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Anotace

Prace se zabyva syntézou prekurzorii pro pripravu cyklodextrinovych polymeri
s aplikovatelnosti v oblasti dopravy 1é¢iv. Jednotlivé kapitoly jsou dale zaméreny
na syntézu derivatii vhodnych k pripravé linearnich cyklodextrinovych polymert
ataké k pripravé nahodné zesitovanych struktur (cyklodextrinovych nanohub).
Na zikladé porovnéani naroc¢nosti syntézy prekurzorti byly zesitované polymery
vyhodnoceny jako snéze uplatnitelné vpraxi a byly syntetizovany dva druhy
modifikovanych nanohub. Cholesterolem funkcionalizované nanohouby byly
navrzeny pro zvySeni biologické dostupnosti resveratrolu a zvyseni efektivity 1écby
rakoviny. Manosou funkcionalizované nanohouby byly pripraveny za tcéelem
vyvinout nosi¢ pro cilenou dopravu 1éc¢iv do bunék se specifickymi receptory.

Uc¢innost modifikace nanohub byla ovérena v experimentech in vitro.
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Cyklodextrin; polymer; linearni polymer; cyklodextrinové nanohouby;

funkcionalizace; doprava 1é¢iv



Annotation

The work aims on the synthesis of precursors for the preparation of cyclodextrin
polymers with applicability in the field of drug delivery. Individual chapters are
further focused on the synthesis of derivatives suitable for the preparation of linear
cyclodextrin polymers and also for the preparation of randomly cross-linked
structures (cyclodextrin nanosponges). Based on the comparison of the complexity
of the precursors synthesis, the cross-linked polymers were evaluated as more
applicable in practice, and two types of modified nanosponges were synthesized.
Cholesterol-functionalized = nanosponges  were  designed to increase
the bioavailability of resveratrol and extend the effectiveness of cancer treatment.
Mannose-functionalized nanosponges were prepared in order to develop a carrier
for the targeted delivery of drugs to cells with specific receptors. The efficacy of the

nanosponge modification was studied in experiments in vitro.

Key words

Cyclodextrin; polymer; linear polymer; cyclodextrin nanosponge; functionalization;

drug delivery
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TLC thin layer chromatography (chromatografie na tenké vrstve)

Ts tosyl
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Uvod

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy ve tvaru dutého komolého kuzele.
Diky tomu cyklodextriny vynikaji svou schopnosti tvorit inkluzni komplexy
s hydrofobnimi molekulami, ¢imz mohou pozménit vlastnosti hostujici molekuly,
napf. jeji rozpustnost a odolnost vii¢i degradaci. S cyklodextriny se mazeme
setkat mj. v potravinarstvi, kosmetice, mediciné nebo chemii. MozZnosti jejich
aplikaci lze jeSté rozsirit pouzitim cyklodextrinii ve vétsich celcich, napft.
v polymernich strukturach. Miizeme tak dosahnout novych vlastnosti, snazsi
manipulace s materidlem i zlepsSeni inkluzni kapacity. Vlastnosti polymert lze
modifikovat volbou spojek (resp. sitovadla), stupném zesifovani nebo

funkcionalizaci cyklodextrinovych jednotek.

Cyklodextrinové polymery mohou byt linearni nebo zesitované, s cyklodextriny
navazanymi na fetézec v podobé ,privésku“ nebo soucasti polymerniho retézce.
Mezi typy nejméné diskutované v literatufe patfi linedrni polymery
s cyklodextriny soucasti polymerniho retézce. Mnohem intenzivnéji studované
jsou zesitované nerozpustné cyklodextrinové polymery oznacované téz jako
cyklodextrinové nanohouby. Ty v poslednich dvou dekadach prokazaly svou
aplikovatelnost v mnoha oborech v¢. potravinarstvi, Zzivotniho prostredi,
zemédélstvi, ale predevsim farmacie a dopravy léciv. Enkapsulaci aktivni latky do
vhodného nosice je mozné dosahnout mj. jeji vyssi stability, rozpustnosti a
biologické aktivity. Navic je tak mozné dosdhnout cilené 1é¢by, nizs§iho davkovani,
eliminace nezaddoucich uc¢inki na zbytek organismu, postupného uvolnovani
aktivni latky znosice a pomalejsiho odbouravani z organismu. Diky snadné
modifikovatelnosti struktury nanohub v posledni dobé nabyvaji na atraktivité
jejich funkcionalizované varianty svlastnostmi prizptisobenymi konkrétni
aplikaci, napft. cileni do specifickych bunéénych receptorii nebo snazsiho

prostupu pres membrany a bariéry.

Tato prace se zabyva pripravou novych cyklodextrinovych polymera a jejich
prekurzori. Syntetizované polymery by vbudoucnu mély najit uplatnéni

v dopravé 1éCiv pri terapii zavaznych a tézko 1éc¢itelnych onemocnéni.
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y v s

1 Teoreticka cast

1.1 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou oligosacharidy prirodniho ptvodu, které vznikaji
enzymatickou metabolizaci Skrobu.! Cyklodextriny se mezi sebou lisi poctem
glukopyranosovych jednotek, ze kterych jsou sloZzeny. Nejdostupnéjsi a zaroven
nejcastéji vyuzivané jsou CD slozené ze 6, 7 a 8 jednotek, které se oznacuji jako
a-, B-, respektive y-CD (obrazek 1). Struktura CD pripomina duty komoly kuZzel
s hydrofilnim povrchem a hydrofobni vnitini kavitou, do které jsou CD schopny

nekovalentné zachytavat jiné molekuly2 nebo ionty.3

OH
HO O 0/% %HO
\#/7O\H HO OHHO HOO on 0 OH OH
o) OH HO (¢]
o OH o) i 0O
oA, B-CD HO, 7-CD o
}-ﬁ\ }-y\
0
OH OH
OH
HO7 & HOLO
HO > OH QOZ//Z\/
OH

Obrazek 1: Struktura cyklodextrint o, § ay.

Enkapsulaci latek do kavity cyklodextrinu lze zménit jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti, predev§im rozpustnost, biologické interakce? (napt. schopnost projit
pres biologické bariéry) ¢i ochranit citlivé molekuly pred degradaci4. Zaroven lze
CD pouzit pro separaci nezadoucich latek z prostredi. Diky témto vlastnostem
nasly CD uplatnéni v mnoha oborech, predev§im v potravinarstvis, farmacii®,

chemii’, kosmetice8, mediciné? a environmentalnich aplikacichze.

Diky velkému poc¢tu hydroxylovych skupin ve strukture lze CD snadno
funkcionalizovat vhodnymi skupinami. Tim je mozné modifikovat fyzikalni
a chemické vlastnosti CD, vytvaret derivaty se specidlnimi vlastnostmi
(napf. fluorescence!?, cileni na specifické biologické receptory!?), tvorit
prekurzory pro struktury vzniklé samoskladbou (napr. amfifilni CD:3), lipozomy,
nanocastice, hydrogely4 a polymerni struktury?s (hvézdicovité, sitované, linearni,

aj.).
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1.2 Cyklodextrinové polymery

Cyklodextrinové polymery uvadéné v literatuire miZzeme délit do skupin nékolika
zptisoby. Kromé déleni téchto polymerti na rozpustné a nerozpustné, mizeme je
rozdélit také podle struktury (obrazek 2). Cyklodextrinové polymery mohou byt
linearni®, zesifované7-19 nebo pripravené pomoci samoskladby2o. Zpravidla

nachazeji uplatnéni ve formeé roztokii222, hydrogeli23.24 nebo ¢astic25-27,

Cyklodextrinové polymery se také mohou lisit zptisobem piipojeni CD. Ty mohou
byt vazany nekovalentné na polymerni retézec (napt. polyrotaxany)28, kovalentné
jako ,privések® na polymernim retézcil® nebo mohou byt pfimo soucasti retézce

(napt. CD nanohouby, nékteré linearni polymery)16,29.30,

(a) (b)

(c)

(d)

Obrazek 2: Typy cyklodextrinovych polymerii: polyrotaxany (a), CD pripojené k polymernimu
fetézci (b), hvézdicové polymery s CD jadrem (c), linearni polymery s CD soucasti retézce (d),
zesitované CD polymery (e).

CD polymery nachazeji uplatnéni v aplikacich, kde samotné CD nevyhovuji,
napft. v disledku rozpustnosti, obtizné manipulace, neschopnosti inkorporace
specifickych molekul, apod. Zakomponovani CD do vétsiho celku miiZze usnadnit
manipulaci s vyslednym materidlem (napf. pri separaci nezadoucich latek

z prostredi) a vyuzit synergického efektu kombinace cyklodextrinu a polymerniho

14



materialu.3! Napriklad mohou byt do struktury diky sitovani vhodnym sitovadlem

inkorporovany i hydrofilni molekuly, které nemaji afinitu ke kavité CD.32

Jelikoz je téma cyklodextrinovych polymert pomérné Siroké, tato prace se bude
nadale blize vénovat polymerim skovalentné vazanymi cyklodextriny a

predevsim typlim, s nimiz se pracuje v experimentalni ¢asti této prace.

1.3 Linearni cyklodextrinoveé polymery

Linearnich cyklodextrinovych polymeri je nékolik variant, jez se lisi predevsim
zptsobem, jakym jsou cyklodextriny zakomponovany do fetézce (obrazek 3).
Mohou totiz tvorit jakysi privések k linearnimu fetézci, mizeme je navléknout
na polymerni fetézec (polyrotaxany), nebo je lze pouzit jako monomer pfimo

do struktury hlavniho fetézce.15:33

: :‘/\‘ ;

Obrazek 3: Ruzné typy linearnich CD polymert podle zptisobu pfipojeni CD — polyrotaxany (a),
CD pripojené k hlavnimu fetézci (b), polymery zakonéené CD (c) a (d), CD jako jeden z monomert

soucéasti hlavniho retézce (e).

1.3.1 Polymery s CD soucasti hlavniho fetézce

Linearni polymery s cyklodextriny soucasti polymerniho retézce jsou jedny

znejméné zastoupenych CD polymert v dostupné literatufe. Zakladnim
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problémem je vytvoreni (selektivn€) disubstituovaného cyklodextrinového

derivatu, ktery by bylo mozné vyuzit jako monomerni jednotku linearniho

polymeru.

Jednou zvariant je takzvané premosténi cyklodextrinu6.34-3¢6 — modifikace
difunkéni molekulou, kterd se diky své strukturfe navdze na specifické
hydroxylové skupiny na cyklodextrinu a v dal$ich syntetickych krocich funguje
jako snadno odstupujici skupina (viz schéma 1). Disubstituovany derivat
cyklodextrinu poté muizZe reagovat s dalsi vhodnou difunkéni molekulou za vzniku
kopolymeru s usporadanim ABAB. Takto pripravené cyklodextrinové polymery

byly testovany jako nosi¢e makromolekularnich lateks4 a 1é¢iv proti rakovinése.

Prvni krok:

%&@@O %Hoégfo P

%o cos{O-so_ SO
HO "3 Pyridin, 60 °C, 3 h

OOH HO yridin, C, 005‘25

OH oH &7

O%H on&9Lo )@H ondH

oHQ

o
OH

HO

Druhy krok:

OH

/% HO O /§0ﬁ
%HO OH{) %O\FPHO HOG
OOH OH HO

HO /’
OOH

I
0
o g— °
HQ
DMF, 80 °C, 2h > vo/\A e
OOQS 0O
&_ OH g vo) £ oH
@H OHO 0 O—JYOH OHGO—LO
) \)é/ O%
o ! 0
OH

OH
Schéma 1: Syntéza selektivné substituovaného cyklodextrinu pomoci pfemosténi.34

Jinou variantu syntézy selektivné disubstituovaného CD nabidl Kumprecht a
kol.37 navazujici na drive publikované prace Lecourt a kol.38 a Pearce a Sinay39.
Metoda spocivala vnavazani vhodnych chranicich skupin na vSechny
hydroxylové skupiny CD. Nasledné se selektivné odstranily dvé chranici skupiny
na specifickych mistech, uvolnéné hydroxylové skupiny byly nahrazeny
halogenem, a nakonec byl odstranén i zbytek chranicich skupin. Vysledkem byl
selektivné disubstituovany cyklodextrin pripraveny knavazani vhodnych
funkénich skupin, podobné jako v postupu s premosténymi CD. Nevyhodou
tohoto postupu v porovnani s premosténim je mnohem vice reakénich kroki

(schéma 2).
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Schéma 2: Syntéza selektivné substituovaného cyklodextrinu pomoci chranicich skupin37:38: a)
benzylchlorid, NaH, DMSO, Ar, 21 °C, 18 h; b) DIBAL-H, 50 °C, 20 min, 87 %; ¢) CBr,, Ph,P,
DMF, 60°C, 95 %; d) H,, Pd/C, DMF-EtOH, 40 bar, 21 °C, 92%.

Dalsi publikovanou variantou pripravy linedrniho CD kopolymeru je ,,one-pot®
syntéza spojujici disacharid (maltosu, ¢i laktosu) a cyklodextrin do polymerniho
Fetézce pomoci trichlortriazinu (viz schéma 3).4041 Autofi se zabyvaji zptisobem,
jak predejit sifovani polymeru3?, nediskutuji ale reprodukovatelnost takové
struktury. Jak zajistit, Zze se jednotky disacharidu a cyklodextrinu usporadaji
pokazdé ve stejném poradi, Ze budou zastoupeny v fetézci ve stejném poméru
apod. Nabizi se otazka, jak velky vliv bude toto mit na vlastnosti vysledného
polymeru. Nicméné i tento zptisob polymerizace cyklodextrinu ptinesl vyhody,
dle autorti jde totiZz osnazsi a 1épe kontrolovatelnou syntézu v porovnani

s polymerizaci epichlorhydrinem.40:41
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Schéma 3: Priprava linearnich cyklodextrinovych (ko)polymert “one-pot” syntézou.4!

Zvlastnim ptipadem linedrniho polymeru je tubularni polymer, jenz pripravil
Harada a kol.42 propojenim cyklodextrinii navlecenych na linearni fetézec
polyethylenglykolu (PEG). PEG, ktery slouzil jako pomocna struktura byl

nakonec odstranén a ztistal tubularni CD polymer.

1.4 Sitované CD polymery

Sitované CD polymery patfi vibec k prvnim CD polymerim popsanym
v literature. V 60. letech 20. stoleti Solms a Egli43 publikovali pripravu CD
polymeru sitovaného epichlorohydrinem. Ukéazalo se, Ze tento polymer vynika
schopnosti zachytavat organické molekuly, jako jsou benzaldehyd, anilin, p- a o-
nitrofenol. Efektivita zachytu byla zavisla nejen na velikosti inkorporovanych
molekul, ale také na jejich tvaru. Od té doby se zac¢alo zkoumat mozné pouziti CD
polymerti v separacnich technikdch pro zachyt organickych polutantii44,
nukleovych kyselin4s a také nékterych latek obsazenych v potravinach (napft.

kofein, narignin)46-47.

Konkrétnim pripadem CD polymeru vyuzitelnym k separacim je naptiklad
porézni hydroxypropyl-B-CD polymer sitovany tetrafluorotereftalonitrilem.48

Tento polymer byl navrzen k efektivnimu zachytu thiofenovych sulfidt z paliv.
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Cilem studie bylo také zjistit, jakou roli hraje pozice cyklodextrinu pro synergicky
efekt meso- a mikroport v polymeru (pro ilustraci hypotézy autori viz obrazek
4). Design polymeru zajistil materialu velky povrch a vysokou efektivitu zachytu
sulfidi podporenou synergickym efektem obou typt pért urychlujicim difuzi
zachytavané molekuly. Ukéazalo se také, Ze na orientaci cyklodextrinti v polymeru

zalezi, jelikoz sulfidy migrovaly do kavity cyklodextrinu predevsim jeho SirSim

koncem.
- i e
& Mesopor
~ R >~ Synergicky efekt
. ~~~~~~~ mikro- a mesopoéru |
2.HP-B.CDP v % 2.HP-B.CDP

Obrazek 4: Ilustrace hypotézy Duan a kol. o vlivu orientace mikropéru vii¢i mezopéru v
polymeru. Autoti predpokladali, Ze do cyklodextrinu orientovaného uzsim koncem k mezopéru

bude omezena migrace sulfidu do kavity CD a neprojevi se synergicky efekt pora. 48
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Obrazek 5: Struktura nanogelu na bazi 3-CD a chitosanu.49

V nékterych pripadech neni snadné zaradit cyklodextrinovy polymer do jedné
ze zminovanych skupin, napriklad sitovany kopolymer cyklodextrinu a chitosanu
predstaveny v praci Shoukat a kol.49 (viz obrazek 5). Autofi vytvorili nanogel

spojenim  B-CD, chitosanu, akrylamidomethylpropansulfonové kyseliny
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a methylenbisakrylamidu. Material byl, stejné jako mnoho dalSich, vytvotfen
proto, aby zlepsil rozpustnost a biologickou dostupnost 1é¢iv nerozpustnych ve
vodeé. Tento material uspél, a to jak v experimentech zamérenych na schopnost
inkorporovat 1é¢ivo, tak i na biologickou dostupnost a toxicitu materialu in vitro

a in vivo.

Vyznamnou skupinou cyklodextrinovych polymert vytvorenych sitovanim jsou
cyklodextrinové nanohouby, kterym je vénovana vtéto praci samostatna

kapitola.

1.5 Cyklodextrinové nanohouby

Velkou skupinu sitovanych CD polymert tvori takzvané cyklodextrinové
nanohouby (v originéle ,cyclodextrin nanosponges“), v literatufe popisované
jako nerozpustné vysoce zesitované CD polymery. Termin ,nanosponges“ byl
poprvé pouZzit vroce 1999, aby vyzdvihl strukturu pripominajici houbu a
predevsim schopnost polymeru zachytavat velké mnozstvi chemickych latek.50:5!
V pribéhu let se toto oznaceni v literature ujalo, CD nanohouby ziskaly na
popularité a prosly rozsahlym vyvojem s cilem modifikovat vlastnosti polymerti a

dosahnout tak idealnich vlastnosti potiebnych pro specifické aplikace.

