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1. Uvod

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy, jejichz vyznamnou vlastnosti je
schopnost komplexovat do své kavity lipofilni latky vhodné velikosti a tvaru. S touto

vlastnosti souvisi i jejich vyuziti v mnoha odvétvich primyslu.

Ve farmaceutickém prumyslu jsou vyuzivany ptredevsim K solubilizaci 1é¢iv,
jejich prodlouzenému uvoliiovani® a odstranéni hoiké chuti, Vv potravinaiském
primyslu k maskovani $patné chuti’ a stabilizaci vonnych latek, v kosmetickém a
textilnim pramyslu k maskovani pacht, stabilizaci vini a jejich prodlouzenému
uvoliiovéani®. V neposledni fads jsou cyklodextriny vyuZivany pro svoji schopnost
katalyzovat reakce (umélé enzymy)® a v analytické chemii pro separace strukturnd

blizkych latek>.

Dalsi rozvoj pouziti cyklodextrind je limitovan jejich vlastnostmi, a proto je
VvV soucasné¢ dobé¢ investovano mnoho prostiedkli do jejich funkcionalizace, a tim

zlepSeni jejich rozpustnosti, schopnosti komplexace atd.

wr r . . 4 * . 740 . o r . v r
Ptiprava série monosubstituovanych derivati cyklodextrinti, které je mozné
pouzit jako prekurzory pro témét neomezené mnozstvi monosubstituovanych

derivatu, je z hlediska syntézy derivati cyklodextrint klicova.

Tato diplomova prace byla finanéné podporovana granty MSM 0021620857,
MSM 113100001 a GAUK 424/2004/B-CH/PtF.

“ Vramci této prace se monosubstituovanym derivatem rozumi i derivaty, které jsou na vsech
ostatnich hydroxylovych skupinach methylovany, acetylovany apod.



2. Cile diplomové prace

Aby bylo mozné rozsifit moznosti aplikace cyklodextrint, je tieba pfipravit
jejich  vhodné derivaty. Zatimco pfiprava regioselektivné substituovanych
cyklodextrinti je obtiznd, modifikace monosubstituovaného cyklodextrinu je
pomérné snadna. Proto je tieba nahradit hydroxylové skupiny cyklodextrini vhodnou
funkéni skupinou, kterd by mohla byt dale Siroce modifikovatelnd. Timto zpGisobem
by pak bylo mozno ptipravit velké mnozstvi derivatii cyklodextrinti s pozadovanymi

vlastnostmi.

Jako vhodné alkylaéni ¢inidlo pro monoderivatizaci byl vybran allyl bromid a
cinnamyl bromid, jelikoz pii alkylaci dochazi k substituci na uhliku allylového typu a
jelikoz ob¢ alkyla¢ni ¢inidla obsahuji nearomatickou dvojnou vazbu, kterou lze

. o 1 06-10
transformovat fadou zptisobti” .

Zatimco piiprava vhodnych monosubstituovanych derivati B-cyklodextrinu jiz

6,11-13

byla publikovana , pro a- a y-cyklodextrin nebyly zatim kompletni fady

monosubstituovanych derivatl pfipraveny.
Zéakladni cile této prace je mozné shrnout do nasledujicich bodu.

o Nalezeni vhodnych experimentalnich podminek pro alkylaci
a-cyklodextrinu allyl nebo cinnamyl bromidem s pouzitim hydroxidu
sodného jako baze s cilem piipravit 2'-O-, 3'-O- a 6'-O-allyl nebo 2'-O-,
3'-0- a 6'-O-cinnamyl derivaty a-cyklodextrinu jako vhodné prekurzory

pro dalsi derivatizaci.

o Ovéfeni moznosti modifikace téchto prekurzort ptipravou formylmethyl

a karboxymethyl derivata.



3. Teoreticka Cast

3.1 Cyklodextriny

Prvni zminka o latce, ktera byla pozd¢ji identifikovédna jako cyklodextrin, byla
publikovana'® v roce 1891. Rozkladem $krobu pomoci Bacillus amylobacter (tato
kultura ziejmé& nebyla Cista a obsahovala také Bacillus macerans) ziskal Villiers
okolo 3 g krystalické latky z 1 kg Skrobu a urcil jeji strukturu jako (CgH100s),.3H20.
Tuto slouceninu Villiers pojmenoval jako ,,celulosin®, protoze se podobala celulose

jeji odolnosti viici kyselé hydrolyze a protoZze nevykazovala redukéni schopnosti.

O 12 let pozdgji Schardinger pti studiu rozkladu Skrobu mikroorganismy
izoloval malé mnozstvi dvou krystalickych produkta™. Tyto latky se zdaly identické
s ,,celulosiny®, které izoloval Villiers. Svym vyzkumem Schardinger poloZil zdklady

cyklodextrinové chemie.

S postupem let se zajem o cyklodextriny nadale zvétsoval®®, v roce 1981 byla
usporddana prvni mezinarodni konference o cyklodextrinech a v soucasné dobé se

s cyklodextriny setkdvame takika na kazdém kroku (viz. ptidatna latka E 459 apod.).

3.1.1 Struktura a vlastnosti

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy slozené z a-D-glukopyranosovych
jednotek v konformaci “C; vzajemné spojenych o(1—4) glykosidickymi vazbami.
Do cyklu je nejcastéji spojeno 6, 7 nebo 8 glukopyranosovych jednotek a jsou
oznacovany jako o-, B- nebo y-CD (obrazek 3.1). Byl také piipraven pre-o-CD
s p&ti glukosovymi jednotkami v cyklu'” a cyklodextriny aZ s 60 jednotkami glukosy

v cyklu®.
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Obrazek 3.1 — Struktura cyklodextrint

Cyklodextriny maji tvar dutého komolého kuzele (obrazek 3.2), na jehoz
jednom okraji jsou primarni hydroxylové skupiny a na druhém sekundarni
hydroxylové skupiny. Dovnitt kavity jsou orientovany C-H vazby a kyslikové atomy
glykosidickych mustkt. Tyto nepolarni vazby jsou pfi¢inou zna¢né lipofility kavity,
zatimco vysoky pocet hydroxylovych skupin zptsobuje dobrou rozpustnost

cyklodextrinti ve vodé (s vyjimkou -CD, viz. dale).

OH

rni okraj

OH
Obrazek 3.2 — Tvar cyklodextrinu



Hydroxylové skupiny na C-2 jedné glukopyranosové jednotky mohou tvofit
vodikové vazby s hydroxylovou skupinou na C-3 na sousedni glukopyranosové
jednotce. V B-CD tvoii tyto vodikové vazby cely pas, a proto je molekula velmi
rigidni. Tyto vodikové vazby jsou patrné€ i pii¢inou toho, ze B-CD je ze vSech
béznych cyklodextrinti ve vod¢ nejméne rozpustny.

Péas vodikovych vazeb v a-CD je neuplny, protoze jedna glukopyranosova
jednotka je mirné deformovana. V disledku této nesoumérnosti mohou byt misto
Sesti moznych vodikovych vazeb plné€ vytvotfeny pouze ¢tyfi. y-CD ma vice flexibilni
strukturu, a proto je z téchto tii cyklodextrinl nejvice rozpustny ve vodé.

Tabulka 3.1 ukazuje zakladni strukturni rysy a vybrané fyzikalni vlastnosti

cyklodextrint.

Tabulka 3.1 Vlastnosti cyklodextrini®®

a-CD B-CD y-CD
Pocet glukosovych jednotek 6 7 8
Molarni hmotnost [g.mol™] 973 1135 1297
Rozpustnost ve vodé pii 25 °C [g/100 ml] 14,5 1,85 23,2
Pramér kavity (horni — dolni) [nm] 0,47-0,52 0,60 - 0,64 0,75-0,83
Priblizny objem kavit v 1 g CD [ml] 0,10 0,14 0,20
Krystalova voda [hmotnostni %] 10,2 13,2-145 8,1-17,7

Za standardnich experimentdlnich podminek nepodléhaji cyklodextriny ve
vétsi mife degradaci. Jsou pomérné stabilni v alkalickych roztocich a do urcité miry
jsou odolné 1 vici kyselé hydrolyze (ta nastava pti pH niz$im nez 3,5 a teploté vyssi

nez 60 °C)%.

3.1.2 Tvorba inkluznich koplext

wvewr

komplexy (komplexy hostitel-host) s celou fadou pevnych, kapalnych i plynnych
sloucenin. Tyto komplexy jsou tvofeny latkou (hostitelem), kterd ve své molekule
obsahuje kavitu (dutinu), a latkou (hostem), ktera ma odpovidajici strukturni

vlastnosti a obsadi tuto kavitu.

Komplex mezi hostitelem a hostem neni trvaly, ale jednd se o dynamickou

rovnovahu, pfi které vznikaji a zanikaji nekovaletni vazby mezi nepolarni skupinou
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hosta a lipofilni dutinou cyklodextrinu. Sila vazby zavisi na sterické shodé daného

hosta s vnitinim prostorem Kkavity a interakcich mezi atomy hostitele a hosta.

Ve vodnych roztocich je nepolarni kavita cyklodextrinu vyplnéna polarnimi
molekulami vody, pro které je toto umisténi energeticky nevyhodné. Tyto molekuly
nemohou tvofit stejné vodikové vazby jako ve volné kapaling, a jsou proto nazyvany
,»vysokoenergetické” molekuly vody. Vstupem nepolarniho hosta vhodné velikosti a
tvaru do kavity cyklodextrinu dojde k piesunu ,,vysokoenergetickych* molekul vody

do okolni kapaliny, a tim dojde ke sniZeni energie celého systému (obrazek 3.3).

00 ° @ 0 0 o

et g -« -
—> OO ) 1)
- Og

Obrazek 3.3 — Tvorba inkluzniho komplexu

Nejpravdépodobnéjsi model interakce mezi cyklodextrinem a hostem je dan
vstupem méné hydrofilni ¢asti molekuly hosta do kavity cyklodextrinu, pfi¢emz vice
hydrofilni ¢ast zlistdvd na primarnim nebo sekundarnim okraji kavity21. V mnoha
pfipadech jsou hydrofobni a wvan der Waalsovy interakce hlavnimi
intermolekularnimi silami zodpovédnymi za tvorbu stabilnich supramolekularnich

komplexi, ale jejich prispévky neni mozné piesné rozlisit.

Hydrofobni dutina cyklodextrinu je ve vodném prostiedi vhodnym hostitelem
pro celou fadu organickych latek pifevazné lipofilniho charakteru (linearni ¢i vétvené
uhlovodiky, aldehydy, ketony, alkoholy, organické kyseliny, vyssi mastné kyseliny,
aromaty, halogenderivaty, aminy a daléi)s, ale jsou znamy 1 komplexy vzacnych
plynd, anorganickych sloudenin neutrdlni i iontové povahy”* nebo komplexy
V plynné fazi®,

Cyklodextriny tvofi komplexy s nepolarnimi latkami v riznych pomérech,
z nichZ nejcast&jsi je pomér hostitel : host 1:1 (lit.?Y). Pomary 2:1 (lit.?%), 1:2 (lit®) a

126,27 - f v w
ostatni Jsou mene caste.
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Komplexace hosta v cyklodextrinech ma vyznamny dopad na jeho fyzikalné-
-chemické vlastnosti, z nichz jsou nejdulezitéj$i nize uvedené dusledky interakce

mezi Spatné rozpustnym hostem a cyklodextrinem ve vodném roztoku™.

o Vyznamné vzroste koncentrace hosta prevedeného do roztoku a soucasné
se snizi rozpustnost cyklodextrinu. Vyjimkou je komplexace nabitého
hosta nebo hosta tvoiiciho vodikové vazby (napi. fenol), kdy dojde ke

zvyseni rozpustnosti cyklodextrinu.

. Zméni se spektralni data. Naptiklad se zméni chemické posuny
anizotropn¢ stinénych jader v NMR spektrech nebo se zméni maximum
v UV spektru o nékolik nm a zvysi se fluorescence.

o Zmeéni se reaktivita komplexované latky. V pfevazné vétSin€ se snizi,
protoze je host chranén od okolniho prostfedi. Cyklodextrin v§ak mize
slouzit jako ,,umély enzym®, nebot’ pfi komplexaci dochazi k urychleni

reakce nebo zméné reakéni cesty.
. Snizi se tékavost hosta.
Pfi interakci v pevné fazi se vlastnosti komplexované latky méni také.

. Host je rozptylen na molekuldrni urovni v cyklodextrinové matrici tvotici

tak mikrokrystalicky, nebo amorfni prasek.

o Komplexovana latka je efektivné chranéna pied reakcemi, vyjma reakci
s hydroxylovymi  skupinami  cyklodextrinu  nebo reakci  jimi

katalyzovanych.
. Sublimace a t€kavost je sniZena na velmi malou uroven.
o Komplex je hydrofilni a rozpustny.

Komplexaéni konstanty komplexti cyklodextrinii s velkou fadou latek lze

nalézt v piehledném &lanku®.

3.1.3 Vyroba

Cyklodextriny jsou produkovany enzymem cyklomaltodextrin glukanotrans-
ferasou (EC 2.4.1.19) syntetizovanym mnoha mikroorganismy® — Bacillus
macerans, B. stearothermophilus, B. circulans, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca,

Micrococcus luteus, Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes a dal$imi.
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Vyroba cyklodextrinii spo¢iva v rozpusténi Skrobu za zvysSené teploty a jeho
¢aste¢né hydrolyze. Po piidani CGT-asy a probéhnuti enzymatické cyklizace jsou
jednotlivé cyklodextriny separovany ze smeési. DalsSi moznosti je piidani
komplexacniho ¢inidla do reakéni smési, ¢imz se zvysi selektivita pro dany typ CD.
Pro piednostni tvorbu a-CD je piidavan dekan-1-ol, pro -CD toluen a pro y-CD
I*°.

cyklohexadeceno Nedavno byla publikovana podrobnd studie pouziti

komplexa&nich &inidel pii tvorb& cyklodextrint®.

