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ABSTRAKT

Cilem ptedloZené bakalatské prace byla piiprava prvni ¢asti nizkomolekularniho sitovaciho
¢inidla, tedy adamantanového motivu schopného zajistit tvorbu hostitel-host komplext
s jednotkami  B-cyklodextrinu navazeného na hyaluranovy fetézec. Uvazované
nizkomolekularni sitovaci ¢inidlo je ureno k néasledné konstrukci hydrogelové sité na bazi
modifikovaného hyaluronanu. Hydrogely pfipravené pomoci supramolekuldrnich hostitel—
host interakci mezi relevantnim vazebnym motivem a makrocyklem ptedstavuji zajimavou
alternativu pro pfipravu responzivnich systémui reagujicich na vnéj$i podnéty. Takové
materidly se jevi jako vhodné pro fadu rtiznych aplikaci, od technologickych pies

farmaceutické, az po 1€katstvi.

Klicova slova: hydrogel, supramolekuldrni chemie, hyaluronan, adamantan, nuklearni

magnetickd rezonance

ABSTRACT

The aim of this thesis was to prepare the first part of a low-molecular weight crosslinking
agent bearing an adamantane moiety, which is able to provide the formation of host—guest
complexes with B-cyclodextrin units conjugated to a hyaluronic acid chain. The considered
low-molecular weight chrosslinking agent is intented for the subsequent contruction of
a hydrogel network based on modified hyaluronan. Hydrogels prepared using
supramolecular host—guest interactions between the relevant binding motif and the
macrocycle unit represent an interesting alternative for the preparation of responsive systems
reacting to external stimuli. These types of materials appear to be suitable for a variety of

technological, pharmaceutical and medical applications.

Keywords: hydrogel, supramolecular chemistry, hyaluronan, adamantane, nuclear magnetic

resonance
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UVOD

Hydrogely predstavuji atraktivni materidl, ktery v poslednich dekadach nachazi vyuziti
v fad€ technologickych ¢i medicinskych aplikacich. Trojrozmérna architektura sité¢ jim
poskytuje schopnost pojmout nejen znacné mnozstvi vody ¢i jiné tekutiny a tim vyrazné
botnat, ale i enkapsulaci rozmanitych typi latek od makromolekularnich struktur az po 1é¢iva
¢i jiné nizkomolekularni latky. Existuji tii zékladni zplsoby pfipravy hydrogeld, tedy
moznosti zesiténi jak syntetickych ¢i pfirodnich polymeri. Kazdy znich proptjcuje

vyslednym hydrogeltim jiné vlastnosti a schopnosti, které 1ze rizné€ regulovat a usmernovat.

Velmi zadoucimi polymery pro piipravu hydrogelt jsou bezesporu biopolymery, které
zarucuji biokompatibilitu, necytotoxicitu a spliuji fadu dalSich relevantnich vlastnosti
nutnych pro kontakt ¢i distribuci v organismu. Velmi znamd je napfiklad kyselina
hyaluronova, izolovana poprvé roku 1934, kterda md jiz sama v lidském téle nemalé
zastoupeni jako extracelularni glykosaminoglykan a zaujimd tfadu relevantnich uloh.
Moznosti modifikace nativnich fetézct vedouci k riznym derivatim kyseliny hyaluronové
znamenaji predev§im zménu ¢i Upravu nedostacujicich vlastnosti. Modifikace struktury
nativni kyseliny hyaluronové otevird pomyslné dvete pro fadu aplikaci v 1ékatstvi, naptiklad
v o¢ni chirurgii, pfi hojeni ran, v dermatologii a artrologii nebo v kosmetice, farmacii a také

v rychle se rozvijejici oblasti tkanového inzenyrstvi.

Pomoci supramolekularnich hostitel-host komplext, zaloZzenych na nekovalentnich
interakcich, lze  pfipravit  specifické  hydrogely  sunikatnim  dynamickym
a samoregeneracnim chovanim. Pfiprava samotné hydrogelové sité¢ probihd jednoduchym
mechanisem, tedy smichanim jednotlivych komponent bez nutnosti dalSich aktivatort, coz
vyznamné ovliviiuje findlni biokompatabilitu hydrogelu. Zakladem takové sité¢ a tvorby
hostitel-host komplexii je racionalni design sitovaciho ¢inidla (hosta) schopného
interagovat se zvolenym hostitelem. Pfedmétem tohoto projektu, ktery bude plynule
pokracovat v rdmci feSeni moji diplomové prace, je syntéza nizkomolekularniho sitovaciho
¢inidla se dvéma termindlnimi vazebnymi motivy, které predstavuje klecovy uhlovodik

adamantan a uracilova jednotka.
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TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA HYDROGELU

Termin hydrogel se na poli védy objevuje poprvé jiz v roce 1894, kdy bylo toto slovo
pouzito pro popis koloidniho gelu. Prvni zminka o aplikaci hydrogela pfiSla az roku 1960
od znamého Ceského védce a vynalezce profesora Otta Wichterleho a ¢eského chemika
docenta Drahoslava Lima [1]. Oba se zabyvali pfipravou poly-(2-hydroxyethylmetakrylatu)
(Obrazek 1), coz je transparentni hydrogel s vyhodnymi mechanickymi a stabilizaénimi
vlastnostmi. Cilem bylo takto pfipraveny material vyuzit na konstrukci mékkych kontaknich
cocek s vEtsi propustnosti pro kyslik a nahradit tak diive pouzivany poly(methylmetakrylat),

ktery byl pro takové aplikace pfilis tvrdy [2].

?H\/\O%t/\OH
n
Obrazek 1 Struktura poly-(2-hydroxyethylmetakrylatu).

Hydrogely utvafreji tfidimenzionalni hydrofilni sit pomoci jednotek zesitovanych
polymert, respektive biopolymerti. Takové sitova matrix, ozna¢ovana jako ,mesh *, se podili
na vyznamnych strukturdlnich vlastnostech a zménach. Vznikla struktura vykazuje
schopnost absorbovat a udrzovat vodu nebo rtizné biologické tekutiny [3]. To je podminéné
ptitomnosti hydrofilnich funkénich skupin, jako je hydroxylova, karboxylova, amidova nebo
sulfonova [1], které jsou pfipojeny na polymerni fetézec tvorici zakladni skelet daného
materialu. V takzvaném nabotnalém stavu je hmotnostni podil vody v hydrogelu podstatné
vy$si nez hmotnostni podil samotného polymeru [4]. Uvadi se, ze v zavislosti na slozeni je
hydrogel schopny do své struktury navazat 10-20ti nasobek vody vzhledem k ptvodni

hmotnosti [3].

Podstatné pro zadrzeni intersticidlni tekutiny je rezistence polymeru vii€i rozpusténi.
Odolnost vii¢i tomuto jevu vyplyva ze zesitovanych vazeb mezi fetézci polymeru [4].
Zesitovani je klicové rovnéz pro udrzeni stability hydrogeltl a spolu s dal$imi pfitomnymi

interakcemi a vazbami zajistuje také vnitini strukturu a definovany tvar hydrogelu [3].

Toto komplexni uspotadani ovlivitluje nejen vyslednou elasticitu hydrogelu, ale také
jeho dalsi vlastnosti, jako definovanou vlhkost a poddajnost v zavislosti na ur¢itém typu
hydrogelu [3]. Ve stavu, kdy maji hydrogely ve struktufe vysoky obsah vody, disponuji také

uréitym stupném flexibility, ktery je velmi podobny Zzivé pfirozené tkani, coz znich
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v poslednich né€kolika desetiletich ¢ini v oblasti naptiklad tkanového inzenyrstvi velmi

atraktivni material [4].

1.1 Klasifikace hydrogeli

Hydrogely lze na zaklad¢ urcitych parametri délit do nékolika skupin (Obrazek 2).
Zékladni de€leni rozliSuje hydrogely podle zdroje pouzitého polymeru. Je také mozné je
rozdélit podle nesouciho nédboje na polymernim fetézci, typu syntézy, tedy jestli vysledna
sit’ obsahuje jeden ¢i vice druhG polymerd. Také vyuzity typ sitovani je zakladnim
parametrem dé¢leni. Hydrogely jsou rovnéz schopné reagovat na okolni prostiedi.
V zavislosti na zménach podminek tohoto prostfedi, jako je pH, teplota nebo pfitomnost

iontl, jsou schopny vyvolat riiznou odpoved’ [3].

lonicky . T Indukovana
o e {18 Typ syntézy Typ zesiténi odpovéd

m Homopolymerni g Kovalentni ma Chemicka

| T | | . JI Dynamicky | = I
Syntetické Kopolymerni kovalentni Biochemicka

Interpenetrujici
polymerni sit

— Hybridn{ =1 Amfoterni — Fyzikalni — Fyzikalni

Semi-
= interpenetrujici
polymerni sit

Obrazek 2 Rozdéleni hydrogelti.
1.1.1 Podle piivodu

Dle ptivodu lze hydrogely klasifikovat do tfi skupin. Radi se sem hydrogely na bazi
ptirodnich zdrojt, synteticky pfipravené hydrogely a hybridni hydrogely [3].
Hydrogely na bazi prirodnich zdroji

Do této skupiny hydrogelt se fadi takové, které maji sviij skelet zformovany polymery,

respektive biopolymery produkovanymi zivymi organismy. Hlavnimi typy téchto
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biopolymeri jsou oleje, proteiny a polysacharidy. Rostlinné oleje, naptiklad olej s6jovy,
palmovy nebo Inény a zivocisné oleje, jako rybi tuk, se v podobé polymerl v ptirodé
nevyskytuji. Mohou vSak byt vyznamnymi zdroji prekurzori monomernich fetézct pro

syntézu riznych polymert vyuzivanych v biomaterialové oblasti [3].

Vyznamnym zastupcem této skupiny latek je anionicky ptirodni polysacharid alginat
sodny (Obrazek 3), jehoz zdrojem jsou bunééné stény hnédych tas. Zakladnimi strukturnimi
jednotkami tohoto biopolymeru jsou linedrni kopolymerni bloky kyseliny B-(1—4)-D-
mannuronové a kyseliny o-L-glukuronové. Fyzikalné-chemické vlastnosti hydrogelu
tvofené¢ho témito slozkami zavisi jednak na jejich vzijemném pomeéru a také na jejich

homopolymerni ¢i heteropolymerni sekvenci.

Obrézek 3 Struktura alginatu sodného.

Druhym nejhojnéji zastoupenym biopolymerem na planeté je chitosan (Obrazek 4).
Jeho praktické vyuziti pokryva Siroké spektrum oblasti [1], pfedev§im diky jeho dobré
biokompatibilité, propustnosti pro kyslik, hemostatickym a antimikrobidlnim vlastnostem
[5]. Jeho hydrofilni charakter zajist'uje i uplatnéni v oblasti hydrogeli. Jedna se o kationicky
polysacharid ziskdvany cCéasteCnou deacetylaci chitinu, ktery je tvofeny P-(1—4)-D-

glukosaminovou a N-acetyl-D-glukosaminovou jednotkou [1].

OH
H,N
Lo O HO ~0- .
HO O ')
Ha
L OH dn

Obrézek 4 Struktura chitosanu.
Synteticky pripravené hydrogely

Syntetické hydrogely jsou pfipravovany zuméle syntetizovanych monomert [1].
Vyznacuji se pfedevsim svou definovanou chemickou strukturou, vychézejici ze struktury

jiz zminénych zékladnich jednotek, monomert [6]. Vyhodou je tedy zaroven jeho
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uniformita, kterou castokrat u v pfirod¢ se vyskytujicich polymerh nelze zajistit. Takto
pfipravené polymery vSak mohou vykazovat fadu nevyhod, naptiklad ve smyslu interakce
mezi materidlem a zivou tkdni [3]. Syntetické hydrogely potom nemusi vykazovat
uspokojivou biodegradabilitu nebo naopak takové zpiisoby ptiprav mohou vést ke snizené
biologické aktivité [6]. Druhou strankou je biodegradabilita a komplexné likvidace, kdy je

tieba postupovat Setrné k zivotnimu prostiedi [3].
Hybridni hydrogely

Hydrogely patfici do této skupiny jsou pfipravovany kombinaci pfirodnich polymert
s polymery syntetickymi [1]. Samotné syntetické a pfirodni polymery mohou pfi jejich
aplikaci vykazovat fadu nevyhod. U ptirodnich polymernich skelett jde naptiklad o nizkou
mechanickou pevnost, malou teplotni stabilitu ¢i pfili§ snadnou biodegradabilitu. Hybridni
hydrogely jsou pfipravovany za ucelem kombinovani vyhodnych vlastnosti jak pfirodnich,
tak i syntetickych hydrogelti nebo je lze specificky modifikovat za ucelem konkrétni
aplikace. Pfi pfipravé téchto materiali 1ze postupovat bud’ cestou roubovani syntetickych
monomerd na ptirodné utvoreny skelet ¢i naopak, anebo cestou vzdjemného zesitovani

syntetickych a ptirodnich biopolymert [3].

