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ANOTACE:

Byl pfipraven a  charakterizovan novy typ  konjugatu  prednisolonu
s poly(ethylenglykolem). Zpisob navazani prednisolonu na polymer spocival
v provedeni Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice mezi (prednisolon-21-yl)-pent-4-
ynoatem a a,w-diazido-poly(ethylenglykolem). Byly podrobné studovany dvé rtzné
metody pfipravy inkluzni slouceniny (polypseudorotaxanu) konjugatu (prednisolon-21-
yl)-pent-4-ynoatu s a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) a a-cyklodextrinu. Obé metody

vsak pozadovany polypseudorotaxan neposkytovaly.

KLICOVA SLOVA:

Prednisolon;  Poly(ethylenglykol);  a-Cyklodextrin;  Huisgenova  cykloadice;

Polypseudorotaxan

ANNOTATION:

New type of prednisolone — poly(ethylene glycol) conjugate was prepared and
characterised. The formation of this conjugate consisted in Huisgen 1,3-dipolar
cycloaddition of prednisolone-21-yl pent-4-ynoate on «,w-diazido-poly(ethylene
glycol). Two different methods for formation of polypseudorotaxane derived from
prednisolone — poly(ethylene glycol) conjugate and a-cyclodextrins was studied in
detail. Unfortunately, the both methods did not lead to formation of desired

polypseudorataxane.

KEYWORDS:

Prednisolone; Poly(ethylene glycol); a-Cyclodextrin; Huisgen cycloaddition;

Polypseudorotaxane



Souhrn

V ramci diplomové prace byl piipraven a charakterizovan novy typ konjugatu
prednisolonu s poly(ethylenglykolem) 5. Navazani prednisolonu na polymer bylo
uskute¢néno Huisgenovou 1,3-dipolarni cykloadici (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu
(4) s o,w-diazido-poly(ethylenglykolem) (2). (Prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4) byl
pfipraven acylaci prednisolonu chloridem kyseliny pent-4-ynové (3), ktery byl
pfipraven  pusobenim  trifosgenu na  pfislusnou  kyselinu.  a,w-Diazido-
poly(ethylenglykol) (2) byl pfipraven dvoukrokovou syntézou z poly(ethylenglykolu)
0 molekulové hmotnosti 2000 g/mol.

Déle byla studovana piiprava inkluzni slouceniny (polypseudorotaxanu)
konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) (5)
a a-cyklodextrinu dvéma rozdilnymi metodami. V ptipadé metody spocivajici
V navlékani a-cyklodextrinii na polymerni fetézec konjugatu 5 byl ve vSech
provedenych pokusech izolovan polypseudorotaxan 8, ktery vSak dle NMR
spektroskopie obsahoval molekulu prednisolonu pouze na jednom konci polymerniho
fetézce. Druhou metodou, spoc¢ivajici v Huisgenové 1,3-dipolarni adici (prednisolon-21-
yl)-pent-4-ynoatu (4) na inkluzni slouceninu a,w-diazido-poly(ethylenglykolu) a o-
cyklodextrinu (6) se polypseudorotaxan 7 ptipravit nepodafilo.

Pticinou netspésné ptipravy inkluzni slouceniny konjugatu (prednisolon-21-yl)-
pent-4-ynoatu s  a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) a o-cyklodextrinu 7 je
pravdépodobné velikost molekuly prednisolonu, ktera zabratiuje navlékani o-
cyklodextrinli na poly(ethylenglykolovy) fetézec. Tento zavér je v rozporu s diive

publikovanymi studiemi.



Summary

This thesis describes the preparation and characterisation of new type of
prednisolone — poly(ethylene glycol) conjugate 5. The anchoring of prednisolone on the
polymeric carrier was performed by application of Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition of
prednisolone-21-yl pent-4-ynoate (4) on a,w-diazido-poly(ethylene glycol) (2).
Prednisolone-21-yl pent-4-ynoate (4) was prepared by acylation reaction of
prednisolone with pent-4-ynoyl chloride (3), obtained by the action of triphosgene on
the corresponding acid. a,w-Diazido-poly(ethylene glycol) (2) was synthetized via two-
step synthesis started from poly(ethylene glycol) (M = 2000 g/mol).

Further, the formation of polypseudorotaxane derived from prednisolone —
poly(ethylene glycol) conjugate 5 and a-cyclodextrins by two different methods was
studied. In the case of the method based on threading of a-cyclodextrin molecules onto
polymeric chain of conjugate 5, all of performed attempts afforded polypseudorotaxane
8. However, it was determined by means of NMR spectroscopy, that the complex 8
includes only one molecule of prednisolone. From this fact follows, that
polypseudorotaxane 8 was formed only from the by-product, which contains
prednisolone anchored only on one side of polymeric chain. The second method of
preparation of compound 7 employing Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition of
prednisolone-21-yl pent-4-ynoate (4) on polypseudorotaxane 6 formed from o,w-
diazido-poly(ethylene glycol) (2) and a-cyclodextrins was unsuccessful.

This failure of formation of polypseudorotaxane 7 derived from prednisolone —
poly(ethylene glycol) conjugate 5 and a-cyclodextrins can be probably explained by
sterical demand of the prednisolone molecule, which prohibited the threading of a-
cyclodextrin onto poly(ethylene glycol). This finding is in conflict with previously

published studies.



Seznam zkratek:

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
CyD cyklodextrin

DCC N,N-dicyklohexylkarbodiimid
DMAP 4-dimethylaminopyrridin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DIC N,N-diisopropylkarbodiimid

HC hydrokortison

MPD methylprednisolon

NHS N-hydroxysukcinimid

PEG poly(ethylenglykol)

PD prednisolon

THF tetrahydrofuran

Ts toluensulfonyl

MW mikrovinné zareni

DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en
MMA methylmethakrylat

TBAF tetra-n-butylamonium fluorid
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1. Uvod a teoretickd &dst

1. Uvod a teoreticka &ast

1.1 Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo nejprve provést literarni reSerSi tykajici se
biologickych vlastnosti prednisolonu a ptipravy jeho konjugatt.

Nasledné mél byt z poly(ethylenglykolu) o molekulové hmotnosti 2000 g/mol
a prednisolonu piipraven konjugat, ve kterém by spojeni prednisolonu s polymernim
nosi¢em bylo uskute¢néno pomoci triazolové spojky. Pii syntéze konjugatu méla tedy
byt vyuzita Huisgenova 1,3-dipolani cykloadice. Pro tento ucel mély byt pfipraveny
piislusné vychozi latky: o,w-diazido-poly(ethylenglykol) a (prednisolon-21-yl)-pent-4-
ynoat. VSechny pfipravené slouceniny mély byt charakterizovany pomoci
spektroskopickych metod.

Dalsim cilem bylo ovéfeni moznosti vzniku inkluzni slouceniny
(polypseudorotaxanu) konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s a,w-diazido-
poly(ethylenglykolem) a a-cyklodextrinu, a to dvéma rozdilnymi zpasoby. Prvni
predstavuje navlékani a-cyklodextrini na polymerni fetézec konjugatu, druhy pak
vyuziva Huisgenovu 1,3-dipolarni adici (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu na inkluzni
slouceninu a,w-diazido-poly(ethylenglykolu) a a-cyklodextrinu. Vysledky pokusi
tykajicich se pfipravy inkluzni slouceniny konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu
s a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) a a-cyklodextrinu mély byt vyhodnoceny
a porovnany s pifedchozimi studiemi, ve kterych byly popsany analogické inkluzni

slouceniny prednisolonu a poly(ethylenglykolu).*?

13



1. Uvod a teoretickd &dst

1.2 Prednisolon

1.2.1 Prednisolon — struktura

Prednisolon je latka patiici do skupiny tzv. glukokortikoidd, tedy steroidnich
hormonti  vylucovanych klrou nadledvin. Struktura prednisolonu je tvofena
tetracyklickym systémem, ktery je spoleény pro vSechny steroidni latky. Jde o tzv.
steran (cyklopentanoperhydrofenanthren) (Obrazek 1). Ctyii kruhy tohoto skeletu se
znaéi od levého dolniho kruhu jako A, B, C, D. Kruhy se ¢isluji od kruhu A. Sesti¢lenné
kruhy (A, B, C) zaujimaji zidlickovou konformaci, ale diky vzajemnému spojeni kruhii

u nich nemtize dochézet k inverzi konformace kruhi, jako u cyklohexanu.®

Obrazek 1 - Steran

Prednisolon  (Obrazek 2) je chemickym nazvem (11p)-11,17,21-
trihydroxypregna-1,4-dien-3,2-dion. Jeho sumarni vzorec je CjHzs0s, coz odpovida
molekulové hmotnosti 360,45 g/mol.* Jako moZna nelistota byva &asto uvadéna
pfitomnost hydrokortisonu (HC). Hydrokortison se od prednisolonu liSi pfitomnosti
jednoduché vazby misto dvojné mezi uhliky Cl1 a C2. Mezi dalsi vyznamné
glukokortikoidy patii napiiklad 6-methyl derivat — methylprednisolon (MPD).

Methylprednisolon ma podobné terapeutické uginky jako samotny prednisolon.”

prednisolon methylprednisolon hydrokortison

Obrazek 2 — Struktura prednisolonu, methylprednisolonu a hydrokortisonu

14



1. Uvod a teoretickd &dst

1.2.2 Prednisolon — vlastnosti

Prednisolon je bily krystalicky prasek, ktery ma jisté hygroskopické vlastnosti.
Je vsak téméf nerozpustny ve vod€. Snadno rozpustny je naptiklad v ethanolu a
methanolu, mélo rozpustny pak v acetonu nebo v dichlormethanu.* Jeho bod tani je 240-
241°C.*

1.2.3 Prednisolon — pouziti

Prednisolon patii mezi latky glukokortikoidni povahy, které jsou pouzivany jako
1é¢iva s vysokym terapeutickym potencidlem. Prednisolon je €asto vyuZzivan pii 1€cbé
astmatu,® ulcerézni kolitidy a Crohnovy choroby,” uveitidy (zanéty oka), revmatoidni
artritidy,’ Bellovy paralyzy, roztrousené sklerézy,” systémového lupusu erythematodes,
dermatomyositidy a autoimunitni hepatitidy,’® Hortonova syndromu (cluster headaches,
migrenézni neuralgie), vaskulitidy, akutni lymfoblastické leukémie.* Prednisolon se
nezadoucimi vedlejsimi ucinky, mezi které patii naptiklad diabetes, glaukom,
hypertenze, osteopordza, Obezita a moznost navozeni psychotickych stavi. Tyto
nezadouci U€inky se spolecné oznacuji jako tzv. Cushinglv syndrom.* Za ugelem
omezeni téchto nezddoucich ucéinkid jsou vyvijeny nové Iékové formy prednisolonu

a methylprednisolonu, nejéast&ji jejich konjugata.'**

Prednisolon 1ze podavat oralné
nebo intravenézng, popi. lokaln& v zavislosti na specifickém udelu pouziti.™
Prednisolon se v jatrech metabolizuje na biologicky inaktivni slouceniny, které jsou
vyluovany prevazné ledvinami. Z divodu nespecifického smérovani prednisolonu na
misto zanétu jsou k lepSimu zacileni 1é¢iva pouzivany vysoké a Casté davky tak, aby
bylo dosazeno zadaného téinku (>7,5 mg/den piti kazdodenni oralni aplikaci nebo az
1000 mg kazdy druhy den pfi intraven6znim podzini).m’17

Dalsi u¢inné latky, které jsou strukturné odvozeny od prednisolonu (dle Ceského
1ékopisu (2009) a European Pharmocopoeia 5.0), jsou jeho &ty estery (Obrazek 3).1819
prednisolon-17-ethylkarbonat 2 1-propanoat (Prednicarbatum),
prednisolon-21-acetat (Prednisoloni acetas),

prednisolon-21-fosfat sodny (Prednisoloni natrii phosphas),

prednisolon-21-pivaloat (Prednisoloni pivalas)

15



1. Uvod a teoretickd &dst

prednisolon-21-fosfat sodny prednisolon-21-pivaloat

Obrazek 3 — Struktura prednisolon-17-ethoxykarbonyl-21-propanoatu, prednisolon-21-

acetatu, prednisolon-21-fosfatu sodného a prednisolon-21-pivaloatu

V soucasnosti se vyzkum derivati prednisolonu zaméfuje predevSim na vyvoj
a aplikaci jeho konjugati, vyuzivajicich navazani prednisolonu kovalentni vazbou na
rizné nosice. PouZitim vhodného nosie a chemické spojky umoZiujici navazani
molekuly prednisolonu, muze byt toto 1é¢ivo transportovano do cilové oblasti, kde ma
pusobit. Tim lze zabranit celosystémovému puisobeni prednisolonu, coz ma za vysledek
omezeni jeho vedlejSich nezddoucich Gc¢inkl. Zaroven lze takto 1épe fidit odbouravani

1é¢iva, respektive jeho uvoliiovani pi prichodu organismem.?

16



1. Uvod a teoretickd &dst

1.3 Nizkomolekularni konjugaty prednisolonu

Konjugaty prednisolonu se mohou ve srovnani se samotnym prednisolonem
vyznacovat uréitymi vyhodami. Zasadni vyhodou byva zacileni prednisolonu pfimo na
oblast, kde je pozadovan jeho tucCinek. Dale je pro konjugaty typickd zména

farmakokinetiky, tj. setrvani prednisolonu v organismu, a tedy prodlouZzeni jeho ucinku.

