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1. Uvod

Ve svété zivych organisml maji fosfoestery naprosto
nezastupitelnou roli. Jsou dostatecné stabilni, aby mohly
tvofit patef biopolymert, zaroven vsak zastavaji i funkci
regulacni, pro kterou je nutné jejich efektivni a selektivni
Stépeni. Mnohé zékladni biologické procesy, stejné tak
i bunécné struktury, jsou zalozeny na reaktivité sloucenin
fosforu, fosfoesters a fosfodiesterti'?. P¥ikladem mize byt
struktura DNA a RNA, ktera obsahuje extrémné stabilni
fosfodiestery vézajici dohromady jednotlivé nukleosidové
jednotky. Dale jsou fosfoestery soucasti fosfolipidd, které
se nachazeji v kazdé bunce ajsou zakladnim stavebnim
prvkem vSech biomembran. Energeticky bohaté fosfaty,
napi. adenosintrifosfat (ATP), adenosindifosfat (ADP)
a dalsi, skladuji a prenaseji energii buiiky potiebnou pro
jednotlivé biologické procesy. Na fosfoesterech je zaloze-
na také regulace a mezibunécna signalizace — fosfoestery
jsou soucasti tzv. druhych posla, napt. cyklického adeno-
sinmonofosfatu (cAMP) nebo cyklického guanosinmono-
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fosfatu (cGMP), které reguluji hormonalni a nervovou
komunikaci bunék.

Vyse shrnuté funkce fosfoesterti v biologickych sys-
témech odhaluji pozoruhodny paradox sestavajici
z extrémni stability fosfoesterit v nukleovych kyselinach
(poloCas spontanni hydrolyzy DNA ve vod€ je asi
30 miliona let) oproti velmi rychlym procesim bunécné
regulace. Timto jsou kladeny velmi vysoké naroky na
enzymatickou katalyzu a neni proto divu, ze evoluce vyvi-
nula pfirodni enzymy schopné katalyzovat §t€peni fosfoes-
terové vazby, které svou aktivitou patii mezi nejefektiv-
néjsi enzymy vibec.

Enzymy, které katalyzuji hydrolyzu vazby P-OR,
délime do tii zakladnich skupin: fosfatasy’ >, které napo-
mahaji defosforylaci fosfomonoesterd za vzniku anorga-
nického fosfore¢nanu a alkoholu, fosfodiesterasy katalyzu-
jici hydrolyzu fosfodiesterové vazby a fosfotriesterasy'™>®
napomahajici Stépeni toxickych fosfotriesterti na vyrazné
méné toxické fosfodiestery. Dale se v popisu omezime
pouze na skupinu fosfodiesteras, které jsou z hlediska
pripravenych syntetickych analog skupinou nejpocetnéjsi.

Jako fosfodiesterasy jsou obvykle nazyvany klinicky
dillezité fosfodiesterasy cyklickych nukleotidt (PDEs)’,
které hraji roli v bunécné signalizaci, pfi degradaci tzv.
druhych posli — cAMP a ¢cGMP. Mezi fosfodiesterasy
vSak fadime mnoho dal$ich skupin enzymd, napft. fosfoli-
pasy C a D, fosfodiesterasu sfingomyelinu, autotaxin
a predev§im také nukleasy'”, které jsou schopny katalyzo-
vat §tépeni fosfodiesterovych vazeb v nukleovych kyseli-
nach (DNA a RNA). Aktivni mista vétSiny nukleas obsa-
huji dvojmocné kationty — Mg*", Ca*", Mn*" nebo Zn*',
které jsou esencialni pro jejich katalytickou t¢innost. Jed-
n4 se tedy o metaloenzymy, jednotlivé atomy kovi a jejich
pocet se vSak v jednotlivych typech nukleas 1isi.