Postup na vyrobu cyklodextrinti je neustale zlepSovan. Je mozné modifikovat
brambory tak, aby byla inhibovana syntéza amylosy a vznikal pouze amylopektin.
Tento Skrob kombinuje vyhody c¢istého ptfirodniho amylopektinu a malého obsahu

lipidi1 a proteint®®.

Specificky druh Klebsiella oxytoca No. 19-1 produkuje CGT-asu schopnou
konvertovat §krob na a-CD s vyt&zkem bliZicim se 100 %>'. a-CD je také mozné
ptipravit CGT-asou izolovanou z Bacillus macerans. Z ¢aste¢né hydrolyzovaného
Skrobu je cyklodextrin syntetizovan pii teplot¢ 15—40°C vV pritomnosti

cyklohexanu. Takto vznika a-cyklodextrin prosty y-cyklodextrinu®.

B-CD lze enzymaticky pfipravit ze smési oligosacharidii slozenych z 2 — 10
jednotek glukosy v piitomnosti organického rozpoustédla pii teploté mensi nez
40 °C*®,

Ptfidanim alifatického ketonu ¢i alkoholu a cyklické slou¢eniny s 12 atomy do
reakéni smési CGT-asy a hydrolyzovaného $krobu Ize piipravit y-CD. Alternativni
metodou vyroby y-CD je vyuziti modifikované CGT-asy35, ze které bylo odebrano

3 az 8 aminokyselin z pozic aminokyselin 155 az 195, nebo kde byl pozménén usek

mezi 180. a 240. pozici aminokyselin%.

3.2 Monoderivaty cyklodextrinu

Cyklodextriny jsou modifikovany z mnoha diivodi — pro zvySeni rozpustnosti,
leps$i komplexacni vlastnosti, moznost cyklodextrin pevné zakotvit na jiném

materialu atd.

Strategie pro modifikaci zalezi na uCelu produktu. Napiiklad pokud
pozadujeme hodné rozpustny cyklodextrin pro farmaceuticky primysl, potom

zvolime nahodnou konverzi hydroxylovych skupin napt. na sulfatové (nebo jiné

13



hydrofilni) skupiny a produkt bude mit pozadované vlastnosti. Tento produkt vSak
neni homogenni a nemtze byt piesné charakterizovan. Pro zakotveni cyklodextrinu

v ’ v e ~ro ey . 7 s 1
na néjaky nosic¢ se vétSinou pouzivaji monosubstituované derivaty.

Monoderivatizace cyklodextrinii je pro chemiky velikd vyzva, jelikoz
hydroxylové skupiny pfitomné v polohach 2, 3 a 6 si pii substituci navzajem
konkuruji, a ¢ini tak monoderivatizaci velice obtiznou. Hydrofobni kavita
cyklodextrinu ma tendenci interferovat se substitucnim cinidlem a smétovat reakci

na jinou hydroxylovou skupinu, nez bylo piivodné zamysleno.

Pfi monoderivatizaci cyklodextrinti musi byt vzaty v avahu dva hlavni faktory:
nukleofilita hydroxylovych skupin a schopnost cyklodextrinu komplexovat pouzité
¢inidlo. V cyklodextrinu jsou tii typy hydroxylovych skupin. Hydroxylové skupiny
Vv poloze 6 jsou nejvice bazické (nejméné kyselé a casto nejvice nukleofilni),

v poloze 2 jsou nejvice kyselé a v poloze 3 jsou nejméné piistupné®.

Pti deprotonaci vSech hydroxylovych skupin nadbytkem béaze elektrofilni
¢inidlo atakuje polohu 6, protoze je nejvice pfistupnd. Vice reaktivni €inidla atakuji
hydroxylové skupiny méné selektivné, tudiz nereaguji jenom s hydroxylovymi
skupinami v poloze 6, ale také se skupinami na sekundarnim okraji, zatimco méné

reaktivni ¢inidlo reaguje v poloze 6 selektivnéji.

Jelikoz jsou hydroxylové skupiny vpoloze 2 nejkyselejsi®, jsou
deprotonovany jako prvni. Takto vytvofeny oxyanion je nukleofilnéjSi nez ostatni
nedeprotonované hydroxylové skupiny. Tato situace je ale komplikovana pienosem

protonu mezi polohou 2 a 6, coz muze vést ke smési 2-O a 6-O derivata.

Dalsi dulezitou roli hraje rozpoustédlo, zvlasté pak v sile a orientaci komplexu
¢inidla s cyklodextrinem. Je-li komplex silny, pfevazujici produkt bude fizen
orientaci Cinidla. Pokud je vSak komplex slaby, tvorba produktu bude fizena
nukleofilitou jednotlivych hydroxylovych skupin. Vzhledem Kk vySe uvedenym
okolnostem jsou bézné¢ dosahované vytézky monosubstituovanych derivati v fadu

S TIRVE . ; 37
procent, maximaln¢ n¢kolika malo desitek procent™.

3.2.1 Substituce v poloze 2-O

Na sekundarnim okraji cyklodextrinu je dvojnasobny pocet hydroxylovych

skupin a vodikové vazby mezi témito skupinami v polohach 2 a 3 je ¢ini méné
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v

pohyblivéj§imi ve srovnani s hydroxylovymi skupinami na primarnim okraji
sekundarniho okraje na rozdil od primarniho.

39,40

Ackoliv byly syntetizovany persubstituované alkyl ethery™™, neni znamo

mnoho p¥ipadii monoderivati®’ v pozici 2.

2'-0-methyl, 2'-0-ethyl a 2'-O-allyl-B-cyklodextriny byly pfipraveny p¥imou
modifikaci B-CD dimethyl sulfatem, diethyl sulfatem a allyl bromidem ve vodném
roztoku NaOH (vyt&zky 1 %, 2 % a 10 %)™ V témZe roce byl rovnéZ pfipraven
2'-0-allyl-B-cyklodextrin reakci f-CD s allyl bromidem v suchém DMSO s LiH jako
bazi a za pritomnosti Lil (vytézek 27 %)™ 2'-O-allyl-B-cyklodextrin byl téz
ptipraven reakci p-CD s allyl bromidem v suchém DMF a bazi NaH (vytézek 4 %)™,

Jinym pfimym pristupem k monoderivatim je pyrolyza pevnych komplexi
cyklodextrinti s aromatickymi diazo slouc¢eninami inzerci karbenu do hydroxylové
skupiny*?. Smési 2'-O-, 3'-0- a 6'-O-alkylcyklodextrinii jsou separovany HPLC.

V nedavné dobé byla vypracovana studie zavislosti vytézku na pouzitém
rozpoustédle a bazi pro derivaty substituované v poloze 2, které byly pfipraveny
alkylaci B-CD benzyl bromidem (tabulka 3.2).

Tabulka 3.2 Benzylace B-CD za riznych podminek®

Rozpoustédlo Baze
NaH NaOH EtONa NaNH, LDA
DMF Produkt smes be_Z A smes smes
A+B substituce A+B A+B
Celkovy vytézek (%) 5,5 0 11 10 24
DMSO Produkt A A A A A
Celkovy vytézek (%) 14 17 23 18 30
OH 0]
@) @)
@) 0]
HO HO
@] OH
HO t HO
A= OH o B= OH o
0] @]
HO HO
- -6 - -6
2'-O-benzyl-p-cyklodextrin 6'-O-benzyl-p-cyklodextrin
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Zajimavosti pii pripravé derivat v poloze 2 je syntéza 2'-O-vinylbutandioyl-p-
-cyklodextrinu transesterifikaci divinyl butandioatu alkalickou proteasou z Bacillus
subtilis v DMF*,

Znamé derivaty (z hlediska cilt diplomové prace)

2'-0-allyl-a-cyklodextrin byl piipraven reakci a-CD sallyl bromidem
v suchém DMSO s LiH jako bazi a za ptfitomnosti Lil pti 55 °C (vytézek 24 %)12. Pti

této reakei vznikl jako vedlejsi produkt 6'-O-allyl-a-cyklodextrin.

2'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin byl pfipraven ozonolyzou 2'-O-allyl-o-
-cyklodextrinu ve smési MeOH : H,O (1:1) pii 0 °C po dobu 2 hodin a naslednou
redukci methylsulfidem. Vznikly aldehyd vSak nebyl izolovan ani charakterizovan®%,
2'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin byl rovn&Z p¥ipraven ozonolyzou 2'-O-allyl-o-
-cyklodextrinu ve smési MeOH : H,O (1:1) pii 0 °C po dobu 4 hodin a naslednou
redukei dimethylsulfidem. Vznikly aldehyd vsak nebyl charakterizovan a nejsou pro
jeho pfipravu uvedeny pfesné experimentalni podminky ani V}'ftéiek45. V literatue®®
je dokonce popsana priprava 2'-O-formylmethyl-a-cyklodextrinu ozonolyzou

z 2-0-allyl-B-cyklodextrinu! Bez uvedeni piesného experimentalniho provedeni a

charakterizace reaktantu a produktu vsak tato reakce postrada divéryhodnost.

Per-O-acetyl-2'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin byl piipraven peracetylaci
2'-0-formylmethyl-a-cyklodextrinu acetanhydridem v pyridinu pfi 80 °C po dobu
20 hodin a néslednou oxidaci produktu pomoci NaClO; a NaH,PO, pii 0 °C pfes noc
(vytezek 75 %)™. 2'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin byl pripraven deacetylaci
pfedchozi slouCeniny pomoci MeONa v MeOH pies noc (vytézek 88 %)*.
2'-0-karboxymethyl-a-cyklodextrin byl pfipraven i reakci o-CD v suchém DMF
s jodoctanem sodnym a NaH jako bazi. Byl vSak pfipraven pouze jako soucast smési

s vice substituovanymi 2-O-karboxymethyl derivaty a nebyl izolovan &isty*’.

3.2.2 Substituce v poloze 3-O

Piima selektivni substituce do polohy 3 je velmi komplikovana a obtizna
nasledkem vysoké reaktivity hydroxylovych skupin Vv polohdch 2 a 6. VétSina
derivath  vpoloze 3 se ziskiava reakci manno-2',3'-epoxycyklodextrinu

s nukleofilem®'.
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3'-O-alkylcyklodextriny se piipravuji ochranénim primérnich hydroxylovych
skupin TBDMS a reakci tohoto intermediatu se specifickym alkylhalogenidem
(N-methyl-4-(chlormethyl)-2-nitroanilinem) v lutidinu pfi vysoké teplots®. Tato

metoda se vSak neda zobecnit na ostatni alkyla¢ni ¢inidla.

Obecnéjsim principem substituce v poloze 3 je pyrolyza pevnych komplext
cyklodextrinli s aromatickymi diazo slouceninami inzerci karbenu do hydroxylové

skupiny®. Smési 2'-0-, 3'-0- a 6'-0-alkylcyklodextrini jsou separovany HPLC.

Dalsi moznosti substituce je reakce allyl bromidu s B-CD ve vodé a bazi
NaOH. Po oddéleni cyklodextrinu a vicesubstituovanych derivati je smés
monoderivati peracetylovana a per-O-acetyl-3'-O-allyl-B-cyklodextrin je oddé&len
chromatografii (vytézek 2 % — 2 kroky)®.

Vyznamnym pokrokem v substituci do polohy 3 byla syntéza 3'-O-cinnamyl-p-
-cyklodextrinu reakci B-CD s cinnamyl bromidem ve smési H,O : MeCN a bazi
NaOH (vytézek 32 %)™. Vysoky vytézek je disledkem komplexace cinnamyl
bromidu do kavity cyklodextrinu a natocenim reak¢éniho centra k hydroxylové

skupin¢ v poloze 3.
Znamé derivaty (z hlediska cila diplomové prace)

V soutasné dob& nejsou znamy zadné 3'-O-cinnamyl-, 3-O-allyl-, 3'-O-

-formylmethyl- ani 3'-O-karboxymethyl-a-cyklodextriny.

3.2.3 Substituce v poloze 6-O

Pfimy pristup k 6'-O-alkyl derivatim cyklodextrind je mozny selektivni
monosubstituci, avsak Cistota danych latek je v nékterych piipadech sporna, protoze
neni podpofena dostatenym mnoZstvim spektralnich dat. Jedna se o alkylaci 3-CD
)

5-brompent-1-enem v suchém DMF a bazi NaH (vytézek 17 %)™, p-kyanobenzyl

bromidem ve vodném roztoku NaOH (vytézek 86 %) nebo alkylaci a-CD

4-(methylamino)-3-nitrobenzyl chloridem v 2,6-lutidinu (vjt&Zek 34 %)°>".

Jingym piimym pfistupem Kk monoderivatim susbstituovanym v poloze 6 je
pyrolyza pevnych komplexi cyklodextrinii s aromatickymi diazo slouceninami
inzerci karbenu do hydroxylové skupiny®”. Smési 2-0-, 3-O- a 6-O-alkyl-

cyklodextrinti jsou separovany HPLC.
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Dals§i moznosti substituce je reakce allyl bromidu s B-CD ve vod¢ a bazi
NaOH. Po oddéleni cyklodextrinu a vicesubstituovanych derivati je smés
monoderivati peracetylovana a per-O-acetyl-6'-O-allyl-B-cyklodextrin je oddélen
chromatografii (vytszek 6 % — 2 kroky)™®. Volny (neperacetylovany) derivat lze

ziskat deacetylaci pomoci MeONa v MeOH (vytézek 59 %)

Znamé derivaty (z hlediska cilt diplomové prace)

6'-O-allyl-a-cyklodextrin byl pfipraven jako vedlejsi produkt pii pripravé
2'-0-allyl cyklodextrinu (viz. kapitola 3.2.1) p¥iblizng v 6% vyt&zku, aviak nebyl

.. s 12
ptipraven Cisty a nebyl charakterizovan™.