1.3.1 Sodné soli estert kyseliny sirové

Prednisolon 21-sulfat sodny se pouziva pfedev§im pro lécbu zanétu tlustého
stteva. Obecné se latky glukokortikoidni povahy velmi dobfe vstiebavaji predevsim
V horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, napfiklad v zaludku, nebo v tenkém stievé, a
proto pii oralnim podani proniknou az do tlustého stieva jen ve velmi nizkych
koncentracich. Dnes je tento problém feSen podavanim vysokych davek 1é¢iv. To vSak
neni z dlouhodobého hlediska vhodné, vzhledem kvyse uvedenym nezadoucim
Géinkam glukokortikoidd.?*

Pti pouziti sulfatd lze docilit lepsiho zacileni 1éCiva na tlusté stievo (colon
specific prodrug). Sulfaty prednisolonu Ize relativné snadno pfipravit (Schéma 1) a jsou

chemicky stabilni, hlavné v prostiedi zaludku a tenkého stieva. K cilenému uvoliiovani

prednisolonu v tlustém stievé dochazi za uginku specifickych stievnich sulfataz.?!

Schéma 1 - Syntéza sodné soli 21-sulfatu prednisolonu

1.3.2 Estery karboxylovych kyselin

Estery prednisolonu s karboxylovymi kyselinami patii do vyznamné skupiny
nizkomolekularnich konjugati. Uvolnovani u¢inné latky z proléciva je dosazeno za
pomoci specifickych enzymi — esterdz. Piikladem mutze byt prednisolon 21-

hemisukcinat (Obrazek 4).
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Obriazek 4 - Prednisolon 21-hemisukcinat

Dalsim pfikladem mohou byt estery prednisolonu odvozené od série

terpenovych karboxylovych kyselin (Obrazek 5).° Tyto derivaty byly piipraveny za

. P e ¥ - o r gy 2223
ucelem studia vlivu postranniho fetézce na penetraci pies kozni tkang.

(@]
PD-seneciat: R = )J\)\
)OJ\)\/\)\
PD-geranat: R = = =

0]

PD-farnesylat: R = = = =

PD-geranylgeranat: R =

Obrazek 5 - Estery prednisolonu odvozené od terpenovych kyselin

Jiné konjugaty prednisolonu a hydrokortisonu obsahuji ve své struktufe
molekuly tripeptidii vazané ptes spojku tvofenou esterem kyseliny jantarové v poloze
21 nebo pes hydrazonovou vazbu v poloze 3.% Jako tripeptidy byly pouzity Glu-Asp-
Gly-OH, resp. His-Gly-Glu-OH v ptipadé esterovych derivati. Hydrazonové derivaty
obsahovaly tripeptid His-Gly-Lys-NHNH,. Zptsob syntézy téchto latek je uveden ve
Schématu 2. Aktivace prednisolon-21-jantaratu N-hydroxysukcinimidem (NHS) misto
4-nitrofenolem vedla k vyssim vytézkim vyslednych produktd. Tyto konjugaty se

o e, - e e 24
vyznacuji imunosupresivnimi a¢inky.
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4-nitrofenol

DCC/THF

DMF/H,O Glu-Asp-Gly-OH

H* His-Gly-Lis-NH-NH,

His-Gly-Lis-NH-N

Schéma 2 - Syntéza konjugata prednisolonu s tripeptidy

Dalsi zajimavé konjugaty prednisolonu (PD) obsahujici esterovou skupinu (napf.
nitrooxybutyryl-, nitrooxymethylbenzoyl- nebo hydrofilni spojky
nitrooxyalkylpiperidinylacetyl, resp. nitrooxyalkylpiperazinylacetyl) jsou uvedeny ve
Schématu 3. Ve vSech piipadech je esterifikovan hydroxyl na uhliku 21. Tyto konjugaty
se vyznacuji tim, Ze jejich rozpadem v organismu dochazi ke vzniku oxidu dusnatého,
&imz se zvysuje protizandtlivy u¢inek. (Schéma 3) U t&chto 16&iv bylo rovn&Z zjisténo,
7e jejich terapeuticka aplikace vede ke sniZzeni nezadoucich vedlejSich ucinku

prednisolonu.
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o] o)
chlormethylbenzoylchlorid PD. AgNO3 PD. _
PD-OH > o] Z — > o] s
EtgN, THF, 25°C s U R CHiCN/THF 4h ]
R = 0-CH,ONO;
R = 0-CH,CI; 2 2;
5;?;'; Z;'F 4-brombutanoyl chlorid m-CH,Cl; m-CH,ONO;
' p-CH,Cl p-CH,ONO, , (NCX 1015)
AgNO3
° CH5CN o
po. M~ T o M
e} PDJ o ONO,
8h
(CHQ)FIONOZ
v _(CH,)nONO,
CICOCH,CI 0 X EtsN, DMF o) X
PD-OH ———— > pp_ o+ [ j - N
EtNg, THF, 25°C o N o
HCI
H X=CH,n=2
X=CH,n=3
X=N,n=2
X=N,x=3

Schéma 3 — Syntéza konjugati prednisolonu uvolnujicich oxid dusnaty

Z vyse uvedenych derivatl je zajimava predevsim sloucenina oznacena kodem
NCX 1015. Ta vykazuje nejlepsi protizanétlivé vlastnosti a zaroven nizsi vedlejsi
ucinky v porovnani se samotnym prednisolonem. V soucasné dobé je ve fazi
preklinického testovani.?>? Latka NCX 1015 je rovnéz testovana jako mozné 1écivo pro
obnovu funkci po poranéni michy. Je znamo, ze vysoké davky glukokortikoidti mohou
zlepSovat regeneraci funkci po porandni michy u zvifat,?” aviak vzhledem k jejich
nezadoucim G¢inkdim je toto pouziti u lidi omezeno. Slou¢enina NCX 1015 vykazuje
natolik nizké vedlejsi ucinky typické pro glukokortikoidni latky, ze by jeji aplikace
V této oblasti mediciny mohla byt zvazovana.”’ Latka NCX 1015 také vykazuje vyssi
protialergicky potencil, nez samotny prednisolon.?

Jiny konjugat prednisolonu piedstavuje sloucenina na bazi prednisolon-21-
sukcinatu substituovaného thiofenem s ptitomnou nitroskupinou (Schéma 4).
Nitroskupina slouzi jako jakysi molekularni spinac citlivy na reduktivni prostiedi. Po
redukci tohoto derivitu dochézi k uvolnéni vlastniho 1é¢iva.*® Bioredukee byva
dosazena ve stavu hypoxie,® tj. stavu s nedostateénou koncentraci kysliku ve tkanich.
Hypoxie nastava mimo jiné rovnéz u ruznych chorobnych stavii, vcetné rakoviny

a revmatické artritidy.
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O

HO S amid kys. jantarové
WNOZ HOOC/\/U\O S
DMAP, pyridin | ) NOz

\j

CeFsOH | DCC, EtOAC

0
o)
PD NO s DMAP,DMF o 0
o) | p—No, CeFs \N/\/U\O S
o) |/ NO,
+

PD-OH

Schéma 4 - Syntéza prednisolon hemisukcinatu 5-nitrothiofen-2-ylmethyl esteru

Dal8i konjugat prednisolonu (Schéma 5) byl syntetizovan za ucelem jeho
cileného uvoliiovani v tlustém sttevé. Cilem bylo vytvofit prekurzor prednisolonu (PD),
ktery umozni jeho vstfebavani pfedevsim v tlustém stfevé misto vstiebavani ve stievé
tenkém, nebo v zaludku, podobné jako tomu bylo v pfipadé prednisolon-21-sulfitu.
Rozpad konjugatu je popsan ve Schématu 5. Po bioredukci azoskupiny a nasledné
cyklizaci (,,cyclisation-activation prodrug strategy ) dochazi k uvolnéni samotného
prednisolonu. Tento postup se obvykle pouziva v ptipadech, kdy je potiebné zvyseni
pasivni difuze a biologické dostupnosti pii oralnim podéni.31

o)

PD. NH;
0 0

PD\ (0]
O% OH azoreduktasa
(CH2)n —_—
N OH

2

NH

OH OH

intramolekularni laktamizace (CH2)n
> N>: © +  ppon

H

Schéma 5 — Princip uvoliiovani prednisolonu z konjugatu prednisolonu s
azoslouceninou
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=, w1

samotného prednisolonu, avsak jeho aplikace je spojena s potlatenim nezadoucich
efekta typickych pro prednisolon. Tento derivat ma tedy velky potencial pro cilenou

1éCbu tlustého stieva peroralnim podémim.31

1.3.3 Konjugaty prednisolon-21-hemisukcinatu s cyklodextriny
Cyklodextriny (CyD) jsou cyklické oligosacharidy skladajici se z 6 az 8 jednotek
D-glukosy spojené a-1,4-glukosidickou vazbou (Obrazek 6). Vice o téchto slou¢eninach
pojednava kapitola 1.6. Cyklodextriny jsou mimo jiné vyuzivany k vylepSeni vlastnosti
1é¢iv, jako je naptiklad vyssi rozpustnost, stabilita nebo biokompatibilita. Konjugaty
cyklodextrini a prednisolonu lze dle chemické struktury délit bud’ na inkluzni
komplexy, které podléhaji snadné disociaci v télnich tekutinach, nebo na konjugaty, ve

ktery je 1é¢ivo spojeno s cyklodextrinem kovalentni vazbou.

HO,

-

(HO 68 OH ‘ 3
) © = g - |
0
o %) O\bﬂ%b &ohp
(0] b ’ “
(OH)12,14,16 6-8 ‘%" wf on M ) 4

o, B, y-CyD

Obrazek 6 — Struktura a-, -, y-cyklodextrinu

Prikladem konjugatu s kovalentné vazanym prednisolonem je derivat, ktery byl
ptipraven piipojenim prednisolon-21-hemisukcinatu na aminoskupinu mono(6-deoxy-6-
amino)-B-cyklodextrinu pomoci amidické vazby (Schéma 6).%% Zpisob chemického

uvolnéni prednisolonu v organismu je popsan ve Schématu 7.
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(HO 0= ||
-TS NaNg
pyndln 18h, 25 °C H,0, 7h, 100 "C

m:O

O

(HO)44
1. PPhs (HO 3 o-PD
2. NH4OH DCC, PDsue21 m
—_—
DMF, 16h, 25 °C DIVIF 16h, 25 °C

(HO)14

Schéma 6 - Syntéza konjugatu na bazi amidu prednisolon-21-hemisukcinatu a amino-p-
CyD

O,PD o—PD

p=tedy=tas

(HO)4

0]
HO Nﬁ
Jants
(HO)14

Schéma 7 — Uvoliiovani prednisolonu z konjugatu na bazi amidu prednisolon-21-
hemisukcinatu a amino-B-CyD

DalSimi konjugéaty prednisolonu s kovalentné¢ vazanym cyklodextrinem jsou
derivaty, jejichz spojeni je uskute¢néno esterovou vazbou. Esterové konjugaty byly
piipraveny ze vSech tii typi CyD, a to pfimym couplingem mezi prednisolon-21-
sukcinatem a CyD za aktivace karbonyldiimidazolem. Bylo zjisténo, ze in vitro
hydrolyza téchto konjugatli je vyrazné pomalejsi ve srovnani s piedchozim amidovym
konjugatem. Toho lze vyuzit pro prodlouZeni ucinku latky a také pro cilené uvoliovani
ve stievé tak, aby byla zajisténa lokaln¢ nizka, ale zaroven konstantni hladina u¢inné

latky v organismu,®%34%
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1.4 Polymerni konjugaty prednisolonu

Jak jiz bylo uvedeno dfive, Vv soucasné dobé je vénovana velkd pozornost
ptipravé a aplikaci takovych konjugatu, ve kterych je prednisolon vazan na rozlicné
typy polymerniho nosi¢e. Pouzitim nosi¢t se miize 1é¢ivo zacilit pfimo na pozadovanou
oblast, kde ma puasobit a zabranit tak celosystémovému plisobeni prednisolonu,
vedoucimu ke snizeni jeho nezadoucich  glukokortikoidnich  w&inkd."

Nizkomolekularni Ié¢iva sama o sobé podléhaji relativné rychlému odbouravani
a Casto maji Spatnou biologickou dostupnost a nespecifickou distribuci v téle. Pii pouziti
vhodného, tj. ve vod¢ rozpustného polymerniho nosic¢e se mize zlepsit transtport 1é¢iva
v organismu, ktery je zptisoben napiiklad zménou jeho lipofility nebo jeho molekulové
hmotnosti. Dale pak, pomalej$im uvoliiovanim 1é¢iva z nosi¢e se mtze prodluzovat jeho
ucinek v organismu a také dosahnout specifického transportu 1é¢iva k cilovym buiikdm.

