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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva pripravou konjugati cyklodextrinu
s kancerostatikem 5-fluoruracilem a kyselinou listovou, kterd funguje jako
targetujici skupina. 5-Fluoruracil je k cyklodextrinu pripojovan pies acidolabilni
linker, jehoZz rozstépeni je ocekavano ve snizeném pH v okoli maligni tkané nebo
uvniti endozomu. Maligni tkané také vykazuji zvySenou expresi receptoru pro
kyselinu listovou a tohoto jevu je vyuzivano pro dorucovani terapeutickych agens
k této tkani. Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, které jsou znadmy svou
schopnosti komplexovat latky do své hydrofobni kavity a zvySovat tak jejich
rozpustnost, stabilitu a biologickou dostupnost.

Byl navrzen postup pro pripravu konjugatu a-cyklodextrinu s 5-fluoruracilem

a kyselinou listovou, ktery byl poté syntetizovan.

Kli¢ova slova: cyklodextrin, fluoruracil, targetujici skupina, kyselina listova, cilené

dorucdovani lé¢iv



Abstract

This diploma thesis deals with the synthesis of conjugates of cyclodextrin with
the anticancer drug 5-fluorouracil and folic acid, which works as a targeting group.
5-Fluorouracil is connected to cyclodextrin via an acid-labile linker, which is
expected to be cleaved in decreased pH in the proximity of malignant tissue or in
the endosome. Malignant tissue also overexpresses receptor for folic acid, and this
phenomenon is used for targeted delivery of therapeutic agents. Cyclodextrins are
cyclic oligosaccharides, which are known for their ability to complex various
compounds into their hydrophobic cavity and increase solubility, stability and
bioavailability of these compounds.

A synthetic approach for the preparation of conjugate of cyclodextrin with
5-fluorouracil and folic acid was designed and the conjugate was subsequently

synthesized.

Key words: cyclodextrin, fluorouracil, targeting group, folic acid, drug delivery
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1. Uvod

V roce 2020 zemielo 19,3 miliont lidi na rakovinu, z toho 11,7 % na rakovinu
prsu a 10,0 % na kolorektalni karcinom?. Jednim z nepostradatelnych 1é¢iv pro 1écbu
téchto typi rakovin je 5-fluoruracil (5-FU). Jeho distribuce k malignim tkanim v§ak
neni idealni, 80—-85 % podaného léciva je enzymaticky metabolizovano a vyluéovano
moci2. Bylo pripraveno nékolik proléciv 5-FU, ktera jsou v organismu rozstépena za
uvolnéni aktivni formy latky. Je zde vSak stale velka potreba optimalizace cileného
dorucovani tohoto l1éc¢iva.

K cilenému dorucovani 1é¢iv k malignim tkanim se casto vyuziva jedné jejich
vlastnosti, a to zvySené exprese receptoru pro Kkyselinu listovou. Konjugace
diagnostickych a terapeutickych agens s kyselinou listovou pak vede k jejich zvysené
akumulaci v maligni tkanis.

Cyklodextriny (CD) jsou supramolekularnimi hostiteli, ktefi do své hydrofobni
kavity mohou komplexovat celou adu latek. Tii nejbéznéjsi typy cyklodextrini —
a-, B- a y-CD maji rtizné velké kavity a mohou tvorit komplexy s hosty riizné
velikosti. VSechny tti nejbéznéjsi CD a jejich derivaty nalézaji uplatnéni mimo jiné
ve farmaceutickém primyslu, kde se podileji na optimalizaci dorucovani 1é¢iv
k cilovym tkanim. Disledky inkluzni komplexace jsou zvyseni rozpustnosti, stability

a biologické dostupnosti hosta“.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace byla piiprava supramolekuldrnich konjugati
kancerostatika 5-fluoruracilu s cyklodextrinem a molekulou kyseliny listové, ktera
méla slouzit jako targetujici skupina k malignim tkanim. Byly navrzeny dva rtizné
konjugaty. Zakladem prvniho z nich byl B-cyklodextrin, k jehoZ primarnimu okraji
byl ptipojen 5-fluoruracil pres acidolabilni linker, jehoZ rozstépeni bylo o¢ekavano
ve snizeném pH v okoli maligni tkané nebo uvniti endozomu. Sekundarni okraj
cyklodextrinu byl pak alkylovan aminoethylovym linkerem a k nému byla amidovou
vazbou pripojena molekula kyseliny listové. Druhy konjugat se skladal
z a-cyklodextrinu, jehoz dva protilehlé primarni hydroxyly byly transformovany na
aminovou a azidovou skupinu. K aminové skupiné pak byla amidovou vazbou
pripojena kyselina listova a k azidové skupiné byl opét pripojen 5-fluoruracil pies
acidolabilni linker (Obr. 1).

5 5
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Obr. 1. Navrzené cilové konjugaty
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3. Prrehled problematiky
3.1. Cyklodextriny

Supramolekularni chemie je obor zabyvajici se studiem chemickych systémii,
jejichz organizaci zajistuji kromeé kovalentnich vazeb také slabsi vazebné interakce,
naprt. vodikové vazby, elektrostatické interakce, vazba kov—ligand, van der Waalsovy
sily, m—n interakce nebo hydrofobni efekt. Za nejvyznamnéjsi védce v oblasti
supramolekularni chemie jsou povazovani Jean-Marie Lehn, Charles J. Pedersen
a Donald J. Cram, kteri jsou nositeli Nobelovy ceny za chemii za rok 1987. Tito védci
stoji za objevem makrocyklickych ligandd, jako jsou crown ethery, kryptandy
a sferandy tvoricich tzv. hostitel-host (anglicky host—guest) komplexy5. Mezi dalsi
latky tvorici tyto komplexy patfi napriklad kalixareny®, kukurbiturily”
a cyklodextriny (Obr. 2).

HO OH

00
H NJ( \},N H HO
H N_N H Ho P
N
N/>/ H H \{‘ 0 OHO\Z/%
N N OH
\/
g o) HO o OH
e f

Obr. 2. Supramolekularni hostitelé: a) crown ether; b) kryptand; c) sferand; d) kalixaren;
e) kukurbituril; f) cyklodextrin
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Cyklodextriny3° (CD) jsou cyklické oligosacharidy, které vznikaji ze Skrobu
ptisobenim enzymu cyklodextrin glukosyltransferasy (CGTasa). Pro svou netoxicitu
a schopnost tvorit inkluzni komplexy s celou fadou latek nalézaji vyuziti v mnoha
odvétvich pramyslu, napf. farmaceutickém, chemickém, zemédélském,
potravinarském nebo kosmetickém. Hlavnimi vlastnostmi, pro které jsou vyuzivany,
jsou schopnost zvyseni rozpustnosti, snizeni tékavosti a stabilizace komplexovanych
latek. Derivaty cyklodextrinti nalézaji vyuziti také v chromatografii nebo jako

katalyzatory.

3.1.1. Historie

Historie cyklodextriniil® se zacala psat v roce 1891, kdy francouzsky farmaceut
a chemik Antoine Villiers zkoumal degradaci bramborového skrobu ptisobenim
bakterie Bacillus amylobacter (pracoval pravdépodobné s kokulturou s Bacillus
macerans). Vzniklé krystaly, které byly zifejmé smési a- a B-cyklodextrinu, nazval
celulosin pro stejnou odolnost vici kyselé hydrolyze a nepritomnosti redukujicich
cukrii jako u celulosy.

V roce 1903 se podarilo rakouskému chemikovi a bakteriologovi Franzi
Schardingerovi pripravit tytéz latky. Reakci s jodem dokazal rozlisit mezi dvéma
produkty degradace, které nazval krystalicky dextrin A (nyni a-cyklodextrin)
a krystalicky dextrin B (nyni B-cyklodextrin). Optimalizaci reakénich podminek se
mu podarilo docilovat az desetinasobnych vytézkt nez Villiersovi, publikoval také
postupy pro jejich separaci a ¢isténi a zkoumal jejich chemické vlastnostill.

Mezi 30. a 70. lety 20. stoleti byly cyklodextriny déle studovany. Bylo zjiSténo, zZe
obsahuji a(1—4) glykosidické vazby a Ze se jedna o cyklické latky. Dale byl objeven
také y-cyklodextrin. Byla téz prokazana jejich netoxicita a rozpoznan potencial
uplatnéni v priamyslus.

V soucasnosti se cyklodextriny vyrabéji v desetitisicich tun ro¢né za cenu jen
nékolika dolart za kilogram. Mezi dal$i vyznamné osobnosti cyklodextrinové
chemie patii mad’arsky chemik Jozsef Szejtli (1933—-2004), zakladatel spolec¢nosti
pro vyzkum a vyvoj cyklodextrini Cyclolab v Budapesti a iniciator konéani
International Cyclodextrin Symposium, které se poprvé konalo v roce 1981

v Budapesti®.
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3.1.2. Struktura a vlastnosti

Stavebnimi jednotkami

cyklodextrini jsou molekuly a-D-glukopyranosy

v zidlickové konformaci vzajemné propojené 1—4 glykosidickou vazbou. Hlavnimi

tiemi zastupci rodiny cyklodextrint jsou a-, - a y-cyklodextrin (Tabulka 1)8.

Tabulka 1. Vybrané vlastnosti a-, - a y cyklodextrinu8

a-CD B-CD y-CD
pocet glukopyranosovych jednotek 6 7 8
molarni hmotnost / g mol-1 972 1135 1297
rozpustnost ve vodé pri 25 °C / g 100 ml-1 14,5 1,85 23,2
pramér kavity / A 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
objem kavity / A3 174 262 427
objem kavit v 1 molu CD / ml 104 157 256
opticka otacivost [a]o pii 25 °C 150 +0,5 |162,5+0,5|177,4 +0,5
pKa pri 25 °C 12,332 12,202 12,081

Cyklodextriny jsou bilé krystalické latky. V silné kyselém prostiedi a za zvySené
teploty podléhaji kyselé hydrolyze, jsou ale stabilnéjsi nez jejich necyklické
analogy!2. Diky konformaci glukopyranos maji molekuly cyklodextrinu tvar dutého
komolého kuzelu, na jehoz uz§im (priméarnim) okraji jsou priméarni hydroxylové
skupiny na uhliku C6 a na jeho SirSim (sekundarnim) okraji jsou situovany
sekundarni hydroxylové skupiny (C2-OH a C3-OH) (Obr. 3). Do kavity sméiuji
vodikové atomy C3-H a C5-H a kysliky glykosidickych vazeb. Kavita ma hydrofobni
charakter, vnéjsi povrch molekuly a sekundarni okraj maji naopak charakter
hydrofilni8. Hydroxylové skupiny na uhliku C2 vytvareji vodikové vazby
s hydroxylovymi skupinami na uhliku C3 sousedni glukopyranosové jednotky
a vznika tak pas vodikovych vazeb na sekundarnim okraji molekuly. Tento pas
stabilizuje nejvice molekulu -CD, ktery je proto vyrazné méné rozpustny ve vode€.
U a-CD vznikd méné vodikovych vazeb, které jsou navic slabsi. Naproti tomu y-CD

je diky své velikosti flexibiln€jsi, a proto ma ze vsech tii nejvyssi rozpustnost.
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Kromé téchto tfi nejvyznamneéjsich byly pripraveny také cyklodextriny s 3—4
glukopyranosovymi jednotkami (CD3, CD4), v nichz uz glukosa nezaujima svou
nejstabiln€jsi konformaci!3, s 5 jednotkami (pre-a-cyklodextrin)i4, s 9-13
jednotkami (8-, e-, ¢, n- a BO-cyklodextrin)!516 nebo dokonce tzv. large ring
cyklodextriny s poctem az 39 glukopyranosovych jednotek!?. Molekuly s 9 a vice
jednotkami uz jsou vSak deformované, kavita je zborcena a mensi nez u y-CD, proto
je jejich vyuziti pro komplexaci latek omezenés. Stejné tak CD s nizsSim poctem

jednotek jsou kvili malé kavité a naro¢né pripraveé pro vyuziti v praxi nevhodné.

OH
HO 0] 0 0]
OH OH HO
HO
(6]
o o1 HO
OH

(0]
HO S
H
(0]
W OH § P
HO
o HO OH o
O HO
HO m OH
o“?% ond [ or
HO
-—— primarni okraj Y .

TR ®3

- sekundarni okraj ——

Obr. 3. Grafické reprezentace cyklodextrinti: a-CD (m =5,n=1), -CD (m = 6,n = 2)
ay-CD(m=7,n=23)

3.1.3. Inkluzni komplexy

Nejvyznamnéjsi vlastnosti cyklodextrini je jejich schopnost tvorit inkluzni
komplexy typu hostitel-host. Ve vodném prostredi je hydrofobni kavita obsazena
molekulami vody a tento stav je energeticky nevyhodny. Vyskytuje-li se tedy
v roztoku vhodna molekula, ktera je méné polarni nez voda, ochotné nahradi

molekuly vody v kavité za vzniku komplexu. Ve vodnych roztocich se mezi inkluznim
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komplexem a volnymi molekulami CD a hosta ustavuje dynamicka rovnovaha
(Obr. 4)8.18,

. X

Obr. 4. Tvorba inkluznich komplexii CD-host ve vodném prostredi

Hlavnimi hnacimi silami vzniku komplexti jsou van der Waalsovy sily
a hydrofobni efekt. Dalsi interakce, které prispivaji, jsou elektrostatické interakce
dip6l-dipdl a vodikové miistky mezi polarnimi c¢astmi hosta a hydroxylovymi
skupinami na CD. Mensi roli hraje také ,indukovana shoda“, kdy u CD dojde k malé
konformacéni zmén€, kterd umozni optimalizovat vySe zminéné uplatiujici se
interakce. Casto se uvadi, Ze hnaci silou vzniku komplexu je také uvolnéni
svysokoenergetické“ vody z hydrofobni kavity CD. Ve skuteénosti je tento jev
opravdu spojen s poklesem entalpie, ale na druhou stranu dojde ke sniZeni
konformacni volnosti molekul vody vytvorenim véts$iho poc¢tu vodikovych mistki
v nadbytku vody jako rozpoustédla, ¢imz dojde k poklesu entropie. V rovnici pro

zmeénu Gibbsovy energie
AG = AH —TAS (D

tedy dojde k odecteni priblizné stejné velkych ¢lent a vyvazani vody z kavity CD
vyjde jako energeticky neutralni déj1.

Inkluzni komplexy nemusi vznikat pouze v poméru 1:1 (Obr. 5). Vétsi hosté
mohou byt komplexovani i dvéma molekulami CD20-22 nebo naopak mensich hostti
se muze do kavity vejit vice2324. Dlouhé tetézce polyethylen- nebo
polypropylenglykolu tvori s vét§im poctem molekul CD tzv. polyrotaxany?25.26,
Vétvenim komplexovanych linkert mohou byt pripraveny supramolekularni

»cross-linked“ polymery o rtizné stechiometrii?”.
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1:1 2:1 1:2

m:n

Obr. 5. Komplexy CD a hosta v riiznych pomeérech

Dynamicka rovnovaha, ktera se ustavuje mezi komplexem a volnymi molekulami
CD a hosta (G), miize byt kvantifikovana pomoci vazebné konstanty K (pouziva se
téz oznaceni konstanta stability komplexu nebo rovnovazna konstanta). Vazebna
konstanta komplexu o stechiometrii m:n Km:n miize byt vyjadfena pomoci

rovnovaznych koncentraci.

