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Anotace

V soucasné dobé stale vice roste medicinsky vyznam nanolzlata. Klastry nanozlata se
Uspésné pouzivaji pro 1éCbu pacientd trpicich revmatoidni artritidou, rovnéz se zkouma jejich
vyuziti pfi I6Cbé rakoviny a Alzheimerovy chrorby.

V prvni Casti prace byla prokazana tvorba klastr( zlata od Au; az po Auy. Pfipravené
klastry byly identifikovany pomoci metody MALDI TOF MS.

V druhé Casti préace bylaspektrometricky provéfenamoznost tvorby supramolekularnich
komplexd klastr(i nanozlata a makrocykld kukurbiturild, dale pak tvorba supramolekuly
Huperzinuakukurbituriluatvorba supramolekul Huperzinu aklastrd nanozlata.

Podafilo se prokazat tvorbu mnoha dosud neznamych adukt(i Huperzinu A, jenZ se v
souCasné dobé Uspésné poziva pri 1éCbé Alzheimerovy choroby, a nanozlata. VVzhledem k
terapeutickym tcinkdim jak nanozlata, tak i Huperzinu Ize u téchto aduktd ocekavat lepsi 1éCivé
vlastnosti. U téchto nové syntetizovanych latek se proto uvaZuje o testovani a stanoveni

biologickeé ucinnosti.
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ZKkratky

DNA Deoxyribonukleova kyselina
MALDI TOF MS Hmotnostni spektrometrie laserové desorpce aionizace s pomoci matrice
analyzatorem doby letu (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization

Time Of Flight Mass Spectrometry)

IR InfraCervené zéareni (infrared)
uv Ultrafialové zé&feni (ultraviolet)
LDI Laserova desorpce a ionizace

%Int. Relativni intenzita



1. Supramolekuly

1.1. Uvod

Supramolekuly jsou komplexy dvou ¢i vice molekul, drZicich pFi sobé ne na zakladé
klasické chemické vazby, ale slabsich sil plisobicich mezi molekulami (ion-ion interakce, ion-
dipél interakce, vodikové mlstky, van der Waalsovy sily, aj.).

Z&klady supramolekul&rni chemie Ize datovat na konec 19. stoleti, kdy doslo k nékolika
dllezitym chemickym objeviim v této oblasti, zejména pak myslenka koordinacni chemie,
formulovana Alfredem Weberem roku 1893 a koncept klice a zamku, ktery byl zaveden roku
1894 Emilem Fischerem. Poprvé slovo supramolekula (Ubermolekiile) pouzil K. L. Wolf, kdyz
roku 1937 popsal mezimolekularni interakci vodikovymi mlstky vazaného dimeru kyseliny octové
[1]. Pozdgji na toto téma vedli vyzkumy hlavné pozdéjsi nositelé Nobelovy ceny za chemii 1987 -
C. J. Pedersen (popsal a syntetizoval korunove ethery), D. J. Cram (zabyval se vztahy mezi
korunovymi ethery a enzymatickymi reakcemi) a J.-M. Lehn (objevil a syntetizoval kryptandy —

polycyklické ligandy).

1.2. Sily plsobici vznik supramolekul

Sily, pdsobici vznik supramolekul, jsou velmi riiznorodé od nejsilngj$ich ion-ion interakci

(n&kolik set kJ.mol™) aZ po nejslabi van der Waalsovy sily (pouze nékolik kJ.mol™) [2].

1.2.1. lon-ion interakce

lon-ion interakce jsou nejsilnéjsi sily plisobici vznik supramolekul, s vazebnou energii cca
100 az 350 kJ.mol™. Velkou roli zde hraje vzdalenost mezi naboji a také jejich prostorové

umisténi.

1.2.2. lon-dipol interakce

lon-dipdl interakce jsou o néco slabsi nez ion-ion interakce(cca 50-200 kJ.mol™), dilezita
je u nich prostorovaorientace dipélu vzhledem k naboji. Typickym pfikladem pro ion-dip6lovy

komplex je interakce mezi alkalickym kovem a korunovym etherem.



1.2.3. Dipdl-dipol interakce

Dip6l-dipdl interakce jsou slabsi nez ion-dipdl interakce (asi 5-50 kJ.mol™). Relativni

orientace dvou interagujicich dipoll zde hraje opét dilezitou roli.

1.2.4. Vodikové mUstky

U tohoto typu interakce rozlisujeme mezi silnymi vodikovymi mistky s vazebnou energii
60-120 kJ.mol™* a atomovymi vzdalenostmi 2,2 a7 2,5 A, stiedné silnymi vodikovymi mistky
(vazebna energie 15-60 kJ.mol™?, vzdalenost 2,5-3,2 A) a slabymi vodikovymi mistky s
vazebnou energii mensi nez 15 kJ.mol™ a dlouhou vzdalenosti mezi donorem a akceptorem (az 4
A). Tato klasifikace je rovnéz vyjadiena faktem, Ze silné vodikové mistky maji vétsi kovalentni
prispévek a stiedné silné a slabé vodikové mistky jsou vice elektrostatické. Také rozsah
moznych Ghl{ je u silnych vodikovych mistk( maly (175°-180°), zatimco stfedné silné (130°-

180°) a slabé (90°-150°) vodikové mUstky jsou vice flexibilni.

1.2.5. -interakce

Dal$i nevazebnou interakci je chovani m-systém, které mohou reagovat bud' s kationy
nebo s jinymi m-soustavami. Kation-m interakce disponuji vazebnou energii cca. 5-80 kJ.mol™ a
hraji dlilezitou roli u biomolekul. Benzen (nebo jina slouceninas aromatickym kruhem) a alkalicky
kov (nebo jiny kation) na sebe mohou vzajemné pisobit, kdyzZ je kation umistén nad stfedem
aromatického kruhu. VVazebna energie takovéto interakce je asi 80 kJ.mol™.

n—systémy mohou také reagovat s jinymi m-soustavami za vzniku supramolekul, napf.

benzen-benzen, benzen-porphyrin atd..