2. Mechanismus Stépeni fosfoesterové vazby
2.1. Spontanni hydrolyza fosfoester

Jak jiz bylo uvedeno vyse v textu, nekatalyzované
Stépeni fosfoesterové vazby P—-O probihd velmi neochot-
né. Ukazuje se, Ze degradace DNA dokonce vétSinou ne-
probiha $tépenim vazby P-O, nybrz jinou cestou, a vazba
P-O je za fyziologickych podminek prakticky inertni®.
Vlastni degradace pak mize zahrnovat Stépeni vazby C-0,
otvirani nukleovych bazi ¢i radikdlovy atak. RNA ma
oproti DNA mnohem niZ§i stabilitu zpisobenou snazsim
Stépenim praveé vazby P—-O. Vyssi reaktivita je zpisobena
pritomnosti 2’-hydroxylu ribosy, ktery umoziuje hydroly-
zu RNA intramolekularni transesterifikaci doprovazenou
hydrolyzou cyklického intermediatu®.

Hydrolyza fosfoestert je substitucni reakci, probihat
muze tfemi krajnimi mechanismy:
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Schéma 1. O’Ferraliiv-Jencksiiv diagram hrani¢nich mechanismii pro hydrolyzu fosfoesterové vazby®

1) Disociativni (Dy + Ay), ve kterém dochazi ke ztra-
t& odstupujici skupiny (disociaci, Dy) jesté pred vlastnim
atakem nukleofilu (asociaci/adici, Ay). Reakce tak probiha
pres stadium metafosfatového intermediatu.

2) Asociativni (Ay + Dy) — dvoukrokovy mechanis-
mus, kde atak nukleofilu ptedchazi ztraté odstupujici sku-
piny a dochazi ke vzniku fosforanového intermediatu.

3) Sprazeny (AxDyn) mechanismus, ve kterém vznik
vazby mezi atomem fosforu a nukleofilem a zanik vazby
mezi fosforem a odstupujici skupinou probiha v jedné
elementarni reakci. Reakce tak neprobihd pfes stadium
intermediatu.

Hydrolyza fosfoestert probiha obvykle sprazenym
mechanismem, tranzitni stavy se vSak méni z volnych na
tésnéjsi (blize asociativnimu charakteru) v zavislosti na
substratu smérem od mono- k di- a triesterim®. P¥i §t&peni
fosfoesterové vazby dale hraje vyznamnou roli pH, struk-
tura tranzitniho stavu je ovlivnéna tim, zda je nukleofilem
hydroxidovy anion ¢i voda. Vlastni mechanismus reakce
pak mé vyrazny vliv také na reakéni rychlost.

2.2. Katalyza hydrolytického §tépeni fosfoesterii
pomoci kovovych iontl

Vzhledem k tomu, ze Stépeni fosfoesterd nejcastéji
probiha asociativnim, resp. spfazenym mechanismem, pii
kterém dochézi ke zvySeni ndbojové hustoty na fosforylo-
vé skuping, je logické, Ze reakce bude urychlovana elek-
trostatickou katalyzou. Neni tedy divu, ze kovové kationty,
stejné tak i kladn€ nabité postranni fet€zce aminokyselin,
maji pozitivni vliv na rychlost hydrolyzy®. Stejnou roli
hraji kovové kationty i v aktivnich mistech nukleas. Kovo-
vé kationty se chovaji jako Lewisovy kyseliny a aktivuji
tak fosfaty pro nukleofilni atak (Schéma 2, a), zarovei
jsou schopny stabilizovat vznikajici tranzitni stav. Kromeé
toho mohou kovové kationty aktivovat i vlastni nukleofil
(voda véazana na kovovém centru ma kyselejsi charakter)
(b) nebo aktivovat odstupujici skupinu (¢). Hydroxidovy
ion ¢i voda vazané k atomu kovu mohou neptimo fungo-
vat jako baze/kyselina v obecné bazické/kyselé katalyze