1.1.2 Podle typu zesiténi

Rozdilné metody sitovani polymerl, respektive biopolymert jsou zplisobem, jak
dosahnout riznych, nejen mechanickych, vlastnosti pfipravovanych hydrogell. Jedna se
o ti1 zdkladni typy sitovani. Kovalentné sitované hydrogely jsou charakteristické vysokym
stupném stability sit€¢ astim spojenou pomalou degradaci. Pfi ptipravé siti pomoci
dynamicky kovalentnich vazeb lze do struktury zavést specifické strukturni motivy, které
mohou byt ve vysledku citlivé na vnéjsi stimuly. Diky tomu mohou hydrogely reagovat svou
vnitini pfestavbou na ménici se podminky okoli. V né&kterych aplikacich je uvazované
chovani vzniklého materidlu podminéno rozpadem a opctovnym samouspotradanim
ptipravené hydrogelové sité. Takovym potfebam vyhovuje fyzikalni metoda sitovani [7].

Kovalentni sitovani

Podstatou této metody sitovani je tvorba kovalentnich vazeb mezi funkénimi
skupinami na fetézcich biopolymerd. Vysledné mechanické i biologické vlastnosti
pfipravené¢ho hydrogelu zavisi naptiklad na typech pfitomnych funkénich skupin, stupni

modifikace biopolymeru, ale také na jeho koncentraci [7].
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Prvnim zpisobem je sitovani pomoci volné radikalové fetézové polymerace. Jedna se
o klasicky radikéalovy zptisob reakce, ktery postupuje tfemi kroky. A to nejprve iniciaci, kdy
nastava tvorba volnych radikalti napt. fotoiniciaci, oxida¢né-redukénimi mechanismy nebo
vlivem termalnich inicidtord. V priabéhu druhého stupné reakce, propagace, interaguji volné
radikély s nenasycenymi dvojnymi vazbami. Aktivni centrum volnych radikall se neustale
pfenasi a zacina sitovani pfitomnych biopolymert. V zavérecné terminacni fazi dochazi
k ukonceni rlstu fetézce riznymi mechanismy, které zastavuji dalsi Sifeni radikald [7]. Pro
tento typ radikalové polymerace se cCasto vyuzivaji methakrylatové [7-10] nebo
methakrylamidové skupiny (Obrazek 5) [7, 11, 12]. Navazani téchto skupin na biopolymer
se provadi napiiklad esterifikaci anhydridem kyseliny methakrylové [7, 8, 13, 14] nebo
etherifikaci glycidylmethakrylatem [7, 15, 16]. Timto postupem modifikovana kyselina
hyaluronova byla pfedmétem zdjmu nékolika vyzkumnych skupin, které v publikovanych
pracich prokazaly moznost jejiho pouziti pro fizené dodavani l1éciv [7, 8, 16], ale ipro
tkanové inzenyrstvi hlasivek [7, 17, 18] nebo pro fizenou diferenciaci lidskych
embryonalnich kmenovych bunék [7, 19]. Je také mozné pfipravit hydrogely, které lze
kontrolovatelné degradovat, ¢ehoz se dosahuje zavedenim hydrolyticky degradovatelnych
skupin do struktury biopolymeru. Tim mutze byt napiiklad hydroxyethylmethakrylat nebo
kyselina mlécnd (Obrazek 5) [7, 20-22]. Kyselina hyaluronova modifikovand kyselinou
mlécnou vsak tvofi velmi rychle se rozpadajici hydrogely, coz ve styku s bunkami vede
k jejich shlukovéni a nepfiznivym morfologickym zménam [7]. Pii feSeni tohoto problému
bylo autory pfistoupeno k zavedeni kaprolaktonové skupiny (Obrazek 5) mezi hlavni fetézce
kyseliny hyaluronové a jiz ptitomné methakrylatové skupiny. Takto pfipraveny hydrogel
splinoval pottebné biologické predpoklady a fizena degradace probihala dle rychlostnich
pozadavku [23].
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Obrazek 5 Ptiklady funkénich skupin aplikovanych pro kovalentni sitovani: methakrylat
(A), methakrylamid (B), hydroxyethylmethakrylat (C), methakrylat kyseliny mlécné (D),
kaprolakton methakrylat (E).

Druhou metodou, kterou lze pfipravit kovalentné sitované struktury, je tzv. ,click
reakce’ [7]. Termin neoznacuje jednu konkrétni reakci, ale ptredstavuje soubor nékolika
reakci se stejnymi charakteristikami. Reakce pattici do této skupiny jsou rychlé, velmi
selektivni a poskytuji pozadované produkty ve vysokych vytézcich [24]. Jelikoz reakce
probihaji za mirnych podminek a dochazi k minimalni tvorbé vedlejSich produkti, 1ze o nich
hovofit ijako o biokompatibilnich chemickych reakcich. Z tohoto divodu jsou casto
vyuzivané v biomedicinskych aplikacich [7, 25, 26]. BéZné byvaji do reakce ptidavany thiol-
enové radikdly, které vytvoii kovalentni thioetherovou vazbu mezi alkenem a thiolem
za pritomnosti radikdlového inicidtoru [7, 27]. Tyto inicidtory pfeméni pfitomné thioly
na thiylové radikdly, které vytvori thiosterové vazby s pfitomnymi specifickymi ,eny".
Pro lepsi kontrolu nad tvorbou hydrogelu se Casto pouzivaji naptiklad norborneny, coz jsou
pfemosténé cyklické uhlovodiky obsahujici dvojnou vazbu (systematicky nadzev norbornenu
je bicyklo[2.2.1]hept-2-en). Pomoci Michaelova adicniho zesiténi Ize zminény postup
reakce provést bez ptitomnosti radikalového iniciatoru. Tato reakce je katalyzovana bazicky
¢i nukleofilné aje tfeba vyuzit jinou ,enovou‘ skupinu, napifiklad jiz zminované
methakrylatové skupiny nebo pro tento mechanismus reaktivnéj$i maleimidy (Obrézek 6).

Pozménéné reakéni podminky vedou ke zlepSeni gelacni doby a tim potfebné kinetiky gelace

pro klinické aplikace hydrogelu [7]. Timto mechanismem ptipravena thiolovand kyselina
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hyaluronova s methakrylatovymi jednotkami ve struktufe byla Gspésné€ vyuzita v tkanovém
inzenyrstvi pro stabilizaci tkan€¢ myokardu hlodavce po prodélaném infarktu [28].
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Obrazek 6 Schéma Michaelova adi¢niho zesiténi.

Tteti moznosti kovalentniho sitovani je oxidace fenolickych skupin. Pti reakci dochazi
k vytvoteni fenolatovych radikald vlivem oxida¢niho prostfedi aty ndsledné tvofi
kovalentné vazané fenolové dimery [7, 29]. Jednim z moznych postupt piipravy hydrogelu
je enzymaticky fizené sitovani tyraminu, aminu odvozeného od aminokyseliny tyrosinu [7,
30]. Biopolymery se modifikuji amidaci mezi tyramidovymi a karboxylovymi skupinami.
Pro pfeménu tyraminové skupiny na fenolatové radikaly se vyuziva peroxidu vodiku
a enzymu HRP (z angl. HorseRadish Peroxidase) (Obrazek 7). Sitovani nastava v fadech
desitek sekund a je mozné jej regulovat koncentraci reagujicich slozek [7]. Ueda a kolegové
se zabyvali ptipravou hydrogelu timto postupem adosli k zavéru, ze tyrosinem
modifikovana kyselina hyaluronova je vhodnd pro dlouhodobé dodéavani léciv [31].

Konkrétné se zabyvali 1é€ebnym mechanismem karcinomu ledvin u mysi.
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Obrazek 7 Schéma sitovani biopolymerti modifikovanych tyraminovymi skupinami.

Dalsi z moznosti je oxidace katecholovych skupin (Obrazek 8), které se bézné vyskytuji
v ptirod¢. Tyto skupiny tvofi v oxidacnim prostiedi kovalentné zesiténé katecholové dimery.

Nékteré druhy musli mohou diky sekretovanym tekutindm bohatym na katecholové latky
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snadno pfilnout na vlhké povrchy. Nékolik vyzkumnych skupin z tohoto faktu vychdzelo
a vénovalo se katecholem modifikovanych hydrogelii na bazi hyaluronanu [32, 33].
Naptiklad Hong a kolegové dokazali, ze v zavislosti na pH prostiedi, v némz se ptipraveny
hydrogel nachazi, 1ze ménit jeho schopnosti mezi adhezivni a kohezivni. Materidl pak miize

byt vyuzit jak na povrchové Upravy jinych implantatd, tak i na tvorbu tkanovych skafoldt

[34].
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Obrazek 8 Schéma sitovani biopolymerit modifikovanym katecholem.
Dynamicky kovalentni sitovani

Koncentrace biopolymeru, jeho navzdjem sitovanych funkcnich skupin a pevnost
vazeb bude urcovat jak mechanické, tak i biologické vlastnosti vyslednych materialt. Jejich
zivotnost se pravé diky pfitomnosti tohoto typu vazeb muze, ve srovnani s hydrogely
kovalentné sitovanymi, vyznamné liSit a jejich degradace tak mulZe nastoupit mnohem

rychleji [7].

Mezi mozné zpusoby sitovani patii zesitovani Schiffovy béaze, coz jsou typy iminu
se strukturou R2C=NR'. Jedna se bud o sekunddrni aldiminy nebo ketiminy
s podminkou R'#= H. Schiffova bdze vznikd kondenzaci karbonylovych a primarnich
aminovych skupin, kdy vedlejsim produktem je voda. Hydrogely se pak pfipravuji
smichanim modifikovanych biopolymert s pfislusnym aldehydem a aminem. Degradaci
hydrogelu lze fidit typem Schiffovy bdze pouzité k sitovani. Pficné hydrazonové vazby
vznikaji kondenzaci karbonylové skupiny s primarni aminovou skupinou pfipojenou
na primarni atom dusiku (HoN—NR7) (Obrazek 9A). Biopolymery modifikované
hydrazidem nebo karbohydrazidem maji vliv na stabilitu pfipravované hydrogelové sité
a jejich degradace pak miZe byt vyrazné zmirnénd. Méné¢ stabilni iminové piicné vazby lze
pfipravit kondenzaci karbonylové skupiny s primarni aminovou skupinou navazanou

na uhlovodikovy zbytek (Obrazek 9B). Timto zplsobem je mozné piipravit injekéni
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hydrogel s vlastnostmi smykového ztencovani a samoregeneraénim chovanim. Nejstabilnéji
pfipravovanymi pfi¢nymi vazbami, avSak nejméné pouzivanymi, jsou oximové, které
se pripravi kondenzaci karbonylu s primarni aminovou skupinou navazanou na atom kysliku

(Obrazek 9C) [7].
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Obrazek 9 Schéma mozného sitovani biopolymerti pomoci hydrazonové vazby (A),
iminové vazby (B), oximové vazby (C).

Disulfidové vazby ptedstavuji mozny typ zesiténi, ktery je schopen se v reakci
na chemicky nebo fyzikdlni podnét rozrusit a znovu obnovit. Tento typ vazeb je pfitomen
pfedevSim v proteinech obsahujici cysteinové aminokyselinové zbytky s thiolovymi
skupinami, jelikoz ty jsou schopé disulfidové vazby vytvaret. Piipravované hydrogely
se obecné vyznacuji samoregeneraénim chovanim a snizovanim viskozity vlivem plisobeni

smykového napéti [7].

Dal$im moznym typem jsou Dielsovy—Alderovy reakce, které se fadi mezi tzv. ,click
reakce’, kdy se jednd o [4+2] cykloadi¢ni reakce mezi dieny a dienofily, ktery vedou
ke vzniku cyklickych struktur. Pfipravované hydrogely z biopolymert modifikovanych
furanem sitovanymi bismaleimidovymi sitovacimi ¢inidli vykazovaly zajimavé
termoresponzivni chovani a zaroven prokazaly citlivost na pH [7]. Tan akolegové

se zabyvali modifikaci kyseliny hyaluronové furanovymi a maleimidovymi jednotkami
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pro biomedicinské aplikace (Obrazek 10). Vysledkem byl dlouhodobé stabilni hydrogel
s u¢innym postupnym uvoliiovanim inzulinu. Ziskané vysledky naznacuji, Ze takto

pfipraveny hydrogel miize byt vhodnym nosi¢em pro proteinova 1é¢iva [35].
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Obrazek 10 Schéma sitovani biopolymert s furanovymi a maleimidovymi jednotkami.

Fyzikalni sitovani

Z hlediska cytotoxicity pfipravovaného hydrogelu ma tento typ sitovani vyhody v tom,
ze pro jejich pfipravu neni tfeba zadnych katalyzator nebo inicidtort. I tento typ sitovani
se vyznacuje reverzibilni povahou, coZ umoznuje konstrukci samoregeneracnich hydrogelt
a s tim souvisejici vyznamné smykové ztenCovani. Niz§i mechanické moduly vzhledem
ke kovalentnimu sitovani mohou znacné ptispivat k vétsi migraci bunck a lepsi permeabilité
materidlu pro okolni prostiedi. Fyzikaln¢ sitované hydrogely Ize také upravovat tak, aby
vykazovaly responzivni chovani na rGzné podnéty, které jsou klicové pro nckteré
biomedicinské aplikace [7]. Fyzikalni sitovani za pomoci interakci hostitel-host bude

detailn€ popsano v kapitole 3.1.

