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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva syntézou monosubstituovanych derivati

cyklodextrinti (CD) pomoci regioselektivni deacetylace.

Pro optimalizovani pfipravy derivati byly nejprve provedeny pilotni studie,
kde byly vytézky sledovany pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Vybrana ¢inidla byla pouzita pro deacetylaci per-O-acetyl-B-CD ve vétSim
meéfitku, a takto byly ziskany dva monosubstituované derivaty. Jedna se o per-O-
acetyl-2”-hydroxy-B-CD a per-O-acetyl-6"-hydroxy-B-CD. Vysledné produkty byly
charakterizovany pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni
spektrometrie (MS). Ptiprava prvné jmenovaného derivatu nebyla doposud

publikovana.

Uvod literarni reserse je zamé&fen na historii, strukturu, vlastnosti, vyrobu
avyuziti cyklodextrini v praxi. Ve druhé c¢asti jsou struéné shrnuty metody
selektivniho odchranovani persubstituovanych CD a posledni kapitola se vénuje

teorii selektivni deacetylace.

Klicova slova: cyklodextriny, monosubstituovany derivat, selektivni deacetylace



Abstract

This bachelor thesis deals with synthesis of monosubstituted cyclodextrin (CD)

derivatives by regioselective deacetylation.

At first, preliminary study was done for optimization of the derivatives
preparation. The reaction was monitored by high performance liquid chromatography
(HPLC) and the most promising reagents were used for deacetylation of per-O-
acetyl-B-CD on a larger scale. The reactions furnished two monosubstituted
derivatives: per-O-acetyl-2”-hydroxy-p-CD and per-O-acetyl-6”-hydroxy-p-CD.
The products were characterized by nuclear magnetic resonance (NMR) and mass

spectrometry (MS). The preparation of the first derivative has not been published yet.

The introduction is focused on the history, structure, properties, production and
the use of cyclodextrins. In the second part, methods for selective deprotection of
persubstituted CDs are briefly summarized and the next chapter deals with the

selective deacetylation.

Keywords: cyclodextrins, monosubstituted derivative, selective deacetylation
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Seznam zKkratek

Ac
ACN

Bn

Bz

CD
CGTéaza

COSY

DIBAL
DMSO

ekv.

HMBC

HPLC

HSQC
LDso
Me
min.
MS
NMR
r.t

It
RVO

TBDMS

acetyl

acetonitril

benzyl

benzoyl

cyklodextrin(y)

cyklodextrin glykosyltransferaza
correlation spectroscopy

den

diisobutylaluminium hydrid
dimethylsulfoxid

ekvivalent

hodina

heteronuclear multiple bond correlation

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (high-performance

liquid chromatography)

heteronuclear single-quantum correlation

smrtelna davka pro 50 % jedinct (lethal dose, 50 %)

methyl

minuta

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
laboratorni teplota (room temperature)

retencni ¢as

rotacni vakuova odparka

tert-butyldimethylsilyl
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THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
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1 Uvod

Od objeveni cyklodextrinti®? uplynula jiz fada let, ale piesto jsou ur¢itd odvétvi
téchto cyklickych oligosacharida pro védce stale velkou nezndmou. Divodem badéani
a ziskavani novych poznatkii, mize byt Siroké vyuziti téchto latek v praxi. Diky
svym unikatnim fyzikalné-chemickym vlastnostem, schopnostem tvofit inkluzni
komplexy avelmi nizké toxicité, nalezly cyklodextriny i jejich derivaty Siroké
vyuziti v nejriiznéjsich odvétvich, jako naptiklad v potravinaiském,>* kosmetickém,®

6-8

farmaceutickém,®® zemédélském® nebo textilnim priamyslu.°

Tato bakalatska préace si klade za cil prozkoumani nové metodologie ptipravy
derivatd  cyklodextrini pomoci regioselektivni  deacetylace. Motivaci pro
optimalizovani této metody je ve vysledku snadna, Casové a finanén¢ nenarocna
cesta, ktera vede K pfipravé vhodnych derivatt, diky nimz bychom mohli v blizké
dobé modifikovat celou fadu nanomaterialii. Vyuziti by takto pfipravené derivaty

nasly i jako velmi uzitecné prekurzory pro dalsi chemické syntézy.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Cyklodextriny

ey ee

objevitele této latky je povazovan francouzsky chemik a lékarnik Antoine Villiers,*
ktery se zabyval aspekty chemie pfirodnich latek, predevSim pak sacharidi
a alkaloidii. Vroce 1891 se mu podafilo ziskat krystalickou latku pomoci
enzymatické degradace Skrobu za ptisobeni Bacillus amylobacter (tato kultura ziejmé
nebyla &ista a mohla obsahovat také Bacillus macerans).!* Latku ziskal v nizkém
vytézku — piiblizné 0,3 %. Vysledny produkt mél podobné vlastnosti jako celuldza,
jelikoz byl také odolny proti kyselé hydrolyze a mél neredukujici vlastnosti.
Na zdklad¢ objevenych znakii byla tato latka nazvéana ,.cellulosin®. Vzorec nové
objeveného produktu byl chybné stanoven [(CsH100s)2 + 3H20]. Pozdé&ji védci Philip
C. Manor a Wolfram Saenger'? prokazali, ze se nejednalo o ¢isty CD, ale o smés a-

a B-CD. Na zaklad¢ novych objevt upravili pivodni vzorec na [(CeH1005)s + H20].

V roce 1903 panovalo podezieni, ze kmeny teplotné odolnych mikroorganismii
mohou vést k otravé zjidla. To motivovalo rakouského chemika a bakteriologa
Franze Schardingera'® ke studiu téchto kment. Stdpeni krobu, které provadél
pomoci Bacillus macerans,** vedlo ke vzniku dvou rtiznych krystalickych produkti
ve vytézku 25 — 30 %, tyto latky se zdaly byt velmi podobné té, kterou pojmenoval
Villiers jako ,,cellulosin“. Proto se Schardinger rozhodl, ze podrobnéji prozkouma
vznikajici latky, a dal tak zaklad chemii cyklodextrind. Pomoci reakce s jodem, se
mu podafilo rozliSit dva typy cyklodextrinli, které nazval ,krystalicky dextrin A

a B«.

Mezi lety 1905 az 1911 detailné popsal piipravu, separaci a CiSténi
,cellulosinu®. Dale pak zmapoval jeho chovani v ptitomnosti alkohold, chloroformu

a roztoku jodu, kde se poprvé projevila schopnost tvofit komplexy.™

Schopnost tvofit komplexy S nékterymi organickymi slouc¢eninami potvrdil
vroce 1930 némecky chemik a biochemik Hans Pringheim.!® Je dilezité
poznamenat, ze do této doby nebyla struktura dextrinii stanovena. Rovnéz nebylo
znamo, ze Skrob je makromolekula slozenéd z nékolika glukopyranosovych jednotek.

Strukturu CD se podafilo popsat, az v druhé poloving 30. let 20. stoleti skupiné
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védeli, vcelesKarl J. Freudenbergem.!” Tito védci zjistili, Ze krystalické
Schardingerovy dextriny jsou postaveny z glukopyranosovych jednotek a obsahuji
pouze a(l—4) glykosidické vazby. Popsali téZ postup pro izolaci Cistého CD
a Vv roce 1936 postulovali cyklickou strukturu tdchto krystalickych dextrind.'® Prvni
patent'® tykajici se CD ziskali v roce 1953 Karl Freudenberg, Friedrich Cramer
aHans Plieninger. Tento dokument obsahoval prakticky veskeré doposud
vyzkoumané aspekty CD. Patent zahrnoval objevy spojené piedev§im s komplexaci
CD, jako je zlepSeni rozpustnosti 1é¢iv, ochrany proti atmosférické oxidaci a snizeni
odpafovani vysoce tékavych latek. Potéchto objevech se CD zpopularizovaly
a zacaly se jimi zabyvat védci, jako naptiklad John A. Thoman, Lynn Stewart,?° nebo
George V. Caesar.?! Bohuzel zdjem o CD hned v pocatcich klesl, jelikoz roku 1957
sepsal Dexter French?? prvni piehledny ¢lanek o CD, ve kterém uved! dezinformaci
0 vysoké toxicité¢ CD. Za thyn zvifat, na kterych probihalo testovani, mohly s velkou
pravdépodobnosti necistoty v podavanych CD. Trvalo témét 25 let, nez byly tyto

mylné informace vyvraceny a popularita CD opét stoupla.