Km:n
m-CD+n-G = CDy -G, (2)

_ [CDm'Gn]
M [epjmGIn

(3)

Hodnoty vazebné konstanty se pohybuji typicky mezi 102—105 M-18,18,28,29,
Zasadnim jevem spojenym s tvorbou inkluznich komplexi je ovlivnéni

fyzikalné-chemickych vlastnosti komplexovanych latek. Jedna se predevsim

o nasledujici zménys.
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o Diky tvorbé komplexu je v roztoku zvysena koncentrace rozpusténych
molekul hosta. Na druhou stranu miize byt sniZena koncentrace CD
v roztoku#30.31,

o Jeovlivnéna chemick4 reaktivita hosta. Vétsinou je inkludovani molekula
stabilizovana a jeji reaktivita je sniZena. V nékterych ptipadech miize CD
fungovat naopak jako umély enzym a katalyzovat transformaci hosta32:33,

o Spektralni vlastnosti inkludované molekuly mohou byt modifikovany.
Dochazi naptiklad ke zménam chemickych posunii v NMR spektrech34-36
nebo ke zménam v UV a fluorescenc¢nich spektrech3”.

o Komplexaci mtizeme dosdhnout snizeni té€kavosti nebo neptijemného
zapachu inkludovanych latek3s:39.

o ProtozZe hydrofilita komplexu je vySsi nez samotného hosta, ovliviiuji CD
i chromatografickou mobilitu latek40.

Diky témto vlastnostem nachazeji CD uplatnéni v potravinarstvil:42, kosmetice?3,
analytické chemii (hlavné chromatografii)#9, textilnim primyslu#+45, zemédélstvi*®

a predevsim ve farmaceutickém prtimyslu (viz kapitola 3.1.5).

3.1.4. Derivaty cyklodextrint

Jestlize pro danou aplikaci neni vhodny zadny z nativnich cyklodextrint, prichazi
na fadu jejich derivaty. CD mohou byt derivatizovany z riznych divodi — pro
zvySeni rozpustnosti v kyzeném rozpoustédle, ovlivnéni vazebné konstanty
konkrétniho hosta, umoznéni prichyceni na rtizné typy povrchii nebo konjugace
s riznymi latkami jako jsou katalyzatory nebo léciva. Diky tomu, Ze molekula CD
obsahuje 18, 21 nebo 24 hydroxylovych skupin o podobné reaktivité, poskytuje
jejich derivatizace obrovské mnozstvi moznosti, na druhou stranu je také velkou
vyzvou. Slovo ,podobné“ je naprosto zasadni. Kazd4 z glukosovych jednotek
obsahuje tfi hydroxylové skupiny v polohéach 2, 3 a 6, jejichz reaktivita neni totozna,
a skupiny spolu za danych reakénich podminek soupeii. Hydrofobni kavita mtize
navic interferovat s ¢inidly pouzitymi v reakci a ovlivnit jeji prabéh+7-49,

Kromeé reakci C-O-C a C-C vazeb, které vedou k rozkladu struktury CD, podléhaji
CD predevsim elektrofilnim atakiim na hydroxylové skupiny. Hydroxyly v poloze 6
jsou primarni a v polohach 2 a 3 sekundarni. 6-OH jsou nejvice pristupné a nejméné

kyselé. Naopak 2-OH jsou nejkyselejsi (pKa = 12,2) a 3-OH jsou nejméné
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pristupné5s0. V pripadé, Ze je pouzit nadbytek baze a jsou deprotonovany hydroxylové
skupiny vSech typt, elektrofilni ¢inidlo bude atakovat 6-OH, protoze jsou
nejpristupnéjsi. Situace se ale zkomplikuje, bude-li pouzit reaktivnéjsi elektrofil.
Jeho atak bude méné selektivni a budou vznikat také produkty se substituci na
sekundarnim okraji. Pri pouziti kontrolovaného mnozstvi silné baze lze docilit
deprotonace pouze nejkyselejSich 2-OH. Jelikoz jsou vzniklé oxyanionty
nukleofilnéjsi neZz nedeprotonované hydroxyly, mezi produkty prevazuje
regioisomer substituovany v poloze 2. Nejnaro¢néjsi je pak substituce v poloze 3,
kdy je potteba vyuzit komplexace ¢inidla do kavity CD. Dilezitou roli hraje také
pouzité rozpoustédlo, které mtize ovlivnit nukleofilitu oxyaniontti nebo silu
komplexace ¢inidla v kavité. Mnozstvi faktorti, které ovliviiuji selektivitu reakei CD
zplisobuje, Ze jejich vytézky ¢asto nejsou prilis vysoké*S.

Pristupi k syntéze derivatii CD*8 existuje né€kolik a daji se rozdélit do dvou vétsich

skupin — pfimy a nepiimy:

a) prima (,direct“) metoda — je provedena nespecificka substituce za vzniku
smési regioisomert, které jsou dale chromatograficky separovany;

b) chytrd pfima (,smart-direct“) metoda — je vyuzito fyzikalné-chemickych
vlastnosti CD a ¢inidla a dochazi ke vzniku jediného produktu ve vysokém
vytézku;

c¢) biologicka prima (,,bio-direct”) metoda — pti reakei jsou pouzity enzymy;

d) nepiima (,indirect*) metoda — za cenu zvySeni poctu krokdi a pouziti
chranicich skupin je docileno kyZeného produktu ve vysokém vytézku;

e) chytra nepfima (,smart-indirect”) metoda — je pouZito selektivni odchranéni
persubstituovaného derivati s vysokym vytézkem,;

f) cykliza¢ni nepfimé (,cyclisation-indirect“) metoda — je pripraven derivat

oligosacharidu, ktery je nakonec zcyklizovan za vzniku CD.

3.1.4.1. Monosubstituované derivaty

K monosubstituci® v poloze 2 1ze pouzit pfimou metodu, ktera vyuziva kyselosti
hydroxyli v této poloze. Prikladem miize byt allylace a-CD za pouziti LiH jako silné
baze (Schéma 1). Vedlejsimi produkty jsou vsak také 6-O-allyl-a-CD a vice-
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substituované derivaty. 2-O-Allyl-a-CD lze pripravit také nepfimou metodou, kdy je

primarni strana CD nejprve ochranéna terc-butyldimethylsilylovou skupinou5!.

/—éﬁ AllBr /‘%f

O oH 19 — Q oH 7
o DMSO OH

0

%_ﬂ/ HO 5

24 %

Y

Schéma 1. Allylace a-CD do polohy 2

vevs

objevili metodu, kdy za pouziti cinnamylbromidu, ktery se kompleXUJe do kav1ty

B-CD, lIze docilit i tohoto regioisomeru s vysokou regioselektivitou (Schéma 2)52.

OH
0 \
HO CinBr 0

OH 0 NaOH

0 oH > 0 oH

0]
0] O

I
o
(o)}

HO 6
32 %

Schéma 2. Substituce 3-CD v poloze 3

Vznik derivati se substituci v poloze 6 je vétSinou preferovany, protoze primarni
6-OH jsou nejvice pristupné. Reakce jsou vétSinou provadény v pyridinu, ktery
funguje jako rozpoustédlo a zaroven baze a v némz nejsou zadné hydroxylové
skupiny deprotonovany. Pti podobné nukleofilité vSech hydroxyli probéhne reakce
na nejpristupnéjsim 6-OH. Nejcastéji pouzivanym prekurzorem pro syntézu
riznych derivati je 6-O-tosyl-CD. Od vsech tti nativnich CD ho lze pripravit reakci
s p-toluensulfonylchloridem v pyridinu. Pti reakci probiha pouze substituce v poloze
6, vedlejsimi produkty jsou vSak vicesubstituované derivaty. Vytézky reakci se
pohybuji mezi 20-50 %533. Z 6-O-tosyl-CD mohou byt dale pripravovany thioly>+

nebo S-alkyl derivaty55, primarni aminy (pripravované z azidi Staudingerovou
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reakci50), terciarni a kvartérni aminy>3 nebo azidy, které jsou vhodnymi substraty

pro azido-alkynovou cykloadici®” (Schéma 3).

N3
\©\S/,O 0 0
HO HO
O OH > [0 oH > [0 oH
OH pyridin OH OH
(0] (0]
HO n HO n

TMA PPh;
H,0 H,0

SH NH,
/é& /é&
HO
OH 0
Q oH O oH O oH
OH OH OH
(0] (0]
HO n HO n
Schéma 3. Vyuziti 6-O-tosyl-CD k piipravé dalSich derivatt (a-CD (n =5), B-CD (n = 6),
y-CD (n = 7))

thiomocovina
NaOH

Monosubstituované derivaty v poloze 6 lze pripravit také ,smart-indirect”
metodou. Reakce probihd bud’ pres selektivni debenzylaci perbenzylovaného CD
pomoci DIBAL-H o vytézcich mezi 47-64 %, nebo selektivni demethylaci
permethylovaného CD také pomoci DIBAL-H o vytéZcich kolem 20 %. Pouzita muze
byt také ,indirect® metoda s pouzitim sledu reakci silylace hydroxylu v poloze 6,
permethylace zbyvajicich hydroxylti, odchranéni silylové skupiny pomoci
fluoridového aniontu. Po téchto reakcich samoziejmé néasleduje transformace
volného hydroxylu na kyzeny derivat a pripadné odstranéni zbyvajicich chranicich

skupin“9.



3.1.4.2. Disubstituované derivaty

Pro pojmenovavani vicesubstituovanych CD se pouziva oznaceni jednotlivych
glukosovych jednotek pomoci velkych pismen nebo Fimskych déislic. TUPAC
doporucuje pouzivat ¢islovani glukosovych jednotek fimskymi ¢islicemi proti sméru
hodinovych rucicek (CCW), divame-li se pres sekundarni okrajs8. Jdeme tedy
pomyslnou cestou od C1 prvni glukosové jednotky k jejimu C4 a poté teprve pres
glykosidickou vazbu k dalsi glukosové jednotce (Obr. 6). Tabushi et al. vSak prisli
s ¢islovanim velkymi pismeny v opa¢ném sméru, tedy ve sméru hodinovych rucicek
pfi pohledu na sekundéarni okraj (CW)59. Rada vyznamnych chemiki zabyvajici se
CD (napt. Sollogoub®?) se drzi Tabushiho zptisobu pojmenovavani. V této praci je

téz pouzito Tabushiho ¢islovani.

Pohled od sekundarniho okraje Schematické zobrazeni
primarniho okraje

D Tabushi a Sollogoub

Obr. 6. Cislovani glukosovych jednotek na a-CD

Priprava disubstituovanych derivati CD je vétSinou obtiznéjsi nez priprava
monosubstituovanych. Budeme-li uvazovat substituci pouze na primarnim okraji,
ktera, jak jiz bylo receno, sama o sobé neni vzdy selektivni, substituci dvéma
stejnymi substituenty mizeme ziskat ti'i rizné regioisomery, jak na a-, tak na $-CD.
Budeme-li ale chtit pripravit heterodisubstituované derivaty CD mtizeme uz dostat
5 regioisomeri v pripadé a-CD a 6 regioisomert v pripadé -CD. Je totiz tfeba

nezapominat, Ze CD jsou chiralni slouceniny a mame-li tedy dva ritizné substituenty
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na sousednich glukosovych jednotkach, ale v opacném poradi, neziskali jsme
stejnou latku, nybrz tzv. pseudoenantiomery®!. Pripravit tedy selektivné jediny
isomer miize byt znacné naro¢né a casto je tieba vyuZivat sofistikované
chromatografické separace.

Pristupy k priprave disubstituovanych derivatu CD jsou dva — primy a neprimy.
Primy pristup vyuziva pouziti ,capping“ substituentii nebo stericky narocnych

substituentt, které ovlivni selektivitu dalsi substituce (Obr. 7)62.

Obr. 7. Prima regioselektivni priprava disubstituovanych derivati CD

»,Capping“ metoda byla vyuzita napiiklad k ptipravé 6-diazido-6-dideoxy-a-CD,
klicového substratu pro click reakce. Pri reakci a-CD s m-benzendisulfonyl-
chloridem a nasledné azidaci prevazoval v reakéni smési AB regioisomer v poméru
AB/AC/AD = 70/20/10. Pti pouziti bifenyl-4,4‘-disulfonylchloridu vznikaly diazidy
v poméru AB/AC/AD = 44/40/16, pricemz vytézek ani jedné z reakci nepiekrocil
5 %. Jednotlivé regioisomery musely byt navic izolovany pomoci HPLC63. Pouzitim
trans-stilben-4,4‘-disulfonylchloridu 1ze pripravit AD-regioisomer na 3-CD, ktery
vznika témér jako jediny isomer a byl izolovan ve vytézku 20 %9%4.

Jako stericky narocna skupina byl pouzit napriklad tris(4-terc-butylfenyl)-
methyl, tzv. supertrityl. Reakci supertritylchloridu s a-CD, naslednou methylaci
zbyvajicich hydroxyli a chromatografickou separaci byly ziskany regioisomery
ve vytézcich 30 % (AD), 27 % (AC) a 8 % (AB)%5.

Pro neprimy pristup je klicova reakce perbenzylovaného CD s DIBAL-H.

V pripadé a- a B-CD vznikd jediny regioisomer, u y-CD vznikd smeés dvou
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(Schéma 4). Nevyhodou tohoto ptistupu je ale jeho ¢asova naroc¢nost, nebot se jedna
o ¢tyrkrokovou syntetickou sekvenci (perbenzylace, selektivni bisdebenzylace,
transformace hydroxyl, debenzylace), a citlivost klicové reakce na koncentraci
DIBAL-H v reakcéni smésio6-68,

Selektivni debenzylace se ukazuje byt velmi silnym nastrojem pro pripravu
vicesubstituovanych CD. S jejim vyuZzitim je mozné péti kroky pripravit 64-P-diazido-
64.P-dideoxy-a-CD o celkovém vytézku az 50 %6369, Sollogoubovi et al. se dokonce
podartilo pripravit a-CD se 6 a B-CD se 7 rtznymi substituenty na primarnim
okraji®0.70,

a-CD B-CD

B @ F B @ G
C E C F
BnO_BnO, H BnO_BnO, @ @ E'
OBn OH
BnO [gno BnO k /l\/A|\/]\ OH[gno BnO k 100 % 100 %
o) > ©

Q o) 0 o)
o' P 3 ": o' Q '/O:
@ >+—. 0 o D -
BnOang AR toluen BnOng, /P & o y-CD
nO BnO| no BnO|
1-3 1-3 B H B H
AD C G (c G
(D). (F D)~/ F
E ®
smeés AD/AE

Schéma 4. Regioselektivni piiprava disubstituovanych CD pomoci debenzylace

3.1.5. Farmaceutické vyuziti cyklodextrinu a jejich derivata

Ve vyvoji novych 1é¢iv se stal jiz rutinnim tzv. high-throughput screening —
testovani milionti potencidlnich 1é¢iv najednou za pomoci robotiky a softwaru pro
zpracovani dat. Pti ptipravé novych potencidlnich 1é¢iv se uplatnuje tzv. Lipinského
pravidlo péti (Lipinski’s rule of five). Lécivo spliiujici toto pravidlo by mélo byt dobie
rozpustné ve vodé, prostupovat bunéénymi membranami a byt pouzitelné pro oralni
podavani pacientiim. Vhodny 1é¢ivy kandidat byl nemél mit7?:

o vice nez 5 donort vodikovych vazeb;
o vice nez 10 akceptorti vodikovych vazeb;
o relativni molekulovou hmotnost vyssi nez 500;
o rozdélovaci koeficient oktanol/voda log P vyssi nez 5.
S postupem casu a mnozstvim testovanych latek vznika tlak na pripravu novych

a novych latek, coz vede ke zvySovani jejich molekulové hmotnosti a lipofility. Z toho

24



divodu je zde velka potieba docilit oralni biologické dostupnosti 1é¢iv a idealni
rozpustnosti 1é¢iv pro parenteralni podani pomoci excipientii ve formulaci 1é¢ivych
pripravki?2.

