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1 Uvod

Ptedlozena prace se tyka supramolekularni chemie, vyvoje receptorii pro biologicky
vyznamné anionty a sacharidy a jejich sensorové vyuziti

1.1 Prehled o sou¢asném stavu problematiky

Termin molekularni rozpoznani se stal v poslednich letech velmi popularni'. Toto odvétvi
chemie se zabyva komplementaritou velikosti, tvaru a chemického povrchu obou partnerd,
mezi nimiz dochdzi k interakci a popisuje procesy kontrolované specifickymi nekovalentnimi
interakcemi, jejichZ vysledkem jsou takové jevy jako rozpoznéni a vazba sledovaného analytu
(substratu), sebeskladba, vytvaieni organizovanych systémd, monovrstev, membran,' !

Velky rozvoj molekuldrniho rozpoznani a vlastné profilovani supramolekularni chemie jako
interdisciplinarniho oboru na pomezi chemie, biologie a fyziky za¢ind v polovin¢ Sedesatych
let, kdy molekularni rozpoznani ptedstavuje zcela novou oblast chemie. Do té doby a vlastné
az do pozdnich sedmdesatych let se chemici témét vyhradné zabyvali tvorbou kovalentnich
vazeb v molekulach, kulminujici zlatym vékem totalnich syntéz tady ptirodnich latek, toto
obdobi je piedevsim spojovéano se jménem Woodwarda. V nedavné dobé zacal bouilivy vyvoj
oboru, ktery je nyni nazyvan supramolekularni chemii, ¢i supramolekularni védou. Tento obor
jde za chemii molekul tim, Ze zaCala byt soustfedéna pozornost na nekovalentni sily
a prostorové usporddani mezi individudlnimi molekulami vedouci ke vzniku
nadmolekularnich nekovalentnich supramolekuldrnich struktur, kde specifickym ptikladem je
napt. komplex typu receptor-substrat nebo selektor-analyt. Znamena to tedy, Ze se chemici
dnes zajimaji nikoliv pouze o molekularni struktury, ale také o polymolekularni struktury
(assembly) vzniklé na zakladé molekularniho rozpoznani jednotlivych molekul tvoficich
supramolekuldrni komplex. Ten je obecné tvofen dvéma avice piesné navrzenymi
molekuldrnimi jednotkami (species), které jsou drzeny dohromady v presném prostorovém
uspotfadani pomoci nekovalentnich sil. Snad prvnim ptikladem publikovanym v této kategorii
byl molekularni komplex thiomocoviny s dibenzo-18-crownetherem-6 popsany Pedersenem
v roce 1971. Pionyrské prace v tomto oboru byly vykonany Pedersenem, Lehnem a Cramem,
jejichz prace stojici v pocatcich supramolekularni chemie byla ocenéna vroce 1987
Nobelovou cenu za chemii. Zpoc¢atku se supramolekuldrni chemie soustfedila na komplexaci
kationtd pomoci vhodné navrzenych makrocyklickych i acyklickych ligandi, vedle toho také
byla navrZena fada systému pro selektivni komplexaci neutralnich molekul, napf. mocoviny.
Teprve pozd¢ji doslo k designu a syntéze ligandl pro rozpoznavani a vazbu aniontt.

Jiz na konci 19. stoleti (1894), Fischer navrhl zakladni koncept procesti molekularniho
rozpoznani, ktery formuloval mySlenku zamku a klice. Podle této koncepce molekularni
rozpoznani je zalozeno na komplementarit¢ zamku, pfedstavujici molekularni receptor,
a klice, kterym je substrat, ktery byl piesné rozpoznén a vede ke vzniku komplexu receptor-
substrat. Architektura receptoru (vazebného mista) musi byt komplementarni v geometrii,
nabojové distribuci, velikosti a povaze vazebnych skupin receptoru a substratu, stejné tak jako
druhu jejich ,,povrchu®. Studium syntetickych systémt, podstatn¢ jednodussich nez ptirodni
systtmy dovoluje poznani faktori ovlivilgjicich stabilitu téchto supramolekuldrnich
komplexti. Tento koncept umoznil ve své dob€ porozuméni podstaty fady jevl odehravajicich
se vpfirod¢ ataké vedl k navrzeni fady umélych, syntetickych receptori s fascinujicimi
vlastnostmi a potencidlnim vyuzitim v analytické a medicindlni chemii, stejné¢ jako
k technologickym vystuptm.

Dnes jiz pfekonana zastarald koncepce zamku a klice vysvétluje geometrické faktory potiebné
pro enzymovou katalyzu, kterd je rovnéz zaloZena na principech molekuldrniho rozpoznani.



Nedavno byl tento koncept rigidniho zdmku a klice revidovan s tim, ze byla ukazana tada
ptikladii, kdy hostitel i host, nebo receptor a substrat prochazi pti vazb¢, vzniku komplexu
fadou konformacnich zmén. Tento koncept je nyni nazyvan indukovany fit (vynucené
ptizptsobeni).

Lehn definoval molekuldrni rozpoznani jako proces zahrnujici vazbu a selekci substratu
danym receptorem jakoz i moznou specifickou funkci. Toto v sobé zahrnuje existenci presné
definovanych nevazebnych interakci, Casto je tento stav popisovan jako komplementarita
nevazebné interakce odpovédné za vznik supramolekularnich systémi. Tyto interakce jsou
piedné elektrostatické interakce, které maji z nekovalentnich interakci nejvétsi dosah, ale
nejsou prostoroveé orientované, vodikové vazby, pfesné prostorové orientované piedstavuji
prechod mezi kovalentnimi a nekovalentnimi interakcemi, z hlediska energie, jsou vyznamné
v nepolédrnich rozpoustédlech, ale ve vod€ maji diky kompetici s rozpoustédlem velice malou
hodnotu. Déle van der Waalsova interakce a hydrofobni interakce majici sice malou energii,
ale v rad¢ biologickych systémtl, predevS§im ve vodnych roztocich, hraji vyznamnou roli diky
jejich poctu a kooperaci. Proto vyznamné urcuji prostorové uspotadani fady biopolymerd,
napft. proteini a DNK.

Zakladni aspekty molekularniho rozpoznani, kterymi jsou katalyza, vytvafeni kopii
a sebeskladby jsou soustfedény okolo intra- a intermolekularnich nekovalentnich interakcei. Je
tedy zfejmé, ze specidlni povaha chemie biologickych, anyni také umélych
supramolekuldrnich systémi, je ddna pouzitim definovanych apfesné navrzenych
nekovalentnich interakci. Kooperaci nevazebnych interakci jako jsou vodikové vazby, n—n
interakce, van der Waalsovy a elektrostatické interakce je dosazeno nejen pozadované
supramolekularni struktury, ale také funkce takto vytvotfeného systému. Pravé vyzkum
principi nekovalentnich systému a jejich vyuziti pro tvorbu umélych systémi je jednim ze
zakladnich pfedmétt supramolekulérni chemie.

Supramolekularni chemie se tak stala vysoce interdisciplinarnim polem, které rychle rozsituje
hranice chemickych véd k fyzikdlnim a biologickym jeviim. Jeji kofeny lezi v né&kolika
oborech: organické chemii, poskytujici syntetickou zakladnu, metodologii pro konstrukci
ligandli a receptorii, koordinacni chemii popisujici komplexy kovovych ionti s ligandy,
stanoveni fady kationtl i aniontl; nyni vSak pfedev§im ve vysoce atraktivni oblasti vyvoje
novych senzorl; fyzikalni chemie se zabyvd popisem termodynamickych charakteristik
vzniku nekovalentnich komplexti; biochemie se dotykd této discipliny v oblasti enzymi
a struktury a vazby DNK a v neposledni fadé molekularni biologie pfi studiu molekularni
podstaty fady biologickych procest.



2 Receptory aniontl

Obor supramolekularni chemie zahrnuje posuzovani novych molekulovych systému, které se
vyznacuji tim, ze komponenty jsou spole¢né vazany reverzibilnimi intramolekularnimi silami,
ne vSak kovalentnimi. Chemici pracujici vtomto oboru mohou o zplisobu ,vystavby*
receptoru pro pozadovanou latku pfemyslet jako architekti, ktefi stavéji nové funkeni stavby.

Molekularni chemie ———) Supramolekularni chemie

kovalentné vazané formace nekovalentné vazané formace
V kovalentni VAN nekovalentni
X syntheza synthéza R
+
Y VAN
N receptor substrat komplex
supramolekula

2.1 Anionty

2.1.1 Vlastnosti aniontu

Anionty maji rozmanité a specifick¢ rysy, které jsou vyuzivany k efektivnimu spojeni
s receptory; dochézi k vytvoteni velice silné vazby. Vlastnosti aniontl jsou ureny jejich
nabojem, velikosti, pH zéavislosti a schopnosti disociace.

Naboj: Definujicim znakem aniontl je jejich negativni naboj. Elektrostatické interakce
mohou hrat hlavni roli pii zesileni aniontové koordinace a plati, ze vétSina receptori prave
tohoto jevu vyuziva.

Velikost aniontii: Anionty jsou daleko vétsSimi molekulami nez kationty, a proto musi byt
vytvoieno dostatecné velké a tvarové vhodna kavita receptoru, aby mohlo dojit ke komplexaci
aniontu.

pH zavislost: Na rozdil od jednoduchych kovovych kationtii, existuje fada aniontd (napf.
COs;™, PO, SO47, apod.), které jsou limitovany rozsahem pH. Pfi nizké hodnoté pH
ziskavaji anionty proton (H") a v diisledku toho pak ztraceji svilj negativni nboj. To je zv1ast
dalezité, jestlize se anionty vyskytuji ve vodé.