1.2.6. Van der Waalsovy sily

Van der Waalsovy sily jsou nejslabsimi z téchto interakci (vazebna energie <5 kJ.mol™).

Jejich podstatou je plisobeni mezi elektronovym oblakem asousedicim jadrem.



1.3. Zakladni pojmy v supramolekularni chemii

1.3.1. Molekularni rozpoznavani — molekularni doplnovani

Termin,,molekularni rozpoznavani* odpovidaspecifické interakci mezi dvémanebo vice
molekulami, zaloZené nanevazebnych interakcich (viz. vyse). Podle Fischerova konceptuklice a
interakce, ktera poskytuje svdzani molekul hostitel-host, ale sou¢asna nebo dokonce kooperujici
¢innost riznych interakci. Cim vice se dopliiuji vazebné strany hostitelské molekuly k hostujici, tim
VEtsi je vazebna energie. Selektivni vazani je proto kombinaci prostorové vhodnosti s dobrou
distribuci povrchového naboje povrchu hostujici molekuly.

Prvnim pfikladem takového molekularniho rozpoznavani byly korunové ethery, které

specificky vazi urcité kationy.

1.3.2. Kooperativita

Kooperativita je fenomén vyplyvajici z molekularniho rozpoznavani u hostitelskych
molekul, které maji vice nez jednu vazebnou stranu. Popisuje vliv navazani hosta na hostitelovo
vazebné misto A na navazani druhého hosta na hostitelovo vazebné misto B.

Nekooperujici molekularni systém lze pfirovnat ke vzajemnému vztahu mezi klicem a
klicovou dirkou, je to reakce mezi hostitelskou a hostujici molekulou, ktera tvofi komplex
hostitel-host.

V pfipadé kooperujiciho systému, navazani prvniho hosta na prvni vazebne misto hostitele
ovliviuje asociacni konstantu druhého hosta s druhym hostitelskym mistem. U pozitivnich

alosterickych systém(i navazani prvniho hosta zvysi asociacni konstantu druhého hosta, naopak u

negativnich alosterickych systém ji snizi.



Obr. 1 - Krystalicka strukturadvou isoftalovych kyselin navazanych
k hostitelské molekule pomoci vodikovych mstk.

Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Molecular_Sensor_ChemComm_1313_1998.jpg

1.3.3. Sebeskladba

Sebeskladba je postup pouzivany v supramolekularni chemii slouZici k redukci prace
potfebné pro tvorbu komplexnich molekularnich struktur. Namisto dlouhotrvajici kovalentni
syntézy jsou jednotlivé molekularnibloky naprogramovany aspolu s vhodnou pozici vazebnych
mist a miSenim spravnych podjednotek supramolekul se spontanné sdruZuji bez jakychkoliv

dalsich zasah ze strany chemika po spInéni zakladnich poZadavk:

1. Stavebnijednotky musibyt mobilni, tento poZadavek je ovsem splnén prakticky vzZdy,
kdyz jsou molekuly v roztoku diky Brownovu pohybu

2. Jednotlivé komponenty musi nést spravnou informaci zapsanou do jejich geometrické
a elektronové struktury po dobu syntézy, aby poskytly spravna vazebné body na
spravna mista

3. Vazby mezi jednotlivymi komponentami musi byt vytvoreny tak, aby byly vratné, tzn.
konecny agregat je vytvoren termodynamicky kontrolované pod rovnovaznym
stavem. Tento aspekt je velice dllezity, nebot kineticky kontrolovany proces nema

potencial k chybnym korekcim, coz obvykle vede ke vzniku smési.



Obr. 2 - Priklad molekularni sebeskladby.

Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Hydrogen-bonded_Self-assembly_AngewChemIntEd_1998 v37_p75.jpg

1.3.4. Sablonové efekty

Dal$im zplsobem jak kontrolovat vysledek reakce jsou tzv. $ablonovani. Stejné jako v
makroskopickém svété, chemicka Sablona organizuje reakéni partnery a tim umozriuje chemikovi
kontrolovatjejich reaktivitu, aby docilil poZzadovaného produktu. Sablony zahrnuji Siroké rozpéti
od biochemiesjejim komplexnim aparatem proreplikaci DNA, pres formovani strukturovanych
anorganickych material(i po pripravu supramolekularni katalyzy. VSechny tyto priklady ovsem

maji spolecné rysy:

1. Organizuji reakéni partnery k formovani uréeného produktu, jehoz syntézy nemize
byt dosaZzeno bez pomoci Sablony. Tedy Sablona kontroluje reaktivitu a tvofi formu.

2. Sablona potfebuje byt navazana k reakénim partneriim. Molekularni rozpoznavani je
tedy nezbytnym pfedpokladem pro syntézu podle Sablony a vazebna mista se tedy
musi dopliiovat. Obvykle jsou navazany diky nekovalentnim pouttim, i kdyZ existuji i
pfipady opa€né.

3. Kontrola reaktivity a rozpoznavani reakénich partner(i naznacuije, ze do $ablony je

naprogramovana informace, kteréa je pfevadéna do produktu reakce.



2. Hmotnostni spektrometrie laserové desorpce a
lonizace s pomoci matrice analyzatorem doby letu

MALDI TOF MS je zkratka Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight

Mass Spectrometry.

2.1. Uvod

MALDI TOF je moderni metoda hmotnostni spektrometrie, zaloZena na tzv. mékké
ionizaci (molekule dodany energeticky prebytek je maly, proto k fragmentaci vzorku nedochazi
vilbec nebo velmi malo). Z téchto dlivodd je vhodna k analyze biomolekul (proteiny, peptidy,
sacharidy) avelkych organickych molekul (polymery, dendrimery atd.), které maji sklon se pri
pouziti konven¢ngjSichtechnik fragmentovat [3]. lonizace je provadéna laserovym pulzem

(obvykle IR nebo UV).