Stoupajici trend zajmu o CD muzeme pozorovat i v dnesni dob¢€, coz podtrhuje
ptibyvajici pocet védci, ktefi se touto problematikou zabyvaji. V roce 2016 bylo
zvefejnéno pies 2500 impaktovanych védeckych publikaci zabyvajici
se nejruznéj§imi tématy CD. Dulezitou roli hraje i uplatnéni CD v praxi, a to
v ruznych odvétvich — naptiklad v primyslu farmaceutickém, kosmetickém,

potravinaiském, textilnim atd. (viz nize).
2.1.1 Struktura a vlastnosti

Cyklodextriny (CD),* dfive znamé téz pod nazvem cykloamylosy nebo
cyklomaltodextriny, jsou cyklické oligosacharidy, jejichz zakladni stavebni
jednotkou jsou o-D-glukopyranosové jednotky v zidlickové konformaci “Ci, které
jsou do prstence vzajemné propojeny o(1l—4) glykosidickymi vazbami. Ke vzniku
této vazby dochazi pfi enzymatické degradaci amylosy za pusobeni enzymu
cyklomaltodextrin glykosyltransferaz — CGTaz, které jsou bakterialniho puvodu

(napt. produkované Bacillus macerans nebo Bacillus stearothermophilus).?®

Podle poctu glukopyranosovych jednotek, jez jsou propojeny v kruhu, délime
CD na a-CD (6 jednotek), B-CD (7 jednotek) a y-CD (8 jednotek), jak mizeme vidét

na obrazku 1. Tyto tfi typy patii k nejcastéji vyuzivanym, protoZze maji prostorove

14



vyhodnou konformaci, kterda jim zajistuje dobré komplexacni vlastnosti. Kromé
téchto tii typu byl jiz vyroben pre-a-CD, jehoz struktura je tvofena péti
glukopyranosovymi jednotkami. Zaroven jsou znamy typy obsahujici vétsi pocet

jednotek: 5-CD (9 jednotek), e-CD (10 jednotek) a nékteré z nich mohou byt tvoieny

az sto jednotkami.?®

OH glukopyranosova

jednotka C
glukopyranosova HO O o 0]
jednotka B OH™HO
HO
HO 0

1.0 HO OH glukopyranosova
O = jednotka D
o X2 n=1,0-CD J
5 n=2,p-CD o
n=3,y-cb | HO

o) HOo

glukopyranosova HO
jednotka A 6 4

(0] OHg[HO o OH glukopyranosova
jednotka E
glukopyranosové HO
jednotky F-H n

Obrazek 1 — Struktura cyklodextrinii.

Cyklodextriny maji v trojdimenzionalnim prostoru tvar dutého komolého
kuzele (obrazek 2), kde se na sekundarnim okraji nachazeji sekundarni hydroxylové
skupiny (OH skupiny), které jsou navazany na atomech uhliku v polohach 2 a 3 na
glukosové jednotce. Kdezto na primarnim okraji nalezneme primarni hydroxylové
skupiny, jez jsou navazany na atomech uhliku Vv polohach 6. Do kavity jsou
orientovany nepolarni C-H vazby vodikti H-3, H-5 a H-6, stejn¢ jako atomy kysliku
z glykosidickych vazeb. To zpusobuje lipofilni charakter kavity. Naopak velky pocet
hydroxylovych skupin s orientaci ven z CD mé na svédomi rozpustnost ve vodé
a jinych poléarnich rozpoustédlech.

Cyklodextriny jsou za béznych podminek bilé krystalické latky a maji
zpravidla rigidni charakter. Tento charakter je ddn moznosti vzniku intramolekularni
vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami na C-2 glukopyranosové jednotky
a hydroxylovymi skupinami na C-3 prilehlé glukopyranosové jednotky. V [B-CD

vvvvv

vode¢ oproti ostatnim typum CD (viz tabulka 1).
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primarni okraj 6

OH
Obrazek 2 — Tvar cyklodextrinu.

Cyklodextriny jsou stabilni v alkalickych roztocich a do jisté miry také odolné
proti kyselé hydrolyze, avSak s klesajicim pH niz$im nez 3,5 a teplotou vyssi nez
60 °C dochazi k rozkladu. Struktura odolava ucinkum infraerveného, viditelného

i ultrafialového zareni.?

Tabulka 1: Rozméry a zakladni vlastnosti a-, B- a y-CD.>?

o-CD B-CD y-CD
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Moléarni hmotnost [g.mol™?] 973 1135 1297
Rozpustnost ve vodeé pii 25 °C [g/100 ml] 14,5 1,85 23,2

Pramér kavity (primarni/sekundarni okraj) [nm] 0,47/0,52 0,60/0,64 0,75/0,83

Vyska kavity [nm] 0,79 0,79 0,79
Piiblizny objem kavit v 1 g CD [ml] 0,10 0,14 0,20
Krystalova voda [hmotnostni %] 10,2 13,2-14,5 8,1-17,7

S rostouci mirou vyuziti CD ve farmaceutickém a potravinaiském priamyslu
se nabizi otazka, zda jsou CD zdravotné nezavadné. Obecné jsou v dnesni dobé CD
povazovany za netoxické, jsou nedrazdivé pro pokozku, o¢i a sliznice pfi inhalaci.
LDsp pii peroralnim podani u mysi, krys a psit nabyva hodnot 12,5, 18,8 a 5 g na kg
jejich télesné vahy. Vyhodou je, Ze jsou CD biodegradabilni, tedy nedochazi k jejich
kumulaci v zivotnim prostifedi. Toxikologické studie ovSem ukazaly, Zze nékteré
derivaty CD maji Skodlivy vliv na zivé organismy. Napiiklad methylované derivaty

CD mohou zplsobit podrazdéni o¢i a alkylované derivaty maji Skodlivé ucinky
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na ledviny a biologické membrany. Témata, zabyvajici se toxicitou latek, by neméla

byt brana na lehkou véhu a jsou stdle velmi aktudlni i v dnesni dobg.?*°

2.1.2 Inkluzni komplexy

Jednim z pozoruhodnych znakti CD je schopnost tvofit pevné inkluzni
komplexy (hostitel-host z angl. host-guest) s velmi Sirokou S$kalou pevnych,
kapalnych iplynnych latek.®® Inkluzni komplexy jsou dodasné utvary slozené
z hostitelské molekuly v nasem piipadé molekuly CD a hosta, ktery musi vynikat
odpovidajici velikosti, strukturou i vlastnostmi. Lipofilni, neboli hydrofobni dutina
CD (hostitele) poskytuje idealni mikroprostfedi, které mize byt obsazeno vyhovujici
nepolarni skupinou (host) za vzniku inkluzniho komplexu (obrazek 3).

Stechiometrie komplexd hostitel:host miize nabyvat riznych hodnot, ale ve
vétsing piipadl nabyva poméru 1:1. Méné ¢asté jsou pak poméry 1:2, 2:1 a 2:2.32%
Dalsi typy supramolekularnich atvari mohou nabyvat velmi sloZitych
arozvétvenych struktur, jako jsou naptiklad katenany, rotaxany, polyrotaxany

a pseudorotaxany.6=7

Béhem tvorby inkluzniho komplexu nevznikaji, ani nezanikaji Zadné
kovalentni vazby. Proces tvorby je reverzibilni a mé& dynamicky charakter, to
znamena, ze dochazi k neustalému vzniku a zaniku nekovalentnich vazeb mezi
hostitelem a hostem. Za hlavni hnaci silu pii tvorbé komplexu byla dlouhou dobu
povazovana tzv. Vysoko energeticka voda, ktera méla byt vypuzovana z lipofilni
dutiny CD. To mélo mit za nasledek ziskani stabilngjsiho stavu s nizs§i energii. Na
zékladé termodynamickych pozorovani byla tato teorie napadena a pii novych
predpokladano. Dnes jiz vime, ze za tvorbu komplexu je odpovédno vice typu
interakci predevsim elektrostatické, van der Waalsovy interakce, indukéni a disperzni
sily 1 vodikova vazba. Neméli bychom opomenout vhodny tvar molekuly hosta.
Dulezitosti jednotlivych hnacich sil se v dneSni dobé zabyva predevSim teoretické
modelovani asimulace tzv. QSAR (zangl. quantitative structure—activity

relationship). Tyto modely jsou obvykle uzite¢né k predpovidani vazebné konstanty

vvvvvv

systému.®
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Vhodnym hostem ke vzniku komplexu s CD z pohledu organické chemie mutize
byt Siroké spektrum organickych lipofilnich latek, jako jsou linearni ¢i vétvené

uhlovodikové fetézce, aldehydy, ketony a dalsi.

Komplexace cyklodextriny ma velky vyznam, pfredev§im diky vlivu
na fyzikalné-chemické vlastnosti hostujici molekuly. Témito vlastnostmi mohou byt:
zvySeni rozpustnosti vysoce nerozpustnych latek, stabilizace latek citlivych
na viditelné, UV zafeni nebo teplo, kontrola tékavosti a sublimace latek ¢i ochrana
proti oxidaci. Velka fada téchto vlastnosti ma své praktické vyuziti v riznych

primyslovych odvétvich.®2

Obrazek 3 — Vznik inkluzniho komplexu.

2.1.3 Vyroba

S rostoucim vyuzitim CD se Vv dne$ni dobé zvySuje poptavka a S ni i naroky
na levnou a efektivni vyrobu. Kazdoroéné se této bilé krystalické latky vyrobi fadové

tisice tun a tento trend stale roste.

Prvnim krokem pti vyrobé CD je rozpusténi Skrobu pii zvySené teploté, a poté
nasleduje Castetnd hydrolyza. Takto pfipraveny Skrob nesmi obsahovat glukézu,
nebo nizkomolekularni oligosacharidy, protoZze by doSlo ke sniZeni vytéZku
vyslednych CD. Nasleduje pfidani enzymu cyklomaltodextrin glukanotransferazy
(EC 2.4.1.19).