Jednou z hlavnich vyhod CD nanohub je, Ze jsou zalozeny na sacharidech
prirodniho ptivodu, coz vede k nizké toxicité, a velkému mnozstvi hydroxylovych
skupin, které mohou byt vyuzity k funkcionalizaci. Nanohouby ukézaly schopnost
inkorporovat nejen hydrofobni molekuly do cyklodextrinové kavity, ale téz
zachytavat hydrofilni molekuly do prostori mezi sténou cyklodextrinu a
sitovadlem.3252 Timto objevem se velmi rozsifilo pole jejich vyuziti a nanohouby
se dostaly na pozici univerzalniho nosic¢e. Funkcionalizaci a vhodnym vybérem
sitovadla lze navic zménit fyzikalné-chemické vlastnosti polymeru a vytvorit tak
strukturu presné podle potieb zamyslené aplikace. V priibéhu let bylo testovano
pouziti nanohub vriznych oborech vcetné katalyzyss, ukladani plynis4,
zpomalovaci horeniss, zivotniho prostredis®, zemédélstvis?, biomedicinéss,
farmaciis9, aj.25 V posledni dekadé ziskaly nanohouby na popularité obzvlast

v oblasti mediciny, konkrétné v cilené doprave 1éciv.60-62
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Z chemického hlediska lze CD nanohouby rozdélit podle typu pouzitého sitovadla
na karbonylové, urethanové, esterové a etherové nanohouby. V ramci vyvoje byly
nanohouby obohacovany o specifické vlastnosti, jako je napr. schopnost
fluorescence, elektricky naboj, schopnost reagovat na podnéty z prostredi nebo
zvySena selektivita inkorporace dana molekularnim imprintingem.3 S rostoucim
zajmem o aplikaci v mediciné byly nanohouby funkcionalizovany biologicky
aktivnimi ligandy, jez se mohou navazat na specifické bunééné receptory a

umoznit napiiklad cilenou dopravu terapeutik.64.65

1.5.1 Funkcionalizace nanohub

Funkcionalizaci cyklodextrinovych nanohub Ilze dosdhnout specifickych
vlastnosti vyhodnych pro zamyslenou aplikaci, napt. naboje, skupiny s vysokou
afinitou k urc¢itym hostujicim molekuldm nebo naopak k vazebnym mistim
materiald ¢i tkani. Opét je mozné provést funkcionalizaci riznymi zptisoby —
k sitovani pouzit funkcionalizavany CD, vyuZit k dosaZzeni kyzeného efektu
funkéni skupiny sitovadla nebo funkcionalizovat jiz hotové nanohouby. Pri
sifovani funkcionalizovanych CD je nutné mit na paméti, Ze pritomnost funkénich
skupin miize mit zasadni vliv na tvorbu polymerni sité. Hustota zesitovani CD
miZe byt pritomnosti nové funkéni skupiny snizena nebo dokonce nemusi

k viibec dojit k vytvotfeni polymerni struktury.63

Funkcionalizaci hotového polymeru vyuzil Singh a kol.¢5 k navazani cholesterolu
na nanohouby. Funkcionalizace nosi¢e cholesterolem byla provedena za acelem
zlepsit internalizaci do bunék a zvysit kapacitu pro navazani 1éciva. Jelikoz CD
nanohouby jsou nerozpustné, vybér analyz pro potvrzeni struktury je pomérné
omezeny. Uspé$né navazani cholesterolu na nanohouby autoii ovéfili za pomoci
SR-FTIR (Synchrotronové radia¢ni infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci) a termalni analyzy. Obdobné funkcionalizoval nanohouby i Lembo
a kol.®¢ pri priprave nosici acykloviru. Karbonylové nanohouby byly zreagovany
se sukcinanhydridem za vzniku karboxylovych nanohub. Pritomnost
karboxylovych funkénich skupin autori ovérili titracné a FTIR analyzou.
Funkcionalizace nanohub vyrazné ovlivnila mnozstvi navazaného 1é¢iva, snizila

rychlost jeho uvolniovani a zaroven zvysila jeho antivirotické tcinky in vitro.
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1.6 PouZiti cyklodextrinovych polymerd v mediciné

Jiz nékolik dekad jsou zkoumany moznosti vyuziti cyklodextrint, jejich derivata
a polymert v oblasti mediciny. Hlavni motivaci je schopnost téchto materialt
slouzit jako nosice Siroké skaly molekul, proto jsou zpravidla vyuzivany pro

cilenou dopravu rtznych latek.

Velkou kapitolou v aplikacich cyklodextrinovych polymert je jejich mozné vyuziti
jako nosi¢e makromolekularnich latek. Vyzkum skupiny M. E. Davise®” se
zaméroval na tvorbu linearnich kladné nabitych CD polymerii pro navazani DNA.
Polyamidin-CD kopolymer rozpustny ve vodé byl podroben testim in vitro i in
vivo, kde prokazal nizkou toxicitu, je schopny vytvaret komplexy s DNA a
umoznuje transfekci in vitro. Vlastnosti polymeru, jeho schopnost vazat na sebe
DNA a jeho toxicita zavisi nejen na typu cyklodextrinu a jeho funkcionalizaci, ale
také na volbé linkeru a hustoté naboje v polymernim fetézci.34:35 Dle prace
Popielarski a kol.35 porovnavajici vlastnosti analogickych polymert p-CD a y-CD
prokazaly polymery y-CD nizsi toxicitu, ackoli byly jinak identické. Hwang a
kol.34 studoval zavislost toxicity na délce linkeru, pricemz s rostouci délkou
linkeru a tim rostouci vzdélenosti skupin nesoucich naboj klesala toxicita
zkoumanych polymerti. Zaroven ale téz klesala rozpustnost, ktera s dalsim
prodlouzenim linkeru pravdépodobné zptisobila nahly nartst toxicity polymeru.
Obohaceni polymerni struktury o imidazolovy kruh je mozné podporit transfekci
aniz by doslo k negativnimu ovlivnéni toxicity.68:69 Struktura polymeru tedy hraje
zasadni roli v jeho pilisobeni na organismus, a to i v pripadé zmény délky linkeru

o pouhych nékolik uhlik.

Podobné jako predeslé (pomoci disubstituce cyklodextrinu premosténim), ovsem
s vyuzitim jiného typu linkeru byl pripraven cyklodextrinovy polymer navrzeny
pro tvorbu konjugatii s camptothecinem, farmakem pouzivanym pii 1écbé
rakoviny.3670 Na rozdil od jinych polymerti, tento véaze 1é¢ivo do struktury
kovalentné pies glycinové nebo triglycinové linkery (obrazek 6). Navazanim
terapeutika na cyklodextrinovy polymer se vyrazné zvysila rozpustnost 1éc¢iva,
zvysila se efektivita 1é¢by, a to jak v porovnani s volnym lécivem, tak i s 1é¢ivem

vazanym na jiny typ polymeru (polyethylenglykol).70 Navic se 1é¢ivo z polymerni
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struktury uvolnovalo postupné, takze byla zajiSténo pozvolné dlouhodobé

davkovani.36.70

Y OH

N

HO

Obrazek 6: Linearni cyklodextrinovy polymer s lé¢ivem kovalentné vazanym ke strukture pres

glycinovy nebo triglycinovy linker.36

Linearni cyklodextrinovy polymer byl téZ navrZen pro léébu Niemann-Pickovy
choroby (hromadéni cholesterolu v lysozomech). Material byl testovan na mysich
stouto chorobou a dle vysledkid studie vyrazné prodlouzil jejich Zivot.
V porovnani s drive studovanym hydroxypropyl-f-CD mél novy polymer vyssi
biologickou dostupnost, pomalejsi odbouravani, potrebné davkovani bylo skrat
nizsi, a navic polymer dokazal prekonat hematoencefalickou bariéru. Polymer byl
navrzen tak, aby obsahoval degradabilni linker, ktery zajistil degradaci polymeru

v kyselém pH lysozomt a zbytky po degradaci bylo mozné vyloucit.1¢

V oblasti designu nosic¢t 1éciv byl navrzen linearni kopolymer na bazi maltosy
a cyklodextrinu jako nosic¢ l1éciva proti HIV. Tento polymer rozpustny ve vodé
prokazal svou biokompatibilitu a zvysil rozpustnost navazaného 1é¢iva, tudiz by

dle autorti mohl byt nosi¢em i pro jina 1éc¢iva nerozpustna ve vodé.4©

Cyklodextrinové nanohouby jsou studovany pro biomedicinské aplikace jiz témér
20 let. Za tu dobu prokazaly, Ze nejsou mutagenni, drazdivé, nevyvolavaji alergie,
nejsou toxické pro bunécéné kultury a byly dobie snaSeny pfi intraven6znim
podani mysim.7* Lze je podavat oraln€, inhalacné, intravenézné a byly téz

testovany pro transdermalni podani v podobé geli.”-74 Inkorporci 1é¢iva do
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nanohub lze predejit rekrystalizaci hydrofobnich 1é¢iv ve vodném prostredi,

stabilizovat 1é¢ivo béhem lyofilizace a usnadnit jeho dopravu do bunék.7:

Experimenty ukazaly, ze nanohouby jsou schopny zachycovat jak lipofilni, tak
hydrofilni 1é¢iva a navic umoznuji jejich pozvolné uvolnovanis26475 a zlepsuji
biologickou dostupnost76. Pouziti cyklodextrinovych nanohub jako nosice nabizi
zlepSeni rozpustnosti 1é¢iv ve vodé a predchazi agregaci 1é¢iva inkorporaci do
castic stabilni nanosuspenze?377, zaroven poméha stabilizovat inkorporované
latky a ptisobi preventivné proti jejich degradaci.”%73.78 Inkorporace do nanohub
byla testovana naprt. u ne€kterych 1é¢iv s analgetickym a protizanétlivym téinkem
(mimo jiné kyselina acetylsalicylova79, diclofenac?2, ibuprofen24), antioxidanti
(napft. resveratrol23.80), antivirotik (mj. acyklovir®®), 1éki proti rakoviné
(paclitaxel®1, doxorubicin®25, erlotinib82, aj.), diabetu83, Parkinsonoveé chorobés4
a HIV8s5.86, Kromé enkapsulace 1é¢iv byly nanohouby testovany také v dopravée

enzymi, proteinti, protilatek a vakcin.60.71

Nespornou vyhodou cyklodextrinovych nanohub je moznost jejich modifikace
signalnimi molekulami. Jednim zprvnich pripadd byly fluorescencni
karbonylové nanohouby, jez umoznily sledovani internalizace materialu do
buné€k.6¢ Diky modifikaci fluorescenéné aktivni molekulou lze sledovat
internalizaci nosi¢e do bunék jak in vitro tak in vivo. V nékterych pripadech ke
sledovani osudu nosice posta¢i vyuziti inkorporace fluorescenc¢né aktivni
molekuly (1é¢iva).64 Tato metoda ma vSak i své nevyhody, a sice ztraci efekt ve
chvili, kdy molekula 1é¢iva opusti hostitelskou ¢astici, a také nelze aplikovat na

vSechna farmaka.

Zajisténim schopnosti reagovat na zmény v prostfedi nebo zvysenim afinity
ke specifickému typu bunék je mozné zajistit uvolnovani enkapsulované latky
v cilové tkani a zvysit tak efektivitu lééebné kary. Prikladem jsou nanohouby
reagujici na pritomnost intracelularniho antioxidantu glutathionu (obrazek 7),
jehoz koncentrace je v krevni plazmé v porovnani srakovinnymi burnkami o
nékolik rada nizsi.87 Uvolnéni 1é¢iva z tohoto nosice je fizeno pravé koncentraci
glutathionu v prostredi, aktivni latka se tedy uvolni az v cilovych bunkach a
nekoluje volné v organismu. Efektivita cilené 1é¢by obzvlasté pti nizsich davkach
1é¢iva byla v porovnani s uzitim volného 1éc¢iva bez nosice vyssi tmérné obsahu

glutathionu v burikach®487, bunééna internalizace rychlejsi8” a zaroven by se
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timto pristupem méla snizit aroven expozice organismu lé¢ivu, coz by mélo vést

k redukeci vedlejsich uéinkiss.

Obrazek 7: Internalizace nanohub reagujicich na pfitomnost glutathionu do rakovinnych bunék.
Snimek byl pofizen 15 minut od pocatku expozice bunék nanohoubam. Fluorescenci zptisobuje

kumarin 6 inkorporovany do nanohub.87

K tomu, aby bylo mozné pouzit materialy v medicinskych aplikacich, je nutné
vyloudit jejich toxicitu. Ta je zavisla predevsim na chemické struktuie (u nanohub
predev§im na pouzitém typu sitovadla, které zasadné ovliviiuje vlastnosti
polymeru), na zptisobu podani lé¢iva a na pravidelnosti podavani. Bezpeénost
prioralnim podani byla jiz prokdazana u nanohub na bazi B-cyklodextrinu
sitovaného karbonyldiimidazolem (CDI), dianhydridem kyseliny pyromelitové
(PMDA) a hexamethylendiisokyanatem (HMDI) jak v pripadé akutni toxicity, tak
opakovaného podavani potkantim po dobu 28 dnti. Podle vysledki studie nemaji
nanohouby pfi peroralnim podéni negativni Géinky na organismus, a to nezavisle
na velikosti castic. V testech toxicity byly totiz sledovany jak castice o velikosti
v rozmezi 400 — 550 nm, tak 50 — 200 nm.89 Bezpecnost téchto typti nanohub je
obzvlasté dilezita, jelikoz sitovadla CDI a PMDA patti v literature mezi nejéastéji
pouzivana pro pripravu cyklodextrinovych nosic¢i s potencialnimi aplikacemi
ve farmacii. Dalsimi studiemi podporujicimi bezpe¢nost CD nanohub jsou prace
Khalida a kol.99, pri které byly provedeny testy akutni toxicity pri oralnim podani
nanohub sitovanych methylenbisakrylamidem na potkanech, a prace Songa a
kol.91, ktera se zabyvala hepatotoxicitou karbonylovych nanohub (sitovanych

difenylkarbonatem) u zebricek.
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1.7 Nosice léciv funkcionalizované cholesterolem

V ramci dopravy 1é¢iv miize byt limitujicim aspektem ptrekonani biologickych
bariér a penetrace do bunék.92 K dosazeni vyssi biokompatibility a zlepsSeni
interakei mezi nosici 1é¢iv a buntkami (popft. jejich receptory) se hojné pouziva
modifikace materialu — at se to tyka jeho povrchu nebo celé chemické struktury.os
K tomuto ticelu mohou velmi dobte poslouzit prirodni lipidy ¢i steroidy (mezi néz
patii icholesterol), jelikoz tyto latky hraji v zivoté buriky vyznamnou roli —
podileji se mj. na tvorbé bunééné membrany, metabolizaci hormonti, bunééné
adhezi a pfenosu signalii mezi bunikou a jejim okolim.* Cholesterol je v literatute
prevazné vyuzivan ktvorbé amfifilnich latek a nanostruktur vzniklych
samousporadanim,  predevSim  micel a  lipozomi.94-97  Rozli¢né
(nano)struktury®s:98-100 modifikované cholesterolem byly testovany jako nosice

aktivnich latek vhodnych pro 1éébu rakoviny a genovou terapii.

Funkcionalizace materialu cholesterolem zvysuje jeho lipofilicitu, coz prinasi
fadu vyhod v biologickych aplikacich, véetné usnadnéni prichodu pres biologické
bariéry, prodlouzeni cirkulace v organismu, zvysSeni selektivity distribuce a
zvySeni biologické dostupnosti. Diky tomu mohou tyto materialy prispét k
velkému pokroku vlécbé tézko IécCitelnych onemocnénich mozku, 1éché
mozkovych infekci, zanétlivych onemocnéni nebo karcinomu.101-104
Cholesterolovy ligand navazany na polymerni ¢astice prokazal, zZe je vhodny na
podporu internalizace materialu do buriky. Pro fibroblasty byl material netoxicky,
nicméné mél vliv na naruseni bunééné membrany glioblastomu, ¢imz omezil rist
nadoru. Tento material tedy nema jen funkci nosice, ale miize pti 1é¢bé ptisobit

synergicky s pouzitym lé¢ivem.92

Polymerni c¢astice modifikované cholesterolem se také ukazaly jako slibny
material pri 1é¢bé rakoviny prsu.99 Nanocastice mély dobrou hemokompatibilitu
a snizily toxicitu enkapsulovaného doxorubicinu pro bunky kardiomyocytu
v porovnani s volnym lé¢ivem. Na druhou stranu na buinlky prsniho nadoru
(MCF-7) ptisobily i nosice bez 1éciva toxicky a po inkorporaci 1é¢iva mély oproti
volnému doxorubicinu n€kolikanasobné vyssi efekt na snizeni bunééné viability,
jelikoz usmrtily az 90 % nadorovych bunék. Navic se inkorporaci 1éciva do nosice
znatelné zvysila Géinnost a mohlo byt pouzito niz§i davkovani doxorubicinu
v porovnani s dostupnou literaturou.
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Rovnéz funkcionalizace dendrimert byla jiz publikovana. Cholesterolem
funkcionalizované dendrimery na bazi polyethylenglykolu byly navrzeny pro
cilenou dopravu hydrofobnich 1é¢iv pres hematoencefalickou bariéru. Ke
snazSimu prostupu pres bariéru ma pomahat cholesterolova slozka, pricemz dalsi
funkéni ¢asti zajistuji fluorescenci nosice a cileni na specifické receptory.
Funkcionalizace cholesterolem neovlivnila kapacitu materialu navazat 1écivo ani
jeho terapeutickou aktivitu, ale prodlouzila dobu uvolniovani inkorporovaného

1éc¢iva.102

V dostupné literature zameérené na cholesterol a cyklodextriny byla publikovana
rada studii zaméfenych na komplexaci cholesterolu CD vramci biologickych
aplikaci, af jiz se jednalo o zachyt cholesterolu z organismu05.106 nebo o dodani
cholesterolu v cyklodextrinovém nosicil©7-108, Nicméné praci zameérenych

na funkcionalizaci CD cholesterolem je poskrovnu.