Cyklodextriny a jejich derivaty nalézaji Siroké vyuziti jako farmaceutické
excipienty predevsim pro své nasledujici vlastnosti.

o ZvySuji rozpustnost, stabilitu a biologickou dostupnost 1é¢iv+73.

o Snizuji tékavost latek74.

o Chrani pred oxidaci vzdu$nym kyslikem a snizuji citlivost na svétlo
a zaludecni kyselinu74.

o Snizuji rychlost rozkladu, disproporcionace, polymerizace a autokata-
lytickych reakei komplexovanych latek74.

o Umoznuji pirevést kapalné nebo olejovité latky do praskové formy vhodné
k tabletovani72.74,

o Omezuji nepiijemnou chut ¢i zapach tim, ze vytvorenim komplexu zabrani
interakci latky s chufovym pohéarkem, nebo pfimo interakci CD
s proteinem v chutovém poharku7s.76.

a-CD a B-CD nejsou na rozdil od y-CD hydrolyzovany lidskymi a-amylasami
ve slinach a pankreatické staveé””. Jsou vSak sté€peny bakterialnimi enzymy ve stieve.
Se svou vysokou molekulovou hmotnosti a hydrofilitou nejsou CD schopny
prochazet stfevni sténou a v nizkych a stfednich davkach jsou povazovany za
netoxické pri oralnim podani’8. Pii intraven6znim podéani laboratornim mysim je
LDso a-, p- a y-CD 1,0 g/kg, 0,8 g/kg a >4,0 g/kg. f-CD ma vysokou afinitu
k cholesterolu a dokaze ho extrahovat z bunééné membrany. Ve vysokych
koncentracich miize zptsobovat hemolyzu erytrocytli. Intraven6zni podani
nesubstituovaného [3-CD navic neni mozné kviili jeho nizké rozpustnosti, ktera vede
k tvorbé srazenin vledvinach. Zde se navic akumuluji jeho komplexy s cholesterolem
a zpusobuji tak poskozeni ledvinovych tubuld. Tomuto problému se vsak da vyhnout
jeho funkcionalizaci”2.

Nejpouzivanéjsimi derivaty CD pro lékové formulace jsou 2-hydroxypropyl-3-CD
(HPBCD) a 2-hydroxypropyl-y-CD (HPyCD), methylovany B-CD (randomly
methylated -CD, RMBCD, RAMEB) a sodn4 stl sulfobutyletheru 3-CD (SBESCD),
které maji predevsim vétsi rozpustnost nez nativni CD (Tabulka 2). VSechny tyto
derivaty jsou ndhodné substituovany a komerc¢né se dodavaji s informaci o stupni

substituce. Zmeéna rozpustnosti muze byt zpilsobena bud narusenim péasu
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vodikovych vazeb na sekundarnim okraji, nebo zabranénim vzniku krystala tim, Ze
statistickd smés rtizné substituovanych CD vytvari amorfni, nikoli krystalicky

material72.79,

Tabulka 2. Nativni cyklodextriny a jejich derivaty pouzivané ve farmaceutickych

produktech”8

pocet substituci

cyklodextrin na glukosovou M, I'OZp}lStIlOSt ve

jednotku vodé / mg/ml
a-CD - 972 145
B-CD - 1135 18,5
HPBCD 0,65 1400 >600
RAMEB 1,8 1312 >500
SBEﬁCD 0,9 2163 >500
y-CD - 1297 239
HPyCD 0,6 1576 >500

a-CD a jeho derivaty se pouzivaji pro tvorbu komplexii typicky s molekulami
s alifatickym boc¢nim fetézcem. B-CD komplexuje aromatické a heterocyklické
molekuly a y-CD se pouziva s vét§imi molekulami jako jsou makrocykly a steroidy7s.

Nativni CD byly poprvé pouzity v 1ékovych formulacich prostaglandint v roce
1976 v Japonsku (Tabulka 3). Jde konkrétné o prostaglandin PGE2 neboli
dinoproston, ktery vykazuje i¢inky podobné oxytocinu a ktery se v komplexu s 3-CD
podava pacientkdm pro vybuzeni porodu. Dalsi prostaglandin, PGE1, alprostadil,
zpusobuje relaxaci hladké svaloviny a zvySuje krevni priitok. Spole¢né s a-CD se od
roku 1979 podava pacientiim k 1éébé Buergerovy choroby a erektilni dysfunkce.
Pozdéji byl kromé Japonska schvalen také pro uzivani v Evropé a USA. Nativni
B-CD se vyuziva také k modulaci tcinkt nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv, které
zpusobuji drazdéni horni éasti zazivaciho traktu a krvaceni. Do této skupiny patii
napriklad piroxicam, ktery se pouziva k 1écbé osteoartritidy a revmatoidni artritidy.
Diky CD se zdanliva rozpustnost zvysSila pétkrat, coz vedlo ke snizeni drazdéni
traviciho traktu, zvySeni rychlosti absorpce a nastupu aéinkt 1ééiva72.

RAMEB miizeme nalézt v 1ékové formulaci antibiotika chloramfenikolu pro
pouziti v oftalmologii. Dale se pouziva pri nasalnim podani Zenského steroidniho
hormonu estradiolu pro sniZzeni symptomt menopauzy. Nasalni podani umoznuje

vyhnout se problémim oralniho nebo transdermalniho podani jako jsou efekt
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prvniho priichodu (first-pass effect) nebo pomaly nastup ucinkid a poskytuje
podminky podobné;jsi fyziologické sekreci hormonu72.

HPBCD se vyskytuje v celé radé 1éc¢ivych pripravki k oralnimu, intraven6znimu,
bukalnimu, rektalnimu, konjuktivalnimu nebo transderméalnimu podéani. Piikladem
miZe byt itrakonazol — antifungalni 1ék pouZivany k 1écbé infekci zptisobenych
nejbéznéjsimi plisnémi rodu Candida a Aspergillus72. Dalsim prikladem je
ketoprofen — analgetikum pouzivané k 1é¢bé osteoartritidy, jehoz oralni podani
zptsobuje podrazdéni traviciho traktu. Diky HPBCD je mozné transderméalni podani
s HPyCD dostupny ve formé€ oc¢nich kapek72.78,

Nejnoveéji schvalenym je pak SBEBCD, ktery se od roku 2002 pridava do 1ékovych
formulaci intraven6zné podavaného antifungalniho 1éku vorikonazolu

a intramuskularné podavaného antipsychotika ziprasidonu?2.

Tabulka 3. Schvalené a prodavané 1écivé pripravky obsahujici cyklodextriny72.78,79

1é¢ivo | zptisob podani | komeréni ndzev | zemé prodeje

a-cyklodextrin

alprostadil (PGE) | intravenczni | (oo 2Vt | PO Japonsko,

i;?:;gﬁggﬁetﬂ oralni Pansporin T Japonsko

B-cyklodextrin

benexét oralni Ulgut, Lonmiel Japonsko

?;%OE)ZSOHOH sublingvalni Prostarmon E Japonsko

nikotin sublingvalni Nicorette Evropa

omeprazol oralni Omebeta Evropa

piroxikam oralni Brexin Evropa

E};i)?;?:nové oralni Surgamyl Evropa

2-hydroxypropyl-B-cyklodextrin

cisaprid rektélni Propulsid Evropa

hydrokortizon bukalni Dexocort Evropa

indometacin o¢ni kapky Indocid Evropa

itrakonazol pralm, , Sporanox Evropa, USA
Intravenozni

mitomycin intraveno6zni Mitozytrex USA

nahodné methylovany -cyklodextrin

17B-estradiol nosni sprej Aerodiol Evropa

chloramfenikol o¢ni kapky Clorocil Evropa

sulfobutylether f3-cyklodextrin

vorikonazol | intravenozni | Vfend | Evropa, USA
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21pra.su:;ion intramuskularni Geodon, Zeldox Evropa, USA
maleinét

y-cyklodextrin

Tc-99 teboroxim | intravenézni | CardioTec | USA
2-hydroxypropyl-y-cyklodextrin

diklofenak sodny | oéni kapky | Voltaren | Evropa

Dalsim prikladem zajimavého vyuziti vlastnosti CD je latka sugammadex. Tento
modifikovany y-CD tvori komplexy s anestetiky rokuroniem a vekuroniem a je tak
schopny zvratit neuromuskularni blokadu jimi zptisobenou80. CD nemusi byt
vyuzivany jen pro cilené dorucovani malych molekul. Vyzkumy naznacuji, ze by
mohly byt v budoucnu pouziviny také ve formulacich peptidi, proteini
a oligonukleotidi’2. Probih4 naptiklad vyzkum mozZnosti oralniho podéavani
inzulinu8!l. Dalsi studie zkoumaji schopnost $-CD a jeho derivati komplexovat
cholesterol. Toho se da vyuzit naptriklad pro depleci cholesterolu v lipidovych
mikrodoménéch v plazmatické membrané bunék infikovanych HIV, ktera zptisobi
snizeni poctu viriont HIV82, Existuje také fatalni neurodegenerativni Niemannova—
Pickova choroba, pri které dochazi k masivni akumulaci cholesterolu v lysosomech.
Vyuziti HPBCD a HPyCD k 1é¢bé této choroby je také studovano$s.

CD mohou byt vyuzity v pripravé supramolekularnich materiali pro doruéovani
lé¢iv a gent. Jde o rizné polymery, systémy schopné samousporadavani
(self-assembly), nanomicely a nanocéstice. Pro jejich konstrukei jsou pripravovany
amfifilni nebo hydrofobni derivaty CD. Amfifilni mtizeme rozdélit na neutralni,
kationické a anionickés4. Neutralni amfifilni CD mohou mit esterifikované
sekundarni hydroxyly alkylovymi retézci o délce 2—14 uhliki85. Druhou moznosti je
reakce per-6-bromcyklodextrinu s alkylthiolatem za vzniku CD se substituovanym
primarnim okrajem s alkylovymi fetézci o délce 2—18 uhlik@i8¢. Mtize byt také
provedena substituce hydrofobnimi skupinami na primarnim okraji a zaroven
hydrofilnimi na sekundarnim okraji (oligoethylenglykol)8”. Kationické amfifilni CD
mohou byt pfipraveny zavedenim aminové skupiny pfimo misto hydroxyld CD88
nebo na w-uhlik oligoethylenglykolového fetézce bud na primarnim nebo
sekundarnim okraji s hydrofobnimi substituenty na druhém z okrajGs°.
Supramolekularni materialy z kationickych CD maji potencial pro dorudovani
geni®. Podobn€ je na anionické amfifilni CD zavaddéna karboxylova®! nebo
sulfatova skupina®2. Hydrofobni CD jsou alkylované nebo acylované derivaty (napft.

ethyl, acetyl, butyryl)%3.
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Polymery obsahujici CD miiZeme rozdé€lit na ty, které maji CD v hlavnim fetézci,
a ty, které maji CD zavésené v bo¢nim retézci. K ,zesitovani (crosslinking) CD se
pouziva epichlorhydrin, diepoxidy nebo diisokyanaty. Naptiklad u polymera 3-CD
a diisokyanati bylo dosahovano vazebnych konstant az 10° M-! s latkami, které s
monomernimi CD vykazuji vazebné konstanty kolem 103 M-1 94, Polymery s CD
v hlavnim fretézci se pouzivaji k vyrobé koloidnich nanosférickych systémd,
nanogelt a hydrogeli. Ty jsou vyuzivany napiiklad k distribuci dezinfekénich 1éciv
pri lécbé ran a popalenin® nebo fizenému uvoliiovani kancerostatika tamoxifenu2.
Mezi polymery s CD v boénim fetézci patfi mimo jiné také dendrimery®’. Pravé
variabilita pouziti riznych typti polymert, jejich flexibility, velikosti ¢i reaktivity
poskytuje moznosti optimalizace jejich molekulové hmotnosti, hydrofobity,
rozpustnosti nebo schopnosti vazat 1é¢iva a ¢ini z tohoto typu polymert nadéjné
materialy pro cilené dorucovani 1é¢iv72.84,

Polymery obsahujici CD se vyuZzivaji pro dorucovani genti uz od roku 1999
a vSechny z nich maji polykationicky charakter”2. Vhodné vyladéné systémy mohou
byt schopny ménit vlastnosti hlenové vrstvy, indukovat otevieni zonulae
occludentes (tight junctions) nebo dokonce stimulovat pfijem polymerovych ¢astic
burikou (cellular uptake). CD také chrani oligonukleotidy pred ptisobenim
endonukleas a moduluji nechténé vedlejsi Géinky jako je stimulace imunitniho

systému®s,

3.1.5.1. Konjugaty cyklodextrin—1écivo

Vyse zminéné aplikace CD pro dorucovani 1é¢iv vyuZzivaji pouze komplexace
1é¢iva do kavity CD. V poslednich letech se ale vyzkum zacéal zamérovat také na
konjugaci 1éc¢iva ptimo s CD. Kovalentné navazany CD miize vyrazné ovlivnit
farmakologické vlastnosti 1é¢iva®.

Nesteroidni antiflogistika jsou skupinou 1é¢iv s analgetickymi, protizanétlivymi
a antipyretickymi uc¢inky, do které patfi napriklad aspirin (kyselina
acetylsalicylova), diklofenak, ibuprofen, ketoprofen a dalsi. Prestoze jsou
v soucasnosti velice Siroce pouzivany, mohou zptisobovat zavazné vedlejsi aéinky
jako gastrointestinalni krvaceni nebo zaludec¢ni viedy. Konjugace s CD umoznuje
cilené dorucovani téchto 1é¢iv do tlustého stfeva a omezuje tak jejich nezddouci

ucinky®. Protoze tyto latky nesou karboxylovou skupinu, jsou k CD pripojovany
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esterovou vazbou. Napriklad v pripadé aspirinu navazaného esterovou vazbou na
primarnim okraji CD v zaludku k uvolnovani témer nedochazelo, v tenkém streve se
uvolnoval z 8,9 % a v tlustém stfeveé potom z 76,4 % 100,

Ulcero6zni kolitida a Crohnova choroba jsou zanétliva onemocnéni tlustého stieva.
5-Aminosalicylova kyselina, ktera se pouziva k jejich 1écbé, je vsak absorbovana uz
ve vySSich trovnich travicitho traktu a zptisobuje zde nezadouci ucinky. Jeji
konjugace s CD byla zkoumana jako moznost optimalizace dorucovani lééiva do
tlustého streva®.

Také kancerostatikum 5-fluoruracil (5-FU) pouzivajici se k lé¢bé rakoviny
tlustého stfeva bylo navazano na [3-CD s vyuzitim esterové nebo amidové vazby.
V obou pripadech slouzi jako linker mezi 5-FU a B-CD jedna molekula kyseliny
octové (Schéma 5). Byla zkouména zavislost uvoliiovani 5-fluoruracil-1-octové
kyseliny (5-FUA) na pH. Polocasy Stépeni esterové vazby pii pH 1,2, 6,8 a 7,4
a teploté 37 °C byly stanoveny na 500, 38 a 17 h. K vyrazné hydrolyze konjugatu tedy
nedochézi pred vstupem do tlustého streva, protoze sem pri oralnim podéni ¢lovéku
doputuje az mezi 7.—15. hodinou od poziti. Konjugaty s amidovou vazbou byly
Stépeny pouze v silné zasaditych roztocich pti zvysené teploté. Déle bylo zjiSténo, Ze
vliv esterasy v tlustém sttevé nijak neurychluje uvolnovani 5-FUA. Pokud byl f-CD
nejprve hydrolyzovan a-amylasou na linearni oligosacharid, vliv esterasy na
uvolnéni 5-FUA se rapidné zvysil. Ptfi experimentech na mysich pak bylo potvrzeno,
Ze konjugat s esterovou vazbou piezije priichod zaludkem a tenkym stifevem, 5-FUA

je preferen¢né uvolnovan az v tlustém sttreve, ale rychlost uvoliiovani je nizkal01,
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Schéma 5. Priprava konjugatii 5-FU s 3-CD podle Udo et al.10!