Polymerni nosi¢ by mél spliiovat nésledujici kritéria: mél by byt snadno
biologicky odbouratelny, mél by se vyznaCovat nizkou toxicitou, nemé¢l by se
kumulovat v organismu a mél by mit potfebné funkéni skupiny pro navazani 1éCiva
prostfednictvim vhodné chemické spOJ'ky.36‘37

Polymerni konjugaty se pfedev$im pouzivaji u lé€iv proti rakoving. V dasledku
zvysené propustnosti a retence membran nadorovych bun¢k se v nich hromadi mnohem
vyssi koncentrace makromolekularnich latek nez v normalnich buinikach nebo organech.
Nasledné vnich dochazi k fizené hydrolyze (hydrolyza ftizena pifedevsim pH)
a k uvolnéni 1é&iva z nosicn. 03"

Ptikladem polymerniho nosice splnujiciho vyse uvedené podminky mize byt
chitosan neboli poly-D-glukosamin (Obrazek 7). Chitosan je pftirodni polymer
odvozeny od chitinu, je to po celuléoze druhy nejcastéji se vyskytujici polysacharid v
pfirodé. Chitosan vykazuje velmi dobré biologické vlastnosti, je netoxicky,
biokompatibilni a dobie biologicky odbouratelny. Pro své zajimavé vlastnosti se
pouziva u riznych antimikrobidlnich latek, biomedicinskych materidli, kosmetiky,
potravinovych pfisad. Chitosan sdm o sobé& vykazuje antibakterialni, protirakovinny a

antioxidac¢ni u¢inek. To z né&j d€la potencidlné velmi zajimavy nosic pro riizna 16¢iva.*®
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Obrazek 7 - Chitosan

Bylo zjisténo, ze nahodné N-acetylovany chitosan (stupenn acetylace 50 %)
s nizkou molekulovou hmotnosti 0znacovany zkratkou LMWC se selektivné hromadi
V ledvinach, a to predev§im v rendlnich tubulech. Diky této vlastnosti je vhodnym
nosi¢em 1é¢iva prednisolon zacilené na 1écbu ledvin. Ptiprava jednoho z moznych
konjugatii prednisolonu s LMWC jakozto nosi¢em, je uvedena ve Schématu 8.
Koncentrace konjugatu v ledvinadch byla po podani 13 krat vyssi, nez pfi podani
samotného prednisolonu.*

HO HO HO HO

o} = o] Q
o] o] o)
Plo HO HO HO
NHCOCH; NH; NHCOCH; >

NHS, EDC
0
HO HO HO HO
o] C o] 0
le] o} o) 0
o HO Ho HO
NHCOCH, o NH NHCOCH, NH,
n

Schéma 8 — Syntéza konjugatti prednisolonu s 50% N-acetylovanym chitosanem
s nizkou molekulovou hmotnosti
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Dalsim ptikladem vhodného polymerniho nosice je dextran (Obrazek 8), coz je
polymer glukézy o vysoké molekulové hmotnosti. Vzhledem k tomu, Ze se ve znacné
mife uklada v jatrech (konkrétné€ v lysosomech), je vhodnym nosi¢em glukokortikoida
(napt. methylprednisolonu) aplikovanych v post-transplanta¢ni mediciné (transplantace

jater), kdy je nutné zabranit mozné rejekei piijatého organu.

— o)
H O H
H
N | )
HO o
H OH

Obrazek 8 — Dextran

Piikladem polymernich konjugatd dextranu s prednisolonem resp.
methylprednisolonem jsou konjugaty, ve kterych je steroid a dextran spojen pomoci
dikarboxylové kyseliny. Ve studii popisujici jejich pfipravu byla rovnéz zkoumana
moznost cileného uvoliovani methylprednisolonu v jatrech, kde dochazi k rozpadu
tohoto konjugatu pfitomnymi esterasami. Ve studii bylo zji§téno, Ze rozpad konjugétu
v krvi probiha velmi pomalu, coZ zvysuje distribuci G¢inné latky do cilovych tkani.*?

Pti 1é€beé zanétlivych nebo degenerativnich artritickych onemocnéni se
v nékterych ptipadech aplikuji intraartikularni injekce glukokortikoidd, coz vSak byva
Casto spojeno s manifestaci nezadoucich ucinkt glukokortikoidi. Divodem je rychlé
pronikani 1é¢iva z kloubni dutiny do krevniho ob¢hu. Proto byl vyzkum zamétfen na
vyvoj vhodného konjugatu prednisolonu vyznacujiciho se dostate¢nou retenci v kloubni
duting. Jako vhodny se ukéazal konjugat vazany na kyselinu hyalurunovou a jeji estery
jakozto polymerni nosi¢e.** Hyaluronan (Obrazek 9) patii mezi glykosaminoglykany a
ma vyznamné biologické funkce. Je jednou z hlavnich slozek extraceluldrni tekutiny
apodili se na n¢€kolika dilezitych biologickych procesech (hojeni ran, pohyb bunék,
diferenciace bunék).45 Hyaluronan vykazuje dobré vlastnosti pii 1é¢be artritickych
onemocnéni, diky jeho vyborné biokompatibilité, reologickym vlastnostem a vysoké

koncentraci Vv synovialni tekutin€. Intraartikularni injekce hyaluronanu o vysoké
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molekulové hmotnosti také mohou ulevovat od bolesti a zlepSovat i pohyblivost
Kloubi 444546

Glukokortikoidem, vazanym na hyaluronan prostiednictvim esterové vazby, byl
methylprednisolon. Jeho uvolnéni je spojeno s hydrolyzou této esterové skupiny, ktera

je zalozena na rozdilu mezi pH ve zdravé tkani a pH ve tkani s lokalizovanym zanétem.

46,47

Tento fakt je obecné€ pro vyvoj nosicu citlivych na pH velmi dilezity.

Obrazek 9 - Hyaluronan

Dendrimery (Obrazek 10) jsou vysoce rozvétvené a reaktivni trojrozmérné
makromolekuly se vSemi vazbami vychazejicimi z centralniho jadra. V soucasnosti jim
je vénovana pozornost, a to vzhledem k jejich zajimavé struktuie a vlastnostem. V
porovnani s tradiénimi linedrnimi  polymery maji dendrimery mnohem Iépe
kontrolovatelnou strukturu, globuldrni tvar a vétsi pocet reaktivnich perifernich

skupin.**48

Byl piipraven dendriticky konjugat methylprednisolonu. Spojkou byla
vV plivodni préci kyselina glutarovd, v navazujici pak kyselina jantarova. Jako nosice
byly postupné testovany komercni polyamidoaminové dendrimery: PAMAM-G2.5-
COOH (MW 6 267 Da, 32 koncovych skupin) a PAMAM-G4-OH (MW 14 279 Da, 64
koncovych skupin) a hypervétveny polyol (MW 15 000 Da, 128 koncovych skupin)
(Schéma 9). Bylo zjisténo, Ze konjugat rychle vstupuje do bun¢k respiracniho epitelu a
po rozpadu zpusobuje Vvysokou lokalni koncentraci 1é¢iva vedouci k Zadanému
terapeutickému ucinku. Tyto konjugaty tak vykazuji vysoky terapeuticky potencial pii

16¢b& plicnich zanéti spojenych s astmatem.***°
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Obrazek 10 — Struktura dendrimerti: (a) PAMAM-G2.5-OH a PAMAM-G4-OH
dendrimery, (b) hypervétveny polyol

28



1. Uvod a teoretickd &dst

DMSO, DCC

dialyza, 24h

(OH)e4

DMSO, DCC
dialyza, 72h

Schéma 9- Syntéza konjugatu methylprednisolon-21-glutamatu vazaného na dendrimer
PAMAM-G4-OH

1.5. Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadice

Huisgenova cykloadice patii do skupiny tzv. ,,click chemie. Reakce jako takova
se vyznacuje rychlym pribéhem, kvantitativnimi vytézky, velmi dobrou toleranci
funkénich skupin, mirnymi reakénimi podminkami bez ohledu na polarni nebo
nepolarni prostfedi a predevSim moznosti pouziti vodnych rozpouétédel.‘r"1’55 Pti
Huisgenové cykloadici dochézi k reakci termindlniho alkynu s organickym azidem za
vytvofeni produktu obsahujici 1,2,3-triazolovy kruh. Reakce byva nejcastéji
katalyzovana m&d’nymi ionty,>® existuji viak postupy ,,Catalyst-free*, tedy postupy, pfi
kterych neni potiebny zadny katalyzator.”’ PH katalyze m&dnymi solemi se &asto
provadi in situ redukce soli méd’natych, a to z divodu nizs§i ceny a vyssi stability
médnatych soli ve srovnani s médnymi.

K redukci méd’natych soli se pouziva napiiklad kyselina L-askorbova, nebo L-
askorbat sodny, pro zlepSeni vytézku se také mohou méd’né soli vazat na aktivni uhli.

Ptiklad pouziti takto modifikovaného katalyzatoru je uveden ve Schématu 10.%°
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NaN3 N// N N \\N
BrHZC\©/CHZBr fenylacetylen = =
YN& DMF
MW phenylacetylene

N3H,C CH,N5 Cu(l)/C nebo Cu(ll)/C, kys. L-askorbova
\©/ t-BUOH/H,0, MW

Y

Schéma 10 - Piiprava 1,3-Bis[(4-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl]benzenu

Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadice byla rovnéz uspé$né vyuzita pro spojeni

dvou typii polymeri - poly(methyl-metakrylatu) s poly(ethylenglykolem). (Schéma 11)*®

1) MMA
CuBr

0 ==

=N N—C3H-

) xylen Br
Br e Z
// o) > H n

2) TBAF |
THF
rt.

H o~ o cul |

| DBU O
+ _N
THF Br o N= o
Hac/OMoi/m\/ N3 80°C " NEAPAN S ! CHg
Schéma 11 - PMMA-triazol-PEG

Jinym piikladem Huisgenovy cykloadice, ve které je jednou z vychozich komponent
poly(ethylenglykol), mtize byt navazani ligninu na polyethylenglykol prostfednictvim

triazolového cyklu. (Schéma 12)2
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Schéma 12 - Navazani ligninu na polyethylenglykol s vyuzitim Huisgenovy cykloadice

1.6 Cyklodextriny

Cyklodextriny jsou cyklické latky, patfici do skupiny oligosacharidii. Skladajici
se z 0-1,4- spojenych D-glukopyranosovych jednotek. Nejcastéji se lze setkat se 3 typy
cyklodextrinti, a to a-, B- a y-. a-Cyklodextrin se sklada z 6 glukopyranosovych
jednotek, B-cyklodextrin z 7 jednotek a y-cyklodextrin z 8 jednotek (Obrazek 1 1).%
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Obrazek 11 — Cyklodextriny

1.6.1 Inkluzni slouceniny

Cyklodextriny jsou diky své bioadaptabilité vyuZzivany ve farmacii pro tvorbu
fady inkluznich sloucenin, a to jak s organickymi, tak i s anorganickymi latkami.>
Inkluzni slou¢eninou rozumime inkludovani organické, nebo anorganické molekuly do
kavity cyklodextrinu. Tvarem piipomina makrocyklus a-, f- a y-cyklodextrini duty

kuzel, na jehoz vnéjSim okraji se nachédzeji sekundarni hydroxylové skupiny a vnitini
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okraj je obklopen primarnimi hydroxyly. Diky tomu je vngjsi ¢ast kavity hydrofilni,
zatimco Vnitini ¢ast, kam jsou orientovany etherické kysliky O4 a vodiky H3, H5 a H6,
je lipofilniho charakteru.®® Velikost kavity je riizna pro rtizné typy cyklodextrini (5,2—
5,7 A pro o-, 6,4-7,8 A pro B- a 7,5-9,5 A pro v-).%* Stechiometrie vzniklych komplexa
zavisi na velikosti kavity a charakteru inkludované latky. Mohou existovat komplexy
s riznou stechiometrii, které se v roztoku vyskytuji v rovnovaze. Hnaci silou tvorby
komplext je enthalpicky zisk. Z literatury je znam hlavné ,neklasicky* hydrofobni
efekt, ktery spo¢iva v uvolnéni energie spojené s piechodem nepolarni inkludované
molekuly z polarniho vodného prostiedi do méné polarni kavity cyklodextrinu.
Inkludovana latka je v makrocyklu stabilizovana van der Waalsovymi, disperznimi nebo
vodikovymi vazbami. Orientace inkludované latky v kavité se da v roztoku nejéastéji
zjistit detekei dipolarnich interakci pomoci vhodné NMR techniky, napi. 2D ROESY.%
Inkluzni slouceniny tvofené cyklodextriny a léCivem maji potencial pronikat ptes
lipofilni biologické membrany a takto umoziiovat pronikani lé&iva do buiiky.”*® a-
Cyklodextrin je mozno vyuzit pro vytvofeni inkluznich slouc¢enin konjugatt
s poly(ethylenglykolovym) fetézcem, na ktery se a-cyklodextrin samovolné navléka.
Tim dochazi ke vzniku tzv. polypseudorotaxant, z nichz se muze a-cyklodextrin zase
vyvlékat po rozpusténi ve vodé. Poly(ethylenglykol) s navazanym a-cyklodextrinem lze

vyuzit jako nosi¢ pro riizné typy 16¢iv, které jsou samy o sob& ve vodé nerozpustné.®?

1.6.2 Polypseudorotaxany

Jako polyrotaxany jsou ozna¢ovany takové inkluzni slouceniny, které se skladaji
z makrocykli navleCenych nejéastéji na linearni polymer. Ten ma na kazdém konci
navazané 2 objemné molekuly, které znemoznuji ,vyvleCeni“ makrocyklu
z polymerniho fetézce. Polyrotaxan je proto za standartnich podminek stabilni.
Polypseudorotaxan se od polyrotaxanu 1isi v tom, Ze molekuly navazané na koncich
linearniho polymeru jsou dostatetné malé, a proto muze dochazet k vyvlékani
makrocyklt z polymerniho fetézce.*®

Prikladem vzniku polypseudorotaxanu mize byt naptiklad reakce per(2,3,6-tri-
O-methyl)-a-cyklodextrinu s 1,12-diaminododekanem vedouci ke vzniku pfislusné

inkluzni  slou€eniny. Jeji nasledna reakce se dvéma ekvivalenty 2.4,6-

trinitrobenzensulfonatu poskytla stabilni polyrotaxan (Obrazek 12).%°
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Obrazek 12 — Priklad polyrotaxanu

1.6.3. Konjugaty prednisolonu s poly(ethylenglykolem) a jejich
inkluzni slouc¢eniny s a-cyklodextrinem

Na Ustavu organické chemie a technologie UPa byly v minulosti studovany
konjugaty prednisolonu s poly(ethylenglykolem) a jejich inkluzni sloudeniny.™? Prvni
studie se vénovala tvorb¢é konjugati prednisolonu vazaného esterovou vazbou na
rozvétveny tzv. star poly(ethylenglykol) (M = 20 000 g/mol) pomoci dikarboxylovych
kyselin (jantarové, glutarové aj.). Nasledné byla zkoumana moznost kyselé hydrolyzy
vzniklé esterové vazby v zavislosti na molekulové hmotnosti poly(ethylenglykolu)
a také v zavislosti na délce fetézce dikarboxylové kyseliny. Ve studii byly pfipraveny
inkluzni slouceniny (polypseudorotaxany) ptislusnych konjugat s a-cyklodextrinem
a nasledn¢ byl zkouman vliv a-cyklodextrinu na rychlost kysele katalyzované hydrolyzy
esterové vazby mezi prednisolonem a polyethylenglykolem, respektive prednisolonem
a dikarboxylovou kyselinou. Pfipravené polypseudorotaxany byly charakterizovany
pomoci spektroskopickych metod, jako je 2D NOESY NMR spektroskopie, praskové
rentgenové difrakce a také pomoci metody STM mikroskopie. 2D NOESY NMR
spektroskopii byla zjisténa nevazebna interakce mezi molekulami o-cyklodextrinu a
fetézcem poly(ethylenglykolu), coz potvrzovalo navazani jednotek a-cyklodextrinu na
poly(ethylenglykovovy) fetézec konjugétu, ackoli byl vlastni polymerni fetézec z kazdé

strany blokovan objemnou molekulou prednisolonu. (Obrazek 13)!
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A a & J @

