Mg?* vhodné k navazani
aniont kysliku piitomnych v fosfoesterové kostie nukleovych kyselin!*”,

Na zaklad¢ provedenych studii by mél ion kovu v umélych hydrolazach spliiovat ctyfi
podminky k tomu, aby jevil katalytickou funkci. M¢l by 1) poskytovat dvé cis-orientovana
labilni koordinacni mista k navazani substratu a molekuly vody; i1) sniZovat pKa
koordinované vody; iii) aktivovat substrat pro nukleofilni atak, a iv) vytvafet produkty
rozumnou rychlostil?®],

Ve vyzkumu syntetickych nukledz jsou hojné vyuzivany ionty Zn** a Cu**, jejichz
koordina¢ni chemie je dobie prostudovéna. Vystupuji jako Lewisovy kyseliny s pomérné
vysokymi ionizacnimi potencidly, které jsou schopny polarizovat fosfoesterovou vazbu

a aktivovat fosforovy atom viici nukleofilnimu ataku. Hodnoty pKa. koordinovanych molekul
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vody spadaji do rozmezi pH 7-9. Tyto komplexy vykazuji schopnost hydrolytického Stépeni
v blizkosti fyziologického pH. Podobné vlastnosti vykazuji i komplexy s Ni*" ionty, které

viak nebyly za timto Gi¢elem rozsahle zkoumany!>!.

1.2.3 Diivody vyzkumu umélych nukleaz

V poslednich dekédach byl znaény zdjem o pfipravu latek, které by byly Gcinné jako
katalytické hydrolazy. Tyto latky by potencidlné¢ mohly mit dileZitou roli nejen v prevenci
vzniku ¢i v rozkladu biofilmu, ale i v jinych odvétvich, jakou jsou naptiklad biotechnologie
¢1 genové inzenyrstvi.

Uméle ptipravené nukledzy by mohly byt pouzity jako restrikéni enzymy, které by byly
schopné, na rozdil od pfirodn¢ se vyskytujicich restrikénich enzymt, Stépit selektivné
fetézce nukleovych kyselin po urcitych sekvencich. Ptirodni restrikéni enzymy rozeznévaji
sekvence po 4, 6 nebo 8 bazich. Produktem takového $tépeni je v ptipadé lidského genomu
velké mnozstvi fragmentti. S ptipravou latky, ktera by byla schopna $tépit delsi fragmenty,
by nebyla hydrolyzovanad smés tak bohata, a separace fragmenti by byla jednodussi.
Izolované fragmenty by nasledné mohly byt dale hydrolyzovany a analyzovany!?®,

Umélé nukleazy mohou také poskytnout informace o konformacni variabilit¢ DNA. Pro
tyto ucely se typicky pouziva nuklearni magneticka rezonance nebo rentgenova strukturni
analyza. Nicméné interpretace vysledkii poskytnutych obéma metodami mtize byt slozital?”!,

Syntetické metalonukleazy by také mohly pomoci pii objasiiovani roli iontd kovi

pfitomnych v piirodné se vyskytujicich enzymech!?¢),

1.2.4 Modelové substraty pro Stépeni nukleovych kyselin

V ptipadée pouziti umélych nukleaz ke St€peni sekvence DNA a jinych biopolymert je
produktem mnoho obtizné¢ identifikovatelnych a separovatelnych fragmentt. Z toho divodu
(a zdavodu vysoké ceny substratl) se za UCelem napodobeni $tépeni DNA pouZivaji
modelové substraty obsahujici fosfoesterovou vazbu, typicky sloucCeniny obsahujici
4-nitrofenol. Vybrané substraty jsou zobrazeny na Obr. 2. Mezi tii nejvice pouzivané
modelové substraty patii bis(4-nitrofenyl)fostait (BNFF), bis(2,4-dinitrofenyl)fosfat
(BDNFF) a ethyl-4-nitrofenylfosfat (ENFF). Za ucelem méfeni kinetiky Sté€peni se Castéji
pouzivd BNFF oproti ENFF z divodu pfiblizng 15krat vétsi rychlosti hydrolyzy!?l. Pro

napodobeni RNA fosfodiesterové vazby se pouzivaji modelové substraty s hydroxylovou

13



skupinou na druhém atomu uhliku. Mezi takovéto pouzivané substraty patii napiiklad
2-hydroxypropyl-4-nitrofenylfosfat (HPNFF) nebo uridin 3 -nitrofenylfostat (UNFF). Za
ucelem vyvoje protinadorovych 1éCiv lze kromé téchto modelovych substrati zkoumat
degradaci kratkych sekvenci DNA & RNAP?L Stépenim téchto molekul vznikaji
4-nitrofenoxidové ionty (NF), které siln¢ absorbuji pii 400 nm a tim padem muze byt jejich

vznik a tim i kinetika hydrolyzy snadno sledovana UV—VIS spektroskopii*!.

OoN
O,N . NO, 2 o
I !
0”1 ™o 0~ |\o/Y
OH

BNFF HPNFF
OH
] NO, HO
! /O/ O,N o o "”N/\>=
/\O/T\O 2 Sp7 NN TS0 N ©
OH I )
0 o
ENFF UNFF

Obr. 2: Modelové substraty obsahujici 4-nitrofenol

1.3 Ligandy

Kromé¢ druhu centralniho iontu kovu je nutné uvazovat strukturu ligandu. Zatimco
pfirodni enzymy maji sva aktivni centra obklopena aminokyselinami, které jsou nezbytné
pro katalytickou funkci, v umélych enzymech jsou kolem aktivnich center jednoduché
organické ligandy.

V praxi se Casto pouzivaji ligandy, které maji ve své struktufe atomy dusiku. Jedna se
naptiklad o tripodalni ligandy, Schiffovy baze, porfyriny, derivaty pyridinu a piedev§im o
makrocykly?%28!. Konkrétni piiklady nékterych ligandd jsou uvedeny na Obr. 3.
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Obr. 3: Ligandy vyuzivané pro studium umélych nukleaz

34 studovali sérii komplexii bipy a tren s Cu(Il), Zn(II) a Ni(II).

De Rosch a Trogler!
Bylo zjisténo, Ze aktivita Stépeni modelového substratu BNFF byla pfi neutrdlnim pH
nejvyssi pro komplex Cu(Il)-bipy. Vysvétlenim byla mens$i velikost a mens$i vaznost
bidentatniho bipy oproti tetradentatnimu tren. Bidentatni ligandy obsazuji méné
koordina¢nich mist na centralnim iontu kovu a na zbyld mista se miZe soucasn¢ vazat
substrat 1 hydroxidovy anion plnici roli nukleofilu.

Z hlediska centralniho atomu byla pfi neutralnim pH a teploté 25 °C dilezitym faktorem
hodnota pK, koordinované vody. Hodnoty pK, komplexu M(bipy)(OH2),*" pro Cu?*, Zn**
a Ni** byly 7,8, 8,1 a 89. Ztohoto diivodu vykazovaly pfi neutrdlnim pH nejlepsi
hydrolytickou aktivitu komplexy s Cu?".

DalSimi ligandy pro studium umélych nukledz jsou tridentitni ligandy, které
ponechavaji dvé ¢i vice cis uspotadanych vazebnych mist na iontu kovu, kterd umoziuji

koordinaci substratu i nukleofilu ve vhodné vzdalenosti®’.