Tento enzym je produkovan Sirokou Skalou mikroorganismi: Bacillus
macerans, B. megaterium, B. careus, B. stearothermophilus, B. circulans, Klebsiella
pneumonie, K. oxytoca, Micrococcus leuteus, Thermoanaerobacterium

thermosulfurigebes a dalsi.®

CGT-asy stépi a(l—4) glykosidické vazby v a-glukanech. (oligosacharidy
¢i polysacharidy slozené z opakujicich se glukozovych jednotek), ¢imz vznikne

stabilni kovalentni glykosylovy meziprodukt. Glykosylovy meziprodukt se poté spoji
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s vlastnim neredukujicim koncem na hydroxylové skupiné na C-4, a tim dojde ke
vzniku nové oa(l—4) glykosidické vazby. Tento proces neni selektivni a vede
K tvorbé smési ruznych typi CD, které musi byt nasledné separovany. Vyssi
selektivnost reakce se muze zajistit, pfidani komplexa¢niho ¢inidla. Pro maximalni
vznik o-CD je doreakce piidan dekan-1-ol, pro B-CD toluen a pro y-CD
cyklohexadekanol. Volba komplexotvorné latky zalezi na cené, toxicité a predevSim

moznosti odstranéni této latky z konecného krystalického produktu.

V dnesni dob¢ jsou jiz znami postupy, jak vyrobit a-, B- 1 y-CD v Cistoté vyssi
nez 98 %, coz je dulezité¢ predevsim pro potravinaisky prumysl. Vytézky nékterych

vyrobnich postupti presahuji i 95 %.24°
2.1.4 Vyuziti

Jak jiz bylo napsano vySe, CD se bézn¢ vyuzivaji v raznych odvétvich
prumyslu, coz je dano predevsim jejich unikatnimi vlastnostmi. Hlavni pfednosti je
tvorba inkluznich komplexi (viz kapitola 2.1.2) a tim ovlivnéni fyzikalné-
chemickych vlastnosti jinych latek. Velmi dulezitd je také zdravotni nezdvadnost.
Mozna si to neuvédomujeme, ale v potravinaiskych a kosmetickych produktech se

s CD miiZeme setkat kazdy den.

Cyklodextriny se Casto vyuzivaji v potravinaiském pramyslu jako piidatné
latky neboli aditiva. Naptiklad B-CD muzeme V potravinach nalézt pod oznacenim
E 459. Cyklodextriny se pouZivaji jako stabilizatory barviv, chuti a vitamini. Casto
se CD vyuzivaji k pohlceni uzivatelsky nepfijemnych hotkych chuti. Dalsi vyuziti je
pfi odstranovani kofeinu zkavy ¢i Caje. Cyklodextriny tvofi komplexy
s cholesterolem, ¢ehoz je vyuzivano pii odstranovani této latky z vajec nebo z miléka.
S CD se muzeme setkat nejen v potravinach, ale také v obalech, ve kterych jsou
potraviny uchovavany. V obalech tvoti CD komplexy piedevs§im s tékavymi latkami,
které by mohly kontaminovat potraviny. Dalsi dulezitou vlastnosti je, ze v obalech
zlepsuji bariérové vlastnosti tzn. omezeni rychlosti difuze a prostupnost castic

obalem.*3
Pocet patentil, zajistujicich vysadni pravo k primyslovym postupiim a vyuziti
CD v kosmetickém primyslu rok od roku roste. Piikladem mtize byt pouziti CD

v Tea tree oleji. Cisty olej je stabilni v fadu mésicti oviem s podminkou absence

svétla a kysliku. V opacném piipadé zacnou terpeny obsazené v oleji reagovat za
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vzniku 4-isopropyltoluenu, ktery je pro pokozku drazdivy. Po ptidani CD
a komplexaci je Tea tree olej stabilni proti pusobeni svétla i kysliku, a tak je tvorbé
vlastnosti oleje. Casto jsou také CD piidavany do parfémti a deodorantd,

kde zabratiuji rychlému vypafeni vonnych latek, a tim zajistuji delsi u¢inek.>

Ve farmaceutickém primyslu se CD vyuzivaji ke stabilizaci a ovlivnéni
rozpustnosti 1éCiv Vv téle pacienta. Cyklodextiny zajistuji lepSi biologickou
dostupnost a efektivnéjsi vstfebavani medikament. Je prokazané, ze zmirfiuji
nezadouci vlastnosti 1ékd, at” uz jsou do téla podavany peroraln€, rektalné€, nebo
dal$imi zpusoby. Dalsi dilezitou roli hraji CD ve zdravotnickych textiliich, kde se
objevuji na antibakteridlnich a antialergickych obvazech, ale i bézném textilu,
naptiklad na tri¢kach, kalhotach, ponozkach, pyZzamech atd. Nejnové&jsi aplikace
vyuzivaji CD jako tkanovy nosi¢, na kterém nasledné ,,rostou” umélé cévni nahrady,

stenty, nahrazky $lach a chirurgickych vlaken. 142

Bohuzel v bakalatské praci nelze obsdhnout v§echny moznosti vyuziti riznych
typli CD, proto bych radd doporucil v pfipadé z4jmu ctenadfe nasledujici literaturu,
kterdA se zabyva vyuzitim CD v chemosensorech,”® separaénich metodach,*

textilnim,'® a zemédglském primyslu.’

2.2 Monosubstituované derivaty cyklodextrini

Tam, kde prestavaji CD stacit, se na fadu dostavaji jejich derivaty, ¢imz se
jesté zvysuje vyuzitelnost.? Zakladni typy CD obsahuji 18 (a-CD), 21 (B-CD) a 24
(y-CD) hydroxylovych skupin, které lze libovolné modifikovat, a tak dostavame
Siroké spektrum novych derivatlh rozlicnych vlastnosti. Pocet znamych derivata CD
je obrovsky: pii vyhleddvani v databazi SciFinder® se dozvidame o existenci vice nez
2000 znamych derivati o-CD, témét 8000 derivati B-CD, a také vice nez 1000
derivath y-CD. Vétsina dosud syntetizovanych derivati vSak nenaSla své uplatnéni,
protoze zahrnuji sloZité kroky syntéz, coz ma za nasledek nizké vytézky a vysokou
cenu. Aby bylo mozné derivaty CD vyuzit v praxi, musi byt zachovana jejich
zdravotni nezavadnost a komplexacni vlastnosti. Komeréné dostupné derivaty CD
nasly své uplatnéni predev§im v chromatografickych, diagnostickych metodach

a také jako intermediaty pro dalsi chemické syntézy.*>44

20



Reakci CD s reaktantem dochazi k modifikaci hydroxylovych skupin, a tim
vznika smés izomerll sruznym stupném substituce: mono-, di-, tri- i vice
substituované derivaty. Jednotlivé izomery se liSi polohou substituentu/ti v ramci
jedné glukopyranosové jednotky, ale i umisténim glukopyranosové jednotky v celém
CD. Proto rozlisujeme rtizné druhy derivatd CD: persubstituované CD, nadhodné
substituované CD, persubstituované CD ve zvolené pozici, selektivné substituované

CD a monosubstituované CD (obrazek 4).

$ R®
0 Lo ORI
~ R?
n n
persubstituovany nahodné substituovany persubstituovany CD
CD CD ve zvolené pozici
R1
iny
0 O
\wA\a
R QL 0
R
e\ O _o
o} 2 $
— ~
d, %10
O'/3 3 (0) S OH o)
R c OH n-1
selektivné substituovany monosubstituovany
CD CD
n =6, derivat a-CD
n =7, derivat p-CD
n = 8, derivat y-CD

Obrazek 4 — Jednotlivé typy derivata CD.

Vzniklé smési jednotlivych izomerl je po syntéze nutné separovat, coZ muze
byt velmi obtizné. Pro monosubstituované derivaty je mozny vznik t¥i riznych
izomerd, pro disubstituované derivaty je mozny vznik desitek izomert a pro tri-
a vice substituované derivaty toto Cislo jesté vice roste. Z tohoto ditvodu je vyhodna

ptiprava predevsim persubstituovanych a monosubstituovanych derivata.

Monosubstituované derivaty se pfipravuji derivatizaci vodiku na hydroxylové
skupiné. Velké mnozstvi hydroxylovych skupin v polohach 2, 3 a6, které si
navzajem konkuruji, vSak znesnadnuje substituci na cilené OH skupin€. Moznosti,
jak docilit regioselektivni modifikace CD je wvyuzit odliSnych vlastnosti

hydroxylovych skupin v riiznych polohdch.*>4
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Hydroxylové skupiny v poloze 6 jsou diky svému umisténi na primarnim okraji
CD nejlépe pristupné, a nejméné kyselé (pKa = 15-16). Diky tomu OH skupiny v této
poloze velmi dobie reaguji s elektrofilnimi ¢inidly, ¢ehoz se vyuziva naptiklad pii
reakci CD a tosylchloridu v pyridinu. Vysledkem reakce je vznik

monosubstituovaného 6”-O-tosyl-cyklodextrinu.*®

Nejméné reaktivni hydroxylové skupiny jsou v poloze 3. Nevyhodou této
polohy je $patna pristupnost, a proto se pro zisk vétSiny derivati v poloze 3 musime
spokojit s nizkym vytézkem. Ve vétSin¢ piipadt tyto derivaty ziskavame jako

vedlejsi produkty pii vyrobé 2-O nebo 6-O derivata.