6'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin byl pfipraven reakci o-CD Vv suchém
DMF s jodoctanem sodnym a pyridinem jako bazi. Byl vSak ptipraven pouze jako
soucast smeési s vice substituovanymi 6-O-karboxymethyl derivaty a nebyl izolovan

Gisty®.
3.2.4 Pouziti

Monosubstituované cyklodextriny nachazeji uplatnéni predevs§im v analytické
chemii, konkrétné v kapilarni zénové elektroforéze a v kapalinové chromatografii,

kde se pouZivaji k d&leni latek strukturng blizkych i k separaci enantiomeri®*®,

Pfi pouziti 6'-deoxy-6'-(3-hydroxypropyl)amino-B-cyklodextrinu v kapilarni

suprofenu (obrazek 3.4) a jim podobnych slougenin®.

~
S

/

COOH
o) COOCH
ibuprofen suprofen
Obrazek 3.4 — Protizanétliva l1éCiva

Racemické smési dansyl derivati aminokyselin (obrazek 3.5) Ize separovat
pomoci 6'-N-allylammonium-6'-deoxy-B-cyklodextrin chloridu kapilarni
elektroforézou®®. Popsany jsou i dal$i enantiomerni separace kapilarni elektroforézou

za pouziti monosubstituovanych cyklodextrini®* >,
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Obrazek 3.5 — Dansyl derivaty aminokyselin (R je postranni fetézec aminokyseliny)

Per-O-methyl-6'-N-allylamino-6'-deoxy-B-cyklodextrin 1ze pouzit po navazani
na silikagel jako stacionarni fazi pro enantiomerni separace pomoci HPLC™. Takto
1ze rozdélit racemické smési bromfeniraminu, 1-(4-bromfenyl)ethanolu, flavanonu a

jeho derivati (obrazek 3.6), suprofenu (obrazek 3.4) a dalSich latek.

~y~ OH
@)
X
N Br Br )

bromfeniramin 1-(4-bromfenyl)ethanol flavanon
Obrazek 3.6 — Latky separované HPLC se stacionarni fazi modifikovanou derivitem
B-cyklodextrinu

Monoderivaty cyklodextrini nasly pouziti také v ostatnich odvétvich lidské
Cinnosti. Lze je pouzit pro syntézu derivatu titanocenu (obrazek 3.7), ktery ma
protinadorové uginky’, nebo po navazani na nanoastice zlata pro naslednou
extrakci [60]fullerenu®®. Po navazani monosubstituovanych cyklodextrinii na porézni

kfemik je Ize pouzit jako fotoluminiscen¢ni senzory59.
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’ OH
& HO

R

\Ti: OH
i}% " °

Obrazek 3.7 — Derivat titanocenu

HO

I
L
(o]

V textilnim primyslu muizeme najit zajimavou aplikaci monoderivatl
cyklodextrind®®.  B-Cyklodextriny jsou pomoci vhodného spaceru (napf.
glyceryletheru) uchyceny na vlakno textilie (obrazek 3.8a). Pfed pouzitim je obleceni
navonéno (obrazek 3.8b), ¢imz se kavita cyklodextrinu naplni vonnou latkou
(parfémem) (obrazek 3.8c). Pii poceni dochazi k produkci mastnych kyselin (obrazek
3.8d), které z cyklodextrinu vytésni parfém a uvolni ho do okoli (obrazek 3.8e). Tim

je neptijemny pach zachycen a je citit pouze lib¢ vonici parfém.

14 |
1L N

Obrazek 3.8 — Vyuziti monosubstituovanych cyklodextrini v textilnim priamyslu

NN\ COOH

3.3 Modifikace dvejné vazby

Nearomatickou dvojnou vazbu je mozné modifikovat mnoha zpusoby, z nichz
je z hlediska dalsiho syntetického vyuziti velice vyznamna ptiprava aldehydi a

karboxylovych kyselin. Aldehydy mohou byt naptiklad podrobeny Wittigove

20



reakci'® a na karboxylové kyseliny mize byt amidickou vazbou navazana cela fada

substituentt’.

Oxidativni Stépeni dvojné vazby na karboxylovou kyselinu je mozno provést

NalO,4 a RuCl; (tabulka 3.3).

Tabulka 3.3 Oxidativni §tépeni dvojné vazby pomoci NalO,/RuCl;

Provedeni

reakce Lit.

Reaktant Produkt Vytézek

R1\/\/\ R1\/\/COOH 94 % a ”

RZ\/\ RA_~COOH 67 % b ?
Ra\/\ RSVCOOH 85 % ¢ B
R* COOH 82 % 13
~ 0 ¢
R* N
OAc
o O/% OAc
AcO N o)
OAc é”s o) o) O
AcO Lo
N3 OAc % OAc]
AcO AcO
810 o) R3 = OAcO R4 = OAcO
R?= "~ AcO O 0
AcHN 0 Al Al
c
. e L ¢ 16

Provedeni reakci

a) NalO4 a RuCl3.H,O byly ptidany do roztoku pent-4-enyl derivatu ve smeési
CH,Cl, : MeCN : H,0 (2:2:3) a reakéni smés byla michana 2 hodiny. Po této
dobé byl pfidan dal§i NalO4 a reakéni smé&s byla opét michana 2 hodiny.

b) Do roztoku allyl derivatu ve smési CCls, MeCN a H,O byl ptidan NalO4. Do

tohoto dvoufidzového roztoku byl pfidan RuCl;.3H,0O a reakéni smés byla

michana 2 hodiny.
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¢) K allyl (cinnamyl) derivatu rozpusténému ve smési MeCN : H,O (1:1) byl
ptidan nasyceny roztok NalO4 a 5% roztok RuCls. Reakéni smés byla michana

2 hodiny.

Oxidativni Stépeni dvojné vazby na aldehyd je mozno provést reduktivni

ozonolyzou (tabulka 3.4). Jako redukéni Cinidlo se nejbéznéji pouziva Me,S.

Tabulka 3.4 Oxidativni §tépeni dvojné vazby ozonem

Reaktant Produkt Vytézek Provedeni Lit.
reakce
R1\/\/\ R1\/\/CHO 80 % a ”
RZ\/\ RZ\/CHO 70% b )
AN R~ CHo * c ¢
R4 CHO 70 % d 65
~— 0
R4 N
OAc
R! = Ohe n2o 1O NHAc
(0]
o 0 AcO o—
AcO 0 AcO 0)
AcO AN ;’sf OAc
OAc
OH OAc OAc
o) O O ©
HO % 32'/0
O— AcO
OAc
Ho }
3 OH R4 _ OACO
R O
0 (0]
AcO
HO C Jg

- -6

* vytézek neni uveden, Cisty aldehyd nebyl izolovan

Provedeni reakci

a) Roztok pent-4-enyl derivatu v suchém CH,Cl, byl ozonolyzovan pii -78 °C

15 minut a reakce byla ukoncena pfidavkem Me,S.
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b)

d)

Do roztoku allyl derivatu v CH,Cl, byl 15 minut zavadén ozon pii -78 °C a

reakce byla ukoncena ptidavkem Me,S.
Roztokem allyl derivatu ve smési MeOH : H,O (1:1) byl pti 0 °C probublavan
ozon 2 hodiny a reakce byla ukon¢ena pfidavkem Me,S.

Do roztoku cinnamyl derivatu ve smési CHCl; : MeOH (1:1) byl 10 minut

zavadén ozon pii -78 °C a reakce byla ukoncena ptidavkem Me;S.

Ozonolyzu je mozné také provést v oxidativni varianté (tabulka 3.5).

Tabulka 3.5 Oxidativni ozonolyza dvojné vazby

Reaktant Produkt Vytézek Prr(;\;ekcézm Lit.
R
\/\ R \/COOH 59 % a 66
@)

Provedeni reakci

a)

Roztokem allyl derivatu v acetonu byl pti -50 °C probublavan ozon 30 minut.
Poté byla reak¢ni smés ponechana, aby se samovolné ohiala na 0 °C a bylo k ni
pfidano Jonesovo cinidlo (CrO3z : HySO4 @ HoO (1:3:2)). Reakéni smés byla

michana pies noc a reakce byla ukon¢ena ptidavkem propan-2-olu.

Oxidaci aldehydu na karboxylovou kyselinu lze provést jodem v zasaditém

prostiedi (tabulka 3.6) nebo Jonesovym ¢inidlem (tabulka 3.7).
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Tabulka 3.6 Oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu jodem

Reaktant Produkt Vytézek Provedeni Lit.
reakce
R'—CHO R'—COOH 79 % a 67
RZ2—CHO R2—COOH 93 % b 68
0]
Yyl
HN

S OBn DMTO )\ |
0 0

Provedeni reakci

a) Kroztoku aldehydu v 70% vodném dioxanu byly pfidany roztoky K,COs,
KHCO3 ve vod¢ a po kapkach za michéani roztok KI a I, ve vod¢. Reakéni smés
byla michdna pfi laboratorni teplot¢ 1,75 hodiny. Reakce byla ukoncena
pridavkem NaS;03.

b) Kroztoku aldehydu ve smési H,O : MeCN (1:1) ochlazenému na 0 °C byl
pfidan roztok KOH ve vod¢ a roztok I, v MeCN. Reakéni smés byla michdna

10 minut.

Tabulka 3.7 Oxidace aldehydu na karboxylovou kyselinu Jonesovym ¢inidlem

Provedeni

Reaktant Produkt Vytézek reakce Lit.
R1\/CHO R1\/ COOH 86 % a 63
R2—CHO R2—COOH 84 % b 69
N3
)
BnO
R! = AcO
AcHN 0
R2 = OBn ~N f
OBn nnnns
0]
BnQ OMW)
BnO
OBz
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Provedeni reakci

a) Jonesovo ¢inidlo bylo pfidano do roztoku aldehydu v acetonu a reakéni smés

byla sonifikovana 30 minut. Reakce byla ukoncena piidavkem propan-2-olu.

b)  Jonesovo ¢inidlo bylo pfidano do roztoku aldehydu v acetonu ochlazeného na

0 °C a reak¢ni smés byla michana 2 hodiny.

3.4 2D NMR techniky

Pii urCovani polohy substituenti na cyklodextrinech se nejvice pouzivaji

rentgenostrukturni analyza™ a 2D NMR techniky™.

Z2D NMR technik jsou pro urceni struktury nejdalezitéjsi H,H-COSY a
inverzni techniky HSQC a HMBC. H,H-COSY umoznuje sledovat interakci
sousednich vodikovych jader, HSQC umoZiiuje pfifazeni uhlikovych jader a na né
ptimo vazanych atomu vodiku a HMBC umoziuje sledovat interakci vodikovych a

uhlikovych jader pies vice vazeb'* (obrazek 3.9).

H,H-COSY HSQC HMBC
77N\ ’ /_\ X = libovolny atom
H H C C
N/ | > H” X7 H
c—C C NG

Obrazek 3.9 — Interakce jader v 2D NMR technikach

Ptiklad uréeni polohy substituentu na cyklodextrinu je uveden v kapitole 4.2.1.

3.5 Pristup k FeSeni diplomové prace

Cilem diplomové prace je pipravit sérii 2'-O-, 3'-O- a 6'-O-allyl nebo 2'-O-,
3-0-a 6'-O-cinnamyl derivati a-CD a ovéfit moznost jejich modifikace ptipravou
formylmethyl a karboxymethyl derivati. Struktura pfipravovanych latek je ukazana

na obrazku 3.10. Vychozi slou¢eninou bude a-cyklodextrin (obrazek 3.1, n = 1).
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@) O X
R30 cinnamyl
OR?
RO
OR o
0]
\/\f allyl
RO
- -5
ciﬁ‘:la Nazev R R? R R®
1 2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin -H cinnamyl -H -H
2 3'-0-cinnamyl-a-cyklodextrin -H -H cinnamyl -H
3 6'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin -H -H -H cinnamyl
4 2'-0-allyl-a-cyklodextrin -H allyl -H -H
5 3'-0-allyl-a-cyklodextrin -H -H allyl -H
6 6'-O-allyl-a--cyklodextrin -H -H -H allyl
| -
7 per-O-acetyl-2 —O—C|_nnamyl-oc- Ac  cinnamyl Ac Ac
-cyklodextrin
| -
8 per-O-acetyl-3 —O—u_nnamyl-a- Ac Ac cinnamyl Ac
-cyklodextrin
| -
9 per-O-acetyl-6 —O—u_nnamyl-oc- Ac Ac Ac cinnamyl
-cyklodextrin
10 per-O-acetyl-2'-O-allyl-a-cyklodextrin ~ Ac allyl Ac Ac
11 per-O-acetyl-3'-O-allyl-a-cyklodextrin ~ Ac Ac allyl Ac
12 per-O-acetyl-6'-O-allyl-a-cyklodextrin ~ Ac Ac Ac allyl
|
13 per-O-acetyl-2 —O—formylmethyl-a- Ac  -CH,CHO Ac Ac
-cyklodextrin
|
14 per-O-acetyl-3 —O—formylmethyl-a- Ac Ac -CH,CHO Ac
-cyklodextrin
|
15 per-O-acetyl-6 —O—formylmethyl-a- Ac Ac Ac _CH,CHO
-cyklodextrin
|
16 per-O-acetyl-2 —O—karbpxymethyl-oc- Ac  -CH,COOH Ac Ac
-cyklodextrin
|
17 per-O-acetyl-3 —O—karbpxymethyl-oc- Ac Ac -CH,COOH Ac
-cyklodextrin
|
18 per-O-acetyl-6"-O-karboxymethyl-a.- Ac Ac Ac _CH,COOH

-cyklodextrin

Obrazek 3.10 — Struktura pripravovanych latek

Prvnim krokem bude monosubstituce a-cyklodextrinu cinnamyl nebo allyl

bromidem. Jako baze byl pro tuto reakci vybran hydroxid sodny, protoze byl jiz dtive
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X iy . . , o . 6,13 o s
uspésné pouzit pti syntézach monosubstituovanych derivatii cyklodextrinti™™ a mize

byt pouzit, na rozdil od vétsiny ostatnich bazi, v Sirokém spektru rozpoustédel. Jako

rozpoustédlo muze byt pouzita voda®*®° smés acetonitril a voda'® nebo DMF*4®
(obrazek 3.11).
OH
(0]
0]
HO
OH
HO
OH OH 4 OH
0
5 0. N\ o 0 N\
HO | HO | HO
o} S 0
HO r allyl bromid | cinnamyl bromid {| HO t
OH - ¢ OH
0 H,O nebo 0
O H,O/MeCN nebo @)
DMF
baze: NaOH
HO HO
L -5 | 45
Ac,0 Ac,0
pyridin nebo pyridin nebo
EtsN nebo EtsN nebo
AcONa AcONa
OAc OAc
0 o)
i ) 0&\
AcO AcO
0 0
OAc r OAc I‘
OACO OAcO
0 0
i AcO i i AcO i

5 5

Obrizek 3.11 — Schéma alkylace a peracetylace; toto schéma obdobné plati téZ pro 3'-O
a 6'-O substituované derivaty

Pokud se nepodaii rozdélit jednotlivé izomery, jako v lit.>**, bude piistoupeno
Kk peracetylaci a rozdéleni monosubtsituovanych derivati jako peracetatd. Pokud se

podaii jednotlivé monosubstituované derivaty rozdélit neacetylované, bude dalSim
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krokem téZz peracetylace, jelikoz peracetylované derivaty jsou méné nachylné
k vedlejsim reakcim.