2.2 Typy aniontovych receptort

Ackoliv anionty hraji dulezitou roli v chemii, biologii, medicin€, katalyze a v Zivotnim
prostiedi. Jejich komplexacni chemie nebyla chapana jako specificky obor vyzkumu, na
rozdil od komplexace kationtd. Aniontova koordina¢ni chemie udé¢lala v poslednich letech
velice vyznamny pokrok. Rozvoj jinych receptorovych molekul, které vlastni piesné
definované geometrické a vazebné rysy, dovoli v budoucnu vypilovat pozadavky pro
aniontové rozpoznavani.



2.2.1 Zakladni rozdéleni aniontovych receptorii na zakladé strukturnich
motiv '~

1) Aniontové receptory, které neobsahuji kov:

o amidy, linearni a cyklické oligoamidové systémy
o pyroly, oligopyrolové derivaty

. derivaty mocCoviny a thiomocoviny

. amoniové a polyamoniové makrocykly

. guanidinové a amidiniové receptory

2) Aniontové receptory, které obsahuji kovy:

. anionty koordinované na metalocentru

. metalocentra koordinovand k m systému s hydrofébnim aniontovym
receptorem

o anionty vazané k sebeskladnému systému fizeného koordina¢nim
centrem

3) Anionty komplexované sebeskladnym systémem.

V préaci jsou dale popsany skupiny aniontovych receptort a jejich aplikace: 1ze je rozdélit do
nasledujicich skupin:

o expandované oligopyrolové makrocykly

o kalixpyrolové a kalixfyrinové receptory

. porfyriny s vhodnou periferni substituci: guanidinové derivaty,
alkaloidy,

o kvarterni amoniové skupiny, oniové porfyriny

Velky zajem o rozpoznani aniont vzhledem k jejich vyznamu jak biologickému, tak
z hlediska monitorovani znecisténi Zivotniho prostiedi vedl k hledani selektivnich senzort pro
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Anionty mohou mit tvar koule napi. chloridy ¢i bromidy, mohou byt linearni (thiokyanaty,
kyanidy, azidy, hydroxidy), planarni (uhli¢itany, dusi¢nany), tetraedr (fosfore¢nany, sirany,
vanadiCnany, manganistany), piipadné mit tvar oktaedru (hexakyanoZeleznantany,
hexakyanokobaltitany).

Dalsi vyznamnou komplikaci je zavislost na pH. V pfipad€ ze se nejednd o anionty silnych
kyselin (dusi¢nany, sirany, chloridy a chloristany) uplatiiuji se disocia¢ni rovnovahy, kdy pii
bazickych pH je pfitomen pouze aniont, ale s postupnym okyselovanim roztokt zacnou volné
anionty pfechéazet na nedisociovanou formu kyselin, ktera ma z hlediska tvaru a rozpoznani
zcela odlisné vlastnosti. Proto je tfeba udrzovat vhodné pH, coz neni vzdy jednoduché. Treti
komplikaci je vysoka solvata¢ni energie aniontli. Anionty se ve vodnych roztocich
nevyskytuji samostatné, ale jsou obklopeny tzv. primarni hydrata¢ni sférou, kterd se v roztoku
pohybuje s nimi. Téchto nékolik molekul vody je z aniontu obtizné odstranitelnych.



Vsechny anionty lze sefadit do Hoffmeisterovy série podle jejich lipofilicity, tj. podle toho,
jak ochotné piechazeji z vodné faze do faze organické. Protoze vétSina senzorl je zalozena na
organické vrstvicce, tak témét vSechny senzory vykazuji selektivitu pro lipofilni Cést
Hoffmeisterovy fady, a naopak pfi stanoveni hydrofilnich aniontt je tfeba vysoce selektivnich
receptorti.

Klasické aniontove selektivni elektrody jsou zaloZeny na vyuZiti kvarternich amoniovych soli
jako nabitych ionoford, kde selektivita je kontrolovana pravé relativni lipofilicitou anionti,
Hoffmeisterovou sérii, ktera sleduje obecnou sekvenci: perchlorat > thiokyanat> jodid >
nitrat > bromid > chlorid > bikarbonat > fluorid.

Cilem v této oblasti je vyvinout elektrody s odliSnym trendem, potfadim selektivity, ktery je
dany specifickou interakci mezi sledovanym aniontem aligandem. Vazebna energie
komplexu, ktery je vytvofen asociaci aniontu a receptoru redukuje pfenosovou energii, kterd
je potieba k extrakci aniontu z vodné faze do membrany. V kontrastu k velkému mnozstvi
ionoford, které jsou zndmé pro selektivni komplexaci aniontil, existuje pouze malé mnozstvi
ionofort, které jsou vhodné pro konstrukci anion-selektivnich membranovych elektrod. Tyto
1ze rozdélit do n€kolika typl podle interakce na které jsou zalozeny: elektrostatické interakce,
klasicka aniontova vymeéna; ligandy jsou dusikat¢é makrocykly s protonovanym, nebo
kvarternim dusikovym atomem a guanidinové derivaty. Dal§im vazebnym modem je vyména
ligandu, napt. u metaloporfyrinovych komplext kde bylo dosazeno zcela odlisné selektivity,
nez je dand Hoffmeisterovou sérii (napt. pro dusitanové ionty).

Dalsi interakce spociva v koextrakci aniontu a kationtu receptorem (dosud ale nebyla popsana
analyticka aplikace), dale ve vytvareni kovalentni vazby mezi receptorem a substratem, napf.
trifluoroacetofenony jako neutralni kariery pro tvorbu kovalentni vazby s uhli¢itany, a dale
i receptory typu Lewisovské kyseliny (boronové slouceniny, rtutnaté, organické slouceniny
cinu a rtuti) pro interakci se substraty typu Lewisovskych bazi. Vitamin B, je zndm svymi
koordina¢nimi schopnostmi pro anionty. Nékolik hydrofobnich derivati vitaminu Bj, bylo
pouzito pro vyvoj iontove selektivnich elektrod. Objev vazby aniontii v porfyrinu podobnych
makrocyklech a metaloporfyrinech vedl kvyvoji dusitanovych selektivnich elektrod
a salicylat-selektivnich elektrod. Bylo pozorovano, Ze povaha plastifikatoru ovliviiuje
selektivitu elektrody, ¢asto mechanismem, ktery je zaloZen na stacking interakci plastifikatoru
a substratu; toto bylo pozorovano u benzoatt.

Protonované lipofilni makrocyklické polyaminy byly pouzity pro vyvoj potenciometrickych

senzort pro nukleotidy AMP, ADP a ATP ve formé jejich anionti, resp. polyaniontt.'* '

V nedavné dobé bylo popséno pouziti expandovanych porfyrinli pro rozpoznani aniontd.
Tento novy pristup ke komplexaci aniontti pomoci novych pyrolovych makrocykli dovoluje
podle velikosti cyklu a jeho naboje selektivni komplexaci riznych aniont. Tyto latky jsou
v soucasné dob¢ testovany jako receptory pro vyvoj aniontoveé selektivnich elektrod
s dirazem na fosfaty anukleotidy. Dals$i zvySeni selektivity bylo dosazeno zavedenim
nukleobéaze (C, G) na periferii makrocyklu — tyto ligandy rozpoznavaji soucasné jak anion
(fosfat), tak komplementarni nukleobdzi ptislusného nukleotidu. Pfedbézné vysledky ukazuji

) . . . vl s , o 17-2
na realnou moznost jejich vyuziti jako senzorovych elementd.'” 2



3 Receptory sacharidu

V soucasné dob&é miizeme pozorovat vzrlstajici zajem o funkci sacharidii v biologickych
systémech, ktera zahrnuje Sirokou skalu funkci, od strukturnich az po imunologické zalozené
na molekularnim rozpoznéni cizorodych komponent.

Tato prace se soustiedi na roli cukrt jako molekularnich determinant, které jsou rozeznavany
specifickymi proteiny, lektiny, ale pfedevS§im na modelovani funkce lektini pomoci
syntetickych receptort. Z hlediska obecnych principii supramolekularni chemie piedstavuje
molekularni rozpoznani sacharidli v jejich pfirozeném prosttedi — ve vodé jeden
znejobtizn€jSich  ofiSkii  k feSeni. Znacna pozornost byla veénovdna porozuméni
a napodobovani rozpozndvacich procesu, které jsou zndmy v piirodé€. Selektivni komplexace
sacharidi predstavuje velkou vyzvu, také proto ze sacharidy se ¢asto chovaji jako chameleon
diky mutarotaci, ovlivnéni slozitych konformac¢nich a komplexa¢nich rovnovéh piitomnosti
receptoru a velice kompetitivnimu prostfedi, ve které ma byt selektivni komplexace
vykondna. Proteiny selektivné vazici sacharidy ptedstavuji ukazkovy design, za kterym
syntetické receptory zatim velice pokulhavaji. Rozpoznavani sacharida lektiny znazornéné na
obrazku 1 predstavuje kooperativni komplementarni model, kde hlavni roli hraje rozpoznani
hydroxylovych skupin sacharidii v poloze 3 a4. Ale diky cele paleté interakci které jsou
vyuzivany a shrnuty na obrazku., také ostatni skupiny (polohy 1-, 2-, a 6-) jsou vyuzity pro
komplexaci s lektinem, kde koordinace na kation Ca hraje dalsi dilezitou roli, spolu
s hydrofobni interakci. Komplexace monosacharidll je sice efektivni, ale sila komplexace
stoupa s poctem monosacharidovych jednotek.
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Obr. 1. Druhy interakci vyuzité pro selektivni komplexaci sacharidii plynouci
z rentegostrukturnich analyz (pfevzato z lit. 1)