Nejkyselejsi hydroxylové skupiny jsou v poloze 2 (pKa = 12,2). Pii reakci
s bazi jsou tyto OH skupiny deprotonovany jako prvni za vzniku oxyaniontu, ktery je
navic stabilizovan jiz zminénou vodikovou vazbou. Vytvofeny oxyanion
je nukleofilngjsi nez ostatni nedeprotonované hydroxylové skupiny. Komplikace
nastdvaji s pfenosem protonu (napf. kationt vodiku H") mezi polohami 2 a 6. To se
projevilo pfi syntéze 2”-O-tosyl-B-cyklodextrinu, ktery vznikal jako produkt ve
smési s 6°-O-tosyl-p-CD.

Dalsi dilezitou roli hraji pouzita rozpoustédla. Ta mohou ovlivnit nukleofilitu
oxyaniontu, stejné tak silu a orientaci komplexu substitu¢niho ¢inidla s CD.
V ptipadé, ze je komplex silny, je tvorba daného derivatu fizena piedev§im
prostorovou orientaci €inidla, v opacném piipad¢ je vice ovlivnéna nukleofilitou

OH skupin.

Metody pro vznik selektivnich monosubstituovanych derivati muzeme rozdélit

do dvou kategorii: metody piimé a nepiimé.*

Ptimé metody (obrazek 5) se vyuzivaji predev§im diky ziskani vysledného
produktu zpravidla jednokrokovou syntézou. Vychozi latkou pro tyto metody je
neupraveny cyklodextrin. Pfi pfimych metodach se casto vyuZivaji unikatni
fyzikéalné-chemické vlastnosti CD. Mezi vyhody pfimych metod patii piedevs§im jiz
zminéna jednokrokova syntéza produktu. Naopak nevyhodou je vznik izomert.
Jelikoz maji vysledné derivaty modifikovanou pouze jednu hydroxylovou skupinu,

ostatni OH skupiny mohou dale zasahovat do dalSich reakci, coz je nezadouci.
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HO alkylace RO HO HO
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OH OH OH OH
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OH |, OH |, OH |, OH |,
n=>5, a-CD 2A.0 derivat 3A-0 derivat 67-0 derivat
n =26, -CD
n=7,y-CD

Obrazek 5 — Princip pfimé metody vzniku monosubstituovaného derivatu CD.

Principem nepiimych metod je nejprve ochranéni vSech hydroxylovych skupin
(obrazek 6a). Per-O substituovany CD lze ptipravit obvykle jednoduchymi
chemickymi reakcemi s vytézky blizicimi se ke 100 %. Dalsim krokem je selektivni
odchranéni chranici skupiny (napf. methylové) na piislusné pozici (obrazek 6b).
Vyhodou nepiimych metod je variabiln€j$i pouziti, protoze déale reagovat muze
pouze jedna specifickd OH skupina, ktera mtze byt dale upravena standardnimi
reakcemi na témé&f jakykoli pozadovany monosubstituovany derivat CD.
Zanevyhody lze povaZovat vice reakénich krokd. Je diileZité upozornit na to, ze
V této praci se monosubstituovanymi derivaty rozumi i derivaty, které maji pouze
jednu OH skupinu a vSechny ostatni OH skupiny jsou ochranény (napt. acetylovany,

benzylovany, methylovany apod.).

HO o RO o RO o RO o HO o
9Ho 07Ro %) ®7Ho ®Ro

HO a RO b HO RO RO

OH — [oR — [lOR + [|oR + [loRrR
OH OR OR OR OR

o) S o) 0 o) 0o o) 0 o) %

OH |, OR | OR |, OR |, OR |,
n=5,a-CD per-O substituovany 2A-0 derivat 3A-0 derivat 6”-0 derivat
n=6,-CD CD
n=7,y-CD

Obrazek 6 — Princip nepifimé metody vzniku monosubstituovaného derivatu CD.

Ve své bakalarské praci jsem se vydal cestou nepfimych metod piipravy
monosubstituovanych derivatt CD. Nechal jsem se inspirovat odbornymi ¢lanky,
ve kterych jiz byly popsany nékteré postupy selektivniho odchraiiovani

persubstituovanych CD.

2.2.1 Selektivni demethylace

Jednim z hlavnich divoda pfipravy methylovanych derivati CD byla lepsi

rozpustnost téchto derivati i jejich komplexi ve vodé nebo v organickych
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rozpoustédlech. V pribéhu let byla vyzkoumana metoda, ktera je zaloZena
na regioselektivnim odchranéni permethylovaného CD za pouziti
diisobutylaluminium hydridu (DIBAL). Diky této metod¢ je dnes mozna piiprava
vSech tii izomeri permethylovanych monosumbstituovanych derivata CD

(obrazek 7).48:4°

DIBAL
———

n =4, a-CD derivat 55 % 20 %
n =5, B-CD derivat

metylace alkylace alkylace

MeO OMe RO 4 OMe
oot o

e
0_OMe MeO 0 OMe

~70 % ~90 % ~90 %
(zélezi na substituentu R) (zalezi na substituentu R)
alkylace metylace

~90 % ~90 %
(zalezi na substituentu R) (zalezi na substituentu R)

Obrizek 7 — Schéma selektivni de-O-methylace CD.*

Vychozi latkou pro selektivni de-O-methylaci je komeréné dostupny
permethylovany o-CD nebo B-CD. Do reakce se nasledné prida piebytek DIBAL
V toluenu a reakce je michana pii teploté 50 °C po dobu 3 hodin. Jako hlavni produkt

je ziskan v 55% vytézku permethylovany 2”,3B-dihydroxy o- ¢i B-CD a minoritnim
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produktem je v 20% vytézku 6”-hydroxy o- ¢i B-CD. Jednotlivé derivaty ziskdvame
ve smési, a proto je nutné je od sebe oddélit naptiklad pomoci sloupcové
chromatografie. Dalsi reakci mtizeme 2*,3B-dihydroxy derivat methylovat v poloze
2” za vzniku 3”-hydroxy derivatu nebo nejprve alkylovat v poloze 2” a nasledné
methylovat v poloze 38 za tvorby permethylovanych 2”-alkylovych derivati. Obé
tyto moznosti vyuzivaji vyssi reaktivitu hydroxylové skupiny v poloze 2, o které jiz
bylo psano vyse. Diky této metodé lze syntetizovat permethylované 2°-O, 3”-O nebo

6”-0 derivaty, bez ohledu na to, jaké alkylaéni ¢inidlo je pouzivano.

2.2.2 Selektivni debenzylace

Dalsi metoda, ktera vyuziva DIBAL je selektivni de-O-benzylace
perbenzylovanych o-, - nebo y-CD. Primarni vyuziti na$la tato metoda piedev§im
pfi piipravé dioldi, oviem Ize ji pouzit i pro syntézu monosubstituovanych 6°-
hydroxy derivati. Vytézky se pohybuji okolo 60 %, pro y-CD pak 47 % (obrazek 8).
Derivaty pfipravené touto metodou nasly vyuziti jako prekurzory pro pfipravu

umélych enzymii nebo systémi podporujicich lepsi davkovani 1é&iv. 40

Syntéza se provadi ptidanim urcitého mnozstvi DIBAL k vychozi latce, kterou
je vtomto ptipadé¢ perbenzylovany a-, B- nebo y-CD. Reakéni smés je nadale

michéna za laboratorni teploty po rliznou dobu.

Tyto derivaty mohou byt pouZity pro naslednou alkylaci, kde se vytézky
pohybuji kolem 90 %. Vzdy vSak zalezi na substituentu a zvolenych podminkach
pii alkylaci. Alkylacni ¢inidlo musi byt kompatibilni s odchranovaci reakci, kdy jsou
odstranény vSechny zbylé benzylové skupiny. Pfi odchranovéani se Casto vyZzivaji
redukce vodikem za katalyzy pfechodnymi kovy ¢i jejich oxidy — kuptikladu Hz
s Pd.
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0,1 M DIBAL (30 ekv.)

64 %
toluen, r.t., 100 min.

0,1 M DIBAL (35 ekv.)

toluen, r.t., 2 h.

60 %

0,5 M DIBAL (150 ekv.)

toluen, r.t.,, 5 h.

47 %

per-O-benzyl-y-CD per-O-benzyl-6”-hydroxy-y-CD

Obrizek 8 — Schéma selektivni de-O-benzylace CD piisobenim DIBAL.>

2.2.3 Selektivni debenzoylace

Ctenai by se nemél nechat zmast tim, Ze se nazev selektivni debenzoylace
(obrazek 9) 1isi od selektivni de-O-benzylace pouze jednim pismenem. Ackoli jsou

ob¢ selektivni metody obdobné, nalezneme u nich fadu rozdila.