Nejvice zastoupenymi strukturami na bazi cholesterolem modifikovanych CD
jsou ty vzniklé samoskladbou z amfifilnich CD, napt. tenky film9 vznikly
samoskladbou na mezifdzovém rozhrani se schopnosti zachytavat z roztoku
molekuly azobenzenu nebo amfifilni CD10.111 jez lze pouzit pro tvorbu membran
nebo je 1ze inkorporovat do fosfolipidovych mono- a dvojvrstev. Autori se zabyvali
vlivem poctu cholesterolovych skupin na pevnost vazby mezi cyklodextrinem a
membranou a dotkli se i problematiky volby linkeru pojiciho CD a cholesterol
vzhledem k mozné ,auto-komplexaci“ navazaného cholesterolu do kavity CD
v zavislosti na délce spoje. Poskytli tak dilezité podklady pro pochopeni
problematiky tvorby takovych struktur, nicméné nezabyvali se jejich vyuzitim.

Amfifilni CD mohou byt pouzity jako soucast nejen membran, ale také
fosfolipidovych vezikulid.2 Rostouci podil CD ve strukture zvysil permeabilitu
vezikulu, nicméné jiz v malém mnozstvi umoznily CD inkorporaci hydrofobnich
molekul a vezikuly tak mohou slouzit jako nosice pro molekuly funkcionalizované

sacharidy, barvivy, 1éciva ¢i latky zprostiredkujici cilenou dopravu.113

Priprava amfifilnich CD funkcionalizovanych cholesterolem byla v literature
popsana neékolika zpisoby, a sice jako reakce aminového derivatu CD

s cholesterol chloroformatem?4, ¢i reakce mono-, resp. diaminového derivatu
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methyl-CD s derivaty cholesterolu obsahujicimi karboxylovou funkéni

Skupinu11o,112,115.

Benefitem ziskanym modifikaci cholesterolem CD-MOF (metal-organic
framework) bylo zvySeni stability materialu, jelikoz se zpomalil jeho rozklad ve
vodném prostiedi. V porovnani s CD-MOF, ktery se témér okamzité rozlozil po
kontaktu s vodou, cholesterolem modifikovany MOF si zachoval svou strukturu i
po 24 h diky zvySeni hydrofobicity materialu. Funkcionalizace cholesterolem také
zachovala krystalickou strukturu a volnou CD kavitu na rozdil od jinych metod
stabilizace MOF (napf. pomoci fullerent inkorporovanych do CD Kkavity).
Prekonanim problému se stabilitou ve vodé se vyrazné zvysuje aplikovatelnost
tohoto slibného materidlu na poli biomediciny. Velky potencial ukéazal svou
biokompatibilitou, schopnosti inkorporace léciva, prodlouZzenim jeho doby
cirkulace v krvi a postupném uvolnovani stejné jako zlepSenim internalizace

1é¢iva do buné¢k.98

O funkcionalizaci cyklodextrinovych polymert cholesterolem je v dostupné
literature jen velmi malo informaci. Byla popsana biofunkcionalizace CD
nanohub cholesterolem, a sice ve formé postfunkcionalizace karbonylovych
nanohub cholesterol hemisukcinatem za ticelem zvysit jejich biologickou aktivitu
a efektivitu dopravy léciva. Tato modifikace zvysila adsorpci doxorubicinu v
nanohoubéch a usnadnila internalizaci nanohub do bunék. Mnozstvi cholesterolu
navazaného v CD nanohoubach bylo kvantifikovano pomoci HPLC po hydrolyze

materialu amoniakem.65

1.8 Nosice léciv funkcionalizované manosou

Manosa patii mezi biologicky vyznamné sacharidy. D-Manosa se pouziva
ve farmaceutickém primyslu jako soucast doplikt stravy podporujicich 1écbu
a prevenci infekci mocovych cest. V ramci studii zamérenych na cilenou dopravu
1é¢iv je manosa vyuZzivana jako ligand pro funkcionalizaci nosic¢t za Géelem cilené
dopravy do bunék produkujicich manosové receptory, napi. do makrofaghi
nebo nadorovych bunék7.118, Manosu lze navazat na celou rfadu nanostruktur,
mj. na lipozomy*¢, nanogely!’9 ¢i nanocastice20, a to jak kovalentné,

tak nekovalentné fyzikalni adsorpci na povrch nosice.12
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Kovalentné lze manosu na nanomaterial navazat dvéma zptisoby — bud’ na jiz
predem pripraveny material, nebo na jednotlivé stavebni bloky, které se nasledné
usporadaji do finalni nanostruktury. Jednou variant navazani manosy je za
pomoci bifunkéniho linkeru, napf. karbonyldiimidazolu.n7 Cast&jsi je vsak
pouziti médnymi ionty katalyzované cykloadice azidu a alkynu (pattici mezi tzv.
sclick reakce®), jiz lze snadno selektivné modifikovat chemickou povahu
stavebnich bloki a tim i vlastnosti vysledného materialu.11¢ Aby bylo mozné tento
postup aplikovat, je treba nejprve pripravit vhodné derivaty manosy a
funkcionalizované nanostruktury. Priprava manosovych derivati obsahujicich
trojnou vazbu je uvedena v dostupné literatuie, pricemz je popsano nékolik
odlisnych postupli: riizné varianty primé syntézy (schéma 4) nebo syntéza
s vyuzitim chranicich skupin (schéma 5). VSechny nalezené zdroje uvadeji jako
produkt primé syntézy a-anomer22-128 pouze nékolik z nich popsalo vznik B-

anomeru jako vedlejsiho produktu25.128,

HO OH (8) nebo (b) HO OH HO OH
a) nebo
HO HO HO
(6]

OH
\—_

Schéma 4: Jednokrokové syntéza propargyl-manosidi. Postupy pripravy uvedené v literatuie:

(a) propargyl alkohol, HCI, RT, ptes noc;22 (b) propargyl alkohol, H2SO4 na silika gelu, 65 °C,

2 h.23
HO— oy HO—  oH
HO -0 HO O
HO HO

OH o F

Ar, RT
24 h MeONa | "5

HO\/// AcO

AcO OAc OAc
AcO -0 BF3OEt2 AcO -O
AcO Ar ’ AcO
OAc RT o \///

pfes noc
Schéma 5: Ttikrokova syntéza propargyl-o-D-manopyranosy.129

Manosa je vorganismu rozpoznavana tzv. manosovymi receptory, coz jsou

transmembranové proteiny exprimované burtkami imunitniho systému (mezi né
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patii makrofagy a dendritické bunky), epitelovymi bunkami a také nékterymi
typy nadorovych bunék (napf. bunky karcinomu prsu's® nebo kolorektalniho
karcinomu!7). Manosové receptory maji schopnost rozpoznat a navazat
sacharidy, predev§im manosu, fukosu, N-acetylglukosamin, glukosu a nékteré
oligosacharidy. Zprostfedkovavaji endocytozu, jsou dilezité pro mezibunécny
prenos signaldi, zpracovani antigent a také fagocytozu, jelikoz rozpoznavaji
patogeny s povrchem obsahujicim sacharidy, jako je HIV, virus denge, Candida
albicans, aj. Z tohoto dtivodu mohou hrat kli¢ovou roli pti cilené 1é¢bé rakoviny,
tuberkulo6zy, lokalnich infekei a pii modulaci imunitnich reakei.121131 Z literatury
vyplyva, ze dilezitou roli hraje i mnozstvi manosovych ligand na nosici.s2
Biologicka aktivita manosylovanych struktur, jejich bunécné rozpoznavani a
internalizace pomoci endocytozy rizené manosovymi receptory rostou spolu

s nartistajicim mnozstvim manosovych frakei ve strukture.!32-134

-

M-lipozomy
2. M-pevné lipidickeé
K nanocastice
- 3. M-nanostrukturované
|
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4. M-polymerni

M-polymerni micely
M-niozomy

nanocastice
3 | Systémy nanonosiclu 95(\ \ Q @W; 5. M-polymerni
6.
7.
8. M-kvantové tecky
9. M-cyklodextrinovy

it mikrosféry
konjugovanych s [ &
q &
mandzou i'\)\
Y, nanokomplex
A 10. M-dendrimery

~3)' Manosovy ligand
45 N\, 0 ©  Aktivni slozka
oY V\ _/‘ﬂ SS:' = /{{1,’
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Obrazek 8: Ruzné typy manosou funcionalizovanych nosic¢t 1é¢iv. 132

Chemoterapie je jednou z nejrozsiren€jsich metod boje s rakovinnym bujenim.
Vétsina uzivanych 1é¢iv, mezi néz patii napt. doxorubicin, paklitaxel a docetaxel,
vSak nepiisobi selektivné jen na rakovinné bunky, nybrz i na ostatni rychle se
délici bunky. Lécbu tak doprovazi fada nezadoucich acéinkt (ztrata vlasd,
nevolnost, zvraceni) a pri dlouhodobém uzivani téchto lé¢iv hrozi vznik
rezistence. Tyto nezadouci efekty 1écby by mohly byt eliminovany inkorporaci
1é¢iv do nosice funkcionalizovaného manosou a cilenou dopravou k bunkam

s vysokou expresi manosovych receptortt véetné mnoha druht rakovinnych
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bunék. Zvysi se tak efektivita 1écby a snizi se toxické ucinky na zbytek

organismu.!31,135,136

Velkou skupinou bunék, na néz Ize pomoci manosy cilit a resit tak Sirokou skalu
zdravotnich problémi, jsou makrofagy. V minulosti byly povazovany za prekazku
v oblasti cilené dopravy 1é¢iv. Postupné se vSak zjistilo, Ze makrofagy hraji
podstatnou roli v organismu, jeho obranyschopnosti, ale také ve vyvoji nemoci
anadori.’3” Neékteré patogeny (napr. bakterie zptsobujici tuberkul6zu
a salmonel6zu nebo ptivodce leishmaniozy) jsou schopny vyuzit makrofagy pro
svou ochranu a komplikuji tak konvencéni léébu antibiotiky.137:138 Cilenou
dopravou do makrofagli by se zaroven antibiotika dopravila k patogentim a
mohla by se tim zvysit efektivita 1é¢by. Dalsimi onemocnénimi, kde hraji
makrofagy dilezitou dlohu, jsou napt. infekce HIV, Gaucherova choroba a
revmatoidni artritida. V poslednich letech se do popredi zajmu dostaly tzv.
makrofagy asociované s nadory (TAM), které se vyznamné podileji na vyvoji
rakovinného bujeni a potlacuji imunitni reakce bojujici s nddorovou tkani, ¢imz
vytvareji prostredi vhodné pro riist nadorové tkané a vyrazné zhorsuji prognozu.
V ramci cilené terapie jsou TAM bud’ eliminovany, nebo preprogramovany na jiny
typ makrofagi, jez ptisobi prozanétlivou a protinadorovou reakci v organismu.
Diky schopnosti migrovat v téle i na obtizné dostupna mista, do nadort, pres
hematoencefalickou bariéru'39 do mozkové tkané, mohly by makrofagy slouzit i
jako ,nosi¢e nosic¢i 1é¢iv“.137:140.141 Jinymi slovy by nosi¢ s enkapsulovanym

1é¢ivem nejprve pronikl do makrofagi, které by jej dopravily do 1é¢ené tkané.

V dostupné literatufe lze dohledat nékolik piipadi pouziti cyklodextrint
modifikovanych manosou za icelem cilené 1é¢by rakoviny, dopravy do makrofagt
i v jinych v medicinskych aplikacich. Methylovany CD modifikovany manosou:8
byl pripraven jako intraven6zné podavany prostredek urceny k 1écbé rakoviny
stfev. Funkcionalizace manosou méla za tikol umoznit cileni do nadorovych
bunék a do TAM. V in vitro a in vivo experimentech material vyrazné omezil
nadorové bujeni i pritomnost TAM a zaroven byl pri intraven6znim podani velmi
dobfe prijat organismem a mél zanedbatelné vedlejsi acinky. Potvrdila se i
zasadni role manosového ligandu v cileni do obou typti patogennich bunék a
v selektivité toxického tc¢inku na bunky v zavislosti na pritomnosti manosovych

receptort.
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Schopnost akumulace vrakovinnych bunkach prokazaly samoskladbou
vytvorené cyklodextrinové nosi¢e funkcionalizované za ucelem cileni do
manosovych receptori kolorektalniho karcinomu. Priporovnani s jejich
nefunkcionalizovanymi analogy se modifikaci zvysila efektivita internalizace do
bunék. Navic se zvysila také biologicka dostupnost 1é¢iva a jeho toxicky efekt na
nadorové bunky po enkapsulaci do funkcionalizovaného CD nosice. Vhodnost
nosice pro dany zameér pak potvrdily experimenty in vivo, jelikoz enkapsulace
1é¢iva pomohla dopravit 1é¢ivo do stfev (naproti tomu zji§téna koncentrace ¢astic
v zaludku, jatrech a ledvinach byla nizka) a ochranila jej pred ptisobenim
zaludeénich stav. Diky tomuto nosi¢i se také podarilo deaktivovat makrofagy

asociované s nadory.117

Af uz cileni do vice typt buné€k nebo doprava vice molekul najednou je velkou
vyzvou. Pomoci nosi¢ii na bazi manosou modifikovanych CD a alginatu sodného
bylo mozné enkapsulovat zaroven melanomovy antigen a imiquimod, 1écivo
s antitumor6znimi ucinky. I tyto materidly ukézaly, Ze manosa ve strukture a
cileni na receptory usnadnily internalizaci do bunék, konkrétné do dendritickych

bunék a makrofagi.42

Nosi¢e funkcionalizované manosou obsahujici cyklodextriny43144 i jiné
sacharidy'45-147 jsou studovany také v souvislosti s jejich pouzitim v genové terapii
a dopravé RNA vyuzitelné pri vakcinaci nebo proteinové substitu¢ni terapii.
Manosylaci nabitych struktur44 sloZenych zamfifilnich cyklodextrini se
navazdnim sacharidového ligandu odstinila schopnost neselektivnich
elektrostatickych interakci, a naopak byla doddna schopnost selektivnich
interakei s manosovymi receptory (obrazek 9). Chitosanové castice modifikované
manosou byly zkoumény jako nosi¢e pro cilenou dopravu do dendritickych
bunék, jez se vyskytuji mj. v nadorové tkani.146.147 Ve formé tzv. mikrosfér se
modifikované chitosanové castice osvédcily také jako nosice proteini pro

efektivni vakcinaci proti bakterii Pseudomonas aeruginosa.'4s
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Obrazek 9: Schematické znazornéni selektivity cyklodextrinového nosice DNA. Kladné nabity
nosi¢ interaguje neselektivné s bunkami jen na zdkladé elektrostaticého plisobeni. Pfidanim
sacharidového ligandu (manosy) jsou preferovany interakce se specifickymi receptory a potlaceny

Ucinky elektrostatickych interakei.»44

Proti bakteriim, konkrétné proti Mycobacterium tuberculosis zptisobujici
tuberkul6zu, mohou manosylované nosice bojovat diky potenciadlu -cilit
do alveolarnich makrofagti, ve kterych jsou zminéné bakterie schopny prezit a
navic jsou tak chranéné pred plisobenim konvencni 1é¢éby antibiotiky.48 Velky
vliv na vlastnosti pevnych lipidickych castic (solid lipid nanoparticles) mél
pouzity surfaktant, Tween® 80 oproti PVA (polyvinylalkoholu) zlepsil kapacitu
materiadlu pro navazani 1éciva, zaroven se ale snizila stabilita ¢astic v roztoku.
Mechanismus transportu nosice do cilovych bunék ovliviiuje mj. velikost castic —
velmi malé castice mohou byt internalizoviany diky receptorim
zprostredkovanych endocyt6zou, mikrocastice jsou primarné fagocytovany
makrofagy. Studované éastice o velikosti okolo 500-600 nm dle publikovanych
vysledki 1épe penetrovaly do makrofagt diky obsahu manosy, a sice endocyt6zou

Fizenou manosovymi receptory.
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2 Cile disertacni prace

Cilem této disertacni prace byla syntéza cyklodextrinovych derivati jako
prekurzori pro nové cyklodextrinové polymery s potencialni aplikaci v dopravé

1éciv.

Dil¢i cile byly stanoveny néasledovné:

a) Syntéza prekurzort pro pripravu linearnich cyklodextrinovych polymert
s definovanou strukturou.

b) Syntéza cyklodextrinovych prekurzori pro ptipravu novych zesitovanych
cyklodextrinovych polymert (cyklodextrinovych nanohub).

¢) Posouzeni naroc¢nosti syntézy rtznych typt cyklodextrinovych polymert a
jeji prinosnosti s ohledem na moznosti jejich vyuziti v praxi.

d) Ovéfeni moznosti pouziti pripravenych cyklodextrinovych polymert

v oblasti mediciny se zamérenim na dopravu 1éciv.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy pro syntézu

Beta cyklodextrin byl zakoupen u spolecnosti Cyclolab; benzylchlorid,
1,1°-karbonyldiimidazol (CDI), 4-(dimethylamino)pyridin (DMAP), anhydrid
kyseliny octové, anhydrid kyseliny pyromelitové (PMDA), askorbat sodny, azid
sodny, syntetickd D-(+)-manosa, diisobutylaluminium hydrid (DIBAL), EDC
hydrochlorid, hydrid sodny, cholesterol hemisukkcinat, palladium na uhlj,
propargyl alkohol, p-toluensulfonylchlorid, tetrabromomethan, trifenylfosfin,
triethylamin, tri- a tetraethylenglykol byly zakoupeny od Sigma-Aldrich; siran
médnaty (pentahydrat), chlorid sodny, kyselina chlorovodikova a sirova
u spoleénosti Lachner. Fluorid bority - ethylether komplex (BF;5-OEt-),
propargylbromid, siran hofecnaty byl zakoupen u TCI, sodné sil kyseliny
ethylendiamintetraoctové (Na-EDTA) byla zakoupena u spole¢nosti Lachema.
Siran sodny, uhlié¢itan sodny a hydroxid sodny byly dodany od spolec¢nosti Penta,

kyselina p-toluensulfonova od spole¢nosti Fluka.

Rozpoustédla aceton, cyklohexan, ethylacetat, dichlormethan, dimethylsulfoxid
(DMSO) a chloroform byly dodany spoleénosti Lachner; N,N-dimethylformamid
(DMF), ethanol, methanol, hexan, pyridin, THF a toluen spole¢nosti Penta.
Bezvody dichlormethan byl zakoupen od vyrobce Acros a pouzit bez dalSich
tiprav. DMF, DMSO a methanol byly su$eny na molekulovych sitech (4A pelety,

Acros).

Bezvody B-CD byl pro syntézu nanohub susen v susarné pri teploté 9o °C pres
noc, pro syntézu premosténych CD byl susen pod vakuem pii teploté 9o °C po
dobu 3-8 h.