1.3.1 Makrocyklické ligandy

Makrocykly jsou nejméné devitiClenné ligandy, které ve své struktufe obsahuji

minimalné tii heteroatomy (N, O nebo S)?7!,
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Makrocyklické ligandy maji schopnost tvofit stabilni komplexy. Tyto ligandy lze
funkcionalizovat zavedenim pendantnich ramen a ménit tak jejich koordina¢ni vlastnostil*>.
Dalsi vyhodou jejich pouziti je moznost tvorby komplexti s pfedem urcenou stabilitou
a spektroskopickymi, magnetickymi a redoxnimi vlastnostmi®l,

Sekundarni makrocyklické aminy maji Siroké rozpéti hodnot pKa. Jednou protonizovany
makrocyklus ma obecné hodnoty pK. ptiblizné 9-11, zatimco pKa plné protonizovaného
makrocyklu byva v rozpéti 1-3. Toto chovani byva vysvétlovano vétSim odpuzovanim
naboje zplusobenym vyssi hustotou kladného naboje v cyklu ve srovnani s alifatickymi
polyaminy!?7).

Pozitivni ndboj makrocykld pfi neutrdlnim pH usnadniuje jejich interakci s negativné
nabitymi biomolekulami, jako jsou naptiklad nukleové kyseliny a n¢které proteiny, a mohou
je tak vézat elektrostatickymi interakcemi®”!.

Komplexy makrocyklickych polyamint nachazeji uplatnéni nejen jako umélé nukledzy,
ale také jako kontrastni latky pro zobrazovaci techniky v radiodiagnostice, pii radioterapii,

ve studiich transportu ionti kovi v biologickych systémech, nebo jako chemické receptory

pro kationty/anionty a bioaktivni molekuly!?”].

1.3.2 Cu(Il) komplexy makrocyklickych ligandi

Meéd’ ma dilezitou strukturni a katalytickou roli v biologickych procesech. V lidském
téle jsou pfitomny enzymy, které ji vyzaduji pro svoji spravnou funkci®’!. To je jednim
z diivodi studia komplexti médi za ticelem piipravy umélych nukleaz>”,

Hegg a Burstyn!?Y! popsali mechanizmus a katalytickou schopnost $t&peni modelovych
substratl pro komplexy Cu(II)-TACN. Bylo dokazano, Ze mechanizmus §tépeni probiha pies
tvorbu intermediatu komplex-substrat, po které nasleduje intramolekularni atak
koordinovaného hydroxidu a eliminace 4-nitrofenoxidového iontu. Zaroven byl popsan vliv
pendantnich ramen na tuto $tépici aktivitu. DiileZitym objevem byla skute¢nost, Ze rychlost
Stépeni nesubstituovanych komplext je ovlivnéna rovnovahou mezi monomerni a dimerni
formou. Tvorba neaktivni dimerni formy je siln€ uptfednostiiovana pfi ptiblizn€ neutrdlnim
pH. Substituci na sekundarnich atomech dusiku stéricky objemnymi skupinami lze omezit

tvorbu dimert a dosdhnout vyznamného zrychleni Sté€peni.
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Obr. 4: Navrhovany mechanizmus $tépeni modelovych substratii pomoci

Cu(II)-TACN (pievzato z literatury!”), upraveno)

Zavedenim tii isopropylovych skupin lze docilit nejméné 60krat vétsi rychlosti Stépeni
modelového substratu BNFF oproti nesubstituovaného komplexu Cu(II)!*¥. Podobnych
hodnot dosahoval i komplex se tfemi methylovymi substituenty®!l. Dale bylo popséno, Ze
vyznamného zvySeni rychlosti §tépeni oproti nesubstituovanému Cu(Il)-TACN lze docilit
substituci uz pouze na dvou atomech dusikul*!.

Mezi dobie popsané komplexy pouzivané k tomuto ucelu patiti Cu[TACN]Cl,. Deal a

Burstyn!4]

ukazali, Ze pocatecni rychlost Stépeni vykazovala zavislost 1. fd4du na koncentraci
substratu BNFF bez ohledu na koncentraci komplexu. Pfi tomto méfeni nebyla pozorovana
saturace komplexu z diivodu nizké afinity komplex—substrat a z divodu nizké rozpustnosti
BNFF ve vod¢. Pfi pouziti vice rozpustnych modelovych substrati byla saturace
pozorovana. Bylo pozorovéno, Ze hydrolyticka aktivita je inhibovana produktem rozpadu
BNFF, a sice NFF.

Jednoduché fosfodiestery jsou za vétSiny podminek (pH 2-10) vysoce stabilni

slouCeniny a hydrolyzuji rozumnou rychlosti pouze za zvySenych teplot kolem 100 °C.

Napiiklad polo¢as hydrolyzy BNFF je pti pH 3—4 a teploté 100 °C del3i nez 4 mésice!*!),

1.4 Thiazolova kotva

Komplexy vykazujici hydrolytickou aktivitu mohou byt zabudovany do polymernich
nosi¢li skrze thiazolovou kotvu umisténou na konci pendantniho ramene ligandu.
Heterocykly thiazol nebo thiofen lze zabudovat oxidativni nebo elektrochemickou
kopolymerizaci do vodivého polymeru poly(3,4-ethylendioxythiofen) (PEDOT) (Obr. 4),
ktery je stabilni a biokompatibilnil*?.
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Obr. 5: PEDOT polymer

PEDOT polymer ma, podobné jako nékteré dalsi vodivé polymery (napiiklad polyanilin
nebo polypyrrol), nizkou hustotu, dobrou flexibilitu, je odolny vii¢i korozi a 1ze modulovat
jeho morfologii*!. P¥iklad makrocyklického ligandu zabudovaného do PEDOT polymeru
zobrazuje Obr. 6.

Obr. 6: Makrocyklicky ligand zabudovany ptes thiazolovou kotvu do PEDOT polymeru
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1.5 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je priprava ligandu L1 (Obr. 7) s pendantnim ramenem

zakoncenym thiazolovou skupinou vhodnou pro zabudovani do polymernich nosict.

L1

Obr. 7: Piipravovany ligand L1

DalSim cilem byla pfiprava modelového substratu BNFF a zavedeni metodiky pro

meéteni kinetiky umélych hydrolaz.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie pouzité k piipravé ligandu a prekurzorti jsou komeréné dostupné od
prodejci, jako je naptiklad Sigma-Aldrich, Fluka, Penta, Lachema, Lach-ner a CheMaTech.

Rozpoustédla nebyla pied pouzitim suSena ani ¢isténa.

2.2 Metody charakterizace

2.2.1 NMR spektroskopie

Spektra NMR jader 'H, '*C a 3'P byla v priibéhu syntézy méfena na spektrometrech
Varian VNMRS300 a Bruker Avance III HD 400. Spektra jader 'H, '*C a 2D experimenty
ligandu L1 byly méfeny na piistroji Bruker Avance III 600 MHz Mgr. Filipem Kouckym.

Nameéftena spektra byla zpracovana v programu MestReNova.

2.2.2 Tenkovrstva chromatografie - TLC

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na silikagelovych destickach TLC
Aluminium Plates Silica F254 od spolecnosti VWR. K vizualizaci byla pouzita UV lampa
(vlnové délky 254 a 366 nm) a Dragendorffovo ¢inidlo.

2.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnosti spektra byla namétena na ptistroji Shimadzu LCMS-2020 LC/MS s ionizaci
elektrosprejem (detekce v pozitivnim moddu). U charakterizaci piipravenych latek jsou
uvedeny pouze intenzivni interpretované signaly. Vzorky byly rozpustény v MeOH. Spektra

byla zméfena Mgr. Ondiejem Zemkem.