Jednu z nejbéznéjsich nekovalentnich interakci predstavuji vodikové vazby [7]. Jsou
vyznamné predevS§im pro biochemii organismu, kde se vyskytuji ve vy$Sich strukturdch
biologickych makromolekul. Zasadné ovliviiuji nejen samotnou strukturu, usporadani a tvar
molekuly, ale i jejich vyslednou funkci. Naptiklad rozdilné vodikové vazby v DNA a RNA
podstatné ovliviiuji funkci a roli téchto biomakromolekul v organismu, i kdyz slozeni je
z hlediska nukleovych bazi témét totozné. Jsou dulezité také pii rozpousténi biomolekul
ve vodném prostiedi [36]. Pii ptipraveé hydrogelt za pomoci vodikovych vazeb se vyuziva
biopolymert modifikovanych naptfiklad gallolem, jehoz aromatickd cyklickd struktura
obsahuje tfi hydroxylové skupiny (Obrazek 11). Tvorba vodikovych vazeb diky témto
jednotkam zajistuje ve vysledném hydrogelu samoregeneracni chovani. Nicméné oxidaci
gallolovych jednotek za vzniku jednotek chinonovych dochézi k absenci tvorby vodikovych

vazeb a vzniku vazeb kovalentnich, ¢imz lze zajistit zvySeni stability polymerni sité [7].
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Obrazek 11 Schéma biopolymerni sité stabilizované pomoci vodikovych vazeb.

Zajimavou metodou mize byt také tvorba koordina¢nich komplexii. Biopolymery
modifikované specifickymi typy sloucenin, nazyvanymi ligandy, mohou byt navzijem
sitovany pies stfedovy atom kovu (Obrazek 12). Konkrétnim piikladem ligandu mize byt
katechol, ktery je schopen vytvaiet komplexy satomy Fe!'' nebo Cu'. Povaha vazby
umoziuje piipravu hydrogelovych siti s vlastnostmi smykového ztencovani nebo
sebeobnovy. Pfipravené materidly mohou reagovat na zménu pH a v nékterych ptipadech je
mozné dosahnout mechanického modulu velmi blizkého kovalentnimu sitovani [7].
Piipravou hydrogelu z kyseliny hyaluronové modifikované gallolovymi skupinami,
sitované za pomoci koordinacnich vazeb, se zabyvala Shin a kolegové. Mikrogelova matrice
byla ponechéna reagovat s nanoc¢ésticemi stiibra, ¢imz doslo k tvorbé komplext. Ziskany
hydrogel vykazoval vodivé vlastnosti a vysokou mechanickou stabilitu. Hydrogel byl
injek¢éné aplikovan do izolovanych svall potkana a byl vyhodnocen jako vhodny materiél

pro elektroaktivni tkanové aplikace [37].
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Obrazek 12 Schéma sitovani biopolymerti pomoci komplexii kov-ligand se zvySujicim se
pH.

1.2 Vlastnosti hydrogela

Vlastnosti a chovéani hydrogeld jsou dulezitym parametrem pro funkci pfipraveného
materidlu a s tim spojeny samotny vybér vhodného materidlu pro danou aplikaci [3, 6].
Od ,,idedlniho* hydrogelu se oc¢ekava, Zze bude nositelem fady vlastnosti, jako je vysoka

absorp¢ni kapacita ve vodném prostiedi, nejniz$i rozpustny obsah a zbytkovy monomer,
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nejvyssi stabilita v botnajicim prostfedi, vyborna biologickd odbouratelnost bez tvorby
toxickych latek, nulova toxicita, optimalni poréznost, pH neutralita atd. Pfipraveny material
vsak nikdy nebude spliiovat vSechny podminky na maximalni mozné Grovni. V zévislosti
na uvazované aplikaci hydrogelu je nutno dosdhnout vhodné rovnovadhy mezi pozadavky

na vlastnosti hydrogelu [6].

Pii vybéru materidlu pro konkrétni aplikaci je podstatné se zamcéfit na nékolik
parametri charakterizujicich hydrogely [6]. Biokompatibilita je pro materidl, respektive
hydrogel, klicova. Hydrogely se v poslednich letech staly hlavni volbou pro piipravu
biomateriall, tedy materiali kompatibilnich s imunitnim systémem organismu. Hydrofilni
a mekky povrch totiz minimalizuje mezifazové napéti mezi materidlem a okolnimi tkanémi
nebo télnimi tekutinami. Je tedy relativné mald pravdépodobnost adsorpce molekul z daného
prostiedi na jejich povrch. S tim se poji také biodegradabilita, jelikoz hydrogel v prib¢hu
Casu podléha degradaci. V biologickém prosttedi mize byt rozklad sit€¢ vyvolan i vnéjSimi
faktory, jako pfitomnymi enzymy nebo mikroorganismy. Je dulezité, aby v prab&hu
degradace nedochéazelo k tvorbé vedlejSich produktl vykazujicich toxicitu [3]. Mezi
zakladni charakteristiky hydrogelu také patii schopnost botnat, respektive vyrazné¢ ménit
svij objem. Je to diisledek difuze molekul vody nebo rozpusténych latek do jejich polymerni
sit€. Tato vyznamnd vlastnost hydrogelu je zavislad na nékolika faktorech, jako je typ
ptitomnych polymert, zplisob zesiténi, typ chemickych vazeb, povrchovy néboj nebo také
okolni podminky (teplota ¢i pH). Naptiklad hydrogely na bazi polyelektrolyti vykazuji
schopnost botnani, a to pfedevsim v dlisledku odpuzovéani naboje mezi polymernimi fetézci
[6]. Tuhost hydrogeli nebo také viskoelastické a mechanické vlastnosti jsou relevantni
pti charakteristikach materidlti pro tkdnové inzenyrstvi [3]. Pfipravené struktury maji potom
pfimy kontakt s okolnimi tkdnémi [6] atim tak ovliviluyji bunéénou morfologii
a mikroprosttedi, bunécnou adhezi nebo i genetické a epigenetické vlastnosti [3]. Jejich

chovani mize zpusobit poskozeni takto vystavenych tkani nebo i vnitini rozpad struktury

[6].

1.3 Aplikace hydrogeli

Hydrogely se diky své specifické struktutfe a vlastnostem jevi jako vhodné materidly
pro tadu aplikaci [38]. Pruzna a mékkéa pohava je Cini atraktivnimi materidly pro oblast
biomediciny. Hydrogely jsou schopny napodobovat biologické, chemické a fyzikalni

vlastnosti organti nebo tkani vreakci na zmény teploty, pH nebo elektrického pole.
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Pro farmaceutickou oblast nabizi hydrogel vyznamnou vlastnost botnani, ktera je klicova
pro systémy dodavani 1éCiv (drug delivery) [38]. Hydrogely jsou dnes také nedilnou soucasti
lé¢ivych obvazll na rany a jako tzv. super absorbenti nachazeji své vyuziti také pfi vyrobé
jednorazovych plen, ubrouskl nebo riznych hygienickych produkti [3].
1.3.1 Rizené dodavani 16¢iv

Hydrogely se diky své porézni struktuie, biokompatibilit¢ ¢i snadné strukturni
modifikaci jevi jako vhodny nastroj pro vyuziti v oblasti fizeného transportu 1é¢iv. Idedlni
pfedstavou je dodani terapeutického mnozstvi 1é€iva na postizené misto v organismu,
s presn¢ definovanou rychlosti distribuce a v pfedem definované koncentraci. Pro takové
aplikace jsou vyuzivany jak piirodni, tak syntetické polymery. Z pfirodnich polymert
se jednd predev§im o chitosan, alginat, kyselinu hyaluronovou, fibrin nebo Zelatinu.
Nejcastéji  aplikovanymi  zastupci zrodiny syntetickych polymerd jsou napft.

polyethylenglykol, polyvinylalkohol nebo polyakrylamid [6].

Principem tohoto typu aplikace je umisténi 1é¢iva do porézni struktury hydrogelu.
Jakmile do struktury pronikne voda a 1é€ivo se rozpusti, dojde k jeho difundaci do okolniho
vodného prostiedi [6]. Stimulem pro uvolnéni 1é¢iva mize byt zména pH prostiedi, teploty
nebo pfitomnost specifickych enzyml (chemicky podnét) [38]. Dulezitym faktorem
ovliviluyjicim davkovani 1é¢iva je jeho samotnd enkapsulace, kdy lepsi kontrolu
nad uvoliiovanym lé¢ivem lze zajistit tvorbou siln€jSich vazeb mezi nim a sitovou matrix
polymeru. Nevyhody a problémy pifi aplikaci vSak mohou nastat pfi omezenych
mechanickych vlastnostech hydrogelu, kdy mtze dojit k pfedCasnému uvolnéni struktury
pfed dosazenim cilové oblasti. RovnéZz vysoky objem vody a velké pory struktury mohou
znesnadnit kontrolu nad enkapsulaci a postupnym uvoliiovanim lé¢iva. U hydrofobnich

1€¢iv nastava problém pfti udrzeni homogenity v siti hydrogelu [6].

1.3.2 Tkanové inZenyrstvi

V tkanovém inZenyrstvi jde pfedev§im o kombinaci materidli a jejich spojeni
s buiikami pro zlepSeni ¢i ndhradu biologickych organt. Hydrogely pfedstavuji i pro tyto
aplikace atraktivni materidl, a to diky své podobnosti s tkdnémi nebo extracelularnim matrix.
Jejich vyuziti v této oblasti zahrnuje prostfedky pro vyplii volnych prostord, nosice
pro bioaktivni latky apro piipravu 3D stuktur jako podpora pro buiky. Hydrogely

na ptirodni bézi, obsahujici alginat, kolagen nebo chitosan, jsou potencidlni materidly
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pro zapliovani objemu. Napiiklad hydrogely obsahujici chitosan ¢i derivaty chitinu jsou
vyuzivany pfi chirurgickych operacich k uzavirdni malych ran, kde by mohlo dochazet
k tniku télnich tekutin. Naopak sité pfipravené ze syntetickych polymert se ¢asto pouzivaji
jako materidly proti pfilnavosti, kdy se na né¢ buniky svymi receptory nemaji schopnost
adherovat. Na hydrogelu zaloZené materialy se také vyuzivaji k ptipraveé n€kolika typt tkani
jako jsou chrupavky, svaly nebo kiize. Konkrétnim ptikladem mize byt alginat, ktery byl
pouzivany pro in vivo hodnoceni hydrogelovych struktur pro ptipravu chrupavky nebo
pro Schwannovy buiiky nervovych §tépti. Vyuzivanym je také kolagen, ktery poskytuje
vhodné vlastnosti pro konstrukci krevnich cév [38]. Zajimavym pouzitim jsou takzvané
bioinkousty pro tisk bunék a rustovych faktorti, kdy je podstatné zachovat prostorové
uspofadani pro napodobeni cilové tkang. Dulezitou soucasti pii tkanovych konstrukcich je
také sterilita materidlu. Je tfeba dbat na to, aby nedochézelo k mikrobialni kontaminaci
po nasazeni implantatu do organismu. Uplna sterilizace vech soudasti pfipraveného

materialu je slozita [39].
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2 HYDROGELY NA BAZI HYALURONANU

Aplikace syntetickych hydrogell, zejména pak aplikace biomedicinské, mohou byt
zna¢né limitovany, ato naptiklad nizkou bioaktivitou, Spatnou biodegradabilitou, a také
samotnym postupem piipravy, kdy je cCasto zapotfebi zavedeni sitovacich cinidel
a iniciatort, které mohou byt sami o sobé cytotoxické. Vzhledem k témto nedostatkiim
pfedstavuji zajimavou alternativu pfirodni hydrogely pfipravované zekonomicky
dostupnych, biokompatibilnich a snadno odbouratelnych pfirodnich materialt, tedy

biopolymert, mezi které patii také kyselina hyaluronova [40].

Pfirodni hydrogely, ptredevS§im hydrogely na bazi hyaluronanu, si zachovavaji
vlastnosti a zaroven fyziologickou funkénost nativni kyseliny hyaluronové. Tim se rozumi
vyborna biokompatibilita, mechanicka viskoelasticita [40] ataké imunoneutralita, ktera
roz§ituje oblast jejich vyuziti [41]. Na druhou stranu mohou hydrogely na bazi hyaluronanu
vykazovat vlastnosti, které by mohly vést k omezeni jejich vyuziti. Jedna se predevSim
o nedostate¢nou mechanickou pevnost nebo o snadnou enzymatickou degradaci vlivem
pusobeni enzymu hyaluroniddzy snizujici viskozitu kyseliny hyaluronové. Potlacenim
slabych stranek kyseliny hyaluronové se zabyva nékolik vyzkumnych skupin, které se vénuji
jejim chemickym i fyzikélnim modifikacim nebo rliznym sitovacim cestam. Jejich cilem je
vSak zachovéani plivodnich vyhodnych vlastnosti kyseliny hyaluronové ve vysledném

materidlu zajiStujici kompatibilitu s biologickymi tkanémi [40, 42].