Methanolat sodny byl pripraven reakci sodiku (2,3 g) s bezvodym methanolem

(100 ml) v inertni atmosfére.

3.2 Materialy pro biologické experimenty

Bunécné kultury (fibroblasty a nadorovéa linie MCF-7) byly zakoupeny u Pasture
Institute National Cell Bank of Tehran (iran). Kultivaéni médium RPMI bylo
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dodano spolecnosti GIBCO Laboratories, FBS bylo zakoupeno u Cegrogen-
Biotech, MTT a resveratrol u Sigma Aldrich.

3.3 Analytické metody

3.3.1 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Analyza probihala na hmotnostnim spektrometru Sciex X500R qTOF (AB Sciex,
USA). Pro méfeni byla vyuZzita pratokova injekéni analyza v pozitivnim modu
se sbérem dat od 100 do 2000 m/z. Mobilni fazi tvoril methanol a 0,1% vodny

roztok kyseliny mraven¢i v poméru 9:1.

3.3.2 InfraCervena spektroskopie (FTIR)

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla provedena
na pristroji Nicolet iZ10 od ThermoFisher Scientific (USA) s diamantovym
krystalem. Pro analjzu byla pouzita technika ATR s 8 skeny pozadi a 8 skeny
vzorku, méreni bylo provedeno vrozsahu 4000-400 cm™ s rozliSenim 4 cm-.

Ke zpracovani spekter byl pouzit software Omnic.

3.3.3 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

NMR analyza v kapalné fazi byla provedena na 500 MHz zatizeni (JEOL,
Japonsko) pri 25 °C. Chemické posuny (5) jsou uvedeny v ppm a interakcni
konstanty (J) v Hz. Chemické posuny *H and 3C ve spektrech jsou vztazeny
k referencnimu signalu tetramethylsilanu svyuzitim tabelovanych signala
rozpoustédel HDO 4,66 ppm, CHCl; 7,26 ppm, CHD-OD 3,31 ppm, a C¢HDs
7,16 ppm u 'H spekter a CDCl; 77,16 ppm, CD3s0OD 49,00 ppm, a CsDs
128,06 ppmu 13C spekter. K analyze struktur produktti syntéz byla provedena
rada standardnich NMR experimentti a interpretovana spektra véetné 2D COSY,
HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY, ROESY, selektivnich 1D NOESY, 1D TOCSY a
selektivnich homodekaplovanych *H NMR spekter.
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NMR analyza vpevné fazi (Solid-state NMR) byla provedena na 400 MHz
pristroji (JEOL, Japonsko) pri 25 °C. VSechna 3C spektra byla métrena pri 20kHz,
jako reference byl pouzit y-glycin (174,1 ppm). Relaxacni ¢asy a pocet snimki byly

zvoleny v zavislosti na vzorku a typu experimentu.

3.3.4 Stanoveni obsahu meédi pomoci hmotnostni spektrometrie
s induk¢né vazanym plazmatem (ICP-MS)

Pro stanoveni zbytk médi po funkcionalizaci byly vzorky ptfipraveny nasledovné.
Cyklodextrinové nanohouby byly suspendovany v koncentrované Kkyseliné
dusi¢né (4 ml), smés byla zahrivana vrozkladné mikrovinném rozkladném
systému Multiwave PRO (Anton Paar, Rakousko) pfi vykonu 9oo W po dobu
45 min s maximalni teplotou v systému 240 °C a maximalnim tlaku 57,6 bar.
Po vychladnuti byla rozlozen4 smés zfedéna deionizovanou vodou (50 ml). Takto
pripravené vzorky byly analyzovany pomoci ICP-MS (PerkinElmer NexION

300D, USA). Mnozstvi médi ve vzorku je vztazeno na mnozstvi 1 g nanohub.

3.3.5 Mérfeni velikosti ¢astic (Dynamicky rozptyl svétla, DLS)

Dynamicky rozptyl svétla byl analyzovan na pristroji Malvern Zetasizer Nano
(Velka Britanie). Velikost castic a polydisperzita byly méfeny pii tthlu rozptylu

90°. Méreni probihala pti laboratorni teploté a byla provedena v triplikatu.

3.4 In-vitro experimenty

3.4.1 Kultivace bunécnych kultur

Fibroblasty (3T3) a MCF-7 nadorové bunky byly kultivovany v médiu RPMI 1640
obohacenym o 10 % FBS a 1 % roztok penicilinu a streptomycinu. Burniky byly
kultivovany v lahvickach v inkubatoru prti 37 °C a atmosférou s 5 % CO.. Médium

bylo ménéno kazdy druhy den.
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3.4.2 Priprava suspenzi s obsahem resveratrolu

Suspenze pro in vitro testovani ucinnosti resveratrolu byly pfipraveny
nasledovné. Do vodné suspenze nanohub byl pridan resveratrol v hmotnostnim
poméru 1:4 (resveratrol:NS). Suspenze byly michany ve tmé pri pokojové teploté
30 min a pred aplikaci na bunééné kultury byly zfiltrovany pres strikackovy filtr

o velikosti port 0,45 um.

3.4.3 MTT test bunécéné viability

Ke zhodnoceni bunécné viability byl pouzit test MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid). Bunky byly inkubovany v 96-jamkové
desti¢ce a po dosazeni 80% konfluence byly vystaveny testovanym materialtim.
Po expozici, bylo kultivaéni médium odstranéno, butiky byly oplachnuty 1X
fosfatovym pufrem (PBS) a nakonec bylo pridano 100 ul bezsérového média
obsahujiciho roztok MTT o koncentraci 0,5 mg/ml. Néasledné byly burky
inkubovany po dobu 4 h pti 37 °C, poté bylo médium odsato, bylo pridano 100 ul
DMSO a bunky byly ponechany dalsi 1h pri 37 °C. Bunécna viabilita byla
vyhodnocena spektrofotometricky analyzatorem ELISA (Biotech, San Jose, CA,
USA, software Gen5™). Absorbance byla métrena pti vlnovych délkach 560 nm
(pozadi) a 630 nm. Jako reference bylo pouzito méfeni ¢istétho DMSO. Po
odecteni absorbance pozadi a rozpoustédla byla stanovena bunécna viabilita jako
procentualni hodnota vztazena k hodnotdm namérenym u bunécné kontroly (jez
nebyla vystavena testovanym materidlim). Vypocet viability mizeme vyjadrit

vztahem:

A , . — A vex
vy s . iy testovanych bunék rozpoustédla
Bunétna viabilita [%] = Y %X 100
bunécéné kontroly — Arozpouétédla

3.4.4 Internalizace materialu do bunék

Internalizace fluorescencné znacenych materiadli byla testovana kvalitativné
i kvantitativné na nadorové bunécné linii MCF-7 pri koncentraci 500 pg/ml.
Pro tcely kvalitativni analyzy pomoci mikroskopie byly bunky nasazeny

do 6-jamkové desticky v hustoté 5x105bunék/jamku. Bunky byly inkubovany
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pres noc a nasledné vystaveny testovanym materialim po dobu 24 h pri 37 °C.
Bunky byly pozorovany pomoci Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader (San
Jose, CA USA, Gen5™ software). Kvantitativné byl prijem castic studovan pomoci
pritokové cytometrie. Buniky byly nasazeny do 12-jamkové desti¢ky o koncentraci
2x105 bun€k/jamku a inkubovany po dobu 24 h pro dosazeni 80% konfluence.
Poté byly bunky vystaveny testovanym materialim po dobu 24 h pii 37 °C.
Nakonec byly bunky tripsinizovany, promyty PBS a analyzovany pomoci
priatokového cytometru Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) caliber flow
cytometer (BD Pharmigen™, BD Biosciences, USA).

3.5 Priprava prekurzord pro linearni cyklodextrinové polymery

3.5.1 Syntéza pfemosténych cyklodextrinovych prekurzord

Premostény B-CD (1)

Syntéza premosténych B-CD vychazela zdrive
publikovanych praci Loa a kol.149, Dinga a kol.150
a Tabushiho a kol.’5! V su§eném pyridinu (12 ml) byl
rozpustén bezvody B-CD (0,45g; 0,4 mmol) pri

teploté 50 °C. Za stalého michani byl do roztoku
v nékolika porcich pridan
bifenyl-4,4°-disulfonylchlorid (0,14 g; 0,4 mmol) a <D - _gg
smeés byla michana pti 50 °C dalsi 3 hodiny. Poté

bylo rozpoustédlo slito, odpareno za snizeného tlaku, surovy produkt rozpustén
ve vodé a necistoty v podobé oligomert a nezreagovaného -CD byly vysrazeny ve

smeési acetonitrilu s vodou.
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3.5.2 Syntéza cyklodextrinovych prekurzord — chranéni benzylovymi
skupinami

Per-O-benzyl-B-cyklodextrin (2)

Perbenzylace B-CD byla provedena podle drive publikovaného

postupus® s drobnymi modifikacemi. V bezvodém DMSO (140 ml)

byl vinertni atmosfére smichan bezvody B-CD (8,60 g; 7,6 mmol) -
a hydrid sodny (11,10 g; 277,3 mmol). Nasledné byl do smési béhem 2
jedné hodiny prikapavan benzyl chlorid (31,30 ml; 272,2 mmol) a reakéni smés
byla dale michana pres noc pri laboratorni teploté v inertni atmosfére. Reakce
byla monitorovana TLC (cyklohexan-EtOAc 3:1), dokud ve smési nebyl detekovan
zadny nezreagovany B-CD. Poté byla reakce ukoncéena opatrnym pridanim
methanolu (35 ml), smés byla zfedéna vodou (200 ml) a produkt byl extrahovan
chloroformem (3 x 200 ml). Organickd faze byla oplachnuta solankou
(3 x 200 ml), vysuSena bezvodym MgSO, a odpatfena. Surovy produkt byl
precistén na koloné (nejprve toluen, pak toluen-EtOAc 9:1) a byl ziskan produkt
2 ve formé pény (21,77 g; 95 %). Spektralni data (HRMS a NMR) byla shodna

s literaturou.38

Per-O-benzyl-641-dihydroxy-p-cyklodextrin (3)

Selektivni debenzylace byla realizovana podle postupu Lecourt HO OH

a kol.38 K perbenzylovanému CD 2 zpredchoziho kroku
(21,64 g; 7,2 mmol) byl pomalu prikapavan pomoci linearniho
davkovace (CR pump ZS 100) DIBAL (72 ml; 107,2 mmol) (OBn)so
v inertni atmosfére. Reakéni smeés byla michana 48 h pri 50 °C .
vinertni atmosfére. Nezreagovany DIBAL byl hydrolyzovan opatrnym
prikapanim vody prio °C. Produkt byl extrahovan toluenem (2 x 200 ml),
organicka faze byla vysusena bezvodym MgSO, a odparena. Surovy produkt byl
precistén na koloné (cyklohexan-EtOAc 5:1) a byl ziskan produkt 3 (11,35 g; 56 %)
ve formeé bilé pény. Spektralni data (HRMS a NMR) byla shodna s literaturou.38
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Per-O-benzyl-64>-dibromo-f-cyklodextrin (4)

Pro syntézu per-O-benzyl-64P-dibromo-B-cyklodextrin  byla Br Br
pouzita metoda popsana v literature3” s drobnymi modifikacemi.
Vbezvodém DMF (7ml) byly vinertni atmosféfe smiseny

tetrabrommethan (1,05g; 3,2 mmol) a trifenylfosfin (0,83 g; (OBn):q

3,2 mmol). Do smési byl pridan selektivné debenzylovany CD 3 4

(1,49 g; 0,5 mmol) rozpustény v bezvodém DMF (3 ml). Reakéni smés byla
michana pti 60 °C pres noc. Poté byla reakce zastavena priddnim methanolu
(10 ml), smés byla ochlazena na laboratorni teplotu a zfedéna toluenem (150 ml).
Organicka faze byla vytfepana s vodou (3 x 100 ml), vysusena bezvodym MgSO,
a odparena. Surovy produkt byl precistén kolonovou chromatografii (toluen-
EtOAc 50:1) a byl ziskan produkt 4 (1,09 g; 70 %) ve formé bilé pény. HRMS:
[M+2NH4]2+ = 1503,8; pro Ci7sH190BraN20332* vypocteno 1504,1. Spektralni data
NMR byla shodnaé s literaturou.52

640-dibromo-pB-cyklodextrin (5)

Debenzylace byla provedena podle modifikovaného postupu Br

uvedeného v literatures?. V reakénim autoklavu byl ve smési
DMF a ethanolu (1:1, 120 ml) rozpustén cyklodextrin 4 (10,59 g;
mmol) a roztok byl degasovan v sonikaéni lazni. Do roztoku bylo (OH)1s
pridano palladium na uhli (10% w/w; 1,03 g) a autoklav byl 2

naplnén vodikem. Smés byla michana pti 70 °C pod tlakem 8 bar. Priibéh reakce

byl monitorovan TLC.

3.5.3 Syntéza oligoethylenovych linker(

Obecny postup syntézy o, w-dipropargyl-ethylenglykolovych linkert

Syntéza byla provedena podle driive publikovaného postupuiss s drobnymi
modifikacemi. Ethylenglykol (tri-, nebo tetra-; 7,5 mmol) byl rozpustén
vbezvodém THF (30 ml) vinertni atmosfére. Poté byl do roztoku pridan
hydroxid sodny (1,36 g; 34,3 mmol) a propargyl bromid (3,6 ml; 33,6 mmol).

Reakéni smés byla privedena kvaru a refluxovana 6 h. Pribéh reakce byl
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monitorovan TLC (CHCl3-MeOH 20:1). Po ukoncéeni reakce byla smés zfiltrovana,
THF z filtratu bylo odpareno za snizeného tlaku. Surovy produkt byl precistén
chromatograficky na koloné (CHCl3-MeOH 100:1). Produkt byl ziskan ve formé

hnédé viskézni kapaliny.

a, o-dipropargyl-triethylenglykol (6)

Pri reakci byl jako vychozi latka pouzit triethylenglykol (1 ml; \/[o \/\}o
7,5 mmol). Obecnym postupem byl ziskdn produkt 6 ve 3

6

/

formé hnédé viskézni kapaliny (1,35g; 80 %).
HRMS: [M+NH4]* = 244,153; pro Ci2H22NO4* vypocteno 244,154. NMR

spektrum odpovidalo udajim v literature.!54

a, o-dipropargyl-tetraethylenglykol (7)

Pri reakei byl jako vychozi latka pouzit tetraethylenglykol

o
(1 ml; 5,9 mmol). Obecnym postupem byl ziskan produkt 40

7 ve formé hnédé viskozni kapaliny (1,57g; 98 %). 7

/

Spektralni data odpovidala iidajiim v literature.154
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3.6 Syntéza cholesterolem funkcionalizovanych

cyklodextrinovych nanohub

3.6.1 Syntéza cholesterolem funkcionalizovaného cyklodextrinu
Cholesteryl-p-cyklodextrin (Chol-$-CD; 8)
VDMF (60oml) byl rozpustén

cholesterol hemisukcinat (1,72 g;

3,5 mmol), knémuz byly nasledné

pridany DMAP (0,43 g; 3,5 mmol) a

EDC hydrochlorid (1,01 g; 5,3 mmol).

Nakonec byl do smési pridan bezvody

B-CD (2,00 g; 1,8 mmol) a roztok byl O = No
michan 24 h pti teploté 45 °C. Poté byl ) ;
roztok ochlazen na pokojovou teplotu, presrazen ve vode (600 ml), prefiltrovan a
oplachnut malym mnozstvim acetonu. Surovy produkt ve formé prasku byl
prrecistovan acetonem v Soxhletové extraktoru po dobu 24 h. Finélni produkt 8
byl ziskan ve formé bilého prasku (2,83 g, 78 %). :3C ss-NMR (100,52 MHz,) 6
172.68 (-COO-), 140.48 (C=C, cholesterol), 123.48 (C=C, cholesterol), 104.22
(C-1), 82.53 (C-4), 73.86 (C2, C-3, C-5), 61.37 (C-6), 58.02 (C-6 modifikovany),
50.84 (cholesterol), 43.28 - 20.03 (cholesterol).

3.6.2 Postup pfipravy CDI nanohub  funkcionalizovanych
cholesterolem

Obecna syntéza karbonylovych (CDI) nanohub

Karbonylové nanohouby byly syntetizovany na zakladé metodiky uvedené
v literatureso. Bezvody CD byl rozpustén v suSseném DMF (6 ml na 1 g CD), do
smeési byl poté pridan CDI v molarnim pomeéru 1:4 (CD/CDI). Reakéni smés byla
michana pres noc pri teploté 9o °C. Ke zgelovaténi doslo po nékolika hodinach.
Gel byl podrcen v treci misce, promyt vodou (500 ml) a acetonem (250 ml).
Vysledné nanohouby ziskané ve formé bilého prasku byly promyvany acetonem

v Soxhletové extraktoru po dobu 24 h.
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Karbonylové nanohouby (CDI NS;9)

K pripravé kontrolniho vzorku nanohub
podle obecného postupu byl pouzit nativni
bezvody [B-CD (20,0g; 17,6 mmol). Ke
zgelovaténi doslo po cca 1 hodiné. Produkt
9 byl ziskan ve formé nazloutlého prasku
(25,02 g).

13C ss-NMR (100,52 MHz,) § 149.54 (C=0), ?
96.71 (C-1), 75.87 (C-4), 66.72 (C-2, C-3, C-5), 54.90 (C-6).

Cholesterolem funkcionalizované nanohouby 10% (Chol-NS 10%; 10)

K pripravé cholesterolovych
nanohub podle obecného postupu
byla pouzita smés bezvodého Chol-
B-CD 8 (0,40 g; 0,2 mmol) a -CD
(1,97g; 1,7mmol) vpomeéru 1:9
(Chol-B-CD/B-CD). Ke zgelovaténi
doslo po cca 2 hodinach. Produkt

10 byl ziskdn ve formé bilého

prasku (2,69 g).