(d)/(e).
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Schéma 2. Mozné zpiisoby aktivace fosfodiesterové vazby pro jeji hydrolytické §tépeni pomoci kovovych ionti®
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Jednotlivé zpisoby aktivace se mohou vzajemné do-
pliovat a kombinovat, idealni systém proto vétSinou neni
mononuklearni, ale obsahuje vicenuklearni aktivni cen-
trum. Zde spolu rizné atomy kovil spolupracuji a vytvari
tak jeden celek kombinujici aktivaci substratu, nukleofilu
¢i odstupujici skupiny. Vliv jednotlivych zptasobi aktivace
na reak¢ni rychlost dokdzal kvantifikovat J. Chin v roce
1999 (cit.%). Ze studie vyplyva, Ze vzdalenost mezi kovy
v dinuklearnich komplexech by méla byt, pro co mozna
nejvyssi aktivitu, mezi 2,9 az 7,0 A. To je mozné dolozit
napf. strukturou pfirodnich enzymu, kde je tato podminka
splnéna'®. Ukazuje se, Ze pro aktivitu syntetickych dinuk-
learnich modeli metaloenzymt je vzdalenost kovovych
center taktéz zcela klicova.

Ze studii posledni doby vyplyva, ze stépeni fosfoeste-
rové vazby neprobiha Zzadnym vSeobecnym mechanis-
mem'' a vzdy se jedna o kombinaci riiznych vlivii, které
rozhoduji o vlastnim pribéhu reakce. Ten se muze liSit
v zavislosti na substratu, odstupujici skuping, na reakcnich
podminkach, ale i na struktufe pouzitétho enzymu nebo
typu kovového iontu.

2.3. Modelové substraty imitujici biologicky
vyznamné fosfoestery

Vétsina biologicky vyznamnych substratil jsou obrov-
ské biopolymery, jejichz separace, identifikace a pfipadna
detekce neni trividlni. To se odraZi jednak ve slozité analy-
ze katalyzovanych reakci, jednak ve vysoké cené téchto
substratli. Pro zkouméani katalytické aktivity at’ uZ syntetic-
kych modeld, ¢i pfirodnich enzymu, byvaji proto vyuziva-
ny mensi substraty"'', které jsou navrzeny tak, aby jejich
reaktivita co mozna nejvice odpovidala reaktivité biopoly-
mert. Pfedpokladem je také lepsi monitorovani katalyzo-
vanych reakci.

V prvni fadé se muze jednat o pouze urcité zajimavé
sekvence DNA nebo RNA, jejichz degradace je vyznamna
napiiklad zhlediska vyvoje protinadorovych 1é¢iv
(cytostatik, chemoterapeutik, apod.). Dalsim ptikladem
mohou byt specifické diribonukleotidy, napf. adenylyl-
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-37,5 -uridin-3"-monofosfat (ApUp) nebo cyklické nukleo-
tidy (cAMP, cGMP, apod.). VyuZivana byva také pocetna
skupina syntetickych nizkomolekularnich latek, které mi-
mikuji fosfodiesterové uskupeni DNA a RNA. Jako mode-
ly DNA byvaji vyuzivany napf. bis(4-nitrofenyl)fosfat
(BNPP), bis(2,4-dinitrofenyl)fosfat (BDNPP) a ethyl-4-
-nitrofenylfosfat (ENPP). Mezi vyuzivané RNA modely
patii napf. 2-hydroxypropyl-4-nitrofenylfosfat (HPNP)
nebo uridin 3 -nitrofenylfosfat (UpNP). Produktem §tépeni
BNPP je 4-nitrofenylfosfat (NPP), ktery je bézn€ vyuzivan
jako modelovy fosfomonoester. Vyhodou téchto modelo-
vych substratll je predev§im snadné monitorovani koncen-
trace odstupujici skupiny (produktu) pomoci UV-Vis spek-
troskopie. Rozdilem mezi modely DNA a RNA je zejména
pritomnost 2’-hydroxylové skupiny v RNA modelech,
kterd umoziiuje intramolekuldrni atak na atom fosforu
a vznik cyklického intermediatu.