2.2.4 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektra byla méfena na piistroji Specord 50 PLUS s méficim rozsahem
190-1100 nm. M¢éfeni spekter bylo provadéno v kyvetdch s optickou drahou 1 cm a
objemem 1 ml. Spektrometr byl ovladan programem WinASPECT PLUS.
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2.2.5 RTG difrakce

Krystalova struktura byla zméfena na pfistroji Bruker D8 VENTURE Kappa Duo
PHOTON 100 CMOS s vyuzitim vlnové délky MoK, 4 = 0,71073 A pii 120 K
a vyfeSena RNDr. Ivanou Cisafovou, CSc., a vypfesnéna Skolitelem. Vybrané

charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Experimentalni data stanovené krystalové struktury

Sloucenina N,N'-(propan-1,3-diyl)bis(thiazol-4-karboxamid)
Vzorec C11H12N402 S,
My 296,36
Krystalova soustava Monoklinicka
Prostorova grupa P2i/c
al A 12,1030(3)
b/A 13,6029(3)
cl/A 8,6852(2)
al® 90,00
pl° 110,7880
y/° 90,00
U/ A3 1336,81(5)
Z 4
Difrakce celkem 3061
Difrakce intenzivni 2993
R(I>24(1)) 0,0253
R 0,0258
wR(I>20(1)) 0,0637
wR’ 0,0641

2.3 Synteticka cast

Planovany postup pfipravy ligandu L1 zobrazuje Schéma 3. Piiprava vychazi
z makrocyklu 1,4,7-triazacyklononanu.

Ptipravu prekurzoru 9, slouziciho pro zabudovani latky L1 ve formé svych komplext
do polymernich nosi¢t, zobrazuje Schéma 4.

Pro méteni hydrolytické aktivity byl pfipraven modelovy substrat BNFF, jehoZ ptipravu

shrnuje Schéma 5.
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2.3.1 Priprava 1-benzyl-1,4,7-triazacyklonanu (3)

~

)O\ Br
NH HN N / < > NIH \N/ < >
</ \> 1,4-dioxan <j/\> EtOH H,O \>

H

N

P¥iprava 3 vychazela z publikovaného postupu*¥. Bylo odvazeno 1,00 g (7,75 mmol)
1,4,7-triazacyklononanu, ktery byl pfeveden do 25ml baniky a poté rozpuStén v 10 ml
1,4-dioxanu. K roztoku bylo nasledné ptidano 1,34 ml (9,83 mmol, 1,27 ekv.) 97%
N,N-dimethylacetaldimethylformamidu. Smés byla zahiivana k varu 3 hodiny, a poté
odpatfena na RVO za vzniku svétle zlutého oleje 1. Odparek byl rozpustén v 8 ml THF.
Nasledné bylo pomalu ptikapano 1,20 ml benzylbromidu (10,1 mmol, 1,30 ekv.) v 8 ml
THEF. Témét okamzité se tvorila nerozpustna svétle zlutd srazenina. Reakéni smés byla dale
michéna ptes noc. Nasledujici den byla kvartérni amoniova stl 2 odfiltrovana a rozpusténa
v 5 ml destilované H>O a 10 ml EtOH. Bylo pfidano 2,70 g KOH. Reakéni smés byla dale
zahtfivana k varu 3 dny. Poté byla rozpoustédla odpaiena na RVO a k odparku bylo ptidano
priblizn¢ 20 ml destilované vody. Nésledovala extrakce CHCl3 (3x40 ml). Organické frakce
byly spojeny a vysuSeny ptidavkem Na>SO4. Po odfiltrovani susidla a odpafeni rozpoustédla

na RVO byla ziskana latka 3 ve formé& svétle Zlutého oleje.
Vytézek: 1,62 g (95 %)

TH NMR (299 MHz, CDCl3): 6 = 7,26 ppm (m, 5H), 3,67 ppm (s, 2H), 2,74 ppm (s, 4H),
2,61 ppm (m, 8H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): = 139,79 ppm (1C), 128,93 ppm (2C), 128,27 ppm (2C),
126,97 ppm (1C), 61,66 ppm (1C), 52,94 ppm (2C), 46,98 ppm (2C), 46,66 ppm (2C)
TLC: EtOH:NHs(konc.aq.) = 5:1, Rr = 0,35 (UV, Dragendorffovo c¢inidlo, oranZova
skvrna)

MS-ESI (+): 220,2 ((M+H]")
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2.3.2 Priprava 1-benzyl-4,7-dimethyl-1,4,7-triazacyklonanu (4)

37% CH,0 —\
[\ 99-100% HCOOH N N/_Q
e

NH N .

H
N |

3 4

Do 3,01 g (13,7 mmol) latky 3 bylo pfiddno 25 ml (24,1 ekv.) 37% roztoku
formaldehydu a 15 ml (29,1 ekv.) 99-100% kyseliny mravené¢i. Nasledovalo michani
a zahfivani na 120 °C pod zpétnym chladi¢em pies noc. Po ukonceni zahfivani byla smés
odpatfena na RVO. Vznikla svétle hnéda kapalina, ktera byla extrahovana z 10% roztoku
NaOH do CHCIz (3x30 ml). Organické faze byly vysuSeny piidavkem NaxSOg,

ptefiltrovany a odpafeny na RVO. Byla ziskana latka 4 ve formé zlutého oleje.

Vytézek: 3,23 g (95 %)

TH NMR (299 MHz, CDCl3): 6 = 7,30 ppm (m, 5H), 3,66 ppm (s, 2H), 2,82 ppm (s, 4H),
2,73 ppm (m, 4H), 2,66 ppm (m, 4H), 2,35 ppm (s, 6H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 140,25 ppm (1C), 129,08 ppm (2C), 129,12 ppm (2C),
126,75 ppm (1C), 63,42 ppm (1C), 57,09 ppm (2C), 56,82 ppm (2C), 56,04 ppm (2C),
46,61 ppm (1C)

TLC: EtOH:NHjs(konc.aq.) = 5:1, Rf = 0,50 (UV, Dragendorffovo cinidlo, oranzova

skvrna)

MS-ESI (+): 248,3 ([M+H]")

2.3.3 Priprava 1,4-dimethyl-1,4,7-triazacyklononanu (5)

\N' N\ H, \N HN
—_—
- Y
N
| |
4 5
Do barnky s vypouklym dnem bylo ptevedeno 3,23 g (13,1 mmol) latky 4 a nasledné

pfidano ptiblizné 20 ml MeOH, 2 ml 99% CH3COOH a 350 mg Pd/C (10,8 hm. % latky

4). Banka s redukci a kohoutem byla evakuovéana. Evakuace byla ukon¢ena v momenté¢,
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kdy obsah banky zacal viit. Nasledovala hydrogenace 3 dny pii zahtivani na 50 °C pod
balonkem naplnénym Hp. Poté byl katalyzator odfiltrovan pies filtrani papir a filtrat byl
zahus$tén na RVO. Odparek byl nafedén 20 ml destilované vody a opét odpaien na RVO.
Tento postup byl dvakrat opakovan. Bylo naméfeno '"H NMR spektrum odparku, které
potvrdilo pfitomnost debenzylovaného produktu 5. Pro odstranéni zbytku CH3COOH byl
produkt extrahovan z 10% vodného roztoku NaOH do CHCl3 (3x20 ml). Organické frakce
byly spojeny, vysuSeny pfidavkem Na>SOs, pfefiltrovany a odpafeny na RVO za vzniku

latky S ve formée svétle oranzového oleje.
Vytézek: 1,75 g (85 %)