6,12,13

Peracetylace bude provadéna acetanhydridem v pyridinu acetanhydridem

v EtsN®™3 nebo acetanhydridem s octanem sodnym (obréazek 3.11).

Pokud se podaii syntetizovat 2'-O-allyl i 2'-O-cinnamyl derivat, bude pro dalsi
reakce vybran ten, ktery ma v&tsi vytézek. Obdobn& bude postupovéno i pro 3'-O a
6'-0 derivaty. Monosubstituované derivaty budou podrobeny oxidaci dvojné vazby
na karboxylovou kyselinu jodistanem sodnym s chloridem ruthenitym jako
katalyzatorem a reduktivni ozonolyze (obrazek 3.12) podle postupi™>®® popsanych
v kapitole 3.3.

Dals$i moznosti pfipravy karboxylovych kyselin je oxidativni ozonol)'lza%,

oxidace aldehydl jodem v zdsaditém prostfed167’68

63,69

nebo oxidace aldehydl

Jonesovym ¢inidlem™ ™ (obrazek 3.12). Postupy jsou rovnéZ uvedeny v kapitole 3.3.

Deacetylace peracetylovanych monosubstituovanych derivati je bézné

. . . 7121372
provadéna v literatuie

, avSak v této praci nebudou volné (neperacetylované)
formylmethyl a karboxymethyl derivaty ptipravovany, protoze pro dal§i vyuziti

v organické syntéze jsou vyhodnéjsi peracetylované derivaty.
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Obrazek 3.12 — Schéma oxidativniho $tépeni dvojné vazby a oxidace aldehydii; toto
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4. Experimentalni Cast

4.1 Pouzité pristroje a chemikalie

NMR spektra byla méfena na piistrojich Varian UNITY INOVA 400 (rezonancni
frekvence méfenych jader byly 399,95 MHz pro *H a 100,58 MHz pro **C) a Varian
VNMRS 300 (rezonan¢ni frekvence méfenych jader byly 299,94 MHz pro 'H a
75,43 MHz pro C). V niZe uvedeném textu jsou piistroje oznadeny tak, jak je
uvedeno v tabulce 4.1. 2D spektra byla méfena vzdy na NMR (1). VSechny uvedené

hodnoty chemickych posunil jsou v jednotkach ppm, interakéni konstanty jsou v Hz.

Tabulka 4.1 - Ozna¢eni NMR spektrometri

Pfistroj Oznaceni
Varian "™ INOVA 400  NMR (1)
Varian VNMRS 300 NMR (2)

Ve vypisech NMR spekter jsou atomy glukosové jednotky cyklodextrinu
nesouci allyl, cinnamyl, formylmethyl nebo karboxymethyl oznageny indexem' a
atomy téchto substituentd jsou Cislovany ve shod¢ s obrazkem 4.1a a oznaceny
apostrofem’. Pofadi ostatnich glukosovych jednotek vzhledem k monosubstituované

glukosové jednotce neni dale rozliSeno.

HRMS spektra byla méfena na piistroji Bruker APEX-Q FTMS (9.4 T,
combisource) s kalibraci do molekulové hmotnosti 1400. Potvrzeni molekulovych
hmotnosti slou¢enin s molarni hmotnosti vy$si nez 1400 bylo proto provedeno na
dvojnasobné nabitych iontech. Vzorky byly rozpustény ve smési MeOH : 6% AcOH

(1:1). U t&chto spekter je uveden rozdil A4 vypoctené a namétené hodnoty.

Hmotnostni spektra byla meéfena na pfistroji Bruker ESQUIRE 3000
ES-ion trap. Vsechna spektra byla meéfena v pozitivnim modu, ionizace byla

provadéna elektrosprejem. Vzorky byly rozpustény v methanolu.
Teploty tani (T. t.) byly mé&feny na Koflerové bloku.

Specificka opticka rotace byla méfena polarimetrem Rudolph Research
AUTOPOL® III pii teploté 25 °C a pii vinové délce sodikového dubletu. Hodnoty

specifické optické rotace ([a]*°p) jsou udany v 10™ cm?.g™.
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Pti ozonolyze byl jako generator ozonu pouzivan piistroj Ozone Tech Systems
ACT-3000.

Pouzité specialni chemikalie (E)-cinnamylbromid, allyloromid a chlorid
ruthenity byly zakoupeny od firmy Aldrich. a-Cyklodextrin byl zakoupen od firmy
Wacker. Bézna rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od firem Lab-Scan,
Lachema a Penta.

4.2 Pouzité postupy a metody

4.2.1 Postup pii urcovani polohy substituentu na cyklodextrinech

Polohy substituentd na oa-cyklodextrinech byly uréeny postupem popsanym
Vv nasledujicim ptikladu, kde je popsana identifikace o-CD substituovaného allylovou
skupinou, ktery byl syntetizovan v ramci diplomové prace. UrCovani struktury bylo
provedeno na peracetylovaném derivatu, jelikoZ jsou jeho spektra ptehlednéjsi nez

spektra volného (neperacetylovaného) derivatu.

Prvnim krokem pfii ur€ovani struktury je nalezeni charakteristického multipletu
pro H-2’ (obrazek 4.1a). Jedna se o triplet dubletu dubletu 6 = 5,81 ppm (obrazek
4.1Db).

Obrazek 4.1 — Charakteristicky multiplet H-2’

V H,H-COSY spektru ma H-2’ kontakt na H-3’a, H-3’b (obrazek 4.2a) a na
oba vodiky H-1" (obrazek 4.2b).
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6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.1 4.2 4.0 i.a 3.6

Obrazek 4.2 — H,H-COSY spektrum

Témto kontaktim odpovidaji ve *H spektru signaly & = 524 ppm,
d = 5,19 ppm (obrazek 4.3a) a & = 4,01 ppm (obrazek 4.3b). Tim je piifazeno
'H spektrum allylu: 4,01 m, 2 H, (H-1°); 5,19 dq, 1 H, J(1°,3°b) = J(3’a,3’b) = 1,3,
J(2°,3’b) = 10,3 (H-3"b); 5,24 dq, 1 H, J(1°,3’a) = J(3’a,3’b) = 1,5, J(2°,3’a) = 17,2
(H-3’a); 5,81 tdd, 1 H, J(1°,2°)=5,7,J(2°,3’b) = 10,4, J(2°,3’a) = 17,1 (H-2").

j\‘ ! _|' |
) \m \x \ ,il k

i

W

525 s.z 4.04 4,
a b
Obrazek 4.3 — Vodiky allylové skupiny
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Dale je tfeba nalézt signal C-1° pomoci krospiku s H-1° (6 = 4,01 ppm)
v HSQC spektru (obrazek 4.4a).

[ ppm] ;
3

e T e S

T
PN, -

&0 78 76 74

Obrazek 4.4 — HSQC spektrum

Je zde jediny krospik, ktery odpovida *C signalu p¥i & = 72,38 ppm (obrazek
4.53)

Obrazek 4.5 — °C spektrum
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Nasledujicim krokem je zjisténi krospiku s H-1" (6 = 4,01 ppm) nebo C-1°
(6 =72,38 ppm) v HMBC spektru (obrazek 4.6).

Fz ] | -
SiE - 1

4.2 .
] -
4,43 e ﬁ;ﬁ
4.6 —]
4 a-E e ] i
= &7 1
E B
5.0
5 2- = e = |
3 _ _ ﬂ_.n_.ﬁf
= | i
5.4 - 1 j
5.6 = 1
. iy
5.8 T 1 S
- |
| a
6.0 —j— 1 .
160 95 an 85 L 75
F1 (ppm)

Obrazek 4.6 - HMBC spektrum

C-1" ma v HMBC spektru krospik pouze s H-2’a (obrazek 4.6a), kdezto H-1’
ma krospik sjednim z uhlikti glukosy (obrazek 4.6b). Jedna se o uhlik C-x
d = 77,98 ppm (obrazek 4.5b). Na tento uhlik je vazany vodik H-x (6 = 3,32 ppm)
(obrazek 4.7a), ktery ma s C-x krospik v HSQC spektru (obrazek 4.4b).
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Obrazek 4.7 — 'H spektrum

Na obrazku 4.7b a 4.7c¢ je vidét 6 dubleti odpovidajicich Sesti vodikiim na C-1
glukosovych jednotek. Jelikoz ma H-x (6 = 3,32 ppm) v H,H-COSY spektru krospik
s H-1 (8 = 4,87 ppm) (obrazek 4.2¢), musi byt vodik H-1 vodikem H-1' (vodikem na
glukose nesouci allylovou skupinu) a H-x vodikem na uhliku 2, tedy H-x je H-2' a
C-x je C-2'. Tim jsou dileZité vodiky na glukose nesouci allylovou skupinu
piifazeny: 4,87 d, 1 H, J(1'2") = 32 (H-1"; 3,32 dd, 1 H, J@1'2") = 31,
J2'3) = 10,1 (H-2"). Hledany derivat je tedy per-O-acetyl-2'-O-allyl-o-

-cyklodextrin.

4.2.2 Ostatni postupy a metody

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na destickach DC-Alufolien
Kieselgel 60 Fy4 (MERCK, Darmstadt, Germany). Detekce byla provadéna UV
lampou pfi 254 nm (cinnamyl derivaty) nebo ponofenim desticky do 50% kyseliny
sirové a Zihanim horkovzduSnou pistoli. SloZeni mobilnich fazi pro TLC bylo
podobné nebo stejné jako sloZeni mobilnich fazi pro sloupcovou chromatografii
uvedené u jednotlivych slou¢enin. Orientacni kvantifikace skvrn na TLC destickach

byla provadéna programem ImageJ 1.37v.

Pro preparativni sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel Fluka Silica
gel 60 (40-63 pm; Fluka, Neu-Ulm, Switzerland). Rozpoustédla pro sloupcovou

chromatografii byla pted pouzitim destilovana.

Rozpoustédla byla odpafovana na RVO pii teplotach 20 — 50 °C nebo
vakuovou destila¢ni aparaturou pfipojenou na olejovou vyvévu S vymrazovackou.

Na olejové pumpé byly téz dosuSovany produkty.
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Ozonolyza byla provadéna pomoci upraveného pfistroje na generovani ozonu,
kdy byl do pfistroje pfivadén malym proudem kyslik z tlakové bomby a vznikly ozon

byl zavadén do reakéni smési.

4.3 Pracovni postupy
2'-0-Cinnamyl-a-cyklodextrin (1)

Metoda A: K roztoku a-CD (10 g, 9,25 mmol) v DMF (200 ml) byl piidan
cinnamyl bromid (1,4 ml, 9,25 mmol) a jemné rozetieny NaOH (0,74 g, 18,5 mmol).
Smés byla michdna pii laboratorni teplot€¢ 20 hodin. DMF byl oddestilovan za
snizeného tlaku a produkt byl vysusen na olejové pumpé¢. Vznikla smés a-CD, mono
a vicesubstituovanych derivatt byla ¢iSténa sloupcovou chromatografii.
Chromatografie byla provedena 3x — vzdy adsorpci na silikagel a naslednym
rozdélenim na 250 g silikagelu za pouZiti elu¢ni soustavy CHCl; : MeOH : H,O
(10:12:3) u prvni chromatografie a CHCl; : MeOH : H,O (4:5:1) u druhé a tieti
chromatografie. Takto byl ziskan 3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin (2) jako vedlejsi
produkt a 2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin (1) ve vytézku 1,55 g (15 %). Poloha

substituentu byla ur¢ena po peracetylaci porovnanim se standardem (7).

Metoda B (upraveny postup podle 1it.”): K suspenzi a-CD (10 g, 9,25 mmol)
ve vodé (4,6 ml) byl pfidan cinnamyl bromid (2 ml, 13,88 mmol) a roztok NaOH
(1,85 g, 46,26 mmol) ve vodé (16,7 ml). Smés byla michana 25 hodin pfii teploté
50 °C a reakce byla ukoncena ptidavkem kyseliny octové (1,8 ml). Reakéni smés
byla odpafena na RVO a extrahovana 100 ml MeOH za varu (10 minut, reflux).
Extrakt byl odpafen na RVO a vznikla smés a-CD, mono a vicesubstituovanych
derivatii byla cisténa sloupcovou chromatografii. Chromatografie byla provedena
adsorpci na silikagel (25 g) a naslednym rozdélenim na 275 g silikagelu za pouziti
elu¢ni soustavy CHClz : MeOH : H,0 (5:4:1). Takto byl ziskan 3'-O-cinnamyl-o-
-cyklodextrin (2) jako vedlej§i produkt a 2'-O-cinnamyl-o-cyklodextrin (1) ve
vytézku 576 mg (5,7 %). Poloha substituentu byla urCena po peracetylaci

porovnanim se standardem (7).
T. t. 255 °C (rozklad), [a]®p +54° (MeOH).

