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Seznam zkratek

Ac acetyl

APT »attached proton test*

CD cyklodextrin

CE kapilarni elektroforéza

CGT-asa cyklomaltodextrin glykosyltransferasa

COsy ,correlation spectroscopy”

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DRIFTS ,diffuse reflectance infrared fourier traosh spectroscopy*
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ekv. ekvivalent

Et ethyl

GC plynova chromatografie

HMBC »heteronuclear multiple bond correlation®

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
HSQC »heteronuclear single-quantum correlation*

IR infracerveny (oblast spektra)

kol. kolektiv

konc. koncentrovany (roztok)

MALDI ~-matrix-assisted laser desorption/ionization*

Me methyl

NMR nuklearni magnetick& rezonance

pPKa zaporny dekadicky logaritmus diso@m konstanty
Pr propyl

TLC tenkovrstva chromatografie

te teplota tani

uv ultrafialovy (oblast spektra)

VIS viditelny (oblast spektra)



1. Uvod

Cyklodextriny jsou latky s rozsahlymi moznostmi pitid Najdeme je v mnoha
odwtvich chemie i pimyslu. Jejich derivatizaci se snazime dosahnou§idbp
vlastnosti a rozBt moznosti jejich vyuziti. Tato bakdkka prace, snovana pipraw
monosubstituovanych derivay-cyklodextrinu, vznikla na zakl&dpozadavku doplnit
fadu nejpouzivafjSich derival cyklodextrimi (a-CD, B-CD a y-CD) o chylgjici
derivatyy-CD.

y-Cyklodextrin je z&chto # cyklodextrimm nejmérk probadany, mnozstvi
pripravenych derivdi je niZSi, nez u ostatnich cyklodexfrjra ve velkém p&iu pripad
bez potebnych charakterizaci a postugripravy.

Rozsfeni fady monosubstituovanych deritag-cyklodextrinu allylového typu,
uréeni charakteristik a dopini postuf@ pripravy, by mohlo byt cenné dogim

informaci o derivatecircyklodextrinu a usnadmi jejich za&lenéni do praxe.



2. Cile prace

Cilem této prace bylo fipravit sérii monosubstituovanych'-@- a 3-O-
allylovych a 2-O-, 3-O- a 8-O- formylmethylovych a karboxymethylovych deriiat
y-cyklodextrinu. Zmigné derivaty Ize dale modifikovat a pouzit pridppavu dalSich
regioselektivd monosubstituovanych derivég-cyklodextrinu.

DalSim cilem bylo charakterizovatipravené sloteniny pomoci NMR spekter

(v¢etre uréeni polohy substituentu) a dalSich fyzikalnich amfckych paramei



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Cyklodextriny

Prvni zminka o cyklodextrinech je z roku 1891, keyze Skrobu pomoci bakterie
Bacillus amylobactera Zejm¢ také Bacillus maceranspoddilo izolovat krystalickou
latku, tehdy nazvanou jako ,cellulosine®, v své podobnosti s celulézou. Od této
doby bylo khem objevovantyklodextrini u¢inéno mnoho zaért, ne vzdy vSak Slo
o podlozena data a spravné dedukce.

Koncem 60. let jiz byly znamy metody pro laboratopripravu cyklodextrif,
jejich struktura, fyzikalni i chemické vlastnosti¢etne schopnosti tviit inkluzni
komplexy. Za¥rem bylo shrnuti fedstavujici cyklodextriny jako utkzité, cast&né
toxické a drahé slagniny vyZadujici dalSi zkoumani, nejentwddu pamyslového
vyuziti. S dalSimi lety rostl nejen pet publikaci i konferenci na téma cyklodextriny,
ale i vyroba &chto latek, vetrg jejich derivati. Dnes je k dostani velké mnozstvi
derivati pouzivanych v chromatografickych metodach, vyuiyeh jako stabilizatory,

katalyzatory, att

3.1.1 Struktura a vlastnosti

Cyklodextriny maji krystalickou strukturu. Jsou stabilni v aik&ych roztocich
I ¢asté&neé odolné proti kyselé hydrolyze, kde jejich stahilgavisi na tepléta kyselosti
roztoku. Nevykazuiji reduki &inky a jsou odolné &i z&eni v UV-VIS a IR oblasti
Jejich toxicita je nizka a nebyly potvrzeny zadrézdivé @inky>*,

Cyklodextriny jsou slozeny z-glukopyranosovychednotek, spojenymi (1—4)
glykosidickymi vazbami do kruhu, a tkioi tak cyklické oligosacharidy. Podle ¢to
glukopyranosovych jednotek rozliSujeme cyklodextrima a- , - a y-CD, které maji
v cyklu postups 6, 7 a 8 d&chto jednotek (obr. 3.1). Ty jsou Vv cyklodextrinu
orientovany tak, Ze tvarem cyklodextrifigpmina duty komoly kuZzel.

V dissledku *C; konformace glukopyranosovych jednotek jsou vSechny
sekundarni hydroxylové skupiny (2-OH, 3-OH) orieftoy na jednom okraji cyklu
(sekundarni okraj), zatimco primarni hydroxylovéugky (6-OH) jsou na okraji
druhém (primarni okraj) (obr. 3.2). Dutina cyklothixu, nazyvana kavita, ma
hydrofobni charakter diky vodikovym atém vazanym na uhliky glukopyranosove

jednotky, které swtuji praw do této kavity.
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Obrazek 3.1 — Struktura cyklodextrinu. Obrazek 3.2 — Tvar cyklodextrinu.

Cyklodextriny jsou rozpustné ve vodiky velkému pétu hydroxylovych skupin.
Jejich rozpustnost se vSak liSi, a to v zavislosi mnozstvi vodikovych vazeb
mezi 2-OH a 3-OH skupinamy-CD je rozpustny nejvice ki své flexibilité. Méns
rozpustny jea-CD. Ten nema vitsledku gekrutu jedné glukopyranosoveé jednotky
vytvoien odpovidajici peet vodikovych vazelB-CD je rozpustny nejmén Moznym
vyswtlenim je, Ze na sekundarnim okrgjiCD se vytvéi cely pas vodikovych vazeb,
ktery brani tvor® vodikovych vazeb s vodou. Vybrané vlastnosti cgkitrini jsou

shrnuty v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 — Vybrané vlastnosti cyklodextrini®.

a-CD B-CD y-CD
Molarni hmotnost (g / mol) 972 1135 1297
Rozpustnost ve vadori laboratorni teplat (g / 100 ml) 14,5 1,85 23,2
Priblizny objem kavity v 1 mol CD (ml) 104 157 256
Pramér kavity - sekundarni okraj (nm) 0,47 0,60 0,75
VySka cyklodextrinu (nm) 0,79

Cyklodextriny mohou byt tv@ny i vice nez 8 glukopyranosovymi jednotkami
(6-CD, ¢-CD, atd.).

glukopyranosovych jednotek maji zhroucenou kayjijiz velikost neodpovida gtu

Bylo vSak zjigsho, Ze cyklodextriny o &Sim p@tu
jednotek v cyklu. Ztraceji tak zadouci vlastnostgjména fi tvorb¢ inkluznich
komplexi, a jejich vyuziti je tedy omezené.