Odlisna neni pouze benzoylova chranici skupina, kterou tvofi ester, ale také je
pii této metodé pouzit jiny reaktant (hydrazin) i jiné rozpoustédlo (pyridin). Hlavnim
rozdilem je pak tvorba 2”-hydroxy derivatu. Jak je zvykem u nepiimych metod,
vychozi latka je vzdy obdobna — Vvtomto ptipadé per-O-benzoyl-p-CD.
Po selektivnim odchranéni je ziskano 24 % vysledného produktu: per-O-benzoyl-24-
hydroxy-B-CD.>! Vytézek reakce neni nijak velky, nicméné vhodngjsi metoda pro

vznik stejnych derivati dosud nebyla popséna.
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H,oNNH,.H,O
—_— 24 %
pyridin

per-O-benzoyl-3-CD per-O-benzoyl-2A-hydroxy-p-CD

Obrazek 9 — Schéma selektivni debenzoylace CD pomoci hydrazinu.®

2.2.4 Selektivni deacetylace

Selektivni deacetylace by v budoucnu mohla byt dal§i metodou, pomoci které
bychom mohli byt schopni pfipravit monosubstituované derivaty V piijatelnych
vytézcich. Do této doby vSak nebyl publikovan zadny postup zabyvajici se
selektivnim odchrafiovanim peracetylovanych CD. V literatuie®*>* byly popsany
pouze reakce, které vedly k odstranéni acetylové skupiny z derivatt glukosy,

monosacharidi, disacharidu atd., nikoliv vSak z cyklodextrinii.

V nasledujicich publikacich byly zvefejnény postupy k selektivnimu
odchranéni monosacharidéi a disacharid. Literatura® uvadi postup selektivniho
odchranéni 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-f-D-glukopyranosy. Jako odchrafiovaci ¢inidlo
byl pouZit octan zinecnaty a reakce probihala v methanolu. Vysledkem bylo ziskani
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosy ve vytézku 75 %. Obdobnou reakci popsal
vroce 2008 védec Guohua Wei.>? Ten aplikoval k odchranéni 1,2,3,4,6-penta-O-
acetyl-B-D-glukopyranosy deacetylujici ¢inidlo FeCls.6H20. Jako rozpoustédlo
Vv tomto postupu vyuzil ACN a reakce byla michéna ptl hodiny za teploty 70 °C.
Vysledkem byl vznik 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosy ve vytézku 91 %
(obrazek 10).

AcO AcO

AcO o} FeCl3.6H,0 (1 ekv.) AcO O
AC(/)%OAC —— "AcO OH 914
AcO ACN, 70 °C, 30 min. AcO
1,2,3,4,6-penta-O-acetyl- 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
B-D-glukopyranosa B-D-glukopyranosa

Obrazek 10 — Schéma selektivni deacetylace glukopyranosy.>?

Vratime-li se zpét k monosubstituovanym derivatim CD, je dulezité uvést,

7e per-O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD jiz byl (na rozdil od izomeri v polohach 2 a 3)
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syntetizovan. Nejednalo se vSak o selektivni deacetylaci, ale o slozity proces

zahrnujici nékolik chranicich a odchranovacich reakénich kroka.

Dle literatury®® (obrazek 10a) bylo nejprve nutné na B-CD ochranit
hydroxylovou skupinu v poloze 6 a to za pomoci TBDMS chranici skupiny.
Nasledovala reakce, pii které byly acetylovany zbyvajici hydroxylové skupiny,
a poté prisla na fadu reakce, jez odstranila chranici TBDMS skupinu v poloze 6.
Vysledkem je vznik per-O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD s celkovym vytézkem 53 %.
Tento derivat je také mozné pfipravit obdobnym zpisobem (obrazek 10b), kdy je
pouzit trityl jako chranici skupina pro polohu 6.°° Timto postupem byl ziskan

pozadovany produkt v celkovém vytézku 37 %.

HO o TBDMS-0O o TBDMS-0
®7Ho o
HO TBDMS-CI HO Ac,0
OH pyridin OH pyridin
o] o 80 % o ° 84 %
OH |, OH |,

per-O-acetyl--CD

BF3.Et,0
79 %

HO o
T
HO 1) Ph3CCl/pyridin HBF,
b) OH = e ——
OH 5 2) Ac,O/pyridin ACN
X . 49 % 76 %
per-O-acetyl-B-CD per-O-acetyl-6"-hydroxy-p-CD

Obrazek 10 — Piiprava per-O-acetyl-6*-hydroxy-B-CD.

Od regioselektivni deacetylace se o¢ekava, ze usnadni pfipravu a zvysi vytézky
acetylovanych derivatd CD. Vyhodou muze byt jiz ptfiprava peracetylovaného CD,
ktera je velmi jednoduchd, finan¢né€ nenarocna a s vytézky blizici se ke 100 %. Dalsi
nespornou vyhodou je ptfesné a jednoduché wurceni polohy substituentu
monosubstituovaného CD pouze pomoci *H NMR spektra (bézné je nutné pouzit 2D

NMR). Metodu pro zjiiténi polohy pomoci *H NMR navrhli védci Michal Rezanka
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a Jindfich Jindfich® a je zalozena na specifickém posunu signilu atomu vodiku
v riznych polohach. Lze takto tedy rozlisit vSechny tfi typy peracetylovanych mono-

O-substituovanych derivata a-, B- i y-CD.

Diky témto vyhodam popisované regioselektivni odchranovaci reakce lze
predpokladat perspektivni vyuziti této metody i do budoucna. Z tohoto diivodu jsem
se ve své bakalarské praci zabyval praveé ptipravou monosubstituovanych derivata

CD selektivni deacetylaci.
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3 Experimentalni Cast

Pouzité chemikélie a rozpoustédla v reakcich byly zakoupeny od béznych
komerénich dodavateli Sigma-Aldrich, s.r.o., Ing. Petr Svec — Penta, s.r.o. a Lach-

Ner, s.r.0. Pfi praci v inertni atmosféie byl pouzit argon.

'H, 13C a 2D NMR experimenty byly méfeny na piistrojich Varian Gemini 300
HC (s pracovni frekvenci 300 MHz pro *H NMR a 75 MHz pro 1*C NMR) a Agilent
400-MR DDR2 (s pracovni frekvenci 400 MHz pro *H NMR a 100 MHz
pro 13C NMR). Chemické posuny jsou uvedeny v ppm a jsou referencovany na signél
rozpoustédla, pfipadné TMS jako interniho standardu. Interak¢ni konstanty jsou
uvedeny v Hz. Ptifazeni signalt bylo v pfipad€ nutnosti upfesnéno pomoci 2D NMR
technik se standardnimi pulznimi sekvencemi firmy Agilent. Komer¢ni deuterovana

rozpoustédla byla pouzita bez dalSiho ¢isténi.

Pribéh reakce a vznik dil¢ich izomerti byl kontrolovan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) na hlinikovych destickach se silikagelem 60 F2s4 (Merck,
Némecko). U nékterych vzorkid byla téz provedena reversni TLC, pro Kterou byly
pouzity hlinikové desticky se silikagelem 60 RP-18 F2s4S (Merck, Némecko).
Po naneseni vzorku na TLC byla (pokud neni uvedeno jinak) pouZita mobilni faze
ve slozeni CHCI3:MeOH v poméru 20:1. Po vyvinuti byly TLC desticky smoceny
v 50% vodném roztoku Kyseliny sirové a karbonizovany zahiatim horkovzdusnou

pistoli.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel s velikosti castic
40 — 60 um. Mobilni faze slozena z CHCl3:MeOH byla volena v rozmezi 20:1 az
100:1. Silikagel s velikosti ¢astic 40 — 63 um byl vyuzivan pro reverzni sloupcovou

chromatografii a eluentem byl roztok H>O: ACN v poméru 4:3.

K separaci slozek vzorkl byl pouzit HPLC systém Ultimate 3000 firmy Dionex
s ptipojenym UV-VIS diode array detektorem Dionex Ultimate a ELSD detektorem
Varian 385-LC. Separace probihala na kolon& Kinetex 2,6 um C18 100 A s délkou
150 mm a vnitinim primérem 4,6 mm od firmy Phenomenex. Organicka slozka
mobilni faze byla tvofena Cistym ACN, vodna faze obsahovala 5% ACN, do kolony
byly nanaSeny obé& slozky v poméru 1:1. Ptistroj byl ovladén softwarem Chromeleon

verze 6.80 SR12.
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K méfeni hmotnostnich spekter byl pouzit hmotnostni spektrometr AB Sciex
3200 QTRAP a kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000. Bylo manuélné
nastiikovano 5 pl vzorku davkovaci smyckou do proudu nosného roztoku. Nosny
roztok mél slozeni 0,1% kyseliny mraven¢i v 90% methanolu. Pritok nosného
roztoku ¢inil 0,2 ml/min. Byl pouzit ESI iontovy zdroj se sprejovacim napé&tim
+5500 V, tlak curtain gas 30 psi, tlak gas 1 a 2 40 psi a teplota iontového zdroje byla

stanovena na 300 °C. Spektra byla méfena v pozitivnim rezimu.