'H NMR (2) (DMSO-ds, CDsCOOD): 3,26-4,98 m, 42 H, (H-1, H-2, H-3, H-4,
H-5, H-6); 4,32 dd, 1 H, J(1°,2°) = 6,8, J(1’,1°) = 12,8 (H-1"); 4,44 dd, 1 H,
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J1°27) =62, J(1,17) = 13,2 (H-1); 6,30 dt, 1 H, J(1°,2°) = 6,3, J(2°,3") = 16,0
(H-2°); 6,63 d, 1 H, J(2°,3°) = 16,0 (H-3"); 7,20-7,44 m, 5 H, (Ph).

HRMS: pro CusHesOsz vypoéteno 1088,3795 (pro [M + H]* vypodteno
1089,3873), naméteno 1089,3877 [M + H]", 4= 0,4 ppm.

3'-0-Cinnamyl-a-cyklodextrin (2)

3"-0O-cinnamyl-a-cyklodextrin (2) vznikl jako vedlejsi produkt pfi pripravé
2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (1). Metodou A byl pfipraven ve vyt&zku 390 mg
(3,9 %) a metodou B ve vytézku 740 mg (7,3 %). Poloha substituentu byla uréena po

peracetylaci porovnanim se standardem (8).
T. t. 260 °C (rozklad), [o]%p +76° (H,0).

'H NMR (2) (DMSO-ds, CD;COOD): 3,20-4,80 m, 42 H, (H-1, H-2, H-3, H-4,
H-5, H-6); 4,55 m, 2 H, (H-1°); 6,41 dt, 1 H, J(1°,2°) = 6,7, J(2°,3") = 16,0 (H-2");
6,60 d, 1 H, J(2°,3°) = 15,9 (H-3"); 7,28-7,45 m, 5 H, (Ph).

HRMS: pro CysHesOz0 vypocteno 1088,3795 (pro [M + H]* vypoéteno
1089,3873), naméteno 1089,3924 [M + H]", 4 =5 ppm.

Per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin (7)

K roztoku a-CD (1 g, 0,93 mmol) v DMF (20 ml) byl pfidan cinnamyl bromid
(0,14 ml, 0,93 mmol) a jemné rozetteny NaOH (74 mg, 1,85 mmol). Smés byla
michana pfi laboratorni teploté 20 hodin a reakce byla ukonéena piidavkem kyseliny
octové (1,8 ml). DMF byl oddestilovan za snizeného tlaku a produkt byl vysuSen na
olejové pumpé. Vznikla smés a-CD, mono a vicesubstituovanych derivati byla
Cisténa sloupcovou chromatografii. Chromatografie byla provedena adsorpci na
silikagel (9 g) a naslednym rozdélenim na 180 g silikagelu za pouziti elu¢ni soustavy
PrOH : H,O : NH3 (9:3:1). Takto byla ziskana smés monosubstituovanych derivatu,
kterd byla peracetylovana acetanhydridem (4 ml) v pyridinu (4 ml) 20 hodin pfii
80 °C. Po odpateni reakéni smési na RVO byly peracetylované monosubstituované
derivaty cistény sloupcovou chromatografii na silikagelu (30 g) za pouziti elu¢ni
soustavy CHCI3 : MeOH (100:1). Takto byl ziskan per-O-acetyl-3'-O-cinnamyl-o.-
-cyklodextrin (8) jako vedlejsi produkt a per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-o-cyklodextrin
(7) ve vytézku 89 mg (5,3 % — pocitano na a-CD).
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T. t. 133 °C, [a]*°p +84° (CHCIs).

Podle H,H-COSY spektra je chemicky posun vodikd cinnamylové
methylenové skupiny 4,19 (krospiky s vodiky na dvojné vazbég). Tyto atomy vodiku
maji v HMBC spektru krospik na uhlik 78,10, na ktery je vazan vodik pii 3,38. Tento
vodik patii podle H,H-COSY mezi H-2 vodiky a-CD. Proto musi byt cinnamylova

skupina vazana v poloze 2.

'H NMR (1) (CDCls): 1,98-2,29 m, 51 H, (Ac); 3,38 dd, 1 H, J(1'2") = 3,1,
J2'3% = 10,2 (H-2"); 3,66 t, 1 H, J(3' 4" = J(4' 5") = 9,3 (H-4"); 3,74-3,84 m, 5 H,
(H-4); 4,07-4,57 m, 20 H, (H-5, H-6, H-1°); 4,71 dd, 1 H, J(1,2) = 3,8, J(2,3) = 10,2
(H-2); 4,77 dd, 1 H, J(1,2) = 3,5, J(2,3) = 10,2 (H-2); 4,78 dd, 1 H, J(1,2) = 3,6,
J(2,3) = 10,3 (H-2); 4,82 dd, 1 H, J(1,2) = 3,7, J(2,3) = 10,4 (H-2); 4,82 dd, 1 H,
J(1,2) = 3,6, J(2,3) = 10,7 (H-2); 4,90 d, 1 H, J(1'2") = 3,2 (H-1); 499 d, 2 H,
J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,09 d, 1 H, J(1,2) = 3,8 (H-1); 5,11 d, 1 H, J(1,2) = 3,7 (H-1);
5,15d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,34 dd, 1 H, J(3',4") = 8,9, J(2'3") = 9,8 (H-3"); 5,45
dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,50 dd, 1 H, J(3,4) = 8,6, J(2,3) = 10,2
(H-3); 5,59 dd, 1 H, J(3,4) = 8,6, J(2,3) = 9,8 (H-3); 5,66 dd, 1 H, J(3,4) = 88,
J(2,3) = 10,6 (H-3); 5,73 dd, 1 H, J(3,4) = 9,4, J(2,3) = 10,2 (H-3); 6,19 dt, 1 H,
J1'2) =6,1,3(2°,3°) = 15,9 (H-2"); 6,55 d, 1 H, J(2°,3°) = 16,1 (H-3’); 7,24-7,39
m, 5 H, (Ph).

3C NMR (1) (CDCls): 20,45-21,00, 17 C, (CHs(CO)-); 62,82-63,32, 6 C,
(C-6); 68,70-71,44, 16 C, (C-2, C-3, C-5); 72,16, 1 C, (C-1°); 72,86, 1 C, (C-3";
76,50-79,58, 5 C, (C-4); 78,10, 2 C, (C-2', C-4'); 95,75-97,18, 5 C, (C-1); 98,82, 1 C,
(C-1"); 125,46, 1 C, (C-2°); 126,41, 2 C, (Ph); 128,11, 1 C, (Ph); 128,72, 2 C, (Ph);
132,96, 1 C, (C-3); 136,00, 1 C, (Ph); 169,06-170,91, 17 C, (CH3(CO)-).

HRMS: pro CrgH102047 vypocteno 1802,5591 (pro [M + Na + Na]** vypo&teno
924,2694), naméfeno 924,2709 [M + Na + Na]**, 4= 2 ppm.
Per-O-acetyl-3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin (8)

K suspenzi 3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (2) (278 mg, 0,255 mmol)
Vv acetanhydridu (10 ml) byl pfidan octan sodny (200 mg). Reakce byla michana
23 hodin pii 90 °C. Po té byla reakéni smés ponechana, aby se samovolné ochladila,

a bylo kni ptidano 10 ml CHCI; a byla protfepana s 20 ml vody. Odpafenim
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organické faze byl ziskan per-O-acetyl-3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin (8) ve vytézku

334 mg (5,3 % — pocitano na a-CD).

Per-O-acetyl-3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin  (8) byl také pripraven jako
vedlejsi produkt pii pripravé per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (7) ve

vytézku 53 mg (3,2 % — pocitano na a-CD).
T.t. 110 °C, [a]*°p +87° (CHCIs).

Podle H,H-COSY spektra je chemicky posun vodikd cinnamylové
methylenové skupiny 4,45 a 4,89 (krospiky s vodiky na dvojné vazb¢). Témto
vodikiim odpovidéd uhlik pii 74,86 (podle HSQC spektra), se kterym ma krospik
v HMBC spektru vodik pti 4,19. Tento vodik patii podle H,H-COSY mezi H-3

vodiky a-CD. Proto musi byt cinnamylova skupina vazana v poloze 3.

'H NMR (1) (CDCls): 1,94-2,23 m, 51 H, (Ac); 3,73-3,86 m, 6 H, (H-4);
4,10-4,52 m, 18 H, (H-5, H-6); 4,19 dd, 1 H, J(3'4") = 8,6, J(2',3") = 10,6 (H-3";
4,45 m, 1 H, (H-1°); 4,70 dd, 1 H, J(1,2) = 3,5, J(2,3) = 10,3 (H-2); 4,76 dd, 1 H,
J(1,2) = 3,5, J(2,3) = 10,8 (H-2); 4,79 dd, 1 H, J(1,2) = 3,6, J(2,3) = 10,6 (H-2); 4,82
dd, 1 H, J(1,2) = 3,3, J(2,3) = 10,5 (H-2); 4,83 dd, 1 H, J(1,2) = 3,5, J(2,3) = 10,5
(H-2); 4,85 dd, 1 H, J(1,2) = 3,7, J(2,3) = 10,1 (H-2); 4,89 m, 1 H, (H-1"); 5,01 d,
1H, J(1,2) = 3,5 (H-1); 5,04 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,06 d, 1 H, J(1,2) = 3,6
(H-1); 5,07 d, 1 H, J(1,2) = 3,8 (H-1); 5,09 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,11 d, 1 H,
J(1,2) = 3,3 (H-1); 5,48 dd, 1 H, J(3,4) = 8,6, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,49 dd, 1 H,
J(3,4) = 9,0, J(2,3) = 10,4 (H-3); 5,59 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,4 (H-3); 5,61
dd, 1 H, J(3,4) = 8,5, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,72 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,4
(H-3); 6,28 dt, 1 H, J(1°,2°) = 5,1, J(2°,3°) = 16,2 (H-2"); 6,62 d, 1 H, J(2°,3") = 16,1
(H-3"); 7,20-7,37 m, 5 H, (Ph).

3C NMR (1) (CDCls): 20,66-21,07, 17 C, (CH3(CO)-); 62,75-63,32, 6 C,
(C-6); 68,82-71,49, 16 C, (C-2, C-3, C-5); 72,03, 1 C, (C-2'); 74,86, 1 C, (C-1);
76,68-77,79, 5 C, (C-4); 77,89, 1 C, (C-3"); 81,41, 1 C, (C-4"); 96,16-97,86, 6 C,
(C-1); 126,28, 2 C, (Ph); 126,93, 1 C, (C-2°); 127,35, 1 C, (Ph); 128,50, 2 C, (Ph);
130,18, 1 C, (C-3"); 136,99, 1 C, (Ph); 169,20-170,89, 17 C, (CH3(CO)-).

HRMS: pro CroH102047 vypodteno 1802,5591 (pro [M + H + K]** vypo&teno
921,2653), naméfeno 921,2645 [M + H + K]**, 4=-0,9 ppm.
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Per-O-acetyl-2'-O-allyl-a-cyklodextrin (10)

K roztoku a-CD (1 g, 0,93 mmol) v DMF (24 ml) byl pifidan allyl bromid
(80 ul, 0,93 mmol) a jemné rozetteny NaOH (74 mg, 1,85 mmol). Smés byla
michana pfi laboratorni teploté 20 hodin a reakce byla ukoncena ptidavkem kyseliny
octové (0,5 ml). DMF byl oddestilovan na RVO a zbytkovy DMF byl z produktu
kodestilovan s toluenem. Vznikla smés a-CD, mono a vicesubstituovanych derivati
byla ¢isténa sloupcovou chromatografii. Chromatografie byla provedena adsorpci na
silikagel (2 g) a naslednym rozdélenim na 50 g silikagelu za pouziti elu¢ni soustavy
PrOH : H,O : NHs; (9:3:1). Takto ziskand smés monosubstituovanych derivati byla
peracetylovana acetanhydridem (5 ml) s octanem sodnym (100 mg) 18 hodin pfi
80 °C. Poté byla reak¢éni smés ponechana, aby se samovolné ochladila, a bylo k ni
pfidino 20 ml CHCl; a byla protfepana 20 ml nasycené¢ho roztoku NaHCOs.
Odparenim organické faze byly ziskany peracetylované monosubstituované derivaty,
které byly ¢istény sloupcovou chromatografii na silikagelu (20 g) za pouziti elu¢ni
soustavy CHCl; : MeOH (100:1). Takto byla ziskana smés per-O-acetyl-3'-O-allyl-
-a-cyklodextrinu (11) a per-O-acetyl-6'-O-allyl-a-cyklodextrinu (12) ve vytézku
36 mg (2,3 % — pocitano na a-CD) jako vedlejsi produkt a per-O-acetyl-2'-O-allyl-o-
-cyklodextrin (10) ve vytézku 98 mg (6,1 % — pocitano na a-CD).

T. t. 140 °C, [a]*°p +98° (CHClIs).

Podle H,H-COSY spektra je chemicky posun vodiki allylové methylenové
skupiny neleZici na dvojné vazbé 4,01 (krospiky s vodiky na dvojné vazbé€). Tyto
vodikové atomy maji v HMBC spektru krospik na uhlik 77,97, na ktery je vazéan
vodik pfi 3,32. Tento vodik patii podle H,H-COSY mezi H-2 vodiky a-CD. Proto

musi byt allylova skupina vazana v poloze 2.