3.1 Souhrn dosud popsanych syntetickych receptori pro
sacharidy

Byla piipravena celd fada receptorti sacharidli vyuzivajici riiznych strukturnich motiva,
- Yovr wr . . 29_134
k nejvyznamngj$im patii boronové kyseliny® %,

3.1.1 Receptory zalozené na boronovych kyselinach

Komplexy boronovych kyselin a polyhydroxyderivati byly studovany vice nez 50 let , diky
tomu jsou dnes znamy selektivni vazebné a transportni systémy zaloZzené na tvorbé
tetraedralniho aniontového komplexu s vicindlnimi dioly. Existuje celd tfada strukturnich
motivll pro piipojeni boronovych kyselin a tak vytvofeni receptorti. Timto zptisobem byly
vyuzity derivaty difenylu, dipyridylu, 1,1 -binaftylu, anthracenu, a porfyrinu pro piipravu
Gisp&snych receptoru mono a oligosacharidi.*” ~**

Nékteré z téchto systémil jsou limitovany tim, Ze poskytuji vySe zmifiované komplexy jen
v silné bazickém prostiedi. Tento problém se podatfilo vyfeSit zavedenim dusikového
substituentu (obvykle terciarni amin) do blizkosti vazebné boronové kyseliny, pak je
komplexace mozna za podminek blizkych fyziologickym (neutralni pH). Tvorbu komplexu se
sacharidy je mozné sledovat pomoci fluorescencni, UV-vis a ECD spektroskopie. Konstanty
stability vznikajicich cyklickych komplext byly také pozorovany pomoci fady dalSich metod



zahrnujicich potenciometrickou titraci, sledovani zmén pH, kalorimetrii, polarimetrii
a voltametrii.
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4 Od receptoru k senzortim

Vysledky studia mechanismu molekularniho rozpoznani aplikované do oboru analytické
chemie se uplatiiuji predevs§im pii vyvoji senzord, coz je dnes ,,horky bod* chemické analyzy.
Selektor navrzeny na zékladé¢ molekularniho modelovani pro selektivni komplexaci analytu
naSeho z4jmu dovoluje vyvoj novych senzorovych element. Spojeni selektoru ktery
rozpoznava dany analyt s fyzikalnim pfevodnikem umoziuje pfevedeni interakce na vhodny
analyticky signal, v principu jde tedy o konverzi chemické informace na fyzikalni informaci.
Existuje cela fada typi senzoril, v predkladané praci jde o nalezeni vhodnych selektorti pro
biologicky vyznamné aniontové analyty.

Rozpoznani analytu na tGrovni interakce molekul je cesta kterou ve vydala souCasna
analyticka chemie. Z ptivodni laboratorni védecké kuriozity se vyvoj senzora stal predmétem
Sirokého zajmu, ato jak na akademickych, tak firemnich pracovistich. Je to disledek
ohromného potencialu, ktery senzory a biosenzory nabizeji pro revolu¢ni zmény analytickych
postuptl. Pfednostmi jsou vysoké selektivita, méfeni bez specidlnich reagencii, nizké naklady
a snadna obsluha. Soucasné odhady uvadéji, Ze vice nez 90 % stanoveni v klinické praxi bude
zalozeno na vyuziti senzorli, pfedevsim selektivnich elektrod, fluorescencnich senzort
a biosenzord.

Vedle uplatnéni v klinické praxi jsou stdle vice vyuzivany pii kontrole vyrobnich procest,
predevsim v potravinatském primyslu (on line analyzy), a monitorovani znecisténi zivotniho
prostiedi, pfedevsim znecisténi zdrojii pitné vody.

Senzorova analyza je zalozena na tvorbé komplexu receptoru s analytem, ktery je pomoci
pfevodniku monitorovan a vysledkem tohoto procesu je analyticky uziteCny signal. Toto
uspotadani predstavuje obrovskou vyhodu oproti klasickym analytickym metoddm, kde
¢inidlo se stanovovanym analytem kvantitativné reaguje a vysledkem je tedy pouze
jednordzova analyza. Zakladnim piinosem senzorové analyzy je pravé to, Ze senzoroveé
uspofadani umoznuje opakované (Casto v fadu desetitisicti az milioni opakovanych vzorkl)
stanoveni sledovaného analytu. To umoznuje tvorba nekovalentniho komplexu a analytem
a moznost prosté regenerace receptoru.

V senzorové analyze je uspéSnost metody Casto oznacovana SSS, tedy stabilitou, sensitivitou
a selektivitou vici danému analytu. Proto je nutné pro kazdy nové vyvijeny receptor urcit pro
celou skalu analytt, které chceme potencialnim senzorem stanovovat, urcit hodnotu konstant
stability komplext, pak miiZeme znamétenych dat udé¢lat zavér o selektivit¢ daného
receptoru.

Nezbytnou podminkou pro automatizované fizeni je dostupnost informaci o fizeném systému.
Informace, respektive veli¢ina, fyzikalni ¢i chemické povahy je pomoci vhodného senzoru
pfevedena na veliinu, kterd je zpracovatelnd (typ signdlu je dany typem pouzitého
prevodniku) ase kterou je schopen pracovat rozhodovaci ¢len automatu. PfedevSim na
vlastnostech samotného senzoru zalezi, jak kvalitni informace budou a jak kvalitni pak bude
1 vlastni fizeni.
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Vlastni senzor se skladéa z n¢kolika Casti (schéma 1).

Aktivni vrstva - Lo Fyzikalni Prevodnik na
senzoru prevodnik signalu analogové napéti
A/D prevodnik | Slieats
zpracovani signalu

Pfitomnost analytu (detekované latky) generuje chemickou zménu v aktivni vrstvé senzoru,
aby vSak mohl senzor uspésné¢ pracovat je nezbytnou podminkou aby se tato chemicka zména
odrazila i ve fyzikalnich vlastnostech aktivni vrstvy. Typické jsou napiiklad zmény barvy,
zmény naboje €i vodivosti. Na tuto zménu fyzikalnich vlastnosti pak reaguje fyzikalni
prevodnik signalu, jehoz vystupem je informace zpravidla v elektrické formé.

Jak jiz bylo feceno, molekuldrni rozpoznani je jednim ze zdkladnich kament
supramolekularni chemie. Pro dany substrat (neutrdlni molekulu, kation, anion)
supramolekularni piistup spoc¢iva v navrhu odpovidajiciho receptoru, ktery ma strukturni
a chemické (vazebné) rysy, charakteristiky pro rozeznani pozadovaného substratu. Na zaklad¢
fady nevazebnych interakci 1ze pifi soucasnych metodikach syntetické chemie ptipravit témet
jakykoli receptor. OvSem v praktickém smyslu i ten nejlépe propracovany systém z hlediska
komplexace substrdtu je neuzite¢ny, pokud neexistuje operator (transducer), ktery by
informoval o tom, ze doSlo ke vzniku komplexu receptor-substrat. Tak miizeme ilustrovat
rozdil mezi ligandem/receptorem na jedné stran€ a senzorem na druhé strané. K preméné
receptoru na senzor je nutné pripojit signalni skupinu, ktera kvantitativné monitoruje interakci
receptor-substrat. A pravé takové spojeni specifického receptoru a podjednotky schopné
signalizovat interakci receptor-substrat vytvaii senzor. Efektivita senzoru pak zavisi na
selektivit¢ vazby pro dany substrat asnadnosti detekce a méfeni signalu (chemické
informace) monitorujiciho tuto vazbu. (aktivni a kontrolni jednotka spojena spojkou).

Vyvoj senzorG pro organické ionty aneutrdlni molekuly je stimulovan pfevazné
farmaceutickym vyzkumem a klinickou bioanalytickou chemii. Neutrdlni ligandy typu
makrocyklickych etherti byly pouzity pro vyvoj senzorti pro biologicky vyznamné kationty
(guanidinium, adenosinium, amfetaminium, amoniové ionty). Lipofilni cyklodextriny byly
pouzity pro selektivni vazbu a detekci oniovych iontl aukazaly selektivitu pro kvartérni
amoniové ionty pred kationtll kovl. Vyznamna vlastnost lipofilnich cyklodextrint je jejich
schopnost chiralniho rozpoznani, které bylo vyuZzito pro monitorovani aryl-substituovanych
aminoalkoholti, kde mechanismus déleni je zaloZen na inkluzi aromatické ¢asti molekuly. Na
tomto principu byly zaloZeny ISE pro méfeni enantiomerni Cistoty efedrinu v pfitomnosti
ostatnich kationt. Senzory neutralnich organickych molekul detekovanych prostfednictvim
jejich protonovanych forem byly popsany v literatuie. Tento princip byl pouzit pro ISE na
bazi substituovanych kalixarenti pro selektivni detekci primarnich, sekundéarnich a terciarnich
aminl zaloZené na tvaru molekuly.