TH NMR (299 MHz, CDCls): d = 2,64 (m, 4H), 2,50 ppm (8H, m), 2,37 ppm (s, 6H)

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 54,45 ppm (2C), 53,40 ppm (2C), 46,22 ppm (2C),
45,46 ppm (2C)

TLC: EtOH:NHs(konc.aq.) = 5:1, Rf = 0,50 (Dragendorffovo ¢inidlo, oranzova skvrna)
MS-ESI (+): 158,2 ([M+H]")

2.3.4 Priprava 1-(3-ftalimidopropyl)- 4,7-dimethyl-triazacyklononanu (7)

0]
- (0]
~ A 7\
r
N HN 6 \N N/\/\N
| MeCN lil o
5 7

Bylo rozpusténo 1,70 g (10,8 mmol) latky S v 50 ml MeCN. Déle bylo pfidano 8,10 g
(58,7 mmol, 5,43 ekv.) KoCOs3 a 3,20 g (11,9 mmol, 1,10 ekv.) latky 6. Smécs byla
intenzivné michana, zahtivana pod zpétnym chladicem v lazni vyhtaté na 100 °C 3 dny,
a po vychladnuti prefiltrovana ptes fritu S3. Filtrat byl odpafen na RVO za vzniku tmavé
oranzového oleje, ktery nebyl dale ¢istén. Produkt 7 mél podle 'H a '*C NMR spektra

dobrou cistotu a byla s nim provedena néasledné reakce.

Vytezek: 2,18 g (59 %)
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Obr. 8: Oznaceni atomt pro NMR charakterizaci

"H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 7,84 ppm (m, H'®), 7,72 ppm (m, H'"), 3,75 ppm (t, H’,
3Jun = 7,45 Hz), 2,75 ppm (s, H?), 2,71 ppm (m, H¥/H*), 2,67 ppm (m, H*/H*), 2,57 ppm
(t, H>, 3Jun = 7,06 Hz), 2,37 ppm (s, H'), 1,82 ppm (p, H®, *Jun = 7,16 Hz)

13C NMR (151 MHz, CDCl3): § = 168,41 ppm (C?), 133,86 ppm (C'!), 132, 21 ppm (C°),
122,77 ppm (C'), 57,38 ppm (C3/C*), 56,90 ppm (C?), 56,77 ppm (C>), 56,53 ppm (C*/C*),
46,70 ppm (Ch), 36,61 ppm (C7), 27,24 ppm (C°)

TLC: EtOH:NHj3(konc.aq.) = 5:1, Rr= 0,81 (UV)

MS-ESI (+): 345,3 ([M+H]")

2.3.5 Priprava 1-(3-aminopropyl)-4,7-dimethyl-1,4,7-triazacyklononanu (8)

0]
—\ ~.\/ N
SN N/\/\N NH,NH,-HL0 > N N/\/\NHZ
D wor
N 2 |

7 8

Ve 100ml baiice bylo k 2,18 g (6,34 mmol) latky 7 pfidano 5 ml EtOH a 35 ml
NH2NHz-H2O (64% hydrazin, 100% monohydrat). Reakéni smés byla zahtivana pod
zpétnym chladi¢em na 90 °C 3 dny. Po ukonceni zahfivani byla smés zahuSténa na RVO.
V pribéhu odpafovani se vysrazel ftalhydrazid ve formé bilého prasku. K odparku bylo
pfidano malé mnozstvi CHCl3 a nerozpustny ftalhydrazid byl odfiltrovan ptes fritu S3.
Filtrat byl odpafen na RVO. Vzniklo 0,65 g hnédé olejovité kapaliny. Odfiltrovany
ftalhydrazid byl zahtivan k varu v CHCl; pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny. Po 2 hodinach
byla smés prefiltrovana pres fritu S3 a filtrat byl odpafen na RVO za vzniku dalSich 0,38 g
hnédého oleje. Obéma odparkiim bylo zmétfeno NMR pro potvrzeni pritomnosti latky 8.

Prvni ¢ast odparku (0,65 g) byla extrahovana z 10% vodného roztoku NaOH do CHCl;
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(3x20 ml). Spojené organické frakce byly vysuseny piidavkem Na>SO4 a odpareny dosucha
na RVO. Vznikla latka 8 ve formé svétle hnédého oleje v syntetické Cistoté.
Vytézek: 0,40 g (29 %)
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Obr. 9: Oznaceni atomt pro NMR charakterizaci

TH NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 2,75 ppm (t, H’, *Jun = 6,62 Hz), 2,66 ppm (s, H?),
2,62 ppm (s, H/H*), 2,54 ppm (t, B>, *Jiun= 6,94 Hz), 2,35 ppm (s, H'), 1,62 ppm (p, HS,
3Jun = 6,78 Hz)

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 = 56,77 ppm (C%/C3/C*), 56,70 ppm (C?), 56,35 ppm
(C2/C3/CY), 55,33 ppm (C2/C3/C*), 46,53 ppm (C'), 40,35 ppm (C7), 30,44 ppm (C9)
TLC: EtOH:NH3z(konc.aq.) = 5:1, Rr= 0,80 (UV)

2.3.6 Priprava ligandu L1

0
VAR NGEN S\/jl)J\CI ™\ 1
N N NH, 9 _ \N N/\/\N)J\(\
</N\> DIPEA,CH,Cl, </ \> H N§/S
| |
8 L1

Do banky bylo pfevedeno 0,24 g latky 8 (1,12 mmol) a bylo pfidano 10 ml CH2Cl.
Dale bylo do smési piikapano 0,39 ml (2,24 mmol, 2,0 ekv.) DIPEA. Za stalého michéni
bylo po ¢astech prisypano 0,18 g latky 9 (1,22 mmol, 1,09 mmol). Po 5 hodindch michéani
bylo pfidano dalSich 7 ml CH2ClL. Vysledna reakéni smés méla oranZovo—hnédou barvu
a obsahovala ¢asti nerozpusténé latky 9. Smés byla michana pii laboratorni teploté 1 den.
Nasledné byla pevna latka odfiltrovana ptes fritu S4 a filtrat byl odpafen na RVO. Odparek
byl poté rozpustén v CHCl; a nadbytek latky 9 byl odstranén extrakci z 10% vodného
roztoku NaOH do CHCI3 (3x20 ml). Spojené organické frakce byly vysuSeny piidavkem
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NaxSOs4 a odpatreny dosucha na RVO. Vzniklo 0,26 g hustého hnédého oleje. Bylo zméteno
"H NMR spektrum, podle kterého odparek obsahoval produkt L1 spole¢né s neéistotami.
Pomoci TLC (EtOH:NHs(konc.aq.) = 5:1, detekce UV a Dragendorffovo ¢inidlo) byly
zjistény reten¢ni faktory produktu (0,35) a necistoty (0,90). Sloupcovou chromatografii
(14 g silikagelu) bylo piecistétno 100 mg odpaiené latky. Pfitomnost produktu L1
v jimanych frakei byla zjiStovana pomoci TLC. Frakce obsahujici produkt byly spojeny a
odpafeny na RVO. Vznikla hnéda olejovita kapalina, ze které byl odebran vzorek na

charakterizaci. Zbytek odpaiené latky byl preciStén stejnym postupem.