3. Syntetické modely metaloenzymi

Syntetické modely metaloenzymu vychdzeji ze struk-
tury metaloenzymt pfirodnich. To byvaji vétSinou zinec-
naté, vapenaté i hotecnaté komplexy, vlastni kationty jsou
vazéany pomoci postrannich fetézcti aminokyselin, nejcas-
t&ji se uplatiuje histidin, aspartat/glutamat & cystein'”.
Kovové ionty hraji roli pti vazbé substratu, stabilizovat jej
v aktivnim misté enzymu je vSak mozné i pomoci slabych
interakci, napf. vodikovych vazeb ke guanidiniovému
zbytku argininu. Syntetické modely metaloenzymt pak
vyuzivaji kromé vySe zminénych i dalsi kovové kationty,
pfedevsim kationty médnaté, uplatnéni v posledni dobé
nalézaji také trojmocné kationty lanthanoida*™"".

Ackoliv byly syntetizovany také enzymatické mode-
ly, které vyuzivaji guanidiniové skupiny pro fixaci substra-
tu ve vhodné orientaci, a to i bez pfitomnosti kovovych
jonta'*?°, jedna se spide o vyjimky a tato oblast neni dosud
prilis prostudovana. Mnohem pocetnéjsi skupinou jsou
syntetické modely metaloenzymi, ptedev§im zine¢natych
a méd’natych, a zbyly text bude proto zaméten prevazné na
tyto komplexy.

NO, NO,
0 0 NO, NO,
0-P-0 O,N  0-P-0O  NO,
o o
0 0
I (I?
0-p-0 0-p-0 0
O,N BNPP O,N  BDNPP — 09 ENPP 0° MNPP kaH
|
N/l*o
NO NO,
2 Ho—| o
09~ m oo A i
-P- T —p-0®@ = methyl; UpMe
T~ )—/ &e 0=P-0 R = ethyl: UpEt
0° NPP HPNP OR R = fenyl, UpPh
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3.1. Mononuklearni komplexy

Prvni studie, zabyvajici se katalyzou Stépeni fosfoes-
terové vazby pomoci syntetickych modelti metaloenzymu,
byla publikovana®' v roce 1983. Bylo potvrzeno urychleni
hydrolyzy 4-nitrofenylfosfatu pii jeho koordinaci k iontu
Co® vkomplexu cis-[Co(en),(OH,)(OsPOCcH,NO,)]".
Soucasti této prace je také navrh mechanismu $tépeni fos-
foesterové vazby. Konkrétné je uvazovan pocatecni intra-
molekularni atak koordinovaného hydroxidového iontu na
atom fosforu, nasledny vznik fosforanového tranzitniho
stavu/intermediatu v orientaci  trigondlni  bipyramidy
arozpad za vzniku 4-nitrofenolu a [Co(en),(OH,)(O,PO,)]".
Vznikajici komplex je kineticky inertni, reakci tak neni
mozné vést katalyticky. Uspéch proto nalezly az kineticky
vice labilni komplexy dvojmocnych kationti médi, zinku
aniklu. VétSina mononukledrnich komplexti na této bazi
se sklada z centralniho atomu kovu a bud’ z uzaviené mak-
rocyklické jednotky obsahujici donorové atomy, nebo
z necyklického ,,otevieného polydentatniho ligandu. Né-
které vybrané struktury ligandd jsou uvedeny nize.

Aktivita jednotlivych mononuklearnich komplext
pripravenych z téchto ligandd se znacné 1isi, nicméné pies-
ny kvantitativni popis reak¢énich rychlosti pfi hydrolyze
vazby P-O v modelovych substratech neni na tomto misté
mozny, vzhledem k rozsahu predkladané price. Ctenafe
bychom proto radi odkazali na vynikajici piehledny refe-
rat, ktery se vztahem mezi strukturou pfislusnych mono-
nuklearnich komplext a jejich reaktivitou blize zabyva'.
Z nameétenych kinetickych dat je vSak patrné, Ze ve vSech
pfipadech  je  aktivita  komplexd  pfipravenych
z tridentatnich ligandl vy$si neZ aktivita komplext pfipra-
venych z analogickych liganda tetradentatnich® .

3.2. Vicenuklearni komplexy

Referat

Dukazem muze byt rozdilnd Kkatalyticka aktivita
dinuklearniho zinec¢natého komplexu Zn,-I oproti mono-
nukledrnimu zine¢natému komplexu Zn-II, ktera je asi
10x vys§i ve prospéch dinuklearniho komplexu®.