'H NMR (1) (CDCls): 1,99-2,29 m, 51 H, (Ac); 3,32 dd, 1 H, J(1'2") = 3,1,
J2'3% = 10,1 (H-2"); 3,66 t, 1 H, J(3' 4" = J(4' 5") = 9,2 (H-4"); 3,72-3,84 m, 5 H,
(H-4); 4,01 m, 2 H, (H-1°); 4,07-4,59 m, 18 H, (H-5, H-6); 4,71 dd, 1 H, J(1,2) = 3,8,
J(2,3) = 10,2 (H-2); 4,77 dd, 1 H, J(1,2) = 3,5, J(2,3) = 10,2 (H-2); 4,77 dd, 1 H,
J(1,2) = 3,6, J(2,3) = 10,4 (H-2); 4,81 dd, 1 H, J(1,2) = 3,7, J(2,3) = 10,7 (H-2); 4,82
dd, 1 H, J(1,2) = 3,9, J(2,3) = 10,3 (H-2); 4,87 d, 1 H, J(1',2") = 3,2 (H-1'); 4,99 d,
1H,J1,2) = 3,1 (H-1); 499 d, 1 H, J(1,2) = 2,9 (H-1); 509 d, 1 H, J(1,2) = 3,8
(H-1); 5,11 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,14 d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1); 5,19 dg, 1 H,
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J1°,3°b) = J3’a3’b) = 1,3, J©2°3’b) = 10,3 (H-3’b); 524 dg, 1 H,
J(1’,3’a) = J(3’°a,3°b) = 1,5, J(2°,3°a) = 17,2 (H-3’a); 5,31 dd, 1 H, J(3'4") = 9,0,
J(2'3") = 9,9 (H-3); 5,44 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,2 (H-3); 5,50 dd, 1 H,
J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,1 (H-3); 5,59 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,64
dd, 1 H, J(3,4) = 9,0, J(2,3) = 10,6 (H-3); 5,73 dd, 1 H, J(3,4) = 9,1, J(2,3) = 10,1
(H-3); 5,81 tdd, 1 H, J(1°,2°) = 5,7, J(2°,3°b) = 10,4, J(2°,3’a) = 17,1 (H-2").

3C NMR (1) (CDCls): 20,60-20,93, 17 C, (CH3(CO)-); 62,95-63,32, 6 C,
(C-6); 68,74-71,49, 16 C, (C-2, C-3, C-5); 72,36, 1 C, (C-1°); 72,87, 1 C, (C-3");
76,48-79,59, 5 C, (C-4); 77,97, 1 C, (C-2"); 78,07, 1 C, (C-4"); 95,83-97,20, 5 C,
(C-1); 98,69, 1 C, (C-1); 117,77, 1 C, (C-2°); 134,47, 1 C, (C-3’); 169,01-170,97,
17 C, (CH3(CO)-).

HRMS: pro CzsHggO47 vypodteno 1726,5278 (pro [M + H + K]** vypo&teno
883,2497), naméfeno 883,2485 [M + H + K]**, 4= -1 ppm.

Per-O-acetyl-3'-O-allyl-a-cyklodextrin (11)

Per-O-acetyl-3'-O-allyl-a-cyklodextrin (11) byl pfipraven podle upraveného
postupu®®. K suspenzi a-CD (1 g, 0,93 mmol) ve vodé (0,47 ml) byl pfidan allyl
bromid (120 pl, 1,39 mmol) a roztok NaOH (185 mg, 4,63 mmol) ve vodé (1,85 ml).
Smés byla michana 20 hodin pfi teploté 50 °C a reakce byla ukonéena piidavkem
kyseliny octové (0,2 ml). Reakéni smés byla odpatena na RVO. Vznikla smés a-CD,
mono a vicesubstituovanych derivati byla c¢iSténa sloupcovou chromatografii.
Chromatografie byla provedena adsorpci na silikagel (1,5 g) a naslednym rozdélenim
na 50 g silikagelu za pouziti elu¢ni soustavy PrOH : H,O : NHj (9:3:1). Takto
ziskana smé&s monosubstituovanych derivatii byla peracetylovana acetanhydridem
(5 ml) s octanem sodnym (150 mg) 17 hodin pii 80 °C. Po té byla reakéni smés
ponechana, aby se samovolné ochladila, a bylo k ni pfidano 20 ml CHCIl3 a byla
protfepana 20 ml vody. Odpaienim organické faze byly ziskany peracetylované
monosubstituované derivaty, které byly CciStény sloupcovou chromatografii na
silikagelu (50 g) za pouziti elu¢ni soustavy CHCl3 : MeOH (100:1). Takto byla
ziskana smés per-O-acetyl-2'-O-allyl-a-cyklodextrinu (10) a per-O-acetyl-6'-O-allyl-
-a-cyklodextrinu (12) ve vytézku 268 mg (17 % — pocitano na a-CD) jako vedlejsi
produkt a per-O-acetyl-3'-O-allyl-a-cyklodextrin (11) ve vytézku 59 mg (3,7 % —

pocitano na a-CD).
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T. t. 126 °C, [a]*°p +86° (CHCIs).

Podle H,H-COSY spektra je chemicky posun vodika allylové methylenové
skupiny nelezici na dvojné vazb¢ 4,30 a 4,64 (krospiky s vodiky na dvojné vazbg).
Témto vodikim odpovida uhlik pii 74,84 (podle HSQC spektra), se kterym ma
krospik v HMBC spektru vodik pii 4,12. Tento vodik patii podle H.H-COSY mezi
H-3 vodiky a-CD. Proto musi byt allylova skupina vazana v poloze 3. Dale byl
v HMBC spektru nalezen krospik vodiku pii 4,30 s uhlikem pti 76,89, na ktery je
vazan H-3 pti 4,12 (podle HSQC spektra).

'H NMR (1) (CDCls): 2,00-2,23 m, 51 H, (Ac); 3,69-3,85 m, 6 H, (H-4);
4,07-4,53 m, 20 H, (H-5, H-6, H-1°); 4,12 dd, 1 H, J(3'4") = 8,4, J(2'3") = 10,1
(H-3"; 4,64 m, 1 H, (H-1°); 4,69 dd, 1 H, J(1,2) = 3,6, J(2,3) = 10,3 (H-2); 4,75 dd,
1H,J(1,2) = 3,4, J(2,3) = 10,7 (H-2); 4,78 dd, 2 H, J(1,2) = 3,5, J(2,3) = 10,7 (H-2);
4,80 dd, 1 H, J(1,2) = 3,6, J(2,3) = 10,4 (H-2); 4,82 dd, 1 H, J(1,2) = 3,6,
J(2,3) = 10,5 (H-2); 5,01 d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1); 5,03 d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1);
5,06 d, 2 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 508 d, 1 H, J(1,2) = 3,4 (H-1); 5,10 d, 1 H,
J1,2) = 35 (H-1); 5,14 dg, 1 H, J(1°,3’b) = J(3’a,3’b) = 1,5, J(2°,3°b) = 10,7
(H-3°b); 5,30 dg, 1 H, J(1°,3’a) = J(3’a,3’b) = 1,8, J(2°,3’a) = 17,2 (H-3"a); 5,48 dd,
1 H, J(3,4) = 8,5, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,48 dd, 1 H, J(3,4) = 8,9, J(2,3) = 10,4 (H-3);
558 dd, 1 H, J(3,4) = 85, J(2,3) = 10,2 (H-3); 5,63 dd, 1 H, J(34) = 8,6,
J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,68 dd, 1 H, J(3,4) = 8,9, J(2,3) = 10,5 (H-3); 5,95 tdd, 1 H,
J(1°,2)=52,3(2°,3’b) = 10,4, J(2°,3°a) = 17,1 (H-2").

BBC NMR (1) (CDCls): 20,67-21,11, 17 C, (CH3(CO)-); 62,80-63,35, 6 C,
(C-6); 68,79-71,48, 16 C, (C-2, C-3, C-5); 72,23, 1 C, (C-2"); 74,84, 1 C, (C-1’);
76,50-77,73, 5 C, (C-4); 76,89, 1 C, (C-3); 81,44, 1 C, (C-4"); 96,04-97,59, 6 C,
(C-1); 115,77, 1 C, (C-3°); 135,46, 1 C, (C-2°); 169,16-170,81, 17 C, (CH3(CO)-).

HRMS: pro Cr3HgsO47 vypotteno 1726,5278 (pro [M + H + KJ]** vypo&teno
883,2497), naméfeno 883,2487 [M + H + K]**, 4= -1 ppm.

42



Per-O-acetyl-6'-O-allyl-a-cyklodextrin (12)

K roztoku NaOH (1,25 g, 31 mmol) a a-CD (1 g, 0,93 mmol) ve vodé (5 ml)
ochlazenému na 0 °C byl piidan allyl bromid (120 pl, 1,39 mmol). Po samovolném
ohf4ti na laboratorni teplotu byla pfi této teploté reak¢éni smes michana 5 dni a reakce
byla ukoncena ptidavkem kyseliny octové (1,5 ml). Reakéni smés byla odpatrena na
RVO. Vznikla smés a-CD, mono a vicesubstituovanych derivati byla ciSténa
sloupcovou chromatografii. Chromatografie byla provedena adsorpci na silikagel
(2,5 g) a naslednym rozdélenim na 45 g silikagelu za pouziti eluc¢ni soustavy
PrOH : H,O : NHs; (9:3:1). Takto ziskand smés monosubstituovanych derivati byla
peracetylovana acetanhydridem (10 ml) s octanem sodnym (150 mg) 7 hodin pti
100 °C. Poté byla reak¢éni smés ponechana, aby se samovolné ochladila, a bylo k ni
piidano 8 ml CHCI; a byla protiepana 20 ml vody. Odpaienim organické faze byly
ziskany peracetylované monosubstituované derivaty, které byly ¢istény sloupcovou
chromatografii na silikagelu (20 g) za pouziti eluéni soustavy CHClz : MeOH
(100:1). Takto byl ziskan per-O-acetyl-6'-O-allyl-a-cyklodextrin (12) ve vyt&zku
201 mg (13 % — pocitano na a-CD).

T. t. 139 °C, [a]*°p +106° (CHCl5).

Podle H,H-COSY spektra je chemicky posun vodika allylové methylenové
skupiny nelezici na dvojné vazbé 4,03 (krospiky s vodiky na dvojné vazbg). Témto
vodikiim odpovidéd uhlik pii 72,45 (podle HSQC spektra), se kterym ma krospik
v HMBC spektru vodik pti 3,66. Tomuto vodiku odpovida uhlik pii 68,27 (podle
HSQC spektra), ktery patii podle DEPT spektra mezi C-6 uhliky o-CD. Proto musi

byt allylova skupina vazana v poloze 6.

'H NMR (2) (CDCls): 2,02-2,21 m, 51 H, (Ac): 3,66-4,50 m, 26 H, (H-4, H-5,
H-6, H-1°); 4,72-4,85 m, 6 H, (H-2); 5,02 d, 1 H, J(1,2) = 3,4 (H-1); 5,03 d, 1 H,
J(1,2) = 3,2 (H-1); 5,07 d, 1 H, J(1,2) = 3,8 (H-1); 5,08 d, 1 H, J(1,2) = 3,7 (H-1):
509 d, 1 H, J(1,2) = 4,3 (H-1); 511 d, 1 H, J(1,2) = 4,0 (H-1); 5,20 dg, 1 H,
I1'3°b) = JB3a3b) = 1,3, J2°,3°b) = 10,3 (H-3°b); 528 dg, 1 H,
J(1°,3°a) = J(3’a,3’b) = 1,5, J(2°,3°a) = 17,2 (H-3’a); 5,48 dd, 1 H, J(3,4) = 8,6,
J2,3) = 10,2 (H-3); 5,48 dd, 1 H, J(3,4) = 8,4, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,53 dd, 1 H,
J(3,4) = 8,5, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,58 dd, 1 H, J(3,4) = 9,1, J(2,3) = 10,0 (H-3); 5,60
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dd, 1 H, J(3,4) = 8,6, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,61 dd, 1 H, J(3,4) = 9,0, J(2,3) = 10,2
(H-3): 5,95 tdd, 1 H, J(1’,2”) = 5,2, J(2°,3°b) = 10,4, J(2°,3°a) = 17,2 (H-2").

3C NMR (2) (CDCls): 20,75-20,84, 17 C, (CH5(CO)-); 63,07-63,21, 5 C,
(C-6); 68,27, 1 C, (C-6"); 69,00-71,52, 18 C, (C-2, C-3, C-5); 72,45, 1 C, (C-1’);
76,57-77,70, 6 C, (C-4); 96,16-97,13, 6 C, (C-1); 117,59, 1 C, (C-3"); 134,25, 1 C,
(C-2); 169,04-170,78, 17 C, (CH3(CO)-).

HRMS: pro Cr3HegO47 vypolteno 1726,5278 (pro [M + H + K]** vypo&teno
883,2497), naméfeno 883,2475 [M + H + K]**, A= -2 ppm.

Per-O-acetyl-2'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin (13)

Do roztoku per-O-acetyl-2'-O-allyl-a-cyklodextrinu (10) (17 mg, 9,8 pumol) ve
smési CHCI3 (1 ml) a MeOH (1 ml) byl zavadén ozon pti -78 °C po dobu 10 minut.
Reakce byla ukoncena ptidavkem Me,S (0,5 ml) a reakéni smés byla odpaiena na
RVO. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (3 g) za pouziti
elu¢ni soustavy CHCl3 : MeOH (100:1) (100 ml) a CHCI3 : MeOH (20:1) (50 ml).
Takto byl ziskan per-O-acetyl-2'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin (13) ve vytézku
14 mg (82 %).

T. 1. 138 °C, [0]*°5 +100° (CHCl5).

'H NMR (2) (CDCls): 1,95-2,25 m, 51 H, (Ac); 3,37 dd, 1 H, J(1'2") = 3,2,
J(2' 3" = 9,6 (H-2'); 3,64-3,90 m, 6 H, (H-4); 4,13-4,55 m, 18 H, (H-5, H-6); 4,26 s,
2 H, (H-1°); 4,72-4,84 m, 5 H, (H-2); 4,98 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,00 d, 1 H,
J(1,2) = 35 (H-1); 5,07 d, 1 H, J(1,2) = 3,7 (H-1); 5,11 d, 1 H, J(1,2) = 3,0 (H-1);
512 d, 1 H, J(1,2) = 3,7 (H-1); 5,14 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 542 t, 1 H,
J(2,3) = J(3,4) = 8,9 (H-3); 5,45 dd, 1 H, J(3,4) = 8,8, J(2,3) = 10,1 (H-3); 5,50 dd,
1H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,7 (H-3); 5,53 dd, 1 H, J(3,4) = 8,6, J(2,3) = 10,7 (H-3);
561 dd, 1 H, J(34) = 88, J(2,3) = 10,4 (H-3); 569 dd, 1 H, J(34) = 8,9,
J(2,3) = 10,0 (H-3); 9,62 s, 1 H, (-CHO).