2.1 Kyselina hyaluronova

Poprvé byla kyselina hyaluronova (Obrazek 13) izolovana z hovéziho sklivee roku
1934 K. Meyerem a J. W. Palmerem, ktefi ve své praci navrhli ndzev tohoto polysacharidu
vychazejicitho ze slova ,hyaloid”, tedy sklivec [43]. Lze ji nalézt jako extracelularni
glykosaminoglykan [44] ve vétSin€ lidskych tkéni a pfedev§im v synovidlni tekuting,
zminéném sklivci nebo v kizi, kde je jeji obsah nejvyssi [45]. Polymer kyseliny hyaluronové
se sklada z opakujicich se jednotek kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu
se stfidajicimi se B-(1—3)-glykosidickymi a B-(1—4)-glykosidickymi vazbami [40].
Za fyziologickych podminek jsou molekuly kyseliny hyaluronové pfitomné ve formé soli,

hyaluronatt, konkrétné jako hyaluronat sodny [45].
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Obrazek 13 Obecna struktura kyseliny hyaluronové.

Svou makroskopickou velikosti, viskoelasticitou a silnou hygroskopic¢nosti je kyselina
hyaluronova schopna variovat hydrataci tkani, a tim ovliviiovat osmotickou rovnovéahu [44].
Zaroven svymi fyziologickymi funkcemi je soucésti cytokineze [40] nebo plisobi jako
signalni molekula zapojujici se s dalSimi receptorovymi proteiny. V této souvislosti
se kyselina hyaluronovd ucastni bunéné migrace, organizace tkan¢ a zaroven takeé
angiogeneze, coz muze byt pro tkanové inzenyrstvi dilezitym faktorem [44]. Jak jiz bylo
zminéno na zacatku kapitoly, samotnd kyselina hyaluronova obsahuje vnitini defekty, které
mohou vést ke slabsSim mechanickym vlastnostem. K potlaceni téchto nedostatki se vyuziva
reaktivity karboxylové, hydroxylové nebo acetylaminové skupiny, jejichz modifikaci lze
pfipravit modifikované derivaty kyseliny hyaluronové vykazujici vy$s$i odolnost proti
degradaci nebo del$i dobu stability vysledného hydrogelu, coz rozsifuje jeho mozné aplikace

pro biomedicinské vyuziti [40].

2.2 Modifikace kyseliny hyaluronové

Jak bylo jiz dfive v této kapitole zminéno, modifikace chemické struktury kyseliny
hyaluronové by mohla vést k rozSifeni oblasti jeji aplikace, predevSim v disledku
prodlouzeni polocasu rozkladu, zlepSeni mechanickych a reologickych vlastnosti [40, 42,
44, 45]. Pti detailn¢jSim popisu jeji struktury lze charakterizovat karboxylovou, respektive
karboxylatovou skupinu [42, 44], diky niZ je molekula schopna rozpusténi ve vodnych
roztocich. AvSak pfitomnost této iontové funkéni skupiny a skuteCnost existence
vodikovych vazeb na Grovni intra- a intermolekuldrniho sitovani omezuje jeji rozpustnost
v béznych organickych rozpoustédlech [44]. Jedna se tedy o prvni mozné misto pro jeji
strukturni modifikaci. Dal§i atraktivni skupiny dostupné pro upravu struktury nativni
kyseliny hyaluronové jsou hydroxylovd a N-acetylova skupina. Obecné l1ze modifikace
provadét dvéma zpiisoby, a to konjugaci nebo sitovanim [40, 42, 44]. Oba ptistupy lze

vyuzit i samostatné, avSak velmi ¢asto se pfi konstrukci hydrogelii vyuziva jejich kombinace.
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U sitovani jde o spojeni n¢kolika jednotlivych fetézct jak nativni kyseliny hyaluronové,
tak jiz modifikovanych derivatl. Naproti tomu konjugace zahrnuje nékolik typli chemickych
reakci vedoucich k implementaci rtiznych funkénich skupin do fetézce nativni kyseliny
hyaluronové. Nyni jsou pro tyto ucely vyuZzivany i bioaktivni latky [42, 44] nebo markerové
molekuly, napf. barviva [44]. Pro pfipravu modifikovanych fetézcti kyseliny hyaluronové
a nasledné jejich hydrogelovych siti je tfeba pracovat ve specifickych podminkach, které
vedou k vysoké kvalité a Cistoté produktd. Uplatiiovany jsou reakce tzv. ,click reakce‘, aby
se zamezilo pouzivani toxickych ¢inidel, katalyzatorii nebo rozpoustédel. Reakce probihaji
za mirnych podminek, za vzniku miniméalniho mnozstvi vedlejSich produktt a s vysokym

kvalitativnim i kvantitativnim vytézkem [42].

2.2.1 Modifikace karboxylové skupiny

Prvnim krokem pro provedeni jakékoliv modifikace karboxylové funkéni kyseliny je
jeji aktivace vzhledem k nizké reaktivité¢ za mirnych podminek. Pfipravené derivaty
po modifikaci vykazuji vétSi odolnost vic¢i hyaluroniddzam [42], enzymim, bézné
se vyskytujicim v lidském téle [46, 47]. Tuto modifikaci lze provadét riznymi zpiisoby.
Jednim z nich je esterifikace, kterou lze provést i ve vodném prostiedi za vyuziti derivatl
na bazi oxiranu, napi. glycidylmethakrylatu (Obrazek 14). Vysledkem reakce je méné
hydrofilni molekula, tedy i méné rozpustna ve vodném prostiedi, coz vede k niz§imu sklonu

k degradaci zminénym enzymem [42].

TEA
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Obrazek 14 Modifikace karboxylové skupiny kyseliny hyaluronové
glycidylmethakrylatem.

Druhy zpisob modifikace karboxylové skupiny piredstavuje amidace, nejcastéji
provadéna aminy, hydraziny a hydrazidy [44]. Existuje n¢kolik syntetickych postupti, avSak
fada z nich zahrnuje znacené nevyhody pro piipravu biokompatibilnich materialti [42].
Jednou z vhodnych metod pro modifikaci a nasledné sitovani kyseliny hyaluronové je tzv.
Ugiho kondenzace (Obrazek 15). Reakce vyzaduje velmi silné kyselé prostiedi, za pouziti

formaldehydu a cyklohexylisokyanidu [48, 49].
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Obrazek 15 Ugiho kondenzace.

Utinny a vyhovujici postup pro modifikaci karboxylovych funké&nich skupin kyseliny
hyaluronové je jejich aktivace ve vodném prostiedi karbodiimidem, napt. 1-ethyl-3-[3-
(dimethylamino)-propyl]-karboimid (EDC) (Obrazek 16). Piitomto postupu nedochazi
ke $tépeni fetézcll kyseliny hyaluronové, reakce probihd za mirnych podminek, a proto miize
byt vhodna i pro modifikaci jinych, snadno degradujicich biopolymerti [44, 50, 51]. Druhou
potencialni reakci vedouci k pfipravé derivati kyseliny hyaluronové na zminéné funkéni

skuping je triazinem aktivovana amidace [42, 52].

I
~NH*

0 NH* H,N-R O
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— o N
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Obrazek 16 Modifikace karboxylové skupiny kyseliny hyaluronové aktivaci pomoci EDC.
2.2.2 Modifikace hydroxylové skupiny

Pti modifikaci hydroxylovych funkénich skupin zlstavaji karboxylové funkéni skupiny
nezménéné, a proto se u vyslednych derivati nijak neméni odolnost vici degradacnim
enzymim. Tyto Gpravy Ize provadét nékolika typy reakci, které vedou k riznym derivatim,
napiiklad k etherim, esterim nebo karbaméatiim [42]. Reakce vedouci k syntéze etherii
kyseliny hyaluronové je zna¢n¢ omezena vzhledem k nidroénym a nevhodnym reakénim
podminkdm pro budouci aplikace (ethery jsou v obecné roviné velmi malo reaktivni
slouceniny, vyjimku tvofi napf. oxiran). Jednim zmoznych postupli realizovanych
zamirnych  alkalickych  podminek je reakce kyseliny hyaluronové s 2-

alkyloxymethyloxiranem v DMSO [44, 53].

Esterifikacni reakce byvaji naroné kviili ne zcela rozpustné kyseliné hyaluronové

ve vhodnych rozpoustédlech pro acylacni reakce a nezddoucich reakénich podminkach
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pro biopolymery, jako je zvySena teplota ¢i pouZiti silnych katalyzatord. Dalsi komplikaci
je 1nizkéd reaktivita sekundarnich hydroxylovych funkénich skupin, a proto do reakce
vstupuji pouze primarni hydroxylové skupiny [44]. Ptikladem mulze byt esterifikace
kyseliny hyaluronové anhydridem kyseliny hexanové v DMSO (Obrazek 17). Podminkou
této reakce je Uprava hyaluronatu sodného na jeho kyselou formu. Tento krok je relevantni
pro kompletné rozpustnou reakéni smés. Hyaluronan sodny je také mozné esterifikovat
za stejnych podminek i v roztoku DMSO/voda (Obrazek 17). Prace Smejkalové a kolegt
ukdzala, Zze acylace provedena v DMSO vedla k regioselektivni substituci na primarni
hydroxylovou skupinu v poloze 6 N-acetyl-D-glukosaminu. Zatimco reakce probihajici
v prostfedi DMSO/voda vedla k substituci do polohy 6 nebo 4 N-acetyl-D-glukosaminu [54].
Atraktivni jsou také sulfatové estery kyseliny hyaluronové, pfi jejichz piipravé je vyhodné
pouzit komplexy SOs s organickymi aminy (napf. s trimethylaminem) [55] nebo amidy
(napt. s dimethylformamidem) [56]. Komplexy SO3 jsou pomérné mirné ¢inidla, stale ale
zpusobuji degradaci kyseliny hyaluronové, avSak mnohem méné nez diive pouZzivana
sulfatacni Cinidla (kyselina sirova, kyselina chlorsulfonova). Ipfi této reakci probihd

substituce regioselektivné na primarni hydroxylové skupiné [44].
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Obrazek 17 Esterifikace kyseliny hyaluronové anhydridem kyseliny hexanové v prosttedi
DMSO (A) a DMSO/voda (B).

2.2.3 Modifikace N-acetylové skupiny

Tyto modifikace zahrnuji pfedevSim deacetylace uvedenych skupin, ¢imz dochazi
k reaktivaci aminoskupiny, ktera tak miiZze byt vyuzita pro dalsi reakce [42, 44]. Deacetylaci

je mozné provadet nejen enzymatickou cestou, ale i cestou chemickou, naptiklad za pomoci
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hydrazinu nebo hydrazinsulfatu pii zvySenych teplotach (Obrazek 18). AvSak postup
zminénou ,,chemickou® cestou s sebou piindsi zna¢né nevyhody. Soucasné totiz dochazi
1 k hydrolytickému S§tépeni glykosidickych vazeb, coz vede ke fragmentovani fetézce [42,
44, 57]. Vyhodnou enzymatické deacetylace je mnohem mirnéjsi reakéni prostiedi, pfi
kterém nedochazi ke $tépeni glykosidickych vazeb. Do reakce je v§ak nutné zapojit enzym
hyaluronan-N-deacetylazu, kterd v dnesni dobé stale neni komeréné dostupnad [57]. Je mozné
jej pouze izolovat naptiklad z lidské tkan¢ [58] nebo z nékterych hub, jako je Scopulariopsis
brevicaulis nebo Aspergillus nidulans, coz se poprvé povedlo v roce 2011 dvojici Kim a Kim
[59]. Pro zachovani nativnich vlastnosti kyseliny hyaluronové je vSak deacetylace piili§
silnou modifikaci a tyto vyhodné vlastnosti pro materidlové biomedicinské aplikace ztraci

[42].
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Obrazek 18 Deacetylace kyseliny hyaluronové hydrazinem/hydrazinsulfatem.
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3 VYUZITI KOMPLEXU TYPU HOSTITEL-HOST PRI
KONSTRUKCI HYDROGELU

Systém hostitel-host (z angl. host—guest) je jednou z moznych nekovalentnich interakci
vyuzivanych pro ptipravu supramolekuldrnich hydrogelti [60, 61]. O supramolekularni
chemii se mluvi jako o ,,chemii pfesahujici molekulu. Pojednava totiz o vzniku vysSich
organizacnich struktur s vyuzitim nekovalentnich intermolekularnich interakci mezi dvéma
¢i vice molekulami [61, 62]. J. M. Lehn spolu s C. J. Pedersenem a D. J. Cramem obdrzeli
za formovani a rozvoj supramolekularni chemie v roce 1987 Nobelovu cenu za chemii [61].
J. M. Lehn pak ve své praci uvadi myslenku ,supermolekuly jsou pro molekuly

a intermolekuldrni vazbu tim, ¢im jsou molekuly pro atomy a kovalentni vazbu® [62].

Supramolekularni hydrogely se stavaji velmi atraktivnimi materidly, nejen
pro biomedicinské aplikace [63, 64]. Komplexy typu hostitel-host zprostiedkovavaji
specificka zesiténi, coz hydrogelovym sitim dodavé unikatni mechanické vlastnosti a vnasi
do siti jistou dynamiku [65]. Ta pifindsi do systému vyznamnou schopnost reorganizace
v kratkych Casovych intervalech, coz se projevi samoregeneratnim chovanim, ptipadné
vhodnym pteusporadanim podle vnéjsi vynucené sily nebo zmény podminek prostiedi [63,
66]. Obecné supramolekularni polymerni materidly diky smérovym nekovalentnim
interakcim vykazuji dal$i velmi vyznamné vlastnosti, naptiklad reverzibilitu, adaptibilitu

nebo rozlozitelnost [67].