Dalsim kancerostatikem, jehoz konjugat s CD byl zkouman, je doxorubicin.
Mizusako et al. pripravili -CD nesouci molekuly kyseliny listové (folic acid, FA) na
primarnim okraji jako targetujici skupiny (tato problematika bude podrobné;ji
rozebrana v kapitole 3.3) a na jeho sekundéarni okraj ptipojili ptes acidolabilni linker
1é¢ivo doxorubicin. Linker obsahoval disulfidovou vazbu, jejiz rozstépeni v kyselém
prosttedi (napriklad v endozomu) autori oc¢ekavali (Obr. 8). Studie na rezistentni
linii rakovinnych bunék prokazala cytotoxicky efekt konjugatu a zvySeni vstupu
1é¢iva do bunék (cellular uptake)102,

Byly pripraveny také konjugaty CD s 1é¢ivy peptidového charakteru, s nukleovymi
kyselinami pro genovou terapii nebo napfiklad se steroidnimi léCivy (napft.
estradioll03, prednisolonl04)%, Léciva jsou k CD pripojovana esterovou nebo
amidovou vazbou. Casto je také pouZito propojeni triazolem, ktery vznika azido-

alkynovou cykloadicil03,105,
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Obr. 8. Konjugat CD s kancerostatikem doxorubicinem vybaveny FA jako targetujicimi

skupinami

3.2. Fluoruracil

5-Fluoruracil (5-FU) je 1é¢iva latka prodavani pod komercénimi nazvy Adrucil,
Carac, Efudex, Fluoroplex a Tolak. Pouzivé se k 1é¢bé rakoviny prsu, kolorektalniho
karcinomu, rakoviny zaludku, slinivky, nosohltanu, rakovin hlavy a krku a aktinické
kerat6zy106.107, Rakovinou onemocnélo v roce 2020 19,3 milioni lidi a 10,0 miliont
zemrelo, z toho 11,7 % zemfelo na rakovinu prsu a 10,0 % na kolorektalni
karcinom!. Svétova zdravotnicka organizace zaradila 5-FU v roce 2019 na seznam
nepostradatelnych 1é¢iv108, Pacientovi miZze byt podavan intraven6zné nebo oralné
ve formé prolé¢iv. Casto také byva podavan v kombinaci s dal$im
chemoterapeutikem109,

Historie jednoho z prvnich protinddorovych 1é¢iv se zacala psat v roce 1957, kdy
Heidelberger navrhl a pripravil né€kolik fluorovanych derivati pyrimidinu. V té dobé
bylo zndmo, Ze zaména atomu vodiku za atom fluoru ¢asto vede k vyznamnému
biologickému efektu, Ze analoga nukleovych kyselin maji potencial vykazovat
protinddorovou aktivitu a ze uracil je inkorporovan do DNA nadoru ve vétsi mire

nez do normalni DNA!10, Brzy bylo zjiSténo, ze 5-FU ovliviiuje biosyntézu derivati
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thyminu v nadorovych a bakteridlnich burikach a je inkorporovan do RNA misto

uracilulll,

3.2.1. Farmakokinetika a farmakodynamika 5-FU

Mechanismus a¢inku 5-FU2106 je dvoji. Zaprvé dochéazi k inhibici enzymu
thymidylat synthasa, coz vede k rozvraceni poméru koncentraci jednotlivych
nukleotid@ v burtice a poskozeni DNA. Zadruhé se jeho derivaty chybné inkorporuji
do nékolika typti RNA a ovliviiuji tak jejich funkci. 5-FU vstupuje do buniky stejnym
transportnim mechanismem jako uracil (Obr. 9). SAim o sobé nevykazuje zadnou
cytotoxicitu, v bunice je metabolizovan na jeden ze svych aktivnich metaboliti:
5-fluoruridin-5’-trifosfat (FUTP), 5-fluor-2’-deoxyuridin-5’-trifosfat (FAUTP) nebo
5-fluor-2’-deoxyuridin-5’-monofosfat (FAUMP).

Po vstupu do buiiky (Obr. 9) miize byt 5-FU preménén na 5-fluoruridin-5’-
monofosfat (FUMP) bud piimo pomoci enzymu orotat-fosforibosyltransferasa
(OPRT) a za pritomnosti 5-fosforibosyl-1-difosfatu (PRPP), nebo dvoukrokoveé
pomoci enzymi uridin fosforylasa (UP) a uridin kinasa (UK). FUMP je pak dale
fosforylovan na difosfat (FUDP), respektive trifosfat (FUTP). Druhou moznosti je
reakce 5-FU katalyzovana enzymy thymidin fosforylasa (TP) a thymidin kinasa (TK)
na 5-fluor-2’-deoxyuridin-5’-monofosfat (FAUMP). 5-Fluor-2’-deoxyuridin-5’-
difosfat (FAUDP) miZe vzniknout fosforylaci FAUMP nebo redukci FUDP
katalyzovanou enzymem ribonukleotid reduktasa (RR) a je dale fosforylovan
na trifosfat (FAUTP).
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Obr. 9. Metabolismus 5-FU v buiice. 5-FU miiZe byt fosfodeoxyribosylovan pomoci
enzymi thymidin fosforylasy (TP) a thymidin kinasy (TK) nebo fosforibosylovan bud
primo za katalyzy orotat-fosforibosyltransferasy (OPRT) nebo postupné pomoci uridin
fosforylasy (UP) a uridin kinasy (UK). Oba monofosfaty mohou byt déle fosforylovany na
di- a trifosfaty. FUDP mtize byt redukovan na FAUDP za katalyzy ribonukleotid reduktasy
(RR).

3.2.1.1. Inhibice thymidylat synthasy

Thymidylat synthasa (TS) katalyzuje methylaci 2’-deoxyuridin-5"-monofosfatu
(dUMP) na 2’-deoxythymidin-5’-monofosfat (dATMP) s 5,10-methylentetrahydro-
folatem (CH2THF) jako kofaktorem — donorem methylu (Obr. 10). Tato reakce je
jedinym zdrojem thymidylatu syntetizovaného de novo, ktery je zasadnim
stavebnim kamenem pfi syntéze a opravé DNA. TS je dimerem a kazda
z podjednotek nese dvé vazebna mista — pro CH2THF a pro dUMP. FAUMP se vaze
do nukleotidového vazebného mista enzymu, a vzniké tak stabilni ternarni komplex.
Prirozeny substrat dUMP se nemiZe vazat na enzym a byt prfeménovan na dTMP.
Tim roste pomér koncentraci dUMP/dTMP a dochézi k rozvraceni rovnovahy hladin
deoxynukleotidti v burice. Deplece dTMP ma za nasledek depleci dTTP, ktera vede
k naruseni procesu replikace a opravy DNA a nasledné k letalnimu poskozeni DNA

a bunééné smrti.

34



V disledku inhibice TS dochazi navic ke zvysené hladiné dUMP, ktery muze byt
dale fosforylovan na dUTP. Ten se spole¢né s metabolitem 5-FU, FAUTP chybné
inkorporuje do syntetizované DNA a tim zptsobuje jeji dal$i poskozeni.
Zachrannym mechanismem bunky proti zvysené hladiné dUTP a jeji chybné
inkorporaci do DNA je enzym dUTPasa, ktery hydrolyzuje dUTP na dUMP
a difosfat. Aktivita tohoto enzymu tak snizuje terapeuticky ti¢inek 5-FU2.106,

F
\kaH o
/& 3C
| NH
v — /g —>, dTTP —> replikace a oprava DNA

dRMP

nerovnovaha dNTP — poskozeni DNA

\fk ‘* 6\ —>5  dUTP —> zvy¥ena hladina dUTP

dRMP T

dRMP dUTPasa

Obr. 10. Mechanismus poskozeni DNA pomoci inhibice TS. Blokovanim vazebného mista
enzymu FAUMP se zastavi syntéza thymidylatu a stoupne hladina dUMP v burice. To
zpitisobi zménu pomérii jednotlivych deoxynukleotidii, coz vyusti v poskozeni DNA
a bunééné smrti. Obrannym mechanismem buriky je rozklad dUTP. (ARMP -
2-deoxyribosyl-5-monofosfat)

3.2.1.2. Inkorporace do RNA

5-FU naruSuje také fungovani RNA. Jeho metabolit FUTP je inkorporovan
do tetézce RNA a ovliviiuje ji na né€kolika aGrovnich. Zaprvé inhibuje dozravani
ribozomalni pre-rRNA na rRNA a narusuje posttranskripcni modifikace tRNA. Dale
blokuje sbalovani a aktivitu snRNA, ktera se podili na tzv. splicingu, tedy
vystfihavani intronti z pre-mRNA. Navic jak rRNA, tak tRNA a snRNA ptirozené
obsahuji nukleosid pseudouridin, ktery vznik4 posttranskripéni modifikaci
z uridinu, a tato transformace je 5-FU téz inhibovana. Konec¢né inhibuje také
polyadenylaci mRNA a tim v§im vyrazné ovliviiuje celkovy bunéény metabolismus

a zivotnost bunky06,
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3.2.1.3. Katabolismus

Vyse popsany anabolicky osud vsak v téle potka jen asi 15-20 % molekul
metabolizovaného 5-FU. Zbyvajicich 80-85 % je preménovano enzymem
dihydropyrimidin dehydrogenasa (DPD) na inaktivni dihydrofluoruracil (DHFU).
Ten je déale metabolizovan na a-fluor-B-ureido-propionovou kyselinu (FUPA)
a a-fluor-p-alanin (FBAL), ktery je vyluéovan moci (Obr. 11). Navic 10-20 %

podavaného 5-FU je vyluéovano moci a 2—3 % zluci v nezménéné podobe2109,
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Obr. 11. Katabolismus 5-FU (DPD — dihydropyrimidin dehydrogenasa, DHFU —
dihydrofluoruracil, DHP — dihydropyrimidinasa, FUPA — a-fluor-f-ureido-propionova
kyselina, BUP-1 — B-ureido-propionasa, FBAL — a fluor-f-alanin)

3.2.3. Modulace téinku 5-fluoruracilu

Farmakologické vlastnosti 5-FU nejsou ideélni, a tak jsou stale hledany moznosti,
jak optimalizovat jeho tcinek. Tfemi moznymi strategiemi jsou sniZeni degradace
5-FU, zvySeni jeho aktivace a podporeni vazby FAUMP na enzym TS. V praxi jich lze
docilit tremi zptisoby:

o pouzitim proléciv 5-FU;
o pouzitim inhibitort enzymu DPD;
o kombinaci obojiho.

Tegafur (ftorafur, 1-(2-tetrahydrofuryl)-5-fluoruracil, Obr. 12) je prvnim
prolécivem 5-FU a je podavan oralné. Aktivovan miize byt jaternimi nebo
i systémovymi enzymy. Hlavnimi vedlejSimi Géinky jsou gastrointestinalni toxicita
a neurotoxicita a pacienty neni prili§ dobre snaSen. Pouziva se tedy vétSinou
v kombinaci s uracilem, se kterym soutézi o aktivni misto DPD a tim prodluzuje
polocas 5-FU v organismu. Tato 1é¢ba je schvalena pro klinické pouziti na lidech
v 50 zemich svétaz112,

Eniluracil (5-ethynyluracil, Obr. 12) se ireverzibilné vaze do aktivni mista

DPD113, Podava se v kombinaci s 5-FU a zvySuje jeho oralni dostupnost!14. Kviili
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negativnim vysledkim vsak byly klinické zkousky v roce 2000 zastaveny. Piesto
eniluracil ziskal od americké FDA ,Orphan Drug status® pro 1é¢bu maligniho
hepatomuz?.

Kapecitabin (Obr. 12) je oralné podavanym prolééivem 5-FU. V jatrech je
metabolizovan na 5°-deoxy-5-fluoruridin (5-DFUR), ktery je dale premeénén
enzymy TP nebo UP na 5-FU. Oba tyto enzymy vykazuji vyssi aktivitu v maligni nez
v normalni tkani a dochazi tedy k tumor-selektivni aktivaci 1é¢iva. Kapecitabin se
také ukazuje byt méné toxicky nez samotny 5-FU a je jeho jedinym prolécivem
schvalenym FDA pro klinické pouziti2.

Emitefur (Obr. 12) je prolééivo 5-FU obsahujici 3-kyano-2,6-dihydroxypyridin
(CNDP), ktery je inhibitorem DPD. CNDP inhibuje DPD in vitro 2000krat
efektivnéji nez uracil a prodluzuje tim polocas 5-FU v organismul15,

Leucovorin (folinova kyselina, 5°‘-formyltetrahydrofolat) je v buce
metabolizovan na CH2THF, ktery je kofaktorem TS a jeho vysoka intracelularni
koncentrace je kli¢dova pro optimalni vazbu FAUMP na TS. Pti podédni v kombinaci

s 5-FU zvySuje jeho in vitro i in vivo toxicitu pro rakovinné burky?2106,
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0
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NH 0 N/go N=
| /g (0] \ / CN

\
\
N™ ™0 NH  HiC o o
| /g
0 N~ ~0
H OH OH

Tegafur Eniluracil Kapecitabin Emitefur

Obr. 12. Proléciva 5-FU a inhibitory DPD
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3.3. Kyselina listova jako targetujici skupina

Kyselina listova (folat, folic acid, FA) se ukazala byt optimalni targetujici
skupinou pro dorucovani pripojenych diagnostickych nebo terapeutickych agens
k rakovinnym tkanim nebo mistiim zanétu. UZite¢nost FA pro tyto aplikace tkvi3:

o vrelativné snadné moznosti konjugace s diagnostickymi i terapeutickymi
agens;

o vysoké afinité k folatovému receptoru (FR) i po jeji konjugaci;

o limitované distribuci FR v normalnich tkanich a jeho zvySené expresi
na povrchu rakovinnych bunék (FR-a isoforma) a aktivovanych
makrofagli (FR- isoforma).

Mezi rakoviny, u kterych se prokazala zvySeni exprese FR, patii rakovina
vajecniku, plic, prsu, ledvin, mozku, endometria, tlustého stfeva a myeloidnich
hematopoetickych bunék. Aktivované makrofagy hraji roli pti revmatoidni artritideé,
lupénce, Crohnové chorobé, lupu, ateroskleréze, diabetu, ulcer6zni kolitidé,
osteoartritidé, glomerulonefritidé a sakroid6ze. Cilené dorucovani pomoci kyseliny
listové tedy miize nalézat uplatnéni i v 1é¢bé téchto zanétlivych onemocnénis.

Prestoze presny mechanismus transportu FA pomoci FR do buiiky ziistava
nejasny, je jisté, zZe konjugaty s FA jsou nedestruktivné prijimany do savcich bunék
receptorem zprostfedkovanou endocytozu (Obr. 13). FA se vaze na FR na povrchu
rakovinné buriky a cely konjugat je bez ohledu na svou velikost pohlcen endozomem.
Zde dojde ke snizeni pH az k hodnotam 4,3-6,9. Samotn4 vazba FA na receptor je
zavisla na pH a pfi pH < 5 dramaticky klesa. Dochéazi tedy k uvolnéni konjugatu

z receptoru a po otevieni endozomu také do cytosolu buriky!16.
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Obr. 13. Folatem zprostiedkované doruc¢ovani 1é¢iv do rakovinnych bunék

exprimujicich FR

V literatufe mtiZeme najit fadu praci, kde je FA konjugovana s CD. Najdeme zde
priklady pripojeni k 6-amino-CD!17:118 nebo 3-amino-CD!18 pies amidovou vazbu.
Primarni okraj byl FA také persubstitovan!19. Dalsi moznosti je vyuziti linkeru mezi
obéma molekulami. Tim mtze byt ethylendiamin!20 nebo polyethylenglykol121-123,
FA miize byt ptipojen také pomoci azido-alkynové cykloadice!24.