3C NMR (2) (CDCls): 20,60-20,88, 17 C, (CH3(CO)-); 62,87-63,20, 6 C,
(C-6); 68,89-71,61, 18 C, (C-2, C-3, C-5); 76,57-77,42, 6 C, (C-4); 96,32-96,83, 6 C,
(C-1); 169,05-170,84, 17 C, (CH3(CO)-); 198,93, 1 C, (-CHO).

MS: pro C7HesOss vypodteno 1728,5 (pro [M + MeOH + Na]* vypodteno
1783,5), naméfeno 1783,2 [M + MeOH + Na]".

44



Per-O-acetyl-3'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin (14)

Do roztoku per-O-acetyl-3'-O-cinnnamyl-a-cyklodextrinu  (8) (316 mg,
0,18 mmol) ve smesi CHCI3 (3,5 ml) a MeOH (3,5 ml) byl zavadén ozon pti -78 °C
po dobu 10 minut. Reakce byla ukon¢ena piidavkem Me,S (0,5 ml) a reakéni smés
byla odpafena na RVO. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu
(35 g) za pouziti eluéni soustavy CHClz : MeOH (100:1) (500 ml) a CHCl3 : MeOH
(20:1) (200 ml). Takto byl ziskan per-O-acetyl-3'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin
(14) ve vytézku 215 mg (70 %).

T. t. 145 °C, [a]*°p +110° (CHCl5).

'H NMR (2) (CDCls): 1,97-2,22 m, 51 H, (Ac); 3,74-3,86 m, 6 H, (H-4);
4,05-4,51 m, 19 H, (H-5, H-6, H-3"); 4,55 d, 1 H, J(1°,1°) = 18,7 (H-1°); 4,69 dd,
1H,J@1'2" =35, J2'3") = 10,3 (H-2"); 4,76-4,83 m, 5 H, (H-2); 4,94 d, 1 H,
J(I’,1’)=18,7 (H-1°); 5,01 d, 1 H, J(1,2) = 3,4 (H-1); 5,03d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1);
504 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 507 d, 1 H, J(1,2) = 3,2 (H-1); 5,11 d, 1 H,
J1,2) = 3,6 (H-1); 513 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,44 dd, 1 H, J(3.4) = 8,5,
J(2,3) = 10,2 (H-3); 5,49 dd, 1 H, J(3,4) = 9,0, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,54 dd, 1 H,
J(3,4) = 8,5, J(2,3) = 10,4 (H-3); 5,61 dd, 1 H, J(3,4) = 8,3, J(2,3) = 10,0 (H-3); 5,67
dd, 1 H, J(3,4) = 8,8, J(2,3) = 10,3 (H-3); 9,69 s, 1 H, (-CHO).

3C NMR (2) (CDCly): 20,65-21,02, 17 C, (CHs(CO)-); 62,63-63,22, 6 C,
(C-6); 68,71-71,91, 17 C, (C-2, C-3, C-5); 76,19-80,81, 6 C, (C-4, C-3'); 80,04, 1 C,
(C-1°); 80,81, 1 C, (C-4'); 96,06-97,41, 6 C, (C-1); 169,26-170,83, 17 C,
(CH3(CO)-); 199,01, 1 C, (-CHO).

MS: pro C7,HesOsg vypodteno 1728.5 (pro [M + MeOH + Na]® vypoéteno
1783,5), naméfeno 1783,8 [M + MeOH + Na]".

Per-O-acetyl-6'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin (15)

Do roztoku per-O-acetyl-6'-O-allyl-a-cyklodextrinu (12) (60 mg, 0,035 mmol)
ve smési CHCI3 (0,6 ml) a MeOH (0,6 ml) byl zavadén ozon pii -40 °C po dobu
10 minut. Reakce byla ukoncena ptidavkem Me,S (0,5 ml) a reakéni smés byla
odpaiena na RVO. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (8 g)
za pouziti eluéni soustavy CHCl; : MeOH (100:1). Takto byl ziskan per-O-acetyl-
-6'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin (15) ve vytézku 43 mg (72 %).
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T. t. 141 °C, [a]*®p +98° (CHCIs).

'H NMR (2) (CDCly): 2,03-2,18 m, 51 H, (Ac): 3,78-3,86 m, 6 H, (H-4);
3,96-4,52 m, 18 H, (H-5, H-6); 422 s, 2 H, (H-1°); 4,74-4,84 m, 6 H, (H-2);
5,01-5,11 m, 6 H, (H-1); 5,47 dd, 1 H, J(3,4) = 8,6, J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,49 dd, 1 H,
J(3,4) = 8,5, J(2,3) = 10,2 (H-3); 5,57 dd, 1 H, J(3,4) = 8,4, J(2,3) = 10,4 (H-3); 5,59
dd, 2 H, J(3,4) = 8,8, J(2,3) = 10,1 (H-3); 5,61 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,5
(H-3); 9,70's, 1 H, (-CHO).

3C NMR (2) (CDCls): 20,74-20,82, 17 C, (CH3(CO)-); 63,00, 6 C, (C-6);
69,00-71,47, 18 C, (C-2, C-3, C-5); 76,46-77,57, 6 C, (C-4); 96,24-96,84, 6 C, (C-1);
169,12-170,73, 17 C, (CH3(CO)-); 199,60, 1 C, (-CHO).

MS: pro C7;HgsOsg vypodteno 1728,5 (pro [M + MeOH + Na]® vypoéteno
1783,5), naméfeno 1783,8 [M + MeOH + Na]".

Per-O-acetyl-2'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (16)

K michanému roztoku per-O-acetyl-2'-O-formylmethyl-a-cyklodextrinu (13)
(29 mg, 0,017 mmol) v acetonu (0,6 ml) ochlazenému na 0 °C bylo po kapkach
ptidano Jonesovo ¢inidlo (26 ul roztoku 0,5 g CrO3 v 0,45 ml H,SO, a 3,8 ml H,0,
0,025 mmol). Reak¢éni smés byla michana 10 minut a reakce byla ukoncena
ptidavkem i-PrOH (1 ml). Po ohfati na laboratorni teplotu byla reakéni smés
vytfepana mezi chloroform (10 ml) a vodu (10 ml). Organicka faze byla protiepana
roztokem Chelatonu 111 (110 mg v 10 ml vody) a odpafena na RVO. Produkt byl
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (3 g) za pouziti eluéni soustavy
CHCI3 : MeOH (20:1) (100 ml), CHCI3 : MeOH (10:1) (50 ml) a CHCI3 : MeOH
(4:1) (125 ml). Produkt byl do¢istén rozpusténim v CHCI; (10 ml) a protiepanim
roztokem kyseliny chlorovodikové (0,2 ml v20 ml vody). Takto byl ziskan
per-O-acetyl-2'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (16) ve vyt&zku 24 mg (82 %).

T. t. 144 °C, [a]*°p +78° (CHCIs).

'H NMR (1) (CDCls): 1,99-2,24 m, 51 H, (Ac); 3,53 dd, 1 H, J(1'2") = 3,1,
J(2'3") = 8,8 (H-2'); 3,66-3,85 m, 6 H, (H-4); 4,14-4,52 m, 20 H, (H-5, H-6, H-1°);
4,73-4,82 m, 5 H, (H-2); 5,00 d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1); 5,02 d, 1 H, J(1,2) = 3,4
(H-1); 5,08 d, 1 H, J(1,2) = 3,8 (H-1); 5,08 d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1); 5,11 d, 2 H,
J(1,2) = 3,7 (H-1); 5,41 m, 1 H, (H-3); 5,47 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,3 (H-3);
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548 dd, 1 H, J(3,4) = 8,7, J(2,3) = 10,1 (H-3); 552 dd, 1 H, J(3,4) = 8,
J(2,3) = 10,3 (H-3); 5,58 dd, 1 H, J(3,4) = 8,5, J(2,3) = 10,5 (H-3): 5,66 m, 1 H,
(H-3).

MS: pro C;5HgsOs9 vypolteno 1744,5 (pro [M + Na]® vypoéteno 1767,5),
naméfeno 1767,7 [M + Na]".

Per-O-acetyl-3'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (17)

K michanému roztoku per-O-acetyl-3'-O-formylmethyl-a-cyklodextrinu (14)
(80 mg, 0,046 mmol) v acetonu (1,6 ml) ochlazenému na 0 °C bylo po kapkach
ptfidano Jonesovo ¢inidlo (69 ul roztoku 0,5 g CrO3 v 0,45 ml H,SO4 a 3,8 ml H,0,
0,069 mmol). Reakéni smés byla michana 10 minut a reakce byla ukoncena
ptidavkem i-PrOH (2 ml). Po ohtati na laboratorni teplotu byla reakéni smés
vytiepana mezi chloroform (20 ml) a vodu (20 ml). Organicka faze byla odpafena na
RVO. Produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (8 g) za pouziti
elu¢ni soustavy CHCl; : MeOH (20:1) (100 ml), CHCI3 : MeOH (10:1) (50 ml) a
CHCI3 : MeOH (4:1) (250 ml). Produkt byl od iontd Cr** dogistén rozpusténim
v CHCI3; a protiepanim roztokem Chelatonu III (78 mg v 10 ml vody). Takto byl
ziskan per-O-acetyl-3'-O-karboxymethyl-o-cyklodextrin (17) ve vyt&zku 71 mg
(87 %).

T.t. 148 °C, [a]*°p +104° (CHCl5).

'H NMR (2) (CDCls): 2,01-2,23 m, 51 H, (Ac); 3,74-3,86 m, 6 H, (H-4);
4,07-4,56 m, 20 H, (H-5, H-6, H-1°, H-3"):; 4,70 dd, 1 H, J(1'2") = 3,5, J(2',3") = 10,3
(H-2"); 4,68-4,87 m, 6 H, (H-2, H-1°); 5,01 d, 1 H, J(1,2) = 3,4 (H-1); 5,03 d, 1 H,
J(1,2) = 3,8 (H-1); 5,04 d, 1 H, J(1,2) = 4,4 (H-1); 5,08 d, 1 H, J(1,2) = 3,2 (H-1);
512 d, 1 H, J(1,2) = 3,7 (H-1); 5,14 d, 1 H, J(1,2) = 3,6 (H-1); 5,42-5,70 m, 5 H,
(H-3).

MS: pro C;5HgsOs9 vypolteno 1744,5 (pro [M + Na]® vypoéteno 1767,5),
naméfeno 1767,8 [M + Na]".

Per-O-acetyl-6'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (18)

K michanému roztoku per-O-acetyl-6'-O-formylmethyl-a-cyklodextrinu (15)
(25 mg, 0,014 mmol) v acetonu (0,5 ml) ochlazenému na 0 °C bylo po kapkach
ptidano Jonesovo ¢inidlo (22 ul roztoku 0,5 g CrO3 v 0,45 ml H,SO4 a 3,8 ml H,0,
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0,022 mmol). Reakéni smés byla michana 10 minut a reakce byla ukoncena
ptidavkem i-PrOH (1 ml). Po ohfati na laboratorni teplotu byla reakéni smeés
vytfepana mezi chloroform (10 ml) a vodu (10 ml). Organické faze byla protiepana
roztokem Chelatonu Il (78 mg v 10 ml vody) a odpafena na RVO. Produkt byl
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (3 g) za pouziti eluéni soustavy
CHCI3 : MeOH (20:1) (100 ml), CHCI3 : MeOH (10:1) (50 ml) a CHCI3; : MeOH
(4:1) (125 ml). Produkt byl docistén rozpusténim v CHCI3 (10 ml) a protfepanim
roztokem kyseliny chlorovodikové (0,2 ml v 20 ml vody). Takto byl ziskdn
per-O-acetyl-6'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (18) ve vyt&zku 21 mg (83 %).

T. t. 143 °C, [a]*°p +92° (CHClIs).

'H NMR (1) (CDCls): 2,03-2,18 m, 51 H, (Ac); 3,76-4,58 m, 24 H, (H-4, H-5,
H-6); 4,09 d, 1 H, J(1’,1’) = 16,9 (H-1"); 4,30 d, 1 H, J(1’,1") = 16,9 (H-1);
4,75-4,86 m, 6 H, (H-2); 5,03d, 1 H, J(1,2) = 3,5 (H-1); 5,05d, 2 H, J(1,2) = 3,8
(H-1); 5,06 d, 1 H, J(1,2) = 3,9 (H-1); 5,08 d, 1 H, J(1,2) = 3,7 (H-1); 509 d, 1 H,
J(1,2) = 3,8 (H-1); 5,45-5,57 m, 6 H, (H-3).

MS: pro C;2HosOs9 vypoclteno 1744,5 (pro [M + Na]* vypoéteno 1767,5),
naméfeno 1767,6 [M + Na]".
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Priprava monocinnamyl a monoallyl derivati

Prvnim krokem syntézy produktii je piiprava 2'-O-, 3'-O- a 6'-O-cinnamyl

derivata a-cyklodextrinu (1 — 3) a jejich peracetylace.

Postupem pro piipravu per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (7) byla
pfipravena smés monocinnamyl derivatl, které byly nasledné peracetylovany,
separovany a charakterizovany 2D NMR technikami. Timto zplisobem se podafilo
ptipravit per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin  (7) a per-O-acetyl-3'-O-

-cinnamyl-a-cyklodextrin (8).