Dulezity cil v analytické chemii v nasledujicim desetileti bude vyvoj molekuldrnich systémi
obsahujicich receptorové molekuly, které budou schopné ptevadét chemickou interakei na
molekularni Grovni na fyzikélni kvanta na makroskopické trovni. Pro takové systémy byl
navrzen Lehnem nazev molekuldrni elektronika, kterd spocivd na vytvofeni molekularniho
systtmu skladbou vhodné navrzenych molekul, ktery je pak schopen predavat
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a shromazd’'ovat informace pies chemickou interakci, fyzikalni pievod bude zajiStén
elektronickymi, nebo optickymi signaly. Alternativni pfistup navrzeny Reinhoudtem je
zaloZzen na integraci syntetického receptoru s ipem pomoci litografické techniky nebo
pomoci ,,naucené* neuronové sité. Podobnd pole senzord (senzor arrays) jsou postatou i tzv.
elektronickych nost a jazykd.
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5 Vyuziti supramolekularni chemie pro separace

Molekularni rozpoznani bylo z hlediska mechanismu studovano tfadou spektroskopickych
technik, piedevS§im NMR, scilem zjistit mechanismus komplexace, urcit jaké skupiny
odpovidaji za vznik komplexu a jaké je jeho sloZeni a vysledna geometrie.

Pro praktické aplikace je ovSem nohem vyznamnéj$i molekularni rozpoznani, které se
odehrava na fazovém rozhrani. Aplikace tohoto jevu jsou dnes bézné pro pouZiti iontoveé
selektivnich elektrod, a to jak elektropolymernich, tak membranovych, optod a nepochybné
také pifi rozpoznani analytl pomoci proteind, ¢i fragmenti DNK pifi biosenzorovych
aplikacich.

Dalsi vyznamnou oblasti, kde se uplatiiuji specifické interakce mezi selektorech a analytem
jsou separacni procesy. Pfinosem supramolekularni chemie v této oblasti je navrh a aplikace
novych selektivnich interakei, které vedou k dramatické zvySeni G¢innosti separace, ta miize
byt nazyvana jako semi-afinitni Tak napft. zcela bézna soucasna metodika HPLC na reverzni
fazi vyuziva rizné typy staciondrnich fazi, jako napt. C8, C18, a jejich modifikace jako CN,
NH2. Pouzitim téchto modifikovanych fazi je dosazeno zlepSeni separa¢niho procesu pro
danou skupinu analytii. Jaky novy prvek muzeme ocekdvat od aplikace molekularniho
designu pro vyvoj novych selektorti predstavujicich aplikaci supramolekularnich principi,
které by vedly vedou k efektivni separaci zvolené studované skupiny analyti na zakladé
specifické interakce selektor vybrany analyt.

Meznim piikladem je pouziti enzymu jako selektorti, které vedou k ke kompletni separaci
(zachyceni) vybraného analytu z jakkoliv pestré smési latek, protoze vybérové pravidlo pro
specifickou latku je pfesné zachovano na zékladé¢ komplexace piirozeného substratu a vymyti
ostatnich. Otazkou je jestli je mozné vytvorit alternativu k afinitni chromatografii, tak
prekonat nekteré jeji nevyhody (z hlediska praktické aplikace Casto problematicka fixace,
ktera muze vést je ztraté¢ selektivity, ¢i ¢astecné denaturaci proteinu) na zaklad¢ designu
syntetického, vysoce selektivniho receptoru, ktery by byl kovalentné fixovan na stacionarni
fazi.

Myslenkové idedlni situace by byla selektivni komplexace se stabilnich selektorem, kde by
ovSem konstanta stability nevedla k uplnému zadrzeni, ale pouze zvySeni retencniho ¢asu pro
sledovany analyt a umoznila tak opakované, rychlé a vysoce G€inné separace. Tento pfistup,
po mém soudu, mohou nabidnout racionalné navrzené syntetické receptory-selektory.
Vyhodou toho pfistupu by jist¢ byla dostatecné stabilita modifikovaného povrchu v Sirokém
rozmezi pH a iontové sily, pouziti kationtl tézkych kovu atd., kde klasicky piistup afinitni
chromatografie nardzi diky nestabilit¢ konformace proteinu na své meze.

Dalsi vyhodou tohoto piistupu je moznost ,,usiti“ selektorit na miru prakticky pro jakykoliv
analyt; nejsme omezeni pouze na piirozené substraty na staciondrni fazi fixovanych enzymd.
Aplikace tohoto principu pro HPLC a elektrochromatografii bude diskutovana ve vlastnich
vysledcich.
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6 Cil diserta¢ni prace

Cilem je shrnuti vysledkt predkladatele v nésledujicich oblastech:

a) Navrh vyvoj a testovani receptorti biologicky vyznamnych aniontt

b) Navrh, pfiprava a testovani receptort pro sacharidy, s dirazem na oligosacharidy

c) Sensorové aplikace: (vyvoj optickych a elektrochemickych sensortl), aplikace
ptipravenych receptorii pro separacni procesy

d) Vyuziti imobilizovanych receptori pro separace

6.1 Zvoleneé metody zpracovani

Pokud se ty¢e metod, které jsou k dispozici pro zpracovani danych témat je nasnad¢ cela skala
metod organické a bio-organické chemie, metody spektrometrické, chiroptické, chemicka
analyza, testy biologické Ucinnosti a zkouméni nékterych produktti z hlediska materidlové
veédy. Vlastni metodicky ptistup ke zpracovani zvoleného tématu zahrnoval:

Design, syntézu a prostudovani komplexacnich vlastnosti fady receptorovych systémui
obsahujicich oligopyrolovy makrocyklicky skelet, vybér selektivnich receptorii pro konstrukci
optickych a elektrochemickych sensort.

6.2 Viastni vysledky z oblasti vyuziti molekularniho rozpoznani
aniontu

Vv v

[38 — 52] pomoci makrocyklickych oligopyrolovych ligandt [1 — 31] a vyuziti molekularniho
rozpoznavani pro separaci a sensorovou analyzu [53 — 90].

Pouziti expandovanych porfyrini, predev§im safyrinovych a rubyrinovych derivati pro
molekularni rozpoznavani biologicky dulezitych aniontli reprezentuje novou oblast
supramolekuldrni chemie, spolu s vyuzitim nové rodiny receptori — heterokalixarenii —
neutrdlnich ligandl pro komplexaci aniontli a malych neutralnich molekul.

Odkazy na jednotlivé prace jsou uvedeny v textu v zavorkach, aby byly odliSeny od citaci na
prace jinych autorl. Pro snazsi orientaci jsou uvadény i nazvy ¢lankt. Prace shrnuje vysledky
z oblasti rozpoznavani a transportu biologicky vyznamnych aniontti [1 — 37] a neutralnich
latek [38 — 52]. Vysledky byly publikovany v renomovanych svétovych a narodnich
casopisech. Vedle rozpoznani v roztoku je nyni Usili vénovéano studiu a aplikace téchto
procesti odehrdvajicich se na faizovém rozhrani a to pro vyvoj iontové selektivnich elektrod
[52 — 90] a v neposledni tad¢ také vyvoji novych chromatografickych stacionarnich fazi pro
HPLC s dirazem na chirdlni separaci [52 — 90].

6.3 Rozpoznani pomoci makrocyklickych receptort

V praci popisované makrocyklické slouceniny (porfyriny, safyriny, rubyriny) nejsou
inherentné chirdlni, ale synteticka strategie pii jejich pfipravé, ¢i naslednd modifikace
periferie makrocyklického skeletu dovoluje zavedeni chirdlnich skupin. Dosud byla pozornost
soustfedéna na vyuziti dvou typt stavebnich chirdlnich blok, a to 1,1 -binaftylovych derivati
(pfedevsim prislusnych aldehydd a kyselin) a steroidnich derivati, kde predevsim
cholesterolové derivaty asnadno pfistupné derivaty zrodiny cholovych kyselin jsou
vychozimi latkami pro dal$i syntézu makrocyklickych sloucenin, ato ptislusnych derivati

v

porfyrinti, expandovanych porfyrind a kalix (4) pyroli. Stale zajimavé§jsi jsou také aplikace
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syntetickych enantioselektivnich receptorti jako chirdlnich selektorti v chromatografii, kde
specifickd stereoselektivni interakce receptoru vazaného na silikagel dovoluje separaci
racemickych analyt, protoze chiralni rozpoznani se promitd do odliSnych reten¢nich Cast pro
enantiomery (tam kde staciondrni fize obsahuje imobilizovany opticky aktivni receptor).
Popsali jsme pouziti jak linedrnich tak cyklickych safyrinovych dimerti (a oligomeri —
nepublikované vysledky) pro ptipravu ISE a separaci racemickych aminokyselin, ato jak
chranénych (N, C), tak volnych. Tyto derivaty byly také imobilizovany na nosici a testy
ukazali jejich potencidlni vyuziti jako CSP pro separaci aminokyselin, chirdlnich amint
a 1,1’-binaftolovych derivata.

Vzhledem k vynikajicim fluorescenénim vlastnostem pfipravenych makrocykli jsou
zkoumany nyni jejich aplikace jako fluorescen¢nich prob pro biologicky vyznamné substraty,
a to aminokyseliny, nukleotidy, sacharidy, fragmenty DNA.