CHAIN OF PEG a—CYCLODEXTRINE  PREDNISOLONE LINKER

Obrazek 13 - Struktura polypseudorotaxanu Prednisolon-linker-poly(ethylenglykol)

Druhé studie provedend v ramci mé bakalaiskeé prélce2 se zabyvala moznosti
vazani a-cyklodextrinu na konjugat tvofeny prednisolonem a poly(ethylenglykolem)
s niz§i molekulovou hmotnosti (600 g/mol). Niz§i molekulovd hmotnost pouzit¢ho
poly(ethylenglykolu) vedla k niz§imu pocétu navazanych jednotek a-cyklodextrinu,
a tedy vys$imu poméru prednisolon/a-cyklodextrin v inkluzni slou¢ening. Tento pomé&r
tak mohl byt pomoci NMR spektroskopie presnéji urcen. Vlastni konjugat prednisolonu
a poly(ethylenglykolu) obsahoval jantarovou kyselinu jako tzv. linker (Obrazek 14). Z
n¢j pfipravend inkluzni sloucenina byla charakterizovana pomoci NMR spektroskopie,
konkrétné 2D NOESY NMR spektroskopie. Nevazebnd interakce mezi molekulou a-
cyklodextrinu a poly(ethylenglykolu) nebyla touto metodou zcela jednoznaéné

T v oy « - .. , . - 2
prokézéana, coz vSak nevylucovalo existenci inkluzni slouceniny.
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Obrazek 14 - Schéma ptipravy konjugétu poly(ethylenglykol)-amidu jantarové

kyseliny-prednisolonu
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2. Experimentalni Cast

V ptipadé¢ magnetického michani byla pouzita magneticka michacka Heidolph.
Zahtivani bylo realizovdno pomoci néstavce z kovové slitiny tvarované na kulaté
destila¢ni banky Heidolph DrySyn, teplota byla nastavovina a kontrolovana pomoci
digitalniho teplotniho snimace. Pro flash-chromatografii byl vyuzit silikagel 60 (230—
400 mesh). Odpafovani bylo provadéno rota¢ni vakuovou odparkou Heidolph Laborata
4000 efficient s vakuovym systémem Vacuubrand PC 510. NMR spektra byla méfena
na spektrometru Bruker Avance 400, pii teploté 25 °C. Byly pouzity cca 5% roztoky
latek. 'H NMR spektra byla mé&fena pii 400,13 MHz, jsou kalibrovana na stfed
multipletu signalu rozpoustédel CDCl;z (6 7,26 ppm) nebo DMSO-ds (6 2,50 ppm),
v piipadé 3C NMR spektra CDCl; (5 77,23 ppm). Spin-spinové interakéni konstanty (J)
jsou uvedeny v jednotkach hertz (Hz), multiplicity signali jsou znaéeny: s (singlet), bs
(Siroky singlet), d (dublet), t (triplet), sp (septet), m (multiplet). Elementarni analyza
byla stanovena na piistroji Flash 2000 CHNS Analyzer. High-resolution hmotnostni
spektra byla pofizena na pfistroji Thermo Scientific MALDI LTQ Orbitrap. Centrifugace
byla provadéna na centrifuze Eppendorf Centrifuge 5702. Spektra v infrac¢ervené oblasti
byla méfena na pfistroji FT-IR Nicolet iS50, technikou zeslabené Uplné reflektance
(ATR) na jednoodrazovém diamantovém krystalu, ve stfedni infracervené oblasti,
v rozsahu vlno&té 4000-400 cm ™ se spektralnim rozlienim 4 cm . Oblast absorpce
diamantového krystalu (1900-2400 cm™) byla, v piipadé absence charakteristickych

past v této oblasti, ze spekter odstranéna.

2.1 Priprava a,m-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykolu) (1)

(0] (0]
I o) \..-CH3z
OH H e - .0 S
o) 8 0 )
1

Do 250 ml kulaté banky opatfené magnetickym michadlem bylo ptedlozeno 20 g
(9,76 mmol) poly(ethylenglykolu) o molekulové hmotnosti 2050 g/mol. Na bariku byl
nasazen Mi-So nastavec se 14 NZ zatkou a 100 ml kulatou bainkou jako predlohou
a chladi¢ opatieny 29 NZ kohoutem. Poté bylo pfes Mi-So nastavec ptfidano 100 ml

toluenu. Toluen byl oddestilovan, ¢imZ doSlo k azeotropickému odstranéni vlhkosti
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pfitomné v poly(ethylenglykolu). Ke zbytku bylo pfidano dalSich 50 ml toluenu
a destilace se opakovala. Po oddestilovani toluenu byla baiika spojena pfimo se zpétnym
chladi¢em a bylo pifidano 50 ml (74 g; 640 mmol) methansulfonylchloridu. Vznikly ¢iry
roztok byl zahtivan na teplotu 60 °C po dobu 4 dni. Pfebytecny methansulfonylchlorid
byl vakuové oddestilovan s pouzitim Mi-So nastavee (62 °C/16 Torr). Ke zbytku bylo
ptidano 30 ml toluenu, ktery byl opét vakuové oddestilovan (doslo K odstranéni
zbytkového methansulfonylchloridu, ktery byl poté zlikvidovan v digestofi opatrnym
smichanim s ethanolem a néslednym pifidanim vodného amoniaku). Po odstranéni
methansulfonylchloridu byla latka pfevedena do 500 ml etheru, kde doslo k jejimu
vysrazeni. Nasledné byla suspenze zfiltrovana pies fritu S3, promyta 5x 30 ml etheru
asrazenina vysuSena ve vakuové suSarné. Bylo ziskano 18,6 g slouceniny 1 jako

nazloutlé sraZeniny, coZ odpovida 86% vytézku.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): & 4,32 (m, 4H, CH,CH,SO;Me): 3,71 (m, 4H,
CH»CH,S0,Me); 3,59 (m, 180H, CH,CH-0); 3,03 (s, 6H, CH3SO,).

2.2 Priprava a,w-diazido-poly(ethylenglykolu) (2)

O
I e S

2

Do 250 ml kulaté bainiky opatiené magnetickym michadlem bylo pfedloZeno
18,6 g (8,5 mmol) a,m-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykolu) (1). Na banku byl
nasazen Mi-So nastavec se 14 NZ zatkou a 250 ml kulatou bafikou jako ptedlohou
a chladi¢ opatfeny 29 NZ kohoutem. Poté bylo pies Mi-So nastavec pfidano 100 ml
toluenu. Toluen byl oddestilovan, ¢imZ doSlo k azeotropickému odstranéni vlhkosti
obsazen¢ v o,m-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykolu). Bylo pfidano 12,08 g
(185 mmol) azidu sodného a 40 ml suchého DMF. Reakéni smés byla michana po dobu
2 dni pfi teploté 60 °C. Poté byla smés ochlazena na laboratorni teplotu a bylo ptidano
150 ml CH,Cl, a smés byla pievedena do 250 ml délicky. Ke smési byl pfidan roztok
solanky (20 g soli + 100 ml H,0). Po oddé€leni organické faze byla vodna faze
extrahovana 5x 50 ml CH,Cl,. Extrakty byly spojeny a vysuseny bezvodym Na,SO,.
Organicka rozpoustédla byla odstranéna za vakua a k destilacnimu zbytku bylo pfidano

100 ml etheru. Vysrazeny produkt byl zfiltrovan ptes fritu S3 a promyt 5x 30 ml etheru.
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Produkt byl vysuSen ve vakuové susarné. Bylo ziskano 15,14 g slouceniny 2 jako bilé

pevné latky, coz odpovida 86% vytézku.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): d 3,64 (m, 180H, CH,CH,0); 3,38 (t, *J = 5,2 Hz,
4H, CH,CH;N3).

Elementarni analyza pro CgoH134NsO46 (2108 g/mol): C 53,31; H 9,16; N 3,54

FT-IR (ATR, cm_l): 841, 946, 1059, 1146, 1239, 1278, 1340, 1359, 1412, 1454, 1466,
1979, 2101, 2740, 2859, 2882

2.3 Priprava chloridu kyseliny pent-4-ynové (3)

Pokus 1

o) CH,Cl,

=" cooH + CI)]\CI o > a/\COCI
ni

Do 10 ml kulaté baniky opatfené magnetickym michadlem a chladi¢em s chlorkalciovou
zatkou bylo predlozeno 0,5 g (4,3 mmol) kyseliny pent-4-ynové a 5 ml smési
fosgen/CH,CI;, (1/5) (10 mmol). Smés byla refluxovana po dobu 6 dni. Poté bylo ke
smé&si piidano 3 ml CH,Cl,, na baiiku byl nasazen Mi-So nastavec se 14 NZ zatkou
a rozpoustédlo bylo oddestilovano za atmosférického tlaku. K destilaénimu zbytku bylo
piidano dalSich 5 ml CH,Cl, a destilace byla opakovana. Bylo ziskano 0,52 g
destilacniho zbytku jako krystalické latky s bodem tani 49-50 °C, coz odpovida vychozi
kyselin€ pent-4-ynové, jeji bod tani je 48,6-50,3 °C

Pokus 2

o) CH,Cl,

—"Scoon T S<g ” g o —>"cocl
ny

Do 10 ml kulaté¢ banky opatfené magnetickym michadlem a chladi¢em
s chlorkalciovou zatkou bylo piedlozeno 0,5 g (4,3 mmol) kyseliny pent-4-ynové a 1,63
g thionylchloridu (13,7 mmol). Banka byla umisténa do tmy a smés byla michana po
dobu 2 dnti. Poté byl na bailku nasazen Mi-So ndstavec se 14 NZ zatkou a byla
provedena destilace za atmosferického tlaku. Diky podobnému bodu varu chloridu
kyseliny pent-4-ynové 3 a thionylchloridu doslo k oddestilovani chloridu kyseliny pent-

4-ynové spolecné s thionylchloridem.
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Pokus 3
= “a § im cHlls
- cooH *+ =~
a*o)]\o cl 5h, 90°C cocl
kat. DMF

3

Do 50 ml kulaté banky opatifené magnetickym michadlem a chladi¢em s chlorkalciovou
zatkou byl ptedlozen 1 g (1 mmol) kyseliny pent-4-ynové, 3 g (1 mmol) trifosgenu,
5 ml suchého CHCI; a jako katalyzator 3 kapky DMF. Smés byla refluxovana po dobu
5 hodin. Poté byly ptidany 3 ml suchého etheru, na bainiku byl nasazen Mi-So nastavec
se 14 NZ zatkou a byla provedena destilace rozpoustédel za atmosferického tlaku.
K destila¢nimu zbytku bylo pfidano dalSich 5 ml suchého etheru a destilace byla

opakovana Vytézek surového produktu 3 byl prakticky kvantitativni a ¢inil 1,19 g.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): ¢ 3,13 (t, *J = 7,2 Hz, 2H, CH,COCI); 2,56 (td, *J
= 7,2 Hz, *J = 2,8 Hz, 2H, CH,CH,COCI); 2,04 (t, “J = 2,8 Hz, 1H, CH). *C NMR
(CDCl3, 100 MHz, ppm): 6 172,4; 80,6; 70,5; 45,8; 14,9.

2.4 Priprava (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4)

Do 100 ml tfihrdlé kulaté banky opatfené magnetickym michadlem a 14 NZ
zatkou bylo ptedlozeno 2 g (5,5 mmol) prednisolonu, 20 ml suchého acetonitrilu a 0,9
ml (6,6 mmol) TEA. Pomoci piikapavaci nalevky bylo do banky ptidano 0,66 g (5,6
mmol) chloridu kyseliny pent-4-ynové (3) v 15 ml suchého acetonitrilu. Reakéni smés
byla poté michana po dobu 3 dni pfi laboratorni teploté. Pak byla smés (hnéda
suspenze) prevedena do 250 ml banky a rozpoustédlo odpafeno na vakuové odparce.
Destila¢ni zbytek byl rozpustén v 20 ml smési aceton/ethylacetat (1/2) a zfiltrovan pies
cca 1 cm vrstvu silikagelu na frit¢ S3. Silikagel byl promyt 500 ml smési
aceton/ethylacetat (1/2). Filtrat byl odpaten k suchu za vakua. Po vysusSeni bylo ziskano

2,34 g 7luté krystalické latky 4 coz odpovidalo vytézku 96 %. Slouceninu 4 lze dle
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potieby Cistit pomoci sloupcové chromatografie (silikagel — aceton/AcOEt (1/2)), R¢(4)
=0,6.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 6 7,26 (d, 3J = 10 Hz, 1H); 6,26 (dd, % = 10 Hz, *J
= 1,6 Hz, 1H); 6,00 (s, 1H); 5,03 (d, %J = 17,6 Hz, 1H); 4,90 (d, 2J = 17,6 Hz, 1H); 4,48
(m, 1H); 2,76-2,68 (m, 3H); 2,58-2,50 (m, 3H); 2,47 (bs, 1H); 2,33 (dd, % = 12,4 Hz,
)= 3,2 Hz, 1H); 2,14-2,06 (m, 3H); 1,99 (t,*J = 2,8 Hz, 1H); 1,82-1,63 (m, 4H); 1,52—
1,42 (m, 5H); 1,18-1,05 (m, 2H); 0,97 (s, 3H). *C NMR (CDCls, 100 MHz, ppm): ¢
204,8; 186,8; 171,8; 170,4; 156,5; 128,0; 122,6; 89,9; 82,5; 70,4; 69,4; 68,3; 55,6; 51,6;
48,1; 44,3; 39,9; 34,9; 34,3; 33,2; 32,2; 31,4; 24,1; 21,3; 17,2; 14,5.