Ve vétsiné pripadt byva FA pripojovana k aminoskupiné at uz na CD nebo na
linkeru za pritomnosti cinidel dicyklohexylkarbodiimid (DCC) a N-hydroxy-
sukcinimid (NHS), kdy dochéazi ke vzniku aktivniho esteru (Schéma 6). Jelikoz je FA
dikarboxylova kyselina, reakce muze probihat i na bliz§im a-karboxylu. Mezi
produkty vsak prevazuje y-derivat v poméru y/a = 80/20118, Pro tucely dalsiho

biologického testovani se vSak casto pouziva smés obou derivatt.
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Schéma 6. Vznik amidu FA pomoci aktivace ¢inidly DCC a NHS

3.4. Cu-katalyzovana azido-alkynova cykloadice

Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadiéni reakce azidi s alkyny ziskala mnoho
pozornosti v roce 2001, kdy byla objevena moznost katalyzy Cu(I). Ta vede
k vyraznému zlepSeni rychlosti reakce a regioselektivity a byla objevena nezavisle na
sobé v laboratorich chemik®i Meldala!25 a Sharplesse!26. Uspéch Cu-katalyzované
azido-alkynové cykloadice (CuAAC) tkvi v tom, Ze je prakticky kvantitativni a velmi
robustni a je pouzitelnd dokonce ke spojovani biomolekul a k in vivo reakcim.
Vznikajici triazol je inertni vié¢i oxidacnim, redukénim i hydrolytickym
podminkam!27, Je zaroven nejznameéjsim zastupcem skupiny ,click” reakei, které
jsou definovany jako modularni, Siroce pouzitelné, vysokovytézkové,
stereospecifické a produkt by mélo byt mozné izolovat bez pouziti
chromatografickych metod!28. Zdrojem Cu miize byt jodid méd'ny, kovovd méd nebo
siran médnaty v kombinaci s askorbatem sodnym jako redukénim cinidlem.
Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly jsou THF, acetonitril nebo DMSO pri pouziti
Cul a smési voda/alkohol pti pouziti CuSO4. Neexistuje zaddna ocividna korelace
mezi pouzitou metodou a vytézkem reakce, a je tedy potteba optimalizace podminek

pripad od pripadu!?’. Mechanismus reakce ukazuje Schéma 7.
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Schéma 7. Mechanismus CuAAC
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4. Vysledky a diskuse
4.1. Koncept syntézy

Cilem této diplomové prace bylo pripravit konjugaty CD s 5-fluoruracilem
vybavené molekulou folatu jako targetujici skupinou. K 5-fluoruracilu byl nejprve
pripojen acidolabilni linker s propargylovou skupinou. Diky Warburgovu efektu,
tedy preferenci nadorovych bunek pro anaerobni glykolyzu pred aerobni, je v okoli
tumort nizsi nez fyziologické pH (asi 6,3 misto fyziologického 7,4)129.130, Zaroven
molekula kyseliny listové se spojuje s folatovym receptorem na povrchu burky
a endocytozou je dopravena do bunky!02, Nasim predpokladem tedy bylo, Ze v extra-
celularnim nebo endozomalnim kyselém prostiedi dojde k rozstépeni linkeru
a uvolnéni 5-FU. Na molekulu B-CD byla dvoukrokové zavedena azidova skupina
(Schéma 8). Zbyvajici hydroxyly na primarnim okraji byly ochranény silylovou
chranici skupinou. Alkylace sekundarniho okraje chranénym aminoethylbromidem

se vSak ukéazala byt velmi problematickou a byli jsme nuceni strategii pozménit.

N3 N3

N3 /—go\ /‘é&

Ho S _ " OHo _ " 9\/0\/NHBOC
OHYy O oH o Q oH oH

B-CD "— [0 oH — —
OH 0 o
0

O\ O\
Si— Si—
HO 6 < <
Je e

Schéma 8. Priprava derivati 3-CD pro primarni synteticky plan

V novém cilovém produktu meély byt 1é¢ivo i targetujici skupina piipojeny
k primarnimu okraji CD (Schéma 9). Jelikoz molekula 5-FU tvoii komplex jak s a-,
tak s B-CD131, byl pro novy synteticky plan zvolen a-CD. Se svymi 6 glukosovymi
jednotkami a tim danou vétSi symetrii je snaz$i pripravit jeden konkrétni
regioisomer ve vysokém vytézku. Podobny derivat B-CD se z casovych diavodi
pripravit nepodarilo. Priprava klicového intermediatu 64P-diazido-a-CD byla
vyzkousena jak primou, tak nepiimou metodou. Dvé metody pripravy byly také
testovany pri pripravé castené redukovaného 64-amino-6P-azido-a-CD.
Poslednimi dvéma kroky byly pripojeni folatu k aminoskupiné amidovou vazbou

a azido-alkynova cykloadice substituovaného 5-FU na CD.
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Schéma 9. Novy koncept syntézy

4.2, Priprava propargyloxymethylchloridu

Propargyloxymethylchlorid 1 byl nejprve ptipravovan zavadénim plynného
chlorovodiku (generovaného prikapavanim H2SOs4 k NaCl) do suspenze
paraformaldehydu v propargylalkoholu a produkt byl izolovan pomoci sloupcové
chromatografiel32:133, Touto metodou vSak bylo dosahovino jen velmi nizkého
vytézku (5—6 %) a hlavnim produktem reakce byl bis(propargyloxy)methan.

Bos et al. pripravovali podobné derivaty z rizné substituovanych
propargylalkoholi bez prace s plyny — prikapavanim alkoholi k suspenzi
paraformaldehydu v  trimethylsilylchloridu!34.  Zarovenn nebyla nutna
chromatograficka separace. Tato mnohem pohodIn€jsi metoda se ukézala byt
vhodnou i k pripraveé nesubstituovaného propargyloxymethylchloridu 1 ve vytézku
32 % (Schéma 10).
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Schéma 10. Ptiprava propargyloxymethylchloridu

4.3. Alkylace 5-fluoruracilu

Alkylace 5-FU propargyloxymethylchloridem 1 byla nejprve provadéna za
bazickych podminek v DMF. V literature bylo mozné najit pouziti K2COs 135, NaH136
a EtsN137 pro pripravu podobnych derivati 5-FU. Ani s jednou z téchto bazi vSak
nedochazelo k reakci, a to ani za zvySené teploty.

Jinym moznym pristupem k alkylaci 5-FU je jeho predchozi silylace!38139,
Vorbriiggenova neboli silyl-Hilbertova-Johnsonova reakce je syntéza
pyrimidinovych nukleosidii z 2,4-bis((trimethylsilyl)oxy)pyrimidiné a chranénych
glykosylhalidi katalyzovana Lewisovou kyselinou (SnCls, TMSOTf)140.141,
Analogickym pristupem se podarilo pripravit kyzeny produkt 2 (Schéma 11).

1) TMSCI (1 ekv.) . 0
@) HMDS | NH
F reflux, 20 min
\kaH .- N’go
N/go 2) 1 (1,5 ekv.) kO
H SnClg (1,2 ekv.) \
MeCN N
rt, 2 d N
2,38 %

(69 % po izolaci 5-FU)

Schéma 11. Alkylace 5-FU

Bez katalyzy!142.143 nebo s katalyticky mnozstvim144 SnCl4 k reakci nedochézelo, az
pri pridani 1,2 ekv.145 zacal v reakéni smési vznikat produkt. Pti pouziti nadbytku
vychozi latky 1 vznikal také vedlejsi produkt. Z 1H NMR spektra bylo zjisténo, zZe se
jedna o produkt disubstituce, ktery je nasledné ¢astecné hydrolyzovan (latka 2a na
Obr. 14, nebylo zjisténo, zda druha substituce probiha na druhém z dusik{ nebo na
kysliku).
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Obr. 14. Vedlejsi produkt alkylace 5-FU
Nejvétsiho vytézku (38 %, 69 % po izolaci nezreagovaného 5-FU) bylo dosazeno
zfedénim reakéni smési, kdy se podatilo omezit vznik vedlejsiho produktu

(Tabulka 4).

Tabulka 4. Alkylace 5-FU

rgilsllge baze silylace Se$8i4 rfc-)liUL{ , ekv.1  produkt Vytgzek
1 K2COs - - 0,38 1 - -
2 NaH - - 0,38 1 - -
3 EtsN - - 0,77 1 - -
4 - ano 1,2 0,15 1 2 11%
) - ano 0,05 0,10 1,2 - -
6 - ano 1,2 0,10 1,2 2+ 2a 12 %
7 - ano 1,2 0,01 1,5 2 38 %

4.4. 62-Azido-6A-deoxy-fB-cyklodextrin

Monotosylaci -CD (Schéma 12) je mozné provadeét v pyridinu5¢ nebo ve vodném
roztoku NaOH!!46.147  ktery je nésledné neutralizovan roztokem HCl a dojde
k vysrazeni smési produktu 3, nezreagovaného [3-CD a vicesubstituovaného derivatu
ve formé bilych krystali. Vicesubstituovany derivit ma velmi podobné
chromatografické vlastnosti a izolace produktu je proto obtizna. V literature se
vyskytuje fada metod separace pomoci srazeni v acetonu nebo krystalizace ve vodé,
jejichz pouzitim se vsak nelze vicesubstituovaného vedlejsiho produktu zcela zbavit.
Popr et al. vyvinuli metodu izolace, kdy je krystalizaci v 50% vodném methanolu
ziskavan Cisty produkt obvykle ve vytézku 20—-30 %53. Relativné nizky vytézek reakce
je dan také tim, ze p-toluensulfonylchlorid jakozto tosylac¢ni ¢inidlo je nerozpustny

ve vodé a musi tedy nejprve dojit k vytvoreni komplexu 1:1 s CD147.148, 64-O-Tosyl-
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B-CD byl nakonec pripraven reakcei s p-toluensulfonylchloridem ve vodném roztoku
NaOH a izolovan popsanou metodou krystalizace z 50% vodného MeOH v celkovém
vytézku 26 %. Nutno dodat, Zze komeréni p-toluensulfonylchlorid je dodavan ve
formé pomérné velkych nesmacivych krystali a bez jejich predchoziho rozmélnéni

ve treci misce k reakci v podstaté nedochazelo.

0
.S
OH 0" %
1) TsCl, NaOH
HO < 20 HO <
OHY, rt, 1 h OHY,
Q oH - Q oH
OH 2) krystalizace OH
0 z 50% MeOH 0
HO 6 HO 6
3,26 %

Schéma 12. Monotosylace -CD

64-Azido-6A-deoxy-B-CD 4 byl pripraven modifikaci publikovaného postupu
za pouziti azidu sodného a DMF jako rozpoustédla (Schéma 13)149. Separace se opét

obesla bez sloupcové chromatografie, produkt byl vysrazen v acetonu.

;,/O

O//S‘o N3
HO . HO S
O oH 79 . O oH 19
0 ’ 0
HO 6 HO 6
3 4, 84 %

Schéma 13. Priprava 64-azido-64-deoxy--CD
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4.5. 62-Azido-62-deoxy-hexakis(6-0-terc-butyldimethylsilyl)-
B-cyklodextrin

Priprava 64-azido-hexakis(6-O-TBDMS)-3-CD 5 byla nejprve vyzkousena v DMF
s imidazolem jako bazi a TBDMSCI jako silyla¢nim ¢inidlem!50. Touto metodou bylo
docileno vytézku 28 %. Jako efektivné€jsi se ukazalo pouziti pyridinu jako
rozpoustédla a baze zaroverni151-153, Problémem reakce je, Ze ke vzniku derivati
silylovanych i na sekundarnim okraji dochazi dtive, nez dojde k plné konverzi
na produkt se 6 silylovymi skupinami na primarnim okraji. Chromatograficka
separace je pak naroc¢na a dochazi k velkym ztratam. Benkovics et al. vyvinuli
metodu separace per-6-silylovaného (-CD s vyuzitim sloupcové chromatografie
a dvou elu¢nich smési, z nichZ jen jedna vymyva produkt!54. Jejich metoda byla
vyzkousSena a ukazalo se, Ze je pouzitelna i pro 62-azido-64-deoxy-B-CD 4. Kli¢ové
zde je pouziti vétsiho nadbytku silyla¢niho ¢inidla az do vymizeni derivatt s volnymi
6-OH z reakéni smési. Touto metodou bylo dosazeno vytézku 56 % (Schéma 14).

N3
(0]
N3 HO
OHYy

HO S Q oH |
OHY, TBDMSCI > OH
0 -
QH OH pyridin g
o rt, 2 dny 5i—
<
HO 6 L e
4 5,56 %

Schéma 14. Priprava 64-azido-hexakis(6-O-TBDMS)-3-CD

4.6. 2-0O-Boc-Aminoethyl-64-azid0-62-deoxy-hexakis(6-0O-
terc-butyldimethylsilyl)-f-cyklodextrin

Alkylace sekundarniho okraje byla provadéna za standardnich podminek
v DMSO s pouzitim NaH jako silné baze. Nukleofil byl aktivovan pridavkem
15-crown-5 a elektrofil pridavkem tetrabutylamoniumjodidu (TBAI) (Schéma 15).
Vznik produktu byl pozorovan na TLC a po izolaci potvrzen 1H NMR spektroskopii.

Kdyz vSak reakce byla opakovana, ke vzniku produktu jiz nedochéazelo. Reakce tedy
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byla nasazena jesté nékolikrat s riznymi obménami — chranény aminoethybromid
z jiného zdroje, Cerstvé vysusené rozpoustédlo, Cerstvé pripraveny derivat CD, vice
¢i méné ekvivalentli baze, vynechéani 15-crown-5, TBAI nebo obou, pouziti THF jako
rozpoustédla. Pii zvySeni reakéni teploty dochéazelo k rozkladu chranéného
aminoethylbromidu. Reakce byla dokonce nasazena jednim z kolegt z laboratofe,
aby byla vyloucena pripadna systematicka chyba. Pro vylouceni hypotézy vzniku
agregatli, které by mohly branit pribéhu reakce, byla reakéni smés ponechana
30 minut v ultrazvukové lazni. V Zadném z dalSich pokust uz se ale nepodarilo

dosahnout vzniku produktu.

N3 N3
S /‘é@—\
HO NaH HO NHBoc
~ OHY Br 15-crown-5 ~ 9\/0\/
O OH TBAI O OH
OH + OH
o DMSO o)
NHBoc rt, 2 dny
O\ O\
Si— Si—
N N
L 16 L 16
5 6, 13 %

(28 % po izolaci
vychozi latky)

Schéma 15. Alkylace sekundarniho okraje 64-azido-64-deoxy-hexakis(6-O-TBDMS)-[3-

CD chranénym aminoethylbromidem

Byly tedy vyzkousSeny i Gplné jiné podminky. Hanessian et al. ptipravoval -CD
allylovany do polohy 2 z volného -CD a allylbromidu v DMSO za pouziti LiH a Lil.
Po vzoru jejich metody byla vyzkousSena reakce 64-O-azido-B-CD s chranénym
aminoethylbromidem. Dochazelo vSak ve vzniku smési velkého mnozstvi latek.
Prestoze produkt byl v reakéni smési pozorovan pomoci hmotnostni spektrometrie,
nebyla tato metoda ptili§ vhodné pro pripravu kyzeného intermediatu.