2.2. Historie

Termin Matrix Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) byl poprvé pouZitv roce
1985 Franzem Hillenkampem, Michaelem Karasem a jejich kolegy. Tito vyzkumnici objevili, Ze
aminokyselina alanin miZe byt ionizovana jednoduseji, jestlize je smichanas jinou aminokyselinou
—tryptofanem a ozarena pulsem z 268 nm laseru. Tryptofan absorbuje energii laseruapomahav
ionizaci neabsorbujicimu alaninu.

Prilom pro LDI velkych molekul pfisel v roce 1987, kdy Koichi Tanaka z Shimadzu
Corporation pouzil kombinaci 30 nm kobaltovych ¢astecek v glycerolu s 337 nm dusikovym
laserem. Za pouZiti této kombinace matrice alaseru byl Tanakaschopen ionizovat biomolekuly az
do velikosti karboxypeptidu-A (34, 472 Da). Za tyto objevy obdrzel Tanaka v roce 2002 jednu

Ctvrtinu Nobelovy ceny za chemii.



2.3. Princip a fungovani

2.3.1. Matrice

Matrice ma za ukol transformovat energii laseru do ionizace analytu, chranit vzorek pred
rozpadovym Ucinkem laserového zareni a podili se na odpareni vzorku. Matrice se sklada z
jemnych krystalizovanych molekul, které ¢asto obsahuji OH" skupiny pro ionizaci analytu [4].

Jako matrice byvaji pouzivany napf. kyselina nikotinova, 3,5-dimetoxy-4-hydroxy-

skoricova kyselina nebo kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, aj.

Postup ionizace:
1. Analyt (A) je smichan s matrici (M)
2. Paprsek laseru ionizuje molekuly matrice

3. Molekuly analysu jsou ionizovany transferem naboje z matrice

(MH +A M + AH)



Laser

Zakladova deska

8 \/zorek

Variabilni Zemnici
+20 kV Miizka  MFiZka
Obr. 3 — Schéma ionizace analysu

Upraveno dle:
http://www.msg.ucsf.edu/agard/maldi/IntrotoMALDITOF.ppt

2.3.2. Analyzator doby letu (TOF analyzator)

Analyzator doby letu méfi Cas, za ktery dosahnou ionty detektoru. lonty jsou urychleny
elektrickym polem, jehoZ napéti zndme. Tato akcelerace zpdsobi, Ze vSechny ionty stejného
ndboje maji totoZznou kinetickou energii. Rychlost iontu potom zavisi na poméru m/z (m je

hmotnost Castice, z je jeji naboj). Z toho plyne, Ze lehi ionty dosahnou detektoru rychleji nez

PE=zKE=U.z= %m.vz

m/z ~ t?

PE - potenciélni energie Castice letici ve vakuu
KE - kineticka energie takoveé Castice

U - napéti, jimz byla ¢astice urychlena



z - naboj iontu

m - hmotnost iontu
v - rychlost Castice
t - doba letu Castice k TOF analyzatoru.
Zdroj napéeti Letova trubice
1 I
1 I
1 I
+ 1 I
1 + I
1 1|5
| 1|2
1 I _.%
1 I
® + 2
1 I
1 I
1 I
|I I
v = =

Obr. 4 — Princip TOF analyzétoru

Upraveno dle:
http://www.msg.ucsf.edu/agard/maldi/IntrotoMALDITOF.ppt

2.3.3. Reflektron

Reflektron poskytuje lepsi rozliSeni (az 20 000x) pfi méfeni v linedrnim madu, kdy ionty
leti pfimo k detektoru. Nachazi se na konci letové trubice a je pouzivan pro kompenzaci rozdild v
dobeé letu iontl se stejnym m/z pomérem, ale mirné odliSnou kinetickou energii. Funguije jako
iontové zrcadlo, zaméfuje iontové shluky na detektor. Narozdil od linearniho médu je uréen spise

pro mensi molekuly



Detekior

Zdroj iontu |

—

I }_‘ s ———

Reflektron (lontové zrcadlo)

Obr. 5 — Prilet iontu v reflektronovém médu

Upraveno dle:
http://www.msg.ucsf.edu/agard/maldi/IntrotoMALDITOF.ppt

2.3.4. Zpozdéné extrakce

Zpozdéna extrakce ma za kol vyrovnat rozdily pocategnich rychlosti u iontl se shodnym

m/z pomérem, ale rozdilnymi poCéate¢nimi rychlostmi.

lonty stejné hmotnosti, rliznych
0V qﬁ/‘,//f rychlosti
o—
1. Neaplikovano elektrické pole. oV
(+]
20 kV o o
. 0V
2. Pole pusobi. Pomalé ionty zrychluji vice nez rychlé.
o—
20 kV o—
o—
3. Pomalé ionty dostihnou rychlé. oV

Obr. 6 —Princip zpoZdéné extrakce iont(i

Upraveno dle:
http://www.msg.ucsf.edu/agard/maldi/IntrotoMALDITOF.ppt
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2.3.5. Metoda PSD

Metoda PSD (Post Source Decay) se pouZziva k detekovani a méreni hmotnosti
iontovych fragment(, utvorenych z vybraného predchdidce. Fragmenty jsou vétSinou formovany
unimolekularni dekompozici (rozkladem) nebo bimolekularnimi srazkamiaz poté, co jsou jejich
iontovi pfedchddci pIné urychleni (po opusténi urychlovaciho pole). Z toho divodu jsou rychlosti

fragmenttl stejné, jako byla rychlost jejich predchdidce.

11



3. Nanomaterialy

Nanomaterialy jsou materialy s charakteristickou velikosti, ktera byvaurcena jako 1-100
nm nejméné v jednom rozmeéru. Jejich struktura odpovida chemickému sloZeni a usporadani
atom0. Vlivy ovladajici vlastnosti nanomateriald zahrnuji ,,efekt velikosti®, zménu dimenzionality
systému a méni atomovou strukturu [7].

Vyroba, charakterizace a zpracovani nanomateriall je v dne$ni dobé polem rychle se
rozvijejiciho vyzkumu. Vyzkum a vyvoj v této oblasti klade dliraz na objevy v tvorbé materialdi s
uréenymi mikrostrukturalnimi charakteristikami, dale navyzkum, zabyvajici se moZnostmi jejich

vyroby v masovém méfitku ana zavadéni novych vyzkumnych koncept a vyrobnich metod.