3.1 Hostitel-host chemie

Komplexy typu hostitel-host, vyuzivajici riizné nekovalentni interakce (H-vazba, n-- -1t
interakce, van der Waalsovy sily, ...), jsou velmi oblibené pro konstrukeci
supramolekuldrnich hydrogelovych siti. Termin hostitel je mozny interpretovat jako
,velkou™ molekulu ¢i agregat, ktery se vyznacuje znacné€ prostorové objemnou kavitou,
nevyplnénou dutinou schopnou pojmout druhou komponentu, hosta [60, 61, 68]. Hostitele
lze také chapat jako molekuldrni strukturu obsahujici konvergentni vazebnd mista ve své
struktufe. Jednd se predevSim o makrocyklické slouceniny [61], kterymi mohou byt
cucurbit[xn]urily [69], cyklodextriny [70], pillar[n]areny [66], ale i dalsi. Hosté mohou byt
reprezentovani jak anorganickymi, tak organickymi slouceninami. Témi mohou byt
napiiklad anorganické ionty nebo organické slouc¢eniny jako jsou aminokyseliny ¢i hormony

[61], ale i jiné slouCeniny, napfiiklad klecové uhlovodiky, mezi n€z se fadi také nejmensi
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homolog zrodiny diamantanoidii, zndmy pod ndzvem adamantan [71]. Stabilita
a stechiometrie vzniklého komplexu je ovlivnéna fadou parametr, kdy mezi

nejvyznamngéj$i patii geometrickd kompatabilita molekuly hosta viici kavité hostitele [72].

3.1.1 Cucurbit[#n]uril v roli hostitele

Cucurbit[zn]uril (CB[n]), jakozto jeden zmoznych hostitelskych motivil, sestava
z glykolurilovych jednotek vzajemné propojenych skrze methylenové muistky (Obrazek 19).
K syntéze takovych makrocykli se vyuzivad rizny pocet [#n] monomernich jednotek
glykolurilu [63]. Pro biologické vyuziti jsou vSak nejvice relevantni CB[6], CB[7] a CBJ[8],
tedy struktury se 6, 7 a 8 jednotkami [7, 61]. Nékteré geometrické paramentry se pro kazdy
cucurbit[n]uril 1i§i. Vn&j§i priméry se pohybuji od 14,4 A do 17,5 A v zavislosti na poétu
obsazenych monomerti. Naopak vyska kavit je shodna, bez ohledu na pocet glykolurilovych
jednotek a odpovida 9,1 A [63, 69]. Dtlezitym paramentrem charakterizujicim kazdou
kavitu cucurbit[x]urilu je jeji vnitini objem. Pro CB[6] plati 142 A3, pro CB[7] 242 A?
au CB[8] odpovidd objem 367 A3 [73]. Obecné jsou tyto molekuly vysoce symetrické
a rigidni, s tvarem ptipominajici soudek. Uvnitf je dutina hydrofobni povahy, pficemz oba
jeji vstupy jsou ordmovany polarnimi karbonylovymi skupinami. Tyto skupiny jsou
pak diivodem mozného vzniku elektrostatickych interakci mezi samotnym cucurbit[z]urilem
a hostem s potencidlem parcialniho kladného ndboje [63, 66, 69]. CB[6] a CB[7] jsou
schopné vytvortit komplex pouze s jednim hostem. Zatimco CBJ[8], ktery mé znateln¢ vétsi
vnitini objem kavity, mize enkapsulovat az dvé hostujici molekuly, coz se mlze projevit

ve finalnich vlastnostech sité [7, 63].

Obrazek 19 Obecna struktura CB[7] (vlevo) a pohled shora (vpravo).
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Védeckd skupina Parka aspolupracovnikii publikovali zdafilou pfipravu
supramolekuldrniho hydrogelu na bazi kyseliny hyaluronové, sitované na zaklad¢ hostitel—
host chemie pro 3D bunétné inzenyrstvi. Pii kontrukci sit€¢ vyuzili vlakno kyseliny
hyaluronové modifikované molekulami CB[6] anaproti tomu dal§i vldkno kyseliny
hyaluronové modifikované naopak polyamidovymi jednotkami na bazi 1,6-diaminohexanu
nebo sperminu. Pfipravend vlakna byla za pfitomnosti bunék smichana a na zéklad¢ hostitel—
host interakce se vytvofila ocekavana sit’ obklopujici buiniky. Také se rozhodli provést
modularni modifikaci hydrogelu s vyuzitim rozdilnych ,,znacek“ navazanych na CB[6].
Tyto rizné upravené CB[6] kavity mohly poskytnout dal§i hostitel-host interakce
se zbyvajicimi volnymi polyamidovymi jednotkami na vldkné hyaluronanu a zaroven

zprostiedkovat vazbu i s ptitomnymi buiitkami (Obrazek 20) [74].

CB[6]-HA

+
Aib_m e
PA-HA

Obrazek 20 Schéma piipravené hydrogelové sit€ pomoci hostitel-host interakce [74].

Cilem prace Xu a kolegii bylo ptipravit supramolekularni hydrogel pro vyvoj obvazl
ran. Jejich postupy se opiraly o myslenku vyuziti supramonomert pro kontrukci obvazi,
které neobsahuji chemicky zesiténé struktury, ale vykazuji pravé dynamické vlastnosti
a schopnost rozkladu po aplikaci vybrané¢ho podnétu. Pro sestaveni vyuzili tripeptidovy
esterovy derivat, s podminkou konec¢né akrylatové skupiny, FGG-EA (Phe-Gly-Gly) a pro
tvorbu nekovalentnich hostitel-host interakci zvolili CB[8]. U pfipraveného hydrogelu byly
pozorovany ocekavané vlastnosti, jako biokompatibilita, elasticita, pozadovana porozita,
absorpce vody a schopnost pojmout a nasledn€ uvolnit terapeuticka ¢inidla. Jasné definovali
potebné mnozstvi 3,5-dimethyl-1-adamantanamin hydrochloridu [75], ve vodé rozpustného
1é¢iva zndmého jako ,,memantin® [76], k rozpusténi hydrogelu a tim uvolnéni terapeutického

¢inidla z matrice (Obrazek 21) [75].
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Rozpustény hydrogel Supramolekuldrni hydrogel

Obrazek 21 Schéma piipravy hydrogelové sité¢ pomoci hostitel-host interakce [75].
3.1.2 Cyklodextrin v roli hostitele

Cyklodextriny (CD), hojné vyuzivané v oblasti medicinskych aplikaci a chemie, se fadi
mezi cyklické oligosacharidy sklddajici se z D-glukopyranosovych jednotek vazanych
prostfednictvim o-(1—4)-glykosidickych vazeb (Obrazek 22) [61, 64, 77]. V zavislosti
na poctu obsazenych D-glukopyranosovych jednotek Ize rozlisit nékolik typti cyklodextrint,
z nichz nejbéznéji vyuzivané a nejvice popsané jsou a-CD se 6 jednotkami, B-CD se 7
jednotkami a y-CD sestavajici z 8 jednotek. Pocet jednotek v cyklu se zaroven odrazi
v charakteristickych fyzikélnich vlastnostech a ve vlastnich rozmérech kavit [63, 72]. Svym
3D uspotradanim do kruhové vélcové struktury ptipominaji cyklodextriny komoly kuzel [64]
s typickou vyskou kavity 7,9 A. Obecné se pro danou kavitu li§i rozméry vétsiho a mensiho
priméru o 1-2 A [78]. Pro porovnani s rozméry vyse popsanych cucurbit[n]urild jsou vn&jsi
priméry cyklodextrinGi o néco mensi, konkrétné se pohybuji od 13,7 A do 16,9 A [70].
Relevantni jsou i objemy dutin, pro a-CD 174 A3, B-CD 262 A? a pro y-CD plati 427 A3
[78]. Pro interakci s hostujicimi molekulami maji kavity vhodnou hydrofobni dutinu
s hydrofilngjs§im okrajem, kdy se primarni hydroxylové skupiny smétuji do uzsiho vstupu,
zatimco sekundarni hydroxylové skupiny lemuji opacny, $irsi [79]. Pravé tyto hydroxylové

skupiny oteviraji moznost modifikaci cyklodextrinti i béznymi chemickymi postupy [80].
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Obrazek 22 Obecna struktura 3-CD (vlevo) a pohled shora (vpravo).

Na zaklad¢ architektury pfipravené supramolekularni sit¢ lze hydrogely na bazi
cyklodextrini rozdélit na dvé zdkladni skupiny. Jednak na supramolekuldrni hydrogely
na bazi poly(pseudo)rotaxant, tvoiené jednim ¢i dvéma polymernimi vldkny a dale
na supramolekularni hydrogely zprostfedkované interakci s hostujici molekulou [77, 81].
U tvorby inkluznich komplexii s cyklodextriny v roli hostitele je relevantni i spravny vybér
hostujici molekuly, ptredevS§im pak jeji geometrie a fyzikalné-chemické vlastnosti.
Enkapsulace hostujici molekuly je podminéna pravé témito faktory, které se odrazeji
v afinité k danému makrocyklu, rovnéz v intenzité a typu pouzitych interak¢nich sil [70, 77].
K typickym hostujicim molekuldm k ptipravé cyklodextrinovych siti patii azobenzen [82],
ferrocen [83], derivaty cholesterolu [84] a klecové uhlovodiky, zejména adamantan [71, 85,

86].

Skupina Harady ajeho kolegli uspéSné pfiipravila samopfilnavy tuhy material
se specifickymi adhezivnimi vlasnostmi na zékladné hostitel-host interakci mezi [-
cyklodextrinem a adamantanem (Obrazek 23). Cilem bylo zajistit adhezi pro pevny material
bez vyuziti béznych chemickych lepidel. Pro uskutecnéni adheze mezi pevnymi materialy
vyuzili xerogel na bazi polyakrylamidu, jelikoz xerogely vykazuji vysoké mechanické
pevnosti ve srovnani napiiklad s béznymi hydrogely. Vysychani mé pro tento typ materialu
vyznamnou roli, jelikoz timto zplisobem lze dosdhnout maximalniho ,,uzamceni* vazby
na pozadovanych mistech. Dva povrchy s modifikacemi -cyklodextrinu a adamantanu byly
aktivovany malym mnoZstvim vody pro uskutecnéni samotnych hostitel-host interakci.
Jakmile doslo k tvorbé komplexti, xerogel se nechal samovolné vyschnout, ¢imz dochéazelo
k postupnému snizovani pohyblivosti materidlu a ukotveni jednotlivych spoji. Vysledky
prace vedou k zavéru, ze hostitel-host interakce lze vyuzit jako molekularni ,,lepidlo*

s reverzibilni schopnosti bez nutnosti ptidavku jinych chemickych aditiv [87].
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Hostitel-host interakce

Adheze
hostitelského
a hostujiciho

xerogelu

Obrazek 23 Schéma piipraveného xerogelu pomoci hostel-host interakce [87].

Zajmem veédecké skupiny Wanga akolegii bylo pfipravit fotoresponzivni
supramolekuldrni hydrogel pomoci interakce hostitel-host mezi a-cyklodextrinem
a azobenzenovymi skupinami. Regulace pomoci svétla predstavuje rychly, v podstaté vzato
bezkontaktni zptisob, bez nutnosti piidani dal$ich chemickych ¢inidel, jak lokalné¢ ovlivnit
usporadani takovych hostitel-host vazeb hydrogelu. Vyuzitd azobenzenova skupina ma
pti bézném viditelném svétle trans (E) konformaci, kterd je maximalné vhodna pro utvoreni
komplexit s a-cyklodextrinem. Naopak pifi ozafeni UV zafenim azobenzenova skupina
prechazi do cis (Z) konformace a takovy tvar nema potiebnou afinitu k zapadnuti do kavity
makrocyklu, coz vede k uvolnéni vazby a nasledné k rozpadu hydrogelové sité. Experiment
vedl k pozitivnimu zavéru, ze takové vazby je mozné fotochemicky fidit a prechod mezi sol-
gel fazi je mozny i po né€kolik cykll, coz by podle autorti mohlo vést ke slibnym aplikacim

[88].
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 POUZITE PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (#) uvedené v bakalaiské praci byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou
korigovany. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach typu Alugram
Sil G/UV254 firmy Macherey-Nagel. Jako mobilni faze byla pouzita smés
petrolether/ethylacetat v poméru 1/1 (v/v) nebo Cisty ethyl-acetat.

Infracervend spektra (IR) byla métena na piistroji FTIR ALPHA-T (Bruker, Némecko)
v podob¢ KBr tablet. Pi vypisu spekter z IR byly vyuzity nasledujici zkratky charakterizujici
intenzitu absorp¢nich past: s (silny), m (stiedni), w (slaby), ptfipadné také jejich Sitku:
b (Siroky pas).