3.1 Priprava per-O-acetyl-B-CD

B-CD (3 g, 2,64 mmol) byl suspendovan v Ac.O (15 ml) a EtsN (15 ml).
Reakéni smés byla michéna ptes noc (14 h.) pii teploté 80 °C. Poté byl produkt
vytfepan mezi CHCI3 (300 ml) a 5% HCI (300 ml). Vznikly per-O-acetyl-3-CD
presel do chloroformové faze, kterd byla odpafena na rotacni vakuové odparce
(RVO). K odparku byl nasledné ptidan toluen, aby doslo k odpateni kyseliny octové
vznikajici pii reakci. Zlutohnédy produkt byl piecistén pomoci sloupcové
chromatografie na 100 g silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit roztok
CHCI3:MeOH v poméru 100:1 (750 ml), 50:1 (500 ml) a 20:1 (500 ml). Po odpaieni
frakci na RVO byl ziskdn lehce nazloutly produkt (4,9 g, vytézek 92 %). Namétené

'H NMR spektrum souhlasi s literaturou.®

3.2 Pilotni studie deacetyla¢nich reakei

Per-O-acetyl-B-CD (20 mg, 0,01 mmol) byl rozpustén v 0,5 ml ptislusného
rozpoustédla (tabulka 2). Dale bylo do reakce ptidano odchranovaci ¢inidlo a reakce

byla michana za konstantni teploty po urcitou dobu (viz tabulka 2). Prub¢h reakei byl

sledovan pomoci TLC, MS a HPLC.

3.3 Priprava per-O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD
Syntéza tohoto produktu byla inspirovana a) lit.>? a za b) lit.>°

a) Per-O-acetyl--CD (1 g, 0,5 mmol) byl rozpustén v ACN (25 ml). Dale byl
do reakéni smési piidan FeCls.6 H2O (135 mg, 0,5 mmol) a reakéni smés
byla michdna 6 dni pfi r.t. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC.
Nasledn¢ byla smés vytfepana mezi CH3Cl (200 ml) s H.O (200 ml)
a organicka faze odpafena RVO. Surovy produkt byl ¢istén na 50 ¢
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silikagelu a jako mobilni faze byla pouzita smés CHCI3:MeOH v poméru
60:1 (2 I). Cisté frakce byly odpafeny na RVO. Smésné frakce byly
naneseny do kolony a probéhla druha chromatografie na 30 g silikagelu se
stejnym eluentem CHCl3:MeOH v poméru 60:1 (1,2 1). Po odpateni byly
Cisté frakce spojeny a naposledy naneseny na kolonu s 10 g silikagelu,
s mobilni fazi CHCIl3:MeOH v poméru 10:1 (1,2 1). Po odpafeni pomoci
RVO a olejové vyvévy byl ziskan produkt per-O-acetyl-6”-hydroxy-p-CD
(172 mg, vytézek 17 %).

b) Syntéza byla provedena pod inertnim plynem (argon). Byl navazen per-O-
acetyl--CD (1 g, 0,50 mmol), vzorek byl rozpustén v suseném toluenu
(25 ml) a nasledné byl pfidan roztok DIBAL v toluenu 1 M (5 ml, 10 ekv.).
Reakce byla michana v inertni atmosféfe pii r.t. 1 hodinu. Reakce byla
kontrolovana pomoci TLC. Po ukonceni reakce byl vzorek vytfepan mezi
CH3CI (200 ml) s H20 (200 ml) a chloroformova vaze odpafena na RVO.
Poté bylo ptistoupeno k chromatografii na 30 g silikagelu a jako mobilni
faze byl pouzit roztok CHCls:MeOH v poméru 60:1 (1,5 1). Cisté frakce
byly spojeny a po odpafeni na RVO byl ziskan per-O-acetyl-6”-hydroxy-f-
CD (112 mg, vytézek 11 %).

3.4 Priprava per-O-acetyl-2A-hydroxy-B-CD

Z ptedchozi reakce (viz kapitola 3.2, postup a) byl po dvou chromatografiich
ziskan také jako vedlejsi produkt 2”-derivat, ten byl jesté precistén sloupcovou
chromatografii na 8 g reverzniho silikagelu, v tomto piipad¢ byla jako mobilni faze
pouzita smés rozpoustédel H2O:ACN v poméru 4:3. V kone¢ném dusledku byl
ziskan vedlejsi produkt per-O-acetyl-2”-hydroxy-p-CD (39 mg, vytézek 4 %).
'H NMR (400 MHz, CDCls): ¢ 5.35-5.24 (m, 7 H, H-3), 5.14-5.03 (m, 7 H, H-1),
4.86-4.74 (m, 6 H, H-2), 4.40 (dd, J = 12.4, 3.9 Hz, 1 H, H-2), 4.64-3.63 (m, 28 H,
7 x H-5, 14 x H-6, 7 x H-4), 2.14-2.02 (m, 60 H, 20 x CHs) ppm. *C NMR
(100 MHz, CDCIz): ¢ 170.89-169.30 (20 x C=0), 96.97-96.66 (7 x C-1),
77.14-69.43 (7x C-2, 7 x C-3, 7 x C-4, 7 x C-5), 63.07-61.37 (7 x C-6),
20.77-20.74 (20 x CHz) ppm. MS (ESI): [M+NH4]" = 1992.
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3.5 Priprava vzorki na HPLC

Ptiprava vzorki, které byly méfeny pomoci HPLC, probihala nasledujicim
zpusobem. Z reakce bylo odebrano vzdy piislusné mnozstvi, aby po odpafeni
rozpoustédla a op&tovném rozpusténi vzorku v ACN (550 ul) a H.O (450 ul) byla

finalni koncentrace 1 mg latky na 1 ml rozpoustédla.
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4 Vysledky a diskuze

Aby bylo mozné syntetizovat monosubstituované derivaty CD pomoci
selektivni deacetylace, bylo nejprve nutné pfipravit vychozi latku — per-O-
acetylovany B-CD (obrazek 11). Jako vychozi latka pro tuto reakci byl zakoupen
komer¢né dostupny B-CD, knémuz byl do reakce v piebytku piidan anhydrid
kyseliny octové a triethylamin. Vznikly peracetylovany-B-CD byl bez problémi
precistén pomoci sloupcové chromatografie. Behem testovani odchranovacich reakci,
bylo zjisténo, ze per-O-acetylovany-f-CD lze velmi snadno a efektivné rekrystalovat
Z MeOH. Takto precistény per-O-acetylovany-B-CD byl vyuzit predevsim v reakcich
sledovanych pomoci HPLC. Od pfipravené¢ho produktu bylo naméfeno 'H NMR
spektrum, které bylo porovnano se spektrem v literatuie.>® Ackoliv byly obé piipravy
provedeny odlisné, naméfené 'H NMR spektrum se shodovalo se spektrem per-O-

acetyl-pB-cyklodextrinu uvedeném v ¢lanku.

HO o
Q HO
HO Ac,0O/Et;N
OH S ——— 92 %
OH 80 °C, 14 h.
o o
OH
6
B-CD per-O-acetyl--CD

Obrazek 11 — Priprava per-O-acetyl-B-cyklodextrinu.

Po ptipraveni vychozi latky pro selektivni deacetylaci byly provedeny pilotni
odchranovaci studie s niz$i navazkou (obrazek 12). Per-O-acetylovany-B-CD byl
vzdy rozpustén v piislusném rozpoustédle, dale bylo do reakce ptidano odchranovaci
¢inidlo a reak¢ni smés byla michana po ur¢itou dobu za konstantni teploty. Prib&h
reakce byl zprvu kontrolovan pomoci TLC a hmotnostni spektrometrie. Po zjiSténi
reten¢nich faktori monosubstituovanych derivati na TLC byla ke sledovani pribéhu

reakce pouzivana primarné¢ metoda TLC.

OAc

per-O-acetyl-p-CD 2A-0 derivat 3A-0 derivat 6-0 derivat

Obrazek 12 — Schéma selektivni deacetylace.
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Tabulka 2: Testované odchranovaci reakce.

reaktant* teplota cas rozpoustédlo
HoNNH,.H,O r.t. 22 h. ACN
H2NNH2.H20 r.t. 30 h. THF
H2NNH2.H,0 r.t. 45 h. pyridin
HoNNH,.H,O r.t. 48 h. THF
H2NNH2.H20 r.t. 68 h. DMF
HoNNH2.H20 r.t. 68 h. MeOH
H2NNH2.H>0 r.t. 6d. pyridin
HoNNH,.H,O 50 °C 23 h. MeOH
H2NNH2.H20 70 °C 72 h. DMSO
HoNNH,.H,O 70 °C 96 h. ACN
H2NNH,.H,O 70 °C 96 h. DMSO
HoNNH..H,0 (2 ekv.) r.t. 21h. DMF
HoNNH..H,0 (2 ekv.) r.t. 21h. MeOH
H2NNH2.H0 (2 ekv.) 50°C  20h. MeOH
hydrazin + kys. octova r.t. 22 h. pyridin
H2NNH2.HCI 50 °C 96 h. MeOH
H2NNH,.HCI 70 °C 96 h. DMSO
H2NNH,.HCI 70 °C 6 d. DMSO
fenylhydrazin 50 °C 20 h. MeOH
fenylhydrazin 70 °C 13d. DMSO
fenylhydrazin (6 ekv.) r.t. 45 h. THF
fenylhydrazin (6 ekv.) r.t. 45 h. pyridin
fenylhydrazin (62 ekv.) 70 °C 5d. DMSO
tosylhydrazin 50 °C 96 h. MeOH
tosylhydrazin 70 °C 96 h. DMSO
DIBAL r.t. 3h. toluen
DIBAL 0°C 1h. toluen
DIBAL -80°C  1h. toluen
DIBAL (10 ekv.) rt. 1h. toluen
DIBAL (10 ekv.) rt. 3h. toluen
DIBAL (10 ekv.) 0°C 1h. toluen
DIBAL (10 ekv.) -80°C  1h. toluen
FeCl;.6H,0 r.t. 96 h. ACN
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FeCl;.6H,0 r.t. 5d. ACN