3.1. Fullereny

Fullereny byly objeveny roku 1985 H. Krotem, R. Curlem a R Smalleym, ktefi za jejich
objev obdrzZeli roku 1996 Nobelovu cenu. Jsou pojmenovany podle architekta a designéra
Buckminstera Fullera. Pojmenovani vychazi z jejich tvaru — koule uhlikovych atom{ tvorené
spojenymi péti- a Sesti- Clennymi kruhy, které tvofi péti a Sestithelniky.

Prvni izolovany fulleren C60 se sklada z 20 Sestitihelnik(l a 12 pétitihelnikd (jako
fotbalovy mic) ama perfektni dvanactisténnou symetrii. V dalSich letech potom byly objeveny
fullereny C70, C84 aj. Nejmensi fulleren se sklada z 20 atom0 uhliku. Nejbéznéjsi metodou
vyroby fulleren(l je vypafovani grafitu elektrickym obloukem v atmosfére inertniho plynu.

V poslednim desetileti jsou fullereny tématem rychlého vyzkumu a zfejmé budou jesté
mnoho dalSich let. Nap¥. v roce 2003 byly fullereny zkouSeny pro potencialni vyuZiti v medicing —
vazani specifického antibiotikanafulleren s cilem zni€it rezistentni kmen bakterie, dal$i moznosti

se jevi pri léCbé rakoviny aj. Fullereny jsou dale zkoumany pro jejich supravodivost.
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Obr. 7 - Buckminsterfulleren Cg

Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:C60a.png

3.2. Nanocastice

Nanocastice je Castice ur€ena svou velikosti a vlastnostmi. Za nanocastici se poklada
objekt velikosti 1 — 100 nm, a to nejméné ve dvou dimenzich. Svymi vlastnostmi je definovana
jako objekt malé velikosti, ktery se chova jako jednotny celek, pokud jde o pfepravu a
vlastnosti. Nanoprasky (nanopowders) jsou potom shluky téchto ¢astic.

Nanocastice jsou predmétem velkého védeckého zajmu, protoZe tvori most mezi
kompaktnim materialem a jeho atomovou strukturou. Vlastnosti materialu se ménitim, kdyz se
jeho velikost blizi nanovelikosti, tedy tim, jak procentni zastoupeni materialdi na povrchu ¢astice
nabyvanadulezitosti. U kompaktnich material(l jejichz velikost je vétsi nez 1 um, je pomér atomi
na povrchu nepatrny vzhledem k celkovému poétu atomd v materialu. ZvIastni vlastnosti
nanocastic proto ¢astecné pochazi z dlivodu toho, Ze zde narozdil od vétsich mnoZzstvi materialu
prevladaji atomy tvorici povrch Castice.

Nanocastice ur€itého materidlu tim padem maji mnoho zvlastnich vlastnosti ve srovnani s
mikrocasticemi tohoto materialu. Napfiklad, méd je ve standardni formé velmi dobfe tazna.
Tento stav nastava proto, Ze kazdy atom médi se miZe ve struktufe kovu pohybovat az o 50 nm.
Médéné nanocéstice Cu mensi nez 50 nm naopak vykazuji ohromnou tvrdost a neprojevuji
kujnost jakou zname u bézné médi. Jiné materialy naopak projevuji ve formé nanocastic riizné
vlastnosti od velmi silného magnetismu az po supravodivost. Naopak o¢ekavanou vlastnosti je

vzhledem k jejich velkému povrchu niZsi teplota tani.
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3.3. Kvantové teCky

Kvantova tecka (,,quantum dot*) je ohrani¢ena oblast polovodice o primeéru v desitkach
nanometrd a vysce v jednotkach nanometrd [8]. Je schopna, v dlsledku niZsi energie ve srovnani
senergii vodivostniho pasu okolniho polovodicCe, vazat elektrony — elektronova past. Ma ovsem
omezenou kapacitu, kterd zavisi na rozmérech tecky.

Je zndmo a popsano nékolik zplsobl jak vyrobit kvantové tecky. Konvenénim
zplisobem, ktery je bézné vyuzivan pro elektroniku mikronového rozlisent, tj. napafovani vrstev
optickou Ci elektronovou litografii se nedafilo pripravit dostateCné malé objekty. Pozadované
vlastnosti se sice dostavily, ale pouze pfi velmi nizkych teplotach (pod 77 °K).

V 90. letech se vSak podafrilo vyvinout novy postup, ktery umoZziuje vznik tecek
pozadované velikosti na povrchu substratu v pripadé vhodnych pomérl mfizkovych konstant
obou material(l. Nejvice byly zkouSeny InAs a GaAs. PFi tomto postupu se na substrat (GaAs)
nejprve nanese jednavrstva InAs, pficemzZ na ni vznikéa znacné napéti. P¥i nanaSeni dalSich vrstev
seale molekuly InAs zanou, kvlli energetické vyhodnosti, samy shromazdovat ve shlucich. Poté
se na vzniklé tecky nanasi dalSi vrstva ze stejného materialu jako je substrat (GaAs) a kvantové

teCky se tedy zapouzdfi ze vSech stran.

Obr. 8 - Tvorba kvantovych te¢ek na GaAs

Zdroj:
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http://www.aldebaran.cz/bulletin/2005_18/quantum_dots_afm.jpg

Kvantové tecky se jevi jako perspektivni pro vyuziti v mnoha oborech. Pro
optoelektroniku je vhodna jejich schopnost emitovat svétlo pfi velmi malé spotfebé energie. Proto
se zkousi jejich aplikace v diodach, pripadné se uvazuje o jejich vyuZiti pro vyrobu nové generace
displeji. Dalsim polem vyzkumu je vyuziti kvantovych tecek ve fotovoltaickych ¢lancich, laserech
apod. Pouziti kvantovych teCek pro medicinské zobrazovani s velmi vysokymrozlisenim je rovnéz

predmétem zkoumani, stejné tak jejich uZiti jako modernich barviv.