Velmi dilezitou vlastnosti cyklodextrinje praw tvorba inkluznich komplek
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(obr. 3.3). Jde o mezimolekularni interakci, kde wg@atiuji nekovalentni vazby
mezi interagujicimi latkami (hostitel — host). Vedném roztoku je nepolarni kavita
cyklodextrinu (hostitel) vypléna molekulami vody, pro které je toto uspdani
energeticky nevyhodné, a tak mohou byt nahrazengmbu molekulou (host). Hostem
je wetSinou organicka lipofilni latka vhodné velikosthearu. Komplexovany mohou ale
také byt anorganické latkgi vzacné plyny. Vysledkem komplexace je &ma
charakteristickych vlastnosti inkludované latkykgaje nap. rozpustnost, pk

reaktivita, elektrochemické a spektralni vlastrfosti

Obrazek 3.3 — Inkluzni komplex.

Jak jiz bylo feteno, rekteré vlastnosti cyklodextrin véetreé jejich velikosti
a roznéru jejich kavity, se lisi podle @tu glukopyranosovych jednotek, kterymi jsou

tvofeny. Toho se vyuZiva v jejich nasledném zavedemirdre.

3.1.2 Vyroba

Cyklodextriny se vyrafji ze Skrobu za ifitomnosti enzymu cyklomaltodextrin
glykosyltransferasy, ktery je produktem mnoha mikganisni — nag. Bacillus
macerans Klebsiella oxytoca Bacillus circulans Alkalophylic bacillusa dalsich
Priprava spoiva v rozpusini Skrobu za zvySené teploty, po kterém nasledygiediyza
glukosovychtetzci na pozadovanou délku. Roztok Skrobitedo hydrolyzou nesmi
obsahovat glukézu ani nizkomolekularni oligosacharikteré by sniZzovaly vyFek
cyklodextrini. Po ochlazeni na optimalni teplotu sed@vd CGT-asa. Po praébnuti
reakce nasleduje separace jednotlivych cyklodextiokud je vyZadovana selektivni
piiprava, pidava se do reg&ki smesi vhodné komplexai cinidlo, podle typu
pozadovaného cyklodextrinu. Nerozpustny komplex jeakni snesi odctlen filtraci
a dale zpracovavan

Vyroba cyklodextrii se stala takéipdnttem vyzkumu genetického inzenyrstvi,

které pracuje na modifikaci enzymu CGT-asy a zviio aktivity.
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Vtabulce 3.2 je kratky #ehled kupni ceny cyklodextiin od vybranych
dodavatei® ™.

Tabulka 3.2 — Ceny cyklodextrini za 10 g uvedené v K

a-CD B-CD y-CD
Cyclolab (Madarsko 303 136 3050
Sigma Aldrich USA 3504 907 25 530
Wako ChemicalsNemeckQ 1100 300 2 500
BDL (CR) 988 768 1091

3.1.3 Vyuziti

Modifikované i nemodifikované cyklodextriny nasSlyuwziti v mnoha oblastech
védy i pramyslu, pgevaze diky jejich schopnosti tutt inkluzni komplexy.
Ve farmaceutickém gmyslu se cyklodextriny a jejich derivaty vyuzZivgko pomocné
latky ke zvySeni rozpustnosticig, a tedy snadnému wsbani v organismu, dale
ke zvySeni stability, k postupnému ukoVani I€iva a v neposledniad® k maskovani
hoitké chuti ve vod rozpustnych latek, ktera tbe byt sil eliminovéana,¢éi Uplné
odstragna®. Za vhodnych podminek iie byt komplexovanoips 99 % léiva, které
timto ztrati schopnost interagovat s proteinytcwch pohark. Maskovani hitké
chuti pomoci cyklodextriin se vyuZiva také v potravirgvi ke zlepSeni chuti nasdji,
citrusovych napadj ¢i kavy. v tabdkovém gmyslu k eliminaci zapachu a ngemné
chuti cigaretového kae'".

Cyklodextriny najdeme také v kosmetickych a todldt potebach, kde slouzi
jako stabilizatory uni, k maskovani néfjemného zapachu é&kterych frisad
(dihydroxyaceton) nebo k ochrapied VIS z&enim a oxidacf.

Cyklodextriny nalezneme i v textilnim jonyslu, kde se pouZivajitipkoneiné
Gpraw textilii. Slouzi jako pohlcovge pachu z cigaretového K@i potu. Ri barveni
textilu zase usnaulji obarveni vlaken a zarolsnizuji obsah barvy v odpadni d

Rozsahlé uplatmi nalezly cyklodextriny také v chemii. V analyté&lchemii se
cyklodextriny pouZzivaji ¥acdt metod, jako jsou n&pspektrometrické metody (UV-VIS
spektrometrie, NMR spektroskopie), elektrochemickénetody (voltametrie,
polarografie, potenciometrie) a separia metody (CE, GC, HPLC). V sepamch
metodach se cyklodextriny pouZzivaji k separaci toarer, diastereomer
polohovych izomer a dalSich tyfp latek. Pra¢ enantioseparace je velmiildzita

pro farmaceuticky mmysl. Enantiomery mnohacimnych latek maji odlisSné jak
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biologické, tak i toxikologické vlastnosti a jejicispsné rozdleni je tedy kiéové™.

Cyklodextriny jsou znamy také jako s@st chemosenziy kde komplexaci
s hostujici molekulou se zmi spektroskopické vlastnosti chemosenZoru

V biotechnologii se cyklodextriny pouZzivaji jako & enzymy v enzymaticky
katalyzovanych reakcich. ZlepSuji rozpustnost kexgvanych substrétve vodnych
roztocich a snizuji jejich toxicitu. Toho se vyugijak v ptimyslovych procesech, tak
i v diagnosticé®.

Komplexaci s cyklodextriny mohou byt z vod odstran organické polutanty
nebezpeéné pro Zivotni progedi (pesticidy, l&éiva, detergenty). Pro odstrani téchto
latek, &i sniZeni jejich toxicity, se pouZivaji namerozpustné polymery cyklodextiiiri

a komplexy $-cyklodextrinem.

3.2 Monosubstituované derivaty cyklodextrini

Modifikaci cyklodextrini se snaZzime dosahnout lepSich vlastnosti afitozak
moznosti vyuZziti. Typ modifikace volime podleigobu vyuziti vysledného produktu.

Derivath cyklodextrini je nékolik typi. Mohou byt persubstituované, mono-, di-
a vice substituované. Pokud chceme zkoumat viastpednotlivych regioizomer
a ukit, které jsou pro dany typ reakag pouziti nejlepsi, je nejvyhodjsi pouzit
derivaty monosubstituované, jelikoZz maji pouze 8iakomery (20-, 3-O-, 6-O-).
Tyto derivaty lze fipravit jako snds izomet, jejich cEleni vSak niZze byt zdlouhavé.
Z tohoto divodu je vyvijena snaha o regioselektivni modifikgii které by vznikal
piednostd pouze jeden polohovy izomer. To je vSak nesnadkgl, GjelikoZ si
hydroxylové skupiny $ derivatizaci navzajem konkuruji. Péng vznikajicich
produkti Ize vSak ovliviovat a vyuziva se k tomu odliSnych vlastnosti hyglavych
skupin v jednotlivych polohach v kombinaci s Upraveaknich podminek.