NMR spektra byla méfena na pristroji JEOL ECZ 400R/S3 (Jeol, Japonsko) pracujicim
pii frekvenci 399,78 MHz ('H). Chemické posuny v '"H NMR spektrech jsou uvadény
v jednotkach ppm. Internim standardem bylo rozpoustédlo 'H: 8(rezidualni CHCl3) = 7,26
ppm. Pro zapis signalt z NMR spekter byly pouzity nasledujici zkratky: s (singlet),
d (dublet), t (triplet), m (multiplet), u (nerozliseny).

Kvalitativni analyza reakénich smési a pfipravenych latek byla provadéna pomoci
plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem vybavenym
kvadrup6lovym hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu, GC-Q-MS QP2010, Japonsko)
anebo pomoci plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem
vybavenym trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu, GC-QqQ-MS
TQ2030, Japonsko). Plynovy chromatograf (GC-Q-MS) byl vybaven kolonou EQUITY 1
(30 m x 0,32 mm x 1,0 um) nebo v pfipadé GC-QqQ-MS kolonou SH-I-IMS (30 m x
0,25 mm x 0,25 pum). Pro veSkeré analyzy byl zvolen nasledujici teplotni program:
100 °C/7 min; 30 °C/min s teplotou nastfiku 250 °C. Nosnym plynem bylo He, iontovy
zdroj: 200 °C, 70 eV. Ve vypisech signali z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty
signall s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma molekulovych iontli. Hodnoty intenzit

vybranych fragmentti jsou uvedeny v zdvorce za hodnotou m/z.

ESI-MS experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X (Bruker Daltonics) za pouZiti elektrospreje jako iontového zdroje. Méfeni byla
provadéna v pozitivnim skenovacim moédu. Do iontového zdroje byly vzorky pfivadény
v podobé roztoku kovovou kapilarou pfi konstantnim pritoku 3 pl-min!. Ostatni parametry
byly nasledujici: koncentrace 0,5 mg-ml!, rozpoustédlo MeOH/H,O (1/1, v/v), napéti
na kapilafe —4,2 kV, napéti na konci kapilary 140 V, teplota susiciho plynu 220 °C, priatok
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susiciho plynu 6 dm* min™!, tlak rozpraSovaciho plynu 55,16 kPa. Jako susici a rozpraSovaci
plyn byl pouzit dusik. Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci vybrané¢ho iontu,
meéfena za pomoci kolizn€ indukované disociace (CID), pficemz jako kolizni plyn bylo

pouzito helium.
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5 PROVEDENE SYNTEZY

5.1 Priprava adamantan-1-karbonylchloridu

Do reakéni banky byly navazeny 2 g (11,1 mmol) adamantan-1-karboxylové kyseliny
(1), které byly nasledné rozpustény v 6 cm? (82,2 mmol) thionyl chloridu. Do roztoku byly
pfidany dvé kapky DMF. Barika byla vlozena do olejové 1azné&, napojena na zpétny chladic
a smés byla po dobu 3 hodin refluxovana pod inertni atmosférou. Po ukonc¢eni reakce byla
smés vytemperovana na laboratorni teplotu. Nésledné byla reakéni smés vysusena proudem
dusiku (pfes silikonové septum) a pro maximalni dosuSeni byla pouZzita membranova
vyvéva. Pozadovany adamantan-1-karbonylchlorid (2) byl ziskdn v podobé nazloutlého
krystalického prasku ve vytézku 2,18 g (96 %), # 42—45 °C (lit. [89] 4748 °C). Spektralni

data odpovidaji literatufe [90].

5.2 Ochranéni bis(2-dimethylaminoethoxy)ethanu

Do reakéni baiky bylo odpipetovano 8 cm® (55 mmol)  bis(2-
dimethylaminoethoxy)ethanu (3) a 15 cm? bezvodého dichlormethanu. Batika byla umisténa
do ledové lazné a po dobu 3 hodin byl do banky opatrné (po kapkéch) piikapavan roztok di-
terc-butyl-dikarbonatu (2 g, 9,2 mmol) ve 20 cm? bezvodého dichlormethanu. Cela reakce
probihala pod inertni atmosférou dusiku. Po pfidani veskerého ,,dikarbonatu® byla reakéni
smés michana za laboratorni teploty pies noc. Nasledné byla reakéni smés promyta
destilovanou vodou (6 x 20 cm?). Promyty dichlormethanovy podil byl su§en nad bezvodym

siranem sodnym po dobu 4 hodin a poté odpatfen na vakuové rotacni odparce.
terc-Butyl-2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethylkarbamat (4)

Titulni latka byla ziskdna v podob¢ nazloutlého olejovité kapaliny ve vytézku 1,23 g (54 %).
Spektralni data odpovidaji literatuie [71].

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 5,15 (s, 1H, CONH); 3,62 (um, 4H, CH); 3,53 (um, 4H,
CH,); 3,32 (m, 2H, CH,); 2,90 (m, 2H, CHa); 1,96 (s, 2H, NHa); 1,44 (s, 9H, CHs) ppm.

GC-MS (tr = 5,64 min); m/z (%): 175 (18), 163 (25), 150 (16), 131 (7), 119 (11), 118
(8), 106 (39), 104 (7), 102 (25), 89 (36), 88 (55), 87 (56), 86 (5), 77 (5), 75 (21), 74
(17), 72 (39), 70 (10), 62 (9), 61 (33), 59 (38), 58 (37), 57 (100), 56 (14), 55 (5), 45
24).
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IR: 3366 (bm), 2976 (m), 2931 (m), 2871 (m), 1711 (s), 1523 (m), 1456 (w), 1391 (w), 1366
(m), 1277 (w), 1252 (w), 1175 (m), 1120 (w), 865 (w) cm’".

5.3 Syntéza N-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethyl}-1-adamantan

karboxamidu

Do reakéni banky bylo navazeno 200 mg (0,805 mmol) slouceniny 4 a nasledné
napipetovano 0,67 cm? (4,832 mmol) triethylaminu a 1,9 cm?® bezvodého dichlormethanu.
Baiika byla umisténa do ledové lazn€ a po dobu 3 hodin byl po kapkach ptidavan roztok
adamantan-1-karbonylchloridu (208 mg, 1,043 mmol) ve 2,3 cm?® bezvodém
dichlormethanu. Po pfidani veského adamantan-1-karbonylchloridu byla reakéni smés
michana do dal§iho dne pfi laboratorni teploté pod chlorkalciovym néastavcem. Nasledné
byla smés extrahovana 1 M vodnym roztokem K,COj3 (2 x 10 ¢cm?) a organicka faze dale
promyta nasycenym roztokem NaCl (1 x 10 cm?®). Organicky podil byl susen nad bezvodym
siranem sodnym po dobu 1 hodiny. Po zfiltrovani susidla bylo rozpoustédlo odpateno
na vakuové rotaéni odparce. Ziskany nazloutly olej byl opét rozpustén ve 2 cm? bezvodého
dichlormethanu a do roztoku bylo pfidano 0,5 cm?® (6,731 mmol) trifluoroctové kyseliny.
Reakéni smés byla za pokojové teploty michdna po dobu 3 hodin pod inertni atmosférou
dusiku. Kapalna faze poté byla odpafena na vakuové rotacni odparce. K ziskanému podilu
olejovité konzistence bylo pfidano 10 cm? 10% vodného roztoku NaOH. Vznikla smés byla
extrahovana dichlormethanem (3 x 10 c¢m?). Spojené organické podily byly nasledné
extrahovany 10% vodnym roztokem NaOH (2 x 10 cm?), destilovanou vodou (2 x 10 cm?)
a nasycenym roztokem NaCl (1 x 10 cm?). Organicka faze byla po dobu 2 hodin suSena nad

bezvodym siranem sodnym a poté odpafena na rotacni vakuové odparce.
N-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethyl}-1-adamantankarboxamid (5)

Titulni latka byla ziskdna v podobé nazloutlé¢ho oleje ve vytézku 161 mg (65 %). Spektralni
data odpovidaji literatufe [71].

'"H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 6,09 (s, IH, CONH); 3,64 (um, 4H, CH>); 3,52-3,58 (um,
4H, CHy); 3,44-3,47 (m, 2H, CHy); 2,90 (m, 2H, NH>»); 2,05 (m, 3H, CH(Ad); 1,87 (m, 6H,
CH2(Ad)); 1,69-1,77 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,50 (m, 2H, CH>) ppm.

IR: 3364 (bm), 3042 (w), 2905 (s), 2851 (m), 2679 (W), 2657 (w), 1637 (m), 1530 (m), 1453
(w), 1285 (w), 1108 (m), 814 (w) cm™".
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5.4 Syntéza N-[2-(2-{2-[4-(chlormethyl)benzamido]ethoxy}ethoxy)-

ethyllJadamantan-1-karboxamidu

Do reakéni banky bylo odpipetovano 70 ul (0,4832 mmol) 4-(chlormethyl)benzoyl
chloridu a2 cm? bezvodého dichlormethanu. Za laboratorni teploty byl do banky pfikapavan
roztok latky 5 (150 mg, 0,4832 mmol) a 0,1 cm? (0,7248 mmol) triethylaminu v bezvodém
dichlormethanu. Nasledné¢ byla reakéni smés ponechana michat opét pii laboratorni teploté
do druhého dne. Reakéni smés byla extrahovana 1 M vodnym roztokem K>CO3 (6 x 10 cm?)
a organicky podil nasledné promyt nasycenym roztokem NaCl (1 x 10 cm?). Organicka faze
byla suSena nad bezvodym siranem sodnym po dobu 3 hodin a poté odpafena na rotacni

vakuové odparce.

N-[2-(2-{2-[4-(chlormethyl)benzamido]ethoxy } ethoxy)ethyl]adamantan-1-
karboxamid (6)

Titulni latka byla ziskdna v podobé¢ zlutého oleje ve vytézku 141 mg (63 %).

'"H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 7,80 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ph); 7,47 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ph);
6,68 (s, 1H, CONH); 5,97 (s, 1H, CONH); 4,62 (s, 2H, CH2Ph); 3,65-3,69 (um, 8H, CH>);
3,57 (m, 2H, CH»); 3,44 (m, 2H, CH>»); 2,03 (m, 3H, CH(Ad); 1,84 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,67—
1,76 (m, 6H, CH2(Ad)) ppm.

ESI-MS (pos.) m/z (%): 501,2 [M+K*]" (28); 485,2 [M+Na']" (100); 463,2 [M+H']"
(38). ESI-MS (neg.) m/z (%): 497,1 [M+CI T~ (43); 461,1 [M—H*]" (100).

IR: 3350 (bm), 2905 (s), 2851 (m), 1720 (w), 1640 (m), 1538 (m), 1452 (w), 1272 (m),
11102 (w) em .

5.5 Nukleofilni azidace slouceniny 6

V reakéni batice bylo v 5 ¢cm® bezvodého acetonu rozpusténo 30 mg (0,0648 mmol)
slouceniny 6. Do vzniklého roztoku bylo jednorazové ptidano 42 mg (0,648 mmol) azidu
sodného (NaNj3) a vzniklad smés byla refluxovdna pod inertni dusikovou atmosférou az do
okamziku spotiebovani vychozi latky. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (SiO2,
mobilni faze methanol/ethylacetat, 1/1, v/v). Reakce byla ukoncena po 10 hodinach.
Po ukonceni reakce byla reakéni smés ziedéna destilovanou vodou a vodna faze byla

extrahovana dichlormethanem (5 x 10 c¢m?). Spojené organické podily byly po dobu
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10 hodin suSeny nad bezvodym siranem sodnym a poté odpafeny na rota¢ni vakuové

odparce.

N-[2-(2-{2-[4-(azidomethyl)benzamido]ethoxy} ethoxy)ethylJadamantan-1-karbox-
amid (7)

Titulni latka byla ziskdna v podobé bezbarvého oleje ve vytézku 18,2 mg (60 %).

'"H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 7,80 (d, J = 7,7 Hz, 2H, Ph); 7,38 (d, J = 7,7 Hz, 2H, Ph);
6,69 (s, 1H, CONH); 5,95 (s, 1H, CONH); 4,39 (s, 2H, CH2Ph); 3,63-3,67 (um, 8H, CH>);
3,54 (m, 2H, CHy); 3,42 (m, 2H, CH»); 2,01 (m, 3H, CH(Ad); 1,82 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,65—
1,74 (m, 6H, CH2(Ad)) ppm.

IR: 3340 (bm), 3043 (w), 2906 (s), 2852 (m), 2099 (s), 1641 (m), 1538 (m), 1453 (w), 1347
(w), 1252 (w), 1104 (m), 756 (w) cm™".
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II1.

DISKUZNI CAST
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6 UVOD DO DISKUZNI CASTI

Ptedlozena bakalaiska prace navazuje na problematiku publikovanou v roce 2023
vyzkumnou skupinou doc. Roberta Vichy z Ustavu chemie FT UTB v Carbohydrate
Polymers [71]. V pfedmétném clanku byla popsana piiprava hydrogelu na bazi -CD-
modifikovaného hyaluronanu a nizkomolekuldrnich sitovacich ¢inidel hvézdicovitého typu
obsahujici ve tfech terminalnich poloh4dch adamantanové jednotky, zabezpecujici interakci
s B-CD prostiednictvim hostitel-host interakci. Hostujici molekuly se liSily poctem
ethylengylkolovych jednotek a povahou vazby (amidova, esterovd) mezi centralnim
aromatickym (fenylovym) jadrem, ramenem a adamantanovymi jednotkami. Smichanim
hosta a hostitele doslo k tispésnému vytvoreni supramolekularni 3D sité s typickou
dynamickou povahou, samoregeneracnim chovanim a prokazanou necytotoxicitou (Obrazek
24). Ackoliv se jednalo, dle reologickych analyz, o hydrogel, jeho viskozita byla relativné
mala. Divodem je pravdépodobné nizkd asociacni konstanta mezi adamantanovymi

jednotkami a B-CD makrocykly.
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Obrazek 24 Grafické vyobrazeni ptipravené supramolekularni 3D sité [71].