Obr. 9 - Kvantové tecky riiznych velikosti emituji pfi ozafeni UV paprsky svétlo
o rlizné vinové délce

Zdroj:
http://uwnews.org/images/newsreleases/2008/June/20080626_pid42600_aid42599 quantumdotsl_w600.jpg
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4. Nanozlato

4.1. Uvod

Nanozlato (nékdy také koloidni zlato) je suspenze zlatych €éastic, jejichz velikost se
pohybuje v fadu jednotek az stovek nanometrd, v rliznych tekutinach (obvykle ve vodg). Miize
mit Skalu barev od Zluté pres syté Cervenou az po svétle fialovou v zavislosti na koncentraci a
velikosti &astic zlata. Céstice samotné potom mohou nabyvat riiznych tvarti - koule, tycky,
krychle a dalsi, méné obvyklé tvary [9].

Jednou z vlastnosti zlatitych iontl je schopnost vytvaret komplexni slouceniny typu
[Au(NH3)4]X3 - napf. [Au(NH;]4J[NOs], ktery lze pfipravit reakci amoniaku s kyselinou
tetrachlorozlatitou. Zlato v komplexu s amoniakem je pfitom vazano velmi pevné, pomoci
alkalickych hydroxidd se vSak rozklada za vzniku explozivnich dusikovych slouéenin —

,Jtraskavého zlata“.

2 S 6 12 16 18 24 60 9 150rm€m

Obr. 10 — Barva koloidniho roztoku zlata v zavislosti na velikosti Au ¢astic
Zdroj:

http://www.ansci.wisc.edu/facstaff/Faculty/pages/albrecht/albrecht_web/Programs/microscopy/images/cAu
%20different%20sizes%20small.jpg

4.2. Historie

Nanozlato bylo znamo jiZ ve starovéku a byly mu pfipisovany vlastnosti ,elixiru Zivota“.

Koloidni roztok zlata byl pouZivéan uz ve starém Rimé k barveni skla. Barevnost pfechazela od
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Zluté pres jasné Cervenou aZ k svétle fialové v zavislosti na koncentraci a velikosti Castic zlata. V
16. stoleti pfipravil alchymista Paracelsus roztok, ktery nazval ,,Aurum potabile” (pitné zlato).
Jeho praci se v poloviné 19. stoleti inspiroval Michael Faraday, ktery pfipravil prvni vzorek
Cistého koloidniho zlata, ktery nazval ,,aktivovane zlato* a take jako prvni zjistil, Ze syté Cervena
barvaroztoku je zplisobena velikosti suspendovanych ¢astic zlata. Ve druhé poloviné 19. stoleti a
prvni poloving 20. stoleti se vyzkum v oblasti koloidniho zlata rozsifil a byly objeveny i jeho prvni
medicinské aplikace — lIéCba revmatoidni artritidy. Rozvoj elektronové mikroskopie po 2. sv.
valce potomumoznil komplexni vyzkum nanozlata (Turkevich, Morriss, Takiyama, aj.).

V roce 2006 byl ve vyzkumu nanozlata u¢inén dalsi dllezZity objev. Vyzkumnici z Pacific
Nothwest National Laboratory prokazali, Ze se pfi vyparovani zlata laserem tvofi zlaté klastry
Augg, Aui7, Ausg, které maji strukturu podobnou uhlikovym fullerendim — kulovity Gtvar s volnym
mistem uprostied. Zlato je jeden z mala prvkd, které jsou schopny tvorby takovych struktur.
»Zlaté klece*, jak byly tyto klastry nazvany, mohou nalézt uplatnéni v mnoha aplikacich, napf.

jako nosi¢ molekul [10].

Obr. 11 -, Zlaty fulleren”, klecovita struktura Auye

Zdroj:
http://mwww.pnl.gov/science/highlights/highlight.asp?id=118

4.3. Vyroba

Koloidni zlato se vyrabi vice zplsoby — nejcastéji vSak redukci tetrachlorozlatité kyseliny.

Po rozpusténi H[AUCI,] je roztok smichan s reduk&nim Einidlem, které zplisobi, Ze Au®* ionty se
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redukuji na neutralni Au®atomy. Nar(istem po¢tu zredukovanych atom( zlata se roztok stava
presycenym a zlato se srazi ve formé nanocastic. Na tomto zakladé byly vyvinuty r(izné metody,

které se lisi napr. koncentraci zlata, pouzitim rliznych redukénich ¢inidel aj.

supersaturace

rast éastic

Au
*
Au ¥
. ¢as
] pfidani redukéniho ¢inidla e

Obr. 12 — Prlibéh redukce Au* aniontd a tvorby nanocéstic zlata

Upraveno dle:
http://www.devicelink.com/ivdt/archive/00/03/0003i37c.gif

4.4. Vyuziti

4.4.1. Medicinské

Pouziti koloidniho zlatav medicing je velmi riiznorodé améa velmi dlouhou historii. Pfiznivy
ucinek uzivani pripravkd s obsahem nanozlata u pacientd, trpicich revmatoidni artritidou, je znam
jiz vice neZ 60 let [11].

Podavani nanozlatainvitro asoucasné pouziti mikrovinné terapie méze mit pfiznivy tcinek
na niceni beta-amyloidnich fibril( a tim se stat zakladem pro 1ébu Alzheimerovy choroby [12].
Metoda, nazvana ,,molekularni chirurgii“, by mohla zastavit postup nemoci bez soucasného
poSkozeni zdravych mozkovych bunék. V soucasnosti neexistuje Zadna Ié¢ba na Alzheimerovu
chorobu anejsouznamy ani presné priciny jejiho vzniku, pfitom choroba postihuje desitky milion(
lidi na celém svétg.