Pfi monoderivatizaci hraje vyznamnou roli nukleoélihydroxylovych skupin
a schopnost cyklodextrinu vytk&t komplexy se substiénim ¢inidlem. Hydrofobni
kavita totiz niize interferovat s pouzityginidlem a sndfovat substituci pouze dodite
polohy. P@ateini reakci, ktera duje regioselektivitu a rozsah modifikace naslednych

reakci, je elektrofilni atak hydroxylovych skupin

3.2.1 Vlastnosti hydroxylovych skupin

Jak jiz bylofeceno, vlastnosti hydroxylovych skupin (2-OH, 3-OH6@H) se

navzajem liSi. V poloze 6 jsou hydroxylové skupingjvice bazické, a&asto take
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nejvice nukleofilni. Tato skupina je také néHuprejSi a nejsnad)i modifikovatelna.
Proto i nadbytku baze, po deprotonaci vSech hydroxylovygkupin, reaguje
piednosti. S rostouci reaktivitou elektrofilninonidla vSak klesa selektivita substituce
do polohy 6 &inidlo atakuje také sekundarni hydroxylové skupiny.

Sekundarni okraj cyklodextrinu je @i8i nez primarni okraj, jelikoZ jsou ngm
piitomny dva typy hydroxylovych skupin, které mezbege tvdi vodikové vazby.
V dusledku mensSi flexibility &chto skupin a také ze sterickychivdda jsou tyto
skupiny meés reaktivni a obtiz&i modifikovatelné.

Hydroxylové skupiny v poloze 2 jsou ze vSech skupmjvice kyselé, aip
ekvivalentnim pidavku baze dochazi kgdnostni deprotonaci. Takto vyfemy anion
je vice nukleofilni nez nedeprotonovana hydroxyleskiupina v poloze 6. Nicmén
kvili pfenosu protonu mezi polohami 2 a 6 mohou vznikaiss derivaty véchto
dvou polohéactt, a také vznik derivatu v poloze 3 byl Zafito podminek pozorovah

Hydroxylova skupina v poloze 3 je nejméépristupna, a tedy nejmé&meaktivni.
Jeji modifikace je vSak také moznd, hgm ochraani zbylych hydroxylovych skupin,
nebo pokud substitmi cinidlo tvori inkluzni komplex s pouzitym cyklodextrinem
a snEtuje svoje reaktivni centrum k 3-OH skupifviz nize).

Schopnost cyklodextrinu vyti@t komplexy se substitnim ¢inidlem je dalSim
dulezitym faktorem kror nukleofility OH- skupin. Pokud je vyt¥eny komplex dost
silny, vznikajici produkt bude ovliwim orientacicinidla uvnit komplexu. U slabsiho
komplexu bude tvorba produktu naopgkena nukleofilitou hydroxylovych skupin.
Nutné je také zminit Ulohu rozposdla, které wufuje silu a orientaci vznikajicich

komplex.

3.2.2 Priprava monosubstituovanych derivafi cyklodextrint

Derivaty cyklodextriti monosubstituované v jednotlivych polohach Ize gdiein
k velké konkurenci mezi hydroxylovymi skupinamii pderivatizaci pipravit jen
v relativré nizkych vytZzcich, #tSinou maximals do 30 9%° PouZité rozpoustlo,
baze, substittni ¢inidlo a pog. teplota hraji fi jejich ptipraw velkou roli.

V tabulce 3.3 jsou zaznamenany podminky reakcité&kd jiz pripravenych allyl
derivati jednotlivych cyklodextrid. Substiténi ¢inidlo je zde allylbromid. Podminky
reakci, které poskytuji nejtsi vytZzky, byly pouzity pro fipravu sérii

monosubstituovanych allyl deriiav ramci této bakaldké prace.
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Tabulka 3.3 — Podminky gFipravy allyl derivat .

. Vytézek v %

CD Podminky reakce -0 3-0- 6-0-
a-CD | LiH, Lil, DMSO, 55°C* 32%
a-CD | LiH, Lil, DMSO, 55°C* 27 g’
a-CD | LiH, Lil, DMSO*® 27 ar
a-CD | LiH, Lil, DMSO, 55°C* 24 6*
a-CD | NaOH 2 ekv., bD/CH;CN*® 17 10"
a-CD | NaOH 2 ekv., DMF 6' 27
a-CD | NaOH 5 ekv., bO™ 8’ 3 7
a-CD | NaOH 25 ekv., CuSQH,0* g™ - T
a-CD | NaOH 30 ekv., bD* 13
B-CD | LiH, Lil, DMSO, 55 °C* 27
B-CD | NaOH 25 ekv., CuSQH,0” 27
B-CD | EtONa, DMSG’ 25
B-CD | NaOH 2 ekv., HO** 10
B-CD | NaOH 2 ekv., HO* 47 o7
B-CD | NaOH 30 ekv., bD*™ 17
B-CD | NaOH 8 ekv., KO*’ &
B-CD | NaH, DMFE® 4
y-CD | NaOH 30 ekv., bD* 18

*chybgji charakterizace

Tuytezky jsou udany po peracetylaci

*produkty se rozkladajidmem zpracovani reaki snesi

Hanessian a kd&f (LiH, Lil, DMSO, 55°C) dosahl vyirki 24 % pro
2'-0-allyl-a-cyklodextrin a 6 % pro'60-allyl-a-cyklodextrin. Ri stejnych podminkéach
(i bez zaliivani) jsou vSak z n&8i publikace znamy jiné vysledky. V publikaci
Rezanky a kof? byl piipraven 2-O-allyl-a-cyklodextrin ve vy&Zzku 27 % (hodnota
odpovida Hanessianovi a kol.) a dalSi derivat weakj 8 %, ktery byl vSak den jako
3-0-allyl-a-cyklodextrin. Vzhledem k tomu, Ze (+®- derivatu v publikaci Hanessian
a kol?® chybi potebné charakterizace a v publikakezanka a ko’ byla reakce
za stejnych podminek proveden&kalikrat, vzdy se stejnym vysledkem, Ize tvrdit,
7e za &chto podminek opravdu vznika pouZe® a 3-O- derivat. Vysokého vyku
podle podminek od Hanessiana a %¥ol.bylo dosazeno i i piipraw
2'-O-allyl-p-cyklodextrin (27 %). Tojima a kdf dosahl pi podminkach podle
Hanessiana a kéf.vytszku 32 % pro 20-allyl-a-cyklodextrin, v publikaci v&ak chybi
charakterizace produktu.