Dalsim piikladem mohou byt prace Reinhoudtovy
skupiny®®?” zroku 1999, které dokazuji vyssi aktivitu
dinuklearniho zine¢natého komplexu s derivatizovanym
calix[4]arenovym ligandem IIIb oproti analogickému mo-
nonuklearnimu Zn-IIla. Hydrolyza modelovych struktur
RNA je asi 50x rychlejsi. Zajimavé je, Ze i trinukledrni
zineCnaty komplex Zns-IIlc vykazuje vyssi aktivitu nez
komplex dinukleérni.

Reinhoudtovo pozorovani vyssi aktivity trinuklearni-
ho komplexu oproti dinukledrnimu bylo potvrzeno také
pro zine¢naté komplexy Zny-IV a Zns-V (cit.”®). Zatimco
komplex Zn,-IV je schopny S§tépit pouze jednoduchy di-
ribonukleotid ApA, komplex Zns-V katalyzuje $tépeni celé
fady dinukleotidovych dimerd.

Dutivodem vyssi aktivity vicenuklearnich komplexi je
vhodné prostorové usporadani jednotlivych kovovych ion-
ti, které mohou vzajemné kooperovat za aktivace nukleo-
filu, substratu, ptipadné i odstupujici skupiny. Navrh li-
gandl pro dinukledrni ¢i obecné vicenuklearni komplexy
byva zalozen na dvou riznych strategiich. Prvni skupinou
ligandl jsou velké makrocyklické slouceniny, které jsou
schopny vazat dva a vice atomi kovu ptimo v jedné mak-
rocyklické jednotce (makrocyklick)’l pfistup) Druh)’lm
kuly, které jsou schopny véazat kovové ionty, pomoci
strukturni spojky (angl. spacer nebo téz linker) za vzniku
jedné slou€eniny. Vyhodou druhé skupiny ligandii je velmi
snadné variabilita délky ¢i geometrie jak spojovaci mole-
kuly, tak i ligandt chelatujicich kovové ionty, a pfedevsim
pak jednodussi syntéza.

- , . /N / \ / \

Ptirodni nukleasy, resp. obecné metaloenzymy schop- NH O (\NS
né katalyzovat St€peni vazby P-O ve fosfodiesterech, jsou ( ‘> AN T NG
vétsinou vicenuklearni struktury. Je proto vysoce pravdé- NH HN L J
podobné, ze aktivita syntetickych komplexi bude taktéz Q_ J o O

s oir 1 . , . . , NH o o HN \/
vys$§i pii pouziti ligandi schopnych vazat vice kovovych N
jontd. , "
NH HN
Q@ 2 G
HN NH [ ] NH HN
|
i) kNHJ NH HN
trpy 9[ane]N; 12[ane]N; 12[ane]N4 14[ane]N4
N N H N
NH, N J N
o N SO e e G
NH NH, 2 N N
NHy  HoN NH, 2 FeN H, — \_/ N
en trpn tren tach
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3.2.1. Makrocyklicky pristup

Typickym zastupcem ze skupiny komplexli navrze-
nych dle makrocyklického pfistupu je jiz vySe zminény
zineénaty komplex Zn,-I (cit.”®). Souéinnost kovovych
center vtomto dinuklearnim komplexu dokazuje mimo
jiné rentgenostrukturni analyza, kterd potvrzuje tvorbu
difenylfosfatového mistku mezi obéma kovovymi ionty.

Dalsimi podobnymi makrocyklickymi ligandy schop-
nymi koordinace k vice kovovym centrim jsou nize uve-
dené ligandy VI (cit®®) a VIT (cit.’®), jejichz rigidita je
zvySena pritomnosti mustku s hydroxylovou skupinou
u prvniho ligandu nebo pfitomnosti bipyridinové jednotky
u druhého ligandu. Diky tomuto zpevnénému skeletu jsou
kovové kationty fixovany ve spravné orientaci, ¢imz bylo
dosazeno vyssi ucinnosti zine¢natych komplexti priprave-
nych z téchto liganda.