Dale byla vyzkouSena reakce s vyuzitim katalyzatoru fazového prenosu
(,phase-transfer catalysis“). Balint et al. pripravovali heptakis(6-O-TBDMS-2,3-di-
O-benzyl)-B-CD z heptakis(6-O-TBDMS)--CD a benzylbromidu v THF s pouzitim
pevného KOH jako baze a methyltrifenylfosfoniumbromidu jako katalyzatoru.
Analogickou metodou ani v tomto pripadé nedochazelo ke vzniku produktu a po

dvou dnech jiz nebyl detekovan chranény aminoethylbromid v reakéni smési.
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Uvedenymi okolnostmi jsme byli nuceni pozménit synteticky plan a pokusi

o pripravu tohoto derivatu zanechat.

4.7. 6-0-Bis(2,4,6-triisopropylbenzensulfonyl)-a-

cyklodextrin

Pfima priprava dvoukrokovym postupem sulfonace — azidace byla prvnim
moznym pristupem k pripravé 6A.P-diazido-a-CD. Nasi strategii bylo pouzit stericky
naro¢nou skupinu - triisopropylbenzensulfonyl, jejiz pouziti by mohlo vést
preferencné ke vzniku AD regioisomeru. V literatuie bylo toto sulfonacni ¢inidlo
pouzito pouze s y-CD. Autori ¢lanku pouzili 3 ekvivalenty triisopropylsulfonyl-
chloridu pro ptipravu monosubstituovaného derivatu, ktery byl jedinym produktem
ve vytézku 86 %155. Byla tedy vyzkouSena reakce a-CD s 1, 3 a 6 ekvivalenty
sulfona¢niho cinidla. Pii pouziti 1 ekv. byl na TLC pozorovan pouze
monosubstituovany derivat. Pfi pouziti vice ekvivalenti byl pozorovan vznik
monosubstituovaného derivatu a dale dvou dalsich slouéenin s podobnym Rr a jesté
vySe na TLC desticce byl detekovan shluk dalSich derivati s témétr shodnym Rr. Po
separaci sloupcovou chromatografii s reverzni fazi a analyze pomoci MS bylo
zjisténo, Ze ony dvé slouceniny s podobnym Rr jsou dvéma riznymi regioisomery
disubstituovaného derivatu. Tato metoda se tedy neukézala byt vhodnou k pripravé
AD regioisomeru ve vysokém vytézku. Nutno poznamenat, ze pfi pouziti 1 ekv.
vznikal pouze monosubstituovany derivat, na rozdil od bézné pouzivané metody
sulfonace p-toluensulfonylchloridem, kdy vznik vicesubstituovanych derivat
komplikuje separaci a snizuje vytézek>s3.155, Pouziti triisopropylbenzensulfonyl-

chloridu by tedy mohlo byt vihodné pti pripravé monosulfonovaného a-CD.

4.8. Neprima priprava 62-P-diazido-64-P-dideoxy-a-CD

Pro pripravu 64-P-diazido-a-CD 12 byla tedy zvolena nepfima metoda. Syntéza
se sklada z 5 krokd (Schéma 16). Prvnim byla totilni perbenzylace a-CD
na 2A-F 3AF 6A-F-oktadeka-O-benzyl-a-CD 8. Pii reakci v DMSO s NaH jako bazi
a benzylchloridem vznikal produkt ve vysokém vytézku 95 %156, Selektivni AD
debenzylace pomoci DIBAL-H%6:68 probihala nejprve pres monodebenzylovany

derivat az na bisdebenzylovany derivat 9. Komerc¢né dodavany 1M roztok DIBAL-H
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v toluenu musel byt nejprve zakoncentrovan na polovinu objemu, jinak reakce
neprobihala. Appelovou reakci s CBrs a PPhs byl ziskan dibromperbenzyl-a-CD
10157158, Odchranéni zbyvajicich hydroxylovych skupin bylo provedeno
hydrogenaci za katalyzy palladiem na aktivnim uhli a za vzniku 6A.P-dibrom-a-CD
11157, Poslednim krokem byla standardni azidace s NaNs v DMF za vzniku cilového

diazidu 1269159, Celkovy vytézek z volného a-CD ¢inil 43 % po péti krocich.

OH OH BnO,BnQ, BnO, BnO,

BnO Bnho BnO an BnO BnO aH

HO
NaH, BnCl DIBAL-H
(0] —— b 0 (0] . b o) (0]
S DMSO (¢} o ’o. o toluen (] o ,o: S
/o oH

I

P (0]
BnO OB BnO 0B
BnOB 3 BnO OBn n BnOB J BnO OBn n
8,95 % 9,67 %
PPhs3
CBr4
DMF
OH OH OH OH BnO BnO,
N Br Br
N3 OH [ 3 Br OH Br BnO
OH k NaN3 OH K HZ, Pd/C BnO k
J 0 o (0] D —— i (0] o O, . D —— J (0] 0 (0] .
o /o ,d 5 DMF o o ,d 2 DMF/EtOH o' o 5 < "6"
HO WO -~ O OH HO Ho - ~0oH OH BrloBnO OBnOBn
HO HO 0O HO BnO Bn O
12, 82 % (2 kroky) 11 10,82 %

Schéma 16. Nepiim4 priprava 64P-diazido-a-CD z volného a-CD

4.9. 6A-Amino-6P-azido-64-P-dideoxy-a-cyklodextrin

Pfi planovani ptipravy 64-amino-6P-azido-a-CD 13 z 64P-diazido-a-CD 12 jsme
se inspirovali pripravou [2-(2-azido-ethoxy)-ethoxy]-ethyl-aminu. Ta probiha jako
heterogenni reakce v diethyletheru a vodném roztoku HCI, kdy 2-bis(2-azido-
ethoxy)-ethan jakoZto relativné nepolarni latka ztistava v organické fazi. Po pridavku
PPhs a redukei prvni azidové skupiny na amin dojde ke zpolarnéni molekuly diky
protonaci aminu a jejimu prechodu z organické do vodné faze. V té jiz neni rozpustny
redukujici PPhs a redukce druhé azidové skupiny neprobéhnel60. Nasim konceptem
tedy bylo zlipofilnit molekulu 64-P-diazido-a-CD 12 pomoci methoxymethylovych
chranicich skupin natolik, aby byla rozpustna v organickém rozpoustédle, a po

redukci prvni azidové skupiny presla do vodného roztoku kyseliny, kde by doslo
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k odchranéni methoxymethylovych skupin a byl by ziskan kyzeny ve vodé rozpustny
64A-amino-6P-azido-a-CD 13 (Schéma 17). Bylo zjiSténo, Ze optimalni stupen
substituce je 8 MOM skupin na jednu molekulu diazido-a-CD. Roztok c¢astec¢né
MOMovaného 64P-diazido-a-CD 12 v DCM byl ptidan k 10 rtznym vodnym
roztokiim kyselin (1M, 0,1M, 10-2M, 10-3M, 10-4M HCIl a CH3COOH). V zadné
z reakénich smési vsak nedochazelo ke vzniku kyzeného produktu. V. 1M HCI byl
ve vodné fazi pozorovan vychozi neochranény 64-P-diazido-a-CD 12. V ostatnich
reakénich smésich byla pozorovana pouze MOMovana vychozi latka. V 10-“M HCI
byl vychozi CD pritomen pouze v organické fazi. Ve zbyvajicich reakénich smésich
byl vychozi CD pritomen v riiznych pomérech v obou fazich bez zjevného trendu
ve vztahu ke koncentraci kyseliny. Cilovy intermediat 13 byl mezitim ptipraven

metodou popsanou nize a dalsi pokusy o optimalizaci tohoto pristupu nebyly

provedeny.
OH OH 1) MOMCI, lutidin OH OH
N: o oH N3 DCM, reflux NH> OH OHNK3
K N\

o Vo YO < - Q »aq )O
O\‘ b N 6. / ‘“, /O:- 0\‘ b\ /O: / "’/6
HO L= / OH 2) PPh3, kyselina HO 47 g OH

HO L4 Ho OH DCM/H,0, rt HO ¢ Ho OH

12 13

Schéma 17. Navrh pfipravy 64-amino-6P-azido-a-CD metodou heterogenni reakce

64-Amino-6P-azido-a-CD 13 byl tedy nakonec ptipraven béznou metodou pro
pripravu primarnich amintd na CD z azidi°¢ s prostym pouzitim mensiho mnozstvi
redukéniho ¢inidla. Pti pouziti 0,5 ekvivalentu PPhs byly ziskdny pouze stopy
6AP-diamino-a-CD a podatilo se dosdhnout vytézku 37 % a celkem 83 % po

regeneraci vychoziho diazidu 12.

4.10. Konjugace cyklodextrinu s kyselinou listovou

Aktivace FA byla provadéna podle literatury!18.161 v DMSO za pritomnosti
triethylaminu (TEA) a ve tmé. Vznikly aktivovany folat byl poté zreagovan
s aminovou skupinou CD 13 analogicky podle ¢lanku, kde byl pripravovan podobny
derivat f-CD!18, Reakce probihala v DMF za pritomnosti TEA po dobu dvou dni.
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Pritomnost produktu 14 v reakéni smési byla potvrzena pomoci MS. Surovy produkt
vykazoval velice nizkou rozpustnost ve vodé, a tak byl preveden na svou amonnou
stl, jejiz rozpustnost jiz byla vyssi. Byl proveden pokus o izolaci latky pomoci
slabého anexu s gradientem NH4HCOs, z ¢asovych diivodi vSak nebyla izolace

dokoncéena.

4.11. Cykloadice prolééciva 5-fluoruracilu s cyklodextrinem

Prvni CuAAC byla vyzkousena s 6-azido-3-CD 4 a propargyloxymethyl-5-FU 2
v DMF. Pii pouziti 20 mol% Cul nebyl na TLC pozorovan zadny produkt, a to ani po
zvySeni reakcéni teploty na 50 °C. Bylo priddno 20 mol% kovové médi. Po
17 hodinach byl na TLC pozorovan vznik nové latky s niz§im Rr v plné konverzi
z vychoziho CD 4. Pomoci MS bylo potvrzeno, Ze se jedna o kyZeny produkt.

Analogickym postupem byl proveden pokus o piipravu cilového konjugatu latek
2 a 14. Jelikoz latku 14 se z casovych divodi nepodarilo izolovat, byla do této
reakce pouzita reakéni smés reakce predchozi. Po michani reakéni smési obsahujici
20 mol% kovové médi pres noc byla na TLC pozorovana plna konverze vychoziho
CD 14 na novou latku s nizsim Rr. Vznik cilového konjugatu 15 byl potvrzen pomoci
MS.
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5. Zavér

V ramci této diplomové prace byly navrzeny syntetické postupy pro pripravu dvou
riznych konjugati kancerostatika 5-fluoruracilu s cyklodextrinem a kyselinou
listovou jako targetujici skupinou. Nejprve byla vypracovana snadnéjsi priprava
propargyloxymethylchloridu, nez byla drive publikovana. Nasledné byla
optimalizovana jeho reakce s 5-FU.

V pripadé prvniho konjugatu — B-CD s 5-FU na primarnim okraji a FA na
sekundarnim okraji — byl pripraven klicovy intermediat 64-azido-6A-deoxy-
hexakis(6-O-TBDMS)-B-CD. Uspésné byla optimalizovana jeho piiprava a izolace.
V priibéhu derivatizace sekundarniho okraje vSak doslo ke vzniku neprekonatelnych
problémti a priprava tohoto konjugatu byla opusténa.

Druhy konjugat se skladal z a-CD s 1é¢ivem i targetujici skupinou na primarnim
okraji. Byly zkoumany rizné piistupy k pripravé klicového intermediatu 64-amino-
6P-azido-6AP-dideoxy-a-CD. Ten byl nakonec piipraven Sestikrokovou syntézou
znativniho a-CD. K derivatizovanému a-CD se podarilo ptipojit molekulu FA, a poté
i prolécivo 5-FU. Z casovych diivodii se nepodarilo dokonéit izolaci cilového

konjugatu.
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6. Experimentalni éast
6.1. Obecné postupy a chemikalie

Pouzité specidlni chemikalie byly zakoupeny od firem Merck a Fluorochem.
Bézné chemikalie a rozpoustédla byly zakoupeny od firem Penta a Lach-ner.
Molekulova sita 3A byla zakoupena od firem Merck a P-lab. Viechna rozpoustédla
byla pred pouzitim destilovana, voda byla pouzivana deionizovana. DMF, DMSO
a pyridin byly suseny molekulovymi sity. NH3 byl pouzivan jako 24% vodny roztok.
Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60 (40—63 pum) od firmy Merck.
Pro preparativni sloupcovou reverzni chromatografii byl pouzit silikagel LiChroprep
RP-18 40-63 um (Merck, Darmstadt, Germany). Na eluci byl pouzit gradient
H20 — MeOH, kdy vzdy po skoceni eluce latek v dané smési byl obsah MeOH zvySen
0 10 %. Pro TLC byly pouzity silikagelové desti¢ky 60 F2s4 od firmy Merck. Pouzivané
mobilni faze byly nasledujici:

S1: hexan/EtOAc 10/1

S2: hexan/EtOAc 1/1

S3: PrOH/H20/EtOAc/NHs3 6/3/1/1

S4: EtOAc/EtOH/H20 20/5/4

S5: CHCl3/MeOH/H20 5/4/1

S6: hexan/EtOAc 3/1

S7: hexan/EtOAc 2/1

K detekei cyklodextrinii byla TLC desticka ponotfena do 50% vodného roztoku
H2S04 a nasledné zahiata horkovzdus$nou pistoli. Aromatické latky byly detekovany
pomoci UV zareni o vinové délce 254 a 366 nm. Dale byl k detekci pouzit bazicky
roztok manganistanu draselného (1,5 g KMnOs4, 10 g K2COs a 1,25 ml 10% NaOH
v 200 ml vody) a roztok ninhydrinu (200 mg ninhydrinu, 95 ml butanolu, 5 ml
10% AcOH).

K odparovani rozpoustédel byla pouzivana rotac¢ni vakuova odparka Biichi pri
teploté 40-50 °C, nasledné byly produkty dosusovany do konstantni hmotnosti
za snizeného tlaku pomoci olejové vyvévy pri teplotach do 80 °C.

Pro méreni infracervenych spekter byly vzorky smichany s KBr a byl pouzit
pristroj Thermo Nicolet AVATAR 370 FT-IR s metodou DRIFT.

NMR spektra byla porizena pomoci pristroje Bruker AVANCE III HD 400. Jako
rozpoustédla byly pouzity DMSO-ds, CDCls, D20 a CD3OD. VSechny chemické
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posuny jsou uvedeny v jednotkach ppm. Prifazovani spekter bylo provadéno za
pomoci DEPT a 2D spekter (COSY, HSQC, HMBC). Ve vypisech spekter jsou
desetinné ¢arky nahrazeny desetinnymi teckami pro vétsi prehlednost.

Hmotnostni spektra byla meéfena pomoci pristroje LCMS 2020 Shimadzu
s ionizaci elektrosprejem. Vzorky byly rozpustény v methanolu. HRMS spektra byla
meérena pomoci pristroje Agilent Technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS
s ionizaci elektrosprejem a detekci kvadrupolem nebo TOF.

Specificka opticka rotace byla méfena pomoci pristroje Autopol III (Rudolph

research, Flandres, New Jersey).

6.2. Pracovni postupy

6.2.1. Propargyloxymethylchlorid (1)

2 Do suché banky se suspenzi paraformaldehydu (536 mg,

3 1

427070 1784 mmol) v TMSCI (9,1 ml, 71,35 mmol) byl stitkadkou
prikapan propargylalkohol (1,0 ml, 17,84 mmol). Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty, dokud nedoSlo ke zreagovani pevného paraformaldehydu
a vytvoreni homogenni smési (asi 1,5 h). Byl pridan chloroform, ktery byl nasledné
odparen spole¢né s nadbytkem TMSCI. Produkt byl dosusen za snizeného tlaku
pomoci olejové vyvévy. Podle 1H NMR byly necistoty piitomny jen v zanedbatelném
mnozstvi a nebylo tedy nutné dalsi ¢isténi. Byla ziskana zluta olejovita latka
(595 mg), vytézek ¢inil 32 %. 1H NMR spektrum bylo ve shodé s literaturou!33.