Vysokych vygzki bylo dosaZeno podle Masuriera a Kb{NaOH, CuSQ@, H,0),
a to @ pripraw allyl derivati B-cyklodextrinu. Reakce byla prové&mh v malém

mafitku a reakni smés izolovana pomoci HPLC. Podminky podle Masurietelf?
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byly pouZity pro pipravu allyl derivai ve wt$im n¥fitku v publikaciRezanka a ko

naa-cyklodextrinu, produkty vSak podléhaly rozkladthbm zpracovani redki snesi

a nakonec se poti® izolovat pouze 20-allyl-a-cyklodextrin ve vygzku 9 %. Dalsi
podminky pipravy podle Masuriera a kol. (EtONa, DMSO) poskytly vyek

2'-O-allyl-p-cyklodextrinu 25 %, neni v&ak uvedetesny postupifipravy.

Mér¢ vysoké, ale stale dobré vysledky byly ziskany zadnpinek v jiz
zminsné publikaciRezanka a kof®, které byly @vodns prevzaty ztlanku Jindicha
a Tislerové’, kde byly pouzity pro iipravu cinnamyl derivatup-cyklodextrinu.
Za tchto podminek (NaOH 2 ekv., ,8/CHsCN) Rezanka a kof’ pripravil
2'-0-allyl-a-cyklodextrin (17 %) a '30-allyl-a-cyklodextrin (10 %).

Dale jsou v tabulce uvedeny réak podminky, kde sefpvazr pouzivaji tizné
koncentrace NaOH ve vadPatrny je ¥si vytszek 6-O-allyl derivati cyklodextrini
pii pouziti nadbytku baze. Pozoruhodné jsowi¥y pri pouziti 8 M (30 ekv.) NaOH
ve vod v publikacich Rezanka a kol®?® kdy se podélo syntetizovat
6'-O-allyl-a-cyklodextrin ve vy&zku 13 %, 60-allyl-B-cyklodextrin ve vy&zku 17 %
a 6-O-allyl-y-cyklodextrin ve vy&Zzku 18 %.

Znédmé allyl derivaty y-cyklodextrinu
6'-O-allyl-y-cyklodextrin (posledni polozka tabulky) a p@racetyl-8-O-allyl-
y-CD byl nedavno fipraven a charakterizovan v nasi vyzkumné skiffin
2'-0-allyl-y-cyklodextrin byl zmikn v publikaci Tarver a kdl’, tentoclanek vak

neobsahuje Zadné charakterizace ariAkt.

3.2.3 Modifikace dvojné vazby

Dvojnou vazbu monosubstituovanych allyl derivatcyklodextrimi Ize
modifikovat oxidativnim &penim na karboxymethyl a formylmethyl deriv&t/.
Jejich giprava je porérné snadna, rychla a wiky se pohybuji obvykle mezi 70-90 %.
Pred gipravou karboxymethyl derivéte nutné ochranit nesubstituované hydroxylové
skupiny nap. acetylaci, pomoci triethylaminu a anhydridu kiseloctové, jinak by
dochéazelo k jejich oxidaci. U peracetylovanych d&tfi je snazsi &leni jednotlivych
polohovych izomer a je jednodussi interpretace NMR spekter. Vysledné
karboxymethyl a formylmethyl derivaty mohou byt gdy jako vychozi latky fi
dal3ich reakcicli®.
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Piiprava karboxymethyl derivata

Monosubstituované karboxymethyl derivaty cyklodexXtrmohou byt pipraveny
z allyl derivati reakci s Nal@ jako oxid&nim c¢inidlem, za pitomnosti Rud, jako
katalyzatord®?’. Tento zfisob fipravy se na cyklodextrinovych derivatech @kl
pro jednoduchosttasovou nenatmost a vysoké vg¥ky. Z €chto divoda byl pouzit
pro gipravu karboxymethyl derivaty-cyklodextrinu v rdmci této bakakké prace.

Karboxymethylové derivaty mohou byt, mimo jiZ uvaglezpisob, gipraveny
oxidaci formylmethylové skupiny, a to riapJonesovyméinidlem™®, 1, v zasaditém
prostedf’? nebo pomoci NaClg¥.

Takto pipravené karboxymethylové derivaty mohou slouZitojgprekurzory
pro Eipravu dalSich monosubstituovanych defivalklodextrini, kde je postranni

fetszec ffipojen pres amidovou vazbf

Piiprava formylmethyl derivat @

Monosubstituované formylmethyl derivaty cyklodemiri se gipravuji
ozonolyzou a naslednou redukci 882 Tento zfisob fFipravy poskytuje vysoké
vytéZky bez vedlejSich produkt a proto byl pouzit i pro ffpravu formylmethyl
derivati y-cyklodextrinu v ramci této bakatké prace.

Mezi dalSi moZnostiifipravy formylmethyl derivdt pati oxidace dvojné vazby
pomoci NalQ, za fFitomnosti OsQ@ jako katalyzatortf. Také mohou vznikat jako
vedlejSi produkty P pripraw karboxylmethyl derivdt pomoci NalQ a RuC}. Tato
piiprava je vSak zraé nevyhodnd. Produkty reakce je nutnélitda vyteZzky
formylmethyl derival jsou niZsi, nez uipdchozich fiprav.

Formylmethylové derivaty mohou dale slouzit jakcekurzory pro pipravu

dal$ich monosubstituovanych derivayklodextrini, nag. Wittigovou reakct-

Zname karboxymethyl a formylmethyl derivaty cyklodextrin @

2-0-, 3-O0- a 6-O-karboxymethylové i formylmethylové derivaty
a-cyklodextrinu byly jiz pipraveny® %% stejré jako série 20-, 3-O- a 6-O-
karboxymethylovych derivat B-cyklodextrind”*® Z formylmethylovych derivdit
B-cyklodextrinu byl zatim fipraven pouze '20-formylmethylf-cyklodextrire®.

Z derivat: y-cyklodextrinu je znam jen'@-karboxymethyly-cyklodextrin, ktery

se objevil pouze v narocickkterych paterit®’>°
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Allyl derivaty y-cyklodextrinu

Jak jiz byloieteno, pro pipravu2'-O- a 3-O-allyl-y-cyklodextrinu byly pouzity
podminky jiz publikovanych reakci, které poskytogjetsi vytzky a Ehem kterych
vysledné produkty nepodléhaji rozkladu.

2'-0- a 3-O-allyl derivaty y-cyklodextrinu byly pipraveny pi dvou rmiznych
realkénich podminkach (obr. 4.1, tab. 4.1). Jelikoz singdlivé izomery po allylaci
nepodéilo rozcklit, byla smés €chto izomeli peracetylovana a az poté byly izomery
rozckleny. V tabulce 4.1 jsou tedy uvedenyd#ky peracetylovanych sléanin.

baze
N rozpoustedlo

OH

smeés izomert

1a 1b

Obrézek 4.1 — Schéma fipravy 2'-O- a 3-O-allyl derivat i y-cyklodextrinu
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Tabulka 4.1 — Vy®Zky a podminky reakce s allyl bromidem.