Viskozita komplexu

Cilem predlozené bakalarské prace bylo pfipravit nové nizkomolekularni sitovaci
¢inidlo kombinujici dvé vazebna mista pro tvorbu nizkomolekuldrnich nevazebnych
interakci. Prvni pfedstavuje adamantanovy motiv zajist'ujici tvorbu hostitel-host komplexti
s B-CD jednotkami umisténymi na hyaluronovém fetézci. Druhy piedstavuje uracilovy
motiv, u kterého lze pfedpokladat tvorbu orthogonalni vodikové vazby s dalsi uracilovou
jednotkou umisténou taktéz na hyaluronanu. Nutno podotknout, ze pfipravou

modifikovaného hyaluronanu se zabyva v ramci své bakalatské prace Filip Jirousek.
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7 PROVEDENE SYNTEZY

7.1 Navrh syntetické strategie

Synteticka strategie byla rozdélena na dvé hlavni vétve vedouci k pfipravé jednak
adamantanového motivu pro tvorbu hostitel-host interakci s B-CD a uracilové jednotky
pro zabezpeceni orthogonélnich vodikovych vazeb. Cilovy produkt této bakalarské prace

ptedstavoval azid 7, jehoz struktura je zndzornéna na Obrazek 25.
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Obrazek 25 Schéma syntetické strategie prvni vétve.
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Druhou ¢asti strategie (Obrazek 26) je pfiprava dalSiho vazebného motivu, a sice

uracilové jednotky.
0 o) 0
NH
OH NH o” NH 7N . =N NH
S WX - LA
N0 N“0 N0
H H H

Obrazek 26 Schéma syntetické strategie druhé vétve.

Finalnim produktem piedlozené syntetické strategie je jiz diskutované
nizkomolekularni sitovaci ¢inidlo, schopné kombinovat hostitel-host interakce a vodikové
vazeby pro naslednou realizaci hydrogelové sité, piripravené spojenim obou produktil
vychazejici z prvni a druhé vétve (Obrazek 27). Syntézy znazornéné na Obrazku 26 a 27

budou realizovany v nasledujicich letech jako projekt mé diplomové prace.
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Obrazek 27 Schéma piipravy findlniho produktu.

7.2 Priprava karboxamidu 5

Syntéze N-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethyl }-1-adamantankarboxamidu 5
ptedchazelo n¢kolik reakénich krokt, v rdmci nichz byly ziskdny slouceniny 2 a 4. Jejich
vzajemnou reakci byl syntetizovan Boc-chranény (neizolovany) meziprodukt, jehoz

naslednym odchranénim byla ziskana zminovana latka 5.

7.2.1 Chlorace adamantan-1-karboxylové kyseliny

Prvni provedena syntéza vedla k adamantan-1-karbonylchloridu (2), a to chloraci
vychozi kyseliny 1. Reakce byla uskutecnénd substituci pomoci thionyl chloridu

za ptitomnosti DMF jakozto aktivatoru (Obréazek 28).
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SOCl,
OH > Cl
DMEF, reflux 155 °C, 3 h

o) o)
1 2 (96 %)

Obrazek 28 Chlorace adamantan-1-karboxylové kyseliny.

Uvedena reakce je v kontextu nasi vyzkumné skupiny relativné béznou a probihala bez
jakychkoliv pozorovanych komplikaci. Reakéni smés byla ponechana refluxovat po dobu
3 hodin a po ukonceni reakce byla, béhem temperace na laboratorni teplotu, stdle michana
pod inertni atmosférou dusiku. Pro zahusténi produktu a odstranéni zbylého vzniklého plynu
(oxidu sifi¢itého a chlorovodiku) byl vyuzit proud dusiku foukany do reakéni smési, ktera
postupné piesla z viskézniho roztoku do tuhé mazlavé formy. K maximalnimu vysuseni byla
pouzita membranova vakuova vyvéva po dobu asi 1 hodiny. Reakce byla provedena dvakrat,
pfi¢emz pozadovany produkt byl ziskdn v obou piipadech ve vytézku 96 % a v Cistoté

umoznujici jeho pouziti do dal§iho reakéniho kroku bez nutnosti jakékoliv purifikace.

7.2.2 Priprava Boc-chranéného aminu

Dalsim krokem bylo ochranéni bis(2-dimethylaminoethoxy)ethanu (3) terc-
butyloxykarbonylovou skupinou, oznacovanou zkratkou ,,Boc*. (Obrazek 29). Pozadovany
monoochranény diamin je nezbytny pro nésledujici synteticky krok, kdy je nutné, aby

reagovala pouze jedna aminova skupina vychoziho diaminu.

0
NHZ\/\O/\/O\/\NHz Boc,O . NHZ\/\O/\/O\/\NJ\OJ<
DCM, -5 °C H
3 4 (54 %)

Obrazek 29 Ochranéni bis(2-dimethylaminoethoxy)ethanu.

Reakce by méla nutné probihat za nizkych teplot a pro zajisténi ochrany pouze jedné
aminové skupiny bylo tfeba pouzit pifebytek diaminu 3, a to konkrétné jeho Sestindsobek
(molérni). Pfed zahdjenim reakce byla smés latky 3 a bezvodého DCM fadné vychlazena
v ledové lazni, ktera byla udrzovana po celou dobu piikapavani roztoku di-ferc-butyl-
dikarbonatu v bezvodém DCM v rozmézi 0 az —10 °C. Roztok ,,dikarbonatu® byl pfipraven
v ptikapavaci nalevce s vyrovnavanim tlaku, ze které byl pfikapavan do roztoku diaminu
po dobu 3 hodin. Reakéni smés byla ponechand michat pfes noc za laboratorni teploty
a nadsledn¢ zpracovana. Pfedmétnd reakce byla provedena celkem pétkrat. V jednom ptipadé

vznikla v reak¢éni smési srazenina, kterou bylo tfeba pfed samotnym zpracovanim zfiltrovat.
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Tato skutecnost vSak neméla vliv na celkovy izolovany vytézek produtku ve srovnani
s ostatnimi provedenymi reakcemi, avSak chromatograficka cistota této konkrétni reakce
nebyla pfilis uspokojiva, proto nebyla latka ziskana touto konkrétni reakci pouzita do dalsich
reakci. Cistota a struktura pfipravené latky 4 byla potvrzena pomoci plynové chromatografie
s hmotnostné-spektrometrickym detektorem (GC-MS). Maximalni dosazeny izolovany

vytézek slouceniny 4 byl 54 % s chromatografickou Cistotou 93 %.
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Obrazek 30 Chromatogram po ochranéni bis(2-dimethylaminoethoxy)ethanu.

V uvedeném chromatogramu (Obrazek 30) lze pozorovat dva piky. Prvnimu piku
s retencnim Casem 5,64 minuty nélezi pozadovana latka a sice monoochranény diamin 4.
V druhé poloviné spektra je pozorovatelny pik sretenénim c¢asem 7,79 nélezici
diochranénému diaminu, taktéZ vznikajicimu b&hem provadéné reakce. Tento vznikly
vedlej$i produkt neni pro dalsi pribeh syntéz zadouci. Relativni zastoupeni vzniklych
produktti, pozadované latky 4 a vedlejsitho diochranéného diaminu, je podle provedené

analyzy 93:7.

7.2.3 Reakce slouéenin 2 a 4 za vzniku karboxamidu 5

Vyse komentované reakce vedly k pfipravé vychozich latek pro syntézu N-{2-[2-(2-
aminoethoxy)ethoxy]ethyl}-1-adamantankarboxamidu (5). Pfiprava slouceniny 5 probihala

ve dvou krocich, kdy Boc-chranény meziprodukt (ziskany v prvnim kroku) nebyl izolovan

(Obrazek 31).
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Obrazek 31 Syntéza karboxamidu 5.

V prvnim kroku byla provedena syntéza Boc-chranéného karboxamidu 5 reakci
sloucenin 2 a 4. Reakce probihala v mirném molarnim piebytku slou€eniny 2 za pfitomnosti
triethylaminu v prostfedi bezvodého DCM. Po celou dobu provadéni reakce byla reakéni
smés monoochranéného diaminu (4) chlazena ledovou 1azni s udrzovanou teplotou mezi 0
az—10 °C. Roztok latky 2 v DCM byl opatrné ptikapéan k chlazené smési v prub¢hu tii hodin.
Reakéni smés byla dale ponechana michat za laboratorni teploty pies noc a nasledné byla
zpracovana. Boc skupiny jsou obecné velmi citlivé na pfitomnost silnych kyselin. Druhy
krok néasledoval ptfidanim trifluoroctové kyseliny (TFA) k ziskanému oleji, kdy
se na pfechodnou dobu v reakéni smési objevila bild ,,mlha“, bez zndmek exotermiho
prabéhu. Reakéni smés byla ponechdna michat na magnetickém michadle po dobu tii hodin
a nasledné byla ihned zpracovéana. Odchranéni probihd ve ¢tyfech krocich. Pfitomna silné
kyselina, v tomto ptipadé TFA, nejprve zajistuje protonaci pfitomného karbamatového
atomu kysliku, na coz navazuje ztrata terc-butylového karbokationtu. Po nésledném pienosu
protont nastava dekarboxylace a vznikad opét piivodni amin za uvolnéni oxidu uhli¢itého.
Tato dvoustupiiova reakce byla provedena celkem osmkrat, pticemz dvakrat byla provedena
ve vétsim mnoZzsvi. ZvySené mnozstvi reaktantt v§ak vedlo k vyrazné niz§imu izolovanému
vytézku, a proto byla reakce nadéale provadéna v niz§im mnozstvi vychozi latky 4, a sice
v mnozstvi 200 mg. V tomto piipad¢ €inil maximalni izolovany vytézek pozadovaného

karboxamidu 5 65 %. Struktura slou¢eniny 5 byla potvrzena pomoci '"H NMR a IR.
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Obréazek 32 'H NMR spektrum slouceniny 5.

V ziskaném 'H NMR spektru (Obrazek 32) lze pozorovat v alifatické oblasti signaly
patfici adamantanovému motivu (rdzovd barva) a také atomy vodiku pochézejici
z alifatického fetézce (fialova barva). Zaroven jsou viditelné dva singlety, jeden pochazejici
z amidové skupiny (modrd barva) a druhy pochazejici z primérni aminové skupiny

nachazejici se v termindlni poloze pfipravné slouceniny (zelend barva).

7.3 Reakce karboxamidu 5 s 4-(chlormethyl)benzoylchloridem

Reakce slouceniny 5, pfipravené v piredchozim reakénim kroku, a 4-
(chlormethyl)benzoylchloridu (Obrazek 33), poskytla ocekavany produkt, kterym byl N-[2-
(2-{2-[4-(chlormethyl)benzamido]ethoxy } ethoxy)ethyl]adamantan-1-karboxamid (6).

Syntéza probihala mechanismem nukleofilni substituce za Ucasti triethylaminu jako baze,

v prostiedi bezvodého DCM.
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Obrazek 33 Priprava latky 6.

Nastinéna reakce probihala ve dvou riznych pomérech pouzitych reaktanti. Nejprve

byla reakce provadéna s molarni pievahou ,.chlorderivatu® (1,2 ekv.). Roztok latky 5
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(v DCM) byl velmi opatrné po kapkach piiddvan za laboratorni teploty k roztoku 4-
(chlormethyl)benzoylchloridu v DCM. Ze zacatku ptikapavani byla v reakéni smési
pozorovana tvorba piechodné bilé mlhy, ktera se jiz po nékolika pfidanych davkach
neobjevovala. Po veSkérém piidani roztoku latky S byla reakéni smés ponechana michat
za laboratorni teploty a inertni atmosféry dusiku pfes noc. Béhem michani bylo odpateno
velké mnozstvi DCM, a proto bylo tfeba jej pied zpracovanim do reakéni smési doplnit
a nasledné reakéni smés fadné promichat. Po zpracovani reakéni smési, realizovaném
nejprve extrakci 1 M vodnym roztokem K>COs (2 x 10 cm?), byl organicky podil promyt
nasycenym roztokem NaCl (1 x 10 ¢m?) a ziskany surovy produkt analyzovan pomoci
'"HNMR. Analyza odhalila pfitomnost nezreagovaného vychoziho chlorderivatu a blize
neidentifikovaného vedlejsiho produktu a ztoho plynouci nutnost purifikace surového
produktu. Ten byl ptecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO>, mobilni faze: 1) ethyl-
acetat, 2) methanol). Typ a potadi zvolenych mobilnich fazi byly pfedem vybrany na zakladé
TLC analyzy surového produktu. Jednotlivé frakce ziskané v prib&éhu chromatografie byly
taktéz sledovany pomoci TLC a detekovany pod UV lampou. Ethyl-acetat byl vyuzit jako
prvni mobilni faze, ktery latku 6 z kolony nevynesl. Proto byl nasledné pouZit polarné;si
methanol, kterym byla staciondrni faze fadn€ promyta a na TLC byla prok4zéna piitomnost
slou¢eniny 6. Opét byla provedena 'H NMR analyza, kde se pre¢isténi projevilo, avSak stale
byla zfejmé ptitomnost malého mnozstvi (cca 20 %) vychoziho chlorderivatu. Finalnim
krokem byla extrakce 1 M vodnym roztokem Na>CO3 (3 x 10 cm?®), diky niZ se podafilo
nezadouci nedistoty ze ziskaného produktu odstranit, coZ bylo potvrzeno pomoci 'H NMR
analyzy. Zvolené reakéni podminky a zpisob zpracovani reakéni smési se bohuzel ukéazaly
jako neefektivni, jelikoZ po veSkerém zpracovani a purifikaci byla pozadovana sloucenina 6

vyizolovana v nizkém vytézku (17 %).