Vytezek: 63,4 mg (17 %)
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Obr. 10: Oznaceni atoml pro NMR charakterizaci

TH NMR (600 MHz, CDCl3): § = 8,76 ppm (d, H'!, “Jun = 2,01 Hz), 8,17 ppm (d, H'?,
“Jun= 1,92 Hz), 7,70 ppm (s, -NH-), 3,54 ppm (q, H’, >Jun = 6,71 Hz), 3,03 ppm (s, H?),
2,94 ppm (s, H/H*), 2,81 ppm (s, H*/H*), 2,68 ppm (t, H>, *Jun = 6,96 Hz), 2,53 ppm
(s, HY), 1,81 ppm (p, H, *Juu = 6,95 Hz)

13C NMR (151 MHz, CDCl3): § = 161,12 ppm (C?®), 152,68 ppm (C'!), 151,20 ppm (C°),
123,01 ppm (C'?), 56,41 ppm (C3/C*), 56,21 ppm (C?), 55,16 ppm (C?), 54,62 ppm (C*/C*),
45.64 ppm (C), 37,49 ppm (C7), 27,91 ppm (C°)

TLC: EtOH:NH3z(konc.aq.) = 5:1, Rr= 0,35 (UV)

MS-ESI (+): 326,3 ((M+H]")
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2.3.7 Priprava N-(3-brompropyl)ftalimidu (6)

O O

Br”"Br,TBAI

NH > N
DMF, K,CO5 _\_\

(@] (@] Br

Postup pfipravy byl pfevzat a upraven z literatury!*’l. Do baiiky s 25 ml DMF a 15 ml
1,3-dibrompropanu (148 mmol, 4,28 ekv.), bylo navazeno 9,90 g K»CO3z a 1,20 g TBAL
Poté bylo po ¢astech ptidano 5,08 g (34,6 mmol) ftalimidu. Reakéni smés byla za stalého
michani zahtivana na 40 °C po dobu 24 hodin, a byla poté ptefiltrovana pies fritu S3. Filtrat
byl nafedén cca 100 ml destilované vody a extrahovan CH2Cl> (3x40 ml). Spojené
organické faze byly vysuSeny NaxSOs, prefiltrovany a odpafeny na RVO. Ke svétle
oranzovému odparku bylo Pasteurovou pipetou pridano né¢kolik kapek EtOH a produkt byl
ponechan krystalizovat pii laboratorni teploté. Ziskané bilé krystaly latky 6 byly

odfiltrovany pies fritu S3, prosaty vzduchem a vysuSeny mezi listy filtraéniho papiru.
Vytézek: 6,12 g (66 %)

"H NMR (299 MHz, CDCls): 6 = 7,84 ppm (dd, 2H, *Jun= 5,54 Hz, *Jun = 3,09 Hz),
7,71 ppm (dd, 2H, 3Jun = 5,50 Hz, *Jun = 3,07 Hz), 3,83 ppm (t, 2H, *Juu = 6,85 Hz),
3,41 ppm (t, 2H, , *Jun = 6,75 Hz), 2,25 (p, 2H, *Juu = 6,78 Hz)

13C NMR (75 MHz, CDCl3): = 134,08 ppm (2C), 123,33 ppm (2C), 36,72 ppm
(1C), 31,64 ppm (1C), 29,81 ppm (1C)

2.3.8 Priprava kyseliny brompyrohroznové (BrP)

O O
OH Br2
CH,Cl, Br OH
0] O
BrP

V baiice umisténé ve vodni lazni bylo rozpusténo 2,56 g (29,0 mmol) kyseliny

pyrohroznové v 20 ml CH>Cl. Za stalého michani bylo injek¢éni stiikackou s plastovou
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jehlou ptikapano 4,64 g (58,1 mmol, 2 ekv.) Br.. Reakéni smés byla michéna
20 hodin, a poté byla odpafena na RVO za vzniku BrP ve form¢ oranzového oleje, ktery pfi

teploté 5 °C tuhne v krystalickou latku.
Vytezek: 4,70 g (97 %)

TH NMR (299 MHz, D20): 6 = 3,53 ppm (s, 2H)
13C NMR (75 MHz, D,0): 6 = 35,34 ppm (1C)

2.3.9 Priprava thioformamidu (TF)

0 S
M P,Ss M
—
NH, NH,
TF

V 250ml barice bylo smichano 10 g (222 mmol) formamidu a 100 ml THF. Smés byla
vychlazena v lazni voda:led na 0 °C a bylo k ni po malych ¢astech ptisypano 9,86 g
(44,4 mmol, 1,00 ekv.) P2Ss. Smés byla po dobu 20 hodin michana z 0 °C do laboratorni
teploty. Poté byla smés piefiltrovana pies vatu a filtrat byl odpafen na RVO. Vznikl TF

jako zluta olejovita kapalina.

Vytezek: 10,7 g (79 %)
"H NMR (299 MHz, CDCls): 9,45 ppm (dd, 1H, *Jun = 16,33, 5,52 Hz)

2.3.10 Piiprava 4-thiazolkarboxylové kyseliny (ThK)

Ve 20 ml THF bylo rozpusténo 1,35 g (22,1 mmol, 1,39 ekv.) TF. Smés byla umisténa
v lazni voda:led. K vychlazené smési bylo ptfidano 2,65 g (15,9 mmol) BrP a smés byla

michéna po dobu 3 hodin. Produkt byl izolovan odsatim na Biichnerové nalevce. Pevna
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faze na byla prosata vzduchem a umisténa mezi listy filtracniho papiru. Vznikla ThK ve

formé bilého prasku.
Vytézek: 1,80 g (88 %)

TH NMR (299 MHz, D>0): 6 = 9,10 ppm (d, 1H, 4Jun = 2,07 Hz), 8,38 ppm (d, 1H,
*Jun= 2,03 Hz)

13C NMR (101 MHz, D>0): 6 = 163,13 ppm (1C), 156,85 ppm (1C), 145,04 ppm (1C),
129,75 ppm (1C)

2.3.11 Piiprava 4-thiazolkarbonyl chloridu (9)

0 o)
SOcCl,
S S OH > S IS Cl
\fN \%N
ThK 9

K 4,0 g (27,0 mmol) ThK bylo pfiddano 26,5 ml (365 mmol, 13,5 ekv.) SOCL. Smés
byla zahtivana k varu 2 hodiny v ladzni vyhtaté na 80 °C. Po uplynuti 2 hodin byla smés

odparena na RVO v digestofi. Vznikla oranzovo-hnéda pevna latka 9.
Vytézek: 3,60 g (90 %)

'"H NMR (299 MHz, CDCls): 6 = 8,92 ppm (d, 1H, “Jun = 2,09 Hz), 8,51 ppm (d, 1H,
*Jun = 2,06 Hz)

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 160,73 ppm (1C), 154,19 ppm (1C), 150,23 ppm (1C),
132,10 ppm (1C)
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2.3.12 Priprava tris(4-nitrofenol)fosfatu (TNFF)

Et3N, POCIy o
L .
MeCN /©/O‘|'3/O\©\
1]
0]
OH O,N NO

TNFF

2

V 32 ml MeCN bylo rozpusténo 4,47 g (32,2 mmol, 3 ekv.) 4-nitrofenolu a ke smési
bylo pfidéno 4,47 ml (32,2 mmol, 3 ekv.) EtsN. Za stalého michéni a chlazeni v lazni
voda:led bylo pomalu ptikapano 1,0 ml (10,7 mmol, 1 ekv.) POCI3 v 10 ml MeCN. Sm¢és
byla michdna 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté bylo ke smési ptilito 200 ml vychlazené
destilované vody. Vysrazel se TNFF ve formé bilé latky, kterd byla odfiltrovana ptes