Q e
13C ss-NMR (100,52 MHz,) 6 145.26 WO F

(C=0), 125.16 (C=C, cholesterol), 92.13 (C-1), 71.23 (C-4), 62.29 (C-2, C-3, C-5),
50.21 (C-6), 32.96-20.29 (cholesterol).
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Cholesterolem funkcionalizované nanohouby 30% (Chol-NS 30%; 11)

K pripravé  cholesterolovych
nanohub podle obecného
postupu byla pouzita smés
bezvodého  Chol-B-CD 8
(1,20g; 0,6 mmol) a [B-CD
(1,53g; 1,4 mmol) vpoméru
3:7 (Chol-B-CD/B-CD).
Ke zgelovaténi doslo po cca

7 hodinach. Produkt 11 byl

ziskan ve formé bilého prasku o ‘
(3,03 g). 8C ss-NMR (100,52 Q - W" ;

(e}
MHz,) & 162.45 (-COO-),
144.65 (C=0), 124.60 (C=C, cholesterol), 91.73 (C-1), 71.02 (C-4), 62.03 (C-2, C-
3, C-5), 49.87 (C-6), 31.74-15.37 (cholesterol).

3.6.3 Priprava suspenzi cholesterolem modifikovanych nanohub

Nanohouby byly suspendovany v destilované vodé v koncentraci 1 mg/ml a
michany na nagnetické michacce po dobu 1 h. Pfipadné aglomeraty castic byly
rozruseny naslednou homogenizaci v sonikac¢ni lazni po dobu 15-20 min. Pred
aplikaci na bunééné kultury byly suspenze filtrovany pres strikackovy filtr

s velikosti pért 0,45 um.

3.6.4 Fluorescencni znaceni pro experimenty /n vitro

Testované materialy (0,5 g) byly suspendovany v DMSO (2 ml) pii 45 °C po dobu
30 min. Poté byl do smési ptridan fluorescein (50 mg) a CDI (25 mg). Smés byla
michéna 2 h pti 45 °C. Produkt byl pétkrat promyt acetonem kviili odstranéni

zbytkt DMF a fluoresceinu.
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3.7 Syntéza manosou funkcionalizovanych CD nanohub

3.7.1 Syntéza cylodextrinovych prekurzord
64-O-toluensulfonyl-B-cyklodextrin (TsO-p-CD; 12)

Tosylanhydrid byl pripraven podle publikovaného postupu?ss. V dichlormethanu
(250 ml) byl smichan tosyl chlorid (40g) smonohydratem kyseliny

p-toluensulfonové (10 g). Smés byla michana pies noc pii pokojové teploteé, poté

byla zfiltrovana a rozpoustédlo z filtratu bylo odpateno.

Ziskany anhydrid byl pouzit pro tosylaci B-CDs5. V barice byl Tso

0
pripraven roztok p-CD (23,01 g; 20,3 mmol) ve vodé (500 ml), ke Pho >
kterému byl pridan tosylanhydrid (9,97 g; 30,4 mmol). Smés byla H; OH |

OH

michana 2 h pti pokojové teploté a poté do ni byl pridan roztok
hydroxidu sodného (10,21 g ve 100 ml vody). Roztok byl michan
dalSich 10 minut, poté byl prefiltrovan, filtrat byl neutralizovan kyselinou
chlorovodikovou a pres noc ulozen vlednici. Produkt byl ziskan filtraci a
nékolikrat rekrystalizovan z 50% methanolu. Cisty produkt 12 mél podobu bilého
prasku (4,91g; 19 %). Spektralni data (HRMS a NMR) byla shodna

s literaturou.156

64-azido-64-deoxy-f-cyklodextrin (N3-f-CD; 13)

Syntéza azidového derivatu byla provedena dle postupu uvedeného Nz

O o
v literature?s7. Do roztoku 12 (5,20 g; 4,0 mmol) ve vodé (53 ml) byl |HO™"5,
Q
pii teploté 80 °C pfidan azid sodny (1,32 g; 20,3 mmol). Smés byla | ] OH Y
OH

michéna pri stejné teploté dalS$i 4 h. Poté byl roztok vysrazen 13
v acetonu (320 ml) a srazenina byla zfiltrovana a vysusena. Za acelem precisténi
byl surovy produkt rozpustén ve vodé (10ml/g produktu), presrazen
v 6nasobném mnozstvi acetonu, zfiltrovan a vysusen. Finalni produkt 13 byl
ziskan v podobé bilého prasku (4,30 g, 92 %). Spektralni data (HRMS a NMR)

byla shodna s literaturou.5¢
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3.7.2 Pfima syntéza propargylované manosy

1-O-propargyl-D-manopyranosid (14) - syntéza katalyzovana kyselinou

chlorovodikovou

Prima syntéza byla provedena podle metodiky popsané v praci OH
Richards a kol.»22 V bance byla smichana D-manosa (0,30 g; Hoﬁ

1,67 mmol) s propargyl alkoholem (3 ml; 86,9 mmol). Do " o\/
smeési byla ptridana HCI (0,15 ml; 0,45 mmol) a smés byla
michdna pres noc pri pokojové teploté. Rozpoustédlo bylo zreakéni smési
odpareno za snizeného tlaku a produkty byly chromatograficky separovany
na koloné (CH2Cl.-MeOH 9:1). Z chromatografie byly ziskany 2 frakce ve formé
zluté medovité latky, frakce A (107,1 mg; 18 %) a frakce B (47 mg; 8 %), detailni
slozeni jednotlivych frakei je wuvedeno v diskusi (kapitola 4.3.1).

HRMS: [M + Na]* = 241,067; pro CoH14NaOs* vypocteno 241,068.

1-O-propargyl-D-manopyranosid (14) — syntéza katalyzovana kyselinou sirovou

Prima syntéza katalyzovana kyselinou sirovou byla provedena OH

podle publikovaného postupu od Roye a Mukhopadhyae.’23 Do o 8
HO

suspenze D-manosy (0,3 g; 1,67 mmol) v propargyl alkoholu

\

(480 pul; 8,33mmol) byla pridina Kkyselina sirova 140

imobilizovana na silikagelu (8,8 mg). Smés byla michana 2 h pti 65 °C a poté byl
produkt izolovan kolonovou chromatografii, pri které byl jako mobilni faze pouzit
nejprve CH:Cl. pro odstranéni nezreagovaného propargyl alkoholu a poté smeés
CH:Cl.-MeOH (15:1). Produkt byl ziskan ve formé bilé pevné latky (133,4 mg;
37 %; smés anomert s vytézky 26 % pro 14a, 8 % pro 148, 2 % pro 150 a 1 % pro

15B). Data vSech produktti ziskana NMR analyzou jsou uvedena v piiloze A.

47



3.7.3 Trikrokova syntéza propargylované manosy

Per-O-acetyl-manopyranosa (16)

Prvni krok syntézy spocival v acetylaci manosy upravenym OAc

OAc
postupem od Zhao a kol.’58 D-manosa (5,0 g; 27,8 mmol) byla Aggcéﬁ‘
rozpusténa v pyridinu (40 ml) a nasledné byl po kapkach pii o °C OAc

16
pridan acetanhydrid (26 ml; 275 mmol). Smés byla pomalu ohrata ¢

na pokojovou teplotu a michana pres noc. Roztok byl zfedén ethylacetatem
(30 ml), poté extrahovan 3,6% kyselinou chlorovodikovou (5 x 10 ml) a nakonec
oplachnut solankou (2 x 15 ml). Spojené organické faze byly separovany,
vysusSeny bezvodym MgSO,, zfiltrovany a odpareny na vakuové odparce. Surovy
produkt byl precistén pomoci kolonové chromatografie (hexan-EtOAc 1:1) a
produkt byl ziskan ve formé viskézni kapaliny (8,32 g, 77 %; smés anomeri: 66 %
a-pyranosa 16a, 10 % pB-pyranosa 168, 1% o-furanosa 17a, 0,1 % B-furanosa
178). HRMS: [M+Na]+* = 413,103; vypoc¢teno pro CicH22NaOu* 413,105;
[2M+Na]*: 803,219; vypocteno pro C32H44NaO22* 803,222. *H NMR o-pyranosy
160 (500 MHz, CDCls): 6 = 6.06 (dd, J = 2.0, 0.7 Hz, 1H), 5.32 (m, 1H), 5.32 (m,
1H), 5.23 (m, 1H), 4.25 (dd, J = 12.4, 4.9 Hz, 1H), 4.08 (dd, J = 12.4, 2.5 Hz, 1H),
4.03 (m, 1H), 2.15 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.98 (s, 3H); 13C
NMR a-pyranosy 16a (500 MHz, CDCl3): 6 = 170.72, 170.07, 169.82, 169.62,
168.15, 90.69, 70.69, 68.83, 68.42, 65.63, 62.19, 20.92, 20.82, 20.77, 20.72,

20.70. Data vSech produktii ziskana NMR analyzou jsou uvedena v priloze A.
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prop-2-yn-1-yl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-manopyranosid (18)

Druhy krok syntézy byl proveden podle dtive publikovaného

OAc
postupu.159 Peracetylovana manosa 16 (8,32 g; 21,3 mmol; Ao Ac
. "
smés anomerd) byla vinertni atmosféfe rozpusténa A©
) by p 5 \/
vbezvodém  CH:2Clo (8oml). Poté byl pridan 18a.

propargylalkohol (6,20 ml; 107,6 mmol) a roztok byl ochlazen na o °C. Ke smési
byl pomalu prikapan BF3-OEt. (13,20 ml; 107,2 mmol), roztok byl pomalu
priveden na pokojovou teplotu a michdn 24 h. Nasledné byl roztok naredén
CH2Cl2 (100 ml) a nalit do ledové vody (150 ml). Organicka faze byla separovana,
promyta nasycenym roztokem NaHCO; (3 x 200 ml), poté vodou (200 ml) a
nakonec vysuSena bezvodym Na.SO,. Surovy produkt byl preciStén pomoci
kolonové chromatografie (hexan-EtOAc 2:1) a finalni produkt 18a byl ziskan ve
formé bilych krystali (5,82 g; 71 %). Kromeé produktu 18a byly izolovany i dalsi
frakce obsahujici smés anomert, celkovy vytézek po zapocitani ostatnich frakei
byl 5,95 g. Spektralni data produktu 18a odpovidala literature.’s9 Data vSech

produktt ziskand NMR analyzou jsou uvedena v ptiloze A.

1-O-propargyl-a-D-manopyranosid (14a)

Treti krok syntézy byl také proveden dle literatury.'59 OH
Propynyl-tetra-O-acetyl-manopyranosid 18a (5,76 g; HO %
HO
14,9 mmol) byl rozpustén ve smési bezvodého CH2Cl> (10 ml) o\/
140

a bezvodého methanolu (4oml) vinertni atmosfére.
Do reakéni smési byl prikapavan 1M methanolat sodny v methanolu (2,6 ml).
Smés byla michana v inertni atmosféfe 24 h pri laboratorni teploté. Nasledné
byla reakéni smés neutralizovana pomoci iontoménice DOWEX ve formé H+,
zfiltrovana a koncentrovana in vacuo. Surovy produkt byl ¢istén pomoci kolonové
chromatografie (CH2Cl--MeOH 6:1), ze které byl ziskan cisty produkt 140 ve
formé bilych krystald (2,71g; 83 %). HRMS: [M + Nal]+= 241,067; pro
CyH14NaOs* vypoéteno 241,068. FTIR v: 3269 cm* (C=C—H), 2120 cm™ (C=C).
tH NMR a-pyranosy 14a (500 MHz, D-O): 8 = 4.93 (dm, J = 1.8 Hz, 1H), 4.25
(dd, J = 15.9, 2.4 Hz, 1H), 4.21 (dd, J = 15.9, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (ddd, J = 3.5, 1.8,
0.3 Hz, 1H), 3.78 (dd, J = 12.3, 1.9 Hz, 1H), 3.69 (ddd, J = 9.5, 3.5, 0.4 Hz, 1H),
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3.66 (dd, J =12.3, 5.6 Hz, 1H), 3.58 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 3.56 (m, 1H), 2.82 (%,
J = 2.5 Hz, 1H); 3C NMR a-pyranosy (500 MHz, D-0): 8 = 98.80, 78.87, 76.21,
73.17, 70.50, 69.98, 66.66, 60.86, 54.60.

3.7.4 Postup pfipravy CDI nanohub funkcionalizovanych manosou

Obecna syntéza karbonylovych (CDI) nanohub

Karbonylové nanohouby byly syntetizovany na zikladé metodiky uvedené
v literatureso. Bezvody CD byl rozpustén v suSeném DMF (6 ml na 1 g CD), do
smeési byl poté pridan CDI v molarnim poméru 1:4 (CD/CDI). Reakcni smés byla
michana pres noc pti teploté 9o °C. Ke zgelovaténi doslo po nékolika hodinach.
Gel byl podrcen v tieci misce, promyt vodou (500 ml) a acetonem (250 ml).
Vysledné nanohouby ziskané ve formé bilého prasku byly promyvany acetonem

v Soxhletové extraktoru po dobu 24 h.

Karbonylové nanohouby (CDI NS; 9)

K pripravé kontrolniho vzorku nanohub
podle obecného postupu byl pouzit nativni
bezvody p-CD (20,0g; 17,6 mmol).
Ke zgelovaténi doslo po cca 1 hodiné.

Produkt 9 byl ziskan ve formé nazloutlého

prasku (25,02 g).
13C ss-NMR (100,52 MHz,) 6§ 149.54 (C=0), 9
96.71 (C-1), 75.87 (C-4), 66.72 (C-2, C-3, C-5), 54.90 (C-6).
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Azidové nanohouby 10% (N3-NS 10%; 21)

K pripravé azidovych nanohub podle
obecného postupubyla pouzita smés
bezvodého N3-B-CD 13 (0,55 g; 0,5 mmol)
a p-CD (4,85¢g; 4,2 mmol) vpomeéru 1:9
(N3-B-CD/B-CD). Ke zgelovaténi doslo po

cca 10 hodinach. Produkt 21 byl ziskan ve

formé nazloutlého prasku (6,41 g). 13C ss-
NMR (100,52 MHz,) 6 157.16 (C=0),
104.10 (C-1), 83.61 (C-4), 74.37 (C-2, C-3, C-5), 62.64 (C-6).

21

Azidové nanohouby 50% (N3-NS 50%; 22)

K pripravé azidovych nanohub podle
obecného postupu uvedeného v kap.
3.6.2 byla pouzita smés bezvodého
N3-B-CD 13 (2,50 g; 2,2 mmol) a 3-CD
(2,44¢g; 2,2mmol) vpoméru 1:1
(N3-B-CD/B-CD). Ke zgelovaténi doslo po

cca 10 hodinach. Produkt 22 byl ziskan ve

22

formé nazloutlého prasku (5,49 g). 13C ss-
NMR (100,52 MHz,) 6 155.65 (C=0), 102.39 (C-1), 81.73 (C-4), 72.49 (C-2, C-3,
C-5), 61.00 (C-6).

Obecny postup funkcionalizace azidovych nanohub manosou

Postup funkcionalizace CD nanohub byl proveden obdobné jako v dostupné
literature!3. Mnozstvi reaktantt a katalyzatoru bylo vztazeno k mnozstvi N3--CD
obsazeného vnanohoubdch. VDMF byl rozpustén propargyl-a-p-
mannopyranosid (7,5 ekv.). Ve dvouhrdlé barice byl v inertni atmosfére ve vodé
(20 ml) smichan siran médnaty (1 ekv.) s askorbatem sodnym (2 ekv.) a s N3-NS.
Néasledné byl do suspenze po kapkach pridavan propargyl-a-bD-mannopyranosid

v DMF. Suspenze byla michana pti 60 °C po dobu 45 h, poté byla zfiltrovana a
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nerozpustné nanohouby byly promyty vodou a acetonem. Zbytky katalyzatort
byly odstranény za pouziti chela¢niho cinidla. Nanohouby byly pridany do
vodného roztoku Na.EDTA (c =10 mg/ml), michdny 2 hodiny pti pokojové
teploté, suspenze byla zfiltrovana. Tento postup byl opakovan, dokud se roztok
barvil do modra v disledku pritomnosti médnatych ionti. Dale byly nanohouby

promyvany vodou v Soxhletovée extraktoru po dobu 16 h a ususeny.

Manosou funkcionalizované nanohouby 10% (Man-NS 10%; 23)

K funcionalizaci azidovych nanohub podle
obecného postupu byly pouzity azidové
nanohouby N3-NS 10% (6,01g) a
propargyl-a-D-mannopyranosid (0,78 g;
3,6 mmol) v DMF (15 ml). Produkt 23 byl
ziskdn ve formé nazloutlého prasku
(6,80 g).

B3C ss-NMR (100,52 MHz,) & 157.28
(C=0), 104.22 (C-1), 83.70 (C-4), 74.48
(C-2,C-3,C-5), 62.87 (C-6).

23

Manosou funkcionalizované nanohouby 50% (Man-NS 50%; 24)

QO
O
‘(\O\,\o ©)

K funcionalizaci azidovych \,\O@\'\Qoé\
, \,\O \‘\=“
nanohub podle obecného Ywo OW\“

W=y
P

postupu byly pouzity azidové
nanohouby N3-NS 50%
(5,21g) a propargyl-a-D-
mannopyranosid (3,55 8;
16,3 mmol) v DMF (15 ml).
Produkt byl ziskan ve formé o
nazloutlého prasku (6,47 g). 24

13C ss-NMR (100,52 MHz,) 6 157.77 (C=0), 146.67 (triazol), 130.51 (triazol),

104.68 (C-1), 84.27 (C-4), 74.93 (C-2, C-3, C-5), 63.50 (C-6), 54.21.
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3.7.5 Priprava suspenzi manosou modifikovanych nanohub

Nanohouby byly mlety ve formé vodné suspenze (5 g nanohub ve 300 ml vody)
v laboratornim mlynu MiniCer (Netzsch, Indie) po dobu 120 min pfi 3000 rpm
a poté lyofilizovany. Pro pripravu suspenzi byly dispergovany nanohouby ve vodé
v koncentraci 0,5 mg/ml a smés byla homogenizovana pristrojem Ultra-Turrax®
T18 digital (IKA, Némecko) po dobu 10 min pfi 24000 rpm. Na zavér byly

suspenze filtrovany pres stiikackovy filtr o velikosti port 0,45 pm.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Linearni cyklodextrinové polymery

Vyhodou linearnich cyklodextrinovych polymert je jejich jasné definovana
struktura se snadnou reprodukovatelnosti, obzvlasté pokud vznikly ze selektivné
substituovanych cyklodextrinti. Linearni polymery je mozné také zpracovat
napr. do podoby vldken. Kvytvoreni linedrniho polymeru bylo potreba

syntetizovat selektivné substituované CD a jejich linearni spojky.