6.3.1 Anion selektivni elektrody

Oblasti s velkym potencidlem se jevi pouZziti naSich makrocyklickych receptorti jako ligandi
pro anion selektivni elektrody. I pfes vyznamnou védeckou aktivitu fady tymt po celém svété
v oblasti anion selektivnich elektrod se dosud zdaleka nedafi dosdhnout analogickych
vysledkt jako v oblasti kation selektivnich elektrod. Klicovou strategii pro uspéch anion
selektivnich elektrod je pfiprava novych syntetickych liganda poskytujicich vysoce specifické
a selektivni rozpoznani cilovych aniontii a polyaniontl. V této oblasti se jevi expandované
porfyriny a kalix (4) pyroly jako vysoce perspektivni, nase dosavadni vysledky [33 — 35]
naznacuji jejich potencidl. Zde se naSe védeckd aktivita ubird dvéma sméry: a to vyvojem
elektropolymernich elektrod a membranovych elektrod, v obou pfipadech je aktivni
rozpoznavaci komponentou makrocyklickéd sloucenina, ktera v prvnim piipadé nese periferni
substituci 2-aminofenyl, ¢i 1-aminoethylpyrolovou skupinu, kterd je vyuzita pro vytvoieni
polyanilinového, ¢i polypyrolového filmu elektropolymerizacnim procesem. V soucasné dobé
jsou testovany porfyrinové a metaloporfyrinové elektrody. Vedle toho jsou vyvijeny
potenciometrické sensory na bazi membranovych ISE, kde design makrocyklickych receptort
dovoluje (pti dostatecném lipofilnim charakteru receptoru nutném pro funkénost membrany)
zavedeni mnohondsobné nevazebné interakce s cilovym substratem, ato jak stejného tak
rizného typu (kombinace vodikovych vazeb s coulombickou interakci, vazba substratu jako
axidlni ligand, hydrofobni interakce). Receptory byly navrzeny pro cilové substraty na
zaklad¢ molekularniho modelovani tak, aby doSlo ke komplementarité jak sterické, tak
elektronické z hlediska druhu, poctu a prostorové orientace vazebnych skupin a celkové
konformace substratu. Ve snaze ziskat selektivni sensorové elementy pro nukleotidy, byla
studovana série ligandii nesoucich kovalentné pfipojené nukleobaze s cilem najit vysokou
selektivitu pro komplementarni nukleotid. Navrzené di- a tritopické ligandy kombinuji
elektrostatickou interakci s parovanim bazi. Jednotkou pro rozpoznani fosfatu byl vedle
triaminu safyrin, ¢i jiny makrocyklus; v dal§i generaci déle substituovany vedle nukleobaze
polyaminem, ¢i lipofilni kvartérni amoniovou skupinou pro dosazeni plné¢ komplementarity
naboje v neutralnim pH.

V nedavné dobé byly expandované porfyriny pouzity pro pfipravu anion specifickych
sensortl. Do prvni skupiny patii metaloderivaty expandovanych porfyrinii ato piedevsim
metalotexafyriny. Tento makrocyklus tvoii stabilni komplexy s fadou kationti pfechodovych
kovii, které maji schopnost vazat anionty jako axialni ligandy se selektivitou odliSnou od
metaloporfyrind. V druhé skupiné je fada cyklickych oligopyrolovych systémui s variaci
spojky, kde nejslibnéjsi pro selektivni komplexaci aniontti pii fyziologickém pH se jevi
safyrinové a rubyrinové derivaty. Ty jsou v soucasné dob¢ testovany jako sensorové elementy
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pro anion selektivni elektrody, dosavadni vysledky ukazuji, Ze dovoluji detekci biologicky
relevantnich aniontd, jako jsou chloridy, karbonaty, karboxylaty a fosfaty.

Napt. safyrinovy makrocyklus vykazuje vyznamnou selektivitu pro 5°-AMP v fadé
nukleotidii. Dalsi zvySeni selektivity bylo dosazeno kovalentnim pfipojenim nukleobéaze (C,
G) na periferii safyrinového makrocyklu.

Dalsim typem jsou elektrochemické sensory zaloZzené na elektropolymernich organickych
filmech. Vedle znamych poly (pyrolovych) polymera byly vyuzity pro potenciometrickou
detekci aniontil také elektropolymerni metalované porfyrinové filmy, kde predevsim tetrakis
(2-aminofenyl) porfyrin je vychozi latkou pro elektropolymeraci.

Ptistup prezentovany v této praci pro konstrukci membranovych anion selektivnich elektrod
je zalozen na diskriminaci dulezitych organickych aniontli na zdkladé zmény potencidlu
indukovaného komplexaci sledovaného analytu na povrchu membrany. Potenciometricka
diskriminace je zalozena na interakci specifickych funkénich skupin organického ligandu
(receptoru) s komplementdrnimi funkénimi skupinami analytu (vodikové vazby, interakce
nabitych skupin). Rozpoznani nabitych skupin je dulezity princip pro potenciometrickou
diskriminaci organickych latek, protoze obecné zahrnuje silné elektrostatické interakce mezi
jistymi skupinami v molekule. Vedle metaloporfyrini (centralni ion Co*’, Fe’") byla
prozkouména fada expandovanych porfyrini jako anion selektivnich ligandii. Nejvice
prozkouméan je zatim safyrin, ato jak vroztoku, tak na fdzovém rozhrani. Tento
pentapyrolovy makrocyklus nese pfi neutralnim pH pozitivni ndboj diky monoprotonaci a tak
kombinuje velice silnou elektrostatickou atrakci aniontl s pfesné prostorové definovanymi
vodikovymi vazbami. S cyklickymi systémy — oligosafyriny vstupuje do hry dalsi vazebny
mod, a to tvar a velikost substratu vedouci k tvorbé inkluznich komplexti. Na vyse uvedenych
skutecnostech je zaloZen pfistup k designu, syntéze a pouZziti ligandl pro ISE. Diskriminace je
zalozena na tfech principech, a to rozpoznani analytu na zéklad¢ interakce komplementarné
nabitych skupin, vodikovych vazeb atvaru molekuly. Dal$i rozpoznavaci nastroje jsou
aromatické a hydrofobni interakce. Elektrody vykazuji potenciometrické selektivity pro
organické anionty podle poctu a orientace zapornych néboji. ZvySeni selektivity umoziuje
vypracovana synteticka strategie, kterd kombinuje makrocyklus, ktery specificky vaze fosfaty
s dal§i rozpoznavaci skupinou, napf. cytosinovymi, a guanosinovymi derivaty, které
zavedenim dal$iho rozpoznavaciho modu — Watson-Crick pdrovani bazi umozni zvyseni
selektivity vazby. Funkénost tohoto konceptu, ktery vyuziva ditopické a tritopické receptory,
byla prokazana jak selektivnim transportem nukleotidii pfes modelovou membranu, tak
aplikaci téchto ligandi pro ISE, kdy bylo dosaZeno vysoce selektivniho rozpoznani
(diskriminace) komplementarnich nukleotidi umoziujici navrzeni sensorii zaloZzenych na
téchto receptorech. Selektivni odpovéd’ pro nukleotidy byla dosazena také s cytosinovymi
derivaty kalix (4) pyrolt a metaloporfyrind, ktera nebyla pozorovany pokud byl pouzit pouze
zakladni makrocyklus bez této specifické substituce. Vyznamnym vysledkem je zjisténi ze
prechod od zédkladniho makrocyklu, ktery reprezentuje receptor nabizejici jen jeden typ
interakce, (napf. vodikové vazby, nebo vazbu aniontu ¢i neutrdlni molekuly jako axidlni
ligand) k di- a obecné polytopickym receptorim s vysokou selektivitou danou kombinaci
rizného typu interakei s analytem. Jejich syntéza je veelku schlidné diky funkénim skupindm
na periferii, Ize dosdhnout téméf exklusivni selektivity pro pozadovany substrat ato
v poméru, ktery plné uspokojuje pozadavky analytické praxe na vyvoj ISE a sensorovych
elementa.

Potenciometrickd diskriminace dikarboxylovych kyselin a enatioselektivni diskriminace
zjisténa v roztoku a na modelovych membranovych experimentech s pouzitim safyrin dimeru
byla také pozorovana pii pouziti cyklickych oligosafyrinovych ligandi. Oligosafyrinové
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receptory patii do rodiny syntetickych receptorti, které v posledni dobé zaznamenaly velky
pokrok, receptor, které maji podobu pinzety na uchopeni — rozpoznani a vazbu
pozadovaného substratu. Vedle flexibilnich ligandi byly zkonstruovany systémy
s definovanou konformaci ataké cyklické klecovité struktury. Tato syntetickd strategie
dovoluje zvySovat selektivitu pro pozadovany substrat, navic zahrnuti chiralnich stavebnich
blokii do syntetického protokolu umoziiuje dosaZeni enantioselektivniho rozpoznani
a separace. Rozpoznani biologicky vyznamnych molekul, jako jsou nukleotidy
a aminokyseliny bylo dosazeno s pomoci chirdlnich oligosafyrinovych derivatu.

Rozpoznani slozitych organickych latek, jako jsou nukleotidy (plandrni heteroaromaticka
purinova, ¢i pyrimidinova baze, cukr a fosfat) vyzaduje nékolik elementii uspofadanych ve
vhodné orientaci a vzdalenosti v navrzené molekule receptoru. Jednou ze skupin je
komplementarni nukleobaze, piipojena ke skupiné ¢i makrocyklu schopnému selektivniho
rozpoznani fosfatu. Takovy sytém pak dovoluje rozpoznani partnera na zakladé vodikovych
vazeb (komplementirni nukleobaze) a terciarni amin, guanidinovy derivat, ¢i safyrin
umoziuje selektivni vazbu fosfatu. Stabilita, stechiometrie a prostorové uspotradani komplext
vznikajicich na fazovém rozhrani byla vzdy predem studovdna pomoci modernich NMR
technik ave vétSin¢ zasadnich ptipadd byla také ziskana data o piesném prostorovém
usporadani komplexi na zdklad€ rentgenostrukturni analyzy.