. Vytézek v %
CD Podminky reakce 0 30 g0
y-CD LiH, Lil, DMSO** 6 1
y-CD | NaOH 2 ekv., HO/CH;CN* 19 11

Pti reakci y-cyklodextrinus allyl bromidem v DMSO zaifiomnosti LiH a Lil
a nasledné peracetylaci pomoci@cv pritomnosti EfN byl vytsZzek perO-acetyl-2-
O- derivatu 6 % a peB®-acetyl-3-O- derivatu 1 %. Tyto hodnoty jsou pémé nizké
ve srovnani svgky perO-acetyl-2-O- a perO-acetyl-3-O-allyl-o-cyklodextrini
(27 % a 8 %), které byly publikovany v praszanka a kdt®, i ve srovnani s v§Fkem
per-O-acetyl-3-O-allyl-B-cyklodextrinu (27 %) v publikaci Hanessian a Kol.kde
vznikal pouze 20- derivéat. Ztraty na v§¥cich zfisobila obtiZzna separaczhto dvou
izomeit, kdy po acetylaci bylo nutné provést 3 sloupcolweomatografie s etini fazi
CHCI;: MeOH v fiznych pongrech. Ani poté se vSak nepdia oddlit celé mnoZzstvi
smesi izomet.

Pfiprava monosubstituovanych allyl derifrgt-cyklodextrinu v HO a CHCN
za pitomnosti 2 ekvivalerit NaOH a nasledna peracetylace pomocgNE2 AcO
poskytla vytzky perO-acetyl-2-O-allyl-y-cyklodextrinu 19 % a pe®-acetyl-3-O-
allyl-y-cyklodextrinu 11 %. Tyto vy¢¥ky jsou relativi vysoké a odpovidaji hodnotdm
wytszka perO-acetyl-3-O- a perO-acetyl-3-O-allyl-a-cyklodextrinu (17 % a 10 %),
pripravenych za stejnych reskich podmine®.

Peracetylované '®- a 3-O- allyl derivaty y-cyklodextrinu byly pouZity
pro pipravu karboxymethyl a formylmethyl derivay-cyklodextrinu. Pro fipravu
6'-O- karboxymethyl a formylmethyl derivity-cyklodextrinu byl pouZit pe®-acetyl-

6'-O-allyl-y-cyklodextrin dive pripraveny v nasi vyzkumné skupffi.
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4.2 Karboxylmethyl a formylmethyl derivaty y-cyklodextrinu

Karboxymethyl derivaty y-cyklodextrinu byly pipraveny z allyl derivat
y-cyklodextrinu reakci s NalQ za gitomnosti RuG v prostedi HO/CH;CN.
Formylmethyl derivaty byly fipraveny z pislusnych allyl derivdi ozonolyzou
ve snési rozpoudtdel MeOH/CHCY} v porgru 1:1 a naslednou redukci e Vyiezky
karboxylovych kyselin Za—2c) byly v rozmezi 79-86 % a aldehy@Ba-3c) 60-90 %.

(obr. 4.2), coz odpovida hodnotam &#ki obecrt ziskavanych i téchto reakcicH?’.

AcO AcO
° NalO o R
— alOy (0]
AcO AcO 4):
¢ of RuCls %) 2a, R=OH
/ 86 %
AcO AcO
1a OAC OAcO
o (o) \ o 3a, R=H
1. 04 60 %
AcO 7 2. Me,S AcO 7
\ AcO 0 AcO
\\\ B NalO, R)\\ 0
o) RuCls o)
AcO AcO 2b, R=OH
86 %
AcO AcO
1b OAc OA%
o) \ o) 3b, R=H
1. 03 90 %
AcO 7 2. Me,S AcO 7
\k OTR
0 0
Q NalO, Q
AcO RuClg AcO
ACO 2c, R=OH
c / AcO 2o
AcO AcO
1c OAC OAC
5 \ 5 O 3¢, R=H
1. 04 84 %
AcO 7 2. Me3S AcO 7

Obrézek 4.2 — Schéma fipravy 2'-O-, 3-O- a 8-O-karboxymethyl a
formylmethyl derivat @ y-cyklodextrinu.
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5. Zavér

V souladu s pozadavky uvedenymi v cilech této l@klaé prace byly fipraveny
série  monosubstituovanych'-@Q- a 3-O- allylovych a 2-0-, 3-O- a 6-O-
formylmethylovych a karboxymethylovych deriuat-cyklodextrinu.

Pii piipraw 2-O- a 3-O-allyl derivafi y-cyklodextrinu byly uplatény dva
postupy pipravy. Postup podle Jitidha a Tislerov& se ukazal jako vyhodijsi.
Po acetylaci se podilb izolovat perO-acetyl-2-O-allyl-y-cyklodextrin ve vy&Zzku
19 % a pe-acetyl-3-O-allyl-y-cyklodextrin ve vy&zku 11 %. Zfisob podle
Hanessiana a kéf. ved! k niz8im vy&zkim, a to 6 % pro pe®-acetyl-2-O derivat a
1 % pro per©-acetyl-3-O derivat. K nizkym hodnotam wWitka prispsla i obtizna
separace peracetylovanych slenin.

Pripravené allyl derivaty byly déle oxidati¥rs€peny na karboxylové kyseliny
a aldehydy. Karboxylové kyseliny byly syntetizovanwllyl derivafi oxidaci pomoci
NalO, a RuCh. Takto byly gipraveny peracetylované'-®-, 3-O- a 6-O-
karboxymethylové derivaty-cyklodextrinu ve vyzcich 79-86 %. Aldehydy byly
piipraveny reduktivni ozonolyzou. \&#ky peracetylovanych'®D-, 3-O- a 6-O-
formylmethylovych derivat y-cyklodextrinu se pohybovaly v rozmezi 60-90 %.

VSechny zmisné slodeniny byly charakterizovany {etre urceni polohy
substituentu) pomoci NMR spekter. K dalSi charakder slowenin byla pouzita IR
spektra, teplota tani, opticka &itéost a hmotnostni spektrometrie.

Monosubstituované derivaty cyklodexiiinslouzi jako prekurzory pro dalSi
reakce. Jsou vhodné proigravu mnoha dalSich regioselekitvmonosubstituovanych
derivati. Fripravené série monosubstituovanych allyl, karboxytylea formylmethyl
derivati y-cyklodextrinu tak jsou uziteym doplgnim chylgjicich derivah
y-cyklodextrinu, a mohou roz#i moznosti jeho vyuZziti.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1 PouZité pristroje a chemikalie

v-Cyklodextrin byl zakoupen od firmy Wako Chemicatpecialni chemikélie
arozpousdtdla od firmy Aldrich a BZné chemikdlie a rozpousiia od firmy Penta.
Rozpou&tdla byla fed pouZitim pedestilovana. Peb-acetyl-8-O-allyl-y-cyklodextrin
(10 pouzity pro pipravu karboxymethyl a formylmethyl derivatbyl jiz drive
pfipraven v nasi vyzkumné skupff.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagéd (0,040-0,063 mm,
Merck), pro sloupcovou chromatografii na reverzaiifsilikagel LiChroprep RP-18
(Merck). Tenkovrstevna chromatografie byla prayr@ na aluminiovych degkach
pokrytych silikagelem 60 k4 (Merck), ¢i reverznim silikagelem 60 RP-1855
(Merck). Latky byly detekovany pobenim TLC desek do roztoku,HO, (50 %)
a zaltatim horkovzdusnou pistoli.