Jako slozka spojujici jednotky CD byly zvoleny oligoethylenglykoly, a sice tri-
a tetraethylenglykol. Vzhledem k jednoduchosti reakce a jeji vysoké selektivité
bylo k vazbé mezi polymernimi jednotkami cilem vyuzit ,click reakci“ alkynu a
azidu, bylo tedy nutné syntetizovat vhodné derivaty jednotlivych slozek. Derivaty
a, o-dipropargyl-ethylenglykolovych linkert byly pripraveny podle drive
publikovaného postupu!s3 (schéma 6) s uspokojivymi vytézky 8o %, resp. 98 %.
Chemické posuny ziskané z NMR spekter odpovidaly tdajim v literatuie a

vysledky MS korespondovaly s teoretickymi hodnotami.

NaOH
H ° OH
THF, Ar
n reflux, 6 h
n=3 80%
n=4 98 %

Schéma 6: Schéma ptipravy dipropargyl-ethylenglykolovych linkert.

K vytvoreni selektivné substituovanych CD byly vyzkouSeny dvé rtizné metody:
premosténim CD snadno odstupujici difunkéni skupinou a syntéza s vyuzitim
benzylovych chranicich skupin. Premosténé CD byly pripravovany metodou
publikovanou v literature49-15t (schéma 7). Pivodni metodikou ani jejimi
modifikacemi zahrnujicimi zménu rozpoustédla nebo baze, rizné intenzity suseni
vychozich latek a rozpoustédel, zménu reakcni teploty a ¢asu se nepodatilo
dosidhnout publikovaného vytézku a dCistoty. Reakce vedly ke vzniku smési
produktt s nizkym vytézkem, jelikoz vétsina vstupniho CD zreagovala do podoby
nerozpustnych oligomerd, jez se usadily na povrchu barky. Vytézek byl poté jesté
snizen ztratami béhem separace a ¢isténi. Premostény B-CD se ukazal jako velmi

nestabilni latka, kterd se snadno rozklada pri kontaktu svlhkosti a béhem
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prichodu kolonou pfi chromatografii, jeho syntéza je narocna na kvalitu
pouzitych chemikalii a zptisob provedeni a zaroven poskytuje velmi nizké vytézky.
Z tohoto diivodu byla metoda premosténi CD vyhodnocena jako nevhodnéa pro
ucely této disertacni prace. Vysledky této metody pripravy premosténych CD
publikované v literatute se rizni. Vytézky reakce dosahuji hodnot od 15-20 % (Liu
a kol.1%0, Lo a kol.149, Tabushi a kol.15*) az po 80 % (Ding a kol.159). Priciny nizkych
vytézki ani dal$i mozné problémy této reakce vsak piimo diskutovany nejsou.
Chena Ticha se ve své disertacni pracité! mj. zabyva premosténymi CD a zminuje
problematiku a omezeni této metody, zejména v souvislosti se selektivitou
premosténi, obtiznosti separace produktii a nachylnosti premosténych CD

k hydrolyze.

i
-
0]

-

Schéma 7: Ptiprava premosténého B-CD. V originilni metodice dle Tabushihos! je reakce

provadéna v pyridinu pti 50 °C a ukoncena po 3 h.

Druhou variantou pripravy selektivné disubstituovanych CD bylo pouziti
benzylovych chranicich skupin (schéma 8). Tato metoda je casové narocnéjsi
avyzaduje chromatografické Ccisténi jednotlivych meziproduktti, nicméné
perbenzylace a nasledné pouziti DIBAL-H vede k velmi selektivnimu procesu
pripravy 64,6P-diolu se snadno reprodukovatelnymi vysledky. Kromé syntézy
diolti lze DIBAL-H pouzit téZ k odstranéni jedné benzylové skupiny®2 nebo

v nékolika krocich pfi pripravé selektivné multifunkcionalizovanych CD263.

V prvnim kroku pripravy selektivné disubstituovaného B-CD byly na vSechny
hydroxylové skupiny B-CD navazany benzylové funkéni skupiny, které bylo
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mozné ve druhém kroku selektivné odstranit na pozicich 64 a 6P pomoci
DIBAL-H v toluenu.3® Oba kroky byly bez potizi reprodukovatelné podle postupu
uvedeného v literature s velmi uspokojivymi vytézky 95 % pro produkt 2 a 56 %
pro produkt 3. Oba produkty byly analyzovany MS a NMR a ziskana data se
shodovala studaji v literature. Béhem selektivni debenzylace se ukazalo, ze
jednim ze zasadnich faktort ovliviiujicich pribéh reakce a vznik mono-, ¢i diolu
je davkovani DIBAL-H do reakéni smési. Pii rovnomérném pomalém prikapavani
pomoci linearniho davkovace byla v porovnani s pritbéznym ru¢nim pridavanim
spotieba hydridu vyrazné nizsi (zhruba polovi¢éni) a reakéni doba kratsi pfti
dosazeni stejnych vysledki, a sice maximalniho mozného vytézku diolu.
V literature byl jiz drive diskutovan vliv reakénich podminek na selektivitu
procesu debenzylace a mnozstvi vedlejSich produkti, predevsim vliv teploty a
parametri roztoku DIBAL-H, jako je jeho koncentrace a pouzité
rozpoustédlo.37:162 Vliv davkovani hydridu mezi nimi dle mého nejlepsiho védomi

diskutovan neni.

Ve tretim kroku3” byly volné hydroxylové skupiny substituovany bromem podle
postupu popsaného v literature. Po cisténi na koloné byl produkt 4 ziskan
s vytézkem 70 %. Cilem néasledujiciho kroku bylo odstranéni chranicich skupin
z cyklodextrinu, tedy ziskani dibromo-B-CD 5. V ptivodni praci byla reakce
popsana na a-CD, v této disertacni praci byl stejny postup aplikovan na g-CD a
pribéh reakce byl monitorovan TLC. Vysledkem experimentt vSak byla smés
produktii vrizném stupni debenzylace, a to jak pri aplikovani piivodniho
pracovniho postupu, tak jeho modifikaci (pouziti riznych zdrojt vodiku, a sice
z balonku, primo z tlakové lahve, ¢i reakce v autoklavu pri tlaku 8 bar; modifikace
reakcni teploty a casu; zmeéna katalyzatoru). Grishina a kol.152 diskutuji vliv
rozpoustédlového systému na pribéh reakce. V rozpoustédlovém systému
THF/voda pozorovali autori ¢lanku debrominaci modifikovaného p-CD
probihajici zaroven s jeho debenzylaci. Rozpoustédlovy systém DMF/EtOH, jenz
byl pouzit v této disertacni praci, se jim vsak osvéddil a ziskali dibromo-3-CD
s uspokojivym vytézkem i cistotou. DalSimi parametry, které mohly mit za
nasledek netaspéch experimentt, je pouziti ptili§ nizkého tlaku béhem reakce
(Kumprecht a kol.37 stejné jako Grishina a kol.?52 pouzili pro syntézu tlak 40 bar)
a kvalita pouzitych katalyzatori. Pravé vybér katalyzatoru ma na prabéh

hydrogenolyzy zasadni vliv. Velikost ¢astic, rovnomérnost distribuce na
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uhlikovém substratu, stejné jako mnozstvi a forma obsazeného palladia vyrazné
ovlivinuji efektivitu katalyzy a hraji tak klicovou roli v spésnosti syntézy.164
JelikoZ se nepodarilo ani pres veskeré usili ziskat kyzeny produkt 5, byl tento

zpusob pripravy B-CD prekurzort také vyhodnocen jako nevhodny.

NaH, BnCl DIBAL—
e —
Ar, RT Ar 50°C
pfes noc 48 h
95 % 56 %
(OBn),
N3 N3 Br
‘ ‘
(OH)4q

(OH)sg

(OBn)4g
3
CBr, | Ar,60°C
PPh; | pfes noc
70 %

(OBn)g

Schéma 8: Pétikrokova piiprava selektivné disubstituovaného -CD.

I pres vyhody, jako je definovana struktura, presna reprodukovatelnost a moznost
zvlaknéni, byly takovéto linearni polymery shledany nevhodnymi pro praktické
pouziti v mediciné. Dlivodem byla predevS§im narocnost pripravy selektivné
substituovanych cyklodextrinti, jez by slouzily jako prekurzory pro pripravu
téchto polymert. Dal$i prace byla proto zamérena na nahodné spojené sitované
polymery, a sice tzv. cyklodextrinové nanohouby. Ty byly jiz dfive studovany jako
potencialni nosice 1é¢iv, jejich funkcionalizace ma za cil pridat nanohoubam nové

vlastnosti zvysujici efektivitu dopravy a tc¢innost inkorporované aktivni latky.
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4.2 Cyklodextrinoveé nanohouby funkcionalizované
cholesterolem

Vramci této disertaéni prace byly pripraveny cyklodextrinové nanohouby
funkcionalizované cholesterolem s potencialni aplikaci jako nosice terapeutik pro

1é¢bu rakoviny.

4.2.1 Syntéza modifikovanych cholesterolovych nanohub

Cholesterolem modifikované CD nanohouby byly pripraveny sitovanim

funkcionalizovaného Chol-3-CD 8 (schéma 9).

Cholesteryl hemisukcinat
EDC hydrochlorid
DMAP
45°C,24 h
78 %

10 Chol-NS 10%
11 Chol-NS 30%

Schéma 9: Priprava karbonylovych nanohub funcionalizovanych cholesterolem.

Modifikovany CD (8) byl syntetizovan postupem, ktery je popsan v literature
pro postfunkcionalizaci CD nanohub.®5 Produkt byl analyzovan pomoci FTIR a
NMR v kapalné i pevné fazi. Na zakladé vysledkii byl kvantifikovan obsah
cholesterolu ve strukture. Analyza FTIR ukazala posun signalu karboxylové
kyseliny z oblasti 1709 cm™ na 1734 cm, coz lze prisuzovat vzniku esterové vazby

mezi cholesterol hemisukcinatem a CD. NMR analyza produktu 8 byla nejprve
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provedena v kapalné formé. Béhem meéreni vSak dochéazelo k problémtm
pravdépodobné zptisobenym vznikem asociati. Ty se nepodatilo odstranit i
presto, ze byly NMR experimenty realizovany v riznych podminkach lisicimi se
rozpoustédlovym systémem, ziedénim vzorku i teplotou. Kviili komplikacim pri

méreni a interpretaci spekter bylo prikroc¢eno k analyze v pevné fazi.

0,55
05
0,45
04
0,35
03
0,25
0.2
0,15
0,1

0 L

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Vinoéet [em™]

1735 C=0 (-COOR)
1709 C=0 (-COOH)
1182 C-O (-COOH)

Absorbance

Obrazek 10: FTIR spektrum Chol-3-CD (8; hnéd4) a cholesteryl hemisukcinatu (modra). Reakei
hemisukcinatu s CD doslo ke zméné signalu hemisukcinatu v oblasti 1709 cm, coz lze prisoudit
zméné karboxylové kyseliny na esterovou skupinu. Cholesterol je na CD navazan nahodné,

obrazek ilustruje mozné vazby.

Pro kvantifikaci cholesterolu ve strukture ze ziskaného :3C ss-NMR spektra
(obrazek 11) poslouzil signal C1 z CD, jehoz integral byl porovnan se signaly 15
uhliki cholesterolu s chemickym posunem mezi 20-40 ppm. Vysledky ss-NMR
derivatu 8 ukazaly, zZe na kazdy CD se navazaly 2 cholesterolové skupiny, coz
odpovidda pomeéru reaktanti be€hem syntézy. Stupném substituce CD pfti
funkcionalizaci cholesterolem se zabyvaji ve své praci Shaikh a kol., ktefi jako
maximalni dosazitelny stupen substituce urcili 3 a sami v experimentalni ¢asti

dosahli stupné substituce 2.165
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Obrazek 11: 3C ss-NMR spektrum Chol-p-CD (8).

Ackoli je postmodifikace pouzita v literature®s rychla a snadna, jeji nevyhodou je
nemoznost kontroly nad pribéhem modifikace a po¢tem navazanych funkénich
skupin. Naproti tomu pouzitim funkcionalizovaného CD jako prekurzoru bylo
mozné kontrolovat obsah cholesterolu ve vysledném materidlu a posoudit vliv

mnozstvi funkénich skupin na biologickou odezvu.

Cholesterolovy derivat CD byl sitovan ve formé smési s nativnim p-CD v poméru
1:9 (Chol-NS 10%; 10) a 3:7 (Chol-NS 30%; 11) a byl sledovan vliv funkénich
skupin a jejich mnozstvi na vlastnosti a chovani pii biologickych experimentech.
Ukazalo se, Ze pritomnost cholesterolu zasadné ovlivnila schopnost sitovani,
jelikoZz s rostoucim podilem derivatu 8 ve smési CD se ménily vlastnosti vzniklého
gelu a doba gelace. Pti podilu derivatu 8 vyssim nez 30 % ke gelaci viibec nedoslo.

Analyzou ss-NMR bylo zjisténo, Ze ve struktufe 10 pripada 1 cholesteryl na

60



kazdych 7,3 CD, zatimco ve struktuie 11 (obrazek 12) je to 1 cholesteryl na kazdych
1,5 CD.

T T T T T T T T T T T T T T U T r
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemicky posun (ppm)

Obrazek 12: 13C ss-NMR spektrum Chol-NS 30% (11).

Ze syntetizovanych cholesterolovych nanohub byly pripraveny vodné suspenze,
u nichz byla ovérena velikost polymernich ¢astic DLS analyzou (tabulka 1) a dale

byly materialy podrobeny experimenttim in vitro.

Tabulka 1: Vysledky DLS analyzy velikosti ¢astic pripravenych suspenzi nanohub

funkcionalizovanych cholesterolem.

Velikost ¢astic [nm]

Chol-NS 10% (10) 194,8 + 2,9
Chol-NS 30% (11) 167,09 + 18,2
CDINS (9) 211,2 + 6,0

4.2.2 In vitro experimenty

Cytotoxicita materiali byla zkouméana na dvou bunéénych liniich — fibroblastech

anadorové linii MCF-7. Pri experimentech monitorujicich bunéc¢nou viabilitu
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byly mezi sebou porovnavany ucinky suspenzi dvou typt cholesterolovych
nanohub — Chol-NS 10% (10) a Chol-NS 30% (11) s nefunkcionalizovanymi
karbonylovymi nanohoubami (CDI NS; 9) jako referenénim materidlem, a to
v riiznych koncentracich az do koncentrace 2 mg/ml vii¢i fibroblastim (graf 1)
a do koncentrace 1 mg/ml vic¢i nddorovym bunkam (graf 2). Toxicita byla
ovérena také u cholesterolem modifikovaného Chol-B-CD 8 (vysledky in vitro
experimenti zamérenych na Chol-B-CD jsou uvedeny v priloze B). U Zadného
z testovanych materiali aplikovanych v danych koncentracich neklesla viabilita
bunék pod 80 %. V literatutre byly cholesterolové nanohouby testovany téz na
bunééné linii HeLa (lidské epitelidlni nadorové bunky) viuci které ukazaly NS
zanedbatelnou toxicitu i pfi maximalni testované koncentraci 100 pg/ml.%5 Na
zakladé vyse uvedenych vysledkil korespondujicimi se zavéry Singha a kol.5 1ze
usoudit, Ze cholesterolem funkcionalizované cyklodextrinové nanohouby jsou

v testovanych koncentracich biokompatibilni.
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Graf 1: Vysledky MTT testu bunééné viability po kontaktu 3T3 fibroblastli se suspenzemi

nanohub ukazaly, Ze toxicita nanohub vi¢i fibroblastiim je velmi nizka.
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Graf 2: Vysledky MTT testu bunééné viability naddorovych bunék MCF-7 po expozici

cyklodextrinovym nanohoubam funkcionalizovanym cholesterolem.

Zivotaschopnost bunék byla pokontaktu se vSemi materidly vdanych
koncentracich vyssi nez 80 %. Jako modelova latka inkorporovana do nosici byl
zvolen resveratrol (RSV), prirodni antioxidant s popsanymi protizanétlivymi,
protimutagennimi a protirakovinnymi tcinky. Problémem pouziti resveratrolu je
jeho fotosenzitivita a Spatnd rozpustnost ve vodé, s ¢imz se poji i jeho nizka
biologicka dostupnost.166.167 Inkorporace resveratrolu do CD nanohub a jeji vliv
na stabilitu a Gdéinnost tohoto potencidlniho lééiva byl jiz drive popsan
v literature.18 Nase vysledky ukazaly, Ze vhodnou funkcionalizaci nosice lze tento
efekt vyrazné posilit. Pfi kontaktu bunééné linie MCF-7 se suspenzi cholesterolem
modifikovanych nanohub s resveratrolem (RSV + Chol-NS) se prudce zvysil jeho
toxicky tcinek vi¢i nadorovym bunkam (graf 3), tedy jeho tcinnost. Zatimco
zivotaschopnost bunék pii kontaktu s resveratrolem pri koncentraci 25 pg/ml
byla vyssi nez 80 %, v pritomnosti RSV + Chol-NS 30% (11) klesla viabilita pod
50 %. Privystaveni suspenzi RSV + Chol-NS 30% odpovidajici koncentraci
ucinné latky 100 pg/ml byla Zivotaschopnost bunék dokonce nizsi nez 25 % oproti
témér 70% viabilité pri kontaktu s volnym RSV o stejné koncentraci. Vysledky
také ukazaly, Ze funkcionalizace cholesterolem ma na uc¢innost RSV vyrazny vliv
a rozdil v efektivité mezi modifikovanymi a nemodifikovanymi nanohoubami se
dale zvySoval srostouci koncentraci RSV, resp. suspenze. Nartist ucinnosti
terapie mize byt také zptisoben snazsi internalizaci nosice s G¢innou latkou do

bunék zptisobené obsahem cholesterolu ve struktute.167
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Graf 3: Bunécna viabilita MCF-7 naddorové bunééné linie vystavené suspenzim RSV + Chol-NS
v porovnani s Géinkem suspenze nefunkcionalizovanych nanohub s RSV a volného RSV. Synergii
RSV a nanohub v suspenzi vzrostla jeho schopnost inhibice nddorovych bunék az 2,8 x v zavislosti

na aplikované koncentraci a na typu nosice.