Rr = 0,30 (S1, KMnO4)

1H NMR (400 MHz, CDCls): § = 4.85 (d, J = 1.1 Hz, 2 H, C1-H); 4.24 (dd, J = 2.5,
1.0 Hz, 2 H, C2-H); 2.43 (t, J = 2.4 Hz, 1 H, C4-H)

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 90.4 (C1); 79.1 (C3); 74.8 (C4); 54.9 (C2)
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6.2.2. 5-Fluor-1-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)pyrimidin-2,4-dion (2)

o) K 5-fluoruracilu (100 mg, 0,769 mmol) byly pridany HMDS
7 6NH (10 ml), TMSCI (0,1 ml, 0,769 mmol) a molekulova sita (asi 9,5 g)
8| N/5§O a reakéni smés byla refluxovana pii 140 °C, dokud nebyla
1ko transparentni a homogenni (asi 20 min). Po zchladnuti na

z&\ laboratorni teplotu byla za snizeného tlaku oddestilovana vétSina

4 rozpoustédla. Ke zbytku byl pridan suchy acetonitril (80 ml) a SnCl4

(0,92 ml IM roztoku v DCM, 0,923 mmol). Béhem 15 min byl piikapan
propargyloxymethylchlorid 1 (80 mg, 0,769 mmol). Po 23 h bylo piidano dalsiho
ptl ekvivalentu 1 (40 mg, 0,384 mmol). Po dalsich 18 h byl jiz pozorovan vznik
vedlejSiho produktu, a tak byl do reakéni smési pridan nasyceny roztok NaHCO3
(4 ml) a smés byla michana 30 min. Vznikla sraZenina byla odfiltrovana a k filtratu
byl pridan EtOAc (90 ml) a voda (20 ml). Organicka faze byla oddélena a vodna faze
byla extrahovana EtOAc (4 x 10 ml). Organické faze byly spojeny a suseny MgSO4
po dobu 1 h. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odparen na RVO. Surovy produkt
byl rozpustén v methanolu a adsorbovan na silikagel (1 g). Produkt byl izolovan
pomoci flash chromatografie (50 ml silikagelu, mobilni faze hexan/EtOAc 1/1). Byly
spojeny frakce obsahujici ¢isty produkt a frakce obsahujici ¢isty 5-FU. Frakce byly
odpareny na RVO a dosuSeny pomoci olejové vyvévy za laboratorni teploty. Byl
ziskan bily krystalicky produkt (58 mg) a vychozi 5-FU (45 mg). Vytézek cinil 38 %,
69 % po odeéteni izolovaného 5-FU. 'H NMR spektrum bylo v souladu

s literaturou!32.

Rr = 0,36 (S2, UV, KMnO4)

1H NMR (400 MHz, CD30D): § = 7.84 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, C8-H); 5.22 (s, 2 H, C1-
H); 4.28 (d, J = 2.4 Hz, 2 H, C2-H); 2.92 (t, J = 2.4 Hz, 1 H, C4-H)

13C NMR (100 MHz, CD30D): 8 = 159.76 (C6); 151.65 (C5); 141.98 (d, J = 234.34
Hz, C7); 129.78 (d, J = 33.1 Hz, C8); 79.96 (C3); 77.64 (C1); 76.44 (C4); 57.78 (C2)
19F NMR (376 Hz, CD30D): § = -169.57 (d, J = 6.1 Hz)

HRMS (ESI): m/z [M+H]*: 199,0520 (vypocteno: 199,0514)
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6.2.3. 6A-0O-p-Toluensulfonyl-B-cyklodextrin (3)

Suspenze B-CD (50,0 g, 44 mmol) a nadrceného p-toluen-
Q sulfonylchloridu (10,9 g, 57,2 mmol) ve vodé (1 1) byla michana
S” 2 hodiny. Béhem jedné minuty byl pridan vodny roztok NaOH

(183 ml, 21,7 g, 541,2 mmol). Poté, co na TLC nebyl pozorovan
/—éﬁ vznik dalstho produktu (cca 1 hodina), byl odfiltrovan
OH nezreagovany p-toluensulfonylchlorid a filtrat byl neutralizovan

W 10M HCI. Reakéni smés byla ponechana pies noc v lednici.
Vzniklad srazenina byla odfiltrovdna, promyta acetonem

a dosusena pomoci olejové vyvévy. Surovy produkt byl

refluxovan v 50% vodném roztoku methanolu pii 90 °C (objem rozpoustédla v ml
byl desetindsobkem mnozstvi surového produktu v g). Po zchladnuti roztoku byl
produkt ponechan 1 hodinu krystalizovat za laboratorni teploty. Vzniklé krystaly
byly odfiltrovany a krystalizace byla znovu opakovana stejnym zptisobem. Produkt

byl dosusen pomoci olejové vyvévy pri 60 °C. Byl ziskan bily krystalicky produkt
(14,8 g), vytézek byl 26 %. 1H NMR spektrum bylo v souladu s literaturou53.

Rr = 0,43 (S3, 50% H2S04)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =7.75 (d, 2 H, Harom); 7.43 (d, 2 H, Harom); 5.85—
5.59 (m, 14 H, CH-OH); 4.87-4.74 (m, 7 H, C1-H); 4.52-4.31 (m, 6 H, CH2-OH);
3.71-3.20 (m,42 H, 7 x C2-H, 7 x C3-H, 7 x C4-H, 7 x C5-H, 14 x C6-H); 2.43 (s,
3 H, CH3)

ESI-MS: m/z [M+Na]+: 1311 (vypocteno: 1311,4)

6.2.4. 6A-Azido-62-deoxy-f-cyklodextrin (4)

N5 64-O-p-Toluensulfonyl-f-CD 3 (14,81 g, 11,48 mmol) a NaN3
o) (14,94 g, 229,8 mmol) byly rozpustény v DMF (153 ml). Reak¢ni

1O OHYy smés byla zahtivana na 80 °C. Po 20 hodinach byla na TLC

} OH OH pozorovana plna konverze vychozi latky. Nadbytek NaN3 byl
O odfiltrovan a produkt byl vysrazen v 80% vodném roztoku
HO 6  acetonu (2,25 1). Vznikl4 srazenina byla odfiltrovina a dosusena

pomoci olejové vyvévy pri 70 °C. Produktem byly bilé krystaly (11,18 g), vytézek
¢inil 84 %. 1H NMR spektrum bylo v souladu s literaturou49.
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Rr = 0,33 (S3, 50% H2S04)

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 5.94-5.54 (m, 14 H, CH-OH); 4.93-4.75 (m, 7
H, C1-H); 4.59-4.40 (m, 6 H, CH2-OH); 3.83-3.51 (m, 28 H, 7 x C3-H, 7 x C5-H,
14 x C6-H); 3.42-3.15 (m, 14 H, 7 x C2-H, 7 x C4-H)

ESI-MS: m/z [M+Na]+: 1182 (vypocteno: 1182,4)

6.2.5. 62-Azido-6A-deoxy-hexakis(6-O-terc-butyldimethylsilyl)-B-cyklo-
dextrin (5)

N5 64-Azido-62-deoxy-B-CD 4 (100 mg, 86,2 umol) byl rozpustén
/ﬁé& v suchém pyridinu (1,6 ml). K roztoku byl priddn TBDMSCI
B "% 2O_H o (110 mg, 0,733 mmol) a reakéni smés byla michana 22 hodin pfi
} oH OH laboratorni teploté. Byl priddn dalsi TBDMSCl (39 mg,
0 0,259 mmol). Déle bylo postupné priblizné po hodiné pridavano
stejné mnozstvi TBDMSCI celkem ¢étyrikrat. Po dalsich

0]
Si
/K 6 16 hodindch jiz na TLC byl pozorovin jen produkt

a vicesilylované derivaty s vy$sim Rr. Reakéni smés byla nalita

do vody (30 ml) a michana za vzniku bilé srazeniny. Srazenina byla odfiltrovana na
frité a promyta vodou. Dale byla rozpusténa v toluenu (2 ml), ktery byl poté odpaien
na RVO. To bylo opakovano jesté dvakrat pro odstranéni zbyvajiciho pyridinu.
Odparek byl rozpustén v DCM a adsorbovan na silikagel (1 g). Vicesilylované
derivaty byly oddéleny pomoci sloupcové chromatografie (5 g silikagelu) s pouzitim
mobilni faze DCM/MeCN/EtOH/NH3s 40/40/20/4. Produkt byl vymyt mobilni fazi
DCM/MeCN/EtOH/H20 40/40/20/4. Frakce obsahujici produkt byly spojeny,
odpafeny na RVO a dosusSeny pomoci olejové vyvévy pii 70 °C. Byla ziskdna
nazloutla krystalicka latka (89 mg) s vytézkem 56 %. NMR spektra byla v souladu

s literaturou!52.

Rr = 0,44 (S4, 50% H2S04)

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 6.70 (bs, 7 H, C2-OH); 5.25 (bs, 7 H, C3-OH); 4.99—
4.80 (m, 7 H, C1-H); 4.09-3.30 (m, 42 H, 7 x C2-H, 7 x C3-H, 7 x C4-H, 7 x C5-H,
12 x C6a-H, 2 x C6b-H); 0.98-0.79 (m, 54 H, 6 x CH3-C(CH3)2-Si); 0.09—(-0.01)
(m, 36 H, 12 x CHs-Si)
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13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 102.13 (C1); 81.90 (C4); 73.65 (C5); 72.71 (C2);
72.39 (C3); 62.52 (C6-Si); 51.46 (C6-N3); 26.03 (C(CHs)3); 18.42 (C(CHs)s); -5.04
(C-Si)

ESI-MS: m/z [M+Na]+: 1867 (vypocteno: 1866,9)

6.2.6. 2-O-Boc-Aminoethyl-64-azido-62-deoxy-hexakis(6-O-terc-
butyldimethylsilyl)-p-cyklodextrin (6)

Ns 64-Azido-hexakis(6-O-TBDMS)-B-CD 5 (50 mg,

0 H 27,1 umol) byl rozpustén v suchém DMSO (1 ml)

HO O\/O\/ N\ﬂ/oj< a byla priddna molekulova sita (asi 0,3 g).

Q oH OH / ° K roztoku byl postupné ptridan NaH (6,5 mg 60%
0 suspenze Vv oleji, 0,163 mmol), po hodiné
OSi/ 15-crown-5 (16 pl, 81,3 umol) a TBAI (5 mg,

/ 7< ; 13,6 umol). Po dalsi hodiné byl pridan terc-

butyl(2-bromethyl)karbamat (7,3 mg, 32,5 umol)
a reakeéni smés byla michéna 23 hodin. Na TLC byl pozorovan vznik produktu. Byl
pridan dalsi terc-butyl(2-bromethyl)karbamat (7,3 mg, 0,0325 mmol) a smeés byla
michéna dalSich 17 hodin. Stejné mnozstvi terc-butyl(2-bromethyl)-karbamatu
bylo pfidano znovu. Po 4 hodinach uz se podle TLC v§ak mnozZstvi produktu témér
nezménilo a zacal vznikat dalsi vedlejsi produkt. Reakéni smés byla nakapana do
vody (5 ml) a vznikla sraZzenina byla odfiltrovana na frité a promyta vodou. Poté byla
dosusena pomoci olejové vyvévy pri 50 °C. Surovy produkt byl rozpustén
v chloroformu a adsorbovan na silikagel (200 mg). Produkt byl izolovan pomoci
flash chromatografie (8 ml silikagelu, mobilni fazze DCM/MeOH 7/1 — 6/1, priitok
5 ml/min) a dosuSen pomoci olejové vyvévy pti 50 °C. Byl ziskan produkt (7 mg),
vytézek ¢inil 13 %, 28 % po odecéteni regenerované vychozi latky.

Rr = 0,65 (S4, 50% H2S04)

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6§ = 5.01-4.83 (m, 7 H, C1-H); 4.22-3.12 (m, 46 H, 7
x C2-H, 7 x C3-H, 7 x C4-H, 7 x C5-H, 12 x C6a-H, 2 x C6b-H, 2 x CH2); 1.44 (s,
9 H, C(CHs)3); 0.96—0.79 (m, 54 H, 6 x CH3-C(CH3)2-Si); 0.09—(-0.01) (m, 36 H, 12
x CH3-Si)
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6.2.7. 6-0-Bis(2,4,6-triisopropylbenzensulfonyl)-a-cyklodextrin (7)

a-CD (3 x 30 mg, 30,8 umol) byl
rozpustén v suchém pyridinu (2 ml) ve
trech vialkach (A, B, C). Triisopropyl-
benzensulfonylchlorid (A — 1 ekv., 9,3 mg,
30,8 umol; B — 3 ekv., 28 mg, 92,5 umol;

0 0 o} C — 6 ekv.,, 56 mg, 0,1858 mmol) byl
o /o 5 ~ pfidan k roztoku CD a reakéni smés byla
1O HO wd Ho on ©f michana dva dny. Na TLC byl pozorovan

vychozi a-CD a vznik 1 latky v reakei A
a 4 latek v reakcich B a C. Z reakce C byla za snizeného tlaku oddestilovana vétSina
rozpoustédla a derivaty CD byly vysrazeny v acetonu (4 ml). Srazenina byla
izolovana centrifugaci a rozpusténa ve vodé. Smés byla separovana pomoci
sloupcové chromatografie s reverzni fazi C18 (0,9 g reverzniho silikagelu, mobilni
faze H2O — MeOH). V 0-10% MeOH eluoval a-CD, dalsi latka pak v 50-60% MeOH
(monosubstituovany a-CD), smés latek v 80% MeOH a dalsi smés latek v 90—100%
MeOH. Smés dvou latek s podobnym Rr na TLC eluujici v 80% MeOH byla
analyzovana pomoci MS, kde byl pozorovan jediny signal odpovidajici

disubstituovanému derivatu a-CD.

Rr=0,59; 0,65 (S5, 50% H2S04)
ESI-MS: m/z [M+Na]+: 1528 (vypocteno: 1527,6)

6.2.8. 2A-F 3AF 6A-F.Qktadeka-O-benzyl-a-cyklodextrin (8)

OBn a-CD (20,0 g, 20,6 mmol) byl rozpustén v suchém DMSO
' \s-0 (480 ml). Po castech byl priddn NaH (27,2 g 60% suspenze

3Bno oV oleji, 678 mmol) a reakéni smés byla michdna 30 minut. Poté

@)
QEn OBn byla reakéni smés zchlazena ledovou lazni a po kapkach byl
0 pridan benzylchlorid (63,9 ml, 555 mmol). Smés byla michana
BnO 5

pres noc. Po kapkach byla priddna voda (500 ml). Vodna faze
byla extrahovana diethyletherem (3 x 1200 ml). Organicka faze byla vysusSena
MgSOs4, zfiltrovana na frité a odparena na RVO. Surovy produkt byl rozpustén
v DCM (400 ml) a jedna polovina byla adsorbovana na silikagel (100 g). Produkt byl
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izolovan pomoci sloupcové chromatografie (1200 g silikagelu, mobilni faze
hexan/EtOAc 20/1 — 5/2). Stejnym zptisobem byla zpracovana i druha polovina
roztoku surového produktu v DCM. Produktem byla oranzova sirupovita latka, po
lyofilizaci z benzenu nazloutla krystalicka latka (48,4 g) o vytézku 95 %. NMR

spektra byla v souladu s literaturoul5e.