FeCl;.6H,0 r.t. 6 d. ACN
FeCl;.6H,0 r.t. 7d. ACN
FeCls.6H.0 r.t. 8d. ACN
FeCls;.6H.0 50 °C 24 h. ACN
FeCls.6H.0 70 °C 6 d. ACN
N,N-diisopropylethylamin r.t. 48 h. THF
N,N-diisopropylethylamin r.t. 72 h. ACN
N,N-diisopropylethylamin (2 ekv.) r.t. 72 h. ACN + H0
N,N-diisopropylethylamin (50 ekv.) r.t. 72 h. ACN + H,0
K2CO3 r.t. 5d. ACN + H>O
K2CO3 r.t. 6d. ACN + H,0
K2CO3 (10 ekv.) r.t. 48 h. ACN + H;0
imidazol 40 °C 20 h. MeOH
imidazol 40 °C 7d. MeOH

NH3 25% r.t. 48 h. ACN

NHs 25% r.t. 5d. THF + MeOH
trifenylfosfin r.t. 72 h. ACN
trifenylfosfin r.t. 72 h. THF
Cs.COs r.t. 2d. ACN + H,0
tecr-butoxid draselny r.t. 20 h. THF

*neni-li uvedeno jinak mnozstvi reaktantu bylo stanoveno na 1 ekvivalent

Zprvu bylo cileno pievazné na 2”-O monosubstituovany derivat, protoZe tento
derivat dosud nebyl syntetizovan. Inspiraci byl ¢lanek® ve kterém autofi vyuzili
k selektivnimu odchranéni benzoylové skupiny na 2 uhliku hydrazin. Reakce
peracetylovaného [-CD s H>NNH2.H,O za pouziti rozpoustédla pyridinu
vSak nepfinesla kyzeny vysledek. Proto bylo pfistoupeno k testovani fady
dostupnych rozpoustédel misto pyridinu a soucasné vyuzito i komplexac¢nich
vlastnosti vychozi latky — pro selektivni odchranéni byl vyzkousen rizné
modifikovany hydrazin (napt. fenylhydrazin, tosylhydrazin, viz tabulka 2).
U nékterych reakci bylo s vidinou lepsiho vytézku téz pfidano vice odchrainovaciho
¢inidla nebo byla ménéna teplota ¢i reakéni doba. Po porovnani pilotnich reakci byla
opakovana reakce S H2NNH2.H20O v DMSO pii teplot¢ 70 °C a sreakéni dobou
72 hodin s vyssi navazkou 100 mg peracetylovaného--CD. Vznikly produkt byl
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smési n€kolika derivati, které bylo nutné od sebe odseparovat. Proto probé&hla
nejprve sloupcova chromatografie na silikagelu, a takto se podafilo oddélit smés 24-
a 6”-O derivati. Nasledovala chromatografie na 10 g reverzniho silikagelu, ktera
byla provedena dvakrat po sobé&. Ackoliv byly ob¢é chromatografic na reverznim

silikagelu ¢asové naroéné, nepodatilo se ziskat &isty per-O-acetyl-2”-hydroxy-p-CD.

Neuspéch pripravy 24-O derivatu vsak nezavdal pfic¢inu ke chmurdam a bylo
pristoupeno K ptipravé 6”-O derivatu. V tomto piipadé bylo vyuzito znalosti
z védeckych publikaci,®®°0 které popisuji selektivni odchranéni menthylové
a benzylové skupiny za pomoci DIBAL. Reakce probihaly pod inertnim plynem
argonem. Jako odchranovaci latka byl pouzit 1 M roztok DIBAL v toluenu a z tohoto
divodu byl jako rozpoustédlo pouzit také toluen. Pilotni studie ukazala, ze se
s velkou pravdépodobnosti jednd o selektivni reakci, protoze na TLC byl vidét
z monosubstituovanych derivatii pouze 6°-O derivat. Vznikalo vSak velké mnozstvi
vice deacetylovanych derivati. Pro zvySeni selektivity reakce smérem
k monosubstituovanému derivatu bylo pfistoupeno ke snizeni reak¢ni teploty na 0 °C
¢i dokonce na -80 °C. Ukazalo se vSak, ze reakéni teplota nemd na vznik

monosubstituovanych derivatl vyznamnéjsi vliv.

To ovsem nelze fici o mnozstvi DIBAL v reakci. Reakce s 10 ekvivalenty mély
dle TLC lepsi ptedpoklad na vyssi vytézek pozadovaného derivatu. Selektivitu
reakce nam potvrdil i graf ziskany prostiednictvim HPLC (graf 1). Bohuzel se
nepodafilo HPLC spravné nakalibrovat a proto z grafu nelze vycist realné mnozstvi
vzniku 6%-O derivatu, ale pouze pomér vychozi latky a kone¢ného produktu.
Ptestoze byl tento pomér 5:1 v neprospéch pozadované latky, vyhodou této metody
zlstala selektivnost. Bylo tedy pfistoupeno ke zopakovani syntézy s 1g mnozstvim
peracetylovaného B-CD, (obrazek 13). Po piecisténi produktu pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu bylo vysledkem bezproblémové separovani 110 mg per-
O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD. Vytézek reakce ¢&inil 11 %. Vytézek patfi sice k tém
niz8§im, avSak vyhodou je jednoducha separace, jelikoZ nevznikaji Zz&dné dalsi

monosubstituované produkty.

Produkt byl charakterizovan pomoci MS a NMR (véetné¢ 2D)

a spektroskopicka data se shodovala s literaturou.>
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1 M DIBAL (10 ekv.)

11 %
toluen, r.t., 1 h.

per-O-acetyl-3-CD per-O-acetyl-6"-hydroxy-p-CD

Obrazek 13 — Schéma selektivni deacetylace piisobenim DIBAL.
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Graf 1 — Chromatogram selektivni deacetylace pisobenim DIBAL.

Pro dalsi odchrafiovaci reakce poslouzily informace z literatury,®> ktera se
zabyvala selektivni deacetylaci glukosy, monosacharidi, disacharidii atd. Vysledkem
bylo velké mnoZstvi reakci, pii kterych byla pouzita fada riznych odchranovacich
¢inidel, ale i rozpoustédel — viz tabulka 2. V zavislosti na prub&hu reakce byla
upravovana teplota i reakéni doba. Vétsina vyzkouSenych reakci vSak nebyla podle
TLC vhodna pro selektivni odchranéni peracetylovaného B-CD. Nekteré reakce
neposkytovaly kyzené monosubstituované derivaty, jiné jen ve velmi nizkém
vytézku. V uvahu ptichazela pouze reakce, pii které byl jako odchranovaci ¢inidlo
pouzit FeCl3.6H20. Z TLC bylo zjisténo, Ze vznikaji 2 monosubstituované derivaty
aztoho jeden v nadbytku. Toto podezieni potvrdil chromatogram z HPLC, na
kterém je vidét pritomnost dvou monosubstituovanych derivata (graf 2). Pro zjisténi
izolovatelnych vytézki byla tato reakce zopakovana s navazkou 1 g vychozi latky,
ktera byla rozpusténa v ACN (obrazek 14). Do reakce byl pfiddn 1 ekvivalent
FeCl3.6H20 a reakce probihala za laboratorni teploty 6 dnii.
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FeCls.6H,0 (1 ekv.)
ACN, rt., 6d.

per-O-acetyl-B-CD per-O-acetyl-6”-hydroxy-p-CD per-O-acetyl-2”-hydroxy-p-CD
17 % 4%

Obrazek 14 — Schéma selektivni deacetylace pisobenim FeClz.6H,0.
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Graf 2 — Chromatogram selektivni de-O-acetylace pisobenim FeCls.6H.0.

Vzniklé monosubstituované derivaty bylo nutné odseparovat a zaroven
odstranit vychozi latku a vice deacetylované produkty. Ztohoto duvodu byla
provedena sloupcova chromatografie na silikagelu, béhem které se podatilo ziskat
smés 2- a 6°-0 derivatl. Smés bylo tieba dale rozdélit na jednotlivé izomery, proto
bylo pfistoupeno k dal$i chromatografii na 30 g silikagelu. Po odpateni frakci
vykazovaly izolované derivaty stdle znamky neéistot. Z tohoto divodu byl 64-O
derivat precistén na silikagelu a 24-O derivat na reverznim silikagelu. Vysledkem
reakce bylo pFipraveni 172 mg per-O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD (17 %) a 39 mg per-
O-acetyl-2”-hydroxy-B-CD (4 %). Vytézek 6”-O derivatu pfi této reakci je vyssi, nez
u reakce s pouzitim DIBAL, avSak nevyhodou tohoto postupu je nutnost separovat

2A- a 6”-0 derivaty, které 1ze rozdélit jen velmi obtiznég.