Dosud nebylo pfipraveno pfili§ mnoho syntetickych
analog trinukledrnich zinec¢natych enzymi, jako je napf.
fosfolipasa C nebo P1 nukleasa. Nicméné trinuklearni
zine¢naty komplex Zn;-VIII, ktery byl popsan v roce 2004
skupinou prof. Nishihary®', katalyzuje §t&peni DNA izolo-
vané z teleciho brzliku pfi teploté 37 °C a 50 °C. Jelikoz
nebyla publikovana Z4dn4 kinetickd data, neni moZné hod-
notit rozdil v aktivit¢ mezi timto trinuklearnim a analogic-
kym dinukle4rnim ¢i mononukledrnim komplexem.

3.2.2. Vyuziti strukturni spojky

Vicenukledrnich komplextl, jejichZ struktura vychézi
z pristupu vyuzivajiciho strukturni spojky, bylo
v minulosti pfipraveno velké mnozstvi, zde budou prezen-
tovany pouze nékteré vybrané struktury. Razeny budou dle
pouzité makrocyklické jednotky, téméf ve vSech piipadech
se bude jednat o makrocyklické jednotky uvedené v kap.
3.1., zabyvajici se mononuklearnimi komplexy. Struktur-
nich spojek vyuzitych k pfemosténi téchto jednotek je cela
fada, vétSinou proto bude nasledovat pouze jejich vycet
s odkazem na puvodni literaturu nebo na piislusné pie-
hledné referaty.

Prvnim komplexem, vyuzivajicim strukturni spojku
(spacer), ktery byl vyuzit k urychleni hydrolyzy aktivova-
nych fosfotriesterd (napf. difenyl-p-nitrofenylfosfatu), byl
zine¢naty bis-makrocyklus Zn,-IX (cit.**). Tento komplex
vykazuje asi étyfnasobné urychleni reakce oproti analogic-
kému mono-makrocyklickému komplexu. DalSimi ze série
komplext, pripravenych ve skupiné prof. Breslowa, byly

7\ N
NH HN NH HOEN
NH HO N
[ \)J j [NH HN
N HN N N
K/NH HNJ /N \
_/ _
Vi vii
1 SPOJKA

Obr. 1. Rozdil mezi makrocyklickym pristupem a pristupem vyuZivajicim strukturni spojku
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zine¢naté komplexy Zn,-X a Zn,-XT (cit.”), tedy zine¢naté
komplexy s bis-makrocyklickymi ligandy, obsahujicimi
vzdy dvé 1,4,7-triazacyklododekanové jednotky, propoje-
né riznymi aromatickymi strukturnimi spojkami.

Hojné vyuzivanou makrocyklickou jednotkou je rov-
néz 1,4,7-triazacyklononan (zkracené¢ [9]aneNs), jako
strukturni spojka pro syntézu bis-makrocyklickych struktur
byl vyuzit naptiklad 2,7-dimethylnaftalen®, xylen® ™,
1,10-dimethylfenanthrolin®’*,  2.2"-dimethylbipyridin®,
pentan’’, 2,3-dimethylchinoxalin®® nebo 2,6-dimethyl-
pyridin®. Strukturn& zajimavy je také ligand XIT sestavaji-
ci ze dvou 1,4,7-triazacyklononanovych jednotek propoje-
nych dlouhym peptidovym fetézcem. Vyhodou je snadna
optimalizace ~ vzdéalenosti obou kovovych center,

v piislusném komplexu Zn,-XII se jedna o 6 A (cit.*).
Komplex Zn,-XII vykazuje zna¢nou katalytickou aktivitu
pfi hydrolyze HPNP, ale také plasmidické DNA, kde je
rychlost reakce az 20% vyS§i, neZ rychlost reakce katalyzo-
vané pouze mononuklearnim zine¢natym komplexem
Zn-[9]aneN;.