HRMS (DHB): m/z pro CyHsOsNa vypodteno: 463,20911 [M+Na]*; nalezeno:
463,20975.

Elementarni analyza pro C,sHz,06 (440,53 g/mol): C 68,75; H 7,26.

Bod téani: 172,9-177,3 °C.

FT-IR (ATR, cm™): 649, 672, 813, 862, 1110, 1190, 1294, 1369, 1413, 1438, 1455,
1611, 1624, 1707, 1726, 2285, 2323, 2852, 2935, 2935, 2955, 3293, 3453

2.5 Priprava konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o,®-

diazido-poly(ethylenglykolem) (5)

koé
CuSO, . 5 H,0 o
kys. L-askorbové PD—OWNAK/\/ */\/ N=N o
- N=N 0 NN \/\/\ﬂ/ ~PD
t-BUOH/H,O " o
N N 5
3I\/\Ot1}/ 3

2

Do 10 ml baniky opatfené magnetickym michadlem bylo pfedloZeno 423 mg (0,2
mmol) o,m-diazido-poly(ethylenglykolu) (2), 220 mg (0,5 mmol) (prednisolon-21-yl)-
pent-4-ynoatu (4), 19,9 mg (0,08 mmol) CuSO,-5H,0 a 14 mg (0,08 mmol) kyseliny L-
askorbové. Jako rozpoustédlo bylo pouzito 5 ml smési t-BuOH/H,0 (1/1). Reakce byla
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zahtivana na teplotu 65 °C po dobu 48 hodin. Na zacatku reakce méla smés oranzovo
Zlutou barvu. Po 8 h zahfivani zménila smés barvu na zelenou Po 8 h bylo ptidano
dalsich 15 mg (0,08 mmol) kyseliny L-askorbové (zména barvy smési ze zelené na
oranzovou). Dalsi mnozstvi kyseliny L-askorbové (2 mg) bylo pfidano do reak¢éni smési
v 20 h intervalech. Po ukonéeni zahiivani byla smés (zluta ¢ira kapalina) ochlazena na
laboratorni teplotu, k reakéni smési bylo pfidano 15 ml CH,Cl, a 5 ml solanky (1 g
NaCl + 5 ml vody) a organicka faze byla odd€lena. Vodna faze pak byla extrahovana
6x 20 ml CH,Cl,. Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na,SO,.
Organicka rozpoustédla byla odpafena za vakua a k destila¢nimu zbytku bylo pfidano
50 ml etheru. Vznikla srazenina byla zfiltrovana pies fritu S3 a surovy konjugat byl
rekrystalizovan z 5 ml isopropylalkoholu. Rekrystalizovany material byl na frit€ promyt
5% 20 ml etheru. Bylo ziskano 0,5 g (98 %) zluté zbarveného konjugatu 5.

'H NMR (CDCls, 400 MHz, ppm): 6 7,58 (bs, 2H), 7,26 (d, *J = 10,4 Hz, 2H); 6,21
(dd, *J = 10,4 Hz, *J = 1,6 Hz, 2H); 5,97 (s, 2H); 4,98 (d, 2J = 17,6 Hz, 2H); 4,86 (d, 2
= 17,6 Hz, 2H); 4,45 (m, 6H); 3,38-3,76 (m, 4H); 3,60 (m, 180H); 3,05 (m, 4H); 2,82
(m, 4H); 2,67 (m, 4H); 2,54 (m, 2H); 2,30 (m, 2H); 2,12-2,03 (m, 4H); 1,81-1,63 (m,
6H); 1,52-1,38 (m, 10H); 1,15-1,01 (m, 4H); 0,91 (s, 6H).

Elementarni analyza pro C144H248NsOsg (2988 g/mol): C 56,30; H 8,39; N 2,38.

FT-IR (ATR, cm™): 841, 887, 960, 1059, 1145, 1240, 1279, 1342, 1411, 1614, 1657,
1722, 1743, 2740, 2881, 3424

2.6 Priprava inkluznich slou¢enin (polypseudorotaxanii)

2.6.1 Polypseudorotaxan a-cyklodextrin-a,m-diazido-

poly(ethylenglykol) (6)

Ns{\/\Om/M n | - Ns}\/\% 'ﬁ% ;|VOF/\N3

alfa-cyklodextrin 6

Do 50 ml baiky opatiené magnetickym michadlem a zéatkou bylo piedloZeno
889 mg (1 mmol) a-cyklodextrinu a 8 ml redestilované vody. Smés byla umisténa na

5 minut do ultrazvukové lazné. K cirému roztoku (jemnéa opalescence) bylo ptfidano
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50,2 mg (25 umol) o,w-diazido-poly(ethylenglykolu) (2). Smés byla michana pfi
laboratorni teploté po dobu 7 dni. Vznikla suspenze byla pomoci 10 ml redestilované
vody pifevedena do centrifugacni baniky a byla provedena centrifugace pii 3400
otackach za minutu po dobu 12 minut. Po centrifugaci byla vodna vrstva nad srazeninou
odebrana pomoci stiikacky a nasledné bylo pfidano 10 ml redestilované¢ vody. Byla
provedena druha centrifugace pti 3400 otackach za minutu po dobu 10 minut. Vodni
vrstva byla opét odebrana stiikackou. Po dalsim pfidavku 10 ml redestilované vody
a centrifugaci za stejnych podminek byla vodna vrstva odebrana a zbytek byl vysuSen

ve vakuové susarn€. Bylo ziskano 0,42 g bilé krystalické latky 6.

'H NMR (DMSO, 400 MHz, ppm): 6 5,52 (d, *J = 7,2 Hz, 108H); 5,44 (d, 3J = 2,4 Hz,
108H); 4,79 (d, *J = 3,2 Hz, 108H); 4,51 (t, °J = 5,6 Hz, 108H); 3,76 (m, 108H); 3,67—
3,59 (m, 324H); 3,59 (s, 180H); 3,38 (m, 108H); 3,26 (m, 108H).

Elementarni analyza pro C;40H1264N6Osgs (19604 g/mol): C 42,64; H 6,66; N 0,35.

2.6.2 Polypseudorotaxan a-cyklodextrin-konjugat (prednisolon-21-yl)-
pent-4-ynoat s o,,@-diazido-poly(ethylenglykolem) (7)

o
PD—OWN‘{/\/ ,N:N
N=N O%}/N\/\/\‘\/O\PD
n.

0]

+ 5
- o) N
) — e
- o)
n 7z

alfa-cyklodextrin

Pokus 1

Do 10 ml kulaté baiiky opatiené magnetickym michadlem a zatkou bylo
predlozeno 388,8 mg (0,4 mmol) a-cyklodextrinu a 3,5 ml redestilované vody. Smés
byla umisténa na 5 minut do ultrazvukové ldzn¢. K ¢irému roztoku (jemné opalescence)
bylo pfidano 30 mg (10 pumol) konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o,w-
diazido-poly(ethylenglykolem) 5. Reakéni smés byla michana pti laboratorni teploté po

dobu 14 dni. Vznikla bila srazenina byla pifevedena pomoci 10 ml redestilované vody
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do centrifugacni bailkky a byla provedena centrifugace pfi nastaveni 3600 otacek za
minutu po dobu 15 minut. Po centrifugaci byla vodna vrstva nad srazeninou odebrana
pomoci stfikacky, néasledné bylo pfidano 10 ml redestilované vody a byla provedena
druha centrifugace s nastavenim na 3600 ota¢ek za minutu po dobu 12 minut. Po
dekantaci a ptidani dalSich 10 ml redestilované vody byla tieti centrifugace provedena
s nastavenim 3600 otacek za minutu po dobu 10 minut. Po odebrani vodné vrstvy byla
latka vysusena ve vakuové susarn€. Bylo ziskano 25 mg nazloutlé krystalické latky 7.

'H NMR (DMSO, 400 MHz, ppm): 6 7,85 (bs, 1H), 7,31 (d, 3J = 10,0 Hz, 1H); 6,16
(d, 3J = 10,0 Hz, 1H); 5,91 (s, 1H); 5,52 (d, %J = 7,0 Hz, 96H); 5,44 (d, %J = 2,4 Hz,
96H); 4,79 (d, *J = 3,0 Hz, 96H); 4,50 (t, 3J = 5,6 Hz, 96H); 3,76 (m, 96H); 3,65-3,56
(m, 288H); 3,50 (s, 180H); 3,44-3,38 (m, 96H); 3,27 (m, 96H); 2,91 (m, 3H); 2,81 (m,
2H); 2,75 (m, 2H); 2,54 (m, 1H); 2,31 (m, 2H); 2,02 (m, 2H); 1,87 (m, 2H); 1,65 (m,
2H); 1,42 (m, 1H); 1,38 (s, 3H); 1,28 (m, 2H); 1,21 (m, 1H); 0,86 (m, 2H); 0,78 (s, 3H).

Pokus 2

Do 10 ml kulaté banky opatfené¢ magnetickym michadlem a zatkou bylo
predlozeno 388,8 mg (0,4 mmol) a-cyklodextrinu a 3,5 ml redestilované vody. Smés
byla umisténa na 5 minut do ultrazvukové lazné. K ¢irému roztoku (jemna opalescence)
bylo pfidano 30 mg (10 pumol) konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o,w-
diazido-poly(ethylenglykolem) 5. Reak¢éni smés byla zahiivana pod vzdusnym
chladicem na teplotu 70 °C po dobu 14 dni. Vznikla bild sraZzenina byla ptfevedena
pomoci 10 ml redestilované vody do centrifugacni baiiky a byla provedena centrifugace
pfi nastaveni 3600 otacek za minutu po dobu 15 minut. Po centrifugaci byla vodna
vrstva nad srazeninou odebrana pomoci stiikacky, nasledné bylo pfidano 10 ml
redestilované vody a byla provedena druhd centrifugace s nastavenim na 3600 otacek za
minutu po dobu 12 minut. Po dekantaci a pfidani dalSich 10 ml redestilované vody byla
tieti centrifugace provedena s nastavenim 3600 otacek za minutu po dobu 10 minut. Po
odebrani vodné vrstvy byla latka vysusena ve vakuové susarn€. Bylo ziskdno 23,5 mg
nazloutlé krystalické latky 7.
'H NMR (DMSO, 400 MHz, ppm): ¢ 7,85 (bs, 1H), 7,31 (d, 3 = 10,0 Hz, 1H); 6,15
(d, 33 = 10,0 Hz, 1H); 5,91 (s, 1H); 5,52 (d, 2J = 7,0 Hz, 102H); 5,44 (d, %J = 2,4 Hz,
102H); 4,79 (d, *J = 3,0 Hz, 102H); 4,50 (t, % = 5,5 Hz, 102H); 3,76 (m, 102H); 3,66—
3,56 (m, 306H); 3,50 (s, 180H); 3,42-3,38 (m, 102H); 3,27 (m, 102H); 2,91 (m, 3H);
2,82 (m, 2H); 2,75 (m, 2H); 2,54 (m, 1H); 2,33 (m, 2H); 2,02 (m, 2H); 1,89 (m, 2H);
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1,65 (m, 2H); 1,42 (m, 1H); 1,38 (s, 3H); 1,28 (m, 2H); 1,23 (m, 1H); 0,86 (m, 2H);
0,78 (s, 3H).

Pokus 3

Do 10 ml kulaté banky opatfené magnetickym michadlem a zatkou bylo
predlozeno 388,8 mg (0,4 mmol) a-cyklodextrinu a 3,5 ml redestilované vody. Smés
byla umisténa na 5 minut do ultrazvukové lazn¢. K ¢irému roztoku (jemna opalescence)
bylo pfidano 30 mg (10 pumol) konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o,-
diazido-poly(ethylenglykolem) 5 a 16,9 mg (0,4 mmol) LiCl jako katalyzatoru. Reak¢ni
smés byla zahtivana pod vzdusnym chladi¢em na teplotu 70 °C po dobu 14 dni. Vznikla
bila srazenina byla pfevedena pomoci 10 ml redestilované vody do centrifugacni batnky
a byla provedena centrifugace pfi nastaveni 3600 otacek za minutu po dobu 15 minut.
Po centrifugaci byla vodna vrstva nad srazeninou odebrana pomoci stiikacky, nasledné
bylo pfidino 10 ml redestilované vody a byla provedena druhd centrifugace
s nastavenim na 3600 otdCek za minutu po dobu 12 minut. Po dekantaci a pfidani
dalsich 10 ml redestilované vody byla tieti centrifugace provedena s nastavenim 3600
otacek za minutu po dobu 10 minut. Po odebrani vodné vrstvy byla latka vysusena ve
vakuové susarné€. Bylo ziskdno 160 mg nazloutlé krystalické latky 7.
'H NMR (DMSO, 400 MHz, ppm): 6 7,85 (bs, 1H), 7,31 (dd, *J = 10,1 Hz, 1H); 6,15
(d, %3 =10,1 Hz,*J = 1,6 Hz, 1H); 5,91 (s, 1H); 5,52 (d, 2J = 7,0 Hz, 114H); 5,44 (d, 3J
= 2,2 Hz, 114H); 4,79 (d, 3J = 2,8 Hz, 114H); 4,50 (t, %1 = 5,5 Hz, 114H); 3,76 (m,
114H); 3,66-3,56 (m, 342H); 3,50 (s, 180H); 3,42-3,35 (m, 114H); 3,27 (m, 114H);
2,90 (m, 3H); 2,82 (m, 2H); 2,75 (m, 2H); 2,56(m, 1H); 2,30 (m, 2H); 2,02 (m, 2H);
1,87 (m, 2H); 1,63 (m, 2H); 1,42 (m, 1H); 1,38 (s, 3H); 1,27 (m, 2H); 1,23 (m, 1H);
0,87 (m, 2H); 0,78 (s, 3H).