Poloha substituentd byla ur¢ena pomoci metody, kterou navrhli védci Michal

Rezanka aJindfich Jindfich.*®* Touto metodou lze uréit polohu substituentu na
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peracetylovaném mono-O-substituovaném derivatu CD pouze pomoci H NMR
spektra méfeného v CDCls. 2-O derivat se podafilo urcit pomoci specifického
signalu dd (J = 12,4 a 3,9 Hz), ktery je posunut pfiblizn¢ na hodnotu 4.40 ppm
(obrazek 15). Zaroven se nasledkem posunu tohoto signalu snizila integralni intenzita
ostatnich H-2 vodikt, coz je opét charakteristickym znakem pro peracetylované CD

monosubstituované v poloze 2.

M"lll lf}'n i
\\_ffj IU v
445 440

ppm

Obrazek 15 — Charakteristicky NMR signal 2°-O derivatu.

40



S5 Zavér

V teoretické ¢asti této bakalaiské prace byla vypracovana literarni reserse,
ktera pojednava o zékladni problematice cyklodextrini. V prvni ¢asti se ¢tenar miize
dozvédét zajimavé informace o objeveni, struktufe, vlastnostech, nebo napiiklad
0 vyuziti cyklodextrini. Ve druhé ¢asti jsou struéné¢ popsany jednotlivé znamé

metody selektivniho odchraniovani persubstituovanych CD.

Experimentalni ¢ast prace je zaméfena na optimalizaci regioselektivni
deacetylace. Nejprve byly provedeny pilotni studie, béhem kterych byla vyzkouSena
fada riznych experimentdlnich podminek. Po zjisténi vhodnych reakci byly tyto
reakce  opakovany s vys$§i navazkou. Vysledkem je pfiprava dvou
monosubstituovanych derivati cyklodextrind: per-O-acetyl-2”-hydroxy-B-CD a per-
O-acetyl-6”-hydroxy-B-CD. Prvni z uvedenych derivati zatim nikdo neizoloval ani
necharakterizoval. Druhy z derivati je znamy z literatury, avSak zde byl pfipraven
novou reakéni cestou. Pfipravené derivaty byly charakterizovany pomoci *H NMR,

13C NMR, COSY, HSQC, HMBC a MS.

Pfipravené monosubstituované derivaty budou dale vyuzity k reakci
s pyrrolovym derivatem. Takto substituovany CD bude slouzit k modifikaci vlaken
a pomoci komplexacnich vlastnosti budou k CD navazany vhodné biomolekuly.

Vysledkem by mélo byt vytvofeni nosi¢t pro tkanové inzenyrstvi.

41



Seznam literatury

(1) Villiers, A. Compt. Rend. 1891, 112, 536-538.
(2) Szejtli, J. Chem. Rev. 1998, 98, 1743-1753.
(3) Szente, L.; Szejtli, J. Trends Food Sci. Technol. 2004, 15, 137-142.

(4) Astray, G.; Gonzalez-Barreiro, C.; Mejuto, J. C.; Rial-Otero,

Simal-Gandara, J. Food Hydrocoll. 2009, 23, 1631-1640.
(5) Buschmann, H. J.; Schollmeyer, E. J. Cosmet. Sci. 2002, 53, 185-191.
(6) Hashimoto, H. J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem. 2002, 44, 57-62.
(7) Hedges, A. R. Chem. Rev. 1998, 98, 2035-2044.
(8) Loftsson, T.; Duchene, D. Int. J. Pharm. 2007, 329, 1-11.
(9) Del Valle, E. M. M. Process Biochem. 2004, 39, 1033-1046.

R

(10) Buschmann, H. J.; Knittel, D.; Schollmeyer, E. J. Incl. Phenom. Macrocycl.

Chem. 2001, 40, 169-172.
(11) Strohecker, R. Chem.-Ztg. 1920, 120, 744.
(12) Manor, P. C.; Saenger, W. Nature 1972, 237, 392-393.
(13) Schardinger, F. Z. Unters. Nahr. Genussm. 1903, 6, 865-880.
(14) Schardinger, F. Wien. Klin. Wochenschr. 1904, 17, 207.

(15) Schardinger, F. Zentralbl. Bakteriol. Parasitenkd. Infekt. Hyg., Abt. 2 1911, 29,

188.
(16) Pringsheim, H. Science 1928, 68, 603.

(17) Freundenberg, K. Meyer-Delius, M. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1938, 71,

1596-1600.

(18) Freudenberg, K.; Blomquist, G.; Ewald, L.; Soff, K. Ber. Dtsch. Chem. Ges.

1936, 69, 1258.

(19) Freudenberg, K.; Crame, F.; Plieninger, H. Ger. Patent. DE 895769 C, 1953.

(20) Thoma, J. A.; Stewart, L. Starch, Chemistry and Technology; Academic Press:

New York, 1965.

(21) Caesar, G. V. Starch and its Derivatives; Chapman and Hall: London, 1986.

(22) French, D. Advances in Carbohydrate Chemistry; Academic Press Inc.:

New York, 1957.
(23) Li, S.; Purdy, W. Chem. Rev. 1992, 92, 1457-1470.
(24) Endo, T. Trends Glycosci. Glycotechnol. 2011, 23, 79-92.
(25) Larsen, K. L. J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem. 2002, 43, 1-13.

(26) Frank, H. H. Crystalline Molecular Complexes and Compounds: Structures and

Principles; Oxford University Press: Oxford, 2005.
(27) Jambhekar, S. S.; Breen, P. Drug Discov. Today 2016, 21, 356-362.
(28) lIrie, T.; Uekama, K. J. Pharm. Sci. 1997, 86, 147-162.

42



(29) Cal, K.; Centkowska, K. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2008, 68, 467—478.

(30) Stella, V. J.; He, Q. Toxicol. Pathol. 2008, 36, 30-42.

(31) Singh, M.; Sharma, R.; Banerjee, U. C. Biotechnol. Adv. 2002, 20, 341-359.
(32) Rekharsky, M. V.; Inoue, Y. Chem. Rev. 1998, 98, 1875-1917.

(33) Funasaki, N.; Ishikawa, S.; Neya, S. J. Phys. Chem. B 2004, 108, 9593-9598.

(34) Shen, X. H.; Belletete, M.; Durocher, G. J. Phys. Chem. B 1998, 102,
1877-1883.

(35) Liu, Y.; Chen, G. S.; Zhang, H. Y.; Song, H. B.; Ding, F. Carbohydr. Res.
2004, 339, 1649-1654.

(36) Nakashima, N.; Kawabuchi, A.; Murakami, H. J. Incl. Phenom. Mol. Recognit.
Chem. 1998, 32, 363-373.

(37) Harada, A.; Hashidzume, A.; Yamaguchi, H.; Takashima, Y. Chem. Rev. 20009,
109, 5974-6023.

(38) Liu, L.; Guo, Q. X. J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem. 2002, 42, 1-14.
(39) Tonkova, A. Enzyme Microb. Technol. 1998, 22, 678-686.

(40) Leemhuis, H.; Kelly, R. M.; Dijkhuizen, L. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2010,
85, 823-835.

(41) Vyas, A.; Saraf, S.; Saraf, S. J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem. 2008, 62,
23-42.

(42) Radu, C.-D.; Parteni, O.; Ochiuz, L. J. Controlled Release 2016, 224, 146-157.
(43) Ogoshi, T.; Harada, A. Sensors 2008, 8, 4961-4982.

(44) Cucinotta, V.; Contino, A.; Giuffrida, A.; Maccarrone, G.; Messina, M.
J. Chromatogr. A 2010, 1217, 953-967.

(45) Rezanka, M. Eur. J. Org. Chem. 2016, 2016, 5322-5334.
(46) Rong, D.; Dsouza, V. Tetrahedron Lett. 1990, 31, 4275-4278.

(47) Khan, A. R.; Forgo, P.; Stine, K. J.; D’Souza, V. T. Chem. Rev. 1998, 98,
1977-1996.

(48) du Roizel, B.; Baltaze, J. P.; Sinay, P. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 2371-2373.

(49) Xiao, S.; Yang, M.; Sinay, P.; Bleriot, Y.; Sollogoub, M.; Zhang, Y. Eur. J.
Org. Chem. 2010, 2010, 1510-1516.

(50) Pearce, A. J.; Sinay, P. Angew. Chem.-Int. Ed. 2000, 39, 3610-3612.

(51) Sakairi, N.; Kuzuhara, H.; Okamoto, T.; Yajima, M. Bioorg. Med. Chem. 1996,
4,2187-2192.

(52) Wei, G.; Zhang, L.; Cai, C.; Cheng, S.; Du, Y. Tetrahedron Lett. 2008, 49,
5488-5491.

(53) Kaya, E.; Sonmez, F.; Kucukislamoglu, M.; Nebioglu, M. Chem. Pap. 2012, 66,
312-315.

(54) Li, Y.W.; Li, Y. X.; Wei, Z.; Guan, H. S. Chin. J. Chem. 2004, 22, 117-118.
(55) Diakur, J.; Zuo, Z.; Wiebe, L. I. J. Carbohydr. Chem. 1999, 18, 209-223.

43



(56) Cottaz, S.; Driguez, H. Synthesis 1989, 1989, 755-758.
(57) Rezanka, M.; Jindrich, J. Carbohydr. Res. 2011, 346, 2374-2379.

(58) Chen, C. T.; Kuo, J. H.; Pawar, V. D.; Munot, Y. S.; Weng, S. S.; Ku, C. H,;
Liu, C. Y. J. Org. Chem. 2005, 70, 1188-1197.

44