6.4 Receptory sacharidu, vliastni navrhy

Tato prace se soustiedi na navrh receptorti pro sacharidy, predevSim oligosacharidy,
s konceptem chromoforni hydrofobni stavebni jednotky, kterd dovoli pfesnou konstrukci
kooperujicich vazebnych skupin. Diky lokdln¢€ vytvofenému mikroprostiedi tak mohou hrat
vodikové vazby aktivni roli pfi komplexaci iv konkurujicim protickém prostfedi. Nase
pozornost se zamétila na vyvoj takovych receptorii, které by byly relevantni protein vazicim
sacharidim a dosahovaly by selektivni komplexace v protickém prostiedi, nejlépe za
fyziologickych podminek.

6.4.1 Sacharidové receptory zalozené na nekovalentnich interakcich

Konstrukce receptori, které vyuzivaji kooperativity nekovalentnich interakci representuje
velkou vyzvu, diky kompetici s rozpoustédlem. Asi v této souvislosti nelze brat ptili§ vazné
receptory vyvinuté pro lipofilni sacharidové derivaty efektivni pouze v organickych
rozpoustédlech.

Nedavno jsme popsali n€kolik sacharid vazebnych motivii pro nekovalentni komplexace
sacharidii v protickém prostiedi, kde signdlni jednotkou byl porfyrinovy makrocyklus
dekorovany na periferii sacharid vazicimi skupinami. Obvykly mechanismus detekce
komplexace ve vodném prostiedi souvisi s ¢astecnou ¢i uplnou deagregaci po komplexaci
sacharidu, ¢i zméné absorbance pii tvorbé komplexu ve prostiedi pufr-organické
rozpoustédlo. Takové systémy zahrnuji nové porfyrinové receptory, kde makrocyklus je
substituovany.fosfonaty, binaftoly, oligopeptidy, cholovymi kyselinami a jejich derivaty.
[38 — 52]

V dalsim kroku naseho studia receptorii pro sacharidy jsme vyvinuli jednoduchou
kompetitivni esej (zaloZenou na nahrad€¢ signalni jednotky pfediazenou rovnovahou
s chromoforem) s vyuzitim novych 1,1'-binaftyl substituovanych kalixresorcinolech. Tyto
derivaty s vhodnou velikosti kavity tvoii barevné komplexy ve vod¢ s methylovou Cerveni,
kdy pii nésledné komplexaci silnéji vdzanych sacharidii 1ze tento proces sledovat barevnou
zménou.
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Porfyrinové, safyrinové a dalsi derivaty byly pouzity jako fluorescencni proby pro biologicky
vyznamné substraty, ato mono-, di- apolysacharidy, aminokyseliny, nukleotidy
a oligopeptidy. Z doposud uzavienych vysledki jsou nejvyznamnéjsi ty ziskané pro sacharidy
s pouzitim porfyrinovych fosfonati. V soucasné dobé je pozornost soustfedéna na vyvoj
molekularnich sensorti pro enantioselektivni rozpoznani, které by bylo pievadéno na
informaci zmény barvy, ¢i intenzity.Vyvoj takovych optickych sensorii pro biologicky
vyznamné substraty piedstavuje atraktivni oblast vyzkumu. Design je zaloZen na kombinaci
rozpoznavaji a chromoforové stavebni jednotky. Velkou vyhodou fady expandovanych
porfyrint je to, Zze mohou spojovat soucasné¢ ob¢ tyto funkce.

6.5 Aplikace rozpoznani avazby anionti pro separaci: vyuZiti
novych sorbenti na bazi makrocyklickych derivatu vazanych
kovalentné na aminopropyl silikagel pro HPLC.

Separace biologicky vyznamnych anionickych substrati predstavuje vyznamnou oblast
analytické chemie. Neddvno byla objevena selektivni interakce vedouci ke vzniku komplexti
mezi protonovanym safyrinem, pentapyrolovym makrocyklem a dal$imi expandovanymi
porfyriny s jistymi anionty v roztoku, predevsim fosfaty. Nabizela se zde moznost vyuzit této
interakce také na fazovém rozhrani pro ucely separace aniontf.

Safyrinem funkcionalizovany silikagel (vazana faze) byl ziskan reakci safyrin-karboxylové
kyseliny s aminopropylsilikagelem za tvorby amidové vazby pomoci
diisopropylkarbodiimidu. Bylo zjiSténo, Ze takto modifikovany silikagel (po silylaci) je pfi
mozné pouzit jako sorbent v reverznim modu HPLC pro separaci fosforylovanych latek,
predev§im oligonukleotidi za izokratickych podminek. Také ftada organickych
1 anorganickych aniontii byla Gspé€Sné separovana; za izokratickych podminek byly rozdéleny
substituované benzoaty a fenylfosfaty a fosfonaty. Také separace nukleotidii v zavislosti na
typu nukleobaze a typu poctu aniontil byla velice GspéSné za standardnich podminek, retenc¢ni
¢as je vyrazné ovlivnén poctem nabojli, déleni mono-, di- a trifosfatii je na tomto sorbentu
velice snadno dosazitelné, separacni mdd je zaloZzen na molekularnim rozpoznani oxyaniontt
pomoci positivné nabitého makrocyklu, kde vedle elektrostatické atrakce hraji vyznamnou
roli také vodikové vazby. Dalsi zlepSeni ucinnosti a selektivity separace bylo dosazeno
zavedenim dalSich vazebnych modf, kdy substituent na periferii makrocyklu poskytuje
vyznamnou interakci s analytem. Na tomto principu byla zaloZena staciondrni faze, kde
cytosinovy derivat safyrinu byl kovalentné ptipojen k aminopropylsilikagelu a pouzit pro
separaci nukleotidii a oligonukleotidi. Receptor ukotveny na stacionarni fazi poskytuje
kombinaci fady vazebnych modua — a to elektrostatickou vazbu aniontu, vytvoieni vodikovych
vazeb k aniontu, aromatické stakovani a Watson-Crickovo parovani bazi. Tim bylo dosazeno
velice efektivniho déleni sekvencné podobnych oligonukleotidl, které jsou s komercné
dostupnymi kolonami obtizn¢ délitelné. Vedle toho bylo dosazeno separace smési
nukleotidovych mono-, di- a trifosfatl za izokratickych podminek.

V kombinaci s chirdlnimi jednotkami, ato jednak ve smésném vazebném modu, tak pfimo
vazanymi na periferii makrocyklu bylo dosazeno enantioselektivni separace aromatickych
aminokyselin. Chiralnimi selektory, které byly pouzity jsou oligopeptidové derivaty, 1,1°-
binaftylové derivaty a steroidni derivaty, piedev§im derivaty cholové kyseliny, kde
enantioselektivni separace je dana tvarem molekuly a rozmisténim a orientaci hydroxylovych
skupin na skeletu. Toto uspotadani se ukazalo byt u¢inné v multivazebném modu (kombinace
makrocyklu s chirdlnim selektorem) pro separaci, protoze neni zéavislé na chiralité
jednotlivych center, ale na tvaru molekuly. Dalsi vyhodou je to, Ze chirdlni chromatograficka
faze neni citlivd k racemizaci a soucasné poskytuje moznost predikce enantioselektivity na
zaklad¢ vypoctti molekularniho modelovani.

22



Vedle safyrinu, byla pouzit pro separaci také Gd- a Eu-texafyrin, ktery diky centralnimi
kovovému iontu poskytuje moznost axidlni ligace aniontii. Syntetickd strategie byla opét
zaloZzena na vytvoieni amidové vazby mezi karboxylovou kyselinou metalotexafyrinu a 3-
aminopropylovanym silikagelem. Silylace silanolovych skupin byla obvykle provedena
trimethysilylimidazolem. Tato nova chromatograficka faze, ktera pfedstavuje imobilizovany,
makrocyklem komplexovany kation pfechodového kovu byla testovana pro separaci aniontt,
které¢ jsou vazany jako axialni ligandy na centrdlni kation; separace byla testovana za
podminek reverzni HPLC.

6.5.1 Interakce na fazovém rozhrani

6.5.1.1 Imobilizace receptoru na pevném nosici

Imobilizaci receptoru (selektoru) na pevném nosici dochazi k fadé zmén v jeho chovani, které
jsou zpusobeny predev§im tim, ze interakce s potencidlnimi analyty jiz neprobihaji
v homogennim prostiedi, ale na fazovém rozhrani.

Dulivody imobilizace jsou rizné a je jich celd fada. Jednim z metodickych divodu je fakt, Ze
vysledny systém s imobilizovanym selektorem predstavuje veérn€jsi model situace pfii
interakcich v biochemii, protoZe k mnoha interakcim v Zivych systémech dochdzi také na
fazovém rozhrani, napf. interakce riznych latek sreceptory na povrchu bunék apod.
Z pohledu aplikaci v analytické chemii vede imobilizace k fazové separaci molekuly selektoru
a média, ve kterém se vyskytuje analyt. Tvorbou komplexu mezi imobilizovanym selektorem
a analytem dochézi k odd€leni analytu zroztoku vzorku (popf. k vzajemnému oddéleni
riznych analytl pritomnych ve vzorku). Je-li tvorba komplexu selektor vs. analyt reverzibilni,
imobilizace selektoru umoziuje také jeho opakované pouziti. Téchto nespornych vyhod se
vyuziva pfi ptipravé a aplikaci riznych separacnich médii nebo senzort.