Elementarni analea pro C792H1328N50598 (20484 g/mol): C42,76; H6,76; N O0,26;
Cl 1,49.

Pokus 4

Do 10 ml kulaté¢ banky opatfené magnetickym michadlem a zatkou bylo
predlozeno 388,8 mg (0,4 mmol) a-cyklodextrinu a 3,5 ml redestilované vody. Smés
byla umisténa na 5 minut do ultrazvukové lazné. K ¢irému roztoku (jemna opalescence)

bylo pfidano 30 mg (10 pumol) konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o,-
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diazido-poly(ethylenglykolem) 5 a 19,44 mg (20 pmol) B-cyklodextrinu jako
katalyzatoru. Reakéni smés byla zahtivana pod vzdusnym chladi¢em na teplotu 70 °C
po dobu 14 dni. Vznikl4 bild srazenina byla pfevedena pomoci 10 ml redestilované
vody do centrifugacni baniky a byla provedena centrifugace pfi nastaveni 3600 otacek za
minutu po dobu 15 minut. Po centrifugaci byla vodna vrstva nad sraZeninou odebrana
pomoci stfikacky, nasledné bylo pfiddno 10 ml redestilované vody a byla provedena
druha centrifugace s nastavenim na 3600 oticek za minutu po dobu 12 minut. Po
dekantaci a ptidani dalSich 10 ml redestilované vody byla tieti centrifugace provedena
s nastavenim 3600 otacek za minutu po dobu 10 minut. Po odebrani vodné vrstvy byla
latka vysuSena ve vakuové susarné. Bylo ziskano 45 mg nazloutlé krystalické latky 7.
'H NMR (DMSO, 400 MHz, ppm): 6 7,85 (bs, 1H), 7,31 (dd, *J = 10,1 Hz, 1H); 6,15
(d, %3 =10,1 Hz,*J = 1,6 Hz, 1H); 5,91 (s, 1H); 5,52 (d, 2J = 7,0 Hz, 114H); 5,44 (d, 3J
= 2,2 Hz, 114H); 4,79 (d, 3J = 2,8 Hz, 114H); 4,50 (t, %) = 5,5 Hz, 114H); 3,76 (m,
114H); 3,66-3,56 (m, 342H); 3,50 (s, 180H); 3,42-3,35 (m, 114H); 3,27 (m, 114H);
2,90 (m, 3H); 2,82 (m, 2H); 2,75 (m, 2H); 2,56(m, 1H); 2,30 (m, 2H); 2,02 (m, 2H);
1,87 (m, 2H); 1,63 (m, 2H); 1,42 (m, 1H); 1,38 (s, 3H); 1,27 (m, 2H); 1,23 (m, 1H);
0,87 (m, 2H); 0,78 (s, 3H).

2.6.3 Polypseudorotaxan a-cyklodextrin-a,m-diazido-

poly(ethylenglykol)- (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat

CUSO4 .5 Hzo
kys. L-askorbova
+ Y

o

t-BUOH/H,0
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Pokus 1

Do 10 ml kulaté banky opatiené magnetickym michadlem bylo ptedlozeno 0,5 g
(25,5 umol) polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-a,m-diazido-poly(ethylenglykol) 6 a 5
ml DMSO. Smés byla umisténa na 5 minut do ultrazvukové lazné. K Cirému roztoku
(jemna opalescence) bylo ptidano 2,55 mg (10 umol) CuSO,4-5H,0 a 2 mg (10 umol)
kyseliny L-askorbové. Po zahtati smési na 70 °C bylo ptidano 44,8 mg (64 pmol)
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu 4. Reak¢éni smés byla zahfivana pod vzdusnym
chladi¢em na teplotu 70 °C po dobu 7 dni. V prubéhu reakce byla 2x ptidana kyselina
L-askorbova (2 mg), a to po 2, resp. 4 dnech. Reak¢éni smés byla poté ochlazena na
laboratorni teplotu, vznikla bila srazenina byla pfevedena pomoci 10 ml redestilované
vody do centrifuga¢ni banky a byla provedena centrifugace pfi nastaveni 3600 otacek za
minutu po dobu 12 minut. Po centrifugaci byla vodna vrstva nad sraZeninou odebrana
pomoci stiikacky, nasledné bylo pfiddno 10 ml redestilované vody a byla provedena
druhé centrifugace s nastavenim na 3600 oticek za minutu po dobu 10 minut. Po
dekantaci a pridani dalsich 10 ml redestilované vody byla tieti centrifugace provedena s
nastavenim 3600 otacek za minutu po dobu 108 minut. Po odebrani vodné vrstvy byla
latka vysusena ve vakuové susarné. Bylo ziskano 15,5 mg bilé krystalické latky, dle *H
NMR spektroskopie vychozi slouceniny 4.
'H NMR (DMSO, 400 MHz, ppm): ¢ 7,31 (d, J = 10,0 Hz, 1H); 6,16 (dd, J = 10,0
Hz, *J = 1,6 Hz, 1H); 5,91 (s, 1H); 5,42 (s, 1H); 5,09 (d, 23 = 17,2 Hz, 1H); 4,77 (d, 2J =
17,2 Hz, 1H); 4,74 (d, % = 4,0 Hz, 1H); 4,28 (m, 1H); 2,84 (t, *J = 2,8 Hz, 1H); 2,61 (t,
3)=7,2 Hz, 2H); 2,42 (m, 2H); 2,29 (m, 1H); 2,03 (m, 2H); 1,99 (m, 1H); 1,63 (m, 3H);
1,43 (m, 1H); 1,39 (s, 3H); 1,30 (m, 1H); 1,01 (m, 1H); 0,89 (m, 2H); 0,78 (s, 3H).

Pokus 2

Do 10 ml kulaté banky opatfené¢ magnetickym michadlem bylo ptedlozeno 0,5 g
(25,5 umol) polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-a,m-diazido-poly(ethylenglykol) 6 a 5
ml smési t-BUOH/H,0 (1/1). Smés byla umisténa na 5 minut do ultrazvukové lazné.
K ¢irému roztoku (jemna opalescence) bylo piidano 2,55 mg (10 umol) CuSO4-5H,0
a2 mg (10 umol) kyseliny L-askorbové. Po zahiati smési na 70 °C bylo ptidano
44,8 mg (64 pmol) (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu 4. Reak¢ni smés byla zahtivana
pod vzduSnym chladicem na teplotu 70 °C po dobu 7 dni. V pribéhu reakce byla

2x pridana kyselina L-askorbova (2 mg), a to po 2, resp. 4 dnech. Reakéni smes byla
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poté zahusténa na vakuové odparce, ke zbytku bylo pfidano 5 ml redestilované vody
a vznikla srazenina byla zfiltrovana ptes fritu S3. Filtra¢ni kola¢ byl promyt 3x 5 ml
redestilované vody a vysusSen ve vakuové suSarn¢. Pak byla srazenina suspendovana
v 10 ml diethyletheru, zfiltrovana ptes fritu S3 a promyta 3% 10 ml etheru. Po vysuSeni
ve vakuové susarng bylo ziskano 410 mg bilé krystalické latky. Dle *H NMR

spektroskopie fyzikalni smés vychozi slouceniny 4 a a-cyklodextrinu.

Pokus 3

Do 10 ml kulaté banky opatfené magnetickym michadlem bylo piedlozeno 0,5 g
(25,5 umol) polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-o,m-diazido-poly(ethylenglykol) 6,
2,5 ml t-BuOH a redestilované vody nasycené a-cyklodextrinem (cca 0,5 g). Smés byla
umisténa na 5 minut do ultrazvukové lazné€. K suspenzi bylo pfidano 2,55 mg (10 umol)
CuSO4-5H20 a 2 mg (10 umol) kyseliny L-askorbové. Po zahiati smési na 70 °C bylo
ptidano 44,8 mg (64 umol) (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu 4. Reakéni smés byla
zahtivana pod vzdusnym chladi¢em na teplotu 70 °C po dobu 7 dni. V priibéhu reakce
byla 2x ptidana kyselina L-askorbova (2 mg), a to po 2 resp. 4 dnech. Reak¢ni smés
byla poté zahusténa na vakuové odparce, ke zbytku bylo pfidano 5 ml redestilované
vody a vznikla srazenina byla zfiltrovana pies fritu S3. Filtracni kola¢ byl promyt
3x5ml redestilované vody a vysuSen ve vakuové susarng. Pak byla sraZenina
suspendovana v 10 ml diethyletheru, zfiltrovana pies fritu S3 a promyta 3x 10 ml
etheru. Po vysuSeni ve vakuové suSarné bylo ziskano 260 mg bilé krystalické latky. Dle
'"H NMR spektroskopie fyzikalni smés inkluzni slou¢eniny a-cyklodextrinu a t-BuOH

a polypseudorotaxanu 6.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Zhodnoceni pripravy konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-
ynoatu s a,®-diazido-poly(ethylenglykolem) 5

Jak jiz bylo uvedeno v Teoretické casti (kap. 1.4), Vv souasnosti je znamo
nékolik typu konjugatd prednisolonu s polymernim nosi¢em umoziujicich cilené
uvoliiovani tohoto 1é&iva.***° V ramei této prace jsem piipravil novy typ konjugatu, a to
konjugat (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o,w-diazido-poly(ethylenglykolem) 5.
Jeho priprava je zaloZzena na vyuziti Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice mezi
jednotlivymi komponentami — (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatem 4 a a,w-diazido-

poly(ethylenglykolem) 2 (M ~ 2 000 g/mol).

3.1.1 Priprava a,m-diazido-poly(ethylenglykolu) 2

Vlastni  a,w-diazido-poly(ethylenglykol) 2 jsem pfipravil dvoukrokovou
syntézou z linearniho poly(ethylenglykolu). Tento polymer je bézné komercné
dostupny. Vybér derivatu o molekulové hmotnosti ~ 2 000 g/mol (cca 45 monomernich
jednotek) spocival ve faktu, ze se jedna o poly(ethylenglykol), ktery je za laboratorni
teploty pevnou latkou (nema voskovity charakter). Zarovein polymerni fetézec neni
pfili§ dlouhy sohledem na zamyslené studium piipravy a charakterizace z ngj
odvozenych polypseudorotaxanti. Tzn. teoreticky pocet navleCenych molekul a-
cyklodextrinu vi¢i dvéma koncovym molekuldm prednisolonu by dosahoval
priznivejSiho poméru nez tomu bylo v ptipad¢ diive studovanych polypseudorotaxani
odvozenych od poly(ethylenglykolu) s molekulovou hmotnosti (5 000—20 000 g/mol).!
To by se mélo projevit v pfesnéjSi interpretaci a vyhodnoceni NMR spekter
polypseudorotaxantl.

V prvnim  kroku  jsem  poly(ethylenglykol)  pfevedl  plsobenim
methansulfonylchloridu na o,®-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykol) (1) (Schéma
13). Tento postup pro modifikaci poly(ethylenglykolu) na jeho reaktivni formu 1 je
Vv literatuie dobfe zdokumentovan a byl vyuzit diive pro syntézu celé¢ tfady raznych
derivata, napftiklad oc,(n-diaminopoIy(ethylenglykolﬁ)64 nebo o, ®-bis(4-
karboxyfenyl)poly(ethylenglykolﬁ).65 Poly(ethylenglykol) je nutné pied vlastni reakci

dobie vysusit, coz se obvykle provadi azeotropickou destilaci toluenového roztoku.
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Methansulfonylchlorid jsem pouzil v pfebytku (32 ekv. na kazdou hydroxylovou
skupinu), slouzil tedy vreakéni smési rovnéz jako rozpoustédlo. Diky pouzitému
mnozstvi ¢inidla doSlo k uplné konverzi, coz bylo potvrzeno 'H NMR spektroskopii
surového produktu. Prebytecny methansulfonylchlorid jsem odstranil destilaci
a naslednym opakovanym srazenim produktu 1 v etheru. Izolovany vytézek byl velmi

vysoky a ¢inil 86 %.