N
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Popularnim makrocyklickym motivem, vyuzivanym
pti syntéze vicenukledrnich komplext s vyuzitim struktur-
ni spojky, je 1,5,9-triazacyklododekan ([12]aneN3). Byly
pfipraveny ligandy, které maji makrocyklické jednotky
premostény s vyuzitim propanu, 4,4’-bifenylu, xylent
a 2,6-dimethylpyridinu*. Spojku vsak mize tvofit také
calix[4]arenovy skelet, ktery je derivatizovan na hornim
okraji. Byly publikovany struktury, které maji jednu, dvé
atfi (ligand XIII) makrocyklické jednotky pripojené ke
calix[4]arenovému skeletu. Vlastnosti strukturnd podob-
nych ligandt IITa-Illc jiz byly popsany vyse v textu.

Ligandy pfipravené zrlznych strukturnich spojek
az cyklenu ([12]aneNy) jakozto makrocyklické jednotky,
byly publikovany napiiklad v praci Kénigovy skupiny™.

Krom¢ ligandu, které chelatuji kovové ionty pomoci
donorovych atoml uvnitf makrocyklické jednotky, byly
pripraveny také ligandy, jejichz donorové atomy nejsou
soucasti makrocyklického kruhu. Jsou to vétSinou jedno-
duché strukturni jednotky analogické tém, které byly vyu-
zity pro syntézu mononukledrnich komplexti (viz kap.
3.1.), zde jsou vSak spojeny strukturni spojkou a vytvari
tak ligandy pro pfipravu vicenuklearnich komplexd. Nejvi-
ce vyuzivané acyklické motivy jsou bpy a trpy**°, dale
pak dpa &i 2,6-bis(aminomethyl)pyridin®"**. Komplexy
pfipravené z téchto ligandi opét potvrzuji trend vyssi akti-
vity dinuklearnich modelii oproti mononukledrnim, ale
také trinukledrnich oproti analogickym dinukle4drnim. Pfi-
klad calix[4]arenovych ligandG IIla-c s navazanymi
2,6-bis(aminomethyl)pyridinovymi jednotkami, u kterych
byl tento efekt potvrzen, byl jiz uveden vySe v kap. 3.2.
Vysoka katalytickd aktivita calix[4]arenovych derivatil je
bezesporu také zplsobena dobrou komplexaci odstupujici-
ho p-nitrofenolatového aniontu uvnité kavity calixarenu.
Tento efekt se neuplatni pfi hydrolyze pfirodnich substrati.

BN
NH
HN
HN  NH
N
N %LN %LN :
o) o) o)
fN Xl
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R = CH,CH,OEt

U komplexti pfipravenych makrocyklickym piistu-
pem bylo zvySenim rigidity dosazeno vyssi aktivity téchto
komplexti diky lepsi fixaci kovovych center na pfesné
definovaném misté (struktury VI a VII). V piistupu vyuzi-
vajicim strukturni spojku bylo podobného efektu dosaZeno
nejcastéji spojkou, ktera ve vhodné orientaci obsahuje
funk¢ni skupinu, jeZ je schopna koordinace k ob&ma kovo-
vym centrim komplexu zaroven. V tomto sméru se jako
spojovaci molekula velmi dobie osvéd¢il napf. propan-2-ol,
2,4,6-trimethylfenol (ligand XIV) nebo naftyridin ¢i pyra-
zol. Chelatujici ¢asti molekuly se vétSinou neméni a odpo-
vidaji vySe uvedenym. Dinuklearni zinecnaty komplex
Zny-XIV (cit.’?%) vykazuje az 120x vy$si uginnost pii
hydrolyze HPNP nez mononuklearni zine¢naty komplex
Zn-[9]aneN; a asi 20 az 40x vyssi aktivitu nez
Zny-bis([9]aneN;) komplexy s flexibilnimi spojkami.