NMR spektra byla mrena na spektrometru Bruker Avance Il 600
(v(*H) = 600,17 MHz,»(**C) = 150,04 MHz). Ve vypisech NMR spekter maji ayom
glukopyranosové jednotky-cyklodextrinu, na které je navazan substituertiprnim
indexu ozn&eni I, atomy substituentu maji ozteni ,”* (obr. 5.1). Chemické posuny
(0) jsou uvedeny v hodnotach ppm a intérdkkonstanty J) v Hz. M&tena byla 1D
spektra tH, *C, APT) a 2D spektraid-*H COSY, HSQC, HMBC).

5
2’
1
(0]
| |
;";\04 65I o]
HON—1 1! o
3I OH HI,FH

Obréazek 5.1 —Cislovani glukdzy cyklodextrinu.

IR spektra byla nastena na spektrometru Hermo Nicolet AVATAR 370 FT-
IR metodou DRIFTS v KBr. Vingt () je uvaén v cm’. Teploty tani §) byly
zmeieny na Koflero¥ bloku. Hmotnostni spektra s vysokym rozliSenimabytiena
na p@istroji  UltrafleXtreme (Bruker, Brémy, &necko) s k)-2-kyano-3-
(4-hydroxyfenyl)akrylovou kyselinou jako matricipé&cifické optické rotace d]*%
byly m&teny v koncentraciifblizng 10 g I* pii 20 °C na polarimetru Rudolph Research
AUTOPOL ® Il pti vinové délce sodikového dubletu (589 nm). Hodrjsou uvadny
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v jednotkéch 10 cn? g™.

Jako generéator ozonu bytipzonolyze pouzit fistroj Ozone Tech Systems
ACT-3000.

Rozpou&tdla byla odp#ovana na rotmi vakuové odparce ip 40 °C.

Produkty byly dosuSovany na rota olejové vyeve pii 80 °C po dobu 6 hodin.
6.2 Pracovni postupy

Per-O-acetyl-2-O-allyl-y-cyklodextrin (1a)

Metoda podle Jindcha a Tislerov&: y-cyklodextrin (2 g, 1,54 mmol) byl
rozpusén v H,O (47 ml) a CHCN (15,7 ml). Roztok byl chlazen v ledové lazii@p°C
0,5 hodiny. Poté bylidan allyl bromid (134, 1,54 mmol) v CHCN (0,97 ml) a sws
byla michana 10 minut. Dale bytigan roztok NaOH (124 mg) vJ@ (0,33 ml) a sis
byla michana fes noc p laboratorni teplat Pribéh reakce byl zkontrolovan pomoci
TLC v mobilni fazi (PrOH/HO/EtOAc/konc. roztok NB 6/3/1/1). Reakce byla
zastavenaipdanim HSO, az do pH = 5. Re&ki snes byla vysrazena acetonem (550
ml). Vznikla srazenina byla Zzfiltrovanaigs fritu S3, promyta acetonem (100 ml)
a vysuSena ip laboratorni teplat SraZzenina byla adsorbovana na silikagel (10 g)
a produkty separovany sloupcovou chromatografitedérop PrOH/KHO)/PrOH/konc.
roztok NH;, 10/1/1). Frakce s monosubstituovanymi derivatly lmgpaeny do sucha.
K odparku byl pidan AcO (4,5 ml) a BN (4,5 ml). Smds byla michanaips noc pi
80 °C. Pfib¢h reakce byl zkontrolovan pomoci TLC v mobilni ff@HCl/MeOH,
20/1). Produkt byl préepan s 5 % HCI (100 ml) a CHOR x 20 ml). Chloroformoveé
extrakty byly odp#eny a odparek byl chromatografovan na sloupcovéorkol
(CHCIy/MeOH, gradient z 70/1 do 50/1). Byl izolovan p@acetyl-2-O-allyl-y-
cyklodextrin (La) ve vy&zku 547 mg (19 % - ptano nay-cyklodextrin).

t, = 142-145 °C. p]*°% +124,6 ° (CHG). *H NMR (600 MHz, CDCJ): 6 = 5.83
(dg,J = 10.8, 5.8 Hz, 1 H, H®, 5.39-5.16 (m, 10 H, 2 K-3", 8 x H-3), 5.15 (d,) =
3.8 Hz, 1 H, H-1), 5.13 (d] = 3.3 Hz, 3 H, 3 x H-1), 5.11 (d,= 3.9 Hz, 1 H, H-1),
5.09 (d,J =3.7 Hz, 1 H, H-1), 5.08 (&= 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.87 (d,= 3.0 Hz, 1 H,
H-1'), 4.80-4.69 (m, 7 H, 7 x H-23.62-3.95 (m, 26 H, 2 x H-1", 8 x H-5, 16 x H-6),
3.75-3.64 (m, 8 H, 8 x H-43.28 (dd,J = 9.9, 3.1 Hz, 1 HH-2'), 2.16-1.99 (m, 69 H,
23 x CH;) ppm.**C NMR (151 MHz, CDGJ): § = 170.95-169.04 (23 x C=0), 134.44
(C-27), 117.82 (C-3"), 98.44 (C)196.64 (C-1), 96.52 (C-1), 96.45 (C-1), 96.271(C-
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96.22 (C-1), 96.16 (C-1), 96.12 (C-1), 78.32—69.08 C-2, 8 x C-3, 8 x C-4, 8 x C-5),
78.15 (C-9), 72.27 (C-1"), 62.88—62.37 (8 x C-6), 21.01-2qZF x CH) ppm. IR:v =
1757, 1368, 1236, 1042 ¢&m HRMS (MALDI): [M+Na]® = 2325,6861.
Pro G/H1300s3Na vypateno 2325,6866.

Per-O-acetyl-3-O-allyl-y-cyklodextrin (1b)

Jako vedlejsi produktippiipraw slouteniny 1a byl izolovan per©-acetyl-3-O-
allyl-y-cyklodextrin (Lb) ve vy&zku 319 mg (11 % - pdtano nay-cyklodextrin).

t, = 145-148 °C. 1]*°%5 +135,4 ° (CHG). H NMR (600 MHz, CDCJ): 6 = 5.91
(m, 1 H, H-2), 5.49 (t,J = 9.4 Hz, 1 H, H-3), 5.38-5.23 (m, 7 H;3", 6 x H-3), 5.15
(d,J=3.9 Hz, 1 H, H-1), 5.13 (d,= 3.7 Hz, 2 H, 2 H-1), 5.13-5.07 (m, 5 H-3", 4
x H-1), 5.05 (dJ = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.75-4.62 (m, 8 H, 8 x H-2)56-3.91 (m, 25
H, 2 x H-1", 7 x H-5, 16 x H-683.80 (d,J = 9.3 Hz, 1 H, H-§, 3.76-3.60 (m, 8 H, H-
3, 7 x H-4),3.53 (t,J = 9.2 Hz, 1 HH-4"), 2.12-1.99 (m, 69 H, 23 x GHppm.*°C
NMR (151 MHz, CDCJ): § = 170.85-169.25 (23 x C=0), 135.47 (C-2), 1150R),
97.40 (C-1), 96.62 (C-1), 96.47 (C-1), 96.38 (C9H,26 (2 x C-1), 96.16 (C-1), 96.02
(C-1), 80.46 (C-3, 77.33 (C-B, 77.20-69.32 (8 x C-2, 7 x C-3, 7 x C-4, 7 x C-5)
74.86 (C-17), 70.23 (C'} 62.60—62.23 (8 x C-6), 21.02—20.66 (23 x5Cppm. IR:v =
1751, 1371, 1242, 1048 ¢&m HRMS (MALDI): [M+Na]® = 2325,6861.
Pro G/H1300s3Na vypateno 2325,6866.