Potencialni selektory mohou byt na pevném povrchu imobilizovany bud’ kovalentné, kdy
probéhne chemickd reakce selektoru s funkénimi skupinami pfitomnymi na povrchu, nebo
nekovalentné. V takovém pfipad¢é je imobilizace realizovana fyzikalni sorpci selektoru na
povrchu nosice. Pfi pohledu do soucasné literatury je ve vSech ptipadech, kdy je to mozné,
preferovan zptisob kovalentni imobilizace.

Dalsimi dasledky kovalentni imobilizace receptoru na pevném nosici jsou:

e Moznost ovlivnéni sméru interakce imobilizovaného selektoru s analytem v roztoku.
V disledku kovalentni imobilizace, je ze sterickych divodid preferovan smér
priblizeni analytu k selektoru z roztoku k povrchu. Nemusi to ale platit ve vSech
ptipadech — pokud by byl schopen interagovat s analytem i spacer, mize dochazet
k ,,bo¢ni interakci“ (obr. 2).

e Moznost sledovani interakci i v systémech, ve kterych by neimobilizovany receptor
byl nerozpustny.

e Moznost volbou rozpoustédel (polarity prostiedi interakce) ,,vyladit® selektivitu
systému.
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hlavni smér priblizeni analytu

“ boéni smér pfriblizeni

povrch nosice

Obr. 2. Vliv imobilizace na smér ptiblizeni analytu k selektoru

6.5.1.2 Vyuziti imobilizovanych selektoru

V nasledujici tabulce (tab. 1) jsou uvedeny projekty zalozené na pfipravé a imobilizaci
ruznych selektort, které probihaji v Laboratoii molekularniho rozpoznavéani (LMR). Dvé
oblasti aplikaci, které jsou predmétem prezentovanych publikaci, jsou vyznaleny Sedive,
v soucasné dobé& pracujeme v oblasti vyvoje nanocastic pro separace.

Tabulka 1. Cil aplikaci feSenych v ramci LMR podle typu nosice imobilizovanych selektorti
a podle oblasti uplatnéni

Silikagel kifemenna kapilara pozlaceny povrch
separace vysokoucinna kapilarni nanoseparace
kapalinova elektroforéza
chromatografie
optické senzory optody, vlnovody povrchova plasmonova
rezonance

elektrochemické impedanéni spektroskopie

senzory

6.6 Noveé receptorove systémy zaloZzené na heterokalixarenech

V ramci vyhleddvani novych sensorovych elementii pro biologicky vyznamné substraty byly
ziskany zajimavé vysledky s heterokalixareny. Zatimco kalixareny patii v souCasné dobé
k nejvice vyuzivanym syntetickym ligandim, nebyla dosud Z4dn4d pozornost vénovana
heterokalixarentim, specidln¢ cyklickym oligopyrolovym systémim. I pfesto ze zakladni
systém je znam vice nez 100 let (byl prvné syntetizovan Bayerem v roce 1886 kondenzaci
pyrolu s acetonem), byl zatazen do skupiny porfyrinogent, i kdyz svymi vlastnostmi patii do
rodiny heterokalixarenli. Dlouho nebyl rozeznidn potencidl téchto synteticky snadno
pristupnych latek pro molekularni rozpoznani a aplikaci pro vyvoj sensort.

V ramci projektu syntézy novych kalix (n) pyrolovych systémi a jejich derivatii se zvySenou
selektivitou pro sledovany analyt byla pfipravena fada novych receptorti a sledovany jejich
vlastnosti pro molekuldrni rozpoznani biologicky vyznamnych substratd. Strukturni studie
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kalix (4) pyroli ukdazaly, Ze existuje strukturni analogie v tvaru a flexibilit¢ molekuly
s kalixareny. Byla rozeznana moznost vyuzit kooperace ¢tyfech N—H skupin pro vytvoieni
definovaného vazebného mista na zaklad¢ prostorové orientovanych vodikovych vazeb, a to
jak pro nékteré anionty, tak pro neutrdlni molekuly jako jsou nukleobaze, nukleosidy
a n¢které monosacharidy. Velkou vyhodou tohoto pfistupu je snadnd derivatizace periferie
makrocyklu a pfipravy konjugatl, které umoziuji dosazeni vysoké selektivity usitim ligandu
na miru sledované¢ho analytu. Tento ptedpoklad se ukéazal byt spravny a ptinesl fadu
zajimavych vysledkl. Prvni oblasti bylo studium vazby aniontti, kde bylo pomoci NMR titraci
zjisténa selektivni komplexace anorganickych aniontli, stejné jako v pfipad¢ safyrint
s preferenci pro F. Zakladni kalix (4) pyrol je tedy ligand pro efektivni 1: 1 komplexaci
aniontll s vysokou selektivitou pro F. Modifikace meso-substituentli a periferie makrocyklu
dovoluje znaéné zmény v preferenci pro jednotlivé anionty atak dovoluje vytvoteni
specifického ligandu pro pozadovany analyt. V tomto sméru se nejslibnéji rysuje projekt
kalixpyrolu s periferni substituci nukleobdzemi s cilem selektivniho rozpoznani a transportu
nukleotidii. Rentgenostrukturni analyza odhalila zménu konformace spojenou s komplexaci
aniontl, zatimco volny ligand zaujimé alternujici konformaci, komplexace aniontii vede
orientaci 4 pyrolovych jader stejnym smérem (konickd konformace), kdy ¢tyfi NH protony
vytvateji vodikové vazby s aniontem.

Dale bylo zjisténo ze molekularni rozpoznani pomoci kalix (4) pyroli se neomezuje na
anionické substraty. Dal$i skupinou latek, jejichz specificka komplexace pomoci kalixpyrolil
byla studovana jsou neutrdlni molekuly jako alkoholy, amidy, derivaty mocoviny a nyni
pfedevsim nukleobdze a nukleosidy. Zjisténé vazebné konstanty nejsou vysoké, ale syntetické
modifikace oteviraji fadu moznosti k pfipravé vysoce specifickych receptori zaloZzenych na
(a) modifikaci kyselosti pyrolovych protonit diky P—substituci; (b) na vneseni dalSiho
vazebného modu pomoci rozpoznavacich skupin spojenych kovalentni vazbou se zakladnim
makrocyklem. Vychozi latkou je zde pfislusSnd mono- a dikarboxylova kyselina. Piestoze
makrocykly obsahujici pyridinové jadro jsou jedny z nejrozsifenéjsSich syntetickych ligandd,
dosud byl tento systém neznamy v chemii heterokalixarenti. Syntetickym cilem bylo
vypracovani obecného protokolu pro ¢aste¢nou, ¢i tplnou konverzi pyrolovych jader kalix (4)
pyrolu na kalix (4) pyridiny. Vypracovana metodika dovoluje ptipravu téchto liganda
s variaci poctu donorovych, ¢i akceptorovych mist vodikovych vazeb v molekule [32].

Snadna synteticka piistupnost a komplexa¢ni vlastnosti heterokalixarenii oteviraji fadu
moznosti vyuziti téchto latek. V soucasné dobé je sledovana moznost aplikace kalixpyroli pro
pripravu modifikovanych fazi pro HPLC (s cilem separace nukleotidi a oligonukleotidi)
a jako novych sensorovych elementl pro biologicky vyznamné analyty.

vawv s

V ramci této studie byla syntetizovana celd fada novych typt oligopyrolovych
makrocyklickych receptorti, pfedev§im porfyrinti, expandovanych porfyrinti, kalixpyroll
a kalixfyrina, které na tomto zvoleném strukturnim motivu nese takovou periferni substituci,
kterd dovoluje selektivni komplexaci zvolené substratu, analytu. Nové vysledky zahrnuji
predevsim pfipravu a identifikaci zajimavych vlastnosti novych expandovanych porfyrind,
pfedevsim safyrint a dalSich expandovanych porfyrinti pro komplexaci aniontil, selektivné
fosfatl a biologicky vyznamnych aniontii. Pfipravené receptory byly uspesné aplikovany pro
HPLC a CE jako specifické selektory. Byly vypracovany nové patentované postupy pro
pripravu optickych a elektochemickych sensorli, transportni systémy pro oligonukleotidy,
konstrukei nové skupiny inhibitord HIV RP. K nejvyznaméj$im vysledkiim prace patii rozvoj
supramolekuldrni chemie komplexace aniontl pomoci metaloporfyrinovych, safyrinovych,
rubyrinovych a kalix(4)pyrolovych makrocyklid a jeji aplikace pro vyvoj novych separacnich
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technik a sensorovych elementi. Komplexace aniontli a sacharidii byla sledovdna fadou
spektralnich technik, ptedev§sim NMR, UV-VIS a fluorescencni spektroskopii a byla také
prokézana pomoci rentgenostrukturni analyzy. Makrocyklické receptory byly aplikovany po
kovalentnim navéazani na silikagel jako nové chromatografické sorbenty pro HPLC. Nové
receptory ukdzaly velky potencial jako aktivni komponenty anion-selektivnich elektrod.