Aby bylo mozné optimalizovat reakéni podminky pro cinnamylaci a-CD, bylo
potieba nalézt vhodnou mobilni soustavu, ktera by byla na TLC schopna rozdélit
jednotlivé volné (neperacetylované) monocinnamyl derivaty. Peracetylované
derivaty je na TLC sice mozné rozdélit v soustavé CHCl; : MeOH (20:1), ale
per-O-acetyl-o-cyklodextrin mé stejny R¢ jako per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-a-
-cyklodextrin (7), takZe pouhou peracetylaci reak¢éni smési po cinnamylaci a-CD by
nebylo mozné tuto reak¢ni smés monoderivatl kvantifikovat. Jako vhodna elu¢ni

soustava pro déleni monocinnamyl derivati se ukdzala smés CHCl; : MeOH : H,O
(4:5:1).

Pro zjisténi zavislosti vytézku na mnoZstvi baze a teploté reakce byla
provedena série deviti orientacnich reakci cinnamyl bromidu s a-CD v DMF
s 2 ekv., 5 ekv. a 30 ekv. NaOH pii teplotach 0, 20 a 50 °C. Nejlepsi vytézky 2'-O- a
3'-0O-cinnamyl-a-cyklodextrinu vykazovala reakce pii pouziti 2 ekv. NaOH za
laboratorni teploty. V kapitole 3.2 je popsana moznost modifikace polohy 6 za
pouziti nadbytku baze. Pii vySe uvedené sérii reakci s 30 ekv. baze nebyl pii zadné
reakci vznik Zadného derivatu pozorovan. Pravdépodobné zde piednostné dochdzi
K hydrolyze cinnamyl bromidu. Vnik 6-O- derivatu nebyl pozorovan ani pfi ostatnich
reakcich. Cinnamyl bromid je pravdépodobné komplexovan do kavity a-CD, a proto

dochazi k reakci pouze v poloze 2 a 3.

Vzhledem k vy§e uvedenym faktim byly 2'-O- a 3-O-cinnamyl derivaty
ptipraveny metodou A.
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Jelikoz se ve vyse popsanych reakcich nepodafilo pripravit 6'-O-cinnamyl
derivat, byla vyzkouSena jeho priprava podle literatury™, kde byl piipraven
6'-O-(p-kyanobenzyl) derivat (viz. kapitola 3.2.3). Po rozd&leni produktd a jejich
peracetylaci bylo porovnanim se standardy zjiSténo, ze nevznikl 6'-O derivat. Zato
viak pii této reakei vznikl 2'-O-cinnamyl-o-cyklodextrin (1) a 3'-O-cinnamyl-o-
-cyklodextrin (2). Opét je zde ziejmé cinnamyl bromid komplexovan do kavity

a-CD, a proto dochazi k reakci pouze v poloze 2 a 3.

Dale byla vyzkouSena orienta¢ni reakce cinnamyl bromidu s a-CD ve smési
H,O : MeCN (3:1) podle literatury®®. Vyt&zky pro 2'-O- a 3'-O-cinnamyl derivaty
byly podobné jako v ptipadé pouziti DMF.

Ptiprava monoallyl derivati vychazela ze zkuSenosti pifi piipravé
monocinnamyl  derivatl. Smési  volnych monoallyl derivath se vSak
chromatograficky nepodafilo rozdélit ani pifi pouziti eluéni soustavy
CHCI3 : MeOH : H,O (4:5:1). Smési peracetylovanych monoallyl derivati l1ze od
sebe odd¢lit v elucni soustavé CHClz : MeOH (100:1) jen obtizné, jelikoz maji
podobny Ry, jenz vzrista od 2'-O pies 6-O k 3'-O derivatu. Jiné elu¢ni soustavy
S bézné dostupnymi rozpoustédly vSak neposkytuji lepsi vysledky.

Peracetylace monosubstituovanych cyklodextrinti byla provadéna pievazné
acetanhydridem s octanem sodnym, jelikoz pii pouziti pyridinu mize dochazet
k polymeraci 6'-O derivati. P¥i peracetylaci 2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (1) za
pouziti octanu sodného dochazelo k bo¢né reakci, kdy vznikal peracetylovany
a-cyklodextrin. Tohoto jevu by mohlo byt svyhodou vyuzito pii Cisténi
3-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (2). Pfi peracetylaci jingch monosubstituovanych
derivatd nebyl tento jev pozorovan. Per-O-acetyl-2'-O-cinnamyl-a-cyklodextrin (7) a
per-O-acetyl-a-cyklodextrin se od sebe nepodafilo chromatograficky rozdélit.
Peracetylovany a-cyklodextrin 1ze oddélit az po prevedeni cinnamylu na

formylmethyl.

Oveéreni moznosti modifikace ptipravenych latek bylo provedeno na 2-0- a
6'-O-allyl- a 3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu, jelikoz u nich bylo z dvojic

allyl — cinnamyl dosazeno nejvyssich vytézku (tabulka 5.1).
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Tabulka 5.1 Srovnani alkyla¢nich podminek p¥i pripravé peracetylovanych monoallyl
a monocinnamyl derivati

Pfi?raya A}lf}{laéni Ekv. Rf)%pou- Teplota V}'Itéielf por peracetylaci
slou¢eniny: ¢inidlo NaOH stédlo (vztazeny na o-CD)
7 cinnamyl bromid 2 DMF lab. 5,3 %
8 cinnamyl bromid 5 H,O 50 °C 53%
10 allyl bromid 2 DMF lab. 6,1 %
11 allyl bromid 5 H,O 50 °C 3,7%
12 allyl bromid 30 H,O 0°C — labh. 13 %

5.2 Derivatizace dvojné vazby

5.2.1 Priprava formylmethyl derivati

Formylmethyl  derivaty  byly  pfipraveny  reduktivni  ozonolyzou
Z odpovidajicich monosubstituovanych derivatl ve vytézcich, které jsou uvedeny

v tabulce 5.2 a které odpovidaji vytézkim bézné dosahovanym V literatuie (viz.

kapitola 3.3).

Tabulka 5.2 VytézKky reduktivni ozonolyzy

Pfiprava slou¢eniny:  Vytézek

13 82 %
14 70 %
15 2%

5.2.2 Priprava karboxymethyl derivata

Reakei per-O-acetyl-3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu (8) s NalO, za katalyzy
RuCl; ve sméi H,O : MeCN (1:1) podle literatury’® se per-O-acetyl-3'-O-
-karboxymethyl-a-cyklodextrin (17) nepodafilo ptipravit ¢isty. Meziprodukt pii této
reakci, ktery byl izolovan sloupcovou chromatografii, ma v hmotnostnim spektru pik
1820,0 v negativnim a 1844,0 v pozitivni modu. Lze tedy usuzovat, Ze se jedna
oionty [M-H] a [M+Na]*, které odpovidaji derivatim vzniklym adici vody na
dvojnou vazbu (obrazek 5.1). Meziproduktem muiize byt jeden nebo vice téchto

derivatu.
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Obrazek 5.1 — Mozné meziprodukty pri oxidaci jodistanem sodnym za katalyzy
chloridem ruthenitym

Pfi reak¢ni dobé 2 hodiny byl pomér reaktantu a produktu zhruba 1:1 (podle
TLC). Pii prodlouzeni reakéni doby (22 hodin) meziprodukt sice vymizi, ale dochazi
k ¢asteéné deacetylaci produktu. Tyto deacetylované derivaty se nepodatfilo od
pozadovaného produktu oddélit, proto se i pifes cetné optimalizacni kroky
per-O-acetyl-3'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (17) nepodafilo timto zpsobem
pfipravit Cisty.

Pfi ozonolyze per-O-acetyl-6'-O-allyl-a-cyklodextrinu (12) v acetonu pfi
-78 °C a nasledné oxidaci Jonesovym cinidlem pii 0 °C vznikd smés produkti, ve
které je ptitomen i per-O-acetyl-6'-O-karboxymethyl-a-cyklodextrin (18), ale pouze
zhruba v 30% vytézku (podle TLC).

Vzhledem K neuspésné piimé piipravé byla pro pfipravu karboxymethyl
derivati  zvolena oxidace jodem v zasaditém prostfedi, kdy byla k roztoku
per-O-acetyl-3'-O-formylmethyl-a-cyklodextrinu (14) ve smési H,O : MeCN (1:1)
ochlazenému na 0 °C pfidana baze a roztok jodu v acetonitrilu. Reakéni smés byla
michana pfi této teploté¢ 10 minut a reakce byla ukoncena ptidavkem thiosiranu
sodného. Pokud byl jako baze pouzit NaHCOj3, reakce neprobihala, a pokud byl
pouzit KOH reakce sice probihala, ale dochazelo ve velké mife k deacetylaci

produktu.
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Pro ptipravu karboxymethyl derivati byla Gspé$na az oxidace formylmethyl
derivatt Jonesovym cinidlem ve vytézcich, které jsou uvedeny v tabulce 5.3 a které

odpovidaji vytézkim bézné dosahovanym v literatufe (viz. kapitola 3.3).

Tabulka 5.3 Vytézky oxidace Jonesovym ¢inidlem

Pfiprava slouéeniny:  Vytézek

16 82 %
17 87 %
18 83 %
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6. Zavér

V této diplomové praci byla pfipravena série monosubstituovanych derivati

a-cyklodextrinu vhodnych k dal§imu pouziti v organické syntéze.

Byly nalezeny vhodné experimentalni podminky pro pfipravu
peracetylovanych 2'-O-, 3-0- a 6'-O-allyl a 2-O- a 3-O-cinnamyl derivati
o-cyklodextrinu. Tyto derivaty byly taktéz charakterizovany pomoci 2D NMR
technik, ¢imz byla urcena poloha substituentu. Timto byla pfipravena kompletni série
2'-0-, 3-0- a 6-O monosubstituovanych derivatli o-cyklodextrind. V piipadé
cinnamylovych derivati se nepodafilo pfipravit 6'-O derivat, protoze zde ziejme
dochazi ke komplexaci cinnamyl bromidu do kavity a-cyklodextrinu, pti¢emz
nearomaticky fetézec je natocen smérem k sekundarnimu okraji o-cyklodextrinu.

Tento fenomén byl pozorovan i u p-cyklodextrinu®,

Postup pro piipravu 6'-O-allyl-a-cyklodextrinu nalezeny v této diplomové
praci je v nasi pracovni skuping pouZivan pro piipravu 6'-O-allyl a 6'-O-propargyl

derivatl B-cyklodextrinu se skvélymi vytézky presahujicimi 25 %.

Ovéfeni moznosti modifikace pripravenych latek bylo provedeno na 2'-O- a
6'-O-allyl- a 3'-O-cinnamyl-a-cyklodextrinu, jelikoz u nich bylo z dvojic

allyl — cinnamyl dosazeno nejvyssich vytézku.

Bylo provedeno $tépeni dvojné vazby reduktivni ozonolyzou a touto reakci byl

pfipraven 2'-O-, 3'-O- a 6'-O-formylmethyl-a-cyklodextrin.

Oxidativni Stépeni dvojné vazby jodistanem sodnym za katalyzy chloridem
ruthenitym podle lit.** nebylo usp&sné, jelikoz pii této reakci dochazelo k &astedné
deacetylaci. Oxidace formylmethyl derivati na karboxymethyl derivaty jodem
v zasaditém prostiedi Usp&§né rovnéz nebylo. 2'-0-, 3-0- a 6'-O-karboxymethyl-o-

-cyklodextrin se podatilo Usp&Sné piipravit az oxidaci Jonesovym c¢inidlem.
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Syntéza monosubstituovanych derivati cyklodextrinu
Abstrakt

Tato diplomova prace je zaméfena na piipravu monoderivati a-cyklodextrinu
jako prekurzori pro dal$i syntézu v oblasti chemie cyklodextrinti. Velmi vyhodnymi
skupinami pro tuto monoderivatizaci jsou allylovd nebo cinnamylova skupina,
jelikoz obsahuji nearomatickou dvojnou vazbu, kterd je Siroce modifikovatelna.
Vramei této diplomové prace byly pripraveny peracetylované 2'-O-, 3-O- a
6'-O-allyl a 2'-O- a 3'-O-cinanmyl derivaty a-cyklodextrinu ve vyt&zcich 3,7 — 13 %.
Poloha allylové a cinnamylové skupiny byla urena pomoci 2D NMR technik.
MozZnost derivatizace allyl a cinnamyl derivatl byla ovéfena reduktivni ozonolyzou
peracetylovanych 2'-O- a 6'-O-allyl a 3-O-cinanmyl derivatd za vzniku
peracetylovanych 2'-O-, 3-0- a 6'-O-formylmethyl derivatéi. Tyto aldehydy byly
oxidovany Jonesovym ¢&inidlem za vzniku peracetylovanych 2-0-, 3-0- a

6'-O-karboxymethyl derivatii.

Klic¢ova slova: cyklodextriny, monosubstituce, allyl, cinnamyl, formylmethyl,
karboxymethyl
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Synthesis of monosubstituted derivatives of cyclodextrins

Abstract

This thesis is focused on a preparation of a set of exactly defined
monosubstituted derivatives of a-CD for subsequent utilization in organic synthesis.
Cinnamyl or allyl group is very suitable for the preparation of monosubstituted
derivatives of CD, because these groups contain nonaromatic double bond, which
can be widely modified. Peracetylated 2'-O-, 3'-O-, and 6'-O-allyl and 2'-O- and
3'-O-cinnamyl derivatives of a-CD mentioned in this thesis were prepared in yields
3.7 — 13 %. Position of allyl and cinnamyl group was determined by 2D NMR
techniques. Possibility of derivatization of allyl and cinnamyl derivatives was
exemplified by transformation of peracetylated 2-O-, and 6'-O-allyl and
3-O-cinanmy! derivatives to peracetylated 2'-O-, 3-O-, and 6'-O-formylmethyl
derivatives via reductive ozonolysis. These aldehydes were oxidized by Jones
reagent to 2'-O-, 3'-O-, and 6'-O-carboxymethy! derivatives.

Keywords: cyclodextrins, monosubstitution, allyl, cinnamyl, formylmethyl,

carboxymethyl
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