Obecny postup pro fFipravu karboxymethyl derivati

Sloweninala (100 mg, 0,043 mmol}b (100 mg, 0,043 mmol), nelda (80 mg,
0,035 mmol) byla rozpu&a v CHCN (1a, 1b — 0,9 ml,1c — 0,7 ml). K roztoku byl
piidan nasyceny roztok Nak®la, 1b — 0,9 ml, 0,5 mmollc- 0,7 ml, 0,4 mmol) a 5%
roztok RuC} ve vod (1a, 1b — 11 ul, 0,003 mmol,1c — 9 ul, 0,002 mmol). Reaini
smes byla michana 1 hodindipaboratorni teplat Priibéh reakce byl sledovan pomoci
TLC v mobilni fazi CHCYMeOH, 20/1. Produkt byistén sloupcovou chromatografii
CHCIs/MeOH, gradient z 20/1 do 5/1. Zbytky Ru byly ods#iny vytrepanim s EDTA
(vodny roztok) a nasledrs 5% HCI.

Per-O-acetyl-2-O-karboxymethyl-y-cyklodextrin (2a)
Reakce byla provedena se sleninou la (100 mg, 0,043 mmol). Obecnym
postupem pro ifpravu karboxymethyl derivat bylo izolovano 87 mg (86 %)
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sloweniny2a.

t, = 143-146 °C. p]*p +117,6 ° (CHG). *H NMR (600 MHz, CDCY): 6 = 5.37—
5.28 (M, 8 H8 x H-3), 5.14-5.08 (M, 8 1 x H-1), 4.74—4.68 (m, 7 H,x H-2),4.52—
3.77 (m, 24 H, 8 x H-5, 16 x H-63,17 (s, 2 H2 x H-1"), 3.72-3.64 (m, 7 H{ x H-4),
3.62 (t,J = 8.9 Hz, 1 H, H-}, 3.43 (ddJ = 9.3, 3.2 Hz, 1 H, H'§, 2.13-1.96 (m, 69 H,
23 x CHy) ppm.**C NMR (151 MHz, CDC}): 6 = 171.42 (C-2), 170.78-169.39 (23 x
C=0), 98.09 (C-1), 96.60 (C-1), 96.34 (C-1), 96(@Al), 96.23 (C-1), 96.15 (3 x C-1),
79.03 (C-3), 77.20-69.59 (7 x C-2, 7 x C-3, 8 x C-4, 8 x CH).87 (C-3, 68.08 (C-
1), 62.68-62.43 (8 x C-6), 20.99—-20.34 (23 x3Cppm. IR:v = 1751, 1368, 1242,
1042 cm*. HRMS (MALDI): [M+Na]® = 23436603. Pro GsH1.60ssNa vypateno
23436608.

Per-O-acetyl-3-O-karboxymethyl-y-cyklodextrin (2b)

Reakce byla provedena se gleminou 1b (100 mg, 0,043 mmol). Obecnym
postupem pro ifpravu karboxymethyl derivat bylo izolovano 87 mg (86 %)
sloweniny2b.

t, = 142145 °C. p]*p +121,7 ° (CHG). *H NMR (600 MHz, CDC)): 6 = 5.51
(t, J= 9.5 Hz, 1 H, H-3), 5.39-5.26 (m, 6 Bi,x H-3), 5.20 (dJ = 3.8 Hz, 1 H, H-9,
5.16 (d,J = 3.9 Hz, 1 HH-1), 5.15 (dJ = 4.4 Hz, 1 HH-1), 5.14 (dJ = 4.0 Hz, 1 H,
H-1), 5.12 (dJ = 4.1 Hz, 1 HH-1), 5.10 (dJ = 4.0 Hz, 1 HH-1), 5.10 (dJ = 3.6 Hz,

1 H, H-1), 5.08 (dJ = 3.6 Hz, 1 HH-1), 4.75-4.62 (m, 9 H-1", 8 x H-2),4.57—3.62
(m, 33 H, H-1", H-3 7 x H-4, 8 x H-5, 16 x H-68.60 (t,J = 9.4 Hz, 1 H, H-3, 2.16—
1.99 (m, 69 H, 23 x CH ppm.**C NMR (151 MHz, CDGJ): § = 170.97-169.43 (C-2’,
23 x C=0), 97.24 (C-1), 96.50 (C-1), 96.40 (C-1,19 (3 x C-1), 95.98 (C-1), 95.81
(C-1), 80.04 (C-3, 78.76 (C-B, 77.20-69.24 (8 x C-2, 7 x C-3, 7 x C-4, 8 x C-5)
70.86 (C-17), 62.51-62.20 (8 x C-6), 21.01-20.565XZHs) ppm.IR: v = 1754, 1368,
1245, 1048 cm. HRMS (MALDI): [M+Na]® = 23436603. Pro GsHi-¢OssNa
vypoéteno 2343608.

Per-O-acetyl-68-O-karboxymethyl-y-cyklodextrin (2c)

Reakce byla provedena se sleminou 1c (80 mg, 0,035 mmol). Obecnym
postupem pro ifpravu karboxymethyl derivat bylo izolovano 64 mg (79 %)
sloweniny2c.

t, = 140-143 °C. p]*> +125,0 ° (CHG)). 'H NMR (600 MHz, CDCJ): 6 =
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5.42-5.26 (m, 8 H8 x H-3), 5.25 (dJ = 3.9 Hz, 1 H, H-1), 5.17 (d,= 3.9 Hz, 1 HH-
1), 5.14 (dJ = 3.9 Hz, 1 HH-1), 5.12 (dJ = 3.7 Hz, 1 H, H-1), 5.09 (d,= 4.4 Hz, 1
H, H-1), 5.08 (dJ = 4.4 Hz, 1 HH-1), 5.07 (dJ = 4.1 Hz, 1 HH-1), 5.06 (dJ = 3.7
Hz, 1 H,H-1), 4.76-4.64 (m, 10 H, 8 x H-2,%2H-6), 4.55-3.60 (m, 32 2 x H-1", 8

x H-4, 8 x H-5, 14 x H-6)2.14-1.97 (m, 69 H, 23 x GHppm.**C NMR (151 MHz,
CDCly): 0 = 171.46 (C-27), 170.97-169.29 (23 x C=0), 96871}, 96.37-96.31 (5 x
C-1), 96.20 (C-1), 95.61 (C-1), 77.20—-69.36 (8 2, x C-3, 8 x C-4, 8 x C-5), 70.10
(C-6), 68.79 (C-17), 62.71 (2 x C-6), 62.64 (C-6), ®(E-6), 62.45 (C-6), 62.33 (2 x
C-6), 20.91-20.69 (23 x GHppm. IR: v = 1751, 1368, 1236, 1042 EmHRMS
(MALDI): [M+Na] * = 23436603. Pro GsH1240s5Na vypateno 23435608.