Zvysledkti pritokové cytometrie provedené na bunkach MCF-7 vyplynulo,
ze funkcionalizace cholesterolem mé na transport do bunék zasadni vliv (graf 4).
Diky modifikaci se zvysil prijem castic bunkou ze 7% u nemodifikovanych
nanohub 9 az na 92 % u nanohub 11. ZvysSeny bunéény prijem cholesterolem
modifikovanych materiald byl jiz diive popsan napf. u funkcionalizovanych
nanohub aplikovanych na bunéénou linii HeLa® a také u poly(amidoaminovych)
nanocastic'®9 pouzitych jako nosic¢ genti do MCF-7 naddorovych bunék. Ve druhém
pripadé byl dokonce popsan vliv obsahu cholesterolu na internalizaci, jelikoz
autori studovali rozdily mezi materialy se 14 % - 87 % navazaného cholesterolu a
obdobné jako v této disertacni praci pozorovali zvyseni prostupu ¢astic do bunék

v zavislosti na rostoucim obsahu cholesterolu ve strukture.
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Graf 4: Kvantifikace prijmu cyklodextrinovych nanohub funkcionalizovanych cholesterolem

nadorovymi buntkami MCF-7 pomoci priitokové cytometrie.

4.3 Cyklodextrinové nanohouby funkcionalizované manosou

V oblasti cilené dopravy lé¢iv se manosou funkcionalizované nosice pouzivaji
pro dopravu terapeutik do bunék produkujicich manosové receptory, jako jsou
makrofagy nebo nadorové burky.!16:117 Vtéto praci byla manosa kovalentné
navazana na cyklodextrinové nanohouby, aby byl vytvoren nosi¢ pro cilenou
dopravu léciv. Pro funkcionalizaci nanohub byla vyuzita metoda ,click®

cykloadice alkynu a azidu.

4.3.1 Syntéza propargyl-o-D-mannopyranosidu

Aby bylo mozné kovalentné navdzat manosu na nanohouby, bylo potieba
syntetizovat vhodny manosovy derivat. V literature 1ze dohledat nékolik variant
pripravy propargyl-a-D-mannopyranosidu, mezi néz patii prima syntéza
katalyzovana kyselinou chlorovodikovou!?2 (schéma 10a), prima syntéza
katalyzovana kyselinou sirovou imobilizovanou na silikagelu2s (schéma 10b)
a trikrokova syntéza vyuzivajici chranicich skupin®s9 (schéma 11, schéma 12 a
schéma 13). Vramci této disertacni prace byly vyzkousSeny vSechny 3 pristupy
a jejich produkty byly analyzovany NMR a MS. Podrobnou analyzou produkti

nukledrni magnetickou spektroskopii bylo mozné odhalit, Ze se jednotlivé
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postupy pripravy lisi hlavné selektivitou procesu. Forma manosy pouzitd pro

funkcionalizaci nosice 1é¢iv vS§ak miize mit zasadni vliv na jeho funkei.129

HO ¢ HO : =
HO " Ho o_~
o)
14 —= 148

HO OH
Ho@i\ﬁw (a) nebo (b)
HO

+ +
OH HO HO
| OH. OH S
HO™| O ¢ , Ho OH ¢
o)
\_—=
15a 158

Schéma 10: Jednokrokova syntéza propargyl-manosidt. Postupy pripravy uvedené v literatute:
(a) propargyl alkohol, HCI, RT, pies noc22; (b) propargyl alkohol, H2SO4 na silika gelu, 65 °C,

2 h23,

Analyzy ukazaly, zZe prfimou syntézou katalyzovanou HCl provedenou podle
postupu publikovaného Richards a kol.:22 byla pripravena smés produkti ve
formé propargyl-a-D-manopyranosidu (14a), propargyl-B-D-manopyranosidu
(14P), propargyl-a-manofuranosidu (15a) a propargyl-f-manofuranosidu (15)
v pomeéru 28:12:51:9, s procentualnimi vytézky 7 % 14a, 3 % 148, 13 % 15a, and
2% 15B vypoctenymi na zakladé vstupniho mnozstvi manosy. Jednotlivé
produkty se nepodarilo fadné oddélit ani ptfi dikladném ¢isténi na koloné,
podatilo se ziskat pouze dvé frakce, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 2. Kvili
nizké selektivité reakce a obtizné separaci produktti byla tato metoda
vyhodnocena pro nase ucely funkcionalizace nanohub jako nevhodna, ackoli

Richards a kol. pouzili ve své praci produkt syntézy bez dalsiho ¢isténi.
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Tabulka 2: Piehled procentuélnich vytézkd vjednotlivych separovanych frakcich a celkovy
vytézek propargyl-manosidii.

Vytézek v
Isomer Vytézek ve Vytézek ve kombinovanych
frakei A [%] frakei B [%] frakcich A+B
[%]
140 4,0 3,0 7,0
1413 0,6 2,5 3,1
150 12,3 0,5 12,8
15[3 0’6 1,7 2,3
Celkovy
vytézek 17,5 7,7 25,2

Druhou variantou ptimé syntézy propargyl-o-D-mannopyranosidu byla reakce
katalyzovania H.SO, imobilizovanou na silikagelu!23, ktera je v literatute uzivana
Castéji nez predchozi alternativa a vytézky uvedené jednotlivymi autory se
pohybuji v intervalu 30-90 %.123-128 Na rozdil od vysledkt uvedenych v literature,
které popisuji tvorbu propargyl-a-D-manopyranosidu (14a) a zridka téz
vedlejsiho produktu v podobé propargyl-B-D-manopyranosidu (14)125:128,
vnasem piipadé byla pozorovana rozmanitéj$i smés produktt. Je nutné téz
poznamenat, ze v literature byly ¢asto analyzovany produkty této reakce po jejich
nasledné acetylaci, zatimco v nasem pripadé nebyly produkty pred analyzou
kromé cisténi dale upravovany. Ze spekter NMR bylo mozné identifikovat smés
pyranosidi 14a a 14 a furanosidi 15a a 15 vyskytujici se v molarnim poméru
712:209:57:22 a s vypoctenymi vytézky 26 % pro 14a, 8 % pro 148, 2 % pro 15a
a1% pro 158.

Vzhledem k vysledkiim primych syntéz, byla nakonec zvolena metoda tiikrokové
syntézy. Cilem prvniho kroku provedeného dle publikovaného postupu!s8 bylo
ziskat per-O-acetyl-a-D-manopyranosid, jenz byl skutecné majoritnim
produktem reakce (Schéma 11). Kromé 16a se podatilo analyzou NMR
identifikovat vedlejsi produkty ve formé B-pyranosidu 16f a stopova mnozstvi
furanosidt 17a, 17p v poméru 860:129:10:1, coz odpovida vytézkim 66 % pro
16a, 10 % pro 16PB, 1% pro 17a ao0,1 % pro 17B. Tvorba per-O-acetyl-f-
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manopyranosidu byla jiz dfive vliteratufe popsana, nebyla vSak

kvantifikovana.158:170

AcO OAc AcO OAc
AcO -0 AcO -O
AcO * AcO OAc
HO— 160 OAC 16p
HO -0 ACZO . .
HO Ar, RT AcO
OH 24 h AcO
AcO™' OAcOAC AcO™
—O-] +
AcO
17a 178

Schéma 11: Prvni krok trikrokové syntézy propargyl-a-D-manopyranosidu vedl ke vzniku

4 produktd.

V druhém kroku bylo cilem vytvorit acetylovany propynyl-a-D-manopyranosid
(schéma 12). Jelikoz nebylo mozné dokonale separovat produkty prvniho kroku,
byla jako vychozi latka pouzita smés anomert. Ackoli byl v literatuie popsan
vznik pouze jednoho produktu!s917:, reakci vznikla smés latek 18a, 18,
propargyl-tetraacetyl-o-furanosy (19a) a propargyl-anhydromanosy (20a), jejiz
struktura byla identifikovana na zakladé NOE experimentt a podobnosti s tdaji
v literature!72. Podle vysledkiit NMR analyzy byl pomér anomert 9803:149:32:7,
coz odpovida vytézkim 82 % pro 18a (na zakladé mnozstvi 16a), 8 % pro 183
(vztazeno k 163), 23 % pro 19a (vztazeno k 17a) a 5 % pro 20a (vztazeno k 17a).
Produkty bylo mozné separovat celkem do 3 frakei, pricemz jedna obsahovala

¢isty produkt 18a, jenz byl pouzit pro dalsi krok syntézy.

AcO

Ogc OAC AcO OAc
AcO - AcO AcO 0 =
AcO AcO + AcO O\//
OAc =
160/p HoZ o_~Z 18
BF,:
. 4 OEt, . .
Ar
AcO RT -
AcO™] OAcOAC pfes noc AcO 0 =
O~ Q)
OAc
170/p o OAC
smés anomerd 200

Schéma 12: Druhy krok syntézy vedl ke tvorbé smési propargyl-tetraacetyl-manopyranosy ve

formé a- i B-, propargyl-tetraacetyl-a-furanosy a propargyl-anhydromanosy.
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V zavéreéném kroku's9 (schéma 13) bylo cilem odstranéni chranicich acetylovych
skupin a ziskani cistého propargyl-a-D-manopyranosidu (14a). V souladu
s literaturou?s8.173.174 byl reakci ziskdn jeden produkt s uspokojivym vytézkem

83 %, ktery byl dale pouzit pro funkcionalizaci azidovych nanohub.

AcO OAc HO OH
AcO -0 MeONa HO -Q
AcO Ar, RT HO
24 h

18 0\/ 140 O\/

Schéma 13: Posledni krok tfikrokové syntézy zaloZeny na odstranéni chréanicich acetylovych

skupin s produktem ve formé propargyl-a-D-manopyranosidu.

4.3.2 Syntéza manosou funkcionalizovanych nanohub

Manosou funkcionalizované nanohouby byly syntetizovany v nékolika krocich,
jez zahrnovaly pripravu azidem funkcionalizovaného CD, jeho zesitfovani
a postfunkcionalizaci manosou (schéma 14 a schéma 15). Tento postup byl zvolen
z nékolika divodi: timto zplisobem je mozné kontrolovat mnozstvi funkénich
skupin v nanohoubéach, funkcionalizace azidem znamenéa ptipravu ,univerzalni
nanohouby*®, na niz se d4 pomoci ,,click reakce alkynu a azidu navazat libovolny

ligand a jednotlivé kroky syntézy jsou selektivni a velmi snadné.

Ts! N3
1. Ts,0
2. NaOH NaN;
RT, 2 h 80°C,4h
27 % 83 %
12 13
N3
CD
CDI
90 °C
13

21 N;-NS 10 %
22 N;-NS 50 %
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Schéma 14: Priprava manosou funkcionalizovanych cyklodextrinovych nanohub zahrnovala

nejprve syntézu N3-B-CD a jeho zesitovani.

Monoazid N3-B-CD (13) byl pfipraven z TsO-B-CD (12) podle postupii popsanych
v literature.155157 Struktury obou prekurzort byly potvrzeny analyzou MS a NMR,
jejichz vysledky se shodovaly s publikovanymi udaji.

Azidovy CD 13 byl nasledné zesitovan karbonyldiimidazolem dle standardniho
postupu pro pripravu karbonylovych nanohub8°c. V dostupné literature zatim
modifikace cyklodextrinovych nanohub azidem nebyla popsana. Obdobné jako
u cholesterolovych nanohub byla pro sitovani pouzita smés azidového derivatu
13 snativnim B-CD, aby bylo mozné regulovat mnozstvi vazebnych mist
v nanohoubé. Byl zvolen pomér N3-B-CD:B-CD 1:9 a 1:1, nicméné se béhem
prvotnich experimenti podarilo GspéSné syntetizovat polymer s pomérem
cyklodextrini az 9:1. Cilem bylo porovnat vliv poctu vazebnych mist na
postfunkcionalizaci a na biologickou odezvu vyvolanou pripravenym materialem.
Struktura nanohub N3-NS 10% (21) a N3-NS 50% (22) byla analyzovana FTIR a
ss-NMR. Ve spektru z infracervené spektroskopie (obrazek 13) bylo mozné
pozorovat signal azidové funkéni skupiny s posunem 2110 cm®, ktery hraje

vyznamnou roli pri vyhodnoceni isp€snosti navazani manosy.
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Obrazek 13: FTIR spektrum N3-NS 50% (22; hnéda) a CDI NS (9; modra).
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Obrazek 14: 13C ss-NMR spektrum N3-NS 50% (22).
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Jelikoz jsou nanohouby nerozpustnym materidlem, byly analyzoviny NMR
v pevné fazi. V13C spektrech ziskanych analyzou DD-MAS (Obrazek 14) bylo
mozné identifikovat uhliky CD a porovnanim signalu pochézejicim z karbonylu
(155 ppm) a C-1 z cyklodextrinu (102 ppm) urcit stupen zesifovani polymeru.
Na kazdy CD v nanohoubé N3-NS 50% (22) pripada v priméru 1,5 molekuly

sitovadla.
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Schéma 15: Postmodifikace karbonylovych azidovych nanohub manosou pomoci ,click”
cykloadice alkynu a azidu.
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Nakonec byl na azidové nanohouby 21 a 22 navazan derivat manosy 14a reakci
alkynu a azidu (schéma 15). Tato reakce spolu s dalsimi ,click reakcemi® je
popularni predevsim diky své jednoduchosti a selektivité a byla v literature
aplikovana na fadu nosici 1é¢iv.13:175 Manosou modifikované CD nanohouby 23 a
24 byly analyzovany FTIR a ss-NMR. Vznikem triazolového kruhu z azidu byl
eliminovan signal -N-N=N (2110 cm™) pozorovany v FTIR spektru!7¢, zména
spektra v této oblasti je po funkcionalizaci nejvice patrna (obrazek 15). Dalsi
oblasti, jez béhem reakce alkynu a azidu prochizi zménami, je oblast
3300-3010 cm™ (C-H valenc¢ni vibrace 1,2,3-triazolu).176 V této oblasti se ovsem
vyskytuji také signaly pochazejici ze struktury CD a CD nanohub, zmeéna

zptisobena ,.click” reakci tedy neni v této ¢asti spektra vyrazna.
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Obrazek 15: FTIR spektrum Man-NS 50% (24; hnéda) a N3-NS 50% (22; modra).

V 13C ss-NMR spektrech (obrazek 16) bylo po navazani manosy mozné pozorovat
signaly CD a sitovadla (157 ppm) a také prizdvihy v oblastech 130 ppm a 145 ppm
pochazejici z noveé vzniklych triazolovych kruhtii8e. Ve spektru Man-NS 50% (24)
byl pozorovatelny téz signal 54 ppm, ktery patti C-6 substituovanému uhliku.
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Obrazek 16: 13C ss-NMR spektrum Man-NS 50% (24).

DitileZitym parametrem polymernich ¢astic je mimo chemického slozeni i jejich
velikost. Manosou funkcionalizované nanohouby byly pomlety ve formé suspenze
v mlynu MiniCer 120 min pfi 3000 rpm a poté lyofilizovany. Jelikoz v in vitro
experimentech budou materialy pouzity ve formé suspenze, byla provedena
optimalizace pripravy suspenzi manosovych nanohub. Nejiéinnéjsi variantou
byla homogenizace suspenzi pristrojem Ultra-Turrax® (10 min pii 24000 rpm) a

vysledné suspenze byly podrobeny analyze DLS (tabulka 3).

Tabulka 3: Vysledky DLS analyzy velikosti ¢astic ve vodné suspenzi manosou

funkcionalizovanych nanohub.

Velikost ¢astic [nm]

Man-NS 10% (23) 157,8 £ 19,5
Man-NS 50% (24) 132,2 + 2,7
CDINS (9) 115,4 + 1,6
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Nanohouby v minulosti prokazaly, Ze maji vysokou afinitu nejen vii¢i Sirokému
spektru 1é¢iv, ale také vici dalsim latkdm vcetné tézkych kovii.177:178 Vzhledem
k tomu, Ze navazani manosy na nanohouby bylo katalyzovano médnymi ionty,
byly nanohouby precistény michanim ve vodném roztoku Na.EDTA79 (obrazek
17) a zbytkové mnozstvi médi v nanohoubach bylo analyzovano pomoci ICP-MS.
Meéd sice patii mezi esencialni prvky vorganismu dulezité predevsim pro
spravnou funkeci enzymt, jeji nadbytek vSak mtize vést k produkei volnych
radikaldi, tim narusovat strukturu lipidd, proteind, aj. a mit tak az fatalni nasledky
pro spravnou funkci bunék.i80 Z vysledki (tabulka 4) je patrné, ze ackoli
po —funkcionalizaci nanohub manosou zistava velké mnozstvi katalyzatoru
v nanohoubéch, komplexace Na:EDTA je velmi a¢innym prostredkem k jeho
eliminaci z materidlu. Podle studie provedené na mySich fibroblastech:8:
odpovida LD50 koncentraci 46 pg/ml médnatych iontt. Takové mnozstvi by
odpovidalo obsahu zbytkové médi v suspenzi nanohub 24 o koncentraci cca 9

g/ml, coz nékolikanasobné presahuje bézné testované koncentrace suspenzi.

Obrazek 17: Nanohouby funkcionalizované manosou kontaminované po reakci zbytky médi

(vlevo); v pribéhu cisticiho procesu (uprostied) a po ¢isténi (vpravo).
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Tabulka 4: Vysledky ICP-MS analyzy zbytkové médi v nanohoubéch pied ¢isténim a po ¢isténi

Na,EDTA.
Obsah médi
Pred c¢isténim [mg/g] Po c¢isténi [mg/g]
Man-NS 10% (23) 0,750 0,002
Man-NS 50% (24) 20,364 0,005

Zajimavym poznatkem na poli mediciny je, Zze rakovinné bunky obsahuji vyssi
mnozstvi médi nez ostatni buriky v téle.180 Jejich proliferace, ale také angiogeneze
rakovinné tkané a tvorba metastaz, je zavisla na dostateéném prisunu meédi.
Zachyt médi pomoci chelata¢nich ¢inidel pomohl inhibovat riist nadorové tkané
in vivo.180.182 Dokonce pouzitim cheldtoru doslo téz ke zméndm u makrofagi
asociovanych s nadory, které u mysi vedly k nartstu protinddorové reakce
imunitniho systému.!82.183 Pokud by manosylované cyklodextrinové nanohouby
prokazaly dostatecnou schopnost zadchytu méd'natych iontti a dokéazaly by piisobit
v organismu jako chelataé¢ni ¢inidlo, mohly by tak mimo funkce nosice 1é¢iv jesté
dale podporit terapii zdchytem médi z rakovinné tkané a piimo tak omezit jeji

rust.
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5 Zaveér

Cilem této disertac¢ni prace bylo pripravit nové cyklodextrinové polymery s CD
zakomponovanymi do polymerniho fetézce, popf. polymerni sité. Tyto nové
struktury by mély najit potencidlni vyuziti v oblasti mediciny, predevsim v cilené

doprave 1éciv.