Zkoumaji se rovnéZ moznosti pouZiti nanozlata jako nosice pro rtizné druhy hydrofobné

se chovajicich 1éCivych latek, napf. kancerostatika Paclitaxelu [13]. Nanozlato je téZ zkoumano

jako potenciélni diagnosticka metoda u zjistovani nadorovych onemocnéni [ 14]. Malé zlaté
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Castice o velikosti kolem 2 nm maji schopnost navazat se nareceptor epidermalniho rlistového
faktoru, ktery se vyskytuje v rakovinnych burikach ve velkém mnoZstvi. Tyto se pak daji nalézt,
protoZe Castice nanozlata maji schopnost emitovat pomérné silné infracervené svétlo [15,16].
Nardst poctu multirezistentnich bakterii pfedstavuje problém, ktery miiZze byt fesen
pomoci nanozlata. Studie prokazaly, Ze nanozlato v kombinaci s nizkymi davkami ionizujiciho
zéfeni znatelné zvySuje UCinky tohoto zareni na bakterialni buriku, nasledkem ¢ehoZ dochazi k

zaniku bakterie [17].

l&ééivo
0 00

| —

nanocastice nanocastice
s |&éivou latkou

Obr. 13 — Nanocastice zlata jako nosic léCivé latky

Upraveno dle:
http://mayoresearch.mayo.edu/mayo/research/dev_lab/images/multil.gif

4.4.2. Nemedicinské

S vyuzitim nanozlata se Ize setkat v mnoha rliznych aplikacich. V nemedicinskych oborech
se vyuZiva predevsim jeho optickych a krycich vlastnosti, rovnéz se uziva jako pigmentu. O
vyuziti optickych vlastnosti nanozlata se uvazuje napt. pfi vyrobé ucinnych filtr(i, schopnych
zachytitviditelné i neviditelné svétlo a fotonovych krystald, které slouzi k manipulaci akontrole
svétla [18]. Francouzsti chemikové rovnéz vyrobilinovy druh ¢erveného barviva, zaloZzeného na

koloidnim zlatu [19].
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5. Kukurbiturily

5.1. Uvod

Kukurbiturily jsoumakrocyklické molekuly skladajici se z ur€itého poctu opakujicich se
glykolurilovych jednotek. Prvni kukurbituril CB[6] byl syntetizovan jiZ roku 1905 némeckymi
chemiky Behrendem, Meyerem a Ruschem, neobvyklastrukturatéto molekuly byla objevenaaz
pomoci rentgenove krystalografie chemiky na University of Illinois v roce 1981. Nazev
kukurbituril je odvozen podle lateralni podobnosti molekuly s dyni z Celedi Cucurbitaceae. DalSi
objevy natomto poli prisly pozdéji, kdyZ v roce 2000 byly v Jizni Koreji systematizovany dalsi tfi
druhy kukurbiturilG: CB[5], CB[7] a CB[8]. Struktura CB[10] byla popsana A. Dayem roku
2002 jako komplex CB[5]@CB[10] asamostatny CB[10] byl poprvé syntetizovan skupinou L.
Isaaca v roce 2005 [20].

cucurbit[5]uril cucurbit[6]uril cucurbit[7]uril

Obr. 14 - Priklady struktur kukurbiturilG

Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Models_of_cucurbiturils.jpg
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5.2. Vyroba

Syntéza kukurbituril probihav nékolikakrocich: nejprve reaguje mocovinas glyoxalem
za vzniku mezistupné — glykolurilu. Tento meziprodukt je nasledné kondenzovan s formaldehydem
za pritomnosti kyseliny sirové a vznika kukurbituril. Hexamer CB[6], pokud reakce probiha za
teploty vyssi nez 110°C. SniZzenim teploty na 75°C az 90°C m{Ze byt dosaZeno tvorby dal3ich
kukurbiturild - CB[5], CB[7], CB[8], CB[9] a CB[10], CB[6] zlistava hlavnim produktem

reakce. Ostatni kukurbiturily se od CB[6] oddéluji pomoci frakeni krystalizace.

9
Cc
H-I\lé’ "‘bllAH
H H 0 i % il
H H
+ ] Il
H (9] /C\ H)LH fC\ ,C__
- H-N"N-H s NN
d’C*C‘H —  HREeH H-C-C—H
. 2 H-N_ N-H e N N L
C”; (l-.l; P
HoH 0 g A B
H—N\%,N—H 3 = 5 g
o 1
Obr. 15 — Reakéni schéma syntézy kukurbiturilu
Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:CucurbiturilSynthesis.svg
5.3. VyuZiti

Kukurbiturily nalézaji vyuZiti v mnoha rdiznych aplikacich v oblasti supramolekularni
chemie.

Diky jejich velké afinité viici molekulam s pozitivnim ndbojem se pouzivaji jako hostitelské
molekuly pfivzniku supramolekularnich komplexd. Tyto vlastnosti se zkoumaji prevazné pro
medicinské vyuZziti, kdy kukurbituril mdZze slouzit jako nositel 1éCivé latky (napf. kancerostatika).
Kukurbituril mé za Ukol omezit neZadouci uCinky Iéku a pomoci ho dopravit pfimo do
nadorovych bunék [21].

Jako dal$i oblast potencialniho vyuZiti kukurbituril( se jevi rotaxaanové makrocykly, které
mohou byt vyuZity jako tzv. molekularni stroje (komplex nékolika molekularnich slozek, ktery
miZe vykonavat strojiim podobné pohyby napt. komplex CB[5]@CBJ[10] , kdy CB[5] mlze

rotovat uvnit¥ vétSiho makrocyklu —,,molekularni gyroskop*) [22].
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Obr. 16 — Molekularni gyroskop

Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Cucurbituril_gyroscope_AngewChemIntEd_2002_v41 p275_hires.png
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6. Huperzin A

6.1. Uvod

Huperzin A je alkaloid ziskavany z vytazku z Cinské preslicky Huperziaserrata.
Pripravky z této rostliny byly staleti pouzivany v ¢inské mediciné pro Ié¢bu otokd, zimnice a
krevnich nemoci. Huperzin A byl poprvé syntetizovan v Cing jiz roku 1948. Pozdgjsi studie na
zviratech prokazaly jeho neuroprotektivni efekt, nedavné klinické zkousky prokazaly jeho
pfiznivy efekt na pacienty s neurodegenerativnimonemocnénim (napf. Alzheimerova choroba)

[23].