Kromé vyse zminénych derivatt, pripravenych pomo-
ci makrocyklického piistupu ¢i s vyuzitim strukturni spoj-
ky, byla za ucelem vyssi aktivity, ktera by se blizila pfi-
rodnim enzymim, pfipravena jesté cela fada dalSich kom-
plext. Byly syntetizovany systémy na bazi dendrimert
a nanocastic zlata, které maji na svém vné&jSim povrchu
véazany kovové ionty'. Chelatujicimi ligandy jsou opé&t
struktury podobné jiz vySe uvedenym, obsahujici vétSinou
dusikaté donorové atomy. Dalsi pokusy o vylepseni kata-
lytické aktivity vedly k pfipravé syntetickych modelti me-
taloenzymt s nukleofily zabudovanymi piimo do jejich
struktury a dale k zavedeni ligandli s pozitivn€ nabitymi
rameny. Pro vyssi reaktivitu viaci pfirodnim substratim,
nukleovym kyselinam, byly také do systémt zavedeny
pomocné  casti  molekul, které pifimo interaguji
s nukleovymi kyselinami. Vzhledem k rozsahu této prace
bohuzel neni mozné, aby zde byly veskeré systémy obsa-
zeny, odkazujeme proto Ctenafe na prehledné referaty za-
byvajici se zmin&nymi strukturnimi typy*®*>'2,

4. Zavér

V poslednich 30 letech bylo publikovano §iroké spek-
trum systémt, syntetickych enzymatickych modeli, které
katalyzuji $tépeni vazby P—O. Vzhledem ke kazdoro¢nimu
enormnimu riistu poctu publikaci na toto téma neni mozné
vSechny systémy do naseho prehledného ¢lanku zahrnout,
proto zde byly uvedeny pouze né€které vybrané piiklady.
I pfes velkou snahu vyzkumnych tyma dosud nebyly pfi-
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praveny katalyzatory, které by se svou aktivitou vyrovnaly
ucinnosti pfirodnich enzymi. Jejich vyvoj je mimo jiné
komplikovan dosud ne zcela objasnénym mechanismem
Stépeni fosfoesterové vazby, ale také multidisciplindrnim
charakterem primarniho vyzkumu. Rychlost §tépeni fosfo-
esterové vazby je ovlivnéna mnoha faktory a na syntetické
modely fosfoesteras jsou tak kladeny znac¢né naroky. Mo-
delové systémy musi vykazovat jednak dobrou afinitu
k substratu, jednak musi byt vysoce aktivni pfi jeho §tépe-
ni. Jejich pfiprava by méla byt pokud mozno snadni
a kvantitativni a vhodné latky by mély byt dobie rozpustné
v reakénim médiu (idedlné ve vodé€). Piestoze byla synteti-
zovana fada vysoce aktivnich systému katalyzujicich §té-
peni fosfoesterové vazby ve smésnych vodnych rozpousté-
dlech, bylo dosud pfipraveno jen velmi malo katalyzatord
rozpustnych ve vod¢ a jejich aktivita je fadove nizsi. Dalsi
vyzkum v této oblasti bude proto pravdépodobné sméto-
van k vyvoji systémil aktivnich ve vodném prostiedi. Ta-
kové latky by mohly byt v budoucnu pouzity napfi. jako
nové typy protinddorovych 1é¢iv (cytostatik, chemoterape-
utik, apod.). Vzhledem k vysoké efektivité pfirodnich en-
zymi maji jejich syntetickd analoga znacny potencial také
v organické katalyze nebo napiiklad v direktivnim stfihani
deoxyribonukleové ¢i ribonukleové kyseliny. Vyhodou
syntetickych analog oproti pfirodnim enzymim je pfede-
v§im jejich snadnd dostupnost, nizka cena a jednodussi
moznost modifikace jejich struktury (a soucasné aktivity)
ke konkrétnimu ucelu.
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Phosphodiester bond cleavage is one of the most im-
portant processes in all living systems. Cell regulation is
based on the effective and selective P-O bond cleavage,
which is achieved by natural enzymes — phosphodiestera-
ses. Some enzymes of this group rank among the most
efficient known. The structure of these enzymes and their
mechanism of action are important for designing the artifi-
cial enzyme models capable of catalyzing P-O bond cleav-
age. The present review summarizes the current approach-
es leading to synthesis of enzyme models and provides
a comprehensive overview of the most important systems
that have been synthesized and studied.