Jednim ze zkoumanych ptistupti byla tvorba definovanych linearnich polymerti
zalozenych na spojeni selektivné disubstituovanych CD difunkénimi spojkami.
Tento typ CD polymerti je v literatuie zastoupen jen velmi fidce. Bylo zjisténo, ze
syntéza takovych materiali je problematicka. Proto byla v dalSich ¢astech prace
zamérena pozornost predevsim na vyvoj novych nahodné sitovanych polymerd,

které maji veétsi potencial nalézt praktické vyuziti v oblasti dopravy léciv.

Cyklodextriny diky velkému mnozstvi hydroxylovych skupin nabizeji velky
prostor pro modifikaci funkénimi skupinami, které dodavaji vyslednému
materialu unikatni vlastnosti. V ramci této prace byly pripraveny CD nanohouby
funkcionalizované cholesterolem, které usnadnily dopravu resveratrolu do
nadorovych bunék. Tento antioxidant zkoumany pro své protirakovinné ucinky
disponuje nizkou stabilitou, Spatnou rozpustnosti ve vodé a nizkou biologickou
dostupnosti, coz velmi limituje jeho uc¢innost. Synergickym ptisobenim
resveratrolu a cholesterolovych nosict se zietelné zvysila efektivita terapie. Po
vystaveni bunék karcinomu prsu suspenzi cholesterolovych nanohub
s resveratrolem doslo k vyrazné inhibici bunééné aktivity v porovnani s tcinky
jednotlivych slozek, tedy samotného resveratrolu a samotnych nanohub.
Vysledky priitokové cytometrie ukézaly, Ze funkcionalizace cholesterolem
mnohonasobné zvySuje piijem materidlu nadorovymi bunkami a mnozstvi
cholesterolu ve strukture hraje vtomto procesu velmi vyznamnou roli. Diky
funkcionalizaci bylo mozné dosahnout zvyseni bunééného prijmu nanohub ze
7% az na 93 %. Cyklodextrinové nanohouby funkcionalizované cholesterolem
ukazaly, ze maji velky potencial v oblasti dopravy 1éc¢iv a mohly by byt uc¢innym

pomocnikem v boji proti rakoviné.

Funkcionalizace cholesterolem prinesla velice slibné vysledky pro potencialni
aplikaci v dopravé 1é¢iv. Velmi zZadanou vlastnosti nosic¢ti 1éciv je ale také moznost

cilené dopravy do konkrétnich typti bunék a interakce s jejich specifickymi
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receptory. Toto funkcionalizace cholesterolem neposkytuje, a proto byly
pripraveny cyklodextrinové nanohouby funkcionalizované manosou. Glykosylace
materialu méla za kol umoznit cileni do specifickych receptori pritomnych jen
v nékterych typech bunék a umoznit tak zaméreni terapie na lé¢enou oblast.
Zaroven by tak doSlo k eliminaci nezddoucich Géinki na zbytek organismu.
Nejprve byly pripraveny nanohouby modifikované azidovymi funkcénimi

skupinami.

Azidové nanohouby maji potencial slouzit jako univerzalni prekurzor pro Sirokou
skalu funkcionalizovanych nanohub. Je téZ mozné regulovat mnozstvi funkénich
skupin zménou poméru CD a jeho azidového derivatu pouzitého pti pripravé
nanohub. Pouzitim cykloadice alkynu a azidu muze byt na takovy prekurzor
navazana trada aktivnich latek, resp. jejich derivati obsahujicich terminalni
trojnou vazbu. Ackoli je tato reakce katalyzovina médnymi ionty, bylo
experimentalné ovéreno, Zze spouzitim chelatacnich cinidel lze zbytky

katalyzatoru z nanohub c¢inné eliminovat.

Pro ucely této disertacni prace byly materialy dale modifikovany manosou, jez by
méla umoznit cileni do bunék s vysokou expresi manosovych receptorti, mezi néz
patii napr. jaterni burlky, makrofagy a rakovinné bunky. Vramci pripravy
manosou modifikovanych materialti byly téZ porovnany riizné zptsoby syntézy
alkynového derivatu manosy a analyzou NMR byla identifikovana rada dosud
nepopsanych produktti téchto reakci. V neposledni radé byla b€hem ptipravy této
disertace navazana spoluprace snékolika zahrani¢nimi pracovisti, a sice
s Katedrou chemie Turinské univerzity (Turin, Italie), Ustavem genetického a
biomedicinského vyzkumu ve Vyzkumné nemocnici Humanitas (Milan, Italie) a

Ustavem geotechniky Slovenské Akademie Véd (Kosice, Slovensko).

Vyvoj nosict 1é¢iv je dlouhy proces, béhem néhoz je potfeba provést radu
experimentt, jez potvrdi vhodnost studovanych materidli pro danou aplikaci.
Sepsanim této disertac¢ni prace proto cesta nekonci. Pripravené materialy budou
v budoucnu podrobeny dal$im experimentiim, mezi néz miizeme zaradit napf.
in vitro testovani interakce manosou funkcionalizovanych nanohub s makrofagy,
ovéreni schopnosti jejich cileni na specifické bunécéné receptory, inkorporace

1é¢iva do téchto nanohub a studium kinetiky jeho uvoliovani.
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9 Prilohy

A. Analyza manosovych derivatiu pomoci NVIR

Tabulka A-1: NMR charakteristiky manosovych derivatt.

C1 C2 Cs Cq Cs C6
Produkt
Hi1 H2 H3 Hg Hs H6
99.819 71.997 72.473 68.455 75.063 62.807
4.964 dt 3.795 dd 3.670 ddd 3.620t 3.509 dddd 3.835dd
Jun =1.7,0.5 Jun = 3.3, 1.7 Jun = 9.4, 3.3, 0.4 Jun=9.5 Jun = 9.6, 5.9, 2.4, Jun = 11.8, 2.4
Juc = 169.6 0.6 3.704 dd
OH OH OH Jun = 11.8, 5.9
oH O01-CH.CCH | . 6 Siroky d 5.216 Siroky d 5.412 Siroky d
OH 54.808 OH
HoO N2 4.273d
HO . . Ve k/ t
5.242 Siroky
O\/ Jun = 2.4
140 e = 149.3
v CD;OD ~5.959
80.018

2.850t
Jun = 2.4
1Juc = 251.0
2Juc = 49.9
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hy4 Hs H6
08.798 69.977 70.500 66.663 73.173 60.858
4.927 dm 3.846 ddd 3.689 ddd 3.575 ~t P ~3.563 mP 3.782 dd
Jun = 1.8 Jun = 3.5, 1.8, 0.3 Jun = 9.5, 3.5, 0.4 Jun = ~9.8 Jun = 12.3, 1.9
3.663 dd
01-CH.CCH Jun =12.3, 5.6
(nebo D)
54.599
OH (54.590) 2
HO %8 4.250 dd
HO Jun =1 2
O\/ HH = 15.9, 2.4
14q 4.206 dd
v D.,O Jun = 15.9, 2.4
78.873
(78.422,t,Jcp 7.7)
76.212

(75.986, t, Jep 39.2)
2.817t
Jun = 2.5
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hy4 Hs H6
98.104 70.500 72.961 66.882 76.406 61.098
4.757d 3.901ddd 3.563 dd 3.478 t 3.293 ddd 3.829dd
Jun = 1.0 Jun = 3.3, 1.0, 0.3 Jun =9.8, 3.3 Jun = 9.7 Jun =9.8, 6.5, 2.3 Jun = 12.3, 2.3, 0.3
3.633d
o 01-CH.CCH Jun = 12.3, 6.5
OH 56.070
HO 2 o~
HO N 4.364 dm P
Juu = 16.0
148
4.348 dm P
vD:0 Juu = 16.0
78.968
76.277
2.820t
Jun = 2.4

98




C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
H1 H2 H3 Hy Hs H6
100.235 71.899 69.659 79.840 69.867 63.049
5.081dd 4.157 dd 4.216 dd 3.926 ddd 3.880ddd 3.747 dd
Jun = 4.9, 0.4 Jun = 5.1, 4.9 Jun = 5.1, 4.1 Jun = 9.3, 4.1, 0.4 Jun =9.3, 5.8, 2.6 Jun = 12.0, 2.6
HO 3.586 dd
%—1 01-CH.CCH Jun = 12.0, 5.8
55.400
O\/ 4.213d
15a Jun = 2.4
v D.O 79.391
75.837
2.780 t
Jun = 2.4
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hy4 Hs H6
106.488 76.967 71.234 79.579 69.028 63.075
5.080 ddd 4.099 dd 4.241dddd 3.976 dd 3.840 ddd 3.708 dd
Jun = 4.1, 0.4, 0.3 Jun = 4.7, 4.1 Jun = 4.7, 3.0, 0.4, Jun = 8.8, 3.0, 0.3 Jun = 8.8, 6.1, 2.9 Jun = 12.1, 2.9, 0.2
0.2 3.533 dd

HO
0 O/\

158
v D,O

01-CH.CCH
(nebo D)
55.880
(55.872)2
4.260 dd
Jun = 15.9, 2.4
4.218 dd
Jun = 15.9, 2.4
79.092
(78.642, t, Jcp 7.5) 2
76.100
(75.870, t, Jep 38.6)
2.808t

Jun = 2.5

Jun = 12.1, 6.1
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
H1 H2 H3 Hyg Hs H6
90.690 68.422 68.825 65.630 70.693 62.186
6.058 dd 5.234 mP ~5.32mPb ~5.32mPb ~4.026 mb 4.253 dd
R S ey i
AcO
OAc Jun = 12.4, 2.5
160
v CDCl, 0O1-Ac 02-Ac 03-Ac 04-Ac 06-Ac
68.148 169.821 170.071 169.621 170.722
20.919 20.824 20.696 20.718 20.770
2.144 S 2.151 8 1.981s 2.028 s 2.067s
90.509 68.273 70.728 65.505 73.368 62.151
5.840d 5.458 ddd 5.112 dd 5.263 td 3.786 ddd 4.279 dd
Jun = 1.2 Jun = 3.3, 1.2, 0.4 Jun = 10.0, 3.3 Jun =9.9, 0.4 J=9.9,5.4,2.4 Jun =12.4, 5.4
A:go’g@ 4.116 dd
AcO OAc Jun = 12.4, 2.4
16p
vCDCl, 0O1-Ac 02-Ac 03-Ac 04-Ac 06-Ac
168.456 170.282 169.875 169.665 170.736
20.784 20.830 20.597 20.734 20.807
2.076 s 2.187s 1.978 s 2.028 s 2.067s
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hg Hs H6
AcO 08.48 75.45 70.39 77.44 prekryv signalt 62.69
AcO™"] 6.206 ddd 5.35dd 5.59 ddd 4.46 dd 5.27 4.56 dd
Jun = 3.4, 0.5, 0.4 Jun = 5.0, 3.4 Jun = 5.0, 4.2, 0.4 Jun = 8.7, 4.2 Jun = 8.7,5.8,2.4 Jun = 12.3, 2.5
170 4.07dd
Jun = 12.3, 5.8
6.32dd 5.24 ~tb 5.62 dd 4.39dd Nebyly pozorovany Nebyly pozorovany
Jun = 4.8, 0.5 Jun ~ 5.0 Jun = 5.4, 4.8 Jun = 9.4, 4.7 kviili prekryvim a kvli prekryvim a

nizké koncentraci

nizké koncentraci
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hg Hs H6
96.828 69.953 69.639 66.308 69.753 62.301
4.954 ddd 5.566 dd 5.658 dd b 5.703 dd b 3.899 dddd 4.361dd
Jun = 1.8, 0.7, 0.4 Jun = 3.2, 1.8 Jun = 10.2, 3.2 Jun = 10.2, 9.5 Jun = 9.5, 4.8, 2.5, | Juu =12.3, 4.8
0.7 4.128 dd
Jun = 12.3, 2.5
AcO OAc 01-CH.CCH 02-Ac 03-Ac 04-Ac 06-Ac
AcO -Q
AcO 54.837 169.534 169.461 169.392 170.030
G
18 o\// 3.818 dd 20.146 20.293 20.218 20.321
v CeDe Jun = 15.8, 2.4 1.584 s 1.696 s 1.654 s 1.722's
3.767 dd
Jun = 15.8, 2.5
78.385
75.666
1.925t
Jun = 2.4
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hg Hs H6
06.363 69.466 69.033 66.143 69.102 62.433
5.014 ddd 5.255 dd 5.32 prekryv 5.28 dd 4.005 dddd 4.269 dd
Jun = 1.8, 0.7, 0.4 Jun = 3.6, 1.8 Jun = 10.1, 9.5 Jun = 9.8, 5.2, 2.5, | Juu =12.3, 5.2
0.7 4.096 dd
Jun = 12.3, 2.5
AcO OAc 01-CH.CCH 02-Ac 03-Ac 04-Ac 06-Ac
AcO -Q
AcO 55.064 170.047 169.941 169.798 170.736
G
180, o\// 4.295d 20.957 20.748 20.781 20.836
vCDCl, Jun = 2.4 2.145 s 1.973 S 2.023 s 2.086 s
75.706
78.035
2.465 t
Jun = 2.4
1Juc = 251.8
2Juc = 49.6
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hg Hs H6
95.752 68.842 71.199 66.053 72.637 62.432
4.936d 5.472 dd 5.081dd 5.253 t 3.690 ddd 4.301dd
Jun = 1.2 Jun = 3.3, 1.2 Jun = 10.0, 3.3 Juu = 10.0 Jun =9.9, 5.3, 2.6 Jun =12.3, 5.3
4.145dd
Jun = 12.3, 2.6
AcO o_gc 01-CH.CCH 02-Ac 03-Ac 04-Ac 06-Ac
AZS&/O\/ 55.896 170.396 170.134 169.705 170.824
18p 4.35dd 20.926 20.672 20.788 20.854
v CDCl, Jun = 16.0, 2.5 2.168 s 1.979 s 2.030 s 2.081s
3.39dd
Jun = 16.0, 2.4
77-931
76.715
2481t
Jun = 2.4
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Produkt 1 C2 C3 C4 Cs Ccé6
H1 H2 H3 Hyg Hs H6
103.559 76.458 70.760 76.289 68.177 63.003
5.300 dt 5.230 dd 5.586 ddd 4.380 ddd 5.279 ddd 4.544 dd
Jun = 2.8, 0.5 Jun = 5.2,2.8 Juu = 5.2, 4.3, 0.5 Jun = 8.9, 4.3, 0.5 Jun = 8.9, 5.6, 2.4 Jun = 12.3,2.4
4.147 dd
Jun = 12.3, 2.6
01-CH.CCH 02-Ac 03-Ac 05-Ac 06-Ac
55.356 169.432 169.597 169.822 170.785
2.27dd 20.509 20.471 20.900 20.866
19a Juu = 15.7, 2.5 2.066 s 2.047s 2.006 s 2.062s
v CDCl, 4.22.dd
Jun = 15.7, 2.4
78.547
75.209
2455t
Jun = 2.4
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C1 C2 C3 C4 Cs C6
Produkt
Hi H2 H3 Hg Hs H6
105.541 77.673 80.360 79.324 72.578 69.104
5.372dq 5.048 dd 4.848 ddd 4.793 Siroky t 4.990 dddd 3.685ddd
Jun = 1.2, 0.5 Jun = 6.1, 1.2 Jun = 6.1, 5.0, 0.6 Jun = 5.1 Jun = 9.1, 6.9, 5.1, | Jun =9.1, 8.5, 0.4
0.6 4.087dd
Jun = 8.5, 6.9
A O ‘-----.o//:; 01-CH,CCH 02-Ac 05-Ac
ZZ;—Z 54.575 169.798 170.447
OAc 2.24dd 20.555 20.794
200 Jun = 15.7, 2.4 2.120 s 2.137 S
v CDCl, 4.20 dd
Jun = 15.7, 2.4
nebyl pozorovan
75.131
24451t
Jun = 2.4

a Signal isotopologu s deuteriem v propargylové skupiné, tedy 06-CH.-C=CD.

b Signal je zkreslen efekty druhého fadu.
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B. Vyhodnoceni in vitro experimenti s Chol-3-CD
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Graf B-1: Vysledky MTT testu viability fibroblastd po kontaktu s f-CD a funkcionalizovanym Chol-

B-CD. Ani pii koncentraci 2 mg/ml neklesla Zivotaschopnost bunék pod 80 %, toxicky ucinek

1000

materiald byl tedy nizky.
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Graf B-2: Vysledky MTT testu viability MCF-7 nadorové bunéc¢né linie po kontaktu s p-CD a
funkcionalizovanym Chol-B-CD. Ani pti koncentraci 1 mg/ml neklesla Zivotaschopnost bunék pod

A

80 %, toxicky uéinek samotnych materiald byl tedy nizky.
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Graf B-3: Vysledky MTT testu viability MCF-7 nadorové bunéc¢né linie po kontaktu s resveratrolem
a s jeho komplexy s B-CD a s funkcionalizovanym Chol-B-CD. Komplexaci RSV do B-CD se zvysila
jeho schopnost inhibovat proliferaci nadorovych bunék a funkcionalizace nosice cholesterolem tento
efekt dale posilila. Zivotaschopnost nadorovych bunék byla vpiipadé aplikace komplexu
RSV + Chol-B-CD priblizné o tfetinu nizsi nez pri aplikaci samotného RSV.
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Graf B-4: Vysledky experimentu zameéfeného na internalizaci B-CD do bunék MCF-7.
Funkcionalizace cholesterolem nékolikanasobné zvys$ila schopnost CD prekonat bunéénou

membranu a proniknout pfimo do nadorovych bunék.
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