Obecny postup pro Fipravu formylmethyl derivat @

Sloweninala (100 mg, 0,043 mmol}b (100 mg, 0,043 mmol), nelda (80 mg,
0,035 mmol) byla rozpu&ta v MeOH La, 1b — 1 ml,1c— 0,85 ml) a CHGl(1a, 1b —
1 ml, 1c — 0,85 ml). Roztok byl ip -78 °C probublavdn ozonem po dobu 10 minut.
Reakce byla ukarena pgidavkem MeS (3a, 3b — 0,5 ml,3c — 0,4 ml). Produkt byl
odpden a nasledncistén sloupcovou chromatografii CHEMeOH, gradient z 50/1
do 5/1. Vzniklé acetaly byly odstrémy vytrepanim s 5% HCI. Produkt byl naslédn
odpden s toluenem.

Per-O-acetyl-2-O-formylmethyl- y-cyklodextrin (3a)

Reakce byla provedena se sleninou la (100 mg, 0,043 mmol). Obecnym
postupem proifpravu formylmethyl derivdit bylo izolovano 60 mg (60 %) sldeniny
3a

t, = 143-146 °C. p]*p +119,3 ° (CHG)). *H NMR (600 MHz, CDC)): 6 = 5.37—
5.27 (m, 8 H8 x H-3), 5.15 (dJ = 3.7 Hz, 1 H, H-1, 5.14 (d,J = 4.0 Hz, 1 H, H-1),
5.13 (d,J = 3.5 Hz, 2 H, 2 x H-1), 5.11-5.07 (m, 4Hx H-1), 4.76-4.68 (m, 7 H, x
H-2), 4.55-3.64 (m, 31 H, 7 x H-4, 8 x H-5, 16 x H-6)21 (s, 2 H, 2 x H), 3.62 (t,
J=9.5Hz, 1 H, H-), 3.30 (ddJ = 9.8, 3.2 Hz, 1 H, H'p 2.13-1.93 (m, 69 H, 23 x
CHs) ppm. *C NMR (151 MHz, CDGJ): § = 198.78 (C-2°), 170.79-169.19 (23 x
C=0), 98.19 (C-1), 96.59 (C-1), 96.37 (C-1), 96(B21), 96.26 (C-1), 96.21 (2 x C-1),
96.15 (C-1), 79.63 (C 77.46—69.47 (7 x C-2, 7 x C-3, 8 x C-4, 8 x CH).56 (C-
1), 72.07 (C-9, 62.68—62.38 (8 x C-6), 20.97—20.67 (23 x3Cpbm. IR:v = 1748,
1371, 1239, 1039 c¢ih HRMS (MALDI): [M+Na]* = 23276654. Pro GgHi2d0s:Na
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vypocteno 232/6659.

Per-O-acetyl-3-O-formylmethyl- y-cyklodextrin (3b)

Reakce byla provedena se sleminou 1b (100 mg, 0,043 mmol). Obecnym
postupem proifpravu formylmethyl derivdit bylo izolovano 90 mg (90 %) sldeniny
3b.

t, = 145-148 °C. )% +130,7 ° (CHGJ). 'H NMR (600 MHz, CDC)): 6 = 9.68
(s, 1 H, H2"), 5.48 (t,J = 9.6 Hz, 1 HH-3), 5.39-5.26 (m, 6 Hy x H-3), 5.18 (dJ =
3.8 Hz, 1 H, H-Y), 5.16 (d,J = 3.9 Hz, 1 HH-1), 5.15 (dJ = 3.9 Hz, 1 HH-1), 5.13
(d,J =3.3Hz, 1 H, H-1), 5.12 (d,= 3.8 Hz, 1 HH-1), 5.11 (dJ = 3.6 Hz, 1 HH-1),
5.10 (d,J = 3.7 Hz, 1 HH-1), 5.07 (dJ = 3.7 Hz, 1 HH-1), 4.79 (dJ = 18.4 Hz, 1 H,
H-17), 4.75-4.62 (m, 8 B x H-2),4.55-3.91 (m, 24 H, 8 x H-5, 16 x H-&).,33 (d,J
= 18.4 Hz, 1 HH-1"), 3.80-3.58 (m, 9 HH-3, 8 x H-4),2.13-1.98 (m, 69 H, 23 x
CHs) ppm *°C NMR (151 MHz, CDGJ): 6 = 199.25 (C-2°), 170.74-169.39 (23 x
C=0), 97.45 (C-1), 96.69 (C-1), 96.47 (C-1), 96(E81), 96.25 (C-1), 96.19 (C-1),
96.06 (C-1), 95.88 (C-1), 80.33-69.27 (8 x C-2, €-8, 8 x C-4, 8 x C-5), 79.77 (C-
1), 79.22 (C-§, 62.53-62.21 (8 x C-6), 21.04—20.65 (23 xsCpbm. IR:v = 1754,
1374, 1236, 1042 cth HRMS (MALDI): [M+Na]* = 23276654. Pro GsH1.¢0s:Na
vypocteno 232/6659.

Per-O-acetyl-8-O-formylmethyl- y-cyklodextrin (3c)

Reakce byla provedena se sleminou 1c (80 mg, 0,035 mmol). Obecnym
postupem proifpravu formylmethyl derivdit bylo izolovano 67 mg (84 %) sldeniny
3c.

t, = 144-147 °C.4]*°%» +121,4 ° (CHCJ). *H NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 5.38—
5.28 (m, 8 H8 x H-3), 5.18 (dJ = 3.7 Hz, 1 H, H-1), 5.16 (d,= 3.8 Hz, 2 H2 x H-
1),5.13-5.11 (m, 2 K x H-1), 5.11 (dJ = 3.9 Hz, 1 HH-1), 5.10 (dJ = 3.9 Hz, 1 H,
H-1), 5.09 (dJ = 3.8 Hz, 1 HH-1), 4.75-4.68 (m, 8 H, 8 x H-2,59-3.61 (m, 34 H2
x H-1", 8 x H-4, 8 x H-5, 16 x H-62.11-2.02 (m, 69 H, 23 x GHppm.*C NMR
(151 MHz, CDCY): 6 = 199.72 (C-27), 170.72-169.31 (23 x C=0), 96.25¢(C-1),
96.38 (C-1), 96.34 (C-1), 96.32 (C-1), 96.23 (C96,20 (2 x C-1), 77.21-69.61 (8 x
C-2, 8 x C-3, 8 x C-4, 8 x C-5), 77.09 (C-1"), @D(E-6), 62.67-62.43 (7 x C-6),
20.80—20.73 (23 x CHi ppm. IR:v = 1748, 1371, 1236, 1045 EmHRMS (MALDI):
[M+Na]" = 23276654. Pro GeH1260s4Na vypateno 23276659.
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