Rr =0,53 (S6, 50% H2S04)

1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.28-7.07 (m, 90 H, Harom); 5.17 (d, J = 10.9 Hz, 6
H, C3-0-CH2-Ph); 5.08 (d, J = 3.4 Hz, 6 H, C1-H); 4.86 (d, J = 10.9 Hz, 6 H, C3-O-
CH2-Ph); 4.51-4.41 (m, 12 H, C2-O-CH2-Ph); 4.41-4.26 (m, 12 H, C6-O-CH2-Ph);
4.13 (dd, J = 9.7, 8.3 Hz, 6 H, C3-H); 4.06-3.95 (m, 12 H, 6 x C4-H, 6 x C6-H);
3.92-3.86 (m, 6 H, C5-H); 3.58-3.39 (m, 12 H, 6 x C6-H, 6 x C2-H)

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 139.51 (Carom); 138.52 (Carom); 138.32 (Carom);
129.55-126.37 (m, Carom); 98.63 (C1); 81.16 (C3); 79.39 (C4); 79.18 (C2); 75.73
(C3-0-CH2-Ph); 73.53 (C6-O-CH2-Ph); 72.89 (C2-O-CH2-Ph); 71.69 (C5); 69.23
(Co)

6.2.9. 2AF 3A-F 6B-C 6E-F-Hexadeka-0O-benzyl-a-cyklodextrin (9)

K perbenzylovanému a-CD 8 (20 g, 7,71 mmol) byl
OH  za chlazeni ledem po kapkach pridan DIBAL-H

OH Bno BnO
. K (231 ml 1M roztoku v toluenu, 231,2 mmol), ktery

o 2
(0)

BnO gt 2 -
BnOBno BnO OBn

BnO_BnO,

byl predtim zakoncentrovan na polovinu objemu.

\Y
la,

z

OBn

Smés byla ponechana michat pies noc. Na TLC byl
pozorovan vznik produktu, v reakéni smési ale
prevazoval monodebenzylovany derivat. Reakéni smés byla ponechana michat dalsi
den, dokud nedoslo k plné konverzi na produkt. Za chlazeni ledem byla po kapkach
pridana voda (300 ml) za intenzivniho vyvoje plynu. K vodné fazi byl pridan EtOAc
(1200 ml) a na frité byly odfiltrovany vzniklé hlinité soli. Organicka faze byla
oddélena, vysuSena MgSOs, zfiltrovana na frit€ a odparena na RVO. Surovy produkt
byl rozpustén v DCM a adsorbovan na silikagel (87 g). Produkt byl izolovan pomoci
sloupcové chromatografie (1 kg silikagelu, mobilni faze hexan/EtOAc 3/1). Frakce

obsahujici cCisty produkt byly spojeny, opareny na RVO a dosuseny pomoci olejové
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vyvévy pri 50 °C. Produktem byl zluty olej (12,5 g) o vytézku 67 %. NMR spektra

byla v souladu s literaturou?5.

Rr = 0,50 (S7, 50% H2S04)

1H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.36—7.06 (m, 80 H, Harom); 5.75 (d, J = 3.9 Hz, 2
H, C1-H); 5.47 (d, J = 10.4 Hz, 2 H, CH-Ph); 5.21 (d, J = 10.7 Hz, 2 H, CH-Ph);
4.95-4.88 (m, 4 H, CH-Ph); 4.84-4.72 (m, 10 H, 4 x C1-H, 6 x CH-Ph); 4.61-3.57
(m, 50 H, 2 x H-2, 6 x H-3, 6 x H-4, 6 x H-5, 12 x H-6, 18 x CH-Ph); 3.47-3.42
(m, 4 H, C2-H); 3.11-2.74 (bs, 2 H, OH)

13C NMR (100 MHz, CDCls): § = 139.37; 139.31; 138.70; 138.38; 138.08; 138.05;
137.88 (Carom); 128.58—126.34 (m, Carom); 98.39; 97.92; 97.77 (C1); 81.86; 81.73
(C3); 81.13; 81.02 (C4); 80.73 (C3); 79.91; 79.20; 77.83 (C2); 76.56; 76.18 (O-CHa-
Ph); 74.38 (C4); 74.10; 73.51; 73.49; 73.45; 73.13; 72.40 (O-CH>-Ph); 72.13; 71.82;
71.38 (C5); 69.82; 69.67; 61.86 (C6)

6.2.10. 2AF 3AF 6B-C 6E-F-Hexadeka-O-benzyl-62.P-dibrom-6A-P-dideoxy-
a-cyklodextrin (10)

Do tiihrdlé banky byl navaZzen CBrs (10,7 g,
Bno DBF 32,3 mmol) a k nému byl za chlazeni ledem ptikapan
K roztok PPhs v suchém DMF (8,5 g, 32,3 mmol

BnQ_BnO,
Br Bno

v, v 13 ml DMF). Vznikl4 oranZova sraZenina byla
. (o)
Bn

BnO Bnb Br;b OBn O

- michdana asi 10 minut za laboratorni teploty.
n

Bisdebenzylovany a-CD 9 (5,2 g, 2,2 mmol) byl
rozpustén v suchém DMF (6,5 ml) a roztok byl ptidan do barky. Reakéni smés byla
zahratana 70 °C a michana 4 hodiny. Byl ptidan MeOH (10 ml) a smés byla michéna
jesté asi 10 minut. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byl ptidan toluen (325 ml)
a organicka faze byla extrahovana vodou (3 x 130 ml) a solankou (1 x 130 ml).
Organicka faze byla vysuSena MgSOs, zfiltrovana na frité a odparena na RVO.
Surovy produkt byl rozpustén v DCM a adsorbovan na silikagel (105 g). Produkt byl
izolovan pomoci sloupcové chromatografie (105 g silikagelu, mobilni faze
hexan/EtOAc 4/1 — 2/1). Produktem byla hnéda sirupovita latka (4,5 g) o vytézku
82 %. NMR spektra byla v souladu s literaturou!s”.
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Rr = 0,58 (S6, 50% H2S04)
1H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.32-7.07 (m, 80 H, Harom), 5.28-3.36 (m, 74 H, 6
x C1-H, 6 x C2-H, 6 x C3-H, 6 x C4-H, 6 x C5-H, 12 x C6-H, 16 x CH2Ph)

6.2.11. 6A-DP-Diazido-6AP-dideoxy-a-cyklodextrin (12)
Do barnky bylo navazeno palladium na aktivnim uhli
Br o OH B( (1,1 g 10% Pd/C, 1,0 mmol). Banka byla 3x
. 5 evakuovana a vyplnéna dusikem. Perbenzylovany

0}
o 3 K ~, & dibrom-a-CD 10 (4,0 g, 1,6 mmol) byl rozpustén
o) o

C 2 OOH OH v 63 ml EtOH a 63 ml DMF a roztok byl degasovan
v ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut. Roztok byl

pridan do barky s uhlim a ta byla znovu evakuovana.

N3 Do bariky byl pres septum zaveden vodik z balonku

A . a banka byla zahtata na 50 °C. Po 8 hodinach byla na
o ! ° ! . : TLC pozorovana plna konverze a zahtivani bylo
/ 0 s 0
HO Ho e [ ukonceno. Reakéni smés byla =zfiltrovana pres

kiemelinu na frit€, stopy uhli ale ptesly do filtratu.
Produkt byl z filtratu vysrazen v acetonu (80 ml). SraZenina byla odfiltrovana
a vysu$ena pomoci olejové vyvévy. Dibrom-a-CD 11 (1,82 g latky znecisténé uhlim)
byl rozpustén v DMF (5 ml). Byl pfidan NaNs (0,27 g, 4,14 mmol) a reakéni smés
byla miché&na pti 80 °C pres noc. Produkt m€l na TLC stejny Rr jako vychozi latka.
Pritomnost vychozi latky byla detekovana ponorenim TLC desticky do 1% roztoku
4-(4-nitrobenzyl)pyridinu v EtOH, zahiatim horkovzdusnou pistoli a naslednym
ponoienim do vodného roztoku amoniaku. Po dosaZeni plné konverze byla vétSina
DMF oddestilovana za snizeného tlaku. Surovy produkt byl z reakéni smési vysrazen
v acetonu (100 ml), poté byl odfiltrovan na frité a dosusen pomoci olejové vyvévy.
Produkt byl izolovan pomoci sloupcové chromatografie s reverzni fazi C18 (40 g
reverzniho silikagelu, mobilni faze H2O — MeOH), kdy produkt eluoval ve 30%
MeOH. Frakce obsahujici produkt byly odpareny a odparek byl dosusen pomoci
olejové vyvévy pri 60 °C. Produktem byla bil4 krystalicka latka (1,32 g), vytézek ¢inil
82 % po dvou krocich. NMR a MS spektra byla v souladu s literaturou®9157,

Rr = 0,47 (S3, 50% H2S04)
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1H NMR (400 MHz, D20): § = 5.03—-4.95 (m, 6 H, C1-H); 3.93-3.70 (m, 24 H, 6 x
C3-H, 6 x C5-H, 12 x C6-H); 3.64-3.45 (m, 12 H, 6 x C2-H, 6 x C4-H)

13C NMR (100 MHz, D20): § = 101.48-101.08 (m, C1); 82.14-81.33 (m, C4);
73.38-70.58 (m, C2, C3, C5); 60.48—-60.44 (m, C6-OH); 51.22 (C6-N3)

HRMS (ESI): dibromo-a-CD 11 m/z [M+H]+: 1099,1518 (vypocteno: 1099,1534),
[M+NH4]+: 1116,1796 (vypocteno: 1116,1799); diazido-a-CD 12 m/z [M+H]*:
1023,3321 (vypocteno: 1023,3372), [M+NH4]+: 1040,3546 (vypocteno:
1040,3637)

6.2.12. Casteéné MOMovany 6A-P-diazido-6A-P-dideoxy-a-cyklodextrin

64.P-Diazido-a-CD (35 mg, 34, 2 umol) byl suspendovan v suchém DCM (2 ml). Byl
pridan 2,6-lutidin (38 pl, 0,329 mmol) a za chlazeni ledem byl prikapan
methoxymethylchlorid (21 pl, 0,274 mmol). Reakéni smés byla refluxovana pres
noc. Vzniknuvsi homogenni reakéni smés byla extrahovana vodou (2 ml)
a organicka faze byla odpaiena na RVO. Odparek byl rozpustén v DCM (5 ml)
a roztok byl rozdélen do 10 vialek. Do kazdé z nich pak byl pridan roztok kyseliny
(0,5 ml 1M, 0,1M, 10-2M, 10-3M, 10-*M HCI a CH3COOH) a bezprostiedné potom

PPhs (0,9 mg, 3,4 umol). Reakéni smési byly intenzivné michany ptes noc.

Rr = 0,69 (S3, 50% H2S04)

6.2.13. 6A-Amino-6P-azido-6A-P-dideoxy-a-cyklodextrin (13)

Diazido-a-CD 12 (300 mg, 0,293 mmol) byl
rozpustén v DMF (3 ml) a byl pfidan PPhs (39 mg,

H>
0,147 mmol). Reakéni smés byla michana pres noc
5 pti 90 °C. Na TLC byl pozorovan vznik céaste¢né

HO Ho wd Ho OH OH  redukovaného produktu a diamino-a-CD s nejnizs§im

OH OH

Rr. Oba produkty bylo mozné detekovat kromé
karbonizace v 50% kyseliné sirové také pomoci ninhydrinu. VétSina DMF byla
oddestilovana za sniZzeného tlaku a smés derivati CD byla vysraZzena v acetonu
(20 ml). Srazenina byla odfiltrovana na frité a dosusena za sniZzeného tlaku. Dale

byla srazenina rozpusténa ve vodé a produkt byl izolovan pomoci sloupcové
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chromatografie s reverzni fazi C18 (10 g reverzniho silikagelu, mobilni faze
H20 — MeOH), pricemz produkt eluoval v 10% MeOH. Frakce obsahujici produkt
a frakce obsahujici vychozi diazido-a-CD 12 byly odpareny a dosuseny pomoci
olejové vyvévy. Produktem byla bila krystalicka latka (166 mg) o vytézku 37 %
(83 % po regeneraci vychozi latky).

Rr =0,41 (S3, 50% H2SO04, ninhydrin)

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 5.64-5.36 (m, 12 H, CH-OH); 4.89-4.76 (m, 6
H, C1-H); 4.60—4.52 (m, 4 H, CH2-OH); 3.82-3.54 (m, 22 H, 6 x C3-H, 6 x C5-H,
8 x HO-C6-H, 2 x N3-C6-H); 3.45-3.23 (m, 12 H, 6 x C2-H, 6 x C4-H); 2.93-2.75
(m, 2 H, H2N-C6-H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 102.48-101.30 (m, C1); 83.41-81.83 (m, C4);
73.59-70.10 (m, C2, C3, C5); 60.36—59.85 (m, C6-OH); 51.26 (C6-N3); 41.81 (C6-
NH>)

IR (KBr): 3313, 2920, 2104 (azid), 1657, 1408, 1334, 1298, 1155, 1039 cm-!

[a]p?5 = + 122,4° (¢ = 5 mM, DMSO)

HRMS (ESI): m/z [M+H]*: 997,3432 (vypocteno: 997,3467)

6.2.14. 6A-Pteroylglutamino-6P-azido-6AP-dideoxy-a-cyklodextrin (14)

NH
PN 2 Kyselina listova (100 mg,
HNTN .
0,227 mmol) byla rozpus-

O 2N\ 0] Ox-OH v ,

N ) téna v suchém DMSO (2 ml).

NS
f d” Barka byla obalena

N O OH OH

H N alobalem, aby mohla reakce

s probihat ve tmé a byly

(0]

B Q ( ). : ptidiny TEA (4 pl), NHS
2O N0 I (26 mg, 0,227 mmol) a DCC

(47 mg, 0,227 mmol).
Reakéni smés byla michana pres noc pri laboratorni teploté. Poté byla z reakéni
smési na frit€ odfiltrovana vznikl4 dicyklohexylmocovina a produkt byl z roztoku
vysrazen diethyletherem (50 ml). Oranzova srazenina byla odfiltrovana a dosusena
za snizeného tlaku. Amino-azido-a-CD 13 (20 mg, 20,1 umol) byl rozpustén
v suchém DMF (1 ml) a byl pridan aktivovany folat (31 mg, 60,2 umol). K roztoku
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latek byl pridan TEA (4 pl) a reakéni smés byla michana dva dny pri laboratorni
teploté. Na TLC byl pozorovan vznik nové latky s nizsim Rr, nez mél vychozi CD 13.

Ten jiz nebyl v reakéni smési pozorovan. Vznik produktu byl potvrzen pomoci MS.

Rr=0,23 (S3, 50% H2S04)
ESI-MS: m/z [M+H]+: 1421 (vypocteno: 1420,5), [M+Na]+: 1443 (vypocteno:
1442,5)

6.2.15. 6A-Pteroylglutamino-6P-(4-(((5-fluor-2,4-dioxopyrimidin-1-yl)
methoxy)methyl)-1,2,3-triazol-1-yl)-6AP-dideoxy-a-cyklodextrin (15)

Oo OH )

(@) N N
N : O oH OH N |
HN A N \ \ N,
N H A
N 2
H,N” "N” °N K

K 64-FA-6P-azido-a-CD 14 (reakcni smés z predchozi reakce, teoreticky 57 mg,
40,1 umol) v DMF (2 ml) byl pfidan propargyloxymethyl-5-FU 2 (8 mg, 40,1 umol)
a kovova méd (0,5 mg, 8,0 umol). Reakéni smés byla michana pies noc pii
laboratorni teploté. Na TLC byl pozorovan vznik nového produktu a zaroven

vymizeni vychozi latky. Vznik konjugatu 15 byl potvrzen pomoci MS.

Rr=0,18(S3, 50% H2S04)
ESI-MS: m/z [M+H]+: 1618,70 (vypocteno: 1618,52)
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