H-.C .~ =
3 HoN

Obr. 18 — Strukturni vzorec Huperzinu A

Zdroj:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Huperzine_A.png

6.2. Vyuziti

Huperzin A plsobi v lidskémtéle jako inhibitor enzymuacetylcholinesterazy. Tento enzym
rozklada neurotransmiter acetylcholin na acetatovou a cholinovou skupinu a brani tak pfenosu
nervovych vzruchd, cozZ byva pokladano za dlivod vzniku Alzheimerovy choroby. Léky, které
plisobi jako inhibitor acetylcholinesterazy, s ni reaguji a zabrani tak jejim rozkladnym Gcinkim na
acetylcholin. ZlepSujitak pamét'ové amotoricke funkce u lidi postiZzenych neurodegenerativnimi
onemocnénim. Klinické zkousky v Ciné prokazaly, Ze Huperzin ma srovnatelnou G&innost s léky,
které jsou v soucasné dobé k dispozici, a ma proti nim mirné snizené riziko vedlejsich G¢ink(

[24].
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V Ciné rovnéz probéhla studie, ktera zkoumala mozné Gcinky Huperzinu A jako tzv.
chytré drogy, tzn. latky urychlujici narlist synapsi a tim zlepsujici proces u¢eni. Na Harvardové
univerzité dale probéhly predklinické testy Huperzinu A jako mozného prostfedku pro potlaceni
epilepsie.

Huperzin se rovnéz jevi jako perspektivni profylaktické antidotum proti organofosfatdiim,

které jsou zakladem vojenskych bojovych plyn( (sarin, tabun, cyklosarin, ...) [25].

Obr. 17 — Huperzin A nav&zany na enzym acetylcholinesterazu

Zdroj:
http://home.ust.hk/~neltklee/image/hup-3D-plainimage.gif

24



7. Vysledky a diskuse

V této Casti prace jsou uvedeny vysledky experiment( v systémech:

Tvorba klastrd zlata
Supramolekuly zlata a makrocykld
Tvorba supramolekul makrocykl( a Huperzinu A

Interakce klastr(i zlata s IéCivem Huperzin A

7.1. Pouzité pristroje a chemikalie

VSechna méreni byla provedena na hmotnostnim spektrometru AXIMA CFR (Kratos
Analytical, Manchester, United Kingdom) s dusikovym laserem 337 nm (Laser Science Inc.,
Franklin MA, USA). Hmotnostni spektrabyla mérena pro nejméné 100 laserovych pulsl o délce
3 ns. Laserova energie je urCena v jednotkach a.u. Pro externi kalibraci byly pouZity klastry
cerveného fosforu.

Cerveny fosfor byl zakoupen u firmy Riedel de Haén (Hannover, Némecko). 2,5-
dihydroxybenzoovakyselinabylaod spole¢nosti Sigma Aldrich (Gillingham, Velka Britanie),
kukurbiturily byly pofizeny u firmy Lachema (Brno, Ceska republika).

Na pripravu viech vodnych roztok( byla pouzita voda destilovana v kfemenné aparature

od firmy Heraeus Quartzschmelze (Hanau, Némecko)
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Obr. 18 - Hmotnostni spektrometr Axima CFR

7.2. Tvorba klastru zlata

V prvni Casti prace byla zkoumana tvorba klastrll zlata Au,, posléze jejich mozna
interakce s makrocyklickymi molekulami kukurbiturily.

Nejprve bylo pfipraveno nanozlato redukci vodného roztoku H[AuCl,] (2,5 mM) pomoci
kyseliny galove (0,5 mM) jako redukéniho Cinidla. Vysledny roztok byl poté rozdélen; Cast byla
smichanas CB[6], Cast byla pouZita pro samostatné méreni.

Ukazky spekter klastr( zlata jsou uvedeny na obrazcich ¢. 19-23.
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Obr. 19 - Ukazka hmotnostniho spektrananozlata, prokazujici tvorbu klastrd Au; s
soucasti spektra je struktura klastru Auz
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Obr. 20 - Ukazkahmotnostniho spektrananozlata, prokazujici tvorbu klastrli Aug.
soucasti spektra je struktura klastru Aug
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Obr. 21 - Ukazka hmotnostniho spektra nanozlata, prokazujici tvorbu klastrli Auy.g
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Obr. 22 - Ukazkahmotnostniho spektrananozlata, prokazujici tvorbu klastri Auo.14

28



%In
104
a0
80
70
601
50
40)
30

20

L
17
2954.9 Al - Alq
: 37417
Au Alg
16 3544 5
31519
Au,,q
39385
| Iw
" 3000 " 2200 " 3400 " 3600 " 3800 4000
Mass/Charge

Obr. 23 - Ukéazkahmotnostniho spektrananozlata, prokazuijici tvorbu klastrl Auss.

NaméFena data se shodovala s poznatky uvedenymi v literatufe. Na zakladé hmotnostnich
spekter byla prokazana tvorba klastrll Au, (n = 1-20). Intenzita pikl klastr(i zlata s lichym

poctem atomd je vyssi nez u pikd se sudym poctem atomd. Pravdépodobnd strukturaklastril Au;.

6 Je uvedena na obrazcich.

@

Obr. 24 - Struktura klastr( zlata Au;.¢
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7.3. Supramolekuly zlata a makrocykl(

Jeznamo, Ze organické makrocykly kukurbiturily mohou tvofit supramolekuly s jinymi
latkami. V této kapitole jsou uvedeny vysledky pokusti o vytvoreni supramolekul klastrii zlataa
CB[5,6,7,8].