6.8 Zaveér

6.8.1 Konkrétni zavéry pro realizaci v praxi a dalSi rozvoj védy

Vyse uvedeny komentar k souboru uvetejnénych praci, zpracovany ve smyslu Smérnice
Akademické rady AV CR ,,Pravidla pro ud€lovani védeckého titulu ,,doktor véd* v Akademii

jsem spoluautorem. V piipadé¢ praci z nejnovéjsi doby na tématu supramolekularnich struktur
prinasi i nejcerstvejsi vysledky, jejichz Casopisecké publikovani v plné podobé je soub&zné
pfipravovano. Spole¢nym rysem piedlozeného souboru praci je pouziti oligopyrolovych
makrocykli pro konstrukci receptorti, sensorové vyuziti, transportni systémy a separacni
procesy.
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7 Souhrn tezi disertace (Cesky, anglicky)

7.1 Souhrn

Predkladand prace shrnuje vysledky autora v oblasti rozpoznani biologicky vyznamnych
aniontll a sacharidi pomoci oligopyrolovych makrocykli ajejich vyuziti v analytické
a medicinalni chemii. Soucasné autor shrnuje vysledky po fixaci receptoru na fazovém
rozhrani, vedouci k aplikaci pro separace, pfedev§im s vyuzitim HPLC a CE. Design
specifickych receptori pro vybrané cilové molekuly ptedstavuje jeden z velice atraktivnich
smérti soucasné supramolekuldrni chemie, ktery je vyzvou zvlasté¢ za podminek blizkym
fyziologickym.

Prvni skupinou latek pro které byly navrzeny, syntetizovany a posléze testovany nové
receptorové systémy byly biologicky vyznamné anionty. Navrh receptorti byl zaloZen na
nabojové a prostorové komplementarité s analytem, ktery byl pfedmétem zkoumani. Navrhu
modularniho systému vychdzel z nékolika zakladnich stavebnich blokt, které byly zvoleny
tak, aby pfedné poskytovaly zvolenou geometrii receptoru, to zajistoval geometricky modul
scaffold (mél ve vétSing pripadli nejenom geometrickou, ale také chromoforni funkci) a dale
umoziioval kooperativitu vazebnych skupin na vybranych strukturnich motivech zajist'ujicich
selektivni komplexaci aniontd. Moduldrni systém zahrnujici chromoforni skupinu umoznoval
snadnou optickou detekci komplexac¢niho procesu. Vazebnymi skupinami pro komplexaci
sacharidii byly: guanidiniové skupiny, mono a bicyklické guanidiniové skupiny, kvarterni
amoniove soli, kvarternizované alkaloidy, pyridiniové zwitterionty.

vvvvvv

a polykarboxylatl. Rada lipofilnich receptori byla vyuZita jako aktivni komponenta pro
membranové iontove selektivni elektrody pro stanoveni aniontd. Nové vyvinuté elektrody
jsou testovany pro multikomponentni analyzu v elektronickych nosech a jazycich.

Z divodii umoznéni kooperativity perifernich vazebnych skupin byly pouzity ptevazné
makrocyklické systémy: porfyriny a metaloporfyriny; expandované porfyriny, safyrin,
rubyrin, dale hybridni makrocyklické latky typu — kalixfyrini. V neposledni fad¢ také
kalixpyroly, kde makrocyklus sam, je také vlastni komplexacni jednotkou; vlastnim
vazebnym motivem pro komplexaci aniontl jsou kooperujici pyrolové NH skupiny, coz bylo
prokédzano NMR a rentgenostrukturni analyzou.

Rada ndmi pfipravenych elektropolymernich filmi vykéazala zajimavé vlastnosti anion
kompelxacni vlastnosti, ato jak metaloporfyriny, tak neddvno studovany elektropolymer
neutralni a methylové cervené, specifické napf. pro citronovou kyselinu.

Ve stejné obecné koncepci byly také navrhovany receptory oligosacharidii, kde scaffold
makrocyklického systému byl vyuzit pro prostorovou orientaci vazebnych skupin sacharidd,
vedle vySe zminénych jesté byly pouzity kalixareny a resorcinareny,

V modularnim pfistupu vazebnymi skupinami byly nasledujici strukturni funkce: fosfaty,
fosfonaty, binaftolové skupiny, oligopeptidy, cyklické systémy — kvarterni amonivé soli,
polykarboxylaty, derivaty amidl cholovych kyselin. Nejvyssi selektivitu vykazovaly cyklické
bisporfyrinové sendvi¢ové receptory.

Ptipravené receptory byly testovany jak v roztoku, tak pro separaci na fdzovém rozhrani. Zde
krom¢ funk¢énich SAM byla piipravena fada novych sorbentti pro HPLC pro separaci anionti
ataké pro chirdlni separaci (chirdlnim selektorem byly konjugaty porfyrind s f3-
cyklodextrinem a alkaloidy, zejména brucinem), kde analyty naSeho z4jmu byly racemické
binaftylové derivaty a nékteré derivaty aminokyselin, kde bylo dosazeno uspés$né separace,
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zatimco komercni chirdlni kolony ji neposkytovaly. Modifikaci stén kapilar pro CE a OTCE
bylo dosazeno vyrazného zlepsSeni separace nukleotidi a smési aminokyslein v porovnani
s nemodifikovanou kapilarou.

Vysledky prace byly publikovany nejenom v prednich svétovych casopisech s vysokym IF,
ale také tvoii soucast celé¢ fady patentli, znichz nékteré jsou pfipravovany k realizaci
(prototyp pfistroje pro elektronické nosy a jazyky byl jiz vyvinut a je v soucasnosti testovan).

7.2 Summary

Presented work summarizes the results of the author in the area of molecular recognition of
biologically important anions and saccharides by oligopyrrolic macrocycles and their
applications in analytical and medicinal chemistry. The author resumes both the results
obtained for free receptors in solution and the data acquired on the interface. Especially the
latter led to various applications in the field of separation science, namely HPLC and CE.

The design of the specific receptors for selected molecules represents one of the most
attractive directions of the contemporary supramolecular chemistry and is especially
challenging under physiological conditions.

The first group of compounds for which we designed, synthesized and tested novel receptors
was consisted of biologically important anions.

The design of the receptors was based on the spatial and charge complementarity of the
receptors with the targeted analytes. The design of the modular system was based on several
building blocks providing required geometry of the receptor. This was ensured by a rationally
designed scaffold allowing selective interaction co-operativity between the receptor and the
anions. Moreover, the modular approach also facilitated the introduction of a chromophoric
unit into the scaffold for easy optical monitoring of the complexation process.

Following binding groups were utilized for the complexation: guanidinium derivatives, mono
and bicyclic guanidinium derivatives, quarternary ammonium salts, quarternized alkaloids,
pyridinium zwitterions.

Selective complexation of nucleotides, ATP and biologically important polycarboxylates
belongs to the most important results. A number of lipophilic receptors were used for the
construction of membrane ion-selective electrodes (ISE) for the determination of nucleotides,
halides and carboxylates. Newly developed ISE are currently tested for multicomponent
analysis with electronic noses and tongues.

In order to allow the both the co-operativity of peripheral binding units and the simultaneous
introduction of chromophoric moiety macrocyclic compounds like porphyrins,
metalloporphyrins, expanded porphyrins (sapphyrins, rubyrin, texaphyrin), partially
conjugated macrocycles, called calixphyrins and also nonconjugated macrocycles,
calixpyrroles were utilized. In the case of calixpyrroles the macrocycle itself serves as the
complexation unit for anions via co-operation of 4-pyrrole NH groups in the cone
conformation as was proved by NMR and X-Ray analysis.

A number of our prepared electropolymerized films displayed interesting anion-complexation
properties, specifically metalloporphyrins and also recently studied electropolymer of neutral
and methyl red showing specificity for citric acid.

The same general philosophy, i.e. the utilization of the modular approach, was also applied in
the design and the development of novel receptors for saccharides. Here, the scaffold of the
macrocyclic system was used for proper spatial arrangement of saccharide binding units.
Beside above-mentioned macrocycles also resorcinarenes were used.
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In our modular approach, the binding sites for saccharides were as follows: phosphates,
phosphonates, binaphthol groups, oligopeptides, cyclic systems — quaternary ammonium salts,
polycarboxylates, derivatives of amides of cholic acids. Cyclic bisporphyrin sandwich
receptors demonstrated the highest affinity and selectivity.

The prepared receptors were tested in solution (preferably under the conditions close to
physiological) and after their fixation on the surface.

Here, beside functioning SAM several new sorbents for HPLC were developed. The sorbents
were intended for the separation of anions and for chiral separations. As chiral selectors
conjugates of porphyrin with B-cyclodextrin and an alkaloid, brucine, were used. The
resulting chiral stationary phases (CSP) afforded in some cases even better resolution of the
selected racemic binaphthyl and amino acid derivatives than commercial CSP. Modification
of the fused-silica capillary walls for CE and OTCE applications led to a significant
improvement in the separation ability for nucleotides and mixtures of amino acids comparing
to untreated capillaries.

The results of this work have been published not only in highly impacted journals but they
formed the core of many patents. Several patents are currently under preparation (e.g.,
a prototype of the electronic nose and tongue instrument).

The experience and the results in the field of supramolecular chemistry and specifically in the
area of complexation of anions by matalloporphyrins, expanded porphyrins and
calix(4)pyrrole macrocycles and the related applications for separation and sensing represent
the most valuable outputs of our research.

The complexation of anions was followed by a number of spectral techniques, mainly by
NMR, UV-VIS and fluorescence spectroscopy, moreover, it was also confirmed by X-Ray
analysis.

The novel ligands applied as a recognition element, developed in the course of this work,
were tested not only in solution but also on the interface. The macrocyclic receptors were
covalently bond on silica and used as new stationary phases for HPLC. The novel receptors
showed promising potential as active components of anion-selective electrodes.
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