Biichnerovu nalevku a vysusena mezi listy filtraéniho papiru.
Vytézek: 4,10 g (83 %)

IH NMR (299 MHz, DMSO): 6 = 8,36 ppm (d, 6H, *Jim = 9,05 Hz), 7,64 ppm (d, 6H,
3Jun = 9,00 Hz)
3IP NMR (121 MHz, DMSO): 6 =-19,89 ppm (s)

2.3.13 Priprava bis(4-nitrofenol)fosfatu (BNFF)

O2N
H
\©\O LiOH _ O\E’O

O\E,/O 1,4-dioxan, HQO' /©/ (')' \©\
I O,N NO
O,N NO

TNFF BNFF

2

Bylo odvazeno 13,4 g (29,1 mmol) TNFF, ktery byl rozpustén ve 100 ml vrouciho
1,4-dioxanu. Déle bylo ke smési pfidano 21,4 ml 3,9M roztoku LiOH a malé mnoZstvi vody
tak, aby byla smés homogenni. Reakéni smés se okamzité zbarvila do zluta. Smés byla
michana 30 min za laboratorni teploty. Nasledné bylo pfidavano malé mnozstvi silného
kationového iontoménice v H' cyklu (Dowex 50) do doby, nez se smés odbarvila (neutralni
pH, indikace pH papirkem). lontoméni¢ byl odfiltrovan a promyt malym mnoZstvim

destilované¢ H>O. Filtrat byl odpafen na RVO za vzniku svétle zlutého oleje, ktery byl
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nafedén pridavkem H>O tak, aby hodnota pH natfedéného roztoku byla ptiblizné 2.
Nasledovala extrakce Et20. Vodna faze byla zahtata na 80 °C a siln€ okyselena pomalym
pridavanim koncentrované HCl. Smés byla po vychladnuti odpafena na RVO. Odparek
(surovy BNFF) byl poté rekrystalizovan z horké H>O.

Vytezek: 3,67 g (37 %)

TH NMR (299 MHz, DMSO): & = 8,20 ppm (d, 6H, *Jint = 9,09 Hz), 7,41 ppm (d, 6H,
3Jun = 8,71 Hz)
3IP NMR (121 MHz, DMSO): 6 = —13,77 ppm (s)

2.3.14 P¥iprava komplexu [Cu?*(L1)]

Do 3 ml vialky bylo odebrano 28,8 mg (8,86- 1072 mmol) latky L1, ktera byla rozpusténa
v 0,1 ml EtOH a nafedéna 0,2 ml H20O. Za michéni na magnetické michacce bylo ptikapano
33,0 mg (8,89-1072 mmol, 1,00 ekv.) Cu(ClOy), 6H,0 v 0,2 ml H20. Smés se okamzité
zbarvila do zelena. Vznikly roztok byl mirné zakaleny. Proto byl obsah vialky rozdélen do
tfi dalSich vialek, natedén 1 ml H>O a zahidn nad horkovzdusnou pistoli. Po zahtati vznikl
¢iry zeleny roztok. Obsah vialek byl spojen a odpafen na RVO. Po odpateni vznikl zeleny
prasek, ktery byl ponechan krystalizovat z vody volnou difiizni z acetonu.

Z casti zeleného prasSku byl pfipraven vzorek o koncentraci cca 0,75 mM (moléarni
hmotnost byla odhadnuta se zanedbanim mnoZstvi molekul krystalové vody, elementarni
analyza nebyla z ¢asovych diivoda provedena)

UV-VIS: 1 = 630 nm, &, = 55,6 I'mol™"-cm™
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3. Diskuze a vysledky

3.1 Priprava 4-thiazolkarboxylové kyseliny (ThK) a reakce jejiho
chloridu (9)

Prvnim ukolem v piipravé ligandu L1 byla pfiprava thiazolové kotvy, respektive
4-thiazolkarboxylové kyseliny a nasledn¢ 4-thiazolkarbonyl chloridu. Kromé postupu

uvedeného v syntetické ¢asti této prace bylo vyzkouseno nékolik postupt (Schéma 6).

96% H,S0,, NaNO,
—X—

50% H4PO,
o} o N
cly 20 ekv. NO 7
—_—
96% H,S0, cl o 1 ekv. O, /
Isopentyl nitrit S
ClA AMTh P 5y5 MTh

b) L THF

NH,
/ 5 ekv. KMnO4 N
HZO 100 °C </ / OH

S
MTh ThK

P2Ss

Schéma 6

Prvnim krokem byla chlorace acetonu katalyzovana ptidavkem koncentrované H>SOs.
Vzhledem ke komer¢ni dostupnosti byl chloroaceton (CIA) pozdéji zakoupen. Nasledovala
syntetickd cesta a) vedouci k pfipravé 2-amino-4-methylthiazolu (AMTh) reakci CIA
s thiomoC€ovinou. Reakce probihala s vysokym vytézkem (92 %) a vysledny produkt mél
vysokou c¢istotu. Pokusy o naslednou deaminaci AMTh byly nelspésné. Cesta Cislo 1
provadénd podle patentu!*®! byla netispésnd. Podle 'H NMR spekter byla v mé&feném vzorku
produktu pfitomna pouze nezreagovana vychozi latka.

Zpisob ¢islo 2 vedl ptes zavadéni oxidu dusnatého do smési AMTh v THF. Vychozi
latka nezreagovala. Pro uskute¢néni pokusu &islo 3 podle upraveného postupul*’! bylo
nejprve nutné pfipravit isopentyl nitrit reakci isopentanolu s NaNO a koncentrovanou
H2SO04.

Reakce 3 byla provadéna v autoklavu a zahtivana na 60 °C. Ve vysledné reakéni smési

byla podle 'H NMR spektra piitomna vychozi latka spole¢né s minoritnimi neéistotami.
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V dtsledku netspésné deaminace byla zvolena syntetickd cesta b) vedouci pies
ptipravu 4-methylthiazolu (MTh) podle literatury!*8). Zamérem bylo oxidovat methylovou
skupinu manganistanem draselnym opét podle patentul*®!,

Po nékolika netispésnych pokusech byla ThK piipravena reakci BrP s TF. Byl také
vyzkousen postup, kdy se TF neptipravoval oddélené. Tento postup spocival ve smichani
BrP s formamidem a P>Ss v THF (Schéma 7). Po zpracovani reakéni smési bylo naméieno
"H NMR spektrum, ve kterém nebyl piitomen zadny signal v aromatické oblasti.

To znamenalo, ze nedoslo k vytvofeni heterocyklu, a reakce tim padem byla netispésna.

0 o)
o) |

NH,
\
B H X >
' © P,Ss, THF s OH
o \7N

BrP ThK

Schéma 7: Neuspésna ptiprava ThK

Chlorace ptipravené¢ ThK probihala v SOCl; bez ptidaného rozpoustédla. Po tispésné
ptipravé latky 9 byla dale vyzkouSena jeji reakce s 1,3-propylendiaminem s cilem pfipravit
N-(3-aminopropyl)-4-thiazolkarboxamid. Pivodnim zamérem bylo tento amid pfipojit na
2-(4,7-dimethyl-1,4,7-triazonan-1-yl)acetylchlorid, a pfipravit tak ligand zobrazeny na
Obr. 11.