Byl smichan vodny roztok CB[5,6,7,8] s nanozlatem vzniklym redukci 2,5 mM roztoku
tetrachlorozlatité kyseliny pfidanim kyseliny galové. VVznikly roztok byl vysuSen v proudu vzduchu

pfi laboratorni teploté a analyzovan po dosazeni vakua 10” Pa.
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Au-
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4 Na@CB[6]

aué m

{e®

a0} \i\‘(i iA
: e

50@ K@CBI[6]
40%
30% i

il |

107

K@CB([7]

Mooy

1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
Mass/Charge

Obr. 25 - Hmotnostni spektrum smési CB[5,6,7,8] a nanozlata; soucasti spektra je struktura
supramolekuly K@CBJ[6]
Podminky méFeni: linearné pozitivni mad pfi energii laseru 80 a.u., LDI
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Obr. 26 - Struktura supramolekularnino komplexu Au;@CBJ[6]

Z obrazku €. 25 plyne, Ze se za danych podminek nepodafilo prokazat tvorbu takovychto

supramolekul (obr. 26), v praci na vytvoreni téchto molekul se dale pokracuje.

7.4. Tvorbasupramolekul makrocykl( a Huperzinu A

V této Casti prace byla studovana mozna interakce makrocykll kukurbiturild s dileZitym
[éCivem Huperzinem A.

Nejprve byl pfipraven roztok Huperzinu A za pouZiti 6,05 mg krystalického Huperzinu,
2,475 ml vody a 0,025 ml 1 M roztoku HCI. Roztok byl poté smichan se smési kukurbituril(i
CB[n]n=5,6,7,8.

31



%lnt.

Na@CB[6]
100
| | K@CB[e]
a0
704

B0

507

407

K,@CBI[6]

= Na@CB[7]

201 | :

i

1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
Mass/Charge

Na@CB[8]

Obr. 27 - Hmotnostni spektrum smési CB[5,6,7,8] a Huperzinu A; soucasti spektra je struktura
supramolekuly Na@CBJ[6]
Podminky méfeni: line&rné pozitivni mod pfi energii laseru 130 a.u., LDI

Obr. 28 - Strukturasupramolekularniho komplexu HupA@Cb|[6]

Z hmotnostniho spektra (obr. 27) plyne, Ze se za téchto podminek supramolekula

HupA@CBIJn],n =5,6,7,8 (pfiklad viz obr. 28) netvofri.
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7.5. Interakce klastri zlata s 1é¢ivem Huperzin A

V literatufe je popsanatvorba celé fady komplexnich sloucenin zlata s aminy. V této Casti
préce jsou uvedeny vysledky studia IéCiveé latky Huperzin A a jeji interakce s klastry zlata.

Jako prvni krok byl smichan vodny roztok H[AuCl,4] s vodnym roztokem Huperzinu A.
Poté bylo pfidano redukéni Cinidlo — kyselina galova. Bylo predpokladano, Ze vyredukované
zlato ,,in statu nascendi* (ve stavu zrodu) bude reaktivngjsi, tedy snaze vytvori slouceniny s

Huperzinem A. Struktury takovychto sloucenin pro Auy.¢ jsou uvedeny na obr. 29.

Obr. 29 - Struktury aduktd HupA.Au;.¢

Na obr. 29 jsou uvedena naméfena hmotnostni spektra smési Huperzinu A a

nanozlata. Z téchto spekter plyne, Ze Huperzin tvofi s nanozlatem velké mnoZstvi aduktd.
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Obr. 30 - Hmotnostni spektrum smési nanozlata a Huperzinu A; soucasti spektra je struktura
aduktu HupA.Au
Podminky méfeni: line&rné pozitivni mod pfi energii laseru 100 a.u., LDI
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Obr. 31 - Hmotnostni spektrum smési nanozlata a Huperzinu A; soucasti spektra je struktura
aduktu HupA.Au,
Podminky méfeni: linedrné pozitivni mod pfi energii laseru 100 a.u., LDI
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Obr. 32 - Hmotnostni spektrum smési nanozlataa Huperzinu A
Podminky méfeni: line&rné pozitivni mod pfi energii laseru 100 a.u., LDI
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Obr. 33 - Hmotnostni spektrum smési nanozlataa Huperzinu A
Podminky méfeni: linearné pozitivni mod pfi energii laseru 100 a.u., LDI
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Obr. 34 - Hmotnostni spektrum smési nanozlata a Huperzinu A
Podminky méfeni: linearné pozitivni mad pfi energii laseru 100 a.u., LDI

Vzhledem k terapeutickym ucinkdim jak zlata, tak i Huperzinu A (pfevazné pri lécbé

neurodegenerativnich onemocnénf) Ize u téchto aduktd oekavat lepsi vysledky a uvazuje se o

testovani astanoveni biologickeé ucinnosti takového kombinovaného preparéatu.
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8. Zaver

Pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI TOF byla prokazanatvorbaklastrd zlata Au,
(n = 1-20). Bylo potvrzeno, Ze intenzita pikd lichych klastrd byva vyssi nez u sudych klastrd.
Pfipravené klastry nanozlata byly poté pouZity pro analyzu jejich mozné interakce s
makrocyklickymi molekulami kukurbiturily. Bylo zjisténo, Ze supramolekularni komplexy
Au,@CB[m] se za danych podminek netvofi.

V druhé Casti prace bylo hmotnostné spektrometricky studovano léCivo Huperzin A,
respektive jeho interakce s kukurbiturily a s klastry zlata.

Kromé jiz znamych komplexi K,@CB[m] A Na,@CB[m] se za danych podminek
nepodafilo prokazat tvorbu supramolekul {HupA},@CB[m].

PFianalyze smési nanozlataa Huperzinu A byla rovnéz prokazana tvorba mnohadosud
neznamcyh adukt téchto dvou latek: HupA.Au, {HupA},.Au, HupA.Aus, {HupA},.Aus,,
{HupA},.Aus, {HupA},.Aus, {HupA}s.Aus, {HUpA},.Aus, {HUpA}s.Au,, {HUpA},.Aug a
{HupA},.Au;.

Vzhledem k vyznamnym G¢inkdim Huperzinu A i nanozlata pfi Ié¢bé neurodegenerativnich
onemocnéni se uvaZzuje o testovani astanoveni biologické u€innosti u takovéhoto kombinovaného

preparatu.
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