Z tohoto diivodu byla dal$i provedena reakce provedend v jinych molarnich pomérech
vstupnich reaktanttl, a to konkrétné v poméru 1:1. Ekvivalentni mnoZzstvi triethylaminu bylo
ponechano. Postup syntézy probihal totozné, avSak pfi zpracovani reakéni smeési
se postupovalo rozdilné. Po ukonceni reakce byla reakéni smés podrobena opakované
extrakci 1 M vodnym roztokem Na>COs (6 x 10 cm?®). Ziskany produkt byl podroben
'"H NMR analyze, ktera poskytla informaci o ¢istot€¢ pozadovaného produktu, jehoz dalsi

purifikace jiz nebyla nutna. Sloucenina 6 byla izolovana ve vytézku 65 %.
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Obrazek 34 '"H NMR spektrum slouéeniny 6.

V 'H NMR spektru (Obrazek 34) lze v alifatické oblasti pozorovat signaly pochazejici

z adamantanového motivu (rtizova barva) a dale atomy vodiku z alifatického fetézce (fialova

barva) spojujiciho adamantanovy motiv a aromatické jadro. Dale Ize pozorovat dva singlety

odpovidajici atomiim vodiku z amidovych skupin (modra barva) a dva dublety nalezici

atomiim vodiku aromatického jadra (zlutd barva). V neposledni tadé¢ byl ve spektru

pozorovan singlet s posunem ~ 4,6 ppm odpovidajici methylenové skupin€ (zelena barva)

spojujici aromatické jadro a atom chloru.
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Obrazek 35 ESI-MS latky 6.
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Na Obrazku 35 je zndzornéno hmotnostni spektrum prvniho fadu (ziskané metodou
ESI-MS) zméfteni v pozitivnim skenovacim médu. Ve spektru jsou patrné tfi dominantni
signaly odpovidajici protonované molekule (463 m/z), sodnému a draselnému aduktu
slouceniny 6 (485 a 501 m/z). Zméfeno bylo rovnéz spektrum v negativnim skenovacim
modu, v némz byl jako dominantni pozorovan ion o m/z 461 odpovidajici deprotonované

molekule. Ziskana spektra jsou dal§im dikazem svéd¢icim o uspe€sné ptipraveé chlorderivatu

6.

7.4 Nukleofilni azidace slouceniny 6

Finalnim krokem vedoucim k pfipravé cilové latky 7 byla nukleofilni azidace

slouceniny 6 pomoci azidu sodného v prostiedi bezvodého acetonu (Obrazek 36).

T nn e A :
NN N (0]
© Hk@\/m aceton, reflux 60 °C, 10 h ~"o \/\N)K©\/
N3

o} o H
6 7 (60 %)

Obrazek 36 Nukleofilni azidace slouceniny 6.

Vychozi latku 6 bylo nejprve nutné rozpustit v bezvodém acetonu a nasledné bylo
k roztoku jednorazové, velmi opatrné, pfidano azidacni cinidlo. Reakéni smés byla
ponechéna refluxovat a priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC pod UV lampou jako
detektorem s vhodné¢ vybranou mobilni fazi. Prvni provedena reakce byla ponechdana michat
ptes noc, kdy bohuzel doslo k odpateni veskerého acetonu z reakéni smési (pravdépodobné
z diivodu drobné netésnosti v reakéni aparatuie), a proto bylo nutné jej ihned po pifichodu
do laboratote do reak¢ni banky doplnit. Pii provadéni druhé reakce bylo mnozstvi acetonu
peclive sledovano. Syntéza byla ukoncena ve chvili, kdy byl patrny zdsadni ubytek skvrny
na TLC piedstavujici vychozi latku reakce. Béhem reakce byla pozorovana tvorba srazeniny
NaCl. Po ukonceni reakce byla reakéni smés ziedéna vodou, kdy doSlo jak k rozpusténi
vzniklého NaCl, tak krozpusténi nezreagované¢ho azidu sodného. Nasledné probéhla
extrakce DCM (5 x 10 cm?), pfi¢emz izolovany vytéZek se u obou reakci pohyboval okolo
60 %. Struktura a Gistota pfipravené latky 7 byla nasledné potvrzena pomoci 'H NMR

analyzy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

57

CHCl,

CH,CI,

J
I I

Aceton

AL

e

T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
Chemical Shift (ppm)

20

Obrazek 37 Srovnani '"H NMR spekter slou¢enin 6 (modré spektrum) a 7 (zelené

spektrum).

Na Obrazku 37 jsou znazornéna 'H NMR spektra slou¢enin 6 a 7. Nejvyznamnéj$im

signalem, potvrzujicim vznik pozadovaného azidu 7, je singlet s posunem cca 4,4 ppm

(oranzovéa barva). Tento signdl je jednozna¢nym dikazem o Upesné provedené nukleofilni

azidaci vychoziho chlorderivatu 6. Posun methylenovych atomti vodiku (PhCH2N3) o cca

0,2 ppm, ve srovndni s methylenovymi atomy vodiku (PhCH2Cl) vychozi latky 6, je

v souladu s daty diive popsanymi v odborné literatuie [91]. Ve spektu azidu 7 lze rovnéz

pozorovat minoritni signal atomil vodiku PhCH>ClI pochéjecich z vychozi slouceniny 6, kdy

integraci bylo zjiSténo, Ze se jednd o mnozstvi odpovidajici ~ 2,5 %. Rovnéz se ve spektru

azidu 7 nachazi signaly pochazejici z DCM a acetonu, tedy rozpoustédel pouzitych

v pribéhu provadéni reakce ¢i zpracovani reakéni smési. To je ddno nedostatenym

dosusenim ziskaného produktu.
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8 VYHLED DO BUDOUCNA

Dle vySe nastinéné syntetické strategie je ziejmé, ze ,,projekt”, jehoz je bakalaiska
prace soucasti, neni zdaleka u konce. V prvé fad¢€ je nutné pfipravit odpovidajici mnoZzstvi
findlni slouceniny bakaléaiské prace, tedy azidu 7. Nasledn€ budou provedeny syntézy podle
schématu druhé vétve (Obrazek 26), zacinajici oxidaci s naslednou aminaci, kde ptichazi
na fadu prace s uracilovou jednotkou. Po spésné ptipravé uracilového vazebného motivu
bude logickym krokem spojeni jiz pfipraveného azidu 7 s uracilovou jednotkou za vzniku
uvazovaného nizkomolekuldrniho sitovaciho ¢inidla, které by mohlo zabezpecovat nejen
tvorbu hostitel-host komplexii s jednotkami B-CD, ale také orthogondlnich vodikovych

vazeb.

Na schématu (Obrazek 38) je znazornéna architektura uvazované cilové hydrogelové
sité, jakozto vysledku spojeni nasledujiciho projektu moji diplomové prace a bakalaiské
prace Filipa Jirouska. Skelet je tvofen hyaluronovymi fetézci modifikovanymi -CD a navic
obdobnymi uracilovymi jednotkami. Kombinace hostitel-host interakci a vodikovych vazeb
neni jen pfedpokladem pro efektivnéjsi tvorbu supramolekularni sité, ale také vyrazné
ovlivnéni a pfedevSim pak vylepseni reologickych vlastnosti vysledného hydrogelu, ve

srovnani s diive pripravenou siti [71].

Nutno podoktnout, zZe na obrazku je znazornéno nizkomolekuldrni sitovaci ¢inidlo
obsahujici dva adamantanové motivy a jednu uracilovou jednotku. Mnou pfipravovany
ligand bude obsahovat jeden adamantanovy motiv a jednu uracilovou jednotku a predstavuje
pomyslnou prvni generaci, na niz bude ovéfeno, zda bude navrzeny systém vykazovat

ocekavané vlastnosti. Nasledné bude ptipraven ,,tritopicky* ligand druhé generace.

Pfi smykovém napéti

D2
}*}*&Y

Obrazek 38 Grafické znazornéni uvazované supramolekulérni 3D sité.
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ZAVER

Predlozena bakalatska prace predstavuje pokracovani nedavno publikovaného ¢lanku
[71], vnémz byla popsana piiprava hydrogelu, jehoz tvorba byla zabezpecovana
nekovalentnimi interakcemi mezi nizkomolekularnim sitovacim cinidlem na bazi
adamantanu a B-cyklodextrinem modifikovanym hyaluronanem. Cilem této prace bylo
pfipravit prvni ¢ast nové navrzené¢ho nizkomolekuldrniho sitovaciho cinidla, a sice
adamantanového motivu schopného tvorby hostitel-host komplexti. Dle navrzené syntetické

strategie byly provedeny jednotlivé reakce, které vedly k uspésné piipravé uvazované

slouceniny 7.

Zahajujicim krokem byla piiprava adamantan-1-karbonylchloridu (2) chloraci
z vychozi adamantan-1-karboxylové kyseliny (1) a ochranéni bis(2-
dimethylaminoethoxy)ethanu (3) pomoci Boc chranici skupiny, kdy pfipraveny
monoochranény terc-butyl-2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethylkarbamat (4) byl nezbytny
pro spravny prubéh nasledujici reakce. V potadi tfeti typ reakce zahrnoval ptipravu N-{2-
[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethyl }-1-adamantankarboxamidu (5) vramci dvou po sobé
jdoucich krokl. Nejprve probéhlo spojeni piedesle pripravenych latek 2 a 4 s naslednym
odchranénim aminové skupiny za pomoci TFA. Reakce se ukézala byt ucingjsi pfi pouziti
vychozich latek v men$im mnozstvich (malé stovky miligrami). Nésledovala reakce
slouceniny 5 s 4-(chlormethyl)benzoylchloridem. Reakce byla provadéna ve dvou riznych
molarnich pomérech vychozich latek (s 1,2 molarnim piebytkem chlroderivatu
a v ekvimolarnim mnozstvi), za vzniku pozadovaného produktu, N-[2-(2-{2-[4-
(chlormethyl)benzamido]ethoxy }ethoxy)ethyl] adamantan-1-karboxamidu (6). Pii reakci
provadéné s mirnym molarnim piebytkem vychoziho chlorderivatu byla nutnd purifikace
surového produktu, kterd se ukazala byt relativné¢ komplikovand, coz vedlo ke zméné
poméri vychozich latek na 1:1. Uprava poméru vychozich latek a iprava postupu b&hem
zpracovani surového produktu vedla k menSimu zneciSténi pozadované slouceniny 7
vychozim chlorderivatem. Posledni provedenou reakci byla nukleofilni azidace latky 6

vedouci uspésné k pozadovanému azidu 7.

Stuktura vSech pfipravenych latek byla navrzena pomoci dostupnych analytickych
metod, zejména '"H NMR a GC-MS. V 'H NMR spektru slouc¢eniny 7 byl jasné prokazatelny
posun vodikového signalu pochazejiciho z methylenové skupiny spojujici aromatické jadro

s nove¢ zavedenou azidovou skupinou.
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V nésledujici dob€ bude primdrnim cilem pfipravit odpovidajici mnozstvi azidu 7 s jeho
naslednou purifikaci pro ziskani Cistého azidu bez piitomnosti vychozi latky a predev§im
pak zahdjeni syntéz v ramci druhé casti navrzené syntetické strategie a nésledné spojeni
azidu 7 s derivatem na bazi uracilu prostfednictvim triazolového motivu. Timto by mélo
vzniknout nové nizkomolekuldrni sitovaci ¢inidlo obsahujici v termindlnich polohéch

adamantanovy a uracilovy motiv (Obrazek 27).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BOC
CB[n]
CD
DCM
DMF
DMSO
EDC
ESI-MS
GC-MS
GLY
HRP
IR
NMR
PHE
TEA
TFA

TLC

terc-butyloxykarbonylova skupina

cucurbit[n]uril

cyklodextrin

dichlormethan

dimethylformamid

dimethylsulfoxid
1-ethyl-3-[3-(dimethylamino)-propyl]-karboimid
hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
glycin

Avidin-peroxidéaza ( z angl. HorseRadish Peroxidase)
infracervena spektroskopie

nukledrni magnetické rezonance

fenylalanin

triethylamin

trifluoroctova kyselina

tenkovrstva chromatografie