O o
I (o) N __CH3
OH H —a— - = N0 S
{\Ao%n +  CI=$—CHg CHg/\ o {\/\O*n 10
J )
1

Schéma 13 - Priprava o, m-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykolu) (1)

Ve druhém kroku jsem provedl nukleofilni substituci koncovych
methansulfonovych skupin polymeru 1 azidem sodnym rozpusténym v DMF, cozZ je
polarni aprotické rozpoustédlo, velmi vhodné pro tento typ reakce (Schéma 14). Azid
jsem opét pouzil ve znacném piebytku (cca 11 ekv.), aby doslo k uplné konverzi.
Produkt 2 jsem izoloval extrakci do CH,Cl, a piecistil jsem jej srazenim v etheru.
Vytézek tohoto druhého kroku byl 86 %. Timto zplisobem jsem pfipravil cca 15 g o, -
diazido-poly(ethylenglykolu) (2), coz bylo dostateéné mnozZstvi pro optimalizaci

reakénich podminek piipravy konjugatu 5.
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Schéma 14 - Priprava a,m-diazido-poly(ethylenglykolu) (2)

3.1.2 Priprava (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu 4

Piipravu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu 4 jsem nejprve zkouSel provést
acylaci prednisolonu komeréné dostupnou kyselinou pent-4-ynovou aktivovanou
pomoci N,N-diisopropylkarbodiimidu. Tento zplsob acylace vSak vedl ke smési
produktl, ze které se mi slouc¢eninu 4 nepodafilo izolovat. Rozhodl jsem se proto
v dalsim vyzkumu vyuzit jako acyla¢ni Cinidlo chlorid kyseliny pent-4-ynové 3. Vlastni
ptipravu chloridu 3 jsem nejprve provedl piisobenim thionylchloridu na kyselinou pent-

4-ynovou. Samotnd halogenace probchla snadno, problém vSak nastal pifi separaci
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produktu 3 z ¢inidla, které jsem pouzil v piebytku. Pent-4-ynoylchlorid 3 ma totiz velmi
podobny bod varu (46-48 °C/2,5 KPa)® jako thionylchlorid, proto se mi nepodafilo tyto
latky destilaci od sebe odd¢lit. Zvolil jsem proto jiné Cinidlo, a to roztok fosgenu v
CH,Cl, (20 % wt). Pribéh reakce jsem monitoroval pomoci *H NMR spektroskopie.
Zjistil jsem, ze reakce v tomto prostredi za laboratorni teploty probiha velmi pomalu, po
13 dnech byla konverze jen cca 20%ni. Zménil jsem reakéni podminky, reakéni smés
byla zahiivana k refluxu. Ke zvySeni konverze vSak nedoSlo, nebot’ veSkery fosgen
vydestiloval z reak¢ni smési. V dal$im pokusu jsem proto misto roztoku fosgenu pouzil
pevny trifosgen a jako rozpoustédlo suchy chloroform. Refluxem reakéni smési byla
pomoci 'H NMR spektroskopie zjisténa konverze: 7 dni — 25 %; 14 dni — 42 %.
Urychlit reakei se mi podatilo katalyzou DMF (tii kapky), v tomto piipad¢ byla po 5
hodinach konverze prakticky 100 % (Schéma 15). lzolaci chloridu 3 jsem provedl
snadno, a to oddestilovanim rozpoustédla z reakéni smési. Vytézek byl prakticky
kvantitativni.

Nésledné jsem provedl acylaci prednisolonu jednim ekvivalentem chloridu
kyseliny pent-4-ynové (3) vV prostiedi suchého acetonitrilu a za pfitomnosti
triethylaminu jako baze (Schéma 3). Ackoli molekula prednisolonu obsahuje celkem tfi
hydroxylové skupiny, ptredpokladal jsem selektivni acylaci hydroxylu na uhliku 21,
nebot’ se jednd o primarni hydroxylovou skupinu, kterd by méla byt nejreaktivnéjsi
(vzhledem k sekundarni hydroxylové skupiné na uhliku 11 a terciarni hydroxylové
skuping na uhliku 17). Tento pfedpoklad se potvrdil, nebot’ jsem po ukonceni reakce (24
h; 25 °C) pomoci TLC a NMR spektroskopie identifikoval v reakéni smési pouze
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4) a malé mnozstvi nezreagovaného prednisolonu.
Zjistil jsem, ze tyto latky lze od sebe separovat pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu za pouziti aceton/AcOEt (1/2) jako mobilni faze. Slouceninu 4 Ize rovnéz
precistit rekrystalizaci ze smési chloroform/AcOEt (1/1). V ptipad¢€, kdy jsem pouzil
chlorid 3 v nadbytku (cca 1,5 ekv.), doslo k tplné acylaci hydroxylu v pozici 21, avSak
pozoroval jsem zaroven casteCnou acylaci dal§ich hydroxyll prednisolonu. Tyto
nezadouci produkty obsahujici dvé acylové skupiny se mi od slou¢eniny 4 nepodatilo
jak pomoci sloupcové chromatografie, tak i rekrystalizace oddélit, proto povazuji
pouziti pouze jednoho ekvivalentu €inidla za optimalni. ZvySeni konverze (96%) jsem

dosahl prodlouzenim reakéni doby na 3 dny (25 °C)
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Schéma 15 - Piiprava chloridu k. pent-4-ynové (3)

(Prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4) jsem charakterizoval bodem tani, *H a **C
NMR spektroskopii, hmotnostni spektroskopii s vysokym rozliSenim, infraCervenou
spektroskopii a Cistotu jsem ovéfil stanovenim elementarni analyzy. Na Obrazku 15 je
ast 'H NMR spektra, ve které je ziejma zména chemického posunu (55,03, resp. 4,90
ppm) a tvaru (2x dublet) signalu skupiny —COCH,0O- slouceniny 5 (ester) ve srovnani
s vychozim prednisolonem: (54,65, resp. 4,28 ppm) a tvar (2x dublet dubleti)

zpusobeny spin-spinovou interakci s OH skupinou.
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Obriazek 15 - Vyiez *H NMR spektra prednisolonu a (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu
(4)

3.1.3 Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadice

Huisgenovu 1,3-dipolarni cykloadici mezi (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatem
(4) a a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) (2) jsem studoval ve smési rozpoustédel t-
BUOH/H,0 (1/1),°® ve které jsou pfi reakéni teploté (65 °C) rozpustné jak vychozi
organické latky, tak i méd’na sil. Reakce tedy probihala v homogennim prostfedi.
Meédnou stl jsem piipravil in situ redukci CuSO4-5H,0 kyselinou L-askorbovou
(Schéma 16).>° Vzhledem k tomu, e bshem reakce dochazelo k postupné reoxidaci
médnych iontll (zména barvy reakéni smési ze Zluté na zelenou), davkoval jsem
v 8 hodinovych intervalech dalsi kyselinu L-askorbovou. (Prednisolon-21-yl)-pent-4-
ynoat (4) jsem pouzil v ptebytku (1,25 ekv.), aby doslo k jeho navazani na ob¢ azidové
skupiny. Konjugat 5 spolu s piebyteénym (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatem (4) jsem
izoloval z reakéni smési extrakci do CH,Cl,. Nasledné jsem produkt 5 izoloval srazenim
etherem (vychozi (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4) je Vetheru rozpustny)
a rekrystalizaci z isopropylalkoholu. Vytézek byl velmi vysoky, a to 98 %.
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Schéma 16 - Piiprava konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o, »-diazido-
poly(ethylenglykolem) (5)

Struktura konjugatu 5 byla potvrzena 'H NMR spektroskopii. Ve spektru
(Obrazek 16) je ztejmy novy signal patiici 1,2,3-triazolovému cyklu (67,60 ppm), ktery
je relativné Siroky. Dlvod rozSifeni signalu nedokazi vysvétlit, nicméné bylo

. . 67
v literatuie®’ 8%

nalezeno mnoho ptipadi 1,2,3-triazolovych derivat, jejichz
aromaticky =CH- signal byl rovn&z pomémé 3iroky. Dale je v 'H NMR spektru ziejma
zména chemického posunu CH; skupiny vazané na triazol (6 = 4,45 ppm), z puvodnich
0 = 2,69 ppm pattici skupiné CH,C=C slouceniny 4. Lze rovné¢z zaznamenat zanik
signalu skupiny —C=CH (singlet, & 1,98) ppm. Integralni intenzity piiblizné odpovidaji
zastoupeni dvou molekul prednisolonu na 45 jednotek ethylenglykolu (M = 2000
g/mol), coz potvrzuje navazani (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4) na ob& koncové
skupiny a,o-diazido-poly(ethylenglykolu) (2). Vzhledem ke slozitosti *H NMR spektra
vSak nelze vyloucit nepatrné zastoupeni (cca 5 %) konjugétu, ktery by obsahoval pouze
jednu jednotku prednisolonu a soucasné volnou azidovou skupinu (produkt mono-

cykloadice). Pfitomnost tohoto nezddouciho konjugatu naznacuje vzhled 'H NMR

spektra v oblasti azidové skupiny (6 3,50-3,30 ppm) (Obrazek 17).
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Obrizek 16 - Vyiez 'H NMR spektra konjugétu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu

s a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) (5)
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Obrazek 17 — Vyiez 'H NMR spektra konjugatu (prednisolon-

s a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) (5)
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3.2 Zhodnoceni pripravy polypseudorotaxanii 6 a 7

3.21 Priprava polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-a,m-diazido-
poly(ethylenglykol) 6

Polypseudorotaxany patfi do skupiny inkluznich slouc¢enin (komplexit)
polymernich konjugati s cyklodextriny. Inkluze je dusledkem schopnosti jedné
slou¢eniny (hostitel) pomoci vhodnych sterickych vlastnosti a polarity prostorové
uzaviit druhou slozku (host). Tvorba inkluznich sloucenin je podminéna prostorovym
uspofadanim, interakcemi typu van der Waalsovych sil a orientaénimi dipolovymi
interakcemi. Vznik inkluznich slouc¢enin nevyplyva z chemické afinity ani z pfitomnosti
ur¢itych funkénich skupin. Hostitelskd molekula musi obsahovat volné prostory
molekularnich rozméri amolekula hosta musi svym prostorovym uspotfadanim
odpovidat velikosti kavity hostitelské molekuly. Inkluzni slouceniny mohou byt
monomolekularni nebo — jak je tomu v ptipadé této prace — polymolekularni. Je-li
molekula v dutiné vazana tak, Ze se jiz nemUze vyvazat (napiiklad zavedenim
objemnych skupin na obou stranach interni molekuly), jedna se o komplex rotaxanu.
Naproti tomu pseudorotaxany nejsou kineticky stabilni, protoze cyklodextriny se mohou
znovu vyvléknout z polymerniho fetszce.!

Polypseudorotaxan 6 vznikly navlékanim o-cyklodextrinovych jednotek na
fetézec a,m-diazido-poly(ethylenglykolu) (2) jsem piipravil podle postupu popisujiciho
piipravu analogickych polypseudorotaxanu na  bazi a-cyklodextrinu
a poly(ethylenglykolu)® (Schéma 17). Uvedeny postup uvadi reakéni as 14 dni, ktery
jsem v mém piipad¢é dodrzel, nicméné ke vzniku polypseudorotaxanu 6 dochazi velmi
pravdépodobné béhem podstatné krat§i doby, coz lze sledovat vizualné jako vznik
srazeniny z homogenniho roztoku. Mnozstvi a-cyklodextrinu bylo zvoleno tak, aby na
kazdou ethylenglykolovou jednotku byla v reakéni smési pfitomna jedna molekula o-
cyklodextrinu. To predstavuje piebytek minimalné 2 ekv., a to vzhledem k tomu, Ze
u diive pripravenych polypseudorotaxanti byl vypocten pomér odpovidajici 2,2
ethylenglykolovym jednotkam vuci jedné molekule a-cyklodextrinu.” Produkt 6 jsem
izoloval centrifugaci, roztok piebytecného a-cyklodextrinu obsazeny ve srazeniné jsem
odstranil vicenasobnou dekantaci. Dle "H NMR spektroskopie jsem zjistil, Ze pocet a-
cyklodextrinovych jednotek je cca 18, coz odpovida 2,5 jednotkam ethylenglykolu na
jeden a-cyklodextrin. Pii tomto poméru a-cyklodextrin/poly(ethylenglykol) byl
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vypocteny vytézek reakce prakticky kvantitativni. Stejného vysledku jsem dosahl
I v pfipadé opakovanych syntéz polypseudorotaxanu 6. Kromé charakterizace pomoci
'"H NMR spektroskopie byla rovnéz stanovena elementarni analyza, kterd potvrdila, ze
polypseudorotaxan 6 obsahuje ve wvnitinich prostorech a-cyklodextrini kromé

poly(ethylenového) fetézce rovnéz molekuly vody.

N N
ol . ~ Ma{~g Oy,
n-1
2

. n 6
alfa-cyklodextrin

Schéma 17 - Schéma ptipravy polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-o,w-diazido-
poly(ethylenglykolu) (6)

3.2.2 Studium pripravy polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-konjugat

(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o, w-diazido-poly(ethylenglykolem) 7

Pokus 1

Pfi studiu ptipravy polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-konjugat (prednisolon-
21-yl)-pent-4-ynoatu s  a,w-diazido-poly(ethylenglykolem) (7) jsem vychazel
z experimentalnich podminek, za kterych jsem uspésné piipravil polypseudorotaxan 6:
prebytek a-cyklodextrinu, laboratorni teplota, redestilovand voda a reakéni ¢as 14 dni
(Schéma 18). Ve srovnani s ptipravou slouceniny 6 jsem v tomto piipadé pozoroval
v pribéhu reakce vznik pouze nepatrného mnoZstvi sraZzeniny, ktera se vytvofila
piedevsim na pocatku reakce. Vzniklou sraZzeninu jsem separoval centrifugaci a roztok
ptebyteéného a-cyklodextrinu obsazeny ve srazeniné¢ jsem odstranil vicenasobnou

dekantaci.
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Schéma 18 - Piiprava polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-konjugat (prednisolon-21-
yl)-pent-4-ynoat s a,m-diazido-poly(ethylenglykolem) (7)

Dle 'H NMR spektroskopie jsem zjistil, Ze po&et a-cyklodextrinovych jednotek
je cca 16, coz odpovida 2,8 jednotkam ethylenglykolu na jeden a-cyklodextrin.
Zastoupeni molekul prednisolonu viak dle 'H NMR spektroskopie odpovidd pouze
jedné pritomné molekule (Obrazek 18). Tento fakt lze vysvétlit tak, ze izolovany
polypseudorotaxan 8 vznikl z konjugatu, ktery obsahoval pouze prednisolon-triazolovou
jednotku na jednom konci fetézce poly(ethylenglykolu) (Obrazek 19). Jak jiz bylo
diskutovano v pfedchozi kapitole, pfitomnost této nezadouci formy konjugatu 5
Vv mnozstvi cca 5 % nelze zcela vyloucit, viz Obrazek 17. Tento pfedpoklad podporuje

rovnéz vytézek slouceniny 8, ktera odpovida cca 5-10% konverzi.
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Obriazek 18 - 'H NMR spektrum polypseudorotaxanu o-cyklodextrin-konjugat
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o, m-diazido-poly(ethylenglykolem) (8)

N=N
ONNJ\/\H/O\PD
n-1

(D
Y

alfa-cyklodextrin

n

Obrazek 19 - Schéma rotaxanu a-cyklodextrin-konjugat-poly(ethylenglykol) s

prednisolonem pouze na jednom konci

Pokus 2

Vznik a rozpad polypseudorotaxani predstavuje rovnovazny proces.”* Rozhodl

jsem se proto ve druhém pokusu provést piipravu polypseudorotaxanu 7 pii vyssi

teploté, tak aby bylo dosaZzeno rovnovahy, tj.

navleCeni a-cyklodextrini na

poly(ethylenglykol). Lze totiz pfedpokladat, Ze pfitomny prednisolon na koncich
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linearniho poly(ethylenglykolu) vyznamné zvySuje aktiva¢ni energii inkluzniho
procesu, a proto tento d¢j probihd v ptipadé konjugitu 5 vyrazné pomaleji, nez tomu
bylo v ptipadé a,m-diazido-poly(ethylenglykolu) (2). Reakéni teplotu jsem zvysil z 20
°C na 70 °C, reakéni ¢as a mnozstvi a-cyklodextrinu bylo zachovano. V prubéhu reakce
jsem pozoroval vznik urcitého mnozstvi sraZeniny. Jeji separaci jsem provedl
centrifugaci a sraZenina byla promyta redestilovanou vodou. Dle 'H NMR
spektroskopie jsem zjistil, Ze izolovany materidl ma prakticky stejné slozeni jako
polypseudorotaxan 8 ziskany v Pokusu 1 (Obrazek 20). Rovnéz vytézek byl podobny,
cca 5-10 %. Lze proto predpokladat, Ze inkluzni slouCeninu vytvarel pouze

,»monosusbstituovany* poly(ethylenglykol).