Obr. 11: Pivodni navrh ligandu

Nicméné reakce latky 9 s 1,3-propylendiaminem vedla priméarné k bis—substituovanému
amidu, ktery krystalizoval ve formé bilych jehlicovitych krystalii, kterym byla zmétena
rentgenova strukturni analyza (Obr. 12). Chtény mono—substituovany amid byl také
izolovan, ale vytéZzky jeho ptipravy byly nizké. Z tohoto divodu byla zvolena syntéza

ligandu L1 uvedeného v syntetické casti.
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Obr. 12: RTG strukturni analyza N,N"-(propan-1,3-diyl)bis(thiazol-4-karboxamidu)

3.2 Priprava 1-benzyl-1,4,7-triazacyclonanu (3)

Reakce vedouci k ptipravé latky 1 byla provadéna nejen v 1,4-dioxanu (Schéma 3), ale
1 v toluenu s podobnymi vytézky.

Nasledujici reakce latky 1 s benzylbromidem podle literatury**! probiha pies noc. Bylo
zjisténo, Ze l1ze postup optimalizovat a nechat smés reagovat pouze né€kolik hodin, jelikoz
tvorba kvartérni amoniové soli 2 je téméf okamzita.

Po dokonceni reakce byla latka 2 odfiltrovana pies fritu S3. Bylo rovnéZz vyzkouseno
1 odpateni rozpoustédla ptimo z baiiky na RVO s podobnymi vytézky nasledné reakce.

Reakei latky 2 za vzniku latky 3 je nutné provadét ve velmi koncentrovaném roztoku
hydroxidu (30% KOH) s EtOH, ktery zvysuje rozpustnost vychozi latky. Byla vyzkouSena

reakce v 3% roztoku NaOH, ktera béhem tii dni neprobéhla.

3.3 Priprava 1-benzyl-4,7-dimethyl-1,4,7-triazacyclonanu (4)

Pro ptipravu latky 4 Leuckartovou-Wallachovou reakci byl pouzit 37% roztok
formaldehydu a 99-100% HCOOH. Reakce byla vyzkousena s riznymi nadbytky obou
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pfidanych reaktantl. Bylo zjiSténo, Ze dostacujici nadbytky jsou 17,6 ekv. 37% roztoku
formaldehydu (1,30 ml/1 mmol) a 20,7 ekv. HCOOH (0,78 ml/1 mmol). Je mozné, ze
HCOOH i formaldehyd neni nutné ptfidavat v takovém nadbytku, avSak mensi nadbytek
obou reaktantii nebyl vyzkousen z diivodu, ze by doslo ke zmensSeni objemu reakéni smési

a hor$i manipulovatelnosti. Reakce probihala bez problémt s vysokymi vytézky.

3.4 Priprava 1,4-dimethyl-1,4,7-triazacyclononanu (5)

Z diavodu rizné dlouhé reakcéni doby hydrogenace latky 4 bylo vyzkouseno nékolik
objemovych poméri ptidané CH3COOH a MeOH. Byly vyzkouseny objemové poméry 1:4,
1:10 a 1:15. Pouzity pomér 1:10 byl vhodnym kompromisem mezi reakéni dobou
a naslednym zpracovanim reakéni smési. Hmotnost piidaného Pd/C se vzdy pohybovala
okolo 10 a vice hm. % vychozi latky 4. Pravé ptidavek odpovidajici 10 hm. % vychozi latky
se ukézal jako dostate¢ny. Reakéni doba se pohybovala v rozmezi 1-3 dni. Byla vyzkousena
i hydrogenace latky 4 ve form¢ hydrochloridu, ktera trvala déle nez pokud byla do reakéni
smési rozpusténa latka 4 ve formé volného aminu. Divodem byla nizka rozpustnost
hydrochloridu 4 v MeOH. Zpracovani reakéni smési po odfiltrovani Pd/C probihalo
n¢kolika zptsoby. Filtrat byl odpafen na RVO a nasledné byl k odparku ptidan 10% roztok
NaOH. Nevyhodou tohoto zpracovani bylo, Ze okamzit¢ doSlo k zasoleni smési
CH3COONa, ktery ztéZoval naslednou extrakci do CHCIz. Bylo vyzkouseno 1 odfiltrovani
vzniklé soli pfes fritu S4, ktera vSak vétSinu bilé latky propustila do filtratu. Idealni
zpracovani reakéni smési bylo popsano v syntetické ¢asti. Odparek byl n€kolikrat odparovan
s vétSim objemem destilované H>O za G¢elem snaz§iho odpateni nadbytku CH3COOH. Az
poté byl k odparku nalit 10% roztok NaOH. Timto zpisobem nedochézelo k takovému

zasoleni reak¢ni smési a produkt pii extrakci snadnéji prechdzel do organické faze.

3.5 Priprava N-(3-brompropylDftalimidu (6)

Latka 6 byla ptipravovana i podle alternativniho postupu, ve kterém byla reakéni smés
zpracovavana nalitim do ledové destilované vody a naslednou extrakci do EtOAc. Po
vysuseni a odpateni spojenych organickych frakci na RVO zlstal v bafice maly objem
kapaliny obsahujici neodpafeny DMF a produkt. Pro vyvolani krystalizace bylo pfidano
n¢kolik kapek ethanolu.
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Krystalizace probihala ze svétle oranzové/zluté olejovité kapaliny. U obou popsanych
postuptl ptipravy latky 6 se stavalo, ze krystaly produktu byly nazloutlé. V takovém ptipadé
byly krystaly nejprve na frit€¢ promyty ethanolem, a poté byly pfeneseny do kadinky, kde
byly rozpustény ve vroucim EtOH. Po rozpusténi krystali byla smés ponechana chladnout

pii laboratorni teplote. Po nékolika minutach se zacaly ze smési vylucovat bilé krystaly latky

6.

3.6 Priprava 4,7-dimethyl-1-(3-ftalimidopropyl)-triazacyclononanu (7)

Po zpracovani reak¢ni smési a naméteni NMR spekter bylo cilem produkt 7 docistit. Za
timto ucelem byla vyzkousena TLC v nékolika mobilnich fazich (EtOAc, MeOH,
MeOH:CHxCl, (2:10), hexan, aceton) s detekci Dragendorffovym c¢inidlem. V kazdé
mobilni fazi zlistdvala oranZova skvrna latky 7 na startu. Pouze v mobilni fazi NH3:EtOH
(1:5) méla skvrna nenulovy retencni faktor. Tato mobilni faze v§ak nebyla vhodna na ¢isténi
latky 7 na sloupci silikagelu z diivodu bazicity NH3, ktery by mohl ¢aste¢né otvirat ftalimid.

Z tohoto divodu byl ¢istén az produkt nasledné reakce.

3.7 Priprava 1-(3-aminopropyl)-4,7-dimethyl-1,4,7-triazacyklononanu (8)

Po zahtivani latky 7 v NH2NH2-H20 a EtOH a nasledném odpatfeni na RVO vznikl tuhy
bilo—hnédy odparek, ktery byl zpracovan dvéma zpisoby. Prvni zplisob spocival v povareni
odparku ve smési EtOH:10% roztok KOH (1:1) po dobu 1 dne za Gc¢elem tplného otevieni
ftalhydrazidu, nésledném odpatreni na RVO a extrakci z H2O do CHCI3. Druhy zptisob je
popsan v syntetické ¢asti. Odfiltrovany svétle hnédy ftalhydrazid byl jesté pred zahfivanim
k varu v CHCIl3 umistén v bance do ultrazvuku na nékolik minut s cilem jemnéjSiho
rozptyleni suspenze. Po ukonceni zahtivani byl ftalhydrazid opét odfiltrovan, tentokrat jako
svétlej$i nahnédly prasek. Zpracovani reakéni smési druhym zplisobem a naslednou extrakci
vedl k vyS§imu vytéZzku reakce a k vétsi Cistoté produktu oproti prvnimu zpisobu.

Reakce vedouci k ptiprave latky 8 vzdy probihala s nizkymi vytézky. Kritickym krokem
reakce bylo pfidani CHCI3 k odparku, odfiltrovani ftalhydrazidu a odpateni vysledného
filtratu. Ptfi jedné z ptiprav bylo po odfiltrovani ftalhydrazidu a odpateni filtratu na RVO
izolovano 0,10 g hnédého oleje z pivodné 0,60 g vychozi latky 7. Je tedy pravdépodobné,

ze latka 8 zlistdva sorbovana ve ftalhydrazidu a zcela se neuvolni ani po jeho povafeni.
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3.8 Priprava ligandu L1

Jako baze pfi reakci latky 8 s latkou 9 byla pouzita DIPEA, kterd kvili relativné vysoké
teploté varu zlstavala ve smési pfitomna i po odpafeni na RVO. Z tohoto diivodu by bylo
vhodné pouzit bazi s nizsi teplotou varu jako naptiklad EtsN. Za ucelem odstranéni baze
a precisténi odpafené smési byla provedena chromatografie na silikagelu. Prib¢h

chromatografie byl sledovan pomoci TLC. Cisty ligand L1 byl izolovan s vytéZkem 17 %.

3.9 Priprava BNFF

Piivodnim zdmérem bylo piipravit BNFF z TNFF parcialni alkalickou hydrolyzou ve
vodé podle postupu!®’l. Nicmén& TNFF se ve vodném roztoku NaOH nerozpoustél ani pii
zahtati reak¢éni smési k varu a reakce neprobéhla. Z tohoto diivodu byl zvolen alternativni
postup® ve kterém hydrolyza probihala ve vroucim 1,4-dioxanu, ve kterém se vychozi

TNFF rozpustil.

3.10 Mé&ieni absorpéniho spektra komplexu [Cu?*(L1)]

Bylo zméfeno absorpéni spektrum komplexu [Cu?*(L1)] v rozsahu 190-1100 nm.
Vzhledem k pouzité koncentraci cca 0,75 mM je absorbance v UV—oblasti velmi vysoka, a

proto neni v Grafu 1 UV—Cast spektra zahrnuta.
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Graf 1: Absorpéni spektrum komplexu [Cu®*(L1)]

3.11 Méreni Kinetiky hydrolyzy BNFF

Za ¢elem méfeni kinetiky hydrolyzy BNFF byly pfipraveny vzorky se slozenim

uvedenym v Tabulce

2. Byly pipetovany zasobni roztoky o koncentracich

C([Cu2+(L1)]) =10 I'IlM, c(Cu(ClO4)2): 10 mM, C(BNFF) — 150 HM a ¢(MoPS) = 0,10 M. Pribéh

reakce byl sledovan pti 25 °C a 50 °C.

Tabulka 2: Slozeni métenych roztokt

Blank Vzorek 1 Vzorek 2
Slozka Vil c¢[mM] | Vul] c[mM] | V[ul] ¢ [mM]
[Cu* (L] | - - 100 1 - -
Cu*'(ag)" - - - - 100 1
BNFF 100 0,015 100 0,015 100 0,015
MOPS 500 50 500 50 500 50
H20 400 - 300 — 300 —

*Cu(Cl0,),- 6H,0
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Absorpéni spektra Vzorku 1 o pH = 3,50 byla méfena v intervalu 2 hodin po dobu 62
hodin pii teploté¢ 50 °C. V méfeném casovém useku nebyla pozorovana zadné spektralni

zmeéna, kterd by indikovala hydrolyzu BNFF (Graf 2).
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Graf 2: Absorpéni spektra — méfeni hydrolyzy BNFF roztokem komplexu [Cu**(L1)]
(Vzorek 1) o pH = 3,50 (pro pfehlednost jsou uvedena absorpéni spektra namétrena na

pocatku a na konci méfeni)
Po ukonceni méteni bylo pH Vzorku I upraveno ptidavkem 24 pl 5% roztoku NaOH na

hodnotu 7,40. Pribéh reakce byl sledovan po dobu 62 hodin (interval méfeni 2 hodiny) pii

teploté 25 °C (Graf 2). Opét nebyla zaznamendna Zadna vyznamna spektralni zmeéna.
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Graf 2: Absorpéni spektra — méfeni hydrolyzy BNFF roztokem komplexu [Cu?*(L1)]
o pH = 7,40 (pro ptehlednost jsou uvedena absorpéni spektra namétena na pocatku a na

konci méfeni)

Absorpeni spektra Vzorku 2 o pH = 4,95 byla méfena za Gcelem srovnani hydrolytické
aktivity aquaiontd Cu®*a komplexu [Cu?"(L1)]. Prib&h reakce byl sledovan po dobu 62

hodin (interval méfeni 2 hodiny) pfi teploté¢ 50 °C (Graf 3). V méfeném Casovém uUseku

rovnéZ nebyla pozorovana Zadna vyznamna spektralni zména.
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Graf 3: Absorpéni spektra — méfeni hydrolyzy BNFF roztokem aquaiontu Cu®" (Vzorek 2)
o pH = 4,95 (pro ptehlednost jsou uvedena pouze spektra naméiend na pocatku a na konci

meéfeni)

Je zjevné, Ze ve zvoleném rozsahu teplot a pH nedochazi k hydrolyze BNFF. Byla vSak
prokdzana stabilita pfipraveného mé€d’natého komplexu — pii pH = 3,50 nedochézelo k jeho
kysele katalyzované disociaci. Pro budouci méfeni kinetiky bude nutné optimalizovat

podminky a slozeni méfenych vzorku.

4. Z.avér

V ramci této bakalaiské prace byl pfipraven ligand L1 a jeho komplex [Cu?*(L1)]. Déle
byl pfipraven modelovy substrat BNFF. Hydrolyticka aktivita komplexu [Cu?*(L1)] nebyla
za stanovenych podminek a doby méfeni pozorovana. Nicméné byla zavedena metodika pro

budouci méteni kinetiky hydrolyzy fosfoesterové vazby.
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5. Seznam pouZitych zkratek

PVC — polyvinylchlorid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

mRNA — medidtorova ribonukleova kyselina
BNFF — bis(4-nitrofenyl)fosfat

BDNFF — bis(2,4-dinitrofenyl)fosfat

ENFF — ethyl-(4-nitrofenyl)fosfat

HPNFF — 2-hydroxypropyl-4-nitrofenylfosfat
UNFF — uridin 3' -nitrofenylfosfat

NF — 4-nitrofenoxidové ionty

NFF — 4-nitrofenylfosfat

TACN — 1,4, 7-triazacyklononan

Cyklen — 1,4,7,10-tetraazacyklododekan
Cyklam — 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan
Bipy — bipyridin

Tach — 1,3,5-triaminocyklohexan

Tren — tris(2-aminoethyl)amin

PEDOT — poly(3,4-ethylendioxythiofen)
NMR — nuklearni magneticka rezonance
TLC — thin layer chromatography (chromatografie na tenké vrstve)
MS — mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
R — reten¢ni faktor

RVO — rotacni vakuova odparka

THF — tetrahydrofuran

EtOH — ethanol

MeOH — methanol

DMF — dimethylformamid

MeCN — acetonitril

DIPEA — N,N-diisopropylethylamin

TBAI — tetrabutylamoniumjodid

EtsN — triethylamin

EtOAc — ethyl-acetat

MOPS — 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina
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