G L G L L L R e o

.
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Obrazek 20 - 'H NMR spektrum polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-konjugat
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s a,m-diazido-poly(ethylenglykolem) (8)

Pokus 3

V nékterych pracich zabyvajicich se termodynamikou vzniku
polypseudorotaxant poly(ethylenglykolu) a a-cyklodextrinu bylo zjisténo, ze rychlost
navlékani a-cyklodextrinovych jednotek je zvySovédna piitomnosti jontii.”»"*™* Efekt

souvisi se zménou (zvySenim) polarity reakéniho prostfedi, kterd ovliviiuje rychlost
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navlékani poly(ethylenglykolového) fetézce do hydrofobni kavity a-cyklodextrinu.
Znacné zvySeni rychlosti navlékani a-cyklodextrinu bylo pozorovano piedevSim v
pritomnosti lithnych jontt.”* V dalsim pokusu jsem proto do reakéni smési pridal LiCl,
a to vmnozstvi odpovidajici koncentraci 0,1 M, coz je koncentrace, pii které byl
pozorovén efekt urychleni vzniku polypseudorotaxanu.’® Ostatni reakéni podminky byly
stejné jako v pfipad¢ Pokusu 2. Separaci vzniklé srazeniny jsem provedl centrifugaci
a sraZenina byla promyta redestilovanou vodou. Dle *H NMR spektroskopie jsem zjistil,
ze izolovany materidl ma prakticky stejné sloZeni jako polypseudorotaxan 8 ziskany
v Pokusech 1 a 2 (Obrazek 21). Hmotnost izolované srazeniny vSak byla vyssi (cca 5x).
Provedenim elementarni analyzy byla zjisténa ptitomnost chloru (1,49 %) v produktu,
coz znamena, ze znatné mnozstvi LiCl se stalo soucasti zformovaného
polypseudorotaxanu 8. Ptitomny LiCl ovliviiuje celkovou molekulovou hmotnost
inkluzni slouceniny, coz vysvétluje vyssi hmotnost ziskaného produktu (nikoli vSak
procentudlni vytézek). Na zaklad¢é téchto faktli se domnivam, ze inkluzni slouc¢eninu

vytvarel pouze ,,monosusbstituovany* poly(ethylenglykol).

T
0.72 >0

Obriazek 21 - 'H NMR spektrum polypseudorotaxanu o-cyklodextrin-konjugét
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s a,m-diazido-poly(ethylenglykolem) (8)

60



3. Vysledky a diskuze

Pokus 4

V poslednim pokusu jsem provedl reakci v pfitomnosti katalytického mnozstvi
B-cyklodextrinu (5 mol %). V literatuie jsou totiz zdokumentovany ptipady, kdy
cyklodextrin urychloval vznik inkluznich slougenin,”"07778.79 Katalyticky efekt
hostitelské molekuly (napt. cyklodextrinu) majici vyssi afinitu ke koncové casti
polymerniho fetézce se vysvétluje timto mechanismem: Nejprve hostitelska molekula,
kterd ma nizsi afinitu ke koncové ¢asti hostu (polymeru), se na néj rovnovazné navaze
(je ptitomna v prebytku) a nasledné je tato hostitelska molekula potlacena do fetézce
polymeru hostitelskou molekulou katalyzatoru (na zékladé jeji vyssi afinity ke koncové
casti fetézce). Po rovnovazném uvolnéni této hostitelské molekuly (katalyzatoru) se pak
cely cyklus opakuje.”” Hypotéza Pokusu 4 je zaloZena na faktu, Ze B-cyklodextrin se
vyznacuje vétsi kavitou, do které je inkluze prednisolonové molekuly snadnéjsi. Mohl
by tedy fungovat jako hostitel s vyssi afinitou ke koncové ¢asti polymerniho fetézce —
vazany prednisolon. Vlastni poly(ethylenglykol) pak vytvafi inkluzni slouceniny pouze
s a-cyklodextrinem, s B-cyklodextrinem nikoli. Ostatni reakéni podminky byly stejné
jako v piipadé Pokusu 2. SraZeninu jsem separoval centrifugaci a byla promyta
redestilovanou vodou. Dle *H NMR spektroskopie jsem viak zjistil, Ze izolovany
material ma prakticky stejné sloZeni jako polypseudorotaxan 8 ziskany v Pokusech 1-3

(Obrazek 22), a proto se hypotéza o katalytickém ucinku B-cyklodextrinu nepotvrdila.
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Obriazek 22 - 'H NMR spektrum polypseudorotaxanu o-cyklodextrin-konjugat
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s o, m-diazido-poly(ethylenglykolem) (8)

3.2.3 Studium pripravy polypseudorotaxanu a-cyklodextrin-konjugat
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s a,w0-diazido-poly(ethylenglykolem)
7 s vyuzitim 1,3-dipolarni cykloadice

V dalsi ¢asti vyzkumu jsem se zabyval ptfipravou polypseudorotaxanu o-
cyklodextrin-konjugat (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu S o, w-diazido-
poly(ethylenglykolem)  (7) svyuzitim Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4) na polypseudorotaxan 6. Cilem bylo pfipravit
polypseudorotaxan 7 jinou metodou, provést jeho charakterizaci a porovnat jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti s polypseudorotaxanem 7 ziskanym navlékanim o-
cyklodextrinu na konjugat 5. Volba Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice spocivala
Vtom, Ze se jednd obecné o reakci probihajici velmi rychle, s vysokymi vytézky a
znac¢nou univerzalnosti (viz kap. 1.5). Pravé rychlost reakce je klicovym faktorem,
nebot’ je nutné, aby proces navdzani prednisolonu probéhl dfive, nez dojde v reakénim
prosttedi  k uplnému  uvolnéni  a-cyklodextrinovych  jednotek  z vychoziho

polypseudorotaxanu 6.
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3. Vysledky a diskuze

Pfi prvnim pokusu jsem 1,3-cykloadi¢ni reakci provedl v DMSO, ve kterém je
polypseudorotaxan 6 relativng stabilni.*® Reakéni podminky jsem zvolil stejné jako
Vv ptipad¢ ptipravy konjugatu 5 s tim rozdilem, Ze jsem prodlouzil reakéni ¢as z 2 dni na
7 dni. (Prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4) jsem pouzil v piebytku (1,5 ekv.). Produkt
jsem zreakéni smési izoloval jeho vysrazenim vodou a naslednou centrifugaci
srazeniny. Dle "H NMR spektroskopie jsem zjistil, Ze izolovanym materialem je pouze
vychozi latka — (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4).

Ve druhém pokusu jsem misto DMSO jako rozpoustédla pouzil smés t-
BuOH/H,0 (1/1). Toto rozpoustédlo 1ze na rozdil od DMSO snadno odstranit destilaci,
coz umoznilo lepsi separaci produktu z reakéni smési. Méd’nou sul jsem pro reakci
odstranil promytim produktu vodou a ptebyteény (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4)
promytim etherem. Dle "H NMR spektroskopie jsem zjistil, ze produktem je fyzikalni
smés vychozi slouceniny 4 a a-cyklodextrinu, nebot ve spektru chybél signal
poly(ethylenglykolu) (6 = 3,50 ppm). Ztoho vyplyva, Ze za uvedenych reak¢nich
podminek probéhlo pouze uvolnéni a-cyklodextrinovych jednotek z vychoziho
polypseudorotaxanu 6.

Ve tietim pokusu jsem proto pouzil smés t-BuOH/H,0 (1/1), kterou jsem nasytil
a-cyklodextrinem. Piedpoklddal jsem, Ze se tim zajisti vysS$i stabilita vychoziho
polypseudorotaxanu 6, nebot' dojde k dynamické rovnovaze mezi uvolfiovanim
a navlékanim a-cyklodextrinu. Zjistil jsem vSak, ze samotny t-BuOH vytvafi s a-
cyklodextrinem v daném prostiedni $patné rozpustnou inkluzni slouéeninu, coz se
projevilo vznikem sraZeniny, a to jeSt€¢ pied pfidanim ostatnich reaktanti. Tento
predpoklad se potvrdil 1 'H NMR spektroskopii izolované srazeniny, nebot’ ve spektru
je kromé¢ signall patticich vychozimu polypseudorataxanu 6 rovnéz jasné patrny signal
odpovidajici terc-butylové skupiné¢ (6 = 1,10 ppm) pfislusné inkluzni slouceniny

(Obrazek 23).
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3. Vysledky a diskuze
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Obrazek 23 - "H NMR spektrum izolovaného produktu — smési vychoziho
polypseudorataxanu 6 a inkluzni slouc¢eniny a-cyklodextrin/ t-BuOH.

Na zakladé téchto provedenych experimentd se domnivam, ze Huisgenova 1,3-

dipolarni cykloadice prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4) na polypseudorotaxan 6

probiha velmi pomalu, pravdépodobné z dlvodu sterického branéni azidovych

funkénich skupin molekulami a-cyklodextrinu. Jako rychleji probihajici déj jsem

pozoroval uvolnovani a-cyklodextrinovych jednotek z vychoziho polypseudorotaxanu 6.
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4. Zaver

4. 7.avér

V ramci této diplomové prace jsem pfipravil a charakterizoval novy konjugat
prednisolonu a poly(ethylenglykolu) (M ~ 2000 g/mol) 5. Podstatou navazani
prednisolonu na polymer bylo vyuziti Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4) na a,w-diazido-poly(ethylenglykol) (2). Vlastni
(prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoat (4) jsem pfipravil acylaci prednisolonu chloridem
kyseliny pent-4-ynové (3), ziskané ptisobenim trifosgenu na kyselinu pent-4-ynou. a,®-
Diazido-poly(ethylenglykol) (2) jsem pak pfipravil dvoukrokovou syntézou
z poly(ethylenglykolu), ktery jsem nejprve prevedl pisobenim methansulfonylchloridu
na o,w-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykol) (1) a nasledné jsem methansulfonylové
skupiny slou€eniny 1 substituoval ptisobenim azidu sodného.

V dalsim ¢asti diplomové prace jsem se zabyval studiem vzniku inkluzni
slouceniny konjugatu 6 a a-cyklodextrinu. Vysledny polypseudorotaxan 7 se mi vSak
ani v jednom ze ¢tyi pokusi provedenych za riznych podminek nepodafilo pfipravit.
Izoloval jsem pouze inkluzni slou¢eninu 8 vznikajici pravdépodobné z necistoty (cca
5 %) pritomné v konjugatu 5, kterd obsahuje prednisolon pfipojeny jenom na jeden
konec  poly(ethylenglykolového) fetézce. Divodem  neuspésnosti  piipravy
polypseudorotaxanu 7 je pravdépodobné velikost molekuly prednisolonu, ktera brani
navlékani a-cyklodextrini na poly(ethylenglykolovy) fetézec. Tento zavér je tedy
v rozporu s vysledky studie publikované dfive.*

V posledni ¢asti diplomové prace jsem se zabyval piipravou polypseudorotaxanu
7 svyuzitim Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu
(4) na inkluzni slou¢eninu a-cyklodextrinu a a,m-diazido-poly(ethylenglykolu) 6. Ani
V tomto piipadé se mi vSak nepodafilo polypseudorotaxan 7 pfipravit. Divodem je
pravdépodobné nizka reaktivita vychoziho polypseudorotaxanu 6, ve kterém jsou

azidové funkéni skupiny blokovany hostitelskymi molekulami a-cyklodextrinu.
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'H NMR spektrum a,o-bis(methansulfonyl)poly(ethylenglykolu) (1)
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'H NMR spektrum a,o-diazido-poly(ethylenglykolu) (2)
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'H NMR spektrum chloridu kyseliny pent-4-ynové (3)
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3C NMR spektrum chloridu kyseliny pent-4-ynové (3)
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'H NMR spektrum (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4)
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3C NMR spektrum (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu (4)
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"H NMR spektrum konjugatu (prednisolon-21-yl)-pent-4-ynoatu s a,@-diazido-
poly(ethylenglykolem) (5)
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'H NMR spektrum Polypseudorotaxan a-cyklodextrin-a,m-diazido-poly(ethylenglykol)
(6)
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poly(ethylenglykolem) a a-cyklodextrinu. Ob¢é metody vsak
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